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SUTRUMPINIMAI

AIHA - autoimunire hemolizire anemija.

Ag — antigenas.

Ak — antilkiinas.

APLC — nuo antiliny priklausoma limfocitotoksinreakcija.

a. r. — aminoigstis.

DIK — diseminuota intravaskulinkoaguliacija.

DNR —deoksiribonukleinia rizgstis (deoksiribobranduoliotgstis).
Ig — imunoglobulinas.

MAK — membran atakuojantis kompleksas.

neig. arba ( - ) — neigiamas.

NHL — naujagimi; hemolizire liga.

NK — natiralas kileriai.

Rh - rhezus.

RNR —ribonukleinire ragstis.

SAA — 3atio antikinai.

SIA — Silumos antinai.

teig. arba ( + ) — teigiamas.

ZAG - Zmogaus antiglobulinas (anghtihuman globulin — AHG.



1.JVADAS

Moderniojoje medicinoje kraujo ir jo komponamerpylimas daugeliu atugyra
vienas iS gydymo metad(be medikamentinio ar chirurginio gydymo maihdBe Sios
procediros daug medicinini manipuliacijy bity visiSkai ngmanomos arba labai sunkiai
ivykdomos. Perpilti kragj ar jo sudedansias dalis kartaisittina nukraujavus, sergant
piktybinemis ir infekciremis ligomis, sutrikus kreéfimui ir kitais atvejais [13, 68].

Kraujo perpylimai buvo atliekami labai seniai. JXW¥Il amziaus pradzioje
irodzius, kad kraujas organizme teka ratu, buvétagirmieji bandymaij perpilti. Deja,
daugelis bandym tai atlikti baigdavosi mirtimi, nes kraujoikeliai sulipdavo —
agliutinuodavo. Tod metai i5 mai buvo siekiama iSsiaiskinti ginegkmiy priezastis
[11, 44, 10, 41].

Siuo metu Zinoma kaip 700 eritragitkraujo grupi antigem. Antigenai,
hemotransfuzijos metu patek organizma, kuris neturi toki antigen, gali indukuoti
specifiny antikiny sintez arba sukelti jau esa&iy antikiny reakcip. Klinikiniu poziariu,
specifinp antikinu prieS kliniSkai svarli kraujo grupi antigenus susidarymas yra
vienas i$ svarbiausihemotransfuzijos rizikos veiksn[13, 10, 62].

Norint uztikrinti saugi transfuzig batina yra nustatyti antikhus, atsirandatius
prieS kliniSkai svarbius kraujo grupiantigenus, kurie gali sukelti potransfuzines
hemolizines reakcijas [2].

Pirmasis kontaktas su svetimais kraujo gquantigenais dazniausiai nesukelia
jokiy, kliniSkai reikSming pasekmi (iSimtys yra ABO kraujo grupi sistemos
izoagliutininai, kurie A, B ir O kraujo grupi Zmorems randami ir be kontakto su
antigenais). Po kurio laiko aloantikai prieS eritrocii antigenus recipientkraujyje jau
nebeaptinkami, tadl po pakartotinio kontakto su tuo ¢a antigenu, po
hemotransfuzijos, aloantikai sukels perpili eritrocity hemoliz (hemolizirg
potransfuzig reakcip) [13, 62, 69].



2.LITERAT UROS APZVALGA

Kraujo grupi u ir Rezus faktoriaus tyrimy istoriné apzvalga

1628 m. Hargjus atrado kraujotakos egf20, 36].

1665 m. Laueris (Anglija)ékmingai atliko kraujo perpylimsSunims.

1667 m. Denis ir Emerezas (Prania) ériuko kraup perpyk ligoniui, bet tokie
bandymai labai daznai baigdavosi mirtimi, dbdemotransfuzijomis buvo nusivilta [36].

Iki XX amziaus pradzios, kraujas ir jo funkcijosMvausilpnai suprantamos, maza
kas ka apie jas zinojo. Bandant iSsiaiskinti sunkias fgatetekimo problemas traum
metu, buvo bandoma perpilti kraupkiems pacientams netekusiems daug kraujo, as kit
Zmogaus ar netgi iS ggmo. Kai kuriais atvejais tai pavykdavo ir pacienpasveikdavo.
Daugeliu kity atvejy, vis ctlto kraujo transfuzijos iS tikju labiau pakenkdavo pacientui
nei jam paddavo. Netgi daznai tai baigdavosi mirtimi. Niekagatjo numanyti, kokia
reakcija galijvykti atlikus kraujo perpylim. Todl baigiantis XIX amziui, daugelis
Europos taut kraujo perpylimo atlikimo technikpaskellé neteisgta [25].

Apie 1900 metus, austr ameriki€iy fizikas Karlas LandStaineris (1868 — 1943)
atrado kraujo atmetimo paaisSkinimo fenompedis aptiko tai, kad Zmogaus kraujo
serumas (skystoji kraujo dalis supanti raughies kraujo dsteles) gali bti padalintaj
keturias kategorijas priklausomai nug gugeljimo sukelti raudonju kraujo hsteliy
agliutinacip. Jis da¥¢ Sioms grupms A, B, AB ir O pavadinimus, remiantis tuo, kok
kre&jimo antigen jos turi, Zzinoma jei i$ viso tqkuri [49, 25, 68].

K. LandsStaineris kartu su savo kolega A. S. Wiandr940 m. atrado Rhezus
kraujo grupip sistem, kai tyrimy metu suleido trius§iams Rhezus bezd&®kraujo. Sie
mokslininkai tuomet pastéjo, kad kraujo infekcijos iS Rhezus bezdisnriuSiui suklé
jo kraujo serumo komponentuose antigenmeakcip. Jiejrode, kad triuSiams, kurie buvo
imunizuoti Rhezus bezdziés raudonosiomis kraujoadtekmis, pradjo gamintis
antikiinai, kurie taip pat agliutinuoja ir daugelio zmonaudonsias kraujodsteles [49].

Metais ank&au ( 1939 m.), F. Levinas ir R. Stetsonas aprat¥ej, kuomet

motinai, kuri netujo Rhezus antigeno D (Rh - ) pagimdziusiai neggsdiki, kuris mig



dél sunkios agliutinacijos reakcijos, iki gimdymo kperpiltas jos vyro kraujas. Tjai
patikrino moters kraujo serumr nusta¢, kad Sis serumas reaguoja su 77% donoro (t.y.
jos vyro) kraujo eritrocitais. Tyrigant § atvej, mokslininkai padariSvady, kad motina
pazeista jos p@aos neSioto vaisiaus krauju. Tas pats antigenass Kuuvo aptiktas
vaisiaus kraujyje, &liau buvo identifikuotas ir #dikio tevo (moters vyro) kraujyje. Sie
bandymai leido paaiskinti takimoters kraujo reakeji vyro perpilam kraup. Jy
padaryta iSvada buvo teisinga i¢liau jie realizavo 4, kai po mei (1940 m.) buvo
atrastas tas Rhezus antigenas. Ami#, kurie buvo aptikti negyvajamadikyje, parod,

kad jie yra identiSki anti — Rh anfikams, kurie buvo pagaminti eksperimentuose su
jaros kiaulytmis bei triusSiais ir kuriuos tik dliau atrado K. LandStaineris ir A. S.
Wieneris [29].

Rhezus faktoriaus svarba netrukus buvo patvirtirgdolimesniais tyrigjimais ir
bandymais. Dr. Filipas Levinas, dirbantis NewarkiBleraelio ligonirgje, irodk ry§ tarp
Rhezus faktoriaus ir pasaulyje paplitusios embrigsieritroblastogs, o A. S. Wieneris
irodk, kad neigiamas Sios reakcijos poveikis yéh rietinkamy kraujo transfuzij ir Rh
faktoriaus nesuderinamumo. A. S. Wieneris tuo metdovavo main transfuzijoms
kovojant su embrionine eritroblastoze, kuria sisgdavos tik ging kadikiai. Si
transfuzirg technika iSgelijo gyvybes daugeliuiikstartiy naujagimi.

Drs. Neva Abelson ir L. K. Diamond bendrininkaveaatdant paprastRhezus
faktoriaus test, kuris liau buvo labai pl&ai taikomas visame pasaulyje.

1922 m. Lietuvoje pirmpkarty atliktas kraujo perpylimas ( Kaune, prof. Kuzma).

1975 m. P. Tippeettas ir R. Sangeris plasantigeno kategonmjklasifikacija [70].
Kraujo grupi y antigenai ir antikinai
Kraujo grupi y antigenai
Antigenai (gr. anti — prieS, genos — kitin- tai organizmo medziaga, kuri turi
savyje svetimos genetis informacijos pozymi ir patekusii organizm, stimuliuoja

imunini organizmo atsak suzadina specifines imunines humoralines arhstelines

reakcijas, ypaantikiny gamining [46, 38].



Apytikriai apie 700 skirting kraujo grupi antigem yra identifikuota Zmogaus
raudomju kraujo hsteliy pavirSiuje. Biochemié analiz paro@, kad daugeliui, gamtoje
aptikty kraujo grupir antigem bidinga apibézta chemia struktira [21]. Pagal 4 Sie
antigenai gali bti glikoproteinai, glikolipidai arba struitiniai baltymai [1, 4, 46, 21].
Kai kuriais atvejais kraujo grupispecifiSkumas yra api@fiamas pagal prisijungusi
karbohidrato liekasm Taip pat jie yra koduojami ger(determinuoti). Yra kelios iSimtys,
kuomet kraujo grupi antigenai tampa neatskiriamasteks membranos struitine
dalimi. Pirma, jie, idami eritrocity membran strukiirine dalimi, patek i organizna
kuris neturi Sio antigeno, (t.y. perpylus netapatéwaujo eritrocif), geba inicijuoti
imunin atsalg ir skatinti specifing antiking gamyta, o Sie gali agliutinuoti eritrocitus.
Antra, kraujo grupj antigenai gali sukelti imunijratsalg (skatinti antiking gamyla) kai
patenkai organizm, kuris neturi Sio antigeno iri jatpazsta kaip svetimp [21]. Jei
antigenas sukelia imuninatsalg, jis vadinamas imunogenu, o jei prieS antigen
nesigamina antiky, toks antigenas vadinamas tolerogenu [46]. AntigepecifiSkum
(sugekjima specifiSkai gveikauti su antilinais) alygoja antigeno molekés veiklioji
sritis — antigeniaés determinars (arba epitopai), kurie sukelia imupimtsalg ir
nekovalentiSkai jungiasi su anilihy aktyviaisiais centrais — paratopais. Taigi, epaiop
lemia antigeno specifiSkum Individualiems kraujo grupi antigenams iingas
nevienodas epitapkiekis [1, 46].

Kiti veiksniai, lemiantys kraujaabteliy antigem imunogeniSkurp yra:

1. Antigeno dydis- kuo didesé antigeno molekulia mag, tuo stipresé

jo sukeliama reakcija ir atvirkii;

2. Antigeno doz — jei antigenas veikia nedidehis do2mis, gali atsirasti

tolerantiSkumas;

3. Trukme — jei antigenas veikia trumpai, imuadinsistema gali jo
neatpazinti;

4. Recipiento amzius- kégant metams reakcija eritrocity antigenus
silpr¢ja.

Ivairis kraujo steliy antigenai fetaliniu periodu susiformuoja gana tekyu
laiku ir Sis procesas kartais nesibaigia net asia@ gyvenimo metais. Tai svarbu ne tik

diagnostiniu, bet ir sukejtkomplikaciy pasireiSkimo podiriu: jei antigenai fetaliniu



periodu susiformuoja pakankamai anksti, tai irmgalkomplikacijy tikimybé yra didesa
[68].

Genai, atsakingi uz eritroqitantigem sintez, iSsicestg viename ar keliuose,
tarpusavyje susijusiuose, atitinkamshromosom lokusuose (1 lent&). Krosingoverio
atvejai yra labai reti, taigi Sie antigenai paveldiiksliai pagal Mendelio ésnius. Kraujo
grupiyp antigenai priklauso polimorfems sistemoms, kurios yra genetiSkai viena nuo
kitos nepriklausomos ir reguliuojamos atitinkamleliniy gen;. Dauguma $i geny turi
du alternatyvius alelius, kurie galiato homozigotiniai arba heterozigotiniai abiejuose
chromosom porny haplotipuose. Sie aleliai reguliuoja eritrocitintigen; ekspresi
dominantiniu, recesyviniu arba kodominantiniadh. Uz baltymigs kilmés antigen
sintetinimg atsakinga tik nedidél atitinkamo geno dalis, tuo tarpu sintetinant
angliavandenj turinius antigenus, iina kel geni saveika. Dauguma eritrocitini
antigem; sisteny yra baltymires kilmés (1 lented).

Klinikin ¢ ir biologiné kraujo grupi antigem svarba:

1. Biologiné eritrocity antigem reiksne:

a) kraujo grupantigenai yra Zzmogaus individualumo iSraiska;

b) eritroait antigenai padeda iSlaikytidteks vientisum, svarlis brendimui
bei islikimui;

¢) antigenaiatbami eritrocity membran strukfirine dalimi, per membranas
perneSa anijonus (Diego kraujo gégpantigenai), perneSa vandgeiColton sistemos
antigenai), transportuoja SlapalABO, I, i, Kidd sistem antigenai), gali aktyvinti ir
reguliuoti komplemento komponentus (Chigo/RodgefStomer, Knops sistem
antigenai), taip pat yra citokireceptoriai ar adhezijos moleksal(Duffy, Lutheran, LW
sistemy antigenai), bei gali téti ferment, aktyvumy (Kell, Cartwright sistem antigenai)
[68].

2. Reiksné kraujo transfuzijoms [37]:

a) amios potransfuziés reakcijos:ami hemolizire potransfuzig reakcija,
anafilaksiré reakcija, potransfuzéintrombocitopenia purpuraami plawiy edema;

b) kto tipo potransfuziés reakcijos: temperatinés reakcijos, Ta — GvHD
reakcija, alergiés reakcijos.

3. Reiksné organ transplantacijoms.



4. ReikSné naujagimiy hemolizires ligos iSsivystymui.

5. Kraujo grupi; rySys su kitomis ligomis.

Tam, kad tam tikra kraujo grupsistema bty pripazinta, reikia, kad toje kraujo
grupiy sistemoje dalyvaujantys genaitly atskirti nuo kity kraujo grupi; sisteny geny.
Taip pat kiekvienas iSyjturi bati polimorfiSkas (t.y. turi tuti du ar daugiau alaliir

kiekviem iS ju su tam tikru, pastebimu dazniu populiacijoje) atha bati Zzinoma

chromosomos lokalizacijos vieta. Antigenai, kurieatitinka Si kriterijy, kad ity

priskirti specifinei kraujo grupi sistemai, yra atidedanpitam tikrus ,rinkinius®, kurie

pirmiausia yra paremti biochengimis savyBmis ar fenotipiniais rysSiais, o taip pat

grupuojamii eiles po astuonis auksStesnio ar Zzemesnio daztigeans [21].

