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Sažetak. Prisutnost protutijela HLA (engl. Human Leucocyte Antigen) u primatelja predstavlja 
jedan od najznačajnijih imunosnih čimbenika koji utječu na ishod transplantacije bubrega. 
Stoga test probira seruma na prisutnost protutijela HLA i određivanje njihove specifičnosti 
predstavlja iznimno važan dio imunogenetske obrade potencijalnog primatelja organa. 
Posljednjih desetljeća zlatni standard u ispitivanju senzibilizacije primatelja je metoda 
citotoksičnosti ovisne o komplementu (engl. Complement-dependent cytotoxicity; CDC), 
međutim, niska osjetljivost ove metode potaknula je razvoj novih tehnika, poput protočne 
citometrije i tehnika čvrste faze među kojima je Luminex tehnologijom postignuta najveća 
osjetljivost i specifičnost. U Laboratoriju za tipizaciju tkiva Rijeka probir seruma pacijenata 
provodi se usporedno metodom CDC i Luminex tehnikom, čije su osobitosti prikazane ovim 
radom. Uz mnoge prednosti, Luminex tehnika ima ograničenja koja interpretaciju rezultata 
testiranja čini složenom i zahtjevnom. Zbog toga se određivanje specifičnosti klinički 
značajnih protutijela HLA zasniva na rezultatima testiranja i metodom CDC i Luminex 
tehnikom. Uključuje brojne čimbenike koji zahtijevaju usku suradnju djelatnika laboratorija za 
tipizaciju tkiva i kliničara, a zasnivaju se na individualnoj procjeni imunosnog i kliničkog 
statusa svakog pacijenta. Uz brojne izazove, uvođenje Luminex tehnike u probir seruma 
pacijenata omogućilo je stjecanje novih spoznaja o važnosti i ulozi protutijela HLA u reakciji 
odbacivanja presatka, te donijelo važne promjene u kliničkoj transplantacijskoj medicini.

Ključne riječi: imunizacija; Luminex; protutijela; sustav HLA; testovi tkivne podudarnosti; 
transplantacija bubrega

Abstract. Human Leucocyte Antigen (HLA) alloimmunization is one of the most significant 
immune factors affecting the outcome of a kidney transplantation. Therefore, a sera screening 
and identification of antibody specificity are an extremely important part of the immunogenetic 
assessment of a potential organ recipient. In recent decades, the complement-dependent 
lymphocytotoxicity (CDC) assay has been the “gold standard” to detect and identify HLA 
antibodies. However, the low sensitivity of this method has encouraged the development of 
new techniques such as flow cytometry and solid phase techniques among which the highest 
sensitivity and specificity has been achieved with the Luminex technology. At the Tissue Typing 
Laboratory Rijeka, the screening of patients’ sera is performed in parallel with the CDC method 
and the Luminex technique, the characteristics of which are presented in this paper. With many 
advantages, the Luminex technique has several limitations that make the interpretation of test 
results complex and demanding. Therefore, the determination of clinically relevant HLA 
antibodies is based on the test results of both, CDC and Luminex technique. It involves number 
of factors that require close collaboration between tissue typing laboratory staff and clinicians 
based on individual patient assessment. Despite many challenges, the introduction of the 
Luminex technique into the screening of recipients’ serum has enabled to gain new insights 
into the importance and role of HLA antibodies in graft rejection and has brought some 
important changes in clinical transplant medicine.

Key words: antibodies; histocompatibility; human leukocyte antigens; immunization; kidney 
transplantation; Luminex
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UVOD

