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Streszczenie: Analiza ptodowych komorek oraz DNA wyizolowanych z krwi obwodowej matki stwarza
nadziej¢ na stworzenie nowej bezinwazyjnej metody badan prenatalnych. Rozne typy komorek byty
rozwazane jako cel w tych badaniach. Prawdopodobnie ptodowe komorki i kwasy nukleinowe prze-
chodza do krwi matki podczas kazdej ciazy. Moga one utrzymywac si¢ we krwi lub tkankach matki przez
lata, bedac zrodlem fizjologicznego mikrochimeryzmu. Badania pokazaty, ze zmiany w tych dwoch
parametrach moga pojawic si¢, gdy wystapia stany patologiczne ciazy oraz ptodu. Mikrochimeryzm jest
prawdopodobnie zaangazowany w patologi¢ choréb autoimmunologicznych i choréb, na ktére preferen-
cyjnie czgsciej zapadaja kobiety, dlatego dtugoterminowe konsekwencje tego zjawiska dla zdrowia matki
zaczynaja by¢ badane. Wprowadzenie do praktyki klinicznej testow prenatalnych z uzyciem ptodowych
komorek oraz ptodowego DNA wymaga jeszcze duzego naktadu pracy i rozwiazania wielu problemow
zwiazanych z niewystarczajaca czutoscia dostgpnych technik.

Stowa kluczowe: mikrochimeryzm, choroby autoimmunologiczne, komplikacje ciazy, diagnostyka prenatalna.

Summary: Analysis of fetal cells and cell-free fetal DNA in maternal peripheral blood raises hopes for
development of new non-invasive prenatal diagnosis. Many different cell types were considered as
possible targets for prenatal diagnosis. Probably, fetal cells and cell-free fetal DNA enter the maternal
circulation during all pregnancies. They may persist for years in maternal blood and tissues, resulting in
aphysiological microchimerism. It has been shown that changes in these two parameters may accompany
some pregnancy-related disorders. Microchimerism is associated with pathology of several autoimmune
diseases and diseases which preferentially affect women. However, its long-term consequences are still
under investigation. Widespread clinical implications of fetal cells and cell-free fetal DNA as diagnostic
tools awaits further research aiming at improvement of insufficiently sensitive techniques.
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WSTEP

Analiza ptodowych komorek i ptodowych wolnych kwasow nukleinowych wyizo-
lowanych z krwi matki stanowi¢ moze nowa, potencjalna, nieinwazyjna, alternatywna
metodg diagnostyki prenatalnej. Diagnostyka prenatalna anomalii genomowych oraz
wielu chorob genetycznych oparta jest obecnie gtdéwnie na inwazyjnych technikach,
takich jak: amniocenteza, choriocenteza, kordocenteza. Sa one bardzo wiarygodne i
daja jednoznaczne wyniki dla wigkszosci przypadkow. Kazda z nich stanowi jednak
zagrozenie dla ciazy i ryzyko poronienia oszacowano na 0,5-2% [51]. Nieinwazyjne
metody oparte na analizie mikrochimerycznych komorek i kwaséw nukleinowych moga
umozliwi¢ diagnozg bez tego ryzyka.

Zgodnie z definicja, mikrochimeryzm to stan, gdy jedna osoba ma dwie populacje
komorek rozniace si¢ genetycznie i o réznym pochodzeniu, gdy jedna z tych populacji
wystepuje w matej ilosci [86]. Komorki plodowe przechodza do krwi matki podczas
kazdej ciazy [8,52]. Moga one utrzymywac si¢ we krwi lub tkankach matki przez lata,
bedac zrodtem fizjologicznego mikrochimeryzmu u ci¢zarnych kobiet. Ostatnie badania
wykazaly obecno$¢ meskich komorek o przypuszczalnym ptodowym pochodzeniu
u 30-50% [54] Iub nawet 50-70% [44] zdrowych kobiet, ktore wczesniej miaty meska
ciaze.

Wyniki badan pokazaty rowniez, ze mgski mikrochimeryzm nie jest zjawiskiem rzadkim
u kobiet, ktore nigdy nie urodzily syna [56,86]. Poza ciaza innymi zrédtami mikrochime-
ryzmu meskiego moga by¢: komorki starszego brata przekazane przez matke [53],
poronienie, zanik blizniaka-chtopca oraz stosunek seksualny [86]. ROwniez matczyny
mikrochimeryzm zostat opisany u dorostego potomstwa, komorki matki, bowiem maja
takze zdolno$¢ przenikania do krwi ptodu [53]. Jatrogenny mikrochimeryzm donora
wystepuje jako konsekwencja przeszczepow [14] oraz transfuzji krwi [81].

PLODOWE KOMORKI CHIMERYCZNE

Trzy typy komorek byty rozwazane jako cel w nieinwazyjnych badaniach prenatal-
nych: limfoblasty, erytroblasty oraz trofoblast. Prekursory krwiotworcze CD34*CD38*
zostaly odrzucone ze wzgledu na to, Ze utrzymuja si¢ one w krazeniu matki przez lata,
dlatego trudno by byto odr6zni¢ komorki z obecnej i poprzednich cigz. W krazeniu
matki nawet po 21 latach od urodzenia ostatniego syna wykryto bowiem meskie komorki
CD34" pochodzenia ptodowego [29].

Transport ptodowych komorek najczesciej nastepuje po przypadkowym uszkodzeniu
kosmka tozyska lub w warunkach promujacych ekspozycje ptodowego srodbtonka
i w konsekwencji uszkodzenie go przez uktad immunologiczny matki [31]. W czasie
ciazy komorki ptodowe, ktore wchodza do krwi matki, w wigkszo$ci naleza do linii
hematopoezy, np. jadrzaste erytroblasty, limfocyty czy krwiotworcze komorki macie-
rzyste [69]. Fragmenty trofoblastu i mezenchymalne komorki macierzyste pochodzenia
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ptodowego takze mozna znalez¢ we krwi matki [68,84]. Po urodzeniu, mgskie komorki
ptodowe nalezace do populacji CD34-pozytywnych progenitorow zidentyfikowano we
krwi matki [1,29]. Komoérki meskie zostaty rowniez zidentyfikowane posrdd innych
populacji komoérek jednojadrzastych krwi obwodowej matki: limfocytow B i T, komorek
NK oraz monocytdéw [9,54], co sugeruje, ze ptodowe komorki maja zdolnos¢ zasiedlania
si¢ we krwi matki i roznicowania wzdtuz roznych $ciezek hematopoezy. Inne mecha-
nizmy sg zaangazowane w transport trofoblastu poprzez bariere tozyskowa. Trofoblast
najczesciej przechodzi do krwi matki poprzez ztuszczanie si¢ syncytiotrofoblastu [36].
U podstawy tego typowego sposobu uwalniania trofoblastu z kosmkow tozyska leza
mechanizmy apoptozy, normalnie zachodzace w trakcie odnowy kosmkow. U kobiet
ze zdrowa ciaza takie wielojadrzaste syncytia mozna znalez¢ we krwi pobranej z zyty
macicy. Sa to apoptotyczne wielojadrzaste fragmenty syncytiotrofoblastu najczgs-ciej
uwalniane z wierzchotka kosmka. Zrédtem prawdziwych komoérek trofoblastu jest pula
pozakosmkowych komdrek [70], HLA-G pozytywnych, penetrujacych tkanki macicy
poprzez tetniczki spiralne i ostatecznie przedostajacych si¢ do krwi matki jako
wewnatrznaczyniowy trofoblast [43].

W ostatnich latach poszukiwanie ptodowych komorek we krwi matki byto przedmio-
tem badan w wielu laboratoriach. Grupa Hamada jako pierwsza juz w 1993 roku [za
49], potem takze grupa Krabchi [52] uzyty metody ilosciowej oceny komorek ptodowych
w krazeniu matki. Te dwie grupy badaczy skupity si¢ glownie na okresleniu liczby
komorek ptodowych bez wzgledu na ich typ, gdzie markerem byta obecnos$¢
chromosomu Y. Zastosowali metode FISH (ang. fluorescence in situ hybridization)
po utrwalaniu metoda Carnoya i po lizie erytrocytow. Metoda ta pozwala na utrwalenie
jadra komérkowego, co umozliwia znakowanie specyficznymi sondami. Wada tej metody
jestjednak to, ze powoduje usunigcie z komorki wigkszosci cytoplazmy, co uniemozliwia
pozniejsza identyfikacje jej typu. W tych dwoch pracach wszystkie jadrzaste ptodowe
komorki byty liczone u kobiet bedacych pomigdzy 18 a 22 tygodniem ciazy, noszacych
meski zdrowy ptod. Wykazano, ze 2—6 ptodowych komorek znajdowato si¢ w 1 ml
matczynej krwi. P6zniej jeszcze raz przetestowano te metode na wigkszej populacji
[62]. Przeprowadzono $lepa analizg 40 probek ze zdrowych ciaz o nieznanej ptci przy
uzyciu dwoch réznych zestawow sond FISH (XY, YY). Zastosowanie zestawu sond
Y'Y zwigkszyto czutos¢ testu z 69,4% do 89,5% w porownaniu z sondami XY. Oszaco-
wano 12-20 meskich ptodowych komorek w 1 ml krwi matki. Przy uzyciu podobnej
metody Kolvraa i wsp. [49] znalezli 28 ptodowych komérek w 15 ml krwi matki i
erytroblasty stanowity tylko niewielka ich frakcje (3 ptodowe erytroblasty w 573 ml
krwi matki). Obecnos¢ ptodowych komorek we krwi matki wszystkich przebadanych
cigzarnych kobiet zostata bezsprzecznie potwierdzona przez wiele niezaleznych zespotow
juz dzigki tylko tej jednej metodzie [49,52,62].

