UNIVERZA V LJUBLJANI
FAKULTETA ZA FARMACIO

TEJA CAS

MAGISTRSKA NALOGA

MAGISTRSKI STUDIJSKI PROGRAM LABORATORIJSKA BIOMEDICINA

Ljubljana, 2014



UNIVERZA V LJUBLJANI
FAKULTETA ZA FARMACHO

TEJA CAS

UVEDBA IN VREDNOTENJE NOVE METODE ZA DOLOCANJE PRISOTNOSTI
PLODOVIH ERITROCITOV V MATERINI KRVI

IMPLEMENTATION AND EVALUATION OF ANEW METHOD FOR
DETERMINATION OF THE PRESENCE OF FETAL RED BLOOD CELLS IN
MATERNAL BLOOD

Ljubljana, 2014



Magistrsko delo sem opravljala na Zavodu Republike Slovenije za transfuzijsko medicino
pod mentorstvom izr. prof. dr. Matjaza Jerasa, mag. farm., in somentorstvom doc. dr. Elvire
Malicéev, univ. dipl. biol. Vzorci venske in popkovniéne krvi so bili odvzeti v slovenskih

porodnisnicah.

Zahvala:

OD tej priloznosti bi se rada zahvalila mentorju izr. prof. dr. Matjazu Jerasu, mag. farm., in
somentorici doc. dr. Elviri Malic¢ev, univ. dipl. biol., za vso strokovno pomo¢ in koristne
nasvete pri izdelavi magistrskega dela. Zahvaljujem se tudi prim. Ireni Bricl dr. med., ki je
s strokovnimi komentarji pripomogla k izboljSanju magistrske naloge. Rezultate testa
Kleihauer-Betke so nam posredovali iz laboratorija Zavoda Republike Slovenije za
transfuzijsko medicino. Vsem, ki so sodelovali v teh procesih, se iskreno zahvaljujem,
hkrati pa se zahvaljujem tudi vsem zaposlenim na Zavodu Republike Slovenije za
transfuzijsko medicino za prijazno pomoc in prakticne nasvete pri izvedbi laboratorijskega

dela magistrske naloge.

Na koncu se Zelim zahvaliti vsem mojim bliZnjim, ki so me vedno podpirali, spodbujali in

razumevajoce spremljali mojo Studijsko pot.

Izjava
Izjavljam, da sem magistrsko nalogo izdelala samostojno pod mentorstvom izr. prof.

Matjaza Jerasa, mag. farm., in somentorstvom doc. dr. Elvire Malicev, univ. dipl. biol.

Ljubljana, 2014 Teja Cas

Predsednik magistrske komisije: prof. dr. Janko Kos, univ. dipl. kem.

Clan magistrske komisije: izr. prof. dr. Mitja Kos, mag. farm.



Kazalo vsebine

POVZETEK. ...ttt bbbt bbb bt e e VI
N 013 1 - Uod SRS VIl
SEZNAM OKIAJSAV ....viiiiiiiie ittt ettt ettt e e e b e e sie e e beesnneenneesane e e VIl
SR 1Yo T SR PRROUSURRPS 1
Ot O Ao T Te3 s Lo 1] A PRSP RO PR 1
1.2.  FetomaternalNa KIVaVITEY ..........cooiiiiiiiiiiiseciee e 1
R TR 1 )1 (o] | 1 PSSR 2
131, HEMOGIODIN .o 2
1.3.2.  Krvne skupine in aglutiNnOgeNi.........ccceovieiieieeieiie e 3
1.3.3.  Karboannidraza...........ccoeeiiiiiiioieseee s 5

1.4.  Mehanizem nastanka fetomaternalne KrvavitVve............cccocvoniiiinininnenene s 6
1.5.  Ocena obsega fetomaternalne KrvavitVe ............cccoeoeiiiiniiininneeesee e 7
1.6. Laboratorijske metode za dolocanje fetomaternalne Krvavitve ............cc.ccoceeenene. 9
1.6.1.  KVATALIVNI TEST.....eciiiieiece e nneas 9
1.6.2.  TeSt Kleihauer-BetKe...........cccoiiiiiiieiiee e 10
1.6.3.  Pretofna CILOMEIII]A ... ccoveeieeiiieiiee ittt 11
1.6.4. Preto¢na citometrija z uporabo protiteles anti-RhD .............cccceveiiiiiinenn. 11
1.6.5. Pretocna citometrija z uporabo protiteles anti-HbF in anti-CA.................... 12

2. NAMEN LA 14
3. Materiali IN MELOGE .......oiveeieieieee ettt ee e 15
3.1, PretoCna CILOMEIIIIA .. .eeiueeiieeiieiiieeste ettt ne e 15
3.2.  Metoda s protitelesi anti-HDF/anti-CA ... 18
3.3.  Metoda z uporabo protiteles anti-RND.............ccccoviiiiiiici e 22
3.4.  Priprava Kontrolnin SUSPENZIJ ....c.cccveiiiiiiieiecic e 24



KT T 72 18 1Y (o3 4 (S 0 411 10 16 (<R 25

O =Y AN ||t N (I V4 0 €= V7 VOSSR 28
4.1, Umeritvena KriVUIJa .........ccooiiiiiiiie e 28
I (] SO TP PRP APPSR 30
Bland-AltMan0oV tEST ........cveiiee et 32
Pearsonov koeficient korelacije, linearna in Demingova regresija.........ccccceeevveiveenne. 34

I (] SO TP PR PRSPPI 36
Bland-AltMan0oV tESE ..o e e 36
Pearsonov koeficient korelacije, linearna in Demingova regresija.........ccccceeevveivnnne. 37
4.2, KIHNICHT PIIMETI...eiuviiiiiiieiiiieesieeie ettt r e nne e 40
B I (5] ST TOPP P PP PPRTPPPR 43
Bland-AIMAN0OV TEST .......ocviiiiiiiiiieieie e 46
Pearsonov koeficient korelacije, linearna in Demingova regresija.........c.ccooeevevvennene. 49

4.3.  Primerjava rezultatov umeritvenih kontrolnih suspenzij in dejanskih vrednosti.. 51

4.4.  Zunanje kontrole UK NEQAS ........ooiiii e 53
4.5.  Primerjava med Metodami .......c.ccoiveiiieiieiiicsis e 54
ST =T o TS RPRSSORRTR 57
B.  LHTEIATUIA ...c.eieieieieeee ettt 59

Kazalo slik

Slika 1: Placentarni horionski VIUS. ... 1
Slika 2: Izrazanje globinskih verig hemoglobinov med plodovim razvojem..............c......... 3
Slika 3: Transport ogljikovega dioksida S KI'VJO .......cccoeiiriiireiieseess e 5
Slika 4: Mehanizem senzibilizacije RhD™ matere ob prvi nose¢nosti in liza plodovih RhD™*
eritrocitov v nadaljnjih noseCnostiN...........cooiiiiiiiiii 7
SHiKa 5: ROZEINI TEST.......eiviiiciiici s 10
Slika 6: Test Kleihauer-BetKe...........ccccoviiiiiiiiiiicc 11



Slika 7: Shema pretocnega citometra BD FACSCalibur..........cccociiiiiiiiiiiiiiiicce 16

Slika 8: Citogrami nastavitev preto¢nega citometra za analizo fetomaternalne krvavitve s

kompletom Fetal Cell Count® ..........cccoiviiiiiiiieiiciieesee e 18
Slika 9: Primer rezultatov analize vzorca, oznaCenega s protitelesi anti-HbF R-PE in anti-
CA FIT C bbbttt e bbbt bt n e 21
Slika 10: Primer rezultatov analize vzorca oznacenega s protitelesi anti-RhD................... 23
Slika 11: Citograma pri pacientu z B-talaSemijo. .......cccvveiveieiiierieie e, 42

Kazalo preglednic
Preglednica I: Krvne skKuping ABO .........ccvoiiiiiiieie e 4

Preglednica II: Meritve vzorcev kontrolnih suspenzij za primerjav umeritvenih krivulj.... 29
Preglednica I11: Rezultati parnega dvostranskega T-testa za primerjavo metode s protitelesi
anti-HbF/anti-CA s tisto s protitelesi anti-RND ............ccccooeiiiiiiiii e 31
Preglednica IV: Bland-Altmanov test — povpre¢na vrednost odstopanja (bias) med
primerjanimi razlikami meritev ter 95 % interval ujemanja za metodi s protitelesi anti-RhD
in s protitelesi anti-HbF/anti-CA pri meritvah kontrolnih SUSPENZij. ..........ccccevenercniennnnn 32
Preglednica V: Rezultati parnega dvostranskega T-testa za primerjavo metode z anti-
HbF/anti-CA in tisto s protitelesi anti-RhD, ob upostevanju le zadnjih petih serij umeritvenih
KONEFOINTN SUSPENZIJ. ... 36
Preglednica VI: Bland-Altmanov test - povpre¢na vrednost odstopanja (bias) med
primerjanimi razlikami meritev ter zgornja in spodnja meja 95 % intervala ujemanja med
metodama anti-RhD in anti-HbF/anti-CA pri meritvah petih kontrolnih suspenzij............. 37
Preglednica VII: Vrednosti volumnov fetomatrenalne krvavitve dolo¢ene v vzorcih klini¢nih
primerov z metodami KBT, anti-RhD in anti-HoF/anti-CA ...........cccooe i 40
Preglednica VIIII: Rezultati parnega dvostranskega T-testa za primerjavo analizne metodo
KBT z metodo s protitelesi anti-HbF/anti-CA, KBT z metodo s protitelesi anti-RhD in metod
s protitelesi anti-HbF/anti-CA in protitelesi anti-RhD. ..........cccccoov i, 44
Preglednica IX: Bland-Altmanov test - povpreéne vrednosti odstopanja (bias) med
primerjanimi razlikami meritev ter spodnja in zgornja meja 95 % intervala ujemanja za
analizni metode KBT in s protitelesi anti-HbF/anti-CA, KBT in metodo s protitelesi anti-
RhD ter metodama s protitelesoma anti-HbF/anti-CA in anti-RhD pri meritvah klini¢nih

VZOFCEV PACIENTK. ...ttt bbb bbb 47



Preglednica X: Vrednosti Pearsonovih koeficientov korelacije, enacba premic dolo¢enih z
linearno regresijo, vrednosti koeficientov determinacije R? ter ena¢be premic izra¢unane z
Demingovo regresijo, za primerjane pare analiznih metod KBT in anti-HbF/anti-CA, KBT
in anti-RhD ter anti-HbF/anti-CA in anti-RhD, ki smo jih uporabili za meritve Klini¢nih
V740 (oY o - Tod 1= PRSPPSO 49
Preglednica XI: Rezultati parnega dvostranskega T-testa primerjave rezultatov z analiznima
metodama s protitelesi anti-HbF/anti-CA in protitelesi anti-RhD z dejanskimi vrednostmi
delezev plodovih eritrocitov v umeritvenih kontrolnih suspenzijah. ...........cccccooviiiiinnns 51
Preglednica XII: Bland-Altmanov test - povpre¢ne vrednosti odstopanj (biasov) med
primerjanimi razlikami meritev ter spodnje in zgornje meje 95 % intervalov ujemanja za
metodi anti-RhD in anti-HbF/anti-CA, glede na znane vrednostmi umeritvenih kontrolnih

SUSPIBNZIJ. ettt ettt bk bbb st s e bbb bR bR £ R e bbb Rt bt bRt n e e nen e 52

Kazalo grafov
Graf 1: Oblika porazdelitve meritev kontrolnih umeritvenih suspenzij z metodo s protitelesi

ANEI-HDF/ANTISCA et ebe e st e et e e srra e sreesaaeenreas 30
Graf 2: Oblika porazdelitve meritev kontrolnih umeritvenih suspenzij z metodo s protitelesi
ANEIERND. .ot e e 31

Graf 3: Grafi¢ni prikaz analize rezultatov meritev kontrolnih suspenzij plodovih eritrocitov
s parnim dvostranskim T-testom za primerjani metodi s protitelesi anti-RhD in anti-
HIOF/ANTI-CA. et 32
Graf 4: Bland-Altmanov graf s prikazanimi statisticno obdelanimi rezultati primerjanih
meritev vseh sedmih kontrolnih suspenzij z metodama s protitelesi anti-RhD in anti-
HOF/ANTI-CA. et e et 33
Graf 5: Grafi¢ni prikaz rezultatov linearne in Demingove regresije s pripadajodima
enacbama premic in vrednostjo R, ........ccccoviveiireiiiiieieceee e 35
Graf 6: Grafi¢ni prikaz statiticne analize rezultatov meritev kontrolnih suspenzij plodovih
eritrocitov s parnim dvostranskim T-testom za primerjani metodi s protitelesi anti-RhD in
anti-HbF/anti-CA, ob upostevanju zadnjih petih SErij........cccvvevvrrieriveresie e seese s 36
Graf 7: Bland-Altmanov test s prikazanimi statisticno obdelanimi rezultati meritev z
metodama s protitelesi anti-RhD in protitelesi anti-HbF/anti-CA petih serij kontrolnih

UL 01104 | SRS PRSSORRTR 37



Graf 8: Grafi¢ni prikaz linearne in Demingove regresije s pripadajoima enacbama premice
in vrednostjo R? pri analizi rezultatov zadnjih petih serij kontrolnih suspenzih RhD* plodovih
BITETOCTEOV. ...ttt bbbttt bbb bbbt e et bt bbbt e et n e 38

Graf 9: Oblika porazdelitve meritev klini¢nih primerov pacientk z metodo s protitelesi anti-

HOF/ANTI-CA. ettt s e st e et e e bt e b e e e e nre e 43
Graf 10: Oblika porazdelitve meritev klini¢nih primerov pacientk z metodo s protitelesi anti-
RID . bbb bbbttt a et b ne e 44
Graf 11: Oblika porazdelitve meritev klini¢nih primerov pacientk z metodo KBT............. 44

Graf 12: Grafi¢ni prikaz statisticne analize rezultatov meritev klini¢nih vzorcev pacientk s

parnim dvostranskim T-testom za primerjani metodi s protitelesi anti-HbF/anti-CA in KBT.

Graf 13: Grafi¢ni prikaz statisti¢ne analize rezultatov meritev klini¢nih vzorcev pacientk s
parnim dvostranskim T-testom za primerjani metodi s protitelesi anti-RhD in KBT.......... 46
Graf 14: Grafi¢ni prikaz statisticne analize rezultatov meritev klini¢nih vzorcev pacientk S
parnim dvostranskim T-testom za primerjani metodi s protitelesi anti-HbF/anti-CA in
Protitelesi anti-RND. ........ooiiie e 46
Graf 15: Bland-Altmanov graf s prikazanimi statisticno obdelanimi rezultati primerjanih
meritev klini¢nih vzorcev pacientk z metodama KBT in s protitelesi anti-HbF/anti-CA. .. 47
Graf 16: Bland-Altmanov graf s prikazanimi statistiéno obdelanimi rezultati primerjanih
meritev klini¢nih vzorcev pacientk z metodama KBT in s protitelesi anti-RhD................. 48
Graf 17: Bland-Altmanov graf s prikazanimi statisticno obdelanimi rezultati primerjanih
meritev klini¢nih vzorcev pacientk z metodama s protitelesi anti-RhD in protitelesi anti-
HOF/ANEI-CA. bbb 48
Graf 18: Grafi¢ni prikaz linearne in Demingove regresije s pripadajocima enacbama premice
in vsebnostjo R? za analizo rezultatov meritev klini¢nih vzorcev pacientk z metodama KBT
INANET-HDF/ANTI-CAL ..o 50
Graf 19: Grafi¢ni prikaz linearne in Demingove regresije s pripadajo¢ima enacbama premice
in vsebnostjo R? za analizo rezultatov meritev klini¢nih vzorcev pacientk z metodama KBT
INANEI-RND. .o 50
Graf 20: Grafi¢ni prikaz linearne in Demingove regresije s pripadajo¢ima ena¢bama premice
in vsebnostjo R? za analizo rezultatov meritev kliniénih vzorcev pacientk z metodama anti-

ROD in @nti-HOF/ANTI-CA. ...t e ettt e e e e e e e e et eeaeeeeeanae 51



Povzetek

Fetomaternalna krvavitev je prisotnost plodovih eritrocitov v materinem krvnem obtoku. Do
vstopa plodove v materino kri lahko pride pred porodom ali med njim, in sicer zaradi
razli¢nih dejavnikov. Gre za patolosko stanje z razli¢nimi moznimi klini¢nimi variacijami,
ki zahteva hitro in pravilno ukrepanje. Najveckrat se za dolocanje fetomaternalne krvavitve
uporabljajo test Kleihauer-Betke in analizne metode s preto¢no citometrijo z razlicnimi
detekcijskimi protitelesi oziroma njihovimi kombinacijami. Tovrstne preiskave izvajamo pri
vseh RhD negativnih otro¢nicah, ki nosijo oziroma so rodile RhD pozitivnega otroka, ter pri
vseh tistih, pri katerih obstaja sum na fetomaternalno krvavitev.

