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POPIS KRATICA
ABH- eritrocitni krvno-grupni antigeni
ABN= apsolutni broj neutrofila
AHG-anti-humani globulin
ANN-aloimuna neonatalna neutropenija
APC- antigen prezentirajuée stanice (engl. antigen presentation cells)
CCI- korigirani poslijetransfuzijski porast broja trombocita
(engl. corrected count increment)
CD- diferencijacijski bilijeg (engl. cluster of differentiation)
DDK- dobrovoljni davatelj krvi
DIK- diseminirana intravaskularna koagulacija
DNK- deoksiribonukleinska kiselina
EDTA- etilen-diamin-tetra-octena kiselina
EIA- enzimsko-imunoloska pretraga (engl. enzyme-immuno assay)
GIFT- test imunofluorescencije za anti-granulocita protutijela
GP- glikoproteini
GVHD- reakcija presatka protiv primatelja (engl. graft versus host disease)
FITC- fluoroescin-iso-tio-cijanat (fluoroescentna boja)
HLA- ljudski leukocitni antigen (engl. human leukocyte antigen)

HNA ljudski neutrofilni antigen (engl. human neutrophil antigen)

HPA- ljudski trombocitni antigen (engl. human platelet antigen)

IF- imunofluoroescencija

IgG,IgA,IgM- imunoglobulini klase G,A i M razreda

KP- krizna proba

L-leukociti

LAG-test leukoaglutinacije

LIFT-test imunofluorescencije za anti-limfocitna protutijela
MAINA-test imobilizacije neutrofilnih antigena pomoc¢u monoklonalnih
protutijela (engl. monoclonal antibody immobilization of neutrophil

antigens)



MLCT- test mikro-limfocitotoksi¢nosti (engl. micro-lymphocytotoxicity test)
PAK 12- enzimsko-imunoloSka pretraga za antitrombocitna protutijela
(engl. platelet antigen kit)

PBS- puferirana fizioloSka otopina (engl. phosphat buffer saline)

PCR- polimerazna lan€ana reakcija (engl. polimerase chain reaction)
PCR-SSP-metoda u kojoj se koriste obiljezivaci specifini za sekvencu
(engl. sequence specific primers)

PCR-RFLP-odredivanje polimorfizma pomocu restrikcijskih endonukleaza
(engl. restriction fragment length polymorphism)

RNK- ribonukleinska kiselina

rh G-CSF= rekombinantni humani ¢imbenik poticanja rasta granulocitnih

kolonija (engl. recombinant human granulocyte-colony stimulating factor)



1. UVOD

Aloimuna neonatalna neutropenija (ANN) rezultat je imunizacije majke na
fetalne neutrofilne antigene, tijekom trudnocCe. Bolest je analogna hemolitiCkoj
bolesti novorodenceta. Pasivni prijelaz maj€inih specificnih neutrofilnih protutijela
IgG razreda, putem posteljice u fetalni krvotok, uzrokuje oblaganje fetalnih
neutrofila, i mozZe uzrokovati teSku neutropeniju u novorodenceta, slika A. U
teSkim oblicima bolesti, praéenim bakterijskim infekcijama i sepsom, bolest moze
imati i smrtni ishod. (1)

ToCna ucCestalost bolesti nije poznata. Procjenjuje se da je ucCestalost ANN
manje od 1 slu€aj na 1000 zivorodene djece, a uCestalost teSkih oblika bolesti 1
slu¢aj na 6000 zivorodenih. (2, 3)

Sumnja na ANN postavlja se u slu€aju izolirane neutropenije (<1500
neutrofila/mm?®) u novorodenéeta. Za konaénu potvrdu dijagnoze ANN potrebno je
dokazati anti-neutrofilna aloprotutijela u krvi majke usmjerena na specificne
neutrofilne antigene na neutrofilima djeteta. (4)

ANN je najceS¢e uzrokovana aloimunizacijom na specificne humane
neutrofilne antigene (human neutrophil antigens, engl.); HNA-1a, HNA-1b i HNA-
2a. Anti-HNA-3a i protutijela usmjerena na receptor Fc gama (CD16) rijetko
uzrokuju ANN. (5) U oko tre¢ine sluCajeva ANN nije moguce odrediti HNA
specificnost protutijela, iako su probirni testovi seroloSkog ispitivanja za anti-
neutrofilna protutijela pozitivni. (5, 6)

U nekim slu€ajevima u maj¢inom i djetetovom serumu prisutna su samo anti-
leukocitna protutijela razreda | (human leukocyte antigen, engl; HLA), ali njihova

uloga u nastanku ANN nije potpuno jasna. (7, 8)
-1-



Stoga je u laboratorijskom ispitivanju ANN potrebno primijeniti najosjetljivije i
najspecifi¢nije dostupne testove za anti-neutrofilna i anti-leukocitna protutijela, koji
mogu otkriti sva kliniCki znaCajna protutijela, te razluciti anti-HNA od HLA |
protutijela. Test krizne probe izmedu neutrofila ocal/djeteta i seruma majke
koristan je u dokazivanju protutijela usmjerenih na rijetke antigene. (9)

Od jednake je vaznosti evaluacija klinickog tijeka bolesti i specifi¢ne terapije za
poviSenje broja neutrofila u krvi djeteta i sprjeCavanje bakterijskih infekcija. (10)

U Hrvatskoj godiSnje biljezimo oko 1-2 zahtjeva za seroloSkim ispitivanjem
aloimune neonatalne neutropenije. Obzirom na oko 45 000 Zivorodene djece u
Hrvatskoj godiSnje, uoCava se da je uCestalost ANN deseterostruko niza od
oCekivane. Za pretpostaviti je da se serolosko ispitivanje ANN provodi samo u

teSkim oblicima bolesti, dok ostali ostaju ne zamijeceni.

fetus PLACENTA majka

- e ol
IgG rprotutijelo

> A AA

Ay S icen HNA + anti-HNA protutijelo

Slika A. Grafi¢ki prikaz patomehanizama nastanka aloimune neonatalne
neutropenije
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1.1. NEUTROFILNI (GRANULOCITNI) ANTIGENI | PROTUTIJELA |

NJIHOVO KLINICKO ZNACENJE

Jos pocCetkom 19. stoljeéa opazeno je da serumi politransfundiranih bolesnika,
Zena nakon trudnoce, bolesnika s neutropenijom i febrilnim poslijetransfuzijskim
reakcijama aglutiniraju leukocite drugih osoba. Medutim, tek je 1960. godine
Parvis Lalezari opisao prvi sluCaj seroloSki dokazane neonatalne imune
neutropenije uzrokovane specificnim granulocitnim aloprotutijelom. (11) Slijedecih
je 15 godina bilo potrebno za uvjerljiv dokaz da je kroni€na imuna neutropenija
uzrokovana specificnim granulocitnim autoprotutijelima. Studije prezivljavanja
granulocita obiljezenih Indijem-111, McCullougha i suradnika, potvrdile su
pretpostavljeni patomehanizam imune neutropenije. (12) 1997. godine van dem
Borne i suradnici uvode imunofluorescentni test za antigranulocitna protutijela, Sto
je znatno pobolj3alo njihovo otkrivanje.(13)

Prvi neutrofilni (granulocitni) antigen otkrio je Lalezari sa suradnicima 1966.
godine i uveo nazivlje za neutrofilne antigene. Neutrofilni antigen oznacio je s “N¥,
prema neutrofilu. Svaki novi antigeni sistem uz ovu oznaku dobivao je i alfabetsku
oznaku prema redoslijedu otkrivanja, a svaki novi alel numericku oznaku takoder
prema redoslijedu otkrivanja. Naziv prvootkrivenoga antigena bio je NA1. 1971.
godine Lalezari i suradnici otkrili su drugi neutrofilni antigen NB1, a 1972. godine
NA2 antigen. Navedeni neutrofilni antigeni dobro su istrazeni, biokemijski i
seroloski. Nadalje, joS tri neutrofilna antigena djelomi¢no su opisana; 5b, Ond i
Mart. Takoder, pronadena su protutijela usmjerena na joS nekoliko neutrofilnih
antigena, ali njihova struktura nije potpuno ispitana, a serumi imuniziranih osoba

viSe nisu dostupni $to onemogucuje daljnja ispitivanja. (14, 15)
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Nova saznanja o biokemijskim i molekularnim osobinama granulocitnih
antigena omogucila su razvoj antigen-specificnih enzimsko-imunoloskih testova
za odredivanje specificnosti protutijela. Metode temeljene na DNA tehnologiji
omogucile su brzo i to€no odredivanje granulocitnih antigena. Unapredenje
granulocitne imunologije i otkrivanje specifi¢nih granulocitnih protutijela doprinijelo
je rasvjetljavanju patofiziologije klini¢ki zna¢ajnih sindroma: aloimune neonatalne
neutropenije (ANN), transfuzijski posredovane akutne ozljede plu¢a (TRALI),
febrilnih transfuzijskih reakcija, neucinkovitosti granulocitnih transfuzija, aloimune
neutropenije nakon transplantacije kosStane srzi, te primarne i sekundarne

autoimune neutropenije. (16)

Na granulocitima se nalaze specificni neutrofilni antigeni (engl. human
neutrophil antigen- HNA), Cija je rasprostranjenost ograniCena pretezno na
granulocite (neutrofile, eozinofile i bazofile) i antigeni koji se nalaze i na drugim
stanicama; humani leukocitni antigeni razreda | (engl. human leukocyte antigen-
HLA 1) i eritrocitni antigeni iz | i P krvno-grupnih sistema. (15) Antigeni ABH i HLA
razreda Il nisu dokazani na granulocitima. (17, 18)

lako naziv specifiCni-neutrofilni antigen ukazuje da se antigen nalazi na
neutrofilima, on ne iskljuCuje njihovu pojavu i na drugim stanicama. Kako je
odredivanje antigena na bazofilima i eozinofiima Cesto oteZzano zbog
malobrojnosti ovih granulocita u krvi, prisutnost vecine neutrofilnih antigena na
ovim stanicama nije ni testirana. (14)

1998. godine Radna skupina za granulocitnu serologiju Medunarodnog
udruzenja za transfuziju krvi (engl, The Granulocyte Antigen Working Party of

International Society of Blood Transfusion, ISBT) sve dobro opisane neutrofilne
-4 -



antigene uvrstila je u nove HNA sustave, kako bi se ujednaclilo oznacCavanje
granulocitnih antigena, odnosno antigranulocitnih protutijela. (19)

Nazivlje HNA prema ISBT, iz 1988. godine, prikazano je na tablici A. Ono za
razliku od tradicionalnog, osim antigena opisuje i molekule na kojima se nalaze i
gene koji kodiraju pojedini alel. Nazivlje je temeljeno na glikoproteinskom
smjesStaju antigena. HNA sustavi oznaCavaju se brojevima, prema vremenskom
slijedu otkrivanja, a polimorfizam glikoproteina oznaava se slovima, (npr. Fcy
Receptor llIb= HNA-1a, HNA-1b). Aleli genskog lokusa oznaCavaju se prema
preporukama “International Workshop on Human Gene Maping” (npr. HNA-1a -
FCGR3*01). (20)

lako je od 1999. godine u literaturi prihvaceno HNA nazivlje, i dalje se ujedno
koristi i ,stari“ naziv granulocitni antigen i anti-granulocitno protutijelo, posebice u
povijesnom prikazu otkrivanja antigena i protutijela, te u nazivu seroloskih metoda
za odredivanje granulocitnih antigena i protutijela, koje su uvedene prije 1999.
godine. U skladu s preporukom ISBT-a u ovim radu koristeno je HNA nazivlje.
Stari nazivi koristeni su samo u slu¢ajevima kada je to bilo neizbjezno, kao sto je

ranije navedeno. (21)



Tablica A. Humani neutrofilni antigeni (HNA) prema International Society of Blood

Transfusion, Working Party on Platelet and Granulocyte Serology,1998. (19)

Antigeni | Smjestaj Antigeni | Genski lokus Stari naziv
sustav Glikoprotein (GP) Aleli

HNA**** CD****

HNA-1 Fcy Receptor IlIb HNA-1a | FCGR3*01 NA1
CD 16b HNA-1b | FCGR3B*02 NA2
HNA-1c | FCGR3B*03 SH
HNA-2 GP 50 HNA-2a | CD177*01 NB1
CD 177
HNA-3 GP 70-95, CTL2***** HNA-3a | SLC44A2****** 5b

HNA-4 MAC-1*; CR3**a432-integrin HNA-4a | ITGAM*01(230G) MART

CD11b

HNA-5 LFA-1***;aB-integrin HNA-5a | ITGAL*01(2372G) | OND

CD11a

*MAC-1= membrane attack complex ,engl. (membranski liziraju¢i kompleks sistema komplementa)
**CR3=C3bi receptor (komponenta sistema komplementa)

***LFA-1=leukocyte function antigen-1, engl. (leukocitni antigen)

****CD= cluster of differntiation, engl. (diferencijacijski biljeg)

***HNA= human neutrophil antigen, engl. (specifi¢ni neutrofilni antigen)

**xxCTL2=cholin transporter like protein 2, engl. (protein kolinskog prijenosnika 2)

*reexSLC44A2 prema Curtis BR, Cox NJ, Sullivan MJ, Konkshbaev A, Bowens K, Hansen K,
Aster RH. The neutrophil alloantigen HNA-3a (5b) is located on choline transporter-like protein 2
(CTL2) and appears to be encoded by an R>Q154 amino acid substitution. Blood 2010; 115(10):
2073-76.

Tablica je prilagodena prema: Bux J. Human neutrophil alloantigens. Vox Sang, 94;277-285, 2008.

(19)




1.2. HUMANI NEUTROFILNI ANTIGENI (HNA)

HNA-1 SUSTAV

HNA-1 sustav Cine aleli HNA-1a, -1b i -1c. Raniji nazivi za HNA-1a i 1b su
NA1 i NA2. Treci alel, HNA-1c u starom je nazivlju bio SH. Mali broj osoba na
svojim neutrofilima nema ekspresiju antigena HNA-1 i njihov fenotip oznacava se
s HNA-1 null. (22-25)

Antigeni HNA-1 smjeSteni su na receptoru Fc gama llIb (FCyRIIIb) na
neutrofilima, kodiranom od gena FCGR3B na kromosomu 1. FCyRIlIb pripada u
imunoglobulinsku superfamiliju i sastoji se od dvije izvan stanicne imunoglobulinu
G (IgG) sli€ne domene. Gornji membranski dio domene sadrzi rezidue kljuéne za
vezanje liganda, dok je uloga donje domene nepoznata. FCyRIIIb pripojen je na
granulocitnu membranu preko glikozil-fosfatidil inozitola (GPI) Sto receptoru daje
dobru pokretljivost u vanjskom dijelu fosfolipidnog dvosloja plazmatske
membrane. (26). FCGR3B visoko je homologan s drugim genom za Fc gama
receptor, FCGR3A, medutim proizvod ovoga gena nema ekspresije na
neutrofilima. FCyRIlIb nalazi se samo na neutrofilima, s prosje€nom brojem kopija
od 190000 (0d120000-400000). (14, 15) Monoklonalna protutijela usmjerena na
FCyRIlIb jesu CD16b. (22)

Alel HNA-1a, gena za FCGR3B, razlikuje se od alela HNA-1b samo u 5
parova baza (bp) kodirajuée regije na mjestima 141, 147, 227, 277 i 349, a
oznacCavaju se s FCGR3B*1 odnosno FCGR3B*2. Zamjena Cetiriju nukleotida
uzrokuje zamjenu u slijedu aminokiselina na glikoproteinu na kojemu se nalaze

HNA-1a i HNA-1b. Treci alel HNA-1c, ranije je nazivan SH i NF1. Kodirajuéi gen
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za NHA-1c sli¢an je onome za HNA-1b, a razlikuje se zamjenom C>A na poziciji
266 FCGR3B, koja rezultira A78D zamjenom. Ovaj treci alel oznacen je kao
FCGR3B*3. (27)

Ucestalost antigena HNA-1 sustava znacajno se razlikuje u razli€itim
populacijama (tablica B). (15) U afri¢kih crnaca i bijelaca HNA-1b ima visu
uCestalost od HNA-1a (75-90% odnosno 44-74%). Za razliku od toga, ucestalost
HNA-1b niZa je od ucCestalosti HNA-1a u Azijata (Kinezi, Japanci i Korejci) i
americkih Indijanaca (36-80% odnosno 83-91%). HNA-1c ima najviSu u€estalost u
populaciji Afrikanaca (20-30%) dok je u€estalost u bjelackoj populaciji niska (5-
10%). Nadalje, u populaciji Azijata i ameri¢kih Indijanaca (rodenih u Sjevernoj i
Juznoj Americi) HNA-1c javlja se samo izuzetno. Fenotip HNA-null rijedak je u
Afrikanaca oko 1-2%, vrlo rijedak u bijelaca oko 0.15% i gotovo odsutan u Azijata i

americkih Indijanaca. (15, 28)

Tablica B. UCestalost antigena HNA u raznim populacijama (%)

Populacija | HNA-1a | HNA-1b | HNA-1c | HNA-1 HNA-2a | HNA-3a | HNA-4a | HNA-5a
null

Bijelci 57-62 88-89 5 0,15 87-97 89-96 99 86-92

Afrikanci* | 44-66 78-84 23-31 4 98 NT NT 88

Azijati** 88-91 51-54 <1 <1 89-99 NT NT 81

Americki 83-91 36-80 0-1 <1 NT NT >99 79-97

Indijanci***

*Africki i americki crnci ***Sjevernoamericki i juznoamericki Indijanci

**Kinezi, Japanci, Korejci, Tajvanci NT: nije testirano

Tablica je prilagodena prema: Bux J. Human neutrophil alloantigens. Vox Sang, 94;277-285, 2008. (15)




Funkcija i klinicko znacenje:

FCyRIIIb je receptor slabog afiniteta za 1IgG1 i IgG3. On se svojom gornjom
domenom veze za Fc dio IgG protutijela. Neutrofili u stanju mirovanja primarno
koriste FCyRIlIb za vezanje imunih kompleksa i njihovo uklanjanje iz krvotoka.
Ovaj receptor pospjesuje fagocitozu opsoniziranih mikroorganizama. (22)
FCyRIIIb je kliniCki najznacajniji imunogeni glikoprotein na neutrofilnoj membrani.
30 % granulocitnih autoprotutijela usmjereno je na epitope FCyRIlIb, najéesSce na
HNA-1a. Pocetni poticaj za nastanak antineutrofilnih protutijela u autoimunoj
neutropeniji nije u potpunosti razjasSnjen. Pretpostavlja se da se radi o
neocekivanom imunoloSkom odgovoru na infekcije. Oslobodeni citokini pojacavaju
ekspresiju FCyRIIlb receptora na neutrofilima i njegovu sekreciju. Na taj nacin
oslobodeni topivi receptor FCyRIIlb sluzi kao ligand te modulira limfocitnu
proizvodnju IgG protutijela. (26, 29) Mali broj osoba nema ekspresiju receptora
FCyRIlIb na neutrofilima zbog nedostatka gena FCGR3B (HNA-1-null fenotip).
Vecina ovih osoba ne pati od pojacane sklonosti bakterijskim infekcijama,
autoimunim ili bolestima imunih kompleksa. (6) Tijekom trudnoée majka moze
stvoriti aloprotutijela usmjerena na FCyRIllIb, koja mogu uzrokovati neonatalnu

neutropeniju. (22-25)



HNA-2 SUSTAV

HNA-2 sustav Cini samo jedan antigen; HNA-2a. Raniji naziv za HNA-2a
bio je NB1. (30)

HNA-2a je glikoprotein relativne molekularne mase od 56 do 64 kDa, koji je

preko GPI uévrséen za stanicnu membranu. Ovaj glikoprotein sastoji se od dvije
cisteinom bogate domene i tri N-vezna glikolizacijska mjesta. Monoklonalna
protutijela usmjerena na HNA-2a antigen jesu CD177. (31)
HNA-2a nalazi se iskljuCivo na granulocitima i to na plazmatskoj membrani i
membranama sekundarnih granula i sekretornih vezikula. Posebnost za ovaj
antigen je njegova heterogena ekspresija na stanicama iste osobe, jer se na
jednoj subpopulaciji stanica nalaze HNA-2a antigeni, a na ostalima ne. Ekspresija
antigena HNA-2a moze biti od 0-100%, prosjeéno 63% u Zena i 53% u
muskaraca. Ona se smanjuje sa starenjem u Zena, dok u muskaraca ostaje ista,
Sto se moZe povezati s uCinkom estrogena. Ovaj nalaz slaze se s nalazom
pojaCane ekspresije HNA-2a u trudnodi. (14, 15, 22)

Gen koji kodira HNA-2a nalazi na kromosomu 19q13.2. c-DNA HNA-2a
gena sastoji se od 1311 pb, koji kodiraju 437 aminokiselina, ukljuCujuci i jedan
peptid sastavljen od 21 aminokiseline. HNA-2a null fenotip rezultat je netoCnog
cijepanja (engl. splicing), koje dovodi do nastajanja mRNA sa stopnim kodonom u
sekvenci introna. (32)

HNA-2a je antigen visoke ucestalosti u populaciji Europljana, Sjeverno-
Amerikanaca i Brazilaca (97%), kao i Japanaca (89-99,5%), podaci su prikazani

na tablici B. (22, 28)
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Funkcija i klinicko znacenje:

HNA-2a (CD 177) sudjeluje u adheziji neutrofila za endotelne stanice i
njihovom kretanju uzduz endotela, uzrokovanim medudjelovanjem neutrofila i
heterofiine domene PECAM (CD31). PoviSena koliCina HNA-2a opaZena je
bolesnika s bakterijskim infekcijama, mijeloproliferativnim bolestima i davatelja
hematopoeznih mati¢nih stanica stimuliranih faktorom rasta granulocitnih kolonija.
(31)

Aloprotutijela koja nastaju u HNA-2a negativnih osoba mogu uzrokovati
aloimunu neonatalnu neutropeniju, transfuzijom posredovanu akutnu ozljedu
pluéa (TRALI, engl. Transfusion Related Acute Lung Injury), autoimunu

neutropeniju izazvanu lijekovima i odbacivanje presatka koStane srzi. (16)

HNA-3 SUSTAV

Antigen HNA-3a, ranijeg naziva 5b, nalazi na proteinu relativhe
molekularne mase 70 do 95 kDa. Za razliku od HNA-1 i -2 nije vezan za
plazmatsku membranu preko GPI sidra. HNA-3 nalazi se na neutrofilima i
limfocitima, dok na trombocitima nije dokazan. (33)
Primarna struktura HNA-3a/b bila je nepoznata sve do nedavno, kada su Curtis i
suradnici krajem 2009. godine dokazali da HNA-3a/b fenotip nastaje kao
posljedica polimorfizma jednog nukleotida u eksonu 7, gena za kolinski prijenosnik
SLC442A (CTL2, engl. Cholin Transporter Protein 2).(34) On je uzrokom zamjene
aminokiseline u prvoj izvanstani€noj petlji CTL2 membranskog glikoproteina.
HNA-3a fenotip povezan je s R154, a HNA-3b s Q154. (34) Ovaj nalaz potvrdili su

Greinacher i suradnici poCetkom 2010. godine. (35) Molekularna identifikacija
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antigena HNA-3 omogucit ¢e razvoj prakticnih metoda za odredivanje antigena
HNA-3 u bliskoj buducnosti.

