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1. UvOD

1.1. Povijest transfuzijske medicine

Transfuzijska medicina je klinicka, laboratorijska i proizvodna disciplina. Bavi se
osiguravanjem dostatnih zaliha krvnih pripravaka, sustavom kvalitete, transfuzijskom
praksom, dijagnostikom krvlju prenosivih bolesti, HLA tipizacijom tkiva te

transplantacijom krvotvornih matiénih stanica. (1)

Ideja transfuzije krvi u medicinske svrhe seze jo§ iz vremena antike. U Ovidijevom
djelu ,Metamorfoze”, napisanom 430. godine pr. Kr. opisana je zamjena krvi u svrhu
pomladivanja. Drevni Egipcani smatrali su da kupka od krvi lije¢i i pomladuje. Rimljani
i Grci su pili krv, a Plinije Stariji u 1. stolje¢u opisuje navalu gledatelja u arenu kako bi
pili krv umiruéih gladijatora. Cin pijenja krvi zabranio je Septimije Sever 193. godine.
Svijest o opasnosti ingestije krvi javlja se u 13 stoljecu, a opisao ju je kronicar Petro de
Abano. Pretpostavlja se da je medu prvim pacijentima koji su bili podvrgnuti
transfuzijskom lije¢enju bio papa Inocent VIII. Zbog bolesti od koje je patio, a sumnja
se na kroni¢nu bubreznu bolest, papa je primio krv trojice djeCaka, no zbog neznanja o
temeljnim zakonitostima transfuzije kao metode lijeCenja ovaj postupak bio je
neuspjesan. Do 17. stoljeca, svega nekoliko puta se spominje davanje krvi kao moguci
nacin lijecenja. Lije¢nik William Harvey 1613. godine formulirao je teoriju o cirkulacii
krvi i ulozi srca kao pumpe koja tjera krv kroz krvne zile te je iznio u djelu ,,De Motu
Cordis” 1628. godine. Iste godine, profesor Giovanni Colle sa SveuciliSta u Padovi
teoretizira o transfuzijskom postupku kao metodi produljenja zivota. 1667. godine,
Denys izvodi heterologne transfuzije krvi. Prvu autolognu transfuziju krvi izvodi
Blundell 1818. godine u lijeCenju postporodajnog krvarenja. Nepostojanje aseptickih
uvjeta, nepoznavanje krvnih grupa te zgruSavanje krvi bili su razlog rijetkih slucajeva
transfuzijskih lijeCenja. Tek 1900. godine kada je Karl Landsteiner otkrio krvne grupe,

zapoCinje uzlet transfuzijske medicine. (2)



1.2. Eritrociti

Eritrociti ili crvene krvne stanice su jedna vrsta stanica koje ¢ine krv. Bikonkavnog su
oblika, bez jezgre, a njihov zivotni vijek je oko 120 dana. Mjesto stvaranja eritrocita se
mijenja tijekom intrauterinog razvoja, od zumanj¢ane vrece u prvim tjednima trudnoce,
zatim u jetri, slezeni i limfnim ¢vorovima, a nakon rodenja se proizvode u koStanoj srzi.
Nakon dvadesete godine Zzivota, eritrociti se proizvode isklju¢ivo u koStanoj srzi
kraljezaka, zdjelice i prsne kosti. Fizioloski, broj eritrocita kod muskaraca je ve¢i nego
kod Zena. Tijekom diferencijacije, eritrociti mijenjaju oblik, gube jezgru 1 mitohondrije

Sto th ¢ini pokretljivijima 1 fleksibilnijima za prolaz kroz sitne kapilare. (3)

Uloga eritrocita je izmjena plinova, uglji¢nog dioksida i kisika izmedu pluca 1 tkiva.
Prilikom udisaja, atmosferski zrak ulazi u diSni sustav gdje se vlazi Vlazenjem se
atmosferski zrak razrjedyje, a posliedicno se smanjuju parcijalni tlakovi plinova koji su
u njemu zastupljeni. Parcijalni tlak kisika u alveolama je ve¢i nego u kapilarama pa
kisik difundira u krvotok kroz mrezu kapilara. U krvotoku se kisik u najve¢oj mjeri, oko
98%, veze za hemoglobin, a samo mali udio, oko 2%, se otapa u krvi. Hemoglobin je
proteinska molekula unutar eritrocita i vazan je puferski sustav. Sastavljen je od
globinskih lanaca te prosteticke skupine hem. Hem je porfirinska molekula koja se
sastoji od cetiri ciklicki povezana pirolna prstena s atomom Zeljeza u sredini molekule.
Zeljezo u hemu nalazi se u elektri¢ki nabijenom obliku, kao Fe?* ion ili Fe*"ion. Jedini
koristan oblik koji je sposoban vezati kisik je Fe* jer reverzibilno veze kisik i
omogucava njegov prijenos do tkiva. Jedna molekula hemoglobina sadrzi Cetiri vezna
mjesta za kisik. Vezivanjem prve molekule kisika dolazi do konformacijskih promjena
u molekuli hemoglobina te se svaka idu¢a molekula kisika lakSe veze. Kisk vezan za
hemoglobin, odnosno oksihemoglobin, odlazi u tkiva. Poveéana potro$nja kisika u
tkivima smanjuje njegov parcijalni tlak u medustani¢noj teku¢ini. Malo smanjenje
parcjalnog tlaka kisika uzrokuje znatno oslobadanje kisika iz hemoglobina. Neki od
faktora koji utje¢u na oslobadanje kisika s hemoglobina su temperatura, hormoni,
nusprodukt glikolize u eritrocitima, 2,3-bifosfoglicerat (BPG) te pH. (3)



Metabolickom potro§njom, kisik u tkivima prelazi u ugljicni dioksid. Uglji¢ni dioksid se
transportira na vise nacina. Mali udio ugljicnog dioksida otapa se u plazmi te
krvotokom odlazi do pluénih kapilara te difundira v alveole ibiva izdahnut. Veliki udio,
oko 70%, prenosi se kao bikarbonatni ion. Uglji¢ni dioksid difundira ukapilare, a zatim
u eritrocite. U eritroctima enzim karbanhidraza katalizira nastajanje uglji¢ne kiseline iz
ugljitnog dioksida i vode koja potom disocira na vodikov ion i bikarbonatni ion.
Vodikov ion se veze za hemoglobin Sto ukazuje na pufersko djelovanje hemoglobina.
Koncentracija bikarbonatnih iona nakon disocijacije je veca u eritrocitu nego u plazmi
te bikarbonatni ioni zbog koncentracijskog gradijenta prelaze u plazmu, a u eritrocite

ulaze kloridni ioni. Taj fenomen poznat je kao pomak klorida. (3)

1.3. Eritrocitna membrana

Eritrocitna membrana je ba$ kao i sve staniéne membrane sastavljena od lipida i
proteina, a od ostalih membrana se razlikuje po razli¢itom udjelu proteina i lipida.
Unutrasnja 1 vanjska strana membrane su razli¢itog sastava $to je nuzno za vektorske
procese kao $to je izmjena tvari. (4) Membranski lipidi ¢ine prepreku izmedu stani¢ne i
izvanstani¢ne tekucine. Uloga lipidnog dvosloja je selektivna propusnost stanice.
Najve¢im dijelom, lipidi eritrocitne membrane su iz skupina fosfolipida i kolesterola.
Najzastupljeniji fosfolipidi su fosfatidilkolin i sfingomijelin na vanjskoj strani
membrane te fosfatidiletanolamin i i fosfatidilserin na unutarnjoj strani membrane. (5)
Sto se ti¢e membranskih proteina, oni ¢ine oko 50% eritrocitne membrane. Njihova
glavna uloga je prijenos tvari. Razlikujemo integralne proteine koji se protezu kroz
membranu te periferne proteine koji su slabo vezani uz lipide ili integralne proteine. (4)
Najvazniji integralni proteini su proteini za izmjenu aniona (vrpca 3) te glikoforini.
Proteini za izmjenu aniona su viSeprolazni proteini i vazni su u izmjeni tvari
Glikoforini A,B i C su transmembranski proteini koji kroz membranu prolaze samo
jednom i neki njihovi polimorfizmi tvore krvne grupe, kao $to je MNS sustav antigena.
Na unutarnoj strani membrane se nalaze periferni proteini. Njihova uloga je oCuvanje

oblika i1 prilagodljivosti. Glavni je periferni protein spektrin, odgovoran za
3



prilagodljivost membrane zbog specificnog naCina povezivanja dimera spektrina u
tetramere. Spektrin sadrzi Cetiri vezna mjesta za ostale periferne proteine. Ankirin
povezuje spektrin i vrpcu 3, ¢ime se spektrin vezuje za membranu. Aktin povezuje
spektrin i protein 4.1, globularni protein koji je povezan s membranskim proteinima
glikoforinima A i C ¢ime je pojacana veza trojne strukture protein 4.1 — aktin — spektrin
s eritrocitnom membranom. Protein 4.9, aducin i tropomiozin su periferni proteini. (5)
Na powvrSini eritrocitne membrane nalaze se ugljikohirati u obliku glikoproteina i
glikolipida. Njihova uloga je signalizacija i interakcija s ostalim stanicama, a nalaze se i

u receptorskim kompleksima. (4)

Unbound Ankyrin Actin junctional
band 3 complex complex
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Izvor: Samuel E. Lux IV. Anatomy of the red cell membrane skeleton: unanswered
questions. Figure 2. Blood. 2016;127:187-199.
https://doi.org/10.1182/blood-2014-12-512772 (preuzeto: 10.7.2019.)

