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Введение. Одна из главнейших проблем современной трансплантологии –  иммунологическая дисфункция 
трансплантата, частота развития которой достигает 40%. Пункционная биопсия в 2,2% случаев сопряже-
на с развитием осложнений и может привести к летальному исходу.  

Цель исследования – разработка методики неинвазивной диагностики отторжения трансплантата пе-
чени в отдаленном периоде после операции с использованием терминально-дифференцированных эффек-
торных CD8+Т-лимфоцитов.

Материал и методы. Проведено пилотное одноцентровое обсервационное ретроспективное случай-кон-
троль исследование, включающее 45 реципиентов после ортотопической трансплантации печени. По кли-
ническому течению послеоперационного периода пациенты стратифицировались на 2 группы в зависимо-
сти от наличия эпизодов отторжения в трансплантате. Все пациенты после трансплантации получали 
иммуносупрессивную терапию. Иммунофенотипы реципиентов определялись методом проточной цито-
флоуметрии. Всем пациентам была выполнена пункционная биопсия трансплантата.

Результаты. Результаты исследования биоптатов трансплантатов печени показали, что 14 пациен-
тов (31%) из 45 имели морфологические признаки отторжения. У пациентов с отторжением был досто-
верно более высокий уровень абсолютного количества СD8+ Тemra-клеток, что составило 0,23 (0,14; 0,38) 
×109/л по сравнению с пациентами без отторжения  – 0,09 (0,034; 0,16)×109/л (р=0,034). Результаты ROC- 
анализа показали, что наиболее оптимальный порог отсечения уровня СD8+ Тemra-лимфоцитов при диагно-
стике иммунологической дисфункции трансплантата печени в отдаленном периоде составил 0,1882×109/л, 
чувствительность и специфичность при данном пороге отсечения составила 73,33 (95% ДИ: 44,9-92,0) и 
96,55 (95% ДИ: 82,2-99,4,) соответственно.

Выводы. Увеличение абсолютной численности терминально-дифференцированных эффекторных CD8+ 
Т-лимфоцитов является диагностическим критерием у пациентов с иммунологической дисфункцией транс-
плантата в позднем посттрансплантационном периоде. Высокая чувствительность и специфичность 
порога отсечения абсолютного количества CD8+ Тemra-лимфоцитов у пациентов после трансплантации 
печени и достоверная разница между количеством клеток у пациентов с нормальным послеоперационным 
течением, имеющих иммунологическую дисфункцию трансплантата, позволяет рассматривать субпопуля-
цию Т-лимфоцитов как прогностический биомаркер отторжения в позднем посттрансплантационном пери-
оде. Корреляция этого показателя с результатами морфологического исследования делает его альтерна-
тивным и, главное, безопасным неинвазивным способом ранней диагностики отторжения. 
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Background. Immune-mediated graft dysfunction with the prevalence of 40% is one of the main problems of modern 
transplantology. Although percutaneous liver graft biopsy is associated with the development of different complications 
occurring in 2,2% of cases and can also lead to fatal outcome.
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Objective – to develop a noninvasive method of graft dysfunction diagnostics in the late post-transplant period using 
terminally differentiated effector CD8+ T-lymphocytes.

Material and methods. There was carried out a single center observational retrospective case-control pilot study, 
including 45 recipients after orthotopic liver transplantation. According to the postoperative clinical course the patients 
were stratified into 2 groups depending on the presence of graft rejection episodes. All patients got immunosuppressive 
therapy after liver transplantation. Immunophenotypes of the recipients were determined by flow cytometry method. 
Percutaneous liver graft biopsy was performed in all patients, the results of histological examination were evaluated 
according to the international Banff schema for grading liver allograft rejection.

Results. The results of liver biopsies showed that 14 (31%) out of 45 patients had morphological signs of rejection. 
The patients with rejection had a reliably higher level of CD8+ Temra cells absolute number (0,23 (0,14;0,38) x 109/l) 
in comparison to those without rejection (0,09 (0,034;0,16) x 109/l (p=0,034)). The results of ROC-analysis have shown 
that the most optimal cut-off threshold of CD8+ T-lymphocytes level in immune-mediated graft dysfunction diagnostics in 
the late post-transplant period is 0,1882x109/l; sensitivity and specificity in this case being 73,33 (95%; 44,9-92,0) and 
96,55 (95%; 82,2-99,4) respectively.

