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Резюме
Цель. Получить очищенный иммуноглобу-

линовый препарат из крови многорожавших 
женщин и оценить его функциональную актив-
ность в отношении молекул HLA-DR и HLA-G.

Материалы и методы. Для получения очи-
щенного иммуноглобулинового препарата из 
крови многорожавших женщин была выполне-
на аффинная хроматография при помощи си-
стемы DEAE Affi-Gel Blue (BioRad, USA). Чи-
стота выделенного препарата была оценена в 
иммуноэлектрофорезе. Оценка функциональ-
ной активности иммуноглобулинового препа-
рата в отношении молекул HLA-DR и HLA-G 
была выполнена на лимфоцитах, полученных 
из периферической крови 14 условно-здоровых 
мужчин репродуктивного возраста. Для этого 
использовали проточную цитофлуориметрию. 

Результаты. Было получено 30 мл иммуно-
глобулиновой фракции с концентрацией бел-
ка 4,3 г/л и остаточным альбумином менее 0,1 
г/л (Architect C8000, Abbott, USA). Концентра-
ция белка в полученной фракции соответство-
вала нижней границе концентрации иммуно-
глобулина G в сыворотке крови человека. Им-
муноэлектрофорез показал, что в хроматогра-
фическом смыве имеется только фракция IgG. 

Оценка функциональной активности фракции 
IgG показала, что под ее воздействием подавля-
лась экспрессия HLA-DR и HLA-G на донор-
ских лимфоцитах. Это изменение видимой экс-
прессии могло быть результатом блокирования 
мембранных молекул HLA-DR и HLA-G анти-
телами, входящими в состав IgG многорожав-
ших женщин.

Заключение. Очищенная фракция иммуно-
глобулина G многорожавших женщин может 
оказать значимый иммунопрофилактический и 
лечебный эффект в отношении иммунных на-
рушений в системе «мать-эмбрион» и, через 
этот эффект, подавлять формирование споради-
ческих несиндромальных врожденных пороков 
сердца. Данный эффект обусловлен наличием в 
иммуноглобулиновой фракции антител, блоки-
рующих молекулы HLA-DR и HLA-G на лим-
фоцитах.
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Abstract
Aim. To obtain a purified IgG preparation from 

the plasma of multiparous women and to evalu-
ate its functional activity towards HLA-DR and 
HLA-G molecules.

Materials and Methods. IgG preparation was 
prepared by means of affinity chromatography us-
ing the DEAE Affi-Gel Blue system. The purity of 
the isolated preparation was assessed by immu-
noelectrophoresis. Functional activity of the IgG 
preparation against HLA-DR and HLA-G mol-
ecules was assessed in peripheral blood lympho-
cytes isolated from 14 apparently healthy men of 
reproductive age by flow cytometry.

Results. A 30 mL IgG fraction was obtained with 
a protein concentration of 4.3 g/l and a residual al-
bumin less than 0.1 g/l. The protein concentration 
in the obtained fraction corresponded to the lower 

limit of IgG concentration in human serum. Immu-
noelectrophoresis showed that the IgG was the only 
antibody fraction in the chromatographic washout. 
Purified IgG fraction suppressed the expression of 
HLA-DR and HLA-G in donor lymphocytes.

Conclusion. The purified IgG fraction from 
multiparous women can have a significant preven-
tive and therapeutic effect against immune disor-
ders in the mother-embryo system and therefore 
might halt the development of congenital heart 
defects by blocking HLA-DR and HLA-G in the 
lymphocytes.

Keywords: congenital heart disease, IgG, 
HLA-DR, HLA-G, immunoprevention.
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Введение
Высокий уровень рождения детей с врожден-

ными пороками сердца (ВПС) и существенный 
вклад этой патологии в формирование перина-
тальной, младенческой и детской смертности, а 
также уровень инвалидизации детей, в том чис-
ле после радикального хирургического лечения 
[1, 2], определяют значимость поиска методов 
прогнозирования и профилактики риска фор-
мирования ВПС на этапе планирования бере-
менности. 

