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Streszczenie

Cel pracy: Celem badari byta walidacja oraz wstepna ocena przydatnosci testu do prenatalnego okreslania genu
RHD pochodzenia ptodowego w osoczu ciezarnej w rutynowej praktyce laboratoryjnej i klinicznej. Wprowadzenie
do diagnostyki nieinwazyjnych badar prenatalnych ma na celu bardziej racjonalne i bezpieczne stosowanie immu-
noprofilaktyki.

Materiat i metody: Badanie genu RHD w osoczu cigzarnych wykonano technikg real-time PCR z zastosowaniem
starterow i sond specyficznych do sekwencji eksondw 7 i 10 genu RHD. Wyniki ujemne badania na obecnosc¢
genu RHD weryfikowano dodatkowymi testami, ktore miaty na celu potwierdzenie udanej izolacji i obecnosci DNA
ptodowego w probece. W pierwszej kolejnosci wykonywano oznaczenie markera pfci meskiej (genu SRY), ktdre po-
twierdzato obecnosc¢ ptodowego DNA w przypadku ptoddw ptci meskiej. Badanie wykonywano testem Quantifiler®
Duo. Probki z ujemnym wynikiem poddawano dalszej analizie poprzez oznaczanie polimorfizmdw typu STR (ang.
short tandem repeat) metodg mini SGM, réznicujgc DNA pochodzenia matczynego i ptodowego.

Wyniki: Dokiadnosc diagnostyczna testu do oznaczania genu RHD w osoczu wynosita 96,82%. Wartosc diagno-
styczna oznaczania genu SRY byta nizsza i wynosita 87,60%. Testem mini SGM udato sie znalez¢ marker réznicu-
jacy w 77% przypadkow.

Whioski: Opracowany algorytm badania DNA ptodowego metodami biologii molekularnej ma wysokg wartosé

diagnostyczng przy wykrywaniu genu RHD w osoczu i potwierdzaniu obecnosci DNA ptodowego oraz umozliwia
weryfikacje wynikow ujemnych, pod warunkiem zastosowania wiasciwych badari kontrolnych.

Stowa kluczowe: plodowy DNA / gen RHD / konflikt serologiczny /
/ prenatalna diagnostyka nieinwazyjna /
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Abstract

Objectives: The aim of the study was analytical validation of prenatal noninvasive fetal RHD detection in maternal
plasma and the preliminary assessment of its clinical utility. Introduction of this noninvasive test into routine diagnos-
tic use is important for more rational and safe immunoprophylaxis.

Material and methods: RHD gene was detected using real-time PCR. Primers and probes complementary to
sequence on exons 7 and 10 were chosen. Samples with RHD-negative results were examined with additional tests
to confirm the proper isolation of cell-free fetal DNA (cffDNA). For male fetuses, the presence of fetal DNA was con-
firmed by detection of the male genetic marker (SRY gene) using Quantifiler Duo® kit. In the case of SRY-negative
result we used mini SGM test, which is based on the detection of short-tandem repeat polymorphism differences
between maternal and fetal DNA.

Results: Diagnostic accuracy of RHD test was 96.82%, while diagnostic value of SRY determination was lower
(87.50%). Mini SGM test was able to confirm the presence of fetal DNA in 77% of the cases.

Conclusions: Effectiveness of the proposed procedure of prenatal noninvasive RHD determination and cffDNA
confirmation is high, on condition proper control samples and suitable verifying tests are used.

Key words: cell-free fetal DNA / RHD gene / feto-maternal incompatibility

prenatal noninvasive diagnosis

Wstep

Choroba hemolityczna ptodu/noworodka (ChHPN), wywo-
fana niezgodnos$cia na tle silnie immunogennego antygenu D
z uktadu Rh, byta przyczyna ponad potowy zgondéw noworodkow
przed wprowadzeniem immunoprofilaktyki. Aktualnie immuni-
zacja do antygenu RhD dotyczy 0,1-0,3% kobiet w krajach sto-
sujacych rutynowg profilaktyke $rodciazowsa i poporodowa oraz
1,5-2%, czyli niemal dziesi¢ciokrotnie wigcej, w krajach, ktdre
stosujg profilaktyke wyltacznie po porodzie [1, 2].

