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Цель. Изучить возможность оценки численности субпопуляций лимфоцитов периферической крови 
в качестве биомаркеров позднего отторжения трансплантата почки.

Материал и методы. Проведено обсервационное, ретроспективное, аналитическое, сравнительное в 
2 группах исследование по типу «случай-контроль» (44 пациента). В первую группу (AR) вошли участники 
с гистологически-подтвержденным поздним клеточным отторжением трансплантата (22 пациента). Вторую 
группу (STA) составили реципиенты со стабильной функцией трансплантата (22 пациента). В качестве ме-
тода оценки иммунного статуса реципиентов использована проточная цитофлюориметрия.

Результаты. В результате работы в группах исследования выявлены достоверные отличия в абсо-
лютной численности субпопуляций эффекторных CD4+ Т-клеток памяти, что составило в группе REJ 
0,147 (0,115-0,260)×109 кл/л, а в группе STA – 0,106 (0,067-0,136)×109 кл/л (р=0,0167), в относительной и 
абсолютной численности миелоидных дендритных клеток, что составило 0,65 (0,36-0,73) vs 1,05 (0,67-1,4)%  
и 0,039 (0,028-0,056) vs 0,063 (0,049-0,076)×109 кл/л (р=0,0009, р=0,003), а также в относительной и абсо-
лютной численности плазмацитоидных дендритных клеток – 0,055 (0,04-0,085) vs 0,09 (0,05-0,12)% и 0,0038 
(0,0021-0,0054) vs 0,005 (0,0035-0,007)×109 кл/л (р=0,0197, р=0,0414). 

Оценка диагностических характеристик биомаркеров проводилась с помощью ROC-анализа. Так, 
площадь под ROC-кривой (AUC) для абсолютной численности эффекторных CD4+ Т клеток памяти со-
ставила 0,711 (95%ДИ: 0,55-0,84), р=0,007. AUC для относительной и абсолютной численности миело-
идных дендритных клеток составила соответственно 0,784 (95%ДИ: 0,63-0,89) и 0,758 (95%ДИ: 0,6-0,87), 
р=0,0001 и р=0,0004. Для относительной и абсолютной численности плазмацитоидных дендритных клеток 
AUC составила соответственно 0,7 (95%ДИ: 0,55-0,83) и 0,68 (0,51-0,8), р=0,01 и р=0,0357.

Заключение. Полученные данные показали, что уровень в крови дендритных клеток и уровень хел-
перных эффекторных Т-клеток памяти могут обоснованно считаться диагностическими маркерами позд-
него отторжения трансплантата почки.
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Objective. To study the possibility of assessing the number of peripheral blood lymphocyte subpopulations as 
biomarkers of late kidney transplant rejection.

Methods. This is a report of retrospective single center case-control study involving 44 patients who 
underwent kidney transplantation. The first group (AR) includes patients with chronic graft dysfunction, caused by 
biopsy proven late cellular rejection (22 patients). The second group (STA) contains recipients, who haven’t any 
dysfunction in the post-transplant period (22 patients). Flow cytometry of the peripheral blood cells was performed 
to evaluate the immune status of recipients.

Results. As a result of the research, accurate differences of absolute account of effector memory T cellwere 
determined, which accounted for in REJ group 0.147 (0.115-0.260)×109 cell/l, and in STA group 0.106 (0.067-
0.136)×109 cell/l (р=0.0167). Relative and absolute accounts of myeloid dendritic cells were different as well: 0.65 
(0.36-0.73) vs 1.05 (0.67-1.4) % and 0.039 (0.028-0.056) vs 0.063 (0.049-0.076)×109 cell/l, respectively (р=0.0009, 
р=0.003). Number of plasmacytoid dendritic cells was also different between study groups: absolute account 0.0038 
(0.0021-0.0054) vs 0.005 (0.0035-0.007)×109 cell/l (р=0.0414), and relative account 0.055 (0.04-0.085) vs 0.09 
(0.05-0.12) % (р=0.0197).

The evaluation of diagnostic characteristic of revealed biomarkers was performed by using ROC-analysis. The 
area under ROC-curve (AUC) for absolute number of effector CD4+ memory T cells accounted for 0.711 (95 % 
CI: 0.55-0.84), р=0.007. AUC for relative and absolute number of myeloid dendritic cells was assessed respectively 
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Научная новизна статьи
Впервые было выявлено повышение относительной численности эффекторных CD4+ Т-лимфоцитов, 
снижение относительной численности миелоидных и плазмацитоидных дендритных клеток при развитии 
клеточного отторжения почечного аллографта в отдаленные сроки после операции.
Впервые была оценена диагностическая значимость изменений численности вышеупомянутых субпопуля-
ций лимфоцитов в качестве биомаркеров позднего клеточного отторжения трансплантата почки и доказана 
возможность применения данных биомаркеров в диагностике иммунологических осложнений после транс-
плантации почки.