Необходимо отметить, что более 80% ВПС 
не имеют семейной истории, ведущего генети-
ческого дефекта и не являются синдромом хро-

мосомного заболевания [2]. Эти спорадические 
несиндромальные ВПС являются по своим эти-
ологии и патогенезу мультифакториальными 
заболеваниями. В исследованиях, проведенных 
в 2019 году, было показано, что формирование 
спорадических несиндромальных ВПС связано 
с нарушениями иммунных взаимодействий по 
HLA в системе «мать-эмбрион», аналогичны-
ми развивающимся при репродуктивных поте-
рях. В частности, было показано, что в семьях 
с ВПС и в семьях с репродуктивными потеря-
ми имеет место высокий уровень материнского 
иммунного ответа на аллогенные HLA (мужа/
эмбриона) [3]. Именно на это основное звено 
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патогенеза ВПС и репродуктивных потерь мо-
жет быть направлена прегравидарная иммун-
ная коррекция.

Иммунная коррекция при репродуктивных 
потерях, связанных с аллоиммунными нару-
шениями, начинается на прегравидарном эта-
пе, и одним из лечебных препаратов является 
иммуноглобулин для внутривенного введения 
[4]. Данный препарат может содержать анти-
тела, блокирующие материнские лимфо- и мо-
ноцитарные молекулы презентации аллоанти-
генов (HLA-DR, HLA-G), а также аллогенные 
HLA эмбриона. Именно через этот механизм 
возможно ограничение воспаления в систе-
ме «мать-эмбрион». Доказано, что тератогенез 
в сердечно-сосудистой системе связан с высо-
ким уровнем пироптоза. Иммуноглобулины для 
внутривенного введения применяются в про-
филактических целях до беременности и в ле-
чебных во время беременности [5]. 

Соответственно, эти же иммуноглобулино-
вые препараты могут быть использованы как 
для иммунной профилактики несиндромаль-
ных спорадических ВПС на прегравидарном 
этапе, так и для лечения в ранние сроки бере-
менности. Лечебный эффект будет заключаться 
в блокировании свободных для распознавания 
HLA молекул эмбриобласта. Тот факт, что наи-
большее количество антител к антигенам HLA 
различных классов, больше всего выявляется у 
женщин репродуктивного периода, доказывает 
их физиологическую роль [6].

Исходя из этого была поставлена цель ис-
следования – получение очищенного иммуно-
глобулинового препарата из крови многоро-
жавших женщин и оценка его функциональной 
активности в отношении молекул HLA-DR и 
HLA-G.

Материалы и методы
Для получения очищенного иммуноглобу-

линового препарата из крови многорожавших 
женщин был выполнен забор периферической 
крови в объеме 5 мл у 15 женщин, имеющих в 
анамнезе более четырех родов. 

Сбор крови проводился в родильном доме об-
ластной детской клинической больницы г. Кеме-
рово в пробирки, содержащие натриевую соль 
этилендиаминтетрауксусной кислоты (ЭДТА).

Выделение иммуноглобулиновой фракции 
(ИГФ) из плазмы крови многорожавших жен-
щин выполняли с помощью аффинной хрома-
тографии.

Чистоту полученного белка анализировали с 
помощью иммуноэлектрофореза. 

Для оценки функциональной активности в 
отношении молекул HLA-DR и HLA-G была 
сформирована группа из 14 условно-здоровых 
мужчин репродуктивного возраста. У всех об-
следованных забиралась периферическая кровь 
для последующего выделения лимфоцитов. На 
выделенных донорских лимфоцитах оценива-
лась функциональная активность очищенного 
иммуноглобулинового препарата. Выбор груп-
пы мужчин был обусловлен тем, что функцио- 
нальная оценка очищенного иммуноглобули-
на G проводилась по отношению к эффекту ау-
тосыворотки. В мужской аутосыворотке отсут-
ствуют антитела к алло-HLA.

Результаты и обсуждение 
Выделение ИГФ (с высокой концентраци-

ей IgG) осуществлялось при помощи системы 
DEAE Affi-Gel Blue (BioRad, USA).