Siuo metu eritrocit membranose serologiSkai nustatyta daugiau negu 700

antigeny, iS kurip nemaza dalis suformuoja sistemas. Pagal tarptsutinganizacijos
kraujo perpylimo klausimais nomenkigd (International Society for Blood Transfusion

(ISBT) Working Party dabar skiriamos 29 genetiSkai nepriklausomos &raymupiz

sistemos, kuriose funkcionuoja 2@&iras paveldimi eritrocit antigenai(l lenté) [11,

65, 44, 67].

1 lenteé. Eritrocity kraujo grupi sistemos, pasiytos ISBT [17, 44, 67].
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Norint uztikrinti saugi transfuzig batina nustatyti antiknus, atsirandatius pries

kliniSkai svarbius kraujo grupiantigenus, kurie gali sukelti potransfuzines rgakc(2

lentek) [2].

2 lentek. Antikiiny nustatymo daZznis pacientui pries transfuzija [13].

DAZNIS

ANTIK UNAS
Anti—D 0.27 %
Kiti Rh antikiinai (be anti — D) 0.22 %
Anti — K 0.19 %
Anti - Fy (a) (Duffy a) 0.05 %
Anti — Jk (a) (Kidd a) 0.035 %

Antik anai (Ak) arba imunoglobulinai (Ig) — specifits organizmo imunis

sistemos baltymigs kilmés medziagos, kurios susidaro organizinje patekus svetim

medziag (mikroorganizmy, svetiny baltymy).

Antikiinus sintetina organizmas,

12



reaguodamageritrocity membranose eséin antigem (kuriy jis paprastai neturi) poveik
[1, 46].

Imunoglobulinai - tai glikoproteinai, kuri sudttyje yra nuo 2 iki 14%
angliavandenj. Ig sudaro apie 20% plazmos baliymJ; taip pat yra ir
ekstravaskuliniame skystyje, gleivinsekretuose, kai kurilimfocity membranose. Ig
sintetina ir sekretuoja plazné® lasteks, kurios iSsivysto iS B limfoait Siems

proliferuojant ir diferencijuojantis po stimuliacg Ag [24].

2.2.2.1. Antikiiny struktara

Imunoglobuling molekubs pagrindinis strukirinis  vienetas yra ,Y“ formos
monomeras, kuris nepriklausomai nuo molekulinior&var erdvines strukiiros yra
sudarytas iS dvigjpon; identiSky polipeptidiniy grandini:

e dvieju sunkiyjuy grandiniy —H (angl.heavy chainkuria sudaro apie 448 120

amino ng<iv);

e dviejy lengwjy grandiny — L ( angl.light chain kuria sudaro apie 220 amino

rag<iv).

Sios keturios grandés laikomos vienoje molekéje nekovalentiamis ir
disulfidinémis (-S-S-) jungtimis [1, 51, 47]. Imunoglobulinmolekukje kiekviena
polipeptidire grandiré turi kintamaji regiora (V) (angl.variable) ir pastowjj (C) (angl.
constan}. Polipeptidirts grandigs erdje suformuoja erdvines strikas — domenus,
kuriy kiekvienas apribojamas —S-S- jungtimi [1, 51, 47].

Lengvoji grandig sudaryta iS dvigjdomeny: V, (kintamojo regiono domenas) ir
C. (pastovaus regiono domeno). Sunkiojoje graéjdinaip pat yra kintamojo regiono
domenas- \,, o domen skatius pastoviojoje grandée priklauso nuo Ig klas: ju buna
3 arba 4. VY ir Vy domem hipervariabilios sritys suformuoja paratopus —ikammty
aktyviuosius centrus, kurie jungiasi su antigémiis determinarmis (epitopais).

Proteoliziniy ferment, (pvz.: papaino) poveikyje lg molekususkaldomg tris

fragmentus:
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1) du Fab fragmentus (anglfragment antigen bindingturincius antikiny aktywji
centy (Vy ir VL domenuose), kuriuo atpafa antigea eritrocity membranoje ir
prisijungia prie jo (1 paveikslas) [1, 46, 47];

2) Fc fragmeng (angl. fragment crystallizable (1 paveikslas). Sfragmeng sudaro
likusieji H grandirs pastovios dalies domenai & Cy3). Jis nereaguoja su
antigenu, téiau atlieka kitas svarbias funkcijas [1]:

e fiksuoja ir aktyvina komplemeat(t.y. nuo Fc srities priklauso ir hemalg
tikimybé po kraujo transfuzi);

e vykdo transmembranitranspori (pavyzdziui anti-Rh antilkny transporg per
placen4 vaisiui);

® prijungia antigeno — aniiko imunin komplekg prie Fc fragmento receptari
(FcR) fagocity (t.y makrofag) membranose, sukeldamas to komplekso
fagocitoz, taip pat ir eritrocit lize [46].

O _ variable portion. . 4

|

disuiphide light chain

bond

heawy chain constant

1 paveikslas. Imunoglobulinstrukiiros schema [35].

2.2.2.2.Svarbiausios kraujo grupiy imunoglobuliny klasés
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Vienas ir tas pats antigenas gali indukuoti Ig§G ar IgA izotim sintez.
Ivairiy klasiy antikinai funkcionuoja skirtingose organizmo vietose, ieswdali
realizuoja savo antrirbiologini aktyvuny [47].

Imunohematologijoje svarbiausi IgG ir IgM, maziagAl klasiy antikinai.
KliniSkai svarliis yra tie antiknai, kurie su eritrocit antigenais jungiasi auksStegm nei
30°C temperatroje ir geba aktyvinti komplemento siste68].

IgM — tai yra pirmieji antikinai, kurie sintetinami paveikus imunogenui [51].
Tai pentameras (2 paveikslas), kuris yra svarbrumipio imuninio atsako formavimuisi
ir kurio molekulie mag yra 900 000 Da. IgM turi papildamtrumm polipeptidire
grandir, vadinama J grandine. Sie imunoglobulinai sudags@ a0 % vis kraujo
plazmoje esahy imunoglobulin.. Vidutiné koncentracija serume yra apie 1,1 g/l.
Intravazaliai kraujyje ir limfoje yra 85 — 90% Igkekio. Tai ,natiraliai* atsirandantys,
Saltieji antikinai. &1 koncentracija rySkiai padigh pirminio imuninio atsako metu ir
ankstyvojoje imuninio atsako fge. IgM (monomerig forma) su IgD yra subrendusB
limfocitu membranose. Antilnai pries$ eritrocii A ir B antigenus — izohemagliutininai —
yra IgM klags. Nors jo molekuie yra 10 aktyuwiju jungimosi siéiy, tatiau dazniausiai
jis funkciskai penkiavalentis. Sis Ig stipriai juasi prie eritrociy antigen ir sukelia
ryskia agliutinacip. Dél dideles molekulirts mass jis nepraeina per placentatiau IgM
izotipo antikinai stipriai ir efektyviai aktyvuoja komplementostim, todl jiems
veikiant kyla didet intravaskuliny hemoliziy gréesme [51, 52, 68, 47, 43, 48].

2 paveikslas. Zmogaus imunoglobulino M stawkt[35].
IgG — tai yra pagrindinis antiky tipas: svarbs papildomam komplemento

sistemos aktyvinimui, galithi specifiSkai suriSamas makrofag neutrofily; vienintelis
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i antikiny galintis pereiti per placemtimunizavus organizmsiais imunoglobulinais jie
atsiranda #&liau negu IgM (mazdaug nuo ties savais). Tai monomerai, kuri
molekulie mag 150 000 Da. Vidutiéd jo koncentracija serume apie 12 g/l, bet
svyravimo ribos labai ptaos. Jie sudaro apie 75% wiskraujo plazmoje esén
imunoglobulin. 1gG; sudaro 60 — 70% viso IgG kiekio, 1g& 14 — 20%, Ig&- 4 — 8%,
ir IgGs — 2 — 6%. Apie 48 — 50% vislgG yra ne kraujo induose. Tai pagrindinis
organizmo sky&uy lg ir vienintelis lg, kuris praeina pro plecenigG — dvivalentis
antikinas (molekudje du paratopai), tuo pa jis sukelia tirpg Ak precipitacip, 0
korpuskuliniy — agliutinaciag. Dauguma IgG antily yra ,Siltieji“ - su antigenu reaguoja
tik 37°C temperatroje (3 paveikslas) [1, 51, 68, 47, 43, 48].

KliniSkai jie yra svaris, nes:
e dauguma autoantiky nustatom autoimunis hemolizs atvejais, yra 1gG antikai
(daugiausiai 1gG, regiau IgGs poklasio). Sie gali jungtis prie Clq ir aktyvinti
komplemento sistearklasikiniu keliu [52, 68];
e jie geri opsoninai. IgG antikai (labiausiai 1gG ), susiformavus imuniniam
kompleksui, pasizymi stipriu polinkiu jungtis prienakrofago FcR receptari
fagocituojatiu lasteliy membranose, skatindami imunirkompleks: fagocitoz, o kartu
ir eritrocity lize;
e syveikaudami su BR&R NK (natiraliy kileriy) lasteliy pavirSiuje jie sukelia APLC

reakcip, kurios paseki— taikinio (infekuotos ar mutavusiassteks) lizé [47].

-7
N

3 paveikslas. Zmogaus IgG schema [35].
IgA organizme yra daug, d@au kraujo plazmoje jis sudaro tik 10-15% wis

imunoglobulip. Dauguma serume esam IgA yra monomerai (dazniausiai IgA
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poklasio — 90%), taau gali sudaryti dimerus ir netgi multimerus, redis IgA turi J
grandire. Sis imunoglobulinas sudaro pagringiantikiny klas; sekrecijos skysuose:
daugiausiai jo yra iSskiriamgleiviniy pavirSiaus, seil ir asan liauky, zarnyno, bronaf
ir kituose dekretuose, kur jis dalyvauja organizamsaugoje nuo mikroorganizmir
virusy. Molekuline mag 180 000- 500 000 Da. IgA Fc fragmentas nereagsoja
komplemento baltymais, fagocituojans lasteks neturi jam receptayri Dél dideles
molekulines mass jis nepraeina per placanttatiau IgA multimerai gali aktyvinti
komplemento sisteanklasikiniu keliu. IgA kartais padagg sergant autoimunémis
ligomis (4 paveikslas) [51,70, 47, 43, 48].

7

N
4

4 paveikslas. Zmogaus IgA schema [35].

Antigeny ir antik ainy sgaveikos nustatymoin vitro badai

Antigeny ir antikiiny saveika serologiSkai nustatonpaairiais kidais:

a) agliutinacijos reakcija. Agliutinacija (lotagglutinae — prilipdyti) — tai
korpuskulinyy antigem (Ag) sulipdymas su antikais (Ak) ir iSkritimasi nuogdas.
Reakcija vyksta izotoniniame (0,9 %) NaCl tirpdfeaujo grugs rutininiuose tyrimuose
nustatomos pasitelkiant agliutinacijos reakcijast Bries tai reikia aptartakygas, kurios
butinos antigen ir antikiny reakcijoms iSrySkinti.Ivairas antikinai su eritrocii
antigenais geriausiai reaguoja tam tikruose tentfp@s intervaluose, esant tam tikram
terpes rigstingumui, Sios reakcijos turi vykti tam tikiaika ir t.t;

b) precipitacijos reakcija;

c) hemolizs reakcija;
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d) adsorbcijos ir eliucijos;

e) imunofluorescensijos;

f) radioimuniniai (RIA —radioimmunoassagy

g) imunofermentiniai (ELISA -enzyme — linked immunosorbent a3say

Veiksniai, litini antigeny ir antikiing saveikai iSrySkintiin vitro nustatant kraujo
grupes:

a) temperatra. Labai svarbu zinoti, kokioje temp@mje antikinai (Saltieji ir
Siltieji) labiausiai aktywus;

b) pH — paprastai rutininiuose tyrimuose naudojamatrali terg — pH 7,0;

c¢) inkubacijos laikas, kuris labai daznai sgsigu temperata. Jei reakcija vyks
per trumpai, agliutinacija gali dar nevykti. O jeigeakcija vyks per ilgai, gali prasii
susiformavusj agregai disociacija (kadangi antigeno ir antilo reakcija yra g¢tamojo
pobadzio). Taigi, reakcijai Btinas optimalus laikas;

d) antigem ir antikiny santykis (ekvivalentas) — jisubnas pamatyti rySki
agliutinacijos reakcyj. Paprastai eritroait naudojama deSimt kartmaziau nei serumo.
Tik esant prozoneklei (kai yra padidjes antikinu santykis) arba sensibilizuotiems
eritrocitams, Si taisyklnetinka;

e) reakcijos aplinkos jonénjéga — aplink eritrocit, kuris yra jelektrintas
neigiamai, gali susikaupti plazmoje esantys teigiag@lektrinti baltymai, kurie trukdys
antigeno ir antilkno reakcijai. Tokius baltymus reikia nuplauti spdiais tirpalais (arba 3
— 4 kartus izotoniniu tirpalu). Sumazindami tirpgaing jéga, pageriname agliutinacijos

reakcijos efektyvum[68].

Rhezus kraujo grupiy sistema

Rh kraujo grupi y sistema

Rhezus kraujo grupi sistema yra antroji ir kliniSkai viena svarbiaudbei
sucktingiausiy kraujo grupi; sisteny Zzmogaus kraujo transfuzijojeéldsavo didelio
skatiaus antigen ir sukeliamy sunkiy vaisiaus komplikacij [30, 39]. Per paskutiji
pus: amziaus tiriant §i kraujo grupi sistema buvo pazengta labai toli ir suzinota daug
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daugiau apie procesus, uz kuriuagent ir yra atsakingas Rh kraujo tipas. Tam, kig b
galima suprasti Rh kraujo grupisistem, buvo atliekamas genklonavimas, kuris
funkciniu poziiriu jrodé, kas Rhezus kraujo grép baltymai priklauso prévinei
membraning baltymy Seimai, kuri aktyviai dalyvauja amoniako perneSintgen;
iSsidéstymas ir forma Rh lokuse skatina genetinius maisuguria naujus antigenus.
Siandien dieqjau yra nustatyti 52 Rh kraujo grupsistemos antigenai raudgn kraujo
lasteliy pavirSiuje. Taip pat buvo nustatyta, kad Sie amtag yra kontroliuojami dviej
labai artimai susijusigeny, esadiy pirmojoje chromosomoje [39, 68].

Siuo metu, tyrigjant Rhezus kraujo grupisistem, taip pat labai svarbus yra ir
Rh genetinis testavimas, kuris gaiitibtaikomas klinikirems transfuzijoms medicinos ir
néStumo praktikoje. Tai apima RhD zigotiSkumo testayi D antigeno Bsenos
suardym ar sutvirtinim, taip pat pakeigtRhD ir RhCE gen susekim, kurie priklauso
rizikos grupei tokiuose pacientuose (ypatingai &jdsirie serga pjautuvo formassteliy
liga), kuriy organizmas gaty gaminti antikinus prieS pl&ai paplitusius Rh antigenus.
Rhezus baltymai formuoja pagringirkompleka, kuris yra pavojingas eritroait
membran strukiiroms. Rh Seimos baltymai apima neeritroidinius himgus, esatius
daugelyje ki audiniy, 0 palyginamoji genomika atskleidzia Siuos Rh htogos visose
gyvenimo srityse [39, 40].

