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Цель исследования: оценка возможности скринингового выявления антител (АТ) к HLA I и II классов 
в сочетании с морфологическими и иммуногистохимическими методами для диагностики гуморального 
отторжения трансплантата и сравнение полученных данных в зависимости от применяемого метода оп-
ределения АТ к HLA (ELISA и LUMINEX). Материалы и методы. Проанализированы данные 192 паци-
ентов с дисфункцией почечного трансплантата, которым была выполнена биопсия трансплантата (c оп-
ределением С4d) и исследованы АТ к HLA (у 109 пациентов методом ELISA, у 58 – методом LUMINEX, 
у 25 пациентов – и ELISA, и LUMINEX). На основании морфологического диагноза пациенты были 
разделены на 3 группы: 85 пациентов с хроническим отторжением трансплантата (ХОТ), 39 пациентов с 
острым гуморальным отторжением трансплантата (ОГО), 68 пациентов с иной патологией трансплантата 
(группа контроля). Результаты. АТ к HLA определялись у 84,7% пациентов с ХОТ, 84,6% пациентов с 
ОГО и у 33,8% (р < 0,001) в контрольной группе, причем резко доминировали АТ к HLA II класса. Меж-
ду уровнем антител, выявляемых различными методами, определялась тесная корреляция (r² для АТ к 
HLA I класса составил 0,773, для АТ к HLA II класса – 0,379, р < 0,01). Однако при применении метода 
LUMINEX АТ к HLA выявлялись чаще во всех группах, что свидетельствует о большей его чувствитель-
ности. Особенно это значимо для диагностики C4d-негативного острого отторжения, частота которого 
составила 22,2% при LUMINEX vs. 4,8% при использовании метода ELISA. С другой стороны, АТ к HLA 
методом LUMINEX выявлялись у 55% пациентов контрольной группы, что требовало определения их 
донорспецифичности. Заключение. При наличии характерной морфологической картины и экспрессии 
С4d-фрагмента комплемента скрининговое определение АТ к HLA (методами ELISA, LUMINEX) явля-
ется достаточным для диагностики гуморального отторжения. Однако в некоторых случаях необходимо 
применение более специфичных методов диагностики.
Ключевые слова: АТ к HLA, С4d-компонент комплемента, антитело-опосредованное отторжение, 
трансплантационная гломерулопатия.
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 Aim: to analyze the relationship between circulating anti-HLA antibodies (class-I and class-II), renal patholo-
gy and C4d deposition in cases of late acute and chronic antibody-mediated renal allograft rejection according 
to the method of antibodies detection (ELISA and LUMINEX). Materials and methods. Th e study included 
192 patients with indicative graft biopsies (with C4d-staining) and screening detection of anti-HLA antibodies 
(109 patients by ELISA, 58 patients by LUMINEX, 25 patients – both methods). Patients were divided into 
3 groups based on pathology fi ndings: 85 patients with chronic graft rejection, 39 patients with acute antibody-
mediated rejection (AMR), 68 patients of control group had no signs of AMR. Res ults. Anti-HLA antibodies 
(predominantly class-II anti-HLA) were identifi ed in 84.7% of patients with chronic graft rejection, in 84.6% of 
patients with acute AMR and 33.8% of control group (р < 0.001). Close correlation between the levels of anti-
HLA antibodies detected by different methods was revealed for both classes of antibodies (r² class-I anti-HLA = 
0.773, r² class-II anti-HLA = 0.379, р < 0.01). LUMINEX proved to be more sensitive in anti-HLA antibodies 
detection in all groups. It was especially signifi cant for the diagnosis of C4d-negative acute AMR whose frequen-
cies were 22.2% and 4.8% in detection by LUMINEX and ELISA, respectively (р < 0.01). On the other hand, 
anti-HLA antibodies being detected by LUMINEX in 55% of patients of the control group more often required 
determination of donor specifi city. Conclusion. Screening of anti-HLA antibodies (by ELISA and LUMINEX) 
along with specifi c renal pathology and C4d deposition is suffi cient for the diagnosis of acute and chronic AMR 
in most cases. Being more sensitive LUMINEX method is preferable for the revealing of C4d-negative AMR, 
but it requires specifi c DSA detection in many cases.
Key words: anti-HLA antibodies, С4d, antibody-mediated rejection, transplant glomerulopathy.

ВВЕДЕНИЕ
Трансплантация почки является методом выбора 

в лечении хронической болезни почек, обеспечивая 
максимальную продолжительность и качество жиз-
ни. Вероятность развития отторжения трансплан-
тированной почки наиболее высока в ранние сроки 
после операции, однако и в более поздние сроки 
оно представляет собой значимую клиническую 
проблему. Так, по данным DeKAF-исследования, 
именно гуморальное отторжение является наибо-
лее частой причиной поздней дисфункции транс-
плантата и основной причиной его потерь в отда-
ленные сроки после аллотрансплантации почки 
(АТП) [1–3].

