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Трансфузии тромбоцитов являются эффективным 
методом лечения многих заболеваний. Однако в неко-
торых случаях они не только не приводят к ожидаемо-
му клиническому эффекту, но и сопровождаются 
 осложнениями негемолитического типа. Все это по-
служило стимулом к изучению антигенов тромбоцитов 
и причин возможной аллоиммунизации.

Тромбоциты являются носителями антигенов раз-
личных аллогенных систем. Наиболее значимыми яв-
ляются антигены собственно тромбоцитарные, главного 
комплекса гистосовместимости, а также эритроцитов. 
На мембране тромбоцитов присутствуют антигены 
системы АВ0, Левис, I, i, P, но отсутствуют антигены 
систем Резус, Даффи, Келл, Кидд и Лютеран [1–6]. 

Антигены главного комплекса гистосовместимо-
сти – HLA (Human Leukocyte Antigens) – экспресси-
рованы уже на мегакариоцитах и крепко связаны 
с мембраной тромбоцитов [7]. Существует другая точ-
ка зрения, согласно которой присутствие антигенов 
HLA является результатом их сорбции из плазмы. При 
этом количество HLA-антигенов, присутствующих 
в плазме, не коррелирует с количеством таковых 
на тромбоцитах, так как адсорбируется лишь их малая 
часть [8]. Тромбоциты несут на своей поверхности 
только антигены HLA класса I. Среди них преобладают 
HLA А и HLA В. HLA С на тромбоцитах присут ствуют 
в небольшом количестве. Вариации HLA-экспрессии 
могут иметь клиническое значение при трансфузиях 
донорских тромбоцитов с низким со держанием анти-
генных детерминант способных нормально выживать 
у больного с HLA-антителами [2, 9]. Количество ан-
тигенных детерминант зависит от генотипа: в гомози-

готном состоянии на одном тромбоците содержится 
от 34 000 до 43 000 молекул НРА-la, в гетерозиготном – 
от 19 000 до 24 000 молекул. Если сравнить количество 
HLA-детерминант (например, HLA-А2 присутствует 
в количестве от 4000 до 10 000 детерминант на тром-
боцит), расположенных на том же гликопротеине, 
можно заметить, что их экспрессировано значительно 
меньше, чем НРА-детерминант. Эти данные позволя-
ют предположить, что в некоторых случаях антитела 
к тромбоцитам могут играть более существенную роль 
в разрушении тромбоцитов, чем анти-HLA-антитела 
[2, 8].

Номенклатура и молекулярная генетика 
аллоантигенов тромбоцитов
Тромбоцитам свойственно наличие своих собст-

венных антигенов. Более 20 антигенов были описаны 
как тромбоцит-специфичные. До 1990 г. не существо-
вало единых подходов к обозначению различных вари-
антов антигенов тромбоцитов и многие исследователи 
использовали для обозначения одних и тех же антиге-
нов различные названия, что приводило к путанице 
и затрудняло сопоставление результатов типирования 
в различных лабораториях. Современные иммуногене-
тические методы позволили изучить молекулярную 
структуру как самой белковой молекулы, так и гена, 
кодирующего ее синтез. Гены системы HPA локализо-
ваны на длинном плече 5, 17 и 22-й хромосом. Наличие 
аллельных вариантов обусловлено единичным нуклео-
тидным полиморфизмом (заменой одного нуклеотида 
в аллель-специфичных участках). В 1990 г. была создана 
международная номенклату ра тромбоцит-специфич-
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ных аллоантигенов – HPA (Human Platelet Antigens). 
Согласно этой номенклатуре каждый локус нумеруется 
последовательно с буквенным обозначением аллеля, 
один из которых («а») встречается значительно чаще 
второго («b»). В номенклатуру были включены только 
те антигены, к которым были выявлены антитела. Если 
антитела были выявлены только к одному аллелю, то 
к названию антигена добавляется «w» (HPA-10bw). 
К настоящему времени хорошо изучены гены 6 основ-

ных локусов (НРА1–5, 15) и несколько редко встреча-
ющихся  генов, кодирующих продукцию антигенов 
(табл. 1) [2–5].

Антигены системы HPA локализованы на глико-
протеиновых (GP) комплексах как представлено на ри-
сунке [3, 4]. GP-мембраны относятся к семейству ин-
тегринов – рецепторов, имеющих сходную структуру 
и ответственных за взаимодействие между клетками, 
а также между клетками и белками [1–6].

