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Izvod:
1z

UVOD: Citopenija je jedna od glavnih
karakteristika mnogih hematoloskih bolesti. U
rutinskoj transfuzioloskoj upotrebi su metode
detekcije prisustva antitela u serumu ili na
eritrocitima bolesnika. Primena direktnog testa
utroska antihumanog globulina predstavlja
efikasan nacin da se stekne kompletan uvid u
imunoloska zbivanja na svim krvnim lozama,
prati dinamika razvoja antitela i toka bolesti.

MATERIJAL | METODE:
Svim pacijentima su se iz uzoraka periferne
krvi vrSile slede¢e analize krvi: 1) direktni

antiglobulinski test mikrometodom
aglutinacije u gel karticama (LISS)/ Coombs
ID. Dobijeni rezultat aglutinacije

mikrometodom na gelu moze biti negativan ili
pozitivan 1 2) direktni test utroSka
antihumanog globulina metodom aglutinacije
u epruveti. Ocitavanje se vrsilo odredivanjem
razlike u titru antihumanog globulina i
o¢itavanjem postojeée reakcije aglutinacije
dobijene u uzorcima pacijenta u odnosu na
rezultate reakcije aglutinacije dobijene sa
uzorcima zdrave kontrolne osobe. Test se
smatrao pozitivnim ukoliko se dobijala razlika
u titru AHG-a za bar dva razredenja sa
pacijentovim c¢elijama u odnosu na celije
zdrave kontrolne osobe. Statisticka znacajnost
je analizirana  t-testom,  Spirmanovim
koeficijentom korelacije.




REZULTATI: Analizirano je 100 pacijenata
sa  dijagnozom  anemije, leukopenije,
limfoproliferativnih bolesti, trombocitopenije,
tromboti¢ne  trombocitopenijske  purpure,
idiopatske trombocitopeni¢ne purpure,
mijelodisplastiénog  sindroma,  miastenije
gravis i sistemskog eritematoznog lupusa pre i
nakon primljene terapije. Direktni
antiglobulinski test je bio pozitivan u 20%
slucajeva dok je direktni test utroska
antihumanog globulina bio u 51%, odnosno za
31% vise. Nakon primljene terapije direktni
antiglobulinski test je ostao pozitivan u 18%
sluc¢ajeva a direktni test utroSka antihumanog
globulina u 46% S§to je za 28% viSe.
Utvrdivanjem povezanosti izmedu citopenije i
stepena utroska antihumanog globulina
dokazano je da svi praceni parametri uti¢u na
stepen utroska AHG-a: hemoglobin (f=-0,579,
p=0,000), hematokrit (p=-0,568, p=0,000),
eritrociti (p=-0,519, p=0,000), trombociti (p=-
0,617, p=0,000) i leukociti(f=-0,119,
p=0,237). Takode je dokazano da Sto su
vrednosti  posmatranth  parametara vece,
razlika u titru direktnog testa utroska
antihumanog globulina je manja Sto bi i§lo u
prilog boljoj prognozi posmatranog oboljenja.
ZAKLJUCAK: Direktni  test  utroSka
test u odnosu na direktni antihumani
globulinski test. Postoji pozitivha korelacija
izmedu citopenije 1 stepena konzumacije
antihumanog globulina. Smanjenje titra
antitela direktnog testa utroska antihumanog
globulina je jedan od pokazatelja bolje
proanoze bolesti.
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Abstract:
AB

INTRODUCTION: Cytopenia is one of the
main characteristics of many hematologic
diseases. In routine use are methods of
detecting the presence of antibodies in the
serum or on red blood cells of patients. The
application of direct consumption test of
antihuman globulin is an efficient way to gain
complete insight into the immunological
events at all bloodlines, monitor the dynamics
of the development of antibodies and disease
progression.

MATERIALS AND METHODS: All patients
samples were tested for: 1) direct antiglobulin
test by micro agglutination method in the gel
card (LISS) / Coombs ID. The result obtained
by micro agglutination gel can be negative or
positive, 2) direct consumption test of
antihuman globulin in a test tube.
Interpretation is performed by determining
differences in titer of antihuman globulin by
reading existing reactions of agglutination in
samples of the patient and compare it to the
results obtained with the samples of the
healthy control persons. The test is considered
positive if the difference in titres obtained
AHG differs for at least two dilutions of a
patient's cells compared to cells of healthy
control persons. Statistical significance was
analyzed by t-test, Spearman correlation
coefficient.




RESULTS: A total of 100 patients diagnosed
withanemia, leukopenia, lymphoproliferative
disease, thrombocytopenia, thrombotic
thrombocytopenic purpura, idiopathic
thrombocytopenic purpura, myelodysplastic
syndrome, myasthenia gravis and systemic
lupus erythematosus were analyzed before and
after receiving treatment. Direct antiglobulin
test was positive in 20% cases, while the direct
consumption test of anti-human globulin was
51%, that is the difference of 31%. After
treatment direct antiglobulin test remained
positive in 18% of cases and direct
consumption test of antihuman globulin was in
46%, which is 28% higher. Determining the
relationship between the degree of cytopenia
and consumption of anti-human globulin
showed that all monitored parameters affect
the level of consumption: hemoglobin (B = -
0.579, p = 0.000), hematocrit (f = -0.568, p =
0.000), erythrocytes (B = -0.519 , p = 0.000),
platelets (B =-0.617, p = 0.000) and leukocytes
(B =-0.119, p = 0.237). It was also proved that
if the values of observed parameters are higher,
difference in titer of direct consumption test of
antihuman globulin is lower, which can
indicate better prognosis of disease.
CONCLUSION: Direct consumption test of
antihuman globulin was significantly more
sensitive test than the direct anti-human
globulin test. There is a positive correlation
between the degree of cytopenia and
consumption of anti-human globulin. Decrease
in antibody titer in direct consumption test of
antihuman globulin is an indicator of a better
prognosis of the disease.
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1.1

Imuni sistem

1.1.1 Definicija

Imuni sistem je odbrambeni sistem organa i Celija koji $titi telo od napada

stranih mikroorganizama (virusa, bakterija, gljivica, parazita), njihovih hemijskih

toksina, kao i sopstvenih izmenjenih ¢elija.

Imunost predstavlja reakciju imunog sistema na strane supstance kao §to su

mikroorganizmi i makromolekuli (proteini i polisaharidi), bez obzira na fizioloske i

patoloske posledice takve reakcije.

11

a)

b)

d)

.2 Kilasifikacija

Humoralna imunost: predstavlja skup mehanizama odbrane organizma koji su
posredovani molekulima Kkoji se nalaze u telesnim teCnostima, sekretima i
ekskretima.

Celularna imunost: predstavlja one mehanizme odbrane koji su posredovani
¢elijama koje svojim direktnim dejstvom ucestvuju u eliminaciji opasnosti

Urodena (nespecificna) imunost: predstavlja prvu liniju odbrane. Molekuli za
prepoznavanje su kodirani genima koji su jednaki 1 funkcionalni u svim celijama
naseg organizma. Cine je koza, mukozne membrane, normalna flora i sekreti, koji
predstavljaju nepovoljnu sredinu za veéinu patogena.

Stecena (specifi¢na) imunost: predstavlja drugu liniju odbrane, kada patogen prode
prirodnu odbranu. Tada dolazi do pokretanja specificnog imunog odgovora i
pamcenja tako da pri slede¢em kontaktu sa istim antigenom c¢elije imunog sistema
brze i u vecoj koli€ini stvaraju odgovarajuca antitela. Molekuli za prepoznavanje
kodirani su genima nastali rekombinacijom DNK segmenata, koja se deSava u

svakom T ili B limfocitu



Imuni sistem svakog ¢oveka ucestvuje u ocuvanju homeostaze: sprecavanjem

prodora stranih agenasa u organizam i eliminacijom agenasa koji su prodrli u

organizam. Pored toga prepoznaje i eliminiSe funkcionalno i morfoloski izmenjene

¢elije (1-3).

Medijatori imunuog odgovora su:

a)

b)

Fagociti: imaju sposobnost da vezu mikroorganizme i da ih uklone fagocitozom.
U fagocite spadaju neutrofili i monociti i predstavljaju prvu liniju odbrane
Limfociti: T limfociti (¢elijski imunitet) i B limfociti (humoralni imunitet). T
limfociti pomazu B limfocitima u sintezi antitela a B limfociti kontroliSu dejstvo
T limfocita. B limfociti na svojoj povrsini imaju imunoglobuline (najéesée IgM),
receptor za complement i Fc fragment za antitela dok T limfociti nemaju.
Proteinski sistem komplementa: grupa serumskih proteina sa funkcijom
¢elijske lize. Ovi proteini su neaktivni kao proenzimi do momenta aktivacije
kada se pretvaraju u aktivne enzime koji pojacavaju imunoloski proces. Sistem
komplementa ¢ini vise od 20 proteina koji su svrstani u komponente
komplementa (od Cl1 do C9), komponente alternativnog puta (B, D, P),
regulatorne proteine (C1sINH, C4bp, H, I, S), ¢elijske receptore (C1gR, C3aR,
C5aR, CR1, CR2, CR3, CR4) i membranske regulatorne proteine (CR1, DAF,
MCP, HRF). Receptori na povrsini fagocitnih ¢elija imaju visok afinitet za C3b
komponentu komplementa i njegovo prisustvo na povrSini eritrocita je
pokazatelj pojac¢ane destrukcije in vivo.

Do aktivacije komponenti sistema komplementa moze do¢i klasi¢nim,
alternativnim 1 lektinskim putem. Od tri na¢ina aktivacije sistema komplementa,
klasi¢ni put nastaje aktivacije nakon reakcije antigen-antitelo. Posle aktivacije
klasi¢énim putem koja se smatra zavisnom od reakcije antigen-antitelo kao finalni
produkt dolazi do formiranja tubularnog litickog kompleksa (C5-C9) koji je
lipofilan, ugraduje se u dvostruki lipidni sloj membrane pa se otvara kanal
izmedu unutra$njosti Celije 1 spoljne sredine. Antitelo (antitela klase IgM 1 IgG
mogu da aktiviraju komplement) vezano za antigen aktivira komplement
klasi¢nim putem dok za alternativni put nije potrebno prisustvo antitela. Krajnji

cilj je liza Celije i pojacanje imunog odgovora (4-9).



1.1.3 Organi i tkiva imunog sistema

Na osnovu funkcija organi i tkiva se dele na primarne i sekundarne organe i

tkiva limfnog sistema.

1.1.3.1 Podela limfnih organa

a) Centralne (primarne): Predstavljaju mesta gde se limfoidne ¢elije proizvode i
diferenciraju. Timus je primarni limfoidni organ dok je kostna srz primarno
limfoidno tkivo (Slika 1).

b) Periferne (sekundarne): Predstavljaju ona mesta ka kojima limfoidne celije
migriraju, dolaze u kontakt sa antigenima i postaju specificne limfoidne celije.
Slezina i limfni ¢vorovi su sekundarni limfoidni organi, dok su sekundarna

limfoidna tkiva ona koje se nalaze na sluznicama (10).

Blood stem cell\\ @

Myeloid stem cell Lymphoid stem cell
Myeloblast Lymphoblast

Granulocytes

™ Basophil / \
Eosmophllaf‘j o O e
b@" b4
: *Q‘ 9
Redblood B lymphocyte \\., Natural

cells b Neutrophil \&
RO Tlymphocyte Killer cell
T

L
Platelets White blood cells

D

Izvor: Kenneth Todar PhD, 2013

Slika 1. Diferencijacija imunog sistema



1.1.4 Poremecaji

Bilo koji poremec¢aj u raduimunog sistemaima za posledicu slabost
funkcionalnosti tog sistema. U poremecaje imunog sistema spadaju autoimune bolesti,
alergijske reakcije kao i stanja imunodeficijencije. Kod autoimunih bolesti je
poremecena imunoloSka tolerancija prema sopstvenom tkivu pa odbrambeni sistem
reaguje protiv sopstvenog organizma. Kod alergijskih reakcija dolazi do preteranog
aktiviranja imunog sistema. Imunodeficijencije se odlikuju smanjenom aktivnosti

odbrambenog sistema i mogu biti urodene i ste¢ene

1.1.5 Antitela

Antitela su imunoglobulini koje stvaraju B limfociti i plazma celije. Gradeni su
od dva laka i1 dva teSka lanca a kod ljudi moguca je pojava razlicitih izotipova antitela:
IgG, IgM, IgA, IgE i IgD (Slika 2). Ona svoju funkciju ostvaruju tako $to se pomoéu
Fab fragmenta prvo vezu za antigen a potom preko svog Fc fragmenta aktiviraju
razli¢ite efektorne mehanizme, dovodeci do eliminacije prepoznatog antigena. U
imunohematologiji antitela mogu da se klasifikuju na prirodna i imuna u zavisnosti od
toga da li se nalaze kao prirodno prisutna u serumu osoba kod kojih nisu postojali
imunizacijski dogadaji: koje nisu dobijale transfuziju, bile izlozene fetomaternalnoj
hemoragiji ili nisu transplantirane alogenim graftom. Funkcija antitela su neutralizacija i

opsonizacija antigena i/ili aktivacija sistema komplementa.



Izvor: Beltina.org, 2014

Slika 2. Podela imunoglobulina i njihova grada

Sva antitela ostvaruju svoj bioloski efekat vezujuéi se za komplemetarni antigen.
Antitelo stvoreno nakon aloimunizacije stranim antigenima eritrocita je klinicki

znacajno kada moze da dovede do destrukcije eritrocita (11).

Klini¢ki znacaj antitela stvorenih nakon aloimunizacije stranim antigenima

eritrocita zavisi od nekoliko faktora:

Specifi¢nosti antitela

Koncentracije antitela

Temperaturnog opsega delovanja antitela
Klase antitela

Aktivnosti fagocitnog sistema

© o k~ w N

Gustine antigena na membrani eritrocita.

Reakcija izmedu antigena 1 antitela moZe da se odigra in vivo 1 in vitro.
Parametri koji karakteriSu tu reakciju su: specifi¢nost, afinitet i aviditet. Specifi¢nost je
uslovljena specificno$¢u antitela za odgovaraju¢i antigen. Afinitet je mera jacine

reakcije izmedu antigena i antitela a aviditet obuhvata afinitet 1 sve druge reakcije koje



stabilizuju kompleks antigen-antitelo. Na jacinu vezivanja kompleksa utiCu i
karakteristike sredine u kojoj se reakcija odvija, kao §to su pH, jonska jacina i
temperatura sredine. Krajnji rezultat stvaranja kompleksa antigen-antitelo je hemoliza
eritrocita koja moZze biti intra i ekstravaskularna. Do intravaskularne hemolize dolazi
dejstvom antitela klase IgM dok se ekstravaskularna destrukcija eritrocita desava u

slezini i jetri pod dejstvom IgG antitela (Slika 3).

Izvor: Science Photo Library, 2014

Slika 3. Struktura 1gG antitela

Antitela stvorena nakon aloimunizacije stranim antigenima trombocita reaguju
sa brojnim membranskim strukturama na povrSini trombocita kao $to su kompleksi
glikoproteina IIb/Illa, Ib/IX, GPIV i GPV i najcesc¢e su klase 1gG i IgM. Nastaju kao
rezultat aloimunizacije prilikom transfuzije trombocita, trudno¢e i transplantacije.

Dovode do destrukcije trombocita i posledi¢ne trombocitopenije.

Antitela stvorena nakon aloimunizacije stranim antigenima leukocita su najcesce

antigranulocitna antitela ¢ijim delovanjem dolazi do neutropenije a samim tim i



leukopenije. Nastaju nakon transfuzija krvi i krvnih produkata i mogu biti auto i/ili

aloantitela.

1.1.6 Aglutinacija eritrocita

Interreakcija izmedu antigena i antitela in vitro otkriva se najceS¢e vidljivom
aglutinacijom. Fenomen aglutinacije je prvi zapazio Creit 1869.godine kada je meSajuci
krv zeca sa krvlju razli¢itih zivotinja uocio gomilice nepoznatog porekla . Dvadeset
godina kasnije Charrin i Roger su otkrili da bakterije mogu praviti skupine sa serumom
zivotinja koje su prethodno bile zarazene istim bakterijama. Medutim, kada je Kraus
1867. godine dobio zamucenje meSanjem bakterijskog filtrata sa serumom Zivotinje,
koja je prethodno imunizovana tim filtratom, napravljena je razlika izmedu dva osnovna
tipa reakcije izmedu antigena i antitela. Prvi tip je reakcija aglutinacije u kojoj je
reakcija izmedu antigena koji se nalazi na ¢vrstoj povrSini (Celija, bakterija) i
odgovarajuceg antitela iz seruma, a drugi tip je imunoprecipitacija gde su oba reaktanta

solubilna (12,13) (Slika 4).

Izvor: Annil Aggrawal’s internet journal of forensic medicine, 2005

Slika 4. Reakcija aglutinacije posmatrana pod elektronskim mikroskopom



Reakciju aglutinacije u transfuziolosku praksu je uveo Ottenberg 1908. godine
meSanjem seruma pacijenta i eritrocita davaoca i tako primetio pojavu aglutinacije u
slucaju inkompatibilnosti. Tek 1944. godine Race 1 Wiener su otkrili antitelo koje nije
davalo direktnu aglutinaciju, iako je reagovalo sa odgovaraju¢im antigenom na
eritrocitima. Ova antitela se nazivaju neaglutiniSuca ili inkompletna antitela jer nisu
dovela do aglutinacije. Detekcija ovih antitela postala je moguca 1945. godine posle
otkri¢a antihumanog globulina (AHG) od strane Coombs-a. Za otkrivanje antitela na

eritrocitima kori$¢en je serum zeceva imunizovanih humanim globulinima (antitelima).

Zecija antiglobulin antitela su reagovala svojim Fab fragmentima sa Fc
fragmentima inkompletnih humanih antitela vezanim za antigene na eritrocitima.
Stvoreni su mostovi izmedu eritrocita sa pojavom vidljive aglutinacije. Bez obzira da li
se reakcija izmedu antigena i antitela odigrava u epruveti, na predmetnom staklu, u
mikroplo¢ama, da li se radi manuelno ili automatizovanim sistemima, pozitivan rezultat
uvek predstavlja pojava aglutinata. Reakcija aglutinacije odvija se u dve faze. Prvu fazu
karakteriSe kontakt specificnih antitela sa antigenima na membrani i zove se
senzitizacija (opsonizacija), dok se druga faza zove aglutinacija i predstavlja formiranje

vecih ili manjih grupa Celija (aglutinata).

Senzitizacija zavisi od koncentracije antitela, pristupacnosti antigenih mesta,
mobilnosti 1 koncentracije antigena na membrani. Takode, na nju utiu temperatura,
vreme inkubacije, pH i jonska jaina rastvora. Vec¢ina klinicki zna€ajnih antitela su
klase 1gG koja reaguju na temperaturi 37 °C. Antitela klase 1gM optimalno reaguju na

temperaturi 22 °C ili niZoj.

Posle senzitizacije dolazi do medusobnog povezivanja i vizualizacije reakcije
antigen-antitelo formiranjem reSetke. Na njen nastanak utiCe rastojanje izmedu
eritrocita, koncentracija antigena 1 antitela i centrifugiranje. U fizioloSkom rastvoru,
eritrociti se nalaze na medusobom rastojanju zbog zeta potencijala ili sile odbijanja
izmedu eritrocita. Zbog veli¢ine 1 pentamerne strukture IgM molekula antitela,
aglutinacija eritrocita obloZenih antitelima IgM klase u fizioloSkom rastvoru je
olaksana. Medutim, molekule antitela klase IgG su dimeri i zbog malog raspona Fab
fragmenata, nesposobne da premoste razdaljinu izmedu ¢elija udaljenih delovanjem zeta

potencijala, pa dovode samo do senzititizacije eritrocita bez vidljive reakcije



aglutinacije. Rezultat reakcije aglutinacije izrazava se kvantitativno, stepenovanjem

jacine aglutinacije antigena i antieritrocitnih antitela (14).

Konvencionalno ocitavanje reakcije aglutinacije u epruveti podrazumeva

stepenovanje od 0 do 4+ modifikovano po Marsh-u:

e 4+ (Cetiri plusa), kada se sa dna epruvete odvoji jedan kompletan aglutinat

e 3+ (tri plusa), kada se odvoje 2-3 aglutinata uz bistar supernatant

e 2+ (dva plusa), kada se odvoji viSe aglutinata srednje veli¢ine i veliki broj sitnih
aglutinata

e 1+ (jedan plus), kada postoji veliki broj sitnih aglutinata u supenziji
neaglutinisanih eritrocita

e +/- (plus minus), kada su aglutinati teSko uocljivi makroskopski a njihovo
prisustvo potvrduje se mikroskopski

e 0 (nula), aglutinati nisu vidljivi ni mikroskopski.

1.1.7 Direktan antiglobulinski  test i direktni test utroSka antihumanog

globulina

Godine 1946. Coombs, Mourant i Race uveli su direktni antiglobulinski test u
rutinski rad u imunohematologiji i utvrdili njegovu namenu u dokazivanju
neaglutiniSuc¢ih koli¢ina antitela klase IgG 1/ili komponenti komplementa vezanih za
ertitrocite in vivo (direktan Coombs-ov test ili antiglobulinski test-DAT) (16).
Ustanovljeno je da reakcija izmedu antigena eritrocita 1 odgovarajuceg antitela moze da
se dogodi bez vidljive reakcije aglutinacije. Da bi reakciju aglutinacije ucinili vidljivom,
proizveli su sekundarno antitelo koje je reagovalo sa eritrocitima oblozenim antitelima,
daju¢i vidljivu reakciju aglutinacije. Obzirom da su u pitanju bili humani globulini,
sekundarno antitelo dobilo je naziv anti humani globulin (AHG) odnosno test je nazvan
antiglobulinski test. Primena AHG reagensa u imunoserologiji omogucila je otkrivanje
antieritrocitnih antitela klase IgG kod Zena imunizovanih tokom trudnoce i bolesnika
imunizovanih transfuzijom, dijagnostiku imunih hemoliznih anemija i identifikaciju

antigena novootkrivenih krvnogrupnih sistema (15-18).
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Princip antiglobulinskog testa je da se odvija u dve faze. U prvoj fazi testa dolazi
do reakcije antigena i antitela, odnosno dolazi do vezivanja antitela za antigen na
membrani eritrocita. U drugoj fazi, nakon dodavanja antihumanog globulin reagensa
(AHGQG), antiglobulinska antitela iz reagensa vezu se za Fc fragment antitela na
membrani eritrocita $to omogucuje vidljivom reakciju aglutinacije. Kao sekundarno
antitelo u antiglobulinskom testu koriste se polispecificni i monospecificni AHG

reagensi.

