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Реферат
Цель. Оценить возможность применения молекулярно-генетического типирования эритроцитов у реципи-
ентов, получавших трансфузии в течение 3 мес.
Методы. В исследование были включены образцы крови 95 пациентов, получивших 3 или более трансфу-
зий эритроцитов в течение 3 мес. Пациенты имели следующие диагнозы: β-талассемия (n=4), апластиче-
ская анемия (n=5), множественная миелома (n=7), неходжкинские лимфомы (n=11), хронический миелолей-
коз (n=16), первичный миелофиброз (n=9), миелодиспластический синдром (n=22), острый лейкоз (n=21). 
Фенотипирование антигенов эритроцитов проводили методом гемагглютинации в гелевых картах DiaClon 
Rh-Subgroups+K. Генотипирование Rh, Kell осуществляли с помощью наборов SSP-PCR RBC — FluoGene 
vERYfy (Inno-train Diagnostik, Германия). Проведено генотипирование стандартных аллелей RHD/RHCE, 
а также полиморфизмов, связанных с KEL1/KEL2 [T698C (Met198Thr)] гена KEL.
Результаты серологического и молекулярно-генетического типирования групп крови RhCE и Kell у доно-
ров совпадали на 100%, в то время как в исследуемых образцах крови пациентов расхождение составило 
45,3%. Расхождения по антигенам системы Rh зарегистрированы у 41 больного: по одному антигену систе-
мы Rh — у 30 пациентов, по двум — у 9 человек. 10 пациентов, фенотип которых определялся как RhCc, 
были генотипированы как RHCE*CC. 2 пациента, которые были фенотипированы как Rhee, имели генотип 
RHCE*EE. У 2 человек антигены D и C не выявлялись в фенотипе, но были обнаружены в генотипе. Рас-
хождения по антигену K зафиксировано у 2 пациентов, причём антиген отсутствовал в фенотипе, но при-
сутствовал в генотипе. Результаты генотипирования были подтверждены серологическим исследованием 
при последующих госпитализациях.
Вывод. Генотипирование служит полезным дополнением к традиционным методам в тех случаях, когда 
серологическое типирование ограничено.
Ключевые слова: системы антигенов эритроцитов Rh и Kell, генотипирование групп крови эритроцитов, 
гематологические заболевания, множественные трансфузии, доноры.
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Abstract
Aim. To assess the possibility of using blood group genotyping in recipients who received transfusions for 3 months.
Methods. The study included blood samples from 95 patients who received 3 or more erythrocyte transfusions 
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within 3 months. The patients had the following diagnoses: multiple myeloma (n=7), beta thalassemia (n=4), non-
Hodgkin's lymphomas (n=11), chronic myeloid leukemia (n=16), primary myelofibrosis (n=9), myelodysplastic 
syndrome (n=22), acute leukemia (n=21), aplastic anemia (n=5). Red blood cells phenotyping was performed in 
Diaclon Rh Subgroups+K Gel Cards. The Rh and Kell genotyping was performed by using RBC SSP-PCR kits — 
FluoGene vERYfy (Inno-train Diagnostics, Germany). The standard RHD/RHCE alleles, as well as polymorphisms 
associated with KEL1/KEL2 [T698C (Met198Thr)] of the KEL gene were genotyped.
Results. The concordance rate between serological and molecular genetic typing of RhCE and Kell blood groups 
for donors was 100%, while the patient ś results were discordant in 45.3% of cases. Discrepancies in antigens of 
the Rh system were registered in 41 patients: one antigen of the Rh system — in 30 patients, two — in 9 patients. 
Ten patients who had been previously phenotyped as RhCc were genotyped as RHCE*CC. 2 patients who had been 
previously phenotyped as Rhee were genotyped as RHCE*EE. In 2 patients, antigens D and C were not detected in 
the phenotype but were identified in the genotype. Discrepancies in antigen K were recorded in 2 patients, and the 
antigen was absent in the phenotype but was present in the genotype. The genotyping results were confirmed by 
serological typing at subsequent hospitalizations.
Сonclusion. Blood group genotyping is a useful adjunct to traditional methods when serological typing is limited.
Keywords: RHCE and Kell blood group systems, blood group genotyping, hematological diseases, multi-transfused 
patients, donors.
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Актуальность. Проведение гемокомпонентной 
терапии пациентам с гемобластозами и депрес-
сиями кроветворения часто осложнено наличи-
ем в кровотоке реципиента популяции донор-
ских эритроцитов от предыдущей трансфузии 
(трансфузионный химеризм), что не позволя-
ет проводить точное фенотипирование групп 
крови, если тестирование не было выполнено 
до начала трансфузий. Трансфузии компонен-
тов донорской крови, несущих отсутствующие 
у реципиента антигены, повышают риск алло-
иммунизации. Формирование клинически зна-
чимых аллоантител повышает риск развития 
посттрансфузионных реакций гемолитическо-
го типа при последующей трансфузии. Наличие 
у реципиентов аллоантител ещё больше задер-
живает процесс поиска совместимых единиц 
эритроцитов, которые не несут соответствую-
щие антигены. Кроме того, аллоиммунизация 
сокращает выживаемость перелитых эритроци-
тов и увеличивает потребность в трансфузиях, 
которые в конечном итоге повышают нагрузку 
железом на организм [1–7].