Таблица 1. Международная номенклатура HPA

Антиген
Другие  

названия
Частота  

фенотипа*,%
Локализация на гликопро-

теине (GP) мембраны
Нуклеотидная замена 

в гене
Аминокислотная замена в белке

HPA-1a
HPA-1b

Zwa,PIA1
Zwb,PIA2

97,9
28,8

GPIIIa
T196

C196
Лейцин33

Пролин33

HPA-2a
HPA-2b

Kob

Koa,Siba
> 99,9
13,2

GPIbα
C524

T524
Треонин145

Метионин145

HPA-3a
HPA-3b

Baka,Leka

Bakb
80,95
69,8

GPIIb
T2622

G2622
Изолейцин843

Серин843

HPA-4a
HPA-4b

Yukb,Pena

Yuka,Penb
> 99,9
< 0,1

GPIIIa
G526

A526
Аргинин143

Глутамин143

HPA-5a
HPA-5b

Brb,Zavb

Bra,Zava
99,0
19,7

GPIa G1648

A1648
Глутаминовая кислота505

Лизин505

HPA-6bw Caa,Tua 0,7 GPIIIa
G1564

A1564
Аргинин489

Глутамин489

HPA-7bw Moa 0,2 GPIIIa
C1267

G1267
Пролин407

Аланин407

HPA-8bw Sra < 0,01 GPIIIa
T2004

C2004
Аргинин636

Цистеин636

HPA-9bw Maxa 0,6 GPIIb
G2603

A2603
Валин837

Метионин837

HPA-10bw Laa < 1,6 GPIIIa
G281

A281
Аргинин62

Глутамин62

HPA-11bw Groa < 0,25 GPIIIa
G1996

A1996
Аргинин633

Гистидин633

HPA-12bw Iya 0,4 GPIbb
G141

A141
Глицин15

Глутаминовая кислота15

HPA-13bw Sita 0,25 GPIa
C2531

T2531
Треонин799

Метионин799

HPA-14bw Oea < 0,17 GPIIIa ∆ AAG1929–1931 ∆ Лизин611

HPA-15a
HPA-15b

Govb

Gova
74
81

CD109
C2108

A2108
Серин703

Тирозин703

HPA-16bw Duva < 1 GPIIIa
C517

T517
Треонин140

Изолейцин140

HPA-17bw Vaa < 0,4 GPIIIa
C622

T622
Треонин195

Метионин195

HPA-18bw Caba < 1 GPIa
G2235

T2235
Глутамин716

Гистидин716

HPA-19bw Sta < 1 GPIIIa
A487

C487
Лизин137

Глутамин137

HPA-20bw Kno < 1 GPIIb
C1949

T1949
Треонин619

Метионин619

HPA-21bw Nos < 1 GPIIa
G1960

A1960
Глутаминовая кислота628

Лизин628

* Частота встречаемости среди белых европейцев.



62
3

’
2

0
1

3
Ф У Н Д А М Е Н Т А Л Ь Н Ы Е  И С С Л Е Д О В А Н И Я  В  П Р А К Т И Ч Е С К О Й  М Е Д И Ц И Н Е  Н А  С О В Р Е М Е Н Н О М  Э Т А П Е

GP-комплексы являются ключевыми для гемоста-
за и отвечают за пошаговый процесс прикрепления 
тромбоцита к поврежденной сосудистой стенке. Ком-
плекс GPIb/IX/V – главный рецептор для фактора 
Виллебранда, обеспечивающий прикрепление тром-
боцитов к поврежденному субэндотелию. Комплекс 
GPIa/IIa, являясь коллагеновым рецептором, подде-
рживает связь тромбоцита с коллагеном, тогда как 
рецептор GPVI проводит сигнал через мембрану 
внутрь клетки для последующей активации тромбоци-
та, в результате этого тромбоциты связываются между 
собой с помощью фибриногена посредством активи-
рованных рецепторов GP IIb/IIIa. Функция CD109 
изучена недостаточно [10].

