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Što je molekularna tipizacija?

Određivanje slijeda nukleotida DNA koji diktira ekspresiju antigena

Diego B/A. ekson 19 2461C>T
DI*A, DI*B

na razini DNA / gena: genotip
(slijed nukleotida)

na razini proteina: fenotip
(ekspresija antigena)

DIEGO A

DIEGO B

polimorfizam / SNP (single 
nucleotide polymorphism)



Primjer

Homozygous Homozygous Heterozygous



Glavna ograničenja seroloških metoda
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ograničenja 
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nedavno 
transfundirani 

pacijenti
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osobe

DAT +DAT +

nedostupnost, tj. 
nedostatak 
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subjektivna

interpretacija
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Weak, Partial, Del 
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Anti-CD38Anti-CD38
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Pomoć molekularnih metoda

predviđeni fenotip 
(predicted phenotype) 

– ograda u nazivu zbog 
posttranskripcijskih 

događaja

predviđeni fenotip 
(predicted phenotype) 

– ograda u nazivu zbog 
posttranskripcijskih 

događaja

nove mutacije u veznim 
mjestima za primere ili 
probe korištene u testu,      
a koje još nisu opisane u 

literaturi ili uključene u test

nove mutacije u veznim 
mjestima za primere ili 
probe korištene u testu,      
a koje još nisu opisane u 

literaturi ili uključene u test

ograničenja serologije zbog 
interferencije s protutijelima 
ili donorskim RBC

ograničenja serologije zbog 
dostupnosti reagenasa ili 
varijabilnosti jačina reakcija

• DNA omogućuje proučavanje bilo koje regije genoma
• neovisno o dostupnosti rijetkih protutijela
• jačina reakcije Ag-Ab nema efekta jer proučavamo slijed 

nukleotida u DNA
• metode molekularne tipizacije daju objektivan rezultat, 

koji ne ovisi o subjektivnoj evaluaciji

• DNA iz krvi potječe iz leukocita
• nema interferencije protutijela iz uzorka

Ograničenja molekularnih metoda



FLUORESCENCIJA ?



PCR

polymerase chain reaction
lančana reakcija polimerazom

umnožavanje (amplifikacija) 
DNA:
- pogodno za određivanje 

varijanti u genomu

vizualizacija ??



METODE 1. PCR-SSP s fluorometrijskom detekcijom signala - FluoVista
2. PCR u realnom vremenu – FluoQube
3. Ab deteckija / PCR-SSO - metodom mikrosfera - Luminex



1. PCR-SSP s fluorometrijskom detekcijom signala - FluoVista
2. PCR u realnom vremenu – FluoQube
3. Ab deteckija / PCR-SSO - metodom mikrosfera - Luminex

MFI

METODE
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Jill Story, Sweden, Molecular Blood Group Forum, Frankfurt 2016



ERITROCITNI ANTIGENI (RBC)



ERITROCITNI ANTIGENI (RBC)
ZAŠTO MOLEKULARNI (DNA) TEST?  
ograničenja hemaglutinacije

• nedavno / učestalo politransfundirane osobe teško serološki tipizirati
o potrebni eritrociti za testiranje
o transfundirane stanice imaju fenotip donora

• teško odrediti fenotip nekih DAT+ uzoraka
o serološka tipizacija ovisi o (monoklonskim) reagensima koji se vežu na 

antigene eritrocita – rezultat testa ovisan o korištenim reagensima
o (auto) protutijela na eritrocitima utječu na rezultat

• slabi ili nedostupni reagensi – trošak?
o pr. nedostupni reagensi za Dombrock, Colton, Cartwright

• subjektivnost aglutinacije



ERITROCITNI ANTIGENI (RBC)
KORISTI MOLEKULARNE TIPIZACIJE DAVATELJA KRVI

• probir davatelja u rutini

• identifikacija davatelja negativnih za učestale antigene = identifikacija 
davatelja s rijetkim tipovima antigena
o pr. homozigota za rijetke alele / antigene
o mogu se koristiti kao reagensi za detekciju protutijela

• pomoć u identifikaciji davatelja za aloimunizirane pacijente, odnosno
identifikaciji antigen negativne krvi (krvi negativne na specifične antigene
na koje pacijent može imati stvorena protutijela)

• potvrdna tipizacija seroloških rezultata

• molekularna tipizacija može koristiti različit izvor materijala za testiranje
(DNA): osim pune krvi, buffy coat, može se uzeti i bris bukalne sluznice,
sediment urina, amniociti ili sl.



