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Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе
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Для определения различий донора и реципиента по минорным антигенам гистосовместимости при трансплантации могут быть 
использованы разнообразные подходы. В настоящей работе нами был проведен сравнительный анализ методов генотипирования, 
основанных на полимеразной цепной реакции (ПЦР), для четырех минорных антигенов. Три метода: аллель-специфичная ПЦР, 
анализ полиморфизма длины рестрикционных фрагментов и ПЦР в реальном времени с использованием зондов TaqMan продемон-
стрировали 100% достоверность результатов генотипирования при сравнении с секвенированием по Сэнгеру для всех изученных 
полиморфизмов. Метод анализ кривых плавления оказался неприменимым для генотипирования одного минорного антигена (HA-1), 
имеющего сцепленный синонимичный полиморфизм. Полученная информация может быть использована при выборе метода для 
крупномасштабного генотипирования в клинической практике.
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The wide range of techniques could be employed to find mismatches in minor histocompatibility antigens between transplant recipients and their 
donors. In the current study we compared three genotyping methods based on polymerase chain reaction (PCR) for four minor antigens. Three 
of the tested methods: allele-specific PCR, restriction fragment length polymorphism and real-time PCR with TaqMan probes demonstrated 
100% reliability when compared to Sanger sequencing for all of the studied polymorphisms. High resolution melting analysis was unsuitable for 
genotyping of one of the tested minor antigens (HA-1) as it has linked synonymous polymorphism. Obtained data could be used to select the 
strategy for large-scale clinical genotyping.
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Введение
Аллогенная трансплантация гемопоэтических ство-

ловых клеток (алло-ТГСК) широко применяется для 
лечения гемобластозов. При алло-ТГСК клетки иммун-
ной системы пациента уничтожаются методом пред-
трансплантационного кондиционирования и заменя-
ются клетками иммунной системы донора [1]. Помимо 
восстановления кроветворения, трансплантация за счет 
иммунного ответа донорских Т-клеток против клеток 
хозяина приводит к элиминированию остаточных опу-
холевых клеток. Аллореактивность против злокачест-

венного клона получила название реакции «трансплан-
тат против опухоли» (РТПО). Однако зачастую в ходе 
посттрансплантационного иммунного ответа поража-
ются и здоровые ткани пациента (реакция «трансплан-
тат против хозяина», РТПХ). Оба эти эффекта имеют 
одинаковую природу и зависят от совместимости до-
нора и реципиента по главному комплексу гистосов-
местимости (Major Histocompatibility Complex, MHC) 
и  минорным  антигенам  гистосовмес тимости  (Minor 
Histocompatibility Antigens, MiHA). Главный комплекс 
гистосовместимости – группа поверхностных белков, 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чьей основной функцией является презентация вну-
триклеточных (MHC I класса) и внеклеточных (MHC 
II класса) антигенов Т-лимфоцитам. Гены, кодирующие 
эти белки (Human Leukocyte Antigen, HLA), высокопо-
лиморфны [2], т. е. полное совпадение по этим  генам 
у неродственных людей – редкое событие. В то же вре-
мя существенное различие по аллелям MHC при транс-
плантации  стволовых  клеток  крови  влечет  за  собой 
выраженную  и  потенциально  летальную  РТПХ  [3]. 
По этой причине были созданы специальные банки 
для подбора доноров, совместимых по аллелям MHC. 
Но даже полное совпадение по генам MHC не может 
полностью предотвратить аллореактивность. Впервые 
РТПХ  при  HLA-идентичной  ТГСК  была  описана 
в 1970 годы [4]. Мишени алллореактивных Т-клеток 
по лучили название Минорных антигенов. Потребова-
лось почти 20 лет, чтобы охарактеризовать MiHA на мо-
лекулярном уровне [5]. Выяснилось, что это пептиды, 
презентируемые  на  поверхности  клеток  реципиента 
в контексте общего с донором аллеля МНС. Тот факт, 
что они вызывают иммунный ответ, ука зывает на то, 
что они не были представлены в ходе не гативного от-
бора в тимусе донора.

