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НЕЙТРОФИЛОКИНЫ И МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНОЕ 
СОСТОЯНИЕ ЦИРКУЛИРУЮЩИХ НЕЙТРОФИЛОВ ПРИ 
ОПУХОЛЯХ ЯИЧНИКОВ
Абакумова Т.В.1, Генинг Т.П.1, Антонеева И.И.1, 2, Генинг С.О.1, 
Гноевых В.В.1
1 ФГБОУ ВО «Ульяновский государственный университет», г. Ульяновск, Россия  
2 ГУЗ «Областной клинический онкологический диспансер г. Ульяновска», г. Ульяновск, Россия 

Резюме. На сегодня не существует четкого представления о молекулярных участниках, обеспечи-
вающих цитотоксическую и/или цитостатическую активность нейтрофилов (Нф) по отношению к 
опухолевым клеткам. Продуцируемые нейтрофилами цитокины необходимы для паракринного и ау-
токринного взаимодействия их с окружающими клетками. С целью оценки влияния регуляторных 
нейтрофилокинов на морфофункциональное состояние циркулирующих Нф при доброкачественных 
опухолях и раке яичников методом иммуноферментного анализа оценивали в нейтрофилах уровень 
IL-4, IL-6, IL-10, IL-8, IL-18, IFNγ, MCP-1, MMP-1, экспрессию CD11b, CD63, CD16, CD95. Опре-
деляли ригидность мембраны и способность нейтрофилов к образованию NET. Статистическую обра-
ботку полученных данных проводили с использование ПО Statistica 13.0, Jamovi 1.6.5.0. Установлено, 
что при РЯ ригидность нейтрофилов зависит от уровня в нейтрофилах IL-10, MCP-1, IL-18, IL-8, 
IL- 4, IFNγ, IL-6. Методом множественной регрессии выявлена зависимость способности образовы-
вать NET от уровня IL-4 и IL-6 в Нф. Выявлена обратная корреляционная связь между ригидностью 
мембраны Нф и их способностью образовывать ловушки при раке яичников. При доброкачественной 
опухоли яичников выявлена заметная прямая корреляционная связь ригидности мембраны нейтро-
филов с адгезионным маркером CD11b. При раке яичников выявлена корреляционная связь ригид-
ности мембраны Нф с маркером дегрануляции CD63. При доброкачественной опухоли яичников 
корреляционных связей между количеством активированных нейтрофилов и уровнем внутриклеточ-
ных цитокинов в Нф не обнаружено. При раке яичников выявлены корреляционные связи между 
количеством CD11b+Нф и уровнем в них IL-6, IL-8; между количеством CD63, CD95 и внутрикле-
точным IL-8. Количество CD16+Нф коррелировало с уровнем MMP-1 и IL-8, а CD95+Нф коррели-
ровало с уровнем IL-18 в Нф. Таким образом, изменение уровня нейтрофилокинов при доброкаче-
ственной опухоли яичников не коррелировало с изменениями способности к NETозу, экспрессии 
активационных маркеров, но сопровождалось увеличением ригидности мембраны циркулирующих 
нейтрофилов. При раке яичников повышение IL-8 коррелировало со снижением экспрессии CD16 и 
повышением CD63; снижение CD16 коррелировало с возрастанием MMP-1. Повышение ригидности 
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мембраны при раке яичников ассоциировалось с изменениями всех рассмотренных нейтрофилоки-
нов (IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18, MCP-1, IFNγ). Комбинация показателей IL-4, IL-6, IL-18, числа 
NET и ригидности мембраны циркулирующих Нф (по результатам мультивариантного анализа) мо-
жет быть использована для дифференциальной диагностики рака яичника.

Ключевые слова: нейтрофилы, ригидность мембраны, рак яичников, доброкачественная опухоль яичников, 
нейтрофилокины

NEUTROPHILOKINES AND THE MORPHOFUNCTIONAL STATE 
OF CIRCULATING NEUTROPHILS IN OVARIAN TUMORS 
Abakumova T.V.a, Gening Tatyana P.a, Antoneeva I.I.a, b, Gening S.O.a, 
Gnoevykh V.V.a
a Ulyanovsk State University, Ulyanovsk, Russian Federation 
b Regional Clinical Oncology Center of Ulyanovsk, Ulyanovsk, Russian Federation

Abstract. There is currently no clear understanding of the molecular participants providing cytotoxic and/or 
cytostatic activity of neutrophils (Nph) in relation to tumor cells. Cytokines produced by neutrophils are necessary 
for their paracrine and autocrine interactions with surrounding cells. In order to assess the effect of regulatory 
neutrophilokines on the morphofunctional state of circulating Nph in benign ovarian tumors and ovarian cancer, 
the ELISA method was used to assess the level of IL-4, IL-6, IL-10, IL-8, IL-18, IFNγ, MCP-1 and MMP-1in 
neutrophils, expression of CD11b, CD63, CD16, CD95. Determined the rigidity of the membrane and the ability 
of neutrophils to form NET. Statistical processing of the obtained data was carried out using the software Statistica 
13.0, Jamovi 1.6.5.0. It was found that in ovarian cancer the rigidity of neutrophils depends on the level of IL-10, 
MCP-1, IL-18, IL-8, IL-4, IFNγ, IL-6 in neutrophils. The method of multiple regression revealed the dependence 
of the ability to form NETs on the level of IL-4 and IL-6 in Nph. Revealed an inverse correlation between the rigidity 
of the membrane Nph and their ability to form traps in ovarian cancer. In benign ovarian tumors, a noticeable direct 
correlation was found between the rigidity of the neutrophil membrane and the adhesive marker CD11b. In ovarian 
cancer, a correlation was found between the rigidity of the Nph membrane and the CD63 degranulation marker. 
At benign ovarian tumors, no correlations were found between the number of activated neutrophils and the level 
of intracellular cytokines in Nph. In ovarian cancer, correlations were found between the number of CD11b+Nph 
and the level of IL-6, IL-8 in them; between the amount of CD63, CD95 and intracellular IL-8. The amount of 
CD16+Nph correlated with the level of MMP-1 and IL-8 in Nph. The amount of CD95+Nph correlated with the 
level of IL-18 in Nph. Thus, the change in the level of neutrophilokines in benign ovarian tumors did not correlate 
with changes in the ability to NETosis, expression of activation markers, but was accompanied by an increase in 
the rigidity of the membrane of circulating neutrophils. In ovarian cancer, an increase in IL-8 correlated with a 
decrease in CD16 expression and an increase in CD63; a decrease in CD16 correlated with an increase in MMP-1. 
An increase in membrane rigidity in ovarian cancer was associated with changes in all considered neutrophilokines 
(IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18, MCP-1, IFNγ). The combination of IL-4, IL-6, IL-18 indices, NET number and 
membrane rigidity of circulating Nph (according to the results of multivariate analysis) can be used for differential 
diagnosis of ovarian cancer.

Keywords: neutrophils, membrane rigidity, ovarian cancer, benign ovarian tumor, neutrophilokines

Введение
Выполнение нейтрофилами (Нф) основных 

функций определяется их способностью быстро 
менять форму. Почти сферические в кровотоке 
они должны деформироваться при прохожде-
нии по капиллярам, уплощаться на поверхно-

сти эндотелия перед экстравазацией. На стадии 
фагоцитарного захвата они образуют псевдо-
подии [15]. Все эти превращения требуют су-
щественного увеличения площади поверхности 
клеток. Сморщенная поверхность Нф служит 
как бы мембранным резервуаром для увеличения 
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площади поверхности клеток для передвижения 
и фагоцитоза [2]. Оценка мембранно-цитоске-
летной эластичности методом атомно-силовой 
микроскопии позволило установить новый про-
цесс гибели Нф – мумификацию, который про-
является в увеличении жесткости мембраны Нф, 
приобретение характерной бугристой формы с 
выступами [14]. При образовании внеклеточных 
ловушек (NET) одним из предварительных собы-
тий наряду с разрывами ядерной оболочки явля-
ются разрывы плазматической мембраны [21].

Реализация эффекторных функций и прай-
мирование связано с изменением архитектоники 
мембранных рецепторов Нф. CD63 (тетраспа-
нин) участвует в передаче сигналов, регулирую-
щих активацию и подвижность Нф, адгезивную 
активность CD11/CD18. Являясь маркеров азу-
рофильных гранул рецептор может быть инди-
катором активности их основного компонента – 
миелопероксидазы [10].

CD16 – рецепторы к Fc-фрагменту иммуно-
глобулинов (FcγRIII). Показано, что субпопуля-
ция Нф CD16highCD63dim характеризуется по вы- 
 шенной миграционной способностью, про тиво- 
 опухолевой активностью, повышенным образо-
ванием NET и коррелирует с увеличением вы-
живаемости у пациентов с плоскоклеточным 
раком головы и шеи [13]. Существуют данные о 
роли FcγRIIIB в трогоцитозе, стадии трогопто-
за, опосредованного антителами эндоцитарного 
поглощения Нф фрагментов мембраны раковой 
клетки [6]. Также показано, что экспрессия CD16 
на CD16low, рассматриваемых как популяция не-
зрелых Нф, является хорошим прогностическим 
фактором при прогнозе эффективности капеци-
табина у больных колоректальным раком [12].

Гликопротеин CD11/CD18 играет хорошо 
описанную роль в регуляции ключевых вос-
палительных функций, в том числе фагоцитоз, 
апоптоз и высвобождение пероксида [9]. Обра-
зование конъюгата нейтрофил-раковая клетка, 
последующий трогоцитоз и гибель Нф также 
зависят от CD11/CD18 [3]. На сегодня не суще-
ствует четкого представления о молекулярных 
участниках, обеспечивающих цитотоксическую 
и/или цитостатическую активность Нф по отно-
шению к опухолевым клеткам. In vitro показано, 
что взаимодействие между Нф и клетками ряда 
опухолевых линий через Fas/Fas лиганд приво-
дит к ранней остановке клеточного цикла, что 
позволяет реализовать противоопухолевый эф-
фект Нф [19]. Fas/(APO-1, CD95)/-широко экс-
прессируемый на клеточной мембране белок, 
передающий апоптотический сигнал после вза-
имодействия с лигандом FASL. Установлено, что 

высокая экспрессия FAS нейтрофилами сопро-
вождалась повышенной чувствительностью к 
Fas-опосредованному апоптозу [7]. 

Нф способны стимулировать или подавлять 
рост опухоли через продукцию цитокинов [21]. 
При этом функции самих Нф активируются или 
потенциируются провоспалительными цито-
кинами. Так, IL-10 подавляет зависимую от ак-
тивных форм кислорода генерацию NETs [17]. 
Нф, продуцирующие IL-10, не апоптотины, и 
экспрессия IL-10 индуцировалась экзогенным 
IL-10, что свидетельствует о наличии петли по-
ложительной обратной связи [11]. Снижение 
миграции Нф может быть ограничено, если по-
давить высвобождение IL-8 [19]. IL-6 и MCP-1, 
влияющие на жесткость клеток эпителия сетчат-
ки, изменяют клеточную адгезию и активность 
Нф [23]. 

Таким образом, продуцируемые нейтрофила-
ми цитокины необходимы для паракринного и 
аутокринного взаимодействия их с окружающи-
ми клетками.

Целью исследования было изучение влияния 
регуляторных нейтрофилокинов на морфофунк-
циональное состояние циркулирующих Нф при 
опухолях яичников.

Материалы и методы
Обследовали 97 больных раком яичников 

(РЯ) I-IV стадии по FIGO, 30 больных с добро-
качественными опухолями яичников (ДОЯ) и 
контрольную группу (n = 22). Уровень MMP-1 
(Abfrontier, Quantikine ELISA Kits) и IL-4, IL-6, 
IL-10, IL-8, IL-18, IFNγ, MCP-1 («Вектор-Бест-
Волга», Россия) в сыворотке (пг/мл) оценивали с 
помощью ИФА. 

Нейтрофилы выделяли из 5 мл гепаринизи-
рованной крови в двойном градиенте плотности 
фиколл-урографина (р = 1,117 и 1,077 г/мл). На-
тивные Нф сканировали, используя микроскоп 
SolverPro (NT-MDT, Зеленоград). Использовали 
зонды с жесткостью 0,3 N/m, радиус закругления 
кончика зонда составлял 10 nm.

Для оценки жесткости мембран использовали 
режим спектроскопии. Жесткость мембран оце-
нивалась по модулю Юнга, который рассчитыва-
ли согласно теории Герца [1]. 

От всех пациенток получено информирован-
ное добровольное согласие. Статистическую об-
работку производили с использованием one-way 
ANOVA, корреляцию по Спирмену. 

Для сравнения независимых совокупностей в 
случаях отсутствия признаков нормального рас-
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Рисунок 1. Ригидность мембраны нейтрофилов 
контрольной группы (1), при доброкачественных 
опухолях (2) и раке яичников (3)
Figure 1. Rigidity of the neutrophil membrane of the control 
group (1), with benign tumors (2) and ovarian cancer (3)

Рисунок 2. Количество CD11b+, CD16+, CD63+, 
CD95+ нейтрофилов в контрольной группе (1), при 
доброкачественных опухолях (2) и раке яичников (3)
Figure 2. Number of CD11b+, CD16+, CD63+, CD95+ neutrophils 
in the control group (1), with benign tumors (2) and ovarian 
cancer (3)

Рисунок 3. Количество NET в контрольной группе (1), 
при доброкачественных опухолях (2) и раке 
яичников (3)
Figure 3. Number of NET in the control group (1), with benign 
tumors (2) and ovarian cancer (3)

пределения данных использовался U-критерий 
Манна–Уитни (Statistica 13.0 (TIBCO, США)). 

Прогностическая модель, характеризующая за-
висимость количественной переменной от фак-
торов, также представленных количественными 
показателями, разрабатывалась с помощью мето-
да парной или множественной линейной регрес-
сии. В качестве показателя тесноты связи исполь-
зовался линейный коэффициент корреляции F. 
Для оценки качества подбора линейной функции 
рассчитывался квадрат линейного коэффициента 
корреляции R2, называемый коэффициентом де-
терминации. Построение прогно стической моде-
ли риска исхода злокачественного новообразова-
ния выполнялось при помощи метода бинарной 
логистической регрессии. Статистическая значи-
мость полученной модели определялась с помо-
щью критерия χ2. 

Качество прогностической модели, получен-
ной с помощью ROC-анализа, оценивалось ис-
ходя из значений площади под ROC-кривой со 
стандартной ошибкой и 95%-ным доверитель-
ным интервалом (ДИ) и уровня статистической 
значимости (Jamovi 1.6.5.0).

Результаты
При анализе результатов атомно-силовой 

спектроскопии выявлено увеличение жесткости 
мембран нейтрофилов у пациентов с ХОБЛ [10]. 
По результатам исследований Плесковой С.Н. 
и соавт. (2020), жесткость мембраны и сила ад-
гезии нейтрофилов снижается под влиянием 
Staphylococcus aureus [15], а увеличение жесткости 
мембраны проявляется при мумификации ней-
трофилов [14]. Нами было установлено значимое 
увеличение ригидности мембраны Нф по сравне-
нию с контролем при ДОЯ (р = 0,0001) и при РЯ 
(р = 0,0005) (рис. 1). 

При ДОЯ и РЯ увеличивается количество 
CD11b+ (р1, 2 = 0,0001) и CD63+Нф (р1 = 0,0256, 
р2 = 0,0016) относительно контроля (рис. 2). Ко-
личество CD16+ при РЯ значимо снижается 
по сравнению с контролем (р = 0,0009) и ДОЯ 
(р = 0,0017) (рис. 2). Количество CD95+ при ДОЯ 
(р = 0,1717) и РЯ (р = 0,5730) значимо не отлича-
ется от контроля (рис. 2).

В результате проведенного исследования при 
ДОЯ не выявлено значимого изменения коли-
чества NET по сравнению с контрольной груп-
пой (рис. 3). При РЯ заметно повышалось ЧЛ 
(р1 = 0,0011 и р2 = 0,0002) по сравнению с ана-
логичными показателями в контроле и при ДОЯ 
(рис. 3). 
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В циркулирующих Нф при ДОЯ и РЯ уро-
вень MCP-1 (р1 = 0,00013 и р2 = 0,00004) и IL-4 
(р1 = 0,0001 и р2 = 0,0001) увеличивается по 
сравнению с контролем (табл. 1). Уровень IL-18 
(р1 = 0,0001 и р2 = 0,0001) и IL-10 (р1 = 0,0001 и 
р2 = 0,0001) в Нф при ДОЯ и РЯ значимо снижа-
лись по сравнению с контролем (табл. 1). При РЯ 
уровень IL-8 значимо возрастает по сравнению 
с ДОЯ (р = 0,0043) и не отличатся относитель-
но контроля (р = 0,3326) (табл. 1). MMP-1 в Нф 
при РЯ значимо выше такового в контроле и при 
ДОЯ (р1 = 0,0001 и р2 = 0,0011) (табл. 1). Уровень 
IFNγ и IL-6 в Нф при РЯ значимо ниже, чем при 
ДОЯ (р1 = 0,0001 и р2 = 0,0009) и не отличается 
от такового в контроле (р1 = 0,2594 и р2 = 0,4954) 
(табл. 1).

Обсуждение
При ДОЯ 26% от общей дисперсии объяс-

няются моделью (F(1,13) = 6,0667, p = 0,0285, 
R2 = 0,2657) зависимости ригидности мембра-
ны от уровня MMP-1 в Нф. При РЯ ригидность 

нейтрофилов прямо зависит от уровня в ней-
трофилах IL-10 в 47% случаев от общей диспер-
сии (F(1,15) = 15,453, p = 0,0013, R2 = 0,4746), 
от MCP-1 в 35% (F(1,22) = 13,387, p = 0,0014, 
R2 = 0,3500), и от IL-18 в 22% (F(1,15) = 5,4514, 
p = 0,0339, R2 = 0,2176). Также при РЯ только в 
20% от общей дисперсии объясняются моделью 
прямой зависимости показателей ригидности 
мембраны Нф от уровней внутриклеточных IL-8 
и IL-4 (F(2,58) = 8,5441, p = 0,0006, R2 = 0,2009). 
Методом множественной регрессии также вы-
явлена обратная зависимость ригидности мем-
браны Нф при РЯ от уровней IFNγ и IL-6 в 22% 
случаев от общей дисперсии (F(2,58) = 9,4679, 
p = 0,0003, R2 = 0,2201). Также выявлена зависи-
мость способности образовывать NET от уровня 
IL-4 и IL-6 в 67 % случаев от общей дисперсии 
(F(2,58) = 63,553, p = 0,0001, R2 = 0,6758). Вы-
явлена обратная корреляционная связь между 
ригидностью мембраны Нф и способностью об-
разовывать NET (r = -0,2999, р = 0,0188) при РЯ.

ТАБЛИЦА 1. УРОВЕНЬ ЦИТОКИНОВ В ЦИРКУЛИРУЮЩИХ НЕЙТРОФИЛАХ, ВЛИЯЮЩИХ НА РИГИДНОСТЬ ИХ 
МЕМБРАНЫ ПРИ ДОБРОКАЧЕСТВЕННОЙ ОПУХОЛИ И РАКЕ ЯИЧНИКОВ, Me (Q0,25-Q0,75)
TABLE 1. LEVEL OF CYTOKINES IN CIRCULATING NEUTROPHILS, AFFECTING THE RIGIDITY OF THEIR MEMBRANE IN 
BENIGN TUMOR AND OVARIAN CANCER, Me (Q0.25-Q0.75)

Группа
Group

Показатель  
(пг/мл)
Indicator (pg/ml)

Контроль
Control
n = 22

Доброкачественная 
опухоль яичников
Benign ovarian tumor

n = 15

Рак яичников
Ovarian cancer

n = 61

IL-4 1,457 (0,591-2,069) 4,935 (2,537-6,052)* 4,032 (1,698-6,358)*

IL-10 63,961 (48,981-88,843) 8,576 (4,995-13,568)* 6,171 (2,669-28,251)*

IFNγγ 2,517 (1,661-3,664) 6,625 (4,525-8,702)* 2,587 (1,098-4,039)#

IL-18 37,345 (18,492-55,863) 5,293 (3,354-7,258)* 8,697 (6,395-22,399)*

IL-6 1,329 (0,992-1,993) 12,613 (10,136-14,193)* 1,311 (0,963-10,558)#

IL-8 158,826 (140,048-186,034) 40,274 (36,543-51,067)* 109,369 (27,912-214,754)#

MCP-1 17,217 (14,029-19,561) 29,280 (24,984-34,405)* 25,741 (21,037-31,829)*

MMP-1 0,527 (0,397-0,608) 0,671 (0,523-0,886)* 1,233 (1,070-1,410)*#

Примечание. * – данные значимо отличаются от аналогичных в группе контроля; # – данные значимо отличаются от 
аналогичных в группе с доброкачественной опухолью яичников

Note. *, data significantly differ from those in the control group; #, data significantly differ from those in the group with benign ovarian 
tumor.
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При ДОЯ корреляционных связей между 
количеством активированных нейтрофилов и 
уровнем внутриклеточных цитокинов в Нф не 
обнаружено. Однако выявлена заметная прямая 
корреляционная связь между ригидностью мем-
браны нейтрофилов и адгезионным маркером 
CD11b (r = 0,5254, р = 0,0442).

По данным Jensen K.N. (2020), в провоспа-
лительных условиях in vitro повышенная экс-
прессии CD11b на нейтрофилах сопровождалась 
повышенной секрецией IL-8 нейтрофилами, 
повышенной их фагоцитарной способностью 
и апоптозу [8]. При B-клеточным хроническим 
лимфолейкозом обнаруживаются CD16+Нф 
со сниженной продукцией IL-17A, IL-17E и 
IL-17F [4]. При РЯ выявлена прямая умерен-
ная корреляционная связь между количеством 
CD11b+Нф и уровнем в них IL-6 (r = 0,3224, 
p = 0,0113). IL-8 в Нф имеет обратную корреля-
ционную связь с маркерами CD11b (r = -0,3951, 
p = 0,0016) и CD16 (r = -0,2580, p = 0,0447), а так-
же прямую связь с CD63 (r = 0,2593, p = 0,0436) и 
CD95 (r = 0,3504, p = 0,0056). Снижение количе-

Рисунок 4. ROC-кривая для регрессионной модели 
дифференциальной диагностики рака яичников с 
учетом показателей в нейтрофилах IL-4, IL-6, IL-18, 
числа NET и ригидности мембраны циркулирующих 
нейтрофилов
Figure 4. ROC-curve for a regression model of differential 
diagnosis of ovarian cancer taking into account parameters in 
neutrophils IL-4, IL-6, IL-18, NET number and membrane rigidity 
of circulating neutrophils

ства CD16 обратно коррелирует с возрастающим 
уровнем MMP-1 в Нф (r = -0,2739, p = 0,0326). 

В исследования Rumalla V. (2001), повышение 
апоптоза Нф сопровождалось снижением секре-
ции IL-6 и увеличением IL-10 [17]. Повышение 
апоптотической способности Нф сопровожда-
ется снижением продукции IL-18 при систем-
ном воспалении у мышей [5]. При РЯ изменение 
уровня IL-18 в Нф прямо умеренно коррелирует 
с количеством CD95+Нф (r = 0,3767, p = 0,0027). 
Также выявлена прямая слабая корреляционная 
связь ригидности мембраны Нф с маркером де-
грануляции CD63 (r = 0,2588, p = 0,0439).

На модели бинарной логистической регрес-
сии продемонстрировали возможность исполь-
зования внутриклеточных показателей IL-4, 
IL-6, IL- 18, числа NET и ригидности мембраны 
циркулирующих Нф для дифференциальной диа-
гностики злокачественных и доброкачественных 
опухолей яичников (χ2 = 93,2, р = 0,010). Досто-
верную значимость при их комбинации оценива-
ли методом анализа ROC-кривой (IL-4, ОШ 1,960 
95% ДИ 1,047-3,6680, p = 0,035; IL-6, ОШ 0,616 
95% ДИ 0,456-0,833, p = 0,002; IL-18, ОШ 0,957 
95% ДИ 0,915-0,999, p = 0,048; количество NET, 
ОШ 1,975 95% ДИ 1,267-3,078, p = 0,003; ригид-
ность мембраны циркулирующих Нф, ОШ 1,132 
95% ДИ 1,047-1,224, p = 0,002). Площадь под 
кривой (AUC) такой модели составила 0,978, и 
РЯ мог быть диагностирован с 93,4%-ной веро-
ятностью (рис. 4). 

Значения выбранных показателей позволяют 
классифицировать пациентов по степени риска 
РЯ в сочетании с чувствительностью (0,934) и 
специфичностью (0,865).

Заключение
Таким образом, изменение уровня нейтро-

филокинов при ДОЯ не коррелировало с из-
менениями способности к NETозу, экспрессии 
активационных маркеров, но сопровождалось 
увеличением ригидности мембраны циркулиру-
ющих нейтрофилов. 

При РЯ повышение IL-8 коррелирует со сни-
жением экспрессии CD16 и повышением CD63; 
снижение CD16 коррелирует с возрастанием 
MMP-1. 

Повышение ригидности мембраны при РЯ ас-
социируется с изменениями всех рассмотренных 
нейтрофилокинов (IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18, 
MCP-1, IFNγ). 
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ГЕТЕРОГЕННОСТЬ NK-КЛЕТОК ПРИ ТУБЕРКУЛЕМАХ 
ЛЕГКИХ, В ТОМ ЧИСЛЕ С НАЛИЧИЕМ В СТРУКТУРЕ 
КОМОРБИДНОСТИ ВИЧ-ИНФЕКЦИИ
Бердюгина O.В. 
ФГБУН «Институт иммунологии и физиологии» Уральского отделения Российской академии наук, 
г. Екатеринбург, Россия

Резюме. Интерес к изучению полиморфизма клеток иммунной системы растет с развитием в про-
точной цитофлуориметрии многоцветного анализа. Естественные киллеры представлены нескольки-
ми субпопуляциями. Их созревание является непрерывным процессом, который начинается с CD27-

CD11b--клетки и заканчивается зрелыми клетками с фенотипом CD27-CD11b+. Одной из областей 
для изучения полиморфизма NK-клеток является фтизиатрия, в связи с тем, что механизм длитель-
ного персистирования M. tuberculosis в организме человека до конца не изучен. Более того, появляется 
все больше пациентов с коморбидной инфекцией, включающей вирус иммунодефицита человека. 
Целью данного исследования стало определение некоторых субпопуляций NK-клеток у пациентов с 
тубекулемами легких при, а также в отсутствие синергичного инфицирования вирусом иммунодефи-
цита человека. 

Обследовано 46 человек, сгруппированных в три когорты. В первую группу были включены 24 
практически здоровых человека, вторая группа объединила 12 больных с туберкулемами легких без 
клинических и лабораторных признаков наличия ВИЧ-инфекции, третья группа была представлена 10 
больными с туберкулемами легких и инфицирована ВИЧ. Возбудитель туберкулеза легких у всех боль-
ных был лекарственно-устойчивым. Все больные ВИЧ-инфекцией имели 4-ю стадию заболевания. 
Иммунологическое исследование выполнялось методом проточной цитофлуориметрии. Детектиро-
вали следующие популяции клеток: CD45+CD3+CD19-, CD45+CD3-CD19+, CD45+CD3-CD16+CD56+, 
CD3+CD16+CD56+, CD45+CD3-CD8+, CD45+CD3-HLA-DR+, CD45+CD3-CD16+CD56+CD11b+. Лей-
коцитоз и лейкограмму определяли на клиническом анализаторе 5 Diff Mythic 22 AL (Cormay, Poland). 
Статистические исследования данных выполнены в операционной среде Windows 10 (Microsoft Corp., 
USA), использована компьютерная программа Statistica v. 12.5 (StatSoft, USA). Оценивали нормаль-
ность распределения полученных данных. В качестве критериев оценки различий между сравнивае-
мыми группами использованы Kruskal–Wallis one-way analysis of variance (pk-w) при уровне значимости 
различий p < 0,017 (между тремя несвязанными группами № 1, № 2 и № 3), а также Wald–Wolfowitz 
test (pw-w) при уровне значимости различий p < 0,05 (между двумя несвязанными группами № 2 и № 3). 
Выполнялся факторный анализ. 

Установлено, что наличие туберкулем легких сопровождается снижением количества NK-клеток 
на 33%, двукратным понижением численности NKT-клеток, уменьшением на 34,3% популяции CD3-

HLA-DR+ клеток, снижением на 21,7% количества CD3-CD16+CD56+CD11b+-клеток. Наличие ВИЧ-
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инфекции при тубекулемах легких ассоциировано с понижением количества лейкоцитов, значитель-
ной вариабельностью количества лимфоцитов, снижением числа NK-клеток в 3 раза, NK-клеток, 
экспрессирующих α-цепь антигена CD8 – в 2,3 раза, NKT-клеток – в 6 раз, CD3-HLA-DR+-клеток – 
на 42,9%, CD3-CD16+CD56+CD11b+-клеток – в 2,3 раза. Как у пациентов с туберкулемами легких, так 
и с наличием в структуре коморбидности ВИЧ-инфекции отмечено снижение контроля за инфекци-
ей M. tuberculosis. 

Ключевые слова: иммунология, проточная цитометрия, туберкулема, ВИЧ, NK-клетки, NKТ-клетки, CD11b, HLA-DR, 
факторный анализ

HETEROGENEITY OF NK-CELLS IN PULMONARY 
TUBERCULOUS GRANULOMAS, INCLUDING ASSOCIATION 
WITH HIV INFECTION
Berdyugina O.V. 
Institute of Immunology and Physiology, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Ekaterinburg, Russian Federation 

Abstract. Interest in the study of cell population heterogeneity among immune system grows with advances 
in multicolor flow cytometry techniques. Natural killer cells are represented by several subpopulations. Their 
maturation is a continuous process that begins with CD27-CD11b--cells and ends with mature cells with 
the CD27-CD11b+-phenotype. Phthisiology is one of the areas for studying the NK-cell polymorphism due 
to the fact that the mechanism of prolonged persistence of M. tuberculosis in the human body is not fully 
understood. Moreover, there is increasing number of patients with infectious comorbidities, including the 
human immunodeficiency virus (HIV) infection. The aim of this study was to determine some subpopulations 
of NK cells in the patients with pulmonary tuberculous granuloma, as well as in the absence of a synergistic 
HIV infection. 

The study involved 46 people grouped in three cohorts. The 1st group included 24 practically healthy people, 
the 2nd group consisted of 12 patients with pulmonary tuberculous granuloma without clinical and laboratory 
signs of HIV infection, and the 3rd group was represented by 10 patients with pulmonary tuberculous granuloma 
infected with HIV. The causative agent of pulmonary tuberculosis in all patients was drug-resistant. All the 
patients with HIV infection had stage 4 disease. Immunological status was assessed by flow cytometry. The 
following cell populations were detected: CD45+CD3+CD19-, CD45+CD3-CD19+, CD45+CD3-CD16+CD56+, 
CD3+CD16+CD56+, CD45+CD3-CD8+, CD45+CD3-HLA-DR+, CD45+CD3-CD16+CD56+CD11b+. Leuko-
cytosis and leukogram were determined with a 5 Diff Mythic 22 AL clinical analyzer (Cormay, Poland). Statistical 
studies of the data were performed in the Windows 10 operating environment (Microsoft Corp., USA); the 
computer program Statistica v. 12.5 (StatSoft, USA) was used. The normality of the data distribution was also 
evaluated. Kruskal–Wallis one-way analysis of variance (pk-w) was used as criterion for assessing differences 
between the compared groups at a significance level of differences p < 0.017 (between three unrelated groups), 
as well as Wald–Wolfowitz test (pw-w) with a significance level of differences p < 0.05. Factor analysis was 
performed. 

We have found that the presence of pulmonary tuberculous granuloma is accompanied by a decrease of  
NK-cells number by 33%, a two-fold decrease in the number of NKT-cells, a 34.3% decrease in the population 
of CD3-HLA-DR+-cells, and a 21.7% decrease in the number of CD3-CD16+CD56+CD11b+-cells. Co-
infection with HIV in cases of pulmonary tuberculous granuloma was associated with a three-fold decrease in 
the leukocyte numbers, significant variability in lymphocyte counts, e.g., 3-fold decrease in NK-cell counts, 
with NK-cells expressing α-chain of the CD8 antigen decreased by 2.3 times; 6-fold drop of NKT-cell, CD3-

HLA-DR+-cells decreased by 42.9%; 2.3-fold decline in CD3-CD16+CD56+CD11b+-cells. Decreased control 
of M. tuberculosis infection was observed both in patients with pulmonary tuberculous granuloma, and in 
presence of HIV infection as associated comorbidity.

Keywords: immunology, flow cytometry, tuberculous granuloma, HIV, NK-cells, NKT-cells, CD11b, HLA-DR, factor analysis
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Введение 
Интерес к изучению полиморфизма клеток 

иммунной системы возрастает с развитием в 
проточной цитофлуориметрии многоцветно-
го анализа [4, 6]. Выявляемая гетерогенность 
описанных ранее популяций приводит к диф-
ференциации новых типов клеток, у которых 
обнаруживаются индивидуальные особенности 
функционирования.

Естественные киллеры – клетки врожденно-
го иммунитета, обладающие как собственным 
цитотоксическим потенциалом, так и способ-
ностью к продукции ряда цитокинов – пред-
ставлены несколькими субпопуляциями, мар-
керами дифференцировки которых являются 
CD16 и CD56 [16]. Помимо этого, для оценки 
стадийности созревания клеток – выявления 
незрелых (Imm), зрелых 1 (M1) и зрелых 2 (M2) 
используют детекцию поверхностных CD11b- и 
CD27-антигенов [9]. Определяемые таким об-
разом субпопуляции отличаются уровнем про-
лиферации и цитотоксичностью. Установлено, 
что на естественных клетках-киллерах экспрес-
сия CD11b появляется, когда они приобретают 
свои полные эффекторные функции [8]. В таком 
случае NK-клетки теряют пролиферативный по-
тенциал и продуцируют меньше цитокинов, ста-
новясь более цитотоксичными в отношении кле-
ток-мишеней. Созревание NK-клеток является 
непрерывным процессом, который начинается 
с двойной отрицательной стадии CD27-CD11b--
клетки (наиболее незрелая стадия) и заканчива-
ется наиболее зрелыми клетками с фенотипом 
CD27-CD11b+ [11]. Большинство CD11b+ NK-
клеток находятся в периферических органах, та-
ких как селезенка, кровь, печень и легкие [5].

Одной из интересных областей для изучения 
полиморфизма NK-клеток является фтизиатрия, 
в связи с тем, что механизм длительного перси-
стирования M. tuberculosis в организме человека 
до конца не изучен [15]. Помимо этого, появляет-
ся все большее число пациентов с коморбидной 
инфекцией, включающей вирус иммунодефици-
та человека (ВИЧ, human immunodeficiency virus, 
HIV), что значительно осложняет течение забо-
левания [12, 13]. Изучение фенотипических осо-
бенностей клеток у больных туберкулезом легких 
может позволить выявить изменения популяци-
онного состава клеток, сопровождающего бакте-
риальную и смешанную бактериально-вирусную 
инфекцию [10]. 

Целью данного исследования стало определе-
ние некоторых субпопуляций NK-клеток у па-

циентов с тубекулемами легких при, а также в от-
сутствие синергичного инфицирования вирусом 
иммунодефицита человека. 