V sklopu magistrske naloge smo za potrebe Zavoda Republike Slovenije za transfuzijsko
medicino smo kriti¢no in celovito ovrednotili ter pripravili postopke za uvedbo nove metode,
Ki temelji na pretoéni citometriji in uporabi kombinacije protiteles proti hemoglobinu F, ki
se nahaja v plodovih eritrocitih in protiteles proti karboanhidrazi, ki je izrazena v odraslih
rdec¢ih krvnih celicah. Vpeljano metodo smo nato Kriti¢no in celovito ovrednotili. Njene
rezultate smo primerjali s tistimi, dobljenimi z Ze obstoje¢ima analiznima postopkoma, to je
s klasi¢nim testom Kleihauer—Betke in z metodo s preto¢no citometrijo, ki kot detekcijski
reagent uporablja protitelesa anti-RhD. Primerjali in statisticno ovrednotili smo rezultate
meritev sedmih serij umeritvenih kontrolnih suspenzij eritrocitov in 18 klini¢nih vzorcev
pacientk. Pretocna citometrija ponuja moZnost avtomatizirane analize velikega Stevila celic
in s tem pridobitev natan¢nejSih informacij o opazovani celi¢ni vrsti. Statisticno smo uspeli
dokazati, da z novo analizno metodo dobimo rezultate, ki so povsem primerljivi s tistimi, ki
jih izmerimo z rutinskima obstoje¢ima metodama, torej s testom Kleihauer—Betke in s
preto¢no citometrijo z uporabo protiteles anti-RhD. Vsaka nova metoda po eni strani
predstavlja Stevilne izzive, s katerimi se mora laboratorij soo¢ati med njeno vpeljavo, hkrati
pa ponuja nove moznosti za izboljSanje diagnostike. Zaklju¢imo lahko, da nova metoda, ki
temelji na pretoéni citometriji z uporabo kombinacije protiteles proti fetalnemu hemoglobinu
in karboanhidrazi, daje zanesljive rezultate glede prisotnosti in obsega fetomaternalne
krvavitve, ki so primerljivi tistim, ki jih generiramo z Ze obstoje¢imi analiznimi postopki,
poleg tega pa omogoca vrednotenje fetomaternalne krvavitve tudi pri tistih pacientkah, kjer

za to stanje ni kriva neskladnost v antigenskem sistemu Rh.

Kljuéne besede: fetomaternalna krvavitev, protitelesa anti-HbF, karboanhidraza, faktor Rh

D, preto¢na citometrija
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Abstract

Fetomaternal haemorrhage is the presence of fetal erythrocytes within the maternal
circulation. It can occur before or during labour, due to several reasons. It is a pathological
condition with a wide spectrum of clinical variation, which demands a quick and appropriate
treatment. The most frequently used diagnostic tests for its determination are the Keihauer-
Betke test or the flow cytometry, using detection antibodies and their combinations. These
tests are regularly performed on all RhD negative mothers that gave birth to RhD positive
childen and in cases where a suspicion of fetomaternal haemorrhage exists.

The aim of our thesis was the introduction of a new diagnostic method, responding to the
needs of the Blood Transfusion Centre of Slovenia. It is a flow cytometry-based method
using a combination of fluorescence labelled detection antibodies against haemoglobin F
(HbF), which is present in fetal erythrocytes and those against carboanhydrase (CA), being
expressed in adult red blood cells. After being introduced and optimized, its performance
was thoroughly and critically evaluated. The results obtained were compared to those,
generated by standard methods, i.e. the Kleihauer-Betke screening test and the flow
cytometric method using anti-RhD antibodies as detection reagent. We have statistically
compared and evaluated the results of seven series of calibrated control suspensions
containing various defined amounts of fetal erythrocytes, as well as 18 blood samples of
patients, that were measured by all three methods. Statistically we were able to prove that
the new method provides results that are comparable to those, obtained by both, the
Kleihauer-Betke test and the flow cytometry method, using anti-RhD detection antibodies.
The flow cytometry offers automatic analysis of huge cell numbers and therefore generates
quite accurate information regarding the monitored cell population. But one has to be aware
that every new method presents numerous different challenges which a laboratory must deal
with during its introduction. We can conclude that the newly introduced flow cytometry
method, using a combination of detection antibodies against HbF and CA generates reliable
results regarding the presence, as well as the extent of fetomaternal haemorrhage and is
comparable to standard analytical procedures. It also provides a way of assessing this
pathology in those patients where mismatched Rh antigens are not its causative factor.

Key words: Fetomaternal haemorrhage, anti-HbF antibodies, carboanhydrase, Rh D factor,

flow cytometry

VI



Seznam okrajSav

FMK — fetomaternalna krvavitev

Rh — sistem rhesus

RhD+ — sistem rhesus D pozitivni

RhD- — sistem rhesus D negativni

Hb — hemoglobin

HbF — fetalni hemoglobin

CA — karboanhidraza

HBPN — hemoliti¢na bolezen ploda in novorojencka

IgM — protitelesa imunoglobulinskega razreda M

IgG — protitelesa imunoglubilinsekega razreda G

KBT — test Kleihauer-Betke

FSC — detektor, ki zaznava prednje sipanje

SSC — detektor, ki zaznava stransko sipanje

FL1 — fotodetektor 1

FL2 — fotodetektor 2

R-PE — R-fikoeritrin

FITC — fluorescein izotiocianat

EDTA — etilendiamintetraocetna kislina

BRAD-3-FITC — imunoglobulini razreda G3, oznaceni s fluorescein izotiocianatom
AVEZ 5.3-FITC — imunoglobulini razreda G1, oznaceni s fluorescein izotiocianatom
IBGRL — mednarodni referencni laboratorij za krvne skupine
PBS/1% BSA — fosfatni pufer z govejim serumskim albuminom

UK-NEQAS - United Kingdom National External Quality Assessment Service
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1. Uvod

1.1. Nosecnost
Nosecnost je posebno fiziolosko stanje Zenskega organizma, ki spodbuja obrambne
mehanizme organizma bodoce mame; je skrbno uravnavana s hormoni in vpliva na celoten
organizem nosecnice. Tako lahko pride do pojava jutranje slabosti, pove¢anja minutnega
volumna srca, povecanja volumna krvi, pove¢ane porabe kisika, povecanja prehrambenih
potreb, povecanja telesne teze in Stevilnih drugih sprememb (1). Evolucijsko se je nose¢nost
razvila v posebno imunosupresivno stanje, ki prepre¢uje zavrnitev ploda. Placenta, ki
naceloma $¢iti plod, pa ni popolnoma neprehodna, saj preko nje potekajo izmenjave hranil

in odpadnih snovi, obenem pa tudi imunske interakcije med materjo in plodom (2).

Materini

‘ eritrociti

Slika 1: Placentarni horionski vilus preko katerega poteka izmenjava snovi med noseénico in plodom, ki

onemogoca prehod plodovih eritrocitov v materin krvni obtok. Prirejeno po (3).

1.2. Fetomaternalna krvavitev
Fetomaternalna krvavitev je prisotnost plodovih eritrocitov v materinem krvnem obtoku (1).
S populacijskimi studijami so dokazali, da gre za kar pogost fenomen. Nevarne pa so
predvsem velike koli¢ine plodovih celic v materini krvi. Normalno ob koncu nose¢nosti ali
med porodom nekaj teh preide v krvni obtok matere (4). Kadar je volumen plodovih
eritrocitov v krvi matere vecji od 15 mL, kar je enako 30 mL polne krvi, govorimo o obseZni
fetomaternalni krvavitvi, ki zahteva ustrezno in hitro ukrepanje. Obsezna fetomaternalna
krvavitev je hud zaplet v nosecnosti in se zgodi pri treh 3 od 1000 porodov. Povzroc¢i lahko
hude anemije ploda in novorojencka, ki se lahko koncajo s smrtjo. Pri plodu z anemijo
obicajno opazijo sinusoidno krivuljo bitja srca. Plodovi eritrociti v krvnem obtoku matere

lahko povzroé¢ijo tudi njeno imunizacijo in Stevilne zaplete pri morebitnih kasnejsih



transfuzijah krvi in naslednjih nosecnostih (5, 6). Meja, pri kateri naj bi prislo do

senzibilizacije, je razli¢na glede na vrsto antigena, ki le-to povzroca (4).

1.3.  Eritrociti
Pri fetomaternalni krvavitvi dolo¢amo delez plodovih eritrocitov v krvi matere. Da pa lahko
plodove eritrocite lo¢imo od materinih, moramo poznati, kako se razlikujejo. Odrasel ¢lovek
ima 5 do 6 litrov krvi (1, 7). Rdece krvne celice ali eritrociti predstavljajo manj kot polovico
volumna krvi. Skrbijo za prenos kisika vezanega na hemoglobin ter tudi ogljikovega
dioksida. So visoko specializirane celice brez jedra, ki v krvnem obtoku prezivijo priblizno
120 dni (7). Eritrociti imajo obliko bikonkavnih plos¢ic s premerom 7,5 pm. Njihova
koncentracija v krvi je med 4,2 in 6,3 x 10'?/L (1). Na povrsinah eritrocitov so izrazene

molekule aglutinogenov, znacilne za krvne skupine ABO, Rh ter druge (7).

Hematopoeza se v plodu za¢ne Ze v tretjem tednu nosec¢nosti, in sicer v rumenjakovi vrecki,
nadaljuje se v jetrih in vranici, v petem tednu pa se ustali v kostnem mozgu. Sestava plodove
krvi se nekoliko razlikuje od odrasle, saj vsebuje vi§je koncentracije hemoglobina in vecji

delez hematokrita. Vrednosti se spreminjata tekom plodovega razvoja (5).

1.3.1. Hemoglobin
Hemoglobin je glavni prenasalec kisika v krvi. Nahaja se znotraj rde¢ih krvnih celic in jim
daje rdeco barvo, ki je znacilna barva krvi (8). Je konjugiran protein, sestavljen iz §tirih
polipeptidnih globinskih verig in stirih skupin hema, ki imajo vezavna mesta za kisik (8, 5).
Hemoglobin, ki je najpogostejsi pri odraslih (97 %), imenujemo HbA. Zgrajen je iz dveh a
in dveh verig B (a2B2) (8). Poleg tega najdemo pri odraslih tudi hemoglobin Az (HbA?), ki
je sestavljen iz dveh a in dveh o verig. Hemoglobina F zaznamo pri priblizno 0,5 do 0,7 %
odraslih, in sicer kot celice F (4). Stevilo F celic pri nose&nicah fiziolosko naraste in doseze

vrh med 18 in 22 tednom nosecnosti (9).

Eritroidne celice ploda vsebujejo najprej embrionalni hemoglobin (HbE), sestavljen iz verig
(g2, a0g2, L2y2. Kasneje, v 6-7 tednu, pa pride do njegovega preklopa v fetalni hemoglobin
(HbF). Ta je zgrajen iz dveh o in dveh y verig (5,10). Proti koncu nose¢nosti se zacne fetalni
hemoglobin spreminjati v odrasli hemoglobin tipa HbA in HbA: (5,3). Hemoglobin F
predstavlja 90 do 95 % vsega hemoglobina pri plodu do 36. tedna nose¢nosti. Slika 2



prikazuje razvoj hemoglobina in izrazanje razli¢nih verig globina tekom plodovega razvoja
(5,10).

Izrazanje globinskih verig

d

T | T ki 1 l I T T T T l T T l
9 12 15
meseci

Slika 2: Izrazanje globinskih verig hemoglobinov med plodovim razvojem (16).

1.3.2. Krvne skupine in aglutinogeni
Krvne skupine dolocajo antigeni, izrazeni na povrSinah eritrocitov. To so podedovane
polimorfne ogljikohidratne ali proteinske strukture. Do sedaj so odkrili ze ve¢ kot 250
razliénih antigenov, ki so jih razvrstili v 29 krvnoskupinskih sistemov. Vsi ti lahko
povzrodijo reakcijo antigen-protitelo na povrsini eritrocitov (11, 5, 12, 13). Stevilni od teh
antigenov niso ali pa so Sibko izrazeni na plodovih celicah, zato ti niso vkljuceni v
patogenezo hemoliticne bolezni ploda in novorojencka (HBPN) (12). Glavni imunogeni so
sistema ABO in Rh ter Kell, Duffy, Kidd in nekateri drugi. Protitelesa usmerjena proti tem

aglutinogenom lahko povzrocijo tudi hemoliti¢no bolezen ploda in novorojencka (5).

Krvnoskupinski sistem ABO

Sistem krvnih skupin ABO je bil odkrit in opisan prvi in ostaja najpomembnejsi v
transfuzijski medicini. Antigena tipa A in B sta izrazena na eritrocitih velikega deleza
prebivalstva, pri ¢emer se nahaja en antigen ali drugi, lahko oba, ali pa nobeden. V odvisnosti
od tega lo¢imo krvne skupine. Kadar je prisoten antigen A, imamo krvno skupino A, ¢e je
izraZen B, je to krvna skupina B, ko sta prisotna oba, je to krvna skupina AB, v primeru, ko
sta odsotna, pa govorimo o krvni skupini 0. Krvno skupino dolo¢ata dva gena, izraZena na

razli¢nem paru kromosomov. Gena kodirata tri osnovne tipe krvnih skupin, in sicer po enega



na vsakem kromosomu. Vsak izmed genov doloca en tip, tip-0, tip-A, tip-B. 1z njih lahko
nastane Sest moznih genotipov: 00, 0A, 0B, AA, BB in AB (11, 13).

Preglednica I: Krvne skupine ABO

) ) Antigeni na )
Krvna skupina Genotip Protitelesa
povrSini eritrocitov
0 00 Nobeni Anti-A in anti-B
OA ali AA A Anti-B
B OB ali BB B Anti-A
AB AB AinB Nobena

Neskladnost v krvnem sitemu ABO med materjo in otrokom ima le redko za posledico
hemoliti¢no bolezen ploda in novorojencka. Razlog je najverjetneje ta, da se antigena A in

B na plodovih eritrocitih izrazita zelo pozno v nose¢nosti (5).

Krvnoskupinski sistem Rh

Poleg sistema ABO poznamo tudi sitem rhesus ali Rh, ki prav tako povzro¢a hude
hemoliti¢ne reakcije. Pri neskladnosti Rh med materjo (RhD™) in otrokom (RhD?) med
nosecnostjo, plodove rdece krvne celice prehajajo v materin krvni obtok in povzro¢ijo
senzibilizacijo matere in tvorbo protiteles anti-RhD. Ta nato v naslednji nose¢nosti, v
primeru enakega neskladja, povzro¢ijo hemoliti¢no bolezen ploda in novorojencka (4).
Izrazenost antigenov RhD na povrsini plodovih eritrocitov je zelo zgodnja, saj se pojavi ze

okoli 38 dneva po zanositvi.

Sistem Rh imenujemo tudi faktor Rh, pri cemer poznamo ve¢ kot 45 antigenov, med katerimi
so najbolj poznani in pomembni C, ¢, D, E in e. Ce ima oseba antigen C, potem nima antigena
¢, v kolikor pa nima antigena C, potem ima zagotovo antigen c. Enako velja tudi za ostale
antigene. Najpogostejsi tip antigena v populaciji je D. Kadar je ta antigen RhD prisoten,
pravimo, da je oseba RhD pozitivna, tisti pa, ki ga nimajo, so RhD negativni. Za antigene
tega sistema nimamo ze v naprej sintetiziranih protiteles, tako kot v primeru antigenov ABO.

Za njihov nastanek je potrebna senzibilizacija. Do te pride, ko eritrociti RhD™ otroka preidejo




v krvni obtok RhD™ matere ali pa ¢e nekdo prejme Rh neskladno transfuziji krvi (RhD"
prejemnik in RhD™ krvodajalec) (11).

1.3.3. Karboanhidraza
Karboanhidraza je cinkov metaloencim, ki sodeluje v procesu transporta plinov s krvjo.
Vkljucen je v vzdrZevanje kislinsko-bazi¢nega ravnotezja, sodeluje pa tudi pri sekreciji
ionov (5, 14).

Ogljikov dioksid prehaja preko membran eritrocitov iz plazme v njihovo notranjost. V
eritrocitih odraslih se nahaja encim karboanhidraza (CA), in sicer v obliki izoencimov | in
Il (15). Ta katalizira reakcijo med CO: in vodo, pri ¢emer nastaneta bikarbonatni ion in
molekula vodika. Brez encima karboanhidraze, bi bila ta reakcija mnogo poc¢asnejsa, z njeno
pomocjo pa CO- hitro zapusti kapilare v obliki bikarbonatnega iona. Transport CO- s krvjo
prikazuje Slika 4 (11).

CELICA

CO,<+CO,(

co,
H,0

Cl HCO,;
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Slika 3: Transport ogljikovega dioksida s krvjo (11).

Karboanhidraza je izrazena v odraslih eritrocitih, vendar tudi plodovi niso povsem brez nje.
Izrazajo jo namre¢ v manjsem obsegu, ki je 100-krat nizji kot pri odraslih. V stiridesetem
tednu nosecnosti namre¢ pride do preklopa in sinteze karboanhidraze tudi v plodovih
eritrocitih (15). Vendar pa dosezejo nivo koncentracije enako, kot je v odraslih eritrocitih

Sele po 6 mesecu. To velja predvsem za izoencim CA | (9).



1.4. Mehanizem nastanka fetomaternalne krvavitve
Fetomaternalna krvavitev lahko nastane spontano ali kot posledica invazivnih diagnosti¢nih
postopkov med nosec¢nostjo, pri patoloskih spremembah posteljice, pri prezgodnji loc€itvi
pravilno lezece posteljice, pri posegih v zadnji tretjini nose¢nosti (npr. zunanji obrat) ali pri
poskodbi matere (16). V ve¢ kot 80 % primerkov, ko je krvavitev ve¢ja kot 30 mL, pa vzrok

za nastanek ostaja nepojasnjen (13).

