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Molekularna dijagnostika varijanti slabijeg oblika antigena D u populaciji davalaca krvi
Republike Srpske
Cilj ove doktorske disertacije bio je da se molekularnom metodom utvrde ucestalost 1 najcesci
tipovi slabog i parcijalnog D antigena u ispitivanoj populaciji davalaca; da se dokaze ucestalost i
prisustvo slabih D varijanti u ispitivanoj grupi seroloski D-negativnih, C+/E+ davalaca Krvi.
Uzorci krvi od 85 davalaca krvi sa seroloski slabim RhD antigenom, kao i od 92 RhD-negativna
davaoca krvi, C+/E+ pozitivna, ispitivana su PCR-SSP metodom, uz fluorescentu detekciju
(inno-train Diagnostik GmbH). Monoklonski anti-D 1gG-¢elijske linije ESD1 kori$éen je za
potvrdu slabog D u indirektnom antiglobulinskom testu, kao i set za kiselu eluciju antitijela
(BioRad). Statisticka analiza radena je statistickim paketom SPSS 22 za Windows, deskriptivnim
statistiCkim metodama. Svi seroloski dokazani slabi oblici D antigena kod 85 ispitanih davalaca
krvi potvrdeni su molekularnim testiranjem: tip 1 je dokazan kod 30/85 (35,3%), tip 3 kod 50/85
(58,8%) davalaca krvi, parcijalni oblik DNB kod 1/85 (1,2%) i kod 4/85 (4,7%) tip slabog oblika
D ostao je nepotvrden; u grupi od 92 seroloski dokazana D-negativna, C+/E+ davaoca Krvi,
molekularno testiranje pokazalo je slabi D tip 11 kod 4 (44,4%), slabi D tip 1 kod 4 (44,4%),
slabi D tip 3 kod 1 (11,1%) i kod 2 (22,2%) davaoca krvi tip varijante D antigena ostao je
nepotvrden. Naj€es¢i oblik slabog D antigena u ispitivanoj populaciji je slabi D tip 3, koga slijedi
slabi D tip 1. Klini¢ki znacaj ovog ispitivanja je u tome $to se kao primaoci krvi, osobe sa slabim
oblicima RhD antigena tipa 3 i 1, koje su najprisutnije u ispitanoj populaciji, smatraju RhD-
pozitivnima i mogu da dobiju RhD-pozitivnu krv, ¢ime se ¢uvaju rezerve RhD-negativne krvi, a
trudnice sa ovim RhD varijantama ne treba da dobijaju RhD imunoprofilaksu. Neki od slabih

oblika D varijanti mogu se dokazati samo molekularnim metodima.
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Molecular diagnostic of weak D variants among the blood donors population of Republic of
Srpska
The aim of this doctoral dissertation was to determine the incidence and the most frequent types
of weak D and partial D variants in the investigated population of weak RhD-positive blood
donors; to detect the existence and the incidence od weak D variants in the investigated
population of serologically D-negative, C+/E+ blood donors. Blood samples of 85 previously
serologically determined weak D-positive and 92 of previously serologically determined D-
negative, C+/E+ blood donors were moleculary tested for the confirmation of RhD status and
determination of the type of weak D and Rh phenotype, by SSP-PCR, with the endpoint
fluorescence detection (inno-train Diagnostik GmbH). Monoclonal anti-D 1gG, cell line ESD1,
was used for the verification of weak D in indirect antiglobulin test, as well as the set for acid
elution (BioRad). Statistic analysis was performed in statistic package SPSS 22 for Windows, by
descriptive statistic methods. All serologically detected weak D antigens in 85 investigated blood
donors are confirmed by molecular typing: type 1 was found in 30/85 (35,3%), type 3 in 50/85
(58,8%), variant DNB in 1/85 (1,2%) and in 4/85 (4,7%) the weak D type remained
undetermined; in the group of 92 serologically determined D-negative, C+/E+ blood donors,
molecular typing showed weak D type 11 in 4 (44,4%), weak D type 1 in 4 (44,4%), weak D
type 3 in 1 (11,1%) and in 2 (22,2%) blood donors type of D variant remain undetermined. The
most frequent weak D type in the investigated population is weak D type 3, followed by weak D
type 1. The clinical importance of this investigation is that weak D types 3 and 1 are regarded as
D-positive and the blood transfusion service could save the unnecessary waste of RhD-negative
blood and RhD immunoglobulin for the patients and pregnant women with these phenotypes;
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1.0 Uvod

1.1 Savremena terminologija i klasifikacija krvnih grupa eritrocita

Osnovno pitanje koje vecina ljudi postavi kada se zapo¢ne razgovor o krvnim grupama
je $ta se pod tim terminom podrazumijeva. Podjela krvnih grupa eritrocita na sisteme, kolekcije i
serije zavisi od koli¢ine dostupnih informacija o nekom eritrocitnom antigenu. Krvnogrupni
sistem moze da se definiSe na viSe naCina: a) kao nasljedeni polimorfizam eritrocita; b)
polimorfizmi ¢iji geni se nalaze na istom mjestu na hromozomu; c) antigeni koji proisti¢u
djelovanjem jednog ili viSe gena nalaze se na istom molekulu koji je njihov nosac; d) antigen koji
moze da uzrokuje imuni odgovor; e) postoji jasno definisan antiserum koji odreduje neki antigen.
Molekularna osnova definisana je za ve¢inu do sada poznatih antigena, na osnovu koje su oni
svrstani u jedan od 36 krvnogrupnih sistema. Za preostale antigene jo§ uvijek nema dovoljno
informacija o njihovom potencijalnom nosacu na eritrocitu, pa klasifikacija ovih antigena u
sisteme za sada nije moguca. U posljednjih nekoliko godina primjecuje se oCigledan napredak u
razvoju novih metoda koje su omogucile definisanje novih krvnogrupnih sistema, pa se ocekuje
da ¢e u skoroj buduénosti i drugi eritrocitni antigeni naci svoje odgovarajuce mjesto. Klasifikacija
eritrocitnih antigena Cesto podsjeca na istrazivacki posao detektiva, koji zapocinje zanimljivim
prikazom slucaja bolesnika, ali se orude mijenja, a napredak se postize upotrebom sve
savremenijih molekularnih metoda, kao $to je slu¢aj u dokazivanju Jr?, krvnogrupnih sistema Lan
i Vel [1].

Krvne grupe eritrocita su nasljedni polimorfizmi koji su smjesteni na proteinima,
glikoproteinima i glikolipidima eritrocita. Radna grupa za imunogenetiku eritrocita i
terminologiju krvnih grupa Medunarodnog udruzenja za transfuziju krvi (ISBT) za sada je
registrovala preko 340 antigena [1-2]. Dok polimorfizmi rijetko imaju bilo kakvog uticaja na
funkciju organizma, krvne grupe eritrocita su imunogene, jer dovode do stvaranja antitijela kod
antigen-negativnih osoba. Imunizacijski dogadaji su, prije svega, terapijske transfuzije eritrocita
i/ili trudnoc¢a. Podaci ukazuju da izmedu 1-3% primalaca krvi stvara antieritrocitna antitijela
protiv antigena koje ne posjeduju na svojim eritrocitima. Ovi parametri imaju konstantnu
vrijednost tokom mnogih decenija pra¢enja imunizacija primalaca krvi na eritrocitne antigene [3-
kontinuirane primjene transfuzija eritrocita, kao $to su hemoglobinopatije, talasemije i anemija

srpastih Celija, ucestalost aloimunizacije krece se 1 do



30% [6-12]. Od momenta kada se u cirkulaciji potencijalnog primaoca eritrocita dokaze
aloantitijelo, postaje veoma vazno da se za transfuziono lijeCenje pacijenta obezbijedi
antigen-negativna krv. Zato je neophodno pronaci eritrocite odgovarajuceg davaoca,
imunohematoloskim testitranjima, upotrebom test seruma, ili, u skorije vrijeme, genetskim
DNK analizama kodirajué¢eg alela. U nekim slucajevima, kada test serumi nisu dostupni,
ispitivanje DNK je jedini nain da se obezbijede kompatibilni eritrociti. Laboratorije za
imunogenetiku su u prethodnom periodu pokazale da je molekularna fenotipizacija
tehnikama PCR potpuno zadovoljavajué¢i nacin u pronalaZzenju antigen-negativnih jedinica
krvi [13-17]. Na osnovu iznijetog, moze se zakljuciti da je utvrdivanje imunohematoloskih i
imunogenetskih svojstava eritrocitnih antigena vazno ne samo sa biohemijskog i

funkcionalnog aspekta, ve¢ i zbog neophodnosti da se pronade bezbjedna krv za pacijenta.

Prikljuc¢ivanje novih eritrocitnih antigena postoje¢im krvnogrupnim sistemima je relativno
jednostavan proces, kada je njihova seroloska pripadnost ve¢ utvrdena. Cesto se u

oc¢ekivanom genu otkriju nove mutacije (Tabela 1).

Ukoliko se takve mutacije utvrde, u najve¢em broju slucajeva je moguce dokazati
ekspresiju mutiranog proteina u imortalizovanoj ¢elijskoj liniji, kao i dokazivanjem prisustva
ili odsustva antigena uz pomo¢ proto¢ne citometrije, u zavisnosti od toga da li se radi o
antigenu male ili velike ucCestalosti. Ako se kod propositusa ne moZze dokazati ekspresija

antigena, ispituju se ¢lanovi porodice.



Tabela 1. Krvnogrupni antigeni
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Ovaj pristup je dugo predstavljao zlatni standard u dokazivanju novih
eritrocitnih antigena, a moze da bude od koristi u utvrdivanju mutacije koja je
u korelaciji sa ekspresijom antigena.

Postoje eritrocitni antigeni koji jo§ uvijek ne mogu da budu pridruzeni
nekom krvnogrupnom sistemu, zbog toga Sto za njih joS uvijek nije utvrden
genetski lokus. Ovo su takozvani “siroad” antigeni i u njih spadaju antigeni
velike 1 male ucestalosti. Radna grupa za imunogenetiku eritrocita i
terminologiju krvnih grupa Medunarodnog udruzenja za transfuziju krvi
rasporedila je ove antigene u: a) kolekcije (serija 200), gdje 2 ili viSe antigena
dijeli iste seroloSke karakteristike (Tabela 2); b) antigene velike ucestalosti

(serija 901) (Tabela 3); i c) antigene male ucestalosti (serija 700) (Tabela 4).

Tabela 2. Kolekcije krvnih grupa

http://www.isbtweb.org/fileadmin/user_upload/Working_parties/WP_on_Red_Cell_Im
munogenetics_and/
Updates/Table_of blood_group_antigens_within_systems_v5 151222 .pdf

Kolekcija Antigen
Broj Naziv Oznaka Broj Oznaka Incidenca
205001 Cs? 95
205 Cost COST 205002 Cs® 34
207 li | | niska
208001 Er? > 99
208 Er ER 208002 ErP <1
208003 Er3 > 99
209 GLOB LKE 98
210001 Le® 1
210 210002 Led 6
MN 213001 Hu
CHO 213002 M1
213 213003 Tm
213004 Can
213005 Sext
213006 Sj

Stare kolekcije:
201-Gerbich, 202-Cromer, 203-Indian, 204-Auberge, 206-Gregory, 211-
Wright, 212-Vel.



Tabela 3. Antigeni visoke ucestalosti (serija 901)

http://www.isbtweb.org/fileadmin/user_upload/Working_parties/WP_on_Red_Cell_Im

munogenetics_and/

Updates/Table_of blood_group_antigens_within_systems v5 151222 .pdf

Broj Naziv Oznaka
901003 August At?
901008 Anton Emm
901009 - AnWj
901012 Sid Sa?
901014 - PEL
901015 - ABTI
901016 - MAM

Tabela 4. Antigeni male ucestalosti (serija 700)

http://www.isbtweb.org/fileadmin/user_upload/Working_parties/WP_on_Red_Cell_Im

munogenetics_and/

Updates/Table_of blood_group_antigens_within_systems_v5 151222 .pdf

Broj Naziv Oznaka
700002 Batty By
700003 Christiansen Chr?
700005 Biles Bi
700006 Box Bx4
700017 Torkildsen To?
700018 Peters Pt?
700019 Reid Re?
700021 Jensen Je?
700028 Livesay Li?
700039 Milne -
700040 Rasmussen RASM
700044 - JFV
700045 Katagiri Kg
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Nesto manje od 40 antigena ceka da dobije jasno definisanu konacnu
lokalizaciju na proteinu, glikoproteinu ili glikolipidu na povrsini eritrocita, $to
predstavlja dugotrajan proces, koji moze da traje godinama. Dobri primjeri
ostvarenih rezultata ovog skoro detektivskog rada ogledaju se u identifikaciji
proteina koji koji nose antigene Jr?, Lan i Vel.

Vecina struktura koje nose razliCite antigene krvnih grupa ima jasno
definisanu fizioloSku ulogu, oni nisu samo u funkciji eritrocitnih antigena

(Tabela 5, Slika 1) [2].



Tabela 5. Uloga krvnogrupnih sistema

Preuzeto i adaptirano iz Knight R. Transfusion and Transplantation Science.
Transfusion Science Consultant Oxford, University Press, 2013.

Krvno grupni system Uloga
ABO Nepoznata
MNS receptori za komplement, bakterije i
viruse
P receptor za Esherichia coli
Rh strukturna, preko ankirina i proteina 4.2
Lutheran adhezija i intracelularni transport
Kell cink endopeptidaza
Lewis ligand za E-selektine
Duffy receptor za proinflamatorne hemokine
Kidd transport uree
Diego strukturna i transport anjona
Yt (Cartwright) ukljuceni u neurotransmisiju
Xg adhezija
Scianna adhezija/receptorni protein
Dombrock modifikacija protein
Colton transport vode
LW intracelularna adhezija
Chido/Rodgers inhibicija imune precipitacije
H ligand u ¢elijskoj adheziji
KX odrzavanje integriteta ¢elijske membrane
Gerbich odrzavanje integriteta ¢elijske membrane
preko proteina 4.1
Cromer regulacija komplementa
Knops regulacija komplementa
Indian ¢elijska adhezija i ¢elijski transport
Ok vjerovatno metastaze tumora
RAPH nepoznata, ali moze biti ukljuc¢en u
funkciju bubrega
JMH nepoznata
I nepoznata
Globoside pretvara P u P
GIL transport malih nejonskih molekula
RHAG membranski transport neutralnih jona




Slika 1. Shematski prikaz klini¢ki znacajnih eritrocitnih antigena.

Preuzeto i adaptirano iz: Wester, E.S., J.R. Storry, and M.L. Olsson, Characterization
of Jk(a+(weak)): a newblood group phenotype associated with an altered JK*01
allele. Transfusion, 2011.51(2): p. 380-92.

1.2 Sistem Rh - uvodne napomene

Izu¢avanje sistema Rh pocinje 1941. godine, uocCavanjem da on
predstavlja uzrok teSkog oblika Zutice 1 smrti fetusa, kao i da dovodi do
nastanka sindroma nazvanog erythroblastosis fetalis. Ovaj sindrom je dugo
godina izu¢avan kao komplikacija u trudnoéi. Cinjenica da nastaje kao
posljedica imune reakcije majke na antigen oca koji je naslijedilo dijete, dugo
se potvrdivalo isklju¢ivo poslije rodenja mrtvorodenog djeteta, kojoj je
prethodila nezeljena reakcija kod majke koja je dobila transfuziju krvi od oca
djeteta [18]. Sindrom je nazvan hemolizna bolest novorodenceta (HBN) i
prevashodno je nastajao senzibilizacijom majke na RhD antigen. HBN koju
uzrokuje inkompatibilnost partnera u odnosu na antigen D, preovladavala je u
populaciji ljudi bijele rase, kod kojih je najveca ucestalost D-negativnog

fenotipa (15-17%), dok se u drugim etni¢kim grupama rijetko srece.



Rh-negativni fenotip je rjedi u Africi (5%) i Australiji, dok se u nekim
dijelovima Azije smatra rijetkom krvnom grupom (1%) i ne odreduje se
rutinski. Od 1960. godine, skoro 20 godina poslije otkrica Rh inkompatibilije,
HBN uzrokovana anti-D antitijelom, mogla je efikasno da se sprijeci
primjenom RhD imunoglobulina [19-20].

Ve¢ dugo se zna da je sistem Rh jedan od najslozenijih krvnogrupnih
sistema. Pored prisustva i odsustva antigena D, drugi uobicajeni Rh fenotipovi
podrazumijevaju alelne C i ¢, 1 E 1 e antigene. Medutim, ispitivanjem sa
specificnim antitijelima nastalim poslije inkompatibilnih transfuzija krvi ili
trudnoca, dokazano je preko pedeset razli¢itih Rh antigena. Najve¢i napredak u
razumijevanju sistema Rh doprinijelo je kloniranje gena. Promjene u
organizaciji i konfiguraciji RH lokusa dovode do konverzije gena i nastanka
hibridnih proteina, koji predstavljaju dodatne Rh antigene. Vazno je
napomenuti da genetsko testiranje za gene RH danas moze da se upotrijebi u
prenatalnoj 1 klinickoj transfuzionoj medicini, kako bi se dokazalo prisustvo
recesivnog D-negativnog alela ili za utvrdivanje nacina nasljedivanja RH gena
koji nose mutacije odgovorne za nastanak izmjenjenog Rh proteina.

Kompleks Rh je sustinski znacajan za strukturu eritrocitne membrane.
Rhnulr eritrociti, koji nemaju Rh protein, imaju oblik stomatocita i sferocita, a
osobe sa ovim fenotipom cesto pokazuju simptome hemolizne anemije [21].
Skorasnja istrazivanja ukazuju da Rh protein ima klju¢nu ulogu u odrzanju
citoskeletona celije, preko proteina 4.2 i ankirina [22-24].

Rh antigeni eritrocita veoma su dobro poznati zbog svog znacaja u
transfuziji krvi, mada su nedavno sprovedene funkcionalne studije i analize
strukturnih modela ukazali da su Rh proteini ¢lanovi jedne porodice proteina,
koja je ukljuCena u transport amonijuma [25-28]. Non-eritroidni Rh proteini
pronadeni su i u drugim tkivima ukljucujuéi bubreg, jetru, mozak i kozu, na

mjestima gdje dolazi do proizvodnje i eliminacije amonijuma [29-32].
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1.3 Terminologija sistema Rh

Rh terminologija se razlikuje izmedu antigena, gena 1 proteina.
Antigeni se obiljezavaju slovima abecede, D, C, c, E, e, itd. RH geni se
oznacavaju velikim slovima, sa ili bez upotrebe italicnih slova, a
podrazumijevaju eritroidne gene RHD, RHCE i RHAG, kao i non-eritroidne
homologe, koji se nalaze na drugim tkivima, RHBG i RHCG. Razliciti aleli
gena RHCE obiljezavaju se kao RHce, RHCe, RHCE, u zavisnosti od toga koji
antigen kodiraju. Proteini se obiljezavaju kao RhD, RhCE (ili u zavisnosti od
toga koji specifi¢ni antigen nose (Rhce, RhCe, ili RhcE), a ukljucuju i
eritroidni RhAG i one dokazane u drugim tkivima, RhBG i RhCG [33].

1.4 Molekularna osnova gena RH

Lokus RH podrazumijeva dva gena, RHD i RHCE, koji su svojim
zavrsnim dijelovima (orjentacija rep ka repu) okrenuti prema kraju kratkog
kraka hromozoma 1 (p34—36). Drugi gen, SMP1, je utkan izmedu oba gena RH
1 u neposrednoj je blizini 3’ kraja gena RHCE (Slika 2.) [34].

Ova precizna tehnicka karakteristika doprinijela je razumijevanju fizicke
strukture RH genskog lokusa [35]. Otkrivanje jednog miSijeg genskog
ekvivalenta u projektnom modelu genoma misa obezbijedilo je dokaz (na
osnovu pozicije i orjentacije misijeg gena u regionu) da je gen RHCE nastao iz
ancestralnog gena RH. Tako je gen RHD nastao iz duplikacionog dogadaja,

koji je prethodio nastanku savremenih ljudskih bica [36].
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D+
D- delecija
D- DY

D- (C)ces
DEL

Tihi SNP koji uti¢e na razdvajanje RNA

Slika 2. Shematski prikaz gena RHD, RHCE, SMP1 i regioni nazvani Rh
boxes, kao i genetske promjene na njima koje dovode do D-negativnog i
parcijalnog D fenotipa.

Preuzeto i1 adaptirano iz Jovanovi¢ Srzenti¢ S, Veljkovi¢ D. Imunobioloski i klini¢ki
znacaj krvnih grupa. Intra.Net Communication. Beograd, 2009. prema adaptaciji iz:
Daniels G. Rh blood group system. In: Daniels G. Human Blood Groups, Oxford,
Blackwell Science 2002; p. 195-225.

U genomu covjeka su za vrijeme duplikacionog dogadaja i vjerovatno u
vrijeme njegovog nastanka, stvorene dvije homologne ponovljene sekvence,
duzine oko 9,000 baznih parova, nazvane Rhesus boxes, a pridruzene bo¢no
genu RH. Gen RHD se izgubio iz genoma za vrijeme nejednakog crossing over-
a, U dogadaju koji je obuhvatio i uzvodni Rhesus box-u i nizvodni Rhesus box-u

(Slika 3), a ponovio se vjerovatno vise puta.
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Slika 3. Nejednak crossing over izmedu uzvodnog Rhesus box-a i
nizvodnog Rhesus box-a dovodi do delecije gena RH. Ukoliko se jedan od dva
crossing over-om pogodena hromozomska lanca oporavi, lokus gena RH nece

imati kompletan gen RHD i nosice hibridni Rhesus box.

Preuzeto i adaptirano iz: Flegel W. Molecular genetics and clinical applications for
RH. Edited form as: Transfus Apher Sci. 2011 Feb; 44(1): 81-91. Published online
2011 Jan 28. doi: 10.1016/j.transci.2010.12.013 .

Geni RHD i RHCE imaju dovoljno homolognih sekvenci, tako da
eritrociti mogu da obavljaju normalnu funkciju i kada gen RHD nije naslijeden.
Zbog ¢ega su genomi koji imaju deleciju gena RHD opstali do danasnjih dana 1
za$to im je sa vremenom povecana ucestalost, ostaje 1 dalje predmet debate, a

katkada i teorijske spekulacije [37-38].

Do sada je otkriveno vise od 200 RHD alela, koji mogu da se podijele

na osnovu seroloskih 1 molekularnih karakteristika (Tabela 6 1 Prilog 1).
Vecina alela nosi ili pojedinac¢ne polimorfizme nukleotida (SNP) ili su prisutni
kao hibridni aleli RHD/RHCE. Orjentacija rep-ka-repu vjerovatno olaksava
nastanak velikog broja alela, a identifikacija odgovaraju¢ih nukleotida u oba
gena ukazuje da vecina hibridnih alela nastaje konverzijom gena. Doprinos
molekularne karakterizacije lokusa RH klini¢koj praksi vidi se u tome §to RHD
13
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zigotnost moze da se odredi sa potpunom sigurnos¢u. U proslosti su se tablice
Rh haplotipova, napravljene na osnovu dobijenih seroloskih analiza, koristile u
predvidanju "najvjerovatnijih genotipova", a na taj nac¢in i RHD zigotnosti,

osobama bijele rase kao i Amerikancima africkog porijekla [39].

Tabela 6. Ucestalost ekspresije slabog D antigena

Preuzeto i adaptirano iz Johnson S. Partial D& Weak D Picking up the Rhesus pieces.
Heart of America Association of Blood Banks, 2012.

Autor Podrudje Godina Ucestalost
(%)
Hopkins Skotska 1967 0.56
Garrreta Francuska 1974 0.66
Beck SAD 1990 0.20
Jenkins SAD 2004 0.40
Flegel Njemacka 2006 0.40

Otkriveno je takode da RHAG gen smjesten na hromozomu 6 (6p11-p21),
dijeli identi¢nu strukturu eksona kao i identi¢ne sekvence u velikim regijama sa
genima RHD/RHCE. Pored toga, RhAG je neophodan za ekspresiju Rh
polipeptida, a identifikovan je 2008. godine, kao krvnogrupni sistem pod brojem
30.

Kloniranje gena RHCE i RHD imalo je za posljedicu nastanak tri velika
klinicka otkri¢a: 1) definisana je molekularna osnova uobicajenih Rh-negativnih
antigenima Rh. To saznanje je primijenjeno u predvidanju rizika za nastanak
hemolizne bolesti novorodenceta (HBN); 2) razjasnjena je molekularna razlicitost
koja karakteriSe parcijalne D i slabe D alele, DEL, RHD-pseudogene i genome sa
delecijom RHD; 3) utvrdena je molekularna osnova epitopa D antigena koji su

izrazeni na polipeptidu RhCE [39].

14



1.5 Povezanost sistema Rh, RhAg i LW

Poslije krvnogrupnog sistema ABO, sistem Rh je najvazniji za klinicku
praksu. Sigurno je da se o njemu zna mnogo viSe nego o svim ostalima
zajedno, mada je ostalo joS dosta nepoznanica koje bi trebalo da dobiju nau¢no
objasnjenje.

Prvi originalni opis ovog sistema predstavlja predmet izvjesnih
kontraverzi, zbog toga Sto su dvije grupe naucnika kasnih tridesetih i ranih
Cetrdesetih godina proslog vijeka (Landsteiner i Wiener sa jedne i Levine i
Stetson sa druge strane) podjednako prisvajale sebi pravo prvenstva u
njegovom otkri¢u. Na osnovu dostupnih podataka, moze se zakljuciti da su
Levine i Stetson opisali nastanak anti-D antitijela u humanoj populaciji.
Landsteiner i Wiener opisali su LW antigen na zivotinjskom modelu otkricem
anti-LW antitijela kod gvineja svinja, poSto su ih imunizovali eritrocitima
majmuna vrste rhesus, $to je dovelo generacije naucnika i ljudi cijelog svijeta u
zabludu da se ovaj sistem pogresno nazove Rh krvno grupni sistem, “Rhesus”
ili “rhesus” [5].

U pocetku se mislilo da postoje tri gena koja kodiraju antigene sistema
Rh: D (d), Cc i Ee i mnogi udzbenici jo$ uvijek koriste ovu terminologiju.
Danas znamo da su dva gena odgovorna za nastanak Rh proteina, RHD i
RHCE. Oba su mapirana na hromozomu 1p36.13-p34.3. Da bi doslo do
ekspresivnosti Rh proteina na membrani eritrocita, neophodan je joS jedan gen,
RHAG, koji je mapiran na hromozomu 6p11-21. Jo§ jedan protein koji je
kodiran genom LW u vezi je sa nastankom Rh kompleksa na povrsini

membrane eritrocita, a mapiran je na hromozomu 19p13.3 [40-41].
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1.6 Antigeni sistema Rh

Rh proteini pripadaju superfamiliji amonijum transport (E. coli AmtB)
/metilamonijum permeaza. U pocetku su molekularni modeli oba Rh proteina i
RhAG proteina na kristalnoj strukturi E.coli AmpB ukazivali da Rh proteini i
RhAG formiraju trimere na membrani eritrocita, pa tako imaju ulogu proteina
u transportu amonijuma [42]. Medutim, pokazalo se da RhD i RhCE ne
ucestvuju u transportu amonijuma i ugljen dioksida kroz membranu eritrocita,
jer kljucne supstitucije aminokiselina u transmembranskom kanalu ne

omogucavaju ovaj transport [40-42].

Kriti¢ni dijelovi strukture proteina RhD i RhCE su aminokiseline koje
se nalaze u ekstracelularnom, vestibularnom dijelu Rh proteina i dio su
transmembranskog polipeptida koji stvara istoimeni kanal. Nekoliko studija je
pokazalo da zamjena aminokiselina u vestibularnom dijelu proteina mijenja
molekularnu strukturu antigena u dovoljnoj mjeri da ove osobe mogu da stvore
anti-D antitijelo, bez obzira na ¢injenicu da su RhD-pozitivne [43-44]. Tako su
molekularne studije ubjedljivo dokazale hipotezu P. Tippett i saradnika, da
neke varijante antigena D nemaju ekspresiju odredenih epitopa antigena D, pa
mogu da stvore anti-D antitijelo na dijelove koji im nedostaju (Slika 2, Slika 3,
Slika 4) [45].
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1 Extracellular

Intracellular

Figure 5.4 Model of the RhD and RhCE polypeptides in the membrane showing the regions encoded by the 10 exons.

Slika 4. Model RhD i RhCE polipeptida u membrani, sa regionima koje
kodiraju 10 eksona.

Preuzeto i adaptirano iz: Daniel G. Human Blood Groups. Third editionWiley-
Blackwell, 2012.

Dva gena (RHD i RHCE), koji se nalaze u neposrednoj blizini jedan
drugom na hromozomu 1, kodiraju Rh proteine na membrani eritrocita; jedan
protein nosi antigen D, a drugi ostale CE antigene u razli¢itim kombinacijama
(ce, Ce, cE, ili CE) (Slika 2) [46-48]. Svaki gen se sastoji od 10 eksona, koji su
identi¢ni u 97%, a nastaju duplikacijom gena [12]. Proteini RhD i RhCE
medusobno se razlikuju za 32-35 od ukupno 416 aminokiselinskih rezidua i
dvanaest puta prolaze membranu eritrocita, a prave Sest ekstracelularnih petlji.
Oba zavrsetka Rh polipeptida (i NH2 i COOH) nalaze se u intracelularnom
dijelu.

17



Geni RHD i RHCE imaju skoro identi¢nu organizaciju genoma, a svaki
se sastoji od 10 eksona. Eksoni 1 do 7 kodiraju po 50 do 60 aminokiselina, dok
eksoni 8 do 10 kodiraju preostalih 58 aminokiselina [47-49]. Ovi geni dijele u
93,8% homologiju u gradi introna i kodiraju¢ih eksona. Najznacajnija razlika je
u intronu 4, gdje postoji delecija gena RHD od oko 600 baznih parova (bp) u
odnosu na gen RHCE. U intronima su dokazane i Cetiri druge insercije ili
delecije od oko 100 bp (Slika 5). Na Slici 5. vide se zamjene aminokiselina po
kojima se razlikuju protein RhCE od proteina RhD - obiljeZene su zutom
bojom, sa Cetiri aminokiseline koje su karakteristi¢ne za antigen C obiljezene
zelenom bojom 1 jednom karakteristicnom za antigen E, obojenom crnom
bojom. Pojedina¢ne zelene aminokiseline koje dovode do nastanka parcijanih
oblika antigena D obiljezene su plavom bojom, a one koje uzrokuju nastanak
slabih oblika antigena D su obojene crvenom bojom. Mutacije koje su
identifikovane u Institutu Ulm od 1999. obiljeZene su svijetlo plavom i
narandzastom bojom. Ekstracelularni vestibularni dio Rh proteina obiljezen je
uvrnutim crnim  lukom 1 djelimi€no ograniCen aminokiselinama iz

ekstracelularnih petlji 3 i 4.
RHCE i RHD geni sastoje se od 57295 i 37831 bp, a rastojanje izmedu

njih iznosi oko 30 kilobaza (kb), koliko ih ima gen TMEM501 (prethodno
nazvan gen SMP1) [39].
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Slika 5. Model Rhesus proteina na membrani eritrocita

Preuzeto iz: Flegel W. Molecular genetics and clinical applications for RH. Edited
form as: Transfus Apher Sci. 2011 Feb; 44(1): 81-91. Published online 2011 Jan 28.
doi: 10.1016/j.transci.2010.12.013.

1.6.1 Antigeni Rh fenotipa

Prema rezultatima ispitivanja u Velikoj Britaniji, najrasprostranjeniji
Rh fenotip u populaciji bijele rase je CcDee, sa ucestalos¢u od oko 35%; slijedi
ga Rh fenotip CCDee, sa ucestaloS¢u od priblizno 19%, a onda za njim Rh
fenotipovi ccDEe 1 CcDEe sa podjednakom zastupljenos$¢u od oko 12% 1 14%
(Tabela 1). Ostali Rh fenotipovi kod RhD-pozitivnih osoba bijele rase imaju
znatno manju ucestalost.

Ucestalost razli¢itih Rh fenotipova kod RhD-negativnih osoba bijele
rase kre¢e se na sljede¢i nacin: fenotip ccddee zastupljen je kod 15%
ispitivanih osoba, Ccddee i ccddEe kod oko 1% osoba, CCddee i ccddEE kod
oko 0,01%, dok su ostali RhD fenotipovi D-negativnih osoba daleko slabije
zastupljeni (Slika 6) [7,12].
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Amntigeni = Verovatni =
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Fe++e DeE/DeE R.R, DcE/dcE | R 034
VD ae . Deeidee R 2.00
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L .y DCE/DCE RR® <0.01
B+8 | DCEDCE R.R, DCE/dCE | R <0.01%
DCe/dce Ry 32.68
+++08+ DCe/dce R.r DCe/Dce R'R° 216
) Dce/dCe R%' 0.05
DcE/dce R 10.97
+08+++ DcE/dce R DcE/Dce RRC 0.73
DeceldcE R 0.06
DCe/DCE REE 020
+4+8++ DCe/DCE R.R, DCE/dCe R <0.01
DCe/dCE Rigv <0017
DcE/DCE RFE 0.07
++++8 DcEDCE R R, DCE/dcE R <0.01
) DcE/HdCE Ry <001+
DCe/DcE RR? 11.87
DCe/dcE R 1.00
‘. DecE/dCe R% 028
+4++++ DCe/DcE RE, DCE/dee By 0.19
Dee/DCE RFF 0.01
Dece/dCE Ry <0017
6+606+ dCe/dCe 't dCe/dCe r'r’ 0.01
00++60 dcE/dcE ' dcE/dcE e 0.01
B6e+8+ dee/dce I dee/dce P 1510
6+0+0 dCE/dCE I dCE/HCE P <0017
6++6+ dCe/dce r'r dCe/dce ' 0.76
80+++ dcE/dce 't dcE/dce > 092
B+0++ dCe/dCE r'c, dCe/dCE s <0017
6+++0 decE/CE r'r, dcE/dCE ' <0.017F
L - - dCe/dcE r'r” 0.02
9¥++1 dCe/ack o dCE/dce re <0.011
T ekstremno redak genotip

Slika 6. Rh fenotipovi i genotipovi u populaciji Engleske

preuzeto i adaptirano iz: Jovanovi¢ Srzenti¢ S, Veljkovi¢ D. Imunobioloski i klinicki
znacaj krvnih grupa. Intra.Net Communication. Beograd, 2009.; Daniels G. Human
Blood Groups, 2nd ed. Willey Blackwell, 2002.

1.7 Molekularna klasifikacija RhD fenotipa

Istorijski, seroloske studije su klasifikovale antigen D u Sest velikih kategorija
(DII do DVII, a kategorija DI je izbacena). Predlozena tri modela sastavljena od

epitopa obuhvataju model od 9 epitopa, model od 37 epitopa ili 20



kombinaciju ova dva modela, baziranu na serolosSkim reakcijama sa vise od 80
monoklonskih anti-D test reagenasa [39]. Mnoge varijante imaju izmjenjen
antigen D, mada ne postoji apsolutna korelacija izmedu fenotipske ekspresije i
klini¢kog znacaja alela RHD [39]. Na osnovu svoje fenotipske povezanosti sa
molekularnim varijacijama, RHD alele su klasifikovane na: slabi antigen D
(weak D), parcijalni antigen D, fenotip DEL (Del) i nefunkcionalne allele
[39,47-49].

1.8 Parcijalni antigen D

Klasifikacija parcijalnih oblika antigena D zasnovana je na premisi da
odredene zamjene aminokiselina na ekstracelularnoj petlji zahvataju linearne D
epitope ili, jo§ Cesce, trodimenzionalnu konformaciju te petlje (Slika 5). Mnogi
parcijalni oblici D antigena identifikovani su upotrebom monoklonskih
antitijela koja se vezuju na specificne domene ili petlje na povrsini eritrocita
[49]. Kategorije antigena D (od DIl do DVII) predstavljaju skup svih
parcijalnih oblika antigena D. DII 1 DVII uzrokovani su pojedina¢nim
zamjenama aminokiselina, dok su DIIl, DIV, DV i DVI nastali od hibridnih
RHD-CE-D alela, a svaki od njih kodira nastanak nekoliko podtipova [50].
Klasifikacija na parcijalne oblike antigena D ima klinicki znacaj, jer osobe sa
ovim oblicima antigena D cCesto stvaraju anti-D antitijelo poslije izlaganja
normalnom antigenu D (Slika 5) [51].

Eritrociti sa parcijalnim oblikom antigena D u seroloSkim testiranjima
bivaju odredeni kao RhD-pozitivni (neki u direktnoj aglutinaciji, a drugi sa
tehnikom indirektnog antiglobulinskog testa-1AT), kada osobe sa ovim
oblikom antigena D Cesto stvaraju anti-D antitijelo poslije transfuzije krvi ili
trudnoce. Neki oblici parcijalnog antigena D, sliéno slabom antigenu D,
rezultat su point mutacije u genu RHD, koja dovodi do pojedina¢ne zamjene
aminokiselina. Medutim, za razliku od slabog antigena D, ove promjene se
nalaze na ekstracelularnom dijelu proteina, Sto dovodi do nastanka izmjenjenog
ili novog epitopa. Mnogi oblici parcijalnog antigena D nastaju od hibridnih

gena, kod kojih su dijelovi gena RHD zamjenjeni odgovaraju¢im regionima 21



RHCE. Ove zamjene obuhvataju male regione koji obuhvataju nekoliko
kodona, cijele eksone, ili velike regione gena, kao i nove sekvence
aminokiselina, koje nastaju kao rezultat nastanka hibridnih proteina (nastalih

od dijelova RhD i RhCE), koji predstavljaju nove Rh antigene (npr. DAK, Go?,

Evans, DV, BARC, FPTT, Rh32) [33].

