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Реферат
Цель. Исследовать уровень аллоиммунизации к антигенам систем HNA у доноров крови и её компонентов.
Методы. В исследование были включены образцы крови 1127 доноров, дающих кровь и её компоненты 
в ФГБУ РосНИИГТ ФМБА России: 635 мужчин и 492 женщин. Доноров-женщин в возрасте 18–30 лет было 
36,18% (n=178), в возрасте 30–60 лет — 63,82% (n=314). Все обследованные доноры не имели в анамнезе 
трансфузий компонентов крови. Скрининг и идентификацию аллоантител к антигенам HNA проводили 
в непрямом тесте иммунофлюоресценции гранулоцитов методом проточной цитофлуориметрии с исполь-
зованием моноклональных антител CD16-PE, CD45-PC7, CD19-APC, Goat F(ab')2 Anti-Human IgG-FITС и па-
нели донорских нейтрофилов с установленным HNA-генотипом.
Результаты. Частота аллоантител к антигенам систем HNA у обследованных доноров составила 0,35% 
(n=4). В группе доноров-мужчин аллоантитела к HNA выявлены не были. Все сенсибилизированные доно-
ры были женского пола в возрасте 30–60 лет. Частота антител к HNA у доноров-женщин составила 0,81%. 
Выявленные антитела имели специфичность анти-HNA-1а, анти-HNA-3b и анти-HNA-4b и принадлежали 
к иммуноглобулинам класса G. У одного из сенсибилизированных доноров специфичность антител уста-
новить не удалось. Для выявления аллогенной природы антител у иммунизированных доноров были опре-
делены генотипы HNA.
Вывод. Аллоантитела к антигенам систем HNA встречаются редко и определяются у 0,35% доноров кро-
ви и её компонентов; аллоантитела были выявлены только у доноров-женщин с частотой 0,81% и направ-
лены против HNA-1а, HNA-3b и HNA-4b; генотипирование HNA позволило подтвердить аллогенную при-
роду антител.
Ключевые слова: аллоантитела к HNA, острое трансфузионно-обусловленное повреждение лёгких, скри-
нинг аллоантител, проточная цитофлуориметрия, доноры, генотипирование.
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Abstract
Aim. To study the rate of human neutrophil antigens (HNA) alloimmunization in donors of blood and blood 
components.
Methods. The study included blood samples of 1,127 donors who donated blood and its components in the Russian 
Scientific and Research Institute of Hematology and Transfusiology, Saint Petersburg, 635 male and 492 female. 
36.18% of female donors were aged between 18 and 30 (n=178) and 63.82% were aged between 30 and 60 (n=314). 
The medical histories of all donors did not contain the records about the transfusion of blood components. 
Screening and identification of HNA alloantibodies were performed using the flow cytometric granulocyte 
immunofluorescence test with monoclonal antibodies CD16-PE, CD45-PC7, CD19-APC, Goat F(ab')2 Anti-Human 
IgG-FITC and the panel of donor neutrophils with detected HNA genotypes.
Results. The frequency of HNA alloantibodies in blood donors was 0.35% (n=4). No HNA alloantibodies were 
found in the male donors. Alloantibodies were detected only in female blood donors aged between 30 and 60. HNA 
antibody frequency in female donors was 0.81%. It were detected anti-HNA-1a, anti-HNA-3b and anti-HNA-4b 
antibodies of the IgG immunoglobulin class. In one donor, the specificity of antibodies could not be established. To 
establish whether detected antibodies in immunized donors were alloantibodies, HNA genotypes were determined.
Сonclusion. HNA alloantibodies occur with low frequency and are determined in 0.35% of blood donors. 
Alloantibodies were detected only in female donors and were directed against HNA-1a, HNA-3b and HNA-4b. The 
frequency of HNA antibodies in female donors was 0.81%. HNA genotyping confirmed that detected antibodies 
were alloantibodies.
Keywords: HNA alloantibodies, transfusion-related acute lung injury, screening of alloantibodies, flow cytometry, 
donors, genotyping.
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Аллоантитела к антигенам систем Human Neu-
trophil Antigens (HNA) играют ключевую роль 
в возникновении ряда реакций и осложнений, 
связанных с трансфузией плазмосодержащих 
компонентов донорской крови у пациентов с ге-
мобластозами и депрессиями кроветворения, 
а также с другими заболеваниями. Тяжесть 
возникших посттрансфузионных реакций и ос-
ложнений варьирует от гипертермической 
(фебрильной) негемолитической реакции до 
острого трансфузионно-обусловленного по-
вреждения лёгких (ОТОПЛ), нередко приводя-
щего к летальному исходу. Этому способствуют 
особенности течения заболевания, особенно 
сочетание с иммунодефицитными состояния-
ми реципиента, необходимость использования 
высокодозной химиотерапии, трансплантация 
костного мозга и др.