HNA-3a je antigen visoke ucestalosti u populaciji Europljana (89-99%). (22, 27)

Funkcija i klinicko znacenje:

Funkcija antigena HNA-3 nije poznata. Anti- HNA-3a aloprotutijela rijetko
uzrokuju febrilne poslijetransfuzijske reakcije i aloimunu neonatalnu neutropeniju,
ali su vrlo Cesto uzrokom teskih oblika TRALI, koji zahtijevaju intenzivno lijeCenje
mehanickom ventilacijom plu¢a, a mogu imati i smrtni ishod. Pasivni prijenos
protutijela u plazmi krvnog pripravka u krvotok bolesnika, uzrokuje oblaganje i
aktivaciju neutrofila u mikrocirkulaciji plu¢a (oslobadanje radikala kisika,
medijatora, upalnih citokina) i posljedi¢no tome akutnog ostec¢enja respiratorne
funkcije. Tezini reakcije znatno doprinosi i leukoaglutiniraju¢a sposobnost anti-

HNA-3a protutijela. (36)

HNA-4 SUSTAV

HNA-4 sustav Cini jedan antigen; HNA-4a, ranijeg naziva Mart. Nalazi se na
alfa M beta2 podjedinici (aMB2, CD11b/18) leukocitne familije integrina, odnosno
na receptoru za C3bi komponentu komplementa (CR3). (15) Antigen HNA-4a
nalazimo na neutrofilima, monocitima i NK (natural killer, engl.) stanicama.
Frekvencija antigena HNA-4a u bijelaca je >90%. (37)
Antigen HNA-4a rezultat je zamjene jednog nukleotida (A>G) na poziciji 230
kodiraju¢e sekvence za aM (CD11b) podjedinicu, $to uzrokuje zamjenu histidina s

argininom na poziciji 61 peptidnog lanca. (38, 39)
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Funkcija i klinicko znacenje:

Antigen HNA-4a ima znacCajnu ulogu u adheziji leukocita na endotelne
stanice i trombocite, a takoder i u fagocitozi. Nije poznato utjeCe li CD11b/18
polimorfizam na funkciju stanica. Anti-HNA-4a protutijela mogu uzrokovati
autoimunu i aloimunu neutropeniju. Opazeno je da anti-HNA-4a aloprotutijela koja
uzrokuju neonatalnu neutropeniju i autoprotutijela usmjerena na kompleks
CD11b/18 ujedno interferiraju s adhezijom neutrofila. Za razliku od toga
aloprotutijela koja ne uzrokuju neutropeniju nemaju ucinka na adhezijsku funkciju
neutrofila . (22, 40)

Nadalje, opisana su dva tipa anti-HNA-4a aloprotutijela koja se razlikuju u

sposobnosti neutrofila u pospjesivanju respiratornog izgaranja. (15)

HNA-5 SUSTAV

HNA-5 sustav Cini jedan antigen; HNA-5a, ranijeg naziva OND. Nalazi se
na alfa L podjedinici beta2 integrina leukocitnog funkcijskog antigena-1 (aLp2
LFA-1, CD11a/18). Nalazi se granulocitima, limfocitima i monocitima. (22)
Ucestalost antigena HNA-5a je 92% prema rezultatima seroloSkog odredivanja
antigena. Medutim, rezultati HNA-5a genotipizacije ukazuju na ucestalost od 79
do 88% (tablica 2.) Razlog ovakvom nalazu mogla bi biti prisutnost razli€itih
antileukocitnih protutijela u poliklonalnom humanom Ond serumu s kojim je
ucinjena fenotipizacija. (15, 38)

Antigen HNA-5a rezultat je zamjene jednog nukleotida (C>G) na poziciji
237 kodiraju¢e sekvence za CD11a, Sto uzrokuje zamjenu treonina s argininom

na poziciji 766 peptidnog lanca. (38, 39)
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Funkcija i klinicko znacenje:

CD 11a/18 kompleks ima ekspresiju na svim leukocitima i ima ulogu leukocitne
adhezijske molekule. Nije poznato ima li HNA-5a polimorfizam ucinka na funkciju
ovog neutrofilnog integrina. Do sada nisu opisana anti-HNA-5a kao uzrok imune
neutropenije. Anti-HNA-5a aloprotutijela dokazana su u bolesnika s aplasticnom
anemijom, politransfundiranog eritrocitnim i trombocitnim krvnim pripravcima, u
kojeg je opazeno dugotrajno prezivljavanje koznog presatka HLA neidenti¢nog
davatelja. Ono bi se moglo objasniti prisutnos¢éu anti-HNA-5a protutijela u serumu

bolesnika koja su mogla sprijeciti leukocitne interreakcije u presatku. (15, 41)
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1.3. HUMANI LEUKOCITNI ANTIGENI RAZREDA | (HLA 1)

Glavni sustav tkivne snosljivosti (engl, major histocompatibility complex-
MHC) ili sustav HLA (engl, human leucocyte antigens), nalazi se na kracen kraku
kromosoma 6 i obuhvaca skupinu usko vezanih gena. On obuhvaca priblizno 4
milijuna parova baza i dijeli se u tri regije (razreda). Antigeni HLA razreda | jesu:
klasi¢ni geni (HLA-A, HLA-B i HLA-Cw), neklasi¢ni geni HLA (HLA-E, HLA-F i
HLA-G) i pseudogeni ili dijelovi gena (HLA-S/17, HLA-X, HLAN/30 i drugi). Geni
HLA u cis-polozaju na kromosomu 6 tvore haplotip i nasljeduju se u bloku, Sto je
posljedica vrlo male udaljenosti izmedu pojedinih lokusa HLA, i sukladno tomu,
izuzetno rijetke pojave zamjene genetickog materijala (engl. crossing over)
izmedu njih. (42, 43)

Molekula HLA razreda | gradena je od dvaju glikoproteinskih lanaca,
medusobno povezanih nekovalentnim vezama. Teski lanac (a-lanac), molekularne
mase od priblizno 24 kD, kodiran je genima HLA razreda | (HLA-A, HLA-B, HLA-
Cw) i prolazi kroz staniénu membranu. Nasuprot tomu, laki lanac (B2-
mikroglobulin), molekularne mase od priblizno 12 kD, nije kodiran HLA genima,
nego genom na kromosomu 15 i ne prolazi kroz stanichu membranu.
Izvanstanic¢ni dio teSkog lanca ima tri domene koje su kodirane egzomima 2, 3i 4
gena HLA razreda |, transmembranski dio molekule kodira egzon 5, dok su za
citoplazmatski dio odgovorni egzoni 6 i 7. Preostala dva egzona gena HLA
razreda | kodiraju vodecu sekvencu (egzon 1) i stopni kodon (egzon 8).
Izvanstaniéne domene (a4 i ay) teSkog lanca tvore bo¢ne strane tzv. pukotine u
koje se vezu peptidi, dijelovi stranih antigena, a dno pukotine ograduju az domena

i B2- mikroglobulin, slika B. (15)
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Slika B. Graficki prikaz grade molekule HLA | (15)

Antigeni HLA razreda | (HLA 1) nalaze se na membranama stanica s
jezgrom, ali ne s jednakom zastupljeno$¢u na pojedinim stanicama. Koncentracija
antigena HLA na stani¢nim membranama ovisi o ulozi tih stanica, tako je ona
veca na limfocitima nego na neutrofilima. Takoder nije podjednaka zastupljenost
pojedinih antigena razli€itih lokusa HLA na stanicnim membranama. Poznato je
primjerice, da je koncentracija antigena HLA-Cw na staniénim membranama
desetak puta manja nego zastupljenost HLA-A ili HLA-B, slika C. (42, 43)

Antigeni HLA | nalaze se i na trombocitima, pretezno HLA-A i HLA-B, dok
je HLA-Cw slabo izraZzen. Na eritrocitima se nalaze HLA-B7, HLA-B17 (B57 ili
B58) i HLA-A28 (A68 ili A69), koji su ranije nazivani Bg® Bg°, Bg°, (Bennett-
Goodspeed-Bg). (43)

Za razliku od navedenih klasi¢nih antigena HLA razreda |, koji su Siroko
rasprostranjeni na somatskim stanicama, neklasi¢ni antigeni HLA razreda | (HLA-
E, HLA-F i HLA-G) imaju slabiju i ograni¢enu ekspresiju i jo$ uvijek nejasnu ulogu.
Prisutnost HLA-G na stanicama ekstraviloznog citotrofoblasta ljudske placente,
ve¢ u pocetku gestacije, mozZe ukazivati na njegovu ulogu u mehanizmu majcinog

prihvacanja fetalnog alografta. (44)
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Kombinacija velikog broja lokusa HLA i velikog broja razliCitih alela na
njima, Cini sustav HLA najpolimorfnijim genskim sustavom u Covjeka. Do lipnja
2010. godine, ukupan broj alela HLA razreda | bio je 3411. Najpolimorfniji je lokus
HLA-B s 1605 alela, zatim lokus HLA-A s 1001 alela i lokus HLA-C s 690 alela.
(45) Upravo radi toga je Medunarodno udruzenje za HLA nazivlje, pod
pokroviteljstvom Svjetske zdravstvene organizacije (engl, Nomenclature
Committee for factors of the HLA system, World Health Organization-WHO NC)
prvi put je uspostavilo nazivlje HLA sistema jo§ 1968. godine . (43, 46)

Nazivlje se redovito dopunjuje i opc¢e je prihvaéeno. Ono obuhvaca; HLA
lokus, serolosku specificnost i molekularno tipiranje alela. Antigeni HLA oznaceni
su velikim slovom i brojem koji ozna¢ava pojedini niz alela (npr. HLA-A1, HLA-
B8). Aleli su oznaceni kosim slovom i zvjezdicom, a sadrze kod od Cetiri do osam
znamenki, ovisno o grupi alela i sekvenci gena. Prve dvije znamenke oznaCavaju
grupu alela. Tre¢a i Cetvrta oznaCavaju razliku u sekvenci DNK, koja uzrokuje
razliku u sekvenci aminokiselina u proteinu. Peta i Sesta znamenka oznacCavaju
razliku u sekvenci gena koja nema za posljedicu promjenu u slijedu aminokiselina
u proteinu. Sedma i osma znamenka oznacavaju razliku u sekvenci unutar introna
koji se ne prepisuje. Npr. B*2704, oznaCava HLA-B lokus, seroloSke specificnosti
B27, i Cetvrti alel opisan u toj familiji. (47)

Kako svakodnevno raste broj novootkrivenih alela, radi sve ¢eSc¢e primjene
molekularnih metoda za odredivanje alela HLA, Medunarodno udruzenje za HLA
nazivlje ima znac€ajnu ulogu u stalnom stru¢nom nadzoru nad primjenom nazivlja.
Ono je zaduzeno za uvrstavanje novih alela, sustavno i redovito obnavljane liste
antigena, prema redoslijedu njihova otkrivanja i donoSenje preporuka za uporabu

nazivlja. Podaci su dostupni na web stanicama. (46) Prema novim preporukama
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WHO NC, prihvaéenim u sije¢nju 2010. godine, izmedu para znamenki za alel
dodaje se oznaka (:), kako bi se polja odvojila, npr. A*01010101 postaje
A*01:01:01:01. Nadalje, ukida se oznaka ,w“ za HLA-C alele, ali Cw ostaje
oznaka za antigene, kako bi se izbjegla zamjena sa ¢imbenicima komplementa
oznaceni s C1-C9 (npr. Cw*0103 potaje C*01:03). Takoder, oznaka ,Q" (engl.
Questionable) dodaje se na kraju oznake para znamenki za alel, kako bi se
oznacilo da je ekspresija tog alela upitna, npr. A*23:19Q. (46)

Funkcija i kliniCko znaCenje:

Glavna uloga antigena HLA | jest u imunoloSkom prepoznavanju stranih
antigena koji dospijevaju u na$ organizam i poticanje imunoloSke reakcije za
njihovo odbacivanje, kao i u razlikovanju vlastitih stanica od tudih. Molekule HLA |
predoCuju unutarstanicne antigene (npr. viruse) citotoksicnim T limfocitima.
Analiza gena sustava HLA primjenjuje se u transplantacijskoj imunologiji,
populacijskim istrazivanjima, sudskoj medicini (identifikacija osoba i sluCajevi
spornog ocinstva), u transfuzijskom lijeCenju bolesnika refraktornih na transfuzije
trombocita i dijagnostiCkom postupku procjene relativnhog rizika za nastanak

autoimunih, reumatskih, upalnih i drugih bolesti. (42-43, 48-49)

Slika C. Grafi¢ki prikaz 3D strukture molekule antigena HLA-A2
(www.ndm.ox.ac.uk/principal-investigator)
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1.4. ANTI-HNA PROTUTIJELA

Anti-neutrofilna protutijela mogu biti autoprotutijela, aloprotutijela i
izoprotutijela. Autoprotutijela su usmjerena na neutrofilne antigene na vlastitim
stanicama bolesnika. Ona mogu uzrokovati primarnu i sekundarnu autoimunu
neutropeniju, te neutropeniju posredovanu lijekovima. (50, 51) Autoprotutijela u
bolesnika s autoimunom idiopatskom neutropenijom (AIN) mogu se dokazati u
vecCine bolesnika, 74-100%. (52) U oko 35% sluCajeva autoprotutijela su
usmjerena na antigene HNA-1. (52) AIN je rijetka u novorodenackoj dobi.
Najmladi opisani slu€aj imao je 3 tjedna. (53) McCullough i suradnici opisali su
dva sluCaja kongenitalne AIN, Sto dokazuje da se AIN moze javiti veC u
prijenatalnom razdoblju. (54)

Sekundarna autoimuna neutropenija javlja se uz druge autoimune bolesti
(Evansov sindrom, sistemski lupus eritematosus | druge), tijekom virusnih infekcija
(Epstein-Barr virus, respiratorni sincicijalni virus, virus influence A i B, viruse
hepatitisa, parvovirus B19 i drugi), te bakterijski uzrokovanoj sepsi. U neutropeniji
izazvanoj lijekovima (antibiotici, protuupalni lijekovi, antikonvulzivni i drugi) lijek
sluzi kao hapten i potiCe stvaranje autoprotutijela. (51, 52)

Aloprotutijela nastaju nakon izlaganja stranim neutrofilnim aloantigenima,
koji se ne nalaze na vlastitim stanicama. Aloimunizacija na antigene HNA mozZe
nastati tijekom trudnocCe, nakon transfuzija krvi i krvnih pripravaka, te nakon
transplantacije tkiva i organa i uzrokovati aloimunu neonatalnu neutropeniju
(ANN), transfuzijski uzrokovanu akutnu ozljedu plu¢a (engl. transfusion related

lung injury-TRALI), febrilne poslijetransfuzijske reakcije, neucinkovitost
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granulocitnih transfuzija i aloimunu neutropeniju nakon transplantacije koStane
srzi . (55-56)

Specificnost anti-HNA aloprotutijela najéeSce je usmjerena na HNA-1a,
HNA-1b, HNA-2a i HNA-3a, dok se anti-HNA-4a i HNA-5a nalaze samo izuzetno.
(57, 58)

Anti-HNA-2a protutijela dokazana su u plazmi bolesnika nakon
transplantacije koStane srZi i posljedica su sindroma putujucih limfocita. Limfociti s
paméenjem prisutni u presatku nastavljaju proizvoditi anti-neutrofilna protutijela i
uzrokuju neutropeniju rezistentnu na terapiju granulocitnim faktorom rasta. (59)

Anti-HNA-3a i anti-HNA-2a aloprotutijela najznacajnija su u patogenezi
imunoloski izazvanog akutnog ostec¢enja pluca (TRALI). Ova protutijela nakon
vezanja za neutrofiine antigene u mikrocirkulaciji pluéa uzrokuju njihovu
aglutinaciju, zatim degranulaciju i oslobadanje sadrZaja granula i citokina, te
poticanje upalnog imunoloSkog odgovora, $to uzrokuje akutni respiratorni distres
sindrom. Reakcija moze imati i smrtni ishod. (60) TRALI se obi¢no javlja nakon
transfuzije krvnih pripravaka koji sadrze vise od 50 ml plazme. NajCeSce je
uzrokovan anti-neutrofilnim protutijelima pasivno transfundiranim bolesniku s
krvnim pripravkom. U rijetkim slu¢ajevima TRALI mogu uzrokovati bolesnikova
aloprotutijela (oko 6% sluajeva), medutim njihova je uloga upitna, obzirom na
mali broj stranih antigena prisutnih na neutrofilima u krvnom pripravku, osobito u
pripravcima sa smanjenim brojem leukocita. (61) lzuzetno rijetko TRALI nastaje
zbog nepodudarnosti neutrofilnin antigena i protutijela izmedu davatelja, ukoliko

se transfundira nekoliko pripravaka istodobno. (61).
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Rijetki uzrok izoimune neutropenije su izoprotutijela usmjerena na receptor
Fc gama lll (CD16), nastala u osoba na €ijim granulocitima nedostaje Fcy R llI
(NA-null fenotip). (43)

Strauss i suradnici dokazali su prisutnost anti-HNA i anti-HLA | protutijela u
13% (4 od 30%) viSekratno transfundirane novorodencadi. U 3 novorodenceta
dokazana su anti-HLA |, a u 1 anti-HNA protutijela, $to ukazuje da je novorodence
sposobno stvoriti aloprotutijela na neutrofilne i antigene HLA. (62)

UcCestalost anti-HNA protutijela u osoba koje nisu bile izlozene stranim

aloantigenima HNA vrlo je mala, 0,1%. (63)

-21-



1.5. ANTI-HLA | PROTUTIJELA

Anti- HLA | protutijela nastaju imunizacijom na tude antigene HLA. Ona
mogu nastati u trudnoci, nakon transfuzije ili nakon presadbe tkiva i organa.
Protutijela HLA | naj¢eSée pripadaju IgG imunoglobulinima i aktiviraju
komplement, ali ima i protutijela koja pripadaju razredu IgM imunoglobulina, slika
D. (42) Protutijela anti-HLA | koja nastaju tijekom trudno¢e imunolo$ki su odgovor
na strane antigene HLA | djeteta, naslijedene od oca, u pravilu ne oStecuju plod.
Uloga anti-HLA protutijela u nastanku neonatalne neutropenije i trombocitopenije
josS uvijek nije razjasSnjena, iako je dokazan transplacentarni prijelaz ovih
protutijela. (64, 65) Pojedinacni opisani slu¢ajevi u kojima su dokazana samo anti-
HLA | protutijela govore u prilog tvrdnji da anti-HLA | protutijela sama mogu
uzrokovati neonatalnu neutropeniju i trombocitopeniju. (66) Postavlja se medutim
pitanje niske uCestalosti neonatalne neutropenije i trombocitopenije, obzirom da
se anti-HLA protutijela mogu dokazati u 1,7-33,2% trudnica, bez u€inka na razvoj

bolesti. (65, 67)

Slika D. Grafi¢ki prikaz 3D strukture molekule imunoglobulina G1
(www.ks.uiuc.edu/Research/smd_imd/titiu/)
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Anti-HLA | protutijela (najéeS¢e anti-HLA-A2) mogu uzrokovati
poslijetransfuzijske reakcije: TRALI i febrilne poslijetransfuzijske reakcije. (61)
One se javljaju u tijeku ili 2 do 6 sati nakon ABO podudarne, ali HLA nepodudarne
transfuziju pune krvi, plazme, trombocita, eritrocita ili leukocita. Anti-HLA |
protutijela i imunoloSki posredovana neucinkovitost trombocitnih transfuzija
(refraktornost) nastaju u 20-71% bolesnika viSekratno lije€enih transfuzijama
stani¢nih krvnih pripravaka. (43, 63) Primarna HLA aloimunizacija najceS¢e
nastaje nakon trombocitnih transfuzija, iako se na njima nalaze samo antigeni
HLA |. Aloimunizacija je posljedica transfuzija davateljevih leukocita na kojima se
nalaze antigeni i HLA | i HLA I, nuzni za aloimunizaciju. SprjeCavanje nastanka
anti-HLA | protutijela uspjeSno se provodi smanjivanjem broja leukocita u
stani¢nim krvnim pripravcima (leukofiltracija, UV-zracenje). Pristup transfuzijskom
lijeCenju bolesnika koji su prije transplantacije veé bili imunizirani, treba biti
restriktivan, kako bi se smanjilo izlaganje stranim aloantigenima HLA i
anamnesticki imuni odgovor. (43, 68)

Bolesnici koji su primili presadak tkiva ili organa takoder imunoloski
reagiraju stvaranjem HLA | protutijela, Sto moZe bitno otezati njihovo daljnje
lijeCenje. (68-71) U prospektivnim studijama dokazano je da 44% bolesnika nakon
transplantacije koStane srZi ili matiénih stanica stvara anti-HLA protutijela. (69)
Pozitivna krizna reakcija (engl. cross match), ukoliko su u serumu primatelja
prisutna anti-HLA protutijela koja reagiraju s HLA antigenima davatelja presatka,
umnogome oteZava odabir organa u bolesnika predvidenih za transplantaciju
bubrega. (43)

Studija Bedford-Russelove i suradnika u kojoj je prospektivno pracen

nastanak anti HLA | protutijela nakon eritrocitnih transfuzija u 42 prijevremeno
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rodene djece, pokazala je da je neonatus sposoban imunoloSki odgovoriti
stvaranjem protutijela na antigene HLA | Za razliku od ranijih studija u kojima
protutijela nisu dokazana, u navedenoj studiji anti-HLA | protutijela dokazana su u
7 od 23 neonatusa koji su primali nefiltrirane eritrocitne krvne pripravke. U skupini
neonatusa koja je primala eritrocitne krvne pripravke sa smanjenim brojem
leukocita (filtrirane) niti jedno od 19 nije stvorilo anti-HLA | protutijela. (72)

U studiji Trilutzija i suradnika, prevalencija anti-HLA protutijela u muskih
netransfundiranih davatelja krvi bila je 1,0%, a u transfundiranih 1,7%. Anti HLA
protutijela dokazana su u 17,3% Zena davateljica krvi. Prevalencija anti-HLA
protutijela zna€ajno je rasla s brojem prethodnih trudno¢a (1,7% s O trudnoca,
11.2% s jednom, 22,5% dvije, 27,5% tri i 32,2% s 4 i vide trudnoca). Podaci o
prevalenciji HLA protutijela u davatelja krvi vazni su u procjeni rizika imunoloski

uzrokovanog TRALI i odluci o uvodenju mjera za njegovo sprjeCavanje. (67)
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1.6. PREGLED | PRIMJENA METODA ZA ODREDIVANJE HNA ANTIGENA |

PROTUTIJELA

Neutrofilni antigeni i aleli odreduju se seroloskim i molekularnim metodama.
Seroloske metode temelje se na principu indirektnog antiglobulinskog testa, uz
uporabu specificnih poliklonalnih ili monoklonalnih protutijela. NajceSce se
primjenjuje imunofluorecentna metoda (engl. immunofluorescence test, IF) i
enzimsko-imunoloska metoda uz imobilizaciju neutrofilnih antigena pomocu
monoklonalnih protutijela (engl. monoclonal immobilization of neutrophil antigens-
enzyme immuno assay, MAINA-EIA). (73-75)

Neutrofilni antigeni s poznatom primarnom strukturom; HNA 1a, -1b i 1c, -
4a i 5a, odreduju se molekularnim metodama, najCeSce lanCanom reakcijom
polimeraze sa zacCetnicima specificnim za sekvencu (engl. polymerase chain
reaction- sequence specific primers, PCR-SSP) i lan€anom reakcijom polimeraze
s restrikcijskim enzimima (engl. polymerase chain reaction-restriction length
polymorphism PCR-RFLP). (80-81)

Prednosti molekularnih metoda u odnosu na seroloSko odredivanje
antigena su brojne. One omogucuju toCnije odredivanje neutrofilnih antigena u
velikog broja ispitanika iz male koli¢ine uzorka krvi (1-2 ml) potrebnog za izolaciju
DNA. Molekularno ispitivanje nije ograniceno dostupnoséu specifiCnih
poliklonalnih  anti-seruma imuniziranih  bolesnika ili davatelja, odnosno
monoklonalnih protutijela, koji se koriste u seroloskim metodama. (82, 83) Test se
moze uciniti i u teSkoj neutropeniji, za razliku od seroloskih metoda kada broj
izoliranih stanica obi€¢no nije dostatan za analizu. Nadalje, molekularno ispitivanje

moze se uciniti iz pohranjenih uzoraka, dok je za seroloSko ispitivanje potreban

-25-



uzorak krvi starosti do 24 sata od trenutka vadenja krvi. To je od osobite vaznosti
za laboratorijsko ispitivanje ANN. (76-82)

Vecina antineutrofilnih aloprotutijela otkrivena je metodom leukoaglutinacije
(LAG), kojom se dokazuje IgM i IgG razred protutijela, slika E. Metodu je uveo
Lalezari 1960. godine, a kasnije je modificirana u mikro-leukoaglutinacijski test u

mikrotitarskim plo¢ama. (11)

Slika E. Slika pozitivnog rezultata testa leukoaglutinacije, svjetlosna
mikroskopija, Odsjek za imunogenetiku trombocita, leukocita i hemostazu, HZTM
Druga skupina metoda temelji se na prilagodenom antiglobulinskom testu,
u kojima je antihumani globulin (AHG) obiljezen fluorescenthom bojom, enzimom,
radioaktivnim materijalom ili drugim biljlegom). NajCeS¢e se primjenjuje mikro-
imunofluorescentni test za antigranulocitna protutijela (GIFT), uz uporabu AHG
obiljeZzenog fluorescentnom bojom. Test se izvodi kao direktni, kojim se dokazuju
antigranulocitna protutijela vezana na granulocite ispitanika i indirektni test kojim
se dokazuju slobodna antigranulocitna protutijela u plazmi ispitanika. Rezultat
reakcije analizira se uz pomo¢ mikroskopa s fluorescentnim izvorom svijetla ili
protoCnom citometrijom. Ovim testom dokazuju se protutijela 19G i IgM razreda,

slika F. (84, 85)
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Slika F. Slika pozitivnog rezultata testa imunofluorescencije za antigranulocitna
protutijela, fluorescentna mikroskopija, Odsjek za imunogenetiku trombocita,
leukocita i hemostazu, HZTM

Tre¢éom skupinom metoda odreduje se specificnost antigranulocitnih
protutijela. NajceSce se primjenjuju MAINA-EIA i imunoblot test. MAINA je
enzimsko-imunoloski test kojim se pomocu monoklonalnih protutijela i HNA
tipiziranih testnih granulocita odreduje specificnost antigranulocitnih protutijela i
razluCuje istovremena prisutnost HLA | protutijela. (86)

U laboratorijskom ispitivanju primarne i sekundarne autoimune neutropenije
(AIN) najCeSce se primjenjuju direktni i indirektni imunofluorescentni test. U
slu¢aju kada je potrebno odrediti specificnost antineutrofilnih protutijela najceSce
se koristi MAINA test. U ciklickoj neutropeniji test treba ponavljati nekoliko puta u
razmacima od 2-4 tjedna. Sekundarna AIN Cesto se nalazi u autoimunih bolesti
(sistemski lupus erythematosus, Evansov sindrom, Sjogrenov sindrom, primarnu
bilijarnu cirozu, Gravesovu bolest), te limfoproliferativne bolesti (Hodgkinov
limfom, T-y limfocitozu). Lijekovima potaknuta neutropenija najceS¢e se javlja
tijekom lijeCenja antibioticima (penicilin, cefalosporini), analgeticima (metamizol),

antiaritmicima (prokainamid, kinidin), antimalaricima (kinin). Serolosko ispitivanje
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AIN uzrokovano lijekovima treba provesti uz dodatak lijeka, jer su inace rezultati
ispitivanja negativni. (50-55)

Laboratorijsko ispitivanje aloimune neonatalne neutropenije (ANN)
obuhvaca ispitivanje seruma i neutrofila majke i novorodenCeta na prisutnost
antigranulocitnin  protutijela IgG  razreda. NajCeSCe se  primjenjuje
imunofluorescentni test za antigranulocitna protutijela (GIFT-direktni i indirektni),
test leukoaglutinacije (LAG) za probirno ispitivanje, te MAINA i imunoblot za

odredivanje specificnosti antigranulocitnih  protutijela. Ukoliko je probirno

antigena majke, oca i novorodencCeta i krizna proba izmedu seruma majke
(novorodenceta) i oCevih granulocita, nije obvezno za serolo$ku potvrdu dijagnoze
ANN, ali je korisno u slu€aju aloimunizacije na specifiCni granulocitni antigen vrlo
niske u€estalosti u populaciji. Neutrofilni antigeni najceS¢e se odreduju PCR-SSP

metodom (slika G) ili seroloski MAINA testom. (4-9)

Slika G. Slika gela s rezultatom HNA-1a, -b i —c genotipizacije metodom PCR-
SSP (linije 1,2 i 3; HNA-1a=, b=,c=, linije 3,4 i 5; HNA-1a=, b+,c=, linije 7,8 i 9;
HNA-1a=, b+,c=), Odjel za molekularnu imunogenetiku, HZTM
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U seroloSkom ispitivanju TRALI potrebno je ispitati uzorak/uzorke krvi svih
davatelja doza krvnih pripravaka na koje je bolesnik imao poslijetransfuzijsku
reakciju. Ukoliko je ispitivanje negativno, nastavlja se ispitivanjem uzorka Krvi
bolesnika na prisutnost anti-HNA | HLA protutijela, iako ona rijetko uzrokuju
TRALI. TRALI mogu uzrokovati anti HLA |, anti-HLA I i anti-HNA protutijela, $to
uvjetuje odabir testova. Naj¢eSc¢e se primjenjuju LAG, GIFT, MAINA-EIA, MLCT i
EIA-HLA | i Il. Za potvrdu dijagnoze korisno je odredivanje antigena HNA,
odnosno HLA, seroloskim (MAINA, MLCT) ili molekularnim metodama (PCR-
SSP). U oko 1/3 bolesnika s klinickom slikom TRALI dijagnoza nije seroloski
potvrdena, a pretpostavlja se da je uzrokovan lipidima oslobodenih tijekom
Cuvanja trombocitnih i eritrocitnih koncentrata u kojima nije smanjen broj leukocita,
koji se vezu na granulocite i uzrokuju njihovu pojacanu razgradnju.

