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Streszczenie
Cel pracy:
1. Przedstawienie dosSwiadczenia dotyczacego zwiazku przeciwciat anty-K z ukfadu Kell u kobiet ciezarnych z wyste-
powaniem konfliktu matczyno-ptodowego oraz choroby hemolitycznej u ptodu i noworodka (ChHPN).
2. Wskazanie etapow diagnostyki metodami serologicznymi i molekularnymi istotnych dla bezpieczerstwa ptodu
i noworodka.
Materiat i metody: 27 kobiet z przeciwciatami anty-K. Badania serologiczne antygenu K u ojcow i dzieci. Badania
genu KELT u ptodow z DNA izolowanego z amniocytdw od matek, metoda dyskryminagji alleli przy uzyciu real-ti-
me PCR.
Wyniki: U wiekszosci kobiet przeciwciata anty-K wytworzone zostaly po przetoczeniach krwi w przesztosci, a nie
w wyniku ciazy, ojcowie byli zwykle K ujemni. Konflikt matczyno-ptodowy towarzyszyt przeciwciatom anty-K tylko
u 6 z 27 kobiet. ChHPN wystapifa u 5 dzieci; 3 postacie ciezkie, 1 zgon, 1 postac¢ fagodna. Wprowadzenie przez nas
genotypowania ptodu w 2006r pozwolifo unikna¢ kordocentezy u 2 matek, poniewaz okazato sie, ze heterozygo-
tyczni (Kk) ojcowie nie przekazali ptodom genu KEL1, w przeciwienstwie do poprzednich cigz, ktdre zakonczyty sie
utrata dzieci.
Whioski:
1. W kazdym przypadku ciezarnej z przeciwciatami anty-K trzeba zbadac antygen K u ojca.
2. U ojcdw K(+) nalezy oceni¢ fenotyp K (homozygota czy heterozygota), jezeli ojciec jest heterozygota to trzeba
zbadac¢ gen KEL1 u pfodu, a nie wykonywac¢ kordocentezy.
3. Jesli gen KEL1 nie jest wykryty u pfodu, to w aktualnej cigzy nie wystapi konflikt matczyno-ptodowy i ChHPN.
4. Genotypowanie KELT u ptodu, po pobraniu materiatu przez ginekologa, moze by¢ wykonane w naszym zakfa-
dzie u kazdej ciezarnej z anty-K i heterozygotycznym ojcem.
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Abstract

Aim: 1) We have presented our experiment conducted to detect anti-K antibodies from the Kell-system in pregnant
women and their connection with potential destruction of foetal red cells, which may result in haemolytic disease
of the foetus and the newborn (HDFN).

2) We have also indicated serological and molecular methods important for a proper diagnosis.

Material and methods: 27 women with anti-K. Serological diagnosis of K antigen in fathers and children. KELT
gene examination in foetuses from DNA isolated from foetal cells contained in amniotic fluid, using discrimination
of alleles - real-time PCR method.

Results: Anti-K were detected in most women after blood transfusion, the fathers were usually K negative.
Foetomaternal incompatibility was found in 6 out of 27 women. Haemolytic disease was observed in 5 cases: 3-
severe, 1-fatal, 1-mild. Foetal genotyping allowed us to avoid cordocentesis in two pregnant women, it appeared
that both foetuses have not received KEL1 gene from heterozygous (Kk) fathers — in the previous pregnancies the
children had died because of HDFN.

Conclusions: 1) In every pregnant woman with anti-K, the K antigen should be examined in the father.

2) In every K+ father the phenotype should be evaluated and if he is heterozygote (Kk), the fetal KELT gene must
be examined, to avoid unnecessary cordocentesis.

3) If KEL1 gene is not detected in the foetus, HDFN will not occur. 4/Foetal KELT genotyping may be performed in
all mothers with anti-K and heterozygous father in our Department, after providing the material from the amnio-
cethesis.