1.9 Slabi (weak) antigen D

Slabi oblik antigena D (Slika 7) je varijanta RhD proteina koja
podrazumijeva zamjenu aminokiseline u njegovom transmembranskom ili
intracelularnom dijelu, a predstavlja smanjeni broj D antigena (generalno
uzevsi, manje od 5000 D antigena po eritrocitu) [52]. Prvobitno je opisano 16
razli¢itih slabih tipova antigena D, ali je ukupan broj ovih oblika, zajedno sa
njihovim podtipovima, do danas premasio 80. Ove zamjene izgleda da dovode
do ometanja integracije proteina u membranu eritrocita, zaustavljanjem
palmitilacije i onemogucavanjem ugradnje polipeptida u citoskeleton [53].
Tako je broj antigena D na povrSini membrane kvantitativno smanjen, mada
antigen D ostaje kvalitativno nepromijenjen. Iz tih razloga slabi oblik antigena
D nije imunogen kao normalan antigen D [54-60]. Imunizacija osoba sa slabim
oblikom antigena D nije uobicajena pojava, ali izuzeci obuhvataju osobe sa
weak D tip 15, weak D tip 4.2, poznatog i pod nazivom DAR, kao i weak D tip
7 [61-63]. Slabi oblici D tipova 1, 2, 3 i 4.0/4.1, koji imaju najvecu ucestalost u
svim populacijama bijele rase, predstavljaju vise od 95% svih weak D tipova.
Do danasnjeg dana, poslije vise od deset godina od kako je dat opis
molekularne karakterizacije varijanti antigena D, u literaturi ne postoji ni jedan
podatak da je bilo koji nosilac slabih D tipova od 1 do 4.1 bio imunizovan ili je
stvorio alo anti-D. Posmatrane grupe stvarale su autoantitijela u niskom titru
(Prilog 1, Tabela 6) [39].
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Slika 7. Slabiji D (weak D) fenotipovi i B. Parcijalni D fenotipovi.

Preuzeto, modifikovano i prevedeno iz: Westhoff CM. Review. Rh blood group antigen...
dominant, div.

Preuzeto i adaptirano iz: Jovanovi¢ Srzenti¢ S, Veljkovi¢ D. Imunobioloski i klinicki

znacaj krvnih grupa. IntraNet communication, Beograd, 2009.
erse and difficult. Immunohematology 2005.; 2;4: p.155-164.

1.10 DEL

Veoma slabo izrazen oblik antigena D nazvan je DEL (prethodni naziv
bio je Del) zato Sto je prvi put dokazan isklju¢ivo adsorpcijom anti-D antitijela
na ispitivane eritrocite, a potom elucijom sa ispitivanih eritrocita, Sto znaci da
se D antigen dokazuje isklju¢ivo postupkom elucije (DEL). Eritrociti fenotipa
DEL na membrani obi¢no imaju 200 i manje epitopa antigena D [63]. Najcesci
oblik fenotipa DEL nastaje zamjenom nukleotida nukleotidom C1225A u
eksonu 9 alele RHD (K409K) [64]. Posto ima veliku prevalenciju kod osoba
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azijskog porijekla, oznafen je kao “azijski tip” fenotipa DEL [59]. Ova
zamjena predstavlja tihi pojedinacni nukleotidni polimorfizam (SNP), jer
aminokiselina lizin (K) na poziciji 409 ostaje nepromjenjena.

Na drugim DEL alelima zapazaju se potporne molekularne promjene
koje uzrokuju izrazenije fenotipske efekte nego kod slabih D fenotipova i
snazno ometaju, ali ne spre¢avaju u potpunosti integraciju membrane [65-68].
Cak i u kombinaciji, fenotipovi DEL imaju malu ucestalost kod ljudi
evropskog porijekla. Oko 30% naizgled D-negativnih stanovnika isto¢ne Azije
nosi DEL RHD (K409K), mada su i druge molekularne promjene ¢esce u Aziji
nego u Evropi.

Fenotip DEL je zanimljiv za izucavanje u cijelom svijetu, zbog svog
potencijala da uzrokuje nastanak anti-D antitijela, kada se DEL-pozitivni
davaoci krvi neta¢no obiljeze kao D-negativni [69]. Dodatno, DEL aleli mogu
da uzrokuju neusaglasenosti u tumacenju genotipa, odnosno fenotipa, a o njima
treba misliti kada genotipske metode odredivanja krvnih grupa fetusa zavise od
etni¢ke pripadnosti roditelja [54,56, 69-70]. Fenotip DEL kod fetusa nije rizik

za nastanak hemolizne bolesti fetusa 1 novorodenceta.

1.11 RhD-negativan fenotip

Najcesc¢i D-negativan haplotip u svim populacijama nastaje delecijom
cijelog RHD gena, uz istovremeno prisustvo hibridnog Rhesus box-a (Slika 4).
Medutim, postoje i drugi D-negativni haplotipovi [71-72]. Neke D-negativne
osobe mogu da budu nosioci nefunkcionalnog RHD alela. Jedan od prvih
nefunkcionalnih RHD alela nazvan je RHD pseudogen (RHDvy). Od tada je
opisano nekoliko hibridnin RHD-CE-D alela, ukljucujuéi i Cde®, sa njegovim
karakteristicnim hibridnim RHD/CE eksonom 3. Oba nefunkcionalna alela
CeS¢e se zapazaju u populaciji Afrike. Rjedi oblici D-negativnih alela
posljedica su razli¢itih hibridnih RHD-CE-D alela, ili kada su ove osobe
nosioci nonsense i1 frame shift mutacija [65,73]. Vazno je napomenuti da
razdvajanje D-negativnog fenotipa od fenotipa DEL u seroloSkom radu moze
da izgleda neosnovano. Medutim, u klini¢koj praksi to nije slucaj: transfuzija

24



DEL eritrocita D-negativnom primaocu moze da bude imunogeni dogadaj, a
uobicCajeni “azijski DEL tip” nije sklon da stvara anti-D antitijelo poslije
primjene normalnih, D-pozitivnih eritrocita. Tako u azijskoj populaciji, gdje je
D-negativan fenotip rijedak, utvrdivanje DEL fenotipova medu primoacima
(oko1/3 svih seroloski D-negativnih) moze znacajno da smanji potrebe za Rh-

negativnim eritrocitima [74-77].

1.12 Rhnull

Nedostatak RhD i RhCE proteina moze da nastane zbog nasljedivanja
dva nefunkcionalna RHCE alela udruzena sa delecijom RHD alela. Ova
konstelacija pogoduje nastanku amorfnog Rhnyll fenotipa (potpuni nedostatak
Rh proteina), kod koga nisu izrazeni ni D, niti C i E antigeni [78-79].
Alternativno, defekt u aleli RHAG moze da dovede do nedostatka i RhD i
RhCE proteina. Ovaj bioloSki osnov daje objasnjenje zbog Cega defekti u
RHAG aleli dovode do nastanka regulatornog Rhpyll fenotipa (nedostatak
ekspresije Rh proteina), kod koga ni D niti CE antigeni ne mogu da se dokazu
na eritrocitima, iako principijelno jesu izrazeni na njihovoj membrani [80].

Aloimunizacija Rhpyll osoba u trudno¢i moze da bude veoma
dramaticna 1 teSka =za transfuzioloSko zbrinjavanje, zbog nedostatka
kompatibilne alogene krvi. Za potrebe transfuzije fetusu 1 novorodencetu

uzima se krv majke [81].

1.13 Filogenetske osobenosti alela RHD

Filogenetska ispitivanja alela RHD opisala su Cetiri klastera: evroazijski
D Kklaster sa konsenzus alelom RHD (Genbank mRNA NMO016124.3)
najces¢im alelom kod ljudi, kao 1 tri afriCka klastera, obiljezena kao DIVa,
DAU 1 slabi (weak) D tip 4. Klasteri se definiSu kao grupe alela koji se
razlikuju od konsenzus alela RHD i obuhvataju mnoge alele kod kojih su
nastale dodatne zamjene aminokiselina [82]. Kada se u potpunosti otkriju
genetske karakteristike o alelima RHCE (Genbank mRNA NM 020485.3) i
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kada dobijemo viSe informacija o njihovoj povezanosti sa specificnim RHD
alelima u haplotipovima, postojece filogenetsko stablo bi¢e potpunije i bolje
definisano [83].

1.14 Populacione studije

Na osnovu sistematskih ispitivanja u afri¢koj populaciji i sporadi¢nih
observacija kod aloimunizovanih pacijenata i bolesnika sa anemijom srpastih
¢elija, ocigledno je da su varijacije alela kod ljudi Afrike mnogo vece i1
raznovrsnije, nego u bilo kojoj drugoj populaciji. Razlog za postojanje tolikog
broja RH alela u Africi ostaje i dalje nepoznat. Otkrivanje potencijalnog
selektivnog pritiska ili selektivne prednosti mogu da osvijetle funkciju sistema
Rhesus. Prevalencija odredenih alela u juznoj i zapadnoj Africi takode se
razlikuje, ali jo§ uvijek nije sasvim proucena, dok ispitivanja u isto¢noj Africi
nedostaju u velikoj mjeri.

Narodi Evrope i isto¢ne Azije dijele male i preklapajuc¢e podsetove
africkih alela, koji se nazivaju evroazijski D klasteri. Osnovni aleli ovih
klastera su afri¢kog porijekla i viSe nego uobicajeno preovladavaju u populaciji
Afrike. Evroazijski D klaster mozda ima viSe poznatih alela u odnosu na druga
tri klastera u kombinaciji, ali je ovo jo$ uvijek na nivou observacije, jer mnogi
aleli 1 dalje ¢ekaju da budu istraZzeni. Narodi arapskog 1 indijskog porijekla
predstavljaju najvecu populaciju u kojoj polimorfizmi Rhesus gena jo$ uvijek
nisu ni istrazeni.

Mnogi klasteri danas mogu da se okarakteriSu, zato Sto su poznata dva
takozvana "siro¢ad" alela, koji mozda predstavljaju primordijalne alele za dva
nova D klastera. Druga tema za istrazivanja je raznovrsnost nukleotidnih
sekvenci u okviru kodiraju¢eg regiona RH alela i povezanost alela RHCE sa
alelima RHD (Prilog 1, Tabela 7).
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Tabela 7. Preporuke za nomenklaturu RH alela

(Preuzeto i adaptirano sa http://www.isbtweb.org/fileadmin/user_upload/files-
2015/redcells/blood group allele terminology/allele tables/weak an Del Alleles v2.01

10914. pdf)
Fenotip Oznaka Primjer
RHD RHD*01
RHD "01N+alel na RHD"01IN.01
RHD-null kome je null RHD*01N.02
mutacija
Broj alela povezan RHD"06.01
D-partial sa fenotipom ili RHD"01.02
oznakom -
kategorije RHD DVI
RHD*01W.01
- .
5 RHD01W+tip RHCE*01 (ce)
-weak ili *
od broja 100 RHCE™*02 (Ce)
RHCE*03 (cE)
RHCE*04 (CE)

Prevalencija alela medu evroazijskim D klasterima [84] znatno se
razlikuje izmedu naroda Evrope 1 Isto¢ne Azije. Na primjer, slabi D tipovi 15 i
17 Cesti su u isto€noj Aziji, a rijetki u Evropi, dok se "evropski" slabi D tipovi
od 1 do 4.1 rijetko mogu naci u isto€noj Aziji. Ispitivanje vrSeno metodom
slucajnog uzorka otkrilo je dodatne raznolikosti u eksonu 5 gena RHD, koji se
smatra regionom sa najvecim varijacijama alela, mada ovo moze da bude jo$

jedna predrasuda nastala tokom observacija [39].

1.15 Klini¢ki znacaj slabog D, parcijalnog D i fenotipa DEL

Tokom prethodne decenije dobijene su genetske informacije o lokusu
RH, a steCena su i saznanja o znaajnim varijacijama ovog gena. Sve je to
pomoglo da se objasne pojave neusaglasenih rezultata prilikom odredivanja
RhD antigena, kao i neke nejasne seroloske observacije. Nadalje, serolosko

odredivanje RhD antigena uvijek je predstavljalo izazov zbog varijacije u
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proizvodnji anti-D test reagenasa tokom godina. lako su monoklonski test
reagensi senzitivniji, poznato je da svi anti-D test serumi ne mogu da dokazu
odredene oblike parcijalnog i slabog antigena D [78]. Osobe koje imaju neku
od varijanti antigena D koja se razlikuje u odnosu na normalno izrazen D
antigen mogu da imaju problem, jer anti-D reagensi dobijeni iz razli¢itih izvora
pokazuju razliite jaCine aglutinacije sa ispitivanim eritrocitima. Upotreba
razli¢itih anti-D test reagenasa moze da dovede do neusaglaSenosti u postupku
utvrdivanja neke od varijanti antigena D. Klini¢ki znacaj odredivanja RhD
statusa zeni u reproduktivnhom periodu ogleda se u razdvajanju parcijalnog od
slabog oblika antigena D. Komercijalnim seroloskim test reagensima nije
mogucée napraviti razliku izmedu ova dva oblika. Ekstenzivno ispitivanje
pacijenata koji imaju slabi D antigen, a transfundovani su RhD-pozitivnim
eritrocitima pokazalo je da osobe sa slabim D antigenom tipova 1, 2 i 3, koji
¢ine 90% svih ispitanika sa slabim D antigenom, ne stvaraju anti-D antitijelo i
mogu bezbjedno da dobiju RhD-pozitivhu krv. Nasuprot njima, osobe sa
parcijalnim oblikom antigena D &esto stvaraju anti-D antitijelo i trebalo bi da
dobijaju RhD-negativnu krv, dok su trudnice i porodilje sa ovim oblikom
antigena D kandidati za RhD imunoglobulin. Na osnovu ovih zapazanja donijet
je stav da se za odredivanje antigena D u prenatalnoj i transfuzioloSkoj praksi
koristi samo test direktne aglutinacije. Znacajno je napomenuti da su, prema
aktuelnim preporukama Savezne direkcije za lijekove Sjedinjenih Americkih
Drzava (FDA) licencirani monoklonski anti-D test reagensi formulisani i
proizvedeni tako da ne daju direktnu aglutinaciju sa parcijalnim oblicima DVI.
DVI je najc¢es¢i oblik parcijalnog antigena D u bijeloj populaciji [79], a anti-D
koje stvaraju osobe sa fenotipom DVI moZe da dovede do fatalnih oblika HBN
[80]. Eliminacijom tehnike IAT u seroloSkom testiranju trudnice sa
parcijalnim DVI se klasifikuju kao RhD-negativne za transfuziju krvi i RhD
imunoprofilaksu.

Odredivanje RHD genotipa davaocima krvi ima ve¢i znaCaj nego za
primaoce transfuzija, zato Sto moze da iskljuci osobe sa slabim D ili fenotipom
Del, u grupi naizgled D-negativniih davalaca krvi [81]. Kao davaoci krvi,

eritrociti osoba sa slabim i parcijalnim oblicima antigena D mogu da stimuliSu
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stvaranje anti-D antitijela kod D-negativnih primalaca. Postalo je ocigledno da
su odredivanje fenotipa 1 genotipa davaocu mnogo snaznije kvalitativno orude
od dva ili viSe seroloska testa. Bez utvrdenih algoritama za dokazivanje
fenotipa i genotipa davaocima krvi, RhD-negativni pacijenti koji su u riziku da
prime krv fenotipa slabi D ili Del su u stalnom riziku da budu imunizovani [81-
87]. Drugi potencijalno ozbiljan rizik potice od seroloski RhD-negativnih
davalaca krvi, koji su u stvari D pozitivne/D negativne himere. Ove osobe
imaju mali broj D-pozitivnih eritrocita sa normalnom ekspresijom D antigena,
tako da jedna jedinica eritrocita ovih davalaca sadrzi oko 10 ml "normalnih" D-
pozitivnih eritrocita [81]. Njihovom transfuzijom moZe da se podstakne imuni
odgovor kod RhD-negativnog primaoca, iako se RhD-pozitivni eritrociti ne
mogu dokazati rutinskim seroloSkim tehnikama [81]. U eri molekularne
genetike, sa potencijalom za prospektivhu brigu o zdravlju stanovniStva i
lijeCenju zasnovanom na moguénostima genetskog polimorfizma, RHD
polimorfizmi koji dovode do nastanka izmjenjene ekspresije antigena D trebalo

bi da budu dio medicinske dokumentacije svake osobe.

1.16 RhD epitopi na proteinima Rhce (DHAR, csCF, ceRT, ceSL)

Saznanje da neki Rhce proteini nose D-specificne aminokiseline kao i
da se na njima nalaze epitopi sli¢ni epitopima antigena D 1 da oni reaguju sa
nekim monoklonskim anti-D test reagensima, dodatno oteZava serolosko
odredivanje antigena D. Dva slu¢aja DHAR, dokazana kod osoba njemackog
porijekla, kao 1 Crawford, ceCF, dokazan kod Amerikanaca africkog porijekla,
Cesto dovode do problema u seroloSkom utvrdivanju antigena D u
Sjedinjenima Americkim Drzavama [41]. Oni su posebno zapaZeni, jer sa
nekim od monoklonskih test reagenasa daju jake reakcije aglutinacije (3+ do
4+), dok sa drugima aglutinacija izostaje. Manje izraZene su neusaglasenosti
uzrokovane zamjenama aminokiselina koje imitiraju strukturu D-epitopa
(epD6), kada dolazi do slabe reakcije ovih eritrocita sa nekim monoklonskim
anti-D (ceRT and ceSL) [88-91].
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Budu¢i da eritrociti ovih osoba na svojoj membrani nemaju RhD
antigen, one mogu da budu senzibilisane, ukoliko se ne klasifikuju kao RhD-
negativne [88-91].

1.17 Potencijalne prednosti odredivanja RHD genotipa
davaocima, pacijentima i trudnicama

Slabi D antigen dokazan seroloSkim tehnikama ili seroloski slabi D
fenotip, definiSe se kao oblik koji sa anti-D reagensom koji u direktnoj
aglutinaciji ne daje reakciju ili daje slabo pozitivhu reakciju, <2+, dok je
reakcija sa antihuman- globulin reagensom umjerena ili jaka. Pojava
neusaglasenih rezultata kod serolo$kog utvrdivanja parcijalnih ili slabih oblika
antigena D je Cesta u rutinskoj praksi, a moze da se prevazide odredivanjem
RHD genotipa, kojim se obezbjeduje preciznija analiza [92].

U 2014. godini, Komitet za transfuzionu medicinu americkih patologa
objavio je rezultate ispitivanja vise od 3100 laboratorija u namjeri da utvrdi
njihovu strategiju 1 procedure za testiranje seroloSki slabih D fenotipova 1
primjenu RhD imunoglobulina [92]. Jedan od zakljucaka je zapazanje da u
Sjedinjenim  Americkim DrZzavama ne postoji standardna praksa za
interpretaciju rezultata ispitivanja RhD antigena, kada se dokaze seroloski slab
D antigen.

U nekim laboratorijama, osoba sa seroloski slabo izrazenim D
antigenom, posebno ukoliko je davalac krvi, oznacava se kao RhD-pozitivna.
Ako se seroloski slab D fenotip dokaze kod osoba Zenskog pola u
generativnom periodu, one se tretiraju kao RhD-negativne u situacijama kada
je potrebno primijeniti transfuzije krvi ili RhD imunoprofilaksu. Primje¢eno je
takode da postoje varijacije u karakteristikama izvodenja seroloskih metoda za
ispitivanje RhD antigena. Za pacijente, kao i za trudnice, ve¢ina laboratorija u
razvijenim zemljama svijeta koristi test procedure koje ne podrazumijevaju
koriS¢enje indirektnog antiglobulinskog testa za dokazivanje slabog D
antigena, pa se na taj nacin rezultati testiranja ovih osoba interpretiraju kao

RhD-negativni. Postoje laboratorije koje koriste indirektni antiglobuliski test za
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dokazivanje slabog D antigena za istu kategoriju pacijenata. Za davaoce Krvi i
novorodencad, standardna praksa u vecini laboratorija je da se dokazu seroloski
slabi D fenotipovi i da se interpretiraju kao RhD-pozitivni [88]. Cilj ovih
laboratorijskih procedura je da se RhD-negativne osobe zastite od nesmotrene
aloimunizacije D antigenom poslije transfuzije RhD-pozitivnih eritrocita,
ukljucujuéi eritrocite koji imaju slabo izrazen antigen D. lako u Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama u skorije vrijeme nije sprovedena prospektivna studija,
procjenjuje se da je sadasnja praksa za odredivanje RhD antigena, zajedno sa
aktuelnom ginekoloSkom praksom u primjeni antinatalne i postpartalne
imunoprofilakse, uspjeSna u 98,4 do 99% slu€ajeva u spre¢avanju RhD
aloimunizacije i RhD hemolizne bolesti fetusa i novorodenceta [88]. Medutim,
evidentne su neopravdane posljedice koje nastaju zbog prakse da se osobama
sa seroloski slabim D fenotipom ne odreduje RHD genotip, u koje spadaju
nepotrebna primjena RhD imunoglobulina i transfuzija RhD-negativnih
eritrocita (Cije su rezerve uvijek ograniene), umjesto potpuno bezbjedne
transfuzije RhD-pozitivnih eritrocita [92-93]. Pomenuta radna grupa je
revidirala sadaSnja znanja 1 iskustva u RHD genotipizaciji i predloZila
selektivnu integraciju ove metode u laboratorijsku praksu radi povecanja
sigurnosti u testiranju i obezbjedenja vece pouzdanosti rezultata prilikom
odredivanja RhD statusa, smanjenja nepotrebne primjene RhD imunoglobulina
kod Zena sa seroloski slabo izrazenim D antigenom i o¢uvanja RhD-negativnih
jedinica krvi, koje bi se primjenile osobama sa weak D tipovima 1, 2, i 3. (Slika
8) [54, 92-95].
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Slika 8. Algoritam za rjeSavanje seroloskih rezultata slabih D fenotipova
odredivanjem RHD genotipa

Preuzeto i adaptirano iz: Sandler SG, Flegel WA, Westhoff CM, Denomme GA,
Delaney M,.Keller MA, et al. It’s time to phase in RHD genotyping for patients with a
serologic weak D phenotype. Transfusion 2015; 55(3): 680-9).

1.18 Znacaj molekularnog testiranja u predvidanju RHD alela

JaCina reaktivnosti raznovrsnih anti-D test reagenasa i razli¢ite metode
za dokazivanje RhD antigena mogu da dovedu do neusaglasenih rezultata
izmedu prethodnih i aktuelnih rezultata ispitivanja. Problemi u testiranju
antigena D mogu da se prevazidu kombinacijom seroloskih ispitivanja 1
molekularnih tehnika. Metode PCR su korisne u odredivanju antigenog profila
davaoca krvi kada antitijelo iz test reagensa reaguje slabo ili reagens nije
dostupan. Ispitivanje ovih antigena metodom PCR (PCR-reakcija lancane
polimeraze) moguce je bez nabavke specijalnih reagenasa koji sadrze antitijela
I predstavljaju primjer u kome su metode zasnovane na tehnologiji PCR u
prednosti u odnosu na testove hemaglutinacije. Ispitivanje davalaca analizom
DNK korisno je kod utvrdivanja varijanti Rh antigena. DNK analize nisu
pogodne za rutinsko utvrdivanje ABO i RhD krvnih grupa iz sljedecih razloga:
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a) potentna, dobro standardizovana monoklonska antitijela visokog afiniteta za
odredivanje D antigena su dostupna; b) hemaglutinacija je relativno
jednostavna i brza tehnika; c) postoje automatizovani sistemi za efikasno
ispitivanje i oCitavanje D antigena kod davalaca krvi. Postoji jedan antigen D,
ali je preko 200 poznatih RHD alela. Sasvim je sigurno da taj broj nije konacan
i da jos mnogi aleli ¢ekaju da budu otkriveni. Eritrociti sa slabo izrazenim
antigenom D skoro su uvijek C+ ili E+. Bojazan od transfuzije eritrocita Rh
fenotipa Ccddee ili ccddEe koji imaju seroloski nedetektabilan antigen D
osobama koje su RhD-negativne, moze se prevazici transfuzijom D- C- E-
eritrocita (koji su, uglavnom, zaista D-negativni), umjesto prekomjerne
upotrebe metoda zasnovanih na tehnologiji PCR za dokazivanje varijanti
antigena D. Ovaj pristup ima oponente, koji, kao Flegel, zagovaraju DNK
testiranje svim davaocima krvi [96]. Za rutinsko odredivanje D antigena
davaocima krvi DNK ispitivanje zahtijeva viSe vremena, novca, postoji
mogucnost pogresne interpretacije i zbog svega toga, ne predstavlja napredak u
odnosu na testove hemaglutinacije. DNK ispitivanja Rh antigena imaju znacaja
u rezoluciji anomalija antigena D, dokazivanjem da je neusaglasenost u
ispitivanjima posljedica genetskih varijanti (bez izvodenja zamaSnih ispitivanja
krvnih srodnika), a ne greske u radu tehnicara ili neodgovarajuceg kvaliteta test
reagenasa. Mnogi Rh fenotipovi ne bi mogli da se definiSu samo na osnovu
testova hemaglutinacije, bilo zbog nedostatka odgovaraju¢ih panela
monoklonskih antitijela ili njihovog neadekvatnog aviditeta, titra ili koli€ine.
Testovi bazirani na metodi PCR mogu da budu korisni u definisanju nekih

varijanti antigena Rh kao i u preciznom odredivanju D-statusa davaoca i
pacijenta. Od posebnog su znacaja hrS i hrB antigeni, ¢ije odsustvo je kodirano

od strane nekoliko zasebnih alela [33].

33



1.19 Opis aktuelnih tehnika za genotipizaciju RHD alela

Trenutno je Sirom svijeta u upotrebi viSe tehnika za odredivanje
varijanti gena RHD kod seroloski RhD-negativnih ili slabo pozitivnih davalaca
krvi. Tehnike koje se uobicajeno koriste su:

a) konvencionalna PCR-SSP tehnika- tchnika lanane polimeraze uz
upotrebu prajmera specifi¢nih za sekvencu ima Siroku primjenu 1
podrazumijeva amplifikaciju ciljne sekvence DNK uz polimerazu koja je
stabilna na toploti (obi¢no Taq polimeraza), koja enzimski spaja novu
dvolan¢anu DNK, koriStenjem slobodnih nukleotida. Ovo se postize u
termosajkleru, u kome se dvolancani model grije do tacke kljucanja, kako bi se
razdvojili senzitivni i nesenzitivni lanci, poslije ¢ega se temperatura polako i
sporo snizava i dugo odrzava na onoj jacini koja omogucava jednolanc¢anim
DNK oligonukleotidnim sekvencama (prajmerima) da se zakace na model i
zapoc¢nu amplifikaciju. Proces se ponavlja kroz ponovljene brojeve ciklusa, a
produkat moze da se vizuelizuje elektroforezom na agaroza gelu [96-97].

b) kvantitativha PCR tehnika (QPCR)- gPCR ili kvantitativna PCR tehnika
je druga generacija metode PCR, koja se zasniva na istom principu kao i
konvencionalna PCR, ali dozvoljava istovremenu detekciju i kvantifikaciju
DNK, upotrebom jo$ jedne ili dvije metode: 1) nespecifi¢nih fluorescentnih
boja, koje se inkorporiraju u prisustvu bilo koje dvolanéane DNK, ili 2)
fluorescentno obiljezenog oligonukleotida specifi¢nog za sekvencu.

Obje metode podrazumijevaju specificne prve i poslednje prajmere, polimerazu
stabilnu na toploti i slobodne nukleotide. Medutim, termosajkler koji se koristi u
ovoj tehnici ima sposobnost da emituje svjetlost i da nadrazi fluohrom ili
fluorescentu boju, sto dovodi do emitovanja fluorescencije na relativnoj talasnoj
duzini. Ovo emitovanje se potom, kako reakcija napreduje, detektuje kao
vizuelizacija DNK amplifikacije (odnosno predstavlja “reakciju u stvarnom
vremenu™). Prvi pomenuti metod koristi boju koja se vezuje za DNK (SYBR
zeleno), prisutna je u testu, ali emituje fluorescenciju poslije vezivanja za
dvolancanu DNK. Koli¢ina fluorescencije se odreduje poslije svakog

ciklusa, $to omogucava mjerenje koncentracije amplifikovane DNK. Ovaj
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metod ima ogranienja, zato Sto ¢e svaka dvolancana DNK davati
fluorescenciju u reakciji, Sto moze da dovede do interferencije sa
nespecificnim PCR produktima. Ona nema moguénost multiplih reakcija, jer
ne moze da razdvoji razli¢ite produkte amplifikacije. Drugi pomenuti gPCR
metod podrazumijeva dvostruko obiljezeni oligonukleotid (probu), koji se
konjuguje sa fluohromom na 5’ kraju oligonukleotida i ukrSta sa unutras$njim
regionom PCR produkta. Prigusiva¢ na 3’ kraju oligonukleotida inhibira
emisiju preko energetskog transfera fluorescentne rezonance (FRET),
zahvaljuju¢i tijesnoj blizini sa fluohromom. Kada se proba veze za
jednolanc¢ani model DNK, a potom je polimeraza otcijepi, dolazi do pojave
emisije, koja se detektuje u stvarnom vremenu (Slika 9.) [97].

c) U posljednje vrijeme dizajnirani su automatizovani sistemi za male serije
uzoraka, koji koriste sofisticirane metode genotipizacije uz primjenu

fluorescentne tehnologije.
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Slika 9. Mehanizam fluorescencije u dvostruko obiljezenim qPCR
probama (prajmerima).

Prilagodeno i adaptirano prema: Nagl L. IMPROVING THE DETECTION OF
DONATIONS WITHIN THE RHD NEGATIVE BLOOD DONOR PANEL WHICH
WEAKLYEXPRESS THE RHD ANTIGEN. School of Biomedical Sciences Queensland
University of Technology.Institute of Health and Biomedical Innovation, QUT Research
and Development Division, Australian Red Cross Blood Service Submitted in fulfilment
of the requirements for the degree of Master of Applied Science (Research), 2014.
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1.20 Odredivanje velikog broja RH genotipova

Ne postoji nijedan krvnogrupni sistem sa tako slozenom genetskom
osnovom, kao S§to je to RH. Veliki broj i kompleksnost RH alela medu
razli¢itim populacijama predstavljaju izazov za razvijanje sveobuhvatnog oruda
za identifikaciju svih onih koji imaju klini¢ki znacaj. Postojanje tehnologije za
odredivanje velikog broja genotipova moze da bude odgovarajuce rjeSenje za
njenu Siroku upotrebu u klini¢koj praksi [98-99], a razvijeno je nekoliko
aparata za tu namjenu [100-103]. Modifikacija aktuelnih statickih visoko
propusnih tehnologija omoguci¢e genotipizaciju velike grupe davalaca i
primalaca, kao i testiranje genotipiziranih jedinica davalaca i primalaca na
osnovu podataka u informacionom sistemu, takozvano "suvo testiranje™ [104-
107]. Dodatno, kompjuterski sistemi za pohranjivanje informacija o davaocima
i pacijentima trebalo bi da budu modifikovani tako da daju odgovarajuce
informacije o alelu, jer sadasnji komercijalni klinicki sistemi za bazu podataka

u kojima se ¢uvaju seroloske informacije, ne odgovaraju toj namjeni.

1.21 Odredivanje RHD zigotnosti

Odredivanjem ekspresije antigena D, C/c, 1 E/e seroloskim tehnikama
na membrani eritrocita moZe samo da se pretpostavi da li je osoba homozigot
(D/D) ili heterozigot (D/—). Medutim, zigotnost gena RHD danas moze da se
utvrdi dokazivanjem recesivnog D-negativnog alela. U prenatalnoj zastiti,
ispitivanje RHD zigotnosti oca znacajno je za predvidanje fetalnog RhD
statusa, kada majka ima anti-D antitijelo. Etnicko porijeklo roditelja ima
znacaja u funkcionalnosti samog testa, zato $to su razli¢iti genetski dogadaji
odgovorni za nastanak D- negativnih fenotipova. Dopunski testovi zigotnosti
za dokazivanje odsustva gena RHD podrazumijevaju dokazivanje regiona Kkoji
nastaje delecijom gena RHD, 37-bp insert RHD pseudogen, D-negativan RHD-
CE-D hibridni gen [104-105].
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1.22 Prenatalna dijagnostika

Odredivanje RHD genotipa fetusu dio je rutinske procedure koja se
izvodi u okviru prac¢enja hemolizne bolesti fetusa i novorodenceta. Mnogi od
ovih slucajeva jo§ uvijek su uzrokovani anti-D antitijelom koje stvara D-
negativna zena, mada ih mogu stvarati i trudnice sa parcijalnim oblikom
antigena D [108-110]. Upotreba DNK iz amnionske te¢nosti za odredivanje
fetalnog RhD i drugih krvnogrupnih antigena predstavlja pouzdanu metodu
izbora ve¢ vise od deset godina [111]. Uzimanje fetalnog uzorka iz amnionske
teCnosti izbjegava se procedura velikog rizika, kakva je uzimanje krvi fetusa iz
pupcanika, za testiranje krvnih grupa. Medutim, amniocenteza ¢e
najvjerovatnije biti napustena, u korist sigurnije procedure, kakva je ispitivanje

DNK fetusa iz periferne krvi majke [112-113].

1.23 Ispitivanje slobodne DNK u plazmi majke

Osjetljivost kvantitativne PCR ili PCR u stvarnom vremenu u dokazivanju
slobodne DNK fetusa u perifernoj krvi majke primjeceno je jo§ 1998.god.
[114-115]. Ova DNK fetusa predstavlja relativno male fragmente DNK [116-
117] dobijene iz plazme majke, koja je oslobodena iz ¢elija fetusa u njenoj
cirkulaciji. Prednost slobodne DNK fetusa je u tome $to se moze dobiti iz krvi
majke nekoliko sati poslije rodenja [118], ali se uzorak DNK fetusa izdvaja 1
tokom trudnoce u nekoliko zemalja Evrope, kako bi se identifikovale trudnoce
sa rizikom za nastanak HBFN i primijenili algoritmi za primjenu Rhlg

profilakse u RHD-negativnim trudno¢ama [119-122].

1.24 Rhesus sajt

Rhesus sajt je najveci izvor informacija za krvnogrupni sistem Rh.
Namjenjen je specijalistima transfuzijske medicine, kao i onima koji nisu
specijalisti iz ove oblasti, ali su im znacajne provjerene informacije na ovu

temu. Veb sajt sadrzi podatke o istrazivanjima iz oblasti transfuzijske 38



medicine, imunohematologije i molekularnih ispitivanja. Linkovi vode do
znacajnih publikacija i metodoloskih izvora za Rhesus. Mnogi podaci koji su
originalno prezentovani na Rhesus sajtu kasnije su formalno objavljeni u
stru¢noj literaturi. Odjeljak ‘RhesusBase’ predstavlja najvec¢u bazu podataka za
RHD alele; odjeljak ‘RhesusSurveillance’ razmatra razultate najvecih
prospektivnih studija o imunizaciji D antigenom kod D-pozitivnih pacijenata.
Veb izvori za sve dostupne  podatke o krvnogrupnom sistemu Rh su: The

Rhesus Site (www.uni-ulm.de/wflegel/RH/); Weak D nomenklature (www.uni-

ulm.de/wflegel/RH/WeakD/) (Nomenklatura slabog D antigena); GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KJ722727.1) (Banka gena);  RhesusBase

(www.uni-ulm.de/fwagner/RH/RB2/) (Rhesus baza); Rhesus Immunization

Registry  (www.uni-ulm.de/wflegel/RH/RIR/#title) (Registar Rhesus
imunizacije) (Slika 10) [123].
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Slika 10. Grafi¢ki prikaz Rhesus sajta, The Rhesus Site, kada posjetioci dodu
na njegov URL (www.uni-ulm.de/wflegel/RH/). Ispod naziva i horizontalne
ponude, prvi odjeljak sadrzi linkove za Cetiri osnovne oblasti o podacima
naucnog istrazivanja u okviru krvnogrupnog sistema Rh.

Preuzeto iz: Wagner F, Flegel WA. The Rhesus Site. Transfus Med Hemother. 2014
Oct; 41(5): 357-363. Published online 2014 Sep 15. doi: 10.1159/000366176.
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2.0 Ciljevi istrazivanja

1.

