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ПРОГРАМА

за дейността на сдружение 
„Българска Асоциация по клинична имунология“ 

през 2013 година

1. ОРГАНИЗАЦИОННА ДЕЙНОСТ
1.1. Провеждане на заседание на УС на 3 месеца, а при необходимост по-

често.
1.2. WEB страница на БАКИ 
� През 2013 г. ще продължи отразяването на дейността на БАКИ, в т.ч. 

информация за национални и международни форуми в областта на имуноло-
гията, трансплантологията, печатни издания и други новини.
� Ще се публикува информация, насочена към младите специалисти, 

желаещи да специализират и да придобият специалност в България, както и 
информация за награди и стипендии за участие в национални и международни 
форуми. 
� Ежедневно проверяване на електронната поща.
1.3. Набиране на нови членове.

2. ПУБЛИКАЦИОННА ДЕЙНОСТ
1.1. Издаване на годишник 6-ти брой на Асоциацията с информация за 

проведените курсове и конференции през 2012 година.
1.2. Продължаване събиране на материал за История на имунологията, 

който да се обобщи и публикува на сайта на БАКИ и в годишника.
1.3. Публикуване в отделен брой/книжка на БАКИ и на Аналитичните 

принципи за извършване на имунологични изследвания и диагностично-ле-
чебни алгоритми.

3. ВОК
� Продължаване на схемите:
Схема 1 за определяне на имуноглобулини (Г, А, М, Е), С3 и С4 фракции 

на комплемента, СРП – 3 цикъла с по 2 проби; 
Схеми 2А (АНА и анти-ДНК антитела), 2Б (ЕНА антитела); 2В (АНЦА), 

2Д – антикардиолипинови и β2-GP антитела – 1 цикъл с по 2 проби;
Схема 3 – определяне на HLA-B27 – 1 цикъл с 5 проби;
Схема 4 – флоуцититометрични изследвания.
� Включване на нови параметри – CCP6.
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4. ПРОВЕЖДАНЕ НА КОНФЕРЕНЦИИ
4.1. Национална конференция по клинична имунология на тема: „Имуно-

логията за по-добро здраве“, 25–26 април 2013, Старозагорски минерални бани, 
посветена на Международния ден на имунологията.

4.2. 8-ма Национална конференция за оценка на качеството в имунологията, 
м. декември 2013 год., София, организирана съвместно със секция „Имуноло-
гия“ към СУБ.

4.3. Национална работна среща по трансплантация на хемопоетични ство-
лови клетки, организирана съвместно с Българското хематологично дружество, 
21–22 март 2013, Сандански.

5. ВРЪЗКИ СЪС СХОДНИ ОРГАНИЗАЦИИ
5.1. Участие на проф. Алтънкова в среща на UEMS през 2013 г.
5.2. Хармонизация на нашата програма за обучение с имунологичния ку-

рикулум от „Синята книга“ на UEMS.

6. НАГРАДИ И СТИПЕНДИИ ЗА УЧАСТИЕ 
В НАЦИОНАЛНИ И МЕЖДУНАРОДНИ ФОРУМИ

– Стипендии за участие в национални форуми – 5 броя;
– Награди за постери – 2 броя;
– Стипендия за участие в международни форуми; краткосрочни специа-

лизации в чужбина.
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ИСТОРИЯ И БЪДЕЩЕ НА ФЛОУЦИТОМЕТРИЯТА 
В БЪЛГАРИЯ

Е. Наумова, Хр. Тасков
Научна конференция „25 години флоуцитометрия в България“, 

29 ноември 2012, RIU – Правец

ИСТОРИЯТА...

Историята започва през Втората световна война, но тъй като информацията 
е класифицирана, едва през 1947 година са публикувани съобщения относно 
разработване на поточен цитометър за откриване на бактерии в аерозоли. Цел-
та е бързото идентифициране във въздуха на бактерии и спори, използвани в 
биологичната война. Инструментът представлява обвивка от филтриран въздух 
и преминаващ през тъмно поле поток, осветен от камера. 

През 1948 г. е разработен Ранен клетъчен брояч на Katherine Williams and 
C.S. Sanders. През 1960 г. е изобретен Cell Sorter (FACS) от Бонер, Суийт, Хюлет, 
Херзенбенг и други, чиято цел е да направят флоуцитометрия и сортиране на 
жизнеспособни клетки През 1968 г. Wolfgang Göhde от университета в Мюнстер, 
Германия, разработва първото устройство, базирано на флуоресценция (ICP 11), 
а в 1968/69-ICP 11 се появява за първи път на пазара от немския производител 
Partec чрез Phywe AG в Гьотинген. 

Скоро след това са разработени следните инструменти:
• 1971 – Cytofl uorograph от Bio/Физика Systems Inc.
(По-късно: Ortho Diagnostics)
• 1973 – PAS 8000 от Partec
• 1974 – първият инструмент FACS от Becton Dickinson 
• 1975 – ICP 22 от Partec и Phywe 
• 1977/78 – Epics от Coulter (1977/78)

Оригиналното име на технологията флоуцитометрия е импулсна цитофо-
тометрия (от немски: Impulszytophotometrie). През 1978 г. по време на конфе-
ренцията на Американската инженерна фондация в Пенсакола, Флорида, името 
е променено на флоуцитометрия, термин, който бързо става популярен. С 
течение на годините са се увеличили броят на измерваните флоуцитометрични 
параметри и скоростта на сортиране.

Понастоящем едновременно се измерват 13 флуоресцентни цвята и 2 фи-
зични параметъра. Най-съвременните инструменти позволяват едновременно 
анализиране и сортиране на клетки от малко количество проби от пациенти със 
СПИН, бебета, пациентите за трансплантация на стволови клетки и др. Извършва 
се анализ и сортиране на няколко клетъчни субпопулации чрез използване на 
8–12 цвята. В допълнение, позволява клониране и анализ на хибридоми.



8 Годишник на БЪЛГАРСКАТА АСОЦИАЦИЯ

Всичко това ни дава възможност за обсъждане на други приложения на 
флоуцитометричните постижения през последните 30 години, както и да дадем 
нашите идеи за бъдещето.

 ПЪТЯТ КЪМ БЪЛГАРИЯ...

През 1983 г. проф. д-р Елисавета Наумова по време на тримесечната си 
специализация в Института по имунохематология на Университетската болница 
в Лайден, Холандия, ръководена от Проф. Van Rood, се запознава с възмож-
ностите на моноклоналните антитела за определяне на клетъчните популации 
и новата техника флоуцитометрия. 

... И така,
идеята за прилагането £ в България поема към българските земи.
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В същия период, но на друго място в Европа, проф. Христо Тасков, като 
гост-изследовател в Макс–Планк институт по имунобиология във Фрайбург – 
Германия, се запознава с: 

• практическата работа на флоуцитометър „Цитофлуорограф“ на Ortho 
Diagnostic;

• получаване на моноклонални антитела срещу Т-клетъчния рецептор;
• определяне на специфичността на антителата чрез флоуцитометрия и 

сортиране на клетки, с които антителата реагират. 

През 1986 година тези двама млади учени се срещат на масата на прегово-
рите в Маймекс с представители на фирмите Оrtho Diagnostic и Becton Dickinson, 
в резултат на което в България пристигат първите флоуцитометри FACStar. През 
1987 година се провежда обучителен курс за работа с апарат флоуцитометър 
FACStar с участието на д-р Христо Тасков, д-р Елисавета Наумова, н.с. Анас-
тасия Михайлова и н.с. Елка Бъчварова.

От тогава до сега в България са инсталирани 27 флоуцитометри FACS –  
табл. 1. Както е видно, развитието на флоуцитометрията в България е безспорно. 
Във връзка с това през 1993 година се основава група FACS Users, през 1995 
год. се провежда първият международен сравнителен контрол, т.нар. CEQUAL 
(от фирма Becton Diсkinson), а през 2004 год. стартира Национална програма 
за междулабораторен сравнителен контрол, която преминава в схеми:

4А. Определяне на процент и абсолютен брой на левкоцитни субпопулации
4Б. Определяне на процент и абсолютен брой на левкоцитни субпопулации 

в проба с нисък брой CD4+ лимфоцити
4В. Определяне на процент и абсолютен брой на стволови клетки ВОК по 

имунология.
 

Табл. 1. Списък на инсталирани флоуцитометри в България, 1986–2011 година

№ Дата на ин-
сталиране Апарат Специфи-

кация Град Медицинско заведе-
ние Лаборатория

1 29.06.2011 г. FACSCanto II 2 лазерa, 8 
цвята София ВМА Имунология

2 16.05.2011 г. FACSCanto II 3 лазера, 8 
цвята София ИмуноВита (Клиника 

„Малинов“)
Инвитро клиника 
Надежда

3 15.03.2010 г. FACSCalibur 2 лазера, 4 
цвята

Стара 
Загора МБАЛ Стара Загора Клинична лабора-

тория

4 30.06.2009 г. FACSCalibur 2 лазера, 4 
цвята София ИБИР БАН  

5 11.12.2008 г. LSRII 3 лазера, 13 
цвята София БАН, И-т по Микроби-

ология  

6 7.11.2008 г. FACSCalibur 2 лазера, 4 
цвята София БАН, И-т по Мол. био-

логия  

7 23.07.2008 г. FACSCantoIІ 
+ FACSLoader

3 лазера, 8 
цвята София НЦЗПБ ЦИЛ
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8 22.07.2008 г. FACSCantoІI 3 лазера, 8 
цвята София СБАЛХЗ  

9 21.02.2008 г. FACSCantoІI 
+ FACSLoader

3 лазера, 8 
цвята София УМБАЛ „Алексан-

дровска“ ЦКЛИ

10 31.10.2007 г. FACSCalibur 2 лазера,4 
цвята София ИмуноВита (Клиника 

„Малинов“)
Инвитро клиника 
„Надежда“

11 03.10.2007 г. FACSCanto ІІ 3 лазера, 8 
цвята Пловдив МУ – Пловдив Микробиология и 

имунология

12 03.04.2007 г. FACSCan 1 лазер, 3 
цвята Плевен КИРМ Имунология

13 27.04.2005 г FACSCanto 2 лазера,6 
цвята София НЦЗПБ ЦИЛ

14 26.03.2003 г. FACScan 1 лазер, 3 
цвята София МДЛ Цибалаб  

15 6.11.2000 г. FACScan 1 лазер, 3 
цвята София МБАЛСМ „Пирогов“ Клинична имуно-

логия

16 14.03.2000 г. FACSCalibur 2 лазера,4 
цвята София НЦЗПБ ЦИЛ

17 16.04.1997 г. FACSCalibur 1 лазер, 3 
цвята София СБАЛДОХЗ  

18 15.05.1996 г. FACSCalibur 1 лазер, 3 
цвята София СБАЛХЗ  

19 18.10.1996 г. FACSCalibur 1 лазер, 3 
цвята София МБАЛ „Св. Иван Рил-

ски“ Имунология

20 14.11.1995 г. FACSCalibur 2 лазера, 4 
цвята София УМБАЛ „Алексан-

дровска“ ЦЛКИ

21 30.11.1994 г. FACSort 1 лазер, 3 
цвята Варна МБАЛ „Св. Марина“ Имунология

22 08.1993 г. FACSCount 1 лазер, 2 
цвята София НЦЗПБ ЦЛ по СПИН 

мониторинг

23 28.05.1993 г. FACScan 1 лазер, 3 
цвята София УМБАЛ „Алексан-

дровска“
Алергология и 
имунология

24 24.03.1993 г. FACSort 2 лазера,4 
цвята Плевен МБАЛ Г. „Странски“ ЦИЛ

25 9.12.1992 г. FACSort 1 лазер, 3 
цвята София ВМА Имунология

26 10.1986 г. FACStar 1 лазер, 3 
цвята София УМБАЛ „Алексан-

дровска“ ЦКЛИ

27 11.1986 г. FACStar 1 лазер, 3 
цвята София НЦЗПБ ЦИЛ
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Табл. 2. FACS Users срещи

Година Място на провеждане
1993 София – Военномедицинска академия
1994 Дружба – МДУ „Жолио Кюри“
1995 Плевен – Кайлъка
1996 Св. Константин – Слънчев ден
1997 Румъния – Пояна брашов
1998 Гърция – Халкидики – х-л „Сани“
2000 Боровец – х-л „Самоков“
2001 Гърция – Атина – Балкански конгрес
2004 Турция – Истанбул – Балкански конгрес
2006 Златни Пясъци – х-л „Атлас“
2007 Боровец
2008 Rovini

Срещите по флоуцитомерия се превърнаха в място за обмен не само на опит 
и представяне на най-новите постижения в областта на флоуцитометрията, но и 
в неформална сцена на незабравими мигове на приятелство и веселие (табл. 2)

Флоуцитометрията в България днес заема достойно място в медицинската 
наука и практика, без която е немислима диагностиката на хематологичните 
неоплазии, имунодефицитните състояния (първични и вторични), инфекции, 
трансплантацията на хемопоетични стволови клетки и редица други състояния.

Доказателство за научния принос на България във флоуцитометрията са 
многобройните защитени дисертации; публикации в авторитетни български и 



12 Годишник на БЪЛГАРСКАТА АСОЦИАЦИЯ

чуждестранни издания; изнесени научни доклади и съобщения на форуми в 
страната и чужбина в областта на локален имунен отговор, трансплантация, 
експериментална имунология, репродуктивна имунология, узряване и стареене 
на имунната система, онкохематология, първични и вторични имунни дефицити, 
функционални тестове и други.

От голямо практическо значение и с оглед стандартизиране на приложе-
нията на флоуцитомерията в България са разработените консенсуси относно 
референтни граници на НК клетки при български жени; имунофенотипизация 
чрез  флоуцитометрия  в онкохематологията; диагностични алгоритми при ПИД.

БЪДЕЩЕТО...

Навлизането на комуникациите налага приложението на нови софтуерни про-
дукти, които използват Интернет за съхранение и анализ на данни. Разработване 
на нови флуорохроми, като зелени флуоресцентни бои и приложения в области 
като апоптозата, генната експресия, цитокинна експресия, клетъчна биохимия 
и СПИН. Нови FC методи за измерване на активираните кинази и фосфатаза и 
редокс активни ензими в отделните клетки едновременно с фенотипизиране на 
клетъчната повърхност. Основните функции могат да бъдат изследвани в различни 
подгрупи на клетките, без да е необходимо предварително сортиране.

Това бяха тези начални страници от историята на флоуцитометрията в 
България. 

Написването на следващите зависи от всички нас. 

Нека днес отворим поредната страница! 
 



ПО КЛИНИЧНА ИМУНОЛОГИЯ, 2012 13

ANNUAL BALKAN EPT EFI REGION 8 MEETING – 
PRAVETS, BULGARIA, DEC. 1ST 2012

This year the Annual BEPT EFI region 8 meeting was held in a beautiful location 
– RIU Pravets, Bulgaria, and organized by Elissaveta Naumova and her co-workers 
under the auspices of EFI. The meeting was attended by around 100 people – mainly 
immunologists and immunogeneticists from Austria, Armenia, Bulgaria, Czech 
Republic, Greece, Hungary, Israel, Macedonia, Romania, Serbia, Turkey and UK. 
The meeting program was scheduled in four sessions. The fi rst session was opened 
by Chryssa Papasteriades who underlined in her talk the latest activities occurred 
in the EFI Region 8 as stressed the positive role of the Balkan EPT program for the 
increased number of the EFI accredited labs in the EFI region 8. Furthermore, she has 
drawn the audience’s attention to the scientifi c collaboration between regional labs 
through operational scientifi c programs / presentations/ publications and exchange 
of educational visits that gives a lot of courage for the future. The next speaker – 
Gottfried Fischer shared with the participants fi rst experiences of his lab of using 
the Next Generation Sequiencing (NGS) for the analysis of HLA-class I (Exons 1-3) 
and class II (exon 2) alleles. He concluded that a minimal coverage of more than 
100 bases per position and a minimal length of fragments of 200  bp is necessary to 
unambiguously assign HLA alleles. However, in his laboratory, Sanger sequencing 
will stay as the standard method for the foreseeable future. Further, Andrea Harmer 
talked about the last updates on EFI Accreditation and presented the news related to 
the EFI Accreditation Program such as recent versions of the EFI Standards consisting 
of new sections such as Haematopoietic Chimerism and Engraftment Monitoring, or 
signifi cant expansion of existing sections such as Blood Transfusion. She fi nally said 
that within EFI the regular updating of standards and the focus on EPT provision are 
key to the activities of the EFI accreditation programme.  The last presentation of 
the session was made by Cristina Navarrete. She emphasized the importance of the 
quality assessment for the CBU used for transplantation. Also she said that in CBU 
used for transplantation HLA typing 4 digits as well as KIRs and NIMA testing was 
considered. The second session was mostly focused on the Balkan EPT schemes used 
in the EFI region 8. Here, the fi rst speaker, Fatma Oguz presented the results of the 
Balkan EPT exercise for HLA typing for 2012. She stressed that the most common 
error in this scheme turned out to be a nomenclature one. In relation to this, an addi-
tional training would be good to be considered. The presentation given by Anastassia 
Myhailova was dedicated to the 2012 BEPT schemes for HLA-B27 and alloantibody 
detection. She emphasized that bead based assays using cell lysates and those using 
the single antigens even from the same provider show discrepancies in determination 
of the specifi cities. This requires the data to be analyzed and interpreted carefully 
rather than directly accepting the software results. Monica Dutescu shared with the 
participants the 8 years experience of continued participation in EPT schemes that 
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has brought to her lab obvious benefi ts such as improving the protocols, quality of 
daily work, getting more experience and confi dence in new techniques introduced 
in laboratory routine.

Milena Ivanova talked about: “Redefi ning “rare alleles” – implication for EPT”. 
She presented interesting information about the occurrence of “rare HLA alleles” in 
the Bulgarians and Bulgarian Roma. She suggested that the received data could be 
used for establishment of typing policy of the lab and development of adequate search 
algorithms for unrelated HSCT. The session was concluded by Elissaveta Naumova’s 
report on the new frontiers of the Balkan EPT in which she highlighted the prospects 
that lie ahead for the Balkan EPT. After the second session at lunch time the Balkan 
EPT Steering Committee Meeting has been held. During the meeting decisions have 
been made about the frequency of the EPT samples distribution per year – once per 
year instead of twice due to economic reasons as deadline for reporting the results to 
be at least 45 days. The Session 3 started with the interesting talk on: “Development 
and implementation of a cord blood bank quality management program: a single 
center experience” presented by Stathis Michalopoulos from the Hellenic CBB. The 
speaker shared the experience of the implementation of the quality management 
program (QMP) for the CBB as he underlined that the QMP shall assure the quality 
and integrity of the cord blood unit. The next presenter – Moshe Israeli talked about 
the trends and challenges in searching for matched unrelated donors in Israel. He 
described the current status and the future trends in MUD search for Israeli patients 
considering the immuno-genetic characteristics of various patients groups divided 
by ethnicity or by age. The next case report on KIR haplotype analysis in one fam-
ily lacking KIR 2DL1-2DP1 genes in which one of the children was suffering from 
AML was presented by Svetlana Vojvodic.  Next speaker Alexandra Siorenta gave a 
talk about the experience of her lab from using the Sequence Based Typing (SBT) as 
a method for HLA four digits high resolution typing in patients for HSCT and their 
potential unrelated donors. Another interesting case report on a patient presenting a 
rare allele, HLA-B*4012, with a unique serological feature was given by Klara Dalva. 
Frieda Jordan from Armenia introduced to the participants interesting information on 
the Armenian Bone marrow donor Registry and its Global outreach. The last Session 
4 was opened by Tony Slavchev whose lecture was on:  “Laboratory methods for the 
diagnosis of Antibody-mediated rejection and limitations in their interpretation”. In 
his talk he has drawn the audience’s attention to the advantages of applying sensi-
tive techniques (FACS, Luminex) for detection and defi nition of HLA antibodies 
and respectively the diagnosis of antibody-mediated rejection and the evaluation of 
the risk of immunological complications after transplantation. The second speaker 
– Ileana Constantinescu talked about Cytotoxic antibodies screening in kidney trans-
plantation – their clinical relevance and challenges as presented 4 kidney transplant 
cases that refl ected the importance of a correct evaluation of immunological status 
in both, the recipient and the donor. She highlighted the importance of method used 
for testing, test timing or the correct sample identifi cation. In addition Mahmut Carin 
presented data on kidney Transplantation in Turkey and underlined the importance 
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of the immunologic commentary for selection of donor/recipient pair. The next talk 
about: Impact of high-resolution HLA typing on the outcome of dual unit umbilical 
cord blood transplantation was given by Vasiliki Kitsiou. Representatives from some 
companies also participated in the meeting. They presented their latest developments 
and achievements mainly in the new generation technology and software products 
for data analyzing. 

The 2012 BEPT meeting provided excellent opportunities to its participants 
from the EFI region 8 and the local professionals from the National Immunological 
Society for interesting discussions and informal talks as well as future collaborations 
and partnerships. 

Furthermore, the participants had a unique chance to enjoy the beautiful scenery 
and the Bulgarian hospitality.
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UPDATE ON EFI ACCREDITATION
Andrea Harmer – Chair EFI Accreditation Committee

The EFI Accreditation Programme has been providing accreditation for 
Histocompatibility and Immunogenetics laboratories since 1995.  The number of 
accredited laboratories has continued to increase over the 17 years of the programme 
and in October, 2012 there were 262 accredited laboratories.

Analysis of inspection reports over many years shows that the highest number 
of defi ciencies are found in the standards relating to quality management. The most 
recent analysis of the past 6 months of inspections found the most common defi ciencies 
related to temperature monitoring, external profi ciency testing and the laboratory 
procedure manual. Each of these 3 areas was found to be defi cient in 25% of cases. 
It is not only new applicants that fail to achieve full compliance but also those who 
have been accredited for some time. This may partly be a feature of the continuing 
development of techniques used by H&I laboratories. New or improved techniques 
are regularly introduced to help improve the quality of the services. However, it can 
be diffi cult to ensure that everything required by the standards is in place before 
new techniques are put into routine use. Laboratories must work hard to ensure 
that they participate in all the necessary EPT schemes and update procedures in a 
timely manner. Recent versions of the EFI Standards have seen the introduction of 
new sections such as Haematopoietic Chimerism and Engraftment Monitoring, or 
signifi cant expansion of existing sections such as Blood Transfusion. It is therefore 
important that laboratories have good mechanisms to validate new activities and are 
able to access appropriate EPT schemes to facilitate applications for accreditation 
in the new categories.

Within EFI the regular updating of standards and the focus on EPT provision 
are key to the activities of the EFI accreditation programme. It is this Accreditation 
Programme which has helped ensure that laboratory services have reached, and in 
many cases exceeded, the same minimum standards. This is an important factor in 
ensuring high quality services for patients and donors throughout Europe and beyond.
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EFI REGION 8 – UPDATE NEWS
C. Papasteriades

Athens-Greece

The Program for Accreditation of H and I Laboratories is one of the most 
interesting sectors among EFI’s many and important  activities. This high standard 
program is becoming very popular among laboratories not only in Europe but in 
other Continents too.

The growing number of laboratories participating brought up the necessity of 
Regions creation for better program management. One of these regions, Region 8, 
where the program started in 1997 and which numbers 22 Laboratories is spread 
over 8 of the 11 countries of the Region as follows: 1 in Armenia, 1 in Bulgaria, 2 in 
Cyprus, 5 in Israel, 6 in Greece, 2 in Romania, 1 in Serbia and 4 in Turkey.

In addition a lab in Kayseri-Turkey had its fi rst inspection recently, and  will soon 
be accredited to my opinion, one more lab in Athens-Greece has submitted Packet A 
and will undergo its fi rst inspection in December and a third lab in Cluj – Romania 
is under Packet A submission.

Nevertheless three countries are left without any accredited laboratory. We should 
all try towards including them in the family.

At this moment 6 experienced inspectors cover the needs but two more completed 
their training some days ago and they are ready to assume responsibilities. I am glad 
to announce that one more inspector is currently under training and there is one more 
candidate too. I believe that the needs of the Region are fully covered in this way 
even if more laboratories are to join the program given that 10 more laboratories 
have shown respective interest.

It is noted that the constantly growing number of laboratories brought up the 
need of an additional commissioner. Therefore during EFI conference in Liverpool 
Prof Eli Naumova was proposed for this position and, I hope, she will soon undertake 
responsibilities. I warmly wish her every success.

Balkan EPT programs continue thanks to Prof. Eli Naumova’s, Prof Fatma 
Oguz’s and Prof. M. Carin’s efforts, whom we thank cordially. However in order to 
achieve better results validation,  it would be worth trying to expand this program 
both regarding the number of participating laboratories and the tests spectrum.

Our common educational program is also under constant development with 
Regional educational activities as the ones already organized in Athens (2011), 
Bucharest (2011) and Yerevan (2011) and the ones scheduled in RIU Pravets – 
Bulgaria for 2012 and in Nicosia – Cyprus in the beginning of 2013, all of them 
under EFI auspices.