Immunoglobulina anty-D jako preparat krwiopochodny nie
jest w pelni bezpieczna, pomimo skrupulatnie prowadzonych
badan wirusologicznych. Obecnie ryzyko przeniesienia wirusow
ostonkowych, w tym HBV, HCV i HIV jest znikome, natomiast
istnieje prawdopodobienstwo przeniesienia wirusow bezostonko-
wych (np. parwowirusa B19), biatek prionowych, a takze czyn-
nikéw infekcyjnych nie poznanych dotychczas. Ponadto immu-
noglobulina anty-D moze doprowadzi¢ do uczulenia na antygeny
bialkowe i wywola¢ reakcj¢ anafilaktycznag [3-6].

W Polsce stosuje si¢ obecnie gtownie profilaktyke po poro-
dzie, ktora jest objgta programem ministerialnym. Istnieja jednak
wskazania do podania preparatu immunoglobuliny w czasie ciazy,
w sytuacjach, kiedy moglo doj$¢ do krwawienia ptodowo-mat-
czynego [4,7,8]. Profilaktyke $rédciazowa stosuje si¢, aby zmi-
nimalizowa¢ ryzyko immunizacji i w zwiazku z tym zmniejszy¢
koszty ponoszone na opieke i leczenie. W kilku krajach $wiata
wykazano, ze najbardziej uzasadnione z punktu widzenia eko-
nomicznego jest stosowanie immunoprofilaktyki réwniez w 28
tygodniu ciazy, optymalnie w polaczeniu z prenatalnym nieinwa-
zyjnym badaniem obecno$ci genu RHD pochodzenia ptodowego
we krwi cigzarnej w celu wykluczenia plodow niezagrozonych
ChHPN [1, 9-12].

DNA ptodowy (ang. cell-free fetal DNA — cffDNA), odkryty
w 1997 roku w surowicy ciezarnych przez Lo i wsp., stanowi
wazne zrodto materiatu do badan nieinwazyjnych, nie tylko do
badan wykrywajacych niezgodnos$¢ antygenowa migedzy matka
a plodem, ale znajduje obecnie coraz wigcej potencjalnych za-
stosowan w nowoczesnej diagnostyce laboratoryjnej, dotyczacej
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opieki nad kobietami cigzarnymi [13]. Nalezy jednak pamigtac,
ze jest on w znacznym stopniu zdegradowany i trudny do izolacji.
Pomimo ze od odkrycia cffDNA we krwi matki upltyn¢to wiele
lat, nadal ostatecznie nie opracowano standardéw przygotowania
materiatu do badan i sposobu weryfikacji wynikow ujemnych, co
jest niezwykle wazne z punktu widzenia wiarygodnosci i harmo-
nizacji badan laboratoryjnych [14-17].

Badania nieinwazyjne genu RHD nie sa w Polsce popular-
ne, cho¢ moga przynie$¢ wiele korzysci. W przypadku istnienia
wskazan do podania immunoglobuliny anty-D $rddciazowo, lek
moglby by¢ podany wylacznie matkom dzieci RhD-dodatnich,
szczegllnie, ze u ok. 38% cigzarnych ptdd jest RhD-ujemny.
Z drugiej strony daja one szans¢ na odstapienie od badan inwa-
zyjnych, w sytuacji kiedy u matki noszacej ptéd RhD-ujemny sa
obecne przeciwciata [18].

Cel pracy

Celem pracy byla walidacja analityczna testu do wykrywa-
nia genu RHD pochodzenia ptodowego u cigzarnych RhD-ujem-
nych. Podjeto réwniez probg opracowania optymalnego algoryt-
mu badania umozliwiajacego wiarygodna weryfikacje wynikoéw
ujemnych i wstepnie oceniono jego uzyteczno$¢ kliniczna.

Materiaty i metody

Materialem do badan byta krew pelna pobrana w objgtosci
4,9 ml na EDTA-K, z zelem od 63 pacjentek II Katedry i Kli-
niki Ginekologii i Potoznictwa Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu, a ponadto od zdrowych ochotnikow RhD-dodatnich
(4 kobiety nieci¢zarne i 2 m¢zczyzn) oraz RhD-ujemnych (3 ko-
biety niecigzarne i 2 m¢zczyzn). Rownoczesnie z probkami krwi
petnej, od pacjentek z grupy badanej pobrano takze wymazy po-
liczkowe przy pomocy jatowych wymazdowek z dakronowa gtow-
ka (Medical Wire & Equipement). Byly one pobierane na czczo,
przed umyciem zgbdw. Od wszystkich pacjentek uzyskano swia-
doma zgode na pobranie materiatu do badan. Przed rozpoczgciem
badan uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej przy Akademii Me-
dycznej we Wroctawiu nr KB-504/2008 na ich przeprowadzenie.
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Materiat byt pobrany od pacjentek w wicku 18-42 lat (me-
diana 30 lat), migdzy 14 a 41 tygodniem ciazy (mediana 36 hbd).
W grupie badanej byto 27 pierworddek i 36 wielorédek. Ciaze
fizjologiczne stanowity 30,2%, natomiast cigze z réoznymi powi-
ktaniami 69,8%.

