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В ходе проведения скринингового типирования потенциальных доноров гемопоэтических стволовых 
клеток, проживающих на территории Приволжского федерального округа, по локусам (HLA)-A, B, 
DRB1, DRB345 у образца № 1758 выявлен новый аллель по локусу А. Использование базовых наборов 
реагентов AlleleSEQR HLA-А Sequencing в сочетании с HARP – A2F98A позволило установить генотип 
указанного образца – А*30:01:01, новый аллель А*25, В*13, 44, DRB1*03, 09, DRB3*02, DRB4*01.
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During the screening typing of recruited volunteers with Volga Federal District for unrelated hematopoietic stem 
cell registry on the loci (HLA)-A, B, DRB1, DRB345 in sample № 1758 identified a new allele at locus A. The 
use of basic kit AlleleSEQR HLA-A Sequencing in combination with HARP – A2F98A allowed to determine the 
genotype of this sample – А*30:01:01, a new allele А*25, В*13, 44, DRB1*03, 09, DRB3*02, DRB4*01.
Keywords: HLA, SBT-typing, new allele.

ВВЕДЕНИЕ
Главный комплекс гистосовместимости рас-

положен у человека на 6-й хромосоме и занимает 
значительный участок ДНК, включающий около 
50 генов  [3]. Основной особенностью комплекса 
является значительная полигенность (наличие не-
скольких неаллельных близко сцепленных генов, 
белковые продукты которых сходны в структурном 
отношении и выполняют идентичные функции) и 
ярко выраженный полиморфизм – присутствие мно-
гих аллельных форм одного и того же гена [3, 11].

Необходимо отметить, что если со времени от-
крытия системы антигенов лейкоцитов человека 
(HLA – human leukocyte antigen) до середины 80-х 
годов было открыто менее 150 HLA-специфичнос

тей [14], то за последующий период их количество 
приблизилось к 6 500 [5]. Примечательно, что это 
увеличение произошло как за счет открытия новых 
генов HLA, так и за счет установления многочис-
ленных аллельных вариантов уже известных генов. 
В последние годы внедрение в лабораторную прак-
тику метода прямого сиквенса генов значительно 
ускорило процесс открытия новых аллельных вари-
антов и повысило качество данных о новых аллелях. 
Так, по данным Комитета по номенклатуре факто-
ров HLA-системы ВОЗ (The WHO Nomenclature 
Committee for Factors of the HLA System), на март 
2010 года HLA-локусы I класса насчитывали в 
своем составе 3411 аллелей, II класса – 1222, а по 
данным на апрель 2011 года, эти цифры уже состав-
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ляют 4946 и 1457 соответственно [5]. Практически 
в каждом номере официального журнала Европей-
ской ассоциации иммуногенетиков (EFI – European 
Federation of Immunogenetics) Tissue Antigens по-
является два-три сообщения об открытии новых 
аллелей. Большинство этих сообщений описывают 
аллели, открытые в Китае [13, 15, 17], Южной Ко-
рее [4, 9] и других странах [8, 16], изучение попу-
ляций которых началось значительно позже амери-
канских и европейских популяций.

В связи с малой изученностью популяционных 
особенностей генов HLA в России вероятность 
выявления новых аллелей также велика. Техноло-
гия SBT, основанная на определении полной нуклео-
тидной последовательности (секвенировании) ДНК-
мишени, обладает максимальной разрешающей 
способностью и является «золотым стандартом» для 
выявления и описания новых аллелей [10]. В то же 
время технология SBT на сегодняшний день являет-
ся самой дорогой из имеющихся и в связи с этим са-
мой малораспространенной в практике российских  
HLA-лабораторий [1, 2]. Это значительно усложня-
ет задачу выявления и описания новых аллелей.

В данной работе мы хотим показать возможность 
использования наборов реагентов AlleleSEQR HLA 
Sequencing для описания нового аллеля, согласно 
требованиям международного банка данных HLA-
аллелей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выделение ДНК из замороженного образца 

цельной крови (антикоагулянт – ЭДТАNa2) прово-
дили методом колоночной фильтрации с помощью 
станции QIAcube с использованием набора реаген-
тов QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN).

Концентрацию и показатель чистоты (А260/А280) 
препаратов ДНК определяли с помощью спектро-
фотометра UV-1800 (Shimadzu, Япония). Средняя 
концентрация препаратов ДНК (первичное и по-
вторное выделения ДНК для проведения типиро-
вания по технологии SSO, первичное и повторное 
выделения ДНК для проведения типирования по 
технологии SBT) составляла 20,399 нг/мкл, среднее 
значение показателя чистоты – А260/А280 = 1,8073.

HLA-типирование по локусам HLA-A, HLA-B, 
HLA-DRB1, HLA-DRB345 (до второго знака) по 
технологии SSO проводили с использованием на-
боров реагентов LABType SSO (One Lambda, США) 
с разрешением метода от среднего к высокому. Ин-
тенсивность флуоресценции идентифицировали с 
использованием системы диагностической Luminex 
200 (в модификации LABScan 200 с XY платфор-
мой). Обработка данных, полученных на проточном 
флуориметре Luminex 200, производилась с помо-
щью программного обеспечения HLA Fusion v. 1.2.

HLA-типирование по локусу HLA-A по техно-
логии SBT проводили с использованием набора 
реагентов AlleleSEQR HLA-A Sequencing (Abbott, 
США). Капиллярный электрофорез осуществляли 
на четырехкапиллярном генетическом анализаторе 
ABI Prism 3130 (Applied Biosystems, США), полу-
ченные данные анализировали в программном обе-
спечении Assign SBT v. 3.5+.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В июле 2010 года при проведении скринингового 

HLA-типирования потенциальных доноров гемопо-
этических стволовых клеток, проживающих на тер-
ритории Приволжского федерального округа, был 
выявлен образец № 1758, имеющий генотип В*13, 
44, DRB1*03, 09, DRB3*02, DRB4*01 и необычный 
аллельный паттерн по локусу А. Результаты ти-
пирования указанного образца по локусу А в про-
граммном обеспечении HLA Fusion v. 1.2 представ-
лены на рис. 1.

