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POPIS KRATICA

AHTR - akutna hemoliti¢ka reakcija

DHTR — odgodena hemoliti¢ka reakcija

HBFN — hemoliticka bolest fetusa i novorodenceta

KE - koncentrat eritrocita

PAM - profilakti¢na antigena podudarnost (engl. prophilactic antigen mach)
ISBT - medunarodno udruzenje International Society of Blood Transfusion
HLA — humani leukocitni antigeni

TLR — receptori Cija grada sli¢i proteinu Tollu (engl. Toll — like receptors)
MDS — mijelodisplasti¢ni sindrom

AML — akutna mijeloi¢na leukemija

AA — aplasti¢na anemija

SCD — bolest srpastih stanica

SZO — Svjetska zdravstvena organizacija

RCUD - refraktorna citopenija s unilinijskom displazijom

RARS - refraktorna anemija s prstenastim sideroblastima

RCMD - refraktorna citopenija s multilinijskom displazijom

RAEB-1 - refraktorna anemija

RAEB-2 - refraktorna anemija s viSkom blasta

MDS-del(5q) — mijelodisplasti¢ni sindrom s izoliranom delecijom 5q
MDS-U — neklasificirani mijelodisplasti¢ni sindrom

RCC - refraktorna citopenija djecje dobi

KROHEM - Hrvatska kooperativna grupa za hematoloSke bolesti

R-IPSS — revidirani internacionalni prognosti¢ki sustav bodovanja

II



DAT — direktni antiglobulinski test
IAT — indirektni antiglobulinski test
CPD — antikoagulantna otopina citrat, fosfat i dekstroza

SAGM - hranjiva otopina sukroza, adenin, glukoza i manitol
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1. UVOD

U Hrvatskoj se godiSnje primjeni oko 190.000 doza koncentrata eritrocita (KE), a u svijetu oko
12,5 miliona (1, 2). Primjena tako velikog broja krvnih pripravaka transfuzijsko lijecenje Cini
veca paznja. lako se transfuzija krvi primjenjuje ve¢ vise od jednog stoljeca, joS uvijek nemamo
jasno definirane indikacije za lijeCenje krvnim pripravcima. Istrazivanja pokazuju da je u vecéine
akutnih bolesnika odrzavanje hemoglobina na razini oko 70 g/l jednako siguran kao i
odrzavanje hemoglobina na vi$oj razini, 90 - 100 g/1. Stovi$e, mnogi bolesnici imaju bolji ishod
lijecenja ako su im vrijednosti hemoglobina odrzavane na nizoj razini (3). Stoga je broj
transfuzija KE u razvijenim zemljama u padu. Medutim, istrazivanja o ciljanoj vrijednosti
hemoglobina u bolesnika kroni¢no ovisnih o transfuziji KE ima malo pa se ovi bolesnici
uglavnom lijece na temelju misljenja uglednih stru¢njaka i vlastitog iskustva lije¢nika koji skrbi

za bolesnika.

Aloimunizacija na eritrocitne antigene najceSca je komplikacija transfuzijskog lijecenja (4).
Razvija se nakon transfuzija krvnih pripravaka, trudnoca ili transplantacije organa, stanica i
tkiva u okolnostima kada primatelj na eritrocitima nema antigen koji je izrazen na eritrocitima
darivatelja. Razvijena protutijela mogu uzrokovati akutnu (AHTR) ili odgodenu (DHTR)

hemolizu eritrocita ili hemoliticku bolest fetusa i novorodenceta (HBFN).

Ucestalost aloimuniziranih bolesnika u opcoj bolnickoj populaciji krece se od 1 do 3 %, a u
skupinama koje su cesto lijeene transfuzijama KE 1 do 59 %. Komplikacije uzrokovane
antieritrocitnim protutijelima danas su vodec¢i uzrok smrti povezane s transfuzijskim lijeCenjem
(5, 6). Pretpostavlja se da je stvarni broj bolesnika koji su imali klinicki posljedice
aloimunizacije ili su zbog njih umrli znatno veéi jer se simptomi ¢esto ne povezuju s

transfuzijskim lijecenjem pa se stoga reakcije niti ne prijavljuju.

U razvoju imunizacije na eritrocitne antigene vaznu ulogu igra nekoliko ¢imbenika: ¢imbenici
antigena, ¢imbenici doze KE te bioloski ¢imbenici darivatelja 1 primatelja (7). Shematski su
prikazani na Slici 1 (7). Vidi se da svaki korak u proizvodnji krvnih pripravaka, kao i1 bioloske
odlike darivatelja krvi i primatelja transfuzije, ima direktan utjecaj na razvoj imunizacije nakon

transfuzije KE.



CINITEUI DOZE
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Slika 1. Shematski prikaz modela mogucih ¢imbenika koji poti¢u imunizaciju na eritrocitne

antigene (prilagodeno prema shemi iz reference 7).

1.1. Eritrocitni antigeni

Do danas je otkriveno nekoliko stotina eritrocitnih antigena od koji je vecina prema genetskoj
povezanosti svrstana u sustave krvnih grupa (8). Raspored antigena po sustavima prikazan je u
Tablici 1. Neki antigeni unutar istog sustava krvnih grupa razlikuju se samo u jednoj
aminokiselini (npr. K 1 k), dok se drugi razlikuju u cijeloj molekuli (npr. RhD).

Jedan od ¢imbenika koji proucavanje mehanizma aloimunizacije na eritrocitne antigene ¢ini
vrlo slozenim jest velik broj razli¢itih antigena i njihova strukturna raznolikost. Prema
biokemijskoj gradi, neki su antigeni ugljikohidrati dok su drugi proteini. Protutijela na
ugljikohidratne antigene su prirodna, IgM razreda, aktiviraju sustav komplementa i reagiraju
na nizim temperaturama. Iznimku ¢ine protutijela ABO sustava koja imaju Sirok temperaturni

raspon pa reagiraju i na tjelesnoj temperaturi i zato su klinicki jako opasna. Protutijela na



proteinske antigene su imuna, IgG razreda, uglavnom slabo aktiviraju sustav komplemanta i
reagiraju na tjelesnoj temperaturi. Neki antigeni su izrazeni samo na eritrocitima dok su drugi
Siroko rasprostranjeni na tkivima covjeka pa Cak i drugim Zivotinjskim i biljnim vrstama,
virusima 1 bakterijama. Neke mutacije gena koje ih kodiraju mogu modificirati njihov izrazaj
ili se mogu pojaviti na tkivima na kojima inace nisu izrazeni. To ih ¢ini vaznima ne samo u
transfuzijskoj ve¢ i u transplantacijskoj medicini.

Gustoca antigena je isto znacajan ¢imbenik za razvoj antieritrocitnih protutijela. Genetski je
odredena i ovisi o specifi¢nosti antigena i zigotnosti osobe. U homozigota broj antigena je veci.
Opcenito, §to je veca koli¢ina antigena, rizik aloimunizacije je ve¢i. Ako je na membrani malo
antigena, rizik imunizacije je obi¢no vrlo nizak.

Eritrocitni antigeni se razlikuju u imunogeni¢nosti. Imunogeni¢nost je vjerojatnost razvoja
imunizacije u antigen negativne osobe nakon izlaganja antigenu. U transfuzijskom smislu to je
postotak primatelja transfuzije koji razviju antieritrocitno protutijelo na antigen koji ne
posjeduju. Imunogenic¢nost eritrocitnih antigena je procijenjena prema broju osoba u populaciji
koji imaju odredeno aloprotutijelo i vjerojatnosti izlaganja tom antigenu koja se temelji na
ucestalosti antigena u populaciji darivatelja. Istrazivanja pokazuju razli¢itu imunogeni¢nost
pojedinih eritrocitnih antigena, ali se opcenito moze re¢i da je D antigen najjaci imunogen,

zatim slijede K, E i c, dok je imunogeni¢nost Jk®1i S slaba.

Jos uvijek se za odredivanje eritrocitnog fenotipa najcesce koristite seroloske metode. Razvoj
molekularnih metoda omoguc¢io je uvodenje metoda DNA genotipizacije u veci broj
laboratorija $to je omogucilo predvidanje eritrocitnog fenotipa u darivatelja krvi 1 bolesnika za
znatno ve¢i broj antigena, otkrivanje antigenih varijanti te primjenu imunoloski
najpodudaranijih eritrocitnih pripravaka. Takva praksa naziva se profilakticna antigena
podudarnost (PAM - engl. prophilactic antigen match), a u primatelja transfuzije smanjuje rizik

imunizacije.



