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1. UVOD

Klini¢ka vaznost svih sustava eritrocitnih antigena odredena je bioloSkom aktivnos$cu antitijela
na eritrocitne antigene iz tih sustava. To posebno vrijedi za sustav krvnih grupa ABO. ABO-
izohemaglutinini usko su vezani uz oligosaharidne ABH-antigene i zajedno ¢ine nedjeljivu
cjelinu, $to ih ¢ini dijelom tog sustava. U tom kontekstu, bioloski efekti ABO-izohemaglutinina
vazni su u transfuzijskoj medicini.

Osim na eritrocitnim membranama, ABH-antigeni prisutni su na stanicama raznih tkivia i
organa. Zajedno s HLA-antigenima ¢ine skupinu tkivno grupnih antigena te su stoga bioloski
efekti ABO-izohemaglutinina vazni i u transplantacijskoj medicini.

ABO-izohemaglutinini ¢ine imunolosku barijeru antigenima kod nepodudarnih transfuzija i
transplantacija organa, §to moze ugroziti sigurnost transfuzijske terapije i ishod transplantacija.
Imunoloska barijera rezultat je stalne prisutnosti ABO-izohemaglutinina u Kkrvi, njihovih
snaznih izvr$nih mehanizama te prisutnosti ABH-antigena na stanicama endodermnog,
mezodermnog i ektodermnog podrijetla.

lako se 0 ABH-antigenima mnogo zna, ve¢ stotinjak godina od kada je otkriven sustav krvnih
grupa ABO, etiologija ABH-antigena jos uvijek je nejasna. Stvarni bioloski razlozi za razvoj i
fenotipske razlic¢itosti antigena iz sustava krvnih grupa ABO i dalje su nejasni.

To isto vrijedi i za ABO-izohemaglutinine. Karakterizira ih raznovrsnost specificnosti,
imunoglobulinskih razreda i neujednacenih koncentracija u serumu, koje se povezuju s
demografskim obiljezjima, etnografskim podrijetlom te indirektno s ¢cimbenicima okoline, kao
§to su, izlozenost mikroorganizmima, alergenima te prehrambenim navikama pojedinca.
Hiperimunizacijski dogadaji, poput transfuzije, trudnoce ili cijepljenja takoder utjecu na
njihovu pojavnost. Njihovo podrijetlo jos uvijek nije u potpunosti razjasnjeno.

U transfuzijskoj i transplantacijskoj medicini vazan je jasan pristup kojim se bioloski ucinci
ABO-izohemaglutinina i njthovi negativni ishodi svode na najmanju razinu. U regulacijskom
smislu ne postoje jednoznane smjernice o postupanjima te su pristupi razli¢iti. Razvijeniji
zdravstveni sustavi kao dio strategije ukljucuju prospektivno pretraZivanje reaktivnosti ABO-
izohemaglutinina u davatelja i primatelja krvnih pripravaka i organa.

Za ispitivanje razine ABO-izohemaglutinina primjenjuju se razli¢ite metode i pristupi.
Kvantifikacija reaktivnosti specificnih ABO-krvno grupnih antitijela jedna je od najtezih za
standardizaciju.

Ne postoji univerzalno prihvacena metoda. Rezultati variraju, a zbog cestih unutar i

medulaboratorijskih razlika, teSko su usporedivi.



Doprinos

Ciljevi

Odredivanjem razine imunoglobulinskih razreda ABO-izohemaglutinina u populaciji
dobrovoljnih davatelja krvi, koji prema svojim karakteristikama predstavljaju zdravu
populaciju u RH, po prvi puta bi se dobila jasna slika o njihovom statusu te potvrdile
pretpostavke 0 utjecaju obiljezja spola, dobi i krvnih grupa na razinu pojedinih
imunoglobulinskih razreda.

Ispitivanjem krizne reaktivnosti ABO-izohemaglutinina i respiratornih alergena,
odnosno povezanosti koncentracije alergena trava, korova i stabala na pojavnost i razinu
ABO-izohemaglutinina, pojasnila bi se moguca etiologija ABO-izohemaglutinina.
Njihovo podrijetlo jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjeno. Prema dosadasnjim

saznanjima ne postoje istraZivanja u tom smjeru.

1. Utvrditi prosjecnu razinu ABO-izohemaglutinina kod zdrave populacije u Republici
Hrvatskoj metodom mikroaglutinacije u gel kolonama.

2. Odrediti razlike u razini ABO-izohemaglutinina u odnosu na spol, dob, krvne grupe
1 godi$nja doba kod zdrave populacije u Republici Hrvatskoj.

3. Ispitati kriznu reaktivnost ABO-izohemaglutinina s uobicajenim respiratornim

alergenima enzimimunoloskom metodom.

Metode

1. U svrhu odredivanja razine ABO-izohemaglutinina odabrana je metoda mikro-
aglutinacije u gel kolonama. Temelji se na dodavanju optimalnih koli¢ina eritrocitne
suspenzije i plazme u reakciju u mikrokolone. Vizualna detekcija i ocjena reakcije
vezivanja ABH-antigena i specifi¢nih izohemaglutinina omogucena je nakon inkubacije
na razliCitim temperaturnim rasponima i vremenskim intervalima. Oni ovise 0

ispitivanom imunoglobulinskom razredu.

2. U svrhu ispitivanja krizne reaktivnosti ABO-izohemaglutinina i respiratornih
alergena kreiran je i optimiziran nekomercijalni (in house) imunoenzimski test ELISA

(od engl. enzyme linked immunosorbent assay). Metodologija ukljucuje vezanje
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procis¢enih alergenskih ekstrakata na mikrotitarske plo¢ice u karbonatnom puferu te
dodavanje u reakciju eluiranih ABO-izohemaglutinina. Spektometrijska detekcija
prisutnin  ABO-izohemaglutinina specificnih za alergen omogucena je vezanjem
specifi¢nih antitijela konjugiranih s enzimom peroksidazom iz hrena HRP (od. engl.
horse radish peroxidase) za Fc-krajeve IgM ili IgG ABO-izohemaglutinina te nastanka
enzimskog produkta nakon reakcije s pojacivaCima i tetrametilbenzidin supstratom
(TMB).

Hipoteza

Odredivanje razine i razreda ABO-izohemaglutinina metodom mikroaglutinacije u gel
kolonama doprinijela bi pouzdanom i brzom odredivanju razine ABO-izohemaglutinina
u krvi dobrovoljnih davatelja krvi i bolesnika u rjeSavanju slozenih situacija u
terapijskim postupcima.

Ispitivanje krizne reaktivnosti ABO-izohemaglutinina s uobiCajenim respiratornim

alergenima doprinijelo bi razjasnjavanju nejasne etiologije.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. ABO-izohemaglutinini

2.1.1 Definicija izohemaglutinina

Izohemaglutinini (IH) su izoantitijela. Prefiks izo je izvedenica iz gréke rijeci ioog (1S0S) = isti
ili jednak, sto je povezano s nacinom nastanka izoantitijela. Ona nastaju zbog imunog odgovora
odredene jedinke na antigen koji je svojstven za drugu jedinku iz iste vrste. Te antigene jos
nazivamo i izoantigenima. Kod ljudi postoji znatan broj izoantigena, a najbolji primjer za to su
krvno grupni antigeni kao i tkivno grupni antigeni. Izohemaglutinini su antitijela na antigene iz

sustava krvnih grupa ABO (1).

2.1.2. Nastanak ABO-izohemaglutinina

Nastanak ABO-izohemaglutinina ne prati u potpunosti definiciju nastanka izoantitijela, jer oni
ne nastaju nuzno kao imunosni odgovor na izlaganje antigenima druge osobe. Podrijetlo im jo$
uvijek nije u potpunosti razjasnjeno. Postoji nekoliko teza o nastanku ABO-izohemaglutinina.
Landsteiner je vjerovao da ABO-izohemaglutinini nastaju spontano (1).

Genetsku hipotezu zagovarali su Furuhata i Hirszfeld prema kojoj se ta antitijela nasljeduju
parom povezanih gena, od kojih je jedan odgovoran za krvno grupni antigen, a drugi za
komplementarno antitijelo koje nastaje neovisno o izlaganju imunoloskog sustava vanjskim
krizno reaktivnim ili homogenim antigenima (2).

Dupont je jo§ tridesetih godina proslog stoljea smatrao da su ABO-izohemaglutinini
vjerojatno rezultat imunosnog odgovora na $iroko rasprostranjene antigene iz okoline, koji
posjeduju krvno grupnu antigeni¢nost identi¢nu sa strukturama krvnih grupa ABO na ljudskim
stanicama. Schiff je 1934. godine dokazao krvno grupnu aktivnost bakterije Shigella shigae.
Springer i suradnici, Sezdesetih godina, dali su veliki doprinos potvrdi imunogenetske hipoteze.
ABO-izohemaglutinini prema Springeru nastaju nakon antigene stimulacije. Najcescée se radi o
bakterijama koje su usle u organizam kroz gastrointestinalni i respiratorni trakt (3-6). Cesto se
na povr$ini mikroorganozama nalaze terminalni Seceri L-fukoza, N-acetil-D glukozamin, D-
manoza, odnosno PAMP-strukture (od engl. patogen associated molecular patterns). Te

strukture predstavljaju ciljane toc¢ke izvr$nih mehanizama urodene imunosti (Slika 1) (7).



Bakterijska ovojnica
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Slika 1. Bakterijska stijenka (Preuzeto i prilagodeno: Nikaido H. Microbiol. Mol. Biol. Rev.
67)

Na primjer, Escherichia coli Oss posjeduje visoku krvno grupnu aktivnost, prije svega krvne
grupe B i nesto manje krvne grupe A (3, 4).

Kod 50% od 282 aerobnih Gram-negativnih bakterija, izoliranih u bolesnika, utvrdena je krvno
grupna aktivnost. Te su bakterije dio crijevnog ekosustava u kojem bivaju razgradene enzimima
glikozidazama koji se pojavljuju u prvim mjesecima Zivota. Pretpostavlja se da bi ta razgradnja
mogla dovesti do sicu$nih i neprestanih inokulacija krvno grupnih antigena i odgovora
imunoloskog sustava proizvodnjom ABO-izohemaglutinina. Kod tih bakterija je dokazana
prisutnost specifiécnih monosaharida sli¢nih krvno grupnim antigenima ABH. Kod 50%
bakterija kod kojih aktivnost nije dokazana, najvjerojatnije se radi o enantiotropnim izomerima
(zrcalna struktura) zbog kojih su nedostupni izohemaglutininima u inhibicijskom testu
hemaglutinacije, koji je koriSten u tu svrhu (3-5).

Francuska studija je pokazala da je razina ABO-izohemaglutinina za 50% bila veca u djece
sredinom dvadesetog stoljeca, nego pedeset godina ranije. To se objasnjava profilaktickim
vakcinacijama djece bakterijskim cjepivima i posljedicnom inokulacijom krizno reaktivnih
antigenih struktura. To se prije svega odnosi na cjepivo protiv tetanusa, parotitisa i difterije.
Kod meningokoknog cjepiva te cjepiva protiv Hemofilusa influence B, kao i cjepiva protiv
virusa influence A i B, pronadena je tvar sli¢éna krvnoj grupi A. Krvno grupna supstanca A

prisutna je i u pneumokoknom cjepivu (8-11, 16).



U Japanu se pak razina ABO-izohemaglutinina snizila u periodu od petnaest godina (1986-
2001). Objasnjenje lezi u tome, da u usporedbi s drugim dalekoisto¢nim narodima, Japanci jedu
puno vise obradene nego svjeze hrane (22).

Daniel-Johnson i sur. su dokazali da rezim prehrane moZe utjecati na razinu ABO-
izohemaglutinina. Nakon stimulacije s probiotickim proizvodima koji sadrze laktobacil i
bifidobakteriju, titar kod dobrovoljnih davatelja krvi bio je vrlo visok. Probiotike ¢ini velika
skupina mikroorganizama koja ima pozitivne u¢inke na ljudsko zdravlje. Osnova za koristenje
probiotika temelji se na izravnom ili neizravnom utjecaju na imunosni sustav. Izravni uéinci
ukljuCuju promjene u crijevnoj mikroflori i promjenama na PAMP-strukturama crijevnih
mikroorganizama te posljedi¢no bolju prezentaciju limfnom tkivu u sklopu gastrointestinalnog
trakta (GALT; od engl. gut-associated lymphoid tissue).

Neizravni ucinci su komunikacija s mnogim tipovima stanica §to dovodi do pojacavanja
fizickih i kemijskih barijera (14).

Perez i sur. smatraju da je razina izohemaglutinina veca kod djece nizeg socijalnog statusa koja
zive u slabijim higijenskim uvjetima i okruzenju zasi¢enom raznim mikroorganizmima (13).

U prilog Dupontovoj tezi govori i podatak da kod zdravih jednojaj¢anih blizanaca i trojki
postoje znacajne razlike u titru ABO-izohemaglutinina, 75% za anti-A i ¢ak do 90% za anti-B
izohemaglutinine (4).

Grundbacher je 1976. godina ustanovio da postoji razlika u titru ABO-izohemaglutinina izmedu
bijele i crne rase. Medutim, kasnije se pokazalo da rasa nije ¢imbenik koji ¢ini razliku u
titrovima, ve¢ je to okolina. Najnovija studija radena u Velikoj Britaniji nije dokazala zna¢ajnu
razliku izmedu dobrovoljnih davatelja krvi (DDK) bijele, crne i Zute rase (29).

Dakle, socioekonomski uvjeti i zivotni stilovi te ¢imbenici iz okoline koji su u uskoj vezi s
etnografskim podrijetlom utjecu na dinamiku ABO-izohemaglutinina (22).

Strukture slicne ABH-antigenima prisutne su i na drugim strukturama iz okoline, peludi trava,
korova, drveca te prasini. Vanjske ovojnice peludnih alergena su polisaharidne strukture i
pretpostavlja se da su sli¢ne strukturi ABO-krvnih grupa. Springer je u svojim ispitivanjima
pokazao da strukture grancica golosjemenjaca ili CetinjaCa i1 strukture kritosjemenjaca ili
cvjetnjaca imaju sposobnost inhibicije hemaglutinacije s homolognim antiserumima te da
dijele sli¢nost s krvno grupnim mukoidinim strukturama (4, 5).

Uobicajeno je misljenje da su ABO-izohemaglutinini prisutni u cirkulaciji od treceg ili Cetvrtog
mjeseca pa do kraja Zivota. Studije prije i poslije Springerovih ispitivanja dokazale su
postojanje ABO-izohemaglutinina kod novorodencadi, a koji nisu maj¢inog podrijetla i ne

mogu se objasniti samo tezom da su dio steCenog imunosnog sustava, jer imunosni sustav tada
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jos uvijek nije razvijen, kao §to nisu razvijeni niti razgradivi krvno grupni enzimi koji se u
stolici djeteta pojavljuju tek nakon nekoliko mjeseci (1, 3).

Jo§ uvijek nije determinirano je li stalna prisutnost ABO-izohemaglutinina IgM razreda rezultat
permanentnih stimulacija koje neprekidno regrutiraju nove klonove B stanica ili je rezultat
stalne proizvodnje istog dugozivuceg klona (1).

Etiologija i dalje ostaje nejasna. Djelovanjem razlic¢itih podtipova B-limfocita, B1-(CD5+)
limfocita, B2-(CD5-) limfocita marginalne zone i B2-(CD5-) folikularnih limfocita odgovornih
za proizvodnju antitijela ovisnih o T-limfocitima u sklopu ste¢ene imunosti, pitanje nastanka
ABO-izohemaglutinina postaje jo§ zanimljivije.

Wouttke i suradnici utvrdili su da B1-(CD 5+) limfociti prevladavaju u novorodenc¢adi te da su
specijalizirani za proizvodnju tzv. ,,emergency® antitijela razreda IgM protiv bakterijskih
antigena, PAMP-struktura, koja su krizno reaktivna s ABH-eritrocitnim ugljikohidratnim
antigenima. Pretpostavlja se da nastaju neovisno o antigenoj stimulaciji, buduci su prisutna od
rodenja (18). Javljaju se tijekom ontogeneze, a struktura antitijela je ugradena u genom zametne
loze. Fenotipskom analizom pokazano je da osmomjese¢no dijete ima povisen udio B-stanica
koje na svojoj povrsini eksprimiraju CD5-antigen (52%). Udio CD 5+ B-limfocita u odraslih
je manji, iznosi 19% te prevladavaju u peritoneumu i sluznicama (17-19).

B1-limfociti nastaju u fetalnoj jetri, imaju sposobnost samoobnove i u najvecoj mjeri proizvode
antitijela ve¢ u vrlo ranoj dobi. Ova antitijela ograni¢ene su raznolikosti, niskog afinitetna, IgM-
razreda. Geni za ta antitijela eksprimiraju relativno ograni¢en repertoar V-gena te ekasprimiraju
slabiju tzv. ,junction“ raznolikost u odnosu na konvencionalna antitijela. To je zato $to enzim
terminalne deoksinukleotidne transferaze (TdT), koji je vazan za dodavanje N-nukleotida na
dijelovima genoma nakon odstranjivanja pojedinih sekvenci, nije eksprimiran u fetalnoj jetri
(7, 20, 21).

Rieben i sur. pokazali su da su kod IgM-razreda ABO-izohemaglutinina prisutni identi¢ni
poliklonalni serotipski motivi (N=20), §to su objasnili odsustvom somatske mutacije, koja je
karakteristi¢na za B2-folikularne limfocite koji nakon antigene stimulacije dodatno afinitetno
sazrijevaju (28).

B1-limfociti ne suraduju s T-limfocitima jer su polisaharidni antigeni na koje su prvenstveno
usmjereni, antigeni neovisni o T-limfocitima. Ne izazivaju imunu memoriju i kod njih se ne
dogada zamjena imunoglobulinskih razreda tzv. “class switching® te su isklju¢ivo IgM-razreda.
Odgovaraju na sli¢ne antigene obrasce koji se obi¢no nalaze u sucelju epitela i vanjskog

okruzenja (gastrointestinalni i respiratorni sustav).



Osim B1-limfocita, B2-limfociti iz marginalnih zona limfnih ¢vorova i slezene takoder

proizvode antitijela istih karakteristika.

B2-(CD5-) folikularni limfociti su pak odgovorni za proizvodnju antitijela ovisnih o T-

limfocitima. Bez njihove pomoc¢i ne dolazi do sinteze IgG-razreda antitijela i somatske mutacije

Sto ih ¢ini kompetentnim u odgovoru na strukturno i stehiometrijski sloZenije antigene, kao §to

su proteini (Tablica 1, Slika 2) (7, 21).

Wouttke i sur. su modificiranim hemolitickim testom plaka dokazali da i B1- i B2- limfociti

sudjeluju u odgovoru na krvno grupnu supstancu $to objasnjava prisustvo oba razreda ABO-

izohemaglutinina, prije svega kod krvne grupe O (18).

Tablica 1. Karakteristike B-limfocita CD5+ i CD5-

Imunolo$ki
odgovor B limfocit = Djelovanje Razred
Prirodna Urodena Bl IgM>>1gG
antitijela imunost (CD5+) lokalno (nema IgA,
IgE i IgD)
Imuna Stecena B2 (CD5-) sistemsko 1gG>IgM>|
antitijela imunost gA IgE,lIgD

Ovisnost Antigena
o T limf,  stimulacija
NE Nije

potrebna
DA Potrebna

Preuzeto i prilagodeno: Branch DR (2015) Transfusion 55 Suppl 2: 74-9.
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Slika 2. Razvoj B1- i B2- limfocita (Preuzeto i prilagodeno: A.K. Abbas Cellular and

Molecular Immunology)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26174901

Kako bismo ABO-izohemagluitinine jednostavnije razlikovali od ostalih eritrocitnih
aloantitijela, jer eritrocitna membrana sadrzi vise stotina krvno grupnih antigena, svejedno ih
kolokvijalno nazivamo ,,prirodnim antitijelima®, iako to barem jednim dijelom nisu. Taj su
naziv, prije svega, dobili jer se za njih ne moze utvrditi trenutak o¢itog kontakta s antigenom i
njihova prisutnost u vrlo ranoj dobi zivota.

ABO-izohemaglutinini se kod ljudi javljaju prema Landsteinerovom zakonu. Taj zakon bez
izuzetka vrijedi za sve krvne grupe. Osobe koje ne posjeduju bilo koji od antigena iz sustava
ABO uvijek ¢e razviti odgovarajuca antitijela odnosno ABO-izohemaglutinine. Tako, osobe
krvne grupe A razvijaju anti-B antitijela, jer im je supstanca iz okoline koja je po strukturi sli¢na
B-antigenu, nepoznata. Isto nacelo vrijedi i za osobe krvne grupe B, odnosno za osobe krvne
grupe O, ¢iji imunoloski sustav odgovara proizvodnjom anti-A i anti-B antitijela, jer su im oba
antigena strana. Kod osoba krvne grupe O mogu se dokazati i antitijela anti -A/B. Cini se da to
antitijelo prepoznaje zajednicke dijelove A- i B- antigena (Tablica 2). Prvi ih je dokazao Dodd
1952. godine adsorpcijsko-elucijskom studijom. Osobe krvne grupe AB prema toj analogiji ne
razvijaju izohemaglutinine (1, 26).

Tablica 2. Pojavnost ABO-izohemaglutinina prema Landsteinerovom zakonu

Krvna grupa Antigen(i) na eritrocitnoj Antitijela u serumu
membrani
A A Anti-B
B B Anti-A
AB AiB nisu prisutna
@) nisu prisutni Anti-A i Anti-B
Anti A/B



2.1.3. Grada ABO-izohemaglutinina

Poznato je da se ABO-izohemaglutinini pojavljuju kao imunoglobulinski razredi IgM, 1gG i
IgA. Kombinacijom kromatografije i ultracentrifugiranja ustanovljena su dva tipa molekula
ABO-izohemaglutinina, jedan s koeficijentom sedimentacije S7 svojstven razredu IgG, Kkoji je
monomerna molekula (150 000 Da) i drugi s koeficijentom sedimentacije S19 koje karakterizira
razred antitijela IgM koji je pentamerna molekula (900 000 Da) (3).

U serumu, kao i u maj¢inom mlijeku i sekretima, moze se nac¢i i razred izohemaglutinina IgA.
Medutim, uloga im je nejasna u imunohematoloskim reakcijama i do sada nije utvrdeno njihovo
klini¢ko znacenje. Opcenito, razred IgA-izohemaglutinina cesto nastaje tijekom aloimunizacije
kao pratitelji izohemaglutinina razreda 19gG. IgA-razred izohemaglutinina samo iznimno djeluju
u razgradnji stanica jer za njih ne postoje receptori na slezenskim i jetrenim makrofagima, a
komplement aktiviraju samo alternativnim putem (24, 25, 68).

Heterogenost razreda ABO-izohemaglutinina uocena je kod razli¢itog ABO statusa. IgM-
razred je predominantan kod A- i B- krvnih grupa dok je 1gG-razred kod tih krvnih grupa vrlo
rijetko izrazen u visokom titru. Suprotno, krvna grupa O u znacajnoj mjeri posjeduje IgG-
razred ABO-izohemaglutinina. Moguce obja$njenje dali su Kay i Locke, koji smatraju da osobe
krvne grupe O proizvode 1gG-antitijela ¢es¢e od ostalih zbog vece antigene razli¢itosti izmedu
krvne grupe O i krvnih grupa A ili B, nego $to je to razlicitosti izmedu krvne grupe A i krvne
grupe B, sto dovodi do zamjene imunoglobulinskih razreda, tzv. ,,class swiching* i proizvodnje
lgG-razreda antitijela. Storry i Olsson smatraju da IgG-antitijela mogu nastati tek nakon
hiperimunizacijskog dogadaja, trudnoce ili transfuzije. Metodom protocne citometrije za
izdvajanje stanica ABO-FACS (od engl. ABO fluorscence-activeted cell sorting), Stussi i sur.
uspjeli su odrediti pojedine razrede ABO-izohemaglutinina unutar pojedinih krvnih grupa. IgG-
razred ABO-izohemaglutinina utvrden je u 89% osoba s krvnom grupom O, dok je kod krvne
grupe A i kod krvne grupe B taj razred zastupljen u puno manjoj mjeri s 4% i 14% (25).
Prema Riebenu i sur. najvise su zastupljeni podrazredi IgG1 i IgG2 ¢ija zastupljenost varira od
osobe do osobe (23, 28), a prema Storry i Olssson to su 1gG2- i 1IgG4- podrazredi (35).
Brouwers je dokazao da je 19G2-podrazred najceséi i da se Cesto javlja u kombinaciji s drugim
podrazredima, kao Sto su IgG1 + IgG3, IgG1 + IgG4 te u kombinaciji sa svim podrazredima
(29).
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2.1.4. Djelovanje ABO-izohemaglutinina

Vaznost ABO-izohemaglutinina je u tome S$to predstavljaju snaznu imunolosku barijeru
antigenima kod ABO nepodudarnih transfuzija i transplantacija organa. Imunoloska barijera je
rezultat nekoliko ¢imbenika. Stalna prisutnost ABO-izohemaglutinina u krvi, koja je rezultat
ranog i trajnog kontakta s izoantigenima iz okoline ili je dio uredene imunosti, omoguéuje
njihovo promptno djelovanje. U kontaktu s antigenom nije potrebno prolaziti latentnu ili ,,lag*
fazu karakteristi¢nu za primarni odgovor, u kojoj se imunoloski sustav upoznaje s antigenom.

Izvr$ne mehanizme odreduju imunoglobulinski razredi te kvantitativna i kvalitativna prisutnost
ABH-antigena na stanicama endodermnog, mezodermnog te ektodermnog podrijetla. Izvrsni
mehanizmi plod su djelovanja konstantne regije teSkog lanca, uklju¢uju mnoge mehanizme te
zahtijevaju sudjelovanje razliitih stani¢nih 1 humoralnih komponenti imunoloSkog sustava,
ukljucujuéi fagocitne stanice i sustav komplementa.