Традиционно диагноз антитело-опосредован-
ного или гуморального отторжения ставится при 
выявлении донор-специфических антител (ДСА) 
в крови пациента и характерной морфологической 
картины микроциркуляторного воспаления в соче-
тании с экспрессией C4d-фрагмента комплемента 
на перитубулярных капиллярах (ПТК). При этом 
появление антител, как правило, предшествует и 

клиническим, и морфологическим симптомам гу-
морального отторжения [4–6].

Развитие новых диагностических методов в те-
чение последних 10 лет способствовало улучшению 
понимания биологии и механизмов аллоиммунного 
ответа. Во-первых, возможность идентификации 
активации комплемента на поверхности клеток 
эндотелия трансплантата при использовании спе-
циальных методов (иммуногистохимический, им-
мунофлюоресцентный) позволяет выявить C4d-
фрагмент комплемента в биоптатах трансплантата 
[7, 8]. Во-вторых, твердофазный иммунологиче-
ский анализ применяется для идентификации ДСА 
в крови с соответствующей точностью и чувстви-
тельностью [9, 10].

В твердофазном иммуноферментном анализе 
для обнаружения антител в сыворотке крови па-
циента используется смесь аффинно-очищенных 
антигенов гистосовместимости 1-го или 2-го клас-
сов, иммобилизованных на поверхности лунок по-
листироловых планшетов (ИФА). В твердофазном 
иммунолюминесцентном анализе на платформе 
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LUMINEX смесь очищенных антигенов гистосов-
местимости иммобилизирована на полистироловых 
микросферах [11–14].

Известно, что ДСА могут появляться в любой 
период времени после трансплантации и к 5 годам 
после АТП наблюдаются у 20–25% реципиентов по-
чечного трансплантата, приводя к развитию целого 
комплекса различных вариантов антитело-опос-
редованного отторжения трансплантата – от ми-
нимальных субклинических форм до хронической 
трансплантационной гломерулопатии (ХТГ), харак-
теризующейся резистентностью к терапии и небла-
гоприятным прогнозом [2].

Экспрессия С4d-фрагмента комплемента явля-
ется маркером антитело-опосредованного повреж-
дения клеток эндотелия. Однако, как показывают 
данные литературы, его отсутствие не исключает 
участия антител в патогенезе ХТГ, то есть обна-
ружение экспрессии С4d-фрагмента комплемента 
является специфичным, но недостаточно чувс-
твительным методом диагностики гуморального 
отторжения. Так, по данным различных авторов, 
в случаях ХТГ экспрессия С4d обнаруживается в 
широких пределах (от 25 до 61%), что может объ-
ясняться волнообразным характером процесса 
[15–19]. Недостаточная специфичность морфологи-
ческих проявлений гуморального отторжения при 
поздней манифестации клинических проявлений 
еще больше затрудняет диагностику гуморального 
отторжения в поздние сроки после АТП. Таким об-
разом, определение антидонорских антител являет-
ся обязательным компонентом ранней диагностики 
этой патологии, а в случаях С4d-негативного оттор-
жения этот показатель может считаться ключевым 
диагностическим признаком.

В литературе обсуждается вопрос о диагности-
ческой роли и прогностической значимости АТ к 
HLA, как наиболее раннем проявлении гуморально-
го отторжения. Однако скрининговое определение 
АТ к HLA является недостаточно специфичным, так 
как помимо ДСА включает и недонор-специфичес-
кие антитела. Тем не менее, будучи дополненным 
морфологическими и иммуногистохимическими 
данными, этот метод может быть применен для диа-
гностики гуморального отторжения.

Целью настоящего исследования является оцен-
ка возможностей скринингового выявления цирку-
лирующих АТ к HLA I и II классов в сочетании с 
морфологическими и иммуногистохимическими 
методами для диагностики гуморального отторже-
ния, а также сравнение данных, полученных разны-
ми методами анализа антител (ИФА и LUMINEX).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследование были включены 192 пациента 

с дисфункцией почечного трансплантата. Средний 

возраст пациентов составил 43,0 ± 12,4 года. Меди-
ана среднего срока после АТП на момент выявления 
дисфункции была 63,8 (12,1; 94,1) мес.

Всем пациентам помимо стандартного клини-
ческого обследования выполнялась пункционная 
биопсия трансплантата почки. Показанием к био-
псии являлось появление либо нарастание дисфунк-
ции трансплантата, под которой подразумевалось 
повышение креатинина сыворотки крови выше 
0,13 ммоль/л и/или протеинурия выше 0,3 г/сут. 
Медиана креатинина сыворотки крови составила 
0,24 (0,16; 0,27) ммоль/л, медиана протеинурии – 
1,7 (0,3; 2,4) г/сут.