Получение и десорбцию ИГФ осуществляли 
с применением подвижной фазы буферов (20 
мм K2HPO4/ KH2PO4, рН 8,0, 0,02%). Значение 
рН регулировали с помощью добавления 0,1М 
KOH. Работу осуществляли на хроматогра-
фе низкого давления BioLogic (BioRad, USA). 
Подготовка сорбента включала рекомендован-
ные производителем этапы, в том числе пред-
варительную отмывку сорбента от остаточного 
красителя на стеклянном фильтре с последую-
щим перенесением сорбента в фосфатный бу-
фер и упаковку сорбента. 

Фракции (рисунок 1) собирались с помо-
щью коллектора фракций BioFrac. Регенера-
цию сорбента после анализа осуществляли 
0,5М раствором NaCI. 

Было получено 30 мл ИГФ с концентрацией 
белка 4,3 г/л и остаточным альбумином менее 
0,1 г/л. Анализ общего белка и альбумина про-
водился на анализаторе Architect C8000 (Ab-
bott, USA). Концентрация белка в ИГФ соот-
ветствовала нижней границе концентрации им-
муноглобулина G в сыворотке крови человека.

Далее был выполнен иммуноэлектрофорез 
белков хроматографического смыва в 1,5% ага-
розном геле на 0,05М веронал-мединаловом 
буфере (pH=8,6) в три этапа. Первый этап был 
связан с проведением электрофореза белков 
хроматографического смыва в агарозном ге-
ле. На втором этапе в агарозный гель была до-
бавлена полиспецифическая сыворотка против 
белков крови человека (Поли-ИЭФ, МикроГен, 
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Рисунок 1. 

Хроматограмма вы-
деления иммуногло-
булиновой фракции 
с объемом элюции 
16-20 мл и десорби-
рованного сыво-
роточного белка с 
объемом элюции 75-
85 мл.

Figure 1. 

Chromatogram of the 
isolated IgG fraction 
with the elution 
volume of 16-20 mL 
and desorbed whey 
protein with the 
elution volume of 75-
85 mL.

Рисунок 2. 

Иммуноэлектро-
форез хроматогра-
фического смыва в 
1,5% агарозном ге-
ле, окраска суданом 
черным Б.

Figure 2. 

Immunoelectrophore-
sis of chromatograph-
ic washout in 1.5% 
agarose gel. Sudan 
Black B staining. 

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Россия), антитела которой при диффузии в геле 
преципитировали со специфическими молеку-
лами. Третий этап был связан с высушиванием 
и окрашиванием пластины с гелем для верифи-
кации линий преципитации.

Иммуноэлектрофорез показал, что в хрома-
тографическом смыве имеется только фракция 
IgG (рисунок 2).

На данном этапе работы из плазмы крови 
многорожавших женщин была получена очи-
щенная фракция иммуноглобулина G (ФИГG), 
что документировано в иммуноэлектрофорезе. 

Для определения специфичности антител, 
входящих в ФИГG, был разработан протокол 
иммунологического тестирования с помощью 
проточной цитофлуориметрии. Протокол был 
разработан на основе методического подхода 
«cross-match». 

Для тестирования ФИГG были выделены до-
норские лимфоциты из периферической крови 
на градиенте плотности фиколл-верографина 
1,077 г/см3 по стандартной методике [7].

Полученные донорские отмытые лимфоциты 
разводились в полной среде RPMI-1640. Полная 
среда была получена добавлением в RPMI-1640 
следующих компонентов: 15% эмбриональной 
телячьей сыворотки (ЭТС, Gibco, Thermo Fisher 
Scientific, США), 2 mm L-глютамина (Panreac, 
Испания), 10 mm Нереs-буфера (Sigma, США), 
5*10-5 M 2-меркаптоэтанола (Biochem, Фран-

ция) и 50 мкг/мл раствора гентамицина-сульфа-
та (Ветинтерфарм, Россия). Концентрация лим-
фоцитов в полной среде составляла 5000 кле-
ток в мкл. 

Для проведения cross-match донорские лим-
фоциты разносились по 200 мкл в четыре про-
бирки для проточного цитофлуориметра Beck-
man Coulter (USA). В первую и вторую пробир-
ки добавлялась аутосыворотка донора в объ-
еме 100 мкл, в третью и четвертую пробирки 
по 100 мкл ФИГG. Пробирки инкубировались 
в термостате при 37 градусах Цельсия в тече-
ние 30 минут.

