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HLA tipizacija (serolo{ka, molekularna)

HLA antigenite se integralni membranski proteini na kletkata so klu~na uloga vo

imunitetot.

Bariera za organ/tkivnata transplantacija

Implicirani vo razvivaweto na mnogu bolesti, osobeno avtoimunite. 

Dve jasni klasi na strukturno sli~ni HLA antigeni so razliki vo tkivnata distribucija

 Class I HLA-A, -B, -C antigenite: izrazeni na site jadreni kletki

 Class II HLA-DR, -DQ, -DP antigenite: izrazeni na B kletkite, monocitite, makrofagite, 

dendriti~nite kletki i aktiviranite T kletki.



HLA tipizacijata identifikuva unikatna konstelacija na HLA antigenite kaj edna

individua. 

Testovite za tipizacija na HLA-class I (A, B, C) i class II (DR, DQ, DP) genskite

polimorfizmi se integralni vo poleto na:

 Transplantacija na koskena srcevina i solidni organi

 Studii za asocijacija so bolesti

 Razvivawe na vakcini i nivna aplikacija.



Vo upotreba se DNK - bazirani molekularni dijagnosti~ki tehniki za identifikacija na

HLA genite so cel detekcija na razliki na nivo na aleli koi ne bi mo`ele da se 

detektiraat preku serologija.

Vo upotreba se pove}e pristapi vo HLA tipizacijata, so {irok opseg na rezolucija, od 

niska (na nivo na antigen) do visoka (na nivo na alel). Testovite se baziraat na

amplifikacija na ograni~eni protegawa na genomskata DNK vo sklop na HLA genite. 

Genskite polimorfizmi asocirani so razli~ni HLA aleli se identifikuvaat preku

hibridizacija so specifi~ni amplifikaciski prajmeri (SSP), probi (SSO) ili preku

direktno sekvencionirawe (SBT).



HLA serolo{ka tipizacija (A, B, C) - upotrebuva antigen-specifi~ni serumi. 

Serumite se od humano poteklo i reagiraat so specifi~nite HLA antigeni izrazeni na

Le. Po inkubacija so cel ovozmo`uvawe antigen - antitelo reakcija, se dodava

komplement za olesnuvawe na kleto~nata liza. Reakcijata se nabluduva pod 

mikroskop i gradira vo zavisnost od stepenot na liza. Testot ima niska specifi~nost

vo sporedba so molekularnoto tipizirawe.



SSO - Reverznata SSO hibridizacija se koristi za utrvrduvawe na HLA-A, -B, -C, -DR, -DQ i -DP 

lokusi so intermedierno nivo na rezolucija, povisoka od serolo{kata tipizacija.

Se koristi pri: - tipizacija so niska ili intermedierna rezolucija

- skrining test za identifikacija na potencijalnite donori.

SSP- PCR-SSP se koristi za utvrduvawe na HLA-A, -B, -C, -DR i DQ lokusi so rezolucija sli~na

na serolo{kata, no mo`e da se koristi i za tipizirawe so visoka rezolucija.                                                                 



SBT - obezbeduva najvisoka rezolucija pri HLA tipizacija za HLA-A, -B, -C, -DR, -DQ i -

DP lokus alelite.

SBT se koristi koga e potrebna najvisoko nivo na tipizacija za donori i recipient pri

transplantacija na mati~ni kletki ili ispituvawe na asocijacija so bolesti.



Detekcija na anti-HLA antitela

Prisustvoto na cirkulira~ki antitela koi gi prepoznavaat HLA antigenite na donorot na

organ/tkivo, mo`e da predizvika brza i nepovratna destrukcija na graftot po

transplantacijata (hiperakutno otfrlawe). Hiperakutnite otfrlawa se retka pojava bidejki

Ly od donorite se testiraat rutinski za reaktivnost so antitela vo serumot na

potencijalniot recipient na transplantot pred samata transplantacija. I mala koli~ina na

antitela bi mo`ele da go o{tetat graftot, taka da posenzitivni metodi se koristat za

crossmatch i prepoznavawe na rizikot od antitelo-posreduvano imuno o{tetuvawe.

Crossmatch testovite se koristat prvenstveno kaj kandidati za transplantacija,za procenka

na soodvetnosta na potencijalniot donor. Se koristat i kaj pacienti refraktorni na Tr

transfuzii, kako i kaj pacienti so aplasti~na anemija, kandidati za transplantacija na

koskena srcevina koi bi mo`ele da razvijat anti-HLA antitela.



-CDC (Complement - dependent lymphocytotoxicity) cross match

Komplement - zavisnata limfocitotoksi~nost gi prepoznava najva`nite antitela vo

crossmatch testot - odgovorni za hiperakutno otfrlawe na graftot. 