HLA aloimunizacija primatelja predstavlja jedan 
od najznačajnijih imunosnih čimbenika koji utje-
ču na ishod transplantacije bubrega. Protutijela 
usmjerena na nepodudarne antigene HLA koji su 
izraženi na stanicama davatelja organa (engl. Do-
nor-Specific Alloantibody; DSA) mogu uzrokovati 
različite oblike odbacivanja presatka, poremećaj 
funkcije i skraćeno vrijeme preživljavanja presa-
đenog bubrega, te veću učestalost nuspojava 
imunosupresivne terapije slika 1). Imunizirani pa-
cijenti duže čekaju na transplantaciju s obzirom 
na to da im je sužen izbor davatelja bubrega koji 
nemaju antigene neprihvatljivih specifičnosti1,2. 
Protutijela se stvaraju kao posljedica izloženosti 
primatelja stranim antigenima HLA tijekom pret-
hodnih transplantacija organa ili tkiva, trudnoća i/
ili transfuzija krvnih pripravaka, premda su dokaza-
ni i u osoba bez poznatog imunizirajućeg događa-
ja2,3. Mogu se otkriti nakon kontakta s ne-HLA 
antigenima mikroorganizama, proteina ili alergena 
koji su križno reaktivni s molekulama HLA-a. Uz in-
fekciju, proupalni događaji poput operativnih za-
hvata ili traume izazivaju porast i titra i širine 
specifičnosti već stvorenih protutijela4-8. 
Osnovni postupci kojima se dokazuje prisutnost 
protutijela HLA jesu probir seruma pacijenata 
(engl. screening) i križna reakcija između seruma 
primatelja i limfocita davatelja (engl. crossmatch; 
CM). Standardna, a ujedno i najstarija metoda 
kojom se izvode je metoda CDC9. 
Screening seruma potencijalnih primatelja bubre-
ga provodi se kroz redovite intervale, svaka tri 
mjeseca, te predstavlja jedan od najzahtjevnijih 
postupaka u laboratoriju za tipizaciju tkiva (LTT). 
Prisutnost i praćenje protutijela HLA metodom 
CDC-a izvodi se testiranjem seruma pacijenata s 
panelom limfocita poznate tipizacije HLA, koji se 
u Rijeci sastoji od 50 stanica davatelja krvi. Sastav 
i učestalost antigena u panelu limfocita odraz je 
raspodjele antigena HLA-a u ispitivanoj populaciji 
potencijalnih davatelja organa. Pozitivne reakcije 
znače da se u serumu primatelja nalaze protutije-
la na određene antigene HLA, izražene na nekim 
(ili svim) limfocitima panela. Rezultat se označava 
kao postotak panel reaktivnih protutijela (engl. 
Panel Reactive Antibodies; %PRA), kojim se pro-
cjenjuje udio potencijalnih davatelja organa s ko-

jima bi primatelj mogao imati pozitivnu križnu 
reakciju. Analizom reakcija seruma pacijenata i 
antigena HLA limfocita panela određuje se speci-
fičnost protutijela, odnosno identificiraju se  
nepodudarni, neprihvatljivi antigeni (engl. Una-
cceptable Antigen Mismatches; UAM)10,11.
Mnoge studije, među kojima je najznačajnija Te-
rasakijeva, dokazale su povezanost donor-speci-
fičnih limfocitotoksičnih IgG protutijela u serumu 
primatelja s hiperakutnom reakcijom odbacivanja 
organa12. Stoga se kao posljednji test provjere pri-
sutnosti DSA-a prije transplantacije bubrega izvo-
di CM metodom CDC-a. Pozitivan rezultat dokaz 
je prisutnosti protutijela HLA usmjerenih prema 
antigenima HLA davatelja te predstavlja apsolut-
nu kontraindikaciju za transplantaciju bubrega. 

HLA aloimunizacija primatelja predstavlja jedan od 
najznačajnijih imunosnih čimbenika koji utječu na ishod 
transplantacije bubrega. Stoga test probira seruma na 
prisutnost protutijela HLA i određivanje njihove spe-
cifičnosti predstavlja važan dio imunogenetske obrade 
potencijalnog primatelja organa. Uz standardnu metodu 
CDC-a razvile su se nove tehnike, među kojima je 
Luminex tehnikom postignuta najveća osjetljivost.