Polispecifican AHG reagens se koristi za “screening” IgG antitela i komponenti
komplementa na eritrocitima i njegova pozitivnost ukazuje na prisustvo ili IgG i/ili
komponenti komplementa na eritrocitima. Ako je test pozitivan, uzorak se mora
dodatno testirati koriste¢i monospecifican AHG reagens koji ima pojedinacnu
specificnost samo na antitela IgG ili IgM ili IgA, ili na C3b ili C3d komponente
komplementa. Ovi reagensi dobijeni su tako §to su Zivotinjama ubrizgani humani
globulini i protenini sistema komplementa. Obzirom da se radi o stranim proteinima,
kod Zivotinja je pokrenut imuni odgovor koji je na kraju doveo do stvaranja antitela
protiv humanog globulina i komponente komplementa C3. U polispecificnom AHG
reagensu nalaze se antitela: anti-IgG i anti C3d. Pozitivan nalaz u DAT-u zavisi od
broja molekula na eritrocitima. Najmanji broj molekula antitela klase 1gG po eritrocitu
koji ¢e dati pozitivan DAT krece se od 100 do 150 a jako pozitivna reakcija nastaje pri
broju 500 do 2000 molekula antitela po ¢eliji, dok je broj molekula komplementa 400-
1100 molekula C3d/eritrocitu.

Jacina reakcije takode zavisi od toga da li se reakcija odigrala u rastvoru
normalne ili niske jonske jacine. AHG reagens reaguje sa globulinima (antitelima) bez
obzira da li su vezani za eritrocite ili su slobodni u reakcijskoj meSavini. Ukoliko posle
Ispiranja eritrocita u reakcionoj mesavini zaostanu slobodna antitela ili proteini
komplementa, nakon dodavanja AHG reagensa do¢i ¢e do njegove neutralizacije
slobodnim antitelima/komplementom, pa ¢e izostati vidljiva aglutinacija bez obzira na
to Sto su eritrociti oblozeni antitelima. Zbog toga je izuzetno vazno da se eritrociti dobro
isperu pre dodavanja AHG reagensa. Ispiranje se ponavlja nekoliko puta dok se u
potpunosti ne uklone slobodna antitela. Direktni antiglobulinski test se moze izvoditi

metodom aglutinacije u epruveti ili mikrometodom u gelu. Smatra se da je
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antiglobulinski test pozitivan kada nakon dodavanja AHG reagensa nastane vidljiva
reakcija aglutinacije a negativan kada po zavrSetku testa nema reakcije aglutinacije (19-
21). Direktnim antiglobulinskim testom (DAT) otkrivaju se antitela klase 1gG i/ili

komplement C3 na eritrocitima ispitanika (Slika 5).

6P y @D

)
Sc -
RBCs with IgG (Y) Incubation with Agglutination
or C3 (C) bound to antibodies to (positive direct
membrane human Ig ( _1]7 ) Coombs' test)

Izvor: The Merk Manual, 2013.
Slika 5. Direktni antiglobulinski test (direktni Coombs-ov test) i njegovo

odvijanje po fazama

Godine 1956. direktni antiglobulinski test je modifikovan od strane Steffena i
saradnika, u vidu direktnog antiglobulin konzumacionog testa odnosno direktnog testa
utroska antihumanog globulina (AHG) (22). Ovim testom mogucée je demonstrirati
prisustvo ili odsustvo y —globulina i na pacijentovim sopstvenim leukocitima ili
trombocitima. Poznata koli¢ina antihumanog globulina dodaje se na oprane eritrocite,
leukocite ili trombocite pacijenta. Posle odgovaraju¢eg vremena, antihumani globulin se
uklanja sa c¢elija 1 njegova potentnost se utvrduje putem titracije RhD pozitivnih
eritrocita senzibilisanih sa inkompletnim (IgG) anti-D antiserumom, paralelno sa
jednakim zapreminama istog reagensa Kkoji je bio u kontaktu sa eritrocitima,
trombocitima ili leukocitima kontrolne zdrave osobe. Princip ovog testa zasniva se na
¢injenici da ¢e IgG iz inkompletnog anti-D antiseruma vezanih za senzibilisane RhD
pozitivne eritrocite, u kontaktu sa humanim antiglobulinom koji je prethodno bio u
kontaktu sa opranim leukocitima i trombocitima pacijenta, pri ¢emu se "utrosio"

(konzumirao) vezivanjem za antitela koja mogu biti prisutna na tim celijama, vezivati

12



utroSeni AHG, ¢ija je posledica pozitivni DAT na RhD eritrocitima. UtroSak AHG u
dodiru sa eritrocitima, limfocitimai trombocitima zdravih kontrolnih osoba je najcesce
jednak nuli, a kod pacijenata koji imaju vezana antitela na eritrocitima, leukocitima i/ili
trombocitima, utroSak AHG postoji. Ocitavanje ovog testa vrsi se odredivanjem razlike
u titru antihumanog globulina i o¢itavanjem postojece reakcije aglutinacije pacijentovih
I kontrolnih supernatanta dobijenih u prvoj fazi reakcije AHG sa eritrocitima,
trombocitima i leukocitima. Test se smatra pozitivnim ukoliko se dobije razlika u titru
AHG za bar dva razredenja sa pacijentovim ¢elijama u odnosu na titar ¢elija zdrave,

kontrolne osobe (18).

Pozitivan antiglobulinski test i patoloska konzumacija testa utroska humanog

antiglobulina mogu postojati u slede¢im klini¢kim stanjima:

Hemolizna bolest novorodenceta (HBN)
Hemolizna transfuzijska reakcija (HTR)
Autoimuna hemolizna anemija (AIHA)

Autoimuna hemolizna anemija izazvana lekovima

i W o

Antitela stvorena od strane davaocevih B limfocita u transplantiranim organima
ili tkivima

6. Velika inkompatibilnost u sistemu ABO izmedu davaoca i primaoca kostne srzi
7. Kod pacijenata leCenih intravenskim imunoglobulinom (IV IgG) i
antilimfocitnim globulinom (ALG)

8. Stanja u kojima je povecana koncentracija imunoglobulina.

Pozitivan antiglobulinski test i patoloSka konzumacija testa utroska humanog

antiglobulina mogu postojati u raznim bolestima:

Talasemija
Bubrezne bolesti
Multipli mijelom
Autoimune bolesti
AIDS
Leukopenije

I N
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7. Trombocitopenije

Za utvrdivanje uzroka pozitivnog DAT-a i patoloske konzumacije AHG-a
znaCajni su: anamneza, klinicka slika, pol, uzrast, prisustvo ili odsustvo antitela u
cirkulaciji pacijenta i jacina pozitivnosti testa. Interpretacija i evaluacija rezultata
pozitivnog DAT-a i patoloske konzumacije AHG-a mora biti posmatrana u sklopu
osnovne bolesti pacijenta kao i istorije same bolesti.

Pozitivan DAT je znacajan pokazatelj potencijalnog imunog razaranja eritrocita
in vivo, ako je pracen klinickim znacima hemolize eritrocita 1 laboratorijskim
vrednostima (niske vrednosti eritrocita, hemoglobina, hematokrita, a poviSene vrednosti
retikulocitia, bilirubina, LDH) (23).

Direktni test utroSka AHG-a je direktni pokazatelj prisustva antitela vezanih za
eritrocite, trombocite i leukocite pacijenta, koja mogu dovesti do pojave anemije,
leukopenije i trombocitopenije. U toj ¢injenici se ogleda znaaj njegove primene u
klini¢koj medicini (24-26).

1.2 Imunohematoloske bolesti

Citopenija je jedna od glavnih karakteristika u klinickoj slici mnogih
hematoloskih bolesti i moze nastati interakcijom slede¢ih mehanizama: smanjene
produkcije 1/ili pojacane destrukcije krvnih Celija. Smanjena produkcija krvnih Celija
moze biti posledica supresije koStane srzi i smanjenja produkcije krvnih Celija
uzrokovane humoralnim mehanizmom ili zbog infiltracije koStane srzi malignim
¢elijama. Citopenija takode moZe nastati zbog pojacane destrukcije krvnih Celija, gde
jedan od wuzroka moZe biti autoimuni mehanizam. Primenom direktnog
antiglobulinskog testa moze se utvrditi prisustvo antitela vezanih za eritrocitnu
membranu, dok se upotrebom testa utroska antihumanog globulina moze utvrditi

prisustvo antitela 1 na povrSini leukocita i trombocita.
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1.2.1 Limfoproliferativna oboljenja

U grupu limfoproliferativnih oboljenja ubrajaju se: hroni¢na limfocitna

leukemija (HLL), Hodgkinov limfom (Hodgkinova bolest) i non-Hodgkin limfomi.

1.2.1.1 Hronicna limfocitna leukemija

HLL je hroni¢no limfoproliferativno oboljenje koje nastaje zbog monoklonske
proliferacije i akumulacije limfocita u kostnoj srzi, perifernoj krvi, slezini, limfnim
Zlezdama, jetri i drugim organima. HLL je zastupljena u 25% bolesnika sa dijagnozom
leukemije. Najcesce se javlja u osoba preko 50 godina starosti a izuzetno retko u osoba
ispod 30 godina Zivota. Imunoloska ispitivanja su pokazala da se u preko 95% bolesnika
radi o B HLL a svega u 2 do 5 % o leukemiji T limfocita (56). Veliku ulogu u etiologiji
nastanka HLL imaju hromozomske anomalije, najcesce trizomija hromozoma 12, mada

¢esto mogu zahvatati i hromozome 14q+, 13qg+, 11g+ (27).

Kod vecine pacijenata bolest pocinje neprimetno, postepenim otokom limfnih
zlezda koje su bezbolne. Simptomi i1 znaci HLL nastaju zbog tkivne infiltracije
limfocitima, citopenije u perifernoj krvi i imune supresije. Pacijenti mogu imati znake
hemolizne anemije, trombocitopenije ili mogu imati ucestale infekcije. Prilikom
pregleda kod pacijenta se mogu nac¢i uvecane limfne Zlezde koje nisu bolne prilikom
palpacije. Spleno- i hepatomegalija mogu biti prisutne u kasnijim stadijumima bolesti, a
kod pacijenata kod kojih se razvila trombocitopenija, i hemoragijski sindrom (27-35).U
laboratorijskim nalazima prisutna je hiperleukocitoza koja je uslovljena limfocitozom.
Apsolutni broj limfocita je 5x10%, moze da bude do 300x10%1 ili vise.
Imunofenotipizacijom limfocita najées¢e se radi o B celijama koje su pozitivne na
CD19+, CD20+ a monoklonske su zbog ekspresije samo jednog lakog lanca

imunoglobulina lambda ili kapa (36).
Internacionalna grupa za HLL je postavila kriterijume za dijagnozu bolesti:

1. Broj limfocita u perifernoj krvi treba konstantno da bude iznad 10x109/1, a
vecina ¢elija ima osobine zrelih limfocita

2. Vise od 30% celija sa jedrom u aspiratu kostne srzi su limfociti
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3. Vecina limfocita periferne krvi je pozitivna na B celijske imunofenotipske

markere

U slucajevima gde je broj limfocita u perifernoj krvi mali, potrebno je

imunofenotipizacijom dokazati njihovu monoklonalnost.

Bolest se klasifikuje po Rai-u u 5 stadijuma a po Binet-u u 3 stadijuma.

Rai klasifikacija:

0 stadijum - limfocitoza u perifernoj krvi i kostnoj srzi - niska rizi¢na
grupa

I stadijum - limfocitoza sa uvecanjem limfnih Zlezda - srednja rizi¢na
grupa

Il stadijum - limfocitoza sa uve¢anjem jetre i/ili slezine - srednja rizi¢na
grupa

111 stadijum - limfocitoza sa anemijom, vrednosti hemoglobina ispod
1009/l - visoka rizi¢na grupa

IV stadijum - limfocitoza sa trombocitopenijom, vrednosti trombocita

ispod 100x10%/I - visoka rizi¢na grupa

Binet klasifikacija:

A stadijum - manje od 3 podrucja uvecanja limfnih zlezda, bez anemije i
trombocitopenije
B stadijum - 3 ili viSe podrué¢ja uveéanja limfnih zlezda, bez anemije i
trombocitopenije
C stadijum - anemije (hemoglobin<100g/l) ili trombocitopenija
(trombociti <100x10%1) bez obzira na broj podrudja sa uvecanjem

limfoidnog tkiva.

Ovi stadijumi su u korelaciji sa prognozom bolesti , pri ¢emu S§to je nizi

stadijum, prognoza je bolja. Komplikacije bolesti su infekcije, hemoragijski sindrom
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zbog trombocitopenije i hemolizna anemija, Sto predstavlja najceS¢e uzroke smrtnog
ishoda (37-39).

Znacajan i koristan prognosti¢ki parametar je molekularna citogenetska analiza
(FISH). Pokazano je da su del(17p13.1) kao i del(11g22.3) udruzene sa kra¢im ukupnim

prezivljavanjem kao i kra¢im periodom do progresije bolesti.
Parametri prognoze nezavisni od klinickih stadijuma HLL:

1. Hromozomske aberacije:

a. 13(13qg-)
b. 11 (11g-)
c. 17 (17p-)

Citoplazmatska detekcija ZAP70 u HLL-¢elijama
Ekspresija CD38 na HLL-¢elijama

Vreme udvostru¢avanja broja limfocita
Koncentracija 3-2 mikroglobulina u serumu

Nivo solubilnog CD23-antigena u serumu

Aktivnost timidin-kinaze u serumu

O N o g A~ WD

Somatska hipermutacija u regionu V gena za Ig
U terapiji HLL se primenjuju:

1. Kortikosteroidi kod bolesnika sa znacima insuficijencije kostne srzi kao i u
slu¢ajevima autoimune hemolizne anemije 1 trombocitopenije.

2. Citostatski lekovi - hlorambucil ili leukeran. Ciklofosfamid se najéesée daje u
kombinaciji sa onkovinom i prednisonom u COP protokolu.

3. Radioterapija

4. Transplantacija kostne srzi je indikovana u lecenju mladih osoba koje imaju
HLL.
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1.2.1.2 Morbus Hodgkin

Morbus Hodgkin se karakteriSe bezbolnim uvecanjem limfoidnog tkiva, koje
moze da se javi u bilo kom delu tela. Postoje dva pika kada se najcesce javlja: jedan je u

doba adolescencije i rane mladosti a drugi u dobu od 45 do 75 godina Zivota (40-42).

Glavna patohistoloska karakteristika je prisustvo Reed-Sternbergovih ¢elija.
Prema Klasifikaciji Lukesa i Butlera, Hodgkinova bolest je podeljena na 4

histopatoloska tipa:

e Tip I - limfocitna predominacija
e Tip Il - nodulska skleroza
e Tip Il - mesovita celularnost

e Tip IV- limfocitni deficit

Pocetak bolesti je postepen, najSecée sa pojavom uvecanja jedne grupe
povrsinskih limfnih Zlezda. Zahvacene limfne Zlezde su bezbolne.Da bi se odredio
stadijum bolesti potrebno je da se uradi radiografija grudnog kosa, magnetna rezonanca

abdomena, limfografija, biopsija kostne srzi (43,44).

Prema Ann Arbor klasifikaciji postoje 4 klinicka stadijuma bolesti (45):

e | - zahvacenost jedne limfne Zlezde (I) ili jednog ekstralimfaticnog mesta (IE)
e |l - zahvacenost dva ili viSe podru¢ja limfnih Zlezda sa iste strane dijafragme

(ID), ili lokalizovana zahvacenost jednog ekstralimfaticnog podruc¢ja i jednog ili
viSe podrucja limfnih zlezda sa iste strane dijafragme (IIE)

e Il - zahvacenost limfnih Zlezda sa obe strane dijafragme (I1I) koje moze biti
prac¢eno lokalizovanim ekstralimfatiénim podru¢jem (IIIE) ili zahvacenom
slezinom (111S) ili obe (IIES)

e |V - diseminovana bolest jednog ili viSe ekstralimfati¢nih organa ili tkiva sa ili

bez zahvacenih limfnih zlezda

Svaki stadijum se deli na A i B u zavisnosti od toga da li postoje sistemske

tegobe:
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e A -Dbezsimptoma

e B - temperatura (>38°C), i/ili no¢no znojenje, ili gubitak na tezini >10% u

prethodnih 6 meseci.

Dijagnoza bolesti se postavlja biopsijom limfnih Zlezda ili tkiva 1

patohistoloskim pregledom.Lecenje se sprovodi primenom radioterapije i hemioterapije.

1.2.1.3 Non-Hodgkin limfomi-NHL

U NHL postoji maligna monoklonska proliferacija limfoidnih ¢elija od kojih

vecina pripada B Celijama (85%) a manji deo T Celijama (15%). To je grupa oboljenja

koja ima razli¢it klinicki tok 1 ishod. Oni ne zahvataju samo limfne Zlezde, veé i

ekstranodalna mesta kao Sto je gastrointestinalni trakt. Javljaju se u svim zivotnim

dobima (46).

Danas se u svakodnevnoj praksi Koristi Klasifikacija Svetske zdravstvene

organizacije iz 2008. godine

1. Zrele B-¢elijske neoplazme

e Hroni¢na limfocitna leukemije/limfom malih limfocita

e Limfoplazmacitni limfom/Waldenstorm makroglobulinemija

e Mantle ¢elijski limfom

e Difuzni B-krupnocelijski limfom (DBKL)

o

o

o

DBKL bogat T-limfocitima/histiocitima

DBKL udruzen sa hroni¢nom inflamacijom

Epstein-Barr virus (EBV) + DBKL starih

Primarni kutani DBKL, leg type

Intravaskularni DBKL

Limfomatoidna granulomatoza

Plazmoblastni limfom

Krupnocelijski B-limfom nastao u multicentri¢noj Castlemanovoj
bolesti

Primani efuzioni limfom
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e Burkitt-ov limfom

e Spleni¢ni limfom marginalne zone

e Folikularni limfom

e Ekstranodalni limfom marginalne zone limfnog tkiva pridruZzenog
mukozi

e Nodalni limfom marginalne zone

e Leukemija vlasastih celija
2. Zrele T- i NK-¢elijske neoplazme

e Mycosis fungoides

e Sezary sindrom

e Periferni T-¢elijski limfom

e Angioimunoblasni T-¢elijski limfom

e Supkutani panikulitisu slican T-¢elijski limfom

e Agresivna NK-¢elijska leukemija

e Hepatospleni¢ni T-Celijski limfom

e Hidroa vakciniformni-sli¢ni limfom

e T-celijska prolimfocitna leukemija

e T-celijska leukemija velikih granuliranih limfocita
e Hroni¢ni limfoproliferativni poremecaj NK celija

e T-Celijski limfom udruZen sa enteropatijom

Najces¢i nalaz su uvecani limfni ¢vorovi koji su ¢vrste konzistencije i bezbolni.
Bolesnici se mogu zaliti na umor, gubitak u tezini, pove¢anu temperaturu i znojenje,
mada mogu biti 1 bez tegoba. U slucaju da je bolest lokalizovana u ekstralimfati¢nom
tkivu javljaju se simptomi u zavisnosti koji organ je u pitanju (47).
Dijagnoza se uspostavlja biopsijom uvecanih limfnih zlezda 1 patohistoloskim

pregledom.

U terapiji NHL se primenjuje radioterapija i hemioterapija, najéeS¢e u vidu

CHOP  protokola  (ciklofosfamid,  adriablastin,  onkovin i  prednison).
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Indukcijska terapija limfoproliferativnih bolesti se, po pravilu, sastoji od Sest mesec¢nih
citostatskin kura koje se mogu kombinovati sa radioterapijom. Standardni ishodi

indukcijske terapije su remisija (kompletna i parcijalna), stabilna i progresivna bolest.

Limfoproliferativne bolesti karakteriSe poremec¢aj imuniteta koji se manifestuje
Cestom pojavom infekcija, autoimunim pojavama i sekundarnim malignitetima.
Najces¢a autoimuna pojava u limfoproliferativnim bolestima je pojava antieritrocitnih
antitela koja se mogu otkriti direktnim antihumanim globulinskim testom kao i

direktnim testom utroska antihumanog globulina (48).

1.2.2 Anemije

Anemija je stanje definisano smanjenom koli¢inom hemoglobina u krvi a
klinicki simptomima koji su posledica tkivne hipoksije i kompenzatornih mehanizama
(Slika 6). Uzroci anemije mogu biti viSestruki: gubitak krvi, smanjena proizvodnja ili
ubrzana razgradnja eritrocita, poremecaji u gradi eritrocita i hemoglobina, teSkoc¢e u
vezivanju, transportu kiseonika. Anemija moze biti urodena ili steCena (49-57).
Anemija uzrokuje smanjeni transport i dotok krvi tkivnim celijama. To utiCe na
aktivaciju kompenzatornih mehanizama. Ako je u pitanju akutni gubitak krvi dolazi do
aktivacije simpatikusa koji povecava tonus arterija i vena i preusmerava tok krvi ka
srcu. U hroni¢noj anemiji nastaje vazodilatacija krvnih sudova, povecanje sréanog
udarnog volumena i ubrzanje frekvencije srca, povecanje pluéne ventilacije, smanjuje se

viskoznost krvi da bi se poboljsala prokrvljenost organa (58).
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Slika 6. Razlika u broju eritrocita u anemicnim stanjima

Dominantan klinicki znak je bledilo koZe i sluzokoZe. Osnovni laboratorijski
parametar za uspostavljanje dijagnoze anemije je koncentracija hemoglobina (Hgb).
Prema kriterijumima Svetske zdravstvene organizacije, anemija postoji ako je
koncentracija hemoglobina ispod 130g/l kod muskaraca, 120g/l kod zena i 110g/1 kod

trudnica, dok su kod osoba starijih od 65 godina granice za 10g/l hemoglobina nize (59).

