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ТРАНСПЛАНТОЛОГИЯ И ИСКУССТВЕННЫЕ ОРГАНЫ  ■

Резюме
Актуальность. В настоящее время для мониторинга состояния аллотрансплантата при транс-
плантации почки используются неспецифические клинико-лабораторные показатели, имею-
щие низкую прогностическую ценность для выявления продолжающегося активного отторже-
ния. Один из новейших способов раннего обнаружения повреждения заключается в измерении 
количества бесклеточной ДНК (cfDNA) в плазме или моче реципиента и способности диффе-
ренцировать cfDNA донора и реципиента.
Цель – оценить возможность использования донор-специфической бесклеточной ДНК как био-
маркера для оценки функции почечного трансплантата.
Материал и методы. В работу включены 9 реципиентов, которым в 2021–2022 гг. в ФГБУ ФСНКЦ 
ФМБА России (г. Красноярск) была проведена трансплантации почки от 6 доноров. Для коли-
чественного обнаружения бесклеточной ДНК (cfDNA) и бесклеточной ДНК донора (dd-cfDNA) 
использовали метод цифровой полимеразной цепной реакции. Концентрацию сывороточного 
креатинина и С-реактивного белка определяли на автоматическом биохимическом анализаторе.
Результаты. При динамическом наблюдении во время раннего послеоперационного периода 
у всех реципиентов происходит последовательное снижение уровня анализируемых показа-
телей (dd-cfDNA, cfDNA, креатинина и С-реактивного белка). Один из реципиентов в позднем 
послеоперационном периоде имел тяжелую дисфункцию нефротрансплантата, на фоне чего 
наблюдалось повышение уровня бесклеточной ДНК реципиента. В дальнейшем на фоне прово-
димого лечения и восстановления функции трансплантата отмечалось снижение уровня креа-
тинина и бесклеточной ДНК реципиента.
Заключение. Проведенное исследование показывает, что применение метода исследования 
бесклеточной ДНК и поиск фракций донора в крови реципиента является возможным и сопо-
ставимым с результатами биохимических маркеров.
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Трансплантация почки – один из лучших вари-
антов лечения пациентов с терминальной ста-
дией болезни [1]. Успешная аллотранспланта-

ция почки улучшает качество жизни и увеличивает 
выживаемость пациентов по сравнению с длитель-
ным диализом [2]. Однако отторжение аллотранс-
плантата остается серьезной проблемой для паци-
ентов с трансплантацией почки [3].

«Золотым стандартом» мониторинга состояния 
трансплантатов солидных органов традиционно 
является биопсия. Она может быть выполнена при 
подозрении на патологию трансплантата по данным 
лабораторного контроля или клинических проявле-

ний либо в рамках обычного протокола монито-
ринга. Однако биопсия представляет собой инва-
зивную процедуру, которая неудобна для пациен-
тов, несет в себе определенные риски [1], к тому 
же около 25% образцов непригодны к использова-
нию [2, 3]. Помимо этого, для всех процедур био-
псии требуется госпитализация. Это, в свою оче-
редь, делает данную процедуру дорогостоящей.