Additionally several laboratory members of our Region received bursaries in 
order to attend the Liverpool conference as well as to undergo short trainings in 
other centers.
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I would like to underline one more important fi eld (to my opinion), the fi eld 
of scientifi c collaboration between Region laboratories. This fi eld is shown through 
co operational scientifi c programs (presentations) publications and exchange of 
educational visits. This gives us a lot of courage for the future.

Finally I could not miss underlining all EFI Committees and EFI Board’s as 
well as our Secretaries Sonja and Ingrid’s support in the efforts taking place in this 
diffi cult Region. It is a diffi cult yet very interesting Region, due to its particular 
characteristics being the large number of countries, ethnicities, languages, cultures 
and the variable fi nancial capacities.

In the years to come I hope our Region becomes more extended, stronger, more 
advanced with more laboratories accredited and more collaborations.

I am really happy and honored serving as Commissioner in this Region.
Good luck to all of us.
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ON SEQUENCE BASED HLA TYPING:
A SINGLE CENTER’S EXPERIENCE

Alexandra Siorenta
Immunology Department and National Tissue Typing Center, General Hospital 

of Athens „G. Gennimatas“ – Athens – Greec

Aim:To evalute  Sequence Based Typing (SBT) as a method for HLA four digit 
high resolution typing and allele identifi cation in patients for hematopoietic stem cells  
transplantation and their potential unrelated donors.

Methods: 559 HLA-A,-B,-C and DRB1 loci were tested and analyzed by SBT 
using commercial SBT kits,an automatic AB 3500XL Analyser and the kits software.
Exons 2,3 and 4 were analyzed for class I and  exon 2 for class II loci. For allelic 
ambiguities defi nition  we used Heterozygous Ambiguity Resolution Sequencing 
Primers (HARPs).All loci were typed in parallel with HR SSO/SSP.

Results: Unambigous four digit allelic results were observed for 223/559(39,9%) 
loci by SBT.Using HARPs we were able to improve  the resolution for 160(28,6%) 
more loci, achiving a total of 383(68,5%) unambigous results.For the rest 176(31,5%) 
loci further testing needed to rule out the ambiguities from 18,3% HLA-A, 36,1% 
HLA-B,70,3 % HLA-C and 21,7% HLA-DRB1 loci.Analysing the results from SSO/
SSP typing we resolved ambiguities in 136/176 loci while 40 remained unresolved  
and assigned using NMDP guidelines and population frequence tables.

Conclusions:Implementation of SBT increases alleles resolution but we still 
need SSO/SSP to rule out ambiguities.In order to increase allele resolution using 
SBT it is necessary  to extend the analysis to other exons and proceed to new HARPs. 
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LABORATORY METHODS FOR THE DIAGNOSIS OF 
ANTIBODY-MEDIATED REJECTION AND LIMITATIONS 

IN THEIR INTERPRETATION
Antonij Slavcev

Department of Immunogenetics, IKEM, Prague – Czech Republic

Antibody-mediated rejection (AMR) is a serious complication after organ transplan-
tation which is associated with production of antibodies against mismatched antigens of 
the donor (Donor-specifi c antibodies, DSA) and impaired graft survival. The diagnostic 
criteria of AMR include graft dysfunction, acute tissue injury, C4d deposits in peritubular 
capillaries and the presence of HLA-specifi c /or other donor-specifi c antibodies. Even 
though these criteria are unambiguous, in certain instances the diagnosis of AMR may be 
diffi cult. Positivity or negativity of C4d depends on the intensity and extent of the deposits 
in peritubular capillaries, C4d positivity may be also present during certain viral diseases 
that activate the complement system. In clinical cases when C4d is negative and there is 
suspicion for AMR, the detection of DSA is essential for the diagnosis.

The general approach to detect DSA after transplantation is to perform crossmatch, 
i.e. complement-dependent (CDC) and FACS crossmatch (FCXM) and to defi ne the 
specifi city of HLA antibodies by „solid-phase assays“ – by Luminex or ELISA. A general 
limitation of the CDC and FCXM is that they are performed with donor lymphocytes, 
while kidney cells also express other antigens which are not present on lymphocytes 
(false negative reactions). In addition, CDC and FCXM results may be infl uenced by 
treatment of patients with immunosuppressive agents like antithymocyte globulin and 
anti-lymphocytic monoclonal antibodies (Rituximab, Campath, etc.). Advantages of 
the FCXM method in comparison with the CDC crossmatch include its high sensitiv-
ity, the ability to detect antibodies which do not fi x complement (IgG2 and IgG4) and 
to semi-quantitatively monitor the levels of antibodies. Limitations of FCXM include 
nonspecifi c binding of anti-human IgG to Fc receptors on monocytes and B cells, dif-
fi cult standardization between laboratories and the need of viable cells of the donor. 

The introduction and wide application of the Luminex technique in the last years 
has signifi cantly facilitated the detection and defi nition of DSA and respectively the 
diagnosis of AMR. Among the advantages of the method are its high sensitivity, ac-
curacy and no need for viable cells. Disadvantages of the method include its high 
price and sometimes tricky interpretation of results due to the high number of found 
specifi cities (antibodies against denatured HLA antigens).

Conclusion: the defi nition of HLA antibodies by sensitive techniques (FACS, 
Luminex) is useful both for the diagnosis of antibody-mediated rejection and for the 
evaluation of the risk of immunological complications after transplantation. Optimal 
HLA matching between organ donors and recipients is important not only for long-
term graft survival, but also to ensure that patients are not sensitized to HLA antigens, 
thereby limiting their chance to receive another transplant.
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 DEVELOPMENT AND IMPLEMENTATION OF A CORD 
BLOOD BANK QUALITY MANAGEMENT PROGRAM: 

A SINGLE CENTER EXPERIENCE.
Catherine Stavropoulos-Giokas, PhD, MD

Hellenic Cord Blood Bank Director

A Quality Management Program (QMP) for a Cord Blood Bank shall be 
developed with focus on commitment to continuous quality improvement and 
compliance with applicable law, local and national licensing and registration 
requirements, NETCORD–FACT International Standards for Cord Blood Collection, 
Processing, Testing, Selection and Release.

The QMP shall assure the quality and integrity of the cord blood unit (CBU) 
and the quality and integrity of the processes used to manage and create the fi nal 
product, through systems designed to prevent, detect and correct defi ciencies that 
may adversely affect the quality of the CBU or increase the risk of communicable 
disease introduction or transmission.  

Adherence to the elements, policies and procedures outlined in the established 
QMP must ensure that the CBUs collected, transported, processed, tested, 
cryopreserved, stored, searched and released have the identity, potency and purity 
to which they pertain and are safe and effi cacious.

The implemented QMP is considered a living document, and as such, is 
continuously updated based on process and improvements to services provided by 
the CBB.  Thus, the implemented QMP shall be reviewed periodically (annually) and 
modifi ed as required to incorporate organizational changes and technical developments 
by the CBB Director, Medical Director, Quality Management Supervisor or appointed 
designees.
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 NEXT GENERATION SEQUENCING-APPLICATION 
FOR HLA TYPING: FIRST EXPERIENCES

Gottfried Fischer, 
Sabine Wenda, Ingrid Faé 

Department for Blood Group Serology and Transfusion Medicine, 
Medical University of Vienna, WähringerGürtel 18–20 1090 – Vienna, Austria

In Next Generation Sequencing (NGS) a large number (>10E6) of clonal DNA 
fragments are analysed in one single sequencing run.We applied NGS for the analysis 
of HLA-class I (Exons 1–3) and class II(exon 2) alleles of samples already analysed 
by conventional Sanger sequencing. DNA sampleswere amplifi ed by PCR in the same 
way as for capillary sequencing. While short amplifi cation products were directly 
subjected to NGS longer amplifi cation products were fi rst randomly fragmented and 
a library consisting of 200 bp fragments prepared. After quality check NGS data were 
compared to the IMGTdatabase using an SQL server and the BLAST software. The 
number of sequences that could be used for analysis was between 30% and 58% of 
the theoretically possible number given by the reaction wells on the chip refl ecting 
technical hurdles in loading the chip. In case of heterozygous samples the representa-
tion of one allele varied but could be as low as 20% indicating skewed amplifi cation 
of alleles.  Reading errors of the sequencing device were up to 3%,most of the errors 
being an insertion or a deletion of a nucleotide in a homopolymer stretch. About 15% 
of the sequences of a run could not be assigned to a reference. We conclude that a 
minimal coverage of more than 100 bases per position and a minimal length of frag-
ments of 200 bpis necessary to unambiguously assign HLA alleles. In our laboratory, 
Sanger sequencing will stay as the standard method for the foreseeable future.
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CYTOTOXIC ANTIBODIES SCREENING 
IN KIDNEY TRANSPLANTATION –

THEIR CLINICAL RELEVANCE AND CHALLENGES
Prof. Ileana Constantinescu

Centre for Immunogenetics, Fundeni Clinical Institute – Bucharest, Romania

Now, is very well known that the recipients who present preformed cytotoxic 
antibodies have a high rate of graft rejection.  The individual importance of anti-HLA 
class I and class II antibodies to graft rejection is incompletely understood. Some 
studies show that only the presence of both types of antibodies is accompanied by a 
decrease in graft survival, whereas isolated reactivity have not clinical consequences. 
Detection and ability to correctly identify these antibodies in sera of highly sensitized 
patients before transplantation is an important step in determining immunological 
risk for recipient and for incompatible donor exclusion.

This paper presents 4 kidney transplant cases that refl ect the importance of a 
correct evaluation of immunological status in both, the recipient and the donor. It 
highlighted the importance of method used for testing, test timing or the correct 
sample identifi cation. 

In conclusion, using additional, complementary tests (i.e. HLA genotyping, 
crossmatching) and knowing the immunized history of the patient and donor, we can 
have a complete immunological picture that allows to perform  a transplant procedure 
in complete saftey conditions. 
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PARTICIPATION IN EXTERNAL PROFICIENCY TEST-
INGS – NATIONAL HLA LABORATORY EXPERIENCE – 

BUCHAREST, ROMANIA
Irina Monica Dutescu, Ruxandra Caisan, Lorena Ulea, Alina Bardan, 

Oana Buturca
National HLA Laboratory, National Institute of Hematology 

and Blood Transfusion – Bucharest

The quality has always been an important aspect in our laboratory` s daily activity. 
We started in 2005, by participating in external profi ciency testing (EPT) program 
for serological typing and since that, we have gradually added, in the laboratory EPT 
participation program, different schemes in order to cover all the techniques routinely 
performed : molecular biology typing 2 digits and 4 digits by SSP and SSO, cross-
matching and antibodies. 

During the 8 years of participation in EPT, we had sometimes to manage and to 
fi nd solutions in different situations regarding the work-time plan in schemes with 
short deadline report, the reagents availability especially in 4 digits SSP schemes and 
also in schemes scheduled at the end of the year, the fi nancial support of participation. 

After participating for eight years in EPT schemes, we have done a general 
review of laboratory results and an analyze of errors. We have divided the errors in 
two categories: In the fi rst category we have included the errors that we have easily 
and conclusively solved by taking corrective actions, like writing errors (2007 EPT) 
or HLA-C typing error (BEPT 2009). In the second category, we have included 
errors that could be repetitive, due to some reasons that are independent or slightly 
infl uenced by the corrective actions taken. It has already been mentioned the summer 
cells dispatched. Also, delayed cells arrival  (3 days in June 2010 – Italian CDC 
cross-match scheme) that caused poor cells viability and problems in CDC cross-
matches interpretation. In the same category we have included errors in Luminex 
antibodies identifi cation. Luminex antibodies testing is generally recognized as a very 
sensitive technique. During the last 5 years, the participation in EPT schemes for 
abs identifi cation by Luminex, has constantly helped us to check the local technical 
conditions and also the accuracy of our work but, we have to admit that the reagents 
that have been used could have a certain infl uence on fi nal results. 

After 8 years of continued participation in EPT schemes, we can conclude that 
those activities have brought us obvious benefi ts such as improving our protocols, 
improving the quality of daily work, getting more experience and confi dence in new 
techniques introduced in laboratory routine.
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REDEFINING “RARE ALLELES”– 
IMPLICATIONS FOR EPT

Milena Ivanova
Department of Clinical Immunology, University Hospital “Alexandrovska” – 

Sofi a, Bulgaria

Due to the continuous discovery of new HLA alleles, tissue typing at the allele 
level is becoming an increasingly diffi cult task for the clinical H&I laboratories 
involved in the unrelated bone marrow transplantation setting. Currently about 
8644 HLA and related alleles have been described. For some allele groups such 
as A*02, B*15 currently more than 100 alleles have been identifi ed.Some of these 
alleles are common and well defi ned, while others are categorized as rare.  In order 
to quantify the occurrence of “rare HLA alleles”  inthe Bulgarians and Bulgarian 
Roma we analyzed  our high resolution typing data from the last 5 yearstyped 
by PCR-SBT. The highest level of heterogeneity was observed within allele 
groups: HLA-A*02, *B*27; B*35; B*44; DRB1*04. Alleles A*02:11, *02:17, 
*02:141, *30:04; B*18:03, *27:07, *35:08; *44:05; *44:06, *47:01:01; *56:01:01 
DRB1*04:10, *13:15 considered as rare for South Europeans were identifi ed in 
Bulgarians. Additionally alleles such as B*44:27 and DRB1*14:54 were observed 
with frequencies comparable to that of common alleles B*44:02 and DRB1*14:01 in 
Bulgarian donors. Interesting haplotypes with signifi cant LD were identifi ed for some 
of these alleles: A*02:17-B*35:03-DRB1*01:01; A*30:04-B*50:01-DRB1*03:01:01; 
A*33:01-B*44:06-DRB1*03:01:01; A*02:11-B*18:01-DRB1*13:15; A*24:02:01-
B*27:07-DRB1*11:01:01.  The Roma minority were quite different compared to 
the general Bulgarian population. Commonly observed among them were alleles 
A*02:06, *02:12; *33:03, B*27:04, *39:06, B*40:06, *52:01; DRB1*11:03, *12:02; 
14:04, *15:02.  With highest frequencies among Roma was found haplotype A*01:01-
B*40:06-DRB1*14:04.Additionally, proportion of rare alleles was estimated in 
EPT samples. In conclusion, t hese data defi ned by high-resolution typing methods 
are useful for establishment of typing policy of the laboratory and development of 
adequate search algorithms for unrelated HSCT.  
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TRENDS AND CHALLENGES IN SEARCHING FOR 
MATCHED UNRELATED DONORS IN ISRAEL

Dr. Moshe Israeli, Dr. Tirza Klein 
Tissue Typing Laboratory, Rabin Medical center – Petach-Tikva, Israel

Most patients in need of a hematopoietic cell transplant (HCT) do not have a
matched sibling and require fi nding a matched unrelated donor (MUD) or
umbilical cord blood (CB). Israeli donor registries currently list over 690,000
potential donors, representing 3,6% of the BMDW donor pool. The ratio
between the large number of donors listed in the Israeli registries and
between the small size of the Israeli population has traditionally placed Israel
at the top of the charts depicting donor per inhabitants ratios. Nonetheless, in
spite of the relatively large donor pool in Israel many patients do not fi nd a
suitable MUD within a reasonable time frame and hence require exhaustive
prolonged costly international searches of which success is not guaranteed.
The Clalit Donor Search Center (CDSC) is a unique unit in the EFIaccredited
tissue typing laboratory at the Rabin Medical Center. Its mission is
to facilitate MUD and CB search for adult and pediatric patients from the
adjacent hospitals. Since its launch in November 2007 the CDSC has
performed 191 MUD searches thereby facilitating 113 HCT’s (November 2007
– October, 2012).
Our presentation will describe the current status and the future trends in MUD
search for Israeli patients, considering the immuno-genetic characteristics of
various patient groups divided by ethnicity or by age.
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A CASE REPORT OF KIR HAPLOTYPE ANALYSIS IN 
ONE FAMILY LACKING KIR 2DL1-2DP1 GENES

Vojvodić, S., Ademović-Sazdanić, D.
Institute for Blood Transfuson of Vojvodina, TissueTyping Compartment, 21000 

Novi Sad, Hajduk Veljkova 9a

ABSTRACT

Introduction
The killer cell immunoglobulin-like receptor (KIR) gene cluster exhibits 

extensive allelic and haplotypic diversity. Characterization of diversity at the KIR 
locus has progressed over the past several years, particularly since the sequence of 
entire KIR haplotypes have become available. KIR diversity is observed as presence/
absence of genes, resulting in expansion and contraction of KIR haplotypes and further 
diversity is provided by allelic variation of individual KIR genes.

Case report
We report a case of KIR pseudogene 2DP1 and KIR 2DP1 gene absence in all 

members of one familiy in which one of the children was suffering from AML. Killer 
Ig-Like Receptor genotyping was performed by PCR-SSP low resolution typing 
and haplotype assignment was done by gene content analysis. Both of the parents 
shared the same KIR haplotype, i.e.Cen-B2 containing following genes: KIR 3DL3, 
-2DS2, -2DL2 and -3DP1. Second haplotype of the mother was defi ned as Tel-A1 
containing KIR 2DL4 (normal and deleted variant), -3DL1, -22 base pair deletion 
variant of 2DS4 gene and -3DL2, while second haplotype of the father was Tel-B1 
with 2DL4(normal variant), -3DS1, -2DL5, -2DS5, -2DS1 and 3DL2 genes. Haplotype 
analysis in all three offsprings revealed that children probably inherited the Cen-B2 
haplotype with the same gene content but two of children inherited deleted variant 
of 2DL4 gene, while the third child inherited normal one. The second haplotype of 
all three offsprings contained following genes: KIR 2DL4, -2DL5, -2DS1, -2DS4 
(del-22bp variant), -2DS5, -3DL1 and -3DL2. At the basis of the KIR gene content 
present in offsprings, we assumed that there is a presence of a hybrid haplotype which 
was originated by some of the possible mechanisms: gene duplication, hybridization 
by assymetrical recombination or intergenic recombination and that the present 3DL1 
gene is a variant of 3DS1 gene. The family that is the subject of this case is even 
more interesting because of  the father was HLA identical to his doughter in contrast 
to both of siblings who were HLA haploidentical and the mother who was 8/10 HLA 
matched donor and because that all members of the family have the «best» donor 
KIR-B content.
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Conclusion
KIR and HLA analysis of presented family was interesting for a several reasons: 

1) presence of rare KIR genotype with KIR 2DP1-2DL1 absence in both of parents 
and one mutualy shared haplotype (Cen-B2), 2) presence of probably hybrid KIR 
haplotype in offsprings and also rare KIR genotype with absence of  KIR 2DP1-2DL1 
genes and 3) HLA identity between the father and the daughter.

Key words: NK cells, innate immunity, HLA, KIR, polymorphism, immune 
genes.

Text of presentation
Human killer cell immunoglobulin-like receptor -KIRs are encoded by the genes 

located in the chromosomal region 19q14. There are 15 genes and two pseudogenes 
within the KIR gene cluster which exhibits the extensive allelic and haplotypic 
diversity originated by some of the possible mechanisms such as: gene duplication 
or deletion, hybridization by assymetrical recombination or intergenic recombination.

There are a numerous indicators showing the great importance of KIR system in 
HSCT, but here I singled out the most important one. According to the missing ligand 
theory, KIR/HLA missing ligand status is assocated with a strong GvL/T effect and 
therefore with enhanced overall survival, decreased disease relapse, and increased 
probability of disease-free survival.

Donor KIR genotype infl uenced favorable transplantation outcome for AML, 
after HLA-matched or mismatched unrelated donor transplants. Compared to A 
haplotype motifs, B KIR haplotypes and centromeric and telomeric B motifs both 
contributed to relapse protection and improved survival, but Cen-B homozygosity had 
the strongest independent effect. KIR genes belong to the non-HLA immunogenetic 
factor of the great importance in HSCT, so, the KIR genotyping is an imperative in 
donor search strategy.

In accordance to the previous, in our Tissue Typing Compartment in the Institute 
for Blood Transfusion of Vojvodina in Novi Sad, we developed and gradually 
established the donor search strategy for HSCT, which started in 2010 and includes 
following testings and low resolution SSP KIR genotyping of related HSCT donors. 
Our analysis and searching for the most suitable donor includes HLA and KIR allele 
and haplotype assignment and defi ning the HLA matching status, determination of 
KIR/HLA missmatches existance, grouping the patient to the certain HLA C genotypes 
or C1 and C2 ligand groups, determination whether the donors belonging to the 
group with A and/or B KIR haplotypes and donor KIR B group content calculations. 
In 2012. we started with PCR SSO HLA/KIR low resolution typing by Luminex 
technology for unrelated HSCT donors, volunteers to the National Bone Marrow 
Donor Registry in Serbia.



ПО КЛИНИЧНА ИМУНОЛОГИЯ, 2012 29

Here is a teble presenting the KIR genes and their HLA I class ligans as a tool 
for KIR/HLA missmatches determination, where we were searching for the absence 
of a ligand in recipient that is specifi c for a certain KIR gene present in donor. KIR/
HLA mismatches are important because they can serve as a predictable factor  for 
the strength of GvL/T effect, since he higher the number of KIR/HLA mismatches 
the stronger and widther GvL/T effect would be. This table we also use for grouping 
the patients to the C1 or C2  I HLA class ligand groups.

Following slide shows the KIR genes belonging to B and A haplotypes and 
framework genes, that are present in all individuals, which was a tool for detrmining 
whether the donors belonging to the group A or B KIR haplotypes.

Gene content of the group A and B KIR haplotypes with their centromeric (Cen) 
and telomeric (Tel) gene-content motifs is shown here. At the basis of a gene content, 
A and B KIR haplotypes are devided in three centromeric and dwo telomeric groups, 
which we use for a donor KIR B group content calculations.

The subject of this case is a family consisting of parents and three ofsprings 
including the patient suffering from AML. Here are presented KIR and HLA genes 
of parents where is noticeable that both of parents are lacking 2DP1-2DL1 genes and 
that the parents are mutually compatibile in 8 out of 10 HLA alleles.

The following slide is showing the KIR and HLA alleles in offsprings, where 
it is evident that all of three offsprings are also lacking 2DP1-2DL1 genes and that 
the brothers are mutually HLA identical and both of them are unfortunately HLA 
haploidentical to the patient. Additionaly, patient belongs to C1/C2 HLA genotype 
(which is not as favorable as C1/C1 genotype that is associated with the lowest 
cummulative incidence of GvHD), and there is one KIR/HLA mismatch between 
the siblings and also both of parents towards the patient. Father is HLA identical to 
the daughter (at a low resolution typing level), while her mother is 8 out of 10 HLA 
matched donor.

According to the HLA haplotypes segregation analysis, all three children inherited 
the same haplotype from the father, two brothers inherited the same HLA haplotype 
from the mother and the patient inherited the second one mother,s haplotype, which 
is the explanation why are the brothers mutually HLA identical and haploidentical 
compared to the patient.

KIR haplotype analysis revealed that all members of the family possess an 
incomplete KIR haplotype with the 3DP1 variant allele (due to lack of 2DP1-2DL1 
alleles) and that the mother and the father are homozygous for Cen-B2 haplotype. Also 
all three offsprings inherited the Cen-B2 haplotype with the same gene content, but 
two of children inherited deleted variant of 2DL4 gene, while the third child inherited 
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the normal one. All three offsprings inherited the deleted variant of 2DS4 gene from 
their mother and that they are homozygous for Cen-B2 haplotype and heterozygous for 
Tel-A1/Tel-B1 haplotypes. At the basis of the KIR gene content present in offsprings, 
we assumed that there is a presence of a diversive/hybrid haplotype compared to the 
father,s haplotype and that the 3DS1 gene segregated as a 3DL1 gene.

In the other words,all three children should have 3DS1  gene from the father,s 
haplotype (Tel-B1 part), but due to probable intergenic/interlineage recombination 
during meiosis, as Norman and coworkers described, the explanation for existence 
of 3DL1*009 allele (present in offsprings, according to our working sheets) is that 
this allele is formed by conversion between 3DL1*001 and 3DS1*01301, resulting 
with a new haplotype with 3DL1 gene instead of 3DS1. This is also the approvment 
that these genes behave as two alleles of the same gene.

To show how the KIR genotypes existing in the memebes of described familiy 
are rare, the next slide shows very low frequencies of these KIR genotypes in several 
Caucasoid populations, where among three KIR genotypes studied, the mother,s 
genotype is the most frequent, around 6% Caucasoids possess it, while the genotype 
present in offsprings is very rare, up to 1% of Caucasioids possess such a rare 
haplotype.

Similarly to the previous, absence of 2DP1 and 2DL1 KIR genes is very rare, 
since the frequencies of this genes range from 87% in Belgium to 100% in Finland 
for 2DL1 and from 89% in Portugal to 99% in Belgium for 2DP1.

