L

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byf/\‘: CORE

provided by Via Medica Journals

m 2009, tom 1, nr 1, 14-19
b Copyright © 2009 Via Medica
VIA MEDICA PRACA ORYGINALNA ISSN 1689-6017

Alloimmunizacja u chorych na niedokrwistosc
autoimmunohemolityczng oraz genotypowanie
krwinek czerwonych w celu udoskonalenia
doboru krwi do przetoczen

Alloimmunization in patients with autoimmune haemolytic anaemia
and red cell genotyping to improve selection of blood for transfusion

Bogumita Michalewska, Barbara Zupaniska, Monika Pelc-Klopotowska,
Agnieszka Orzinska, Justyna Bednarz, Katarzyna Guz, Agnieszka Ozog,
Hanna Lopienska, Beata Wojciechowska, Magdalena Lakomy, Ewa Brojer

Instytut Hematologii i Transfuzjologii, Zaktad Immunologii Hematologicznej 1 Transfuzjologicznej

Streszczenie

Wstep: Autoprzeciwciala typu cieplego wystepujgce w surowicy chorych na niedokrwistosc
autotmmunohemolityczng powodujg niezgodnosc w probie zgodnosci 1 utrudniajqg wykrycie
klinicznie istotnych alloprzeciwcial, stwarzajqc ryzyko hemolitycznego powiklania poprzetocze-
niowego. Dobor krwi do przetoczemia dla tych chorych wymaga szczegolnych procedur dla
wiekszego bezpieczenstwa transfuzji.

Material i metody: Analizowano czestosc alloimmunizacyi u 163 chorych z NAIH (155 z autoprze-
ciwcialami typu cieplego, 8 typu mieszanego). U wszystkich chorych okreslano fenotyp w antygenach
Rh, K, konieczny dla doboru krwi do przetoczenia, a u 53 sposrod nich, badano ponadto fenotyp
Kidd, Duffy, S, s, k jak rowniez stosowano metode genotypowania krwinek czerwonych.

Wyniki: Alloprzeciwciala istotne klinicznie wykryto u 31 chorych (19%). Lgcznie zidentyfiko-
wano 42 przeciwciala o roznej swoistosci (u 7 chorych wystepowaty przeciwciata o dwoch lub
wigcej swoistosciach) z ukladow grupowych: Rh, Kell, Kidd, Duffy, MNS i LW. U 14 chorych
z alloprzeciwcialami, wykrycie ich wymagalo uprzedniego wyadsorbowania autoprzeciwcial
z sm’owicy metodq auto- lub alloadsorpcji. W grupie 53 chorych, fenotyp Rh, K, Kidd i S udato
sig okreslic u 37 (70%) w testach serologicznych, zas fenotyp rozszerzony o antygeny Duffy, s i k,
tylko u 9 chorych (17%). Wyniki fenotypowania byly zgodne z oznaczeniami genetycznymi.
U pozostatych chorych o rozszerzonym fenotypie wnioskowano na podstawie genotypowania,
poniewaz wyniki serologiczne nie byly miarodajne — dwie populacje kvwinek (przetoczenia
krwi w ostatnich 3 miesigcach) lub/i autoaglutynacja krwinek chorego.

Whioski: Wprowadzenie metod genotypowania obok metod fenotypowania okazalo sie ko-

nieczne dla ustalenia rozszerzonego fenotypu krwinek czerwonych u chorych z NAIH. Badania

te usprawniajq dobor krwi do przetaczania i zwiekszajq bezpieczenistwo transfuzji.

Stowa kluczowe: niedokrwisto$¢ autoimmunohemolityczna, alloimmunizacja,

autoprzeciwciata, przetaczanie krwi, fenotypowanie erytrocytéw, genotypowanie erytrocytéw
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Summary

Background: The presence of warm autoantibodies in the sera of patients with autoimmune
haemolytic anaemia are the cause of incompatibility in the compatibility test, which produces
difficulties in the detection of clinically significant alloantibodies thus generating the risk of
haemolytic transfusion reactions. For such patients the selection of red cells for transfusion
requires special procedures to ensure safety.

Material and methods: Alloimmunization was analyzed in 163 AIHA patients (155 with
warm type and 8 with mixed type of autoantibodies). In all patients, red cell phenotyping for
Rh, K, was performed prior to transfusion and in 53 of them, red cells were phenotyped
additionally in Kidd, Duffy, S, s, k with genotyping as well.