Fetomaternalna krvavitev povzroci senzibilizacijo matere v prvi nose¢nosti. Vendar pa za to
sam prehod plodovih eritrocitov ni dovolj, potreben je namre¢ volumen, da pri materi
izzovejo imunsko reakcijo in tvorbo protiteles. Nastala protitelesa lahko nato prehajajo preko
placente in lizirajo eritrocite ploda. V prvi nosecnosti, med katero je prislo do imunizacije,
je imunski odziv obicajno $ibek zaradi primarno nastalih protiteles razreda IgM, ne morejo
prehajati preko placente. Zato RhD* plod med prvo nose¢nosti pogosto ni taréa napada
materinega imunskega sistema, tako da ne pride do hujsih zapletov ter hemoliticne bolezni
ploda in novorojencka, razen takrat, ko so zapleti posledica krvavitve. Kasneje materin
imunski sistem za¢ne proizvajati protitelesa razreda 1gG, ki pa lahko prehajajo preko

placente, zato v nadaljnjih nose¢nostih povzro¢ajo lizo RhD™ plodovih eritrocitov (17).
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Slika 4: Mehanizem senzibilizacije RhD™ matere ob prvi nose¢nosti in liza plodovih RhD* eritrocitov v

nadaljnjih nose¢nostih (20).

Dejstvo je, da imunizacija matere proti antigenu RhD in s tem tvorba protiteles, povzroca
hemoliti¢no bolezen ploda in novorojencka. Vendar pa to ni edini antigen, ki lahko povzroci
imunizacijo matere in tvorbo protiteles in posledi¢no zaplete v nose¢nosti. Do imunizacije
lahko pride tudi z drugimi antigeni, kot so Kell, Rh ¢, Duffy in drugi, vendar pa se to zgodi
redkeje in tudi redkeje ti antigeni povzrocijo hemoliti¢no bolezen ploda in novorojencka.
Imunizacija z RhD je lahko posledica predhodnih nosec¢nosti ali danes Ze skoraj nikoli
transfuzije neskladne krvi, pri drugih antigenih pa je najpogosteje posledica transfuzije
neskladne krvi (5, 6, 34)

1.5. Ocena obsega fetomaternalne krvavitve
Zanesljiva ocena obsega fetomaternalne krvavitve je pomembna predvsem pri RhD-
nosecnicah, pri katerih lahko pride do imunizacije, ter v vseh ostalih primerih, ko sicer ne
gre za neskladnost RhD med materjo in plodom, vendar pa lahko pride do hudih zapletov
pri plodu in neonatalne anemije (5). V Sloveniji in mnogih drugih drzavah so sprejete

strokovne smernice o pred in poporodnih preiskavah ter injiciranju imunoglobulina anti-



RhD. Priporocen je komplet preiskav v razlicnih obdobjih nose¢nosti, da bi se izognili
imunizaciji matere in za$¢€itili plod. Tako je pri nas potrebno vsaki nose¢nici do 12. tedna
nosec¢nosti dolo¢iti krvno skupino ABO in RhD ter ugotoviti morebitno prisotnost eritrocitnih
protiteles z indirektnim Coombsovim testom. Pri vseh RhD" nose¢nicah test ponovimo se v
28. tednu nosecnosti. Vsem tistim RhD™ nose¢nicam, pri katerih nismo dokazali protiteles
anti-RhD, vbrizgamo zas¢itni odmerek imunoglobulinov anti-RhD. Nato indirektni
Coombsov test ponovno izvedemo po porodu, socasno pa dolo¢imo tudi krvno skupino ABO
in RhD ter opravimo direktni Coombsov test pri vseh novorojenckih RhD™ mater. Vsem
RhD" neimuniziranim otro¢nicam, ki so rodile RhD" otroka, ponovno vbrizgamo za$¢itni
odmerek imunoglobulinov anti-RhD. Zas¢itni odmerek protiteles je odvisen od obsega
fetomaternalne krvavitve. Pri RhD™ nose¢nicah pa naredimo indirektni Coombsov test samo
do 12. tedna nosec€nosti in jim ne vbrizgavamo zas¢itnih odmerkov imunoglobulinov, ¢e to
ni potrebno. Kadarkoli z indirektnim Coombsovim testom dokazemo navzo¢nost eritrocitnih
aloprotiteles, jih moramo identificirati in ovrednotiti njihov klini¢ni pomen. Temu sledi Se
doloc¢anje njihovega titra in njihove agresivnosti. Preiskavo titer protiteles nato ponavljamo
na $tiri oz. dva tedna. Na osnovi teh rezultatov pa se porodnicarji odlo¢ajo za morebitne

dodatne preiskave (18).

Imunskaprofilaksa RhD™ mater z imunoglobulinom anti-RhD prepreci primarno imunizacijo
le takrat, ko je razmerje med protitelesi in eritrociti vsaj 20-25 puL protiteles na mL
eritrocitov. ManjSe razmerje ne prepreéi imunizacije. Za zagotovitev ustreznega odmerka
imunoglobulinov anti-RhD moramo natan¢no dolociti obseg fetomaternalne krvavitve (18,
19).

Najprej so menili, da pasivna imunizacija z imunoglobulini anti-RhD pri RhD™ nosec¢nicah
Skodi RhD* plodu. Kasneje pa so ugotovili, da je ta bojazen neupraviena, saj poseg ne
izzove tvorbe lastnih protiteles, zato ni posledi¢nih zapletov v prvi ali v naslednjih
nosecnostih. Dokazali so namrec¢, da v kolikor nosecnici v 28. tednu nose¢nosti vbrizgajo
300 pg imunoglobulinov anti-RhD, jih nato v plodovem obtoku ne zasledijo ve¢ kot 30 ug,

saj je njihov prenos preko posteljice zelo pocasen (18).

Za oceno obsega fetomaternalne krvavitve obstaja ve¢ razli¢nih testov. S kvalitativnimi testi

dobimo informacijo o prisotnosti RhD* plodovih eritrocitov v krvi RhD™ matere. Ti testi



morajo biti 100 % obcutljivi za zaznavo ve¢ kot 15 mL plodovih RhD* eritrocitov v krvi

matere (5). TaksSen test je npr. rozetni test, ki pa pri nas ni v uporabi (4).

Pomembnejsi pa so seveda kvantitativni testi, s katerimi dobimo natan¢nejse podatke o
koligini plodove Krvi v materinem krvnem obtoku. Ze dolgo je v uporabi test Kleihauer-
Betke. Klini¢no je zelo uporaben, vendar pa ima kar nekaj omejitev. Z razli¢nimi
modifikacijami so ga izboljsali in tako zagotovili natan¢nejse rezultate. V zadnjih 15 letih
za dolocitev obsega fetomaternalne krvavitve uporabljajo tudi preto¢no citometrijo. V ta
namen uporabljajo fluorescen¢no oznac¢ena protitelesa proti antigenu D, izrazenem na
povrsini plodovega eritrocita ali pa tiste, ki prepoznajo fetalni hemoglobin. Za vse metode,
ki temeljijo na preto¢ni citometriji, je znacilna visoka ob¢utljivost in statisti¢na natan¢nost
meritev. S temi postopki namre¢ zaznamo Ze 0,1 % plodovih celic v materinem krvnem
obtoku. Za analizo s preto¢nim citometrom obstajajo na trzis¢u tudi ze komercialno dostopni
kompleti s kombinacijami protiteles in ostalimi reagenti za pripravo vzorca za analizo (5,

40). Z enim od taksnih kompletov smo izvedli raziskave v sklopu nase magistrske naloge.

1.6. Laboratorijske metode za dolocCanje fetomaternalne krvavitve
Zelo pomembno je, da s ¢im manj invazivnimi postopki dolo¢imo, kar se da natan¢no,
kolikSen je obseg fetomaternalne krvavitve. Obseg fetomaternalne krvavitve, koli¢ine
plodovih eritrocitov v krvnem obtoku matere, moramo glede na priporocila dologiti ¢im prej

oziroma najkasneje v 72 urah (15).

1.6.1. Kvalitativni test
Rozetni test je kvalitativni presejalni test. Pri nas ga ne uporabljamo. Z njimi dolo¢amo, ali
so med RhD" odraslimi eritrociti prisotni RhD* plodovi eritrociti. Okoli RhD* plodovih
eritrocitov se namre¢ po dodatku protiteles anti-RhD oblikujejo gruce ali rozete RhD”
indikatorskih celic, ki jih opazujemo pod mikroskopom (4, 39). To je zelo obcutljiva metoda,

ki zazna ze 0,2 % plodovih celic v materinem krvnem obtoku (20).
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Slika 5: Rozetni test - prikaz principa za rozetni test (21).

1.6.2. Test Kleihauer-Betke

Test Kleihauer-Betke je kvantitativen test, ki so ga leta 1975 prvi¢ opisali Kleihauer, Braun
in Betke. Temelji na dejstvu, da je fetalni hemoglobin, ki se nahaja v plodovih eritrocitih,
bolj rezistenten na elucijo s kislino kot hemoglobin odraslih eritrocitov, s ¢imer torej lahko
lo¢imo plodove eritrocite od odraslih. Za izvedbo testa potrebujemo tanek razmaz krvi. Tega
moramo posusiti na zraku, nato pa ga potopiti v fiksativ, in sicer 80 % etanol. Sledi
inkubacija v raztopini kisline in barvanje z eritrozinom B. Pri tem se plodovi eritrociti
obarvajo ¢esnjevo rdece, odrasli pa se bodisi ne ali pa le malo obarvajo. Preparat nato
pregledamo pod mikroskopom in ocenimo delez plodovih eritrocitov v preparatu. Pri tem
pregledamo do 10.000 eritrocitov, temu pa sledi izraCun volumske koli¢ine krvavitve. Poleg
plodovih eritrocitov pa se v preparatu lahko ¢esnjevo rde¢e obarva tudi od 0,5 % do 7 %
odraslih eritrocitov (4, 5, 38).
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Slika 6: Test Kleihauer-Betke: plodovi eritrociti so obarvani intenzivno rdece, odrasli pa le minimalno (37).

Kljub temu, da je test enostaven za izvedbo, pa so mnoge $tudije zal pokazale, da je slabo
ponovljiv (4). Razlog za to je neobstojeca standardizacije izvedbe testa. Razlike v rezultatih
so lahko posledica razli¢nih debelin krvnih razmazov, vrednosti pH uporabljenega pufra in
drugo. Problemati¢ne so tudi medlaboratorijske variacije in variacije med razli¢nimi
izvajalci testa. Zaradi tega lahko dobimo lazno previsoke ali lazno prenizke vrednosti obsega
fetomaternalne krvavitve. Zaradi nujnosti po vecji standardizaciji postopka so danes ze na

voljo razli¢ni testni kompleti in razli¢ne avtomatizirane oblike (20, 40).

1.6.3. Pretoc¢na citometrija

Testi, ki jih izvajamo s preto¢nim citometrom, predstavljajo alternativo ali dopolnilo za
klasiéni test Kleihauer-Betke. Pri tem so v uporabi razli¢na protitelesa, npr. proti RhD, proti
HbF, proti HoF skupaj s tistimi proti karboanhidrazi ter druga. Podjetja so razvila tudi
Stevilne komercialno dostopne komplete, ki vsebujejo vse potrebne reagente in natan¢ne
protokole za izvedbo analize (4). V primerjavi s testom Kleihauer-Betke so analize na
pretonem citometru objektivnejSe, omogocajo vecjo natancnost in tocnost ter
medlaboratorijsko primerljivost rezultatov (4, 22). V eni od raziskav so preverjali koeficient
variacije med razli¢nimi laboratoriji. 1zkazalo se je, da je bil ta pri testu Kleihauer-Betke ta
153 %, pri analizah, opravljenih s preto¢nim citometrom, pa le 10 %. Prav tako se je izkazalo,
da je cas analize pri nekaterih testih, izvedenih s pretocno citometrijo, krajsi kot pri testu
Kleihauer-Betke, poleg tega pa lahko v istem ¢asovnem okviru pregledamo vecje Stevilo
celic. Analizne metode, ki temeljijo na pretocni citometriji, veliko manj obremenjujejo
laboratorijsko osebje, ki lahko v krajSem Casu pregledajo ve¢ vzorcev (4). Precej studij je
dokazalo, da so testne metode, izvedene na pretocnem citometru, veliko primernejse za
potrditev obsega fetomaternalne krvavitve. Njihova slaba stran pa je, da so drazje in da,
predvsem v primeru izvedbe soCasnih ve¢barvnih analiz, zahtevajo dobro usposobljeno
osebje (20).

1.6.4. Preto¢na citometrija z uporabo protiteles anti-RhD
Pretocna citometrija z uporabo protiteles anti-RhD je pogosto uporabljena metoda za
dolodanje obsega fetomaternalne krvavitve. Zal je uporaba omejena samo na RhD"

nosecnice, ki nosijo RhD* plod. S to metodo lahko zaznamo Ze zelo majhen obseg (0,1-0,2
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%) fetomaternalne krvavitve. Ko je antigen izrazen na povrSini eritrocitov, predhodna
permeabilizacija celic ni potrebna. Prav tako meritev ne moti prisotnost F celic. Zal pa ne
dobimo zanesljivih rezultatov v primerih, ko so prisotne variacije Rh in imamo izrazen Sibek
ali delni antigen D. Tezava je v tem, ker lahko tudi te antigenske variacije povzrocijo
imunizacijo matere, s tem pa zaplete v nosec¢nosti. V takih primerih testni rezultati niso
zanesljivi, saj so lahko lazno znizani, zato obstaja velika verjetnost, da bo mati prejela
premajhen profilakticni odmerek protiteles anti-RhD, ki ne bo preprecil nezelene
imunizacije. Dolo¢anje obsega fetomaternalne krvavitve je lahko moteno tudi, ¢e materi
najprej injiciramo zasc¢iten odmerek imunoglobulinov in ji §ele nato vzamemao kri za analizo.
Injicirana protitelesa se namre¢ veZejo na vezavna mesta na plodovih eritrocitih, kar ima za

posledico napacen rezultat (20).

1.6.5. Preto¢na citometrija z uporabo protiteles anti-HbF in anti-CA
Obstajajo tudi testi, pri katerih uporabljamo kombinacije razli¢nih protiteles. Eden izmed
njih vsebuje kombinacijo protiteles anti-HbF/anti-CA. Vsi reagenti, ki jih potrebujemo za
njihovo izvedbo, vsebujejo komercialno dostopni komplet FetalCell Count®. Metode, Ki
temeljijo na preto¢ni citometriji in uporabljajo kombinacijo protiteles, so obi¢ajno nekoliko
drazje. Z uporabo protiteles anti-HbF/anti-CA lo¢imo med plodovimi eritrociti, odraslimi
eritrociti in celicami F. Plodovi eritrociti so namre¢ HbF' in CA", odrasli so HbF in CA",
celice F pa so HbF* in CA™ (20). Glavna prednost te metode je, da jo lahko uporabljamo ne
glede na krvno skupino matere in ploda. V testnem kompletu so monoklonska protitelesa
proti HoF ter poliklonska protitelesa proti CA. Slednja so usmerjena proti izoformi encima

CAll, s ¢imer je omogoceno boljse razlikovanje med plodovimi in odraslimi eritrociti (9,23).

Komplet Fetal Cell Count® so podrobneje analizirali v eni izmed Studij (9). Pripravili so
124 suspenzije plodovih in odraslih eritrocitov ter izvedli meritve, ki so jih primerjali z
rezultati pridobljenimi s testom Kleihauer-Betke. Poleg tega so analizirali tudi nekaj
klini¢nih primerov pacientk. Rezultati so pokazali, da je meja detekcije pri uporabi kompleta
0,02 %, meja kvantifikacije pa 0,05 %, in sicer v primeru, ko so presteli 200.000 celic. V
kolikor so presteli 100.000 celic, pa je bila meja detekcije 0,03 %, meja kvantifikacije pa
0,10 %. Dokazali so tudi dobro korelacijo eksperimentalno dolo¢enih vrednosti s
pri¢akovanimi, saj je bil korelacijski koeficient vecji kot 0,95, vrednost p pa manjsa od 0,01.

Izvedli so tudi testiranje v kontrolni populaciji. Pri tem so manj kot 0,01 % celic zaznali v
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zgornjem levem kvadrantu histograma, kjer se nahajajo plodove celice. Primerjava
rezultatov, dobljenih s kompletom Fetal Cell Count® in klasi¢nim testom Kleihauer-Betke,
je pokazala dobro korelacijo med metodama. Korelacijski koeficient je bil 0,94, vrednosti p
pa manjse od 0,01. V primerjavi s testom, ki uporablja le protitelesa anti-RhD, se je metoda
s kompletom Fetal Cell Coun® izkazala kot obcutljivejsa. Nasli so tudi dva razloga, zakaj
je test s protitelesoma anti-HbF/anti-C A natanénejsi in bolj pod nadzorom kot test Kleihauer-
Betke, in sicer vecje Stevilo analiziranih celic v krajSem Casu, ter enostavnej$a izvedba in
objektivnejsa ocena rezultatov. Obstaja tudi priporocilo za uporabo pretocne citometrije kot

ene izmed metod, kadar je Kleihauer-Betke test pozitiven (9, 41).

Izvedli so tudi razli¢ne $tudije testov, ki temeljijo na preto¢ni citometriji z uporabo protiteles
anti-HbF/anti-RhD. V eni izmed njih so izmerili nizje vrednosti, dolo¢ene s protitelesi anti-
HbF od pricakovanih. Kot mozni vzrok za to so navedli razli¢no koncentracijo HbF v
plodovih eritrocitih, kar je posledica preklopa sinteze fetalnega hemoglobina v odrasel
hemoglobin (20). V eni od tovrstnih $tudij pa so s primerjavo ugotovili, da je metoda s
preto¢nim citometrom z uporabo protiteles anti-RhD hitra in enostavna ter primerna za
ve¢ino analiziranih vzorcev. Prav tako je tudi dobro ponovljiva in natan¢na. Metoda s
pretocnim citometrom s protitelesi anti-HbF/anti-CA pa je primerna za vse krvne skupine, z
njo lahko dobro lo¢imo F celice od plodovih celic in jo uporabimo tudi pri bolnicah s

hemoglobinopatijami (3).
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2. Namen dela

Fetomaternalna krvavitev je stanje, ki zahteva ¢im hitrej$e ukrepanje oz. zdravljenje ploda
ali novorojencka, da ne pride do hemolitiéne bolezni, ter sofasno zasCito matere pred
senzibilizacijo in posledi¢no tvorbo protiteles. Prisotnost fetomaternalne krvavitve
ugotavljajo s testom Kleihauer—Betke pri vseh otro¢nicah, redkeje pa tudi pri nose¢nicah.
Pri tistih, pri katerih je test pozitiven, izvedejo Se nadaljnjo diagnostiko s preto¢nim
citometrom in dolocijo koli¢ino plodove krvi v materinem krvnem obtoku. V ta namen se
uporablja metoda, ki temelji na preto¢ni citometriji in s katero ugotavljamo prisotnost RhD*
eritrocitov ploda v vzorcu materine krvi. Zelimo vpeljati in primerjati novo metodo, Ki
temelji na preto¢ni citometriji z uporabo protiteles anti-HbF in anti-CA in bi bila primerna

za dolocanje fetomaternalne krvavitve tudi v primerih, ko ta ni izzvana z antigenom RhD.

