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Скринингът на HLA антитела се извършва с цел да се установи наличие на 

преформирани антитела при бременности, кръвопреливания и предишни 

трансплантации. Антителата, образувани в отговор на кръвопреливания, 

обикновено са транзиторни, появяват се 10 дни след трансфузия и 

изчезват обикновено след около 1 месец.

Това означава, че е важно да  се вземат проби серум за изследване около 

10-тия ден. Индуцираните от кръвопреливане антитела могат да изчезнат, 

когато няма повторен имунен стимул и не са противопоказание за 

трансплантация,  защото повторното въздействие на същия антиген може 

лесно да бъде предотвратено с имуносупресия.
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Вземане и съхранение на пробите

За изследване на фиксирани антитела еритроцитите се отделят от кръв, взета с 

антикоагулант EDTA или ACD, а за изследване на свободни антитела е необходим серум. 

Препоръчва се материалът за изследване да се взема рано сутрин и да се транспортира 

до лабораторията най-късно до 6-8 часа след вземането му при стайна температура. 

Препоръчва се след маркиране на пробите, останалият серум да се съхранява замразен 

при <-20 градуса Целзий като се избягва многократното му замразяване и размразяване с 

оглед минимално образуване на имуноглобулинови агрегати и увреждане на антителата.

Методика:

кръв с антикоагулант 50 ml

МКА – реагент 10 ml 15 min

× лизиращ разтвор 1 ml 15 min

× 2 х миене с ФБР 1 ml

× фиксиращ разтвор 100 ml



ЗНАЧЕНИЕ  НА  ПРОЦЕДУРИТЕ

× пипетиране

× съхранение

× лиза на Еr

× центрофуга

× миещи стъпки

ПРЕДАНАЛИТИЧНИАНАЛИТИЧНИ

моноклонали:

× количество

× качество

× специфичност

× флуорохром

× отчитане

× gating

× статистически 

подходи:

Á СV  < 10 %

Ámin 100 кл.



Антителата от предишни трансплантации и бременности (особено при Резус-

отрицателни майки) по-често са с дълготрайно присъствие в серума. Наличието на 

тези антитела е контраиндикация за трансплантация.

HLA алоантителата обикновено са от клас IgG, но могат да бъдат и IgM, а 

автоантителата обикновено са IgM, но могат да бъдат и IgG. За диференциране на 

антителата IgM антителата могат д абъдат инактивирани чрез DTT (Dithiothreitol), 

който разрушава дисулфидните мостове.

Изследването на анти- HLA антитела се извършва чрез: 

1)стандартен комплемент-зависим лимфоцитотоксичен метод, 

2) ELISA метод и 

3) флоуцитометричен метод



стандартен микролимфоцитоксичен тест

Този метод за скрининг на анти-HLA антитела е обратен на тъканното типизиране, тъй като при 

него антигените са познати, но серумите не са. За изследване на серумите се изисква панел от 

40 или 60 клетки (лимфоцити), които да покриват всички разпознати HLA-специфичности. 

За клас I антителата се използва обогатена суспенсия от Т лимфоцити,  а за клас II – обогатена 

суспенсия от В лимфоцити.

Положителният резултат от лимфоцитотоксичния скрининг се представя в процент на 

положителните реакции на серума с клетъчния панел – панел-реактивни антитела (PRA). Този 

процент варира при всеки използван панел, дори и антителата да са моноспецифични, защото 

панелът се състои от случайно подбрани донори на клетки.



Необходимо е и определяне на HLA специфичността на антителата, насочена към един HLA

антиген или към няколко антигена от една CREG (Cross Reacting Group). Това има значение за 

избягване на съответния антиген или антигени в донора при трансплантации и кръвопреливания, 

за избягване на свръхостро отхвърляне или нехемолитични фебрилни реакции и усложнения.

