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Система антигенов на поверхности клеток человека ответственна за распознавание чужеродных антигенов. 
При трансплантации органа иммунная система реагирует на все чужеродные антигены, отличные антигенов реципиента.
На практике трансплантация солидных органов проводится с той или иной степенью генетического несоответствия, 
при этом главным принципом, которым следует руководствоваться для предотвращения реакций острого и хрони-
ческого отторжения трансплантата, избегать неприемлемых несоответствий. Вследствие чего диагностика типирова-
ния генов гистосовместимости позволяет подобрать донора, к которому реципиент не будет иметь сенсибилизации.
В статье представлен анализ различных методов типирования генов гистосовместимости человека для трансплан-
тации органов и тканей. Открытие полимеразной цепной реакции явилось новым этапом в типировании генов гисто-
совместимости человека, что дало возможность развития новых методов типирования генов. В результате, разрабо-
таны способы типирования генов с использованием секвенаторов в том числе, секвенатора нового поколения МiSeq 
(Illumina, США), геномного времяпролетного анализатора Massarray (Agena Bioscience, США). Использование секвени-
рования привело к возможности одновременного типирования от 24 до 100 образцов ДНК. Современные технологи-
ческие решения позволили улучшить NGS-секвенаторы 3 поколения и обеспечить максимальную производительность 
до 30 млрд нуклеотидов за запуск, минимизировать ограничения по длине прочтения ДНК, а также отслеживать па-
раметры, контролировать процесс секвенирования и проводить бейсколлинг в реальном времени. Современные дан-
ные с использованием быстрого типирования генов системы гистосовместимости человека (MinION Oxford nanopore) 
обеспечивают потребности особо чувствительных реципиентов. Предварительные данные предполагают, что данный 
метод будет более экономичным и эффективным и со временем вытеснит все предыдущие (8 рис., библ.: 40 ист.).
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HLA typing methods used for organ and tissue 
transplantation
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The antigen system on the surface of human cells is responsible for recognizing foreign antigens. In organ transplanta-
tion, the immune system reacts to all foreign antigens that are different from the recipient’s antigens. In practice, solid organ 
transplantation is carried out with varying degrees of genetic discrepancy, while the main principle that should be followed 
to prevent acute and chronic transplant rejection reactions is to avoid unacceptable discrepancies. As a result, the diagnosis 
of typing genes of histocompatibility allows you to select a donor to which the recipient will not have sensitization. The ar-
ticle presents an analysis of various methods for typing human histocompatibility genes for organ and tissue transplantation.
The discovery of the polymerase chain reaction was a new stage in the typing of human histocompatibility genes, which 
made it possible to develop new methods of gene typing. As a result, methods have been developed for typing genes us-
ing sequencers, including a new-generation MiSeq sequencer (Illumina, USА), a Massarray genomic time-of-flight analyzer 
(Agena Bioscience, USA). The use of sequencing has led to the possibility of simultaneous typing from 24 to 100 DNA samples. 
Modern technological solutions have made it possible to improve the 3rd generation NGS sequencers and provide a maxi-
mum productivity of up to 30 billion nucleotides per run, minimize restrictions on the length of DNA readings, as well as track 
parameters, control the sequencing process and conduct base-scaling in real time. Modern data using rapid genes typing of 
the human histocompatibility system (MinION Oxford nanopore) meet the needs of particularly sensitive recipients. Prelimi-
nary evidence suggests that this method will be more economical and efficient and will replace all previous ones over time
(8 figs, bibliography: 40 refs).

Keywords: alleles; donors; genes; HLA typing; polymerase chain reaction; recipients; sequencing.

To cite this article:

Kolyubaeva SN, Myakoshina LA, Eliseeva MI, Glushakov RI. HLA typing methods used for organ and tissue transplantation. Russian Military Medical

Academy Reports. 2021;40(2):21–32. DOI: https://doi.org/10.17816/rmmar81197

Received: 10.06.2021 Accepted: 15.06.2021 Published: 29.06.2021



DOI: https://doi.org/10.17816/rmmar81197

23
ОБЗОРЫ

Известия Российской
Военно-медицинской академииТом 40, № 2, 2021

ВВЕДЕНИЕ

Реакция «трансплантат против хозяина» заключается 
в образовании антител к пересаженным тканям. Взаимо-
действие субпопуляций системы лимфоцитов определя-
ет успех проведения пересадки органа от одного субъ-
екта другому. В основном это Т-хелперы, Т-супрессоры 
и Т-киллеры. На поверхности клеток расположены анти-
гены индивидуальной тканевой совместимости, которые 
определяются генами тканевой совместимости. Все анти-
гены принято подразделять на антигены главного комп-
лекса гистосовместимости (МНС; у людей HLA — система 
человеческих лейкоцитарных антигенов), который от-
вечает за отторжение пересаженного органа, и антиге-
ны малого комплекса гистосовместимости. У человека
HLA-комплекс состоит из группы генов, расположенных 
на коротком плече хромосомы 6 [1, 2].