Материалы и методы 
В исследовании приняло участие 46 человек, 

сгруппированных в три когорты. В первую были 
включены 24 практически здоровых человека – 
15 мужчин (62,5%) и 9 женщин (37,5%), средний 
возраст которых составил 37 лет (группа № 1), 
контрольная. Вторая объединила 12 больных с 
туберкулемами легких без клинических и лабора-
торных признаков наличия ВИЧ-инфекции – 8 
мужчин (66,7%) и 4 женщины (33,3%), средний 
возраст которых составил 35 лет (группа № 2). 
Третья была представлена 10 больными с тубер-
кулемами легких и инфицирована ВИЧ – 6 муж-
чин (60,0%) и 4 женщины (40,0%), средний воз-
раст составил 39 лет (группа № 3). Во всех случаях 
диагноз A15.0 по МКБ (международной класси-
фикации болезней) был подтвержден клинико-
инструментальными и лабораторными методами 
исследования. Возбудитель туберкулеза легких у 
всех пациентов был лекарственно-устойчивым. 
Среди больных туберкулезом не было потребите-
лей наркотических средств, 2/3 курили табачные 
изделия. Все больные ВИЧ-инфекцией имели 4 
стадию заболевания. Добровольное информиро-
ванное согласие на проведение исследования по-
лучено от всех участников испытания. 

Иммунологическое исследование выпол-
нялось методом проточной цитофлуорме-
трии на приборе Coulter Epicx XL (Beckman 
Coulter, USA). Детектировали следующие по-
пуляции клеток: CD45+CD3+CD19-, CD45+CD3-

CD19+, CD45+CD3-16+56+, CD3+CD16+CD56+, 
CD45+CD3-CD8+, CD45+CD3-HLA-DR+, CD45+ 

CD3-CD16+CD56+CD11b+ с использованием ре-
агентов, производимых фирмой-изготовителем 
оборудования. Лизис эритроцитов осуществля-
ли на станции пробоподготовки Coulter Q-Prep 
(Beckman Coulter, USA). Лейкоцитоз и лейко-
грамму определяли на клиническом анализаторе 
5 Diff Mythic 22 AL (Cormay, Poland). Кровь для 
исследования получали из периферической вены 
методом флеботомии в пробирку, содержащую ан-
тикоагулянт К3EDTA (ethylenediaminetetraacetic 
acid, этилендиаминтетрауксусная кислота) из 
расчета 1,6 мг на каждый миллилитр биологиче-
ской жидкости. 

Полученные в результате исследования дан-
ные обрабатывали статистически. Предваритель-
но оценивалась нормальность распределения по-
казателей, для чего использовали ряд критериев: 
Шапиро–Уилка, Колмогорова–Смирнова, асим-
метрии и эксцесса, построения плоскостных, 2D, 
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а также нормальных вероятностных графиков. 
В качестве критериев оценки различий между 
сравниваемыми группами использованы Kruskal-
Wallis one-way analysis of variance (pk-w) при уровне 
значимости различий p < 0,017 (между тремя не-
связанными группами № 1, № 2 и № 3), а также 
Wald–Wolfowitz test (pw-w) при уровне значимости 
различий p < 0,05 (между двумя несвязанными 
группами № 2 и № 3). Для установления зависи-
мости между изученными лабораторными пока-
зателями и клиническими данными выполнялся 
факторный анализ. Исследования проведены в 
операционной среде Windows 10 (Microsoft Corp., 
USA), использована компьютерная программа 
Statistica v. 12.5 (StatSoft, USA).

Результаты и обсуждение 
Предварительное изучение полученных дан-

ных заключалось в оценке определения плотно-
сти функции распределения значений лабора-
торных тестов, что соответствовало получению 
ответа на вопрос: какому закону распределения 
подчиняются определенные в исследовании ла-
бораторные показатели? Использование как 
минимум семи различных критериев позволило 
установить, что преимущественно, однако не во 
всех случаях, распределение не соответствовало 
функции Гаусса. Этот факт дал основание пола-
гать, что для сравнения исследованных выборок 
могут быть использованы непараметрические 
критерии, в частности для оценки различий 
между тремя несвязанными группами № 1, № 2, 
№ 3 Kruskal–Wallis one-way analysis of variance, а 
для оценки различий между двумя несвязанными 
группами № 2 и № 3 Wald–Wolfowitz test.

Естественные киллеры, наряду с двумя дру-
гими основными популяциями клеток – Т- и 
В-лимфоцитами, – являются важными имму-
нокомпетентными клетками периферической 
крови человека. В процессе изучения пул этих 
клеток рассматривали с позиции репрезента-
тивности в целом. В частности, определяя лей-
коцитоз и соотношение основных популяций 
иммунокомпетентных клеток, установлено, что 
у больных с туберкулемами легких при наличии 
ВИЧ-инфекции 4-й стадии заболевания количе-
ство лейкоцитов периферической крови было на 
22% меньше (pk-w < 0,016), чем в группе здоровых 
людей (табл. 1). 

Количество лимфоцитов в исследованных 
группах не имело значимых отличий. Вместе с 
тем, обратил на себя внимание факт более ши-
рокого распределения данных у больных тубер-
кулезом, сопровождавшимся ВИЧ-инфекцией, 
что отражало высокую вариабельность значений 
данного теста у больных (рис. 1). Такой разброс 

результатов отмечался как при исследовании от-
носительных, так и абсолютных значений лим-
фоцитов периферической крови. 

Исследуя непосредственно соотношение ос-
новных популяций клеток, на первый взгляд суще-
ственных отличий в объемах Т- и В-лимфоцитов в 
обследованных группах выявлено не было. Вместе 
с тем был обнаружен факт снижения количества 
NK-клеток у больных с тубекулемами легких как 
без ВИЧ-инфекции, так и в случае коморбидно-
сти с ВИЧ на 33,3% и в 3 раза (pk-w < 0,015) соот-
ветственно, в сравнении со здоровыми людьми. 
Между группами больных туберкулезом при на-
личии и в отсутствие ВИЧ-инфекции также вы-
являлись различия, которые доходили до 2,2 
раз (pw-w < 0,015) – наименьшая популяция NK-
клеток регистрировалась при инфицировании 
ВИЧ (рис. 2).

Изучая полученные данные (табл. 1), возника-
ет вопрос: если из трех основных популяций им-
мунокомпетентных клеток – Т-лимфоцитов, В- 
и NK-клеток – численность последней группы 
снижается, соответственно, пул оставшихся двух 
популяций должен был увеличиваться? Таких 
значимых изменений выявлено не было, однако 
очевидным становится факт перераспределения 
клеток: возрастания на 3,2% относительного ко-
личества Т-лимфоцитов и на 33,2% – В-клеток. 
Эти данные могут косвенно свидетельствовать об 
участии и этих популяций в развитии патологи-
ческого процесса, что найдет свое подтверждение 
ниже – в оценке полученных результатов мето-
дом факторного анализа. 

В ходе исследования были рассмотрены не-
которые популяции NK-клеток (табл. 2). В част-
ности клетки, экспрессирующие α-цепь анти-
гена CD8. Из ранее опубликованных данных 
известно, что примерно 30% NK-клеток пери-
ферической крови экспрессируют гомодимер 
CD8α, такие клетки демонстрируют лучшую 
выживаемость при уничтожении клеток-мише-
ней [1]. В нашем исследовании у пациентов с 
туберкулемами легких существенных отличий в 
количестве таких клеток от популяции здоровых 
людей выявлено не было, при коморбидности 
бактериальной и вирусной инфекций количество 
CD45+CD3-CD8+-клеток было снижено более 
чем в 2,3 раза в сравнении с контрольной груп-
пой. Полученные данные согласуются со сведе-
ниями, полученными ранее, о значительном су-
жении популяции CD8+NK-клеток у нелеченых 
ВИЧ-инфицированных пациентов, которые кор-
релируют с вирусной нагрузкой и обратно про-
порционально числу CD4+Т-клеток [2].

Данные о роли NKТ-клеток в контексте ту-
беркулезной инфекции остаются спорными. Их 
описывают как подгруппу регуляторных Т-лим-
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ТАБЛИЦА 1. ДАННЫЕ СТАТИСТИЧЕСКОГО АНАЛИЗА В ГРУППАХ СРАВНЕНИЯ, Ме (Q0,25-Q0,75), М
TABLE 1. STATISTICAL ANALYSIS DATA IN COMPARISON GROUPS, Ме (Q0.25-Q0.75), М

Показатель, единицы измерения
Indicator, units of measure

Контрольная группа 
(№ 1)

Control group (No. 1)

Больные с 
туберкулемами 

легких в отсутствие 
ВИЧ (№ 2)

Patients with 
pulmonary tuberculous 

granulomas in the 
absence of HIV (No. 2)

Больные с 
туберкулемами легких 

и ВИЧ (№ 3)
Patients with tuberculosis 
granulomas in the lungs 

and HIV (No. 3)

Лейкоциты, 109/л
Leukocytes, 109/l

5,70
(4,85-6,10)

5,91

5,30
(4,60-6,25)

5,93

4,45
(3,55-5,40)

4,50
pk-w < 0,016 (№ 1)

Лимфоциты, %
Lymphocytes, %

32,75
(27,00-40,50)

34,33

32,30
(29,85-39,90)

33,63

35,25
(28,50-44,30)

37,55

Лимфоциты, 109/л
Lymphocytes, 109/l

1,92
(1,72-2,34)

2,06

1,80
(1,51-2,30)

1,87

1,95
(1,56-2,05)

1,66
Т-лимфоциты, %
T-lymphocytes, %
CD45+CD3+CD19-

75,55
(69,30-82,93)

76,19

76,80
(69,60-81,00)

74,01

78,00
(74,48-83,35)

79,83
Т-лимфоциты, 109/л
T-lymphocytes, 109/l
CD45+CD3+CD19-

1,60
(1,27-1,74)

1,58

1,31
(1,15-1,68)

1,38

1,60
(1,16-1,78)

1,35
В-клетки, %
B-cells, %
CD45+CD3-CD19+

10,55
(9,35-13,75)

11,39

10,90
(7,55-16,45)

12,65

14,05
(9,83-18,63)

14,40
В-клетки, 109/л
B-cells, 109/l
CD45+CD3-CD19+

0,23
(0,17-0,28)

0,24

0,20
(0,11-0,38)

0,24

0,19
(0,13-0,26)

0,21

NK-клетки, %
NK-cells, % 
CD45+CD3-16+56+

12,85
(7,23-16,23)

12,38

9,50
(7,30-13,90)

11,61

4,30
(2,78-5,80)

4,28
pw-w < 0,015 (№ 2)
pk-w < 0,006 (№ 1)
pk-w < 0,016 (№ 2)

NK-клетки, 109/л
NK-cells, 109/l
CD45+CD3-16+56+

0,24
(0,13-0,38)

0,26

0,16
(0,11-0,26)

0,22

0,08
(0,04-0,11)

0,08
pw-w < 0,036 (№ 2)
pk-w < 0,015 (№ 1)
pk-w < 0,016 (№ 2)

Примечание. Ме (Q0,25-Q0,75), М – медиана, межквартильный размах, среднее арифметическое величины. Уровень 
значимости: pk-w (Kruskal–Wallis one-way analysis of variance) p < 0,017 (между тремя несвязанными группами № 1, № 2 и 
№ 3); pw-w (Wald–Wolfowitz test) p < 0,05 (между двумя несвязанными группами № 2 и № 3).
Note. Me (Q0�25-Q0�75), M, median, interquartile range, arithmetic mean. Significance level: pk-w (Kruskal–Wallis one-way analysis 
of variance) p < 0.017 (between three unrelated groups No. 1, No. 2 and No. 3); pw-w (Wald–Wolfowitz test) p < 0.05 (between two 
unrelated groups No. 2 and No. 3).

фоцитов, которые, как полагают, находятся под 
контролем вспомогательных клеток и раствори-
мых факторов в локальной микроокружающей 
среде. Показано, что NKT-клетки при инфекциях 
секретируют, с одной стороны, провоспалитель-

ные цитокины, которые стимулируют врожден-
ные и адаптивные реакции, которые устраняют 
патогены, с другой стороны секретируют проти-
вовоспалительные цитокины, которые ограни-
чивают увеличение очага [3]. В нашем исследо-
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Рисунок 1. Относительное количество лимфоцитов 
у здоровых людей (№ 1), больных с туберкулемами 
легких (№ 2), пациентов с туберкулемами легких в 
сочетании с ВИЧ-инфекцией (№ 3)
Примечание. Mean – среднее арифметическое величины,  
SE – стандартная ошибка.
Figure. 1. Relative number of lymphocytes in control group 
(No. 1), patients with pulmonary tuberculous granulomas in the 
absence of HIV (No. 2), patients with tuberculosis granulomas in 
the lungs and HIV-infection (No. 3)
Note. Mean, arithmetic mean; SE, standard error.

Рисунок 2. Относительное количество NK-клеток у 
здоровых людей (№ 1), больных с туберкулемами 
легких (№ 2), пациентов с туберкулемами легких в 
сочетании с ВИЧ-инфекцией (№ 3)
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 2. Relative number of NK-cells in control group (No. 1), 
patients with pulmonary tuberculous granulomas in the absence 
of HIV (No. 2), patients with tuberculosis granulomas in the 
lungs and HIV-infection (No. 3)
Note. As for Figure 1.
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вании было установлено, что наличие туберкулем 
легких сопровождалось двукратным снижением 
численности NKT-клеток (pk-w < 0,016) в перифе-
рической крови больных, а при ко-инфекции с 
ВИЧ – шестикратным уменьшением популяции 
клеток (pk-w < 0,016). К такому значительному 
снижению NKT-клеток в сосудистом русле мо-
жет приводить их миграция в ткани – очаг вос-
палительного процесса. С другой стороны, такие 
изменения могут служить прогностическим при-
знаком развития неблагоприятной ситуации.

HLA-DR – поверхностный рецептор, экспрес-
сируемый клеткой при ее активации. Он может 
быть детектирован не только на Т-лимфоцитах, 
но и на В- и NK-клетках. Известно, что NK-
клетки с фенотипом CD56bright несут на своей 
поверхности HLA-DR. Полагают, что при ту-
беркулезе эти клетки играют защитную роль, се-
кретируя большие количества IFNγ [14]. Анализ 
результатов собственных исследований показал 
значимое снижение числа клеток с фенотипом 
CD45+CD3-HLA-DR+, представленным суммар-
но активированными В- и NK-клетками у боль-
ных с туберкулемами легких. Пул этих клеток 
был ниже, чем в контрольной группе на 34,3% 
(pk-w < 0,014). При инфицировании больных ту-
беркулезом ВИЧ, количество этих клеток состав-
ляло около половины от уровня, установленного 

Рисунок 3. Относительное количество NK-клеток, 
экспрессирующих CD11b у здоровых людей (№ 1), 
больных с туберкулемами легких (№ 2), пациентов с 
туберкулемами легких в сочетании с ВИЧ-инфекцией 
(№ 3)
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 3. Relative number of NK-cells, expressing CD11b in 
control group (No. 1), patients with pulmonary tuberculous 
granulomas in the absence of HIV (No. 2), patients with 
tuberculosis granulomas in the lungs and HIV-infection (No. 3)
Note. As for Figure 1.
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ТАБЛИЦА 2. ДАННЫЕ СТАТИСТИЧЕСКОГО АНАЛИЗА В ГРУППАХ СРАВНЕНИЯ, Ме (Q0,25-Q0,75), М
TABLE 2. STATISTICAL ANALYSIS DATA IN COMPARISON GROUPS, Ме (Q0.25-Q0.75), М

Показатель, единицы измерения
Indicator, units of measure

Контрольная группа 
(№ 1)

Control group (No. 1)

Больные с 
туберкулемами 

легких в отсутствие 
ВИЧ (№ 2)

Patients with 
pulmonary tuberculous 

granulomas in the 
absence of HIV (No. 2)

Больные с 
туберкулемами легких 

и ВИЧ (№ 3)
Patients with tuberculosis 
granulomas in the lungs 

and HIV (No. 3)

NK-клетки, экспрессирующие 
αα-цепь антигена CD8, %
NK-cells, expression CD8, %
CD45+CD3-CD8+

2,25
(1,50-6,00)

2,25

3,70
(1,80-4,65)

4,08

1,40
(0,95-1,95)

1,50
pw-w < 0,040 (№ 2)
pk-w < 0,016 (№ 2)

NK-клетки, экспрессирующие 
αα-цепь антигена CD8, 109/л
NK-cells, expression CD8, 109/l
CD45+CD3-CD8+

0,07
(0,02-0,15)

0,07

0,06
(0,03-0,11)

0,08

0,03
(0,01-0,04)

0,03
pk-w < 0,016 (№ 2)

NKТ-клетки, %
NKT-lymphocytes, %
CD3+CD16+CD56+

2,42
(1,41-4,23)

3,31

1,30
(0,70-3,00)

2,35

1,25
(0,60-2,13)

1,48

NKТ-клетки, 109/л
NKT-lymphocytes, 109/l
CD3+CD16+CD56+

0,06
(0,02-0,09)

0,06

0,03
(0,01-0,05)

0,05
pk-w < 0,016 (№ 1)

0,01
(0,01-0,02)

0,02
pk-w < 0,016 (№ 1)

В-лимфоциты и активированные 
NK-клетки, %
B-cells and activated natural killer 
cells, %
CD45+CD3-HLA-DR+

18,22
(16,11-20,38)

18,37

12,10
(9,10-15,30)

12,84

14,65
(10,63-18,78)

14,75

В-лимфоциты и активированные 
NK-клетки, 109/л
B-cells and activated natural killer 
cells, 109/l
CD45+CD3-HLA-DR+

0,35
(0,32-0,41)

0,36

0,23
(0,15-0,32)

0,24
pk-w < 0,014 (№ 1)

0,20
(0,14-0,28)

0,21
pk-w < 0,012 (№ 1)

NK-клетки, экспрессирующие 
CD11b, %
NK-cells with expression CD11b, % 
CD45+CD3-CD16+CD56+CD11b+

96,50
(92,75-100,00)

96,60

88,42
(79,86-84,25)

85,37
pk-w < 0,016 (№ 1)

78,72
(74,61-100,00)

86,96
pk-w < 0,016 (№ 1)

NK-клетки, экспрессирующие 
CD11b, 109/л
NK-cells with expression CD11b, 109/l 
CD45+CD3-CD16+CD56+CD11b+

0,23
(0,13-0,37)

0,25

0,18
(0,15-0,29)

0,23
pk-w < 0,005 (№ 1)

0,10
(0,07-0,11)

0,09
pk-w < 0,001 (№ 1)
pw-w < 0,040 (№ 2)
pk-w < 0,016 (№ 2)

Примечание. См. примечание к таблице 1.
Note. As for Table 1.

в группе здоровых людей (42,9 %, pk-w < 0,012). 
Оценивая наличие CD3-HLA-DR+-клеток при 
инфицировании микобактериями необходимо 
понимать, что их присутствие облегчает кон-
троль за возбудителем туберкулеза, поскольку 
раннее продуцирование IFNγ, вероятно, под-
держивает численность вспомогательных клеток, 

чувствительных к М.tuberculosis, и увеличивает 
цитотоксическую активность NK-клеток [3]. 

Интегрин CD11b (Mac-1) считается маркером 
зрелых NK-cell [7] и экспрессируется на подавля-
ющем большинстве клеток, находящихся в пери-
ферическом русле. Проведенное исследование 
показало, что у больных с туберкулемами легких 
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ТАБЛИЦА 3. МАТРИЦА ФАКТОРНЫХ НАГРУЗОК
TABLE 3. MATRIX OF FACTORIAL LOADINGS

Показатель 
Indicator 

Фактор I
Factor I

Фактор II
Factor II

Фактор III
Factor III

Лейкоциты, 109/л
Leukocytes, 109/l -0,692601 -0,016862 -0,332315

Лимфоциты, %
Lymphocytes, % 0,001233 0,389706 -0,536727

Лимфоциты, 109/л
Lymphocytes, 109/l -0,590409 0,300114 -0,724699

В-клетки, %
B-cells, %
CD45+CD3-CD19+

-0,059131 -0,955135 -0,130208

В-клетки, 109/л
B-cells, 109/l
CD45+CD3-CD19+

-0,390657 -0,682741 -0,538887

Т-лимфоциты, %
T-lymphocytes, %
CD45+CD3+CD19-

0,688793 0,584885 -0,362093

Т-лимфоциты, 109/л
T-lymphocytes, 109/l
CD45+CD3+CD19-

-0,268868 0,473650 -0,803374

NK-клетки, %
NK-cells, % 
CD45+CD3-16+56+

-0,778766 0,110623 0,533208

NK-клетки, 109/л
NK-cells, 109/l
CD45+CD3-16+56+

-0,951982 0,203563 0,121004

NKТ-клетки, %
NKT-lymphocytes, %
CD3+CD16+CD56+

-0,797594 0,024261 -0,012234

NKТ-клетки, 109/л
NKT-lymphocytes, 109/l
CD3+CD16+CD56+

-0,834970 0,111684 -0,104747

NK-клетки, экспрессирующие αα-цепь антигена CD8, %
NK-cells, expression CD8, %
CD45+CD3-CD8+

-0,580287 -0,124958 0,522045

NK-клетки, экспрессирующие αα-цепь антигена CD8, 109/л
NK-cells, expression CD8, 109/l
CD45+CD3-CD8+

-0,796283 -0,018640 0,223660

В-лимфоциты и активированные NK-клетки, %
B-cells and activated natural killer cells, %
CD45+CD3-HLA-DR+

-0,035415 -0,935850 -0,123126

В-лимфоциты и активированные NK-клетки, 109/л
B-cells and activated natural killer cells, 109/l
CD45+CD3-HLA-DR+

-0,406350 -0,605307 -0,607777

NK-клетки, экспрессирующие CD11b, %
NK-cells with expression CD11b, % 
CD45+CD3-CD16+CD56+CD11b+

-0,862940 0,178066 0,224270

NK-клетки, экспрессирующие CD11b, 109/л
NK-cells with expression CD11b, 109/l 
CD45+CD3-CD16+CD56+CD11b+

-0,928474 0,273506 -0,015371

Expl. Var. 7,121098 3,618500 3,075287
Prp. Totl. 0,418888 0,212853 0,180899

Примечание. Expl. Var. – дисперсия фактора, Prp. Totl. – доля дисперсии, приходящаяся на фактор.
Note. Expl. Var., the variance of the factor; Prp. Totl., the proportion of variance attributable to the factor.
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количество CD3-CD16+CD56+CD11b+-клеток бы-
ло снижено на 21,7% (pk-w < 0,005) в сравнении 
с контрольной группой, а при коморбидной 
инфекции с ВИЧ таких клеток было в 2,3 раза 
меньше, чем в группе здоровых людей (рис. 3). 
Такое значимое снижение экспрессии, а значит, 
и эффекторных функций, не могло не отразить-
ся на клинических проявлениях заболевания. 
О сходных изменениях в экспрессии CD11b у 
ВИЧ-инфицированных было заявлено в работе 
Milush J.M. и соавт. (2013), однако исследования 
не включали группы людей, больных тубекуле-
зом.

Известно, что в ряде случаев непосредствен-
ное исследование лабораторных показателей не 
позволяет выявить изменения, характеризующие 
изучаемые патологические процессы. Это объ-
ясняется тем, что изменение каждого отдельно-
го показателя возникает позже, чем нарушение 
корреляционных связей между несколькими из 
них. Своевременно обнаружить искажение кор-
реляционных связей позволяет факторный ана-
лиз, который был использован в данной работе 
(табл. 3). 

С учетом особенностей выполнения данно-
го вида анализа: создания условий, при которых 
на каждый фактор приходилось бы не менее 1 
лабораторного показателя – было выделено 3 
наиболее значимых, определяющих особенно-
сти изученных патологических процессов. Пер-
вый фактор объединил 41,9% всей дисперсии и 
был представлен такими популяциями клеток 
как NK-, NKТ-, NK-клетки, экспрессирующие 
α-цепь антигена CD8 и NK-клетки, экспресси-
рующие CD11b. Второй фактор объединил 21,3% 
всей дисперсии, его составили В-клетки, а также 
В-лимфоциты и NK-клетки, экспрессирующие 
HLA-DR+, что косвенно подтвердило факт уча-
стия В-лимфоцитов в патологическом процессе. 
Третий фактор объединил 18,1% дисперсии и был 
представлен общим количеством лимфоцитов, 
а также Т-клетками периферической крови. Все 
остальные изменения были обусловлены неуч-
тенными факторами. Три значимых фактора объ-
ясняли 81,3% всей зафиксированной дисперсии. 
В целом, стандартизированная форма представ-

ления параметров в факторном анализе соответ-
ствовала степени их равнозначных связей с изу-
ченными процессами в объекте исследования. 

Заключение
Поведенное исследование позволило уста-

новить, что туберкулемы легких сопровожда-
ются снижением количества NK-клеток на 
33%, двукратным понижением численности 
NKT- клеток, уменьшением на 34,3% популяции 
CD3-HLA- DR+ клеток, снижением на 21,7% ко-
личества CD3-CD16+CD56+CD11b+-клеток. Все 
описанные изменения установлены в сравнении 
со значениями, полученными в группе здоровых 
людей. Наличие ВИЧ-инфекции при тубекуле-
мах легких ассоциировано с понижением коли-
чества лейкоцитов, значительной вариабельно-
стью количества лимфоцитов, снижением числа 
NK- клеток в 3 раза, NK-клеток, экспрессиру-
ющих α-цепь антигена CD8 – в 2,3 раза, NKT-
клеток – в 6 раз, CD3-HLA-DR+-клеток – на 
42,9%, CD3-CD16+CD56+CD11b+-клеток – в 2,3 
раза. 

Как у пациентов с туберкулемами легких, так 
и с наличием в структуре коморбидности ВИЧ-
инфекции отмечено снижение контроля за ин-
фекцией M. tuberculosis. 

По результатам факторного анализа наиболь-
шее значение в оценке больных с туберкулема-
ми легких принадлежит слежению за численно-
стью NK-, NKТ-, NK-клеток, экспрессирующих 
CD11b, при коморбидности с ВИЧ-инфекцией – 
дополнительно за популяциями лимфоцитов, Т- 
и В-клеток.

Однако остается неясным вопрос: во время 
инфекции NKT-клетки усиливают провоспали-
тельную реакцию на патогены или ингибируют 
ее, чтобы предотвратить развитие патологиче-
ского процесса?
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ИЗМЕНЕНИЕ ЭКСПРЕССИИ МЕМБРАННЫХ МОЛЕКУЛ 
HLA-G У ЖЕНЩИН, ИМЕЮЩИХ ДЕТЕЙ С ВРОЖДЕННЫМИ 
ПОРОКАМИ СЕРДЦА, ПОД ВОЗДЕЙСТВИЕМ ФРАКЦИИ 
ГАММА-ГЛОБУЛИНОВ, ПОЛУЧЕННОЙ ИЗ ПЛАЗМЫ КРОВИ 
МНОГОРОЖАВШИХ ЖЕНЩИН
Шабалдин А.В.1, 2, Деева Н.С.1, Сухих А.С.2, Вавин Г.В.2, Крюков П.М.2
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний», 
г. Кемерово, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Кемеровский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Кемерово, Россия

Резюме. Высокий уровень рождения детей с врожденными пороками сердца (ВПС) и существен-
ный вклад этой патологии в формирование перинатальной, младенческой и детской смертности, а 
также уровень инвалидизации детей, в том числе после радикального хирургического лечения, опре-
деляют значимость поиска методов прогнозирования и профилактики риска формирования ВПС на 
этапе планирования беременности. Одной из ключевых молекул, участвующей в иммунных взаимо-
действиях материнского микроокружения с эмбрионом, является HLA-G. Известно, что наиболь-
шее количество антител к антигенам HLA различных классов выявляется у многорожавших женщин. 
Остается открытым вопрос, через какие молекулы HLA реализуется эффект блокирования иммун-
ного воспаления в системе «мать – эмбрион» – женские антитела или донорский иммуноглобулин.

Целью исследования было получение очищенного гамма-глобулинового препарата из крови 
многорожавших женщин и оценка его функциональной активности в отношении женских молекул 
HLA-G.

Гамма-глобулиновую фракцию (ГГФ) из крови многорожавших женщин получали с помощью 
аффинной хроматографии на системе DEAE Affi-Gel Blue (BioRad, США). Были сформированы две 
группы: контрольная группа из 14 здоровых мужчин и опытная из 14 женщин, имеющих детей с врожден-
ными пороками сердца. Особенности изменения экспрессии HLA-G на лимфоцитах под воздействием 
ГГФ были оценены с помощью протокола проточной цитофлуориметрии с расчетом соответствующих ко-
эффициентов в процентах. 

Оценка функциональной активности концентрированной ГГФ показала, что в контрольной груп-
пе под ее воздействием подавлялась экспрессия HLA-G на CD3 положительных и отрицательных лим-
фоцитах по отношению к действию аутосыворотки. В основной группе эффект ГГФ на экспрессию 
HLA-G был разнонаправленным. Так, на лимфоцитах CD3 отрицательных ГГФ значимо подавляла 



374

Shabaldin A.V. et al.
Шабалдин А.В. и др

Russian Journal of Immunology/Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal
Российский иммунологический журнал

экспрессию мембранной молекулы HLA-G при сравнении с контрольной группой. В то же время по 
отношению к лимфоцитам CD3+ ГГФ оказывала стимулирующий эффект или не оказывала блокиру-
ющего эффекта. Полученный препарат может быть прототипом иммуноглобулина для внутривенно-
го введения. Кроме того, в дальнейшем можно будет использовать подобные иммуноглобулиновые 
препараты для иммунной профилактики несиндромальных спорадических ВПС на прегравидарном 
этапе, так и для лечения в ранние сроки беременности. Лечебный эффект будет заключаться в блоки-
ровании свободных для распознавания HLA-молекул эмбриобласта.

Ключевые слова: гамма-глобулин, врожденные пороки сердца, иммунопрофилактика

ALTERED EXPRESSION OF CELL MEMBRANE HLA-G 
MOLECULES IN MOTHERS OF CHILDREN WITH INBORN 
HEART DEFECTS UPON EXPOSURE TO PLASMA GAMMA-
GLOBULIN FROM MULTIPAROUS WOMEN 
Shabaldin A.V.a, b, Deeva N.S.a, Sukhikh A.S.b, Vavin G.V.b, 
Kryukov P.M.b
a Research Institute for Complex Issues of Cardiovascular Diseases, Kemerovo, Russian Federation  
b Kemerovo State Medical University, Kemerovo, Russian Federation

Abstract. High incidence of newborns with inborn heart defects (HD) and sufficient contribution of this 
disorder into perinatal, infant and pediatric mortality, as well as disability levels, even after radical surgical treatment 
determine significance of search for novel methods of prediction and prevention of appropriate HD risks at the stage 
of pregnancy planning. HLA-G is among key molecules participating in immune interactions between maternal 
microenvironment and embryos. Maximal antibody titers for HLA antigens is detected in multiparous women. 
However, the question remains open, which HLA molecules participate in blockage of immune inflammation in 
the mother-embryo system: either by maternal antibodies, or by donor immune globulins. Hence, the aim of our 
study was to obtain enriched γ-globulin preparation from blood of multiparous women and evaluation of its activity 
towards female HLA-G molecules.

The γ-globulin fraction (GGF) was obtained from blood plasma of muliparous women by means of affine 
chromatography using DEAE Affi-Gel Blue system (BioRad, USA). We have formed 2 groups: a control group 
(14 healthy males), and experimental group of 14 women who gave birth to the children with inborn heart defects. 
The changes of HLA-G expression on lymphocytes exposed to GGF were evaluated according to a flow cytometry 
protocol with calculation of percentage values using appropriate quotients. Evaluation of functional activity exerted 
by the GGF concentrate in control group showed inhibition of HLA-G expression on CD3+ and CD--lymphocytes 
against effects of autologous serum. GGF effects in experimental group upon HLA-G expression were differently 
directed, e.g., GGF sufficiently inhibited membrane HLA-G expression on the CD3-negative lymphocytes, 
compared to control group. Meanwhile, GGF showed stimulatory effect upon CD3+-lymphocytes, or it did not 
show any inhibitory action. The preparation obtained may serve as prototype for intravenous infusion. Moreover, in 
future one may use such immunoglobulin preparations, both for immune prophylaxis of non-syndromal sporadic 
HDs at the pregragravidary stage, as well as at early terms of pregnancy. The therapeutic effect will achieved due to 
blockage of embryoblast HLA molecules available to recognition. 

Keywords: γ-globulin, inborn heart defects, immune prophylaxis

Исследование выполнено при поддержке ком-

плексной программы фундаментальных научных 

исследований СО РАН в рамках фундаменталь-

ной темы НИИ КПССЗ № 0546-2019-0002.

Введение
Известно, что врожденные пороки сердца 

(ВПС) являются ведущей аномалией раннего он-
тогенеза, которая определяет уровень неонаталь-
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ной и младенческой смертности, а также уровень 
инвалидизации детей, в том числе после ради-
кального хирургического лечения [4]. Именно 
это определяет значимость поиска методов про-
филактики риска формирования ВПС на этапе 
планирования беременности.

Высказано мнение, что спорадические несин-
дромальные ВПС, удельный вес которых в струк-
туре ВПС составляет свыше 80%, могут форми-
роваться в результате иммунного конфликта по 
HLA в системе «мать – плод», за счет декомпен-
сации локального воспаления [1].

С этих позиций иммуноглобулиновые препа-
раты, широко используемые для лечения алло-
иммунных форм репродуктивных потерь, могут 
выступить прототипом для иммунной профилак-
тики спорадических несиндромальных ВПС на 
прегравидарном этапе. 

Одной из ключевых молекул, участвующих в 
иммунных взаимодействиях материнского ми-
кроокружения с эмбрионом, является HLA-G. 
Известно, что наибольшее количество антител к 
антигенам HLA различных классов выявляется у 
многорожавших женщин [3]. Остается открытым 
вопрос, через какие молекулы HLA реализуется 
эффект блокирования иммунного воспаления в 
системе «мать – эмбрион» – женские антитела 
или донорский иммуноглобулин.

Исходя из этого, была поставлена цель ис-
следования – получение очищенного гамма-гло-
булинового препарата из крови многорожавших 
женщин и оценка его функциональной активно-
сти в отношении женских молекул HLA-G.

Материалы и методы
Для получения очищенной гамма-глобули-

новой фракции (ГГФ) из крови многорожавших 
женщин была выполнена аффинная хромато-
графия при помощи системы DEAE Affi-Gel 
Blue (BioRad, США). Оценка функциональной 
активности иммуноглобулинового препарата 
в отношении молекул HLA-G была выполне-
на на лимфоцитах, полученных из перифериче-
ской крови 14 условно здоровых мужчин репро-
дуктивного возраста (контрольная группа) и 14 
женщин, имеющих детей с СНВПС (основная 
группа). Использовали проточную цитофлуори-
метрию, выполненную на приборе Cytomics FC 
500 с программным обеспечением CXP (Beckman 
Coulter, США). Особенности изменения экспрес-
сии HLA-G на донорских лимфоцитах под воздей-
ствием ГГФ были оценены с помощью протокола 
проточной цитофлуориметрии с расчетом соответ-
ствующих коэффициентов, в процентах [2]. Стати-
стическая обработка данных проводили в пакетах 
программ STATISTICA версия 10.0 и MedCalc 
17.5.3. по правилам вариационной статистики. 