Results: Clinically significant alloantibodies were found in 31 patients (19%). In all, 42 antibo-
dies of different specificities were identified (in 7 cases we detected antibodies with two or more
specificities) within the following blood group systems: Rh, Kell, Kidd, Duffy, MINS and LW. In
14 of the alloimmunized patients, auto- or alloadsorption was required for alloantibody detection.
In the group of 53 patients, phenotyping of Rh, K, Kidd and S antigens was successful in
37 patients (70%) with serological tests only, whereas the extended phenotype for Duffy, s, k
antigens was successful only in 9 patients (17%). In each case, the genotype results were consistent
with the phenotype. In the remaining patients, the results of extended phenotyping with serological
method proved unreliable, due either to mixed-field reactions (after recent transfusion < 3 months)
or autoagglutination. Genotyping was useful for predicting the phenotype in such cases.

Conclusions: In addition to phenotyping, genotyping of red cells is necessary for establishing the
extended phenotype in AIHA patients. Such procedure is important for blood transfusion safety.

Key words: autoimmune haemolytic anaemia, alloimmunization, autoantibodies, blood

transfusion, red cell phenotyping, red cell genotyping

Wstep

Chorzy z niedokrwisto$cig autoimmunohemoli-
tyczng (NAIH, autoimmune haemolytic anaemia) typu
cieplego stanowig szczegdlnie trudng grupe biorcow
krwi. U 65-90% chorych (w zaleznoSci od techniki
badania) autoprzeciwciala wystepujace w osoczu re-
aguja w probie zgodnosci, co utrudnia wykrywanie
alloprzeciwcial 1 dobranie, zgodnej serologicznie,
krwi do przetoczenia. Przetoczenie krwi zawieraja-
cej antygen, do ktérego chory wytworzyl alloprze-
ciwciala, wigze sie z ryzykiem wystapienia hemoli-
tycznych powiklan poprzetoczeniowych. Natomiast
jesli niezgodna proba krzyzowa jest wynikiem reago-
wania autoprzeciwcial chorego z krwinkami dawcy,
mozna spodziewaé sie skroconego czasu przezycia
przetoczonych krwinek czerwonych, lecz na ogol nie
nalezy obawiac sie nasilenia hemolizy.

W celu zmniejszenia ryzyka alloimmunizacji po
przetoczeniach krwi, szczegdlnie w grupie chorych z
autoprzeciwcialami typu cieplego, zaleca sie przeta-
czanie krwi zgodne] w fenotypie z ukladu Rh
1w antygenie K z ukladu Kell, poniewaz antygeny te
najczesciej powoduja alloimmunizacje [1-3]. Takie po-
stepowanie nie chroni jednak biorcow przed wytwo-
rzeniem alloprzeciwcial z innych uktadow grupowych
Kidd, Duffy, MNS. Rutynowe, profilaktyczne przeta-
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czanie krwi zgodnej fenotypowo we wszystkich wy-
mienionych uktadach grupowych jest w praktyce trud-
ne do osiagniecia 1 zazwyczaj niestosowane.

We wszystkich pracach dotyczacych transfuzji
u chorych z cieplymi autoprzeciwcialami zwraca sie
uwage na duza czasochtonno$¢ 1 pracochtonno$é
przeprowadzania procedur zwigzanych z wykrywa-
niem alloprzeciwcial, poniewaz jest to mozliwe
wylacznie po usunieciu autoprzeciwciat [1, 2, 4-12].
Takimi procedurami sa metody adsorpcji autoprzeciw-
cial, ktore moga by¢ wykonywane krwinkami autolo-
gicznymi chorego (autoadsorpcja), jesli poprzednie
przetoczenie miato miejsce ponad 3 miesiace wcze-
$niej, lub krwinkami allogenicznymi (alloadsorpcja),
kiedy przerwy pomiedzy transfuzjami s krotsze.

Szczegodlnie diugo trwa wykonywanie alload-
sorpcji, poniewaz czesto trzeba przeprowadzi¢ nawet
3-krotne adsorbowanie surowicy z uzyciem krwinek
czerwonych o roznych fenotypach, pochodzacych od
3 dawcow. Badania te nalezy wykonywac przed kaz-
dym przetoczeniem krwi, aby upewnic sie, ze krew
przeznaczona do przetoczenia nie bedzie reagowata
z alloprzeciwciatami chorego, ktore moga powstawac
miedzy poszczegdlnymi transfuzjami.