Rhezus kraujo grupi sistema buvo pavadinta pagal tuo metu atliekamus
eksperimentinius darbus su Rhezus genties bezanienkury kraujas iS pradai buvo
naudojamas antiserumo gamybos tyrimams tam, kiad dmlima nustatyti kraujo tip
Pavyzdziui: jei antiserumas agliutinuoja organizraodonsias kraujo dsteles, tai Sis
individas yra vadinamas Rh teigiamu; o jei taiptagiaka, tai tiriamasis asmuo yra Rh
neigiamas. Nepaisant Rh faktoriaus esamo genetudgingumo, Rh faktoriaus téjima
ar jo nebuvim galima numanyti iS gatinai abstraktaus ir paprasto modelio, kuriame
vyrauja du aleliai, tai yra D ir d. Individai, keriyra dominantiés homozigotos (DD)
arba dominantiés heterozigotos (Dd) yra Rh teigiami. Tie asmenkarie yra
recesyviris homozigotos (dd) yra Rh neigiami (t.y. jie nefRh antigeno) [28, 34].

Rh nomenklatiura
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Ivairiose pasaulio Salyse yra naudojamas skirtinBdezus kraujo grupi
sistemos antigenzymeéjimas, kuris parodo genetines ar serologingsaitigem savybes.
Siuo metu Rh sistemai pansth yra prigijusios trys terminologiis formos, i$ kurj
pirmaja atrado du brit mokslininkai Drs. R. A. Fischeris ir R. Race'agjtraja —
Europoje paplitusi A. S. Wieneris, 0 t@aja — labai paplitusi JAV, skaitmenin
nomenklaira, R. E. Rosenfieldas. Sios visos trys sistemos iratsppaveldimo
kintamumo teorijas [28, 68].

Fischerio — Race'o sistema, kuri daug dazniau naontd Siomis dienomis
kasdieniniame laboratoriniame darbe, taip pat ye&iau paini ir nurodanti esamus Rh
grupss antigenus CDE panaudojant terminolag8i sistema originali tuo, kad reikalauja,
jog cia baty trys artimai susg genai kiekvienoje chromosomoje. Genai buvo pawadin
genu ir jo hipotetiniu aleliu d, C genu ir jo alelt, bei E genu ir jo aleliu e. Kiekvienas
genas, kaip ir buvo manoma, turi kontroliuoti atithmo antigeno produkt(pvz., D
genas gamina D antigeiir t.t.). Vis clto d genas pasir@desantis tik nusgamas, bet
nerealus (3 lenté) [28].

A. S. Wienerio nomenklatoje genai apraSomi viena raide: R reiSkia, kadRma
(t.y. D) genas, r — Zymimi genai, kurie nekoduoja,Rndeksu nurodantairius alelius
(RY, rtir t.t.). Si sistema naudoja Rh — Hr terminolagili pktoja teorij, kad¢ia buvo
vienas genas vieninteliame lokuse kiekvienos chemmms poroje ir kuris kontroliuoja
suctiniy antigem gamyh. Si idéja teigg, kad genas R duoda ,raudonajam faktoriui,Rh
(rh, hr), o genas r gamina rh ir hr (3 lea}dP8, 68].

Siy trijy teorijy Zymejimas yra naudojamas kraujo banko opetasijikeitimui
(pvz., RRy (D)). Weinerio uzraSymas yra daug &tiiigesnis irimantresnis daznam
naudojimui. 2l to lengviau paaiSkinama ir @iau yra naudojama Fischerio — Race‘o
teorija [28].

DNR testavimas pareg kad abi Sios teorijos i$ dalies yra tikslingG$a yra du
tarpusavyje susjj genai, IS kum vienas — turintis suing specifiky, o kitas —
vienareikSms specifikos. Tokiu fdu Weineris iSklé prielaich, kad genas gali téi
daugiareikSra specifiky (kai kas nepatijo Siuo originalumu) ir tai buvo teisingai
irodyta. IS kitos pus Weinerio iSkelta teorija, katla yra tik vienas genas, buymdyta

20



neteisingai, tai pat kaip ir Fischerio — Race‘orij@o kuri teig, jog ¢ia yra trys genai

[28].

3 lentek. Rhezus sistemos antigenai [68].

Rosenfieldo
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Rhezus kraujo grupi sistemos terminas apima kliniSkai svarbiausiuskisen
pagrindinius Rh sistemos antigenus: C, ¢, D, E Bie penki antigenai dar yra vadinami
Rh formule. Jie savo sétyje turi du integralinius, transmembraninius pefidus
susidedadius iS 417 aminoag&iy ir kuriems yra hdinga jom kanal; struktira. Tikslios
ir sucktingos Rh sistemos geneis savyles buvo nuolatos diskutuojamos nuo pat
ankstywju Sios sistemos savybatradimo. Rh kraujo grupisistema iS tikigju yra daug
sucktingesre nei buvo manoma ankau. Laikui kkgant, buvo nustatyta, katla yra du
artimai susg genai: RHD ir RHCE. Abu Sie Rh genai sudaryti &Sichties egzan
kiekvienas iSy turi keturis galimus alelius, kurie pateikia Sedigigenus iS kuai penki
didziausi yra ir tikrinami laboratorijose. Rh (Dgmas yra dominantinis, atsakingas uz D
baltymo sinteg, o Rh (CE) genas — uz CcEe baltyrsintez. D baltymas nuo CE
baltymo skiriasi mazdaug 35 aminagstimis. Yra manoma, kad vis pasikart@jes
rekombinacijos, nukleotidpakeitimas, dideli nukleotidiniai tarpai (priklaarsai nuo alu
sekos) ir aukStas homologijos lygis tarp RHD ir RH@en,, yra svarias Siy geny
formavimosi ir evoliucijos faktoriu<ia réra d antigeno. Mazasis ,d“ parodo D antigeno
nebuvinyg (RHD genas tuomet tiesiog yra pasSalintas arbankefanuojantis) [40, 28,
68].

Svarbiausias Rh antigenas yra RhD antigenas, nges yja labiausiai
imunogeniskas iS vispenkiy Rh antigen. RhD antigeno imunogeniSkumas priklauso
nuojvairiausiy veiksniy:

1. Antigeno doz2s. Vieno eritrocito membranoje apytikriai yra nuo 100iki
30000 RhD antigeno molekuli Antigeny kiekis, taigi ir antigeniSkumas bei
imunogeniSkumas priklauso nuo geno @ofgia taip pat svarbu asmuo homozigota ar
heterozigota) ir nuo Rh fenotipo [68, 23].

2. D antigeno kategorijos.Nustatyta, kad kai kugi RhD teigiana asmen
kraujas, paveiktas anti — RhD tutin serumu, nerodo agliutinacijos reakcijos. Pasiyod
kad dl tam tikn D antigeno kokybinj ir kiekybiniy savybii egzistuoja silpness D
antigeno formos. Sias silpnesnes D antigeno fomuasatant tikiprastais metodais (t.y.

tik anti — D reagentais), donoro ir recipiento Keagalimajvertinti kaip RhD neigiam
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D antigeno kategorijas lemia antigeno determénaepitopy) kiekis. D antigenas
daugiausiai gali tuti apie 40 determinainy, bet kai kurie iSy turi jy maziau ar daugiau,
todél jvairuoja D antigeno stiprumas. Stai dvi silprissB antigeno formos:

a) silpnas D antigenas,"[seniau vadintas 1 — tai yra silpna reakcija su anti —
D reagentu. Siems, silpnesniems D antigenams ytisged naudojami papildomi testai:
pvz., nustatant konkneD fenotip.

Pasirodo, kad maziau nei 1% atveant eritrocitt ekspresuojama maziau D
antigem; (D"*®. Pagal D antigankiekio maZagal D antigenkiekio mazjima anksiau
sutartinai [¥*® buvo skirstomas mazo ir didelio laipsnio. Kadangi "Dturi visus
epitopus, tai asmenturinti toki antigera, néra rizikos imunizuoti eritrocitais, kurie
ekspresuoja normalD antigen. Todtl manoma, kad individus, tugius D"** nehitina
vadinti Rh neigiamais ir perpilti jiems Rh neigigariraup. D"** fenotipm gali lemti
jvairios genetias priezastys [68]:

¢ susiformags mazesnis D antigeno molekukkatius ant eritrocif. Taigi,
asmuo yra RhD teigiamas, tik turintis mazeantigeno molekutlj kieki, kuris priklauso
nuo fenotipo. Tod skirtumas tarp B ir D fenotipy yra ne kokybinis, o kiekybinis;

¢ igimtas silpnas D antigenas, kuris yradimgas turintiems cDe, CDe, arba
cDE haplotipus;

e transpozicijos — C genas iS vienos chromosomazirdoD gen iS kitos
chromosomos (pvz., esant genotipui CDe/Cde). Dagraa !l C geno transpozicijos
sumazja kokybiskai nepakitusio D antigeno ekspresija.

b) dalinis D antigenas arba’D- tai tokia kategorija, kai D antigeno , tuim
normalg antigenir strukiira, tam tikra determinaiy dalis gali liti pasisépusi
gilesniuose eritroait membranos sluoksniuose. Tai yra silpnas D antigesr@antas.
Toki D antige dar vadina: parcialiniu D, D variantu, D kategomijis ar mozaikiniu D
antigenu, nes Siuo atveju ekspresuajamntigem kiekis gali iti didesnis arba mazesnis.
Kadangi D' turi maZiausi D epitop kiekj, todtl asmenis, turitius tolf D antigeno
variant, galima lengviau imunizuoti RhD teigiamais eriitats, nei asmenis, tuiius
kitus D antigeno variantus. diau, palyginti su D negatyviaisiais asmenimis, asyse
turintieji D' antigeno kategotij linke maZiau imunizuotis. Rutiniskai ‘D kategorija

nesiskiria nuo RhD teigiamos, kadangi turi pakankabBn antigem kieki. Pagal
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tarptautinius susitarimus, recipientai turintys” Ckategorija dar yra vadinami RhD
neigiamais, o kaip kraujo donorai — RHD teigiamaisrs $io silpno ¥ antigeno
imunogeniSkumas yra mazesnis lyginanimastu D antigenu [68].

¢) Rh nulinis fenotipas, Rl (,iStrinti* Rh kompleksai) — tam tikrose srityse
gaminami neturintys aktyvumo Rh antigenai, esameikdiam, funkciSkai neaktyviam ar
minimaliai aktyviam genui. Ry fenotipas yra padalintas dvi dalis: i dazniausiali
pasitaikant Rh, reguliatorin gera ir antiji — supresorinRh, gera, kuris kilo i Rh
lokuse esatio tyliojo geno homozigotiSkumo. RhAG glikoprotemara laikomas kaip
labiausiai kritinis Rhg genas, priklausantis reguliatoriniam tipui ir kniam
ekspresuojamam faktoriui esgeim Rh polipeptiduose, raudonosiose kraujstdkse.
Tyringjant autoantiknus prieS raudegsias kraujo dsteles sergant autoimunine
hemolizine anemija, buvo iSsiaiSkinta tai, kad mugesai Zinomi autoantiggnepitopai
egzistuoja ant Rh polipeptid40, 68, 32, 26].

Daugiausiai (99%) klinikini problemy sukelia jau miati penki stipriausi Rh
sistemos antigenai ir jiems specifiniai antki, bet @l antigeno didelio
imunogeniskumo, kasdieniniame gyvenime, jéiankiatina parinkti kraug perpylimui,
pakanka tik nustatyti stipriausRh grugs antigea D. T&iau reikia nepamirsti, kad ir ¢
antigenas yra labai imunogeniskas. Komplikacijasgjds gali sukelti antikinas anti — c,

kartais panasiosanti — D antikiny sukeliamas komplikacijas [68].

Kas tai yra Rhezus faktorius?

Rh (D) molekulé - tai iS 417 amino tgXiu sudarytas eritroait
transmembraninis baltymas (antigenas), kuris viodgumas 12 kagtkerta jy membran.
Si molekut sugeba stipriai paveikti intensyvias antigenireskcijas. Tai yra antigenin
medziaga, kuri stimuliuoja antiky gamyla kovojant su svetimaigsibrowliais, tokiais
kaip virusai, bakterijos ar persodinti organai. tKiasu A ir B antigenais RhD molekul
sudaro didziw schem, kuria mes naudojame nustatant ar klasifikuojant Zzmogeausia

dél transfuzinio nesuderinamumo [40, 28].
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PavirSirese eritrocito membranos baltymo srityse yra Rh(Dligeno aktyws
centrai. Epitop formavimasis Rh kraujo grupisistemoje labai priklauso nuo eritracit
membranoje eséios baltymo kilpos konfigracijos ir erdvigs struktiros.

RhD antigenas yra genetiSkai determinuotas, pawelsli autosominiu,
dominantiniu ladu viename lokuse (pirmosios chromosomos trumpajzenhge, 1p36.13
— p34.3) su dviem aleliais, iS kuriRh teigiamas — dominantinis, Rh neigiamas —
recesyvus. Zinome, kad palikuonis vieRhD gem pavelds i motinos, kit — i$ &vo,
taciau nepriklausomai nuo ABO kraujo gigpalely. Lygiai taip, kaip ir ABO alelius,
kiekvienas biologinisévas perduoda viens dviep savo Rh aleli savo vaikui. Jeiévas
yra dominantid homozigota (DD) — tai visi jo vaikai paveékl§ ger, na o jei ¢évas yra
dominantiré heterozigota (Dd) — tai RhD teigianantigera pavelas tik 50% jo vailg (5
paveikslas). Motina, kuri yra Rh neigiama, galichesti tik Rh neigiam alel savo §nui
ar dukrai. Taigi, priklausomai nuo to, KoRh derin pavelas, vaiko eritrocitai tuss
vienguly arba dviguh Rh antigeno dagz T&iau, serologiSkai ne visada reakcija bus

tiesiog proporcinga Rh antigeno dozei [19, 68].

of of

D D D d
Q d Dd Dd $ d Dd dd
d Dd Dd d Dd dd

100% Rh + vaikas 50 % Rh + vaikas

5 paveikslas. Motinos iévo genotipai, bei galimiisimy vaiky genotipai [19].

Individai turi arba neturi savo raudgn kraujo hsteliy pavirSiuje Rh faktot

(arba Rh antigey). Tai nulemia vieno geno buvimas arba nebuvimaa. dali hiti
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nurodomas su pliuso (+), arba su minuso (-) Zerddwis raSomas po nustatytos kraujo
grupes (pvz., A -, arba B +). Teau, kad laty tiksliau, laboratorijoje geriau yra naudoti
ne § zymgjima dél daznai iSkylatiuy klaidy ir neaiSkuma. Dirbant laboratorijoje
zymgjimas ,RhD teig.” yra naudojamas nusakyti RhD taigai kraujo grupi sistemai, o
zymgjimas ,RhD neig.” — naudojamas RhD neigiamai kragigiemai nusakyti [28].

Tas individas, kuris yra RhD teigiamas, turi magiauviera RhD + ale], bet gali
turéti ir du RhD + alelius. y genotipas gali itti Rh +/Rh -. Tas asmuo, kuris turi Rh —
faktoriu, pasizymi Rh -/Rh — genotipu (4 lerée]22].