What this paper adds
For the first time the increase of relative number of effector СD4+ T lymphocytes has been established as well as 
the decrease of relative number of myeloid and plasmacytoid dendritic cells in the development of cellular rejection 
of kidney allograft at late terms of post-transplantation. 
For the first time the diagnostic importance of the changes of above-mentioned lymphocyte subpopulations as the 
biomarkers of late cellular rejection of kidney allografthas been estimated and the possibility to use these biomarkers 
in the diagnosis of immunologic complications after kidney transplantationhas been proven.
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as 0.784 (95% CI: 0.63-0.89) and 0.758 (95 % CI: 0.6-0.87), at significance values respectively – р=0.0001 and 
р=0.0004. For relative and absolute number of plasmacytoid dendritic cells AUC accounted for respectively to 0.7 
(95% CI: 0.55-0.83) and 0.68 (95% CI: 0.51-0.8), at significance values р=0.01 and р=0.0357.

Conclusions. The received data showed that blood level of dendritic cells and the level of effector helper T 
memory cells can be reasonably considered as diagnostic markers of kidney transplant cellular rejection in late period 
after operation.

Keywords: kidney transplantation, kidney allograft, immune monitoring, biomarkers, rejection 

Введение

Трансплантация почки – это оптимальный 
метод заместительной почечной терапии, обе-
спечивающий лучшую реабилитацию и увели-
чивающий выживаемость пациентов, страдаю-
щих хронической болезнью почек 5 стадии [1].

Наиболее грозным и частым осложнением 
(до 30% реципиентов) после трансплантации 
почки является агрессия иммунной системы 
реципиента к аллоантигенам донора. Развитие 
данного осложнения в раннем послетрансплан-
тационном периоде снижает пятилетнюю выжи-
ваемость трансплантата до 89%, а при развитии 
отторжения в позднем посттрансплантацион-
ном периоде выживаемость графтов снижается 
до 85% [2]. Отторжение трансплантата почки 
относится к категории паренхиматозных ос-
ложнений, куда также входят инфекционные 
осложнения, возвратная нефропатия, диабети-
ческая нефропатия, токсичность ингибиторов 
кальциневрина, BK-нефропатия и т.д. 

К сожалению, на современном этапе раз-
вития трансплантации солидных органов не 
существует лабораторных и инструментальных 
методов исследования, которые позволяли бы 
проводить быструю и точную неинвазивную 
дифференциальную диагностику паренхима-
тозной причины дисфункции трансплантата 
почки [3]. В настоящее время «золотым стан-
дартом» дифференциации реакции отторжения 

в качестве причины дисфункции почечного 
трансплантата остается биопсия почечного 
аллографта с гистологическим исследованием 
образцов и классификацией изменений в со-
ответствии с руководством Banff. Однако про-
ведение биопсии трансплантата почки в целях 
диагностики сопряжено с рядом недостатков, 
главным из которых является инвазивность 
процедуры. По данным литературы, ослож-
нения после биопсии встречаются с частотой 
до 12,5% и разделяются на малые и большие. 
Малые осложнения представляют собой боль в 
области трансплантата, снижение гемоглобина 
крови <100 г/л, гематому в области транс-
плантата, гипотензию, и осложняют от 5,6% 
до 12,5 % манипуляций. Большие осложнения 
(необходимость проведения гемотрансфузии, 
радиологических интервенций, ревизии после-
операционной раны) после биопсии почечного 
аллографта встречаются с частотой от 0,8% 
до 2,4% случаев и в 0,25% случаев приводят к 
необходимости выполнения трансплантатэк-
томии [4].

Все вышеперечисленное привело к ак-
тивному поиску методов, которые позволили 
бы проводить точную диагностику реакции 
отторжения почечного аллографта и по воз-
можности были бы не инвазивны. Методы им-
муномониторинга наиболее отвечают данным 
требованиям и являются минимальноинвазив-
ными, экономически выгодными, а результаты 

© А.В.  Носик с соавт.  Значение лимфоцитов в диагностике отторжения почки



© Новости хирургии Том 27 * № 4 * 2019

411

исследования получают в течение короткого 
периода времени [5].

Проточная цитофлюориметрия (ЦФМ) 
является производительным методом иммуно-
мониторинга, который позволяет одновременно 
оценивать количественно практически все суб-
популяции лимфоцитов периферической крови. 
В настоящее время ЦФМ с диагностической 
целью широко используются в гематологии, 
онкологии, клинической иммунологии [6]. 
Однако в литературе отсутствуют данные об 
иммунофенотипических критериях диагностики 
реакции отторжения трансплантата почки [7].

Цель. Изучить возможность оценки числен-
ности субпопуляций лимфоцитов перифериче-
ской крови в качестве биомаркеров позднего 
отторжения трансплантата почки.