Utvrditi molekularnim metodama da li davaoci krvi u populaciji
Republike Srpske, kod kojih je seroloski odreden slab oblik antigena D,
zaista imaju slabo izrazen antigen D, parcijalni antigen D ili
kombinaciju ova dva tipa;
Kod dokazanih oblika slabih i parcijalnih antigena D, utvrditi njihovu
ucestalost i uporediti je sa ucestalos¢u slabih i parcijalnih antigena D u
drugim populacijama bijele rase;
Utvrditi da li kod osoba sa dokazanim slabim i parcijalnim oblikom
antigena D postoje one koje su stvorile anti-D antitijelo i da li su ti
podaci u skladu sa onim objavljenim u stru¢noj literaturi,
Testovima molekularne dijagnostike dokazati da li davaoci krvi,
seroloski utvrdeni kao RhD-negativni, RhD fenotipa Ccddee i ccddEe,
imaju gen RHD i antigen D na eritrocitnoj membrani, toliko slab da se
ne moze dokazati seroloSkim tehnikama, niti dostupnim anti-D test
serumima;

Retrospektivnom studijom utvrditi da li je neki od RhD-negativnih
primalaca, Rh fenotipa ccddee, koji su primali krv fenotipa Ccddee i
ccddEe stvorio anti-D antitijelo poslije primjene krvi sa nazna¢enim
fenotipovima;

Na osnovu dobijenih rezultata, napraviti Registar osoba sa varijantama
antigena D, kako bi u svakom trenutku raspolagali sa adekvatnim
podacima o davaocima krvi u Republici Srpskoj, na osnovu ¢ega bi se
mogla vrsti razmjena podataka sa medunarodnim Registrima rijetkih
krvnih grupa;

Postavljanje baze za Nacionalnu referentnu laboratoriju za
imunohematologiju i molekularnu imunohematologiju u Zavodu za

transfuzijsku medicinu Republike Srpske.
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3.0 Radna hipoteza

1. Ocekuje se da ¢e se tokom izrade ove doktorske disertacije
molekularnom dijagnostikom otkriti odredeni oblici kako slabih, tako i
parcijalnih oblika antigena D u populaciji davalaca krvi Republike
Srpske, kao i da Ce ti slabi oblici odgovarati slabim tipovima 1-3, koji
su najcesci u ostalim ispitanim populacijama bijele rase;

2. Pretpostavka je da ¢e u populaciji davalaca krvi Repubike Srpske
najcesci oblik slabog antigena D odgovarati nalazima istrazivaca iz
Hrvatske, s obzirom na istorijske i regionalne povezanosti, kao i na
migracije na ovim prostorima;

3. Dokazivanje prirodnog ili imunog anti-D antitijela kod davalaca krvi sa
odredenim oblicima slabog, odnosno parcijalnog antigena D, trebalo bi
da bude usaglaSeno sa opisanim slucajevima dokazanog anti-D
antitijela kod osoba sa varijantama D antigena u drugim populacijama i
izvodenjem skrininga antitijela tipiziranim, enzimski tretiranim
eritrocitima, kao i indirektnog antiglobulinskog testa tipiziranim,
enzimski netretiranim eritrocitima;

4. Odgovaraju¢e ispitivanje RHD gena identifikova¢e 1 seroloSki D-
negativne davaoce krvi, koji su u stvari slab D ili DEL, §to ¢e osigurati
primjenu njihove krvi iskljué¢ivo D-pozitivnim primaocima;

5. Uzimanjem uzorka krvi za skrining antitijela RhD-negativnim
primaocima, Rh fenotipa ccddee, koji su dobijali krv davalaca ¢iji je Rh
fenotip bio Ccddee 1 ccddEe utvrdice se da li je kod njih doSlo do
senzibilizacije nekom od varijanti D;

6. Radna hipoteza je da ¢e se i kod ispitivanih davalaca krvi Republike
Srpske sa varijantama D dokazati sli¢ne molekularne promjene, kao §to
je to opisano u literaturi;

7. Uvodenje molekularne dijagnostike kod osoba sa varijantama antigena
D koji su davaoci krvi, kao i formiranje Registra davalaca sa slabim D,
predstavlja formiranje Nacionalne referentne laboratorije za

imunohematologiju i molekularnu imunohematologiju.
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4.0 Ispitanici, materijali i metode

4.1 Ispitanici

Za izradu ove doktorske disertacije koriSteni su uzorci krvi redovnih
dobrovoljnih davalaca, koji su seroloskim tehnikama, metodom u epruveti,
metodom u mikroplo¢i i metodom u gelu odredeni kao osobe sa slabije
izrazenim antigenom D, na osnovu jaline aglutinacije, a prema uputstvu
proizvodaca test seruma, kao i uzorci krvi davalaca koji su RhD/negativni, sa C
I /ili E antigenom u Rh fenotipu. U bazi podataka Zavoda za transfuzijsku
medicinu Republike Srpske u Banjoj Luci trenutno je evidentirano 85 osoba sa
dokazanim slabijim oblikom antigena D, kao i 92 RhD-negativnih, C+/E+.
Prema projekciji Zavoda za statistiku Republike Srpske, broj stanovnika u
Republici Srpskoj je 1 170 342 (podaci se odnose na 2013. godinu) [124], u
dobi od 18 do 65 godina ima 776 740 stanovnika, a u informacionom sistemu
Zavoda za transfuzijsku medicinu u Banjoj Luci u periodu od aprila 2016. do
marta 2017. godine registrovano je 8592 davaoca krvi, kojima je odredivana
krvna grupa sistema ABO 1 RhD antigen, a po potrebi 1 utvrdenom algoritmu 1
slabi D antigen. Od 776 740 gradana koji mogu da daju krv (u dobi od 18 do 65
godina), 571 812 ¢ine osobe muskog pola, a 598 530 su zenskog pola.

Svi davaoci krvi uklju€eni u ispitivanje bili su upoznati sa ciljem
studije, vrstom testiranja i dali su saglasnost za u€estvovanje u njemu. Sadrzaj
obavjesStenja za ispitanike i tekst saglasnosti odobreni su od strane Etickog

odbora Klini¢kog centra u Banjoj Luci (Prilog 2).
4.2 Uzorci krvi za ispitivanja
Od svakog ispitanika uzimana su dva uzorka krvi na antikoagulansu EDTA:

jedan za seroloska ispitivanja RhD statusa, odredivanje Rh fenotipa, skrining

antitijela, a drugi, za molekularnu tipizaciju RhD i odredivanje Rh fenotipa.
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4.3 Imunohematoloske metode za odredivanje RhD antigena, Rh fenotipa i

skrining antitijela

Cilj upotrebe imunoseroloskih metoda u klini¢koj praksi je obezbjedivanje
kompatibilne krvi za transfuziju. Osnovni zahtjev koji se postavlja pri izboru
testova za rad je da omoguée pouzdano utvrdivanje prisustva ili odsustva
odredenog antigena na ispitivanim eritrocitima i prisustvo ili odsustvo klinicki
znacajnih antitijela u ispitivanom serumu [125-128].

Za odredivanje eritrocitnih antigena izbor testa zavisi od karakteristika
antigena sa jedne i raspolozivih test reagenasa (test seruma) sa druge strane.
Najprostija metoda je metoda aglutinacije u test epruveti, u fizioloSkom
rastvoru. Ovaj test se moze skoro uvijek primijeniti kada su na raspolaganju
relevantna antitijela klase IgM. Kada su antitijela klase 1gG reakciju treba
izvoditi u koloidnom medijumu, u testu koristiti enzimom obradene eritrocite,
ili indirektni antiglobulinski test. Od ova tri testa, test sa enzimima obradenim
eritrocitima je najsenzitivniji, ali on ima i odredene nedostatke: a) neki
eritrocitni antigeni mogu da se razgrade enzimima, i b) enzimima obradeni
eritrociti mogu da daju nespecifi¢nu aglutinaciju. Indirektni antiglobulinski test
rijetko daje lazno pozitivne rezultate, njime se otkriva vecina klini¢ki zna¢ajnih
antitijela, pa je zbog toga zastupljen u skoro svim imunohematoloSkim
testiranjima. Aglutinacija u koloidnom medijumu je najmanje senzitivna za
veéinu antitijela, ali je jednostavna za izvodenje i moZe da pomogne u
otkrivanju nekih eritrocitnih antitijela [100]. U praksi se najpouzdaniji rezultati

dobijaju kombinacijom testova

4.3.1 Aglutinacija u te€noj sredini

Reakcija se odigrava u test epruveti poslije mijeSanja suspenzije
eritrocita 1 test seruma. Za utvrdivanje prisustva ili odsustva odredenog
antigena koriste se test serumi poznate specifi¢nosti, a za otkrivanje antitijela

eritrociti poznatog fenotipa. U te¢noj sredini, odnosno u epruvetama, mogu se
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izvoditi svi pretransfuzijski testovi: odredivanje eritrocitnih krvnih grupa,
skrining, identifikacija, titar antitijela, kao 1 unakrsna proba izmedu davaoca i
primaoca [129-131].

Dugogodisnja primjena ove metode u imunoserologiji eritrocitnih
krvnih grupa, kao i uporedne analize sa drugim metodama su ukazale na neke
njene nedostatke. U njih spadaju: potreba za relativno velikim uzorkom krvi
(moze da bude problem u radu sa uzorcima krvi odojceta i novorodenceta),
velika potro$nja test reagenasa, teSkoce u otkrivanju slabih antigena i antitijela
kada su prisutna u maloj koncentraciji, teSkoée u otkrivanju mijeSane
populacije eritrocita, teSkoce u otkrivanju multiplih antitijela i problem u
ocitavanju rezultata reakcije. Metoda nije standardizovana, pa rezultat u velikoj
mjeri zavisi od iskustva osoblja koje je izvodi [7,132,133]. Na Slici 11.

prikazani su reagensi i laboratorijska oprema za rad u epruvetama.
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Slika 11. Standardna oprema i reagensi za
imunohematolosko odredivanje krvnih grupa i skrining
antitijela metodom u epruveti.

Preuzeto i adaptirano iz: Jovanovi¢ Srzenti¢ S, Veljkovi¢ D.
Imunobioloski i klini¢ki znac¢aj krvnih grupa. IntraNet
communication, Beograd, 2009. 1zvor:www.diahem.com.
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4.3.2 Aglutinacija u gelu

Tehniku reakcije antigen-antitijelo mikrometodom aglutinacije u gelu
opisao je i patentirao Y. Lapierre 1985. godine. DiaMed je dizajnirao 1D
karticu i razvio metodu sa idejom standardizacije reakcija aglutinacije. Ova
metoda zasniva se na upotrebi mikrocjevcica u kojima se nalaze partikule gela.
Svaka gel kartica sadrzi Sest mikroepruveta za Sest jednakih ili razlicitih
testova (Slika 12). Gel partikule su sferine 1 u testu imaju funkciju reakcionog
medijuma i filtera. One zadrzavaju aglutinate eritrocita, a propustaju slobodne
eritrocite na dno. Time je olakSano i ujednaceno ocitavanje rezultata reakcije.
Fiksacija aglutinata olakSava 1 ujednacava ocitavanje rezultata, a posebno
odvajanje pozitivnih od negativnih nalaza. Princip testa je direktna (slana
sredina) ili indirektna (antihumanglobulin test) aglutinacija eritrocita, sa

specificnim antitijelima na partikulama gela [133].

Slika 12. ID kartica za odredivanje krvne grupe ABO i RhD antigena
davaocima krvi, metodom u gelu, monoklonskim test serumima, prema
preporukama Vodica Velike Britanije. Test serumi anti—D su monoklonski,
jedna je serija koja dokazuje varijantu DVI, a druga ona koja ne dokazuje
varijantu DVI.
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Prednosti testa su: smanjena mogucnost greske, ujednaceniji rad svih
izvrSilaca, bolja kontrola kvaliteta rada, pracenje individualnog ucinka svakog
izvrSioca je bolja, manji uzorci krvi (mikrometoda, Sto je znacajno u pedijatriji
I u odeljenjima intenzivne terapije i njege), ¢istiji rad (nema pranja eritrocita),
mogucnost infekcije se smanjuje, kontaminacija reagenasa je nemoguca.

Fotografija reakcije koja se Cuva je sigurnost za pacijenta 1 dio
bezbjednosti svih zaposlenih u sluzbama za transfuziju. Suspenzije eritrocita su
precizno propisane, pipetiranje se vrSi poluautomatskim pipetama sa tacno
odredenim volumenima reagenasa, omoguceno je inkubiranje i centrifugiranje
ID Kartica prema potrebi [133-134]. Aglutinati u gelu su postojani i lako
uocljivi, tako da je ocitavanje rezultata lako i ujednaceno (Slika 12). Po
zavrSenom centrifugiranju, ocitavanje moze da se obavi odmah, a
nepromjenljivost rezultata je sigurna i poslije 24 do 48 casova, ako se ID
kartica ¢uva na +4°C do +6°C. Rezultati mogu biti fotografisani i na taj nacin
obezbijedeni kao trajan medicinski dokument. U ID Kkartici postoje tri vrste
gela: a) gel sa specifi¢nim antitijelima, b) gel sa AHG reagensom, i c¢) neutralni
gel [134].

Za izvodenje testova mikrometodom aglutinacije u gelu potreban je
mali uzorak krvi, tako da moze biti koriSten i kapilarni uzorak.

Ukoliko se procedura poStuje, ova metoda se pokazala superiornijom u
dokazivanju eritrocitnih antigena 1 klinicki znacajnih antieritrocitnih antitijela
od konvencionalne metode aglutinacije u te¢noj sredini. Posebno je povecana
mogucénost otkrivanja slabih antigena i1 podgrupa, kao i nizih koncentracija
metodom aglutinacije u gelu, a posebno je olakSana identifikacija multiplih
antitijela u serumu. Ova metoda je senzitivnija i pogodnija i u ispitivanju eluata
[133-137].

Zbog pobrojanih prednosti ovu metodu upotrebljava u rutinskom radu
preko 70% evropskih transfuzioloSkih laboratorija (United Kindom National
External Quality Assesment Sheme for Blood Transfusion Laboratory
Practice—UK NEQAS) kako za ispitivanje davalaca krvi, tako i primalaca

krvnih komponenti i novorodene djece [138].
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4.3.3 Metode ¢vrste faze

Metode sa ¢vrstom fazom (engl. Solid phase red cells Adherence
Assays-SPRCA) upotrebljavaju se za otkrivanje eritrocitnih antigena ili
antitijela od kraja osamdesetih godina proslog vijeka. Za razliku od
aglutinacije u tenoj sredini, gdje se reakcija antitijela sa komplementarnim
antigenom odigrava u te¢noj sredini (fazi), kod ovog metoda je jedan od
reaktanata imobilisan (vezan za zid udubljenja), pa se reakcija odigrava na zidu
udubljenja (Slika 13). U upotrebi je nekoliko razli¢itih kombinacija metoda
¢vrste faze [139].

Metoda Cvrste faze za otkrivanje eritrocitnih antigena

Metodom u ¢vrstoj fazi (engl. Solid phase Assays for Detecting Red
Cell Antigens) krvna grupa se odreduje u mikrotitarskim ploc¢ama, u kojima je
za zid udubljenja vezano antitijelo poznate specificnosti. Princip rada je
jednostavan i podrazumijeva dodavanje ispitivanih eritrocita u udubljenja
mikrotitarske ploce. Kada je na eritrocitima prisutan antigen za koga je
specifi¢no antitijelo, do¢i ¢e do reakcije antigena na eritrocitima sa antitijelima
vezanim za udubljenje zida mikrotitarske ploce. Ukoliko je reakcija negativna,
odnosno ukoliko se na eritrocitima ne nalazi antigen, eritrociti ¢e se nakupiti na
dnu udubljenja formiraju¢i dugme. U suprotnom, pozitivan rezultat ¢e dovesti
do obojenja zidova udubljenja na citavoj povrSini na kojoj se nalaze vezana
antitijela. Pozitivna reakcija znai prisustvo antigena na ispitivanim

eritrocitima (Slika 13) [139-141].
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Slikal3. Otkrivanje antitijela u ¢vrstoj fazi. Za zid epruvete vezano je
sekundarno antitijelo (AHG).

Preuzeto i adaptirano iz: Jovanovi¢ Srzenti¢ S, Veljkovi¢ D.
Imunobioloski i klini¢ki znacaj krvnih grupa. IntraNet
communication, Beograd, 2009.

Metoda Cvrste faze za otkrivanje antieritrocitnih antitijela

Za otkrivanje antieritrocitnih antitijela u ispitivanom serumu Koriste se i
mikrotitarske ploce u kojima je na zid udubljenja (jaZice), vezana membrana
test eritrocita poznatog fenotipa (engl. Solid Phase Assays for Detecting
Antibodies for Red Cell Antigens). U udubljenje se dodaje ispitivani serum.
Tokom inkubacije do¢i ¢e do reakcije antigena sa komplemetarnim antitijelom,
ukoliko se u ispitivanom serumu nalazi antitijelo protiv antigena vezanog za
zid jaZice. MikroploCe sa jaZzicama se potom ispiraju nekoliko puta radi
otklanjanja slobodnih antitijela, a onda im se dodaju eritrociti oblozeni IgG
antitijelima. Negativan rezultat oznacava prisustvo dugmeta na dnu udubljenja,
a pozitivan rezultat prisustvo difuznih aglutinata na zidovima i na dnu jazice,
upravo na svim povrSinama na kojima je vezan antigen odredene specifi¢nosti

(Slika 14) [140-142].
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Slika 14. Ocitavanje reakcije metodom aglutinacije u ¢vrstoj fazi. Lijevo su
negativni rezultati (skupljeni eritrociti u sredini udubljenja), a desno pozitivni
(difuzno aglutinisani eritrociti na cijeloj povrsini dna udubljenja).

Preuzeto i adaptirano sa sajta: www.medicine.mcgill.ca

4.3.4 Aglutinacija u mikrotitarskim plo¢ama

Umjesto u test epruvetama, reakcija se odigrava u mikrotitarskim
plo¢ama. Koristi se za odredivanje eritrocitnih antigena ili antitijela. Male
kolicine eritrocita i test seruma se dodaju u mikroepruvete na plocama koje se
potom centrifugiraju. Eritrociti sa dna udubljenja resuspenduju se stavljanjem
plo¢e na mjesalicu ili manuelnim protresanjem ploce, a potom se manuelno ili
pomocu automatskog citaca vr$i o€itavanje reakcije. U slucaju negativne
reakcije eritrociti su potpunosti resuspendovani u serumu, bez vidljivih
aglutinata (Slika 15). Prednost ove metode u odnosu na konvencionalni metod

aglutinacije u epruveti je manja potro$nja reagenasa [ 143-144].

49



EO000 _'&;oeo
i
,g Q' o*b*t o=

o’d"e"

Slika 15. Mikrotitarska plo¢a. U udubljenja mikrotitarske plo¢e dodaje se test
serum poznate specifi¢nosti 1 ispitivani eritrociti, kao i serum ispitanika i test
eritrociti poznatog fenotipa, Al, B, i O. Pozitivan rezultat je kada se u sredini
udubljenja pojavi dugme (aglutinat), a negativan kada su eritrociti rasprseni na
cijeloj povrsini dna udubljenja.

Preuzeto sa sajta: www.diahem.com.

4.4 Test reagensi za odredivanje krvnih grupa sistema ABO, RhD antigena,
Rh fenotipa i skrining i identifikaciju antitijela davaocima krvi u Zavodu

za transfuzijsku medicinu u Banjoj Luci

4.4.1 Test reagensi za odredivanje antigena D i Rh fenotipa koriSteni u studiji

U seroloskom ispitivanju RhD antigena i Rh fenotipova dobrovoljnih
davalaca krvi, koristeni su sljede¢i test reagensi: a) humani monoklonski (anti-
D monoclonal, IgM/1gG), anti-D blend TH-28/MS-36 i anti-D blend 175 2-415
1E4, proizvodaca CE-Immunodiagnostika GmbH, Germany; b) panel od 9
humanih monoklonskih anti-D test reagenasa: anti-D klase IgM, klona HM10,
anti-D klase 1gG, klona HM16, anti-D klase IgM, klona P3X61, anti-D klase
IgG, klona P3X35, anti-D klase IgM, klona P3X21211F1, anti-D klase IgM,
klona P3X21223B10, anti-D klase 19G, klona P3X241, anti-D klase 1gG, klona
P3X249, anti-D klase 1gG, klona P3X290, za rad u epruveti, proizvodaca
Diagast, Francuska (Slika 16.).
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D-SCREEN

N°® Clone Type

Kion Typ
1 HM10 IgM + + + + + - + - - - +
2 HM16 1gG + + + - + - + - + + +
3 P3X61 IgM + + + + + - + + + + +
< P3X35 1gG + + + + - - + - - - +
5§ | P3X21211F1 | IgM + + - B - - - - + - -
6 | P3X21223B10 | IgM - + - - + + + + - - +
7 P3X241 1gG + + + + - - + + - - +
8 P3X249 IgG + - - - + - + - - - +
9 P3X290 IgG + + + - + + + - ~ - +

Slika 16. Lista na kojoj su date karateristike anti-D test
reagenasa, koji ulaze u sastav D-SCREEN panela za
utvrdivanje varijanti antigena D metodom u epruveti,
proizvodaca Diagast.

Za odredivanje Rh fenotipa koristeni su sljedeé¢i reagensi proizvodaca
Diagast, Francuska, humani monoklonski anti-C test reagens, klonova
P3X25513GB+MS24, anti-E, klona 906, anti-c, klona 951 i anti-e, klona
P3GD512+MS63. U ovoj studiji, za odredivanje krvnih grupa sistema ABO i
RhD antigena metodom u mikroplo¢ama, na aparatu Techno Twin Station,
koristeni su sljede¢i test reagensi: DiaClon-MPAnNti-A (¢elijska linija BIRMA-
1), DiaClon-MP Anti-B (¢elijska linija LM306/686 (LB-2)), DiaClon-MP Anti-
AB (Celijska linija ES131 (ES-15), ES-4), DiaClon MP Anti-DVI-/IgM
(¢elijska linija TH-28) i DiaClon-MP Anti-DVI+/IgM/IgG (¢elijska linija MS-
201/MS-26), a svi proizvodi su proizvodaca BioRad, USA, kao i monoklonski
anti-D IgG (¢elijska linija ESD1), za odredivanje slabijih oblika antigena D
metodom u gelu, proizvodaca BioRad, USA. Mikroplo€e sa antitijelima u
suvom stanju i1 negativna kontrola, spremne za upotrebu, uz sljedece test
reagense za odredivanje Rh i Kell fenotipova: Anti-C celijska linija MS-24;
Anti-c celijska linija MS-33; Anti-E c¢elijska linija MS-260; Anti-e celijska
linijja MS-63, Anti-K ¢elijska linija MS-56; negativna kontrola, pufer bez
antitijela (BioRad).
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Za test adsorpcije 1 elucije, koji su radeni u Institutu za transfuziju krvi
Srbije, koristen je test serum anti-D, humani-monoklonski, proizvodaca-Institut
za transfuziju krvi Srbije, "in house" proizvodnja (mjeSavina pula seruma
imunizovanih dobrovoljnih davalaca -1gG poliklonska antitijela i komercijalni
monoklonski test reagensi - IgM humana, monoklonska antitijela: klon RUM1
ili MS-201).

4.4.2 Test eritrociti za odredivanje krvnih grupa sistema ABO

davaocima krvi u Zavodu za transfuzijsku medicinu u Banjoj Luci

Za ispitivanje ABO antitijela, metodom u mikroplo¢ama na aparatu

Techno Twin Station, proizvoda¢a BioRad, koriSteni su sljedeéi reagensi:

eritrociti za testiranje seruma: a) DiaCell-MP ABO A1, A2, B, O, DiaCell-MP

ABO A1, A, B, DiaCell-MP ABO A1, B, O, DiaCell-MP ABO A1, B; b) ID-

Diluens 1: Modifikovani rastvor bromelina za suspenziju eritrocita; c¢) ID-
DiaCell ABO, test eritrociti za ispitivanje prisustva ABO antitijela u serumu
ispitanika, proizvodaca BioRad, metodom u gelu, ru¢no i na aparatu Techno

Twin Station.
4.4.3 Test eritrociti za skrining i identifikciju antitijela davaocima krvi

Za skrining 1 identifikaciju antitijela ispitanicima koriSteni su test
eritrociti za skrining antitijela tehnikom indirektnog antiglobulinskog testa, a
po potrebi i enzimskom tehnikom. To su kompleti test eritrocita sa poznatom
distribucijom eritrocitnih antigena, 1D-DiaCell I-11-111, kao i enzimski tretirani
test eritrociti za skrining antitijela ID-DiaCell 1-11-1IIP, proizvodaca BioRad,
Switzerland. Svaki set sastoji se od dvije vrste RhD-pozitivnih eritrocita, Rh
fenotipa CCDee, CV+, ccDEE, kao i jedne vrste RhD-negativnih test eritrocita,
Rh fenotipa ccddee. Svaki od opisanih test eritrocita ima na svojoj membrani
antigene Fy?, Fy?, 3k 3k, M, S, s u duploj dozi, a barem jedni od ponudenih

test eritrocita pozitivni su na antigene K, Le?, Leb, P1 i N. Test eritrociti ID-

DiaCell Pool koristeni su takode za skrining antitijela ispitanicima na aparatu
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Techno Twin Station, oni su mjesavina dvije vrste test eritrocita Rh fenotipova
RIR1 1 R2R2, za ispitivanje seruma u IAT, a proizvodac je BioRad,
Switzerland. Paneli za identifikaciju antitijela na temperaturi ambijenta i u IAT
su proizvodaa BioRad, Switzerland, sastoje se od jedanaest test eritrocita
razli¢itih fenotipova, od kojih je pet test eritrocita ccee pazljivo odabrano i
posjeduje duplu dozu antigena. Distribucija antigena na eritrocitima ima
nepromjenljiv Rh raspored, a svi eritrociti su seroloski testirani na prisustvo
HLA antigena klase 1. Na raspolaganju je bio i panel sa enzimski tretiranim
eritrocitima 1 istom distribucijom eritrocitnih antigena kao Sto je opisano i za

prethodni, takode proizvodaca BioRad.

4.4.4 Odredivanje krvne grupe ABO i RhD antigena davaocima krvi u

Zavodu za transfuzijsku medicinu Republike Srpske

Krvna grupa ABO odreduje se na osnovu prisustva ili odsustva A i/ili B
antigena na eritrocitima, kao i prisustva ili odsustva anti-A i/ili anti-B antitijela
u serumu. Kod odraslih osoba postoji reciprotan odnos izmedu A i/ili B
antigena na eritrocitima i ABO antitijela u serumu (npr. ako je antigen A
prisutan na eritrocitima o¢ekuje se odsustvo anti-A i prisustvo anti-B antitijela,
odnosno postoji takozvano Landsteiner-ovo pravilo).

RhD-pozitivan i RhD-negativan fenotip odreduju se na osnovu

prisustva ili odsustva D antigena na eritrocitima [145-148].

Test procedura - metoda u epruveti

Opsta pravila
- Za odredivanje krvne grupe ABO 1 RhD antigena potreban je uzorak
krvi uzet sa EDTA kao antikoagulansom; uzorci krvi od novorodencadi i
odojcadi do uzrasta od 6 mjeseci ne sadrze ocekivana ABO antitijela u serumu,
pa se samo vrsi ispitivanje ABO antigena na eritrocitima [145-147];
- Za odredivanje RhD statusa potrebno je raditi samo testiranje

direktnom aglutinacijom sa anti-D test reagensom;
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- Ako se odreduje RhD novorodenceta RhD-negativhe majke metoda
ispitivanja mora da bude osjetljiva za dokazivanje slabih varijanti D antigena
[148];

- Jacina aglutinacija koja je potrebna da bi se osoba odredila kao Rh (D)
pozitivna je najmanje 2+; slabija reakcija od navedene zahtijeva dodatna
ispitivanja prije donoSenja definitivnog zakljucka;

- Ukoliko se krvna grupa ABO odreduje prvi put, da bi se donio krajnji
zakljucak potrebna su dva podudarna rezultata ispitivanja iz istog uzorka krvi, i
to koristenjem razlicitth metoda odredivanja (ploCica, epruveta, gel,
mikroploca) ili izvodenjem iste metode od strane razlic¢itih tehnicara i
koriStenjem reagenasa razli¢itih proizvodaca. Ukoliko u dosijeu postoji
podatak o prethodno odredenoj krvnoj grupi, on mora biti podudaran sa ABO
krvnom grupom odredenom iz datog uzorka [145-148];

- Lazno pozitivne rezultate mogu da daju prisutna auto- ili aloantitijela,
kontaminirani uzorak krvi i reagens ili koristenje pogresnog reagensa;

- Dodatnu reaktivnost mogu da daju anti-A1 kod osoba krvne grupe A2
ili A2B, pasivna antitijela, antitijela protiv sastojaka reagensa, steCeni-B
antigen i B(A) antigen;

- Lazno negativne rezultate mogu da daju kontaminirani ili neaktivni
reagens, propust u dodavanju reagensa ili uzorka krvi u test epruvetu,
kontaminirani uzorak, fenomen prozone kod anti-A i/ili anti-B test seruma;

- Reaktivnost moze da izostane zbog leukemije, mijeSane populacije

¢elija (genetska himera, transplantacija) ili poremec¢enog imunog odgovora.
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4.4.5 Odredivanje slabog (weak) D antigena

Fenotip weak D (slabi D) nastaje usljed genetskih mutacija RHD regija
koje kodiraju transmembranski dio D antigena. Manifestuje se kvantitativnim
smanjenjem broja D antigena koji se nalazi na membrani eritrocita, uglavnom
ne dovodi do stvaranja anti-D antitijela nakon izlaganja RhD-pozitivnim
eritrocitima i interpretira se kao RhD-pozitivni fenotip, uz najces¢e visok
afinitet za IgM monoklonalni anti-D serum. Ekspresija D antigena mozZe biti
slaba ukoliko je RHCe gen na hromozomu koji je suprotan od RHD (trans
efekat), npr. u genotipu DCE/Ce [145-148].

Parcijalni D fenotip nastaje djelovanjem hibridnih gena i genetskih mutacija
RHD regija koje kodiraju dijelove D antigena na spoljasnjoj membrani
eritrocita. Neki parcijalni D se ponasaju kao slabi, a drugi ne, u direktnim
testovima sa anti-D serumom svi stvaraju antitijela protiv dijelova D-antigena
koji im nedostaju. Ukoliko se ovi pacijenti transfunduju, neophodno je da
prime RhD-negativne eritrocite, a trudnice i porodilje su kandidati za RhD
imunoprofilaksu [145-146].

| slabi D i parcijalni D fenotipovi mogu da izazovu stvaranje anti-D
antitijela kod RhD-negativnih primalaca.

Test procedura- metoda u epruveti

Opsta pravila

- Zaispitivanje slabog D potreban je nekoagulisan uzorak krvi ispitanika
ili uzorak krvi uzet sa EDTA kao antikoagulansom;

- Istovremeno raditi test sa RhD kontrolnim reagensom;

- Ne koristiti polispecifi¢cni AHG reagens ukoliko se ispituje koagulisani
uzorak krvi, jer C3 komponenta na eritrocitima moze dovesti do lazno
pozitivnog rezultata testiranja [145];

- Ne citati rezultat testa mikroskopski zbog mogucénosti pojave lazno

pozitivnih rezultata;
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- Uzorci krvi trudnica ili potencijalnih primalaca krvi koji reaguju slabo

(< 2+) u direktnom testu sa anti-D serumom ne uzimaju se dalje za testiranje

prisustva weak D antigena [146,148];

- Lazno pozitivne rezultate mogu da daju pozitivan DAT, kontaminirani

uzorak krvi, reagens ili koristenje pogresnog reagensa;

- Lazno negativne rezultate mogu da daju kontaminirani ili neaktivni

reagens, propust u dodavanju reagensa ili uzorka krvi u test epruvetu, upotreba

pogresnog reagensa ili nepravilno pranje eritrocita prije dodavanja AHG

reagensa (Tabela 8 i Tabela 9).

Tabela 8. Testiranje D antigena testom direktne aglutinacije sa

anti-D test serumom

Jacdina reakcije Reakcija sa Uzorak je od ... RhD je ...
sa anti-D je... kontrolom je ...
<2+ negativna bilo kog pacijenta Pozitivan
trudnice ili
<2+ negativna primaoca
krvi negativan
pozitivna negativna davaoca, odojceta ili
RhD-neg. Zene pozitivan
pozitivna ili pozitivna bilo kog pacijenta nije utvrden
negativna
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Tabela 9. Testiranje slabog D antigena

Reakcija sa anti-D Reakcija sa RhD je ...
je... kontrolom je ...

pozitivna negativna pozitivan
ne moZe biti

pozitivna pozitivha utvrden,

potrebna kisela
elucija

negativna negativna negativan

Preporuke za interpretaciju direktnog i indirektnog testiranja sa anti-

D reagensom prikazane su u Tabeli 10 [145].

Tabela 10. Preporuke za testiranje D antigena (direktna aglutinacija i testiranje

Dw antigena).

Preuzeto i adaptirano iz: Judd J, Johnson S, Storry J. Judd's methods in
immunohematology. 3rd ed. Bethesda, MD: AABB, 2008.

Direktno testiranje Testiranje za slabo D
Rezultati sa >2+ <2+ 0 pozitivan* negativan
anti-D
Kandidat za D+(poz.) D-(neg.) D-(neg.) nije indikovano
transfuziju
Trudnica D+(poz.) D-(neg.) D-(neg.) nije indikovano
Dijete RhD- *
negativne D+(neg.) testirati na weak D D+(poz.) D-(neg.)
majke§
Davalac krvi D+(neg.) testirati na weak D D+(poz.) D-(neg.)

*Ako je kontrolni test za autoaglutinaciju negativan

§Za odredivanje potrebe za Rh imunoprofilaksu
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4.4.6 Skrining antitijela

Antitijela stvorena protiv antigena eritrocita mogu izazvati direktnu
aglutinaciju ili komplementom posredovanu lizu eritrocita, ili mogu obloziti
eritrocite sa IgG i/ili C3 komponentom komplementa [149].

Direktna aglutinacija i/ili liza se moze uociti nakon centrifugiranja
mjeSavine eritrocita i seruma. Antitijela koja oblazu eritrocite mogu se pojacati
u nisko-jonskoj sredini dodavanjem pojacivaca kakav je LISS (rastvor niske
jonske jac¢ine). Eritrociti inkubirani sa serumom/plazmom u prisustvu LISS na
37°C se ispiraju, kako bi se otklonili vezani globulini, a zatim se dodaje AHG
reagens. Aglutinacija sa AHG pokazuje da su eritrociti obloZeni globulinima.
Vazno je napomenuti da u slucaju izvodenja pretransfuzijskih i prenatalnih

ispitivanja nije potrebno detektovati C3-vezujuca antitijela [145-149].

Test procedura- metoda u epruveti

Opsta pravila
- Zaispitivanje prisustva antitijela u serumu/plazmi ispitanika potreban
je uzorak krvi uzet sa EDTA kao antikoagulansom;

- Testiranje se izvodi iz seruma ukoliko je potrebno otkriti antitijela koja
se vezuju preko komponenti komplementa;

- Potrebne su dvije vrste test eritrocita (R1R1-CCDee i R2R2-ccDEE)
(1.2);
- Jedna vrsta test eritrocita mora imati fenotip Jk (a+b-);
- Test eritrociti ne treba da imaju jaku ekspresiju Bg antigena [147];
- Ne cCitati rezultat testa mikroskopski zbog moguénosti pojave lazno
pozitivnih rezultata;
- Lazno pozitivne rezultate mogu da daju povecana brzina i vrijeme

centrifugiranja u toku izvodenja testa, mikroskopsko ¢itanje rezultata,
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kontaminirani uzorak krvi ili reagens kojem je istekao rok, neadekvatan uzorak
krvi ispitanika ili antitijela protiv sastojaka test reagensa;

- Lazno negativne rezultate mogu da daju neadekvatno pranje eritrocita,
prekinuto testiranje, upotreba pogre$nog reagensa, upotreba AHG Kkoji je
izgubio svoju aktivnost, ukoliko se ne doda AHG, loSe pripremljena ¢elijska

suspenzija, propust u dodavanju test eritrocita ili seruma/plazme ispitanika.

Test procedura- metoda u gelu

Opsta pravila

- Zaispitivanje specifi¢nosti antitijela u serumu/plazmi ispitanika potreban
je uzorak krvi uzet sa EDTA kao antikoagulansom;

- Gel u cjev¢icama ID-kartica je porozan i sadrzi u sebi pufer, kao §to su

LISS ili PBS [149-150];

- Gel ima spektar frakcionisanja molekulske tezine 4.000 do 150.000, Sto
omogucava slobodan prolaz pojedinacnih eritrocita, ali ne 1 eritrocitnih aglutinata
[149-150];

- LaZno pozitivne reakcije mogu da daju ID-kartice ¢iji je rok vaZnosti
istekao ili su oSte¢ene (prethodno otvorene), fibrin u testiranoj plazmi i lose
pripremljeni reagensi;

- Lazno negativne reakcije mogu da daju osteéene ID-Kkartice, neadekvatna
koli¢ina reagenasa i neadekvatno odlivanje supernatanta (Slika 17). Pozitivan
nalaz je crvena linija na povrSini gela, a negativan kada je eritrocitno dugme na
dnu mikroepruvete. Moguce je Citanje gradacije aglutinacije (od 4+ do +), a

potpuno je vidljivo i mijeSano polje.
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Slika 17.  Ocitavanje jaCine reakcije aglutinacije metodom u gelu.
mf- mijesano polje. Izvor: www.diahem.com

4.4.7 ldentifikacija antitijela

Identifikacija antitijela se izvodi ukoliko je skrining antitijela pozitivan i
ima za cilj da odredi specifiCnost prisutnog antitijela u ispitivanoj
plazmi/serumu.

Procedura rada treba da bude u skladu sa procedurom koja se primjenjuje
redovno za pretpostavljenu specificnost antitijela. Na primjer, ukoliko se
pretpostavlja prisustvo anti-M antitijela mora se dokazati direktna aglutinacija sa
M+ eritrocitima, kao i indirektna AHG aglutinacija sa M+ (M+N-) eritrocitima
[146-149].

Interpretacija rezultata identifikacije antitijela zahtijeva sveobuhvatno znanje
seroloskih osobina svakog antitijela, Sto podrazumijeva:
- temperaturu na kojoj je antitijelo reaktivno,

- reaktivnost antitijela u razli¢itim metodama identifikacije — npr. PEG,

- ocekivano ponasanje odredenih antitijela sa eritrocitima koji su enzimski

tretirani,

- sposobnost odredenog antitijela da vezuje komplement ili izaziva
hemolizu,

- sklonost odredenih antitijela da pokazuju efekat doze, npr. da reaguju jace
sa homozigotnim eritrocitima (dupla doza) nego sa heterozigotima (jedna doza)
[145,151].

60



Test procedura - metoda u epruveti
Opsta pravila
- Za ispitivanje specifi¢nosti antitijela u serumu/plazmi ispitanika potreban
je uzorak krvi sa EDTA kao antikoagulansom.
- Rezultati ispitivanja moraju biti medusobno uskladeni, npr. ukoliko se
pretpostavlja prisustvo anti-K antitijela, neophodno je da jedino K+ eritrociti u
testovima identifikacije budu reaktivni [146-149].

- Uz identifikaciju antitijela obavezno je uraditi i autokontrolu [145].

- Postupak rada uskladiti sa standardnim operativnim procedurama (SOP)
za laboratoriju u kojoj se radi identifikacija antitijela.

- Lazno pozitivne rezultate mogu da daju antitijela na sastojke reagenasa,
kontaminirani uzorak ili reagensi iz panela, nepropisno Cuvani reagensi,
nepropisno pripremljeni reagensi, mikroskopsko ocitavanje aglutinacije, velika
brzina centrifugiranja test epruveta, koriStenje pogreSnog reagensa ili uzorka krvi
ispitanika.