Despite the fact that the fi nal conclusion of HLA and KIR genes presence in this 
family should be apprved by more specifi c testing such as high resolution typing or 
sequencing, KIR and HLA analysis at this level of investigation was interesting for 
a several reasons: 

1) presence of rare KIR genotype with KIR 2DP1-2DL1 absence in both of 
parents and one Cen-B2 mutualy shared haplotype,

2) presence of one diversive KIR haplotype in offsprings and also rare KIR 
genotype with absence of  KIR 2DP1-2DL1 genes, 

3) among all available related donors who all have  the “best” B KIR gene content 
and there is the existence of 1 KIR/HLA MM for KIR 3DL2 gene, father is the most 
suitable donor due to HLA identity between him and his daughter, which is certainly 
less frequent than the probability of matching between siblings.
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EFI REGION 8 ‘BALKAN EXTERNAL PROFICIENCY 
TESTING (BEPT)’ FOR HLA TYPING IN 2012

Sebahat Usta, Sonay Temurhan, Çiğdem Kekik, Fatma Savran Oğuz

Since 2004, Medical Biology– HLA lab which are accredited by EFI in 1999 have 
conducted in two lines of  “external profi ciency test”  as national and international. 
In 2008, they combined these two lines as a single program called ‘Balkan External 
Profi ciency Testing’ with participants from both Turkey and EFI Region 8th, and 
since then, 9 rounds of this exercise are completed successfully. In 2004 BEPT HLA 
typing was done only for low resolution molecular HLA-A, -B, in 2005 it is extended 
for serology HLA-A, -B and “low resolution” HLA-A, -B, -DR, and since 2007 it 
includes serology HLA-A, -B and “low resolution“ HLA-A, -B, -C, -DR, -DQ typing.

To the event with 23 centers as participants in 2008, 35 laboratories attended 
in 2012. 19 of these participants were from Turkey while 16 were from EFI Region 
8th. From these 35, 28 of the centers participated in molecular typing , 6 of them 
participated in  both molecular and serological typing exercise, and only one of them 
participated in  serological typing exercise. Average shipment date was 1.5 days to 
these centers, except one country to which the samples reached in 3 days. 

The most common error  in these exercises is nomenclature error. Even though 
the antigen and the allele are found to be correct, the nomenclature errors are evaluated 
as false results. In exercises conducted in 2011, 31% of the centers which participated 
to the training are detected to have nomenclature errors.
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THE DEGREE OF HIGH-RESOLUTION (HR) HLA 
MATCHING DETERMINES PREDOMINENT 

UNIT ENGRAFTMENT IN DUAL UNIT UMBILICAL 
CORD BLOOD TRANSPLANTATION

1V. Kitsiou, 1K. Tarassi, 2I. Baltadakis, 2F. Panitsas, 1T. Athanassiades, 
D. Kouniaki, K. Papageorgiou, 2S. Gigantes, 2I. Apostolidis, 

2D. Karakasis, 2N. Harhalakis, 1C. Papasteriades
1 Immunology-Histocompatibility Dept and

 2Hematology Dept, Bone Marrow Transplantation Unit, 
„Evangelismos“ Hospital, Athens, Greece

Introduction 
Unrelated umbilical cord blood (UCB) has become the main alternative stem cell 

source over the past decade due to its immediate availability and reduced requirements 
for HLA matching to recipient. Transplantation with UCB is feasible in the presence 
of 1 or even 2 major HLA antigen mismatches. Compatibility in at least 4 out of 6 
HLA antigens is therefore regarded permissive. The major constraint in umbilical 
cord blood transplantation (UCBT) is the limited hematopoietic cell content of the 
graft. Based on HLA match and cell dose criteria, the probability of fi nding a suitable 
UCB unit for an adult patient is lower than 20%. To overcome the cell dose barrier, 
the infusion of 2 partially HLA matched UCB units has been explored mainly in adult 
recipients. Double UCB transplantation has been shown to achieve stable donor en-
graftment comparable to the transplantation of a single unit with adequate cell dose, 
thereby expanding the availability of UCBT to almost all (95%) adult patients who 
are candidates for allogeneic Stem Cell Transplantation.

Unit selection for UCBT is currently based on antigen level typing (molecular 
low-resolution) for HLA-A* & -B* and on allele level typing (molecular high-
resolution), for HLA-DRB1* (one HLA-DRB1* matching is mandatory), while 
the impact of allele mismatch in HLA-A, -B, -Cw, -DRB1, -DQB1 loci is not 
established.

Aim
The aim of this study was to evaluate the signifi cance of HLA matching 

at high-resolution typing level in the outcome of UCBT. For that purpose HLA 
matching at allele level in a group of patients who underwent double UCBT in 
Bone Marrow Transplantation Unit of “Evangelismos” Hospital was retrospec-
tively evaluated.

Patients & Methods
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From August 2006 to April 2011, 33 adult patients (14 females, 19 males) 
at a median age of 38 years (range: 16–60 years), lacking an adequately matched 
volunteer donor received dual unit UCBT for high-risk hematologic malignancies 
(myeloid: 23 pts, lymphoid: 10pts). The conditioning regimen was myeloablative 
(n=25) or reduced intensity (n=8). Median patients’ weight was 73 kg (range: 
48–110kg). Total nucleated cell (NC) and CD34+ cell doses infused per patient 
were 2,65–6,8x107/kg BW (median:4,49x107 /kg) and 0,6–5,13x105/kg BW 
(median:1,69x105/kg), respectively. 

Results
The majority of UCB units (46/66; 69,6%) were 4/6 matched to recipient at 

HLA-A, -B (LR), and -DRB1 (HR) loci, whereas the remaining 20/66 (30.3%) were 
5/6 matched. Twenty-six (78.8%) patients received at least one 4/6 matched unit. 
By high-resolution typing for HLA-A and -B alleles, HLA matching was demoted 
in 42/66 (63.6%) of units (5/6 matches in 5 units, 4/6 matches in 29 units and ≤3/6 
matches in 32 units). Additional HR typing at HLA-C* and -DQB1* alleles demon-
strated 8/10 matches in 2 units, 7/10 matches in 11 units, 6/10 matches in 21 units 
and ≤5/10 matches in 32 units (Table 1).

Table 1: initial and fi nal HLA-A*,-B*, -Cw*, -DRB1*, DQB1*  matching in 66 UBC units 
and 33 recipients

HLA typing level 
   

Recipients (n=33)/UCB units (n=66) HLA matching
-A* , -B*  (LR) 
-DRB1*    (HR) 

5/6 (n=21) 4/6 (n=45)

-A*, -B*   (HR)
-DRB1*    (HR) 

5/6 (n=5) 4/6 (n=29) ≤3/6 (n=32)

– A*, B*    (HR)
– Cw*        (HR)
– DRB1*   (HR) 
– DQB1*   (HR) 

8/10 (n=2) 7/10 (n=11) 6/10 (n=21) ≤5/10 (n=32) 

Engraftment was achieved in all but one patient, with a median time to absolute 
neutrophil count >500/uL of 19 days (range: 6–52 days). Time to engraftment did 
not correlate with total NC or CD34+ cell dose neither with the initial  (HLA-A*,-
B* LR, -DRB1* HR typing)  or fi nal HLA matching (HLA-A*,-B* and -DRB1* 
HR typing) of the engrafting unit. Notably, the predominant unit could not be 
predicted by cell dose, but was signifi cantly associated with a higher fi nal HLA 
matching (p=0,033 and 0.029 for matching at 6 or 10 alleles, respectively by 
Wilcoxon signed-rank test).
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Conclusions
It seems that HLA matching at high-resolution typing of HLA-A,-B, -Cw, 

-DRB1, DQB1  loci does not affect the incidence of acute or chronic graft-versus-
host disease, transplant-related mortality, relapse rate, and disease-free survival, 
whereas it is related to the predominant UCB unit engraftment. However, we suggest 
that further studies in larger groups of patients, in which HLA-DPB1 locus typing 
will be included are needed, in order the role of high-resolution HLA typing in UCB 
selection to be defi ned.
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ЗРЕЛИ В-КЛЕТЪЧНИ ЛИМФОПРОЛИФЕРАТИВНИ 
НЕОПЛАЗИИ – НАЙ-ЧЕСТО СРЕЩАНИ 

ЦИТОГЕНЕТИЧНИ АНОМАЛИИ
Р. Владимирова, Д. Попова, E. Викентиева, Л. Митев

Катедра по клинична лаборатория и имунология, Отделение по клинична 
имунология, Военномедицинска академия – София

При значителен брой неоплазии, засягащи хемопоетичните ортани, ге-
нетичните изследвания са основни, тъй като някои от тях понастоящем са 
класифицирани въз основа на цитогенетични и молекулярни нарушения. При 
други генетичните изследвания са от важно значение за прогнозата на забо-
ляването (хронична лимфоцитна левкемия и плазмоклетъчен миелом). Сред 
зрелите В-клетъчни неоплазии (табл. 1), свързани с ключови транслокации, са 
лимфомът на Burkitt (Burkitt Lymphoma – BL) с t(8;14)(q24;q32) или минорните 
варианти с MYC преобразуване; фоликуларният лимфом (Follicular Lymphoma 
– FL) с t(14;18)(q32;q21), в резултат от която се получава свръхекспресия на 
BCL2; както и мантелно-клетъчният лимфом (Mantle Cell Lymphoma – MCL) с 
t(11;14)(q13;q32), водеща до свръхекспресия на CCND1 (ген кодиращ циклин 
D1) [1,2,3]. Счита се, че тези транслокации са последица от грешки при нор-
малното физиологично реаранжиране на дезоксирибонуклеиновата киселина 
(ДНК) в локуса за тежките имуноглобулинови вериги (ImmunoGlobulin Heavy 
chains – IGH), при V(D)J рекомбинацията в костния мозък посредством RAG1/
RAG2 гени (Recombinase-Activating Genes 1 и 2) при FL и MCL, или соматични 
хипермутации и рекомбинации при превключване на класовете имуноглобулини, 
медиирани чрез активационно-индуцираната цитозин-дезаминаза при BL [4].

Класификация на СЗО на зрелите В-клетъчни неоплазии (2008):
Хронична лимфоцитна левкемия/дребноклетъчен лимфоцитен лимфом
В-клетъчна пролимфоцитна левкемия
Спленален маргиналнозонов лимфом
Косматоклетъчна левкемия
Спленален лимфом/левкемия, некласифицируем другаде
• Спленален дифузен „red pulp“ дребно В-клетъчен лимфом
• Косматоклетъчна левкемия вариант
Лимфоплазмоцитен лимфом 
• Макроглобулинемия на Waldenström
Болести на тежките вериги 
• Болест на α (alpha) тежките вериги
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• Болест на γ (gamma) тежките вериги 
• Болест на μ (mu) тежките вериги
Плазмоклетъчен миелом
Солитарен плазмоцитом на костта
Екстраосален плазмоцитом
Екстанодален маргиналнозонов MALT тип
Нодален маргиналнозонов 
• Нодален маргиналнозонов лимфом при децата 
Фоликуларен лимфом
• Фоликуларен лимфом при децата
Първичен кожен лимфом от фоликулния центьр
Мантелно-клетъчен лимфом
Дифузен В-едроклетъчен лимфом (DLBCL NOS), не посочен другаде
• Чести морфологични варианти
Центробластен
Имунобластен
Анапластичен
• Редки морфологични варианти
Молекулярни подгрупи
Герминално центров В-клетъчно подобен (GCB)
Активирани В-клетъчно подобен (ABC)
Имунохистохимични подгрупи
CD5-положителен DLBCL
Герминално центров В-клетъчно подобен (GCB)
Не-герминално центров В-клетъчно подобен (non-GCB)
Дифузен В-едроклетъчен лимфом (DLBCL), подтипове:
• Т-клетъчен /с богатсво на хистиоцити едро В-клетъчен лимфом
• Първичен DLBCL на централната нервна система
• Първичен DLBCL на кожата, тип крак
•  EBV положителен DLBCL при вьзрастни
Други В-едроклетъчни лимфоми
• Първичен медиастинален (тимусен) В-едроклетъчен лимфом
• Интраваскуларен В-едроклетъчен лимфом
• DLBCL асоцииран с хронично възпаление
• Лимфоидна грануломатоза
• ALK позитивен LBCL
• Плазмобластен лимфом
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• Първичен лимфом с изливи в телесните кухини (първичен ефузионен лимфом)
• В-едроклетъчен лимфом, произлизащ при HHV8-асоциирана мултицентрична 

болест на Castleman
Гранични случаи
• В-клетъчен лимфом, некласифицируем, с междинна характеристика на DLBCL 

и Burkitt лимфом
• В-клетъчен лимфом, некласифицируем, с междинна характеристика на DLBCL 

и класически Hodgkin лимфом 
• Burkitt лимфом

Табл. 1. Класификация на Световната здравна организация (СЗО) на зрелите 
В-клетъчни неоплазии (2008 г.) 

За разлика от острите миелоидни левкемии с повтарящи се генетични анома-
лии, хроничната миелоидна левкемия и някои В-клетъчни лимфобластни левкемии, 
при които транслокациите определят специфични находки, транслокациите при 
зрелите В-клетъчни неоплазии не са абсолютно специфични в диагностично отно-
шение за лимфома, с който са свързани. При всеки тип лимфом съществуват добре 
описани случаи, не носещи тези ключови транслокации, но показващи характерни 
хистологични и имунофенотипни находки, насочващи към специфична диагноза [5]. 

Реаранжиментът на имуноглобулиновите гени, доказван молекулярноби-
ологично с PCR-базирана технология (Polymerase Chain Reaction), при В-кле-
тъчните неоплазии по правило доказва клоналния характер на В-лимфоцитната 
популация. В около 10% от възрастните над 80 г. обаче се намира моноклонална 
В-клетъчна лимфоцитоза, без тя да е белег на лимфоидна неоплазия.

ХРОНИЧНА ЛИМФОЦИТНА 
ЛЕВКЕМИЯ/ДРЕБНОКЛЕТЪЧЕН ЛИМФОЦИТЕН 
ЛИМФОМ/CLL/SLL
Клетките на пациенти с хронична лимфоцитна левкемия (Chronic 

Lymphocytic Leukemia – CLL) трудно се стимулират с митогени и отглеждат в 
култура, поради което молекулярните цитогенетични техники са по-чувстви-
телни от стандартния хромозомен анализ. Флуоресцентната in situ хибридиза-
ция (Fluorescent In Situ Hybridization – FISH) е рутинен метод за откриване на 
хромозомни нарушения, които не биха били отчетени вследствие на ниския 
митотичен индекс. По тази причина FISH, проведен успоредно с конвенционал-
ната цитогенетика, е метод на избор при това заболяване. Всички молекулярно-
генетични техники (FISH и сравнителна геномна хибридизация – CGH – върху 
чипове или не) повишават чувствителността до 80% [6]. Препоръчваният панел 
за FISH се състои от 13q14 (D13S319), 11q22,3 (Аtaxia Тeleangiectasia Мutated 
– ATM ген),  IGH локус-специфична проба (14q32), центромера на хpомозома 
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12 и локус специфична проба за района на GLI (12q13) гена ( транскрипцио-
нен фактор, първоначално открит при GLIoblastoma) и/или 17p13.1 (TP53 ген, 
кодиращ р53 – протеин с молекулна маса 53 kDa) [7]. 

ХРОМОЗОМНИ НАРУШЕНИЯ
Заболяването се характеризира с различни хромозомни нарушения. Най-

често срещаната генетична промяна, определена чрез FISH и цитогенетичен 
анализ при нетретирани пациенти, е 13q делецията – в 55% от изследваните 
(фиг. 1). Следващите по честота са 11q делеция, тризомия 12q (фиг. 2) и 17p 
делеция, намерени съответно при  18%, 16% и 7% от пациентите [8].

 Фиг. 1. Костен мозък – кариотип на  Фиг. 2. Костен мозък – кариотип
 пациент с CLL, показващ  на пациент с CLL,
 46,XX,del(13)(q12q14)  показващ 47,XX,-12

Генетичните промени са важен прогностичен маркер за изхода от заболя-
ването – делеции на 17p и 11q се асоциират с кратка преживяемост. При изслед-
ване на 325 болни с CLL хромозомната делеция на 17p се свързва с агресивно 
заболяване и средна преживяемост на пациентите по-малка от 3 години. Тези с 
11q делеция също показват лоша обща прогноза, със средна преживяемост по-
малка от 7 години, докато пациенти с 13q делеция имат средна преживяемост 11 
години и следователно по-добра прогноза. Това дава основание на Döhner Н. и 
сътр. да дефинират пет прогностични категории – лоша прогноза при del(17p), 
последвана от del(11q), тризомия 12q и нормален диплоиден кариотип, докато 
пациенти с del(13q) като единична находка имат много добра прогноза [8]. По-
късно тези наблюдения са потвърдени от други изследвания и включени сред 
прогностичните фактори за стратификация на риска при CLL [9]. 

Пациентите с del(11q) обикновенно са по-млади, по-често проявяват В-
симптоми и напреднал стадий на заболяването. Установяването на del(11q) се 
съпътства с периферна, абдоминална и медиастинална лимфаденопатия [10]. 
На молекулярно ниво лошата прогноза за пациенти с del(17p) или del(11q) може 
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да бъде обяснена със засягането на два важни тумор-супресорни гена. Пове-
чето del(17p) засягат TP53 локуса, а del(11q) често съдържа ATM гена. Поради 
това че повечето химиотерапевтични агенти, употребявани за лечение на CLL, 
медиират клетъчната смърт чрез разрушаване на ДНК и p53-зависима апопто-
за, загубата на p53 функция или на основния му активатор – ATM протеина, 
води до резистентност към терапията и ниска преживяемост, наблюдавани при 
пациенти с del(17p) или del(11q). Р53 е рецесивен туморен супресор – не само 
биалелната активация (в повечето случаи вследствие на мутация, придружена 
с делеция на втория алел), но също и моноалелната инактивация на TP53 гена 
е маркер за преживяемост. 

При клетките на CLL се наблюдава клонална еволюция с важно прогнос-
тично значение. Така например честотата на del(17p) се повишава от 5–10% 
при нелекувани пациенти до 45% при пациенти с релапс или рефрактерна CLL. 
Цитогенетичните промени, отнасящи се до неблагоприятна прогноза, като 
del(17p), del(11q) или мутациите на TP53 или ATM гена, често настъпват в хода 
на заболяването или в резултат от терапията [11, 12]. При всеки случай клонал-
ната еволюция, изразяваща се в появата на комплексен кариотип, е независим 
прогностичен фактор за ниска преживяемост [13]. Цитогенетичните нарушения, 
в частност del(17p) и мутациите на TP53, освен прогностична стойност, имат 
важно значение за по-нататъшното терапевтично поведение при съответните 
пациенти. При млади пациенти с del(17p) и мутации на TP53 се препоръчва 
алогенна трансплантация на стволови клетки. Тъй като кариотипната еволюция 
е чест феномен в хода на CLL, FISH анализът за цитогенетични аномалии трябва 
да се проведе преди лечение и да се повтори при релапс на болестта [12, 13].

IGH  МУТАЦИОНЕН СТАТУС И V3-21 ГЕН
Нормалните В-лимфоцити по време на развитието и диференциацията си 

преминават през различни промени, засягащи имуноглобулиновите гени, вклю-
чително и мутации в IGH гените [14]. Пациенти с CLL клетки, експресиращи 
IGH със соматични мутации, са предимно в стадий A на заболяването според 
системата на Binet и носят del(13q) с добра прогноза, докато болните с нему-
тирали IGHV (вариабилни региони на IGH) се намират в по-напреднал стадий, 
с по-агресивен ход на протичане, по-кратка ремисия и свободна от прогресия 
преживяемост. Тези пациенти показват тенденция към образуване на високо 
рискови цитогенетични аберации [15]. 

Преживяемостта при пациенти с немутирали IGH гени е значимо по-кратка, 
независимо от стадия на заболяването [16]. Забележителна разлика в преживя-
емостта – от 7–9 години и 24 години, е установена при пациенти в Binet стадий 
A с немутирал и мутирал IGH статус [17]. Няколко анализа на големи серии 
пациенти в различни стадии на заболяването потвърждават значимостта на IGH 
мутационния статус; нещо повече, експресията на немутирали IGH е показана 
като независим прогностичен фактор за преживяемост [18]. Едно изключение 
е реаранжиментът на един специфичен имуноглобулинов вариабилен регион 



ПО КЛИНИЧНА ИМУНОЛОГИЯ, 2012 41

(VH), кодиран от VH3-21 гена – той се свързва с добра прогноза, независимо 
от IGH мутационния статус [19].

В-КЛЕТЪЧНА ПРОЛИМФОЦИТНА ЛЕВКЕМИЯ /B-PLL/ 
При левкемии с пролимфоцитна морфология често се открива t(11;14)

(q13;q32), но в повечето случаи е доказано, че се касае за левкемична фаза на 
субтип MCL [20,21]. Тризомия 12, del(11)(q22) и del(13)(q14) са характерни за 
CLL/SLL и се намират при известен брой случаи на B-клетъчна пролимфоцитна 
левкемия (В-PLL), но се предполага, че някои от тях биха могли да представляват 
трансформация от CLL/SLL [22]. 

Описани са кариотипни промени, засягащи 17p13 и 8q24 – места, свързани 
с инактивирането на ТР53 (фиг. 3) и c-MYC гените. Загуба на хетерозиготност 
и мутации в 17p13 се намират при 53% от пациентите с B-PLL и се свързват с 
по-неблагоприятна прогноза [23]. Другите цитогенетични находки включват 
del(6q), t(6;12) и t(8;14) [24,25]. 

B-PLL обикновено показва клонален реаранжимент на имуноглобулиновите 
гени, подобно на другите В-клетъчни неоплазии. 

 

Фиг. 3. В-клетъчна пролимфоцитна левкемия с делеция на TP53 (един червен 
сигнал)

СПЛЕНАЛЕН МАРГИНАЛНОЗОНОВ  ЛИМФОМ /SMZL/
Алелната загуба на хромозома 7q (делеция 7q22–32) се наблюдава често 

при спленалния маргиналнозонов лимфом (Splenic Marginal Zone Lymphoma 
– SMZL), което води до дисрегулация на гена за циклин-зависимата киназа 6 
(Cyclin-Dependent Kinase 6 – CDK6), с вероятна роля в патогенезата на SMZL 
[26]. Намерената 7q делеция би могла да има отношение към инактивацията на 
тумор-супресорния ген TP53 [26]. Промените в хромозома 14q32, носеща IGH 
гена, като t(6;14) и t(9;14), са често срещани (фиг. 4). Тризомия 3 се отчита при 
някои случаи, но тя е по-честа при нодалния и екстранодалния тип. Болшин-
ството случаи със SMZL са свързани с множествени соматични мутации на 
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имуноглобулиновия вариабилен регион, но се наблюдават и случаи без мутации, 
които биха могли да се различават в клиничния си ход [26]. 

 

Фиг. 4. Кариотип на пациент със спленален В-клетъчен маргиналнозонов лимфом, 
показващ 46,XX,del(7)(q32), t(9;14)(p13;q32)

КОСМАТОКЛЕТЪЧНА ЛЕВКЕМИЯ /HCL/
При косматоклетъчната левкемия (Hairy Cell Leukemia – HCL) няма спе-

цифични цитогенетични нарушения. Описани са хромозомни аномалии като 
6q-, 11q-, 17q- и тризомии 3, 4, 5, 12, и 18 [27, 28,29]. 

Нарушения на хромозома 5, тризомия 5 и интерстициална делеция на лента 
5q13 се наблюдават в до 40% от случаите [30].

ЛИМФОПЛАЗМОЦИТЕН ЛИМФОМ/ 
МАКРОГЛОБУЛИНЕМИЯ НА WALDENSTRÖM/LPL/МW/
Делеция на 6q21-q23 е най-често срещаната аномалия при LPL/MW – от 

40 до 70% от пациентите (фиг. 5) [31]. Съобщена е и транслокация t(9;14)
(p13;q32), засягаща PAX5 и IGH гените. PAX5 кодира B-клетъчен специфичен 
активиращ протеин (BSAP), важен регулатор на В-клетъчната пролиферация и 
диференциация. Другите описани нарушения включват тризомии и структурни 
нарушения на хромозоми 10, 11, 12, 15, 20 и 21 [32,33]. 

Лимфоплазмоцитите показват клонален реаранжимент на имуноглобули-
новите тежки и леки вериги със соматични мутации на гените на вариабилните 
региони [34]. При някои случаи са докладвани мутации на тумор-супресорния 
ген p53. 
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Фиг. 5. Кариотип с делеция на 6q при лимфоплазмоцитен лимфом

ЕКСТРАНОДАЛЕН МАРГИНАЛНОЗОНОВ ЛИМФОМ НА 
МУКОЗА-АСОЦИИРАНИТЕ ЛИМФОИДНИ ТЪКАНИ /MALT/
Поставянето един до друг на гените BIRC3 (известен преди като API2)

(11q21) и MALT1 (18q21), свързани с t(11;18), са най-често срещаните структур-
ни нарушения при лимфома на мукоза-асоциираните лимфоидни тъкани (MALT) 
[35]. Транслокацията API2-MALT повишава NF-κB (Nuclear Factor-κB) актива-
цията. NF-κB е транскрипционен активатор, инхибиращ TNF α-индуцираната 
клетъчна смърт [36]. Често намирани нарушения при MALT лимфома са t(11;18)
(q21;q21) (фиг. 6) и тризомия 3, намерени при 25–35% от случаите [37, 38]. 