Inni badacze znalezli wprawdzie wigcej erytroblastow we krwi matki (ta liczba
wabha si¢ od 1 komorki na 10* do 1 na 107 jednojadrzastych komorek matki), jednakze
przypuszczalnie czg$¢ z nich moglo by¢ falszywymi sygnatami, gdy komorki ptodowe
byty identyfikowane tylko przy uzyciu jednego markera [34,76]. Uwaza sig, ze dwa
niezalezne markery pochodzenia ptodowego czy to w postaci dwéch procedur FISH,
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czy dwoch réznych specyficznych ptodowych markerow daja bardziej wiarygodne
rezultaty [49]. Mozliwe jest, ze ptodowe komorki, ktore utrzymaty si¢ we krwi matki od
czasu poprzednich ciaz, mogly réwniez zaburzy¢ wyniki [67].

Pojawit sig¢ problem czy badac rézne odregbne populacje komoérek chimerycznych,
czy raczej analizowac wszystkie komorki ptodowego pochodzenia niezaleznie od ich
typu. Dowdd na to, ze drugi pomyst wydaje si¢ lepszy, pojawit si¢ po raz pierwszy w
1993 roku [za 49], a p6zniej w 2000 r. stosowali go Krabchi i wsp. [52]. Drugi wymieniony
zespot wykazat 100% czuto$¢ zaréwno dla meskich prob, jak i dla zenskich probek
kontrolnych. Analiza byta przeprowadzana przy uzyciu metod FISH i PRINS (ang.
primed in situ labeling) z zastosowaniem sond specyficznych dla chromosomow
XiY.

Plodowe erytroblasty sa najczesciej badana populacja komorek chimerycznych.
Choolani i wsp. [23] scharakteryzowali populacje erytroblastow z pierwszego trymestru
ciazy. Gesto$¢ ich wahata si¢ od 1,077 do 1,130 g/ml i dlatego najlepszy odzysk
uzyskiwano w wyniku izolacji na Percoll 1118. Prymitywne erytroblasty maja negatywny
fadunek i dlatego byly odporne na liz¢ NH,Cl. Immunofenotypowanie pokazato, ze
podobnie jak ostateczne erytroblasty, rowniez te prymitywne (z pierwszego trymestru)
byty pozytywne pod wzgledem obecnosci markerow, tj. GPA, CD47, i negatywne pod
tym wzglgdem: CD45, CD35. Ekspresja CD71 byla staba lub niewykrywalna na
prymitywnych erytroblastach, podczas gdy 100% dojrzatych erytroblastow byto
pozytywnych pod wzgledem tego markera [49].

W czasie normalnej ciazy ilos¢ ptodowych erytroblastow CD71" we krwi matki
systematycznie zmniejsza si¢ wraz ze stopniem zaawansowania ciagzy [5]. Inna praca
pokazala, Ze liczba ptodowych erytroblastow ro$nie od pierwszego do drugiego trymestru
cigzy. Te badania pokazaty, ze pigtnasty tydzien jest optymalnym czasem pobierania
krwi obwodowej matki do nicinwazyjnej diagnozy ptodu przy wykorzystaniu ptodowych
komorek chimerycznych [76]. Nagy i wsp. [63] sugeruja, Ze dzigki analizie erytroblastow
ptodowych majacych hemoglobing embrionalng z krwi matki mozliwe jest okres§lenie
ptci ptodu i niektérych anomalii genomowych (np. zespotu Klinefertera). Dla mnogich
cigz wykazano kilkakrotnie wigkszy przeptyw komorek ptodowych do krwi matki w
poréwnaniu z cigzami pojedynczymi, co wynika prawdopodobnie z wigkszej powierzchni
lozyska i wigkszej sieci naczyn [3].

Utrzymanie si¢ komorek ptodowych w organizmie matki by¢ moze dotyczy wytacznie
komorek prekursorowych odpornych na apoptoze lub innych prekursorow w przypadku
zaburzenia mechanizmow regulujacych apoptoze. Badajac poziom apoptozy i liczbe
komorek ptodowych przed i po porodzie, zaobserwowano, ze podwyzszony poziom
apoptozy we krwi cigzarnej kobiety odpowiadal umieraniu ptodowych komorek i poziom
ten znacznie spadat po 2—3 godzinach po porodzie wraz z drastyczna redukcja liczby
komorek pochodzenia ptodowego [48].

Guetta i wsp. [29] we wszystkich przebadanych probkach pochodzacych od kobiet
noszacych meskie ptody wykryli ptodowe komorki CD34*. Niewielka liczba komorek
ptodowych utrzymujacych si¢ od czasu poprzedniej ciazy zostata zidentyfikowana posrod
tych prekursoré6w w niespetna 1/3 probek (1-3 meskie komoérki w 20 ml krwi matki)
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pobranych od kobiet niebedacych w ciazy lub noszacych zenskie ptody. W czasie hodowli
wyizolowane ptodowe komorki CD34" proliferowatly i dzigki temu moga sta¢ sig
dodatkowym zrédtem danych, uzupehiajacych dane pochodzace z analizy innych
ptodowych populacji. Szczegolnie hodowla prekursorow CD34-pozytywnych wyizo-
lowanych z krwi matki w czasie pierwszego trymestru ciazy moze w przysztosci sta¢
si¢ metoda przydatng do amplifikacji komodrek ptodowych, poniewaz prekursory te
przewyzszaja matczyne wigkszym potencjatem proliferacyjnym oraz krotszym czasem
hemoglobinizacji [18].

Aby zbada¢ prawdziwos$¢ hipotezy, ze ptodowe macierzyste komorki mezenchymalne
(MKM) takze utrzymuja si¢ w organach matki, przebadano probki szpiku kostnego i
zeber pochodzace od kobiet, ktore wczesniej urodzity synéw. Meskie komorki
zidentyfikowano posréd MKM zardéwno ze szpiku kostnego, jak i w skrawkach zeber,
ale brak bylo takich komoérek w probkach pochodzacych z grupy kontrolnej [67].
Chimeryczne MKM byty identyfikowane na podstawie morfologii i fenotypu, zdolnosci
do samoodnowy i réznicowania in vitro w linii adipogenezy i osteogenezy. Znalezio-
no takze meskie komorki MKM u kobiety, ktora trzykrotnie poronita (pte¢ nieznana),
ale nigdy syna nie urodzita. Wskazuje to, ze poronienie jest zrodlem chimerycznych
ptodowych komorek i pozwala na przej$cie wigkszej liczby komorek niz w przypadku
zdrowej ciazy [44]. Nawet 50 (13-51 lat) lat po urodzeniu ostatniego syna wykrywano
mgeskie komorki pochodzenia ptodowego. Wyniki badan tej grupy sugeruja, ze ptodowe
komorki znajdowane we krwi matki po poronieniu, prawdopodobnie sa to wczesne
prekursory o naturze mezenchymalnych komoérek macierzystych.

Wyjatkowa rzadkos¢ ptodowych komoérek chimerycznych wymusza zastosowanie
niezwykle wydajnych metod izolacji i detekcji. Wiele publikacji opisuje zastosowanie
bardziej lub mniej ztozonych metod izolacji komoérek chimerycznych — sortowanie przy
uzyciu cytometru sortujacego (FACS) lub metody immunomagnetycznej (MACS)
[2,19,63]. Odzysk komorek ptodowych byt wyzszy przy zastosowaniu metody izolacji
immunomagnetycznej w porownaniu z sortowaniem fluorometrycznym [13]. Wydaje
sig, ze sposrod czterech metod, ktore przetestowali Kolvaraa i wsp. [49], separacja
immunomagnetyczna komorek CD71 pozytywnych powodowala najmniejsze straty.

PLODOWE DNA

Odkrycie ptodowych wolnych kwasow nukleinowych w surowicy krwi matki dato
nowe mozliwo$ci rozwoju badania bezinwazyjnego genéw plodu i oceny jego kondycji.
Wzrost natezenia transportu komorek ptodowych do krwi matki jest juz od dawna
kojarzony ze stanem przedrzucawkowym. Ilo$ciowa analiza wykazata takze wzrost
stezenia wolnych kwasow nukleinowych w surowicy krwi matki z cigza patologiczna,
gtownie w przypadku stanu przedrzucawkowego [84]. Badania pokazaty, ze zmiany w
tych dwoch parametrach moga takze pojawic sig, gdy wystapia inne stany patologiczne:
przedwczesny porod, uposledzenie rozwoju ptodu, niepowsciagliwe wymioty cigzarnych
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oraz w przypadku ciaz o duzym stopniu ryzyka. Zaskakujace byto to, ze zaobserwowano
wzrost poziomu wolnych kwasoéw nukleinowych po przedwczesnym porodzie przy braku
zmiany natgzenia transportu komorek ptodowych do krwi matki. Sugeruje to, ze analiza
mechanizmoéw regulujacych zardwno transport komorek przez tozysko, jak i uwalnianie
wolnych ptodowych kwasow nukleinowych moze da¢ wazne wskazowki na temat
zmian patologicznych tozyska bgdacych podstawa wymienionych patologii [31].

