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Реферат

Привычное невынашивание – частая проблема супру-
жеских  пар.  Многими  исследователями  доказано,  что 
75% беременностей прерываются до имплантации или 
сразу  после  неё,  и  лишь  15–20%  случаев  потерь  бере-
менностей проявляются клинически, у 5% женщин про-
исходит  2  последовательных  выкидыша,  у  2%  -  три  и 
более.  Некоторые  исследователи  предполагают,  что 
причинами  привычного  невынашивания  беременности  в 
50%  случаев  является  идиопатическое  невынашивание, 
которое связано с аллоиммунными механизмами. Целью 
исследования  явилось  определение  эффективности 
иммунизации лимфоцитами мужа беременных женщин 
с  идиопатическим  привычным  невынашиванием  бере-
менности в анамнезе.

Полученные  результаты  позволяют  рекомендовать 
обследование  HLA-совместимости  супружеских  пар  с 
идиопатическим  бесплодием,  привычным  невынашива-
нием  беременности  неясного  генеза,  2  и  более  неудач-
ными попытками ЭКО в анамнезе, показана эффектив-
ность  применения  метода  иммунизации  лимфоцитами 
мужа у женщин,  имеющих HLA-совместимость  с  пар-
тнером.
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Привычное невынашивание – частая проблема супру-
жеских пар. Многими исследователями доказано, что 
75% беременностей прерываются до имплантации или 
сразу после неё, и лишь 15–20% случаев потерь бере-
менностей проявляются клинически, [4,7] у 5% женщин 
происходит 2 последовательных выкидыша, у 2% - три 
и более. Некоторые исследователи предполагают, что 
причинами привычного невынашивания беременности в 
50% случаев является идиопатическое невынашивание, 
которое связано с аллоиммунными механизмами.

В иммунологическом отношении плод представляет 
полуаллогенный трансплантат, поскольку генофонд 
оплодотворенной яйцеклетки на 50% заимствован от 
отца. Пересадка генетически чужеродной ткани неиз-
бежно приводит к гибели или отторжению трансплантата, 
чего не происходит при физиологически протекающей 
беременности вследствие запуска иммунопротективных 
механизмов и формирования анатомо-функциональных 
барьеров плаценты [2]. Распознавание аллоантигенов 
как чужеродных молекул определяется наличием про-

дуктов высоко-полиморфных генов главного комплекса 
гистосовместимости. Предполагается также участие 
цитотоксических антител, отсутствие материнских бло-
кирующих антител, совместимости по HLA-антигенам, 
нарушение количества и функционирования естествен-
ных киллеров. Главный комплекс гистосовместимости 
(Major Histocompatibility Complex или МНС) представ-
ляет собой группу близко-сцепленных генов, основное 
предназначение которых – контроль различных функцио-
нальных проявлений иммунной системы.  МНС человека  
расположен на коротком плече 6-ой хромосомы и обозна-
чается как комплекс HLA (Human Leukocyte Antgene) [5].

Основные особенности комплекса 

- полигенность -  наличие нескольких неаллельных 
близкосцепленных генов, выполняющих идентичные 
функции;

- полиморфизм – присутствие многих аллельных 
форм одного и того же гена;

- полигенность и полиморфизм определяют антиген-
ную индивидуальность особи вида;

- кодоминантный тип наследования (при таком типе 
наследования ни один из генов не подавляет действие 
другого), при котором ребенок получает по одному гену 
каждого локуса от обоих родителей.

В репродукции HLA система участвует в процессе 
эмбриогенеза, регулирует синтез и уровень половых гор-
монов, влияет на нормальное течение беременности. 

Сенсибилизация беременных к отцовским HLA-генам 
плода, сходство супругов по HLA, присутствие в HLA-
фенотипе родителей определенных генов приводит:

- к спонтанным выкидышам;
- тяжелым гестозам беременности;
- врожденным порокам развития;
- снижению сопротивляемости потомства к небла-

гоприятным факторам окружающей среды [4]. 
Условия, способствующие образованию частично или 

полностью HLA–идентичных супружеских пар, до конца 
не определены, однако большинство исследователей счи-
тают, что это:

-вероятность нахождения генов в гомозиготном состо-
янии;

-вариабельность процентного соотношения встречае-
мости  HLA-генов в популяциях;

-этнические изолированно проживающие группы 
населения [4,6]. 