Применение молекулярно-генетических методов 
позволило изучить частоту аллелей среди различных 
расовых и этнических групп населения. В популяции 
белых европейцев частота аллелей большинства НРА-
систем отклоняется в сторону «а» аллеля, а гомозиготы 
по «b» составляют около 0–15 %. Исследования час-
тоты встречаемости аллоантигенов тромбоцитов в раз-
ных зарубежных популяциях указывают на значитель-
ные различия в распространенности этих антигенов 
среди жителей разных стран. Например, HPA-1 поли-
морфизм почти отсутствует в популяциях Дальнего 
Востока, в то время как HPA-4 полиморфизм практи-
чески отсутствует у белых европейцев, но присутству-
ет в дальневосточной популяции. Данные о частоте 
встречаемости HPA в российской популяции огра-
ничены единичными исследованиями. Нами было 
генотипировано 402 донора г. Санкт-Петербурга. По-
лученные данные представлены в табл. 2 в сравнении 
с данными европейской популяции [11].

По нашим данным, у доноров крови г. Санкт-Пе-
тербурга гены локусов HPA-1, 2, 3, 5 являются поли-
морфными, а гены локуса HPA-4 не полиморфны. 

Таблица 2. Распределение НРА-генотипов среди белых европейцев 
и доноров г. Санкт-Петербурга

Генотип

Частота генотипов, %

J.G. McFarland, 
1993

Bontadini 
et al., 2000

Собственные 
данные

HPA-1a/1a 72 78 74,7

HPA-1a/1b 26 16 21,9

HPA-1b/1b 2 6 3,4

HPA-2a/2a 85 76 83,3

HPA-2a/2b 14 22 15,5

HPA-2b/2b 1 2 1,7

HPA-3a/3a 37 53 38,35

HPA-3a/3b 48 38 50,7

HPA-3b/3b 15 9 14,95

HPA-4a/4a 99 нет данных 100

HPA-4a/4b < 0,1 нет данных 0

HPA-4b/4b < 0,1 нет данных 0

HPA-5a/5a 80 58,5 83,8

HPA-5a/5b 19 40 16,2

HPA-5b/5b 1 1,5 0

Локализация антигенов системы HPA на GP мембраны тромбоцита [3, 4]

Gpla 
α2

Gplla 
2β1

GPVI

HPA-5

HPA-18w

HPA-13w

HPA-10w

HPA-17w

HPA-7w

HPA-6w

HPA-2

HPA-11w
HPA-14w

HPA-12w

HPA-1
HPA-15

HPA-19w
HPA-16w

HPA-4

HPA-20w

HPA-9w

HPA-3

HPA-21w

GPV

GPIX

GPIbβ

Gpllb 
αllB

GPlbαGpllIa 
β3

CD109

Поэтому, при подозрении на HPA-аллоиммунизацию 
важно учитывать этническую принадлежность паци-
ентов.

Антитела и их клиническое значение
Гемотрансфузии, беременности и прием лекарс-

твенных препаратов стимулируют иммунный ответ 
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и могут привести к выработке антител к тромбоцитам. 
Независимо от специфичности индуцированные ан-
титела могут разрушать тромбоциты, что обусловли-
вает снижение их числа в крови. Антитела, вырабаты-
ваемые к тромбоцитам, разделяют на аутоантитела, 
аллоантитела и лекарственно-зависимые антитела [2–5].

В основе патогенеза всех аутоиммунных заболева-
ний лежит срыв толерантности к собственным анти-
генам (аутотолерантность). В результате этого возни-
кает иммунный ответ против собственных антигенов 
или тканей, так как иммунная система продуцирует 
огромное разнообразие антиген-специфических ре-
цепторов, в том числе способных реагировать с ауто-
антигенами. Тромбоцитарные аутоантитела направ-
лены против GP-тромбоцитов [12]. По данным 
литературы, большинство антител связываются с ре-
цепторными GP-комплексами IIb/IIIa и Ib/IX. 
Бóльшая часть аутоантител принадлежит к классу IgG, 
меньшая часть – к IgМ и IgА. Выработка аутоантител 
к тромбоцитам может приводить к развитию аутоим-
мунной тромбоцитопенической пурпуры, тромбоци-
топении новорожденных (опосредованной наличием 
аутоиммунных антител у матери) и рефрактерности 
к трансфузиям донорских тромбоцитов (при наличии 
аутоантител у реципиента) [13]. 

Сенсибилизация аллоантигенами в результате бе-
ременностей или гемотрансфузий может приводить 
к выработке аллоантител. По специфичности алло-
антитела к тромбоцитам подразделяют на 3 группы: 
АВ0-антитела, HLA-антитела и антитела к тромбоцит-
специфичным антигенам [1–5].