Slika 1. Model eritrocitne membrane®. (6)

1.4. Eritrocitni antigeni

Na povrSini eritrocita nalaze se razne proteinske 1 ugljikohidratne molekule. Dio tih
molekula ima sposobnost izazivanja imunog odgovora i nazivaju se antigeni. Antigeni
su sve one molekule ili dijelovi molekula koje ulaskom u tijelo stimuliraju imunosni

sustav domacina da proizvodi protutijela. Reakcija organizma na antigen naziva se

! Na slici je prikazan raspored otkrivenih membranskih i perifernih proteina.



imuni odgovor. Specificno mjesto na antigenu koje veze protutijela zove se antigenska
determinanta ili epitop. Na sposobnost antigena da izazove imuni odgovor, odnosno na
njegovu imunogenicnost, utjeCe nekoliko faktora. To su filogenetska udaljenost,
molekularna masa antigena, dostupnost antigena antigen - predo¢nim stanicama te grada
antigena. Po svojoj strukturi, antigeni su najceS¢e proteini. Takoder antigeni mogu biti i
polisaharidi ¢esto vezani s nekim drugim tvarima kao $to su proteini. Lipidi i nukleinske

Kiseline postaju imunogeni¢ni u spoju s primjerice ugljikohidratima i proteinima. (7)

Antigene na eritrocitima svrstavamo u krvne grupe. Krvnu grupu Cini jedan ili vise
antigena koje kontrolira jedan genski lokus ili dva blisko povezana homologna gena s
malim ili nezamjetljivim varijacijama izmedu njih. Veéina antigena krvnih grupa ¢ine
glikoproteini te je njihova antigenska specificnost odredena oligosaharidom ili slijedom
aminokiselina od kojih se sastoji. Do sad je sekvencirano 36 gena koji kodiraju krvne
gupe te su odredeni njihovi polimorfizmi. (8) Vecina polimorfizama kod krvnih grupa je
rezultat to¢kastih mutacija tj. zamjene aminokiselina, a uzroci mogu biti i alternativno
RNA prekrajanje te neujednacen crossing-over. (9) Svi do sad pronadeni antigeni
spadaju u jednu od 4 klasifikacije: sisteme, kolekcije, antigene visoke ucestalosti i

antigene niske uCestalosti. (8)

Sistem €ini jedan ili viSe antigena koje kontrolira jedan genski lokus ili dva 1 vise blisko
povezanih homolognih gena medu kojima postoji slaba rekombinacija ili kod kojih
izostaje rekombinacija. Kolekcije ¢ine seroloski, biokemijski ili geneticki povezani
antigeni. Antigeni niske ucestalosti su antigeni ¢ija je incidencija manja od 1%.

Antigene visoke ucestalosti ¢ine antigeni ¢ija je incidencija veca od 90%. (8)

Svaki antigen je odreden Sesteroznamenkastim brojem. Prve tri znamenke odnose se na
sistem kojem antigen pripada, a posljednje tri na specificno taj antigen. Da bi nastala
nova krvna grupa, treba biti zadovoljeno nekoliko kriterija. Antigen mora biti definiran
ljudskim aloprotutijelom, mora biti nasljeden, geni koji kodiraju tu krvnu grupu moraju
biti identificirani i sekvencirani te lokacija tih gena na kromosomu mora biti poznata. U
slucaju da broj nekog antigena postane neadekvatan zbog novih otkrica, taj broj postaje

opslolentan ine moZe ga se vise Koristiti. (8)



Tablica 1. Ugestalost najznacajnijih eritrocitnih antigena® (10)
Izvor: Ivankovi¢ Z. Grgievi¢ i sur. Transfuzijska medicina u klini¢koj praksi. Tablica
20-1. Medicinska naklada: Zagreb; 2006. str. 242

Sustav Najznacajniji antigeni Ucestalost (%)
A 43-49
ABO B 10-14
0 45-48
D 80-88
C 73-75
Rh c 80-82
E 26-29
e 96-98
K K 8-9
K >99
Jk Jk? 75-80
JK° 70-75
Fy Fy* 40-45
Fy’ 54-58
M 76-79
MNSs N 71-73
S 54-57
S 87-90
Lu Lu? 7-8
Lu® >99
Le Le® 19-22
Le® 70-72
P P1 52-56

2 Prikazani su najucestaliji eritrocitni antigeni. Posebno su istaknuti antigeni Kell sustava. Najucestaliji su

k i Lu® antigeni, a slijede ih e i D antigeni Rh sustava. Najrjedi antigeni suK antigen te Lu® antigen.




1.4.1. Kell antigeni

Kell — Cellano sustav antigena, skraceno Kell sustav, je sustav antigena na povr§ini
eritrocita. Kell antigen otkriven je 1946. godine kada su otkrivena anti-Kell protutijela u
serumu trudnice koja su uzrokovala hemoliticku bolest fetusa i novorodenceta. (9)
Pronadeno je 36 antigena koja pripadaju ovom sustavu. (8) Kell antigeni se takoder
nalaze na eritrocitima, eriropoetskim stanicama, a u niskoj koncentraciji su pronadeni na
stanicama u ziv€anom sustavu, poprecnoprugastim i sréanim miSi¢ima te stanicama

limfatiénih organa. (11)

KEL lokus nalazi se na kromosomu 7q34. KEL gen sadrzi 20 egzona te kodira
transmembranski glikoprotein tipa I1l. Kell glikoprotein je disulfidnom vezom povezan s
XK membranskim proteinom. (11) Po svojoj strukturi Kell glikoprotein pripada
neprilizinskoj obitelji endopeptidaza ovisnih o cinku. Uloga Kell glikoproteina kao
endopeptidaze je pretvaranje prekurosra endotelina u bioloski aktivne peptide, a

specifi¢na reakcija je aktivacija izopeptida endotelina-3 koji je vazan vazokonstriktor.

(12)

XK membranski protein je transportni protein na eritrocitnoj membrani. Disulfidnom
vezom je povezan sa Kell glikoproteinom. Genski lokus ovog proteina je na kratem
kraku X kromosoma, u regiji Xp21. lzostanak ekspresije ovog proteina, poznat je kao
McLeod sindrom. McLeod sindrom karakterizira abnormalni oblik eritrocita poznat kao
akantocitoza te mi$i¢na distrofija s kasnim pocetkom, a kod nekih osoba se javljaju i
neuroloski problemi. U nedostatku Xk proteina dolazi i do izostanka ekspresije Kell

antigena na povrsini eritrocita. (13)



membrane

Slika 2. Kell glikoprotein i Kx protein®. (9)

Izvor: Daniels G. Human blood groups. Fig. 7.1. Second edition [Internet]: Blackwell
Publishing Company; 2002. Str. 297. Dostupno na:
https://www.wvtv.be/documenten/56a7cd62c4flcle52a74529487d01 cOf.pdf,

(Preuzeto 15.8.2019.)