4 lentet. Galimi Rhezus genotipai [22].

Rhezus faktoriu Galimi genotipai

. RA/RH
Rh RA/RH
RH RH/RH

RhD neigiamiems individams yra bendra tai, kadchgeuri jokio anti — RhD IgG
ar IgM, nes anti — RhD anfikai réra paprastai gaminami diént jautrumui pries
aplinkos dirgiklius. T&iau RhD neigiami asmenys gali gaminti 1gG anti —DRh
antikinus, atsizvelgiant ijjautrinimo atvejus: pvz., atsitikién kraujo transfuzija Rh
teigiamu krauju [30].

RhD teigiami asmenys turi du genus: D ir CE, o Ridigiami — tik CE gen
tockl ju eritrocity membranose visiSkai nepasigamina D antigendialiadabar manoma,
kad tokia D antigeno sintéz kontrok budinga tik baltosios r&s asmenims. Pasiih,
kad eritrocitai, turintys D antigan dazniausiai kartu gali téti ir C bei E antigenus.
Antigenai c ir e bna ir ant D teigiam ir ant D neigiam eritrocity, bet dazniausiai D
neigiami asmenys turi antigenus C—c + E —e +.

Iprastirtmis alygomis Rh faktoriaus téfimas ar jo netujimas réra susigs su
gereskmis gyvenimo glygomis, taip pat neturi dided reikSnés Zzmogaus gyvybei ir
sveikatai. Tai yra svarbu tik tada kai du kraujmati(neigiamas ir teigiamas) susimaiso

Rh neigiamajame Zmoguje. Tuomet iSkyla sunigum problemy, nes Rh faktorius
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pradeda veikti kaip antigenas tokio Zmogaus orgaeiar sukelia nepageidaujam
antikinu gamyla. Be to, Rh faktorius Zmogaus raudonosiose kraagtekse pasizymi
dideliu skat¢iumi papildomos antigenés medziagos, kuri galititi klasifikuojama i
daugel kraujo grupip sisteny. Taliau hitent Rh kraujo grupi sistema yra vieninte|
atskirta nuo ABO kraujo grupi sistemos, o tai yra labai svarbu atliekant kraujo
perpylimus. Jei Rh teigiamas kraujas yra perpilaRaseigiamam asmeniui, tathau
palaipsniui jo organizme ima vystytis antilai, vadinami anti — Rh agliutininais, kurie
prisijungia prie raudagu kraujo hsteliy, ima veikti Sias, sukeldami raudgn kraujo
lasteliy agliutinacip. llgainiui to rezultatas yraasteliy suardymas (hemobz Jei Rh
neigiamam recipientui dar papildomai antar net ir tréia kary yra atliekama Rh
teigiamo kraujo transfuzija, tai anti — Rh agliutp koncentracija tampa pavojingai
didelk ir sukelia sunkj ar net mirtina reakcip. Tokio pat tipo imunias reakcijogvyksta
Rh neigiamos motinos kraujyje kuri yraiia ir savojs¢iose nesioja Rh teigiaqnvaisiy
(galimybe jvykti Siai situacijai yra didel jei basimojo kidikio tévas yra Rh teigiamas,
taip pat tai priklauso ir nuotklikio tévo Rh faktoriaus stiprumo). Dalisi#tikio kraujo
gali pereitii motinos cirkuliaciy ir tai gali kiti agliutining prieS vaisiaus raudasias

kraujo hsteles formavimosi priezastimi [32].

Poligeninis D antigeno paveldimas

Skirtingai nei ABO kraujo grupi sistemos tipe, kur visi aleliai yra &styti
devintosios chromosomos vieno fokuso poroje, Rhdalorius apima tris skirtingas
aleliy poras (Circ, D ir d, E ir e) igdtytas trijuose skirtinguose pirmosios chromosomos
poros fokusuose. Galimi genotipai galidtiiviena C ar ¢, vien D ar d ir viea E ar e
alelius iS kiekvienos chromosomos. Pvz., CDE/cde/ale, CdE/cDe, CDe/CdE ir t.t.
Tam, kad bty imanoma nustatyti kiek yra galimskirtingn genotip, pirma reikia
nustatyti kiek yra galimp gamet; kiekvienam &vui. Tuomet, visas galimas gametas reikia
surasyti i genetik lentek. Net jei trys gem poros yra susijungusio$ vienos
chromosomos homologinpor, cia yra iS viso astuonios galimos skirtingos gametos
kiekvienam ¢vui: CDE, CDe, CdE. Cde, cDE, cDe, cdE ir cde. &sm gamet,

skatius yra pagstas tuo, kad visais galimais atvejais, Sie gemdii loiti paveldimi
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kiekvienos pirmosios chromosomos homolégnporoje (tai Bra pagista atsitiktiniu,
Siy genu pasirinkimu évuose mejo&s metu, nes visi Sie trys genai kartu yra labai
glaudziai vienas su kitu susijoje p&ioje chromosomoje; tad Sie trys genai link biti

kartu tose péose dviejose gametose: CDE ir cde) [42].

Antik @iny, prieS Rhezus kraujo grupi sistemos antigenus,

tipali
Pagal kilme antikinai pries eritrociy antigenus gali liti:

e [gimti arba natralus, pvz., anti — E;
e Igyti antikinai, pvz., anti- D, anti- C.

Pagal antigenus, kurie suié Siy antikiany gamytlsy :

e aloantikanai (dar vadinami izoantiknais) — fiSiai specifiniai, dingi skirtingiems,
vienos fiSies individams. Tai yra tokie antikai, kurie pasigamina, kai organizm
veikia svetimi jam tos pdos risies individo kraujo grupiantigenai, pavyzdziui, esant
Rhezus konfliktui AStumo metu. Tai imuniniai aloantikai. ,Nafiralis® aloantikinai
atsiranda veikiant mikroorganizmams, turintiemsgsauns; kraujo grupip antigenus, su
kuriais Zmogus susiduria, pavyzdziui, esant Zarnyakterinei kolonizacijai [4, 16, 52,
68];

® autoantikiinai — tai antikinai nukreipti prieS savo organizmo eritrgcantigenus,
nesusi su hemotransfuzijomisyJdatsiradina lemia biologiniai, fizikiniai ir cheminiai
veiksniai (vaistai). Pakgtsavi antigenai tampa imunogenais ir prasided&@amfipries
juos gamyh. Dazniausiai y atsiradimo priezastis lieka neaiski. Kiek Cieal,
autoantikinai gali atsirasti kaip pagrindia, paprastai sunkios ligos komplikacija.
Atsirack autoantikinai dazniausiai yra Silumos, IgG ktas Autoantikinai turi panas

specifiSkuna antigenams, kaip ir aloantikai [4, 16, 52, 68].
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Pagal antigemy ir antikizny saveikos nustatymoitalg (serologin aktyvuny) :

e agliutinuojantys antikiinai arba agliutininai, kurie poageikos su atitinkamais
eritrocity antigenais gali sukelti matemeritrocity agliutinacip NaCl tirpale, kuriame
eritrocitai yrajelektrinti neigiamai ir jie stumia vienas kitTodl agliutinacip lengviau
sukelia didesés IgM molekués, kurios sugeba suformuoti tiltelius (jungtis) ptagiu
eritrocity. Kadangi IgM kraujo grupi antikinai dazniausiai yra aktyg Zemeséje
temperairoje, tocl agliutinacijos testai atliekami kambario temperaje. Ir toctl tokie
antikinai dar vadinami pilnaisiais. Eritrogitmembranos neigiaakravi daugiausiai
lemia glikoproteinai ir glikolipidai, kurie ir yreeritrocity antigenai. Kai 1gG klas

antikiiny titras yra didelis, agliutinacijos reakcija taigtpgmanoma [47, 68].

¢ neagliutinuojantys (koagliutininai) ir blokuojantys (nepilnieji) akiinai. Antikiinai,
serologiskai vadinami nepilnaisiais, imunologiSiea iprasti ir visiSkai aktyus. Jie taip
pat jungiasi su eritroait antigenais NaCl tegpe, ta&fiau patys nesugeba suformuoti
stabiliy agliutinat; dél nedidelio molekuws dydzio, koncentracijos, silpnesnio polinkio
jungtis prie antigeno. Nepilnieji antikai paprastai yra Siltieji ir priklauso IgG klas8ie
antikinai gali blokuoti vienu metu arélrau practy agliutining (kurie turi panasSias
savybes) reakcijas su antigenais. Nepilniesiemi&iar@ms nustatyti reikia tam tikros
papildomos tergs, kuri gattu:

a) arba mazinti neigiaeritrocity pavirSiaus kivi (dekstranas, albuminai);

b) arba vandeniniuose tirpaluosezimti eritrocity pavirSiaus jtempinmg
(albuminai, proteas);

c) arba padidinti aniiky polinki (afinitety) jungtis prie eritrocii antigem
(maZzos jonias jégos tirpalai — LISS);

b) arba pagerintiygas antiinams pasiekti antigenus (protésy

Taciau ir IgM antilkiinus, kai y titras nedidelis ar jie pasizymi mazu avidiSkumu,

galima nustatyti naudojant papildarterpiy ar agliutinacijos testus [47, 68].

e aktyvinantys komplementa antikiinai. Kai kurie kraujo grupi antikinai gali

aktyvinti komplemento kaskad
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a) i$ dalies — iki C3b;
b) visiSkai — iki C5b — C9 (vadmieji hemolizinai.
Ar komplementas aktyvinamas, paprastai nustatoniglapulininiais ir (arba)

hemoliziniais testais (kai visiSkai aktyvinamas lgyementas) [47, 68].

. antikinai, nustatomi naudojant fermentus Daugiau nei 70% kraujo grupi
antikiny yra nustatomi naudojant fermentus, mat apdordgits eritrocitus fermentais
(pvz., proteoliziniais), sumap sialo fgsties kiekis eritrocit membranose, tétl
sumaszja eritrocity neigiamasis Kvis ir jie gali priaréti vienas prie kito. Toél net ir
mazeshs IgG antikinu molekuks gali sujungti du eritrocitus ir juos fiksuoti Fab

fragmentais. Tuomet antigeir antikiny reakcija tampa gerai matoma [47, 68].

e  Kumbso antikiinai.

Dar 1945 metais R. Coombsas, A. Mourantas ir ReRacapras test, kuriuo
nustatomi neagliutinuojantys anti- Rh amtilei serume [33]. ¥iau Sis testas buvo
pritaikytas nustatant antiky ir komplemento komponemt kurie in vivo gali padengti
eritrocitus [2, 60]. Siame teste yra naudojamikamtai pries Zmogaus imunoglobulinus,
tockl jis ir dabar vadinamas antiglobulininiu testuakumbso (Coombs) reakcija.

Kumbso reakcija padeda nustatyti vienvalas arba nepilnuosius (t.y
nesukeliagius eritrocity agliutinacijos), blokuojatius antikinus, kurie yra paderg
tiriamuosius eritrocitus arba kurie laisvai cirkudja kraujyje. Sie antilnai susidaro
esant patologineitklei, Rh neatitikimui, vykstant autoimuniniam precg pasireiSkus
virusinei, riketsinei, bakterinei infekcijai. Nepigji antikinai gali jungtis su antigenu,
taciau &l mazo IgG molekus dydzio ar nedidelioyj kiekio, taip pat @l afiniteto ar
mazo antigem tankio eritrocity membranoje, jie nesugeba sudaryti staljiingiu tarp
eritrocity. Todél in vitro nesukelia agliutinacijos, precipitacijos ar kitpkenomenm [51].
Agliutinacijos reakcijai iSrySkinti ir naudojamasikibso reagentas.

Kumbso reagentas — tai yra amtilai prieS IgG Fc fragment (jei
antiimunoglobulininis reagentas yra monospecifini$giau rutininiuose tyrimuose
dazniau naudojami polispecifiniai antimunoglobudiai reagentai, turintys antiky ne

tik pries IgG, bet ir prieS IgM, IgA, komplementorkponentus: C3b, C3d, C3c.
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Imunohematologijoje yra naudojami du Kumbso realsctjpai:

a) tiesiogia (tiesioginis antiglobulininis testas (anglirect antiglobulin test
DAT) [60, 68, 70]. Tiesiogi®& Kumbso reakcija (tiesioginis antiglobulininis tes}t
atliekama, kai yra pagrindo manyti, kad nepilnigntikinai ar komplemento
komponentai (C3d, C4d) tiriamojo individo organiziyra susijung su eritrocitais [14,
33, 60]. Pries atliekant Kumbso reakgijiriamieji eritrocitai, jei yratariama, kad jie gali
buti sensibilizuoti ieSkomais antikais, kruop&ai nuplaunami 0,9% NacCl tirpalu.
Naudojant & procedira siekiama, kad nuo eritroqibity nuplauti kraujo serume esantys
baltymai (kurie gali trukdyti reakcijai), o lilttik eritrocitus padengantikinai.

Kumbso reagentas — ariikai prieS IgG Fc fragmest (jei Sis yra
monospecifinis). Kumbso reagente esantis anti — Fg8 fragmentais sujungia duiej
nepilny antikiny (prisijungusy prie skirting; eritrocity) molekuliy Fc fragmentus ir tad
ivyksta agliutinacija.

Taciau rutininiuose tyrimuose gali b naudojamas polispecifinis
antiimunoglobulininis reagentas, t.y. serumasntigiantikiny ne tik prieS Zzmogaus IgG
(bet ir prieS IgM ir IgA), taiau ir antikiny prieS komplemento komponentus, y23d ar
CA4d.

Teigiama reakcija (t.y. agliutinacijavyko) rodo, kad paciento eritrocitai yra
sensibilizuoti, t.y. padengti IgG antikais.

Neigiamas tiesiogiks Kumbso reakcijos rezultatas (t.y. agliutinacigivpko)
rodo, kad tiriamieji eritrocitai organizme nebuvensibilizuoti, t.y. tiriamieji eritrocitai
nebuvo padengti antikais.

Sis, tiesioginis Kumbso antigbobulininis testas bati naudingas nustatant:

* naujagimip hemolizirg anemig;
e autoimunir hemolizirg liga;
* vaisty sukelt imuning hemoliz;
e iimias ar ¢to tipo hemolizines potransfuzines reakcijas (pripyetapataus
kraujo, gali susidaryti nepitpantikinu);
* antikiiny vertinimo;
b) netiesiogi@é (netiesioginis antiglobulininis testas (angdirect antiglobulin

test IAT)). Netiesiogit Kumbso reakcija (netiesioginis antiglobulininisstes) irgi
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padeda nustatyti nepilnus antilus, td&iau nefiksuotus, o laisvai cirkuliuojéins
kraujyje ir kituose organizmo skgisiose [33, 46, 51, 68]. Sie aniikai, taip pat kai kurie
komplemento komponentai gali specifiSkai reaguetestrocitaisin vivo [14, 54, 60].
Tirilamasis serumas, kuriame manoma esant ngpilantikiny, sumaiSomas su
zinomos kilnes antigenais (pvz., Rh (D)+ eritrocitais) ir Kumhsagentu (dazniausiai
polispecifiniu arba monospecifiniu, tutin anti- IgG). Dar geriau yra panaudoti net kel
donom Zzinomus eritrocitus, kuriems nustatyta kielanoma daugiau antigen
Teigiamos netiesiogi#s Kumbso reakcijos rezultatas — agliutinacijos cgak— serume
yra nepilnyy antikiny pries eritrocit antigenus ar komplemento komponentus.
Netiesioginis antiglobulininis testas padeda nystantikinus kraujo serume ir
gali bati naudojamas:
. * nustatyti 8%¢iyjy kraujo serume esains nepilnuosius antius ir numatyti
Rh konflikta;
* parinkti kraug perpylimui;
* nustatyti kai kuriems antigenams, taip p&tae pasitaikantiems ar silpniems

antigem; variantams.

e Antiglobulininio testo atlikimas, panaudoja@io metodil.

