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территории Чеченской Республики и Республики Дагестан. Все доно-
ры были привлечены из числа кадровых доноров крови и ее компонен-
тов Республиканскими станциями переливания крови в 2014–2015 гг.

Препараты ДНК для проведения HLA-типирования были по-
лучены из замороженных образцов цельной крови (антикоагулянт  
ЭДТА) методом сепарации на магнитных частицах с помощью 
прибора MagNA Pure Compact с использованием наборов реаген-
тов MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I (“Rosche”, 
Швейцария). Концентрация препаратов ДНК составляла в среднем  
25–40 нг/мкл при соотношении А260/А280 1,75–1,95.

HLA-типирование по локусам HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-
DRB1, HLA-DQB1 проводили по технологии SBT (Sequencing Based 
Typing) с использованием базовых наборов реагентов AlleleSEQR 
HLA Sequencing (“Abbott”, США). Для разрешения неоднозначно-
стей типирования использовали реагенты для уточнения гетерози-
готных неоднозначностей с использованием амплификатов, полу-
ченных на стадии амплификации при постановке HLA-типирования 
с базовыми наборами реагентов.

Капиллярный электрофорез осуществляли c использованием 
генетического анализатора 3500 × l (“Applied Biosystems”, США), 
полученные сиквенсы просматривали в программном обеспечении 
Sequencing Analysis v.5.2, анализировали в программном обеспече-
нии SBTEngine с использованием библиотек HLA-аллелей – IMGT/
HLA 3.18.0 –3.21.0.

Реагенты для уточнения гетерозиготных неоднозначностей вы-
бирали с использованием программного обеспечения HARPs Finder, 
доступного в режиме on-line в глобальной сети Интернет [5]. 

Для подтверждения и описания новых аллелей использова-
ли набор реагентов PROTRANS HLA-A S4 (“Protrans”, Германия),  
основанный на технологии моноаллельного секвенирования.  
Анализ полученных сиквенсов проводили с помощью программно-
го обеспечения SeqPilot.

Частоты аллелей локуса HLA-A были определены методом мак-
симального правдоподобия с помощью алгоритма максимизации 
ожидания для данных с неизвестной гаметической фазой [6, 7],  
реализованным в программном обеспечении Arlequin v.3.1. Стан-
дартные отклонения рассчитывали при начальном значении иттера-
ций равном 100. В случае определения одного аллеля индивидуума 
считали гомозиготным по данному аллелю.

Человеческие лейкоцитарные антигены (Human leucocyte an-
tigens – HLA) являются наиболее полиморфными локусами в ге-
номе человека. По данным Комитета по номенклатуре факторов 
HLA-системы ВОЗ (the WHO Nomenclature Committee for Factors 
of the HLA System), на январь 2016 г. локусы I класса представ-
лены 10  574 аллелями, II класса – 3658 [1]. За последние 5 лет 
количество известных аллелей HLA-локусов увеличилось почти 
в 2 раза, что связано не только с расширением числа изученных 
мировых популяций, но и с развитием методов HLA-типирования, 
позволяющих выявлять единичные нуклеотидные замены в раз-
личных структурных элементах HLA-генов. При этом Российская 
Федерация (РФ) до 30.09.14 оставалась «зеленой» на карте мира 
(обозначение председателя Комитета по номенклатуре факторов 
HLA-системы ВОЗ проф. Стивена Марша), т.е. не имела ни одного 
зарегистрированного нового HLA-аллеля. Комитет по номенкла-
туре факторов HLA-системы ВОЗ 30.09.14 зарегистрировал сразу 
два новых аллеля, выявленных в российских популяциях [2, 3].

Такая ситуация объясняется не только относительно неболь-
шим количеством потенциальных доноров гемопоэтических 
стволовых клеток (ГСК) в российском регистре (по состоянию 
на 22.01.16 зарегистрировано 44 180 доноров [4]), но и тем, что 
большая часть лабораторий HLA-типирования использует в 
своей работе технологии SSP (Sequence-Specific Primers) и SSO 
(Sequence-Specific Oligonucleotides). Указанные технологии по-
зволяют идентифицировать новый аллель только в случае, если 
нуклеотидная замена произошла в месте связывания праймера, 
но позволяют быстро наполнить регистр. Однако в отличие от 
секвенирования в малоизученных популяциях, к которым отно-
сят большую часть российских популяций, методы SSP и SSO 
могут привести к неправильной интерпретации аллелей [2].

Цель настоящего исследования – идентификация нового  
аллеля локуса HLA-A, изучение генетического разнообразия  
аллелей локуса HLA-A в популяциях Северного Кавказа.