Probki krwi pelnej byly transportowane w temperaturze
2-8°C, nastepnie wirowane przez 10 minut, 2500 x g, w tempe-
raturze 4°C. Oddzielone osocze wirowano ponownie przez 10
minut, 16000 x g, w temperaturze 4°C. Supernatant zamrazano
w temperaturze ponizej -20°C w ciggu dwoch godzin od momen-
tu pobrania krwi i w tych warunkach przechowywano do momen-
tu izolacji DNA.

Wymazdowki po pobraniu wymazéw policzkowych suszono
przez 2 h w komorze z laminarnym przeplywem powietrza. Na-
stgpnie zamykano i przechowywano w temperaturze 18-25°C do
czasu izolacji DNA.

Izolacja DNA z osocza

Izolacj¢ prowadzono przy pomocy zestawu QIAamp® DNA
Mini Kit (Qiagen), wedlug instrukcji producenta. W celu zwigk-
szenia wydajnosci izolacji, wprowadzono modyfikacj¢ pole-
gajaca na zwigkszeniu objetosci osocza do 400 pl. Przy uzyciu
spektrofotometru NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) oznaczano
stezenie DNA 1 oceniano jego czysto$¢. Probki z materialem ge-
netycznym przechowywano w temperaturze -20°C do momentu
przeprowadzenia dalszej analizy.

Izolacja DNA z wymazéw policzkowych
Izolacj¢ w wymazow policzkowych wykonywano rdwniez
przy uzyciu zestawu QIAamp® DNA Mini Kit.

Oznaczanie genu RHD

W oznaczaniu genu RHD wykorzystano zestawy sond typu
TagMan i starterow komplementarnych do dwodch odcinkow
genu RHD — w obrgbie eksondw 7 oraz 10 (Applied Biosystems,
obecnie Life Technologies). Do kontroli przebiegu reakcji, jako
»housekeeping gene”, wybrano gen B-globiny (GLO). W tabeli
1 przedstawiono ich sekwencje. W procedurze amplifikacji tech-
nikg real-time PCR zastosowano Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems, obecnie Life Technologies). Technike re-
al-time PCR wybrano z uwagi na planowane przeprowadzenie
badan ilosciowych.

Real-Time PCR — Quantifiler® Duo

W prébkach, w ktorych uzyskano wyniki ujemne pod wzgle-
dem genu RHD wykonano badania potwierdzajace obecnos¢
ptodowego DNA w wyizolowanym z osocza preparacie kwaséw
nukleinowych.

W przypadku mieszaniny w znacznym stopniu zdegradowa-
nego DNA i o duzym nadmiarze DNA zenskiego zastosowano
Quantifiler® Duo Quantification Kit (Applied Biosystems, obec-
nie Life Technologies). Test ten postuzyt do pomiaru st¢zenia
DNA catkowitego (w oparciu o gen kodujacy sktadnik H1 ry-
bonukleazy P — RPPHI) oraz do pomiaru st¢zenia DNA ptodo-
wego w oparciu o meski marker plci — gen SRY (ang. sex-deter-
mining region Y).

Obydwa testy przeprowadzono na aparacie 7900 HT Fast
Real-Time PCR System firmy Applied Biosystems (obecnie Life
Technologies), wraz z oprogramowaniem SDS 2.2.2.
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Badanie polimorfizméw typu STR (test mini SGM)

Dodatkowa kontrolg obecnosci DNA ptodowego w probkach
ujemnych dla genu RHD w osoczu kobiet cigzarnych stanowit
nowatorsko wykorzystany multipleksowy test mini SGM. Test
ten, majacy zastosowanie do wykrywania polimorfizméw typu
STR (ang. short tandem repeat), zostat opracowany w Zaktadzie
Technik Molekularnych Katedry Medycyny Sadowej Uniwersy-
tetu Medycznego we Wroctawiu do badania materiatu dowodo-
wego, zdegradowanego 1 zanieczyszczonego [24, 25]. Produkty
reakcji multipleksowej amplifikacji z wykorzystaniem znakowa-
nych fluorescencyjnie starteréw poddawano rozdziatowi techni-
ka elektroforezy kapilarnej, przy uzyciu aparatu 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, obecnie Life Technologies). Do
analizy uzyto oprogramowania GeneMapper® ID v.3.2. Test mini
SGM obejmuje pig¢ markeréw STR, pochodzacych z sekwencji
niekodujacych genomu oraz dodatkowo gen amelogeniny, jako
marker ptci. Wykorzystane markery to mikrosatelity z jednostka
repetytywna ztozong z 4 nukleotydow.