Antiktiny paieska ir identifikavimas buvo atliekami mikrégntuweliuose.

Dar 1986 metais Lapierre uzpatentavo megtdduriame panaudojamos gelio
daleks. Atliekant testavim gelio metodika, vietoje standartinmégintuveliy naudojami
Sesi mikronggintuweliai patalpintii plastikirg, taip vadinam gelio korte¢ [2, 8, 14].

Mikromégintuwelius uzpildo buferinis dekstrino pagrindu paganmsntgelis, kuris
gali bati:

* neutralus (t.y. netéti papildomy antiking),
e specifinis (turi monokloninius ar polikloniniuantikinus prieS kraujo
grupiy antigenus
* antiglobulininis (polispecifinis ar monospecifipikuriame yra antiknai
prieS Zzmogaus imunoglobulinus ar komplemento koreptus [66].
Atliekant antiglobulinin test, i mikromegintuwvelius pridedama eritroait

suspensijos ir tiriamojo serumo (jei netiesiégiumbso rekcija). Eritrocit reakcija
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arba sensibilizacija vyksta inkubacijos metu mikégmtuwelio virSutinéje reakcijos
kameroje, tokiu Bdu iSvengiama ZAG neutralizacijos serumo proteinais
Centrifuguojant sensibilizuoti eritrocitai nusodmia per gel i mikromeégintuwelio
apatire dal (6 paveikslas) [8, 14].

Serumas Ernitrocitan
06

\J

1. Parucdimas 2. Inkubavimas 3. Centrifigarrimas
‘_
‘—.
da Teigiama realcija 4b. Meimama realkcya

6 paveikslas. Antiglobulininio testo atlikimas, n@jant gelio metodik[8].

Esantteigiamai reakcijai, eritrocitai, kontaktuodami reakge kameroje su
ZAG, esadiu gelio matricoje, sudaro hemagliutinatkkompleksus. Sie imuniniai
kompleksai, priklausomai nuo reakcijos stiprumaid&sto arba gelio pavirSiuje, arba
istringa gelio matricoje. Esanteigiamai reakcijai, neagliutinuoti eritrocitai laisvai
praeina gelio matrig sudarydami kompaktigksluoksin mikromegintuwelio dugne (7
paveikslas) [2, 8, 14].

Eritrocity agliutinaty dydis priklauso nuo antigenir antikiny savybiy ir
inkubacijos trukmis. Dideli agliutinatai nusda virs gelio, 0 mazi ir mazesnijstringa
gelio struktiroje. Gelio matricos strukta yra tokia, kad veikiant svoriccggoms,
neagliutinuoti eritrocitai laisvai praeina per ged agliutinuoti — nu&a virs gelio,
arbajstringa jo matricos struitoje.
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Tyrimu rezultatai gali bti vertinami vizualiai arba specialios kompiuteisn
programos pagalba. Rezultatai vertinami taip (7ejksias):

Teigiama reakcijat+ + + +arba+ + +. Agliutinuoti eritrocitai formuoja raudan
linij a gelio pavirSiuje.

Silpnai teigiama reakcija + + ir + : Dalis agliutinuog eritrocity
lokalizuojasi gelio pavirSiuje, kiti disperguojalge, sudarydami vertikadiraudonos
spalvos juost

Neigiama. Eritrocitai, laisvai difunday per gelio matrig, kompaktisSkai nusda
mikromeégintuwelio dugne.

Kontroliniame m égintuveélyje (ctl ) reakcija turi ati neigiama [14].

Ctl

+++ + ++ +

7 paveikslas. Agliutinacijos reakcijos rezultaertinimas.

Pagal temperairq, prie kurios vyksta antigeno — antéo imuninés reakcijos:

° Saltieji antikanai (SAA), vadinami pilnieji, su eritroait antigenais paprastai
reaguoja Zemesje temperatroje (4 - 27C) [4]. Jie daznai yra natalus (nafiraliai
atsirandantys) IgM klas antikinai. In vitro SAA sukelia matomp agliutinacip, nes
sudaro stabilias jungtis tarp eritragitkadangi vienas antiko Fab fragmentas jungiasi
su antigeno epitopu (veilga sritimi) vieno eritrocito pavirSiuje, o antraali-fragmentas

jungiasi su analogisku epitopu, e&arkito eritrocito pavirSiuje [4, 68].
e  Silumos antikinai (SIA), vadinami nepilnieji arba neagliutinuojantys eritrocity

antigenais paprastai reaguoja aukstesnioje tenpeje (37°C). Jie priklauso IgGarba
IgGs poklasiui.In vitro matomos agliutinacijos nesukelia. Apie 98% atuwgjaguoja su
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autologiniais eritrocit antigenais ir fiksuojasi ant eritrogipavirsiaus. Kartais SIA yra
nukreipti pries specifineritrocity antigen [4, 9, 68].
SIA gali aktyvinti komplemento sistem
o ikiC3b;
o iki C5b — C9 (MAK) [9, 54].

Antik @nai prieS Rhezus kraujo grupi sistemos antigenus

Tai yra imuniniai antiinai, kurie prieS Sios sistemos antigenus atsirgmula
kraujo perpylimo ar éstumo [56]. Sios sistemos antikai daugiausiai priklauso 1gG
tipui — 1gG, ir/arba 1gG poklasiui ir daZniausiai yra Siltieji (su antigereaguoja 3%C).
Tai réra nafiralis antikinai, t&iau jie gali susidaryti veikiant atitinkamam Rhezus
sistemos antigenui. Daznai Sie antiki veikia kartu su kitais antikais taip
sustiprindami savo biologinaktyvumy. Anti - E ir anti - C' antikinai gali atsirasti
nafiraliai, be Zinomos stimuliacijos. Antikai anti —E, anti — e ir anti —"Ggali hati ir
IgM klases [52]. Antikinai prieS Rh sistemos antigenuseikaudami su antigenu retai
aktyvina komplemento sisten[52, 60]. & hemolizinio aktyvumo skirtum negalima
nustatyti jprastais serologiniais metodais. ¢leal perpilant eritrocit mag, anti — Rh
antikiny bavimas vertinamas naudojant RhD + teigiamagseles.

Aloantikinai prieS Sios kraujo grupi sistemos antigenus lengvai atsiranda
zmorems, kuriy fenotipas yra — (R, D— —). Dauguma autoaniiRy — Siltieji, 1gG
klasts, yra specifiSki Rh sistemos antigenamsgypantigenui [57, 17].

Visi antikinai prieS Rh sistemos antigenus sukelia NHL. Heraddukelta 3i

antikiiny vyksta ekstravaskuliariai [52, 57].

¢ RhD antigenas yra stipriausias imunogenas;l tadtikinai prieS § antigen (anti-D
antikanai) yra labiausiai paphktir kliniSkai ypa svarhis. Jie dazniausiai atsiranda po
hemotransfuzij ir gali bati naujagimiy hemolizires ligos priezastimi. Tokiais atvejais
anti — D antikinai daznai veikia kartu su anti-C (1/3 atyepr anti-E antilinais (2%
atvep).
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e Anti-E antik anai — antrieji pagal daznugnanti — Rh antiknai. NeaiSku koé, bet
kartais jie yra nustatomi ir kaip rmaaliai susiformuojantys antikai. Tuomet jie yra
Saltieji. Natiraliai susiformavusi antikiing buvo nustatyta vyrkraujyje, kuriems nebuvo
perpilta kraujo. Sie, anti — E anfikai gali sukelti NHL. 4 klinikiné reikne abejotina.
KliniSkai svarbesni yra tie anti — E aniikai, kurie veikia kartu su anti - c. Anti - ¢ yra
sunkiai identifikuojami esant kartu ir anti - E. &b ipylus E — ¢ + kraujo, gali sukelti
hemolizines potransfuzines reakcijas. &logei asmuo turi CCDee fenotiptai latentinei

imunizacijai su ¢ antigenu iSvengti jam réik parinkti to paties fenotipo krau[60].

e Anti-c — po anti — D pagal klinikia svarly yra antrasis antilnas. Anti — ¢ - tai yra
trecias pagal daznugnantikinas (po anti — D ir anti — A), sukeliantis naujagim
hemolizire anemig. Anti — ¢ daZniausiai yra atsakingas wtol tipo hemolizines
potransfuzines reakcijas. Pastih kad Sie antiknai po hemotransfuzijatsiranda retai,
nes c antigenas yra silpnas imunogenagkus imunizacijai anti — ¢ antikai gana
greitai iSnyksta. Jei recipientas jau turi anti -amtikiny, tai jam yra problematiSka
parinkti donoa dél gana dazno (80 %) c antigeno paplitimo¢i@a Sie antiknai daznai
veikia kartu su anti-E antikais (yp& jei asmuo yra CCDee fenotipo)ir sukekéol tipo

hemotransfuzines reakcijas ir NHL [51, 53, 60].

e Anti-C antikinai po hemotransfuzjjatsiranda gan retai, nes C antigenas yra labai
silpnas imunogenas. Anti-C aniikai retai veikia vieni, daznai kartu su anti-D advgi-c
antikiinais. Jei serume yra anti-C, tai dazniausiai ynadaasanti-C". RhD teigiamiems
asmenims retai atsiranda anti-C. Jei asmuo, kenotfpas ccDEE kraujo serume tui Si
antikiiny, tai reikia liti atsargiems, nes vienu metu galykti imunizacija su e antigenu.

Todél tokiu atveju litina parinkti identiSk donoro fenotip [6, 52].

e Anti - e antikinai daZniau sutinkami kaip autoariilai. Siltieji autoantifinai silpnai
reaguoja tik su E antigenus tufiomis lastekmis, o yp& su EE fenotipoalstekmis. Anti
— ¢ antikinus adsorbuoja EE fenotipgsteks. Kaip aloantiiinai pasitaiko retai, nes 98%
populiacijos turi § antigen, bet litent ¢l didelio Sio geno daznumo anti — e antiki

yra svarlas. Tai Siltieji antikinai. Anti-e aloantiknai veikia kartu su anti-C. Jei asmuo
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turi ccDEE fenotip, tuomet reikia kreipti émeg | anti — C, anti — ce ir anti — Ce

antikiiny titra, parenkant tapatdonoro fenotip imunizacijai iSvengti [52].

e Anti - C" antikinai po hemotransfuzijir néStumo atsiranda retai, nes' @ntigen
paplitimo daZnis populiacijoje yra 1 - 2%. Anti -'@ntikinai yra specifiski tik €
antigenui, su C antigenu nereaguoja. Anti ¥ @ntikinai sukelia imia NHL ir

hemolizines potransfuzines reakcijas [6, 7].

2.7. Aloantikiiny prieS Rhezus kraujo grupiy sistemos

antigenus atsiradimas po hemotransfuzij

Aloantikany atsiradimas po hemotransfuggriklauso nuo:
e |yties (reStumy skatius);
® amziaus;
e transfuziy skatiaus.

Nemaz reikSnme aloantikiny susiformavimui turi ir kiti faktoriai: recipiento
imuninés sistemos dklé, ligos, kai kuriais atvejais vartojami medikamenta
(imunosupresantai) [13].

Po kraujo perpylimo, ¢stumo arba po audipitransplantacijos; organizna
patenka eritrocit membranoje esantys antigenai, kurie gali sukp#csginiy aloantikiny
prieS Rhezus kraujo grupantigenus - gamyb Ar recipiento imunig sistema sureaguos
1 svetimy antigen priklausys nuagimty (geneting) ir jgyty faktoriy — antigeno daoss,
veikimo truknés ir imunogeniSkumo. T#au tikslus veikimo mechanizmas iki Siol
nezinomas [62, 64].

ImunogeniSkumas yra apilinamas kaip tam tikro antigeno suggbas
organizme inicijuoti antikny gamyly. Pavyzdziui, kaip jau miéome D antigenas yra
laikomas stipriausiu imunogenu. Recipientui netiam Sio antigeno, perpylus Rh D
teigiamo kraujo, anti-D antikhai pasigamins 80% atwej Woodrow ir Donahue

apskadiavo, kadipylus tik 0,1 ml. Rh(D) + teigiamo kraujo, reciptanneturirtiam Sio
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antigeno, gali pasigaminti antikai anti - D. Taiau ligoniams, kuti imuniné sistema yra
nuslopinta, Sis daznis yra zymiai mazesnis [558563].

Kraujo grupii antigem santykinis imunogeniSkumas apskaojamas pagal
antikiny paplitimo dazip ji lyginant su kit antigem, pavyzdziui su K. Santykén
tikimybé susiformuoti antiknams ne prieS D antigeryra: K (0,05) > ¢ (0,0205) > E
(0,0169) > F¥§(0,0023) > Jk(0,0007) [64].

2.8. Anti — Rh antikainy sukeliamos komplikacijos

Kai priezastys yra susijusios su RhD antigerantikiny nesuderinamumu, tai yra
vadinama Rhezus sukeliamomis ligomis. KliniSkai fRktorius, kai ir ABO faktorius,
gali sukelti sunkias medicinines komplikacijas. Art RhD + antikinai gali hiti
gaminami ¢ individy organizmuose, kurie yra RhD -, kaip rezultatasuganetinkam
kraujo transfuzg. Kai tai jvyksta, tuomet antikny gamyba paprastaicdiasi vis
gyvenimg [30, 3, 12].

Taciau didziausia Rh kraujo grupisistemos sukeliama problemara ta, kad
pasitaiko nemazai transfuzinnesuderinamum (nors tai pasitaiko), bet ta, kuri sukelia
hemolizirg naujagimii anemiy. Tai jvyksta tarp motinos ir jogsciose besivystaifio
vaisiaus. Motinos hemoliziSkai aktys antikinai, kurie yra nukreipti prieS gemalo
eritrocity antigenus, pereina per placenfTai dazniausiai 1gG izotopo antiknai,
gebantys anksti pereiti placent kauptis gemalo kraujyje. Vaisiaus eritrocitisyiuos
dengia IgG antiknai, greitai Salina mononukleaéifagocitire sistema. Vaisius galith
arba susirgti NHL. Rhezus kraujo tipo nesuderinaasivis dar yra potenciali vaisiaus
kraujo giminingumo problemos priezastis naujagingdasg, 29, 18, 27].