ERITROCITNI ANTIGENI (RBC)



ERITROCITNI ANTIGENI (RBC)





ERITROCITNI ANTIGENI (RBC)

O
Rh 

neg
*C- *E+ *c+ *e+ *K- Fya+ 
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ERITROCITNI ANTIGENI (RBC)



ERITROCITNI ANTIGENI (RBC)



ERITROCITNI ANTIGENI (RBC)

paralelna tipizacija



ERITROCITNI ANTIGENI (RBC)

• odrediti prisutnost / odsutnost alela kod kronično i 
nedavno transfundiranih pacijenata

• probir davatelja u rutini
• odabir podudarnih davatelja za aloimunizirane 

pacijente
• nadopuna serološkog panela pomoću identifikacija 

dodatnih antigena
• tipizacija pacijenata koji uzimaju lijekove koji 

utječu na serološku tipizaciju (pr. daratumumab, 
terapeutsko anti-CD38 protutijelo na stanicama 
mijeloma, koji utječu na tipizaciju Kell antigena)

• tipizacija pacijenata sa slabim RhD antigenom za 
racionalniju uporabu D negativnih jedinica krvi

• tipizacija trudnica sa slabim RhD antigenom za 
racionalniju uporabu RhIG (paralelna tipizacija 
sustava HPA-1) 

• potvrda D negativnih davatelja
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LEUKOCITNI ANTIGENI (HLA)



LEUKOCITNI ANTIGENI (HLA)



HLA razred I 



HLA razred II 
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TROMBOCITNI ANTIGENI (HPA)

• za razliku od HLA antigena, HPA antigeni nisu samostalni produkti gena
• označavaju manifestaciju SNP* polimorfizama na određenom malom broju 

glikoproteina

* SNP = single nucleotid polymorphysm



TROMBOCITNI ANTIGENI (HPA)

• tipizacija HPA davatelja i pacijenata – nadopuna testu za detekciju anti-HPA
• tipizacija davatelja u svrhu selekcije antigen-negativnih trombocita
• pomoć u selekciji podudarnih davatelja trombocita za refraktorne ili aloimunizirane 

pacijente
• dodatak kliničkoj slici aloimunih poremećaja trombocita (FNAIT,  refrakternost 

transfuzije trombocita, post-transfuzijska purpura i sl.)



HPA – human platelet antigen

- do sada otkriveno 29 sustava

- 6 klinički značajnih (1,2,3,4,5,15)

- svi su bialelični – unutar svakog 
HPA sustava u ljudskoj populaciji 
postoji alel „a” (učestaliji) i alel 
„b” (manje učestao)

- pojedini čovjek ima sve HPA 
sustave, i za svaki HPA sustav 
fenotipski može biti:

- homozigot aa ili 

- homozigot bb ili 

- heterozigot ab

Jasika

S. Jovanović Srzentić (ITKS Beograd)
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TROMBOCITNI ANTIGENI (HPA)



TROMBOCITNI ANTIGENI (HPA)



TROMBOCITNI ANTIGENI (HPA)
INDIKACIJE ZA TEST GENOTIPIZACIJE HPA

• testiranje fetusa / novorođenčeta
o kod roditelja s ranijom trudnoćom gdje je utvrđen NAIT
o utvrđeno neobjašnjivo intrakranijalno krvarenje

• testiranje majke i oca djeteta
o kod fetusa / novorođenčeta gdje postoji sumnja na NAIT

• testiranje žena 
o koje planiraju trudnoću, a NAIT je dijagnosticiran kod bližih ženskih srodnika 

(pr. sestra ili sestra partnera)
o s posttransfuzijskom purpurom

• testiranje može pomoći kod
o procjene rizika za NAIT u budućim trudnoćama
o procjene rizika za posttransfuzijsku purpuru i trombocitopeniju



SADRŽAJ

1. Metode molekularne tipizacije i detekcije
protutijela

2. Eritrocitni antigeni (RBC)
3. Leukocitni antigeni (HLA)
4. Trombocitni antigeni (HPA)
4.a Antitrombocitna protutijela – klinički
slučajevi i detekcija



ANTI-HPA PROTUTIJELA
POTREBA ZA TRANSFUZIJOM TROMBOCITA

• za vrijeme nekih kirurških zahvata trombociti se gube ili troše zbog 
krvarenja (kardiokirurške, ortopedske, abdominalne ili procedure 
transplantacija organa)

• tijekom nekih bolesti, trombociti mogu biti uništeni ili se ne proizvode 
dovoljno (tumori, lekuemije)

• žrtve nesreća mogu gubiti trombocite zbog značajnog gubitka krvi



ANTI-HPA PROTUTIJELA
ZBOG ČEGA TESTIRATI SERUME NA ANTITROMBOCITNA (I ANTI-HLA) 
PROTUTIJELA?