Odkrycie wolnego ptodowego DNA [31] w surowicy krwi obwodowej matki
otworzyto nowa droge dla bezinwazyjnej diagnostyki ptodu. Zaleta analizy tego DNA
jestjego relatywnie duza ilo$¢. Stanowi on prawie 5% catego wolnego DNA surowicy
krwi matki. Jest to kilkaset razy wigkszy odsetek w porownaniu z odsetkiem komorek
ptodowych do komorek krwi matki. Fragmenty DNA, jakie znalez¢ mozna w surowicy
krwi kobiety cigzarnej, sa znacznie dtuzsze od tych, ktore wystgpuja u kobiet niebeda-
cych w ciazy. Sposrod fragmentéw DNA, jakie znalez¢ mozna we krwi kobiety cigzarne;j,
ptodowe sa krotsze w pordéwnaniu z matczynymi [21].

Analiza przy pomocy PCR pokazata, ze poziom tego DNA wzrasta w przypadku
wielu patologii [30,84]. Ograniczeniem jest to, ze analizowane moga by¢ tylko ptodowe
sekwencje DNA, ktore sa nieobecne w genomie matki, np. chromosom Y lub geny
RhD dla ciaz, w ktorych wystapit konflikt serologiczny [17,35,60,74]. Dlatego wigkszo$¢
badan koncentruje si¢ wokot ciaz meskich. Jednakze, metoda ta okazata si¢ na tyle
wydajna i godna zaufania, Ze juz uzywa si¢ jej w praktyce klinicznej w celu diagnozy
ciaz z konfliktem serologicznym [28] lub okre$lania ptci ptodu w przypadku ciaz z
ryzykiem wystapienia niektérych chordb genetycznych sprzezonych z chromosomem
X [80]. Ostatnio opisano takze metodg odrdzniania fragmentow DNA ptodu i matki na
podstawie cech epigenetycznych, poniewaz matka i dziecko maja inny wzor metylacji
DNA [71].

Pochodzenie tego DNA w surowicy matki byto przedmiotem wielu rozwazan.
Prawdopodobnie wigksza czg$¢ ptodowego wolnego DNA pochodzi z tozyska [10].
To rozwiazanie zasugerowane zostalo zanikaniem tego DNA zaraz po porodzie [8], co jest
przeciwienstwem do zachowania si¢ komorek pochodzenia ptodowego, ktdre utrzymuja sig
tygodniami, a niewielka ich pula moze utrzymac si¢ przez lata, anawet dekady [67]. Kolejnym
dowodem na to, ze DNA w wigkszosci jest tozyskowego pochodzenia, jest brak krazacego
ptodowego normalnego DNA w kilku przypadkach mozaikowato$citozyska [61] oraz obecnosc¢
DNA po porodzie w przypadku wrosnigtego tozyska [39]. Jednakze istnieje rowniez praca,
ktora pokazuje, ze ptodowe DNA moze utrzymac si¢ dtugo po porodzie podobnie, jak to jest w
przypadku komorek ptodowych [38].

Rozwaza si¢ zastosowanie testow prenatalnych analizujacych plodowe DNA w
celu wykluczenia istnienia chorob zwiazanych z plcig [24], konfliktu serologicznego
[35], dystrofii mitotycznej [58], achondroplazji [57] oraz wrodzonego rozrostu kory
nadnerczy [22].

Dowodem na to, ze przenikanie komoérek i DNA do krwi matki sa zjawiskami
niezaleznymi, jest brak korelacji pomigdzy nimi [87]. W niektorych przypadkach poziom
DNA wzrastat, podczas gdy liczba komorek pozostawata niezmieniona. Jezeli okazatoby
sig, ze prawdziwa jest teza gloszaca tozyskowe pochodzenie wolno krazacego DNA,
to jego uwalnianie bytoby zwiazane ze specyficzna forma obrotu komoérek lub ich $mierci
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(nekroza, aponekroza), a wzrost stgzenia tego DNA wskazywalby na uszkodzenie
lozyska. Pokazano [31], ze wzrost ilosci ptodowego DNA we krwi matki poprzedza
pojawienie si¢ klinicznych objawdéw stanu przedrzucawkowego, a wzrost wolnego
matczynego DNA we krwi matki pojawia si¢ dopiero po tym, jak choroba jest widoczna.
To pokazuje, ze stan przedrzucawkowy sktada sig z 2 stadiow: asymptomatycznego
przedklinicznego (uszkodzenie tozyska i wzrost stgzenia ptodowego DNA w surowicy
krwi matki) oraz klinicznego (uszkodzenie komorek matki).

Ptodowy materiat genetyczny wykrywany jest w czasie calej ciazy, jego ilos¢ jest
funkcja zaawansowania ciazy i jego stezenie wzrasta wraz z rozwojem ptodu [86].
Absolutna ilo$¢ plodowego DNA ijego stosunek do totalnego DNA (matczyne + ptodowe)
jest wigksze w surowicy krwi matki niz w przedziale komérkowym. Plodowe DNA
raptownie znika z obu przedzialow po porodzie, co sugeruje jego dynamiczny obrot [8].

Plodowe wolne DNA moze by¢ bardzo wydajnie izolowane i analizowane przy
uzyciu metody PCR. Mozna w ten sposob prowadzi¢ diagnozg trisomii chromosomu
21 i mutacji punktowych pochodzenia rodzicielskiego. PCR w czasie rzeczywistym
(ang. Real-time PCR) jest bardzo dobra metoda do wykrywania DNA pochodzenia
ptodowego z czutoscia i specyficznoscia bliska 100%. Poréwnanie wydajnos$ci metod
diagnostycznych aneuploidii ptodu przy zastosowaniu analizy komorek chimerycznych
oraz ptodowego wolnego DNA wykazato, ze ta druga strategia jest przynajmniej cztery
razy wydajniejsza [15].

ZNACZENIE KLINICZNE

W czasie ciazy ptodowe komorki przechodza przez tozysko do uktadu krazenia matki
1 ostatecznie moga osiada¢ w wielu jej tkankach. Odkrycie tego zjawiska nasunglo
pytania, czy mikrochimeryzm jest zaangazowany w patologi¢ chorob ciazy lub chordb,
na ktore preferencyjnie czgséciej zapadaja kobiety. Immunologiczne konsekwencje
mikrochimeryzmu nie sa do konca poznane, potencjalnie moze powodowac on zard6wno
szkodliwe, jak i pozytywne efekty. Znaczenie tego zjawiska dla zdrowia matki dopiero
zaczyna by¢ badane.

Juz od dawna istnieja dowody [31,49] na to, ze ptodowe komorki i kwasy nukleinowe
przedostaja si¢ do krwi matki i ze wzrasta natgzenie tego procesu w przypadku ciaz
patologicznych (tab. 1). Niemiecki patolog George Schmorl juz w XIX wieku zaobser-
wowat obecnos¢ komorek trofoblastu w ptucach 14 na 17 kobiet, ktore umarty z powodu
rzucawki. Odkrycia dotyczace trofoblastu przedstawione na podstawie badan, ktore
Attwood i Parka przeprowadzili ponad 60 lat po G. Schmorlu, dowiodly, ze duze komoérki
trofoblastu byty rzeczywiscie obecne w ptucach wigkszosci probek przebadanych po
$mierci kobiet i komorki te byly najczgstsze w przypadku rzucawki. Inni badacze
wykorzystywali metody barwienia pozwalajace odrozni¢ krwinki czerwone matki i
ptodu. Potwierdzily one, Ze stan przedrzucawkowy wigzat si¢ ze zwigkszonym transpor-
tem tych komorek od ptodu do krazenia matki.
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Dalszy rozw6j badan nad mikrochimeryzmem moégt nastapic tylko dzigki rozwojowi
bardziej doktadnych molekularnych technik badawczych pozwalajacych na izolacje,
detekcje i analize tych bardzo rzadkich komorek.

Mikrochimeryzm a choroby autoimmunologiczne

Wiele badan koncentruje si¢ na zwiazku wystgpowania mikrochimeryzmu i rozwoju
chorob autoimmunologicznych, szczegolnie tych, ktore maja cechy reakcji przeszezep
przeciwko gospodarzowi, na przyktad: twardzina uktadowa [9,54], syndrom Sjogrena
(sucho$¢) [7,25] czy pierwotna marskosc¢ zotciowa [66]. Znaleziono ptodowe komorki
w tkankach kobiet, ktdre cierpialy takze na inne choroby autoimmunologiczne: twardzina
skory [41], toczen [40], zapalenie tarczycy typu Hashimoto [46,47,79]. Sposrod chordb
nie-autoimmunologicznych mikrochimeryzm zostat opisany, na przyktad, dla zapalenia
watroby [42], nie-autoimmunologicznych chordb tarczycy [ 79] oraz nowotworu szyjki
macicy [20]. Na wigkszos$¢ z tych chordb, np. twardzina uktadowa, toczen rumieniowaty
czy choroba Hashimoto, kobiety choruja czgsciej od mezczyzn.