Conclusions. The increase of terminally differentiated effector CD8+ T-lymphocytes absolute number has diagnostic 
importance in patients with immune-mediated graft dysfunction in the late post-transplant period. High sensitivity and 
specificity of cut-off threshold of CD8+ Temra lymphocytes absolute number in patients after liver transplantation 
as well as reliable difference between cell number in patients with normal postoperative period and in patients with 
immune-mediated graft dysfunction allow considering T-lymphocyte subpopulation as a rejection predictor in the late 
post-transplant period. The correlation between CD8+ T-lymphocyte absolute number and the results of histological 
examination makes the former an alternative and, what is more, safe noninvasive method in early diagnostics of liver 
graft rejection.
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Введение

Ортотопическая трансплантация печени 
(ОТП) – метод выбора лечения пациентов с тер-
минальными стадиями хронических диффузных 
заболеваний печени, врожденными метаболи-
ческими ее поражениями, врожденной атрезией 
желчных протоков и в ряде случаев с первичным 
и вторичным опухолевым поражением печени. 

Одна из главных проблем современной транс-
плантологии –  борьба с отторжением трансплан-
тата, включая поиск наиболее чувствительных и 
специфичных предикторов отторжения, позволя-
ющих распознавать осложнение на ранней ста-
дии и своевременно начинать терапию. Наряду 
с постоянным совершенствованием схем имму-
носупрессивной терапии проблема отторжения 
трансплантата по-прежнему является одной из 
главных причин его дисфункции и даже потери 
в посттрансплантационном периоде. По данным 
литературы, частота острого клеточного оттор-
жения трансплантата печени колеблется в пре-
делах от 20 до 40% [1].

Мировым «золотым» стандартом диагностики 
отторжения является биопсия, однако этот ме-

тод из-за инвазивности сопряжен с риском разви-
тия осложнений. По данным мультицентрового 
ретроспективного исследования,  включающего 
более 68.000 пациентов, частота осложнений по-
сле проведенных пункционных биопсий печени 
составила порядка 2,2% [2]. В структуре ослож-
нений пункционной биопсии печени выделены 
геморрагические осложнения: гемоперитонеум 
(0,32%), гемобилия (0,059%), внутрипеченоч-
ная гематома (0,059%); осложнения со сторо-
ны органов дыхательной системы: гемоторакс 
(0,18%), пневмоторакс (0,35%), пункция лёгкого 
(0,14%); осложнения, связанные с поврежде-
нием других органов: почки (0,29%), желчного 
пузыря (0,117%), толстой кишки (0,44%), желч-
ный перитонит (0,22%). Инфекционные осложне-
ния составили 0,09%, летальный исход отмечен 
в соотношении 1:10.000 пациентов, или в 0,2% 
случаев [2].

Учитывая такое количество и спектр не-
благоприятных исходов пункционной биопсии 
трансплантата печени, проблема раннего выяв-
ления признаков возможного отторжения путем 
определения его предикторов в крови является 
актуальной.
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Одним из потенциальных биомаркеров имму-
нологического конфликта при трансплантации 
печени может стать субпопуляция CD8+ цито-
токсических Т-лимфоцитов (Т-киллеров), кото-
рые считаются одними из главных эффекторов 
иммунологической аллореактивности [3]. 

По данным литературы, наибольшим интере-
сом в качестве ранней диагностики отторжения 
графта характеризуются наиболее дифферен-
цированные субпопуляции CD8+ Т-лимфоцитов 
– терминально дифференцированные эффек-
торные клетки памяти (Temra). Эти клетки по 
отношению к другим субпопуляциям Т-лимфоци-
тов обладают наиболее выраженным цитолити-
ческим потенциалом, играя ведущую роль в ини-
циации и продвижении процесса отторжения [4].

В одном из исследований показано, что по-
вышение уровня CD8+ Temra лимфоцитов после 
операции трансплантации почки увеличивало 
риск развития иммунологической дисфункции 
пересаженной почки в 2 раза [5]. Подобные дан-
ные получены у пациентов после транспланта-
ции лёгких, в частности, установлено, что повы-
шение уровня CD8+ Т-лимфоцитов происходило 
при развитии острого отторжения [6].