Появление у реципиента анти-НРА и анти-HLA-
антител может являться причиной развития иммуноло-
гических реакций негемолитического типа и привести 
к полному отсутствию клинического эффекта от пере-
ливания тромбоцитов. Иногда после трансфузий тром-
боцитов доноров, несовместимых с реципиентом как 
по НРА, так и HLA, в организме больного происходят 
тяжелые нарушения в иммунной системе, проявляю-
щиеся развитием аутоиммунной тромбоцитопении 
и приводящие к тяжелым геморрагическим проявлени-
ям [13].

Установлено, что HLA-иммунизация развивается 
только в ответ на введение несовместимых лейкоци-
тов. Трансфузии тромбоцитов сами по себе не могут 
вызвать выработку HLA-антител, так как они не со-
держат антигенов II класса гистосовместимости, не-
обходимых для Т-хелперной активации В-клеток 
(только В-лимфоциты, активированные Т-клетками 
и моноцитами крови, могут давать необходимый сти-
мул для продукции антител) [12]. Аллоиммунизация 
к антигенам тромбоцитов возникает чаще у реципи-
ентов, имеющих в анамнезе многократные трансфузии 
цельной крови и компонентов, так как с каждой пос-
ледующей трансфузией повышается вероятность по-
лучения антигена, отсутствующего у реципиента, 
и возникновения иммунного ответа. 

Клиническими последствиями аллоиммунизации 
могут быть: рефрактерность к трансфузиям тромбоци-
тов, посттрансфузионная тромбоцитопеническая пур-
пура (ПТП) и аллоиммунная тромбоцитопения плода 
и новорожденного (АИТПН) [1–5].

Рефрактерность к трансфузиям тромбоцитов
Осложнением трансфузий тромбоцитов является 

состояние рефрактерности, определяемое как отсут-
ствие существенного увеличения их количества у ре-
ципиента в ответ на переливание тромбоцитного кон-
центрата. Развитие рефрактерности может быть 
обусловлено иммунными или неиммунными причи-
нами. Однако, у пациентов, получающих множест-
венные трансфузии, этиология рефрактерности мо-
жет быть многофакторной. Неиммунными причи- 
нами развития рефрактерности являются спленоме-
галия, ДВС-синдром, прием лекарственных препара-
тов (например, амфотерицин В), тромбоз вен печени. 
Иммунная тромбоцитарная рефрактерность связана 
с наличием антител у реципиента [1–5, 14]. Главной 
причиной иммунной рефрактерности у пациентов 
с множественными трансфузиями является наличие 
HLA-А и/или HLA-В-антител. У 3–9 % рефрактерных 
пациентов встречаются НРА-антитела (анти-НРА-1а, 
1b, 3а, 2b и 15b-антитела) в сочетании с HLA-
антителами [5]. HLA-антитела преимущественно 
встречаются у женщин, имеющих в анамнезе бере-
менности, и у пациентов с множественными транс-
фузиями. Развитие HLA-сенсибилизации при транс-
фузиях обусловлено примесью лимфоцитов, содер- 
жащихся в большинстве гемокомпонентов [14]. По-
роговой величиной, так называемой «дозой иммуно-
генной нагрузки», является 1 × 106 клеток на трансфу-
зию [15]. Однако описаны случаи отсутствия 
рефрактерности у некоторых пациентов с HLA-анти- 
телами после трансфузии случайно отобранных до-
норских тромбоцитов. Этот феномен может наблю-
даться при трансфузии тромбоцитов со слабой экс-
прессией антигенов HLA локуса В. Например, может 
быть «широкая» специфичность экспрессии В12 и его 
«сплитов» – В44 и В45 на тромбоцитах и лимфоцитах 
[9, 14].

Высокий титр АВ0-антител, тромбоцитарные ау-
тоантитела и лекарственно-зависимые антитела у ре-
ципиента также могут стать причиной рефрактерно-
сти. Сроки развития рефрактерности к трансфузиям 
тромбоцитов у реципиентов зависят от количества 
трансфузий в анамнезе. У пациентов с множественны-
ми трансфузиями в анамнезе рефрактерность разви-
вается в течение 10 дней, а у пациентов, в анамнезе 
которых трансфузий не было, рефрактерность возни-
кает в среднем через 60 дней. Причем у больных, не 
имеющих в анамнезе трансфузий, развитие рефрак-
терности наступало после переливания тромбоцитов 
и эритроцитов по объему в 2 раза превосходящему 
объемы, необходимые для получения рефрактерности 
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у больных, в анамнезе которых гемотрансфузии были 
[14, 16–19].

