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Диагностикум для оценки иммунологической 
реактивности при трансплантации почки

1ГУ «РНПЦ радиационной медицины и экологии человека», Гомель, Беларусь
2УО «Гомельский государственный медицинский университет, Гомель, Беларусь

В результате проведенного исследования получен лимфоцитарный диагностикум из 
регионарных лимфатических узлов донорского материала при пересадке почки, состоя-
щий из CD3+ и CD19+ клеток. Количественный состав был 51,30% [40,8; 67,9] и 47,30% 
[29,4; 52,4] соответственно. Полученный диагностикум предлагается к использованию 
в качестве оптимальной по HLA-антигенному составу лимфоцитарной взвеси для про-
ведения иммунологических исследований в перитрансплантационный период. Разрабо-
танный способ позволяет получать антигенный донорский диагностикум во всех случа-
ях подготовки донорского органа к пересадке не зависимо от региона, где выполнялась 
эксплантация органа. Качественный состав полученного диагностикума характеризуется 
высоким содержанием необходимых клеточных элементов.

Ключевые слова: трансплантация почки, лимфоцитарный диагностикум

Введение

Трансплантация органов, тканей и кле-
ток, согласно Постановления Министерства 
здравоохранения Республики Беларусь от 
29 августа 2012 года № 134 «О некоторых 
вопросах трансплантации органов и тка-
ней человека» – это замена реципиенту пу-
тем хирургической операции пораженного, 
изношенного органа, части его или ткани, 
полностью утративших способность вы-
полнять свои функции.

Трансплантация почки является един-
ственным радикальным методом лечения 
терминальной хронической почечной не-
достаточности, обеспечивает оптималь-
ный уровень медико-социальной реабили-
тации и высокое качество жизни реципи-
ентов, практически не отличающиеся от 
такового в общей популяции (Cornella C., 
2008; Wavamunno M.D., 2008; Мухин Н.А., 
2009). Одной из главных причин потери 
трансплантата является реакция отторже-
ния донорского органа. Различают сверх
острую, острую и хроническую реакции 

отторжения. Сверхострая реакция оттор-
жения протекает бурно с первых минут 
или часов после пересадки органа. Острая 
реакция отторжения развивается в период 
нескольких месяцев после операции. Хро-
ническая реакция отторжения диагности-
руется через несколько недель, месяцев и 
лет после операции и может неоднократно 
рецидивировать после подавления ее им-
муносупрессивной терапией.

Как известно, реакция отторжения 
трансплантата обусловлена клеточными 
и/или гуморальными иммунными меха-
низмами [1]. В сверхостром отторжении 
трансплантата (за минуты и часы) опреде-
ляющую роль играют реакции немедлен-
ной гиперчувствительности, обусловлен-
ные предсуществующими анти-HLA ан-
тителами. Предсуществующие антитела к 
антигенам донорского органа могут прово-
цировать цитотоксическую и иммуноком-
плексную реакцию против антигенов сосу-
дов трансплантата, что приводит к васку-
литу и ишемическому некрозу трансплан-
тата. Начало острого отторжения может 
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быть отсрочено на несколько недель или 
даже месяцев. При острой реакции оттор-
жения предсуществующих антител нет, но 
de novo образуются донор-специфические 
иммуноглобулины, направленные против 
паренхиматозных клеток пересаженного 
органа, обуславливая их гибель [2].

Если реакция отторжения возникает 
в сроки от нескольких недель до несколь-
ких месяцев, то важнейшая роль при та-
ком остром или хроническом отторжении 
отводится реакциям клеточного иммуни-
тета. Решающее действие в данном про-
цессе оказывают Т-лимфоциты, постоян-
но рециркулирующие, проходя через лим-
фатические узлы. В лимфоузлы донора ми-
грируют дендритные и другие антигенпре-
зентирующие клетки, обеспечивая сенси-
билизацию лимфоцитов реципиента к ан-
тигенам донорского органа (прямой мета-
болический путь) [3]. Далее из лимфоци-
тов образуется клон эффекторных клеток, 
которые через выносящий лимфатический 
сосуд проникают в кровоток, направляют-
ся к трансплантату и оказывают поврежда-
ющее действие на его клетки.