Отличительной особенностью терминаль-
но-дифференцированных эффекторных клеток 
памяти является выраженная экспрессия цито-
токсических молекул (перфорин, гранзим-В) и 
ИФН-γ, а также экспрессия факторов транскрип-
ции (T-bet, Blimp-1, Eomes), что в совокупности 
делает эти клетки основной движущей силой по-
вреждения графта при отторжении [4, 7, 8, 9,10]. 
Изменение их количества в крови у пациентов до 
и после трансплантации органов может расце-
ниваться как потенциальный маркер возможного 
отторжения трансплантата [3].

Цель исследования  – разработка неинва-
зивной методики диагностики отторжения транс-
плантата печени путем определения уровня 
субпопуляций цитотоксических CD8+ Т-лимфо-
цитов в периферической крови.

Материал и методы

Дизайн исследования. Проведено пилотное 
одноцентровое обсервационное ретроспектив-
ное случай-контроль исследование, включаю-
щее пациентов после трансплантации печени.

Характеристика пациентов. В исследова-
ние были включены 45 реципиентов после ОТП 
(табл. 1). Критерии включения в исследование: 
пациенты старше 18 лет, первичная трансплан-
тация печени, срок наблюдения после операции  
3 года и более. Критерии исключения: вирусные 
(HBV, HCV) и аутоиммунные (ПБЦ, ПСХ, АИГ) 
заболевания печени. 

По клиническому течению послеоперацион-
ного периода пациенты стратифицированы на 2 
группы с учетом наличия эпизодов отторжения в 

Нозология Количество пациентов

Недостаточность 
альфа-1-антитрипсина 2 4%

Альвеококкоз 2 4%

Алиментарно-токсический 14 31%

Болезнь Бадда-Киари 1 2%

Вторичный билиарный цирроз 4 9%

Болезнь Вильсона-Коновалова 5 11%

Первичный билиарный цирроз 2 4%

Болезнь Гирке 1 2%

Криптогенный цирроз печени 6 13%

Первичный склерозирующий 
холангит 1 2%

Холангиоцеллюлярная 
карционома 2 4%

Эпителиоидная 
гемангиоэндотелиома 4 9%

Фульминантный гепатит (прием 
НПВС) 1 2%

Таблица 1. – Характеристика пациентов по пато-
логии печени
Table 1. – Charateristics of patients by kind of liver 
disorders

трансплантате. Первую группу (REJ) составили 
9 реципиентов, которые на фоне стандартной 
либо усиленной иммуносупрессивной терапии 
имели эпизоды кризов отторжения в послео-
перационном периоде. Вторую группу (noREJ) 
сформировали 36 реципиентов, у которых по-
слеоперационный период протекал без призна-
ков иммунологической дисфункции. 

Иммуносупрессивная терапия. Все пациенты 
после трансплантации получали иммуносупрес-
сивную терапию. Из 36 пациентов второй группы 
(noREJ) 27 (60%) получали монотерапию такро-
лимусом (Тас), один (2,2%) пациент – мофетила 
микофенолатом (ММФ); трое (6,7%) пациентов 
находились на двухкомпонентной схеме Тас + 
ММФ, один (2,2%) – Тас + сертикан; и четверо 
(8,9%) пациентов из-за почечной дисфункции 
получали двухкомпонентную схему мофетил ми-
кофенолатом с глюкокортикостероидами (ГКС). 

В группе пациентов REJ все они получали 
многокомпонентную иммуносупрессивную те-
рапию: двое (4,4%) пациентов после операции 
получали иммуносупрессивную терапию Тас + 
ММФ, трое (6,7%) – Тас + ГКС и четверо (8,9%) 
– трехкомпонентную иммуносупрессию – Тас + 
ММФ + ГКС (табл. 2). 

Цитофлуометрический анализ субпопуляций 
Т-лимфоцитов. Иммунофенотип реципиентов – 
уровень CD4+ и CD8+ T-лимфоцитов и их субпо-
пуляций (naïve T-клеток, Тcm, Тem и TEMRA) 
определялись методом проточной цитофлоуме-
трии в соответствии со стандартизированным 
протоколом [11].