Namen nasega dela bo tako za potrebe Zavoda Republike Slovenije za transfuzijsko
medicino uvesti ter kriti¢no in celovito ovrednotiti novo metodo, ki temelji na uporabi
protiteles proti hemoglobinu F, ki se nahaja v plodovih eritrocitih in protiteles proti
karboanhidrazi, ki je izraZzena v odraslih eritrocitih. Na ta nac¢in bomo razlikovali med
plodovimi in materinimi eritrociti. Rezultate bomo primerjali s tistimi, dobljenimi z Ze
obstoje¢ima analiznima postopkoma, in sicer s klasicnim testom Kleihauer—Betke in z

metodo s pretocno citometrijo, Ki kot detekcijski reagent uporablja protitelesa anti-RhD.

Hipoteza:
Z metodo, ki temelji na pretocni citometriji S protitelesi anti-HbF/anti-CA, dobimo
zanesljive rezultate primerljive z rezultati testa Kleihauer-Betke in s tistimi, dolo¢enimi z

metodo pretoc¢ne citometrije z uporabo izklju¢no protiteles anti-RhD.
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3. Materiali in metode

3.1. Preto¢na citometrija
Preto¢na citometrija je Siroko uporabna metoda, s pomocjo katere lahko analiziramo
povrsine celic, znotrajceliéne molekule, karakteriziramo in definiramo razli¢ne vrste celic
oziroma merimo in analiziramo lastnosti posameznih celic. Celice, ki so v suspenziji, v
pretonem citometru potujejo skozi pretocno komoro. S pomocjo hidrodinamskega
fokusiranja dosezemo, da potuje naenkrat skozi ozek snop laserske svetlobe samo ena celica.
Pri interakciji laserskega zarka z vzorcem vecina fotonov neovirano prispe skozi merilno
komoro, nekateri pa zadenejo celico. Svetloba se lahko od nje odbije, se lomi ali pa absorbira
v fluorokromih, s katerimi so oznac¢ena detekcijska protitelesa. Spremembe smeri potovanja

svetlobe oz. valovne dolzine ekscitirane svetlobe nato aparat analizira (24, 25, 26, 27).

Pretoc¢ni citometer vsebuje dva fotodetektorja, ki merita koli¢ino razprSene svetlobe. Prvi je
FSC (ang. forward scatter count), ki se nahaja v smeri laserskega Zarka. Parameter, ki ga
zaznava, je predvsem »prednje sipanje« (ang. forward scatter), ki nastane zaradi stika
laserske svetlobe s celiénimi membranami in je sorazmeren velikosti celic. Drugi je SSC
(ang. Side scatter count) in je names¢en pravokotno na smer laserskega zarka. Ta zaznava
tako imenovano »stransko sipanje« (ang. side scatter), ki nastane zaradi stika svetlobe s
celi¢nimi organeli oz. membranskimi strukturami, ki se nahajajo znotraj celic. Vec¢ja kot je
zrnatost celice, vec¢je bo stransko sipanje in visji bo signal. Poleg teh dveh fotodetektorjev
pa ima lahko preto¢ni citometer $e dva do $tiri (lahko tudi vec¢) fluorescenéne detektorje. Ti
merijo svetlobo, ki ima ve¢je valovne dolzine kot vzbujevalna, laserska svetlobe. Nahajajo
se pravokotno na smer laserskega zarka. Preko ustreznega sistema filtrov in zrcal posamezni
fluorescencni fotodetektor zazna svetlobo dolo¢ene valovne dolzine, ki jo oddaja doloceni
fluorokrom. Celice najpogosteje oznac¢imo s pomocjo zanje specifi¢nih protiteles, ki so
konjugirana s fluorokromi. Na podlagi tega lahko lo¢imo celice z razliénimi lastnostmi.
Podatki, ki jih generirajo vsi fotodetektorji, pa nam po njihovi obdelavi dajo informacije o
vrsti in Stevilu analiziranih celice. Preto¢ni citometer nam torej omogoca, da lahko v kratkem

¢asu izmerimo zelo veliko Stevilo razli¢nih celic (24, 25, 26, 27, 35).
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Slika 7: Shema preto¢nega citometra BD FACSCalibur (35).

Za analizo smo uporabljali aparat BD FACSCalibur s pripadajo¢im programom Cell-Quest
Pro BD Becton Dickinson. S slednjim spreminjamo nastavitve pretoCnega citometra ter
nastavljamo in analiziramo citograme. Za metodo s protitelesi anti-RhD smo uporabljali
vnaprej pripravljene predloge, ki so vsebovale citograme in tabele izmerjenih deleZzev
eritrocitov, saj je ta analizni postopek Ze bil v rutinski uporabi. Za novo metodo s protitelesi
anti-HbF/anti-CA pa smo sami pripravili in nastavili analizne parametre preto¢nega
citometra in pripravili ustrezne predloge. Pri nastavitvah aparata smo upostevali navodila
proizvajalca. V ta namen smo pripravili 5-% mesanico popkovni¢ne krvi in krvi odraslega
krvodajalca. Nato smo del celi¢ne suspenzije oznaéili samo s protitelesi anti-HbF, del s
protitelesi anti-CA, del pa z obema protitelesoma socasno. Preostalega dela vzorca nismo
oznacdili. Nato smo vse §tiri vzorce analizirali. Analizator smo nastavili za analizo 100.000
dogodkov, za citogram FSC/SSC in FL1/FL2 pa izbrali logaritemske skale. Z neoznaceno
kontrolo smo na citogramu FSC/SSC zamejili eritrocitno populacijo, ki smo jo v
nadaljevanju vrednotili na podlagi vezave obeh vrst protiteles, oznacenih z razlicnima
fluorescencnima oznacevalcema. S pomocjo neoznaCene kontrole smo nastavili tudi

napetosti FL1 in FL2 fotopomnozevalke, s ¢imer smo zagotovili, da se je sicer Sibek signal
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detektorja ojacil dovolj, da smo ga lahko nemoteno merili. Celice morajo biti na citogramu
FL1/FL2 prisotne v spodnjem levem kotu, kjer ne zaznamo nobene fluorescence. Za analizo
vzorcev, oznac¢enih s posameznimi protitelesi, pa smo nastavili zaznavanje fluorescence za
fluorokroma FITC in R-PE, da bi lahko med seboj lo¢evali plodove in odrasle eritrocite.
Najprej smo analizirali vzorec, v katerem smo celice oznacili samo s protitelesi anti-HbF R-
PE. Pri tem smo nastavili kompenzacijo signala R-PE od FL1. Plodovi eritrociti so bili FL2
pozitivni in se nahajali v zgornjem levem kvadrantu citograma FL1/FL2. Za nastavitev
kompenzacije signala FITC od FL2 pa smo nato analizirali Se vzorec z eritrociti, ozna¢enimi
samo s protitelesi anti-CA FITC. Odrasli eritrociti so bili FL1 pozitivni in so se nahajali v
spodnjem desnem kvadrantu citograma FL1/FL2. Na koncu smo analizirali $e vzorec, Ki Smo
ga oznacili z obema vrstama protiteles. Tako smo preverili vse nastavitve in postavili mejne
osi. Vodoravno os smo namestili pod populacijo plodovih eritrocitov, navpi¢no pa desno od
te populacije in levo od CA pozitivne populacije. S tem smo zagotovili, da bodo plodovi
eritrociti v levem zgornjem kvadrantu, odrasli eritrociti v desnem spodnjem ter delno v

levem spodnjem kvadrantu, celice F pa v zgornjem desnem kvadrantu (28, 9).
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Slika 8: Citogrami nastavitev preto¢nega citometra za analizo fetomaternalne krvavitve s kompletom Fetal
Cell Count®. Na citogramu 1 je prikazana zamejitev eritrocitne populacije v neoznacenem kontrolnem
vzorcu, ki jo uporabljamo za nadaljnje analize. Citogram 2 prikazuje meritev neoznacene kontrole, kjer so
vse celice v spodnjem levem delu citograma. Na citogramu 3 vidimo le celice, ozna¢ene samo s protitelesom
anti-HbF R-PE, na citogramu 4 pa vidimo tiste z vezanimi protitelesi anti-CA FITC. Citogram 5 prikazuje
rezultate analize vzorca, oznadenega z obema protitelesoma, anti-HbF in anti-CA, citogram 6 pa meritve
istega vzorca z ustrezno prestavljenimi mejami, tako da so plodovi eritrociti v zgornjem levem kvadrantu,

odrasli eritrociti v spodnjem desnem, celice F p v zgornjem desnem kvadrantu (28).

3.2.  Metoda s protitelesi anti-HbF/anti-CA
Uporabljali smo komercialno dostopni komplet proizvajalca 10 Products, v katerem so vsi
reagenti, ki jih potrebujemo za izvedbo analize. Posamezni komplet vsebuje reagente za 25
testov. Reagent A je fiksacijska raztopina, v kateri je manj kot 0,1 % natrijevega azida. Tudi
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reagent B je fiksacijska raztopina, in sicer puferirani formaldehid. Reagent C je
permeabilizacijska raztopina, ki vsebuje natrijev dodecil sulfat (SDS), reagent D je 10-kratno
koncentrirana raztopina za spiranje, ki vsebuje fosfatni pufer (PBS) z dodatkom heparina.
Slednjega pred uporabo pripravimo, 10-krat red¢imo s filtrirano demineralizirano vodo, tako
da dobimo delavno raztopino (1x). Reagenta E in F vsebujeta fluorescentno oznacena
protitelesa. V reagentu E se nahajajo poliklonska protitelesa proti ¢loveski karbonski
anhidrazi (CA), konjugirana z barvilom FITC, reagent F pa vsebuje monoklonska protitelesa
proti ¢loveskemu fetalnemu hemoglobinu, konjugirana z R-PE. Oba reagenta, E in F,
vsebujeta manj kot 0,1-% natrijevega azida (28). Za pripravo in oznacevanje celic s
protitelesi smo uporabljali centrifugo Eppendorf 5804R.

Vzorce je predstavljala venska kri, odvzeta v antikoagulant EDTA ali heparin. Do izvedbe

testa smo jih hranili v hladilniku pri 4 °C ali pa na sobni temperaturi (28).

Postopek:

Fiksacija in permeabilizacija celic

1. Reagent C segrejemo na sobno temperaturo, s ¢imer Se izognemo nastanku
precipitatov.

2. Sto pL reagenta A odpipetiramo v 5 mL epruveto.

3. Dodamo 10 pL krvi odvzete v antikoagulant EDTA ali pripravljene suspenzije
eritrocitov in premesamo.

4. Dodamo 100 pL reagenta B in ponovno premesamo. Epruveto zapremo s
pokrovckom.

5. Tako pripravljeno celi¢no suspenzijo inkubiramo 30 minut na sobni temperaturi in
jo vsakih 10 minut premesamo.

6. Dodamo 2 mL reagenta D in zaprto epruveto nekajkrat obrnemo, da vsebino dobro
premesamo.

7. Celi¢no suspenzijo centrifugiramo na 300 g 3 minute in odlijemo supernatant.

8. Celi¢ni usedlini dodamo 100 pL reagenta D in celice resuspendiramo z neznim
stresanjem.

9. Dodamo 100 pL reagenta C, premesamo in vzorec inkubiramo natanko 3 minute.

10. Dodamo 2 mL reagenta D in vsebino premesamo z nekajkratnim obracanjem zaprte
epruvete.

11. Celi¢no suspenzijo centrifugiramo na 300 g 3 minute. Nato odlijemo supernatant.
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12. Celi¢ni usedlini dodamo 1 mL reagenta D in celice resuspendirajmo z neznim

stresanjem.

Imunofluorescenéno barvanje

1. V novo epruveto odpipetiramo 50 uL reagenta F (protitelesa anti-CA, konjugirana z
FITC), 50 uL reagenta E (protitelesa anti-HbF, konjugiran z R-PE) in 50 uL eritrocitne
suspenzije ali vzorca krvi po fiksaciji in permeabilizaciji. Vsebino dobro preme$amo s
stresanjem.

Pred svetlobo zasciten vzorec inkubiramo 15 minut na sobni temperaturi.

Dodamo 2 mL reagenta D.

Celi¢no suspenzijo centrifugiramo na 300 g 3 minute in odlijemo supernatant.

o ~ w N

Celice resuspendiramo z dodatkom 500 pL reagenta D in najkasneje v 30 minutah
izvedemo analizo na pretoénem citometru. Pri tem moramo izmeriti vsaj 100.000

dogodkov.

Analiza vzorcev s pretoénim citometrom

Na pretocnem citometru odpremo predlogo za izpis meritev, ki vsebuje tri citograme in
tabelo, v kateri se izpiSejo izmerjenimi delezi celic (Slika 10). Pred samo analizo odpremo

ustrezne nastavitve aparata za Zeleno metodo.
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Slika 9: Primer rezultatov analize vzorca, oznacenega s protitelesi anti-HbF R-PE in anti-CA FITC. Zgoraj
levo je prikazan citogram prednjega in stranskega sipanja, v katerem smo zamejili eritrocitno populacijo.
Zgoraj desno je citogram, na katerem so vse analizirane celice oznaéene s toc¢kami; razporejene glede na

intenziteto obeh fluorescenc. Spodaj levo je tabela s statistiénimi podatki za meritve prikazane v zgornjem

desnem citogramu, iz katerih lahko od¢itamo delez v vzorcu prisotnih plodovih eritrocitov. Spodaj desno je
citogram, ki prikazuje razli¢ne intenzitete fluorescence glede na §tevilo oznacenih celic. Ta citogram sluzi za

nastavitev mej, s katerimi v zgornjem levem kvadrantu zajamemo celotno populacijo plodovih eritrocitov.

Zal nam vertikalne meje na citogramu ni uspelo postaviti, tako da bi vegji del celi¢ne
populacije, ki predstavlja odrasle eritrocite, zamejili desno od nje. Da bi to lahko popravili,
SMo nastavitve in umerjanje pretocnega citometra opravili dvakrat, vendar pa je bila prvotna
nastavitev najoptimalnejSa. Zato smo horizontalne in vertikalne meje prilagajali pri vsaki
meritvi, in sicer tako, da smo lahko populacijo plodovih eritrocitov nedvoumno zajeli v

zgornji levi kvadrant.
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3.3. Metoda z uporabo protiteles anti-RhD
Za izvedbo te metode potrebujemo 5-% suspenzije eritrocitov, ki jih pripravimo tako iz
krvnih vzorcev kot tudi iz kontrolnih suspenzij. Slednje pripravimo tako, da uporabimo kri
krvodajalca s krvno skupino 0 in RhD" in ji dodamo to¢no dolo¢en delez krvi novorojencka,
ki mora biti RhD". Vzorce venske krvi preiskovank pa pred analizo pripravimo tako, da
suspenzijo izoliranih eritrocitov trikrat speremo s fizioloSko raztopino, nato pa iz nje
pripravimo 5-% suspenzijo z dodatkom Alsverjeve ohranitvene raztopine. Kontrolne
eritrocitne suspenzije za rutinsko uporabo se pripravljajo enkrat mese¢no, ko se izvajajo

meritve klini¢nih vzorcev.

Protitelo, ki smo ga uporabljali pri tej metodi, je ¢lovesko monoklonsko protitelo anti-RhD,
konjugirano s fluorescein izotiocianatom BRAD-3-FITC (IBGRL). Veze se na vec¢ino RhD
pozitivnih eritrocitov, razen na tiste, ki izrazajo antigene D' in Ro™AR. Drugi uporabljani
reagent je bilo ¢lovesko monoklonsko protitelo podrazreda 1gG3, konjugirano s fluorescein
izotiocianatom AVEZ 5.3-FITC (IBGRL). Protitelo prepozna Varicello Zoster in sluzi kot
negativna kontrola. Te negativne kontrole pri primerjavi razlicnih metod nismo uporabili.

Reagente, ki vsebujejo protitelesa, smo pred analizo razred¢ili s pufrom PBS/1% BSA (30).

Postopek:

Najprej smo pripravili ustrezne redCitve protiteles. Za en test potrebujemo 50 uL
razredCenega reagenta v razmerju 1:10. Pripravimo ga tako, da 45 pL PBS/1% BSA dodamo
5 uL reagenta anti-RhD BRAD-3-FITC ali AVEZ 5.3-FITC (30).

Oznadevanije vzorcev z monoklonskimi protitelesi

1. Epruvete ustrezno ozna¢imo.

2. Vanje odpipetiramo po 10 uL 5-% eritrocitnih suspenzij kontrolnih celi¢nih mesanic
ali venske krvi preiskovank.

3. Dodamo 50 pL razred¢enega reagenta s protitelesi in dobro premesamo.

4. Epruvete inkubiramo v vodni kopeli pri temperaturi 37 °C 30 minut.

5. Po inkubaciji celicam dodamo priblizno 1,5 mL PBS/1% BSA in centrifugiramo 1
minutno pri 3000 obratih na minuto. Odlijemo supernatant in $e enkrat ponovimo.

