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Pérmbledhje

Vlerésimi i sakté i statusit t€ Rh, né vecanti i antigenit té tij D, &shté me shumé réndési né mjekésiné
e transfuzionit dhe né obstetriké. Grupi i gjakut Rhezus (Rh), €shté i lidhur me shprehjen e dy
gjeneve me homologji t€ lart€ RHD dhe RHCE, té pozicionuar né kromozomin njerézor 1, t€ cilét
kodojné pér dy polipeptide respektivisht RhD dhe RhCE.

Antigeni D konsiderohet me imunogjenicitet té lart¢ dhe mund t€ induktojé prodhimin e
alloantitrupave, g€ cojné€ n€ reaksione hemolitike postransfuzionale n€ pacientét e imunizuar dhe
n€ shfagjen e sémundjes hemolitike t€ fetusit dhe t& porsalindurit (HDFN), tek graté shtatzéna
Rhezus D-negative.

Objektivat: Ky studim ka pér qéllim t&€ vlerésojé rénd€sin€ e pérfshirjes t€ njé strategjie t&
pérgjithshme pér tipizimin molekular t& gjenit RHD, e cila do t€ z&vendésojé teknikén rutiné
serologjike té€ tipizimit t€ antigeneve Rhezus.

Metodat: Ne bazohemi né njé studim t€ méparshém nga ana joné (6), i cili siguroi t& dhéna té
réndésishme né€ lidhje me bazén molekulare t€ grupit té gjakut Rh né popullatén shqiptare. Duke
u nisur nga kéto t& dhéna, si edhe protokollet e stabilizuara t€ pérshtatura pér popullatén toné,
mendojmé se shérbimi i transfuzionit &shté gati pér implementimin e njé teknike t& re né€ tipizimin
e RHD, g€ éshté ajo molekulare e kombinuar me teknikén serologjike.

Rezultatet: Kjo metodé do té€ zévendésojé procedurat operative standarde té tipizimit t& grupit t&
gjakut Rhezus né dhuruesit e gjakut, pacientét e politransfuzuar dhe graté shtatzéna D-negative.
Né dhuruesit e gjakut, analiza molekulare do té skrinojé té gjithé dhurimet pér tre variantet t€ D té
dobét (Du) mé té pérhapura n€ popullatén toné. Identifikimi i tyre do té kontribuojé né menaxhimin
e kétyre njésive si D-pozitive, duke racionalizuar stokun e njésive D-negative, aq t€ nevojshme né
urgjencat mjekésore.

Konkluzionet: Stabilizimi i udh€zimeve t€ pérshtatshme metodologjike, do t€ jet€ i réndésishém
si pér signifikancén mjekésore, ashtu edhe pér koston ekonomike, qé lidhen me imunizimin nga
Rhezusi.

Fjalé celés: Grupi i gjakut Rhesus, gjenotip, fenotip, Rh.
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IMPLEMENTATION OF ANEW TECHNICAL MOLECULAR APPROACH FOR
RHESUS GENOTYPING

Abstract

Background: Appropriate assignment of the Rh status, RhD most importantly, has a critical
importance in transfusion and obstetrical medicine. The Rh blood group is associated to the
expression of the highly homologous RHD and RHCE genes located on human chromosome 1,
which respectively encode the RhD and the RhCE polypeptides. Owing to its high immunogenicity,
D antigen can induce the production of alloantibody resulting in a hemolytic transfusion reaction
in alloimmunized patients or a hemolytic disease of the fetus and the newborn in alloimmunized,
D-negative pregnant women.

Objectives: This work aims to assess the value of a generalized molecular RHD typing strategy
which could replace routine serological screening of Rhesus antigens.

Methods: Based in our recent studies which provided valuable data on molecular basis of Rhesus
blood group (6), we are ready to implement a new technical molecular approach, which would
replace the standard operating procedures in Rhesus typing of blood donations.

Results and conclusions: The molecular analysis that screen all donations for the three most
common weak D variants in most variant D carriers may contribute to manage them as D-positive
and thus rationalize the use of D-negative stock units.