Badanie polimorfizméw wykonywano w probkach DNA
izolowanego z krwi matki, stanowiacych mieszaning matka-ptdd
oraz w odpowiadajacych im proébkach DNA izolowanego z wy-
mazow policzkowych, reprezentatywnych dla matki, w celu zna-
lezienia réznicujacych polimorfizméow.

Wyniki

Aby sprawdzi¢ specyficzno$¢ metody wykonano oznaczenia
genu RHD z uzyciem preparatéw DNA wyizolowanego z probek
pobranych od zdrowych ochotnikéw RhD-dodatnich oraz RhD
-ujemnych, kobiet i mezczyzn. We wszystkich probkach wyni-
ki oznaczenia genu RHD i SRY byly zgodne z fenotypem RhD
i plcia.

W grupie badanej uzyskano 52,4% wynikéw dodatnich oraz
47,6% wynikoéw ujemnych na obecnos¢ genu RHD. Wszystkie
probki byly dodatnie pod wzglgdem genu kontrolnego -globi-
ny (GLO), przy czym w 2 probkach ujemnych dla RHD réwno-
czesny odczyt GLO wskazywat na bardzo mata zawartos¢ DNA.
Z powodu stosunkowo duzego rozrzutu migdzy trzema powto-
rzeniami wykonanymi dla kazdej probki wyniki oznaczenia genu
RHD potraktowano w sposob jakosciowy.

W celu weryfikacji uzyskanych w czasie cigzy wynikow
oznaczenia genu RHD dokonano poréwnania z wynikami badan
grupy krwi dziecka, przeprowadzanymi w Akademickim Cen-
trum Diagnostyki Laboratoryjnej Akademickiego Szpitala Kli-
nicznego przy ul. Borowskiej 213 we Wroctawiu. W przypadku
cigz mnogich wynik rozpatrywano jako dodatni, jesli przynaj-
mniej jeden z noworodkow byt RhD-dodatni.

Do wykonania testu Quantifiler® Duo zakwalifikowano
probki DNA, w ktdrych nie wykryto genu RHD. Badanie wyko-
nano w celu potwierdzenia obecnoséci w probce cffDNA i wery-
fikacji ewentualnych fatszywie ujemnych wynikow oznaczenia
RHD. W zwiazku z duzym brakiem precyzji okreslonym przez
wewnatrzseryjny wspolczynnik zmiennosci rowny 66,7% w ba-
danym przedziale st¢zen oraz uzyskanymi niskimi stg¢zeniami
DNA, wyniki testu Quantifiler® Duo w probkach badanych zo-
staty potraktowane w sposob jakosciowy. Dla wszystkich probek
badanych uzyskano wyniki dodatnie dla markera obecno$ci DNA
ludzkiego. Wynik dodatni dla meskiego genu SRY uzyskano w 13
spos$réd 32 badanych probek (40,62%). Wyniki badan testem
Quantifier® Duo w probkach badanych skonfrontowano z plcig
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Figure 1. Opracowany algorytm oznaczania genu RHD w osoczu cigzarnej wraz z badaniami potwierdzajacymi i propozycjami postepowania w przypadkach watpliwych.
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Tabela I. Zastosowane w badaniach startery (ang. primer) i sondy typu TagMan®.