6. Po drugem spiranju celicam dodamo 400 uL. PBS/1% BSA in premesamo.

7. Vzorce zas¢itimo pred svetlobo do analize s preto¢no citometrijo (30).
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Analiza vzorcev s pretoénim citometrom

Na predhodno pripravljeni predlogi imamo dva citograma in tabelo, v katero se bodo
izpisovali statisti¢ni podatki. Prvi citogram nam prikaze razporeditev celice glede na velikost
in zrnatost. V tem citogramu zajamemo populacijo eritrocitov, ki jo nadalje analiziramo v
drugem citogramu. Tu so eritrociti razporejeni glede na intenziteto fluorescence, ki jo
oddajajo. Vecja populacija eritrocitov je na levi strani in predstavlja populacijo RhD

negativnih eritrocitov matere, medtem ko na desni vidimo vrh z RhD pozitivnimi eritrociti.
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Histogram Statistics

File: 02.07.2014.004 Log Data Units: Linear Values
Sample ID: 2,4% RhD+ eri Patient ID:

Tube: Panel: FMK

Acquisition Date: 02-Jul-14 Gate: G1

Gated Events: 100115 Total Events: 100252

X Parameter: FITC (Log)

Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean Geo Mean (61 Median Peak C

All 1, 9910 100115 100.00 99.86 8.10 3.28 354.78 3.22
RhD neg. eri. 1, 56 97712 97.60 97.47 3.78 2.97 71.66 3.13
RhD poz. eri 56, 9910 2403 2.40 2.40 183.80 176.95 27.19 17943 19

Slika 10: Primer rezultatov analize vzorca oznacenega s protitelesi anti-RhD. Levo je citogram prednjega in

stranskega sipanja, v katerem smo zamejili eritrocitno populacijo za nadaljnjo analizo. Desni citogram
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prikazuje detekcijo plodovih RhD+ eritrocitov (desni vrh). Spodnja preglednica vsebuje izmerjene deleze

RhD+ in RhD- eritrocitov ter osnovne statisti¢ne parametre.

3.4. Priprava kontrolnih suspenzij

Za primerjavo med analiznimi metodami za ugotavljanje fetomaternalne krvavitve smo
pripravili ve¢ serij kontrolnih suspenzij eritrocitov krvodajalca s krvno skupino 0 RhD" z
znanimi delezi RhD* plodovih eritrocitov. Pri tem smo postopali enako kot v primeru analize
z rutinsko metodo s protitelesi anti-RhD. Eritrocite smo najprej trikrat sprali s fiziolosko
raztopino (0,9-% NaCl). Uporabljali smo plasti¢ne epruvete velikosti 100 x 15 mm in 75 x12
mm brez pokrovov ter epruvete s pokrovi 12 x75 mm. Da se eritrociti ohranijo, njihovo
kon¢no suspenzijo pripravimo z ohranitveno Alsverjevo raztopino, proizvajalca Bio-Rad
(29). To je izotoni¢na raztopina soli, ki omogoca daljse shranjevanje polne krvi v hladilniku.
Zal pa se je izkazalo, da povzroéa motnje pri analizni metodi s soasno uporabo protiteles
anti-HbF in anti-CA, zato smo jo nadomestili s fizioloSko raztopino in tako pripravljene
kontrolne suspenzije uporabili za izvedbo meritev $e isti dan ali pa najkasneje v 36 urah (31,
32).

Za spiranje in koncentriranje eritrocitov smo uporabljali laboratorijsko centrifugo DiaMed
Diacent 12, nastavljeno na 1 minuto centrifugiranja pri 3000 obratih na minuto. Kot smo ze
omenili, smo pripravili 5-% suspenzije eritrocitov, pri ¢emer Smo najprej pripravili
suspenzije z enakih koncentracij tako RhD* kot RhD" eritrocitov. Koncentraciji suspenzij
obeh raztopin celic smo dolo¢ili s hematoloskim stevcem Abbot Cell Dyn 3200, nato pa ju
redcili z dodajanjem Alsverjeve ohranitvene ali fizioloSke raztopine tako, da smo izenadili

celi¢ne koncentracije (29).

Za koncno pripravo kontrolnih eritrocitnih suspenzij smo si pripravili deset epruvet in jih
oznadili z vrednostmi delezev dodanih RhD* plodovih eritrocitov v suspenziji RhD™ odraslih
eritrocitov. Te vrednosti so bile: 0-%, 0,0375-%, 0,075-%, 0,15-%, 0,3-%, 0,6-%, 1,2-%,
2,4-%, 4,8-% in 9,6-%. V epruveti, oznaceni z 0-%, je bila suspenzijo RhD~ odraslih
eritrocitov. V epruveto z oznako 9,6-% smo odpipetirali 2 mL suspenzije RhD" odraslih
eritrocitov, v vse ostale pa po 1 mL. Nato smo iz epruvete z oznako 9,6-% odvzeli 192 uL
suspenzije in jo zavrgli, ter v epruveto dodali 192 uL suspenzije RhD* plodovih eritrocitov.

Vsebino smo dobro premesali, 1 mL suspenzije prenesli v epruveto z oznako 4,8-% ter
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mesanico dobro premesali. Nato smo 1 mL te suspenzije prenesli v epruveto z oznako 2,4-
% ter postopek ponavljali do zadnje epruvete, iz katere odvzamemol mL in ga zavrZzemo.
Tako smo pripravili serijo suspenzijskih meSanic RhD" plodovih in RhD" odraslih

eritrocitov. Vsaka od njih je vsebovala po 1 mL celi¢ne suspenzije (29).

3.5.  Statisticne metode

Rezultate smo uredili, analizirali in graficno predstavili s statistiénim programom GraphPad
Prism® Version 6.05 in izvedli nekaj statisti¢nih analiz z MedCalc®.

Najprej smo primerjali rezultate meritev kontrolnih suspenzij RhD* plodovih eritrocitov, ki
smo jih pridobili z obstoje¢o metodo s protitelesi anti-RhD, in tiste, izmerjene z novim
postopkom, ob uporabi protiteles anti-HbF in anti-CA. Nato smo izvedli Se meritve v
klini€nih vzorcih pacientk, nose¢nic oz. porodnic. Tudi v tem primeru smo primerjali
izsledke obeh omenjenih metod, poleg tega pa smo za statistiéno analizo pridobili tudi
rezultate testa Kleihauer-Betke (KBT).

Enakovrednost povpre¢ij rezultatov primerjanih analiznih metod, s tem pa njuno
primerljivost, preverjamo s T-testom, imenovanim tudi Studentov t-test. Ta test je naceloma
primeren za preverjanje razlik med razmeroma majhnimi skupinami rezultatov (n<30), z
njim pa testiramo hipoteze. Je parametri¢en test, ki ga lahko uporabljamo kadar so nasi
rezultati normalno porazdeljeni. Nicelna hipoteza (Ho) pri dvostranskem testiranju pravi, da

sta aritmeti¢ni sredini primerjanih vzorcev enaki, alternativna (Ha) pa, da sta razli¢ni.

Parametri¢ni T-test je lahko enostranski ali dvostranski, pri testiranju pa moramo doloditi
stopnjo tveganja (o). Ta je obi¢ajno 0,05 ali 5 % in predstavlja tveganje, ki je povezano s
tem, da nismo 100 % prepric¢ani v neko trditev, temve¢ le 95 % (o = 0,05). Kadar je torej
izraCunana vrednost p manjSa od stopnje tveganja (p<0,05), pravimo, da je test statisticno
znacilen, zato ni¢elno hipotezo zavrnemo in sprejmemo alternativno. V obratnem primeru,
ko je vrednost p vecja od stopnje tveganja (p>0,05), pa velja, da test ni statisti¢no znacilen,
zato nicelne hipoteze ne zavrnemo oz. jo privzamemo. Za potrebe nase statistine analize
smo postavili naslednji hipotezi:

Ho: w1 = p2 = primerjani analizni metodi sta enaki, saj z njima izmerimo enake vrednosti;
Ha: p1 # po = primerjani analizni metodi nista enaki, saj z njima ne izmerimo enakih

vrednosti.

25



Pri vseh meritvah smo najprej preverili normalnost porazdelitev meritev, za kar smo
uporabili Shapiro-Wilkov test. Kadar je pri analizi vrednost p statisti¢no znacilna, torej veéja
od 0,05 (p > 0,05), gre za normalno porazdelitev, kadar pa je manjsa od te vrednosti (p <
0,05), pa temu ni tako. Zavedali smo se moznosti, da statisticno ne bomo mogli dokazati, da
gre za normalno porazdelitev, saj ne moramo izvajati meritev niZjih od vrednosti 0 in s tem
ne moremo dobiti celotne krivulje normalne porazdelitve. T-test pa smo izbrali tudi zato, ker
so ga avtorjil uporabili pri vseh dosedanjih Studijah primerjave analiznih metod za dolo¢anje

fetomaternalne krvavitve.

Za primerjavo dveh analiznih metod smo izvedli tudi Bland-Altmanov test in izrisali
pripadajoce grafe, ki temeljijo na razlikah povpre¢nih vrednosti meritev (os y) proti samim
povprecnim vrednostim (os x). Razlike povprecnih vrednosti meritev, pridobljenih s
primerjanima metodama, naj bi lezale znotraj 95 % intervala ujemanja in kazale kar najmanj
sipanja okoli linije povprecnega neujemanja med primerjanimi meritvami (biasa). Pri tem
je pomembno, da je 95 % interval ujemanja ¢im 0zji in sta njegovi spodnja in zgornja meja

¢im bolj enako oddaljeni od linije povprecnega neujemanja.

Stopnjo povezanosti med primerjanima spremenljivkama smo ocenjevali s korelacijo oz.
Pearsonovim koeficientom korelacije, linearno regresijo, ki temelji na metodi najmanjsih
kvadratov in Demingovo regresijo.

Korelacijski koeficient ali Pearsonov koeficient korelacije (r) opredeljuje smer in jakost
povezave med spremenljivkama, njegove vrednosti pa se gibljejo med -1 in 1.

Z linearno regresijo ocenjujemo stopnjo linearne povezanosti med dvema
spremenljivkama. Pri tem prilagodimo vrednosti naklona in preseci$€a (x = 0) premice tako,
da pois¢emo njen potek, ki kar najbolje napoveduje vrednosti spremenljivke y v odvisnosti
od x. Stopnjo linearne povezanosti lahko opredelimo tudi s kvadratom koeficienta korelacije,
ki ga imenujemo koeficient determinacije (R?). Koeficient determinacije R? lahko
interpretiramo kot del variance, ki je porazdeljena med obema spremenljivkama. Ce je
njegova vrednost 1, je povezanost med njima popolna oz. funkcijska, ¢e pa je vrednost 0, pa
med seboj nista povezani.

Demingova regresija, za razliko od linearne, ne minimalizira le kvadratov razlik v smeri y

(pri linearni regresiji namre¢ predpostavljamo, da je spremenljivka x brez napak), temvec
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tako v smeri x in y, saj temelji na predpostavki, da sta obe spremenljivki podvrzeni napakam.
Zaradi tega predstavlja v naSem primeru primernejSe orodje za ugotavljanje stopnje linearne

povezanosti med primerjanimi analiznimi metodami (33).
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4. Rezultati in razprava

Zeleli smo oceniti primerljivost rezultatov, dobljenih z metodo s protitelesi anti-HbF/anti-
CA in s protitelesi anti-RhD. Primerjali smo meritve vecih serij kontrolnih suspenzij
eritrocitov krvodajalca s krvno skupino 0 RhD", ki so vsebovale znane deleze RhD™ plodovih
eritrocitov. Nato smo primerjali tudi rezultate izmerjene v vzorcih krvi pacientk z metodo s
protitelesi anti-HbF/anti-CA s tistimi Kleihauer—Betke testom in z metodo s protitelesi anti-
RhD.

Pri vsakem analiziranem vzorcu smo s preto¢no citometrijo pridobili ve¢ citogramov in

tabele izmerjenih vrednosti delezev celic v posameznih delih citogramov.

Izmerjene vrednosti delezev plodovih eritrocitov smo nato prera¢unali v mL s pomocjo
naslednje formule:

% plodovih eritrocitov /
100

Volumen fetomaternalne krvavitve [mL]= % 5.000 mL

Primer izra¢una: izmerili smo 0,6 % plodovih eritrocitov, kar pomeni prisotnost 30 mL
plodove krvi v materinem krvnem obtoku. Vrednost 5.000 mL je ocena celotnega volumna
krvi matere. Ta varira med 5.000 in 5.800 mL in je odvisen od telesne teze matere. Volumen
krvi niha tudi tekom nose¢nosti, vendar pa njegova priblizna ocena, to je 5.000 mL, zado$¢a
za opredelitev obseznosti fetomaternalne krvavitve in s tem za nadaljnje ukrepanje. Tovrstne
izraCune smo uporabili za statisti¢no primerjavo rezultatov, dobljenih z razli¢nimi metodami

pri vzorcih klini¢nih primerov.

4.1.  Umeritvena krivulja
Pri trenutno rutinsko uporabljani metodi s protitelesi anti-RhD se za umeritev in kontrolo
analiznega postopka pripravljajo suspenzije eritrocitov, ki smo jih na enak nacin izdelali in
uporabili tudi za ocenjevanje primerljivosti in korelacije med omenjeno in novo metodo. V
postopku priprave kontrolnih suspenzij smo v posamezni seriji izdelali deset vzorcev z
nara$¢ajo¢imi delezi RhD* plodovih eritrocitov v suspenziji RhD" eritrocitov darovalca s
krvno skupino 0, in sicer 0-%, 0,0375-%, 0,075-%, 0,15-%, 0,3-%, 0,6-%, 1,2-%, 2,4- %,
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4,8-% in 9,6-%. Za umeritvene krivulje pa smo nato uporabili le tiste z 0,15-%, 0,3- %, 0,6-

%, 1,2-%, 2,4-% in 4,8-% ter negativno kontrolo, ki ni vsebovala RhD* plodovih eritrocitov.

Po meritvah prvih dveh kontrolnih suspenzij smo ugotovili, da je Alsverjeva ohranitvena
raztopina, ki smo jo uporabili za njuno pripravo, interferirala z meritvami, saj so se na
citogramu pojavile neznacilne celi¢ne populacije, ki jih po veckratnem spiranju eritrocitov
in s tem odstranitvi omenjene raztopine nismo ve¢ opazili. Zato smo nadaljnje serije
kontrolnih suspenzij pripravili brez Alsverjeve ohranitvene raztopine. Nadomestili smo jo s
fiziolosko raztopino. S tem smo skrajsali ¢as obstojnosti eritrocitov, zato smo meritve izvedli

najkasneje v 36 urah.

Kot problemati¢na se je izkazala tudi nizka koncentracija eritrocitov (okoli 0,4 x 10%
eritrocitov/L ) v pripravljenih suspenzijah. Ta je vsaj 10-krat manjsa od tiste, ki je normalno
prisotna v polni krvi (med 4,2 x 10'? in 8,8 x 10'?/L). Zaradi majhnega $tevila celic Vv
kontrolnem vzorcu se je ¢as analize podaljsal, poleg tega se nam je zgodilo tudi to, da kljub
porabi celotnega vzorca nismo uspeli izmerili dovolj celic za zanesljivo analizo. Ker komplet
Fetal Cell Cout® predvideva uporabo vzorcev polne krvi, smo kontrolne suspenzije pred
analizo koncentrirali s centrifugiranjem, in sicer 3 minute na 300 g, nato pa celice
resuspendirali v 50 mL fizioloske raztopine (0,9-% NaCl). S tem smo zagotovili zadostno

Stevilo celic v vzorcu za njihovo nemoteno in zanesljivo analizo.

Izmerjene vrednost delezev (%) plodovih eritrocitov v kontrolnih vzorcih so prikazane v

Preglednici I1.
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Preglednica Il: Meritve vzorcev kontrolnih suspenzij za primerjav umeritvenih krivulj.

Serijal Serija 2 Serija 3 Serija 4 Serija 5 Serija 6 Serija 7
Dejanski ) ) ) ) ) ) )
anti- anti- anti- anti- anti- anti- anti-
delezi Erc anti- anti- anti- anti- anti- anti- anti-
HbF/anti HbF/anti HbF/anti HbF/anti HbF/anti HbF/anti HbF/anti
suspenzij RhD RhD RhD RhD RhD RhD RhD
-CA -CA -CA -CA -CA -CA -CA
[%]
0 0,07 0,08 0,07 0,09 0,05 0,18 0,06 0,11 0,04 0,11 0,01 0,10 0,03 0,09
0,15 0,22 0,34 0,15 0,31 0,2 0,37 0,20 0,21 0,21 0,32 0,18 0,28 0,14 0,19
0,3 0,38 0,4 0,27 0,22 0,31 0,49 0,37 0,38 0,36 0,50 0,32 0,36 0,26 0,30
0,6 0,71 0,72 0,44 0,32 0,62 0,69 0,66 0,65 0,68 0,63 0,69 0,59 0,50 0,54
1,2 1,3 1,31 0,77 0,5 1,26 1,26 1,25 1,00 1,32 1,21 1,23 1,15 0,87 0,84
2,4 2,53 2,3 1,61 1,24 2,44 2,48 2,57 2,53 2,52 2,15 2,54 2,41 1,80 1,68
4.8 4.84 4,16 3,18 2,47 48 4,54 5,00 4,03 5,04 4,18 4,93 453 3,29
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T-test

V statisti¢no analizo smo vkljucili vseh 96 meritev, narejenih v sedmih serijah pripravljenih
suspenzij. Z metodo s protitelesi anti-HbF/anti-CA in tisto s protitelesi anti-RhD smo tako
dobili 48 rezultatov in jih med seboj primerjali s parnim dvostranskim T-testom. S tem smo
preverjali enakost aritmeti¢nih sredin primerjanih vzorcev oz. nicelne in alternativne
hipoteze:

Ho: p1 = p2 = metodi sta enaki — z obema izmerimo enake vrednosti;

Ha: 1 # p2 = metodi nista enaki — z obema ne izmerimo enakih vrednosti.

