
682

БИОХИМИЯ,  2020,  том  85,  вып.  5,  с.  682  –  694

УДК 618.39�021.3

Национальный медицинский исследовательский центр акушерства, гинекологии и перинатологии
имени академика В.И. Кулакова Минздрава России, 117997 Москва, Россия;

электронная почта: e_inviyaeva@oparina4.ru

Поступила в редакцию 08.11.2019
После доработки 20.03.2020

Принята к публикации 20.03.2020

Исследовано значение уровня активации лимфоцитов у женщин с идиопатическим привычным выкиды�
шем (ИПВ) в формировании иммунной толерантности и для исхода беременности при иммуноцитотерапии
(ИЦТ). Выявлены особенности фенотипической характеристики и содержания активированных Т� и NK�
лимфоцитов периферической крови женщин с ИПВ в зависимости от исхода беременности, заключающе�
гося в пролонгировании до доношенного срока или реализации привычного выкидыша. Доля активирован�
ных клеток среди субпопуляции цитотоксических Т�лимфоцитов (CD3+CD8+ /CD3+CD8+CD69+) у женщин
с прервавшейся беременностью до ИЦТ была значимо ниже, а после ИЦТ в 5–6 недель беременности вы�
ше, чем при пролонгированной беременности. Чрезмерное увеличение в содержании и доле активирован�
ных цитотоксических лимфоцитов может быть механизмом нарушения иммунотолерантности матери к ал�
лоантигенам плода, являющегося ведущим фактором прерывания беременности на ранних сроках. Получе�
ны данные, подтверждающие участие активированных Th�17�клеток наряду с FOXP3+Трег в механизмах
формирования толерантности к отцовским антигенам плода. Снижение доли СD4+CD25highRORγt+�лимфо�
цитов на ранних сроках гестации (5–6 недель) при значимо повышенном уровне продукции ИЛ�17 стиму�
лированными in vitro клетками цельной крови у женщин с выкидышем, по сравнению с уровнем у женщин
с пролонгированной беременностью, позволяет предполагать нарушение баланса между провоспалитель�
ными Th17� и регуляторными Т�клетками. У женщин с доношенной беременностью показано отсутствие
дисбаланса в содержании Т�эффекторных лимфоцитов. В совокупности полученные данные свидетельству�
ют о важной роли гестационной активации лимфоцитов в формировании реакций женской иммунной сис�
темы на аллоантигены плода, необходимые для пролонгирования беременности.
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ВВЕДЕНИЕ

Толерантность к отцовским антигенам явля�
ется необходимым условием для нормального
течения беременности и ключевым фактором
нормального развития плода. Установлено, что
сигналы от оплодотворенной яйцеклетки (ее
поверхностные антигены и продуцируемые ею

различные пептиды, такие, как факторы роста,
цитокины, хорионический гонадотропин чело�
века, преимплантационный фактор) появляют�
ся уже через несколько часов после фертилиза�
ции и запускают каскад ответных гормональных
сигналов, подготавливающих материнский ор�
ганизм к беременности [1]. Распознавание чу�
жеродных отцовских антигенов плода приводит
к аллогенной стимуляции материнской иммун�
ной системы и последующему развитию клеточ�
ных и гуморальных реакций, способствующих
формированию иммунной толерантности, пре�
пятствующей отторжению плода и нормальному
развитию беременности. Однако у 1–5% жен�
щин наблюдают повторяющиеся спонтанные
потери беременности на ранних сроках [2]. По�
тери беременности на сроках до 7–8 недель при
исключении всех известных факторов выкиды�
ша, в том числе, инфекционных, связывают с

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ИПВ – идиопатический
привычный выкидыш; ИЦТ– иммуноцитотерапия; NK�
клетки – натуральные клетки�киллеры; AHR – рецептор
ароматических углеводородов; Трег – Т�регуляторные
клетки; Th1 – Т�хелперы 1 типа; Th17 – Т�хелперы 17 ти�
па; FOXP3 – транскрипционный фактор, регулирующий
дифференцировку клеток и экспрессию цитоки�
нов(forkhead box p3), участвующих в супрессии имунного
ответа; RORγt – транскрипционный фактор, регулирую�
щий дифференцировку Т лимфоцитов в направлении Th17
(retinoid�related orphan receptors).

* Адресат для корреспонденции.
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нарушениями иммунологических процессов,
прежде всего, с нарушением распознавания от�
цовских антигенов, которое проявляется недо�
статочным контролем над интенсивностью вос�
палительных реакций в этот период. Предпола�
гается, что нарушение иммунотолерантности
матери в отношении аллоантигенов плода явля�
ется ведущим фактором прекращения развития
беременности, а в случае неоднократно повто�
ряющихся потерь беременности формирования
симптомокомплекса – идиопатического при�
вычного выкидыша (ИПВ).

Проблемы контроля уровня и направлен�
ности воспалительных реакций в ранние сроки
беременности, как с научной, так и с практичес�
кой целью, обсуждаются в иммунологии репро�
дукции на протяжении десятилетий, особенно с
точки зрения использования различных видов
иммунокорригирующей терапии – аллоимму�
низации введением отцовских лимфоцитов, или
иммуноцитотерапии (ИЦТ), предложенной с
целью коррекции нарушений формирования
толерантности и пролонгирования беременнос�
ти до доношенного срока у женщин с ИПВ.
Несмотря на достаточно продолжительное вре�
мя использования ИЦТ для предупреждения
прерывания беременности на ранних сроках,
мнение об эффективности этого способа лече�
ния неоднозначно [3]. Поэтому продолжаются
исследования механизмов, лежащих в основе
нарушений иммунотолерантности матери к ал�
лоантигенам плода, и влияния на них ИЦТ.