Neki antigeni Kell sustava su u alelicnom odnosu, a dio ih je samostalno eksprimiran.
Polimorfizmi Kell antigena rezultat su tockastih mutacija. Dijele se na antigene s
visokom 1 niskom ucestaloS¢u. Antigeni visoke u€estalosti su: k, Kpb, Ku, Js°, K11,
K12, K13, k-like, K18, K19, Km, K22, TOU i RAZ. Antigeni niske ucestalosti su: K,
Kp? Js%, UPF, K17, (WK%, Kp®, K23, K24 (Cls) i VLAN. Antigeni koji ¢ine najcesce
fenotipove su: K, k, Kp?, Kp®, Js*i Js. (9)

K 1 k su kodominantni aleli §to znafi da se antigeni nasljedeni od oba roditelja
fenotipski izrazavaju na eritrocitnoj membrani. Najc¢esc¢i fenotip je K-/k+, a javlja se kod

91% bijelaca 1 98% crnaca. K ik polimorfizmi rezultat su to¢kaste mutacije gdje dolazi

% Slika prikazuje Kell transmembranski protein i Kx membranski protein na eritrocitnoj membrani koji su

medusobno povezani disulfidnom vezom. Na Kell proteinu su istaknuti antigeni koji ¢ine najcesce

fenotipove (KK, Kp®/Kp?, Js"/Js?).


https://www.wvtv.be/documenten/56a7cd62c4f1c1e52a74529487d01c0f.pdf
https://www.wvtv.be/documenten/56a7cd62c4f1c1e52a74529487d01c0f.pdf

do zamjene treonina 193 u metionin 193 u slijedu aminokiselina kod K antigena $to
utjeCe na glikolizaciju molekule i1 potencijalno na jatu imunogeni¢nost K antigena.
Ucestalost K antigena kod bijelaca je 9%, a k antigena 99,8%. K i k antigeni su
razvijeni pri rodenju te se mogu prona¢i kod fetusa u ranim stadijima prenatalnog
razvoja. Sto se ti¢e u¢estalosti ovih antigena, k antigen ima visoku incidenciju u svim
populacijama, dok je visoka incidencija K antigena zabiljezena kod stanovnika

Arapskog i Sinajskog poluotoka. (9)

Kp*i Kp® antigeni otkriveni su nedugo nakon K ik antigena. Istrazivanja su pokazala da
se K i Kp*antigeni ne naslijeduju od istog roditelja. Zajedno se nasljeduju, odnosno u

cis odnosu su K i Kp® te k i Kp®antigeni. (9)

J$* i Js* antigeni su otkriveni su 1958. godine. Js” antigen javlja se kod svih osoba

europeidnog podrijetla, dok je fenotip Js*+/Js° prisutan kod negroidne populacije. (9)

Ku antigen izrazen je kod svih osoba koje imaju Kell antigene. 1zostanak ili K-nul (Ko)
fenotip rezultat je nasljedivanja recesivnih gena u homozigota te predstavlja kompletni

izostanak svih antigena Kell sustava. (9)

1.5. Antieritrocitna protutijela

Protutijela su wvelike proteinske molekule koje zajedno s antigenom ¢ine
imunokompleks. Cimbenici su humoralne imunosti i sluZze kao biljeg za raspoznavanje
cilja drugim imunosnim obrambenim mehanizmima. IzluC¢uju ih plazma stanice koje
nastaju diferencijacjom B limfocita nakon dodira s tudim antigenom. Takoder,
protutijela mogu biti i vezana za povr$inu limfocita B te tada predstavljaju receptor za
antigen. Osnovna gradevna jedinica protutijela je monomer, CetverolanCana molekula
sastavljena od dva para istovrsnih polipeptidnih lanaca, a razli¢itog broja aminokiselina
koje ¢ine te polipeptidne lance. Ti lanci nazivaju se laki i teski lanci, a medusobno su
povezani disulfidnim vezama. Polipeptidni lanci koji ¢ine protutijela nisu linearni ve¢
savijeni te ¢ine kuglaste strukture tj. domene ili regije. Svi laki lanci sastavljeni su od
220 aminokiselina, a sastoje se od jedne varijabilne (V) domene i jedne konstantne

domene (C,). Teski lanci sastavljeni su od 440 do 550 aminokiselina, a sastoje se od
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jedne varijabilne te tri ili Cetiri konstantne domene, ovisno o razredu protutijela koje
grade. I laki i teski lancisastavljeni su od varijabilnih i konstantnih domena. Varijabilne
domene lakih i teSkih lanaca ¢ine vezno mjesto za antigen. Monomer se jo§ moze
podijeliti prema funkciji odredenih dijelova na 3 ulomka. To su dva istovrsna Fab
ulomka koja sadrze vezno mjesto za antigen te Fc ulomak koji odreduje bioloSka
svojstva protutijela neovisno o njegovoj specificnosti Pet je glavnih razreda
imunoglobulina, 1gA, IgD, IgE, 1gG i 1gM protutijela. Ova podjela u razrede se temelji
na razlikama u konstantnoj domeni teSkih lanaca, no itu se nalaze razlike prema kojima

se dalje protutijela grupiraju u podrazrede. (14)

Antieritrocitna protutijela su protutijela na antigene izraZene na powvrSini eritrocita.
Nastaju kao posljedica imunizacije domacina nakon transfuzije nepodudarnim
pripravcima i u trudno¢i. Uzrokuju transfuzijske reakcije i hemoliticku bolest fetusa i
novorodenceta, bolesti Cije posljedice variraju od slabih reakcija pa sve do fatalnih
ishoda. Tijekom primarne imunizacije stvaraju se IgM protutijela, a u periodu od dva
tiedna do 6 mjeseci nakon stvaranja IgM, stvaraju se i 1gG protutijela. U pocetku su
protutijela poliklonalna, a s vremenom sazrijevaju u monoklonalna tj. specificna za
odredeni antigen te se na taj nacin reakcija pospjesSuje. U procesu imunizacije sudjeluju
antigen predo¢ne stanice i pomo¢nicke T stanice koje stimuliraju B limfocite da
prozivode protutijela. Ovaj mehanizam specifi¢an je za proteinske antigene. Sto se tice
ugljikohidratnih antigena, oni izravno stimuliraju samo limfocite B te imunizacijom na
ugljikohidratne antigene nastaju IgM protutijela koja uglavnom nisu od klinicke
vaznosti jer ne reagiraju pri tjelesnoj temperaturi stoga ih se naziva i1 hladnim
Lsprotutijelima”. Ona IgM protutijela koja su od klinicke vaznosti uzrokuju
intravaskularnu hemolizu. IgG protutijela reagiraju na tjelesnoj temperaturi, oblazu
eritrocite te tako pospjeSuju uniStavanje eritrocita unutar retikuloendotelnog sustava.
Zahvaljyju¢i memorijskim stanicama imuna reakcija kod svakog iduceg susreta s
poznatim antigenom je brza. IgG protutijela, i to IgG; i 1gGs;, aktiviraju sustav
komplementa te ¢eS¢e uzrokuju ekstravaskularnu hemolizu, odnosno raspad eritrocita u
retikuloendotelnom sustavu, posebice u slezeni. Tre¢inu svih protutijela ¢ine RhD,
treCinu ostala protutijela iz Rh sustava, a tre¢inu ne-RhD protutijela, medu kojima su i

anti-Kell protutijela. (10)
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Tablica 2. Ugestalost i vrsta antieritrocitnih protutijela u imuniziranih trudnica® (15)
Izvor: Ha$plHundrié Z., Grgi¢evic D. Transfuzijsko lijeSenje u opstetriciji i
ginekologiji. Tablica 42-1. U: Grgi¢evi¢ i sur. Transfuuijska medicina u klinickoj
praksi. Zagreb: Medicinska naklada; 2006. Str. 422.