5’Primer3’ F (forward) 5’Primer3’ R (reverse) 5’Sonda TagMan® 3’
RHD ekson 7 CTCCATCATGGGCTACAA CCOECTCCOACGRTATC FAM-AGCAGCACAATGTAGATGATCTCTCCA
[19, 20] -TAMRA
RHD ekson 10 CCTCTCACTGTTGCCTGEATT | AGTGCCTGCGCOAACATT FAM-TACGTGAGAAACGCTCATGACAGCAAAGCTT
[19, 21] -TAMRA
ﬁg” 252'9'203P]i”y GLO | GTGCACCTGACTCCTGAGGAG | CCTTGATACCAACCTGCCCAG | i AACGCTOAACGTEGATGAAGTTGRTGE

dziecka, stwierdzona po urodzeniu. W przypadku cigz mnogich
wynik interpretowano jako prawdziwie dodatni, jesli przynaj-
mniej jeden noworodek byt ptci meskiej. W badaniu obecnosci
genu SRY uzyskano 4 wyniki falszywie ujemne. Probki te zostaty
pobrane od pacjentek w 28, 29, 33 i 35 tygodniu ciazy i nie bylo
mozliwosci pobrania materiatu po raz kolejny. W tabeli IT (a i b)
przedstawiono uzyskane wyniki w grupie badanej w odniesie-
niu do stanu faktycznego stwierdzonego po porodzie, natomiast
w tabeli III obliczone podstawowe parametry opisujace wiary-
godnos¢ diagnostyczng obu ocenianych testow.

Badanie polimorfizméw typu STR testem mini SGM wyko-
nano u 19 pacjentek, u ktérych oznaczenia genow RHD i SRY
daly wyniki ujemne. W badaniu pordownywano profil genetyczny
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ci¢zarnej uzyskany z wymazu policzkowego z mieszaning DNA
matki i ptodu obecng w osoczu. Testem mini SGM przeanalizo-
wano 38 probek (19 par). Jako pierwszy opracowywano profil
matki, a nastgpnie analizowano mieszaning obecng w osoczu pod
katem obecnosci alleli réznicujacych. W toku analizy produktéw
amplifikacji mieszaniny DNA wystgpujacej w osoczu, w 12 prob-
kach wykryto jeden marker roznicujacy, w 1 probce znaleziono
trzy allele, natomiast w 2 probkach cztery allele réznicujace mat-
ke i ptod. W 4 probkach nie udato si¢ znalez¢é locus rdznicujace-
go ta wersj¢ testu. W dwdch probkach, dla ktorych nie wykryto
genu SRY testem Quantifiler® Duo, w badaniu testem mini SGM
byt obecny meski allel markera pici, co umozliwito weryfikacje
dwoch wynikow falszywie ujemnych.
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Catkowita doktadnos¢ diagnostyczna przedstawionego algo-
rytmu postgpowania wynosita zatem 96,82%.

Dyskusja

W celu ustalenia wartosci diagnostycznej badania labora-
toryjnego warunkiem koniecznym, cho¢ niewystarczajacym,
jest szczegdtowe poznanie cech analitycznych testu, ocenia-
nych w toku walidacji metody. Kolejnym, kluczowym etapem
jest ocena kliniczna. W niniejszej pracy podjgto si¢ oceny testu
w grupie pacjentek RhD-ujemnych o zréznicowanych cechach
klinicznych, w tym réwniez cigz o fizjologicznym przebiegu, bez
wstepnej selekcji pacjentek, ktora byta stosowana przez niekto-
rych badaczy [18, 26, 27].

Punktem wyj$cia i zarazem newralgicznym etapem wykony-
wania badan na DNA jest jego izolacja z probki badanej. cffDNA
ulega szybkiej degradacji i stanowi jedynie niewielka frakcje cat-
kowitego rozpuszczonego DNA, z duzym ,,ttem” DNA matczy-
nego. W niniejszej pracy zastosowano warunki wstgpnego opra-
cowania materialu zalecane przez Chiu i wsp., oraz zestaw do
izolacji DNA QIAamp DNA Blood Mini Kit, jeden z najczgsciej
wybieranych przez badaczy [14, 19, 26, 28-36].