Tezina klini¢ke slike anemije zavisi od brzine njenog nastanka, koncentracije
hemoglobina i stanja kardiovaskularnog sistema i drugih organa. Bolesnici lakse
podnose anemije hroni¢nog toka jer ima dovoljno vremena za razvoj kardiovaskularnih
i biohemijskih mehanizama adaptacije. Starije osobe loSije podnose anemiju zbog
slabije adaptibilnosti kardiovaskularnog sistema. Koncentracija hemoglobina je dobar

parametar za procenu tezine anemije (60-68).
Prema stepenu deficita hemoglobina anemije se dele u Cetiri stepena:

e | —blaga anemija (Hgb od 95-109¢g/1)

e |l —srednje teska anemija (Hgb od 80 do 94g/1)

e |l —teska anemija (Hgb od 65 do 79g/1)

e |V —anemija opasna po zivot (Hgb manji od 65g/l)
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Anemija Cetvrtog stepena je apsolutna a anemija treéeg stepena relativna

indikacija za transfuziju eritrocita.

Dijagnoza se postavlja anamnezom, klinickim pregledom i na bazi oshovnih
laboratorijskih pretraga (krvna slika, srednja vrednost zapremine eritrocita (MCV),
srednja vrednost koli¢ine hemoglobina u jednom eritrocitu (MCH), srednja vrednost
koncentracije hemoglobina u svim eritrocitima (MCHC), broj retikulocita),
utvrdivanjem koli¢ine gvozda (feremija, feritinemija) 1 specificnim dopunskim

analizama (69).

Lecenje anemije je etiolosko i primarno se odnosi na lecenje bolesti koja je

dovela do anemije, kao i transfuzijom eritrocitnih produkata.

1.2.2.1 Anemije zbog poremecaja metabolizma gvozda
1.2.2.1.1 Anemija zbog deficita gvozda (Anaemia hyposideremica)

Hiposideremijska anemija nastaje zbog deficita gvozda u organizmu koji moze
da nastane usled povecanog gubljenja gvozda iz organizma, loSe apsorpcije U crevima,
povecanih potreba organizma za gvozdem i zbog nedovoljnog unosenja gvozda (70).
Za postavljanje dijagnoze neophodni su:

1. Anamnesticki podaci

2. Fizikalni nalaz

3. Laboratorijska ispitivanja: U perifernoj krvnoj slici postoji anemija sa
hipohromijom eritrocita i mikrocitozom. Broj retikulocita je blago povecan ili
normalan. MCV je smanjen. Broj leukocita i trombocita je normalan. U kostnoj
srzi postoji hiperplazija eritrocitne loze eritroblastnog tipa. Koncentracija
serumskog gvozda je smanjena, a TIBC 1 UIBC su povecani.

4. Ispitivanje gastrointestinalnog trakta.

5. Ispitivanje urogenitalnog trakta.
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Terapija:

1. Preparati gvozdja — peroralni (150- 200 mg dnevno) ili parenteralni.
2. Transfuzije koncentrovanih eritrocita u teskim oblicima anemije.

3. Lecenje etioloskog uzroka anemije.
1.2.2.1.2 Sideroblastne anemije (Anaemia sideroblastica)

Sideroblastne anemije cini heterogena grupa poremecaja Cija je glavna
karakteristika nakupljanje gvozda u perinuklearnim mitohondrijama eritroblasta u
kostnoj srzi, smanjenje sinteze hemoglobina i nagomilavanje gvozda u tkivima. Glavna
karakteristika je nagomilavanje gvozda u obliku prstena oko jedra eritroblasta po kome
su ti eritroblasti dobili naziv “ring” sideroblasti. Medutim, i pored povecane koli¢ine
gvozda, postoji hipohromija eritrocita jer se gvozde ne koristi dovoljno za sintezu hema
(71-73).

Sideroblastne anemije su nasledne i steCene (primarne ili idiopatske i
pripadaju mijelodisplaznim sindromima i sekundarne ili izavane lekovima, alkoholom,

prisutne u drugim bolestima).
1.2.2.1.3 Megaloblastne anemije (Anaemia megaloblastica)

Megaloblastne anemije nastaju zbog poremecaja sinteze DNK za koju je
potreban vitamin B12 i folna kiselina. Naziv su dobile prema megaloblastima,
abnormalnim eritroblastima koji su tipi¢ni za ovaj oblik anemije. Megaloblastne celije
podlezu ubrzanoj razgradnji u kostnoj srzi, sto dovodi do neefektivne eritrocitopoeze.

Pored eritrocitne loze, promenjene su i ostale krvne loze (74).

Etioloska klasifikacija megaloblastnih anemija (mehanizam odgovoran za nastanak

anemije):

1. Deficit vitamina B12
2. Deficit folne kiseline

3. Ostali uzroci
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1.2.2.1.4 Perniciozna anemija (Anaemia perniciosa)

Perniciozna anemija nastaje zbog deficita vitamina B12, odnosno poremecene
apsorpcije vitamina B12, Sto je posledica nedostatka unutrasnjeg faktora (IF). U
perifenoj krvnoj slici postoji anemija sa megalocitima, izraZenom anizocitozom i
poikilocitozom. MCV je poviSen (preko 100 fl). Broj retikulocita je sniZzen ili normalan.
Broj leukocita je umereno snizen sa prisustvom hipersegmentiranih granulocita dok je
broj trombocita umereno snizen. Kostna srz je hipercelularna, sa hiperplazijom
eritrocitne loze megaloblastnog tipa. U granulocitnoj lozi prisutni su dzinovski
metamijelociti i hipersegmentirani granulociti. Prisutni su hiperploidni megakariociti.
Sideroblasti u kostnoj srzi povecani su i do 100%. U serumu je sniZzena koncentracija
vitamina B12. Gvozde u serumu je poviSeno sa povecanim stepenom zasi¢enja
transferina 70-100%. Zbog neefektivne eritrocitopoeze poveéan je indirektni bilirubin,
LDH u serumu, kao i urobilinogen u urinu. U serumu vecine bolesnika mogu se

dokazati antiparijetalna antitela.

Gastroskopski  pregled otkriva atroficni gastritis, S$to se potvrduje i
histopatoloskim pregledom sluzokoze Zeluca uzete biopsijom. Zeludaéna sekrecija je
smanjena, slobodna hlorovodoni¢na kiselina u Zeludatnom soku nedostaje i posle
stimulacije histaminom. Poremecena resorpcija vitamina Bl12 dokazuje se
Schillingovim testom, pomocu obeleZenog vitamina B12, radioaktivnim kobaltom.
Bolesnici sa pernicioznom anemijom izlu¢uju mokracom manje od 8% oralno unete

doze obelezenog vitamina (75).

Lecenje se sprovodi parenteralnom primenom vitamina B12.

1.2.2.2 Hemolizne anemija (Anaemia haemolyticae)

Hemolizne anemije su stanja gde je smanjenja koncentracija kiseonika u Kkrvi
nastala kao posledica raspadanja eritrocita i njihovog kraceg zivotnog veka (Slika 7).
Hemoliza eritrocita, ¢iji normalan vek iznosi 120 dana, je jedna od glavnih
karakteristika autoimune hemolizne anemije (AIHA). AIHA se moZe klasifikovati kao
primarna i sekundarna a moze i prema tipu autoantitela koje je u pitanju (76).

Autoantitelo moze biti imunoglobulin G (IgG), M (IgM), ili retko imunoglobulin A
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(IgA). Autoantitela mogu biti topla ili hladna autoantitela. Autoimuna hemolizna
anemija Cesto moze biti povezana sa paroksizmalnom no¢nom hemoglobinurijom

(prouzrokuju je IgG antitela) i boles¢u hladnih aglutinina (prouzrokuju je IgM antitela).

Normal red
blood cell

Damaged red
blood cell

Izvor: University of Minnesota, 2012
Slika 7. Hemoliza eritrocita

Hemoliza eritrocita nastaje kao posledica fiksacije komponenti komplementa na

zid eritrocita 1 moze da rezultira ekstravaskularnom ili intravaskularnom hemolizom.

Ekstravaskularna hemoliza nastaje kada je aktivacija i fiksacija komponenti
komplementa na membranu eritrocita nedovoljna da izazove aktiviranje membrane
eritrocita. Komponente komplementa C3 i C4b prisutne na povrsini eritrocita, reaguju
sa receptorima fagocita u plu¢ima, jetri i slezini, te eritrociti bivaju fagocitirani. Slezina

je primarno mesto hemolize.

Intravaskularna hemoliza nastaje kada je fiksacija komponenti komplementa na
membrani eritrocita u dovoljnoj koncentraciji da se formira Membrane Atack Complex,
I aktiviraju komponente komplementa C5-C9, §to dovodi do liziranja eritrocita,
hemoglobinemije, hemoglobinurije i hemosiderinurije. Klinicki znaci su anemija,

hemoliza, aglutinacija eritrocita, kao i prisustvo osnovne bolesti (77-79).

Kod zdravih osoba vek eritoricta iznosi od 90 do 120 dana i raspadanje eritrocita
I njihovo uklanjanje iz cirkulacije se poklapa sa produkcijom novih eritrocita u kostnoj

26



srzi. U slucaju kada je smanjen Zivotni vek eritrocita, organizam jedinke inicijalno
kompenzuje produkcijom veéeg broja eritrocita, ali poSto ne uspeva istom brzinom
kojom se ragraduju eritrociti, nastaje anemija. Bilirubin je razgradni produkt
hemoglobina, moze da se akumulira i izazove zuticu i da se ekskretuje putem urina koji
dobija tamno braon boju. U razmazu periferne krvi prisutni su sferociti, kao i
retikulociti u poviSenom broju. Nivo nekonjugovanog bilirubina je poviSen kao i laktat

dehidrogenaza, a u urinu je prisutan urobilinogen (51,80-98).
Podela hemoliznih anemija:
a. Korpuskularne hemolizne anemije:

1. Membranopatske
2. Enzimopatske

3. Hemoglobinopatije: talasemijski sindromi, kvalitativne hemoglobinopatije

b. Ekstrakorpuskularne hemolizne anemije:

1. Imune: izoimune i autoimune (autoimune hemolizne anemije sa toplim
antitelima, bolest hladnih aglutinina, paroksizmalna hemoglobinurija na
hladnoc¢u)

2. Neimune: mehanic¢ke hemolizne anemije, izazvane hemijskim i bioloskim

¢iniocima)

1.2.2.3 Anemije u hronic¢nim bolestima

Anemija u hroni¢nim bolestima prati razli¢ite bakterijske, dugotrajne infekcije 1
razli¢ite zapaljenske procese. Obi¢no je blaga sa koncentracijom hemoglobina izmedu
701 110 g/l i sama po sebi ne trazi izleGenje. Osnovu patogeneze ¢ine blokada gvozda u
crevnoj sluznici 1 makrofazima, smanjeno izluCivanje eritropoetina iz bubrega te

rezistencija koStane srzi na eritropoetin (99).
Najcéescée se javlja u sklopu sledec¢ih oboljenja:

e Hroni¢noj bubreznoj insuficijenciji
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e Hipopituitarizmu
e Hipotireozi

e Adisonovoj bolesti
e Hipogonadizmu

e Dijabetesu

e Bolestima jetre

1.2.2.4 Aplasticna anemija

U perifernoj krvnoj slici postoji pancitopenija (normocitna anemija, retikulociti
su izrazito snizeni ili ih nema, granulocitopenija, trombocitopenija) (100). Prilikom
punkcije kostne srzi nalazi se aplasti¢na kostna srz. Prilikom terapije primenjuju se
androgeni: oksimetolon. Teska aplasti¢na anemija le¢i se imunosupresivnom terapijom:
primenom konjskog ili zeé¢ijeg antilimfocitnog globulina, antitimocitnog globulina ili
primenom ciklosporina (101-111). Kod bolesnika sa teskom aplasticnom anemijom,
pogotovo kod mladih bolesnika ako imaju HLA podudarnog srodnog davaoca, terapija

izbora je transplantacija mati¢nih ¢elija hematopoeze (112-116).

1.2.3 Mijelodisplasticni sindrom (MDS)

MDS su klonske bolesti koje zahvataju prethodnike (progenitore) svih loza
hematopoeze (Slika 8). Karakterisu se refrakternom anemijom, leukopenijom i
trombocitopenijom uz nalaz diseritropoeze, abnormalne granulocitopoeze 1 atipicnih

megakariocita u hiperplasti¢noj kostnoj srzi (67, 117-121).
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Slika 8. Sematski prikaz poremecaja razvoja svih krvnih loza kod pacijenata sa MDS-

om.

U perifernoj krvnoj slici postoji anemija, granulocitopenija i trombocitopenija.
Aktivnost enzima laktat dehidrogenaze i koncentracija mokra¢ne kiseline u serumu
Cesto su povisene. Razmaz periferne krvi pokazuje morfoloske promene jedne ili svih
krvnih loza. Tipican nalaz je hipercelularna kostna srZ, retko se nalazi hipocelularna
kostna srz, sa prisutnim morfoloskim promenama, odnosno kvalitativnim promenama
krvnih loza: diseritropoeza (eritroidna hiperplazija), “ring” sideroblasti, displasti¢ni

eritroblasti, megaloblastoza, vakuolizacija citoplazme (122-129).

Protokol lecenja MDS nije standardizovan zbog nejasne patogeneze, relativno
hroni¢nog toga, starijeg Zivotnog doba i Cestog prisustva pridruZzenih bolesti kod veéine

bolesnika, heterogenosti same bolesti i izrazito varijabilne prognoze.

Susptituciona terapija derivatima krvi je najceS€e primenjivana simptomatska
terapija. Transfuzije eritrocita se primenjuju kod znakova anemije i nivoom

hemoglobina manjim od 80-90g/l. Kod bolesnika kod kojih se planira transplantacija
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mati¢nih ¢elija hematopoeze primenjuju se ozraceni eritrociti. Moguée komplikacije
dugotrajne primene transfuzija eritrocita su alosenzibilizacija na eritrocitne antigene i
sekundarna hemosideroza. Optereéenje organizma gvozdem doprinosi morbiditetu i

uti¢e na duzinu prezivljavanja.

1.2.4 Trombocitopenije

Trombocitopenije mogu biti uzrokovane smanjenem stvaranja trombocita ili
ubrzanom razgradnjom trombocita (Slika 9). Kod trombocitopenija koje su uzrokovane
smanjenim stvaranjem trombocita, neophodno je otkriti 1 leciti uzrok trombocitopenije.
Trombocitopenije se javljaju u sklopu bolesti hematopoeznih organa, slezine,
infektivnih oboljenja (130-132). Trombocitopenije koje su uzrokovane ubrzanom
razgradnjom trombocita se odlikuju kratkim zadrzavanjem trombocita u krvotoku i
kompenzatorno ubrzanom trombocitopoezom. Takvi bolesnici imaju povecanu

koncentraciju RNA u trombocitima i hemostaticki su aktivniji.

Trombocitne transfuzije nisu delotvorne jer se i transfundovani trombociti
ubrzano razgraduju istim patofizioloSkim mehanizmom kojim se razgraduju 1
bolesnikovi trombociti. Transfuzijsko leCenje treba primeniti kada je ugrozen zivot
bolesnika i1 tada su potrebne Ceste transfuzije veceg broja koncentrata trombocita.
Posledica takvog lecenja je Cesta aloimunizacija pacijenata kao i refrakternost bolesnika

na transfuzije trombocita (133).
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Slika 9.Normalne vrednosti trombocita i trombocitopenija

1.2.5 Tromboticna trombocitopenijska purpura (TTP)

TTP je tromboznohemoragijski poremecaj u kojem postoji patolosko difuzno
stvaranje mikrotromba bogatih trombocitima u malim krvnim sudovima. Klini¢ki se
ispoljava pentadom simptoma: trombocitopenija, mikroangiopatska hemolizna anemija
(MAHA), povisena temperatura, neuroloski poremecaji i oste¢enje bubrega. Nastaje kao
posledica kvantitativnog ili kvalitativnog poremecaja funkcije metaloproteinaze —
ADAMTS 13. Posledi¢no dolazi donakupljanja multimera VWF (Von Willebrand
faktor), javljaju se neobi¢no velike molekulske mase na ¢elijama endotela, talozenje
mikrotromba i posledicno ostecenje organa (Slika 10). Ucestalost oboljenja se

procenjuje na 4-11 slucajeva na milion stanovnika (134-137).
Podela TTP:

e Nasledni TTP - Upshaw-Schulman sindrom — progresija do hroni¢ne bubrezne
insuficijencije
e Stefeni TTP - uzrokovan lekovima, infekcijama, primarnim malignitetom,

autoimunom boles$¢u, transplantacijom mati¢nih ¢elija hematopoeze).
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Slika 10.Poremecaj u krvnim sudovima kod TTP-a
Klinicka slika:

e MAHA

e Trombocitopenija

e Neuroloski poremecaji

e PoviSena temperatura

e Ostecenje bubrega

e Hemoglobin snizen (obi¢no oko 80 g/1), trombociti snizeni 20-50 x 10%I, u
razmazu periferne krvi prisutni eritrocitni fragmenti

e Coombs-ov test negativan
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e Hemostaza: protrombinsko vreme i aktivirano parcijalno tromboplastinsko
vreme su normalnih vrednosti, fibrinogen normalne vrednosti ili lako povisen, D
dimeri lako poviSeni

e Urea i kreatinin — poviSeni

e Bilirubin blago povisen (indirektni)

e LDH cesto viSestruko povisen

e Haptoglobin snizen.

U okviru terapije primenjuju se terapijske izmene plazme, zamrznuta sveza
plazma, kriosupernatant (plazma osiromasena krioprecipitatom), kortikosteroidi,

transfuzije trombocita, rituximab, splenektomija (138,139).

1.2.6 Idiopatska trombocitopenicna purpura (ITP)

ITP je autoimuno oboljenje u kojem velika koli¢ina antitela opsonizira
trombocite 1 dovodi do njihove pojacane razgradnje u slezini. Pokreta¢i imunog
mehanizma u akutnom obliku bolesti naj¢esce su virusi ili drugi infektivni agensi, kao i
neki lekovi (Slika 11). Akutni ITP se javlja kod dece nekoliko nedelja nakon klinicke
slike infekcije dok se hroni¢ni ITP javlja kod odraslih 1 nije poznato Sta uzrokuje

stvaranje antitela (49).
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Slika 11. Autoimuni poremecaj kod ITP-a

Akutna ITP se skoro uvek javlja kod dece, i to u uzrastu do deset godina. Bolest
obi¢no pocinje posle virusne infekcije gornjih respiratornih puteva. Pojava simptoma je
nagla, tokom nekoliko sati, u vidu izrazenih krvarenja po kozi (petehije, ekhimoze) i
sluzokozi usne duplje, nosa, digestivnog i urogenitalnog sistema. Prognoza bolesti je
dobra, krvarenja obi¢no prestaju za nekoliko dana (najduze nekoliko nedelja) 1 Ceste su

spontane remisije (142).

Hroni¢na ITP se ¢es¢e javlja kod mladih Zena (obi¢no do 40. godine). Bolest
pocinje postepeno, povremenim spontanim krvarenjima u kozi i1 sluzokozama.
Krvarenja nisu izrazito obilna, a ispoljavaju se u vidu petehija, ekhimoza,
menometroragija, epistaksi. Pojavi bolesti moze nekoliko godina da prethodi sklonost
ka modricama ili obilna 1 produzena menstrualna krvarenja, pri cemu je broj trombocita
normalan (143). Tok hronicne ITP odlikuju periodi klinickih remisija 1 recidiva
krvarenja, koji se godinama smenjuju. Veoma su retka spontana izlecenja, za razliku od

akutne ITP.
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Dijagnoza se postavlja na osnovu klinickog nalaza i laboratorijskih rezultata. U
krvnoj slici je smanjen broj trombocita i ¢esto prisutna sideropenijska anemija. Vreme
krvarenja je produzeno, na trombocitima se nalazi povecan broj antitela uz skracen

zivotni vek trombocita (144).

Osnovu terapije Cine kortikosteroidi i splenektomija. Kod bolesnika koji ne
reaguju na splenektomiju treba primeniti imunosupesiju. Kod izrazitih krvarenja

primenjuje se suportivna terapija trombocitima (145).

1.2.7 Sistemski eritemski lupus (Lupus erythematosus systemicus)

Sistemski eritemski lupus predstavlja autoimunu bolest ¢ije su glavne odlike
zahvacéenost viSe organskih sistema, prisustvo mnogobrojnih autoantitela od kojih neka
ucestvuju u imunoloskom os$teé¢enju tkiva (Slika 12). lako ova bolest moze zahvatiti
mnoge organe, najéeS$ée su promenama zahvaceni koza, bubrezi, zglobovi,
hematopoezno tkivo, centralni nervni sistem. Istrazivanja pokazuju da prose¢no jedna
od 2000 osoba oboli od lupusa. Sistemski eritemski lupus je primarno bolest mladih

Zena, a starosna dob u kojoj naj¢esce obolevaju je izmedu 15 1 40. godine zivota

Dosada$nja istrazivanja nisu mogla u potpunosti da otkriju koji je uzrok
nastanka ove bolesti. Smatra se da je za nastanak lupusa odgovorno zajedni¢ko dejstvo
viSe faktora: egzogenih 1 endogenih. Medu spoljasne faktore spada dejstvo infektivnih
agenasa, dok kod unutra$njih faktora najzapaZeniju ulogu igraju genetska predispozicija
I hormonski status. Takode, dejstvo ultravioletnih zraka podsti¢e i pogorSava kozne

manifestacije bolesti (146).
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Slika 12. Autoimuni poremecaj kod sistemskog eritematoznog lupusa

Sistemski eritemski lupus je bolest ¢ija klinicka slika izuzetno varira. Pocetak
bolesti je pra¢en nespecifiénim simptomima, povisenom temperaturom i malaksaloséu,
bolovima u zglobovima i miSi¢ima, promenama na kozi, anemijom i smanjenjem broja
belih krvnih zrnaca. Obi¢no bolest zahvata samo jedan organ da bi se kasnije javile i
druge klinicke manifestacije. Klini¢ki tok olakSava prisustvo specifi¢nih antitela jo$ na
pocetku bolesti, tako da je moguce na vreme zapoceti leCenje. Zglobno - misiéni
simptomi se javljaju kod vecéine bolesnika i obi¢no se ispoljavaju bolom u zglobu
(artralgija) ili u obliku prolaznog artritisa velikih zglobova. KoZne promene se sre¢u
kod 80% bolesnika i manifestuju se u vidu eritema obraza ( u obliku leptira) i kao

eritemska ili makulopapulozna ospa koja zahvata Sire povrSine koZe izlozene suncu.