W zwiazku z rozwojem biologii molekularne;j
w ostatnich latach, pomocnym badaniem u chorych
z NAIH moze by¢ okreSlenie genotypu krwinek
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czerwonych. Badanie genotypu jest szczegoélnie
istotne, jezeli sa klopoty z ocena fenotypu (optasz-
czenia erytrocytoOw chorego autoprzeciwciatami lub
obecno$¢ krwinek zaréwno biorcy, jak 1 dawcy po
transfuzjach).

Celem pracy jest ocena czesto$ci alloimmu-
nizacji u chorych z NAIH oraz przedstawienie ak-
tualnych procedur serologicznych i molekular-
nych w celu najbezpieczniejszego doboru krwi do
transfuz;ji.

Material i metody

Chorzy z NAIH 163 osoby (93 kobiety,
70 mezczyzn) obserwowane w latach 2004-2007.
U 155 chorych rozpoznano NAIH typu cieptego,
u 8 NAIH typu mieszanego (cieple i zimne autoprze-
ciwciata). U 71 chorych wystepowala pierwotna
NAIH, u pozostatych 92 wtorna NAIH (najczestsze
podstawowe choroby to: przewlekla bialaczka lim-
fatyczna 43, chloniak 23, mielodysplazja szpiku 7,
mielofibroza , zespo6t Evansa, chorzy po przeszcze-
pieniu komorek krwiotworczych 3).

Wykrywanie alloprzeciwcial u chorych

z niedokrwisto§cig alloimmunohemolityczna
Do wykrywania przeciwcial w surowicy stoso-

wano posredni test antyglobulinowy (PTA) technika

mikrokolumnowa PTA DiaMed, technika probow-

kowa PTA LISS i test enzymatyczny LEN oraz ze-

staw krwinek wzorcowych (Regionalne Centrum

Krwiodawstwa 1 Krwiolecznictwa w Katowicach).
Przed kazdym przetoczeniem krwi poszukiwa-

no alloprzeciwcial w surowicach biorcow:

e jeSli otrzymywano reakcje dodatnie 1 ujemne
z krwinkami wzorcowymi w PTA DiaMed
1 LEN lub w jednym z nich przystepowano
wowczas do identyfikacji alloprzeciwciat i/lub
autoprzeciwecial;

e jeSli otrzymywano w PTA DiaMed wylacznie
reakcje dodatnie, badania wykonywano w PTA

LISS. U chorych z dodatnimi i uyjemnymi reak-
cjami z krwinkami wzorcowymi w PTA LISS
przystepowano do identyfikacji alloprzeciwciat
i/lub autoprzeciwcial;

e jeSli otrzymywano wylacznie dodatnie reakcje
z krwinkami wzorcowymi w PTA LISS, wyko-
nywano adsorpcje autoprzeciwcial:

— autoadsorpcje, jesli od ostatniego przetocze-
niakrwinek czerwonych uptynelto > 3 miesiace;

— alloadsorpcje, jezeli czas ten wynosil
< 3 miesiace.

Adsorpcje autoprzeciwcial wykonywano we-

dtug opisanych metod [3].

Oznaczenie fenotypu krwinek
czerwonych u chorych

Do okreslenia fenotypow z uktadow Rh, Kell,
Kidd, MNS uzywano odczynnikow diagnostycznych
klasy IgM, reagujacych w Srodowisku NaCl (Immu-
cor Gamma, Biotest, DiaMed). Do oznaczen feno-
typow z ukiadu Duffy, antygenu s oraz k stosowa-
no poliklonalne odczynniki diagnostyczne reaguja-
ce w teScie antyglobulinowym (Immucor Gamma,
Biotest, DiaMed).

Oznaczenie genotypu krwinek
czerwonych u chorych

Do oznaczania genow: RHD, RHCE, KEL, FY,
JK, MNS stosowano metode SSP PCR (zestawy fir-
my Innotrain), do RHD ¢ RHCE stosowano rowniez
metode real-time PCR (TagMan).