Do oznaczania RHD wybrano startery i sondy komplemen-
tarne do eksonu 10 i 7, opisane przez Lo i wsp. oraz Leglera
1 wsp., a wykorzystane do badania takze przez Hromadnikova
i wsp. [19-23]. Przy zalozonym w przedstawionej pracy sposo-
bie interpretacji wynikéw uzyskano dokladnos$¢ diagnostyczna
testu wynoszaca 96,82%. Inni badacze wykorzystujacy ten sam
zestaw markerow uzyskali wyzsza doktadnos¢ testu (od 99,5 do
100%), ale stosowali inne protokoty izolacji DNA i/lub wykony-
wali wigksza liczbg powtdrzen (nawet do 7 dla kazdego markera)
[19,23]. Obecne w wielu pracach wyniki falszywie dodatnie, kto-
rych nie stwierdzono w tym badaniu, nie zawsze byly zwiazane
z nietypowymi odmianami alleli uktadu Rh [9, 30]. W niektorych
pracach w przypadku uzyskania watpliwych wynikow pobierano
materiat od pacjentki po raz kolejny [18, 27, 38] lub wytaczano
takie przypadki z grupy badanej, wnioskujac o braku ptodowego
DNA w probee [41]. Zgodnie z zaleceniami STARD (Standards
for Reporting of Diagnostic Accuracy) catkowita doktadnos¢ dia-
gnostyczna testu powinna jednak zosta¢ obliczona roéwniez po
uwzglednieniu wynikow wykluczonych, niezaleznie od przyczy-
ny [39, 42]. Uzyskane w niniejszej pracy wyniki oznaczenia genu
RHD nie odbiegaja od wynikow metaanalizy przeprowadzonej
przez Geifman-Holtzman i wsp., ktorzy obliczyli doktadnosé
diagnostyczna tacznie dla wszystkich metod i protokotéw bada-
nia w osoczu opisanych w dostgpnym pismiennictwie i uzyskali
warto$¢ na poziomie 96,5%, przy czym u pacjentek immunizo-
wanych byta ona nizsza i wynosita 91,8% [43].

Znalezienie uniwersalnego markera potwierdzajacego obec-
nos$¢ ptodowego DNA jest najwigkszym wyzwaniem wszystkich
metod diagnostyki prenatalnej wykorzystujacych tatwo dostep-
ny material, jakim jest krew matki. Odkrycie cffDNA przez Lo
i wsp. bylo mozliwe dzigki oznaczeniu w preparatach kwasow
nukleinowych wyizolowanych z osocza kobiet cigzarnych me-
skiego markera pici. Badacze ci wykorzystali specyficzng se-
kwencj¢ markerowa DYS14 z genu TSPY zlokalizowanego na
chromosomie Y, z uzyciem starteréw umozliwiajacych amplifika-
cj¢ pojedynczej sekwencji i uzyskanie produktu o wielkosci 198
pz [13]. W wielu kolejnych publikacjach do potwierdzania obec-
nosci DNA mgskiego uzywano genu SRY (ang. sex-determining
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Tabela Il. Weryfikacja wynikow uzyskanych dla genu RHD (a)
i SRY (b) po urodzeniu dziecka.

a.
RhD po porodzie Wynik w osoczu (obecnos¢ RHD)
Prawdziwie dodatni 31
Dodatni 33
Fatszywie ujemny 2
Prawdziwie ujemny 30
Ujemny 30
Fatszywie dodatni 0
b.
Ptec Liczba Quantifiler® Duo Quantifiler® Duo
dziecka — SRY dodatni — SRY ujemny
Meska 17 13 4
Zenska 15 0 15
W sumie 32 13 19

Tabela Ill. Parametry opisujace warto$¢ diagnostyczna testu w kierunku
obecnosci genu RHD i SRY w osoczu cigzarnych.

RHD SRY
Parametr Wartos¢ [%]
Czutos¢ diagnostyczna 93,94 76,47
Swoisto$¢ diagnostyczna 100 100
Wartos¢ predykcyjna wyniku dodatniego 100 100
Wartos¢ predykcyjna wyniku ujemnego 93,75 78,95
Doktadno$¢ diagnostyczna testu 96,82 87,50