Razni oblici koznog vaskulitisa javljaju se u oko 20% pacijenata. Ranice na
sluzokozi usta i nosa su tipi¢ne za akutni tok bolesti. Suvi ili eksudativni pleuritis su
najcesc¢a pluéna manifestacija bolesti. Ovo oboljenje zahvata i srce dovodeci u najveéem
broju slucajeva do perikarditisa. Kod oko polovine bolesnika prisutne su 1 bubrezne
promene koje mogu dovesti 1 do hroni¢ne bubrezne insuficijencije. Autoimuni proces
kod lupusa moze ostetiti i nervne strukture, tako da kod pojedinih pacijenata moze do¢i

do napada epilepsije ili psihoza. Hematoloski poremecaji su, takode, vrlo ucestali i
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karakteriSu se prisustvom anemija i smanjenjem broja leukocita. OStecenje endotela u

okviru vaskulitisa indukuje nastanak tromboza malih krvnih sudova

Pouzdan nacin u postavljanju dijagnoze bolesti predstavlja prisustvo specificnih
antitela u krvi bolesnika. Prema najnovijem Kriterijumu za dijagnostikovanje bolesti,
neophodno je da su prisutna najmanje Cetri vrlo jasna simptoma iz ve¢ opisane klini¢ke

slike.

Savremene metode leCenja ukljucuju:

¢ nefarmakolosko lecenje
e farmakoloSke mere

e druge standardne tretmane.

Standardni terapijski protokoli za pojedine entitete sistemskog lupusa ukljucuju
glikokortikoide kao prvi terapijski pristup, zatim rano uvodenje ciklofosfamida kao i
uvodenje standardnih citotoksi¢nih lekova. Primarni cilj u leCenju jeste postizanje
remisije 1 bolje kontrole bolesti kao i sprecavanje pogorSanja uz izbegavanje nezeljenog

dejstva lekova (101,147).

Drugi lekovi i postupci u le¢enju sistemskog lupusa u vidu manje toksi¢ne, specifi¢nije

imunosupresije:

e Mikofenolat mofetil

e Fludarabin

e Kiladribin

e Leflunomid, Ciklosporin, Takrolimus
e Monoklonska antitela

e Bindarit

e Imunoablacija sa autologom transplantacijom mati¢ne ¢elije hematopoeze
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1.2.8 Miastenia Gravis (Myasthenia Gravis)

Miastenia gravis je bolest autoimune prirode koja nastaje delovanjem antitela na
proteine neuromuskularnih sinapsi (acetilholinski receptori). Posledica tog delovanja je
oslabljen ucinak acetil-holina potrebnog za izazivanje miSi¢ne kontrakcije. Nema
promena na nervima i miSi¢ima, ali postoji poremecaj u prenosu nadrazaja sa nerva na

misi¢, Sto uzrokuje pojavu misi¢ne slabosti (Slika 13).

Miastenija je steCena bolest. Bolest se retko javlja, a simptomi bolesti veoma
Cesto ostanu neprepoznati (60). U Evropi su epidemioloske studije pokazale da se broj
obolelih kre¢e od 7 do 15 bolesnika na 100 000 stanovnika. Miastenija se javlja u oba
pola, ¢esce kod Zena, i to u dobi od 20. do 40. godine zivota. Kod muskaraca se ¢esce

javlja posle 50. godine zivota (148-157).

Neuromuskularna sinapsa je spoj izmedu nerva i misi¢a. Svako nervno vlakno
na svom kraju ima pros$irenje u kojem se nalaze mehuri¢i u kojima je neurotransmiter
(acetilholin). Kada je nervno vlakno nadraZzeno, acetilholin se oslobada iz mehurica i
kroz kanali¢e ulazi u prostor izmedu nerva 1 misi¢a i dolazi do povrSine miSi¢nog
vlakna, na kojoj se nalaze receptori za acetilholin. Spaja se sa receptorima i kada se svi
receptori popune, miSi¢no vlakno se kontrahuje. Nakon toga acetilholin napusta
receptore, acetilholinesteraza ga razgraduje i on se ponovo vra¢a u nervno vlakno, a
kontrakcija miSi¢a popusta. Kod zdrave osobe taj se proces stalno ponavlja dok se
izvrSava odredeni pokret. Kod osobe obolele od miastenije dolazi do stvaranja antitela
koja su odgovorna za pojavu bolesti jer sprecavaju vezivanje acetilholina za receptore.
Tokom bolesti, broj receptora se smanjuje (kod nekih oblika miastenije ima ¢ak do 50%
manje receptora). Zbog toga prvi nadrazaji koji putuju nervnim vlaknom oslobadaju
acetilholin koji popuni sve postojece receptore pa se acetilholin koji se 1 dalje oslobada
nema za Sta da veze, zbog ¢ega se miSi¢na vlakna ne mogu kontrahovati i snaga misi¢a
slabi (158). Kod 10% bolesnika s miastenijom udruzena je i pojava tumora timusa

(timom), a kod 70% bolesnika uvecan je timus (hiperplazija timusa) (159).
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Slika 13.4utoimuni poremecaj kod miastenije gravis
U najceS¢e simptome spadaju:

e padanje o¢nih kapaka

e slabost miSica lica

e padanje donje vilice ili nemoguénost njenog zatvaranja

e dizartrija (oteZan govor)

o disfagija (otezano gutanje)

e problemi sa disanjem u vidu nemogu¢nosti udaha ili isprekidanog disanja

e nemogucnost ponavljanja odredenih radnji

Miastenija gravis moze se pogorSati uzimanjem odredenih lekova (npr. sedativa,
antiepileptika, antihistaminika, beta blokatora), kod traume, poviSene telesne

temperature.

Dijagnoza se uspostavlja na osnovu anamneze, klinickog pregleda i specijalnih
testova koji se izvode. Simptomi se povlace primenom endrofonijum-hlorida koji se
koristi u dijagnostickim testovima. Endrofonijum-hlorid se primenjuje intravenski.
Njegovo delovanje je kratkotrajno pa se ne koristi u leCenju ve¢ samo kao dijagnosticki
test. Za dijagnosticke ali i za terapijske potrebe koristi se prostigmin koji ima duze
vreme delovanja. Oba leka su inhibitori holin-esteraze ¢ijom inhibicijom se poveéava
koli¢ina neurotransmitera (acetil-holina) na postsinaptickoj membrani i1 time jaca

misi¢na kontrakcija. Elektromiografija nije specifi¢éno promenjena kod miastenije gravis
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ali moze posluziti u diferenciranju u odnosu na druge bolesti sa slicnim simptomima
(65). Analiza antitiela pokazuje pozitivna antitela na acetilholinske receptore (anti-
AChR) ili pozitivna antitela na miSi¢énu specifiénu kinazu (anti-MuSK). Veéina
bolesnika ima pozitivna anti-AChR antitela (75%). Postoji manji broj bolesnika koji
imaju simptome miastenije, ali imaju negativna i jedna i druga antitela (seronegativni
bolesnici) (160).

Cilj leCenja je ublazavanje ili nestanak simptoma. U leCenju se koriste lekovi
koji blokiraju razgradnju acetil holina blokiraju¢i enzim koji ga razgraduje (inhibitori
acetilholineraze), ali se koriste i lekovi i postupci kojima se stabilizuju imunoloske
reakcije (kortikosteroidi, imunoglobulini, plazmafereza), a u tezim slucajevima i

operacija timusa (161).
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2. ZNACAJ ISTRAZIVANJA

Citopenija je jedna od glavnih karakteristika u klinickoj slici hematoloskih
bolesti i moze nastati interakcijom slede¢ih mehanizama: smanjene produkcije i/ili
pojacane destrukcije krvnih ¢elija. Smanjena produkcija krvnih ¢elija ¢esto je posledica
supresije koStane srzi i smanjenja produkcije krvnih Celija uzrokovane humoralnim
mehanizmom ili zbog infiltracije kosStane srzi malignim c¢elijama. Citopenija takode
moze nastati zbog pojacane destrukcije krvnih ¢elija gde jedan od uzroka moze biti
autoimuni mehanizam. Primenom direktnog antiglobulinskog testa moze se utvrditi
prisustvo antitela vezanih za eritrocitnu membranu, dok se upotrebom testa utroska
antihumanog globulina moze utvrditi prisustvo antitela 1 na povrSini leukocita i

trombocita.

Studija sprovedena u Bergenu, na Klinici za neurologiju pratila je rezultate testa
utroska AHG-a kod pacijenata sa dijagnozom miastenije gravis. Rezultati su pokazali
patolosku konzumaciju kod preko 60% pacijenata (162). Studija Van Longhema i
saradnika obuhvatila je pacijente sa dijagnozom sistemskog lupusa gde je utvrdena
korelacija izmedu patoloske konzumacije AHG-a 1 loSije klinicke slike pacijenata
(26,163). Mnogobrojna ispitivanja su vrSena gde se odredivao stepen konzumacije AHG
nakon kontakta sa trombocitima i leukocitima kod pacijenata sa raznim hematoloskim

oboljenjima 1 utvrdivana njegova znacajnost u dijagnozi i prognozi bolesti.

Uprkos postojanju rezultata dosadas$njih studija koje su ukazale na znacaj
primene testa utroSka AHG-a, u naSim uslovima, u rutinskom radu u transfuzioloskoj
praksi, jo§ nema pravih podataka o sprovedenim testiranjima pacijenata upotrebom ove
tehnike. Pored toga, primena direktnog testa utroska AHG predstavlja novinu u odnosu
na primenu postojeceg testa, Koji se koristi za detekciju antitela na povrSini eritrocita
(DAT), jer je visestruko senzitivniji obzirom da se titracija senzibilisanih eritrocita radi

sa razredenjima AHG (najmanje do devetostrukog razredenja u titru od 1/1024).

Ono §to Cini poseban doprinos istrazivanju je ¢injenica da primena ovog testa
nije ograniena samo na testiranje eritrocita ve¢ se moze primeniti i na trombocite 1
leukocite 1 ukazati na vezane globuline na trombocitima i leukocitima. Samim tim je i

efikasniji od postojeceg testa jer jednokratnim testiranjem uzorka pacijenta, sti¢emo
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uvid tokom ispitivanja u imunoloska zbivanja kod sve tri krvne loze. Istrazivanje koje bi
obuhvatalo ispitivanje utroSka AHG-a kod osoba obolelih od navedenih hematoloskih i
autoimuhih bolesti doprinelo bi kompletnijem uvidu u imunolosko stanje pacijenta,
omogucilo pracenje dinamike vezivanja antitela na svim krvnm ¢elijama, omogucilo

pracenje uspesnosti primenjene terapije i predikciju toka i ishoda bolesti.

Uvodenje uvog testa u rutinsku transfuziolosku upotrebu ima i svoju ekonomsku
opravdanost jer ne zahteva veca ulaganja po pitanju aparature i opreme a u poredenju sa
tehnikom aglutinacije mikrometodom u gelu je daleko jeftiniji jer nije potrebna nabavka
mikroepruveta (kartica). Veoma je jednostavan za primenu a dovoljno efikasan i
senzibilan da bi se mogao primeniti kao deo rutinskog testiranja uzoraka pacijenata u

transfuzioloskoj praksi.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

e Poredenje rezultata testiranja direktnog testa utroska antihumanog globulina i

direktnog antiglobulinskog testa kod pacijenata pre i posle primljene terapije i na

antihumanog globulina ili direktni antiglobulin test.

e Utvrdivanje povezanosti izmedu citopenije 1 stepena konzumacije antthumanog

globulina.

e Utvrdivanje da li razlika u titru AHG veca od dva razredenja sa pacijentovim
¢elijama u odnosu na zdrave u direktnom testu utroska antihumanog globulina

ima pozitivnu prediktivnu vrednost u odnosu na tok bolesti.
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4. HIPOTEZE

na direktni antihumani globulin test.

e Postoji pozitivna korelacija izmedu citopenije i stepena konzumacije antihumanog

globulina.

¢ Razlika u titru AHG veca od dva razredenja sa pacijentovim ¢elijama u odnosu na
zdrave u direktnom testu utroska antihumanog globulina ima pozitivnu

prediktivnu vrednost na tok bolesti.
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5. METODOLOGIJA

5.1 Ispitanici

Studija je bila prospektivnog karaktera. Ispitivanjem je bilo obuhvaéeno ukupno
100 pacijenata oba pola, sa dijagnostikovanom anemijom, limfoproliferativnim
oboljenjem (Morbus Hodking, non-Hodgkin limfomi i hroni¢na limfocitna leukemija),
mijelodisplasticnim  sindromom  (MDS), trombocitopenijom, tromboti¢nom
trombocitopenijskom purpurom (TTP), idiopatskom trombocitopenicnom purpurom
(ITP), sistemskim lupusom i miastenijom gravis kao i pacijenti koji su upuceni da im se
izvr$i testiranje standardnog direktnog antiglobulinskog testa. Dijagnoza bolesti
ispitivanih pacijenata utvrdivana je na Klinici za hematologiju, nefrologiju, neurologiju
Klinickog centra u Novom Sadu kao i u Hematoloskoj dnevnoj bolnici Poliklinike
Klini¢kog centra u Novom Sadu. Testiranje direktnog antiglobulinskog testa kao i
direktnog testa utroska antihumanog globulina sprovedeno je u Laboratoriji za tipizaciju
tkiva Zavoda za transfuziju krvi Vojvodine. Svi pacijenti su bili upoznati sa ciljem i
protokolom ispitivanja. Kontrolnu grupu je c¢inilo 20 zdravih osoba (nasumicno
odabrani dobrovoljni davaoci krvi), kod kojih nije dijagnostikovano hematolosko ili
autoimuno oboljenje. Pacijenti i dobrovoljni davaoci krvi su dobrovoljno ucestvovali u

ovoj studiji, $to su potvrdili pismenim pristankom za ucestvovanje u istrazivanju.

5.1.1 Odabir ispitanika

Ispitanici su bili ukljuceni u ispitivanje na osnovu sledecih kriterijuma:

e Pacijenti oba pola sa dijagnostikovanom anemijom, limfoproliferativnim
oboljenjem (Morbus Hodgkin, non-Hodgkin limfom i hroni¢na limfocitna
leukemija),  MDS-om, trombocitopenijom, TTP-om, ITP-om, sistemskim

lupusom i miastenijom gravis.

e Pacijenti koji su upuceni da im se izvrSi testiranje standardnog direktnog

antiglobulinskog testa.

U ispitivanje nisu ukljuene osobe:
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e Osobe kojima nije uspostavljena dijagnoza anemije, limfoproliferativnog
oboljenja, MDS-a, trombocitopenije, TTP-a, ITP-a, sistemskog Ilupusa i
miastenije gravis.

e Novorodencad

5.2 Protokol ispitivanja

Protokol ispitivanja je podrazumevao inicijalna merenja na pocetku studije.
Svim pacijentima sa dijagnozom anemije, limfoproliferativnhog oboljenja (Morbus
Hodgkin, non-Hodgkin limfom 1 hroni¢na limfocitna leukemija), MDS-a,
trombocitopenije, TTP-a, ITP-a miastenije gravis, sistemskim lupusom se iz uzoraka
periferne krvi u koli¢ini od 3ml uzetih u epruvete sa EDTA antikoagulansom (Slika 14)
vrsile sledece analize krvi: odredivane su vrednosti eritrocita, trombocita, leukocita,
hemoglobina, hematokrita, direktni antihumani globulinski test i direktni test utroska
antihumanog globulina. Nakon primene odgovarajuce terapije svim pacijentima je

ponovljen identi¢an protokol kao na pocetku ispitivanja.

Izvor: Reddit.com, 2014
Slika 14. Uzorci krvi u epruvetama sa EDTA antikoagulansom
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5.2.1 Odredivanje direktnog antiglobulinskog testa

Direktni antiglobulinski test je vrSen mikrometodom aglutinacije u gelu na

karticama (L1SS)/Coombs ID sa inkorporiranim AHG-om u svakoj jazici (Slika 15).
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Izvor: Med4you.at, 2014

Slika 15. Liss/Coombs gel kartice sa inkorporiranim AHG-om

Test je izvoden tako $to se napravila suspenzija od 10ul eritrocita pacijenta i 1ml
rastvora niskog jonskog napona (LISS, ID diluent). Po 50ul suspenzije eritrocita se
ukapalo u jednu jazicu na gel kartici. Gel kartice su se centrifugirale 10 minuta na 3500
rpm i vizuelno se o€itavao nalaz. Dobijeni rezultat aglutinacije mikrometodom u gelu se

ocitavao kao negativan ili pozitivan sa skorom 1+, 2+, 3+ ili 4+.

5.2.2 Odredivanje direktnog testa utroska antihumanog globulina

Direktni test utroSka antihumanog globulina je raden metodom aglutinacije u
epruveti. Paralelno su testirani uzorci pacijenata i kontrolne zdrave osobe.Test je

podrazumevao nekoliko faza:

a. Fazaizdvajanja trombocita, leukocita i eritrocita kod pacijenta i zdrave osobe

U prvoj fazi se wvrSilo izdvajanje trombocita, leukocita 1 eritrocita
centrifugiranjem meSavine 3ml periferne krvi pacijenta i 3ml rastvora fosfatnog

pufera (PBS), koja se nalivala na 3ml fikol metriozata (limfoprep), u centrifugi
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sa hladenjem, 30 minuta na 1340 obrtaja/min ili 10 minuta na 2800 obrtaja/min
(Slika 16). Pasterovom pipetom su se izdvajale gornje dve treéine plazme koja je
odbacivana. Nakon toga se izdvajala plazma bogata trombocitima koja se nalazi
neposredno iznad ,,obla¢i¢a* mononuklearnih ¢elija, koja se potom ulivala u
prvu epruvetu. U drugu epruvetu su se izdvajali leukociti uzeti iz ,,obla¢ica“
mononuklearnih ¢elija. Eritrociti su se izdvajali izvla¢enjem eritrocita staklenom
pipetom sa samog dna epruvete gde su se zbog relativno najveée specifiéne
tezine sedimentirali. Sve tri loze izolovanih ¢elija bolesnika i kontrolne osobe su
se prale jedanput u rastvoru PBS-a gde se supernatant odbacivao a sve tri loze
¢elija su se resuspendovale u PBS-u do dovoljne koli¢ine od po 150 pl za svaku

od 9 epruveta sa titriranim AHG-om (po 1350ul za svaku krvnu lozu ¢elija).

After Centrifuge

Plasma Layer (55%) : 2
1. Thrombocytes(Platelets) Diameter: x& &

2 to 4 microns
Density of 2. Cytokines
cells and 3. Hormones
components 4. Electrolytes
in this portion: Lymphocytes Diameter: (5 to 10
<1.077g/ml microns) or “medium"” types (10
to 18 microns) lymphocytes ls
Mononuciear < Monocytes diameter: 16 to
cells 25 microns
Filter Disc Lymphoprep solution %
Density = 1.077g/ml! '
Eosinophils Diamerer:
10~ 14 microns
Polymorphonuclear e
Density of
. cells . ;
cells in this
POYSOD- — Neutrophils Diameter:
>1.077g/ml

10~ 14 microns
Erythrocytes Diameter: v
6.8 - 8.2 microns

Izvor: Textbookhaematology4medical-scientist.blogspot.sg, 2014

Slika 16. lIzdvajanje trombocita, leukocita i eritrocita dodavanjem limfoprepa i

centrifugiranjem
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b. Faza senzibilizacije (adsorpcije) RhD pozitivnih eritrocita dobrovoljnih davaoca

krvi sa IgG anti-D antiserumom

Senzibilizacija (adsorpcija) eritrocita dobrovoljnog davaoca ORhD(+) krvne
grupe Rhf enotipa ccDEE, u koli¢ini od 150ml, se vrsila dodavanjem iste
koli¢ine (150ml) anti-D antiseruma IgG klase. Nakon inkubacije od 30 minuta
na temperaturi 37°C, eritrociti su se prali 3x u fizioloskom rastvoru i pripremila

se 3-5% suspenzija za rad.

c. Faza kontakta trombocita, leukocita i eritrocita bolesnika i trombocita, leukocita

i eritrocita kontrolne zdrave osobe sa razredenjima AHG

Titracija AHG seruma: Za svakog bolesnika je bio potreban jedan stalak sa
epruvetama a jedan stalak sa epruvetama je bio potreban i za kontrolne celije
zdrave osobe. Svaki stalak je sadrzao epruvete poredane u 3 reda po 9 epruveta i
obelezene od prve do devete oznakom 2, V4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256,
1/512. U sve epruvete sva tri reda se nalivalo po 150 pl fizioloskog rastvora a u
prve epruvete sva tri reda se ukapavalo po 150 ul AHG 1 vrsila titracija AHG

seruma prenoSenjem po 150 ul suspenzije u svaku slede¢u epruvetu.
d. Kontakt trombocita, leukocita i eritrocita sa titriranim AHG

U sve epruvete prvog reda sa titriranim AHG ukapavalo se po 150 pl suspenzije
trombocita, u sve epruvete drugog reda sa titriranim AHG ukapavalo po 150 pl
suspenzije leukocita i u sve epruvete treceg reda sa titriranim AHG ukapavalo po
150 pl suspenzije eritocita ispitanika. Nakon inkubacije od 6 minuta, vrsilo se
centrifugiranje na 1400 obrtaja/min, izdvajao se supernatant i prenosio u
odgovarajuce obelezene epruvete sa oznakom Y5, Y4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128,
1/250, 1/512 u drugom stalku.

