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Таким образом, субфасциальная аппликация 
мирамистиновых пластин после открытой фасциото-
мии позволяет значимо снизить общее количество 
КОЕ в ране, что указывает на выраженное антими-
кробное действие данного препарата и позволяет 
его применять для профилактики развития гнойных 
осложнений со стороны послеоперационной раны. 
Кроме того снижение количества микробных тел 
позволяет снизить кратность перевязок, что несёт  
в себе значительный экономический эффект, осо-
бенно при массовом поступлении пострадавших.

Выводы
1. Субфасциальная аппликация мирамистино-

вых пластин при фасциотомии позволяет значимо 
снизить общее количество КОЕ в ране, что ука-
зывает на выраженное антимикробное действие  
и низкий риск развития гнойных послеоперацион-
ных осложнений;

2. Использование мирамистиновых гелевых 
пластин позволяет уменьшить материальные за-
траты на лечение СДС, особенно при массовом 
поступлении пострадавших, за счёт сокращения 
частоты перевязок и количества используемого 
перевязочного материала.
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Рис. 8. Результаты посева в среде МПА на 7 сутки после опе-
рационного периода при перевязках МГП
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АССОЦИАЦИЯ МЕЖДУ ПОЛИМОРФИЗМОМ РЕЦЕПТОРОВ TLR-4 
ДОНОРА И РИСКОМ ОСТРОГО ОТТОРЖЕНИЯ  

ПОСЛЕ ТРАНСПЛАНТАЦИИ ПЕЧЕНИ
РНПЦ трансплантации органов и тканей на базе  

УЗ «9-я городская клиническая больница» (г. Минск, Республика Беларусь)
Было показано, что рецепторы ТLR (Тolllike receptors) – 4 играют ключевую регуляторную роль в раз

витии отторжения и иммунологической толерантности после трансплантации печени. Более того, была 
выявлена ассоциация полиморфизма некоторых единичных нуклеотидных последовательностей (ЕНП) 
ТLR4 донора и выраженной дисфункцией печеночного графта. Тем не менее, не существует проспективно
го исследования, в котором бы оценивалась взаимосвязь между полиморфизмом рецепторов ТLR4 донора  
и частотой острого отторжения трансплантата печени.
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Цель исследования: оценить влияние полиморфизма некоторых единичных нуклеотидных последова
тельностей ТLR4 на частоту развития острого отторжения после трансплантации печени в Респуб
лике Беларусь.

В исследование включены 53 последовательных пациента старше 18 лет, перенесших ортотопическую 
трансплантацию печени (ОТП) от донора со смертью мозга в условиях РНПЦ трансплантации органов  
и тканей на базе УЗ «9я ГКБ» в период с февраля 2013 по февраль 2014гг. На этапе мультиорганного забо
ра у донора выполняли взятие пробы цельной крови с выделением в последующем ДНК и секвенированием 
генов ТLR4 в ЕНП rs11536865, rs5030717 и rs913930 с использованием анализатора 3500 Genetic Analyzer,  
«Life technologies», USA. Острое отторжение (ОО) оценивалось по стандартным Banff критериям по ре
зультатам гистологического исследования. Для оценки взаимосвязи между полиморфизмом ТLR4 и часто
той ОО использовали тест Fisher и регрессионный анализ.

Частота ОО составила 26,4% (14/53). В данной когорте ЕНП rs11536865 была моноаллельной (GG ге
нотип); в то время как rs5030717 и rs913930 были представлены 3 генотипами (AA, AG, GG и TT, TC, CC, 
соответственно). Была выялвена тенденция к ассоциации минорной аллели C в rs 913930 и более благо 
приятного исхода (частота ОО в случае генотипов СС и С/Т против TT составила 11,1% (2/18) против 
34,2% (12/35) соответственно, р = 0,07, χ2 = 2,95). При этом, взаимосвязи между полиморфизмом ЕНП rs 
5030717 и ОО выявлено не было (р = 0,5).