Гистологическое исследование биоптатов транс-
плантата почки включало в себя световую микро-
скопию и иммунофлюоресцентное исследование на 
замороженных срезах. При проведении световой 
микроскопии проводились окраски гематоксили-
ном и эозином, ШИК-реакция и окраска трихромом 
по Массону. При иммунофлюоресцентном исследо-
вании помимо стандартных сывороток (анти-IgG, 
анти-IgA, анти-IgM, анти-С3) использовались мо-
ноклональные FITС-меченные антитела анти-С4d. 
Заключение гистологического исследования фор-
мулировалось согласно классификации Banff 2009.

По результатам биопсии трансплантата почки 
все пациенты были разделены на 3 группы. Первую 
группу (85 человек) составили пациенты с ХОТ, 
морфологически по большей части представленные 
ХТГ (80 человек) и реже хронической транспланта-
ционной васкулопатией (5 человек). Ко 2-й группе 
(39 человек) относились пациенты с кризами от-
торжения трансплантата с признаками микроцирку-
ляторного воспаления (ОГО – острое гуморальное 
отторжение). Третья группа (68 человек) являлась 
группой контроля и была представлена пациентами 
с иной патологией трансплантата, включая хрони-
ческую трансплантационную нефропатию, хрони-
ческую нефротоксичность ингибиторов кальци-
неврина, гломерулонефрит трансплантата и т. д., а 
также 23 случая клеточных кризов отторжения без 
признаков микроциркуляторного воспаления.

Исследование АТ к HLA I и II классов прово-
дилось в сыворотке крови всех пациентов после 
биопсии, выявившей гистологические признаки 
гуморального отторжения трансплантата почки, а 
также при подозрении на активацию гуморального 
звена иммунитета на основании клинических дан-
ных (развитие дисфункции на фоне низких уровней 
концентраций ингибиторов кальциневрина в крови, 
эпизодов пропуска иммуносупрессивной терапии и 
т. д.). В этих случаях исследование АТ к HLA вы-
полнялось до биопсии трансплантата.

АТ IgG изотипа к HLA I и II классов исследо-
вались методом ИФА (LIFECODES QuikScreen и 
LIFECODES B-Screen, IMMUCOR, USA) и твер-
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дофазным иммунолюминесцентным анализом на 
платформе LUMINEX (LABScsreen Mixed, One 
Lambda, USA). Методом ИФА определяли анти-
тела у 109 пациентов, у 58 пациентов – методом 
LUMINEX, у 25 пациентов – обоими методами 
(ИФА и LUMINEX). Результаты оценивали спек-
трофотометрически по уровню оптической плот-
ности обработанных образцов в ИФА и по уровню 
медианной интенсивности флуоресценции (MFI) в 
анализе на платформе LUMINEX.

При статистич еской обработке данных перемен-
ные, имеющие нормальное распределение, описы-
вались как среднее ± средне-квадратичное отклоне-
ние. При сравнении средних значений использовали 
критерий Стьюдента. Для оценки достоверности 
различий качественных признаков применялся точ-
ный критерий Фишера и χ2 критерий. Для перемен-
ных с распределением, отличным от нормального, 
вычислялись медиана и интерквартильный размах. 
Для сравнения этих переменных использовались 
критерии Манна–Уитни и Краскела–Уолиса. Ре-
зультаты считались статистически достоверными 
при значениях р < 0,05. Статистический анализ вы-
полнялся при помощи пакета программ SPSS.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Клинико-демографическая характеристика 

групп представлена в табл. 1. Пациенты выделен-
ных групп не различались по возрасту и уровню 
креатинина крови (р > 0,3 и р > 0,06 соответствен-
но). Средний возраст пациентов представленных 
групп был 43,0 ± 12,4 года. Средний уровень кре-
атинина на момент выполнения биопсии составлял 

0,24 (0,16; 0,27) ммоль/л. Уровень протеинурии у 
пациентов группы ХОТ составил 2,3 (0,5; 3,7) г/сут-
ки, что было значимо выше, чем у пациентов с ОГО 
и в группе контроля (р < 0,001). У пациентов с ХОТ 
срок после АТП также был больше, чем в осталь-
ных группах, и составил 85,8 (38,9; 123,9) месяца. 
Между группами ОГО и контроля значимых разли-
чий в сроке возникновения дисфункции не выявля-
лось (р = 0,6).