Djelovanje IgM-razreda najcesce se iskazuje preko imunoloske reakcije tipa-1l, odnosno
aktivacije komplementa (Slika 3A). Vezanje antitijela na multivalentne antigene kao $to su
polisaharidi na povrSini stanica dovodi do grupiranja Fc-regija antitijela, promjene u
konfiguraciji §to dovodi do oslobadanja Ch2- i Ch3- domena na antitijelima IgG i IgM, §to je
preduvjet za aktivaciju Clg-komponente komplementa. Pentamerna grada IgM-razreda
olaksSava proces vezivanja i aktivacije C1q- komponente komplementa. Podrazredi IgG1 i 1IgG3
bolje aktiviraju komplement od ostalih 1gG-podrazreda.

Sve bioloske funkcije komplementa ovisne su o proteolitickom cijepanju C3-komponente. C3b-
komponenta kovalentno se veze na receptore C3b, na neutrofilima i makrofagima, a sudjeluje
i u kompleksu C5-konvertaze, koja preko komponente C5a pokrece upalne procese, a preko
komponente 5b aktivira komplement do kompleksa MAC (od engl.membrane attack complex).
Drugi izvr$ni mehanizam je fagocitoza antitijelima obloZenih stanica (Slika 3B).

Receptori za imunoglobulinske teske lance razli¢itih izotipova (Fc-fragment) nalaze se na
populaciji leukocita i imaju razli¢ite funkcije. Jedan od najvaznijih receptora za fagocitozu
oblozenih antigena su receptori za teski lanac antitijela 19G razreda, Fcy- receptori. Klasificirani
su u tri grupe, Fcy IR, Fey IIR 1 Fey IIIR, ovisno o afinitetu za teSke lance razlicitih IgG-
podrazreda. Medusobno se razlikuju u ekstracelularnoj duzini o lanca (CD64, CD32, CD16)
koji se nalazi u kompleksu s Fcy-receptorom.

FcyIR(CD64) je najveci Fcy-receptor. Nalazi se na makrofagima i neutrofilima te s visokim

afinitetom veze IgG1- i 1gG3- podrazred 1gG-antitijela. Transkripciju za taj receptor stimulira
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interferon-y (INF-y), kao $to stimulira i zamjenu imunoglobulinskih razreda, tzv. ,.class
switchig* za IgG1 1 IgG3.

NK-stanice preko svojih receptora, najvise Fcy I11(CD16) i manje Fcy ICR(CD32), vezu se na
stanice obloZene antitijelima i pokre¢cu ADCC-mehanizam (od engl. antibody dependet cell
mediated citotoxicity). Aktivacija NK-stanica posredovana IgG-imunoglobulinskim razredom
ocituje se povecanjem sekrecije citokina i oslobadanjem sadrzaja iz granula, $to dovodi do lize

stanica (Slika 3C) (7).

Makrofag ‘

Liza eritrocita Fagocitoza eritroctta Liza eritrocita
=== Eritrocitni antigen 7— Izohemaglutinini MAC kompleks
=== Fc-receptor | A
== Fc-receptor |l == Clq kemplement %*  partorini

Slika 3. Izvrsni mehanizmi izohemaglutinina

(Preuzeto i prilagodeno: http://www.hypothesisjournal.com/wp-content)
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2.2 ABH-ANTIGENI

2.2.1. Krvno grupni antigeni

2.2.1.1. Eritrocitni ABH-antigeni

Eritrocitni antigeni su integralni dijelovi eritrocitne membrane i submembranskih struktura. Do
danas je otkriveno vise od 600 eritrocitnih antigena. Neki od njih svrstani su u sustave krvnih
grupa koji su Klasificirani prema nomenklaturi International Society of Blood Transfusion
(ISBT).

Pod terminom ,,sustav krvnih grupa“ moglo bi se pretpostaviti da se termin odnosi na sve
antigene strukture koje se nalaze u krvi. Medutim, to je termin kojim se oznacavaju iskljuc¢ivo
antigeni na eritrocitnoj membrani, a preduvjet za oznacavanje nekog membranskog antigena
krvnom grupom je precizno definirana biokemijska struktura, smjestaj na membrani eritrocita,

nacin nasljedivanja i dokaz postojanja odgovarajuceg specificnog antitijela (29).

Complement

E GPI-proteini

Adsorbirane Qr 'yﬁ'- Dombrock
o O

Lewis

T MNS " Gycophaning
LEULSN GYcaphonns ¢ and D
membranski EECL]

. .
D) MDY |
(@ S 11;“,‘),
MNS

Ankirin- 4.1R protein
makromolekularni kompleks kompleks

Slika 4. Antigeni na eritrocitnoj membrani (Preuzeto i prilagodeno: ISBT - Manual
2010)
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Eritrocitni antigeni su na membrani izlozeni kao ugljikohidrati ili proteini koji su vezani na
samu povrSinu membrane ili su integrirani u lipidni dvosloj membrane. Imaju razne uloge vazne
za strukturu i zZivot stanice (Slika 5). Postoji priblizna ovisnost izmedu kemijske strukture
antigena 1 njihovog bioloskog znacenja. Krvne grupe u kojima imunodominantni Seceri
odreduju specificnost antigena (A, B, H, P, Le, GLOBO, I, FORS) nisu, ¢ini se, vitalne za zivot
eritrocita. Nasuprot njima, o proteinskim antigenima ovise oblik, funkcija i Zivot eritrocita.
Neki su transportni proteini za razne supstancije (Di, Co, Jk, Rh), drugi sudjeluju u adheziji
stanica za limfocite (In- CD 44, Lu i LW- ICAM-4, Ok?), neki reguliraju aktivaciju
komplementa (Ch/Rg-C4, Cromer, Knopps-CR1), a neki su receptori za citokine 1L-8 (Fy).
Bioloske funkcije nekih krvnih grupa nisu poznate (MNS), (Slika 5) (27, 29).

Ugljikohidrati

Enzimi
Glikoforini
Transportne
molekule i
i kanali R Dutry
" Lutheran " CERME Regulatori
Scianna komplementa
Adhezivne molekule g9
i receptori &7

Slika 5. Biolosko znacenja pojedinih krvnih grupa (Preuzeto i prilagodeno: Storry JR.
Immunohematology 2004, Vol. 20(4):206-214)

Sustav krvnih grupa ABO je u klinickom smislu, zbog izloZzenosti ABH-antigena i stalne
prisutnosti ABO-izohemaglutina, najvazniji sustav eritrocitnih krvnih grupa. Prvi je otkriven,
a njegova nomenklatura se nije mijenjala. Kako je to prvi otkriveni sustav, dodijeljen mu je broj
001 u terminologiji International Society of Blood Transfusion (ISBT). Sustav ¢ine A-, B- i H-
antigeni i pripadajuca antitijela (29, 35).

ABH-antigeni se pocinju razvijati ve¢ u 5. ili 6. tjednu gestacijske dobi i jos nisu u cijelosti
razvijeni nakon rodenja. U dobi od 2. do 4. godine u potpunosti su razvijeni kao i potpuna
razgranatost prekursorskih lanaca, kao preduvjet tome. Ostaju tijekom cijelog Zivota (29). Ne

nalaze se samo na eritrocitima, gdje su najviSe zastupljeni, ve¢ se nalaze i na Sstanicama
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endodermnog (veéina organa gastrointestinalnog trakta, respiratornog sustava), mezodermnog
(krvne stanice, krvne Zile, vezivno tkivo, misi¢i) te ektodermnog podrijetla (koza, neuroni,
Zlijezde slinovnice). Svaki eritrocit na sebi nosi od 0,3 do 2 x10° ABH-antigenih struktura (2,
30).

Usprkos njihovoj neupitnoj klini¢koj vaznosti zbog jake imunogeni¢nosti, fizioloSka funkcija
ABH-antigena i dalje je nejasna. Osobe koje ne posjeduju A ili B antigen na membranama
eritrocita su zdrave osobe, §to sugerira da njihova funkcija nije vazna, barem ne u moderno
vrijeme.

Znacajan doprinos u razjaS$njavanju njihove uloge imaju evolucijski procesi. Njihova uloga se
povezuje s evolucijskim procesima, sugeriraju¢i da su odredene krvne grupe u razlicitim
populacijama imale vaznu ulogu u prednosti odabira, odnosno prirodnoj selekciji, prvenstveno
zbog zastite od raznih infektivnih bolesti.

Poznato je da osjetljivost na pojedine bolesti moze biti povezana s odredenim ABO
fenotipovima. Na primjer, osobe krvne grupe A ¢esce obolijevaju od karcinoma zeluca, dok su
zelucani i duodenalni ulkus ¢eSc¢e povezani s krvnom grupom O. Takve korelacije ostaju i dalje
nedorecene, jer osim statisticke povezanosti nema valjanog objasnjenja. Kod povecanog rizika
za arterijske i venske tromboze kod krvnih grupa non-O postoji objasnjenje U povecanoj
aktivnosti koagulacijskog faktora FVIII i von Willebrandovog faktora (VWF). Smatra se da
prisutnost ABH-antigena moze utjecati na plazmatsku razinu vWF te indirektno FVIII. ABH-
antigene determinante su nadene na N-vezanim oligosaharidnim lancima cirkuliraju¢ih vWF i
FVIII te se smatra da mogu utjecati na brzinu sinteze i sekrecije unutar stanica endotela (2, 31-
34).

Prije 1900. godine i otkrica ABO krvnih grupa mislilo se da je krv svih osoba jednaka pa ¢ak i
kod zivotinja. To nerazumijevanje dovelo je do mnogih fatalnih ishoda prilikom transfuzija
krvi, kako Zivotinjske tako 1 ljudske. Medutim, ljudska tkiva i organi prekriveni su povr§nim
antigenima, aloantigenima. To vrijedi i za krvne stanice, posebno eritrocite.

1930. godine dodijeljena je Nobelova nagrada beckom lije¢niku Karlu Landsteineru, za
njegovo otkriée krvnih grupa. Tome je prethodio jednostavan eksperiment, temeljen na
prethodnim saznanjima o fatalnim ili uspjeSnim transfuzijama, u kojem je koristio vlastitu krv
i krv kolega i osoblja s kojima je radio. MijeSanjem razli¢itih kombinacija eritrocita i plazme
uocene su razlicite reakcije koje su nazvane ,,A* il ,,B* te situacija u kojoj se nista nije dogodilo
nazvana je prvobitno ,,C*. Ona je potom zamijenjena slovom ,,0*, od njemacke rijeci,, ohne “,

Sto znaci bez (reakcije). Ili prema drugoj tvrdnji, da se radi o brojci ,,nula (O)“, koja ukazuje
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na to da se reakcija nije dogodila. Cetvrtu i najrjedu krvnu grupu AB, kasnije su opisali
Decastello & Sturli 1902 godine (2, 35).

Prve pretpostavke o nasljedivanju krvnih grupa ABO opisali su Ebstein i Ottenberg jo§ 1908.
godine. Medutim, osnove nasljedivanja ABO-sustava ustvrdili su Ludwik Hirszfeld i Erich von
Dungem 1910. godine. Oni su dokazali da se antigeni A 1 B nasljeduju kodominantno te da su
oba antigena dominantna u odnosu na antigen O.

Felix Bernstein je 1924. godine dokazao postojanje vise alela na jednom lokusu, tzv. model tri
alela (od engl. three allel model), prema kojem su aleli A, B 1 O alternativne forme na jednom
genskom lokusu, a djeca nasljeduju jedan od ova tri alela od svakog roditelja.

Biokemijska grada ABH-antigena je razjasnjena radom Morgana, Watkinsa i Kabata 1950.
godine. Svoja ispitivanja su vr$ili iz materijala ovarijalnih cista ¢iji sadrzaj je bogat krvno
grupnim supstancama. Njihove studije su pokazale da strukturu ABH-antigena d¢ine
oligosaharidi, a da su imunodominantni Seceri, N-acetilgalaktozamin za antigen A, D-galaktoza
za antigen B i fukoza za antigen H.

Biosintetski put tih struktura razjasnili su Morgan i Watkins te zasebno Ceppellini. Bilo je
evidentno da oligosaharidne strukture ne mogu biti primarni produkti gena, ve¢ su pretpostavili
dokaz moralo se ¢ekati na kloniranje gena ABO (35).

Radom Yamamota u suradnji s Clausenom 1 Hakomoriem 1990. godine, kloniran je gen ABO,
Sto je omogucilo jo$ preciznije strukturne i funkcionalne analize genoma ABO te A- i B-
transferaza, na molekularnoj osnovi. Utvrdeno je da zamjena aminokiselina arginin, glicin,
leucin 1 glicin, kod A-transferaze i1 glicin, serin, metionin i alanin kod B-transferaze Cini razliku
u specificnosti za monosaharide koje prenose te da je alel O nefunkcionalan jer ne kodira

informaciju za funkcinalnu glikozil transferazu (31).

2.2.1.2. Biokemijska osnova ABH-antigena

ABH-antigeni su ugljikohidratne detrminante glikolipida i glikoproteina te se razlikuju u
imunodominantnim monosaharidima na zavrSecima tih lanaca. Krvnu grupu A karakterizira
terminalni monosaharid N-acetil-D-galaktozamin, odnosno trisaharid GalNAcal-3(Fucal-
2)GalB-. Krvnu grupu B odreduje monosaharid D-galaktoza, odnosno trisaharid Galal-
2(Fucal-2)Galp-. Krvna grupa O odredena je disaharidom Fucal-2-Gal-, kojeg jo§ nazivamo
H-antigen.
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Te ugljikohidratne determinante nisu primarni proizvodi gena, ve¢ su rezultat aktivnosti enzima
glikoziltransferaze kojom se vezu na osnovne lance. Funkcionalni aleli A i B na lokusu ABO
kodiraju informaciju za sintezu gtlikoziltransferaza, enzime koji kataliziraju prijenos
monosaharida do akceptora, H-antigena, koji je prekursor za A, B, Le? i Le® antigene. Gen O
sadrzi nukleotidnu deleciju 1 kodira skraceni protein koji nema moguénost biti prepoznat kao
antigen i tada govorimo o krvnoj grupi O.

H-antigen sintetizira glukoziltransferaza koja je produkt gena FUTL1. Vrlo rijetke su osobe koje
nemaju H-antigen na svojim eritrocitima te posljedi¢no niti A- i B- antigen, bez obzira na
prisustvo gena za A- i B- antigen. Te osobe imaju tzv. Bombay krvnu grupu. H-antigen nastaje
kada 1,2-1-fukoziltransferaza katalizira prijenos I-fukoze s gvanozin difosfat (GDP)-I-fukoze na
C-2 poziciju terminalne galaktoze na jednom od prekursorskih lanaca (Slika 6).

% %

o i’ o
>3 Vgg
W&g ~v¢3

H antlgen h antlgen

N acetil galaktozamln Fukoza

Legenda ‘ Eritrociti
‘ N acetil glukozamin O Galaktoza

Slika 6. Biokemijska struktura ABH-antigena
(Preuzeto i prilagodeno: https://en.wikipedia.org/wiki/ABO_blood_group_system)

Ekspresija ABH-antigena ovisi o prisustvu monosaharida i njihovih medusobnih veza na
razli¢itim prekursorima. Clausen 1 sur. su 1985. godine utvrdili da postoje cetiri razlicita
prekursorska lanca na koja se vezu ABH-antigeni. Danas je utvrdeno postojanje najmanje pet
razli¢itih prekursorskih lanaca. Prisutnost pojedinog lanca na razlicitim tkivima varira i u vezi
je s embrionalnim razvojem i stanicnom diferencijacijom. Varijacije u prekursorskim lancima
generiraju antigeni¢nu raznolikost kod ABH-antigena. Krvna grupa A seroloski se dijeli na dva

fenotipa, Al i A2. One se razlikuju po broju epitopa na povrsini stanice. Kod krvne grupe Al
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glukoziltransferaza veze terminalni monosaharid na sve tipove lanaca (broj antigena 0,8-2,0
x10°), a dok kod krvne grupe A2 samo na prekursorske lance tipa-1 i tipa-2 sto dovodi do razlike
u ekspresiji (broj antigena 0,2-0,3 x10°). Sli¢no je i s krvnom grupom B gdje glukoziltransferaza
ogranic¢eno veze galaktozu samo na prekursorske lance tipa-1 i tipa-2 tako da osobe krvne grupe
B na povrsini izlazu manji broj antigena (0,7 x10°), ako ih usporedujemo s krvnom grupom A
(35).

H-antigen koji je produkt gena FUT1, ima ve¢i afinitet za prekursorski lanac tipa-2 nego za
lanac tipa-1, dok H-antigen koji je produkt gena FUT 2, ima afinitet za oba prekursorska lanca.
H-antigeni (FUT1), koji se nalaze na tkivima ektodermnog i mezodermnog porijekla, su
strukture koje su nastale spajanjem na prekursorki lanac tipa-2. Prekursorski lanac tipa-2
promovira, na eritrocitima i na stanicama ektodermnog i mezodermnog tkiva, najveci broj
ABH- aktivnih oligosaharida. Prisutan je i u sekretima. Tkiva endodermnog porijekla, kao §to
su sluznice probavnog i di$nog trakta te zlijezde slinovnice, posjeduju H-antigen (FUT2) koji
je nastao spajanjem terminalnog monosaharida na prekursorske lance tipa-1 i tipa-2 (35).
Budu¢i su ABH-antigeni produkti enzimske reakcije, prisustvo, odnosno odsustvo supstrata
UDP-GalNAc ili UDP-galaktoze takoder utjece na ekspresiju ABH-antigena. Novorodenc¢ad u
puno manjoj mjeri eksprimiraju (25%-50%) ABH-antigene u odnosu na odrasle. Osim $to
dostupnost prekusorskih lanaca i supstrata utjece na ekspresiju ABH-antigena, tako i promjene
u genskoj strukturi te posljedicno transkripciji mRNA, translaciji glikoziltransferaza, post-
translacijskoj modifikaciji enzima te translokaciji enzima u Golgijevom aparatu mijenjaju
ekspresiju antigena. Tijekom embriogeneze, odnosno Stani¢ne migracije i sazrijevanja, od

blastocita do trofoblasta utvrdene su promjene u ekspresiji ABH-antigena (31).

Osim fizioloskih uzroka, ekspresija ABH-antigena se mijenja i u patoloskim stanjima, najcesce
kod karcinogeneze. Naj€esce se radi o gubitku ili smanjenju antigeni¢nosti. Gubitak antigena
opisan je prvo kod karcinoma Zeluca i1 povezuje Se sa smanjenom aktivnoSc¢u transferaza, dok
su geni i mMRNA nepromijenjeni. Epigeneticki utjecaji, kao §to je DNA metilacija u
promotorskoj regiji, dovode do inaktivacije transkripcije (31).

Kod karcinoma kolona situacija je obrnuta, tu se antigeni¢nost pojacava. U zdravom distalnom
kolonu ekspresija ABH-antigena je smanjena zbog smanjene aktivnosti al,2-fukoziltransferaze
koja je odgovorna za sintezu i H-antigena. Znacajna ekspresija A-antigena kod karcinoma pluca

tzv. ne malih stanica, kod pacijenata krvne grupe A ili AB, povoljan je prognosticki znak (31).
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2.2.1.3. Molekularna genetika ABH-antigena

Geni koji reguliraju sintezu eritrocitnih antigena nasljeduju se prema Mendelovim zakonima i
ve¢inom su kodominantni tj. na eritrocitima se eksprimiraju antigeni naslijedeni od oba
roditelja. Postoje i amorfni geni koji se ni u homozigotnoj formi ne iskazuju sintezom antigena.
Primjer za to je krvna grupa O u kojoj su oba gena na ABO-lokusu promijenjena tako da nema
sinteze enzima glikoziltransferaze. Osobe koje nasljeduju amorfne gene su tzv. ,,null
fenotipovi i oni su bez ijednog antigena odredenog sustava krvnih grupa. Osim strukturnih gena,
eritrocitne antigene kontroliraju i regulacijski geni.

H-lokus (FUT 1) smjesten je na 19. kromosomu (19p13.12.) (Slika 7). Sadrzi tri eksona koji
obuhvacaju 5 kb genomske DNA i kodira fukoziltransferazu koja katalizira sintezu H-antigena
na eritrocitima. Inaktivni aleli h rezultiraju fenotipom Oh (Bombay).

Lokus Se (FUT 2) isto je smjeSten na 19. kromosomu (19q13.3). Sadrzi dva eksona koja
obuhvacaju 25 kb genomske DNA. Lokus Se kodira specificnu fukoziltransferazu koju
nalazimo na epitelnim stanicama sekrecijskih tkiva, kao S$to su Zlijezde slinovnice,
gastrointestinalni trakt i respiratorni trakt. Enzim katalizra nastajanje H-antigena u svim

tkivnim sekretima, osim u likvoru. Genotip sekretora je Se/Se ili Se/se.

= 19p13.2
B m

[ 19p12

— 19q12

=
19q13.42

Slika 7. Struktura 19. kromosoma (Preuzeto iz:ghr.nlm.nih.gov)
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Ljudski ABO-gen smjesten je na kromosomu 9 (9g34.1-934.2) (Slika 8). Gen sadrzi 19514
parova baza (bp) od pocetnog kodona i ukljucujuci stop kodon. Sadrzi 7 eksona i 6 introna koji
obuhvacaju 18-20 kb genomske DNA. Zadnja dva eksona, 6 i 7, kodiraju domenu ABO-
glikoziltransferaze, enzima koji modificira sadrzaj ugljikohidratnog antigena na eritrocitima i
tako odreduje tip. Ekson 7 je najduzi i sadrzi najveci broj kodirajuc¢ih sekvenci. Ekson 6 nosi
deleciju koja je karakteristi¢na za krvnu grupu O. Aleli A i B razlikuju se po 7 nukleotida, 4 od
njih odgovorni su za prisutnost razli¢itih aminokiselina u proteinima (R176G, G235S, L266M,
G268A). Ostaci na pozicijama 266 i 268 odreduju A- ili B- specifi¢nost glikoziltransferaze koju
kodiraju.

Alel A sadrzi cDNA s 10624 bp i kodira za 41 kDa enzimski protein, glikoziltransferazu koja
dodaje a- N-acetilgalaktozamin na D-galaktozu na kraju H-antigena stvarajuci antigen A.

Alel B kodira glikoziltransferazu koja dodaje a-D-galaktozu na D-galaktozu na kraju H-
antigena, stvarajuci antigen B. U slu¢aju alela O, ekson 6 sadrzi deleciju koja rezultira gubitkom
enzimske aktivnosti. Gen je funkcionalno neaktivan, delecija uzrokuje prijevremenu S$ifru za
zavrSetak Citanja, stop kodon. Alel O se razlikuje od alela A u deleciji samo jednog nukleotida
na poziciji 261. Delecija uzrokuje nedostatak enzimske aktivnosti i H-antigen ostaje

nepromijenjen (36, 37).

Slika 8. Struktura 9. kromosoma (Preuzeto iz:ghr.nlm.nih.gov)
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2.2.1.4. Nasljedivanje sustava krvnih grupa ABO

Krvne grupe se nasljeduju od oba roditelja. Geni za A- i B- antigene su kodominantni. ABO-
sustav krvnih grupa je pod kontrolom jednog gena s 3 alela: i, I* i IB. Dijete nasljeduje jedan od
tri alela, od svakog roditelja. Alel I* odreduje grupu A, alel 18 odreduje grupu B, a alel
i rezultirati ¢e krvnom grupom O. Kako su aleli 1*i 1B dominantni u odnosu na alel i, samo ¢e
osobe koje naslijede genotip ii imati krvnu grupu O. Osobe koje imaju kombinaciju alela 141
ili 1%i imaju krvnu grupu A. Osobe koje naslijede od roditelja 1818 ili 1B nositelji su krvne
grupe B. Osobe s genotipom 118 imaju oba fenotipa, jer i A i B pokazuju kodominaciju, $to
znaci da roditelji krvne grupe A 1 krvne grupe B mogu imati dijete krvne grupe AB. Najcesce
se radi o fenotipu trans-AB. Suprotno njemu, rjedi je fenotip cis-AB. Tu se radi o jednom
enzimu Kkoji stvara oba antigena, i A- i B- antigen. Kao posljedica toga dolazi do slabe
ekspresije A- ili B- antigena, Ekspresija nije na o¢ekivanoj razini kao kod osoba s As- ili B-
krvnom grupom. Roditelji koji posjeduju alele 1 Bi, I* i mogu imati dijete krvne grupe O (Slika

9) (38).

" I# i
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Slika 9. Nasljedivanje ABO krvnih grupa (Preuzeto: https://mrwallisscience.wikispaces.com)

Uz osnovne alele, subtipizacijom je definirano puno rijetkih alela (ukupno 181 alela), prema
podacima preuzetim iz Blood group antigen mutation database. Aleli se razlikuju po samo

nekoliko baza u kodirajucoj sekvenci ili u nekodirajucoj regiji gena, a polimorfizmi su nastali
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kao posljedica SNP (od engl. single nucleotyde polimorphism) ili intragenske rekombinacije
uslijed konverzije gena (engl. crossing over). Prakti¢no, u imunohematoloskom laboratoriju,
podtipovi pokazuju razlike u jacini aglutinacije eritrocita s reagensima anti-A, anti-B i anti-
A,B. Tako imamo 65 razli¢itih alela A, 45 alela B, 58 alela O i 11 alela AB. Od 65 alela A 6 ih
kodira za Al-antigen, 11 ih kodira za A2-antigen, dok ostali aleli kodiraju za promijenjene A-
antigene u smislu izrazito slabe ekspresije. Aleli B ukljucuju 9 normalnih i 38 slabih. Opisano
je 11 alela koji kodiraju glukoziltransferazu odgovornu za nastanak A- i B- antigena. 58 alela
O ukljuceno je u sintezu inaktivne transferaze, 45 njih ukljucuje deleciju 261delG, a ostali aleli
ukljucuju druge mutacije koje u konacnici dovode do potpuno ili djelomi¢no inaktivnih

transferaza (26, 35).