Tablica 1. Sustavi krvnih grupa (prilagodeno prema tablici iz reference 8)

Broj | Naziv sustava | Simbol Ime gena* Kromosomi | CD Broj
sustava lokacija broj antigen
au
sustavu
001 ABO ABO ABO 9q34.2 4
002 MNS MNS GYPA, 4q31.21 CD235a 46
GYPB, CD235b
(GYPE)

003 P1PK P1PK A4GALT 22q13.2 CD77 3
004 Rh RH RHD, RHCE | 1p36.11 CD240 54
005 Lutheran LU LU 19q13.32 CD239 20
006 Kell KEL KEL 7q34 CD238 35
007 Lewis LE FUT3 19p13.3 6
008 Duffy FY DARC 1g23.2 | CD234 5
009 Kidd JK SLCI14A1 18q12.3 3
010 Diego DI SLC4A41 17g21.31 | CD233 22
011 Yt YT ACHE 7q22.1 2
012 Xg XG XG, MIC2 Xp22.33 | CD99 2
013 Scianna SC ERMAP 1p34.2 7
014 | Dombrock DO ART4 12p12.3 | CD297 8
015 Colton CO AQPI Tpl4.3 4
016 Landsteiner- LW 1CAM4 19p13.2 CD242 3

Wiener
017 Chido/Rodgers | CH/RG C44, C4B 6p21.3 9
018 H H FUTI 19q13.33 | CD173 1
019 Kx XK XK Xp2l1.1 1
020 Gerbich GE GYPC 2q14.3 CD236 11
021 Cromer CROM CD55 1932.2 CD55 18
022 Knops KN CRI 1932.2 CD35 19
023 Indian IN CD44 11p13 CD44 4
024 Ok OK BSG 19p13.3 CD147 3
025 Raph RAPH CDI151 11p15.5 CDI151 1
026 John Milton JMH SEMA7A 15q24.1 CD108 6

Hagen
027 | I GCNT?2 6p24.2 1
028 Globoside GLOB B3GALT3 3q26.1 1
029 Gill GIL AQP3 9pl13.3 1
030 Rh-associated | RHAG RHAG 6p21-qter CD241 4

glycoprotein
031 FORS FORS GBGT1I 9q34.13 1
032 JR JR ABCG2 4q22 | CD338 1
033 LAN LAN ABCB6 2q36 1
034 VEL VEL SMIM1 1p36.32 1
035 CD59 CD59 CD59 11p13 | CD59 1
036 Augustine AUG SLC29A1 6p21.1 4
037 KANNO KANNO | PRNP 20p13 | CD230 1
038 Sid SID B4GALNT2 | 17g21.32 1




1.2. Cimbenici eritrocitnog pripravka

Veliki je broj ¢imbenika koji utjeCu, iako za to postoje ogranieni dokazi, na imunogeni¢nost
eritrocitnih pripravka. To su nain uzimanja krvi, metode prerade i dodatne modifikacije i
skladistenje. Za proizvodnju KE najcesée se uzima puna krv, ali u nekim zemaljama se veliki
broj doza KE prikuplja i aferezom. Razlika u koli¢ini i broju stanica i plazme mogla bi imati
utjecaj na promjene tijekom cuvanja KE koje bi mogle modificirati imunosni odgovor
primatelja.

U vrecici za uzimanje krvi nalazi se antikoagulantna otopina, a nakon obrade se dodaju hranjive
otopine za oCuvanje funkcije eritrocita. Te otopine su razli¢itog kemijskog sastava, a njihov
utjecaj na imunosni sustav primatelja nije istrazen. Eritrociti se najceS¢e izdvajaju
diferencijalnim centrifugiranjem iz pune krvi. Metode izdvajanja mogu biti razli¢ite (ru¢na vs
automatska; BC vs PRP metoda). Ovisno o metodi proizvodnje, u KE nalazit ¢e se odredena
koli¢ina plazme, trombocita i leukocita. Filtracijom se uklanja vecina leukocita koji su
odgovorni za febrilne nehemoliticke transfuzijske reakcije, za imunizaciju na HLA antigene i
prijenos nekih zaraznih bolesti. Istrazivanja su pokazala da uklanjanje leukocita iz eritrocitnih
pripravaka smanjuje i imunoloski odgovor primatelja na podrazaj eritrocitnim antigenima (9).
Ipak, filtrirani pripravci, osim dostatne koli¢ine leukocita i trombocita, sadrze i raspadne tvari
iz stanica, dijelove njihove membrane, protuupalne citokine i mikrocCestice, ali postoji i
mogucnost oSte¢enja membrane eritrocita tijekom prolaska kroz filter. Sve to moze modificirati
imunosni odgovor primatelja na transfundirane eritrocitne antigene. Nadalje, vrsta filtera 1
vrijeme filtracije utje¢e na broj leukocita, koli¢inu citokina i mikrovezikula u eritrocitnom
pripravku. Istrazivanja su pokazala da doze koje su obradene s odgodom od jednog dana imaju
vece oneciS¢enje ovim tvarima (10, 11).

Vec¢ se duze vrijeme nastoji razjasniti utjece li duzina ¢uvanja eritrocitnih pripravka na ishod
lijecenja. Ta istrazivanja su uglavnom usmjerena na utjecaj starosti doza na smrtnost 1 duzi
boravak u jedinicama intenzivnog lijecenja ili bolnici. Nekoliko istrazivanja promatralo je
utjecaj starosti pripravaka na razvoj imunizacija na eritrocitne antigene (12, 13). Samo je jedna
studija nasla povezanost vece ucestalosti aloimunizacija u slucaju primjene starijih doza

eritrocita.



1.3. Cimbenici darivatelja

Jedan od ¢imbenika za razvoj aloimunizacije je razli¢itost u etnickim skupinama darivatelja i
primatelja. Poznato je da je zastupljenost nekih antigena vec¢a u pojedinim etnickim skupinama
pa je razumljivo da je rizik nepodudarnosti darivatelja i primatelja veéa Sto povecava
mogucénost za razvoj protutijela.

U postupku pregleda darivatelja vazno je prepoznati znakove upale i u sluc¢ajevima kada ona ne
uzrokuje ozbiljne klinicke simptome. Ti darivatelji mogu imati poviSenu razinu protuupalnih
citokina koji nakon transfuzije mogu potaknuti imunoloski odgovor primatelja, a §to moze

pogodovati razvoju imunizacije (7).

1.4. Cimbenici primatelja

Sam kontakt s eritrocitnim antigenima koje osoba ne posjeduje nije dovoljan za razvoj
aloimunizacije. Na temelju malog broja istrazivanja pretpostavlja se da je vec¢ina klinicki
znacCajnih antigena ovisna o T stanicama. Antigene velike raznolikosti 1 smjeStaja na velikim
molekulama, kao §to je RhD antigen, teorijski, HLA sustav, svakog RhD negativnog primatelja
transfuzije moZze prezentirati na antigen prezentiraju¢im stanicama, dok manji antigeni kao §to
su K 1 Fy* imaju manju priliku biti prezentirani pa je ucestalost imunizacije na te antigene
manja. Danas se takoder zna da neki HLA antigeni, kao Sto je HLA-DRB1*15, predodreduju
razvoj veceg broja protutijela u primatelja. Osim razlika u HLA sustavu, razlike postoje i u
primateljevim regulacijskim genima. Polimorfizam TRIM 21 (Ro52) i CD81 gena usmjerava
imunoloski odgovor. Tako je provedeno nekoliko istrazivanja, do danas nije utvrdeno u ¢emu je
razlika izmedu osoba koje su razvile protutijela i onih koje nisu.

Iako su za razvoj imunizacije genetski odredene mogucnosti vazne, istrazivanja su pokazala da
znacajan utjecaj ima i signal opasnosti (prema engl. danger signal). Signale opasnosti mogu u
organizam unijeti agonisti TLR koji u osobe koja ne odgovara na podrazaj eritrocitnim
antigenima dovode do razvoja protutijela ili pojacavaju odgovor na antigeni podrazaj. Poznato
je da se u prisutnosti signala opasnosti u formi agonista TLR povecava aktivnost dendritickih
stanica primatelja te se pojacavaju kostimulirajuéi signali na antigen prezentiraju¢im stanicama
(13).

Istrazivanja pokazuju da bolesnici koji boluju od bolesti srpastih stanica, ako su transfundirani
u akutnoj fazi bolesti, ¢eS¢e razviju protutijela u odnosu na bolesnike koji su transfundirani u

vrijeme stabilne faze (14). Da akutni upalni procesi u vrijeme transfuzije poti¢u razvoj
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protutijela potvrdila su i istrazivanja u bolesnika s upalnim bolestima crijeva, sepsi i kroni¢nim
autoimunim bolestima (15). Bolesnici koji primaju imunosupresivne lijekove rjede razvijaju
protutijela.