Материал и методы

Дизайн исследования
Исходя из цели исследования проведено 

ретроспективное, одноцентровое, аналитиче-
ское исследование по типу «случай-контроль». 
Группы исследования формировались исходя из 
характера течения послетрансплантационного 
периода и результатов гистологического ис-
следования реципиентов почечного аллографта.

Первая группа пациентов (AR) являлась 
основной и включила реципиентов с формиро-
ванием хронической трансплантационной дис-
функции, вызванной иммунным конфликтом 
по клеточному фенотипу. Иммунная причина 
дисфункции трансплантата почки была под-
тверждена неоднократным гистологическим 
исследованием. Других причин хронической 
трансплантационной дисфункции при гисто-
логическом исследовании выявлено не было.

Вторая группа исследования (STA) – 
контрольная – включила реципиентов, по-
слетрансплантационный период у которых 
характеризовался отсутствием как острой, так и 
хронической дисфункции трансплантата почки. 
Контрольная группа формировалась из той же 
генеральной совокупности в соотношении 1:1 
с основной, участники выбирались методом 
случайных чисел.

Характеристика пациентов
Проведенное исследование включило 44 

реципиента трансплантата почки, диспансерно 
наблюдающихся в ГУ «Минский научно-прак-
тический центр хирургии, трансплантологии 
и гематологии», г. Минск. Реципиентам была 
выполнена трансплантация почки от донора 
со смертью мозга в период с 2004 по 2013 год.

Критерии включения пациентов в иссле-
дование: реципиенты после трансплантации 

только почечного аллографта, трансплантация 
от донора со смертью мозга, период наблю-
дения не менее 4 лет, возраст реципиентов от 
18 до 70 лет, наличие на момент исследования 
трансплантата и прием иммуносупрессивной 
терапии, возможность дать информированное 
добровольное согласие на участие в исследо-
вании. Критерии исключения участников: от-
сутствие полноценной информации о течении 
послетрансплантационного периода, высо-
кий риск иммунных осложнений на момент 
трансплантации (отсутствие совпадений по 
антигенам гистосовместимости в паре донор-
реципиент (HLA), панель реактивных антител 
сыворотки реципиента (PRA) >15%), наличие 
инфекционных осложнений (Цитомегаловирус, 
вирус Эпштейн-Барр, Полиомавирус), наличие 
онкологических осложнений (прежде всего, 
посттрансплантационного лимфопролифера-
тивного заболевания).

Протокол иммуносупрессивной терапии у 
всех участников исследования был стандарт-
ным.

Биопсии трансплантата почки выполнялись 
при развитии трансплантационной дисфунк-
ции, результаты гистологического исследования 
оценивались в соответствии с международной 
стандартизированной классификацией Banff 
2015 года пересмотра. 

Протокол исследования был одобрен 
этическим комитетом. Все пациенты дали 
добровольное информированное согласие на 
участие в исследовании и были привлечены в 
исследование в период с октября 2016 по январь 
2017 года.

Цитофлюориметрия
Иммунофенотип клеток периферической 

крови определяли методом восьмицветной про-
точной цитофлюориметрии на проточном ци-
тофлюориметре FACSCanto ΙΙ (Becton Dickinson, 
США), оснащенном лазерами с тремя длинами 
волн (488 нм, 633 нм, 405 нм). Данные анали-
зировали в программе FACSDiva версии 6. 

Для определения численности субпопу-
ляций Т-лимфоцитов и дендритных клеток  
100 мкл периферической крови инкубирова-
ли с соответствующими моноклональными 
антителами в объеме согласно прописи фир-
мы-производителя в течение 15 минут при 
4ºС. Затем эритроциты лизировали раствором 
хлорида аммония в течение 10 минут при 4ºС. 
Далее клетки осаждали центрифугированием 
в течении 5 минут при скорости 1500 об/мин. 
Супернатант удаляли, клетки суспендировали 
в 200 мкл фосфатно-буферного раствора. Для 
дальнейшего анализа клетки загружали в объеме 
не менее 10000 клеток в регионе Т-лимфоцитов, 
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и не менее 500 клеток в регионе дендритных 
клеток и в объеме не менее 3000 клеток в ре-
гионе В лимфоцитов

Использовались следующие моноклональ-
ные антитела: CD45-PerCP (ExBio, Чехия), 
CD45RA-FITC (Beckman Coulter, США), 
CD62L-PE (Beckman Coulter, США), CD127-
PC7 (Beckman Coulter, США), CD25-APC 
(Beckman Coulter, США), CD4-APC-Cy7 (ExBio, 
Чехия), CD3-Pacific Blue (Beckman Coulter, 
США), CD8-Krome Orange (Beckman Coulter, 
США), CD11с-PE (ExBio, Чехия), CD123-PC7 
(Beckman Coulter, США), CD56-APC (ExBio, 
Чехия), CD19-APC-Alexa Fluor 750 (Beckman 
Coulter, США), HLA-DR-Krome Orange 
(Beckman Coulter, США), CD38-FITC (Beckman 
Coulter, США), IgD-PE (Becton Dickinson, 
США), CD27-PC7 (Beckman Coulter, США), 
CD5-APC (Beckman Coulter, США), IgM-Pacific 
Blue (Beckman Coulter, США).