Key words: Rhesus blood group, genotype, phenotype, Rh.
Njé argumentim i shkurtér né mbéshtetje té projektit

Nevoja pér gjenotipizimin molekular né pércaktimin e grupeve té gjakut bazohet n€ njé séré argumentesh.
Duke filluar nga viti 2000, p€rcaktimi i grupit té gjakut té pacientéve pas njé transfuzioni, éshté pérfshiré
né listén e aplikimeve t€ metodave té biologjisé molekulare né imunohematologji, kjo pér faktin se tashmé
€shté konfirmuar risku i imunizimit me anti-D. Ky rrezik imunizimi varet nga ndryshimet cilésore qé i
ndodhin gjenit pérgjegjés t& antigenit D, t€ cilat reflektohen me ndryshime té densitetit té tij t€ detektueshme
me antitrupa poliklonalé anti-D. Njé mesatare prej 1-2% e pacientéve té hospitalizuar né Evropé, né nevojé
pér transfuzion gjaku, mbartin njé alloantitrup té parregullt. Imunizimi shpesh shkaktohet nga transfuzione
té njépasnjéshme ose nga shtatzEénité né rastin e grave. Shkalla e imunizimit dhe numri i antitrupave
specifike éshté né€ korrelacion me transfuzionet ¢ méparshme. Késhtu qé tek pacientét, té cilét jané t&
varur nga transfuzioni, shkalla e alloimunizimit éshté vecanérisht e lart€. N& pacientét e rritur, me anemi
drepanocitare, shkalla e alloimunizimit éshté raportuar rreth 46% dhe né pacientét me talasemi majore
vérehet njé prevalencé rreth 30%. Pér kéta pacienté né vecanti dhe pér té politransfuzuarit né pérgjithési,
studiuesit rekomandojné njé parandalim té alloimunizimit t¢ métejshém, duke rritur saktésiné e tipizimit.
Pér té gjetur gjak té pajtueshém pér kété kategori pacientésh €shté njé sfidé mé vete pér gendrat e gjakut.
Af@rsisht 1 deri 3 pacienté me alloantitrupa nuk mund té transfuzohen me eritocite té pajtueshme né
kohén e duhur. Né ményré qé t€ mundésojné njési gjaku t€ pajtueshme shpesh gendrat e gjakut pérdorin
njé tipizim serologjik t& dhuruesve pér pranin€ e antigjeneve mé signifikanté t&¢ ABO, RhD dhe Kell.
Praktikisht ky tipizim “i zgjeruar” éshté i kufizuar nga disponibiliteti dhe kostoja e reagentéve serlogjike
té certifikuar —CE. Pér té zgjidhur kété pengesé né serologji, kané pérparuar teknika té reja té tipizimit dhe
identifikimit t€ antigjeneve tek dhuruesit dhe marrésit e politransfuzuar. Cel€si i suksesit pér kété alternative
€shté screening i njé numri t€ madh njéherésh me kostoeficencé, si edhe pavarésia nga disponibiliteti i
reagenteve serologjiké. N& parim, té gjithé antigenét qé korrespondojné me polimorfizém t€ ADN-s¢€ jané
té arritshém népérmjet gjenotipizimit. Né kontrast me serologjiné nuk ka kufizime reagentésh né analizén
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e ADN-sé. Jané pérpiluar njé séré programesh qé mbéshtesin parandalimin e alloimunizimit nga rruazat e
kuge. Implementimi i metodave q€ sigurojné pajtueshmériné e antigeneve pér transfuzionin e rruazave té
kuge t€ gjakut tashm& mbéshtet grupet e pacientéve té€ imunizuar dhe/ose ata qé kérkojné transfuzione té
vazhdueshme (t€ politransfuzuar) (1). K&to bazohen kryesisht né€ teknikat klasike t€ serologjisé€, t€ cilat
identifikojné alloantitrupat gjithashtu, megjithaté fenotipizimi i sakté i pacientéve té politransfuzuar shpesh
ndérlikohet nga prania e rruazave t€ kuqge té dhuruesit né qarkullimin e gjakut té pacientit t€ transfuzuar,
si edhe nga vlera pozitive e testit direkt me antiglobuliné, ose nga mungesa e aglutinimit té antitrupit t&
pranishém. Metodat e gjenotipizimit té grupeve té gjakut jané perfshiré né kéto programe, si njé alternativé
¢ domosdoshme pér problemet qé hasen nga serologjia dhe po pé€rdoren edhe né vlerésimin e rrezikut nga
sémundja hemolitike e fetusit dhe t€ porsalindurit HDFN (7; 8). Pér t€ siguruar njé transfuzion t& sigurté
té rruazave té kuqge, analiza ¢ ADN pér tipizimin ¢ njé numri té kufizuar grupesh gjaku, luan njé rol té
rénd€sishém né mjekEsiné e transfuzionit, veganérisht pér sigurimin e gjakut té pajtueshém pacientéve
qé konsiderohen kroniké dhe transfuzohen rregullisht. Ky punim ka pér g€llim té vler€sojé réndésiné e
njé strategjie t€ gjeneralizuar pér tipizimin molekular t€ RHD, e cila mund té€ zévendésojé skrinimin me
metodat serologjike t€ antigeneve rhezus dhe té theksojé kontributin e gjenotipizimit népérmjet ADN-sé
té antigeneve t€ rruazave t€ kuqge t€ gjakut, si njé mjet pér menaxhimin e pacientéve t€ politransfuzuar, né
ményré qé té tejkalojé kufizimet ¢ metodave qé bazohen n€ hemaglutinim.

