
Траилин А.В., Никоненко Т.Н. Иммунофенотипирование лейкоцитов в комплексной .......   

УДК 616.61-089.843-076-037 
© Траилин А.В., Никоненко Т.Н., 2009 

ИММУНОФЕНОТИПИРОВАНИЕ ЛЕЙКОЦИТОВ В КОМПЛЕКСНОЙ  
ДИАГНОСТИКЕ ВАРИАНТОВ ОСТРОГО ОТТОРЖЕНИЯ ПОЧЕЧНОГО 
АЛЛОТРАНСПЛАНТАТА 
Траилин А.В., Никоненко Т.Н. 
Запорожская медицинская академия последипломного образования 

Траилин А.В., Никоненко Т.Н. Иммунофенотипирование лейкоцитов в комплексной 
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Целью исследования была иммуногистохимическая характеристика гистологических ва-
риантов острого отторжения почечных аллотрансплантатов. Гистологические срезы биопта-
тов исследовались после их окрашивания рутинними методами, а также антителами к C4d, 
CD45R0-антигену Т-лимфоцитов и CD68-антигену макрофагов. Показано, что для острого 
Т-клеточно-опосредованного отторжения характерно усиление Т-лимфоцитарной инфильт-
рации интерстиция по сравнению с дотрансплантационым этапом, минимальный гломеру-
лит. Для острого антителоопосредованного отторжения характерны усиление макрофагаль-
ной инфильтрации интерстиция и более высокая степень Т-лимфоцитарной  интерстиция с 
преобладанием лимфоцитов, Т-лимфоцитарный гломерулит.  

Ключевые слова: почечный аллотрансплантат, острое отторжение, морфологическая 
диагностика, Т-лимфоциты, макрофаги, C4d. 
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діагностиці варіантів гострого відторгнення ниркового алотрансплантату // Український 
морфологічний альманах. – 2009. – Том 7, №1. – С. 108-111. 

Метою дослідження була імуногістохімічна характеристика різних гістологічних варіантів 
гострого відторгнення. Гістологічні зрізи біоптатів ниркових алотрансплантатів 
досліджувалися після їх фарбування рутинними методами, а також антитілами до C4d, 
CD45R0-антигену Т-лимфоцитов і CD68-антигену макрофагів. Показано, що для гострого Т-
клітинно-опосередкованого відторгнення притаманне посилення Т-лімфоцитарної 
інфільтрації інтерстиція в порівнянні з дотрансплантаційним етапом, мінімальний гломе-
руліт. Для гострого антитілоопосередкованого відторгнення характерні посилення макрофа-
гальної інфільтрації та більше високий ступінь Т-лімфоцитарноі інфільтрації інтерстицію з 
перевагою лімфоцитів, Т-лімфоцитарний гломеруліт.  

Ключові слова: нирковий алотрансплантат, гоcтре відторгнення, морфологічна діагнос-
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We aimed to characterize immunohistochemically different morphological variants of acute kid-
ney allograft rejection. Histological slices of kidney allograft biopsies were examined after coloration 
by routine methods and ummunohistochemical proceeding for C4d, CD45R0 T-lymphocytes anti-
gen and CD68 macrophages antigen. Increasing of interstitial T-lymphocytes infiltration and mini-
mal glomerulitis are characteristic of acute T-cells-mediated rejection. More pronounced T-
lymphocytes and macrophages interstitial infiltration with predominance of lymphocytes, T-
lymphocytes glomerulitis are characteristic of acute antibody-mediated rejection.  

Key words: kidney allotransplantat, acute rejection, morphological diagnostics, Т-lymphocytes, 
macrophages, C4d. 

Трансплантация почки является эффек-
тивным методом лечения  пациентов в тер-
минальной стадии ХПН. Одним из серьез-
ных осложнений при трансплантации поч-
ки являются острые реакции отторжения 
(ОРО) почечного аллотрансплантата (ПАТ) 
[3]. Патогенетической основой отторжения 
является повреждение ПАТ, обусловленное 
клеточным и/или гуморальным аллоиммун-
ным механизмами [3]. Согласно Banff-2005-
гистологической классификации форм па-

тологии ПАТ [8], среди вариантов острого 
отторжения различают пограничные изме-
нения, острое Т-клеточно - опосредованное 
отторжение (ОТОО), острое антитело-
опосредованное отторжение (ОАОО); воз-
можно сочетание ОТОО и ОАОО. Тем не 
менее, во многих случаях рутинного гисто-
логического исследования биоптатов недос-
таточно для определения варианта отторже-
ния. При ОРО ПАТ инфильтрируется Т-
лимфоцитами и макрофагами [4, 5], выявле-
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ние которых может повысить качество диаг-
ностики, однако степень их участия в пато-
генезе разных типов ОРО окончательно не 
установлена.  