(60-63, 87)
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1.7. PREGLED | PRIMJENA METODA ZA ODREDIVANJE HLA | ANTIGENA |

PROTUTIJELA

Antigeni i aleli HLA | odreduju se seroloskim i molekularnim metodama.
Molekularne metode imaju brojne prednosti pred seroloskim. One su visoke
osjetljivosti i specificnosti, zahtijevaju male koli€¢ine uzorka za ispitivanje, imaju
kracCe vrijeme izvodenja, nisu uvjetovane vijabilnim testnim stanicama i ne ovise o
antigenoj ekspresiji na stanicnoj membrani. SeroloSkim metodama moZe se
razluCiti samo odredeni broj specificnin HLA | antigena, a molekularnim DNK
metodama visoke rezolucije mogu se odrediti svi poznati aleli. (42, 43)

Molekularna metoda polimerazne lan€ane reakcije (engl. polymerase chain
reaction-PCR) omogucéuje umnoZzavanje (amplifikaciju) velike koli€¢ine odredenog
ciljnog segmenta genoma DNK. Metode niske i srednje rezolucije otkrivaju
seroloski ekvivalent HLA antigena s vecom toCnoS¢u, dok metode visoke
rezolucije razlikuju pojedine alele. NajCeSCe se primjenjuie PCR metoda uz
uporabu oligonukleotidnih proba. U ovoj metodi HLA genotip odreduje se uz
pomo¢ oligonukleotidnih proba nanesenih na Cvrstu podlogu (npr. mikrokuglice) i
enzimsko-imunoloskog eseja. (43, 88)

Druga molekularna metoda je PCR sa zacetnicima specificnim za
sekvencu (engl. sequence specific primers-SSP). U ovoj metodi, nakon
viSekratnih PCR ciklusa u kojima je svaka reakcija specificha za pojedini alel,
slijedi prikaz umnozenih alela uz pomoc¢ elektroforeze u agaroznom gelu. Kako
obiljezivaci imaju strogo specifican cilj vezanja, prisutnost umnozenog materijala
znaci prisutnost odgovarajuc¢eg alela. Setovi parova obiljeZivaca dostupni su za

sve poznate HLA-A, -B i C alelle, pa se ova metoda najCeSce koristi. Metode
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sekvenciranja DNK (engl. sequence-based typing) visoke rezolucije, omogucuju
odredivanje novih alela. (89)

SeroloSka metoda za odredivanje HLA | antigena, koja se najceSce
primjenjuje je test mikrolimfocitotoksi¢nosti (engl. microlymphocytotoxicity test-
MLCT). U testu se koriste limfociti, a ne granulociti, radi njihove jednostavnije
izolacije iz uzorka periferne krvi. Takoder se mogu koristiti i limfociti izolirani iz
limfnih ¢vorova ili slezene. SpecifiCni antiserumi potrebni za HLA tipizaciju u ovoj
metodi naj¢eSc¢e su poliklonalni i dobivaju se od Zena koje su viSe puta bile trudne,
ali postoje i misji monoklonalni antiserumi. U MLCT testu HLA antiserumi poznatih
specificnosti, suspenzija limfocita ispitanika i komplement kuniCa nanose se u
jazice mikrotitarske ploCe. Reakcija limfocitotoksi¢nosti, odnosno oStecenje
stanicne membrane, uzrokovano stvaranjem kompleksa antigen-protutijelo,
dokazuje se dodavanjem boje, koja ulazi samo u osteéene stanice. Stanice se
analiziraju uz pomo¢ mikroskopa s faznim kontrastom. Test se moze izvesti uz
pomo¢ fluorescentnih boja, a rezultat analizirati pomoéu mikroskopa s
fluorescentnim izvorom svjetla. (43, 90)

Izuzetni polimorfizam HLA | sistema, razlike u ucestalosti pojedinih
antigena u raznim populacijama, bioloSko podrijetlo antiseruma i ciljnih stanica
pridonose poteSskocama u to¢nom seroloSkom odredivanju HLA | antigena. Radi
toga vecina laboratorija danas koristi molekularne metode za odredivanje HLA |
alela.

HLA | antigeni i aleli odreduju se za potrebe transplantacije hematopoeznih
mati¢nih stanica (iz koStane srzi, periferne krvi ili umbilikalne krvi) i solidnih organa
(bubrega, jetre, tankog crijeva, srca i pluca), procjene relativnog rizika za

nastanak autoimunih, reumatskih, upalnih i drugih bolesti (sistemski lupus
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eritematosus, IgA imunodeficijencija, celijakija, ankilozantni spondilitis,
reumatoidni artritis, dijabetes tipa |, mijastenija gravis, progresija HIV infekcije i
druge). (43, 91)

Takoder, HLA | antigeni i aleli odreduju se u svrhu potvrde rezultata
seroloskog ispitivanja aloimunih neutropenijskih sindroma (TRALI, neucinkovitosti
trombocitnih transfuzija, aloimune neonatalne neutropenije i trombocitopenije) i
odabiru davatelja antigen negativnih koncentrata trombocita za lijeCenje HLA
imuniziranih bolesnika. (49, 56, 63-64)

MLCT test takoder se koristi i za seroloSko odredivanje anti-HLA |
protutijela. U testu se tada ispituje serum ispitanika, a dodaje se suspenzija
testnih limfocita s poznatim HLA | antigenima. MLCT se rutinski primjenjuje za test
krizne reaktivnosti (engl. crossmatch), koji se izvodi sa serumom bolesnika,
potencijalnog primatelja i limfocitima potencijalnog davatelja organa. U
prilagodenom obliku MLCT testa s antiglobulinskim reagensom, postiZze se veca
osjetljivost testa krizne reaktivnosti. (90, 91) Primjena metode protoCne citometrije
znaCajno povecava osjetljivost testa za odredivanje anti-HLA | protutijela.
Najosjetljivija metoda za odredivanje anti-HLA | protutijela danas je multiplex
tehnologija (primanje viSestrukih signala iz istog izvora), uz analizu mjerenja na
Luminex analizatoru. U testu se mikrokuglice oblozene HLA antigenima razreda |,
obojene s dva fluorokroma razliitoga spektra pomijeSaju s plazmom (serumom)
ispitanika. Nakon dodavanja sekundarnog protutijela obiljezenog fitoeritinom,
konacna koncentracija protutijela odreduje se u Luminex analizatoru, mjerenjem
fluorescencijske emisije svake mikrokuglice, prolaskom kroz dvije laserske zrake

(crvenu i zelenu) koje ekscitiraju fluorescentne boje. (92)
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Za pracenje HLA aloimunizacije u bolesnika koji ¢ekaju presadak solidnih
organa, MLCT test izvodi se s panelom od 30 do 60 razli€itih testnih stanica i
serumom ispitanika. U istu svrhu koristi se metoda proto¢ne citometrije i multiplex-
Luminex tehnologija. Postotak stanica u panelu na koje je bolesnik stvorio anti-
HLA | protutijela oznaCava se s PRA (engl. panel reactive antibody).(88, 89, 92)

MLCT test koristi se takoder za odredivanje anti-HLA | protutijela u
seroloskom ispitivanju TRALI, febrilnih poslijetransfuzijskih reakcija, neonatalne
trombocitopenije i neutropenije, te dijagnostici i lijeCenju bolesnika s neucCinkovitim
trombocitnim transfuzijama (refraktornost). U slu€aju sumnje na aloimunu
neonatalnu trombocitopeniju i neutropeniju, kada specificna antitrombocitna ili
antineutrofilna protutijela nisu dokazana, a probirno je seroloSko ispitivanje
pozitivno, probirno ispitivanje i odredivanje specificnosti anti-HLA | protutijela
vazno je za konacnu potvrdu dijagnoze. Primjena najosijetljivije dostupne metode
za odredivanje anti-HLA | protutijela (npr. multiplex- Luminex metode) znac¢ajna je
u dokazivanju niskog titra protutijela u djetetovoj plazmi, i konacnoj seroloskoj
potvrdi dijagnoze ANN. (92, 93) Nadalje, neucinkovite trombocitne transfuzije u
politransfundiranih bolesnika s trombocitopenijom, naj¢eSée su posljedica
aloimunizacije na HLA | antigene, a MLCT test koristi se u odabiru HLA |
podudarnog ili antigen negativhog trombocitnog krvnog pripravka, pripravljenog od

HLA | tipiziranog davatelja. (43, 63)
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1.8. ALOIMUNA NEONATALNA NEUTROPENIJA (ANN)

Aloimuna neonatalna neutropenija (ANN) nastaje aloimunizacijom majke
tijekom trudnoce, fetalnim neutrofilnim antigenima naslijedenim od oca, koji se ne
nalaze na majcinim neutrofilima. Maj€ina anti-neutrofilna protutijela 1gG razreda
putem posteljice prelaze u fetalnu cirkulaciju. Neutropenija u novorodenceta
posljedica je pojatane razgradnje fetalnih neutrofila obloZzenih majcinim IgG
protutijelima. Bolest je analogna hemolitiCkoj bolesti novorodenceta, ali za razliku
od nje moze se javiti u prvorodenog djeteta. Obzirom da ne postoji prijenatalno
probirno laboratorijsko ispitivanje za ANN, pojava bolesti u prvoga je djeteta u
obitelji neoCekivana. (2, 94)

ANN je najceS¢e uzrokovana aloimunizacijom na specificne humane
neutrofilne antigene; HNA-1a, HNA-1b i HNA-2a. Anti-HNA 3a, -4a i protutijela
usmjerena na Fc receptor (CD16), kao i majc€ina antineutrofilna IgG autoprotutijela
rijetko uzrokuju ANN. (5, 25)

Prema podacima iz literature, ANN je rijetka bolest. Procjenjuje se da je
uCestalost ANN manje od 1 slu¢aj na 1000 Zivorodene djece, a ucestalost teSkih
oblika bolesti 1 slu¢aj na 6000 Zivorodenih. (2, 3) To¢na ucestalost bolesti nije
poznata, jer se prijavijeni sluCajevi odnose uglavhom na referentne centre
pojedinih zemalja kojima je dostupno specificno seroloSko i molekularno
ispitivanje neutrofilnih protutijela i antigena, kojim se potvrduje dijagnoza bolesti.
(2)

Sumnja na ANN postavlja se u sluCaju izolirane neutropenije (<1500
neutrofila/mm?®) u novorodenéeta. Neutropenija moze biti blaga (broj neutrofila u

krvi od 1000 do 1500/mm?), umjerena (od 500 do 1000 /mm?) ili te§ka (manje od
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500 /mm?®). Tijek trudnoc¢e je uredan, majka ima normalan broj neutrofila, a
trudnoéa nije pracena ¢eS¢om pojavom bakterijskih infekcija. Klinicki tijek bolesti
je samoograni¢avajuci, prosjeCnog trajanja oko 7 tjedana. Neutropenija obi¢no
nestaje u dobi od 2 do 3 mjeseca, obzirom da je poluzivot IgG protutijela oko 5 do
6 tjedana. Obi¢no se javljaju samo blaze bakterijske infekcije. (4) U teSkim
oblicima bolesti, praéenim sepsom, bolest moZe imati i smrtni ishod. (5-7)

Za konacCnu potvrdu dijagnoze ANN potrebno je laboratorijsko serolosko
ispitivanje za antineutrofilna protutijela iz uzorka krvi majke i novorodenceta.
Takoder, treba iskljuciti ostale uzroke neonatalne neutropenije.

Diferencijalna dijagnoza:

Neutropenija je Cesta u novorodenackoj dobi. U studiji A. Funke i suradnika
uCestalost neutropenije u novorodencadi u jedinici intenzivnog lijeCenje bila je
8.1%. 72% novorodencadi nije imalo znakova bakterijske infekcije u trenutku
laboratorijskog ispitivanja. Rizik nastanka bakterijske infekcije u kasnijem tijeku
bolesti bio je 9%, usprkos dugotrajno snizenom broju neutrofila. Infekcija se javila
samo u prijevremeno rodene djece. U skupini novorodenCadi sa sepsom
neutropenija je bila prisutna u 38% ispitanika i trajala je manje od 24 sata u 73%
ispitanika. (94)

Uzroci neutropenije u novorodenackoj dobi mogu biti: pojaCana razgradnja
neutrofila zbog imunoloskih i neimunolo$kih razloga, smanjeno stvaranje stanica i
sekvestracija stanica. Neutropenija moze biti nasljedna ili steCena. (95, 96, 97)
Imuna neonatalna neutropenija, najceSCe je uzrokovana aloprotutijelima i
izoprotutijelima (ANN), a rijetko autoprotutijelima. Autoprotutijela 1gG razreda,
prisutna u krvotoku majke s autoimunom primarnom ili sekundarnom

neutropenijom (sistemske autoimune i hematoloSke bolesti, seropozitivni
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reumatoidni artritis, Feltyjev sindrom), pasivno prelaze posteljicu, vezu se za
djetetove neutrofile i uzrokuju njihovu pojaCanu razgradnju. Vrlo rijetko se
primarna autoimuna neutropenija (AIN) javlja u novorodenackoj dobi. Opisani su
pojedinacni slucajevi AIN u dobi od 3 do 8 tjedana starosti djeteta. (53, 54)
Neutropenija moze biti potaknuta lijekovima (antibiotici, protu-upalni, antipiretici).
U tom slu€aju lijek sluzi kao nosac (hapten), uzrokujuci nastajanje protutijela, a
neutropenija nestaje 1 do 2 tjedna nakon prestanka uzimanja lijeka. (95)

TesSki oblik kongenitalne nasljiedne (Kostmanov sindrom) i nenasljedne
neutropenije, te kongenitalni sindromi povezani s imunodeficijencijom i
anomalijama raznih organa (Shwachman-Diamond, Fancony, Blackfan-
Diamnond, Chediack Higashi, Barth, Wiscott-Aldrich), javljaju se vrlo rijetko, u 1
od 100000 novorodencadi). (94, 95)

Za razliku od imunih neutropenija u kojima je nalaz koStane srzi uredan ili
je pojaCana mijelopoeza, u vecini navedenih sindroma prisutne su patoloske
promjene u kostanoj srzi, naj¢eS¢e zastoj u sazrijevanju mijeloidne loze, te
poveéani rizik za nastanak leukemije (5-15%). Broj neutrofila maniji je od 500/mm?®,
tijek bolesti je kroniCan i progresivan, pracen ucestalim teSkim oblicima
bakterijskih infekcija i sepsom, za razliku od ANN u kojoj je stupanj neutropenije i
tijek bolesti blazi i samoograni¢avajuci. (95, 96, 97)

U Kostmanovom sindromu nalazi se mutacija HAX1 gena, koja uzrokuje
zastoj u sazrijevanju mijeloidne loze u kosStanoj srzi u stadiju promijelocita.
Neutropenija se javlja neposredno nakon rodenja, teSkog je stupnja i pracena je
uCestalim i teSkom oblicima bakterijske infekcije, koje ne odgovaraju na

antibiotsku terapiju. (97)
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Neimune sekundarne neutropenije u novorodenceta posljedica su prolazne
supresije kostane srzi tijekom virusnih infekcija (respiratorni sincicijalni virus,
Epstein-Bar, virus influence A i B, hepatitisa, varicella, rubella i drugih) ili teSkih
bakterijskih infekcija. (95) Neutropenija se javlja u prvih nekoliko dana od pocetka
infekcije, obi¢no traje 3 do 8 dana i blagog je do umjerenog stupnja. (98)
Neutropenija u novorodencCeta moze nastati kao posljedica bolesti majke tijekom
trudnoce; hipertenzije, infekcija (HIV, CMV) ili uzimanja lijekova. Neutropenija je u
navedenim sluCajevima naj¢esc¢e blagog stupnja, prolazna i kratkotrajna. (98, 99)
Laboratorijska dijagnostika:

Cilj je laboratorijskog ispitivanja aloimune neonatalne neutropenije dokazati
anti-neutrofilna aloprotutijela u krvi majke, usmjerena na specificne neutrofilne
antigene na neutrofiima djeteta/oca, koja su uzrokovala pojacanu imunu
razgradnju stanica u novorodenceta.

Ono obuhvaca ispitivanje seruma i neutrofila majke i novorodenceta na
prisutnost antineutrofilnin protutijela IgG razreda. NajCeSCe se primjenjuje
imunofluorescentni test za anti-neutrofilna (granulocita) protutijela (GIFT-direktni i
indirektni) i test leukoaglutinacije (LAG) za probirno ispitivanje, te MAINA i
imunoblot za odredivanje specificnosti anti-neutrofilnih  protutijela. Probirno
serolosko ispitivanje ANN je pozitivno ukoliko je pozitivan direktni test za anti-
neutrofilna protutijela s neutrofilima djeteta i pozitivan indirektni test sa serumom
majke. Direktni test s neutrofilima majke je negativan. Pozitivan indirektni test sa
serumom djeteta nije uvjet za postavljane dijagnoze, jer je u vecine ispitanika
negativan zbog niskog titra protutijela i male koliCine uzorka za ispitivanje. U tom
sluCaju korisno je dodatno serolo$ko ispitivanje primjenom krizne probe s

neutrofilima oca i serumom majke (djeteta). (5, 6)
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MajCina antineutrofilna autoprotutijela 1gG razreda rijetko mogu uzrokovati
neutropeniju u novorodenCeta. U tom slu€aju antineutrofilna autoprotutijela
prisutna su na neutrofilima i u plazmi majke (pozitivan direktni i indirektni GIFT),
za razliku od aloimune neutropenije kada je direktni test s neutrofilima majke
negativan. Vrlo rijetko dijete stvara vlastita autoprotutijela (AIN). Tada je majcin
direktni i indirektni test za antineutrofilna protutijela negativan, a djetetov direktni i
indirektni test pozitivan. (52, 98)
nije moguce dokazati anti-HNA protutijela, iako su pregledni testovi seroloSkog
ispitivanja za antineutrofilna protutijela pozitivni. Tada se ispitivanje mozZe nastaviti
(7,92, 93)

Odredivanje specificnih granulocitnih antigena majke, oca i novorodenceta i
krizna proba izmedu seruma majke (novorodenceta) i oCevih granulocita, nije
obvezno za seroloSku potvrdu dijagnoze ANN, ali je korisno u slu€aju
aloimunizacije na specifi¢ni granulocitni antigen vrlo niske u€estalosti u populaciji.
Neutrofilni antigeni najCesSce se odreduju PCR-SSP metodom ili seroloski MAINA
testom. (73, 80)

LijeCenje:

U lijeCenju ANN primjenjuju se antibiotici (preventivno ili prema antibiogramu),
intravenozni gamaglobulini i granulocitni faktor rasta (engl. recombinant human -
granulocyte colony stimulating factor, rh-GCSF) , a rijetko granulocitne transfuzije
i plazmafereza. U veline bolesnika bolest je blagog tijeka i ne zahtjeva
medikamentozno lijeCenje, osim odrzavanja opc¢ih higijenskih uvjeta u okoliSu

novorodenceta i sprieCavanju izlozenosti bakterijskim infekcijama. (95)
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Primjena antibiotika u cilju sprjeCavanja bakterijskih infekcija opravdana je

samo u slu€aju izloZenosti infekciji iz okoline (npr. hospitalnih infekcija), Sto
uvjetuje i odabir antibiotika. U sluaju pojave bakterijske infekcije i sepse u
novorodenceta, lijeCenje se provodi antibioticima prema nalazu antibiograma, u
propisanim dozama i trajanju. Terapija za poviSenje broja neutrofila u Kkrvi
novorodenceta s ANN, u cilju sprjeCavanja bakterijskih infekcija, nema opravdanja
i primjenjuje samo u teSkom obliku bakterijske infekcije ili sepse kada je lijecenje
antibioticima prema antibiogramu neucinkovito. Naj¢eS¢e se primjenjuje rh-GCSF
u dozi od 5 do 10 ugr/kg tjelesne tezine, a riede intravenozni gamaglobulini (IVIG)
u dozi od 0,4-1 gr/kg tjelesne tezine, tijekom 3 do 5 dana. (96, 100)
Za razliku od navedenoga, primjena rh G-CSF za sprjeCavanje bakterijske sepse
opravdana je u lijeCenju teSkih oblika kongenitalnih neutropenija, npr.
Kostmanovog sindroma. Usprkos potencijalnom riziku primjene faktora rasta u
ovim bolestima (maligna transformacija), primjena rh G-CSF znatno je smanijila
smrtnost od sepse, na manje od 1%. (95, 97)

Granulocitne transfuzije primjenjuju se vrlo rijetko, samo u slu€aju sepse i
neucinkovitosti antibiotske terapije. (94-98)

LijeCenje je uvijek individualno, temeljeno na kliniCkom tijeku bolesti,
iskustvima iz literature ili rjede vlastitim iskustvima, obzirom da je bolest rijetka a
podaci o uspjesSnosti i dugotrajnom ucinku terapije oskudni, posebno u slucaju

primjene rh-GCSF. (101-103)
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2. CILJ | HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

» 1 KO spasi i jedan ljudski Zivot, kao da je spasio cijelo ¢ovjeCanstvo®, citat, Tora

Primarni ciljevi ovoga istrazivanja jesu:
1) Prepoznati aloimunu neonatalnu neutropeniju (ANN) sustavnim pristupom
klinicara u postavljanju dijagnoze ANN
2) Procijeniti uCestalost ANN u Hrvatskoj

3) Analizirati seroloSka, molekularna i kliniCka obiljeZja ANN u Hrvatskoj

Dodatni cilj istrazivanja je temeljem klini¢kih podataka sluc¢ajeva ANN predloZiti
algoritam dijagnostike, posebno za slu€aj kada rutinskom dijagnostikom nisu

dokazana anti-HNA protutijela koja su naj¢eSc¢i uzrok ANN.

Hipoteza:

Anti-HLA | protutijela sama mogu uzrokovati aloimunu neonatalnu neutropeniju.

Dodatno serolosko ispitivanje za anti-HLA | protutijela, opravdano je u cilju

seroloSke potvrde dijagnoze u slu€aju kliniCke sumnje na ANN kada rutinskim

ispitivanjem anti-HNA protutijela nisu dokazana.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1.

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

3.1.4.

Materijal

Prospektivnim istrazivanjem odredena je ucestalost izolirane neutropenije
svoj novorodencadi rodenoj u Rodilistu Klinicke bolnice ,Sestre

Milosrdnice® (KB SM), tijekom 2007. i 2008. godine.

Epidemioloski podaci o broju zZivorodene djece u Republici Hrvatskoj (RH) i
zivorodenih u Rodilistu KB SM, za razdoblje od 1998. do 2008. godine

prikupljeni u Zavodu za javno zdravstvo RH.

Svi zahtjevi za laboratorijsku dijagnostiku sumnje na ANN, prikupljeni su u
Odsjeku za imunogenetiku trombocita, leukocita i hemostazu, Hrvatskog
zavoda za transfuzijsku medicinu (HZTM) i Klinickom zavodu za
transfuzijsku medicinu, Klinickog bolni¢kog centra ,Zagreb* (KBC-Zagreb),
u razdoblju od 1998.- do 2008. godine.
Podaci za razdoblje od 1998.do 2006. prikupljeni su retrospektivno, a za

razdoblje od 2007. do 2008. godine prospektivno.