Najvecu ucestalost imunizacija imaju bolesnici koji boluju od bolesti srpastih stanica i
talasemije (15, 16, 17). U ovih bolesnika najvazniji ¢imbenik za razvoj imunizacije je antigena
nepodudarnost izmedu darivatelja i primatelja, ali znacajnu ulogu imaju i vaskularne
nepravilnosti, upala i poremecena imunost. Ovi bolesnici mogu razviti anti-HLA protutijela
iako su lijeceni filtriranim pripravcima.

Jedna doza koncentrata eritrocita moze sadrzavati mnogo stranih antigena za primatelja
transfuzije, zato je najbolji pristup za sprje€avanje imunizacije primjena doza eritrocita koje su
identi¢ne u Sto ve¢em broju antigena koji poticu stvaranje klinicki znacajnih protutijela. U oko
30 % bolesnika koli¢ina protutijela ve¢ godinu dana nakon imunizacije padne ispod praga
osjetljivosti danas poznatih metoda testiranja. U slucaju ponovnog izlaganja tom antigenu,
uslijediti ¢e brz imunosni anamnesticki odgovor i hemoliticka reakcija ili, znatno rjede,
imunotolerancija.

Iako nisu dokazana protutijela u seroloskim ispitivanjima, poznato je da neke bakterije (npr.
Haemophilus influenza s KEL, Yesinia pestis s Fy) koje dijele epitope s eritrocitnim antigenima

poticu specifi¢nu aktivnost T stanica.

1.5. Aloimunizacija u hematoloskih bolesnika

Bolesnici s hematoloskim bolestima ¢esto trebaju transfuzijsko lijeCenje. Oni su najcesce
transfundirana skupina bolesnika pa ne ¢udi da su istrazivanja pokazala da su i najceSce
imunizirani na eritrocitne antigene. Ucestalost imunizacija prema skupinama bolesnika
prikazana je u Tablici 2 (18).

Prije transfuzije radi se prijetransfuzijsko ispitivanje koje ukljucuje i testove otkrivanja
antieritrocitnih protutijela. U slucaju pozitivnhog rezultata radi se njihova identifikacija.
Postupci identifikacije protutijela mogu biti slozeni, Sto moze odgoditi transfuzijsko lijeCenje

na nekoliko dana do zavrSetka testiranja i pronalazenja doza KE koje ne nose odredeni antigen.

Mijelodisplasti¢ni sindrom, akutna mijeloi¢na leukemija i aplasticna anemija
Istrazivanja pokazuju da je stopa imunizacije bolesnika s mijelodisplati¢nim sindromom (MDS)
1/ili mijelodisplasticnim/mijeloproliferativnim neoplazmama 15-59 %. Stopa imunizacije

bolesnika s akutnom mijeloi¢nom leukemijom (AML) je 3-16 % dok je onih s aplastiénom
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anemijom (AA) 11-14 %. U ovih bolesnika aloimunizacija na eritrocitne antigene moze
komplicirati lijecenje transplantacijom krvotvornih mati¢nih stanica. Stoga je u nekim centrima
u transfuzijskom lijeCenju bolesnika s mijeloidnim bolestima i AA uveden PAM program koji
osigurava primjenu doze krvi identi¢nih ne samo u ABO i RhD antigenima nego i u antigenima
koji najcesce poticu stvaranje klinicki znacajnih protutijela, a to su antigeni tzv. Rh fenotipa (C,
¢, E, e) i K antigena iz Kell sustava krvnih grupa. Takav pristup pokazao se ucinkovit u

bolesnika s MDS-om (19, 20, 21, 22, 23).

Tablica 2. Ucestalost aloimunizacija prema skupinama bolesnika (prilagodeno prema tablici iz

reference 18)

Skupina bolesnika Ucdestalost aloimunizacija (%)
Opéa bolnicka populacija (odrasli)

Retrospektivna analiza 1-3
Prospektivna analiza 8-10
Hemoglobinopatije

Bolest srpastih stanica 19 -43
Talasemija major 5-45
Upalne bolesti

Autoimune bolesti, opc¢enito 16
Autoimune bolesti crijeva 8-9
Bolesti limfoidne loze

Akutna limhatic¢ka leukemija <1
Hodgkinov limfom <1
Ne-Hodgkinov limfom 2-3
Bolesti mijeloidne loze

Akutna mijeloidna leukemija 3-16
Mijelodisplasti¢ni sindrom (ukljucujuci
mijelodisplasticne/mijeloproliferativne bolesti) 15-99
Solidni tumori (nehematoloski) 1-10
Transplantacija

Krvotvorne matic¢ne stanice 1-4
Transplantacija jetre 4-23
Ostale transplantacije 1-10




Akutna limfaticka leukemija, Hodgkinov limfom i ne-Hodginov limfom

Istrazivanja su pokazala da je ucestalost aloimunizacija u bolesnika sa zrelim i nezrelim
limfoidnim neoplazijama niska. Krece se u rasponu od 0 % u bolesnika s akutnim limfaticnim
leukemijama 1 Hodgkinovim limfomom do 2 — 3 % u bolesnika s ne-Hodgkinovim limfomom
1 bolestima plazma stanica. Pretpostavlja se da je uzrok niske stope aloimunizacija u ovoj
skupini bolesnika posljedica specifi¢nih kemoterapijskih protokola i/ili oSte¢enja imunosnog

sustava povezano s osnovnom bolesti (24).

Transplantacija mati¢nih stanica

Stopa novo razvijenih protutijela nakon transplantacije mati¢nih stanica je niska, iako su
bolesnici u peritransplantacijskom razdoblju ovisni o transfuzijskom lijecenju. Jedna studija je
pokazala nesSto vecu ucestalost aloimunizacija u bolesnika lijeCenih ABO nepodudarnim

mati¢nim stanicama (25).

Solidni tumori i opéa bolnic¢ka populacija

Iako su bolesnici sa solidnim tumorima Cesto transfundirani, malo je podataka o ucestalosti
aloimunizacija u toj skupini bolesnika. U dva velika istrazivanja dobiveni su opre¢ni rezultati,
<1 % vs 8 — 10 %. Povezanost s uzrocima koji bi mogli biti znacajni u razvoju imunizacije u
ovoj skupini bolesnika nisu nadeni. Medutim, jedna studija je identificirala prethodno lijecenje

solidnih tumora kao rizi¢an ¢imbenik za razvoj imunizacije (7).

Hemoglobinopatije

Transfuzijsko lijeCenje bolesnika s boles¢u srpastih stanica (SCD prema engl. sicle cell disease)
je nezaobilazno. Jedan od znacajnih rizika transfuzijskog lije¢enja ovih bolesnika je razvoj
aloimunizacije koja se javlja u 19 — 43 % bolesnika. Novija istrazivanja pokazuju da je stopa
imunizacije manja u bolesnika koji se lijeCe izmjenom eritrocita u odnosu na one koji primaju
eritrocitne pripravke samo u svrhu lijeCenja anemije. Najces¢e dokazana protutijela su Rh, K i
JK® specifi¢nosti. Aloimunizirani SCD bolesnici ¢esto imaju i autoprotutijela.

Antieritrocitna protutijela u SCD bolesnika povezana su s dodatnim komplikacijama: akutne
(AHTR) 1 odgodene hemoliticke reakcije (DHTR), bystander hemolize, a u zena 1 HBFN.
Simptomi DHTR 1 bystander hemolize javljaju se 5 do 14 dana nakon transfuzije. Razgradnja

transfundiranih eritrocita i bolesnikovih eritrocita uzrokuju tesku anemiju, a opisani su i smrtni



ishodi. Istrazivanja pokazuju da se ¢ak 48 % ovih komplikacija ne prepoznaje. Reakcije
hiperhemolize javljaju se ¢eS¢e u aloimuniziranih bolesnika, iako se u jednom broju bolesnika
ne mogu dokazati antieritrocitna protutijela. Kad god je moguce, u akutnoj fazi hemolize,
transfuziju eritrocita treba izbjeci. Preporuca se primjena kortikosteroida 1/ili intravenskih
gamaglobulina. Rituximab je koristan u profilaksi ponovnog javljanja bystander hemolize.

I bolesnici s teskim oblikom talasemije su kroni¢no ovisni o transfuzijama. Transfuzijsko
lije¢enje zapocinje rano u djetinjstvu, tako da bolesnici imaju rizik razvoja hemokromatoze,
poslijetransfuzijskih infekcija 1 aloimunizacija. Ucestalost aloimunizacija krece se od 5-45%.
Ona ovisi o genetskim razlikama izmedu darivatelja i primatelja, metodama proizvodnje krvnih
pripravaka te opsegu prijetransfuzijskog ispitivanja i intenzitetu transfuzijskog lijecenja

bolesnika (16, 17, 18).