Key words: alloantibodies-anti-K- pregnancy / fetomaternal incompatibility /
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Wstep

Rozpoznawanie konfliktu matczyno-ptodowego w zakre-
sie antygenu K z uktadu Kell jest bardzo wazne, poniewaz wy-
nikajaca z niego choroba hemolityczna ptodu i noworodka
(ChHPN) czgsto ma przebieg cigzki i nierzadko konczy si¢
$miercia ptodu lub noworodka [1, 2, 3].

Jest ona uwazana za najczestsza posta¢ ChHPN powodo-
wang przeciwcialami innymi niz D z ukfadu Rh [1]. Nalezy
podkresli¢, ze w odrdznieniu od tej ostatniej nie ma mozliwo-
$ci jej zapobiegania poprzez stosowanie immunoprofilaktyki.

ChHPN spowodowana przeciwcialami anty-K jest w Pol-
sce rozpoznawana zbyt rzadko lub za p6zno, a postgpowanie
u cigzarnych nie zawsze jest prawidtowe. Wynika to z kilku
przyczyn, m.in.:

1. zaniedban przez ginekologdw zlecania obowigzkowych ba-
dan przeciwcial przeciw-erytrocytarnych u wszystkich cig-
zarnych (a nie tylko u RhD ujemnych) [3, 4],

2. niedostatecznej wiedzy, ze cigzarna mogla wytworzy¢ allo-
przeciwciata podczas transfuzji, a nie w wyniku ciazy,

3. braku dostatecznych informacji dla ginekologéow o nowo-
czesnej diagnostyce dla oceny czy wykrywane u cigzarnej
anty-K sg grozne dla ptodu.

Cel pracy

Celem pracy jest przedstawienie kobiet cigzarnych z prze-
ciwcialami anty-K oraz ich zwiazku z wystgpowaniem kon-
fliktu matczyno-plodowego oraz ChHPN. Wiadomo, ze wy-
krycie przeciwciat anty-K nie jest rownowazne z dalszymi na-
stgpstwami w czasie ciazy, ale dane na ten temat sa w Polsce
bardzo rzadko publikowane. Ponadto, celem pracy jest wska-
zanie koniecznosci diagnostyki metodami serologicznymi oraz
metodami molekularnymi, pozwalajacymi na identyfikacje
genu kodujacego antygen K u ptodu.
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Materiat i metody

W latach 2002-2006 zgloszono do naszego zaktadu 27
kobiet cigzarnych z wykrytymi alloprzeciwcialami anty-K
z uktadu Kell. Identyfikacj¢ przeciwciat u matek, fenotypy
uktadu Kell u matek, ojcow i noworodkow oraz badania
w kierunku ChHPN wykonywano rutynowo stosowanymi
metodami serologicznymi [4, 5].

Od 2006r. wprowadzono badanie genu kodujacego anty-
gen K ptodow z DNA izolowanego z amniocytdéw kobiet cig-
zarnych metoda dyskryminacji alleli przy uzyciu real-time
PCR [6, 7].

Wyniki

Analiza obejmuje 27 kobiet cigzarnych, u ktorych wykry-
to alloprzeciwciata anty-K z uktadu Kell. Podzielono je na 3
grupy.

Grupa 1. Kobiety cigzarne z przeciwciatami anty-K, ale
bez konfliktu matczyno-ptodowego. (Tabela I).

U 19 sposrod 27 cigzarnych mimo obecnosci przeciwcial
nie byfo konfliktu matczyno-ptodowego, a wigc i choroby he-
molitycznej ptodu/moworodka. Miano przeciwcial u kobiet
byto bardzo zroznicowane: u 4 byto stosunkowo niskie (<16),
u 11 — wysokie (16-126) i u 4 — bardzo wysokie (256-1024).

Dalsze badania wykazaty, ze w 16 przypadkach ojciec
dziecka byt K ujemny (tzn. byt homozygota kk), jeden ojciec
okazat si¢ heterozygota (Kk), w dwdch przypadkach ojcowie
nie byli osiagalni dla oznaczenia fenotypu Kell (tzn. nie byto
wiadomo czy ojcowie byli heterozygotami Kk, homozygota-
mi KK, czy homozygotami kk (w tym ostatnim przypadku
byliby K ujemni).