Наряду с исследованием биоптата для монито-
ринга повреждения аллотрансплантата при транс-
плантации почки используются такие клинико-лабо-
раторные показатели, как уровень сывороточного 
креатинина, наличие протеинурии, уровень донор-
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Abstract
Background. At present, non-specific clinical and laboratory parameters are used to monitor allograft 
status in kidney transplantation, which have low prognostic value for detection of the ongoing active 
rejection. One of the newest ways of early damage detection is to measure the amount of cell-free DNA 
in the recipient’s plasma or urine and the ability to differentiate between the cfDNA donor and recipient.
Aim – is to evaluate to evaluate the possibility of using donor-specific cell-free DNA as a biomarker 
to assess renal graft function.
Material and methods. We included 9 recipients who underwent kidney transplantation from 
6 donors in 2021–2022 in the Federal Siberian Research Clinical Centre under the FMBA of Rus-
sia (Krasnoyarsk city). Digital PCR was used for quantitative detection of cell-free DNA (cfDNA) 
and donor cell-free DNA (dd-cfDNA). Serum creatinine and C-reactive protein concentrations were 
determined on an automatic biochemical analyser.
Results. In the process of dynamic follow-up during the early postoperative period, all recipients 
have a consistent decrease in the levels of the analysed parameters (dd-cfDNA, cfDNA, creatinine 
and C-reactive protein). One of the recipients in the late postoperative period had severe nephro-
transplant dysfunction, associated with which an increase in the level of cell-free DNA of the recipi-
ent was observed. Further following the conducted treatment and restoration of the graft function 
the decrease in the level of creatinine and cell-free DNA of the recipient was observed.
Conclusion. The conducted study shows that the application of cell-free DNA testing and searching for 
donor fractions in the recipient’s blood is feasible and comparable to the results of biochemical markers.
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специфических антител, скорость клубочковой филь-
трации (СКФ) [4, 5]. Хотя уровень сывороточного кре-
атинина и СКФ остаются основой для оценки функции 
почечного аллотрансплантата, мониторинг динамики 
данных показателей имеет низкую прогностическую 
ценность для выявления продолжающегося актив-
ного отторжения. Так, изменение уровня креати-
нина в сыворотке крови не является специфичным 
для повреждения трансплантата, а может указывать 
на внутренний почечный процесс, такой как  острое 
отторжение или инфекция трансплантата [6]. Кроме 
того, клинические признаки повреждения транс-
плантата появляются на поздних стадиях, после ста-
дии субклинического повреждения [7]. Биопсия 
может привести к осложнениям у реципиента [1].

Именно недостатки мониторинга состоя-
ния пересаженных органов привели к большому 
интересу к неинвазивным стратегиям выявления 
повреждения или отторжения трансплантата. Один 
из предложенных способов обнаружения повреж-
дения трансплантата заключается в измерении 
количества бесклеточной ДНК донора (dd-cfDNA) 
в плазме или моче реципиента [8–10].

По мере разрушения клеток донорского транс-
плантата нуклеиновые кислоты становятся фраг-
ментированными, в результате чего dd-cfDNA раз-
мером примерно 120–160 пар оснований высво-
бождаются в кровь и выводятся из крови печенью 
и почками с периодом полураспада около 30 мин. 
Считается, что высвобождение бесклеточной 
ДНК в кровоток  является результатом нескольких 
возможных механизмов, включая гибель клеток 
в результате апоптоза или некроза, в дополнение 
к активной секреции различными активирован-
ными клетками иммунной системы [11, 12].

Когда нет активного повреждения аллотранс-
плантата, dd-cfDNA в плазме реципиента обычно 
имеет низкую концентрацию – всего несколько 
тысяч геномных копий на 1 мл [13], что составляет 
менее 1% всей внеклеточной ДНК [10]. Однако во 
время отторжения аллотрансплантата значительно 
больше dd-cfDNA высвобождается из повреж-
денного органа в кровоток [10, 13]. Проводимые 
в настоящее время исследования, направленные на 
измерение уровня dd-cfDNA в динамике послеопера-
ционного периода при пересадке почечного транс-
плантата и сравнение данных показателей с соответ-
ствующими значениями концентрации креатинина, 
подтверждают предпосылку возможности количест-
венного измерения уровня dd-cfDNA и интерпрета-
ции данных как инструмента для оценки относитель-
ного состояния аллотрансплантата и диагностики 
возможных осложнений [14, 15].

Цель – оценить возможность использова-
ния донор-специфической бесклеточной ДНК как 
биомаркера для оценки функции почечного транс-
плантата.

Материал и методы
В работу включены 9 реципиентов, которым 

в 2021–2022 гг. в Федеральном Сибирском научно-
клиническом центре ФМБА России (г. Красноярск) 
была проведена трансплантация почки от 6 доно-
ров. Все пациенты дали письменное добровольное 
информированное согласие на проведение иссле-
дования. Согласно руководству по диагностиче-
скому лабораторному обеспечению транспланта-
ции солидных органов, предварительно всем доно-
рам и реципиентам проводилось HLA-типирование 
по трем локусам HLA-A, HLA-B и HLA-DR методом 
ПЦР-SSP на наборах низкого разрешения OLERUP 
SSP HLA TYPING KIT с Taq-полимеразой (Olerup, 
Sweden). Детекция результатов осуществлялась 
методом электрофореза в 2% агарозном геле. 
Результаты интерпретировались с помощью про-
граммного обеспечения для SSP HLA-типирования 
SCORE (Olerup, Sweden).