Wyniki

Alloprzeciwciala u chorych z NAIH

Alloprzeciwciala wykryto i zidentyfikowano ich
swoisto$¢ u 31 na 163 chorych (19%). Lacznie wy-
kryto 42 rozne alloprzeciwciala, poniewaz u 7 cho-
rych wystepowaly przeciwciala o dwoch lub wiecej
swoisto§ciach. Byly to przeciwciata z uktadow: Rh,
Kell, Kidd, Duffy, MNS i LW (tab. 1).

Tabela 1. Swoistos¢ alloprzeciwciat wykrytych w surowicach 31 chorych

Table 1. Specificity of alloantibody detected in sera of 31 patients

Alloprzeciwciata

Wykrywanie alloprzeciwciat w surowicy

Bez procesu adsorpcji autoprzeciwciat
(brak autoprzeciwciat w surowicy)

Po adsorpcji autoprzeciwciat
obecnych w surowicy

Liczba chorych z alloprzeciwciatami 17

Swoistos¢ alloprzeciwciat
(liczba przypadkow)

C+D+K+Jk(1)

Anty-: E(3), C"(2), C(1), K(3),
Jk*(2), M(1), Lw2(1), C+C¥(1),
E+K(1), C"+E+K(1),

14

Anty-: E(4), Jk*(2), D(1),
C(1), €(1), JK(1), Fy*(1),
C+C"(1), C"+K(1),
CY"+E+JK°(1)
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Tabela 2. Alloimmunizacja czerwonokrwinkowa wsréd chorych z pierwotnym i wtérnym typem NAIH

Table 2. Red blood cell alloimmunization in patients with idiopathic and secondary AIHA

Alloprzeciwciata NAIH pierwotna

(liczba chorych)

NAIH wtérna-towarzyszaca
chorobom (liczba chorych)

71 Chtoniak (23) MDS (6) PBL (47) Po przeszczepach (3),
zespo6t Evansa (4),
mielofibroza (4),
pancytopenia (3),
choroba nowotworowa (1)
Liczba chorych 9 8 4 2 8
Swoistos¢ (liczba Anty-: Jk*(2), Anty-: E(2), Anty-C(1) Anty-M(1), Anty-: E(3), D(1), C*(1),
przypadkow) K(2), C(1), (1), Jk(1), K(1), LW2 (1) Jk(1), C+C*(1),
c(1), Jk°(1), Fy?(1), E+K(1) CY+E+K(1)
C+C*(1), CY+K(1), CY+E+JK"(1)
C+D+E+Jk(1) c+E(1)

Wsrod 31 zimmunizowanych przypadkow,
u 14 chorych z bardzo silnie reagujacymi autoprze-
ciwciatami typu cieplego wykrycie alloprzeciwcial
byto poprzedzone autoadsorpcja lub alloadsorpcja
autoprzeciwcial obecnych w ich surowicy; u pozosta-
tych 17 chorych nie wykonywano adsorpcji, ponie-
waz autoprzeciwcial nie wykrywano w surowicy.

Niemal wszystkie alloprzeciwciala wykrywano
u chorych z NAIH typu cieptego (30 chorych) 1 tyl-
ko u 1 chorego z NAIH typu mieszanego. Alloim-
munizacje obserwowano czeSciej] w NAIH wtornej
(24%) niz w NAIH pierwotnej (12,6%) (tab. 2).

Fenotypowanie i genotypowanie
antygenow krwinek czerwonych

U wszystkich 163 chorych z NAIH, oprocz ba-
dan w kierunku obecno$ci alloprzeciwcial, okresla-
no fenotyp krwinek czerwonych w ukladach Rh,

Kell (K ik, jesli fenotyp byt K+), Kidd, Duffy, MNS.
Z powodu czesto wystepujacych trudno$ci z usta-
leniem fenotypu (dwie populacje krwinek u chorych
po transfuzjach w ostatnich trzech miesigcach,
oplaszczenie krwinek autoprzeciwcialami uniemoz-
liwiajace oznaczenia antygenow Duffy, s 1 k w te-
Scie antyglobulinowym) w 2006 roku wprowadzo-
no dodatkowo metode genotypowania. Krwinki
53 chorych badano obiema metodami (tab. 3).