Многочисленные работы исследователей по-
казали, что частота антител к HNA в донор-
ской плазме, причастной к ОТОПЛ, варьировала 
в пределах 3–33%. Выявленные антитела имели 
специфичность анти-HNA1, анти-HNA2 и ан-
ти-HNA3а. C наиболее тяжёлыми и даже смер-
тельными реакциями ОТОПЛ ассоциированы 
анти-HNA-3а антитела. Большинство донорских 
компонентов крови, причастных к ОТОПЛ, было 
заготовлено от доноров-женщин, имевших бе-
ременности и/или трансфузии в анамнезе [1–3].

Стандартными методами выявления анти- 
HNA антител служат тесты агглютинации и 

иммунофлюоресценции гранулоцитов. Исследо-
вания стандартными методами требуют серьёз-
ных затрат времени и технически сложны. Для 
их осуществления необходимо выделение све-
жих гранулоцитов, что нередко сопровождается 
большой потерей клеток. Внедрение современ-
ных методов исследования иммунного ответа 
расширяет возможности лабораторной диагно-
стики иммунных состояний. Метод проточной 
цитофлуориметрии, представляющий собой мо-
дификацию теста иммунофлюоресценции гра-
нулоцитов, позволяет проводить исследование 
различных популяций лейкоцитов без предва-
рительного разделения клеток в градиенте плот-
ности фикола и без применения микроскопа [4].

Существует ограниченное количество про-
спективных скрининговых исследований по 
выявлению анти-HNA аллоантител [5, 6]. Све-
дения о частоте аллоантител к HNA у доноров 
крови и её компонентов в Российской Федера-
ции отсутствуют. B связи с этим представляется 
актуальным оценить уровень HNA-аллоимму-
низации доноров крови и её компонентов, что 
будет способствовать поиску новых путей про-
филактики реакций и осложнений, связанных 
с трансфузией компонентов крови.

Цель работы — исследовать уровень алло-
иммунизации к антигенам системы HNA у до-
норов крови и её компонентов.

Протокол исследования одобрен локальным 
этическим комитетом Федерального государ-
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ственного бюджетного учреждения «Россий-
ский научно-исследовательский институт 
гематологии и трансфузиологии Федерально-
го медико-биологического агентства» (ФГБУ 
 РосНИИГТ ФМБА, протокол №49 от 18.12.2019).

В исследование были включены образ-
цы крови 1127 доноров, дающих кровь и её 
компоненты в ФГБУ РосНИИГТ ФМБА Рос-
сии: 635 мужчин и 492 женщин. Доноров-жен-
щин в возрасте 18–30 лет было 36,18% (n=178), 
в возрасте 30–60 лет — 63,82% (n=314). Все 
обследованные доноры не имели в анамнезе 
трансфузий компонентов крови.

Объектом исследования служили образцы 
лейкоцитов, которые были выделены из цель-
ной крови, стабилизированной К2-EDTA, и сы-
воротки крови доноров, полученные путём 
пункции периферической вены и собранные 
в вакуумные пробирки без антикоагулянта. 
Лейкоциты были получены путём лизиса эри-
троцитов (лизирующий раствор VersaLyse, 
Beckman Coulter Inc., USA) и трёхкратного от-
мывания в фосфатно-солевом буфере. Процеду-
ру лизиса осуществляли согласно инструкции 
производителя. Все исследования проводили 
в день взятия крови.

