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Определение антилейкоцитарных донор-специфических антител...

ВВЕДЕНИЕ

Одной из главных причин потери транспланта-

та является реакция отторжения донорского органа. 

Она происходит в разные сроки после операции и 

обусловлена реакцией на антигены главного ком-

плекса гистосовместимости клеток пересаженного 

органа, против которых вырабатываются антитела 

[1, 7]. Различают сверхострую, острую и хрониче-

скую реакции отторжения. Сверхострая реакция от-

торжения (HAR-реакция) протекает бурно с первых 

минут или часов после пересадки органа. Острая 

реакция отторжения (ACR-реакция; AHR-реакция) 

чаще развивается со 2-х по 90-е сутки после опе-

рации. Хроническая реакция отторжения (CAR-

реакция) диагностируется через несколько недель, 

месяцев и лет после операции, может несколько 

раз рецидивировать после подавления ее иммуно-

супрессивной терапией [5, 6]. Реакция отторжения 

трансплантата обусловлена клеточными и(или) гу-

моральными иммунными механизмами. В ответ на 

чужеродные человеческие лейкоцитарные антиге-

ны (HLA) в организме реципиента вырабатываются 

донор-специфические антитела (DSA).

В настоящее время DSA определяют разными 

способами. В основе серологического метода ле-

жит комплементзависимый лимфоцитотоксический 

тест – cross-match (кросс-матч) реакция. Выявление 

у реципиента антител к HLA донора (кросс-матч-

реакция) является обязательной процедурой перед 

трансплантацией органа [8].

В последние годы широкое распространение по-

лучили методы мультиплексного анализа с детекцией 

результатов на платформе Luminex (x-MAP техноло-

гия). Х-МАР-технология основана на использовании 

панели микросфер, имеющих различные спектраль-

ные характеристики. Это позволяет с максимальной 

точностью выявить антитела к известным кросс-

реактивным группам антигенов I и II классов систе-

мы HLA (в отличие от лимфоцитотоксического те-

ста), что помогает определиться с тактикой лечения.
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Для оценки выявляемости и прогностической значимости донор-специфических антител к HLA изучены образцы сыворотки 

крови 66 реципиентов. Донор-специфические антитела (DSA) выявлены в сыворотке 15 (22,7%) пациентов. Для оценки влияния 

DSA на течение раннего посттрансплантационного периода проанализированы результаты лечения 38 реципиентов почки. Вы-

явлено, что образование антител к HLA донора сопровождалось развитием реакции отторжения у 5 реципиентов из 8, что в 2 

случаях привело к утрате трансплантата. Из 30 реципиентов, у которых образования DSA не выявлено, реакция отторжения 

трансплантата диагностирована в 4 случаях. У 3 больных отмечен криз острого клеточного отторжения. Таким образом, об-

разование de novo DSA к HLA является прогностически неблагоприятным фактором в плане развития реакции отторжения и 

гибели трансплантата.
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Большой интерес представляет определение 

DSA в посттрансплантационном периоде, так как 

образованные de novo DSA являются решающим 

фактором развития отторжения трансплантата 

[2–4]. Вновь образующиеся антитела против анти-

генов трансплантата не вызывают немедленного 

прекращения его деятельности (в отличие от пред-

существующих антител), тем не менее эти пост-

трансплантационные антитела в итоге могут стать 

причиной хронического отторжения трансплантата. 

Они могут образовываться как через 3–21 сут, так и 

через несколько лет после пересадки органа, даже 

при отрицательной перекрестной пробе cross-match 

на момент трансплантации. DSA в посттрансплан-

тационном периоде можно определять как класси-

ческим серологическим методом (лимфоцитотокси-

ческий тест), так и с помощью х-МАР-технологии, 

позволяющей проводить детекцию IgG-антител к I 

и II классу HLA.