Whikliwy wywiad u kobiet cigzarnych wykazat, ze 13 spo-
srod 19 kobiet z anty-K otrzymalo w przesztosci przetaczania
krwi (prawdopodobnie K dodatniej), u pozostatych nie byto
takiej pewnosci, ale transfuzji nie mozna byto wykluczy¢.
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Przeciwciata anty-K u kobiet ciezarnych oraz badania genu kodujacego antygen K u ptodow.

Table I. Zwiazek przeciwciat anty-K z konfliktem matczyno-
ptodowym i z ChHPN u 27 kobiet.

. Konflikt
Grupa Liczba N ChHPN Oznaczony gen
kobiet kobiet matczyno- K u ptodu
ptodowy
1 19 nie* nie nie
2 6 tak tak™* nie
3 2 nie*** nie*** t.ak
K ujemny

* u 16 ciezarnych ojcowie dzieci K (ujemnych), u 3 cigzarnych podejrzenie konfliktu,
ktéry wykluczono po kordocentezie

**u jednej ciezarnej za ChHPN byly odpowiedzialne anty-D, a nie anty-K
(szczegoty przy oméwieniu Grupy 2)

*** konflikt i ChHPN w poprzednich cigzach

U 3 z 19 kobiet z alloprzeciwcialami anty-K o wysokim
mianie 1 negatywnym wywiadzie transfuzjologicznym wyko-
nano kordocentezg - dotyczyto to wspomnianych wyzej przy-
padkow (u 1 cigzarnej z partnerem Kk oraz u 2 z partnerami
niedostepnymi dla zbadania ich fenotypu). U wszystkich 3
ptodéw nie wykryto antygenu K (metodami serologicznymi)
w krwi pobranej podczas kordocentezy. Pozwolifo to na wy-
kluczenie konfliktu matczyno-ptodowego w aktualnej ciazy.
W tym czasie genotypowanie antygenu K w Polsce jeszcze nie
bylo wprowadzone.

Grupa 2. Kobiety ci¢zarne z przeciwcialami anty-K i kon-
fliktem matczyno-ptodowym. (Tabela II).

Do tej grupy zakwalifikowano 6 kobiet z przeciwciatami
anty-K, wérdd nich u 5 dzieci wystapita ChHPN spowodowa-
na przeciwciatami anty-K: w 1 przypadku zakonczyta si¢ uro-
dzeniem martwego ptodu, w 3 przypadkach byla ciezka
(transfuzje doptodowe i uzupetniajace po porodzie), w 1 byta
fagodna. Ponadto, obserwowano 1 cigzarng z przeciwciatami
anty-K oraz anty-D, ale po porodzie okazalo si¢ ze ChHPN
spowodowana byta przeciwciatami anty-D, dlatego przypadek
ten nie zostal umieszczony w tabeli II (szczegdly ponizej).

Table Il. Choroba hemolityczna ptodéw i noworodkow
spowodowana przez anty-K.

Matka Ojciec Dziecko
Przypadek -
nr Cigza Miano | Fenotyp ChHPN Transfuzje
anty-K Kell doptodowe | noworodek
martwy
1 Druga | 1024 Kk plod - -
2 Druga 2000 KK ciezka tak (liczba uzupetniajaca
nieznana)