Slika 1. Petogodišnje preživljavanje presatka s obzirom na prijetransplanta-
cijski imunosni status primatelja bubrega prema Collaborative Transplant 
Study (Heidelberg, Njemačka) u kojoj KBC Rijeka sudjeluje od 1985. godine 
(preuzeto uz suglasnost prof. Süsala; CTS K-73301-0819).
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Međutim, testovima CDC ne može se dokazati 
prisutnost protutijela HLA u niskom titru, što je 
potaknulo razvoj novih tehnika i metoda, poput 
protočne citometrije i tehnika čvrste faze (En-
zyme Linked Immuno Sorbent Assay, Lumi-
nex)13,14. Danas metoda zasnovana na Luminex 
tehnologiji predstavlja test najveće osjetljivosti i 
specifičnosti (slika 2). Zbog toga je LTT Rijeka 
uveo Luminex tehniku u screening seruma pacije-
nata 2012., kao komplementarni test dotad pri-
mjenjivanoj metodi CDC (tablica 1). 

Testiranja u svrhu transplantacije organa mogu 
provoditi samo akreditirani laboratoriji koji rezul-
tate prijavljuju Eurotransplantu (ETRL – Eurotran-
splant Reference Laboratory)15. U Republici 
Hrvatskoj su dva LTT-a, u Zagrebu i Rijeci, stekla 
akreditaciju Europskog društva za imunogenetiku 
(European Federation for Immunogenetics; EFI) 
koju uspješno obnavljaju već više od deset godi-
na.

OSNOVNI PRINCIP LUMINEX TEHNIKE

Test se zasniva na principima protočne citometri-
je. Koriste se polistirenske mikrokuglice na koje 
su konjugirani pročišćeni glikoproteini (antigeni) 
HLA razreda I i/ili II16. Svaki test sadrži do 100 se-
tova mikrokuglica unutar kojih se nalaze fluoro-
kromi u različitim omjerima, dajući svakom setu 
jedinstveni spektralni signal.
Osnovni princip je da se nakon inkubacije mikro-
kuglica sa serumom pacijenata eventualno pri-
sutna IgG protutijela HLA specifično vežu na 
komplementarne antigene konjugirane na mikro-
kuglice, dok se nevezana protutijela ispiru. Veza-
na protutijela HLA označavaju se dodatkom 
antihumanog IgG protutijela označenog fluores-
centnom bojom phycoeritrinom (PE) (Slika 3).
Reakcije se očitavaju u Luminex fluorocitometru 
pomoću dvaju lasera. Crvenim laserom se pobu-
đuju fluorokromi u mikrokuglici i time se istovre-
meno identificira jedinstveni signal pojedinog 
seta mikrokuglica na kojima su konjugirani anti-
geni HLA određene specifičnosti. Zeleni laser po-
buđuje fluorescentnu boju (PE) koja je vezana na 

Slika 2. Razine osjetljivosti tehnika otkrivanja protutijela HLA.

Tablica 1. Prikaz osnovnih razlika između metode CDC i Luminex tehnologije u otkrivanju protutijela HLA

CDC metoda Luminex tehnika

Dokazivanje protutijela HLA u niskom titru ∅ 

Određivanje specifičnosti protutijela HLA Ograničeno (visokoimunizirani 
pacijenti) 

Dokazivanje samo protutijela koja aktiviraju komplement 
Modifikacija 

(C1q, C3d testovi)
Dokazivanje prisutnosti protutijela HLA razreda I  

Dokazivanje prisutnosti protutijela HLA razreda II Modifikacija 
(odvajanje T i B limfocita) 

Određivanje protutijela HLA razreda IgM
Modifikacija

(DTT)
Modifikacija 

(IgM konjugat)

Otkrivanje protutijela na rijetke alele ∅ 
CDC – citotoksičnost ovisna o komplementu, DTT – dithiothreitol, HLA – humani leukocitni antigen
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Slika 3. Shema osnovnog principa Luminex tehnike

Slika 4. Pozitivan rezultat LIFECODES LifeScreen Deluxe (LMX) testa. Rezultat ispitivanog seruma određuje se 
evaluacijom reaktivnosti protutijela s mikrokuglicama, a konačni ishod testiranja izražava kao negativan ili pozitivan 
za prisutnost protutijela na molekule HLA razreda I i II. Uz svaki rezultat testiranog seruma prikazani su rezultati 
pozitivne (PC) i negativne (NC) kontrole.