- LaZzno negativne rezultate mogu da daju kontaminirani reagensi ili
regaensi koji su istekli iz roka vaznosti, kontaminirani uzorak krvi ispitanika,
greSka u dodavanju AHG u test epruvete, neadekvatno pranje eritrocita,
prekinuto testiranje, upotreba neaktivnog AHG reagensa, greska u dodavanju
test eritrocita ili seruma/plazme ispitanika, loSe pripremljena celijska suspenzija,
mala brzina ili kratko centrifugiranje, upotreba pogreSnog reagensa i pogresnog

uzorka krvi pacijenta.

Test procedura - metoda u gelu

Opsta pravila

- Za ispitivanje specifi¢nosti antitijela u serumu/plazmi ispitanika
potreban je uzorak krvi sa EDTA kao antikoagulansom;
- Lazno pozitivne reakcije mogu da daju ID-kartice kojima je istekao rok

vaznosti ili koje su oSteCene (pokazuju znake susenja, imaju mjehurice,
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kapljice gela ili supernatanta u gornjim dijelovima mikrocjevcica ili na donjoj
strani pokrovne folije, imaju oStecenu foliju), fibrin u testiranoj plazmi i loSe
pripremljeni reagensi [147,151];

- Lazno negativne reakcije mogu da daju oSteéene ID-Kartice,
neadekvatna koli¢ina reagenasa i neadekvatno odlijevanje supernatanta;

- Pozitivna reakcija sa svim eritrocitima iz test panela i negativna
autokontrola mogu biti posljedica nespecificne reakcije ili ukazuju na prisustvo
aloantitijela protiv visoko frekventnog antigena;

- Pozitivna reakcija sa svim test eritrocitima iz test panela i pozitivna
autokontrola mogu biti posljedica nespecifi¢nih rekacija 145,146];

- Pozitivna reakcija sa svim test eritrocitima iz test panela uz pozitivnu
autokontrolu, ali kad je reakcija sa jednim ili viSe test eritrocita jace pozitivna
od autokontrole ukazuje na prisustvo i aloantitijela, pa je neophodno izvrsiti

dalja ispitivanja [151].

4.4.8 Kombinovana procedura adsorpcije i elucije

Ova metoda se primjenjuje u slucajevima kada svim ostalim testiranjima
ne moze da se utvrdi specifi¢nost antitijela, narocito u sljede¢im stanjima:

- prisustvo slabo izraZenih antigena na eritrocitima ili slabo reaktivnih
antitijela u serumu/plazmi,

- identifikacija specifi¢nosti antitijela, posebno kod postojanja multipnih
antitijela u ispitivanom uzorku,

- koncentracija 1 pre€iS¢avanje antitijela, npr. adsorpcija antitijela u
serumu grupe O protiv antigena visoke ucestalosti eritrocita grupe O, sa
pripremom eluata koji moze da se koristi za tipizaciju eritrocita svih ABO
grupa [152].

Adsorpcija antitijela se najbolje postize primjenom male razlike odnosa
serum/eritrociti (npr. 2:1 ili manje), dok ¢e eluati sadrzati viSe antitijela kada se
koristi velika razlika odnosa serum/eritrociti (npr. 5:1, ili viSe). Prethodno
tretiranje eritrocita proteolitiCkim enzimima moZze da ubrza proces adsorpcije

[145,153].
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U cilju identifikacije antitijela, koristi se velika zapremina seruma koja
oblaze manju koli¢inu eritrocita-idealno 5:1 odnos i koriste se slabo reaktivni
eritrociti. Vezano antitijelo se eluira, a zatim se testira eluat i utvrduje
reaktivnost antitijela. U nekim slucajevima se serum dalje adsorbuje, koristeci
malu razliku odnosa serum/eritrociti (2:1) i testira paralelno sa eluatom i

neadsorbovanim serumom [145,154-155].

Test procedura

Opsta pravila

- Zaizvodenje adsorpcije i elucije potrebno je 4-10 ml seruma/plazme za
adsorpciju i 4-10 ml eritrocita za adsorpciju;

- Kao opste pravilo, treba izabrati slabo reaktivni uzorak, jer se moze
pretpostaviti da ¢e nositi samo jednu od krvnogrupnih determinanti protiv koje
je stvoreno antitijelo u serumu [145];

- Pravilan odabir eritrocita za adsorpciju ima klju¢nu ulogu za uspjeh ove
procedure, pa je vazno poznavanje fenotipa ispitanika [147];

- Da bi se izbjegla dilucija seruma tokom adsorpcije, koja moze da
dovede do znacajnog gubitka aktivnosti slabo reaktivnih aloantitijela, vazno je
otkloniti §to viSe rezidualnog fiziolo$kog rastvora;

- Lazno pozitivne ili negativne rezultate mogu da daju nepropisno
skladiSteni reagensi, pogreSna tehnika testiranja ili upotreba pogresnih

reagenasa.
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4.4.9 Potvrdni test za negativne i/ili slabo pozitivne reakcije sa anti-D metodom u gelu

ID-DiaClon Anti-D test reagens metodom u gelu, uraden manuelno ili automatski se
upotrebljava za potvrdu RhD negativnih rezultata i dodatnu karakterizaciju D varijanti (slabi
D ili parcijalni D) [156-158].

Porast upotrebe monoklonskih anti-D koji poti¢u od razli¢itih ¢éelijskih linija dovodi
do problema u interpretaciji nalaza prilikom odredivanja antigena D, narocito u razlikovanju
slabo izrazenog od parcijalnog antigena D (D varijante). Metodom u gelu, pozitivan nalaz
jacine od 3+ do 4+ ukazuje na prisustvo antigena D, a reakcije slabije jacine ukazuju na slabo
D (D weak). Ove slabo pozitivne reakcije mogu se razlikovati u zavisnosti od koriStene
monoklonske celijske linije. Eritrociti koji daju negativan nalaz u direktnom testiranju, a
pozitivan u indirektnom antiglobulinskom testu (IAT) se smatraju slabim D (D weak) ili
parcijalnim D (D varijanta). Dopunska potvrda moze, takode, da se uradi i u ID-sistemu,
pomocu monoklonskih anti-D test seruma koji su tako pripremljeni da otkriju slabo izrazene
antigene D i antigen DVI, na ID-karticama "Coombs Anti-IgG" ili na ID-karticama
"LISS/Coombs" (Tabela 11 i Tabela 12) [156].

Reagensi
"ID-DiaClon Anti-D" za potvrdu slabo izrazenog antigena D weak indirektnim
antiglobulinskim testom (IAT), sadrzi monoklonski anti-D IgG (¢elijska linija ESD1), kao

reagens za neposrednu upotrebu, u bo¢icama od 5 ml.

Dodatni potrebni reagensi
a) ID-kartice "Coombs Anti-IgG" sa 6 mikrocjev¢ica koje sadrze anti-IgG (zeciji) u
matriksu gela. Konzervans: < 0,1% NaN3;

b) ID-kartice "LISS/Coombs" sa 6 mikrocjevc¢ica koje sadrze polispecifiéni AHG (zeciji anti-

IgG i monoklonski anti-C3d, ¢elijska linija C139-9) u matriksu gela. Konzervans: < 0,1% NaNg3;

c¢) ID-Diluent 2: modifikovani LISS za suspenziju eritrocita.
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Potrebna oprema:
a) ID-dispenzor; b) ID-pipeta; c) ID-nastavci za pipete; d) ID-radni stalak; e) Epruvete za
suspenziju; f) ID-inkubator 370C; g) ID-centrifuga 6, 12 ili 24.

Uzorak krvi

Za dobijanje optimalnih rezultata, prilikom testiranja koristiti svjeze izvaden uzorak
krvi ili u skladu s lokalnim propisima o kriterijumima za prihvatanje uzoraka. Pozeljno je
uzorak krvi uzeti na citratu, EDTA ili CPD-A antikoagulansu. Mogu se koristiti i uzorci krvi

uzeti u epruvete bez antikoagulansa.

Interpretacija rezultata
Pozitivan nalaz: aglutinisani eritrociti formiraju crvenu liniju na povrsini gela ili su aglutinati
rasprSeni u gelu.

Negativan nalaz: kompaktni eritrocitni sloj na dnu cjevdice.

U Tabeli 11 je prikazana jacina reakcije aglutinacije za RhD antigen pri koriStenju gel

metode.

Tabela 11. Reakcija za RhD antigen pri koristenju kartice »ID-DiaClon Anti-D«

RhD-pozitivan Rh weak D/RhDVI* RhD-
negativan
4+ 1+ do 3+ -(neg.)

*Za sigurnu interpretaciju slabog-weak ili parcijal-D, preporucuje se dalje ispitivanje uzorka uz

pomo¢ ID Partial-RhD Typing Set ili ProSireni set za ispitivanje parcijalnog D antigena.

U Tabeli 12 je prikazana razlika u ja¢ini reakcije aglutinacije za RhD antigen — za RhD-

pozitivan i slabi (weak) D fenotip.
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Tabela 12. Razlikovanje RhD-pozitivanog i slabog (weak) D fenotipa

Razlikovanje RhD-pozitivanog i Nalaz Nalaz
slabog (weak) D fenotipa

Direktan test sa anti-D serumom 3+ do 4+ 2+ do -(neg.)
na ID Kartici

Test sa »ID-DiaClon Anti-D« i ID

karticom »Coombs Anti-lgG« ili 4+ 3+do 1+

sa ID-karticom »LISS/Coombs«

Rezultati RhD+ (poz). slabi (weak) D/DVI

Napomene
Ovaj anti-D reagens je izabran da reaguje sa DVI fenotipom.

Ogranicenja

a) ID kartice koje imaju vazdusne mjehurice ili gel kapljice u gornjim dijelovima
mikrocjevcica 1/ili na pokrovu, moraju se centrifugirati prije upotrebe.

b) Bakterijska ili druga kontaminacija koristenih materijala mogu prouzrokovati lazno
pozitivne ili lazno negativne rezultate.

c) Ostaci fibrina u serumu ili napakovani agregati mogu da zarobe neaglutinisane
eritrocite daju¢i finu ruzicastu liniju na povrSini gela dok je vecina eritrocita poslije
centrifugiranja vidljiva na dnu cjevcice.

d) Neophodno je strogo pridrzavanje uputstava za rad i upotrebu preporuéene opreme.
Oprema treba da bude redovno provjeravana prema GLP proceduri.

e) Upotreba drugih rastvora umjesto Diluensa 2 za suspenziju eritrocita moze da
izmijeni nalaz.

f) Previse jaka ili previse slaba suspenzija eritrocita moze prouzrokovati netacne

rezultate.

Karakteristike testa
Karakteristike testa ID-DiaClon Anti-D su interno evaluirane sa panelima eritrocita

koji su imali ekspresiju razli€itih varijanti antigena D. Ovaj reagens je bio u stanju da odredi
slabe D tipove 1, 2, 3,4.0,4.1,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 15, 17.



Za Celijsku liniju uklju¢enu u ID-DiaClon anti-D je takode poznato da otkriva i sljedece
varijante; DII/DNU, DIII, DV (samo je DVa procjenjivana), DCS, DVI, DVII, DOL, DFR,
DAR i DAR-E, DKH/DAU-4, ali ne sljedece varijante DIV, DBT, i DHAR [156-157].

4.4.10 Monoklonski test reagensi za odredivanje ABO/RhD krvne grupe na mikroplo¢ama

Reagensi

Upotrebljavaju se standardizovani reagensi spremni za upotrebu, u bo¢icama od 100
ml, za direktnu primjenu na mikroplo¢ama:
a) DiaClon-MP anti-A (¢elijska linija BIRMA-1), DiaClon-MP anti-B (¢elijska linija
LM306/686 (LB-2)), DiaClon-MP anti-AB (¢elijska linija ES131 (ES-15), ES-4), DiaClon-
MP anti-DVI-/IgM (¢elijska linija TH-28), DiaClon-MP anti-DVI+/ IgM/IgG (Celijska linija
MS-201/MS-26), DiaClon-MP negativna kontrola (pufer bez antitijela);
b) ID-Diluens 1: Modifikovani rastvor bromelina za suspenziju eritrocita. Metoda i reagensi

su proizvodaca BioRad.

Ostali potreban materijal:

Koriste se: a) DiaMed-MP mikroploce sa pokrovnom folijom; b) Multikanalna pipeta;
c) ID-pipeta; d) ID-nastavci za pipetu; e) Epruvete za suspenzije; f) Postolje za reagense; g)
DiaCent-MP 2 centrifuga za mikroploce; h) ID-dispenzor za ID-Diluens 1.

Uzorak Krvi

Za dobijanje optimalnih rezultata, odredivanje treba izvoditi koriste¢i svjeze izvaden
uzorak krvi, ili u skladu s lokalnim propisima o kriterijumima za prihvatanje uzoraka.
Pozeljno je da se uzorak krvi uzme na citratu, EDTA ili CPD-A antikoagulansu. Mogu se
koristiti 1 uzorci uzeti u obi¢ne epruvete (bez antikoagulansa).

Kada je potrebno koristiti serum umjesto plazme, serum se mora dobro izbistriti
centrifugiranjem na 1500g 10 min, prije upotrebe, kako bi se uklonili ostaci fibrina koji mogu

da uticu na izgled reakcije.
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Interpretacija rezultata
Aglutinacija ukazuje na reakciju izmedu antigena i antitijela. Jako pozitivan nalaz:
kompletna aglutinacija, ili 2-3 aglutinata skupljena na dnu niSe. Slabo pozitivan nalaz:
prisustvo malih aglutinata na dnu nise, ¢esto s mnostvom slobodnih eritrocitia u suspenziji.
Negativan nalaz: nema vidljive aglutinacije, ukazuje na odsustvo reakcije izmedu antigena
i antitijela. Rezultati su validni samo ako negativna kontrola pokazuje negativnu reakciju)

[159].

U Tabeli 13 je prikazana jacina reakcije aglutinacije za odredivanje ABO krvnih grupa pri

koristenju monoklonskih test reagenasa na mikrotitarplo¢ama.

Tabela 13. Reakcija za ABO krvnu grupu

Test serum
Anti-A Anti-B Anti-AB Krvna grupa
1+ do 2+ negativan 1+ do 2+ A*
negativan 1+ do 2+ 1+ do 2+ B
+do 2+ 1+ do 2+ 1+ do 2+ AB
negativan negativan negativan @)

*Qdredivanje A podgrupa zahtijeva dalje ispitivanje. Ax
eritrociti mogu dati negativnu reakciju sa Anti-A

U Tabeli 14 je prikazana jacina reakcije aglutinacije za odredivanje RhD antigena pri

koriStenju monoklonskih test reagenasa na mikrotitarplo¢ama.

Tabela 14. Reakcije za RhD

RhD-pozitivan jako pozitivan
Slabi (weak) RhD negativan do slabo pozitivan
RhD-negativan Negativan

Vazno: DVI+ eritrociti daju slabu do pozitivnu reakciju sa anti-D IgM/ IgG (¢elijske linije MS-201 /
MS-26) i negativnu sa anti-D IgM (¢elijska linija TH-28). Slabi D (D weak) i DVI mogu da daju
negativnu reakciju u metodi sa mikroplocom. Ako je potrebno otkriti sve slabe D tipove, verifikovati

sve negativne rezultate drugim procedurama (ID-Card ili pomoc¢u Indirektnog antiglobulin testa)
[159].



4.4.11 Odredivanje ABO/RhD krvnih grupa na mikroplo¢ama sa
liofilizovanim monoklonskim antitijelima, spremnim za upotrebu

Reagensi:

Mikroploce sa liofilizovanim monoklonskim antitijelima i negativnom kontrolom,
spremnim za upotrebu. Od reagenasa koriste se: a) anti-A, ¢elijska linija BIRMA-1; b) anti-B,
¢elijska linija LM306/686 (LB-2); c) anti-AB, celijska linija ES131 (ES-15)/ES-4; d) anti-D;
e) ctl (pufer bez antitijela), a proizvodac je BioRad [160].

Potrebni dodatni reagensi:
a) Eritrociti za testiranje ABO antitijela: DiaCell-MP ABO A1, A2, B, O; DiaCell-MP ABO
A1, A2, B DiaCell-MP ABO Aj1, B, O; DiaCell-MP ABO Aj1, B; b) ID-Diluens 1:

Modifikovani rastvor bromelina za suspenziju eritrocita.

Ostali potreban materijal:
a) ID-dispenzor za Diluens; b) ID-pipeta; c) ID nastavci za pipetu; d) Epruvete za suspenzije;
e) DiaCent-MP 2 centrifuga za mikroploce; f) Preporucuje se: MP-Reader (automatski Cita¢

sa integrisanom tresilicom).

Uzorak Krvi

Za dobijanje optimalnih rezultata, prilikom testiranja koristiti svjeZe izvaden uzorak
krvi, ili u skladu s lokalnim propisima o kriterijumima za prihvatanje uzoraka. Pozeljno je da
se uzorak krvi uzme na citratu, EDTA ili CPD-A antikoagulansu. Mogu se koristiti i uzorci
uzeti u obi¢ne epruvete (bez antikoagulansa). Kada je potrebno koristiti serum umjesto
plazme, serum se mora dobro izbistriti centrifugiranjem na 1500g 10 min, prije upotrebe,

kako bi se uklonili ostaci fibrina koji mogu da utiu na izgled reakcije.
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4.4.12 Odredivanje fenotipova Rh i Kell na mikroplo¢ama sa antitijelima u suvom

stanju, spremnim za upotrebu

Reagensi
Mikroploce sa antitijelima u suvom stanju i negativna kontrola, spremni za upotrebu.

U upotrebi su sljededi test reagensi: anti-C ¢elijska linija MS-24; anti-c ¢elijska linija MS-33;
anti-E celijska linija MS-260; anti-e celijska linija MS-63, anti-K c¢elijska linija MS-56;
negativna kontrola, pufer bez antitijela.

Za 16 odredivanja fenotipa u jednoj mikroplo¢i (2 u jednom redu), jazice 1-6: C, c, E, e, K,
ctl/7-12: C, ¢, E, e, K, ctl. Svaka mikroplo¢a ima barkod (broj proizvoda / konfiguracije i
uzastopni-redni broj) za identifikaciju.

Dodatni potrebni reagensi:

ID-Diluent 1: modifikovani rastvor bromelina za suspenziju eritrocita.

Dodatni potreban materijal:
a) ID-Pipetor; b) DiaCent-MP 2 centrifuga za mikroploce; ¢) ID-nastavci (nastavci za
pipetor); d) ID-dispenzor za ID-Diluent 1; e) epruvete za suspenzije.

Preporucuje se: "MP-Reader” (automatizovani cita¢ sa ugradenim agitatorom), proizvodaca
BioRad.

4.4.13 Test za kiselu eluciju antieritrocitnih antitijela

Cilj direktnog antiglobulinskog (Coombs) testa, DAT, je da se utvrdi da li su eritrociti
oblozeni antitijelima. Ukoliko se nade pozitivan DAT, treba uraditi sljedeca ispitivanja:
a)odrediti klasu antitijela na eritrocitima (IgG, IgM, IgA), kao i komponente komplementa
C3d i1 C3c; b) utvrditi specifi¢nost antitijela. Razlicite klase antitijela se otkrivaju procedurom
DAT-a sa monospecificnim AHG reagensima anti-IgG, -IgM, -IgA, -C3d i -C3c. Za
identifikaciju, antitijela se odvajaju od eritrocita tehnikama elucije kao §to je postupak elucije

kiselinom koji se smatra najprikladnijim metodom za eluciju toplih antitijela. DiaCidel sadrzi
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reagense koji su gotovi za primjenu S$to pojednostavljuje izvodenje radne procedure elucije

antieritrocitnih antitijela koja su najéesée zastupljena.

Reagensi:

DiaCidel, rastvor za pranje (koncentrovan) koji sadrzi pufer glicin-NaCl, u bo¢icama od 30
ml. Eluat ispitati uobiCajenim testovima za dokazivanje prisustva antitijela i utvrdivanje
njihove specifi¢nosti; kao negativnu kontrolu upotrijebiti supernatant koji je sacuvan nakon

posljednjeg pranja.

Interpretacija rezultata
Ako je doslo do aglutinacije izmedu test eritrocita i eluata, a nije doslo do aglutinacije
u kontrolnoj epruveti, zna¢i da su antitijela eluirana s povrSine eritrocita. Nastaviti sa

uobicajenom procedurom za identifikaciju antitijela [162].

4.4.14 Imunohematolo$ka ispitivanja u automatizovanom sistemu-osnovni principi

Automatizovani sistem Techno Twin Station (BioRad, Slika 18) koristi Maestro
program kojim se upravlja sa BioRad-ovim aparatima za automatsko ukapavanje i Cita¢ima,
sa podacima o ispitanicima, testovima 1 radnim listama [163]. Isklju¢ivo je namijenjen za
postupke u laboratorijskoj "in Vitro" dijagnostici (IVD) u kontrolisanoj sredini, bez
prisutnosti ispitanika. Program i instrumente smiju Koristiti samo specijalizovano obuceno

osoblje. Program Maestro je napravljen da sluZi kao baza za rad.
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Slika 18. Techno Twin Station, DiaMed (Cressier sur Morat)-potpuno automatizovani
sistem za odredivanje eritrocitnih antigena i antitijela. www. diahem.com

Techno je sistem za ukapavanje, centrifugiranje i ¢itanje ID-kartica i ukapavanje mikroploca.
PriloZen je poseban softver za obradu ID-Kartica na PC racunaru. U svrhu automatizacije
nekih sistemskih funkcija, Techno ima opcije za: a) centralni informacioni sistem (CIS), za
automatsku obradu i prenos podataka; b) barkod c¢ita¢, u svrhu brzeg unosa podataka o
ispitaniku; c) automatski sistem ukapavanja, u svrhu direktnog procesuiranja mikrocjevcica i
padataka o ispitaniku.

Karakteristike aparata Techno Twin Station su: a) potpuna identifikacija sa bar
kodovima; b) identifikacija uzoraka epruveta, ID-kartica, mikroploCa, reagensa i test
eritrocita; ¢) kontrola prisutnosti seruma ili plazme u mikrocjevéici nakon centrifugiranja; d)
kontrola gela za vrijeme identifikacije (opcija); e) detektovanje nivoa te¢nosti uz pomoc
elektronskog detektora u epruvetama ispitanika, bo¢icama reagensa i1 bocama diluenata i uz
pomo¢ plovka u kanisterima rastvora za pranje 1 otpada; f) detektor ugrusaka u eritrocitima ili

serumu za vrijeme uzimanja eritrocita i seruma.
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Potpuna identifikacija
Techno automatski detektuje sve resurse u instrumentu, pomocu ocitanih bar kodova
koje poredi sa potrebnim resursima za odabrani test. Instrument takode provjerava broj lota i

rok trajanja resursa.

Detektor nivoa te¢nosti

Techno je konstruisan da stalno provjerava raspolozivost reagensa, diluenta, rastvora
za pranje A i1 B, da bi izbjegao bilo kakvu gresku. Instrument takode provjerava i obavjestava
kad je kanister za otpad pun. U svrhu izbjegavanja netacnog detektovanja nivoa, epruvete
pacijenata (centrifugirane ili ne), epruvete sa serumom ispitanika, reagensi, test serumi i

diluenti ne smiju imati pjenu ili balonci¢e na povrsini.

Detektor ugruska
Radi sprecavanja oSte¢enja hidrauli¢nog kruga za vrijeme ukapavanja, Techno ima

sposobnost detektovanja ugruska u eritrocitima ili serumu sa senzorom.

4.4.15 Odredivanje jacine reakcije i interpretacija rezultata seroloskih testiranja

Odredivanje jacine reakcije 1 interpretacija rezultata (odredivanje skora) seroloskih
reakcija treba da budu standardizovani izmedu laboratorija i pojedinacnih izvrSioca kako bi se
obezbijedila uniformnost i reproducibilnost testiranja [145]. Pored toga, numericke
vrijednosti skora seroloskih reakcija mogu posluZiti za kvantitativno odredivanje ekspresije
antigena eritrocita, dok s druge strane, zahtjevi da odredene reakcije moraju biti odredenog
stepena odnosno jacine da bi se test interpretira0 kao pozitivan (npr. rezultati testiranja sa
anti-A, anti-B ili anti-D test serumom prilikom odredivanje krvne grupe ABO Rh D) su dio
preporuka kontrole kvaliteta [164-165].

Ovaj opis pokazuje nacela interpretacije seroloSkih reakcija svih hemaglutinacionih

testiranja koja se izvode u epruveti (Tabela 15).
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Procedura:

Opsta pravila

Za izvodenje seroloskih hemaglutinacionih testova koriste se test epruvete velicine 10-

12x75 mm;

- Prilikom interpretacije rezultata seroloskih reakcija ne treba koristiti oznake +++,
++, +ili -, jer one mogu lako da se promijene;

- Ne ocitavati rezultate testiranja mikroskopski zbog moguce pojave lazno
pozitivnih rezultata;

- LaZno pozitivni rezultati testiranja nastaju kao posljedica velike brzine
centrifugiranja;

- LaZno negativni rezultati testiranja nastaju kao posljedica suvisSe snaznog treSenja

epruveta prilkom ocitavanja rezultata.
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Tabela 15.  Odredivanje jacine reakcije rezultata seroloskih testiranja

Aglutinacija Skor Onda je prisutna...
4+ 12 POTPUNA AGLUTINACIJA: nema neaglutinisanih
eritrocita
3+° 11 Reakcija izmedu 3+ i 4+

3+ 10 JAKA REKACIA: nekoliko odvojenih masa aglutinisanih
eritrocita; nema neaglutinisanih eritrocita

2+° 9 Reakcija izmedu 2+ i 3+
2+ 8 UMIJERENA AGLUTINACIJA: veliki aglutinati izmedu
brojnih manjih aglutinata; nelikoliko neaglutinisanih
eritrocita
1+° 6 Reakcija izmedu 1+ i 2+

1+ 5 SLABA REAKCIJA MIJESANO POLJE: mnogo
aglutinata od najvise 20 eritrocita sa nekoliko manjih
aglutinata i neaglutinisanim eritrocitima

1+ 4 Reakcija izmedu + i 1+
GRANULARNA REAKCIJA: mali aglutinati sa mnogo

neaglutinisanih eritrocita

w 2 REKACHA U TRAGOVIMA: mali aglutinati (3-4
eritrocita) sa mnogo neaglutinisanih eritrocita

I+
w

il GRUBA REAKCIJA: eritrocitno dugme se ne odvaja
glatko; ivica dugmeta izgleda grubo
0 0 NEMA REAKCIJE
mf° JAKA REAKCIJA MIJESANO POLIJE: veliki aglutinati sa

malim brojem neaglutinisanih eritrocita

mf MIJESANO POLIJE: aglutinati srednje veli¢ine zajedno sa
neaglutinisanim eritrocitima

mf" SLABA REKACIJA MIJESANO POLJE: nelikoliko
pramenova aglutinisanih eritrocita, ali najvise
neaglutinisanih eritrocita
h® JAKA HEMOLIZA: malo ili uopste nema intaktnih

eritrocita

h UMJERENA HEMOLIZA: prisutno nekoliko intaktnih
eritrocita

h" HEMOLIZA U TRAGOVIMA: prisutno vi$e intakntih
eritrocita

3+°-jaka reakcija izmedu 3+ i 4+ (s-eng. strong); 2+°- jaka reakcija izmedu 2+ i 3+;1+°-reakcija izmedu 1+ i
2+:1+"-reakcija izmedu + i 1+ (eng. weak-slabo); mf>- mixed field- mijesano polje-reakcija mesanog polja sa
velikim aglutinatima (eng. strong-jako); mf"- slaba reakcija mijesanog polja (eng. weak-slabo).



4.5 Molekularna tipizacija RHD i RHCE antigena koriStena u ovoj studiji

Za molekularnu tipizaciju u ovom istrazivanju koriSteni su komercijalni kitovi
bazirani na Fluogene metodi, odnosno tehnici lancane reakcije polimeraze uz sekvenciono
specificne prajmere, PCR-SSP (engl. PCR: polymerase chain reaction, SSP: sequence
specific primers) s detekcijom fluorescencije (RBC-Fluogene D Screen, RBC-Fluogene CDE
i RBC-Fluogene D weak/variant kitovi proizvodaca Inno-train Diagnostik, Kronberg,
Njemacka) [166]. Rezultati dobijeni Fluogene metodom provjereni su i potvrdeni u Zavodu
za transfuzijko medicino Republike Slovenije, standardnom PCR-SSP metodom s detekcijom
elektroforezom amplikona u gelu agaroze (RBC-Ready Gene CDE i RBC-Ready Gene weak
D kitovi proizvodaca Inno-train Diagnostik, Kronberg, Njemacka).

PCR SSP je varijanta PCR metode koja moZe razlikovati pojedine polimorfizme, koji
se medusobno razlikuju samo u jednoj bazi, SNPs (single nucleotide polymorphisms) buduci
da su samo sekvence prajmera odgovorne alele koji se testom odreduju [167]. Kod Fluogene
metode, kao i kod standardne PCR-SSP metode koriStene u ovom istrazivanju paralelno se
izvodi viSe multiplex PCR reakcija.

PCR uzorci u kojima se prajmer veze za svoju specificnu ciljnu sekvencu stvaraju
specifi¢ni amplikon nakon PCR-a, dok uzorci bez sekvence komplementarne prajmerima ne
stvaraju amplikon. U svaku PCR reakciju dodati su i prajmeri za amplifikaciju interne
kontrole (genska sekvenca ljudskog hormona rasta, HGH- engl. human growth hormone).
Interna kontrola ima za cilj generisanje amplikona kad nema specifiénog amplikona za one
alele koje odredujemo u pojedinoj jazici. Detekcija PCR produkata Fluogene metodom odvija
se putem mjerenja signala fluoresencije, $to je novija varijanta u odnosu na standardnu

detekciju elektroforezom u gelu agaroze kod uobicajenih PCR sistema [168].

4.5.1 Detekcija signala kod uobi¢ajenih PCR-SSP sistema

Kod uobicajenih PCR-SSP sistema i kod Fluogene metode priprema PCR reakcije je
potpuno identi¢na. Razlika je u detekciji amplikona nastalih PCR reakcijom. U standardnoj
PCR SSP metodi detekcija amplikona izvodi se elektroforezom nastalih amplikona u gelu

agaroze [169]. Nastali amplikoni su DNA sekvence, dakle elektricki negativno nabijene,
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odredenih duzina baznih parova (bp — engl. base pairs) koji u elektriénom polju putuju prema
pozitivno nabijenoj elektrodi (anodi).

Agaroza je linearni polimer, naj¢es¢e ekstrahovan iz crvenih algi, polisaharid, koji se
sastoji od ponavljajucih disaharidnih podjedinica agarobioze (a koju ¢ine D-galaktoza i 3,6-
anhidro-L-galaktopiranoza). Lanci agaroze stvaraju heliksna vlakna koji se sklapaju u
nadzavijene (engl. supercoiled) strukture radijusa 20-30 nm [170]. U ¢vrstom stanju ta vlakna
stvaraju trodimenzionalnu mjeSavinu kanala (Supljina) dijametara 50 nm do >200 nm u
zavisnosti od koncentracije agaroze koriStene za pripremu gela. Sto je veca koncentracija
agaroze, dijametri Supljina su u prosjeku manji. Trodimenzionalna struktura agaroze
stabilizuje se vodoni¢nim vezama, tako da se obi¢nim zagrijavanjem moze ponistiti 1 vratiti u
tekuce stanje.

U uobicajenom 2% gelu agaroze razlicite veli¢cine DNK mogu se razdvojiti tako Sto ¢e
kraéi fragmenti putovati brze, a duzi fragmenti krace kroz Supljine polimera [170].

Fragmenti se mogu uciniti vidljivim bojenjem gela odredenom bojom koja
fluoresceira u UV podrucju elektromagnetskog spektra (etidijum bromid, GelRed, itd.).
Nakon bojenja gela, u jazicama u kojima je doslo do specifi¢ne reakcije, pojavljuje se slika
amplikona §to predstavlja pozitivnost reakcije. U jazicama u kojima specifi¢ne reakcije nema,
vidljiva je samo reakcija interne kontrole. Interna kontrola se od svih specificnih reakcija
razlikuje po veli¢ini fragmenta, tako da je moguce na gelu agaroze napraviti potpunu

distinkciju signala [171].

4.5.2 Detekcija signala Fluogene metodom

Kod Fluogene metode svaka PCR reakcija sadrzi 2 ili 3 fluorokroma vezana za
oligonukleotidne sonde. Fluorokromi se medusobno mogu razlikovati prema emisijskom
spektru fluorescencije. Te sonde su proizvod posebno modifikovanog Tagman® sistema.
Barem jedna sonda je specifi¢na za ciljnu sekvencu (koja je razli¢ita od sekvenci specifi¢nih
prajmera) i jedna sonda je specificna za internu kontrolnu sekvencu HGH. Prije 1 poslije PCR
reakcije izvodi se mjerenje emisije fluorescencije fluorokroma u posebnom analizatoru

FluoVista (proizvodaca Inno-train Diagnostik, Kronberg, Njemacka). Porast fluorescencije
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(razike izmedu post- i pre-PCR ocitanja) iznad grani¢nih vrijednosti koje odreduje
proizvodac, pokazuje pozitivne reakcije amplifikacije (Slika 19) [172].

Tagman sonde su hidroliticke sonde koje su originalno dizajnirane da povecaju specifi¢nost
kvantitativnog PCR-a (QPCR, od engl. quantitative PCR) odnosno PCR-a u realnom vremenu
(engl. real-time PCR). Metod je prvo objavljen 1991. godine od strane istrazivaca u Cetus

: . : : - :
Corporation, SAD [173]. Princip Tagman sondi oslanja se na 5" = 3' eksonukleaznu aktivnost

Tag-polimeraze kako bi izrezala dvostruko obiljezenu sondu tokom hibridizacije na
komplementarnu ciljnu sekvencu, kao i na detekciju signala fluorescencije iz fluorofora.
Nastali signal fluorescencije omogucuje kvantitativno mjerenje nakupljanja PCR produkta i
povecava specificnost PCR reakcije. U Fluogene metodi ovo mjerenje fluorescencije vrsi se
prije i nakon PCR reakcije, za razliku od gqPCR metoda, gdje se ovo mjerenje izvodi tokom
same PCR reakcije (u realnom vremenu) [172].

Fluorophore Quencher

Forward PCR primer TagMan
Probe

E

Y

V Reverse PCR primer

Amplification Assay

Polymerization ( 2 9
| WEESREEG A
v Probe displacement
Fluorescence and deavage
I-"\:cca::?—‘i\\_?
~ Result
fFluorescence
—
-
PCR Products Cleavage Products

Slika 19. Kod Fluogene metode svaka PCR reakcija sadrzi 2 ili 3 fluorokroma vezana za
oligonukleotidne sonde. Fluorokromi se medusobno mogu razlikovati prema emisijskom spektru
fluorescencije. Te sonde su proizvod posebno modifikovanog Tagman® sistema. Barem jedna sonda
je specifi¢na za ciljnu sekvencu (koja je razlicita od sekvenci specificnih prajmera) i jedna sonda je
specifi¢na za internu kontrolnu sekvencu HGH.

78



4.5.3 RBC-Fluogene test sistemi

Prealikvotirane 1 osuSene razli¢ite mjeSavine oligonukleotida u PCR plocama
omogucuju amplifikaciju sekvenci razliCitih varijanti. Svaka od tih oligonukleotidnih
mjesavina sadrzi prajmere za PCR te sonde obiljezene razliCitim fluoresciraju¢im bojama: a)
sonda specifi¢na za odredenu varijantu (alel) koja se odreduje (fluorokrom 1); b) sonda
specificna za HGH, interna kontrola (fluorokrom 2); ¢) dodatna sonda specifi¢na za odredenu
varijantu (alel) koja se odreduje (fluorokrom 3) u pojedinim reakcijama.

Jedna jazica na PCR plo¢i, oznacena crnom linijom, sadrzi negativnu kontrolu, odnosno
kontrolu kontaminacije, samo sa HGH specificnom mjesavinom oligonukleotida.

Svaki test sistem sadrzi razliCit broj jaZica na test plo¢i potreban za izvodenje
tipizacije jednog DNK uzorka. Tako RBC-Fluogene D Screen kit sadrzi samo jednu jaZicu
(nema posebne negativne kontrole), RBC-Fluogene CDE kit 24 jazice (23+1 negativna
kontrola), dok RBC-Fluogene D weak/variant kit sadrzi 16 jazica (15+1 negativna kontrola)
za tipizaciju jednog uzorka DNK [168].

Generalno su za PCR reakciju potrebni slobodni deoksiribonukleotid-trifosfati
(dNTPs), PCR pufer s Mg2+ ionima te Taq polimeraza [174]. Svi ti reagensi kod Fluogene
metode ve¢ su prealikvotirani, spremni za koritenje 1 izmjeSani u tzv. FluoMix bocicu. U
svakom kitu dolazi onoliki broj FluoMix bocica koliko se uzoraka moze istestirati pojedinim
kitom, §to doprinosi jednostavnosti izvodenja testa i smanjivanju ljudskih gresaka kod
pipetiranja [168].

Svi RBC-Fluogene test sistemi imaju isti princip pripreme PCR ploce. Nakon otapanja
PCR ploc¢a, FluoMix bocica i DNK uzoraka, FluoMix se snazno vorteksira 30 sekundi i
ispipetira 7,5 pl u negativnu kontrolnu jaZicu kao kontrola kontaminacije uz 7,5 pl
destilovane vode. Zatim se dodaje DNK razrijedena na 1 ng/ul u ostatak FluoMixa, volumena
koji zavisi o testu koji se izvodi. Nakon ponovnog snaznog vorteksiranja 30 sekundi, 15 pl
alikvota se ispipetira u ostale jazice na PCR ploci (Ciji broj zavisi od testa koji se koristi).
Ploca se prekrije posebnom prozirnom optickom folijom, kako bi se sprijeila evaporacija
uzorka tokom PCR reakcije, a istovremeno preko nje omogucilo i o€itavanje fluorescencije.