. 256 . .
3 Trzecia Kk ciezka 9 x uzupetniajaca
4 Trzecia | 2000 n.b. ciezka 1x uzupetniajaca
5 Druga 8 n.b. tagodna nie nie
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Niektore przypadki wymagaja komentarza:

a) Kobieta nr 1: Cigza druga — nie wykonano badan przeciw-

ciat do krwinek czerwonych, urodzito si¢ martwe dziecko.
Dopiero po porodzie wykryto u matki alloprzeciwciala an-
ty-K o mianie 1024, a badanie fenotypu Kell ojca wykaza-
fo, ze jest on heterozygota (Kk); prawdopodobnie ptdd
w ciazy drugiej odziedziczyt antygen K (badan u dziecka
nie byto).
W kolejnej, trzeciej ciazy (nie wykazanej w tabeli II), z uwa-
gi na obcigzajacy wywiad, obecno$¢ u ojca antygenu
K oraz bardzo wysokie miano anty-K (8000) u matki — wy-
konano kordocentezg. Ptod okazat si¢ K ujemny (na pod-
stawie metod serologicznych) — odziedziczyt on od ojca
antygen k, wobec tego nie stwierdzono konfliktu
matczyno-ptodowego.

b) Kobieta nr 5: W ciazy drugiej wykonano trzykrotnie kordo-
centez¢ z uwagi na obciazajacy wywiad (pierwsza cigza -
miano anty-K 32, martwy ptod).

Metodami serologicznymi wykryto antygen K u ptodu.
P16d i noworodek nie wymagaly transfuzji, ale ChHPN
byta udowodniona.

¢) U kobiety (nie wymienionej w tabeli II, a wspomnianej po-
wyzej) w trzeciej ciazy wykryto przeciwiata anty-K (miano
8) i anty-D (miano 512).

Wykonano kordocenteze i u ptodu wykryto zaréwno anty-
gen K jak i D metodami serologicznymi. Dalsza obserwa-
cja przypadku sugerowata, ze¢ ChHPN spowodowana byta
przeciwciatami anty-D (kolejne miano 2000), a nie anty-
K (kolejne miano 1).

U noworodka nie wykryto antygenu K, ale wykryto anty-
gen D, co potwierdzilo, z2 ChHPN spowodowana byta
przeciwciatami anty-D. Oznaczenie antygenu K we krwi
pobranej podczas kordocentezy okazalo si¢ wigc biedne,
wobec tego w aktualnej cigzy nie byto konfliktu matczyno-
ptodowego w zakresie tego antygenu.

d) Dodatkowych komentarzy wymagaja dwa fakty:

1) w dwoch przypadkach zawartych w tabeli II (nr 4 1 5)

ojcowie nie byli skierowani na oznaczenie fenotypu Kell, co
utrudniato analiz¢ kliniczna,
2) u trzech kobiet kordocentezy byly uzasadnione, ponie-
waz w Polsce w tym czasie nie oznaczaliSmy jeszcze genu
KEL1 ptodéw metoda PCR.

Grupa 3. Kobiety ci¢zarne z przeciwciatami anty-K i z ob-
cigzajacym wywiadem, ktore uniknely kordocentezy dzigki
oznaczeniu genu KEL1 u ptodu. (Tabela I).

Podczas badan przesiewowych u 2 kobiet, w drugiej
1w czwartej ciazy, wykryto przeciwciata anty-K (miano 512),
obie stracily dzieci w poprzedniej ciazy z powodu ChHPN
(szczegdtow brak).

Badania fenotypu u obu ojcow wykazaty, ze byli oni hete-
rozygotami Kk. W obu przypadkach nie wykryto genu KELI
u ptodu w amniocytach pobieranych od matek. Tak wigc,
u obu kobiet w aktualnej cigzy nie wystapit konflikt matczy-
no-plodowy, poniewaz tym razem ojcowie przekazali dzie-
ciom antygen k, a nie, jak prawdopodobnie w poprzedniej cia-
zy, antygen K.

Gmciklologla Nt 6/2008
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Dyskusja

Z naszej analizy alloprzeciwcial anty-K u cigzarnych
wynika kilka waznych obserwaciji:

1. u wigkszosci kobiet (19/27) przeciwcialom nie towarzyszyt
konflikt matczyno-ptodowy,

2. ChHPN wystepowata rzadko (6/27), ale w jednym przypad-
ku okazato si¢ po porodzie, ze spowodowana byta przeciw-
cialami anty-D, a nie anty-K),

3. przeciwciala anty-K obserwowano czgsto po przetaczaniu
krwi w przesztosci, a nie po ciazy (u 13 kobiet — transfuzje
udowodnione).