Посттрансфузионная тромбоцитопеническая пурпура
Клинический случай тромбоцитопении, развив-

шейся у женщины на 7-е сутки после трансфузии 
тромбоцитов и спонтанно разрешившейся через 3 нед, 
был впервые описан в 1959 г. van Loglem et al. Спустя 
2 года подобный случай описали Shulman et al. и ввели 
термин «посттрансфузионная тромбоцитопеническая 
пурпура». ПТП развивается у сенсибилизированого 
реципиента с анти-НРА-антителами, которому пере-
ливают тромбоциты донора с антигенами, к которым 
имеются антитела. Данное осложнение развивается 
у гомозиготных по НРА реципиентов и может ассоци-
ироваться с тромбоцитарными антителами одной или 
нескольких специфичностей [14]. ПТП чаще встреча-
ется у женщин, имеющих в анамнезе беременности, 
развивается на 7–10-е сутки после трансфузии тром-
боцитов и сопровождается тромбоцитопенией. Забо-
левание начинается быстро и характеризуется паде-
нием количества тромбоцитов менее 10 × 109. Средняя 
и тяжелая степень течения сопровождается кровоте-
чением из слизистых оболочек пищеварительного 
и мочевого тракта. Развитие данного осложнения 
 связано с наличием определенной аллели HLA II клас-
са-DRB3*01:01 [4]. Специфичность антител, вызыва-
ющих данное осложнение, установлена только в не-
скольких исследованиях зарубежных авторов. Чаще 
всего причиной ПТП являются антитела анти-HPA-1а 
(85 % случаев), 2b (5 %), 3а (7 %) [5].

Аллоиммунная тромбоцитопения плода  
и новорожденного
АИТПН развивается в результате разрушения 

тромбоцитов ребенка антителами матери, направлен-
ными против специфических HPA. Частота встречае-
мости данной патологии составляет 1 случай на 1200 ро-
дов в европейской популяции и 1 на 500–700 родов 
в Японии [4, 5]. Патогенез данного заболевания ана-
логичен патогенезу гемолитической болезни новорож-
денных, обусловленной несовместимостью матери 
и плода по антигену D системы Резус. В отличие от 
несовместимости по D-антигену, АИТПН может раз-
виться уже при первой беременности [20–24]. Выра-
ботка антител у матери при беременности происходит 
к антигенам тромбоцитов плода, унаследованным от 
отца и отсутствующим у матери. Антитела матери, 
принадлежащие к IgG, проникая через плацентарный 
барьер и адсорбируясь на антигенах тромбоцитов пло-
да, вызывают их деструкцию макрофагами [20]. Боль-
шинство антигенов тромбоцитов плода экспресси-
руются уже к 18-й неделе беременности, поэтому 
деструкция тромбоцитов может наблюдаться на ран-
них сроках. После рождения тяжесть проявления 
тромбоцитопении зависит от скорости удаления анти-
тромбоцитарных антител матери из кровотока плода. 

Обычно количество тромбоцитов плода возвращается 
к норме в течение 1–3 нед после родов. Заболевание 
часто является кратковременным, протекающим без 
последствий для здоровья ребенка. Но встречаются 
и тяжелые формы с развитием внутричерепных кро-
воизлияний и, как следствие, нейрологических нару-
шений или смерти в период тромбоцитопении. Согласно 
данным литературы, половина случаев внутричереп-
ных кровоизлияний, ассоциированных с аллоиммун-
ной тромбоцитопенией, происходит внутриутробно 
[20–24]. В европейской популяции 2–2,5 % беремен-
ных женщин не имеют антигена HPA-1a, и большин-
ство из них ожидают детей HPA-1a положительных, 
так как 97,5 % людей имеют этот антиген. Однако 
только 6–12 % этих женщин вырабатывают HPA-1a-
антитела. Выработка антител связана со специфично-
стью антигена HLA-DR. Так, наличие у матери аллели 
HLA-DRB3*01:01 стимулирует выработку анти-
HPA-1a-антител, а наличие HLA-DRB1*13 и HLA-
DRB1*14 – анти-HPA-5b-антител [22, 25]. Среди бело-
го населения 80–90 % случаев АИТПН обусловлены 
анти-HPA-1a-антителами, 10–15 % – анти-HPA-5b-
антителами и малая часть – анти-HPA-3а-антителами. 
В литературе также описаны случаи тромбоцитопе-
нии, вызванной антителами другой специфичности [5, 
26–30]. 