Частота выявления АТ к HLA I и II классов в 
выделенных группах представлена в табл. 2. АТ к 
HLA обнаружили у 84,7% пациентов с ХОТ, у 84,6% 
пациентов с ОГО и статистически значимо реже – 
у 33,8% (р < 0,001) в контрольной группе, причем 
резко доминировали АТ к HLA II класса. Послед-
ние обнаруживались с частотой 75,3% (64 человека) 
в группе ХОТ и 71,8% (28 человек) в группе ОГО, 
а в контрольной группе – лишь у 26,5% (18 чело-
век). Таким образом, АТ к HLA II класса у пациен-
тов контрольной группы выявлялись статистически 
значимо реже (р < 0,02).

Среди 23 человек контрольной группы, у ко-
торых обнаружили АТ к HLA, у 12 использовали 
метод ИФА, у 11 – метод LUMINEX. При анализе 
этих 23 случаев оказалось, что 8 пациентов были 
с картиной острого клеточного отторжения (мор-
фологически пограничные изменения, клеточное 
отторжение 1а и 1б), 5 имели признаки нефроток-
сичности ингибиторов кальциневрина, у 4 пациен-
тов выявлялась ХТН, еще у 2 – ТМА, 2 пациента 
были с острым канальцевым некрозом и у 2 других 
диагностирован гломерулонефрит трансплантата 
(IgA-нефропатия и фокальный некротизирующий 

Таблица 1
Клинико-демографическая характеристика групп

Clinical and demographic characteristics of the groups
ХОТ (n = 85) ОГО (n = 39) Контроль (n = 68) Всего (n = 192)

Возраст реципиентов (лет) 43,9 ± 12,5 43,4 ± 11,0 41,6 ± 13,0 43,0 ± 12,4
Срок после АТП (мес.) 85,8 (38,9; 123,9)* 43,2 (9,0; 62,2) 48,3 (6,6; 72,0) 63,8 (12,1; 94,1)
Креатинин (ммоль/л) 0,22 (0,16; 0,25) 0,28 (0,17; 0,34) 0,25 (0,15; 0,29) 0,24 (0,16; 0,27)
Протеинурия (г/сут) 2,3 (0,5; 3,7)* 1,1 (0,2; 1,0) 1,1 (0,2; 1,0) 1,7 (0,3; 2,4)
Примечание. * – Статистически значимо больше, чем во 2-й и 3-й группах (р < 0,001).

Таблица 2
Частота выявления АТ к HLA в исследованных группах

The frequency of anti-HLA detection in the study groups
ХОТ (n = 85) ОГО (n = 39) Контроль (n = 68) Всего (n = 192)
n % n % n % n %

АТ к HLA отсутствуют 13 15,3* 6 15,4* 45 66,2 64 33,3
АТ к HLA, I класс 8 9,4 5 12,8 5 7,3 18 9,4
АТ к HLA, II класс 44 51,8* 20 51,3* 11 16,2 75 39,1
АТ к HLA, I + II класс 20 23,5 8 20,5 7 10,3 35 18,2
Примечание. * – р < 0,001 в сравнении с контрольной группой.
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и склерозирующий гломерулонефрит). При анализе 
возможных причин присутствия АТ к HLA у опи-
санных 23 пациентов выяснили, что 8 из них были 
после повторной трансплантации, причем у 4 ре-
ципиентов предыдущие трансплантаты прекратили 
свою функцию вследствие отторжения, еще двое 
имели в анамнезе эпизоды гуморального отторже-
ния. В то же время у 13 других реципиентов явного 
объяснения выявления АТ к HLA мы не нашли. Все 
пациенты находились под динамическим наблюде-
нием: в дальнейшем у одного при контроле через 
6 месяцев АТ к HLA не обнаружились, а у троих 
развилось гуморальное отторжение трансплантата 
(через 3, 9 и 14 месяцев), морфологически верифи-
цированное и потребовавшее активного лечения. 
Таким образом, обнаруженные АТ к HLA у паци-
ентов контрольной группы можно объяснить выра-
боткой АТ к HLA еще до трансплантации (вследс-
твие наличия предшествующей трансплантации в 
анамнезе, гемотрансфузий, для женщин – беремен-
ностей). Появление же АТ к HLA после трансплан-
тации даже при отсутствии соответствующей мор-
фологической картины может быть первым этапом 
в развитии гуморального отторжения транспланта-
та, что требует определения донор-специфичности 
антител и тщательного динамического наблюдения 
таких пациентов.

При сравнительном анализе уровней АТ к HLA, 
обнаруженных у 25 пациентов одновременно дву-
мя методами (и ИФА, и LUMINEX), была выявлена 

значимая корреляция для АТ как I, так и II классов. 
Коэффициент корреляции Спирмена для АТ к HLA 
I класса составил 0,879 (r² = 0,773), для АТ к HLA II 
класса – 0,616 (r² = 0,379), р < 0,01 (рис. 1).