Rhezus tipo motinos — vaisiaus nesuderinamumasgsilarytijvairiais atvejais:

¢ jei Rh neigiama (dd) motina, yra iStgksi uz lmsimo kidikio tévo, kuris
yra RhD teigiamas (DD arba Dd). Motina pagimdo Rbdigiamy (DD arba Dd)
naujagim. Gimdymo metu;i moters kraujotak gali patekti vaisiaus RhD + eritrogijt
kurie skatina anti — RhD antiky gamyty, motinos organizme. Sie motinos antili gali
pereiti per placentir suardyti vaisiaus raudagsias kraujo 4steles. Pirm karta RhD —
motinai besilaukiant RhD +uklikio, paprastai netma nesuderinamumo problenRizika
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tam jvykti padicdtja su kiekvienu tolimesniuéStumu. To rezultatasiba sunki, gyvybei
pavojinga anemija, kuriaaktik gimes kidikis gali susirgti, nes kraujyje atsiranda
deguonies ttkumas. Kidikis taip pat daznai serga geltaiklke, kurios metu tulzies
pigmentai formuojasi kraujyje), katigioja, gali iSsivystyti sunki ko edema, pasizymi
padictjusiomis kepenimis bei tulZimi. Tai vadinama embhii® eritroblastoze. Sios
pavojingos ligos gydymui Siuo metu yra taikomos RkDkraujo skubios, masis
transfuzijos kdikiui, tuo pat metu drenuojant tam, kad iSvalytudabartin naujagimio
krauja nuo RhD teigiam antikiny. Tai paprastai daroma tuojau pat po gimdymo, dipt t
pat tai galima atlikti vaisiui ir iki jo gimimo. Hopiefiams labiausiai yra ttina
susidurti su Sia problema — 13 % eurépienaujagimi priklauso rizikos grupei. IS
tikrujy tik Y/» iy kadikiy (6% visy gimusiy naujagimi) susiduria su komplikacijomis.
Taikant profilaktin gydyma Sis skatius gali dar sumai. Tik maziau nei 1% #dikiy,
kuriems buvo taikytas gydymas, susiglsu problemomis [18, 22, 32, 27, 19, 25];

¢ motinai iki jos pirmojo BStumo buvo perpilta RhD + kraujo. Tédau ir
pirmojo reStumo metu po kraujo perpylimo motinos organizmeidag anti — RhD
antikiinai gali sukelti NHL;

e savaime nutikes ar dirbtinai nutrauktaségtumas, &Stumo hipertonija,
prieS laily atsidalijusi placenta, gimdymo skatinimas medikatais, kaii moters
kraujotalky patenka, kad ir nedidelis kiekis vaisiaus eritiigckurie sensibilizuoja ir
skatina gamintis anti — Rh 1gG izotopo amtiks. Kito reStumo metu Sie antikai
atakuoja vaisiaus eritrocitus ir sukelighiemoliz.

Imunizacijai iSvengti, RhD — motinai, tutimai rizika pagimdyti RhD + kdiki,
Siuo metu yra plaai taikomas serumas — RhoGAM — turintis savoésyjd anti — Rh 1gG
izotopo antikiny. Jis paskiriamas moteriai, pasibaigus 28tmmo savaitei ir pakartotinai
ne liau kaip 72 valandos po Rh +udikio gimimo. Tai turi liti padaryta pirmojo ir
vélesniy néStumo metu. Suleisti antikai greitai agliutinuoja visas vaisiaus raugsias
kraujo bsteles, jei tik jos pereinamotinos krau, ir tuo kidu uzkerta keli gamintis jos
p&ios natiraliesiems antiinams. Serumas suteikia tik pasyvwinunizacijos form ir
tada greitai palieka motinos kraujogakoc! motinos organizmas negali gaminti joki
ilgalaikiy antikiny. Sis gydymas gali i efektyvus 99% ir taip uZzkirsti keli NHL
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vystimuisi. RhoGAM taip patjprastai duodamas Rh — moterims po persileidimo,

negimdinio #Stumo metujskaitant ir abort atvejus [31, 19].

3. Darbo tikslas ir uzdaviniai
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+ Darbo tikslas:

Ivertinti kliniSkai svarhby antikiny prieS Rhezus kraujo grupi antigenus
atsiradima, paplitima bei ju pasiskirstymm po hemotransfuaij ligoniams, kurie gyébi
Vilniaus universiteto ligoniés Santariski klinikose.

+ Darbo uzdaviniai:

1) ivertinti Rhezus kraujo grép aloantikiny atsiradima po hemotransfuaij
tyrimo pradzioje (2004 m.);

2) jvertinti Rhezus kraujo gris aloantikiny ir autoantikiny paplitima po
ketvery mety (2008 m.);

3) ivertinti Rhezus kraujo grgs aloantikiny ir autoantikiny pasiskirstym pagal
ligos poludi.

4. EKSPERIMENTIN E DALIS
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4.1. Tyrimo medziaga
4.1.1. Tirlamosios grug@s

Tiriamasis darbas buvo atliekamas Vilniaus univetsi ligonires SantariSkj
kliniky Laboratorirs diagnostikos centro Kraujo perpylimo laboratgejo

Tyrimy objektas — veninis kraujas be konservanifminiai buvo renkami
Vilniaus universiteto ligonigje SantariSkj klinikose hospitalizuotiems ligoniams. Buvo
tikimasi surasti antikku prieS Rhezus kraujo grupsistemos antigenus.

Buvo istirtas 115 pacientkraujas. Tiriamjy amziaus ribos buvo nuo 18 iki 82
mety. Jiems buvo atliktas maziausiai vienas kraujo ylenas.

Aloantikiny atsiradimas po hemotransfugijr antikinu pasiskirstymas buvo
analizuojami ketvetn met; laikotarpyje. Buvo analizuojama Vilniaus univeesit

SantariSki kliniky archyvire medziaga.

4.1.2. Tirlamosios medziagos surinkimas

Antikiiny paiesSkai ir identifikavimui atlikti, veninis kraag imamasg vakuumin
mégintuveli be antikoagulianto ar konservanto. Bandiniai ¢krguojami 5 min. 1500

apsisukiny per min. graiiu centrifugoje.

4.2. Tyrimo metodai

4.2.1. Reagenj aprasas

Tyrimams atlikti buvo naudoti kompanijos DiaMed-IMicro Typing System
reagentai:
e ID- kortelks ,LISS / Coombs*, kuriuose naudojami paruostiusgenduoti gelyje
polispecifiniy (triusio anti- IgG ir monokloninis C3d) antiglotu serumai.
o Eritrocity reagentai: ID- Dia Cell |, II, 1ll; ID- DiaPaneTai paruosti naudojimui
tipuoti standartiniai eritrocitai, skirti netiesiogp Kumbso néginio atlikimui

ieSkant antiliny ir juos identifikuojant.
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e ID- Diluent-2— eritrocity paruoSimo tirpalas, modifikuotas LISS ( maZzos ési

jégos tirpalas).

4.2.2. Antikany (alo-, auto-) paieSka

Antikiiny paieSkai naudojame ID- Dia Cell (I, II, Ill) ewfity reagentus.
Tirlamas serumas ir reagentai turi susilti iki kamb temperatros. Atitinkami 1D-
kortekks mikroneégintuwvéliai pazymimi pagal tiriamojo ligonio numierr eritrocity
reagentus — I, Il, IlI.

I atitinkamai pazyretus mikronggintuvelius pridedama po 50 pl ID- Dia Cell ir
po 25 ul tirlamo serumol] mikromegintuwveli, skirta autologinei kontrolei atlikti,
pridedam 50 pl pacientadteliy miSinio.

ID- korteles patalpinam 15 midiy i inkubatori; (t= 37°C). Véliau ID- korteles
centrifuguojame 10 min 1500 apsisukinper min. centrifugoje. Vertiname rezuitat
(nuo— iki 4+).

Neigiamareakcija rodo, kad tiriamajame serunteanimunini (alo-) antikinu.

Jei reakch gaunameeigiama (serume yra imuniniantiking), jvedame reakcijos
duomenisj speciala antigem lentek iS kurios ir suzinome apie antiko specifiSkura.
Antikino patvirtinimui toliau atliekame antiky identifikavimag su ID-Dia Panel. Si
rezultat; patvirtinimui atliekame tiesiogin Kumbso reakcy. Atitinkama ID- korted
pazymima pagal tiriamojo numet mikromégintuweli pridedama 50 pl paruostos tiriam
eritrocity suspensijos 0,8 % i( 1ml. ID- Diluent-2 pridedam 10ul kraujo ir lengvai
sumaisome). ID- kortelidedamg centrifugr 10 min., po to vizualiai vertiname rezulfat
[50].

4.2.3. Antikainy identifikavimas
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Naudojame paruoStus ID- Dia Panell eritrgcieagentus (tai 11-os domor
eritrocity misSiniai su Zzinomais antigenais, kurie aprasyticsplioje lentedje). ID korteks
mikromegintuweliai pazymimi pagal tiriamojo ligonio numieir eritrocity reagentus.
Pridedama po 50 pl ID- Dia Panddtitinkamai pazyrétus mikronggintuvelius (nuo 1 iki
11). I 12- & mikromégintuvelj, skirta autologinei kontrolei, pridedame 50 pl ligonio
eritrocity suspensijod. visus 12 mikroragintuveliy pridedame po 25 pl tiriamo serumo.

LISS / Coombs ID- korteles patalpiname 15 ndinuj inkubatori, (t= 37°C).
Véliau ID- korteles centrifuguojame 10 min 1500 apkisw per min. graiiu. Vertiname
rezultatus (nuo — iki 4+). Teigiama reakcija rodatileiny buvima. Gautus reakcijos
rezultatusijvedamej antigem lentek, kuri padeda nustatyti antiko tipa (pastaba:
autologire kontrok neigiama) [8, 14].

Teigiama reakcija su visomis ID-Dia PanesteEmis ir neigiama autologin
kontrok rodo kliniSkai svarhj aloantikiny buvinma.

Teigiama reakcija su visomis ID-Dia Pangstekmis ir teigiama autokontrél
rodo autoantitny arba ir auto- ir aloantikny buvima. Tokiam ligoniui tinkamo donoro
kraujo rera.

4.3. Statistint duomemny analizé

Statistinis duoman apdorojimas atliktas programomis Microsoft Excel.

Duomenys pateikti apskaavus aritmetipvidurkj ir standartinius nuokrypius.

5. DARBO REZULTATAI
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5.1. Aloantikany ir autoantik iny atsiradimas po
hemotransfuzijy

Laboratorigs diagnostikos centro, Kraujo perpylimo laboratpej pirmaisiais
tyrimo metais (2004 — 2005 m.), po alogeuiaritrocity mass transfuziy, 11 (9, 56%) iS
115 pacient pirma karta buvo identifikuoti aloantiknai prieS Rhezus kraujo grupi
sistemos antigenus. Aloaniihy prieS Rh kraujo grugs sistemos antigenus santykinis
pasiskirstymas (%) parodytas 8 paveiksle (taigrdhpriede).

OAnti - E
M Anti - Cw
5-88%4 5,88% OAnti - c
OAnti - C
11,76 ,29% | W@ Anti - D
OAnti - e

17,65

23,53%

8 paveikslas. Aloantikny prieS Rhezus kraujo grép sistemos antigenus atsiradusi
2004 — 2005 m., pasiskirstymas.

Nustatme, kad pirmaisiais tyrimo metais dazniausiai idiuobti aloantikinai
pries Rh kraujo gruis sistemos antigenus buvo anti — E (35, 29%),-a6fi (23, 53%) ir
anti — ¢ (17,65%), o tgau — anti — C (11,76%), anti — D (5,88%) ir ante<5,88%)
aloantikinai.

Tyrimo pabaigoje (2007 — 2008 m.), po alogeni@iitrocity mass transfuziy, 22
(19,13%) iS 115 paciemt pirma karta buvo identifikuoti aloantianai prieS Rh kraujo
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grupiy sistemos antigenus. Aloaniihy prieS Rh kraujo grugs sistemos antigenus

santykinis pasiskirstymas (%) parodytas 9 paveifsie pat ir 2 priede).

O Anti - E
EAnti-C
O Anti - Cw
3,45% OAnti-D
B Anti -c

O Anti -e

A-0No,
0,900

1

17,24%

,34%
44,83%

17,24%

9 paveikslas. Aloantikwy prieS Rhezus kraujo grég sistemos antigenus, atsiradusi

2007 — 2008 m., pasiskirstymas.

Nustaéme, kad tyrimo pabaigoje dazniausiai identifikuatbantikinai prieS Rh
kraujo grugs sistemos antigenus buvo anti — E (44, 83%),-aall (17,24%) ir anti — C
(17,24%), o ré&au — anti — D (10,34%), anti — ¢ (6,90%) ir ang {3,45%) aloantiinai.

Aloantikinu prieS§ Rhezus kraujo grupiantigenus pasiskirstymas (%) tyrimo

pradzioje (2004 — 2005 m.) ir tyrimo pabaigoje (200 2008 m.) pavaizduotas 10

paveiksle.
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Anti - E Anti - C Anti-c Anti - Cw Anti - D Anti - e

B Tyrimo pabaiga
O Tyrimo padzia

10 paveikslas. Aloantily prieS Rhezus kraujo grupantigenus pasiskirstymas tyrimo

pradzioje ir tyrimo pabaigoje.

Lyginant tyrimy duomenis gautus tyrimo pradzioje (2004 — 2005 imtyrimo
pabaigoje (2007 — 2008 m.), galime teigti, kad da#siai pirmy karta identifikuojami
aloantikinai prie$ Rh kraujo gris antigenus buvo anti — E, ir anti ~,Getiau — anti —

C, anti—c, anti— D ir anti — e.

Aloantikiny prieS Rh kraujo grus sistemos antigenus, atsiradimo rizika
(aloimunizacijos rizika) pirmaisiais tyrimo metalke 9,56%, o tyrimo pabaigoje (2007
— 2008 m.) — 19,13%. tu gauti duomenys neprieStaravo ykityréju pateiktiems
duomenims, kur aloimunizacijos rizika siekia 1 —%884, 16, 52, 68]. Msy ir kity tyréju

palyginamoji rezultat lentek nr. 4 pateikta darbo priede.

IStyrus 115 recipient kraup, 9 (7,83 %) iSy, tyrimo eigoje, po alogenini
eritrocity masgs transfuziy atsirado autoantiinai prieS Rh kraujo grupi sisteny
antigenus. Autoantily pasiskirstymas (%) pagal Rh sistemos antigenusdptas — 11
paveiksle (taip pat ir 3 priede).
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25,00% @ Anti-Cw
| Anti-e
O Anti-c
O Anti-C

25,00%

11 paveikslas. Autoantiky prieS Rhezus kraujo grép sistemos antigenus, atsiradusi

po hemotransfuaij tyrimo eigoje, pasiskirstymas.

Nustatme, kad dazniausiai atsirandantys autoangk prieS Rh kraujo grupi
sistemos antigenus buvo anti — e (33,33%), antl'<{25,00%) ir anti — ¢ (25,00%), o
reciau — anti — C (16,67%) autoaniikai.