Vrsta antieritrocitnog protutijela Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu
N=301
Anti-D 64,8
Anti-C 6,9
Anti-c 33
Anti-E 7,3
Anti-K 11
Anti-MNS 5,3
Anti-JK* 0,3
Anti-JK® 4,3

1.5.1. Anti - Kell antieritrocitna protutijela

Imunizacija Kell antigenima posljedica je nepodudarnih transfuzija i razli¢itih antigena
Kell sustava na maj¢inim 1 djecjim eritrocitima. Antigen K izrazito je imunogenican.
Cesto izaziva imunizaciju nakon jedne doze nepodudarnog pripravka. Kod dvije tre¢ine
imunizacija koje nisu rezultat RhD imunizacije, pronadena su anti-K protutijela. Anti-K
protutijela su 1gG protutijela, podrazreda 1gG;. Imuna anti-Kell protutijela, koja nastaju

senzibilizacjom domac¢ina na strane eritrocitne antigene u trudno¢i ili pri

* U Tablici 2. prikazana je vrsta i ucestalost antieritrocitnih protutijela u imuniziranih trudnica
pri Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu. UCestalost je prikazana u postotcima. Posebno
je istaknuto anti-Kell protutijelo, koje po ucestalostislijedi anti-D protutijelo.
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transfuzijskom lijeCenju, uzrok su hemolitickih transfuzijskih reakcija te hemoliticke
bolesti fetusa i novorodenceta. Mehanizam djelovanja anti-K protutijela razlikuje se od
mehanizma djelovanja anti-RhD protutijela. S obzirom da su Kell antigeni izrazeni na
progenitorskim stanicama eritroidne loze, anti-K protutijela vezu se za antigene na tim
stanicama te suprimiraju eritropoezu. Zabiljezeni su slucajevi Kell imunizacija kod
kojih je uzrok imunizacije infekcija bakterijama E. coli, Mycobacterium tuberculosis,
Enterococcus faecalis te Morganella morganii te su nastala prirodna anti-Kell
protutijela, IgA razreda, zbog senzibilizacije domadina na antigene slicne Kell

antigenima. (9)

Anti-k su protutijela na antigen k. S obzirom da je to antigen visoke ucestalosti, rijetko
dolazi do imunizacije. Uzrok je akutne i odgodene hemoliticke transfuzijske reakcije, a

HBFN uzrokovana ovim protutijelima ima tesku klinicku sliku. (9)

Anti-Kp* i anti-Kp® protutijela potencijalni su uzrok komplikacija u transfuzijskoj
medicini. Anti-Kp® je rijetko povezan s HBFN, dok su anti-Kp® uzrok HBFN te
odgodene transfuzijske reakcije. Autoprotutijela na Kp® antigen uzrok su autoimune
hemoliticke anemije. Anti-Js* i anti-Js* uzrokuju HBFN te hemoliticku transfuzijsku
reakciju. Anti-Js° su uglavnom pronadena kod pripadnika negroidne populacije te je
zabiljezen sluc¢aj HBFN kod koje je doslo do fetalnog hidropsa. Anti-Ku protutijela su
protutijela kod imuniziranih osoba s KO fenotipom te dovode do HBFN 1 hemoliticke
transfuzijske reakcije. Kod transfudiranih pacijenata, javlja se transfuzijska reakcija s

bubreznim zatajenjem ianurijom. (9)

1.6. Transfuzijske reakcije uzrokovane anti-Kell protutijelima

Transfuzijska reakcija definirana je kao nezeljeni dogadaj koji je posljedica lijecenja
krvnim pripravcima. Transfuzijske reakcije dijele se prema mehanizmu nastanka i
djelovanja na imunoloske i neimunoloske. Prema vremenu nastanka reakcije dijele se na

rane, koje nastaju unutar 24 sata te kasne koje nastaju nakon 48 sati. (16)
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Rane imunoloske reakcije su akutna hemoliticka reakcija, febrilne, alergijske i
anafilakticke reakcije, transfuzijom uzrokovana ozlijeda pluéa. U kasne imunoloske
reakcije spadaju odgodena hemoliticka reakcija, poslijetransfuzijska purpura te reakcija
odbacivanja presatka protiv primatelja (engl. graft versus host disease). U neimunoloske
transfuzijske reakcije ubrajaju se preoptereCenje krvozilnog sustava, intoksikacija
citratom, hipotermija te bakterijske i virusne infekcije. Akutne hemoliticke reakcije
vodec¢i su uzrok smrtnosti u transfuzijskom lijeCenju. Uzrokovane su nepodudarnoscu
davatelja i primatelja. Simptomi nastaju naglo, a hemoliza nastupa unutar krvnih Zila.
Kod primatelja se javlja osjec¢aj Zarenja na mjestu venepunkcije, nelagoda, tresavica,
zimica, bol u abdomenu 1 prsiStu, hipotenzija, anurija, oligurija te se razvija
diseminirana intravaskularna koagulacija. Pri ovakvoj simptomatologiji, vazno je
djelovati brzo 1 pacijenta zbrinuti Sto hitnije. NajceS¢i razlog nastanka ovakvog
dogadaja je pogrjeska u identifikaciji pacijenta ili doze. Odgodene hemoliticke reakcije
javljaju se od 48 sati pa do 18 dana nakon transfuzijskog lije¢enja. Posljedica je porasta
titra antieritrocitnih protutijela. Najces¢i simptomi su anemija, umor, zimica, tresavica

te Cesto zbog nespecifitne klinicke slike ostaju neprepoznate. (16)

Transfuzijske reakcije uzrokovane anti-Kell protutijelima nerijetko su opasne. Anti-K,
anti-k, anti-Kp® te anti-Js” protutijela dokazano uzrokuju transfuzijske reakcije. Anti-Ku
protutijela mogu biti uzrok hemolitickih anemija s fatalnim ishodom. Anti-Kell

protutijela uzrokuju akutne i odgodene hemoliticke reakcije. (17)

1.7. Hemoliti¢ka bolest fetusa i novorodenceta uzrokovana anti-Kell

protutijelima

Fetus sadrzava dio antigena tkivne srodnosti od majke te dio od oca koji je stran
maj¢inom imunoloskom sustavu. Nedostatak ekspresije antigena HLA sustava tj.
antigena tkivne podudarnosti na dijelovima posteljice, lu¢enje hormona koji potiskuju
imuni odgovor te izrazita ekspresija proteina koji reguliraju sustav komplementa na

fetalnomaternalnom spoju Stite fetus od maj¢inog imunoloskog sustava. Dio stanica
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djeteta kao §to su trombociti, limfociti i eritrociti mogu prolaziti kroz posteljicu te na taj
nacin imunizirati majku. U prvoj trudno¢i dolazi do senzibilizacije majke na djetetove
antigene te nastaju aloprotutijela. 1gG protutijela zbog svoje male molekularne mase
sposobna su prolaziti posteljicu §to moZe pridonijeti zastiti dijeteta ¢iji imunoloski
sustav nije dovoljno kompetentan za zaStitu od bolesti, ali moze 1 uzrokovati probleme

kao sto je hemoliticka bolest fetusa i novorodenceta. (18)

Hemoliti¢ka bolest fetusa i novorodenceta (skr. HBFN) posljedica je lize eritrocita
djeteta zbog imunizacije majke na djetetove eritrocitne antigene te prolazak 1gG
protutijela kroz posteljicu. Najces¢i uzrok HBFN je RhD imunizacija koja se danas
sprjecava adekvatnom profilaksom, poznatom kao anti-D imunoglobulin. Uzrok ovoj
bolesti mogu biti protutijela na druge eritrocitne antigene kao Sto su antigeni Kell,
Duffy i Kidd sustava. Prolaskom protutijela kroz posteljicu, ona se veZu na fetalne
eritrocite, dolaazi do aglutinacije te posljedicno destrukcije eritrocita. Razvoj klinicke
slike ovisi o vrsti protutijela, koli€ini i vremenu pojavljivanja protutijela u cirkulaciji.
Plod na destrukciju eritrocita odgovara poja¢anom eritropoezom pa su u krvnoj slici
zastupljeni razvojni oblici eritrocita. Hemoliza je uglavnom intezivnija od stvaranja
dostatnog broja eritrocita. Dolazi do anemije i hipoksije, hipoalbuminemije te
hiperbilirubinemije koja moZze biti uzrok novorodenackog kernikterusa. U teSkim
slucajevima kad hemoglobin padne ispod kritiénih vrijednosti, dolazi do fetalnog
hidropsa te smrti. (19)

Sto se tiée HBFN uzrokovane anti-Kell protutijelima, ona se razlikuje od HBFN
uzrokovane RhD protutijelima po mehanizmu nastanka, a time i u klinickoj slici,
dijagnostici i lijeCenju. Anti-Kell protutijela uzrokuju supresiju eritropoeze jer su Kell
antigeni izrazeni i na razvojnim oblicima eritrocitima. To je razlog zasto je kod takve

djece izrazenija anemija naspram hiperbilirubinemije. (20)

Razina hemoglobina u trudno¢i raste linearno uz standardnu devijaciju od 12g/L.
Snizenje od dvije do Cetiri standardne devijacije upucuje na umjerenu, a vise od Cetiri
standardne devijacije na teSku anemiju fetusa. Nastali laktati iz hemoliziranih eritrocita

djeteta sve teze se uklanjaju putem posteljice. Kada se hemoglobin spusti ispod pet

14



standardnih devijacija dolazi do volumnog optereéenja krvozilnog sustava fetusa,

dekompenzacije, fetalnog hidropsa te smrti fetusa. (18)