Подбор тромбоцитов для трансфузии
В клинической медицине широко применяются 

гемотрансфузии крови и ее компонентов, в частности 
тромбоцитных концентратов. В соответствии с требо-
ваниями по переливанию крови в нашей стране и за 
рубежом тромбоциты пары донор – реципиент долж-
ны быть идентичны по антигенам систем AB0 и Rh. 
Однако, при ограниченном количестве доноров 
и большом числе нуждающихся реципиентов, допус-
каются трансфузии тромбоцитов группы крови 0 ре-
ципиентам других групп. В этом случае существует 
опасность осложнения гемолитического типа из-за 
высокого титра АВ0-антител у донора. В литературе 
описаны подобные случаи и установлено, что риск 
развития посттрансфузионных осложнений гемолити-
ческого типа выше у реципиентов с множественными 
трансфузиями тромбоцитов и особенно у детей. Опти- 
мальным способом лечения тромбоцитопений ново-
рожденных являются трансфузии тромбоцитов иден-
тичных по АВ0 и Rh, с низким титром естественных 
антител и совместимых по HPA- и HLA-анти генам  
[31, 32]. 

В связи с объективной трудностью исследования 
антигенов тромбоцитов и лейкоцитов, подбор совмес-
тимых по антигенам тромбоцитов и лейкоцитов пар 
донор – реципиент не проводится. Обычно однократ-
ная трансфузия тромбоконцентрата, полученного афе-
резом, не требует подбора по системе HLA и HPA. 
Аллоиммунизированные пациенты с множественны-
ми трансфузиями и рефрактерностью к тромбоцитам 
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в анамнезе требуют комплексного подхода к подбору 
гемокомпонента, предусматривающего совместимость 
по антигенам HLA I класса локусов А и В или поста-
новку перекрестной лимфоцитотоксической пробы 
на совместимость. Число подходящих доноров обес-
печивается при наличии регистра типированных до-
норов в 2–5 тыс. человек. Однако было замечено, что 
около 30 % трансфузий тромбоцитов, подобранных 
в лимфоцитотоксическом тесте, являются неэффек-
тивными. Трансфузии тромбоцитов, совместимых 
по антигенам системы HLA, у 20–25 % больных при-
водили к выработке антител против специфических 
антигенов тромбоцитов [33–35].

Все перечисленное привело к применению за ру-
бежом, кроме HLA-перекрестной пробы, перекрестной 
пробы с тромбоцитами донора, а также к типирова-
нию антигенов тромбоцитов при подборе совмести-
мых гемокомпонентов аллоиммунизированным реци-
пиентам [9]. 

Учитывая определенные трудности типирования 
тромбоцитарных антигенов серологическими метода-
ми, в последние годы все чаще с этой целью применя-
ются молекулярно-генетические методы, основанные 
на использовании полимеразной цепной реакции 
(ПЦР). С учетом имеющихся в настоящее время дан-
ных о характере и месторасположении единичных 
нуклеотидных замен, обусловливающих полиморфизм 
НРА, молекулярно-генетические методы типирования 
антигенов тромбоцитов сводятся к детекции этих за-
мен в структуре ДНК соответствующих генов [36].

Молекулярно-генетические методы детекции 
антигенов тромбоцитов
Для детекции НРА к настоящему времени предло-

жено несколько методов, основанных на технологии 
ПЦР: полиморфизма длин рестрикционных фрагмен-
тов (ПЦР-ПДРФ), ПЦР с аллель-специфическими 
праймерами (ПЦР-АСП) и ПЦР-гибридизация с ал-
лель-специфичными олигонуклеотидами (АСО) [37–39].