Причина  существования  MiHA  –  полиморфизм 
человеческого генома [6]. Небольшие различия в бел-
ковых последовательностях между индивидуумами при-
водят к различным наборам пептидов, получающимся 
вследствие расщепления белков протеасомой, и в ко-
нечном итоге к разным наборам пептидов, представ-
ленным на поверхности клеток в МНС. Известно всего 
несколько MiHA, обусловленных структурными вари-
антами генома (делеция гена) [7], тогда как происхожде-
ние большинства MiHA вызвано присутствием однонук-
леотидных полиморфизмов (ОНП), благодаря которым 
два гомологичных пептида донора и реципиента отли-
чаются друг от друга лишь 1 аминокислотой [8]. Из-за 
диплоидности генома необходимыми условиями воз-
никновения MiHA являются гомозиготность донора 
по одному (неиммуногенному) аллелю и присутствие 
хотя  бы  одного  варианта  альтернативного  (иммуно-
генного) аллеля у донора. Количество таких комбина-
ций полиморфизмов в каждой паре донор–реципиент 
велико – более 3000 [9], однако не все потенциально 
иммуногенные  комбинации  приводят  к  появлению 
иммунного ответа на MiHA [10]. На сегодняшний день 
идентифицированы около 50 полиморфизмов, связан-
ных с MiHA, иммуногенность которых подтверждена 
экспериментально [8]. Различие, различие донора и ре-
ци пиента (пациента) по этим полиморфизмам указы-
вает на мишени аллореактивного ответа в данной паре 
донор–пациент, что позволяет изучить влияние кон-
кретных MiHA на РТПО и РТПХ.

Описание свойств MiHA позволит предсказывать 
уровень иммунного ответа при алло-ТГСК и своевре-
менно  корректировать  курс  лечения.  В  перспективе 
предсказание мишеней аллореактивности позволит се-
лективно модифицировать трансплантат [11].

Генотипирование полиморфизмов методом аллель-
специфичной ПЦР (АС-ПЦР) было описано для ми-
норных антигенов HA-1 [12], HA-2 [13] и HA-3 [14]. 
В  этом  методе  используются  два  прямых  праймера, 
комплементарных своим 3’-концом к одному или дру-
гому  аллельному  варианту  ОНП  гена  MiHA,  и  один 
общий обратный праймер. Одну и ту же пробу анали-
зируют в двух параллельных реакциях с помощью двух 
пар праймеров, затем результат ПЦР визуализируют 
при помощи гель-электрофореза. Аллельная дискри-
минация обеспечивается тем, что присоединение по-
лимеразой нуклеотидов к 3’-концу праймера проис-
ходит при полном связывании праймера на 3’-конце, 
т.  е.  при  полной  комплементарности  в  месте  ОНП. 
Однако на практике различие в один нуклеотид не всег-
да достаточно для обеспечения избирательного син-
теза  полимеразой,  что  может  затруднять  аллельную 
дискриминацию [15]. Еще одним фактором, важным 
для последующего клинического применения, явля-
ется возможность проведения анализа для максималь-
ного числа полиморфизмов  одновременно.  Одновре-
менного  типирования  нескольких  MiHA  методом 
АС-ПЦР существуют ограничения: так как специфич-
ность реакции амплификации достигается за счет того, 
что 3’-конец одного из праймеров приходится на це-
левой полиморфизм, число возможных вариантов прай-
меров сильно ограничено, соответственно, ограничены 
и свойства олигонуклеотидов. Вариант параллельного 
типирования на 10 аутосомных MiHA методом АС-ПЦР 
был опи сан ранее [16] (табл. 1).

В  данной  работе  мы  исследовали  применимость 
альтернативных методов генотипирования для однов-
ременного анализа MiHA-полиморфизмов.

Метод полиморфизма длины рестрикционных фраг-
ментов (ПДРФ) основан на способности эндонуклеаз 
рестрикции (рестриктаз) специфически узнавать опре-
деленные последовательности ДНК и расщеплять обе 
нити ДНК в месте или рядом с местом узнавания [17]. 
Для генотипирования ОНП должен находиться в сайте 
узнавания рестриктазы, при этом один из аллельных 
вариантов должен приводить к исчезновению сайта. 
Это  означает,  что  для  каждого  гена  MiHA  требуется 
подбирать свою рестриктазу. Аллельная дискримина-
ция проводится путем наработки фрагментов, содер-
жащих исследуемый ОНП, методом ПЦР и последу-
ющей  их  инкубации  со  специфичной  рестриктазой. 
Затем  длина  получившихся  продуктов  рестрикции 
анализируется агарозным гель-электорофорезом. Этот 
метод дешев и не требует синтеза специальных флуо-
ресцентных зондов, а существующее на сегодняшний 
день разнообразие эндонуклеаз рестрикции позволяет 
подобрать специфичные рестриктазы для почти лю-
бого полиморфизма.