Najprej smo s Shapiro-Wilkovim testom preverili ali se vrednosti meritev porazdeljujejo
normalno. Ugotovili smo, da se meritve z metodo s protitelesi anti-HbF/anti-CA ne
porazdeljujejo normalno, saj smo dobili vrednost p (p < 0,0001) manjso od 0,05. Prav tako
pa smo dobili tudi pri metodi s protitelesi anti-RhD vrednost p (p < 0,0001) manjso od 0,05.
Taksen rezultat je bil povsem pri¢akovan, saj so bili vsi rezultati nasih meritev vecji od 0,
negativnih vrednosti pa ne moremo izmeriti. Grafi¢na predstavitev rezultatov omenjenega

testa v grafih 1 in 2 pa nam prikazuje simulirano normalno porazdelitev meritev.

70 .
i Srednja

60 vrednost = 1,16 |
| SD =130
| Max — 4,54

40

30

20

10

0 by | I

-3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6
anti-HbF/anti-CA (mL)

Graf 1: Oblika porazdelitve meritev kontrolnih umeritvenih suspenzij z metodo s protitelesi
anti-HbF/anti-CA.
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Graf 2: Oblika porazdelitve meritev kontrolnih umeritvenih suspenzij z metodo s protitelesi anti-RhD.

Preglednica I11: Rezultati parnega dvostranskega T-testa za primerjavo metode s protitelesi anti-HbF/anti-CA
s tisto s protitelesi anti-RhD

Parni dvostranski T-test
P vrednost 0,02

Statisticno znacilna razlika? (P < 0.05) Da

Dvostranski test, vrednost t in df = stopnje prostosti | t=2,47 df=47

Stevilo primerjanih parov meritev 48

Podatki v Preglednici II1 kazejo, da obstaja med primerjanima metodama statisti¢no znacilna
razlika, saj je vrednost P manjsa od stopnje tveganja o, zato nicelno hipotezo zavrzemo in

sprejmemo alternativno. Rezultate smo prikazali tudi grafi¢no, v Grafu 1.
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Graf 3: Grafi¢ni prikaz analize rezultatov meritev kontrolnih suspenzij plodovih eritrocitov s parnim

dvostranskim T-testom za primerjani metodi s protitelesi anti-RhD in anti-HbF/anti-CA.

Bland-Altmanov test

Za primerjavo analiznih metod smo izvedli tudi Bland-Altmanov test, s katerim smo

analizirali razlike povpre¢nih vrednosti meritev proti samim povpreénim vrednostim.

Omenjeni rezultati naj bi lezali znotraj 95 % intervala ujemanja in kazale kar najmanjse

sipanje okoli linije povpre¢nega neujemanja (biasa). Interval 95 % ujemanja mora biti ¢im

ozji, prav tako naj bi bili zgornja in spodnja meja ¢im bolj enakomerno oddaljeni od linje

povpre¢nega neujemanja.

Preglednica 1V: Bland-Altmanov test — povpre¢na vrednost odstopanja (bias) med primerjanimi razlikami

meritev ter 95 % interval ujemanja za metodi s protitelesi anti-RhD in s protitelesi anti-HbF/anti-CA pri

meritvah kontrolnih suspenzij.

Povpre¢na vrednost
odstopanja (bias)

0,09

SD biasa

0,26

95 % interval ujemanja

od -0,42 do 0,60

Iz podatkov v Preglednici IV lahko razberemo, da je izraCunana povpre¢na vrednost

odstopanja majhna 0,09, 95 % interval ujemanja pa je razmeroma velik, kar kaZze na dobro

primerljivost rezultatov, izmerjenih s primerjanima metodama.
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Graf 4: Bland-Altmanov graf's prikazanimi statisti¢no obdelanimi rezultati primerjanih meritev vseh sedmih

kontrolnih suspenzij z metodama s protitelesi anti-RhD in anti-HbF/anti-CA.

Graf 2 grafi¢no prikazuje povpre¢ne vrednosti odstopanj med posameznimi meritvami. Pri
majhnih vrednostih deleZev plodovih RhD™ eritrocitov v krvnih suspenzijah vidimo veliko
manjSe sipanje rezultatov, ki se nahajajo nekoliko pod linijo povpre¢ne vrednosti odstopanja
(biasa), blizu vrednosti 0. Zal pa opazimo tudi nara$ajo¢i trend odstopanja vseh s
povecanjem povprecnih vrednosti delezev RhD* eritrocitov v vzorcih. Zelo neugodno je, da
se nad povpre¢no vrednostjo 2,8 kar stiri od Sestih izracunih razlik pojavijo nad zgornjo 95
% mejo intervala ujemanja. Klini¢no pa So sicer pomembnejsi man;jsi delezi plodovih
eritrocitov, ko je potrebna zanesljiva potrditev ali gre za fetomaternalno krvavitev ali ne in
koliksen odmerek zas¢itnih imunoglobulinov anti-RhD potrebujemo. Trenutno se namre¢ vV
Republiki Sloveniji pri fetomaternalni krvavitvi v obsegu do 30 mL injicira le en odmerek
zaSCitnih protiteles, v primerih, ko je krvavitev obseznejsa, torej vecja od 30 mL, pa moramo
temu potrebno prilagoditi tudi odmerek imunoglobulinov anti-RhD. Tako nosecnica oz.
otro¢nica prejme dve ali celo tri zas¢itne odmerke protiteles. Kadar gre za zelo masivno
fetomaternalno krvavitev, kar pomeni, da je volumen plodove krvi v materinem krvnem
obtoku 150 mL, pa natancen podatek o volumnu krvavitve klini¢no ni ve¢ pomemben. V
tem primeru je namre¢ pomembno zgolj to, da vemo, da gre za zelo obsezno krvavitev, Ki

potrebuje nujno in hitro ukrepanje.
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Pearsonov koeficient korelacije, linearna in Demingova regresija
Stopnjo povezanosti med primerjanima analitiénima metodama smo ocenjevali s korelacijo
oz. Pearsonovim koeficientom korelacije, linearno regresijo, ki temelji na metodi najman;jsih

kvadratov in Demingovo regresijo.

S pomocjo korelacijske analize smo izracunali Pearsonov koeficient korelacije in dobili
vrednost 0,99, kar kaze na mocno povezanost med rezultati, izmerjenimi z obema

primerjanima metodama.

Z linearno regresijo ocenjujemo stopnjo linearne povezanosti med dvema spremenljivkama,
ki jo lahko opredelimo tudi s koeficientom determinacije (R?). Pri primerjavi rezultatov
meritev umeritvenih suspenzij z obema metodama smo dolocili naslednje vrednosti:
Enacba premice: Y = 0,85*X + 0,09

Koeficient determinacije: R?= 0,99

Vrednost R? je blizu 1, kar kaze na veliko stopnjo povezanosti med primerjanima

spremenljivkama, ki je blizu popolne oz. funkcijske.
Tudi z Demingovo regresijo smo dolo¢ili prakti¢éno enako stopnjo linearne povezanosti med

primerjanima analiznima metodama, saj smo izra¢unali naslednjo enacbo:

Y =0,86*X + 0,084.
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Linearna in Demingova regresija

Y = 0.8540*X + 0.08960
R?=0,9884

Y = 0.8582*X + 0.08430

Delezi Hbf (% ): anti-Hbf/anti-CA

o ¥H—r—1—"1,—"1——b""yr
0 2 4 6

Delezi Hbf (%): anti-RhD

Graf 5: Grafi¢ni prikaz rezultatov linearne in Demingove regresije s pripadajo¢ima ena¢bama premic in

vrednostjo R?.

Razlika med ena¢bama premic, izra¢unanima z linearno in Demingovo regresijo, je majhna.
Ker Demingova regresija temelji na predpostavki, da sta obe spremenljivki podvrzeni
napakam, je primernejSa za ugotavljanje stopnje linearne povezanosti med primerjanima

analiznima metodama.

Ker smo prvi dve seriji kontrolnih suspenzij pripravili z Alsverjevo raztopino, ki je
interferirala z meritvami in smo jo zato kasneje poskusali odstraniti s spiranjem, smo se
odlo¢ili, da bomo enako statisti¢no analizo izvedli $e z rezultati, izmerjenimi v vzorcih
zadnjih petih kontrolnih serij (serije 3-7). Na ta na¢in smo v analizo vkljucili 68 rezultatov
0z. po 34 za vsako od primerjanih analiznih metod. Rezultate dvostranskega parnega T-testa
prikazuje Preglednica V.
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T-test

Preglednica V: Rezultati parnega dvostranskega T-testa za primerjavo metode z anti-HbF/anti-CA in tisto s

protitelesi anti-RhD, ob upostevanju le zadnjih petih serij umeritvenih kontrolnih suspenzij.

Parni dvostranski T-test

P vrednost

0,12

Statisti¢no znacilna razlika? (P < 0.05) Ne

Dvostranski test, vrednost t in df = stopnje prostosti | t=1,60 df=33

Stevilo primerjanih parov meritev
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Vidimo, da med rezultati, dolo¢enimi z obema metodama ni statisti¢no znacilnih razlik, saj

je vrednost P vecja od stopnje tveganja o, zato nicelne hipoteze ne moremo zavreci, ampak

jo privzamemo. Zato sklepamo, da z obema analiznima metodama dobimo enake rezultate.

Rezultate statisti¢ne analize Smo prikazani tudi grafi¢no, in sicer v Grafu 4.
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Graf 6: Grafi¢ni prikaz statiticne analize rezultatov meritev kontrolnih suspenzij plodovih eritrocitov s

parnim dvostranskim T-testom za primerjani metodi s protitelesi anti-RhD in anti-HbF/anti-CA, ob

Bland-Altmanov test

upostevanju zadnjih petih serij.

Izvedli smo tudi Bland-Altmanov test in rezultate zbrali v Preglednici VI.
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Preglednica VI: Bland-Altmanov test - povpre¢na vrednost odstopanja (bias) med primerjanimi razlikami
meritev ter zgornja in spodnja meja 95 % intervala ujemanja med metodama anti-RhD in anti-HbF/anti-CA pri

meritvah petih kontrolnih suspenzij.

Povprecna vrednost
odstopanja (bias)

SD biasa 0,26
95 % meja ujemanja | od -0,43 do 0,57

0,07

Na osnovi predstavljenih podatkov lahko ugotovimo, da je izra¢unana povprec¢na vrednost
odstopanja (bias) 0,07, 95 % interval ujemanja pa je razmeroma ozek in simetri¢en glede na
bias. Graf 5 prikazuje Bland-Altmanov graf, na katerem sicer $e vedno vidimo naras¢ajoci
trend odstopanja razlik izmerjenih delezev RhD™ eritrocitov s povefanjem njihovih

povprecnih vrednosti.
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Povpr. vrednosti delezev fetalnih eritrocitov

Graf 7: Bland-Altmanov test s prikazanimi statistiéno obdelanimi rezultati meritev z metodama s

protitelesi anti-RhD in protitelesi anti-HbF/anti-CA petih serij kontrolnih suspenzij.

Pearsonov koeficient korelacije, linearna in Demingova regresija

S primerjavo rezultatov, dobljenih s primerjanima analiznima metodama, s katerima smo
analizirali vzorce zadnjih petih serij kontrolnih o0z. umeritvenih suspenzij plodovih
eritrocitov, smo izracunali naslednje vrednosti:

Pearsonov koeficient korelacije: 0,99

Enacba premice dolocene z linearno regresijo: Y = 0,86*X + 0,11

Koeficient determinacije R% 0,99
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Enacba premice dolocene z Demingovo regresijo: Y = 0,86*X + 0,10

Linearna in Demingova regresija

)]

Y = 0.8607*X + 0.1081

R?=0.9902

N

N

[

Y = 0.8643*X + 0.1035

Delezi Hbf: anti-Hbf/anti-CA (%)
w

o Y———m——m—————-——
0 2 4 6

Delezi Hbf: anti-RhD (%)

Graf 8: Grafi¢ni prikaz linearne in Demingove regresije s pripadajo¢ima enacbama premice in vrednostjo R?

pri analizi rezultatov zadnjih petih serij kontrolnih suspenzih RhD* plodovih eritrocitov.

Primerjava rezultatov statistine analize meritev delezev plodovih eritrocitov, ki smo jih
dolo¢ili s primerjanima analiznima metodama, in sicer tako v vseh sedmih serijah kontrolnih
0z. umeritvenih suspenzij kot v samo zadnjih petih, je pokazala kar nekaj razlik. Prva je bila
ta, da smo z analizo z dvostranskim parnim T-testom v primeru obravnave rezultatov vseh
kontrolnih serij dobili statisti¢éno znaéilno razliko med primerjanima metodama in sprejeli
alternativno hipotezo, ki predpostavlja, da primerjani analizni metodi ne dajeta enakih
rezultatov Nasprotno pa z enako analizo rezultatov, izmerjenih v zadnjih petih serijah, niso
dobili statisticno znacilne razlike, zato nicelne hipoteze nismo mogli zavreci in Smo jo
privzeli ter s tem dokazali, da primerjani metodi zagotavljata enakovredne rezultate in sta
zato povsem primerljivi. S primerjavo izidov Bland-Altmanovega testa smo prav tako
potrdili ve¢jo skladnost rezultatov, dobljenih s primerjanima metodama, ko smo analizirali
samo pet serij umeritvenih suspenzij kot v primeru analize vseh serij umeritvenih suspenzij.
Da je Alsverjeva raztopina, ki smo jo uporabili za pripravo prve in druge serije kontrolnih
vzorcev, res vplivala na rezultate meritev, potrjujejo tudi statisticne analize korelacije,
linearne in Demingove regresije, s katerima smo dolodili linearnejSo povezanost med

rezultati v primeru, ko smo obravnavali le pet serij kontrolnih oz. umeritvenih suspenzij.
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Ugotovimo torej lahko, da za pripravo vzorcev, ki jih analiziramo z metodo s protitelesi anti-
HbF/anti-CA, ni priporo¢ljivo uporabiti Alsverjeve ohranitvene raztopine, saj ta o¢itno moti

analizni postopek.

Z uporabljenimi statisticnimi pristopi smo pokazali, da sta primerjani analizni metodi z
uporabo protiteles anti-RhD in anti-HbF/anti-CA med seboj dobro primerljivi in da lahko z
ustrezno verjetnostjo trdimo, da z njima dobimo enakovredne rezultate. Kljub temu pa so
nas $e vedno skrbele visoke vrednosti negativnih kontrol (Tabela 2), zato smo poskusali najti
vzroke za tovrstne tezave in morebitne napake. MozZne vzroke za odstopanja in previsoke
vrednosti negativnih kontrol smo iskali v tem, da smo v ta namen uporabili RhD" kri
nose¢nice oziroma porodnice. Plodovi eritrociti naj bi se namre¢ med porodom pojavili v
krvnem obtoku vseh porodnic, in sicer v razli¢nih delezih. Med porodom namre¢ lahko pride
do poskodbe posteljice in maternice, mozne pa so tudi druge poskodbe matere in krvavitve
(13). Razmisljali smo tudi o tem, da se lahko tekom nose¢nosti zvisa delez celic F. Te naj bi
sicer z metodo preto¢ne citometrije z uporabo protiteles anti-HbF/anti-CA lo¢ili, vendar pa
bi bilo mozno, da tega ne uspemo storiti, in sicer zaradi teZzav pri oznacevanju s protitelesi
in zahtevnosti jasne postavitve mej med populacijami znotraj citograma. Eden od moznih
vzrokov za previsoke vrednosti negativnih kontrol bi lahko bil tudi vtem, da so koncentracije
plodovih eritrocitov v umeritvenih suspenzijah vsaj 10-krat nizje od tistih v polni Kkrvi.
Posledi¢éno smo uporabljali previsoko koncentracijo protiteles, zato bi lahko prislo do
njihove nespecifi¢ne vezave, s tem pa do lazno previsokih vrednosti. Prebitna oz. nevezana
protitelesa smo sicer sprali, a mozno bi bilo, da jih kljub temu nismo v celoti odstranili.

Pri meritvah negativnih kontrol ne bi smeli dobiti nobenega ali pa izjemoma zelo majhen
signal v obmogju, kjer se v citogramu praviloma nahajajo plodovi eritrociti. Zal temu ni bilo
tako, zato smo pripravili negativne kontrole $e¢ s krvjo RhD™ krvodajalca. Analizirali smo
vzorec polne krvi odvzete v antikoagulant EDTA, pri ¢emer smo izbrali le moske RhD-
darovalce, izvedli vzporedne meritve in dobili naslednje rezultate: 0,04; 0,01; 0,04; 0,03;
0,02 in 0,03. Povpre¢na vrednost Sestih meritev negativnih kontrol je bila 0,03, kar je

bistveno manj kot v primeru kontrolnih suspenzij, pripravljenih iz krvi RhD™ nose¢nic.
Pri nasem delu se je pojavila tudi tezava s prenizkimi vrednostmi v primeru visokih delezev

plodovih eritrocitov (Preglednica Il). Ta fenomen lahko razlozimo z uporabo popkovni¢ne

krvi, odvzete ob porodu. Plodovi eritrociti namre¢ za¢no dozorevati, kar pomeni, da pride
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do preklopa fetalne oblike hemoglobina (HbF) v odraslo (HbA) Ze nekaj tednov pred
rojstvom otroka, zato je mozno, da je signal za fetalni hemoglobin v takem vzorcu niZji od

pri¢akovanega, saj nekateri otrokovi eritrociti vsebujejo ze njegovo odraslo obliko (5).