Необходимо отметить, что отличительной особен-
ностью HLA-системы является ее чрезвычайный по-
лиморфизм. Разнообразие аллельных вариантов дает
невероятное число их сочетаний [3], в чем и заключается 
одна из трудностей методических подходов для их опре-
деления.

Для исследования антигенов, которые относятся 
к I классу (А, В), используются серологические методы, 
антигены II класса (DR и DQ) определяются реакцией 
культуры смешанных лейкоцитов донора и реципиента. 
Перечисленные методы определяли в течение ряда лет 
дотрансплантационный иммунологический мониторинг 
и являлись основой для типирования совместимости до-
норов и реципиентов.

Гены класса I (HLA-A, HLA-B, HLA-C) кодируют белки, 
которые являются неотъемлемой частью плазматической 
мембраны всех ядерных клеток. Белки класса I состоят 
из двух полипептидных единиц: вариабельной тяжелой 
цепи, которая кодируется в рамках МНС, и неполиморф-
ного пептида b2 — микроглобулина, который кодируется 
геном, расположенным за пределами МНС, и картирован 
на хромосоме 15. Пептиды образуются из внутрикле-
точных белков путем протеолитического расщепления 
большими многофункциональными протеазами, затем 
они перемещаются на поверхность клетки и прикрепля-
ются к молекулам класса I, формируя пептидный антиген 
для цитотоксических Т-клеток [4].

Молекулы HLA I класса связывают пептиды длиной 
8–10 аминокислот, фиксируя пептид по обеим сторонам 
молекулы. Молекулы HLA разных аллельных вариантов 
связывают пептиды с определенными аминокислотами 
в якорных позициях: первые С-концевые аминокислоты, 
2-я и 5-я с N-конца. Важно отметить, что каждый кон-
кретный аллельный вариант молекулы HLA связывает 
пептиды именно с этими, а не другими якорными моле-
кулами [5].

Другой аллельный вариант МНС имеет химическое 
сродство к другим якорным аминокислотам.

Молекулы HLA I класса экспрессируются на всех ядро-
содержащих клетках человека и связывают эндогенные 
пептиды, транспортируемые в эндоплазматический рети-
кулум (место синтеза МНС).

Молекулы HLA II класса экспрессируются только 
на антигенпрезентирующих клетках (В-клетки, дендрит-
ные клетки, макрофаги) и связывают пептиды экзогенного 
происхождения, которые попадают в клетки в результате 
эндоцитоза, и презентируют антиген для Т-клеточного ре-
цептора (TCR) на СD4 Т-хелперах, обладающих сродством 
к молекулам HLA II класса [6].

Следует еще раз отметить, что каждый конкретный 
аллельный вариант молекулы HLA связывает определен-
ные пептиды с определенными аминокислотами.

Набор аллелей HLA в различных локусах I и II классов 
в определенной хромосоме формирует гаплотип. Алле-
ли — кодоминантны, так как каждый из родителей имеет 
два гаплотипа и экспрессирует их оба. Эти локусы распо-
ложены близко друг к другу, поэтому ребенку может пере-
даваться гаплотип как единый блок, в связи с чем, ребенок 
и родитель имеют общий гаплотип, при этом шансы на-
следования двумя сибсами одного гаплотипа равны 25 %.

Общие принципы подбора доноров
Общие принципы подбора доноров освещены в рабо-

тах [7, 8]. Совместимость по антигенам HLA считают опре-
деляющей при подборе донора.

В настоящее время идентифицировано 24 аллеля ло-
куса HLA-A, 52 аллеля локуса HLA-B и 20 аллелей ло-
куса HLA-DR. Комбинации генов могут быть крайне раз-
нообразными, и совпадение одновременно во всех трех 
указанных локусах практически невозможно.