U ovoj fazi, eventualno prisutna antitela na povrSini eritrocita, trombocita ili

leukocita pacijenta su vezala AHG (utroSila ga) i u sledecoj fazi uzrokovale
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razliku u titru i utroSak AHG u odnosu na titar 1 utroSak AHG sa ¢elijama

zdrave kontrolne osobe.

e. Faza titracije antihumanog imunoglobulina sa O RhD (+) eritrocitima prethodno

senzibilisanim sa IgG anti-D antiserumom

U ovoj fazi su se dovodili u kontakt supernatanti dobijeni u prethodnoj fazi sa
senzibilisanim (adsorbovanim) eritrocitima fenotipa ccDEE, tako Sto se
ukapavala po 1 kap 3% suspenzije eritrocita na 150 pl supernatanta dobijenog
od razblazenja AHG sa eritrocitima, leukocitima i trombocitima. Epruvete su se
centrifugirale na 1400 obrtaja/min i vrSilo se ocitavanje reakcije aglutinacije u

svakoj epruveti posebno, na svetlosnom mikroskopu.

f. Faza centrifugiranja i ocitavanja rezultata pod mikroskopom

5.2.3 Interpretacija rezultata

Ocitavanje se vrsilo odredivanjem razlike u titru antihumanog globulina: putem
ocitavanja postojece reakcije aglutinacije dobijene u uzorcima pacijenta u odnosu na
rezultate reakcije aglutinacije dobijene sa uzorcima zdrave kontrolne osobe. Test se
smatrao pozitivnim ukoliko se dobijala razlika u titru AHG-a za bar dva razredenja sa

pacijentovim ¢elijama u odnosu na ¢elije zdrave kontrolne osobe.

5.2.4 Odredivanje vrednosti eritrocita, trombocita, leukocita, hemoglobina i

hematokrita

Odredivanje broja eritrocita se vrsilo upotrebom turbidimetrijske metode koja se
sastoji u dobijanju relativno ravnomerne i stabilne suspenzije eritrocita u izotoni¢noj
sredini, pri ¢emu je broj eritrocita u direktnom odnosu sa veli€¢inom vrednosti

ekstinkcije.

Brojanje leukocita se vrSilo u komori za brojanje krvnih ¢elija (Neubauerova

metoda).
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Odredivanje broja trombocita se vrSilo po metodi Brecher-Cronkitea, u

Neubauerovoj komori.

Koncentracija hemoglobina se odredivala kolorimetrijskom,
cijanmethemoglobinskom metodom koja se zasniva na prevodenju hemoglobinskog

gvozda iz fero u feri oblik delovanjem fericijanida.

Hematokrit se odredivao nakon centrifugiranja kapilarne cevcice koja je dve
tre¢ine svog volumena ispunjena krvlju, merenjem visine stuba eritrocita i plazme, te

nakon toga odredivanjem odnosa stuba eritrocita 1 celokupne krvi.

5.3 Metode statisticke obrade podataka

Prikupljeni podaci su bili kodirani i uneseni u bazu podataka u personalnom

raCunaru. Statisticka obrada podataka vrSila se statistiCkim paketom SPSS for Windows.

Rezultati su prezentovani standardnim statistickim varijablama: srednja vrednost ()_(),
standardna devijacija (SD), koeficijent varijacije (CV), intervalne vrednosti (max i min).
Ispitivanje statisticke znacajnosti izmedju parametara pre i nakon primenjene terapije
odredjivano Wilcoxonovim Z testom. Za neparametrijske podatke koriS¢en je X? test i
Mann-Whitney test. Za ispitivanje korelacije koris¢en je Spirmanov koeficijent
korelacije. Analiticki odnos medu parametrima izraZzen je jednostrukom linearnom
regresijom. Za sve statisticke analize nivo poverenja je 0,05 ukoliko nije drugacije

naznaceno. Rezultati su predstavljeni putem teksta, grafikona i tabela.
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6. REZULTATI

U Laboratoriji za tipizaciju tkiva Zavoda za transfuziju krvi Vojvodine je

sprovedeno istrazivanje u koje je bilo uklju¢eno 100 pacijenata oba pola sa

dijagnostikovanom anemijom, limfoproliferatvnim oboljenjem (Morbus Hodking, non-

Hodgkin limfomi i hroni¢na limfocitna leukemija), MDS-om, trombocitopenijom, TTP-

om, ITP-om, sistemskim lupusom i miastenijom gravis.

Najveci procenat ispitanika su ¢inili pacijenti zenskog pola sa udelom od 78,0%.

Pacijenti stariji od 50 godina ¢ine 81,0% ispitanika (Grafikon 1,Tabela 1).

B muski pol

M Zenski pol

Grafikon 1. Struktura imunohematoloskih pacijenata prema polu

Tabela 1. Distribucija imunohematolo$kih pacijenata po polu i starosti

Starost Zensko % Musko % Ukupno | %
20-34 6 85,7 1 14,3 7 100,0
35-49 8 66,7 4 333 12 100,0
50-64 41 80,1 10 19,9 51 100,0

65 + 23 76,7 7 23,3 30 100,0

Ukupno 78 78,0 22 22,0 100 100,0
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Najzastupljeniji su bili pacijenti sa dijagnozom anemije (52%). Nakon toga,
slede pacijenti sa dijagnozom limfoproliferativnih bolesti (20%), mijelodisplasticnog
sindroma sa udelom od 9%, trombocitopenije 8%, leukopenije 3%, miastenije gravis,

sistemskog lupusa, ITP-a i TTP-a sa udelom od 2% (Grafikon 2).

B Anemija

M Limfoproliferativne
bolesti

m MDS

B Trombocitopenija

M Leukopenija

= Miastenija gravis

Grafikon 2. Distribucija oboljenja kod ispitivanih pacijenata (%)

Zastupljenost oboljenja medu pacijentima po polu prikazana je na grafikonu 3.

B Zenski pol
2 2 ] Ski
25 25 Muski pol
T - T -_I
SIS

Grafikon 3. Zastupljenost oboljenja po polu kod ispitivanih pacijenata
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bio zenskog pola (44%).

sa dijagnozom anemije pre primljene terapije

Uocava se da je najveci broj ispitanika medu pacijentima sa dijagnozom anemije

Od 52 pacijenta sa dijagnozom anemije kod njih 11 (21,1%) DAT je pokazao
pozitivnost a direktni test utroSka AHG (DTU- AHG) na eritrocitima kod 24 (46,1%).
(Tabela 2).

Tabela 2. Hematoloske vrednosti i rezultati DAT i DTU- AHG kod pacijenata

Pacijent Erc Hgb Htc DAT AHG Trc AHG Leu AHG
x1012g/1 g/l I/l (Erc) x10°g/l  (Trc) x10°g/l  (Leu)
1. 31 95 0,28 0 0 162 0 45 0
2. 33 97 0,29 0 0 151 2 55 0
3. 2,7 65 0,20 1 128 142 2 5,6 0
4. 2,4 62 0,19 1 128 145 2 6,7 0
5. 3.9 100 0,30 0 0 150 0 5,2 0
6. 3,0 83 0,25 0 0 165 0 58 0
7. 38 90 0,27 0 0 210 0 78 0
8. 4,1 92 0,28 0 0 350 0 7,8 0
9. 4,3 90 0,27 0 0 345 0 7,4 0
10. 3,6 85 0,26 0 0 345 0 5,9 0
11. 45 92 0,28 0 0 251 0 6,4 0
12. 2,4 60 0,20 0 64 222 0 6,2 0
13. 2,6 65 0,20 1 128 215 0 55 0
14. 2,8 70 0,21 0 32 265 0 6,8 0
15. 3.1 85 0,26 0 32 350 0 76 0
16. 3,7 90 0,28 0 0 345 0 5,2 0
17. 33 85 0,26 1 256 321 0 7.9 0
18. 2,7 65 0,20 1 128 305 0 6,4 0
19. 2,0 63 0,21 1 256 387 0 48 0
20. 4,1 08 0,30 0 0 354 0 5,0 0
21. 3.9 85 0,26 0 16 324 0 6,3 0
22. 4,0 98 0,30 0 0 365 0 6,8 0
23, 3,6 90 0,30 0 0 325 0 78 0
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24. 4,2 100 0,30 0 0 324 0 6,5 0

26. 2,9 85 0,26 1 128 282 0 59 0

28. 4,2 97 0,29 0 0 245 0 6,8 0

30. 3,2 89 0,27 0 4 255 0 7,5 0

32. 3,9 90 0,27 0 0 278 0 7,6 0

34. 4,4 92 0,28 0 2 210 0 6,8 0

36. 4,1 94 0,28 0 0 204 0 54 0

38. 3,6 88 0,26 0 32 300 0 4,9 0

40. 4,2 94 0,30 0 0 252 0 5,6 0

42. 3,5 86 0,28 0 32 247 0 8,7 0

44, 3,5 85 0,28 0 4 250 0 6,9 0

46. 3,2 65 0,20 1 250 300 0 4,9 0

48. 3,3 71 0,22 1 250 322 0 50 0

50. 4,2 92 0,28 0 0 302 0 8,1 0

52. 2,8 67 0,20 1 128 341 0 59 0

Kod tri pacijenta sa dijagnozom anemije detektovana su antitela na trombocitima

(5,7%) dok na leukocitima nisu detektovana antitela ni na jednom uzorku.

55



Nakon primljene terapije pozitivan DAT je i dalje ostao pozitivan kod istog
broja pacijenata a DTU- AHG kod njih 19 (36,6%) (Grafikon 4). Na trombocitima je

kod dva pacijenta registrovana prisutnost antitela a na leukocitima i nakon sprovedene

terapije nije dijagnostikovana razlika u titru antitela (Tabela 3).

Tabela 3. Hematoloske vrednosti i rezultati DAT i DTU- AHG kod pacijenata

sa dijagnozom anemije nakon primljene terapije

Pacijent Erc Hgb Htc DAT AHG Trc AHG Leu AHG
x102g/l g/l I/l (Erc) x10°g/l  (Trc) x10°g/!l  (Leu)
1. 3,9 98 0,30 0 0 185 0 4,1 0
2. 4,5 100 0,30 0 0 174 0 53 0
3. 4,2 77 0,23 1 64 135 2 5,6 0
4, 4,0 70 0,22 1 64 140 2 6,4 0
5. 3,9 105 0,32 0 0 155 0 52 0
6. 3,2 87 0,26 0 0 178 0 53 0
7. 3,9 94 0,28 0 0 210 0 7,9 0
8. 4,1 100 0,30 0 0 355 0 7,8 0
9. 4,2 108 0,32 0 0 349 0 6,7 0
10. 3,7 85 0,26 0 0 349 0 59 0
11. 45 97 0,30 0 0 252 0 6,3 0
12. 3,2 75 0,22 0 16 221 0 5,7 0
13. 3,7 80 0,24 1 64 219 0 5,8 0
14, 3,0 72 0,21 0 64 285 0 6,8 0
15. 3,3 88 0,26 0 32 314 0 7,4 0
16. 51 96 0,28 0 0 354 0 5,3 0
17. 3,5 90 0,27 1 32 312 0 7,2 0
18. 3,1 73 0,22 1 16 301 0 6,2 0
19. 2,8 75 0,22 1 128 377 0 4,8 0
20. 4,0 105 0,32 0 0 351 0 51 0
21. 3,9 90 0,29 0 8 322 0 6,2 0
22. 4,1 96 0,26 0 0 369 0 6,2 0
23. 3,5 88 0,26 0 0 322 0 6,8 0
24, 4.4 108 0,34 0 0 329 0 6,1 0
25. 40 97 0,32 0 0 310 0 6,2 0
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26. 3,4 88 0,28 1 128 283 0 6,3 0

28. 4,2 94 0,30 0 0 244 0 7,1 0

30. 3,4 93 0,28 0 2 259 0 54 0

32. 3,9 92 0,30 0 0 290 0 6,1 0

34. 4,4 105 0,28 0 0 201 0 7,1 0

36. 4,1 94 0,28 0 0 210 0 59 0

38. 3,9 93 0,26 0 16 306 0 4,1 0

40. 4,3 100 0,30 0 0 252 0 4,1 0

42. 3,8 91 0,28 0 16 247 0 8,9 0

44. 4,4 110 0,34 0 0 224 0 5,2 0

46. 3,5 74 0,22 1 128 314 0 4,3 0

48. 3,9 86 0,26 1 64 311 0 58 0

50. 4,5 102 0,30 0 0 344 0 8,8 0

52. 3,3 78 0,24 1 32 314 0 58 0

Kod ispitivanih pacijenata pacijenata sa dijagnozom anemije primetne su

promene u hematoloskim vrednostima nakon primljene terapije.
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Grafikon 4. Prosecne vrednosti eritrocita, hemoglobina i hematokrita pre i

nakon primljene terapije kod pacijenata sa dijagnozom anemije

Proseéne vrednosti eritrocita su veée za 0,20x10'%/1, hemoglobina za 4g/l, a

vrednosti hematokrita su ostale iste nakon terapije (Grafikon 4).

Od 20 pacijenata sa dijagnozom limfoproliferativne bolesti prilikom prvog
testiranja pre primljene terapije, kod njih 7 (35%) DAT je pokazao pozitivnost a direktni
test utroSka AHG (DTU -AHG) sa eritrocitima kod njih 13 (65%). Kod 14 pacijenata
(70%) dijagnostikovana je razlika u titru u reakciji sa trombocitima u manjem ili veCem
stepenu dok su na leukocitima pacijenata detektovana antitela u Cetiri uzorka (20%)
(Tabela 4, Grafikon 5).
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Tabela 4. Hematoloske vrednosti i rezultati DAT i DTU- AHG kod pacijenata sa
dijagnozom limfoproliferativnih bolesti pre primljene terapije

Pacijent Erc Hgb Htc DAT AHG Trc AHG Leu AHG
x102g/l g/l I/l (Erc) x10°g/l  (Trc) x10°g/l  (Leu)

2. 4,3 85 0,26 1 64 10 0 15,3 0

10. 3,2 100 0,30 0 0 77 64 81 0

12. 4,0 90 0,28 0 32 30 32 14 0

14. 4,6 95 0,28 0 0 80 16 18 0

16. 4,9 95 0,38 0 0 29 128 4,5 0

18. 3,0 89 0,28 0 0 8 0 15,0 0

20. 2,8 75 0,22 1 128 35 256 16,4 0

Kod pacijenata sa dijagnozom limfoproliferativnih bolesti kojima je DAT
pozitivan i razlika u titru DTU-AHG je velika pre primljene terapije.
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Grafikon 5. Vrednosti titra DTU-AHG sa eritrocitima pre i nakon primljene

terapije kod pacijenata sa dijagnozom limfoproliferativne bolesti

Uocava se da je razlika u titru DTU-AHGKkod pacijenata sa limfoproliferativnim

oboljenjem veca pre terapije nego nakon primljene terapije.

Od 20 pacijenata sa dijagnozom limfoproliferativne bolesti prilikom testiranja

nakon primljene terapije, kod njih 5 (25%) DAT je pokazao pozitivnost a direktni test
utroSka AHG (DTU- AHG) na eritrocitima kod njih 13 (65%). Kod 14 pacijenata

(70%) su detektovana antitela na trombocitima dok su na leukocitima detektovana

antitela u Cetiri uzorka (20%) (Tabela 5). Vrednosti trombocita pre i posle terapije kao i

razlika u titru DTU-AHG sa trombocitima prikazana je na grafikonu 6i 7.
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Tabela 5. Hematoloske vrednosti i rezultati DAT i DTU- AHG kod pacijenata
sa dijagnozom limfoproliferativnih bolesti nakon primljene terapije

Pacijent Erc Hgb Htc DAT  AHG Trc AHG Leu AHG
x1012g/l  gll I/l (Erc) x10%/l  (Trc) x10%/1  (Leu)

2. 3,7 89 0,28 0 2 15 0 13,1 0

4. 3,4 95 0,30 0 0 87 64 18,3 0

U Tabeli 5 uocavaju se smanjene razlike u titru kod DTU-AHG nakon terapije
kod pacijenata kojima je i dalje pozitivan DAT.
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Grafikon 6. Vrednosti trombocita pre i posle terapije kod pacijenata sa

dijagnozom limfoproliferativne bolesti

Vrednosti trombocita su vece nakon primljene terapije kod pacijenata sa

limfoproliferativnim oboljenjem (Grafikon 6).
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Grafikon 7. Vrednosti titra DTU-AHG sa trombocitima pre i posle terapije kod

pacijenata sa dijagnozom limfoproliferativne bolesti

Razlika u titru DTU-AHG sa trombocitima je znacajno niza nakon primljene
terapije.
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Od 9 pacijenata sa dijagnozom mijelodisplasti¢nog sindroma prilikom prvog

testiranja pre primljene terapije, kod dvoje je DAT pokazao pozitivnost a direktni test
utroSka AHG (DTU -AHG) na eritrocitima kod njih 6. Kod 5 pacijenata su detektovana

antitela na trombocitima, dok su na leukocitima detektovana antitela u $est uzoraka

(Tabela 6).

Tabela 6. Hematoloske vrednosti i rezultati DAT i DTU- AHG kod pacijenata

sa dijagnozom mijelodisplasti¢nog sindroma pre primljene terapije

Pacijent Erc Hgb Htc DAT  AHG Trc AHG Leu AHG

x102g/l gl I/l (Erc) x10°%g/l  (Trc) x10%/1  (Leu)
1. 3,4 60 0,18 0 32 54 16 1,8 0
2. 3,6 65 0,19 0 64 45 32 2,4 32
3. 38 70 0,22 1 128 35 16 2,1 16
4. 4,1 85 0,26 0 64 24 0 3,1 16
5. 4,0 90 0,28 0 0 48 8 2,5 0
6. 3,9 85 0,28 0 0 35 8 1,8 0
7. 37 65 0,19 0 64 25 0 2,6 64
8. 338 63 0,19 1 250 30 0 2,1 16

9. 43 75 0,22 0 0 14 0 1,4 128

Rezultati istrazivanja ukazuju da je razlika u titru DTU-AHG kod pacijenata sa

dijagnozom mijelodisplasticnog sindroma sa pozitivnim DAT-om veca nego kod

pacijenata sa negativnim.

Vrednosti eritrocita, leukocita i trombocita kao i promene titra DTU-AHG sa

eritrocitima pre i posle terapije prikazani su na Grafikonu 81 9.
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Grafikon 8. Vrednosti eritrocita, trombocita i leukocita pre i posle terapije kod

Uodljiv je primetan porast svih krvnih loza nakon

pacijenata sa dijagnozom MDS-a

primljene terapije kod

pacijenata sa dijagnozom MDS-a (Grafikon 8) dok je razlika u titru DTU-AHG

znacajno niZa nakon terapije u odnosu na vrednosti pre terapije (Grafikon 9).
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Grafikon 9. Razlike u titru DTU-AHG sa eritrocitima pre i posle terapije kod

pacijenata sa dijagnozom MDS-a.

Nakon primljene terapije, doslo je do promene razlike u titru DTU-AHG sa

eritrocitima, trombocitima i leukocitima (Tabela 7).
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Tabela 7. Hematoloske vrednosti i rezultati DAT i DTU- AHG kod pacijenata

sa dijagnozom mijelodisplasticnog sindroma nakon primljene terapije

Pacijent Erc Hgb Htc DAT AHG Trc AHG Leu AHG

x102g/l g/l I (Erc) x10°%/l  (Trc) x10%/  (Leu)
1. 3,5 70 0,22 0 16 64 16 2,5 0
2. 3,5 65 0,19 0 64 55 16 2,8 16
3. 3.9 75 0,22 1 64 35 16 3,0 8
4, 4,0 92 0,28 0 32 47 4 3,4 8
5. 4,3 90 0,28 0 0 60 2 2,9 0
6. 3,9 85 0,28 0 0 58 4 2,1 0
7. 3,8 72 0,22 0 2 42 64 2,8 32
8. 3,7 70 0,21 1 128 58 16 2,6 16
9. 4,1 77 0,24 0 0 38 32 19 64

Nakon primljene terapije doslo je do porasta hematoloskih parametara, kao i
smanjenja razlika u titru DTU-AHG u pacijenata sa dijagnozom mijelodisplati¢nog

sindroma.

Od 8 pacijenata sa dijagnozom trombocitopenije, prilikom prvog i drugog
testiranja nijedan nije imao pozitivan DAT i DTU-AHG sa eritrocitima. DTU-AHG sa
leukocitima prilikom prvog testiranja, detektovao je antitela u niskom titru kod jednog
pacijenta koja nisu detektovana na leukocitima prilikom narednog testiranja. Kod 5
pacijenata (62,5%) su detektovana antitela na trombocitima i prilikom prvog i prilikom
drugog testiranja. (Tabela 8 - 9, Grafikon 10).
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sa dijagnozom trombocitopenije pre primljene terapije

Tabela 8. Hematoloske vrednosti i rezultati DAT i DTU- AHG kod pacijenata

Pacijent Erc Hgb Htc DAT AHG Trc AHG Leu AHG

x1012g/l g/l I/l (Erc) x10%/l  (Trc) x10%/l  (Leu)
1. 3,8 110 0,33 0 0 85 128 6,2 0
2. 3,9 115 0,35 0 0 77 128 55 4
3. 41 120 0,36 0 0 63 0 6,8 0
4, 4,5 125 0,38 0 0 44 256 7,6 0
5. 5,2 135 0,40 0 0 110 0 52 0
6. 54 141 0,42 0 0 58 64 7,9 0
7. 5,0 132 0,38 0 0 87 64 6,4 0
8. 4,1 128 0,38 0 0 95 0 4,8 0

Uocava se da se putem DTU-AHG detektovala relativno velika razlika u titru sa

trombocitima a time i prisustvo antitela na trombocitima kod pacijenata sa dijagnozom

trombocitopenije pre primljene terapije (Tabela 8).

dijagnozom trombocitopenije nakon primljene terapije

Tabela 9. Hematoloske vrednosti i rezultati DAT i DTU- AHG u pacijenata sa

Pacijent Erc Hgb Htc DAT AHG Trc AHG Leu AHG

x102g/l gl I/l (Erc) x10%/1  (Trc) x10°%g/l  (Leu)
1. 3,7 110 0,40 0 0 105 32 6,1 0
2. 3,9 114 0,38 0 0 96 64 5,6 0
3. 4,1 122 0,36 0 0 87 0 6,8 0
4, 45 120 0,38 0 0 65 128 7,7 0
5. 5,1 134 0,40 0 0 135 0 5,0 0
6. 54 142 0,42 0 0 89 16 7,9 0
7. 5,0 135 0,36 0 0 95 16 6,0 0
8. 4,1 125 0,38 0 0 110 0 4,8 0
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Uocava se da se putem DTU-AHG detektovala manja razlika u titru na
trombocitima u pacijenata sa dijagnozom trombocitopenije nakon primljene terapije
(Tabela 9).