4.2. Klini¢ni primeri
Vzorce kliniénih primerov smo uporabili za primerjavo treh analiznih metod, testa
Kleihauer-Betke (KBT), metode na pretoénem citometru, pri kateri uporabljamo
monoklonsko protitelo anti-RhD, ter metodo na preto¢nem citometru, pri kateri so¢asno
uporabljamo monoklonsko protitelo anti-HbF in poliklonsko protitelo anti-CA. Primerjava
je bila izvedena zgolj informativo, z namenom, da bi pokazali reletivno enakovrednost
analiznih metod. Rezultate testa Kleihauer-Betke smo dobili iz laboratorija, ki ga izvaja,

preostale pa smo pridobili sami z meritvami. Rezultati so prikazani v Preglednici VII.

Preglednica VII: Vrednosti volumnov fetomatrenalne krvavitve doloc¢ene v vzorcih kliniénih primerov z
metodami KBT, anti-RhD in anti-HbF/anti-CA. VVzorca 4 in 5 pripadata isti preiskovanki, a sta bila odvzeta v
razli¢nih ¢asovnih obdobjih (takoj po porodu in en teden po njem). Nekaj rezultatov pridobiti z metodo anti-

RhD nismo mogli.

Metode

anti-HbF/anti-CA | anti-RhD KBT
Pacientka [[mL] [mL] [mL]
1 0 0 0
2 4 0,5 12
3 9 9 14
4 286 / 320
5 194 / 141
6 55 2 <30
7 3 2 54
8 1,5 0 7,7
9 0 / 0
10 2,05 / 0
11 38,5 43,5 40
12 29 / 34
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13 1 / 3,8
14 1 / 2,1
15 3 0 5

16 55 51,75 60
17 0,5 / 1,4
18 4,5 / 3,5

Rezultati, ki smo jih dobili z meritvami vzorca 4, so nas zelo presenetili, saj je v tem primeru
o¢itno $lo za zelo obsezno fetomaternalno krvavitev. Njen obseg je bil 320 mL, ugotovljenim
s testom Kleihauer-Betke, oziroma 286 mL, dolo¢eno z metodo anti-HbF/anti-CA. Z metodo
s protitelesi anti-RhD nismo uspeli pridobiti ustreznih rezultatov, saj so z genetsko analizo
dokazali prisotnost Sibkega antigena RhD pri novorojencku. Ta krvavitev je bila tako
obsezna, da otrok ob akutni krvavitvi ne bi prezivel. Novorojenc¢ek ima namre¢ 85 mL krvi
na kilogram telesne teze, pri nedonosenckih pa je ta volumen nekoliko vecji (17). S pomocjo
literature smo prisli do ugotovitve, da je §lo v tem primeru najverjetneje za kroni¢no
Krvavitev, otrok pa si je nato ob ustreznem ukrepanju in transfuzijah opomogel. Po podatkih,
pridobljenih na kliniki, je bil sicer anemicen, vendar ne tako izrazito, kot bi sklepali glede
na rezultate testiranja na prisotnost fetomaternalne krvavitve. Kljub temu je bil skoraj dva
tedna v bolni$ni¢ni oskrbi. Pridobili smo tudi podatke, da se koli¢ina plodovih eritrocitov v
materini krvi v 14 dnevih prepolovi, vendar pa so preostali lahko prisotni $e 80 dni. Hitrost
odstranjevanja plodovih eritrocitov pa je odvisna od skladnosti v krvnih skupinah ABO in
RhD, injiciranja za$¢itnega odmerka imunoglobulinov anti-RhD in od ¢asa, ko plodovi
eritrociti vstopijo v materin krvni obtok (5). Po 12 dneh smo dobili $e en vzorec materine
krvi in v njem dokazali izrazito zmanjSanje volumna fetomaternalne krvavitve(194 mL
dolocenih z metodo s protitelesi anti-HbF/anti-CA in 141 mL doloc¢enih s testom Kleihauer-
Betke).

V nekaterih vzorcih nismo mogli dolo¢iti deleza plodovih eritrocitov in volumna
fetomaternalne krvavitve z metodo s protitelesi anti-RhD. V teh primerih je slo bodisi za
RhD- matere, ki so nosile RhD- otroka, v nekaterih primerih pa so bili prisotni $ibki antigeni
RhD, zaradi katerih nismo uspeli pridobiti ustreznih rezultatov. Prisotnost tovrstnih
antigenov smo dokazali z genetskimi preiskavami. Za vse te vzorce pa se je kot zelo

uporabna izkazala metoda s protitelesi anti-HbF/anti-CA, ki omogoca tudi natancnejse
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dolocanje obsega fetomaternalne krvavitve kot test Kleihauer-Betke. Poleg tega ima ta

metoda Se druge prednosti.

Ena od teh je B-talasemija, ki je avtosomna recesivna dedna bolezen, pri kateri je zmanjsana
ali odsotna sinteza B verig hemoglobina, prisotni pa so nekateri abnormalni hemoglobini.
Med njimi je lahko tudi hemoglobin F. Zato lahko dobimo pri analizi tak$nega vzorca na
prisotnost fetomaternalne krvavitve s testom Kleihauer-Betke, lazno pozitiven rezultat.
Kadar za testiranje uporabimo metodo s protitelesi anti-HbF/anti-CA, lahko celice F
praviloma dobro lo¢imo od plodovih eritrocitov. V citogramu bolnikov z B-talasemijo
imamo celice F prisotne v zgornjem desnem kvadrantu citograma (Slika 11). V kolikor pa
analiziramo citogram intenzitete fluorescirajoce svetlobe, pa opazimo manjso intenziteto le-
te pri F celicah kot pri plodovih eritrocitih (Slika 11). Vzrok za to je manjsa vsebnost HbF v
F celicah kot v plodovih eritrocitin (9). p-talesemija nam sicer lahko povzroca nekaj
preglavic, saj v citogramih ne moremo ¢isto natan¢no postaviti mej in posledi¢no morda ne
lo¢imo najbolje med plodovimi eritrociti in celicami F. Morda smo tudi v nasih primerih
obravnavali kaksno izmed nose¢nic ali otro¢nic z B-talasemijo. Kakorkoli Ze, se z uporabo
preto¢ne citometrije s protitelesi anti-HbF/anti-CA hkrati z ugotovljenim obsegom

fetomaternalne krvavitve ponuja tudi moznost diagnostike in odkrivanje B-talasemije.
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Slika 11: Citograma pri pacientu z B-talasemijo. Na levem citogramu so celice F prisotne v zgornjem desnem
kvadrantu (UR). Na desnem citogramu prikazuje obmogje M1 prisotnost celic F, ki kaZejo bistveno manj$o

intenziteto fluorescirajoce svetlobe kot plodovi eritrociti (M2) (9).
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T-test

Rezultate analiz klini¢nih vzorcev smo primerjali med seboj s parnim dvostranskim T-testom
in na ta nain preverjali enakost aritmeti¢nih sredin. Postavili smo nic¢elno in alternativno
hipotezo:

Ho: p1 = p2 = metodi sta enaki — z obema izmerimo enake vrednosti;

Ha: 1 # p2 = metodi nista enaki — z obema ne izmerimo enakih vrednosti.

V statisti¢no analizo primerjave rezultatov dobljenih s testom Kleihauer-Betke in z metodo
s protitelesi anti-HbF/anti-CA smo lahko vkljucili 34 izmerjenih vrednosti, v primeru
primerjave rezultatov dobljenih s testom Kleihauer-Betke in z metodo s protitelesi anti-RhD
16 in pri primerjavi metode s protitelesi anti-HbF/anti-CA in tiste s protitelesi anti-RhD 18.

Rezultati parnega T-testa med primerjanimi metodami so prikazani v Preglednici VIII.

Najprej smo s Shapiro-Wilkovim testom preverili ali se vrednosti meritev porazdeljujejo
normalno. Ugotovili smo, da se meritve z metodo s protitelesi anti-HbF/anti-CA ne
porazdeljujejo normalno, saj smo dobili vrednost p manjso od 0,05 (p < 0,0001). Enak
rezultat smo dobili tudi pri metodi s protitelesi anti-RhD in KBT (p < 0,0001). Kot smo ze
omenili, je bil tak rezultat povsem pric¢akovan, saj so bili vsi rezultati nasih meritev vecji od
0, ker negativnih vrednosti ne moremo izmeriti. Grafi¢na predstavitev Shapiro-Wilkovega

testa v grafih 9, 10 in 11, prikazuje simulirane normalne porazdelitve meritev
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Graf 9: Oblika porazdelitve meritev klini¢nih primerov pacientk z metodo s protitelesi anti-HbF/anti-CA.
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Graf 10: Oblika porazdelitve meritev klini¢nih primerov pacientk z metodo s protitelesi anti-RhD.
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Graf 11: Oblika porazdelitve meritev klini¢nih primerov pacientk z metodo KBT.

Preglednica VII1I: Rezultati parnega dvostranskega T-testa za primerjavo analizne metodo KBT z metodo s

protitelesi anti-HbF/anti-CA, KBT z metodo s protitelesi anti-RhD in metod s protitelesi anti-HbF/anti-CA in

protitelesi anti-RhD.

Parni dvostranski T-test KBT in anti- | KBT in anti- | anti-HbF/anti-
HbF/anti-CA RhD CAinanti-RhD
P vrednost 0,79 0,03 0,26
Statisti¢no znacilna razlika?
Ne Da Ne
(P <0.05)
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Dvostranski test, vrednost t in df
_ ) t=0,2688 df=16 t=2,770 df=7 t=1,31 df=8
= stopnje prostosti

Stevilo parov 17 8 9

Ugotovili smo, da je obstajala statisticno znacilna razlika le v primeru primerjave med
testom Kleihauer-Betke in metodo s protitelesi anti-RhD, zato smo v tem primeru zavrnili
ni¢elno hipotezo in sprejeli alternativno, kar pomeni, da ti analizni metodi med seboj nista
enaki. Pri primerjavi testa Kleihauer-Betke z metodo s protitelesi anti-HbF/anti-CA in pri
primerjavi metod s protitelesi anti-HbF/anti-CA in protitelesi anti-RhD pa statisti¢no
znacilne razlike ni bilo, zato ni¢elne hipoteze nismo zavrgli, ampak smo jo privzeli, s tem
pa potrdili enakost metod. Rezultate statisti¢ne analize Smo grafi¢no prikazali z Grafi 7, 8 in
9.
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Graf 12: Grafi¢ni prikaz statisti¢ne analize rezultatov meritev klini¢nih vzorcev pacientk s parnim

dvostranskim T-testom za primerjani metodi s protitelesi anti-HbF/anti-CA in KBT.
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Graf 13: Grafi¢ni prikaz statisti¢ne analize rezultatov meritev klini¢nih vzorcev pacientk s parnim

dvostranskim T-testom za primerjani metodi s protitelesi anti-RhD in KBT.
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Graf 14: Grafi¢ni prikaz statisti¢ne analize rezultatov meritev klini¢nih vzorcev pacientk s parnim

dvostranskim T-testom za primerjani metodi s protitelesi anti-HbF/anti-CA in protitelesi anti-RhD.

Bland-Altmanov test

Za primerjavo rezultatov klini¢nih vzorcev pacientk, ki smo jih izvedli z razli¢nimi

analiznimi metodami smo uporabili tudi Bland-Altmanov test. VVrednosti statisti¢ne analize

so prikazane v Preglednici IX.
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Preglednica 1X: Bland-Altmanov test - povpreéne vrednosti odstopanja (bias) med primerjanimi razlikami
meritev ter spodnja in zgornja meja 95 % intervala ujemanja za analizni metode KBT in s protitelesi anti-
HbF/anti-CA, KBT in metodo s protitelesi anti-RhD ter metodama s protitelesoma anti-HbF/anti-CA in anti-
RhD pri meritvah klini¢nih vzorcev pacientk.

KBT in anti- _ ) anti-HbF/anti-CA
Bland-Altmanov test ) KBT in anti-RhD ) )
HbF/anti-CA in anti-RhD
Povprecna vrednost
1,05 4,67 -1,19

odstopanja (bias)
SD biasa 16,11 4,77 2,72
95 % interval ujemanja | od -30,52 do 32,62 | od -4,67 do 14,01 | od-6,54 do 4,15

Statisticna analiza je pokazala, da so vse izraCunane povprecne vrednosti odstopanja
(biasov) visje kot v primeru meritev umeritvenih suspenzij. Razlog za to je najverjetneje v
majhnemu Stevilu primerjanih vrednosti meritev, ki smo jih lahko statisti¢no analizirali.
Vidimo tudi, da je bilo najvecje sipanje rezultatov pri primerjavi testa Kleihauer-Betke in

metode s protitelesi anti-RhD. Rezultati so grafi¢no prikazani na Grafih 10, 11 in 12.
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Graf 15: Bland- Altmanov graf's prikazanimi statistiéno obdelanimi rezultati primerjanih meritev klini¢nih

vzorcev pacientk z metodama KBT in s protitelesi anti-HbF/anti-CA.
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Graf 16: Bland-Altmanov graf s prikazanimi statistiéno obdelanimi rezultati primerjanih meritev klini¢nih

vzorcev pacientk z metodama KBT in s protitelesi anti-RhD.
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Graf 17: Bland-Altmanov graf's prikazanimi statistiéno obdelanimi rezultati primerjanih meritev kliniénih

vzorcev pacientk z metodama s protitelesi anti-RhD in protitelesi anti-HbF/anti-CA.

Vidimo, da je prislo do ve¢jih odstopanj, razlik pri ve¢jih povpreénih volumnih
fetomaternalne krvavitve. Mozen razlog za odstopanje pri primerjavah obeh metod, ki
temeljita na pretocni citometriji s testom Kleihauer-Betke, je, da je KBT mnogo manj
natanc¢en od primerjanih. Poleg tega pa ima za statisticne analize neugoden nacin podajanja
rezultatov, ki pravzaprav predstavljajo zelo razli¢ne ocene. V Grafu 10 pa vidimo tudi dobro
ujemanje med razlikami, izratunanimi z rezultati KBT, in metodo s protitelesi anti-HbF/anti-

CA, saj vidimo posamezne vrednosti razlik pri majhnih povpre¢nih volumnih plodove krvi
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blizu vrednosti 0, poleg tega pa je tudi interval ujemanja simetri¢en, ¢eprav je razmeroma

Sirok.

Pearsonov koeficient korelacije, linearna in Demingova regresija
Stopnjo povezanosti med primerjanimi spremenljivkami smo ocenili tudi s Pearsonovim
koeficientom korelacije, linearno in Demingovo regresijo. Rezultati statisti¢nih analiz S0

prikazani v Preglednici X.

Preglednica X: Vrednosti Pearsonovih koeficientov korelacije, enacba premic dolo¢enih z linearno regresijo,
vrednosti koeficientov determinacije R? ter enacbe premic izratunane z Demingovo regresijo, za primerjane

pare analiznih metod KBT in anti-HbF/anti-CA, KBT in anti-RhD ter anti-HbF/anti-CA in anti-RhD, ki smo

jih uporabili za meritve klini¢nih vzorcev pacientk.

Korelacija ) ) _ _
) N KBT in anti- ) ) anti-HbF/anti-
Linearna regresija . KBT in anti-RhD ) .
_ N HbF/anti-CA CAin anti-RhD
Demingova regresija
Pearsonov koeficient
0,98 0,97 0,99

korelacije - r

Enacba premice
) N Y =097*X+0,23 | Y=0,95*X+535| Y =0,95*X+1,80
Linearna regresija

R? 0,96 0,95 0,98

Enacba premice
_ § Y =0,99*X-0,51 | Y=0,97*X+5,04 | Y =0,96*X + 1,71
Demingova regresija

Pri vseh primerjanih parih analiznih metod vidimo dobro korelacijo med rezultati, vendar pa
nam ti statisti¢ni podatki pravzaprav povedo $e najmanj, saj so precej nenatanéni, glede na
majhno Stevilo analiziranih rezultatov. Rezultati so graficno prikazani na Grafih 13, 14 in
15.
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Linearna in Demingova regresija
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Graf 18: Grafi¢ni prikaz linearne in Demingove regresije s pripadajo¢ima enac¢bama premice in vsebnostjo R?

za analizo rezultatov meritev klini¢nih vzorcev pacientk z metodama KBT in anti-HbF/anti-CA.

Linearna in Demingova regresija
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Graf 19: Grafi¢ni prikaz linearne in Demingove regresije s pripadajo¢ima ena¢bama premice in vsebnostjo R?

za analizo rezultatov meritev klini¢nih vzorcev pacientk z metodama KBT in anti-RhD.
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Linearna in Demingova regresija
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Graf 20: Grafi¢ni prikaz linearne in Demingove regresije s pripadajo¢ima enaébama premice in vsebnostjo R?

za analizo rezultatov meritev klini¢nih vzorcev pacientk z metodama anti-RhD in anti-HbF/anti-CA.

4.3. Primerjava rezultatov umeritvenih kontrolnih suspenzij in dejanskih
vrednosti

Ob pregledu rezultatov meritev umeritvenih kontrolnih suspenzij nismo bili preve¢
zadovoljni z njimi, saj je izgledalo, da precej odstopajo od pri¢akovanih vrednosti. Zato Smo
S statistiCnimi testi preverili statisticno znacilnost odstopanja izmerjenih od pri¢akovanih
vrednosti za obe primerjani metodi anti-RhD in anti-HbF/anti-CA. Pri analizni metodi anti-
HbF/anti-CA smo za statisticno obravnavo izbrali zgolj rezultate meritev kontrolnih serij iz
serij 3-7, saj smo predhodno dokazali, da Alsverjeva ohranitvena raztopina moti rezultate
meritev. Ponovno smo izvedli parni dvostranski T-test, rezultati le-tega so predstavljeni v

Preglednici XI.