После инкубации проводилась однократная 
отмывка донорских лимфоцитов от несвязав-
шихся антител. Для этого в каждую пробир-
ку вносилось по 1000 мкл среды RPMI-1640 и 
проводилось центрифугирование на 1500 обо-
ротов в минуту в течение 5 минут, после чего 
надосадочная жидкость удалялась. 

Далее в первую и третью пробирки вноси-
лась смесь конъюгированных моноклональ-
ных антител к следующим мембранным моле-
кулам: CD45 с перидинином-хлорофиллом 7 
(PС-7), HLA-DR с перидинином-хлорофиллом 
5 (PС-5) и CD3 с флуорисцеином изотиоциа-
натом (FITC). Эти пробирки использовались 
для выявления антител к HLA-DR. Для выяв-
ления антител к HLA-G использовались вторая 
и четвертая пробирки. В эти пробирки вноси-
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лась следующая смесь конъюгированных мо-
ноклональных антител к мембранным молеку-
лам: CD45 с PС-7, HLA-G с аллофикоцианином 
(APC) и CD3 с FITC. Конъюгированные моно-
клональные антитела были получены от произ-
водителя Biolegend (USA). Инкубация прово-
дилась при комнатной температуре в течение 
20 минут в полной темноте. Далее проводилась 
однократная отмывка по указанной выше мето-
дике. 

Проточная цитофлуориметрия выполнялась 
на приборе Cytomics FC 500 с программным 
обеспечением CXP (Beckman Coulter, USA).

Особенности изменения экспрессии HLA-
DR и HLA-G на донорских лимфоцитах под 
воздействием ФИГG были оценены с помощью 
протокола проточной цитофлуориметрии. 

Протокол был сформирован по детекции сле-
дующих значимых показателей, отраженных 
в гистограммах. В первой гистограмме (рису-
нок 3) выделяли популяцию лимфоцитов по их 

Рисунок 3. 

Гистограммы и ана-
лиз изменений ко-
эффициента экс-
прессии HLA-DR на 
различных субпопу-
ляциях лимфоцитов 
в контрольной (А) и 
опытной (Б) группах.

Figure 3. 

Histograms and 
analysis of HLA-
DR expression in 
various lymphocyte 
populations in control 
(A) and experimental 
(B) groups.
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размерным характеристикам (прямое (малоу-
гловое) светорассеяние - forward scatter - FSL) 
и по внутриклеточной плотности (боковое све-
торассеяние - side scatter - SSL). В следующей 
гистограмме (рисунок 4) выделяли лимфоциты 
по SSL и маркеру CD45-PC7. Именно это выде-
ление лимфоцитов было основным для следу-
ющих гистограмм, в которых лимфоциты бы-
ли разделены на фенотипы по экспрессии CD3, 
HLA-DR (первая и третья пробирки) и CD3, 
HLA-G (вторая и четвертая пробирки). Анализ 
этих фенотипов проводился как в пробирках с 
аутосывороткой (контрольные пробирки), так и 
с добавлением ФИГG (опытные пробирки). 

Основным показателем был коэффициент из-
менения экспрессии (КИЭ) HLA-DR и HLA-G в 
опытных пробирках по отношению к контролю.

1. КИЭHLA-DR, CD3+= ((CD3+, HLA-DR+опыт - 
CD3+, HLA-DR+контр) / CD3+, HLA-DR+контр) 
*100%;

2. КИЭHLA-DR, CD3-= ((CD3-, HLA-DR+опыт - 
CD3-, HLA-DR+контр) / CD3-, HLA-DR+контр) 
*100%;

3. КИЭHLA-DR+= ((HLA-DR+опыт - HLA-
DR+контр) / HLA-DR+контр) *100%;

4. КИЭHLA-G, CD3+= ((CD3+, HLA-G+опыт - CD3+, 
HLA-G+контр) / CD3+, HLA-G +контр) *100%;

5. КИЭHLA-G, CD3-= ((CD3-, HLA-G+опыт - CD3-, 
HLA-G+контр) / CD3-, HLA-G +контр) *100%;

6. КИЭHLA-G+= ((HLA-G+опыт - HLA-G+контр) 
/ HLA-G+контр) *100%, где CD3+, HLA-DR+; 
CD3-, HLA-DR+; HLA-DR+; CD3+, HLA-G+; 
CD3-, HLA-G+; HLA-G+ – являются показа-
телями относительного содержания данной 
субпопуляции в опытной или контрольной по-
становке.