Из данных, представленных на рис. 1, следует, 
что программное обеспечение HLA Fusion v. 1.2 
не может подобрать возможный аллельный код 
(Possible Allele Code – NMDP Not Assigned), одна-
ко подсказывает, что результат мог бы быть А*25, 
30 (вкладка Pairs), в случае если бы микросфера 
№ 021 была положительной. Из диаграммы сигна-
лов микросфер видно, что сигнал микросферы № 
021 настолько низок, что в принципе не может быть 
ложноотрицательным, это свидетельствует о воз-
можной мутации во втором экзоне локуса А.

Повторное типирование с момента выделения 
ДНК из образца цельной крови подтвердило полу-
ченный результат.

Для получения более подробной информации о 
локусе А указанного образца использовали базовые 
наборы реагентов AlleleSEQR. Результаты типи-
рования по локусу А в программном обеспечении 
Assign SBT v. 3.5+ представлены на рис. 2.

Из данных, представленных на рис. 2, следу-
ет, что при общем достаточно высоком качестве 
сиквенса (BCS = 86) в библиотеке HLA-аллелей 
(IMGT/A 3.3.0 2011-01-14) не найдено полного со-
ответствия. Однако последовательность имеет 
только одно несовпадение с аллельным вариантом 
А*25:01:01, 30:01:01 в основании 269 (экзон 2, пози-
ция 196). Для аллелей А*25:01:01 и 30:01:01 в этой 
позиции должен стоять А (аденин), в то время как 
в полученной консенсусной последовательности 
образец имеет смесь А и G (сигнал очень четкий в 
обоих сиквенсах – как в прямом, так и в обратном 
направлении).

В связи с тем, что при использовании наборов 
реагентов AlleleSEQR не секвенируется каждая ал-
лель в отдельности, а создается консенсусная по-
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Рис. 1. Результаты типирования образца № 1758 по локусу А в программном обеспечении HLA Fusion v. 1.2

Рис. 2. Результаты типирования образца № 1758 по локусу А в программном обеспечении Assign v. 3.5+

следовательность, при определении новой аллели 
в гетерозиготе с уже известной не всегда получа-
ется выявить, какая из аллелей новая, а какая уже 
известная.

В нашем случае мы сравнили последователь-
ности 2-го экзона аллелей А*25:01:01 и 30:01:01 в 
программном обеспечении IMGT/HLA Sequence 
Alignments, доступном в on-line режиме в глобаль-

ной сети Интернет [6], результаты сравнения пред-
ставлены на рис. 3. Аллели А*25:01:01 и 30:01:01 
во 2-м экзоне имеют 22 отличающиеся позиции. 
Наибольший интерес в нашем случае представля-
ет основание в позиции 98, так как в указанной по-
зиции последовательности аллелей различаются, и 
на выявление этого различия существует праймер 
для разрешения гетерозиготных неоднозначностей 
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Рис. 3. Результаты сравнения последовательностей 2-го экзона аллелей А*25:01:01 и А*30:01:01 в программном обе-
спечении IMGT/HLA Sequence Alignments

(HARP – Heterozygous ambiguity resolution primer) – 
A2F98A. То есть при постановке секвенирующей 
ПЦР аллель А*30:01:01, имеющий в позиции 98 – С 
(цитозин) не будет амплифицироваться с прайме-
ром A2F98A, а соответственно аллель А*25:01:01, 
имеющий в позиции 98 – А (аденин) – будет.

Ретроспективный анализ сиквенса с праймером 
A2F98A в программном обеспечении Assign SBT 
v. 3.5+ показал, что в позиции 269 стоит G (гуанин), 
что свидетельствует о том, что образец имеет ал-
лель А*30:01:01 и новый аллельный вариант А*25, 
отличающийся от аллеля А*25:01:01 в позиции 269, 
где вместо А (аденин) стоит G (гуанин). И 66 ко-
дон будет выглядеть как AGT (=серин), вместо ААТ 
(=аспарагин). Обе аминокислоты являются поляр-
ными с незаряженными боковыми цепями, поэтому 
возможно, что эта замена не вызовет глобальных 
структурных изменений молекулы белка.

Повторное типирование по технологии SBT с 
момента выделения ДНК из образца цельной крови 
подтвердило полученный результат.

Подводя итог всему вышесказанному, делаем 
вывод, что полученные данные удовлетворяют тре-
бованиям для официального заявления о новом ал-
леле [12]:
1)	 секвенирование выполнено в обоих направле-

ниях (прямые и обратные праймеры на 2, 3, 4-й 
экзон в базовых наборе реагентов AlleleSEQR 
HLA-A Sequencing);

2)	 выполнено два повторных типирования ДНК, 
выделенной из биоматериала;

3)	 последовательность 2-го экзона нового аллеля 
секвенирована отдельно от второго уже извест-
ного аллеля (сиквенс, полученный с использова-
нием HARP – A2F98A);

4)	 при формировании отчета в программном обе-
спечении Assign SBT v. 3.5+ последовательность 

создается с исключением последовательности 
праймеров;

5)	 результаты типирования подтверждены набора-
ми реагентов, основанных на технологии SSO;

6)	 представлен полный HLA-A, -B, -DRB1 генотип 
изученного образца.
Дальнейшую работу целесообразно направить 

на составление официальной заявки на получение 
регистрационного номера нового аллеля в между-
народный банк данных – GenBank [7].
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