CDC  XM se raportira za pozitiven ili negativen vo zavisnost od procentot na donor 

kletki lizirani od serumot na recipientot, vo prisustvo na komplement i vitalna boja. 

Pozitiven cross match  kako rezultat na prisustvo na IgG antitela naso~eni protiv

HLA-A, -B, -C, -DR i -DQ antigenite e jasna kontraindikacija za transplantacija poradi

visok rizik od hiperakutno otfrlawe. 



Flow cytometric cross match (FCXM)

Flow citometrijata e najsenzitiven metod za detekcija na antitela prisutni vo nivoa koi 

ne mo`at da se prepoznaat preku limfocitotoksi~nite testovi. 

Flow citometrijata gi detektira IgG antitelata. 

Rezultatite se raportiraat za pozitivni ili negativni vrz baza na pomestuvawe na

medianata predizvikana od vrzuvawe na specifi~noto antitelo.

Generalno, pomestuvawe na medianata nad 50 (od vkupno 1024 kanali), indicira deka

antiteloto e prisutno a nad 150 indicira mnogu visok rizik i kontraindikacija za renalna

transplantacija (osven vo isklu~itelni slu~ai). Pomestuvawe na kanalite nad 300 

korelira so pozitiven citotoksi~en cross match. 



PRA (Panel Reactive Antibody): CDC i Luminex tehnologija

Luminex metodologijata se upotrebuva pred i posle transplantacija za monitorirawe na

prisustvo/otsustvo na anti-HLA class I i II antitela ili pak pojava/otsustvo na antiteta so 

tek na vremeto. Pozitivnite serumi se testiraat posledovatelno so luminex class I i II

analizite za identifikacija so cel odreduvawe na specificnosta na antitelata. 



Pirosekvencionirawe

Pretstavuva DNK sekvenciona tehnologija osnovana na principot na sekvencinirawe

preku sintetizirawe. 

Razviena vo Royal Institute of Technology (KTH) (Mostafa Ronhi and pal nyren , 1996).

Luminometriska detekcija na pirofosfat osloboden vo tek na nukleotidna

inkorporacija katalizirana od DNK polimeraza predvodena od prajmer. Pogodna za

sekvencionirawe na DNK do 100 bazi.



Real time PCR e  napredna forma na polimeraza veri~`nata reakcija koja go zgolemuva

potencijalot na ovaa tehnika. PCR pretstavuva revolucija vo detekcijata na RNK i DNK. 

Tradicionalnata PCR e naprednata od detekcija vo krajnata to~ka na reakcijata do 

detekcija vo tek na odvivaweto na samata reakcija.  

Real-Time hemiskata reakcija dozvoluva detekcija na PCR amplifikacijata vo tek na ranite
fazi na reakcijata. Mereweto na kinetikata na reakcijata vo ranite fazi na reakcijata, 
obezbeduva jasna prednost nad tradicionalnata PCR detekcija.Tradicionalnite metodi
koristat agarozen gel za detekcija na PCR amplifikacija vo finalnata ili krajnata tocka
na PCR reakcijata.

Real-Time reakcijata obezbeduva brzi, precizni i to~ni rezultati.
Real-Time PCR e dizajnirana da gi pribira rezultatite vo tek na odvivaweto na samata
reakcija {to e poto~no za DNK i RNK kvantifikacijata i ne nalaga potreba od makotrpni
post PCR metodi.



Aplikacija: 

RT PCR mo`e da se primenuva za tradicionalnite PCR primeni,  kako i za novi
primeni koi bi bile pomalku efektivni dokolku bi bile raboteni so tradicionalen
PCR. So mo`nosta za pribirawe na podatocite vo eksponencijalnata faza na rast, 
silata na PCR e pro{irena vo slednite primeni:

1. Virusna kvantifikacija

2. Kvantifikacija na genskata ekspresija

3. Array verifikacija

4. Efikasnost na terapijata so lekovi

5. Merewe na DNK o{tetuvawe

6. Kontrola na kvalitet i validacija na analizite

7. Detekcija na patogeni

8. Genotipizacija



Vo posetenata laboratorija, se koriste{e za odreduvawe na MTHFR, F V, F II 
mutacii



Ispituvawe Himerizam

Test za himerizam posle transplantacija na hematopoetski mati~ni kletki vklu~uva

identifikacija na genetskiot profil na recipientot i donorot a potoa evaluacija na

stepenot na me{avina vo krvta, koskenata srcevina ili drugo tkivo na recipientot. 

Testiraweto na himerizam (engraftment analizirawe) se postignuva so analiza na

genskiot polimorfizam nare~eni short tandem repeat (STR) lokusi. Ovie lokusi se 

sostojat od core DNA sekvenca koja se povtoruva razli~en broj pati vo sklop na diskreten

genski lokus. 