1.6. Mijelodisplasti¢ni sindrom

Mijelodisplasti¢ni sindrom heterogena je grupa klonskih bolesti mati¢ne hematopoetske stanice
karakteriziranih neucinkovitom hematopoezom koja se morfoloski ocituje displazijom,
citopenijom u perifernoj krvi te pove¢anim rizikom od transformacije bolesti u AML (26).
Najcesce je uzrok nastanka MDS-a nepoznat, a u oko 10 % bolesnika moze se povezati s
ranijjom izloZenosti citostatskom lijeCenju, radioterapiji ili transplantaciji hematopoetskih
maticnih stanica i solidnih organa (27). Sindrom se najces¢e pojavljuje nakon 50-e¢ godine
zivota uz porast incidencije u sljede¢im desetlje¢ima Zivota. U mladih osoba poremecaj se
opaza nakon zracCenja, primjene citostatika (alkiliraju¢ih tvari), izlaganja benzenu, ali 1 bez

poznatih uzroka. Pretpostavlja se da RNA virusi mogu biti uzro¢nici MDS-a (27).

Prema podjeli Svjetske zdravstvene organizacije (SZO), najmanje 10 % stanica barem jedne
mijeloidne loze mora pokazivati znakove displazije. Ako nisu zadovoljeni morfoloski
dijagnosticki kriteriji, dijagnoza se moze postaviti u sluc¢aju postojanja specificnih klonalnih
kromosomskih promjena i tada se govori o privremenoj dijagnozi. Razlog je u tome $to neke
od kromosomskih promjena nisu samo specificnost MDS-a, a neke se pojavljuju tijekom
fizioloSkog procesa starenja (npr. gubitak Y-kromosoma). U MDS-u postoje i promjene
imunofenotipa (aberantni imunofenotip). Ako se utvrde tri ili viSe takvih promjena na jednoj ili

viSe mijeloidnih loza, nalaz upucuje na MDS. Za bolesnike koji nemaju kriterije dijagnoze
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predlaze se naziv neodredena idiopatska citopenija. Ti se bolesnici moraju redovito i striktno

pratiti zbog moguceg razvoja MDS-a (26).

Klasifikacija MDS-a SZO-a u obzir uzima klinicke, citomorfoloSke, -citogenetske,
imunofenotipske i1 bioloske kriterije, odnosno MDS se kategorizira prema postotku blasta u
koStanoj srzi i perifernoj krvi, broju displasticnih krvnih loza te postojanju prstenastih
sideroblasta.

Klasifikacija MDS-a prema SZO prikazana je u Tablici 3.

Zbog izuzetno heterogenoga prirodnog tijeka bolesti, odluka o nacinu lijecenja, kao i o vremenu
njegova pocetka Cesto je izazov. Odredeni broj bolesnika s MDS-om moze se godinama samo
klini¢ki pratiti, uz ocekivano prezivljenje koje se nece bitno razlikovati od prezivljenja opce
populacije iste dobi. S druge strane, dio bolesnika treba $to raniji poCetak aktivnog i agresivnog

lije¢enja, ukljucujudi i transplantaciju alogeni¢nih mati¢nih stanica (27).

Simptomi bolesti su slabost, umor, sklonost krvarenjima i infekcijama, pokazatelji
karakteristi¢ni za pancitopeniju. Klinicka slika ovisi o tipu bolesti. Refraktorna citopenija s
displazijom jedne loze i refraktorna anemija s prstenastim sideroblastima (RARS) ne pokazuju
ozbiljnije klinicke promjene. Ostali tipovi anemija, uz pocetne znakove slabosti funkcije
hematopoeze 1 potrebe potpornog lijeCenja, pokazuju progresiju u akutnu leukemiju, sa

simptomima i znakovima koji se opisuju pri akutnim leukemijama (26).

Dijagnosticki postupak treba zapoceti neinvazivnim procedurama radi iskljucivanja drugih
uzroka citopenije, u prvom redu detaljnom anamnezom s klinickim pregledom te krvnom
slikom, osnovnim biokemijskim pretragama i citoloSkom analizom perifernoga krvnog
razmaza. Kod sumnje na MDS anamneza mora biti detaljna s posebnim osvrtom na prijasnje
bolesti 1 lije¢enje, kao i podatke o izloZenosti toksi¢nim tvarima i ionizirajuéem zracenju.
Klini¢ki pregled takoder mora biti detaljan i treba obuhvatiti sve organske sustave, uz dodatne
testove ovisno o dobi i komorbiditetu (27).

Dijagnoza MDS-a se temelji na citomorfoloSkoj analizi stanica periferne krvi i koStane srzi te

citogenetskoj analizi stanica koStane srzi.
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Tablica 3. SZO klasifikacija mijelodisplasti¢nih sindroma iz 2008. (prilagodeno prema tablici

iz reference 27)

(RCUD)

o<1 % blasta

Podtip MDS-a Karakteristike periferne | Karakteristike koStane srzi
krvi

Refraktorna citopenija s e Unicitopenija ili e Unilinijska displazija:

unilinijskom displazijom bicitopenija > 10 % stanica u jednoj

mijeloidnoj lozi

e <5 % blasta

e <15 % prstenastih
sideroblasta

multilinijskom displazijom
(RCMD)

o<1 9% blasta
eBez Auerovih Stapica
e< 1 x 10° /L monocita

Refraktorna anemija s e Anemija ® > 15 % prstenastih
prstenastim sideroblastima sideroblasta Samo eritroidna
(RARS) displazija

e <5 % blasta
Refraktorna citopenija s | eCitopenija/je e Displazija na > 10 % stanica u

> dvije mijeloidne loze
e <5 % blasta
e Bez Auerovih Stapic¢a
e + 15 % prstenastih

viskom blasta (RAEB-2)

5 —19 % blasta
e Auerovi Stapi¢i +
e< 1 x 10° /L monocita

sideroblasta
Refraktorna anemija | eCitopenija/je e Unilinijska ili multilinijska
(RAEB-1) < 5 % blasta displazija
eBez Auerovih Stapica ® 5-9 % blasta
< 1 x 10°/L monocita e Bez Auerovih Stapi¢a
Refraktorna  anemija s | eCitopenija/je e Unilinijska ili multilinijska

displazija
e 10— 19 % blasta
e Auerovi Stapici &

MDS s izoliranom del(5q)
(MDS-del(5q))

e Anemija

eNormalan ili
broj trombocita

o<1 % blasta

povecan

e Normalan do povecan broj
megakariocita S
hipolobuliranim jezgrama

e <5 % blasta

e Izolirana del(5q)

e Bez Auerovih Stapica

Neklasificirani
mijelodisplasti¢ni sindrom
(MDS-U)

e Citopenija/je
o<1 % blasta

¢ Displazija na < 10 % stanica u
jednoj ili viSe mijeloidnih loza
uz prisutnost citogenetskih
abnormalnosti koje se
povezuju s MDS-om

e <5 % blasta

Refraktorna citopenija
djec¢je dobi (RCC)

o< 2 % blasta

e U 75 % sluCajeva izrazena
hipocelularnost kostane srzi

e Prisutnost displasti¢nih
promjena

o <5 9% blasta

12




Pri odredivanju podtipa MDS-a nuzno je odrediti koje su stani¢ne linije zahvacene displazijom.
Klini¢ki citolog mora dati detaljan i sveobuhvatan morfoloski nalaz ukljucujuéi tip i stupanj
displazije hematopoetskih loza (eritropoeze, granulopoeze, trombopoeze), postotak nezrelih
stanica u perifernoj krvi 1 aspiratu koStane srzi te postotak patoloskih, prstenastih (engl. ring)

sideroblasta prema kriterijima SZO (27).

Kod svih bolesnika s MDS-om potrebno je napraviti citogenetsku analizu koStane srzi (27).
Najces¢e kromosomske abnormalnosti MDS-a jesu delecija 5q, monosomija ili delecija 7q,
trisomija +8, delecija 20q i gubitak Y-kromosoma (27).

Kromosomske promjene nalazimo u 40 — 70 % bolesnika s mijelodisplazijom. Neke od njih

upucuju na MDS 1 u slu¢ajevima kada nema tipi¢nih morfoloskih znakova za displaziju (26).

S obzirom na velike razlike u prirodnom tijeku, odnosno u riziku od progresije u AML i u
ocekivanom prezivljenju, preporuke o nacinu lijeCenja MDS-a temelje se na njegovoj podjeli
prema stupnju rizika, uz uzimanje u obzir dobi i komorbiditeta bolesnika (27).