Различия считались статистически значимыми 
при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
На первом этапе было получено 42 мл им-

муноглобулиновой фракции с концентрацией 
общего белка 4,3 г/л и остаточным альбумином 
менее 0,1 г/л (Architect C8000, Abbott, США). 
Концентрация белка в полученной фракции со-
ответствовала нижней границе концентрации 
иммуноглобулина G в сыворотке крови человека. 
Иммуноэлектрофорез показал, что в хроматогра-
фическом смыве имеется только гамма-глобули-
новая фракция (ГГФ).

Коммерческие иммуноглобулиновые препа-
раты имеют концентрацию от 60 до 100 г/л. Ис-
ходя из этого, провели концентрирование полу-
ченной ГГФ с использованием лиофилизации 
(LABCONCO, США) и повторным разведением 
лиофилизата в 4 мл физиологического раствора 
NaCl (0,9%). Повторное исследование концен-
трации белка в полученном растворе показало 
величину, равную 40 г/л, с минимальным оста-
точным альбумином.

Тем самым на первом этапе исследования был 
получен близкий к коммерческому препарат гам-
ма-глобулина с концентрацией 40 г/л. 

Оценка функциональной активности концен-
трированной ГГФ показала, что в контрольной 
группе под ее воздействием подавлялась экс-
прессия HLA-G на CD3 положительных и от-
рицательных лимфоцитах, по отношению к дей-
ствию аутосыворотки (Me -13,57%, Q0,25 -46,59%,  
Q0,75 +19,38; Me -18,51%, Q0,25 -33,17%, Q0,75 -3,86 
соответственно). Это изменение видимой экс-
прессии мембранной HLA-G могло быть резуль-
татом ее блокирования соответствующими анти-
телами, входящими в состав ГГФ.

В основной группе (женщины, имеющие де-
тей с спорадическими несиндромальными ВПС) 
эффект ГГФ на экспрессию HLA-G был разно-
направленным. Так, на лимфоцитах CD3 отри-
цательных ГГФ значимо подавляла экспрессию 
мембранной молекулы HLA-G (Me -37,19%,  
Q0,25 -58,64%, Q0,75 -15,68; против Me -13,57%,  
Q0,25 -46,59%, Q0,75 +19,38 в контроле, p = 0,02) при 
сравнении с контрольной группой. В то же время 
по отношению к лимфоцитам CD3 положитель-
ным ГГФ оказывала стимулирующий эффект или 
не оказывала блокирующего эффекта. При срав-
нении этих показателей с контрольной группой 
также выявлено значимое различие (Me +8,21%, 
Q0,25 -27,81%, Q0,75 +50,38; против Me -18,51%, 
Q0,25 -33,17%, Q0,75 -3,86 в контроле, p = 0,01). 

Заключение
Таким образом, очищенная гамма-глобулино-

вая фракция донорской крови многорожавших 
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женщин может оказать значимый иммунопрофи-
лактический эффект на иммунные нарушения в 
системе «мать – эмбрион», через моделирование 
антителами экспрессии HLA-G на различных 
субпопуляциях женских лимфоцитов. Этот фе-
номен гамма-глобулиновой фракции может быть 
основным для предотвращения формирования 
спорадических несиндромальных врожденных по-

роков сердца, а полученный препарат может быть 
прототипом иммуноглобулина для внутривенно-
го введения, направленного для прегравидарной 
профилактики врожденных пороков сердца.
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ОСОБЕННОСТИ СОЧЕТАНИЙ ПОЛИМОРФНЫХ САЙТОВ 
ГЕНОВ TOLL-ПОДОБНЫХ РЕЦЕПТОРОВ (TLR) У ДЕТЕЙ 
С ДЕФЕКТОМ МЕЖЖЕЛУДОЧКОВОЙ ПЕРЕГОРОДКИ 
Шабалдин А.В., Цепокина А.В., Шмулевич С.А., Понасенко А.В.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний», 
г. Кемерово, Россия

Резюме. Врожденные пороки сердца – ведущая причина инвалидизации и смертности в детском 
возрасте. Развитие новых технологий позволило продвинуться в диагностике и лечении врожден-
ных пороков сердца, однако этиология данного патологического состояния остается до сих пор не 
изученной. Учитывая то, что патогенез данного заболевания имеет мультифакториальную природу, 
несомненной актуальностью обладает поиск биомаркеров, обладающих фундаментальной и практи-
ческой значимостью. Одним из направлений исследований является изучение генетической состав-
ляющей. Toll-подобные рецепторы являются важными регуляторами восприимчивости к инфекци-
онным и неинфекционным заболеваниям. Полиморфные варианты с однонуклеотидными заменами, 
присущие и этим генам, могут сопровождаться изменением структуры и экспрессии кодируемых ими 
белков, что будет сказываться на функциональной активности рецепторов. Цель: поиск генетических 
предикторов врожденных пороков сердца у детей. 

Обследовано 47 детей (21 девочка и 26 мальчиков) с врожденными пороками сердца (у 23 детей – 
дефект межжелудочковой перегородки – ДМЖП, у 24 детей – дефект межпредсердной перегород-
ки – ДМПП). Возраст обследованных пациентов основной группы был в пределах 5-8 лет. В качестве 
контроля было обследовано 96 условно здоровых детей, соответствующих по половому и возрастно-
му критериям основной группе. Проведено типирование в режиме реального времени на амплифи-
каторе Viia7 (Applied Biosystems, США) с использованием TaqMan зондов четырех генов TLR (TLR1 
rs5743611, rs5743551, TLR2 rs5743708, rs3804099, TLR4 rs4986791, rs4986790, TLR6 rs3775073, rs5743810). 

Все исследуемые полиморфизмы соответствовали закону равновесия Харди–Вайнберга. Показано, 
что риск развития ДМЖП ассоциирован с наличием в генотипе аллеля G TLR2 rs5743708, а также с 
аллелем T полиморфного варианта rs3775073 гена TLR6. Кроме того, сочетание данных аллелей явля-
ется значимым (по данным ROC-анализа, p < 0,05) и имеет высокую чувствительность (82,4%). Оба 
полиморфизма TLR2 (rs5743708) и TLR6 (rs3775073) определяют аминокислотную замену (миссенс 
мутации) в молекулах TLRs. Таким образом, можно сделать вывод о том, что генетическое тестирова-
ние можно использовать для выявления групп риска на ранних стадиях.

Ключевые слова: TLR, врожденные пороки сердца, дефект межжелудочковой перегородки, дефект межпредсердной 
перегородки
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FEATURES OF POLYMORPHIC SITE COMBINATIONS OF 
TOLL-LIKE RECEPTOR (TLR) GENES IN CHILDREN WITH 
VENTRICULAR SEPTAL DEFECTS 
Shabaldin A.V., Tsepokina A.V., Shmulevich S.A., Ponasenko A.V.
Research Institute for Complex Issues of Cardiovascular Diseases, Kemerovo, Russian Federation 

Abstract. Congenital heart disease is the leading cause of the childhood disability and mortality. The development 
of new technologies has made it possible to advance in diagnosis and treatment of congenital heart disease, but 
its etiology is poorly understood. Considering multifactorial origin of this disease, a search for biomarkers having 
fundamental and practical importance is of current interest. Study of the genetic component is one of the areas of 
research. E.g., Toll-like receptors (TLR) are important regulators of susceptibility to infectious and non-infectious 
diseases. Polymorphic variants with single nucleotide substitutions in these genes may be accompanied by changes 
in the structure and expression of the encoded proteins, thus affecting functional activity of these receptors. Our 
aim was to study some genetic predictors of congenital heart defects in children. Materials and methods. We 
examined 47 children (21 girls and 26 boys) with congenital heart defects: 23 children had a ventricular septal 
defect (VSD); 24 children, atrial septal defect (ASD). The patients in the main group were 1 to 9 years old. As a 
control group, 96 conditionally healthy age- and sex-matched children were examined. Real-time genotyping 
was carried out with Viia7 real-time PCR system (Applied Biosystems, USA) using TaqMan probes of four 
TLR genes (TLR1 rs5743611, rs5743551, TLR2 rs5743708, rs3804099, TLR4 rs4986791, rs4986790, TLR6 
rs3775073, rs5743810). Results. The distribution of all studied polymorphic variants corresponded to the Hardy-
Weinberg equilibrium. It was revealed that sporadic nonsydromal VSD are associated with G allele of the TLR2 
gene (rs5743708) and T allele of the TLR6 gene (rs3775073). According to ROC analysis, the combination of 
these alleles is a significant parameter showing high degree of sensitivity (82.4%). Both TLR2 (rs5743708) and 
TLR6 (rs3775073) gene variants define amino acid substitutions (missense mutations) in TLR molecules. Thus, we 
concluded that genetic testing can be used to identify risk groups at the early stages.

Keywords: TLR, congenital heart defects, ventricular septal defect, atrial septal defect

Исследование выполнено при поддержке ком-
плексной программы фундаментальных научных 
исследований СО РАН в рамках фундаменталь-
ной темы НИИ КПССЗ № 0546-2019-0002.

Введение
Эпидемиологические исследования в мире 

показали, что частота новорожденных детей с 
врожденными пороками сердца (ВПС) достига-
ет 1%. Показано, что более 50% среди всех ВПС 
приходится на септальные формы [3]. Кроме 
того, многочисленные исследования показали, 
что более 80% ВПС не имеют семейных исто-
рий, не являются моногенными заболеваниями 
и не связаны с хромосомной патологией [1]. Тем 
самым, ВПС можно рассматривать как полиген-
ные болезни, где конституциональные факторы 
взаимодействуют с экзогенными и эндогенными 
триггерами. В отечественной педиатрии сфор-
мировалось представление о том, что эта группа 
ВПС является эмбриопатией, развивающейся 
при нарушении соотношения процессов диф-
ференцировки и пролиферации в кардиальных 
прогениторных клетках [4]. Эти процессы могут 

регулироваться по цепочке: мембранные сиг-
нальные рецепторы, каскадная сеть до факторов 
транскрипции и активация синтеза цитокинов, 
в том числе ответственных за пироптоз [2]. Важ-
ными сигнальными мембранными рецепторами 
являются Toll-подобные рецепторы (TLR). Акти-
вация этих рецепторов приводит к синтезу цито-
кинов и хемокинов. Полиморфный сайты генов 
TLR ассоциированы не только с различными 
иммунопатологическими заболеваниями, но и с 
клеточным циклом кардиальных прогениторных 
клеток [5]. С этих позиций, полиморфные участ-
ки TLR могут быть ассоциированы с ВПС.

Целью исследования стал поиск генетических 
предикторов развития врожденных пороков 
сердца у детей.

Материалы и методы
В исследование включено 47 детей (21 девочка 

и 26 мальчиков) с врожденными пороками серд-
ца, требующими кардиохирургического лечения 
(основная группа). Дефект межжелудочковой 
перегородки (ДМЖП) встречался у 23 детей, де-
фект межпредсердной перегородки (ДМПП) был 
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выявлен у 24 детей. Возраст обследованных паци-
ентов был в пределах 1-9 лет. 

В качестве контроля обследовано 96 условно 
здоровых детей, сопоставимых по возрасту с ос-
новной группой, проходивших профилактиче-
ский осмотр у врача педиатра.

В основной и контрольной группах прово-
дился сбор периферической в пробирки, содер-
жащих K3ЭДТА, для последующего выделения 
геномной ДНК методом фенол хлороформной 
экстракции. Типирование полиморфных участ-
ков TLR проведен методом ПЦР в режиме реаль-
ного времени на амплификаторе Viia7 (Applied 
Biosystems, США) с использованием Taq man 
зондов. Для исследования отобрано четыре гена 
TLR1 (rs5743611, rs5743551), TLR2 (rs5743708, 
rs3804099), TLR4 (rs4986791, rs4986790), TLR6 
(rs3775073, rs5743810), для отбора которых ис-
пользовались базы данных dbSNP, SNPinfo, 
SNPnexus. 

Статистическую обработку данных прово-
дили в пакетах программ Statistica версия 10.0 
и MedCalc 17.5.3. по правилам вариационной 
статистики. Анализ соблюдения закона Харди–
Вайнберга проводили при помощи программы 
SNPstats. Для поиска предикторов ВПС в TLR 
была использована логистическая пошаговая ре-
грессия. Различия считались статистически зна-
чимыми при p < 0,05. 

Результаты и обсуждение
Проведенное исследование показало, что рас-

пределение частот аллелей и генотипов TLR со-
ответствовало теоретически ожидаемому равно-
весному распределению Харди–Вайнберга во 
всей группе обследованных. Однако поиск пре-
дикторов ВПС среди полиморфных участков TLR 
не выявил статистически значимых ассоциаций. 

При изучении взаимосвязей между полиморф-
ными сайтами TLR с риском развития ДМЖП и 
ДМПП по отдельности выявлены статистически 
значимые ассоциации для сочетаний аллелей 
TLR с ДМЖП, но не с ДМПП. 

Показано, что риск развития ДМЖП ассо-
циирован с наличием в генотипе аллеля G TLR2 
rs5743708, а также с аллелем T полиморфного 
варианта rs3775073 гена TLR6. Кроме того, со-
четание данных аллелей является значимым (по 
данным ROC-анализа, p < 0,05) и имеет высокую 
чувствительность (82,4%). 

Оба полиморфизма TLR2 (rs5743708) и TLR6 
(rs3775073) определяют аминокислотную за-
мену (миссенс мутации) в молекулах TLRs, что 
будет отражаться в функциональной активно-
сти рецепторов. Причем, рецепторы семейства 
TLR2 активно функционируют как мембранные 
гетеродимеры [6]. Соответственно реализация 
патологического эффекта, кодируемого этим 
сочетанием генотипов, может быть связана с до-
минированием на мембранах эмбриональных 
прогениторных кардиальных клеток гомодиме-
ров TLR2 и отсутствием гетеродимеров TLR2-
TLR6. Этот феномен ограничивает внутрикле-
точный сигналинг и последующий за ним синтез 
молекул межклеточных контактов. Нарушенные 
межклеточные контакты при эмбриогенезе серд-
ца могут быть основой патогенеза ДМЖП.

Заключение
Полиморфные варианты rs5743708 TLR2 и 

rs3775073 TLR6 ассоциированы с риском разви-
тия ДМЖП.
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ИЗУЧЕНИЕ СВЯЗИ МАТЕРИНСКОГО ПОЛИМОРФИЗМА 
ГЕНА HLA-G, ВНУТРИМАТОЧНОЙ ИНФЕКЦИИ С РИСКОМ 
ВРОЖДЕННЫХ ПОРОКОВ РАЗВИТИЯ У РЕБЕНКА
Гордеева Л.А.1, Воронина Е.Н.2, Гареева Ю.В.3, Поленок Е.Г.1, 
Мун С.А.1, Глушков А.Н.1
1 ФГБУН «Федеральный исследовательский центр угля и углехимии Сибирского отделения Российской 
академии наук» (Институт экологии человека СО РАН)», г. Кемерово, Россия  
2 ФГБУН «Институт химической биологии и фундаментальной медицины Сибирского отделения Российской 
академии наук», г. Новосибирск, Россия  
3 OOO «Медицинская Практика», г. Кемерово, Россия

Резюме. Изучали связь материнского полиморфизма гена HLA-G, внутриматочной инфекции с ри-
ском врожденных пороков развития у ребенка. Исследуемую группу (группа ВПР) составили 331 ма-
терей с диагнозом у плода/новорожденного – ВПР. Из них на момент обследования 225 (68%) женщин 
были беременными (15-35 недель), а 106 (32%) – роженицы детей с ВПР. Диагноз ВПР плода устанав-
ливался ультразвуковым исследованием (УЗИ) и подтверждался повторно в разные сроки пренаталь-
ного периода. Постановка клинического диагноза у новорожденных осуществлялась неонатологами 
в соответствии с МКБ-10 (Q00-Q99). Критерием исключения были ВПР, ассоциированные с анеу-
плоидией и с сахарным диабетом у матери. Группу сравнения (контроль) составили 408 матерей без 
ВПР у плода/ребенка, из них 264 (65%) были беременными (15-36 нед.) и ранее имели 1-2 детей, 144 
(35%) – роженицами доношенных и недоношенных I степени детей (родились в сроки 35-40 недель 
с массой тела больше 2000 г). Данные о внутриутробной инфекции у матери во время беременности 
были получены из медицинских карт обследуемых женщин. Учитывались результаты лабораторных 
тестов: микроскопического исследования (для выявления бактериального вагиноза и вульво-ваги-
нального кандидоза); иммуноферментного анализа и полимеразно-цепной реакции (выявление 
генитального герпеса, цитомегаловируса, вируса папиломы человека (ВПЧ) типа 16/18; Neisseria 
gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Mycoplasma hominis, Mycoplasma genitalium, Ureaplasma urealyticum и 
Gardnerella vaginalis; Trichomonas vaginalis и Toxoplasma gondii). Типирование однонуклеотидных замен 
(SNP) Thr31Ser (rs41551813) в экзоне 2, Leu110Ile (rs12722477) и 1597 delС (rs41557518) в экзоне 3 гена 
HLA-G проводили методом асимметричной ПЦР. Наше исследование показало, что возраст матери не 
оказывал значимого влияния на риск ВПР у плода/новорожденного. В то же время внутриматочная 
инфекция у матерей была значимым фактором риска ВПР у детей (OR = 1,57 (1,08- 2,29); p = 0,002). 
Выявлена значимая ассоциация материнского аллеля 110 Ile (HLA-G*01:04) c риском ВПР у пло-
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да/ новорожденного (OR = 1,57 (1,08-2,29), p = 0,01). Полиморфные локусы rs41551813 и rs41557518 
гена HLA-G у матери значимо не влияли на риск ВПР у ребенка. Полученные нами результаты де-
монстрируют, что внутриматочная инфекция и аллель 110Ile (HLA-G*01:04) у матери могут выступать 
факторами риска ВПР у ребенка. 

Ключевые слова: генетический полиморфизм, HLA-G, внутриматочная инфекция, врожденные пороки развития

STUDY OF RELATIONSHIPS BETWEEN MATERNAL 
HLA-G GENE POLYMORPHISM AND INTRAUTERINE 
INFECTION WITH RISK OF CONGENITAL 
MALFORMATIONS
Gordeeva L.A.a, Voronina E.N.b, Gareeva Yu.V.c, Polenok E.G.a, 
Mun S.A.a, Glushkov A.N.a
a Federal Research Center of Coal and Coal Chemistry, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences (Institute 
of Human Ecology SB RAS), Kemerovo, Russian Federation  
b Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, 
Novosibirsk, Russian Federation  
c LLC “Medical Practice”, Kemerovo, Russian Federation

Abstract. This study aims for assessing relationships between maternal HLA-G gene polymorphisms 
(rs41551813, rs12722477, rs41557518) and intrauterine infection with the risk of congenital malformations (CM) 
in infants. We studied 331 women who had offspring with CMs, and 408 women with one or more healthy 
children. Influence of the intrauterine infection was analyzed on the basis of laboratory tests. Diagnostics of 
bacterial vaginosis and vulvovaginal candidiasis by microscopic examination were conducted. Viral infections 
(herpes simplex virus type 2, cytomegalovirus, human papilloma virus type 16/18) as well as Neisseria gonorrhoeae, 
Chlamydia trachomatis, Mycoplasma hominis, Mycoplasma genitalium, Ureaplasma urealyticum, Gardnerella 
vaginalis; Trichomonas vaginalis and Toxoplasma gondii were detected by enzyme-linked immunoassay or 
polymerase chain reaction (PCR) techniques. The data were obtained from the medical cards of the surveyed 
women. The gene polymorphisms were typed for Thr31Ser (rs41551813, HLA-G*01:03) in exon 2, Leu110Ile 
(rs12722477, HLA-G*01:04) and 1597 delС (rs41557518, HLA-G*01:05N) in exon 3 HLA-G using real-time 
PCR followed by melting analysis. The study showed that maternal age was not a significant risk factor for CMs 
in the fetus/newborns. Meanwhile, the maternal intrauterine infections were shown to be a significant risk factor 
for CMs in their infants (OR = 1.57 (1.08-2.29); p = 0.002). It was found that the 110 Ile allele (HLA-G *01:04) 
was a risk factor for CMs incidence in the fetus/newborns (OR = 1.57 (1.08-2.29), p = 0.01). No association 
was found between the maternal rs41551813 and rs41557518 HLA-G genetic polymorphisms and CMs in the 
infants. Hence, intrauterine infections and maternal 110 Ile allele (HLA-G *01:04) may be suggested as risk 
factors for birth defects in the children. Our results will be useful in understanding the molecular mechanisms 
of immune disorders in feto-maternal interface.

Keywords: congenital malformation, intrauterine infection, genetic polymorphism, HLA-G 

Введение
Как известно, истинные причины развития 

врожденных пороков развития (ВПР) у плода до 
сих пор остаются невыясненными. Уникальность 
функций молекул Главного комплекса гистосов-
местимости человека класса G (HLA-G) во время 

беременности заключается в обеспечении меха-
низмов толерантности материнской иммунной 
системы к полуаллогенному плоду и его защиты 
от патогенов [3]. Биологические функции моле-
кул HLA-G, связанные с особенностями продук-
ции их изоформ, взаимодействия с клеточными 
рецепторами и модуляции иммунного ответа, 
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контролируются полиморфными локусами гена 
HLA-G [7]. Целью данного исследования стало из-
учение связи материнского полиморфизма гена 
HLA-G, внутриматочной инфекции с риском 
врожденных пороков развития у ребенка. 

Материалы и методы
Выборки
Исследуемую группу (группа ВПР) составили 

331 матm с диагнозом у плода/новорожденного – 
«ВПР». Из них на момент обследования 225 (68%) 

женщин были беременными (15-35 недель), а 106 
(32%) – роженицы детей с ВПР. Диагноз «ВПР 
плода» был установлен с помощью ультразвуко-
вого исследования (УЗИ), подтверждаемый по-
вторно в разные сроки пренатального периода. У 
48 (14,7%) женщин беременность была прервана 
по медицинским показаниям. Постановка кли-
нического диагноза у новорожденных осущест-
влялась неонатологами в соответствии с МКБ-10 
(Q00-Q99). Структура аномалий развития у пло-
да/ребенка представлена в таблице 1. Критерием 

ТАБЛИЦА 1. СТРУКТУРА ВРОЖДЕННЫХ ПОРОКОВ РАЗВИТИЯ У ПЛОДА/НОВОРОЖДЕННОГО 

TABLE 1. STRUCTURE OF CONGENITAL MALFORMATIONS IN FETUS/NEWBORN

№
No.

ВПР
CM n (%) Аномалия

Anomaly

1 Q20-Q28 75 (22,7)

дефект межжелудочковой и/или предсердной перегородки, 
аномалии магистральных сосудов, тетрада Фалло

interventricular defect and/or atrial septum, 
tetralogy of Fallot,anomalies of the great vessels

2
МВПР
Multiple 

malformations
63 (19,0) сочетание 2, 3 видов врожденных аномалий

a combination of 2, 3 types of congenital malformations

3 Q60-Q64 57 (17,2)

врожденный гидронефроз, дисплазия почек (одно-/
двухсторонняя), поликистоз почек

congenital hydronephrosis,
renal dysplasia (one/two-sided), polycystic kidney disease

4 Q65-Q79 37 (11,2)

полидактилия, укорочение трубчатых костей, отсутствие 
предплечья и кисти

polydactyly,
shortening of tubular bones, 

absence of forearm and hand

5 Q38-Q45 15 (4,5)

атрезия пищевода, гастрошизис и др. аномалии развития 
желудочно-кишечного тракта 

esophageal atresia, gastroschisis, and other anomalies in the 
development of the gastrointestinal tract

6 Q00-Q07 58 (17,5)

гидроцефалия, анэнцефалия, синдром Арнольда–Киари, 
spina bifida, экзенцефалия 

hydrocephalus, anencephaly, Arnold-Chiari syndrome, spina bifida, 
exencephaly

7 Q35-Q37 13 (3,9)
расщелина неба, расщелина верхней губы, расщелина 

губы и неба 
cleft palate, cleft lip, cleft lip and palate

8 Q50-56 7 (2,1) кистозная аномалия развития яичника, гипоспадия
cystic ovarian malformation, hypospadias

9 прочие
others 6 (1,8)

синдром Робена (Q87.0); поликистоз легкого (Q33); 
поликистоз печени (Q44.6) и др.

Robin’s syndrome (Q87.0); polycystic lung (Q33), polycystic liver 
(Q44.6) and etc.
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исключения были ВПР, ассоциированные с анеу-
плоидией и с сахарным диабетом у матери. 

Группу сравнения (контроль) составили 408 
матерей без ВПР у плода/ребенка, из них 264 
(65%) были беременными (15-36 нед.) и ранее 
имели 1-2 детей, 144 (35%) – роженицами доно-
шенных и недоношенных I степени детей (роди-
лись в сроки 35-40 недель с массой тела больше 
2000 г). Отсутствие ВПР у плода было подтверж-
дено УЗИ, при рождении ребенка – неонатоло-
гами. 

Влияние внутриматочной инфекции у матери 
во время беременности на формирование ВПР у 
ребенка анализировали на основании лаборатор-
ных тестов: микроскопического исследования 
(выявление бактериального вагиноза и вульво-
вагинального кандидоза); иммуноферментного 
анализа и полимеразно-цепной реакции (вы-
явление генитального герпеса, цитомегалови-
руса, вируса папиломы человека (ВПЧ) типа 
16/18; Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, 
Mycoplasma hominis, Mycoplasma genitalium, 
Ureaplasma urealyticum и Gardnerella vaginalis; 
Trichomonas vaginalis и Toxoplasma gondii). Данные 
были получены из медицинских карт обследуе-
мых женщин. 

Получено письменное информированное со-
гласие на участие в исследовании от всех обследу-
емых нами женщин. Исследование проводилось 
с соблюдением условий добровольности и кон-
фиденциальности и одобрено местным этиче-
ским комитетом (протокол № 35/1 от 24.05.2021).

Генотипирование
Образцы ДНК выделяли из лимфоцитов пери-

ферической крови методом фенол-хлороформ-
ной экстракции с последующим осаждением эта-
нолом, образцы ДНК хранили при -20 °C. 

Типирование однонуклеотидных замен (SNP) 
Thr31Ser (rs41551813) в экзоне 2, Leu110Ile 
(rs12722477) и 1597 delС (rs41557518) в экзоне 3 
гена HLA-G проводили методом асимметричной 
ПЦР. Детальное описание используемых прайме-
ров и зондов, а также сама постановка реакции 
амплификации приведена в работе [1]. Ампли-
фикацию проводили на термоциклере CFX96 
(Bio Rad, США).

Статистическая обработка данных
В работе использовался пакет статистических 

программ Statistica for Windows v.8.0, (StatSoft, 
Inc.) и GenABEL, Genetics программного обе-
спечения R-project (www.r-project.org). Соответ-
ствие частот генотипов гена HLA-G равновесию 
Харди–Вайнберга (HWE), а также влияние ин-
фекционного фактора во время беременности на 

ВПР у ребенка оценивали с помощью критерия 
χ2 Пирсона. В этом случае и при использовании 
других критериев нулевую гипотезу отвергали 
при p ≤ 0,05. При сравнении количественных 
признаков использовали U-критерий Манна–
Уитни. 

Силу ассоциации материнских вариантов гена 
HLA-G с ВПР у ребенка – отношение шансов 
(odds ratio, OR) и его доверительный интервал 
(CI: 95%) оценивали с помощью логистическо-
го регрессионного анализа (функция “glm” про-
граммы R). В качестве базовой модели исследо-
вали аддитивную модель наследования признака. 

Результаты и обсуждение
Изучали влияние возраста, внутриматочной 

инфекции во время беременности и полиморф-
ных локусов rs41551813, rs12722477 и rs41557518 
гена HLA-G у матери на формирование ВПР у 
ребенка (табл. 2). Наше исследование показало, 
что возраст матери не оказывал значимого вли-
яния на риск ВПР у плода/новорожденного. В 
то же время внутриматочная инфекция у матери 
была значимым фактором риска ВПР у ребенка 
(OR = 1,57 (1,08-2,29); p = 0,002).

Анализ распределения частот генотипов 
SNP rs41551813, rs12722477 и rs41557518 гена 
HLA-G у матерей в группах ВПР и контроль по-
казал их соответствие равновесию Харди–Вайн-
берга (p  (HWE) > 0,05, табл.  2). Выявлена зна-
чимая ассоциация материнского аллеля 110 Ile 
(HLA-G*01:04) c риском ВПР у плода/новорож-
денного (OR = 1,57 (1,08-2,29), p = 0,01). По-
лиморфные локусы rs41551813 и rs41557518 гена 
HLA-G у матери значимо не влияли на риск ВПР 
у ребенка. Полученные нами результаты демон-
стрируют, что внутриматочная инфекция и ал-
лель 110Ile (HLA-G*01:04) у матери могут высту-
пать факторами риска ВПР у ребенка. 

Как известно, вирусы и внутриклеточные па-
разиты используют иммуносупрессивные свой-
ства молекул HLA-G для своего уклонения от 
иммунного ответа хозяина [3]. По данным ли-
тературы аллель HLA-G*01:04 ассоциирован с 
чувствительностью людей к вирусам ВИЧ-1 [8], 
гепатита C [5], ВПЧ типа 16 и 18 [6]. Обнаруже-
но, что у финских женщин он связан с риском 
вертикальной передачи папилломавирусной ин-
фекции ребенку при рождении [4]. Возможно, 
что у женщин с аллелем HLA-G*01:04 неконтро-
лируемые вирусные инфекции могут быть причи-
ной воспаления в плаценте, дестабилизирующего 
иммунотолерантность в системе мать–плод [2], и 
способного запускать механизмы терратогене-
за. Наше исследование было ограничено только 
рассмотрением вопроса влияния внутриматоч-
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ТАБЛИЦА 2. ВЛИЯНИЕ ВОЗРАСТА, ВНУТРИМАТОЧНОЙ ИНФЕКЦИИ И ПОЛИМОРФНЫХ ЛОКУСОВ ГЕНА HLA-G 
У МАТЕРИ НА РИСК ВРОЖДЕННЫХ ПОРОКОВ РАЗВИТИЯ У РЕБЕНКА 
TABLE 2. INFLUENCE OF AGE, INTRAUTERINE INFECTION AND POLYMORPHIC LOCI OF THE HLA-G GENE  
IN THE MOTHER ON THE RISK OF CONGENITAL MALFORMATIONS IN THE CHILD

Фактор
Factor Параметр

Parameter

ВПР
CM
N (f)

Контроль
Control

N (f)

OR 
(CI: 95%); 
p-value

возраст
age

m±SD
min-max

26,1±5,1
16-42

26,8±5,2
16-45 0,08

внутриутробная
инфекция
intrauterine infection

Есть
Нет

178 (54,6%)
148 (45,4%)

177 (43,4%)
231 (56,6%)

1,57
(1,17-2,10); 

0,002

ген HLA-G*
HLA-G gene*

Thr31Ser
rs41551813

Thr/Thr
Thr/Ser
Ser/Ser

MAF (Ser, *01:03)
P(HWE)

315 (0,952)
16 (0,048)

–
16 (0,024)

0,65

389 (0,953)
19 (0,047)

–
19 (0,023)

0,63

0,91

Leu110Ile
rs12722477

Leu/Leu
Leu/Ile
Ile/Ile

MAF (Ile, *01:04)
P(HWE)

269 (0,813)
57 (0,172)
5 (0,015)

67 (0,101)
0,33

355 (0,870)
52 (0,127)
1 (0,003)

54 (0,066)
0,52

1,57
(1,08-2,29); 

0,01

1597 delС
rs41557518

C/C
C/delC

delC/delC
MAF (delC,*01:05N)

P(HWE)

312 (0,939)
19 (0,061)

–
19 (0,029)

0,59

395 (0,968)
13 (0,032)

–
13 (0,016)

0,74

0,09

Примечание. n – количество наблюдений; f – частота встречаемости генотипа/аллеля; MAF – частота встречаемости 
минорного аллеля; * – изучалась аддитивная модель наследования. 

Note. n, number of observations; f, frequency of genotypes/alleles; MAF, minor allele frequency; *, the additive inheritance model 
studied (minor allele vs common allele).

ной инфекции в целом без учета роли вирусов, 
патогенных бактерий и внутриклеточных па-
разитов в формировании аномалии развития у 
плода, поэтому требуется продолжить исследова-
ние. В заключение, обнаружена связь внутрима-
точной инфекции и материнского аллеля 110Ile 
(HLA-G*01:04) с риском развития ВПР у плода/
новорожденного. 

Заключение
Таким образом, обнаружена связь внутрима-

точной инфекции и материнского аллеля 110Ile 
(HLA-G*01:04) с риском врожденных пороков 
развития у плода и новорожденного. Наши ре-
зультаты могут быть полезны для понимания 
молекулярных механизмов формирования врож-
денных пороков развития у ребенка.
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ФРАГМЕНТАЦИЯ ДНК СПЕРМАТОЗОИДОВ И ОБЩАЯ 
АНТИРАДИКАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ СПЕРМЫ У МУЖЧИН 
С ОТЯГОЩЕННЫМ АНАМНЕЗОМ
Долгих О.В., Дианова Д.Г., Кривцов А.В.
ФБУН «Федеральный научный центр медико-профилактических технологий управления рисками здоровью 
населения» Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, 
г. Пермь, Россия

Резюме. Различные внутриклеточные и внеклеточные стимулы могут спровоцировать избыточное 
накопление активных форм кислорода и приводить к пагубным эффектам на функции сперматозои-
дов, в частности повреждению ДНК сперматозоидов, что в итоге часто является причиной бесплодия. 
Целью исследования явилось методом проточной цитометрии оценить степень фрагментации ДНК 
сперматозоидов и спектрофотометрическим методом изучить общую антирадикальную активность 
спермы у мужчин с бесплодием на фоне хронического простатита. Всего, включая группу сравнения, 
обследовано 75 мужчин. Группа сравнения – 45 мужчин с хроническим простатитом вне обострения, 
группа наблюдения – 30 мужчин с хроническим простатитом в стадии ремиссии. Установлено, что у 
лиц в период острого воспалительного процесса патологическая фрагментация ДНК сперматозоидов 
диагностировалась статистически значимо (р = 0,004) в 1,7 раза чаще, чем у обследуемых мужчин 
в период ремиссии хронического простатита. Повышение ФДНКС отмечено у 50% мужчин группы 
сравнения, а у обследуемых пациентов группы наблюдения степень фрагментации ДНК спермато-
зоидов выше референтного интервала имела место у 80% человек. У мужчин с диагнозом «хрониче-
ский простатит», стадия обострения, существует статистически значимая (р < 0,05) связь ФДНКС с 
развитием острого воспалительного процесса. Показано, что у лиц группы наблюдения среднее зна-
чение антирадикальной активности спермы не имело статистически значимых различий (р = 0,378) 
по отношению к результатам, выявленным у мужчин группы сравнения. Представленные результаты 
свидетельствует о высокой степени фрагментации ДНК сперматозоидов у обследуемых пациентов с 
хроническим простатитом в стадии декомпенсации, что может свидетельствовать о чрезмерном уве-
личении продукции свободных радикалов в период острого воспалительного процесса. Очевидно, 
обострение хронического простатита способствует дисбалансу в редокс-гомеостатической систе-
ме у мужчин, что создает предпосылки для переизбытка реактивных форм кислорода и значитель-
ной фрагментации ДНК сперматозоидов. Идентифицированные изменения, а именно повышение 
уровня ФДНКС и дефицит ОАРА спермы у мужчин с хроническими заболеваниями урогенетального 
тракта, играют патогенетическую роль в формировании и дальнейшем развитии бесплодия, а степень 
фрагментации ДНК сперматозоидов и маркеры окислительно-восстановительных процессов могут 
служить информативными показателями активности воспалительного процесса.