Uzorci krvi za laboratorijsko ispitivanje:
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a) uzorak venske krvi djeteta:1 uzorak od 3,5 mL uzet na antikoagulantnu
otopinu EDTA (za ispitivanje plazme, izolaciju neutrofila, limfocita i
DNA)

b) uzorci venske krvi majke i oca (ako je dostupan): 1 uzorak od 7 mL uzet
na antikoagulantnu otopinu EDTA i 1 wuzorak od 5 mL bez
antikoagulantne otopine (za ispitivanje seruma).

c) zamrznuti uzorci seruma, plazme i DNA (¢uvani na -80°C)

Arhivirani uzorci seruma, plazme i DNA majke, djeteta (oca), kojima je ucinjeno
laboratorijsko ispitivanje ANN u HZTM.

Uzorci su koridteni za dodatno ispitivanje specificnosti anti-HNA i anti-HLA |
protutijela i HNA i HLA | genotipizaciju, u sluCaju kada je probirno seroloSko

ispitivanje ANN bilo pozitivho, a HNA specificnost protutijela nije odredena.

3.2. Metode

3.2.1. UCestalost ANN u RH procijenjena je temeljem podataka o broju zahtjeva
za laboratorijsku dijagnostiku ANN i broja seroloski potvrdenih sluCajeva
ANN u odnosu na broj Zivorodene djece u RH i Rodilistu KB SM, u

razdoblju od 1998. do 2008. godine.

3.2.2. KliniCko-laboratorijski podaci prikupljeni su iz povijesti bolesti, zahtjevnica
za laboratorijsko ispitivanje, usmenim kontaktom s neonataolozima i

upisani u ,Upitnik za kliniCko-laboratorijske podatke za aloimunu
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3.2.3.

neonatalnu neutropeniju“ (prilog 1). Oni su obuhvacali slijedece podatke o
novorodencetu i majci: dob, broj neutrofila u krvi, prisutnost infekcije,
medikamentozna terapija, opée klinicko stanje, ostali laboratorijski nalazi,
dosadasnji tijek bolesti, rezultati seroloSkog za aloimunu neonatalnu
neutropeniju. Analizirani su i statistiCki obradeni klini€ko-laboratorijski
podaci 23 sluCaja sumnje na ANN. Usporeden je tijek bolesti, stupanj i
trajanje neutropenije, uCestalost i teZina bakterijskih infekcija, specificnost
protutijela, te uCinkovitost lijeCenja u seroloski pozitivnim slu¢ajevima ANN

u odnosu na seroloski negativne.

U svim slu&ajevima sumnje na ANN (apsolutni broj neutrofila <1500/mm?) u
novorodencadi rodene u Rodilistu KB SM, u razdoblju od 2007. 2008.
godine ucinjeno je:

* Probirno ispitivanje seruma majke i djeteta na prisutnost anti-HNA i HLA
razreda |

* U serolo$ki pozitivnim slu€ajevima ANN, odredivana je HNA specifiCnost
protutijela.

* U slu€aju kada anti-HNA protutijela nisu dokazana, serolosko ispitivanje
nastavljeno je probirnim ispitivanjem seruma majke i djeteta na prisutnost
anti-HLA | protutijela, primjenom najosjetljivije dostupne metode, multiplex-
Luminex, te odredena njihova specifi¢nost.

* U slu€aju kada su anti-HLA | protutijela dokazana, ucinjen je test krizne
reaktivnosti izmedu granulocita/limfocita oca i adsorbiranog maj¢inog

seruma.
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* Rezultati seroloSkog ispitivanja potvrdeni su HNA odnosno HLA |

genotipizacijom uzoraka krvi majke i djeteta/oca.

3.2.4. Naknadno su laboratorijski ispitani dostupni zamrznuti uzorci seruma,
plazme i DNA, seroloSkim i molekularnim metodama za odredivanje HLA |
protutijela i antigena, u svim seroloski pozitivnim slu€ajevima ANN, kada

HNA protutijela nisu dokazana.

3.2.5. Pojedinacno je prikazano 4 sluCaja seroloski potvrdene ANN uzrokovane
samo anti-HLA | protutijelima, koristei elemente procjene temeljene na

slucaju.

3.2.6. Predlozen je algoritam seroloSkog i molekularnog ispitivna ANN

(prilog 2).

3.2.7. Metode laboratorijskog ispitivanja

a) Test imunofluorescencije za anti-neutrofilna (granulocitna) protutijela (IF);
direktni i indirektni test (90, 104)
Direktni i indirektni IF test primijenjeni su za probirno laboratorijsko ispitivanje
plazme i neutrofila ispitanika za antineutrofilna protutijela. Indirektni IF test
primijenjen je za kriznu probu izmedu neutrofila oca (djeteta) i seruma majke

(nativni ili adsorbiran s oCevim trombocitima). Indirektni IF test sa specificnim
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humanim poliklonalnim anti-serumima (anti-HNA-2a i anti-HNA-3a primijenjen je
za seroloSko odredivanje HNA-2a i HNA-3a antigena).
Princip testa:

Imunofluorescentni test za antineutrofiina protutijela je prilagodeni
antiglobulinski test. Antihumani globulin (AHG) obiljezen je fluorescenthom bojom;
fluorescin-iso-tio-cijanat (FITC), Sto omogucuje da se vezano protutijelo moze
analizirati pomoc¢u mikroskopa s fluorescentnim izvorom svjetla. U indirektnom
testu dokazuju se anti-neutrofilna protutijela u plazmi ispitanika. U direktnom testu
dokazuju se anti-neutrofilna protutijela vezana za neutrofile ispitanika.

Postupak je slijedeci:

U indirektnom testu kao testne stanice koriste se neutrofili izdvojeni iz sloja
leukocita i trombocita (“buffy coat”) iz uzorka krvi izvadenog u epruvetu s
antikoagulantnom otopinom (EDTA) od 4 dobrovoljna davatelja krvi, krvne grupe
“O”. Nakon sedimentacije stanica, izdvaja se sloj leukocita i trombocita, u
centrifugira uz dodatak otopine Lymphodex (Density gradient for isolation of
lymphocytes), Inno-train Dyagnostik, Njemacka. Ostatni eritrociti u talogu
neutrofila liziraju se u otopini amonijevog klorida (NH4Cl). Nakon toga testne
stanice se fiksiraju u 1% otopini paraformaldehida. Slijedi inkubacija testnih
stanica s plazmom ispitanika. Nakon pranja dodaje se monospecifi¢ni anti-humani
globulin  (AHG) obiljezen fluorescin-izo-tio-cijanatom (FITC), anti-IgG (Fab2
fragment), u razrijedenju 1:80, prema uputi proizvodaa (Jackson Immuno
Research, Baltimore, SAD). Nakon inkubacije, dodaje se 33% glicerol. Jedna kap
suspenzije stavlja se na predmetno staklo i pokrije pokrovnim staklom. Rezultat
testa analizira se pomoc¢u mikroskopa s Xenon-ovom lampom, Leitz-Laborlux s,

Leica, uz objektiv povecanja 50x i vodenu imerziju. Rezultat testa je pozitivan ako
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se na viSse od 20% stanica u vidnom polju opaza prstenasta fluorescencija na
stani¢noj povrsini. Pozitivan rezultat ozna¢ava prisutnost antineutrofilnih protutijela
IgG razreda u plazmi ispitanika.

U direktnom IF testu kao testne stanice koriste se neutrofili izdvojeni iz
sloja leukocita i trombocita (“buffy coat”) iz uzorka krvi ispitanika izvadenog u
epruvetu s EDTA antikoagulantnom otopinom. Nakon sedimentacije stanica,
priprema suspenzije stanica ispitanika i izvodenje testa jednako je kao u
indirektnom testu.

Pozitivan rezultat testa ozna¢ava prisutnost protutijela IgG razreda, vezanih
za vlastite stanice ispitanika (koja su presSla posteljicu i vezala se za stanice
novorodenceta).

Testovi su ucinjeni u “Odsjeku za imunogenetiku trombocita i leukocita i

hemostazu” , HZTM, prema standardnom postupku.

b) Test imunofluorescencije za anti-limfocitna protutijela; indirektni test (90,
104)

Test je primijenjen za probirno ispitivanje plazme ispitanika za anti-HLA |
protutijela i kriznu probu izmedu limfocita oca (djeteta) i seruma majke (nativni ili
adsorbiran s oCevim trombocitima).

Princip testa i postupak jednaki su indirektnom IF testu za anti-neutrofilna
protutijela, osim $to su testne stanice limfociti.

Test je uCinjen u “Odsjeku za imunogenetiku trombocita i leukocita i

hemostazu” , HZTM, prema standardnom postupku.
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c) Test leukoaglutinacije (LAG); indirektni test (105)

Indirektni LAG test sa specificnim humanim poliklonalnim anti-serumima (anti-
HNA-2a i anti-HNA-3a primijenjen je za serolosko odredivanje HNA-2a i HNA-3a
antigena.

Princip testa: LAG test temelji se na imunoloSkoj reakciji izmedu anti-
leukocitnih protutijela i leukocitnih antigena na povrsini testnih stanica. Vezanje
protutijela IgG i/ili IgM razreda, uzrokuje aktivaciju leukocita, pruzanje izdanaka
stanicne membrane (pseudopodija) i aktivho nakupljanje stanica, odnosno
aglutinaciju.

Postupak je slijedeci:

U indirektnom LAG testu kao testne stanice koristeni se neutrofili ispitanika,
izdvojeni iz sloja leukocita i trombocita (“buffy coat”) iz uzorka krvi izvadenog u
epruvetu s antikoagulantnom otopinom (EDTA). Nakon sedimentacije stanica
uslijed dodavanja makromolekularne otopine Soludex 80 (proizvoda¢ PLIVA.
Zagreb, Hrvatska), izdvaja se sloj leukocita. Suspenzija se inkubira sa specificnim
anti-serumom. Nakon inkubacije se jedna kap suspenzije stavlja na predmetno
staklo i analizira pomocu svjetlosnog mikroskopa. U slu¢aju da se na stanici
ispitanika nalazi specifiCni antigen, na koji je usmjereno protutijelo u testhom
serumu, nastaje nakupljanje stanica (aglutinacija). Ukoliko specifi¢ni antigen nije
prisutan na stanici ispitanika, ne dolazi do vezanja protutijela i stanice ostaju
slobodne u suspenziji.

Test je uCinjen u “Odsjeku za imunogenetiku trombocita i leukocita i

hemostazu” , HZTM, prema standardnom postupku.
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d) Test mikro-limfocitotoksi¢nosti (MLCT) ( 106)

Test je primijenjen za probirno ispitivanje seruma ispitanika za anti-HLA |
protutijela i odredivanje specifiCnosti anti-HLA | protutijela.

Princip testa:

U MLCT testu serum ispitanika i suspenzija testnih limfocita s poznatim HLA |
antigenima nanose se u jazice mikrotitarske ploCe. Nakon inkubacije se dodaje
zeCji komplement. Ukoliko se dovoljna koliCina protutijela iz seruma ispitanika
vezala za limfocitnu membranu, aktivira se slijed komplementa do toCke aktivacije
komplementa koji oSteCuje stanichu membranu, odnosno odvija se reakcija
limfocitotoksi¢nosti. OStecenje stanicne membrane dokazuje se dodavanjem boje.
Stanice koje nemaju vezanih protutijela, niti aktiviranog komplementa nemaju
oStec¢enu stani€nu membranu pa boja nemoze uc¢i u stanicu. Suprotno tome, u
stanice s o$te¢éenom membranom ulazi boja. Stanice se analiziraju uz pomoc¢
mikroskopa s faznim kontrastom. Test se izvodi s panelom od 30 do 60 razlicitih
testnih limfocita. Usporedbom rezultata testa u pojedinim jazicama s antigramom
odredenih HLA | antigena u mikrotitarskoj ploci, odreduje se specificnost
protutijela.

Test je uCinjen prema standardnoj metodi u “Centru za tipizaciju tkiva, Klinicki

zavod za laboratorijsku dijagnostiku, KBC-Zagreb”.

e) Test imobilizacije neutrofilnih antigena pomocu monoklonalnih protutijela,
(engl. monoclonal antibody immobilization of neutrophil antigens- MAINA),
indirektni test (107)

Test je primijenjen za odredivanje specificnosti anti-HNA protutijela.
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Princip testa:

MAINA test je prilagodeni antiglobulinski test. Neutrofilni antigeni na testnim
stanicama izdvajaju se uz pomo¢ monoklonalnih protutijela usmjerenih na
pojedine CD biljege i veZzu u imune komplekse s anti-neutrofilnim protutijelima iz
plazme ispitanika. Sekundarno protutijelo je antihumani globulin (AHG) obiljezen
enzimom, Kkoji omogucuje nakon dodavanja supstrata, spektrofotometrijsku
analizu intenziteta razvijene boje. U indirektnom MAINA testu ispituje se plazma
ispitanika na prisutnost antineutrofilnih protutijela usmjerenih na pojedine
glikoproteinske komplekse (CD biljege) neutrofine membrane. Ako je test
pozitivan s jednim ili viSe biljega, ispitivanje se nastavlja s panelom HNA tipiranih
stanica, kako bi se odredila specificnost protutijela.

Postupak je slijedeci:

U testu se plazma ispitanika istovremeno inkubira s razli€itim monoklonalnim
protutijelima usmjerenim na CD bilege neutrofine membrane i testnim
neutrofilima (mjeSavina stanica ili HNA tipiranim stanicama). Nakon inkubacije,
stanicne membrane liziraju se uz pomo¢ deterdzenta (Triton X 100, Sigma, SAD).
Slijedi nanoSenje dijelova stani¢nih antigena na ¢&vrstu podlogu, dno jazZice
mikrotitarske ploCe. Imobilizacija imunih kompleksa, posljedica je njihova vezanja
za protutijela usmjerena na monoklonalna protutijela za pojedine CD biljege
(Goat-anti-mouse IgG-fCy fragment specific, Jackson ImmunoResearch,
Baltimore, SAD), kojima je ploa obloZzena. U ovom ispitivanju koriStena su
monoklonalna protutijela usmjerena na CD16 (FcyRIllb; HNA-1a, -b, -c); CD177
(HNA-2a), CD11a (HNA-5a); CD11b (HNA-4a) te 32 mikroglobulin (HLA 1), prema
uputama proizvodaca; Monoclonal antibody CD16 (IgG1 mouse, clone 3G8,

Immunotech, Marseille, France), Purified mouse anti-human monoclonal antibody
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CD177-NB1 (IgG1, clone MEM-166, BD Pharmingen, Biosciencies, SAD), Purified
mouse anti-human monoclonal antibody CD11a/LFA-1 (IgG2a, clone G43-25B,
BD Pharmingen, Biosciencies, SAD), Purified mouse anti-human monoclonal
antibody CD11b/Mac-1 (IgG1, clone ICRF44, BD Pharmingen, Biosciencies, SAD)
i Mouse monoclonal antibody to beta 2 Microglobulin -ab759 (IgG2a, clone B2M-
01, Abcam, Cambrige, UK). Nakon dodavanja sekundarnog protutijela, AHG
obiliezen enzimom (Peroxidase-conjugated-affinity pure goat anti-human IgG,
Fcyfragment specific, Jackson Immuno Research, Baltimore, SAD) i supstrata (o-
phenilenediamine-dihydrochloride-OPD, Sigma, SAD), razvija se boja, ukoliko su
u plazmi ispitanika prisutna anti-HNA protutijela (pozitivan rezultat). Ako u plazmi
ispitanika nisu prisutna anti-neutrofilna protutijela, jaZice ostaju neobojane
(negativan rezultat). Intenzitet boje analizira se spektrofotometrijski (OD), na
spektrofotometru Anthos Ill, Biotest, Njemacka. SpecifiCnost protutijela odreduje
se analizom pozitivnih i negativnih reakcija dobivenih s odredenim testnim
stanicama prema antigramu primijenjenog panela.

Test je ucCinjen u “Odsjeku za imunogenetiku trombocita i leukocita i

hemostazu” , HZTM, prema standardnom postupku.

f)  Multiplex-Luminex metoda (108)

Test je primijenjen za probirno ispitivanje prisutnosti anti-HLA | protutijela u
plazmi majke i djeteta, u slu€aju kada je probirno serolosko ispitivanje za ANN bilo
pozitivno, a anti-HNA protutijela nisu dokazana.

Princip testa:
U testu se koristi multiplex tehnologija (primanje viSestrukih signala iz istog

izvora), uz analizu mjerenja na Luminex analizatoru. Mikrokuglice obloZzene HLA
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antigenima razreda |, obojene s dva fluorokroma razliCitoga spektra (crveni i
infracrveni) pomijeSaju se s plazmom ispitanika. Zatim se dodaje sekundarno
protutijelo obiljezeno fikoeritinom. Kona¢na koncentracija protutijela odreduje se u
Luminex analizatoru mjerenjem fluorescencijske emisije svake mikrokuglice,
prolaskom kroz dvije laserske zrake (crvenu i zelenu), koje ekscitiraju
fluorescentne boje. Rezultat testa izraZen je u % PRA (panel reactivity antibody,
engl). Cut off vrijednost izraCunava se za svaku seriju testova na temelju
standarda. U ovom ispitivanju rezultat testa bio je pozitivan kada je PRA vrijednost
bila > 7%.

Test je uCinjen prema standardnoj metodi u “Centru za tipizaciju tkiva, Klinicki
zavod za laboratorijsku dijagnostiku, KBC-Zagreb”. Za ispitivanje je koristen kit za
odredivanje specificnosti anti-HLA protutijela razreda |, prema uputi proizvodaca,

Labscreen Mixed Class |, Biomedica, Biomedica gruppe, Graz, Austrija.

g) Metoda lanane reakcije polimeraze uz uporabu grupno specifiCnih
pocetnica (primer)- PCR-SSP (109,110)
Test je primijenjen za:
- molekularno odredivanje HNA-1a, -1b i -1c alela, majke, djeteta (oca) u
svrhu potvrde nalaza serolo$kog ispitivanja anti-HNA protutijela
- HNA-1a, -1b i -1c genotipizaciju dobrovoljnih davatelja krvi u svrhu
priprave panela testnih stanica za MAINA test za odredivanje
specificnosti anti-HNA protutijela
- molekularno odredivanje HLA-A, -B i -C alela, majke, djeteta (oca) u

svrhu potvrde nalaza seroloSkog ispitivanja anti-HLA | protutijela.
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Princip testa:

U PCR-SSP metodi, nakon izolacije DNA iz uzorka venske krvi, slijedi niz PCR
ciklusa, u kojima je svaka reakcija specificna za pojedini alel. U ovom ispitivanju
koriSteni su setovi parova obiljezivaCa za HLA-A, -B i C i HNA-1a, -1b i -1c alele.
Po zavrSetku ciklusa umnozavanja DNA, slijedi prikaz umnozenih alela, uz pomo¢
elektroforeze u agaroznom gelu. Kako obiljezivaci imaju strogo specifiCan cil;
vezanja, prisutnost umnozenog materijala znaci prisutnost odgovarajuceg alela.

Ispitivanje je uCinjeno u “Odsjeku za molekularnu imunogenetiku” , HZTM,

prema standardnoj metodi.

3.2.8. StatistiCka analiza podataka

StatistiCka analiza rezultata ispitivanja izvedena je programskim sustavom
.Otatistica“, verzija 9,0 (StatSoft, SAD), licenciranom za analizu podataka u
Institutu za medicinska istraZivanja i medicinu rada u Zagrebu.

Podaci su prikazani tablicno, a za graficki prikaz rezultata koriSten je stupcCasti
histogram i dijagram raspodjele u obliku pite.

U ovom radu ucinjena je deskriptivna analiza podataka s prikazanim
minimumom, maksimumom, medijanom i aritmetickom sredinom.

Podaci su prikazani frekvencijom i udjelom. Razlike izmedu udjela dvaju
skupina testirane su pomocu testa razlike proporcije. Hi kvadrat testom uz
Yatesovu korekciju ispitivana je razlika izmedu utvrdenih i o€ekivanih frekvencija.
Fisherov egzaktni test primijenjen je za nezavisne uzorke u kontingencijskoj 2x2

tablici, kada je jedna od opazenih frekvencija bila mala ili jednaka O.
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Razina znacajnosti na kojoj se odredivala statisticka znaCajnost bila je p <
od 0,05.
U analizi podataka koristeni su elementi procjene na temelju prikaza

bolesnika (engl, case-based-reasoning).
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4. REZULTATI

U ovom istrazivanju prikuplijeni su i analizirani rezultati seroloSkog i
molekularnog laboratorijskog ispitivanja i kliniCki podaci za 23 slu€aja sumnje na
aloimunu neonatalnu neutropeniju (ANN), koji su upucéeni na laboratorijsko
ispitivanje ANN u Odsjek za imunogenetiku trombocita, leukocita i hemostazu,
Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu u Zagrebu (HZTM) i Klini¢ki zavod za
transfuzijsku medicinu i stani¢nu terapiju KlinicCkog bolni¢kog centra- Zagreb u
Zagrebu (KBC-ZAGREB), u razdoblju od 1998. do 2008. godine. Retrospektivno
su analizirani podaci od 1998. do 2006. godine, a prospektivno su prikupljeni
podaci u 2007. i 2008. godini.

Obzirom da je u Republici Hrvatskoj (RH) seroloSko ispitivanje ANN
moguce uciniti samo u navedena dva sub-specijalistiCka laboratorija, prikupljeni
su svi slu€ajevi sumnje na ANN u RH za koje je trazeno serolo$ko ispitivanje u
navedenom razdoblju. Prikupljeni podaci laboratorijskog ispitivanja su objedinjeni i
dopunjeni epidemioloskim i klinickim podacima iz povijesti bolesti i kliniCkim
podacima prikupljenim usmenim kontaktom s neonatolozima iz bolnica koje su
zahtjeve uputile. Podaci su upisani u ,Upitnik za klinicko-laboratorijske podatke za

aloimunu neonatalnu neutropeniju (ANN)*, prilog 1.
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4.1. Analiza epidemioloskih podataka
4.1.1. Analiza podataka o broju zahtjeva za serolosko ispitivanje i broju
seroloski potvrdenih ANN u odnosu na broj zivorodene djece u RH, u
razdoblju od 1998. do 2008. godine

Prema podacima Zavoda za javno zdravstvo RH, u razdoblju od 1998. do
2008. godine ukupno je bilo 466 656 zivorodene djece. ProsjecCno godisnje bilo je
42 423 zivorodene djece. Na tablici 1. prikazan je broj Zivorodene djece, broj
zahtjeva za serolosko ispitivanje i broj seroloski potvrdenih slucajeva ANN u RH,
prema godinama. Podaci za razdoblje od 1998.do 2006. prikuplijeni su
retrospektivno, a za razdoblje od 2007. do 2008. godine prospektivno. Ukupan
broj zahtjeva za laboratorijsko ispitivanje ANN u RH u jedanaestogodiSnjem
razdoblju bio je 23. U 15/23 sluc€aja laboratorijsko ispitivanje ANN bilo je pozitivno,

¢ime je dijagnoza ANN seroloski potvrdena.

Tablica 1. Broj zivorodene djece u RH u razdoblju od 1998. do 2008., broj

zahtjeva za serolosko ispitivanje ANN i broj seroloski potvrdenih slu¢ajeva

Razdoblje (godine)

1998.-2006. 2007.-2008. 1998.-2008.
BROJ ZIVOROBDENE DJECE URH | 380993 85663 466656
prosje&an broj godinje ( x ) 42332 42831 42423
raspon ( min.-max.) 39668-47068 41910-43753 39668-47068
BROJ ZAHTJEVA ZA ANN U RH 14 9 23
prosjeéan broj godi$nje ( x ) 1,5 4,5 2
raspon ( min.-max.) 0-4 3-6 0-6
BROJ SEROLOSKI POTVRDENIH
ANN U RH 10 5 15
prosje¢an broj godisnje ( x ) 1,1 2,5 1,4
raspon ( min.-max.) 0-2 2-3 0-3
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Analiza retrospektivno prikupljeninh podataka za razdoblje od 1998. do 2006.
godine pokazuje da je ucestalost seroloski potvrdene ANN u RH 1 slu¢aj na
38099 Zivorodene djece. U razdoblju od 2007. do 2008. godine u kojem su podaci
prikupljeni prospektivno, broj serolodki potvrdenih slu€ajeva ANN bio je dvostruko

veci, 1:17323 zivorodenih.

GrafiCki prikaz odnosa broja zahtjeva za laboratorijsko ispitivanje ANN prema
broju seroloski potvrdenih slu€ajeva sumnje na ANN u RH, u razdoblju od 1998.

do 2008. nalazi se na slici 1.

Slika 1. Odnos broja seroloski potvrdenih slu€ajeva ANN i broja zahtjeva za

serolosko ispitivanje ANN u RH u razdoblju od 1998. do 2008. godine

/\\///\\ iEONJ Ff:HTJ EVA ZA

BROJ SEROLOSKI
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lako je broj zahtjeva za serolosko ispitivanje ANN u razdoblju prospektivhog
prikupljanja podataka bio trostruko veci od razdoblja u kojem su podaci prikupljeni
retrospektivno, a broj seroloski potvrdenin ANN udvostru€en, i dalje je viSestruko
manji od o€ekivanog. Ovi podaci ukazali su na potrebu dodatnih aktivnosti u cilju

boljeg prepoznavanja i seroloske dijagnostike ANN.
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4.1.2. Analiza podataka o broju zahtjeva za serolosko ispitivanje i broju
seroloski potvrdenih ANN u odnosu na broj zivorodene djece u Rodilistu
Klini¢ke bolnice ,,Sestre Milosrdnice” (KB SM) u razdoblju od 1998. do 2008.
godine

Prospektivna pilot studija koja je obuhvacala pracenje broja neutrofila u krvi
svoj novorodencadi izmedu 1. i 3. dana zivota, provedena je u Rodilistu KliniCke
bolnice ,Sestre Milosrdnice” (KB SM), u dvogodiSnjem razdoblju (2007. i 2008.
godina). U svim slu€ajevima kada je apsolutni broj neutrofila u krvi novorodenceta
bio <1500 u mm? uéinjeno je probirno serolosko ispitivanje uzorka krvi majke i
novorodenceta za ANN. Ako je probirno ispitivanje bilo pozitivno, nastavljeno je s
odredivanjem specificnosti anti-neutrofilnih protutijela. Takoder, pracen je tijek i
ishod bolesti, te primijenjeno lije¢enje. Podaci su usporedeni s retrospektivno
prikupljenim podacima o broju zivorodene djece, broju zahtjeva za serolosko
ispitivanje i broju seroloski potvrdenih slu¢ajeva ANN u ovom Rodilistu, u
razdoblju od 1998. do 2006. godine i prikazani na tablici 2.