Autoantikiny prieS Rh kraujo grupi antigenus, atsiradimlemia biologiniai,
fizikiniai ir cheminiai veiksniai (vaistai). Pakigu saviems antigenams jie tampa
imunogenais, tod prasideda autoantiky, prieS juos p&us, gamyba. Autoantiiai
prieS Rh kraujo grupisistemos antigenus gali atsirasti kaip sunkiossligomplikacija,
po aloimunizacijos ilgalaiki hemotransfuzij metu, taip pat perpylus kraujo, kuriame jau
yra aloantikiny.

Autoantikiny prieS Rh kraujo grupi sistemos antigenus, atsiradimo rizika
(aloimunizacijos rizika) siek 7,83%. Kity tyréju atliktais duomenimis, autoantifky
prieS Rh kraujo grupi sistemos antigenus, atsiradimo daznis po aloinagijos
hemotransfuzij metu, siekia 8 — 25% [16]. Taigi, ir sy gauti tyrimy rezultatai
neprieStaravo kit tyréju pateiktiems duomenims.
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2004 m.

0%

O Autoantik Gnai

B Aloantik Gnai

8,33

< 2L 7

10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

12 paveikslas. Aloantikoy ir autoantikiny prieS Rhezus kraujo grég sistemos

antigenus, nustatytyrimo eigoje, pasiskirstymas (%).

Pagal gautus tyrimo duomenis galime teigti, kadnpisiais tyrimo metais (2004
m.) aloantikinai prieS Rh kraujo grupisistemos antigenus buvo nustatyti 4 (10,87%, o
autoantikinai — 1 (8,33%) pacientui. 2005 m. aloant&i prieS Rh kraujo grupi
sistemos antigenus buvo nustatyti 7 (26,09%), oandikdinai — 2 (25,00%). 2006 m.
aloantikinai prieS Rh kaujo grupisistemos antigenus buvo nustatyti 10 ( 28,26%), o
autoantikinai — 2 (25,00%). 2007 — 2008 m. aloamti&i prieS Rh kraujo grupisistemos
antigenus buvo nustatyti 12 (34,78%), o autoangk — 4 (41,66%).

Remiantis literatros duomenimis, per paskutiniuosius 10 unanaziausiai 9
autoriai paskelly kad alogeninini masiy transfuzijos sukelia ne tik aloaloarttiky, bet ir
autoantikinuy, nukreipt; prieS Rhezus kraujo grupantigenus, gamyb[16, 45]. Tai ir
atspindi 12 paveiksle pavaizduotas aloamtikir autoantikiny, nustatys tyrimo eigoje

pasiskirstymas.
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5.2. Rhezus kraujo grugs aloantikiiny ir autoantik iiny

paplitimas

IS 115 teigiam, pagal tiesiogia ir/arba netiesiogin Kumbso reakcijas kraujo
méginiy, tyrimo pradzioje (2004 m.), iS viso 106 (92,17 fégipientams buvo nustatyti
aloantikinai prieS Rh kraujo grupiantigenus, ir 9 (7,83 %) — autoanditilai prieS Rh
kraujo grupy antigenus.

Po ketven, met, aloantikinai prieS Rh kraujo grupisistemos antigenus, i$ viso
buvo identifikuoti 80 (75,47%) paciantAutoantikiny prieS Rh kraujo grupi sistemos

antigenus nepavyko identifikuoti nei vienam i$ pgenty (5 lentet, 13 paveikslas).

5 lentet. Rasti ir identifikuoti antiknai prieS Rh kraujo grés sistemos antigenus.

Antikanai prieS Rh kraujo Antikanai prieS Rh kraujo
grupes sistemos antigenus grupes sistemos antigenus
tyrimo pradzioje (2004 m.) tyrimo pabaigoje (2008 m.)
Recipient; skatius
Aloantkinai 106 80
Autoantikinai 9 0

B Tyrimo pabaiga
O Tyrimo pradzia

Aloantik Gnai Autoantik @nai

13 paveikslas. Alo — ir autoantiky prieS Rh kraujo grupiantigenus pasiskirstymas (%)

tyrimo pradzioje ir tyrimo pabaigoje .
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Pirmaisiais tyrinn metais (2004 — 2005 m.) po vigaloantikinag prieS Rhezus
kraujo grugs sistemos antigenus #§o 76,52%, po du — 15,65% daugiau nei po du
aloantikinus — 7,83 % recipient14 paveikslas).

7,83%

01 aloantik Gnas
15/65%

B 2 aloantik Gnai

0O >2aloantik Giny

76,52%

14 paveikslas. Tyrimo pradzioje nustatyloantikiny prieS Rh kraujo gruys sistemos

antigenus santykis (%).

Po atliekam hemotransfuzij, ketvirtaisiais tyrimo metais 22 recipientams
(19,13%) Laboratoris diagnostikos centro, Kraujo perpylimo laboratgejpirmy karta
buvo identifikuoti 29 aloantiknai prieS Rh kraujo grés sistemos antigenus, o 16
(13,91%) recipientiSnyko 22 aloanti&nai prieS Rh kraujo grupisistemos antigenus.

Tyrimo pabaigoje (2007 — 2008 m.) po viemloantikina prieS Rh kraujo grugs
antigenus twjo 72,50 %, po du — 18,75 %, daugiau nei po durdik@nus — 8,75 %

recipienty (15 paveikslas).

8,75% O 1 aloantikiinas

18,75 B 2 aloantikdnai

0 >2 aloantikiiny

72,50%

15 paveikslas. Tyrimo pabaigoje nustatgloantikiny prieS Rh kraujo grugs sistemos
antigenus santykis ( % ).
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Tyrimo pradzioje ir pabaigoje nustaty@loantikiny, prieS Rh kraujo grupi

sistemos antigenus, skmius palyginimas pavaizduotas 16 paveiksle:

O Tyrimo pradzioje

B Tyrimo pabaigoje

>2 aloantikany 7,83
2 aloantikanai 15,65
1 aloantikiinas 76,52

I/ I/ I/ I/ ) ) ) ) ) 1
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

16 paveikslas. Tyrimo pradZioje ir tyrimo pabaigdjegamiesiems nustatytaloantikiny

prieS Rh kraujo grugs sistemos antigenus pasiskirstymas ( % ).

Pagal gautus tyrimo duomenis galime teigti, kadamidiiny prieS Rh kraujo
grupiy antigenus pasiskirstymas tiek tyrimo pradziojektir tyrimo pabaigoje yra

panasus.

Kiti tyr ¢jai, kurie taip pat analizavo antiky prieS Rhezus kraujo grupsistemos
antigenus paplitimy paskelle panaSius rezultatus. idy gauti duomenys neprieStaravo
kity tyréju duomenims, kur po 1 aloantika prieS Rh sistemos antigenuséfar66,67 —
85,0 %, po kelet aloantikiny prieS Rh sistemos antigenus — 15,0 — 27,45 %pir p
daugiaus nei du aloantikus prieS Rh sistemos antigenusjmrl5,0 — 2,08 % [62, 63,
64, 69] (palyginamoji rezultatlentek nr. 5 darbo priede).

IS viso buvo identifikuota 123 aloantikai prieS Rh kraujo grupisistemos

antigenus 80 <iai tiriamuyjy.
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Dazniausiai sutinkami aloantikai prieS Rh kraujo grupisistemos antigenus
buvo anti - D (n= 24) ir anti - E (h= 19), o daams&i sutinkamos aloantiky
kombinacijos — anti —(D + C) (n = 3), anti — (E ¥)Gn = 4), anti — (E + ¢) (n = 3), anti —
(D+C+E)(n=5) (6 lenté).

6 lentek. Aloantikiny prieS antigenines strukfs paplitimas ir specifiSkumas.

Aloantikunai pries Aloantikiany prie$ Rhezus sistemos antigenus pasiskirstymas
antigenines strulitas (n=80)

1 aloantikinas (n=58) E (19), D (24),"G3), C (10), c (2)

2 aloantikinai (n=15) D+C(3),C+C (1),E+C' (4),E+c(3),C+E(2),C+[

(1),D+E (2),D+ € (1),

>2 aloantikinai (n=7)

E+c+ C' (1), D+ C+ E (5), e+ C+ (1)

Nustatéme, kad didziausiais aloantity prieS Rh kraujo gruys antigenus
paplitimas buvo stebimas prieS E (n = 19) ir D (84} antigenus, 0 maziausias — prieS c

(n = 2) ir e antigenus (n = 0) (17 paveikslas).

O Anti-D
B Anti-E
0O Anti-Cw
O Anti-C
B Anti-c

17 paveikslas. Aloantilhy paplitimas (n = 58) Rhezus kraujo gnypsistemoje

tiriamuoju laikotarpiu.
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Lyginant musy ir kity tyréju duomenis, rezultatai skygi, nes Kity tyréju
duomenimis didziausias aloaritiby paplitimas yra stebimas prie$ E antigemazesnis —
prieS C, Cw ir D antigenus [56, 63, 64, 69]ud ir kity tyréju palyginamoji rezultat
lentek nr. 6 yra pateikta darbo priede.

5.3. Antikiiny prieS Rhezus kraujo grupiy sistemos antigenus

pasiskirstymas pagal susirgimo pofbdi

Pirmaisiais tyrimo metais (2004 — 2005 m.), aldamtai prieS Rhezus kraujo
grupiy sistemos antigenus, Vilniaus universiteto ligesirSantarisSki klinikose, pagal

susirgimo pohbd; pasiskirst taip (7 lented, 18 paveikslas):

7 lentek. Tiriamyju, kuriems buvo rasti aloantikai prieS Rh kraujo grupisistemos
antigenus tyrimo pradzioje, pasiskirstymas pagsirgimo polad;.

Susirgimo pobdis Ligoniy skatius
Hematologirs ligos 40
Sirdies ir kraujagysii ligos 43
Pilvo chirurginiai susirgimai 14
Vidaus ligos 18
¥is 106
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girdies

O >2 aloantikdnai
[ 2 aloantikdnai

O 1 aloantikdnas

18 paveikslas. Aloantiloy prieS Rh kraujo grupisistemos antigenus pasiskirstymas (n

= 106) tyrimo pradzioje.

Nustatme, kad tyrimo pradzZioje 34 iS 40 hematol@giis ligomis sergatiu
pacient; buvo identifikuoti po 1 aloantilng prieS Rh kraujo grupisistemos antigenus, 4
— po 2 aloantitnus ir 2 pacientams- daugiau nei po 2 aloantils. 28 iS 43 pacient
sergadiy Sirdies ir kraujagysili ligomis buvo identifikuoti po 1 aloantika prieS Rh
kraujo grupi sistemos antigenus, 5 — po 2 aloairiiks ir 1 — daugiau nei 2 aloarttiai.

4 i8 14 pacient, su pilvo chirurginiais susirgimais buvo identifiti po 1 aloantikna
prieS Rh kraujo grupisistemos antigenus, 6 — po 2 aloaimiks ir 2 — daugiau nei po 2
aloantikinus. 17 iS 18 paciemtsergasiu jvairiomis vidaus ligomis buvo identifikuoti po
1 aloantiking prieS Rh kraujo grupi sistemos antigenus, po 2 aloantiks nebuvo

identifikuota nei vienam i$ paciepir 1 pacientui — daugiau nei 2 aloaitilai.
Ketvirtaisiais tyrimo metais, aloantikai prieS Rhezus kraujo grupantigenus,

Vilniaus universiteto ligoniés SantariSki klinikose pagal susirgimo pab; pasiskirst

taip (8 lentet,19 paveikslas):
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8 lentek. Tiriamyju, kuriems buvo rasti aloantiantikai prieS Rh kraujo grupisistemos

antigenus tyrimo pabaigoje, pasiskirstymas pagstgmo polidi.

Skyrius Ligoniy skatius
Hematologirs ligos 25
Sirdies ir kraujagysii ligos 26
Pilvo chirurginiai susirgimai 11
Vidaus ligos 18
¥is 80

O >2aloantikbnai

- pdl : 405
” Sus @™ (idavs %10

Bl 2 aloantikdnai
O 1 aloantikdnas

19 paveikslas. Aloantiloy prieS Rh kraujo grupisistemos antigenus pasiskirstymas (n

= 80) tyrimo pabaigoje.

Nustatme, kad tyrimo pabaigoje 20 iS5 25 hematolégiis ligomis sergafiy pacient
buvo identifikuoti po 1 aloantikng prieS Rh kraujo grupisistemos antigenus, 4 — po 2
aloantikinus ir 1 pacientui - daugiau nei 2 aloanti&i. 21 iS 26 pacientsergatiu
Sirdies ir kraujagysli ligomis buvo identifikuoti po 1 aloantika prieS Rh kraujo grupi
sistemos antigenus, 4 — po 2 aloamtiks ir 1 — daugiau nei 2 aloartiiai. 3 iS 11
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pacient;, su pilvo chirurginiais susirgimais buvo identifidi po 1 aloantikna prieS Rh
kraujo grupi sistemos antigenus, 5 — po 2 aloaimiks ir 3 — daugiau nei po 2
aloantilkinus. 17 iS 18 paciemisergasiy jvairiomis vidaus ligomis buvo identifikuoti po
1 aloantiking prieS Rh kraujo grupi sistemos antigenus, po 2 aloantiks nebuvo

identifikuota nei vienam iS pacienir 1 pacientui — daugiau nei 2 aloantilai.

O Tyrimo pabaigoje

B Tyrimo pradzioje

\!'\dauS \190°

20 paveikslas. Tiriagy, kuriems buvo nustatyti aloantikai prieS Rh kraujo grupi

antigenus, pasiskirstymas pagal susirgimoapptyrimo pradzioje ir pabaigoje.

Pastebta tendencija, kad hematologmis bei chirurgigmis ligomis sergantiems
pacientams, aloantiky prieS Rh kraujo grupisistemos antigenus kaita yra tokia dédel
nes Siems pacientams yra nuolat atliekamos hensbtrzjps. H. Schonewille ir
bendraautor teigimu, tokiems pacientams keturis kartus dazaisiranda ne vienas, o
keletas ar daugiau aniily [15, 59, 62, 63].
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6. REZULTAT U APTARIMAS

Siame darbe tgme antikiny pries Rhezus kraujo grupiantigenus atsiradig
paplitima bei ju pasiskirstym pagal susirgimo palai po hemotransfuaij Tiriamieji —
Vilniaus universiteto ligoniés SantariSki klinikose besigydantys ligoniai.

Buvo istirtas 115 recipientkraujas. Tiriamjuy amziaus ribos buvo nuo 18 iki 82
mety.