sekundarno protutijelo imunokompleksa. Nakon 
mjerenja signala u aparatu, rezultati se obrađuju 
u kompjutorskom programu. Kombinacijom si-
gnala određuje se specifičnost protutijela u testi-
ranom serumu, a razina fluorescencije izražava 
kao srednji intenzitet fluorescencije (engl. Mean 
Fluorescence Intensity; MFI)11,17.
Ispitivanje prisutnosti protutijela HLA u serumu 
pacijenata Luminex tehnikom moguće je provesti 

na tri razine. Prvom razinom provodi se kvalitativ-
no testiranje u kojem se rezultat izražava kao po-
zitivan ili negativan. Time započinje screening 
seruma Luminex tehnikom u LTT-u Rijeka (LIFE-
CODES LifeScreen Deluxe (LMX), Immucor GTI Di-
agnostics, Stanford, CT, SAD) (slika 4).
Druga razina daje informaciju o postotku panel 
reaktivnih protutijela HLA razreda I i II. Najvišu ra-
zinu predstavlja testiranje mikrokuglicama koje 



494 http://hrcak.srce.hr/medicina

N. Katalinić, T. Crnić Marčetić, S. Balen: Praćenje protutijela HLA prije transplantacije bubrega Luminex tehnikom

medicina fluminensis 2020, Vol. 56, No. 4, p. 490-497

su obložene molekulama HLA iste (jedne) speci-
fičnosti (engl. Single Antigen Bead; SAB). Time se 
omogućuje određivanje specifičnosti protutijela 
HLA. U LTT-u Rijeka se izvodi kao nastavak obrade 
pozitivnog rezultata LMX testa (Luminex Lifeco-
des Single Antigen; LSA I i/ili LSA II, Immucor GTI 
Diagnostics, Stanford, CT, SAD) (slika 5).

INTERPRETACIJA REZULTATA LUMINEX
TESTOVA

Luminex tehnika ima svoje prednosti i nedostatke 
koje je neophodno poznavati prilikom interpreta-
cije rezultata. Najveća prednost ove tehnike je vi-
soka osjetljivost i specifičnost u ispitivanju 
prisutnosti protutijela HLA. Luminexom se mogu 
otkriti protutijela u niskom titru koja se drugim 
metodama ne mogu dokazati11. 
Korištenjem odgovarajućih SAB testova dokazuju 
se protutijela na antigene razreda I (HLA–A, -B, -C) 

kao i svih osam lokusa razreda II (HLA-DRB1, 
-DRB3, -DRB4, -DRB5, -DQA, -DQB, -DPA, -DPB). 
Velika vrijednost ove tehnike je u određivanju 
specifičnosti protutijela HLA kod visokoimunizira-
nih pacijenata, što je vrlo teško, a često i nemo-
guće metodom CDC11. Također, mogu se otkriti 
protutijela na rijetke alele zahvaljujući širokom 
spektru antigena HLA na mikrokuglicama koje Lu-
minex može razlikovati18.
Osnovni nedostatak Luminex tehnologije je u 
osnovi prevelika osjetljivost, te se otkrivaju pro-
tutijela u vrlo niskim koncentracijama kod kojih je 
dvojben klinički značaj u transplantaciji organa. 
Brojne studije dokazuju da su protutijela dokaza-
na samo Luminex tehnologijom (ne i metodom 
CDC) relativna, ali ne i apsolutna kontraindikacija 
za transplantaciju19.
Standardnim testovima nije moguće razlikovati 
komplement vezujuća IgG protutijela od ostalih 

Slika 5. Prikaz rezultata testova Luminex LIFECODES Single Antigen (LSA I): a) pozitivan rezultat; b) negativan 
rezultat. Na apscisi su prikazane specifičnosti protutijela za HLA razred I, a na ordinati pripadajuća MFI vrijednost. 