Всего были сформированы 9 пар донор–реци-
пиент, из них 5 пар, где донор – мужчина, а реци-
пиент – женщина; 1 пара – донор – женщина 
и реципиент – женщина; 3 пары – донор – муж-
чина и реципиент – мужчина. Следует отметить, что 
реципиенты из всех исследуемых пар имели ста-
бильный ранний послеоперационный период. В то 
же время реципиент из пары № 9 в позднем после-
операционном периоде имел тяжелую дисфункцию 
нефротрансплантата, связанную с инфарктом ниж-
него полюса донорской почки и развитием вследст-
вие этого гнойно-септических осложнений.

В ходе выполнения поставленной цели были 
использованы два подхода. Первый применим 
только для случаев, в которых донор – мужчина, 
а реципиент – женщина и предполагается исполь-
зование специфической последовательности гена 
SRY для количественной оценки мужской dd-cfDNA 
в плазме женщины. Одновременно с этим также 
анализируется участок гена домашнего хозяйства 
RPP30 для оценки общей cfDNA. При реализации 
данного подхода были обследованы реципиенты из 
5 пар (№ 1–5), где донор – мужчина, а реципиент – 
женщин а. Второй подход применим для всех слу-
чаев донор – реципиент, предполагает предвари-
тельное проведение генотипирования реципиента 
и соответствующего донора с целью поиска таких 
SNP, по которым они имеют различные аллель-
ные варианты в гомозиготном состоянии. Выбран-
ные аллельные варианты далее используются для 
их количественной оценки в составе cfDNA реци-
пиента. При реализации данного подхода были 
обследованы доноры и реципиенты из четырех пар 
(№ 6–9). При этом одна пара, в которой донор – жен-
щина и реципиент – женщина, и три пары, в которых 
донор – мужчина и реципиент – мужчина.

В соответствии с этим объектом исследова-
ния при проведении работы являлась cfDNA от 
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всех реципиентов, а также геномная ДНК от доно-
ров и реципиентов, включенных в исследова-
ние при выполнении второго подхода. Геномную 
ДНК доноров и реципиентов выделяли из лейко-
цитов периферической крови с использованием 
набора реагентов ДНК-Сорб-В («АмплиСенс», Рос-
сия). cfDNA выделяли из 2 мл плазмы крови реци-
пиентов с помощью набора QIAmp MinElute cfDNA 
(Qiagen, Valencia) или из 1 мл с помощью набора 
HiPure Circulating Nucleic acid Mini Kit (Magen 
Biotechnology, China). Для отбора крови реципиен-
тов при этом использовали вакутейнеры VACUETTE 
8мл К2 с EDTA и разделительным гелем (Greiner Bio-
One, Austria). Для отделения плазмы от форменных 
элементов в течение 2 ч после взятия крови у реци-
пиента выполняли двухэтапное центрифугирова-
ние при 2500g. Забор крови у реципиентов осу-
ществлялся по следующей схеме: 3 раза в неделю 
первые 2 нед после операции, в дальнейшем один 
раз в неделю до выписки пациента из больницы.

Для количественного обнаружения dd-cfDNA 
и cfDNA при реализации как первого, так и второго 
подхода использовали метод цифровой полимераз-
ной цепной реакции (ПЦР) (ddPCR).

В соответствии с первым подходом при исполь-
зовании специфической последовательности гена 
SRY для количественной оценки мужской dd-cfDNA 
в плазме женщины-реципиента проводили ddPCR, 
в ходе которой одновременно анализировали учас-
ток гена RPP30 для оценки общей cfDNA. При этом 
важно было подобрать такие праймеры, которые 
бы фланкировали небольшие участки последова-
тельности генов (SRY и RPP30), поскольку длина cfDNA, 
по данным литературы, не превышает 150–200 пар 
нуклеотидов [10]. Праймеры и зонд для анализа 
гена SRY были заимствованы из статьи [16], прай-
меры и зонд для анализа гена RPP30 были подо-
браны сотрудниками лаборатории фармакогено-
мики Института химической биологии и фунда-
ментальной медицины СО РАН г. Новосибирск. 
Последовательности используемых в данном слу-
чае праймеров и зондов представлены в табл. 1.