Скрининг аллоантител к антигенам HNA-
1a/1bc/bd, HNA-2a, HNA-3a/3b, HNA-4a/4b 
HNA-5a/5b осуществляли в непрямом тесте 
иммунофлюоресценции гранулоцитов мето-
дом проточной цитофлуориметрии с исполь-
зованием моноклональных антител CD16-PE, 
CD45-PC7, CD19-APC, Goat F(ab')2 Anti-Human 
IgG-FITС (все антитела производства Beckman 
Coulter Inc., США) и панели донорских нейтро-
филов с установленным HNA-генотипом.

Выявление антител проводили в три этапа.
Первый этап — скрининг антител. Для скри-

нинга использовали две клеточные линии, в ко-
торых были представлены все антигены HNA.

Все стадии подготовки образцов к цито-
метрическому анализу осуществляли в по-
липропиленовых пробирках для цитометрии 
12×75 мм (Beckman Coultеr, США).

4×105 донорских лейкоцитов инкубирова-
ли с 30 мкл исследуемой сыворотки в тече-
ние 15 мин при 37 °C. Затем клетки отмывали 
трижды фосфатно-солевым буфером. В пробир-
ки с отмытыми клетками добавляли по 20 мкл 
моноклональных антител CD16-PE, CD45-PC7, 
CD19-APC и 20 мкл раствора Goat F(ab')2 Anti-
Human IgG-FITС [10 мкл Goat F(ab')2 Anti-
Human IgG-FITС ресуспендировали в 100 мкл 
фосфатно-солевого буфера]. Пробирки ин-
кубировали в тёмном месте 20 мин. Лейко-
циты отмывали в фосфатно-солевом буфере 

(1:10). Полученный образец ресуспендирова-
ли в 500 мкл фосфатно-солевого буфера. Ана-
лиз проводили в проточном цитофлуориметре. 
Настройку проточного цитофлуориметра осу-
ществляли в соответствии с рекомендациями, 
изложенными С.В. Хайдуковым и соавт. [7], 
а также в соответствии с рекомендациями про-
изводителя антител.

Для определения областей позитивного 
и негативного связывания анти-IgG антител 
применяли образцы, окрашенные только вто-
рыми антителами (без предварительной об-
работки сыворотками, потенциально содер-
жавшими аутореактивные антитела). Данные 
области (как это показано на рис. 1) выставля-
ли для нейтрофилов (левые гистограммы), мо-
ноцитов (центральная гистограмма) и общей 
популяции Т-лимфоцитов и натуральных кил-
леров (правые гистограммы) периферической 
крови. Результат считали отрицательным, если 
клетки находились в первой декаде, а их доля 
составляла менее 15%. Результат считали по-
ложительным, если клетки находились во вто-
рой декаде, а их доля составляла 15% и более. 
В положительных образцах проводили иденти-
фикацию антител. Оценка связывания антител 
с моноцитами и лимфоцитами позволяла про-
водить дифференциацию между антителами 
к нейтрофилам и к другим популяциям лейко-
цитов (см. рис. 1).

Слева направо на гистограммах приведены 
результаты взаимодействия анти-IgG аллоан-
тител с нейтрофилами, моноцитами, а также 
общей популяцией лимфоцитов, состоящей из 
Т-лимфоцитов и натуральных киллеров, пери-
ферической крови. Результат приведён в виде 
% позитивных клеток в каждой из проана-
лизированных популяций. Область позитив-
ного связывания («IgG+» на соответствую-
щих гистограммах) выставлена на основании 
образцов, окрашенных только вторыми ан-
ти-IgG антителами (фоновое связывание вто-
рых  антител).

В качестве отрицательного контроля исполь-
зовали лейкоциты донора, инкубированные 
с аутосывороткой и контрольной сывороткой 
группы крови АВ. В качестве положительно-
го контроля использовали лейкоциты донора, 
инкубированные с поливалентной контроль-
ной сывороткой, содержащей анти-HNA/HLA 
аллоантитела [набор сывороток антилейкоци-
тарных HLA-A, -B, -C, -DR гистотипирующих 
жидких (HLA) «HLA-сыворотки», ЗАО МЦИи-
ГР «Гисанс», Санкт-Петербург].