Гейтирование основных субпопуляций 
иммунокомпетентных клеток проводилось в 
соответствии с разработанным и стандартизи-
рованным протоколом.

Статистика

Результаты анализа количественных данных 
представлены как медиана (25% квартиль – 75% 
квартиль). Результаты анализа качественных 
признаков представлены как Абсолютная ча-
стота (процент). Для сравнения количественных 
данных в группах сравнения использовался 
критерий Манна-Уитни (U-критерий). Ре-
зультаты сравнения количественных данных 
представлены как AR медиана (25% квартиль –  
75% квартиль) vs STA (25% квартиль – 75% 
квартиль), уровень значимости различий. Для 
сравнения качественных данных в группах 
исследования использовался критерий χ2. Ре-
зультаты сравнения качественных данных пред-
ставлены как AR абсолютная частота (процент) 
vs STA абсолютная частота (процент), уровень 
значимости различий. Корреляционная связь 
между количественными типами данных уста-
навливалась при помощи критерия Спирмена, 
между качественными – критерия ассоциации 
и критерия контингенции. Корреляция между 
качественными и количественными данными 
оценивалась при помощью рангово-биссери-
ального критерия и критерия Чупрова. Опре-
деление диагностической ценности полученных 
маркеров позднего клеточного отторжения 
проводилось с использованием ROC-анализа, 
с построением ROC-кривых. Для каждого из 
полученных маркеров выявлялись чувстви-
тельность и специфичность с определением 

площади под кривой (AUC) как меры диа-
гностической значимости. Также для каждого 
маркера на основании диагностических харак-
теристик (чувствительность, специфичность, 
предикативные ценности положительного и 
отрицательного результата теста) определялось 
оптимальное пороговое значение (cut-off), об-
ладающее наилучшими характеристиками в дис-
криминации пациентов с развитием позднего 
клеточного отторжения почечного аллографта. 
Уровень статистической значимости получен-
ных результатов принят как р≤0,05.

Результаты

Характеристика реципиентов
Среди участников исследования 21 (47,7%) 

мужчина, 23 (52,3%) женщины. Медиана воз-
раста участников исследования составила 49 
(39,5-55,5) лет. Основной причиной терминаль-
ной стадии хронической болезни почек был 
хронический гломерулонефрит без уточнения 
морфологического варианта – в 34 случаях 
(77,3%). Большинство реципиентов в качестве 
заместительной почечной терапии получали 
гемодиализ – 38 из 44 (86,4%) пациентов. 
Длительность нахождения на диализотерапии 
составила в среднем 71,8 (39-105) месяцев. Всем 
реципиентам произведена гетеротопическая 
трансплантация почки от донора со смертью 
мозга. Время консервации не превышало 24 
часи и составило в среднем 8,5 (6,75-10) часов. 
Пары донор-реципиент чаще всего совпадали 
по 2 антигенам гистосовместимости I класса 
(HLA) – у 8 из 44 (18,2%) участников. Уро-
вень предсуществующих антител при подсчете 
панели реактивных антител (PRA) на момент 
включения в исследование не превышал 15%. 
Предсуществующие антитела на момент транс-
плантации были выявлены у 7 из 44 (15,9%) 
участников исследования.

Необходимо отметить, что клинико-демо-
графические характеристики, за исключением 
показателей функции трансплантата почки, не 
различались в группах исследования (таблица 1).

Острая дисфункция трансплантата в от-
даленном периоде развилась у 13 из 22 (59,1%) 
реципиентов. При этом развитие острого криза 
отторжения ассоциировано с формированием 
хронической трансплантационной дисфункции 
(коэффициент ассоциации – 0,65). При класси-
фикации по Banff установлено, что 1А степень 
встречалась у 13 из 22 (59,1%) реципиентов, 
1В степень – у 2 из 22 (9%) реципиентов, а 2А 
степень – у 3 из 22 (13,6%) реципиентов почеч-
ного аллографта. Формирование хронических 
процессов отторжения трансплантата почки 
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без предшествовавшей острой дисфункции, вы-
явлено у 4 из 22 (18,3%) участников основной 
группы исследования.