DTU-AHG sa trombocitima
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Grafikon 10. Razlike u titru DTU-AHG sa trombocitima pre i posle terapije kod
pacijenata sa dijagnozom trombocitopenije

U Grafikonu 10 primetan je znafajan pad razlike u titru DTU-AHG sa

trombocitima nakon primenjene terapije.

Od 2 pacijenata sa dijagnozom tromboti¢ne trombocitopenijske purpure,
prilikom prvog i drugog testiranja nijedan nije imao pozitivan DAT kao ni DTU-AHG
sa leukocitima. DTU-AHG sa trombocitima i eritrocitima je u oba slucajeva detektovao

antitela prilikom prvog testiranja kao i prilikom narednog testiranja (Tabela 10, 11).

Tabela 10. Hematoloske vrednosti i rezultati DAT i DTU- AHG kod pacijenata

sa dijagnozom tromboti¢ne trombocitopenijske purpure pre primljene terapije

Pacijent Erc Hgb Htc DAT AHG Trc AHG Leu AHG

x102g/l g/l I/l (Erc) x10°%g/l  (Trc) x10%/l  (Leu)
1. 3,7 65 0,20 0 16 8 64 6,3 0
2. 4.2 7 0,22 0 8 24 32 7,5 0
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U Tabeli 10. uocava se da je putem DTU-AHG testa detektovano prisustvo

antitela na eritrocitima i trombocitima i kod pacijenata sa negativnim DAT-om.

Tabela 11. Hematoloske vrednosti i rezultati DAT i DTU- AHG kod pacijenata

sa dijagnozom tromboti¢ne trombocitopenijske purpure nakon primljene terapije

Pacijent Erc Hgb Htc DAT AHG Trc AHG Leu AHG

x102g/l g/l I/l (Erc) x10%/  (Trc) x10%/l  (Leu)
1. 3,9 79 0,24 0 8 25 32 6,2 0
2. 4.4 85 0,25 0 4 45 8 6,6 0

Nakon primljenje terapije razlika u titru DTU-AHG na eritrocitima i
trombocitima kod pacijenata sa negativnim DAT-om je manja u odnosu na razliku u
titru DTU-AHG pre terapije.

Od 2 pacijenata sa dijagnozom idiopatske trombocitopeni¢ne purpure prilikom
prvog i drugog testiranja nijedan nije imao pozitivan DAT kao ni DTU-AHG sa
leukocitima. DTU-AHG sa trombocitima i eritrocitima je u oba slucajeva detektovao

antitela prilikom prvog testiranja kao i prilikom narednog testiranja (Tabela 12, 13).

Tabela 12. Hematoloske vrednosti i rezultati DAT i DTU- AHG kod pacijenata

sa dijagnozom idiopatske trombocitopenicne purpure pre primljene terapije

Pacijent Erc Hgb Htc DAT  AHG Trc AHG Leu AHG

x102g/l gl I/l (Erc) x10%/l  (Trc) x10%/  (Leu)
1. 3,9 73 0,22 0 64 8 64 7,9 0
2. 4.0 84 0,25 0 32 14 64 6,5 0

DTU-AHG testom detektovana je relativno velika razlika u titru pre primljene

terapije i time prisustvo antitela na eritorocitima i trombocitima (Tabela 12). Nakon
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primljene terapije primetan je pad razlike u titru DTU-AHG 1 na eritrocitima i na
trombocitima (Tabela 13).

Tabela 13. Hematoloske vrednosti i rezultati DAT i DTU- AHG kod pacijenata

sa dijagnozom idiopatske trombocitopeni¢ne purpure nakon primljene terapije

Pacijent Erc Hgb Htc DAT AHG Trc AHG Leu AHG

x102g/l g/l I/l (Erc) x10°g/l  (Trc) x10°g/l  (Leu)
1. 3.9 88 0,25 0 32 15 32 6,3 0
2. 4,1 95 0,28 0 16 14 64 6,6 0

Od 3 pacijenata sa dijagnozom leukopenije prilikom prvog i drugog testiranja
nijedan nije imao pozitivan DAT i DTU-AHG sa eritrocitima i trombocitima dok je kod
jednog pacijenta uocena prisutnost antitela na leukocitima koja se zadrzala i1 prilikom

narednog testiranja. (Tabela 14, 15).

Tabela 14. Hematoloske vrednosti i rezultati DAT i DTU- AHG kod pacijenata

sa dijagnozom leukopenije pre primljene terapije

Pacijent Erc Hgb Htc DAT AHG Trc AHG Leu AHG

x10%g/l - g/l I/l (Erc) x10°%g/l  (Trc) x10%/l  (Leu)
1. 45 130 0,40 0 0 250 0 3,6 0
2. 3,8 115 0,36 0 0 175 0 2,1 16
3. 41 135 0,40 0 0 150 0 2,0 0

Putem DTU-AHG detektovana su samo antitela na leukocitima kod jednog
pacijenta (Tabela 14).
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Tabela 15. Hematoloske vrednosti i rezultati DAT i DTU- AHG kod pacijenata
sa dijagnozom leukopenije nakon primljene terapije

Pacijent Erc Hgb Htc DAT AHG Trc AHG Leu AHG

x102g/1 g/l I/l (Erc) x10%/1  (Trc) x10%/  (Leu)
1. 45 128 0,40 0 0 255 0 55 0
2. 3,8 118 0,36 0 0 170 0 2,2 16
3. 4,1 135 0,40 0 0 156 0 3,0 0

Kodpacijenata sa dijagnozom leukopenije nakon terapije razlika u titru DTU-
AHG je ostala ista.

Od 2 pacijenata sa dijagnozom miastenije gravis, prilikom prvog i drugog
testiranja nijedan nije imao pozitivan DAT. DTU-AHG sa eritrocitima, trombocitima i
leukocitima je detektovao antitela prilikom prvog testiranja i detektovao ih u identicnom
titru i prilikom narednog testiranja. (Tabela 16, 17).

Tabela 16. Hematoloske vrednosti i rezultati DAT i DTU- AHG kod pacijenata

sa dijagnozom miastenije gravis pre primljene terapije

Pacijent Erc Hgb Htc DAT AHG Trc AHG Leu AHG

x102g/l g/l I/l (Erc) x10%/  (Trc) x10%/l  (Leu)
1. 4,1 95 0,28 0 4 145 2 4,2 2
2. 44 105 0,30 0 4 135 2 51 2

Razlika u titru antitela DTU-AHG primetna je i u reakciji sa trombocitima i sa

leukocitima pre primenjene terapije.
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Tabela 17. Hematoloske vrednosti i rezultati DAT i DTU- AHG kod pacijenata

sa dijagnozom miastenije gravis nakon primljene terapije

Pacijent Erc Hgb Htc DAT AHG Trc AHG Leu AHG

x102g/l g/l I/l (Erc) x10%/l  (Trc) x10°%g/l  (Leu)
1. 4.0 96 0,28 0 4 158 2 49 2
2. 45 110 0,33 0 4 143 2 4,8 2

Nakon primljene terapije nisu uo¢ene promene u razlikama titra DTU-AHG ni

sa trombocitima ni sa leukocitima.

Od 2 pacijenata sa dijagnozom sistemskog lupusa, prilikom prvog i drugog
testiranja nijedan nije imao pozitivan DAT kao ni DTU-AHG sa leukocitima. DTU-
AHG sa trombocitima i eritrocitima je u oba slucajeva detektovao antitela prilikom

prvog testiranja kao i prilikom narednog testiranja (Tabela 18, 19).

Tabela 18. Hematoloske vrednosti i rezultati DAT i DTU- AHG kod pacijenata

sa dijagnozom sistemskog lupusa pre primljene terapije

Pacijent Erc Hgb Htc DAT AHG Trc AHG Leu AHG

x102g/ g/l I/l (Erc) x10%/1  (Trc) x10°%g/!l  (Leu)
1. 3,8 70 0,22 0 16 98 32 4,3 0
2. 4,1 85 0,25 0 8 105 16 5,2 0

Tabela 19. Hematoloske vrednosti i rezultati DAT i DTU- AHG kod pacijenata sa
dijagnozom sistemskog lupusa nakon primljene terapije

Pacijent Erc Hgb Htc DAT AHG Trc AHG Leu AHG

x102g/l - g/l I/l (Erc) x10°%/l  (Trc) x10°%g/l  (Leu)
1. 3,9 85 0,25 0 16 95 32 4.7 0
2. 4,3 90 0,27 0 8 110 8 4,5 0
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Od 100 ispitivanih pacijenata prilikom inicijalnog testiranja pre primljene
terapije DAT je bio pozitivan kod 20 a DTU-AHG kod 51 pacijenta. Nakon primljene
terapije njih 18 je imalo pozitivan DAT a DTU-AHG 44 (Grafikon 11).
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Grafikon 11. Vrednosti DAT-a i DTU-AHG pre i posle terapije

U Tabeli 20 i Grafikonu 12 prikazane su prose¢ne vrednosti merenih parametara.

Od proseka racunata je aritmeticka sredina ( x +SD) i medijana. Kako je veliki raspon
izmedu minimuma i maksimuma na vecini vrednosti, mediana se razlikuje od
aritmeticke sredine. 1z tog razloga, aritmeticka sredina nije prava mera proseka, zbog

Cega je koris¢ena medijana.

Kao i kod vrednosti parametara pre terapije, i kod vrednosti nakon terapije
relevantne su vrednosti medijane (Tabela 21).

Sve ispitivane vrednosti pre i posle terapije se razlikuju. Posmatraju¢i medijanu
ispitivanih parametara, uoceno je njeno povecanje nakon terapije kod svih parametara
osim kod hematokrita gde su vrednosti ostale nepromenjene i kod leukocita gde je doslo
do smanjenja vrednosti.
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Tabela 20. Prose¢ne vrednosti merenih parametara pre primenjene terapije

N Min Max X SD Mediana

Pre prlmljérr::e terapije: 100 200 5.40 3.44 0,67 3,35

Pre p“m'ﬁgs teraplle: | 100 | 60,00 | 141,00 | 89,85 | 1744 | 209

Pre prlmIJ:?Ce terapije: 100 0,18 0,42 0.27 0,05 0,28

Pre primljene terapije:
Trc

100 2,00 | 455,00 | 176,43 | 125,70 170,00

Prep”m'f:ueterap”e: 100 | 140 | 8900 | 1119 | 1732 | °%

100

B Pre terapije

® Nakon terapije

0.28 0.28

Eritrociti Hemoglobin Hematokrit

Grafikon 12. Vrednosti eritrocita, hemoglobina i hematokrita pre i nakon

primljene terapije
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Tabela 21. Prose¢ne vrednosti merenih parametara nakon primenjene terapije

N Min Max X SD Mediana
Nakon primEIJ::ne terapije: 100 230 540 361 0.60 3,50
Nakon prir:lléine terapije: 100 | 6500 | 142,00 | 9478 | 15,38 94,00
Nakon priml_lljtine terapije: 100 0.19 0.42 0.28 0.04 0,28
Nakon primT'iine eraplie: | 100 | 15,00 | 441,00 | 186,47 | 11567 | 010
Nakon prirrll_lizne terapije: 100 190 | 67,00 | 9,15 10,90 6,10

Kako je DAT jedina varijabla koja je kategoricka, prikazana je preko frekvencije
| procenata. Pre primljene terapije pozitivan DAT imalo je 20 pacijenata (20%), a nakon
terapije pozitivan DAT imalo je 18 pacijenata (18%) (Tabela 22 i 23).

Tabela 22. Pozitivnost DAT-a pre primljene terapije

Frekvencija | Procenat

Negativan 80 80,0
Pozitivan 20 20,0
Total 100 100,0

Tabela 23. Pozitivnost DAT-a nakon primljene terapije

Frekvencija| Procenat

Negativan 82 82,0
Pozitivan 18 18,0
Total 100 100,0
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Sprovedeno je poredenje rezultata testiranja direktnog testa utroska antihumanog

globulina i direktnog antiglobulinskog testa kod pacijenata pre i posle primljene terapije

globulina ili direktni antiglobulinski test (Tabela 24).

Tabela 24. Vrednosti razlike u titru DTU-AHG pre i nakon primljene terapije

Min | Max X SD |Median| Z p
e prmjg(]zrt;rap”e: 0,00 |256,00( 39,02 | 6883 | 2,00
Nakon primljene -5,17 | 0,000
terapije: AHG(erc) 0,00 |128,00| 20,94 | 38,70 | 0,00
e prmjg(]lee;irap”e: 0,00 [128,00| 4,38 | 16,31 | 0,00
Nakon primljene -2,37 | 0,018
terapije: AHG(leu) 0,00 | 64,00 | 2,66 | 883 0,00
e prmngrgrap”e; 0,00 |256,00| 42,58 | 74,98 | 0,00
Nakon primljene -4,94 | 0,000
terapije: AHG(trc) 0,00 /256,00 21,34 | 41,55 | 0,00

Vrednosti razlike u titru DTU-AHG sa eritrocitima statisticki se znacajno
razlikuju pre i nakon terapije (Z=-5,17, p=0,000). Veca vrednost je dobijena pre nego
nakon terapije. | vrednosti razlike u titru DTU-AHG sa leukocitima statisti¢ki se
znacajno razlikuju pre i nakon terapije (Z=-2,37, p=0,018). Veca vrednost je dobijena

pre nego nakon terapije.

U titru DTU-AHG sa trombocitima statisticki znacajno (Z=-4,94, p=0,000) je

vecéa vrednost dobijena pre nego nakon terapije.

Poredenje vrednosti pracenih parametara krvne slike pre i nakon primljene

terapije prikazano je u Tabeli 25.
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Tabela 25. Vrednosti pracenih parametara krvne slike pre i nakon primljene

terapije
Min | Max | x SD |Median| Z p
Pre primljene terapije:
2,00 5,40 3,44 0,67 3,35
Erc
I -6,73 | 0,000
Nakon primljene
. 2,30 5,40 3,61 0,60 3,50
terapije: Erc
Pre primljene terapije:
Trc 2,00 | 455,00 | 176,43 | 125,70 | 170,00
T -5,60 | 0,000
Nakon primljene
. 15,00 | 441,00 | 186,47 | 115,67 | 181,50
terapije: Trc
Pre primljene terapije:
1,40 | 89,00 | 11,19 | 17,32 6,40
Leu
T -3,10 | 0,002
Nakon primljene
. 1,90 | 67,00 | 9,15 | 10,90 6,10
terapije: Leu
Pre primljene terapije:
Hgb 60,00 | 141,00 | 89,85 | 17,44 | 90,00
T -7,32 | 0,000
Nakon primljene
N 65,00 | 142,00 | 94,78 | 1538 | 94,00
terapije: Hgb
Pre primljene terapije:
0,18 0,42 0,27 0,05 0,28
Htc
T -5,31 | 0,000
Nakon primljene
- 0,19 0,42 0,28 0,04 0,28
terapije: Htc

Sve ispitivane vrednosti pre 1 nakon terapije statisticki se znafajno razlikuju.
Naime, eritrociti (Z=-6,73, p=0,000) kao i trombociti (Z=-5,60, p=0,000) imaju
statisticki znacajnu vecu vrednost nakon terapije nego pre terapije. Leukociti imaju
vecu vrednost pre nego nakon terapije (Z=-3,10, p=0,002) dok hemoglobin ima vecu
vrednost nakon terapije (Z=-7,32, p=0,000). lako su vrednost hematokrita pre i nakon

terapije vrlo sli¢ne, ipak je uocena razlika statisti¢ki znacajna (Z=-5,31, p=0,000).

Razlika u rezultatima DAT-a pre i nakon primljene terapije prikazana je u Tabeli
26 i na Grafikonu 13.
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Tabela 26. Razlika u pozitivnosti DAT-a pre i nakon primljene terapije

Nakon primljene terapije: | Total
DAT
Negativan Pozitivan

Negativan Ukupno 80 0 80
Pre primljene terapije: % 100,0 0,0% 100,0
DAT Pozitivan Ukupno 2 18 20
% 10,0 90,0% 100,0

Ukupno 82 18 100

Total % 82,0 18,0 100,0

*=87,80, df=1, p=0,000

Od 20 pacijenata sa pozitivnim DAT-om kod 2 se izgubila pozitivhost nakon
primljene terapije.

DAT

Posle terapije P

| M Negativan
M Pozitivan

Pre terapije

40 60 80 100

Grafikon 13. Razlika u pozitivnosti DAT-a pre i nakon primljene terapije

Postoji statisti¢ki znacajna razlika DAT pre i nakon terapije (¥>=87,80, df=1,
p=0,000). Naime, od ukupnog broja pacijenata sa pozitivnim DAT-om pre terapije,
nakon terapije je 18 pozitivnih pacijenata, a 2 negativna. Kod svih pacijenata koji su
imali negativan DAT pre terapije, DAT je i nakon terapije ostao negativan.
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Utvrdivanje povezanosti izmedu citopenije 1 stepena utroSka antihumanog

globulina pre i posle terapije prikazano je u tabelama 27 i 28.

Tabela 27. Povezanost citopenije i stepena utroSka AHG-a pre terapije

. . Nezavisha Adjusted F(p)
Zavisna varijabla varijabla R2 B p

Pre primljene terapije: 36,07(0,000)

AHG(erc) Erc 0,262 -0,519 | 0,000
Pre primljene terapije: 49,48(0,000)

AHG(erc) Hgb 0,336 -0,579 | 0,000
Pre primljene terapije: 46,70(0,000)

AHG(erc) Htc 0,323 -0,568 | 0,000
Pre primljene terapije: 60,31(0,000)

AHG(trc) Trc 0,375 -0,617 | 0,000
Pre primljene terapije: 15,41(0,015)

AHG(leu) Leu 0,014 -0,119 | 0,237

Sprovedena je jednostruka linearna regresija, kako bi se ocenio uticaj vrednosti
eritrocita na DTU-AHG (sa eritrocitima). Model je statisticki znacajan (F=36,07,
p=0,000). Vrednosti eritrocita uticu na DTU-AHG (sa eritrocitima) (p=-0,519,
p=0,000), objasnjavajuci 26% zavisne varijable(R?=0,262).

Ispitali smo i da li koncentracija hemoglobina uti¢e na DTU-AHG (sa
eritrocitima). Znacajnost standardizovanog 3 koeficijenta pokazuje da uticaj postoji (p=-
0,579, p=0,000), objasnjavajuci 33% zavisne varijable (R*=0,336).

I vrednosti hematokrita uti¢e na DTU-AHG (sa eritrocitima) (p=-0,568,
p=0,000). Model je statisticki znacajan (F=46,70, p=0,000) i objasnjava 32% varijanse

zavisne promenljive (R?=0,323).

Analiziran je i uticaj vrednosti trombocita na DTU-AHG (sa trombocitima).
Znacajnost standardizovanog [ koeficijenta pokazuje da uticaj postoji (p=-0,617,
p=0,000), objasnjavajuci 37% zavisne varijable (R?=0,375).
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Utvrdeno je da vrednosti leukocita ne uticu na vrednost DTU-AHG (sa
leukocitima) (p=-0,119, p=0,237). Prilagodeni R? pokazuje malu koli¢inu objasnjene

varijanse (1,4%).

Tabela 28. Povezanost citopenije i stepena utroSka AHG-a nakon terapije

. .. Nezavisha Adjusted F(p)
Zavisna varijabla varijabla R2 B p

Nakon primljene terapije: 22,79(0,000)

AHG(erc) Erc 0,189 -0,434 | 0,000
Nakon primljene terapije: 37,18(0,000)

AHG(erc) Hgb 0,275 -0,524 | 0,000
Nakon primljene terapije: 41,63(0,000)

AHG(erc) Htc 0,298 -0,546 | 0,000
Nakon primljene terapije: 50,04(0,000)

AHG(trc) Trc 0,331 -0,581 | 0,000
Nakon primljene terapije: 25,6 (0,007)

AHG(leu) Leu 0,017 -0,132 | 0,192

Sprovedena je jednostruka linearna regresija, kako bi se ocenio uticaj vrednosti
eritrocita na DTU-AHG (sa eritrocitima). Model je statisticki znacajan (F=22,79,
p=0,000). Vrednosti eritrocita uticu na DTU-AHG (sa eritrocitima) (p=-0,434,
p=0,000), objasnjavajuci 18% zavisne varijable (R?=0,189).

Analiziran je uticaj koncentracije hemoglobina na DTU-AHG (sa eritrocitima).
Znacajnost standardizovanog [ koeficijenta pokazuje da uticaj postoji (p=-0,524,

p=0,000), objasnjavajuci 27% zavisne varijable (R?>=0,275).

Vrednosti hematokrita takode uticu na DTU-AHG (sa eritrocitima) (p=-0,546,
p=0,000). Model je statisti¢ki znacajan (F=41,63, p=0,000) i1 objasnjava 29% varijanse
zavisne promenljive (R?=0,298).

Ispitali smo da li vrednosti trombocita uti¢u na DTU-AHG (sa trombocitima).
Znacajnost standardizovanog [ koeficijenta pokazuje da uticaj postoji (p=-0,581,

p=0,000), objasnjavajuci 33% zavisne varijable (R?=0,331).
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Vrednosti leukocita ne uticu na vrednost DTU-AHG (sa leukocitima) (p=-0,132,

p=0,192) i prilagodeni R? pokazuje malu koli¢inu objasnjene varijanse (1,7%).