Хистологичната трансформация на MALT лимфома до едроклетъчен 
лимфом се свързва с  t(6;14)(p21;q32), при която се нарушава експресията на 
циклин D3 (ген CCND3) [39]. С неблагоприятен ход са случаите без засягане 
на гените за BCL1 и BCL2, както и отсъствието на t(11;14)(q13;q32) и t(14;18)
(q32;q21). В единични случаи може да се наблюдава реаранжимент на гена за 
bcl-6, в хромозома 3q27 [40]. 

 

Фиг. 6. Кариотип на пациент с MALT лимфом, показващ 46,XY,t(11;18)(q21;q21)
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ФОЛИКУЛАРЕН ЛИМФОМ /FL/
Инхибицията на апоптозата, като резултат от свръхекспресията на bcl-

2, играе основна роля в патогенезата на фоликуларния лимфом (FL) [41,42]. 
Приблизително 75–90% от пациентите с фоликуларен лимфом носят t(14;18)
(q32;q21), засягаща BCL2 гена на хромозома 18 и IGH тежковерижния локус 
на хромозома 14. Това води до постоянна експресия на bcl-2 и оцеляване на 
лимфомните клетки. Цитогенетичните нарушения са често срещани при FL 
(фиг. 7) [43]. 

Натрупването на малигнените клетки и бързата им пролиферация са основ-
ните характеристики на заболяването. 3q27 въвлича BCL6 гена и присъства при 
около 15% от случаите. По-агресивният вариант на FL (стадий 3b) по-рядко е 
съвързан с t(14;18), но често носи t(3;14), засягаща BCL6 онкогена. 17p13 засяга 
TP53 гена и се свързва с трансформация на FL[44]. Наблюдават се тризомии на 
хромозоми 7 и 18 в по 20% от случаите.

 

Фиг. 7. Кариотип на лимфомни клетки на пациент с фоликуларен лимфом, 
показващи 47,XY,+12,t(14;18)(q32;q21) 

МАНТЕЛНОКЛЕТЪЧЕН ЛИМФОМ  / MCL /
Генът CCND1 се намира на хромозома 11q13 и играе важна роля в патоге-

незата на MCL. Той кодира циклин D1, познат още като bcl-1 – важен регулатор 
на прехода от G1– към S-фазата от клетъчния цикъл. Хромозомната трансло-
кация t(11;14)(q13;q32) води до повишена експресия на bcl-1 и дисгулация на 
клетъчния цикъл. При част от случаите се открива амплификация на циклин-
зависимата киназа 4 (CDK-4), делеция на CDK инхибитор p16 и свръхекспре-
сия на p16 транскрипционния репресор BMI-1, като крайният резултат също 
е дисрегулация на клетъчния цикъл [45,46,47]. Характерната цитогенетична 
находка при MCL е t(11;14)(q13;q32) (фиг. 8):
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Фиг. 8. Кариотип на пациент с мантелноклетъчен лимфом, показващ 46, XY, t(11;14)
(q13;q32), iso(17q) и FISH анализ – два фузионни сигнала – 11;14 транслокация

Изследвания, използващи FISH техниката, намират тази транслокация при 
почти всички MCL, [48] като t(11;14) е изключително рядко срещана при други 
лимфоми. Понастоящем се счита, че FISH е методът на избор, когато се търси 
t(11;14) при поставяне на диагнозата [49]. Не е напълно изяснено участието на 
циклин D1 в онкогенезата, но повишената циклин D1 експресия очевидно е свър-
зана с важната му патогенетична роля при MCL и значението му на регулатор 
на критичната точка в прогресията на клетките от G1- в S-фазата на клетъчния 
цикъл [50]. В някои случаи с MCL се намира повишена експресия на РНК за 
с-MYC, но тя не е свързана със структурни промени на гена с-MYC и изглежда, 
няма отношение към патогенезата на MCL. Според някои проучвания се намират 
мутации в гена за p53 и повишена продукция на протеина p53 при агресивно 
протичащите варианти на MCL. Допуска се, че мутациите в р53 усилват ефекта 
от свръхекспресията на циклин D1 поради загуба на циклин CDK потискане 
[51]. Структурни и бройни аномалии са описани с по-голяма честота при MCL 
в сравнение с другите лимфоми и това донякъде обяснява почти тетраплоидния 
кариотип, наблюдаван особено при бластоидните варианти [52]. Според няколко 
проучвания, базирани на сравнителна геномна хибридизация – CGH и/или FISH, 
се намират смущения в честотата на ДНК секвенционните повтори при MCL 
[53, 54]. Tези проучвания потвърждават специфичния профил на хромозомните 
промени при MCL, отличаващ го от другите лимфоми. Например при CLL най-
честите аберации включват  тризомия 12, делеции в 13q, 11q, 6q и 17p, докато при 
дифузния В-едроклетъчен лимфом (Diffuse Large B-Cell Lymphoma – DLBCL) 
се намира добавен генетичен материал в хромозоми X, 1q, 7 и 3 в съчетание със 
загуби в 6q, X и 1p [55]. При MCL най-честите хромозомни аномалии засягат 
хромозомите 3q (49–70%), 8q (22–30%) и 12q (20–30%) с добавен генетичен 
материал и със загуба – в хромозоми 1p (24–33%), 6q (27–37%), 9p (16–41%), 
11q (22–31%) и 13q (41–69%). При бластоидния вариант на MCL преоблада-
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ват амплификацията на ДНК и увеличеният брой генни копия, в сравнение с 
обичайния вариант на MCL. На ниво гени, загуба в хромозома 17p корелира с 
инактивиращите мутации в p53, добавеният материал в 12q е свързан с ампли-
фикацията на CDK4, а високото ниво на амплификация на хромозома 10p12-
13 – с амплификация на BMI-1 (B-cell specifi c moloney leukemia virus insertion 
site 1). Анализът на 11q делециите с FISH  намира делеции в 11q22-23 в 49% от 
изследваните проби с MCL [56]. Известно е, че в този регион са локализирани 
редица гени, свързани с туморния растеж, включително генът АТМ. Тук вероятно 
се намират и други онкогени и тумор-супресорни гени. De Vos и сътр. намират 
повече нарушения в регулацията на гени, свързани с клетъчния цикъл при бла-
стоидния вариант на MCL, какъвто е случаят с повишената активност на гена 
за циклин-зависимата киназа 4 – CDK4 и делециите в гените за p53 и p16 [57]. 

 Пролиферацията на туморните клетки се свързва с по-кратка преживяемост 
и предполага бластоидна трансформация [58]. 

ДИФУЗЕН В-ЕДРОКЛЕТЪЧЕН ЛИМФОМ /DLBCL/
Най-често срещаното генетично нарушение при дифузния В-едроклетъчен 

лимфом засяга BCL6 гена и се наблюдава при 30% от пациентите [59]. 
Изследванията на генния експресионен профил (GEP) обособяват две 

основни субгрупи. Едната от тях показва характеристики на В-клетки от гер-
минативния център (Germinal Center B-cell-like или GCB-подобни клетки) и 
показва чести промени на хромозома 12q. Втората група е с профил, подобен 
на активирани В-клетки (Activated B-Cell-like или ABC-подобни клетки) с честа 
тризомия 3 и хромозомни промени в 3q и 18q21-q22, както и загуба на генетичен 
материал в 6q21-q22 [60]. Транслокациите, засягащи MYC, се намират в до 10% 
от случаите [61,62], а BCL2 транслокациите са чести при лимфомите от GCB–
клетъчната субгрупа [63]. GCB DLBCLs имат по-добра прогноза, независимо 
от другите клинични фактори. Категориите ABC и GCB DLBCL, първоначално 
формулирани въз основа на изходната трансформирана клетка, напоследък по-
казват различия в пътищата на клетъчна трансформация и онкогенеза [64,65]. 

ALK-ПОЛОЖИТЕЛЕН B-ЕДРОКЛЕТЪЧЕН ЛИМФОМ 
ALK-положителният B-едроклетъчен лимфом (Anaplastic Lymphoma 

Kinase – ALK) представлява агресивна В-клетъчна неоплазия, при която нео-
пластичните клетки са трансформирани с крайно диференциран В-клетъчен/
плазмоклетъчен фенотип [66]. ALK положителният B-едроклетъчен лимфом е 
едно от първите заболявания, при които се разкриват транслокации, засягащи 
ALK гена. Най-често се среща транслокация t(2;17), в която участват гените 
ALK и този на клатрина, но може да се наблюдава и t(2;5), която е характерна 
за T-клетъчния CD30+ (Ki-1+) анапластичен едроклетъчен лимфом. 
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ПЛАЗМОБЛАСТЕН ЛИМФОМ
Почти всички случаи на плазмобластен лимфом (РlasmоBlastic Lymphoma 

– PBL) са позитивни за Epstein-Barr вирус (EBV). Последните изследвания по-
казват висока честота на MYC транслокации при PBL и генетични  нарушения, 
сходни с тези при плазмоклетъчен миелом в бластна трансформация, навеждащи 
на мисълта за връзка между двете заболявания [67,68,69]. 

При дифузния В-едроклетъчен лимфом са описани редица хромозомни абе-
рации, точкови мутации и делеции. Транслокация t(14;18)(q32;q21.3), засягаща 
BCL2, се наблюдава в 20–30% от пациентите, но свръхекспресия на bcl-2 про-
теин се отчита при 25–50% от случаите, което показва включването и на други 
механизми за свръхекспресия на bcl-2 [70]. Транслокации, засягащи локуса за 
bcl-6 на 3q27 с различни генни партньори, най-често 14q32, се намират в 30% от 
случаите [71]. Клонални кариотипни нарушения са описани в до 87% от паци-
ентите с DLBCL. Най-честите точкови мутации са в 14q32, 3q27 и 18q21, които 
са места за IGH, BCL6 и BCL2. Други чести хромозомни нарушения засягат 
локусите 1q36, 8q24, 3p21, 1p22 и 6q21. Комплексните цитогенетични наруше-
ния са чести. С-MYC реаранжимент (8q24) е рядкост и се намира при пациенти 
с имунен дефицит. Мутации на p53 и хомозиготни делеции на 9p21 са описани 
при случаи с едроклетъчна трансформация [72]. Транслокации, засягащи местата 
на имуноглобулиновите гени на тежките 14q32 (IGH) и леките вериги 22q11.2 
(IGL) и 2p12 (IGK), се наблюдават при половината от случаите с DLBCL. При 
конвенционални цитогенетични изследвания, FISH и CGH, най-чести нарушения 
се намират при хромозоми 2p (REL), 8q24 (c-MYC), хромозома 12 и 18q, загуба 
на хромозоми 6q и 17p и реаранжименти на 3q27 (BCL6) и 14q32 (IGH). 

ЛИМФОМ НА BURKITT /BL/
Лимфомът на Burkitt (BL) е със зрял фенотип, експресиращ повърхностни 

имуноглобулини от клас IgM. CD10 е позитивен при почти всички случаи и не 
експресира bcl-2. Този факт помага за разграничаването му от лимфомите с 
двойни транслокации, засягащи MYC и BCL2. Транслокациите, касаещи MYC 
онкогена, са молекулярната характерна черта на BL и се откриват при почти 
100% от изследваните. Болшинството случаи засягат IGH гена на хромозома 
14, по-рядко срещани са случаите със засягане на гените за леки вериги на 
хромозоми 2 и 22. Създаването на FISH анализ за употреба върху парафинови 
срези вече дава възможност за намиране на MYC транслокации за рутинна 
диагностика дори когато не са налични живи клетки за пълно кариотипно из-
следване [73]. При BL MYC транслокацията е първично събитие, а кариотипът 
обикновено показва единични нарушения, поради което е наречен „MYC simple“ 
(само МYС) за разлика от лимфомите с MYC транслокация като последващо 
събитие, наречени „MYC complex“ (МYС комплекс). Имунохистохимичните 
изследвания за myc протеина биха били полезни за изследване на лимфомите 
с MYC транслокация (фиг. 9) [74]:
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Фиг. 9. Диференциална диагноза на  BL, B-UNC/BL/DLBCL и DLBCL от GCB тип. 
B-UNC/BL/DLBCL се свързва с комплексен кариотип с транслокации, засягащи 

MYC и BCL2. BCL2 транслокациите се намират при 30% от GCB типа на DLBCL, 
но MYC транслокациите липсват; при наличие на двойни транслокации се касае за 

B-UNC/BL/DLBCL
B-UNC – B-cell lymphoma UNClasiifi able – некласифицируем; Sox 11 – 

транскрипционен фактор; ND – не е определян

Значителен брой гени се индуцират от свръхекспресията на с-MYC – гена 
за циклин D2, TRAP1 (апоптотичен ген), HLA-DRBI – ген на тъканната съв-
местимост и митохондриалния  HSPD1 (heat shock 60 kD protein – протеин на 
топлинния шок). C-MYC свръхекспресията освен това регулира значителен брой 
циклин-зависими кинази като CDK2 и CDK4 и други  свързани с клетъчния 
цикъл, като циклин D1, p27 и p53 [75,76,77]. Стимулацията на с-MYC онкогена 
води да прогресия на съответните клетки в клетъчния цикъл, инхибира процеса 
на диференция, нарушава клетъчния метаболизъм, редуцира клетъчната адхезия 
и повишава теломеразната активност. Хетерогенността на молекулярните счуп-
вания прави транслокацията трудна за отчитане чрез стандартен PCR подход, 
поради което за предпочитане са цитогенетичните изследвания или FISH [78, 79]. 

Мутации на BCL-6 гена се намират при 25–50% от случаите с BL.

B-КЛЕТЪЧЕН ЛИМФОМ, НЕКЛАСИФИЦИРУЕМ, С 
МЕЖДИННА ХАРАКТЕРИСТИКА НА DLBCL И ЛИМФОМ НА 
BURKITT И B-КЛЕТЪЧЕН ЛИМФОМ, НЕКЛАСИФИЦИРУЕМ, 
С МЕЖДИННА ХАРАКТЕРИСТИКА НА DLBCL И 
КЛАСИЧЕСКИ ЛИМФОМ НА HODGKIN /B-UNC/BL/DLBCL/
Разграничаването на BL от морфологично подобните агресивни B-клетъчни 

лимфоми е трудно за морфолозите и клиничните хематолози. BL има характе-
рен GEP, но сред DLBCL има и други с подобен GEP [80,81]. Понякога MYC 
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транслокациите се представят като единично нарушение, но при други случаи 
се наблюдава по-комплексен кариотип, често с двойни транслокации, засяга-
щи MYC и BCL2. Последният тип лимфоми са рефрактерни към стандартна 
химиотерапия и са с лоша прогноза [82,83]. 

При едно проучване на GEP тези случаи са отнесени към BL [80], но при 
друго са причислени към междинна категория [81]. В перспектива GEP би могъл 
да характеризира този подвид. Категорията на B-клетъчен лимфом, некласи-
фицируем, с междинна характеристика на DLBCL и BL (B-UNC/BL/DLBCL) 
е въведена в класификацията на СЗО до голяма степен за отграничаването на 
тази прогностично значима група. Изглежда, че синергичното действие на MYC 
и BCL2 води до неблагоприятна прогноза за пациентите, при които BCL2 има 
отношение към потискането на апоптозата, а MYC – към стимулиране на кле-
тъчната пролиферация. Най-вероятно комплексните генетични аномалии при 
тези тумори също допринасят за неблагоприятния изход [82, 84]. 
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ЗРЕЛИ В-КЛЕТЪЧНИ ЛИМФОПРОЛИФЕРАТИВНИ НЕОПЛАЗИИ – 
НАЙ-ЧЕСТО СРЕЩАНИ ЦИТОГЕНЕТИЧНИ АНОМАЛИИ

Р. Владимирова, Д. Попова, Е. Викентиева, Л. Митев
Военномедицинска академия – София

Цитогенетичният анализ е рутинна част от диагностиката и проследяването на 
значителна част от лимфоидните неоплазии в съвременната онкохематология. Обзорът 
обобщава характерните цитогенетични нарушения при различни В-клетъчни левкемии/
лимфоми от значение за диагнозата, прогресията на заболяването и прогнозата. 
Някои видове лимфоми, като фоликуларният лимфом, мантелноклетъчният лимфом 
и лимфомът на Burkitt, са съпроводени с ключови транслокации – съответно t(14;18)
(q32;q21), t(11;14)(q13;q32) и t(8;14)(q24;q32), докато други В-клетъчни неоплазии нямат 
характерни цитогенетични или молекулни маркери. Статията описва специфични, добре 
дефинирани хромозомни нарушения с прогностично значение за курса и изхода на 
заболяването. Обобщени са преимуществата и ограниченията на различните стратегии 
за анализ при най-често срещаните В-клетъчни левкемии/лимфоми. 

MATURE В-CELL LYMPHOPROLIFERATIVE NEOPLASMS – 
COMMON CYTOGENETIC ANOMALIES

R. Vladimirova, D. Popova, Е. Vikentieva, L. Мitev
Military Medical Academy – Sofi a

Cytogenetic analysis is now a routine part of the diagnosis and management of a 
signifi cant number of lymphoid malignancies. This article reviews characteristic cytoge-
netic abnormalities in different types of B-cell leukemias /lymphomas at diagnosis, disease 
pr ogression, and prognosis. Some lymphoma types, such as follicular lymphoma, mantle 
cell lymphoma, and Burkitt lymphoma, are associated with key translocations – t(14;18)
(q32;q21), t(11;14)(q13;q32), and t(8;14)(q24;q32) respectively, other B-cell malignances 
have no specifi c cytogenetic or molecular aberrations. This review describes specifi cally de-
fi ned chromosomal abnormalities with predictive value for disease course and outcome. The 
advantages and limitations of different testing strategies in most common B-cell leukemias/
lymphomas, are summarized. 



ПО КЛИНИЧНА ИМУНОЛОГИЯ, 2012 55

УЧАСТИЕ НА ВРОДЕНИТЕ ИМУННИ ДЕФИЦИТИ 
НА КОМПЛЕМЕНТА ПРИ НЯКОИ ИНФЕКЦИОЗНИ 

И АВТОИМУННИ БОЛЕСТИ
1Марта Балева, 2Мариана Мурджева, 1Красимир Николов

1Клиника по клинична имунология, УМБАЛ „Александровска“, Катедра по 
клинична лаборатория и клинична имунология – МУ, МФ – София

2Катедра по микробиология и имунология – МУ, ФФ – Пловдив

ОБЩА ХАРАКТЕРИСТИКА НА КОМПЛЕМЕНТА
Комплементът е част от вродения имунен отговор. Основните функции на 

комплементарните белтъци са:
1. Осъществяване на защита срещу различни микроорганизми чрез опсо-

низация на бактериите (главно чрез С3b), хемотаксис (С3а, С4а, С5а) и лизис 
на бактерии и клетки (мембрано-атакуващ комплекс С5-С9) 

2. Мост между вродения и придобит имунен отговор (C3b, C4b, С3 рецеп-
тори върху В-клетките и антиген представящите клетки)

3. Участие във формирането на имунните комплекси с последващото им 
елиминиране (С1q, C3, C4)

4. Елиминиране на апоптотични клетки (С1q, C3, C4)
5. Формиране на продукти, осъществяващи тъканна увреда 
В организма комплементът има двояка функция: 1. Защита срещу инфекции; 

2. При неконтролирано активиране може да предизвика различни патологични 
увреди.

Протеините на комплемента представляват 15% от серумната глобулинова 
фракция, около 3г/л в плазмата и са около 30 различни вида. Активират се по 
няколко пътя, като всяка стъпка от този процес се регулира по такъв начин, че 
да се балансира екстремното активиране и да се ограничи  действието на ком-
племента само върху микроорганизмите, от една страна, и да се минимализира 
отлагането върху здравите клетки, от друга страна. Три са основните пътища 
за активация: 

1. Класически – инициира се от имунни комплекси, апоптотични клетки, 
някои вируси и грам-негативни бактерии, С-реактивен протеин, свързан към 
лиганд.

2. Маноза-свързан лектин (MBL) – инициира се от микроорганизми с 
терминални манозни групи

3. Алтернативен – инициира се от много бактерии, фунги, вируси, туморни 
клетки.
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КЛИНИЧНИ ЕФЕКТИ ПРИ ВРОДЕНИ ДЕФИЦИТНИ 
СЪСТОЯНИЯ НА КОМПЛЕМЕНТА
Клиничните ефекти от вродените дефицитни състояния на комплемента 

могат да се сумират по следния начин:

A. ДЕФИЦИТ НА КОМПЛЕМЕНТАРНИТЕ ФРАКЦИИ И ЗАЩИТА 
СРЕЩУ ИНФЕКЦИИ

Дефицитът на комплементарните фракции може да предизвика повишена 
възприемчивост към пиогенни инфекции в следните няколко случая:

1. Дефицити на алтернативния комплементарен път – в част от случаите 
се наблюдава дефицит на опсонизиращата активност. При нормални условия  
защитата срещу пиогенни микроорганизми (Haemophilus infl uenzae, Streptococ-
cus pneumoniae) се осъществява чрез опсонизация с антитялото, активация на 
комплемента, фагоцитоза и интрацелуларно унищожение на микроорганизмите. 
С3b и iC3b са най-важните комплементарни фракции с опсонизиращи свойства 
(опсонини). Дефицитът на С3 фракцията води до нарушение или загуба на опсо-
низиращата активност и невъзможност за активиране на мембрано-атакуващия 
комплекс. Дефицитите на другите 2 фракции – фактор D и пропердин, са редки, 
а дефицит на фактор В не е описан [24]. Дефицитът  на регулаторните компо-
ненти на алтернативния път – фактор Н и фактор І, се унаследява  автозомно 
рецесивно и води до спиране на активацията на алтернативния път, консуми-
ране на С3 и отново до загуба на опсонизиращата активност [24]. Важно е да 
се отбележи, че имунизационните процедури при дефицит на С3 обикновено 
са компрометирани.

2. Дефицит на компонентите на мембрано-атакуващия  комплекс – унас-
ледяването на дефицита на тези протеини става по автозомно рецесивен начин 
[24]. Хетерозиготите обикновено експресират половината от нормалните коли-
чества на протеините. Най-често дефицитът им  се свързва с повишена честота 
на инфекции, причинени от бактерии от рода Neisseria, тъй като фракциите от 
С5 до С9 участват във формирането на литичен канал в този вид микроорга-
низми с последващото им разрушаване. Този ефект се наблюдава и в случаите 
на дефицит на С3 и пропердин. Дефицитът на С5 е свързан с невъзможност за 
образуване на С5а и увреден хемотаксис. Някои от точковите мутации в гена, 
контролиращ С6, са описани само при японци, други – при афроамериканци и 
смесена популация от Южна Африка. Описани са и единични мутации в гените 
за С7 и С8 [24]. Най-голям процент на хомозиготен дефицит на С9 е установен 
при японци – 1:1000. В другите популации този дефицит е рядък. 

3. Дефицит  в маноза-свързващия лектинов път – MBL е представи-
тел на фамилия от калций-зависими лектини (колектини) и има структура, 
хомоложна на С1q. Той се свързва със същия фагоцитен рецептор върху 
тромбоцити и ендотелни клетки, както и с терминалните манозни групи на 
много бактерии. MBL генът се намира в хромозома 10q 11.2-21 и съдържа 
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4 екзона [19]. При наличие на три полиморфизми (SNPs) в екзон 1 и 3 се 
наблюдават структурни промени в MBL и ниски серумни нива. Полиморфиз-
ми в промоторния участък на генa също намаляват количеството му. MBL 
активира комплемента чрез взаимодействие с 2 серинови протеази (Mannose-
binding lectin-associated serin protease – MASP) – MASP1 и MASP2. MASP2 
се разгражда и активира С4 и С2, а MASP1 директно разгражда С3. Тези 
компоненти на комплементната система формират MBL пътя. Последният 
има голямо значение в периода между загубата на пасивно преминалите 
антитела от майката след раждане и появата на компонентите на зрелия 
имунен отговор. MBL се свързва със защитата на организма спрямо менин-
гококи, пневмококи, туберкулоза, малария. Обсъжда се ролята на  MBL при 
развитието на хепатит В и С, НІV, микозни инфекции. 