Метод плавления в высоком разрешении (ПВР) ос-
нован на различии термостабильности двухцепочеч-
ных фрагментов ДНК с полностью комплементарны-
ми нитями и фрагментов с одним или несколькими 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неспаренными нуклеотидами. В качестве способа де-
текции используют интеркалирующие флуоресцентные 
красители, интенсивность свечения которых возраста-
ет на порядок при включении в образуемые двухцепо-
чечные фрагменты ДНК. За амплификацией исследу-
емого участка следуют постепенное нагревание проб 
и  регистрация  флуоресценции  в  реальном  времени. 
Ожидается, что образцы, в которых сформировались 
гетеродуплексы, раньше начнут денатурировать, образуя 
отдельные нити и высвобождая краситель, при этом 
из-за свойств красителя свечение в образце понижа-
ется.  По  результатам  серии  измерений  программой 
формируются кривые плавления двухцепочечных фраг-
ментов  [18,  19].  При  этом  различие  лишь  по  одному 
нуклеотиду при длине фрагмента до 300 пар оснований 
вносит достаточные изменения в форму кривой плав-
ления. Сравнивая кривые плавления контролей и образ-
цов, можно определить гетерозиготу и оба гомозигот-
ных варианта. Этот метод генотипирования образцов 
не  требует  дополнительных  манипуляций  (обработка 
рестриктазами, электрофоретический анализ).

Генотипирование ПЦР-РВ с использованием зондов 
TaqMan –метод, требующий специальных составных 
олигонуклеотидов – TaqMan-зондов, двумя концами 
конъюгированных с флуоресцентными красителями: 
сигнальным флуорофором на 5’-конце и гасящим флу-
орофором на 3’-конце. Спектр излучения сигнальной 
метки  совпадает  со  спектром  поглощения  гасителя, 

поэтому, когда обе молекулы связаны вместе олиго-
нуклеотидом, свет сигнальной молекулы поглощается 
гасящим флуорофором. В такой ПЦР-РВ используют-
ся четыре олигонуклеотида: два праймера для ампли-
фикации, фланкирующие область полиморфизма, и два 
аллель-специфичных TaqMan-зонда, связанные с дву-
мя различными красителями, детектируемыми в разных 
флуоресцентных каналах. Зонды отличаются на один 
нуклеотид и комплементарны участку, непосредствен-
но  окружающему  ОНП.  На  этапе  элонгации  в  ходе 
ПЦР  Taq-полимераза  с  5’-экзонуклеазной  активно-
стью, двигаясь от праймера, может наткнуться на зонд, 
связавшийся с этой же нитью в месте полиморфизма. 
В этом случае полимераза расщепляет этот зонд и сиг-
нальная метка разобщается с гасителем, в результате 
чего возникает флуоресцентный сигнал, который да-
лее нарастает за счет экспоненциального накопления 
продуктов  ПЦР  и,  соответственно,  возрастающего 
количества сайтов связывания и расщепления зондов. 
При  правильно  подобранной  температуре  реакции 
не полностью комплементарный зонд связывается ме-
нее стабильно, поэтому флуоресценция от другого кра-
сителя не наблюдается или ее рост значительно замед-
лен. В результате оба аллеля могут быть обнаружены 
в  ходе  одной  реакции  в  одной  пробирке  в  режиме 
ПЦР-РВ, что требует минимальных временных затрат. 
Зная соответствующий красителю TaqMan-зонда ал-
лель, можно по графикам роста флуоресценции раз-

Таблица 1. Проанализированные минорные антигены гистосовместимости
M

iH
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HA-1 rs1801284

0,404752

HMHA1 экзон 19

А Н VLHDDLLEA
HLA-

A*02:01

да

Миелоидная, 
лимфоидная

0,595248 G R VLRDDLLEA нет

0,404752 А Н KECVLHDDLL
HLA-

B*40:01

да

0,595248 G R KECVLRDDLL нет

НА-2 rs61739531
0,863019

MYO1G экзон 7
G V YIGEVLVSV

HLA-
A*02:01

да
Миелоидная, 
лимфоидная

0,136981 A М YIGEVLVSM нет

ACC-
1Y

rs1138357

0,352037

BCL2A1 экзон 15

A Y DYLQYVLQI
HLA-

A*24:02

да
Миелоидная, 
лимфоиднаяАСС-

1С
0,647963 G C DYLQCVLQI да

АСС-2 rs3826007
0,203474

BCL2A1 экзон 15
A D KEFEDDIINW

HLA-
B*44:03

да
Миелоидная, 
лимфоидная

0,796526 G G KEFEDGIINW нет

Примечания. Жирным шрифтом и подчеркиванием выделены вариантные аминокислоты.
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Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе

делить тестируемые образцы на гомо- и гетерозиготы. 
Наглядно  разделить  аллели  можно,  если  построить 
двумерный график на основе данных флуоресценции 
для  обоих  красителей  с  одного  из  поздних  циклов 
ПЦР-РВ.