Анализ корреляции клинических факторов 
с частотой гистологически подтвержденного 
клеточного отторжения трансплантата почки 
не выявил статистически значимых связей 
между параметрами, кроме связи реакции от-
торжения с ранней дисфункцией аллографта. 
Не было выявлено ассоциации между степенью 
гистологически подтвержденного отторжения 
почечного аллографта и численностью субпо-
пуляций иммунокомпетентных клеток.

Различия численности субпопуляций имму-
нокомпетентных клеток

Протокол проведенного цитофлюориметри-
ческого исследования лимфоцитов перифери-
ческой крови предполагал оценку абсолютной 

и относительной численности субпопуляций 
основных иммунокомпетентных клеток. Раз-
работанная стратегия гейтирования включа-
ла выделение субпопуляций CD4+ и CD8+ 
Т-лимфоцитов, субпопуляций В-лимфоцитов, в 
том числе и клеток герминативного центра, на-
туральных киллеров и дендритных клеток (Дк). 
В анализ также были включены субпопуляции 
регуляторных клеток, которые, по данным ли-
тературы, могут являться движущими силами 
формирования функциональной толерантности 
к аллоантигенам.

При анализе данных ЦФМ различия были 
выявлены в относительной и абсолютной чис-
ленности субпопуляций Т-клеток памяти и 
дендритных клеток.

Среди субпопуляций Т-клеток памяти ста-
тистически значимые различия были выявлены 

Таблица 1
Сравнение демографических и клинических характеристик в группах

Характеристика AR STA Уровень значимости
Пол
Мужской 12/22 (54,5%) 9/22 (40,9%) р=0,365
Женский 10/22 (45,5%) 13/22 (59,1%)
Возраст,  лет 47,5 (35-56) 49 (43-55) р=0,622
Патология
Хронический гломерулонефрит 18/22 (81,8%) 17/22 (77,3%)
ВАМП 1/22 (4,55%) 1/22 (4,55%)
Поликистозная болезнь 1/22 (4,55%) 1/22 (4,55%) р=0,73
Сахарный диабет 1/22 (4,55%) 3/22 (13,6%)
Генетическая патология 1/22 (4,55%) 0/22 (0%)
Совместимость по HLA
≤ 3 несовпадений 18/22 (81,8%) 19/22 (86,4%) р=0,68
> 3 несовпадений 4/22 (18,2%) 3/22 (13,6%)
PRA на момент трансплантации,  р 4/22 (18,2%) 3/22 (13,6%) р=0,679
Время на диализотерапии,  месяцы 70  (46-107,5) 60  (17-86) р=0,336
Время холодовой ишемии,  часы 8,75 (7-10) 7,5 (6,5-20) р=0,411
Индукционная ИТ
Антитимоцитарный глобулин 9/22 (40,9%) 14/22 (63,6%) р=0,13
Базиликсимаб 13/22 (59,1%) 8/22 (36,4%)
Ингибитор кальциневрина
Циклоспорин А,  мг/сут 150  (100-175) 150  (125-150) р=0,472
Концентрация циклоспорина,  нг/мл 76 (63,1-83) 70,1 (63,7-87) р=0,87
Такролимус,  мг/сут 4 (2-5) 3 (2,5-3) р=0,344
Концентрация такролимуса,  нг/мл 5,2 (4,95-5,9) 5,8 (5,18-5,95) р=0,7
Антиметаболит
Микофеноловая кислота,  мг/сут 1000  (1000-2000) 1000  (1000-1000) р=0,66
Азатиоприн,  мг/сут 100  (75-100) 100  (100-100) р=0,264
Глюкокортикостероиды
Метилпреднизолон,  мг/сут 4 (2-4) 2 (2-4) р=0,378
Функция трансплантата
Ранняя дисфункция графта 12/22 (54,5%) 2/22 (9%) р=0,0014
Сывороточный креатинин,  мкмоль/л 163 (101-218) 76,4 (65-93) р<0,01
Разовая протеинурия,  гр/л 0,315 (0,046-0,789) 0,046 (0-0,186) р<0,01
Скорость клубочковой фильтрации,  мл/мин 46,9 (27-75,4) 82 (70-98) р<0,01
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лишь в абсолютной численности CD4+ эффек-
торных клеток памяти – 0,147 (0,115-0,260) vs 
0,106 (0,067-0,136)×109 кл/л, р=0,0167. Отно-
сительная численность данной субпопуляции 
имела лишь тенденцию к различию в группах 
исследования.

Значимые отличия в группах сравнения 
были получены в численности как миелоидных, 
так и плазмацитоидных дендритных клеток 
(мДк и пДк). Так, относительная числен-
ность миелоидных дендритных клеток была 
меньше в группе с гистологически подтверж-
денным иммунным конфликтом и составила 
0,65 (0,36-0,73) vs 1,05 (0,67-1,4)%, р=0,0009. 
Соответственно, абсолютное количество мДк 
периферической крови в группах сравнения –  
0,039 (0,028-0,056) vs 0,063 (0,049-0,076)×109  
кл/л, р=0,003. 