Prema podacima Zavoda za javno zdravstvo RH, u razdoblju od 1998. do
2008. godine u Rodilistu KB SM ukupno je bilo 25405 Zivorodene djece.
Prosje¢no godiSnje bilo je 2310 Zivorodenih. U razdoblju od 1998. do 2006.
godine bilo je 19720 Zivorodene djece, uz prosjeCan broj godiSnje od 2191. U
razdoblju od 2007. do 2008. godine bilo je 5685 Zivorodene djece, uz prosjecan

broj godi$nje od 2843.
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Tablica 2. Broj zZivorodene djece u Rodilistu KB SM od 1998. do 2008., broj

zahtjeva za serolo$ko ispitivanje i broj seroloski potvrdenih slu¢ajeva ANN

Razdoblje (godine)

1998.- 2006. | 2007.- 2008. | 1998.- 2008.
BROJ ZIVORODENE DJECE U KB SM 19720 5685 25405
prosjeéan broj godisnje ( x ) 2191 2843 2310
raspon ( min.-max.) 1865-3118 2567-3118 1865-3118
BROJ ZAHTJEVA ZA ANN U KB SM 6 4 11
prosjeéan broj godi$nje ( x ) 0,7 25 1
raspon ( min.-max.) 0-1 1-4 0-4
BROJ SEROLOSKI POTVRDENIH ANN U RH 5 2 7
prosjeéan broj godignje ( x ) 0,6 0-2 0-2
raspon ( min.-max.) 0-1 1 0,6

U prospektivnoj studiji od 2007. do 2008. godine broj zahtjeva za seroloSko
ispitivanje ANN bio je 4. U 2 od 4 slu€ajeva ANN je seroloski potvrdena, odnosno
otkriven je 1 slu€aj ANN na 2843 Zivorodene djece. U retrospektivnoj studiji od
1998. do 2006. godine broj zahtjeva za serolo$ko ispitivanje ANN bio je 6. U 5 od
6 sluCajeva ANN je seroloSki potvrdena, odnosno otkriven je 1 slu¢aj ANN na

3944 Zivorodene djece, $to odgovara podacima iz literature.

GrafiCki prikaz podataka o broju zahtjeva za laboratorijsko ispitivanje ANN u
odnosu na broj seroloski potvrdenih slu¢ajeva sumnje na ANN u KB SM, u

razdoblju od 1998. do 2008., nalazi se na slici 2.
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Slika 2. Odnos broja seroloski potvrdenih slucajeva ANN i broja zahtjeva za

serolosko ispitivanje ANN u KB SM u razdoblju od 1998.-2008. godine

4,5

4
3,5 A

3 I\
2,5 [\

2 [\ BROJ ZAHTJEVA ZA
15 II/A\\\ ANN KB SM

1 v

\N / \ 7 N/ \ —— BROJ SEROLO3KI

0,5

5 NN/ N\ POTVRDENIH ANN

R i
godina

U razdoblju prospektivnog pracenja uz primjenu probirnog laboratorijskog
ispitivanja ANN u novorodenéadi s brojem neutrofila <1500 u mm?®, uo&eno je
povecanje broja zahtjeva za laboratorijsko ispitivanje i broja seroloski potvrdenih

slucajeva ANN.
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4.2. Analiza klini¢ko-laboratorijskih podataka o ispitivanju 23 slu¢aja sumnje

na ANN u RH u razdoblju od 1998. do 2008.

4.2.1. Analiza op¢ih podataka

Laboratorijsko ispitivanje ANN ucinjeno je u dva subspecijalistiCka laboratorija: u

Odsjeku za imunogenetiku trombocita, leukocita i hemostazu, Hrvatskog zavoda

za transfuzijsku medicinu (HZTM) u Zagrebu i KliniCkom zavodu za transfuzijsku

medicinu i stani¢nu terapiju, Klinickog bolni¢kog centra- Zagreb (KBC-ZAGREB),

slika 3.
Slika 3. Raspodjela ispitanika prema laboratoriju u kojem
laboratorijska ispitivanja

N=23

su ucinjena

6; 26%

LABORATORIJ

B HZTM
KBC ZAGREB

17;74%

Laboratorijsko ispitivanje je u 17 od 23 (74%) slu€ajeva ucinjeno u laboratoriju

HZTM, a u 6 od 23 (26%) u laboratoriju KBC-ZAGREB.

Na slikama 4 i 5 prikazana je raspodjela zahtjeva za laboratorijskim ispitivanjem

ANN prema bolnicama iz kojih su upuceni, te pripadnosti zagrebackoj ili ostalim

regijama.

-60 -



Slika 4. Raspodjela zahtjeva za laboratorijskim ispitivanjem ANN prema
bolnicama iz kojih su zahtjevi upuceni

N=23

OB VINKOVCI 1
OB CAKOVEC 2
OB KOPRIVNICA
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DK KLAICEVA

DK SALATA 5

KB S MILOSRDNICE 11

NajviSe zahtjeva za laboratorijsko ispitivanje ANN, 11 od 23 (48%) upuceno je iz

Klinicke bolnice “Sestre Milosrdnice”, Zagreb.

Slika 5. Raspodjela zahtjeva za laboratorijskim ispitivanjem ANN prema
ustanovama iz kojih su upuéeni prema pripadnosti zagrebackoj ili ostalim regijama

N=23

5;22%

m ZAGREB
OSTALI

18; 78%

18 od 23 (78%) zahtjeva upuceno je iz zagrebackih bolnica.
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4.2. 2. Analiza klinickih podataka

Raspodjela novorodenc¢adi prema spolu, dobi ispitanika u trenutku laboratorijskog
ispitivanja ANN, uputnoj dijagnozi, stupnju neutropenije, trajanju neutropenije,
prisutnosti bakterijske infekcije, terapiji, broju trudno¢a majke, te ishodu bolesti, za
23 novorodenceta u kojih je zatrazeno laboratorijsko ispitivanje ANN. Rezultati su

prikazani su na slikama 6 do 14.

Slika 6. Raspodijela prema spolu novorodenceta

N=23

MUSKI
= ZENSKI

15; 65%

MUSKI/ZENSKI= spol

Ukupno je bilo 15 od 23 (65%) zenske i 8 od 23 (35%) muske novorodencadi.
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Slika 7. Raspodjela prema dobi novorodenceta u trenutku laboratorijskog

ispitivanja ANN N=23
DOB
W O-2 TJIEDNA
6;26%
2-4 TIEDMNA
=4 TIEDNA
12:52%
5;22%

DOB= dob novorodenceta u trenutku laboratorijskog ispitivanja

12 od 23 (52%) novorodencadi u trenutku laboratorijskog ispitivanja bilo je starosti

manje od 2 tjedna. Raspon dobi bio je od 1 do 12 tjedana, medijan 2 tjedna.

Slika 8. Raspodijela novorodenc¢adi prema uputnoj dijagnozi N=23

3;13%

11; 48%

UPUTNA DIJAGNOZA

M IZOLIRANA NEUTROPENUA

NEUTROPENIJA+TROMBOCITO
PENUJA
NEUTROPENIJA+INFEKCUA

NEUTROPENIJA+OSTALO

U 11 od 23 (48%) novorodencadi razlog laboratorijskog ispitivanja bio je izolirana
neutropenija, a u 12 od 23 (52%) uz neutropenju su bili prisutni trombocitopenija,

infekcija ili ostali razlozi.
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Slika 9. Raspodjela novorodencadi prema stupnju neutropenije u trenutku

laboratorijskog ispitivanja ANN N=23

6;26%

ABMN u mm3

1001-1500

501-1000
m0-500

8;35%

ABN u mm* apsolutni broj neutrofila u mm?; 0-500= tedka neutropenija, 501-1000= umjerena
neutropenija, 1001-1500= blaga neutropenija

9 od 23 (39%) novorodencadi imalo je teski oblik neutropenije (ABN < 500 u
mm?), dok je 15 od 23 (65%) bila prisutna umjerena ili blaga neutropenija (ABN od
500 do 1500 u mm?®). Raspon broja neutrofila u mm?® bio je od 0 do 1400, medijan

550.

Slika 10. Raspodjela novorodenc¢adi prema trajanju neutropenije  N=23

TRAJANJE NEUTROPENIE

WO-8 TIEDANA

) =8 TJEDANA
10; 43%

13;57%

U 13 od 23 (57%) novorodencadi neutropenija je trajala do 8 tjedana starosti.

Raspon trajanja neutropenije bio je od 1 do 24 tjedna, medijan 8 tjedana.
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Slika 11. Raspodjela novorodenc¢adi prema prisutnosti bakterijske infekcije

N=23

BAKTRUSKAINFEKCUA

MNE
DA-BLAGA

m DA-TESKA

12;52%

NE=nije bilo bakterijske infekcije, DA-BLAGA= blaga bakterijska infekcija, DA-TESKA=teska
bakterijska infekcija

U 12/23 (52%) novorodencadi nije imalo bakterijsku infekciju. U 7 od 23 (31%)
imalo je blagi oblik koZne infekcije (omphalitis), dok je teski oblik bakterijske

infekcije imalo 4 od 23 (17%) novorodencadi.

Slika 12. Raspodjela novorodenc¢adi prema terapiji N=23

TERAPIJA

m ME

a; 17%

m AB

AB+IVIGHGCSF

10; 44%

NE= bez terapije, AB=antibiotici, IVIG=intravenozni gamaglobulini, G-CSF granulocitni faktor rasta
U 9/23 (39%) nije primijenjena nikakva terapija.
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Slika 13. Raspodjela novorodencadi prema ishodu bolesti  N=23

ISHOD BOLESTI
0; 0%

U 16/23 (70%) novorodencadi ishod bolesti bio je potpuni oporavak bez

7;30%

B OPORAVAK BEZ
INFEKCUE
OPORAVAK NAKON
INFEKCJE
SMRTNIISHOD

bakterijske infekcije. U 7 od 23 (30%) novorodencadi potpuni oporavak uslijedio je
nakon izljeCenja bakterijske infekcije. Nije zabiljeZzen niti jedan smrtni ishod
bolesti.

Slika 14. Raspodijela novorodenc¢adi prema broju trudno¢a majke N=23

BROJ TRUDNOCA MAJKE

m 1 TRUDNOCA
21 VISE TRUDNOCA

11; 48%
12;52%

U 12 od 23 (52%) novorodencadi rodeno je nakon prve trudnoce, a 11 od 23

(48%) rodeno je nakon dvije ili viSe trudno¢a majke.
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4.2. 3. Analiza podataka laboratorijskog ispitivanja

Laboratorijsko ispitivanje ANN obuhvacalo je probirno serolo$ko ispitivanje
seruma i neutrofila majke i novorodenceta. Ukoliko je probirno ispitivanje bilo
pozitivno testiranje je nastavljeno odredivanjem specifiCnosti antineutrofilnih
protutijela. U slucaju kada nisu dokazana anti-HNA protutijela, slijedilo je probirno
ispitivanje za anti-HLA | protutijela. Ako je rezultat bio pozitivan ucCinjeno je
odredivanje specificnosti HLA | protutijela. Za probirno laboratorijsko ispitivanje
primijenjena je metoda imunofluorescencije (GIFT), a za odredivanje HNA
specificnosti protutijela metoda enzimsko-imunoloSkog testa, uz imobilizaciju
neutrofilnih antigena pomoc¢u monoklonalnih protutijela (MAINA). Probirno
serolosko ispitivanje za anti-HLA | protutijela ucinjeno je metodom
mikrolimfocitotoksi¢nosti (MLCT) i imunofluorescencije (LIFT, a odredivanje
specificnosti anti-HLA | protutijela MLCT metoda.

Ispitivanje je u€injeno prema Algoritmu serolo$kog ispitivanja ANN, slika 31 str 34.

Rezultati probirnog seroloskog ispitivanja ANN prikazani su na slici 15.

Slika 15. Raspodjela novorodenc¢adi prema rezultatu probirnog seroloskog

ispitivanja N=23

m SER NEG

W SER POZ

15; 65%
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SER NEG= serolosko ispitivanje ANN negativno
SER POZ= serolosko ispitivanje ANN pozitivho

U 15 od 23 (65%) ispitivanih sluCajeva ANN je seroloski potvrdena, dok je u 8 od

23 (35%) serolosko ispitivanje bilo negativno.

Rezultati odredivanja specifiCnosti protutijela prikazani su na slici 16.

Slika 16. Raspodjela novorodenc¢adi prema rezultatu odredivanja specifiCnosti

protutijela N=15

B ANTI-HNA
W ANTI-HLA |

NEG

mNT

4;27%

ANTI-HNA= protutijelo usmjereno na specifi¢ni specifiéni neutrofilni antigen
ANTI-HLA I= protutijelo usmjereno na humani leukocitni antigen razreda |
NEG=nisu dokazana specifi¢na neutrofilna niti leukocitna protutijela

NT= nije testirano

(human neutrophil antigen, engl.), (human leukocyte antigen, engl.)

Odredivanje specificnosti HNA i/ili HLA | u€injeno je u 11 od 15 novorodenc¢adi u
koje je bilo pozitivnho probirno serolosko ispitivanje ANN. U 5 od 11 slu€ajeva
dokazana su anti-HNA protutijela, a u 4 od 11 dokazana su samo anti-HLA |

protutijela. U 2 od 11 slu€ajeva ispitivanje je bilo negativno.
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4.2. 4. StatistiCka analiza podataka o odnosu spola novorodenceta, uputnoj
dijagnozi, dobi u trenutku laboratorijskog ispitivanja, trajanju neutropenije,
prisutnosti bakterijske infekcije, broju trudno¢a majke, specificnosti protutijela
(anti-HNA i anti-HLA 1) prema rezultatu seroloskog probirnog ispitivanja za ANN.

Za statisticku analizu podataka primijenjen je Hi-kvadrat test uz Yatesovu
korekciju i Fisherov egzaktni test, uz razinu statisticke znacajnosti p< od 0,05.

Rezultati su prikazani na slikama 17 do 24.

Slika 17. Odnos spola novorodenCeta prema rezultatu serolo$kog ispitivanja

N=23

” 11
ZENSKI

W SER POZ
B SER NEG

o} 2 4 6 8 10 12

MUSKI ZENSKI
SER POZ 4 11
SER NEG 4 a

SER POZ=serolosko ispitivanje ANN je pozitivho
SER NEG=serolosko ispitivanje ANN je negativno
MUSKI/ZENSKI= spol novorodenceta

Test X p

Hi-kvadrat (x°) test uz Yatesovu korekciju 0,435 0,509

Fisherov egzaktni test - 0,109

Nije bilo statistiCki znacajne razlike u spolu novorodenceta u odnosu na rezulatat

seroloskog ispitivanja.
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Slika 18. Odnos dobi novorodenceta u trunutku laboratorijskog ispitivanja prema

rezultatu seroloskog ispitivanja ANN

v
>2 T)
7
11
0-2T)
1 mSER POZ
| | | = SER NEG
o} 2 4 6 8 10 12
0-2T) =2 T)
SER POZ 11 4
SERNEG 1 7

SER POZ=serolos$ko ispitivanje ANN je pozitivho
SER NEG=serolosko ispitivanje ANN je negativno
0-2 TJ/>2 TJ= dob novorodenceta u trenutku lab ispitivanja, u tjednima

Test X p
Hi-kvadrat (x°) test uz Yatesovu korekciju 5,492 0,019
Fisherov egzaktni test - 0,009

U skupini novorodencadi u kojih je ANN seroloski potvrdena bilo je 11 od 15
novorodencadi u dobi manjoj od 2 tjedna u trenuktu laboratorijskog ispitivanja. Za
razliku od toga, u skupini u kojoj je serolosko ispitivanje ANN bilo negativno, samo
1 od 8 novorodenc¢adi bilo je u dobi manjoj od 2 tjedna u trenutku laboratorijskog

ispitivanja, Sto predstavlja statisticki znacajnu razliku.
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Slika 19. Odnos uputne dijagnoze prema rezultatima seroloskog ispitivanja

N=23

NEUTROPENUA+HISTALO

[ZOILRANA NUTROPENUIA W SER POZ

W SER NEG

0 7 a 6 8 10 12

[ZOILRANA NUTROPENUA NEUTROPENIJA+OSTALO
SER POZ 5 10

SCR NLG 6 2

SER POZ=seroloSko ispitivanje ANN je pozitivho
SER NEG=serolosko ispitivanje ANN je negativno
IZOLIRANA NEUTROPENIJA/NEUTROPENIJA+OSTALO= uputna dijagnoza

Test X p
Hi-kvadrat (x°) test uz Yatesovu korekciju 2,152 0,142
Fisherov egzaktni test - 0,089

Nije bilo statisticki znaCajne razlike izmedu uputne dijagnoze i rezultata

seroloskog ispitivanja.
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Slika 20. Odnos stupnja neutropenije u trenutku laboratorijskog ispitivanja ANN
prema rezultatu seroloskog ispitivanja

N=23

ABN=500umm3

ABN<500umm3
1 mSER POZ
! ! ! ! mSER MNEG
e} 2 4 6 8 10
ABN<500umm3 ABN>=500u mm3
SER FOZ 8 7
SER NEG 1 7

SER POZ=serolosko ispitivanje ANN je pozitivho
SER NEG=serolosko ispitivanje ANN je negativno
ABN= apolutni broj nutrofila u mm

Test X p
Hi-kvadrat (x°) test uz Yatesovu korekciju 2,139 0,143
Fisherov egzaktni test - 0,086

lako je teski oblik neutropenije opazen u 8 od 15 novorodencadi sa seroloski
pozitivnom ANN, a samo u 1 od 8 novorodencadi sa seroloski negativnom ANN,

nije nadena statistiCki znaCajna razlika izmedu stupnja neutropenije i rezultata

seroloskog ispitivanja.
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Slika 21. Odnos trajanja neutropenije prema rezultatu seroloskog ispitivanja

N=23
>8T)
11
0-81) m SER POZ
B SER NEG
0] 2 4 6 8 10 12
0-8TJ =8 TJ
SER POZ 11 4
SER NEG 2 6
SER POZ=seroloSko ispitivanje ANN je pozitivho
SER NEG=serolosko ispitivanje ANN je negativno
0-8 TJ/>8 TJ= trajanje neutropenije u tiednima
Test X p
Hi-kvadrat (x°) test uz Yatesovu korekciju 3,188 0,074
Fisherov egzaktni test - 0,039

U 11 od 15 novorodencadi u kojih je ANN seroloSki potvrdena, neutropenija je
trajala do 8 tjedana starosti novorodenceta. Za razliku od toga, u skupini u kojoj je
serolosko ispitivanje ANN bilo negativnho, samo u 2 od 8 novorodencadi duZina

neutropenije bila je do 8 tjedana, $to predstavlja statisticki znacajnu razliku.
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Slika 22. Odnos prisutnosti bakterijske infekcije prema rezultatu seroloskog

ispitivanja
N=23
6
BAKT INF-NE
6
9
SBAKT INF-DA
2 mSER POZ
| | | | mSER NEG
0] 2 4 6 8 10
BAKT INF-DA BAKT INF-NE
SER POZ 9 6
SER NEG 2 6
SER POZ=serolosko ispitivanje ANN je pozitivho
SER NEG=serolosko ispitivanje ANN je negativno
BAKT INF DA/NE= prisutnost bakterijske infekcije
Test X p
Hi-kvadrat (x°) test uz Yatesovu korekciju 1,351 0,245
Fisherov egzaktni test - 0,193

Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu pojave barterijske infekcije i rezultata

seroloskog ispitivanja.
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Slika 23. Odnos terapije prema rezultatu seroloSkog ispitivanja

N=23

TERAPUA-NE

TERAPUA-DA

6 mSER POZ
| mSER NEG
0 2 4 6 8 10
TERAPUA-DA TERAPIJA-NE
SER POZ 9 5
SER NEG 6 3
SER POZ=seroloSko ispitivanje ANN je pozitivho
SER NEG=serolosko ispitivanje ANN je negativno
Test X p
Hi-kvadrat (x°) test uz Yatesovu korekciju 0,110 0,740
Fisherov egzaktni test - 1,000

Nije bilo statistiCki znaCajne razlike u odnosu na primjenu terapije i rezultat

seroloskog ispitivanja.
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Slika 24. Odnos broja trudnoc¢a majke i rezultata serolosSkog ispitivanja

N=23
=]
2iviseTR
1TR W SER POZ
W SER NEG
0] 2 4 6 3 10
1TR 2iviseTR
SER POZ 6 9
SER NEG 6 2
SER POZ=seroloSko ispitivanje ANN je pozitivho
SER NEG=serolosko ispitivanje ANN je negativno
1 TR/2 i vise TR= broj trudno¢a majke
Test X p
Hi-kvadrat (x°) test uz Yatesovu korekciju 1,351 0,245
Fisherov egzaktni test - 0,193

Nije bilo statisticki znaCajne razlike u odnosu na broj trudno¢a majke i rezultat

seroloskog ispitivanja.
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4.2.5. Statisticka analiza podataka o odnosu dobi ispitanika u trenutku
laboratorijskog ispitivanja, trajanju neutropenije, prisutnosti bakterijske infekcije,
specifiCnosti protutijela (anti-HNA i anti-HLA 1) prema stupnju neutropenije.

Za statistiCku analizu podataka primijenjen je Hi-kvadrat test uz Yatesovu
korekciju i Fisherov egzaktni test, uz razinu statisticke zna€ajnosti p< od 0,05.

Rezultati su prikazani na slikama 25 do 30.

Slika 25. Odnos dobi novorodenceta u trenutku laboratorijskog ispitivanja ANN

prema stupnju neutropenije N=23

=2T)

0-2TJ
ABN<500u mm3

MW ABN>500u mm3

o} 2 4 6 8 10 12
0-2Tl =>2T)
ABN<500u mm3 7 2
ABN=500u mm3 4 10

ABN= apsolutni broj neutrofila u mm?®

ABN <500 u mm?® = tegki stupanj neutropenije

ABN >500 u mm?® = blagi do umjereni stupanj neutropenije

0-2 TJ/>2 TJ= dob novorodenceta u trenutku lab ispitivanja, u tjednima

Test X p
Hi-kvadrat (x°) test uz Yatesovu korekciju 3,527 0,06
Fisherov egzaktni test - 0,036

Samo 2 od 9 novorodencadi s teSkom neutropenijom bilo je straosti vise od 2
tiedna u trenutku serolo$kog ispitivanja ANN. Za razliku od toga, 10 od 14
novorodencadi sa seroloski negativnom ANN imalo je viSe od 2 tjedna u trenutku

seroloskog ispitivanja ANN, Sto je bilo statisticki znacajno.
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Slika 26. Odnos trajanja neutropenije prema stupnju neutropenije

>8T)J
0-8TJ
5] ABN<500u mm3
W ABN>500u mm3
(0] 2 4 6 8 10
0-8TJ =>8T)
ABN<500u mm3 3 [
ABN=500u mm3 9 5

ABN= apsolutni broj neutrofila u mm?®

ABN <500 u mm?® = teski stupanj neutropenije

ABN >500 u mm?® = blagi do umjereni stupanj neutropenije
0-8 TJ/>8 TJ= trajanje neutropenije u tjednima

Test X p
Hi-kvadrat (x°) test uz Yatesovu korekciju 1,046 0,307
Fisherov egzaktni test - 0,214

Nije bilo statistiCki zna¢ajne razlike u odnosu duljine trajanja neutropenije i stupnja

neutropenije.
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Slika 27. Odnos prisutnosti bakterijske infekcije prema stupnju

3
NE
DA ABN<500u mm3
| | | m ABN=500umm3
o} 2 4 8 10
DA NE
ABN<500u mm3 (5] 3
ABN=500u mm3 6 8

ABN= apsolutni broj neutrofila u mm®

ABN <500 u mm?® = teski stupanj neutropenije

ABN >500 u mm?® = blagi do umjereni stupanj neutropenije
BAKT INF DA/NE= prisutnost bakterijske infekcije

Test X p
Hi-kvadrat (x°) test uz Yatesovu korekciju 0,473 0,491
Fisherov egzaktni test - 0,400

neutropenije

Nije bilo statistiCki znaCajne razlike u odnosu prisutnosti bakterijske infekcije i

stupnja neutropenije.
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Slika 28. Odnos rezultata probirnog seroloSkog ispitivanja prema stupnju

neutropenije
SER NEG
8
SER POZ
ABMN<S5C00u mm3
| | | | | | HWABN=>500u mm3
0] 2 4 6 8 10 12
SER POZ SER NEG
ABN<5C0umm3 8 1
ABN>500u mm3 10 4

ABN= apsolutni broj neutrofila u mm®

ABN <500 u mm?® = teski stupanj neutropenije

ABN >500 u mm?® = blagi do umjereni stupanj neutropenije
SER POZ=serolosko ispitivanje ANN je pozitivho

SER NEG=serolosko ispitivanje ANN je negativno

Test X p
Hi-kvadrat (x°) test uz Yatesovu korekciju 0,224 0,636
Fisherov egzaktni test - 0,611

Nije bilo statisticki znaCajne razlike u odnosu rezultata probirnog seroloskog

ispitivanja ANN i stupnja neutropenije.
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Slika 29. Odnos prisutnosti anti-HNA protutijela prema stupnju neutropenije

N=23

anti-HNANMNE

anti- HNA DA

6] 5

10 15

anti- HNA DA

anti-HNANE

ABN<500u mm3

5

4

ABMN=500u mm3

o]

14

ABN<500umm3

m ABN>=500umm3

ABN= apsolutni broj neutrofila u mm®

ABN <500 u mm?® = teski stupanj neutropenije
ABN >500 u mm?® = blagi do umjereni stupanj neutropenije
Anti-HNA DA/NE= prisutnost anti-neutrofilnih protutijela

Test X p
Hi-kvadrat (x°) test uz Yatesovu korekciju - -
Fisherov egzaktni test - 0,003

U skupini novorodenCadi s teSkom neutropenijom, anti-HNA

protutijela su

dokazana u 5 od 9 ispitanika, dok u skupini s blagom i umjerenom neutropenijom

anti-HNA protutijela nisu dokazana niti u jednog od 14 novorodencadi, $to je bilo

statistiCki znacaj

no.
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Slika 30. Odnos prisutnosti anti-HLA | protutijela prema stupnju neutropenije

N=23

anti-HLA I NE

anti-HLA | DA ABN<50C0u mm3

| ABN=500u mm3

e} 2 4 6 8 10 12
anti-HLA | DA anti-HLA | NE
ABN<500u mm3 1 &
ABN=500u mm3 3 11

ABN= apsolutni broj neutrofila u mm®

ABN <500 u mm?® = tegki stupanj neutropenije

ABN >500 u mm?® = blagi do umjereni stupanj neutropenije
Anti-HLA | DA/NE= prisutnost anti-neutrofilnih protutijela

Test X p
Hi-kvadrat (x°) test uz Yatesovu korekciju 0,005 0,941
Fisherov egzaktni test - 1,000

Nije bilo statistiCki znacajne razlike u odnosu prisutnosti anti-HLA-I protutijela i

stupnja neutropenije.
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4.3. Analiza rezultata odredivanja specifiénosti protutijela

Laboratorijsko ispitivanje ANN obuhvacalo je probirno serolo$ko ispitivanje
seruma i neutrofla majke i djeteta, metodom direktne i indirektne
imunofluorescencije (GIFT). Ukoliko je probirno ispitivanje bilo pozitivho testiranje
je nastavljeno odredivanjem specificnosti antineutrofilnih protutijela metodom
indirektnog enzimsko-imunoloSkog testa, uz imobilizaciju neutrofilnih antigena
pomoc¢u monoklonalnih protutijela, na panelu HNA tipiranih stanica (MAINA).