Коротко остановимся на каждом из них.
ПЦР-ПДРФ-метод основан на том, что в резуль-

тате мутации (нуклеотидной замены) в ДНК появля-
ются новые (или утрачиваются существовавшие) места 
(сайты) узнавания для специфических рестриктаз – 
ферментов, способных разрезать ДНК в строго опре-
деляемых последовательностями нуклеотидов участ-
ках. Таким образом, обработка амплифицированного 
в ПЦР исследуемого участка ДНК соответствующим 
образом подобранной рестриктазой и последующее 
разделение продуктов рестрикции (чаще всего элект-
рофорезом в агарозе или полиакриламидном геле) 
позволяет по картине ПДРФ выявить искомую мута-
цию. Данный методический подход достаточно широ-
ко используется для детекции единичных нуклеотид-
ных замен, в том числе и для типирования НРА. 

ПЦР-АСП метод основан на использовании 
в ПЦР так называемых аллель (или сиквенс)-специ-

фических праймеров (АСП), комплементарных или 
нормальному, или мутированному аллелю. Кроме то-
го, в реакции используется и так называемый «общий» 
праймер, комплементарный участку ДНК как нор-
мального, так и мутированного аллеля.

ПЦР при типировании НРА проводится в 2 пробах 
для каждого антигена, которые отличаются друг от 
друга используемыми АСП. Продукт ПЦР – ампли-
фикат – выявляется в той пробе, где тестируемая ДНК 
содержит участок, комплементарный одному из двух 
АСП. Обнаружение амплификата в обеих пробах сви-
детельствует о гетерозиготном носительстве исследу-
емого аллеля. Этот метод был впервые использован 
при типировании антигенов системы HLA, а затем 
и для генотипирования тромбоцитов. 

В последние годы в научно-исследовательских ла-
бораториях широко внедрено типирование антигенов, 
основанное на секвенировании – SBT (sequence-based 
typing). Секвенирование представляет собой опреде-
ление нуклеотидной последовательности фрагмента 
ДНК путем получения серии комплементарных моле-
кул ДНК, различающихся по длине на одно основание. 
Этот метод позволяет получить информацию о полной 
последовательности ДНК (новых аллелях и мутациях). 
Главными недостатками технологии SBT являются:

 – трудоемкость (сложная и длительная процедура 
подготовки ДНК для секвенирования);

 – низкая производительность;
 – высокая стоимость оборудования и реагентов и, 

как следствие, высокая себестоимость типирования 
одного образца;

 – отсутствие у компаний-производителей секве-
наторов специальных реагентов, оборудования и про-
граммного обеспечения для серологического типиро-
вания и для определения антител к антигенам HPA 
и HLA. Поэтому данный метод вряд ли найдет широ-
кое применение в клинических лабораториях в бли-
жайшее время. 

Широкое использование тест-систем, основанных 
на описанных методах ПЦР, для типирования тромбо-
цитов в повседневной практике лабораторий затруд-
нено необходимостью проведения электрофореза для 
оценки конечного результата реакции. Поэтому в на-
стоящее время разработаны тест-системы для ПЦР 
в реальном времени, позволяющие значительно уп-
ростить процесс исследования [40–44].

Выявление антител к тромбоцитам
Проведенный нами анализ данных литературы 

о существующих методах выявления антитромбоци-
тарных антител, показал, что наиболее эффективными 
являются методы иммуноферментного анализа и им-
мунофлюоресцентные [45–47]. Однако проведение 
тестов с использованием указанных методов требует 
наличия дорогостоящего оборудования или/и реакти-
вов, что ограничивает их применение. В связи с этим, 
за рубежом был разработан твердофазный антигло-
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булиновый тест, принцип которого заключается в ад-
сорбции донорских тромбоцитов, предварительно 
сенсибилизированных исследуемой сывороткой реци-
пиента, на поверхность плашки и последующей детекции 
антител после добавления эритроцитов, нагруженных 
анти-IgG-антителами. При наличии в исследуемой 
сыворотке антитромбоцитарных антител, анти-IgG 
взаимодействует с ними, что приводит к равномерно-
му распределению эритроцитов по плашке. При от-
сутствии антитромбоцитарных антител эритроциты 
образуют осадок в виде точки. Многими авторами 
была показана высокая чувствительность твердофаз-
ного метода для определения ауто- и аллоантител [45]. 