Результаты данного пилотного исследования показали потенциальную ассоциацию полиморфизма 
TLR4 доноров в пределах rs 913930 и частотой острого отторжения после трансплантации печени в Рес
публике Беларусь. 

Ключевые слова: трансплантация печени, полиморфизм рецепторов ТLR4, иммунологическая реак
тивность реципиента.

D. Y. Efimov, S. V. Korotkov, A. I. Kireeva, A. V. Nosik, H. V. Zhuk,  
A. M. Dzyadzko, A. E. Shcherba, O. O. Rummo

ASSOCIATION BETWEEN DONOR TLR-4 POLYMORPHISM  
AND ACUTE REJECTION AFTER LIVER TRANSPLANTATION IN BELARUS

It has been shown that TLR4 have a key regulatory role in allograft rejection and tolerance in liver transplantation. 
Moreover a significant association between some single nucleotide polymorphisms (SNPs) within the deceased donor 
TLR4 gene and liver graft failure (LGF) was reported. But there is no prospective study to assess association between 
TLR4 polymorphism and acute rejection after liver transplantation.

The aim of the study was to assess influence of the donor TLR4 polymorphism on the acute rejection incidence 
after liver transplantation in Belarusian population.

53 sequential DBD adult liver transplants from standard criteria donors were included in the prospective casecontrol 
study. Blood probe taken at procurement operation were analyzed and three SNPs (rs11536865 (G/C), rs5030717(A/G) 
and rs913930 (T/C) as previously described to be associated with LGF) within the TLR4 gene were sequenced (3500 
Genetic Analyzer, «Life technologies», USA). Acute rejection was assessed with standard Banff criteria on graft biopsy 
(BPAR). The Fisher exact test and regression analysis were used to assess association between BPAR and SNPs.

The overall BPAR incidence was 26,4% (14/53). In given cohort the
rs11536865 was monoallelic (GG genotype); both rs5030717 and rs913930 had 3 genotypes (AA, AG, GG and 

TT, TC, CC consequently). The trend toward protective effect of minor C allele within rs 913930 was revealed (BPAR 
incidence in CC and TC genotypes vs TT genotype was 11,1% (2/18) vs 34,2% (12/35), p = 0,07, χ2 = 2,95). There were 
no association between rs 5030717 SNPs and the risk of BPAR (p = 0,5). 

The results of this pilot study showed the potential association of donor TLR4 polymorphism within rs 913930 
and the risk of BPAR in Belarusian population. The study is ongoing to clarify further the role of donor TLR4 
polymorphism and liver transplantation outcomes.

Key words: liver transplantation, TLR4 polymorphism, immunologic reactivity of recipient.

Толл-подобные рецепторы (ТЛР, Toll-like re-
cep tors) представляют собой семейство 

пат  терн-распознающих рецепторов, лигандами ко-
торых могут выступать как экзогенные патоген 
ас со циированные молекулярные паттерны (patho-
gen-associated molecular patterns, PAMPs), так 
и эндогенные частицы, возникающие в результате 

клеточного повреждения, или повреждение ассо-
циированные молекулярные паттерны (damage-
associated molecular patterns, DAMPs). ТЛР-рецеп-
торы широко экспрессированы в печени и играют 
ключевую роль в иммунном ответе при эндоток-
синемии, вирусных гепатитах и ишемически-ре-
перфузионном повреждении (ИРП). В настоящий 
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момент у млекопитающих описано 13 типов  
ТЛР-рецепторов, у человека выделяют 10 функцио-
нальных типов, наиболее значимыми из которых 
являются ТЛР-2 и 4. [1, 10] 