Снижение численности плазмацитоидных 
дендритных клеток также было выявлено в 
группе реципиентов с осложненным течением 
послетрансплантационного периода. Про-
центное количество пДк в группах сравнения 
составило 0,055 (0,04-0,085) vs 0,09 (0,05-0,12)%,  
р=0,0197. Абсолютная численность пДк  
была – 0,0038 (0,0021-0,0054) vs 0,005 (0,0035-
0,0068)×109 кл/л, р=0,0414.

Однако не было выявлено различия в отно-
шении процента содержания плазмацитоидных 
дендритных клеток к проценту содержания 
миелоидных Дк в периферической крови (0,08 
(0,06-0,15) vs 0,07 (0,05-0,15), р=0,75).

Проведенный анализ не выявил тенденций 
различия численности оставшихся субпопуля-
ций иммунокомпетентных клеток.

Оценка установленных различий клеточных 
субпопуляций в качестве маркеров отторжения 
трансплантата почки

Полученные в ходе сравнительного анализа 
различия в численности субпопуляций иммуно-
компетентных клеток, были протестированы с 
помощью Receive operative characteristic (ROC) 
анализа в качестве диагностических маркеров 
клеточного отторжения почечного аллографта 
в отдаленном периоде после трансплантации. 
Для каждого маркера построена ROC-кривая 
с определением площади под кривой (AUC) и 
оптимального порога отсечения классификации 
(cut-off). 

Так, для абсолютной численности эф-
фекторных CD4+ Т-клеток памяти опти-
мальным порогом отсечения явился уровень  
0,1124×109 кл/л. Чувствительность и специфич-
ность для данного cut-off составили соответ-
ственно 77,3% (54,6%-92,1%) и 63,6% (40,7%-
82,8%). Площадь под кривой для маркера в 
целом равнялась 0,711 (95%ДИ 0,555-0,837), 
стандартная ошибка оценки 0,078 и уровень 
статистической значимости р=0,007 (рис. 1). В 
таблице 2 приведены пять наиболее значимых с 
точки зрения диагностической ценности поро-
гов отсечения для абсолютной численности эф-
фекторных CD4+ Т-клеток памяти. Отношение 
шансов (ОШ) превышения порогового значения 
численности маркера при развитии реакции 
отторжения трансплантата почки – 1,68 (0,0448-
0,6307), р=0,0082. Данные результаты говорят о 
том, что абсолютная численность эффекторных 
Т-клеток памяти является значимым маркером 
иммунологических осложнений в отдаленном 
периоде после трансплантации почки. 

Как показали результаты исследования, 
абсолютная численность миелоидных дендрит-
ных клеток периферической крови также может 
являться биомаркером реакции отторжения 
трансплантата почки. Оптимальным порогом 

Рис. 1. ROC-кривая для абсолютной численности эффекторных CD4+ Т-клеток памяти (А), а также рас-
пределение участников групп исследования соответственно оптимальному порогу отсечения (Б).

© А.В.  Носик с соавт.  Значение лимфоцитов в диагностике отторжения почки

А Б



© Новости хирургии Том 27 * № 4 * 2019

415

отсечения для абсолютной численности мДк 
установлено значение 0,0512×109 кл/л. Для 
данного порога отсечения чувствительность 
равна 72,73% (49,8%-89,2%), а специфичность – 
72,73% (49,8-89,2). Площадь под ROC-кривой 
0,758 (95% ДИ: 0,606-0,874) при стандартной 
ошибке 0,073 и уровне значимости 0,0004  
(рис. 2). В таблице 3 приведены наиболее цен-
ные с диагностической точки зрения пороги 
отсечения данного биомаркера. При развитии 
реакции отторжения отношение шансов сни-
жения абсолютной численности миелоидных 
дендритных клеток равное или менее опти-
мального порога отсечения (ОШ=7,11 (95% ДИ: 
1,8865-26,8049)), р=0,0038. 

Оптимальный порог отсечения относи-
тельной численности миелоидных дендритных 
клеток определен как 0,87% лимфоцитов пе-

риферической крови. Данный cut-off характе-
ризуется удовлетворительными показателями 
чувствительности и специфичности – 86,36% 
(65,1-96,9) и 63,64% (40,7-82,8) соответственно. 
Площадь под ROC-кривой для относительной 
численности миелоидных дендритных клеток 
составляет 0,784 (0,634-0,893) при стандартной 
ошибке 0,07 и уровне значимости 0,0001 (рис. 3).  
Таблица 4 содержит пять наиболее диагности-
чески ценных порогов отсечения относительной 
численности мДк. Отношение шансов сниже-
ния относительной численности миелоидных 
дендритных клеток ниже 0,87% равно при 
развитии клеточного отторжения почечного 
аллографта 11,08 (2,48-49,46), р=0,0016.