Реакционная смесь для проведения цифро-
вой ПЦР объемом 20 мкл включала 10 мкл 2-крат-
ного ddPCR Supermix for Probes (No dUTP) (Bio-
Rad, USA), по 1 мкл 20-кратной смеси праймеры/

зонд (финальная концентрация 900 нМ/250 нМ) 
и 8 мкл cf-DNA. Цифровую ПЦР проводили с помо-
щью системы QX100 (Bio-Rad, USA) с предваритель-
ной ручной генерацией капель. Предварительную 
амплификацию проводили на термоциклере С1000 
(Bio-Rad, USA) по следующей программе: дена-
турация при 95 °С в течение 3 мин; амплифика-
ция: 94 °С в течение 30 с и 58 °С в течение 1 мин 
(40 циклов); деактивация фермента при 98 °С 
в течение 10 мин и охлаждение при 4 °С в течение 
15 мин. Результаты анализировали в программе 
QuantaSoft Analysis Pro (Bio-Rad, USA).

В соответствии со в торым подходом для прове-
дения генотипирования 4 реципиентов и соответ-
ствующих доноров с целью поиска таких SNP, по 
которым они имеют различные аллельные вари-
анты в гомозиготном состоянии, были апробиро-
ваны 30 вариантов SNPs.

Для подбора панели SNPs необходимо было 
найти полиморфизмы с высокой частотой минор-
ных аллелей (MAF) 0,4–0,5. Основываясь на рас-
четах равновесия Харди–Вайнберга, SNP с MAF от 
0,4 до 0,5 имеет почти равное распределение обоих 
аллелей в данной популяции и, следовательно, 
вероятность 11,5–12,5% наличия другого (гомози-
готного) генотипа у двух особей этой популяции 
(например, донора и реципиента). Следовательно, 
набора из 30–35 SNPs достаточно, чтобы идентифи-
цировать по меньшей мере 3 информативных одно-
нукл еотидных полиморфизма для каждой пары 
донор–реципиент, которые можно использовать 
в дальнейшем анализе [17].

Генотипирование проводили методом TaqMan-
ПЦР с использованием набора реагентов для про-
ведения ПЦР-РВ («Синтол», Россия) в присутствии 
флуоресцирующих зондов. Реакционная смесь объ-
емом 25 мкл включала 12,75 мкл H

2
O, 2,5 мкл dNTPs, 

2,5 мкл 10х ПЦР буфер Б, 2,5 мкл MgCl
2
, 2,5 мкл смеси 

праймеров и зондов, 0,25 мкл ДНК-полимеразы 
и 2 мкл образца ДНК. Амплификацию проводили на 
термоциклере CFX96 (Bio-Rad, USA) по следующей 
программе: 95 °С в течение 3 мин и далее 40 циклов: 
95 °С в течение 10 с и 58° С в течение 35 с.

По результатам проведения генотипирова-
ния для 3 включенных в данное исследование пар 
(№ 6, 7 и 8) удалось подобрать по 2 SNP, а для пары 
№ 9 только 1 SNP, по которым донор и реципиент 
имели бы различные аллельные варианты в гомози-
готном состоянии. Как упоминалось выше, именно 
реципиент из пары № 9 имел посттрансплантаци-
онные осложнения в позднем послеоперационном 
периоде. Последовательности отобранных прайме-
ров и зондов представлены в табл. 2. Те последова-
тельности, которые далее также были использованы 
и для проведения ddPCR, выделены жирным шрифтом.

Далее для количественной оценки dd-cfDNA 
и cfDNA реципиента методом ddPCR проводили 

Таблица 1. Последовательности праймеров и зондов, 
использованных при анализе генов SRY и RPP30 методом 
ddPCR при реализации первого подхода

Ген Последовательность 5′-3′

SR
Y

F CGCTTAACATAGCAGAAGCA

R AGTTTCGAACTCTGGCACCT 

Probe FAM-TGTCGCACTCTCCTTGTTTTTGACA-BHQ1
RP

P3
0 F GATTTGGACCTGCGAGCG

R GCGGCTGTCTCCACAAGT

Probe HEX-TCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG-BHQ2
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Taqman-ПЦР с использованием праймеров и зон-
дов к подобранным альтернативным гомозиготным 
аллельным SNP вариантам донора и реципиента. 
Состав реакционной смеси, программа амплифика-
ции и анализ полученных данных при проведении 
ddPCR соответствовали тем, которые были исполь-
зованы при реализации первого подхода.

Концентрацию сывороточного креатинина 
и С-реактивного белка (СРБ) определяли на авто-
матическом биохимическом анализаторе AU480 
(Beckman Coulter, USA) c помощью набора реаген-
тов Сreatinine и С-reactive protein (Beckman Coulter, 
USА) в соответствии с инструкцией производителя.