Тем не менее в зависимости от метода (ИФА или 
LUMINEX), используемого для определения АТ 
к HLA, частота их выявления в группах несколь-
ко различалась (рис. 2). При применении мето-
да LUMINEX АТ к HLA выявлялись чаще во всех 
группах. Особенно это было значимо для группы 
ОГО, где при использовании метода LUMINEX 
диагноз был подтвержден у всех пациентов, тогда 
как при применении метода ИФА АТ к HLA выявля-
лись в 71% случаев. С другой стороны, при исполь-
зовании LUMINEX АТ к HLA выявлялись более 
чем у половины пациентов в контрольной группе, 
а при применении ИФА – у 25%, что согласуется с 
существующими представлениями о более высокой 
чувствительности, но недостаточной специфичнос-
ти метода LUMINEX.

Другой компонент активации гуморального 
звена иммунитета – экспрессия С4d при иммуно-
флюоресцентном исследовании – выявлялся чаще 
всего в группах ХОТ и ОГО (рис. 3). При этом в 
группе ХОТ С4d обнаруживался в 65,9% (56 чело-
век), при ОГО – в 84,6% случаев (33 человека), что 
было статистически значимо чаще (р < 0,001), чем 
в контрольной группе – 2,9% (2 человека). Один из 
пациентов контрольной группы с положительным 
С4d морфологически имел картину острого каналь-

Рис. 1. Корреляция между обнаружением АТ к HLA I и II классов методами ИФА и LUMINEX

Fig. 1. Correlation of anti-HLA antibodies class I and II expression detected by ELISA and LUMINEX
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цевого некроза с клинической картиной диализ-
потребной почечной недостаточности; в динамике 
функция трансплантата почки восстановилась до 
исходной и остается стабильной (период наблюде-
ния 12 месяцев). У второго пациента выявлялась 
картина нефротоксичности ингибиторов кальци-
неврина на фоне неадекватной фармакокинетики 
препаратов циклоспорина, что потребовало конвер-
сии на такролимус. При динамическом наблюдении 
в течение года после биопсии функция трансплан-
тата остается на тех же уровнях креатинина и про-
теинурии (креатинин 0,14 ммоль/л, протеинурия 
0,2 г/л).

Распределение пациентов в зависимости от при-
сутствия обоих признаков гуморального отторже-
ния в группах представлено на рис. 4. Оба маркера 
(АТ к HLA и экспрессия С4d) определялись у 60% 
реципиентов (51 человек) в группе ХОТ и у 71,8% 
(28 человек) в группе ОГО. При ХОТ без призна-
ков гуморального отторжения было 9,4% паци-
ентов (8 человек), при ОГО – 2,6% (1 человек), в 
контрольной группе эти признаки отсутствовали в 
64,7% случаев (44 человека). Особый интерес пред-
ставляли пациенты с ХОТ и ОГО, у которых выяв-
лялся только один признак активации гуморального 
звена иммунитета. АТ к HLA при отсутствии экс-

Рис. 2. Частота выявления АТ к HLA в группах в зависимости от метода (ИФА, LUMINEX)

Fig. 2. The incidence of anti-HLA antibodies in groups depending on the method (ELISA, LUMINEX)

Рис. 3. С4d в группах

Fig. 3. The incidence of C4d in groups

Рис. 4. Распределение пациентов по сочетанию призна-
ков гуморального отторжения в группах

Fig. 4. Distribution of patients by a combination of antibody-
mediated rejection features in the groups
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прессии С4d в группе ХОТ определялись у 24,7% 
пациентов. При ОГО таких пациентов было 12,8%. 
5% реципиентов группы ХОТ и 12,8% группы ОГО 
экспрессировали С4d при отсутствии АТ к HLA.

Если рассмотреть набор критериев гумораль-
ного отторжения в зависимости от применяемого 
метода определения АТ к HLA, то прослежива-
ются некоторые различия (табл. 3 и рис. 5). Так, в 
группе ОГО при определении АТ к HLA методом 
LUMINEX пациенты были либо с полным набором 
критериев (АТ+/C4d+) – 77,8%, либо с АТ и без C4d 
(АТ+/С4d–) – 22,2%. А при использовании метода 
ELISA группу ОГО составляли пациенты и с дру-
гим набором критериев: с АТ–/C4d+ (23,8%) и с 
АТ–/С4d– (4,8%). В контрольной группе при при-
менении метода LUMINEX в сравнении с методом 
ELISA выявился 1 пациент (5%) и с C4d, и с АТ к 
HLA при отсутствии морфологической картины от-

торжения. Приведенные данные еще раз подтверж-
дают большую чувствительность метода LUMINEX 
в сравнении с ELISA.