Отторжение в раннем послеоперационном периоде 
(в течение первого года после трансплантации) обычно 
связано с несовместимостью по HLA-DR, а в отдаленные 
сроки (в течение второго года) — по HLA-A и HLA-B. 
При полном совпадении HLA-A и HLA-B вероятность при-
живления донорской почки, например, в течение 2 лет 
составляет около 90 %, при совпадении наполовину — 
65–85 % [1, 2].

Перекрестное типирование является очень важным ис-
следованием при трансплантации органов и тканей. В при-
сутствии комплемента проводят тестирование нескольких 
взятых в разное время проб сыворотки реципиента с лим-
фоцитами донора. Положительным считают результат, 
когда выявляют цитотоксичность сыворотки реципиента 
по отношению к лимфоцитам донора. Если хотя бы в од-
ном случае перекрестного типирования выявлена гибель 
лимфоцитов донора, трансплантацию не проводят [1].

Подбор донора к реципиенту
В 1994 г. в клиническую практику широко внедрен 

метод перспективного генотипирования реципиентов 
«листа ожидания» и доноров. Селекция доноров — 
важная предпосылка для эффективности клинических 
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трансплантаций. «Лист ожидания» — сумма всей инфор-
мации, характеризующей заданное количество реципиен-
тов, из нее формируют банк информации [9].

В настоящее время в Европе действует несколько бан-
ков с данными о реципиентах (Евротрансплантат и др.) [1].

Для подбора донора при трансплантации солидных 
органов обычно достаточно типирования генов с низким 
разрешением, кроме случаев с особо чувствительными ре-
ципиентами в то время, как для трансплантации костного 
мозга, необходимо проводить генотипирование с высо-
ким разрешением. В международных стандартах EFI [10] 
отмечено, что необходимым требованием при трансплан-
тации от аллогенного донора является типирование ге-
нов HLA-A, HLA-B, HLA-C и HLA-DRB1 на уровне высокого 
разрешения, которое представляет собой следующее:

• Определение всех HLA-аллелей, кодирующих оди-
наковую последовательность белка в антигенсвя-
зывающем домене.

• HLA-аллели должны быть определены на уровне 
первого и второго поля в соответствии с номенкла-
турой ВОЗ.

• Для этого должны быть разрешены все неодно-
значности в пределах 2 и 3 экзона для HLA I клас-
са и 2 экзона для HLA II класса, включая нулевые 
аллели, имеющие полиморфизмы при отсутствии 
экспрессии кодируемого белка на клетке.

Установлено, что в пределах указанных регионов HLA-
генов (2 и 3 экзон для HLA I класса и 2 экзон для HLA 
II класса) одну и ту же как белковую (группа «Р»), так 
и нуклеотидную (группа «G») последовательность могут 
кодировать разные аллели.

Группа «Р»
• включает HLA-аллели, кодирующие одну и ту же 

последовательность белка в антигенсвязывающих 
доменах (экзон 2 и 3 для аллелей HLA I класса и эк-
зона 2 для аллелей HLA II класса)

• содержит четыре цифры, а буква «Р» следует 
за первыми 2 полями аллеля с наименьшим номе-
ром в группе (A*01:01Р).

Группа «G»
• включает HLA-аллели, имеющие идентичные ну-

клеотидные последовательности в пределах анти-
генсвязывающих доменов (экзон 2 и 3 для аллелей 
HLA I класса и экзон 2 для аллелей HLA II класса)

• содержит шесть цифр, а буква «G» следует за пер-
выми 3 полями аллеля с наименьшим номером 
в группе (A*01:01:01G).

Состав групп «P» и «G», доступен на сайте междуна-
родной ассоциации иммуногенетиков [11].

При появлении донора, у которого планируют изъя-
тие органов, проводят его типирование по системам АВ0 
и HLA, после чего выбирают, с каким реципиентом он наи-
более совместим.

Несмотря на быстрое развитие методов во всех обла-
стях медицины и биологии, серологический метод (другое 

название — цитотоксический тест) исследования до на-
стоящего времени не претерпел каких-либо существен-
ных изменений и основные его недостатки — субъектив-
ные элементы анализа — иногда не позволяют избежать 
ошибок при интерпретации результатов исследования.

Бурное развитие генетики привело к изменению ме-
тодологии проведения дотрансплантационного иммуно-
логического мониторинга, заменив его на более точные 
генетические методы исследования.