Za probirno serolosko ispitivanje seruma i neutrofila majke i djeteta
primijenjena je metoda direktne i indirektne imunofluorescencije (GIFT), a za
odredivanje HNA specifiCnosti protutijela metoda indirektnog enzimsko-
imunoloskog testa, uz imobilizaciju neutrofilnih antigena pomo¢u monoklonalnih
protutijela, na panelu HNA tipiranih stanica (MAINA). Probirno serolo$ko
ispitlvanje za anti-HLA | protutijela u€injeno je metodom mikrolimfocitotoksi¢nosti
(MLCT), indirektne imunofluorescencije za anti-limfocitna protutijela (LIFT), a
odredivanje specificnosti anti-HLA | protutijela MLCT metodom na panelu HLA
tipiranih limfocita.

Za potvrdu seroloskih nalaza odredivanja specificnosti protutijela, odredeni su
neutrofilni antigeni majke i djeteta/oca.

Za odredivanje specifiCnosti protutijela koristila se plazma /serum majke. Ova
ispitivanja nije nuzno raditi i s plazmom/ serumom novorodenceta, osim ako
imamo dovoljno primarnog uzorka krvi novorodenceta. Za odredivanje HNA/HLA
antigena koristio se uzorak krvi majke i primarni uzorak novorodenceta, odnosno
oca ako iz primarnog uzoraka novorodenceta nije bila moguca izolacija dovoljne
kolicine DNA ili neutrofila. Ispitivanje je ucinjeno prema Algoritmu seroloskog i

molekularnog ispitivanja ANN, slika 31.
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Slika 31. ALGORITAM SEROLOSKOG | MOLEKULARNOG ISPITIVANJA

ALOIMUNE NEONATALNE NEUTROPENIJE (ANN)

PROBIRNO SEROLOSKO ISPITIVANJE ANN
TEST IMUNOFLUOROESCENCIJE ZA ANTINEUTROFILNA PROTUTIJELA (GIFT)
(indirektni i direktni) s plazmom i neutrofilima majke i novorodenceta

POZITIVNO NEGATIVNO
Pozitivan direktni i/ili indirektni GIFT s | Negativan direktni i indirektni GIFT s
plazmom/neutrofilima novorodenceta i | plazmom/neutrofilima novorodenceta
pozitivan indirektni GIFT s plazmom majke "

ODREDIVANJE HNA SPECIFICNOSTI PROTUTIJELA

TEST IMOBILIZACIJE NEUTROFILNIH ANTIGENA POMOCU KRAJ
MONOKLONALNIH PROTUTIJELA (MAINA) s plazmom
majke/novorodenceta*

HNA genotipizacija/fenotipizacija majke/novorodenceta* (PCR-SSP/GIFT)
KRIZNA PROBA sa serumom majke+neutrofilima
oca/novorodenceta(GIFT)

POZITIVNO NEGATIVNO
Dokazana su anti-HNA protutijela i Nisu dokazana su anti-HNA
HNA inkompatibilnost protutijela

Vv Vv

PROBIRNO ISPITIVANJE ZA HLA | PROTUTIJELA
KRAJ TEST IMUNOFLUOROESCENCIJE ZA
ANTILMFOCITNA PROTUTIJELA (LIFT) i TEST
LIMFOCITOTOKSICNOSTI (LCT) s plazmom
(serumom) majke/novorodenceta*

POZITIVNO NEGATIVNO
Pozitivan LIFT i/ili LCT s | Negativan LIFT iili LCT
plazmom/serumom s plazmom/serumom
majke/novorodendeta majke/novorodendeta
Vv N
ODREDBIVANJE SPECIFICNOSTI anti-HLA I | KRAJ

plazmom/serumom majke/novorodenceta (LCT) i
HLA | GENOTIPIZACIJA majke/novorodenceta* (PCR-SSP)
v

POZITIVNO NEGATIVNO
Dokazana su anti-HLA | protutijela i Nisu dokazana su anti-HLA |
HLA | inkompatibilnost protutijela
Vv
KRAJ

*odredivanje specificnosti protutijela u plazmi novorodenceta i HNA/HLA tipizacija nije obvezna

PCR-SSP=polimerazna lan¢ana reakcija-zacetnici specifi¢ni za sekvencu

-84 -



Rezultati odredivanja specificnosti anti-HNA i anti-HLA | protutijela i odredivanja

HNA i HLA | antigena prikazani su na tablicama 3 i 4, te slici 32.

Slika 32

ANTI-HNA i ANTI-HLA | specificnost protutijela

N=11
2;18%
5: 46%
o ANTI-HNA
ANTI-HLA |
NMEG
4;36%

U 5 od 11 (46%) sluCajeva serolo$ki pozitivne ANN u kojih je u€injeno odredivanje
specifiCnosti protutijela, dokazana su anti-HNA protutijela. U 4 od 11 (36%)
dokazana su samo anti-HLA | protutijela, dok se u 2 od 11 (18%) specifi€nost

protutijela dokazanih u probirnom seroloskom ispitivanju nije mogla odrediti.
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Tablica 3.

Specificnost HNA protutijela u plazmi majke i novorodenceta, HNA-1a, b, c

genotip i HNA-2a, 3a fenotip majke i novorodenceta

N=5
ISPITANIK SPECIFICNOST HNA HNA-1a, b, c GENOTIP HNA-2a, 3a
majka/ PROTUTIJELA (DNK) FENOTIP
novorodence* (plazma) (neutrofili)
majka anti-HNA-2a HNA-1a,b,c HNA-2a =
novorodence anti-HNA-2a HNA-1a,b, c HNA-2a +
majka anti-HNA-2a HNA-1a,b, c HNA-2a =
novorodence anti-HNA-2a HNA-1a,b,c HNA-2a +
majka anti-HNA-1a HNA-1a=,b, c HNA-2a, 3a
novorodence anti-HNA-1a HNA-1a+,b, c HNA-2a , 3a
majka anti-HNA-1- panreaktivno HNA-1a=, b=, c= (HNA null) | HNA-2a, 3a
novorodence anti-HNA-1- panreaktivno HNA-1a=, b+, c= HNA-2a , 3a
majka anti- HNA-1c HNA-1a, b, c= HNA-2a, 3a
novorodence anti- HNA-1c HNA-1a, b, c+ HNA-2a , 3a

*odredivanje specifi¢nosti protutijela u plazmi novorodenceta i HNA/HLA tipizacija nije obvezna
HNA= humani neutrofilni antigen
DNK= deoksiribonukleinska kiselina

U svim slu€ajevima

rezultati

seroloskog

ispitivanja  potvrdeni

su HNA

genotipizacijom ili fenotipizacijom majke i djeteta i pokazali su inkompatibilnost za

odgovaraju¢e HNA antigene.
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Tablica 4.
Specificnost HLA | protutijela u plazmi majke i novorodenceta i HLA-A, B, C

genotip majke, novorodenceta i oca

N=4
ISPITANIK SPECIFICNOST HLA| HLA-A, B, C genotip
PROTUTIJELA (DNK)
(serum)
1
majka anti-HLA-B-49 A*02/*32 B*40/*40 C**02/*03
novorodence* anti-HLA-B-49 A*23/*32 B*40/*4901 C**02/*07
otac - A*02/*23 B*3801/*4901 C"*02/*12
2
majka anti- HLA-A-24, B-27 A*03/*68 B*35/*38 C"*04/*12
novorodence* NT A*03/*24 B*27/*35 C"*04/*05
3
majka anti- HLA-A-2, -B-18 A*01/*30 B*44/*51 C"*04/*12
novorodence* NT A*02/*30 B*18/*44 C**04/*07
otac - A*02 B*18/*35 C"*04/*07
4
majka anti- HLA-B-45 A*02/*26 B*18/*38 C"*07/*12
novorodence* NT A*02 B*18/*45 C"*06/*07

*odredivanje specifi¢nosti protutijela u plazmi novorodencéeta i HNA/HLA tipizacija nije obvezna
HLA= humani leukocitni antigen

DNK= deoksiribonukleinska kiselina

NT= nije testirano

U svim sluajevima rezultati seroloSkog ispitivanja potvrdeni su HLA |
genotipizacijom majke i djeteta i pokazali su inkompatibilnost za odgovarajuce

HLA | antigene.
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4.4. Analiza klinicko-laboratorijskih podataka za cetri novorodenceta sa

seroloski potvrdenom ANN uzrokovanom samo anti-HLA | protutijelima

4.4.1. Prikaz novorodenceta 1

Musko novorodenCe, rodeno u terminu, iz druge trudnoce urednog tijeka.
Neposredno nakon poroda opazena izolirana umjerena neutropenija s 640
neutrofila u mm?>. Kretanje broja neutrofila prikazano je na slici 33. NajniZi broj
neutrofila izmjeren je 16. dana Zivota i bio je 410 neutrofila u mm?®. Ostali
laboratorijski nalazi bili su normalni. Nije bilo klinickih zankova infekcije
neposredno nakon poroda. Majka je imala uredan broj neutrofila u krvi.

Omphalitis je opzen 3. dana Zivota i trajao je 7 dana od uvodenja antibiotske
terapije prema antibiogramu. Nakon izlijeCenja omphalitisa, za vrijeme trajanja
neutropenijenije nije bilo novih bakterijskih infekcija. Usprkos niskom broju
neutrofila, novoredenCe je 21. dana Zivota otpuSteno na kuc¢nu njegu, bez
znakova infekcije. Na kontrolnom pregledu s 8 tjedana starosti zabiljezen je
uredan broj neutrofila u krvi djeteta.

Rezultati seroloSkog ispitivanja prikazani su na tablici 5. Oni pokazuju prisutnost
anti-HLA B49 protutijela u plazmi majke i novorodenceta. Specificna nutrofilna
protututijela (HNA) nisu dokazana. HNA genotip majke je HNA-1a+ ,-b+ , -c= i
podudaran je s HNA genotipom djeteta.

Na majcinim neutrofilima nisu dokazana antineutrofilna autoprotutijela. Dodatna
seroloSka ispitivanja maj€ine plazme adsorbirane s HLA- B 49 pozitivhim oCevim
trombocitima ucinjena su u cilju dokazivanja prisutnosti samo HLA | protutijela.

Test indirektne imunofluoroescencije (krizna proba) s neadsorbiranom maj¢inom
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plazmom i o€evim granulocitina i limfocitima bili su pozitivni, a s majcinom
adsorbiranom plazmom negativni.
Rezultati HLA genotipizacije prikazani su na tablici 4. HLA | genotip potvrduje HLA

B 49 nepodudarnost izmedu majke i djeteta/oca.

Tablica 5: Rezultati seroloskog ispitivanja ANN, novorodence 1

Test
GIFT LIFT Lumi- | MAINA | MAINA | MAINA MAINA | MLCT
Ispitanik DT IT IT nex CD 16 CD177 CD11b/ BETA2 PR
HNA-1 HNA-2 CD18 MG ID
HNA-4,-5 (HLA D)
Majka neg poz poz poz neg neg neg poz poz
anti-HLA
B49
Novoro- poz poz poz poz neg neg neg nt poz
dence* anti-HLA
B49
Otac KP KP nt neg neg neg neg nt
HLA-B49 | AS neg neg
NS poz poz

GIFT= imunofluorescentni test za anti-neutrofilna (granulocitna) protutijela

DT=direktni test, IT=indirektni test

LIFT-IT=indirektni imunofluorescentni test za anti-limfocitna protutijela

Luminex= multiplex-Luminex test za probirno ispitivanje anti-HLA | protutijela

MAINA= indirektni test za antineutrofilna protutijela uz imobilizaciju neutrofilnih antigena pomocu
monoklonalnih protutijela usmjerenih na CD 16, CD 177, CD 11b/18 i BETA 2 mikroglobulin
MLCT (PR, ID)= test mikrolimfocitotoksi¢nosti (probir, identifikacija)

KP= krizna proba

poz = pozitivan, neg = negativan, nt= nije testirano

AS= adsorbirani serum, NS= neadsorbirani serum

*odredivanje specifi¢nosti protutijela u plazmi novorodenceta i HNA/HLA tipizacija nije obvezna

Slika 33 Kretanje broja neutrofila u krvi novorodenceta 1
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4.4.2. Prikaz novorodenceta 2

Musko novorodenCe, rodeno u terminu, iz prve trudnoée urednog tijeka.
SerololoSko laboratorijsko ispitivanje ANN zatrazeno je s 4,5 tjedana starosti
djeteta, radi perzistentne blage neutropenije, s brojem neutrofila 1400 umm?, bez
klinicko-laboratorijskin zankova bakterijske infekcije. Dijete nije primalo nikakvu
terapiju. Uz neutropeniju dijete je imalo blazu trombocitopeniju. Boj trombocita u
krvi novorodendeta 1. dana Zivota bio je 50x10%L, uz petehijalna krvarenja, a na
dan laboratorijskog ispitivanja 77x10%L, bez znakova krvarenja. Ostali
laboratorijski nalazi uredni. Majka je imala uredan broj neutrofila i trombocita u
trenutku laboratorijskog ispitivanja, ali je tijekom trudnoc¢e imala blagu gestacijsku
trombocitopeniju.

Na kontrolnom pregledu sa 6 tjedana starosti djeteta, zabiljezen je uredan broj
neutrofila (3100 u mm?), te uredn broj trombocita (190 x10°%/L).

Rezultati seroloSkog ispitivanja prikazani su na tablici 6. Oni pokazuju prisutnost
anti-HLA-A24 i B27 protutijela u plazmi majke i novorodenceta. Specificna
nutrofilna protutijela (HNA) nisu dokazana. HNA genotip majke je HNA-1a= ,-b+, -
c+ i podudaran je s HNA genotipom djeteta.

Dodatna seroloSka ispitivanja majcCine plazme adsorbirane s trombocitima HLA-
A24 i B27 pozitivnog davatelja krvi potvrdila su prisutnost samo HLA | protutijela.
Test indirektne imunofluoroescencije (krizna proba) s neadsorbiranom maj¢inom
plazmom i HLA-A24 i B27 pozitivnim davateljevim granulocitima i limfocitima bili
su pozitivni, a s maj¢inom adsorbiranom plazmom negativni.

Na maj€inim neutrofilima nisu dokazana antineutrofilna autoprotutijela.

Rezultati HLA genotipizacije prikazani su na tablici 4. HLA | genotip potvrduje

HLA- A24 i B27 nepodudarnost izmedu majke i djeteta.
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Ispitivanjem uzorka krvi majke za antitrombocitna protutijela dokazana su

panreaktivha antitrombocitna autoprotutijela na glikoproteinski kompleks llb-llla i

la-1la. Ova protutijela nisu dokazana u plazmi novorodenceta.

Tablica 6: Rezultati seroloskog ispitivanja ANN, novorodence 2

Test
GIFT LIFT Lumi- | MAINA | MAINA | MAINA MAINA | MLCT
Ispitanik DT IT IT nex CD 16 CD177 CD11b/ BETA2 PR
HNA-1 HNA-2 CD18 MG ID
HNA-4,-5 (HLA D)
Majka neg poz poz poz neg neg neg poz poz
anti-HLA
A24, B27
Novoro- poz sl poz nt sl poz | neg neg neg nt nt
dence*
DDK KP KP nt neg neg neg neg nt
HLA- AS neg neg
A24 B27 NS poz poz

GIFT= imunofluorescentni test za anti-neutrofilna (granulocitna) protutijela

DT=direktni test, IT=indirektni test

LIFT-IT=indirektni imunofluorescentni test za anti-limfocitna protutijela

Luminex= multiplex-Luminex test za probirno ispitivanje anti-HLA | protutijela

MAINA= indirektni test za antineutrofilna protutijela uz imobilizaciju neutrofilnih antigena pomocu
monoklonalnih protutijela usmjerenih na CD 16, CD 177, CD 11b/18 i BETA 2 mikroglobulin
MLCT (PR, ID)= test mikrolimfocitotoksi¢nosti (probir, identifikacija)

DDK= dobrovoljni davatelj krvi, pozitivan za odgovarajuc¢i HLA | antigen

KP= krizna proba

poz = pozitivan, sl poz= slabo pozitivan, neg = negativan, nt= nije testirano

*odredivanje specifi¢nosti protutijela u plazmi novorodencéeta i HNA/HLA tipizacija nije obvezna

4.4.3. Prikaz novorodenceta 3

Musko novorodence, rodeno u terminu, iz druge trudnoce urednog tijeka.

4. dana Zivota djeteta opazena je izolirana blaga neutropenija s 1300 neutrofila u
mm?®, bez znakova bakterijske infekcije. NajniZi broj neutrofila bio je 1000 u mm?®,
izmjeren je 6. dana Zivota djeteta. Kretanje broja neutrofila u krvi djetea prikazano
je na slici 34. Ostali laboratorijski nalazi bili su normalni. Majka je imala uredan

broj neutrofila u krvi. Na kontrolnom pregledu s 3 tjedana starosti zabiljeZen je
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uredan broj neutrofila u krvi djeteta. Za vrijeme trajanja neutropenije nije bilo
infekcija, te nije primijenjeno nikakvo lijecenje.

Rezultati seroloSkog ispitivanja prikazani su na tablici 7. Oni pokazuju prisutnost
anti-HLA A2, B18 protutijela u plazmi majke i novorodenceta. Specificna nutrofilna
protutijela (HNA) nisu dokazana. Na majCinim neutrofilima nisu dokazana
antineutrofilna autoprotutijela. Dodatna seroloSka ispitivanja majCine plazme
adsorbirane s oCevim trombocitima potvrdila su prisutnost samo HLA | protutijela.
Rezultati HLA genotipizacije prikazani su na tablici 4. HLA tipiranje potvrduje HLA

A2 i B18 nepodudarnost izmedu majke i djeteta.

Tablica 7: Rezultati seroloskog ispitivanja ANN, novorodence 3

Test
GIFT LIFT Lumi- | MAINA | MAINA | MAINA MAINA | MLCT
Plazma DT IT IT nex CD 16 CD177 CD11b/ BETA2 PR
HNA-1 HNA-2 CD18 MG ID
HNA-4,-5 (HLA D)
Majka neg poz poz poz neg neg neg poz poz
anti-HLA
A2, B18
Novoro- poz sl poz nt neg neg neg neg neg nt
dence*
Otac KP KP nt nt neg neg neg nt
HLA- AS neg | neg
A2 B18 NS slpoz | poz

GIFT= imunofluorescentni test za anti-neutrofilna (granulocitna) protutijela
DT=direktni test, IT=indirektni test
LIFT-IT=indirektni imunofluorescentni test za anti-limfocitna protutijela
Luminex= multiplex-Luminex test (Labscreen HLA [ kit) za probirno ispitivanje anti-HLA | protutijela
MAINA= indirektni test za antineutrofilna protutijela uz imobilizaciju neutrofilnih antigena pomocu
monoklonalnih protutijela usmjerenih na CD 16, CD 177, CD 11b/18 i BETA 2 mikroglobulin

MLCT (PR, ID)= test mikrolimfocitotoksi¢nosti (probir, identifikacija)
KP= krizna proba
poz = pozitivan, sl poz= slabo pozitivan, neg = negativan, nt= nije testirano
AS= adsorbirani serum, NS= neadsorbirani serum
*odredivanje specifi¢nosti protutijela u plazmi novorodenceta i HNA/HLA tipizacija nije obvezna
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Slika 34. Kretanje broja neutrofila u krvi novorodenceta 3
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4.4.4. Prikaz novorodenceta 4

Zensko novorodenée, rodeno u terminu, iz prve trudnoée urednog tijeka. 7. dana
Zivota djeteta opaZena je izolirana blaga neutropenija s 1200 neutrofila u mm?®, §to
je bio najniZi zabiljezeni broj neutrofila. Nije bilo klinicko-laboratorijskih znakova
bakterijske infekcije.

Boj trombocita u krvi novorodenéeta 1. dana Zivota bio je 50x10%L, a na dan
laboratorijskog ispitivanja 130x10%L, bez znakova krvarenja. Ostali laboratorijski
nalazi bili su uredni. Majka je imala uredan broj neutrofila i trombocita u krvi.

Na kontrolnom pregledu s 2 tjedana starosti zabiljeZen je uredan broj neutrofila u
krvi djeteta. Za vrijeme trajanja neutropenije nije bilo infekcija, te nije primijenjeno
nikakvo lijeCenje.

Rezultati seroloSkog ispitivanja prikazani su na tablici 7. Oni pokazuju prisutnost
anti-HLA B45 protutijela u plazmi majke i novorodenceta. Specificna nutrofilna
protutijela (HNA) nisu dokazana. HNA genotip majke je HNA-1a+ ,-b+ , -c+ i
podudaran je s HNA genotipom djeteta. Na majCinim neutrofilima nisu dokazana

antineutrofilna autoprotutijela. Dodatna seroloSka ispitivanja majCine plazme
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adsorbirane s trombocitina HLA-B 45 pozitivnog davatelja krvi potvrdila su

prisutnost samo HLA | protutijela. Rezultati HLA genotipizacije prikazani su na

tablici 4. HLA tipiranje potvrduje HLA B45 nepodudarnost izmedu majke i djeteta.

Tablica 8: Rezultati serolo$kog ispitivanja ANN, novorodence 4

Test
GIFT LIFT Lumi- | MAINA | MAINA | MAINA MAINA | MLCT
Ispitanik DT IT IT nex CD 16 CD177 CD11b/ BETA2 PR
HNA-1 HNA-2 CD18 MG ID
HNA-4,-5 (HLA D)
Majka neg poz poz poz neg neg neg poz poz
anti-HLA
B45
Novoro- poz sl poz poz poz neg neg neg neg nt
dence*
DDK KP KP nt neg neg neg neg nt
HLA- AS neg neg
B45 NS sl poz poz

GIFT= imunofluorescentni test za anti-neutrofilna (granulocitna) protutijela
DT=direktni test, IT=indirektni test
LIFT-IT=indirektni imunofluorescentni test za anti-limfocitna protutijela
Luminex= multiplex-Luminex test (Labscreen HLA [ kit) za probirno ispitivanje anti-HLA | protutijela
MAINA= indirektni test za antineutrofilna protutijela uz imobilizaciju neutrofilnih antigena pomocu
monoklonalnih protutijela usmjerenih na CD 16, CD 177, CD 11b/18 i BETA 2 mikroglobulin

MLCT (PR, ID)= test mikrolimfocitotoksi¢nosti (probir, identifikacija)
KP= krizna proba
DDK= dobrovoljni davatelj krvi, pozitivan za odgovarajuc¢i HLA | antigen
poz = pozitivan, sl poz= slabo pozitivan, neg = negativan, nt= nije testirano
AS= adsorbirani serum, NS= neadsorbirani serum
*odredivanje specifi¢nosti protutijela u plazmi novorodenceta i HNA/HLA tipizacija nije obvezna
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4.4.5.