Ключевые слова: фрагментация ДНК сперматозоида, антирадикальная активность
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SPERM DNA FRAGMENTATION AND TOTAL ANTIRADICAL 
ACTIVITY OF SPERM IN MEN WITH EXAGGERATED 
ANAMNESIS
Dolgikh О.V., Dianova D.G., Krivtsov A.V.
Federal Scientific Center for Medical and Preventive Health Risk Management Technologies, Perm, Russian Federation

Abstract. Various intracellular and extracellular stimuli can promote excessive accumulation of reactive 
oxygen species and lead to detrimental effects on sperm function, in particular, damage to sperm DNA, thus 
often resulting into infertility. The aim of the study was to assess the degree of sperm DNA fragmentation by 
flow cytometry and to study total antiradical activity of sperm in men with infertility and chronic prostatitis 
using spectrophotometric technique. A total of 75 men were examined. The comparison group consisted of 
45 men with chronic prostatitis beyond exacerbation. The observation group included 30 men with chronic 
prostatitis in remission state. We have found that in the subjects during the period of acute inflammation, 
pathological fragmentation of sperm DNA was revealed, being statistically significant (p = 0.004). It was 
registered 1.7 times more often than in the examined men during the remission of chronic prostatitis. Increased 
fragmentation of the sperm DNA was noted in 50% of men from comparison group. In the patients from 
observation group, the degree of sperm DNA fragmentation over reference ranges was observed in 80% of the 
subjects. In men diagnosed with chronic prostatitis at the exacerbation stage, there is a statistically significant 
(p <0.05) relationship between sperm DNA fragmentation and development of acute inflammatory process. 
It was shown that in the subjects from observation group, the mean value of antiradical sperm activity did not 
show statistically significant differences (p = 0.378) compared with results found in men from the comparison 
group. The presented results suggest a higher degree of sperm DNA fragmentation in the examined patients 
with chronic prostatitis at the stage of decompensation, which may point to excessively increased production of 
free radicals during the acute inflammatory process. Obviously, exacerbation of chronic prostatitis contributes 
to imbalance in the redox homeostatic system in men, thus creating prerequisites for excess of reactive oxygen 
species and significant fragmentation of sperm DNA. The identified changes, i.e., an increased sperm DNA 
fragmentation levels and a deficiency of total antiradical activity of sperm in men with chronic urogenital 
diseases, may play a pathogenetic role in occurrence and further development of infertility. The degree of 
sperm DNA fragmentation and markers of redox processes may serve as informative activity indices of the 
inflammatory process.

Keywords: sperm DNA fragmentation, antiradical activity

Введение
Бесплодие – это проблема, затрагивающая 

около 15% населения планеты. Согласно офи-
циальной мировой статистике, в 25-30% случаев 
мужской фактор является причиной бесплодия. 
В настоящее время факторами мужского беспло-
дия являются: неблагоприятная экологическая 
обстановка, генетический фонд, гормональный 
дисбаланс, инфекции различной этиологии, а 
также доказано значение окислительного стресса 
в нарушении сперматогенеза [2, 3, 4, 5]. Именно 
оксидативный стресс играет ключевую роль при 
фрагментации ДНК сперматозоидов. Цель иссле-
дования – оценить степень фрагментации ДНК 
сперматозоидов и общую антирадикальную ак-
тивность спермы у мужчин с бесплодием на фоне 
хронического простатита.

Материалы и методы
Выполнено исследование эякулированного 

семени 75 мужчин. Группа сравнения – 45 муж-
чин с хроническим простатитом вне обострения, 
группа наблюдения – 30 мужчин с хроническим 
простатитом в стадии обострения. Всем паци-
ентам определяли степень фрагментация ДНК 
сперматозоида (ФДНКС) методом проточной 
цитофлюориметрии на аппарате FACSCalibur 
фирмы Becton Dickinson (BD, США) с использо-
ванием моноклональных антител производства 
(BD, США). Уровень общей антирадикальной 
активности спермы (ОАРА) изучали с помощью 
СФ ПЭ-5300 (Россия). Для описания представ-
ленных количественных признаков результаты 
приведены в виде Ме (Q0,25-Q0,75), где Ме – медиа-
на, Q0,25 – значение 25-го процентиля, Q0,75 – зна-
чение 75-го процентиля. Для оценки значимости 
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различий независимых групп использовали не-
параметрический критерий Манна–Уитни. От-
ношение шансов (OR) определяли как отноше-
ние вероятности того, что событие произойдет, 
к вероятности того, что событие не произойдет. 
Уровень значимости, на котором выполнена про-
верка нулевых гипотез принимался равным 0,05.

Результаты и обсуждение
Патологическую ФДНКС диагностировали 

статистически значимо (р = 0,004) в 1,7 раза чаще 
у лиц при обострении хронического простатита. 
Повышение ФДНКС имело место у 15 из 30 (50%) 
мужчин при заболевании предстательной железы 
в период ремиссии, при этом значение степени 
ФДНКС зарегистрировано в диапазоне значений 
от 1,52 до 20,46% (Ме (Q0,25-Q0,75)): 15,15 (7,59-
16,48)). В группе пациентов с хроническим про-
статитом в период острого воспаления значение 
степени ФДНКС составило от 7,29 до 40,25% (Ме 
(Q0,25-Q0,75)): 18,64 (14,93-23,72)), при этом сте-
пень фрагментации ДНК сперматозоидов выше 
референтного интервала отмечено у 35 человек 
(78,8%). Установлена связь ФДНКС с развитием 
острого воспалительного процесса у пациентов с 
хроническим простатитом в стадии декомпенса-

ции (OR = 3,51; 95% ДИ 1,28-9,54). У пациентов 
группы наблюдения средне групповое значение 
ОАРА (Ме (Q0,25-Q0,75)): 790,00 (533,00-1290,00) 
мкМ/л) не имело статистически значимых разли-
чий (р = 0,378) относительно результатов, полу-
ченных у лиц группы сравнения (Ме (Q0,25-Q0,75)): 
687,00 (457,00-1050,00) мкМ/л). 

Заключение
В физиологических условиях активные фор-

мы кислорода индуцируют многие клеточные 
физиологические процессы (пролиферацию, 
дифференцировку, апоптоз и т.д.) [1, 6]. В пери-
од острого воспалительного процесса отмечается 
гиперпродукция свободно радикальных соеди-
нений, и антиоксидантная система не способна 
в полной мере проявлять свою защитную функ-
цию. Таким образом, обострение хронического 
простатита способствует дисбалансу в редокс-го-
меостатической системе у мужчин с бесплодием, 
что создает предпосылки для переизбытка реак-
тивных форм кислорода и значительной фраг-
ментации ДНК сперматозоидов. Поэтому сте-
пень ФДНКС и уровень ОАРА следует отнести к 
критериальным в прогнозировании вероятности 
развития бесплодия в андрологической практике.
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ЦИТОКИНОВЫЙ ПРОФИЛЬ СЕМЕННОЙ ПЛАЗМЫ 
И ЭФФЕКТИВНОСТЬ ПРОГРАММ ВСПОМОГАТЕЛЬНЫХ 
РЕПРОДУКТИВНЫХ ТЕХНОЛОГИЙ
Арефьева А.С., Бабаян А.А., Калинина Е.А., Николаева М.А.
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр акушерства, гинекологии и перинатологии 
имени академика В.И. Кулакова» Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Многочисленные данные об иммуномодулирующем потенциале семенной плазмы (СП), 
полученные на животных, явились теоретическим обоснованием использования СП для повышения 
эффективности имплантации эмбриона у человека и стимулировали попытки введения СП в репро-
дуктивный тракт женщины для повышения эффективности программы ЭКО. Однако, несмотря на 
многочисленные исследования, подтвердить положительное влияние СП на имплантацию у человека 
не удалось. Мы предполагаем, что благоприятное влияние семенной плазмы на наступление беремен-
ности у женщин, имевших контакт с СП своих половых партнеров во время цикла экстракорпораль-
ного оплодотворения (ЭКО) / интрацитоплазматической инъекции сперматозоидов (ИКСИ), может 
быть реализовано при сбалансированном содержании про- и противовоспалительных цитокинов в 
СП. Однако устоявшаяся парадигма благоприятного влияния СП на имплантацию эмбриона, сфор-
мированная на основании экспериментов на животных, не учитывает возможность патологических 
изменений СП у человека под влиянием неблагоприятных факторов окружающей среды, неправиль-
ного образа жизни, психоэмоционального стресса у мужчин репродуктивного возраста, вступающих 
в программу ЭКО. Нельзя исключить, что неблагоприятные внешние воздействия могут приводить к 
дисбалансу цитокинов в СП и отрицательно сказываться на успехе программ ЭКО/ИКСИ.

Цель – определить, существует ли корреляция между содержанием цитокинов IL-1β, IL-2, IL-4, 
IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-18, IFNγ, TNFα, TNFβ и TGF-β1 в СП и наступлением беремен-
ности у пациенток, контактировавших с семенной плазмой во время цикла ЭКО/ИКСИ.

Двадцать восемь пациенток с трубно-перитонеальным фактором бесплодия, вступающие в про-
токолы ЭКО/ИКСИ, контактировали с СП при половых контактах в период, предшествовавший 
дню забора яйцеклеток в протоколах ЭКО/ИКСИ, а также при интравагинальном введении СП сразу 
после трансвагинальной пункции. Количественное измерение цитокинов в СП, полученной в день 
забора яйцеклеток и используемой для дополнительного интравагинального введения в этот день, 
проводили с помощью технологии FlowCytomix™.

Концентрации IL-1, IL-18 и TNFβ были значительно выше в СП половых партнеров неберемен-
ных пациенток (p = 0,011; p = 0,030 и p = 0,008 соответственно). Общее содержание IL-2, IL-6, IL- 18 
и TNFβ в эякуляте также было достоверно выше у половых партнеров небеременных пациенток 
(p = 0,020; р = 0,042; р = 0,030 и р = 0,004 соответственно).
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Повышенные концентрации провоспалительных цитокинов в СП, а также их чрезмерное общее 
содержание в эякуляте, могут отрицательно сказаться на имплантации эмбриона и наступлении бе-
ременности. Полученные нами данные о повышении содержания провоспалительных цитокинов в 
СП пациентов в группе с отсутствием беременности могут свидетельствовать о возможных стресс-
зависимых изменениях состава СП у значительной части пациентов.

Ключевые слова: семенная плазма, беременность, эффективность ВРТ, цитокины, интерлейкины

CYTOKINE PROFILE OF SEMINAL PLASMA AND 
EFFECTIVENESS OF ASSISTED REPRODUCTIVE 
TECHNOLOGY PROGRAMS
Arefieva A.S., Babayan A.A., Kalinina E.A., Nikolaeva M.A.
V. Kulakov National Medical Research Center for Obstetrics, Gynecology and Perinatology, Moscow,  
Russian Federation

Abstract. Increasing evidence shows that seminal plasma is among the most important immunoregulatory 
factors in female reproductive function. We suggest that the favorable effect of the partner’s seminal plasma 
(SP) upon pregnancy occurence in women during the cycle of in vitro fertilization (IVF)/intracytoplasmic 
sperm injection (ICSI) may be provided by the balanced content of Th1/Th2-dependent seminal cytokines. 
Otherwise, in case of pathologic changes in SP composition, it may negatively affect the IVF efficiency. Our aim 
was to determine whether the levels of seminal IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL- 18, 
IFNγ, TNFα, TNFβ and TGF-β1 are associated with pregnancy establishment in female patients exposed to 
seminal plasma during IVF/ICSI cycle. 

Twenty-eight female patients were exposed to seminal plasma via sexual intercourse before the day of oocyte 
retrieval, and also underwent intravaginal application of seminal plasma just after transvaginal puncture and 
oocyte retrieval. Quantitative measurement of seminal cytokines was performed by FlowCytomix™ technology. 
IL-1, IL-18 and TNFβ concentrations were significantly higher in non-pregnant group (p = 0.011; p = 0.030 
and p = 0.008, respectively). The contents of IL-2, IL-6, IL-18 and TNFβ per ejaculate were also significantly 
higher in non-pregnant group (p = 0.020; р = 0.042; р = 0.030 and р = 0.004, respectively). 

We conclude that elevated concentrations of proinflammatory cytokines in seminal plasma, as well as their 
total excessive content per ejaculate may have an adverse effect on implantation and pregnancy establishment. 

Keywords: seminal plasma, pregnancy, IVF/ICSI outcome, cytokines, interleukins

Введение
Одним из наиболее эффективных подходов к 

лечению бесплодия считается экстракорпораль-
ное оплодотворение (ЭКО). Однако, несмотря на 
то, что в данном методе вспомогательных репро-
дуктивных технологий отбираются эмбрионы са-
мого высокого качества, эффективность ЭКО все 
еще остается недостаточной. Как правило, при-
чиной неудачных исходов ЭКО являются потери 
на этапе имплантации эмбриона [3]. 

Стандартный протокол проведения проце-
дуры исключает контакт с продуктом секреции 
мужских половых желез – семенной плазмой 
(СП) – в цикле ЭКО; в то же время исследования, 
проведенные на экспериментальных животных, с 

очевидностью доказали ключевую роль СП в им-
мунной регуляции имплантации [11]. 

Неоднократно была продемонстрирована 
способность СП вызывать локальную воспали-
тельную реакцию при попадании в женский ре-
продуктивный тракт. Тот факт, что воспалитель-
ный статус эндометрия является необходимым 
фактором для успешной имплантации эмбриона, 
был подтвержден в исследованиях на животных и 
с участием человека. В СП содержится большое 
количество цитокинов и факторов роста [10], 
способных запускать процесс хемотаксиса лей-
коцитов в матку [1]. Содержащийся в СП ци-
токин TGF-β1 зачастую рассматривается как 
ключевой фактор, индуцирующий и контроли-
рующий развитие посткоитального воспалитель-
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ного процесса. Так, TGF-β вызывает продукцию 
гранулоцитарно-макрофагального колониести-
мулирующего фактора, активируя каскад мигра-
ции миелоидных клеток [14], а также регулятор-
ных Т-клеток.

Таким образом, данные об иммуномодули-
рующем потенциале СП, полученные на живот-
ных, теоретически обосновывали возможность 
дополнительного введения СП в женский репро-
дуктивный тракт для повышения эффективности 
имплантации у человека в программах ВРТ. Не-
смотря на это, не удалось подтвердить благопри-
ятный эффект воздействия СП на имплантацию 
у человека не удалось. Мы предполагаем, что 
устоявшаяся парадигма благоприятного влияния 
СП на имплантацию эмбриона, сформированная 
на основании экспериментов на животных, не 
учитывает возможность патологических измене-
ний СП у человека под влиянием неблагоприят-
ных факторов окружающей среды, неправильно-
го образа жизни, психоэмоционального стресса у 
мужчин репродуктивного возраста, вступающих 
в программу ЭКО. В современной литературе от-
сутствуют какие-либо данные о влиянии небла-
гоприятных внешних воздействий на содержание 
цитокинов в СП человека. 

Нельзя исключить, что введение в репродук-
тивный тракт женщины избыточного или не-
достаточного количества факторов СП может 
нарушить процессы имплантации эмбриона и 
препятствовать наступлению беременности. По-
этому целью представленного исследования яви-
лось выявление зависимости между наступлени-
ем беременности у женщин в программах ВРТ и 
содержанием цитокинов в СП их половых пар-
тнеров.

Материалы и методы
Проведено исследование 28 образцов спермы/

СП условно здоровых взрослых мужчин в возрас-
те до 41 года, являющихся половыми партнера-
ми женщин с трубно-перитонеальным факто-
ром бесплодия, вступающих в протоколы ЭКО/
ИКСИ. Все пациенты соответствовали установ-
ленным критериям включения/невключения/
исключения и имели регулярные половые кон-
такты без контрацепции, которые прекращали за 
3-5 дней до забора яйцеклеток. Пациентам про-
ведены стандартные мероприятия в рамках про-
токолов ЭКО/ИКСИ. В день забора яйцеклеток 
было произведено интравагинальное введение 
СП, имитирующее воздействие СП на репродук-
тивные пути женщины в результате естественно-
го полового акта.

Ретроспективно были сформированы 2 груп-
пы пациентов: супружеские пары с клинической 

беременностью (n = 13) и супружеские пары с от-
сутствием беременности после применения тех-
ники ЭКО/ИКСИ (n = 15). 

В день забора яйцеклеток эякулят собира-
ли в специальный стерильный контейнер путем 
мастурбации. Производили оценку параметров 
спермограммы образцов полученной спермы. В 
качестве нормативных показателей использова-
ли данные ВОЗ 2010 года (WHO 2010). 

После этого сперму использовали для опло-
дотворения яйцеклеток и для получения СП с 
помощью центрифугирования. Часть получен-
ной СП (0,5 мл) вводили интравагинально, а 
остальной обьем СП аликвотировали и хранили 
при -80 °С до момента исследования цитокино-
вого профиля. 

Содержание исследуемых цитокинов в СП вы-
являли при помощи систем Bender MedSystems 
FlowCytomix™ Human TGF-beta1 and IL-18 
Simplex Kits (Австрия) и eBioscience Human 
Th1/ Th2 11plex FlowCytomix™ Multiplex Ready-
to-Use (RTU) Kit (США). Для выявления ΤGF-β1 
и остальных цитокинов производили предвари-
тельное разведение образцов СП с использова-
нием стандартных буферов, входящих в состав 
наборов, в соотношении 1:120 и 1:4 соответствен-
но. Для количественной оценки содержания ци-
токинов использовали проточный цитометр BD 
Biosciences FACS Calibur (США) и прилагаемое 
программное обеспечение BD CellQuest™ Pro 
software version 5.2.1. 

Статистический анализ результатов выпол-
няли с помощью программы MedCalc 12.3.0. До-
стоверность отличий между показателями двух 
выборок пациентов оценивали при помощи не-
параметрического U-критерия Манна–Уитни. 
Результаты представляли в виде медианы с мини-
мальными и максимальными значениями пере-
менных. Статистически значимыми различия 
считали при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
Содержание цитокинов выявляли в СП поло-

вых партнеров 28 женщин. Ретроспективно были 
сформированы 2 группы пациентов: супружеские 
пары с клинической беременностью (n = 13) и су-
пружеские пары с отсутствием беременности по-
сле применения техники ЭКО/ИКСИ (n = 15). 

Клинико-анамнестические показатели, а так-
же параметры фолликулогенеза не отличались у 
пациентов из двух групп (данные не приводятся). 
Концентрация, подвижность и число морфо-
логически нормальных форм сперматозоидов у 
половых партнеров женщин из двух групп суще-
ственно не отличались (табл. 1). 
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ТАБЛИЦА 1. РЕЗУЛЬТАТЫ АНАЛИЗА СТАНДАРТНЫХ ПАРАМЕТРОВ СПЕРМЫ
TABLE 1. STANDARD SEMEN PARAMETERS ANALYSIS

Показатель
Semen parameters

Группа с 
наступившей 

беременностью
Pregnant group 

(n = 13)

Группа с 
отсутствием 

беременности
Non-pregnant group 

(n = 15)

Значение p
p value

Объем эякулята, мл
Volume, ml 2,7 (1,2-4,2) 3,2 (1,4-6,0) 0,198

Концентрация сперматозоидов (× 106/мл)
Sperm concentration (× 106/mL) 59 (6-218) 76 (17-142) 0,326

Сперматозоиды с прогрессивным 
движением (%)
Progressive motility (%)

51 (41-78) 44 (17-90) 0,163

Морфология (нормальные формы, %)
Sperm morphology (normal forms, %) 6 (3-9) 5 (2-9) 0,465

Концентрация лейкоцитов (× 106/мл)
Leukocyte (× 106/mL) 0,1-2,4 (0,7) 0,1-2,3 (0,9) 0,458

Примечание. Данные представлены как медианы с минимальными и максимальными значениями переменных; 
р > 0,05 по U-критерию Манна–Уитни.
Note. Data are presented as median (range); р > 0.05 for between-group difference from Mann–Whitney U-tests.

ТАБЛИЦА 2. КОНЦЕНТРАЦИИ ЦИТОКИНОВ В СЕМЕННОЙ ПЛАЗМЕ МУЖЧИН, ИСПОЛЬЗУЕМОЙ ДЛЯ 
ИНТРАВАГИНАЛЬНОГО ВВЕДЕНИЯ В ДЕНЬ ЗАБОРА ООЦИТОВ
TABLE 2. CONCENTRATIONS OF CYTOKINES IN MALE PARTNERS’ SEMINAL PLASMA SAMPLES USED FOR INTRAVAGINAL 
APPLICATIONS AT THE DAY OF OVUM PICK-UP

Цитокины
Cytokines

Группа с наступившей 
беременностью
Pregnant group 

(n = 13)

Группа с отсутствием 
беременности 

Non-pregnant group 
(n = 15)

Значение p
p value

IL-1ββ, пг/мл
IL-1β, pg/mL 178,0 (70,4-353,5) 275,1 (183,2-722,3) 0,011*

IL-2, пг/мл
IL-2, pg/mL 329,7 (29,1-610,0) 335,7 (221,0-574,2) 0,240

IL-5, пг/мл
IL-5, pg/mL 142,0 (47,8-307,8) 96,1 (35,4-834,5) 0,668

IL-6, пг/мл
IL-6, pg/mL 5,7 (0,0-35,9) 11,7 (0,0-82,9) 0,205

IL-8, пг/мл
IL-8, pg/mL 1645,6 (750,5-9826,8) 2830,1 (453,2-10458,6) 0,244

IL-12, пг/мл
IL-12, pg/mL 21,6 (3,4-155,3) 37,0 (13,0-148,9) 0,182

IL-18, пг/мл
IL-18, pg/mL 286,7 (181,4-555,6) 420,9 (188,7-602,3) 0,030*

IFNγγ, пг/мл
IFNγ, pg/mL 88,4 (35,3-522,8) 124,8 (59,5-428,9) 0,076

TNFαα, пг/мл
TNFα, pg/mL 77,5 (3,2-373,6) 105,4 (19,6-696,8) 0,218

TNFββ, пг/мл
TNF β, pg/mL 74,5 (10,0-135,9) 148,2 (40,7-272,0) 0,008*

TGF-ββ, нг/мл
TGF-β, ng/mL 119,2 (74,1-167,0) 115,9 (70,4-211,6) 0,927

Примечание. Данные представлены как медианы с минимальными и максимальными значениями переменных; 
*р < 0,05 по U-критерию Манна–Уитни.
Note. Data are presented as median (range); *р < 0.05 for between-group difference from Mann–Whitney U-tests.



395

Цитокины семенной плазмы и ВРТ
Seminal cytokines and assisted reproduction2021, Vol. 24, № 3

2021, Т. 24, № 3

Данные о концентрациях цитокинов в СП 
мужчин представлены в таблице 2. Было установ-
лено повышение уровня цитокинов IL-1β, IL-18 
и TNFβ в СП в группе с отсутствием беременно-
сти по сравнению с основной группой (p = 0,011; 
p = 0,030 и p = 0,008 соответственно).

Кроме того, мы оценили содержание цитоки-
нов во всем объеме эякулята половых партнеров, 
полученного в день забора яйцеклеток (табл. 3). 

Общее содержание цитокинов IL-2, IL-6, 
IL- 18 и TNFβ в эякуляте половых партнеров не-
беременных пациенток оказалось также суще-
ственно выше по сравнению с их содержанием 
в эякуляте половых партнеров беременных жен-
щин (p = 0,020; р = 0,042; р = 0,030 и р = 0,004 
соответственно). Кроме того, была замечена су-
щественная тенденция к увеличению общего со-
держания IL-1β в эякуляте половых партнеров 
небеременных женщин (р = 0,054).

Не было выявлено существенных отличий 
в значениях концентраций и содержания IL-5, 
IL- 8, IL-12p70, IFNγ, TNFα, TNFβ и TGF-β1 в 
общем объеме эякулята половых партнеров па-
циенток (табл. 2, 3). Концентрации цитокинов 
IL-4 и IL-10 в СП достоверно не определялись.

Итак, нам удалось обнаружить повышенные 
значения концентраций таких цитокинов, как 
IL- 1β, IL-18 и TNFβ в СП половых партнеров 
женщин, не достигших беременности в протоко-
лах ЭКО/ИКСИ. Кроме того, общее содержание 
цитокинов IL-2, IL-6, IL-18 и TNFβ в эякуляте 
половых партнеров небеременных пациенток 
оказалось также существенно выше по сравне-
нию с их содержанием в эякуляте половых пар-
тнеров беременных женщин. Такие результаты 
позволяют сделать предположение о том, что 
регулярные половые контакты, имеющие место 
в пролиферативной фазе цикла ЭКО/ИКСИ, на-
равне с дополнительным введением СП в день 

ТАБЛИЦА 3. СОДЕРЖАНИЕ ЦИТОКИНОВ В СЕМЕННОЙ ПЛАЗМЕ МУЖЧИН, ИСПОЛЬЗУЕМОЙ ДЛЯ 
ИНТРАВАГИНАЛЬНОГО ВВЕДЕНИЯ В ДЕНЬ ЗАБОРА ООЦИТОВ
TABLE 3. TOTAL CONTENTS OF CYTOKINES IN MALE PARTNERS’ SEMINAL PLASMA SAMPLES USED FOR INTRAVAGINAL 
APPLICATIONS AT THE DAY OF OVUM PICK-UP

Цитокины
Cytokines

Группа с наступившей 
беременностью
Pregnant group 

(n = 13)

Группа с отсутствием 
беременности

Non-pregnant group 
(n = 15)

Значение p
p value

IL-1ββ, пг
IL-1ββ, pg 546,6 (150,2-2817,4) 1019,1 (281,8-2528,1) 0,054

IL-2, пг
IL-2, pg 599,0 (45,3-1408,7) 1127,0 (307,6-1862,5) 0,020*

IL-5, пг
IL-5, pg 18869,5 (5377,9-40668,6) 21183,4 (8745,9-137365,4) 0,886

IL-6, пг
IL-6, pg 22,5 (0,0-148,7) 42,4 (0,0-398,1) 0,042*

IL-8, пг
IL-8, pg 3831,0 (1130,3-24566,9) 9689,6 (679,8-70000,0) 0,0761

IL-12, пг
IL-12, pg 62,5 (9,2-590,0) 100,9 (44,6-521,1) 0,102

IL-18, пг
IL-18, pg 777,2 (325,2-1879,3) 1489,7 (572,1-2595,6) 0,030*

IFNγγ, пг
IFNγγ, pg 316,0 (61,6-1986,5) 449,2 (104,2-1501,1) 0,076

TNFαα, пг
TNFα, pg 190,3 (9,0-1347,2) 252,1 (100,2-2438,7) 0,420

TNFββ, пг
TNFβ, pg 169,5 (26,9-429,3) 454,4 (167,8-952,1) 0,004*

TGF-ββ, нг
TGF-β, ng 286,6 (181,5-634,4) 379,2 (161,2-705,2) 0,222

Примечание. См. примечание к таблице 2.
Note. As for Table 2.



396

Arefieva A.S. et al.
Арефьева А.С. и др.

Russian Journal of Immunology/Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal
Российский иммунологический журнал

забора яйцеклеток, способны оказывать влияние 
на наступление беременности в протоколах ВРТ. 

Известно, что провоспалительные цитокины 
IL-1β и IL-18 являются ключевыми маркерами 
иммунного ответа в условиях острого стресса, 
продукция которых резко возрастает при стиму-
ляции гипоталамо-гипофизарно-надпочечни-
ковой системы и симпатической нервной систе-
мы [13].

Психологический стресс является важным 
фактором, влияющим на репродуктивную функ-
цию мужчин и женщин. Кроме того, длительное 
бесплодие, а также необходимость многочислен-
ных обследований в условиях клиники, вклю-
чающих инвазивные вмешательства, являются 
причиной психоэмоционального напряжения, 
испытываемого обоими партнерами, вступаю-
щими в программы ЭКО/ИКСИ. Повышение 
уровня стресс-зависимых компонентов СП, в 
том числе цитокинов, наравне с облегченной си-
стемой доставки составляющих СП в матку, мо-
жет формировать особое микроокружение, не-
гативно влияющее на имплантацию эмбриона у 
человека. Поэтому нам кажется обоснованным 
предположение о том, что контакт с СП пациен-
тов с высоким уровнем стресса может, увеличи-
вать вероятность неудач имплантации, влияя на 
состояние женского репродуктивного тракта. 

Благодаря строгим критериям отбора паци-
ентов для участия в исследовании можно досто-
верно исключить возможность повышения IL-1β 
и IL-18 в СП в результате урогенитальных ин-
фекций и/или патозооспермии. Поэтому полу-
ченные нами данные о повышении содержания 
IL- 1β и IL-18 в СП пациентов в группе с отсут-
ствием беременности могут свидетельствовать о 
возможных стресс-зависимых изменениях соста-
ва СП у значительной части пациентов.

Поддержание оптимального цитокинового 
баланса в полости матки является круциальным 
для обеспечения рецептивности эндометрия и 
наступления беременности. 

Так, точный контроль за содержанием цито-
кина IL-18 в фето-материнском пространстве 
необходим для обеспечения благоприятных для 
имплантации эмбриона условий [6]. Кроме того, 
IL-18 способен индуцировать выработку таких 
провоспалительных цитокинов, как IL-1, IL-2 
и IL-6, повышенное содержание которых в СП 
также было выявлено в представленном исследо-
вании. 

Цитокин IL-1β способен ингибировать про-
дукцию фактора HOXA10 в децидуальных клет-
ках, также негативно влияя на рецептивность эн-
дометрия и имплантацию эмбриона [12]. 

Избыточная экспрессия IL-2 в эндометрии 
вызывает повышение антитрофобластной кил-
лерной активности в децидуальных лейкоци-
тах [4] провоцируя цитотоксический эффект ак-
тивированных децидуальных NK-клеток. Кроме 
того, сверхэкспрессия IL-2 может привести к 
снижению ангиогенеза в эндометрии или к фор-
мированию неблагоприятной среды в матке, что 
негативно сказывается на процессе имплантации 
эмбриона [7].

Несмотря на благоприятное воздействие IL-6 
на растущий трофобласт, избыточное содержание 
данного цитокина в период, предшествующий 
оплодотворению, может негативно влиять на 
фолликулярную среду и качество эмбриона [9]. 

Мало известно об изменениях в содержании 
TNFβ в женском репродуктивном тракте при 
беременности. Однако имеющиеся на данный 
момент данные демонстрируют, что TNFβ при-
сутствует во внутриутробной среде в низких ко-
личествах [5]. Предполагается, что экспрессия 
данного цитокина специфически ингибируется 
на границе между матерью и плодом с целью под-
держания иммунологической толерантности, не-
обходимой для нормального развития эмбриона.

Таким образом, многочисленные данные сви-
детельствуют о важной роли цитокинов в регу-
ляции имплантации, однако до сих пор зависи-
мость содержания цитокинов в полости матки 
от их концентрации в СП половых партнеров не 
обсуждалась. 

Являясь фактором, индуцирующим выработ-
ку IFNγ, IL-18 играет главную роль в стимуляции 
выработки данного цитокина Т-клетками и есте-
ственными киллерами [2]. В свою очередь, IFNγ 
ингибирует TGF-β сигналинг, блокируя проведе-
ние экзогенного сигнала от TGF-β в ядро [8]. При 
этом TGF-β1 считается ключевым иммуномоду-
ляторным фактором СП, обеспечивая развитие 
регулируемого асептического посткоитального 
воспаления, необходимого для имплантации 
эмбриона, а также стимулируя супресcорную ак-
тивность регуляторных Т-клеток, способствуя 
развитию иммунологической толерантности к 
плоду. Мы не обнаружили существенной разни-
цы в содержании TGF-β1 в СП в группах паци-
ентов с различными исходами программ ЭКО/
ИКСИ, однако обнаруженные негативные кор-
реляции между содержанием провоспалительных 
цитокинов в СП и наступлением беременности 
могут быть объяснены их ингибирующим дей-
ствием на функционирование TGF-β. 

Очевидно, что общепринятые представления 
о благоприятном воздействии СП на импланта-
цию эмбриона, сформированные на основе экс-
периментов, проводимых на содержащихся в 
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стандартных условиях животных, не учитывают 
возможное влияние таких внешних факторов, как 
несбалансированное питание, курение, алкоголь 
и стрессовые жизненные ситуации на состав СП 
человека. Вызывает удивление, что ни в одном 
из многочисленных зарубежных исследований, 
посвященных влиянию СП на имплантацию эм-
бриона, не изучалась зависимость наступления 
беременности от состава семенной плазмы. 

Заключение
Выявленные нами закономерности могут быть 

использованы для дополнения клинических про-
токолов обследования пациентов, вступающих 
в программы ВРТ. Такое персонифицированное 
использование СП в программах ЭКО/ИКСИ 
может привести к существенному повышению 
эффективности лечения бесплодия.
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ФАКТОР, IN VITRO ПОДАВЛЯЮЩИЙ МИГРАЦИЮ 
МАКРОФАГОВ, В КРОВИ ЖЕНЩИН С ПРИВЫЧНЫМ 
ВЫКИДЫШЕМ ПРИ БЕРЕМЕННОСТИ, РАЗВИВАЮЩЕЙСЯ 
ПОСЛЕ ИММУНОЦИТОТЕРАПИИ
Вторушина В.В., Кречетова Л.В., Инвияева Е.В., Тетруашвили Н.К.
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр акушерства, гинекологии и перинатологии 
имени академика В.И. Кулакова» Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Цель – оценить содержание MIF в сыворотке периферической крови, а также продукцию 
MIF митоген-стимулированными клетками цельной периферической крови в течение беременности 
у женщин с идиопатическим привычным выкидышем, получающих в качестве лечения иммуноцито-
терапию как в прегравидарной подготовке, так и в I триместре беременности.

В исследовании приняла участие 51 женщина от 20 до 40 лет: 10 фертильных здоровых вне бере-
менности, 23 женщины с идиопатическим привычным выкидышем (ИПВ), 18 женщин с физиологи-
ческим течением беременности на разных сроках гестации (12 – в I триместре, 12 – во II, 9 – в III). 
Содержание MIF оценивали методом мультиплексного анализа на проточном флуориметре.

Из 23 женщин с ИПВ у 6 беременность потеряна в I триместре, у 14 женщин беременность про-
лонгирована до доношенного срока и завершилась рождением здорового ребенка, у трех произошли 
преждевременные роды в сроке от 24 до 35 недель живым плодом.

Межгрупповых различий в сывороточном уровне MIF у женщин контрольных и пациенток с ИПВ 
нет как вне беременности, так и во время беременности. Однако динамика показателя во время бе-
ременности, отражающая его рост во II и III триместрах в обеих группах женщин (контрольная и с 
ИПВ) одинаковая. Также во время беременности совпадает динамика продукции MIF митоген-ак-
тивированными клетками цельной периферической крови, кроме значений во II триместре: в этом 
сроке продукция MIF женщин с ИПВ значимо ниже, хотя все равно увеличена по сравнению с I три-
местром в 3 раза (в контроле – в 5 раз). Значения MIF в сроке 5-6 недель в сыворотке женщин с 
физиологическим течением беременности ниже, чем у женщин в обеих подгруппах ИПВ, но разницы 
в содержании MIF у женщин с выкидышем и с доношенной беременностью – нет. Также не выявлено 
различий в содержании MIF в супернатантах активированных клеток цельной крови женщин по сро-
кам обследования в группах и между группами в одинаковые сроки обследования. 