a

b
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koja ne aktiviraju komplement i nemaju klinički 
značaj. Tada je potrebno koristiti dodatne, poseb-
no dizajnirane testove čija je učinkovitost još u 
fazi ispitivanja.
Osim toga, u SAB testovima koriste se rekombi-
nantne, umjetno dobivene molekule HLA koje se 
konjugiraju na mikrokuglice. Sam postupak dobi-
vanja i vezanja antigena može prouzročiti konfor-
macijske promjene koje mogu dovesti do izlaganja 
kriptogenih epitopa (epitopi koji su u prirodnoj 
molekuli HLA zaštićeni od izlaganja protutijelima) 
ili gubitka strukture nativnih epitopa i time lažno 
pozitivnih, odnosno negativnih rezultata. Poznat je 
i prozonski učinak u kojem kod visokoimuniziranih 
pacijenata rezultat testiranja seruma može biti ne-
gativan ili slabo pozitivan, a nakon dilucije seruma 
visoko reaktivan10. 
Lažno negativni rezultati mogu uzrokovati uzalud-
no slanje organa davatelja u centar potencijalnog 
primatelja, neočekivano pozitivan CM, ili, u naj-
gorem slučaju, transplantaciju imunološki nepo-
dudarnog organa. Lažno pozitivan rezultat 
uzrokuje pogrešno određivanje antigena nepri-
hvatljivih specifičnosti i još veće smanjenje izbora 
podudarnog davatelja imuniziranom pacijentu20.
Jedna od najčešćih pogrešaka u interpretaciji re-
zultata je shvaćanje MFI vrijednosti kao titra pro-
tutijela. MFI vrijednost doista ovise o količini 
protutijela, ali i o afinitetu njihova vezanja na an-
tigen, gustoći i raspodjeli antigena na kuglicama 
te strukturi denaturirane molekule HLA.
Također, granična (engl. cut-off) MFI vrijednost 
iznad koje se rezultati interpretiraju kao pozitivni 
nije standardizirana. Svaki laboratorij određuje 
vlastiti cut-off prema kontrolnim MFI vrijednosti-
ma te kliničkim iskustvima pripadajućeg trans-
plantacijskog centra. Temeljem navedenog, u 
LTT-u Rijeka se specifičnosti protutijela s MFI vri-
jednostima većim od 1500 smatraju pozitivnim, 
međutim, interpretacija rezultata mora biti indi-
vidualna neovisno o MFI vrijednostima. U našem 
centru se nepodudarni antigeni iz prethodnih 
transplantacija smatraju neprihvatljivima i u slu-
čaju kada su DSA nižih MFI vrijednosti od cut-off-
a. Uz MFI vrijednosti neophodno je pratiti i 
reakciju protutijela na epitope, osobito kod viso-
koimuniziranih pacijenata i polispecifičnih seru-
ma. Osim toga, cut-off ovisi o imunogeničnosti 
ciljne molekule, pa će kod protutijela na antigene 

HLA-C biti viši nego u protutijela na većinu mole-
kula lokusa HLA-B. Od iznimne važnosti je i poda-
tak o imunizirajućim događajima te će kod 
pacijenata koji im nije bio izložen pozitivitet naj-
vjerojatnije biti interpretiran kao lažni.

Protutijela otkrivena metodom CDC-a su apsolutna 
kontraindikacija za transplantaciju, dok se protutijela 
dokazana samo Luminex tehnikom danas smatraju 
relativnom kontraindikacijom. Prednosti i ograničenja 
Luminex tehnike čine interpretaciju rezultata testiranja 
složenom i zahtjevnom, pa je nužna dobra suradnja dje-
lat nika laboratorija za tipizaciju tkiva i kliničara, temeljena 
na individualnom pristupu pacijentu.