Radna skupina za mijelodisplasti¢ni sindrom Hrvatske kooperativne grupe za hematoloSke
bolesti (KROHEM), Referalni centar Ministarstva zdravlja Republike Hrvatske za dijagnostiku
1 lijeCenje mijelodisplasticnog sindroma te Hrvatsko hematolosko drustvo Hrvatskoga
lije¢ni¢kog zbora izradili su hrvatske smjernice za dijagnozu i lijeCenje MDS-a (27).

Svrha lijecenja jest kontrola simptoma citopenije, poboljSanje kvalitete Zivota i prezivljenja te
sprecavanje progresije bolesti u akutnu mijeloi¢nu leukemiju. Planiranje i izbor terapije ovisi o
trima uvjetima: dobi bolesnika, psihofizickom statusu i prognosticko bodovnom sustavu za
mijelodisplazije (R-IPSS-engl. Revised International Prognosis Scoring System) koji odreduje

kategorije rizika (26).

Terapija MDS-a uvelike ovisi o prognozi i temelji se na R-IPSS bodovnom zbroju (26), a sastoji
se od tri pristupa: potporne terapije koja ukljucuje lijeCenje transfuzijama eritrocita i trombocita,
primjena imunosupresivne terapije 1 agresivna terapija (kemoterapija) s alogenom

transplantacijom (26).
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Tablica 4. Revidirani internacionalni prognosticki sustav bodovanja - IPSS (prilagodeno prema

tablici iz reference 26)

Bodovi
Parametar
0 0,5 1,0 1,5 2,0 3,0 4,0
Blasti u kostanoj st%i (%) | <2 ~ <2 g" 5-10 | >10
_y Vrlo . . Vrlo
Kariotip dobar Dobar Srednji | Lo$ log
Hemoglobing/L > 100 80-100 | <80
Trombociti x 10°/L >100 | 50-100 <50
Apsolutni broj
granulocitax 10°/L 2038 <038

Definicija kariotipa:
Vrlo dobar:Y, delecija (11q)

Dobar: Normalan, delecija (5q), delecija (12p), delecija (20q), delecija (5q)

Srednji: delecija (7q), +8, +19, i(17q), bilo koji pojedinacni ili dvostruki nezavisni klon
Los: =7, inv(3)/t(3q)/del(3q), doubleincluding —7/del(7q), kompleksne promjene do 3
Vrlo los: kompleksne promjene (> 3 promjene)

Rizik IPSS bodovni zbroj* Prezivljenje (godine)
Vrlo mali <15 ~9

Mali 1.5-3.0 ~5

Srednji 3.0-45 ~3

Veliki 45-6.0 ~1.6

Vrlo veliki >6.0 ~0.8

*Bodovanje od 0 do 4 odreduje se za svaki od pet navedenih parametara u gornjem dijelu tablice. Dobivene se
vrijednosti zbroje, Sto onda oznacuje IPSS bodovni zbroj koji odreduje rizicnu skupinu.

1.7. Transfuzijsko lijeCenje anemije bolesnika s mijelodisplasticnim sindromom

U 87 % slucajeva MDS-a bolesnici imaju izrazenu anemiju ve¢ kod dijagnoze. Anemija
pogorsava simptome drugih bolesti koje su ¢este u MDS bolesnika s obzirom na to da se radi o
bolesnicima starije Zivotne dobi (> 65 godina). U 63 % slu€ajeva razina hemoglobina je < 100
g/1, 29 % ih je ovisno o transfuzijama ve¢ kod dijagnoze, a tijekom bolesti njih 70 % postane
ovisno o transfuzijama (28). Prosjecno trogodi$nje prezivljenje bolesnika s MDS-om nakon
postavljanja dijagnoze je 35 %. Bolesnici s MDS-om niskog rizika mogu prezivjeti godinama
nakon postavljanja dijagnoze.

Uvodenjem novih, u¢inkovitijih terapija o¢ekuje se i duze prezivljenje pa ¢e lijeCenje anemije

postati jo§ vaznije. IstraZivanja su pokazala da kroni¢na anemija lijeCena transfuzijama
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eritrocita povecava pobol ovih bolesnika povezan s emocionalnim stresom, povecava rizik
infekcije, aloimunizacija, preopterecenja Zeljezom, ima negativan ucinak na raniju pojavu
AML-a i ukupno prezivljenje. Zbog toga bi prvi izbor lijeCenja anemije trebali biti eritropoetin
1 lijekovi koji modificiraju tijek bolesti kao §to su lenalidomid, azacytidin ili antitimocitni
globulin.

Ovisnost o transfuzijama ne samo da utjee na ishod bolesti ve¢ negativno utjece na Zivot
bolesnika 1 njegove obitelji (narusena psiho-fizicka stabilnost, ¢esti odlasci u bolnicu, gubitak
vremena na putovanja, novc¢ani izdatci povezani s dugotrajnim lijeCenjem) (29, 30). Dva su
glavna izazova u transfuzijskom lije¢enju bolesnika s MDS-om:

- odrzavanje zadovoljavajuée razine hemoglobina u odnosu na kvalitetu Zivota,

- sprjeCavanje komplikacija transfuzijskog lijeCenja.

Doza koncentrata eritrocita unosi 250 mg Zeljeza u organizam koje nije moguce izluciti
fizioloSkim mehanizmima. Rizik preopterecenja zeljezom javlja se ve¢ nakon 10-e transfuzije
(20 doza koncentrata eritrocita). Simptomi ne moraju biti odmah izraZzeni. Nakon nekog
vremena javit ¢e se trajno oStecenje srca, jetre, Stitnjace 1 spolnih zlijezda. Danas je poznato da
preopterecenje Zeljezom u bolesnika s MDS-om ima negativan u¢inak na prezivljenje i ishod
transplantacije mati¢nih stanica. Preporuca se lijecenje kelatorom Zeljeza nakon transfuzije 25
doza koncentrata eritrocita 1 vrijednosti feritina iznad 1.000 pg/l ili ranije ako se planira

lije¢enje transplantacijom mati¢nih stanica (31, 32).

Opc¢enito, bolesnici s MDS-om, bez obzira na druge vidove lijjeCenja, su intermitentno ili trajno
ovisni o transfuzijskom lijeCenju. S obzirom na negativne ucinke transfuzija na ishod lijecenja
ovih bolesnika, jedan od vaznih zadataka u razvoju metoda lijeCenja MDS-a je pronalazenje

mogucénosti lijeCenja anemije bez primjene krvnih pripravaka.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istrazivanja su:

- ispitati uCestalost antieritrocitnih protutijela u transfundiranoj skupini bolesnika s
MDS-om,

- istraziti specificnost antieritrocitnih protutijela i njihov udio u imuniziranoj skupini
bolesnika,

- 1ispitati postoje li razlike u intenzitetu transfunzijskog lijeCenja u bolesnika koji su
razvili protutijela u odnosu na one koji nisu imunizirani,

- ispitati javljaju li se autoprotutijela ceS¢e u skupini aloimuniziranih bolesnika u odnosu

na skupinu koja nije razvila aloprotutijela.
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3. ISPITANICII METODE

3.1. Ustroj studije i ispitanici

Ovo je presjecna studija s povijesnim podatcima. Ispitanici su bolesnici s MDS-om lije¢eni u
Klinickom bolnickom centru Zagreb (KBC Zagreb) u razdoblju od 2010. do 2019. godine.
Dijagnoza MDS-a postavljena je prema klasifikaciji SZO-a (26). Ukljuceni su odrasli bolesnici
s MDS-om koji su tijekom promatranog razdoblja primili barem jednu transfuziju KE.
Pretrazivanjem informaticke baze podataka transfuzijske sluzbe identificirano je 112 takvih
bolesnika.

Klini¢ki podatci prikupljeni su iz bolnickog informacijskog sustava. Bolesnici su praceni do
zadnjeg dostupnog nalaza testova pretrazivanja antieritrocitnih protutijela. Ako su bolesnici
lijeceni transplantacijom mati¢nih stanica u promatranom razdoblju, iz pracenja su bili
isklju€eni s datumom hospitalizacije u kojoj je planirana transplantacija. Drugih kriterija za
iskljuenje nema. Od 112 bolesnika 9 je imalo antieritrocitno aloprotutijelo kod ukljucivanja u
istrazivanje.