Analiza klinicko-laboratorijskih podataka temeljena na prikazu Cetriju

bolesnika sa seroloSki potvrdenom ANN, uzrokovanom samo anti-HLA |

protutijelima, pokazla je:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

bolest je u svim slu€ajevima imala blagi tijek

prosjecno trajanje neutropenije bilo je 4,5 tjedana

bakterijska infekcija (omphalitis) pojavila se u 1 od 4 novorodencCeta, trajala
je 7 dana i izlijeCena je nakon primjene antibiotika prema nalazu
antibiograma

niti jedno novordence nije primalo lijekove za podizanje broja neutrofila u
krvi

u svim sluCajevima seroloskim ispitivanjem dokazana su samo anti-HLA |
protutijela, a anti-HNA protitiela nisu dokazana usprkos primjene
najosjetljivije metode (MAINA)

u 3 od 4 novorodencadi anti-HLA | protutijela dokazana su i u plazmi
novorodenceta, uz primjenu multiplex-Luminex metode.

u svim slu¢ajevima rezultati serolodkog ispitivanja potvrdeni su HLA |
genotipizacijom majke i djeteta i pokazali su inkompatibilnost za

odgovarajuce HLA | antigene.
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5. RASPRAVA

Aloimuna neonatalna neutropenija rezultat je imunizacije majke tijekom trudnoce
na neutrofilne antigene naslijedene od oca. Pasivni prijelaz majcinih specificnih
neutrofilnih protutijela 1gG razreda, putem posteljice u fetalnu cirkulaciju i
oblaganje fetalnih neutrofila, mozZe uzrokovati teSku neutropeniju u
novorodenceta. (111) SpecifiCnost aloprotutijela najceSée je usmjerena na HNA-
1a, HNA-1b i HNA-2a antigene. Klinicka sumnja na ANN postavlja se u sluCaju
izolirane neutropenije (<1500 neutrofila/uL) u novorodenceta. (3, 111, 112) Za
konaCnu potvrdu dijagnoze ANN potrebno je dokazati anti-neutrofilna
aloprotutijela u krvi majke usmjerena na specificne neutrofiine antigene na
neutrofilima djeteta/oca. (10) lako je ANN rijetka bolest, teSki oblici povezani s
bakterijskim infekcijama i sepsom koji mogu imati smrtni ishod nalazu ranu
dijagnostiku i lijec¢enje ove bolesti.

Prema podacima iz literature toCna ucestalost ANN nije poznata.
Procjenjuje se na 1 slu¢aj na 350 do 2000 zivorodene djece, a uCestalost teskih
oblika bolesti 1 slu¢aj na 1000 do 6000 Zivorodenih, ovisno o nacinu ispitivanja,
primjeni laboratorijskog probirnog ispitivanja za anti-neutrofilna protutijela,
neutrofilne antigene i broja neutrofila u krvi, te ispitivanoj populaciji. (1-3, 9, 111-
114)

Prijavljeni sluCajevi ANN odnose se uglavhom na referentne centre
pojedinih zemalja, kojima je dostupno specificno seroloSko ispitivanje anti-

neutrofilnih protutijela i antigena, nuzno za konaénu potvrdu dijagnoze bolesti. (1)
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Prema dostupnim podacima iz literature, u€estalost ANN u Hrvatskoj nije
ispitivana. Prema podacima Odsjeka za imunogenetiku trombocita, leukocita i
hemostazu, Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu u Zagrebu, broj zahtjeva
za laboratorijsko ispitivanje ANN iznimno je mali, i iznosi od 0 do 1 godiSnje. Za
pretpostaviti je da se serolosko ispitivanje ANN provodi samo u teskim oblicima
bolesti, dok ostali ostaju ne zamijeceni.

U ovom istrazivanju prikupljeni su i analizirani rezultati seroloskog i
molekularnog laboratorijskog ispitivanja i kliniCki podaci za 23 slu€aja sumnje na
aloimunu neonatalnu neutropeniju, koji su upuceni na laboratorijsko ispitivanje
ANN u Odsjek za imunogenetiku trombocita, leukocita i hemostazu, Hrvatskog
zavoda za transfuzijsku medicinu u Zagrebu i Klini¢ki zavod za transfuzijsku
medicinu i stani¢nu terapiju Klinickog bolni¢kog centra- Zagreb u Zagrebu, u
razdoblju od 1998. do 2008. godine. Obzirom da je u Republici Hrvatskoj (RH)
serolosko ispitivanje  ANN moguée uciniti samo u navedena dva sub-
specijalistiCka laboratorija, prikupljeni su svi slu¢ajevi sumnje na ANN u RH za
koje je trazeno seroloSko ispitivanje u navedenom razdoblju.

Retrospektivho su analizirani podaci od 1998. do 2006. godine, a
prospektivno su prikupljeni podaci u 2007. i 2008. godini. Ukupan broj zahtjeva za
laboratorijsko ispitivanje ANN u RH u jedanaestogodiSnjem razdoblju bio je 23. U
15/23 slucaja laboratorijsko ispitivanje ANN bilo je pozitivho, ¢ime je dijagnoza
ANN seroloski potvrdena.

Analiza retrospektivno prikupljenih podataka za razdoblje od 1998. do
2006. godine pokazuje da je uCestalost seroloski potvrdene ANN u RH 1 slu€aj na

38099 Zivorodene djece. U razdoblju od 2007. do 2008. godine u kojem su podaci
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prikupljeni prospektivno, broj seroloski potvrdenih slu¢ajeva ANN bio je dvostruko
veci, 1:17323 Zivorodenih.

UCestalost seroloski potvrdene ANN u razdoblju retrospektivhog
prikupljanja podataka, deseterostruko je niza od podataka iz literature i potvrduje
pretpostavku da se ANN u RH premalo seroloski ispituje i da je stvarna ucestalost
bolesti visa od opazene. lako je broj zahtjeva za seroloSko ispitivanje ANN u
razdoblju prospektivhog prikupljanja podataka bio trostruko veci od razdoblja u
kojem su podaci prikupljeni retrospektivho, a broj seroloski potvrdenih ANN
udvostrucen, i dalje je viSestruko maniji od oCekivanog.

Ovi podaci ukazali su na potrebu dodatnih aktivnosti u cilju boljeg
prepoznavanja i seroloSke dijagnostike ANN. Stoga je provedena prospektivna
pilot studija koja je obuhvacéala pracenje broja neutrofila u krvi svoj novorodencadi
izmedu 1. i 3. dana zivota. Studija je provedena u RodiliStu Klinicke bolnice
,Sestre Milosrdnice” (KB SM), u dvogodiSnjem razdoblju (2007. i 2008. godina). U
svim slucajevima kada je apsolutni broj neutrofila u krvi novorodenceta bio <1500
u mm® udinjeno je probirno serolodko ispitivanje uzorka krvi majke i
novorodenceta za ANN. Ako je probirno ispitivanje bilo pozitivno, nastavljeno je s
odredivanjem specificnosti anti-neutrofilnih protutijela. Takoder, praéen je tijek i
ishod bolesti, te primijenjeno lijeCenje. Podaci su usporedeni s retrospektivno
prikupljenim podacima o broju Zivorodene djece, broju zahtjeva za serolosko
ispitivanje i broju seroloski potvrdenih slu¢ajeva ANN u ovom RodiliStu, u
razdoblju od 1998. do 2006. godine.

U prospektivnoj pilot studiji od 2007. do 2008. godine broj zahtjeva za
serolosko ispitivanje ANN bio je 4. U 2 od 4 slu¢aja ANN je seroloSki potvrdena,

odnosno otkriven je 1 slu¢aj ANN na 2843 zivorodene djece. U razdoblju od 1998.
- 98-



do 2006. godine broj zahtjeva za serolosko ispitivanje ANN bio je 6. U 5 od 6
sluCajeva ANN je seroloski potvrdena, odnosno otkriven je 1 slu¢aj ANN na 3944
zivorodene djece. Rezultati prospektivne studije pokazuju da udruZena primjena
metoda laboratorijskog probira odredivanjem broja neutrofila u krvi novorodenceta
i seroloSkog ispitivanja za anti-neutrofilna protutijela, u slu€aju izolirane
neutropenije znatno doprinosi pravovremenom otkrivanju ove bolesti.

U studiji Buxa i suradnika provedenoj u skupini od 1016 rodilja, u kojih je
ispitivana prisutnost anti-neutrofilnih protutijela u serumu, ista su dokazana u 11
(1,1%) ispitanica, a ani-HNA specificnost protutijela potvrdena je u 4 (0,4%)
ispitanica. Medutim, ni jedno dijete nije imalo snizeni broj neutrofila u krvi, niti
znakove bakterijske infekcije. UCestalost ANN procijenjena na manje od 0,1 %. (2)

U studiji Zupanske i suradnika, uCestalost ANN ispitivana u 1308 parova
majki i novorodenc¢adi, nakon probirnog odredivanja HNA-1 a i 1b genotipa majke,
nakon ¢ega je u 195/203 majke homozigotnog genotipa odreden HNA-1 a i 1b
novorodenceta. Anti-neutrofilna protutijela otkrivena su u serumu 37/195 (19%)
ispitanica. U 9 (4,5%) ispitanica potvrdena je HNA specificnost protutijela. Niti
jedno dijete nije imalo znakova neonatalne neutropenije. Incidencija ANN
procijenjena na manje od 1 na 1000 Zivorodene djece. U ranijoj studiji istih autora
incidencija ANN, bez primjene probirnog laboratorijskog ispitivanja za anti-
neutrofilna protutijela i neutrofilne antigene bila je 1 na 6000 Zivorodene djece. (9)

Rezultati obje studije pokazuju sa je za populaciju Bijelaca procijenjena
uCestalost ANN manja od 1 na 1000 Zzivorodene djece, ukoliko se primijeni
probirno laboratorijsko ispitivanje za ANN, odnosno 1 na 6000 Zivorodene djece u

slu€aju bez probira, sto je u skladu s nasim podacima.
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U studiji Hana i suradnika, koja obuhvacala 856 novorodencadi lijeCenih u Jedinici
intenzivnog lije€enja u ,Sanggye Paik University Hospital® u Seulu, Korea, tijekom
petogodiSnjeg razdoblja, neutropenija je bila prisutha u 105 (12,3%)
novorodencadi. U 3 novorodenceta dokazana su anti-neutrofilna protutijela (2 anti-
HNA-1b i 1 anti-HNA-1a). HNA genotipizacijom dokazana je HNA inkompatibilnost
izmedu majke i djeteta, Cime su potvrdeni rezultati seroloSkog ispitivanja. Visa
uCestalost anti-HNA-1b aloimunizacije bila je oCekivana, jer je u populaciji Azijata
frekvencija HNA-1b antigena viSa od HNA-1a za razliku od populacije Bijelaca.
Incidencija ANN u ovoj skupini ispitanika procijenjena je na 0,35%, $to je znatno
viSe od ostalih studija.(114)

Rezultati navedenih i nase studije potvrduju pretpostavku da se dijagnoza ANN
seroloski potvrduje samo u teSkim oblicima bolesti, dok ostali sluCajevi ostaju
neprepoznati.

Klinicka sumnja na ANN postavlja se u slu€aju izolirane neutropenije
(<1500 neutrofila/uL) u novorodenceta. (3, 111, 112) Bolest je analogna
hemolitickoj bolesti novorodencCeta, ali za razliku HBN moZe se javiti u
prvorodenog djeteta. Obzirom da ne postoji prijenatalni probir za ANN, pojava
bolesti u prvog djeteta u obitelji je neocekivana. (2) U diferencijalnoj dijagnozi,
potrebno je razmotriti ostale uzroke novorodenacke neutropenije: teski oblik
kongenitalne neutropenije (Kostmanov sindrom) i bolesti majke (autoimuna
neutropenija i preeklampsija). (115-119) Tijek trudnocCe je uredan, majka ima
normalan broj neutrofila a trudnoca nije pracena pojaCanom ucestalo$¢u
bakterijskih infekcija. Klini¢ki tijek bolesti je samoograni¢avajuci (prosje¢no 7
tiedana), obi¢no pracen samo blazim infekcijama. (4, 120-123) U teSkim oblicima

bolesti, pracenim bakterijskim infekcijama i sepsom bolest moze imati smrtni
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ishod. (5-7) U lijeCenju se primjenjuju antibiotici; preventivno ili prema
antibiogramu, intravenozni gamaglobulini, kortikosteroidi, granulocitni faktor rasta
(recombinant human granulocyte colony-stimulating factor, engl. rh-GCSF), i
rijetko granulocitne transfuzije. (124-127)

Klinicka obiljezja 23 novorodenCeta sa sumnjom na ANN, u ovom
istrazivanju pokazuju da se je u vecine novorodencadi radilo o blagom obliku
bolesti. Nije bilo smrtnog ishoda bolesti. Potpuni oporavak uslijedio u svih
ispitanika, a u 12/23 (52%) tijek bolesti bio je pracen bakterijskom infekcijom. ANN
je seroloski potvrdena u 15/23 (65%) ispitanika. Neutropenija je prosjecno trajala
8 tjedana (raspon 1 do 24 tjedna). U lijeCenju su primijenjeni antibiotici u 14/23
(61%) novoroden¢adi, a u 4 novorodenCeta su uz antibiotike primijenjeni
intravenozni gamaglobulini (IVIG) i granulocitni faktor rasta (hr-GCSF). U 9/23
(39%) nije bilo potrebno medikamentozno lijeenje.

Analiza kliniCko-laboratorijskin podataka pokazala je statistiCki znacajnu
povezanost tezine neutropenije s anti-HNA specificnosti protutijela i dobi
novorodenceta manjoj od 2 tjedna u trenutku zahtjeva za laboratorijsko ispitivanje
ANN. Takoder, uoCena je statisticki znaCajna povezanost pozitivnog nalaza
seroloskog ispitivanja ANN s dobi novorodenceta manjoj od 2 tjedna u trenutku
zahtjeva za laboratorijsko ispitivanje i duljinom trajanja neutropenije manjoj od 8
tiedana. Povezanost pozitivnog nalaza seroloSkog ispitivanja ANN i broja
neutrofila u krvi novorodenéeta manjem od 500 u mm?®, kao i uputna dijagnoza
izolirane neutropenije bila je na granici statisticke znacajnosti. Ovi podaci
potvrduju ranije objavljene podatke. (128-132)

U 12/23 (52%) novorodenc¢adi, uz neutropeniju, blli su prisutni i drugi

kliniCko-laboratorijski znaci. NajceS¢e je bila prisutna trombocitopenija, u 5/23
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(22%) novorodencadi. Ovi podaci ukazuju da je seroloSko ispitivanje ANN u
polovine ispitanika ucinjeno u svrhu iskljuivanja ANN, uz prisutnost druge
osnovne bolesti, naj¢eSée sumnje na transplacentarnu infekciju i imune ili
gestacijske citopenije majke.

U ovom istraZivanju nije dokazana statistiCki zna¢ajna povezanost teSkog oblika
neutropenije (broj neutrofila<500 u mm?®) sa udestalo$¢u bakterijskih infekcija.
Razlog tome vjerojatno je mali broj ispitanika u kojih je tijek bolesti bio pra¢en
teSkim oblikom bakterijske infekcije 4/23 (17%).

LijeCenje antibioticima prema nalazu antibiograma provedeno je u 4 od 23
novorodencadi. Ono je bilo uspjesno i dovelo je do izljeCenja bakterijske infekcije
u 3 od 4 novorodencadi. U jednog novorodenceta do izljeCenja infekcije doslo je
tek nakon primjene granulocitnog faktora rasta.

LijeCenje antibioticima u cilju sprjeCavanja bakterijskih infekcija primijenjeno
je u 10/23 novorodencadi, a prosjecno trajalo 10 dana. U ostale novorodencadi
nije provedeno preventivno lijecenje antibioticima, obzirom da je neutropenija bila
blagog stupnja, nije bilo bakterijskih infekcija, djeca su bila dobrog opéeg stanja i
otpustena su na kuc¢i uz preporuku poja¢anih mjera higijensko-epidemioloSkog
nadzora. Preporuke za primjenu antibiotika Sirokog spektra djelovanja u svrhu
sprjeCavanja infekcija i njihova primjena u slu€aju izolirane neutropenije u
novorodenceta nalaZzu individualni pristup svakom bolesniku, te procjenu
potencijalnih rizika u odnosu na korist njihove primjene. (125)

Specificno lijeCenje za poviSenje neutrofila u krvi djeteta, rekombinantnim
faktorom rasta granulocitnih kolonija (rh- G-CSF) primijenjeno je u jednog
novorodenceta. Neupogen je primijenjen od 19 do 23 dana Zivota, u dozi od 5

Mg/kg TT/dan, uz vrijednost O neutrofila u krvi novorodenceta i teSku bakterijsku
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infekciju pup€ane ranice, rezistentnu na sedmodnevnu primjenu antibiotika prema
nalazu antibiograma. Lijek je bio u€inkovit, uz povisenje broja neutrofila na 1970 u
mm? 5. dana lijeenja, i izlie&enje infekcije. lako je uginak lijeka na broj neutrofila u
krvi djeteta bio prolazan, obzirom da je njihov broj iznosio 760 mm?® 4 dana po
prestanku primjene lijeka, konzilij neonatologa donio je odluku da se lijeCenje
Neupogenom odgodi za slu€aj ponovne pojave bakterijske infekcije ili sepse.

U ostale novorodencadi s teSkim oblikom neutropenije u nasem ispitivanju,
granulocitni faktor rasta nije primijenjen. Blagi klinicki tijek bolesti u donesene
novorodencCadi bez drugih bolesti, usprkos dugotrajne i teSke neutropenije,
posebno u 2 novorodencCeta s anti-HNA-2a aloprotutijelima, razlogom su odgode
primjene faktora rasta granulocitnih kolonija samo za sluCaj teSke bakterijske
infekcije uz neucCinkovito lijec¢enje antibioticima prema nalazu antibiograma i
pojavu sepse, obzirom na ograniCena iskustva i potencijalne nezeljene ucinke
lijeka. (138, 139)

Pitanje odabira i ucCinkovitosti specificne terapije za poviSenje broja
neutrofila u krvi u lije¢enju ANN nije jasno definirano. lako su klini¢ka iskustva u
primjeni rh-GCSF vrlo dobra, ona se vec¢inom odnose na lije€enje neutropenije u
bolesnika nakon transplantacije koStane srzi i mati¢nih stanica, te sepse u prije
vremena rodene djece, dok su iskustva u primjeni rh-GCSF u lijeCenju ANN
malobrojna. Prema podacima iz literature primjena rh-GCSF u lijeCenju ANN u
pravilu je bila ucCinkovita. Broj neutrofila porastao je za 72 sata od pocetka
liieSenja na vrijednosti vise od 1000 u mm?®. U niti jednom sluéaju nisu opaZene
nezeljene reakcije, pa se smatra sigurnim i dobrim odabirom u lijeCenju teSke i
dugotrajne neutropenije kada je prisutan povecani rizik od nastanka bakterijskih

infekcija i sepse. (124-126)
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Medutim, u literaturi je opisano nekoliko sluCajeva nezadovoljavajuceg
odgovora na rh-GCSF, primijenjenog u lije¢enju ANN. (127,133-137)

U radu Maheshwarija i suradnika opisan je tijek lijeCenja ANN uzrokovane
aloimunizacijom na HNA-2a antigen, rezistentne na standardne doze
rekombinantnog faktora rasta granulocitnih kolonija (rh-GCSF). U novorodenceta
je 6 sati nakon rodenja izmjeren apsolutni broj neutrofila od 166 u mm?®. Lije¢enje
faktorom rasta provedeno je od 2. do 18. dana Zivota djeteta, u dozi od 10-80
pgr/kg/dan. Doza je postupno povisivana zbog nezadovoljavaju¢eg ucinka lijeka i
vrijednost neutrofila 0. 18. dana lijeCenja dolazi do naglog poviSenja broja
neutrofila iznad normalnih vrijednosti, te se lijecenje prekida. Doze odrzavanja bile
su 10ug/kg/dan dva puta tjedno do 7. tjedna Zivota i jedan puta tjedno do 8. tjedna
Zivota, kada je prekinuto lijeGenje uz broj neutrofila od 1000 u mm?. Autori
pretpostavljaju da bi pojava neucinkovitosti lijeCenja faktorom rasta granulocitnih
kolonija mogla biti posljedica ucinka lijeka na pojaCanu ekspresiju HNA-2a
antigena na mijeloidnim prekursornim stanicama i pojacanog afiniteta protutijela
za ove stanice. (133)

Ovu postavku podupiru podaci Stronceka i suradnika, koji su pokazali da
primjena rh-G CSF u zdravih dobrovoljaca dovodi do pojacane ekspresije NHA-2a
antigena, za razliku od smanjenja ekspresije HNA-1a i 1b. Oni su pokazali da
nakon pocCetnog porasta ekspresije HNA-2a, slijedi pad na vrijednosti prije
primjene rh-GCSF, koji traje 4 dana, te ponovni porast vrijednosti nakon 10
dana.(135 ) Prilog ovim opazanjima je i rad Pococka i suradnika u kojem daju
prikaz bolesnika s kroni¢énom mijeloicnom leukemijom, Kkoji je razvio autoimunu
neutropeniju nakon transplantacije mati¢nih stanica od nesrodnog davatelja.

Neutropenija je trajala 3 tjedna unato€ terapiji rh-GCSF-om. SeroloSkim
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ispitivanjem za anti-neutrofilna protutijela u serumu bolesnika dokazana su anti-
HNA-2a protutijela. Nakon prekida terapije rh-GCSF-om dolazi do poviSenja broja
neutrofila, a ponovna primjena lijeka uzrokuje ponovno sniZzenje broja neutrofila.
Pretpostavka autora navedenog c¢lanka sliCna je miSljenju Maheshwarija i
suradnika, da terapija rh-GCSF-om primijenjena u slu€¢aju HNA-2a imunizacije,
potiCe pojacanu ekspresiju NHA-2a na cirkuliraju¢im neutrofilima, te povecava
potentnost anti-HNA-2a protutijela. (134)

Podaci o potencijalnom nezZeljenom ucinku lijeka na tkiva u razvoju,
obzirom da se lijek rijetko primjenjuje u novorodencadi, takoder su nedostatni.
lako je opazena povecana ucestalost maligne transformacije (leukemije) u djece s
teSkim oblikom kongenitalne neutropenije, dugotrajno lije¢ene rh-GCSF radi
sprjeCavanja bakterijske infekcije i sepse, primjena ovog lijeka u ANN zbog malih
doza i kratkog trajanja lije€enja ne moze se usporediti s lijjeCenjem bolesnika sa
SCD. (127)

Pitanje odabira i uCinkovitosti specificne terapije za povisenje broja neutrofila u
krvi novorodenceta zahtijeva daljnju evaluaciju na ve¢em broju slu¢ajeva i ukazuje

na potrebu individualnog pristupa u odabiru nacina lijeCenja.

Laboratorijsko ispitivanje uzoraka krvi majke i novorodenceta, kojemu je cilj
dokazivanje pasivnog prijelaza majcinih specificnih neutrofilnih protutijela 1gG
razreda, putem posteljice u fetalnu cirkulaciju i oblaganje fetalnih neutrofila, nuzno
je za konacnu potvrdu dijagnoze ANN. U laboratorijskom ispitivanju ANN potrebno
je primijeniti najosjetljivije dostupne metode za odredivanje anti-neutrofilnih
protutijela i antigena. Serolosko ispitivanje naj¢eS¢e obuhvaca ispitivanje majcinog

i djetetovog seruma imunofluorescentnim testom za anti-neutrofilna (granulocitna)
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protutijela (direktnim i indirektnim), imunofluorescentnim testom za antilimfocitna
protutijela (direktnim i indirektnim), testom leukoaglutinacije, enzimsko-
imunoloSkim testom vezanja neutrofilnih antigena pomoc¢u monoklonalnih
protutijela (monoclonal antibody immobilization of neutrophil antigens-MAINA,
engl.) i testom mikrolimfocitotoksi¢nosti za pregledno i potvrdno odredivanje
specificnosti anti-neutrofilnih i anti-HLA protutijela razreda I. (11) U odredivanju
antigena HNA i HLA razreda | primjenjuju se molekularne i seroloSke metode. Od
molekularnih metoda najCeS¢e polimerazna lanCana reakcija s obiljezivaCima
specificnim za sekvencu (PCR-SSP), a od seroloskih MAINA. (12)

U diferencijalnoj dijagnozi, potrebno je razmotriti ostale uzroke
novorodenacke neutropenije: teski oblik kongenitalne neutropenije (Kostmanov
sindrom) i bolesti majke (autoimuna neutropenija i preeklampsija), koje mogu imati
uCinak na rezultate seroloSkog ispitivanja ANN. (115, 116117, 118 ) U
Kostmanovom sindromu nalazi se mutacija HAX1 gena, koja uzrokuje zastoj u
sazrijevanju mijeloidne loze krvnih stanica u koStanoj srzi na razini promijelocita.
Neutropenija se javlja neposredno nakon rodenja, teSkog je stupnja i pra¢ena je
uCestalim i teSkom oblicima bakterijskih infekcija i sepsom, a serolosko ispitivanje
za ANN je negativno. (97, 128) Za razliku od toga, ANN obi¢no ima blazi klini¢ki
tijek, serolosko ispitivanje za ANN je pozitivho, a nalaz koStane srzi, ukoliko je
u€injen, pokazuje hipercelularnu ili normalnu mijelopoezu. (116)

Neutropenija se javla u oko 5- 6% djece rodene od majki s
preeklampsijom, a u oko 80% sluCajeva javlja se u prijevremeno rodene djece,
majki s viSestrukim trudnoéama. Neutropenija je blagog stupnja, u vecine
novorodencadi dolazi do spontanog oporavka do 7. dana Zivota djeteta, a

serolosko ispitivanje za ANN u pravilu je negativno. (119) Neimune sekundarne
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neutropenije u novorodencCeta poslijedica su prolazne supresije koStane srzi
tijekom virusnih infekcija (respiratorni sincicijalni virus, Epstein-Bar, virus influence
A i B, hepatitisa, varicella, rubella i drugih) ili teSkih bakterijskih infekcija. (95)
Neutropenija se javlja u prvih nekoliko dana od pocetka infekcije, obi¢no traje 3 do
8 dana i blagog je do umjerenog stupnja, obi¢no je prisutna i trombocitopenija, a
serolosko ispitivanje je naj¢es¢e negativno (98)

U sluCaju kada majka boluje od primarne ili sekundarne autoimune
neutropenije potaknute lijekovima koje je majka uzimala tijekom trudnoce (npr,
ritodrin), slobodna autoprotutijela IgG razreda, iz maj¢inog krvotoka mogu prijeci
posteljicu, vezati se za neutrofile fetusa i uzrokovati neonatalnu neutropeniju.
Takoder, majCina antifosfolipidna protutijela rijetko mogu uzrokovati neonatalnu
neutropeniju. Neutropenija u novorodenceta u tom slu€aju obi¢no je blagog do
umjerenog stupnja, kratkotrajna i bez pojave bakterijskih infekcija. U seroloSkom
ispitivanju autoimuna neutropenija razlikuje se od ANN pozitivnim direktnim
testom za anti-neutrofilna protutijela s granulocitima majke, a indirektni test za
antigranulocitna protutijela je negativan ili se ne moze se odrediti HNA
specificnost slobodnih autoprotutijela. Za razliku od toga, u ANN direktni test za
anti-neutrofilna protutijela s granulocitima majke je negativan, a specifi¢nost
aloprotutijela usmjerena je na HNA antigene. (115, 117, 140, 141)

U ovom radu laboratorijsko ispitivanje ANN obuhvacalo je probirno
seroloSko ispitivanje seruma i neutrofila majke i novorodenceta. Ukoliko je
probirno ispitivanje bilo pozitivno testiranje je nastavljeno odredivanjem
specifiCnosti anti-neutrofilnih protutijela. U slu¢aju kada nisu dokazana anti-HNA
protutijela, slijedilo je probirno ispitivanje za anti-HLA | protutijela. Ako je rezultat

bio pozitivan ucinjeno je odredivanje specificnosti HLA | protutijela. Za probirno
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laboratorijsko ispitivanje primijenjena je metoda imunofluorescencije (GIFT), a za
odredivanje HNA specificnosti protutijela metoda enzimsko-imunolo$kog testa, uz
imobilizaciju neutrofilnih antigena pomocu monoklonalnih protutijela (MAINA).
Probirno serolosko ispitivanje za anti-HLA | protutijela u€injeno je metodom
mikrolimfocitotoksi¢nosti (MLCT) i imunofluorescencije (LIFT), a odredivanje
specificnosti anti-HLA | protutijela MLCT metodom. Potvrda rezultata seroloSkog
ispitivanja uCinjena je odredivanjem HNA antigena majke i djeteta, molekularnom
metodom (PCR-SSP) ili seroloSkom metodom indirektne imunofluorescencije
(GIFT).