Метод иммунизации жены аллогенными лимфоци-
тами мужа используется с конца 1970-х годов, в Запад-
ной Европе впервые стал использоваться Фольком, в Рос-
сии был впервые предложен Говалло и начал внедряться 
Сидельниковой В.М. [3].

Цель исследования: определение эффективности 
иммунизации лимфоцитами мужа беременных женщин с 
идиопатическим привычным невынашиванием беремен-
ности в анамнезе.

Материалы и методы

В группу женщин, которым проводилась иммуни-
зация лимфоцитами мужа, вошли 63 беременных за 
период с 2000 по 2010 год. Средний возраст беременных 
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составил 32±7 лет. Иммунизация проводилась на базе 
Могилевской областной станции переливания крови (УЗ 
«МОСПК»). В исследуемую группу входили женщины, 
в анамнезе у которых имелось 2 и 3 самопроизвольных 
аборта в сроках беременности до 12 недель. 

До включения в исследование всем супружеским 
парам проводилось кариотипическое обследование 
для исключения генетических заболеваний, исследова-
ние на инфекции передающиеся половым путем. Всем 
женщинам проводилось УЗИ органов малого таза для 
исключения анатомических аномалий, исследование 
уровня половых гормонов для исключения эндокринной 
патологии невынашивания и обследование на наличие 
антифосфолипидного синдрома. При отсутствии выяв-
ляемой патологии и причин невынашивания беременно-
сти супружеские пары направлялись на обследование в 
УЗ «МОСПК» для определения антигенов HLA первого 
класса локусов АВС. 

В исследование не были включены 5 супружеских 
пар, у которых были выявлены хромосомные аномалии – 
1 супружеская пара, антитела к фосфолипидам – 2 пары, 
двурогая матка была выявлена у 2 женщин. 

Определение антигенов HLA первого класса у супру-
жеских пар, которые вошли в исследование, проводилось 
микролимфоцитотоксическим методом. Перед проведе-
нием микролимфоцитотоксического теста готовят лим-
фоциты мужчины и женщины. Для этого в пробирку с 
20 мкл гепарина набирают 9 мл крови биологического 
отца ребенка, добавляют 50 мг карбонильного железа, 
перемешивают и инкубируют 30 минут в термостате при 
370С, периодически перемешивая. После этого разводят 
данный образец крови буферным раствором в соотно-
шении 1: 2 (1 часть крови, 2 части буферного раствора). 
В отдельную химическую пробирку помещают 5-7 мл 
лимфофлота и наслаивают на него разведенный обра-
зец крови, затем центрифугируют при 2700 оборотов 
13 мин. Полученные лимфоциты переносятся в центри-
фужную пробирку и перемешиваются с буферным рас-
твором, после повторных центрифугирований для HLA 
АВС типирования доводится концентрация лимфоцитов 
в буферном растворе до 2-2,5х103/мл. Также готовят и 
лимфоциты женщины. Затем производят сравнение полу-
ченных образцов.

Проведение микролимфоцитотоксического теста про-
водилось по следующей методике: типирующую панель 
размораживали при комнатной температуре непосред-
ственно перед использованием. 1 мкл приготовленной 
взвеси лимфоцитов мужчины вносили в каждую лунку 
типирующей панели под масло (реакция антиген-анти-
тело) и инкубировали 45 минут при комнатной темпера-
туре. Смешивали 1 мл комплемента с 50 мкл основного 
красящего раствора, добавляли по 5 мкл полученного 
разведения в каждую лунку. Инкубировали 60 минут 
в темноте при комнатной температуре, останавливали 
реакцию добавлением 5 мкл 1% раствора туши в каждую 
лунку. Результаты учитывали с помощью инвертирован-
ного флуорисцентного микроскопа.

