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ВВЕДЕНИЕ
В последние годы трансплантация кроветвор-

ных стволовых клеток как метод лечения успешно 
стала применяться при лечении тяжелых заболева-
ний системы крови, опухолевых, наследственных и 
других болезней.

Пересадка кроветворных стволовых клеток по-
казана более чем при 60 заболеваниях лимфатиче-
ской и кроветворной тканей и спасает 3000 боль-
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ных в год. Однако только для 30% больных, нуж-
дающихся в трансплантации кроветворных стволо-
вых клеток, удается найти донора-родственника; в 
остальных случаях необходим поиск неродственно-
го донора, совместимого с реципиентом по системе 
HLA (human leukocyte antigen) [4, 7].

Развитие неродственных трансплантаций сти-
мулировало прогресс развития техники проведе-
ния HLA-типирования для поиска совместимого 
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донора, поскольку известно, что степень несовме-
стимости между донором и реципиентом влияет на 
успешное проведение трансплантации и снижение 
посттрансплантационных рисков [6, 8, 9].

В настоящее время HLA-типирование проводит-
ся двумя методами – серологическим и молекуляр-
но-генетическим. Классический серологический 
метод HLA-типирования основан на микролимфо-
цитотоксическом тесте, а молекулярные методы ис-
пользуют проведение полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР) [5]. Все чаще различные лаборатории 
HLA-типирования делятся не слишком успешным 
опытом использования серологического метода ти-
пирования в своей практике [2, 3], и все большее 
развитие получают молекулярно-генетические ме-
тоды.

Среди молекулярно-генетических методов раз-
личают технологии SSP (sequence specifi c primers), 
SBT (sequence-based typing) и SSO (sequence specifi c 
oligonucleotides) [1, 5].

Технология SSP позволяет производить типи-
рование образцов как на низком, так и на высо-
ком уровне разрешения, но основным недостат-
ком этой технологии является ее низкая производи-
тельность. Эта технология хорошо применима в не-
больших лабораториях, где потребность в проведе-
нии HLA-типирования – примерно 3–5 образцов в 
день [1, 5].

Технология SSO отличается относительно низ-
кой трудоемкостью и высокой производительно-
стью, при этом позволяет также определять точеч-
ные мутации генов HLA, то есть практически обла-
дает потенциалом технологии SBT. Именно эта тех-
нология наиболее востребована при формировании 
регистров доноров, так как для создания регистра 
доноров костного мозга в базе должны быть нако-
плены данные о типировании десятков тысяч доно-
ров [1, 5].

Технология SBT, основанная на определении 
полной нуклеотидной последовательности (сек-
венировании) ДНК-мишени, обладает максималь-
ной разрешающей способностью, но является са-
мой дорогой из имеющихся на сегодняшний день 
и в связи с этим самой малораспространенной [1, 
5]. В современной лаборатории данная техноло-
гия применяется чаще всего в тех случаях, когда 
возникают сложности с интерпретацией результа-
тов исследования при использовании других тех-
нологий.

Целью данной работы являлась оценка эффек-
тивности использования наборов реагентов Allele-
SEQR HLA Sequencing (технология SBT) для рас-
крытия аллельных неоднозначностей, выявленных 
в генотипах потенциальных доноров гемопоэтиче-
ских стволовых клеток при типировании по техно-
логии SSO.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Проведено HLA-типирование 705 человек, явля-

ющихся потенциальными донорами гемопоэтиче-
ских стволовых клеток, проживающих на террито-
рии Приволжского федерального округа.

Препараты ДНК для проведения HLA-типи-
рования были получены из замороженных образцов 
цельной крови (антикоагулянт – ЭДТА) методом ко-
лоночной фильтрации с помощью станции QIAcube 
с использованием наборов реагентов QIAamp DNA 
Blood Mini Kit (QIAGEN) и станции BioRobot MDx 
с использованием наборов реагентов QIAamp DNA 
Blood BioRobot MDx Kit (QIAGEN). Концентрация 
препаратов ДНК, определенная на спектрофотоме-
тре UV-1800, составляла в среднем 15–30 нг/мкл 
при соотношении А260/А280 = 1,65/1,90.