Kostoja

Eshté e véshtiré t& krahasosh koston e testimit pér tipizimin serologjik t& 20 antigeneve mé signifikanté
me até t€ metodE€s s€ gjenotipizimit t€ 35 antigeneve q¢ Eshté stabilizuar tashmé né laboratorét e biologjisé
molekulare né Evropé. Po marrim njé shembull t&€ publikuar né Vox Sanguinis 2011, ISBT: Pér tipizimin
serologjik t& 20 antigeneve mé signifikanté t¢ RBC (M, N, S, s, P, C¢, Lu*, Lu", K, k, Le?, Le®, Kp*, Kp",
Fy?, Fy®, Jk?, JK° r*, Co®), nevojiten reagente dhe mjete konsumi 28€. Fenotipizimi manual kérkon njé
kosto personeli prej 10€ kurse ai i automatizuar prej 5€. pérgjithésisht njé kosto pér dhurues nga 35€ -39€,
pérfshiré€ kétu tipizimin me dy metoda t&€ ndryshme t€ domosdoshme né protokollet rutiné.

Me metodén multiplex PCR, kostoja e tipizimit t€ njé mostre t€ vetme pér 35 antigene RBC éshté 5€
pér reagenté dhe mjete konsumi (tuba, pipeta) pérfshiré kétu edhe ekstraktimin e ADN-s€, 5 € kosto pér
personelin dhe 5€ pér zhvler€simin e investimit. Kostoja totale pér gjenotipizim llogaritet 15 € pér njé
individ.
Megjithaté ngrihen edhe ¢éshtje té€ cilat vené né udhékryq implementimin e metodave molekulare, si mé
poshté:

- Metodat serologjike jané t&€ shpejta, ndérkohé g€ metoda molekulare kérkon shumé mé tepér kohé,
vecanérisht nése mostra do té dérgohet né njé laborator tjetér. Ky argument éshté pjesérisht i vérteté,
sepse askush nuk mund t€ mohojé g€ pacientét e transfuzuar kronikisht tentojné€ té pérsérisin
transfuzionet, edhe nése pérdoret metoda molekulare mé e ngadalté do t€ keté nxjerré njé rezultat
deri n€ episodin e radhés (2).