W oznaczeniach fenotypu Rh, Kidd i S (przy
uzyciu testu NaCl) u 37 chorych uzyskano wyniki
zgodne z genotypem u chorych. U pozostatych
16 chorych obserwowano niezgodno$¢ pomiedzy fe-
notypem 1 genotypem. Niezgodno§¢ ta wynikala z:
— wykrywania dwoch populacji krwinek

(u 10 chorych transfuzje < 3 miesiecy);

— wystepowania nieswoiscie dodatnich lub fatszywie
ujemnych reakgji z anty —Jk* 1 Jk" (u 6 chorych).

Tabela 3. Wyniki zgodnosci/rozbieznosci w oznaczeniach fenotypu i genotypu krwinek czerwonych u 53 chorych

na NAIH

Table 3. Compatibility/ discrepancy in the result of red cell phenotype/genotype in 53 patients with AIHA

53 badane przypadki chorych
z genotypem

Zgodnos¢ fenotypu

Niezgodnos¢ fenotypu
z genotypem

Liczba Przyczyna (liczba przypadkéow)

Rh, K, S, Kidd — test NaCl 37

Duffy, k, s — PTA 9

16 Przetoczenia krwi
< 3 miesigce (10)

Silne optaszczenie
krwinek, b. stabe lub
nieswoiste reakcje
z anty-Jk?, -Jk® (6)

44 Silne optaszczenie krwinek,
niemozliwe fenotypowanie
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Tabela 4. Przyktady rozbieznosci w oznaczeniu fenotypu i genotypu krwinek czerwonych u chorych z NAIH

Table 4. Examples of discrepancy in the results of red cell phenotype/ genotype in patients with AIHA

Genotyp

Nr Fenotyp

D+C+c-E-e+ K-M+N+S- Jk(a?b+)
2 D+C?c+E?e+ KZM+N+S- Jk(a+b+)
3 D+C+c+E-e+ K-M+N+S+ Jk(a+b?)

D CC ee kk M/N s/s Fy*/Fy® Jk®/Ik®
D Cc Ee K/k M/M s/s Fy®/Fy® Jk*/Jk®
D Cc ee k k M/N Ss Fy’/Fy® Jk/Jk®

KEL1 KEL2 JKA JKB FYA FYB Fynul FYX

Rycina 1. Przyktfad genotypowania uktadéw grupowych
Kell, Kidd i Duffy

Figure 1. The example of genotyping in Kell, Kidd and
Duffy blood group system

Oznaczenie fenotypow Duffy, s, k, powiodlo sie
tylko u 9 chorych, ktorych krwinki nie wykazywaty
oplaszczenia autoprzeciwcialami w teScie PTA
LISS. We wszystkich tych przypadkach oznaczony
fenotyp byt zgodny z genotypem. U pozostatych
44 chorych silne oplaszczenie krwinek autoprzeciw-
cialami uniemozliwilo oznaczenie fenotypow.
W tych przypadkach o fenotypie wnioskowano do-
piero po oznaczeniu genotypu.

Przyktady rozbieznoSci fenotyp-genotyp
przedstawiono w tabeli 4, a przykiad genotypowa-
nia ilustruje rycina 1.

Dyskusja

Alloimmunizacja antygenami krwinek czerwo-
nych wsrod chorych z autoprzeciwciatami typu cie-
plego jest znacznie wyzsza niz w innych grupach
chorych. Oceniana w roznych oSrodkach na Swie-
cie wynosi 12-45% [1, 4, 6-12], a w grupie analizo-
wanych przez nas chorych 19%. Tak duza rozpie-
to§¢ w czestoSci wykrywania alloprzeciwcial wyni-
ka glownie z profilaktycznego stosowania lub
niestosowania przetaczania krwi zgodnej fenotypo-
wo w ukladzie Rh i w antygenie K z ukladu Kell.
W osérodkach, w ktorych przetaczano krwinki czer-

wone od dawcow zgodnych w zakresie tych anty-
genow, alloimmunizacja byta nizsza [1, 4, 10, 11].