Za transfudirane bolesnike s MDS-om prikupljeni su sljede¢i podatci: dob, spol, prethodna
lijecenja vaZzna za razvoj MDS-a, vrsta MDS-a, vrsta lije€enja MDS-a, ishod lijecenja, datum 1
broj testova pretrazivanja na antieritrocitna protutijela, datum i broj odredivanja direktnog
antiglobulinskog testa (DAT) 1 rezultate ispitivanja u slu€ajevima kada je bio pozitivan, datum
pojave antieritrocitnog protutijela, broj i specifi¢nost protutijela, broj transfundiranih doza i

ucestalost transfuzijskog lijecenja.

3.2. Imunohematolosko ispitivanje

Testovi otkrivanja antieritrocitnih protutijela radeni su s dvostani¢nim test panelom u
indirektnom antiglobulinskom testu metodom u mikrokarticama. U promatranom razdoblju
koriStene su mikrokartice dva proizvodaca (Ortho Clinical Diagnostics 1 DiaMed-BioRad
Laboratories). Testovi otkrivanja antieritocitnih protutijela radeni su kod odredivanja krvne
grupe, a kod prijetransfuzijskog ispitivanja ponavljani su svaka 72 sata. Ako je test otkrivanja
antieritrocitnih protutijela bio pozitivan, napravljena je identifikacija protutijela (Resolve Panel
A+B, Ortho-Clinical Diagnostics; ID-DiaPanel + DiaPanel-P, DiaMed-BioRad Laboratories;

Identisera Diana, Grifols).
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Direktni antiglobulinski test raden je na zahtjev lije¢nika koji skrbi za bolesnika i u sklopu
ispitivanja antieritrocitnih protutijela. Ako je bio pozitivan, odredena je vrsta globulina vezana
na eritrocite (DC-Screening II, DiaMed-BioRad Laboratories). Ako su dokazani
imunoglobulini, napravljena je elucija 1 identifikacija protutijela u eluatu.

Neimunizirani bolesnici bili su lije¢eni KE podudarnim u ABO i RhD antigenima. Ako je
bolesnik razvio antieritrocitna protutijela, od dana identifikacije antieritrocitnog protutijela,
odnosno obrade pozitivnog DAT-a, ukljucen je u PAM program koji standardno ukljucuje

antigene Rh fenotipa i K antigen.

3.3. Transfuzijsko lijeCenje

Transfuzijsko lije¢enje propisao je lijecnik koji skrbi za bolesnika na temelju klini¢ke procjene
bolesnika i vrijednosti hemoglobina.

Krv iz koje su proizvedeni koncentrati eritrocita bila je uzeta u CPD antikoagulantnu otopinu.
Primijenjeni koncentrati eritrocita bili su konzervirani u hranjivoj otopini (SAGM), a leukociti
su bili uklonjeni filtracijom. Proizvoda¢ koncentrata eritrocita bio je Hrvatski zavod za
transfuzijsku medicinu. U KBC-u Zagreb koncentrati eritrocita ozraceni su dozom od 25 Gy
neposredno prije primjene.

Za analizu povezanosti transfuzije KE 1 imunizacije bolesnici su podijeljeni u Cetiri skupine:

1. neimunizirani; 2. bolesnici s aloprotutijelima; 3 bolesnici s autoprotutijelima; 4. bolesnici s

alo 1 auto protutijelima.

3.4. Statisticke metode

Rezultati analize prikupljenih podataka prezentirani su u tablicama 1 grafikonima. Svi
prikupljeni numericki podatci su prikazani medijanom i interkvartilnim rasponom, dok su
kategorijski podatci prikazani apsolutnim i relativnim frekvencijama.

Za analizu numerickih podataka, nakon ispitivanja normalnosti Shapiro-Wilk testom, koriSteni
su neparametrijski Mann-Whitney U test za dvije skupine te Kruskal-Wallis test za vise skupina
bolesnika, dok su za usporedbu kategorijskih podataka koriSteni Hi-Kvadrat test te Fisherov
egzaktni test.

Statisticka analiza ucinjena je programskim sustavom MedCalc (inacica 19.4.1, MedCalc

Software Ltd), uz odabranu razinu znacajnosti od o = 0,05. Sve P vrijednosti su dvostrane.
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4. REZULTATI

U istrazivanju je sudjelovalo ukupno 112 hematoloskih bolesnika. Obiljezja bolesnika
prikazana su u Tablici 5. Znacajno vise je bilo bolesnika muskog spola, njih 78 (69,6 %) u

odnosu na 34 (30,4 %) bolesnika zenskog spola (Hi-Kvadrat test, P = 0,003).

Tablica 5. Obiljezja transfundiranih bolesnika s mijelodisplasticnim sindromom (N112)

Dob, medijan (raspon) 68 (21-93)

Spol, muskarci/zene 78 /34

Vrsta MDS-a prema WHO N %
RA 9 8
RARS 12 11
RCDM 0 0
RAEB 40 36
Izolirana delecija 5q 4 4
Neklasificirani 47 42
Vrijeme pracenja bolesnika od postavljanja dijagnoze

< 6 mjeseci 38 34
6 do 12 mjeseci 20 18
12 - 24 mjeseca 16 14
24 - 48 mjeseci 16 14
48 - 60 mjeseci 7 6
> 60 mjeseci 15 13
Krvne grupe

0 41 37
A 44 39
B 22 20
AB 5 4
RhD negativni 22 20
Transfundirane doze koncentrata

eritrocita

Ukupni broj doza 6296

Medijan (raspon) 33 (2 -456)

Prosjecno doza/bolesnik 56

Razdoblje izmedu transfuzija

do 7 dana 20 18
Svakih 7 - 14 dana 21 19
Svakih 14 - 30 dana 32 29
Svakih 30 - 60 dana 23 21
Vise od 60 dana 16 14
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Medijan broja transfundiranih doza KE kod bolesnika iznosi 33,0 uz interkvartilni raspon od
11,5 do 69,0 te ukupni raspon od minimalne 2 doze KE do maksimalnih 456 doza KE po

bolesniku.

Znacajno najveci postotak bolesnika, njih 69,6% nije razvio protutijela (Hi-Kvadrat test,

P<0,001) (Slika 2).

18,8%

M Autoprotutjela
m Alo i autoprotutjela

m Aloprotutjela

" Nema

Slika 2. Distribucija bolesnika s obzirom na razvoj protutijela

Ukupno je 34 (30%) bolesnika razvilo antieritrocitna protutijela od kojih je 6 (5%) imalo i auto

i alo antieritrocitno protutijelo.

Cetrdesetpet antieritrocitna aloprotutijela razvilo je 27 (24 %) bolesnika. Jedno aloprotutijelo
razvilo je 52 %, dva aloprotutijela 19 %, a tri aloprotutijela 30 % bolesnika. Specificnosti su
prikazane u Tablici 6, a broj dana imunohematoloskog praéenja bolesnika u odnosu na pojavu

antieritrocitnog aloprotutijela i broj transfundiranih KE u Tablici 7.
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Tablica 6. Specificnost antieritocitnih aloantitijela u odnosu na broj protutijela u krvi bolesnika

Specifi¢nost aloprotutijela N bolesnika | %
Jedno protutijelo 14 52
D 1
C 1
E 5
Cw 1
K 2
Lea 1
Lua 1
Kpa 1
P1 1
Tri protutijela 8 30
E, Jka,Cw 1
C,D,E 1
D,C,K 1
E, Cw, Jka 1
E, Cw, Yta 1
Jka, Leb, ¢(m) 1
E, c(m), Jka 1
Jkb, c(m), K 1

Tablica 7. Vrijeme imunohematoloskog pracenja i broj transfundiranih koncentrata eritrocita u

skupini bolesnika s antieritrocitnim aloprotutijelima

Razvoj Broj dana pracenja od prvog | Broj transfundiranih doza
IAT-a

prvog protutijela 304 (1 -3780) 10 (2 - 60)

drugog protutijela 440 (7 - 945) 6(2-111)

treceg protutijela 327 (10 - 1069) 62 (4-72)

Specifi¢nosti aloprotutijela prikazana su na Slici 3. Njih 62% bila su iz Rh sustava, 13 % iz Kell

sustava, 13 % iz Kidd sustava, 4 % iz Lewis sustava, a po 2 % iz Lutheran i Yt sustava.
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Slika 3. Kumulativna incidencija antieritrocitnih aloprotutijela prema specifi¢nosti (N 45)

Kod jednog bolesnika javila se umjerena DHTR, a kod jednog DSTR (2/112; 1,8 %)).
Specifi¢nost protutijela bila je anti-K.

Pozitivan DAT imala su 24 bolesnika od kojih je antieritrocitno autoprotutijelo dokazano u 13
(12 %) bolesnika. Na eritrocitima su bila vezana autoprotutijela IgG razreda bez eritrocitne
specifi¢nosti. U eluatu su dokazana polispecificna autoprotutijela u tri slucaja, a u dva slucaja

autoprotutijela su imala anti-e specifi¢nost.

