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Цель исследования – дополнительная характеристика хронической дисфункции почечного аллотрансплантата (ПАТ) 
с помощью биомаркеров сыворотки и мочи: энзимов (аланинаминотрансферазы – АЛТ, аспартатаминотрансферазы 
– АСТ, гамма-глутамилтрансферазы – ГГТ, щелочной фосфатазы – ЩФ, N-ацетил-β-D-глюкозаминидазы – НАГ), ин-
терлейкинов (ИЛ-2, ИЛ-8, ИЛ-10) и бета-2-микроглобулина (β2-МГ). Для хронической дисфункции ПАТ характерно повы-
шение концентрации в сыворотке ИЛ-10 и β2-МГ, а в моче – увеличение концентрации β2-МГ, ИЛ-2 и ИЛ-8 и повышение 
активности НАГ, ЩФ, АСТ, ГГТ по сравнению с пациентами с удовлетворительной функцией ПАТ. При мультивари-
антном логистическом регрессионном анализе только активность НАГ в моче была достоверно независимо связана с 
хронической дисфункцией ПАТ. Мы полагаем, что увеличение концентрации β2-МГ в сыворотке свидетельствует о гло-
мерулярной, а в моче – о тубулярной дисфункции ПАТ. Энзимурия указывает на продолжающееся повреждение эпителия 
проксимальных канальцев нефрона. При классификации пациентов с удовлетворительной функцией и хронической дис-
функцией ПАТ наивысшие показатели площади под ROC-кривыми имели концентрация β2-МГ в сыворотке (0,858 ± 0,061) 
и моче (0,733 ± 0,079) и активность НАГ в моче (0,701 ± 0,061). Для уточнения диагноза хронической дисфункции ПАТ 
наиболее полезными (отношение правдоподобия положительного результата 10 и 11 соответственно) являются тесты 
на β2-МГ сыворотки (более 8,55 мкг/мл) и НАГ/креатинин мочи (более 34 нмоль/(с·л)/ммоль/л). Наши находки требуют 
дальнейшей валидации и подтверждения путем морфологического исследования биоптата ПАТ.
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The study was organized to provide additional characteristic of chronic dysfunction of renal allo-transplant using 
such biomarkers of serum and urine as enzymes (alanine aminotransferase), aspartate aminotransferase, gamma-
glutamiltransferase, alkaline phosphatase, N-acetyl-β-D-glucosaminidase, interleukins (IL-2, IL-8, IL-10), beta-2-
microglobulin. The chronic dysfunction of renal allo-transplant is characterized by increasing of concentration of IL-10 and 
beta-2-microglobulin in serum and increasing of concentration of beta-2-microglobulin, IL-2, IL-8 in urine and increasing 
of activity of N-acetyl-β-D-glucosaminidase, alkaline phosphatase, aspartate aminotransferase, gamma-glutamiltransferase 
as compared with patients with satisfactory function of renal allo-transplant. The multivariant logistic regression analysis 
established that only activity of N-acetyl-β-D-glucosaminidase in urine was reliably independently related to chronic 
dysfunction of renal allo-transplant. It is assumed that increasing of concentration of beta-2-microglobulin in serum testifies 
glomerular dysfunction and in urine - tubular dysfunction of renal allo-transplant. The enzymeuria indicates continuing 
damage of epithelium of proximal tubules of nephron. 
The classification of patients with satisfactory function and chronic dysfunction of renal allo-transplant established that the 
highest indicators of square under ROC-curves had concentration of beta-2-microglobulin in serum (0.858±0.061) and urine 
(0.733±0.079) and activity of N-acetyl-β-D-glucosaminidase in urine (0.701±0.061). To specify diagnosis of chronic dysfunction 
of renal allo-transplant the most useful (ratio of likelihood of positive result 10 and 11 correspondingly) are tests of beta-2-
microglobulin in serum (more than 8.55 mkg/ml) and N-acetyl-β-D-glucosaminidase/creatinine in urine (more than 34 nmol/(sl)/
mmol/l). These discoveries require further validation and confirmation by implementation of morphological analysis of bioptat of 
renal allo-transplant.
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Введение. Аллотрансплантация почки является наиболее 
эффективным методом лечения больных в терминальной 
стадии хронической болезни почек. Серьезной проблемой, 
определяющей продолжительность и качество жизни па-
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циентов, остается хроническая дисфункция почечного ал-
лотрансплантата (ПАТ) [1, 2]. Различают специфические и 
неспецифические варианты хронической дисфункции ПАТ, 
которые протекают с преимущественным поражением клу-
бочков или канальцев нефрона [2], требуют специфической 
терапии и отличаются прогнозом. Помимо дифференциаль-
ной диагностики вариантов дисфункции ПАТ, необходимо 
отличать активную (потенциально курабельную) фазу пато-
логических процессов в ПАТ от неактивной [3].