Показано положительное влияние ИЦТ на течение и исходы беременности у женщин с беремен-
ностью, пролонгированной до доношенного срока. Содержание MIF в сыворотке у женщин с до-
ношенной беременностью выше, чем у женщин с выкидышем, что согласуется с выводами других 
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авторов о неблагоприятном влиянии низких уровней MIF в сыворотке в ранние сроки беременности 
на ее развитие.

Полученные результаты свидетельствуют о том, что не у всех женщин с ИПВ иммуноцитотерапия 
способствует пролонгированию беременности до доношенного срока. Поэтому необходимо прове-
дение дальнейших исследований по поиску критериев назначения ИЦТ в лечении идиопатического 
привычного выкидыша.

Ключевые слова: привычный выкидыш, иммуноцитотерапия, MIF, беременность, иммунная система, иммунокоррекция

MACROPHAGE INHIBITING FACTOR IN WOMEN WITH 
HABITUAL MISCARRIAGE IN PREGNANCY FOLLOWING 
IMMUNOCYTOTHERAPY
Vtorushina V.V., Krechetova L.V., Inviyaeva E.V., Tetruashvili N.K.
V. Kulakov National Medical Research Center for Obstetrics, Gynecology and Perinatology, Moscow, Russian 
Federation 

Abstract. The aim of our study was to evaluate the macrophage inhibitory factor (MIF) content of in 
peripheral blood serum, as well as MIF production by mitogen-stimulated cells from whole peripheral blood 
during pregnancy in women with idiopathic recurrent miscarriage who received immunocytotherapy both 
prior to and in the first trimester of pregnancy. The study involved 51 women 20 to 40 years old: 10 fertile 
healthy females beyond pregnancy, 23 women with idiopathic recurrent miscarriage (IRM), 18 women with a 
physiological course of pregnancy at different stages of gestation (12, in the first trimester; 12, in the second; 9, 
in third trimester). MIF content was assessed by multiplex analysis using flow fluorometry. Of 23 women with 
IRM, six lost their pregnancy in the first trimester, 14 women prolonged pregnancy to the full-term resulting 
into birth of a healthy child; three had premature births at 24 to 35 weeks with a live fetus. There were no 
intergroup differences in the serum MIF level in control women and in patients with IRM, both beyond and 
during pregnancy. However, the dynamics of this index during pregnancy, was similar with increase during 
the II and III trimesters in both groups of women (control and with IRM). During pregnancy, the dynamics 
of MIF production by mitogen-activated cells from peripheral blood was also similar, except for values in the 
II trimester: in this period, MIF production in women with IRM was significantly lower, although it was still 
increased 3 times compared to the 1st trimester (5-fold to controls). In women with physiological pregnancy, the 
serum MIF levels at 5 to 6 weeks were lower than in women in both IRM subgroups, but there was no difference 
in MIF content for women with miscarriage and full-term pregnancy. Similarly, there were no differences of 
MIF contents in the supernates of activated whole blood cells of women at the time of study within groups and 
between the groups at the same time of examination. It has been shown that ICT has a positive effect on the 
course and outcomes of pregnancy in women with pregnancy prolonged to full-term. The serum MIF content 
in women with full-term pregnancy is higher than in women with miscarriage, which is consistent with results 
of other authors about adverse developmental effects of low serum MIF levels at early pregnancy terms. The 
results obtained indicate that immunocytotherapy do not regularly promote pregnancy to full term in women 
with IPV. Therefore, further research is required to find out criteria for administering ICT in treatment of 
idiopathic recurrent miscarriage.

Keywords: habitual miscarriage, immunocytotherapy, MIF, pregnancy, immune system, immunocorrection

Работа была выполнена в рамках государ-
ственного задания 2021 16-А21.

Введение
Факторы, тормозящие реакции, которые на-

целены на отторжение плода во время беремен-
ности, формируются в процессе морфогенеза 
плаценты с учетом регуляции и формирования 
иммунной системы [4, 5]. Блокирующие свойства 

сыворотки беременных осуществляютсярядом 
белков как высокомолекулярных иммуноглобу-
линовой природы, так и низкомолекулярных, 
обладающих иммунными свойствами, которые 
участвуют в формировании толерантности ма-
теринского организма к антигенам плода отцов-
ского происхождения и влияют на исходы бере-
менности. Одним из низкомолекулярных белков, 
интерес к которым был обусловлен их способ-
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ностью контролировать интенсивность иммун-
ного воспалительного ответа, является фактор, 
подавляющий миграцию макрофагов (МИФ, 
или MIF – Macrophage Migration Inhibition 
Factor), белок, продуцируемый активированны-
ми Т-лимфоцитами. Эффект ингибирования ми-
грации макрофагов установлен в экспериментах 
in vitro [5, 6]. Показано, что MIF освобождается 
из мононуклеаров в ответ на любые провоспа-
лительные и митогенные стимулы и инициирует 
ряд основных внутриклеточных сигнальных со-
бытий, приводящих через активацию р44/р42 ми-
тоген-активированной протеин-киназы и осво-
божденную под действием цитоплазматической 
фосфолипазы А арахидоновую кислоту к про-
пролиферативным и провоспалительным эффек-
там [6]. Физиологическая роль MIF определяется 
провоспалительными эффектами лимфоцитов и 
макрофагов, связанными с физиологией эндоме-
трия, поскольку показана экспрессия MIF в эн-
дометрии в течение всего менструального цикла 
и в ранней беременности [8, 9], обсуждается его 
роль в поддержании иммунной привилегирован-
ности на фето-материнском интерфейсе, напри-
мер, предполагается, что один из механизмов 
поддержания беременности и развития эмбриона 
ХГЧ связан с иммуномодуляторными и ангио-
генными свойствами MIF [14].

Показан пониженный уровень MIF в крови 
и эндометрии пациенток с привычным выкиды-
шем (классификация по МКБ-10) [12]. В пато-
генезе идиопатического привычного выкидыша 
(ИПВ), или выкидыша неясной этиологии, уча-
стие иммунной системы признается ведущим, и 
для коррекция этого вида акушерской патологии 
используется иммунокорригирующая терапия, 
одним из часто обсуждаемых видов которой яв-
ляется иммуноцитотерапия (ИЦТ), или алло-
иммунизация пациенток лимфоцитами супруга. 
Долгое время считалось, что положительный эф-
фект аллоиммунизации связан с формированием 
блокирующих свойств сыворотки беременных, 
сдерживающих отторжение плода. MIF – один 
из сывороточных факторов, который также мо-
жет быть одним из факторов, который участвует в 
развитии гестационной иммуносупрессии. Поэ-
тому исследование MIF в периферической крови 
женщин с привычными потерями беременности, 
получающих иммунотерапию в период подготов-
ки к беременности (прегравидарной подготовке) 
и в I триместре беременности представляет инте-
рес для оценки влияния данного фактора на ис-
ходы беременности.

Целью данной работы было оценить содержа-
ние MIF в сыворотке периферической крови, а 
также продукцию MIF митоген-стимулирован-
ными клетками цельной периферической крови 

в течение беременности у женщин с идиопати-
ческим привычным выкидышем, получающих 
в качестве лечения иммуноцитотерапию как в 
прегравидарной подготовке, так и в I триместре 
беременности.

Материалы и методы
В исследовании приняли участие 51 женщина 

от 20 до 40 лет, из них: 10 фертильных здоровых 
вне беременности, 23 женщины с привычным 
выкидышем неясного генеза в анамнезе, 18 жен-
щин с физиологическим течением беременности 
на разных сроках гестации (12 женщин – в I три-
местре, 12 – во II, 9 – в III). Возраст женщин в 
исследуемых группах достоверно не отличался и 
составил 30,17±3,30 лет у женщин с привычным 
выкидышем, 29,00±3,79 – у женщин с физиоло-
гическим течением беременности и 28,2±4,2 – у 
фертильных женщин вне беременности (M±SD, 
ANOVA р > 0,05). Исследование одобрено Ко-
митетом по этике ФГБУ «НЦ АГиП им. В.И. Ку-
лакова» Минздрава России (протокол No13 от 
6.12.2013 г.). Исследование проводилось Центре 
в 2014-2018 гг.

Критерии включения в группу исследования: 
не менее 2 выкидышей от одного и того же пар-
тнера, которые произошли в первом триместре, 
возраст женщины от 20 до 40 лет, нормальный 
кариотип партнера, нормозооспермия партнера, 
самопроизвольное наступление беременностей, 
отсутствие анатомических, генетически обуслов-
ленных, аутоиммунных, гормональных наруше-
ний, тяжелых экстрагенитальных заболеваний, 
подписание формы информированного согласия 
на участие в исследовании.

Критерии включения в контрольную группу: 
наличие, как минимум, одних родов в анамнезе 
от данного партнера, возраст женщины от 20 до 
40 лет, неотягощенный акушерский и гинеколо-
гический анамнез, отсутствие гормональных на-
рушений, которые сопровождаются изменения-
ми менструального цикла, нормальный кариотип 
партнеров, нормозооспермия, физиологическое 
течение данной беременности, подписанная 
форма информированного согласия на проведе-
ние исследования. Для фертильных женщин до-
полнительно условием включения являлось на-
личие здорового ребенка в возрасте до 2 лет.

Процедуру ИЦТ осуществляли аллогенными 
клетками супругов в прегравидарной подготов-
ке и в первом триместре наступившей беремен-
ности. До проведения настоящего исследования 
пациентки ИЦТ не получали. Методика про-
ведения ИЦТ утверждена на заседании Учено-
го совета ФГБУ «НЦ АГиП им. В.И. Кулакова» 
Минздрава России (протокол № 19 от 25 декабря 
2012 г.).
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Для проведения процедуры использовали 
лимфоциты, соответствующие критериям до-
норства. В процедурном кабинете осуществля-
ли забор крови из локтевой вены в стерильную 
пробирку объемом 50 мл, в качестве антикоагу-
лянта использовали 200 мкл раствора гепари-
на (исходный раствор 5000 МЕ/мл). Выделение 
лимфоцитарной взвеси проводили в кабинете 
с необходимым оборудованием и ламинарным 
шкафом. После тщательного перемешивания 
кровь инкубировали при 37 °С в течение 1-1,5 ча-
сов. При разделении крови на 2 слоя (верхний – 
плазма с мононуклеарными клетками, ниж-
ний – эритроциты), верхний слой переносили в 
центрифужную стерильную пробирку объемом 
14 мл и центрифугировали в течение 7 минут при 
1500 об/ мин. После удаления супернатанта в про-
бирку вносили 6 мл стерильного физиологиче-
ского раствора, наслаивали на 3 мл фикола в двух 
пробирках параллельно, сохраняя соотношение 
1:2, и центрифугировали в течение 30 минут при 
1500 об/мин. Лимфоцитарные кольца собирали 
в чистую стерильную пробирку, отмывали 2 раза 
14 мл физиологического раствора в течение 7 ми-
нут при 1500 об/мин. После центрифугирования 
надосадок удаляли, осадок тщательно перемеши-
вали в 2 мл стерильного физиологического рас-
твора. Подсчет осуществляли в камере Горяева и 
в полученной взвеси определяли количество кле-
ток. Концентрация лимфоцитов в физиологиче-
ском растворе составляла от 20 до 50 млн в 1 мл 
раствора.

В течение прегравидарной подготовки лимфо-
циты супруга вводили внутрикожно в 10-12 точек 
в ладонную поверхность предплечья дважды с 
интервалом в один месяц на 5-10 день менстру-
ального цикла, а во время наступившей беремен-
ности – в сроках 5 6 недель и 8-9 недель согласно 
протоколу ведения беременности у пациенток с 
ИПВ [4]. В течение недели производили визуаль-
ную оценку местной реакции организма на вве-
дение лимфоцитов партнеров.

Забор крови осуществляли натощак из локте-
вой вены. В прегравидарной подготовке кровь за-
бирали до иммунизации и после каждого введе-
ния клеток на 18-22 день менструального цикла, 
а у беременных – в сроке 5-6 недель (до имму-
низации), в 8-9 недель (до иммунизации) и в 12 
недель гестации.

Женщины, включенные в исследование, об-
следовались вне беременности, а также в 5-6, 8-9, 
12, 16-24 и 30-38 недель гестации.

Сыворотку периферической крови получали 
путем центрифугирования в течение 10 минут при 
3000 g, второй раз в течение 3 минут при 10000 g, 
аликвотировали и хранили до анализа при -80 °С.

Для получения супернатантов после 24-часо-
вой митогенной стимуляции клеток цельной кро-
ви использовали набор «Цитокин-стимул-бест» 
фирмы «Вектор-Бест» (Россия). В соответствии 
с рекомендацией производителя стимулирование 
1 мл цельной крови осуществлялось в стерильном 
флаконе в СО2-инкубаторе при 37 °С в течение 
24-х часов. Смесь митогенов для стимулирования 
1 мл цельной крови содержала 4 мкг ФГА, 4 мкг 
Кон А, 2 мкг липополисахарида. По окончании 
инкубации препараты крови центрифугировали 
в течение 10 минут при 3000 g, отбирали суперна-
тант, вновь центрифугировали в течение 3 минут 
при 10000 g, отобранную надосадочную жидкость 
аликвотировали и образцы хранили до анализа 
при -80 °С.

Содержание MIF оценивали методом муль-
типлексного анализа наборами фирмы Bio-Rad 
(США) на проточном флуориметре Bio-Plex-200 
System (Bio-Rad, США). Результаты обрабаты-
вали с помощью приложения Bio-Plex Manager 
6,0 Properties (Bio-Rad, США). Содержание MIF 
представлено в пг/мл.

Из 23 женщин с ИПВ, включенных в иссле-
дование, у 14 женщин беременность пролон-
гирована до доношенного срока и завершилась 
рождением здорового ребенка, у 6 женщин бе-
ременность потеряна в I триместре, у трех прои-
зошли преждевременные роды в сроке от 24 до 35 
недель, мертворождений у этих женщин не было.

Статистическую обработку результатов ис-
следования проводили стандартными методами 
с помощью Microsoft Office Excel 2007 и пакета 
MedCalc12 для Windows 7. Для проверки нор-
мальности распределения применяли критерий 
Шапиро–Уилка. Данные представлены как ме-
диана и интерквартильный размах распределе-
ния (Q0,25-Q0,75), для оценки значимости различий 
в двух группах применяли U-критерий Манна–
Уитни, в трех и более группах – критерий Кра-
скела–Уоллиса с поправкой Бонферрони.

Результаты и обсуждение
В настоящем исследовании представлены ре-

зультаты анализа содержания MIF в сыворотке и 
в супернатантах митоген-активированных кле-
ток цельной периферической крови женщин с 
ИПВ, которые при подготовке к беременности в 
качестве монотерапии получали две процедуры 
аллоиммунизации лимфоцитарными клетками 
супруга и две процедуры в I триместре наступив-
шей беременности в составе комплексной тера-
пии ИПВ.

В таблице 1 представлены данные по содержа-
нию MIF в сыворотке и в супернатантах клеток 
цельной периферической крови женщин с ИПВ с 
беременностью, пролонгированной до доношен-
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ТАБЛИЦА 1. СОДЕРЖАНИЕ MIF В СЫВОРОТКЕ И СУПЕРНАТАНТАХ МИТОГЕН-АКТИВИРОВАННЫХ КЛЕТОК 
ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ЖЕНЩИН С ИПВ С БЕРЕМЕННОСТЬЮ, ПРОЛОНГИРОВАННОЙ ДО ДОНОШЕННОГО 
СРОКА, Me (Q0,25-Q0,75)
TABLE 1. MIF CONTENT IN SERUM AND SUPERNATANTS OF MITOGEN-ACTIVATED PERIPHERAL BLOOD CELLS OF 
WOMEN WITH IRM WITH PREGNANCY PROLONGED TO TERM, Me (Q0.25-Q0.75)

Сроки обследования
Examination terms

Содержание MIF (пг/мл) в группах
MIF content (pg/ml) in groups

контрольной
control

с ИПВ
with IRM

в сыворотке периферической крови
in peripheral blood serum

Вне беременности
Out of pregnancy 150 (119-275) (n = 10) 238 (128-324) n = 23

Во время 
беременности
During pregnancy

1-й триместр
1st trimester 

206 (100-260) (n = 12)
pIтр-рIIтр < 0,0085

pItr-рIItr < 0,0085
pIтр-рIIIтр < 0,0085

pItr-рIIItr < 0,0085

250 (163-314) (n = 14)
pIтр-рIIтр < 0,0085

pItr-рIItr < 0.0085
pIтр-рIIIтр < 0,0085

pItr-рIIItr < 0,0085

2-й триместр 
2nd trimester

307 (211-583) (n = 12)
pвб-рIIтр < 0,0085
pop-рIItr < 0,0085

476 (231-644) (n = 13)
pвб-рIIтр < 0,0085
pop-рIItr < 0.0085

3-й триместр 
3rd trimester

602 (367-798) (n = 9)
pвб-рIIIтр < 0,0085
pop-рIIItr < 0,0085

554 (391-701) (n = 13)
pвб-рIIIтр < 0,0085
pop-рIIItr < 0.0085

в супернатантах митоген-активированных клеток  
периферической крови

in supernatants of mitogen-activated peripheral blood cells

Вне беременности
Out of pregnancy 1600 (1208-2258) (n = 10) 2114 (1251-2376) (n = 23)

Во время 
беременности
During pregnancy 

1-й триместр
1st trimester 

302 (140-500) (n = 12)
рвб-рIтр < 0,0085
рop-рItr < 0.0085

200 (145-682) (n = 14)
рвб-рIтр < 0,0085
рop-рItr < 0.0085

2-й триместр 
2nd trimester

1536 (681-2655) (n = 12)
pIтр-рIIтр < 0,0085

pItr-рIItr < 0.0085

602 (222-1040) (n = 13)
рвб-рIIтр < 0,0085
рop-рIItr < 0.0085

рк2-рипв2 = 0,033
рc2-рIRM2 = 0.033

3-й триместр 
3rd trimester

1140 (1001-3022) (n = 9)
pIтр-рIIIтр < 0,0085

pItr-рIIItr < 0.0085

969 (543-2425) (n = 13)
pIтр-рIIIтр < 0,0085

pItr-рIIItr < 0.0085

Примечание. По срокам обследования различия в сывороточном уровне MIF и в содержании супернатантов митоген-
стимулированных клеток периферической крови значимы в контрольной группе и в группе с ИПВ по критерию 
Краскела–Уоллиса; во II триместре различия в содержании супернатантов митоген-стимулированных клеток 
значимы в группе с физиологическим течением беременности и в группе с ИПВ по U-критерию Манна–Уитни; вб – вне 
беременности, тр – триместр.

Note. By the time of examination, the differences in the serum level of MIF and in the content of supernatants of mitogen-stimulated 
peripheral blood cells are significant in the control group and in the group with IRM according to the Kruskal–Wallis test; in the II 
trimester, differences in the content of supernatants of mitogen-stimulated cells are significant in the group with the physiological 
course of pregnancy and in the group with IRM according to the Mann-Whitney U-test; op, out of pregnancy, tr, trimester.
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ТАБЛИЦА 2. СОДЕРЖАНИЕ MIF В СЫВОРОТКЕ И СУПЕРНАТАНТАХ МИТОГЕН-АКТИВИРОВАННЫХ КЛЕТОК 
ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ЖЕНЩИН С ИПВ В I ТРИМЕСТРЕ ГЕСТАЦИИ С РАЗНЫМИ ИСХОДАМИ БЕРЕМЕННОСТИ, 
Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 2. MIF CONTENT IN SERUM AND SUPERNATANTS OF MITOGEN-ACTIVATED PERIPHERAL BLOOD CELLS OF 
WOMEN WITH IRM IN THE FIRST TRIMESTER OF GESTATION WITH DIFFERENT PREGNANCY OUTCOMES, Me (Q0.25-Q0.75)

Сроки 
обследования в 

I триместре
Examination dates 
in the first trimester

Содержание MIF (пг/мл) в группах
MIF content (pg/ml) in groups

контрольной
control

с выкидышем
with miscarriage

с доношенной 
беременностью

with full-term pregnancy

в сыворотке периферической крови
in peripheral blood serum

5-6 нед.
5-6 weeks 100 (52-156) (n = 6)

190 (168-293) (n = 6)
pК-рВ < 0,025
pc-рm < 0.025

305 (275-326) (n = 14)
pК-рД < 0,025
pc-рF < 0.025

8-9 нед.
8-9 weeks 244 (136-378) (n = 8) 172 (113-363) (n = 5) 295 (248-303) (n = 10)

12 нед.
12 weeks 244 (220-289) (n = 12) 307 (126-336) (n = 13)

в супернатантах митоген-активированных клеток периферической крови
in supernatants of mitogen-activated peripheral blood cells

5-6 нед.
5-6 weeks 140 (89-218) (n = 6) 448 (291-663) (n = 6) 189 (167-610) (n = 14)

8-9 нед.
8-9 weeks 335 (220-652) (n = 8) 487 (371-577) (n = 5) 136 (106-631) (n = 10)

12 нед.
12 weeks 402 (195-500) (n = 12) 466 (250-1257) (n = 13)

Примечание. Различия в сыворотке крови в сроке 5-6 недель между группами значимы по критерию Краскела–
Уоллиса. 

Note. Differences in blood serum at 5-6 weeks between groups are significant according to the Kruskal–Wallis test.

ного срока, и в контрольных группах женщин, 
как вне беременности, так и во время беремен-
ности.

Как следует из представленных в таблице 1 
данных, межгрупповых различий в сывороточ-
ном уровне MIF вне беременности у женщин 
контрольных и пациенток с ИПВ нет, как не вы-
явлено межгрупповых различий и во время бе-
ременности, но динамика показателя во время 
беременности, отражающая его рост во II и III 
триместрах в обеих группах женщин (контроль-
ная и с ИПВ) одинаковая. Также совпадает дина-
мика продукции MIF митоген-активированными 
клетками цельной периферической крови в тече-
ние беременности женщин в группах контроль-
ной и с ИПВ, кроме значений во II триместре: в 
этом сроке продукция MIF женщин с ИПВ зна-

чимо ниже (р = 0,033), хотя все равно увеличена 
по сравнению с I триместром в 3 раза (в контро-
ле – в 5 раз).

Поскольку в данной таблице представлены 
результаты у женщин с ИПВ с беременностью, 
пролонгированной до доношенного срока, то 
эти данные можно рассматривать как свидетель-
ство положительного влияния ИЦТ на течение 
и исходы беременности у данной категории па-
циентов. Ранее нами было показано, что и суб-
популяционный состав лимфоцитов, а также их 
способность отвечать на активационный стимул 
у женщин с физиологическим течением беремен-
ности и у женщин с ИПВ с доношенной после 
ИЦТ в I триместре беременностью не отличает-
ся [3], и динамика баланса Th1/Th2-цитокиновой 
продукции одинакова в обеих группах женщин и 
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характеризовалась преимущественно провоспа-
лительной направленностью в I и III триместрах, 
противовоспалительной – во II триместре [2].

В таблице 2 представлено содержание MIF в 
разные сроки I триместра гестации у пациенток 
с разными исходами беременности, наступившей 
после ИЦТ в прегравидарной подготовке.

Как следует из данных таблицы 2, значения 
MIF в сроке 5-6 недель в сыворотке женщин с 
физиологическим течением беременности ниже, 
чем у женщин в обеих подгруппах ИПВ, но раз-
ницы в содержании MIF у женщин с выкидышем 
и с доношенной беременностью – нет. Также не 
выявлено различий в содержании MIF в супер-
натантах активированных клеток цельной кро-
ви женщин по срокам обследования в группах и 
между группами в одинаковые сроки обследова-
ния.

Известно, что к сроку 8-9 недель гестации 
завершаются начальные этапы формирования 
плаценты, которые имеет важнейшее значение 
для пролонгирования беременности. Потери бе-
ременности в эти сроки свидетельствуют о не-
способности трофобласта к дальнейшему росту 
и развитию. По литературным данным, секреция 

MIF плацентой препятствует апоптозу клеток 
трофобласта [10, 13]. Поэтому было проанали-
зировано содержание MIF в сроках 5-9 недель 
гестации в сыворотке и супернатантах женщин, 
потерявших беременность, и у женщин с доно-
шенной беременностью (рисунок).

Из представленных на рисунке данных, у жен-
щин с доношенной беременностью содержание 
MIF в сыворотке выше, чем у женщин с выки-
дышем, что согласуется с выводами других авто-
ров о неблагоприятном влиянии низких уровней 
MIF в сыворотке в ранние сроки беременности 
на ее развитие [11, 15]. Интересным оказался 
результат со значимо низким уровнем MIF в су-
пернатантах митоген-активированных клеток 
периферической крови женщин с доношенной 
беременностью по сравнению с уровнем у жен-
щин с выкидышем. Эти результаты совпадают с 
ранее опубликованными нами данными о самом 
низком уровне блокирующего эффекта аутоло-
гичной сыворотки у женщин с доношенной бе-
ременностью именно в анализируемом сроке ге-
стации по сравнению с уровнем у женщин с ИПВ 
в течение всей доношенной беременности [1]. 
Блокирующий эффект рассчитывался по инги-

Рисунок 1. Содержание MIF в сроке 5-9 недель гестации в сыворотке и супернатанте митоген-активированных 
клеток периферической крови женщин с ИПВ с разными исходами беременности, Me (Q0,25-Q0,75)
Примечание. В – выкидыш, Д – доношенная беременность, s – в сыворотке, sp – в супернатанте; различия по U-критерию 
Манна–Уитни значимы (p < 0,05).
Figure 1. MIF content at 5-9 weeks of gestation in serum and supernatant of mitogen-activated peripheral blood cells of women with 
IRM with different pregnancy outcomes, Me (Q0.25-Q0.75)
Note. M, miscarriage; F, full-term pregnancy; s, in the serum; sp, in the supernatant; differences according to the Mann–Whitney U-test are 
significant (p < 0.05).
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бированию экспрессии раннего активационного 
маркера CD69 митоген-активированными моно-
нуклеарами периферической крови в культуре 
при добавлении в среду инкубации аутологичной 
сыворотки [7]. Данные о динамике блокирующей 
активности сыворотки в течение первого три-
местра у женщин с доношенной беременностью 
подтверждают значимость при имплантации вы-
сокого уровня иммуносупрессии. На сроке 8-9 
недель происходило резкое падение БЭ до мини-
мальных значений, зарегистрированных в пер-
вом триместре. Вероятно, высокая блокирующая 
активность имеет значение именно для периода 
имплантации, а дальнейший процесс развития 
беременности, видимо, протекает на фоне сни-

жения иммуносупрессии. Минимальное значе-
ние блокирующей активности сыворотки в 8-9 
недель гестации может отражать необходимость 
иммунного контроля первой волны инвазии тро-
фобласта в спиральные артерии матки.

Заключение
Полученные результаты свидетельствуют о 

том, что не у всех женщин с ИПВ иммуноцито-
терапия способствует пролонгированию бере-
менности до доношенного срока. Поэтому не-
обходимо проведение дальнейших исследований 
по поиску критериев назначения ИЦТ в лечении 
идиопатического привычного выкидыша.
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РОЛЬ НАРУШЕНИЙ ПРОЦЕССОВ АПОПТОЗА ПРИ 
НАРУЖНОМ ГЕНИТАЛЬНОМ ЭНДОМЕТРИОЗЕ
Аванесова Т.Г.1, Левкович М.А.2, Ермолова Н.В.2, Крукиер И.И.2, 
Дударева М.В.2
1 ЧУЗ «Клиническая больница “РЖД-Медицина” г. Ростов-на-Дону», г. Ростов-на-Дону, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Ростовский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Ростов-на-Дону, Россия

Резюме. В настоящее время наружный генитальный эндометриоз (НГЭ) признан одной из самых 
частых патологий у женщин репродуктивного возраста. Наружный генитальный эндометриоз явля-
ется хроническим заболеванием, поражающем около 10% женщин репродуктивного возраста, при-
водя к функциональным и структурным изменениям в репродуктивной системе, бесплодию, тазовой 
боли, снижая качество жизни пациенток. Кроме того, пациентки с эндометриозом нередко страдают 
депрессией, частота которой особенно высока при наличии боли. При эндометриозе наблюдается 
дизрегуляция ответа Т-клеточного звена иммунитета, которая заключается в нарушении взаимодей-
ствий Т-клеток, макрофагов, NK (натуральных киллеров), В-клеток, позволяющая клеткам эндоме-
трия имплантироваться в эктопических местах. Выраженное негативное влияние НГЭ на качество 
жизни больных, их репродуктивную функцию, нарушение адаптации больных в обществе, растущие 
затраты на лечение определяют социальное значение заболевания и важность его изучения. На сегод-
няшний день очевидно, что в формировании НГЭ значительную роль играют нарушения иммунной 
системы, однако несмотря на обширные исследования в этой области, недостаточно изучены про-
цессы апоптоза при НГЭ.

В этой связи целью исследования явилось изучение характера нарушений процессов апоптоза у 
женщин с I-II и III-IV стадиями наружного генитального эндометриоза.

Было обследована 71 пациентка с НГЭ, которые были подразделены на 2 группы: 1-я группа – па-
циентки с I-II стадией НГЭ (n = 31) и 2-я группа – пациентки с III-IVстадией НГЭ (n = 40), в кон-
трольную группу вошли 24 пациентки без НГЭ.

Определение популяционного состава лимфоцитов периферической крови проводили методом 
лазерной проточной цитометрии, используя реагенты фирмы Immunotex, FITC меченые СD8+, CD16+ 
и PE-меченые СD95+. Количество лимфоцитов, вступивших в апоптоз, выявляли с использованием 
диагностического набора, включающего AnnexinV+ (FITC) и PI+ фирмы Сaltag. Результаты учитыва-
ли на проточном цитометре BECKMAN COULTER EPICS XL-II, используя стандартные протоколы.

Значимыми причинами НГЭ является дисбаланс процессов активации и апоптоза иммунокомпе-
тентных клеток. Индукция апоптоза по пути Fas-FasL у пациенток с наружным генитальным эндоме-
триозом приводит к снижению цитотоксичности, опосредованной Т-лимфоцитами и NK-клетками. 
Статистически значимое снижение содержания АnnexinV+ презентирующих лимфоцитов свидетель-



410

Avanesova T.G. et al.
Аванесова Т.Г. и др.

Russian Journal of Immunology/Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal
Российский иммунологический журнал

ствует о нарушении реализации их рецептор-зависимого апоптоза. Нарушение процессов апоптоза 
может быть ответственным за развитие НГЭ, способствуя пролиферации и росту эндометриоидных 
имплантатов.

Ключевые слова: наружный генитальный эндометриоз, апоптоз, Т-лимфоциты, NK-клетки, иммунитет

ROLE OF APOPTOSIS DISTURBANCES IN EXTERNAL GENITAL 
ENDOMETRIOSIS
Avanesova T.G.a, Levkovich M.A.b, Ermolova N.V.b, Krukier I.I.b, 
Dudareva M.V.b
a Private Clinical Hospital of Russian Railways-Medicine, Rostov-on-Don, Russian Federation  
b Rostov State Medical University, Rostov-on-Don, Russian Federation

Abstract. External genital endometriosis (EGE) is currently considered one of the most common disorders 
in women at their reproductive age. EGE is a chronic disease that affects about 10% of women of reproductive 
age, leading to functional and structural changes in reproductive system, infertility, pelvic pain, and affects 
their quality of life. Moreover, the patients with endometriosis often suffer from depression, especially, due to 
pain syndrome. Endometriosis is associated with dysregulation of T-cell immune response, which presents as 
altered interactions between T-cells, macrophages, NK (natural killer cells), B-cells, thus allowing ectopic 
implantation of endometrial cells. The pronounced negative effect of EGE on the quality of life of patients, 
their reproductive function, impaired adaptation of the patients in community, and growing costs of treatment 
determine social significance of the disease and importance of appropriate studies. It is obvious that disorders 
of the immune system play a significant role in IGE development. However, despite extensive research in this 
area, the processes of apoptosis in IGE have not been sufficiently studied. Therefore, the aim of our study was 
to assess the origin of apoptosis disorders in women with stage I-II and III-IV of external genital endometriosis. 

We examined 71 patients with EGE which were divided into 2 groups: group 1 included the patients with 
EGE stage I-II (n = 31), and group 2, the patients with stage III-IV EGE (n = 40). The control group included 
24 patients without EGE. The population profile of peripheral blood lymphocytes was determined by laser flow 
cytometry using Immunotex reagents, i.e., FITC-labeled CD8+, CD16+, and PE-labeled CD95+ antibodies. 
The number of lymphocytes entering apoptosis was detected using a diagnostic kit for AnnexinV+ (FITC) and 
PI+ from Caltag. The results were read on a BECKMAN COULTER  EPICS XL-II flow cytometer using 
standard protocols.

An imbalance between activation and apoptosis of immunocompetent cells may be a significant cause of 
EGE. Induction of apoptosis by the Fas-FasL pathway in patients with external genital endometriosis leads 
to decreased cytotoxicity mediated by T-lymphocytes and NK-cells. A statistically significant decrease in the 
content of AnnexinV+ presenting lymphocytes suggests impairment of their receptor-dependent apoptosis. 
Altered apoptosis processes may be responsible for the development of IGE by promotion of proliferation and 
growth of endometrioid implants.

Keywords: external genital endometriosis, apoptosis, T-lymphocytes, NK-cells, immunity

Введение
Наружный генитальный эндометриоз (НГЭ) – 

одна из ведущих проблем современной гинеколо-
гии, он стоит на третьем месте в структуре болез-
ней органов репродуктивной системы у женщин 
после воспалительных заболеваний придатков 
матки и миомы матки [1, 2]. НГЭ поражает боль-
шую часть женщин репродуктивного возраста и, 
отрицательно влияя на их физическое, психоло-
гическое и социальное состояние, значительно 

снижает качество жизни данной категории паци-
енток [3]. 

Одна из ведущих теорий развития НГЭ – им-
плантационная, согласно которой эндометрио-
идные гетеротопии формируются при ретроград-
ном забросе эутопического эндометрия в малый 
таз во время менструации. Однако не ясно, поче-
му клетки эндометрия сохраняют жизнеспособ-
ность в перитонеуме, имплантируются на органах 
малого таза и приобретают способность инвазив-
ного роста. В настоящее время эндометриоз рас-
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сматривается как многофакторное заболевание, 
в развитии которого играют роль генетические, 
иммунологические, гормональные нарушения, 
а также стресс, неблагоприятная экологическая 
обстановка.

Многочисленные исследования доказывают, 
что при НГЭ происходит нарушение функций 
иммунной системы, сопровождающееся некон-
тролируемой пролиферацией клеток эндометрия, 
что в конечном счете приводит к формированию 
эндометриоидных гетеротопий [4, 5].

Большой интерес представляет изучение взаи-
мосвязи между нарушением регуляции процесса 
апоптоза и развитием эндометриоза, сопрово-
ждающегося снижением эффективности иммун-
ного надзора.

Целью исследования явилось изучение харак-
тера нарушений процессов апоптоза у женщин 
с I-II и III-IV стадиями наружного генитального 
эндометриоза.