Для сравнительного исследования были выбраны 
следующие MiHA: НА-1, HA-2, АСС-1 и АСС-2. При 
выборе мы учитывали клиническую важность: соот-
ветствующие этим MiHA полиморфизмы часто встре-
чаются в популяции (следовательно, возникновение 
иммуногенной комбинации генотипов донора и реци-
пиента высоко вероятно). Аллели HLA, представляющие 
эти MiHA, также относятся к наиболее распространен-
ным (см. табл. 1), кроме того, ранее был разработан 
протокол АС-ПЦР для этих MiHA [16]. Помимо этого, 
данные MiHA специфичны для гемопоэтических клеток, 
что делает их перспективными с точки зрения разде-
ления эффектов РТПО и РТПХ. Так, для HA-1, HA-2 
и ACC-1 было по казано, что появление специфичных 
к ним Т-клеток предшествует ремиссии после инфу-
зии лимфоцитов донора [20, 21].

Материалы и методы
Выделение геномной ДНК.  Геномная  ДНК  была 

выделена из крови 10 здоровых доноров с помощью 
набора WizardGenomic DNA Purification Kit (Promega, 
США) согласно протоколу производителя.

Подготовка контрольных матриц.  Для  контроля 
всех  методов  анализа  ОНП  были  сконструированы 
плазмиды,  содержащие  фрагменты  геномной  ДНК 
с обоими аллельными вариантами исследуемых ОНП. 
Для этого с тотальной ДНК доноров, с помощью ре-
комбинантной полимеразы Pfu (Thermo Scientific, США) 
нарабатывались фрагменты ДНК, содержащие изучае-
мые ОНП. Полученные фрагменты очищались электро-
форетически в 1,5 % агарозном геле, для выделения 
ДНК из геля использовался Gene Jet Gel Extraction Kit 

(Thermo  Scientific,  США).  Фрагменты  лигировались 
в вектор pJET1.2 с помощью CloneJET PCR Cloning 
Kit (Thermo Scientific, США) по тупым концам. Ком-
петентные клетки штамма E. сoli штамма DH5α, по-
лученные кальциевым способом, трансформировали 
полученными  плазмидами  методом  теплового  шока. 
После отбора на селективном агаре колонии культи-
вировались ночь в инкубаторе при 37°С, затем плаз-
мидную ДНК выделяли с помощью GeneJET Plas mid 
Miniprep Kit (Thermo Scientific, США). Все получен-
ные контрольные матрицы были проверены секвени-
рованием по Сэнгеру (Евроген) [22].

АС-ПЦР. Условия амплификации искомых фраг-
ментов геномной ДНК методом аллель-специфичной 
ПЦР, состав смеси ПЦР и последовательности прай-
меров  (табл.  2)  с  небольшими  изменениями  были 
заимствованы из ранее опубликованной работы [16]. 
ПЦР-смесь содержала 80 нг геномной ДНК, 0,25 Ед. 
Taq-поли меразы (ThermoScientific, США), 0,01 % жела-
тина, 0,2 мM dNTP (ThermoScientific, США), по 0,5 мкM 
праймеров (Евроген, Россия), 1,5 мM MgCl

2
, 50 мM KCl, 

10 мM Tris-HCl (pH 8,3) и 6 % сахарозы (S7903, Sigma-
Aldrich, Германия). Для увеличения выхода ПЦР кон-
центрация  праймеров  для  HA-1  была  удвоена.  Кон-
центрация dNTP была снижена с 0,8 мМ до 0,2 мМ, 
поскольку исходная концентрация значительно пре-
вышала оптимальную и ингибировала реакцию. Цикл 
амплификации начинался с 2 мин при 94°C, затем 10 цик-
лов: 10 с на 94°C и 60 с на 65°C, далее 20 циклов про-
ходили  при  следующих  условиях:  10  с  на  94°C,  50  с 
на 61°C, 30 с на 72°C. Образцы были проанализирова-
ны при помощи электрофореза на 2 % агарозном геле.

Подбор праймеров для ПВР и TaqMan-ПЦР. Подбор 
праймеров,  фланкирующих  полиморфные  регионы 
(см.  табл.  2),  производился  с  использованием  про-
грамм Beacondesigner 7.0 и Primer 3 [23]. Во избежание 
попадания  праймеров  на  другие  ОНП,  для  каждого 

Таблица 2. Последовательности праймеров для аллель-специфичной полимеразной цепной реакции