Poimot STR se odnesuva na broj na bazni parovi na tandem povtoruvana core DNK sekvenca

koja se dvi`i od 2-8 bazni parovi vo dol`ina. Ovie lokusi poka`uvaat aleli koi se 

razlikuvaat vo dol`ina pome|u individuite i se nasleduvaat kodominantno.



Ovaa tehnika mo`e da gi amplificira STR sekvencite i do bilion pati, obezbeduvaj}i

materijal koj mo`e da bide separiran so gel elektroforeza ili kapilarna

elektroforeza (CE). Genotipizacija se vr{i preku evaluacija na goleminata na DNK 

fragmentite.

STR/CE sistemot baziran na PCR poka`uva pove}e prednosti vo odnos na drugite metodi

na analizirawe. 

Amplifikacijata na multiplite STR lokusi mo`e da se kombinira vo edine~na tuba, 

dozvoluvaj}i analizirawe do 16 lokusi vo edna reakcija. Potrebni se minimalni

koli~ini na DNK pa duri i degradirana DNK (poradi malata golemina na STR alelite). 

Digitalnite podatoci ja olesnuvaat analizata i arhiviraweto, a CE procesot e brz i

evtin. 

PCR amplifikacijata i analiza na STR lokusite obezbeduva brz i siguren metod za

evaluacija na engraftment statusot pri transplantacija na mati~ni kletki.



Vo tek na PCR amplifikacijata, amplificiranite fragmenti se obele`uvaat so 

fluorescentna boja. Po PCR amplifikacijata, primerocite se procesiraat vo sistem za

kapilarna elektroforeza. 

Analizata na podatocite e olesneta preku softver za analiza na fragmentite.



Indikacii: 

1. Rutinska post-transplantaciona dokumentacija na donor/recipient potekloto na Le vo
perifernata krv i/ili koskena srcevina.        

2. Evaluacija na donor/recipient kletkite pri neadekvatna funkcija na koskenata
srcevina.        

3. Definirawe dali rekurentniot ili nov malignitet poteknuva od kletkite na
recipientot ili donorot

4. Procenka na prognosti~kite rizik faktori za otfrlawe ili rekurenten malignitet

5. Dokumentirawe na istrajnost na donor kletkite posle transplantacija kaj pacienti so 
rekurentna bolest ili pred donor limfocitni infuzii.            

6. Evaluacija dali se pojavilo otfrlawe na graftot kaj recipient - kandidati za vtor
transplant.           

7. Diferencirawe na potekloto na donor kletki kaj recipientot koj primil vtor
transplant so razli~en donor ili dvojna doza na umbilikalna krv.       

8. Detekcija na prisustvo na maternalni kletki kaj pacient dijagnostificiran so te{ka
kombinirana imunodeficiencija (Severe Combined Immuno-Deficiency- (SCID).         

9. Verifikacija na genetskiot identitet na navodno identi~ni bliznaci.



Vo Institutot se koristi Promegakit- Power Plex 16 HS System

1. Avtomatska DNK izolacija

2. PCR

3. Fragment analiza

Se vr{i vo interval od  30 dena po transplantacijata na koskena srcevina a 

potoa:

 3 meseci

 6 meseci

 1 godina



Izolacija na miRNA (za istra`uva~ki celi)

Poseti: 

Banka za koskena srcevina (Bone marrow bank)

Vo R. Turcija; 2 banki (Ankara i Istanbul) kako del od 

Turk kok projekt (Turkok)

Osnovana vo 1999 godina.

28 000 donori

6 vraboteni ( biolozi, 2 sestri, administracija)



Transfuzionen centar

 1 hematolog

 1 biolog

 15 laboranti

 ∼100 donacii dnevno.

 10-15% dobrovolni dariteli



ZAKLU^OCI

EFI akreditacijata na laboratoriite obezbeduva kvalitet i sigurnost vo izvedbata na
imunogenetskite tehniki.

Formirawe na registar na donori na koskena srcevina kako i sledstvenoto za~lenuvawe
vo svetskata asocijacija na donori (WMDA)i u~estvoto vo EMDIS system(European 
Matching and Donor Information System) pretstavuva ~ekor nanapred kon mo`nosta za
otpo~nuvawe na nesrodnata alogena transplantacija vo na{ata zemja.

Upotrebata na metodi so visoka rezolucija gi zgolemuva {ansite za pre`ivuvawe na
graftot.

Serolo{kite metodi vo prvata faza od tipizacijata mo`at da bidat kost-efektivni pri
tipizirawe srodni dariteli.

Profesionalnata kompetentnost na personalot e klu~en faktor koj garantira soodvetna
izvedba, interpretacija i izvestuvawe na site laboratoriski proceduri.
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