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Wybrane zagadnienia dotyczgce antygenu D
w Swietle doniesien prezentowanych na 23. Zjezdzie
Miedzynarodowego Towarzystwa Przetaczania Krwi w Amsterdamie

Selected RhD topics
presented during the 23" Regional Congress of the
International Society of Blood Transfusion in Amsterdam

Monika Pelc-Ktopotowska, Ewa Brojer
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Podczas zjazdu w Amsterdamie antygenowi D
po$wiecono wiele wystapien — miedzy innymi
wyklady podczas sesji Immunohematology — Rh,
Immunohematology — Fetal Maternal Immunology
oraz plakaty prezentowane podczas sesji plakato-
wej.

Sposrod doniesien przedstawionych podczas
sesji Immunohematology — Rh na omowienie
zastuguje prezentacja prof. Wagnera (Niemcy) pt.:
RhesusBase v2: a versatile source of information on
published RHD alleles [1]. Wraz z prof. Flegelem
utworzyl on funkcjonujaca od roku 1999 tzw. ,,Rhe-
susBase”, w ktorej umieszczano dane dotyczace
nowo identyfikowanych alleli RHD, informacje na
temat antygenu D oraz jego wariantow, jak rowniez
ich immunogenno$ci i podatno$§ci na immunizacje.
Zarowno struktura bazy, jak i sposdb gromadzenia
danych wymagaly unowoczes$nienia; zadanie to
wypelnil obecnie prof. Wagner. Nowa konstruk-
cja bazy umozliwia automatyczne gromadzenie
danych o polimorfizmach genu RHD oraz szaco-
wanie liczby opublikowanych alleli. Dane zbiera-
ne sg automatycznie poprzez transfer informacji
z bazy GeneBank i ze streszczen opublikowanych
w PubMed pod hastami: ,,grupy krwi Rh”, gen RHD.
W bazie uwzgledniono takze informacje zawarte
w programie BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool). Prof. Wagner dokonat analizy 1 weryfikacji
wszystkich danych umieszczonych obecnie w utwo-
rzonej nowej wersji RhesusBase pod wzgledem
fenotypu, rodzaju mutacji, grup alleli RHD i roku,
w ktérym po raz pierwszy wykryto nowa mutacje.

W bazie znajduje sie obecnie 108 publikacji 1 261
danych uzyskanych poprzez automatyczny trans-
fer z GeneBank. Znajduja sie w niej informacje
0 367 aktualnie poznanych allelach RHD, z ktorych
170 nie zostalo jeszcze objetych nomenklaturg
ISBT. Jako ,,D staby” zakwalifikowano 95 alleli,
a 12 spos$rod nich posiada cechy, ktore kwalifikuja
je rowniez do grona wariantow okres§lanych, jako
D czesciowy. Jako D czesciowy zakwalifikowano
86 alleli, do alleli DEL zakwalifikowano 30 a 58
do wariantow RHD+/RhD-. Kolejnych 59 RHD
dodatnich scharakteryzowano, jako ostabiony
wariant D lub RhD dodatni. W przypadku 40 alleli
nie uzyskano danych dotyczacych cech serolo-
gicznych, a dla 148 wariantow nieznany jest ha-
plotyp Rh charakterystyczny dla danej odmiany.
Haplotyp Ce wystepuje u 129 odmian, cE u 42, ace
u 43. Zdecydowana wiekszo$¢ alleli umieszczonych
w bazie zostala zidentyfikowana w populacji Euroa-
zjatyckiej. NajczeScie] wystepujagcym mechanizmem
odpowiedzialnym za powstanie tak wielu odmian
RhD byta mutacja typu SNP (single nucleotide poly-
morphism), czyli zmiana pojedynczego nukleotydu
(167). W bazie znajduje sie 49 gendéw hybrydowych,
46 alleli powstalo w wyniku wielokrotnych mutacji
zmiany sensu, 27 to insercje lub delecje, a 26 to
mutacje miejsc skladania eksonow (tzw. splice site).
Unowocze$nionia baza jest uniwersalnym zrédtem
aktualnych informacji dotyczacym alleli RHD.