Результаты
Как упоминалось выше, в работе были исполь-

зованы два подхода. Первый применим только для 
случаев, в которых донор – мужчина, а реципиент – 
женщина, и предполагает использование специ-
фической последовательность гена SRY для коли-
чественной оценки мужской dd-cfDNA в плазме 
женщины. Одновременно с этим также анализиру-
ется участок гена домашнего хозяйства для оценки 
общей cfDNA реципиента. Второй подход приме-
ним для всех случаев донор–реципиент и пред-
полагает предварительное проведение генотипи-
рования реципиента и соответствующего донора 
с целью поиска таких SNPs, по которым они имеют 
различные аллельные варианты в гомозиготном 
состоянии. Выбранные аллельные варианты далее 
используются для их количественной оценки 
в составе cfDNA реципиента.

В соответствии с первым подходом были про-
анализированы 5 реципиентов из пар, в которых 
донор – мужчина, а реципиент – женщина. При 

Таблица 2. Список генов, rs, а также последовательности 
праймеров и зондов, использованных 
как для генотипирования, так и для проведения ddPCR 
при реализации второго подхода

№
 п

ар
ы

Ге
н,

 r
s

П
ра

йм
ер

/
зо

нд Последовательность 5′-3′

6

FU
T2

, G
>A

rs
60

26
62

F GACCAGCGATACCTACAGCAG

R GCAGGTGAGCCCTCAATG

probe-1 FAM-CCACATCACTGTGGGAGGTG-BHQ

probe-2 R6G-CCACATCACCGTGGGAGG-BHQ

TE
RT

, C
>A

rs
27

36
10

0 F CTATCTGAGGCATCTTGACAC

R AGAAGACAGACGGGGAACA

probe-1 FAM-AGTGTTTCTTTAGCTTTGCC-BHQ

probe-2 R6G-AGTGTTTCTGTAGCTTTGCC-BHQ
7 P5

3,
 G

>A
, C

, T
rs

10
42

52
2

F GCTCCCAGAATGCCAGAG

R GGGAAGGGACAGAAGATGAC

probe-1 FAM-CTCCCCGCGTGGCCC-BHQ

probe-2 R6G-CTCCCCCCGTGGCCC-BHQ

IL
6,

 G
>A

, C
rs

18
00

79
6 F CGAGACGCCTTGAAGTAACTG

R CATCTGAGTTCTTGTGTGTTCTG

probe-1 FAM-CAACAGCCGCTCACAGG-BHQ

probe-2 R6G-CAACAGCCCCTCACAGG-BHQ

8

PR
OC

, A
>G

, T
rs

17
99

81
0 F TGCTACTGCCACTGTTTGTCT

R CCACACCCCTCATAGACCTG

probe-1 FAM-CTGCAAGTTCGCCGTCC-BHQ

probe-2 R6G-CTGCAAGTACGCCGTCCT-BHQ

PR
OC

, G
>A

, C
rs

20
69

91
5 F CCCAGACAGACACTTCACAGAG

R CGTGTAGCCCCATCTTGAC

probe-1 FAM-CAGTCTTCCTTTCCTCCCCC-BHQ

probe-2 R6G-CAGTCTTCCTCTCCTCCCCC-BHQ

9

OG
G1

, С
>G

,
rs

10
52

13
3 F ACACAGACTCCACCCTCCTACA

R GCCTTTGAGGTAGTCACAGGGAG

probe-1 FAM-CGCCAATGCCGCCATG-BHQ

probe-2 R6G-CGCCAATCCCGCCATG-BHQ
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Рис. 1. Графики 
изменения концентрации 
dd-cfDNA (А), общей 
cfDNA (Б), креатинина (В) 
и С-реактивного 
белка (Г) у 5 пациенток 
в динамике раннего 
послеоперационного 
периода

Fig. 1. Graphs of changes 
in dd-cfDNA (А), total 
cfDNA (B), creatinine (C) 
and C-reactive protein (D) 
concentrations in female 
patients in the dynamics 
of the early postoperative 
period
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этом для количественной оценки мужской dd-cfDNA 
в плазме женщины-реципиента использовали прай-
меры и зонды к специфической последовательности 
гена SRY, а для оценки общей cfDNA – к участку гена 
RPP30. На рис. 1 представлены графики изменения 
концентрации донорской и общей cfDNA, а также 
креатинина и СРБ для всех 5 пациенток в динамике 
раннего послеоперационного периода.