Цель настоящей работы – оценить выявляемость 

и прогностическое значение DSA к HLA в раннем 

посттрансплантационном периоде. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

С целью определения наличия DSA к HLA иссле-

дованы образцы сыворотки крови у 66 реципиентов 

(38 мужчин и 28 женщин в возрасте от 26 до 53 лет), 

которым в период с июня 2011 г. по июль 2012 г. в НИИ 

скорой помощи им. Н.В. Склифосовского выполнена 

трансплантация органа. Из числа обследованных 38 

были реципиенты почки, 6 – поджелудочной железы 

и почки, 12 – печени, 5 – легких и 5 – сердца. DSA 

определяли в сыворотке крови реципиентов с 5-х 

по 28-е сутки посттрансплантационного периода. У 

ряда пациентов оценку DSA проводили также в более 

поздние сроки.

В качестве диагностикума для определения DSA 

служили лимфоциты, выделенные из селезенки 

органного донора. Вместе с трансплантируемыми 

органами у донора брали фрагмент селезенки. Не-

большие фрагменты селезенки гомогенизировали, 

получали суспензию лимфоцитов, затем (после до-

бавления криопротекторов) клетки селезенки по-

мещали на хранение в жидкий азот при температуре 

-196°С. Это позволило сохранить жизнеспособность 

лимфоцитов длительное время (1 год и более) и кон-

тролировать наличие DSA у реципиента после алло-

трансплантации. 

Определение DSA проводили с помощью набо-

ра LIFECODES Donor Specific Antibody (DSA) про-

изводства Gen-Probe (США). Набор содержит смесь 

Luminex-частиц; одни из них в смеси конъюгированы 

с моноклональными АТ к I классу HLA, другие – ко 

II классу HLA. При смешивании с лизатом клеток 

донора эти 2 категории частиц связываются с раство-

ренными донорскими молекулами HLA. Принцип 

метода состоит в реакции антиген – антитело. Если 

образец пациента положительный, то комплекс ми-

кросферы – лизат – HLA АТ даст положительную ре-

акцию; если образец пациента отрицательный, этот 

комплекс даст фоновый сигнал. Чтобы исключить 

ошибку подготовительной стадии (связывания лиза-

та с микросферами), в систему вводят специальный 

контроль. Этот реагент вносят в дополнительную лун-

ку планшета вместо образца. Наряду с исследуемыми 

образцами и контролем в тесте предусмотрены лунки 

под положительную и отрицательную контрольные 

сыворотки (соответственно ПК и ОК), содержащие 

и не содержащие антитела к HLA-антигенам I и II 

классов. Таким образом, в наборе предусмотрены 

контроль частиц и контрольные сыворотки, обеспе-

чивающие точность определения антител к антиге-

нам донора. 

DSA определяли также серологическим методом 

с помощью лимфоцитотоксического теста (кросс-

матч-реакция). Для этого к сыворотке крови реципи-

ента добавляли лимфоциты селезенки доноров. Лим-

фоцитотоксический тест (ЛЦТ) проводили в плашках 

Терасаки. В плашку с сывороткой реципиента добав-

ляли 1 мкл суспензии лимфоцитов доноров. После 

30-минутной инкубации в лунку вносили 5 мкл кро-

личьего комплемента и инкубировали еще 60 мин. 

Затем окрашивали лимфоциты эозином и фиксиро-

вали клетки 20% формалином. Через 30 мин подсчи-

тывали относительное число погибших лимфоцитов 

(табл. 1) [8]. 

Скрининг антител к 1 и 2 классам HLA (донор-

неспецифические антитела) проводили на платфор-

ме Luminex с помощью наборов LABScreen ONE 

LAMBDA (США) и LIFECODES Lifescreen Gen-

Probe (США). Тестируемые сыворотки инкубиро-

вали с микросферами, покрытыми очищенными 

HLA-антигенами. HLA-антитела, присутствующие 

в тестируемых сыворотках, связывались с антиге-

нами на поверхности микросфер. Не связавшиеся 

компоненты удаляли путем 3-кратной промывки бу-

фером. Реактивность каждой сыворотки оценивали 

по флюоресцентному сигналу от каждой микросфе-

*A. Zachary, G. Teresi (eds.). ASHI Laboratory Manual (2nd ed.). 

Lenexa, KS: American Society for Histocompatibility and 

Immunogenetics, 1990.