Скринингът за наличие на анти-HLA антитела при болни, чакащи трансплантация трябва да се 

извършва всеки месец и 10 дни след кръвопреливане.



ELISA МЕТОД

При този метод като таргетни за HLA антитела се използват разтворими HLA антигени, 

приготвени от определени HLA клетки и свързани с ELISA плаки. Панел от познати HLA

антигени или HLA антигени, екстрахирани от специфичен донор, могат да служат като 

таргетни за антитялов скрининг или за донор-специфичен кросмач.

HLA специфичността може да се определи чрез разтворими антигени, подготвени от HLA

типизирани клетки. Предимствата на този метод са:

1. Установява се само IgG имунизация, която се счита за най-значима за преживяване на 

присадката

2. Откриват се само специфични HLA антитела и се разграничават антителата, специфични 

за не- HLA антигените, които не са значими за преживяването на трансплантанта

3. Автоматизиране на ELISA метода



Флоуцитометричен метод

Този метод се използва за скрининг на HLA антитела , които са показали отрицателен резултат 

в лимфоцитотоксичния тест. Този метод е по-чувствителен от лимфоцитотоксичния и 

позволява да се откриват нискотитърни и несвързващи комплемента антитела, както и да 

открива клас II специфични антитела.

Използването на специфични IgG, маркирани с флуоресцентни багрило, позволява 

разграничаването на IgG антителата от IgM антителата.

Флоуцитометричният скрининг на HLA антитела се извършва чрез Flow PRA кит, който 

съдържа набор от 30 различни сфери, всяко от тях натоварена с пречистени клас I или клас II

антигени. Flow PRA сферите реагират специфично само с IgG антителата в серума на 

пациента. Добавеното флуоресцентно маркирано анти-човешко IgG антитяло се свързва с 

фиксираните върху сферите анти-HLA антитела.



Отчитането се извършва с флоуцитометър и процентът на PRA се определя от броя на 

сферите, реагирали положително. Определянето на специфичността на установените 

в серума антитела се извършва с Flow PRA клас I и клас II скрининг тестове. Извършва 

се с панел от флуоресцентно маркирани сфери, натоварени с пречистени клас I или 

клас II антигени.ю

Панелът от 100 различни сфери може да се комбинира в една суспенсия за единичен 

тест. Клас I сферите не реагират кръстосано с клас II антителата, както и клас II

сферите нямат кръстосана реактивност с клас I антителата.

Отчитане се извършва с флоуцитометър и получените резултати се анализират чрез 

компютърна програма, включваща определянето на процент PRA и на HLA

специфичността.



Флоуцитометрията е технология за клетъчен анализ с огромен потенциал в

клиничната и експериментална практика, при която едновременно се измерват

няколко физически характеристика на клетъчно ниво, като отчитане се

осъществява докато клетките преминават една след друга в течна среда през

измерващия апарат.

Основното предимство е възможността за едновременно измерване на няколко

параметъра върху голям брой клетки за кратко време. Апаратът отчита клетъчните

характеристики въз основа на разсейването на светлината при преминаване на

клетките през оптичната камера, което дава информация за относителните им

размери (FSC) и структурна плъстност. (SSC), или като измерва излъчената

флуоресценция в случаите, в които клетката съдържа или е маркирана с вещества

с характеристика на флуорохроми.

Освен качествена преценка на маркирането, флоуцитометърът дава възможност и

за количествени оценки.



Флуорохроми

Трябва да притежават определени свойства:

Á Висок афинитет на екстинкция в зоната на възбуждане, който 

представлява мярка на вероятността веществото да абсорбира един фотон 

светлина

Á Висок квантов добив

Á Оптимален спектър на възбуждане

Á Фотоустойчивост

Á Продължителност на фазата на възбуда

Á Биологична инертност

Á Минимално „угасване“

Á Ниска зависимост между интензивността на флуоресценцията и pH

Á Специфичност и реактивност
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Анализ на данните

Получените при флоуцитометрията данни могат да бъдат изцяло или частично съхранени и 

подложени на компютърен анализ.  Анализът на хистограмите се основава на 

дефинирането на отрицателната област, която съдържа нефлуоресциращи клетки, спрямо 

положителна област, която съдържа клетки, за които се преценява, че излъчват по-голямо 

от нормалното количество флуоресценция.