Na sesji Immunohematology — Fetal Mater-
nal Immunology Meshi 1 wsp. z Arabii Saudyj-
skiej przedstawili wyniki interesujacych badan
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przeprowadzonych na modelu mysim, w ktoérych
zastosowano tzw. ,,mimotopy” peptydéw RhD do
szczepienia zwierzat w celu wywolania produkcji
przeciwciat anty-RhD [2]. Dotychczas jedyna
metoda generacji przeciwcial u dawcow krwi, od
ktorych pozyskuje sie immunoglobuline anty-D
stosowang w immunoprofilaktyce konfliktu, jest
szczepienie RhD dodatnimi ludzkimi krwinkami.
Stosowanie do szczepien ludzkich allogenicznych
krwinek czerwonych stanowi istotny problem
etyczny 1 wywoluje obawy u wielu dawcow. Opraco-
wanie alternatywnych metod wywolania produkcji
przeciwcial anty-D u ochotnikow jest wiec bardzo
istotne. Nalezy pamietac, ze rekombinowane mo-
noklonalne przeciwciala anty-RhD nie s3 skuteczne
w immunoprofilaktyce konfliktu matczyno plodo-
wego. Metoda szczepien, ktorg analizowali badacze
z Arabii Saudyjskiej, oparta jest na zastosowaniu
do stymulacji produkcji przeciwcial tzw. biatko-
wych mimotopéw, czyli peptydéw nasladujacych
naturalne epitopy antygenowe biatka RhD (jego
immunogenne fragmenty). Autorzy przeprowadzili
badania na transgenicznych myszach z antygenem
HLA DR15. Antygen ten wystepuje u ludzi, ktorzy
odpowiadaja produkcjg przeciwcial anty-RhD na
kontakt z antygenem D (tzw. ,odpowiadacze” —
responders) 1 dlatego przewidywano, ze mimotopy
RhD beda generowac odpowiedZ immunologiczng
u takich transgenicznych myszy. We wstepnych
badaniach autorzy zidentyfikowali zestaw mi-
motopow peptydowych RhD, ktére na platformie
mikromacierzy wigzaly specyficznie monoklonalne
przeciwciala anty-D. Zbadano czterna$cie takich
mimotopéw RhD z 7 surowicami z przeciwcia-
tami anty-D i z 7 surowicami bez przeciwcial.
Mimotop DM4 specyficznie wiagzal przeciwciala
monoklonalne anty-D (T27), co wykazano zarow-
no na platformie mikromacierzy, metoda ELISA,
jak 1 w cytometrze przeplywowym. Mimotop ten
dotaczono do fragmentu Pep6 biatka RhD i takim
zlozonym peptydem uodparniano transgeniczne
myszy. Przeciwciala nazwane anty-DM4 wytwo-
rzone przez myszy reagowaly nie tylko z RhD
dodatnimi ludzkimi krwinkami, ale, niespecyficz-
nie, z krwinkami RhD ujemnymi oraz krwinkami
Rhnull. Opracowanie metody szczepien za pomocg
mimotopow RhD, ktore zastapityby ludzkie krwinki
czerwone stosowane dotychczas do immunizacji
dawcow, wymaga zatem dalszych badan.

Inne badania na analogicznym szczepie myszy
transgenicznych (z antygenem HLA DR15) przed-
stawil zespo6t naukowcow z Aberdeen [3]. Ich celem
byto z kolei opracowanie nowego sytemu immuno-
profilaktyki opartej na ttumieniu produkcji przeciw-

cial anty-RhD poprzez podawanie drogg wziewna
lub podskoérnie peptydow bedacych immunogen-
nymi fragmentami biatka RhD. Zesp6t prof. Urba-
niaka rozpoczal te badania juz wiele lat temu [4].
Taka procedura mogtaby w przyszioSci postuzy¢ do
immunoprofilaktyki. Obecnie stosowana immuno-
profilaktyka polegajaca na stosowaniu immunoglo-
buliny anty-D jest bowiem nieskuteczna u okolo
0.5-2% kobiet. Celem obecnego etapu prac zespotu
z Aberdeen bylo wyprodukowanie peptydu, ktory
bedzie mial wiasciwo$ci hamowania odpowiedzi
immunologicznej na zasadzie blokowania komorek
T helper Transgenicznym myszom HLA-DR15
podano badane peptydy donosowo lub podskornie.
U zwierzat, ktorym podano te peptydy, uzyskano
znaczace stlumienie produkcji przeciwcial anty-D
po podaniu podskornie oczyszczonego biatka RhD.