В целом, печень – это уникальный иммуноло-
гический орган, который постоянно подвержен 
массивной нагрузке экзогенными аллоантиге-
нами, поступающими через систему воротного 
кровотока. При этом, существует баланс между 
иммунотолерантностью к экзогенным пищевым  
и аутоантигенам и иммунореактивностью к пато-
генным микроорганизмам, липополисахариду (ЛПС) 
бактерий, различным токсинам. Выделяют понятие 
«портальной толерантности» – явления иммуноло-
гической гипореактивности печени при попада-
нии антигена через систему воротного кровотока. 
Данное явление существует благодаря особой ми-
кроангиоархитектонике печени, клеточному со-
ставу, специфике межклеточных взаимодействий,  
а также преобладанием неспецифического анти-
ген независимого иммунного ответа над адаптив-
ным антиген зависимым. Так, в «здоровой» пече-
ни, благодаря сниженной экспрессии ТЛР-2 и 4  
на Куппферовых клетках, при поступлении алло-
генных лигандов данных рецепторов из желудочно-
кишечного тракта (ЖКТ) через систему воротного 
кровотока возникают явления иммунологической 
толерантности. [9–12]

ТЛР-4 является особым паттерн-распознаю-
щим рецептором, обладающим уникальной струк-
турой, которая позволяет ему связываться как  
с PAMP, так и DAMP. Данная особенность, а также 
широкая распространенность ТЛР-4 на гепатоци-
тах, эндотелиоцитах, Куппферовских и звездчатых 
клетках, Т-лимфоцитах (в том числе и Т-регулятор-
ных лимфоцитах) определяет его ключевую роль  
в различных процессах, связанных с трансплан-
тацией печени. Современная концепция участия 
ТЛР-рецепторов в развитии толерантности/оттор-
жения после трансплантации печени базируется 
на том, что во время холодовой консервации и по-
следующей реперфузии высвобождается большое 
количество PAMPs и DAMPs, которые стимулируют 
ТЛР-сигнальный путь и активируют антиген презен-
тирующие дендритные клетки (АПК) [3, 4, 6]. Акти-
вированные АПК через ТЛР-рецепторы усиливают 
презентацию аллоантигенов, стимулируют Т-лим-
фоциты и усугубляют повреждение печеночного 
графта. [5–8]

Интересные особенности были выявлены при 
исследовании мышей, с заблокированным геном 
ТЛР-4: у последних наблюдали повышенный уро-
вень циркулирующих примированных CD8+ Т-лим-
фоцитов. Было показано, что посредством ТЛР-4 

рецепторов на гепатоцитах происходит «захват»  
в печень с последующим апоптозом циркулирующих 
примированных CD8+ Т-лимфоцитов. То есть уро-
вень экспрессии ТЛР-4 является регулятором пула 
Т-клеток памяти. Также в исследовании Deng et al 
была продемонстрирована положительная корре-
ляция между экспрессией ТЛР-2 и 4 на моноцитах 
и частотой острого отторжения. Более того, пульс-
терапия стероидами способствовала снижению 
экспрессии данных рецепторов. В доказательство 
роли ТЛР-4 в патогенезе отторжения после транс-
плантации солидных органов, ряд исследователей 
изучал ассоциацию полиморфизма единичных 
нуклеотидных последовательностей (ЕНП) рецеп-
торов ТЛР-4 с развитием острого отторжения. Так, 
была продемонстрирована ассоциация полимор-
физмов ТЛР-4 Asp299Gly (rs4986790) и Thr399Ile 
(rs4986791) с уменьшением эпизодов острого 
клеточного отторжения при трансплантации почки  
и легкого. Однако, результаты изучения данного 
фактора при трансплантации печени противоречи-
вы, при этом, большинство исследований сконцен-
трированы вокруг ЕНП ТЛР-4 реципиента. William S.  
Oetting et al было показано, что наличие минор-
ной аллели С в ЕНП ТЛР-4 rs11536856, rs5030717  
и rs913930 донора ассоциировано с худшей вы-
живаемостью графта. Тем не менее, в исследова-
нии не конкретизируется, с каким осложнением 
(инфекционным, иммунологическим и т.п.) связано 
снижение выживаемости графта. [8–13, 15, 16]

Таким образом, нами была сформирована 
гипотеза о том, что полиморфизм определенных 
единичных нуклеотидных последовательностей 
гена ТЛР-4 ассоциирован с развитием острого 
отторжения трансплантата печени в белорусской 
популяции.