Второй этап — идентификация антител. Для 
идентификации были использованы панели до-
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норских нейтрофилов со следующими геноти-
пами:

– HNA-1a/a, HNA-2a, HNA-3a/a, HNA-4a/a, 
HNA-5a/a;

– HNA-1bd/bd, HNA-3a/b, HNA-4b/b, 
 HNA-5a/b;

– HNA-1a/bd/bc, HNA-2a, HNA-3a/b, HNA-
4a/b, HNA-5a/b;

– HNA-1a/a, HNA-2a, HNA-3b/b, HNA-4a/b, 
HNA-5b/b.

Третий этап. Для подтверждения получен-
ных результатов установили генотип HNA 
в образцах крови, в которых были идентифи-
цированы антитела.

Генотипирование HNA проводили методом 
аллель-специфичной полимеразной цепной ре-
акции с использованием оригинальных олиго-
нуклеотидных праймеров (табл. 1), как описано 
ранее [8].

Частота аллоантител к антигенам систем 
HNA у обследованных доноров крови и её 
компонентов составила 0,35% (n=4). В группе 
доноров-мужчин аллоантитела к HNA выяв-
лены не были. Все сенсибилизированные до-
норы были женщинами в возрасте 30–60 лет. 
Частота антител к HNA у доноров-женщин со-
ставила 0,81%. Выявленные антитела имели 
специфичность анти-HNA-1а, анти-HNA-3b и 
анти-HNA-4b и принадлежали к иммуноглобу-

линам класса G. У одного из иммунизирован-
ных доноров специфичность антител устано-
вить не удалось.

Для установления природы антител у имму-
низированных доноров определяли генотипы 
HNA. У доноров со специфичностью антител 
анти-HNA-1a, анти-HNA-3b, анти-HNA-4b были 
определены генотипы HNA-1bd/bd, HNA-2a, 
HNA-3a/b, HNA-4b/b, HNA-5a/b; HNA-1bd/bd, 
HNA-2a, HNA-3a/a, HNA-4a/b, HNA-5a/a; HNA-
1a/bd, HNA-2a, HNA-3a/a, HNA-4a/a, HNA-5a/b 
соответственно. У донора с неустановлен-
ной специфичностью генотип определялся 
как HNA-1a/bd, HNA-2a, HNA-3a/a, HNA-4a/b, 
HNA-5a/a. Проведённое исследование позволи-
ло установить аллогенную природу антител.

Полученные результаты по частоте аллоан-
тител к HNA согласуются с результатами дру-
гих исследователей, в частности установлен-
ная L. Jerome и соавт. частота антител к HNA 
у доноров составила 0,7% [5]. В нашем иссле-
довании анти-HNA антитела выявлены только 
у женщин, что может быть связано с предше-
ствующими беременностями. У мужчин анти-
тела обнаружены не были, что связано с отсут-
ствием трансфузий в анамнезе. Аналогичные 
данные были получены А. Real и соавт. при об-
следовании 5332 женщин-доноров с тремя и бо-
лее беременностями в анамнезе. Причём у боль-

Рис. 1. Примеры цитофлуориметрического анализа негативного (отсутствие связывания анти-IgG 
аллоантител, верхний ряд гистограмм) и позитивного (выраженное связывание анти-IgG аллоан-
тител, нижний ряд гистограмм) образцов
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шинства женщин, аллоиммунизированных 
к HNA, также присутствовали анти-HLA алло-
антитела, в то время как у мужчин аллоантите-
ла выявлены не были [2].

Известно, что вероятность синтеза алло-
антител у человека зависит от ряда факторов, 
включая генетическую предрасположенность 
к развитию сенсибилизации, особенностей 
фенотипа HNA, количества трансфузий и бе-
ременностей в анамнезе. Для развития алло-
иммунизации также важна частота антигена 
в популяции. Так, если частота HNA-1a равна 
62–65%, то риск развития аллоиммунизации 
составит 23,3%, что обусловливает высокую 
вероятность несовместимости донор-реципи-
ент при трансфузии и может привести к выра-
ботке антител [8]. Если частота антигена мала 
или очень высока, вероятность иммунологиче-
ского конфликта донор-реципиент, мать-плод 
будет низкой. Так, при частоте HNA-3a 96,6% 
риск развития аллоиммунизации составляет 
3,7% [8].