Методы типирования ДНК, применяемые 
в настоящее время при трансплантации 
органов и тканей

Комплементзависимая цитотоксичность

Принцип метода комплементзависимой цитотоксично-
сти заключается в двухэтапном воздействии на лимфоци-
ты периферической крови:

• на первом этапе — иммунной сыворотки, которая 
содержит антитела известной специфичности;

• на втором этапе — комплемента, при этом может 
быть использована сыворотка кролика или смесь 
сыворотки кролика и человека [12, 13].

Если лимфоциты, на поверхности которых находятся 
HLA-антигены, распознаются сывороткой, то происходит 
лизис этих лимфоцитов.

Количество лизирующихся таким образом лимфо-
цитов определяется с помощью проникновения в них 
прижизненного красителя. Этот метод имеет несколько 
модификаций, самым используемым из них является 
двухступенчатый метод, разработанный Национальным 
институтом здоровья (Бетезда, США) [12].

Метод и все его варианты основаны на использовании 
микротехники, предложенной американским исследова-
телем П. Терасаки и соавт. [14]. За более чем 60-летнее 
использование этого метода, произошли лишь незначи-
тельные изменения, заключающиеся в применении более 
современной техники (микроскопы, дозаторы и др.) и но-
вой прижизненной окраски, в том числе redfix, в резуль-
тате которой клетки фиксируются.

Метод полимеразной цепной реакции

Метод полимеразной цепной реакции (ПЦР), пред-
ложенный Кари Маллисом, повысил чувствительность 
и специфичность анализа генов за счет амплификации 
участка ДНК, который требуется анализировать. Увеличе-
ние происходит за счет использования олигонуклеотидов, 
которые ограничивают интересуемый участок ДНК [15].

Важнейшим моментом ПЦР является использование 
термостабильной ДНК-полимеразы и праймеров.

Термостабильная ДНК-полимераза катализирует реак-
цию синтеза ДНК, используя олигонуклеотидные праймеры 
как затравки, а исходную молекулу ДНК — в качестве ма-
трицы для синтеза. В реакционную смесь добавляют также 
дезоксинуклеотиды: А, Т, G, С, из которых строятся цепи ДНК.
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В более ранних работах демонстрировалась возмож-
ность амплификации HLA-DQA1 локуса и детекции ам-
пликонов путем гибридизации с аллель-специфическими 
олигонуклеотидами и проявлением результатов гибриди-
зации с помощью цветной реакции пероксидазы хрена 
с тетраметилбензидином, используя ДНК, выделенную 
из отдельной волосяной луковицы [16].

Выделение ДНК — это начальный этап проведения 
ПЦР.

В полученный для исследования материал (кровь, 
мазок из полости рта и т. д) добавляются специальные 
растворы для удаления органических веществ с целью 
очистки ДНК. В результате остается ДНК или РНК, кото-
рые затем подвергаются амплификации.

ПЦР — это многократное копирование определен-
ных фрагментов ДНК in vitro в процессе повторяющихся 
температурных циклов. Образование нуклеотидной цепи 
осуществляется ферментом ДНК-полимеразой. Для на-
чала работы ферменту необходима стартовая площадка, 
в качестве которой выступают «праймеры» (затравки) — 
синтетические олигонуклеотиды длиной 15–20 нуклеоти-
дов. Праймеров должно быть два (прямой и обратный), 
они комплементарны участкам ДНК-матрицы, и именно 
фрагмент ДНК, ограниченный праймерами, будет много-
кратно копироваться ДНК-полимеразой. Работа поли-
меразы заключается в последовательном добавлении 
нуклеотидов, комплементарных последовательности 
ДНК-матрицы. Тем самым в одном температурном цикле 
вновь синтезируются два новых фрагмента ДНК (т. к. мо-
лекула ДНК — двухцепочечная, то и матриц изначально 
две). Таким образом, за 25–35 циклов в пробирке нака-
пливаются миллиарды копий участка ДНК, определенного 
праймерами. Структуру отдельного цикла можно предста-
вить следующим образом:

1) денатурация ДНК (плавление, расхождение цепей 
ДНК) — 95 °C, 1 или 2 мин;

2) отжиг праймеров (затравки связываются с ДНК-
матрицей, температура данной стадии определя-
ется нуклеотидным составом праймера) — 60 °C 
(к примеру), 1 мин;

3) элонгация ДНК (полимераза синтезирует цепь 
ДНК) — 72 °C, 1 мин (время зависит от длины син-
тезируемого фрагмента).