Диагностика дисфункции ПАТ может быть инвазивной 
[3] и/или неинвазивной [4, 5], при этом каждый из под-
ходов имеет свои преимущества и недостатки. Общепри-
нятый неинвазивный индикатор функции ПАТ – концен-
трация креатинина в сыворотке является поздним и отно-
сительно малочувствительным маркером дисфункции [5] 
и не указывает на активность патологического процесса. 
Неинвазивными биохимическими маркерами поврежде-
ния  нативных почек и ПАТ могут быть энзимы сыворотки 
крови и мочи [6, 7], низкомолекулярные протеины [8], ци-
токины [9, 10], а также специфические продуцируемые в 
почках молекулы [11, 12].

При патологии ПАТ вследствие патологической клубоч-
ковой фильтрации и недостаточной реабсорбции энзимы 
могут поступать в мочу; также может меняться активность 
энзимов сыворотки [13]. Остается до конца не выясненным 
вопрос о том, концентрация каких энзимов в сыворотке или  
моче может дать точную информацию о наличии патологи-
ческого процесса в почке, его локализации и степени актив-
ности.

Интерлейкины являются важными медиаторами патоло-
гических процессов в ПАТ [4, 9, 10, 14]. Было установлено, 
что концентрации интерлейкинов (ИЛ-2, ИЛ-8, ИЛ-10) в сы-
воротке крови и  моче отражают функциональную активность 
различных типов иммунокомпетентных клеток, тяжесть вос-
палительного процесса в ПАТ и могут иметь диагностиче-
ское значение [4, 12, 14]. Тем не менее на сегодняшний день 
отсутствует единое мнение относительно того, где лучше 
определять концентрацию интерлейкинов при дисфункции 
ПАТ – в периферической крови или моче [14, 15].

Одним из методов лабораторной диагностики почеч-
ной функции является определение концентрации в крови 
и экскреции с мочой низкомолекулярных протеинов, таких 
как бета-2-микроглобулин (β2-МГ) [11, 16]. Определение со-
держания β2-МГ в сыворотке крови и моче может отражать 
соответственно степень повреждения базальной мембраны 
клубочков и эпителия проксимальных канальцев [13]. По не-
которым оценкам, измерение концентрации β2-МГ сыворот-
ки крови более точно, чем скорость клубочковой фильтрации 
(СКФ) особенно при ее низких значениях, позволяет оценить 
функцию почек [13, 16].

Однако большинство исследований неинвазивных био-
маркеров дисфункции ПАТ были ограничены ранним после-
операционным периодом и сфокусированы на диагностике 
острого отторжения [6, 10]. Только в единичных публика-
циях изучалось диагностическое значение изменения актив-
ности энзимов [6, 17], концентраций интерлейкинов [4, 9] и 
β2-МГ [11, 16] в сыворотке крови и моче у пациентов с хро-
нической дисфункцией ПАТ. Недостаточно изучена диагно-
стическая ценность комбинации различных биохимических 
показателей для оценки состояния ПАТ [6, 11]. Приведенные 
в литературе результаты исследований достаточно противо-
речивы [5, 15], а многие используемые методы (например, 
молекулярно-генетические) дорогостоящи [10, 18], что за-
трудняет их рутинное применение.

Целью исследования была дополнительная характери-
стика хронической дисфункции ПАТ путем использования 
неинвазивных биомаркеров сыворотки и мочи: энзимов (ала-
нинаминотрансферазы (АЛТ), аспартатаминотрансферазы 
(АСТ), гамма-глутамилтрансферазы (ГГТ), щелочной фос-
фатазы (ЩФ), N-ацетил-β-D-глюкозаминидазы (НАГ)), ин-
терлейкинов (ИЛ-2, ИЛ-8, ИЛ-10) и β2-МГ.

Материалы и методы. В данное ретроспективное иссле-
дование включены 79 пациентов в возрасте от 16 до 59 лет 
(47 мужчин и 32 женщины), которым в период с 1997 по 2011 
г. выполнена трансплантация почки в Запорожском межре-
гиональном центре трансплантации. Все реципиенты ПАТ, 
включенные в исследование, получали трехкомпонентную 
иммуносупрессивную терапию (ингибиторы кальциневри-
на – такролимус или циклоспорин, микофенолата мофетил, 
глюкокортикоиды).

Материалом для исследования послужили сыворотка кро-
ви, моча, истории болезни и амбулаторные карты пациентов.

Пациенты были разделены на 2 группы: 1-ю, включаю-
щую пациентов со стабильно удовлетворительной функцией 
ПАТ, и 2-ю, состоящую из пациентов с его хронической дис-
функцией. Хроническая дисфункция ПАТ [1]  клинически 
характеризовалась прогрессирующим ухудшением функции 
трансплантата, что в большинстве случаев ассоциировалось 
с протеинурией и артериальной гипертензией (табл. 1). Ла-
бораторным критерием принадлежности пациентов к 1-й 
или 2-й группе был выбран медианный уровень креатинина 
в сыворотке крови 150 мкмоль/л. В 1-ю группу вошли 40 па-
циентов с уровнем креатинина150 мкмоль/л и менее, во 2-ю 
– 39 пациентов с уровнем креатинина 150 мкмоль/л и более 
(см. табл. 1). Уровень креатинина крови отлично коррелиро-
вал (R = -0,85; р < 0,05) с СКФ, рассчитанной по формуле 
Кокрофта–Голта. Концентрацию креатинина и мочевины в 
крови, протеинурию и плотность мочи определяли в лабора-
тории Запорожской областной клинической больницы в рам-
ках стандартного протокола обследования пациентов.