ОБСУЖДЕНИЕ
В последние 5 лет накопились доказательства, 

которые свидетельствуют о важной роли аллоан-
тител к антигенам HLA в патогенезе прогрессиру-
ющей дисфункции трансплантата. Несколько ис-
следований показали, что циркулирующие de novo 
анти-HLA АТ I или II класса, и ДСА [20, 21], и не 
ДСА [22, 23], обнаруживаются у значительной доли 
реципиентов почечного трансплантата, приводя в 
ряде случаев к развитию дисфункции и последую-
щей потере трансплантата. Так, по данным Terasaki 
и Ozawa, среди 2278 реципиентов, которые на-
блюдались проспективно, через 1 год дисфункция 
трансплантата встречалась чаще у пациентов с ал-

Таблица 3
Распределение пациентов по сочетанию признаков гуморального отторжения в группах 

в зависимости от метода (ELISA, LUMINEX)
The distribution of patients by a combination of antibody-mediated rejection features in groups depending 

on the method (ELISA, LUMINEX)
ХОТ (n = 85) ОГО (n = 39) Контроль (n = 68)

ELISA 
(n = 40)

LUMINEX 
(n = 45)

ELISA 
(n = 21)

LUMINEX 
(n = 18)

ELISA 
(n = 48)

LUMINEX 
(n = 20)

С4d–/АТ– 5 (12,5%) 3 (6,7%) 1 (4,8%) 0 (0%) 36 (75%) 8 (40%)
С4d–/АТ+ 8 (20%) 13 (28,9%) 1 (4,8%)* 4 (22,2%)* 12 (25%)* 10 (50%)*
С4d+/АТ– 3 (7,5%) 2 (4,4%) 5 (23,8%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (5%)
С4d+/АТ+ 24 (60%) 27 (60%) 14 (66,6%) 14 (77,8%) 0 (0%) 1 (5%)
Примечание. * – p < 0,001.

Рис. 5. Распределение пациентов по сочетанию признаков гуморального отторжения в группах в зависимости от ме-
тода (ELISA, LUMINEX)

Fig. 5. The distribution of patients by a combination of antibody-mediated rejection features in groups depending on the 
method (ELISA, LUMINEX)
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лоантителами по сравнению с пациентами без ал-
лоантител (8,6% против 3,0%, р < 0,0001), при этом 
риск потери трансплантата наиболее высок у паци-
ентов с уже имеющейся дисфункцией на момент 
определения антител (креатинин от 2,0 до 3,9 мг/дл) 
[22]. По данным других авторов, потери трансплан-
тата в течение первого года с момента выявления 
ДСА составили 9%, а к концу 3-го года этот пока-
затель достигал 24% независимо от функции транс-
плантата на момент их выявления [23].

ДСА ответственны за развитие как острого, 
так и хронического антитело-опосредованного от-
торжения трансплантата, по сути являющимися 
стадиями одного и того же процесса. Ранними его 
проявлениями считаются признаки микроциркуля-
торного воспаления с задержкой воспалительных 
клеток в просвете капиллярных петель и ПТК, ве-
дущего к повреждению клеток эндотелия и после-
дующему ремоделированию капиллярной стенки 
с формированием двойных контуров капилляров 
клубочка и расслоением базальной мембраны ПТК, 
характерных уже для хронического гуморального 
отторжения [24]. Имеется множество данных, под-
тверждающих стадийность морфологических изме-
нений при антитело-опосредованном отторжении и 
их связь с ДСА [4, 15, 25]. Так, у пациентов, имею-
щих ДСА перед трансплантацией (положительный 
кросс-матч), чаще наблюдалась трансплантацион-
ная гломерулопатия через 1 год при протокольных 
биопсиях (22% против 8%), а у реципиентов с ос-
трым гуморальным отторжением она развивает-
ся уже в 44% случаев (коэффициент вероятности 
17,5) [26].

Процесс редко выявляется на ранней стадии, 
поскольку клиническая симптоматика может быть 
крайне скудной или вообще отсутствовать. Выра-
женность клинических симптомов при остром анти-
тело-опосредованном отторжении может зависеть 
от ряда факторов ДСА, таких как титр, авидность, 
эффекторные функции, а также от резистентности 
эндотелия трансплантата [16]. Однако важнейшим 
фактором, определяющим клиническую картину и 
течение отторжения, является комплаентность па-
циента и адекватность иммуносупрессивной тера-
пии в целом. Так, по данным Dörje с соавторами, 
клинически манифестные формы острого гумо-
рального отторжения были ассоциированы имен-
но с этими факторами [27]. В нашем исследовании 
преобладали случаи вялотекущего/субклиническо-
го течения ОГО, и значительно чаще процесс выяв-
лялся на стадии ХОТ (39 vs 85 пациентов).