Metode dijagnostike i prognoze bolesti su odredivanje titra protutijela, fetalna
genotipizacija pomocu kordocenteze ili iz slobodne fetalne DNA u maj¢inoj krvi,
odredivanje razine bilirubina u plodovoj vodi amniocentezom te dopplersko mjerenje

maksimalne brzine protoka u sredi$njoj mozdanoj arteriji. (18)

Odredivanje titra protutijela je semikvantitativna metoda. Titar protutijela predstavlja
koli¢inu protutijela koju B limfociti proizvedu kada prepoznaju specifi¢ni antigenski
epitop. Titar se odreduje u razrijedenom serumu pomocu testnih eritrocita na kojima se
nalaze antigeni komplementarni protutijelu koje se odreduje. Rezultat ovog testa
prikazuje se kao inverzna vrijednost razrijedenja. (21) Ova metoda ne korelira s teZinom
i ishodom hemoliticke bolesti fetusa i1 novorodenceta uzrokovanom anti-Kell

protutijelima. (22)

Kordocenteza ili perkutana aspiracija krvi pupkovine je prenatalni dijagnosticki
postupak kojim se uzima uzorak fetalne krvi iz pupkovine nakon 18. tjedna gestacije.
Ne provodi se rutinski jer je rije¢ o invazivnoj metodi Koristi se Kariotipizaciju te
ispitivanje  hematoloskog stanja fetusa. Amniocenteza je medicinski postupak u
prenatalnoj dijagnostici u kojem se uzima uzorak plodove vode iz amnionske vrece koja
okruzuje fetus. Provodi se izmedu petnaestog i dvadesetog tjedna trudnoce te se smatra
postupkom s niskim rizikom od komplikacija. Bilirubin, koji se odreduje u plodovoj
void, sluzi kod dijagnostike hemoliticke bolesti fetusa i novorodenceta. Fizioloski,
bilirubin kod trudnica pada nakon 20 tjedna trudnoce, no kod imuniziranih trudnica
vrijednost bilirubina raste zbog hemolize eritrocita. Izvodi se kod trudnica ¢iji je titar
protutijela 16, a u nekim sluc¢ajevima 8, primjerice kod Kell imunizacije. Mjeri se
spektrofotometrijski pri optickoj gusto¢i od 450 nm. Rezultati se unose na Lileyev
dijagram nakon 28 tjedna trudnoce te se te vrijednosti strogo prate do poroda. Sto se tide
HBFN uzrokovane anti-Kell protutijelima, ova metoda nije pouzdana jer ne dolazi do
veceg raspada eritrocita ve¢ do supresije eritropoeze. Mjerenje maksimalne brzine

protoka krvi u srediSnjoj mozdanoj arteriji je metoda koja je zamijenila amniocentezu.
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Metoda se zasniva na promjeni viskoznosti krvi uslijed hemolize. S obzirom da se radi
o neinvazivnom postupku, sprijecen je iporast titra protutijela koji moze biti uzrokovan
fetomaternalnim krvarenjem koje moZze nastati prilikom amniocenteze. Test ima
zadovoljavajuu to¢nost i1 pozitivnu 1 negativnu prediktivnu vrijednost kod tezih oblika

HBFN uzrokovanih anti-Kell protutijelima. (18, 22)

Fetalna genotipizacija iz slobodne fetalne DN A u maj¢inoj krvi je neinvazivna metoda
kojom se odreduju geni koji kodiraju eritrocitne antigene djeteta pomo¢u PCR-a (engl.
polymerase chain reaction). Tijekom trudnoce, koli¢ina fetalne DNA raste. Za
genotipizaciju Kell antigena, preporuca se testiranje nakon 20. tjedna. Kod
genotipizacije Kell antigena, detektira se polimorfizam jednog nukleotida na egzonu 6.
(23)

Normalna boja Neonatalna hiperbilirubinemija

Slika 3. Normalan pigment djeteta te Zuti pigment uslijed neonatalne
hiperbilirubinemije. (24)

Izvor: Medicina zdravstveni portal. Ginekologija. Neonatalna hiperbilirubinemija.
[Internet] Dostupno na: https://zdravlje.eu/2011/04/01/neonatalnahiperbilirubinemija/
(Preuzeto: 10.7.2019.)
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Slika 4. Kernikterus. (25)

Izvor: Christensen R.D., Yaish H.M., Wiedmeier S.E. et al. Neonatal death suspected to

be from sepsis was found to be kernicterus with G6PD deficiency. Pediatrics. Dec
2013;132:6

Slika 5. Fetalni hidrops. (26)
Izvor: PregMed. Birth Defects. Hydrops Fetalis [Internet].

Dostupno na: https/mww.pregmed.org/hydrops-fetalis.htm (Preuzeto: 10.7.2019.)
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2. CILJ RADA

Cilj rada je prikazati uCestalost imuniziranih trudnica s anti-Kell protutijelima te

objasniti nac¢in ivaznost odredivanja anti-Kell protutijela u transfuzijskoj medicini.

Glavni ciljevi rada su:

1. Prikaz pozitivnih indirektnih antiglobulinskih testova s anti-Kell antieritrocitnim
protutijelima u populacijama: predoperativna bolnicka populacija i populaciji trudnica

na prvom i kontrolnom testiranju;

2. Usporedba broja identificiranih anti-Kell antieritrocitnih protutijela s ostalim

otkrivenim iregularnim protutijelima kod trudnica;

3. Usporedba broja identificiranih anti-Kell antieritrocitnih protutijela kod trudnica

na prvom testiranju i kontrolnom testiranju.

18



3. 1ZVORI PODATAKA | METODE

3.1. Imunohematolosko ispitivanje

ImunohematoloSka ispitivanja podrazumijevaju odredivanje eritrocitnih krvnih grupa,
prijetransfuzijsko ispitivanje te ispitivanje transfuzijskih reakcija. Ispitivanje krvnih
grupa provodi se kod svih pacijenata za koje postoji vjerojatnost transfuzijskog
lijeCenja. Obuhvada fenotipizaciju ABO 1 RhD antigena, odredivanje prisutnosti
antieritrocitnih protutijela te kod novorodencadi obavezni direktni antiglobulinski test.
Prijetransfuzijsko ispitivanje indicirano je kad je zatraZeno transfuzijsko lijecenje.
Sastoji se od provjere krvne grupe, odredivanja prisutnosti antieritrocitnih protutijela te
krizne probe. Ispitivanje transfuzijskih reakcija provodise nakon prijavljenih reakcija ili
sumnji na istu. Odnosi se na ponovnu provjeru krvne grupe, odredivanje antieritrocitnih
protutijela u serumu, plazmi ili vezanih za eritrocite, njihovu eluciju s eritrocita, a

potom identifikaciju i odredivanje njihove specificnosti. (10)

U imunohematologiji, metoda aglutinacije eritrocita je temelj dijagnostickih testova
zbog svoje jednostavnosti, brzine i osjetljivosti. Aglutinacija je imunoloSka reakcija
antigena 1 protutijela pri ¢emu se nastali kompleksi vezu u ve¢e nakupine, aglutinate.
Prema in vitro aglutinaciji, protutijela dijelimo na kompletna i inkompletna. Kompletna
protutijela su IgM razreda te samostalno uzrokuju aglutinaciju eritrocita, dok su
inkompletna 1gG  protutijela te tvore aglutinate tek pri dodatku antiglobulinskog
reagensa ili neke druge tvari koja ¢e pridonijeti aglutinaciji. Antiglobulinski reagens
¢ine protutijela na ljudska IgG protutijela ili C3 komponentu komplementa, faktore koji
oblazu eritrocite. Postoje i testovi kojima je u osnovi liza eritrocita, a koja nastaje kao
rezultat vezanja protutijela koja aktiviraju sustav komplementa. Testovi koji se

zasnivaju na ovim metodama su direktni i indirektni antiglobulinski test. (10)

Indirektni antiglobulinski test (IAT) je metoda kojom se utvrduje prisutnost
antieritrocitnih protutijela in vitro s testnim eritrocitima na kojima se nalaze poznati
antigeni. Uzorak za ovaj test su serum ili plazma te se ispituje reakcija protutijela u

uzorku s testnim eritrocitima. Ako je ovaj test pozitivan, sljede¢i koraci su utvrditi
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mehanizam nastanka protutijela, dakle odrediti radi li se o autoprotutijelima ili

aloprotutijelima, odrediti specifi¢nost te klinicku vaznost otkrivenog protutijela. (10)

Direktni antiglobulinski test (DAT) obavezni je dio dijagnostike bolesti uzrokovanih
antieritrocitnim protutijelima. Radi se o testu kojim se dokazuju protutijela ili C3
komponenta komplementa vezana za eritrocite in vivo. Prvi korak je uporaba
polispecificnog antiglobulinskog reagensa kojim se dokazuje postojanje vezanih
protutijela ili C3 komponente komplementa. Ako je taj test pozitivan, koristi se
monospecificni antiglobulinski reagens za odredivanje radi li se o protutijelu vili C3
komponenti komplementa te odredivanje razreda i podrazreda protutijela. Ovaj test je
izrazito visoke osjetljivosti pa se posljedi¢no tome javljaju i lazno pozitivne vrijednosti.