MiHA
Аллельный вариант 

(вариантная  аминокислота) 
Прямой праймер Обратный праймер

HA-1 H CTTAAGGAGTGTGTGCTGCA
ACTCCTACACATCCCTCAGA

HA-1 R CTTAAGGAGTGTGTGTTGCG

HA-2 V
ACAGTCTCTGAGTGGCTCAG

GCTCCTGGTAGGGGTTCAC

HA-2 M GCTCCTGGTAGGGGTTCAT

ACC-1 Y
CATTGCCTCAACAGCTTCAAG

GGTTGTGGTATCTGTAGGGCGT

ACC-1 C GGTTGTGGTATCTGTAGGGCGC

ACC-2 D GATGGAAAAGGAGTTTGAAGGCGA
CAGCCTCCGTTTTGCCTTATC

ACC-2 G GATGGAAAAGGAGTTTGAAGGCGG

Примечание. Приведены 5’–3’-последовательности олигонуклеотидов. Жирным шрифтом выделены аллель-специфичные нуклеотиды 
на 3’-конце, подчеркиванием – дополнительные замены, внесенные для увеличения специфичности полимеразной цепной реакции.
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ОНП были взяты фланкирующие нуклеотидные по-
следовательности  из  генома  человека  версии  hg38 
(UCSCGenomeBrowser – http://hgdown  load.soe.ucsc.edu/ 
goldenPath/hg38/database/), на которых отмечались ва-
рианты нуклеотидных полиморфизмов  из базы данных 
dbSNP версии 142 (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/snp/database), 
встречающиеся более чем в 1 % человеческой популя-
ции. Проверка на специфичность подоб ранных прайме-
ров к исследуемым областям генома проводилась с по-
мощью ресурса Primer-Blast, NCBI.

ПДРФ. Фрагменты, содержащие исследуемые ОНП, 
амплифицировались с помощью ПЦР. В реакционную 
смесь входили 1,5 мМ MgCl

2
, 200 мкМ dNTP, 0,5 мкМ 

прямого праймера, 0,5 мкМ обратного праймера, Taq-
полимераза (Thermoscientific, США), буфер для Taq-
по лимеразы  с  KCl  (ThermoScientiffic,  США)  и  10  нг 
геномной ДНК. Контрольные пробы содержали 0,5 нг 
контрольной матрицы. ПЦР проходила при следующих 
температурных условиях: 95 °С – 5 мин, 30 циклов; 95 °С – 
30 сек, 60 °С – 30 сек, 72 °С – 8 сек, 72 °С – 5 мин.

После завершения реакции амплификации непо-
средственно в ПЦР-смесь добавляли соответствующие 
эндонуклеазы: для HA1 и HA2 – 2 Ед. FatI (СибЭнзим, 
Россия), ACC1 – 10 Ед. RsaI (СибЭнзим, Россия), ACC2 – 
10 Ед. SfaNI (СибЭнзим, Россия). Рестрикция прохо-
дила в течение 30 минут при 37°С. Получившиеся фраг-
менты  разделялись  в  10 %  полиакриламидном  геле, 
приготовленном на однократном TBE буфере. Для ви-
зуализации гель помещали в раствор бромистого эти дия 
(0,5 мкг/мл) и инкубировали, перемешивая, 15 минут. 
Анализ аллельных вариантов проводили по наличию 
фрагментов ДНК определенной длины (табл. 3).

ПЦР-РВ с использованием технологии TaqMan. Для 
амплификации фрагментов геномной ДНК, содержа-
щих  изучаемые  полиморфизмы,  методом  ПЦР-РВ 
использовались  подобранные,  как  описано  выше, 
праймеры, приведенные в таблице 4. Подбор TaqMan-

зондов,  комплементарных  полиморфному  региону, 
про изводился с использованием программ Beacon De-
signer 7.0 и Primer3 [23]. Использовались флуоресцент-
ные красители – FAM и HEX и гаситель флуоресцен-
ции BHQ1.

Список  использованных  флуоресцентных  зон-
дов (выделен нуклеотид, комплементарный соответ-
ствующему полиморфизму):

НА1-G: 5’ – FAM-TGGCTCTCACCGTCACGCAA-
CACA-BHQ1-3’

НА1-A: 5’ – HEX-TGGCTCTCACCGTCATGCAA-
CACA-BHQ1-3’

НА2-C: 5’ – FAM- TGGTGTCCGTGAACCCCTAC 
BHQ1-3’

НА2-T: 5’ – HEX- TGGTGTCCATGAACCCCTAC-
BHQ1-3’

АСС1-С: 5’ – FAM–CTATCTGCAGTGCGTCCTA-
CAGA-BHQ1-3’

АСС1-Т: 5’ – HEX–CTATCTGCAGTACGTCCTA-
CAGA-BHQ1-3’

АСС2-С: 5’ – FAM-AGTTTGAAGACGGCATCAT-
TAACTGG-BHQ1-3’

АСС2-Т: 5’ – HEX- AGTTTGAAGACGACATCAT-
TAACTGG -BHQ1-3’.