Preglednica XI: Rezultati parnega dvostranskega T-testa primerjave rezultatov z analiznima metodama s
protitelesi anti-HbF/anti-CA in protitelesi anti-RhD z dejanskimi vrednostmi delezev plodovih eritrocitov v
umeritvenih kontrolnih suspenzijah.

Parni dvostranski T-test anti-HbF/anti-CA | anti-RhD
P vrednost 0,36 0,51

Statisti¢no znadilna razlika?

(P < 0.05)

Ne Ne
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Dvostranski test, vrednost t in
) ) t=0,93 df=33 t=0,65 df=47
df = stopnje prostosti
Stevilo primerjanih parov
) P : P 34 48
meritev

Ugotovimo lahko, da ni statisticno znacilnih razlik med rezultatom meritev kontrolnih
vzorcev z metodama s protitelesi anti-HbF/anti-CA in protitelesi anti-RhD z dejanskimi
vrednostmi. Zato pri obeh metodah nic¢elne hipoteze nismo zavrgli, s ¢imer smo privzeli
hipotezo, da z njima dobimo enake vrednosti. Tudi z Bland-Altmanovim testom smo potrdili
dobro ujemanje med rezultati izmerjenimi z obema metodama v primerjavi z znanimi

vrednostmi umeritvenih kontrolnih suspenzij, kar predstavlja preglednica XII.

Preglednica XII: Bland-Altmanov test - povpreéne vrednosti odstopanj (biasov) med primerjanimi razlikami
meritev ter spodnje in zgornje meje 95 % intervalov ujemanja za metodi anti-RhD in anti-HbF/anti-CA, glede

na znane vrednostmi umeritvenih kontrolnih suspenzij.

Bland-Altmanov test | anti-HbF/anti-CA anti-RhD
Povprecna vrednost
o 0,04 0,03
odstopanja (bias)
SD biasa 0,25 0,30
95 % interval ujemanja | Od -0,46 do 0,53 | Od-0,56 do 0,61

Statisticno smo torej dokazali, da dobimo z metodo s protitelesi anti-HbF/antiCA primerljive
o0z. enake rezultate kot pri KBT in metodi s protitelesom anti-RhD. Kljub temu pa nismo bili
popolnoma zadovoljni z rezultati, ki smo jih dobili z uporabo kompleta Fetall Cell Count®,
saj so bila pri dolo¢enih analiziranih vzorcih odstopanja 10-20 odstotna, predvsem pa nasi
citogrami niso bili popolnoma primerljivi s proizvajal¢evimi. Zato smo navezali stik s
proizvajalcem kompleta 1Q Products. Poslali smo jim rezultate nasih analiz vklju¢no s
citogrami. Potem, ko so jih pregledali, so nam skusali pomagati pri iskanju moznih vzrokov
za odstopanja in resitvah zanje. Kot prvi mozni razlog so navedli moznost, da nismo delali
v skladu z navodili, ki so prilozena h kompletu, kar pa seveda ni drzalo. Fiksiranje,
permeabilizacijo ter oznacevanje celic smo izvajali popolnoma v skladu z navodili. Kot drugi

mozni vzrok pa S0 izpostavljali kompenzacijo in nastavitve preto¢nega citometra, vendar pa
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smo tudi to opravljali povsem v skladu z navodili. Proizvajalec je nato sporocil, da se lahko
pojavijo celo do 50 % odstopanje izmerjenih vrednosti od teoreti¢ne, ki jih vsebujejo
pripravljene celi¢ne suspenzije, Se posebej pri nizkih koncentracijah plodovih eritrocitov.
Kot smo ze omenili, nismo nikoli opazili odstopanj, ki bi bila veéja od 10-20 % od

pri¢akovanih vrednosti, to pa je znotraj meja, ki jih je predvideval proizvajalec.

Edini korak, ki smo ga pri pripravi nasih umeritvenih kontrolnih celi¢nih suspenzij izvedli
razli¢no od predpisanega v navodilih kompleta, je bilo veckratno spiranje eritrocitov. Ker
smo zeleli ugotoviti, ali to vpliva na rezultate analize, smo pripravili dve negativni kontroli.
Uporabili smo kri krvodajalca. Prvi del vzorca smo Stirikrat sprali s fiziolosko raztopino,
drugega pa nismo spirali. V obeh primerih smo izmerili enak rezultat, in sicer 0,01 %. Kot
pozitivno kontrolo smo nato uporabili 5-% deleza plodovih eritrocitov v suspenziji odraslih
eritrocitov. Izmerili smo 5,74 % in s tem dodatna spiranja celic izkljuéili kot mozni vzrok za

pojav odstopanja.

4.4. Zunanje kontrole UK NEQAS
V Casu izvajanja analiz v Okviru magistrske naloge je bil laboratorij vklju¢en tudi v zunanjo
kontrolo kakovosti, in sicer z metodama na pretoc¢ne citometrije s protitelesi anti-RhD in
test Kleihauer-Betke. Vzorce, ki smo jih prejeli v analizo od organizatorja zunanjih kontrol,
smo analizirali tudi z novo metodo s protitelesi anti-HbF/anti-CA. Nato smo kontaktirali UK
NEQAS, saj nas je zanimalo, ali so vzorci zunanjih kontrol primerni tudi za naSo analizno
metodo. Odgovorili so nam, da so kontrole pripravljene iz RhD* plodovih eritrocitov in RhD
odraslih eritrocitov in zato primerne za vse analizne metode. Trenutno v UK NEQAS
izvajajo lo¢eno statisti¢no analizo rezultatov sodelujocih laboratorijev, ki uporabljajo bodisi
test Kleihauer-Betke in tiste, v katerih rutinsko izvajajo meritve z metodo na preto¢nem
citometru s protitelesi anti-RhD. Za zdaj Se nimajo veliko sodelujocih laboratorijev, ki bi
uporabljali metodo s protitelesi anti-HbF/anti-CA, se pa zavedajo naraS¢ajoCega Stevila
izvajalcev, ki zacenjajo uporabljati to metodo in s tem tudi potrebe po ustrezni zunanji

kontroli njene kakovosti.

V vzorcu zunanja kontrola UK NEQAS smo torej analizirali z naso novo metodo in rezultate

primerjali s tistimi iz poro¢ila. Obe kontroli sta bili znotraj referen¢nega intervala. Rezultat
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meritve prve kontrole je bil 2,85 mL plodove Kkrvi, referen¢ni interval UK NEQUAS pa 2,6
do 3,1 mL, torej je bil na$ rezultat znotraj pricakovanih vrednosti. V drugem kontrolnem
vzorcu smo izmerili 23,06 mL plodove krvi in tudi v tem primeru je bil na$ rezultat znotraj

pri¢akovanega intervala, ki je bil med 22,7 in 25,8 mL.

4.5. Primerjava med metodami
Vsaka od uporabljenih metod ima svoje dobre in slabe lastnosti. Tudi sami smo jih spoznali
kar nekaj. Test Kleihauer-Betke je presejalni test, ki ga opravimo vsem RhD™ nose¢nicam
0z. porodnicam, pa tudi vsem tistim, pri katerih sumimo na fetomaternalno krvavitev. Test
ima dobro obcutljivost, vendar je zelo subjektiven, saj njihovi razli¢ni izvajalci lahko
razli¢no odcitajo rezultat. Ta je mo¢no odvisen tudi od Stevila pregledanih vidnih polj v
mikroskopu. V nekaterih stevnih poljih namre¢ lahko najdemo veé¢, v drugih pa manj
plodovih eritrocitov. Prav tako smo pri KBT omejeni s Stevilom $tevnih polj, s tem pa s
Stevilom celic, ki jih pregledamo. Vendar pa je ta test poceni in enostaven za izvedbo, zato

je tudi primeren za uporabo v rutini.

Metoda na pretocnem citometru z uporabo protiteles anti-RhD je zelo robustna. 1zvajamo jo,
kadar dobimo pozitiven rezultat na fetomaternalno krvavitev s KBT. Njena pomanjkljivost
je ta, da jo lahko uporabljamo le, ko imamo RhD™ mater z RhD* plodom. Problem
predstavljajo tudi Sibki antigeni RhD, pri katerih ne dobimo zanesljivih rezultatov. Kriticen
dejavnik analiznih metod s protitelesi je tudi njihova nespecifi¢na vezava. Zato se pri metodi
s protitelesi anti-RhD sicer nismo srecali, zaradi ¢esar sklepamo, da gre za zelo robustno
metodo. Ta postopek je tudi brez obcutljivih korakov celi¢ne permeabilizacije, saj se
analizirani antigen nahaja na povrsini eritrocitov. Kontrolne suspenzije eritrocitov, ki jih
merimo socasno z analizo vzorca preiskovanke, si lahko pripravimo enkrat mese¢no. Pri
vseh metodah s pretoc¢no citometrijo so lahko problemati¢na tudi fluorescencna barvila, S
katerimi so konjugirana detekcijska protitelesa. Zasc¢ititi jih moramo pred svetlobo, da lahko
izmerimo realno fluorescenco in ne lazno znizane. Preto¢na citometerija nam omogoca
zanesljivo analizo velikega Stevila celic v razmeroma kratkem ¢asu. Na ta nacin pregledamo
dosti ve¢ kot s testom Kleihauer-Betke, poleg tega pa je za izdajo kon¢nega rezultata

pomembne;jsi tisti, dobljen s preto¢nim citometrom.
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Nasa na novo vpeljana metoda prav tako izkoris¢a prednosti pretocne citometrije pri cemer
uporablja dve protitelesi, in sicer anti-HbF in anti-CA. S to kombinacijo protiteles lazje
zaznamo zgolj plodove eritrocite in jih u¢inkovito lo¢imo od celic F, ki so lahko prisotne pri
odraslih. Zal pa smo ugotovili, da metoda ni preveé robustna, saj nanjo vpliva kar nekaj
dejavnikov. Za zdaj se nismo uspeli dokazati, kateri koraki v pripravi in analizi vzorcev so
tisti, ki nam onemogocajo, da bi dobili natan¢nejSe rezultate. Vseeno pa se je izkazalo, da z
metodo s protitelesi anti-HbF/anti-CA dobimo rezultate, za katere lahko z ustrezno
statistino verjetnostjo trdimo, da so enaki tistim, ki jih izmerimo z uporabo protiteles anti-
RhD. To smo uspeli dokazati tako pri meritvah umeritvenih kontrolnih suspenzij kot tudi
kliniénih vzorcev. Analitik, ki opravlja meritve na pretonem citometru, mora biti veS¢
analize in biti sposoben po potrebi prilagajati parametre meritev in meje zajema, tako da
zagotovi nedvoumno analizo populacije plodovih eritrocitov. Pri tem so lahko problemati¢ne
nespecifi¢ne vezave protiteles in permeabilizacija eritrocitov, zato moramo slednjo zelo
natan¢no Casovno omejiti, da ne pride do sprememb antigenov in s tem do slabse vezave
detekcijskih protiteles. Kot pri vseh fluorescirajo¢ih protitelesih je tudi v tem primeru
kriti¢na njihova stabilnost, zato se moramo izogibati njihovem neposrednem izpostavljanju
svetlobi 0z. ga minimalizirati. Proizvajalec analiznega kompleta posebej ne predvideva
uporabe kontrolnih vzorcev, vendar menimo, da jih je smiselno narediti. Negativno kontrolo
predstavlja kri odraslega darovalca, ki ni nose¢ (najbolje moskega). Z njeno analizo pa se
izognemo Sumom ozadja. S pozitivnimi kontrolami, ki jih pripravimo z mesanjem krvi
odrasle nenose¢e osebe in znanim deleZem popkovni¢ne krvi, pa zagotovimo linearnost
meritve in s tem lazji izracun obsega fetomaternalne krvavitve. Nova metoda zahteva tudi
kar nekaj nastavitev in prilagajanj preto¢nega citometra pred samo rutinsko uporabo, kasneje
pa za analizo uporabljamo optimalno predpripravljene predloge za analizo. S to metodo

lahko analiziramo prav vse nosec¢nice, ne glede na njihov RhD status in RhD status ploda.

Po vzpostavitvi 0z. vpeljavi nove metode smo pripravili tudi osnutek standardnega
operacijskega postopka (SOP), tako da se jo lahko pri¢ne uporabljati v rutini. Uporabna bi
bila predvsem v primerih, ko vzorca ne moremo analizirati z metodo, ki uporablja protitelesa
anti-RhD, ali ko dobimo velika odstopanja med rezultati testa Kleihauer-Betke in preto¢no
citometrijo s protitelesi anti-RhD. Metoda s protitelesi anti-HbF/anti-CA se je torej izkazala
kot zelo uporabna dopolnilna metoda, zlasti v primeru, ko se sre¢amo z vzorci, ki jih s

protitelesi anti-RhD ne moremo ustrezno analizirati. Zal pa metoda s protitelesi anti-
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HbF/anti-CA za zdaj $e ni optimizirana do te mere, da bi bila dovolj robustna za
vsakodnevno uporabo, poleg tega pa njeno rutinsko izvajanje omejuje razmeroma visoka

cena.

Vsaka na novo vpeljana metoda predstavlja izziv in odpira Stevilna vprasanja; npr. kako jo
vpeljati v rutino, ali je res boljsa od dosedanjih metod in kaj vse njena vpeljava prinese s
seboj. Podrobnejse statisti¢ne analize, vrednotenja in primerjave nam dajo osnovni odgovor
ali je metoda primerna. Dejstvo pa je, da za vsako novo analizno metodo, ki jo vpeljujemo
v rutinsko uporabo, potrebujemo dolocen ¢as, da se naucimo izvajati ¢im bolj kvalitetne in
zanesljive analize. Preto¢na citometrija, ki je tudi nasa nova analizna metoda, je vse
pogosteje uporabljena in ponuja moznost Stevilnih raznovrstnih analiz. Za njihovo
kakovostno izvajanje pa je nujno potrebno tudi ustrezno usposobljeno osebje, ki suvereno

obvlada delo s preto¢nim citometrom.
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5. Sklep

V okviru naSega dela smo vpeljali in ovrednotiti novo analizno metodo na preto¢nem
citometru, pri kateri uporabljamo protitelesi anti-HbF/anti-CA. Primerjali smo jo z v
laboratoriju ze obstoje¢ima metodama, testom Kleihauer-Betke (KBT) in z metodo, ki prav
tako temelji na pretocni citometriji, uporablja pa protitelesa anti-RhD. Ob tem smo skusali

ugotoviti tudi, kaksne so njene omejitve in prednosti pred ustaljenimi metodami.

Pripravili smo sedem serij kontrolnih mesanic suspenzij plodovih RhD* in odraslih RhD"
eritrocitov in jih analizirali z obema metodama, ki temeljita na pretocni citometriji. S
statisticno analizo smo ugotovili, da z njima dobimo enake rezultate, ki so zanesljivi in
primerni za diagnostiko. Metoda, ki uporablja protitelesa anti-RhD, se je izkazala kot

robustnejsa, ima pa omejitev, saj je uporabna samo pri RhD™ materah, ki nosijo RhD* plod.

Analizirali smo tudi klini¢ne vzorce nosecnic in otro¢nic. Pri teh smo statisti¢no analizirali
in primerjali rezultate dobljene s testom Kleihauer-Betke, metodo na preto¢nem citometru
z uporabo protiteles anti-RhD in protiteles anti-HbF/anti-CA. Ugotovili smo moc¢no
povezanost med rezultati testa Kleihauer-Betke in metodo s protitelesi anti-HbF/anti-CA, ter
dokazali, da z njima dobimo zelo primerljive rezultate. Primerjali smo tudi rezultate,
izmerjene z metodama z uporabo protiteles anti-RhD in s kombinacijo protiteles anti-HbF
in anti-CA. Tudi v tem primeru smo dokazali mo¢no povezanost, primerljivost in
zanesljivost vrednosti. Ugotovili smo torej, da se lahko na rezultate, dobljene s preizkusano
novo metodo, zanesemo, saj so ti primerljivi s tistimi izmerjenimi s trenutno uporabljenima

metodama (test Kleihauer-Betke in pretocna citometrija s protitelesi anti-RhD).

Kombinirana uporaba protiteles anti-HbF/anti-CA predstavlja novejsi analizni pristop.
Trenutno obstaja manj studij, ki bi vrednotile analizno metodo s protitelesi anti-HbF/anti-
CA, kot drug, vendar pa Se vedno potekajo mnoge Studije, v katerih metodo preizkusajo in
iS¢ejo najboljSe mozne statisticne analize za primerjavo med rezultati, pridobljenimi z
razliénimi analiznimi metodami. Vsekakor pa postaja preto¢na citometrija z uporabo
kombinacije protiteles anti-HbF/anti-CA vedno pogosteje uporabljana analizna metoda za

odkrivanje in vrednotenje obsega fetomaternalne krvavitve v laboratorijih po svetu.
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Metoda z uporabo detekcijskih protiteles anti-HbF/anti-CA se je izkazala za uporabno
predvsem kot dopolnilna metoda za primere pacientk, pri katerih dobimo s testom Kleihauer-
Betke pozitiven rezultat, natan¢nejse koli¢ine krvavitve pa ne moremo dolo¢iti s preto¢no
citometrijo z uporabo protiteles anti-RhD. Glede na nase ugotovitve lahko trdimo, da obstaja
velika moznost, da bo neko¢ to edina uporabljana metoda za doloanje obsega

fetomaternalne krvavitve.
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