Цель исследования: оценить влияние поли-
морфизма некоторых единичных нуклеотидных 
последовательностей ТЛР-4 на частоту развития 
острого отторжения после трансплантации печени 
в Республике Беларусь.

Материалы и методы

В исследование включены 53 последователь-
ных пациента старше 18 лет, перенесших ортото-
пическую трансплантацию печени (ОТП) от донора 
со смертью мозга в условиях РНПЦ трансплантации 
органов и тканей на базе УЗ «9-я ГКБ» г. Минска 
в период с февраля 2013 по февраль 2014 года. 
Критерии включения: трансплантация печени  
от умершего донора со стандартными критерия-
ми (уровень АСТ и АЛТ менее 200, жировой гепа-
тоз менее 40%, уровень натрия до 165 мколь/л, 
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возраст до 60 лет, применение вазопрессоров 
допускалось). Критерии исключения: трансплан-
тация от родственного донора, редуцированный 
графт, возраст реципиента менее 18 лет. После 
констатации смерти мозга у умершего донора 
выполняли взятие пробы цельной крови из пери-
ферической вены в пробирку с антикоагулянтом  
с выделением в последующем ДНК и секве-
нированием генов ТЛР-4 в ЕНП rs11536865, 
rs5030717 и rs913930 по описанной ниже ме-

тодике. Острое отторжение оценивалось по стан-
дартным Banff критериям по результатам гистоло-
гического исследования. 

Методика определения в гене ТЛР-4  
клинически значимых полиморфизмов

Подобраны олигонуклеотидные праймеры для 
амплификации трех локусов гена TLR4, в которых 
расположены полиморфизмы (ЕНП) rs 11536865 
(G/C), rs 5030717(A/G), rs 913930 (T/C) (таблица 1).

Таблица 1. Последовательность олигонуклеотидов для определения полиморфизмов гена ТЛР-4

ЕНП* OBSERVED* MAF* Location [13] Праймеры

rs11536865 C/G C=0.0427 5’ (- 728) F:CCTCAAAGCCATGAGTCACC
R:TCTTTCAAGGCTCTCTCTCCA 

Size: 247 bp
rs5030717 A/G G=0.0958 intron 2 (-833) F:TGGTTGGTAAACCTCTGCCTA

R:AGGAGGTGAAGTGAACAGCAA
Size: 174 bp

rs913930 C/T С=0.1769 3’ UTR (-7083) F:TGTGGGTGGTTATTCTCCATT
R:CAAATGCTTGGCTTAAGAATCA

Size: 227 bp

* http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp

Рис. 1. Специфичные ПЦР-продукты локусов гена TЛР-4,  
в которых расположены ЕНП: rs 11536865 (65) – 247 п.н.; 
rs 5030717 (17) – 174 п.н.; rs 913930 (30) – 225 п.н.;  

К – отрицательный контрольный образец; М –маркер

Отработаны условия проведения амплифи-
кации для получения специфичных ПЦР-продук-
тов трех исследуемых локусов гена ТЛР-4 (Рису- 
нок 1). ПЦР проводили в 20 мкл реакционной сме-
си, содержащей 1 x ПЦР буфер, 0.2 mM dNTPs,  
0.2 µL Phusion Green Hot Start II High-Fidelity DNA 
Polymerase («Thermo scientific», Финляндия), по 
0,25 µM прямого и обратного праймера («Прай-
мтех», Беларусь) и 5 µL геномной ДНК. Режим ам-
плификации: 98 °С – 30 сек.; 35 циклов: 98 °С –  
10 сек., 60 °С – 15 сек., 72 °С – 15 сек.; 72 °С –  
5 мин.; 12 °С – 5 мин.

Для проведения ПЦР геномную ДНК выделя-
ли из образцов крови доноров с использованием 
набора для выделения ДНК «Нуклеосорб» («Прай-
мтех», Беларусь).