При по-нататъшно анализиране на на информацията, данните могат да бъдат представени 

като „контурни“ двумерни графики, тримерни графики и др.

Съществено предимство на съвременните флоуцитометри е възможността за дефиниране 

на виртуален „електронен прозорец“ (gate), през който преминават за анализ само клетки с 

определени параметри, като по този начин могат да бъдат характеризирани в детайли 

отграничени клетъчни популации.



Хемопоетични стволови клетки

Всички кръвни клетки водят началото си от клетка предшественик (ХСК) с две основни свойства: 

способност да поддържа дълготрайна хемопоеза in vitro и in vivo и потенциал да генерира всяка 

една от хемопоетичните линии.

Относителната честота  на CD34+ популация е около 1%-4% от мононуклеарите в костния мозък на 

здрави лица и по-малко от 0,1% в периферната кръв.

Флоуцитометрията предоставя бърз, чувствителен, възпроизведим и надежден метод за определяне 

на броя на CD34+ предшественици в ХСК продукти.

За изследване може да се използва продукт на аферезе до 24 час, цялостна кръв, кръв от пъпна 

връв, костен мозък с антикоагулант. Материалите се съхраняват на стайна температура до 

оцветяването, но не повече от 24 часа.



Анализ

Малкият брой на ХСК обуславя необходимостта от прецизно ограничаване на търсената 

популация и анализ на по-голям брой клетки (100 000 клетки/проба).

Препоръчва се използване най-малко на двуцветна имунофлуоресцентна методика при 

разделителна способност 1024 канала, при която хемопоетичните клетки се маркират с FITC-

конюгирано антитяло срещу общия левкоцитен антиген CD45.

ХСК се характеризират със слаба до силна реактивност с CD34 и слаба до отрицателна 

реактивност с CD45. 

На първи етап от анализа се определя локализацията на популацията като се изключват 

фрагментираните клетки и явко маркираните с CD45 клетки. Изключват се и всички клетки с 

висок SSC, който не е характерен за ХСК.

Резултатите могат да бъдат представени като: 1. Абсолютен брой CD34+ 

клетки/микролитър; 2. Общ брой CD34+ клетки/аферезна единица; 3. % CD34+ клетки от 

CD45+ левкоцити.



Клинично приложение

Съществува пряка зависимост между броя на инфузираните CD34+ клетки и  времето за 

прихващане на присадката. Относителната доза на трансплантираните CD34+ клетки се 

определя от общия брой инфузирани CD34+ клетки за килограм телесно тегло. 

Минималната доза се приема да бъде 2.10 на 6та CD34+ клетки/kg телесна маса на 

приемателя.

При използване на периферни стволови клетки достатъчна доза можв да се постигне само 

когато пациентът е третиранс вещества от рода на растежните фактори преди 

кръвовземането. Определянето на броя CD34+ клетки е съществен за контролан на 

мобилизацията и определяне на общия брой от мононуклеарни клетки, който следва да 

бъде изолиран при цитаферезета.



Изследване на резидуални левкоцити в кръвни 

продукти

Разработен е стандартизиран метод за флоуцитометричен анализ, при който се използва 

багрило за ДНК – пропидиев йодит за положително идентифициране на адроносните 

левкоцити и използване на флуоресцентни миркосфери с известна концентрация, спрямо 

които се определя абсолютният брой резидуални левкоцити в изследваната проба. 

За анализ са необходими около 400 микролитра от изследвания еритроцитен или 

тромбоцитен концентрат в чиста полипропиленова епруветка.  Не е необходим 

допълнителен антикоагулант. 