(10)

Svaku trudnicu se nakon utvrdivanja trudnoce, uz ostale laboratorijske pretrage, Salje i
na transfuzijsko ispitivanje. To ispitivanje uklju¢yje fenotipizaciju ABO i RhD antigena
na eritrocitima majke te ispitivanje prisutnosti antieritrocitnih protutijela. Testiranje se
ponavlja u 28. 1 34. tjednu trudnoce. Potrebu za ponovnim testiranjem dio struc¢njaka
smatra neopravdanom zbog velike materijalne potrosnje u odnosu na smrtne ishode
povezane s bolestima uzrokovanih imunizacijom. U slufaju pozitivnog testa, prati se

titar protutijela o kojem ovisi daljnja dijagnostika i lijeCenje. (20)

Test pretrazivanja antieritrocitnih protutijela je primarni i1 najpouzdaniji test za
otkrivanje trudnoce u riziku od razvoja hemoliticke bolesti fetusa i novorodenceta. Test
se izvodi u indirektnom antiglobulinskom testu. Tri su metode izvodenja testa, a to su
metoda u epruveti, u mikrostupcu 1 mikroploama. Od komercijalnih testova u
mikrostupcu najzastupljeniji su Diamed GmbH Biorad, Cressier, Switzerland te Ortho
Clinical Diagnostics, New Jersey, USA. Identifikacija tj. odredivanje specifi¢nosti
antieritrocitnih protutijela se primarno izvodi u indirektnom antiglobulinskom testu.
Diamed GmbH i Ortho Clinical Diagnostics danas koriste testne eritrocite s obi¢no 11
poznatih eritrocitnih antigena. Postoje 1 drugi testovi kao $to su testiranje s enzimom
tretiranim testnim eritrocitima, elucija protutijela s eritrocita, adsorpcija protutijela iz
seruma na gelu i neutralizacija protutijela antigenima topivim u serumu. Nakon

identifikacije, odreduje se klinicka vaznost protutijela. (27)
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3.2. Standardni postupci kod trudnica s Kklini¢ki zna¢ajnim anti-Kell
antieritrocitnim protutijelima otkrivenima na prvom testiranju u

trudnoéi

Prema podacima iz literature, anti-Kell antieritrocitna protutijela pokazala su se klinicki

znaCajnima pri nastanku hemoliticke bolesti fetusa 1 novorodenceta.

1. Nakon ustanovljenog pozitivnog IAT-a na rutinskom testiranju u trudnoc¢i, vrsi
se identifikacija vrste antieritrocitnog protutijela. Prema dobroj laboratorijskoj praksi,
ispunjava se Karton ispitivanja senzibilizacija u trudno¢i (,,Zeleni karton”). Kod
izdavanja nalaza s trudnicom je potrebno obaviti informativni razgovor o otkrivenim
protutijelima te ispuniti Zeleni karton. Preporuka je testirati oca na antigene iz Kell
sustava. (27,28)

2. Sljedeci korak je testiranje oca djeteta. Odreduje se oceva ABO krvna grupa,
prisustvo RhD antigena te ostali eritrocitni antigeni kao Sto je Kell antigen. Ovo
testiranje je vazno ako je trudnica u prijaSnjim trudnocama imala drugog partnera ili je
tjekom Zivota bila podvrgnuta transfuzijskom lijeCenju. Ako otac nema Kell antigen t;.
antigen od interesa daljnji koraci nisu potrebni. Rezultati ovog testiranja takoder se
upisuju u Zeleni karton. (27,28)

3. Ako otac ima antigen od interesa tj. antigen iz Kell sustava, radi se fetalna
genotipizacija iz majCine krvi. Taj uzorak se Salje Hrvatskom zavodu za transfuzijsku
medicinu, Odjelu za molekularnu dijagnostiku. Ovaj uzorak se preporuca slati tek

nakon 16. gestacijskog tjedna. (27,28)

4, Titar protutijela podrazumijeva odredivanje onih protutijela koja su klinicki

znaCajna. Titar protutijela se prati ako je otac pozitivan na Kell antigen. Prije 20. tjedna
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gestacije, titar protutijela se odreduje svako 3-8 tjedana, a nakon svako 2-4 tjedna.

Dinamika odredivanja titra ovisi o specificnosti protutijela 1 prijaSnjim nalazima.

(27,28)

5. Nakon rodenja, novorodencetu se odreduje prisustvo Kell antigena te se izvodi
direktni antiglobulinski test. Rezultati se potom upisuju u ra¢unalni program te Zeleni

karton. (27,28)

3.3. Standardni postupci kad su anti-Kell protutijela otkrivena prvi

put na kontrolnom testiranju u trudnodi

Koraci potrebni pri otkrivanju anti-Kell protutijela na kontrolnom testiranju su:

1. Prvi korak kod pronalaska iregularnih protutijela na kontrolnom ispitivanju je
identifikacija antieritrocitnog protutijela. Evidentira se pojaavljivanje protutijela u
Kartonu ispitivanja senzibilizacija u trudno¢i (,,Zeleni karton”). Kod izdavanja nalaza, s
trudnicom se obavlja informativni razgovor o otkrivenim protutijelima te se ispunjava

dio Zelenog kartona predviden za to. (27,28)

2. Potom se odreduyje titar toplih protutijela. Odreduje se u vremenskim intervalima
svaka 2-4 tjedna, a dinamika odredivanja ovisi o prethodnim nalazima titra i

specificnosti protutijela. (27,28)

3. Nakon rodenja, novorodencetu se odreduje krvna grupa, prisustvo Kell antigena

te se izvodi DAT. Rezultati se upisuyju u raunalni program te Zeleni karton. (27,28)
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3.4. Testpretrazivanja antieritrocitnih protutijela

Test pretrazivanja antieritrocitnih protutijela ili indirektni antiglobulinski test (skr. IAT)

je metoda kojom se utvrduje prisutnost antieritrocitnih protutijela in vitro S testnim

eritrocitima na kojima se nalaze poznati antigeni. Uzorak za ovaj test su serum ili

plazma te se ispituje reakcija protutijela ili C3 komponente komplementa u tom uzorku

s testnim eritrocitima. (10)

IAT se izvodi u staklenim epruvetama te se koristi ispitanikov serum ukoliko nije

druk¢ije indicirano. Pri izvodenju testa, vazno je pridrzavati se uputa proizvodaca te

pridrzavati se roka valjanosti reagensa. [AT se moze izvoditi u fizioloSkom mediju te u

mediju niske ionske jakosti. (29)

A) Postupak 1AT-a u fizioloskom mediju (29) :

1.

Dvije staklene epruvete obiljeZze se imenom i prezimenom ispitanika te oznakama

P1iP2;
u svaku epruvetu se dodaju po dvije kapi seruma ispitanika;

u epruvetu obiljezenu s P1 dodaje se 1 kap suspenzije testnih eritrocita izbocice 1, a

u epruvetu obiljezenu s P2 dodaje se 1 kap suspenzije tesnih eritrocita iz bocice 2;
treskanjem se resuspendiraju eritrociti i serum;

epruvete se inkubiraju na sobnoj temperaturi 5 minuta;

nakon inkubacije, epruvete se centrifugiraju na 1000 rpm 1 minutu;

epruvete se potom lagano protresu te se utvrduje prisustvo aglutinata ili hemolize te
se rezultat zabiljeZi;

zatim sljedi pranje eritrocita. Pranje eritrocita vr$i se u automatskoj peracici ili
rucno;

nakon pranja eritrocita, u epruvete se dodaju dvije kapi polispecificnog

antihumanog globulinskog reagensa te se sadrzaj ponovno resuspendira;
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10. epruvete je potrebno opet centrifugirati na 1000 okretaja 1 minutu;

11. epruvete se zatim lagano protresu te se utvrduje prisutnost hemolize ili aglutinata,

rezultati se zabiljeze;

12. u epruvete kod kojih je rezultat ispitivanja negativan, odnosno gdje nije doSlo do

hemolize ili aglutinacije, dodaje se 1 kap Coombs kontrole;

13. te epruvete se ponovno centrifugiraju na 1000 rpm 1 minutu, a potom se odreduje
prisustvo aglutinata ili hemolize te se biljezi rezultat. Prisustvo pozitivne Coombs
kontrole potvrda je dobro izvedenog testa. Ako izostane pozitivna reakcija s

Coombs kontrolom, AT je potrebno ponoviti.