Utvrdivanje da li razlika u titru direktnog testa utroska antthumanog globulina
ima pozitivnu prediktivnu vrednost u odnosu na tok bolesti, odnosno da li je manja
razlika u titru jedan od pokazatelja bolje prognoze bolesti zajedno sa porastom vrednosti

ostalih pracenih parametara krvne slike prikazano je u Tabeli 29 i 30.

Tabela 29.

trombocitima, hemoglobinom i hematokritom pre terapije

Povezanost titra DTU-AHG sa eritrocitima, leukocitima,

Pre primljene | Pre primljene | Pre primljene
terapije: terapije: terapije:
AHG(erc) AHG(trc) AHG(leu)
rho -0,6717
Pre primljene terapije: Erc | p 0,000
N 100
rho -0,856 "
Pre primljene terapije: Trc | p 0,000
N 100
rho -0,403”
Pre primljene terapije: Leu | p 0,000
N 100
rho -0,749™
Pre primljene terapije: Hgb | p 0,000
N 100
rho -0,717"
Pre primljene terapije: Htc | p 0,000
N 100

Vrseno je ispitivanje da li je manja razlika u titru DTU-AHG u statisticki

znacajnoj korelaciji sa visim vrednostima krvne slike.

Spirmanovim koeficijentom korelacije ispitivana je povezanost DTU-AHG (erc,
trc, leu) sa parametrima krvne slike. Rezultati istrazivanja ukazuju na statisticki
znacajnu povezanost izmedu DTU-AHG (erc) i eritrocita ( rho=-0,671, p=0,000),
hemoglobina (rho=-0,749, p=0,000) i hematokrita (rho=-0,717, p=0,000) (Tabela 29).
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Drugim re€ima, $to su vece vrednosti eritrocita, hemoglobina i hematokrita to su

vrednosti razlika u titru nize.

DTU-AHG (trc) je statisticki znacajno povezana sa trombocitima (rho=-0,854,

p=0,000) (Tabela 29). Sto su veée vrednosti trombocita to su vrednosti razlika u titru

nize.

Statisticki znacajna povezanost postoji izmedu DTU-AHG(leu) i leukocita

(rho=-0,378, p=0,000) (Tabela 29). Drugim re¢ima, $to su vece vrednosti leukocita to je

razlika u titru niza.

Tabela 30. Povezanost titra AHG sa eritrocitima, leukocitima, trombocitima,

hemoglobinom i hematokritom nakon terapije

Nakon primljene

terapije: AHG(erc)

Nakon primljene
terapije: AHG(trc)

Nakon primljene
terapije: AHG(leu)

rho -0,597"
Nakon primljene terapije: Erc p 0,000
N 100
rho -0,854~
Nakon primljene terapije: Trc p 0,000
N 100
rho -0,378"
Nakon primljene terapije: Leu p 0,000
N 100
rho -0,693"
Nakon primljene terapije: Hgb p 0,000
N 100
rho -0,743”
Nakon primljene terapije: Htc p 0,000
N 100

Uocljiva je statisticki znacajna povezanost izmedu DTU-AHG (erc) i eritrocita
(rho=-0,597, p=0,000), hemoglobina (rho=-0,693, p=0,000) i hematokrita (rho=-0,743,

p=0,000) (Tabela 30).

hematokrita to su vrednosti razlike u titru nize.

Dakle, Sto su vise vrednosti eritrocita, hemoglobina 1

81



DTU-AHG(trc) je statisticki znacajno povezana sa trombocitima (rho=-0,854,
p=0,000) (Tabela 30). Dakle, $to su vise vrednosti trombocita to su vrednosti razlike u

titru nize.

DTU-AHG(leu) je statisticki znacajno povezan sa leukocitima (rho=-0,378,
p=0,000) (Tabela 30). Dakle,sto su vise vrednosti leukocita, to su vrednosti razlike u

titru nize.

Razlike u titru na svim krvnim lozama pre i posle terapije prikazane su na
Grafikonu 14, 151 16.

DTU-AHG sa eritrocitima
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Grafikon 14. Razlike titra DTU-AHG sa eritrocitima pre i posle terapije
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DTU-AHG sa trombocitima
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Grafikon 15 . Razlike titra DTU-AHG sa trombocitima pre i posle terapije
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Grafikon 16 . Razlike titra DTU-AHG sa leukocitima pre i posle terapije
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Na grafikonima 14, 15 i 16. se uocava da su razlike u titrovima manje nakon
primljene terapije, Sto implicira da je koli¢ina vezanih antitela na eritrocitima,
leukocitima i trombocitima nakon terapije manja i ukazuje da se DTU-AHG moze

upotrebiti u predikciji toka bolesti.
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7. DISKUSIJA

Citopenija jedne ili vise krvnih loza je Cest laboratorijski nalaz kod ambulantnih
1 hospitalizovanih pacijenata. Moze nastati kao posledica smanjene produkcije krvnih
¢elija ili njihove pojacane destrukcije 1 gubitka. Uzrok smanjene produkcije krvnih
¢elija moze da bude rezultat poremecaja mati¢ne celije hematopoeze ili posledica
sekundarnih faktora kao $to su: deficit gvozda, folata, vitamina B12, sistemske bolesti
(bolesti jetre, bubrega, vezivnog tkiva), trudnoce, infekcije (HIV, hepatitis), supresije
kostne srzi dejstvom leka ili infiltracije kostne srzi limfomima ili metastazama

karcinoma.

Cest pratilac autoimunih oboljenja je citopenija iako nije u potpunosti

razjasnjena njihova medusobna povezanost.

Pozitivan DAT nastaje kao posledica in vivo oblaganja eritrocita
imunoglobulinima i komponentama komplementa. Vezivanje antitela i komponenti
komplementa za eritrocitnu membranu samo po sebi ne znaci i oSteCenje eritrocita 1
skracenje njihovog Zivotnog veka te je za pravilnu interpretaciju pozitivnog DAT-a
potrebno poznavati pacijentovu anamnezu, klinicke podatke i rezultate drugih

laboratorijskih testiranja koji bi ukazivali na razvoj hemoliznog procesa (164,165).

Prag osetljivosti DAT-a za detektovanje vezanih antitela je za IgG molekule
250-500 1gG i 400-1000 C3d molekula po eritrocitu za metodu aglutinacije u epruveti,
dok je tehnikom aglutinacije u gelu moguce detektovati svega 150 molekula globulina
po eritrocitu (166). Izvodenje DAT-a metodom aglutinacije u gelu, omogucilo je
detekciju IgG molekula u niskoj koncentraciji, $to dovodi do poveéanja broja pozitivnih
rezultata DAT-a kod ispitanika. Istrazivanje sprovedeno na 64 uzoraka dobrovoljnih
davaoca krvi sa pozitivnim DAT-om pokazalo je slabiju osetljivost metode aglutinacije
u gelu za otkrivanje eritrocita oblozenih samo sa C3d komponentom komplementa u
odnosu na metodu u epruveti (167). To je evidentirano i u studijama u kojima su kod
40-47% dobrovoljnih davalaca krvi sa pozitivnim DAT-om detektovane samo

komponente komplementa (C3d). Neka istrazivanja su ukazala na ¢injenicu da je
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prisustvo ovih fragmenata na eritrocitima dokaz o kontinuiranoj aktivaciji sistema
komplementa slabog inteziteta i da ne ukljucuje specifi¢nu reakciju antigen-antitelo.
Zato se za njih kaze da su ,,nevino prisutni® i prave smetnju u imunohematoloskom

testiranju (168).

Primena razli¢itih tehnika u testiranju ali i kvalitet AHG test reagenasa mogu da
u znatnoj meri uticu na rezultat DAT-a. Prag senzitivnosti nije precizno odreden i varira
medu komercijalnim antiglobulinskim reagensima. Dokazano je da neki reagensi ne
mogu da detektuju IgG u koli¢ini ispod 500 IgG molekula po eritrocitu, dok je u
drugom istrazivanju prikazano da je granica 150 IgG molekula po
eritrocitu.Koncentracija antitela na eritrocitu manja od 150 IgG molekula je dovoljna da
izazove hemolizu, $to je 1 dokazano u istrazivanju autoantitela koje je sproveo
istrazivaci tim na Celu sa Gilliandom (169), kao i u studiji Mollison-a i Hugh-Jones-a

koji su ispitivali aloantitela (170).

Primena DAT-a je izuzetno znacajna u diferencijaciji hemoliza koje su nastale
pod uplivom imunog mehanizma od hemoliza koje su prouzrokovane nekim drugim
faktorom. Odredeni broj pacijenata ima pozitivan DAT a da Zivotni vek eritrocita nije
skracen: pozitivan DAT bez propratnih znakova hemolize javlja se kod 1:14 000

zdravih dobrovoljnih davalaca krvi i kod 1-15% hospitalizovanih pacijenata (171).

Smatra se da u takvim situacijama, kao posledica disregulacije imunog sistema
ili generalizovanog inflamatornog stanja, dolazi do nespecificne adsorpcije antitela na
eritrocitnu membranu. Ovi 1gG molekuli nisu imunoloski vezani za membranu i ne
dovode do hemolize. Analizom eluata sa DAT pozitivnih eritrocita moze se utvrditi da li

su antitela imunoloski ili nespecificno vezana za Celije.

U drugoj studiji koja je obuhvatila zdrave dobrovoljne davaoce krvi bez znakova
anemije, prikazana je ucestalost pozitivnog DAT-a od 1 na 10 000. Ako se izuzme
hemoliza kao uzrok pozitivnog DAT-a, dokazano je da antifosfolipidna antitela mogu
uticati na rezultat pozitivnog DAT-a. Takode citofili¢na ili nespecifina IgG antitela

adsorbovana iz plazme mogu biti uzrok pozitivnog DAT-a (172).
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Smatra se da bi izmedu 1% i 3.5% nasumi¢no odabranih hospitalizovanih
pacijenata imalo pozitivan DAT koji ne mora biti povezan sa hemolizom. Zapazeno je
da se incidenca pozitivnog DAT-a znacajno povecava kod pacijenata sa hemoliznom
transfuzijskom reakcijom, autoimunim oboljenjima, urodenim 1 steCenim
imunodeficijentnim sindromima 1 malignitetima. Sprovedena studija u Americi
pokazala je da je prevalenca pacijenata sa pozitivnim DAT-om 65,8% a izrazito
pozitivan DAT se javljao kod pacijenata sa autoimunim oboljenjima i kod onih koji su

primili transfuziju krvi u poslednja tri meseca (173).

Mnogi farmakoloski agensi su povezani sa pozitivnim rezultatom DAT-a sa ili
bez znakova hemolizne anemije. Odredeni lekovi se vezuju za membranu cirkuliSucih
¢elija uzrokujuéi stvaranje antitela koja mogu da budu usmerena ka leku i odredenoj
membranskoj komponenti ili ka epitopima molekule leka koja je Cvrsto vezana za
eritrocitnu membranu. Hemolizna anemija koja nastaje kao posledica lekova (penicilin i
drugi antibiotici) se brzo povlac¢i kada se uzro¢nik odstrani iz cirkulacije. Neki drugi
medikamenti (npr. o-metildopa) izazivaju nastanak hemolizne anemije koja se ne
povla¢i ni kad se oni odstrane iz cirkulacije. Smatra se da indukuju produkciju
antieritrocitinih antitela koja ne zahtevaju prisustvo leka da bi se vezali za eritrocite
(174).

Ako je pacijent primio transfuziju u poslednja tri meseca, pozitivan DAT moze
biti posledica aloimunizacije na antigen transfundovanih eritrocita. Ono se javlja 7-10
dana nakon transfuzije ili i ranije ako je pacijent ve¢ bio izloZen tom antigenu prilikom

prethodnih transfuzija (175).

Redi uzrocnik pozitivnog DAT-a moze biti skoraSnja primena intravenoznog
imunog globulina koji moze da sadrzi antitela protiv ABO, Rh i drugih eritrocitnih
antigena. Titar ovih pasivno prenesenih antitela nestaje tokom vremena pa ¢e vremenom
1 DAT postati negativan. Kod pacijenata koji su podvrgnuti transplantaciji mati¢nih
¢elija hematopoeze ili organa, limfociti donora mogu produkovati antitela specifi¢na na
eritrocitne antigene primaoca. U ovim slu¢ajevima stepen himerizma izmedu limfocita
koji produkuju antitela i primaoca diktirace koliko dugo ¢e rezultat DAT-a biti pozitivan
(176).
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lako ne postoji savrSena korelacija izmedu jaCine antiglobulinske reakcije i
jacine hemolize, ovaj odnos je u funkciji prirode antitela. Jo§ 1955. godine Evans je
koristec¢i serijska razblazenja AHG dokazao da se kod vecéine pacijenata smanjuje jacina
reakcije u skladu sa poboljSanjem ili potpunom remisijom hemolizne bolesti. Medutim
desevalo se da test u visokoj razlici u titru ostane pozitivan i nepromenjen ¢ak i kada su
se znaci hemolize snizavali (177). Ovi nalazi govore u prilog postojanju i drugih faktora
koji uti¢u na hemolitiCku potentnost antitela kao $to su IgG subklasa, prostorna
orijentacija IgG molekula na povrSini eritrocita ili brzina uklanjanja senzitivisanih
eritrocita in vivo. Kao posledica toga, pacijenti koji su u remisiji hemolizne anemije

mogu imati pozitivan DAT.

Napori da se standardizuju antiglobulin reagensi, njihova primena i interpretacija
reakcije aglutinacije traju viSe od 50 godina. Chaplin je detaljno opisao tehnicke

probleme koji mogu dovesti do lazno pozitivnog ili lazno negativnog DAT-a (178).

Tri uzroka koja mogu dovesti do negativnhog DAT-a a da je prisutna hemoliza

Su:

a) senzitizacija eritrocita sa IgG antitelima ispod praga detekcije

b) nizak afinitet IgG antitela na senzitisane eritrocite pri ¢emu dolazi do njihovog
gubitka prilikom pripremnog pranja eritrocita neposredno pre izvodenja DAT-a

C) senzitizacija sa IgA antitelima, koja ponekad pokazuju specifi¢nost ka Rh
antigenu, ili retko, monomerno IgM antitelo bez fiksacije komplementa, koje
mnogi komercijalni DAT reagensi ne mogu identifikovati jer sadrze iskljucivo
anti-1gG i anti-C3.

Nekoliko razliCitih testiranja je sprovedeno da bi potvrdilo prisustvo
senzitivisanih eritrocita antitelima u slucajevima gde se sumnjalo na prisustvo hemolize

a pri kojima je DAT davao negativan rezultat.

Konzumacioni test je bio prvi koji je kvantifikovao 1gG molekule adsorbovane
na eritrocite 1 utvrdio da 1 mala koli¢ina IgG antitela moze izazvati hemolizu. Prilikom
jednog istrazivanja 27 pacijenata sa negativnim DAT-om a znacima hemolize je

testitano konzumacionim testom i kod svih su nalazi bili pozitivni. U toj laboratoriji je

88



dokazano da se na eritrocitima nalazi IgG u koli¢ini manjoj od 25 molekula IgG po
eritrocitu i primenom direktnog testa utroSka AHG-a uspe$no je detektovana i tako

niska koncentracija antitela (179-182).

Niska koncentracija IgG antitela na senzitisanim eritrocitima se rede javlja kao
uzrok negativnog DAT-a kod pacijenata sa znacima hemolize, medutim dokazana je
povezanost sa ozbiljnim hemolizama. Razlog je u tome $to se ova antitela mogu uklonti
prilikom pranja eritrocita na 37 °C ili na sobnoj temperaturi. Ovaj problem se moze
preduprediti pranjem eritrocita hladnim fizioloSkim rastvorom, ¢ime se spre¢ava gubitak
IgG antitela i omogucava dobijanje pozitivnog nalaza DAT-a. Prilikom jednog
istrazivanja od ukupnog broja testiranih uzoraka, IgG antitela sa niskim afinitetom su
detektovana u 4,9% slucajeva (183). Upotrebom floucitometrije mogu se detektovati

IgG antitela sa slabim afinitetom i samim time smanjiti ucestalost lazno negativnog

DAT-a.

Kao tre¢i uzrok negativnog DAT-a kod pacijenata sa prisutnom hemolizom je
senzitizacija sa IgA antitelom ili vrlo retko monomernim IgM antitelom male
molekulske teZine koje ne vezuje komplement. Veéina komercijalnih DAT reagenasa
sadrzi samo anti-IgG ili anti-C3 komponente i samim tim ne mogu da detektuju
neuobicajeno IgA antitelo. IgA 1 IgM anitelo mogu udruzeno sa IgG 1 C3
komponentom ucestvovati u nastanku hemolize ali u tim slucajevima pozitivan DAT je

posledica detekcije 1gG antitela i C3 komponente (184).

Medutim u sluc¢ajevima kada je samo IgM izazvalo hemolizu bez prisustva C3
komponente, rezultiralo je negativnim DAT-om. Istrazivanje na 49 pacijenata sa
hemoliznom anemijom, dokazalo je da je kod 3 pacijenata uzrok hemolize IgM antitelo
prisutno na eritrocitima (185). U drugim ispitivanjima otkriveno je da 15-20%
hemoliznih anemija nastaje kao posledica senzitizacije eritrocita kombinacijom 1gG i
IgA antitela (186).

Pojedini slucajevi hemoliza nastalih pod uticajem IgA antitela ukljucuju
aktiviranje komplementa alternativnim putem i pretpostavlja se da se takav eritrocit

oblozen komplementom vezuje za receptore mononuklearnog fagocita. IgA antitelo
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reaguje direktno sa Fc receptorima mononuklearnih fagocita i pretpostavlja se da

citotoksi¢ni limfociti igraju ulogu medijatora u nastanku hemolize (187).

Ispitivanjem u okviru ove teze je bilo obuhvaceno ukupno 100 uzoraka
pacijenata oba pola, sa dijagnostikovanom anemijom, limfoproliferativnim oboljenjem,
miastenijom gravis, MDS-om, sistemskim lupusom, trombocitopenijom, tromboti¢nom
trombocitopeni¢énom purpurom (TTP) i idiopatskom trombocitopeni¢nom purpurom

(ITP).

Kontrolnu grupu je ¢inilo 20 zdravih osoba (nasumi¢no odabranih dobrovoljnih

davalaca krvi), kod kojih nije dijagnostikovano hematolosko ili autoimuno oboljenje.

Od 100 ispitivanih pacijenata 52 je imalo dijagnozu anemije, 20
limfoproliferativnog oboljenja, 9 mijelodisplasti¢nog sindroma, 8 trombocitopenije, 3

leukopenije i po dva pacijentasa TTP, ITP, sistemskim lupusom i miastenijom gravis.

Priblizno 22% ispitanika su Cinile osobe musSkog pola. Pacijenti stariji od 50

godina ¢ine 76% ispitanika.

Najveéi broj ispitanika koji su podvrgnuti ispitivanju bio je sa dijagnozom
anemije. Uzimaju¢i u obzir da je prema istraZivanju Svetske zdravstvene organizacije
koje je sprovedeno u Srbiji 2000.godine procenjeno da je prevalenca anemije medu
zdravom populacijom 29,5%, ovako visok procenat zastupljenosti anemije medu
ispitanicima ne iznenaduje, obzirom da se anemija Cesto javlja 1 kao prateca pojava
mnogih drugih oboljenja. Anemija predstavlja vaznan uzrok morbiditeta 1 mortaliteta i
smatra se da prevalenca niskih vrednosti hemoglobina u populaciji preko 5%, mora da
se tretira kao problem od znacaja za javno zdravlje. Svetska zdravstvena organizacija je
na osnovu vrednosti koncentracije hemoglobina odredila kriterijume za odredivanje

znacaja anemije po javno zdravlje populacije (188).
Ako je prevalenca niskih vrednosti hemoglobina u opstoj populaciji:

- 5-19,9% - niska znacajnost
- 20-39,9% - umerena znacajnost

- >40% - visoka znacajnost
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Medu ispitanicima sa dijagnozom anemije, vec¢ina ili 84,6% je bilo ispitanika
zenskog pola, obzirom da osobe Zenskog pola imaju viSe faktora rizika za nastanak

anemije u odnosu na musku populaciju.

ProseCan nivo hemoglobina ispitanika je iznosio 89,85 g/l. Anemija je takode
bila prisutna kod svih ispitivanih pacijenata sa dijagnozom neke od limfoproliferativnih
bolesti, mijelodisplasticnog sindroma, miastenije gravis, sistemskog lupusa, TTP-a i
ITP-a.

Iz uzoraka svih pacijenata raden je direktni antiglobulinski test (DAT) 1 direktni

test utroska antihumanog globulina (DTU-AHG) pre i nakon primljene terapije.

Primenom direktnog antiglobulinskog testa moze se utvrditi prisustvo antitela
vezanih za eritrocitnu membranu, dok se upotrebom testa utroska antihumanog
globulina moze utvrditi prisustvo antitela ne samo na eritrocitima ve¢ 1 na povrsini

leukocita i trombocita.

Od 52 pacijenta sa dijagnozom anemije, kod njih 11 DAT je pokazao pozitivnost
a DTU-AHG na eritrocitima kod 24. Svih 11 pacijenata sa pozitivnim DAT-om imalo je
pozitivan test DTU-AHG-a i to u visokoj razlici titra sa eritrocitima bolesnika u odnosu
na zdrave osobe. Prema dobijenim rezultatima DAT i DTU-AHG, uocava se da je
putem primene DTU-AHG detektovana za 25% veca prisutnost antitela na eritrocitima

pacijenata u odnosu na detekciju putem DAT-a.

U ispitivanom uzorku svih 11 anemicnih pacijenata sa pozitivnim DAT-om
imalo je i pozitivan direktni test utroSka AHG-a (DTU- AHG) i to sa detektovanim
razlikama u titru. Nakon primljene terapije njihov broj je i dalje ostao isti sa pozitivnim
DAT-om.

Wilcokson-ovim Z testom dokazano je da se vrednosti DTU-AHG statisticki
znacajno razlikuju pre i nakon terapije (Z=-5,17, p=0,000). Vece vrednosti razlika u

titrovima u DTU-AHG su pre nego nakon terapije.
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Vrednosti eritrocita i hemoglobina pokazuju veéu vrednost nakon terapije dok
su vrednosti hematokrita priblizne, mada je uocena razlika statisticki znacajna prilikom

analiziranja celog uzorka (Z=-5,31, p=0,000) (Tabela 25 , Grafikon 4 ).