Уровень аллоиммунизации у гематологи-
ческих больных по разным данным составля-
ет от 1,0 до 3,2%, а у больных серповиднокле-
точной анемией может достигать 43%. Наиболее 
 часто встречаются антитела против антигенов 
систем Rh и Kell. Несмотря на то обстоятель-
ство, что переливание идентичных по фенотипу 
Rh и Kell, в дополнение к AB0 и RhD, гемоком-
понентов значительно снизило частоту аллоим-
мунизации, этот риск не был полностью устра-
нён в случае множественных трансфузий [8–11].

За последнее десятилетие ряд исследовате-
лей указали на преимущества генотипирования 
группы крови для таких больных, так как меж-
ду фенотипированием и генотипированием ча-
сто обнаруживают несоответствия [12–14].

Цель. Оценить возможность применения 
молекулярно-генетического типирования ге-
нов эритроцитов у реципиентов, получавших 
трансфузии в течение 3 мес.

Материал и методы исследования. В ис-
следование были включены образцы крови 
95 пациентов, проходивших лечение в ФГБУ 
«Российский научно-исследовательский ин-
ститут гематологии и трансфузиологии Феде-
рального медико-биологического агентства» 
(РосНИИГТ ФМБА). Все пациенты получили 
3 и/или более трансфузий эритроцитов в тече-
ние 3 мес. Всеми участниками было подписано 
информированное согласие на участие в иссле-
довании и согласие на забор крови.

На проведение исследования было получе-
но разрешение локального этического комите-
та ФГБУ РосНИИГТ ФМБА (протокол №40 от 
13 мая 2021 г.).

Пациенты имели следующие диагнозы: β-та-
лассемия (n=4), апластическая анемия (n=5), 
множественная миелома (n=7), неходжкинские 
лимфомы (n=11), хронический миелолейкоз 
(n=16), первичный миелофиброз (n=9), миело-
диспластический синдром (n=22), острый лей-
коз (n=21). Фенотипирование проводили мето-
дом гемагглютинации в гелевых картах DiaClon 
Rh-Subgroups+K в соответствии с инструкция-
ми производителя (BIO-RAD, Швейцария).
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Геномная дезоксирибонуклеиновая кисло-
та (ДНК) была получена с помощью набора 
реагентов ДНК-сорб-В (Россия) из 9 мл пери-
ферической венозной крови, взятой в поли-
этиленовые пробирки, содержащие 1 мл 0,5 М 
этилендиаминтетрауксусной кислоты. Процесс 
выделения ДНК осуществляли согласно ин-
струкции производителя. Концентрацию ДНК 
в каждом образце определяли с помощью изме-
рений оптической плотности при 260 и 280 нм. 
Для полимеразной цепной реакции (ПЦР) ис-
пользовали 50–100 нг ДНК.