«Золотым стандартом» для идентификации тром-
боцит-специфических антител признан метод им-
мобилизации тромбоцитарных антигенов специфи-
ческими моноклональными антителами (MAIPA) 
с использованием моноклональных мышиных анти-
тел, специфичных к гликопротеинам тромбоцитов. 
Преимущество MAIPA состоит в том, что антитела 
(человека и мышиные) присоединяются к соответс-
твующему антигену мембраны тромбоцита, что позво-
ляет сократить ложноположительные реакции. Метод 
позволяет не только выявлять антитела, но и прово-
дить фенотипирование редко встречающихся антиге-
нов (например, HPA-5b/5b). Однако метод имеет 
и свои недостатки. Выявление антител основано 
на формировании трехмолекулярного соединения, 
связывающего мышиные и человеческие антитела 
с мембраной тромбоцита, на которой локализованы 
соответствующие эпитопы. Ложноотрицательные ре-
зультаты могут наблюдаться вследствие конкуренции 
между человеческими и мышиными антителами 
за присоединение к одному и тому же эпитопу, что за-
трудняет диагностику иммунных тромбоцитопений. 
Кроме того, метод очень трудоемкий и не подходит 
для скрининга [48, 49]. 

Другим методом, обладающим высокой чувстви-
тельностью и специфичностью, является метод про-
точной цитофлуориметрии. Метод позволяет выяв-
лять антитромбоцитарные антитела разных классов 
иммуноглобулинов (IgM, IgG и IgА) [34]. По данным 
литературы, проточная цитометрия является первым 
шагом для выявления антител. Преимуществами слу-
жат высокая скорость, позволяющая анализировать 
большие клеточные объемы, и возможность выпол-
нения сложных одновременных измерений несколь-
ких параметров каждой клетки в одной суспензии. 
Все это позволяет использовать метод для скринин-
говых исследований [50–51]. На втором этапе при-
меняется метод MAIPA, позволяющий определять 
специфичность антител. Такой алгоритм дает воз-
можность проводить исследования антител более эф-
фективно [48, 49].

Определенную трудность в стандартизацию мето-
дов выявления алло- и аутоантител к тромбоцитам 
вносит отсутствие референтных образцов с установ-
ленной специфичностью (обычно такие образцы ис-
пользуются для постановки положительного контроля 
для подтверждения правильности исследования анти-
тел по аналогии с использованием моноклональных 
антител к антигенам эритроцитов при их типирова-
нии). В последние годы было получено несколько об-
разцов моноклональных антител, имеющих специ-
фичность к антигенам тромбоцитов, в частности 
анти-НРА-1а, 3b. Однако эти немногие образцы зачас-
тую получены к синтетическому пептиду, содержаще-
му HPA-1a, и не взаимодействуют с указанным анти-
геном, присутствующим на интактных тромбоцитах, 
поэтому могут использоваться только в иммунофер-
ментном методе [52]. 

С целью стандартизации методов выявления ан-
тител к антигенам тромбоцитов периодически про-
водятся многоцентровые исследования. На 15-м ра-
бочем совещании ISBT (Международного общества 
переливания крови) анализировали результаты вы-
явления аутоантител в образцах сыворотки, получен-
ных от 2 пациентов с иммунной тромбоцитопенией, 
а также оценивали чувствительность и специфич-
ность выявления аллоантител анти-НРА-1а и анти-
НРА-3 и методы НРА-генотипирования с помощью 
стандартных протоколов. Результаты тестирования 
образцов сы вороток с антителами, проведенного  
30 лабораториями-участниками, были неоднозначны. 
Выявленные  специфичности аутоантител разнились 
между лабораториями, были найдены отсутствующие 
специфичности и в одном из образцов не получен 
общий результат. С выявлением анти-НРА-1а-анти-
тел и генотипированием НРА успешно справились 
все лаборатории; трудно диагностируемые анти-
НРА-3а и анти-НРА-3b не были определены во мно-
гих лабораториях. На основании проведенного ана-
лиза сделан вывод о том, что протоколы и методы 
исследования антител требуют доработки [49]. Ана-
логичные данные получили R. Fontão-Wendel et al. 
при исследовании частоты сенсибилизации к анти-
генам тромбоцитов у пациентов многопрофильного 
стационара до и после трансфузий методами флуо-
ресценции, MAIPA, проточной цитофлуориметрии 
и в лимфоцитотоксическом тесте. Анализ данных 
показал, что не было 100 % совпадения результатов 
тестирования разными методами. Только в 8,1 % 
образцов антитела были выявлены всеми 4 методами 
[53].

Таким образом, анализ данных литературы свиде-
тельствует о том, что методы выявления антител к ан-
тигенам тромбоцитов нуждаются в дальнейшем изуче-
нии, совершенствовании и стандартизации.
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