Образцы сыворотки для определения концентрации ин-
терлейкинов, β2-МГ и активности энзимов получали после 
центрифугирования крови, взятой утром натощак. Сыворот-
ку для определения концентрации интерлейкинов и β2-МГ 
хранили при -20°С, а активность энзимов определяли в день 
забора биоматериала.

Мочу для исследования собирали в утренние часы (с 7 
до 9), центрифугировали в течение 15 мин при 3000 об/мин. 
Образцы мочи для определения концентрации интерлейки-
нов и β2-МГ хранили при -20°С, а активность энзимов в моче 
определяли в день сбора [13, 19].

Количественное определение ИЛ-2, ИЛ-8, ИЛ-10 и β2-МГ 
в пробах сыворотки и мочи проводили методом твердофазно-
го иммуноферментного анализа. Для определения цитокинов 
использовали наборы реагентов производства ЗАО Вектор-
Бест (Россия), а β2-МГ – наборы реагентов фирмы Orgentec 
GmbH (Германия).

Активность АЛТ, АСТ, ГГТ и ЩФ в пробах сыворот-
ки и мочи пациентов оценивали биохимическим методом 
с использованием стандартных наборов реактивов фирмы 
Филисит-Диагностика, абсорбцию измеряли на спектрофо-
тометре фирмы АРЕL (Япония).

Уровни НАГ в сыворотке крови не определяли, так как, 
по имеющимся данным литературы, НАГ быстро подверга-
ется разрушению и ее активность в крови очень низкая [7, 
19]. Активность НАГ в образцах мочи определяли колори-
метрическим методом А. А. Покровского и соавт. (1971), 
адаптированным Л. Я. Мигаль и соавт. [19], по количеству 
образовавшегося в ходе реакции р-нитрофенола из раствора 
субстрата 4-нитрофенил-N-ацетил-β-D-глюкозаминида про-
изводства Sigma-Aldrich (Германия).

Определенные концентрации интерлейкинов, β2-МГ и 
активность энзимов в моче пересчитывали на уровень креа-
тинина в той же порции мочи [6, 10, 17]. Концентрацию креа-
тинина в моче определяли методом Яффе–Поппера с пикри-
новой кислотой с использованием стандартного набора реак-
тивов фирмы Филисит-Диагностика, абсорбцию измеряли на 
спектрофотометре фирмы АРЕL (Япония).

Нормально распределенные данные выражали средним 
значением (M) и стандартным отклонением (SD); для срав-
нения результатов использовали t-тест Стьюдента, а для из-
учения взаимосвязи между ними – коэффициент корреляции 
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Пирсона (r). Данные, распределение которых отличалось от 
нормального, выражали в виде медианы и межквартильного 
размаха; для оценки достоверности различий между группа-
ми использовали U-тест Манна–Уитни, а для изучения взаи-
мосвязи между ними рассчитывали коэффициент корреляции 
Спирмена (R).

Для расчета пороговых уровней активности энзимов, 
концентрации интерлейкинов, β2-МГ, 
их диагностической чувствительности 
и специфичности применяли анализ 
кривых операционных характеристик 
(ROC-анализ). Вычисляли площадь под 
кривой, ее стандартную ошибку и 95% 
доверительный интервал. Величину по-
казателя, при котором максимальное 
количество пациентов было правильно 
классифицировано, использовали как 
пороговый уровень для позитивного и 
негативного результата теста. Концен-
трацию биомаркеров, служащую поро-
говым уровнем для принятия решения, 
использовали для расчета показателей 
диагностической точности теста [20].

Для предсказания вероятности нали-
чия у пациента хронической дисфункции 
ПАТ на основании концентрации био-
маркеров применяли метод моновариант-
ной и мультивариантной логистической 
регрессии. Статистическую обработку 
результатов выполняли с помощью про-
грамм Statistica 7.0 (StatSoft Inc., США) и 
SPSS 15.0 (IBM, США). Границей стати-
стической значимости считали p < 0,05.

Все исследования выполнены с со-
блюдением положений Конвенции Со-
вета Европы о правах человека и биоме-
дицине.

Результаты и обсуждение. Группы 
реципиентов статистически достоверно 
не различались по полу, возрасту, сроку 

после трансплантации, типу иммуносупрессии (см. табл. 1). 
В то же время различия между основными лабораторными 
показателями функции ПАТ были высокодостоверными (см. 
табл. 1), что подтверждает правильность разделения пациен-
тов на группы.