Гистологическое исследование транс-
плантатов печени. Всем пациентам была вы-
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Схема 
иммуносупрессивной 

терапии
noREJ (n=36) REJ (n=9)

Монотерапия 
такролимусом 27 60% - -

Монотерапия ММФ 1 2,2% - -

Тас + ММФ 3 6,7% 2 4,4%

Тас + ГКС - - 3 6,7%

Тас + сертикан 1 2,2% - -

Тас + ММФ + ГКС - - 4 8,9%

ММФ + ГКС 4 8,9% - -

Таблица 2. – Иммуносупрессивная терапия па-
циентов после трансплантации печени
Table 2. – Immunosupressive therapy after liver 
transplantation

Показатели

Без 
отторжения 

(по биопсии), 
n=31

С 
отторжением 
(по биопсии), 

n=14

M-W 
тест, р

CD8+ Т-лимфоциты, 
109/л

0,46  
(0,23; 0;51)

0,81  
(0,42; 0,89) 0,08

CD8+ Т-лимфоциты,  
%

24,8  
(17; 52,4)

38  
(24,1; 62,8) 0,28

Терминально-
дифференциро- 
ванные CD8+Тemra 
лимфоциты, 109/л

0,09  
(0,034; 0,16)

0,23  
(0,14; 0,38) 0,034

Терминально-
дифференци- 
рованные CD8+ 
Тemra  лимфоциты, 
%

20,7 (18; 31,3) 29,5  
(21,9; 43,1) 0,062

Как видно из таблицы 3, у пациентов с от-
торжением достоверно более высокий уровень 
абсолютного количества СD8+ Тemra-клеток, 
что составило 0,23 (0,14; 0,38)×109/л по сравне-
нию с пациентами без отторжения – 0,09 (0,034; 
0,16)×109/л (р=0,034). Установлена также тен-
денция к увеличению уровня относительно-
го содержания абсолютного количества CD8+ 
Тemra-клеток в группе REJ, что составило 29,5% 
(21,9; 43,1) vs 20,7% (18; 31,3), соответственно 
(р=0,062, рис. 1).

Рисунок 1. – Различие абсолютного содержания тер-
минально-дифференцированных CD8+ Т-лимфоци-
тов: более высокий уровень Temra клеток в группе 
пациентов с отторжением трансплантата печени 
Figure 1. – Difference in terminally differentiated CD8+ T-lymphocytes 
absolute number: a higher level of Temra cells in a group of patients 
with liver graft rejection

полнена пункционная биопсия трансплантата. 
Результаты гистологического исследования оце-
нивались в соответствии с Международной стан-
дартизированной классификацией Banff 1995 г. 
и 1997 г. пересмотра [12].

Статистический анализ. Значения показа-
телей в данной статье представлены преимуще-
ственно в виде Ме (25-75), где Ме – Медиана, 
а 25-75 – интерквартильный размах между 25-й 
и 75-й процентилями. Для оценки нормально-
сти распределения количественных признаков 
использовался критерий Шапиро-Уилка. Для 
сравнения двух выборок применяли непараме-
трический U-критерий Манна-Уитни. Результаты 
считали статистически значимыми при уровне 
значимости р≤0,05. С целью оценки диагности-
ческой значимости разработанной модели на ос-
нове уравнения логит-регрессии применено по-
строение ROC-кривой с определением площади 
под ней (AUC). 

Результаты и обсуждение

Среди участников исследования 36 (80%) 
мужчин и 9 (20%) женщин. Медиана среднего 
возраста пациентов в группе без отторжения со-
ставила 47 лет (31; 54), в группе с отторжением 
– 49 лет (39; 57). Срок наблюдения после транс-
плантации печени у пациентов был 4 (3; 5) года 
и 5 (4; 6) лет,  соответственно. Клинико-демогра-
фические характеристики в группах исследова-
ния статистически не различались.

Результаты гистологического исследования 
биоптатов трансплантатов печени показали, что 
14 пациентов (31%) из 45 имели морфологиче-
ские признаки отторжения.  