U roku od 15 minuta od pripreme PCR ploce, potrebno je uraditi pre-PCR ocitanje
fluorescencije u FluoVista analizatoru. U roku od 15 minuta od ocitavanja pre-PCR

fluorescencije potrebno je prebaciti PCR plo¢u u PCR aparat (engl. thermocycler, u nasem
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istrazivanju koriSten je aparat Eppendorf Mastercycler, proizvodac¢a Eppendorf, Njemacka) S
odredenim PCR protokolom koji je jednak za sve Fluogene testove: 1x95°C, 2 min; 40x95°C,
15 sek.; 60°C, 1 min; 1x20°C, 3 min.; 20°C, maksimalno 15 min.
Nakon zavrSetka PCR protokola, u principu za 80 minuta, u roku od 15 minuta
potrebno je uraditi post-PCR ocitanje fluorescencije u FluoVista analizatoru.
Nakon zavrSnog myjerenja fluorescencije, Fluogene software automatski ocitava

datoteke i odmah prikazuje rezultate molekularne tipizacije [168].

4.5.4 RBC-FluoGene D-Screen

Ovaj kit omogucuje detekciju eksona gena RHD i to eksona 3, 5 i 10 u jednoj reakciji.
Pritom je ekson 10 oznacen fluorokromom 1, a eksoni 3 i 5 su oba oznacena fluorokromom 2
(zajednicka detekcija). Interna kontrola, HGH oznacena je fluorokromom 3 (Tabela 16). Ovaj
test je pogodan za molekularnu potvrdu seroloski negativnih uzoraka. Pozitivne reakcije na

screening testu se kasnije dalje istrazuju [168].

Tabela 16. Prilagodeno prema tabeli uz RBC-Fluogene D-Screen kit, proizvodaca Inno-train
Diagnostik, Njemacka.

SNPs i nomenklatura prema tabeli alela krvnih grupa Medunarodnog udruZenja za transfuziju krvi, ISBT

"Names for RHD (ISBT 004) negative null blood group alleles v3.1 170309" i "004 RHCE alleles v3.0
20160728" (http://www.isbtweb.org/working-parties/red-cell-immunogenetics-and-blood-group-
terminology/).

pozicija RBC IC
jazice u naziv specifién SNP intron/ | aminokise ISBT ISBT marker marker

ploci ost ekson lina fenotip naziv alela (boja) (boja)
B1, B2, | D-Screen- RHD
B3, B4, D-E10 Exon 10 | +105A | 3-UTR RH:1(D) RHD*01 1
B5, B6, ili RHD ili 3
F1,F2, RHD | 455A 1e172 | negativan | RHD*01
F3,F4, | D-Screen- | Exon3 676G 3 Ala226 N.O1 2
F5, F6 D-E3/5 RHD 787G 5 Gly263

Exon 5
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455 RBC-FluoGene CDE

Ovaj kit omogucuje detekciju pojedinacnih 9 eksona RHD gena (svi eksoni osim
eksona 8) kao i CcEe antigenske determinante u RHCE genu. Takva konfiguracija omogucuje
jednostavnu detekciju ,,normalnog™ D (svih 10 eksona RHD gena pozitivno) kao i njegovo
razlikovanje od razli¢itih 1 mnogobrojnih parcijalnih D tipova molekularnobioloSkom
detekcijom razli¢itih eksona RHD gena. Kod RHD negativnih uzoraka (dd fenotip) sve
reakcije eksona ¢e biti negativne. Moze se odrediti 1 Dpsi varijanta.

Kod RHCE gena, osim CcEe antigenskih determinanti, odreduje se i prisutnost Cw,
kao i hibridi RHD gena sa RHCE genom.

Potrebno je napomenuti, da, s obzirom na ucestalo otkrivanje novih varijanti, ovaj kit
ne moze detektovati sve poznate varijante RHD i RHCE gena. Varijante s mutacijama u
veznim mjestima za prajmere i/ili fluorescentne sonde ne mogu se detektovati i zbog toga
pokazuju jednak uzorak pozitivnih reakcija kao D. Zbog svega toga, popis pojedinih mutacija
(SNPs) koje se odreduju u pojedinim jazicama ima veliku vaznost za pravilno odredivanje

rezultata testa i predvidanje fenotipa (Prilog 3) [168].

4.5.6 RBC-FluoGene D weak/variant

Slabi D antigeni su aleli RHD gena koji se ne razlikuju u imunogenetskoj
(ekstracelularnoj) proteinskoj strukturi od D antigena. Molekularne karakteristike slabih D
tipova su razli¢ite taCkaste mutacije, koje proizvode varijantne aminokiselina u
intracelularnim ili transmembranskim regijama pojedinog antigena.

KoriStenjem ovog kita mogu se detektovati naj€esci slabi D tipovi (1, 1.1, 2, 3, 4, 4.0,
4.1, 4.2 (DAR), 5, 11, 14, 15, 17). Barem 95% svih slabih D tipova mogu se Klasificirati kao
slabi D aleli tipovi 1 do 5. Nadalje, ovim kitom mogu se odrediti i tri najée$¢e DEL varijante

DEL(M2951), DEL(K409K) i DEL(IVS3+1G>A) (Prilog 4) [168].
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4.6 Algoritam odredivanja varijanti antigena D primjenjen u Zavodu za transfuzijsku

medicinu Republike Srpske u Banjoj Luci

Odredivanje RhD antigena davaocima krvi u Zavodu za transfuzijsku medicinu u
Banjoj Luci radilo se rutinski iz uzoraka krvi davalaca uzetih na antikoagulansu, na aparatu
Techno Twin Station, metodom u mikroplo¢ama. Davaocima koji krv daju prvi put krvna
grupa sistema ABO i1 RhD antigeni odredivani su dva puta, sa dva razli¢ita lota anti-D test
seruma proizvodaca BioRad, kako je naznafeno u poglavlju Ispitanici, materijali i metodi.
Davaoci krvi koji su metodom u mikroplo¢ama na aparatu Techno Twin Station odredeni kao
RhD-negativni, provjeravani su manuelnom metodom, uz koristenje test reagenasa anti-D
proizvodaca CE Immunodiagnostika, kao i panel monoklonskih anti-D test reagenasa za
dokazivanje slabih i parcijalnih oblika antigena D (D-SCREEN), proizvodaca Diagast. Svim
RhD-negativnim davaocima i davaocima krvi sa varijantama antigena D odredivan je Rh
fenotip, metodom u mikroplo¢ama, na aparatu Techno Twin Station. RhD status davalaca
krvi dodatno je potvrdivan testom za slabi D, uz pomo¢ monoklonskog anti-D test reagensa i
ID kartica-anti-1gG i Liss/Coombs, metodom u gelu.

Ukoliko je jac€ina reakcije u mikroplo¢i bila slaba (prema uputstvu proizvodaca za
interpretaciju nalaza metodom u mikroplo¢ama) ili negativna, u epruveti u direktnoj
aglutinaciji <2+, a u indirektnom antiglobulinskom testu <3+, metodom u epruveti i metodom
u gelu, rezultat je interpretiran kao varijanta antigena D, odnosno slabi (weak) RhD antigen.

Kod osamdeset pet seroloski dokazanih slabih RhD antigena, kao i 92 RhD-negativna
davaoca, C+/E+ radena je molekularna tipizacija, prije svega kitom za molekularni skrining,
a onda kitovima Dweak i CDE, metodom PCR-SSP, uz florometrijsko o¢itavanje na aparatu
FluoVista, (prema opisanoj proceduri u poglavlju Ispitanici, materijali i metodi), radi potvrde

nalaza dobijenih seroloskim metodama.
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5.0 Rezultati

5.1 Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka radena je u statistickom paketu SPSS 22 za Windows.
Primarno dobijeni podaci analizirani su deskriptivnim statistickim metodama. Od
deskriptivnih statistickih metoda koriStene su: mjere centralne tendencije, mjere varijabiliteta

I pokazatelji strukture iskazani u procentima.

5.2 Socio-epidemioloske karakteristike ispitivane grupe sa slabije izraZenim D (Dweak)

Broj stanovnika RS, u dobi od 18-65 godina iznosi 776680, od toga 388394 (50,0%)
zenskog 1 388286 (37,6%) muskog pola. Ukupan broj davalaca iznosio je 8592 u periodu
ispitivanja od aprila od 2016. do marta 2017. godine, $to je 1,1% u odnosu na broj stanovnika
RS starosti 18-65 godina. Od toga je bilo 1713 (0,4%) Zzenskog i 6879 (1,8%) muskog pola.
Ukupan broj ispitivanih davalaca krvi bio je 85 osoba sa seroloski slabo izraZzenim RhD
antigenom 1 92 seroloski RhD-negativna davaoca krvi, sa C/E antigenom u Rh fenotipu.

Ucestalost slabijeg D (Dweak) antigena u odnosu na ukupan broj davalaca krvi
iznosio je 85/8592 (0,99% ili 1,0%), dok je u odnosu na ukupan broj RhD-pozitivnih
davalaca, kojima su obuhvaceni 1 davaoci sa seroloski slabije izraZenim RhD antigenom,
iznosila 85/7065 (1,20% ili 1,0%).

Ucestalost molekularno dokazanog slabijeg D (Dweak) u odnosu na ukupan broj
RhD-pozitivnih davalaca, kojim su obuhvaceni i davaoci sa slabije izrazenim D antigenom,
prema polu iznosila je 32/1383 (2,31% ili 2,3%) kod davalaca zenskog pola 1 53/5682 (0,93%
ili 1,0%) kod davalaca muskog pola.

5.2.1 Karakteristike grupe ispitanika sa seroloski i molekularno dokazanim

varijantama RhD antigena

U istrazivanju je ucestvovalo 85 davalaca krvi, kojima je seroloski dokazan RhD

antigen, prema algoritmu opisanom u poglavlju Ispitanici, materijal i metode. Od toga je bilo



32 (37,6%) zenskog i 53 (62,4%) muskog pola. Krvna grupa A je zastupljena kod njih 39
(45,9%), B kod 14 (16,5%), AB kod 5 (5,9%) i O kod njih 27 (31,8%).

Medijana broja davanja krvi iznosila je 2 puta, znaci oko 50% davalaca je dalo do 2
puta krv (Tabela 17).

Tabela 17. Socio-epidemioloSke karakteristike grupe
Posmatrana grupa (n=85)

Pol (zenski 32/53
/muski)
Krvna grupa A 39 (45,9%)

B 14 (16,5%)

AB 5 (59%)

0 27 (31,8%)
Krv dali
med (min-max) 2 (1-26)

Seroloski dokazan Rh fenotip je distribuiran na sljedeéi nacin: a) CcDwee je dokazan
kod 79 (92,9%) od ukupnog broja ispitanih davalaca krvi; b) CCDwee kod 2 (2,4%); c)
ccDwEe kod 3 (3,5%); d) CCDNB ee kod 1 (1,2%) davaoca krvi (davalac ¢iji je tip parcijalni
oblik D antigena nazvan DNB).

Slabi D tip 1 je odreden kod 30 (35,3%) davalaca, tip 3 kod 50 (58,8%), tip DNB kod
jednog davaoca (1,2%) i kod 4 (4,7%) davaoca su ostali oblici, koji se nisu mogli precizno
definisati postoje¢im metodom.

D-SCREEN panelom je testirano 55 ispitanika, sa 9 razli¢itih monoklonskih anti-D
test reagenasa za dokazivanje slabih i parcijalnih oblika, proizvodaca Diagast, a jacine
reakcija aglutinacije eritrocita sa svim anti-D test reagensima prikazane su u Prilogu 5.

U Tabeli 18 vidi se broj ispitivanih davalaca sa slabijim oblicima RhD antigena u
odnosu na dobijene jacine reakcija aglutinacije sa pojedinacnim monoklonskim anti-D test

reagensima iz panela D-SCREEN.
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Tabela 18. Ja¢ina reakcije ispitivanih eritrocita sa anti-D reagensima iz
D-SCREEN panela
-(neg.) 1+ 2+ 3+ 4+

1IgM 13 (23.6%) 7 (12.7%) 19 (34.5%) 12 (21.8%) 4 (7.3%)
219G 0(0.0%) 2 (3.6%) 4(7.3%) 44(80.0%) 5 (9.1%)
3IgM 3(5.5%) 6 (10.9%) 14 (25.5%) 26 (47.3%) 6 (10.9%)
419G 0(0.0%) 3 (5.5%) 3(5.5%) 44(80.0%) 5 (9.1%)
5IgM 47 (85.5%) 4 (7.3%) 4(7.3%) 0(0.0%) 0 (0.0%)
61gM 49 (89.1%) 4 (7.3%) 2(3.6%) 0(0.0%) 0 (0.0%)
719G 0(0.0%) 2 (3.6%) 5(9.1%) 43 (78.2%) 5 (9.1%)
81gG 0(0.0%) 0 (0.0%) 3(5.5%) 44(80.0%) 8 (14.5%)
919G 0(0.0%) 3 (5.5%) 3(5.5%) 44(80.0%) 5(9.1%)

U Tabeli 18 se moze uociti da nijedan od ispitivanih uzoraka nije pokazao negativan
nalaz sa monoklonskim anti-D test reagesima klase IgG iz panela D-SCREEN. Najve¢i broj
uzoraka pokazao je jaCinu aglutinacije od 3+ u reakciji sa monoklonskim anti-D test
reagensima 2 1gG (njih 44), 4 1gG (njih 44), 7 19G (njih 43), 8 IgG (njih 44) i 9 IgG (ukupno
44). Negativan nalaz, odnosno izostanak aglutinacije pokazao je najveci broj ispitivanih
uzoraka (47 i 49) u reakciji sa monoklonskim anti-D test reagensima klase IgM, 5 IgM i 6
IgM.

U tabelama od 19a do 191 prikazana je jacina reakcije aglutinacije varijanti antigena D sa

anti-D test reagensima IgM i IgG iz panela D-SCREEN.

Tabela 19a. Jac¢ina reakcije pojedinih varijanti D antigena sa anti-D test
reagensom 1 IgM iz panela D-SCREEN

-(neg.) 1+ 2+ 3+ 4+ Ukupno
tip 1 11 6 3 1 0 21
52.4%| 28.6%| 14.3% 4.8%[ 0.0% 100.0%
tip 3 2 0 15 9 4 30
6.7% 0.0%| 50.0%| 30.0%| 13.3%| 100.0%
DNB 0 0 1 0 0 1
0.0% 0.0%| 100.0% 0.0%| 0.0%| 100.0%
ostali oblici 0 1 0 2 0 3
0.0%| 33.3% 0.0%| 66.7%| 0.0%| 100.0%
Ukupno 13 7 19 12 4 55
23.6%| 12.7%| 34.5%| 21.8%| 7.3%| 100.0%
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U Tabeli 19a pokazano je da sa anti-D test reagensom klase IgM, 1 IgM, od ukupno
21 ispitanika sa slabim D tipa 1, eritrociti 11 davalaca nisu dali reakciju aglutinacije, njih 6 je
dalo reakciju aglutinacije jacine 1+, ukupno tri davaoca sa slabim D tipa 1 dalo je reakciju
aglutinacije od 2+ i samo jedan davalac istog tipa dao je rekaciju aglutinacije jaCine 3+.
Parcijalni D tipa DNB dao je sa ovim test reagensom jacinu aglutinacije jacine 2+. Od 30
ispitanih oblika slabog D tipa 3, 2 nisu dala aglutinaciju sa anti-D 1 IgM, dok je ja¢inu
aglutinacije od 2+ dalo 15 ispitanih uzoraka ovog tipa, reakciju jacine 3+ dalo je 9, a 4 uzorka

slabog D tipa 3 dalo je reakciju jacine 4+.

U Tabeli 19b uocava se da sa anti-D test reagensom 2 IgG iz panela D-SCREEN nijedan od
dokazanih slabih oblika D antigena nije dao negativan nalaz, a najveci broj slabih D tipa 1

(njih 17) 1 tipa 3 (njih 23) dalo je reakciju aglutinacije jacine 3+.

Tabela 19b. Ja¢ina reakcije pojedinih varijanti D antigena sa anti-D test

reagensom 2 1gG iz panela D-SCREEN

-(neg.) 1+ 2+ 3+ 4+ Ukupno

tip 1 1 3 17 0 21

4.8% 14.3%[ 81.0%| 0.0%| 100.0%

tip 3 1 1 23 5 30

3.3% 3.3%| 76.7%| 16.7%|  100.0%

DNB 0 0 1 0 1

0.0% 0.0%| 100.0%| 0.0%| 100.0%

ostali oblici 0 0 3 0 3

0.0% 0.0%| 100.0%| 0.0%| 100.0%

Ukupno 2 4 44 5 55

3.6% 7.3%| 80.0%| 9.1%| 100.0%

Analizom rezultata u Tabeli 19¢ moze se vidjeti da eritrociti 3 davaoca sa slabim D
antigenom tipa 1 nisu dali aglutinaciju sa anti-D 3 IgM, a 8/21 ispitanog uzorka davalaca sa
slabim D tpa 1 dalo je reakciju aglutinacije jacine 2+. Najve¢i broj ispitanih eritrocita
davalaca sa slabim D tipa 3, njih 17/30 ispitanih, dalo je ja¢inu aglutinacije 3+ sa ovim anti-D
test reagensom, dok je najveci broj davalaca ovog tipa (njih 5), u odnosu na sve ispitane

uzorke krvi, pokazivalo aglutinaciju jacine 4+.
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Tabela 19c. Ja¢ina reakcije pojedinih varijanti D antigena sa anti-D test
reagensom 3 IgM iz panela D-SCREEN

-(neg.) 1+ 2+ 3+ 4+ Ukupno
tip 1 3 3 8 7 0 21
14.3%| 14.3%| 38.1%| 33.3%| 0.0%| 100.0%
tip 3 0 3 5 17 5 30
0.0%| 10.0%| 16.7%| 56.7%| 16.7%| 100.0%
DNB 0 0 0 1 0 1
0.0% 0.0%| 0.0%| 100.0%| 0.0%| 100.0%
ostali oblici 0 0 L L L 3
0.0% 0.0%| 33.3%| 33.3%| 33.3%| 100.0%
Ukupno 3 6 14 26 6 55
55%| 10.9%| 25.5%| 47.3%| 10.9%| 100.0%

U Tabeli 19d moze se vidjeti da je najveéu jacinu aglutinacije u reakciji sa anti-D 4 1gG
iz panela D-SCREEN, ja¢ine 3+, dalo 16 ispitanih eritrocita sa dokazanom slabom D
varijantom tipa 1 1 24 ispitana uzorka davalaca sa varijantom tipa 3, dok je jacinu aglutinacije

od 4+ dalo 5 ispitanih uzoraka eritrocita slabog D tipa 3.

Tabela 19d. Ja¢ina reakcije pojedinih varijanti D antigena sa anti-D test

reagensom 4 IgG iz panela D-SCREEN

-(neg.) 1+ 2+ 3+ 4+ Ukupno

tip 1 2 3 16 0 21

9.5%| 14.3%| 76.2%| 0.0%| 100.0%

tip 3 1 0 24 5 30

3.3% 0.0%| 80.0%| 16.7%| 100.0%

DNB 0 0 1 0 1

0.0% 0.0%| 100.0%| 0.0%| 100.0%

ostali oblici 0 0 3 0 3

0.0% 0.0%| 100.0%| 0.0%| 100.0%

Ukupno 3 3 44 5 55

5.5% 5.5%| 80.0%| 9.1%| 100.0%

Iz Tabele 19e mozemo da zaklju¢imo da je veliki broj ispitanih uzoraka eritrocita davalaca
krvi kod kojih je dokazan slabi D tipa 1- njih 21 i 24 uzorka eritrocita davalaca krvi kod kojih
je dokazan slabi D tipa 3 dao negativnu reakciju aglutinacije sa anti-D 5 IgM iz panela D-



SCREEN. Negativan nalaz dali su i eritrociti davaoca sa DNB oblikom antigena D. Zapaza se
takode da jacinu aglutinacije od 3+ i 4+ sa anti-D 5 IgM iz panela D-SCREEN nije dao ni
jedan od ispitivanih uzoraka krvi.

Tabela 19e. Ja¢ina reakcije pojedinih varijanti D antigena sa anti-D test
reagensom 5 IgM iz panela D-SCREEN

-(neg.) 1+ 2+ 3+ 4+ Ukupno
tip 1 21 0 0 21
100.0% 0.0% 0.0% 100.0%
tip 3 24 4 2 30
80.0%| 13.3% 6.7% 100.0%
1 0 0 1
DNB 100.0% 0.0% 0.0% 100.0%
ostali oblici L 0 2 3
33.3% 0.0%| 66.7% 100.0%
Ukupno 47 4 4 55
85.5% 7.3% 7.3% 100.0%

Anti-D 6 IgM iz panela D-SCREEN dao je negativnu ja¢inu aglutinacije sa 49 ispitanih
eritrocita davalaca krvi kod kojih je dokazana neka od varijanti antigena D, i to sa 21
uzorkom eritrocita slabog D antigena tipa 1, 26 uzoraka eritrocita slabog D antigena tipa 3 i
sa 1 uzorkom eritrocita sa dokazanim D antigenom varijante DNB, kao i jednim uzorkom
eritrocita kod koje tip varijante D antigena nije mogao biti dokazan.

Tabela 19f. Jacina reakcije pojedinih varijanti D antigena sa anti-D test
reagensom 6 IgM iz panela D-SCREEN

-(neg.) 1+ 2+ 3+ 4+ Ukupno
tip 1 21 0 0 21
100.0% 0.0% 0.0% 100.0%
tip 3 26 3 1 30
86.7%| 10.0% 3.3% 100.0%
1 0 0 1
DNB 100.0% 0.0% 0.0% 100.0%
ostali oblici L L L 3
33.3%| 33.3% 33.3% 100.0%
Ukupno 49 4 2 55
89.1% 7.3% 3.6% 100.0%
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Zapaza se takode da jaCinu aglutinacije od 3+ i 4+ sa anti-D 6 IgM iz panela D-
CREEEN nije dao ni jedan od ispitivanih uzoraka krvi. Sve navedeno je prikazano u Tabeli
19f.

Analizom rezultata u Tabeli 19g moZe se zakljuciti da je najvise ispitivanih uzoraka
krvi dalo jacinu aglutinacije od 3+ i to 16 sa eritrocitima koji imaju tip 1 slabog D antigena i
23 sa eritrocitima koji imaju tip 3 slabog D antigena, kao i eritrociti sa varijantom DNB
antigena D, dok je 5 uzoraka krvi sa varijantom slabog D tipa 3 dalo aglutinaciju od 4+ sa
anti-D 7 IgG iz panela D-SCREEN.

Tabela 19g. Jacina reakcije pojedinih varijanti D antigena sa anti-D test

reagensom 7 IgG iz panela D-SCREEN

-(neg.) 1+ 2+ 3+ 4+ Ukupno

tip 1 1 4 16 0 21

4.8% 19.0%[ 76.2%| 0.0%| 100.0%

tip 3 1 1 23 5 30

3.3% 3.3%| 76.7%| 16.7%|  100.0%

DNB 0 0 1 0 1

0.0% 0.0%| 100.0%| 0.0%| 100.0%

ostali oblici 0 0 3 0 3

0.0% 0.0%| 100.0%| 0.0%| 100.0%

Ukupno 2 5 43 5 55

3.6% 9.1%| 78.2%| 9.1%| 100.0%

Ni jedan od ispitivanih uzoraka eritrocita nije dao negativan nalaz, niti slabu aglutinacij
jacine 1+ u reakciji aglutinacije sa anti-D 8 IgG iz panela D-SCREEN, dok je njih 44 dalo
jacinu reakcije od 3+, od ¢ega je 17 uzoraka eritrocita bilo sa slabim D antigenom tipa 1, 23
uzorka eritrocita sa slabim D tipa 3,1 sa varijantom DNB i 3 uzorka eritrocita kod kojih nije
dokazan tip varijante slabog D antigena. Aglutinaciju ja¢ine 4+ dalo je 8 ispitanih uzoraka
krvi, od kojih je 2 bilo sa slabim D tipa 1 i 6 sa slabim D tipa 3, §to se sve moze vidjeti u

Tabeli 19h.
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Tabela 19h. Ja¢ina reakcije pojedinih varijanti D antigena sa anti-D test

reagensom 8 IgG iz panela D-SCREEN

-(neg.) 1+ 2+ 3+ 4+ Ukupno

tip 1 2 17 2 21

9.5%| 81.0%| 9.5% 100.0%

tip 3 1 23 6 30

3.3%| 76.7%| 20.0%| 100.0%

0 1 0 1

DNB 0.0%| 100.0%| 0.0%|  100.0%

ostali oblici 0 3 0 3

0.0%| 100.0%| 0.0%| 100.0%

Ukupno 3 44 8 55

5.5%| 80.0%| 14.5%| 100.0%

U Tabeli 19i moze se uo€iti da nijedan od ispitanih uzoraka nije dao negativan nalaz u
reakciji aglutinacije sa anti-D 9 IgG iz panela D-SCREEN. Najve¢i broj, njih 44, dao je
jacinu aglutinacije od 3+ (17 uzoraka eritrocita sa dokazanim slabim D tipa 1 i 23 uzorka
eritrocita sa slabim D tipa 3, kao i 1 sa varijantom DNB, uz  tri uzorka kojima nije dokazan
tip slabog D antigena. Jacinu aglutinacije od 4+ dalo je 5 uzoraka eritrocita koji imaju slabi D

antigen tipa 3.

Tabela 19i. Ja¢ina reakcije pojedinih varijanti D antigena sa anti-D test

reagensom 9 IgG iz panela D-SCREEN

-(neg.) 1+ 2+ 3+ 4+ Ukupno

tip 1 2 2 17 0 21

9.5% 9.5%| 81.0%| 0.0%[ 100.0%

tip 3 1 1 23 5 30

3.3% 3.3%| 76.7%| 16.7%|  100.0%

DNB 0 0 1 0 1

0.0% 0.0%| 100.0%| 0.0%| 100.0%

ostali oblici 0 0 3 0 3

0.0% 0.0%| 100.0%| 0.0%| 100.0%

Ukupno 3 3 44 5 55

5.5% 5.5%| 80.0%| 9.1%| 100.0%
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U Tabeli 20 prikazana je distribucija dokazanih varijanti antigena D kod davalaca krvi u
Zavodu za transfuzijsku medicinu u Banjoj Luci u odnosu na pol. RhD antgen tip 3 dokazan
je sa najvecom ucestalos¢u u ispitivanoj populaciji davalaca krvi 1 muskog i Zenskog pola,
(30 davalaca muskog i 20 testiranih davalaca zenskog pola u odnosu na ukupan broj od 85
ispitanih), za njim slijedi tip 1, koji je dokazan kod 21 osobe muskog i 9 osoba Zenskog pola,
a kod jedne osobe Zenskog pola dokazan je parcijalni oblik D antigena- DNB. U po dva
slucaja 1 kod davalaca muskog i kod davalaca krvi zenskog pola utvrdeni su ostali oblici
varijanti D antigena. Od 85 ispitivanih uzoraka krvi, 64% bilo je muskog, a 37% zenskog
pola.

Tabela 20. Distribucija pola po molekularno
dokazanim varijantama D antigena

Muski Zenski Ukupno
tip 1 21 9 30
(70.0%) (30.0%) (100.0%)
tip 3 30 20 50
P (60.0%) (40.0%) | (100.0%)
0 1 1
DNB (0.0%) | (100.0%) | (100.0%)
ostali 2 2 4
oblici (50.0%) (50.0%) (100.0%)
53 32 85
Ukupno (64.4%) (37.6%) | (100.0%)

U Tabeli 21 prikazana je distribucija molekularno dokazanih varijanti antigena D u
odnosu na pripadnost krvnoj grupi ABO. Najveca ucestalost slabog D antigena tipova 1 1 3
zapazena je kod osoba krvne grupe A (15 1 22 od ukupnog broja testiranih davalaca krvi),
koja je i najzastupljenija u ispitivanoj grupi davalaca krvi; a onda kod ispitanika krvne grupe
O (61 19 od ukupnog broja ispitivanih davalaca krvi).
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Tabela 21. Distribucija krvne grupe ABO po molekularno dokazanoj
varijanti D antigena

A B AB 0] Ukupno
tip 1 15 7 2 6 30
(50.0%) (23.3%) (6.7%) (20.0%) (100.0%)
3 22 7 2 19 50
P (44.0%) (14.0%) (4.0%) (38.0%) (100.0%)
0 1
0, 0, 0,
DNB 0 (0.0%) 0 (0.0%) (0.0%) (100.0%) 1 (100.0%)
I 1 1
0, 0, 0,
ostali oblici 2 (50.0%) 0 (0.0%) (25.0%) (25.0%) 4 (100.0%)
39 14 5 27 85
Ukupno (45.9%) (16.5%) (5.9%) (31.8%) (100.0%)

U Tabeli 22 prikazana je distribucija dokazanih varijanti antigena D u odnosu na Rh

krvi Rh fenotipa CcDwee i 3 davaoca Rh fenotipa ccDwEe.

fenotip. Najveci broj slabog D antigena tipova 1 i 3 dokazan je kod osoba Rh fenotipa
CcDwee (29/97% i 49/98% od ukupno 79 ispitanih davalaca krvi sa Rh fenotipom CcDwee,
koji je 1 najCeSc¢e zastupljen u ispitivanom uzorku, $to €ini 93% u odnosu na ukupan broj
ispitanih osoba); tipovi 1 i 3 dokazani su kod po jednog ispitanika Rh fenotipa CCDwee, kao
i parcijalni oblik DNB, §to je ukupno 3 ispitanika, odnosno 3,6% u odnosu na ukupan broj od
85, odnosno 100% testiranih; a ostali oblici varijanti antigena D dokazani su kod 1 davaoca

Tabela 22. Distribucija varijanti RhD antigena prema Rh fenotipu
CcDwee CCIeDWE ccDwEe CCDNBee Ukupno
tip 1 29 30
(96.7%) 1(3.3%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) (100.0%)
tip 3 (98‘?8% | 1(2.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) (10290%)
DNB 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1 (100.0%) 1 (100.0%)
ostali 1 3
oblici (25.0%) 0 (0.0%) (75.0%) 0 (0.0%) 4 (100.0%)
79 85
Ukupno (92.9%) 2 (2.4%) 3(3.5%) 1(1.2%) (100.0%)

U tabelama od 23a do 23i prikazana je jaCina reakcije aglutinacije ispitivanih eritrocita
davalaca krvi razli¢itih Rh fenotipova sa anti-D test reagensima IgM i 1gG iz panela D-
SCREEN.
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U Tabeli 23a prikazana je jaCina reakcije test reagenasa anti-D 1 IgM iz panela D-SCREEN
u odnosu na Rh fenotip ispitanika. Moze se uociti da je 13 od ukupno 55 ispitanih uzoraka
dalo negativnu reakciju aglutinacije sa ovim test reagensom, od toga je 12 imalo Rh fenotip
CcDwee, a 1 ispitanik je imao Rh fenotip CCDwee. Najveci broj ispitanih uzoraka krvi dao je
jacinu aglutinacije od 2+ u reakciji sa 1 IgM iz panela D-SCREEN, 18 uzoraka imalo je Rh
fenotip CcDwee, a 1 uzorak je parcijalni oblik D antigena DNB, sa Rh fenotipom CCDee.

[ Tabela 23a. Jagina aglutinacije ispitivanih eritrocita davalaca krvi razli¢itih |
Rh fenotipova sa anti-D test reagensom 1 IgM iz panela D-SCREEN

-(neg.) 1+ 2+ 3+ 4+ | Ukupng

CeDwee 12 7 18 10 4 51

23.5%)| 13.7%| 35.3%| 19.6%| 7.8%| 100.0%

CCDwee 1 0 0 0 0 1

100.0% 0.0%| 0.0% 0.0%| 0.0%| 100.0%

ccDWEe 0 0 0 2 0 2

0.0%( 0.0%| 0.0%| 100.0%| 0.0%| 100.0%

0 0 1 0 0 1

CCDNBee 0.0% 0.0% 100.0% 0.0% 0.0% 100.0%

Ukupno 13 7 19 12 4 55

23.6%| 12.7%| 34.5%| 21.8%| 7.3%| 100.0%

Tabela 23b pokazuje da negativan nalaz aglutinacije sa anti-D test reagensom 2 1gG nije dao
nijedan od 55 ispitanih uzoraka krvi, bez obzira na Rh fenotip, dok je najve¢i broj uzoraka

dao aglutinaciju jacine 3+, njih 44, od kojih je 40 imalo Rh fenotip CcDwee.
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Tabela 23b. Ja¢ina aglutinacije ispitivanih eritrocita davalaca krvi razli¢itih

Rh fenotipova sa anti-D test reagensom 2 IgG iz panela D-SCREEN

-(neg.) 1+ 2+ 3+ 4+ Ukupno

2 4 40 5 51

CeDwee 3.9%| 7.8%| 78.4%| 9.8%| 100.0%

0 0 1 0 1

CCDwee 0.0%  0.0% 100.0%| 0.0%| 100.0%

ccDwEe 0 0 2 0 2

0.0% 0.0%| 100.0%| 0.0%| 100.0%

0 0 1 0 1

CCDNBee 0.0%| 0.0%| 100.0%| 0.0%| 100.0%

UKUDNO 2 4 44 5 55

P 3.6% 7.3% 80.0% 9.1%| 100.0%

U reakciji sa test reagensom 3 IgM iz panela D-SCREEN najvec¢i broj uzoraka dao je jacinu
aglutinacije od 3+, njih 26, od toga je 25 uzoraka imalo Rh fenotip CcDwee, dok je negativan
nalaz dalo 3 ispitana uzorka, od toga 2 Rh fenotipa CcDwee, a 1 Rh fenotipa CCDwee, §to se

moze vidjeti na Tabeli 23c.

[ Tabela 23c. Jagina aglutinacije ispitivanih eritrocita davalaca krvi razliitih |
Rh fenotipova sa anti-D test reagensom 3 IgM iz panela D-SCREEN

-(neg.) 1+ 2+ 3+ 4+ Ukupng

2 6 13 25 5 5]

CcDwee 3.9%| 11.8%| 25.5%| 49.0% 9.8%| 100.0%

CCDwee 1 0 0 0 0 1

100.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%| 100.0%

ccDwEe 0 0 L 0 L 2

0.0% 0.0%| 50.0% 0.0%| 50.0%| 100.0%

0 0 0 1 0 1

CCDNBee 0.0% 00% 0.0% 100.0% 0.0% 100.0%

Ukupno 3 6 14 26 6 55

5.5%| 10.9%| 25.5%| 47.3%| 10.9%| 100.0%

Tabela 23d pokazuje da nijedan od ispitivanih uzoraka krvi nije davao negativan nalaz
aglutinacije sa anti-D test reagensom 4 IgG, dok je najveéi broj, ¢ak 44 uzorka krvi, od kojih
je 41 imao Rh fenotip CcDwee, davalo aglutinaciju jacine 3+, a 5 uzoraka eritrocita Rh

fenotipa CcDwee davalo je reakciju aglutinacije jacine 4+.



Tabela 23d. Ja¢ina aglutinacije ispitivanih eritrocita davalaca krvi razli¢itih
Rh fenotipova sa anti-D test reagensom 4 IgG iz panela D-SCREEN

-(neg.) 1+ 2+ 3+ 4+ Ukupno
3 2 41 5 51
CeDwee 59% 3.9%| 80.4%| 9.8%| 100.0%
0 1 0 0 1
CCDwee 0.0%| 100.0%| 0.0%| 0.0% 100.0%
ccDwEe 0 0 2 0 2
0.0% 0.0%| 100.0% 0.0%| 100.0%
0 0 1 0 1
CCDNBee 0.0%| 0.0%| 100.0%| 0.0%| 100.0%
UKUDNO 3 3 44 5 55
P 5.5% 5.5%| 80.0% 9.1%| 100.0%

U reakciji sa anti-D test reagensom5 IgM iz panelaD-SCREEN 47 uzoraka
ispitivanih eritrocita, od ukupno 55 ispitivanih uzoraka krvi dalo je nagativan nalaz. Najveca
jacina aglutinacije bila je 2+, $to se pokazalo kod 2 uzorka Rh fenotipa CcDwee i kod 2

uzorka Rh fenotipa ccDwWEe (Tabela 23e).

Tabela 23e. Jacina aglutinacije ispitivanih eritrocita davalaca krvi razli¢itih
Rh fenotipova sa anti-D test reagensom 5 IgM iz panela D-SCREEN

-(neg.) 1+ 2+ 3+ 4+ Ukupng
45 4 2 5]
CcDwee 88.2%|  7.8%|  3.9% 100.0%
1 0 0 1
CCDwee 100.0%|  0.0%| 0.0% 100.0%
ccDwEe 0 0 2 2
0.0% 0.0%| 100.0% 100.0%
1 0 0 1
CCDNBee 100.0%| 0.0%|  0.0% 100.0%
47 4 4 55
Ulaprio 855%  7.3%| 7.3% 100.0%

Kada se analizira reakcija aglutinacije 55 ispitanih uzoraka eritrocita davalaca krvi sa anti-D
test reagensom 6 IgM iz panela D-SCREEN (Tabela 23f), moze se zakljuciti da je ¢ak 49
uzoraka dalo negativan nalaz u reakciji aglutinacije, dok je najjaca reakcija aglutinacije bila
2+, a dobijena je sa dva uzorka krvi, od kojih je jedan imao Rh fennotip CcDwee, a drugi Rh

fenotip ccDEe.
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Tabela 23f. Jacina aglutinacije ispitivanih eritrocita davalaca krvi razli¢itih
Rh fenotipova sa anti-D test reagensom 6 IgM iz panela D-SCREEN

-(neg.) 1+ 2+ 3+ 4+ Ukupno
47 3 1 51
CcDwee 92.2%|  59%|  2.0% 100.0%
1 0 0 1
CCDwee 100.0%| 0.0%|  0.0% 100.0%
0 1 1 2
ccDwEe 00%| 50.0%| 50.0% 100.0%
1 0 0 1
CCDNBee 100.0%| 0.0%|  0.0% 100.0%
49 1 2 55
Ukupno 89.1%|  7.3%|  3.6% 100.0%

U Tabeli 23g moze se uociti da nijedan od ispitivanih eritrocita nije dao negativan
nalaz u reakciji sa anti-D 7 1gG iz panela D-SCREEN, dok je najjacu reakciju aglutinacije
pokazalo 43 uzorka ispitanih eritrocita, od kojih je 40 imalo Rh fenotip CcDwee, 2 je bilo Rh
fenotipa ccDwEge, a jedan je bio parcijalni oblik DNB, Rh fenotipa CCDNBee. Najjacu

reakciju aglutinacije, jacine 4+ dali su eritrociti Rh fenotipa CcDwee kod 5 davalaca krvi.