Изучение проявлений аллоиммунных нару�
шений при беременности проводится на кле�
точном и молекулярном уровнях, в клинических
исследованиях и на экспериментальных моде�
лях, однако до сих пор недостаточно выяснены
вопросы о том, какие иммунные механизмы
обеспечивают формирование толерантности и
какие изменения в содержании молекулярных и
клеточных факторов приводят к нарушению
гестационного процесса. Популярной гипоте�
зой долгое время была парадигма Th1/Th2�отве�
та, отражающая важность определенного соот�
ношения провоспалительных и противовоспа�
лительных факторов, согласно которой клетки,
продуцирующие цитокины Th2�типа, являются
основой для индукции и поддержания толерант�
ности при беременности и особенно на ранних
ее этапах. К настоящему времени она сменяется
на парадигму, включающую Т�регуляторные
клетки (Th1/Th2/Th17/Трег). Важная роль в
формировании и поддержании толерантности
отводится цитотоксическим и регуляторным Т�
клеткам, а также естественным клеткам�килле�
рам (NK�клетки). Для понимания механизмов
влияния ИЦТ на состояние иммунной системы

женщин с привычным выкидышем необходимо
учитывать не только соотношение субпопуля�
ций лимфоцитов, но и их способность отвечать
на активационный стимул. В эксперименте в
качестве активационного стимула используют
митогены – поликлональные активаторы, кото�
рые вызывают каскад изменений Т� и В�лимфо�
цитов, сходный с происходящими при действии
специфических антигенов, но не приводящий к
их дальнейшей дифференцировке. Наиболее
ранним маркером активации служит мембран�
ный гликопротеин CD69, временно экспресси�
руемый на активированных лимфоцитах.
Экспрессия CD69 Т�лимфоцитами индуцирует�
ся активационным сигналом через Т�клеточный
рецептор (ТКР). Неполная активация может
приводить к анергии Т�эффекторных клеток, а
через нарушение продукции трансформирую�
щего фактора роста (ТФР�β) – к дисфункции Т�
регуляторных клеток (Трег). В случае полноцен�
ной активации индуцированная экспрессия
CD69 коррелирует с пролиферацией Т�лимфо�
цитов, их дифференцировкой, высокой продук�
цией ТФР�β, снижением интенсивности воспа�
лительных процессов и формированием толеро�
генных дендритных клеток [4]. Трег�клетки так�
же отвечают увеличением экспрессии CD69 на
активацию митогенами с последующим измене�
нием их функционального состояния [5].

Своей цитоплазматической частью CD69
взаимодействует с белками сигнальных путей
Jak3/Stat5, которые регулируют функцию RORγt,
транскрипционного фактора Th17�клеток, на�
правляя дифференцировку Т�хелперов в направ�
лении линии Th17�клеток [6], что отражает воз�
можные механизмы участия CD69 в поляриза�
ции эффекторного иммунного ответа в направ�
лении Th1/Th17/Трег�клеток, особенно значи�
мого в ранние сроки беременности. Есть дан�
ные, что STAT5 играет ключевую роль в индук�
ции экспрессии FOXP3, транскрипционного
фактора Т�клеток с естественной супрессорной
активностью, что подтверждается, с одной сто�
роны, наличием STAT5�связанных сайтов в про�
моторном регионе интрона гена FOXP3 и, с дру�
гой, – отсутствием у STAT5�дефицитных мышей
FOXP3+ Трег�клеток [7]. Следовательно, CD69
может напрямую участвовать в регуляции балан�
са Th17/Трег�клеток [8, 9], и поэтому CD69 мо�
жет рассматриваться как естественный модуля�
тор программ Т�клеточной дифференцировки. В
отличие от Т�лимфоцитов активация NK�клеток
связана не с пролиферацией, а с эффекторной
функцией, в основе которой лежит баланс инги�
биторных и активирующих рецепторов.

Несомненный интерес представляет выясне�
ние особенностей функционирования иммун�
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ной системы у пациенток с ИПВ, соотношения
и активации цитотоксических иммунных клеток
и Трег после применения ИЦТ у женщин с ИПВ
в случае успешного пролонгирования беремен�
ности до рождения жизнеспособного плода или
выкидыша, что может иметь значение для про�
гноза исхода беременности у женщин с ИПВ.

Целью данной работы было выяснение зна�
чения уровня активации лимфоцитов у женщин
с идиопатическим привычным выкидышем в
формировании толерантности при беременнос�
ти на фоне иммуноцитотерапии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Группу исследования составили 36 пациен�
ток с ИПВ, которые забеременели после пред�
гестационной аллоиммунизации, у 30 пациен�
ток беременность пролонгирована до доношен�
ного срока и завершилась рождением жизнеспо�
собного ребенка, у 6 – прервалась до 12 недель
гестации. В контрольной группе обследовано 15
фертильных женщин вне беременности и 11
женщин в 12 недель физиологической беремен�
ности.

Критерии включения в группу исследова�
ния: наличие не менее 2�х потерь беременности
в I�м триместре (от одного партнера), отсут�
ствие инфекционного, анатомического, генети�
ческого, гормонального, аутоиммунного факто�
ров потерь беременности и тяжелой экстрагени�
тальной патологии.

Критерии включения в контрольную группу:
наличие, как минимум, одних родов в анамнезе,
неотягощенный акушерский и гинекологичес�
кий анамнез, физиологическое течение данной
беременности. 

В обеих группах возраст женщин был 20–40
лет, беременность наступала самопроизвольно.

Кровь для анализа забирали натощак из лок�
тевой вены. У женщин вне беременности забор
проводили на 18–22 день менструального цик�
ла, у беременных – при сроке 5–6 недель, в 8–9
недель и в 12 недель гестации.