Абсолютная численность субпопуляции 
плазмацитоидных дендритных клеток также 
значимо различалась в группах исследования. 

Рис. 2. ROC-кривая для абсолютной численности миелоидных дендритных клеток (А) и распределение участ-
ников групп исследования относительно оптимального порога отсечения численности мДк (Б).

Таблица 2
Чувствительность и специфичность для наиболее значимых порогов отсечения абсолютной 

численности эффекторных CD4+ Т-клеток памяти

Таблица 3
Чувствительность и специфичность для наиболее значимых порогов отсечения относительной 

численности миелоидных дендритных клеток

Порог отсечения Чувствительность (ДИ) Специфичность (ДИ)
>0,099 81,82 (59,7-94,7) 40,91 (20,7-63,6)
>0,1023 77,27 (54,6-92,1) 40,91 (20,7-63,6)
>0,1124 77,27 (54,6-92,1) 63,64 (40,7-82,8)
>0,1307 54,55 (32,2-75,6) 63,64 (40,7-82,8)
>0,1358 54,55 (32,2-75,6) 77,27 (54,6-92,1)

Порог отсечения Чувствительность (95% ДИ) Специфичность (95% ДИ)
≤0,0451 63,64 (40,7-82,8) 77,27 (54,6-92,1)
≤0,0494 63,64 (40,7-82,8) 72,73 (49,8-89,2)
≤0,0512 72,73 (49,8-89,2) 72,73 (49,8-89,2)
≤0,052 72,73 (49,8-89,2) 68,18 (45,1-86,1)
≤0,0561 77,27 (54,6-92,1) 68,18 (45,1-86,1)

А Б
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Оптимальным порогом отсечения установлено 
значение 0,0024×109 кл/л, характеризующееся 
36,36% (95% ДИ:17,2-59,3) чувствительностью и 
100,00% (95% ДИ: 84,4-100,0) специфичностью. 
Площадь под рассчитанной ROC-кривой – 0,68 
(95% ДИ: 0,514-0,805) при стандартной ошибке 
оценки 0,082 и уровне значимости р=0,0357 
(рис. 4). К сожалению, остальные cut-off не 
обладают удовлетворительными диагности-

ческими характеристиками (данные не пред-
ставлены). Отношение шансов установления 
численности пДк ниже 0,0024×109 кл/л при 
развитии реакции отторжения составляет 21,77 
(95% ДИ: 1,16-409,8), р=0,0397. 

Показатель относительного количества 
плазмацитоидных дендритных клеток в груп-
пах также имел диагностическое значение. 
Оптимальный порог отсечения для данной 

Рис. 3. ROC-кривая для относительной численности миелоидных дендритных клеток (А) и распределение 
участников групп исследования относительно оптимального порога отсечения мДк (Б).

Рис. 4. ROC-кривая для абсолютной численности плазмацитоидных дендритных клеток (А) и распределение 
участников групп исследования относительно оптимального порога отсечения численности пДк (Б).

Таблица 4
Чувствительность и специфичность для наиболее значимых порогов отсечения относительной 

численности миелоидных дендритных клеток
Порог отсечения Чувствительность (ДИ) Специфичность (ДИ)

≤0,68 63,64 (40,7-82,8) 68,18 (45,1-86,1)
≤0,71 68,18 (45,1-86,1) 63,64 (40,7-82,8)
≤0,87 86,36 (65,1-96,9) 63,64 (40,7-82,8)
≤0,92 86,36 (65,1-96,9) 54,55 (32,2-75,6)
≤0,97 95,45 (77,1-99,2) 54,55 (32,2-75,6)
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субпопуляции клеток – 0,085% – характери-
зуется 77,27% (54,6-92,1) чувствительностью 
и 59,09% (36,4-79,3) специфичностью. Пло-
щадь под ROC-кривой составляет 0,7 (95% 
ДИ: 0,547-0,831), стандартная ошибка оценки 
0,079, а уровень значимости – р=0,01 (рис. 5). 
Таблица 5 содержит пять порогов отсечения 
относительной численности пДк, характеризую-
щихся наибольшей суммой чувствительности и 
специфичности. Отношение шансов снижения 
процента пДк ниже порогового значения при 
развитии реакции отторжения составляет 4,91 
(95% ДИ: 1,32-18,2), р=0,0173.

Таким образом, результаты исследования 
продемонстрировали, что развитие позднего 
клеточного отторжения трансплантата почки 
сопровождается сдвигами в численности субпо-
пуляций Т-клеток памяти и дендритных клеток 
периферической крови. 