ПЦР-РВ  проводили  на  приборе  CFX96  (BioRad, 
США). В состав 25 мкл реакционной смеси входили 
10 нг ДНК, по 400 нМ прямого и обратного прайме-
ров, по 100 нМ каждого из двух зондов, qPCRmix-HS 
(Евро ген, Россия), содержащий HSTaq ДНК-полиме-
разу, смесь нуклеотидтрифосфатов, Mg2+ и реакцион-
ный  буфер.  Каждый  образец  анализировался  в  трех 
повторностях. Цикл амплификации начинался с 60 сек 
при 50°C, затем 300 сек – 95°C, далее 40 циклов: 95°C – 
10 сек, 62,5°C – 20 сек, 72°C – 30 сек. Аллельная дис-
криминация  ОНП  производилась  при  помощи  про-
граммного обеспечения BioRad CFXManager 3.1.

Метод ПВР. Для  амплификации  фрагментов  ге-
номной ДНК, содержащих изучаемые полиморфизмы, 
методом  ПВР  использовались  праймеры  (таблица  4), 
подобранные и проанализированные с использовани-
ем алгоритма программы Primer3 [23]. Размер ампли-
фицируемого фрагмента составлял 80–100 пар нукле-
отидов  и  включал  в  себя  полиморфизм.  Реакция 
ПЦР-РВ проводилась в смеси Precision Melt Supermix 
(Bio-Rad, США) при рекомендованных производите-
лем условиях, после чего снималась кривая плавления 
полученного продукта. Кривые плавления были про-
анализированы при помощи программного обеспече-
ния Precision Melt Analysis (Bio-Rad, США), присутст-
вие  аллельных  вариантов  в  пробах  определялось 
по кластеризации кривых плавления образцов с кри-
выми, полученными на контрольных матрицах.

Cеквенирование по Сэнгеру
ПЦР-амплификация кодирующих MiHA участков 

проводилась Phusion High-Fidelity ДНК-полимеразой 
(Thermo Scientific, США).

Таблица 3. Длина фрагментов при типировании методом полимор-
физма длины рестрикционных фрагментов

MiHA Аллель Рестриктаза
Наличие сайта 

рестрикции

Длина фрагментов 
с учетом липких 

концов п. н. 

HA1
A

FatI

+ 85 и 54

G - 135

HA2
G - 135

A + 100 и 39

ACC1
A

RsaI
+ 47 и 69

G - 116

ACC2
A

SfaNI
- 126

G + 70 и 60
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Плазмиды pJET и продукты ПЦР секвенировались 
в компании «Евроген» (Москва).

Для амплификации исследуемого фрагмента и его 
секвенирования применялись те же праймеры, что и для 
ПЦР-РВ. Для секвенирования плазмиды pJET приме-
нялись универсальные праймеры для этой плазмиды 
(«Евроген», Россия): прямой праймер pJET – CGACT-
CACTATAGGGAGAGCGGC,  обратный  праймер  – 
AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG.

Результаты секвенирования анализировались с по-
мощью  программного  обеспечения  CLC  Genomics 
Work bench (QIAGEN, Германия) и Geneious Pro (Bio-
matters, Новая Зеландия).

Результаты и обсуждение
Образцы ДНК от 10 доноров были протипирова-

ны с использованием 5 методов. Результаты АС-ПЦР 
(рис. 1), ПДРФ (рис. 2), ПЦР-РВ с использованием 
зондов TaqMan (рис. 3) и секвенирования по Сэнгеру 
совпали (табл. 5).

Секвенирование по Сэнгеру выступало в данном 
случае как контроль качества типирования. Получен-
ные результаты говорят о надежности указанных ме-
тодов. Выбор между ними зависит от области приме-
нения типирования по MiHA, которая, в свою очередь, 
определяет оптимальное сочетание временных и фи-
нансовых затрат, простоты и прочих параметров.

АС-ПЦР  и  ПДРФ  –  наиболее  дешевые  из  всех 
описанных методов, однако они проигрывают по по-
казателю затрачиваемого на анализ времени. В обоих 
случаях для получения конечного результата требуется 
разделение продуктов ПЦР при помощи электрофо-
реза. АС-ПЦР осложняется тем, что на каждый обра-
зец требуется ставить 2 реакции. Кроме того, посколь-
ку один из праймеров для АС-ПЦР строго привязан 
к полиморфизму, это осложняет подбор условий для 
унифицированного типирования одновременно боль-
шой панели MiHA. Этот метод обычно применяется 
для определения аллельных вариантов при исследова-
нии отдельных MiHA, но не подходит для масштаб-

Таблица 4. Последовательности праймеров, использованных для генотипирования (в направлении 5’–3’)