Целью настоящего исследования была 
иммуногистохимическая характеристика 
различных гистологических вариантов ОРО 
с использованием антител к антигенам Т-
лимфоцитов и  моноцитов/макрофагов.  

Материал и методы. Проведено ретро-
спективное морфологическое исследование 
пункционных биопсий и удаленных транс-
плантатов 20-ти реципиентов с дисфункци-
ей ПАТ, обусловленной ОРО.   

Материал фиксировали в 10% форма-
лине, заливали в парафин и срезы толщи-
ной 4 мкм окрашивали гематоксилин-
эозином, ШИК, трихромом по Массону. 
Оценивали морфологические изменения, 
характерные для ОАОО и ОТОО [7, 8]. 
Кроме того, для диагностики ОАОО срезы 
окрашивали антителами к С4d-компоненту 
комплемента. Определяли процент ткани с 
линейным окрашиванием вдоль контура 
ПТК. Негативным считалось окрашивание 
0-10% ткани, позитивным - >10% [2].  

Для идентификации в срезах Т-
лимфоцитов и макрофагов использовались 
антитела к CD45R0 и CD68, соответственно. 
Срезы докрашивались гематоксилином и 
заключались в бальзам.  

При полуколичественной оценке окра-
шивания с антителами к CD45R0 и CD68 
подсчитывалось максимальное количество 
CD45R0+ и CD68+ клеток в перитубуляр-
ных капиллярах (ПТК), клубочках, в стенке 
артерий и канальцев, определяли степень 
инфильтрации интерстиция в баллах (0-3). 
Для количественной оценки Т-клеточной и 
макрофагальной инфильтрации интерсти-
ция в корковом веществе почек фотографи-
ровали 10 полей интерстициальной ткани. 
Изображение анализировалось с помощью 
программ Adobe Photoshop 8.0 и ImageJ 
1.34s. Для оценки степени инфильтрации 
ПАТ CD45R0+ лимфоцитами и CD68+ мо-
ноцитами/макрофагами подсчитывалось их 
среднее количество в поле зрения.  

Для описания дискретных данных, а так-
же непрерывных с распределением, отли-
чающимся от нормального, использовали 
медиану, и квартили; достоверность отли-
чий оценивалась с помощью анализа Крас-
келла-Уоллиса и Mann–Whitney U-теста. Для 
описания частотных данных использовали 
проценты, а отличия между группами оце-
нивались с помощью χ2 –теста. Непрерыв-
ные нормально распределенные данные вы-

ражали средним значением и стандартным 
отклонением; для сравнения результатов 
между двумя группами использовали Т-тест. 
Наличие связи между параметрами оцени-
вали с помощью коэффициента корреля-
ции Спирмена (R). Все виды анализа вы-
полнялись с использованием программы 
Статистика 7,0. Отличия между группами и 
предсказательная ценность критерия счита-
лись достоверными при р<0,05. 

Результаты и обсуждение. По резуль-
татам  окрашивания с антителами к C4d, 
биопсии с различными вариантами ОРО 
были разделены на C4d+ и C4d- (табл. 1). В 
4-х C4d-  биопсиях было диагностировано 
ОТОО. В 3-х случаях C4d+ ОРО имело ме-
сто изолированное ОАОО. В 5-и биопсиях 
были выявлены пограничные изменения. В 
8-и биопсиях ОАОО сочеталось с ОТОО. 
Если учесть, что пограничные изменения 
свидетельствуют о возможном ОТОО, то у 
65% пациентов отмечалось сочетание ОА-
ОО и ОТОО. 

Таблица 1. Гистологический диагноз при 
C4d- и C4d+ ОРО. 