• pacijenti koji primaju transfuzije trombocita mogu se senzibilizirati na 
trombocitne glikoproteine i antigene HLA razreda I
o davatelji trombocita mogu u membrani trombocita eksprimirati 

antigene koji su različiti od pacijenta (primatelja)
o višestruke transfuzije dovode do aloimunizacije i potencijalnog 

razaranja transfundiranih trombocita u sljedećim transfuzijama
o može se javiti refrakternost trombocita, kad naknadne transfuzije ABO 

podudarnih trombocita ne postižu kliničko poboljšanje

• neka patološka stanja dovode do stvaranja
protutijela na vlastite trombocite pacijenta
(autoprotutijela)



ANTI-HPA PROTUTIJELA
ZBOG ČEGA TESTIRATI SERUME NA ANTITROMBOCITNA (I ANTI-HLA) 
PROTUTIJELA?

• trudnice mogu stvoriti protutijela na fetalne IPA* antigene
o ukoliko fetus naslijedi alel od oca kojeg majka nema, majka može 

stvoriti protutijela na taj antigen
o protutijela mogu proći placentu i vezati se za fetalne trombocite in 

utero uzrokujući trombocitopeniju = NAITP

* IPA = inherited 
paternal antigens 
– antigeni 
nasljeđeni od oca

OTAC MAJKA

1a

DIJETE



LIFECODES Pak LX: kvalitativni imunoesej metodom 
mikrosfera koji detektira i diferencira IgG protutijela 
na HPA-1, HPA-2, HPA-3, HPA-4, HPA-5, GPIV i anti-HLA 
protutijela razreda I u ljudskom serumu

Ključne karakteristike: 
• koristi Luminexovu xMAP bead array tehnologiju, 

standardiziran CE-IVD protokol
• reakcija u pojedinačnoj jažici omogućuje detekciju 

višestrukih analita – jednostavna manipulacija
• rezultati unutar 2 h, manualni rad kraći od 20 minuta
• potreban mali volumen seruma (10 µl), što uz 

mogućnost multipleksiranja doprinosi efikasnoj analizi 
ukoliko su limitirane količine (pr. novorođenče) 

• interpretacija: software MATCHIT! Platelet Ab

LIFECODES PAK LX™ - DETEKCIJA anti-HPA



LIFECODES PAK Lx METODA

40ul mješavine mikrosfera
s antigenima 
+ 10ul seruma

60 min
@ RT°

30 min
@ RT°

isprati 4X ostatke seruma

razrijediti uzorak i očitati
rezultate u Luminex aparatu

Vacuum 
manifold

dodati 50ul anti-ljudskog IgG-PE



LIFECODES PAK Lx MATCH IT! software
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LIFECODES® HLA Antibody Kits

test za screening (probir) anti-HLA protutijela: 
• LifeScreen Deluxe – Class I & II (Pos/Neg)

testovi za identifikaciju anti-HLA protutijela: 
• LSA Class I – HLA Class I Lifecodes Single Antigen test

• LSA Class II – HLA Class II Lifecodes Single Antigen test



KARAKTERISTIKE

• anti-HLA protutijela su najčešća aloprotutijela
• anti-HPA-1a je implicirano u oko 80% NAITP slučajeva
• oko 1/3 višerotkinja (>= 3 trudnoće) razvijaju anti-HLA protutijela, no, 

ona rjeđe uzrokuju NAITP

• za razliku od Rh inkompatibilnosti, javlja se i kod prve trudnoće

• ispitati:
o HPA genotip majke djeteta
o HPA genotip oca djeteta
o HPA genotip novorođenčeta
o odrediti anti-HPA (anti-HLA?) protutijela u serumu majke

DIJAGNOSTIKA NAITP



Test protutijela

• probir (screening) seruma majke 
za antitrombocitna protutijela

Test DNA (molekularni test)

• genotipizacija HPA majke, fetusa 
i / ili oca djeteta

DIJAGNOSTIKA NAITP



• Svaka HLA molekula veže određeni broj peptida ovisno o 
aminokiselinama koje tvore utor za vezanje. Taj utor kodiraju 
egzoni 2 i 3 alela HLA razreda I i egzoni 2 alela HLA razreda II. 