Анализ и контроли

Използва се разделитена способност от 1024 канала за приемане, съхраняване и анализ на 

пробите. 

За поставяне на електронния „gate R2” на левкоцитите се препоръчва използването на контролна 

епруветка от цялостна необезлевкоцитена кръв, оцветена по аналогичен начин. По-високият брой 

левкоцити позволява лесното им идентифициране и поставяне на координатите на електронния 

прозорец, в който се очакват резидуалните левкоцити от изледвания кръвен продукт. 

Замразени тромбоцити:

афереза

< 2х10 на 6та левк. За 60х10 на 

9та тромб.

Контрол на всички единици

Тромбоцитен концетрат, 

получен чрез афереза

<1х 10 на 6та левк./ единица Контрол на 1% от всички 

единици, но не по-малко от 10 

единици месечно

Еритроцитен концетрат, 

получен чрез афереза

<1х 10 на 6та левк./ единица Контрол на 1% от всички 

единици, но не по-малко от 10 

единици месечно

Еритроцитен концетрат,

обезлевкоцитен

<1х 10 на 6та левк./ единица Контрол на 1% от всички 

единици, но не по-малко от 4

единици месечно



Анализ на тромбоцитни антигени

При изследване на тромбоцитите чрез флоуцитометрия се използват методи на пряка 

имунофлуоресценция с директно коню гирани с флуорохроми спрецифични към търсените 

антигени антитела и методи за непряка имунофлуоресценция, най-често с FITC-конюгиран Fab 

фрагмент на кози анти-човешки IgG (H+L) като второ антитяло за визуализиране на реакцията. 

Тромбоцитната РНК се маркира с Thiazole orange. Използването на CD41 или CD61 позволява 

контрол на броя на тромбоцитите в анализирания „gate“, който следва да бъде >95%.



Клинични приложения

u Изледване на повърхностни тромбоцитни антигени 

u Количествено определяне на тромбоцитно-свързани имуноглобулини в случаи на 

тромбоцитопении при автоимунни заболявания, лимфоми или в резултат на лекарствени 

взаимодействия

u Установяване на алогенни анти-тромбоцитни антитела в среуман на многократно 

трансфузирани алоимунизирани болни

u Изследвания на тромбоцитна активация

u Изследване на „ретикуларни“ тромбоцити



Изследване на ретикулоцити

За флоуцитометрично изследване на ретикулоцити е необходима кръв с антикоагулант - EDTA или 

ACD. Изследването се основава на маркиране на остатъчната еритроцитна РНК с подходящо 

флуоресцентно багрило. Средство на избор е Thiazole orange, който позволява висока разделителна 

способност на отграничаване на еритроцитите и ретикулоцитите.

Изследването се осъществява чрез флоуцитометър. Записват се данните на минимум 10 000 клетки/ 

проба при логаритмично усилване на сигналите за FSC, SSC и флуоресценциите.

Резултатите се представят като:

1. Процент на ретикулоцитите от еритроцитната популация, равен на разликата от процента в 

изследваната област на тест-пробата в процента в изследваната област на неоцветената 

контрола. (Нормални стойност за %Rtc 0,5-2,6%)

2. Абсолютен брой ретикулоцити, равен на произведението от броя еритроцити в изследваната 

проба и процента на ретикулоцитите.



Клиничко приложение

Количеството на ретикулоцитите точно отразява възможностите на костния мозък за 

еритропоеза и регенерация.  Намалението или липсата им е израз на неактивна или 

потисната еритропоеза: апластична анемия, карциномни метастази, миелофиброза и др.).

Количественото определяне на ретикулоцитите се използва за мониториране на пост-

трансплантационните процеси на регенерация на хемопоезата. 

С висока чувствителност могат да се установят ранните промени в еритропоетичната 

активност при действие на миелотоксични агенти.
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