- Metodat molekulare jané t€ kushtueshme dhe rimbursimi i analizés mund té mos mjaftojé. Metodat
e tipizimit molekular kan€ koston e tyre, té cilén ne e sqaruam mé lart, por kjo kosto éshté duke
u ulur vazhdimisht dhe kohét e fundit kitet disponojn€ pércaktimin e disa antigeneve paralelisht,
duke e reduktuar koston pér antigen.

- Pér té shtuar, rezultati i testimit me metoda molekulare éshté mé i sakti, ndérkohé q€ pér pacientét
e transfuzuar kronikisht, pércaktimi me metoda serologjike shpesh ¢on ose né rezultat t&€ gabuar, ose
nuk mund t€ identifikojé praniné e antigenit, dhe gjithsesi, éshté njé humbje kohe dhe shpérdorim
reagentésh (2).
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Implikimi i strategjive té tipizimit té Rhezus: metodat molekulare kundrejt serologjisé

Kohét e fundit gjenotipizimi pér RH €shté marré né konsideraté pér indikacionet e méposhtme (15):
a) Ng rastin e nj€ fetusi nga léngu amniotik ose qgelizat trofoblastike (vilet korionike);

b) NE€ pacientét e politransfuzuar né€se metodat standarde serologjike n€ pércaktimin e statusit t€ D,
kané déshtuar;

¢) Ng rastin ¢ njé anemie hemolitike autoimune ose alloimune, nése metodat standarde serologjike
kané déshtuar;

d) Né identifikimin e pranis€ s€ tipeve D té dobé&t dhe formave té tjera té aberant RH alleles, nése
serologjia éshtg jo e garté n€ vendimin e nj€ terapie me transfuzion ose profilaksiné me anti-D;

e) Indikimi (a) konsiderohet si metoda kryesore pér pércaktimin e Rhezusit tek fetusi;

f) Indikimi (b) dhe (d), nése pérdoret me metodén e duhur mund té€ jet€ me leverdi (cost-efficient)
nése arrin t€ stabilizohet né nj€ laborator.

Pér dekada me radhé, dallimi i heterozigozitetit t€ gjenit RHD nga homozigoziteti, nuk ka gené praktik, pér
shkak t€ mungesés sé sensitivitetit t€ metodés serologjike. Njé nga zhvillimet mé t&€ fundit Eshté identifikimi
specifik i képutjes t€ gjenit RHD né individét Rhezus pozitivé (2; 7; 8). Nése njé€ grua &shté e imunizuar
me anti-D, shanset e mbajtjes sé njé€ fetusi RhD negativ mund té llogariten qarté, duke testuar babain RhD
pozitiv pér kété képutje t&€ gjenit RHD. Kohét e fundit jan€ publikuar disa teknika té pérshtatshme (3; 4;
5), versioni 1 pé€rmirésuar i t€ cilave mund t& béhet rutin€ né t€ ardhmen. Gjenotipizimi i RHD kryhet né
popullata té ndryshme pér géllime té ndryshme. Pajisjet e njé€ laboratori dhe eksperienca e fokusuar né njé
sistem gjenotipizimi specifik, mund t€ ofrojé plot€simin e nevojave dhe t€ mundésojé udhézuesit e duhur
né gjenotipizimin e sistemit Rhezus. Kryesisht, kérkohet testimi i njé ose mé shumé “diagnistic site” né
gjenin RHD, né ményré g€ té limitohet shkalla e rezultateve false. Kérkimi i exonit 7 si njé prej exoneve
RHD specifike dhe mundésisht e kombinuar me exon ose intron 4, rekomandohet si procedura e duhur
né identifikimin ¢ RHD. Késhillohet nga (5), q€ identifikimi i RHD té kryhet népérmjet reaksioneve té
amplifikimit zinxhir (PCR) t& gjenit RHD me primers me sekuencé specifike. Shkalla e pritshmérisé sé
rezultatit fals pozitiv n€ mé pak se 1:12 000 parashikimesh, me njé vleré reale t& rezultatit pozitiv prej
0.999920. Ké&to vlera krahasohen favorshém né pothuajse t€ gjitha llojet e gjenotipizimeve tek njeriu.