2.2.1.5. Raspodjela sustava krvnih grupa ABO i evolucijski pokazatelji

Raspodijela krvnih grupa A, B, O i AB varira diljem svijeta (Slike 10, 11, 12), a mogu se pratiti
i varijacije unutar populacija. Rezultati ispitivanja populacijske genetike za sustav ABO utvrdili
su najvisu ucestalost gena O (>0,5). Krvna grupa O je najées¢i fenotip ako se gleda globalno.
Kod juznoameri¢kih Indijanaca to je jedini fenotip. Kod Aboridina mogu se nac¢i samo krvna
grupa O i A (Slika 10) (29).

Dijelovi Afrike i Australije imaju povec¢anu frekvenciju krvne grupe O. Ucestalost O-gena nije
tako velika na europskom i azijskom kontinentu (Slika 10) (26).

Populacija s pove¢anom frekvencijom fenotipa A nalaze se naj¢e$ce u sjevernoj i centralnoj
Europi, kao i dijelu isto¢ne Europe, Poljskoj i Ukrajini. Fenotip A2 najéesce se pojavljuje medu
Laponcima u sjevernoj Skandinaviji, ali iznimno rijetko u Aziji (Slika 11) (26, 29).

Krvna grupa B je Cesta u sjevernoj Indiji i Centralnoj Aziji, dok je u zapadnoeuropskim
zemljama relativno rijetka (<0,05). AB-krvna grupa je najcesca kod japanske populacije i U
nekim regijama Kine i Koreje (Slika 12) (26).

Najvise stanovnika koji nemaju alele A i B potjecu iz Srednje i Juzne Amerike. Slijede
stanovnici Sjeverne Amerike i africkog kontinenta te dio stanovniStva u Zapadnoj Europi.
Krvna grupa O je najmanje zastupljena u isto¢noj Europi (Slika 10).

Usporedujuci alele A i B, vidljiva je puno veca zastupljenost alela A. U svijetu je oko 21%
nositelja alela A, najvise medu sjevernoamerickim Indijancima, australskim Aboridzinima, te

stanovnicima skandinavskih zemalja (Slika 11) (26, 40).
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Zastupljenost alela B u svijetu je puno manja, samo oko 16 %. (Slika 12). Na americkim
kontinentima i Australiji je izrazito mali postotak nositelja alela B, dok su na azijskom
kontinentu skoro Cetvrtina stanovnistva nositelji alela B (26) (40).

U hrvatskoj populaciji najéesca je krvna grupa A (41%), zatim slijede krvne grupe O (39%), B
(15%), a najmanije je zastupljena krvna grupa AB (5%) (41).
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Slika 10. rasprostanjenost krvne grupe O
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Slika 11. Rasprostranjenosti krvne grupe A
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Slika 12. Rasprostranjenost krvne grupe B
(Preuzeto i prilagodeno: anthro.palomar.edu)

Razlog razlicite pojavnosti fenotipova jos nije potpuno jasan. Postoji nekoliko teorija.

Neki evolucijski biolozi tvrde da se najranije razvio alel 1, a zatim i (delecijom jednog
nukleotida) te posljednji 1. To je u skladu s konceptom evolucijske selekcije kada do promjene
u fenotipu dolazi zbog utjecaja patogena na Zivot jedinke. Drugi naziv za evolucijski efekt je
obrana stada (od engl. herd immunity) (35). Bakterije, virusi i paraziti smatraju se pokretackom
snagom za raznoliku geografsku distribuciju fenotipova ABO. Pozitivan selekcijski uéinak
mogao bi biti uzrokovan odsustvom pojedinih antigena na eritrocitnim membranama i
postojanjem ABO-izohemaglutinina i njihove reaktivnosti prema antigenima patogena. Osim
toga, mnogi patogeni selektivno vezu ABH-antigene, sluzeci se njima kao receptorima. Dobar
primjer za to su uzro¢nici malarije.

Osobe krvne grupe O otpornije su na teze oblike bolesti izazvane P. falciparum, nego osobe
krvne grupe A, $to se povezuje s lu¢enjem proteina rifina. Ovaj protein ima afinitet za eritrocite
krvne grupe A, na ¢iju se povrsinu lijepi zbog ¢ega nastaju rozete eritrocita koje otezavaju
protok krvi kroz kapilare i pridonose patogenezi zaraze ovim uzro¢nikom (33). Pojava te bolesti
je znatno rjeda kod osoba krvne grupe O nego kod osoba krvne grupe A. Stoga je, u podrué¢jima
endemic¢nim za malariju, krvna grupa O najzastupljenija. Drugi primjer pozitivnog selekcijskog
ucinka je vezana uz podrucja gdje je harala kolera. Osobe krvne grupe O znatno su osjetljivije
na uzro¢nika, bakteriju Vibrio cholerae O1 i 0139 u odnosu na fenotipove non-O. To su
podrucja u kojima dominira krvna grupa B. Kod velikih boginja je sli¢na situacija pa je to jedno

od objasnjenja za visoku frekvenciju fenotipa A u Europi (2).
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Drugo objasnjenje za raznolikost u raspodjeli fenotipova je efekt poznat kao efekt osnivaca (od
engl. founder effect). U skladu je s prihva¢enim obrascima ranog kretanja stanovniStva, a
rezultat toga je prevladavanje nekih krvnih grupa u pojedinim zemljopisnim podrucjima. Efekt
osnivaca objaSnjava razliCite distribucije krvnih grupa medu populacijama.

Predstavlja gubitak genetiCke varijacije koji se javlja kada novu populaciju uspostavlja vrlo
mali broj jedinki izvorne vece populacije. Kao rezultat gubitka geneticke varijacije nove
populacije mogu biti izrazito razli¢ite, genotipski i fenotipski, od mati¢ne populacije iz koje su

izvedene (2).

2.2.1.6. Trombocitni ABH-antigeni

Ubrzo nakon otkri¢a sustava krvnih grupa ABO postalo jasno da se ABH-antigeni ne nalaze
samo na membrani eritrocita ve¢ su prisutni i na stanicama drugih tkiva te otopljeni u plazmi i
tjelesnim teku¢inama, ali i na drugim vrstama, uklju¢ujuci mikroorganizme i biljke (5).
Trombociti predstavljaju najmanje ,,stani¢ne komponente u cirkulaciji i najvazniji su cimbenik
u koagulaciji krvi. Kao i eritrociti, trombociti na svojoj povrsini nose razli¢ite imunogeni¢ne
molekule. Naj€esce su to glikoproteini iz skupine integrina i u manjoj mjeri glikolipidi. Te su
molekule vazne za njihovu agregacijsku sposobnost. Sintetiziraju se u megakariocitima.

Na trombocitnoj membrani nalaze se glikoproteinski kompleksi koji su nosioci specifiénih
trombocitnih antigena HPA (od engl. human platelet antigens). Antigeni su razlicito
eksprimirani. Te alotipske varijacije su nasljedne i mogu biti prepoznate od imunoloskog
sustava kao strani antigeni. Najcesce uslijed transfuzije ili tijekom trudnoce. Svaki HPA sustav
je rezultat zamjene nukleotidne baze. Najcesce se radi o minimalnim molekularnim razlikama
kod glikoproteinskog kompleksa uslijed zamjene jedne aminokiseline na odredenoj poziciji.
Posljedica je imunizacija, odnosno refraktornost na trombocitne transfuzije ili u kontekstu
trudnoce neonatalna aloimuna trombocitopenija.

Osim specifi¢nih trombocitnh antigena trombociti izrazavaju i antigene HLA 1 (engl. Human
leucocyte antigen klasa 1), ABH, i, | P.

Nosioci ABH-antigena na trombocitnoj membrani su glikoproteinski kompleksi. Antigene iz
sustava krvnih grupa ABO na povrsini trombocita ¢ine molekule nastale endogenom sintezom
kao i vanjske molekule nastale adsorpcijom otopljenih antigena iz krvi. Glavni nositelj ABH-
antigena na trombocitima je glikoproteinski kompleks GPIIb/Illa s 250,000 molekula po
trombocitu. Tu su jos kompleksi GPIIb/IX, GPla/llai GPlc, GPIV, GPV, CD31, CD109. Osim

glikoproteina, nosioci ABH-antigena na membrani trombocita mogu biti i glikolipidi.
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Kompleksi posjeduju 5 do 8 razgranatih oligosaharidnih lanaca neophodnih za sintezu ABH-
antigena (Slika 13).

Ekspresija ABH-antigena se razlikuje medu pojedincima, ali i unutar populacije trombocita
jedne osobe. Postotak trombocita kod jedne osobe, koji eksprimiraju antigen Al moze sezati
od <5% do 87%. Vecina osoba krvne grupe B uglavnom slabo izrazava B-antigen na
trombocitnoj membrani. 4-5% osoba krvnih grupa B i AB te 5%-8% osoba krvne grupe A
mogu imati izrazito jaku ekspresiju antigena. Te osobe imaju fenotip visoke ekspresije (od engl.
high exspressor) i eksprimiraju antigene dva do tri puta vise u odnosu na ostale. Osobe krvne
grupe A2, na svojim trombocitima, sadrze minimalan broj antigena te mogu biti univerzalni
davatelji koncentrata trombocita (45, 46, 47).

Njihova prisutnost je vazna u kontekstu transfuzije trombocitnih koncentrata.

GPla  GPlla GPVI GPlibs  GPllla CD109 GPIbo

Slika 13. Trombocitna membrana (Preuzeto iz: ISBT -Manual 2010)
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2.2.1.7. ABH-antigeni u tkivnim tekué¢inama

Iako se na eritrocitnoj membrani nalazi vise od 600 razli¢itih antigena, samo je mali broj
otopljen u tkivnim tekuéinama, sekretima i plazmi. U plazmi nalazimo antigene A, B, H, Le?
Le® Sd, P, Pk, T, Bg, CHa, Rga, a u sekretima antigene A, B, H, Le?, Le" Sd, T.

Moss je jos 1910. godine pokazao da se u serumu krvne grupe A nalazi tvar koja ¢e inhibirati
hemoliticka svojstva anti-A izohemaglutinina. Kasnije se utvrdilo da se radi o ABH-
antigenima.

Usprkos tome, sto je H-antigen prisutan na membranama stanica skoro kod svih osoba, tek kod
80% populacije moZzemo ga naéi u sekretima. Te osobe su tzv. sekretori. Ukoliko posjeduju
gene A i/ili B, imat ¢e prisutne A- i B- antigene u sekretima. Sekretorski status pojedinca
reguliran je genima Se/se na lokusu FUT2 . Osobe koje ne posjeduju gene Se na lokusu FUT?2
su tzv. nesekretor. Na eritrocitima izrazavaju ABH-antigene, ali ne i u sekretima. Gen Se je
odgovoran za sekreciju H-antigena i dominantan u odnosu na gen se. Njihova prisutnost u
plazmi je vazna u kontekstu podudarnosti kod primjene nepodudarnih krvnih pripravaka (24,
29, 35).

2.3. ABH - tkivno grupni antigeni

Covjek posjeduje dva velika tkivno grupna antigena sustava, koja su od velike vaznosti u
transplantacijskoj medicini, ABO i HLA. ABH-antigeni su rasprostranjeni na mnogim tkivima.
Szulman je serijom radova Sezdesetih godina proslog stoljeca utvrdio postojanje ABH-antigena
na raznim tkivima i u raznim fazama embrionalnog razvoja. Dokazao je da su ABH-antigeni
jako izrazeni ve¢ u petom gestacijskom tjednu i da se pojavljuju na epitelnim i endotelnim
stanicama. Tijekom devetog tjedna ekspresija na epitelnim stanicama se smanjuje. Neke stanice
poput misi¢nih i koStanih tada kompletno gube sposobnost njihove sinteze (2).

Zbog rasprostranjenosti na mnogim tkivima i organima ABH-antigeni se svrstavaju u tkivno
grupne antigene (Slika 14). ABH-antigeni se nalaze na stanicama ektodermnog (koza, primarni
i sekundarni neuroni, zlijezde slinovnice) i mezodermnog (endotelne stanice krvnih Zila,
eritrociti, trombociti, limfocit) podrijetla i prisutni su neovisno o sekretornom statusu. Pod
kontrolom su gena ABO i H (FUT2). Na stanicama endodermnog podrijetla (epitel
respiratornih, probavnih i mokraénih organa) nalaze se ovisno o sekretornom statusu (2, 43).
Kod transplantacije solidnih organa ABO sustav je znacajniji od HLA sustava. Situacija je

obrnuta kod transplantacije mati¢nih stanica gdje je uloga HLA izraZenija u puno ve¢oj mjeri.
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Slika 14. Raspodijela krvne grupe ABO i ostalih krvnih grupa po organima (Preuzeto od:
Flegel WA (2015) Transfusion 55: 47-58)

2.4. ABO-izohemaglutinini u transfuzijskoj medicini

Pokusaji transfuzijskog lije¢enja rijetko su bili uspjesni sve do pocetka 20. stoljeca. Znanstveni
pristup, koji se tada poceo razvijati i primjenjivati u mnogim sferama Zzivota, uspjesno se
odrazio i na transfuzijsku medicinu.

Nakon Landsteinerovog otkrica ABO-sustava krvnih grupa i Ottenbergovog uvodenja
ispitivanja krizne reaktivnosti izmedu davatelja i primatelja, 1907. godine, zapocela je prakti¢na
primjena znanja o neophodnoj podudarnosti krvi primatelja i davatelja (26).

Od tada pa sve do danas, u cijelom se procesu od darivanja krvi pa do njene klini¢ke primjene

primjenjuju moderni i sofisticirani postupci kojima je glavna teZnja postizanje Sto vece
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podudarnosti izmedu davatelja i primatelja te Sto sigurnije transfuzijsko lije¢enje. Isti postulati
vrijede i u transplantacijskoj medicini.

ABO-sustav krvnih grupa u tome ima najvazniju ulogu. Usprkos relativnoj jednostavnosti A- i
B-antigena, Sto se prije svega odnosi na minimalnu biokemijsku razliku izmedu njih, ABO-
sustav krvnih grupa ostaje jedan od najinteresantnijih antigenih sustava i u klini¢kom i u
znanstvenom smislu.

ABO-izohemaglutinini, kao sastavni dio tog sustava, sastavni su dio imunoloske barijere koja
predstavlja suStinu problematike te utjece na ucinkovitost transfuzijskih terapijskih postupaka.
Svi ABO-izohemaglutinini, prema specifi¢nosti i imunoglobulinskom razredu imaju potencijal
klini¢ke znacajnosti.

Zbog svojih karakteristika, transfuzija krvnih pripravaka usporediva je s transplantacijom tkiva
u malom. S jedne strane postoje stanice s antigenim mozaikom, a s druge, antitijela u plazmi
primatelja 1 pripravka. Obje komponente imaju potencijal izrazen u formi seroloske i
imunoloske reakcije.

Koriste¢i zlatne standarde i u transfuzijskoj medicini, primjenom ABO identi¢nih ili
podudarnih krvnih pripravaka, pojava $tetnih reakcija svedena je na minimum. Stetne reakcije

javljaju se u slucaju naruSavanja imunoloske barijere.

2.4.1. ABO-izohemaglutinini i transfuzija koncentrata eritrocita

Rana razdoblja transfuzijskog lijecenja nisu mogla biti uspjesna, jer saznanja o aloantigenima
1 genetskim razli¢itostima jedinki nisu postojala, kao $to nisu postojali niti tehnicki uvjeti za
sigurnu transfuziju. Poslijetransfuzijske reakcije, prije svega, a potom i zgrusavanje krvi u
uvjetima izvan tijela te bakterijske infekcije, bile su ¢este nuspojave u tim pokusajima (24).
Najveci rizik morbiditeta i mortaliteta, danas, odnosi se na akutno ostecenje pluca i bakterijsku
kontaminaciju pripravka. Slijedi ABO inkompatibilna transfuzija koncentrata eritrocita koja je
uglavnom rezultat administrativne greske.

Membrana svakog eritrocita sadrzi milijune antigena koje imunoloski sustav prepoznaje kao
vlastite, a ne kao strane antigene. Kada bolesnik primi transfuziju koncentrata eritrocita
imunoloski sustav ¢e reagirati na eritrocitne antigene koji se razlikuju od vlastitih antigena. O
vrsti, broju i dostupnosti antigena ovisit ¢e tip i intenzitet imunoloske reakcije, koja moze biti
rana s izrazenom intravaskularnom hemolizom te odgodena s ekstravaskularnom hemolizom.
Kako bi transfuzija bila sigurna, vazno je osigurati da transfundirani antigeni budu podudarni s

antigenima bolesnika. Klasi¢no shvacanje uc¢inka nepodudarnosti krvnih grupa ABO vezano je
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uz razgradnju eritrocita uzrokovanu ABO-izohemaglutininima prisutnim u cirkulaciji
bolesnika. Takva tzv. velika nepodudarnost moze dovesti do fatalnih ishoda zbog akutne
imunoloske reakcije. Do nepodudarnosti najées¢e dolazi zbog ljudske pogreske. Smrtnost u
takvim situacijama moze iznositi 10%. Na sre¢u, kod veéine pacijenata i nepodudarna
transfuzija ne uzrokuje Stetne posljedice, jer sam ishod ovisi o koli¢ini transfundirane krvi
odnosno koli¢ini ABO-izohemaglutinina prisutnih kod pacijenta. Sukladno, transfuzijski
volumen ve¢i od 50 ml povecava stupanj smrtnog ishoda na 20% (2, 35). Akutna ili rana
imunoloska reakcija dogada se zbog stalnog prisustva ABO-izohemaglutinina koji efikasno
aktiviraju komplement do zavr§nog MAC-kompleksa (od.engl. membrane attac complex) sto
rezultira intravaskularnom hemolizom. Komplementom posredovana hemoliza ujedno pokrecée
sistemski upalni odgovor koji u konac¢nici moze dovesti do insuficijencija tkiva i organa te
fatalnog ishoda. Stoga se prije svake transfuzije eritrocitnih koncentrata, koncentrati eritrocita
izabiru prema standardima transfuzijske medicine. Primatelji krvi transfundiraju se s identi¢énim
krvnim pripravcima, a u slu¢aju nedostatka takvih koriste se neidenti¢ni, ali seroloski podudarni
pripravci koncentrata eritrocita. To su pripravci koji nemaju A- i/ili B- antigen nepodudaran s
ABO-izohemaglutininima bolesnika. Podudarnost obaju vrsta pripravaka provjerava se
prijetransfuzijskim ispitivanjem podudarnosti sustava ABO, koja se bazira na interakciji
antigena i antitijela te posljedi¢noj aglutinaciji eritrocita. Podudarnost ostalih sustava krvnih
grupa provjerava se pretrazivanjem prisustva antitijela nastalih imunizacijom prethodnom
transfuzijom ili trudno¢om te njihovom identifikacijom, kako bi se transfundirali koncentrati
eritrocita koji ne posjeduju korespondirajuci antigen.

Kod transfuzije eritrocita, a posebno se odnosi na pripravak krvne grupe O, koji predstavlja
univerzalni pripravak, u moderno vrijeme ne dolazi do tzv. male nepodudarnosti, jer su
eritrocitni pripravci koncentrati u kojem je plazma reducirana na svega 10-12 ml. U tom slucaju,
razina ABO-izohemaglutinina koja je posebno izrazena kod krvne grupe O, neée do¢i do

1Zrazaja.

2.4.2. ABO-izohemaglutinini i transfuzija koncentrata trombocita

Trombociti na svojoj povrsini eksprimiraju antigene iz sustava krvnih grupa ABO pa je ABO-
podudarnost vazna i kod transfuzije koncentrata trombocita. Koncept podudarnosti kod

transfuzije koncentrata trombocita obuhvaca puno vise i predstavlja ekvivalent transfuzije pune

krvi. To posebno vrijedi u situacijama kada su, istovremeno, u znac¢ajnom broju prisutni ABH-
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antigeni na povrsini trombocita i ABO-izohemaglutinini u plazmi pripravka. Njihova razina
moze biti od klini¢ke vaznosti (42).

Koncentrati trombocita se primjenjuju kod klini¢ki znacajnih krvarenja, uslijed smanjenog
broja trombocita, abnormalne funkcije trombocita i profilakti¢ki. Danas, mnogi novi zahtjevni
tretmani ne bi bili moguéi bez transfuzije koncentrata trombocita. Rizik od bakterijske
kontaminacije uvjetuje rok trajanja koncentrata trombocita. Zbog skladistenja na sobnoj
temperaturi iznosi 4-7 dana i predstavlja veliki izazov bankama krvi u optimalnoj opskrbi
korisnika koncentratima trombocita. Usprkos nastojanjima u optimizaciji zadovoljenja
zahtjeva, nepodudarne transfuzije koncentrata trombocita s obzirom na antigene ABO nisu
rijetke i predstavljaju potencijalni izvor nezeljenih reakcija transfuzije trombocita. U SAD-u
udio nepodudarnih transfuzija iznosi 10-40% (22, 49).

Cimbenici koji doprinose pojavi $tetnih reakcija uslijed nepodudarnih transfuzija krvi su mali
volumen Kkrvi pacijenta npr. naglaseno krvarenje, izlaganje velikim volumenima plazme
tijekom transfuzijskog lijeCenja odnosno visok titar ABO-izohemaglutinina u pripravku (15,
43, 44).

Transfundiranje koncentrata trombocita mora se provoditi prema standardima transfuzijske
medicine, $to znaci da bi primatelj morao primiti identi¢ni krvni pripravak s obzirom na krvnu
grupu ABO. Ukoliko to nije moguce, moze se transfundirati i neidentican pripravak.
ABO-neidenti¢ne transfuzije koncentrata trombocita dijele se u dvije skupine. Prvu skupinu
Cine transfuzije koncentrata trombocita bolesnicima koji u plazmi imaju ABO-
izohemaglutinine, usmjerene na A- i/ili B- antigene na membranama trombocita iz pripravka.
Tada govorimo o velikoj nepodudarnosti.

Drugu skupinu ¢ine transfuzije koncentrata trombocita koji u plazmi, koja je sastavni dio
pripravka, imaju ABO-izohemaglutinine, koji se zbog pasivnog prijenosa mogu vezati na A-
i/ili B- antigene na trombocitima bolesnika. Tada govorimo o maloj nepodudarnosti.

U slucaju velike nepodudarnosti imunizirani trombociti, KOji na svojoj povrsini mogu imati 30
000 molekula IgG i 350 molekula IgM, odstranjuju se fagocitozom u retikuloendotelni sustav
slezene i jetre (46). Najrizi¢nija je transfuzija koncentrata trombocita dobivenih od davatelja s
visokom ekspresijom antigena, primatelju krvne grupe O. U tom slucaju naglasene su obje
komponente i antigeni i antitijela. Suprotno, koncentrati trombocita krvne grupe A2 smatraju
se univerzalnim pripravkom koncentrata trombocita, zbog slabe imunogeni¢nosti i nizeg titra
ABO-izohemaglutinina u odnosu na druge krvne grupe (15, 44, 45).

Mala ABO-nepodudarnost moze uzrokovati akutne hemoliticke transfuzijske reakcije (AHTR),

jer se ABO-izohemaglutinini iz plazme koncentrata trombocita vezu za antigene iz sustava
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krvnih grupa ABO na eritrocitima bolesnika. Stvarna klinicka ucestalost AHTR-a nije poznata.
Procijene se krecu izmedu 1:100 do 1:9000 nepodudarnih transfuzija koncentrata trombocita.
Razli¢ite ucestalosti posljedica su razli¢itih volumena plazme u pripravku. Podaci za SAD
navode rizik razvoja AHTR-a u rasponu od 1:2000 do 1:45000 na ukupni broj transfuzija
koncentrata trombocita. Cetverogodisnjom retrospektivnom studijom preciznije se odredila
ucestalost 1 iznosi 0,05% (46, 75).

Rizik za razvoj AHTR-a je veci u bolesnika s malim ukupnim volumenom Krvi, na primjer u
djece, zbog gubitka faktora dilucije. Zatim, kod izlaganja velikim koli¢inama nepodudarne
plazme u kra¢em vremenskom razdoblju te kod bolesnika krvne grupe A zbog izrazene
antigeni¢nosti. Jednako vazan ¢imbenik rizika je i visok titar ABO-izohemaglutinina u plazmi
pripravka. Najcesce se javlja kod primjene koncentrata trombocita krvne grupe O.

Prema podacima FDA (od engl. Food and Drug Administration) od 1996 do 2006 zabiljezeno
je Sest smrtnih slucajeva, koji su direktno vezani za AHTR. Podaci sustava nadzora nad
transfuzijskim lijeCenjem u Velikoj Britaniji pokazuju da primjena nepodudarnih koncentrata
trombocita uzrokuje 20% svih AHTR, a kod djece 33% slucajeva (75).

Prema literaturnim navodima, objavljeno je svega 40-ak slu¢ajeva AHTR-a.

U Republici Hrvatskoj (RH), od kada je uspostavljen sustavni nadzor transfuzijskog lijecenja,
nije prijavljena niti jedna takva reakcija.

Relativno mala ucestalost nepodudarnih transfuzija, u najvecoj mjeri je rezultat nedovoljnog
prepoznavanja i prijavljivanja reakcija, a u manjoj mjeri, rezultat razrjedivanja ABO-
izohemaglutinina iz pripravka u plazmi primatelja odnosno neutralizacija krvno grupnim
supstancijama otopljenim u plazi primatelja.