Отработана методика выявления ЕНП методом 
секвенирования. Для постановки секвенирующей 
ПЦР использовали Big Dye Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing Kit («Life technologies», США). Секве-
нирование проводили на приборе 3500 Genetic 
Analyzer («Life technologies», США). Анализировали 
результаты с использованием программы Sequen-
cing Analysis («Life technologies», США). 

При проектировании, проведении и анали-
зе результатов исследований были использова-
ны принципы и стандарты проведения и анализа 
клинических исследований описанные Stephen B 
Hulley с соавт. и Aviva Petrie & Caroline Sabin [2, 14] 
Во всех сравнительных исследованиях вероят-
ность ошибки I типа, α, принята равной 0,05, ве-
роятность ошибки II типа, β, принята равной 0,20 
(мощность 0,80). Распределение численных вели-
чин признано ненормальным, в этой связи сред-
ние величины представлены как медиана с 25%  
и 75% квартилями. Для оценки взаимосвязи меж-
ду полиморфизмом ЕНП гена ТЛР-4 и частотой 
острого отторжения использовали тест Fisher и рег-
рессионный анализ.

Результаты и обсуждение
Разработанная методика определения полимор-

физмов ЕНП rs 11536865, rs 5030717, rs 913930 
в гене TLR4 на основе секвенирования позволила 
выявить генотипы, потенциально ассоциирован-
ные с развитием острого отторжения транспланта-
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та печени. В пределах rs 5030717 были выявлены 
три генотипа: AA (гомозигота) и два генотипа с ми-
норной аллелью G - AG (гетерозигота) и GG (гомо-
зигота) (рисунок 2). По данным William S. et al. ал-
лель G –ассоциирована с дисфункцией печеночно-
го графта (p = 0,0008, для европейцев – p = 0,07  
и афроамериканцев – p = 0,002) [13]. В пределах 
rs 913930 были выявлены выявлены 3 генотипа: 
TT (гомозигота) и два генотипа с минорной алле-
лью С - TC, CC (гетеро- и гомозиготный, соответст-
венно) (рисунок 3). По данным William S. et al. для 

всех доноров аллель С ассоциирована с дисфунк-
цией печеночного графта (p = 0,003).

Изучение ЕНП rs 11536865 не выявило поли-
морфизма (все образцы имели генотип GG). Кли-
нически значимый вариант полиморфизма – ал-
лель С (минорная аллель) в исследованных образ-
цах не выявлен. 

Изучение частоты встречаемости выявленных 
генотипов показало, что в rs913930 66% доноров 
имели генотип TT, 28,3% были гетерозиготами CT 
с минорной аллелью C и 5,7% были гомозиготами 

Рис. 2. ЕНП rs 5030717, локализована в intron 2 (–833) ТЛР-4, A>G. Выявлены генотипы: AA, AG (слева сверху вниз) и GG 
(справа)

Рис. 3. ЕНП rs 913930, локализована в –7083 за 3’ UTR гена ТЛР-4, T>C. Выявлены генотипы: TT, CC (слева) и CT (справа)
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СС. В rs 5030717 83% доноров имели генотип АА, 
11,3% были гетерозиготами AG с минорной але-
лью A и 5,7% были гомозиготами GG. Все случаи 
rs11536865 имели клиническим не значимый ге-
нотип GG (100%). 

Подтверждение того, что в выборке образцов 
крови доноров печени имеются гетерозиготные, 
потенциально клинически значимые полимор-
физмы, явилось причиной продолжение изуче-
ния ассоциации их с отторжением и толерант-
ностью в выборке 53 пациентов с известными 
полиморфизмами. Для выявлений ассоциаций 
потенциально клинически значимых генотипов 
rs 5030717, rs 913930 в гене TLR4 было проведе-
но исследование случай-контроль в когорте паци-
ентов после трансплантации печени, разделенных 
на две группы по признаку развития острого оттор-
жения и по клиническим признакам толерантно-
сти. Схема исследования и сокращенные получен-
ные результаты представлена на рисунке 5. 