Процедуру ИЦТ проводили лимфоцитами
супругов в предгестационной подготовке и в I�м
триместре наступившей беременности. Методи�
ка выделения лимфоцитов и проведения ИЦТ
утверждена на заседании Ученого совета ФГБУ
«НЦ АГиП им. В.И. Кулакова» Минздрава Рос�
сии (протокол № 19 от 25 декабря 2012 г.). Для
проведения процедуры использовали лимфоци�
ты, соответствующие критериям донорства.

В процедурном кабинете осуществляли за�
бор крови у мужчин из локтевой вены в стериль�
ную пробирку объемом 50 мл, в качестве анти�

коагулянта использовали 200 мкл раствора гепа�
рина (концентрация раствора гепарина
5000 МЕ/мл). В специальном помещении, осна�
щенном стерильным ламинарным шкафом
(«АМС�МЗМО», Россия) и необходимым лабо�
раторным оборудованием – центрифугой,
(«ELMI», Латвия) осуществляли выделение
лимфоцитарной взвеси. После тщательного пе�
ремешивания кровь инкубировали при 37 °С в
течение 1–1,5 ч. После разделения крови на 2
слоя (верхний – плазма с мононуклеарными
клетками, нижний – эритроциты), верхний
слой переносили в центрифужную стерильную
пробирку объемом 14 мл и центрифугировали в
течение 7 мин при 1500 об. /мин. После удале�
ния супернатанта в пробирку вносили 6 мл сте�
рильного физиологического раствора, наслаи�
вали на 3 мл фиколла в двух пробирках парал�
лельно, сохраняя соотношение 1 : 2, и центри�
фугировали в течение 30 мин при 1500 об./мин.
Лимфоцитарные кольца собирали в чистую сте�
рильную пробирку объемом 14 мл, отмывали
дважды физиологическим раствором в течение
7 мин при 1500 об./мин, после чего надосадоч�
ную жидкость удаляли, осадок тщательно пере�
мешивали в 2 мл стерильного физиологического
раствора. Концентрация лимфоцитов в физио�
логическом растворе составляла 30–50 млн в
1 мл раствора. Лимфоциты вводили внутрикож�
но в ладонную поверхность предплечья женщин
дважды с интервалом в один месяц на 5–10 день
менструального цикла. Во время наступившей
беременности иммунизацию проводили при
сроке 5–6 недель и 8–9 недель.

Содержание лимфоцитов, экспрессирующих
СD69, оценивали после стимуляции цельной
крови фитогемагглютинином (ФГА) в концент�
рации 10 мкг/мл в течение 2 ч в СО2�инкубаторе
(«SANYO», Япония) при температуре 37 °С. Для
оценки поверхностного фенотипа стимулиро�
ванных лимфоцитов использовали монокло�
нальные антитела (мАт), объединенные набо�
ром FastImmune, предназначенные для опреде�
ления фенотипов CD3/CD4/CD69, CD3/CD8/
CD69, CD45/CD56/CD69, («Becton Dickinson»,
США). В данных наборах антитела к CD3 и
CD45 были мечены перидинин�хлорофилл�
протеином (PerCP), антитела к CD4, CD8, CD56
были мечены флюоресцеинизотиоцианатом
(FITC), антитела к CD69 были мечены фико�
эритрином (PE). МАт добавляли непосредствен�
но к цельной крови, лизировали с помощью
раствора OptiLyse («Beckman Coulter», США).

Для оценки в периферической крови доли
Тh17�клеток, экспрессирующих RORγt+, среди
лимфоцитов с фенотипом CD4+CD25high клетки
выделяли стандартным методом центрифугиро�
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вания в градиенте плотности с использованием
смеси фиколл�верографин плотностью 1,077
[28]. До пермеабилизации клетки окрашивали
антителами к СD4, меченными FITC, и антите�
лами к CD25, меченными РЕ; после пермеаби�
лизации – антителами к RORγt, меченными ал�
лофикоцианином (АРС) («eBioscience», США).
Содержание клеток в лимфоцитарном гейте
составляло 1–1,5 млн.

Цитометрический анализ проводили на про�
точном флуориметре Gallios («Beckman Coulter»,
США) с использованием программы Kaluza
Software Version 1.2 («Beckman Coulter», США).

Содержание IL�17 оценивали с помощью
мультиплексного анализа с использованием
аналитической системы Cytometric Bead Array
(СВА), с помощью стандартного набора «Human
IL�17A Flex set» («Becton Dickinson», США) в су�
пернатантах клеточных культур после добавле�
ния к 1 мл цельной крови смеси митогенов
(4 мкг ФГА, 4 мкг конканавалина А (Кон А)),
2 мкг липополисахарида, используя набор «Ци�
токин�стимул�бест» («Вектор�Бест», Россия).
Клетки инкубировали в СО2�инкубаторе при
37 °С в течение 24 ч. Супернатант получали пос�
ледовательным центрифугированием сначала в
течение 10 мин при 3000 g, затем в течение 3 мин
при 10 000g («Hettich», Германия), образцы
аликвотировали и хранили при –80 °С. Анализ
проводили на проточном цитофлуориметре
FACSCalibur («Becton Dickinson», США). Расчет
результатов производили с помощью програм�
мы FlowCytomix�Pro�3.0 («Becton Dickinson»,
США).

Статистическая обработка данных проводи�
лась с использованием пакета Microsoft Office
Excel 2007 и программы MedCalc12 для Windows 7.
Проверку гипотезы о нормальном распределе�
нии осуществляли, используя критерии Колмо�
горова–Смирнова и Шапиро–Уилка [29]. Дан�
ные представлены средней арифметической ве�
личиной и её стандартной ошибкой (M ± m).
Для оценки значимости различий использовали
t�критерий Стьюдента. Различия считали значи�
мыми при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Особенности содержания в периферической
крови женщин с ИПВ лимфоцитов, экспрессируA
ющих CD69. В табл. 1 представлен ретроспек�
тивный анализ содержания лимфоцитов пери�
ферической крови, экспрессирующих CD69
спонтанно и после стимуляции in vitro, у пациен�
ток с ИПВ в анамнезе с учетом исходов беремен�
ности, наступившей после проведения предгес�

тационной ИЦТ, а также у фертильных женщин
контрольной группы вне беременности.