Brak konfliktu matczyno-ptodowego przy obecnosci prze-
ciwcial anty-K wynika z faktu, ze okofo 90% ludzi w naszej
populacji nie ma antygenu K (K ujemni czyli homozygoty kk).
Osoby K dodatnie (ok. 9%) [1] moga by¢ homozygota KK
albo heterozygota Kk.

Jesli ojciec jest homozygota KK to ptdd zawsze odziedzi-
czy antygen K i zawsze wystapi konflikt matczyno-ptodowy.
Natomiast, jesli ojciec jest heterozygota Kk, to dziecko bedzie
tylko zagrozone konfliktem przy odziedziczeniu antygenu K,
ale nie przy odziedziczeniu antygenu k. Wobec tego u kazdej
cigzarnej z anty-K trzeba oznaczy¢ fenotyp K u ojca, a jesli oj-
ciec jest heterozygota (Kk) nalezy koniecznie zbada¢ gen
KEL]I u ptodu.

W ostatnim czasie nasz zaktad opracowal badanie genu
kodujacego antygen K (allel KELI) z DNA izolowanego
z amniocytow pobranych od matki i metoda ta jest dostgpna
dla wszystkich potrzebujacych przypadkow [6]. Jest to metoda
inwazyjna, ale znacznie bezpieczniejsza niz kordocenteza. Na-
lezy podkresli¢, ze opracowanie metody nieinwazyjnej (opar-
tej na badaniu osocza matki) w celu badania genu KEL] spra-
wiato badaczom diugo ktopoty. Dopiero pod koniec 2007r.
opublikowano taka metodg, ale i tak obserwowano jeden wy-
nik fatszywie ujemny na 27 oso6b badanych [8§].

Mamy nadziejg, ze w niedtugim czasie nieinwazyjna meto-
da oznaczania genu kodujacego antygen K bedzie w naszym
zaktadzie opracowana, poniewaz wstepne prace rozpoczeto.
Nalezy podkresli¢, ze mamy duze doswiadczenie w opracowa-
niu metody nieinwazyjnej poniewaz wprowadzilismy ja w 2005
r. dla genu D, a ostatnio dla genu ¢ z uktadu Rh [9, 10].

W przypadkach obserwowanych przed 2006 r. antygen
K badano w Polsce metoda serologiczna we krwi pobranej
podczas, uzasadnionej sytuacja, kordocentezy, bo nikt w na-
szym kraju nie wykonywatl jeszcze genotypowania KELI.
W obecnej pracy znajduja si¢ jednak 2 kobiety (z przeciwcia-
tami anty-K i ojcami Kk), u ktérych w 2006 r., po raz pierw-
szy wykonano oznaczenie genu KELI u ptodu. Dla obu ko-
biet informacja, ze nie wykryto genu KEL ! byla bardzo istot-
na; od tego momentu wiedzialy, ze pfodom z obecnej cigzy nie
zagraza ChHPN, z powodu ktérej stracity poprzednie dzieci.
W 2007 r. gen kodujacy antygen K oznaczono u kolejnych
dwoch kobiet, ale przypadki te nie zostaly wtaczone do obec-
nej pracy, poniewaz zawiera ona obserwacje z lat 2001-2006.

Komentarza wymaga czgsta obecno$¢ alloprzeciwcial an-
ty-K u kobiet cigzarnych z powodu przetaczania krwi. Od kil-
ku lat obowigzuje w Polsce przepis, ze wszystkie dziewczynki
i kobiety K (ujemne) w wieku rozrodczym jesli musza otrzy-
mac krew, to powinny mie¢ przetoczong krew K (ujemna),
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zeby unikna¢ alloimmunizacji poprzetoczeniowej, ktora
w przysziosci moze zagrozi¢ ptodowi ChHPN, jesli bedzie on
K (dodatni) [4].