Mala nepodudarnost dovodi i do slabijeg porasta broja trombocita, odnosno CCI odgovora (od
engl. corrected count increment), koji moze biti slabiji za 18% u odnosu na identi¢ne
koncentrate trombocita (46). Bolesnici koji su primili koncentrate trombocita s nepodudarnom
plazmom imaju povisenu koncentraciju cirkuliraju¢ih imunih kompleksa, koji nastaju vezanjem
ABO-izohemaglutinina iz pripravka za A- i/ili B- krvno grupne supstance u cirkulaciji
bolesnika. Trombociti na svojim membranama posjeduju receptore Fcy za antitijela 1gG i
receptor C1c za komponente komplementa. Kada trombociti iz pripravka i trombociti bolesnika
dodu u kontakt s imunokompleksima, oni se vezu preko receptora na membranu trombocita te
podlijezu brzoj fagocitozi u retikuloendotelnom sustavu slezene 1 jetre. Senzibilizirani
trombociti osim $to podlijezu fagocitozi, bivaju aktivirani. Aktivirani trombociti izlu¢uju

medijatore upale te ¢imbenike zgrusavanja Sto u konacnici uzrokuje mikrovaskularna ostecenja
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i veno-okluzivne bolesti. Imunokompleksi, osim toga, mogu dovesti do imunomodulacije i

slabljenja imunoloskog odgovora (15, 48, 50, 52).

Usprkos jasno artikuliranim problemima kod transfuzije koncentrata trombocita postoje velike
varijacije u savladavanju imunoloSke barijere uslijed nepodudarnih koncentrata trombocita.
Osnovni princip razlicitih pristupa je redukcija ABO-izohemaglutinina.

U SAD, prema anketi koju je objavio Fung 2007. godine, 83% transfuzijskih centara radi prema
odredenoj strategiji, koju su obavezni donijeti prema American Association of Blood Bank
(AABB) 1 College of American Patologist (CAP). Od njih, samo 1-2% transfuzijskih servisa
ispituje razinu ABO-izohemaglutinina kod davatelja i to s razli¢itim pristupima i s razli¢itim
kriticnim titrovima (Johanson/ New York IgM > 64 i IgG > 256, Quillen/Boston IgM > 250,
Cooling/lowa IgGl >128 - mikroaglutinacija u mikrokolonama, NN Pitsburg IgM > 100
aglutinacija u epruveti) (49).

Prema anketi koju je provela Biomedical Exellence for Safer Transfusion, u Velikoj Britaniji se
pretrazuju svi DDK krvne grupe O na IgM rared ABO-izohemaglutinina, a kriti¢ni titar je >128
ili 2100, u slucaju da se radi o odredivanju titra na automatu ili <1:20 s A2B eritrocitima. U
periodu od 2000. do 2005. godine zabiljezeno je pet slu¢ajeva AHTR-a. Skotska je s vremenom
povisila kriterije grani¢nog titra za IgM na >50, ako se titar odreduje na automatu, §to je
ekvivalent >64 ako se odreduje u mikrokolonam (53, 68).

U Njemackoj se titar odreduje metodom aglutinacije u epruveti, onim davateljima ¢iji su
koncentrati trombocita dobiveni postupkom afereze. Vrijednosti kriticnog titra se kre¢u za IgM
<32 pa do <128. IgG-razred ABO-izohemaglutinina se ne odreduje. Od ostalih mjera
poduzimaju se administrativne mjere te proizvodnja KT iz trombocitno-leukocitnog medusloja
(engl. buffy coat). Zabiljezena su tri slu¢aja AHTR-a kod djece.

U Danskoj, u slucaju nepodudarnih transfuzija, KT proizvode se u hranjivoj otopini ili AB-
plazmi. Titar se ne odreduje te nema zabiljezenih AHTR-a.

U Finskoj se radi na isti nacin, titar ABO-izohemaglutinina se ne odreduje, vjerojatno zbog toga
Sto finska populacija ima nizak titar ABO-izohemaglutinina. Median, kod krvne grupe O, za
IgM iznosi 8, a za IgG iznosi 16.

Italija ima visok postotak ABO-identi¢nih transfuzija KT, 95,5%, $to se bitno razlikuje od SAD-
a, gdje je udio nepodudarnih transfuzija 10-40%. U slucaju nepodudarnih transfuzija
koncentrata trombocita, odreduje se titar ABO-izohemaglutinina ili se proizvode KT u aditivnoj

otopini za ciljane skupine. Kriti¢ni titar je postavljen za IgM > 64 , a za IgG > 256.
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U Nizozemskoj se postotak ABO-nepodudarnih transfuzija kre¢e od 10-20%. Plazma se u tim
situacijama, prije transfundiranja reducira na 20 ml, za odrasle i 10 ml u djece. Ukoliko se
odreduje titar, kriti¢ni titar iznosi od 128 do 512, razred nije naveden.

U Norveskoj se proizvode trombociti iz trombocitno-leukocitnog medusloja, u aditivnoj
otopini. Sve vise se proizvode A> trombociti, kao univerzalni trombocitni pripravak. Titar se
odreduje samo kod KT dobivenih aferezom, a granica je postavljena na < 250, za oba razreda
antitijela.

U Poljskoj se poduzimaju samo mjere reduciranja udjela plazme u pripravku, a sli¢no je i u
Spanjolskoj gdje se jedan dio KT proizvode u aditivnoj otopini.

U Svedskoj se titar odreduje krvnim grupama O i iznosi za IgM <100, a za IgG <400. U
Svicarskoj, gdje se 80% KT proizvodi aferezom i to samo krvne grupe O i A, titar se odreduje
hemolizionskim testom, titar iznosi >16 (53).

U Japanu odreduju visinu titra uz postavljenu granicu od >512 za IgM.

U Brazilu, gdje je predominacija krvne grupe O, uvedeno je u legislativu testiranje
hemolizinskim testom, a grani¢ni titar je >16 (22, 69).

Opc¢enito, zajednicko svima je obvezna primjena ABO-identi¢nih KT. U slucajevima kada to
nije moguce, preferira se mala u odnosu na veliku ABO-nepodudarnost, §to nosi rizik od
nastanka AHTR.

Pristupi prevencije su razliciti i ovise o financijskom potencijalu i1 profilu populacije obzirom
na razinu ABO-izohemaglutinina.

Najcesci pristup je ispiranje koncentrata trombocita odnosno smanjivanje volumena plazme u
trombocitnom pripravku. Oba nacdina imaju odredene nedostatke. Ispiranjem se uklanjaju
proteini plazme, a time i ABO-izohemaglutinini. Negativna posljedica je smanjena funkcija
trombocita koja se oc€ituje povecanom ekspresijom CD62-molekule i slabijom agregacijskom
sposobno$¢u. Smanjivanjem volumena plazme u pripravku trombocita, funkcija trombocita se
ne naruSava u tolikoj mjeri, ali zaostaju proteini plazme. Jedan od nacina neutralizacije ABO-
izohemaglutinina, koji se rjede koristi, je neutralizacija ABO-izohemaglutinina dodavanjem
doze trombocita krvne grupe non-O u koncentrat trombocita krvne grupe O. Medutim, ova
metoda poveéava moguénost stvaranja imunokompleksa, aktivaciju trombocita i stvaranje
mikroagregata u pripravku. Slicno prethodnom je dodavanje AB-plazme u koncentrat
trombocita krvne grupe O. Zbog neizbjeznog postupka centrifugiranja smanjena je funkcija
trombocita.

Administrativna ograni¢enja jedan su od nacina smanjivanja rizika za AHTR-a. Njima se

propisuju gornja ogranic¢enja volumena nepodudarne plazme koja mogu biti transfundirana
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jednom pacijentu kroz odredeni period. Prema Cooling, to je 1000 ml/tjedan ili 300-500 ml/dan
za odrasle i 100- 400 mi/tjedan za djecu do 40 kg (47, 51, 75).

Najbolji nacin redukcije izohemaglutinina u koncentratu trombocita je priprema trombocita u
aditivnoj otopini tzv. PAS (od engl. platelet additive solution). To je postupak kojim se plazma
zamjenjuje hranjivom otopinom. Priprema koncentrata trombocita u aditivnoj otopini sve ¢e$ce
postaje standardna praksa transfuzijskih centara. Medutim, kod koncentrata trombocita
dobivenih aferezom te pripremljenih u aditivnoj otopini, ostatni volumen plazme jo$ je uvijek
ve¢i od volumena nakon jednostavne redukcije centrifugiranjem. Iznosi od 90 do 100 ml u
odnosu na 80 ml. Valbonese je opisao AHTR nakon primjene koncentrata trombocita dobivenih
aferezom u aditivnoj otopini (74). Takoder, zabiljezene su AHTR-e nakon transfuzije
koncentrata trombocita s manje od 50 ml infundirane nepodudarne plazme. Taj podatak je vazan
jer se koncentrati trombocita dobiveni aferezom isklju€ivo transfundiraju novorodencadi,
pedijatrijskim bolesnicima i bolesnicima u kojih je izvjesna dugotrajnija transfuzijska potpora.
Afereza je postupak u kojem se dvostrukim centrifugiranjem izdvajaju trombociti jednog
davatelja. Primjenom takvih pripravaka bolesnici su izlozeni manjem broju fenotipski razli¢itih
DDK te mogucoj Stetnoj imunizaciji i riziku od prijenosa krvlju prenosivih bolesti. Najbolji
nacin za smanjivanje rizika od poslije transfuzijskih reakcija u ovih bolesnika je primjena ABO-
identi¢nih pripravaka kad god je to moguce. Ukoliko to nije moguce posti¢i, ovoj skupini
bolesnika moraju se transfundirati koncentrati trombocita koji sadrze nizak titar ABO-
izohemaglutinina.

Treba naglasiti da najmanji rizik od AHTR-e, zbog minimalne koli¢ine plazme i faktora
razrjedenja, ima transfuzija koncentrata trombocita priredenih od vise davatelja iz sloja
trombocita i1 leukocita (engl.buffy coat) u aditivnoj otopini. Medutim, opisani su sluéajevi
AHTR-e i primjenom te vrste koncentrata zbog izrazito visokog titra ABO-izohemaglutinina
kod DDK (43, 45, 74) .

Za odredivanja koli¢ine ABO-izohemaglutinina u primjeni su razli¢iti pristupi. Razlikuju se u
primjeni razli¢itih metoda, u odabiru imunoglobulinskih razreda koji se ispituju (IgM ili 1gG ili
oba) te u postavljanju grani¢nog titra u davatelja. Razli¢it je i nacin provodenja ispitivanja, od
pretrazivanja svih DDK, ciljanog pojedinacnog testiranja, samo DDK O krvne grupe (22, 51).

Visoki titar razli¢ito Se tumaci i prema podacima za razred izohemaglutinina IgM iznosi od 1:50
do 1:250, a za IgG od 1:128 do 1:512. Siroki rasponi prije svega su rezultat primjene razli¢itih
tehnika odredivanja razine ABO-izohemaglutinina. To je jedan od razloga zasto ne postoji opce

prihvaceni konsenzus za granicni titar koji bi bio prediktivan i klini¢ki zna¢ajan kod transfuzija
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nepodudarnih koncentrata trombocita. Prema klini¢kim izvjeS¢ima 80% svih AHTR
uzrokovano je ABO-izohemaglutininima ¢iji je titar iznosio vise od 1:128 (42, 46).

Prema dosptupnim podacima u RH takoder ne postoji konsenzus oko grani¢nog titra ABO-
izohemaglutinina za transfuziju inkompatibilnih koncentrata trombocita, a metoda odredivanja

nije jedinstvena.

2.5. ABO-izohemaglutinini u transplantacijskoj medicini

Vise je razloga za vaznost sustava ABO kod transplantacije solidnih organa. Stalna prisutnost
ABO-izohemaglutinina u krvi, snazni imunoloski efektorski mehanizmi te prisutnost ABH-
antigena na brojnim stanicama, tkivima i organima u organizmu, razlog su hiperakutnom
odbacivanju presatka kod nepodudarnih ABO-transplantacija. Dva su ¢imbenika vazna za
imunolosku barijeru; ekspresija antigena na doniranim organima i koli¢ina ABO-
izohemaglutinina u plazmi primatelja.

Kod transplantacije tkiva i organa od iznimne je vaznosti i sustav antigena tkivne podudarnosti
HLA-antigeni (od engl. human leukocyte antigen). Sustav HLA odgovoran je za
visokospecifi¢an odgovor na strane antigene 1 istodobno nereaktivnost na vlastite antigene.
Time je ocuvan bioloski integritet svake jedinke. Stoga je taj sustav odgovoran za prihvaéanje
ili odbacivanje presatka. Genska regija koja kontrolira sustav HLA-antigena zove se Glavni
sustav histokompatibilnosti ili MHC (od engl. major histocompatibility complex). Otkriven je
jo§ 1940. godine, prilikom neuspjes$nih pokusaja presadivanja koze na alogenim Zivotinjskim
modelima za razliku uspjesnog presadivanja kod singeni¢nih Zivotinja. U pocetku nije bilo
saznanja o tome da je odbacivanje tkiva i organa rezultat T-stani¢ne imunosti. Na to se ¢ekalo
slijedec¢ih dvadesetak godina. Logi¢no je bilo razmiSljanje da na ljudskim stanicama ne postoji
sustav koji bi bio odgovoran samo za odbacivanje presadaka. Transplantacija tkiva i organa nije
prirodni fenomen, ve¢ civilizacijski poduhvat i nije bilo razloga da se tijekom evolucije zadrzi
genska regija koja bi imala ulogu u odbacivanju tkiva i organa. Sezdesetih godina dvadesetog
stolje¢a otkriveno je da je MHC-gen vaZan u imunoloskom odgovoru na proteinske antigene.
Ljudski sustav MHC ima veci broj gena koji su smjesteni vrlo blisko, na kracem kraku Sestog
kromosoma. Podijeljeni su u tri razreda. Razred HLA-1 (A,B,C) i HLA-II (DR, DP, DQ) te
HLA-I1II razred kojeg ¢ine lokusi za komponente komplementa. HLA-I i HLA-I1I predstavljaju
najraznovrsnije gene u genomu sisavaca. Na primjer, samo HLA-B lokus ima 2500 alela.
Polimorfizam se odrazava na dijelove MHC-molekule koje su vazne za kontakt s razli¢itim

antigenima. Njihova glavna uloga je u imunoloskom prepoznavanju stranih antigena te
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poticanje imunoloske reakcije. MHC-I molekule predoc¢uju peptidne antigene T-limfocitima
CD8+ i time omoguéuju njihovo prepoznavanje. Nalaze se na svim stanicama s jezgrom | na
trombocitima. Nisu prisutni na neuronima, trofoblastima, epitelnim stanicama roznice i
zametnim stanicama. Na zrelim eritrocitima su zastupljeni iznimno slabo i obiljezeni su kao
Bennett-Goodspeed (Bg- antigeni). Na trombocitima su prisutni samo HLA -A i HLA -B
antigeni. Razlog za tako $iroku ekspresiju vezan je za funkciju MHC-1 molekule, koja predocuje
strani antigen T-limfocitima CD8+ i omogucuje odstranjivanje stanica koje su promijenjene
bilo infektivnim agensom ili se radi o tumorskim stanicama ili stanicama presatka. MHC-I1
molekule nalaze se samo na nekim stanicama koje imaju ulogu antigen prezentirajucih stanica
za T- limfocite CD4+, koji proizvodnjom razli¢itih citokina poti¢u humoralnu imunost. To Su
B-limfociti, monociti, makrofagi, dendriti¢ke stanice. Kod transplantacije tkiva i organa vazno
je da T-limfociti CD8+ i CD4+ nemaju povod za aktivnosti, §to se postize §to ve¢im stupnjem
podudarnosti HLA-antigena primatelja i davatelja. Time se postize trajnost presatka, odnosno

sprecava se akutno ili kroni¢no odbacivanje presatka (Tablica 3) (7, 24, 30).

Tablica 3. Prikaz moguc¢ih imunoloskih reakcija kod transplantacija nepodudarnih organa.

Transplantacijske reakcjie

Vrsta Pocetak Mehanizam i histoloske promjene Vrsta
odbacivanja imunoloske
reakcije

Uzrokuju prisutna antitijela usmjerena na tkivo

presatka, najces¢e se radi o ABO

nepodudarnosti. Javlja se jos tijekom operacije.
Hiperakutna Odmah Odbacivanje je posljedica tromboze i

zacepljenja krvnih Zila presatka

T stani¢ni imunoloski odgovor primatelja

Akutna Tjedni/ mjeseci usmjeren direktno prema stranim MHC
molekulama na stanicama presatka ili na MHC
molekule predstavljene od antigen
prezentiraju¢ih stanica iz presatka Nastaje
upalna reakcija i infiltracija leukocita.

Kroni¢na Mjeseci/godine T stani¢ni imunoloski odgovor primatelja na
MHC molekulu presatka koja je predstavljena miv
od antigen prezentirajuce stanice domacina.

Rezultat su zadebljanja intime krvnih zila i
fibroza.
Presadak vs. primatelj Razliciti periodi Odgovor ostatnih T limfocita iz presatka prema
tkivu primatelja. Obicno se vida kod Vi
transplantacije mati¢nih stanica.

Primatelj vs. Presadak

Preuzeto i prilagodeno: http://www.stomponstepl.com/transplant-rejection-hyperacute-acute-

chronic-graft-versus-host/
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2.5.1. ABO-izohemaglutinini i transplantacija solidnih organa

Sustav krvnih grupa ABO vazan je u transplantaciji solidnih organa. Ulogu ABO-
izohemaglutinina u transplantacijskoj medicini odreduje Siroka prisutnost ABH-antigena u
organizmu. O karakteristikama ABO-izohemaglutinina i ABH-antigenima ovisi veli¢ina |
slozenost problema. Antigena ekspresija ovisi 0 krvnoj grupi ABO i podgrupama te o razli€itoj
zastupljenosti na pojedinim tkivima i organima. Varijacije ovise o tipu prekursorskih lanaca.
H-antigen mozZe biti vezan na sve prekursorske lance, ali stanice na razli¢itim tkivima razli¢ito
eksprimiraju prekursorske lance pa su zbog toga razli¢ito zastupljeni na razli¢itim tkivima.
Razli¢iti tipovi prekursorskih lanaca imaju razli¢ite afinitete prema terminalnim
monosaharidima §to ¢ini razliku u ekspresiji pojedinih antigena. Zastupljenost pojedinih tipova
prekursorskih lanaca u vezi je s embrionskim podrijetlom i stani¢nom diferencijacijom. Tkiva
mezodermnog podrijetla opcenito ne sintetiziraju tip-1- prekursorskog lanca, s iznimkom
eritrocita, dok se tip-2 - prekursorskog lanca nalazi na stanicama ektodermnog i mezodermnog
podrijetla. Lanci tipa 3 i 4 nalaze se na stanicama unutarnjih organa, osim na srcu i vaskularnom
endotelu. Kod eritrocita, lanaci tipa 3 i 4 nadeni su samo na eritrocitima osoba krvne grupe A i
AB (Tablica 4) (55, 65).

Tablica 4. Raspodjela prekursorskih lanaca u razli¢itim tkivima

+ +++ ++ +
+++ + -+ -

++ + ++ -
+++ + -+

++ - - -

+ + -+ +++
+ - +++
+++ -+ -+ -
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Era transplantacije solidnih organa zapocela je 1954. godine uspjesnom transplantacijom
bubrega. Tim uspjehom otvorila su se vrata razvijanju tehnickih dostignu¢a. To je omogucilo
da se podrucje transplantacijske medicine proSiri na transplantaciju drugih organa, kao $to su

jetra, srce, pluca, gusteraca i tanko crijevo (56).

2.5.1.1. Transplantacija bubrega

Transplantacija bubrega terapija je izbora za bolesnike u zavrsnom stadiju bubrezne bolest.
Kroni¢na bolest bubrega obi¢no progredira do terminalne bubreZzne bolesti, ERSD (od engl.
end-stage renal disease) i uremickih komplikacija. U tom slucaju dijaliza i transplantacija
bubrega su jedina dva terapijska postupka koja spasavaju zivot bolesniku. U usporedbi s
dijalizom, transplantacija je povezana s poboljsanom kvalitetom zivota i cjelokupnom
dugovjecnos¢u. Primjena dijalize duze od Sest mjeseci negativno pak utjeCe na ishod
transplantacije bubrega. Osim toga, transplantacija je bubrega ograni¢ena nedostatkom organa,
kako zivih donora tako i kadavera, jer izmedu bolesnika i davatelja bubrega mora postojati
HLA-podudarnost. Broj ERSD pacijenata na listi ¢ekanja raste, dok broj dostupnih bubrega ne
prati tu dinamiku te je vrijeme do transplantacije bubrega Cesto za te pacijente nedohvatno.
Prema podacima Organ Procurement and Transplantation Network, u Sjedinjenim ameri¢kim
drzavama na organ ¢eka 86500 bolesnika, a godiSnje se lista povecava za 28000 bolesnika.
Oko 5000 bolesnika godisnje umre ¢ekajuci organ, a prosjek ¢ekanja do transplantacije je oko
Cetiri godine. 30% bolesnika s liste ve¢ ima razvijena aloantitijela, zbog prethodnih
transplantacija, transfuzija ili trudnoca. Sto je veéi stupanj nepodudarnosti, veéi je rizik od
odbacivanja organa. Prema Nacionalnoj listi u Hrvatskoj na bubreg ¢eka oko stotinjak
pacijenata, dok je prosjecno vrijeme Cekanja neSto vise od dvije godine (podaci Centra za
transplantaciju solidnih organa KB Merkur).

Razli¢iti su nacini kojima se nastoji povecati lista davatelja i smanjiti lista ¢ekanja. Jedan od
natina je ABO-nepodudarna transplantacija bubrega. Do prije trideset godina ABO-
nepodudarna transplantacija bubrega bila je nezamisliva odnosno kontraindicirana. Medutim,
razvojem i uspostavom strategija kojima se preskacu imunoloske barijere nastale zbog HLA- i
ABO- nepodudarnosti izmedu primatelja i davatelja povecala se lista potencijalnih davatelja
bubrega.

Cjelokupan uspjeh tih postupaka sada je usporediv s ABO-podudarnim transplantacijama.
Prisustvo ABH-antigena na bubreznim stanicama embrija opisao je jos Hogman, 1959 godine.

Antigeni su otkriveni na sabirnim tubulima i kaliksu (Szulman, 1960), vaskularnom epitelu,
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distalnim tubusima, dok ih na glomerularnom epitelu ne nalazimo (Bariety i sur.,

Koyama i sur,

1980).

1996. su otkrili ABH-antigene prvenstveno na vaskularnom endotelu,

glomerulima i intersticiju, dok ih nisu nasli na tubulima i mesangialnim stanicama. Utvrdili su

da je ekspresija antigena A jaca od ekspresije antigena B. Ulfvin i sur. 1993. ustanovili su da je

ekspresija antigena A kod krvne grupe Az znatno manja u usporedbi s krvnom grupom A,

osobito kod tipa prekursorskog lanaca 3 i 4 te da sekretori u znatnoj mjeri bolje eksprimiraju

antigene u donosu na nesekretore (55).

Prvi pokusaj ABO-nepodudarne transplantacije opisan je, vrlo brzo nakon prve kompatibilne

transplantacije bubrega (Murry i sur. 1954), u izvjesStaju Hume i sur. 1955 godine. Bio je

neuspjesan, kao i mnogi pokus$aji poslije. Rano odbacivanje ABO-nepodudarnih bubrega

pripisano je hiperakutnoj imunolo$koj reakciji humoralnog i stani¢nog tipa uslijed vezanja

ABO-izohemaglutinina na stanice bubreznog vaskularnog endotela, optere¢enog ABH-

antigenima,

Sto  dovodi

do aktivacije komplementa,

intravaskularne tromboze i okluzije (Slika 15) (56).
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Slika 15. Hiperakutna imunoloska reakcija humoralnog i stani¢nog tipa

(Preuzeto:https://www.intechopen.com/books/understanding-the-complexities-of-kidney-

transplantation/abo-incompatible-kidney-transplantation)
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Tek nakon uvodenja imunosupresivnih postupaka koje je prvi primijenio Alexander i sur. 1982.
godine, zaredali su uspjesi s ABO-nepodudarnim transplantacijama. Protokol je ukljucivao
plazamaferezu, splenektomiju i imunosupresivnu terapiju; azatoprin, ciklosporine,
antilimfocitini globulin i steroide.

ABO-nepodudarne transplantacije bubrega uobicajene su u Japanu. Razlog tome je nedostatak
podudarnih organa i vrlo mali udio Az podgrupe u populaciji, samo 0,15%. Suprotno, u SAD-
u i Velikoj Britaniji udio nepodudarnih transplantacija bubrega je manji od 1%.

Medutim, trendovi se mijenjaju zbog razvoja jednostavnijih i uéinkovitijih imunosupresivih
protokola (56, 57, 58).

Tri su nacela imunosupresivne strategije: pracenje razine ABO-izohemaglutinina, deplecija
antitijela i deplecija limfocita B. Aloantitijela i limfociti B se smatraju glavnim medijatorima
oSte¢enja presatka pa njihova redukcija ima uéinak na citotoksi¢nost ovisnu 0 komplementu i
antitijelima. Indirektno ima uc¢inak na prezentaciju antigena, proupalne citokine i T-stani¢nu
imunost. Prijetransplantacijsko i posttransplantacijsko uklanjanje ABO-izohemaglutinina moze
se provesti na vise nacina: klasicnom plazmaferezom, dvostrukom filtracijskom plazmaferezom
te imunoadsorbcijom. Odredivanje pocetnog titra ABO-izohemaglutinina i njegovo praéenje
vrlo je vazno za odredivanje uspjeSnosti navedenih postupaka, a njihova detekcija uoci
transplantacije i pracenje dva tjedna nakon transplantacije vazno je u predvidanju moguce
akutne imunoloske reakcije.

Titar ABO-izohemaglutinina kod ABO-nepodudarnih transplantacija bubrega ne smije biti veci
od 1:8 (Nelson i sur.,1999, Rydberg, 2001.), 1:16 (Shimmuri i sur., 2000, Tobian i sur. 2008).
Prihvatljiv raspon titra varira od 1:4 do 1:32 i ovisi 0 imunosupresivnim protokolima pojedinih
centara (58, 59), a moze biti i veci, 1:64 (70).