Обсуждение

Проведенный анализ диагностической 
значимости выявленных различий численности 
субпопуляций лимфоцитов периферической 
крови продемонстрировал, что увеличение аб-
солютной численности эффекторных Т-клеток 
памяти, снижение относительной и абсолютной 

Рис. 5. ROC-кривая для относительной численности плазмацитоидных дендритных клеток (А) и распределе-
ние участников групп исследования относительно оптимального порога отсечения численности пДк (Б).

Таблица 5
Чувствительность и специфичность для наиболее значимых порогов отсечения относительной 

численности плазмацитоидных дендритных клеток
Порог отсечения Чувствительность (95% ДИ) Специфичность (95% ДИ)

≤0,06 54,55 (32,2-75,6) 72,73 (49,8-89,2)
≤0,07 72,73 (49,8-89,2) 59,09 (36,4-79,)3
≤0,085 77,27 (54,6-92,1) 59,09 (36,4-79,3)
≤0,09 86,36 (65,1-96,9) 45,45 (24,4-67,8)
≤0,12 86,36 (65,1-96,9) 18,18 (5,3-40,3)

численности как миелоидных, так и плазмаци-
тоидных дендритных клеток являются биомар-
керами позднего клеточного отторжения транс-
плантата почки. Чувствительность биомаркеров 
варьировала от 36,4% (абсолютная численность 
плазмацитоидных дендритных клеток) до 86,4% 
(относительная численность миелоидных ден-
дритных клеток). Специфичность тестируемых 
биомаркеров также была приемлемой: от 59% 
(относительная численность плазмацитоид-
ных дендритных клеток) до 100% (абсолютная 
численность плазмацитоидных дендритных 
клеток). При этом показатели AUC для каж-
дого биомаркера можно классифицировать как 
«хорошие»: от 0,68 (абсолютная численность 
плазмацитоидных дендритных клеток) до 0,78 
(относительная численность миелоидных ден-
дритных клеток).

Полученные данные не случайны и объ-
ясняются местом эффекторных Т-лимфоцитов 
и дендритных клеток в иммунном ответе на 
аллоантигены трансплантированных органов. 

Так, эффекторные Т-клетки памяти явля-
ются непосредственным деструктивным звеном 
иммунологической памяти. Данные клетки не 
требуют ко-стимуляции, обладают низким по-
рогом активации и более выраженными эффек-
торными способностями. Это приводит к более 
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ранней и более быстрой активации иммунного 
ответа при повторной экспозиции антигена 
[8]. В разрезе иммунного ответа к аллоанти-
генам донора эффекторные Т-клетки памяти 
связывают с развитием ускоренного острого 
отторжения почечного аллографта и форми-
рованием процессов хронического клеточного 
отторжения (хронической трансплантационной 
артериопатии) [9].

Если говорить о другой субпопуляции 
мононуклеаров периферической крови – ден-
дритных клетках, то достоверное снижение 
численности данного пула клеток у пациентов 
с отторжением обусловлено тем, что последние 
являются «профессиональными» антигенпре-
зентирующими клетками, основной функ-
цией которых является захват, процессинг и 
представление антигена на своей мембране в 
комплексе с молекулами гистосовместимости 
обоих классов [10]. Этот процесс необходим 
для распознавания донорского антигена им-
мунокомпетентными клетками, которые не-
посредственно отвечают за его элиминацию 
из организма, прежде всего, Т-лимфоцитами. 
Однако как захват аллоантигенов, так и их 
представление требуют миграции дендритных 
клеток либо в ткани графта, либо во вторичные 
лимфоидные органы, с чем собственно и может 
быть связано снижение численности данных 
клеток в периферической крови [11].

Данные факты позволяют теоретически 
обосновать корреляцию изменения числен-
ности эффекторных Т-клеток памяти и ден-
дритных клеток с развитием и поддержанием 
клинически значимых деструктивных процессов 
отторжения трансплантата почки, приводящих 
к прогрессированию хронической дисфункции 
аллографта и необходимости возобновления 
диализотерапии.

Заключение

Результаты исследования продемонстри-
ровали, что численность субпопуляций лим-
фоцитов периферической крови, а именно 
эффекторных Т-клеток памяти, миелоидных и 
плазмацитоидных дендритных клеток, может 
являться диагностическим маркером кле-
точного отторжения трансплантата почки в 
отдаленный период после операции. Данные 
биомаркеры характеризуются хорошими пока-
зателями чувствительности, специфичности и 
прогностической ценности теста, что делает их 
альтернативными средствами ранней, точной, 
экономически эффективной и, главное, не-
инвазивной диагностики позднего клеточного 
отторжения трансплантата почки.

Немаловажной особенностью данных био-
маркеров является возможность диагностики 
субклинической формы отторжения транс-
плантата почки, что может позволить выявлять 
иммуннологическую дисфункцию на ранних 
стадиях развития, до повреждения функцио-
нального аппарата почечного аллографта.
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