Tabela 23g. Ja¢ina aglutinacije ispitivanih eritrocita davalaca krvi razli¢itih
Rh fenotipova sa anti-D test reagensom 7 IgG iz panela D-SCREEN

-(neg.) 1+ 2+ 3+ 4+ | Ukupno
2 4 40 5 5l
CcDwee 3.9%|  7.8%| 78.4%| 9.8%| 100.0%
0 1 0 0 1
CCDwee 0.0%| 100.0%|  0.0%| 0.0%| 100.0%
ccDwEe 0 0 : . y
0.0% 0.0%( 100.0% 0.0%| 100.0%
0 0 1 0 1
CCDNB ee 0.0%|  0.0%| 100.0%| 0.0%| 100.0%
2 5 43 5 53
Ukupno 3.6%| 9.1%| 78.2%| 9.1%| 100.0%

U Tabeli 23h vidi se da nijedan od ispitivanih uzoraka eritrocita davalaca krvi nije dao ni
negativnu reakciju, niti slabu aglutinaciju jacine 1+ u ispitivanju sa anti-D test reagensom 8
IgG iz panela D-SCREEN. Aglutinaciju jac¢ine 3+ dalo je 44 uzorka krvi, od kojih je 40 bilo

Rh fenotipa CcDwee, dok je jacinu aglutinacije od 4+ pokazalo 8 uzoraka istog Rh fenotipa.
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Tabela 23h. Ja¢ina aglutinacije ispitivanih eritrocita davalaca krvi razli¢itih
Rh fenotipova sa anti-D test reagensom 8 IgG iz panela D-SCREEN

-(neg.) 1+ 2+ 3+ 4+ | Ukupno
3 40 8 51
CcDwee 5.9%| 78.4%| 15.7%| 100.0%
0 1 0 1
CCDwee 0.0%| 100.0%| 0.0%| 100.0%
0 2 0 2
ccDwEe 0.0%| 100.0%| 0.0%| 100.0%
0 1 0 1]
CCDNBee 0.0%| 100.0%| 0.0%| 100.0%
3 44 8 55
Ukupno 5.5%| 80.0%)| 14.5%| 100.0%

Nijedan od ispitivanih uzoraka eritrocita davalaca krvi nije dao negativan nalaz u reakciji
aglutinacije sa anti-D test reagensom 9 IgG iz panela D-SCREEN, ali je kod ukupno 44
ispitana uzorka reakcija aglutinacije bila 3+, od kojih je 40 imalo Rh fenotip CcDwee, dok je

5 uzoraka krvi istog Rh fenotipa dalo reakciju aglutinacije jacine 4+ (Tabela 231).

Tabela 23i. Ja¢ina aglutinacije ispitivanih eritrocita davalaca krvi razli¢itih
Rh fenotipova sa anti-D test reagensom 9 IgG iz panela D-SCREEN

-(neg.) 1+ 2+ 3+ 4+ | Ukupno
CcDwee 3 3 40 5 51
5.9% 5.9%( 78.4%[ 9.8%| 100.0%
0 0 1 0 1
CCDwee 0.0%  0.0%| 100.0% 0.0%| 100.0%
ccDwEe 0 0 2 0 2
0.0% 0.0%| 100.0%| 0.0%| 100.0%
0 0 1 0 1
CCDNBee 0.0%  0.0%| 100.0%| 0.0%| 100.0%
3 3 44 5 55
Ukupno 55% 55%| 80.0%| 9.1%| 100.0%

U Tabeli 24 prikazna je distribucija pola u odnosu na dokazani Rh fenotip ispitanika.

Zapaza se da je 1 kod osoba muskog i1 kod osoba Zenskog pol najcesci Rh fenotip CcDwee.



Tabela 24. Distribucija pola u odnosu na Rh fenotip
ispitivanih davalaca

Muski Zenski Ukupno
CcDwee 49 (62.0%) 30 (38.0%) 79 (100.0%)
CCDwee 2 (100.0%) 0 (0.0%) 2 (100.0%)
ccDwEe 2 (66.7%) 1 (33.3%) 3 (100.0%)
CCDNB ee 0 (0.0%) 1 (100.0%) 1 (100.0%)
Ukupno 53 (62.4%) 32 (37.6%) 85 (100.0%)

U Tabeli 25 prikazana je distribucija krvnih grupa ABO u odnosu na dokazane Rh

vvvvv

onda slijedi krvna grupa O, kod 27 ispitanika.

Tabela 25. Distribucija krvne grupe ABO u odnosu na Rh fenotip
ispitivanih eritrocita

A B AB O Ukupno
CcDwee 36 (45.6%) 14 (17.7%) 4(5.1%) 25 (31.6%) 79 (100.0%)
CCDwee 1 (50.0%) 0(0.0%) 1 (50.0%) 0 (0.0%) 2 (100.0%)
ccDwEe 2 (66.7%) 0(0.0%) 0 (0.0%) 1 (33.3%) 3(100.0%)
CCDNBee 0(0.0%) 0(0.0%) 0 (0.0%) 1 (100.0%) 1 (100.0%)
Ukupno 39 (45.9%) 14 (16.5%) 5 (5.9%) 27 (31.8%) 85 (100.0%)

fenotip prikazana je u Tabeli 26.

Distribucija pojedinacnih slabih 1 parcijalnih oblika antigena D u odnosu na Rh

Tabela 26. Distribucija dobijenih varijanti D u odnosu na Rh fenotip
tip 1 tip3 | DNB g;tl"l"c': UES P
cobnee (362.?%) (62%8%) 000 L3 (10‘7’%%)
CC Dwee (50.10%) (50.10%) 0(0.0%) 0 (0.0%) (1002-0%)
ccDwEe 0(0.0%) 0(0.0%) 0(0.0%) 3(100.0%) (1003.’0%)
eCeCDNB 0 (0.0%) 0(0.0%) 1(100.0%) 0(0.0%) (1001.0%)
Ukupno (35?.?%) (585.)2%) L2 HEno (103%%)
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Najvecu zastupljenost tip 3 slabog D antigena ima kod osoba Rh fenotipa CcDwee,
(49/50 dokazanih slabih D oblika tipa 3) i kod jedne osobe Rh fenotipa CCDwee. Od 30
utvrdenih varijanti slabog D tipa 1, 29 je dokazano kod osoba Rh fenotipa CcDwee, dok je
jedan utvrden kod davaoca Rh fenotipa CCDNBee.

Gradacija jacine reakcije pojedinih varijanti antigena D sa dvije vrste monoklonskih anti-

D test seruma klase IgM prikazana je u Tabeli 27.

Tabela 27. Ja¢ina reakcije pojedinih varijanti antigena D sa anti-D
test reagensima 1 IgM i 3 IgM iz panela D-SCREEN
. . ostali Ukup
tipl tip 3 DNB -
P P oblici no
~(neg.) /-
o 3 (100.0%) 0(0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 3(100.0%)
(neg.)
Ostali (jac¢ina
aglutinacije
od 1+ do 18 (34.6%) 30 (57.7%) 1(1.9%) 3 (5.8%) 52 (100.0%)
4+)~k*
Ukupno 21 (38.2%) 30 (54.5%) 1(1.8%) 3 (5.5%) 55 (100.0%)

*-(neg.) /-'(neg.)*- negativan nalaz sa 1 IgM i 3 IgM anti-D test reagensima
**_ ja¢ina aglutinacije od 1+ do 4+ sa 11gM i 3 IgM anti-D test reagensima

Gradacija jacine reakcije pojedinih varijanti antigena D sa dvije vrste monoklonskih

anti-D test seruma 1 IgM i 3 IgM u odnosu na odredene Rh fenotipove prikazana je u Tabeli
28.

Tabela 28. Jac¢ina reakcije sa anti-D test reagensimal IgM i 3 IgM iz
y g g g
panela D-SCREEN u odnosu na pojedinacne Rh fenotipove
CcC CC CcC
Ce Dw Dw DNB Ukupn
Dw ee 0
ee Ee ee
"-(neg.) /- 1
(neg)* 2 (66.7%) (32.3%) 0(0.0%) 0(0.0%) 3 (100.0%)
Ostali (jacina
igllét;nﬁ;ie*od o 4‘112% | 0(0.0%) 2 (3.8%) 1(1.9%) (10820% )
51 55
Ukupno ©2.7%) 1(1.8%) 2 (3.6%) 1(1.8%) (100.0%)

*'-(neg.) /-'(neg.)*- negativan nalaz sa 11gM i 3 IgM anti-D test reagensima

**- jaCina aglutinacije od 1+ do 4+ sa 1IgM i 3 IgM anti-D test reagensima
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U Tabeli 29 prikazana je jacina reakcije eritrocita sa monoklonskim anti-D test serumima

1 IgM 1 3 IgM ispitanika muskog i zenskog pola.

Tabela 29. Jacina reakcije sa anti-D test reagensima 1

IgM i 3 IgM iz panela D-SCREEN u odnosu na pol
Muski Zenski Ukupno

(neg.) /-(neg.)* 3 (100.0%) 0 (0.0%) 3 (100.0%)

Ostali (jacina

aglutinacije od 1+ 35 (67.3%) 17 (32.7%) 52 (100.0%)

do 4+)**

Ukupno 38 (69.1%) 17 (30.9%) 55 (100.0%)

*'-(neg.) /-'(neg.)*- negativan nalaz sa 1IgM i 3 IgM anti-D test reagensima

**_ jadina aglutinacije od 1+ do 4+ sa 1IgM i 3 IgM anti-D test reagensima

Jacina reakcije aglutinacije odredenih tipova slabijih oblika antigena D sa monoklonskim

anti-D test reagensima 5 IgM i 6 IgM iz panela D-SCREEN prikazana je u Tabeli 30.

Tabela 30. Jacina reakcije pojedinih varijanti antigena D sa anti-D test
reagensima 5 IgM i1 6 IgM iz panela D-SCREEN

tllp tip 3 DNB g;tl?cl: Ukupno
-(neg.)/ -(neg.)* “ ﬁ% | (51?‘1‘% ) 1(2.1%) 1(2.1%) 47 (100.0%)
1+(poz.)/-(neg.)*™* (0.8% ) (100?0% ) 0 (0.0%) 0(0.0%) 2 (100.0%)
1+(poz.)/1+(poz..)*** (0.8% ) (100?0% ) 0(0.0%) 0 (0.0%) 2 (100.0%)
2+(poz.)/1+(poz.) (0.8% | (50.10% | 0 (0.0%) 1(50.0%) 2 (100.0%)
24+(p0Z.)/2+(poz.y R (0.8% | (50.10% | 0 (0.0%) 1 (50.0%) 2 (100.0%)
Ukupno (ssi;% ) G fg% ) 1(L.8%) 3(5.5%) 55 (100.0%)

*-(neg.)! -(neg.)- negativan nalaz sa 11gM i 3 IgM anti-D test reagensima; **1+(poz.)/-(neg.)- reakcija aglutinacije jacine 1+
sa 5IgM i negativan nalaz sa 6 IgM;***1+(poz.)/1+(poz..)- reakcija aglutinacije jacine 1+ sa 5Igm i 1+ sa 6 IgM; ****
reakcija aglutinacije jacine 2+(poz.) sa 5IgM 1 1+(poz.) sa 61gM; ***** reakcija aglutinacije jacine 2+(poz.) sa SIgM i

2+(poz.). sa 61gM iz panela D-SCREEN

JacCina reakcije aglutinacije eritrocita ispitivanih davalaca krvi odredenih Rh fenotipova sa

monoklonskim test reagensima 5 IgM i 6 IgM iz panela D-SCREEN vidi se u Tabeli 31.
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Tabela 31.  Jacina reakcije varijanti antigena D razli¢itih Rh
fenotipova sa anti-D test reagensima 5 IgM i 6 IgM iz panela D-
SCREEN
CcDwee CChw ccDw Ee CCDNB Ukupno
ee ee
-(neg.)/-
(neg.)* 45 (95.7%) 1(2.1%) 0(0.0%) 1(2.1%) 47 (100.0%)
1+(poz)/ -
(neg.)* 2 (100.0%) 0(0.0%) 0(0.0%) 0(0.0%) 2 (100.0%)
1+(poz.)/1+
- 2 (100.0%) 0(0.0%) 0(0.0%) 0(0.0%) 2 (100.0%)
2+ (poz.)/1+ 1
(poz.)ex 1(50.0%) 0(0.0%) (50.0%) 0(0.0%) 2 (100.0%)
2+(poz.)/ 1
e 1(50.0%) 0(0.0%) (50.0%) 0(0.0%) 2 (100.0%)
Ukupno 51 (92.7%) 1(1.8%) 2 (3.6%) 1(1.8%) 55 (100.0%)

*-(neg.)/ -(neg.)- negativan nalaz sa 11gM i 3 IgM anti-D test reagensima; **1+(poz.)/-(neg.)- reakcija aglutinacije ja¢ine 1+
sa 51gM i negativan nalaz sa 6 IgM;***1+(poz.)/1+(poz..)- reakcija aglutinacije jacine 1+ sa 5Igmi 1+ sa 6 [gM; ****
reakcija aglutinacije jaCine 2+(poz.) sa 5IgM i 1+(poz.) sa 61gM; ***** reakcija aglutinacije jacine 2+(poz.) sa SIgM i

2+(poz.). sa 61gM iz panela D-SCREEN

Tabele 31 se moze vidjeti da su 45 ispitivanih uzoraka Rh fenotipa CcDwee, jedan Rh
fenotipa CCDwee i jedan Rh fenotipa CCDNBee dali negativan nalaz sa 5 IgM i 6 IgM test
reagenasa anti-D, dok su najjacu reakciju aglutinacije sa ovim test reagensima (2+ i 2+) dali

po jedan ispitanik sa Rh fenotipom CcDwee i ccDwEe.

U Tabeli 32 prikazana je jaCina reakcije eritrocita ispitanika sa monoklonskim anti-D test

reagensima 5 IgM i 6 IgM iz panela D-SCREEN u odnosu na pol.

Tabela 32. Distribucija prema polu ispitivane grupe u
odnosu na jacinu reakcije sa 5 IgM 1 6 IgM
Muski Zenski Ukupno
. 34 13
-(neg.)/ -(neg.) (72.3%) (27.7%) 47 (100.0%)
1+(poz.)/ ~(neg.)** 1 (50.0%) 1 (50.0%) 2 (100.0%)
Kkk 2
1+(poz.)/1+(poz..) 0 (0.0%) (100.0%) 2 (100.0%)
'24(poz)/1 +(poz. ) (100_0%2) 0 (0.0%) 2 (100.0%)
2+(P0Z.)/2+(p0z.)***** 1 (50.0%) 1 (50.0%) 2 (100.0%)
38 17
Ukupno (69.1%) (30.9%) 55 (100.0%)

*-(neg.)! -(neg.)- negativan nalaz sa 11gM i 3 IgM anti-D test reagensima; **1+(poz.)/-(neg.)- reakcija aglutinacije jacine 1+
sa 51gM i negativan nalaz sa 6 IgM;***1+(poz.)/1+(poz..)- reakcija aglutinacije ja¢ine 1+ sa SIgm i 1+ sa 6 IgM; ****
reakcija aglutinacije jacine 2+(poz.) sa 5IgM i 1+(poz.) sa 61gM; ***** reakcija aglutinacije jacine 2+(poz.) sa SIgM i

2+(poz.). sa 6IgM iz panela D-SCREEN
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5.3 Karakteristike grupe ispitanika koji su seroloski RhD-negativni, Rh fenotipa D-neg(-
), C/E-poz.(+), molekularno tipiziranih na RHD i RHCE

StatistiCka obrada podataka radena je u statistickom paketu SPSS 22 za Windows.
Primarno dobijeni podaci analizirani su deskriptivnim statistickim metodama i metodama za
testiranje hipoteze. Od deskriptivnih statistickih metoda koriStene su: mjere centralne

tendencije, mjere varijabiliteta i pokazatelji strukture iskazani u procentima.

5.3.1 Socio-epidemioloske karakteristike grupe ispitanika koji su seroloski RhD negativni

U istrazivanju je ucestvovalo 92 RhD-negativna davaoca krvi. Od toga je bilo 15
(16,3%) zenskog 1 77 (83,7%) muskog pola. Krvna grupa tipa A je zastupljena kod njih 34
(37,0%), tipa B kod 19 (20,7%), tipa AB kod 7 (7,6%) i tipa O kod njih 32 (34,8%).

Medijana broja davanja krvi iznosila je 5 puta. Znaci oko 50% davaoca je dalo do 5
puta krv (Tabela 33).

Tabela 33. Socio-epidemioloske karakteristike grupe
seroloski RhD-negativnih davalaca krvi
Posmatrana grupa (n=92)
Pol (zenski 15/77
/muski)
Krvna grupa A 34 (37,0%)
B 19 (20,7%)
AB 7 (7,6%)
0 32 (34,8%)
Krv dali
med (min-max) 5(1-41)

Rh fenotip je distribuiran na sljede¢i nacin: a) CcDwee je dokazan kod njih 7 (7,6%); b)
ccddEe kod 22 (23,9%); c¢) Ccddee kod 56 (60,9%); d) CcddEe kod 3 (3,3%); ) CC dd ee
kod 2 (2,2%); ) kod 2 (2,2%) davaoca je ostao neutvrden (Tabela 34).

Pozitivan nalaz molekularnog skrininga utvrden je kod 9 (9.8%), a negativan kod 83
(90,2%) davalaca krvi.
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Od devetoro ispitanika, ¢iji je molekularni skrining bio pozitivan, slabi D tip 1 odreden je kod
2 (22,2%) davaoca, tip 11 kod 4 (44,4%), tip 3 kod 1 (11,1%) i kod 2 (22,2%) davaoca je

ostao neodreden.

Tabela 34. Distribucija rezulata Rh fenotipa posle molekularnog
skrininga u grupi serolo§ki RhD-negativnih davalaca krvi

Negativan Pozitivna Ukupno

CcDwee 0 (0.0%) 7 (100.0%) 7 (100.0%)
ccddEe 22 (100.0%) 0 (0.0%) 22 (100.0%)
Ccddee 56 (100.0%) 0 (0.0%) 56 (100.0%)
CcddEe 3 (100.0%) 0 (0.0%) 3 (100.0%)
CCddee 2 (100.0%) 0 (0.0%) 2 (100.0%)
Neodreden 0 (0.0%) 2 (100.0%) 2 (100.0%)
Ukupno 83 (90.2%) 9 (9.8%) 92 (100.0%)

U Tabeli 35 prikazana je distribucija molekularno utvrdenih varijanti RhD antigena,
prema Rh fenotipu, kod seroloski RhD-negativnih davalaca krvi, gdje se vidi da je, medu
utvrdenima, najces¢i tip 11- kod Cetiri davaoca krvi, onda slijedi tip 1 kod dva davaoca krvi i

tip 3 kod jednog davaoca krvi.

Tabela 35. Distribucija molekularno odredene varijante RhD antigena
prema Rh fenotipu u grupi seroloski RhD-negativnih davalaca krvi

tipl tip 11 tip 3 ostali Ukupno
CcDwee 2 (28.6%) 4 (57.1%) 1 (14.3%) 0 (0.0%) 7 (100.0%)
neodreden 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 2 (100.0%) 2 (100.0%)
Ukupno 2 (22.2%) 4 (44.4%) 1(11.1%) 2 (22.2%) 9 (100.0%)

U Tabeli 36 prikazan je rezultat ispitivanja prisustva antigena D na eritrocitima tipa

slabi D tip 11, kod 4 uzorka davalaca krvi. Testovi adsorpcije i kisele elucije radeni su posto
je molekularnom tipizacijom utvrdeno da, kod prvobitno seroloski odredenih RhD-negativnih

davalaca krvi, na eritrocitima postoji D antigen tip 11.
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Tabela 36. Rezultati dokazivanja slabog D tipa 11 metodama adsorpcije i elucije kod ¢etiri
ispitanika

Seroloski Adsorpcijasa | Identifikacija sa Identifikacija sa  [Rh fenotip, odreden
odreden anti-D test eluatom u IAT- ﬁ molekularnom
Rh reagensom L1SS/Coombs test, metoda u gelu | tipizacijom
fenotip g Metoda u gelu
1. Ccddee 2h, na 37°C Anti-D, jadina Anti-D, jadina Slabi D tip 11
reakcije 3+ reakcije 4+
2. Ccddee 2h, na 37°C Anti-D, ja¢ina Anti-D, ja¢ina Slabi D tip 11
reakcije 3+ reakcije 4+
3. Ccddee 2h, na 37°C Anti-D, ja¢ina Anti-D, ja¢ina Slabi D tip 11
reakcije 3+ reakcije 4+
4. Ccddee 2h,na37°C Anti-D, jadina Anti-D, ja¢ina Slabi D tip 11
reakcije 3+ reakcije 4+

Krv od davalaca uzimana je na EDTA. Identifikacija sa eluatom pokazivala je ja¢inu
aglutinacije od 3+ u indirektnom antiglobulinskom testu metodom u gelu, a 4+ enzimskom
tehnikom 1 metodom u gelu (Slika 20 i Slika 21) i na taj nacin je potvrdeno prisustvo antigena

D na eritrocitima seroloskim tehnikama.

Slika 20. Identifikacija eluata sa eritrocita ispitanika koji ima slabi D tip 11, poslije
adsorpcije eritrocita sa anti-D serumom (humani-monoklonski, proizvoda¢ Institut za
transfuziju krvi Srbije, "in house™ proizvodnja).
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Slika 21. Tabela distribucije antigena na test eritrocitima za identifikaciju antitijela u panelu
eritrocita proizvodaca BioRad — D-pozitivi eritrociti su pod brojevima 1, 2, 31 8.

U Tabeli 37 prikazana je distribucija Rh fenotipova kod ispitivanih, seroloski RhD-
negativnih davalaca krvi.

Tabela 37. Distribucija Rh fenotipa u odnosu na pola u grupi
seroloski RhD-negativnih davalaca krvi

Mugki Zenski Ukupno
CcDwee 6 (85.7%) 1 (14.3%) 7 (100.0%)
ccddEe 19 (86.4%) 3 (13.6%) 22 (100.0%)
Ccddee 45 (80.4%) 11 (19.6%) 56 (100.0%)
CcddEe 3 (100.0%) 0 (0.0%) 3 (100.0%)
CCddee 2 (100.0%) 0 (0.0%) 2 (100.0%)
neodreden 2 (100.0%) 0 (0.0%) 2 (100.0%)
Ukupno 77 (83.7%) 15 (16.3%) 92 (100.0%)
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Distribucija krvne grupe ABO prema Rh fenotipu kod ispitivanih, seroloski RhD-negativnih
davalaca krvi prikazana je u Tabeli 38. Najvecu ucestalost medu ispitanicima imala je krvna
grupa A (34 osobe), slijedi je krvna grupa O (32 ispitanika), potom krvna grupa B (njih 19) i
krvna grupa AB (7).

Tabela 38. Distribucija krvne grupe ABO u odnosu na Rh fenotip kod
ispitanika koji su seroloski RhD-negativni
A B AB o Ukupno
CcDwee 3(42.9%) | 1(14.3%) 0 (0.0%) 3 (42.9%) 7 (100.0%)
ceddEe 12 (545%)|  2(9.1%) 1(4.5%) 7 (31.8%) 22 (100.0%)
Ccddee 15 (26.8%)| 14 (25.0%) 6 (10.7%) 21(37.5%) 56 (100.0%)
CcddEe 2(66.7%) | 1(33.3%) 0(0.0%) 0(0.0%) 3 (100.0%)
CCddee 2(1000%)|  0(0.0%) 0(0.0%) 0(0.0%) 2 (100.0%)
neodreden 0 (0.0%) | 1(50.0%) 0(0.0%) 1(50.0%) 2 (100.0%)
Ukupno 34 (37.0%)| 19(20.7%) 7 (7.6%) 32(34.8%) 92 (100.0%)

Distribucija pola u odnosu na molekularno dokazane varijante RhD antigena, kod seroloski
D-negativnih davalaca krvi prikazana je u Tabeli 39.

Tabela 39. Distribucija pola u odnosu na molekularno dokazane varijante RhD antigena kod
seroloski RhD-negativnih davalaca krvi
Muski Zenski Ukupno
tipl 2 (100.0%) 0 (0.0%) 2 (100.0%)
tip 11 3 (75.0%) 1 (25.0%) 4 (100.0%)
tip 3 1 (100.0%) 0 (0.0%) 1 (100.0%)
Neodreden 2 (100.0%) 0 (0.0%) 2 (100.0%)
Ukupno 8 (89.9%) 1(11.1%) 9 (100.0%)



Varijante antigena D utvrdene molekularnom tehnikom kod seroloski RhD-negativnih

davalaca krvi sa najve¢om ucestalos¢u su dokazane kod osoba krvne grupe O, mada je medu

ovim ispitanicima najvecu ucestalost imala krvna grupa A (Tabela 40).

RhD

Tabela 0. Distribucija krvne grupe ABO u odnosu na molekularno dokazane varijante
antigena kod seroloski RhD-negativnih davalaca krvi
A B AB (@) Ukupno
tip1 1 (50.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1 (50.0%) 2 (100.0%)
tip 11 1 (25.0%) 1 (25.0%) 0 (0.0%) 2 (50.0%) 4(100.0%)
tip 3 1 (100.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1 (100.0%)
neodreden 0 (0.0%) 1 (50.0%) 0 (0.0%) 1 (50.0%) 2 (100.0%)
Ukupno 3(33.3%) 2 (22.2%) 0 (0.0%) 4 (44.4%) 9 (100.0%)

5.4 Rezultati skrininga antitijela

Skrining antitijela raden je kod svakog davanja krvi, metodom u gelu, indirektnim

antiglobulinskim testom, prema proceduri koja je opisana u poglavlju 4. U svim testiranjima,

kod svakog davanja krvi, skrining antitijela pokazivao je nagativan nalaz.

5.5 Strategija transfuziolo$kog lije¢enja RhD-negativnih pacijenata

U Zavodu za transfuzijsku medicinu u Banjoj Luci zauzet je stru¢ni stav da se

eritrociti davalaca koji su RhD-negativni, Rh fenotipa Ccddee, ccddEe, CcddEe primjenjuju

isklju¢ivo RhD-pozitivnim primaocima, kao i da Rh fenotipovi davaoca i primaoca budu

kompatibilni.
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6.0 Diskusija

Ovo ispitivanje sprovedeno je na uzorku od 85 davalaca krvi, kod kojih je seroloski
odreden slabi RhD-antigen, kao i na uzorku od 92 seroloski RhD-negativna, C+/E+ pozitivna
davaoca krvi, kako bi se savremenim molekularnim metodima utvrdila ucestalost pojedinih
tipova slabih oblika D antigena u ovoj populaciji, kao i eventualno prisustvo RHD gena kod
seroloski D-negativnih osoba.

Poznato je i ve¢ istaknuto da je krvno grupni sistem Rh najvazniji i najkompleksniji od
svih 36 do sada poznatih krvnogrupnih sistema [175]. Poslije krvnogrupnog sistema ABO, Rh
predstavlja najvazniji krvnogrupni sistem za klinicku praksu, zbog imunogenosti antigena koji
mu pripadaju [176-177]. Najvaznije Rh antigene, RhD, RhC, RhE, Rhc i Rhe, kodiraju dva
susjedna genska lokusa, gen RHD, koji uslovljava nastanak RhD proteina i RhD antigena i gen
RHCE, koji kodira nastanak RhCE proteina, zajedno sa antigenima RhC, RhE, Rhc i Rhe [12].
Neposredna blizina dva gena na hromozomu 1, kao i polozaj RHD i RHCE gena na RH lokusu
omogucavaju izmjenu genetickog materijala, koja zauzvrat dovodi do nastanka mnogih klinicki
znacajnih varijanti RhD antigena [35]. Neke od tih varijanti (kao na primjer, DEL) teSko se
dokazuju seroloSkim metodama, pa se Cesto, poslije izvodenja standardnih imunohematoloskih
testova, osobe sa ovim fenotipovima ozna¢avaju kao RhD-negativne [65]. Posto je uoc¢eno da krv
davalaca koji imaju neku od RhD varijanti moze da dovede do imunizacije RhD-negativnih
primalaca [55,68,74], sveobuhvatno ispitivanje RhD-negativnih davalaca sustinski je znac¢ajno za
utvrdivanje onih jedinica eritrocita koje mogu da izazovu imunizaciju RhD-negativnih
pacijenata.

U prethodnoj deceniji je sprovedeno nekoliko molekularnih studija u populaciji bijele
rase, a objavljeni rezultati ovih ispitivanja ukazuju da preporucena strategija moze da doprinese
otkrivanju RhD varijanti, koje je teSko dokazati rutinskim serolo$kim metodama [55,65,178-
181]. Buduce strategije za molekularni skrining RhD-negativnih osoba trebalo bi da doprinesu
otkrivanju svih davalaca krvi i krvnih produkata, koji bi potencijalno mogli da dovedu do
aloimunizacije slabo izrazenim RhD antigenom. Bez obzira na napredak u metodologiji,
neusaglaSenosti u rezultatima odredivanja RhD antigena su i dalje problem u rutinskom
imunohematoloskom radu [39,84,181]. Uprkos najve¢im naporima, broj RhD-negativnih

davalaca krvi koji ima varijante antigena D i odreduje sa kao RhD-negativan, cak i poslije
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indirektnog antiglobulinskog testa, je ve¢i nego Sto se prvobitno mislilo [182]. Medutim, rutinski
molekularni skrining ne bi trebalo da poveca ukupne troskove koji se ve¢ izdvajaju za
odredivanje RhD antigena. Trebalo bi napomenuti da pogresna klasifikacija RhD statusa
davalaca krvi nosi sa sobom i povecan rizik od aloimunizacije antigenom D, koji ima poseban
znacaj za Zene u generativnom periodu.

Prema podacima iz ¢lanka Banija i sar. [184], u vec¢ini zemalja Evrope distribucija
muskog i zenskog pola u populaciji davalaca krvi je podjednaka u mnogim zemljama. Izuzetak
predstavlja Italija, gde je uceSée osoba zenskog pola u populaciji davalaca krvi manje nego osoba
muskog pola 1 iznosi oko 30%. Sli¢na je situacija u Grckoj gdje je ucestalost Zena davalaca krvi
oko 33%. U Spaniji Zene &ine 46% od ukupnog broja davalaca krvi, u Portugaliji 43%, u Belgiji
45,4%, u Holandiji 50%, u Danskoj 50%, u Francuskoj 50%, u Velikoj Britaniji 53%, u Finskoj
55% [183,184]. Podaci su prikupljeni iz godisnjih izvjestaja i dokumenata dostupnih na internet
stranicama nacionalnih udruzenja ili objavljenih u pet najvaznijih transfuzioloSkih Casopisa
(Transfusion, Vox Sanguinis, Transfusion and Apheresis Science, Transfusion Medicine, Blood
Transfusion). Pregledano je oko 80 publikacija.

Sprovedena studija medu davaocima krvi Republike Srpske iz 2013. godine pokazala je
da je medu davaocima krvi bilo znacajno veée uces¢e muskaraca nego Zena, od 28% do 100%, u
zavisnosti od sluzbe do sluzbe, a Zene su u pojedinacnim sluzbama za transfuziju krvi Republike
Srpske bile zastupljene sa ucestaloséu od 5% do 17% [183]. U tadasnjem ispitanom uzorku bilo
je oko 10% davalaca krvi Zenskog pola [185]. Taj podatak upucuje da smo po raspodjeli
davalaca prema polu bili veoma sli¢ni nekim mediteranskim zemljama kao Sto su Italija i Grcka,
gdje je ucestalost davalaca zenskog pola niza nego Sto je ucestalost davalaca krvi muskog pola
[184]. Ove zemlje su u manjini, u odnosu na veéinu zemalja mediteranske regije i Evropske
unije, gdje je ucestalost davanja krvi medu polovima podjednaka. Na osnovu podataka koje je
dao Zavod za statistiku Republike Srpske, u nasoj drzavi ima vise stanovnika Zenskog nego
muskog pola, a taj broj je u posmatranom periodu veci u korist Zenskog pola za 15000 do 16000.
Sigurno je da su obicaji, navike, kao i trudnoce, porodaji, uslovi Zivota i stepen informisanosti o
potrebi davanja krvi uticali da broj Zena davalaca u Republici Srpskoj bude niZi nego u ostalim
zemljama regiona i Evrope. Podaci za Srbiju govore da je ucestalost davalaca zenskog pola u

centralnom regionu Srbije oko 26% [183].

109



Za analizu rezultata u okviru ove studije uzeti su podaci iz popisa stanovnistva,
domacinstava i stanova u Republici Srpskoj 2013. godine [123]. Broj stanovnika Republike
Srpske, u dobi od 18-65 godina iznosio je 776680, od toga 388394 (50,0%) Zenskog i 388286
(37,6%) muskog pola. Ukupan broj davalaca krvi u periodu od aprila 2016. do marta 2017.
godine, prema podacima iz informacionog sistema Zavoda za transfuzijksu medicinu u Banjoj
Luci, iznosi 8592, §to je 1,1% u odnosu na broj stanovnika Republike Srpske, u dobi od 18-65
godina. Od toga je u odnosu na ukupan broj davalaca krvi, 1713 (20%) Zenskog 1 6879 (80%)
muskog pola. Ocigledno je da je zastupljenost Zena kao davalaca krvi veca u ovoj studiji u
odnosu na prethodnu u okviru magistarskog rada istog autora [183]. Kontinuiran rad Zavoda za
transfuzijsku medicinu u Banjoj Luci na motivaciji stanovnika da postanu davaoci krvi, a
posebno rad na popularisanju davalastva krvi u srednjim $kolama i fakultetima, kao i putem
savremenih nac¢ina komunikacija (razni oblici medija, druStvene mreze) ocigledno su imali
pozitivnih efekata.

Rezultati ranije sprovedenih studija pokazuju da su Zene u 70% slucajeva viSe odbijane
od davanja krvi u odnosu na osobe muSkog pola. Razloge za odbijanje treba traziti u vecéoj
ucestalosti pojave anemije, drugih zdravstvenih problema ili nezeljenih dogadaja prilikom
davanja krvi kod osoba zenskog pola [186-188] .Vazovagalne reakcije i osecaj zamora poslije
davanja krvi izgleda da su ¢e$¢i kod osoba Zenskog u odnosu na davaoce muskog pola. Zato bi
opSte zdravstveno stanje Zenske populacije trebalo unaprijediti dobro izbalansiranom ishranom 1
davanjem preparata gvozda. Osnovni navedeni razlog za odustajanje od davanja krvi po mnogim
studijama bio je strah [189-190]. Pojavu straha od davanja krvi kod osoba Zenskog pola trebalo
bi suzbijati podizanjem svijesti o prednostima davanja krvi. Mnoga ispitivanja pokazuju da su
osobe Zenskog pola manje zastupljene kao davaoci krvi [190-193]. Vecina studija u Indiji takode
opisuje veliki broj davalaca muskog pola u poredenju sa davaocima zenskog pola [194-195].
Razloge za ovu pojavu treba traziti u vazecim socijalnim tabuima, kulturolo§kim navikama,
nedostatku motivacije i strahu od davanja krvi, koji su veoma zastupljeni u zemljama u razvoju.
Generalno, vec¢ina dobrovoljno prikupljenih jedinica krvi potice iz mobilnih ekipa, organizovanih
na fakultetima, industrijskim i trgovackim institucijama [193-196].

U posmatranoj studiji, distribucija krvnih grupa sistema ABO medu davaocima krvi u
obje ispitivane grupe pokazuje da je najviSe zastupljena krvna grupa A, potom O, a onda B i AB.

U grupi u kojoj je ucestvovalo 85 davalaca krvi, kojima je seroloski dokazan slabiji RhD antigen,
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krvna grupa A je zastupljena kod njih 39 (45,9%), B kod 14 (16,5%), AB kod 5 (5,9%) i O kod
njih 27 (31,8%) (Tabela 17). U grupi od 92 seroloski RhD-negativna davaoca krvi, C+/E+, krvna
grupa tipa A je zastupljena kod njih 34 (37,0%). tipa B kod 19 (20,7%), tipa AB kod 7 (7,6%) i
tipa O kod njih 32 (34,8%) (Tabela 33). Ovi rezultati su u korelaciji sa objavljenim podacima o
distribuciji krvnih grupa sistema ABO u zdravoj populaciji na prostorima bivse Jugoslavije [7].

Mediana broja davanja krvi u ispitivanim grupama davalaca iznosila je 2 puta u
populaciji od 85 davalaca sa seroloski i molekularno dokazanim slabim RhD antigenom, znaci
oko 50% davalaca je dalo do 2 puta krv (Tabela 17), odnosno 5 puta u populaciji od 92 seroloski
RhD-negativna davaoca krvi, §to znaci da je oko 50% davalaca u toj grupi dalo do 5 puta krv
(Tabela 33). Ovi podaci ukazuju da je rije¢ o davaocima koji su vise puta dali krv, pa je i
odredivanje krvnih grupa radeno viSe puta, a rezultati imunohematoloskih ispitivanja su tacni 1
pouzdani.