Inhibicija nastanka novih ABO-izohemaglutinina deplecijom stanica B takoder je vazna u
sprecavanju akutne imunoloSke reakcije. Stariji protokoli ukljucivali su splenektomiju, dok
noviji protokoli koriste anti-CD20 monoklonska antitijela koji se vezu na nezrele i zrele
limfocite B induciraju¢i njihovu apoptozu. U tu svrhu moze se koristiti i intravenski
imunoglobulini (IVIG), ¢ije djelovanje i1 dalje ostaje nejasno, ali se reflektira na supresiju
plazma stanica, neutralizaciju antitijela, inhibiciju aktivacije komoplementa, smanjenu
proizvodnju upalnih citokina i/ili povisenu proizvodnju protuupalnih citokina. U primjeni su i
Za protokol imunosupresije vazna je standardna trostruka imunosupresija lijekovima koji

inhibiraju kalcineurin (CNI), antimetabolitima (MMF) i steroidima.
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Kombinacije postupaka i terapije razlicite su i ovise od pristupa koji je uglavnhom odreden
financijskim potencijalom. U svakom slucaju i najskuplji oblik protokola je isplativiji od
dugogodisnjih postupaka dijalize. RazliCite pristupe najcesée su odredivali i Stetni efekti.
Komplikacije su ¢este zbog virusnih infekcija te povecane incidencije pojave malignosti. One
su posljedica jake imunosupresije i deplecije limfocita B (56).

Od 1989. godine, kada su se prvi puta, u Japanu, pocele izvoditi nepodudarne transplantacije
bubrega, pa do danas, petogodi$nje prezivljenje presatka znacajno je poraslo. Kretalo se od 68%
pa do vise od 90% (56, 59).

U sedamdesetim godinama proslog stoljeca zapocete su transplantacije bubrega podgrupe A2,
koja u puno manjoj mjeri izrazava antigen A u usporedbi s krvnom grupom Al. Az-podgrupa
¢ini oko 20% krvne grupe A u bijelaca. Takav koncept ne zahtjeva pretransplantacijski

terapijski postupak za redukcije ABO-izohemaglutinina (56).

2.5.1.2. Transplantacija srca

ABO-nepodudarna transplantacija srca nije rutinski postupak kod odraslih osoba. ABO-
nepodudarnost moze rezultirati hiperakutnim odbacivanja presatka jer je srce iznimno
prokrvljen organ te su ABH- antigeni jace eksprimirani nego na drugim organima. Izlozenost
ABH-antigena je jo$ naglasenija kod bolesnika koji su A- ili B- sekretori krvno grupnih
supstancija.

To uzrokuje visoki rizik za hiperakutno odbacivanje ABO-nepodudarnog organa i stoga je
transplantacija srca kontraindicirana u odraslih osoba. Ona se uspjeSno provodi U
novorodencadi 1 djece do 14 mjeseci, zbog imunoloSke nezrelosti. Kod novorodencadi
nedostaju glavni ¢imbenici koji pokrecu imunoloske reakcije prilikom odbacivanja organa.
ABO-izohemaglutinina nema u visokom titru, a komplement nije razvijen u cijelosti. Neke
komponente komplementa, kao na primjer C1qg, C4, C3 imaju 50%-tnu aktivnost u odnosu na
odrasle, dok su komponente C5 i C7 aktivne 70%, a C9 svega 20% (29). West i sur. su 2001.
godine objavili rezultate deset nepodudarnih transplantacija kod djece s teSkim sréanim
greskama. Petogodisnja stopa prezivljavanja iznosila je 80% (60, 61).

HLA-podudarnost kod transplantacije srca ima ogranic¢enu vaznost, jer je srce organ koji se ne
moze konzervirati ve¢ se hitno mora presaditi nakon klini¢ke smrti pacijenta.

Ekspresiju ABH-antigena na mezotelijalnim stanicama epikarda i na kardiovaskularnom
endotelu opisao je Thorp 1991. godine. Na stanicama miokarda ABH-antigeni nisu prisutni
(55).
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2.5.1.3. Transplantacija jetre

Jetra je u odnosu na druge solidne organe imunoprivilegiran organ. Razlog tome je manja
ekspresija ABH-antigena zbog prisustva prekursorkog lanca samo Tip-a I. HLA-podudarnost
kod transplantacije jetre nije potrebna, jer stanice jetre u manjoj koli€ini izrazavaju HLA-
antigene u odnosu na ostale organe. Ekspresiju ABH-antigena na hepatickoj arteriji i veni porti,
kapilarama i epitelnim stanicama bilijarnog trakta opisao je Hayashi 1992. godine dok ABH-
antigeni nisu prisutni na hepatocitima (55).

U usporedbi s transplantacijom bubrega, hiperakutno odbacivanje nepodudarne jetre je rijetko.
U vecini zemalja transplantacija ABO-nepodudarne jetre se izvodi samo kod bolesnika koji su
neposredno zivotno ugrozeni, radi zatajenja jetrene funkcije, a podudaran presadak nije

dostupan.

2.5.2. Transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica

Transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica (TKMS) je postupak koji se brzo razvija i
predstavlja potencijalni na¢in izlje¢enja malignih i nemalignih hematoloskih bolesti, solidnih
tumora, autoimunih bolesti, nasljednih metabolickih bolesti i nasljednih imunodeficijencija.
TKMS moze biti autologna ili alogena, a izvor mati¢nih stanica moze biti kostana srz, periferna
krv ili pupkovina. Danas je periferna krv u velikoj mjeri zamijenila kostanu srz kao izvor
maticnih stanica, posebno kod autologne TKMS, jer se mati¢ne stanice lakSe prikupljaju, a broj
neutrofila i trombocita se brze oporavlja. TKMS pupkovine je uglavnom rezervirana za djecu,
zbog manjeg broja mati¢nih stanica.

Ne postoje kontraindikacije za autolognu TKMS. Kontraindikacije za alogenu TKMS su
relativne i ukljucuju dob, prethodne TKMS i znacajne komorbiditete. Preduvjet za uspjesnu
alogenu TKMS je potpuna podudarnost izmedu davatelja i primatelja u lokusima HLA-A,
HLA-B, HLA-C i -DR B1 i -DQ B. Zbog nacina nasljedivanja ovih gena moguca je potpuna
HLA podudarnost izmedu potomaka istih roditelja. Budu¢i da samo 1/3 bolesnika ima takvog
srodnika Cesto su davatelji podudarni nesrodnici, koji se pronalaze putem internacionalnih
registara (62).

Danas se sve viSe primjenjuje lijeenje transplantacijom alogeni¢nih mati¢nih stanica od HLA-
podudarnog nesrodnog davatelja.

Alogena transplantacija TKMS ne zahtjeva ABO-podudarnost izmedu primatelja i davatelja.

ABH-antigeni nisu prisutni na maticnim stanicama. ABO-nepodudarnost moze usporiti
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oporavak eritrocitne loze, ali nema ucinak na oporavak drugih stanica, ne povecava rizik
odbacivanja transplantata niti povecava incidenciju reakcije presatka prema primatelju, GvHD
(od engl. graft versus host disease).

Razdoblje hematoloskog oporavka, nakon TKMS, moze varirati od 10 do 25 dana, ovisno o
vrsti transplantacije (alogena/autologna), o vrsti presatka (koStana srz, mati¢ne stanice iz
periferne krvi, pupkovina), kao i 0 osnovnoj bolesti. Transfuzijska sluzba se u tim situacijama
suoCava s velikim izazovima u pre- i post- transplantacijskom periodu. Ishod transplantacija
moze biti ugrozen primjenom neodgovarajuce transfuzijske potpore, imunohematoloskih
posljedica zbog ABO-nepodudarnosti primatelja i davatelja, ali i zbog aloimunizacije na HLA-
antigene, imunosupresije i transfuzijom uvjetovane reakcije presatka prema primatelju, TA-
GVvHD (od engl. Trasnfusion associated grfat versus host disease,) te moguceg prijenosa
infekcije Citomegalovirusom (CMV) (62, 63).

Zbog Cinjenice da se ljudski leukocitni antigeni sustav nasljeduje neovisno od krvno grupnog
sustava, 40-50% svih alogenih TKMS provodi se usprkos ABO-imunoloskoj barijeri. Odnos
ABO-sustava davatelja i primatelja moze se svrstati u Cetiri kategorije. Prva je ABO-
podudarnost, a ostale tri vrste nepodudarnosti su velika, mala i velika/mala. Velika
nepodudarnost se javlja kada su davateljevi eritrociti, koji se nalaze u presatku, nepodudarni s
primateljevom plazmom. Mala nepodudarnost se javlja kada je davateljeva plazma
nepodudarna s eritrocitima primatelja. Kod velike i male nepodudarnosti javljaju se sve moguce

kombinacije nepodudarnosti (Tablica 5).

Tablica 5. Vrste nepodudarnosti

Krvna grupa Krvna grupa Krvna grupa Krvna grupa Krvna grupa Krvna grupa
primatelja davatelja primatelja davatelja primatelja davatelja
Velika nepodudarnost Mala nepodudarnost Velika/mala nepodudarnost
o A A o A B
o B B o B A
(o) AB AB o)
A AB AB A
B AB AB B

Zbog tih nepodudarnosti javljaju se ocekivane imunohematoloske posljedice.
Kod velike nepodudarnosti prva komplikacija je akutna hemoliza tijekom infuzije presatka, jer
presadak sadrzi inkompatibilne A- i B- antigene u odnosu na prisutne ABO-izohemaglutinine

primatelja. Rizik se povecava s transfuzijskim volumenom stanica i ovisno o vrsti presatka.
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Mati¢ne stanice prikupljene aferezom imaju najmanji volumen eritrocita (cca 20 ml), dok
mati¢ne stanice prikupljene iz koStane srzi i pupkovine imaju velik udio eritrocita (cca 350 mL)
I U tom je slucaju potrebno prije infuzije obraditi presadak kako bi se smanjio broj
inkompatibilnih eritrocita. Moguénost spre¢avanja akutne hemolize je i snizavanje razine ABO-
izohemaglutinina u primatelja plazmaferezom. Druga potencijalna komplikacija koja se moze
dogoditi nakon velike nepodudarnosti je retikulocitopenija koja se javlja u manje od 1% ili
PRCA (od engl. pure red cell aplasia) koja traje vise od 60 dana nakon transplantacije zbog
odsutnosti eritroidnih prekursora u koStanoj srzi. Nastaje zbog djelovanja ABO-
izohemaglutinina primatelja, koji suprimiraju erotropoezu djelujuci na eritroidne progenitorske
stanice, na kojima su ve¢ razvijeni ABH-antigeni. Nastaje u oko 20% slucajeva ABO
inkompatibilnih transplantacija. ABO-izohemaglutinini su proizvod B-limfocita i plazma-
stanica koje su prezivjele mijeloablaciju. Obi¢no, ABO-izohemaglutinini nakon transplantacije
bivaju prisutni do 60 dana, nekad i duze i do 120 dana, a u jednom sluéaju bili su prisutni i vise
od 600 dana (62, 63, 64).

Kod male nepodudarnosti moguca je i rana i kasna hemoliza primateljevih eritrocita tijekom te
7-10 dana nakon infuzije presatka. Nastaju zbog pasivnog prijenosa ABO-izohemaglutinina i
aktivnih limfocita B iz presatka koji dodatno proizvode ABO-izohemaglutinine (tzv. sindrom
putujucih limfocita). Rizik za ranu hemolizu se povecava s volumenom plazme u presatku, koji
je najvec¢i kod transplantacije mati¢nih stanica iz koStane srzi (cca 1000 ml) i razinom
izohemaglutinina te relativno malim volumenu krvi u primatelja. Rizik za kasnu hemolizu je
veci kod transplantacija mati¢nih stanica iz periferne krvi $to se objaSnjava i do deset puta ve¢im
brojem limfocita u presatku u odnosu na transplantaciju mati¢nih stanica iz kosStane srzi.
Potporna transfuzijska terapija je jedan od presudnih ¢imbenika za ishod transplantacije
krvotvornih mati¢nih stanica. Strategija transfuzijske terapije mora se zasnivati na tome da se
u obzir uzimaju ABO-krvne grupe primatelja i davatelja. Ona mora biti seroloski podudarna.
Kod velike nepodudarnosti tijekom prve faze (kemoterapija) transplantacije mati¢nih stanica
transfundiraju se krvni pripravci krvne grupe primatelja. Tijekom prihvaéanje transplantata
transfundiraju se koncentrati eritrocita krvne grupe primatelja, a koncentrati trombocita i
plazma krvne grupe davatelja. U trecoj fazi kada je doSlo do prihvacanja presatka i u cirkulaciji
nisu prisutni primateljevi ABO-izohemaglutinini, moraju se transfundirati krvni pripravci
davatelja mati¢nih stanica (29, 62-64).

Kod male nepodudarnosti, tijekom prve faze transplantacije mati¢nih stanica transfundiraju se
krvni pripravci krvne grupe davatelja. U drugoj fazi, tijekom prihvacanje transplantata,

transfundiraju se koncentrati eritrocita krvne grupe davatelja, a koncentrati trombocita i plazma
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krvne grupe primatelja. U treCoj fazi kada je doSlo do prihvacanja presatka (nestanak
primateljevih eritrocita) moraju se transfundirati krvni pripravci krvne grupe davatelja mati¢nih
stanica (29, 62-64).

Kod istovremeno velike i male nepodudarnosti moguce su sve komplikacije. U prvoj fazi
transplantacije mati¢nih stanica transfundiraju se krvni pripravci krvne grupe primatelja. U
drugoj fazi, tijekom prihvacanje transplantata, transfundiraju se koncentrati eritrocita krvne
grupe O, a koncentrati trombocita i plazma krvne grupe AB. U trecoj fazi, nakon nestanka
ABO-izohemaglutinina transfundiraju se koncentrati eritrocita krvne grupe davatelja, a
nestankom erirocita primatelja iz cirkulacije, transfundiraju se koncentrati trombocita i plazme

krvne grupe davatelja. (29, 62-64).

2.6. Ispitivanje titra ABO-izohemaglutinina

Kvantifikacija reaktivnosti specificnih ABO krvno grupnih antitijela je jedna od najtezih za
standardizaciju. Optimalne metode se joS uvijek ispituju i ne postoji opée prihvacena metoda
za kvantifikaciju reaktivnosti ABO-izohemaglutinina. Stoga su u primjeni razli¢ite metode. Od
primjene klasiéne metode direktne i indirektne agutinacije u epruveti, aglutinacije u
mikrokolonama, aglutinacije na mikroplo¢ama u automatiziranom sustavu pa do hemolizinskog
testa. Ovisno o primijenjenoj metodi rezultati testova variraju i teSko su usporedivi. Varijacije
u rezultatima mogu dosezati od tri do pet dilucijskih faktora. Svaka metoda pokazuje razli¢ite
detekcijske mogucénosti. Najcesce se koristi klasiéna metoda aglutinacije u epruveti. Od svih
laboratorijskih metoda ona je jedna od najtezih za standardizaciju pa su medu laboratorijske
razlike znacajne, a rezultati teze usporedivi u odnosu na rezultate dobivene istom metodom kao
i drugim metodama. Klasi¢na metoda u aglutinacije epruveti razlikuje se medu laboratorijima
u brojnim detaljima, ukljucujuci ispitivani uzorak, odabir medija za razrjedivanje, trajanje
inkubacije, parametre centrifugiranja, vrstu sulfidrilnog reagensa za uklanjanje IgM antitijela
iz plazme ili seruma, koriStenje poliklonskih ili monoklonskih antitijela za dokazivanje 1gG
razreda ABO-izohemaglutinina te kona¢no nacin tumacenja rezultata reakcije (22, 71,73).

Uslijed velikih varijacija u izvedbi javila se potreba za uspostavom metode koja bi bila opce
prihvacena. Prednosti nove metode trebale bi se ocitovati u kra¢em vremenu izvedbe ispitivanja
U odnosu na klasicnu metodu, jednostavnijem i egzaktnom protokolu te jasnijem i

konzistentnijem ocitavanju rezultata te boljoj reproducibilnost (66, 67, 73).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. ISPITANICI

Istrazivanje je provedeno na 1200 uzoraka krvi, dobrovoljnih davatelja krvi. Od 1200 uzoraka,
tri uzorka nisu bila obuhvacena ispitivanjem, zbog nedostatnog volumena. Sva ispitivanja su
provedena na populaciji DDK koji se odazivaju na akcije darivanja Hrvatskog zavod za
transfuzijsku medicinu i Hrvatskog crvenog kriza. Oni predstavljaju populaciju ljudi koji
nastanjuju Zagreb, Siru zagrebacku regiju 1 ostale Zupanije te Cine reprezentativan uzorak
pucanstva zemljopisnog porijekla iz cijele Hrvatske. Svi davatelji krvi hrvatski su drzavljani.
Odobrenje za ispitivanje dalo je Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveudilista u
Zagrebu i Eticko povjerenstva Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu.

Dobrovoljni davatelji krvi su populacija zdravih ljudi u dobi od 18 do 65 godina Kkoji
zadovoljavaju sve postavljene medicinske kriterije za darivanje krvi propisane u Preporukama
Vije¢a Europe. Davateljima starijim od 65 godina odobreno je darivanje krvi, temeljem
lije¢ni¢kog misljenja. Slu¢ajnim odabirom postali su dio ispitne skupine.

Putem informativnog pristanka, DDK su bili upoznati s njihovom ulogom u ispitivanju kao i sa
svrhom i ciljem ispitivanja. Njihov identitet bio je zaSti¢en na nacin, da su uzorci obiljezavani
isklju¢ivo identifikacijskim brojem donacije. Prije uzimanja uzoraka svaki davatelj krvi je
svojim potpisom dao pristanak za sudjelovanje u ispitivanjima.

Od 1200 uzoraka, 600 uzoraka uzeto je od zenskih DDK i 600 uzoraka od muSkih DDK s
ravnomjernom raspodjelom prema krvnim grupama O, A i B, tako da je broj uzoraka po krvnoj
grupi, spolu i godishjem dobi N=50.

Prema dobnim skupinama DDK su bili izdvojeni u skupine od 18 do 29 godina (N=356), od 30
do 39 godina (N=311), od 40 do 49 godina (N=268) od 50-59 godina (N=197) i vise od 60
godina (N=65) (Tablica 6).
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Tablica 6. Ispitanici prema spolu, dobi i krvnim grupama

DDK Spol Dob Krvne grupe
Z M Median A B 0
(N=1197) N=598 N=599 Z M N=399 N=400 N=398
36(18-69) 38 (18-66) 7IM 7/M 7/M
95%Cl 95%Cl
(34-37) (37-39)
Zima N=150 N=150 N=50/50 N=50/50 N=50/50
Proljece = N=150 N=150 N=50/50 N=50/50 N=50/50
Ljeto N=148 N=150 N=50/50 N=50/50 N=48/50
Jesen N=150 N=149 N=50/49 N=50/50 N=50/50

Uzorak krvi vaden je u biokemijsku epruvetu za dobivanje serumskog uzorka. Do izvodenja

testiranja uzorci su bili pohranjeni na -20° C. Volumen arhiviranog uzorka iznosio je 2x1ml.

Izdvojena skupina davatelja ispitana je na prisustvo krizne reaktivnosti ABO-izohemaglutinina
i respiratornih alergena. Radi iskljuc¢ivanja ¢imbenika iz seruma, koji bi mogli utjecati na laznu
reaktivnost, koristili su se eluati. Radi uspje$nog izdvajanja eluata skupina je bila izdvojena po
visini titra ABO-izohemaglutinina. 1zdvojeni su DDK s titrom >32. Zbog zahtjevnih i slozenih

postupaka ispitan je ograni¢en broj DDK. Ukupno je ispitan 41 DDK.

Radi mogu¢ih objaSnjenja utjecaja 1 drugih vanjskih c¢imbenika na razinu ABO-
izohemaglutinina, izdvojena skupina DDK anketirana je o moguéim hiperimunizacijskim
epizodama: primljenim transfuzijama, trudno¢ama, cijepljenjima i prehrambenim navikama te

alergijama.
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3.2. Metode
3.2.1. Odredivanje razine ABO-izohemaglutinina

Za odredivanje razine (titra) ABO-izohemaglutinina kod svih ispitanika koristila se metoda
mikroaglutinacije u gel kolonama, DiaMed standard technique.

Za dokazivanje IgM-razreda antitijela, kao i njihovog titra koristile su se mikrokolone
impregnirane fizioloskim medijem; "ID-Card NaCl, Enzyme Test and Cold Aglutination”,
proizvoda¢ Biorad (Slika 16). Uzorci su razrijedeni u dvostrukim serijskim razrjedenjima u
15M fizioloskoj otopini. U reakcijama su se koristili testni eritrociti koncentracije 0,8% krvnih
grupa Al, za dokazivanje anti-B izohemaglutinina i testni eritrociti krvne grupe B za
dokazivanje anti-A izohemaglutinina. U svaku kolonu dodano je 50uL pojedinog razrjedenja
seruma ispitanika i 50 pL testnih eritrocita. Nakon dodavanja reaktanata, mikrokartica s gel
kolonama se inkubirala 15 minuta na sobnoj temperaturi (+18°C do +25°) te nakon toga
centrifugirala 10 minuta - 1D Centrifuge 24S DiaMed.

Ocitavanje hemaglutinacijskih reakcija izvodilo se prema uputama proizvodaca mikrokolona

Biorad, kako je prikazano naslici 17.

Za dokazivanje IgG razreda antitijela, kao i njihovog titra Kkoristile su se mikrokolone
impregnirane s antitijelima specifi¢cnim za ljudski 1gG; "ID CardCoombs Anti-1gG",
proizvoda¢ Biorad (Slika 16). Uzorci su razrijedeni u dvostrukim serijskim razrjedenjima u
15M fiziolo$koj otopini. U reakcijama su se koristili testni eritrociti koncentracije 0,8%, krvne
grupe Al, za dokazivanje anti-B izohemaglutinina i testni eritrociti krvne grupe B za
dokazivanje anti-A izohemaglutinina. U svaku kolonu dodano je 25uL pojedinog razrjedenja
seruma ispitanika i 50 pL testnih eritrocita. Nakon dodavanja reaktanata mikrokartica s gel
kolonama se inkubirala 15 minuta na +37°C - Incubator 32 SIlI Diamed te nakon toga
centrifugirala 10 minuta - 1D Centrifuge 24S DiaMed.

Ocitavanje hemaglutinacijskih reakcija izvodilo se prema uputama proizvodaca mikrokolona
Biorad, kako je prikazano na slici 17.

Razina izohemaglutinina prikazana je kroz vrijednosti titra IgM- i 1gG- razreda antitijela. Titar
predstavlja recipro¢nu vrijednost razrjedenja seruma u kojem je hemaglutinacija jo§ prisutna,

odnosno vidljiva.
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3.2.2. Analiza kriZne reaktivnosti ABO-izohemaglutinina i alergena

Kod izdvojene skupine DDK (N=41) ispitan je uzorak eluata u kojem su se nalazili ABO-
izohemaglutinini, prethodno vezani te toplinski eluirani s A- ili B- eritrocitih antigena.
Prisutnost ABO-izohemaglutinina u eluatu je provjerena testom hemaglutinacije u
mikrokolonama za oba imunoglobulinska razreda.

Jedan uzorak bio je negativan, ocekivano, jer se radilo o krvnoj grupi AB, koja je koriStena kao
negativna kontrola.

KriZzna reaktivnost Cetiri grupe alergena s oba razreda ABO-izohemaglutinina odredena je u tri

ponavljanja, u razli¢itim vremenskim periodima.

Eluat je testiran optimiziranim in house imunoenzimskim testom na prisutnost krizne reakcije
s respiratornim alergenima (Tablica 7). Metodologija uklju¢uje vezanje procis¢enih alergenskih
ekstrakata (trave, korovi, stabla) na mikrotitarske plocice u karbonatnom puferu te dodavanje
u reakciju eluiranin ABO-izohemaglutinina. Spektometrijska detekcija prisutnih alergen-
specificnih  ABO-izohemaglutinina omoguéena je vezanjem specificnih antitijela (misje
antitijelo specificno za ljudsko IgM-antitijelo i misje antitijelo specificno za ljudsko IgG-
antitijelo), konjugiranih s enzimom peroksidazom iz hrena (od engl. horseradish peroxidase,
HRP) za Fc-krajeve IgM- ili 1gG- ABO-izohemaglutinina te nastanka enzimskog produkta
nakon reakcije s pojacivacima i tetrametilbenzidin supstratom (TMB). Spektrofotometrijska

detekcija izvodila se na valnim duzinama od 450 nm i 620 nm.

Tablica 7. Alergeni koriSteni u analizi krizne reaktivnosti

Naziv alergenskog ekstrakta konc. prot. MIX
mg/ml

Poa pratensis 1.3125 1-trave
Festuca elatior 2.25
Lolium perenne 1.3125

Anthoxanthum odoratum 2.4375 2-trave
Zea mays 1.375
Secale cereale 1.375

0.5 3-korovi
0.6875
1.875

Urtica dioica 1.4375 4-stabla
Corylus avellana 1.375
Betula verrucosa 0.5625
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Elucija ABO-izohemaglutinina razreda 1gG i IgM

Za odvajanje lgG-razreda ABO-izohemaglutinina iz seruma, serum se tretira s 0,01M
ditiotreitolom kojim se uklanja IgM-razred antitijela. U tako obradenom serumu ostaje samo
lgG-razred antitijela. Tako obraden serum spaja se s istim volumenom ABO-nepodudarnih
eritrocita i inkubira 90 minuta na +37-C. Na eritrocitne antigene vezat ¢e se kompatibilni ABO-
izohemaglutinini. Nakon trostrukog pranja u fiziolo§koj otopini i odvajanja supernatanta, na
talog se dodaje fizioloSka otopina u omjeru 1:1 prema ostatnom volumenu eritrocita i inkubira
10 minuta na 56°C. Poslije centrifugiranja na 3000 okretaja/3 minute odvaja se supernatant,
odnosno eluat u kojem se nalaze ABO-izohemaglutinini IgG-razreda.