Материалы и методы
На базе гинекологического отделения ФГБОУ 

ВО «РостГМУ» Минздрава России, НИИАП 
обследована 71 женщина с НГЭ, которые были 
распределены на две группы: 1-я группа – па-
циентки с I-II стадиями НГЭ (n = 31); 2-я груп-
па – пациентки с III-IV стадиями НГЭ (n = 40). 
Контрольную группу составили 24 женщин без 
эндометриоза.

Определение популяционного состава лим-
фоцитов периферической крови проводили ме-
тодом лазерной проточной цитометрии, исполь-
зуя реагенты фирмы Immunotex. FITC, меченые 
СD8+, CD16+ и PE-меченые СD95+. Количество 
лимфоцитов, вступивших в апоптоз, выявляли с 
использованием диагностического набора, вклю-
чающего AnnexinV+ (FITC) и PI+ фирмы Сaltag. 
Результаты учитывали на проточном цитометре 
BECKMAN COULTER EPICS XL-II, используя 
стандартные протоколы.

Результаты и обсуждение
Проведенный анализ показал, что формиро-

вание НГЭ сопровождалось выраженными из-
менениями показателей иммунитета. В 1-й и 2-й 
группе по сравнению с контрольной группой вы-
явлено статистически значимое снижение CD8 
лимфоцитов, (17,1 (16,3-23,4) % и 15,05 (13,6-
20,2) %, против 25,8 (24,1-26,7) % соответственно 
(р = 0,02), наиболее выраженные изменения от-
мечены во 2 группе, показатели были ниже, чем в 
контрольной в 1,7 раза (р = 0,02).

В 1-й и 2-й группе выявлено статистически 
значимое снижение относительного числа CD16+ 

по сравнению с контрольной группой (в 2,9 и 1,3 
раза соответственно (р = 0,03)). Кроме того, по-
казатели во 2-й группе были значимо ниже, чем 
в 1-й (р = 0,03).

Известно, что молекула CD95+ участвует в 
процессе контроля над обновлением нормальных 
клеток через индукцию апоптоза. Этот тип кле-
точной гибели является одним из компонентов 
механизма поддержания гомеостаза в обновля-
ющихся клеточных популяциях. Fas-зависимый 
апоптоз является одним из основных механизмов 
регуляции эффекторной функции цитотокси-
ческих лимфоцитов и NK-клеток при киллинге 
клеток-мишеней.

При анализе содержания цитотоксических 
Т-лимфоцитов и NK-клеток, экспрессирующих 
Fas-рецептор CD95+, как маркер поздней акти-
вации, характеризующий готовность к апоптозу, 
было обнаружено его повышение на CD16+ при 
различных стадиях эндометриоза, показатели 
превышали контрольные в 2,5 раза в обеих кли-
нических группах (0,5 (0,4-0,6) % против 0,2 (0,1-
0,3) %) (р = 0,03). Аналогичные данные получены 
и для CD8+CD95+, их уровень в 1-й группе был 
выше, чем в контрольной группе в 1,2 раза, во 2-й 
группе – в 1,46 раза (2,56 (2,45-2,85) % и 3,15 (2,7-
3,35) % против 2,15 (2,05-2,3) % соответственно) 
(р = 0,02).

Абберантные иммунные реакции CD8+ и NK-
клеток могут представлять факторы риска раз-
вития эндометриоза, способствуя дисфункции 
врожденного и адаптивного иммунитета, разви-
тию и прогрессированию заболевания. 

Кроме оценки уровня экспрессии CD8+ и NK-
клетками CD95+ нами определялось количество 
клеток, вступивших в апоптоз, на основании их 
способности фиксировать на своей поверхности 
AnnexinV+ (FITC) и PI+. Полученные результаты 
свидетельствуют о том, в периферической крови 
женщин во 2-й группе по сравнению с контроль-
ной группой выявлено статистически значи-
мое снижение как ранних AnnexinV+ (2,85 (2,2-
3,6)) % против 5,5 (4,45-5,85) %, так и поздних 
AnnexinV+PI+ маркеров апоптоза (0,1 (0,1-0,1) % 
против 0,2 (0,1-0,3) %) соответственно (р = 0,03).

Несмотря на количественное увеличение со-
держания CD95+-лимфоцитов в субпопуляциях 
CD8+ и NK-клеток, при НГЭ нами не было об-
наружено усиления апоптоза лимфоцитарных 
клеток. Однако у пациенток 2-й группы при про-
ведении аннексинового теста было зарегистри-
ровано статистически значимое снижение содер-
жания АnnexinV+ презентирующих лимфоцитов, 
что свидетельствует о нарушении реализации их 
рецептор-зависимого апоптоза. 
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Заключение
Таким образом, индукция апоптоза по пути 

Fas-FasL у пациенток с наружным генитальным 
эндометриозом приводит к снижению цитоток-
сичности, опосредованной Т-лимфоцитами и 
NK-клетками. Статистически значимое сниже-
ние содержания АnnexinV+ презентирующих 

лимфоцитов свидетельствует о нарушении реа-
лизации их рецептор-зависимого апоптоза. На-
рушение процессов апоптоза может быть ответ-
ственным за развитие эндометриоза, способствуя 
снижению эффективности иммунного надзора, 
способствуя пролиферации и росту эндометрио-
идных имплантатов.
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ЧАСТОТА ВЫЯВЛЕНИЯ И ДЛИТЕЛЬНОСТЬ ЦИРКУЛЯЦИИ 
ВОЛЧАНОЧНОГО АНТИКОАГУЛЯНТА У ПАЦИЕНТОВ 
С COVID-19
Безнощенко О.С.1, Шпилюк М.А.1, Иванец Т.Ю.1, Кречетова Л.В.1, 
Пырегов А.В.1, Кодацкий Д.С.1, Тавлуева Е.В.2, Мелкумян А.Р.2, 
Городнова Е.А.1, Долгушина Н.В.1
1 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр акушерства, гинекологии и перинатологии 
имени академика В.И. Кулакова» Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия  
2 ГБУЗ «Городская клиническая больница имени Ф.И. Иноземцева Департамента здравоохранения города 
Москвы», Москва, Россия

Резюме. Цель работы – определить частоту выявления волчаночного антикоагулянта в плазме кро-
ви у пациентов с разной степенью тяжести COVID-19 и длительность его циркуляции после перене-
сенного инфекционного заболевания. 

В исследование было включено 103 пациента с COVID-19. Пациенты наблюдались в амбулатор-
ных условиях, а требующие наблюдения в условиях стационара были госпитализированы в инфекци-
онный госпиталь на базе ФГБУ «НМИЦ АГП им В.И. Кулакова» Минздрава России или инфекци-
онный стационар ГБУЗ «ГКБ им. Ф.И. Иноземцева ДЗМ». Лечение пациентов и стратификация на 
группы тяжести – легкая (n = 27), средняя (n = 55) и тяжелая (n = 20) – проводилась в соответствии с 
Временными методическими рекомендациями МЗ РФ по профилактике, диагностике и лечению но-
вой коронавирусной инфекции, версия 9. Пациентов обследовали на наличие ВА в динамике: в день 
обращения за медицинской помощью (при амбулаторном наблюдении) или в день госпитализации, 
повторно – перед выпиской (пациенты стационара), затем через 1-2 месяца и 7 месяцев после вы-
здоровления. Волчаночный антикоагулянт (ВА) определяли двумя независимыми тестами (dRVVT и 
SCT), включающими скрининговую и подтверждающую пробу. 

При первичном обследовании у 50 пациентов (49%) был обнаружен ВА. Эффект ВА в 98% случаев 
наблюдался в тесте dRVVT за счет увеличения нормализованного отношения (NR). Максимальное 
значение медианы NR = 1,54 (0,97:2,1) отмечалось у пациентов с тяжелым течением COVID-19 по 
сравнению с остальными группами (p < 0,0001) и коррелировало со степенью тяжестью инфекцион-
ного процесса (r = 0,491, p < 0,0001). При легком течении COVID-19 ВА были выявлены в 4 случаях 
(14,8%), при среднем – в 27 (49,1%) и при тяжелом – в 19 случаях (95%) (p < 0,05). Повторное обследо-
вание пациентов перед выпиской из стационара и через 1-2 месяца выявило высокую частоту ВА, но 
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через 7 месяцев у испытуемых ни одного положительного теста на ВА не было обнаружено (p < 0,05).
У пациентов с COVID-19 была обнаружена высокая частота циркулирования ВА, которая зависела 

от степени выраженности инфекционного процесса. Кроме того, было впервые показано, что дли-
тельность персистенции ВА в постинфекционном периоде составляет не более 7 месяцев.

Ключевые слова: COVID-19, волчаночный антикоагулянт, АФА, тест dRVVT, тест SCT, циркуляция 

DETECTION FREQUENCY AND DURATION OF LUPUS 
ANTICOAGULANT CIRCULATION IN COVID-19 PATIENTS 
Beznoshchenko O.S.a, Shpiluk M.A.a, Ivanets T.Yu.a, Krechetova L.V.a, 
Pyregov A.V.a, Kodatsky D.S.a, Tavluyeva E.V.b, Melkumyan A.R.b, 
Gorodnova E.A.a, Dolgushina N.V.a 
a V. Kulakov National Medical Research Center for Obstetrics, Gynecology and Perinatology, Moscow, Russian 
Federation  
b F. Inozemtsev City Clinical Hospital, Moscow, Russian Federation

Abstract. The aim of the work was to determine frequency of lupus anticoagulant (LA) detection in patients at 
various degrees of COVID-19 severity as well as duration of LA circulation after the infectious disease. The study 
included 103 patients with COVID-19. The patients were observed during the hospital care and in ambulance, 
if required. The patients were admitted to the departments of infectious diseases arranged at the V.I.Kulakov 
National Medical Research Center for Obstetrics, Gynecology, and F.I. Inozemtsev City Clinical Hospital. 
Treatment schedules and stratification of the patients by clinical severity was carried out in accordance with 
Interim Guidelines issued by the Ministry of Health of the Russian Federation for the prevention, diagnosis 
and treatment of new coronavirus infection (version 9). The following groups were formed: mild (n = 27), 
moderate (n = 55) and severe (n = 20). The patients were tested for LA positivity in the course of disease: on the 
day of starting medical care (with outpatient observation), or on the day of hospitalization; repeated tests were 
made before discharge (inpatients), and later, 1-2 months and 7 months after recovery. Lupus anticoagulant 
was determined by two independent tests (dRVVT and SCT), i.e., as a screening test and a confirmation test. 
At initial examination, LA was found in 50 patients (49%). The effect of LA in 98% of cases was observed with 
dRVVT test, as an increase of normalized ratio (NR). The maximum median value of NR was 1.54 (0.97: 
2.1) was revealed in patients with severe course of COVID-19 (p < 0.0001) compared with other groups and 
correlated with severity of the infectious process (r = 0.491, p < 0.0001). In mild cases of COVID-19, LA was 
detected less often (4 cases, 14.8%) than in moderate severity cases (27, 49.1%), and severe patients (19, 95%) 
(p < 0.05). Re-examinations of the patients before discharge from the hospital and 1-2 months later revealed 
high frequency of LA (p < 0.05). However, no LA-positive test was found 7 months after discharge. 

In patients with COVID-19, high frequency of circulating LA was registered, depending on severity of the 
infectious process. In addition, we have first shown that persistence of the circulating LA over post-infectious 
period does not exceed 7 months. 

Keywords: COVID-19, severity COVID-19, lupus anticoagulant, test dRVVT, test SCT, LA circulation

Введение 
Волчаночный антикоагулянт (ВА) – группа 

гетерогенных IgG аутоантител к белкам, свя-
занным с отрицательными фосфолипидами. ВА 
являются разновидностью антифосфолипид-
ных антител (АФА), обладающих прокоагулянт-
ными свойствами и определяющих способность 
пролонгировать фосфолипид-зависимые тесты 
свертывания крови [4]. ВА включены в критерии 
классификации Саппоро и считаются лучшим 

маркером профиля АФА высокого риска разви-
тия тромботических осложнений [7]. 

Пациенты с новой коронавирусной инфекци-
ей склонны к чрезмерной активации свертыва-
ния крови, нарушение свертывания коррелирует 
с тяжестью заболевания [6]. АФА обнаружены 
более чем у половины пациентов с COVID-19. 
Высокие титры АФА (IgG) активируют нейтро-
филы, что приводит к выбросу внутриклеточных 
ловушек (NET) и образованию тромбов [1]. В ли-
тературе описаны случаи тромбоза у пациентов с 
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COVID-19 и антителами к кардиолипину (КЛ), 
β2-гликопротеину (β2-ГП), но без ВА [2]. Bowles 
и соавт. выявили высокую частоту ВА (91%) у 
госпитализированных пациентов с COVID-19, 
а Helms и соавт. показали, что ВА чаще обнару-
живаются у пациентов в крайне тяжелом состо-
янии (87,7%), чем у больных с тяжелой степенью 
COVID-19 (45%) [5]. Эти данные свидетельству-
ют о том, что большинство госпитализированных 
пациентов с COVID-19 являются АФА-позитив-
ными. Однако данных о клинической значимости 
ВА в рис ке развития тромбозов при COVID-19 и 
длительности циркулирования этих антител в по-
стинфекционном периоде нет. 

Цель работы – определить частоту выявления 
волчаночного антикоагулянта у пациентов раз-
ной степени тяжести COVID-19 и длительность 
его циркуляции после перенесенного инфекци-
онного заболевания. 

Материалы и методы
В исследование было включено 103 пациента с 

новой коронавирусной инфекцией (COVID-19). 
Сотрудники Центра с легкой и средней степе-
нью тяжести проходили лечение в амбулаторных 
условиях. Пациенты, требующие наблюдения в 
условиях стационара (средней степени тяжести, в 
тяжелом состоянии), были госпитализированы в 
инфекционный госпиталь на базе ФГБУ «НМИЦ 
АГП им В.И. Кулакова» Минздрава России в пе-
риод с 23.04.2020 по 20.06.2020 или инфекцион-
ный стационар ГБУЗ «ГКБ им. Ф.И. Иноземцева 
ДЗМ» 28.12.2020 по 01.02.2021. Лечение паци-
ентов и стратификация на группы тяжести: лег-
кая (n = 27), средняя (n = 55) и тяжелая (n = 20) 
проводилась в соответствии с Временными ме-
тодическими рекомендациями МЗ РФ по про-
филактике, диагностике и лечению новой коро-
навирусной инфекции, версия 9. Все пациенты 
были выписаны в удовлетворительном состоя-
нии. 

Исследование проведено в рамках государ-
ственного задания «Изучение влияния коро-
навирусной инфекции, вызываемой вирусом 
SARS-СoV-2, на систему гемостаза» и одобрено 
на заседании Ученого совета ФГБУ «НМИЦ АГП 
им. В.И. Кулакова» Минздрава России (выпи-
ска № 2 от 09.02.2021 г.). Критерии включения: 
подтвержденный диагноз COVID-19, возраст 
старше 18 лет, подписанное информированное 
согласие на участие в исследовании. Критерии 
исключения: хирургическое вмешательство во 
время COVID-19, отказ пациента от продолже-
ния участия в исследовании, терапия оральными 
антикоагулянтами прямого действия. Критерии 
невключения: беременность или период лак-
тации (для женщин), наследственные коагуло-

патии, онкологические заболевания, системные 
по ражения соединительной ткани, трансплан-
тированные органы, ВИЧ-инфекция, сифилис, 
другие острые инфекционные заболевания, ауто-
иммунные заболевания, систематический прием 
антикоагулянтов/антиагрегантов. 

Пациенты обследовались в день обращения за 
медицинской помощью (при амбулаторном на-
блюдении) или в день госпитализации, повтор-
но – перед выпиской (пациенты стационара), 
затем через 1-2 месяца и 7 месяцев после выздо-
ровления. Для взятия и транспортировки крови 
использовали закрытые системы S-Monovette® 
(SARSTEDT, Германия). Процедура получения 
образца крови для исследований гемостаза соот-
ветствовала требованиям преаналитического эта-
па. Аналитическими образцами служили алик-
воты бестромбоцитарной плазмы, полученные 
последовательным центрифугированием (15 мин 
при 1600 g, затем 5 мин при 10000 g) венозной 
крови с цитратом натрия 3,2%. 

Согласно рекомендациям Международно-
го общества по тромбозу и гемостазу, (ISTH) 
волчаночные антикоагулянты (ВА) определяли 
двумя независимыми тестами (dRVVT и SCT), 
включающими скрининговую и подтверждаю-
щую пробу. ВА определяли на автоматическом 
коагулометре – ACL TOP 700 (IL Werfen, США), 
используя реагенты HemosIL. Яд гадюки Рассе-
ла, используемый в тесте dRVVT, напрямую ак-
тивирует X фактор свертывания, а входящий в 
состав реагента полибрен делает тест нечувстви-
тельным к присутствию гепарина в концентра-
ции до 1 ЕД/ мл. Поэтому образцы плазмы крови 
пациентов с содержанием НМГ более 1 МЕ/мл 
не анализировались. Реагент скрининг (dRVVT 
Screen) содержит низкое количество фосфоли-
пидов, что делает его чувствительным к ВА, а из-
быточное количество фосфолипидов в реагенте 
(dRVVT Confirm) нейтрализует присутствующие 
ВА и способствует восстановлению времени 
свертывания. Аналогичный подход идентифи-
кации ВА используется в тесте с кварцевым ак-
тиватором SCT (Screen, Confirm), но в состав не 
входит полибрен, поэтому определение ВА при 
приеме прямых антикоагулянтов или терапии 
гепарином может провоцировать ложно-по-
зитивные результаты. В соответствии с доку-
ментом С28-А3 CLSI для каждого лота реагента 
(dRVVT screen, dRVVT Confirm, SCT Screen, SCT 
Confirm) были определены средние значения 
в секундах, которые выступали в качестве по-
стоянного знаменателя при расчете коэффици-
ентов Screen ratio и Confirm ratio. Положительные 
результаты теста выражались нормализован-
ным отношением (NR) = Screen ratio  / Confirm ratio.  
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Тест на ВА считали позитивным при NR > 1,2 лю-
бого из тестов (dRVVT и SCT).

Статистический анализ проводили с помо-
щью программного обеспечения Microsoft Excel 
и MedCalc® Software. Данные представлены ме-
дианой (Me 95CI). Оценку различий между груп-
пами определяли U-критерием Манна–Уитни, 
корреляцию – критерием Спирмена.

Результаты и обсуждение
Из 103 пациентов с диагнозом COVID-19, 

включенных в исследование, было 72 (69,9%) 
мужчины в возрасте 47,5 (40,8-56) лет и 30 жен-
щин (29,1%) в возрасте 55,5 (41-62,8) лет. Сопут-
ствующие заболевания: гипертоническая болезнь 
была в анамнезе у 62 пациентов (30,2%), сахар-
ный диабет 2-го типа – у 16 пациентов (15,5%). 
Индекс массы тела (ИМТ) в группе пациентов с 
легким течением COVID-19 составил 28,4 (24,3-
30), со средне-тяжелым – 31 (28,6-34,2) и с тяже-
лым – 32,8 (26,6-40,1). Все пациенты проживали 
на территории г. Москвы или Московской обла-
сти.

При первичном обследовании 50 пациен-
тов (49%) были ВА-позитивны: изолированно 
тестом dRVVT ВА был диагностирован у 46 па-
циентов (92%), тестом SCT – только у 1 (2%), а 
двумя тестами одновременно (dRVVT и SCT) у 1 
пациента легкой степени и у 2 – тяжелой степени 
COVID-19. Эффект ВА оценивался пролонгиро-
ванием времени свертывания фосфолипид-за-

висимых тестов (dRVVT screen, SCT Screen). Чем 
больше ВА в образце, тем длиннее время сверты-
вания в тесте Screen и больше значение нормали-
зованного отношения (NR). 

Наибольшее значение медианы NR = 1,54 
(0,97:2,1) отмечалось в группе пациентов с тя-
желым течением COVID-19 (p < 0,0001) по срав-
нению с остальными (рис. 1). Нормализован-
ное отношение теста dRVVT коррелировало со 
степенью тяжестью инфекционного процесса 
(r = 0,491 p < 0,0001(0,327:0,626)).

Сравнение частоты ВА-позитивных тестов у 
пациентов в группах с разной степенью тяжести 
COVID-19 показало следующее: при легком те-
чении – 14,8%, при средней степени тяжести – 
почти у половины (49,1%), а в группе с тяжелой 
степенью – 95% (p < 0,05) (табл. 1). 

На наличие ВА пациенты были обследованы 
повторно, перед выпиской из стационара, часто-
та обнаружения по-прежнему оставалась высо-
кой (p > 0,05). Сотрудники Центра, перенесшие 
COVID-19 в легкой и средней степени тяжести, 
были обследованы вторично через 1-2 меся-
ца – ВА-позитивные результаты обнаружены у 
4 человек, сокращение частоты ВА не выявлено 
(р > 0,05). Через 7 месяцев у ВА-позитивных па-
циентов Центра и 5 пациентов из группы тяже-
лой степени COVID-19 провели повторную оцен-
ку ВА – ни один из тестов не выявил наличия ВА. 

В нашем исследовании мы выявили высокую 
частоту обнаружения волчаночных антикоагу-
лянтов в плазме крови, что согласуется с опубли-

Рисунок 1. Эффект ВА в тесте с ядом гадюки Рассела у пациентов разной степени тяжести COVID-19 при первичном 
обследовании
Figure 1. Effect of LA in Russell’s viper venom test in patients of various severity of COVID-19 at initial examination
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кованными ранее данными [2]. Helms J. и соавт. 
предположили, что образование ВА происходит 
ввиду повреждения и массовой гибели клеток. 
Вирус SARS-СoV-2 и провоспалительные ци-
токины являются причиной ремоделирования 
плазматической мембраны, включая экзоцитоз 
мембранных микрочастиц и экспозицию фос-
фолипидов, которые обычно скрыты от иммун-
ных клеток [3]. Несмотря на то что связь между 
инфекциями и индукцией аутоантител давно из-
вестна [8], мы обнаружили зависимость частоты 
ВА от степени выраженности инфекционного 
процесса у пациентов с COVID-19. Кроме того, 
нами было впервые показано, что длительность 
циркулирования ВА в постинфекционном пери-

оде составляет не более 7 месяцев. Нерешенным 
остается вопрос о патогенетической роли ВА в 
развитии коагулопатии при COVID-19. 

Выводы
Инфекционный процесс, обусловленный ви-

русом SARS-СoV-2, является триггером повреж-
дения клеток. Образование антифосфолипидных 
антител, включая ВА, спровоцировано наруше-
нием целостности мембраны клеток и зависит от 
степени выраженности воспалительного процес-
са. В постинфекционном периоде наблюдается 
постепенное снижение количества циркулирую-
щих ВА, через 7 месяцев происходит их полный 
регресс.

ТАБЛИЦА 1. ЧАСТОТА ВА У ПАЦИЕНТОВ РАЗНОЙ СТЕПЕНИ ТЯЖЕСТИ COVID-19 И ДИНАМИКА ЦИРКУЛИРОВАНИЯ 
ВА В ПОСТИНФЕКЦИОННОМ ПЕРИОДЕ
TABLE 1. LA FREQUENCY IN PATIENTS OF VARYING SEVERITY OF COVID-19 AND DYNAMICS OF LA CIRCULATION IN THE 
POST-INFECTIOUS PERIOD

Степень  
тяжести

Severity level

Первичное 
обследование

Initial examination

Перед выпиской
Before discharge

Через 1-2 месяца
After 1-2 months

Через 7 месяцев
After 7 months

легкая
mild

4 (14,8%)
n = 27 – 2 (8%)

n = 25
0%

n = 2

средняя
moderate

27 (49,1%)
n = 55

17 (39,5%)
n = 43

2 (11,1%)
n = 9

0%
n = 2

тяжелая
severe

19 (95%)
n = 20

7 (58,3%)
n = 12 – 0%

n = 5
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ГЛИКОЭРРЕЙ В ДИАГНОСТИКЕ И ТЕРАПИИ ЗАБОЛЕВАНИЙ 
ОРГАНОВ ЖЕНСКОЙ РЕПРОДУКТИВНОЙ СИСТЕМЫ
Шилова Н.В.1, 2, Бовин Н.В.2, Нокель А.Ю.1, 2, Зиганшина М.М.1, 
Хасбиуллина Н.Р.1, Вускович М.3, Хуфлейт М.Э.4
1 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр акушерства, гинекологии и перинатологии 
имени академика В.И. Кулакова», Москва, Россия  
2 ФГБУН «Институт биоорганической химии имени академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова» 
Российской академии наук, Москва, Россия  
3 Государственный университет Сан-Диего, Сан-Диего, США 
4 Медицинский колледж, Университет Вармия и Мазури, Ольшьтын, Польша

Резюме. Разработка эффективных способов предикции, диагностики и терапии органов женской 
репродуктивной системы является актуальной задачей. Большой интерес как в диагностическом, так 
и терапевтическом аспектах представляют естественные антигликановые антитела (АГАТ), т.к. АГАТ 
очень разнообразны, а их специфичность отобрана в ходе эволюции. В данной работе исследована 
возможность использования метода гликоэррея, а также сигнатурного подхода для предсказания эф-
фективности проводимой терапии при раке молочной железы (РМЖ), а также целенаправленному 
поиску естественных антител с терапевтическим потенциалом.

Объектом исследования явилась сыворотка периферической крови условно здоровых доноров – 
женщин (n = 27) и пациентов с установленным диагнозом метастатический РМЖ перед началом 
проведения терапии (n = 29). Медианный возраст пациентов составил 48 лет. Медианный возраст 
здоровых составил 50 лет. Пациентки получали лечение сочетанной терапией доксирубицином и гер-
цептином с разным исходом: 11 пациенток не ответили на лечение и 18 пациенток ответили (опу-
холь не диагностировалась). Для исследования АГАТ использовали гликоэррей, на котором напеча-
тано более 200 различных гликанов. Связавшиеся с лигандами антитела детектировали с помощью 
Ig(G+M+А)-biot. Для поиска комбинации диагностически значимых АГАТ (сигнатуры) использова-
ли разработанный ранее математический аппарат «Иммунорулер».

Исследована возможность использования гликоэррея для предсказания эффективности терапии 
на примере РМЖ. В исследование вошли пациентки, получавшие сочетанную терапию доксируби-
цином и герцептином, результат которой отслеживали по прошествии 18-24 недель. Оказалось, что 
сигнатура, состоящая из 10 АГАТ, с высокой чувствительностью и специфичностью (90 и 91% соот-
ветственно), позволяет предсказать эффективность назначенной терапии.

Подтверждена возможность диагностики РМЖ с использованием АГАТ. В уточненную сигнату-
ру вошло 5 антител: уровень двух АГАТ был значимо выше у пациентов, чем у доноров, и это, по-
видимому, адаптивные антитела, появившиеся в ответ на возникшую патологию. Для трех других 
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антител сигналы у пациентов ниже, чем у здоровых индивидуумов, что может свидетельствовать об 
истощении гуморального звена иммунитета при развитии РМЖ. Т.е. такие АГАТ могут обладать те-
рапевтическим потенциалом, и, благодаря использованию скрининговой технологии гликоэррея, их 
можно искать целенаправленно. 

Ключевые слова: органы женской репродуктивной системы, онкология, рак молочной железы, естественные 
антигликановые антитела, гликоэррей, сигнатура

GLYCOARRAYS FOR DIAGNOSIS AND THERAPY OF THE 
DISORDERS OF THE FEMALE REPRODUCTIVE SYSTEM
Shilova N.V.a, b, Bovin N.V.b, Nokel A.Yu.a, b, Ziganshina M.M.a, 
Khasbiullina N.R.a, Vuskovic M.c, Huflejt M.E.d
a V. Kulakov National Medical Research Center for Obstetrics, Gynecology and Perinatology, Moscow, Russian 
Federation  
b Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian 
Federation  
c San Diego State University, San Diego, USA 
d Collegium Medicum, University of Warmia and Mazury, Olsztyn, Poland

Abstract. The development of effective methods for prediction, diagnostics and treatment of female 
reproductive disorders is an urgent task. Natural antiglycan antibodies (AGAT) are of great interest in both 
diagnostic and therapeutic aspects, since AGATs are very diverse, and their specificities were selected in the 
course of natural evolution. In this work, we investigated the possibility of using glycoarray technique, as well as 
the signature approach to predict effectiveness of therapy in breast cancer (BC), as well as a targeted search for 
natural antibodies with therapeutic potential. 

We studied blood serum samples of apparently healthy female donors (n = 27), and patients with established 
diagnosis of metastatic breast cancer prior to starting therapy (n = 29). The median age of the patients was 48 
years, 41% had “ER/PR+”-status, 59% – “ER/PR-“-status.  The median age of healthy subjects was 50 years. 
The patients received combined therapy with doxorubicin and herceptin with different outcomes: 11 patients 
did not respond to treatment and 18 patients showed clinical response (the tumor was not revealed). For the 
study with AGAT, glycoarray was used, on which more than 200 different glycans were printed. The antibodies 
bound to the ligands were detected using biotinylated goat antibodies against human Ig (G+M+A). To search 
for a combination of diagnostically significant AGATs (signatures), the previously developed calculation tool 
“Immunoruler” was used.

An opportunity of using glycoarray to predict efficiency of therapy was studied in breast cancer patients. The 
study included patients receiving combination therapy with doxirubicin and herceptin, with clinical response 
monitored at 18-24 weeks. A signature consisting of 10 AGATs with high sensitivity and specificity (90 and 
91%, respectively) proved to predict efficiency of the administered therapy.

The possibility of breast cancer diagnosis using AGAT has been further confirmed. The specified signature 
included five antibodies: the level of two AGATs was significantly higher in patients than in donors, which could 
be adaptive antibodies developed in response to emerging malignancy. For three other antibodies, the registered 
signals in patients were lower than in healthy controls, thus, probably, indicating depletion of humoral immunity 
during the development of breast cancer. Hence, such AGATs may have some therapeutic potential, and, by 
usage of glycoarray screening technology, they could be searched in purposeful manner.

Keywords: female reproductive system, oncology, breast cancer, natural anti-glycan antibodies, glycoarray, signature

Работа поддержана грантом РФФИ № 18-04-
00749.

Введение
Для органов женской репродуктивной системы 

(ОЖРС) характерен широкий спектр заболева-

ний, включающий инфекционные и онкологиче-
ские. Некоторые из них протекают бессимптом-
но, что часто приводит к трудно коррегируемым 
или необратимым последствиям – бесплодию, 
потере органа, но могут иметь и фатальный ис-
ход. Поэтому разработка эффективных способов 
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предикции, диагностики и терапии заболеваний 
ОЖРС является актуальной задачей. Особое вни-
мание заслуживает появившийся в последние 
годы тренд к увеличению частоты встречаемости 
больших акушерских синдромов (в первую оче-
редь преэклампсии) и онкологических заболева-
ний ОЖРС. Имеющиеся на сегодняшний день 
молекулярные маркеры не обладают достаточной 
чувствительностью и специфичностью для этих 
заболеваний, а терапевтические препараты обла-
дают высокой токсичностью как для матери, так 
и для плода, что требует развития совершенно но-
вых подходов как в диагностике, так и в терапии. 

Большой интерес в этом аспекте представ-
ляют естественные антигликановые антитела 
(АГАТ). Это часть пула иммуноглобулинов, ко-
торые секретируются особой субпопуляцией 
B1-лимфоцитов (CD5+) без предварительной 
внешней стимуляции. Они участвуют в выведе-
нии патогенов через активацию системы компле-
мента, а также играют важную роль в надзоре за 
постоянно появляющимися трансформирован-
ными клетками. АГАТ очень разнообразны [2, 
7]. Поскольку их специфичность отобрана в ходе 
эволюции, они представляют собой широчай-
ший резервуар потенциальных маркеров для диа-
гностики и прогностики различных заболеваний, 
в первую очередь для многофакторных патоло-
гий, к которым можно отнести аутоиммунные 
заболевания и большие акушерские синдромы, 
а также для онкологии, поскольку опухоли име-
ют неустойчивый геном и быстро меняющийся 
фенотип. АГАТ также имеют большой потенциал 
для использования в терапии, т.к. лечение пре-
паратами иммуноглобулинов для внутривенно-
го введения, которые содержат огромный набор 
естественных антител, уже давно применяется 
в медицинской практике, однако из всего пула 
специфичностей, которые присутствуют в этом 
препарате [15], лишь ограниченная часть ока-
зывает реальный терапевтический эффект. Раз-
работка подхода по целенаправленному поиску 
естественных антител с терапевтическим потен-
циалом позволила бы задействовать естествен-
ную защиту организма и использовать внутри-
венные иммуноглобулины более эффективно.

Материалы и методы
Объектом исследования явилась сыворотка 

периферической крови условно здоровых доно-
ров – женщин (n = 27) и пациентов с установлен-
ным диагнозом метастатический рак молочной 
железы (РМЖ) перед началом проведения тера-
пии (n = 29). Медианный возраст пациентов со-
ставил 48 лет (диапазон 28-78), 41% имели статус 
ER/PR+, а 59% – ER/PR-. Медианный возраст 
здоровых составил 50 лет (диапазон 35-60). Да-
лее эти пациентки получили лечение сочетанной 

терапией доксирубицином и герцептином с раз-
ным исходом – 11 пациенток, у которых по про-
шествии 18-24 недель улучшений либо не было, 
либо опухоль по-прежнему диагностировалась, и 
18 пациенток, у которых через 18-24 недели после 
начала терапии опухоль не диагностировалась.

Для исследования АГАТ использовали глика-
новый эррей (гликоэррей), представляющий со-
бой подложку, на которой иммобилизовано от 
200 до 400 гликанов – компонентов гликопроте-
инов, гликолипидов, фрагментов бактериальных 
полисахаридов и др. Связавшиеся с лигандами 
антитела детектировали с помощью биотинили-
рованных вторичных антител козы, узнающих 
иммуноглобулины G, M и А, как описано в [16]). 
Гликоэррей позволяет фиксировать изменения в 
уровнях антител с высокой точностью, при этом 
сотни активностей могут быть протестированы с 
помощью одного чипа.

Для поиска комбинации диагностически зна-
чимых АГАТ (сигнатуры) по данным гликоэррея 
использовали разработанные ранее методологию 
и математический аппарат, названный «Иммуно-
рулер» [16], с помощью которых можно дискри-
минировать «случаи» и «контроли», определять 
степень риска возникновения заболевания, а 
также прогнозировать его исход. 

Результаты и обсуждение
Диагностика
В литературе описано множество заболева-

ний, при которых возникает аберрантное глико-
зилирование, что сопровождается изменениями 
в профилях АГАТ. Это характерно для онкологи-
ческих [9, 11, 13], аутоиммунных заболеваний [5, 
10, 17], а также осложнений беременности [13, 
18]. Использование гликанового эррея и сигна-
турного подхода уже позволило найти сигнатуры 
для таких видов рака ОЖРС, как рак молочной 
железы [3] и рак яичника [8]; при этом чувстви-
тельность и специфичность такого мультифак-
торного подхода заметно превышает показатели 
стандартных тестов [4, 8]. 