Kod ove grupe pacijenata DTU-AHG sa trombocitima detektovao je malu
razliku u titrovima antitela u vrednosti od 2 kod 3 pacijenta i ta razlika u titrovima je
ostala prisutna i prilikom drugog testiranja. Verovatno je da se radi o neimunim
antitelima koja su prisutna na povrsini ¢elijskih elemenata koja ne izazivaju njihovo

ostecenje.

DTU-AHG sa leukocitima nije pokazao razlike u titrovima u pacijenata u
odnosu na kontrolne leukocite te time nije detektovao prisustvo antitela ni pre ni posle

primljene terapije.

Grupu limfoproliferativnih oboljenja ¢ine: hroni¢na limfocitna leukemija (HLL),
Hodgkinov limfom (Hodgkinovabolest) i non-Hodgkin limfomi. KarakteriSe ih
poremecaj imuniteta a najées¢a autoimuna pojava je pojava antieritrocitnih antitela koja
se mogu otkriti direktnim antihumanim globulinskim testom kao i direktnim testom

utroska antihumanog globulina.

Kod 20 pacijenata sa limfoproliferativnim oboljenjima, na pocetku ispitivanja
kod 7 DAT je bio pozitivan dok je DTU- AHG-a bio pozitivan kod njih 13. Nakon
primljene terapije pozitivnost DAT-a je nestala kod dva pacijenta dok je DTU-AHG
pokazao razlike u titrovima pacijenata i zdravih osoba i time detektovao antitela kod 11
pacijenata. DTU-AHG je pokazao razlike u titru od 2 i na uzorcima dva pacijenta
kojima je DAT bio negativan. Moguce objaSnjenje je u relativno niskom pragu

osetljivosti DAT na koncentraciju IgG na eritrocitima (Grafikon 5).

Moguénost nastanka autoimune anemije predstavlja najvazniju komplikaciju
limfoproliferativnih bolesti. Autoimune hemolizne anemije se javljaju kad dode do
nastanka antitela koja se vezu za eritrocite i dovode do njihove destrukcije. Topla
antitela su IgG klase, mogu 1 ne moraju da vezu komplement i primarno dovode do
gubitka eritrocita koji se odstranjuju u slezini. IstraZivanja su pokazala da se javlja kao

komplikacija u preko 50% slucajeva kod limfoproliferativnih bolesti (189).
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Mnoga istrazivanja su ukazala na znaCaj pradenja znakova anemije kod
pacijenata sa ovom dijagnozom, jer je nastanak hemolizne anemije povezan sa loSijom

prognozom bolesti (190).

U nekoliko klinickih studija koja su sprovedena, uzorci pacijenata sa
limfoproliferativnim oboljenjima pokazivala su pozitivnost DTU-AHG u 65% slucajeva
sa eritrocitima, 70% sa leukocitima i 15% sa trombocitima. DAT je bio pozitivan u oko

50% uzoraka §to je u skladu sa rezultatima dobijenim u ovom istrazivanju (191).

Rezultati mnogih istrazivanja ukazuju da je pojava pozitivnog DAT-a u bilo

kom stadijumu bolesti povezana sa loSom prognozom bolesti (192).

Prilikom izvodenja DTU-AHG sa trombocitima, kod 14 pacijenata primetna je

prisutnost antitela i pre i nakon primljene terapije.

Obzirom da je kod ovih pacijenata prisutna visoka vrednost leukocita, DTU-
AHG je i pre i nakon terapije pokazao prisutnost veoma male razlike u titru antitela kod
4 pacijenta na leukocitima. Verovatno da ova antitela ne uticu na razaranje leukocita
obzirom da su visoke vrednosti leukocita perzistirale prilikom testiranja uzoraka

pacijenata tokom ispitivanja (Grafikon 61 7.)

Mijelodisplazni sindromi (MDS) su heterogena grupa klonskih poremecaja
mati¢ne ¢elije hematopoeze koji karakteriSe neefektivna hematopoeza, displazija jedne
ili viSe celijskih loza u kostnoj srZi, citopenija u perifernoj krvi i povecan rizik od
razvoja akutne leukemije. Rhoads i Barker su 1938. godine opisali 100 bolesnika ¢ija se
anemija nije mogla korigovati leCenjem hematinicima i nazvali je ,,refrakterna anemija“,

a kasnije je uoceno da ona moZze prethoditi nastanku akutne leukemije.

Sindrom je opisivan razli¢itim nazivima: preleukemija, preleukemijska humana
leukemija, oligoblastna leukemija, ,tinjajuc¢a“ leukemija i sl, a naziv ,,mijelodisplazni
sindrom® predlozila je 1982.godine FAB kooperativna grupa (193). Klonsko poreklo
bolesti je postalo izvesno nalazom ,,ponavljanih® kariotipskih anomalija u ¢elijjama
kostne srzi bolesnika sa MDS-om ali su prvi neposredni dokaz klonalnosti dali Prchal i

saradnici nasavsi jedan tip izoenzima glukoza-6-dehidrogenaze u ¢elijama eritrocitne,
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granulocitne i megakariocitne loze, B- i T-limfocitima bolesnice heterozigotne za ovaj
enzim(194).

Prilikom postavljanja dijagnoze kod pacijenata za koje se sumnja da su sa
dijagnozom MDS-a karakteristian je nalaz sporo progredirajucih citopenija rezistentnih
na hematinike uz postojanje displasticne hematopoeze u najmanje jednoj ¢elijskoj liniji.
Da bi se potvrdila dijagnoza neophodno je da bude zasnovana na klinickim i
laboratorijskim nalazima, morfoloskoj analizi ¢elija krvi 1 kostne srzi, patohistoloskoj

analizi tkiva kostne sr7i i citogenetskoj analizi.

Na pocetku ispitivanjaod 9 pacijenata sa MDS-om kod dva je DAT bio pozitivan
dok je DTU-AHG-a bio pozitivan kod 6. Nakon primljene terapije pozitivnost DAT-a se
nije menjala kao ni DTU-AHG koji je detektovao antitela kod istog broja pacijenata.
Vrednosti razlike u titrovima DTU-AHG kod pacijenata koji imaju i pozitivan DAT je
1281 256 da bi se pri narednom testiranju razlika u titru smanjila na 64 i 128 pri cemu je

doslo do promena u vrednostima eritrocita, trombocita i leukocita (Grafikon 8 1 9).

Posmatrajuci pacijente kojima je DAT bio negativan a DTU-AHG pozitivan,
uocava se da se razlika u titru krece u intervalu od 32 do 64 sa tendencijom opadanja
prilikom narednog testiranja pogotovo u sluc¢ajevima gde je doSlo do rasta vrednosti

eritrocita, hemoglobina i hematokrita.

Wilcokson-ovim Z testom dokazano da se vrednosti DTU-AHG statisticki
znacajno razlikuju pre i nakon terapije (Z=-5,17, p=0,000) pri ¢emu se veca razlika u

titru DTU AHG uocava pre nego nakon terapije.

Prilikom izvodenja DTU-AHG sa trombocitima, kod 5 pacijenata primetna je
prisutnost antitela i pre i nakon primljene terapije. Razlika u titru se kre¢e od 8 do 32.
Obzirom da su svi pacijenti imali niske vrednosti leukocita, DTU-AHG je pokazao
prisutnost razlike u titru kod 6 pacijenta i antitela na leukocitima a kod 5 je doslo do

smanjena razlike u titru prilikom ponovnog testiranja.

Trombocitopenije su stanja koja se karakteriSu manjim brojem trombocita od
150x10° u perifernoj krvi. Povezane su sa veéim rizikom od krvarenja a mogu nastati

kao posledica smanjenog stvaranja trombocita, povecane razgradnje, poremecene
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distribucije trombocita kao i kombinacijom pomenutih mehanizama. Trombocitopenije

mogu biti nasledni i steCeni poremecaji.

U slucaju primene transfuzijskog leCenja Cesta je rana aloimunizacija pacijenta i

refrakternost na transfuzije trombocita(195).

Anti-trombocitna antitela reaguju sa brojnim membranskim strukturama na
povrsini trombocita i najées¢e su klase IgG 1 IgM. Nastaju imunizacijom prilikom
transfuzije trombocita, trudnoce i trasnplantacije i dovode do destrukcije trombocita i

posledi¢ne trombocitopenije (130, 196-198).

Ni jedan od 8 pacijenata sa trombocitopenijom nije imao pozitivan ni DAT ni
DTU-AHG sa eritrocitima tokom celokupnog ispitivanja.

Razlika u titru antitela DTU-AHG sa trombocitima postoji kod 5 pacijenata i
vrednosti razlike u titru se kre¢u od 16 do256 dok se vrednosti trombocita kreéu od 44

do 87 (Grafikon 10.)

Nakon primljene terapije, uocen je porast vrednosti trombocita dok se razlika u

titru Smanjila minimalno, za jedno razredenje.

TTP je klini¢ki sindrom koji se odlikuje stvaranjem diseminovanih okluzivnih
trombocitnih agregata u terminalnim arteriolama i kapilarima. Bolest se ispoljava u vidu
trombocitopenije i intravaskularne mikroangiopatske hemolizne anemije usled
fragmentacije eritrocita pri prolasku kroz zacepljene sitne krvne sudove organizma.
Okluzija dovodi do tkivne hipoksije i posledi¢ne disfunkcije organa, posebno centralnog

nervnog sistema, gastrointestinalnog trakta i bubrega (199).

U odsustvu pouzdanog standardizovanog testa, dijagnoza TTP-a se za sada,
zasniva na klini¢koj slici. Jedna od neophodnih laboratorijskih analiza dijagnostici
TTP-a je i odredivanje DAT-a.(200).

Kod dva pacijenta koja su ispitivana u okviru ovog istrazivanja broj trombocita
je prilikom prvog testiranja iznosio 8 i 24 x 10%1 da bi prilikom narednog iznosio 25 i
45 x 10/l Kod dva pacijenta koja su testirana i DAT je bio negativan tokom celog

ispitivanja dok je DTU- AHG prikazao prisutnost antitela u niskom titru sa eritrocitima
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a u neSto viSem titriu sa trombocitima. Tokom narednog testiranja doslo je do pada
razlike u titru za jedno razblazenje. DTU-AHG nije pokazao razliku u titru sa

leukocitima pacijenta u odnosu na zdrave i nije detektovao antitela na leukocitima.

Idiopatska trombocitopeni¢na purpura je automimuna bolest u kojoj destrukcija
trombocita nastaje pod dejstvom primarnih antitrombocitnih antitela protiv trombocitnih
GPIIb/Ila, GPIb/IX 1 drugih. Odlikuje se normalnim ili poveéanim brojem
megakariocita u kostnoj srzi, odsustvom splenomegalije 1 drugih bolesti. Po toku moze

biti akutna i hroni¢na.

Harrington je prvi dokazao da su trombociti unisteni dejstvom humoralnog
faktora prisutnog u plazmi ITP pacijenata (201). Ubrizgavanjem sopstvene plazme u
krvotok pacijenta sa aktivnim ITP-om, ubrzo je zabelezio nastanak ozbiljne
trombocitopenije i purpure. Nakon nekoliko dana kada je doSlo do oporavka,
demonstrirana je destrukcija trombocita i njihov oporavak na zdravim ispitanicima koji
su dobrovoljno ucestvovali u ispitivanju. Schulman je nakon toga dokazao da je

humoralni faktor koji je bitan u ovoj reakciji 1gG frakcija plazme (202).

U priru¢niku za ITP Americke Asocijacije za Hematologiju tvrdi se da su
seroloska testiranja nepotrebna u dijagnostici ITP jer se smatra da su klini¢ki nalazi
dovoljni za postavljanje dijagnoze bolesti, odredivanje antitela moze biti od velike
koristi ako postoji sumnja na ITP, pri ¢emu je i druge neimune uzroke trombocitopenije
neophodno razmatrati u diferencijalnoj dijagnozi. Cilj seroloskog testiranja u ITP je
detektovanje antitela koja su vezana za pacijentove trombocite sa ili bez demonstracije
slicne reaktivnosti u pacijentovoj plazmi (203). U literaturi postoji podatak da je
pozitivnost DTU-AHG zabelezena kod 50% ispitanika (204).

Prilikom ispitivanja u ovoj studiji cilj nije bio dokazivanje prisustva antitela u
cilju postavljanja dijagnoze jer ispitivanje ni nije sprovedeno seroloskim tehnikama
detekcje antitrombocitnh antitela. SuStina ispitivanja se sastojala u ispitivanju da li se
antitela na trombocitima mogu dokazati DTU-AHG i pracenje da li je dolazilo do
promene razlike u titrovima u odnosu na zdrave ososbe tokom nekog vremenskog
perioda Koji su pacijenti proveli na terapiji. Dva pacijenta sa ITP su obuhvac¢ena ovim

testiranjem i oba su imala detektovana antitela na trombocitima sa razlikom u titru od 64
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prilikom prvog testiranja. Tokom drugog testiranja razlika u titru se smanjila za jedno
razblazenje. DAT i DTU-AHG sa eritrocitima i leukocitima pacijenata bio je i ostao

negativan tokom celog ispitivanja.

Kod pacijenata sa ITP, DTU-AHG je pokazalo prisutnost razlike u titru u

reakciji sa trombocitima. Terapija nije uticala na rezultat testa u ovom istrazivanju.

DTU-AHG sa leukocitima je takode bio negativan tokom ispitivanja ali su i

vrednosti leukocita bile u okvirima normalnih vrednosti.

U klini¢koj studiji koju je sproveo Dausset u univerzitetskoj bolnici u Parizu
pozitivna korelacija je utvrdena izmedu pozitivnog i negativnog rezultata DTU-AHG sa
prisustvom ili odsustvom citopenije u odgovarajué¢im ¢elijskim serijama. Od ukupno 25
trombocitopeni¢nih pacijenata 55% je imalo pozitivan DTU-AHG rezultat sa

trombocitima a kod leukopeni¢nih pacijenata je dao pozitivnost u 61% slucajeva (205).

Od tri pacijenta sa leukopenijom DAT i DTU-AHG su bili negativni tokom
ispitivanja 1 sa ¢elijama crvene krvne loze 1 trombocitima. Sva tri pacijenta su imala
prisutnu razliku u titru DTU-AHG u rasponu od 8 do 32. Prilikom narednog testiranja
kod dva pacijenta je doSlo do pada razlike u titru, dok je kod jednog pacijenta ostala

identi¢na obzirom da se vrednosti leukocita nisu znacajno promenile.

Antitela na leukocite su najceS¢e antigranulocitna antitela koja dovode do
neutropenije a samim tim i leukopenije. Nastaju nakon transfuzija krvi i krvnih

produkata i mogu biti auto i aloantitela.

U sprovedenoj studiji kod pacijenata sa dijagnozom leukopenije i
trombocitopenije, u oko 50% slucajeva bio je prisutan pozitivan DTU-AHG. Upotreba
indirektnog testa utroSka antthumanog globulina daje moguénost razlu¢ivanja da li su u

pitanju antitrombocitna ili antileukocitna antitela (206).

Miastenia gravis je autoimuna bolest. Nastaje kao posledica delovanja
autoantitela na acetilholinske receptore na postsinaptickoj miSi¢noj membrani.
Posledica delovanja je oslabljen ucinak acetil-holina potrebnog za izazivanje misi¢nog

akcionog potencijala.
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Kod pacijenata u okviru ovog istrazivanja, DAT je bio negativan tokom
celokupnog ispitivanja. DTU-AHG sa eritrocitima i trombocitima je detektovao prisutna
antitela, dok na leukocitima nije. Razlika u titru antitela nije se menjala ni prilikom
narednog testiranja iako je doslo do minimalnih promena vrednosti parametara krvne

slike.

Podaci iz literature pokazuju da prisustvo antitela moze biti posledica
autoimunog procesa i da ona ne moraju biti obavezno klini¢ki znacajna, odnosno da
dovedu do hemolize, pri ¢emu je neophodno kontinuirano pracenje pacijenata i

laboratorijskih vrednosti (207).

Sistemski eritemski lupus je sistemsko oboljenje koje se odlikuje brojnim
imunoloskim poremecajima, dok se klinicki moze ispoljiti u vidu promena na kozi,
zglobovima, centralnom nervnom sistem i bubrezima. Glavni antigeni za autoantitela su
nukleozomi (DNK-histoni), mali nuklearni i citoplazmatski ribonukleoproteini, kao i
fosfolipidi ¢elijskih membrana. Bolesnici uglavnom imaju antitela vezana za

dvolan¢anu DNK, Smithov antigen i komponentu komplementa Clq.

Kod pacijenata u okviru ovog istrazivanja, DAT je bio negativan tokom
celokupnog ispitivanja. DTU-AHG sa eritrocitima, trombocitima i leukocitima je
detektovao antitela, sa malom razlikom u titru koja je ostala nepromenjena i prilikom
narednog testiranja.

Pri ispitivanju uzoraka pacijenata sa sistemskim lupusom DTU-AHG test na
eritrocitima, leukocitima 1 trombocitima je u svim slucajevima bio pozitivan.
Pozitivnost DTU-AHG testa posledica je prisustva antitela. Prisutna antitela na
eritrocitima, leukocitima 1 trombocitima moguce da su nastala kao posledica trudnoca ili
transfuzija krvi ili transplantacija koze ili organa. Rezultati sprovedenih istraZivanja u
okviru ove studije su potvrdila senzitivnost konzumacionog testa koja je uporediva sa

senzitivno$¢u LE— Lupus erythematosus cell testa (208).

Poredenjem rezultata testiranja direktnog testa utroSka antihumanog globulina i

direktnog antiglobulin testa kod pacijenata pre i posle primljene terapije i na osnovu
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direktni antiglobulin test.

Vrednosti DTU-AHG sa eritrocitima (Z=-5,17, p=0,000), leukocitima (Z=-2,37,
p=0,018) i trombocitima (Z=-4,94, p=0,000) statisti¢ki se znacajno razlikuju pre i nakon

terapije pri ¢emu je veca vrednost pre nego nakon terapije (Tabela 29).

Medu ispitivanim pacijentima pre primljene terapije DAT je bio pozitivan u
20% slucajeva dok je DTU-AHG bio u 51%, Sto znaci da je u 31% slucajeva bila veca
moguénost detekcije prisutnih antitela na eritrocitima. Nakon primljene terapije DAT je
ostao pozitivan u 18% slucajeva a DTU- AHG u 46% S§to je Sto znaci da je u 28%

sluc¢ajeva bila ve¢a mogucénost detekcije prisutnih antitela na eritrocitima (Grafikon 11).

Utvrdivanjem povezanosti izmedu citopenije 1 stepena utroska antihumanog
globulina dokazano je da svi pracdeni parametri uticu na stepen utroSka AHG:
hemoglobin (B=-0,579, p=0,000), hematokrit ($=-0,568, p=0,000), eritrociti (f=-0,519,
p=0,000), trombociti (p=-0,617, p=0,000) i leukociti (p=-0,119, p=0,237) (Tabela 27 i
28).

Takode je dokazano da $to su vrednosti posmatranih hematoloSkih parametara
vece, razlika u titru direktnog testa utroSka AHG-a je manja, Sto ide u prilog €injenici da
je direktni test utroSka AHG senzitivan test koji moze da ukaze na dinamiku bolesti a
da je razlika u titrovima detektovana primenom DTU-AHG pozitivni prediktor toka

bolesti posmatranog oboljenja.

Direktni test utroska AHG-a ukazuje na prisustvo antitela vezanih za eritrocite,
leukocite i trombocite pacijenta koja mogu dovesti do posledi¢ne citopenije. DAT i
direktni test utroSka AHG smatraju se znacajnim testovima kako u dijagnostici tako i
prognozi mnogih bolesti, a nezaobilazni su i kao efikasno i pouzdano sredstvo
monitoringa daljeg toka bolesti. Prisustvo antieritrocitnih antitela i hematoloske
posledice njihovog prisustva, cCesto koreliraju sa stadijumom bolesti, drugim

prognoznim ¢iniocima 1 ishodom terapije.
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Predmet istrazivanja predstavljao je primenu senzitivnog i efikasnog direktnog
testa utroska antihumanog globulina sa ciljem ispitivanja prisustva vezanih antitela na

krvnim ¢elijama kod mnogih hematoloskh 1 imunoloskih poremecaja.

U rutinskoj transfuzioloskoj upotrebi su metode detekcije prisustva antitela u
serumu bolesnika ili pak metode kojima se detektuju antitela vezana na
eritrocitimabolesnika, pri ¢emu nije mogucéa detekcija antitela vezanih za ostale krvne
¢elije: trombocite 1 leukocite. Primena testa koji daje mogucnost detekcije vezanih
antitela na svim krvnim ¢elijama kod bolesnika predstavlja efikasan nacin da se stekne
kompletan uvid u imunoloska zbivanja, prati dinamika razvoja antitela i prognoza
bolesti. Svrha ovog ispitivanja je primena direktnog testa utroSka antihumanog
globulinau dijagnostici 1 pradenju vezivanja antitela na trombocitima i leukocitima
bolesnika kod mnogih hematoloskih i imunoloskih bolesti kao i razvoj i primenaove

efikasne i reproducibilne tehnikeu rutinskom transfuzioloskom radu.
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8. ZAKLJUCAK

Na osnovu postavljenih ciljeva ispitivanja direktnog testa utroska antihumanog

globulina, a u skladu sa postavljenim hipotezama moze se zakljuciti:

1. Poredenjem rezultata testiranja direktnog testa utroska antihumanog
globulina i direktnog antiglobulinskog testa kod pacijenata pre i posle primljene terapije

odnosu na direktni antihumani globulinski test.

2. Uporedivanjem stepena citopenije i konzumacije antihumanog globulina
utvrdili smo da postoji pozitivna korelacija izmedu citopenije 1 stepena konzumacije

antihumanog globulina.

3. Manja razlika u titru direktnog testa utroSka antihumanog globulina sa
¢elijama bolesnika u odnosu na zdrave ima pozitivhu prediktivnu vrednost na tok

bolesti.
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