Как следует из представленных данных, у
женщин с беременностью, пролонгированной
на фоне ИЦТ до доношенного срока, различий
в оцениваемых параметрах с контрольной груп�
пой фертильных женщин не выявлено ни до
назначения лечения, ни после ИЦТ. У женщин,
потерявших беременность в I�м триместре со�
держание лимфоцитов, отвечающих на стиму�
ляцию in vitro до ИЦТ, было значимо меньше,
чем в контроле (субпопуляции СD45+CD69+,
CD3+CD8+CD69+ и CD45+CD56+CD69+) и у
женщин с пролонгированной беременностью
(субпопуляции СD45+CD69+, CD3+CD8+CD69+,
CD45+CD56+CD69+ и СD45+CD3+CD69+). По�
сле ИЦТ в этой группе обнаружена яркая тен�
денция (0,05 ≤ р ≤ 0,09) к увеличению содержа�
ния указанных субпопуляций по сравнению с
исходными значениями, а содержание лимфо�
цитов с цитотоксической активностью, экс�
прессирующих CD69 после стимуляции in vitro
(CD3+CD8+CD69+), было значимо выше, чем у
женщин с пролонгированной беременностью.
По�видимому, исходно сниженное и повышен�
ное после ИЦТ количество лимфоцитов, реаги�
рующих на активационный стимул in vitro, у
женщин, потерявших беременность, может
быть связано с измененной функциональной
активностью этих клеток, особенно с их цито�
токcическим действием.

Для выяснения вопроса о том, происходит ли
у пациенток с благополучным исходом беремен�
ности на ранних сроках изменение содержания
лимфоцитов, экспрессирующих CD69, определя�
ли количество лимфоцитов, отвечающих на акти�
вационный стимул in vitro, в течение I�го триме�
стра беременности. Результаты проведенного ис�
следования представлены в табл. 2. Как следует из
данных таблицы, у женщин с пролонгированной
беременностью в течение I�го триместра не выяв�
лено динамики измеренных показателей.

Сравнительный анализ измеренных показа�
телей в 5–6 недель беременности, наступившей
после проведенной предгестационной ИЦТ, у
женщин с пролонгированной на фоне ИЦТ бере�
менностью и у женщин, потерявших беремен�
ность, выявил значимые различия (табл. 3). В 5–6
недель гестации у женщин, потерявших беремен�
ность на фоне ИЦТ, определяли значимо боль�
шее, чем у женщин с пролонгированной бере�
менностью, количество лимфоцитов, как спон�
танно экспрессирующих CD69 (СD45+CD69+ и
СD45+СD3+CD69+), так и после стимуляции ми�
тогеном (СD45+СD3+CD69+, СD3+СD4+CD69+

и СD3+СD8+CD69+), то есть количество Т�лим�
фоцитов, но не NK�клеток (СD45+СD56+CD69+).
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Была проведена оценка доли активирован�
ных лимфоцитов (CD69+) среди клеток
CD45+CD56+, CD3+CD8+ и CD3+CD4+�субпо�
пуляций (табл. 4) и выявлено, что у пациенток,

потерявших данную беременность, доля Т�лим�
фоцитов с цитотоксической функцией,
экспрессирующих на своей поверхности CD69
(CD3+CD8+CD69+, р = 0,006), до предгестаци�

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  5  2020

686

Таблица 1. Содержание вне беременности в периферической крови пациенток с ИПВ лимфоцитов, экспрессирующих
CD69 in vitro (M ± m)

Содержание лимфоцитов, экспрессирующих СD69, %Фенотип
лимфоцитов,

экспрессирующих
CD69

СD45+CD69+

СD45+CD69+

СD45+CD3+CD69+

СD45+CD3+CD69+

CD3+CD4+CD69+

CD3+CD8+CD69+

CD45+CD56+CD69+

спонтанная

стимулированная

спонтанная

стимулированная

стимулированная

стимулированная

стимулированная

до ИЦТ

после ИЦТ

до ИЦТ

после ИЦТ

до ИЦТ

после ИЦТ

до ИЦТ

после ИЦТ

до ИЦТ

после ИЦТ

до ИЦТ

после ИЦТ

до ИЦТ

после ИЦТ

в контроле (n = 15)

7,9 ± 0,8

30,7 ± 2,9

6,2 ± 0,6

25,7 ± 3,7

15,9 ± 2,2

12,8 ± 1,6

3,8 ± 0,5

с доношенной
беременностью (n = 30)

7,8 ± 0,8

7,4 ± 0,6

30,2 ± 3,7

24,9 ± 2,9

6,1 ± 0,7

5,7 ± 0,5

27,1 ± 4,1

22,0 ± 2,65

15,4 ± 2,4

12,8 ± 1,9

11,7 ± 2,0

9,2 ± 0,9

4,5 ± 0,8

4,0 ± 0,7

с выкидышем (n = 6)

7,3 ± 1,3 

7,2 ± 1,2

20,6 ± 2,9*,**

42,0 ± 11,7#

6,0 ± 1,1

5,7 ± 1,3

19,1 ± 2,7**

38,9 ± 10,6#

12,5 ± 2,1

22,2 ± 6,2#

6,6 ± 0,7*,**

16,7 ± 4,5*,∇,♦

2,7 ± 0,3*,**

5,6 ± 1,3∇

Примечание. Различия значимы при р ≤ 0,05 при сравнении: * с контролем, ** между группами, ∇ с исходными значени�
ями. Различия значимы при 0,05 ≤ р ≤ 0,09 при сравнении: ♦ между группами, # с исходными значениями.