Udjel seroloSki potvrdenih sluCajeva u ukupnom broju zahtjeva za
laboratorijsko ispitivanje ANN bio je 15/23 (65%), u skladu je s podacima iz
literature, koji navode dvostruko veci broj zahtjeva u odnosu na broj seroloski
potvrdenih slu¢ajeva ANN. (2, 9, 114) U oba laboratorija serolosko ispitivanje bilo
je zadovoljavajuce; s 50 odnosno 70% seroloski potvrdenih slu€ajeva. Ovaj
podatak pokazuje da su kliniCki probir i laboratorijsko ispitivanje sumnje na ANN
bili zadovoljavajuci.

Vecina laboratorijskog ispitivanja 17/23 (74%) ucCinjena je u laboratoriju
HZTM u kojem se uz pregledno ispitivanje radi i odredivanje specificnosti HNA
protutijela i HNA genotipizacija. Rezultati pokazuju da je laboratorijsko ispitivanje
ANN u vecini slu¢ajeva ograni¢eno na velike klinicke bolnice, kojim je dostupna
specificna laboratorijska dijagnostika, $to je u skladu s podacima iz literature. (1,
9,10)

Odredivanje specifiCnosti anti-neutrofilnih protutijela ucinjeno je u 11 od 15
novorodencadi u koje je bilo pozitivno probirno serolosko ispitivanje ANN. U 5 od

11 (46%) sluCajeva dokazana su anti-HNA protutijela, a u 4 od 11 (36%)
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dokazana su samo anti-HLA | protutijela. U 2 od 11 (18%) slu€ajeva ispitivanje je
bilo negativno. Specifi€nost protutijela bila je u dva sluaja anti-HNA-2a, te anti-
HNA-1a, -1c i anti-HNA-1 panreaktivna protutijela u po jednom slu¢aju. Ovi podaci
ne razlikuju se od podataka iz literature prema kojima je ANN najCeScée
uzrokovana aloimunizacijom na HNA-1a, HNA-1b i anti-HNA-2a antigene. (5, 13,
14)

1 od 23 majke imala je autoimunu neutropeniju, uz pozitivan direktni i indirektni
test za anti-granulocitna protutijela I1gG razreda (anti-HNA specificnost nije
odredivana). Dijete je rodeno s neutropenijom umjerenog stupnja, koja je trajala 9
tiedana, blagog klini¢kog tijeka, bez pojave bakterijskih infekcija. Dijete je primalo
preventivhu terapiju antibioticima, u trajanju od 7 dana. Nalaz potvrduje da
majCina autoprotutijela, ako su IgG razreda mogu prijeCi posteljicu i rijetko
uzrokovati neutropeniju u novorodenCeta, Sto je potvrdeno seroloSkim
ispitivanjem. Van Leeuwen i suradnici prvi su opisali i seroloski dokazali
neonatalnu neutropeniju uzrokovanu pasivnim prijelazom maj€inih autoprotutijela
IgG razreda. Anti-HNA specifiCnost protutijela nije se mogla odrediti. Dijete je
rodeno s teSkim oblikom neutropenije, s brojem neutrofila manjim od 500 u mm?®
tijekom prva dva tjedna Zivota. TreCeg dana Zivota pojavila se infekcija pupCane
ranice uzrokovana Staphylococcus aureus, koja je izlijeCena antibiotikom prema
nalazu antibiograma (cephradine). Neutropenija je trajala 16 tjedana. Nove
bakterijske infekcije nisu zabiljezene, a novorodence je tijekom razdoblja
neutropenije primalo preventivhu antibiotsku terapiju (co-trimoxazole i nystatin)
Direktni test za antigranulocitna protutijela bio je pozitivan za vrijeme neutropenije,
a negativan sa 16 tjedana kada je izmjeren broj neutrofila u krvi novorodenceta u

granicama normalnih vrijednosti. (140)
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U 4 novorodenceta s pozitivnim probirnim seroloskim ispitivanjem za ANN,
serolosko ispitivanje specifiCnosti anti-neutrofilnin  protutijela, uz primjenu
najosjetljivije metode (MAINA), bilo je negativno. Dodatnim seroloSkim
ispitivanjem seruma majke dokazana su samo anti-HLA | protutijela. MajCin serum
adsorbiran s HLA antigen pozitivnim trombocitima dao je negativan rezultat u
initektnom imunofluorescentnom testu za anti-granulocitna protutijela. U 3 od 4
novorodencadi anti-HLA | protutijela dokazana su i u plazmi novorodenceta, uz
primjenu najosjetljivije dostupne multiplex-Luminex metode.

U svim sluCajevima rezultati seroloskog ispitivanja potvrdeni su HLA |
genotipizacijom majke i djeteta i pokazali su inkompatibilnost za odgovarajuce
HLA | antigene.

Analiza klinicko-laboratorijskih podataka 4 novorodenCeta sa seroloski
potvrdenom ANN, uzrokovanom samo anti-HLA | protutijelima, pokazla je da je
bolest u svim sluCajevima imala blagi tijek, prosje¢no trajanje neutropenije bilo je
4,5 tjedana, bakterijska infekcija (omphalitis) pojavila se u 1 od 4 novorodenceta,
trajala je 7 dana i izljeCena je nakon primjene antibiotika prema nalazu
antibiograma. Nadalje, niti jedno novorodence nije primalo lijekove za poviSenje
broja neutrofila u krvi.

Prema podacima iz literature uloga anti-HLA | protutijela u nastanku ANN
nije jasno definirana. U oko trecine slu€ajeva klinicke sumnje na ANN nije moguce
odrediti HNA specifiCnost protutijela, iako su pregledni testovi seroloSkog
ispitivanja za anti-neutrofilna protutijela pozitivni (pozitivan direktni test za
antineutrofilna protutijela s neutrofilima djeteta, pozitivan indirektni test sa
serumom maijke i pozitivna krizna proba s neutrofilima oca i serumom majke). (15)

Serolosko ispitivanje Cesto je otezano istovremenom prisutno$¢u anti-HLA
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protutijela razreda I. U nekim slu€ajevima u majcinom i djetetovom serumu
prisutna su samo anti-HLA | protutijela, ali se serolo$ko ispitivanje kojim bi se
dokazalo da je ANN uzrokovana samo anti-HLA | protutijelima u vecini slu€ajeva
ne nastavlja. (16)

Prema podacima iz literature opisano je nekoliko sluCajeva ANN u kojima je
potvrdena izolirana prisutnost samo -HLA protutijela razreda I.

Bux i suradnici opisali su dva slu€aja neonatalne neutropenije i trombocitopenije.
Broj neutrofila bio je 200 odnosno 300 u mm?, a broj trombocita bio je 37 odnosno
57x10%L. Nadalje, u oba sludaja, u maj¢inom serumu metodom
imunofluorescencije dokazana su samo anti-HLA protutijela, dok specifi¢na
neutrofilna protutijela nisu bila prisutna. HLA protutijela dokazana su u serumu
jednog novorodenceta. (17)

Hagimoto i suradnici opisali su slu¢aj ANN uzrokovan anti HLA-A2 protutijelima.
Majcin serum bio je reaktivan s oCevim neutrofilima, limfocitima i trombocitima.
Nakon adsorpcije maj¢inog seruma s o€evim trombocitima izgubila se reaktivnost
s pacijentovim neutrofilima. Anti-HLA-A2 protutijela dokazana su u majCinom i
djetetovom serumu. Anti-HNA-1 i HNA-2 protutijela su iskljuCena. HLA tipizacijom
obitelji potvrdeni su seroloski nalazi. (7)

lako je transplacentarni prijelaz anti-HLA protutijela dokazan nije sasvim jasna
njihova uloga u nastanku ANN. Naime, niska uCestalost ANN u usporedbi s
uCestalos¢u HLA protutijela u serumu trudnica od 2-15%, ali bez razvoja ANN i
dalje je predmet rasprave. (64, 142) Neki autori misljenja su da je malo vjerojatno
da HLA protutijela uzrokuju ANN jer maj€ina HLA protutijela bivaju adsorbirana na
HLA antigene izrazene na tkivima fetalne posteljice pa tako ne dolaze u fetalnu

cirkulaciju u dovoljnim koli¢inama koje bi mogle uzrokovati unistenje fetalnih
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neutrofila. Cimbenici koji odreduju uginkovitost posteljice u ovom procesu nisu
toCno definirani, ali IgG podrazred i relativni afinitet protutijela za placente HLA
antigene mogu biti od vaznosti u objasnjenju ovog fenomena. (20, 64, 143-150)

U ovom istrazivanju u 4 novorodenceta s pozitivnim probirnim ispitivanjem
za ANN, dokazana su samo anti-HLA | protutijela, dok anti-HNA protutijela nisu
dokazana usprkos primjene najosjetljivije metode za odredivanje specifiCnosti
anti-neutrofilnih protutijela. Ovi rezultati potvrduju postavljenu hipotezu da anti-
HLA | protutijela sama mogu uzrokovati ANN. Dodatno serolosko i molekularno
ispitivanje anti-HLA | protutijela i antigena opravdano je u slu€aju kada je probirno
ispitivanje pozitivnho, a anti-HNA protutijela nisu dokazana. Primjena osjetljive
seroloSke metode za probirno ispitivanje anti-HLA | protutijela u plazmi majke i
novorodenceta znatno doprinosi kona¢noj potvrdi dijagnoze ANN.

Analiza seroloskih i molekularnih osobina u 23 novorodenceta, u kojih je ispitivana
sumnja na ANN, omogucila je uspostavu prijedloga algoritma seroloske i

molekularne dijagnostike ANN, koji je uspjeSno primijenjen u ovome radu.
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6. ZAKLJUCAK

1.

Rezultati retrospektivne analize podataka o ANN u RH u razdoblju od 1988.
do 2006. godine pokazuju da je opaZena ucestalost seroloski potvrdene
ANN u RH deseterostruko niza od navedenih podataka iz literature i
potvrduju pretpostavku da se ANN premalo seroloski ispituje, te da je
stvarna ucestalost bolesti viSa od opazene.

Rezultati prospektivne studije provedene od 2007. do 2008. godine
pokazuju da sustavno laboratorijsko pracenje broja neutrofila u Krvi
novorodenceta i serolosko ispitivanje ANN u slucaju izolirane neutropenije,
uz trajnu edukaciju neonatologa i transfuziologa, trostruko povecéava broj
zahtjeva za seroloSko ispitivanje ANN i znatno doprinosi pravovremenom
otkrivanju ove bolesti.

KliniCka obiljezja 23 novorodenceta sa sumnjom na ANN pokazuju da se je
u vecéine novorodencadi radilo o blagom obliku bolesti, uz rijetku prisutnost
bakterijske infekcije i nije bilo smrtnog ishoda bolesti. U vecini
novorodencadi nije bilo potrebno medikamentozno lijeCenje, a primjena
antibiotika prema nalazu antibiograma i specificnog lijeka za podizanje
broja neutrofila u krvi novorodenceta (rh- G-CSF) bila je ucinkovita.

Analiza klini¢ko-laboratorijskih podataka pokazala je statistiCki znacajnu
povezanost tezine neutropenije s anti-HNA specifiCnosti protutijela i dobi
novorodenceta manjoj od 2 tjedna u trenutku zahtjeva za laboratorijsko
ispitivanje  ANN. Takoder, uoCena je statistiCki znacCajna povezanost
pozitivnog nalaza seroloskog ispitivanja ANN s dobi novorodenceta manjoj

od 2 tjedna u trenutku zahtjeva za laboratorijsko ispitivanje i duljinom
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trajanja neutropenije manjoj od 8 tjedana. Povezanost pozitivhog nalaza
seroloskog ispitivanja ANN i broja neutrofila u krvi novorodenceta manje od
500 u mm®, kao i uputna dijagnoza izolirane neutropenije bila je na granici
statisticke znacajnosti.

. Blagi klini¢ki tijek bolesti u donesene novorodencadi bez drugih bolesti,
usprkos dugotrajne i teSke neutropenije, posebno u slucaju anti-HNA-2a
aloimunizacije, potvrduje opravdanost primjene faktora rasta granulocitnih
kolonija (rh G-CSF) samo u slu€aju teSke bakterijske infekcije i sepse uz
neucinkovito lijeCenje antibioticima prema nalazu antibiograma, obzirom na
ograniCena iskustva i potencijalne nezeljene ucinke lijeka.

. Udjel seroloki potvrdenih slu€ajeva u ukupnom broju zahtjeva za
serolosko ispitivanje ANN 15/23 u skladu je s podacima iz literature. Ovaj
podatak pokazuje da su primijenjene seroloSke i molekularne metode za
laboratorijsko ispitivanje sumnje na ANN bile zadovoljavajuce.

. Rezultati ispitivanja potvrduju hipotezu postavljenu u ovome istrazvanju, da
anti-HLA | protutijela sama mogu uzrokovati ANN. Dodatno serolosko i
molekularno ispitivanje anti-HLA | protutijela i antigena opravdano je u
slu¢aju kada je probirno ispitivanje pozitivno, a anti-HNA protutijela nisu
dokazana. Primjena osjetljive seroloSke metode za probirno ispitivanje anti-
HLA | protutijela u plazmi majke i novorodenceta znatno doprinosi konacnoj
potvrdi dijagnoze ANN.

. Podaci pokazuju da trajna edukacija neonatologa i transfuziologa i
uspostava algoritma za laboratorijsko ispitivanje ANN, ima znatan utjecaj
na prepoznavanje bolesti i kvalitetu laboratorijskog ispitivanja u cilju

seroloSke potvrde sumnje na ANN.
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7. SAZETAK

Aloimuna neonatalna neutropenija (ANN) rezultat je imunizacije majke tijekom
trudnoce na neutrofilne antigene ,Ceda“ naslijedene od oca. lako je ANN rijetka
bolest, teSki oblici povezani s bakterijskim infekcijama i sepsom koji mogu
imati  smrtni ishod nalazu ranu dijagnostiku i lije€enje ove bolesti. Prema
podacima iz literature procjenjuje se da je uCestalost ANN manje od 1 slucCaj
na 1000 Zivorodene djece, a teskih oblika ANN 1 slucaj na 6000 zivorodene
djece.

U Republici Hrvatskoj (RH) godisnje biljezimo oko 1-2 zahtjeva za seroloSkim
ispitivanjem aloimune neonatalne neutropenije. Obzirom na oko 45 000
zivorodene djece u Hrvatskoj godiSnje uoCava se da je ucestalost ANN
znacCajno niza od ocCekivane. Cilj ovoga istrazivanja bio je procijeniti stvarnu
uCestalost bolesti u RH, analizirati klinicko-laboratorijske podatke i seroloSke i
molekularne osobine ANN za 23 novorodenceta za koje je ucinjeno
laboratorijsko ispitivanje ANN u RH u razdoblju od 1998. do 2008. godine.
Analiza retrospektivno prikupljenih podataka za razdoblje od 1998. do 2006.
godine pokazuje da je uCestalost seroloski potvrdene ANN u RH 1 sluc¢aj na
38099 Zivorodene djece, deseterostruko niza od navedenih podataka iz
literature. U razdoblju od 2007. do 2008. godine u kojem su podaci prikupljeni
prospektivno, broj seroloski potvrdenih slu¢ajeva ANN bio je dvostruko vedi,
1:17323 Zivorodenih. Rezultati prospektivne pilot studije provedene od 2007.
do 2008. godine u Rodilistu Klinike za ginekologiju i porodiljstvo KB SM,
pokazuju da sustavno laboratorijsko pracenje broja neutrofila u Kkrvi

novorodenceta i serolosko ispitivanje ANN u slu€aju izolirane neutropenije, uz
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uCestalost ANN od 1: 2843 zZivorodene djece, znatno doprinose
pravovremenom otkrivanju bolesti.

Rezultati ispitivanja potvrduju hipotezu postavljenu u ovome istrazvanju, da
anti-HLA | protutijela sama mogu uzrokovati ANN. Dodatno seroloSko i
molekularno ispitivanje anti-HLA | protutijela i antigena opravdano je u slu€aju
kada je probirno ispitivanje pozitivno, a anti-HNA protutijela nisu dokazana.
Primjena osjetljive seroloSke metode za probirno ispitivanje anti-HLA |
protutijela u plazmi majke i novorodencCeta znatno doprinosi konacnoj potvrdi

dijagnoze ANN.
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8. SUMMARY

“Serological, molecular and clinical characteristics of alloimmune
neonatal neutropenia”

Alloimmune neonatal neutropenia (ANN) is the result of maternal
alloimmunization during pregnancy to neutrophil antigens inherited from the
father. ANN is rare but potentially life-threatening disorder, especially in case
of severe bacterial infections and sepsis and therefore demand early
diagnostic and specific treatment of the disease. According to the literature
data the incidence of ANN less than one per 1000 live births, and severe forms
from one per 6000 live births. Only 1 to 2 requests for serologic testing for
suspected ANN against ~45 000 live births per year in Croatia indicate the
incidence of the disease to be considerably lower than expected. The aim of
this study was to estimate a real incidence of the disease in Croatia and to
analyse clinical and laboratory data and serological and molecular
characteristics of ANN in 23 newborns investigated in the period from year
1998 to 2008 in Croatia.

Retrospective data analysis for period from year 1998 to 2006 shows the
frequency of serologically proven ANN of 1 case per 38099 life-births which is
tenfold lower than expected according to the previous published literature data.
In the period of prospective collecting of data from 2007 to 2008 the frequency
of serologically proven ANN was twofold higher; 1 case per 17323 life-births.
Results of prospective pilot study conducted in Maternity ward of University
hospital “Sestre Milosrdnice” in the two years period show the ANN incidence

of 1 case per 2843 life-births, pointed out that regular laboratory monitoring of
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neutrophil blood count in all newborns together with serological investigation of
ANN in case of isolated neutropenia in the newborn has positive impact on
timely diagnosis of ANN.

The results of the present study support the hypothesis that anti-HLA class |
antibodies alone can cause ANN. Additional serological and molecular testing
of HLA | antibodies and antigens is justified in case of positive serological
screening of ANN, and negative anti-HNA antibodies. Introduction of serologic
method of high sensitivity for anti-HLA | screening in mother’s and newborn’s
plasma considerably contributed to final serological confirmation of ANN

diagnosis.
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PRILOG 1 UPITNIK ZA KLINICKO-LABORATORIJSKE PODATKE ZA ALOIMUNU NEONATALNU NEUTROPENIU (ANN)

SUMNJA NA ANN

1. APSOLUTNI BROJ NEUTROFILA U KRVI NOVORODENCETA <1500 u mm®, POSTOTAK NEUTROFILA <20%,

2. UKUPAN BROJ LEUKOCITA < 6,2x10/9/L (ALl MOZE BITI | UREDAN!!)

3.  BAKTERISKA INFEKCIJA/SEPSA U NOVORODENCETA

+

IZVADITI UZORKE KRVI

1. UZORAK KRVI NOVORODENCETA: 1 EDTA EPRUVETA OD 3 ML

[

UZORAK KRVI MAJKE: 1 EDTA EPRUVETA OD 6 ML | 1 EPRUVETA BEZ ANTIKOAGULANSA (NATIVNI) OD 10 ML

3. UPUTNICA ZA PROBIRNO ISPITIVANJE ALOIMUNE NEONATALNE NEUTROPENIJE (MAJKA | DUETE)

+

U HZTM, PETROVA 3, ODSJEK ZA IMUNOGENETIKU TROMBOCITA, LEUKOCITA | HEMOSTAZU, UZ PRETHODNI DOGOVOR S DR.

UZORKE I UPUTNICU POSLATI

tel. +3851 4600331/317

TOMICIC

Klinicko-laboratorijski podaci za ALOIMUNU NEONATALNU NEUTROPENIJU (ANN)

IME i PREZIME NOVORODENCETA:

JMBG ili datum rodenja:

KB, Sestre Milosrdnice”, Kl za pedijatriju/odjel;

Dijagnoza:
NOVOREDENCE:
Lx10/9/L ABNx10/9/L N % KI. znaci Ostali kl. Terapija: Ostali lab. nalaz
simptomi:
Datum: ANN(<6,2) ANN (<1500) (<20) ANN:
INFEKCIJE
pupka
respiratorne
urinarne
Sepsa
MAIJKA:
Datum: Lx10/9/L ABNx10/9/L N % Dg. KI. simptomi Terapija: Ostali lab. nalazi




PRILOG 2 ALGORITAM SEROLOSKOG | MOLEKULARNOG ISPITIVANJA ALOIMUNE NEONATALNE

NEUTROPENIJE (ANN)

PROBIRNO SEROLOSKO ISPITIVANJE ANN

TEST IMUNOFLUOROESCENCIJE ZA ANTINEUTROFILNA PROTUTIJELA (GIFT) (indirektni i direktni) s
plazmom i neutrofilima majke i novorodenceta

Vv v
POZITIVNO NEGATIVNO
Pozitivan direktni ifili indirektni GIFT s | Negativan direktni i indirektni GIFT s

plazmom/neutrofilima novorodenceta i pozitivan indirektni | plazmom/neutrofilima novorodenceta
GIFT s plazmom majke

v Vv

ODREDIVANJE HNA SPECIFICNOSTI PROTUTIJELA

TEST IMOBILIZACIJE NEUTROFILNIH ANTIGENA POMOCU MONOKLONALNIH KRAJ
PROTUTIJELA (MAINA) s plazmom majke/novorodenceta*

HNA genotipizacija/fenotipizacija majke/novorodenceta* (PCR-SSP/GIFT)

KRIZNA PROBA sa serumom majke+neutrofilima oca/novorodenéeta(GIFT)

[\
POZITIVNO NEGATIVNO
Dokazana su anti-HNA protutijela i Nisu dokazana su anti-HNA
protutijela
HNA inkompatibilnost
[\ [\

PROBIRNO ISPITIVANJE ZA HLA | PROTUTIJELA

KRAJ TEST IMUNOFLUOROESCENCIJE ZA ANTILMFOCITNA
PROTUTIJELA (LIFT) i TEST LIMFOCITOTOKSICNOSTI (LCT) s
plazmom (serumom) majke/novorodenceta*

N2 [\
POZITIVNO NEGATIVNO
Pozitivan LIFT i/ili LCT s | Negativan LIFT ifili LCT s
plazmom/serumom plazmom/serumom
majke/novorodenceta majke/novorodenceta
[\ v
ODREDIVANJE  SPECIFICNOSTI  anti-HLA |  plazmom/serumom | KRAJ

majke/novorodenceta (LCT) i

HLA | GENOTIPIZACIJA majke/novorodenceta* (PCR-SSP)

v

POZITIVNO NEGATIVNO
Dokazana su anti-HLA | protutijela i Nisu dokazana su anti-HLA | protutijela

HLA | inkompatibilnost

KRAJ

*odredivanje specifinosti protutijela u plazmi novorodenceta i HNA/HLA tipizacija nije obveznaPCR-SSP=polimerazna
lan¢ana reakcija-zacetnici specifiéni za sekvencu