Определенную роль в хроническом от-
торжении трансплантата помимо клеточ-
ных иммунологических реакций также 
играют и иммуноглобулины. В реакции от-
торжения принимают участие специфиче-
ские антитела к антигенам трансплантата, 
которые обладают цитотоксической актив-
ностью и вызывают антителозависимую 
клеточную цитотоксичность [2].

Исход трансплантации в значитель-
ной степени зависит от генетического раз-
личия, обуславливающего биологическую 
несовместимость тканей донора и реципи-
ента. Целевыми антигенами для пораже-
ния антителами являются молекулы HLA I 
класса и II класса, антигены групп крови, 
другие минорные аллоантигены, которые 
могут быть экспрессированы эндотелием, 
аутоантигены, включающие рецептор I ан-
гиотензина типа II (выделяется гладкой му-
скулатурой сосудов) и виментин [3].

Несовместимость либо по главному 
комплексу гистосовместимости (HLA), 

либо по минорным (miH) антигенам до-
нора и реципиента приводит к иммунному 
ответу на трансплантат. 

Таким образом, иммунологическая 
реакция на трансплантат является слож-
ной и многокомпонентной реакцией: гу-
моральные и клеточные механизмы мо-
гут вызвать разрушение трансплантата, и, 
как следствие, любой тип иммунного от-
вета, опосредованный Т-хелперами 1 клас-
са (Th1), Т-хелперами 2 класса (Th2) или 
T-регуляторными лимфоцитами (Th17), 
может приводить к отторжению транс-
плантата [4, 5, 6].

В настоящий момент наиболее инфор-
мативными и безопасными для диагности-
ки реакции отторжения являются иммуно-
логические методы исследования, в связи 
с тем, что приоритет отводится подходам к 
диагностике, обеспечивающим минималь-
ную инвазивность и оперативность иссле-
дований.

Цель работы

Получить диагностикум для оцен-
ки иммунологической сенсибилизации из 
лимфоцитарной массы, с высоким содер-
жанием HLA-антигенов I и II класса.

Материал и методы исследования

Исследование проведено в ГУ «Респу-
бликанский научно-практический центр ра-
диационной медицины и экологии человека» 
(ГУ «ГУ «РНПЦ РМиЭЧ»») Гомель, Респу-
блика Беларусь по разработанной нами ме-
тодике (патент РБ № 21799 от 30.04.2018 г.).

Во время операции трансплантации 
почки на этапе подготовки трансплантата 
к пересадке выделяют из донорского ма-
териала парааортальные лимфатические 
узлы (рисунок 1А) и помещают в стериль-
ный контейнер (рисунок 1Б).

Лимфатические узлы, доставленные в 
лабораторию, доводят до однородной мас-
сы в 5 мл стерильного физиологического 
раствора стеклянным гомогенизатором с 
целью максимального сохранения клеточ-
ных структур (рисунок 1В). Для удаления 
крупнодисперсных частиц полученный об-
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разец пропускают через стерильный бу-
мажный фильтр с диаметром пор 25 мкм.

Взвесь полученных клеток отмывает-
ся двукратно в растворе PBS методом цен-
трифугирования (рисунок 2А). В промар-
кированные пробирки для проточного ци-
тометра с внутренним мыском вносят 100 
мкл клеточной взвеси и добавляют моно-
клональные антитела, меченные различ-
ными флуорохромами, согласно панели ис-
следования в объёмах, рекомендованных 
фирмой-производителем, с определени-
ем количества Т-лимфоцитов и их субпо-
пуляций (CD3+ клетки) и В-лимфоцитов 
(CD19+ клетки).

Образцы перемешивают на вортексе и 
инкубируют 20 минут в темноте при комнат-
ной температуре. После инкубации в про-
бирки вносят по 100 мкл лизирующего рас-
твора, содержащего 3,4% формальдегида.

Тщательно перемешанные на вортек-
се образцы инкубируют 10 минут в тем-

ноте при комнатной температуре. В про-
бирки вносят по 1 мл дистиллированной 
воды. Образцы перемешивают на вортек-
се и инкубируют 10 минут при комнатной 
температуре без доступа света, затем ис-
следуют на проточном цитофлуориметре 
(рисунок 2Б).