Морфологическими признаками ХОТ, обус-
ловленных аллоиммунным механизмом, являются 
трансплантационная гломерулопатия и реже арте-
риопатия [24]. Действительно, по нашим данным, 
среди 85 пациентов с ХОТ 80 имели морфологи-

че ски картину ХТГ и лишь 5 – трансплантацион-
ную васкулопатию без вовлечения капилляров клу-
бочков.

При этом, будучи проявлением уже поздней ста-
дии антитело-опосредованного отторжения, транс-
плантационная гломерулопатия характеризуется 
резистентностью к терапии и плохим прогнозом. 
Так, даже при субклиническом варианте ТГ, вы-
явленном при протокольной биопсии через 1 год, 
выживаемость трансплантата не превышала 50% 
через 3 года после постановки диагноза [26, 28], 
что делает диагностику процесса на ранней стадии 
крайне актуальной.

Сочетание присутствия аллоантител, расслое-
ние базальной мембраны, экспрессия С4d и удвое-
ние ГБМ было названо «АВСD-тетрадой» в работе 
Halloran с соавторами [29]. Пациенты с полным на-
бором критериев антитело-опосредованного оттор-
жения трансплантата (морфологическая картина + 
экспрессия С4d на ПТК + выявление АТ к HLA) 
вопросов по диагнозу и прогнозу не вызывают. 
Действительно, большинство пациентов в нашем 
исследовании при обоих вариантах отторжения 
имели полный набор диагностических критериев 
(60% при ХОТ и 71,8% при ОГО). При этом час-
тота их выявления не зависела от применяемого 
метода (60 и 60% при ХОТ, 66 и 77,8% при ОГО 
методами ELISA и LUMINEX соответственно, р = 
NS), а уровень АТ к HLA в этих случаях был мак-
симальным [30]. Напротив, пациенты с неполным 
набором критериев представляют особый интерес. 
Самостоятельное прогностическое значение каждо-
го из факторов и возможности различных методов 
их определения активно обсуждаются в литературе 
последних лет.

Под неполным набором критериев подразумева-
ются следующие варианты.
1. C4d-негативное отторжение при наличии цир-

кулирующих АТ к HLA (АТ+/С4d–), что может 
объясняться действием других, не связанных с 
активацией комплемента, механизмов поврежде-
ния, а также волнообразным характером течения 
процесса [16, 28]. По нашим данным, этот вари-
ант отторжения наблюдался у 12,8% пациентов с 
ОГО и у 24,7% с ХОТ.

2. Отсутствие АТ к HLA при имеющейся экспрес-
сии C4d на ПТК (АТ–/С4d+), что может объ-
ясняться абсорбцией имеющихся антител на 
трансплантате [31], а также действием не-HLA-
антител, таких как антитела к рецептору 1-го 
типа ангиотензина II (AT1R), в развитии острого 
повреждения трансплантата [32]. Помимо этого, 
отсутствие циркулирующих антител возмож-
но вследствие недостаточной чувствительнос-
ти методов, используемых для определения АТ 
к HLA.
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3. Признаки микроциркуляторного воспаления 
при отсутствии циркулирующих антител и экс-
прессии C4d на ПТК (АТ–/С4d–). При антите-
ло-опосредованном повреждении, как правило, 
наблюдается волнообразное течение процесса с 
вариабельностью продукции антител, поэтому 
биопсия может потенциально пропустить пери-
оды пиковой продукции антител и положитель-
ный результат С4d. В этих случаях необходима 
дифференциальная диагностика с другой, не 
связанной с отторжением, патологией, вызыва-
ющей микроциркуляторное повреждение (гло-
мерулонефрит трансплантата, тромботическая 
микроангиопатия и др.).
Именно в случаях неполного набора критериев 

особое значение приобретают различия в специ-
фичности и чувствительности существующих ме-
тодов определения АТ к HLA. Метод LUMINEX в 
сравнении с ELISA является более чувствительным, 
позволяя выявить низкие уровни АТ к HLA. Огром-
ный спектр частых и более редких HLA аллелей для 
всех 11 HLA локусов (А, В, С, DRB1, DRB3, DRB4, 
DRB5, DQA1, DQB1, DPBA1 и DPB1), сорбиро-
ванных на микросферах в анализе на платформе 
LUMINEX, позволяет более точно определить АТ к 
HLA, присутствующие в сыворотке [11, 13, 14, 33, 
34]. Наше исследование полностью согласуется с 
этими представлениями. Так, при применении ме-
тода ELISA АТ к HLA при ХОТ выявлялись у 80% 
пациентов, а при методе LUMINEX – у 88,9%, при 
ОГО различия были еще более значимыми (71,2 
и 100%). При этом наиболее существенными эти 
различия оказались у пациентов с C4d-негативным 
отторжением, составив соответственно 4,8 и 22,2% 
при ОГО и 20 и 28,9% при ХОТ (табл. 3). Согласно 
данным, полученным в различных исследованиях, 
C4d-негативное отторжение не является редкой па-
тологией, занимая до 36% в структуре антитело-
опосредованного отторжения и, по разным данным, 
до 50% и более зарегистрированных случаев с ТГ 
[35–37]. Можно думать, что низкая его выявляе-
мость, полученная в нашем исследовании при ис-
пользовании метода ELISA, объясняется недоста-
точной чувствительностью данного метода.