4. Дефицитът на класическите комплементарни фракции С1q/r/s, С2 и С4 
води до повишена възприемчивост към заболявания, причинени от различни 
микроорганизми, като  H. infl uenzae, S. pneumoniae, N. meningitidis. Не е изненад-
ващо, че тези инфекции са по-чести и при хора с хипо- и дисимуноглобулинемия, 
тъй като тези комплементарни фракции са свързани с ефекторния  отговор на 
антителата срещу посочените бактерии [24]. Сред белите хора хомозиготният 
дефицит на С4 е сравнително чест (1/10 000), а хетерозиготният дефицит – при 
1% от населението. Трябва да се подчертае, че индвидите с С4 дефицит много 
често са здрави и не показват повишена склонност към инфекции. 

5. Дефицити на клетъчно-мембранните рецептори за комплементарните 
протeини – в случая се касае за дефицит на левкоцитната адхезия (CD11b/CD18 
или CR3 дефицит). Дефицитът на левкоцитната адхезия (LAD-1) се дължи на 
мутации в бета субединицата на интегрини, поради което се наблюдава невъз-
можност за експресия на CR3, LAD-1, CR4 (CD11c/CD18; p150,95) и αdβ2 на 
левкоцитите. Това въздейства върху много левкоцитни функции – хемотаксис, 
адхезия, опсонизация, неутрофилен взрив. Причини за тези дефицити са точ-
кови мутации в контролиращите гени или в сплайсинга на mRNA. Наблюдават 
се чести и продължителни стафилококови или менингококови инфекции още 
в ранното детство. 

Редица микроорганизми използват комплемента, за да увеличат своята 
вирулентност (30):

– Вирусът на Epstein–Barr (EBV) използва рецептора за комплемент тип 2 
(CD21) като клетъчен рецептор за своя  гликопротеин gp350/220, което обяснява 
тропизма на този вирус към В-клетките;

– Морбилният вирус използва CD46 (мембранен кофакторен протеин) за 
свързване с множество клетки;

– Пикорна вирусите (ехо- и коксаки-) чрез капсида си използват рецептора 
CD55 за залавяне към много клетки;

– Туберкулозният микобактерий чрез рецептор за комплемента тип 3 се 
залавя за макрофаги;

– Човешкият имунодефицитен вирус (HIV) използва рецептори на компле-
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мента тип 1, 2 и 3, С4 фракцията и хемокиновите рецептори CCR5, CXCR4 за 
свързване с CD4+ T-клетки, дендритни клетки, макрофаги;

– Флавивирусите (Вирус на Западно-Нилска треска) използват рецептори 
на комплемента  3 за залавяне за макрофаги и неврони.

Б. ДЕФИЦИТ НА КОМПЛЕМЕНТАРНИ ФРАКЦИИ И АВТОИМУННИ 
БОЛЕСТИ

Дефицит на фракциите от класическия път на активация
Най-много съобщения за дефицит на тези фракции има при системния 

лупус еритематозус (СЛЕ), гломерулонефрититите и анафилактоидната пур-
пура. Честотата на хомозиготния дефицит на С2 комплемента сред болните с 
ревматологични заболявания в САЩ е 0,2% или 20 пъти по-висока от често-
тата сред здравите [13]. В същата статия е докладвана значително по-висока 
честота на дефицит на С2 при болни от ювенилен ревматоиден артрит (3,7% 
хетерозиготи), системен лупус (10/137 болни, или 5,9% като един е хомозигот) 
и ревматоиден артрит (1,4% – разликата не е статистически значима в сравне-
ние със здравите). Генът, контролиращ синтеза на С2, се намира в хромозома 
6 – областта на МНС клас ІІІ. Самият синтез на С2 става главно в хепатоцитите.  
Дефицитът на С2 се унаследява по автозомно-рецесивен начин [9]. Дефицитът 
на С2 обаче не се свързва с по-тежко протичане на болестта [15], но при болни 
от дискоиден лупус и дефицит на С2 по-често се намират фоточувствителност 
и анти-Ro (SSA) антитела [18]. 

Има съобщения, че хомозиготният дефицит на C1r се комбинира с дефицит 
на C1s [4]. Хомозиготният дефицит на С1q, C1r /C1s и C4 се асоциира съответно 
с 93%, 57% и 75% риск от развитие на СЛЕ, докато честотата на СЛЕ при дефи-
цит на С2 е 10% [31]. Ако се подредят в йерхаичен вид възможностите за поява 
на СЛЕ при дефицит на класическите комплементарни фракции, то схемата ще 
изглежда така: С1q > C4 >> C2, което подкрепя твърдението, че тези протеини 
имат протективен ефект при болестта [23]. Логичен извод от наблюдението, че 
една от главните роли на класическите фракции е защитата срещу инфекции, е 
предположението, че комплементарният дефицит е предразполагаща причина 
за появата на лупуса поради намалена резистентност към инфекциозни агенти 
[23]. За тази хипотеза все още няма достатъчно потвърждаващи факти. Извест-
но е, че С4 е продукт на два гена: С4А и С4В, а в експресията на С4А и С4В 
протеините има известни различия. С4 нулевите алели са важни за лупуса, тъй 
като е установена висока честота при болни от различни етноси и не винаги 
има връзка  с определен HLA хаплотип.  

Участието на системата на комплемента в патогенезата на лупуса е сложна 
и в известен смисъл парадоксална, тъй като, от една страна, той поддържа имун-
ния толеранс и предотвратява развитието на болестта, но когато лупусът вече е 
налице, комплементът участва в развитието на възпалителния процес [16]. При 
пациенти с активен СЛЕ се наблюдава понижаване на тоталния комплемент и 
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спадане на нивата на С3 и С4 поради активиране от имунни комплекси и кон-
сумация в периферните тъкани [11, 30, 31]. При вроден дефицит на последния 
обаче се наблюдава постоянно ниско ниво на С4 независимо от активността на 
СЛЕ [11]. За разлика от имуноглобулините, промените в серумната концентрация 
на С4 са особено характерни за болните от СЛЕ и васкулит, тъй като ниските 
стойности при пациентите не се влияят от активността на васкулита и остават 
понижени по време на целия наблюдаван период [3]. Ето защо еднократното 
изследване на нивото на С4 не е показателно за активността на СЛЕ и лупусния 
нефрит (ЛН). Така според S. Manzi и сътр. [20], системата на комплемента пред-
ставлява както медиатор на системните и бъбречните увреждания при системния 
лупус, така и маркер за активност на СЛЕ и ЛН. Данните на М. Николова [1] 
показват, че стойностите на серумните С3 и С4 при болни с лупусен васкулит 
са значително по-ниски от тези при здрави хора. Тези ниски стойности не се 
влияят от фазата на васкулита. 

В същото време дефицит на С2 в бялата раса се описва и при болни от рев-
матоиден артрит, васкулит, aнкилозиращ спондилит и първи тип захарен диабет 
[4, 7, 21, 28]. Конкорданността за  болестта във фамилиите, при които повече 
от един член има хомозиготен дефицит на комплемента, е 90% в случаите на  
С1q дефицит, 67% за C1r /C1s дефицит и 80% за С4 дефицит. Тези стойности 
значително надвишават степента на конкорданност за СЛЕ при монозиготни 
близнаци – 24% [10]. Счита се, че болните от лупус и дефицит на класическите 
комплементарни фракции не винаги имат класическите критерии за това забо-
ляване. Много по-често при тях не се откриват анти – DNA антитела, а понякога 
липсват едновременно DNA и ANA, но се позитивират анти-Ro антителата [22]. 
Възможните механизми, които могат да обяснят по-високата честота на автои-
мунни заболявания при дефицит на класическите комплементарни фракции са: 
затруднено очистване на имунните комплекси и апоптотични клетки и загуба 
на комплемент-зависим В-клетъчен толеранс. Интерес представляват болните 
с дефицит на С1-естеразния инхибитор и наследствен ангиоедем, при част от 
които се установява и лупусен нефрит, и други автоимунни феномени. Харак-
терна за ревматологично болните с дефицит на фракциите от класическия път 
е и по-високата честота на синопулмонарни инфекции и менингит, причинени 
от S. pneumoniae, N. meningitidis, H. infl uenzae. 

Дефицит на компонентите на алтернативния път
Дефицитът на С3 фракцията също се установява при болни с ревматологич-

ни болести, като голяма част от тях имат поне един епизод от тежка бактериална 
инфекция, засягаща синусите, менингите и пр. Обяснение за това е ключовата 
роля на С3 при формирането на имунните комплекси, опсонизацията, фагоци-
тозата и хемотаксиса. Нивото на С3 от своя страна корелира с активността на 
СЛЕ и ЛН, а постоянно ниското ниво на С3 – с развитието на ЛН и хронична 
бъбречна недостатъчност [11]. В някои случаи дефицитът на С3 е следствие на 
дефицит на контролните протеини от алтернативния път – фактор І и фактор Н, 
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което е причина за хиперкатаболизъм на С3 и намаляване на концентрацията 
му [23]. С3 дефицитът се среща често при мембранопролиферативен гломеру-
лонефрит. Дефицит на пропердина е описан при болни с дискоиден лупус [14].

Данните на М. Николова [1] показват, че при болните със СЛЕ наличието 
на хипокомплементемия С3 се асоциира с развитието на ЛН. Изходно пони-
жените нива на С3 са маркер за активността на СЛЕ и ЛН и неблагоприятен 
прогностичен белег, свързан с повишен риск от смърт на бъбрека (удвояване 
на серумния креатинин, преминаване на бъбречно заместващо лечение в хода 
на проследяването) и пациента и развитие на тромботични усложнения. Тези 
резултати са в унисон с данните в литературата [2, 5, 8,11]. 

Дефицит на компонентите на терминалния път
Описан е случай на жена с афроамерикански произход и системен лупус от 

11-годишна възраст и дефицит на С5 фракцията [25]. Нейната здрава по-малка 
полусестра има 1–2% функционална активност на С5 и липса на С5 в серума. 
При останалите членове на семейството С5 е в норма или 50% от нормата. 
Дефицитът на тези комплементарни фракции по-често се свързва с повишена 
склонност към инфекции, а не с автоимунни болести.

Дефицит на MBL пътя
Има съобщения, че дефицитът на тези компоненти по-често се установява 

при болни от СЛЕ. Данни от Дания и Хонг Конг показват модулаторния ефект 
на MBL при автоимунните болести, тъй като някои алелни варианти са свързани 
с по-ранно начало и по-тежко протичане на ревматоидния артрит. Паралелният 
дефицит на С2 и MBL компонентите се свързва с повишен риск от системен 
лупус. Така напр. S. Saevarsdottir и сътр. [27] описват дефицит на С2 фракцията 
при шестчленно семейство, четирима от които болни от системен лупус, а двама 
от тях имат и MBL дефицит.  Останалите двама имат чести или тежко протичащи 
инфекции. Според авторите пациентите с дефицит на С2 имат високи стойности 
на циркулиращите имунни комплекси, а дефицитът на MBL затруднява тяхното 
очистване.   При исландска фамилия с много случаи на СЛЕ [26] е установено, 
че комбинацията от ниски генотипи на MBL (0/0, LX/0 и див тип/0) и C4AQ0 се 
среща по-често при пациентите, отколкото при техните родственици и здравите. 
Y.C. Tsai [29] и сътр. не намират при лупусно болни китайчета от Тайван, както 
и при здрави деца на същата възраст мутации на кодони 52 и 57, докато кодон 
54 мутацията е с еднаква честота в двете популации. Не е установена зависи-
мост между носителството на този полиморфизъм и симптомите, клиничната 
картина, засягането на отделни органи, активността, лабораторните показатели 
и изхода на болестта. 

Мета-анализът на 15 проучвания на полиморфизмите на MBL показва, че 
кодон 54 В в екзон 1, промотор-550 L и промотор-221 X са рискови фактори за 
системен лупус [17]. 

При пациенти с ювенилен артрит е доказано, че полиморфизмите на 52 и 
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57 кодони в MBL2 гена са свръхекспресирани [12]. Честотата на ниските MBL  
генотипи (ХА/ХА, YA/YO, XA/YO, YO/YO) е по-висока, отколкото при здра-
вите, а серумната концентрация на MBL е по-ниска при болните, отколкото при 
здравите. Полиморфизмите в промоторния участък и кодон 54 не се асоциират 
с ювенилен артрит [12].

РЕГИСТЪР НА ДЕФИЦИТИТЕ НА КОМПЛЕМЕНТАРНИТЕ 
ФРАКЦИИ
Първият случай на дефицит на комплемента – С2, е описан през 1960 г. 

[6]. До края на миналия век са докладвани множество пациенти с дефицит на 
различни комплементарни фракции, като постепенно се изясняват генетичните 
причини за голяма част от тях. Няколко групи автори събират публикуваните до 
1990 г. случаи с дефицит на комплемента [6], при което се установява, че тези 
дефицити играят важна роля при много заболявания. В края на 90-те години и 
началото на XXI век има две европейски инициативи – Biomed 2 и Пета рамкова 
програма (PF5), чрез която се правят редица проучвания за ролята на компле-
мента при инфекциозните и хроничните заболявания. Достига се до идеята за 
регистрация на публикуваните и непубликуваните случаи на тези дефицитни 
състояния в различни популации, етнически групи в различни части на света, 
както и разпределението сред членовете на техните семейства и при различни 
заболявания [6]. 
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УЧАСТИЕ НА ВРОДЕНИТЕ ИМУННИ ДЕФИЦИТИ НА 
КОМПЛЕМЕНТА ПРИ НЯКОИ ИНФЕКЦИОЗНИ И АВТОИМУННИ 

БОЛЕСТИ
1Марта Балева, 2Мариана Мурджева, 1Красимир Николов

1Клиника по клинична имунология, УМБАЛ „Александровска“, Катедра по 
клинична лаборатория и клинична имунология – МУ, МФ – София

2Катедра по микробиология и имунология – МУ, ФФ – Пловдив

Комплементът заема важно място във вродения имунен отговор. При неконтроли-
рано активиране обаче може да предизвика различни патологични увреди. Вродените 
дефицити на комплементарните фракции водят до:1) нарушена защита при инфекции 
и 2) отключване на автоимунни болести. Повишена възприемчивост към пиогенни 
инфекции се предизвиква от дефицити на: алтернативния комплементарен път; компо-
нентите на мембрано-атакуващия  комплекс; маноза-свързващия лектинов път; класи-
ческите комплементарни фракции С1q/r/s, С2 и С4; клетъчно-мембранните рецептори 
за комплементарните протeини. Редица микроорганизми използват комплемента, за 
да увеличат своята вирулентност. При автоимунните болести (системен лупус ерите-
матозус, гломерулонефрити, ревматоиден артрит) по-високата честота към различни 
инфекции се обуславя от дефицити на комплемента: на фракциите от класическия път 
на комплементарната активация, както и на компонентите на алтернативния, MBL или 
терминалния път. Представя се идеята за регистър на публикуваните и непубликувани 
случаи на тези дефицитни състояния в различни популации и етнически групи в света.

Ключови думи: комплемент, вродени имунни дефицити, инфекции, автоимунни 
болести.
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PARTICIPATION OF INHERITED COMPLEMENT IMMUNE 
DEIFICIENCIES IN SOME INFECTIOUS AND AUTOIMUNE DISEASES

1Marta Baleva, 2Marianna Murdjeva, 1Krassimir Nikolov
1Clinic of clinical immunology, University Hospital „Alexandrovska“, 

Department of Clinical laboratory and clinical immunology – Medical University, 
Medical Faculty-Sofi a 2Department of Microbiology and immunology – 

Medical University, Pharmaceutical faculty – Plovdiv 

Complement occupies an important place in innate immune response. However its un-
controlled activation can cause pathological damage. Inherited defi ciencies of complement 
fractions lead to: 1) compromised defense to infections and 2) appearance of autoimmune 
diseases. Higher susceptibility to pyogenic infections is caused by defi ciencies of: alterna-
tive complement pathway; membrane-attack complex components, manose-binding lectin 
pathway, classical complement fractions С1q/r/s, С2 and С4; cell-membrane receptors for 
complement proteins. Various microorganisms use complement to increase their virulence.  
The higher frequency to many infections in autoimmune disease (systemic lupus erythemato-
sus, glomerulonephritis, rheumatoid arthritis) is due to complement defi ciencies of classical 
pathway of complement activation as well as defi ciencies of the components of alternative, 
MBL  and terminal pathway. The idea to register published and unpublished cases of these 
defi ciencies in various populations and ethnic groups is presented.  

Kew words: complement, inherited immune defi ciencies, infections, autoimmune 
diseases.
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ФЛОУЦИТОМЕТРИЧНА ОЦЕНКА НА Т-КЛЕТЪЧНИЯ 
ИМУНЕН ОТГОВОР ПРИ ХРОНИЧНИ ИНФЕКЦИИ

Мария Х. Николова
НРЛ по имунология, Национален център по заразни 

и паразитни болести – София

Хроничните инфекции – актуален медицински и социален 
проблем 
Острите инфекции могат да завършат с пълно изчистване на патогена и 

развитие на протективен имунитет, който е основа за разработване на ефикасни 
профилактични ваксини. От своя страна патогенните микроорганизми са развили 
еволюционно сложна гама от механизми, обуславящи неефективен имунен отго-
вор и персистиране в организма на гостоприемника [1–4]. Клиничните варианти 
на хронична инфекция са различни: необратимо нарастващ антигенен товар и 
прогресия на заболяването (нелекувана HIV инфекция); латентна инфекция с 
риск от активация на фона на вторичен имунен дефицит (CMV, EBV, МТВ), 
циклично реактивиране (H. simplex, H. zoster), хронична репликация на пато-
гена с периоди на обостряне и ремисия (HBV, HCV) или дълъг безсимптомен 
период преди клиничната изява (JCV). 

Хроничните инфекции се поддават изключително трудно на имунопрофи-
лактика и имунотерапия. Като се има предвид разнообразието от механизми за 
приспособяване на патогените и генетично обусловеното имунно многообразие 
на човешката популация, може да се допусне, че изходът от всяка инфекция ще 
бъде уникален и непредсказуем. На практика това не е така, което насочва към 
търсенето на по-общи причини за неефективност на имунния отговор. Днес 
е добре известно, че HIV/СПИН, туберкулозата и хроничните хепатити не са 
„привилегия“ на бедните общества [4–6]. Напротив, на фона на нарастващата 
продължителност на живот в развитите страни проблемът „хронична инфекция“ 
придобива особена сила както поради опасността от активиране и животозастра-
шаващи усложнения, така и поради безспорната връзка между продължителното 
нискостепенно антигенно дразнене и редица дегенеративни заболявания [7, 8]. 
Всичко това превръща хроничните инфекции в заболявания с огромно социално 
значение в съвременния свят и обуславя необходимостта от тяхното диагности-
циране и изследване.

Патология на Т-клетъчния имунен отговор при персистиращи 
инфекции 
Т-клетъчният отговор е решаващ за защитата срещу вътреклетъчни микро-

организми: вируси, вътреклетъчни бактерии, хламидии, протозои и паразити 
[1–2, 9, 10]. Срещата на наивните Т-лимфоцити със специфичния антиген 
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отключва клонална пролиферация, съпроводена с функционална диференци-
ация. Крайният резултат е генериране на ефекторни клетки, които елиминират 
антигена и формиране на дългоживеещи паметови клетки, които са по-ефикасни 
от наивните при нова среща с антигена. Балансът между ефекторна и паметова 
функция е отличителният белег на протективния имунитет [11]. 

Съвкупността от повърхностни молекули, които T-лимфоцитите експреси-
рат, се променя по време на антиген-специфичната диференциация и в повечето 
случаи е свързана с конкретни функции. По този начин стадиите на Т-клетъчния 
имунен отговор могат да се разграничат с помощта на добре подбран набор от 
т.нар. антигени на левкоцитна диференциация. Сред най-често използваните са 
изоформите на панлевкоцитния рецептор CD45 (CD45RA,RO), хемокиновият 
рецептор CCR7, ко-стимулиращите рецептори CD27,CА28, активационните 
маркери CD38, CD39, маркерът на апоптотични клетки CD57 [12–14]. Фенотип-
ната диференциация е съпроводена от функционално узряване [15, 16], (Фиг. 1)

Фиг. 1. Етапи на фенотипна и функционална диференциация на Т-лимфоцитите. 
Наивните Т-лимфоцити рециркулират (CCR7+), нуждаят се от ко-стимулация 

(CD28+CD27+), не експресират активационни маркери и нямат изявени функции. 
Срещата със специфичен антиген води до активация (CD38+), съчетана с масивна 
пролиферация (IL-2+++) и проява на ефекторни функции (IFNγ, Per). Терминално 
диференцираните ефектори губят способност за пролиферация и са склонни към 
апоптоза (CD57+). Формирането на ефектори е придружено от диференциация на 
паметови клетки. Централно-паметовите клетки рециркулират през вторичните 
лимфни органи, (CCR7+) и имат висок пролиферативен потенциал (IL-2++), ефектор-
паметовите отсядат в периферните тъкани и лигавици (CCR7-) и много по-бързо 

осъществяват цитотоксичeн отговор(IFNg++).
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Пълната липса на имунен отговор е казуистика, свързана с вроден имунен 
дефицит. В огромната част от случаите имунната система реагира срещу патоген-
ния микроорганизъм, но не е в състояние да го елиминира достатъчно ефикасно 
или да предотврати повторна инвазия, т.е. касае се за нарушен баланс и липса 
на протективен имунен отговор. Изходът от инфекцията зависи от много фак-
тори, в т.ч. индивидуалните особености на гостоприемника и микроорганизма и 
характеристиките на антигенния товар. Имунната активация е елемент на всеки 
имунен отговор, но при продължителна и/или свръхмерна стимулация хронич-
ното имунно възпаление води до дисбаланс на диференциа цията на ефекторни, 
паметови и регулаторни субпопулации [17, 18]. В екстремен вид този дисбаланс 
се изразява в терминално диференциране и изтощаване на ефекторни клонове, 
съчетано с нарушено да липсващо генериране на имунна памет и разрастване 
на регулаторни клетки с инхибираща функция. По този начин се компрометират 
не само антиген-специфичните отговори, но и общата имунна компетентност 
на инфектирания. Очертава се порочен кръг: прогресиране на инфекцията, 
повишена склонност към съпътстващи инфекции и оттам – поддържане на 
имунното възпаление и задълбочаване на имунния дисбаланс. 

Съвременни възможности на флоуцитометричния анализ
Няколко ключови технологични и методологични постижения от послед-

ните десетилетия позволяват изчерпателното количествено характеризиране 
на фенотипно дефинирани Т-клетъчни популации и тяхната функционална 
активност. Хибридомната технология за получаване на моноклонални антитела, 
заедно с развитието на имунофлуоресцентната техника и флоуцитометрията 
дават невероятен тласък на изследването на левкоцитните антигени и техните 
функции и оттам – на механизмите на Т-клетъчна активация, диференциация, 
миграция и взаимодействие в хода на имунния отговор [19]. Флоуцитометрията в 
нейния многопараметърен дигитализиран вариант дава възможност за откриване 
и измерване с голяма статистическа достоверност на „редки събития“, каквито 
са антиген-специфичните клетки в периферната кръв. Методите за маркира-
не с МНС/пептидни комплекси и за детекция на вътреклетъчни цитокини в 
отговор на антиген-специфично стимулиране позволяват идентифициране на 
антиген-специфичните клетки [20, 21] Тези методи са тясно свързани с друга 
динамична област на молекулярната биология – проектиране и синтезиране на 
антиген-специфични пептиди за целите на имунодиагностиката и имунобази-
раната терапия [22]. В съвременната клинична флоуцитометрия се очертават 
две противоположни тенденции. Последните технологични постижения (до пет 
източника на монохроматична светлина, дигитализиран софтуер и възможност 
за едновременен анализ на над 20 параметъра) превръщат флоуцитометрията във 
„висока технология“, изискваща множество скъпи реагенти, сложна стратегия за 
анализ и не по-малко скъпа и сложна система за качествен контрол. Като проти-
водействие възниква тенденцията „достъпна цитометрия“, утвърждаваща като 
достатъчен минимум двуцветния индиректен анализ в условия на ограничени 
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ресурси [23]. На този фон е очевидна необходимостта от рационален и прагма-
тичен подход: разумно разширяване обхвата на приложенията и въвеждането 
на достъпни и информативни показатели. 

Фенотипни и функционални показатели на протективния имунен 
отговор
Изхождайки от тезата, че Т-лимфоцитната диференциация зависи от 

характеристиките на антигенния стимул, а хроничното имунно възпаление е 
предпоставка за нарушен имунен баланс, ние си поставихме за цел да опишем 
констелации от фенотипни и функционални показатели, дефиниращи протек-
тивния имунен отговор и различните степени на нарушението му. За целта са 
анализирани и обобщени над 1300 фенотипни и функционални изследвания 
на Т-лимфоцити от периферна кръв на 452 пациенти с различно по характер 
патогенно натоварване (Табл. 1), в сравнение със 170 клинично здрави лица. 
Използвани са изключително флоуцитометрични методи (Табл. 2) за едновре-
менен анализ на 4 до 8 параметъра със софтуер CellQuestPro (FACSCalibur, BD) 
и Diva 1.2.1 (FACSCanto II, BD). Поради ограничения обем на изложението 
изследваните показатели са представени синтетично, като са посочени ключови 
публикации, свързани с клиничното им приложение.