В соответствии со вторым подходом были 
проанализированы 4 пары: одна пара, в которой 
донор – женщина и реципиент – женщина; 3 пары, 
в которых донор –мужчина и реципиент – мужчина. 
При этом для количественной оценки dd-cfDNA 
и собственной cfDNA реципиента использовали 
праймеры и зонды к предварительно отобранным 

альтернативным аллельным SNP вариантам донора 
и реципиента. Так, при анализе пары № 6 аллель A 
полиморфизма rs602662 использовали для оценки 
dd-cfDNA, а аллель G для оценки cfDNA реципиента. 
При анализе пары № 7 аллель C полиморфизма 
rs1042522 использовали для оценки dd-cfDNA, 
а аллель G для оценки cfDNA реципиента. При ана-
лизе пары № 8 аллель T полиморфизма rs1799810 
использовали для оценки dd-cfDNA, а аллель A для 
оценки cfDNA реципиента. При анализе пары № 9 
аллель G полиморфизма rs1052133 использовали 
для оценки dd-cfDNA, а аллель C для оценки cfDNA 
реципиента.

Как упоминалось ранее, реципиенты из всех 
исследуемых пар имели стабильный ранний после-
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Рис. 3. Графики 
изменения концентрации 

dd-cfDNA (А), 
cfDNA реципиента (Б), 

креатинина (В) 
и С-реактивного 

белка (Г) у пациента № 9 
в динамике длительного 

послеоперационного 
период

Fig. 3. Graphs of changes 
in dd-cfDNA (А), 

recipient cfDNA (В),  
creatinine (C) 

and C-reactive protein (D) 
in patient # 9 

in the dynamics 
of the long-term 

postoperative period
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операционный период. Так, на рис. 2 представлены 
графики изменения концентрации dd-cfDNA и соб-
ственной cfDNA реципиента, а также креатинина 
и СРБ для пациентов №6, 7 и 8 в динамике раннего 
послеоперационного периода.

В то же время реципиент из пары № 9 в позднем 
послеоперационном периоде имел тяжелую дис-
функцию нефротрансплантата, связанную с инфарк-
том нижнего полюса донорской почки и разви-
тием вследствие этого гнойно-септических ослож-
нений. В связи с этим полученные для пациента 
№ 9 результаты приведены на рис. 3, в частности 
представлены графики изменения концентрации 
dd-cfDNA, собственной cfDNA реципиента, а также 
креатинина и СРБ для пациента № 9 с осложнени-
ями в динамике длительного послеоперационного 
периода.

На основе полученных данных был проведен 
корреляционный анализ с использованием коэф-
фициента ранговой корреляции Спирмена для 
ненормального распределения, поскольку пациен-
тов, включенных в анализ, было менее 30. Вычи-
сленные коэффициенты корреляции показали 
высокую зависимость друг от друга всех исполь-
зованных в исследовании параметров (dd-cfDNA, 
cfDNA, креатинин и СРБ). Разброс составлял 0,97–
0,99 при использовании первого подхода и 0,85–
0,99 – при использовании второго (рис. 4).

Обсуждение
Выполнение работы по использованию донор-

специфической бесклеточной ДНК как биомаркера 
для оценки функции трансплантата, как правило, 
является долгосрочным исследованием. В нашей 
работе представлены результаты наблюдения за 
уровнем dd-cfDNA и cfDNA реципиента в раннем 
послеоперационном периоде для 8 реципиентов, 

и только для 1 реципиента удалось проследить за 
соответствующими показателями не только в ран-
нем периоде, но и далее, на протяжении 80 сут 
после операции.

Нужно отметить, что именно уровень dd-cfDNA 
при реализуемых в работе как первого, так и вто-
рого подхода отражает состояние функции почеч-
ного трансплантата. Уровень общей cfDNA реципи-
ента и донора при использовании первого подхода 
анализируется по гену RPP30 и суммарно отражает 
состояние как трансплантата, так и самого реципи-
ента. Уровень cfDNA реципиента при использовании 
второго подхода анализируется по уровню присут-
ствующего у реципиента в гомозиготном состоянии 
варианта аллеля предварительно выбранного SNP 
и отражает состояние только самого реципиента.