Экспрессия

Таблица 2. Содержание лимфоцитов, экспрессирующих CD69, у пациенток с ИПВ в течение первого триместра пролон�
гированной беременности (M ± m)

Содержание лимфоцитов, экспрессирующих СD69, %
Фенотип лимфоцитов,

экспрессирующих CD69

СD45+CD69+

СD45+CD69+

СD45+CD3+CD69+

СD45+CD3+CD69+

CD3+CD4+CD69+

CD3+CD8+CD69+

CD45+CD56+CD69+

спонтанная

стимулированная

спонтанная

стимулированная

стимулированная

стимулированная

стимулированная

в 5–6 недель
(n = 19)

6,5 ± 0,6

29,2 ± 4,0

5,0 ± 0,5

26,0 ± 3,6

15,9 ± 2,6

10,7 ± 1,3

4,6 ± 0,6

в 8–9 недель
(n = 18)

5,9 ± 0,6

33,6 ± 2,8

5,9 ± 0,6

29,7 ± 3,1

17,6 ± 1,9

12,8 ± 1,7

4,7 ± 0,6

в 12 недель
(n = 11)

7,0 ± 0,5

37,2 ± 5,3

5,0 ± 0,4

35,4 ± 5,5

18,4 ± 2,5

17,0 ± 4,6

6,3 ± 2,5

Экспрессия
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онной ИЦТ была ниже, чем у женщин с пролон�
гированной беременностью. После ИЦТ отме�
чены тенденции к увеличению доли активиро�
ванных Т�клеток (CD3+CD4+CD69+, р = 0,09,
CD3+CD8+CD69+, р = 0,1), и это увеличение в
5–6 недель гестации стало значимым, особенно
для доли Т�лимфоцитов с цитотоксической
функцией (CD3+CD8+CD69+�клеток среди
CD3+CD8+�лимфоцитов р = 0,016). Разницы в
доле активированных NК�клеток не обнаруже�
но.

Сравнительный анализ активированных
лимфоцитов исследованных субпопуляций у па�
циенток с пролонгированной беременностью в
12 недель гестации с уровнем у женщин с физио�
логическим течением беременности не выявил
значимых различий в содержании лимфоцитов,
экспрессирующих CD69 после стимуляции in
vitro, за исключением количества лимфоцитов,
спонтанно экспрессирующих CD69 in vitro
(табл. 5). У пациенток с пролонгированной бе�
ременностью содержание таких активирован�
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Таблица 3. Содержание лимфоцитов, экспрессирующих CD69, у пациенток с ИПВ в 5–6 недель гестации (M ± m)

Содержание лимфоцитов, экспрессирующих СD69, %
Фенотип лимфоцитов,

экспрессирующих CD69

СD45+CD69+

СD45+CD69+

СD45+CD3+CD69+

СD45+CD3+CD69+

CD3+CD4+CD69+

CD3+CD8+CD69+

CD45+CD56+CD69+

спонтанная

стимулированная

спонтанная

стимулированная

стимулированная

стимулированная

стимулированная

при пролонгированной беременности

в 5–6 недель (n = 19)

6,5 ± 0,6

29,2 ± 4,0

5,0 ± 0,5

26,0 ± 3,6

15,9 ± 2,6

10,7 ± 1,3

4,6 ± 0,6

при выкидыше

в 5–6 недель (n = 6)

9,0 ± 0,7 (р = 0,008)

45,1 ± 6,9 (р = 0,04)

7,1 ± 0,7 (р = 0,019)

41,8 ± 7,1 (р = 0,042)

24,7 ± 4,1 (р = 0,052)

17,2 ± 3,3 (р = 0,058)

4,9 ± 0,9

Экспрессия

Таблица 4. Доля активированных лимфоцитов у пациенток с ИПВ с разными исходами беременности, наступившей после
предгестационной ИЦТ (M ± m)

Содержание лимфоцитов, экспрессирующих СD69, %
Фенотип лимфоцитов,

экспрессирующих CD69

CD3+CD4+CD69+/CD3+CD4+

CD3+CD8+CD69+/CD3+CD8+

CD45+CD56+CD69+/CD45+CD56+

пролонгированная
до доношенного
срока

выкидыш в I
триместре

пролонгированная
до доношенного
срока

выкидыш в I
триместре

пролонгированная
до доношенного
срока

выкидыш в I
триместре

до ИЦТ

24,8 ± 4,3

20,3 ± 3,3

33,3 ± 4,3

19,4 ± 2,4; р = 0,006

28,9 ± 4,0

21,9 ± 3,7

после ИЦТ

21,1 ± 3,0

41,1 ± 12,2; р = 0,09

26,2 ± 2,6

42,6 ± 10,7; р = 0,1

25,5 ± 3,2

31,8 ± 7,7

в 5–6 недель
гестации

25,7 ± 4,2

40,3 ± 7,6; р = 0,06

32,5 ± 3,8

51,4 ± 8,2; р = 0,016

34,6 ± 4,9

39,9 ± 3,8

Исходы
беременности

Примечание. Указаны значимые различия между показателями в группах с разными исходами беременности на конкрет�
ном этапе обследования.
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ных клеток было ниже (CD45+CD69+ и
CD45+CD3+CD69+, р = 0,04 и р = 0,02 соответ�
ственно). При оценке доли активированных
лимфоцитов (CD69+) среди стимулированных
субпопуляций CD45+CD56+, CD3+CD8+ и
CD3+CD4+ также не обнаружено значимых раз�
личий между группами.