U PAM program su bili ukljuceni svi bolesnici s eritrocitnim aloprotutijelima. Osam bolesnika
(8/27;30 %) razvilo je novih 11 antieritocitnih protutijela: 3 anti-Cw, 2 anti-Jka, 1 po 1 anti-E,
anti-C, anti-c, anti-K, anti-Kpa i Yta.

Usporedba bolesnika s obzirom na razvoj protutijela prema spolu pokazala je kako su Zene
znacajno ceSc¢e razvile aloprotutijelo, dok muskarci u znacajno ve¢em postotku nisu razvili
protutijela (Fisherov egzaktni test, P = 0,02), dok su podjednako oba spola razvila

autoprotutijela te kombinaciju alo 1 autoprotutijela (Tablica 8).
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Tablica 8. Usporedba bolesnika s obzirom na razvoj protutijela prema spolu

Broj (%) bolesnika P
Muskarci Zene

Prisustvo auto i alo protutijela

Autoprotutijelo 5(6,4) 2(5,9)

Aloprotutijelo 9(11,5) 12 (35,3) 0.02

Alo 1 autoprotutijela 4(5,1) 2(5,9)

Nisu razvili protutijela 60 (76,9) 18 (52,9)

Ukupno 78 (100,0) 34 (100,0)

*Fisherov egzaktni test

Analizom prikupljenih podataka o broju transfundiranih doza KE kod bolesnika nije
nadena znacajna razlika s obzirom na spol (Mann-Whitney U test, P = 0,78) iako je neSto veca
kod muskih bolesnika (Me = 33, IQR = (12 - 69)) u usporedbi sa zenskim bolesnicima (Me =
30, IQR = (6 - 78)) (Slika 4.).
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Slika 4. Distribucija transfuzija KE s obzirom na spol bolesnika
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Svi bolesnici ukupno su primili 6296 doze KE; medijan 33 (raspon 2 - 456). Potro$nja KE po

skupinama bolesnika u odnosu na razvoj antieritrocitnih protutijela prikazana je u Tablici 9.

Tablica 9. PotroSnja koncentrata eritrocita u odnosu na razvoj antieritrocitnih protutijela

Transfuzije Nell)II;:LI;ilZil:ianl Auto | alo Alo Auto
(N 78) (N 34) N 27) (N 13)
Ukupni broj doza 3575 2721 2333 1131
Medijan (raspon) 30(2-304) 57 (2 -456) 63 (2 -456) 58
Doza /bolesniku 46 80 86 87

Analizom podataka o broju transfundiranih doza KE kod bolesnika s obzirom na razvoj
protutijela nije nadena znacajna razlika izmedu skupina bolesnika (Kruskal-Wallis test, P=0,16)
1ako je najveca skupina bolesnika koji su razvili 1 auto 1 alo protutijela (Me = 78,5, IQR =
(12 - 113)), a najniza kod bolesnika koji nisu razvili protutijela (Me = 29,5, IQR = (8 - 47))
(Slika 5.).
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Slika 5. Distribucija transfuzija KE s obzirom na razvoj protutijela
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No, ako se usporede transfundirane doze KE kod bolesnika koji su razvili protutijela naspram
onih koji nisu razvili protutijela, dobije se statistiCki znacajna razlika u frekvencijama
(Mann-Whitney U test, P = 0,03), gdje je frekvencija znacajno veca kod bolesnika koji su razvili
protutijela (Me =57, IQR = (12 - 97)) nego kod onih koji nisu (Me = 29,5 IQR = (8 - 47)) (Slika
6).
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Slika 6. Distribucija transfuzija KE s obzirom na razvoj protutijela

Analizom podataka o frekvenciji transfuzije KE kod bolesnika s obzirom na razvoj protutijela
nadena je statisticki znacCajna razlika izmedu bolesnika koji su razvili auto i1 aloprotutijela
(Mann-Whitney U test, P=0,04) te bolesnika koji nisu razvili protutijela, no za ostale

kombinacije grupiranja nije nadena statisticki znacajna razlika (Tablica 10).
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Tablica 10. Usporedba frekvencije transfuzija KE medu razli¢itim skupinama bolesnika

Grupiranje u razli¢ite skupine p
/medijan (interkvartilni raspon)

AL+AA N 0.04
/63,0 (12,0 do 94,8) /29,5 (8,0 do 47,0) ’
A+AA N 0.07
/58,0 (18,8 do 105,5) /29,5 (8,0 do 47,0) ’
A+AA AL 0.71
/58,0 (18,8 do 105,5) /56,0 (11,8 do 88,8) ’
AA AL 0.47
/78,5 (12,0 do 113,0) /56,0 (11,8 do 88,8) ’
AA A 0.57
/78,5 (12,0 do 113,0) /45,0 (25,8 do 91,8) ’
AL+AA A 0.80
/63,0 (12,0 do 94,8) /45,0 (25,8 do 91,8) ’
AA N 0.17
/78,5 (12,0 do 113,0) /29,5 (8,0 do 47,0)

*Mann-Whitney U test
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5. RASPRAVA

Ovaj je rad bio usmjeren na istrazivanje imunohematoloskih posljedica transfuzijskog lijecenja
kod bolesnika s MDS-om. Antieritrocitna aloprotutijela nadena su u 24 % bolesnika S$to
odgovara nekim objavljenim istrazivanjima u kojima je ucestalost aloimunizacija bila 20 %
odnosno 30 % (20, 21). Jedan dio istrazivanja ima znatno nizu ucestalost, 12 %1 15 %, a drugi
¢ak 59 % (19, 33, 34). Ovi oprecni rezultati jednim dijelom su posljedica neujednacenog ustroja
istrazivanja: razliciti kriteriji uklju¢ivanja bolesnika u istrazivanje, razliciti protokoli lijecenja i
duzine pracenja nakon prve transfuzije. Razlike u ucestalosti aloimunizacija ovise i o veli¢ini
ispitivane skupine. IstraZivanja s malim brojem bolesnika imaju ve¢u ucestalost aloimunizacija,
dok istrazivanja koja ukljucuju vise od sto bolesnika imaju nizu ucestalost aloprotutijela. U ovo
istrazivanje ukljuceno je 112 bolesnika, §to je relativno velik broj bolesnika, ali iz istrazivanja
nisu iskljueni prethodno imunizirani bolesnici. Da je ustroj ove studije iskljucio takve
bolesnike, ucestalost aloimunizacija bila bi 16% kao u objavljenom istrazivanju (33).
Specificnost protutijela otkrivena u ovom istrazivanju odgovara rezultatima prijasnjih
istrazivanja (22, 23, 30). Najveci udio, 77 %, Cine protutijela iz Rh 1 Kell sustava. U do sada
najvecem istrazivanju aloimunizacija u bolesnika s MDS-om, udio Rh i1 Kell protutijela je 76
% (33). Vise od jednog protutijela nadeno je u 49 % bolesnika, §to je nize od drugih istrazivanja
u kojima viSe protutijela ima 83 % (11).

U ovom istrazivanju bolesnice zenskog spola bile su znacajno imuniziranije u odnosu na muske
bolesnike. Jo§ nema Cvrstih znanstvenih dokaza koji potvrduju da je Zenski spol rizi¢ni
¢imbenik za razvoj antieritrocitnih protutijela (35). Neka istrazivanja su ipak pokazala da zene
znacajno ¢esce razvijaju protutijela (36, 37).

Ako se vodi ra¢una o Sto vecoj antigenoj podudarnosti darivatelja i1 primatelja kod izbora KE
za transfuzijsko lijeCenje, oCekuje se smanjenje broja imuniziranih bolesnika i potrebe za
opseznim seroloskim laboratorijskim ispitivanjima (38).

U bolesnika s hemoglobinopatijama PAM program je smanjio ucestalost imunizacije.
Temeljem tog iskustva PAM se preporuca i u transfuzijskom lijeCenju bolesnika s MDS-om. U
ovom istrazivanju PAM se koristio tek kada je bolesnik razvio prvo protutijelo. Usprkos PAM-
u 4 bolesnika su razvila nova protutijela (C, c, E, K) koja su bila usmjerena na antigene za koje
se PAM provodio. Nacin imunizacije za ova Cetiri bolesnika nismo mogli utvrditi. Moguce je
da su imunizirani putem trombocitnih transfuzija (38, 39, 40).