Отбирают образцы суспензии с коли-
чеством Т-лимфоцитов (CD3+ клетки) не 
менее 40,8%, В-лимфоцитов (CD19+ клет-
ки) не менее 29,4% (рисунок 3).

Полученные данные обрабатыва-
ли с помощью программы «Statistica 6,1» 
(StatSoft, GS-35F-5899H). Количественные 
параметры представлены в виде медианы 
(Ме) и интерквартильного размаха (Q1-Q3) . 

Результаты

В результате проведенного исследова-
ния выявленные содержания Т-лимфоцитов 
(CD3+ клетки) и В-лимфоцитов (CD19+) 
представлены в таблице.

Кроме того, данный диагностикум со-
держит высокое количество Т-лимфоцитов 
(CD3+) (max 67,9%), экспрессирующих 
молекулы HLA I класса и В-лимфоцитов 
(CD19+) (max 52,4%). экспрессирующих 
молекулы HLA II класса.

Полученный диагностикум предлага-
ется к использованию в качестве оптималь-
ной по HLA-антигенному составу лимфо-
цитарной взвеси для проведения иммуно-
логических исследований при трансплан-
тации почки.

 
А) – центрифуга, Б) – проточный цитофлуориметр

Рисунок 2 – Оборудование
  

А) после выделения, Б) в стерильном контейнере, 
В) гомогенезированные

Рисунок 1 – парааортальные 
лимфатические узлы

Рисунок 3 – Качественный состав 
лимфоцитарной взвеси

Таблица – Качественный состав 
полученной лимфоцитарной массы

Показатели Ме [Q1; Q3]
CD3+, % 51,30 [40,8; 67,9]
CD19+, % 47,30 [29,4; 52,4]
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Обсуждение

Современные методы диагностики от-
торжения аллотрансплантата почки осно-
вываются на определение в крови некото-
рых химических маркеров, таких как уро-
вень креатинина или азота мочевины. Од-
нако эти маркеры в лучшем случае служат 
лишь суррогатными маркерами отторже-
ния, поскольку очевидно, что отторжение 
должно предшествовать нарушению функ-
ции трансплантата. Золотым стандартом 
остается гистопатологическая диагностика 
отторжения почечного трансплантата [7], 
по результатам которой может отмечаться 
смешанная гистологическая картина. Для 
интерпретации результатов биопсии ис-
пользуются универсальные, регулярно об-
новляемые критерии Банфф (Banff) [8, 9], 
на основании которых делается заключе-
ние о прогнозе и назначается лечение [10].

Обычной процедурой является прове-
дение HLA-типирования всех реципиентов 
и доноров, определение аллоантител и пря-
мая перекрестная проба «кросс-матч тест». 
Иммунологическая оценка больных до и 
после трансплантации также необходима 
для индивидуализации иммуносупрессив-
ной терапии, предотвращения реакции от-
торжения, инфицирования цитомегалови-
русом и контроля токсичности ингибито-
ров кальциневрина.

В ответ на чужеродные человече-
ские лейкоцитарные антигены в организ-
ме реципиента вырабатываются донор-
специфические антитела (ДСА) и донор-
специфические Т-лимфоциты.

В настоящее время существует не-
сколько методов определения ДСА в сы-
воротке реципиента. Так в серологическом 
методе антигеном для определения ДСА 
служат лимфоциты периферической кро-
ви, реже клетки селезенки или лимфоуз-
ла. Использование цитометрического ме-
тода позволяет выявить очень низкие кон-
центрации антител к антигенам HLA в 
сыворотке реципиента, а антигеном для 
определения ДСА служат лимфоциты пе-
риферической крови. В методе на осно-
ве хМАР-технологии антигеном для опре-

деления ДСА служат лимфоциты перифе-
рической крови. Для выявления донор-
специфических Т-лимфоцитов использу-
ется методика смешанной культуры лим-
фоцитов (СКЛ), где в качестве донорских 
лимфоцитов используются лимфоциты пе-
риферической крови.