Таким образом, у пациенток с ИПВ, полу�
чавших ИЦТ, в случае пролонгирования бере�
менности ответ Т�лимфоцитов на стимулирую�
щее воздействие в течение I�го триместра не от�
личается от ответа лимфоцитов контрольной
группы.

Содержание Th17Aлимфоцитов и продукция in
vitro ИЛA17 у женщин с ИПВ. До предгестацион�

ной ИЦТ и после ее проведения в периферичес�
кой крови женщин, потерявших беременность,
и женщин с пролонгированной беременностью
не обнаружено различий ни в доле Тh17�клеток
(RORγt+) среди лимфоцитов с фенотипом
СD4+CD25high, ни в уровне продукции ИЛ�17
стимулированными клетками цельной крови
(рис. 1).

В 5–6 недель гестации при значимом сниже�
нии доли субпопуляции СD4+CD25highRORγt+

выявлен значимо повышенный уровень продук�
ции ИЛ�17 стимулированными клетками цель�
ной крови женщин с выкидышем по сравнению
с уровнями указанных показателей у женщин с
пролонгированной беременностью.
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Таблица 5. Содержание лимфоцитов, экспрессирующих CD69, у пациенток с ИПВ в 12 недель гестации (M ± m)

Содержание лимфоцитов, экспрессирующих СD69, %
Фенотип лимфоцитов,

экспрессирующих CD69

СD45+CD69+

СD45+CD69+

СD45+CD3+CD69+

СD45+CD3+CD69+

CD3+CD4+CD69+

CD3+CD8+CD69+

CD45+CD56+CD69+

CD3+CD4+CD69+/CD3+CD4+

CD3+CD8+CD69+/CD3+CD8+

CD45+CD56+CD69+/CD45+CD56+

спонтанная

стимулированная

спонтанная

стимулированная

стимулированная

стимулированная

стимулированная

стимулированная

стимулированная

стимулированная

при физиологической
беременности

8,4 ± 0,5

37,2 ± 5,4

6,6 ± 0,6

27,5 ± 2,6

19,4 ± 2,5

13,4 ± 2,4

5,5 ± 0,9

32,0 ± 4,3

42,3 ± 7,2

43,4 ± 5,6

при пролонгированной
беременности

7,0 ± 0,5 (р = 0,04)

37,2 ± 5,3

5,0 ± 0,4 (р = 0,02)

35,4 ± 5,5

18,4 ± 2,5

17,0 ± 4,6

6,3 ± 2,5

32,3 ± 4,4

42,7 ± 7,2

38,3 ± 5,9

Экспрессия

Рис. 1. Доля субпопуляции RORγt+ среди лимфоцитов с фенотипом CD4+CD25high в периферической крови женщин с
ИПВ (а) и продукция ИЛ�17 стимулированными in vitro клетками цельной периферической крови (б). Квадрат светло�се�
рого цвета – группа с пролонгированной беременностью, квадрат темно�серого цвета – группа с прервавшейся беремен�
ностью

p = 0,04

p = 0,011

в 5–6 недель
гестации

в 5–6 недель
гестации

а б
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В 12 недель гестации у женщин с пролонги�
рованной беременностью и с физиологическим
течением беременности не выявлено значимых
различий в доле СD4+CD25highRORγt+�лимфо�
цитов и в уровне продукции ИЛ�17 стимулиро�
ванными клетками цельной крови (рис. 2).

Следовательно, у пациенток с пролонгиро�
ванной беременностью доля Тh17�клеток среди
лимфоцитов с фенотипом CD4+CD25high и про�
дукция ИЛ�17 митоген�стимулированными in
vitro клетками цельной периферической крови в
12 недель не отличается от показателей конт�
рольной группы.

Таким образом, выявленное в 5–6 недель
гестации снижение доли СD4+CD25highRORγt+�
лимфоцитов при значимо повышенном уровне
продукции ИЛ�17 стимулированными клетками
цельной крови у женщин с выкидышем, по
сравнению с уровнем у женщин с пролонгиро�
ванной беременностью, позволяет предполагать
нарушение баланса между Th17�клетками и ре�
гуляторными Т�клетками, важного для нор�
мального формирования иммунологической то�
лерантности и регуляции иммунного ответа в
самые ранние сроки гестационного периода.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Толерантность к отцовским антигенам явля�
ется необходимым условием для нормального
течения беременности и ключевым фактором
нормального развития плода. Очевидна необхо�
димость иммунологического контроля уровня
возникающих воспалительных реакций в ран�
ние сроки гестации для создания гармоничного
равновесия между процессами сохранения
функциональной и анатомической целостности
материнского организма при процессах дециду�

ализации матки, имплантации эмбриона, инва�
зии трофобласта, плацентации и последующего
роста плода (при условии отсутствия у него ге�
нетических аномалий). Лимитирующими явля�
ются события на сроках до 5–6 недель гестации,
когда при ультразвуковом исследовании четко
визуализируется плодное яйцо и устанавливает�
ся наличие ритмичного сердцебиения. Поэтому
потери беременности на сроках до 7–8 недель
при исключении известных факторов выкиды�
ша связывают с нарушениями иммунологичес�
ких процессов и с недостаточностью контроля
интенсивности связанных с распознаванием от�
цовских антигенов воспалительных реакций,
приводящих либо к отторжению плода, либо к
остановке его роста (замершей беременности).
Идиопатический привычный выкидыш являет�
ся, пожалуй, единственным акушерским ослож�
нением, в генезе которого иммунологические
причины признаются ведущими.