В соответствии с литературными данными у ста-
бильных пациентов, получающих иммуносупрес-
сивную терапию, повышенный уровень dd-cfDNA 
наблюдается лишь в раннем посттрансплантаци-
онном периоде и снижается до исходных значений 
примерно на 7–10-й день после операции [15, 16]. 
При отторжении трансплантата и связанном с этим 
нарушением его функции в результате разруше-
ния функциональной паренхимы в общий кровоток 
начинает выделяться dd-cfDNA, что приводит к уве-
личению ее количества в организме реципиента.

Исходя из полученных нами результатов 
(см. рис. 1, 2) можно отметить, что у всех обследо-
ванных пациентов при динамическом наблюдении 
раннего послеоперационного периода происходит 
последовательное снижение уровня анализируемых 
показателей (dd-cfDNA, cfDNA, креатинина и СРБ). 
В частности, уровень креатинина и СРБ у реципи-
ентов № 1–8 к окончанию раннего послеопераци-
онного периода (4-я неделя с момента трансплан-
тации) достигают референсных значений. После-
операционный период у пациента № 9 по 25-е сутки 

Рис. 4. Коэффициенты 
ранговой корреляции 
Спирмена 
для ненормального 
распределения 
по 4 исследуемым 
параметрам (dd-cfDNA, 
cfDNA, креатинин, 
С-реактивный белок): 
А – распределение 
параметров 
при использовании 
первого подхода, 
Б – распределение 
параметров 
при использовании 
второго подхода

Fig. 4. Spearman’s rank 
correlation coefficients 
for non-normal 
distribution 
for the four parameters 
under study (dd-cfDNA, 
cfDNA, creatinine, 
C-reactive protein): 
А – parameter distribution 
using the first approach, 
В – parameter distribution 
using the second approach
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протекал без особенностей, что подтверждается 
снижением уровня всех исследуемых показате-
лей (dd-cfDNA, cfDNA, креатинин и СРБ) по сравне-
нию с соответствующими показателями сразу после 
операции. Однако в позднем послеоперационном 
периоде (35-е сутки) было отмечено появление 
признаков воспалительного процесса (гипертер-
мия), диагностирован карбункул почки, связанный 
с инфарктом нижнего полюса донорской почки 
и развитием вследствие этого дисфункции транс-
плантата. На фоне данного процесса в анализируе-
мых показателях мы наблюдали повышение уровня 
бесклеточной ДНК реципиента (50–64-й дни), кото-
рое обосновывалось острым воспалительным про-
цессом. В дальнейшем на фоне проводимого лече-
ния и восстановления функции трансплантата отме-
чалось снижение уровня креатинина и бесклеточной 
ДНК реципиента (cfDNA). Признаков гуморального 
и клеточного отторжения по данным нефробиопсии 
отмечено не было. Уровень донорской бесклеточной 
ДНК оставался стабильным.

Заключение
В данной работе впервые в России предпри-

нята попытка использования донор-специфиче-
ской бесклеточной ДНК в качестве биомаркера для 
оценки функции трансплантата почки. В работе 

были использованы два подхода. При реализации 
первого используется специфическая последо-
вательность гена SRY для количественной оценки 
мужской dd-cfDNA в плазме женщины. Второй под-
ход предполагает предварительное проведение 
генотипирования реципиента и соответствующего 
донора с целью поиска таких SNPs, по которым они 
имеют различные аллельные варианты в гомозигот-
ном состоянии. Выбранные аллельные варианты 
далее используются для их количественной оценки 
в составе cfDNA реципиента. Можно отметить, 
что, хотя использование первого подхода гораздо 
менее трудоемко и затратно по времени по сравне-
нию с вторым подходом, оно имеет важное ограни-
чение – применимо только для случаев, в которых 
донор – мужчина, а реципиент – женщина. Корре-
ляционный анализ, проведенный по результатам 
с использованием как первого, так и второго подхо-
дов, свидетельствует об однонаправленном изме-
нении уровня изучаемых показателей dd-cfDNA 
и cfDNA по сравнению со стандартными биохими-
ческими показателями (креатинин, СРБ) в раннем 
послеоперационном периоде.

Таким образом, проведенное исследование 
показывает, что применение метода исследования 
бесклеточной ДНК и поиск фракций донора в крови 
реципиента являются возможными и сопостави-
мыми с результатами биохимических маркеров.
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