Нами была исследована возможность исполь-
зования гликоэррея для предсказания эффектив-
ности терапии на примере РМЖ. В исследование 
вошли пациентки, получавшие сочетанную тера-
пию химиотерапевтиком доксирубицином и гер-
цептином, и результат которой отслеживали по 
прошествии 18-24 недель. Оказалось, что сигна-
тура, состоящая из 10 антигликановых антител, 
с высокой чувствительностью и специфично-
стью (90 и 91%, соответственно), позволяет пред-
сказать эффективность назначенной терапии 
(рис. 1, см. 3-ю стр. обложки).

Эффективность сигнатурного подхода в диа-
гностике была показана и для больших акушер-
ских синдромов, таких как преэклампсия (ПЭ) и 
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задержка роста плода (ЗРП), что позволяет диф-
ференцировать пациенток с ПЭ и пациенток с 
ЗРП, а также пациенток с другими гипертензив-
ными расстройствами во время беременности [1]. 
Особенностью этой работы является то, что для 
диагностики ПЭ и ЗРП проводили раздельное 
определение IgM и IgG (а не суммарно, как в 
других исследованиях), что позволило получить 
сигнатуры, содержащие иммуноглобулины обо-
их классов, что свидетельствует о вовлеченности 
антител обоих классов в патологических процесс. 

Терапия
АГАТ, благодаря своим свойствам удалять 

трансформированные клетки, могут обладать и 
терапевтическим потенциалом, если их уровень 
понижен у пациентов с патологией по сравнению 
со здоровыми донорами. Однако поиск таких 
антител затруднен из-за большого разнообразия 
специфичностей. На сегодняшний день известно 
о нескольких АГАТ, которые снижены при пато-
логии [6, 9, 11, 12], однако их специфичность в 
отношении антигенов опухоли была показана 
только для антител, направленных к дисахариду 
Galβ1-3GlcNAcβ (LeC) на клетках линии рака 
молочной железы ZR-75-1 [14] и к углеводной 

компоненте рецептора CD55 клеток рака желудка 
(точная мишень не установлена) [6]. Кроме того, 
недавние исследования, проведенные нашей 
группой, показали, что анти-LeC-антитела могут 
вызывать апоптоз клеток линии ZR-75-1 (клетки 
рака молочной железы человека), предположи-
тельно активируя внутренний путь (данные пока 
не опубликованы). Исследование, проведенное 
Tupitsyn и соавт. [14], выявило, что у 36% взятых 
в исследование пациенток антиген LeC экспрес-
сировался клетками опухоли, а уровень анти-LeC 
в периферической крови был понижен, т.е. для 
более, чем трети женщин с РМЖ возможна раз-
работка подхода, основанного на применении 
антительной терапии с использованием специ-
фических анти-LeC-иммуноглобулинов. Однако 
описанные выше антитела были найдены больше 
по воле случая, чем целенаправленно.

Совместно с коллегами из компании Цел-
лексикон (Ла Хойя, США) была получена уточ-
ненная сигнатура для рака молочной железы 
(анализировались данные по 56 индивидуумам), 
состоящая из пяти антигликановых антител 
(рис. 2, см. 3-ю стр. обложки).

Рисунок 3. Боксплоты распределения сигналов в группах здоровых доноров и пациенток (РМЖ) для антител, 
вошедших в сигнатуру для рака молочной железы
Примечание. Специфичность АГАТ указана на боксплотах.
Figure 3. Boxplots of signal distribution in groups of healthy donors and patients (BC) for antibodies included to signature for breast 
cancer
Note. Specificity of AGA is indicated on boxplotes.
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Анализ антител, вошедших в эту сигнатуру, 
показал, что составляющие их АГАТ имеют раз-
личное содержание у пациенток по сравнению со 
здоровыми донорами (рис. 3). 

Из рисунка 3 видно, что уровень двух АГАТ, во-
шедших в сигнатуру, значимо выше у пациентов, 
чем у доноров, и это, по-видимому, адаптивные 
антитела, появившиеся в ответ на возникшую па-
тологию. Для трех антител сигналы у пациентов 
ниже, чем у здоровых индивидуумов, что может 
свидетельствовать об истощении гуморального 
звена иммунитета при развитии рака молочной 
железы. Т.е. такие АГАТ могут обладать терапев-

тическим потенциалом, и, благодаря использо-
ванию скрининговой технологии гликоэррея, их 
можно искать целенаправленно.

Заключение
Гликоэррей становится инструментом, от-

крывающим новые возможности в молекулярной 
диагностике сложных системных заболеваний, 
к которым, безусловно, относятся патологии 
ОЖРС, но также и инструментом поиска есте-
ственных антител, обладающих терапевтическим 
потенциалом.
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ИСХОДЫ ПРОГРАММ ВРТ НА ФОНЕ ВНУТРИМАТОЧНОГО 
ВВЕДЕНИЯ АУТОЛОГИЧНЫХ МОНОНУКЛЕАРНЫХ КЛЕТОК 
У ЖЕНЩИН С ПОВТОРНЫМИ НЕУДАЧАМИ ИМПЛАНТАЦИИ
Вторушина В.В., Перминова С.Г., Кречетова Л.В.
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр акушерства, гинекологии и перинатологии 
имени академика В.И. Кулакова» Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Частота повторных неудач имплантации (repeated implantation failure-RIF) в программах 
вспомогательных репродуктивных технологий продолжает оставаться высокой и достигает 50-75%. 
Одним из методов иммунокоррекции при повторных неудачах имплантации является внутриматоч-
ное введение аутологичных мононуклеарных клеток перед переносом эмбриона в программах вспо-
могательных репродуктивных технологий. Прямое влияние мононуклеарных клеток на имплантацию 
впервые изучили в 2006 году и показали, что внутриматочное введение аутологичных мононуклеар-
ных клеток значительно повышало частоту имплантации, частоту клинической беременности и ча-
стоту родов у пациенток с повторными неудачами имплантации в анамнезе. 

Целью данного исследования явилась оценка влияния внутриматочного введения аутологичных 
мононуклеарных клеток периферической крови перед переносом эмбриона на исходы программ 
вспомогательных репродуктивных технологий у женщин с повторными неудачами имплантации в 
анамнезе и анализ цитокинового профиля супернатантов вводимых культур мононуклеарных клеток 
периферической крови.

В исследование включены 129 женщин с повторными неудачами имплантации в программах вспо-
могательных репродуктивных технологий, случайно разделенных на три группы с внутриматочным 
введением перед переносом эмбриона в стимулированном цикле и в криоцикле: 1-я группа – моно-
нуклеарных клеток, активированных хорионическим гонадотропином человека, 2-я группа – моно-
нуклеарных клеток без активации хорионическим гонадотропином человека, 3-я группа – физио-
логического раствора (плацебо). 

Клинико-анамнестические данные женщин всех трех групп не различались. Возраст женщин всех 
трех групп достоверно не различался. Число повторных неудач имплантации в анамнезе было со-
поставимо в 3 группах. Анализ эмбриологических показателей также продемонстрировал отсутствие 
существенных различий в количестве перенесенных эмбрионов, в том числе хорошего качества.

В супернатантах активированных хорионическим гонадотропином человека мононуклеар-
ных клеток пациенток с наступившей имплантацией в криоцикле выявлены более высокие уровни 
IL-2 (р = 0,006), IL-4 (р = 0,012), IL-5 (р = 0,012), IL-12р70 (р = 0,011), IFNγ (р = 0,012), GM-CSF 
(р = 0,026), TNFα (р = 0,021), чем в супернатантах неактивированных мононуклеарных клеток. Ча-
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стота имплантации и частота наступления клинической беременности были значимо выше в группах 
при проведении внутриматочного введения аутологичных мононуклеарных клеток как в стимулиро-
ванном цикле, так и в криоцикле по сравнению с группами плацебо.

Цитокиновый профиль супернатантов культур мононуклеарных клеток при внутриматочном вве-
дении влияет на эффективность программ вспомогательных репродуктивных технологий у женщин с 
повторными неудачами имплантации в анамнезе.

Полученные данные могут позволить персонифицированный подход для использования различ-
ных видов иммунотерапии в программах вспомогательных репродуктивных технологий у пациенток 
с повторными неудачами имплантации в анамнезе.

Ключевые слова: повторные неудачи имплантации, внутриматочное введение, аутологичные мононуклеарные клетки 
периферической крови, иммунотерапия, хорионический гонадотропин человека, цитокины

OUTCOMES OF IVF PROGRAMS WITH INTRAUTERINE 
ADMINISTRATION OF AUTOLOGOUS MONONUCLEAR CELLS 
IN WOMEN WITH REPEATED IMPLANTATION FAILURE
Vtorushina V.V., Perminova S.G., Krechetova L.V.
V. Kulakov National Medical Research Center for Obstetrics, Gynecology and Perinatology, Moscow, Russian 
Federation

Abstract. Frequency of the repeated implantation failure (RIF) in assisted reproductive technology programs 
remains to be high, reaching 50-75%. Intrauterine administration of autologous mononuclear cells before 
embryo transfer is a technique for the RIF immunocorrection being used in assisted reproductive technology 
programs. Direct effect of mononuclear cells upon implantation was first studied in 2006 and showed that 
intrauterine administration of autologous mononuclear cells prior to embryo transfer proved to significantly 
increase implantation frequency, as well as incidence of clinical pregnancy, and frequency of delivery in the 
patients with a history of RIF. The aim of this study was to evaluate the effect of intrauterine administration of 
autologous peripheral blood mononuclear cells prior to embryo transfer upon the results of assisted reproductive 
technology programs in women with a history of RIF, and to evaluate cytokine profile of the supernates from 
the injected cultures of peripheral blood mononuclear cells.

The study included 129 women with RIF included into the assisted reproductive technology programs. The 
patients were divided into three groups with intrauterine administration before embryo transfer in a stimulated 
cycle and in a cryocycle: group 1, treated with mononuclear cells activated by human chorionic gonadotropin; 
group 2, with mononuclear cells without activation by human chorionic gonadotropin; group 3 who received 
saline solution (placebo). Clinical and anamnestic data of the women from these groups did not differ. The age 
of women in all three groups was also similar. The number of RIFs in their anamnesis was comparable for the 3 
groups. Analysis of the embryological parameters also showed that there were no significant differences in the 
number of transferred embryos, including those of good quality.

The levels of IL-2 (p = 0.006), IL-4 (p = 0.012), IL-5 (p = 0.012), IL-12p70 (p = 0.011), IFNγ (p = 0.012), 
GM-CSF (p = 0.026), and TNFα (p = 0.021) were found to be higher in the supernatants of human chorionic 
gonadotropin-activated mononuclear cells of women with advanced cryocycle implantation, than in supernatants 
of inactivated chorionic gonadotropin mononuclear cells. Frequencies of implantation and clinical pregnancy 
were significantly higher in the groups with intrauterine administration of autologous mononuclear cells, both 
in stimulated cycle and the cryocycle compared to the placebo groups.

The cytokine profile of the mononuclear cell culture supernates upon intrauterine administration affects 
the efficiency of assisted reproductive technology programs in the women with RIF. Hence, the data obtained 
may allow us to develop a personalized approach to usage of various immunotherapies in assisted reproductive 
technology programs for the patients with a history of repeated implantation failure.

Keywords: repeated implantation failure, intrauterine administration, autologous mononuclear cells, immunotherapy, human 
chorionic gonadotropin, cytokines
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Введение
Повторные неудачи имплантации в програм-

мах вспомогательных репродуктивных техно-
логий (ВРТ) – актуальная проблема, изучению 
которой посвящено значительное количество 
исследований. Несмотря на достаточно высо-
кие современные достижения в сфере вспомо-
гательных репродуктивных технологий, частота 
повторных неудач имплантации в программах 
ВРТ остается по прежнему высокой и состав-
ляет 50-75% [14]. Большинство аспектов им-
мунного взаимодействия матери и эмбриона до 
сих пор остаются неуточненными, несмотря на 
то, что последние работы в области молекуляр-
ной биологии позволили определить некоторые 
иммунологические параметры, определяющие 
иммунные взаимоотношения между матерью и 
эмбрионом во время имплантации. В прежних 
работах считалось, что наступление и прогресси-
рование беременности связано с преобладанием 
Th2 профилем цитокинов (LIF, IL-1, IL-8, IL- 11, 
IL-4 и IL-10), а преобладание Th1-цитокинов 
(IFNγ, IL-2 и TNFα, IL-1, IL-6) неблагоприятно 
для наступления беременности [7, 11]. Однако 
позднее появились данные о том, что монону-
клеарные клетки (МНК) периферической крови 
индуцируют выработку ряда цитокинов, таких 
как IL-1α, IL-1Τ и TNFα, позитивно влияющих 
на рецептивность эндометрия [13]. Это стало 
предпосылкой использования внутриматочного 
введения аутологичных МНК перед переносом 
эмбриона в программах ВРТ при повторных неу-
дачах имплантации в анамнезе. Роль МНК в обе-
спечении рецептивности эндометрия обсуждает-
ся с 1997 года, когда было показано, что клетки 
селезенки беременных мышей могут влиять на 
рецептивность эндометрия [10], а МНК, введен-
ные внутриматочно перед переносом эмбриона, 
повышают вероятность имплантации [5]. Также 
было установлено, что МНК периферической 
крови, полученные у женщин на ранних сроках 
гестации, могут индуцировать продукцию про-
гестерона [6] и усиливать инвазию трофобласта 
эмбрионов мышей in vitro [4]. В 2006 году пока-
зали, что внутриматочное введение аутологичных 
МНК, которые культивировали с хорионическим 
гонадотропином человека (ХГч) в течение 48 ча-
сов, перед переносом эмбрионов, значительно 
повышало частоту имплантации, частоту насту-
пления беременности и частоту родов у женщин с 
повторными неудачами имплантации в програм-
мах ВРТ [7, 11]. Однако в исследовании SantibaΤez 
не было выявлено позитивного эффекта внутри-
маточного введения аутологичных МНК перед 

переносом эмбриона на исходы программ ВРТ 
у женщин с повторными неудачами импланта-
ции в анамнезе [9]. Позднее было показано, что 
внутриматочное введение МНК повышает часто-
ту имплантации при переносе размороженных 
эмбрионов в программах ВРТ, как на фоне под-
готовки эндометрия препаратами эстрогенов и 
прогестерона, так и в естественном цикле у жен-
щин, имеющих несколько неудач имплантации в 
анамнезе [12]. 

Целью данного исследования явилась оценка 
исходов программ ВРТ на фоне внутриматочного 
введения аутологичных МНК периферической 
крови перед переносом эмбриона у женщин с по-
вторными неудачами имплантации в анамнезе 
и анализ цитокинового профиля супернатантов 
вводимых культур МНК.

Материалы и методы
Проведено рандомизированное контролируе-

мое исследование 129 женщин с повторными не-
удачами имплантации в анамнезе, обратившихся 
для проведения программ ВРТ и подписавших 
добровольное информированное согласие на 
участие в исследовании. Женщины путем про-
стой рандомизации были разделены на 3 группы, 
в зависимости от вида проводимой иммуноте-
рапии: группа 1 – 42 женщины которым перед 
переносом эмбриона проводилось внутрима-
точное введение аутологичных МНК, активиро-
ванных ХГч (АМНК), группа 2 – 42 женщины, 
которым проводилось внутриматочное введение 
аутологичных МНК без активации ХГч (МНК), 
группа 3 (плацебо) – 45 женщин, которым про-
водилось внутриматочное введение физиологи-
ческого раствора. 

В зависимости от различного вида программы 
ВРТ – стандартный фиксированный протокол с 
антагонистом гонадотропин-рилизинг гормона 
и препаратами рекомбинатного фолликулости-
мулирующего гормона (стимулированный цикл) 
или криоцикл – были выделены подгруппы в 
каждой из трех групп: подгруппа 1а – 17 жен-
щин, которым внутриматочно вводили АМНК в 
стимулированном цикле, подгруппа 1б – 25 жен-
щин, которым внутриматочно вводили АМНК в 
криоцикле; подгруппа 2а – 21 женщина, которым 
внутриматочно вводили МНК в стимулирован-
ном цикле, подгруппа 2б – 21 женщина, которым 
внутриматочно вводили МНК в криоцикле; под-
группа 3а – 22 женщины группы плацебо в стиму-
лированном цикле и подгруппа 3б – 23 женщины 
группы плацебо в криоцикле. Всего в программах 
ВРТ участвовали 60 женщин в стимулированном 
цикле и 69 женщин – в криоцикле [1]. 
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Перед проведением программы ВРТ пациент-
кам проводили полное клинико-лабораторное 
обследование в соответствии с Приказом МЗ РФ 
от 30 августа 2012 г. № 107н «О порядке использо-
вания вспомогательных репродуктивных техно-
логий, противопоказаниях и ограничениях к их 
применению».

Возраст женщин был не старше 37 лет, отсут-
ствие имплантации наблюдалось как минимум в 
3 программах ВРТ при условии переноса эмбрио-
нов хорошего качества.

Из исследования исключались супружеские 
пары у которых наблюдались: хромосомные ано-
малии, выраженная патозооспермия у мужчины, 
верифицированный хронический эндометрит, 
толщина эндометрия менее 7 мм, врожденные 
пороки развития половых органов, миома мат-
ки с узлами более 3 см, наружный генитальный 
эндометриоз III-IV степени, гидросальпинкс, 
«бедный ответ» яичников на гонадотропную сти-
муляцию.

Всем пациенткам с учетом повторных неудач 
имплантации в программах ВРТ оплодотворе-
ние выполнялось методом интраплазматической 
инъекции сперматозоидов (ICSI). Количество 
переносимых эмбрионов не превышало двух. В 
стимулированном цикле перенос эмбрионов в 
полость матки производили на 5-е сутки культи-
вирования. В криоцикле перенос разморожен-
ных после витрификации эмбрионов на стадии 
бластоцисты в полость матки выполняли на 5-е 
сутки от начала приема препаратов микронизи-
рованного прогестерона. Перед переносом эм-
бриона в полость матки вводили фракцию ауто-
логичных МНК периферической крови. Забор 
крови для получения МНК у всех исследуемых 
женщин осуществляли в стерильные вакутейне-
ры Monovette LH/9мл, SARSTEDT общим объ-
емом 18 мл, содержащие в качестве антикоагу-
лянта гепарин [1].

Методика выделения и внутриматочного вве-
дения МНК осуществлялась в соответствии с 
протоколом «Проведение иммунотерапии с по-
мощью внутриматочного введения аутологичных 
мононуклеарных клеток», утвержденным на Уче-
ном совете ФГБУ «НМИЦ АГП им. В.И. Кула-
кова» МЗ РФ (протокол № 19 от 22.12.2015 г.) [1]. 

Процедуру выделения МНК проводили в 
стерильных условиях в ламинарном шкафу, ос-
нащенном необходимым оборудованием. Пе-
риферическую кровь тщательно перемешива-
ли, разводили в стерильном физиологическом 
растворе в соотношении 1:2 и выделяли МНК 
на градиенте фиколл-пак с плотностью 1,077. 
После центрифугирования в течение 30 минут 

при 1500 об/мин отбирали кольцо, содержащее 
МНК, и переносили в другую пробирку для от-
мывания культуральной средой (RPMI-1640 c 
добавлением L-глутамина) путем центрифугиро-
вания в течение 10 минут при 1500 об/мин. Про-
цедуру отмывки повторяли 3 раза. В полученной 
взвеси определяли количество клеток путем ви-
зуального подсчета в камере Горяева. Оконча-
тельная концентрация МНК составляла не менее 
2025 млн в 1 мл. Взвесь МНК в 1 мл культуральной 
среды инкубировали в CО2-инкубаторе при 37 °С 
в присутствии ХГч (10 мкл препарата «Прегнил» 
500 МЕ/мл на 1 × 106клеток) в течение 48 часов 
или без ХГч. Через 48 часов инкубирования МНК 
ресуспендировали и в объеме 200 мкл в стериль-
ной пробирке передавали для внутриматочного 
введения [1]. 

Полученные сразу после отбора из культиви-
руемых плашек и после центрифугирования об-
разцы избыточного бесклеточного объема супер-
натанта замораживали и хранили до анализа при 
-80 °С. 

Эффективность программы ВРТ оценивали 
путем исследования концентрации ΤХГч в сы-
воротке крови через 12-14 дней после переноса 
эмбриона. При значениях ΤХГч ≥ 20 МЕ/л конста-
тировали положительный результат. При условии 
положительного ΤХГч осуществляли ультразву-
ковое исследование через 21 день после перено-
са эмбриона. Частоту имплантации оценивали 
как отношение числа перенесенных эмбрионов 
к числу плодных яиц по данным УЗИ. Клини-
ческую беременность диагностировали при на-
личии живого эмбриона по данным УЗИ через 
4-5 недель после переноса эмбриона [1]. 

Определение концентрации цитокинов в су-
пернатантах клеточных культур проводилось 
мультиплексным методом с использованием 
стандартной 9-плексной тест-системы Bio-Plex 
Pro Human Cytokine Th1/Th2 Assay (Bio-Rad, 
США) для определения GM-CSF, IFNγ, IL- 2, 
IL- 4, IL-5, IL-10, IL-12p70, IL-13, TNFα на про-
точном иммуноанализаторе Bio-Plex 200 (Bio-
Rad, США) и последующей обработкой получен-
ных результатов с использованием приложения 
Bio-Plex Manager 6,0 Properties (Bio-Rad, США).

Для статистической обработки результатов ис-
следования использовался Statistical Package for 
Social Sciences (SPSS v. 21.0). Для каждого коли-
чественного параметра были определены: сред-
нее значение (М), ошибка среднего (m) в случае 
нормального распределения признака, медиана 
(Ме) и интерквартильный размах (Q0,25-Q0,75) – в 
случае отклонения распределения признака от 
нормального, для качественных данных – часто-
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ты (%). Оценку характера распределения параме-
тра осуществляли с помощью критерия Шапи-
ро–Уилка. Для сравнения частот встречаемости 
признаков в анализируемых группах использо-
вали критерий χ2 с поправкой на непрерывность. 
Значимыми считали различия при p ≤ 0,05. При 
попарном сравнении трех групп использовали 
t-критерий Стьюдента (при нормальном рас-
пределении признака) и Манна–Уитни (при от-
клонении распределения от нормального) с при-
менением поправки Бонферони, и отклонения 
считались значимыми при p ≤ 0,017. 

Результаты и обсуждение
Клинико-анамнестические данные женщин 

всех трех групп не различались. Возраст женщин 
(Ме (Q0,25-Q0,75)) 1-й группы составил 34 (30-35)
лет, 2-й группы – 32 (30-35) лет, 3-й группы – 34 
(31-36). Число неэффективных программ ВРТ в 
анамнезе было сопоставимо в 3 группах. Анализ 
эмбриологических показателей также продемон-
стрировал отсутствие существенных различий в 
количестве перенесенных эмбрионов, в том чис-
ле хорошего качества.

Сравнительная оценка исходов программ ВРТ 
при внутриматочном введении аутологичных 
МНК, как активированных ХГч (АМНК), так и 
без активации (МНК) перед переносом эмбри-
она в стимулированном цикле и криоцикле у 
женщин с повторными неудачами имплантации 
представлена в таблице 1.

Как следует из данных таблицы 1, в стимули-
рованном цикле эффективность программ ВРТ 
при внутриматочном введении МНК, как акти-
вированных ХГч, так и без активации ХГч, была 
существенно выше по сравнению с группой пла-
цебо, о чем свидетельствует более высокая часто-
та биохимической беременности, клинической 
беременности, частота имплантации, частота 
прогрессирующей беременности и частота родов. 
Вместе с тем, в стимулированном цикле суще-
ственных различий в частоте анализируемых по-
казателей у пациенток с иммунотерапией МНК в 
зависимости от активации ХГч не выявлено. 

Анализ исходов криоциклов при использова-
нии иммунотерапии также выявил позитивное 
влияние данной методики, о чем свидетельству-
ют существенно более высокие частота биохи-
мической беременности, частота имплантации, 
частота наступления клинической беременно-
сти, частота прогрессирующей беременности и 
частота родов в сравнении с аналогичными пока-
зателями в группе плацебо. В криоциклах также 
отсутствовали различия в частоте анализируемых 

показателей в зависимости от наличия или отсут-
ствия активации МНК ХГч. 

Цитокиновый профиль супернатантов куль-
тур МНК был проанализирован у женщин, по-
лучивших иммунотерапию как в стимулирован-
ном цикле, так и в криоцикле: при эффективных 
исходах в стимулированном цикле nАМНК = 9 и 
nМНК = 6, в криоцикле – nАМНК = 10, nМНК = 8, при 
неэффектиных исходах в стимулированном цик-
ле – nАМНК = 7, nМНК = 5 и в криоцикле nАМНК = 10, 
nМНК = 5 соответственно.

Не выявлено различий в цитокиновом про-
филе супернатантов культур МНК в каждом из 
типов циклов независимо от исходов программ 
ВРТ. Также не выявлено различий в цитокино-
вом профиле супернатантов культур вводимых 
клеток при обоих типах цикла, в зависимости от 
исхода настоящей программы ВРТ. Не выявлено 
различий в цитокиновом профиле супернатантов 
АМНК и МНК у женщин и в стимулированном 
цикле и в криоцикле при неэффективных исхо-
дах, а также при эффективных исходах у женщин 
в стимулированном цикле.

При эффективных исходах в криоциклах с 
использованием АМНК по сравнению с исполь-
зованием МНК в цитокиновом профиле супер-
натантов были выявлены значимые различия 
(табл. 2). 

Полученные результаты свидетельствуют, что 
при успешной имплантации в криоцикле супер-
натанты АМНК характеризуются более высоким 
уровнем провоспалительных цитокинов (IL-2, 
IL-5, IL-12р70, GM-CSF, IFNγ, TNFα), а также 
противовоспалительного IL-4.

В таблице 3 представлен цитокиновый про-
филь супернатантов клеток женщин с насту-
пившей имплантацией в обоих типах циклов с 
использованием АМНК при внутриматочном 
введении.

Анализ данных в таблице 3 показывает, что 
в супернатантах АМПК у женщин с наступив-
шей имплантацией в криоцикле выше уровень 
GM- CSF, IL-2 и TNFα, чем в супернатантах 
АМПК женщин в стимулированном цикле.

Таким образом, исследование цитокинового 
профиля супернатантов, вводимых вместе с су-
спензией аутологичных мононуклеарных клеток, 
стимулированных ХГч, показало, что в случае 
применения криоцикла супернатанты характе-
ризуются более высоким уровнем провоспали-
тельных цитокинов, которые, возможно, и спо-
собствуют успешной имплантации.

В литературе существует много противоречи-
вых данных в отношении значимости различных 
иммунологических исследований и различных 
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ТАБЛИЦА 1. ИСХОДЫ ПРОГРАММ ВРТ ПРИ ВНУТРИМАТОЧНОМ ВВЕДЕНИИ АУТОЛОГИЧНЫХ МНК 
В СТИМУЛИРОВАННОМ ЦИКЛЕ И КРИОЦИКЛЕ У ЖЕНЩИН С ПОВТОРНЫМИ НЕУДАЧАМИ ИМПЛАНТАЦИИ

TABLE 1. OUTCOMES OF IVF PROGRAMS FOR INTRAUTERINE ADMINISTRATION OF AUTOLOGOUS MNC IN THE 
STIMULATED CYCLE AND CRYOCYCLE IN WOMEN WITH REPEATED IMPLANTATION FAILURE

Исходы программ ВРТ
Outcomes of IVF programs

Группа АМНК
Group AMNC

Группа МНК
Group MNC

Группа плацебо
Group placebo

Сравнение 
исходов  

в группах
Comparison of 

outcomes in groups
стимулированный цикл / stimulated cycle

Параметры
Parameters

Подгруппа 1а
Subgroup 1a 

n = 17

Подгруппа 2а
Subgroup 2a 

n = 21

Подгруппа 3а
Subgroup 3a 

n = 22

р-значение
p-value

Биохимическая 
беременность
Biochemical pregnancy

6 (35,3%) 7 (33,3%) 4 (18,2%)
р1-2 = 0,988
р2-3 = 0,006
р3-1 = 0,034

Клиническая 
беременность
Clinical pregnancy

5 (29,4%) 5 (23,8%) 3 (13,7%)
р1-2 = 0,956
р2-3 = 0,035
р3-1 = 0,009

Имплантация
Implantation 33,3% 28,6% 7,7%

р1-2 = 0,873
р2-3 = 0,010
р3-1 = 0,001

Самопроизвольный 
выкидыш
Spontaneous miscarriage

2 (11,8%) 2 (9,5%) 1 (4,5%)
р1-2 = 0,873
р2-3 = 0,165
р3-1 = 0,324

Прогрессирующая 
беременность
Progressive pregnancy

3 (17,6%) 3 (14,3%) 2 (9%)
р1-2 = 0,435
р2-3 = 0,011
р3-1 = 0,025

Роды живым плодом
Live birth 3 (17,6%) 3 (14,3%) 2 (9%)

р1-2 = 0,367
р2-3 = 0,035
р3-1 = 0,024

криоцикл / cryocycle

Параметры
Parameters

Подгруппа 1б 
Subgroup 1b 

n = 25

Подгруппа 2б 
Subgroup 2b 

n = 21

Подгруппа 3б 
Subgroup 3b 

n = 23

р-значение
p-value

Биохимическая 
беременность
Biochemical pregnancy

10 (40%) 8 (38,1%) 6 (25%)
р1-2 = 0,097
р2-3 = 0,006
р3-1 = 0,001

Клиническая 
беременность
Clinical pregnancy

8 (36%) 7 (33,3%) 5 (20,8%)
р1-2 = 0,095
р2-3 = 0,025
р3-1 = 0,005

Имплантация
Implantation 35,4% 30,3% 9,8%

р1-2 = 0,084
р2-3 = 0,026
р3-1 = 0,034

Самопроизвольный 
выкидыш
Spontaneous miscarriage

1 (4%) 1 (4,8%) 1 (4,3%)
р1-2 = 0,073
р2-3 = 0,416
р3-1 = 0,878

Прогрессирующая 
беременность
Progressive pregnancy

7 (28%) 6 (28,6%) 4 (17,4%)
р1-2 = 0,134
р2-3 = 0,017
р3-1 = 0,032

Роды живым плодом
Live birth 7 (28%) 6 (28,6%) 2 (8,7%)

р1-2 = 0,134
р2-3 = 0,024
р3-1 = 0,033
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ТАБЛИЦА 2. ЦИТОКИНОВЫЙ ПРОФИЛЬ СУПЕРНАТАНТОВ АМНК И МНК ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ЖЕНЩИН ПРИ 
ЭФФЕКТИВНОМ ИСХОДЕ ДАННОЙ ПРОГРАММЫ ВРТ В КРИОЦИКЛЕ, Ме (Q0,25-Q0,75)
TABLE 2. CYTOKINE PROFILE OF THE AMNC AND MNC SUPERNATANTS IN THE PERIPHERAL BLOOD OF WOMEN WITH AN 
EFFECTIVE OUTCOME OF THIS CRYOCYCLE IVF PROGRAM, Ме (Q0.25-Q0.75)

Цитокин
Cytokine

Концентрация цитокина / Cytokine concentration
МНК / MNC

(n = 8)
АМНК / AMNC

(n = 10)
IL-2 (пг/мл)
IL-2 (pg/ml) 15,4 (10,9-19,1) 60,1 (46,6-110,4) 

р = 0,0002 *
IL-4 (фг/мл)
IL-4 (f/ml) 170 (140-235) 530 (333-958) 

р = 0,012*
IL-5 (пг/мл)
IL-5 (pg/ml) 1,8 (1,5-2,2) 3,7 (2,7-13,2) 

р = 0,012*
IL-10 (пг/мл)
IL-10 (pg/ml) 24,4 (17,7-47,1) 102,2 (26,1-239,8)

IL-12р70 (пг/мл)
IL-12р70 (pg/ml) 0,6 (0,5-0,6) 0,9 (0,7-1,3) 

р = 0,011*
IL-13 (пг/мл)
IL-13 (pg/ml) 0,7 (0,4-0,9) 2,1 (0,7-2,9)

GM-CSF (пг/мл)
GM-CSF (pg/ml) 0,9 (0,5-2,2) 20,4 (8-163) 

р = 0,006*
IFNγ (пг/мл)
IFNγ (pg/ml) 0,6 (0,5-0,6) 1,1 (0,8-2,0) 

р = 0,012*
TNFα (пг/мл)
TNFα (pg/ml) 800 (390-1216) 4622 (2055-5873) 

р = 0,002*
Примечание. * – различия со значениями в подгруппе АМНК значимы p ≤ 0,05 (критерий Манна–Уитни).
Note. *, differences with the values in the AMNC subgroup are significant p ≤ 0.05 (Mann–Whitney test).

ТАБЛИЦА 3. ЦИТОКИНОВЫЙ ПРОФИЛЬ СУПЕРНАТАНТОВ АМНК У ЖЕНЩИН С ЭФФЕКТИВНЫМ ИСХОДОМ ДАННОЙ 
ПРОГРАММЫ ВРТ В СТИМУЛИРОВАННОМ ЦИКЛЕ И КРИОЦИКЛЕ, Ме (Q0,25-Q0,75)
TABLE 3. CYTOKINE PROFILE OF AMNC SUPERNATANTS IN WOMEN WITH AN EFFECTIVE OUTCOME OF THIS IVF 
PROGRAM IN THE STIMULATED CYCLE AND CRYOCYCLE, Ме (Q0.25-Q0.75)

Цитокин
Cytokine

Концентрация цитокина / Cytokine concentration

стимулированный цикл 
stimulated cycle

(n = 9)

криоцикл
cryocycle
(n = 10)

IL-2 (пг/мл)
IL-2 (pg/ml) 31,0 (15,3-45,5) 60,1 (46,6-110,4) 

р = 0,018*
IL-4 (фг/мл)
IL-4 (f/ml) 380 (165-490) 530 (333-958)

IL-5 (пг/мл)
IL-5 (pg/ml) 2,5 (1,6-3,5) 3,7 (2,7-6,8)

IL-10 (пг/мл)
IL-10 (pg/ml) 101 (30-229) 102 (26-240)

IL-12р70 (пг/мл)
IL-12р70 (pg/ml) 0,68 (0,60-0,92) 0,92 (0,72-1,29)

IL-13 (пг/мл)
IL-13 (pg/ml) 2,1 (0,5-3,0) 2,1 (0,9-2,9)

GM-CSF (пг/мл)
GM-CSF (pg/ml) 0,8 (0,6-1,5) 20,4 (8,0-162,6) 

р = 0,009*
IFNγ (пг/мл)
IFNγ (pg/ml) 0,8 (0,5-0,8) 1,1 (0,8-2,0)

TNFα (пг/мл)
TNFα (pg/ml) 1530 (841-2095) 4622 (2055-5873) 

р = 0,018*
Примечание. * – различия между группами значимы при p ≤ 0,05 (критерий Манна–Уитни).
Note. *, differences between groups are significant at p ≤ 0.05 (Mann–Whitney test).
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видов иммунотерапии у женщин с повторными 
неудачами имплантации [2, 9]. Внутриматочное 
введение аутологичных мононуклеарных клеток 
периферической крови перед переносом эмбри-
онов является одним из новых методов иммуно-
коррекции. 

В данном исследовании мы оценивали эф-
фективность внутриматочного введения ауто-
логичных МНК, как активированных ХГч, так и 
МНК без активации перед переносом эмбриона 
в стимулированном цикле и криоцикле у паци-
енток с повторными неудачами имплантации. 
Полученные данные продемонстрировали зна-
чимое повышение частоты биохимической бе-
ременности, частоты имплантации, частоты на-
ступления клинической беременности, частоты 
прогрессирующей беременности и частоты родов 
живым плодом в группе пациенток с проведени-
ем внутриматочного введения МНК, как активи-
рованных ХГч, так и МНК без активации перед 
переносом эмбриона у пациенток с повторными 
неудачами имплантации, как в стимулированном 
цикле, так и в криоцикле по сравнению с группой 
плацебо. 