W przypadku tych schorzen wykazano obecnos¢ komorek chimerycznych w wigkszej
ilosci niz w przypadku grupy kontrolnej. Badania grupy Cha D. [20] wykazaty w ten
sposob potencjalng zaleznos¢ pomigdzy mikrochimeryzmem a zachorowalnoscia na
raka szyjki macicy. Negatywny wynik uzyskano dla wszystkich kobiet z grupy kontrolnej
po przebadaniu wycinkow tej tkanki.

Badania nad znaczeniem mikrochimeryzmu u kobiet cierpiacych z powodu chordb
tarczycy pokazuja, jak trudno jest bezposrednio powiazac obecnos¢ ptodowych komoérek
ptodowych z patogeneza tych choréb. W przypadku kobiet cierpiacych na zapalenie
tarczycy na podtozu autoimmunologicznym — typu Hashimoto nie wykazano zaleznosci
wystepowania komoérek chimerycznych a zachorowalno$cia. Tylko u 8 sposrod 21
kobiet wykryto komorki meskie z r6zna czgstoscia (154900 komoérek XY / 100000
wszystkich komoérek) [46]. Wyniki te przecza jednak wczesniejszym pracom tego
samego zespotu [47], w ktorych stwierdzono, ze mikrochimeryzm byt znaczaco
czestszym zjawiskiem u kobiet z chorobg Hashimoto w porownaniu z grupa kobiet
majacych wole guzkowate. Renne i wsp. [75] wykazali rowniez, ze ptodowy mikro-
chimeryzm jest zjawiskiem czgstszym u kobiet cierpiacych na autoimmunologiczne
choroby tarczycy w porownaniu z innego typu schorzeniami. U 23 sposrod 49 przeba-
danych pacjentek wykryto komoérki chimeryczne. 60% kobiet z choroba Hashimoto i
40% kobiet z choroba Gravesa byto pozytywne pod wzgledem obecnosci tych komorek,
a sposrod kobiet cierpiacych na gruczolaka pecherzykowego tarczycy — tylko 22,2%.
W innych badaniach [79] meskie ptodowe komorki wykryto u 16 na 29 kobiet cierpiacych
na rézne choroby tarczycy bez wzgledu na etiopatogenezg. Komorki te na skrawkach
wystgpowaty pojedynczo lub tworzyty skupiska bez wzgledu na rodzaj patologii. W
jednym przypadku postepujacego rozrostu wola wykryto w petni funkcjonalne,
zroznicowane komorki pecherzykowe tarczycy zbudowane z komorek chimerycz-
nych, ktorych na pierwszy rzut oka nie mozna byto odrézni¢ od matczynych komérek
pecherzykowych. Powyzsze wyniki sugeruja zaleznos¢ obecnos$ci ptodowych komorek
chimerycznych a rozwojem chorob tarczycy. Plodowe komorki macierzyste prawdopo-
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dobnie osiedlaja sig¢ w tarczycy i sa zdolne do réznicowania si¢ w normalne, w petni
funkcjonalne komorki pecherzykow pod wptywem nieznanych czynnikow.

W éliniankach 11 na 20 kobiet z syndromem Sjogrena znaleziono ptodowe DNA,
a w grupie kontrolnej tylko u 1 na 8. Identyfikacja ptodowych komdrek w §liniankach
sugeruje reakcje przeciwko komorkom matki i to by¢ moze ma wpltyw na rozwdj
syndromu Sjogrena [25]. Rowniez w przypadku liszaja rumieniowatego uktadowego w
tkankach dotknigtych choroba znaleziono komoérki meskie, a brak ich byto w tkankach
zdrowych [40].

Pierwsze badania dotyczace reumatoidalnego zapalenia stawow (RZS) sugerowatly
zwiazek pomiedzy przeptywem komorek ptodowych a zachorowalnoscia. Wykazano
bowiem mniejsze ryzyko RZS zwiazane z ciaza. Stan pacjentki na okres ciazy znacznie
poprawial sig, aby 3—4 miesiace po urodzeniu dziecka wroci¢ do stanu poprzedniego.
To zjawisko zdaje si¢ korelowac ze stopniem niezgodnosci antygenéw HLA klasy 11
pomigdzy matka i dzieckiem [85]. Pomimo to, badania 71 kobiet z RZS potwierdzity
mikrochimeryzm tylko u 24% tych kobiet, co nie stanowito znaczaco wyzszego odsetka
w pordwnaniu z grupa kontrolna (19%) [86]. Pdzniej pokazano, ze poziom wolnego
ptodowego DNA w surowicy krwi matki jest odwrotnie proporcjonalny do nasilenia
choroby matki w czasie ciazy. Kobiety, u ktorych nie zaobserwowano poprawy, miaty
znaczaco nizsze ilosci ptodowego DNA w surowicy [85]. Prawdopodobnie gtowna
role w regulacji tego procesu odgrywaja matczyne komorki prezentujace antygeny
ptodowe, indukujace regulatorowe limfocyty T i zmieniajace repertuar limfocytow na
obwodzie. Utrzymywanie si¢ mikrochimeryzmu stanowi podstawe utrzymania si¢ stanu
wyciszenia uktadu immunologicznego gospodarza poprzez usunigcie limfocytow T
reagujacych z antygenami dawcy [16].

Mikrochimeryzm wedtug niektérych badaczy jest prawdopodobnie uwiktany w
genez¢ chordb autoimmunologicznych poprzez zdolno$é do stymulowania uktadu
immunologicznego matki. Przemawiaja za tym wyniki badan dotyczacych wielu z tych
chorob. Jednakze sprawe zdaja si¢ komplikowaé badania nad chorobami nie-autoim-
munologicznymi, w ktoérych rowniez potwierdzono obecnos¢ komorek chimerycznych
[42,79]. Biorac pod uwagg wszystkie te fakty sadzi sig, ze komorki te moga uczestniczy¢
w odpowiedzi na uszkodzenie lub Ze nie maja z nim zadnego zwiazku i sa raczej
konsekwencja choroby niz jej przyczyna. Mikrochimeryzm, wigc przypuszczalnie nie
jest bezposrednio zaangazowany w patogenez¢ chordb autoimmunologicznych, lecz
jest on tylko ich skutkiem [20]. Poza tym, dramatyczne réznice w ilosci komorek
chimerycznych pomigdzy chorymi, np. z twardzing uktadowa i z chroniczna reakcja
GVHD, nie pozwalaja na prosta ekstrapolacj¢ mechanizméw GVHD na choroby auto-
immunologiczne. Jednakze, tak nieproporcjonalny do liczby komérek chimerycznych
efekt, jaki obserwuje si¢ u chorych z chorobami autoimmunologicznymi, mogtby by¢
spowodowany przez rozregulowanie uktadu immunologicznego matki. Dodatkowo
reakcja moglaby zosta¢ wzmocniona przez limfocyty prezentujace antygeny ptodowe
innym komorkom gospodarza. Doktadnie tak dzieje si¢ w przypadku odrzucania
przeszczepow. Udowodniono takze obecno$¢ klonow limfocytéw T o ptodowym
pochodzeniu, ktore reagowaty z antygenami HLA matki chorej na twardzing uktadowa
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[77]. Kolejny intrygujacy watek powstat, gdy opisano niezwykta plastyczno$¢ komoérek
[73]. Prawdopodobnie komorki ptodowe, ktdre byty zdolne utrzymac si¢ w organizmie
matki, potrafia si¢ réznicowac i przez to zaangazowane sa w naprawe tkanki lub w
przeciwnym wypadku, po zréznicowaniu staja si¢ celem dla matczynego uktadu
immunologicznego i wtedy stymuluja rozwdj autoagresji [55]. Starano si¢ dowiez¢
prawdziwosci hipotezy gloszacej, ze ptodowe komorki moga reagowac na uszkodzenie
tkanek matczynych przez zdolno$¢ do réznicowania si¢ w dojrzate komoérki danej niszy.
Zbadano probki od kobiet cierpiacych na wiele chordb, ktore wezesniej miaty meskie
potomstwo [45]. Komorki pochodzenia ptodowego noszace nabtonkowe, leukocytarne
oraz watrobowe markery zidentyfikowano, odpowiednio, w matczynych tkankach
nabtonkowych (tarczyca, szyjka macicy, jelita, woreczek zotciowy), limfatycznych
(grasica, grudki chtonne) oraz w watrobie. Sugeruje to jednoznacznie istnienie ptodowych
komorek o zdolnosci do réznicowania w komorki wielu réznych linii. W niektérych
badaniach komorki chimeryczne wykryto z podobna czgstoscia u ludzi zdrowych i
chorych [54]. Jezeli ptodowe chimeryczne komorki wykrywane sa u 50-70% kobiet
po urodzeniu zdrowego dziecka, to inne czynniki niz choroba autoimmunologiczna czy
haplotypy HLA maja wplyw na przezycie tych komoérek w organizmie matki.
Prawdopodobnie te same czynniki, ktore maja wplyw na zwigkszony naplyw komorek
ptodowych, maja takze znaczenie dla dluzszego ich przezycia [44,45,65].