U ovom istrazivanju autoprotutijela su dokazana u 13 % bolesnika od kojih je 46 % imalo 1

aloprotutijelo. I u drugim istrazivanjima visok je udio bolesnika s auto i aloprotutijelima.
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Young i sur. pokazali su da 34 % bolesnika s autoprotutijelima ima i aloprotutijela §to je
potvrdeno u istraZivanjima aloimunizacija u bolesnika s hemoglobinopatijama koji uz
aloprotutijela imaju 1 autoprotutijelo u 8 - 25% slucaja (33, 34). Slucajevi u kojima je prisutno
alo 1 auto protutijelo obi¢no zahtijevaju puno laboratorijskog rada kako bi se osiguralo sigurno
transfuzijsko lijecenje.

Vise istrazivanja je dokazalo povezanost broja transfuzija s razvojem antieritrocitnih
aloprotutijela (22, 23, 33). U ovoj studiji medijan razvoja prvog protutijela bio je 304 dana od
transfuzije prve doze KE. Medijan transfundiranih KE prije razvoja prvog protutijela bio je 10
doza, $to je sli¢no rezultatima drugih istrazivaca.

Imunizirani bolesnici trebaju vise 1 CeS¢e transfuzijsko lijeCenje uglavnom zbog razvoja
dodatnog protutijela i/ili autoprotutijela koja uzrokuju subklinicku serolosku transfuzijsku
reakciju koja ipak skracuje Zzivot transfundiranih eritrocita. U naSem istrazivanju postoji
znacajna razlika izmedu broja transfundiranih doza u bolesnika s eritrocitnim protutijelima u
odnosu na neimuniziranu skupinu.

U bolesnika s MDS-om je istrazivanje hemolize eritrocita oteZzano jer je cCesto laktat
dehidrogenaza povisena, a retikuocitoza izostaje zbog deregulacije eritropoeze. U slucajevima
kada je haptoglobin sniZen, a bilirubin povisen, treba iskljuciti imunoloSku hemolizu eritrocita
imunohematoloskom obradom.

Aloimunizacije na eritrocitne antigene ne kompliciraju samo pronalazenje podudarnih doza KE
ve¢ imaju 1 klinicke posljedice. U ovom istrazivanju zabiljezili smo jedan (3,5 %) slu¢aj DHTR
s umjerenim klini¢kim simptomima i jedan (3,5 %) sluc¢aj DSTR-a. U istrazivanju Singhali 1
sur. ¢ak 22 % bolesnika ima serolosku reakciju od koji dva (2 %) DHTR (33, 41).

Istrazivanja su pokazala da vrsta lijeCenja utjeCe na razvoj aloimunizacije. Ucestalost je
znacajno niza u bolesnika koji su lijeceni intenzivhom kemoterapijom i/ili transplantacijom
mati¢nih stanica u odnosu na bolesnike lijeCene azacitidinom ili lenalidomidom, vjerojatno
zbog vece imunosupresije u prvoj skupini bolesnika (42).

Ucestalost aloimunizacije veca je u skupinama bolesnika koji su ovisni o transfuzijama, dok
nema razlike u ucestalosti imunizacije u bolesnika koji nisu ovisi o transfuzijama, bez obzira
kojoj skupini pripadaju.

Ucestalost imunizacija je manja u skupinama bolesnika vrlo visokog i visokog rizika prema
IPSS stupnjevanju u odnosu na bolesnike vrlo niskog, niskog i srednjeg rizika, vjerojatno radi
krac¢eg prezivljenja bolesnika, metodama lijeCenja kojim se modificira bolest 1 veceg stupnja

imunosupresije. Poznato je da je broj regulatornih T stanica koje su potrebne za razvoj
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aloimunizacije znacajno manji u bolesnika s niskim rizikom prema IPSS stupnjevanju u odnosu

na one s visokim rizikom pa i to moze biti razlog za nizu stopu aloimunizacije (42).
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6. ZAKLJUCAK

Iz rezultata istrazivanja o ucestalosti antieritrocitnih protutijela u transfundiranih bolesnika s

mijelodisplasticnim sindromom mozemo zakljuciti sljedece:

- Utvrdena je visoka ucestalost aloimunizacija na eritrocitne antigene u transfundiranoj
skupini bolesnika s MDS-om.

- Antieritrocitna aloprotutijela razvilo je 27 (24 %) bolesnika iz ispitivane skupine,
odnosno 62 % protutijela bila su iz Rh sustava, 13 % iz Kell sustava, 13 % iz Kidd
sustava, 4 % iz Lewis sustava, a po 2 % iz Lutheran 1 Yt sustava.

- Analizom podataka o intenzitetu transfuzijskog lijeCenja nadena je statisti¢ki znacajna
razlika izmedu bolesnika koji su razvili auto i aloprotutijela u odnosu na bolesnike koji
nisu imunizirani.

- Nije utvrdena ceS¢a ucestalost autoprotutijela u skupini bolesnika koji su razvili

aloprotutijela u odnosu na skupinu koja nije razvila aloprotutijela.
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7. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Ciljevi ovog istrazivanja su ispitati ucestalost antieritrocitnih protutijela u
transfundiranoj skupini bolesnika s mijelodisplaticnim sindromom (MDS)), istraziti specifi¢nost
antieritrocitnih protutijela i njithov udio u imuniziranoj skupini bolesnika, ispitati postoje li
razlike u intenzitetu transfuzijskog lijecenja u bolesnika koji su razvili protutijela u odnosu na
one koji nisu imunizirani i ispitati javljaju li se autoprotijela ¢eS¢e u skupini aloimuniziranih

bolesnika u odnosu na skupinu koja nije razvila aloprotutijela.
Ustroj studije: Ovo je presjecna studija s povijesnim podatcima.

Ispitanici i metode: Za potrebe istraZivanja pretraZzene su informaticke baze podataka KBC-a
Zagreb 1 prikupljeni demografski podatci o bolesnicima, imunohematoloskom ispitivanju 1

transfuzijskom lijecenju.

Rezultati: U istrazivanju je sudjelovalo 112 transfundiranih bolesnika s MDS-om. Znacajno
viSe (70%) bolesnika nije razvio antieritrocitna protutijela. TridestCetiri (30%) bolesnika je
razvilo antieritrocitna protutijela: 27 (24%) alo, 13 (12%) auto od kojih je 6 razvilo i auto i alo
protutijelo. Jedno aloprotutijelo razvilo je 52%, dva 19%, a tri 30% bolesnika. Od otkrivenih
protutijela 62% su bila iz Rh sustava, 13% iz Kell sustava, 13% iz Kidd sustava, 4% iz Lewis
sustava, a po 2% iz Lutheran 1 Yt sustava. Broj transfundiranih doza koncentrata eritrocita

znacajno je veci kod bolesnika koji su razvili protutijela naspram onih koji nisu.

Zakljucak: Veliki broj bolesnika tijekom lijeCenja MDS-a razvije antieritrocitna protutijela.
Bolesnici s razvijenim auto i aloprotutijelima ¢esce se lijeCe transfuzijama koncentrata eritrocita

nego neimunizirani bolesnici.

Kljuéne rijeci: mijelodisplasti¢ni sindrom, antieritrocitna aloprotutijela, antieritrocitna

autoprotutijela, transfuzijsko lijecenje
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8. SUMMARY
Red cell antibodies in transfused patients with myelodysplastic syndrome

Aim: The aim of this studyis to test the frequency of RBC antibodies in a group of transfused
patients with myelodysplastic syndrome (MDS), analyze the specificity of RBC antibodies and
proportion of immunized patients they affect, find differences in the intensity of transfusion
therapy in patients who developed antibodies as opposed to non-immunized patients, and
investigate whether autoantibodies were more frequent in the alloimmunized or non-

alloimmunized group of patients.
Study design: This is a cross-sectional study with historical data.

Patients and methods: Computer databases of University Hospital Center Zagreb were
searched and demographic data on patients, results of immunohematology testing and details

of transfusion therapy were collected.

Results: The study included 112 transfused patients with MDS. More patients (70%)did not
develop antibodies. A total of 34 (30%) patients developed RBC antibodies: 27 (24%) allo-, 13
(12%) auto-, 60f which had both auto-andallo-antibodies. Concerning antibodies, 52% patients
developed one, 19% developed two and 30% developed three. Rh (62%) system antibodies
were the most frequent, followed by Kell (13%), Kidd (13%), Lewis (4%) , Lutheran (2%) and
Yt (2%) systems. Number of RBC transfusion was much higher in patients who developed

antibodies.

Conclusion: Many patients with MDS develop RBC antibodies that complicate treatment.
Patients with developed auto- and alloantibodies receive RBC concentrate transfusions more

frequently than non-immunized patients.

Key words: myelodysplastic syndrome, RBC alloantibodies, RBC autoantibodies,

transfusion therapy
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