Материал и методы
В исследование были включены 2444 образца цельной кро-

ви, полученные от потенциальных доноров ГСК, проживающих на  
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Рис. 1. Результат анализа образца №26 417 по локусу A в программном обеспечении SBTEngine v.3.6.1.
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Для определения того, какой из пары аллельных вариантов 
является уже известным, а какой новым, провели сравнение по-
следовательностей с помощью инструмента Sequence Alignment, 
доступного в режиме on-line в глобальной сети Интернет [8]. 
Результаты сравнения последовательностей представлены на 
рис. 2, из которых видно, что использование постановки одной 
дополнительной сиквенсовой реакции с применением реагента 
для уточнения гетерозиготных неоднозначностей – C3R539T, 
позволит определить, какой из аллельных вариантов является 
новым. Результат постановки сиквенсовой реакции с указанным 
реагентом для уточнения гетерозиготных неоднозначностей 
(см. рис. 1) показывает, что реагент для уточнения гетерози-
готных неоднозначностей C3R539T, отжигающийся только на 

последовательность аллеля A*02:01:01:01, 
дает в позиции 404 3-го экзона G. На осно-
вании этого сделан вывод о том, что образец 
№26  417 содержит новый аллель в локусе 
А и его генотип может быть обозначен как 
А*02, 24:новый. При этом 111-й кодон алле-
ля А*24:новый меняется с СGC на САС, что 
приводит к изменению аминокислоты с ар-
гинина на гистидин. Необходимо отметить, 
что в декабре 2014 г., когда пул образцов был 
расширен до 672, описанный выше аллель 
был выявлен еще у 2 доноров изучаемой по-
пуляции – № 29201 и № 29247.

Для подтверждения нового аллеля и его 
описания для последующей регистрации в 
международной базе данных HLA-аллелей 
использовали технологию моноаллельного 
секвенирования с применением наборов ре-
агентов PROTRANS HLA-A S4. Полученные 
данные подтвердили наличие нового аллеля 
во всех трех образцах и позволили предста-
вить данный аллель на регистрацию (номер 
последовательности в базе данных EMBL 
LN830751). Указанному аллелю 23.06.15 
был присвоен номер A*24:314 и выдано сви-
детельство о регистрации нового аллеля.

При проведении дальнейших исследова-
ний аллель HLA-A*24:314, был выявлен еще 
у 12 человек. А в сентябре 2015 г. данный 
аллель был обнаружен у потенциального 
донора ГСК, проживающего на территории 
Костромской области. Генотипы образцов, 
содержащих аллель HLA-A*24:314, а также 
половая и национальная принадлежность 
доноров, представлены в табл. 1, из данных 
которой видно, что в 14 случаях выявленный 
аллель, вероятно, ассоциирован с гапло-
типом А*24:314-В*18:01/18:17N-C*12:03, 
и только в двух случаях – с гаплотипом 
А*24:314-В*07:02-C*07:02. 

Аллели локусов HLA-А, частоты их 
встречаемости с соответствующими стан-
дартными отклонениями представлены в 
табл. 2. Был выявлен 51 аллель по локусу 
HLA-A из 19 аллельных групп: по одному – 
из аллельных групп А*01, А*25, А*32, А*34, 
А*36, А*66, А*69, А*74, по два – из аллель-
ных групп А*03, А*11, А*23, А*31, А*33, по 
три – из аллельных групп А*26, А*29, А*30, 

Результаты
В октябре 2014 г. в ходе проведения исследования 192 образ-

цов ДНК, полученных от доноров, проживающих на территории 
Северного Кавказа, для одного образца не было найдено полно-
го соответствия с библиотекой HLA-аллелей IMGT/HLA 3.18.0 
по локусу HLA-А – №26417.

В ходе проведения высокоразрешающего HLA-типирова-
ния образца № 26417 был определен следующий генотип 
В*18:01/18:17N, 44:AMUT, C*05:01, 12:03, DRB1*04:03, 11:04, 
DQB1*03:01, 03:02, А*02, 24 с одним несоответствием базе дан-
ных HLA-аллелей – в позиции 404 3-го экзона вместо G стоит R, 
четкий двойной пик выявлен в прямом и обратном направлении 
(рис. 1).
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Рис. 2. Сравнение последовательностей 3-го экзона аллелей А*02:01:01:01 и А*24:02:01:01 (в нуклеотидах).