Mikrochimeryzm a komplikacje ciazy

Komplikacje przebiegu ciazy, takie jak: stan przedrzucawkowy, zmiany w tetnicy
macicznej, tozysko przodujace, ograniczenie wzrostu ptodu, wielowodzie oraz aneuploidie
ptodu, powoduja wzrost liczby komorek chimerycznych i stezenie ptodowego DNA we
krwi matki [27,37,59]. Cukrzyca matki rowniez powoduje pewne zmiany ilo$ciowe i
jako$ciowe w przeptywie komorek pomigdzy ptodem i matka. Poprzez opdznienie
dojrzewania erytroblastow —przetaczenie syntezy hemoglobiny embrionalnej na ptodowa,
powoduje transport wigkszej liczby prymitywnych komorek linii erytropoezy [4].

Po przebadaniu populacji 16 cigzarnych kobiet noszacych ptody ptci meskiej
z zespotem Downa, zaobserwowano 632 ptodowych komérek w 1 ml krwi obwodowe;j
matki [51]. Jest to warto$¢ 3—5 razy wyzsza niz w przypadku zdrowego ptodu, w
ktorym znaleziono tylko 2—6 komoérek ptodowych w 1 ml krwi matki [52]. Prawidlowa
diagnoza oparta na okresleniu liczby erytroblastow ptodowych we krwi matki w czasie
ciazy dotyczyta az 87,5% przebadanych potoznic z aneuploidia ptodu [72]. Na podstawie
obserwacji zasugerowano, ze okreslenie liczby ptodowych erytroblastow moze by¢
potencjalna nieinwazyjna metoda badan przesiewowych pod katem istnienia aneuploidii
ptodu, a w szczegdlnosci zespotu Downa [27,50,51].

Obserwowany wzrost liczby ptodowych komorek we krwi matki moze by¢ takze
rezultatem zmian patologicznych w budowie lozyska, ktore stanowia podstawe
wystapienia wielu komplikacji w czasie ciazy. Badanie zjawiska mikrochimeryzmu moze
w przysztosci pomoc w okresleniu ryzyka wystapienia takze tego zagrozenia dla
rozwijajacego si¢ ptodu wczesniej nawet, niz jest to mozliwe przy zastosowaniu metody
USG [78]. Taka wlasnie zalezno$¢ opisano juz dla stanu przedrzucawkowego [31].
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Cigzkie komplikacje, takie jak przedwczesny pordd, nie maja wplywu na przeptyw komorek
ptodowych do krazenia matki [33]. Zaobserwowano jednak, iz kobiety, ktore urodzity przed
terminem (ponizej 30 tygodnia ciazy), miaty podwyzszony poziom plodowego DNA w swojej
surowicy [26]. Poronienie znaczaco wplywa na przechodzenie komorek ptodowych do
krazenia matki i ma znaczenie dla utrzymania si¢ tych komoérek w jej organizmie,
prawdopodobnie ze wzgledu na wigksza liczbg komorek przechodzacych lub preferencyjny
transport komorek szczeg6lnie tatwo zagniezdzajacych si¢ w tkankach matki [44]. Inne
badania pokazaty, ze mikrochimeryzm byt najwyzszy u kobiet, ktore przeprowadzity aborcje
[86]. Zaobserwowano rowniez wysoki poziom ptodowego DNA w krazeniu matki po takim
zabiegu [ 11]. Zwigkszony transfer i wigkszy potencjal proliferacyjny tych przechodzacych
komorek stanowia potencjalne wyjasnienie, dlaczego po indukowanej aborcji utrzymuje si¢
wigcej komorek ptodowych we krwi matki [86]. Ten drugi argument podparty jest
obserwacjami, ze wczesne progenitory CD34-pozytywne wystepuja w wigkszej ilosci w
pierwszym trymestrze ciazy niz w pozniejszych jej fazach, co wskazywaé moze, ze wigcej
tych komorek przenika do krazenia matki. Jednoczesnie, zwigkszony przeptyw komorek
lub uszkodzenie trofoblastu tez moze prowokowac uktad odpornosciowy matki, co w
konsekwencji prawdopodobnie prowadzi do przedwczesnego porodu. Jak widaé, rowniez
w tym przypadku powigzanie przyczynowo-skutkowe nie jest prosta zaleznoscia [26].

PODSUMOWANIE

Mikrochimeryzm i utrzymywanie si¢ ptodowych komorek dhugo po porodzie sa to zjawiska
przypuszczalnie zwiazane z patogeneza wielu chordéb autoimmunologicznych, na ktdre
preferencyjnie czesciej cierpia kobiety majace dzieci i przypominaja w swojej patogenezie
reakcje przeszczep przeciwko gospodarzowi— znany stan chimeryzmu [64]. Plodowe komorki
znalezione az 50 lat po porodzie [44,67] 1 zréznicowane meskie komorki znalezione w tkankach
dotknigtych choroba sugeruja, ze ptodowe komorki macierzyste osiedlaja sig i réznicuja w
tkankach matki-gospodarza [45,79].

Prawdopodobnie mikrochimeryzm jest czgstszym zjawiskiem niz si¢ przypuszcza.
Moze mie¢ incydentalny charakter w przypadku zdrowej ciazy bez zadnego biologicz-
nego znaczenia lub moze dawac dtugoterminowe konsekwencje. Utrzymywanie sig
komorek ptodowych moze ttumaczy¢ fakt, dlaczego kobiety sq kiepskimi dawcami
szpiku i organow. Ptodowe komorki w szpiku matki moga zwigkszac tez rezerwuar
komorek macierzystych, co jednak stanowi potencjalnie dodatkowe utrudnienie w czasie
przeszczepow zwigkszajac zagrozenie reakcja GVHD. Mikrochimeryzm by¢ moze
takze thumaczy, dlaczego kobiety zyja dtuzej i dlaczego ciaza chroni je przed niektorymi
chorobami [67,85].

Podczas gdy obecnos¢ rzadkich komorek plodowych we krwi matki zostata bez-
sprzecznie udowodniona, kliniczne zastosowanie rozwijajacych sig¢ technik jest na razie
wciaz niemozliwe. Mata liczba tych komorek, niewystarczajacy odsetek powodzen
oraz brak specyficznych markeréw komorek ptodowych sa najwigkszymi utrudnieniami
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w czasie analizy, izolacji, identyfikacji ptodowych komérek krazacych we krwi matki i
w zwiazku z tym takze diagnozy z ich zastosowaniem. Hodowla komorek ptodowych
moze potencjalnie by¢ $rodkiem pozwalajacym na zniwelowanie niektorych tych
trudno$ci poprzez zwielokrotnienie liczby komorek do badan molekularnych i
cytogenetycznych, wlacznie z analiza kariotypu komorek dzielacych sig. Krwiotworcze

TABELA 1. Liczba plodowych komorek zmienia si¢ w zalezno$ci od stanu zdrowia kobiety
oraz od istnienia komplikacji ciazy

Liczba komoérek Badane populacje Rodzaj patologii Lit.
3/573 ml krwi matki Erytroblasty Normalna cigza [49]
plodowe
6,57 £ 7,12 /ml krwi matki [82]
89,4 £ 92,6/10 ml krwi [37]
matki
56,7/10 ml krwi matki [78]
545,5/10 ml krwi matki Zahamowanie wzrostu [78]
plodu wewnatrz macicy
28/15 ml krwi matki Plodowe Normalna cigza [49]
meskie
2-6/ml krwi matki komorki [52]
12-20/ml krwi matki [62]
0-5,1/mIn komorek matki [56]
1/100 komoérek matki [4]
15-4900/ 100000 komorek Zapalenie tarczycy typu [46]
jednojadrzastych krwi matki Hashimoto
6—32/ml krwi matki Trisomia chromosomu 21 [50]
1-165/skrawek tarczycy R&zne schorzenia tarczycy [79]
0-23,7/mIn komérek matki Twardzina uktadowa [56]
7,5/100 komoérek matki Cukrzyca matki [4]
50-37618/16 ml krwi matki Aborcja [11]
13/20 ml krwi matki Komoérki D34+ Normalna cigza [29]
1-3/20 ml krwi matki Komoérki D34+
z poprzednich ciaz
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progenitorowe komorki CD34" stanowig atrakcyjny cel dla hodowli i ekspansji komorek
ptodowych [29].

Analiza ptodowych komdrek we krwi matki jest wciaz najlepsza potencjalng alternatywa
dla inwazyjnych metod badan prenatalnych ptodowych aneuploidii [12,30]. Niezalezna
wieloosrodkowa analiza przeprowadzona przez National Institutes of Health Fetal Cell
Study (NIFTY) wykazata, ze ptodowe chimeryczne komorki nie maja zastosowania
w diagnostyce i terapii ze wzgledu na wciaz zbyt malo wydajne metody ich izolacji i
detekcji, bez mozliwosci zapewnienia 100% pewnosci, ze badane komorki ptodowe
pochodza z terazniejszej ciazy. Wydaje sig, ze dotychczasowe osiagnigcia w tym zakresie
nie sa wystarczajace, by wprowadzi¢ je do praktyki klinicznej [13].