MiHA
Ал-
лель

Прямой праймер Обратный праймер
Фрагмент, 

п. н.
Метод

HA-1

H CTTAAGGAGTGTGTGCTGCA
ACTCCTACACATCCCTCAGA 190 АС-ПЦР

R CTTAAGGAGTGTGTGTTGCG

H, R GTCGTCGAGGACATCTCCC TCTGGCTCTGTCTTCCACC 135
TaqMan ПЦР, ПДРФ, сек-
венирование по Сэнгеру

H, R GCTGAGGGCCTTGAGAAACT CTTGGGTCTGGCTCTGTCTT 96 ПВР

НА-2

V
ACAGTCTCTGAGTGGCTCAG

GCTCCTGGTAGGGGTTCAC
271 АС-ПЦР

M GCTCCTGGTAGGGGTTCAT

V, M CACAGCATAGAGATGGGGTG CGCATCTACACCTACATCGG 135
TaqMan ПЦР, ПДРФ, сек-
венирование по Сэнгеру

V, M AGGGGCAGCTCCTGGTAG TGTGTCCAGGTTCGAGAAGG 84 ПВР

ACC-1

Y
CATTGCCTCAACAGCTTCAAG

GGTTGTGGTATCTGTAGGGCGT
137 АС-ПЦР

С GGTTGTGGTATCTGTAGGGCGC

Y, C CCACCAGGCAGAAGATGACA GGACGTTTTGCTTGGACCTG 116
TaqMan ПЦР, ПДРФ, сек-
венирование по Сэнгеру

Y, C AGCACTCTGGACGTTTTGCT CAGGCTGGCTCAGGACTATC 81 ПВР

АСС-2

D GATGGAAAAGGAGTTTGAAGGCGA
CAGCCTCCGTTTTGCCTTATC 197 АС-ПЦР

G GATGGAAAAGGAGTTTGAAGGCGG

D, G CGTAGACACTGCCAGAACACTATT
CGTAGAAGTTTCTT 

GATGAGAATACCTTC
126

TaqMan ПЦР, ПДРФ, сек-
венирование по Сэнгеру

D, G CCGTAGACACTGCCAGAACA TGGTTACAATTCTTCCCCAGT 87 ПВР

Примечание. ПЦР – полимеразная цепная реакция, АС-ПЦР – аллель-специфичная полимеразная цепная реакция, ПДРФ – полиморфизм 
длины рестрикционных фрагментов. Подчеркиванием отмечены аллель-специфичные нуклеотиды.
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Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе

Рис. 2. Типирование образцов ДНК при помощи анализа полиморфизма 
длины рестрикционных фрагментов

Рис. 1. Типирование образцов ДНК при помощи аллель-специфичной 
полимеразной цепной реакции

ного типирования, что потенциально востребовано 
в клинике.

ПДРФ  помимо  электрофоретического  анализа 
включает еще одну дополнительную стадию – реак-
цию рестрикции. При типировании панелей MiHA 
возникает  необходимость  использования  большого 
набора эндонуклеаз, что не только увеличивает время 
анализа, но и повышает вероятность ошибки. Кроме 
того, для эффективной работы некоторых рестриктаз 
может потребоваться этап очистки ДНК после ампли-
фикации и/или большее время инкубации. Необходи-
мость  электрофоретического  анализа  для  АС-ПЦР 
и ПДРФ также создает угрозу контаминации рабочего 
пространства и реагентов продуктами ПЦР, особенно 

при регулярном проведении типирования, что может 
послужить причиной ложно-положительных резуль-
татов.

Метод  ПЦР-РВ  с  использованием  флуоресцент-
ных  зондов  TaqMan  требует  минимальных  затрат 
по времени и позволяет получить результат типирова-
ния  сразу  после  проведения  ПЦР.  После  отработки 
условий этот метод возможно масштабировать для ти-
пирования большого числа доноров на целые панели 
MiHA.  Ограничением  является  лишь  относительно 
большая стоимость реагентов.

Метод анализа кривых плавления показал надеж-
ные результаты только для 3 из 4 исследуемых MiHA: 
HA-2, ACC-1 и ACC-2. В случае HA-1 обработка ре-
зультатов  позволяет  отличить  только  гомозиготные 
образцы  от  гетерозиготных  (рис.  4).  Для  всех  MiHA 
в изучаемом полиморфизме пара G/C в одном аллель-
ном варианте заменяется на A/T в другом. Такие заме-
ны  являются  наиболее  распространенными  среди 
ОНП, и обычно разница в энергии связывания между 
ними  позволяет  детектировать  изменения  в  кривых 
плавления.