Проблемы контроля уровня и направлен�
ности воспалительных реакций в ранние сроки
беременности с помощью ИЦТ до сих пор явля�
ются дискуссионными. К сожалению, одно�
значного мнения об эффективности данной
процедуры в мировой практике нет, что обус�
ловлено разнородностью анамнеза женщин,
включенных в исследование, разными протоко�
лами иммунизации и разнообразием показате�
лей, используемых для оценки состояния женс�
кой иммунной системы при иммунизации [10,
11]. Успех ИЦТ в случае пролонгирования бере�
менности до последнего времени связывают с
изменением провоспалительного состояния им�
мунной системы беременной на противовоспа�
лительное. Однако все чаще звучат утверждения
о необходимости провоспалительного состоя�
ния материнской иммунной системы для ус�
пешности процессов и имплантации, и плацен�
тации, что вызывает необходимость переосмыс�
ления роли ИЦТ для пролонгирования бере�
менности у женщин с ИПВ [12].

В представленной работе анализируются ре�
зультаты исследования содержания среди лим�
фоцитов периферической крови субпопуляций,
которые при стимуляции митогеном in vitro,
экспрессируют CD69 – самый ранний антиген,
появление которого на клеточной поверхности
свидетельствует об ответе на активационный
стимул. CD69 индуцируется на клетках большин�
ства типов гемопоэтических линий, включая Т�
, В� и NK�клетки, и регистрируется уже через
час после активационного стимула [13].

Оценка субпопуляций, экспрессирующих
CD69, в ответ на активирующие сигналы в тече�
ние гестационного периода может иметь важное
значение для понимания механизмов формиро�
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Рис. 2. Доля субпопуляции RORγt+ среди лимфоцитов с
фенотипом CD4+CD25high (а) и продукция ИЛ�17 стимули�
рованными in vitro клетками цельной периферической
крови (б) женщин с ИПВ в 12 недель пролонгированной
беременности. Квадрат белого цвета – группа с физиоло�
гическим течением беременности; квадрат светло�серого
цвета – группа с пролонгированной беременностью

в 12 недель гестации в 12 недель гестации

а б
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вания толерантности и регуляции баланса реак�
ций иммунной системы матери на антигены
плода отцовского происхождения.

В настоящее время обсуждается участие
CD69 в поляризации эффекторного иммунного
ответа в направлении Th1/Th17/Трег�клеток
посредством нескольких механизмов [4, 14, 15].
С одной стороны, известно, что одним из спе�
цифических лигандов для CD69 является галек�
тин�1 (Gal�1), который экспрессируется стро�
мальными клетками эндометрия на протяжении
всего менструального цикла со значительным
увеличением во время имплантации. Gal�1 ин�
дуцирует дифференцировку дендритных клеток
в направлении фенотипа, который подавляет
пути дифференцировки Тh1/Тh17 через ИЛ�10 и
ИЛ�27. Взаимодействие галектина�1 с CD69, с
одной стороны, способно стимулировать сиг�
нальные пути JAK3/STAT5, участвующие в фор�
мировании клеток с фенотипом, присущим
клеткам с естественной регуляторной (супрес�
сивной) активностью (Трег, или FOXP3�
экспрессирующие Tрег). С другой стороны,
экспрессия CD69 в активированных лимфоци�
тах способствует интернализации и деградации
рецептора S1PR1 и блокированию STAT3�инду�
цированной экспрессии ИЛ�17, поскольку взаи�
модействие сфингозин�фосфата�1 (S1P1) с его
рецептором S1PR1 (сопряженным с G�белком)
стимулирует сигнальные пути mTORс/HIF�1α
(mammalian target of rapamycin/Hypoxia�
inducible factor 1�alpha) и JAK2/pSTAT3, запус�
кающие формирование Th1 или Th17 эффек�
торных реакций. И в этом варианте поддержи�
ваются сигнальные пути, направленные на фор�
мирование Трег�клеток [14, 15].

Также участие CD69 в поддержании баланса
Th1/Th17/Tрeг�клеток возможно через усиле�
ние транспорта триптофана комплексом LAT1�
CD98 и активацию рецептора ароматических уг�
леводородов (AHR) в результате связывания с
высокоафинным природным лигандом FICZ
(6�формилиндоло[3,2�b] карбазолом), индуцирую�
щего Th17�направленность иммунного ответа
через передачу сигнала на соответствующий
промоторный участок (DRE – dioxin responsible
element, или, что то же, AHRE aryl hydrocarbon
responsible element) [30]. Также транспорт ами�
нокислот комплексом CD69/LAT1�CD98 акти�
вирует серин�треониновую протеинкиназу
mTOR – субъединицу внутриклеточных мульти�
молекулярных сигнальных комплексов TORC1
и TORC2, направляя развитие Th1 и Th17 эф�
фекторного ответа и предотвращая дифферен�
цировку Tрег�клеток. Кроме того, mTOR конт�
ролирует активность HIF�1α, который негатив�
но регулирует функцию Tрег�клеток, способ�

ствуя деградации Foxp3. Однако активация AHR
ослабляет HIF�1α�опосредованные эффекты,
тем самым влияя на направленность дифферен�
цировки эффекторных T�клеток [14, 15].

При ранней беременности в условиях изме�
ненного метаболизма под влиянием гормонов и
белков данного периода один из преимущест�
венных путей передачи сигнала через CD69 мо�
жет быть связан с усилением транспорта трип�
тофана комплексом LAT1�CD98 и активацией
AHR. Кроме того, в условиях гипоксии, которая
характерна для ранних сроков беременности в
физиологических условиях децидуализации эн�
дометрия и перестройки спиральных артерий
матки, могут нарушаться регуляторные меха�
низмы, что приводит к недостаточному образо�
ванию Трег.

При действии ИЦТ скорее всего активиру�
ются оба этих механизма, поскольку помимо
метаболической активации введение большого
количества антигенов при действии ИЦТ акти�
вирует специфический иммунный ответ и на
слабые антигены (адъювантный эффект). Ответ
лимфоцитов на активирующее воздействие в
разных локальных условиях (кожа, матка) раз�
личен, и скорее всего в матке во время беремен�
ности как минимум один из механизмов в усло�
виях временной гипоксии не способствует обра�
зованию Трег.