Wigkszos¢ opisanych metod nieinwazyjnej diagnostyki prenatalnej z uzyciem komorek
chimerycznych ma powazne ograniczenie. Identyfikacja ptodowych komorek oparta
jestnajczesciej na detekceji chromosomu Y, wige moze by¢ uzyteczna tylko w przypadku,
gdy kobieta spodziewa si¢ potomka plci meskiej i niemozliwe staje sig¢ diagnozowanie
zenskich ptodéw. Jednakze, ostatnio Cha DH i wsp. [19] opracowali nowa metode
pozwalajaca na wydajna analize¢ komorek ptodowych niezaleznie od ptci ptodu.
Zastosowano tutaj system zliczajacy ptodowe erytroblasty na podstawie cech morfo-
logicznych oraz typu hemoglobiny, jaki wystepuje wytacznie w zyciu ptodowym. Ich
ptodowe pochodzenie potwierdzita dodatkowo analiza polimorfizmu krétkich tandemo-
wych powtoérzen (STR — ang. short tandem repeat).

Diagnostyka z wykorzystaniem ptodowego wolnego DNA z surowicy krwi matki
stanowi kolejna potencjalna alternatywe. Wczesniejsze badania pokazaly, ze ilosé¢
matczynego i ptodowego DNA w surowicy krwi matki zmienia si¢. W przeciagu trzech
dni ilo$¢ plodowego wolnego DNA wahata si¢ i czasami zmiany te nasladowaty zmiany
towarzyszace aneuploidii ptodu [32]. Wyniki te przestrzegaja przed ocena krotkotrwatych
i niewielkich zmian w poziomie ptodowego DNA i przed stawianiem diagnozy tylko
na ich podstawie. Jednoczesnie, optymistycznie nastraja fakt, iz ilos¢ ptodowego wolnego
DNA po pobraniu jest stabilna w probowce do 24 godzin i dzigki temu moze stanowié
uzyteczne narzedzie badan prenatalnych [6]. Rozwdj tych strategii diagnostyki sprawic¢
moze, ze testy te stang si¢ mniej stresujace dla matki, dla ktorej priorytetem w czasie
ciazy jest zdrowie i bezpieczenstwo nienarodzonego dziecka. Optymalizacja calej
dostepnej metodologii powinna przyczynic si¢ do zwigkszenia jej uzytecznosci w praktyce
klinicznej do diagnostyki prenatalnej i w przysztosci umozliwi¢ wykonywanie w sposob
latwy i bezpieczny badan przesiewowych pod katem istnienia jakichkolwiek zagrozen
zarowno dla matki, jak i dla ptodu.

Podzi¢gkowania

Sktadam serdeczne podzigkowania Panu Prof. dr hab. Andrzejowi Mysliwskiemu
za wsparcie i wszechstronna pomoc w realizacji projektu oraz w tworzeniu niniejszej

pracy.



98 M. SZARYNSKA

LITERATURA

[1] ADAMS KM, LAMBERT NC, HEIMFELD S, TYLEE TS, PANG JM, ERICKSON TD, NELSON JL.
Male DNA in female donor apheresis and CD34-enriched products. Blood 2003; 102(10): 3845-3847.

[2] AL-MUFTIR, HAMBLEY H, FARZANEH F, NICOLAIDES KH. Assessment of efficacy of cell separa-
tion techniques used in the enrichment of foetal erythroblasts from maternal blood: triple density
gradient vs. single density gradient. Clin Lab Haematol 2004; 26(2): 123-128.

[3] AL-MUFTI R, HAMBLEY H, FARZANEH F, NICOLAIDES KH. Distribution of fetal erythroblasts
enriched from maternal blood in multifetal pregnancies. Hum Reprod 2003; 18(9): 1933-1936.

[4] AL-MUFTIR, HAMBLEY H, FARZANEH F, NICOLAIDES KH. Fetal and embryonic hemoglobins in
erythroblasts from fetal blood and fetal cells enriched from maternal blood in pregnancies complicated
by maternal diabetes mellitus. J Matern Fetal Neonatal Med 2004; 15(2): 109—-114.

[5] AL-MUFTIR, HAMBLEY H, FARZANEH F, NICOLAIDES KH. Fetal erythroblasts in maternal blood
in relation to gestational age. J Matern Fetal Neonatal Med 2003; 14(6): 392-397.

[6] ANGERT RM, LESHANE ES, LO YM, CHAN LY, DELLI-BOVI LC, BIANCHI DW. Fetal cell-free
plasma DNA concentrations in maternal blood are stable 24 hours after collection: analysis of first- and
third-trimester samples. Clin Chem 2003; 49(1): 195-198.

[7] ARACTINGI S, SIBILIA J, MEIGNIN V, LAUNAY D, HACHULLA E, LE DANFF C, JANIN A, MARIET-
TE X. Presence of microchimerism in labial salivary glands in systemic sclerosis but not in Sjogren’s
syndrome. Arthritis Rheum 2002; 46(4): 1039-1043.

[8] ARIGA H, OHTO H, BUSCH MP, IMAMURA S, WATSON R, REED W, LEE TH. Kinetics of fetal cellular
and cell-free DNA in the maternal circulation during and after pregnancy: implications for noninvasive
prenatal diagnosis. Transfusion 2001; 41(12): 1524-1530.

[9] ARTLETT CM, COX LA, RAMOS RC, DENNIS TN, FORTUNATO RA, HUMMERS LK, JIMENEZ SA,
SMITH JB. Increased microchimeric CD4+ T lymphocytes in peripheral blood from women with syste-
mic sclerosis. Clin Immunol 2002; 103: 303-308.

[10] BIANCHI DW. Circulating fetal DNA: its origin and diagnostic potential — a review. Placenta 2004; 25
Suppl A: 93-101.

[11] BIANCHIDW, FARINA A, WEBER W, DELLI-BOVI LC, DERISO M, WILLIAMS JM, KLINGER KW.
Significant fetal-maternal hemorrhage after termination of pregnancy: implications for development of
fetal cell microchimerism. Am J Obstet Gynecol 2001; 184(4): 703-706.

[12] BIANCHI DW, ROMERO R. Biological implications of bi-directional fetomaternal cell traffic: a
summary of a National Institute of Child Health and Human Development-sponsored conference. J
Matern Fetal Neonatal Med 2003; 14(2): 123-129.

[13] BIANCHI DW, SIMPSON JL, JACKSON LG, ELIAS S, HOLZGREVE W, EVANS MI, DUKES KA,
SULLIVAN LM, KLINGER KW, BISCHOFF FZ, HAHN S, JOHNSON KL, LEWIS D, WAPNER RJ, de
la CRUZ F. Fetal gender and aneuploidy detection using fetal cells in maternal blood: analysis of NIFTY
I data. National Institute of Child Health and Development Fetal Cell Isolation Study. Prenat Diagn
2002; 22(7): 609-615.

[14] BILEZIKCI B, SAHIN F, UYAR P, YILMAZ Z, DEMIRHAN B, TURAN M, ARAT Z, HABERAL M.
Frequency of recipient-derived chimerism and relationship with acute rejection and HLA tissue typing in
transplanted livers. Transplant Proc 2006; 38(2): 598-601.

[15] BISCHOFF FZ, SINACORI MK, DANG DD, MARQUEZ-DO D, HORNE C, LEWIS DE, SIMPSON JL.
Cell-free fetal DNA and intact fetal cells in maternal blood circulation: implications for first and second
trimester non-invasive prenatal diagnosis. Hum Reprod Update 2002; 8(6): 493-500.

[16] BONILLA WV, GEUKING MB, AICHELE P, LUDEWIG B, HENGARTNER H, ZINKERNAGEL RM.
Microchimerism maintains deletion of the donor cell-specific CD8+ T cell repertoire. J Clin Invest 2006;
116(1): 156-162.

[17] BROJER E, ZUPANSKA B, GUZ K, ORZINSKA A, KALINSKA A. Noninvasive determination of fetal
RHD status by examination of cell-free DNA in maternal plasma. Transfusion 2005; 45(9): 1473—-1480.

[18] CAMPAGNOLI C, ROBERTS IA, KUMAR S, CHOOLANI M, BENNETT PR, LETSKY E, FISK NM.
Expandability of haemopoietic progenitors in first trimester fetal and maternal blood: implications for
non-invasive prenatal diagnosis. Prenat Diagn 2002; 22(6): 463—469.



MIKROCHIMERYZM PLODOWO-MATCZYNY I JEGO ZNACZENIE KLINICZNE 99

[19] CHA DH, KHOSROTEHRANI K, BIANCHI DW, JOHNSON KL. The utility of an erythroblast scoring
system and gender-independent short tandem repeat (STR) analysis for the detection of aneuploid fetal
cells in maternal blood. Prenat Diagn 2005; 25(7): 586-591.

[20] CHA D, KHOSROTEHRANIK, KIM Y, STROH H, BIANCHI DW, JOHNSON KL. Cervical cancer and
microchimerism. Obstet Gynecol 2003; 102(4): 774-781.

[21] CHAN KC,ZHANG J, HUI AB, WONG N, LAU TK, LEUNG TN, LO KW, HUANG DW, LO YM. Size
distributions of maternal and fetal DNA in maternal plasma. Clin Chem 2004; 50(1): 88-92.

[22] CHIU RW, LAU TK, CHEUNG PT, GONG ZQ, LEUNG TN, LO YM. Noninvasive prenatal exclusion
of congenital adrenal hyperplasia by maternal plasma analysis: a feasibility study. Clin Chem 2002;
48(5): 778-780.