Табл. 1. Групи пациенти и видове инфекции

1. Хронична HIV инфекция
⁬ нелекувани (HIV+cART-): с висок вирусен товар и  
⁬ ⁬ малка продължителност на инфекцията (HIV+S)
⁬ ⁬ голяма  продължителност на инфекцията (HIV+L)
⁬  лекувани с  комбинирана антиретровирусна терапия (HIV+cART+)
2. Хронична EBV инфекция
⁬ остра: инфекциозна мононуклеоза (ИМ)
⁬ латентна реактивирана: хроничен ЕВV-свързан хепатит (EBV H)
3. Хронична HBV инфекция с периодично обостряне (HBeAg-негативен 
хепатит)

4. Хронична CMV инфекция
5. МTB инфекция
⁬ активна (MTB-A) ⁬ вероятна латентна: 
⁬ ⁬ пресен домашен контакт с MTB-A    ⁬⁬ продължителен професионален 
контакт с MTB-A    

6. Фокална одонтогенна инфекция 
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Табл. 2. Флоуцитометрични методи

1. Определяне на абсолютен брой на лимфоцитни популации в цяла кръв: 
директно маркиране с лизиране без промиван и стандарт TRUCont

2. Определяне на процент на лимфоцитни популации в цяла кръв: директно 
маркиране с лизиране и промиване

3. Определяне на количествената експресия на CD38 върху CD8 T лимфоцити 
(брой молекули/клетка)  със стандарт QuantiBRITE

4. Определяне на вътреклетъчна експресия на IFNγ в лимфоцити от 
периферна кръв, стимулирани in vitro с ФХА или пептидни антигени

5. Определяне на вътреклетъчната експресия на GzmB и Per в лимфоцити 
от периферна кръв

6. Определяне на пролиферативната активност на in vitro стимулирани 
лимфоцити от периферна кръв посредством маркиране с CFSE

Количествена експресия на CD38 от CD8 и CD4 Т-лимфоцитите 
Ектонуклеотидазата CD38, експресирана от активирани Т-лимфоцити, 

регулира концентрацията на екстрацелуларен НАД, медиатор на ефектите на 
имунното възпаление. Броят на CD38 молекули върху CD4 и CD8 T лимфоцитите 
(CD38 ABC) нараства при остри и хронични инфекции от вирусен и бактери-
ален произход и корелира с патогенния товар. Нарастването на CD38ABC в 
хода на c-ART е ранен прогностичен белег за неуспех на терапията. CD38 ABC 
е най-чувствителният показател в периферната кръв, отразяващ наличието на 
имунна активация, вкл. с огнищен характер, и е подходящ за мониториране на 
имунното възпаление [24–27].

Нива на наивни (CD45RA+CCR7+), централно-паметови (CD45RA+CCR7-), 
ефектор-паметови (CD45RA+CCR7-)и ефекторни (CD45RA+CCR7-) Т-лимфоцити 

Инфекциите с висок патогенен товар водят до намаляване на наивните и 
централно-паметови и нарастване на ефектор-паметовите CD4 Т-лимфоцити. 
Промените в CD8 Т-популацията еволюират от намаляване на наивните и 
нарастване на ефектор-паметовите до намаляване на централно-паметовите 
субпопулации и натрупване на крайно диференцирани апоптотични клонове. 

Допълнителното използване на маркерите CD27/CD28/CD57 характеризира 
по-прецизно промените при инфекции с различна тежест и продължителност. 
Увеличаването на CD27/CD28-негативните Т-клетки, ко-екпресиращи CD57, е 
белег за изчерпване на ефекторния потенциал и продължително нискостепенно 
антигенно натоварване тип „стареене“. Процесът на възстановяване на CD8 
Т-популацията след отстраняване на антигенния товар при такива пациенти е 
труден и непълен. Съотношението CD28-CD57-/CD28-CD57+ Т разграничава 
отчетливо групите с персистиращ антигенен товар от пациентите с ефект от 
терапията [28–30].
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Съотношението CD27+CD45RA-/ CD27-CD45RA- CD8 T 
Най-съществената отлика между паметовия и ефекторен пул е регенератив-

ният им потенциал. Съотношението между клетките с потенциал за реекспресия 
на CD27 и клетките, загубили окончателно тази възможност, характеризира 
пластичността на Т-клетъчния пул и способността за протективен отговор. Това 
съотношение е сигнификантно повишено при лица с овладяна продължителна 
латентна MTB инфекция и намалява в условията на персистираща активация 
и терминална диференциация [31].

Експресия на ко-стимулиращия рецептор CD160 от CD8 T-лимфоцитите
МНС-специфичният рецептор CD160 се експресира предимно от CD27-

CD28- CD8 ефектори. В условията на инфекция експресията на CD160 нараства 
върху междинните (CD28-CD27+) и ранни (CD28+CD27+) ефекторни CD8 
T-лимфоцити и корелира обратно с вирусния товар. Експресията на CD160 e 
функционално предимство, тъй като осигурява ко-стимулиращ сигнал за специ-
фично индуцирания синтез на INFγ. Ниската експресия на CD160 в условията на 
хронична инфекция е белег за неефективeн/изчерпан CD8 Т-отговор и изходен 
прогностичен показател за отговора към c-ARТ на пациенти с хронична ХИВ 
инфекция [31–34].

 Както спонтанната, така и неспецифично стимулираната секреция на 
IFNγ от T-клетките нарастват в условията на хронични инфекции. Увеличе-
ната секреция на IFNγ при инфекции с персистиращ антигенен товар показва, 
че генерализираното имунно възпаление води до поликлонална стимулация и 
диференциация на CD8 T лимфоцитите. 

Съотношението (Per+GzmB+)/(Per-GzmB+) CD8 T 
Функционалната ефективност на цитотоксичните Т-лимфоцити изисква 

едновременна експресия на гранзим B (GzmB) и перфорин (Per). Съотношението 
не се променя при слабо антигенно дразнене, но намалява значимо в условия 
на висок персистиращ товар [35].

Балансът TH1/Th2
Ефективната имунна защита изисква динамично равновесие между субпо-

пулациите Th1 и Th2 CD4 Т, които чрез произвежданите от тях цитокини на-
сочват имунния отговор в подходяща посока. CD4+CD7+ клетките произвеждат 
главно Th1 цитокини и съдействат за развитието на ефективен цитотоксичен 
отговор. Субпопулацията CD4+CD7-, оскъдна в периферна кръв на здрави 
контроли, има Th2 активност. Хроничните прогресиращи инфекции се харак-
теризират с Th1/Th2 дисбаланс и натрупване на терминално диференцирани 
CD57+ Th2 подобни клетки, отразяващо загубата на функционалната гъвкавост 
на циркулиращите CD4 клонове [36, 37].
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Циркулиращи регулаторни Т-клетки с инхибираща активност (Тreg) 
Treg с фенотип CD4+FoxP3+CD127lowCD25high са значимо повишени в гру-

пите с клинично изявена хронична инфекция. Продължителността на антиген-
ното дразнене има по-голямо значение за нарастване на Тreg от големината на 
антигенния товар. Повишеното ниво на Treg в условията на имунна активация 
е механизъм за балансиране на ускорената диференциация на ефекторни клетки 
за сметка на паметовия пул [38, 39]. 

В условията на екстремно антигенно дразнене субпопулацията Treg/
CD39+ играе нарастваща роля за ограничаване на неспецифичното имунно 
възпаление посредством разграждане на еАТФ до аденозин. Последният има 
изразен супресорен ефект, в т.ч. – върху ефекторните Т-лимфоцити. Увеличената 
експресията на CD39 молекули от Treg корелира директно с нивото на имунна 
активация и вирусния товар и има неблагоприятно прогностично значение [17, 
27, 39].

Диагностичен алгоритъм при пациенти с вероятно имунно 
възпаление
Анализът на множество фенотипни и функционални параметри на Т-кле-

тъчния имунен отговор ни даде възможност да оценим тяхната чувствителност 
и информативност по отношение диагностичната оценка на пациенти с вероятно 
имунно възпаление. С помощта на клъстерен анализ установихме оптималния 
набор от параметри, разграничаващ състоянията с различно по характер ан-
тигенно натоварване (Табл. 3 и Фиг. 2). Класическата комбинация CD45RA/
CCR7 разграничава най-общо хроничното от остро антигенно дразнене на 
CD4 и CD8 T-лимфоцитите. Допълването им с количествената експресия на 
CD38 ясно разграничава състоянията с нисък и висок антигенен товар, както и 
острото от хронично дразнене. Изключение прави хроничната HBV инфекция, 
вероятно поради резките повишения на вирусния товар по време на екзацер-
бация, напомнящи остро натоварване. Допълването с маркерите CD27/CD28/
CD57/CD160 ясно разграничава хроничното дразнене с умерено натоварване 
(CMV, EBV, HIV+ART+) от продължително дразнене с периодично обостряне 
(HBV), продължителното и високо натоварване (HIV+ART-L,S) и еднократната 
остра инфекция (ИМ). 
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Табл. 3. Параметри, използвани за оценка на Т-клетъчния имунен отговор 
при пациенти с хронично имунно възпаление

№ Параметър № Параметър
1 % CD45RA+CCR7+CD4 17 CD4+CD7+CD57-(Th1)/
2 % CD45RA-CCR7+CD4  CD4+CD7-CD57+(Th2)
3 % CD45RA-CCR7-CD4 18 CD160+ CD8
4 % CD45RA+CCR7-CD4 19 CD160+CD28-CD27-
5 % CD45RA+CCR7+CD8 20 CD160+CD28-CD27+
6 % CD45RA-CCR7+CD8 21 CD160+CD28+CD27+
7 % CD45RA-CCR7-CD8 22 CD160-CD28-CD27-
8 % CD45RA+CCR7-CD8 23 CD160-CD28-CD27+
9 CD38 ABC CD4 24 CD160-CD28+CD27+
10 CD38 ABC CD8 25 IFNg+CD69+CD8 спонт
11 CD28-CD27+ CD8 26 IFNg+CD69+CD4 спонт
12 CD28+CD27+ CD8 27 IFNg+CD69+CD8 (ФХА)
13 CD28-CD27– CD8 28 IFNg+CD69+CD4 (ФХА)
14 CD28-CD57+ 29 GzB+Per-/GzB+Per+ CD8
15 CD28-CD57-/CD28-CD57+ 30 % Treg
16 CD27+CD45RA-/CD27-CD45RA- 31 % Treg/CD39+

Фиг. 2. Клъстерен анализ на клиничните групи 
с различен характер на антигенно натоварване. 

Използвани са фенотипните и функционални параметри, посочени в Табл. 3, 
както следва: а. 1–8; б. 1–10; в.1–31



ПО КЛИНИЧНА ИМУНОЛОГИЯ, 2012 73

Въз основа на този анализ предлагаме рационален алгоритъм, който може 
да се използва за диагностично уточняване и клиничен мониторинг на пациенти 
с различен тип хронично имунно възпаления (Фиг. 3).

Фиг. 3. Алгоритъм за диагностична оценка на пациенти с вероятно имунно 
възпаление

Заключение
Имунните клетки в периферната кръв са доста приблизително отраже-

ние на случващото се в местата на патогенна инвазия и антиген-специфичен 
имунен отговор. Във всеки момент в периферната кръв се намират едва около 
2% от всички лимфоцити в човешкия организъм. Поради това статистически 
значими отклонения в процента и абсолютния брой на основните лимфоцитни 
популации се установяват сравнително рядко, в пиковите фази на остра акти-
вация или в крайната фаза на генерализирано хронично имунно възпаление. 
Възможностите на съвременната флоуцитометрия, в съчетание с познанията за 
молекулите, осъществяващи и регулиращи Т-клетъчните функции, предоставят 
нови по-чувствителни показатели за откриването и оценката на Т-клетъчен 
имунен дефицит. Описаните фенотипни и функционални параметри позволяват 
цялостен подход при анализирането на Т-клетъчния отговор във всичките му 
разнообразни прояви. Предлаганият алгоритъм е подходящ за диагностична 
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оценка и клиничен мониторинг на хронични инфекции, малигнени пролифера-
ции, автоимунитет, алотрансплантации, както и при разработването на подходи 
за имунобазирана профилактика и терапия. 

Използвани съкращения:
АТФ – аденозинтрифосфат, 
ИМ – хинфекциозна мононуклеоза, 
ФХА – фитохемаглутинин,
cАRT – комбинирана антиретровирусна терапия, 
CD cluster of differentiation, клъстер на диференциация, 
CMV– цитомегаловирус, EBV– вирус на Епщайн-Бар, 
HBV – Hepatitis B virus, HCV– Hepatitis C virus, 
HIV – Human immunodefi ciency virus, вирус на човешкия имунен дефицит, 
GzB – гранзим В, MHC – Мain histocompatibility complex, главен комплекс 

на тъканната съвместимост, Per – перфорин, Treg – Т-регулаторни клетки 
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ФЛОУЦИТОМЕТРИЧНА ОЦЕНКА НА Т-КЛЕТЪЧНИЯ ИМУНЕН 
ОТГОВОР ПРИ ХРОНИЧНИ ИНФЕКЦИИ

Мария Х. Николова
НРЛ по имунология, Национален център по заразни 

и паразитни болести – София

Хроничните инфекции, причинени от вируси и вътреклетъчни микроорганизми, 
са свързани с нарушен баланс на ефекторните, паметови и регулаторни механизми 
на Т-клетъчния имунитет. Идентифицирането на параметри, характеризиращи 
протективния имунен отговор и отклоненията от него, е необходимо за диагностичната 
оценка, мониторинг и терапевтичен контрол на тези състояния. В настоящото 
изследване, с помощта на многопараметърна флоуцитометрия и клъстерен анализ е 
определен оптимален набор от фенотипни и функционални показатели на Т-клетъчния 
имунитет, разграничаващ различно по сила и продължителност антигенно натоварване. 
На тази основа е предложен алгоритъм за диагностична оценка на пациенти с вероятно 
имунно възпаление.

FLOW CYTOMETRY FOR EVALUATION OF T-CELL IMMUNE 
RESPONSE IN CHRONIC INFECTIONS 

Maria H. Nikolova
National Center of Infectious and Parasitic Diseases – Sofi a 

Chronic infections caused by viruses and intracellular microorganisms are associated 
with misbalance of T-cell effector, memory and regulatory subsets. The identifi cation of 
parameters defi ning a protective and dysfunctional immune response is invaluable for di-
agnostics, monitoring and therapeutic control of these patients. In the present investigation, 
using multiparameter fl ow cytometry and cluster analysis, we have determined an optimal set 
of phenotypic and functional parameters of T-cell immune response differentiating between 
persistent infections with different duration and antigenic load. Based on this analysis, we 
propose a diagnostic algorithm for evaluation of patients with supposed immune infl ammation. 
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КЛИНИЧЕН СЛУЧАЙ НА ПАЦИЕНТ 
С ОБЩ ВАРИАБИЛЕН ИМУНОДЕФИЦИТ 
И ГАСТРОИНТЕСТИНАЛНИ ПРОЯВИ

 1 Младенова, Цв., 2 Михайлова, С., 3 Спасова, З., 1 Кюркчиев, Д., 
2 Михайлова, А., 1 Алтънкова, И., 2 Наумова, Е., 

1 Лаборатория по клинична имунология, УМБАЛ „Св. Иван Рилски“ ЕАД, МУ – София
2 Клиника по клинична имунология, УМБАЛ „Александровска“, МУ – София

3 Клиника по гастроентерология, УМБАЛ „Св. Иван Рилски“ ЕАД, МУ – София

Въведение
Общият вариабилен имунодефицит (Common variable immunodefi ciency – CVID) 

е хетерогенен имунодефицитен синдром, характеризиращ се с ниски серумни 
нива на имуноглобулините (антителата), повишена склонност към бактериал-
ни инфекции и други нарушения в имуннитета [1]. За първи път синдромът е 
описан от Sr. Charles Janeway и колеги през 1953 г. Те докладват за 39-годиш-
на жена с повтарящи се синопулмонални инфекции и менингит, с липса на 
изохемаглутинини в кръвта, която се е подобрила след заместителна терапия 
с гамаглобулини [2]. Синдромът обединява хетерогенна група от хуморални 
имунодефицити, откъдето идва думата „общ“ в името на заболяването, като 
промяната в нивата на определени или на всички имуноглобулини е различна, 
откъдето идва и думата „вариабилен“. Заболяват и мъже, и жени, обикновено 
след 3–4-та декада от живота, като се наблюдава тенденция за срещане на 
заболяването и в по-млада възраст. Честотата на заболяването е 1:25 000 до 
1:50 000 [3]. CVID се подозира при пациенти с анамнеза за често повтарящи 
се инфекции на гърлото, синусите, бронхите или белите дробове [1, 14]. При 
21–57% от пациентите изявата може да бъде с гастроинтестинални оплаквания 
[4]. Точната причина за ниските нива на имуноглобулините е неясна. Обсъждат 
се мутации в няколко гена, които са асоциирани със заболяването – за ICOS, 
за протеин в CD19, клетъчния рецептор TACI, факторите BAFF и APRIL1 [5]. 

Критерии за поставяне на диагнозата общ вариабилен имунодефицит са 
значително намаление нивата на IgG и/или IgA (под 2 SD за възрастта), заедно 
със следните характеристики: 1) липса на имунодефицит под 2-годишна въз-
раст; 2) липса на изохемаглутинини в кръвта и/или слаб отговор към ваксини; 
3) липса на друга причина за хипогамаглобулинемията [4, 14].

Описание на клиничния случай
Касае се за пациент на 43 години за първи път диагностициран като болен с 

CVID през 1999 г. в Клиника по клинична имунология УМБАЛ „Александровска“ 
по повод липса на анти-HBs-антитела след ваксинация за хепатит В. Установени 
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са ниски серумни нива на IgA и IgM и долногранични нива на IgG при нормални 
C3 и С4 фракции на комплемента. Пациентът беше с нормален брой лимфоцити 
и лимфоцитни субпопулации, с изключение на леко завишен брой В-клетки в пе-
риферна кръв, но с нарушена функция (табл. 1 и 2). Като съпътстващо заболяване 
пациентът има таласемия минима, диагностицирана през 1986 г. В последващ 
10-годишен период на проследяване не е регистрирана повишена заболеваемост 
от дихателни или други инфекции, поради което не е провеждано и специфично 
лечение. През 2004 г. пациентът изследва своя хуморален имунитет във Военно-
медицинска академия по повод неясни фебрилни състояния. Установяват се ниски 
серумни нива на IgG и IgA и долногранични нива на IgM при нормални C3 и С4 
фракции на комплемента (табл. 1 и 2). От 2008 г. се появяват долнодиспептични 
оплаквания, за които са назначени микробиологични изследвания, но не се от-
криват антитела срещу Хламидия трахоматис и патогени във фекална проба. През 
2010 г. пациентът многократно е хоспитализиран в УМБАЛ „Александровска“ по 
повод долнодиспептични оплаквания. При проведените инструментални (фибро-
гастро-, фиброколоно-, видеогастро- и видеоколоноскопия, КАТ) и хистологични 
изследвания се установява изразен хроничен ентерит със субтотална до тотална 
вилозна атрофия, липсват плазматични клетки във възпалителния инфилтрат, с 
прибавена инфекция с ламблия интестиналис. Описаните морфологични про-
мени отговарят на наблюдаваните при CVID. Отхвърлен e системен автоимунен 
процес. Нивата на имуноглобулините в серума са близки до нула. Клетъчният 
имунитет показва намалени общи Т-лимфоцити и субпопулациите им, намален 
абсолютен брой и процент NK-клетки, докато В-лимфоцитите са леко завишени 
в периферна кръв (табл. 1, 2). Тогава за първи път е проведена инфузионна тера-
пия с интравенозен имуноглобулин в Клиниката по клинична имунология в доза 
400 мг/кг тегло през 4 седмици, в три поредни месеца (май, юни и юли 2010 г.). 
Пациентът се подобрява и в следващите 2 години е без оплаквания. През 2012 г. 
отново по повод долнодиспептични оплаквания, неповлияващи се от имодиум и 
тинидазол, и редукция на тегло при запазен апетит, е хоспитализиран в Клиника 
по гастроентерология към УМБАЛ „Св. Иван Рилски“. Установява се дифузен 
паренхимен процес на черния дроб при изключване на инфекция с хепатит В. 
Отхвърля се и глутеновата ентеропатия. Има данни за неутрофилно възпаление 
в червата с повишен фекален калпротектин (1884,35 мг/кг, при норма 50 мг/кг). 
Освен ниските серумни нива на IgG и IgA и долнограничен IgM, от флоуцитоме-
тричното изследване установихме намален процент общи Т-лимфоцити (за сметка 
на хелперно-индусерните) и намален абсолютен брой и процент В-лимфоцити 
(табл. 2). За да установим дали дефектът е в самите В-лимфоцити, или е нарушена 
тяхната стимулация от Т-хелперите, проведохме in vitro стимулация на периферна 
кръв на пациента с 10 μg/ml фитохемаглутинин (PHA) по стандартен протокол 
(фиг. 1). На фигурата се вижда, че при близък процент на спонтанно активирани 
Т-лимфоцити в периферна нестимулирана кръв при здравата контрола и при па-
циента, след активацията с PHA процентът активирани Т-клетки при пациента 
слабо се покачват за разлика от стимулираната кръв на контролата. Въведохме 
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индекс на стимулация: процент активирани Т-лимфоцити след стимулацията 
върху процента активирани Т-лимфоцити в периферната кръв преди стимула-
цията. При пациента установихме намален процент активирани Т-лимфоцити, 
като индексът на стимулация е 2,39, докато при здравата контрола е 12,13 (табл. 
3). От микробиологичното изследване се открива Blastocystis hominis. В резултат 
на проведеното в Клиниката общоукрепващо и антибактериално лечение общото 
състояние се подобри и болният се дехоспитализира в леко подобрено състояние, 
но персистиращи оплаквания от диария, което налага продължителна терапия с 
Biseptol и Ketokonazol. Проведено е и трикратно вливане на интравенозен иму-
ноглобулин в доза 400 мг/кг т.м. през три седмици, като нивото на IgG достига 
само до 2,7 g/l. Оплакванията на пациента се редуцират до минимум, а той въз-
становява 8 кг от теглото си. От разширеното флоуцитометрично изследване на 
клетъчния имунитет се установяват незначителни промени в посока намаление 
на цитотоксичните Т-лимфоцити и NK-клетките, нормален брой и процент на В-
лимфоцитите, но понижени, непревключили класа (non-class switched) паметови 
В-лимфоцити (CD19+CD27+IgD+) (табл. 2).

Дискусия 
Хипогамаглобулинемията и/или неадекватен имунен отговор при ваксина-

ции и инфекции са определящи за поставянето на диагнозата CVID. Ниските 
нива на имуноглобулините в кръвта и телесните течности се дължат на нарушена 
диференциация на В-клетките в плазматични клетки [6]. При пациента в над 
10-годишния период на проследяване са измервани различни нива на серумните 
имуноглобулини. При първоначалното изследване се установяват силно нама-
лени нива на серумните IgA и IgM, като през годините нивата на IgA остават 
силно понижени, a IgM варират под референтните граници или на долна граница 
(табл. 1). За разлика от тях, серумните нива на IgG в началото са долногранични, 
но в референтните граници. През следващите години паралелно с оплакванията 
на пациента и нивата на серумните IgG са били трайно под долна референтна 
граница. Най-ниски нива и на трите серумни имуноглобулини са наблюдавани 
през 2010 г., когато стойностите им са били почти липсващи в серума. Тогава 
започва и терапията с Интравенозен имуноглобулин в Клиниката по клинична 
имунология в съответните дози, а състоянието на пациента се подобрява зна-
чително и се задържа добро и през следващите две години.

Обсъжда се и възможността при пациента освен дефектното образуване на 
имуноглобулини, те да се губят и през мукозната повърхност на червата. Паци-
ентът е със скъсени до липсващи и силно деформирани вили в хистологичен 
препарат от тънко черво, загуба на тегло. Една протеингубеща ентеропатия, на-
ложена към подлежащото заболяване CVID, би могла да обясни толкова ниските 
серумни нива на имуноглобулините, включително и след субституираща терапия 
както и упоритите, неповлияващи се от специфично лечение чревни инфекции.