Обсуждаются несколько механизмов действия 
МНК. МНК могут индуцировать дифференциа-
цию эндометрия, что повышает вероятность им-
плантации эмбриона. МНК могут индуцировать 
асептические воспалительные реакции в полости 
матки in vivo [4]. ХГч потенцирует эти множе-
ственные эффекты, непосредственно участвуя в 
регуляции имплантации эмбриона, стимулируя 
секрецию цитокинов и хемокинов в МНК, таких 
как LIF и IL-1, MMP-2, MMP-9 и VEGF, спо-
собствующих инвазии трофобласта [8]. Следова-
тельно, можно предположить, что МНК, активи-
рованные ХГч, повышают частоту имплантации 
и частоту наступления клинической беременно-
сти за счет создания адекватного баланса цито-
кинов Th2/Th1 и адекватного уровня и функции 
Т-регуляторных клеток, создавая благоприятное 

иммунное микроокружение для имплантации 
эмбриона.

Сравнительный анализ оценки эффективно-
сти данного метода иммунотерапии в зависимо-
сти от активации МНК и вида программы ВРТ 
показал, что активация МНК ХГч повышает эф-
фективность криоциклов в 1,2 раза, но не влияет 
на исходы стимулированных циклов, что, веро-
ятно, связано с эффектами ХГч, используемого в 
качества триггера овуляции в стимулированных 
циклах, что согласуется с данными литературы о 
снижении частоты клинической беременности в 
стимулированных циклах по сравнению с крио-
циклами [3].

Заключение
Таким образом, можно заключить, что акти-

вация мононуклеарых клеток периферической 
крови хорионическим гонадотропином приводит 
к высокому уровню продукции про- и противо-
воспалительных цитокинов, что обуславливает 
более высокую эффективность данного вида им-
мунотерапии. В результате проведенного иссле-
дования показано, что внутриматочное введение 
аутологичных МПК перед переносом эмбриона 
повышает эффективность программ ВРТ у па-
циенток с повторными неудачами имплантации 
в анамнезе. Полученные данные могут позволить 
персонифицированный подход для использова-
ния различных видов иммунотерапии в програм-
мах ВРТ у пациенток с повторными неудачами 
имплантации.
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Резюме. Одним из новых трендов в изучении патогенеза преэклампсии (ПЭ) является исследова-
ние развития гликопатологии в функциональной системе мать-плацента-плод. Учитывая важность 
углевод-белковых взаимодействий для морфогенеза плаценты, взаимодействий в иммунной систе-
ме, формирования толерантности к аллоантигенам плода, особую роль в патогенезе ПЭ могут иметь 
антигликановые антитела (АгАт), которые способны вмешиваться в эти взаимодействия, изменяя 
их. Поскольку продукция антител происходит на фоне имеющихся естественных антител, а также 
адаптивных, приобретенных в течение жизни, очевидно, что имеется значительное число факторов, 
которые находятся во взаимосвязи с АгАт, что имеет значение для патогенеза и выявления факторов 
риска заболевания. Цель исследования – определение взаимосвязи между содержанием АгАт в крови 
и клинико-лабораторными параметрами у пациенток с физиологической беременностью и ПЭ.

В исследование включены 146 беременных: основную группу I составила 51 пациентка с умерен-
ной ПЭ, группу сравнения – 95 условно здоровых беременных. Изучены клинико-анамнестические 
данные, особенности течения беременности, данные лабораторных обследований, данные предста-
вительного спектра АгАт. АгАт (IgG и IgM) исследовались в сыворотке крови с помощью гликочипа, 
содержащего 473 гликана и 216 полисахаридов. Для определения связи между переменными были ис-
пользованы непараметрический метод ранговой корреляции по Спирмену для анализа количествен-
ных данных, и Т-критерий Вилкоксона для анализа качественных данных.
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Установлено, что в основной группе выявляется больше корреляционных связей между уровнем 
АгАт различных специфичностей и клинико-лабораторными параметрами, чем в группе сравнения. 
Отягощенный гинекологический и инфекционный анамнез, осложнения во время беременности ас-
социированы с изменениями профиля АгАт обоих классов у пациенток, беременность которых ос-
ложнена умеренной ПЭ, что свидетельствует о патогенетическом значении этих антител. У здоровых 
беременных уровень антител к ряду гликанов реципрокно связан с количеством лимфоцитов, тром-
боцитов и АЛТ, что может свидетельствовать о регуляторной роли этих антител, поскольку лимфоци-
тоз, тромбоцитопения и повышение трансаминаз в крови относятся к патологическим состояниям. 

Выявленные взаимосвязи между уровнем АгАт и клинико-анамнестическими и лабораторными 
параметрами свидетельствуют о различных паттернах корреляционных взаимосвязей в норме и при 
патологии, что, по-видимому, указывает на патогенетическое значение АгАт ряда специфичностей 
при ПЭ, и их регуляторную роль при нормальной беременности.

Ключевые слова: гуморальный иммунитет, беременность, преэклампсия, гликаны, антигликановые антитела, микрочип

RELATIONSHIP BETWEEN THE LEVEL OF ANTIGLYCAN 
ANTIBODIES IN THE BLOOD AND CLINICAL AND LABORATORY 
PARAMETERS OF PATIENTS WITH NORMAL PREGNANCY AND 
PREGNANCY COMPLICATED BY MODERATE PREECLAMPSIA
Ziganshina M.M.a, Shilova N.V.a, b, Khasbiullina N.R.a, 
Tyutyunnik N.V.a, Kan N.E.a, Naumov V.A.a, Tyutyunnik V.L.a, c

a V. Kulakov National Medical Research Center for Obstetrics, Gynecology and Perinatology, Moscow, Russian 
Federation 
b M. Shemyakin and Yu. Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, 
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Abstract. One of the new trends in the study of the pathogenesis of preeclampsia (PE) is the study of the 
development of glycopathology in the functional mother-placenta-fetus system. Given the importance of 
carbohydrate-protein interactions for the morphogenesis of the placenta, interactions in the immune system, 
and the formation of tolerance to fetal alloantigens, anti-glycan antibodies (AgAbs), which can interfere with 
these interactions, changing them, may play a special role in the pathogenesis of PE. Since the production 
of antibodies occurs against the background of existing natural antibodies, as well as adaptive ones acquired 
during life, it is obvious that there are a significant number of factors that are interrelated with AgAbs, which 
is important for the pathogenesis and identification of risk factors for the disease. Objective: to determine the 
relationship between the content of AgAbs in the blood and clinical and laboratory parameters in patients with 
physiological pregnancy and PE.

The study includes 146 pregnant women: the main group I consisted of 51 patients with moderate PE, the 
comparison group – 95 conditionally healthy pregnant women. Clinical and anamnestic data, peculiarities 
of the course of pregnancy, data of laboratory examinations, data of a representative spectrum of AgAbs were 
studied. AgAbs (IgG and IgM) were studied in serum using a glycoarray containing 473 glycans and 216 
polysaccharides. To determine the relationship between the variables, the nonparametric Spearman rank 
correlation method was used for the analysis of quantitative data, and the Wilcoxon T-test for the analysis of 
qualitative data.

It was found that in the main group there were more correlations between the level of AgAbs of various 
specificities and clinical and laboratory parameters than in the comparison group. A burdened gynecological 
and infectious history, complications during pregnancy are associated with changes in the profile of AgAbs of 
both classes in patients whose pregnancy is complicated by moderate PE, which indicates the pathogenetic 
significance of these antibodies. In healthy pregnant women, the level of antibodies to a number of glycans is 
reciprocally related to the number of lymphocytes, platelets, and ALT, which may indicate the regulatory role 
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of these antibodies, since lymphocytosis, thrombocytopenia, and increased transaminases in the blood are 
pathological conditions.

The revealed relationships between the AgAbs level and clinical-anamnestic and laboratory parameters 
indicate different patterns of correlation relationships in health and disease, which apparently indicates the 
pathogenetic significance of AgAbs with a number of specificities in PE, and their regulatory role in normal 
pregnancy. 

Keywords: humoral immunity, pregnancy, preeclampsia, glycans, anti-glycan antibodies, microarray
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Введение
Преэклампсия (ПЭ) относится к группе спец-

ифичных для беременности синдромов, про-
является во второй половине беременности, и 
характеризуется высокой частотой материнской 
и перинатальной заболеваемости [4, 6]. Одним 
из патогенетических факторов развития ПЭ яв-
ляется плацентарная ишемия, которая форми-
руется вследствие неполноценной перестройки 
спиральных артерий в результате нарушения 
процессов инвазии трофобласта [15]. Другим, не-
маловажным фактором развития плацентарной 
ишемии является экстрагенитальная патология 
матери, в частности, врожденные и приобретен-
ные тромбофиллии [10].

Гипоксически-ишемические повреждения 
ткани могут нарушать процессы гликозилирова-
ния в клетке [5]. Как было показано ранее, при 
ПЭ установлен измененный углеводный фено-
тип в структурах плацентарного барьера, что 
проявляется в нарушении экспрессии гликанов 
и их функциональных остатков, которые явля-
ются лигандами эндогенных лектинов, широко 
представленных на клетках иммунной и репро-
дуктивной систем и опосредующих межклеточ-
ные коммуникации, в том числе в иммунной 
системе [14]. Высказываются предположения, 
что измененный углеводный фенотип при ПЭ 
может: приводить к нарушенным межклеточным 
контактам при плацентации [12]; способство-
вать формированию DAMPs (Danger Associated 
Molecular Patterns, образ опасности); реализо-
вываться в активированном фенотипе клеток и 
структур плаценты, что инициирует эффектор-
ные реакции в иммунной системе [13]. Все вы-
шеописанное свидетельствует, что измененный 
углеводный фенотип является фактором разви-
тия системного воспалительного ответа, эндоте-
лиальной дисфункции и провоцирует изменения 
в функционировании гуморального и клеточного 
звеньев иммунной системы, что ведет к иммун-
ной дезадаптации и нарушению формирования 
иммунологической толерантности к полуалло-
генному плоду. Вследствие этого, особый инте-

рес представляет исследование антигликановых 
антител (АгАт) крови, поскольку измененные 
гликаны могут распознаваться иммунной систе-
мой как неоантигены или DAMPs, что сдвигает 
гомеостатический баланс в пуле естественных 
АгАт, существующий в норме, а также провоци-
рует синтез адаптивных антител. Этот факт оста-
ется малоизученным при беременности, а также 
отсутствуют исследования, которые посвящены 
выявлению связи между АгАт и клинико-лабора-
торными особенностями и факторами риска при 
ПЭ. Целью исследования явилось определение 
взаимосвязи между уровнем АгАт в крови и кли-
нико-лабораторными параметрами у пациенток с 
физиологической беременностью и ПЭ.

Материалы и методы
В исследование включены 146 беременных: 

группу I (основную) составила 51 пациентка c 
беременностью, осложненной умеренной ПЭ и 
группа II (сравнения) – 95 условно здоровых бе-
ременных. Беременные включались в исследова-
ние по методу подбора пар. Критерием отсечки 
для включения в группы явился срок беремен-
ности ≥ 34 недель. Критериями включения для 
основной группы являлись: одноплодная бере-
менность, наступившая в естественном цикле, 
осложненная умеренной ПЭ, подтвержденной 
данными клинико-лабораторных исследований. 
Для группы сравнения – отсутствие ПЭ. Кри-
териями исключения для обеих групп являлись: 
резус-конфликт; острые воспалительные забо-
левания при беременности; тяжелая экстраге-
нитальная патология; пороки развития плода; 
онкологические и аутоиммунные заболевания; 
лечение низкомолекулярными гепаринами. Бе-
ременные были ознакомлены с целью и методами 
исследования, дали письменное добровольное 
информированное согласие. Всем пациенткам, 
включенным в исследование, выполнен стан-
дартный набор обследования согласно прика-
зу Министерства здравоохранения РФ № 572н, 
включая клинический и биохимический анализы 
крови, гемостазиограмму и проведено изучение 
клинико-анамнестических данных.

АгАт (IgG и IgM) исследовались в сыворот-
ке крови с помощью гликочипа, содержащего 
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473 гликана (гликаны чипа представляют со-
бой фрагменты O- и N-цепей гликопротеинов; 
олигосахариды гликолипидов; бактериальные 
полисахариды; антигены групп крови углевод-
ной природы и их модифицированные произ-
водные) и 216 полисахаридов (производство 
ООО «Семиотик»). Полный список гликанов и 
полисахаридов гликочипа представлен в табли-
це М1 метаданных. Исследование проводилось 
по протоколу, описанному в [11], который пред-
усматривал последовательное нанесение на чип 
анализируемых сывороток крови и антител, уз-
нающих человеческие IgG и IgM, меченные Cy3 
и Cy5, соответственно. Интенсивность флуорес-
ценции, выраженную в относительных едини-
цах (уеф), измеряли с помощью конфокального 
сканера ProScanArrayGx (PerkinElmer, США) с 
разрешением 10 мкм. Полученные данные об-
рабатывали с помощью программного обеспече-
ния ScanArrayExpress 4.0, используя метод фик-
сированных колец диаметром 70 мкм, а также 
Microsoft Excel. Уровень АгАт (отражающий аф-
финность антител и их количество) характеризо-
вали с помощью медианы интенсивностей флуо-
ресценции повторов лигандов гликочипа.

Полученные данные по уровню АгАт были 
проверены на корреляцию с количественными 
и качественными данными клинико-лаборатор-
ных параметров пациенток включая возраст, вес 
матери и новорожденного, уровень лейкоцитов, 
нейтрофилов абсолютных и относительных, 
тромбоцитов, гемоглобина, белка в моче, фибро-
нектина, протромбинового индекса, ферментов 
аланинаминотрансферазы (АЛТ), аспартатами-
нотрансферазы (АСТ) и клиническими данными, 
включая характеристику соматической патоло-
гии, репродуктивной функции, течения беремен-
ности.

Для определения связи между переменными 
(антителами и клинико-лабораторными данны-
ми пациенток) были использованы непараме-
трический метод ранговой корреляции по Спир-
мену для анализа количественных данных, и 
Т-критерий Вилкоксона для анализа качествен-
ных данных, для выявления направленности и 
выраженности изменений и рассчитывалась ве-
роятность ошибки для выявленной корреляции. 
В качестве порога достоверности использовали 
значение p-val < 0,05 с учетом поправки FDR (ко-
эффициент ложных обнаружений).

Результаты и обсуждение
Все беременные, включенные в исследование, 

были сопоставимы по возрасту и срокам бере-
менности. Проведение сравнительного анализа 
исходной клинической характеристики показа-
ло у женщин основной группы превалирование 

заболеваний сердечно-сосудистой и мочевыво-
дящей систем, а также статистически значимые 
различия в частоте нарушения жирового обмена 
1 степени (n = 14, 16,9%) (OR = 3,5 (1,4-32,4)). 
Среди гинекологических заболеваний отмечено 
увеличение частоты миомы матки (n = 15, 18,0%) 
(OR = 15,4 (2,0-120,3)), хронического эндометри-
та (n = 5, 6,0%) (OR = 4,5 (0,5-39,2)), сальпингоо-
форита (n = 4, 4,8%) (OR = 3,5 (0,4-32,4)).

Течение настоящей беременности при ПЭ в I 
триместре чаще осложнялось ранним токсико-
зом умеренной и тяжелой степени (n = 15, 18,1%), 
(OR = 0,8 (0,4-1,6)) и угрозой прерывания (n = 29, 
34,9%), (OR = 1,1 (0,6-2,2)) с формированием 
ретрохориальной гематомы (по данным УЗИ) 
(n = 5, 6,0%) (OR = 1,2 (0,2-12,1)), (p < 0,05). Во 
II триместре в основной группе достоверно чаще 
отмечалась угроза прерывания (n = 21, 25,3%), 
(OR = 3,4 (1,3-9,1), p < 0,05). Обращает на себя 
внимание также более высокая частота анемии 
(n = 14, 16,9%) (OR = 2,1 (0,5-8,4), p>0,05) и за-
держки роста плода (ЗРП) (n = 3,3,6%) (OR = 1,3 
(0,4-1,9), p>0,05). В III триместре беременности 
выявлялась достоверно более высокая частота 
ЗРП (n = 9, 10,8%) (OR = 4,5 (1,4-9,6), p < 0,05) 
и маловодия (n = 8, 9,6%) (OR = 1,3 (1,4-2,9), 
p < 0,05). 

Межгрупповые различия были выявлены по 
ряду АгАт IgG класса, в том числе по антителам 
к бактериальным полисахаридам и антителам 
к гликанам – «образам опасности» (данные не 
представлены), что свидетельствует о преимуще-
ственно адаптивном происхождении этих анти-
тел, несмотря на то, что большинство имеющих-
ся данных о естественных АгАт (в литературе 
преимущественно представлены данные о АгАт 
IgM класса) указывают на их консервативный ре-
пертуар и постоянный уровень в крови [1, 9].

Анализ результатов корреляционного анализа 
показал, что связи между АгАт и качественны-
ми/количественными клинико-лабораторными 
признаками в обеих группах различны. В группе 
сравнения отмечается наличие корреляционных 
связей между заболеваниями передающимися 
половым путем (ЗППП), которые пациентки пе-
ренесли в анамнезе, среди которых преобладает 
вирус простого герпеса (ВПГ) (связь с рядом ан-
тител М класса), хламидиоз и уреаплазмоз (связь 
с антителами обоих классов), а также угрозой I и 
II триместров (табл. 1). В таблице 2 представлены 
обобщенные данные значимых корреляционных 
связей, выявленных в основной группе между 
антителами и качественными признаками, сре-
ди которых преобладают ЗППП, особенно вирус 
папиломы человека (ВПЧ), наличие ретрохо-
риальной гематомы (РХГ) в первом триместре 
беременности, гинекологическими заболевани-
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ТАБЛИЦА 1. ОЦЕНКА КОРРЕЛЯЦИОННОЙ СВЯЗИ МЕЖДУ УРОВНЕМ АНТИГЛИКАНОВЫХ АНТИТЕЛ И КЛИНИКО-
АНАМНЕСТИЧЕСКИМИ ПАРАМЕТРАМИ (КАЧЕСТВЕННЫЕ ПРИЗНАКИ) В ГРУППЕ СРАВНЕНИЯ
TABLE 1. ASSESSMENT OF THE CORRELATION BETWEEN THE LEVEL OF ANTI-GLYCAN ANTIBODIES AND CLINICAL AND 
ANAMNESTIC PARAMETERS (QUALITATIVE CHARACTERISTIC) IN THE COMPARISON GROUP

Класс антител_Номер 
гликана / 

Короткое название гликана*
Antibody class_Glycan number / 

Short name of the glycan*

p-val**

Среднее 
значение 
в группе с 
наличием 
признака

Average value 
in the group 

with presented 
characteristic

Среднее 
значение 
в группе с 

отсутствием 
признака
Average 

value in the 
group without 
characteristic

Качественный признак
Qualitative characteristic 

IgM_237/ABtri 0,023 11,05 11,93 Уреаплазмоз
Ureaplasmosis

IgM_529/LSTb 0,027 9,88 9,19 Хламидиоз
Chlamidyosis

IgG_151/TF6’Su 0,027 9,50 10,96 Вирус простого герпеса
Herpes simplex virus 

IgM_103/core5 0,030 12,95 14,64 Вирус простого герпеса
Herpes simplex virus

IgG_479/Htype1Lac 0,036 9,56 10,91 Бактериальный вагиноз
Bacterial vaginosis

IgM_1608/Proteusmirabilis 
O23 0,036 10,84 11,70 Угроза II триместра

Risk in II trimester 
IgM_241/(Ga6)3b 
isomaltotriose 0,036 11,78 10,50 Вирус простого герпеса

Herpes simplex virus
IgG_1605/Proteusmirabilis 
O11 0,039 9,11 8,47 Уреаплазмоз

Ureaplasmosis

IgM_434/GD3 0,042 8,90 9,73 Вирус простого герпеса
Herpes simplex virus

IgG_497/LeYLac 0,044 9,33 8,21 Хламидиоз
Chlamidyosis

IgM_398/LeC(Fm)3’LeC 0,044 13,20 14,49 Вирус простого герпеса
Herpes simplex virus

IgG_497/LeYLac 0,045 9,09 9,70 Угроза I триместра
Risk in I trimester

Примечание. * – структуры гликанов, соответствующие номерам и коротким названиям, представлены в файлах 
метаданных, ** – данные отсортированы по значению р-val (от меньшего к большему) в каждой группе. 

Note. *, glycan structures corresponding to numbers and short names are presented in metadata files; **, data sorted by p-val 
(lowest to highest) in each group.

ями, подъемом артериального давления, ЗРП и 
нарушением жирового обмена. Поскольку, при 
анализе клинических данных, большинство от-
меченных выше качественных признаков были 
отмечены, как имеющие значимо более высо-
кую частоту при ПЭ, АгАт, для которых выявле-
ны корреляционные связи с ними, по-видимому, 
имеют патогенетическое значение.

Анализ данных таблиц 1 и 2 свидетельствует, 
что: а) в основной группе выявляется более ши-
рокий спектр корреляционных связей с АгАт 
различных специфичностей; б) отягощенный 
гинекологический и инфекционный анамнез, 

осложнения во время беременности, ассоци-
ированы с изменениями профиля АгАт обоих 
классов у пациенток, беременность которых ос-
ложнена умеренной ПЭ. Также обращает на себя 
внимание факт, что в основной группе установ-
лена связь антител к низкомолекулярной форме 
гиалуроновой кислоты (HyalU13-ol) и ее струк-
турному дисахариду (GUb3GN) с клинически-
ми симптомами, в частности развитием ЗРП во 
время беременности, наличием миомы и ВПЧ в 
анамнезе. Как известно, низкомолекулярная ги-
алуроновая кислота выделяется в кровоток при 
сшелушивании эндотелиального гликокаликса 
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ТАБЛИЦА 2. ОЦЕНКА КОРРЕЛЯЦИОННОЙ СВЯЗИ МЕЖДУ УРОВНЕМ АНТИГЛИКАНОВЫХ АНТИТЕЛ И КЛИНИКО-
АНАМНЕСТИЧЕСКИМИ ПАРАМЕТРАМИ (КАЧЕСТВЕННЫЕ ПРИЗНАКИ) В ОСНОВНОЙ ГРУППЕ 

TABLE 2. ASSESSMENT OF THE CORRELATION BETWEEN THE LEVEL OF ANTI-GLYCAN ANTIBODIES AND CLINICAL AND 
ANAMNESTIC PARAMETERS (QUALITATIVE CHARACTERISTIC) IN THE MAIN GROUP

Класс антител_Номер 
гликана / 

Короткое название 
гликана*

Antibody class_Glycan 
number / 

Short name of the glycan*

p-val**

Среднее 
значение 
в группе с 
наличием 
признака

Average value 
in the group 

with presented 
characteristic

Среднее 
значение 
в группе с 

отсутствием 
признака
Average 

value in the 
group without 
characteristic

Качественный признак
Qualitative characteristic 

IgG_164/GUb3GN 0,004 9,75 10,78 Миома
Myoma

IgG_529/LSTb 0,005 9,13 8,27 Задержка развития плода
Fetal growth retardation

IgG_293/3’SL 0,009 8,31 8,47 Угроза I триместра
Risk in I trimester

IgG_479/Htype1Lac 0,020 8,81 8,01 Вирус папилломы человека
Human papilloma virus

IgM_2010/
Shigellaboydiitype 7 0,022 13,07 11,09 Цитомегаловирус

Cytomegalovirus

IgG_398/LeC(Fm)3’LeC 0,022 9,87 8,93 Хронический эндометрит
Chronic endometritis

IgG_818/ANa4ANa 0,023 12,74 14,95 Хронический пиелонефрит
Chronic pyelonephritis

IgM_398/LeC(Fm)3’LeC 0,025 12,44 14,20 Ретрохориальная гематома
Subchorionic hematoma 

IgM_632/HyalU13-ol 0,027 11,57 10,23 Вирус папилломы человека
Human papilloma virus

IgM_241/ (Ga6)3b 0,028 12,30 8,63 Ретрохориальная гематома
Subchorionic hematoma 

IgG_296/6’SL-Gly 0,029 8,59 7,83 Миома
Myoma

IgM_296/6’SL-Gly 0,030 9,55 8,54 Ретрохориальная гематома
Subchorionic hematoma 

IgG_241/(Ga6)3b 0,030 9,84 7,68 Ретрохориальная гематома
Subchorionic hematoma 

IgM_293/3’SL 0,030 9,78 8,98 Цитомегаловирус
Cytomegalovirus

IgM_1608/Proteusmirabilis 
O23 0,032 11,28 9,22 Ретрохориальная гематома

Subchorionic hematoma 

IgG_296/6’SL-Gly 0,032 8,55 7,23 Ретрохориальная гематома
Subchorionic hematoma 

IgM_164/GUb3GN 0,033 12,77 12,03 Задержка развития плода
Fetal growth retardation

IgM_529/LSTb 0,034 9,48 9,90

Повышение АД во II 
триместре

High Arterial pressure in II 
trimester

IgM_529/LSTb 0,035 9,76 8,91 Хронический эндометрит
Chronic endometritis
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вследствие развития воспалительной реакции [2]. 
Повышенный уровень антител к гиалуроновой 
кислоте и ее структурному дисахариду был нами 
выявлен ранее, что свидетельствует о развитии 
эндотелиальной дисфункции при ПЭ и может 
являться фактором, препятствующим восста-
новлению эндотелиального гликокаликса и, сле-
довательно, восстановлению физиологической 
регуляции артериального давления [3]. Поэтому 
выявленные связи, также подтверждают патоге-
нетическое значение АгАт со специфичностью к 
гиалуроновой кислоте при ПЭ.

При анализе связей между уровнем АгАт и 
клинико-лабораторными параметрами (количе-

ственные признаки) было установлено, что в 
группе сравнения уровень антител к ряду глика-
нов реципрокно связан с количеством лимфоци-
тов, тромбоцитов и уровнем АЛТ, что может сви-
детельствовать о регуляторной роли этих антител, 
поскольку лимфоцитоз, тромбоцитопения и по-
вышение трансаминаз в крови относятся к пато-
логическим состояниям (таблица 3).Выявленные 
связи могут быть отражением участия данных ан-
тител в регуляции контролируемой воспалитель-
ной реакции, которая развивается при физиоло-
гически протекающей беременности. Подобные, 
предположительно регуляторные, связи не выяв-
ляются при ПЭ. 

Класс антител_Номер 
гликана / 

Короткое название 
гликана*

Antibody class_Glycan 
number / 

Short name of the glycan*

p-val**

Среднее 
значение 
в группе с 
наличием 
признака

Average value 
in the group 

with presented 
characteristic

Среднее 
значение 
в группе с 

отсутствием 
признака
Average 

value in the 
group without 
characteristic

Качественный признак
Qualitative characteristic 

IgG_632/GD3 0,039 8,87 9,31

Повышение АД во 
II триместре

High Arterial pressure in 
II trimester

IgG_434/GD3 0,039 8,27 7,64
Нарушение жирового обмена 

I степени
Lipid metabolism disorder I rate

IgM_293/3’SL 0,039 9,79 9,18 Вирус папилломы человека
Human papilloma virus

IgM_2010/
Shigellaboydiitype 7 0,039 12,76 13,18

Повышение АД во 
II триместре

High Arterial pressure in 
II trimester

IgM_123/Mb4GN 0,042 12,14 8,91 Ретрохориальная гематома
Subchorionic hematoma 

IgG_398/LeC(Fm)3’LeC 0,042 10,02 9,49 Угроза I триместра
Risk in I trimester

IgG_241/(Ga6)3b 0,043 9,60 10,18 Угроза II триместра
Risk in II trimester

IgM_818/ANa4ANa 0,044 13,75 13,03

Повышение АД во 
I триместре

High Arterial pressure in 
I trimester

IgG_273/Fb2LN 0,044 8,73 8,51 Угроза II триместра
Risk in II trimester

IgG_151/TF6’Su 0,045 9,31 8,55 Уреаплазмоз
Ureaplasmosis

IgM_237/ABtri 0,046 10,80 11,36 Токсикоз легкой степени
Mild toxicosis 

Примечание. См. примечание к таблице 1.
Note. As for Table 1.

Таблица 2 (окончание)
Table 2 (continued)
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ТАБЛИЦА 3. ОЦЕНКА КОРРЕЛЯЦИОННОЙ СВЯЗИ МЕЖДУ УРОВНЕМ АНТИГЛИКАНОВЫХ АНТИТЕЛ И КЛИНИКО-
АНАМНЕСТИЧЕСКИМИ ПАРАМЕТРАМИ (КОЛИЧЕСТВЕННЫЕ ПРИЗНАКИ) В ГРУППАХ ИССЛЕДОВАНИЯ
TABLE 3. ASSESSMENT OF THE CORRELATION BETWEEN THE LEVEL OF ANTI-GLYCAN ANTIBODIES AND CLINICAL AND 
ANAMNESTIC PARAMETERS (QUALITATIVE CHARACTERISTIC) IN GROUPS

Антигликановые антитела, класс 
Anti-glycan antibodies, сlass r p-val Параметр

Characteristic

Группа сравнения
Comparison group

Анти-LeYLac (IgG)
Anti-LeYLac (IgG) 0,878 0,022

уровень 
лимфоцитов

lymphocyte level

Антитела к О-полисахариду P. mirabilis 23 (IgM)
Antibodies to О-polysaccharide P. mirabilis 23 (IgM) 0,742 0,035 АЛТ

ALT

Анти-core5 (IgG)
Anti-core5 (IgG) 0,740 0,036 АСТ

AST

Антитела к О-полисахариду P. mirabilis 11 (IgM)
Antibodies to О-polysaccharide P. mirabilis 11 (IgM) -0,281 0,029

уровень 
тромбоцитов

thrombocyte level

Антитела к О-полисахариду Sh. boydiitype 7 (IgG)
Antibodies to О-polysaccharide Sh. boydiitype 7 (IgG) -0,764 0,027 АЛТ

ALT

Антитела к О-полисахариду P. mirabilis 23 (IgG)
Antibodies to О-polysaccharide P. mirabilis 23 (IgG) -0,825 0,043

уровень 
лимфоцитов

lymphocyte level

Антитела к О-полисахариду P. mirabilis 11 (IgG)
Antibodies to О-polysaccharide P. mirabilis 11 (IgG) -0,834 0,039

уровень 
лимфоцитов

lymphocyte level

Антитела к изомальтотриозе (IgG)
Antibodies to maltotriose (IgG) -0,965 0,002

уровень
лимфоцитов

lymphocyte level

Основная группа
Main group

Антитела к О-полисахариду P. mirabilis O23 (IgG)
Antibodies to О-polysaccharide P. mirabilis O23 (IgG) 0,374 0,011 масса тела

body weight

Анти-LeC(Fm)3’LeC (IgM)
Anti-LeC(Fm)3’LeC (IgM) -0,318 0,033 масса тела

body weight

При умеренной ПЭ установлены слабые кор-
реляционные связи между уровнем АгАт и мас-
сой тела пациенток, что может указывать на пато-
генетическое значение этих антител, поскольку 
нарушение жирового обмена является фактором 
риска развития ПЭ.

Развитие полуаллогенного плода при физио-
логической беременности сопровождается фор-
мированием состояния иммунологической то-
лерантности, которая обеспечивается целым 
комплексом гуморальных и клеточных реакций. 
В частности, имеются данные о блокирующих 
антителах, которые маскируют фетальные анти-
гены и выполняют, в ряде случаев, регуляторную 
функцию [8]. Как свидетельствуют проведен-
ные ранее исследования блокирующих антител, 
определенное их количество выявляется вне бе-

ременности, и возрастает при физиологической 
беременности [7]. Их продукция происходит на 
фоне исходно присутствующих в организме есте-
ственных антител, а также адаптивных антител, 
которые являются отражением перенесенных за-
болеваний в течение жизни. Поэтому предполо-
жение о том, что АгАт могут быть ассоциированы 
с факторами риска развития ПЭ, ее клинически-
ми симптомами и клиническими лабораторными 
маркерами, которые отражают развитие воспали-
тельной реакции, и свидетельствуют о дисфунк-
ции органов-мишеней ПЭ, подтвердилось в 
данном исследовании. Выявленные корреляци-
онные связи свидетельствуют о формировании 
специфических корреляционных паттернов, от-
личающих норму от патологии, что требует даль-
нейших исследований и подтверждений. 
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Заключение
Таким образом, выявленные взаимосвязи меж-

ду уровнем АгАт и клинико-анамнестическими 
и лабораторными параметрами при нормальной 
беременности, и осложненной преэклампсией 
умеренной степени, свидетельствуют о различ-
ных паттернах корреляционных взаимосвязей в 
норме и при патологии, что, по-видимому, ука-
зывает на патогенетическое значение АгАт ряда 
специфичностей при ПЭ, и их регуляторную роль 
при нормальной беременности. Полученные ре-

зультаты демонстрируют связь АгАт с факторами 
риска развития ПЭ, различными осложнениями 
беременности и требуют дальнейшего более под-
робного уточнения, которое позволит более глу-
боко изучить патогенез ПЭ и идентифицировать 
молекулярные маркеры ее развития.
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Рисунок 1. 3D-точечная диаграмма прогнозируемых 
средних значений интенсивности флуоресценции 
на основе гликанов, вошедших в сигнатуру для 29 
пациенток с РМЖ (III стадии), которые получали 
сочетанную терапию доксирубицином и герцептином
Примечание. Оси Х, Y и Z на диаграмме – линейная 
комбинация средней интенсивности АГАТ, вошедших в 
сигнатуру (специфичность антител указана над диаграммой). 
Уровень значимости разделения на респондеров (о) и 
нереспондеров (+) – 0,020.
Figure 1. 3D scatter plot of projected mean fluorescence 
intensities based on glycans, including to signature for 29 
patients with BC (III stage) who received combined therapy with 
doxirubicin and herceptin
Note. Х, Y and Z-axis, of the diagram are linear combinations of mean 
intensities for AGA, included to the signature (specificity of AGA is 
indicated above the diagram). Significance level for responders (о) and 
non-responders (+) – 0.020.

Рисунок 2. 3D-точечная диаграмма прогнозируемых 
средних значений интенсивности флуоресценции 
на основе гликанов, вошедших в сигнатуру для 29 
пациенток с метастатическим РМЖ (III стадии) до начала 
терапии и 27 условно здоровых доноров
Примечание. Оси Х, Y и Z на диаграмме – линейная 
комбинация средней интенсивности гликанов, вошедших в 
сигнатуру (специфичность антител, вошедших в сигнатуру, 
указана над диаграммой). Уровень значимости дискриминации 
групп здоровых доноров (о) и пациенток (+) – 0,021.
Figure 2. 3D scatter plot of projected mean fluorescence 
intensities based on glycans, including to signature for 29 
patients with metastatic BC (III stage) before therapy and 27 
conditionally healthy donors
Note. Х, Y and Z-axis, of the diagram are linear combinations of mean 
intensities for AGA, included to the signature (specificity of AGA is 
indicated above the diagram). Significance level for Healthy control 
subjects (о) and patients (+) – 0.021.
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