С другой стороны, высокая чувствительность 
метода LUMINEX может быть причиной гипердиаг-
ностики антитело-опосредованного отторжения [11, 
38]. Так, по нашим данным, при использовании это-
го метода АТ к HLA выявлялись у 55% контрольной 
группы, тогда как при определении методом ELISA 
они выявлялись в 24% случаев (в подавляющем 
большинстве у пациентов после повторной АТП).

Отсутствие АТ к HLA у пациентов с признаками 
антитело-опосредованного отторжения и экспрес-
сией С4d на ПТК может объясняться волнообраз-
ным течением процесса, либо абсорбцией их на 

трансплантате. В исследовании Sis и соавт. среди 
28 пациентов с ТГ лишь у 64% были циркулирую-
щие антитела к донорским HLA антигенам: I класса 
(28%), II класса (39%) или I и II классов (33%) [29]. 
Однако в ряде случаев результат может быть ложно-
отрицательным вследствие ограниченности пред-
ставленных антигенов на панели того или другого 
метода. В этих ситуациях рекомендуется повторить 
исследование с использованием другого метода оп-
ределения АТ к HLA и лишь при повторном отри-
цательном результате констатировать отсутствие 
антител [11].

Не меньшее значение имеет метод определения 
АТ к HLA у пациентов с картиной микроцирку-
ляторного воспаления либо ТГ в отсутствие С4d. 
В протокольных биопсиях, выполненных через 
10 лет после трансплантации, 6 из 11 С4d-негатив-
ных пациентов имели ТГ без С4d или АТ к HLA [39]. 
Поскольку в значимом числе случаев ТГ не выяв-
ляются циркулирующие АТ к HLA или экспрессия 
С4d на ПТК на момент постановки диагноза, взаи-
моотношения между этими факторами непростые, 
а некоторые даже ставят под сомнение, существует 
ли между ними какая-то связь [40, 41]. Тем не менее 
в ряде исследований была показана высокая частота 
С4d-негативных форм при доказанной ТГ (до 62% 
всех случаев) [35–37]. При этом она может характе-
ризоваться экспрессией C4d в клубочках в отсутс-
твие перитубулярного отложения С4d [6]. С другой 
стороны, светооптическая картина при ТГ неотли-
чима от таковой при повреждении гломерулярно-
го эндотелия другой природы (гломерулонефрит 
трансплантата, тромботическая микроангиопатия). 
В нашем исследовании 9,4% пациентов с ХОТ не 
имели АТ к HLA и экспрессии С4d в ПТК. Во всех 
этих случаях лишь тщательное динамическое на-
блюдение пациентов, а у некоторых и проведение 
повторных биопсий трансплантата позволили вери-
фицировать диагноз [37, 42, 43].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В последнее время важная роль в диагностике 

и мониторинге антитело-опосредованного оттор-
жения принадлежит контролю АТ к HLA, что под-
тверждают представленные результаты и данные 
литературы.

При наличии свечения С4d-компонента компле-
мента в сочетании с характерной морфологической 
картиной метод выявления АТ к HLA не имеет прин-
ципиального значения, а донорспецифичность их 
определяется способностью активировать систему 
комплемента в сосудах микроциркуляторного русла 
трансплантата (свечение С4d на ПТК). Определение 
АТ к HLA методом ELISA может использоваться в 
качестве скринингового метода, данные которого 
хорошо коррелируют с особенностями морфоло-
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гической и иммуногистохимической картины, что 
позволяет в большинстве случаев с высокой досто-
верностью диагностировать гуморальное отторже-
ние. Метод LUMINEX в сравнении с ELISA являет-
ся более чувствительным, позволяя выявить низкие 
уровни АТ к HLA, что особенно важно в диагнос-
тике С4d-негативного отторжения. С другой сторо-
ны, высокая чувствительность метода LUMINEX 
может быть причиной гипердиагностики антитело-
опосредованного отторжения, что в отсутствие дру-
гих его критериев требует обязательного подтверж-
дения донорспецифичности выявляемых антител.
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