B) Postupak 1AT-a u mediju niske ionske jakosti (29) :

Postupak je isti kao i za IAT u fizioloSkom mediju, samo se nakon ocitavanja rezultata
nakon inkubacije na sobnoj temperaturi dodaju dvije kapi LISS te se inkubira na 37°C

tijekom 30 minuta.

C) Reuzultati (29):

1. Pozitivan rezultat je aglutinacija ili hemoliza nakon inkubacije na sobnoj
temperature ili 37°C.

2. Pozitivan rezultat je prisutnost aglutinacije nakon dodatka antihumanog

globulinskog reagensa u epruvetu.

3. Negativan rezultat je odsutnost aglutinacije nakon dodatka antihumanog

globulinskog reagensa u epruvetu.
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3.5. Titar antieritrocitnih protutijela ispitanika

Ovim testom se dokazuju antieritrocitna protutijela ispitanika iz seruma. Test se izvodi
na na¢in da se mijeSaju ispitanikov serum i testni eritrociti krvne grupe 0 na kojima se
nalaze antigeni komplementarni protutijelima za koje se sumnja da se nalaze u

ispitanikovu  serumu. (10)

A) Postupak izvodenja titra antieritrocitnih protutijela ispitanika (30):
1. U epruvetise pomijesaju 2 kapi pacijentovog seruma te 1 kap 3-5 %-tne suspenzije
testnih eritrocita;

2. nakon centrifugiranja pri 1000 rpm, epruvete se protresu te se gleda jesu li prisutni

aglutinati;

3. epruvete se inkubiraju sat i 30 minuta na 37°C u toploj kupelji. U ovu mjeSavinu
mogu se dodavati otopine koje ¢e ubrzati reakciju, primjerice dvije kapi otopine

niske ionske jakosti — LISS ¢ime se vrijeme inkubacije skra¢uje na 30 minuta;

4. epruvete se ponovno centrifugiraju na 1000 rpm i ponovno se odreduje prisustvo

aglutinata;

5. dodaje se fizioloska otopina u 100 puta ve¢em volumenu od volumena eritrocita te

se oni resuspendiraju;
6. epruvete se ponovno centrifugiraju na 3000 rpm;
7. otopina iznad sedimenta se odlije;
8. postupci 5., 6.1 7. se ponavljaju jos dvaput;
9. nakon zadnjeg pranja se fizioloska otopina potpuno odstrani

10. u epruvetu se dodaju dvije kapi antiglobulinskog reagensa te se eritrociti
resuspendiraju laganim protresanjem;

11. epruveta se centrifugira na 1000 rpm;

25



12. laganim protresanjem i naginjanjem naprijed-nazad odreduje se prisutnost

eritrocitnih aglutinata.
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4. REZULTATI

Istrazivanje o ucestalosti Kell antieritrocitnih protutijela provedeno je u Centru za
transfuzijsku medicinu u Splitu. Rezultati obuhvacaju razdoblje od pocetka 2014. do 6.
svibnja 2018. godine, a podaci su preuzeti iz sustava e-Delphyn. Promatran je broj
trudnica s Kell imunizacijom u odnosu na predoperativnu bolnicku populaciju.
Usporeden je broj Kell imunizacija kod trudnica na prvom i kontrolnom testiranju.
Usporeden je broj trudnica s anti-Kell protutijelima te trudnica s ostalim iregularnim

protutijelima.. Tablice i grafikoni izradeni su u programu Microsoft Office Excel 2016.
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Tablica 3. Broj pronadenih antieritrocitnih protutijela u populacijama

Antieritrocitno Ambulanta Trudnice — prvo Trudnice —

protutijelo operacije testiranje kontrolno testiranje
Anti-D 106 7 172
Anti-C 35 1 44
Anti-E 77 0 54
Anti-C 32 2 60
Anti-e 1 0 0
Anti-f 0 0
Anti-C" 12 0 6
Anti-K 113 2 26
Anti-Kp? 4 0 0
Anti-Fy? 20 1 34
Anti-Fy° 3 0 3
Anti-Jk® 19 0 10
Anti-JK” 1 0 0
Anti-Le* 67 14 78
Anti-Le" 10 8 18
Anti-S 12 4 23
Anti-M 134 21 130
Anti-N 4 0 0
Anti-P; 5 0 0
Anti- LU 2 0 2
Hladno protutijelo 4 0 2
Anti-Al 1 0 0
Anti-G 6 0 0
Anti-Rh17 1 0 0
Ukupno 670 60 662
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Tablica 4. Ucestalost anti Kell protutijela u pojedinim populacijama u odnosu na ostala
identificirana antieritrocitna protutijela

Ostala Ukupni broj
Prijem Anti — K (%) |Anti — Kp® (%) | antieritrocitna | identificiranih
protutijela (%o) | protutijela (%0)
Ambulanta —
operacije 113 (16,87) 4 (0,60) 553 (82,53) 670 (48,84)
Trudnice — prvo
Trudnice —
kontrola 26 (4,05) 0 (0,00) 616 (95,95) 642 (46,79)

Ukupno (%)
145 (10,57) 1227 (89,43) 1372

Od ukupno 1372 identificirana antieritrocitna protutijela u svim populacijama,
zabiljezeno je 145 (10,57%) imunizacja anti-Kell protutijelima. U ambulantnoj
predoperativnoj populaciji identificirano je 670 (48,84%) antieritrocitnih protutijela od
kojih su 113 (16,87%) bila anti-K, a samo 4 (0,6%) anti-Kp? protutijela. Od ukupno 60
(4,37%) identificiranih antieritrocitnih protutijela kod trudnica na prvom testiranju, kod
njih 2 (3,33%) pronadena su anti-K protutijela. Od ukupno 642 (46,79%) identificiranih
protutijela kod trudnica na kontrolnom testiranju, kod njih 26 (4,05%) pronadena su
anti-K protutijela. Veca ucestalost anti-K i anti-Kp?® protutijela u predoperativnoj
ambulantnoj populaciji upucuje na ceSce sluCajeve imunizacije u toj populaciji

ispitanika.
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Slika 1. Usporedba identificiranih anti-Kell (anti-K i anti-Kp?) protutijela s ostalim

identificiranim antieritrocitnim protutijelima u pojedinim populacijama.

Tablica 5. Ucestalost anti-Kell protutijela u pojedinim populacijama

Prijem Anti-K (%) Anti-Kp* (%) Ukupno (%)
Ambulanta — 113 (96,58) 4 (3,42) 117 (80,69)
operacije
Trudnice — 1. 2 (100) 0 (0,00) 2(1,38)
testiranje
Trudnice — kontrola 26 (100) 0 (0,00) 26 (17,93)
Ukupno ident. anti-K 141 (97,24) 4 (2,76) 145
protutijela (%)

Od ukupno 145 ispitanika s identificiranim anti-Kell protutijelima, kod 141 (97,24%)
ispitanika pronadena su anti-K, a kod 4 (2,76%) ispitanika anti-Kp?® protutijela. U
ambulantnoj predoperativnoj populaciji bilo je 117 (80,69%) Kell imunizacija, od kojih
je 113 (96,58%) imunizacija bilo s anti-K, a 4 (3,42%) s anti-Kp® protutijelima. Kod 2
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(1,38%) trudnice anti-K protutijela otkrivena su na prvom testiranju. Kod 26 (17,93%)

trudnica anti-K protutijela su potvrdena na kontrolnom testiranju.
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Slika 2. Ucestalost anti-Kell (anti-K i anti-Kp®) protutijela u pojedinim populacijama.