Kolejnym zagadnieniem poruszanym na Zjez-
dzie bylo poszukiwanie czynnik6w rokowniczych
produkcji przeciwcial w odpowiedzi na alloantygeny
komorek krwi, a szczeg6lnie na antygen RhD. Jak
wiadomo, nie wszystkie RhD ujemne kobiety cie-
zarne, ktorych dzieci sg RhD dodatnie, i nie wszy-
scy RhD ujemni ochotnicy szczepieni krwinkami
RhD+ odpowiadaja produkcja przeciwcial. Dodat-
kowo, u niektoérych osob produkcja przeciwcial jest
burzliwa i ich miano wysokie (tzw. high responders),
u innych miano przeciwcial jest niskie (tzw. low
responders). Od wielu lat mozliwo§¢ identyfikacji
tzw. ,,odpowiadaczy” 1 ,nieodpowiadaczy” stano-
wi przedmiot badan transfuzjologow. Dwie prace
prezentowane na Zjezdzie dotyczyly poszukiwania
polimorfizmow, ktore moglyby byé czynnikiem
rokowniczym wskazujacym na wystapienie pro-
dukgji przeciwciat do alloantygenow komorek krwi,
a szczegoblnie do antygenu RhD u ludzi.

W pracy badaczy australijskich [5] do iden-
tyfikacji potencjalnych markeréw podatno$ci na
alloimmunizacje zastosowano technike Affymetrix
Gene-Chip. Analizowano polimorfizmy typu SNP
W genach zaangazowanych w procesy odpowiedzi
immunologicznej i W procesy zapalne (zastosowano
Immunolnflammation-targeted SNP Kit). Dodat-
kowo, innymi technikami badano polimorfizmy
w Toll-like receptor 2 (TLR2) 1 w genie kodujacym
CD14, a takze genotypy HLA-DRB1. Wykazano,
ze ple¢ oraz 13 SNP w badanych genach, a takze
allele HLA DRB1*04 1 DRBI *15 byly skorelowane
ze statusem ,,odpowiadacza” i ,,nieodpowiadacza”.
Wykazano tez asocjacje intensywnos$ci odpowiedzi
produkcji przeciwcial (tzw. high responder 1 me-
dium responder) z allelami DRB1*04, DRBI1*14,
DRBI*15 oraz z polimorfizmem Arg753Gln TLR2.
Zastosowanie nowoczesnych, szerokich analiz
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molekularnych jest wiec dobra droga do poszu-
kiwania genetycznych czynnikéw predykcyjnych
podatnosci na alloimmunizacje.

Celem prac zespolu kierowanego przez prof.
Brand z Holandii byto sprawdzenie, czy markerem
podatnosci na alloimmunizacje nie jest antygen
HLA DRB15 [6]. Badania wykonano w trzech
grupach oso6b z przeciwcialami i w odpowiednich
grupach kontrolnych. Byly to matki dzieci z choroba
hemolityczna ptodow/noworodkoéw, grupa chorych
z przeciwciatami do antygenéw krwinek czerwonych
oraz z przeciwcialami anty-HLA i grupa chorych
z przeciwcialami anty-HLA. Przeprowadzone analizy
wykazaly, ze HLA-DRBI *15 wystepuje statystycz-
nie istotnie czeSciej u osob, ktore w wyniku kontak-
tu z alloantygenami obecnymi na komorkach krwi
produkuja przeciwciala. Zwiazek ten jest silniejszy
dla odpowiedzi na antygeny krwinek czerwonych
niz na antygeny HLA.

Na Zjezdzie prezentowano tez wiele wynikow
badan nad polimorfizmem antygenu D. Badania
te przedstawili naukowcy z roznych krajow, m.in.
z Korei [7] 1 Afryki Subsaharyjskiej [8], Australii
[9], Hiszpanii [10].

W dalszej czeSci zostang omowione tylko nie-
ktore prace na ten temat.