Для процедуры иммунизации отбирались пары, у 
которых совпали два и более антигенов лимфоцитов в 
локусах А и В. Перед иммунизацией муж, как предпо-
лагаемый донор лимфоцитов, обследовался согласно 
инструкции по обследованию доноров крови и ее компо-

нентов. Ему выполнялись тесты на наличие в сыворотке 
крови антител к вирусу гепатита С, определение поверх-
ностного антигена вируса гепатита В, антител к вирусу 
иммунодефицита человека первого и второго типов и 
антигена Р24 ВИЧ – 1, суммарных антител классов G и 
М к возбудителю сифилиса. Все вышеуказанные тесты 
выполнялись методом иммуноферментного анализа. Для 
проведения исследований использовались наборы про-
изводства «Фармлэнд». Кровь обоих супругов обследо-
валась на групповую принадлежность по системе АВО, 
типирование эритроцитов на наличие антигенов системы 
резус, наличие антигена Келл. Эти исследования прово-
дились методом прямой агглютинации с использованием 
моноклональных реагентов соответствующей специфич-
ности.

Перед проведением иммунизации жена предупреж-
далась о возможных негативных последствиях проце-
дуры иммунизации лимфоцитами мужа и подписывала 
информационное согласие. У женщин, которые вошли 
в исследуемую группу, никаких побочных эффектов не 
наблюдалось.

Получение лейковзвеси для иммунизации проводи-
лось по следующей технологии: в условиях соблюдения 
асептики из контейнера для заготовки 400 мл крови уда-
ляли стерильным одноразовым шприцем 55% объема 
находящегося в контейнере консерванта и вводили в кон-
тейнер 20 мл 6% стерильного раствора полиглюкина. В 
этот контейнер заготавливали 170 мл крови биологиче-
ского отца. Контейнер помещали в термостат при темпе-
ратуре 370С на один час. После экспозиции полученную 
надосадочную жидкость с помощью плазмоэкстрактора 
отжимали в стерильный контейнер без консерванта. 
Затем из контейнера жидкость переносили в стерильные 
центрифужные пробирки. Пробирки центрифугировали 
при 1500 об./мин. 15 мин. Надосадочную жидкость из 
пробирок удаляли стерильным шприцом. В первую про-
бирку добавляли 1,5 мл 10% раствора глюкозы, после 
перемешивания раствор переносили в следующую про-
бирку, снова перемешивают и переносят в следующую и 
так до последней пробирки. Количество используемых 
пробирок зависит от объема снятой надосадочной жид-
кости после экспозиции контейнера с кровью в термо-
стате. Обычно объем составляет от 30 до 40 мл,  поэтому 
используется от 4 до 6 пробирок объемом 10 мл, про-
бирки наполняются по 8 мл. Полученная взвесь являлась 
взвесью для иммунизации.

Методика иммунизации и реиммунизации осущест-
влялась следующим образом: в условиях соблюдения 
асептики взвесь для иммунизации женщине вводилась 
внутрикожно в верхнюю наружную треть плеча (8-10 
папул). Папулы делают инсулиновым шприцом, объем 
одной папулы 0,1-0,2 мм. На место введения накладыва-
лась стерильная повязка, 3-4 дня рекомендовалось избе-
гать попадания воды. Через 14 дней сыворотка крови жен-
щины обследовалась на анти – HLA активность методом 
комплементзависимой цитотоксичности. Если антитела 
к антигенам лимфоцитов биологического отца не выяв-
лялись, то процедура введения лимфоцитов повторялась. 
11 из 63 женщин повторно вводились лимфоциты мужа. 
Проводилась реиммунизация 11 женщинам через две 
недели после иммунизации, т.к. при обследовании сыво-
ротки крови у них не были выявлены антитела к антиге-
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Таблица 1
Сроки иммунизации и реиммунизации у женщин, включенных в исследование

Иммунизации
Сроки проведения иммунизаций (недели беременности)

3-4 5-6 7-8 11-12 13-14 19-20 28-29

1 17 13 22 11 - - -

2 - - 5 - 6 1 1

нам лимфоцитов мужа. Еще 2 женщины были реиммуни-
зированнны в сроках 20 и 29 недель, т.к. через две недели 
после иммунизации в сыворотке их крови антитела к 
антигенам лимфоцитов мужа обнаруживались, но при 
повторных обследованиях  у одной в 19 недель, у другой 
в 28 недель выявлены не были. 