HLA-типирование по локусам HLA-A, HLA-B, 
HLA-C, HLA-DRB1 (до второго знака) было осу-
ществлено по технологии гибридизации с олиго-
нуклеотидными зондами, иммобилизованными на 
микросферах (SSO), с использованием наборов ре-
агентов LABType SSO (One Lambda, США) с раз-
решением метода от среднего к высокому. Интен-
сивность флуоресценции фикоэритрина по каждо-
му типу микросфер идентифицировали с исполь-
зованием системы диагностической Luminex 200 
(в модификации LABScan 200 с XY платформой), 
интегрированной в рабочую станцию для авто-
матизации постамплификационных этапов муль-
типараметрического флуоресцентного анализа 
LABXpress. Обработка данных, полученных на 
проточном флуориметре Luminex 200, производи-
лась с помощью программного обеспечения HLA 
Fusion v.1.2.

Результаты случаев гомозиготности были под-
тверждены наборами реагентов AlleleSEQR HLA 
Sequencing (Abbott). Капиллярный электрофо-
рез осуществляли на четырехкапиллярном гене-
тическом анализаторе ABI Prism 3130 (Applied 
Biosystems, США), полученные сиквенсы просма-
тривали в программном обеспечении Sequencing 
Analysis v.5.2, анализировали в программном обе-
спечении Assign SBT v.3.5.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе исследования проведено HLA-типи-

рование по двум локусам I класса (HLA-А и 
HLA-В) и локусу II класса – HLA-DRB1 705 чело-
век, 155 из них дополнительно типированы по ло-
кусу HLA-C. Применение наборов реагентов LAB-
Type SSO (и в целом технологии SSO) в лаборато-
риях HLA-типирования, деятельность которых на-
правлена на создание баз данных доноров органов и 
тканей, имеет существенные преимущества – высо-
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кую производительность и низкую трудоемкость – 
по сравнению с технологиями SSP (sequence specifi c 
primers) и SBT (sequence-based typing).

Однако в результате проведенных исследова-
ний было выявлено, что наборы реагентов LABTy-
pe SSO с разрешением от среднего к высокому не 
позволяют в 100% случаев определять аллельный 
генотип до второго знака, что заявлено в инструк-
ции по применению наборов реагентов фирмой-
производителем – OneLambda, США. Так, в ряде 
генотипов по локусам I класса – А, В и С были вы-
явлены неоднозначности («двоякости»). Типы не-
однозначностей, выявленные в ходе экспериментов, 
представлены в табл. 1.

Наибольшим показателем неоднозначности ха-
рактеризуется локус HLA-С (6,45%), для локусов 
HLA-А и HLA-В этот показатель равен 4,82 и 2,13% 
соответственно; также необходимо отметить, что 
при изучении локуса HLA-DRB1 (II класс) неодно-
значностей выявлено не было.

Наличие аллельных неоднозначностей в ряде 
генотипов существенно снижает эффективность 
работы лаборатории HLA-типирования, деятель-
ность которой направлена на формирование реги-
стра доноров, потому что внесение таких образ-
цов в базу данных не представляется возможным. 
Так, согласно данным, представленным в табл. 1, 
из 705 образцов 48 (один из образцов одновремен-
но имеет неоднозначности по локусам HLA-A и 
HLA-B) не будут внесены в базу данных по при-
чине наличия неоднозначностей в генотипах по 
локусам HLA-А и HLA-В, которые наряду с локу-
сом HLA-DRB1 являются обязательными для ти-
пирования, согласно международным стандартам 
[10, 11].