Darbo tiksluiijgyvendinti buvo iskelti trys uzdaviniai, kurrezultatus aptarsime:

a) jvertintas kliniSkai svarbios, Rhezus kraujo druploantikiny ir autoantikiny
atsiradimas po hemotransfugij

Aloantikinai po kraujo perpylimp atsiranda eritroait membranoje esantiems
antigenams patekug organizm, kuris Sii antigem neturi. Analizuojant Vilniaus
universiteto SantariSki kliniky archyvire medziag, nustatme, kad Laboratorirs
diagnostikos centro, Kraujo perpylimo laboratoejopirmaisiais tyrimo metais (2004 —
2005 m.), po alogeninieritrocity masgs transfuzig, 11 (9, 56%) iS 115 pacieptpirma
karta buvo identifikuoti aloantitnai prieS Rh kraujo grupisistemos antigenus. Taigi,
antiking atsiradimo rizika (aloimunizacijos rizika) pirmas tyrimo metais siek
9,56%. IStyrus $i, 115 recipient krauj, 22 (19,13 %) iSy, tyrimo pabaigoje (2007 —
2008 m.) pirm karta identifikuoti aloantikinai prieS Rh kraujo grupi sistemos
antigenus. Aloimunizacijos rizika Siuo atveju siek9,13%. Misy gauti duomenys
neprieStaravo kit tyréjy pateiktiems duomenims, kur aloimunizacijos rizskakia 1 — 38
% [15, 59, 56, 61, 62, 65].

Taciau, ketven, mety laikotarpyje 16 (13,91%) recipiantsnyko 22 aloantiénai
prieS Rhezus kraujo grupsistemos antigenus.

Tyrimo eigoje 9 recipientams (aloimunizacijos reik 7,83 %), po alogenini
eritrocity mass transfuziy atsirado autoantiinai prieS Rh kraujo grupi sistemos
(vaistai). Pakitus saviems antigenams jie tampa nogenais, tod prasideda
autoantikiny, pries juos paus, gamyba. Autoantilnai gali atsirasti kaip sunkios ligos
komplikacija, po aloimunizacijos ilgalaiki hemotransfuzij metu, taip pat perpylus

kraujo, kuriame jau yra aloantiku. Remiantis literatros duomenimis, per
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paskutiniuosius 10 met maziausiai 9 autoriai paskeéllkad alogeninj eritrocity masi
transfuzijos sukelia ne tik aloantiky, bet ir autoantikny prieS Rhezus kraujo grupi
sistemos antigenus, gamylAtlikty tyrimy duomenimis, autoantiky atsiradimo daznis
po aloimunizacijos hemotransfugimetu, siekia 8 — 25% [16, 45].

b) ivertintas kliniSkai svarbios Rhezus kraujo grai@loantikiny ir autoantikiny
paplitimas. Nustame, kad tyrimo pradzioje iS viso 106 (92,17 %)atmieji tugjo
aloantikinus prieS Rh kraujo grupsistemos antigenus, ir tik 9 (7,83 %) — autoaimtils
prieS Rh kraujo grupisistemos antigenus.

Ketvirtaisiais tyrimo metais aloantikai prieS Rhezus kraujo grupsistemos
antigenus buvo identifikuoti iS viso 80 (75,47%kieat;. Autoantikinai prieS Rh kraujo
grupiy sistemos antigenus nebuvo identifikuoti nei vienamecipient.

Toliau analizavome tik aloantiky paplitima laiko atzvilgiu. Nustaime, kad
pirmaisiais tyrimo metais po vieraloantikinag prieS Rh kraujo grupisistemos antigenus
turéjo 76,52 %, po du — 15,65 %, daugiau nei po durgilk@nus — 7,83 % tirianju
pacient.. H. Schonewille ir bendraautoriai, analizaantikiny prieS Rhezus kraujo
grupiy sistemos antigenus paplitim paskelb panaSius rezultatus [62, 64]. ubl
duomenys neprieStaravai&utoriy duomenims, kur po 1 aloantika prieS Rh sistemos
antigenus tuwjo 66,67 — 85,0%, po kekealoantikiny prieS Rh kraujo grupi sistemos
antigenus — 15,0 — 27,45 %, ir po daugiaus nei ldanéikinus prieS Rh sistemos
antigenus tufjo 15,0 — 2,08 % [63, 69, 15, 59, 62].

Po ketven; mety, po viery aloantikinag prieS Rh kraujo grupisistemos antigenus
jau tetugjo tik 72,50 %, po du — 18,75 %, daugiau nei poathantikinus — 8,75 %
tirlamyjy asmen.

IS viso buvo identifkuota 120 aloanitky prieS Rhezus kraujo grupsistemos
antigenus, 80 <€iai tiriamuju.

Dazniausiai sutinkami Rh kraujo grupsistemos aloantilhai buvo pries D (n =
24) ir E (n = 19) antigenus, o dazniausiai sutinganRh sistemos aloaniiky
kombinacijos: anti — (D + C) (n = 3), anti — (E2¥) (n = 4), anti — (E + ¢) (n = 3), anti —
(D + C + E) (n = 5). PanasSius rezultatus paskellH. Schonewille su bendradarbiais:

dazniausiosy sutinkamos kombinacijos buvo anti — (D + C), ant(E + c). Gauti
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rezultatai atitiko literatroje pateiktus duomenis, kad anti — E daznai veskianti — c, 0
anti — C — kartu su anti — D arba anti %[, 52, 60, 62, 63].

Siekdami jvertinti aloantiking pasiskirstym nustatme, kad didziausias
aloantikiny paplitimas buvo stebimas prieS D antigeNustatme, kad labiausiai paptit
antikinai po anti - D buvo prie$ E, C, maziau — prié¢sa@itigen. MaZiausias paplitimas
buvo stebimas prieS Rh kraujo gégpanti-c aloantikna, o anti-e aloantikny misy
tiriamajame darbe nebuvo nustaty#a, lyginant niisy ir kity tyréjuy duomenis, rezultatai
skyrési, nes kit tyréju duomenimis didziausias aloarttilq paplitimas yra stebimas pries
E antigen, mazesnis — prieS C, Cw ir D antigenus [56, 63,684

c) ivertintas antiliny pasiskirstymas pagal susirgimo pdb

Nustaéme, kad labiausiai aloantiky prieS Rhezus kraujo grupisistemos
antigenus radimas kedi ligoniy, sergatiy hematologidmis ligomis, tarpe (tyrimo
pradzioje aloanti&nai buvo aptikti 40 asmen o pabaigoje — tik 25 pacientams), esant
Sirdies ir kraujagysli chirurginiams susirgimams (tyrimo pradZioje aldeimai buvo
aptikti 34, o ¢liau — tik 26 asmenims), pilvo chirurginisusirgimy (tyrimo pradzioje
aloantikinai aptikti 14, o pabaigoje — tik 11 pacignatvejais. Pastéla tendencija, kad
hematologigmis bei chirurgigmis ligomis sergantiems pacientams, aloaimik pries
Rh kraujo grupi sistemos antigenus kaita yra tokia dédeles Siems pacientams yra
nuolat atliekamos hemotransfuzijos. H. Schonewill®endraautorj teigimu, tokiems
pacientams keturis kartus dazniau atsiranda neasjemkeletas ar daugiau antiy [15,
59, 62, 63].

Pastebta, kad nustatytas pacigntkuriems buvo aptikti aloantikai prieS Rh
kraujo grupi sistemos antigenus, skmis tyrimo pradzioje isSliko nepakt tiek ir tyrimo
pabaigoje serga&n; jvairiomis vidaus ligomis (antikoy prieS Rh kraujo grupisistemos
antigenus buvo 18).

ISanaliza¢ Sio tyrimo rezultatus galime teigti, kad paciensarkuriems ateityje
bus planuojamos taikyti ilgalaik hemotransfuziss terapijos, rekomenduotina nustatyti
Rhezus fenotipir antikinus prieS Rh kraujo grupisistemos antigenus. Apie nustatytus

aloantikinus rekomenduojama pazgtnpaciento ligos istorijoje.
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7. ISVADOS

1. Po alogeninj eritrocity mass transfuziy, pirmaisiais tyrimo metais, 9,56 % recipignt
pirma karty buvo identifikuoti aloantitnai prieS Rhezus kraujo grupisistemos
antigenus. 19,13 % recipientloantikinai prieS Rh kraujo grupisistemos antigenus
pirma karta identifikuoti tyrimo pabaigoje. 7,83 % pacienttyrimo eigoje atsirado

autoantikinai prieS Rh kraujo grupisisteny antigenus.

2. IS viso, pirmaisiais tyrimo metais, aloamtiki prieS Rhezus kraujo grupsistemos
antigenus nustatyti 92,17 % recipienKetvirtaisiais tyrimo metais, aloaniikai pries
Rhezus kraujo grupisistemos antigenus, iS viso buvo identifikuoti475% pacient.
Didziausiais aloantilky paplitimas buvo stebimas prieS D antigemazesnis - priesS E,

C, ir C" antigenus.
3. Aloantikiny prieS§ Rhezus kraujo grupisistemos antigenus aptikimo dinamika

budingiausia hematologinj Sirdies ir kraujagysii bei pilvo chirurging susirgimy

atvejais.
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SUMMARY

The Origin and the Incidence of Antibodies againsRhesus Blood System Antigens

This research work was carried out seeking to asedgin and incidence of
antibodies against antigens of Rhesus Blood Tygtesy as well as their distribution
after hemotransfusions.

Blood of 115 recipients was explored in patientsated at Vilnius University
hospital ,SantarisSki klinikos”. The age of the persons under reseassfed between 18
and 82 years. Appearance and spread of antibod@sst antigens of Rhesus Blood
Type system was established using the direct afickict Coombs test.

We had explored the risk of alloimmunization ofibatlies against antigens of
Rhesus Blood Type system within the period of fgears. The risk of alloimmunization
of alloantibodies against antigens of Rhesus Blbogge system, which we found on the
first time within the first year of research wa5®%. And in the end of research, the risk
of alloimmunization of alloantibodies against artig of Rhesus Blood Type system,
which we found on the first time was 19.13 %.

On the whole, within the first year of researchoahtibodies against antigens of
Rhesus Blood Type system were identified in 92.17of6the patients, and the
autoantibodies against antigens of Rhesus Bloo@ Fym 7.83 % of the patients.Within
the fourth year of research, in total 75.47 % &f platients were identified alloantibodies
against antigens of Rhesus Blood Type system,fandutoantibodies against antigens of
Rhesus Blood were not found in patients.

Most frequently, alloantibodies of Rhesus Blood @gystem were presented by
the ones against D antigens (n = 24) and E antigens 19); the most frequent
combinations of antibodies of Rh Blood Type systeene: anti — (D + C) (n = 3), anti —
(E+C" (n=4),anti— (E +c) (n=3) and anti — (D +E) (n = 5).

An archetypal dynamics of detection of alloantitesdagainst antigens of Rhesus
Blood Type system were among patients ill with herlegical diseases, cardiac and

cardiovascular diseases, and with surgical diseafsbe abdominal zone.
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PADEKA

NuosSirdziai @kuju VU MF Fiziologijos, biochemijos ir laboratofs medicinos
katedros lekt. dr. Loretai Bagdonaitei ir VULSK LDCaujo perpylimo laboratorijos

vyr. ordinatorei — laboratorijos gyd. Vidai Betiegiei uz pagalpviso darbo metu.
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Darbo priedal



1 priedas. Aloantikny prieS Rh kraujo grupi sistemos antigenus, atsiradugbo

alogeniny eritrocity masgs transfuziy tyrimo pradzioje (2004 — 2005 m.), s&as.

Aloantikanai Transfuzijy skatius, po kury atsirado
aloantikinai

1 recipientas Anti— E 4
2 recipientas Anti — E 6
3recipientas | Anti—C 3

Anti—e 5
4 recipientas Anti - € 2
5 recipientas Anti — E 5
6 recipientas | Anti—c 4

Anti - C" 7
7 recipientas Anti—D 3
8 recipientas | Anti— E 1

Anti —c 4

Anti - C" 4
9 recipientas Anti — E 5
10 recipienatas, Anti —C 6
11 recipientas @ Anti—E 3

Anti —c 5

Anti - C" 5
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2 priedas. Aloantitny prieS Rh kraujo grupi sistemos antigenus, atsiradugpo

alogeniny eritrocity mags transfuziy tyrimo pabaigoje (2007 — 2008 m.), skas.

Aloantikanai Transfuzijy skatius, po kun atsirado
aloantikinai
1 recipientas Anti-E 11
2 recipientas | Anti-D 2
Anti-C 3
Anti — E 3
3 recipientas | Anti-C 8
Anti-e 9
4 recipientas | Anti-c 2
Anti-E 3
5 recipientas Anti-E 2
6 recipientas | Anti-E
Anti-C" 5
7 recipientas Anti-E 3
8 recipientas Anti-C 6
9 recipientas Anti-D 2
10 recipientas | Anti-c 6
Anti- C" 7
11 recipientas | Anti-E 3
Anti-D 8
12 recipientas Anti-E 2
13 recipientas Anti-E 3
14 recipientas Anti-E 3
15 recipientas | Anti-€ 4
16 recipientas Anti-C 11
17 recipientas | Anti-€ 8
18 recipientas Anti-E 7
19 recipientas Anti-E 5
20 recipientas | Anti - € 3
21 recipientas Anti — E 2
22 recipientas Anti— C 5

71



3 priedas. Autoantikny prieS Rh kraujo grupi sistemos antigenus, atsiradugpo
hemotransfuzij, skatius.

Autoantikinai Transfuzijy skatius, po kun atsirado
autoantikinai
1 recipientas Anti-€ 3
2 recipientas; Anti-e 16
3 recipientas| Anti-c
Anti-e
4 recipientas| Anti-C 2
5 recipientas| Ante 1
6 recipientas| Anti-e 3
Anti-C" 2
7 recipientas; Anti-C 3
8 recipientas’ Anti-C" 2
Anti —c 3
9 recipientas| Anti-e 2

4 priedas. Aloantiny prieS Rh kraujo grupi sistemos antigenus atsiradimo rizika

(aloimunizacijos rizika) ( % ).

Ivairiy tyrimy duomenys Aloimunizacijos rizika
Misy tyrimas 14,77
Schonewille H. (1999 m.) 9,0
Redman M. (1996 m.) 8,4
11,8

Fluit C. R. (1990 m.)
Rosse W. F. (11990 m.) 18,6
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5 priedas. Aloantiny prieS Rh kraujo grupisistemos antigenus paplitimas tarp

sergadiy ivairiomis ligomis pacient

Tiriamyju = Ivairiy tyrimy Tiriamyjy skatius (%)
grupes duomenys Po 1 Po 2 > nei po 2
aloantiking aloantikinus | aloantikinus
Ivairiomis | Misy tyrimas 76,52 15,65 7,83
ligomis | schonewille H. | 85,0 15,0
sergantys| (2005 m.)
triamiell - \yinters 3. ([ 79,0 18,0 3.8
asmenys 504, m)
Fluit C. R. ( 68,19 31,81
1990 m.)

6 priedas. Aloantikny prieS Rhezus kraujo grupantigenus paplitimas.

Aloantikanai = Aloantikany paplitimo daznis ( % jvairiy literatiros Salting duomenimis

Ivairiomis ligomis sergantys tiriamieji asmenys

Musy | Schonewille | Schonewille H. | Narvious A. (| Winters J.
tyrimas | H. (2006 m.) (2005 m.) 2002 m.) (2001 m.)

Anti— E 32,75 34,0 29,5 40,9
Anti— C 17,24 6,3 6,6 4,54
Anti - C" 5,17 - - 2,27

Anti — D 41,37 3,03 12,6 4,54

20,8
6,8

2,8
12,9
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