region Y), ktory zlokalizowany jest na krotkim ramieniu chro-
mosomu Y i koduje biatko TDF (czynnik determinujacy jadro,
ang. testis determining factor) [18, 19, 27-32, 34]. W niniejszej
pracy do potwierdzenia obecnosci markera meskiego pochodze-
nia ptodowego zastosowano komercyjny test Quantifiler® Duo
Quantification Kit (Applied Biosystems obecnie Life Technolo-
gies). Wedlug danych producenta test ma zastosowanie rowniez
do badania mieszanin DNA i umozliwia oznaczenie stgzenia
markera meskiego w obecnosci 1000-krotnego nadmiaru DNA
zenskiego. Oznaczanie genu SRY w przedstawionej pracy miato
jednak niska warto$¢ diagnostyczna, poniewaz uzyskano duzy
odsetek wynikow falszywie ujemnych. Czulos¢ testu wyniosta
76,47% 1 w zwiazku z tym catkowita warto§¢ diagnostyczna
byta na poziomie 87,50%. Istnieja podobne doniesienia o stabej
przydatnosci genu SRY przy badaniu DNA ptodowego, ktory sto-
sunkowo czgsto generuje wyniki fatszywie ujemne [26, 34]. Nie
udato si¢ rowniez w sposob wiarygodny oznaczy¢ stezenia DNA
meskiego w probkach, z powodu duzego btedu precyzji meto-
dy, wyrazonego wspodtczynnikiem zmiennosci réwnym 66,70%.
Wynika to najprawdopodobniej z bardzo niskiego stezenia DNA
w uzyskanych preparatach oraz jest zwigzane z duzym stopniem
jego degradacji. Podobne obserwacje dotyczace genu SRY i jego
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przydatnosci do oznaczania stgzenia ptodowego DNA opisali
Zimmermann i wsp. [44], ktorzy uzyskali wysoki btad precyzji
dla oznaczenia tego genu, wyrazony wspotczynnikiem zmienno-
$ci od 26 do 140%. Pomimo stosunkowo niskiej czutosci diagno-
stycznej uzyskanej w niniejszej pracy w wigkszosci przypadkow
ujemnych wynikow dla genu RHD udato si¢ potwierdzié¢ obec-
nos¢ cffDNA tym testem, natomiast wyniki ujemne dla SRY byly
weryfikowane dodatkowym badaniem.

W préobkach, w ktérych badania obecnosci genéw RHD
i SRY dawaty wyniki ujemne, wykonywano oznaczanie polimor-
fizmow typu mikrosatelitarnego, przy uzyciu testu mini SGM.
Test zostal wybrany z uwagi na jego udokumentowang przydat-
nos¢ w przypadku badania DNA uzyskanego z materiatu dowo-
dowego ze §ladéw biologicznych, ktoéry podobnie jak DNA pto-
dowy jest w znacznym stopniu zdegradowany i reprezentowany
przez krotkie odcinki [24, 25, 45]. Podczas wykonywania testu
zatozono, ze allele oznaczone w preparatach z osocza i jednocze-
$nie nieobecne w profilu genetycznym matki, przygotowanym
w oparciu 0 DNA z wymazu policzkowego, s pochodzenia pto-
dowego. Wyniki te nie byty weryfikowane poprzez poréwnanie
z DNA ojca dziecka. Badania zaprojektowano w taki sposob, aby
unikna¢ rozbieznosci zwigzanych z domniemaniem ojcostwa.
Zastosowany w tescie mini SGM marker plci okazal si¢ istot-
nym sktadnikiem heksapleksu, poniewaz dzigki niemu udato si¢
zweryfikowa¢ 2 wyniki falszywie ujemne uzyskane testem Qu-
antifiler® Duo. Spos$rdd czterech probek, w ktorych nie znalezio-
no allelu réznicujacego dla zadnego z oznaczanych markerdw,
w dwoch przypadkach urodzity si¢ RhD-ujemne dziewczynki,
natomiast w dwoch byli to RhD-dodatni chtopcy.

Podobne wnioski wyptywaja z wynikdw badan prowadzo-
nych przez Birch i wsp. [31], ktdrzy wskazuja na wysoka wartos¢
diagnostyczna markera plci wlaczonego do zestawu AmpFISTR
SGM Plus (99%), ale nizej oceniaja oni przydatnos¢ pozostatych
markerow. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze badacze ci postugiwali
si¢ pelna wersja testu identyfikacyjnego (lacznie 11 markerow),
w ktérym obecne markery ukierunkowane sa na dtuzsze odcinki
analizowanego materialu genetycznego. Do kontroli oznaczen
wykorzystywano réwniez AmpFISTR Y-filer, ktéry w opar-
ciu wylacznie o marker ptci meskiej (17 Y-STR loci) pozwolit
na uzyskanie 100% czutosci i swoistosci diagnostycznej [33].
W wielu pracach DNA do badan poréwnawczych byt izolowany
z kozuszka leukocytarno-ptodowego, co moze jednak utrudniad
interpretacj¢ wynikow, z powodu obecnosci w probee ptodowych
komorek jadrzastych [18, 21, 27, 32, 46, 47]. Warto$¢ diagno-
styczna innych sposobow potwierdzania obecnosci ptodowego
DNA w prébee rowniez jest dyskusyjna i wynosi od ok. 60 do
nawet 100% dla testow opartych na oznaczaniu polimorfizméw
typu SNP, IDP czy poprzez wykorzystanie hipermetylacji promo-
tora genu RASSF14 [18, 26, 32, 34, 36, 47]. W dalszym ciagu
jednak nie opracowano markera niezaleznego od pici, ktdrego
oznaczenie mogloby zostaé wykonane w tescie multipleksowym
wraz z oznaczeniem genu RHD.