Вышеизложенное определяет необходимость 
поддержания в лаборатории второго метода HLA-
типирования для разрешения выявляемых неодно-
значностей. В нашем случае для разрешения неод-
нозначностей были использованы наборы реаген-
тов AlleleSEQR HLA Sequencing. Результаты иссле-
дований по раскрытию выявленных неоднозначно-
стей по локусам HLA-A, HLA-B и HLA-C представ-
лены в табл. 2, 3 и 4 соответственно.

Из данных, представленных в табл. 2, следует, 
что только в 44% случаев выявленные типы аллель-
ных неоднозначностей были раскрыты с исполь-
зованием базовых наборов реагентов AlleleSEQR 
HLA Sequencing; при этом для 9 образцов из 34 ис-
следованных генотип по локусу HLA-A был опре-
делен до шестого знака. Неоднозначности ти-
пов – A*03/A*32 или A*74:13/A*32:04 и A*01/A*11 
или A*36:04/A*11 раскрыты не были. В дополне-
ние к базовым наборам реагентов AlleleSEQR HLA 
Sequencing фирма-производитель рекомендует ис-
пользовать наборы реагентов AlleleSEQR HARPs 

Таблица 1
Типы неоднозначностей и показатели 

неоднозначности локусов

HLA-
локус Тип неоднозначности

Число образ-
цов с данным 
типом неод-
нозначности

Показа-
тель не-
однознач-
ности, %

H
LA

-A

A*23/A*24
или A*24:13/A*24:71 3

4,82

A*01/A*26
или A*36:04/A*26:29 8

A*24/A*33
или A*31:08/A*33:19 4

A*03/A*32
или A*74:13/A*32:04 11

A*01/A*11
или A*36:04/A*11 8

H
LA

-В

В*07/В*41
или В*40:32/В*42:01 3

2,13

В*15/В*40
или В*46:16/В*40 4

В*07/В*48
или В*81/В*48:08 3

В*18/В*55
или В*18:15/В*56:19N 1

В*44/В*50:01
или В*44:09/В*49:02 2

В*13/В*56
или В*13:03/В*55:02 1

В*13/В*50:01
или В*13:09/В*49:02 1

H
LA

-С

С*05/С*12
или С*08:12/С*12:21 4

6,45

С*05:20/С*12
или С*08/С*12 1

С*05:20/С*08
или С*08/С*08 1

С*04/С*05:20
или С*04/С*08 1

С*05:20/С*14
или С*08/С*14 1

С*05/С*05:20
или С*05/С*08 1

С*05:20/С*06
или С*08/С*06 1

Примечание. Показатель неоднозначности локуса рас-
считывали как отношение количества образцов с выяв-
ленными неоднозначностями к общему числу образцов.

(Heterozygous ambiguity resolution primers – прайме-
ры для разрешения гетерозиготных неоднозначно-
стей). Несомненным преимуществом наборов ре-
агентов AlleleSEQR HARPs является возможность 
ретроспективного анализа образцов в программном 
обеспечении Assign SBT v.3.5.
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Таблица 2
Сравнение результатов HLA-типирования по технологиям SSO и SBT по локусу HLA-A

№ п/п Результаты типирования 
по технологии SSO

Число 
образцов

Результаты типирования 
по технологии SBT

Число 
образцов

1 А*23
А*24:13

А*24
А*24:71

3 А*23:01:01
А*23:17

А*24:02:01
А*24:02:01

3

2 А*01
А*36:04

А*26
А*26:29

8 А*01:01:01 А*26:01:01 8

3 А*24
А*31:08

А*33
А*33:19

4 А*24:02:01 А*33:01:01 1
А*24:02:01
А*24:03:01
А*24:34

А*33:03:01
А*33:10
А*33:11

3

4 А*03
А*74:13

А*32
А*32:04

11 А*03:01:01
А*03:08
А*74:13

А*32:01:01
А*32:17
А*32:04

11

5 А*01
А*36:04

А*11
А*11

8 А*01:01:01
А*01:13
А*01:17
А*01:25
А*36:04

А*11:01:01
А*11:40
А*11:19
А*11:44
А*11:39

8

Таблица 3
Сравнение результатов HLA-типирования по технологиям SSO и SBT по локусу HLA-B