[23] CHOOLANIM, O’DONOGHUE K, TALBERT D, KUMAR S, ROBERTS I, LETSKY E, BENNETT PR,
FISK NM. Characterization of first trimester fetal erythroblasts for non-invasive prenatal diagnosis. Mol
Hum Reprod 2003; 9(4): 227-235.

[24] COSTA JM, GIOVANGRANDI Y, ERNAULT P, LOHMANN L, NATAF V, EL HALALIN, GAUTIER
E. Fetal RHD genotyping in maternal serum during the first trimester of pregnancy. Br J Haematol 2002;
119(1): 255-260.

[25] ENDO Y, NEGISHI I, ISHIKAWA O. Possible contribution of microchimerism to the pathogenesis of
Sjogren’s syndrome. Rheumatology (Oxford) 2002; 41(5): 490-495.

[26] FARINA A, LESHANE ES, ROMERO R, GOMEZ R, CHAIWORAPONGSA T, RIZZO N, BIANCHI DW.
High levels of fetal cell-free DNA in maternal serum: a risk factor for spontaneous preterm delivery. Am
J Obstet Gynecol 2005; 193(2): 421-425.

[27] FALCIDIA E,PARANOE, GRILLO A, PAVONE P, TAKABAYASHI H, TRIFILETTIRR, SCOLLO P,
DALLAPICCOLA B, GRAMMATICO P,NOVELLI A, PALADINI D, MONNI G, GULISANO A, SCAS-
SELLATI G. Fetal cells in maternal blood: a six-fold increase in women who have undergone amniocen-
tesis and carry a fetus with Down syndrome: a multicenter study. Neuropediatrics 2004; 35(6): 321-324.

[28] FINNING KM, MARTIN PG, SOOTHILL PW, AVENT ND. Prediction of fetal D status from maternal
plasma: introduction of a new noninvasive fetal RHD genotyping service. Transfusion 2002; 42(8):
1079-1085.

[29] GUETTA E, GORDON D, SIMCHEN MJ, GOLDMAN B, BARKAI G. Hematopoietic progenitor cells as
targets for non-invasive prenatal diagnosis: detection of fetal CD34+ cells and assessment of post-
delivery persistence in the maternal circulation. Blood Cells Mol Dis 2003; 30(1): 13-21.

[30] HAHN S, HOLZGREVE W. Fetal cells and cell-free fetal DNA in maternal blood: new insights into pre-
eclampsia. Hum Reprod Update 2002; 8(6): 501-508.

[31]HAHN S, HUPPERTZ B, HOLZGREVE W. Fetal cells and cell free fetal nucleic acids in maternal blood:
new tools to study abnormal placentation? Placenta 2005; 26(7): 515-526.

[32] HAHN S, ZHONG XY, BURK MR, TROEGER C, KANG A, HOLZGREVE W. Both maternal and fetal
cell-free DNA in plasma fluctuate. Ann NY Acad Sci 2001; 945: 141-144.

[33] HOESLI I, DANEK M, LIN D, L1 Y, HAHN S, HOLZGREVE W. Circulating erythroblasts in maternal
blood are not elevated before onset of preterm labor. Obstet Gynecol 2002; 100: 992-996.

[34] HROMADNIKOVA I, KARAMANOV S, HOUBOVA B, HRIDELOVA D, KOFER J, MRSTINOVA M.
Non-invasive fetal sex determination on fetal erythroblasts from the maternal circulation using fluore-
scence in situ hybridisation. Fetal Diagn Ther 2002; 17(4): 193—-199.

[35]HROMADNIKOVA I, VECHETOVA L, VESELA K, BENESOVA B, DOUCHA J, KULOVANY E, VLK R.
Non-invasive fetal RHD exon 7 and exon 10 genotyping using real-time PCR testing of fetal DNA in
maternal plasma. Fetal Diagn Ther 2005; 20(4): 275-280.

[36] HUPPERTZ B, KINGDOM J, CANIGGIA I, DESOYE G, BLACK S, KORR H, KAUFMANN P. Hypoxia
favours necrotic versus apoptotic shedding of placental syncytiotrophoblast into the maternal circula-
tion. Placenta 2003; 24(2-3): 181-190.

[37] IKEYA M, SHINYA M, KITAGAWA M. Basic investigation of the lectin method for separation and
recovery of nucleated red blood cells in maternal blood, and a study into the frequency of nucleated red
blood cells in fetomaternal disorders. Congenit Anom (Kyoto) 2005; 45(1): 26-31.

[38] INVERNIZZI P, BIONDI ML, BATTEZZATI PM, PEREGO F, SELMI C, CECCHINI F, PODDA M,
SIMONI G. Presence of fetal DNA in maternal plasma decades after pregnancy. Hum Genet 2002;
110(6): 587-591.

[39] IMBO M, SEKIZAWA A, SUGITO Y, MATSUOKA R, ICHIZUKA K, SAITO H, OKAI T. Placenta
increta: Postpartum monitoring of plasma cell-free fetal DNA. Clin Chem 2003; 49(9): 1540-1541.



100 M. SZARYNSKA

[40] JOHNSON KL, MCALINDON TE, MULCAHY E, BIANCHI DW. Microchimerism in a female patient
with systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum 2001; 44(9): 2107-2111.

[41] JOHNSON KL, NELSON JL, FURST DE, MCSWEENEY PA, ROBERTS DJ, ZHEN DK, BIANCHI DW.
Fetal cell microchimerism in tissue from multiple sites in women with systemic sclerosis. Arthritis Rheum
2001; 44(8): 1848-1854.

[42] JOHNSON KL, SAMURA O, NELSON JL, MCDONNELL M D WM, BIANCHI DW. Significant fetal cell
microchimerism in a nontransfused woman with hepatitis C: Evidence of long-term survival and expan-
sion. Hepatology 2002; 36(5): 1295-1297.

[43] KAUFMANN P, BLACK S, HUPPERTZ B. Endovascular trophoblast invasion: implications for the
pathogenesis of intrauterine growth retardation and preeclampsia. Biol Reprod 2003; 69(1): 1-7.

[44] KHOSROTEHRANI K, JOHNSON KL, LAU J, DUPUY A, CHA DH, BIANCHI DW. The influence of
fetal loss on the presence of fetal cell microchimerism: a systematic review. Arthritis Rheum 2003;
48(11): 3237-3241.

[45] KHOSROTEHRANIK, JOHNSON KL, CHA DH, SALOMON RN, BIANCHI DW. Transfer of fetal cells
with multilineage potential to maternal tissue. JAMA 2004; 292(1): 75-80.

[46] KLINTSCHAR M, IMMEL UD, KEHLEN A, SCHWAIGER P, MUSTAFA T, MANNWEILER S, RE-
GAUER S, KLEIBER M, HOANG-VU C. Fetal microchimerism in Hashimoto’s thyroiditis: a quantitati-
ve approach. Eur J Endocrinol 2006; 154(2): 237-241.

[47] KLINTSCHAR M, SCHWAIGER P, MANNWEILER S, REGAUER S, KLEIBER M. Evidence of fetal
microchimerism in Hashimoto’s thyroiditis. J Clin Endocrinol Metab 2001; 86(6): 2494-2498.

[48] KOLIALEXI A, TSANGARIS GT, ANTSAKLIS A, MAVROUA A. Rapid clearance of fetal cells from
maternal circulation after delivery. Ann NY Acad Sci 2004; 1022: 113-118.

[49] KOLVRAA S, CHRISTENSEN B, LYKKE-HANSEN L, PHILIP J. The fetal erythroblast is not the
optimal target for non-invasive prenatal diagnosis: preliminary results. J Histochem Cytochem 2005;
53(3): 331-336.

[50] KRABCHI K, GADJI M, FOREST JC, DROUIN R. Quantification of all fetal nucleated cells in maternal
blood in different cases of aneuploidies. Clin Genet 2006; 69(2): 145-154.

[51]KRABCHIK, GADJIM, SAMASSEKOU O, GREGOIRE MC, FOREST JC, DROUIN R. Quantification of
fetal nucleated cells in maternal blood of pregnant women with a male trisomy 21 fetus using molecular
cytogenetic techniques. Prenat Diagn 2006; 26(1): 28-34.

[52] KRABCHIK, GROS-LOUIS F, YAN J, BRONSARD M, MASSE J, FOREST JC, DROUIN R. Quantifica-
tion of all fetal nucleated cells in maternal blood between the 18th and 22nd weeks of pregnancy using
molecular cytogenetic techniques. Clin Genet 2001; 60(2): 145-150.

[53] LAMBERT NC, ERICKSON TD, YAN Z, PANG JM, GUTHRIE KA, FURST DE, NELSON JL. Quanti-
fication of maternal microchimerism by HLA-specific real-time polymerase chain reaction: studies of
healthy women and women with scleroderma. Arthritis Rheum 2004; 50(3): 906-914.

[54] LAMBERT NC, LO YM, ERICKSON TD, TYLEE TS, GUTHRIE KA, FURST DE, NELSON JL. Male
microchimerism in healthy women and women with scleroderma: cells or circulating DNA? A quantita-
tive answer. Blood 2002; 100(8): 2845-2851.

[55] LAMBERT N, NELSON JL. Microchimerism in autoimmune disease: more questions than answers?
Autoimmun Rev 2003; 2(3): 133-139.