Оценка функциональной активности ФИГG 
на 14 донорских лимфоцитах показала, что в 
85,7% случаев КИЭ для всех субпопуляций бы-
ли отрицательными. То есть под воздействи-
ем ФИГG подавлялась экспрессия HLA-DR и 
HLA-G на лимфоцитах в опытных постанов-
ках по отношению к контрольным. Это измене-
ние видимой экспрессии могло быть результа-
том блокирования мембранных молекул HLA-
DR и HLA-G антителами, входящими в состав 
ФИГG. В двух случаях разница по экспрессии 
HLA-DR и HLA-G в опытной и контрольной 
постановках для всех субпопуляций лимфо-
цитов отсутствовала. Средние показатели по-
давления экспрессии HLA-DR и HLA-G на до-
норских лимфоцитах, отраженные в значениях 
КИЭ, представлены на рисунке 5.
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Рисунок 4. 

Гистограммы и ана-
лиз изменений ко-
эффициента экс-
прессии HLA-G на 
различных субпопу-
ляциях лимфоцитов 
в контрольной (А) и 
опытной (Б) группах.

Figure 4. 

Histograms and 
analysis of HLA-G 
expression in 
various lymphocyte 
populations in control 
(A) and experimental 
(B) groups.

Рисунок 5. 

Гистограммы и анализ изменений коэффициента экспрес-
сии HLA-G на различных субпопуляциях лимфоцитов в кон-
трольной (А) и опытной (Б) группах.

Figure 5. 

Histograms and analysis of HLA-G expression in various 
lymphocyte populations in control (A) and experimental (B) 
groups.

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

На рисунке 5 заметно, что ФИГG оказывала 
блокирующее действие в отношении молекул 
HLA-DR и HLA-G на всех субпопуляциях до-
норских лимфоцитов. Наиболее выраженным 
был блокирующий эффект в отношении моле-
кулы HLA-G на мембране CD3 отрицательных 
лимфоцитов. В данную субпопуляцию входят 
В-лимфоциты, естественные киллеры и незна-
чительное количество моноцитов. Экспрессия 
молекулы HLA-G максимально выражена на 
клетках эмбриобласта и минимально на лим-
фоцитах в постнатальном периоде. Как видно 
на рисунке 4, относительное содержание таких 
клеток (CD3-, HLA-G+) было меньше 0,5%. 
В то же время ФИГG подавляла в среднем на 
67% экспрессию HLA-G именно на этом незна-
чительном количестве клеток. Стоит отметить, 
что ФИГG максимально проявляла блокирую-
щий эффект и в отношении HLA-DR на субпо-
пуляции CD3 отрицательных лимфоцитов. 

Таким образом, можно говорить о выражен-
ном блокирующем эффекте ФИГG в отноше-
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нии молекул презентации антигенов на мем-
бране иммунокомпетентных клеток (В-лимфо-
цитов и моноцитов). 

Заключение
Выполненное исследование показало, что 

очищенная фракция иммуноглобулина G мно-
горожавших женщин содержит антитела, бло-
кирующие молекулы HLA-DR и HLA-G. Осо-
бенности этих антител связаны с тем, что они 
преимущественно взаимодействуют с молеку-
лой HLA-G на CD3 отрицательных лимфоци-
тах. К этому типу лимфоцитов могут относить-

ся и клетки, презентирующие эмбриональные 
антигены посредством молекулы HLA-G. Со-
ответственно блокирование последних будет 
ограничивать и иммунное воспаление в систе-
ме «мать-эмбрион» и через этот феномен воз-
действовать на ассоциированный с воспалени-
ем тератогенез в сердечно-сосудистой системе. 

Этот эффект очищенной фракции имму-
ноглобулина G многорожавших женщин мо-
жет быть значимым для иммунопрофилакти-
ки и лечения иммунных нарушений в системе 
«мать-эмбрион», приводящих к формированию 
несиндромальных спорадических ВПС.
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