После окончания ПЦР продукт амплификации под-
вергается электрофорезу в агарозном геле с последую-
щим окрашиванием, в результате молекулы ДНК разной 
длины разделяются пространственно (рис. 1). Полиакрил-
амидный гель намного плотнее, поэтому больше подхо-
дит для разделения очень коротких фрагментов (несколь-
ко десятков пар нуклеотидов), при этом можно увидеть 
разницу даже в один нуклеотид [17].

На рис. 2 и 3 представлены электрофореграммы HLA-
генов I класса А и В.

Еще раз необходимо подчеркнуть очень широкое раз-
нообразие аллельных вариантов HLA-системы, в отличие 

от других генов. В связи с этой особенностью нельзя соз-
дать наборы для ПЦР в реальном времени, так как воз-
можно экранирование отдельных аллелей при регистра-
ции флуоресцентных сигналов. Именно поэтому оценка 
результатов производится по конечной точке с помощью 
электрофореза [18]. Кроме того, гены главного комплек-
са гистосовместимости характеризуются очень высокой 
степенью кодоминантности, представляющей собой тип 
взаимодействия аллелей, при котором оба аллеля в пол-
ной мере проявляют свое действие. В результате феноти-
пический гибрид получает не усредненный вариант двух 
родительских признаков, а новый вариант, отличающийся 
от признаков обеих гомозигот [19].

SSP-, SBT-, SSO-технологии

Среди молекулярно-генетических методов различают 
технологии SSO (sequence specific oligonucleotides), SSP 
(sequence specific primers), SBT (sequence-based typing).

Рис. 1. Электрофорез в агарозном геле

Рис. 3. Электрофореграмма HLA-генов 1-го класса В пациента 

Рис. 2. Электрофореграмма HLA-генов 1-го класса А пациен-
та реципиента из «списка ожидания» — для трансплантации 
почки

HLA-A

HLA-B

1 9 172 10 183 11 194 12 205 13 21 22 23 246 147 158 16

1 9 172 10 183 11 194 12 205 13 21 22 23 246 147 158 16

4127 4228 35 4329 36 4430 37 4531 4632 4733 4834 38 3925 4026
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Для технологии SSO характерны относительно низкая 
трудоемкость и высокая производительность, при этом 
выявляются точечные мутации генов HLA, т. е. эта ме-
тодика обладает потенциалом технологии SBT [20, 21]. 
Именно эта технология чаще всего используется при фор-
мировании регистров доноров, что позволяет накопить 
данные о типировании десятков тысяч доноров [22].

SSO-метод типирования основан на амплификации ге-
номной ДНК, за которой следуют гибридизация и анализ. 
Искомые специфичности улавливаются на этапе блот-
гибридизации, который, заменяет электрофорез в SSP 
технологии и представляет собой процесс связывания
(коньюгацию) специфических участков ДНК с олигонуклео-
тидными зондами, пришитыми на специальные нейлоно-
вые полоски — стрипы. Весь процесс блот-гибридизации, 
окраски и интерпретации результатов полностью автома-
тизирован (2 часа) с помощью специального оборудова-
ния. Чипы после гибридизации анализируются на мульти-
плексном проточном анализаторе (например, Bio-Plex 3D).
На рис. 4 представлены  последовательные этапы SSO-метода.

Метод SSP представляет собой ПЦР с аллель-спец-
ифическими праймерами. Регистрация результатов 
амплификации проводится методом электрофореза 
в агарозном геле, при этом интерпретация результатов 
HLA-типирования очень простая — наличие или отсут-
ствие продуктов ПЦР. При технологии SSP необходимые 
участки ДНК генов системы гистосовместимости улав-
ливаются специфическими праймерами в ходе ампли-
фикации (рис. 5). Очень важное преимущество метода 
заключается в том, что типирование можно производить 
как на низком, так и на высоком уровне разрешения 
и характеризуется относительно небольшой стоимостью 

оборудования для электрофореза. Основной недоста-
ток — низкая производительность.

SBT-метод (секвенирование по Сэнгеру) позволяет 
получить первичную последовательность ДНК и име-
ет самую высокую разрешающую способность из выше 
представленных методов. Кроме того, применение SBT 
позволяет выявлять неизвестные, очень редкие аллели 
[23, 24]. Однако стоит признать, что оборудование и на-
боры реагентов для этого метода в настоящее время яв-
ляются самыми дорогостоящими.