KLINIČKI ZNAČAJ PROTUTIJELA HLA 
DOKAZANIH LUMINEX TEHNIKOM

Razvoj tehnika čvrste faze, a posebice uvođenje 
Luminex tehnike, donijelo je brojne promjene u 
kliničkoj transplantacijskoj medicini. Sve je uče-
stalija primjena virtualnog PRA (engl. virtual PRA; 
vPRA) čije se određivanje pomoću računalnog 
programa zasniva na učestalosti antigena HLA u 
populaciji davatelja organa na koje primatelj ima 
stvorena protutijela, a ne na reaktivnosti seruma 
sa stanicama panela limfocita (%PRA). Time se 
smanjuju razlike između laboratorija, prvenstve-
no u sastavu panela, te postiže ujednačenost i 
pouzdanost procjene stupnja imunizacije21.
Tehnike čvrste faze omogućile su i uvođenje vir-
tualnog CM-a koji Eurotransplant već jednim dije-
lom i koristi u alokaciji organa. U Rijeci se, u 
neimuniziranih pacijenata koji zadovoljavaju 
uvjete određene EFI Standardima, transplantacija 
bubrega započinje ne čekajući rezultate CM-a. 
Time se postiže smanjenje vremena hladne ishe-
mije, što je značajan čimbenik u preživljavanju 
presatka, naročito u slučajevima kada se organ 
šalje iz udaljenijih dijelova Europe. 
Veliki napredak postignut je razvojem kompjutor-
skih programa kojima je cilj identifikacija nepodu-
darnih molekula HLA koje neće dovesti do 
stvaranja protutijela u primatelja organa (HLA-
Matchmaker, Predicted Indirectly ReCognizable 
HLA Epitopes; PIRCHE itd). Programi se zasnivaju 
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na činjenici da se protutijela stvaraju na epitope 
izražene na molekuli HLA. Svaka molekula ima je-
dinstveni skup epitopa, premda oni mogu biti pri-
sutni i na više antigena različitih specifičnosti22. 
Ako primatelj i davatelj dijele iste epitope, neće 
doći do stvaranja protutijela HLA, što je osnova 
određivanja podudarnosti na razini epitopa (engl. 
HLA epitope matching) (slika 6)23. 
Prednost ovakvih programa je veći izbor davatelja 
i bolji ishod transplantacije imuniziranih pacijena-
ta, pa je HLA Matchmaker uveden i u Acceptable 
Mismatch program Eurotransplanta22,23. S druge 
strane, korištenje ovakvih programa zahtijeva izvo-
đenje proširene tipizacije i primatelja i davatelja 
organa na razini visoke rezolucije, što predstavlja 
dodatno vremensko i financijsko opterećenje, na-
ročito kod kadaveričnih transplantacija. Danas po-
stoji još nekoliko izazova kako bi se HLA epitope 
matching uključio u programe alokacije organa. 
Potrebno je u potpunosti definirati epitope svih 
antigena HLA, te utvrditi njihov biološki značaj i 
imunogeničnost25,26.
Brojne studije povezale su stvaranje DSA, posebi-
ce de-novo DSA, s povišenim rizikom razvoja 
reakcije odbacivanja presatka posredovane pro-
tutijelima17. Zahvaljujući visokoj osjetljivosti, te-
stiranje seruma Luminex tehnikom postalo je 
nezaobilaznim dijelom poslijetransplantacijskog 
praćenja protutijela HLA. 

Prvi uspješno transplantirani organ je bubreg te 
veliki dio spoznaja o učinku protutijela HLA na 
presađeni organ proizlazi upravo iz desetljeća labo-
ratorijske i kliničke prakse transplantacije bubre-
ga11. Razvoj imunosupresivne terapije omogućio je 
liječenje stanične reakcije odbacivanja presatka, 
međutim, malo je postignuto u kontroli reakcije 
odbacivanja bubrega posredovanoj protutijeli-
ma27, stoga je razvoj tehnika čvrste faze, pogoto-
vo Luminexa, značio ne samo tehnološki 
napredak, već je omogućio i stjecanje novih spo-
znaja o važnosti i ulozi protutijela HLA u reakciji 
odbacivanja presatka. Ipak, uz velike prednosti, 
ove metode imaju i svoja ograničenja zbog kojih 
je optimalne rezultate testiranja potrebno inter-
pretirati u kombinaciji s drugom metodom, poput 
CDC-a, uz neophodnu usku suradnju djelatnika 
laboratorija za tipizaciju tkiva i kliničara.
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