Za odvajanje IgM-razreda ABO-izohemaglutinina iz seruma, serum se spaja s istim volumenom
ABO-nepodudarnih eritrocita i inkubira 30 minuta na sobnoj temperaturi. Na eritrocitne
antigene vezat ¢e se kompatibilni ABO-izohemaglutinini. Nakon trostrukog pranja u 15M
fizioloskoj otopini i odvajanja supernatanta, na talog se dodaje 15M fizioloSka otopina u omjeru
1:1 prema ostatnom volumenu eritrocita i inkubira 10 minuta na +56-C. Poslije centrifugiranja
na 3000 okretaja/3 minute odvaja se supernatant, odnosno eluat u kojem se nalaze ABO-

izohemaglutinini IgM-razreda.

In house imunoenzimski test - 10G

1. JaZice se obloze s 50 ul/jazici nativog antigena. Koncentracija pojedine grupe
antigena iznosi 1.8 ug/ml 0.1 M Na-carbonate, pH 9.6.

2. Oblozene mikroploce se preko no¢i drze na +4°C na platformi koja ih mijesa.
Sadrzaj jaZica se izbaci.

4. PovrSina jazica se ucvrsti s 100 ul/jazici pufera za blokiranje, mikroploce se preko
noci drze na +4°C na mijesalici.

5. Mikroploca se ispere s puferom za ispranje; 50 pl/jazici (vrijeme natapanja 15-30
sec.). Mikroploca se drZe zatvorene u plasticnim vrecama s desikatorom i suSe preko
noc¢i na +4°C.

6. U jazicu se doda 50 pl/jazici eluata, razrijedeni 1:10 u diluentu za razrjedivanje.
Mikroploce se inkubiraju 4h at +37°C, na mijeSalici.

7. Mikroploce se isperu s 150 ul/jazici s puferom za pranje, Sest puta (vrijeme natapanja
15-30 sec.)
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11.

12.

13.

14.

15.
16.

U jazicu se doda mi§je antitijelo specifi¢no za ljudsko IgG-antitijelo, 50 uL/jazici,
razrijedeno 1:16000 u diluentu za razrjedivanje. Mikroploca se inkubira 1h na +37°C,
na mijesalici.

Mikroploce se isperu 6 puta s puferom za ispranje, 150 ul/jazici (vrijeme natapanja 15-
30 sec.).

U jazicu se doda 50 ul/jazici pripremljen biotinil-tiramid. Mikroploca se inkubira 30
minuta na sobnoj temperaturi, na mijesalici.

Mikroploce se isperu 6 puta s puferom za pranje,150 ul/jazici (vrijeme natapanja 15-
30 sec.).

U jazicu se doda 50 ul/jazici streptavidin konjugiran s HRP-om. Mikroploca se
inkubira 30 minuta na sobnoj temperaturi, na mijesalici.

Mikroploce se isperu 6 puta s puferom za pranje,150 pl/jazici (vrijeme natapanja 15-
30 sec.).

U jaZicu se doda TMB supstrat 50ul/jazic, direktno iz hladnjaka.

Reakcija se zaustavlja nakon 10 min s 25 ul 1M solnom kiselinom.

Absorbancije se oCitavaju na 450 nm (ref: 620nm).

In house imunoenzimski test - IgM

Oblaganje jazica antigenima izvodi se kao 1 kod imunoenzimskog testa za
dokazivanje krizne reaktivnosti s IgG-antitijelima.

U jazicu se doda 50 ul/jazici eluata, razrijedeni 1:10 u diluentu za razrjedivanje.
Mikroploce se inkubiraju 4h na +37°C, na mijesalici.

Mikroploce se isperu s 150 pl/jazici s puferom za pranje, Sest puta (vrijeme
natapanja 15-30 sec.)

U jazicu se doda mi§je antitijelo specifi¢no za ljudsko IgM-antitijelo, 50 ul/jaZici,
razrijedeno 1:6000 u diluentu za razrjedivanje. Mikroploc¢a se inkubira 1h na sobnoj

temperaturi, na mijesalici.

. Mikroploce se isperu 6 puta s puferom za ispranje,150 pl/jazici (vrijeme natapanja

15-30 sec.).

U jazicu se doda 50 ul/jazici pripremljen biotinil-tyramid. Mikroploca se inkubira
30 minuta na sobnoj temperaturi, na mijesalici.

Mikroploce se isperu 6 puta s puferom za ispranje, 150 ul /jazici (vrijeme natapanja

15-30 sec.).
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8. U jazicu se doda 50 ul/jazici streptavidin konjugiran s HRP-om. Mikroploca se
inkubira 30 minuta na sobnoj temperaturi, na mijesalici.

9. Mikroploce se isperu 6 puta s puferom za pranje,150 ul/jazici (vrijeme natapanja 15-
30 sec.).

10. U jazicu se doda TMB supstrat 50ul/jazic, direktno iz hladnjaka.

11. Reakcija se zaustavlja nakon 10 min s 25 ul 1M solnom kiselinom.
Absorbancije se oc¢itavaju na 450 nm (ref: 620nm).
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3.3. STATISTICKA ANALIZA

3.3.1 Analiza razine ABO-izohemaglutinina prema kategorijama spol, dob, krvne grupe i

godiSnje dobi

U obradi podataka koristeni su alati deskriptivne i inferencijske statistike. Za opéi uvid u grupe
ispitanika svrstanih prema kategorijama koristio se tabli¢ni prikaz podataka.

Broj ispitanika prema kategorijama spol, krvne grupe i godiS$nje dobi izrazen je apsolutnom
frekvencijom, a dob medijanom i rasponom (Tablica 6). Vrijednosti razine ABO-
izohemaglutinina prikazani su medijanima, interkavrtilnim rangom te rasponom.

Za donosenje zakljucaka o dobivenim rezultatima, koristili su se statisticki testovi.

Rezultati unutar svih skupina nisu bili normalno distribuirani (Kolmogorov — Smirnovljev test
<0,05) pa se za usporedbu rezultata razine ABO-izohemglutinina u kategorijama krvna grupa i
spol koristio Mann-Whitney test, a u kategorijama dob i godi$nje dobi, radi usporedbe vise
skupina, koristio se Kruskal -Wallis test (76).

Kod usporedbe pojavnosti imunoglobulinskih razreda unutar pojedinih krvnih grupa koristio se
Spearmanov koeficijent korelacije te regresijska analiza (77).

Za sve testove razina znacajnosti zakljucivanja bila je 5% (<0,05).

3.3.2 Analiza krizne reaktivnosti ABO-izohemaglutinina i grupnih alegrena

Za op¢i uvid u rezultate koriSten je tablicni prikaz za pozitivne 1 negativne rezultate prema
imunoglobulonskim razredima i grupnim alergenima.

Rezultati su prikazani apsolutnom frekvencijom.

Pozitivni rezultati su definirani kao vrijednosti koje su vece od srednje vrijednosti ekstinicije
na ,,blank* pozicijama uvecane za dvije standardne devijacije.

Negativni rezultati su definirani kao vrijednosti koje su manje od srednje vrijednosti ekstinkcije

na ,,.blank* pozicijama uvecane za dvije standardne devijacije.
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4. REZULTATI

4.1. Karakteristike ABO-izohemaglutinina kod DDK prema krvnim grupama

4.1.1. Usporedba razine ABO-izohemaglutinina izmedu krvnih grupa Ai B

Usporedba razine oba imunoglobulinska razreda ABO-izohemaglitinina Mann-Whitneyevim

testom pokazala je postojanje statisticki znacajne razlike izmedu A i1 B krvne grupe za oba
razreda antitijela (P=0,006 IgM i P=0,0002 za IgG).

DDK krvne grupe B imaju visu razinu ABO-izohemaglutinina u usporedbi s krvnom grupom

A (Slike 18, 19).

Median hemaglutinacijskog titra IgM-razreda antitijela kod krvne grupe A je 32, a interkvartilni

raspon od 16 do 32, dok je kod krvne grupe B median 32 s interkvartilnim rasponom od 16 do

64 i rangom od 0 do1024 u oba slucaja.

Median hemaglutinacijskog titra IgG-razreda antitijela kod krvne grupe A je 16, a interkvartilni

raspon od 4 do 32 te rang od 0 do 512, dok je kod krvne grupe B median takoder 16, a

interkvartilni raspon od 8 do 32 i rang od 0 do1024.
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Slika 18. Usporedba razine IgM-imunoglobulinskog
razreda kod KG AiB
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Slika 19. Usporedba razine 1gG-imunoglobulinskog
razreda kod KG AiB
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4.1.2. Usporedba razine ABO-izohemaglutinina izmedu krvnih grupa O i A i krvnih

grupaOiB

Usporedba razine oba razreda ABO-izohemaglutinina Mann-Whitneyevim testom pokazala je
postojanje statisti¢ki znacajne razlike izmedu krvnih grupa O i A te krvnih grupa O i B, za
oba razreda antitijela (P<0,0001 IgM i P<0,0001 za IgG).

Krvna grupa O ima statisti¢ki znacajno viSu razinu ABO-izohemaglutinina za oba razreda

antitijela u usporedbi s krvnom grupom A, kao i s krvnom grupom B (Slike 20, 21, 22, 23).

Median hemaglutinacijskog titra anti-B IgM-razreda ABO-izohemaglutinina kod krvne grupe
O je 64, a interkvartilni raspon 32-128 i rang od 1 do 4096, dok je kod krvne grupe A median
32 s interkvartilnim rasponom od 16 do 32 i rangom od 0 do1024.

Median hemaglutinacijskog titra anti-B 1gG-razreda ABO-izohemaglutinina kod krvne grupe
O je 64, a interkvartilni raspon od 32 do 128, raspon od 0 do 2048, dok je kod krvne grupe A
median 16 s interkvartilnim rasponom od 4 do 32 i rangom od 0 do 512.

Median hemaglutinacijskog titra anti-A IgM-razreda ABO-izohemaglutinina kod krvne grupe
O je 64, a interkvartilni raspon od 32 do 128 i rang od 0 do 4096, dok je kod krvne grupe B
median 32 s interkvartilnim rasponom od 16 do 64 i rangom od 0 do1024.

Median hemaglutinacijskog titra anti-A 1gG-razreda ABO-izohemaglutinina kod krvne grupe
O je 128, a interkvartilni raspon od 64 do 256 te rang od 0 do 2048, dok je kod krvne grupe B
median 16 s interkvartilnim rasponom od 8 do 32 i rangom od 0 do 1024.
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Slika 20. Usporedba razine IgM-imunoglobulinskog Slika 21. Usporedba razine 1gG-imunoglobulinskog
razreda kod KGO i A razreda kod KGO i A
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Slika 22. Usporedba razine IgM-imunoglobulinskog Slika 23. Usporedba razine 1gG-imunoglobulinskog
razreda kod KGO iB razreda kod KGO i B

4.1.3. Usporedba razine anti-A i anti-B izohemaglutinina kod krvne grupe O

Usporedba razine IgM-razreda anti-A i anti-B izohemaglitinina kod krvne grupe O, Mann-
Whitneyevim testom, pokazala je da nema statisti¢ki znacajne razlike (P=0,998).
Usporedba razine IgG-razreda anti-A i anti-B izohemaglitinina kod krvne grupe O, Mann-
Whitneyevim testom, pokazala je da postoji statisticki zna¢ajna razlika (P=0,002).
Median hemaglutinacijskog titra za anti-A 1gG-razred ABO-izohemaglutinina iznosi 128 s
interkvartilnim rasponom od 64 do 256 i rangom od 0 do 2048, a za anti-B lgG-razred
ABO-izohemaglutinina medijan iznosi 64 s interkvartilnim rasponom od 32 do 128 i
rangom od 0 do 2048 (Slike 24,25).
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Slika 24. Usporedba razine IgM Anti-A i Anti-B kod KG O  Slika 25. Usporedba razine 1gG Anti-A i Anti-B kod KG O
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4.1.4. Usporedba imunoglobulinskih razreda kod krvne grupe O

Usporedba imunoglobulinskih razreda 1gG i IgM ABO-izohemaglutinina kod krvne grupe O
Mann-Whitneyevim testom pokazala je postojanje statisticki znacajne razlike (P<0,0001).
Razina imunoglobulinskog razreda IgG je znacajno visa u odnosu na razinu IgM-razreda.
Median hemaglutinacijskog titra za IgM-razred iznosi 64 s interkvartilnim rasponom od 32
do 128 i rasponom od 0 do 4096, a za lgG-razred medijan iznosi 128 s interkvartilnim
rasponom od 32 do 256 i rangom od 0 do 2048 (Slika 26).

4500}
40001
35001
30001
25001
2000} - ———
1500}
1000 — —
5001 e——

ob = é

IgMO 1gGO

Slika 26. Usporedba razine 1gG- i IgM- imunoglobulinskih razreda kod KG O

4.1.5. Usporedba imunoglobulinskih razreda kod krvne grupe A

Usporedba imunoglobulinskih razreda 1gG i IgM ABO-izohemaglutinina kod krvne grupe A
Mann-Whitneyevim testom pokazala je postojanje statisticki znacajne razlike (P<0,0001).
Razina imunoglobulinskog razreda IgM je znacajno visa u odnosu na razinu 1gG-razreda (Slika
27).

Median hemaglutinacijskog titra za IgM-razred iznosi 32 s interkvartilnim rasponom od 16
do 32 i rasponom od 0 do 1024, a za lgG-razred medijan iznosi 16 s interkvartilnim
rasponom od 4 do 32 i rangom od 0 do 512.
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Slika 27. Usporedba razine 1gG- i IgM- imunoglobulinskih razreda kod KG A

4.1.6. Usporedba imunoglobulinskih razreda kod krvne grupe B

Usporedba imunoglobulinskih razreda 1gG i IgM ABO-izohemaglutinina kod krvne grupe B
Mann-Whitneyevim testom pokazala je postojanje statisticki znacajne razlike (P<0,0001).
Razina imunoglobulinskog razreda IgM je znacajno visa u odnosu na razinu 1gG-razreda (Slika
28).

Median za hemaglutinacijski titar IgM-razreda iznosi 32 s interkvartilnim rasponom od 16
do 64 i rasponom od 0 do 1024, a za lgG-razred medijan iznosi 16 s interkvartilnim

rasponom od 8 do 32 i rasponom od 0 do 1024.

1200}
1000 i i

800

600 -

-
400
NS EESER RN L]
200
0 e ———
IgMB I9GB

Slika 28. Usporedba razine 1gG- i IgM- imunoglobulinskih razreda kod KG B

60



4.1.7. Korelacijska usporedba imunoglobulinskih razreda ABO-izohemaglutinina

unutar krvnih grupa

Spermanov koeficijent korelacije pokazao je vrlo dobru povezanost kretanja razine
imunoglobulinskih razreda, kod svih krvnih grupa (Tablice 8, 9, 10).

Regresijska analiza prikazana je regresijskom jednadzbom uz koeficijent determinacije (Slike
29, 30, 31).

Kod krvne grupe O, za razliku od krvnih grupa A i B, povezanost se ne moze objasniti
matematickim modelom jer je koeficijent determinacije nizak, r?=0,24. Linearnom porastu
jedne varijable (IgM) odgovara porast druge varijable (IgG), ali je vrijednost jedne varijable
povezana s viSe vrijednosti druge varijable.

Kod krvnih grupa A i B r?=0,68 i 0,69.

Tablica 8 . Korelacijska usporedba IgM i 1gG razreda kod krvne grupe O

N 796
Spearmanov koeficijent 0,701(95% CI 0,664 to 0,734)
korelacije
P<0,001
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Slika. 29 Linearna regresija IgM vs. 19gG kod krvne grupe O
y = 104,0277 + 0,3748 x), r=0,24
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Tablica 9. Korelacijska usporedba IgM i IgG razreda kod krvne grupe A

N 399
Spearmanov koeficijent 0,755 (95% CI 0,710 to 0,794)
korelacije
P<0,001
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Slika 30. Linearna regresija IgM vs. 1gG kod krvne grupe A
(y = 3,6621 + 0,4409 x), r>=0,68

Tablica 10. Korelacijska usporedba IgM i 1gG razreda kod krvne grupe B

N 400
Spearmanov koeficijent 0,758 (95% CI 0,713 t0 0,797)
korelacije
P<0,001
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Slika 31. Linearna regresija IgM vs. IgG kod krvne grupe B
(y =-3,2398 + 0,7034 x), r?=0,69)
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4.2. Karakteristike ABO-izohemaglutinina kod DDK prema spolu i krvnim grupama

4.2.1. Usporedba razine ABO-izohemaglutinina prema spolu kod DDK krvne grupe O

Usporedba razine IgM- i IgG- razreda ABO-izohemaglutinina Mann-Whitneyevim testom
pokazala je postojanje statisticki znacajne razlike izmedu muskih i Zzenskih DDK (P<0,0001
IgM i P=0,0005 IgG), kod krvne grupe O. DDK krvne grupe O zenskog spola imaju viSu razinu
IgM- i 1gG- ABO-izohemaglutinina u usporedbi s DDK krvne grupe O muskog spola (Slike
32, 33).

Median hemaglutinacijskog titra za IgM-razred kod muskaraca iznosi 64 s interkvartilnim
rasponom od 32 do 128 i rasponom od 1 do 4096, kod Zena medijan iznosi 64 s
interkvartilnim rasponom od 32 do 256 i rasponom od 0 do 4096.

Median hemaglutinacijskog titra za 1gG-razred kod muskaraca iznosi 64 s interkvartilnim
rasponom od 32 do 128 i rasponom od 1 do 2048, kod Zena medijan iznosi 128 s
interkvartilnim rasponom od 64 do 256 i rasponom od 0 do 2048.
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Slika 32. Usporedba razine IlgM-imunoglobulinskog Slika 33. Usporedba razine 1gG-imunoglobulinskog
razreda muskarci vs. Zene kod KG O razreda muskarci vs. zene kod KG O

4.2.2. Usporedba razine ABO-izohemaglutinina prema spolu kod DDK krvne grupe A

Usporedba razine IgM- i IgG- razreda ABO-izohemaglutinina Mann-Whitneyevim testom
pokazala je postojanje statisticki znacajne razlike izmedu muskih i Zenskih DDK (P<0,0001
IgM 1 P<0,001 1gG) kod krvne grupe A. DDK krvne grupe A Zenskog spola imaju visu razinu
IgM- i 1gG- ABO-izohemaglutinina u usporedbi s DDK krvne grupe A muskog spola (Slike
34, 35).
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Median hemaglutinacijskog titra za IgM-razred kod muskaraca iznosi 16 s interkvartilnim
rasponom od 8 do 32 i rasponom od 0 do 256, kod zena medijan iznosi 32 s interkvartilnim
rasponom od 16 do 64 i rasponom od 0 do 1024.

Median hemaglutinacijskog titra za 1gG-razred kod muskaraca iznosi 8 s interkvartilnim
rasponom od 4 do 16 i rasponom od 0 do 256, kod zena medijan iznosi 16 s interkvartilnim

rasponom od 8 do 32 i rasponom od 0 do 512.
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Slika 34. Usporedba razine IgM-imunoglobulinskog Slika 35. Usporedba razine 1gG-imunoglobulinskog
razreda muskarci vs. Zene kod KG A razreda muskarci vs. zene kod KG A

4.2.3 Usporedba razine ABO-izohemaglutinina prema spolu kod DDK krvne grupe B

Usporedba razine IgM i IgG razreda ABO-izohemaglutinina Mann-Whitneyevim testom
pokazala je da nema statisticki znacajne razlike izmedu muskih i zenskih DDK (P=0,148 IgM
i P=0,085 IgG) kod krvne grupe B (Slike 36, 37).

Median za IgM kod muskaraca iznosi 32 s interkvartilnim rasponom od 16 do 64 i
rasponom od 0 do 1024, kod zena medijan iznosi 32 s interkvartilnim rasponom od 16 do
64 i rasponom od 0 do 512.

Median za IgG kod muskaraca iznosi 16 s interkvartilnim rasponom od 8 do 32 i rasponom
0d 0 do 1024, kod zena medijan iznosi 16 s interkvartilnim rasponom od 8 do 32 i rasponom

od 0 do 256.
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Slika 36. Usporedba razine IgM- imunoglobulinskog
razreda muskarci vs. Zene kod KG B

4.3. Usporedba razine ABO-izohemaglutinina kod trudnica
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Slika 37. Usporedba razine 1gG- imunoglobulinskog
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razreda muskarci vs. Zene kod KG B

U izdvojenoj skupini DDK (N=41), ¢iji uzorci su se koristili u ispitivanju krizne reaktivnosti s

respiratornim alergenima, neki od DDK iz te skupine imali su jako izrazen titar ABO-

izohemaglutinina. Uzimanje anamnesti¢kih podataka o imunizacijskim epizodama izdvojile su

DDK Zene s trudno¢ama u anamnezi.

Usporedbom razine IgM- i IgG- razreda ABO-izohemaglutinina kod trudnica Kruskal-

Wallisovim testom, pokazala je da nema statisti¢ki znacajne razlike za IgM- razred antitijela s

obzirom na broj trudnoc¢a, a da za IgG- razred antitijela postoji statisticki znacajna razlika

izmedu multipara i nulipara (P=0,176 IgM i P=0,028 IgG) (Tablica 11, 12, Slike 38, 39).

Tablica 11. Kruskal-Wallis test za IgM

TRUDNOCE IgM
N 23
1 1 trudnoca
2 2 i viSe trudnoca
3 bez trudnoce
Test P=0,176
3,12
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Slika 38. Usporedba razine IgM-imunoglobulinskog razreda kod trudnica

Tablica 12. Kruskal-Wallis test za 1gG.

TRUDNOCE IgG
N 23
1 1 trudnoca
2
3

2 1 viSe trudnoca

bez trudnoce
Test P= 0,028
6,97

Posthocanaliza N Average Rank Razlika

<0,05

1 - trudnoca 6 10,83
2 - viSe trudno¢a 12 15,17 (3)
3 - bez trudnoce 5 580 (2)
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Slika 39. Usporedba razine 1gG-imunoglobulinskog razreda kod trudnica
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Prema izrazenom titru u toj skupini ispitanika izdvojila su se dva muSka DDK. Prema

anamnestickim podacima u prehrani su koristili domace neobradene mlijecne proizvode.

Njihovi titrovi su se kretali u rangu za IgM od 512 do 4096, a za 1gG od 256 do 4096.

Nekih drugih imunizacijskih epizoda, kao Sto su cijepljenje ili transfuzije u toj skupini

ispitanika nije bilo.

4.4. Karakteristike ABO-izohemaglutinina kod DDK prema dobnim skupinama

Usporedba razine IgM- i IgG- razreda ABO-izohemaglutinina Kruskal-Walisovim testom

pokazala je da nema statistiCki znacajne razlike u razini oba razreda ABO-izohemaglutinina

prema dobnim skupinama (P=0,173 IgM i P=0,149 1gG) (Tablica 13, 14, Slike 40, 41).

Tablica 13. Kruskal-Wallis test za IgM

DOB IgM prosjecne
vrijednosti rangova
N 1197
(1) 18-29 356 (30%) 605,77
(2) 30-39 311 (26%) 624,26
(3) 40-49 268 (22%) 567,29
(4) 50-59 197(16%) 609,03
(5) =60 65 (6%) 538,30
Test P=0,173
6,11
Tablica 14. Kruskal-Wallis test za 1gG
DOB IgM prosjecne
vrijednosti rangova
N 1197
(1) 18-29 356 (30%) 567,66
(2) 30-39 311 (26%) 624,89
(3) 40-49 268 (22%) 594,27
(4) 50-59 197(16%) 622,64
(5) =60 65 (6%) 555,20
Test P =0,149
6,62
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Slika 40. Usporedba razine IgM-imunoglobulinskog Slika 41. Usporedba razine IgG-imunoglobulinskog
razreda prema dobi razreda prema dobi

4.5. Karakteristike ABO-izohemaglutinina kod DDK prema dobnim skupinama i spolu

Usporedba razine IgM- i IgG- razreda ABO-izohemaglutinina prema dobnim skupinama kod
muskaraca, pokazala je Kruskal-Walisovim testom je da nema statisti¢ki znacajne razlike
(P=0,198 IgM i P=0,529 1gG) (Tablica 15, Slika 42, 43).

Usporedba razine IgM- i IgG- razreda ABO izohemaglitinina prema dobi kod Zena pokazala je
Kruskal-Walisovim testom postojanje statisticki znacajne razlike kod 1gG- razreda ABO-
izohemaglutinina prema dobi (P=0,009). Razina IgG- razreda ABO-izohemaglutinina zna¢ajno
je veca u dobnoj skupini 30-39 u odnosu na dobne skupine 18-29, 50-59 i >60. Kod IgM-
razreda nije bilo statisti¢ki znacajne razlike s obzirom na dob (P=0,129) (Tablica 16, Slika 44,
45).