Pod terminom fenotip podrazumijevaju se rezultati testiranja eritrocita sa specificnim
antiserumima. Za odredivanje Rh fenotipa koristi se pet osnovnih antiseruma: anti—D, anti—C,
anti—c, anti-E i anti-e. Uobicajene oznake za Rh fenotip prvi je uveo Mourant 1949. godine.
Neki genotipovi mnogo su ¢es$¢i u odredenim etnickim grupama. Tako na primjer, genotip osobe
evropskog porijekla, koja u fenotipu ima D, C, c i e vjerovatno je DCe/ce, odnosno R1r. Genotip
osobe africkog porijekla sa ovim fenotipom vjerovatno je DCe/Dce, tj. R1R0. Genotip ne moze
precizno da se odredi bez ispitivanja Clanova porodice, ali moze da se predvidi na osnovu
fenotipa i uCestalosti gena u nekoj populaciji. Fenotip obi¢no simbolizuje najvjerovatniji genotip.
Seroloskim testiranjem ne moZe se utvrditi da li je ispitivana osoba homozigot ili heterozigot za
antigen D, jer anti-D test serumi rijetko pokazuju razliku u aglutinaciji izmedu eritrocita sa
duplom ili pojedinaénom dozom antigena D. Molekularnim testiranjima utvrduje se zigotnost
gena RHD, njegova delecija ili postojanje inaktivnog gena RHD. Podatak o RHD zigotnosti oca
ima znacaja u predvidanju RhD statusa fetusa i1 razvoju klini¢ke slike hemolizne bolesti
novorodenceta, u sluajevima kada majka ima anti-D antitijelo u cirkulaciji. Ako je, na primjer,
genotip njenog partnera DD, ona moze da rodi isklju¢ivo D-pozitivno dijete. Ukoliko je partner
Dd, postoji 50% vjerovatnoce da ¢e svako dijete koje ona rodi biti D-negativno, kada anti-D u

serumu majke nece imati uticaja na stanje ploda [7,12,197].
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Rezultati ove studije pokazuju da je Rh fenotip dokazan seroloskim tehnikama u
populaciji od 85 RhD-pozitivnih davalaca sa slabim D antigenom i ponovno ispitan
molekularnim metodama distribuiran na sljede¢i nacin: a) CcDwee je dokazan kod njih 79
(92,9%); b) CCDwee kod 2 (2,4%); c) ccDwEe kod 3 (3,5%); d) CCDNBee kod 1 (1,2%)
(davalac ¢iji je tip varijanta D=DNB). Svi slabi oblici tipova 3 i 1 dokazani su kod osoba sa Rh
fenotipom CcDwee ili CCDwee, dok su ostali oblici detektovani na eritrocitima ispitanika sa Rh
fenotipom ccDwEe (Tabela 22).

U grupi od 92 seroloski RhD-negativna davaoca krvi, molekularnim metodama dobijeni
su sljededi rezultati ispitivanja Rh fenotipa: a) CcDwee je dokazan kod njih 7 (7,6%); b) ccddEe
kod 22 (23,9%); c) Ccddee kod 56 (60,9%); d) CcddEe kod 3 (3,3%); €) CCddee kod 2 (2,2%);
f) kod 2 (2,2%) davaoca je ostao neutvrden (Tabela 34).

Uporedivanjem rezultata ispitivanja iz ove studije sa rezultatima objavljenim u literaturi
moze se zakljuciti da je distribucija Rh fenotipova u ispitivanoj populaciji davalaca krvi u
Republici Srpskoj u skladu sa distribucijom Rh fenotipova u drugim populacijama bijele rase
[46].

Svakoj jedinici krvi uzetoj od dobrovoljnih davalaca, neophodno je odrediti RhD antigen.
Kod prvog davanja krvi Standardi ve¢ine zemalja preporucuju koriStenje dvije tehnike, od kojih
jedna mora da bude automatizovana. Pod tehnikama se podrazumijevaju mikrotitarska ploca,
epruveta i gel kartica, a pod reagensima monoklonski i polikonski test reagensi. Monoklonski
test reagensi imaju mnogo prednosti, ali se antitijela koje oni sadrze vezuju samo za jedan epitop
antigena, dok poliklonski regensi sadrze antitijela protiv viSe epitopa ispitivanog antigena. Danas
su u cescoj upotrebi monoklonski test reagensi, a prednosti su im visoka specifi¢nost, dobar
aviditet 1 odli¢na senzitivnost. Reagensi u drugoj tehnici po pravilu bi trebalo da budu od drugog
proizvodaca ili od druge serije istog proizvodaca. Kod ostalih testiranja, dozvoljava se ispitivanje
jednom tehnikom. U slu€aju izostanka pozitivnog nalaza u inicijalnom testiranju Standardi
zemalja centralne Evrope i veline zemalja koje su pripadale bivSoj Jugoslaviji predvidaju

nastavak ispitivanja varijanti antigena D tehnikom indirektnog antiglobulinskog testa [7].

Kao §to se moze vidjeti iz opisanog algoritma za dokazivanje antigena D koji se
primenjuje u Zavodu za transfuzijsku medicinu u Banjoj Luci, indirektan antiglobulinksi test je

sastavni dio rutinske prakse, kada je u ispitivanju prisustva D antigena na eritrocitima davaoca
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krvi, sa anti-D test reagensima koji reaguju u direktnoj aglutinaciji nalaz negativan ili <2+,
metodom u epruveti i metodom u gelu. U Prilogu 5, u Tabelama 18, 19a do 19i, 23a do 23i kao i
27, 28, 29, 30 i 31 u poglavlju Rezultati, mogu se vidjeti jaCine aglutinacija svih ispitanih
eritrocita davalaca krvi sa serolosSki dokazanim slabim RhD antigenom, u reakciji sa razli¢itim
monoklonskim test reagensima anti-D za dokazivanje varijanti antigena D iz panela D-SCREEN
proizvodaca Diagast. Na osnovu prilozenih rezultata, zakljuCuje se da sa pojedinim
monoklonskim test reagensima anti-D klase IgM iz panela D-SCREEN nije reagovalo: 13 (prvi
anti-D u panelu D-SCREEN, 1 IgM), 3 (tre¢i anti-D u panelu D-SCREEN, 3 IgM), 47 (peti anti-
D u panelu D-SCREEN, 5 IgM) i 49 (Sesti anti-D u panelu D-SCREEN, 6 IgM) ispitanih
eritrocita davalaca krvi, dok sa 4 vrste anti-D test reagenasa klase IgG razli¢itih klonova nije
zabiljeZen ni jedan negativan nalaz. To znaci da u direktnoj aglutinaciji veliki broj ispitivanih
eritrocita nije pokazao reakciju. Nadalje, na osnovu dobijenih nalaza poslije ispitivanja sa
panelom monoklonskih anti-D test reagenasa D-SCREEN, nije se mogao donijeti zakljucak o
tipu varijante antigena D na ispitivanim eritrocitima. U sluzbama za transfuziju krvi u svijetu
strategija ispitivanja antigena D znacajno je promjenjena uvodenjem monoklonskih anti-D
reagenasa osamdesetih godina proslog vijeka. Monoklonska antitijela imaju povecanu
osjetljivost i u inicijalnom testiranju, mnogi eritrociti koji imaju slabiju ekspresiju RhD antigena
mogu biti oznaceni kao RhD-pozitivni. Oni mogu da budu selektivni i za specifi¢nost odredenih
epitopa antigena D [198-200]. Paneli monoklonskih anti-D test reagenasa komercijalnih
proizvodaca za dokazivanje nekih parcijalnih 1 slabih oblika antigena D ve¢ duze vremena su
dostupni na trziStu i neka saopStenja govore o mogucénostima njihove upotrebe za utvrdivanje
odredenih varijanti antigena D. Ipak, u najve¢em broju slucajeva upotrebom ovih reagenasa ne
moze se sa sigurnoS¢u dokazati varijanta antigena D, §to je pokazalo i ovo ispitivanje.

Prije izvjesnog vremena u viSe laboratorija centralne Evrope radene su studije koje su
imale za cilj utvrdivanje ucestalosti alela RHD molekularnim metodama, kod osoba koje su
seroloSki bile D-negativne, sa antigenom C ili E u Rh fenotipu. Ove studije takode su analizirale
rizik od imunizacije D—negativnih primalaca poslije transfuzije eritrocita fenotipa weak (slabi)
D. Tako se doSlo do zakljuc¢ka da se propust u utvrdivanju antigena D monoklonskim anti—D
reagensima najceS¢e dogada kod seroloSki D-negativnih davalaca, koji u Rh fenotipu imaju
antigene C ili E. Zato ovi autori smatraju da bi u rutinskom testiranju prilikom prvog davanja

krvi, ispitivanje trebalo dopuniti indirektnim antiglobuinskim testom, jer ovaj test otkriva ve¢inu
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D varijanti (fenotipova D weak i parcijalni D) [7,48,54-55]. Poslije detaljne analize nacina
odredivanja antigena D davaocima krvi u viSe Laboratorija u centralnoj Evropi i drugim
regijama, Medunarodni forum za dokazivanje slabije izrazenog antigena D preporucio je rutinsku
primjenu indirektnog antiglobulinskog testa kod svih D—negativnih davalaca, a posebno onih koji
u fenotipu imaju antigen C ili E [182]. Ve¢ je ranije istaknuto da ni u Sjedinjenim Americkim
Drzavama ne postoji standard kako za odredivanju varijanti antigena D seroloSkim metodama i
tehnikama, tako ni za interpretaciju dobijenih rezultata [92]. Ucestalost davalaca krvi kojima je
antigen D dokazan samo u indirektnom antiglobulinskom test, prema podacima ovog foruma,
kreée se od 0,01% u Spaniji do 4,1% u Danskoj [48,182]. Ucestalost slabijeg D (Dweak)
antigena u odnosu na ukupan broj registrovanih davalaca krvi u ovom ispitivanju iznosio je
85/8592 (0,99% ili 1,0%), dok je u odnosu na ukupan broj registrovanih RhD-pozitivnih
davalaca, kojima su obuhvacen i1 davaoci sa seroloski slabije izrazenim RhD antigenom, iznosila
85/7065 (1,20% ili 1,0%).

Na osnovu poredenja sa iznijetim podacima iz literature moze se zakljuciti da se u
Zavodu za transfuzijsku medicinu u Banjoj Luci primjenjuju savremene preporuke za
dokazivanje RhD antigena davaocima krvi, kao i slabije izrazenog antigena D u istoj populaciji,
u okviru aktuelnih seroloskih metoda, kao i da su, na osnovu rezultata dobijenih na ispitivanom
uzorku, ucestalost 1 tipovi slabijeg D antigena u populaciji Republike Srpske u skladu sa
rezultatima objavljenim u literaturi za narode bijele rase.

Slijedec¢i savremenu strategiju U testiranju D antigena davaocima i trudnicama, u Zavodu
za transfuzijsku medicinu u Banjoj Luci uvedeno je molekularno testiranje RHD i RHCE gena
davaocima, trudnicama 1 pacijentima, pocetkom 2017. godine, metodom FluoGene. Ona
podrazumijeva PCR-SSP, uz fluorometrijsko ocitavanje na aparatu FluoVista. Analizom 85
seroloski dokazanih slabih oblika RhD antigena kod dobrovoljnih davalaca krvi ranije
pomenutom molekularnom tehnikom, dobijeni su sljede¢i rezultati: slabi D tip 3 dokazan je kod
50 davalaca, slabi D tip 1 utvrden je kod 30, parcijalni oblik antigena D- DNB identifikovan je
kod jedne osobe, a kod cetiri davalaca krvi utvrdeno je postojanje varijanti antigena D koje se po
tipu ne mogu definisati postoje¢om metodom. Nalazi su provjeravani i u Zavodu za transfuzijko
medicino Republike Slovenije Republike Slovenije, a precizna specifikacija varijante antigena D

za ove Cetiri osobe nije mogla da se obavi ni u njihovoj laboratoriji za molekularnu dijagnostiku.
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Ova Cetiri davaoca krvi zahtijevaju dalju dijagnostiku sekvencioniranjem RHD gena u nekoj od
referentnih laboratorija u svijetu.

Prema objavljenim podacima u stru¢noj literaturi, od ukupnog broja testiranih uzoraka,
ucCestalost za D weak tip 1 je 70%, za D weak tip 2 iznosi 18%, dok je za D weak tip 3
frekvencija 5%. D weak tip 1 karakteristi¢an je za haplotip DCe, D weak tip 2 za haplotip DcE,
D weak tip 3 za haplotip DcE. Naj¢es¢i je tip 1, koji ima mutaciju aminokiselina Val270Gly i
koji zajedno sa tipovima 2 i 3 predstavlja oko 93% D weak fenotipova dokazanih kod osoba
evropskog porijekla [51,65,204]. Ucestalost se razlikuje u razli¢itim populacijama: veoma
rijedak slabi oblik antigena D tip 38 (Gly278Asp) relativno je Cest kod stanovnika Portugalije
(201); weak D tip 42 najcesci je u Kvebeku, u Kanadi [202], kao i slabi D tip 3 (Ser3Cys), koji je
najcesci u regionu Zagreba u Hrvatskoj [203] (Prilog 1).

Poredenjem rezultata dobijenim u Zavodu za transfuzijsku medicinu u Banjoj Luci sa
nalazima objavljenim u literaturi, moze se uociti da je medu ispitanim davaocima krvi u
Republici Srpskoj koji imaju seroloski slabi D antigen molekularnom metodom utvrden, kao
najcesci, slabi D tip 3, kod 50 ispitanika, a onda slijedi slabi D tip 1, kod 30 ispitanika To je u
korelaciji sa rezultatima dobijenim u evropskim populacijama, mada se u tim ispitivanjima kao
Sto je istaknuto, najCesSée pojavljuje slabi D tip 1, sa ucestaloséu od 70%, dok je ucestalost slabog
D tipa 3 oko 5%. Medutim, ispitivanje u Hrvatskoj pokazalo je da medu davaocima krvi koji
imaju weak D najvecu ucestalost zauzima slabi D tip 3 [203]. Iako su ovo nasi prvi rezultati, oni
bi ipak mogli da upucuju na odredene genetske sli¢nosti naroda na istim prostorima, koje su
rezultat viSevjekovnog mijesanja i migracija. Dokazani tipovi varijanti slabog D antigena u
populaciji Republike Srpske u vecini slucajeva prisutni su kod osoba sa Rh fenotipovima
CcDwee, (tip 3 kod 49 osoba ovog Rh fenotipa i tip 1 kod 29 osoba ovog fenotipa), a samo u dva
slucaja kod osoba sa fenotipom CCDwee (1 davalac sa weak D tip 3 i 1 davalac sa weak D tip 1).
Kao §to je napomenuto, podaci iz literature govore da je weak D tip 3 uglavnom udruzen da
haplotipom DcE, $to u ovom ispitivanju nije sluca;.

Medu davaocima krvi kojima je seroloskim metodama utvrden slabi D antigen, nalazi se i
jedan kome je molekularnim ispitivanjem dokazano je da je to parcijalni oblik antigena D, tipa
DNB. U seroloskom ispitivanju, ovi eritrociti su davali reakciju aglutinacije jacine 3+ sa anti-D
test reagensima metodom u epruveti, dok su u reakciji sa panelom monoklonskih anti-D test

reagenasa za dokazivanje varijanti antigena D (D-SCREEN, Diagast) dali negativan nalaz sa
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anti-D klase IgM, klona P3X21211F1 i anti-D klase IgM, klona P3X21223B10. Sa ostalih sedam
test reagenasa anti-D reakcija aglutinacije bila je 3+ (anti-D klase IgM, klona HM10, anti-D
klase 1gG, klona HM16, anti-D klase IgM, klona P3X61, anti-D klase 1gG, klona P3X35, anti-D
klase 19G, klona P3X241, anti-D klase 1gG, klona P3X249, anti-D klase 1gG, klona P3X290. Rh
fenotip davaoca dokazan seroloski i molekularno je CCDee, a radi se o osobi zenskog pola, koja
u cirkulaciji nije imala anti-D antitijelo.

Prema rezultatima istrazivanja Wagner-a i1 saradnika iz 2002. godine o ucestalosti
varijante DNB kod &etiri naroda centralne Evrope u Svajcarskoj, Njemackoj i Danskoj, skrining
nebirane populacije davalaca krvi Rh fenotipa CcDee pokazao je da je sa izuzetkom Danske,
DNB najc¢es¢i parcijalni oblik antigena D u centralnoj Evropi. Najveéu ucestalost u istrazenoj
populaciji imao je u oblasti Ticino, a bio je zastupljeniji i od parcijalnog oblika DVII [205]. U
ispitivanje je uklju¢eno 12 davalaca krvi, medu njima su bili i oni sa anti-D antitijelom u
cirkulaciji. Radilo se 0 osobama bijele rase, porijeklom iz centralne Evrope, a deda jedinog
ispitanika porijeklom iz Danske je austrijskog porijekla. Svi ispitanici su Rh fenotipa CcDee.
Posto su ispitani roditelji davaoca iz Danske, koji je naslijedio DNB alel od oca ¢iji je fenotip bio
CCDee, utvrdena je povezanost haplotipa CDe sa ovom varijantom [205]. U Institutu za
transfuziju krvi Srbije opisan je slucaj trudnice koja ima varijantu DNB, ali joj je u cirkulaciji
dokazano anti-D antitijelo, odmah poslije drugog porodaja, u mjesavini klasa IgM i IgG [206].
Kod ove zene antigen D je davao jacinu aglutinacije od 4+ sa svim raspolozivim anti-D test
reagensima. U slu€aju davaoca krvi Zenskog pola iz Republike Srpske nemamo podatke o
dokazanom anti-D antitijelu u cirkulaciji, ja¢ina aglutinacije D antigena sa anti-D test
reagensima u direktnoj aglutinaciji bila je 3+, dok je uobicajena reakcija za DNB tip varijante
antigena D 4+, a Rh fenotip ispitanice je CCDwee, Sto je prethodno opisano u jednom slucaju
[205]. Svakako je vazno istaci da je primjer ove ispitanice vazan za imunohematolo$ko pracenje,
jer ona ima oblik parcijalnog D antigena koji moZe da stvori anti-D antitijelo poslije transfuzije
ili trudnoce i izlaganja RhD-pozitivnim eritrocitima. Zato je kod nje obavezno antenatalno
imunohematolosko testiranje u trudnoé¢i i primjena RhD-negativne krvi, kao i RhD
imunoprofilakse.

U naSe ispitivanje bila su uklju¢ena 92 davaoca krvi koji su seroloSkim tehnikama
odredeni kao RhD-negativni, Rh fenotipa D-neg(-)., C/E-poz.(+), da bi im bila radena

molekularna tipizacija radi utvrdivanja eventualnog prisustva gena RHD i RHCE. Prije testa
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molekularne tipizacije, raden je molekualrni skrining za sve serolo$ki RhD-negativne davaoce
krvi. Ovaj skrining omogucava detekciju eksona gena RHD i to eksona 3, 5 i 10 u jednoj reakciji,
a test je pogodan za molekularnu potvrdu seroloski negativnih uzoraka. Pozitivne reakcije

dobijene skrining testom se kasnije dalje istrazuju kitovima za RHD i CDE.

Molekularno utvrden Rh fenotip u grupi od 92, seroloski D-negativna ispitanika bio je
distribuiran na sljede¢i nacin: a) CcDwee je dokazan kod 7 (7,6%), od ukupnog broja ispitanih;
b) ccddEe kod 22 (23,9%), od ukupnog broja ispitanih; c) Ccddee kod 56 (60,9%), od ukupnog
broja ispitanih; d) CcddEe kod 3 (3,3%), od ukupnog broja ispitanih; e) CCddee kod 2 (2,2%),
od ukupnog broja ispitanih; f) kod 2 (2,2%) davaoca je ostao neutvrden (Tabela 34). Testiranjem
metodom PCR-SSP sa fluorometrijskim ocitavanjem fluorescencije na aparatu FluoVista u nasoj
laboratoriji dokazano je da od 7 davalaca krvi koji su seroloski odredeni kao RhD-negativni, Rh
fenotipa Ccddee, njih 4 u stvari imaju slabi RhD tip 11 (57%), 2 slabi RhD tip 1 (29%) i 1 slabi
RhD tip 3 (14,3%) (Tabela 35). Medijana broja davanja krvi iznosila je 5 puta kod ove grupe, Sto
znaCi da se radi o populaciji visestrukih davalaca, kojima je kod svakog davanja ispitivan RhD
status, ali kod njih sedam, slabi D antigen nije bilo moguée dokazati standardnim seroloskim
tehnikama. Naknadnim uzimanjem uzorka krvi od Ccetiri davalaca i testiranjem eritrocita
tehnikama adsorpcije i kisele elucije u Institutu za transfuziju krvi Srbije potvrdeno je prisustvo
D antigena (Tabela 36, Slika 20 i Slika 21). Testovi adsorpcije i kisele elucije sa eritrocitima
ovih davalaca krvi radeni su posto je molekularnom tipizacijom utvrdeno da, kod prvobitno
seroloski odredenih RhD-negativnih davalaca krvi, na eritrocitima postoji D antigen tip 11. Za
test adsorpcije koriSten je test serum anti-D, humani-monoklonski, proizvodaca- Instituta za
transfuziju krvi Srbije, "in house" proizvodnja (mjesavina pula seruma imunizovanih
dobrovoljnih davalaca -1gG poliklonska antitijela i komercijalni monoklonski test reagensi - IgM
humana, monoklonska antitijela: klon RUML1 ili MS-201). Na sajtu RhesusBase moze se pronaci
podatak da se slabi D tip 11 nalazi u dva haplotipa: jedan je cDe, kada se pojavljuje kao slabi D
koji se lako moze dokazati u indirektnom antiglobulinskom testu, dok je u haplotipu CDe gustina
antigena mnogo manja, pa je ovaj fenotip po tome na granici slabog D i DEL fenotipa.
Vjerovatno je da su opisana Cetiri slucaja slabog D tipa 11 u nasoj populaciji davalaca u grupi

onih koji se nasljeduju sa haplotipom CDe [65,107]. Ostala tri seroloski D-negativna,
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molekularno pozitivna davaoca krvi pripadaju tipovima 1 i 3. Njih nismo naknadno provjeravali

tehnikama adsorpcije i elucije, jer uzorci krvi nisu bili dostupni.

U Prilogu 5, u Tabelama 18, 19a do 19i, 23a do 23i, kao i 27 i 31 u poglavlju Rezultati,
mogu se vidjeti jacine aglutinacija svih ispitanih eritrocita davalaca krvi koji su oznaceni kao
osobe sa seroloski slabim RhD, u reakciji sa razli¢itim monoklonskim test reagensima anti-D
za dokazivanje varijanti antigena D iz panela D-SCREEN proizvodaca Diagast. Na osnovu
prilozenih rezultata, zakljucuje se da sa monoklonskim test reagensima anti-D klase 1gM nije
reagovalo 13 (prvi anti-D u panelu D-SCREEN, 1IgM), 3 (tre¢i anti-D u panelu D-SCREEN,
31gM), 47 (peti anti-D u panelu D-SCREEN, 5IgM) i 49 (Sesti anti-D u panelu D-SCREEN,
61gM) ispitanih eritrocita, dok sa 4 vrste anti-D test reagenasa klase IgG razli¢itih klonova
nije zabiljezen ni jedan negativan nalaz. U Tabelama 19a do 19i vidi se jacina aglutinacije
odredenih tipova slabih D antigena u reakciji sa svim monoklonskim test reagensima anti-D
iz panela D-SCREEN. Uocava se da je negativan nalaz sa monoklonskim anti-D reagensima
klase IgM, 11gM i 3IgM dao najveci broj ispitivanih eritrocita koji su imali slabi D tip 1 (njih
111 3, u reakciji sa 11gM i 3IgM), dok je u reakciji sa monoklonskim anti-D klase IgM, 51gM
i 61gM negativan nalaz dalo najvise ispitivanih eritrocita slabog D tipa 3 (24 i 26, u reakciji sa
51gM 1 6IgM). Kad je re€ o anti-D reagensima klase IgG, najveci broj uzoraka dao je jac¢inu
aglutinacije od 3+, dok su aglutinaciju od 4+ davali uglavnom eritrociti sa slabim D tipa 3,
osim u slucaju anti-D klase 19G, 819G, sa kojim je 2 uzorka eritrocita slabog D tipa 1, kao i 6
uzoraka eritrocita slabog D tipa 3 dalo aglutinacije jacine 4+. Ovi nalazi upucuju na zakljucak
da je ispitivanje varijanti antigena D indirektnim antiglobulinskim testom, sa anti-D
reagensima klase 1gG u prednosti nad direktnom aglutinacijom sa anti-D klase IgM, §to je u

korelaciji sa ve¢ iznijetim podacima iz literature.

Veéina ¢lanova internacionalnog foruma, koja se prije nekoliko godina bavila analizom i
prikupljanjem svih podataka na ovu temu, ipak je bila stanovista da rutinsko testiranje RHD
statusa ne treba da bude obavezno [55,65,207-208]. Kako je RHD*DEL obi¢no povezan sa
genima RHCE*Ce ili RHCE*CE, nekoliko ucesnika foruma zastupalo je stav da se seroloski
RhD-negativnim primaocima, bez obzira na to kakav im je Rh fenotip, a posebno djevojéicama i

Zenama u generativnom dobu, transfunduje krv Rh fenotipa ccddee [55,65,182,207,209].
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Studijom sprovedenom u Danskoj, tokom koje je testirano 5058 seroloski D-negativnih
davalaca na prisustvo RHD gena, molekularnom dijagnostikom utvrdeno je 13 osoba koje su
imale ovaj gen. Svi davaoci koji su imali gen RHD, bili su fenotipa DEL [210]. Retrospektivhom
analizom utvrdeno je da je 13 davalaca koji su imali RHD gen dalo 136 transfuzija D-negativnim
pacijentima, a samo jedan primalac stvorio je anti-D antitijelo. Zaklju¢ak ove studije je da bi bilo
teSko opravdati troSkove testiranja svih seroloski D-negativnih davalaca na prisustvo RHD gena
[210]. Pozitivan nalaz molekularnog skrininga u naSem ispitivanju utvrden je kod 9 (9,8%), a
negativan kod 83 (90,2%) davalaca krvi. Od devetoro ispitanika, ¢iji je nalaz pozitivan, slabi D
tip 1 odreden je kod 2 (22,2%) davaoca, tip 11 kod 4 (44,4%), tip 3 kod 1 (11,1%) i kod 2
(22,2%) davaoca je ostao neodreden, Sto upuéuje na zakljuak da je molekularno odredivanje

RhD statusa kod osoba koje su seroloski D-negativne, a imaju C i/ili E u Rh fenotipu

svrsishodno i neophodno radi primjene bezbjedne transfuzije RhD-negativnim primaocima.

Podaci iz literature kazu da RhD antigen fenotipa DEL ne moZe da se dokaze standardnim
seroloskim tehnikama, pa se takve osobe poslije rutinskog testiranja krvnih grupa u SluZzbama za
transfuziju krvi proglasavaju RhD-negativnima. Postoje podaci da fenotip DEL moze da dovede
do primarne imunizacije D-negativnih pacijenata putem transfuzije krvi [48], kao i drugi veoma
slabi oblici antigena D, kao §to su weak D tip 2 [55,69-70,88,179,182], slabi D tip 26 [55], slab
oblik D tip 1 sa dCe u trans poziciji (koja slabi ekspresiju antigena) [95], kao i D—/D+ himere sa
odredenim koli¢inom D-pozitivnih eritrocita, koja je toliko mala da ne moZe da se dokaze
rutinskim seroloskim testiranjem [55]. Ova istrazivanja pokazala su da oko 1% stanovnika
centralne Evrope ima RHD alele sa aberantnom strukturom koje kodiraju nastanak antigena D sa
smanjenom reaktivno$¢u. Iz tih razloga u Svajcarskoj i Njemackoj se veé¢ nekoliko godina svim
davaocima krvi (koji su seroloskim metodama odredeni kao D—negativni ) utvrduje RH genotip,
kako bi se medu njima dokazali nosioci aberantnih RH alela, a posebno fenotip DEL i D+/-
himere 1 tako sprijecila moguénost senzibilizacije D—negativnih primalaca, posebno djevojcica i
zena u generativnom periodu [179]. Navedeni podaci iz literature ukazuju da postoji korelacija

izmedu objavljenih rezultata i1 onih koji su dobijeni ovom studijom.

Oko 95% osoba bijele rase u centralnoj Evropi, kojima je seroloSki utvrden slabi D antigen,

ima slabi D tip 1, 2 ili 3. Oni se tretiraju kao RhD-pozitivni i mogu da dobiju transfuziju RhD-
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pozitivne krvi. Odsustvo anti-D antitijela kod osoba pomenutih fenotipova izgleda da je
posljedica ¢injenice da razli¢ita alela RHD kodira stvaranje svih epitopa RhD antigena kod ovih
osoba u odnosu na osobe sa normalno izrazenim antigenom D, iako je gustina antigena na
povrsini eritrocita sa slabim D tip 1, 2 ili 3. manja nego kod onih sa normalnim D [51].
Aloimunizacija D antigenom i anti-D antitijelo dokazani su kod nekih drugih tipova slabog
antigena D, kao §to su slabi D tip 4.2 [51,76,208], (DAR) [51], tip 11 [51,76], tip 15 [51,76], tip
21 [211] i tip 57 [212].

Zbog prakse da je pojava neusaglasenih rezultata kod seroloSkog utvrdivanja parcijalnih ili
slabih oblika antigena D Cesta u rutinskoj praksi, a mozZe da se prevazide odredivanjem RHD
genotipa, kojim se obezbjeduje preciznija analiza, stru¢njaci Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava
predlozili su algoritam testiranja za rjeSavanje seroloskih rezultata slabih D fenotipova
odredivanjem RHD genotipa [92], koji je prikazan na Slici 8 u uvodnom poglavlju. Ovaj
algoritam je opisan u poglavlju Ispitanici, materijali i metodi i primjenjen je u studiji koja je
izvedena u Zavodu za transfuzisjku medicinu Republike Srpske, a rezultati seroloskih 1
molekularnih analiza varijanti antigena D u ispitivanoj populaciji davalaca krvi potvrduju

opravdanost njegove primjene.

Americka asocijacija banaka krvi i KoledZ Americkih patologa oformili su Radnu grupu za
RHD koja je pregledala objavljene i neobjavljene izvjestaje, kako bi utvrdila da li slabi D tipovi
4.0 i 4.1 mogu da dobijaju RhD-pozitivhu krv bez posljedica od aloimunizacije. Ne postoje
objavljeni radovi o dokazanim alo ili auto anti-D antitijelima kod osoba sa slabim D tip 4.1 u
velikim studijama sprovedenim u Evropi [51,208] uprkos njihovoj ucestalosti [51,69] i ¢estom
transfuzioloskom lijeGenju RhD-pozitivnim eritrocitima [213]. Radna grupa je analizirala
objavljene podatke o osobama koje su imale slabi D tip 4.0 i stvorile anti-D antitijelo, od kojih su
tri opisane u Njemackoj [51], devet u Francuskoj [208], jedna u Tunisu [214] i tri u Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama [215]. Od 16 opisanih slucajeva u Evropi samo jedan pacijent je stvorio
alo anti-D antitijelo [65], dok je preostalih 15 formiralo auto anti-D antitijelo. Zbog svega
iznijetog Radna grupa je ogranicila preporuke za primjenu RhD-pozitivne krvi iskljucivo

osobama sa slabim D tipovima 1, 2 i 3 dok se ne prikupi viSe podataka.
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Tokom izvodenja ove studije raden je skrining antitijela svim davaocima Kkrvi prilikom
svakog davanja krvi, tehnikom indirektnog antiglobulinskog testa, kao i tipiziranim test
eritrocitima za skrining antitijela davaocima, komercijalno pripremljenim, dostupnim na trzistu.
Ni u jednom slucaju nije dokazano prisustvo anti-D antitijela kod ispitivanih davalaca sa
varijantama antigena D, ¢ak ni kod davaoca zenskog pola sa parcijalnim oblikom DNB.
Obrazlozenje se moze nac¢i u Cinjenici da je vecina dokazanih tipova slabih D varijanti u
ispitivanom uzorku davalaca krvi u Republici Srpskoj oni kod kojih se, na osnovu iznijetih
podataka iz literature ne stvaraju alo i auto anti-D antitijelo.

Nema podataka da su primaoci krvi 7 RhD-negativnih osoba, C+/E+ , koji su molekularnim
metodama dokazani kao oblici slabog D (4-tipa 11, 2 tipa 1, 1 tipa 3) stvorili anti-D antitijelo kao
reakciju na transfuziju ovih eritrocita. Razlog treba traziti u Cinjenici da se u Zavodu za
transfuzijsku medicinu Republike Srpske primjenjuje strategija da se krv RhD-negativnih
davalaca, koji u fenotipu imaju Ci/ili E antigen primjenjuje isklju¢ivo D-pozitivnim osobama,
odnosno, da se RhD-negativnim primaocima primenjuje RhD-negativna krv fenotipa ccddee, kao

Sto je preporucio i Internacionalni forum [182].

U Tabeli 21, Tabeli 22 i Tabeli 25 vide se distribucije krvnih grupa sistema ABO u odnosu
na Rh fenotip, kao i tipova slabog D antigena u odnosu na Rh fenotip u ispitivanoj grupi od 85
davalaca koji imaju slabi D antigen. UocCava se da je najveci broj ispitanika krvne grupe A. Rh
fenotipa CcDwee- njih 36, onda slijedi 25 osoba krvne grupe O, 14 ispitanika krvne grupe B i 4
krvne grupe AB, sa istim Rh fenotipom. Kao primaoci krvi, ove osobe bi trebalo da dobiju RhD-
pozitivnu krv. Ukoliko se posmatraju rezultati prema molekularno odredenim tipovima slabog D
antigena, u Tabeli 26, 30 osoba tipa 1 i 50 osoba tipa 3, kao primaoci bi trebalo da dobiju D-
pozitivnu krv, ¢ime bi se Cuvale rezerve uvijek dragocjene Rh-negativne krvi, a ako je rije¢ o
osobama zenskog pola, njima bi bilo nepotrebno primjenjivati RhD zaStitu. Samo davalac
zenskog pola sa fenotipom DNB bi trebalo da dobije RhD-negativnu krv, jer se radi o osobi sa
parcijalnim oblikom antigena D, koja moze da stvori anti-D antitijelo na epitope antigena koji joj
nedostaju.
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Ovom studijom su revidirana dosadasnja znanja i iskustva u odredivanju RhD antigena
seroloskim metodama i RHD genotipizaciji. Dobijeni rezultati idu u prilog predlaganju
selektivne integracije metode za molekulrnu tipizaciju RHD i RHCE gena u laboratorijsku
praksu davaocima krvi i trudnicama, radi povecanja sigurnosti u testiranju i obezbjedenju vece
pouzdanosti rezultata prilikom odredivanja RhD statusa. Tipovi 1 1 3 kao najces¢i od
mnogobrojnih varijanti slabog oblika RhD antigena ne stvaraju anti-D antitijelo poslije
transfuzije D-pozitivne krvi ili trudnote sa RhD-pozitivnim plodom. Zato selektivno
molekularno testiranje RhD antigena ima klini¢ki znacaj, jer se utvrdivanjem tipova varijanti D
antigena smanjuje nepotrebna primjena RhD imunoglobulina kod Zena sa seroloski slabo
izrazenim D antigenom 1 Cuvaju rezerve RhD-negativnih jedinica krvi, koje bi se inace
primijenile osobama sa weak D tipovima 1, 2, i 3. Uvodenje ovih laboratorijskih procedura u
rutinski rad doprinijelo bi da se RhD-negativne osobe zastite od nesmotrene aloimunizacije D
antigenom poslije transfuzije RhD-pozitivnih eritrocita koji imaju slabo izrazen antigen D, koji

ne moze da se dokaze standardnim seroloskim tehnikama.
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7.0 Zakljucci

1.