№ п/п Результаты типирования 
по технологии SSO

Число 
образцов

Результаты типирования 
по технологии SBT

Число 
образцов

1 В*07
В*40:32

В*41
В*42:01

3 В*07:02:01
В*07:61
В*40:32

В*41:02:01
В*41:02:01
В*42:01:01

3

2 В*15
В*46:16

В*40
В*40

4 В*15:01:01
В*15:01:01
В*15:30
В*15:63
В*15:78
В*15:117

В*40:01
В*40:02
В*40:52
В*40:38
В*40:87
В*40:63

4

3 В*07
В*81

В*48
В*48:08

3 В*07:02:01
В*07:61
В*81:01
В*81:02

В*48:01:01
В*48:01:01
В*48:08
В*48:08

3

4 В*18
В*18:15

В*55
В*56:19N

1 В*18:01:01
В*18:03
В*18:15
В*18:17N

В*55:01:01
В*55:31
В*55:02

В*55:01:01

1

5 В*44
В*44:09

В*50:01
В*49:02

2 В*44:02:01
В*44:09
В*44:48
В*44:79
В*44:91

В*50:01:01
В*49:02
В*50:04
В*45:04
В*50:02

2

6 В*13
В*13:03

В*56
В*55:22

1 В*13:02:01
В*13:09

В*56:01:01
В*56:07

1

7 В*13
В*13:09

В*50:01
В*49:02

1 В*13:02:01
В*13:09

В*50:01:01
В*49:02

1

Для определения возможности использования 
наборов реагентов AlleleSEQR HARPs для рас-
крытия неоднозначностей типов – A*03/A*32 или 
A*74:13/A*32:04 и A*01/A*11 или A*36:04/A*11 при-
меняли программное обеспечение HARPs Finder, 

доступное в режиме on-line на сайте www.harpsfi n-
der.conexio-genomics.com. Анализ вышеуказанных 
типов неоднозначностей показал, что полное их раз-
решение, даже с применением HARPs, невозможно. 
Однако необходимо отметить, что в случае неодно-
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значности типа A*03/A*32 или A*74:13/A*32:04 по-
становка одной дополнительной сиквенсовой ре-
акции (HARP – A2R311T) позволит раскрыть ал-
лели A*74:13/A*32:04, и генотип образца может 
быть определен до второго знака. В случае неод-
нозначности типа A*01/A*11 или A*36:04/A*11 по-
становка дополнительной сиквенсовой реакции 
(HARP – A2F203G) позволяет раскрыть аллели 
A*01:13/A*11:40 и A*01:17/A*11:19.

По локусу HLA-B были раскрыты только три 
типа неоднозначностей из выявленных семи, что 
следует из данных табл. 3. При этом использова-
ние программного обеспечения HARPs Finder по-
казало, что для полного разрешения трех типов не-
однозначностей В*07/В*41 или В*40:32/В*42:01, 
В*07/В*48 или В*81/В*48:08 и В*13/В*50:01 или 
В*13:09/В*49:02 достаточно постановки одной до-
полнительной сиквенсовой реакции – HARPs – 
A2F98A, A2F261C и A2F98A соответственно. Для 
раскрытия неоднозначности типа В*44/В*50:01 или 
В*44:09/В*49:02 существует необходимость в поста-
новке двух дополнительных сиквенсовых реакциях 
(HARPs – A2F98A, B3F357C).