Проучванията за патогенезата на заболяването показват, че освен наруше-
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но антитялообразуване, имa абнормалности и в Т-клетките, както и дефектна 
цитокинова продукция [1]. Това отваря врата за преразглеждане на CVID, кла-
сифициран само като имунодефицит с преобладаващ недостиг на антитела [5]. 
Диференциацията на В-клетките е изключително зависима от Т-клетките, които, 
секретирайки лимфокини, като IL-2, IL-4, IL-5 и IFN-g, регулират качествените 
и количествените аспекти на В-лимфоцитното узряване [1]. Смята се, че аб-
нормалната цитокинова продукция е свързана и с развитието на интестинално 
възпаление при болните с CVID [6].Следователно дори В-клетките да са в нор-
мален брой и процент, ако Т-лимфоцитите, особено хелпeрно-индусерните им 
субпопулации, са намалени по брой и с функционален дефект, то сигналите не 
са достатъчни за правилна диференциация или активация на В-лимфоцитите [1]. 
Това вероятно е и причината за вариабилността в нивата на имуноглобулините 
при периодичните изследвания на пациента в настоящия клиничен случай през 
годините. Недостъчното производство на IL-2 за CD8+ T-лимфоцити и NK-клет-
ките от своя страна води и до отслабена цитотоксичност, което се наблюдава и 
при разглеждания пациент.

При някои от болните с CVID съотношението CD4+/CD8+ може да бъде 
обърнато [7], но в нашия случай то е нормално. При разширеното флоуцито-
метрично изследване установихме промени в паметовите субпопулации на 
В-клетките – намаление на непревключилите (non-class switched) паметови В-
лимфоцити (CD19+CD27+IgD+), които продуцират главно IgM (табл. 2) [8, 9].

В и Т-отговорите към пролиферативни стимули варират силно при различ-
ните групи от болни. При 50% от пациентите с CVID се наблюдава понижена 
активация на Т-лимфоците при стимулация [4]. Нашите резултати при стиму-
лиране на периферна кръв с PHA при 44 здрави доброволци показаха среден 
индекс на стимулация 19,62 пъти, като за долна граница на индексa на стиму-
лация по метода на персентилите установихме 6,5. При пациента в настоящия 
клиничен случай определихме индекс на стимулация 2,39, което е видно и от 
фиг.1. Lindsea et al. провеждат същото изследване при здрави доброволци и 
установяват средно 17 пъти повишение на процента активирани Т-лимфоцити 
след стимулиране с PHA [10]. 

От изложените до момента данни става видно, че при болните с CVID за-
сегнат е не само хуморалния, а и клетъчният имунитет, което ги предразполага 
към опортюнистични инфекции. Характерни са ламблиозата и бластоцистозата, 
които се поддават трудно на етиологично лечение [8, 11]. Заместителната терапия 
с интравенозен имуноглобулин (Intravenous Imunoglobuline – IVIG) е най-ефек-
тивното лечение на CVID [3, 15]. При разглеждания пациент именно терапията 
с интравенозен имуноглобулин води до подобрение на състоянието му. Въпреки 
че има експериментални данни за ефекта от костномозъчна трансплантация при 
пациентите с CVID, процедурата все още не се прилага рутинно. Проучванията 
при деца с CVID показват, че терапията с IVIG поддържа достатъчни нива на IgG 
в кръвта, за да намалеят респираторните симптоми и употребата на антибиотици 
[12]. Гастроинтестиналните прояви обаче не се повлияват съществено от IVIG. 
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Симптомите, като диария, дължащи се на чревни инфекции и паразитози, не 
корелират нито със серумните нива на имуноглобулините, нито с лимфоцитните 
субпопулации. Това вероятно е свързано с факта, че интравенозните препарати 
съдържат главно IgG, който не достига до чревния лумен. Липсата на IgA и IgM 
обяснява рецидивиращите упорити гастроинтестинални инфекции. Лекарствата 
с IgG за орално приложение до момента не са успешни [4]. При конкретния 
пациент контрол на симптоматиката може да се поддържа с редовна терапия с 
интравенозен имуноглобулин и антибиотична профилактика, което се наблюдава 
в периодите, през които е на терапия в Клиниката по клинична имунология.

Пациентите с CVID са с повишен риск за развитие на автоимунни заболя-
вания (25% от всички усложнения), лимфоми и гастроинтестинални карциноми 
(15%) [13]. Рискът за развитие на стомашен карцином е 47 пъти по-висок, а за 
Ходжкинов лимфом – 30 пъти по-висок в сравнение с нормалната популация. 
При 25% от пациентите с CVID се наблюдава цервикална, медиастинална и/
или абдоминална лимфоидна хиперплазия и увеличена слезка, като може да 
има лимфоидни инфилтрати и в белия дроб, и бъбреците. Тези промени могат 
да останат без клинична манифестация, но биха могли да са причина за хи-
перспленизъм, автоимунитет, развитие на лимфоми [3]. Ето защо на пациента 
се препоръчва редовно проследяване през годините за развитие на малигнено 
заболяване – лимфом, карцином.

Табл. 1. Нива на серумни имуноглобулини и С3, С4 фракции на комплемента по 
години на изследване. Референтните граници са дадени в скоби под получената 

стойност за съответния показател.

 1999 2004 2010 2012
м.01

2012
М.05

IgG 8,58
(8,00–18,00)

3,56
(7,00–16,00)

0,470
(5,40–16,10)

2,04 (6,58–18,37) 2,74
(6,58–18,37)

IgM 0,48
(0,60–2,50)

0,42
(0,40–2,30)

0,050
(0,50–1,90)

0,43
(0,40–2,63)

 –

IgA 0,16
(0,90–4,50)

<0,36
(0,70–3,40)

0,034
(0,80–2,80)

0,36
(0,71–3,60)

 –

С3 1,33
(0,87–2,24)

1,07
(0,50–1,60)

1,065
(0,75–1,75)

 –  –

С4 0,43
(0,20–0,50)

0,28
(0,10–0,40)

0,263
(0,20–0,65)

 –  –
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Табл. 2. Флоуцитометрично определяне на Т-лимфоцитни субпопулации в 
периферна кръв по години 

Клетъчна субпо-
пулация

1999 2010 2012, М. 
април

2012, М.май Референтни граници

 Абс. 
брой

% Абс. 
брой

% Абс. 
брой

% Абс. 
брой

% Абс. брой %

Общи Т-лимфо-
цити (CD3+)

1804 71 – 69 1117 51 1125 78 720–2330 64–85

Хелперно-
индусерни 
Т-лимфоцити 
(CD3+CD4+)

842 33 – 35 548 25 580 40 430–1760 34–59

Супресорно-
цитотоксични 
Т-лимфоцити 
(CD3+CD8+)

714 27 – 25 592 27 473 33 170–1050 22–36

CD8+11b+ клет-
ки

– – 137 10 – – 137 10 34–304 6,5–16,5

Цитотоксични 
(CD8+11b-) 
клетки

– – 274 20 – –  274 20 340–811 14–26

CD4/CD8 индекс 1,18 1,18 0,93 1,23 0,9–3,0
В-лимфоцити 
(CD19+)

332 18 288 21 88 4     204 14 100–430 12–22

NK-клетки 
(CD3-CD16/56+)

306 12 96 7 197 9     112 8 100–321 6–35

NTK клетки 
(CD3+CD16/56+)

  260 19     

T и/или NK 
(CD57+CD8-) 
клетки

  96 7     44–356 3–13

T и/или NK 
(CD57+CD8+) 
клетки

  137 10     91–257 5–11

Т-активирани 
(CD3+HLA DR)

128 5 151 11     90–260 9,5–17

CD45RO+CD4+       405 28 247–807 16,5–42,15
CD45RO-CD4+       206 14 84–761 9,48–41,88
CD45RA+CD8+       260 18 42–360 3,68–19,23
CD45RA-CD8+       362 25 72–377 3,38–22,80
CD45RA+CD19+       148 10
CD45RO+CD19+       9 0,6
CD19+CD27+       87 6 9,4–136 4,6–49,1
CD27+IgD+       12 0,8 4–85 1,7–29,3
Абс. брой лим-
фоцити

2,55 х 103 
кл/μl

1,37 х 103 
кл/μl

1,117 х 
103 кл/μl 

1,447 
х 103 
кл/μl

0,99–3,33
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Табл. 3. Процент активирани Т-лимфоцити преди и след стимулация с PHA

% активирани 
Т-лимфоцити ПРЕДИ 

стимулацията

% активирани 
Т-лимфоцити СЛЕД 

стимулацията

Индекс на стимулация
(пъти)

Пациент 1,38 3,31 2,39

Здрава 
контрола

1,21 14,67 12,13

Фиг. 1. Флоуцитометрично определяне на активирани Т лимфоцити след 
стимулация с PHA.

Заключение
Общият вариабилен имунен дефицит е хетерогенно заболяване, което се 

характеризира с нарушения както в В-лимфоцитите и антителния имунен отго-
вор, така и в Т-клетките. Това определя разнообразна клиничната картина, като 
например гастроинтестинални оплаквания, затрудняващи ранната диагноза. 

 

CD69 

CD4 
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От изключителна важност е поставянето на навременна диагноза, за да може 
да се започне адекватна терапия, подобряваща състоянието на болния, както и 
следене на пациента за развитие на злокачествени заболявания и автоимунитет. 
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КЛИНИЧЕН СЛУЧАЙ НА ПАЦИЕНТ 
С ОБЩ ВАРИАБИЛЕН ИМУНОДЕФИЦИТ 
И ГАСТРОИНТЕСТИНАЛНИ ПРОЯВИ

 1 Младенова, Цв., 2 Михайлова, С., 3 Спасова, З., 1 Кюркчиев, Д., 
2 Михайлова, А., 1 Алтънкова, И., 2 Наумова, Е., 

1 Лаборатория по клинична имунология, 
УМБАЛ „Св. Иван Рилски“ ЕАД, МУ – София

2 Клиника по клинична имунология, УМБАЛ „Александровска“, МУ – София
3 Клиника по гастроентерология, УМБАЛ „Св. Иван Рилски“ ЕАД, МУ – София

Общият вариабилен имунодефицит (Common variable immunodefi ciency – CVID) е 
хетерогенен имунодефицитен синдром, характеризиращ се с хипогамаглобулинемия, пов-
тарящи се бактериални инфекции и имунологични абнормалности. Представяме клиничен 
случай на 43-годишен пациент, диагностициран през 1999 г. с CVID по повод липса на ан-
ти-HBs-антитела след ваксинация за хепатит В. В полза на диагнозата са и установените 
ниски серумни нива на IgA и IgM, и долногранични нива на IgG, при нормален брой 
лимфоцити и лимфоцитни субпопулации. След 10-годишен период без оплаквания 
пациентът се хоспитализира многократно по повод гастроентерологични смущения, 
които се подобряват с антибиотична терапия и инфузии на Интавенозен имуноглобулин. 

Ключови думи: CVID, хипогамаглобулинемия, интавенозен имуноглобулин.

CLINICAL CASE REPORT OF PATIENT WITH COMMON 
VARIABLE IMMUNE DEFICIENCY AND GASTROINTESTINAL 

SYMPTOMS
1 Mladenova, Ts., 2 Mihailova, S., 3 Spassova, Z., 1 Kyurkchiev, D., 2 Mihaylova, A.,

 1 Altankova, I., 2 Naumova, E.
1 – Laboratory of Clinical Immunology, St. Iv. Rislki – Medical University Sofi a

2 – Clinic of Clinical Immunology, “Aleksandrovska“ – Medical University Sofi a
3 – Clinic of Gastroenterology, St. Iv. Rilski – Medical University Sofi a

Common variable immunodefi ciency (CVID) is a heterogenous immunodefi ciency syn-
drome characterized by hypogammaglobulinemia, recurrent bacterial infections, and various im-
munologic abnormalities. We present a clinical case report of 43-years old patient, diagnosed with 
CVID in the occasion of lack of anti-HBs-antibodies after hepatitis B immunization in the 1999. 
The diagnose was supported by detection of low levels of serum IgM and IgA, and IgG level at the 
lower reference value with normal lymphocytes number and lymphocytes subpopulations. During 
the 10-years period without complaints, the patient began to be hospitalized repeatedly with gastroin-
testinal symptoms which become better due to antibiotics and intravenous immunoglobulin therapy.

Key words: CVID, hypogammaglobulinemia, IVIG.
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УМБАЛСМ „Н. И. ПИРОГОВ“
ОТДЕЛЕНИЕ ПО ТРАНСФУЗИОННА ХЕМАТОЛОГИЯ 

И ИМУНОЛОГИЯ
1971–2012

Фани Мартинова 

През м. август 1971 год. на базата на съществуващата кръвна банка в 
института за спешна помощ „Н. И. Пирогов“ се създава отделението по кръво-
преливане и тъканна съвместимост. Негов основател и ръководител e ст.н.с. ІІ 
ст. д-р Миньо Минев, к.м.н. (от 1984 год. ст.н.с. I ст., д.м.н.).

В отделението са обособени три звена:
1. Експедиция на кръв и кръвни биопрепарати;
2. Лаборатория за еритроцитна съвместимост;
3. Лаборатория за тъканна съвместимост.
В лабораторията за еритроцитна съвместимост се разширява изосерологич-

ната дейност (извършване на изследвания на АВО система и Резус стандарт) с 
изследвания на други еритроцитни антигени и антитела, както и еритроцитни 
директни проби за съвместимост преди кръвопреливане.

В лабораторията по тъканна съвместимост са въведени методи за изследване 
на левкоцитна и тромбоцитна съвместимост, прилагани при новородени, при 
болни с масивни и многократни кръвопреливания, при подбор на съвместима 
по HLA система кръв.

До 1975 год. отделението е самостоятелно звено, след което е съставна част 
от Центъра по кръвопреливане, консервиране на тъкани и тъканна съвместимост 
при Института. 

През 1980 год. се отделя отново като самостоятелна административна 
единица. 

В периода 1980–1985 год. щатът на отделението нараства. Лекарите са 8, от 
които 2-ма старши научни сътрудници (ст.н.с. І ст. д-р Миньо Минев, ст.н с. II ст. 
д-р Фани Мартинова), 3-ма научни сътрудници (н.с. І ст. д-р Лилия Димитрова, 
н.с. І ст. д-р Славка Хартарска, н.с. І ст. д-р Веселина Трънкова) и ординатори д-р 
Елена Събева и д-р Жанет Захариева. Висшият немедицински персонал включва 
3-ма биолози (Елизабет Ганева, Елза Балканска, Елена Захариева), полувисшият 
персонал е от 16 медицински лаборанти и сестри и 5 санитари. В отделението 
тогава провеждат аспирантури двама редовни аспиранти – д-р Светла Иванова 
и д-р Румен Русев, с успешна защита на дисертационните им трудове.

Тази щатна промяна бе във връзка с извършваните HLA типизации и 
подбор на донори и рецепиенти за бъбречна трансплантация в лабораторията 
по тъканна съвместимост на отделението за нуждите на Центъра за бъбречна 
трансплантация в Институт „Пирогов“. 
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През 1991 год. отделението е преименувано в Отделение по кръвопрели-
ване и имуногенетика. Оттогава завеждащ отделение е ст.н.с. I ст. д-р Фани 
Мартинова, д.м.н.

След съкращенията през 1999 г. щатът на отделението намалява значително. 
Лекарският състав бе от 6 лекари, от които 3-ма научни сътрудници (ст. н. с.II 
ст. д-р Фани Мартинова, н.с. I ст. д-р Веселина Трънкова, н.с. I ст. д-р Светла 
Иванова) и 3-ма ординатори (д-р Донка Минева, д-р Евгения Шурлиева и д-р 
Петя Димчева). Лаборантите в отделението са 13, медицинските сестри са 2, а 
санитарите са 4.

В отделението са работили дълги години биолозите Елизабет Ганева, Елена 
Захариева, Величка Крайчева, Антоанета Тодорова, Дорослава Абаджиева и 
Вера Попова.

Старши лаборанти през годините са били Костадинка Спирова, Андриана 
Тихолова и Рилка Милева. 

Дългогодишни служители на отделението (сега пенсионери) са меди-
цинските лаборанти Тодорка Антонова, Рилка Милева, Магдалена Терзийска, 
Тодорка Ментова и медицинската сестра Лидия Георгиева.

Структура и щат
Към този момент в отделението работят лекарите проф. д-р Фани Марти-

нова, доц. д-р Веселина Трънкова, д-р Евгения Шурлиева и д-р Емилия Цоне-
ва, както и биолозите Дорослава Абаджиева и Вера Попова. Специализант по 
трансфузионна хематология към отделението е д-р Диана Петрова. 

Д-р Фани Мартинова и д-р Евгения Шурлиева са със специалност „Транс-
фузионна хематология“, а д-р Фани Мартинова е с втора специалност „Клинична 
имунология“. 

От 2008 год. старши медицински лаборант е Нина Алиоски, бакалавър по 
специалност „Обществено здравеопазване“ – Факултет „Обществено здраве“, 
МУ – София, и магистър по специалност „Клинична и консултативна психоло-
гия“ Философски факултет, СУ „Климент Охридски“. 

От работещите в момента дългогодишен стаж в отделението имат лекарите 
д-р Фани Мартинова, д-р Веселина Трънкова и д-р Евгения Шурлиева, биоло-
зите Дорослава Абаджиева и Вера Попова, медицинските лаборанти Анастасия 
Еленкова, Румяна Пантева, Ирина Таганцева и медицинските сестри Магдалена 
Димова и Маргарита Христова.

Отделението се състои от 4 функционално обособени звена:
1. Експедиция на кръв и кръвни биопрепарати;
2. Лаборатория по имунохематология; 
3. Лаборатория по имуногенетика;
4. Лаборатория по клинична имунология.
Отделението не може да бъде сравнявано с една отделна лаборатория, нито 

да бъде възприемано като механичен сбор от 3 лаборатории. По своята струк-
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тура то е уникално за страната съчетание от: 1) кръвна банка с експедиция на 
кръв и кръвни съставки 2) лаборатория по имунохематология; 3) лаборатория 
по имуногенетика и 4) лаборатория по клинична имунология.

Дейностите на отделните звена в отделението са много разнообразни и 
разнопосочни:

• снабдяване с кръв и кръвни съставки и биопрепарати за болните в бол-
ницата и с тест-серуми за лекуващите лекари, определящи първично кръвните 
групи;

• диагностична дейност на трите лаборатории;
• консултативна дейност на лекарите в отделението, които пряко участват 

както в лабораторния и диагностичния, така и в лечебния процес;
• трансфузионен надзор с цел отчет и контрол за правилното използване 

и съхранение на кръвта и кръвните съставки в клиниките и отделенията на 
болницата и за приложението на нормативните документи в областта на транс-
фузионната медицина;

• обучение по имунохематология на новопостъпилите лекари и на тези, 
които са сгрешили кръвна група при първичното определяне.

Практически дейностите в отделението са свързани с две отделни меди-
цински специалности – трансфузионна хематология и клинична имунология.

I. Кръвопреливане
От годините на създаване на отделението досега е запазена тенденцията за 

провеждане на съвременна трансфузионна терапия, въвеждани са в приложение 
нови кръвни съставки, плазмени и рекомбинантни биопрепарати. Въвежда се 
практика за програма за кръвопреливания при политрансфузирани болни със 
системно проследяване за наличие на имунизация.

От 1984 год. започва ежемесечното уведомяване на завеждащ-клиниките и 
отделенията за изразходваните количества кръв и кръвни биопрепарати.

През 1985 год. във всички клиники и отделения на Института е въведен 
трансфузиологичен лист като основна документация на кръвопреливането.

При снабдяването с кръв и кръвни биопрепарати и при лечението на бол-
ните с тях лекарите от отделението винаги са се съобразявали със съвремен-
ните тенденции в трансфузиологията и са прилагали адекватна трансфузионна 
терапия през годините и досега.

През1974 год. започва преливането на антихемофилна плазма.
През 1977 год. за първи път е приложен препаратът от факторите на 

протромбиновия комплекс (PPSB) при кръвотечения, свързани с дефицит на 
факторите на протромбиновия комплекс.

От 1982 год. започва тенденцията за увеличаване на употребата на кръвните 
компоненти за сметка на цялостната кръв.

От 1983 год. започва приложението на хиперимунна плазма – антистафи-
лококова и грам-отрицателна – при септични състояния.

През 1987 год. е спряно производството на лиофилизирана плазма и се 
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увеличава използуването на нативна и прясно замразена плазма и човешки 
серумен албумин.

През 1987 год. е спряно производството на българските кръвни биопрепа-
рати – фибриноген, хиперимунните плазми, стафовенина, и на вносния венозен 
гамаглобулин. Започва производството от НЦЗПБ и приложението на българския 
имуностимулиращ венозен препарат Имуновенин интакт.

През 1998 г. по наше предложение и консултации в болницата започна кли-
ничното приложение на кръвни и/или рекомбинантни биопрепарати: венозни 
имуноглобулинови препарати при болни с тежки посттравматични имунодефи-
цити и при болни със септични усложнения; растежни фактори за стимулиране 
на еритропоезата (еритропоетини – ЕРО) и левкопоезата (Neupogen). 

От 1999 г. досега продължава тенденцията за прилагане на съвременна 
компонентна трансфузионна терапия.

 

ІІ. Лаборатория по имунохематология
От създаването на отделението започва изследването на подгрупите на 

АВО системата, на Резус системата и 7 други главни еритроцитни системи. 
Изследват се болните с масивни и многократни хемотрансфузии за наличие 
на еритроантитела (чрез ензимен тест и тест на Кумбс) и подбор на кръв по 
разширена антигенна еритроцитна формула. Със създаването на отделението 
се въвежда едновременното изследване на кръвните групи с две серии тест-се-
руми и задължителното определяне на подгрупите А1 и А2. Въведени са нови 
изследвания: определяне на Резус фенотип (разширена антигенна формула) и на 
8 други основни еритроцитни антигенни системи, определяне на еритроцитни 
антитела чрез тест на Кумбс. 

Започва системно изследване на болните с масивни и многократни кръво-
преливания за наличие на еритроцитна имунизация. При тези болни бе въве-
дено преливане на кръв по разширена антигенна формула и тест за директна 
съвместимост. 

От създаването на отделението започва изучаването и изследването на 
значението на еритроцитната и левкоцитната имунизация при бременни жени и 
влиянието им върху хода и изхода на бременността и върху плода. Резултатите 
от научните проучвания с практичесто значение са насочени към подбора на 
съвместима кръв при кръвопреливане при бременност, към профилактика и 
поведение при бебетата с еритроцитна имунизация – профилактика и лечение 
на хемолитичната болест на новороденото (ХБН) и приложение на анти-Д га-
маглобулин и венозни имуноглобулинови препарати.

От 1979 год. започва подборът на съвместима кръв чрез директна термос-
татна проба, ензимен тест и тест на Кумбс.

През 1985 год. е въведен скрининг за носителство на австралийски антиген 
на всички болни, на които предстои хемотрансфузионно лечение.

От 1981 до1987 год. се извършва т.н. паспортизиране на кръвните групи 
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– издаване на картончета с кръвна група и Резус принадлежност на лежащо 
болните и на служителите на Института.

През 1982 год. е въведен нов метод за определяне на имунни аглутинини 
(IgG) от системата АВО.

От 1983 год. чрез активно издирване на всички болни с масивни и много-
кратни кръвопреливания се изследват антиеритроцитни антитела чрез експре-
сен метод с разтвор с ниска йонна сила и с метода за определяне на имунни 
аглутинини (АВО).

От 1984 год. започва разширено системно изследване чрез еритроцитен 
ферментен тест на всички болни, постъпващи в Института за установяване на 
еритроцитна алоимунизация с оглед предотвратяване на хемолитични следкръ-
вопреливни реакции, дължащи се на антитела от предхождащи бременности и 
кръвопреливания.

През 1991 год. е въведен експресен метод за подбор на съвместима кръв.
През 1997 год. започва изследване за наличие на анти-А1 антитела на лица с 

кръвна група А2 и А2В (при затруднения в осигуряването на едногрупова кръв).
От 1999 год. в имунохематологичната лаборатория започна въвеждане на 

нови методи за имунохематологична диагностика – колонна аглутинация със 
стъклени перли и гел-техниката. Използваните гел-карти позволяват с голяма 
бързина, точност и висока чувствителност и специфичност да се изследват кръв-
ни групи, Резус фактор, съвместимости преди кръвопреливане и идентификация 
на антиеритроцитни антитела, и особено случаите на редки и труднопределяеми 
кръвни групи и антигенни формули.

Още при създаването на отделението с новопостъпилите лекари от всич-
ки клиники са провеждани колегиуми и практически еднодневни курсове за 
определяне на кръвни групи и директна проба за съвместимост до леглото на 
болния, запознаване и разясняване на нормативните документи в трансфузи-
онната медицина. Въвежда се и регистриране на грешките при първичното 
определяне на кръвните групи от лекуващите лекари с цел анализирането им и 
предотвратяване на фатални последици. 

Болните с масивни и многократни кръвопреливания от всички клиники и 
отделения се проследяват периодично за наличие на антиеритроцитни антитела. 
При наличие на имунизация се назначават и подбират с проби за съвместимост 
кръвни съставки, съобразени с характеристиката на намерената алоимунизация.

III. Лаборатория по имуногенетика
От създаването на отделението до 1971 г. тази лаборатория е известна като 

лаборатория за тъканна съвместимост, в която се изследват левкоцитни (HLA и 
гранулоцитни) и тромбоцитни антигени и антитела.