Как показали результаты цитофлуометриче-
ского исследования, данные гистологического 
исследования у пациентов с иммунологической 
дисфункцией трансплантата коррелировали с 
абсолютным количеством терминально-диффе-
ренцированных эффекторных CD8+ Т-лимфоци-
тов (табл. 3). 

Таблица 3. – Содержание цитотоксических 
CD8+ Т-лимфоцитов и субпопуляции терминаль-
но-дифференцированных CD8+Тemra лимфоци-
тов в периферической крови у пациентов после 
трансплантации печени (по результатам пункци-
онной биопсии печени)
Table 3. – A number of cytotoxic CD8+ T-lymphocytes 
and subpopulations of terminally differentiated CD8+ 
Temra lymphocytes in the peripheral blood of patients 
after liver transplantation according to the results of liver 
transplant byopsies
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Таблица 4. – Результаты ROC-анализа оценки 
качества регрессионной модели по верификации 
развития отторжения трансплантата печени
Table 4. – Results of ROC-analysis of regressive model 
quality assessment based on liver allograft rejection 
development verification

Площадь под ROC-кривой (AUC) 0,814

Стандартная ошибка оценки 0,0668

95% доверительный интервал 0,668 - 0,915

Уровень статистической  
значимости (р) 0,0001

Рисунок 2. – А) графическое отображение ROC-кривой абсолютного уровня CD8+ Temra лим-
фоцитов; В) распределение пациентов относительно оптимального порога отсечения 
Figure 2. – a) graphic display of CD8+ Temra lymphocytes absolute number ROC-curve; b) distribution of patients relative to the optimal “cut off” threshold

Полученные данные о статистически досто-
верной разнице абсолютного содержания CD8+ 
Тemra лимфоцитов у пациентов с нормальной 
функцией трансплантата и с отторжением по-
зволили нам рассматривать этот показатель как 
биомаркер поздней иммунологической дисфунк-
ции трансплантата печени.

Для оценки диагностической значимости аб-
солютного количества терминально-диффе-
ренцированных эффекторных CD8+ Т-лимфо-
цитов в крови в качестве маркера отторжения 
был выполнен ROC-анализ (Receive operative 
characteristic) с построением и расчетом площа-
ди под кривой (AUC) и определением оптималь-
ной точки отсечения «cut-off» для количества 
лимфоцитов, достоверного для отторжения. 

Характеристики диагностической ценно-
сти уровня абсолютного количества СD8+ 
Тemra-клеток, установленные при проведении 
ROC-анализа, представлены в таблице 4. При 
проведении расчетов площадь под ROC-кривой 
составила 0,855 (95% ДИ 0,716-0,943), уровень 
значимости р<0,001. 

На рисунке 2. представлена ROC-кривая и 
распределение участников исследования отно-
сительно установленного оптимального порога 
отсечения.

Результаты построения ROC-кривой пока-
зали, что наиболее оптимальным порогом от-
сечения уровня СD8+ Тemra-лимфоцитов при 
диагностике иммунологической дисфункции 
трансплантата печени в отдаленном периоде 
оказалось значение 0,1882×109/л (табл. 5). Та-
кой «cut-off» обладает оптимальной чувстви-
тельностью и специфичностью, 73,33 (95% 
ДИ: 44,9-92,0) и 96,55 (95% ДИ: 82,2-99,4), 
соответственно.

Таблица 5. – Чувствительность и специфич-
ность порогов отсечения («cut off») для абсолют-
ной численности терминально-дифференциро-
ванных эффекторных CD8+ Т-лимфоцитов
Table 5. – Sensitivity and specificity of “cut off” thresholds 
for terminally differentiated effector CD8+ T-lymphocytes 
absolute number

Критерий Чувствительность 
(95% ДИ)

Специфичность  
(95% ДИ)

>0,0399 100,00 (78,0-100,0) 24,14 (10,3-43,5)

>0,0418 93,33 (68,0-98,9) 24,14 (10,3-43,5)

>0,0797 93,33 (68,0-98,9) 41,38 (23,5-61,1)

>0,0802 86,67 (59,5-98,0) 41,38 (23,5-61,1)

>0,1149 86,67 (59,5-98,0) 72,41 (52,8-87,2)

>0,1444 73,33 (44,9-92,0) 72,41 (52,8-87,2)

>0,1882 * 73,33 (44,9-92,0) 96,55 (82,2-99,4)

>0,3759 20,00 (4,6-48,1) 96,55 (82,2-99,4)

Данные показатели свидетельствовали о «хо-
рошей» диагностической ценности абсолютного 
уровня цитотоксических Тemra-лимфоцитов как 
прогностического биомаркера развития отторже-
ния трансплантата печени. 