Kod svih od 85 ispitanih davalaca krvi, kojima je seroloskim metodima dokazan slabi
oblik RhD antigena (weak RhD), molekularnom metodom je potvrden neki od njegovih
tipova, a kod jednog davaoca utvrden je rijedak parcijalni oblik RhD antigena.
Zastupljenost registrovanih davalaca krvi u Zavodu za transfuzijsku medicinu u Banjoj
Luci je 1,1%, za posmatrani period, od kojeg 20% cine osobe Zenskog pola, $to je duplo
vise u odnosu na posljednje prethodno ispitivanje;

U ispitanom uzorku davalaca krvi, od svih slabih oblika antigena RhD najc¢es¢i je slabi
oblik tip 3 (weak D tip 3), koga slijedi slabi oblik tip 1 (weak D tip 1), a u jednom slucaju
dokazan je rijedak tip DNB, §to je u korelaciji sa rezultatima dobijenim u Hrvatskoj, kao 1
sa ve¢inom drugih ispitanih naroda bijele rase;

Ni kod jednog davaoca krvi sa dokazanim slabim oblikom antigena D, nije dokazano
anti-D antitijelo u serumu, ni prirodno, niti imuno, zato §to dokazane varijante slabog D
antigena tipova 3 i 1 ne stvaraju ni alo, niti auto anti-D antitijela;

Kod 9 (9,8%) od ukupno 92 ispitana RhD-negativha davaoca krvi, Rh fenotipova
Ccddee, ccddEe, CCddee, molekularnim testiranjem utvrdeno je postojanje gena RHD i
nekog od tipova slabih varijanti antigena D, §to govori u prilog neophodnosti uvodenja
rutinskog molekularnog ispitivanja prisustva gena RHD kod davalaca kojima seroloskim
metodama nije utvrden RhD antigen, ¢ime bi se sprijecila primjena D-pozitivne Krvi
RhD-negativnim primaocima, kao i njihova imunizacija RhD antigenom;

Nijedan od RhD-negativnih primalaca nije stvorio anti-D antitjelo poslije primjene
transfuzije RhD-negativne krvi, Rh fenotipova Ccddee i ccddEe, jer se krv sa ovim
fenotipovima primjenjivala isklju¢ivo RhD-pozitivnim primaocima;

Rezultati sprovedenih ispitivanja pokazali su da je algoritam za serolosko i molekularno
dokazivanje RhD antigena, koji se primjenjuje u Zavodu za transfuzijku medicinu u
Banjoj Luci pouzdan, zahvaljujuéi primjeni savremenih stru¢nih preporuka, kvalitetnih
reagenasa, preciznih metoda i automatizovane opreme;

Uvodenje metoda za molekularnu dijagnostiku tipova slabijih varijanti antigena D
predstavlja osnov za razvoj Nacionalne laboratorije za imunohematologiju i
imunogenatiku, gde ¢e se razvijati i nestandardne tehnike za ispitivanje antigena i

antitijela, iz domena seroloske i molekularne imunohematologije;
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8. Podaci o distribuciji varijanti antigena D imaju strateski znacaj, jer se kao primaoci krvi,
osobe sa slabim oblicima RhD antigena tipa 3 i 1, smatraju RhD-pozitivnima i mogu da
dobiju RhD-pozitivhu krv, ¢ime se ¢uvaju rezerve RhD-negativne krvi, a trudnice sa
ovim RhD varijantama ne treba da dobijaju RhD imunoprofilaksu; pacijenti i trudnice sa
nekim drugim tipovima varijanti antigena D tretiraju se kao RhD-negativni;

9. Uvodenje rutinskog molekularnog testiranja davalaca i trudnica sa seroloSki slabim
oblikom D antigena i RhD-negativnih, koji imaju Ci/ili E u fenotipu u Nacionalnu
laboratoriju za imunohematologiju i imunogenetiku, dovelo bi do ustede sredstava koja se
izdvajaju za serolosko odredivanje krvnih grupa, jer se ono izvodi samo jednom, a ne kod

svakog ispitivanja krvne grupe.
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PRILOG 1.

http://lwww.isbtweb.org/fileadmin/user_upload/files-2015/redcells/blood group allele
terminology/allele tables/weak an Del Alleles v2.01 10914.pdf

Aleli Dw i DEL - preuzeto i adaptirano:

FENOTIP Naziv alela Oznaka naziva Zamjena Zamjena Broj
alela nukleotida | aminokiselina | egzona

Fenotip 1 RHD*01W.1 RHD*809G 809T>G Val270Gly 6
RHD*weak D tip 1

Fenotip 1.1 RHD*01W.1.1 RHD*52G, 52C>G Leul8Val 1,6
RHD*weak D tip 1.1 | 809A 809G>A Val270Gly

Fenotip 2 RHD*01W.2 RHD*1154C 1154 G>C Gly385Ala 9
RHD*weak D tip 2

Fenotip 2.1 RHD*01W.2.1 RHD*301T, 301T>A Phel01lle 2
RHD*weak D tip 2.1 | 1154C 1154 G>C Gly385Ala 9

Fenotip 3 RHD*01W.3 RHD*8G 8C>G Ser3Cys 1
RHD*weak D tip 3

Fenotip RHD*09.03, 04, 05

40,4.1,424.2.2 RHD*weak partial 4

weak partial

Fenotip 5 RHD*01W.5 RHD*446A 446C>A Alal49Asp 3
RHD*weak D tip 5

Fenotip 6 RHD*01W.6 RHD*29A 29G>A Argl0GIn 1
RHD*weak D tip 6

Fenotip 7 RHD*01W.7 RHD*1016A 1016G>A Gly339Glu 7
RHD*weak D tip 7

Fenotip 8 RHD*01W.8 RHD*919A 919G>A Gly307Arg 6
RHD*weak D tip 8

Fenotip 9 RHD*01W.9 RHD*880C 880G>C Ala294Pro 6
RHD*weak D tip 9

Tip 10 RHD*01W.10 RHD*1177C 1177T7>C Trp393Arg 9
RHD*weak D tip 10

Fenotip 11 weak RHD*11partial RHD*885T 885G>T Met295lle 6

partial ili Del

Fenotip 12 RHD*01W.12 RHD*830A 830G>A Gly277Glu 6
RHD*weak D tip 12

Fenotip 13 RHD*01W.13 RHD*826C 826 G>C Ala276Pro 6
RHD*weak D tip 13

Fenotip 14 RHD*01W.14 RHD*544A, 544T>A Ser182Thr 4
RHD*weak D tip 14 | 594T, 602G 594A>T Lys198Asn

602C>G Thr201Arg

Fenotip 15 weak | partial RHD*15

partial

Fenotip 16 RHD*01W.16 RHD*658C 658T>C Trp220Arg 5
RHD*weak D tip 16

Fenotip 17 RHD*01W.17 RHD*340T 340C>T Argl14Trp 3
RHD*weak D tip 17

Fenotip 18 RHD*01W.18 RHD*19T 19C>T Arg7Trp 1
RHD*weak D tip 18

Fenotip 19 RHD*01W.19 RHD*611C 611T>C 11e204Thr 4
RHD*weak D tip 19

Fenotip 20 RHD*01W.20 RHD*1250C 1250T>C Phe417Ser 10
RHD*weak D tip 20

Fenotip 21 RHD*21 partial

Fenotip 22 RHD*01W.22 RHD*1224C 1224G>C Trp408Cys 10



http://www.isbtweb.org/fileadmin/user_upload/files-2015/redcells/blood%20group%20allele%20terminology/allele%20tables/weak%20an%20Del%20Alleles%20v2.01
http://www.isbtweb.org/fileadmin/user_upload/files-2015/redcells/blood%20group%20allele%20terminology/allele%20tables/weak%20an%20Del%20Alleles%20v2.01

RHD*weak D tip 22

Fenotip 23 RHD*01W.23 RHD*634T 634G>T Gly212Cys 4
RHD*weak D tip 23
Fenotip 24 RHD*01W.24 RHD*1013C 1013T>C Leu338Pro 7
RHD*weak D tip 24
Fenotip 25 RHD*01W.25 RHD*341A 341G>A Argl114GIn 3
RHD*weak D tip 25
Fenotip 26 RHD*01W.26 RHD*26A 26T>A Val9Asp 1
RHD*weak D tip 26
Fenotip 27 RHD*01W.27 RHD*661T 661C>T Pro221Ser 5
RHD*weak D tip 27
Fenotip 28 RHD*01W.28 RHD*1152C 1152A>C Thr384Thr 8
RHD*weak D tip 28
Fenotip 29 RHD*01W.29 RHD*178C, 178A>C lle60Leu 2,57
RHD*weak D tip 29 | 201A, 203A, 201G>A Ser68Asn
594T, 667G, 203G>A Lys198Asn
T44T, 957A, 594A>T Phe223Val
1025C 667T>G silent
T744C>T silent
957G>A silent
1025T>C 11e342Thr
Fenotip 30 RHD*01W.30 RHD*1018A, 1018 G>A Glu340Met 7
RHD*weak D tip 30 | 1019T 1019 A>T
Fenotip 31 RHD*01W.31 RHD*17T 17C>T Leu6Pro 1
RHD*weak D tip 31
Fenotip 32 RHD*01W.32 RHD*1121T 1121A>T 1le374Asn 8
RHD*weak D tip 32
Fenotip 33 RHD*01W.33 RHD*520A 520G>A Vall74Met 4
RHD*weak D tip 33
Fenotip 34 RHD*01W.34 RHD*809A 809T>A Val270Glu 6
RHD*weak D tip 34
Fenotip 35 RHD*01W.35 RHD*260A 260G>A Gly87Asp 2
RHD*weak D tip 35
Fenotip 36 RHD*01W.36 RHD*842G 842T>G Val281Gly 6
RHD*weak D tip 36
Fenotip 37 RHD*01W.37 RHD*399T 399G>T Lys133Asn 3
RHD*weak D tip 37
Fenotip 38 RHD*01W.38 RHD*833A 833G>A Gly278Asp 6
RHD*weak D tip 38
Fenotip 39 RHD*01W.39 RHD*1015A 1015G>A Gly339Arg 7
RHD*weak D tip 39
Fenotip 40 RHD*01W.40 RHD*602G 602C>G Thr201Arg 4
RHD*weak D tip 40
Fenotip 41 RHD*01W.41 RHD*1193T 1193A>T Glu398Vval 9
RHD*weak D tip 41
Fenotip 42 RHD*01W.42 RHD*1226T 1226 A>T Lys409Met 9
RHD*weak D tip 42
Fenotip 43 RHD*01W.43 RHD*605C 605T>C Ala202Val 4
RHD*weak D tip 43
Fenotip 44 RHD*01W.44 RHD*728G T28A>G Tyr243Cys 5
RHD*weak D tip 44
Fenotip 45 RHD*01W.45 RHD*1195A 1195G>A Ala399Thr 9
RHD*weak D tip 45
Fenotip 46 RHD*01W.46 RHD*1221A 1221C>A Phe407Leu 9
RHD*weak D tip 46
Fenotip 47 RHD*01W.47 RHD*340G 340C>G Argl14Gly 3
RHD*weak D tip 47
Fenotip 48 RHD*01W.48 RHD*182T 182G>T Gly61Val 2

RHD*weak D tip 48




Fenotip 49 RHD*01W.49 RHD*770T 770C>T Ser257Phe 5
RHD*weak D tip 49
Fenotip 50 RHD*01W.50 RHD*727A T27TT>A Tyr243Asn 5
RHD*weak D tip 50
Fenotip 51 RHD*01W.51 RHD*594T, 594A>T Lys198Asn 4
RHD*weak D tip 51 | 602G 602C>G Thr201Arg
Fenotip 52 RHD*01W.52 RHD*92C 92T>C Phe31Ser 1
RHD*weak D tip 52
Fenotip 53 RHD*01W.53 RHD*740G 740T>G Val247Gly 5
RHD*weak D tip 53
Fenotip 54 RHD*01W.54 RHD*365T 365C>T Serl22Leu 3
RHD*weak D tip 54
Fenotip 55 RHD*01W.55 RHD*895G 895C>G Leu299Val 6
RHD*weak D tip 55
Fenotip 56 RHD*01W.56 RHD*65A 65C>A Ala22Glu 1
RHD*weak D tip 56
Fenotip 57 RHD*01W.57 RHD*640T 640C>T Leu214Phe 5
RHD*weak D tip 57
Fenotip 58 RHD*01W.58 RHD*1006C 1006G>C Gly336Arg 7
RHD*weak D tip 58
Fenotip 59 RHD*01W.59 RHD*1148C 1148T>C Leu383Pro 8
RHD*weak D tip 59
Fenotip 60 RHD*01W.60 RHD* 1219- 1219-1224 Phe407, 9
RHD*weak D tip 60 | 1224 delecija del TTCTGG Trp408 del
Fenotip 61 RHD*01W.61 RHD*28T 28C>T Argl0Trp 1
RHD*weak D tip 61
Fenotip 62 RHD*01W.62 RHD*661A 661C>A Pro221Thr 5
RHD*weak D tip 62
Fenotip 63 RHD*01W.63 RHD*758A 758T>A 11e253Asn 5
RHD*weak D tip 63
Fenotip 64 RHD*01W.64 RHD*881T 881C>T Ala294Val 6
RHD*weak D tip 64
Fenotip 65 RHD*01W.65 RHD*68A 68C>A Ala23Asp 1
RHD*weak D tip 65
Fenotip 66 RHD*01W.66 RHD*916A 916G>A Val306lle 6
RHD*weak D tip 66
Fenotip 67 RHD*01W.67 RHD*722T 722C>T Thr241lle 5
RHD*weak D tip 67
Fenotip 68 RHD*01W.68 RHD*165C, 165T>C silent 2,9
RHD*weak D tip 68 | 1213G 1213C>G GIn405Glu
Fenotip 69 RHD*01W.69 RHD*953A 953G>A Arg318GIn 7
RHD*weak D tip 69
Fenotip 70 RHD*01W.70 RHD*1012G 1012C>G Leu338Val 7
RHD*weak D tip 70
Fenotip 71 RHD*01W.71 RHD*29C 29G>C Arg10Pro 1
RHD*weak D tip 71
Fenotip 72 RHD*01W.72 RHD*1212A 1212C>A Asp404Glu 9
RHD*weak D tip 72
Fenotip 73 RHD*01W.73 RHD*1241T 1241C>T Ala414Val 10
RHD*weak D tip 73
Fenotip 74 RHD*01W.74 RHD*D-CE(2)- 150T>C CE egzon 2 2
RH: -12 (G) RHD*weak D tip 74 | D 178A>C
201G>A
203G>A
307T>C
Del RHD*01EL.01 RHD*1227A 1227G>A Lys409Lys 9
RHD*DEL1
Del RHD*01EL.02 RHD*3A 3G>A Metllle 1

RHD*DEL2




Del RHD*01EL.03 RHD*53C 53T>C Leul8Pro 1
RHD*DEL3

Del RHD* RHD*147delA 147delA promena okvira 1
RHD*DEL4 Citanja

Del RHD*205 RHD*IVS1+1G>A IVS1+1g>a “splice site” Intron
RHD*DEL5 Mutacija 1

Del ili Dweak RHD*206 RHD*251C 251T>C Leu84Pro 2
RHD*DEL6

Del ili Dweak RHD*207 RHD*410A 410C>A Alal37E 3
RHD*DEL7

Del RHD*208 RHD*IVS3+1G>A IVS3+1g>a “splice site” Intron
RHD*DELS8 Mutacija 3

Del ili D neg. RHD*209 RHD*IVS3+2T>A IVS3+2t>a “splice site” Intron
RHD*DELY9 Mutacija 8

Del RHD* RHD*1222C 1222T7>C Trp408Arg 9
RHD*DEL10

Del RHD*211 RHD*1252insT 1252 insT X418Leu 10
RHD*DEL11 488 AA’s

Del RHD* RHD*458C 458T>C Leul53Pro 3

RHD*DEL12
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Obrazac pristanaka za ispitanike u klinickom istrazivanju " Molekularna dijagnostika varijanti slabijeg oblika

antigena D u populaciji davalaca krvi Republike Srpske™

Izjavljujem da sam upoznat/a sa svim aspektima uce$¢a u istrazivanju u okviru doktorske disertacije “Molekularna
dijagnostika varijanti antigena D kod seroloski slabije izraZenih i negativnih formi u populaciji davalaca krvi
Republike Srpske", koje ¢e biti sprovedeno u Zavodu za transfuzijsku medicinu u Banjoj Luci, sa ciljem sticanja
novih saznanja o distribuciji eritrocitnih antigena, a posebno varijanti antigena D u populaciji Republike Srpske, kao
i njihovim klinickim primjenama. Upoznat/a sam sa ¢injenicom da ¢e se meni u sklopu ovog istrazivanja uraditi
skrining i eventualna identifikacija antieritrocitnih antitijela, zato §to sam primao/la transfuzije krvi, te postoji
mogucnost da sam stvorio/stvorila antieritrocitna antitijela protiv antigena koje ne posjedujem,. Bi¢e mi uzet jedan
uzorak venske krvi §pricom u koli¢ini od od 5 ml i ova krv ¢e biti koriStena za navedene imunohematoloske analize.
U sklopu ucéesca u ovom istrazivanju, koristiCe se rezultati pretransfuzijskih testiranja i podaci o broju primljenih
jedinica krvi iz istorije bolesti uzete iz Klinickog centra u Banjoj Luci. Dajem saglasnost za ove postupke.
Potvrdujem da je moje sudjelovanje u ovom istrazivanju dobrovoljno. Svi podaci dobijeni ovim ispitivanjem su
povjerijivi i koristice se iskljué¢ivo u svrhu nauéne publikacije. Ovi podaci se nece upotrebljavati radi ostvarivanja
profita. Materijal se nece koristiti u svrhe genetickog manipulisanja. Identitet osobe od koje se uzima uzorak se nece
otkriti ni u jednom objavljenom izvjestaju. Kao ispitanik ili njegov zastupnik mogu odbiti uéesce ili se povuéi iz
ovog istrazivanja, kao i zabraniti upotrebu podataka u svako doba bez posljedica u pogledu zdravstvene zastite.
Omogucéeno mi je da postavljam pitanja i na svako postavljeno pitanje sam dobio/la zadovoljavaju¢i odgovor.
Vrijednosti ovih nalaza i njihov klini¢ki i drugi znacaj ¢e mi biti predoceni ukoliko za to budem pokazivao interes.
Znam da je davanje uzorka krvi za ovu studiju moj vlastiti izbor. Potvrdujem da sam primio kopiju ovog obrasca kao
i da sam pro¢itao

Obavijest za ispitanike u klinickom istraiivanju: ,,Molekularna dijagnostika varijanti antigena D kod seroloski

slabije izrazenih i negativnih formi u populaciji davalaca krvi Republike Srpske"

Ovaj obrazac je licno obrazloZen i pruzen od: , dana ----, U Banjoj Luci

Ime ucesnika u istrazivanju ili zastupnik

Potpis ucesnika ili zastupnika u istrazivanju



PRILOG 3.

SNPs 1 nomenklatura prema tabeli alela krvnih grupa Medunarodnog udruzenja
za transfuziju krvi, ISBT "Names for RH (ISBT 004) Blood Group Alleles
v4.1", "Names for alleles encoding weak D phenotypes v4.0 170110", "Names
for RHD (ISBT 004) negative null blood group alleles v3.1 170309" i "004
RHCE alleles v3.0 20160728"

(http://www.isbtweb.org/working-parties/red-cell-immunogenetics-and-
blood-group-terminology/).
Prilagodeno prema tabeli uz RBC-Fluogene CDE kit, proizvodaca Inno-train
Diagnostik, Njemacka.

Pozicija RBC Ic
Reakcija jaZice u |Specifi¢énost SNP [ Ly ISBT fenotip| marker |marker
e alela . -
plodi (boja) | (boja)
RHCE*01
c-1, c-2 F1,F3 C 201A (RHCE*ce)/ RH:4 (c) 2 3
307C RHCE*03
(RHCE*CE)
RHCE*02
C-1,C-2 G1,G3 C i2-109 bp (RHCE*Ce)/ RH:2 (C) 1 3
ins RHCE*04
(RHCE*CE)
RHCE*02.08.01
W (-132G) |(RHCE*Ce.08.01, W
W-1, W- E1, E3 C 122A>G RHCE*CeCW) RH:8 (C™+) 2 3
2 RHCE*02.08.02
(RHCE*Ce.08.02,
RHCE*CeNR)
RHCE*01
e-1,e-2 F1,F3 E 676G (RHCE*ce)/ RH:5 (e) 1 3
(787A) RHCE*02
(RHCE*Ce)
RHCE*03
E-1, E-2 Gl1, G3 E 676G>C (RHCE*cE)/ RH:3 (E) 2 3
(787A) RHCE*04
(RHCE*CE)
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RHCE*01.04.01/.

02/.03 RH:10, -20
(RHCE*ce.04.01/. (V+wVS-)/
02/.03)/ parcijalno e
RHCE*01.06.02/. (RHCE*ceAR
03 +697G)/
(RHCE*ce.06.02/. RHCE*ceAR+
03)/ 455A
RHCE*01.20.01/. RHCE*ceAG.
02/.03/.04/.05/.06/ 02/.03
CE-733G A3 RHCE-733G| 733C>G .07/.08/.09/.10
(i5+170G) | (RHCE*ce.20.01/. parcijalno e,
02/.03/.04/.05/.06/ parcijalno c:
.07/.08/.09/.10, RH:10,20
RHCE*ceVS.01/.0 (V+VS+)/
2/.03/.04/.05/.06/ RH:-10,20 (V-
.07/.08/.09/.10) VS+)/
RHCE*01.22 RH:20 (VS+)/
(RHCE*ce.22) RH:48 (JAL+)
RHCE*01.37
(RHCE*ce37) e+
RHCE*02.04 c+e+t
(RHCE*Ce.04) parcijalnoC+
RHCE*02.30 C+et+ V+VS+
(RHCE*Ce.30) parcijalnoE
RHCE*03.03.02
(RHCE*CE.03. 02)
RHCE*01.20.03 parcijalno c,
CE- H3 RHCE- (i6-159T) | (RHCE*ce.20.03, parcijalno e,
1006T 1006T 1006G>T | RHCE*ceVS.03) RH:-10, 20 (v-
RHCE*01.20.05 VS+)
(RHCE*ce.20.05, (RHCE*ceS
RHCE*ceVS.05)
D-Ex1 D2 RHD ekson 1| -132A
D-Ex2 G2 RHD ekson 2 201G
307T
D-Ex3 F2 RHD ekson 3 455A
D-Ex4-1, H2,E2, |RHD ekson 4 514A
D-Ex4-2 602C
RHD*01 RH:1 (D)
D-Ex5-1, D2, A2 [RHD ekson5 676G ili ili
D-Ex5-2 787G RHD*01N.01 D-
D-Ex6 Cc2 RHD ekson 6] (826G)
916G
D-Ex7 B2 RHD ekson 7| 1048G
D-Ex9 G2 RHD ekson 9] 1193A
D-Ex10 A2 RHD ekson +105A
10
RHD*08N.01
D-psi-1, El, E3 RHDpsi  [i3-37bp ins | (RHD*Pseudogen D -
D-psi-2 (602C) e, RHD*¥)




RHD*05.05

D-697A Al RHD-697A | 697G>A | (RHD*DV.05)/ DV type 5/
(787G) RHD*10.04 DAU4
(RHD*DAU4)
RHD*05.01/.02/.0
3/.04/.06/.07/.08/
.09/.10 DV type
(RHD*DV.1/.2/.3/ 1/2/3/4/6/7/8/9/
.4/.6/.7/.8/.9/.10) 10
RHD*06.01/.02/.0
3.01/.04
(RHD*DV1.1/.2/.3 DVI type
1.4) 1/2/3/4
RHD*09.02.00/.01
D-697C- D1, D3 RHD-697C | 697G>C [(RHD*DAR2.00/. DAR2
1, (787G) 01) (DARE)/DAR
D-697C-2 RHD*10.05/10.05. 21
01
(RHD*DAUS5/DA
U5.01) DAUS5/5.1
RHD*13.01/.02 DBS1/2
(RHD*DBS1/2) DBT1/2
RHD*14.01/.02 DCS-3
(RHD*DBT1/2) DBU
RHD*16.02
(RHD*DCS3)
RHD*41
(RHD*DBU)
D-DHMi- 848C>T RHD*19
1,D- D1,D3 [RHD-DHMi| (916G) (RHD*DHMI) DHMi
DHMi-2
(968C) RHD*25
D-DNB Al RHD-DNB | 1063G>A (RHD*DNB) DNB
D-catVII- C1,C3 RHD-catVIl | (201G) RHD*07.01/.02 DVII/DVII
1, D- 329T>C | (RHD*DVII1.1/.2) type 2
catVlI-2
RHD*10.00/.00.01 DAUO0/0.01/0.0
1.00.02/.01/.02/.03/ 2/11/2/3/4/516/7
D-DAU- B1, B3 RHD-DAU | 1136C>T .04/.05/.06/.07
1, (RHD*DAU0/0.0
D-DAU-2 1/0.02/1/2/3/4/516/ D-
7)

RHD*01N.69




PRILOG 4.

SNPs i nomenklatura prema tabeli alela krvnih grupa Medunarodnog udruzenja
za transfuziju krvi, ISBT "Names for RH (ISBT 004) Blood Group Alleles
v4.1", "Names for alleles encoding weak D phenotypes v4.0 170110", "Names
for RHD (ISBT 004) negative null blood group alleles v3.1 170309" i "004
RHCE alleles v3.0 20160728" (http://www.isbtweb.org/working-parties/red-
cell-immunogenetics-and-blood-group-terminology/).

Prilagodeno prema tabeli uz RBC-Fluogene D weak/variant Kit,
proizvodaca Inno-train Diagnostik, Njemacka.

ISBT RBC Ic
Reakcija Pozicija Specifiénost SNP naziv ISBT fenotip marker marker
alela (boja) (boja)
RHD*0
1W.1/1. Typel/1.1/1.2
Dwea weak_D_t 809T> 1/1.2 1 3
k_type ype_1 G (RHD* DNT(V270G)
111 weakDt
ypel/l.
1/1.2)
A2 RHD*6
2
RHD*0
Dwea weak _D_t 52C>G 1w.1.1 Typel.l 2 3
k_typ ype_1.1 (RHD*
e 11 weakDt
ypel.l)
Dweak RHD*0
_type_ weak_D_t 1154G> 1W.2/2. Type2/2.1/2.2 1 2
2. Al,B2 ype_2 C 1/2.2
RHD*
1Dwe \(Neath
ak_ty;;# ype2/2.
e_2-2 1/2.2)
RHD*0
Dwea B1 weak_D_t 8C>G 1W.3/3. Type3/3.1 1 2
k_typ ype_3 1
e 3 (RHD*
weakDt
ype3/3.
1)
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Dwea
k_type
_4.2*

D2

weak_D_type
42.1/4.2.2

957G>
A

1025T>
Cc

RHD*
09.01/
01.01/
01.02(

RHD*
DAR/
DAR1
.01/1.
02)
RHD*
09.02.
00/.01
(RHD
*DAR
2.00/.
01)RH
D*01
W.29(
RHD*
weak
Dtype
29)

DAR(T203A)

/DAR1.1/1.2
(weakD4.2.1/
4.2.2)

DAR2(DARE
)/DAR2.1

Type29




Dweak_

type_4-
145

C1

weak_D_type

_4.0/4.1/
4.2.1/4.2.2/D

AR(weak_D_

type_4.2)/
4.3/14

602C>
G(514A

)

RHD*0
9.01/01.
00/01.0
1/01.02/
01.03(R
HD*D
AR/DA
R1.00/1
01/1.02
/1.03)

RHD*0
9.02.00/
.01(RH
D*DAR
2.00/.01
JRHD*
09.03/.0
3.01
(RHD*
DAR3/3
.01)
RHD*0
9.04/.05
/.06
(RHD*
DARA4/5
/6)
RHD*0
3.01/.06
1.07
(RHD*
Dilla/D
111.06/.0
7
RHD*0
1w.14
(RHD*
weakDt
ypeld)
RHD*0
1W.40/.
51
(RHD*
weakDt
ype40/5
1)
RHD*0

IN.72

DAR(T203A)
/DAR1/1.1/1.
2/1.3
(weakD4.2/4.
2.1/4.2.2/14.2.
3)

DAR2(DARE
)/DAR2.1

DAR3/3.1(we
akpartialD4.0.
1/4.0)

DAR4/5/6(we

akD4.1/4.3or

Del/DAR(CE
2:V50V-
S68N))

DIlla/DllItyp
e6/7

Typeld
Type40/51

RHDnegative




Dweak
_type_
4

Cc2

weak_D_type

_4.0/4.1/
4.2.1/4.2.2/D

AR(weak_D_

type_4.2)/
43

602C>
G(544T

)

RHD*0
9.01/01.
00/01.0
1/01.02/
01.03(R
HD*D
AR/DA
R1.00/1
01/1.02
/1.03)
RHD*0
9.02.00/
01(RH
D*DAR
2.00/.01
)RHD*
09.03/.0
3.01
(RHD*
DAR3/3
01)
RHD*0
9.04/.05
1.06
(RHD*
DAR4/5
16)
RHD*0
3.01/.06
1.07

(RHD*
Dllla/D
111.06/.0
7)
RHD*0
1W.40/.
51
(RHD*
weakDt
ype40/5
1)

RHD*Q

DAR(T203A)
/DAR1/1.1/1.
2/1.3
(weakD4.2/4.
2.1/4.2.2/14.2.
3)

DAR2(DARE 1 2

DAR3/3.1(we
akpartialD4.0.
1/4.0)

DARA4/5/6(we

akD4.1/4.3or

Del/DAR(CE
2:V50V-
S68N))

DIlla/DllItyp
e6/7

Type40/51

RHDnegative

/DAR2.1




RHD*0

Dwea D1 weak D_type 446C> 1W.5 Type5
k_typ 5 A (RHD*
e5 weakDt
ype5)
RHD*1
Dwea El weak D_type 885G> 1 Weakpartiall
k_typ 11 T (RHD* 1(Del)
e 11 weakpar
tial11)
Dweak
_type_ F1,E2 weak D_type 845G> RHD*1 Weakpartial T
_15 5 ypels
15-1, A .
Dwea (RHD
i ype 1)
_15-2
RHD*0
Dwea F2 weak_D_type 340C>T lW.lZc Typel7
K_ty _17 (RHD
" g weakDt
e_17 ypel7) DAUS
RHD*1
0.08
(RHD*
DAUS)
RHD*0
Dweak_ G2 K409K 1227G> 1EL.01/ Del
type_K A .36
409K (RHD*
DEL1/3
6)
Dweak
_type_| G1,H2 IVS3+1G>A 486+1G RHD*0 Del
VS3- >A 1EL.08
1,Dwea (RHD*
K_type DELS)
_IVS3-




PRILOG 5.

Tabela sa rezultatima reakcije aglutinacije uzoraka krvi davalaca koji
su testirani sa anti-D test reagensima iz panela D-SCREEN

Rezultati reakcije uzoraka koji su testirani sa svih devet test seruma anti-D

Broj 1 2 3 4 5 6 7 8 9
uzorka IgM 19G IgM 19G IgM IgM 19G 19G 19G
1. RHD
101 2+ 3+ 3+ 3+ - - 3+ 3+ 3+
2. RHD
102 3+ 3+ 2+ 3+ . - 3+ 4+ 3+
3. RHD
103 2+ 3+ 3+ 3+ - - 3+ 3+ 3+
4. RHD
104 - 3+ - 2+ - - 2+ 3+ 3+
5.RHD
105 2+ 3+ 2+ 3+ - - 3+ 3+ 3+
6. RHD
106 - 3+ 2+ 3+ - - 3+ 3+ 3+
7. RHD
107 3+ 3+ 3+ 3+ - - 3+ 3+ 3+
8. RHD
108 - 3+ + 2+ - - 2+ 3+ +
9. RHD
109 - 3+ + 3+ - - 3+ 3+ 3+
10.RHD
110 + 3+ 2+ 3+ - - 3+ 3+ 3+
11.RHD
11 - + + - + 2+ 2+
12.RHD
13 - + + + - 2+ 2+ +
13.RHD
115 + 3+ 2+ 3+ - 3+ 3+ 3+
14.RHD
118 - 2+ + 3+ - + 3+ 2+
15.RHD
120 - 2+ + - 2+ 3+ +
16.RHD
122 2+ 3+ 3+ 3+ . - 3+ 3+ 3+
17.RHD
123 2+ 3+ 2+ 3+ . - 3+ 3+ 3+
18.RHD
125 - 3+ + 3+ - 3+ 4+ 3+
19.RHD
130 + 2+ 2+ 2+ - 2+ 2+ 2+
20.RHD
131 - 3+ 2+ 3+ - 3+ 3+ 3+
21.RHD

4+ 3+ 4+ 3+ 2+ 2+ 3+ 3+ 3+
137
22.RHD
141 4+ 4+ 4+ 4+ - - 4+ 4+ 4+
23.RHD
142 4+ 4+ 4+ 4+ - - 4+ 4+ 4+
24.RHD
143 2+ 3+ 2+ 3+ + + 3+ 3+ 3+
25.RHD
145 2+ 3+ 2+ 3+ - - 3+ 3+ 3+
26.RHD
146 2+ 4+ + 4+ + + 4+ 4+ 3+
27.RHD
148 4+ 4+ 4+ 4+ 2+ + 4+ 4+ 4+
28.RHD 3+ 3+ 2+ 3+ 2+ 2+ 3+ 3+ 3+




149

29.RHD
150 + 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
30.RHD
151 2+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
3LRHD
15 - 3+ 2+ 3+ 3+ 3+ 3+
32.RHD

2+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+

159




33.RHD

160 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
34.RHD
167 - 3+ 2+ 3+ 3+ 3+ 3+
35.RHD
169 3+ 3+ 3+ 3+ + 3+ 3+ 3+
36.RHD
170 3+ 3+ 4+ 3+ 2+ 3+ 3+ 3+
37.RHD
- + 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
38.RHD
172 2+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
39.RHD
173 2+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
40.RHD
174 2+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 4+
41.RHD
175 3+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+
42.RHD
176 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
43.RHD
177 2+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
44.RHD
178 2+ 2+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
45.RHD
179 - 3+ 2+ 3+ 3+ 3+ 3+
46.RHD
180 2+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
47.RHD
181 2+ 3+ 3+ 3+ + 3+ 3+ 3+
48.RHD
182 + 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
49.RHD
183 3+ 3+ 4+ 3+ 3+ 3+ 3+
50.RHD
184 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 4+ 3+
51.RHD
185 2+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
52.RHD
186 + 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
53.RHD
187 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
54.RHD
188 2+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
55.RHD

3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+

189




BIOGRAFIJA AUTORA

Gordana Guzijan je rodena 18.02.1961.godine u Banjoj Luci, gdje je zavrsila osnovnu skolu 1
Gimnaziju. Medicinski fakultet je zavrSila 1988.god. u Banjoj Luci. Radni odnos je zasnovala u
DZ Laktasi 1989.god. gdje je radila do 1991.god. kao ljekar opste prakse. Nakon toga je radila u
DZ Celinac od 1991. do 1994. god. kao ljekar opste prakse. U Klini¢ki Centar Banja Luka je
primljena na specijalizaciju iz transfuziologije 21.03.1994.god. u Zavod za transfuziju krvi.
Specijalisti¢ki ispit je polozila 26.12.1997.god. na Institutu za transfuziologiju Srbije — Beograd i
stekla zvanje specijalista transfuziologije.

Na radno mjesto nacelnika Zavoda za transfuziju krvi KC Banja Luka je rasporedena
15.05.2000.god. sve do 31.08.2008.god.

Od 01.09.2008.god. je obavljala duznost v.d. direktora JU Zavoda za transfuzijsku medicinu RS,
a od 30.01.2009.god. odlukom Vlade Republike Srpske je imenovana za direktora JZU Zavod za
transfuzijsku medicinu Republike Srpske. Tu duZnost obavlja i danas.

Kao ¢lan radnih grupa Ministarstva zdravlja i1 socijalne zastite Republike Srpske, ucestvovala je
u izradi ,,Zakona o transfuzijskoj medicini “, ,Strategiji sigurne krvi u RS do 2015.“ i izradi
podzakonskih dokumenata. Bila je zaduZena za reorganizaciju transfuzioloSke sluzbe u RS, za
odvajanje u nacionalno koordinisanu sluzbu, kao i za osnivanje Zavoda za transfuzijsku
medicinu RS kao samostalne zdravstvene ustanove. Kao direktor Zavoda, nastojala je da u
novoosnovanoj ustanovi standardizuje stru¢ni rad u oblasti transfuzijske medicine, da se
unaprijedi kvalitet rada, da se uvedu nove procedure 1 obezbijede dovoljne koli¢ine sigurne krvi
za lijecenje pacijenata u Republici Srpskoj. Ministarstvo zdravlja i socijalne zastite Republike
Srpske joj je dodijelilo titulu primarijusa 2009.god. Kao dugogodiS$nji predsjednik Sekcije
transfuziologa RS, dala je svoj doprinos u struénom usavrSavanju kolega, organizovala je brojne
struéne sastanke u RS, nosilac je brojnih radova na kongresima u zemlji i inostranstvu,
ucestvovala na brojnim edukacijama iz raznih oblasti transfuzijske medicine kao 1 za uvodenje
sistema kvaliteta. Povelju Komore doktora medicine RS za organizaciju zdravstvene sluzbe,
dobila je 2010.god.

Postdiplomski studij na Medicinskom fakultetu u Banjoj Luci je upisala 2004.godine, a
magistarski rad pod nazivom ,,Distribucija klini€ki znacajnih eritrocitnih antigena u populaciji
davalaca krvi Republike Srpske* je odbranila 20.11.2014.god. i stekla nau¢no zvanje magistar
medicinskih nauka.

Udata je i ima dvoje djec






IZJAVA O AUTORSTVU

Izjavljujem

da je doktorska disertacija

Molekularna dijagnostika varijanti slabijeg oblika antigena D u populaciji davalaca krvi

Republike Srpske

Molecular diagnostic of weak D variants among the blood donor population of Republic of
Srpska

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

e da doktorska disertacija, u cjelini ili u dijelovima, nije bila predlozena za dobijanje bilo
koje diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova,

e da su rezultati korektno navedeni i

e da nisam kriila autorska prava i Koristila intelektualnu svojinu drugih lica.

U Banjoj Luci,




Izjava 2

Izjava kojom se ovlas¢uje Univerzitet u Banjoj Luci

da doktorsku disertaciju udini javno dostupnom

Ovlas¢ujem Univerzitet u Banjoj Luci da moju doktorsku disertaciju pod naslovom

MOLEKULARNA DIJAGNOSTIKA VARIJANTI SLABUJEG OBLIKA ANTIGENAD U
POPULACIJI DAVALACA KRVI REPUBLIKE SRPSKE

koja je moje autorsko djelo, u€ini javno dostupnom.

Doktorsku disertaciju sa svim prilozima predala sam u clektronskom formatu pogodnom za
trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u digitalni repoz itorijum Univerziteta u
Banjoj Luci mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence
Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam s odlucila.

Autorstvo

Autorstvo — nekomercijalno

Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade

Autorstvo — nekomercijalno — dijeliti pod istim uslovima
Autorstvo — bez prerade

o vt

Autorstvo — dijeliti pod istim uslovima

U Banjoj Luci,
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Izjava o identi¢nosti Stampane i elektronske verzije

doktorske disertacije

Ime i prezime autora .... Gordana Guzijan

Naslovirada .2n...0 Molekularna dijagnostika varijanti slabijeg oblika antigena D u

populaciji davalaca krvi Republike Srpske

MEREOL .....cornuisiians iiines Prof . dr Dragomir Marisavljevi¢, redovni profesor

Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu

Izjavljujem da je $tampana verzija moje doktorske disertacije identicna elektronskoj verziji koju

sam predala za digitalni repozitorijum Univerziteta u Banjoj Luci.

U Banjoj Luci, Potpi toranta

A