Следует отметить самый важный недостаток всех 
перечисленных методов исследования — выявле-
ние неоднозначных комбинаций нескольких пар алле-
лей. Наличие этого недостатка снижает эффективность
HLA-типирования, так как внесение таких данных в базу 
не представляется возможным.

Метод таргетного секвенирования с использованием 
полногеномного секвенатора MiSeq

Преимущества таргетного секвенирования заключают-
ся в следующем:

• позволяет сосредоточиться на конкретных участках 
генома или отдельных генах, именно поэтому ана-
лизировать результат гораздо удобнее;

• существенно снижает затраты (временные и де-
нежные);

• благодаря глубокому секвенированию на различ-
ных уровнях можно получить информацию о редких 
отклонениях.

Кроме того, в отличие от секвенирования по Сэн-
геру, методы полногеномного секвенирования (NGS)
используют для глубокого (многократного) прочтения ге-
нетического материала, которое необходимо, например, 
для ресеквенирования и сборки новых геномов (de novo), 
транскриптомных и эпигеномных исследований [25].

Технология секвенирования MiSeq (Illumina, США) 
основана на молекулярных кластерах с использованием 
флуоресцентно меченых нуклеотидов [26].

Общий принцип пробоподготовки для большинства 
современных (NGS) секвенаторов включает фрагмен-
тирование ДНК, привязку к субстрату, амплификацию 
фрагментов с помощью ПЦР и последующее считывание 
последовательности нуклеиновых кислот.

Суть метода заключается в следующем: к обоим кон-
цам предварительно фрагментированной ДНК лигируют 
адаптеры, необходимые для ПЦР и последующего секве-
нирования на молекулярных кластерах. Полученные ДНК-
библиотеки иммобилизуют на поверхности проточной ячей-
ки, где и проводят циклический процесс секвенирования.

Реакционная смесь для синтеза комплементарной ДНК 
подается на поверхность проточной ячейки и содержит 
ферменты, олигонуклеотиды, а также четыре типа флуо-
ресцентно меченых дезоксинуклеозидтрифосфатов. После 
включения в синтезируемую цепь ДНК нуклеотида-тер-
минатора с помощью ПЗС-матрицы (специализированная 

Рис. 4. Схема SSO-ПЦР

Рис. 5. Схема SSP-метода

Мультиплексная ПЦР

Гибридизация Анализ данных

Аллель-специфичные
праймеры

ДНК-амплификация с использованием сиквекс-специ-
фических праймеров для различных аллелей

Совпадение Несоответствие

Без амплификацииАмплификация

Регистрация с помощью электрофореза в агарозном геле
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Контроль



DOI: https://doi.org/10.17816/rmmar81197

27
ОБЗОРЫ

Известия Российской
Военно-медицинской академииТом 40, № 2, 2021

аналоговая интегральная микросхема, состоящая из све-
точувствительных фотодиодов) идентифицируют как тип 
включенного нуклеотида, так и его положение. Затем 
терминирующая группа и флуоресцентная краска отще-
пляются от нуклеотида и цикл синтеза повторяется. Эта 
серия шагов продолжается определенное число раз, ко-
торое задает исследователь [27].

Примером практического применения таргетного 
секвенирования в медицинских целях является HLA-
типирование — секвенирование генов главного комп-
лекса гистосовместимости, ответственных за распоз-
навание организмом клеток по типу «свой–чужой». 
HLA-типирование проводят при трансплантации, пато-
логии беременности, аутоиммунных заболеваниях и др. 
Таргетное секвенирование на MiSeq, в отличие от других 
методов HLA, позволяет получить полную последователь-
ность генов и точный генотип. На рис. 6 представлены 
первичные результаты типирования генов HLA на секве-
наторе МiSeq. Окончательные результаты при использо-
вании таргетной программы показаны на рис. 7.

Описание технологии анализа с помощью 
геномного времяпролетного анализатора 
Massarray

Серия ранних работ, в которых для идентификации 
личности пробовали использовать локусы HLA-DQA1, 
являлась попыткой выявить однонуклеотидные заме-
ны (SNP) с помощью сорбированных на мембране ал-
лель-специфических олигонуклеотидных проб. В набор 
входили 6 локусов, HLA DQA1, LDDDLR, GYPA, HBGG, D7S8, 
GC с разными числами аллелей для каждого [28], и его 
разрешающая способность была не очень большой. Набор 
использовался для криминалистических целей [29–31], 
и для анализа популяций в разных частях света.