Сроки иммунизации и реиммунизации у женщин, 
включенных в исследование представлены в табл.1

В течение беременности существуют периоды с высо-
кой степенью вероятности прерывания: 6-17 недель; 
21-22 недели; 29-30 недель. За две недели перед каждым 
критическим сроком необходимо обследовать сыворотку 
крови беременных женщин на анти- HLA активность и 
при отсутствии антител проводить введение лимфоцитов. 

Из 22 женщин у 17 произошли самопроизвольные 
выкидыши: в сроках 5-6 недель -  у 3 женщин; 7-8 недель 
– у 4 женщин; 13-14 недель у 5 женщин; 19-20 недель -  у 
5 женщин. У 4 женщин диагностирована неразвивающа-
яся беременность: в сроках 5-6 недель – у 2 женщин; в 
сроках 7-8 недель – у 1 женщины; в сроках 13-14 недель 
– у одной женщины;

У 1 беременной  в срок 40 недель родился мертвый 
плод, причина смерти – обвитие пуповины вокруг шеи 
плода.

Выводы

1.  Целесообразно проводить обследование HLA-
совместимости супружеских пар с идиопатическим бес-
плодием, привычным невынашиванием беременности 
неясного генеза, 2 и более неудачными попытками ЭКО в 
анамнезе.

2.  По результатам работы показана эффективность 
применения метода иммунизации лимфоцитами мужа у 
женщин, имеющих HLA-совместимость с партнером.

ЛИТЕРАТУРА

1. Бондаренко А.Л. HLA и болезни; Киров, 1999
2. Болдырева М. Н., Алексеев Л. П., Хаитов Р. М. и др. 

HLA-генетическое разнообразие населения России и 
СНГ. I. Русские // Иммунология. — 2005. — № 5. С. 
260—267.

3. Говалло В.И., Сидельникова В.М. Иммунизация бе-
ременных женщин аллогенными лимфоцитами мужа 
как метод профилактики самопроизвольных выкиды-
шей // Акуш. и гин. – 1983. – №12. – С. 25-27.) Патент 
на методику получен в МЗ РФ Сидельниковой В.М. и 
др. в 2004г.

4. Сидельникова В.М. Привычная потеря беременно-
сти; М., Триада-х, 2002

5. Lamont S.J. Immunogenetics and the major 
hystocompatibility  complex // Immunology report. – 
Indiana, 2009; p. 48

6. Gupta S. Reproductive immunology; L.,1999
7. Wilcox, A.J., Weinberg C.R.,  O’Connor J.F, Baird D.D. 

Incidence of  early loss of pregnancy. N  Engl J  M e d 3 
1 9 ,  189-194., 1988. 

THE METHOD OF IMMUNIZATION 
WITH HUSBAND LYMPHOCYTES 
IN THE TREATMENT OF HABITUAL 
MISCARRIAGE

Antuh E.I., Smirnova I.V.
Health care institution “Mogilev regional station of blood 
transfusion”, laboratory of immunologic standards (Mogilev)

Educational institution “Vitebsk State Medical University”, 
Department of Obstetrics and Gynecology (Vitebsk)

Abstract

Habitual miscarriage  is  a  common problem of  couples. 
Many  studies  have  shown  that  75%  of  pregnancies  are 
terminated before implantation or shortly thereafter, and only 
15-20% of cases of pregnancy loss are manifested clinically, 
5% of women have 2 consecutive miscarriages, 2% -  three 
or more. Some researchers suggest that the cause of habitual 
miscarriage in 50% of cases is idiopathic miscarriage, which 
is associated with alloimmune mechanisms.

Objective: to determine the effectiveness of immunization 
with husband lymphocytes of pregnant women with idiopathic 
habitual miscarriage anamnesis.

Conclusions: It is advisable to conduct a survey of HLA-
compatibility  of  couples with  idiopathic  infertility,  habitual 
miscarriage  of  unknown  origin,  2  or  more  unsuccessful 
attempts at IVF in history.

Key words: habitual miscarriage, idiopathic miscarriage, 
HLA-compatibility, immunization.