W Polsce zasada przetaczania krwi zgodne;j fe-
notypowo w Rhiantygenie K u chorych z NAIH byta
zalecana w krwiolecznictwie okolo 30 lat temu.
Mimo to wsrod 31 chorych z alloprzeciwcialami, az
u 23 chorych (74%) wykryto przeciwciata z uktadu
Rh 1 anty-K. Ich obecno$¢ wynikata gtownie z allo-
immunizacji podczas cigzy lub wczeSniejszych
transfuzji (z innych powodow niz NAIH). Ponadto,
wsrod obserwowanych przez nas chorych, u 8 (26%)
wykryto alloprzeciwciala z uktadu Kidd, Duffy
1 MNS, ktorych wytworzenia nie mozna uniknaé
przy wielokrotnych przetoczeniach krwi. Niewykry-
cie ich musi by¢ zawsze rozpatrywane jako poten-
cjalne ryzyko wystgpienia odczynu hemolityczne-
go w przypadku przetoczenia krwi z obcym dla bior-
cy antygenem.

W niniejszej pracy przedstawiono procedury
fenotypowania krwinek w szerokim zakresie, to
znaczy poza antygenami ukladu Rh (D, C, ¢, E, e)
1K (z uktadu Kell), rowniez antygeny: Jk*, Jk® (uktad
Kidd), Fy?, Fy" (uktad Duffy) oraz S, s (uklad MNS)
1k (z uktadu Kell u os6b K+). Wprowadzenie w 2006
roku metod biologii molekularnej do badania geno-
typu ukladéw grupowych umozliwito okreS§lenie
wszystkich wymienionych antygendw oraz zwery-
fikowanie wynikéw oznaczen fenotypu u 53 cho-
rych. Metoda serologiczng ustalono fenotyp Rh, K,
Kidd 1 S u wiekszosci, bo u 37 (70%) chorych,
a wynik genotypowania potwierdzil oznaczenia fe-
notypowania. Natomiast tylko u 9 (17%) chorych
udato sie okresli¢ metoda serologiczna fenotyp
krwinek rowniez w antygenach Duffy, s 1 k. Wyniki
otrzymane przez genotypowanie byly zgodne
z oznaczeniami wykonanymi przy zastosowaniu me-
tody serologiczne;j.

U pozostalych chorych nie mozna byto jedno-
znacznie interpretowaé wynikow fenotypowania
z powodu dwoch populacji krwinek (przetoczenia
krwi w ostatnich 3 miesigcach) lub/i autoaglutyna-
cji krwinek chorego w teScie antyglobulinowym.
U tych chorych o fenotypie wnioskowano dopiero na
podstawie wyniku otrzymanego przez genotypowanie.
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Wprowadzenie metod genotypowania obok
metod fenotypowania pozwolilo zatem na usta-
lenie rozszerzonego fenotypu krwinek czerwo-
nych u wszystkich sposrod 53 chorych w bada-
nej grupie.

Obie metody, fenotypowanie i1 genotypowanie,
maja swoje zalety i wady. Oznaczanie fenotypu
metodami serologicznymi jest badaniem stosunko-
wo szybkim w wykonaniu (wynik w ciggu od kilku
do ok. 30 minut), prostym i stosunkowo tanim, ale
tylko pod warunkiem, ze krwinki nie sa silnie
oplaszczone autoprzeciwcialami, a chorzy nie mieli
przetoczenia krwinek czerwonych w ostatnich 3 mie-
sigcach. Oznaczanie genotypu trwa zwykle znacznie
diuzej 1, jak na razie, jest badaniem drogim.

Nasze do$wiadczenia z wprowadzenia badan
molekularnych u chorych z NAIH sg bardzo przy-
datne. Mimo ze genotypowanie krwinek czerwo-
nych stosowane jest na §wiecie od kilku lat [13, 14],
autorki niniejszej pracy nie znalazly w piSmiennic-
twie porownania procedur okres§lenia genotypu i fe-
notypu krwinek u chorych z NAIH. Shirey i1 wsp.
[11], nie stosujac metod genotypowania, przedsta-
wili doSwiadczenia wiasne w okreslaniu fenotypu
krwinek czerwonych w rozszerzonym zakresie,
posltugujac sie wylacznie metodami serologicznymi
— pelny fenotyp krwinek udato sie im okresli¢ tyl-
ko u okoto potowy chorych.

Nalezy zatem przypuszczaé, ze genotypowanie
krwinek czerwonych w NAIH bedzie coraz czeSciej
stosowane w miare szerszego dostepu do metod
molekularnych. Anstee [15] zadaje nawet pytanie,
czy badania oparte na aglutynacji moga niediugo stac
sie historia.
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