[56] LAMBERT NC, PANG JM, YAN Z, ERICKSON TD, STEVENS AM, FURST DE, NELSON JL. Male
microchimerism in women with systemic sclerosis and healthy women who have never given birth to a
son. Ann Rheum Dis 2005; 64(6): 845-848.

[57] L1Y, HOLZGREVE W, PAGE-CHRISTIAENS GC, GILLE JJ, HAHN S. Improved prenatal detection of
a fetal point mutation for achondroplasia by the use of size-fractionated circulatory DNA in maternal
plasma-case report. Prenat Diagn 2004; 24(11): 896—898.

[58] LO YMD. Recent Advances in Fetal Nucleic Acids in Maternal Plasma. J Histochem Cytochem 2005;
53(3): 293-296.

[59] LO YM. Fetal DNA in maternal plasma/serum: the first 5 years. Pediatr Res 2003; 53(1): 16-17.

[60] LO YM. Recent developments in fetal nucleic acids in maternal plasma: implications to noninvasive
prenatal fetal blood group genotyping. Transfus Clin Biol 2006; 13: 50-52.

[61] MASUZAKI H, MIURA K, YOSHIURA KI, YOSHIMURA S, NIIKAWA N, ISHIMARU T. Detection of
cell free placental DNA in maternal plasma: direct evidence from three cases of confined placental
mosaicism. J Med Genet 2004; 41(4): 289-292.



MIKROCHIMERYZM PLODOWO-MATCZYNY I JEGO ZNACZENIE KLINICZNE 101

[62] MERGENTHALER S, BABOCHKINA T, KIEFER V, LAPAIRE O, HOLZGREVE W, HAHN S. FISH
analysis of all fetal nucleated cells in maternal whole blood: improved specificity by the use of two
Y-chromosome probes. J Histochem Cytochem 2005; 53(3): 319-322.

[63] NAGY GR, BAN Z, SIPOS F, BEKE A, PAPP C, PAPP Z. Isolation of epsilon-haemoglobin-chain
positive fetal cells with micromanipulation for prenatal diagnosis. Prenat Diagn 2005; 25(5): 398-402.

[64] NELSON JL. Microchimerism and human autoimmune diseases. Lupus 2002; 11(10): 651-654.

[65] NELSON JL. Microchimerism: incidental byproduct of pregnancy or active participant in human health?
Trends Mol Med 2002; 8(3): 109—-113.

[66] NOMURA K, SUMIDA Y, YOH T, MORITA A, MATSUMOTO Y, TAJI S, YOSHIDA N, MINAMI M,
ITOH Y, HORIIKE S, KATAOKA K, TANIWAKI M, OKANOUE T. Lack of evidence for leukocyte
maternal microchimerism in primary biliary cirrhosis. World J Gastroenterol 2004; 10(16): 2415-2416.

[67] O'DONOGHUE K, CHAN J, de la FUENTE J, KENNEA N, SANDISON A, ANDERSON JR, ROBERTS
1A, FISK NM. Microchimerism in female bone marrow and bone decades after fetal mesenchymal stem-
cell trafficking in pregnancy. Lancet 2004; 364(9429): 179-182.

[68] O’'DONOGHUE K, CHOOLANI M, CHAN J, de la FUENTE J, KUMAR S, CAMPAGNOLI C, BEN-
NETT PR, ROBERTS IA, FISK NM. Identification of fetal mesenchymal stem cells in maternal blood:
implications for non-invasive prenatal diagnosis. Mol Hum Reprod 2003; 9(8): 497-502.

[69] OSADA H, DOI S, FUKUSHIMA T, NAKAUCHI H, SEKI K, SEKIYA S. Detection of fetal HPCs in
maternal circulation after delivery. Transfusion 2001; 41(4): 499-503.

[70] OUDEJANS CB, TJIOA ML, WESTERMAN BA, MULDERS MA, Van WIJK 1J, Van VUGT JM. Circula-
ting trophoblast in maternal blood. Prenat Diagn 2003; 23(2): 111-116.

[711POON LL, LEUNG TN, LAU TK, CHOW KC, LO YM. Differential DNA methylation between fetus and
mother as a strategy for detecting fetal DNA in maternal plasma. Clin Chem 2002; 48(1): 35-41.

[72] PRIETO B, CANDENAS M, VENTA R, LADENSON JH, ALVAREZ FV. Isolation of fetal nucleated red
blood cells from maternal blood in normal and aneuploid pregnancies. Clin Chem Lab Med 2002; 40(7):
667-672.

[73] QUESENBERRY PJ, DOONER G, COLVIN G, ABEDI M. Stem cell biology and the plasticity polemic.
Exp Hematol 2005; 33(4): 389-394.

[74] RANDEN I, HAUGE R, KJELDSEN-KRAGH J, FAGERHOL MK. Prenatal genotyping of RHD and SRY
using maternal blood. Vox Sang 2003; 85(4): 300-306.

[75] RENNE C, RAMOS LOPEZ E, STEIMLE-GRAUER SA, ZIOLKOWSKI P, PANI MA, LUTHER C,
HOLZER K, ENCKE A, WAHL RA, BECHSTEIN WO, USADEL KH, HANSMANN ML, BADEN-
HOOP K. Thyroid fetal male microchimerisms in mothers with thyroid disorders: presence of Y-
chromosomal immunofluorescence in thyroid-infiltrating lymphocytes is more prevalent in Hashimo-
to’s thyroiditis and Graves’ disease than in follicular adenomas. J Clin Endocrinol Metab 2004; 89(11):
5810-5814.

[76] RODRIGUEZ DE ALBA M, PALOMINO P, GONZALEZ-GONZALEZ C, LORDA-SANCHEZ I, IBA-
NEZ MA, SANZ R, FERNANDEZ-MOYA JM, AYUSO C, DIAZ-RECASENS J, RAMOS C. Prenatal
diagnosis on fetal cells from maternal blood: practical comparative evaluation of the first and second
trimesters. Prenat Diagn 2001; 21(3): 165-170.

[77] SCALETTI C, VULTAGGIO A, BONIFACIO S, EMMI L, TORRICELLI F, MAGGI E, ROMAGNANI S,
PICCINNI MP. Th2-oriented profile of male offspring T cells present in women with systemic sclerosis
and reactive with maternal major histocompatibility complex antigens. Arthritis Rheum 2002; 46(2):
445-450.

[78] SIMCHEN MJ, BARKAI G, LUSKY A, GUETTA E. Fetal hemoglobin-expressing nucleated red blood cell
frequencies in pregnancies with intrauterine growth restriction. Prenat Diagn 2001; 21(1): 31-35.

[79] SRIVATSA B, SRIVATSA S, JOHNSON KL, SAMURA O, LEE SL, BIANCHI DW. Microchimerism of
presumed fetal origin in thyroid specimens from women: a case-control study. Lancet 2001; 358(9298):
2034-2038.

[80] TACHDJIAN G, FRYDMAN N, AUDIBERT F, RAY P, KERBRAT V, ERNAULT P, FRYDMAN R,
COSTA JM. Clinical applications of fetal sex determination in maternal blood in a preimplantation
genetic diagnosis centre. Hum Reprod 2002; 17(8): 2183-2186.

[81] UTTER GH, OWINGS JT, LEE TH, PAGLIERONI TG, REED WF, GOSSELIN RC, HOLLAND PV,
BUSCH MP. Blood transfusion is associated with donor leukocyte microchimerism in trauma patients. J
Trauma 2004; 57(4): 702-707.

[82] WADA S, KITAGAWA M. Method of separation and concentration of fetal nucleated red blood cells in
maternal blood and its application to fetal diagnosis. CONGENIT ANOM (Kyoto) 2004; 44(2): 72-78.



102 M. SZARYNSKA

[83] Van WIJK 1J, GRIFFIOEN S, TJOA ML, MULDERS MA, van VUGT JM, LOKE YW, OUDEJANS CB.
HLA-G expression in trophoblast cells circulating in maternal peripheral blood during early pregnancy.
Am J Obstet Gynecol 2001; 184(5): 991-997.

[84] WONG BC, LO YM. Cell-free DNA and RNA in plasma as new tools for molecular diagnostics. Expert Rev
Mol Diagn 2003; 3(6): 785-797.

[85] YAN Z, LAMBERT NC, OSTENSEN M, ADAMS KM, GUTHRIE KA, NELSON JL. Prospective study

of fetal DNA in serum and disease activity during pregnancy in women with inflammatory arthritis.
Arthritis Rheum 2006; 54(7): 2069-2073.

[86] YAN Z, LAMBERT NC, GUTHRIE KA, PORTER AJ, LOUBIERE LS, MADELEINE MM, STEVENS
AM, HERMES HM, NELSON JL. Male microchimerism in women without sons: quantitative assessment
and correlation with pregnancy history. Am J Med 2005; 118(8): 899-906.

[87] ZHONG XY, HOLZGREVE W, HAHN S. Cell-free fetal DNA in the maternal circulation does not stem
from the transplacental passage of fetal erythroblasts. Mol Hum Reprod 2002; 8(9): 864-870.

Redaktor prowadzqcy — Janusz Kubrakiewicz

Otrzymano: 10.10. 2006 r.
Przyjeto: 29.11. 2006 r.

ul. Debinki 1, 80-210 Gdansk,
e-mail: mszarynska@amg.gda.pl