Выявленные в нашем исследовании анти-
HNA-1а аллоантитела могут стать причиной 
аллоиммунных конфликтов [2, 9, 10]. Согласно 
данным литературы, антитела к HNA-1, HNA-
2, HNA-3а ассоциированы с тяжёлыми случа-
ями ОТОПЛ. Так, анализ 96 случаев ОТОПЛ, 
проведённый С. Chapman и соавт., показал на-
личие анти-HNA аллоантител в 13 образцах 
донорской плазмы, причастной к развитию 
ОТОПЛ, 5 из которых имели специфичность 
анти-HNA-1а, 1 — анти-HNA-3а [3]. Анти-HNA-
3a антитела в нашем исследовании выявлены 
не были, что может быть обусловлено относи-
тельно небольшой выборкой доноров. Выяв-
ленные в нашем исследовании анти-HNA-3b и 
анти-HNA-4b аллоантитела ассоциированы с 
аллоиммунной нейтропенией новорождённых 
[9, 10]. В литературе не встречается данных о 

связи этих аллоантител с ОТОПЛ. Более того, 
В. Bayat и соавт. показали, что антитела анти-
HNA-3b не вызывали ОТОПЛ на мышиной мо-
дели [11].

Необходимость использования свежих, ти-
пированных по HNA нейтрофилов ограни-
чивает возможность проведения скрининга 
анти-HNA аллоантител в клинических лабо-
раториях медицинских организаций. В то же 
время значительное снижение риска развития 
аллоиммунизации к HLA и HNA после транс-
фузий достигается путём внедрения в практи-
ку методов лейкоредукции компонентов крови. 
Обязательное тестирование доноров-женщин 
с тремя и более беременностями в анамнезе на 
наличие анти-HLA антител также снизит риск 
возникновения посттрансфузионных реакций, 
связанных с анти-HNA аллоантителами.

ВЫВОДЫ

1. Аллоантитела к антигенам систем HNA 
встречаются редко и определяются у 0,35% до-
норов крови и её компонентов.

2. Аллоантитела к HNA выявлены только 
у доноров-женщин с частотой 0,81%.

3. Аллоантитела к HNA-3a, связанные с тя-
жёлыми и фатальными случаями острого 
трансфузионно-обусловленного повреждения 
лёгких, в исследовании не обнаружены.

4. Выявленные аллоантитела были на-
правлены против HNA-1а, HNA-3b и HNA-4b. 
Аллогенная природа антител против HNA под-
тверждена методом генотипирования.

Участие авторов. И.И.К. — разработка методики, 
проведение исследования, сбор и анализ резуль-
татов; И.О.Б. — проведение исследования, сбор 
и анализ результатов; И.В.К. — разработка методи-
ки; Н.В.М. и А.В.Ч. — руководители работы.

Таблица 1. Последовательность олигонуклеотидных праймеров для типирования HNA-1, -3, -4, -5

Антиген
Antigen

Ген
Gene

Прямой праймер (5’–3’)
Forward primer (5’–3’)

Обратный праймер (5’–3’)
Reverse primer (5’–3’)

HNA-1а FCGR3B CCTCAATGGTACAGGGTGCTC GCCTGGCTTGAGATGAGGTT

HNA-1b/с FCGR3B CCTCAATGGTACAGCGTGCTT CACTGTCGTTGACTGTGGCAT

HNA-1b/d FCGR3B CCTCAATGGTACAGCGTGCTT ACTGTCGTTGACTGTGGCAG

HNA-3а SLC44A2 CTACCTCACGTACCTGAATGCT GCAGGGCAGTCACCATCTC

HNA-3b SLC44A2 CTACCTCACGTACCTGAATGCT GCAGGGCAGTCACCATCTT

HNA-4а ITGAM CTCATGCGAGCCCATCCG ACAAGGAGGTCTGACGGTGA

HNA-4b ITGAM CTCATGCGAGCCCATCCA ACAAGGAGGTCTGACGGTGA

HNA-5а ITGAL ATCATCCCCCACAGATCCAG AGCTGGACCCAGTAAGCATC

Примечание: нуклеотиды, комплементарные SNP, определяющим наличие антигена, выделены жирным шрифтом.
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Источник финансирования. Субсидия из феде-
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