Jednak, obserwowane przez nas cigzarne, otrzymaty praw-
dopodobnie transfuzje przed wprowadzeniem wyzej wymie-
nionego przepisu i dlatego wytworzyly anty-K. Pozostaje na-
dzieja, ze alloimmunizacja poprzetoczeniowa antygenem
K bedzie wystepowala coraz rzadziej.

Wiadomo, ze ChHPN wystepuje rzadziej niz przeciwciala
anty-K. Ostateczne proporcje nie sg znane. W obecnej pracy
obserwowaliSmy ja u okolo18,5% kobiet z przeciwciatami,
podczas gdy Daniels cytuje 38% [1]. Rdznica ta moze wynikaé
z wezesniejszego wprowadzenia w Europie Zachodniej zapo-
biegania immunizacji poprzetoczeniowej poprzez podawanie
kobietom krwi K(ujemnej). Nalezy podkresli¢, ze ChHPN po-
wodowana przeciwciatami anty-K czgsto ma przebieg ciezki,
a nawet konczy si¢ utrata dziecka. W obserwowanych obecnie
pieciu przypadkach, ChHPN byta $miertelna u jednego dziec-
ka 1 cigzka w 3 przypadkach, analogicznie do naszych
poprzednich analiz (lata 1996-2000) [2].

Jedna z najwazniejszych przyczyn cigzkiego przebiegu
ChHPN jest niszczenie przez przeciwciata anty-K nie tylko
erytrocytdw plodu, ale i ich prekursoréw, czyli roznych posta-
ci erytroblastow. Antygen K pojawia si¢ na erytroblastach pto-
du bardzo wczesnie w trakcie jego rozwoju, najwczesniej spo-
srod innych antygenow krwinek czerwonych [11]. Supresja
erytropoezy czesto prowadzi do bardzo nasilonej niedokrwi-
stosci, nieproporcjonalnej do stezenia przeciwcial u matki,
dlatego miano przeciwcial u matki nie zawsze jest miarodajne
w prognozowaniu cigzkosci ChHPN. Ponadto obserwuje si¢
stosunkowo nizsze, niz w innych postaciach ChHPN, st¢zenie
bilirubiny w ptynie owodniowym, a u noworodka rowniez niz-
szq retikulocytoze i erytroblastoze [1, 12]. Dlatego wigc w oce-
nie niedokrwistosci u ptodu w konflikcie z przeciwciatami
anty-K, szczegolnie pomocne moze by¢ nieinwazyjne badanie
za pomocg ultrasonografii Dopplera.

Na zakonczenie warto podkreslic, ze dla usprawnienia
wspolpracy ginekologdéw z diagnostami genotypujacymi anty-
gen K ptodu, konieczne jest przed pobraniem i przesytaniem
amniocytow skontaktowanie si¢ (telefoniczne — 22 8493651
wew. 144 lub e-mailem orzinska@ihit.waw.pl) z Pracownia
Biologii Molekularnej naszego zaktadu dla ustaleniu terminu
badania i szczegdtow dotyczacych przesytania materiatu.

Whnioski

1. Alloprzeciwciata anty-K z uktadu Kell wystepuja znacznie
czesciej niz konflikt matczyno-ptodowy i ChHPN spowo-
dowane tymi przeciwcialami.

2. Przeciwciata anty-K sa czesto nastgpstwem przetaczania
krwi w przesztosci, a nie ciazy.

3. U kazdej kobiety cigzarnej z anty-K nalezy okresli¢ czy oj-
ciec dziecka jest K ujemny (kk) czy K dodatni, a u ojca
K (dodatniego) nalezy zbadac czy jest on homozygota
(KK) czy heterozygota (Kk).

4. Genotypowanie antygenu K u ptodu, po pobraniu materia-
Tu przez ginekologa, powinno by¢ wykonane u kazdej cie-
zarnej z przeciwcialami anty-K i heterozygotycznym (Kk)
ojcem.
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