Острое отторжение в раннем периоде после 
трансплантации печени развилось у 14 (26,4%) 
пациентов. Пропорция пациентов с острым оттор-
жением после ТП от донора с минорной алелью  
С rs913930 гена TЛР-4, 2/18 (11,1%) была значимо 
меньше, чем при ТП от донора с алелью Т, 12/35 
(34,2%) (χ2 = 2,95; Fisher exact тест, p = 0,07). Ана-
лиз пропорций пациентов с острым отторжением 
по отношению к генотипу rs5030717 показал от-
сутствие асоциации между риском развития остро-
го отторжения и полиморфизмом rs5030717 гена 
TЛР-4 (Fisher exact тест, p = 0,5; таблица 3). Аллель 
специфический анализ изучаемых ассоциаций 
с rs913930 подтвердил тенденцию к меньшему 
риску развития острого отторжения у пациентов 
с трансплантатом носителем аллели С rs913930 
гена TЛР-4 (Fisher test, p = 0,07) и выявил потен-
циально протективную роль генотипа СС (Fisher 
тест, p = 0,02; таблица 2).

Рис. 4. ЕНП rs 11536865, локализована в 5’ (– 728) гена 
ТЛР-4, T>C. Выявлен единственный генотип GG

Рис. 5. Схема исследования случай-контроль по выявлению 
генетических предикторов отторжения и толерантности 

после трансплантации печени

Таблица 2. Ассоциация острого отторжения с аллелями и генотипами rs913930 гена ТЛР-4

Алели (n = 106)  
C (n =  21)                        T (n = 85 ) 

Генотипы (n = 53)  
CC (n = 3 )                        CT (n =  15)                         TT (n =  35) 

Острое отторжение 2 24 0 2 12
Неосложненное течение 19 61 3 13 23

р 0,07
0,07

0,02
0,3

Таблица 3. Ассоциация острого отторжения с аллелями и генотипами rs5030717 гена TЛР-4

Алели (n = 106)
A (n =  94)                         G (n = 12 ) 

Генотипы (n = 53)
AA (n = 44)                          AG (n =  6)                         GG (n =  3) 

Острое отторжение 25 3 12 1 1
Неосложненное течение 69 9 32 5 2

р 0,6
0,6

0,5
0,4
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Таким образом, проведенное исследование 
показали вероятную роль полиморфизма гена 
TЛР-4 в последовательности rs913930 в отно-
шении развития острого отторжения, а именно 
аллели С и генотипа СС, в раннем периоде после 
трансплантации печени как одного из клинических 
(фенотипических) признаков иммунотолерантно-
сти. На данном этапе исследования мы не выяви-
ли ассоциации генотипа rs5030717 гена TLR-4  
с острым отторжением и клиническими признака-
ми иммунотолерантности.

Результаты приведенного в данной статье пи-
лотного исследования подчеркивают потенциаль-
ную значимость определения полиморфизма ЕНП 
генов ТЛР-4 в стратификации риска развития 
острого отторжения трансплантата печени. Плю-
сом описанной методики является то, что выпол-
нение ПЦР в реальном времени с определением 
генотипа донора в момент выполнения ОТП позво-
ляет оценить риск развития отторжения или благо-
приятного исхода. Так, выявление определенного 
генотипа, ассоциированного с отторжением или 
иммунотолерантностью графта, дает возможность 
персонифицировать иммуносупрессивную тера-
пию, что в свою очередь позволяет избежать неже-
лательных явлений, вызванный гипо- либо гипер-
иммуносупрессией. Недостатком исследования 
является небольшое количество наблюдений, од-
нако выбор дизайна исследования и следование 
требуемым для него правилам позволяет делать 
обоснованные для клинического исследования 
выводы. Полученная ассоциация аллели С и ге-
нотипа СС в последовательности rs913930 гена  
TЛР-4 и клинической иммунотолерантности под-
тверждают гипотезу о том, что отторжение транс-
плантата печени имеет генетические предпо-
сылки. Более того, безусловная роль рецепторов  
ТЛР-4 в патогенезе иммунологического конфлик-
та донорского графта и организма реципиента 
обосновывает дальнейшее изучение данной ас-
социации.
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