Т а б л и ц а  1
HLA-генотипы образцов, содержащих аллель HLA-A*24:314,  

половая и национальная принадлежность доноров

№ 
п/п

№ об-
разца

Генотип по локусу

Пол

Нацио-
нальная 
принад-

лежность
А В С DRB1 DQB1

1 26 417 02:01/02:01L, 
24:314

18:01/18:17N, 
44:AMUT

05:01, 12:03 04:03, 
11:04

03:01, 
03:02

м Чеченец

2 29 201 03:01, 24:314 18:01/18:17N, 
51:01

03:03, 12:03 13:01, 
16:02

05:02/05:05, 
06:03/06:28

м Кумык

3 29 248 02:06, 24:314 18:01/18:17N 07:AAGAJ, 
12:03

04:04, 
11:04

03:01, 
03:02

м Даргинец

4 2049 02:01/02:01L, 
24:314

18:01/18:17N, 
51:01

12:03, 16:02 10:01, 
11:04

03:01, 
05:01

м Аварец

5 25 682 02:01/02:01L, 
24:314

18:01/18:17N, 
52:01

12:02, 12:03 11:04, 
15:02

03:01/03:10, 
06:01/06:53

м Чеченец

6 29 243 02:01/02:01L, 
24:314

07:TDVB, 
49:01

07:ABXZJ, 
07:WCP

15:01 05:02/05:05, 
06:02/06:79

м Лезгин

7 29 455 02:01/02:01L, 
24:314

18:01/18:17N, 
44:AMUT

05:01, 12:03 03:01, 
04:05

02:01,
 04:01

м Балкарец

8 29 136 02:01/02:01L, 
24:314

13:02, 
18:01/18:17N

06:02, 12:03 11:01/11:97, 
11:04

03:01 м Лакец

9 2057 24:314, 68:01 07:02, 
44:02/44:19N

05:01, 
07:ABSED

13:ADPGE, 
15:01

05:03, 
06:03

м Аварец

10 29 117 23:AFCTD, 
24:314

18:01/18:17N, 
55:01

03:03, 12:03 04:03, 
11:04

03:01, 
03:02

ж Аварка

11 31 650 24:02, 24:314 08:01, 
18:01/18:17N

07:ABSED, 
12:03/12:143

03, 
11

02:01, 
03:01

м Чеченец

12 32 959 02:01/02:01L, 
24:314

14:02, 
18:01/18:17N

08:02, 
12:03/12:143

01, 
11

03:01, 
05:01

м Чеченец

13 32 606 24:314, 25:01 18:01/18:17N, 
56:01

01:02/01:85, 
12:03/12:143

01:AETTD, 
11:04

03:01, 
05:01

ж Лезгинка

14 32 897 02:01/02:01L, 
24:314

13:02, 
18:01/18:17N

06:02, 
12:03/12:143

07:01/07:34, 
11:04

02:02, 
03:01

м Лакец

15 26 101 24:314, 68:01 18:01/18:17N, 
44:AMUT

07:ET, 12:03 11:04, 
13:03

03:01 ж Аварка

16 25 557 03:02, 24:314 08:NWWC, 
18:NWYH

07:HKGV, 
12:HHHH

03, 
11

ж Лезгинка

П р и м е ч а н и е. HLA – гаплотипы, в которые, вероятно, входит HLA-А*24:314, выделены  
жирным шрифтом здесь и в табл. 2.
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в международной базе данных только тремя небольшими регио-
нальными регистрами потенциальных доноров ГСК, не обеспе-
чивающими репрезентативность HLA-гаплотипов, достаточную 
для эффективного подбора доноров [11].

В настоящее время имеется мало данных о распространен-
ности HLA-A, HLA-B, HLA-C и HLA-DRB1 аллелей и HLA-
гаплотипов в различных российских популяциях [12–18]. Боль-
шинство исследований по распространенности аллелей класса I 
в российских популяциях были проведены серологическим ме-
тодом [14], а имеющиеся данные молекулярно-биологических 
исследований содержат информацию преимущественно о часто-
тах встречаемости аллелей локусов класса II [12, 13, 18]. Это не 
позволяет оценить, насколько существенно доноры, относящи-
еся к той или иной российской популяции, должны быть пред-
ставлены в российском регистре потенциальных доноров ГСК 
для обеспечения его генетической репрезентативности и обеспе-
чения высокой вероятности успешного подбора неродственного 
донора для российских больных.

Данное исследование позволило выявить и зарегистриро-
вать новый аллель, выявленный в популяциях Северного Кавка-
за. Данный аллель, возникший в результате случайной мутации  
гена, «закрепился» в изученных популяциях и циркулирует 
в них. А существующие в РФ активные миграционные про-
цессы населения способствуют распространению аллеля  
HLA-A*24:314 по территории страны (случай выявления ука-
занного аллеля в Костромской области).