Генотипирование Rh, Kell проводили с по-
мощью наборов SSP-PCR RBC — FluoGene 
vERYfy (Inno-train Diagnostik, Германия). Набо-
ры состоят из ПЦР-планшетов с ячейками, со-
держащими предварительно помещённые в них 
и высушенные реакционные смеси, содержа-
щие аллель-специфические праймеры, прай-
меры внутреннего контроля и нуклеотиды. 
Мастер-микс был приготовлен из 10Х ПЦР-бу-
фера, раствора ДНК, Taq-полимеразы и дистил-
лированной воды. Параметры амплификации 
были использованы в соответствии с инструк-
цией производителя. Продукты амплифика-
ции были оценены с помощью программного 
обеспечения FluoVista. Проведено молекуляр-
но-генетическое типирование стандартных ал-
лелей RHD/RHCE и аллеля CW, а также поли-
морфизмов, связанных с KEL1/KEL2 [T698C 
(Met198Thr)] гена KEL.

Результаты и обсуждение. Сравнение ре-
зультатов серологического и молекулярно- 

Таблица 1. Результаты серологического и молекуляр-
но-генетического типирования групп крови больных, 
получивших 3 и/или более трансфузий эритроцитов 
в течение 3 мес

Обследовано 
больных, n 

Соответствие фе-
нотипа генотипу, 

n (%)

Несоответ-
ствие фенотипа 
 генотипу, n (%)

95 52 (54,7%) 43 (45,3%)

Таблица 2. Расхождения результатов серологического и молекулярно-генетического типирования групп крови 
RhCE и Kell у больных

Система 
антигенов

Антиген, по которому 
выявлено расхождение

Число больных с расхождени-
ем по антигенам, n (%) Фенотип, n Генотип, n

Rh

C 11 (11,5)
Cх*cEe (7) ccEe (7)
Cх*cee (1) ccee (1)
Cх*cEE (3) ccEE (3)

E 9 (9,5)
CcEх*e (5) Ccee (5)
CCEх*e (4) CCee (4)

c 9 (9,5)
Ccх*ee (4) CCee (4)
Ccх*Ee (5) CCEe (5)

cE 4 (4,2) Ccх*Eх*e (4) CCee (4)

e 3 (3,2)
CcEeх* (1) CcEE (1)
ccEeх* (2) ccEE (2)

Ce 2 (2,1) Cх*cEeх* (2) ccEE (2)
CE 1 (1,1) Cх*cEх*e (1) ccee (1)
DC 2 (2,1) ccdee (2) CcDee (2)

Kell K 2 (2,1) CcEeK– (2) CcEeK+ (2)
Примечание: х (химера) — двойная популяция эритроцитов.

генетического типирования групп крови RhCE 
и Kell показало, что среди доноров крови и её 
компонентов результаты совпадали на 100% 
(10/10), в то время как в исследуемых образцах 
крови ранее наблюдавшихся в учреждении па-
циентов отмечены расхождения (табл. 1).

Так, расхождения по антигенам системы Rh 
и Kell зарегистрированы у 43 больных (табл. 2).

Расхождение по одному антигену системы 
Rh выявлено у 30 пациентов, по двум антиге-
нам — у 9 человек. Результаты обследования 
39 пациентов показали трансфузионный химе-
ризм: наличие антигенов С, c, E, e в фенотипе 
и отсутствие в генотипе, что свидетельствует 
о трансфузиях неидентичных по антигенам си-
стемы Rh гемокомпонентов.

Обращает на себя внимание высокая часто-
та несоответствия по антигену с, который обла-
дает высокой иммуногенностью. 10 пациентов, 
фенотип которых определялся как RhCc, были 
генотипированы как RHCE*CC, что приводило 
к необходимости поиска c-отрицательных еди-
ниц эритроцитов. У таких пациентов высока 
 вероятность аллоиммунизации.
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Аналогично 2 пациента, которые были 
фенотипированы как Rhee, имели генотип 
RHCE*EE, что требовало поиска е-отрицатель-
ных единиц эритроцитов. У 2 человек антигены 
D и C не выявлены в фенотипе, но определи-
лись в генотипе. Данные пациенты страдали 
хроническим миелолейкозом и миелодиспла-
стическим синдромом, и отсутствие в фено-
типе указанных антигенов свидетельствовало 
о потере экспрессии антигенов эритроцитами. 
У 1 пациента потеря экспрессии носила крат-
ковременный характер и восстановилась после 
терапии. У второго, ранее наблюдавшего паци-
ента потеря экспрессии была связана с разви-
тием терминального рецидива с последующим 
летальным исходом.