Особая трудность отмечается при муль-
тиорганном заборе, когда от одного донора 
трансплантируют органы нескольким ре-
ципиентам и требуется большое количе-
ство донорских клеток. Таким образом, для 
проведения определения ДСА или реакции 
в СКЛ требуется большое количество стан-
дартизованного антигенного материала до-
нора. С этой целью используют два вида 
клеток: лимфоциты периферической крови 
и лимфоциты селезенки донора.

Наиболее доступным для исследования 
видом ткани донора служит перифериче-
ская кровь. В то же время в периферической 
крови преобладают Т-лимфоциты (60-70%), 
несущие на себе антигены главного ком-
плекса гистосовместимости I класса. Со-
держание В-лимфоцитов, главного источ-
ника человеческих лейкоцитарных антиге-
нов II класса, малочисленно (10-15%). Так 
как при оценке результатов лимфоцитоток-
сического теста гибель до 20% клеток рас-
сматривается как отрицательный результат, 
низкое содержание В-лимфоцитов может 
стать причиной неправильной трактовки 
результатов. «Фоновая» гибель клеток бо-
лее 10% также существенно затрудняет ин-
терпретацию полученных результатов.

Ряд авторов разработали диагности-
кум для определения у реципиента образо-
вания de novo донор-специфических анти-
тел к HLA в посттрансплантационном пе-
риоде. Авторы описывают результаты ис-
следования 15 образцов взвесей лимфоци-
тов селезенки доноров органов, подготов-
ленных к криохранению. Выявленное со-
держание Т-лимфоцитов (CD3+ клетки) 
варьировало от 27,2% до 33,5%, концен-
трация В-лимфоцитов (CD19+ клетки) – от 
41,2% до 53,3% [11].

Недостатками используемых мето-
дик являются невысокое содержание 
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Т-лимфоцитов (CD3+ клетки), несущих 
HLA I класса (от 27,2% до 33,5%), необхо-
димость дополнительной манипуляции за-
готовки ткани селезенки во время опера-
ции по забору органов с дополнительной 
организацией транспортировки, при отсут-
ствии у донора селезенки приготовить ди-
агностикум не представляется возможным.

Технический результат заявляемого 
метода заключается в получении высоко-
качественного диагностикума, содержа-
щего Т-лимфоциты, несущие на себе ан-
тигены главного комплекса гистосовме-
стимости I и II классов, и В-лимфоциты, 
несущие на себе антигены главного ком-
плекса гистосовместимости II класса, ко-
торый может быть использован для обе-
спечения проведения оценки клеточной и 
гуморальной сенсибилизации к антигенам 
донора [12].

Выводы

Предлагаемый способ получения анти-
генного диагностикума прост в использова-
нии. Сам диагностикум обладает высокой 
иммуногенностью, так как производится из 
лимфатического узла донора, содержащего 
количество антигенного материала (моле-
кул HLA) как I класса (CD3+), так и высо-
кое количество В-лимфоцитов, экспресси-
рующих HLA II класса (CD19+). Клеточное 
соотношение в полученном диагностикуме 
пригодно для постановки полноценной ре-
акции антиген-антитело при исследовании 
донор-специфических антител к I и II клас-
су HLA в сыворотке реципиента.
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S. Zybleva, S. Zyblev, O. Loginova, M. Shytikova, A. Velichko,  
B. Kabeshev, D. Dugin, E. Bredyhin, A. Svistunova

DIAGNOSTICUM FOR ASSESSMENT OF IMMUNOLOGICAL 
REACTIVITY AT KIDNEY ALLOTRANSPLANTATION 

In the result of the study we have obtained lymphocytic diagnosticum from regional lymph 
nodes of donor material at kidney transplantation, containing CD3+ and CD19+ cells. The 
quantitative composition was 51,30 [40,8; 67,9]% and 47,30 [29,4; 52,4]% respectively. The 
obtained diagnosticum is proposed for use as a lymphocytic suspension optimal in HLA-
antigenic composition for carrying out of immunological studies in the peritransplant period. 
The developed method allows to obtain antigenic donor diagnosticum in all cases of preparation 
of the allograft for transplantation, regardless of the region where the organ was explanted. The 
qualitative composition of the obtained diagnosticum is characterized by a high content of 
necessary cellular elements. 
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