 C4d+(16) C4d- (4) 
ОАОО 3 0 
ОАОО+острое Т-клеточно-
опосредованное ОРО 8 0 

ОАОО+пограничные изменения 5 0 
Острое Т-клеточно-
опосредованное ОРО 0 3 

Пограничные изменения 0 1 
 

Далее мы сравнили степень и характер 
Т-лимфоцитарной и макрофагальной ин-
фильтрации структур ПАТ в C4d- и C4d+ 
биоптатах. В обеих группах пациентов в 
клубочках идентифицировались как Т-
лимфоциты, так и макрофаги, причем по-
следние преобладали табл. 2). Количество 
активированных Т-лимфоцитов и моно-
цитов в клубочках пациентов с C4d+ ОРО 
превышало эти показатели в C4d-
биоптатах, однако достоверно отличалось 
только количество Т-лимфоцитов. Сте-
пень гломерулита коррелировала с коли-
чеством CD45R0+лимфоцитов (R=0,79, 
p=0.054) и CD68+ моноцитов (R=0,52, 
p=0.0007) в клубочках, что свидетельствует 
об одновременном участии Т-клеточных и 
гуморальных механизмов в повреждении 
ПАТ. Гломерулит является признаком ост-
рого активного отторжения: как ОТОО [3], 
так и ОАОО [3, 9]. Для дифференциаль-
ной диагностики двух типов ОРО имеет 
значение состав инфильтрата: для ОАОО 
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характерно присутствие в клубочках ней-
трофилов и моноцитов [3, 9], а для ОТОО 
- преобладание Т-лимфоцитов [9].  

Степень макрофагальной инфильтра-
ции интерстиция в C4d+ биоптатах была 
достоверно выше, чем при ОТОО, что со-
гласуется с литературными данными [9], 
тогда как степень лимфоцитарной ин-

фильтации не отличалась от ОТОО (табл. 
2). При количественной оценке инфильт-
рации интерстиция было установлено, что 
если в дотрансплантационных биоптатах 
количество CD45R0+ Т-лимфоцитов в 
поле зрения составляло 16 ± 9, CD68+ 
макрофагов - 23 ± 11, то при ОРО: 136 ± 
93 и 65 ± 42, соответственно.  

Таблица 2. Корреляция степени лимфоцитарной и макрофагальной инфильтрации структур 
ПАТ с C4d, и иммуногистохимическая характеристика C4d- и C4d+ ОРО 

 R р C4d+ (16) C4d- (4) р 
CD45R0+ на клубочек 0,55 0,042 2,4 (0,3-8) 0 (0-0,7) 0,038 

CD68+ на клубочек 0,19 0,513 4,4 (0.9-8,1) 1 (0-1,9) 0,225 
CD45R0+ на ПТК 0,06 0,829 4,5 (3-9,5) 2 (2-5) 0,233 

CD68+ на ПТК -0,1 0,728 4 (2,5-6) 3 (0-6) 0,633 
CD45R0+ на артерию 0,27 0,378 2 (0-20) 0 (0-40) 0.692 

CD68+ на артерию 0,45 0,125 2,5 (0-6) 0 (0-20) 0.573 
CD45R0+ в интерстиции 0,28 0,314 1,8 (0,8-2,8) 1 (0-1) 0.233 

CD68+ в интерстиции 0,34 0,209 1 (1-1,5) 0 (0-0) 0.009 
Количество CD45R0+ в п/з интер-

стиция 0,56 0,031 144±94 62±28 0.001 
Количество CD68+ в п/з интерсти-

ция 0,13 0,634 75±41 25±19 0.003 
CD45R0+ на каналец -0,16 0,577 1,5 (0-3,5) 2 (1-3) 0.734 

CD68+ на каналец 0,06 0,843 0,5 (0-1,5) 0 (0-3) 0.840 
 

Количество Т-лимфоцитов в поле зре-
ния в обеих группах  было достоверно боль-
шим, чем количество макрофагов 
(р=0,0001). В интерстиции С4d- биопсий 
достоверно увеличивалось количество Т-
лимфоцитов (р=0,0001), а количество мак-
рофагов не менялось по сравнению с 
дотрансплатационым этапом. В С4d-
позитивных биопсиях достоверно увеличи-
валось количество как Т-лимфоцитов, так и 
макрофагов (р<0.0001).  

В отличие от метода полуколичествен-
ной оценки было показано, что при ОАОО, 
по сравнению с ОТОО, достоверно увели-
чивается присутствие в интерстиции не 
только макрофагов, но и Т-лимфоцитов. 
Таким образом, количественный подход яв-
ляется более чувствительным.  