Более того, креатинин крови несколько лучше, чем СКФ, 
коррелировал с другими показателями функции ПАТ: кон-

Т а б л и ц а  1
Клинические данные пациентов (M±SD)

Параметр Удовлетворительная функция ПАТ Хроническая дисфункция ПАТ р

Возраст (лет) 37 ± 12 40 ± 11 0,370
Срок после трансплантации (ме-
сяцев)

69,1 ± 43,3 102,5 ± 58,7 0,062

Пол:
мужчины 21 (52,5%) 26 (66,6%) 0,190
женщины 19 (47,5%) 13 (33,3%) 0,190

Ингибитор кальциневрина:
циклоспорин А 34 (85%) 29 (74,4%) 0,230
такролимус 6 (15%) 10 (25,6%) 0,230

Креатинин крови, мкмоль/л 110,5 (97,5–130,5)* 195 (174–234) 0,001
Мочевина крови, ммоль/л 6,8 (5,8–8,1) 11,5 (10,1–14) 0,001
СКФ, мл/мин 65,7 ± 16,7 35,5 ± 10,7 0,007
Протеинурия/Кр, г/л/ммоль/л 0,002 (0,000–0,006) 0,011 (0,005–0,022) 0,001
Плотность мочи 1012 (1009–1015) 1005 (1003–1010) 0,001
Артериальное давление:

систолическое, мм. рт. ст. 130 (120–140) 150 (140–160) 0,001
диастолическое, в мм. рт. ст. 90 (80–95) 100 (90–100) 0,001
П р и м е ч а н и е.* –  медиана (межквартильный размах) здесь и в табл. 2.

Т а б л и ц а  2
Активность энзимов, концентрации интерлейкинов и β2-МГ в сыворотке крови и 
моче реципиентов ПАТ 

Биомаркер Удовлетворительная 
функция ПАТ

Хроническая  
дисфункция ПАТ

p

АСТ, мкмоль/(ч·мл) 0,40 (0,20–0,40) 0,30 (0,20–0,50) 0,930
АСТ/Кр, мкмоль/(ч·мл)/ммоль/л** 0,015 ± 0,022* 0,030 ± 0,030 0,042
АЛТ, мкмоль/(ч·мл) 0,40 (0,30–0,50) 0,40 (0,30–0,50) 0,941
АЛТ/Кр, мкмоль/(ч·мл)/ммоль/л 0,02 (0,01–0,03) 0,01 (0,00–0,020) 0,684
ГГТ, ммоль/(ч·л) 0,90 (0,70–1,40) 1,20 (0,90–1,50) 0,375
ГГТ/Кр, ммоль/(ч·л)/ммоль/л 0,06 ± 0,04 0,11 ± 0,09 0,028
ЩФ, нмоль/(с·л) 1743 (1328–2656) 2241 (954–3569) 0,964
ЩФ/Кр, нмоль/(с·л)/ммоль/л 91,6 (51,5–158,2) 127,9 (72,0–250,1) 0,043
НАГ/Кр, нмоль/(с·л)/ммоль/л 16,57 ± 13,17 29,75 ± 25,00 0,014
ИЛ-2, пг/мл 0,20 (0,17–1,28) 0,21 (0,18–2,13) 0,102
ИЛ-2/Кр, пг/мл/ммоль/л 0,18 (0,13–0,21) 0,36 (0,13–1,16) 0,042
ИЛ-8, пг/мл 2,47 (1,67–4,39) 2,57 (2,10–4,95) 0,701
ИЛ-8/Кр, пг/мл/ммоль/л 0,33 (0,10–0,60) 0,76 (0,34–3,31) 0,024
ИЛ-10, пг/мл 2,85 (1,90–3,67) 3,73 (2,58–4,62) 0,013
ИЛ-10/Кр, пг/мл/ммоль/л 0,07 (0,07–0,10) 0,09 (0,07–0,22) 0,291
β2-МГ, мкг/мл 6,48 (5,36–7,76) 8,68 (7,89–11,73) 0,013
β2-МГ/Кр, мкг/мл/ммоль/л 0,025 (0,006–0,120) 0,120 (0,043–0,194) 0,012

П р и м е ч а н и е.  * – M  ±  SD; ** – активность энзимов в моче, нормализованная на 
уровень креатинина.
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центрацией мочевины: R = 0,84 против R = -0,77 и протеину-
рией: R = 0,62 против = -0,55 (во всех случаях p < 0,05).

Активность энзимов в сыворотке крови пациентов не раз-
личалась в группах сравнения (табл. 2) и не коррелировала с 
показателями функции ПАТ (данные не приведены), однако 
активность ГГТ, ЩФ, НАГ и АСТ в моче была достоверно 
выше у пациентов с хронической дисфункцией ПАТ. Не вы-
явлено взаимосвязи между активностью всех энзимов в сы-
воротке крови и  моче (p > 0,05). Это подтверждают  данные 
литературы о почечном происхождении изоформ исследуе-
мых энзимов в моче [7, 17, 19] и свидетельствует о нецеле-
сообразности исследования энзимов в сыворотке при мони-
торинге пациентов с хронической дисфункцией ПАТ.