Na specjalne podkreslenie zasluguja badania
zespolu z Amsterdamu prezentowane na sesji Im-
munohematology — Rh dotyczace analizy wariantow
RHD u RhD ujemnych kobiet ciezarnych.

W Holandii od 2011 roku prowadzony jest pro-
gram badania genu RHD plodu z DNA izolowanego
z osocza matki w 27 tygodniu ciazy w celu kwalifikacji
do $rédciazowej 1 poporodowe;j profilaktyki anty-D.
Immunoglobuline podaje sie tylko kobietom, ktorych
ptéd jest RHD dodatni. Do badan stosuje sie metode
real time PCR z zastosowaniem primerow do exonow
517. Jest to metoda ilo§ciowa, ktora pozwala na usta-
lenie czy wykrywany gen RHD pochodzi od matki
czy od plodu. Liczba kopii genu pochodzacego od plo-
du jest bowiem zawsze znaczne mniejsza niz matki.
W pracy prezentowano wyniki badan wykonanych
u 24 057 kobiet. W tej grupie gen RHD wykryto u 275
kobiet. Byly wsrdd nich geny kodujace warianty RhD
ze slaba ekspresja, w tym warianty-DEL, mozliwe
do wykrycia tylko technika adsorpcji/eucji, a takze
kobiety, u ktorych gen RHD nie ulegal ekspresji.
W tej ostatnie] grupie potwierdzono obecno$¢ znanych
juz alleli RHD nieulegajace ekspresji, w tym najczes-
ciej tzw RHD*Psi. Zidentyfikowano tez 20 nowych,
nieopisanych dotychczas mutacji odpowiedzialnych
za to zjawisko. W 7 przypadkach autorom nie udato
sie zidentyfikowa¢ mutacji odpowiedzialnej za brak
ekspresji RhD [11].

Pisacka i wsp. z Instytutu Hematologii i Trans-
fuzjologii w Pradze (Czechy) oceniali czestos$é
wystepowania antygenow ,,D stabe” 1,,D cz¢sciowe”
w populacji czeskiej [12]. W latach 2000-2012 do
Referencyjnego Laboratorium Immunohematolo-
gicznego (RLI) w Pradze przestano 827 probek,
w ktorych w rutynowych oznaczeniach antygenu D
wykryto wariant RhD. W RLI probki byty badane
metodami serologicznymi za pomocg przeciwciat
monoklonalnych oraz metoda biologii molekular-
nej przy pomocy komercyjnie dostepnych testow
opartych na technice PCR-SSP (firma Inno-Train).
Wsrod probek przestanych do badan zidentyfiko-
wano 722 (87,3%) D stabe oraz 105 (12,7%) D
czeSciowe. Wérod D stabych najczeSciej wystepu-
jace to: typ 1 (72%), typ 3 (17,2%), typ 2 (7,9%).
W przypadku kategorii antygenu D najczeSciej
wystepujacym wariantem okazat sie DVII (48,6%),
a drugim po nim wariant D kategorii VI (23,8%).
Jedna z analizowanych probek z antygenem DVII,
zidentyfikowanym metodami serologicznymi oraz
metoda biologii molekularnej, zostata wykorzysta-
na w programie oceny jako$ci badan w laboratoriach
immunologii transfuzjologicznej. Rozestano ja do
102 laboratoriow transfuzjologicznych wykonuja-
cych badania za pomocg réznych technik: probow-
kowa, mikrokolumnowa, na mikroptytkach zar6wno
manualnie, jak i metoda automatyczna. Zdecydowa-
na wiekszo§¢ laboratoriow oznaczyla probke, jako
RhD dodatnia. Obecno§é wariantu D stwierdzono
jedynie w 3 laboratoriach wykonujacych badania
wedlug algorytmu dla dawcy oraz w 4 laboratoriach,
ktore probke traktowaly, jako material od biorcy. Na
tej podstawie Pisacka 1 wsp. sugeruja, ze czestoSé
wystepowania DVII jest wyzsza niz to wynika
z danych zebranych w tej pracy, poniewaz DVII jest
identyfikowane, jako prawidlowy antygen D.