Tablica 15. Kruskal-Wallis test za IgM i 1gG -muskarci

DOB/MUSKARCI IgM prosjecne
vrijednosti rangova

N 798
(1) 18-29 218 427,70
(2) 30-39 231 426,99
(3) 40-49 216 389,78
(4) 50-59 117 426,80
(5) =60 26 357,95
Test P=0,198

5,78
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DOB/MUSKARCI IgG prosje¢ne
vrijednosti rangova
N 798
(1) 18-29 218 398,53
(2) 30-39 231 424,60
(3) 40-49 216 408,79
(4) 50-59 117 437,37
(5) =60 26 385,17
3,11
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Slika 42. Usporedba razine IlgM-imunoglobulinskog
razreda prema dobi kod muskarca
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Slika 43. Usporedba razine 1gG-imunoglobulinskog
razreda prema dobi kod muskaraca

Tablical6. Kruskal-Wallis test za IgM i 1gG-Zene

DOB/ZENE IgM prosjecne
vrijednosti rangova
N 797
(1) 18-29 298 308,88
(2) 30-39 190 348,56
(3) 40-49 171 337,93
(4) 50-59 69 314,58
(5) =60 69 306,91
Test P=0,129
5,54
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DOB/ZENE IgG prosjecne

vrijednosti rangova

N 797

(1) 18-29 298 338,28

(2) 30-39 190 391,49

(3) 40-49 171 360,10

(4) 50-59 69 306,91

(5) =60 69 306,91

Test P =0,009

12,94
N  Average R Razlika

(1) 18-29 298
(2) 30-39 190
(3) 40-49 171
(4) 50-59 69
(5) =60 69

2500}
2000 |
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1000 - == =

500 -

ank  <0,05
338,28 (2)

391,49 (1)(4)(5)
360,10

306,91 (2)
306,91 (2)
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Slika 44. Usporedba razine IgM-imunoglobulinskog

razreda prema dobi kod Zena

Post hoc analiza

4500
4000 =
3500
3000
2500 -
2000 - A
1500 |-
1000 |- - -
500 - - - m=n
of B 5 = afe e
1 2 3
dob

4

5

Slika 45. Usporedba razine IgG-imunoglobulinskog

razreda prema dobi kod Zena
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4.6. Karakteristike ABO-izohemaglutinina kod DDK prema godi$njim dobima

Usporedba razine IgM- i IgG- razreda ABO-izohemaglutinina Kruskal-Walisovim testom

pokazala je da nema statisticki znacajne razlike u razini oba razreda ABO-izohemaglutinina s

obzirom na utjecaj godi$njih doba (P=0,410 IgM i P=0,098 IgG) (Tablica 17, Slika 46, 47).

Tablica 17. Kruskal-Wallis test za IgM 1 19G

GODISNJA DOBA IgM prosjecne
vrijednosti rangova
N 797
(1) proljece 400 811,27
(2) jesen 398 765,67
(3) zima 400 801,33
(4) ljeto 397 813,68
Test P=0,410
2,77
GODISNJA DOBA lgG prosjeéne
vrijednosti rangova
N 797
(1) proljece 400 821,63
(2) jesen 398 748,64
(3) zima 400 811,63
(4) ljeto 397 807,99
Test P =0,098
6,16
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Slika 46. Usporedba razine 1gG-imunoglobulinskog
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Slika 47. Usporedba razine IgM-imunoglobulinskog
razreda prema godi$njim dobima
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4.7. Rezultati analize kriZne reaktivnosti IgM- i 1gG- razreda ABO-izohemaglutinina s

grupnim alergenima trava (mjesavina 1 i 2), korova (mjeSavina 3) i stabala (mjeSavina 4).

U tablicama 18 i 19 prikazani su rezultati analize krizne reaktivnosti IgM- i 1gG- antitijela i
pojedina¢nih grupnih alergena.

Grani¢na vrijednost koja ¢ini distinkciju pozitivnhog i negativnog rezultata je vrijednost
odredena iz srednjih vrijednosti ekstincija za ,,blank* (jaZice bez eluata) i dvostruke standardne
devijacije tih vrijednosti.

Pozitivni uzorci su uzorci ¢ija je reaktivnost veca od grani¢ne vrijednosti u sva tri testa.
Negativni uzorci su uzorci ¢ija reaktivnsot je manja od grani¢ne vrijednosti u sva tri testa.
Nejasni rezultati podrazumijevaju ocitu diskrepancu jednog od tri rezultata.

Greske su situacije koje se dovode u vezu s greSkama u pipetiranju u bilo kojoj fazi testa. Takve

okolnosti dovode do izrazito slabih reaktivnosti u odnosu na ostala dva rezultata.

Tablica 18. Rezultati analize krizne reaktivnosti [gM-antitijela i pojedinacnih grupnih alergena

IgM ‘ Pozitivni ‘ Negativni Nejasni Greska

Trave, mjesavina 1 37 2 2 0

Trave, mjeSavina 2

27 1 11 2
59 0 7 1

Stabla, mjeSavina 4

Tablica 19. Rezultati analize krizne reaktivnosti IgG-antitijela i pojedina¢nih grupnih alergena

IgG ‘ Pozitivni ‘ Negativni Nejasni Greska
Trave, mjesavina 1 32 0 9 0
Trave, mjeSavina 2 27 4 10 0
Stabla, mjesavina 4 38 3 0 0
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5. RASPRAVA

U ovom radu ispitano je 1197 DDK sa svrhom razumijevanja koje osobe prema ABH-
antigenom statusu i koje kategorije te njihove kombinacije nose znacajan rizik od klinicki
znacajnog titra ABO-izohemaglutinina. U ispitivanju su obuhvacena oba spola, dobne skupine
od 18 do 65 godina, svi godiSnji periodi i krvne grupe iz sustava ABO.

Radi razumijevanja utjecaja pojedinih kategorija na aktivnost i razinu ABO-izohemaglutinina

ovaj rad je obuhvatio razliCite aspekte.

Usporedba razine IgM- i IgG- imunoglobulinskih razreda ABO-izohemaglutinina, u ovom
radu, pokazala je postojanje statisticki znacajne razlike izmedu krvne grupe A i B, za oba
imunoglobulinska razreda (P=0,006 IgM i P=0,0002 za IgG). DDK krvne grupe B imaju visu
razinu ABO-izohemaglutinina u usporedbi s krvnom grupom A.

Krvna grupa O ima statisticki znacajno viSu razinu ABO-izohemaglutinina za oba
imunoglobulinska razreda (P<0,001 IgM i P<0,001 za IgG) u usporedbi s krvnom grupom A,
kao i s krvnom grupom B (P<0,001 IgM i P<0,001 za IgG).

Rezultati titra i medusobnih odnosa ABO-izohemaglutinina prema krvnim grupama dobiveni
na reprezentativnom uzorku populacije DDK odgovaraju podacima iz literature. Prema Anstee
i Kleinu raspon titra za anti-A iznosi od 8 do 2048, a za anti-B od 8 do 256, a prema Fungu od
4 do 2048 (29) (30). Romphruk (54) je u svom radu objavio raspone u titru kod krvne grupe O
od 4 do 1024. Bazioglu (74) je ispitao 70 DDK krvne grupe O. Median za anti-A iznosio je 64
s rasponom od 2 do1024, dok je za anti-B iznosio 32 s rasponom od 2 do 256. Sli¢ne rezultate
su dobili Quillen i suradnici (44). Karafin (75) je objavio (N=620) da je median titra kod krvne
grupe O za anti-A 128 s rasponom od 1 do1028, a za anti-B 32 s rasponom od 4 do1024.

Ova skupina rezultata je sli¢na rezultatima dobivenim ovim istraZivanjem.

Usporedujuci dobivene rezultate titrova s rezultatima Cooling 1 sur. (46) opaza se razlika u
medijanima. Medijani hemaglutinacisjkih titrova ABO-izohemaglutinina, svih krvnih grupa, iz
ovog rada bili su visi za 1-2 razrjedenja. Dobiveni rasponi titrova ABO-izohemaglutinina za
oba imunoglobulinska razreda i kod svih krvnih grupa, znatno su visi u ovom radu, u odnosu
na raspone iz Coolingine studiju. Bitne razlike u rasponima su vjerojatno rezultat malog uzorka

N=25 za A krvnu grupu, N=26 za B krvnu grupu te N=124 za krvnu grupu O.
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Usporedba razine IgM- imunoglobulinskih razreda anti-A i anti-B izohemaglutinina unutar
krvne grupe O, pokazala je da nema statisticki znacajne razlike P=0,998.

Usporedba razine IgG- imunoglobulinskih razreda anti-A i anti-B izohemaglutinina unutar
krvne grupe O, pokazala postojanje statisticki znacajne razlike P=0,002.

Razina anti-A antitijela IgG-razreda je znacajno veca od razine anti-B antitijela kod krvne grupe
O, kao $to je i kod krvne grupe B visa razina anti-A izohemaglutinina u usporedbi s anti -B
antitijelima kod krvne grupe A. Moguce objasnjenje lezi u ¢eScoj prisutnosti A supstance u
okolini (2), kao na primjer, supstanca slicna A antigenu prisutna je u mnogim cjepivima (10).
Rezultati razine IgM- i 1gG- imunoglobulinskih razreda iz ovog rada, unutar krvne grupe O,
pokazali su postojanje statisticki znacajne razlike P<0,0001. Razina imunoglobulinskog razreda
IgG je znacajno visa u odnosu na razinu IgM.

Kay i Locke smatraju da osobe krvne grupe O proizvode IgG antitijela ¢e$c¢e od ostalih, zbog
veceg antigenog dispariteta izmedu krvne grupe O 1 krvnih grupa A ili B, nego §to je to
disparitet izmedu krvne grupe A i krvne grupe B. Tako nastaje class swiching i proizvodnja
IgG-razreda antitijela u puno ve¢oj mjeri nego kod A i B krvne grupe.

IgG-razred ABO-izohemaglutinina utvrden je u radu Stussi i sur. kod 89% osoba s krvnom
grupom O, dok je kod krvne grupe A i kod krvne grupe B taj razred zastupljen u puno manjoj
mjeri, sa 4% i 14% (25).

Rezultati iz ovog rada pokazuju da je 1gG-razred o¢ekivano prisutan u visokom postotku, kod
krvne grupe O (99,87%), ali isto vrijedi i za krvne grupe A (96,2%) i B (99,5%). Ti se rezultati
razlikuju od literaturnih podataka (25), a moguci razlog tome mogu biti vanjski ¢imbenici ili

razlika u detekcijskom kapacitetu koristenih metoda.

Koeficijent korelacije (rho=0,70) ukazuje na vrlo dobru linearnu povezanost kretanja oba
razreda antitijela kod krvne grupe O, ali jadina povezanosti je slaba, r?=0,24. To zna¢i, da se
regresijska jednadzba kao analitiCki izraz koji u smislu prosjeka opisuje odnos izmedu
vrijednosti titrova oba razreda izohemaglutinina, odnosi samo na 24% rezultata. U tom pogledu,
regresijska jednadzba nece posluZziti predvidanju razine antitijela jednog razreda uz poznatu
vrijednost drugog razreda antitijela.

Taj podatak je bitan za donosenje odluke o opsegu ispitivanja ABO-izohemaglutinina prilikom
pretrazivanja davatelja u prijetransfuzijskom ispitivanju. Rezultati iz ovog rada potvrduju da se
u osoba krvne grupe O moraju ispitati razine oba imunoglobulinska razreda.

Kod krvnih grupa A i B, usporedbom razina imunoglobulinskih razreda 1gG i IgM, u ovom

radu, dokazana je statisticki znacajna razlika P<0,0001. Suprotno od krvne grupe O, razina
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IgM-razreda antitijela je znacajno visa u odnosu na razinu 1gG-razreda, kod obje krvne grupe.
Koeficijenti korelacija (rho=0,75 i 0,76) ukazuju na vrlo dobru linearnu povezanost oba
razreda. Jadina povezanosti je jako dobra, 1?=0,68 i 0,69, §to zna¢i da se regresijska jednadzba
odnosi na skoro 70% rezultata te da bi se titar jednog razreda mogu predvidjeti temeljem

regresijske jednadzbe uz poznatu vrijednost titra drugog razreda.

Usporedba razine IgM- i 1IgG- imunoglobulinskih razreda ABO-izohemaglutinina prema spolu,
u ovom istrazivanju pokazala je postojanje statistiCki znacajne razlike izmedu muskih i zenskih
DDK kod krvnih grupa O i A (P<0,001 IgM i P<0,001 IgG). DDK Zenskog spola imaju visu
razinu oba imunoglobulinska razreda ABO-izohemaglutinina u usporedbi s DDK muskog
spola, dok je kod krvne grupe B usporedba razine IgM- i 1gG- razreda ABO- izohemaglutinina
pokazala da nema statisticki znacajne razlike prema spolu (P=0,148 IgM i P=0,085 IgG).
Rezultati kod krvnih grupa O 1 A su ocekivani, jer su Zene u imunizacijskom smislu vise
optereéene, prvenstveno zbog trudnoca i drugih imunizacijskih epizoda kao $to su pobacaji i
amniocenteze. Kod krvne grupe B izostanak razlike mogao bi se objasniti s moguc¢e manjim
brojem DDK Zenskog spola s imunizacijskim epizodama u anamnezi.

Usporedujuéi razinu ABO-izohemaglutinina medu davateljicama s trudno¢om/ama u anamnezi
i bez nje dokazana je statisticki znacajna razlika izmedu multipara i nulipara za IgG-razred
antitijela (P =0,029). Za IgM-razred ABO-izohemaglutinina nije dokazana statisticki znacajna
razlika (P=0,176). Ova statisticka analiza radena je na uzorku zenskih DDK iz izdvojene
skupine DDK.

Dobiveni rezultati potvrduju da imunizacijske epizode u obliku trudnoce poticu sekundarni
imunoloski odgovor i produkciju IgG razred antitijela (69).

Ispitivanja Tendulkara (72) pokazala su statisti¢ki zna¢ajnu razliku medu spolovima i prema
dobi. Kod Zena u dobi vecoj od 40 godina primjecuje se trend porasta razine izohemaglutinina,
Sto se povezuje s brojem trudnoca. Razliku prema spolu dokazao je i Denomme (69) na
brazilskoj populaciji. Suprotno, Sood i suradnici (70) u svojoj studiji nisu dokazali povezanost
spola i razine izohemaglutinina (p=0,215), kao $to to nije dokazao niti Rieben (28). Raznolikost
u dobivenim rezultatima moguce su posljedica ili slabije reprezentativnosti uzoraka ili utjecaj

etniciteta i vanjskih ¢imbenika.

Usporedba razine IgM- i 1gG- razreda ABO-izohemaglutinina prema dobnim skupinama, u
ovom istrazivanju nije pokazala statisticki znacajnu razliku u razini oba razreda ABO-
izohemaglutinina (P=0,173 IgM i P=0,149 1gG).
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Kada se utjecaj dobi analizirao prema spolu, tada je uo¢ena razlika u IgG-razredu antitijela kod
zena (P=0,009). Zene u dobnoj skupini 30-39 imaju statisti¢ki znagajno visi titar u odnosu na
dobne skupine 18-29, 50-59 i >60. Izmedu dobnih skupina 30-39 i 40-49 nema statistic¢ki
znacajne razlike. U muSkaraca nije uocena razlika niti u jednoj dobnoj skupini, za oba razreda
ABO-izohemaglutinina (P=0,149 i P=0,529).

Ocito je da je kod muskih DDK imunoloski sustav jednako aktivan u svim dobnim skupinama,
a kod zenskih DDK srednje dobi do izrazaja dolazi imunizacijsko opterecenje trudnocama.

De Franca je u svom radu dokazao da titar ABO-izohemaglutinina pada s dobi te da je titar kod
muskih DDK znatno nizi u dobi iznad 50 godina u odnosu na mlade dobne skupine muskih
DDK. (22) Bazioglu je pokazao da dob u grckoj populaciji DDK nije diferencijalni ¢cimbenik
u razini titra ABO-izohemaglutinina (74). Raznolike rezultate razina ABO-izohemaglutinina
prema dobi navodi i Fung (30).

Zbog svojih karakteristika, transfuzija krvnih pripravaka usporediva je s transplantacijom tkiva
u malom. U taj koncept najbolje se uklapa transfuzija koncentrata trombocita. S jedne strane
postoje stanice s antigenim mozaikom, a s druge, antitijela u plazmi pripravka i u plazmi
primatelja. Sve komponente imaju potencijal izraZen u formi seroloske i imunoloske reakcije.
Pregledom literaturnih podataka, najcitiranije vrijednosti kriti¢nih titrova, za transfuzije ABO-
nepodudarnih koncentrata trombocita, za IgM razred antitijela iznosi >64, a za IgG >128 (74,
75).

Prema tim kriterijima i prema rezultatima iz ovog rada, 67% DDK krvne grupe O ima visoki
titar za IgM 1 51% za IgG. Kod krvne grupe A, 22% DDK ima visoki titar za IgM i 3,3% za
IgG, dok je kod krvne grupe B 32% visokog titra za IgM i 8% za IgG razred.

Rezultati ispitivanja koje su proveli Cooling i sur. podudaraju se s rezultatima iz ovog rada. U
njihovom ispitivanju, 60% DDK ima visok titar za IgM razred ABO-izohemaglutinina, ako je
grani¢ni titar postavljen na >64 (46). Romphruk je ispitao 107 DDK krvne grupe O. 78,5%
DDK imalo je visok titar za IgM-razreda kod grani¢nog titra postavljenog na >64 (54).
Josephson je ispitivanjem na 100 DDK, krvne grupe O, izracunao da 28% DDK ima visok titar
izohemaglutinina, §to je bitno manje u odnosu na prethodna dva rada i rezultate iz ovog rada

(46). Moguc¢i razlozi su u koristenoj metodi i reprezentativnosti uzoraka.
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Rezultati iz ovog rada pruzaju Siroku sliku o karakteristikama ABO-izohemaglutinina u zdravoj
populaciji RH. Na osnovi tih rezultata mogu se donijeti zakljucci kojima bi se unaprijedila

dosadasnja praksa u transfuzijskim sluzbama u RH.

Pripravci koncentrata trombocita mogu se proizvesti na viSe nacina. RazliCite metode
proizvodnje u konacnici dovode do raznolikih pripravaka s obzirom na volumen plazme.
Razli¢iti pripravci koncentrata trombocita izrazavaju razlicite rizike za pojavu AHTR-a.

Kod primjene ostalih vrsta krvnih pripravaka rizici su minimalni. Eritrocitni koncentrati sadrze
zanemarivu koli¢inu plazme, od 7 do 12 ml, a prijetransfuzijsko ispitivanje podudarnosti
iskljuc¢uje ABO antigenu nepodudarnost. Svjeze smrznuta plazma (SSP) i intravenozni
gamaglobulin (IVIG) rijetko mogu izazvati reakcije jer se SSP rijetko daje izvan ABO krvno
grupne podudarnosti, a IVIG-u je propisom Europske farmakopeje (Ph.Eur.) i Food and Drug
Administration (FDA) odreden grani¢ni titar ABO-izohemaglutinina, < 64 (1, 42).

Temeljeno na rezultatima iz ovog rada, vise od polovice pripravaka koncentrata trombocita,
krvne grupe O, dobivenih aferezom od jednog davatelja, imao bi titar ABO-izohemaglutinina
visi od grani¢nog titra. Volumen plazme u takvim pripravcima iznosi od 280 do 300 ml. U
sluc¢aju ABO-nepodudarnih transfuzija koncentrata trombocita postojao bi objektivan rizik od
AHTR-e. Rizik bi posebno bio naglaSen kod novorodencadi, pedijatrijske populacije te kod
bolesnika koji bi primili ve¢e volumene ABO-nepodudarnih pripravaka.

Uz te kategorije, rizik se dodatno povecava kod primatelja A krvne grupe. Razlog tome je
1zraZzena brojnost A antigena, koja je povezana s prisutnoscu svih tipova prekursorskih lanaca
na membrani eritrocita u osoba A krvne grupe.

Proizvodnja koncentrata trombocita u hranjivoj otopini sve vise postaje standard. Medutim, i
takvim na¢inom redukcije plazme, zaostaje odredena kriti¢na koli¢ina plazme.

Ukoliko se u postupku afereze primjeni redukcija plazme koristenjem hranjive otopine, tada bi
postotak pripravaka s titrom ABO-izohemaglutinina viSim od grani¢nog bio znatno manji. U
obzir bi se morao uzeti faktor razrjedenja od 1:3. Ostatni volumen plazme u toj vrsti pripravaka
KT kreée se od 90 do110 ml. Tako bi svega 20% pripravaka krvne grupe O imalo visoki titar
ABO-izohemaglutinina za IgM-imunoglobulinski razred i 5% za 1gG- razred. Kod A- i B-
krvnih grupa udio visokog titra je opcenito manji, a uklju¢ivanjem faktora razrjedenja od 1:3
iznosio bi svega 3% za pripravke krvne grupe A i 4% za pripravke krvne grupe B.

lako se redukcijom plazme primjenom hranjive otopine poveéava udio DDK koji zadovoljavaju

kriterije grani¢nog titra i dalje ostaje problem dijela DDK s izrazito visokim titrovima.
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Da postoje takvi DDK dokazano je ispitivanjima u ovom radu, i to kod svih krvnih grupa, u
oba spola i u svim dobnim skupinama. U tim situacijama niti faktor razrjedenja nece utjecati na
razinu titra u kona¢nom pripravku.

Literaturni podaci govore o izrazito visokim titrovima koji su u takvim slu¢ajevima doveli do
AHTR-e, 1: 600 (72), 1: 16 384 (8, 49), >32 000 (46), 1: 512 (75).

Rezultati iz ovog rada mogli bi biti smjernice o opsegu prijetransfuzijskog ispitivanja ABO-
izohemaglutinina. Upucuju na potrebu ispitivanja razine ABO-izohemaglutinina prilikom
primjene  ABO-nepodudarnih transfuzija koncentrata trombocita dobivenih aferezom u
hranjivoj otopini. Prije svega kod novorodencadi, pedijatrijske populacije te kod bolesnika koji
bi primali ve¢e volumene ABO-nepodudarnih pripravaka.

Ukoliko bi se razina ABO-izohemaglutinina ispitivala iz uzorka pripravka koncentrata
trombocita dobivenih aferezom u hranjivoj otopini, tada bi se kritiéni titar ABO-
izohemaglutinina trebao postaviti na >64 za IgM i1 >128 za IgG, Ako bi se razina ABO-
izohemaglutinina odredivala iz krvi DDK, onda bi se dozvoljeni kriti¢an titar, zbog faktora
razrjedenja 1:3, mogao postaviti na > 256 za IgM 1> 512 za IgG.

Koncentrati trombocita proizvedeni iz Cetiri trombocitno-leukocitna medusloja (od engl. buffy
coat), prema uvrijezenom misljenju, nose manji rizik za razvoj AHTR-e u odnosu na
koncentrate trombocita dobivenih aferezom (49, 53). Takvo razmisljanje je neutemeljeno, jer
¢imbenik razrjedenja doze svjeze smrznute plazme (SSP) volumena 200 ml kao sastavnog
dijela pripravka, iznosi svega 1:0,6. Manji broj opisanih AHTR-a, u tom slucaju je, prije svega,
rezultat prakse u kojoj se takvi pripravci ne transfundiraju novorodencadi, pedijatrijskim
bolesnicima 1 hematoloskim bolesnicima, radi nastojanja neoptere¢ivanja tih bolesnika s
antigenima veceg broja razlicitih davatelja.

Ukoliko bi se takvi pripravci transfundirali navedenim skupinama bolesnika, kriti¢ni titar ABO-
izohemaglutinina u DDK trebao bi se postaviti na > 64 za IgM i >128 za IgG.

Prema rezultatima iz ovog rada, znatan je udio DDK s visokim titrom, 67% IgM i1 51%- 1gG,
kod O krvne grupe i neSto manji kod krvnih grupa A 1 B, 22% 1 32%. U tom slucaju bit ¢e
otezan izbor i odabir koncentrata trombocita s dozvoljenom razinom ABO-izohemaglutinina.
Ukoliko se kod koncentrata trombocita proizvedenih iz cetiri trombocitno-leukocitnih
meduslojeva primjeni redukcija plazme primjenom hranjive otopine, tada ostatni volumen
plazme, iz Cetiri medusloja, iznosi svega cca 60-80 ml. U tom sluéaju, faktor razrjedenja
pojedine doze je oko 1:10 do 1:13. Koncentrati trombocita proizvedeni na taj nacin su sigurni i

nije potrebno odredivati razinu ABO-izohemaglutinina.
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Transfuzijske sluzbe koje u slu¢aju ABO-nepodudarnih transfuzija koncentrata trombocita
proizvode koncentrate trombocita s malim volumenom plazme, Kkoji je reduciran
centrifugiranjem, morale bi zbog ostatnog volumena plazme odredivati titar ABO-
izohemaglutinina u DDK, prije svega kod rizi¢nih skupina bolesnika. Ostatni volumeni plazme
kod takvih pripravaka iznose od 70 do 90 ml. Prema literaturnim podacima, volumeni koji su
uzrokovali neke od AHTR iznosili su svega 15 ml, 35 ml, 37ml i 50 ml. Razlog za AHTR-e
bile su razine ABO-izohemaglutinina, koje su bile znatno iznad kriti¢nih vrijednosti (8, 45).

Prema rezultatima iz ovog rada idealan DDK za pripravu trombocitnih pripravaka kod ABO-
nepodudarnih transfuzija koncentrata trombocita je DDK muskog spola, bez obzira na dobnu
skupinu, krvne grupe non-O, neoptereéen anamnestiCkim podacima o imunizacijskim

epizodama.

Prema spolu, DDK muskog spola bez obzira na dobnu skupinu, bolji su izbor u odnosu na DDK
zenskog spola. Razlog tome je znacajno visi titar ABO-izohemaglutinina u Zena u odnosu na
muskarce (p<0.001). Posebno se to odnosi na zene u dobi od 30-39 godina. One ¢ine skupinu
DDK koja izrazava znacajno visi titar u odnosu na ostale dobne skupine kod zenskih DDK, a
posebno ako se radi o davateljicama koje u anamnezi imaju vise od jedne trudnoce.
Koncentrati trombocita krvne grupe O opéenito su najlosiji izbor kod ABO-nepodudarnih
transfuzija koncentrata trombocita. Ne bi se smjeli transfundirati primatelju krvne grupe A,
zbog izraZzene antigeni¢nosti i zZbog znacajno viSe razine anti-A izohemaglutinina u odnosu na
ostale krvne grupe. Zbog nize razine anti-B izohemaglutinina, bolji je izbor koncentrat
trombocita krvne grupe A u odnosu na krvnu grupu O, ako je primatelj krvne grupe B.