Достоверное повышение экскреции с мочой таких энзи-
мов, как ГГТ и ЩФ, по-видимому, связано с повреждением 
щеточной каемки эпителия проксимальных канальцев почки 
[7, 13]. Увеличение активности в моче таких внутриклеточ-
ных энзимов, как НАГ и АСТ, может указывать на более глу-
бокое повреждение  внутриклеточных мембран эпителиоци-
тов [7, 17, 19] и выход в мочу содержимого митохондрий и 
лизосом.

Отмечена взаимная корреляция активности большинства 
энзимов в моче. Обращало на себя внимание, что активность 
НАГ коррелировала со всем спектром исследуемых фермен-
тов в моче: слабо с АСТ (R = 0,47; p < 0,05), АЛТ (R = 0,56; 
p < 0,05) и ГГТ (R = 0,56; p < 0,05) и умеренно с ЩФ (R = 
0,67; p < 0,05), что свидетельствует об активной стадии про-
цессов повреждения ПАТ, а именно о глубоком повреждении 
эпителия проксимальных канальцев почки вплоть до острого 
канальцевого некроза [17].

Как следует из табл. 2, сывороточная концентрация ИЛ-2 
достоверно не различалась в группах сравнения. Однако было 
обнаружено повышение концентрации ИЛ-2 в моче в группе 
пациентов с дисфункцией ПАТ, что может свидетельствовать 
о ее иммунологических причинах у отдельных пациентов, 
в частности о позднем остром Т-клеточно-опосредованном 
тубулоинтерстициальном отторжении [4, 10]. При этом ти-
пе отторжения сенсибилизированные Т-хелперы 1-го типа 
активируются при встрече с аллоантигенами донорской поч-
ки, инфильтрируют канальцы и/или клубочки и секретируют 
ИЛ-2 в мочу на всем протяжении нефрона [14].

Концентрация ИЛ-10 в сыворотке крови у пациентов 
с хронической дисфункцией ПАТ была достоверно выше, 
чем в группе сравнения, тогда как его концентрации в мо-
че статистически достоверно не различались. Известно, что 
секреция ИЛ-10 осуществляется Т-хелперами 2-го типа пре-
имущественно в лимфоидной ткани. Повышение секреции 
ИЛ-10 приводит к усилению пролиферации В-лимфоцитов 
и способствует антителообразованию [4, 9, 14]. Поэтому по-

вышение сывороточной концентрации ИЛ-10 может свиде-
тельствовать об антителоопосредованном отторжении ПАТ 
– остром либо хроническом.

Концентрации ИЛ-8 в сыворотке крови не различались 
между группами обследованных нами пациентов, тогда как 
экскреция ИЛ-8 с мочой была достоверно выше в группе па-
циентов с признаками дисфункции ПАТ. ИЛ-8 синтезируется 
моноцитами/макрофагами, лимфоцитами, фибробластами, 
эпителиальными и эндотелиальными клетками под воздей-
ствием бактериальных эндотоксинов и других цитокинов 
[21]. Поэтому повышение концентрации ИЛ-8 в моче реци-
пиентов может свидетельствовать о локальной продукции 
этого цитокина в почках при воспалительных процессах бак-
териальной или вирусной этиологии.

Отмечено отсутствие связи между концентрациями цито-
кинов в сыворотке крови пациентов (р > 0,05). Наблюдалась 
слабая корреляция между концентрациями ИЛ-2 и ИЛ-8 в 
моче пациентов (R = 0,49; р < 0,05), что может свидетель-
ствовать о сочетании у одного пациента острого Т-клеточно-
опосредованного отторжения и пиелонефрита, взаимопод-
держивающих друг друга. Обращал на себя внимание тот 
факт, что концентрация каждого из интерлейкинов в моче не 
зависела от его концентрации в крови (р > 0,05). Это под-
тверждает нашу гипотезу о локальной почечной продукции 
ИЛ-2 и ИЛ-8 и внепочечном источнике ИЛ-10 в сыворотке 
крови, что согласуется с результатами работ других исследо-
вательских групп [4, 9].