Таблица 1

ОЦЕНКА РЕЗУЛЬТАТОВ ЛЦТ*

Количество погибших 
клеток, %

Баллы Результат

0–10 1 Отрицательный

11–20 2 Сомнительный

21–50 4 Слабоположительный

51–80 6 Положительный

81–100 8 Резко положительный
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ры после коррекции неспецифического связывания 

по микросфере с негативным контролем. В норме 

интенсивность флюоресценции MFI не превышала 

500 ед.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В раннем посттрансплантационном периоде (с 

5-х по 20-е сутки) DSA выявлены в сыворотках крови 

15 (22,7%) пациентов из 66 обследованных. У 5 па-

циентов DSA были обнаружены уже в момент транс-

плантации, при отрицательной кросс-матч-реакции. 

Выявляемость DSA у пациентов при трансплантации 

органов представлена в табл. 2. 

Таким образом, гуморальный иммунный ответ с 

выработкой специфических антител к лейкоцитар-

ным антигенам донора у 22,7% реципиентов развива-

ется уже в раннем посттрансплантационном периоде. 

Обращает на себя внимание также тот факт, что в ряде 

случаев у реципиентов имеются предсуществующие 

DSA к HLA, которые не детектируются общеприня-

тым серологическим методом. Поэтому было решено 

проанализировать эффективность выявления DSA 

в посттрансплантационном периоде в ЛЦТ и с по-

мощью набора LIFECODES Donor Specific Antibody 

(DSA) на платформе Luminex. 

В табл. 3 представлены результаты определения 

антител у реципиентов с использованием диагно-

стикумов. С помощью метода на платформе Luminex 

DSA выявлены у 5 реципиентов, течение посттран-

сплантационного периода у которых осложнилось 

развитием реакции отторжения. 

Серологическим методом анти-

тела выявлены только у 1 ре-

ципиента. Таким образом, для 

определения DSA в посттран-

сплантационном периоде мы ре-

комендуем использовать методы, 

основанные на использовании 

x-MAP технологии.

С целью выявления влияния 

DSA на течение раннего посттран-

сплантационного периода проа-

нализированы результаты лечения 

38 реципиентов почки. Оценива-

ли: длительность восстановления 

функции трансплантата, наличие 

дисфункции трансплантата, раз-

витие реакции отторжения. 

Результаты проведенного 

анализа представлены в табл. 4, 

из которой видно, что у 4 паци-

ентов из 8 с выявленными DSA 

отмечалась отсроченная функ-

ция почечного трансплантата. 

Образование de novo антител к 

лейкоцитарным антигенам доно-

ра в раннем посттрансплантаци-

онном периоде сопровождалось 

развитием реакции отторжения у 

5 реципиентов из 8, что в 2 случа-

ях привело к утрате транспланта-

та. Среди реципиентов, у которых 

образования DSA в раннем пост-

трансплантационном периоде не 

выявлено, реакция отторжения 

трансплантата диагностирована 

у 4. У 3 пациентов отмечен криз 

острого клеточного отторжения. 

У 1 реципиента на 2-е сутки от-

мечена гибель трансплантата, 

обусловленная острым гумораль-

ным отторжением. Ни в момент 

Таблица 2 

НАЛИЧИЕ DSA ПРИ ПЕРЕСАДКЕ ОРГАНОВ 

И В РАННЕМ ПОСТТРАНСПЛАНТАЦИОННОМ ПЕРИОДЕ

Реципиенты органов
Число 

обследованных

Выявлены DSA

в момент 
трансплантации

в раннем пост-
трансплантационном 

периоде

Почки 38 2 7

Поджелудочной 
железы

6 0 1

Сердца 5 1 2

Легких 5 1 2

Печени 12 1 3

ВСЕГО 66 5 (7,5%) 15 (22,7%)

Таблица 3

ОПРЕДЕЛЕНИЕ DSA У РЕЦИПИЕНТОВ ОРГАНОВ 

С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ДИАГНОСТИКУМОВ

Метод исследования
Число 

образцов 
клеток

Отсутствие донор-
специфических 

антител

Наличие донор- 
специфических 

антител

Серологический (ЛЦТ)

18

17 1

Метод по технологии x-MAP 
на платформе Luminex

13 5

Таблица 4

ОСОБЕННОСТИ ПОСТТРАНСПЛАНТАЦИОННОГО ПЕРИОДА 

У РЕЦИПИЕНТОВ ПОЧКИ С ВЫЯВЛЕННЫМИ DSA

Параметр 
Реципиенты

c DSA (n=8) без DSA (n=30)