Расхождения по антигену K зафиксирова-
но у 2 пациентов, причём антиген отсутство-
вал в фенотипе, но присутствовал в генотипе. 
Полученные расхождения связаны с высокой 
трансфузионной активностью (18 и 22 дозы эри-
троцитной взвеси соответственно) у пациентов, 
получавших трансфузии эритроцитных компо-
нентов, не содержащих антиген K системы Kell.

Все последующие трансфузии компонен-
тов крови пациенты получали с учётом гено-
типа системы Rh. В результате трансфузий 
гемолитических реакций и осложнений зафик-
сировано не было. Результаты молекулярно- 
генетического типирования были подтверж-
дены серологическим исследованием при 
последующих госпитализациях.

Наши данные показали высокую согласо-
ванность результатов между двумя метода-
ми исследования для доноров крови (100%). 
Однако, как и ожидалось, в группе пациентов 
зарегистрированы многочисленные противоре-
чивые результаты для RhCE и Kell.

Полученные нами данные согласуются с ре-
зультатами других исследований, в которых 
расхождения между результатами генотипи-
рования и фенотипирования колебались от 
10 до 90% у пациентов, получавших трансфу-
зии компонентов крови [14–16]. Так, в 1999 г. 
T.G. Legler и соавт. оценили применение моле-
кулярно-генетических методов типирования 
групп крови системы Rh у трансфузионно-за-
висимых больных. В 2 из 27 случаев фенотипи-
чески D-негативные пациенты по результатам 
генотипирования оказались D-позитивны-
ми; у 4 пациентов с фенотипом RhCc генотип 
определили как СС; у 1 пациента с фенотипом 
Rhее —  генотип Ee [17].

Позднее, в 2013 г., другая группа исследова-
телей также провела сравнительный анализ ге-
нотипирования и фенотипирования антигенов 

эритроцитов систем Rh и K у больных, нуж-
дающихся в постоянных пожизненных транс-
фузиях [7]. У 51% обследованных пациентов 
были выявлены расхождения, которые могли 
стать причиной синтеза аллоиммунных анти-
тел. Так, у 5 пациентов с фенотипом RhCc был 
определён генотип СС, а у 2 пациентов с фено-
типом Rhее был установлен генотип ЕЕ. Так-
же у 2 человек, в фенотипе которых антиген K 
не был выявлен, генотип определили как Kk, 
что расширило поиск совместимых донорских 
гемокомпонентов. Авторы подчёркивают, что 
молекулярно-генетическое типирование явля-
ется необходимым стандартом для трансфузи-
онно-зависимых пациентов [7].

В то же время, молекулярно-генетические 
методы типирования достаточно сложны и до-
роги для рутинной практики, поэтому нереа-
листично предполагать, что донорские центры 
смогут обеспечить всех реципиентов совмести-
мыми по трансфузионно важным антигенам 
компонентами донорской крови.

Тем не менее, расширенное типирование 
методами на основе ПЦР компонентов донор-
ской крови для аллоиммунизированных реци-
пиентов и пациентов с такими заболеваниями, 
как серповидноклеточная анемия и талассе-
мия, широко применяют в рутинной практи-
ке [3, 18, 19]. Однако, несмотря на значимость 
молекулярно-генетических методов типиро-
вания, эти методы не заменят серологических 
методов. Сохранят свою актуальность и сероло-
гические методы скрининга и идентификации 
антиэритроцитарных аллоантител [1, 2]. Выбор 
методики будет зависеть от лечебного профи-
ля и задач конкретной службы здравоохране-
ния. Применение молекулярно-генетических 
методов типирования групп крови в дополне-
ние к серологическим станет ещё одним этапом 
совершенствования системы обеспечения им-
мунологической безопасности гемотрансфузи-
онной терапии.

ВЫВОДЫ
1. Показана возможность применения моле-

кулярно-генетического типирования эритроци-
тов у доноров крови и реципиентов с трансфу-
зионным химеризмом.

2. Расхождения результатов серологическо-
го и молекулярно-генетического типирования 
групп крови RhCE и Kell в образцах крови па-
циентов, получивших 3 и/или более трансфузий 
эритроцитов в течение 3 мес, зарегистрированы 
в 45,3% случаев.

3. Молекулярное типирование позволяет по-
лучить достоверный результат в тех случаях, 
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когда интерпретация результатов серологиче-
ского типирования затруднена.
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