В группе пациентов с хронической дисфункцией ПАТ 
концентрация β2-МГ была достоверно выше как в сыворотке 
крови, так и в моче. Концентрация β2-МГ в сыворотке слабо, 
но достоверно коррелировала с концентрацией креатинина 
(R = 0,51; р < 0,05) и мочевины (R = 0,53; р < 0,05), с СКФ (R 
= -0,44; р < 0,05), протеинурией (R = 0,50; р < 0,05) и плотно-
стью мочи (R = -0,41; р < 0,05), что позволяет связать ее уве-
личение с гломерулярной патологией ПАТ [8], при которой в 
первую очередь страдает процесс фильтрации. Вместе с тем 
очень слабая корреляция между β2-МГ и креатинином (хотя 
их коэффициенты фильтрации близки к 1) дает основание 
считать, что еще одной причиной увеличения концентрации 
β2-МГ в крови пациентов с хронической дисфункцией ПАТ 
стало усиление его внепочечного синтеза, ранее обнаружен-
ное другими авторами [13, 16]. После трансплантации почки 
подъем сывороточной концентрации β2-МГ может служить 
маркером острого отторжения, ишемического повреждения 
ПАТ, цитомегаловирусной инфекции, лимфопролифератив-
ного заболевания [16]. Корреляционный анализ показал на-
личие зависимости средней силы между концентрациями β2-
МГ и ИЛ-10 в сыворотке крови (R = 0,56; р < 0,05). Учитывая 
данные литературы о секреции β2-МГ и ИЛ-10 лимфоцитами 

Т а б л и ц а  3
Предсказание вероятности  хронической дисфункции ПАТ на основании  концентрации биомаркеров с помощью логистической 
регрессии 

Биомаркер Моновариантный анализ Мультивариантный анализ

ОШ 95% доверительный интервал р ОШ 95% доверительный интервал р
НАГ/Кр, нмоль/(с·л)/ммоль/л 1,26 1,07–1,49 0,006 4,13 1,21–14,09 0,023
ЩФ/Кр, нмоль/(с·л)/ммоль/л 1,13 1,01–1,26 0,040 0,83 0,53–1,29 0,399
АСТ/Кр, мкмоль/(ч·мл)/ммоль/л 1,53 0,50–4,71 0,460 - - -
ГГТ/Кр, ммоль/(ч·л)/ммоль/л 1,11 0,76–1,61 0,580 - - -
ИЛ-8/Кр, пг/мл/ммоль/л 1,13 0,89–1,44 0,290 - - -
ИЛ-10, пг/мл 1,63 1,01–2,26 0,040 7,68 0,49–19,67 0,146
ИЛ-2/Кр, пг/мл/ммоль/л 0,63 0,22–1,83 0,052 - - -
β2-МГ, мкг/мл 1,99 1,20–3,31 0,006 1,38 0,68–2,79 0,373
β2-МГ/Кр, мкг/мл/ммоль/л 1,10 1,01–1,19 0,026 1,00 0,74–1,36 1,000

П р и м е ч а н и е. ОШ – отношение шансов.
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ном маркере канальцевых дисфункций [6, 7, 17, 23]. Их 
анализ свидетельствует, что только глубокие необратимые 
изменения эпителиоцитов почечных канальцев, вызван-
ные повреждением лизосом, проявляются повышением 
уровня креатинина сыворотки, тогда как повреждения 
других клеточных структур обратимы либо могут быть 
скомпенсированы. Кроме того, высокая активность НАГ в 
моче указывает на продолжающееся острое повреждение 
канальцевого эпителия и относительную сохранность па-
ренхимы ПАТ, поскольку атрофия канальцев ассоциирует-
ся с гипоферментурией [17].

Предикторная точность модели на индивидуальном 
уровне была оценена с помощью ROC-анализа (табл. 4), 
при этом оценивалось значение только тех биомаркеров, 
концентрации которых достоверно различались между 
группами. Величины  площади под ROC-кривыми (см. 
табл. 4) свидетельствовали, что отличную (более 0,8) и хо-
рошую (более 0,7) дискриминирующую мощность прояв-
ляет концентрация  β2-МГ в сыворотке и моче и активность 
НАГ в моче.   Таким образом, эти биомаркеры позволяют 
верно классифицировать пациентов с удовлетворительной 

функцией и хронической дисфункцией ПАТ. Активность 
ЩФ в моче и концентрация ИЛ-10 в сыворотке крови име-
ют среднюю, но достоверную (р < 0,05) дискриминирующую 
мощность (см. табл. 4).

С целью оценки возможности использования данных те-
стов для получения дополнительных характеристик хрониче-
ской дисфункции ПАТ для каждого показателя мы выбрали 
тот пороговый уровень, при котором тест будет иметь макси-
мальную специфичность в плане выявления пациентов с хро-
нической дисфункцией ПАТ (табл. 5). С использованием вы-
бранных пороговых уровней для принятия решения были рас-
считаны показатели диагностической точности биомаркеров.

Показатели предсказательной ценности положительных 
результатов (ПЦПР) (см. табл. 5) свидетельствуют, что поло-
жительные результаты тестов на β2-МГ и ИЛ-10 сыворотки, 
НАГ и ИЛ-8 мочи позволяют с достаточно высокой вероят-
ностью (более 80%) подтвердить наличие хронической дис-
функции ПАТ.