Из данных табл. 4 следует, что только в 40% слу-
чаев аллельная неоднозначность по локусу HLA-C 
раскрыта, при этом в двух случаях – до шестого 
знака. Для оценки возможности раскрытия неодно-
значностей, обозначенных в табл. 4 номерами 1, 4 
и 7, также использовали программное обеспечение 
HARPs Finder. Во всех трех случаях полное разре-

шение (до четвертого знака) неоднозначностей воз-
можно, но с постановкой соответствующего числа 
дополнительных сиквенсовых реакций: для неодно-
значности С*05/С*12 или С*08/С*12 (порядковый но-
мер 1 в табл. 4) – трех (HARPs – A3F363G, C3F361T, 
C2F176G); для С*04/С*05 или С*04/С*08 (порядко-
вый номер 4 в табл. 4) – двух (HARPs – А2F98A, 
C2F176G); для С*06/С*05 или С*06/С*08 (порядко-
вый номер 7 в табл. 4) – двух (HARPs – А2F98A, 
C2F176G).

Необходимо отметить еще одно преимущество 
наборов реагентов AlleleSEQR HARPs – это их уни-
версальность, то есть один и тот же HARP мож-
но использовать для разрешения различных не-
однозначностей, например: HARP А2F98A позво-
ляет разрешать неоднозначности В*07/В*41 или 
В*40:32/В*42:01, В*13/В*50:01 или В*13:09/В*49:02, 
С*04/С*05 или С*04/С*08, С*06/С*05 или С*06/С*08. 
Таким образом, в зависимости от неоднозначно-
стей, распространенных в данной популяции, есть 
возможность формирования небольшого набора 
типов HARPs в условиях одной лаборатории и ис-
пользования их при необходимости.

Подводя итоги, можно сказать, что базовые на-
боры AlleleSEQR HLA Sequencing не могут являть-
ся «золотым стандартом» для раскрытия неодно-
значностей, выявляемых при использовании тех-
нологии SSO, однако дополнение базовых набо-
ров наборами реагентов AlleleSEQR HARPs позво-
ляет практически во всех случаях определять ге-

Таблица 4
Сравнение результатов HLA-типирования по технологиям SSO и SBT по локусу HLA-C

№ п/п Результаты типирования 
по технологии SSO

Число 
образцов

Результаты типирования 
по технологии SBT

Число 
образцов

1 С*05
С*08:12

С*12
С*12:21

4 С*05:01:01
С*05:08

С*08:02:01
С*08:05

С*12:03:01
С*12:24

С*12:04:02
С*12:05

4

2 С*05:20
С*08

С*08
С*08

1 С*08:01
С*08:02

С*08:02
С*08:22

1

3 С*05:20
С*08

С*12
С*12

1 С*08:02
С*08:29

С*12:03
С*12:24

1

4 С*04
С*04

С*05:20
С*08

1 С*04:01:01
С*04:09N
С*04:10
С*04:30
С*04:33
С*04:29

С*08:02
С*08:02
С*08:05
С*08:02
С*08:28

С*05:01:01

1

5 С*05:20
С*08

С*14
С*14

1 С*08:02:01 С*14:02:01 1

6 С*05
С*05

С*05:20
С*08

1 С*05:01:01 С*08:02:01 1

7 С*05:20
С*08

С*06
С*06

1 С*05:01:01
С*08:02
С*08:29

С*06:11
С*06:02
С*06:06

1
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нотип до четвертого аллельного знака и разрешать 
все выявляемые неоднозначности (исключение со-
ставляют неоднозначности типов – A*03/A*32 или 
A*74:13/A*32:04 и A*01/A*11 или A*36:04/A*11).

Следующим этапом развития нашей лаборато-
рии HLA-типирования должен стать опыт исполь-
зования наборов реагентов LABType SSO с высо-
ким разрешением. Наличие в лаборатории автома-
тической станции LABXpress позволит без сниже-
ния скорости и качества исследований перевести 
лабораторию, деятельность которой направлена на 
создание базы данных генетически охарактеризо-
ванных доноров органов и тканей, на новый уро-
вень, позволяющий осуществлять высокоразреша-
ющее типирование в короткие сроки.
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