Отсроченная функция трансплантата 4 (50) 5 (16,6)

Реакция отторжения 5 (62,5) 4 (13,3)

Утрата трансплантата 2 (25) 1 (3)

Примечание. В скобках – %.
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трансплантации, ни в период потери трансплантата 

(2-е сутки послеоперационного периода) антитела 

к лейкоцитарным антигенам донора в сыворотке 

крови реципиента не определялись. Можно пред-

положить, что реакция отторжения у него вызвана 

не HLA-антителами или что DSA в достаточном для 

их детекции количестве могли образоваться в более 

позднем периоде. 

Таким образом, образование de novo DSA к HLA 

является прогностически неблагоприятным факто-

ром в плане развития реакции отторжения и гибели 

трансплантата.

Чтобы проанализировать выявляемость DSA 

и донор-неспецифических антител к HLA после 

пересадки органов и оценить их прогностическое 

значение, обследованы сыворотки у 34 пациентов 

в разные сроки посттрансплантационного периода. 

У 22 пациентов антител к HLA не выявлено, пост-

трансплантационный период протекал без особен-

ностей. 

У 4 пациентов (2 реципиента сердца и 2 – печени) 

скрининг не выявил антитела к HLA, но обнаруже-

ны DSA. Криз отторжения, подтвержденный морфо-

логически, диагностирован у 2 реципиентов сердца. 

При этом в 1 случае реакция отторжения трансплан-

тата подтверждена при биопсии и после коррекции 

иммуносупрессивной терапии купирована. Другой 

пациент погиб; на аутопсии отмечены признаки реак-

ции отторжения. У 1 реципиента печени в посттран-

сплантационном периоде выявлены клинические 

признаки реакции отторжения трансплантата, что 

потребовало назначения пульс-терапии; при повтор-

ном исследовании после проведенного лечения DSA 

не выявлены. Еще у 1 реципиента печени, несмотря 

на наличие DSA к HLA, посттрансплантационный 

период протекал без особенностей, клинических или 

морфологических признаков отторжения не зареги-

стрировано.

Выраженное содержание донор-неспецифи-

ческих антител к HLA (интенсивность флюоресцен-

ции – MFI – от 4000 до 24 919) и отсутствие DSA 

зарегистрированы в посттрансплантационном пери-

оде у 4 пациентов (1 реципиент сердца и 3 – почки). 

У реципиента сердца течение посттрансплантацион-

ного периода осложнилось развитием тяжелой вирус-

ной инфекции, ставшей причиной смерти больного. 

У реципиентов почки клинических или гистологи-

ческих признаков отторжения не диагностировано, 

однако отмечались отсроченная функция трансплан-

тата и медленное восстановление уровня сывороточ-

ных мочевины и креатинина. 

Одновременно DSA и донор-неспецифические 

антитела к HLA выявлены у 4 реципиентов почки, из 

которых у 3 диагностирован криз отторжения. 

Таким образом, выработка донор-неспецифи-

ческих антител к HLA в посттрансплантационном 

периоде не только отражается на течении посттран-

сплантационного периода, но не увеличивает риск 

развития реакции отторжения трансплантата. В то же 

время образование de novo антител к лейкоцитарным 

антигенам донора в 62% случаев сопровождало острое 

гуморальное отторжение, что согласуется с данны-

ми, полученными другими исследователями [2, 3]. 

Отметим, что при трансплантации печени нали-

чие DSA в момент пересадки и образование антител 

в посттрансплантационном периоде не оказывали су-

щественного влияния на частоту отторжения транс-

плантата.

ВЫВОДЫ:

1. В посттрансплантационном периоде на фоне 

иммуносупрессивной терапии у 22,7% реципиентов 

образуются DSA к HLA.

2. Вновь образованные DSA к HLA влияют на те-

чение посттрансплантационного периода, являются 

предвестником реакции отторжения трансплантата.

3. С целью прогнозирования и ранней диагности-

ки криза отторжения в посттрансплантационном пе-

риоде рекомендуется осуществлять мониторинг DSA 

к HLA.
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