Показатели отношения правдоподобия (ОП) указывают 
на то, что при выбранных пороговых уровнях наиболее по-
лезными являются положительные результаты (ОППР ≥ 10) 
для β2-МГ сыворотки и НАГ мочи, полезным (5 < ОППР < 
10) является ИЛ-8 мочи, потенциально клинически полез-
ными (2 < ОППР ≤ 5) – ИЛ-10 в сыворотке и ИЛ-2, β2-МГ, 
ЩФ, АСТ, ГГТ в моче. Отрицательный результат (ОР) только 
одного теста – β2-МГ сыворотки может рассматриваться как 
полезный (0,2 < ОПОР ≤ 0,5) для исключения хронической 
дисфункции ПАТ.

Полученные результаты свидетельствуют, что определе-
ние в моче пациентов с хронической дисфункцией ПАТ ак-

в периферической крови, можно предположить, что причи-
ной дисфункции ПАТ в данном случае является хроническое 
антителоопосредованное отторжение.

Причиной увеличения содержания β2-МГ в моче может 
быть как гломерулярная патология, так и повреждение почеч-
ных канальцев при остром Т-клеточно-опосредованном от-
торжении [22], остром бактериальном [23] или токсическом 
нефрите [16], хронической трансплантационной нефропатии 
[8]. Концентрация β2-МГ в моче слабо коррелировала с его 
концентрацией в сыворотке крови (R = 0,37; р < 0,05). В то 
же время в моче концентрация β2-МГ коррелировала с кон-
центрациями ИЛ-8 (R = 0,45; р < 0,05), ИЛ-2 (R = 0,72; р < 
0,05), НАГ (R = 0,62; р < 0,05), АСТ (R = 0,44; р < 0,05) и ЩФ 
(R = 0,49; р < 0,05), что характерно для повреждения прокси-
мальных канальцев аллотрансплантата, при котором в мочу 
поступают внутриклеточные энзимы и локально продуциру-
емые интерлейкины и одновременно страдает реабсорбция. 
Эти наблюдения свидетельствуют о том, что причиной уве-
личения концентрации β2-МГ в моче прежде всего является 
почечная тубулоинтерстициальная патология.

Таким образом, концентрации ИЛ-2, ИЛ-8, β2-МГ, актив-
ность НАГ, ЩФ, ГГТ, АСТ в моче, концентрации β2-МГ и 
ИЛ-10 в сыворотке крови позволяют дифференцировать па-
циентов с хронической дисфункцией и удовлетворительной 
функцией ПАТ. Для проверки предположения, что уровни 
биомаркеров линейно связаны с шансом попадания пациента 
в группу хронической дисфункции, мы использовали модель 
бинарной логистической регрессии. Как коварианты исполь-
зовались только те биомаркеры, концентрации/активности 
которых достоверно различа-
лись между группами (табл. 3). 
Моновариантный анализ позво-
лил установить, что с риском 
развития хронической дисфунк-
ции ПАТ достоверно  связаны 
активность НАГ и ЩФ в моче, 
концентрация ИЛ-10 в сыворот-
ке крови и концентрация β2-МГ 
в сыворотке крови и  моче. Эти 
биомаркеры были включены в 
мультивариантную модель. При 
прямой пошаговой регрессии 
только активность НАГ в моче 
продемонстрировала достовер-
ную независимую связь с хро-
нической дисфункцией ПАТ.

Полученные результаты 
подтверждают данные литера-
туры о НАГ как о чувствитель-

Т а б л и ц а  4
Результаты ROC-анализа

Биомаркер Площадь под 
кривой

95% доверитель-
ный интервал

ГГТ/Кр, ммоль/(ч·л)/ммоль/л 0,546 ± 0,079* 0,392–0,701
АСТ/Кр, мкмоль/(ч·мл) ммоль/л 0,636 ± 0,075 0,490–0,783
ЩФ/Кр, нмоль/(с·л)/ммоль/л 0,654 ± 0,069** 0,519–0,789
НАГ/Кр, нмоль/(с·л)/ммоль/л 0,701 ± 0,061** 0,581–0,821
ИЛ-2/Кр, пг/мл/ммоль/л 0,643 ± 0,104 0,438–0,848
ИЛ-8/Кр, пг/мл/ммоль/л 0,627 ± 0,103 0,425–0,830
ИЛ-10, пг/мл 0,684 ± 0,073** 0,573–0,823
β2-МГ, мкг/мл 0,858 ± 0,061** 0,738–0,977
β2-МГ/Кр, мкг/мл/ммоль/л 0,733 ± 0,079** 0,577–0,888

П р и м е ч а н и е. * – площадь под кривой ± стандартная ошибка; 
** – площадь под кривой достоверно больше 0,5.