Оригинальные исследования
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Диагностика субклинических форм оттор-
жения печёночного трансплантата. При со-
поставлении результатов стратификации па-
циентов в зависимости от наличия эпизодов 
отторжения по клиническому признаку и по ре-
зультатам пункционной биопсии выявлено, что 
у 5 пациентов (11%), которые после трансплан-
тации печени по течению послеоперационного 
периода были оценены как иммунологически то-
лерантные (noREJ), т. е. не имели клинических 
признаков отторжения и получали стандартную 
иммуносупрессивную монотерапию такролиму-
сом, иммунофенотип лимфоцитов соответство-
вал таковому у пациентов, имеющих (по дан-
ным биопсии) признаки отторжения. Результаты 
пункционной биопсии печени у этих пациентов 
диагностировали субклинический вариант имму-
нологического повреждения трансплантатов. 

Этим пациентам была эскалирована имму-
носупрессивная терапия, что привело к форми-
рованию толерантного иммунофенотипа. При 
контрольной пункционной биопсии морфологи-
ческих признаков отторжения не определялось.

Результаты проведенного нами исследова-
ния показали, что увеличение абсолютной чис-
ленности терминально-дифференцированных 
эффекторных CD8+ Т-лимфоцитов обладает 
диагностической значимостью у пациентов с им-
мунологической дисфункцией трансплантата в 
позднем посттрансплантационном периоде.

Полученные данные не случайны и объясня-
ются тем, что CD8+ Тemra-лимфоциты являются 
ключевым эффекторным звеном реакции оттор-
жения. Цитотоксический эффект CD8+ Тemra 
объясняется миграцией и лимфоидной инфиль-
трацией тканей трансплантированного органа, 
а также выраженной экспрессией цитотоксиче-
ских молекул (перфорин, гранзим-В), которые 
в совокупности обуславливают повреждение и 
деструкцию пересаженного органа. При этом 
CD8+ Т-лимфоциты могут самостоятельно, ми-
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нуя фазу активации их антиген-презентирую-
щими клетками, вступать в контакт с антигеном, 
распознавать его и инициировать каскад имму-
нологических реакций, дающих начало процессу 
отторжения [13]. Кроме того, цитотоксические 
Т-лимфоциты способны активировать отторже-
ние графта при  отсутствии помощи CD4+ Т-лим-
фоцитов (хелперов), а их повышенный уровень 
в крови у реципиентов трансплантированных ор-
ганов может являться предиктором гуморально-
го отторжения [14,15]. Все это определяет CD8+ 
Тemra-лимфоциты как основную движущую силу 
повреждения графта при отторжении.

Выводы

Высокая чувствительность и специфичность 
порога отсечения абсолютного количества CD8+ 
Тemra-лимфоцитов у пациентов после транс-
плантации печени, а также статистически до-
стоверная разница между количеством клеток у 
пациентов с нормальным послеоперационным 
течением, имеющих иммунологическую дис-
функцию трансплантата, позволяют нам рассма-
тривать данную субпопуляцию Т-лимфоцитов 
как прогностический биомаркер отторжения в 
позднем посттрансплантационном периоде. Кор-
реляция этого показателя с результатами мор-
фологического исследования делает его аль-
тернативным, и самое главное, неинвазивным 
и безопасным способом ранней диагностики 
отторжения. 

Проведение пациентам цитофлуометриче-
ского анализа при контрольных обследованиях с 
определением уровня CD8+ терминально-диф-
ференцированных эффекторных клеток памяти 
позволит выявлять субклинические формы от-
торжения трансплантата, проводить своевре-
менную коррекцию иммуносупресивной терапии 
и, соответственно, улучшать результаты лече-
ния данной категории пациентов. 
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