Более редкие замены G/C на C/G и A/T на T/A 
определить гораздо труднее, и это не всегда удается. 
Для полиморфизма rs3764653, дающего начало анти-
гену HA-1, ситуация осложняется еще и тем, что всего 
в 3 нуклеотидах от него находится сцепленный поли-
морфизм rs1801284, таким образом, замена G/C на A/T 
в rs3764653 всегда сопровождается заменой Т/A на С/G 
в rs1801284, что не дает значительного изменения 
в  энергии  связывания.  Тем  не  менее  такой  случай 
не относится к числу распространенных, и метод ПВР 
может  применяться  для  типирования  других  MiHA. 
Это важно, поскольку по скорости анализа и простоте 
он практически не уступает ПЦР-РВ и при этом более 
экономически выгодный.

Заключение
Основное  внимание  при  выборе  оптимального 

метода следует уделить таким параметрам, как затра-
чиваемое на анализ время, стоимость анализа и воз-
можность масштабирования для большого числа па-
циентов и изучаемых полиморфизмов. Экономически 
самые выгодные – АС-ПЦР и ПДРФ. Однако, если 
перед исследователем стоит задача массового и регу-
лярного  генотипирования  больших  объемов  образ-
цов, более перспективными представляются методы, 
не тре бующие дополнительных манипуляций после 
проведения ПЦР. Метод ПВР показал свою эффек-
тивность для 3 из 4 изучаемых полиморфизмов. Не-
применимость ПВР для типирования HA-1 обусловле-
на особенностя ми строения участка ДНК, а именно 
наличием близлежащего сцепленного полиморфиз-
ма. Метод ПЦР-РВ сочетает в себе универсальность 
и быстроту получения результатов, ограничением для 
его применения является лишь его относительно вы-
сокая стоимость.
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Рис. 3. Аллельная дискриминация образцов ДНК методом полимеразной цепной реакции в реальном времени с использованием зондов TaqMan: HA-1 (а), 
HA-2 (б), ACC-1 (в), ACC-2 (г). По осям X и Y отложена флуоресценция в каналах FAM и HEX. Различными значками обозначены кластеризующиеся 
по уровню флуоресценции образцы
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Рис. 4. Типирование образцов ДНК при помощи метода плавления в высоком разрешении: HA-1 (а), HA-2 (б), ACC-1 (в), ACC-2 (г). Приведены 
графики скорости изменения интенсивности флуоресценции от температуры. Различными цветами обозначены кластеризующиеся образцы
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Таблица 5.Сводная таблица результатов типирования

Донор MiHA
Метод типирования

АС-ПЦР ПДРФ ПВР TaqMan Секвенирование по Сэнгеру

1

HA-1 G/G G/G G/G или A/A G/G G/G

HA-2 G/G G/G G/G G/G G/G

ACC-1 G/G G/G G/G G/G G/G

ACC-2 G/G G/G G/G G/G G/G

2

HA-1 G/A G/A G/A G/A G/A

HA-2 G/G G/G G/G G/G G/G

ACC-1 A/A A/A A/A A/A A/A

ACC-2 A/A A/A A/A A/A A/A

3

HA-1 G/G G/G G/G или A/A G/G G/G

HA-2 G/A G/A G/A G/A G/A

ACC-1 G/G G/G G/G G/G G/G

ACC-2 G/G G/G G/G G/G G/G

4

HA-1 G/A G/A G/A G/A G/A

HA-2 G/A G/A G/A G/A G/A

ACC-1 G/A G/A G/A G/A G/A

ACC-2 G/A G/A G/A G/A G/A

5

HA-1 G/A G/A G/A G/A G/A

HA-2 G/A G/A G/A G/A G/A

ACC-1 G/A G/A G/A G/A G/A

ACC-2 G/A G/A G/A G/A G/A

6

HA-1 G/A G/A G/A G/A G/A

HA-2 G/G G/G G/G G/G G/G

ACC-1 G/G G/G G/G G/G G/G

ACC-2 G/G G/G G/G G/G G/G

7

HA-1 A/A A/A G/G или A/A A/A A/A

HA-2 A/A A/A A/A A/A A/A

ACC-1 G/G G/G G/G G/G G/G

ACC-2 G/G G/G G/G G/G G/G

8

HA-1 G/A G/A G/A G/A G/A

HA-2 G/G G/G G/G G/G G/G

ACC-1 G/A G/A G/A G/A G/A

ACC-2 G/A G/A G/A G/A G/A

9

HA-1 G/A G/A G/A G/A G/A

HA-2 A/A A/A A/A A/A A/A

ACC-1 G/G G/G G/G G/G G/G

ACC-2 G/G G/G G/G G/G G/G

10

HA-1 G/A G/A G/A G/A G/A

HA-2 G/G G/G G/G G/G G/G

ACC-1 G/G G/G G/G G/G G/G

ACC-2 G/G G/G G/G G/G G/G
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