Isto vrijedi i kod primatelja krvne grupe AB. U slucaju ABO-nepodudarnih transfuzija
koncentrata trombocita, bolji izbor od koncentrata trombocita krvne grupe O su koncentrati
trombocita krvne grupe A i potom krvne grupe B. Razlog je znacajno niza razina ABO-
izohemaglutinina u odnosu na koncentrate trombocita krvne grupe O.

Iz navedenog, prilikom odabira pripravka koncentrata trombocita vazno je voditi raCuna o svim

navedenim ¢injenicama.

Uzimanje anamnesti¢kih podataka o prehrambenim navikama, u smislu uzimanja probiotika,
nepasteriziranih mlije¢nih proizvoda i druge sirove hrane, trebalo bi postati sastavni dio
pregleda DDK koji pristupaju aferezama. U izdvojenoj skupini DDK, ¢iji uzorci su se koristili

u ispitivanju krizne reaktivnosti s respiratornim alergenima, neki od DDK iz te skupine imali
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su jako izrazen titar ABO-izohemaglutinina. To su bile DDK Zenskog spola s vise od jedne
trudno¢e u anamnezi i muski DDK, koji su u prehrani koristili domaée neobradene mlije¢ne
proizvode. Njihovi titrovi su se kretali u rangu za IgM od 512 do 4096, a za IgG od 256 do
4096.

ABO-izohemaglutinini imaju vaznu ulogu i kod ABO-nepodudarnih transplantacija organa,
osobito bubrega. Imunoloska barijera koju ¢ine u tom slucaju, od presudne je vaznosti za
uspjesan ishod postupka. Njihova brza i to¢na detekcija uoci transplantacije i pracenje nakon
transplantacije te posljedi¢no prijetransplantacijsko i posttransplantacijsko uklanjanje vazno je
u predvidanju i preveniranju moguéih hiperakutnih i akutnih imunoloskih reakcija. Prihvatljiv
raspon titra varira od 1:4 do 1:64 i ovisi 0 imunosupresivnim protokolima pojedinih centara
(58, 59, 70).

Uslijed velikih inter- i intra- laboratorijskih varijacija u rezultatima hemaglutinacijskih titrova
ABO-izohemaglutinina javila se potreba za uspostavom metode koja bi bila op¢e prihvacena.
Za potrebe ovog rada standardizirana je metoda za kvantifikaciju ABO-izohemaglutinina.
Standardizacija je provedena sudjelovanjem u pilot studiji Pilot exercise for titration of anti-A
and anti-B u organizaciji UK NEQAS Hematology and Transfusion.

Primjena metode mikroaglutinacije u gel kolonama omoguéila bi i do tri puta brzu te osjetljiviju
i reproducibilniju detekciju ABO-izohemaglutinina za potrebe prijetransplantacijskog i
posttransplantacijskog pracenja razine ABO-izohemaglutinina i prijetransfuzijskog probira
DDK.

Tijekom vremena, nakupili su se ¢vrsti dokazi koji upucuju na povezanost okoline 1 nastanka
izohemaglutinina. Te cinjenice se temelje na Sirokoj rasprostranjenosti krvno-grupno
specifiénih antigena u Zivotinjskom i biljnom svijetu §to rezultira sveopcoj prisutnosti u hrani
kao i u Cesticama zraka.

U ovom radu usporedila se seroloska sli¢nost izmedu nekih biljnih supstanci i krvnih grupa
ABO. Pretpostavka o komparabilnoj antigeni¢nosti ABO-krvnih grupa i polena trava, korova i

stabala, prema dosadasnjim saznanjima nije potvrdena.

Ispitivanjem utjecaja godiSnjih doba, odnosno povezanosti koncentracije alergena trava, korova
i stabala na pojavnost i razinu ABO-izohemaglutinina te ispitivanjem krizne reaktivnosti ABO-
izohemaglutinina eluiranih s eritrocita i respiratornih alergena nastojalo se utvrditi jedno od

mogucih objasnjenja etiologije ABO-izohemaglutinina.
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Usporedba razine IgM- i IgG- razreda ABO-izohemaglutinina, u ovom radu, pokazala je da
nema statisticki znacajne razlike u razini oba razreda ABO-izohemaglutinina s obzirom na
utjecaj godisnjih doba (P=0,410 IgM i P=0,098 IgG).

Distinkcija godiS$njih doba je odredena kalendarski. Jesenski period stoga, obuhvaca Kraj rujna,
cijeli listopad i studeni te veci dio prosinca. To je dio godine, tijekom kojeg, osim na pocetku,
alergenskih Cestica u zraku gotovo i nema. lako nije dokazana statisticki znacajna razlika, iz
vrijednosti rezultata se vidi da je titar ABO izohemalutinina kod DDK uzorkovanih u jesen u
prosjeku nizi od ostalih §to moZe biti u vezi s utjecajem respiratornih alergena i produkcijom

ABO-izohemaglutinina.

Neposredan dokaz o povezanosti alergena i ABO-izohemaglutinina je postojanje krizne
reaktivnosti izmedu antigenih struktura peludnih alergena i elucijom izdvojenih ABO-
izohemaglutinina.

Za odredivanje krizne reaktivnosi ABO-izohemaglutinina s respiratornim alergenima
prilagoden je in house imunoenzimski test. KoriStene su Cetiri skupine respiratornih peludnih

antigena, koji su najces¢e zastupljeni u nasem okolisu.

Kod ispitivanja krizne reaktivnosti IgM-razreda ABO-izohemaglutinina dobiven je visok
postotak pozitivnih rezultata za sve Cetiri skupine: trave-skupina | - 90%, trave-skupina II-
65%, korovi-skupina Il -78% i stabla-skupina 1\VV-80%.

Kod ispitivanja krizne reaktivnosti IgG-razreda ABO-izohemaglutinina dobiveni su takoder
visoki postoci pozitivnih rezultata: trave-skupina | - 78%, trave-skupina Il- 65%, korovi-
skupina Il — 76% i stabla- skupina IV - 93%.

Iz ovih rezultata moze se zakljuciti da su ABO-izohemaglutinini ve¢ine DDK iz skupine
ispitanika krizno reaktivni sa Sirokom lepezom respiratornih antigena.

U sva tri testa 4% uzoraka za IgM razred i 5% uzoraka za 1gG razred bilo je negativno te se
moze zakljuciti da kod tih DDK ne postoji krizna reaktivnost prema respiratornim alergenima.
Ovi rezultati govore u prilog komparabilnoj antigenic¢nosti ABO-krvnih grupa i polena trava,

korova i stabala i potvrduju imunogeneticku hipotezu o nastanku ABO-izohemaglutinina.
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6. ZAKLJUCCI

10.

11.

DDK krvne grupe O imaju statisti¢ki znacajno visu razinu ABO- izohemaglutinina
za oba razreda antitijela u usporedbi s krvnom grupom A i krvnom grupom B.
DDK krvne grupe B imaju statisti¢ki znacajno visu razinu ABO-izohemaglutinina
za oba razreda antitijela u usporedbi s krvnom grupom A.

Razina IgG-razreda ABO-izohemaglutinina, kod krvne grupe O, statisti¢ki je
znacajno visa 0 odnosu na IgM-razred.

Razina IgM-razreda ABO-izohemaglutinina, kod krvnih grupa A i B statisticki je
znacajno visa o odnosu na IgG-razred.

Razina anti-A antitijela IgG-razreda je znacajno veca od razine anti-B antitijela kod
krvne grupe O.

Kod krvnih grupa O i A u DDK Zenskog spola znacajno je visa razina IgM- i 1gG-
ABO-izohemaglutinina u odnosu na DDK muskog spola, dok kod krvne grupe B
nema statisticki znaCajne razlike.

Razina IgG-razreda ABO-izohemaglutinina statisticki je znaéajno visa kod
multipara u odnosu na nulipare. Za IgM-razred ABO-izohemaglutinina nije
dokazana statisticki znacajna razlika.

Analizom utjecaja dobi uocena je statisticki znacajna razlika u zena dobne skupine
od 30 do 39 u odnosu na dobne skupine 18-29, 50-59 i >60. U muskaraca nije uoc¢ena
razlika niti u jednoj dobnoj skupini, za oba razreda ABO-izohemaglutinina.

Idealan DDK za pripravu trombocitnih pripravaka kod ABO-nepodudarnih
transfuzija koncentrata trombocita je DDK muskog spola, bez obzira na dobnu
skupinu, krvne grupe non-O, neoptereCen anamnestiCkim podacima o
imunizacijskim epizodama.

Primjena standardizirane metode mikroaglutinacije u gel kolonama omogucuje brzu
I pouzdaniju detekciju ABO-izohemaglutinina za potrebe prijetransplantacijskog i
posttransplantacijskog pracenja razine ABO-izohemaglutinina i prijetransfuzijskog
probira DDK.

Analizom sezonske aktivnosti pojedinih alergenskih supstanci na razinu ABO-
izohemaglutinina nije uoCena statisticki znacajna razlika u razini ABO-

izohemaglutinina unutar godis$njih doba.
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12. Neposredan dokaz o sli¢nosti izmedu biljnih supstanci i ABO- krvnih grupa dokazan
je kriznom reaktivnosti ABO-izohemaglutinina s razli¢itim skupinama respiratornih

alergena kod visokog udjela DDK, za oba imunoglobulinska razreda.

83



10.

11.

12.

13.

14.

7. LITERATURA

Branch DR (2015) Anti-A and anti-B: what are they and where do they come from?
Transfusion 55 Suppl 2: 74-9.

Watkins WM (2001) The ABO blood group system: historical background. Transfusion
Medicine.11: 243-265.

D'Adamo PJ (1991) ABO Bias in natural immunity. J. Naturopath.Med 2: 11-17.
Springer GF, Horton RE (1969) Stimulation in man by feeding blood group-Active
bacteria. The Journal of Clinical Investigation 48: 1280-1291.

Springer GF (1958) Relation of blood group active plant substances to human blood
groups. Acta Haematolog. 20: 147-155.

Springer GF, Williamson P, Brandes WC (1961) Blood group activity of grma negative
bacteria. J Exp Med 113(6): 1077-1093.

Abba AK, Lichtman AH, Pillai Shiv (2014) Cellular and Molecular Immunology,
Elsevier, Canada

Berséus O, Boman K, Nessen SC, Westerberg LA (2013) Risks of hemolysis due to
anti-A and anti-B caused by the transfusion of blood or blood components containing
ABO-incompatible. Transfusion 53 Suppl 1: 114-123.

Gupte S, Bathia HM (1979) Anti-A and anti-B response after tetanus toxoid injections
in normal adults and pregnant women. Indian J Med Res 70: 221-228.

Springer GF (1963) Influenza virus vacccine and blood group-A like substances.
Transfusion 3: 223-226.

Silber GR, Ambrosio DM, Gorgone BC (1989) Blood-group-A-like substance present
in a preparation of pneumococal vaccine. Ann Intern Med 96: 580-586.
Daniel-Johnson J, Leitman S, Klein H, Alter H, Lee-Stroka A, Sceinberg P, Pantin J,
Quillen K (2009) Probiotic-associated high titer anti-B in group A platelet donor as
acause of severe hemolityc transfusion reactions. Transfusion 49: 1845-1849.

Pérez N, Iannicelli JC, Girard-Bosch C, Gonzalez S, Varea A, et al. (2010) Effect of
probiotic supplementation on immunoglobulins, isoagglutinins and antibody response
in children of low socio-economic status. Eur J Nutr 49: 173-179.

Praharaj I, John SM, Bandyopadhyay R, Kang G. (2015) Probiotics, antibiotics and the

immune responses to vaccines Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci 19:370.

84


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26174901
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19838618
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19838618
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19838618

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

Cooling LL, Downs TA, Butch SH (2008) Anti-A and anti-B titers in pooled group O
platelets are comparable to apheresis platelets. Transfusion 48(10): 2106-13.

Godsiz J (1979) Synthesis of natural allohemagglutinins of the ABO system in healthy
children aged 3 month to 3 years. Rev Fr Transfus Immunohematol 22(4): 399-412.
Casali P, Notkins A (1989) CD5+ lymphocytes, polyractive antibodies and the human
B-cell repertoire. Immunol Today 10: 364-368.

Wuttke NJ, Macardle PJ, Zola H (1997) Blood group antibodies are made by CD5+ and
by CD5- B cells. Immunol Cell Biol 75(5): 478-83.

Tangye SG (2013) To B1 or not to B1:that really is still the question! Blood 121: 5109-
5110.

Hardy RR (2006) B1 B Cell development. Journal of Immunology 177 (5): 2749-2754.
Martin F, Kearney JF (2000) B-cell subset and the mature preimmune repertoire.
Marginal zone and B1 B cells as part of a ,,natural immune memory*. Immunol Rev175:
70-9.

De Franga ND, Poli MC, Ramos PG, Borsoi CS, Colella R (2011) Titers of ABO
antibodies in group O blood donors. Rev Bras Hematol Hemoter 33(4): 259-262.
Rieben R, Buchs JP, Fliickiger E, Nydegger UE (1991) Antibodies to histo-blood group
substances A and B: agglutination titers, Ig class, and 1gG subclasses in healthy persons
of different age categories. Transfusion 31(7): 607-15.

Grgicevi¢ D (2006) Transfuzijska medicina u klinickoj praksi; Medicinska naklada,
Zagreb

Stussi G, Huggel K, Lutz H., Schanz U, Rieben, Seebach JD (2005) Isotype-specific
detection of ABO blood group antibodies using a novel flow cytometric method. Br J
Hematolo 130(6): 954-63.

Dean L (2005) The ABO Blood Group - Blood groups and red cells antigens. Bethesda
Maryland National center for Biotechnology Information (US).

Storry JR (2004) Review: the function of blood group-specific RBC membrane
components. Immunohematology 20(4): 206-214.

Rieben R, Frauenfelder A, Nydegger UE (1996) Spectrotype analysis of human ABO
antibodies:evidencs for different clonal heterogeneity of IgM, IgG and IgA antibody
populations. Vox Sang 70:104-111.

Klein HG, Anstee DJ (2014) Mollison's Blood Transfusion in Clinical medicine 12"
edition. Wiley Blackwell.

85


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cooling%20LL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18631162
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Downs%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18631162
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Butch%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18631162
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wuttke%20NJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9429896
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Macardle%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9429896
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zola%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9429896
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9429896
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Fran%C3%A7a%20ND%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23049315
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Poli%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23049315
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ramos%20PG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23049315
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Borsoi%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23049315
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Colella%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23049315

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.
39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Fung MK, Grossman BJ, Hillyer CD, Westhoff CM (2014) Technical manual 18" edition.
AABB Bethesda Maryland USA.

Yamamoto F (2004) ABO blood group system-ABH oligosaccharide antigens, anti-A i
anti-B, A i B glycosyltransferases, ABO genes. Immunohematology 20(1): 3-22.
Anstee DJ (2010) The reletionship between blood groups and disease Blood 115(23):
4635-43.

Liumbruno GM, Franchini M (2013) Beyond immunohaematology: the role of the ABO
blood group in human diseases. Blood transfus 11(4): 491-99.

O'Donell J, Laffan MA (2001) The reletionship between ABO histo-blood group, factor
VI1I and von Willebrand factor. Transfusion Medicine 11: 343-351.

Storry JR, Olsson ML (2009) The ABO blood grouop system revisited:a review and
update. Immunohematology 25(2): 48-59.

Jamamoto F (2001) Cloning and regulation of the ABO genes. Transfusion Medicine.
11: 281-294.

Daniels G (2009) The moleculargenetics of blood group polymorphisam. Hum Genet
126: 729-742.

Daniels G (2002) Human blood groups. Blackwell Science Oxford

Anstee DJ (2009) Red cell genotyping and the future of pretransfusion testing. Blood
114(2): 248-256.

Bloodbook.com (2008) Racial and ethnic distribution of ABO types

http://www..bloodbook.com/world-abo.html

Juki¢ 1 (2013) Ucestalost genotipova ABO sustava krvnih grupa u oboljelih od
tromboembolija u Hrvatskoj. Doktorski rad. Farmaceutsko — biokemijski fakultet
Sveuciliste u Zagrebu.

Cid J, Harm SK, Yazer MH (2013) Platelet transfusion-the Art and Science of
Compromise. Transfus Med Hemother 40: 160-171.

Flegel WA (2015) Pathogenesis and mechanisms of antibody-mediated hemolysis.
Transfusion 55: 47-58.

Quillen K, Sheldon SL, Daniel-Johnson JA, Lee-Stroka H, Flegel WA (2011) A
practical strategy to reduce the risk of pasive hemolysis by screening plateletpheresis
donors for high-titer ABO antibodies. Transfusin 51: 92-96.

Cooling L, Kelly K, Barton J, Hwang D, Koerner TA, Olson JD (2005) Determinants
of ABH expression on human blood platelets. Blood 105: 3356-64.

86


http://www..bloodbook.com/world-abo.html

46.

47.

48.

49,

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

S57.

58.

Cooling L (2007) ABO and platelet ttransfusion therapy. Immunohematology 23: 20-
33.

Chimonidou M, Dimitroulis D, Gialeraki A, Politou M, Valsami S (2015) Current trend
sin platelet transfusions practice: The role of ABO-RhD and human leukocyte
incompatibility. Asian Journal of transfusion Science 9(2): 117-123.

Hundri¢ Haspl Z (2012) Imunohematoloski aspekti (ne)u¢inkovitostiABO neidenti¢nih
krvnih pripravaka. Lijecnicki vjesnik 134 supl. 2: 15-18.

Fung MK, Downes KA, Shulman IA(2007) Transfusion of Platelets Containing ABO-
incompatible plasma. Arch Pathol Lab Med 131: 909-916.

Zaffuto BJ, Conley GW, Connolly GC, Henrichs KF, Francis CW, Heal JM, Blumberg
N, Refaai MA (2016) ABO-immune complex formation and impact on platelet function,
red cell structural integrity and haemostasis: an in vitro model of ABO non-identical
transfusion.Vox Sanguinis 110: 219-226.

Refaai MA, Henrichs KF, Spinelli SL, Phipps RP, Masel E, Smith BH, Francis CW,
Blumberg N (2011) Platelet activation following exposure to anti-ABO antibodies - an
in vitro study. US Oncol Hematol 7(1): 72-74.

Oza KK (2002) ABO mismachedplatelet transfusion and acute intravascular hemolysis.
Transfusion 47:1412-1417.

Pietersz RNI, Egelfreit CP, Reesink HW (2005) International forun: transfusion of
apheresis platelets and groups. Vox Sang 88: 201-221.

Romphruk AV, Cheunta S, Pakote L, Kumpeera P, Sripara P, Paupairoj C, Romphruk
A (2012) Preparation of single donor platelet with low antibody titers for all patients.
Transfusion and Apheresis Science. 46: 125-128.

Rydberg L (2001) ABO-incompatibility in solid organ transplantation.Transfusion
Medicine 11: 325-42.

Shin M, Kim SJ ABO incompatible kidney transplantation-current status and
uncertainities (2011) J of Transplantation http://dx.doi.org./10.1155/2011/970421
Muramatsu M, Gonzalez HD, Cacciola R, Aikawa A, Ygoob MM, Puliatti C (2014)
ABO incompatibile renal transplants: Good or Bad? World J Transplant 24(1): 18-29.
Tobian AA, Shirey RS, Montgomery RA, Ness PM, King KE (2008) The critical role
of plazmapheresis in ABO-incompatibile renal transplantation. Transfusion 48(11):
2453-60.

87



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Toki D, Ishida H, Horita S, Yamaguchi Y, and Tanabe K (2009) Blood group O
recipients associated with early graft deterioration in living ABO-incompatible kidney
transplantation.Transplantation 88: 1186-1193.

West LJ, Phil D, Stacey M, Pollock-Barziv MA, Dipchand Al, Lee K,. Cardella CJ,.
Benson LN, Rebeyka IM, Coles JG (2001) ABO-Incompatible Heart Transplantation
in Infants. N Engl J Med 344: 793-800.

Conway J, Manlhiot C, Allain-Rooney T, McCrindle BW, Lau W, Dipchand Al (2012)
Development of donor-specific isohemagglutinins following pediatric ABO-
incompatible heart transplantation. Am J Transplantn 12(4): 888-95.

Worle N (2016) ABO-Mismatched Allogeneic Hematopoietic Stem Cell
Transplantation. Trasfus Med Hemother 43: 3-12.

Patricia M. Kopko (2016) Transfusion support for ABO-Incompatibile progenitor Cell
Transplantation. Trasfus Med Hemother 43:13-18.

Gajewski JL, Johnson VV, Sandler SG, Sayegh A, Klumpp TR (2008) A review of
trasnfusion practice before, during and after hematopoietic progenitor cell
tranbsplantation. Blood 112: 3036-3047.

Jeyakanthan M, West LJ, (2012) Donor-specific Isohemagglutinins: Measuring the
Unknown. Am J Transplant 12: 803-805.

Kumlien G, Wilpert J, Safvenberg J, Tyden G. (2007) Comparing of the tube and gel
tecniques for ABO antibody titation as performed in three European centers.
Transplantation 84: S17-19.

AuBuchon JP, de Wildt-Eggen J, Dumont LJ (2008) Reducing the variation in
performance of antibody titrations. Arch.Pathol.Lab.Med. 132(7): 1194-1201.

Win N. (2011) High titre anti A/B testing donors within NHS Blood and Transplant
(NHSBT) Guidelines for compatibility procedures in blood transfusion laboratories. Inf
178/1.1.

Denomme G (2011) Titers of ABO antibodies in group O blood donors: patient safety
and blood product supply remain a challenge. Rev Bras Hematol Hemoter 33(4): 250—
251.

Sood R, Neelima, Kumar D, Kumar T, Kumar V, Rani S, Kumar S (2016) Antibody Titers
Study in Group O Blood Donors: Tube and Column Agglutination Techniques. J of
Thrombosis and Circulation 2:104

88


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3415767/

71.

72.

73.

74.

75.

76.
77.

Tanabe K. (2007) Interinstitutional variation in the measurement of anti-A/B antibodies:
the Japanese ABO-Incompatible Transplantation. Committee survey 27: 84(12 Suppl):
S13-6.

Tendulkar AA, Ashok Jain P, Velaye S. (2017) Antibody titers in Group O platelet donors
Asian J Transfus Sci 11(1): 22-27.

Kang SJ, Lim YA, Baik SY. (2014) Comparison of ABO antibody titers on the basis of
the antibody detection method used. Ann Lab Med 34(4): 300-6.

Bazigou F, Lempesopoulos K, Kavllierou L, Cheropoulu A, Mouratidou M, Baliaga S,
Koutsogianni K. Pagonis S (2015) Evaluation of Anti-A and Anti-B Alloisogglutinin.
Titer in Group O Plateletpheresis Donors. Hematology and Transfusion Intern Jour1(3):
17-23.

Karafin MS, Blagg L, Tobian AA, King KE, Ness PM, Savage WJ (2012) ABO
antibody titers are not predictive of hemolytic reactions due to plasma-incompatible
platelet transfusions.Transfusion 52(10): 2087-93.

Zar JH ( 2010) Biostatistical analysis. Pearson education Inc. New Yersey USA.
Simundié¢ AM (2008) Osnove biostatistike u svakodnevnoj praksi. Medicinska naklada
Zagreb.

89


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tendulkar%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28316436
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jain%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28316436
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Velaye%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28316436
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5345276/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kang%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24982835
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lim%20YA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24982835
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baik%20SY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24982835
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24982835
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karafin%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22339320
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blagg%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22339320
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tobian%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22339320
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=King%20KE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22339320
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ness%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22339320
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Savage%20WJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22339320

8. ZIVOTOPIS

Ana He¢imovic¢ rodena je 06. veljace 1967. godine u Zagrebu, gdje je zavrsila osnovnu i srednju
Skolu.

Skolske godine 1985/86 upisuje studij medicine na Medicinskom fakultetu u Zagrebu. Diplomu
doktora medicine sti¢e u veljaci 1991. godine.

Pripravnicki staz odraduje u KBC ,,Sestre Milosrdnice* i u DZ ,,PeS¢enica®.

Od 1992. do 1994. godine radila je u Imunoloskom zavodu, u Sektoru za klinicku i
eksperimentalnu imunologiju i kemiju. 1994. godine prelazi na Odjel za transfuzijsku medicinu,
Imunoloskog zavoda, gdje od 1998. godine vodi Odsjek za testiranje krvi, a od 2000. godine
vodi i Odsjek za proizvodnju imunohematoloskih reagensa.

Skolske godine 1993/1994 upisuje Poslijediplomski studij prirodnih znanosti iz podruéja
biologije, smjer biomedicina na Prirodoslovno-matematickom fakultetu u Zagrebu. Titulu
magistra znanosti stice obranom teme magistarskog rada ,Istrazivanje specificne pasivne
zaStite od Pseudomonas aeruginosa infekcije®.

Specijalisti¢ki ispit iz transfuzijske medicine polozila je 2004. godine.

Od 2007. godine zaposlena je u Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu. 2012. godine
imenovana je voditeljem Odjela za proizvodnju testnih reagencija, gdje i danas radi.

Doktorski studij na Prirodoslovno-matematickom fakultetu, smjer biologija, upisuje u $kolskoj
godini 2012/13.

Tijekom Kkarijere sudjeluje na brojnim domac¢im i medunarodnim struénim skupovima,
kongresima, radionicama i teCajevima. Autor i koautor je stru¢nih i znanstvenih radova,
kongresnih priopcenja.

Clanica je Hrvatskog drustva za i transfuzijsku medicinu. Duznost tajnice Drustva obnasa od
2012. godine.

Clanica je lije¢nicke sekcije pri Hrvatskom kosarkaskom savezu i Hrvatskog katolickog

lije¢nickog drustva.

90