От 1972 год. са въведени микролимфоцитотоксичен тест на Terasaki, микро-
лимфоцитотоксичен по Engelfriet, левкоаглутинация на Dausset и тромбоаглу-
тинация. Започва определяне на левкоцитната (HLA) формула на тест-донори 
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на левкоцити и създаване на клетъчен панел от здрави лица от българската 
популация.

От създаването на отделението започва изучаването и изследването на 
значението на левкоцитната имунизация при бременни жени и влиянието им 
върху хода и изхода на бременността и върху плода. Извършени са мащабни 
изследвания на бременни жени, обхващащи ¾ от бременните жени в София. 
Основните резултати са свързани с установяване на HLA имунизацията при 
бременност, влиянието върху хабитуалните аборти и преждевременни ражда-
ния. На базата на тези изследвания бе създадена от проф. М. Минев „Скала за 
имуногенната сила на HLA антигените“ с голямо приложение при оценката на 
съвместимостта при трансплантации на тъкани и органи. 

Рутинно са изследвани и получавани нови анти-HLA тест-серуми и е оп-
ределяна специфичността им.

През 1973 год. в лабораторията е разработен метод за производствено по-
лучаване на типизиращи анти-HLA серуми (признат за изобретение).

През всичките години след създаването на отделението в лабораторията по 
тъканна съвместимост са произвеждани HLA типизиращи серуми, с които отделе-
нието е участвало в международен обмен и в съставянето на сборни типизиращи 
батерии на „Интертрансплант“. През 1981 год. са произведени първите собствени 
анти-HLA-DR серуми, 5 от тях са признати за отлични на международна работна 
среща в Санкт Петербург, както и на IXта международна среща в Мюнхен, 1984 год. 

От края на 1972 г. започва и съвместната дейност на отделението с Центъ-
ра по бъбречна трансплантация (проф. Кръстинов). Създадена е картотека на 
чакащите трансплантация пациенти, определени са техните HLA антигенни 
формули, системно са проследявани за наличие на лимфоцитотоксични антитела 
и крос-мач проби на болни, чакащи бъбречна трансплантация и потенциални 
донори. Сформирани са екипи от лекар и лаборант на денонощно разположе-
ние за HLA изследване на трупните донори от болницата и извършването на 
крос-мач проби.

Провеждано е рутинно HLA типизиране на трупни донори на кост (спонги-
оза) и на кожа (от отделението по консервиране на тъкани, като съставна част от 
Центъра по кръвопреливане, консервиране на тъкани и тъканна съвместимост.). 
Създаден е метод за изолиране на лимфоцити от трупна кръв за HLA типизиране 
(признат за изобретение).

През 1973 год. започва провеждането на широкомащабни имуногенетични 
изследвания за разпределението на HLA антигените сред здравата българска 
популация, част от Националната програма за изследване на генетичния ста-
тус на българския народ. Получените данни от тези изследвания са първите 
за България и дават характеристиката на българската популация в сравнение 
с останалите европейски популации. Създадена бе от проф. М. Минев „Хипо-
теза за ролята на маларията върху разпределението на HLA антигените“, която 
е свързана с предразположението и резистентността към това разпространено 
заболяване в миналото.
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През м. септември 1976 год. на база на отделението е организирана и про-
ведена двуседмична международна работна среща на типизиращи лаборатории 
от Европа в рамките на „Интертрансплант“. Целта е сравняване и унифициране 
на методите за тъканно типизиране с оглед на взаимен обмен на типизиращи 
серуми и на органи и повишаване на възможностите за търсене на съвместими 
донори за трансплантация в страните – участнички в Организацията. 

От 1978 год. системно са извършвани HLA изследвания на донори и ре-
ципиенти за трансплантация на бъбреци и костна спонгиоза и изследвания за 
наличие на анти-HLA антитела на болни от страната, чакащи бъбречна транс-
плантация. Внедрени са нови методи за HLA-DR типизиране. 

През 1975 год. лабораторията по тъканна съвместимост официално е 
обявена за типизираща лаборатория към създадения Център за бъбречна 
трансплантация на база Институт „Пирогов“. За извършване на тази дейност 
лабораторията по тъканна съвместимост е вече подготвена с обучени кадри, 
апаратура, типизиращи методи и реагенти. В отделението е създадена карто-
тека на болните, чакащи бъбречна трансплантация, като данните от HLA ти-
пизирането са подадени в центъра на „Интертрансплант“ в Прага. Създадена е 
организация за регистриране и периодично изследване (на всеки три месеца) 
на потенциалните приематели, както и за типизиране на трупните донори по 
всяко време на денонощието веднага след съобщаване от координатора на 
трансплантационния център.

През 1980 год. са типизирани и проследени 146 болни с ХВН от диализните 
центрове в страната, а през 1981 г. – 126 потенциални приематели и 29 потен-
циални донори на бъбрек. От тях бъбреците на 7 донора са използвани за транс-
плантация. Изследвани са и 7 родствени двойки за трансплантация от жив донор.

През м. септември 1982 год. на база Институт „Пирогов“ (в залата на 
клиниката по термична травма) е проведено съвещание на специалисти от ти-
пизиращите лаборатории на „Интертрансплант“ по проблема „Разработка на 
средства и методи за преодоляване на тъканната несъвместимост“. Координа-
тор по този проблем и по темата „HLA и хемотрансфузии“ е проф. М. Минев. 
Подписан е заключителен протокол между участниците за взаимен обмен на 
типизиращи серуми и клетки, за унифициране на имунологичния мониторинг 
и на имуносупресивната терапия на трансплантираните пациенти.

През 1982 год. са типизирани 8 нови реципиенти и 2 потенциални донори 
за бъбречна трансплантация и са изследвани 278 реципиенти за наличие на 
антитела. Въведено е изследване на топлинни и студови анти-Т и анти-В цито-
токсични антитела, имащи значение за бъбречните трансплантации.

През второто полугодие на 1982 год. бе преустановена дейността на транс-
плантационния център в „Пирогов“. Усилията на лабораторията ни се насочват 
към системно изследване на болните с масивни и многократни кръвопреливания 
и при преливане на тромбоцитни концентрати за наличие на HLA антитела и 
подбор на кръв по левкоцитна (HLA) съвместимост. Продължава и типизирането 
на деца и техните родственици за костно-мозъчна трансплантация в чужбина.
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През 1998 год. бяха възстановени бъбречните трансплантации в Института 
и HLA типизиранията на потенциални донори и на трансплантирани болни.

През 1999 год. започна отново типизирането на деца с левкемия и родстве-
ниците им за костномозъчна трансплантация. През 2000 год. в лабораторията 
ни бе извършено първото HLA типизиране чрез ДНК анализ. Въз основа на това 
изследване и на установената от нас пълна HLA съвместимост между сестра и 
болен брат бе проведена първата алогенна трансплантация на стволови клет-
ки (в СБАЛДХЗ „Царица Йоанна“). През 2000 год. бе създадена Национална 
програма за трансплантация на костномозъчни и периферни хемопоетични 
стволови клетки. 

На базата на отделението ни през 2001 год. бе създаден и Български ре-
гистър на донорите за костномозъчна трансплантация (BBMDR „Pirogov“), като 
бяха изследвани повече от 800 фамилии на болни деца и възрастни. Проведени 
бяха 35 алогенни трансплантации, от които 3 от неродствени донори. Годишните 
доклади с резултатите от проведените HLA типизиране и трансплантации бяха 
изпращани в Международната асоциация на донорите на костен мозък (WMDA). 
През 2005 год. тази организация обяви BBMDR „Pirogov“ за втори в света по 
бързо развитие по отношение на имуногенетичното типизиране.

От 2000 до 2007 год. продължи сътрудничеството (на базата на договори 
между двете болници – МБАЛСМ „Пирогов“ и СБАЛДОХЗ), и съвместната 
дейност по HLA типизиране на деца и възрастни пациенти с онкохематологични 
заболявания и техните родственици с цел трансплантация на стволови клетки. 

До настоящия момент проф. д-р Фани Мартинова продължава да е инди-
видуален член на WMDA, като отговорно лице на BBMDR „Pirogov“.

През изминалите години в лабораторията по имуногенетика са извършвани 
и се извършват и сега рутинни и диагностични изследвания на болни от цялата 
страна (хоспитализирани и амбулаторни) за носителство на HLA маркери В27 
и В5 при ревматични и/или очни заболявания или А1, В8 DR3 при автоимунни 
заболявания, тъй като това е единствената лаборатория, в която рутинно се 
извършват тези изследвания по 3 метода.

Извършвани са и левкоцитни (HLA) съдебномедицински експертизи по дела 
за спорен родителски произход, както и криминалистични експертизи с HLA 
типизиране на сухи петна от кръв. Понастоящем тези дейности са прекратени.

През 1996 г. е извършена за първи път у нас и пренатална диагностика – 
HLA типизиране на фетус при данни за вероятна генетична предиспозиция към 
HLA свързано заболяване (адренална хиперплазия поради 21-хидроксилазен 
дефицит), при което беше родено здраво дете, напълно неидентично с болното 
братче.

В лабораторията по имуногенетика се извършват и изследвания за наличие 
на тромбоцитни антитела при болни с тромбоцитопения и проби за подбор на 
съвместими тромбоцитни концентрати.
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ІV. Лаборатория по клинична имунология
Лабораторията по клинична имунология е обособена в средата на 1982 

год. на базата на създадената практика за имунологични изследвания за пост-
трансплантационен мониторинг при бъбречни трансплантации, извършвани 
в Центъра за бъбречни трансплантации на база на Институт „Н. И. Пирогов“. 
Въведени са методи за оценка на Т- и В-лимфоцитите, алфа-глицерофосфатде-
хидрогеназна активност на лимфоцитите, фагоцитна активност на неутрофили-
те, нитроблаутетразолов тест, имуноглобулини в серум и в урина, С-реактивен 
протеин, бета2-макроглобулин в урината.

След прекратяване на дейността на трансплантационния център наборът 
от имунологични изследвания е променен в посока на проследяване на имун-
ните промени при болни с кръвопреливания, при болни с гнойни, септични, 
възпалителни усложнения при хирургичните заболявания и при болни с тежки 
травми (термични и съчетани).

През 1984 год. е въведен имуноензимен метод за изследване на мозъчен 
антиген (миелинов базичен протеин) в ликвор при черепно-мозъчни травми.

През 1985 год. започва приложението на имуномодулираща терапия при 
имунокомпрометирани и септични хирургично болни – Декарис (Левамизол), 
Антистенокардин, Антилимфолин R, а впоследствие – венозни имуноглобули-
нови препарати, Изопринозин, Дипептивен и др. 

През 1985 год. са въведени следните методи: изследване на циркулиращи 
имунни комплекси, определяне на субпопулациите на Т-лимфоцитите, изслед-
ване на С-реактивен протеин, ниво на хемолитична активност на комплемента 
и циркулиращи имунни комплекси.

През 1987 год. са въведени следните методи: изследване на алкално-фос-
фатазната активност на неутрофилите при болни с възпалителни и септични 
състояния; експресен метод за определяне на миоглобин в серум и урина за ранна 
диагностика на миокарден инфаркт; имунофлуоресцентен метод за изследване 
на автоантитела (антинуклеарни, антигладкомускулни и антимитохондриал-
ни); имуноензимен метод за определяне на HbsAg. Извършван е скрининг за 
носителство на този антиген сред болните, на които се изследват кръвни групи 
с цел профилактика на персонала, особено в операционните, отделенията и 
лабораториите.

През 1990 год. е въведено имуноензимно изследване на цитомегаловирус 
(CMV) при болни с протрахирани неясни инфекции.

През 1993 год. започва изследване на лимфоцитните маркери чрез имуноф-
луоресцентен метод чрез използване на моноклонални антитела.

През 1996 год. бе въведено изследване на серумните нива на цитокини при 
болни с многократни и масивни кръвопреливания и при болни с възпалителни 
хирургични заболявания на коремната кухина.

През 1999 год. бе възстановено изследването на болни за вирусни марке-
ри – HNV, HCV, CMV, EBV, HIV, чрез имуноензимен метод и бяха въведени 
редица нови тестове за: туморни маркери (PSA, CEA, CA-19-9, CA-15-3, AFP, 
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beta-hCGT) и автоантитела – антинуклеарни (ANA), DNA (едноверижни и дву-
верижни), антицитоплазмени неутрофилни (ANCA), антифосфолипидни (APA).

С възстановяване на бъбречните трансплантации в института започна от-
ново проследяване на следтрансплантационния имунологичен мониторинг на 
реципиентите. През 2000 год. бе предоставен в лабораторията флоуцитометър 
на фирмата BD и започна изследване на основните маркери на клетъчния иму-
нитет, както и на проинфламаторни, и на интиинфламаторни цитокини.

Работата в лабораторията по клинична имунология се отличава с разно-
образие на извършваните тестове, които в максимална степен са адекватни 
на патологията в болницата, като връзката с клиничните звена е от особено 
значение за подпомагане в поставянето на диагнозата, за правилния избор на 
необходимия набор от имунологични изследвания при всеки конкретен болен, 
за компетентна интерпретация на получените резултати и избора на най-ефек-
тивен терапевтичен подход. Обект на изследвания са болните с хирургични 
заболявания, с травми, с възпалителни усложнения, с масивни и многократни 
кръвопреливания, с остри отравяния. Препоръчваната имуномодулираща тера-
пия обичайно е с Изопринозин, Имуновенин, антистафилококов гама-глобулин, 
хиперимунна антистафилококова плазма, Неупоген, Дипептивен, Еритропоетин 
и др. препарати.

Външна оценка на качеството в лабораторната имунологична диагностика
Лабораторията по клинична имунология и лабораторията по имуногенети-

ка на отделението от 7 години участват в Националните програми по Външна 
оценка на качеството, за което ежегодно получават сертификати. На базата на 
сертификатите се сключват договори на болницата с НЗОК и се получават от-
лични оценки при акредитациите на отделението през 2003 и 2007 год. 

Лабораторията по имуногенетика участва и в международен контрол на 
качеството, организиран от Балканския регион на Европейската федерация по 
имуногенетика (EFI), за което също ежегодно се получават сертификати.

V. Научна дейност
Със създаването на отделението през 1971 год. то се развива и започва да 

функционира като първи център у нас за изследване на тъканната съвместимост 
при трансплантация на тъкани и органи със самостоятелно производство на 
типизиращи анти-HLA серуми и с научноизследователска дейност в областта 
на хемотрансфузиологията и трансплантационната имунология.

От 1976 год. до разформироването на организацията „Интертрансплант“ 
нашето отделение участва в научно-техническото многостранно сътрудничество 
(по СИВ) по комплексен проблем „Трансплантации на органи и тъкани и въпроси 
на трансплантационната имунология“ с тема „Разработка и усъвършенстване 
на методите на типизиране, имащи значение за имунологичната характеристика 
на реципиента и донора“ и с тема „Трансплантация на кожа“.
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Ежегодно отделението участва със собствени серуми и собствени резул-
тати в международните работни срещи на „Интертранплант“ и през 4 години 
в световни международни конференции по тъканна съвместимост. През 1976 
год. и през 1982 год. отделението ни и Институтът бяха домакини на такива 
работни срещи. През 1981 год. е проведен ІІ Медицински симпозиум Англия – 
България на база институт „Пирогов“ по проблема „Трансплантация на бъбреци. 
Имунологични и хирургични проблеми“.

Научната дейност на отделението е провеждана по план според темите 
от държавния план, плановете на Института и отделението, както и темите по 
двустранно и многостранно международно сътрудничество.

Основните научни направления са свързани с практическата дейност на 
отделението:

1. Трансфузионна медицина:
– „Хемотрансфузия и дихателна недостатъчност. Тромбоцитни и левко-

цитни микроагрегати в консервираната кръв“; 
– „Съвременни трансфузиологични проблеми за хирургичната и травма-

тологична клиника“; 
– „Разширена антигенна съвместимост при преливане на кръв: Проучвания 

върху преливането на кръв и еритроцитни концентрати; Проучвания върху лев-
коцитна съвместимост при преливане на кръв – HLA и неутрофилни антигени; 
Проучвания върху тромбоцитна съвместимост при преливане на кръв – „HLA 
и тромбоцитни антигени“;

– „Алтернативи на хемотрансфузионната терапия в хирургичната практика“.

2. Имуногенетика:
– „Медико-генетично значение на HLA системата“
– „Имуногенетика на системата HLA“
– „Нови клинико-генетични проблеми на системата HLA“
– „HLA антигени и имунен отговор“
– „Проучване върху генетичния статус на българския народ – изследване 

върху HLA система“
– „Популационно-генетични проучвания върху нови HLA антигени“
– „HLA система и трансплантация на тъкани“
– „Нови направления в изучаване медико-биологичното значение на 

главния тъканносъвместим комплекс при трансплантации, кръвопреливания и 
асоциации с болести“

– „Разработка и усъвършенстване на методите на типизиране, имащи зна-
чение за имунологичната характеристика на реципиента и донора“

– „Изучаване на имунологичното съответствие между донори и реципиенти 
при костна алотрансплантация“

– „HLA типизиране при трансплантация на кожа“
– „Изследване характера на трансплантационния имунитет и резултати от 
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кератопластика при използване на роговица, консервирана с дълбоко замразя-
ване и типизиране по HLA“

– „Възможности за подбор на HLA съвместими донори и реципиенти за 
трансплантация на стволови клетки“

– „Асоциация на HLA антигените с болести“
– „Имуногенетични проучвания (HLA система) върху Балканската енде-

мична нефропатия в България“
– „Корелация на HLA антигени с някои инфекциозни заболявания“
– „HLA антигени при заболявания на хипофизата“
– „Асоциация на HLA антигените с ревматични заболявания“

3. Клинична имунология
– „Имунологичен мониторинг на болни с кървене и с масивни хемотранс-

фузии“
– „Имунологичен мониторинг на хемотрансфузионната терапия при раз-

лични заболявания“
– „Имунологичен мониторинг на болни с възпалителни хирургични забо-

лявания – перитонити, холесистити, панкреатити“
– „Имунологичен мониторинг и имуномодулираща терапия при болни с 

термична травма и многоорганна недостатъчност“.
Във връзка с посочените теми са публикувани у нас и в чуждия печат 256 

статии и са изнесени 493 доклада. Защитени са две докторски дисертации (М. 
Минев – „Върху медико-генетичното значение на системата HLA“, 1981 и Ф. 
Мартинова – „Клинично значение на HLA имуногенетичните изследвания при 
ревматични болести“, 2003) и 5 кандидатски дисертации (М. Минев – „Проуч-
вания върху лимфоцитната изоимунизация – типизиране на лимфоцитите при 
хемотрансфузии и алотрансплантация на тъкани“, 1971; В. Трънкова – „Разпре-
деление на антигените на HLA системата и някои имунологични показатели на 
имунологичната реактивност при болни с тумори и псевдотумори на орбитата и 
меланобластомите на увеалния тракт – 1981; Ф. Мартинова – „Върху асоциаци-
ята на HLA системата с някои болести“, 1984; С. Иванова – „Имуногенетика и 
биологично значение на HLA-DR локус“, 1985; Р. Русев – „Върху получаването 
на типизиращи анти-HLA реагенти“, 1985). 

Дисертационните работи на десетки външни сътрудници включват като 
съществена или допълваща част имуногенетични изследвания, извършени в 
нашето отделение, с наши HLA серуми или с наше методическо ръководство. 
У нас са защитени 5 докторски дисертации (Й. Шейтанов, Т. Андреев, А. Дур-
мишев, Зл. Коларов – от МА, и Д. Димов – ВМА) и 11 кандидатски дисертации 
– Р. Стоилов, Д. Димитрова, Р. Рашков, М. Панчовска, Петрунова, А.-М. Бори-
сова, Л. Белопитова, Р. Йотова, Станчев (всички от МА), Ц. Казакова (БАН), А. 
Тончева (ТМИ). В чужбина (Русия) са защитени една докторска дисертация (Р. 
Игнатов) и 7 кандидатски дисертации (Игнатов, Трънкова, Кривда, Бат, Митов, 
Георгиев, Ваничкин).
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Издадени са монографиите:
• „Иммунология глазной патологии“. Пучковская, Н. А., Н.С. Шульгина, 

М. Г. Минев, Р. К. Игнатов, Москва, Медицина, 1983.
• „HLA система“. М. Минев, Мед. и физкултура, 1984.
• „Изследване на асоциацията на клас ІІ антигените от системата HLA 

(DR,DQ,DP) и ревматоиден артрит при възрастни“ Ф. Мартинова, Зл. Коларов, 
В.Трънкова, Й.Шейтанов, НАЦИД – ЦТБ, София, 1998.

• „Изследване на интерлевкин – 1, интерлевкин – 6 и тумор-некротизиращ 
фактор и някои клетъчно-имунни и хуморални показатели при HLA – DR4(+) 
и HLA – DR4 (-) болни с ревматоиден артрит“. Коларов, Зл., Й. Шейтанов , И. 
Алтънкова, М. Балева, Ф. Мартинова, Д. Попова. НАЦИД – ЦТБ, 1998. 

• „Приложение на HLA типизирането в съдебномедицинската експертиза на 
веществени доказателства“. Мартинова, Ф., Й. Цанков. София МВР, НИКК,1999.

Д-р Фани Мартинова участва с няколко глави в следните учебници, моно-
графии и сборници:

• „Антигены гистосовместимости и заболевания“: Санкт-Петербург, 1991
o „Распределение некоторых новых HLA антигенов среди лиц болгарской 

националности“
o „HLA система и ювенильный хронический артрит (ЮХА)“
• „Спешна медицинска помощ“. София, 1995: 
o „Трансфузионни реакции и усложнения“
o „Особености на кръвопреливането в детска възраст“ 
o „Основни концепции за имунитета“. 
•  „Нозокомиални инфекции“, МЕДАРТ-2000: „Имунологични аспекти 

на инфекциите, сепсиса и многоорганната недостатъчност“
• „Трансфузионна хематология“. София, 2004
o  „Главен комплекс на тъканната съвместимост“
o „Тромбоцитна имунология“ 
• „Клинична хематология“. София, 2004
o „Главен комплекс на тъканната съвместимост“
o „Тромбоцитна имунология“ 
• „Курс на Европейското училище по трансфузионна медицина с лекция 

„Hospital Transfusion Committees as transfusion safety guardians? ESTM course 
“The quality of clinical transfusion practice in Europe: a basic step to haemovigilance 
and transfusion safety“, 2008.

Признати са и са внедрени в лабораторната практика 4 изобретения:
1. Метод за изолиране на лимфоцити от трупни донори (авт. свид. № 

27676/78)
2. Метод за сепариране на лимфоцити (авт. свид. № 27323/78)
3. Метод за определяне на специфичността на HLA серумите (авт. свид. № 

19632/73)
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4. Метод за получаване на имуноглобулинов реагент за HLA типизиране 
(авт. свид. № 64036/84)

 
В периода 1993–2000 година са извършени проучвания в отделението по 

4 теми, а към настоящия момент се работи по 3 теми, финансирани от Нацио-
налния фонд „Научни изследвания“ към МОН.

 
Като значими научни постижения могат да се посочат:
¾ Признаването и вписването в Международния регистър по „HLA и болес-

ти“ на установените от д-р Минев асоциации на HLA-B12 с остър апендицит 
и на HLA-B18 с Балканската ендемична нефропатия
¾ Награждаването на д-р Ф. Мартинова със златна значка „За високо тех-

ническо равнище“ за темата „Разработка и усъвършенстване на методите на 
типизиране, имащи значение за имунологичната характеристика на реципиента 
и донора“.
¾ Награждаването на д-р Ф. Мартинова с ІІ награда на годишен конкурс на 

името на проф. Hans-Heinrich Reckeweg, учредена от Международното лекарско 
дружество по хомотоксикология, за проучването „Имунопрофилактика на грип 
и други вирусни заболявания на респираторния тракт с Engystol® таблетки“, 
2004. 

Бъдещото развитие на отделението по трансфузионна хематология и иму-
нология се свързва с:

1. Разширяването на възможностите за определяне на еритроцитна, левко-
цитна и тромбоцитна съвместимост при преливане на кръв и кръвни компоненти, 
съобразено с Европейските стандарти

2. Прилагане в клиничната практика на болницата на съвременна компо-
нентна трансфузионна терапия и на нейните алтернативи според националния 
медицински стандарт „Трансфузионна хематология“

3. Имунологично мониториране на спешните хирургични и травматични 
заболявания и свързаните с тях възпалителни процеси и прилагането на съвре-
менна и адекватна имуномодулираща терапия

4. Извършване на HLA типизиране на съвременно ниво според Европей-
ските стандарти и националния медицински стандарт „Клинична имунология“ 
за надеждно осигуряване на трансплантационен център в Института с имуно-
хематологични, имуногенетични и имунологични изследвания. 

5. Акредитиране на лабораториите в отделението според Европейските 
стандарти.

 