W dwoch przypadkach dotyczacych noworodkéw RhD-do-
datnich ptci meskiej zastosowany algorytm badania nie doprowa-
dzit do uzyskania poprawnych wynikéw. Doktadna analiza wy-
nikéw uzyskiwanych na kolejnych etapach badania umozliwita
wyciagnigcie wniosku, ze najbardziej prawdopodobna przyczyna
niskiej zawartosci DNA w prdobce byla jego wadliwa izolacja
z osocza lub niewlasciwe warunki transportu i wstgpnego opra-
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cowania materiatu. W przypadku takiego obrazu wynikow wia-
Sciwym postgpowaniem rozstrzygajacym powinno by¢ ponowne
pobranie krwi od pacjentek oraz izolacja DNA ze $wiezego 0so-
cza.

W pozostatych dwdch przypadkach, w ktorych nie znale-
ziono markeréw rdéznicujacych, wyniki oznaczen nie nasuwaty
watpliwosci zwiazanych z obecnosciag w probce zbyt niskiego
stezenia DNA. W obu przypadkach urodzity si¢ RhD-ujemne
dziewczynki. Takie probki w celu rozstrzygnigcia powinny by¢
kwalifikowane do wykonania drugiej czesci testu mini SGM
(pentapleksu), gdzie porownywanych jest 5 pozostatych marke-
row wchodzacych w sktad pelnej wersji testu. Wartos¢ diagno-
styczna takiego postgpowania wymaga jednak oceny na materiale
izolowanym z osocza.

Algorytm postgpowania wraz z propozycjami postgpowania
w przypadkach uzyskania wynikow watpliwych zostat przedsta-
wiony na rysunku 1. Mial on bardzo wysoka skutecznos¢ w wy-
krywaniu genu RHD w osoczu cigzarnych. Zastosowanie opra-
cowanego schematu kontroli umozliwia weryfikacj¢ wynikow
ujemnych i pomimo nizszej czutosci diagnostycznej stanowi nie-
watpliwg korzys$¢ dla matek RhD-ujemnych. Dalsze doskonale-
nie procesu izolacji DNA plodowego oraz dopracowanie sposobu
kontroli m.in. przez oceng testu pentapleks mini SGM dodatkowo
podniesie warto$¢ diagnostyczng badania.

Badania prenatalne wykorzystujace cffDNA to narzedzie
diagnostyczne o ogromnym potencjale, jeszcze nie w petni wyko-
rzystanym. W patologii cigzy stwierdzono zmiany dotyczace ste-
zenia plodowego DNA m.in. w stanie przedrzucawkowym, ciazy
ektopowej oraz po operacyjnym zakonczeniu cigzy w pierwszym
trymestrze (jako czuly marker krwawienia plodowo-matczynego)
[48-51]. Szczegdlnie istotna wydaje si¢ mozliwos¢ wykorzysta-
nia badan na cffDNA w potaczeniu z najbardziej nowoczesnymi
technikami badawczymi w diagnostyce prenatalnej chorob ge-
netycznych. Trwaja badania nad wartoscia diagnostyczna testow
tego rodzaju w diagnostyce aneuploidii, m.in. zespotu Downa
oraz zespotu Edwardsa, a ponadto w wielu chorobach dziedzi-
czonych jednogenowo (choroba Huntingtona, achondroplazja,
dystrofia migsniowa, hemofilia) [52-59]. Opracowanie szerokie-
go panelu nieinwazyjnych badan prenatalnych wytycza zatem
nowe cele i perspektywy diagnostyki laboratoryjnej, natomiast
dostep do oznaczania genu RHD dla pacjentek RhD-ujemnych
powinien w niedalekiej przysztosci sta¢ si¢ standardem w duzych
specjalistycznych osrodkach klinicznych.

Whioski

1. Opracowany test do wykrywania ptodowego genu RHD
ma wysoka doktadnos$¢ diagnostyczng i umozliwia uzy-
skanie poprawnych wynikow, pod warunkiem zastosowa-
nia kontroli wewnetrznej (GLO).

2. Opracowany i zaproponowany algorytm ma wysoka war-
tos$¢ diagnostyczng i umozliwia weryfikacje wynikow
ujemnych dla genu RHD.
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