Т а б л и ц а  5
Показатели диагностической точности биомаркеров

Биомаркер, пороговый уровень ДЧ, % ДС, % ПЦПР, % ПЦОР, % ОППР ОПОР

ГГТ/Кр > 0,195 ммоль/(ч·л) / ммоль/л 15 92 67 53 2,11 0,92
АСТ/Кр > 0,044 мкмоль/(ч·мл) / ммоль/л 18 92 71 53 2,54 0,88
ЩФ/Кр > 234,6 нмоль/(с·л)/ ммоль/л 26 91 73 58 3,02 0,81
НАГ/Кр > 34 нмоль/(с·л) /ммоль/л 30 97 92 58 10,00 0,71
ИЛ-2/Кр > 0,89 пг/мл/ммоль/л 25 93 80 54 3,73 0,75
ИЛ-8/Кр > 1,51 пг/мл/ммоль/л 42 92 85 61 5,92 0,62
ИЛ-10 > 4,45 пг/мл 31 91 82 52 3,73 0,75
β2-МГ > 8,55 мкг/мл 55 95 92 68 11,00 0,47
β2-МГ/Кр > 0,18 мкг/мл /ммоль/л 30 90 75 56 3,00 0,78

П р и м е ч а н и е. ДЧ – диагностическая чувствительность; ДС – диагностическая специфичность; 
ПЦОР – предсказательная ценность отрицательного результата.
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тивности энзимов, концентраций интерлейкинов и β2-МГ, а 
в сыворотке крови – концентраций интерлейкинов и β2-МГ 
дает дополнительную информацию об этиологии, локализа-
ции и активности патологического процесса.

Мы осознаем предварительный характер наших выводов, 
поскольку полученные результаты нуждаются в валидации 
на тестовой выборке пациентов, а предположения относи-
тельно этиологии дисфункции ПАТ требуют подтверждения 
путем морфологического исследования биоптата ПАТ.

Выводы. 1. Маркерами хронической дисфункции ПАТ 
являются повышение концентрации в сыворотке ИЛ-10 и β2-
МГ, а в моче – концентрации β2-МГ, ИЛ-2 и ИЛ-8 и повыше-
ние активности НАГ, ЩФ, АСТ, ГГТ.

2. Повышение активности НАГ, ГГТ, ЩФ, и АСТ (из ко-
торых наиболее информативен НАГ) в моче у пациентов с 
хронической дисфункцией ПАТ свидетельствует о продол-
жающемся повреждении эпителия проксимальных каналь-
цев нефрона.

3. Повышение концентрации β2-МГ сыворотки  указыва-
ет на гломерулярную дисфункцию, а в моче – на тубулярную 
дисфункцию ПАТ.

4. Данные о концентрации ИЛ-10 в сыворотке крови, кон-
центрации ИЛ-2 и ИЛ-8 в моче могут быть использованы для 
дифференциальной диагностики причины хронической дис-
функции ПАТ.

5. Для определения особенностей течения хронической 
дисфункции ПАТ наиболее полезными являются положи-
тельные результаты определения β2-МГ сыворотки и НАГ 
мочи, полезными – положительный результат теста на ИЛ-8 
мочи и отрицательный результат теста на β2-МГ сыворотки.
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Метод проточной цитометрии для оценки NK-клеток и их активности

МРНЦ им. А.Ф. Цыба – филиал ФГБУ «ФМИЦ им. П.А. Герцена» Минздрава России, 249036, г. Обнинск, Калужская 
область

В обзоре описаны основные характеристики клеток естественных киллеров (NK-клетки) человека, их фенотип и ме-
тоды определения функциональной активности с помощью проточной цитометрии. NK-клетки играют важную роль 
во врожденном и адаптивном иммунитете против инфекций и опухолей, и первоначально были охарактеризованы на 
основе способности лизировать злокачественные и инфицированные клетки без предварительной сенсибилизации или 
иммунизации. NK-клетки человека имеют фенотип CD3-CD56+CD16+ и могут быть разделены на две субпопуляции в 
зависимости от уровня экспрессии CD56. CD56bright NK-клетки преимущественно участвуют в иммунорегуляции, про-
дуцируя цитокины. CD56dim NK-клетки в основном обладают цитолитической активностью. NK-клетки опосредуют 
уничтожение инфицированных и опухолевых клеток через несколько эффекторных механизмов: по средству перфорин/
гранзимсодержащих гранул, рецепторов апоптоза и антителозависимой клеточно-опосредованной цитотоксично-
сти. Цитотоксичность NK-клеток и продукция цитокинов обеспечивают регуляторную роль NK-клеток, как важных 
участников адаптивной иммунной системы. NK-клетки снабжены различными рецепторами, которые стимулируют 
или ингибируют их активность. Активация NK-клеток зависит от баланса между ингибирующими и активирующими 
рецепторами. «Золотым стандартом» определения функциональной активности NK-клеток человека является тест 
по высвобождению радиоактивного хрома из клеток-мишеней. Этот метод нелегко выполнить в клинической практике 
из-за трудностей в утилизации радиоактивных отходов, короткого времени полураспада изотопов, дороговизне и слож-
ностей в стандартизации. В статье описываются цитофлуориметрические методы для клинического определения ак-
тивности NK-клеток. Эти методы позволяют избежать ряда проблем, связанных с использованием радиоактивности, 
а также они быстрые и подлежат стандартизации.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  клетки естественные киллеры (NK-клетки); фенотип; функция; цитотоксичность; проточный 
цитометр; цитофлуориметрические методы.
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