Tablica 6. Ucestalost anti — Kell antieritrocitnih protutijela u odnosu na ostala
iregularna antieritrocitna protutijela kod trudnica

Ostala Ukupno identificiranih
Prijem Anti — K (%) antieritrocitna protutijela u
protutijela (%0) populaciji

Trudnic_e - prvo 2 (7,14) 58 60
testiranje

Trudnice — kontrola 26 (92,86) 616 642

Ukupno ider_l_t'rﬁciranih 28 (3,99) 674 (96,01) 702
protutijela
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Od ukupno 702 identificirana antieritrocitna protutijela kod trudnica, kod njih 28
(3,99%) trudnica pronadena su anti-K protutijela $to ne ukazuje na visoku ucestalost
anti-K protutijela, a time ni na visoku uCestalost hemoliticke bolesti fetusa i
novorodenceta kod trudnica ukljucenih u istrazivanje. Od 28 trudnica kod kojih su
pronadena anti-Kell protutijela, kod 2 (7,14%) trudnice novootkrivena su anti-K na
prvom testiranju, a kod 26 (92,86%) trudnica anti-K protutijela potvrdena su na

kontrolnom testiranju.
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Slika 3. Ucestalost anti—Kell antieritrocitnih protutijela u odnosu na ostala nepravilna

antieritrocitna protutijela kod trudnica.
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5. RASPRAVA

Visoka ucestalost anti-Kell antieritrocitnih protutijela u ambulantnoj predoperativnoj
populaciji u odnosu na Kell imunizaciju kod trudnica upucuje na veéi rizik razvoja
transfuzijskih reakcija uzrokovanih nepododuarno$¢u Kell antigena primatelja i
davatelja krvi u slucaju transfuzije nepodudarnim pripravcima. Anti-K protutijela kod
trudnica u odnosu na predoperativnu ambulantnu populaciju nisu pokazala veliku
uCestalost stoga ni hemoliticka bolest fetusa 1 novorodenceta uzrokovana ovim
protutijelima nije Cesta pojava. Zbog nedostupnosti potrebne dokumentacije, u ovom
istrazivanju nije popracéen ishod trudnoca ispitivanih trudnica te postojanje komplikacija
priporodu. Pregledom dostupne literature ustanovljeno je da odredivanje titra anti-Kell
protutijela kod imuniziranih trudnica ne korelira s teZinom anemije niti je dobar
prognosticki faktor u predvidanju ishoda bolesti. Najmanje invazivna i najosjetljivija
metoda za utvrdivanje Kell antigena djeteta, a time 1 predvidanje razvoja hemoliticke
bolesti fetusa i novorodenceta je fetalna genotipizacija iz slobodne fetalne DNA iz
maj¢ine krvi. S obzirom da je K antigen izrazito imunogenian, preporuka je lijeciti
Zene u generativnoj dobi Kell podudarnim pripravcima. Vazno je osigurati da je cijeli
postupak ispitivanja senzibilizacije na Kell antigene sljediv od zaprimanja uzorka do
izdavanja nalaza. Dobro vodena dokumentacija, edukacija osoblja, redovite unutarnje i
vanjske kontrole kvalitete osiguravaju pouzdanost laboratorijskih nalaza koji ¢ine vazan
dio dijagnostike hemoliticke bolesti fetusa i novorodenéeta uzrokovane anti-Kell

protutijelima.
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6. ZAKLJUCCI

1. Anti-Kell antieritrocitna  protutijela najuCestalija su u ambulantnoj
predoperativnoj populaciji s 80,69% identificiranih anti-Kell protutijela u razdoblju od
pocetka 2014. do 6. svibnja 2018. godine.

2. Anti- Kell protutijela kod trudnica niske su u¢estalosti. Ucestalost iznosi 3,99 %,
u odnosu na ostala antieritrocitna protutijela. Rijetki slucajevi Kell imunizacija kod
trudnica posljedica su lijeenja Zena u generativnoj dobi Kell negativnim koncentratima
eritrocita.

3. U vecini slucajeva, tj. u 92,86% trudnica s anti-Kell protutijelima, radilo se o

primarnoj imunizaciji anti-Kell protutijelima.
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8. SAZETAK

Cilj rada: Cilj rada bio je ispitati zastupljenost broja Kell imunizacija u odnosu na
ukupan broj imunizacija kod trudnica. Usporedena je zastupljenost anti-Kell protutijela
u populaciji trudnica i ambulantnoj predoperativnoj populaciji. Usporeden je broj

trudnica s anti-Kell protutijelima na prvom i kontrolnom testiranju.

Izvori podataka i metode: Podaci za ovo istrazivanje prikupljeni su iz ra¢unalnog
programa e-Delphyn te se odnose na ispitanike testirane u Centru za transfuzijsku
medicinu u Splitu u period od pocetka 2014. do 6. svibnja 2018. godine.
Imunohematolo§ko ispitivanje podrazumijeva odredivanje eritrocitne krvne grupe i test
pretrazivanja antieritrocitnih protutijela. Test pretrazivanja antieritrocitnih protutijela se
izvodi u indirektnom antiglobulinskom testu, a ako je test pozitivan, odreduje se

specificnost te kod trudnica titar protutijela.

Rezultati: U pra¢enom razdoblju ukupan broj identificiranih protutijela bio je 1372, od
kojih su 145 (10,57%) bila anti-Kell protutijela. Od 145 slu¢ajeva Kell imunizacija, 141
(97,24%) bilo je s anti-K i 4 (2,76%) s anti-Kp® protutijelima. U ambulantnoj
predoperativnoj populaciji bilo je 117 slucajeva (80,69%) Kell imunizacija, od kojih
113 (96,58%) s anti-K i 4 (3,42%) s anti-Kp® protutijelima. Od ukupno 702
identificirana protutijela kod trudnica, kod 28 (3,99%) trudnica pronadena su anti-K
protutijela. Od 28 trudnica s anti-K protutijelima, kod 2 (7,14%) trudnice anti-K
protutijela su novootkrivena na prvom testiranju. U 26 (92,86%) trudnica anti-K

protutijela su potvrdena na kontrolnom testiranju.

Zakljuéei: Sto se ti¢e populacije trudnica, samo su dvije trudnice s anti-K protutijelima
bile novootkrivene u pra¢enom razdoblju, a ostalih 26 su potvrdene na kontrolnom
testiranju. Znacajno mali broj imuniziranih trudnica s anti-K protutijelima u odnosu na
ostala otkrivena antieritrocitna protutijela kod ispitanika posljedica su transfuzijskog

ljecenja Zena u generativnoj dobi Kell negativnim koncentratima eritrocita.
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9. SUMMARY

Objective: The aim of the study was to examine frequency of Kell immunizations in
relation to the total number of immunizations in pregnant women. The frequency of
anti-Kell antibodies in the pregnant women and preoperative outpatients was compared.
The number of pregnant women with anti-Kell antibodies and preoperative outpatiens
was compared. The number of pregnant women with anti-Kell antibodies at first and

control testing was compared.

Data sources and methods: The data for this study were collected from the e-Delphyn
computer program and they are related to examinees tested at the Center for Transfusion
Medicine in Split from the beginning of 2014 to May 6, 2018. Immunohematological
testing involves the determination of erythrocyte blood groups red blood cell antibody
screen. The red blood cell antibody screen is done in an indirect antiglobuline test and
if this test is positive, the specificity of this antibody is determined and in pregnant

women titer of antibodies as well.

Results: There were 1372 identified antierythrocyte antibodies during the follow-up
period, of which 145 (10,57%) were anti-Kell antibodies. Of 145 Kell immunizations,
141 (97.24%) were with anti-K and 4 (2.76%) with anti-Kp® antibodies. There were 117
(80,69%) cases of Kell immunizations in the preoperative outpatients, of which 113
(96.58%) with anti-K and 4 (3.42%) with anti-Kp?® antibodies. Out of total of 702
antibodies identified in pregnant women, 28 (3.99%) were anti-K antibodies. Of 28
pregnant women with anti-K antibodies, in 2 (7.14%) anti-K antibodies were newly
detected at the first testing. In 26 (92.86%) pregnant women, anti-K antibodies were

confirmed at the control testing.

Conclusions : Only two pregnant women with anti-K antibodies were newly detected at
the first testing in the follow-up period, and the other 26 were confirmed at control

testing. Significantly small number od immunized pregnant women with anti-K
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antibodies compared to other detected anti-erythrocyte antibodies in the examinees is

due to treating women of generative age with Kell negative erythrocyte concentrates.
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10. ZIVOTOPIS

Osobni podaci
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