Степень инфильтрации интерстиция ак-
тивированными Т-лимфоцитами при ее 
оценке в баллах достоверно коррелировала 
со степенью интерстициального воспаления 
(R=0,53, p=0.04). Если же для оценки 
использовать количественные критерии, то 
со степенью интерстициального воспаления 
коррелировало как количество активиро-
ванных Т-лимфоцитов (R=0,56, p=0.031), 
так и количество CD68+ макрофагов 
(R=0,53, p=0.04). Литературные данные сви-
детельствуют, что нарушение функции 
ПАТ достоверно ассоциируется со степе-

нью инфильтрации [3]. Мы показали, что 
для С4d+ ОРО (которое имеет более тяже-
лое течение) характерна более высокая сте-
пень инфильтрации интерстиция ПАТ ак-
тивированными Т-лимфоцитами и макро-
фагами. По данным ряда авторов [5, 10] при 
ОТОО в инфильтратах в основном выяв-
ляются активированные CD4+ и CD8+ Т-
лимфоциты. Однако современные данные 
ставят под сомнение ключевую роль Т-
лимфоцитов при ОТОО [3]; имеются указа-
ния, что только моноцитарная инфильтра-
ция ассоциируется с повреждением каналь-
цев и с дисфункцией ПАТ при ОРО [4]. 
Отсутствие усиления макрофагальной ин-
фильтрации интерстиция при  ОТОО мо-
жет объяснить относительно добро-
качественное течение этой формы ОРО.  

Количество CD45R0+ и CD68+ в ПТК 
достоверно не отличалось у пациентов с 
ОАОО и ОТОО. Степень капиллярита дос-
товерно коррелировала с количеством акти-
вированных Т-лимфоцитов в ПТК (R=0.65, 
p=0,008), что свидетельствует о значитель-
ной роли Т-клеточных механизмов в по-
вреждении ПАТ при ОРО. Степень тубули-
та достоверно не отличалась между двумя 
группами, однако коэффициент корреляции 
с присутствием Т-лимфоцитов в стенке ка-
нальца был высоким (R=0.44, p=0,102). 

Количество мононуклеаров в артериаль-
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ной стенке достоверно не отличалось в двух 
группах. Только количество CD68+ 
макрофагов в артериальной стенке 
достоверно коррелировало с наличием 
артериита (R=0.58, p=0,04) и его степенью 
(R=0.61, p=0,028). Артериит выявляется 
примерно в 25%–40% нефробиопсий при 
ОРО и крайне редко (<0.5%) в стабильно 
функционирующих ПАТ [7]. Литературные 
данные подтверждают наши находки, и 
свидетельствуют, что, в отличие от 
тубулита, в стенке артерий преобладают 
макрофаги [6]. Выявленные различия в инфильтрации 
структур ПАТ Т-лимфоцитами и макрофа-
гами при ОАОО и ОТОО могут объяснить 
более тяжелое клиническое течение ОАОО 
и худший прогноз [1, 2, 3]. Важность ранней 
диагностики ОАОО объясняется не только 
более тяжелым его течением и худшим про-
гнозом, но и иными подходами к терапии. 
Таким пациентам, в отличие от терапии от-
торжения, опосредованного Т-
лимфоцитами, показаны плазмаферез, вве-
дение иммуноглобулинов, антител к антиге-
нам В-лимфоцитов, спленэктомия; однако 
наиболее эффективной зарекомендовала 
себя иммуноадсорбция [1, 2]. 

Выводы: 
1. Для ОТОО характерно усиление Т-

лимфоцитарной инфильтрации интерсти-
ция по сравнению с дотрансплантационым 
этапом при сохранении степени макрофа-
гальной инфильтрации, минимальный гло-
мерулит. 

2. Для ОАОО характерно усиление как 
Т-лимфоцитарной, так и макрофагальной 
инфильтрация интерстиция по сравнению с 
дотрансплантационым этапом, Т-лимфо-
цитарный гломерулит. 

3. Для ОАОО по сравнению с ОТОО, 
характерна более высокая степень Т-
лимфоцитарной макрофагальной ин-
фильтрации интерстиция с преобладанием 
лимфоцитов. 

и 

4. Автоматизированный метод более чув-
ствительно выявляет количественные раз-
личия в степени инфильтрации интерсти-
ция.  

5. У 65% пациентов имеет место сочета-
ние ОАОО и ОТОО.  

6. В патогенезе артериита главную роль 
играют макрофаги. 
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