• Utvrđena vrlo jaka poveznost alela HLA-DRB3*01:01 i alogenih 
razlika između majčinskih i fetalnih HPA-1 antigena majke i 
fetusa s razvojem NAIT-a, sugerira da vrlo jak imunosni odgovor 
anti-HPA-1a protutijelima ovisi o T limfocitima koji prepoznaju 
peptid nastao od HPA-1a, a koji im prezentira molekula HLA-
DRB3*01:01. 

• Da taj antigen HLA  uistinu i veže taj peptid dokazano je 
kristalografijom.
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• ispitati:
o HPA genotip majke djeteta
o HPA genotip oca djeteta
o HPA genotip novorođenčeta
o odrediti anti-HPA (anti-HLA?) protutijela u serumu majke

PRIKAZ SLUČAJA - Sarajevo

• pacijentica
• trombocitopenija; 50000 trombocita
• dvije prethodne trudnoće (dvoje djece)
• planira 3. trudnoću



PRIKAZ SLUČAJA - Sarajevo
PACIJENTICA

HPA-1 a b

HPA-2 aa

HPA-3 a b

HPA-4 aa

HPA-5 aa

HPA-6 aa

HPA-8 aa

HPA-9 aa

HPA-11 aa

HPA-15 a b

HPA-21 aa

HPA-27 aa

PARTNER

HPA-1 aa

HPA-2 a b

HPA-3 aa

HPA-4 aa

HPA-5 aa

HPA-6 aa

HPA-8 aa

HPA-9 aa

HPA-11 aa

HPA-15 aa

HPA-21 aa

HPA-27 aa

PACIJENTICA  PARTNER  

HPA tipizacija djece?



PRIKAZ SLUČAJA - Sarajevo

- negativna na IgG alo-
anti HPA – i na anti-
gpIb/IX (-> HPA2) – novi 
serum??

- lijekovi ??

- potencijalna auto-
protutijela na     
gpIIb/IIIa ???                  
HPA-1a ???                
(alo-protutijela na 
gpIIb/IIIa nisu moguća 
zbog HPA genotipa)

- transfuzije ??

PACIJENTICA

HPA-1 a b

HPA-3 a b

HPA-4 aa

HPA-2 aa
PARTNER

HPA-1 aa

HPA-3 aa

HPA-4 aa

HPA-2 a b



• smanjenje aloimunizacija zbog anti-HLA i anti-
HPA protutijela u višestruko transfundiranim 
pacijentima – sigurnija transfuzija krvi

• smanjenje broja izdavanja krvnih pripravaka 
pacijentima (liječenje antigen podudarnim 
pripravcima)

• poboljšanje iskoristivosti
krvnih pripravaka

UČINAK RUTINSKOG PROVOĐENJA HLA I 
HPA TESTOVA U TRANSFUZIJSKOJ MEDICINI





ZAKLJUČCI
Primjena metoda ispitivanja DNA u suvremenim 
imunohematološkim laboratorijima

• Suvremeni imunohematološki laboratorij, koji svoj rad temelji isključivo na
serološkim metodama, danas ima ograničene mogućnosti u rješavanju složenih
slučajeva i nepodudarnosti vezanih uz transfuziju krvi i krvnih produkata.

• Ispitivanja davatelja i primatelja krvi temeljena na analizi DNA pružaju važne
informacije koje serološka testiranja, sama po sebi, ne mogu dati, bez obzira na
mogućnost nasljeđivanja nefunkcionalnog (utišanog) gena.

• Ovo DNA ispitivanje ne upotrebljava se za utvrđivanje ili dijagnostiku genetske
bolesti.

• Stručnjaci u referentnim laboratorijima za imunohematologiju i molekularnu
imunohematologiju moraju poznavati zakonske propise te propise u okviru dobre
laboratorijske prakse i osiguravanja kontrole kvalitete, kao i imati znanja i
sposobnosti u povezivanju i interpretaciji rezultata DNA i seroloških testiranja
kod rješavanja kliničkih problema koji su im upućeni.

• Molekularno testiranje sve više postaje neophodna nadopuna testovima
hemaglutinacije, pa time značajno povećava sigurnost transfuzije krvi.



Hvala na pozornosti !