В одной из работ для повышения достоверности ре-
зультатов дот-блот-гибридизации исследуемой ДНК с ал-
лель-специфическими олигонуклеотидами предлагалось 

добавлять расщепление ампликонов подходящими ре-
стрикционными эндонуклеазами [33].

Перечисленные исследования явились основой 
для разработки принципиально новой системы исследо-
вания индивидуальных генетических особенностей чело-
века на основе однонуклеотидных полиморфизмов.

Одним из основных приложений данного аппаратно-
го комплекса является идентификация личности чело-
века по ДНК. Геномный масс-спектрометр анализирует 
нуклео тидные полиморфизмы SNP, сугубо индивидуаль-
ные для каждого человека. Система MassArray составля-
ет генетический профиль (индивидуальный генетический 
паспорт). Анализ для этого проводится один раз в жизни 
и представляет собой совершенно достоверную инфор-
мацию. Генетический паспорт позволяет идентифици-
ровать человека по любому биологическому материалу. 
На сегодняшний день данная технология является самой 
точной и чувствительной. Точность обусловлена высокой 
разрешающей способностью масс-спектрометрического 
метода детекции. Чувствительность позволяет произве-
сти анализ даже одной копии ДНК, находящейся в лунке 
спектрального чипа. Система является открытой. Россий-
скими учеными разработана панель по идентификации 
человека. Метод позволяет осуществлять идентификацию 
по фрагментам нуклеиновых кислот. Преимущество мето-
да заключается в возможности применения небольшого 
(вплоть до нанограмм) количества анализируемого био-
логического материала, даже в виде обгорелых костей 
и деградированных тканей, в отличие от метода иден-
тификации по STR. Метод идентификации (ID MassArray 
по SNP) применяется во всем мире и вытесняет метод 
идентификации по STR [34].

Технология анализа основана на амплификации уни-
кальных областей идентификации личности, затем следу-
ет стадия добавочного праймера, в ходе которой получа-
ют ампликоны аллель-специфической ПЦР. Они являются 
аналитом для дальнейшего масс-спектрометрического 
анализа. В отличие от традиционной ПЦР в реальном 

Рис. 6. Первичные результаты типирования генов HLA 
на секвенаторе МiSeq

Рис. 7. Окончательные результаты типирования генов HLA при ис-
пользовании таргетной программы
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времени, геномный масс-спектрометрический анализ 
осуществляет одновременную оценку нескольких десят-
ков SNP в одной лунке, учитывает такие количественные 
факторы, как аллельность и зиготность, позволяет опре-
делять химерные и редкие формы наследования (в отли-
чие от метода STR) [35–37]. На рис. 8 изображен секвеном 
Мassarray в момент проведения анализа.

В Институте биохимии и генетики — обособленном 
структурном подразделении Федерального государ-
ственного бюджетного научного учреждения Уфимского 
федерального исследовательского центра Российской 
академии наук, подобрана панель преимущественно би-
аллельных SNP (в нее также включены отдельные три- 
и тетраллельные SNP) с высоким уровнем гетерозигот-
ности, характерной для разных популяций всего мира, 
с целью ДНК-паспортизации всего населения Российской 
Федерации. Проведенный in silico анализ данной панели 
снипов по доступной базе данных секвенированных гено-
мов людей во всем мире показал абсолютную достаточ-
ность 70 снипов для однозначной ДНК-идентификации 
личности. Разработанный способ представления данных 
о ДНК каждого человека обладает максимально воз-
можной степенью цифровизации применительно к SNP 
как к ДНК-характеристике любого индивида. Благодаря 
этому база данных по ним будет иметь минимально воз-
можный объем и обеспечивать максимально быстрый 
поиск с выдачей конкретных результатов о человеке, ко-
торому принадлежит анализируемый образец ДНК, если 
информация о таковом будет находиться в этой базе 
данных. Цифровизация результатов с минимальным объ-
емом важна и для создания базы данных банка доноров 
для трансплантации органов и тканей.

Уникальность легшего в основу такой базы данных под-
хода заключается в том, что любой SNP рассматривается 
как потенциально тетраллельный, что предупреждает слу-
чаи, когда у какого-нибудь индивида в определенном SNP 
будет находиться нуклеотид, неожидаемый и считающийся 
биаллельным, и базы данных, принимающие в расчет толь-
ко биаллельность SNP, окажутся неспособными справиться 
с такой ситуацией и будут выдавать ошибку [37, 38].