Figueiredo 1 wsp. z Portugali opisali przypadek
76-letniego mezczyzny z ostra biataczka szpikowa,
ktoremu oznaczono grupe krwi jako O RhD dodatni
z ujemnym wynikiem badan na obecno$¢ przeciwciat
odpornosciowych do krwinek czerwonych. Choremu
W oKkresie 6 miesiecy przetoczono 33 jednostki krwi
RhD dodatniej. W trakcie kolejnych badan wykryto
W jego surowicy alloprzeciwciala anty-D. Bezposredni
test antyglobulinowy (BTA) byt dodatni, a w eluacie
obecne byly przeciwciala anty-D. Metoda biologi mo-
lekularnej u chorego zidentyfikowano wariant DIIIc
(RHD-RHCE(3)-RHD). Krwinki czerwone z kategoria
DIIIc bardzo mocno reaguja z monoklonalnymi prze-
ciwciatami anty-D, a wykrycie tego wariantu mozliwe
jest tylko za pomocg badan genetycznych [13].

Polin z Linz (Austria) zaprezentowata wyniki
badan genetycznych 1 serologicznych 804 probek
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pobranych od osé6b C+/E+ oznaczonych testami
rutynowo stosowanymi, jako RhD ujemne. W gru-
pie tej u 18 oso6b wykryto fragmenty genu RHD,
au 14 na krwinkach wykrywano antygen D. Badania
w kierunku obecnosci genu RHD wykonano metoda
PCR-SSP. Sekwencjonowanie catego genu RHD
zastosowano w przypadku dodatniego wyniku
amplifikacji oraz dla 17 probek ze zmieniong eks-
presja antygenu D. Wérod nich zidentyfikowano
najbardziej znane allele determinujgce antygen
typu DEL: RHD(del exon 8) (8) i RHD*DELS syn.
RHDIVS3+1 G>A) (4). W grupie 17 probek
z niejasnym statusem D wykryto dwa nowe allele
nazwane: RHD *weak D typ 2.1 1 DIT-2; kazdy z nich
posiada jeden dodatkowy nukleotyd w porOwnaniu
do RHD*weak D type 2 1 DIT. W szeSciu probkach
zidentyfikowano RHD *weak D typ 48 ze stabg eks-
presja antygenu D, a jedng okreslono, jako DEL.
Podsumowujac, zastosowanie genotypowania RHD
dla dawcow krwi o fenotypie D—/C+/E+, pozwo-
lito u 1,7% os6b wykry¢ wariant D, serologicznie
okreslany jako DEL i zmieni¢ grupe krwi dawcy
na RhD dodatni [14].

Na omoéwienie zastuguje tez praca dotyczaca
wykrywania i charakterystyki przeciwcial anty-
-RhD u 0s6b z réznymi odmianami antygenu
D. Od wielu lat immunohematolodzy prowadza
obserwacje dotyczace podatnos$ci takich oséb na
alloimmunizacje antygenem RhD. Wiadomo, ze
osoby z niektorymi wariantami RhD, w tym row-
niez D slabe moga produkowac alloprzeciwciala
anty-D po przetoczeniu RhD dodatniej krwi. Sg
rowniez osoby z odmianami D slabego jak np. typ
2, u ktérych wykrywa sie anty-D wylacznie o cha-
rakterze autoprzeciwcial. Ustalenie, czy obecne
u badanej osoby anty-D maja charakter auto- czy al-
loprzeciwcial ma bardzo istotne znaczenie kliniczne
podczas doboru krwi do transfuzji. Castilho L i wsp.
z Brazylii przedstawili 5 przypadkow D slaby typ 2
z przeciwciatami anty-D. Wariant D jako RHD *weak
D type 2 zidentyfikowano za pomocg metod PCR-
-RFLP oraz AS-PCR. Badania serologiczne takie
jak: autokontrola, BTA, eluat, porownanie miana
przeciwcial 1 score przed 1 po autoadsorpcji po-
zwolily ustali¢, ze wykrywane przeciwciala anty-D
maja charakter autoprzeciwcial. Doniesienie to po
raz kolejny potwierdzilo, ze przeciwciala anty-D
wykrywane u os6b RHD *weak D typ 2 maja cechy

autoprzeciwcial 1 mozna im przetacza¢ krew RhD
dodatnig [15].
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