Gjenotipizimi i RHD: Procedura qé rekomandohet

Kohét e fundit ne sugjeruam njé tekniké qé bazohet né PCR me primera sekuencé specifike, e cila éshté
stabilizuar pér popullatén shqiptare (6). Kété tekniké e rekomandojmé pér gjenotipizimin e RHD té
pé€rmbledhur si né skemén e méposhtme:
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Variantet D
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Figura 1. Skema e ploté e pércaktimit t€ sakté té statusit t€ antigenit D.

Dy metoda t&€ ndryshme né€ mikropjaté dhe mikrofiltrimi (kartat me xhel), ku parimi &shté hemaglutinimi.
Nése rezultati i aglutinimit ésht€ < 3+, duhet t&€ ballafagohet me metodat e biologjis€ molekulare, duke
pérdorur ADN-né e mostrave, sidomos nése individi &shté: njé grua nén moshén 50 vjeg; njé dhurues pér
her€ t€ par€; njé pacient me Hemoglobinopati; nj€ pacient me Drepanocitoz€; njé pacient i politransfuzuar.
Mostrat té cilat rezultojné D e dobét do t€ jené subjekt i gjenotipizimit molekular fillimisht pér té€ paktén
3 variantet mé t€ pérhapura né popullatén ton€; D variant tipi 1, D variant tipi 2 dhe D variant tipi 3.ADN
gjenomike do t€ ekstraktohet nga 2-mL gjak me kitin QIAmp DNA Blood Mini, sipas udhézimeve té
prodhuesit. Variantet e gjenit RHD do t€ identifikohen sipas metodave t€ publikuara s¢ fundmi (6).
Shkurtimisht, mostrat fillimisht skrinohen pér alelet D e dobét tipi 1,2,3 népérmjet metodés Tm-shift (3;
4). Mé pas t€ dhjeté ekzonet e gjenit RHD n€ mostrat g€ nuk pérmbajné asnjé nga alelet pér variantet 1,
2,3, 1 nénshtrohen amplifikimit — PCR, sekuencimit direkt (3; 4) dhe t€ dhénat analizohen me programin
Sequencher® v5.1 (Genes Codes Corporation, Ann Harbor, MI, USA)

Pérfundime dhe diskutime

Ky studim demonstron pérparé€siné e analizave molekulare né pércaktimin e antigeneve t€ rruazave t€
kuge té gjakut tek pacientét e varur nga transfuzioni, sikurse jané pacientét me s€mundje hematologjike
dhe déshtim t€ funksionit renal. Ne treguam, qé gjaté praktikés rutin€ né laborator, ekziston mundésia e
mungesés sé€ identifikimit té antigenit me metodat serologjike, pér shkak t€ imunizimit nga transfuzionet
e méparshme dhe/ose varianteve té€ ndryshme t€ antigenit qé pércaktohen nga gjenet pérgjegjése. Kéto
véshtirési né identifikim, serologjia i has shpesh, dhe ajo g€ ne kérkojmé t€ implementojmé, vecanérisht
pér kété kategori individésh, éshté metoda molekulare népérmjet analiz€s s€ ADN pér gjenin pérgjegjés.
Né két€ ményr€, gjenotipizimi pérmir€son kujdesin ndaj pacientit dhe ul imunizimin nga D (9; 10; 11).
Studiuesit né fushén e gjenotipizimit molekular té grupeve té gjakut (2; 11; 12; 13; 14), e rekomandojné
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fuqish€m gjenotipizimin, si metodén e duhur pér pércaktimin e sakté t€ antigeneve eritrocitare me réndési
klinike né pérgjithési, por edhe né vecanti pér antigenin D (8; 15; 16), q€ njihet tashmé edhe si shkaktari i
Sémundjes Hemolitike t€ Fetusit dhe t€ Porsalindurit HDFN.
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