Себестоимость генетического анализа методом ге-
номной масс-спектрометрии складывается из стоимости 
чипов (спектральной подложки), стоимости праймеров 
(стандартный набор) или стоимости обычных ПЦР реа-
гентов при отказе от готовых реагентов компании Agena 
Bioscience. Открытость системы позволяет использовать 
реагенты для ПЦР других производителей.

Таким образом, подводя итог, необходимо отметить, 
что SNP обладают преимуществами по всем параметрам, 
кроме уровня полиморфизма. Однако следует иметь 
в виду, что у SNP полиморфизм имеет фиксированные 
границы в виде четырех нуклеотидов в вариабельном 
месте SNP и 10 комбинаций аллелей в популяциях, тогда 
как любой STR-, а тем более любой VNTR-локус, фактиче-
ски безграничен по своему полиморфизму [39]. Это ока-
зывается крайне неудобным для цифровизации, которая 
необходима для хранения полученных данных по каж-
дому человеку в отдельности и по всему человечеству 
в целом.

ВЫВОДЫ
Типирование генов системы HLA, основанное на ана-

лизе ДНК, становится самым популярным из методов, 
используемых при трансплантации органов и тканей, так 
как имеет неоспоримые преимущества по сравнению 
с серологическими и цитологическими методами [36].

Метод ПЦР-SSP может быть использован для типи-
рования небольшой группы пациентов и дает достаточно 
хорошие результаты, однако при этом требует больших 
временных затрат [36, 38].

В качестве дополнительного к ПЦР-SSP метода, в том 
случае, когда нельзя разделить аллели, используют ме-
тод ПЦР-SBT при наличии секвенатора в лаборатории.

Для лабораторий, в которых необходимо исследовать 
большие группы пациентов, удобнее использовать метод 
ПЦР-SSО.

Быстро возрастающее количество вновь идентифи-
цированных аллелей подтверждает, что новые аллели 
появляются, как правило, благодаря генной инверсии, 
которая имеет место между различными аллелями в од-
ном локусе.

Метод SBT позволяет избежать трудностей методов 
SSP и SSO, в том числе выявить очень редкие и неиз-
вестные аллели, но при этом, однако, очень трудоемкий 
и пока еще дорогостоящий, поэтому не может широко ис-
пользоваться в клинической практике [24].

Метод HLA-типирования с использованием секвена-
тора нового поколения MiSeq при необходимости созда-
ния банков доноров или пуповинной крови, где требуется 
исследовать большие группы образцов, дает хорошие 
результаты, менее трудоемкий и дорогостоящий по срав-
нению с секвенированием по Сенгеру.

Использование секвенома Massarray для HLA- 
ти пирования основано на определении SNP, т. е. 

Рис. 8. Секвеном Мassarray во время проведения исследования
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однонуклеотидных замен, которыми отличаются инди-
видуальные геномы. С помощью этого прибора можно 
изучать как большие группы лиц, так и небольшие вы-
борки при сохранении очень высокой точности и относи-
тельно не очень высокой цены [39].

Показано, что эпитопы HLA на донорской ДНК име-
ют большое значение для трансплантации солидных ор-
ганов и которые можно определить только с помощью 
типирования с высоким разрешением, анализ которого, 
как правило, невозможно выполнить на материале умер-
шего донора. В недавно появившейся публикации [40]
разработан метод быстрого NGS HLA-типирования с вы-
соким уровнем разрешением для умерших доноров. 
Он основан на сокращении времени амплификации ПЦР, 
кроме того, использована платформа для секвенирования 
одиночных молекул Oxford Nanopore на проточной кювете 
Flongle. Метод ONT-Rapid HR HLA опробирован на 42 об-
разцах. Типирование с высоким уровнем разрешения мето-
дом ONT-Rapid HR HLA на 100 % совпало как с результата-
ми метода SSO, так и NGS. При этом новый метод позволил 
провести типирование по всем локусам за 4–4,5 часа.
ONT-Rapid HR — это первый зарегистрированный 

метод HLA-типирования NGS, использованный для ана-
лиза ДНК умерших доноров. Возможность обеспечить
HLA-типирование с высоким уровнем разрешением 
у умерших доноров перед имплантацией позволит в бу-
дущем рассмотреть вопрос о сопоставлении эпитопов, 
что в итоге принесет клинические преимущества паци-
ентам.
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