Данные по изучению частоты встречаемости аллелей локуса 
HLA-A в исследованных популяциях показали, что вновь вы-
явленный аллель характеризуется довольно высокой частотой 
встречаемости – 0,31%, гораздо более высокой по сравнению с 
частотами встречаемости «редких» аллелей в других аллельных 
группах.

Проведенные исследования показывают актуальность даль-
нейшего изучения разнообразия HLA-аллелей у представителей 
различных российских популяций и расширения географии ре-
крутирования потенциальных доноров ГСК, что позволит уве-
личить эффективность подбора доноров ГСК для больных рос-
сийских клиник, нуждающихся в алло-ТГСК.

Финансирование. Исследование не имело спонсорской поддержки. 
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта 

интересов.
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А*68. Наибольшим числом выявленных аллелей характеризо-
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нимает второе место по частоте встречаемости среди аллелей 
аллельной группы А*24 после аллеля А*24:02.

Обсуждение
Число потенциальных доноров ГСК, зарегистрированных в 

международном регистре доноров костного мозга (BMDW), пре-
вышает 25 млн человек [11]. В международный регистр включе-
ны данные 72 регистров из 52 стран мира [11]. Крупнейшими из 
них являются NMDP в США, DKMS в Германии, Фонд Энто-
ни Нолана в Великобритании и др. Такое число безвозмездных 
доноров позволяет трансплантационным центрам, в том числе 
российским, осуществлять эффективный поиск совместимых 
доноров ГСК для больных, нуждающихся в трансплантации  
аллогенных ГСК (алло-ТГСК).

Зачастую для российского больного не удается подобрать со-
вместимого донора в международном регистре. С одной сторо-
ны, это обусловлено тем, что в этом регистре наиболее широко 
представлены доноры, относящиеся к европейским и северо-
американским популяциям, для которых характерна относитель-
но низкая частота встречаемости HLA-аллелей и гаплотипов, 
специфичных для населения РФ [10]. С другой стороны, мно-
гонациональное (более 180 народов) государство Российская  
Федерация с населением более чем 143 млн человек, представлено 
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Т а б л и ц а  2
Аллели локуса HLA-A и частоты их встречаемости

№ 
п/п Аллель

Частота 
встречае-

мости

Стандарт-
ное откло-

нение

№ 
п/п Аллель

Частота 
встречае-

мости

Стандарт-
ное откло-

нение
1 01:01 0,115385 0,004273 27 24:26 0,001841 0,000614
2 02:01 0,322831 0,007156 28 24:314 0,003069 0,000770
3 02:02 0,000614 0,000359 29 25:01 0,010229 0,001422
4 02:05 0,013912 0,001660 30 26:01 0,052373 0,003059
5 02:06 0,007979 0,001111 31 26:106 [9] 0,000409 0,000268
6 02:07 0,001637 0,000581 32 26:14 0,000205 0,000190
7 02:09 0,003478 0,000813 33 29:01 0,010229 0,001327
8 02:101 0,000205 0,000223 34 29:02 0,006342 0,001047
9 02:110 0,000205 0,000208 35 29:10 0,000614 0,000352
10 02:12 0,000205 0,000200 36 30:01 0,008388 0,001422
11 02:17 0,000614 0,000328 37 30:02 0,001841 0,000602
12 02:20 0,000409 0,000298 38 30:04 0,004705 0,000962
13 02:228 0,000614 0,000327 39 31:01 0,016571 0,001768
14 02:85 0,000205 0,000193 40 31:02 0,000205 0,000216
15 02:93 0,000205 0,000203 41 32:01 0,038052 0,002656
16 03:01 0,097177 0,003824 42 33:01 0,006751 0,001189
17 03:02 0,025573 0,002202 43 33:03 0,005524 0,001057
18 11:01 0,057488 0,003531 44 34:03 0,000205 0,000192
19 11:72 0,000614 0,000338 45 36:04 0,000205 0,000195
20 23:01 0,021686 0,002055 46 66:01 0,002250 0,000633
21 23:29 0,000205 0,000212 47 68:01 0,043985 0,003085
22 24:01 0,000205 0,000217 48 68:02 0,001023 0,000425
23 24:02 0,108429 0,004459 49 68:24 0,000409 0,000281
24 24:03 0,002046 0,000703 50 69:01 0,000614 0,000338
25 24:11N 0,000409 0,000276 51 74:03 0,000205 0,000184
26 24:23 0,001432 0,000595
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