Все вышеизложенное суммируется на схеме,
представленной на рис. 3. За основу рисунка
была принята схема, предложенная Cibrian и
Sancher�Madrid [14].

Активация иммунной системы женщин с
ИПВ при иммунизации лимфоцитами супруга
подтверждается появлением антиотцовских ан�
тилейкоцитарных антител и динамикой указан�
ных антител от процедуры к процедуре как вне
беременности, так и во время беременности
[16, 17]. Однако признаков активации Т�кле�
точного звена после ИЦТ вне беременности
при анализе субпопуляционного состава лим�
фоцитов, включая содержание Трег с феноти�
пом CD4+CD25highCD127low/–, в периферической
крови женщин с доношенной настоящей бере�
менностью нами не было обнаружено [18], как
не выявлено и изменений в содержании Th17�
лимфоцитов с фенотипом CD4+CD25highRORγt+

(рис.1, а), в продукции ИЛ�17 (рис.1, б), в суб�
популяционном составе лимфоцитов, экспрес�
сирующих СD69 (табл. 1). Динамика Трег�кле�
ток у женщин с доношенной беременностью бы�
ла обнаружена в I�м триместре гестации [19], что
свидетельствует о важной роли гестационной
метаболической активации и различных регуля�
торных белков и пептидов ранней беременности
в формировании реакций женской иммунной
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системы на аллоантигены плода. В субпопуля�
ционном составе лимфоцитов периферической
крови женщин с ИПВ, доносивших беремен�
ность, и у женщин с физиологическим течением
беременности, начиная с 12�ти недель гестации,
не было выявлено отличий [20], так же как в со�
ставе лимфоцитов, экспрессирующих СD69
(табл. 5), в доле СD4+CD25highRORγt+�лимфоци�
тов и продукции ИЛ�17 (рис. 2). Следовательно,
ИЦТ способствовала пролонгированию бере�
менности у данной категории женщин, и успех
связан с формированием баланса в содержании
Т�эффекторных лимфоцитов и цитокиновой
продукции, поддерживающего развитие бере�
менности (рис. 3).

У женщин с ИПВ, потерявших данную бере�
менность в I�м триместре, до назначения ИЦТ
было значимо меньше содержание лимфоци�
тов, отвечающих на стимуляцию in vitro, чем у
женщин с пролонгированной беременностью
(табл. 1). После предгестационной иммунотера�
пии в этой группе обнаружено увеличенное со�
держание CD3+CD8+CD69+�лимфоцитов, а в
5–6 недель гестации определяли значимо боль�
шее количество именно Т�лимфоцитов, как спон�
танно экспрессирующих CD69 (СD45+CD69+ и

СD45+СD3+CD69+), так и после стимуляции
митогеном (СD45+СD3+CD69+, СD3+СD4+CD69+

и СD3+СD8+CD69+), а также увеличение доли
Т�лимфоцитов с цитотоксической функцией
CD3+CD8+CD69+�клеток среди CD3+CD8+�
лимфоцитов (табл. 3 и 4). Разницы в содержании
NК�клеток, экспрессирующих CD69, и в доле
активированных NК�клеток не обнаружено.

Уже устоялось представление о том, что во
время нормальной беременности NK�клетки –
это, прежде всего клетки, обеспечивающие про�
цессы инвазии трофобласта и ремоделирования
спиральных артерий под влиянием микроокру�
жения, появляющегося в случае адекватного
распознавания фетальных антигенов, что, в
свою очередь, является условием возникнове�
ния специфической периферической толерант�
ности при физиологической беременности [21].
Баланс между цитотоксической активностью Т�
лимфоцитов и NK�клеток является очень важ�
ным для нормального развития беременности
[22]. Вероятно, уровень экспрессии CD69 на по�
верхности Т�лимфоцитов, определяемый в пе�
риферической крови до стимуляции in vitro в ус�
ловиях ИЦТ, является маркером уровня специ�
фического ответа Т�лимфоцитов на отцовские
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Рис. 3. Возможные механизмы регуляции баланса Th1/Th17/Tрег во время физиологической беременности и при при�
вычном выкидыше
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антигены плода. В таком случае можно предпо�
ложить, что у женщин с выкидышем повышен�
ный ответ цитотоксических лимфоцитов на по�
ликлональную стимуляцию отражает и усиление
специфического ответа на антигены плода.

Таким образом, по результатам представлен�
ного исследования гипотеза о нарушении рас�
познавания отцовских антигенов плода как ве�
дущего фактора выкидыша не подтверждается.
И на первый план выдвигается гипотеза о конт�
роле воспалительных реакций в ответ на появ�
ление антигенов полуаллогенного плода в ре�
продуктивном тракте женщины. Вполне вероят�
но, что одним из таких контролирующих тера�
певтических мероприятий и выступает ИЦТ.
Нельзя исключить, что у большинства пациен�
ток ИЦТ может снижать избыточный ответ
лимфоцитов как на поликлональную стимуля�
цию, так и на стимуляцию Т�лимфоцитов анти�
генами плода, о чем свидетельствует выявлен�
ный нами стабильный на всех сроках беремен�
ности уровень экспрессии CD69 на поверхности
CD3+�лимфоцитов у женщин с пролонгирован�
ной беременностью, но не у пациенток с выки�
дышем, у которых митоген�стимулированная
экспрессия in vitro CD69 Т�лимфоцитами с ци�
тотоксической направленностью была выше,
чем у женщин с пролонгированной беремен�
ностью без различий в уровне ответа NK�клеток
на поликлональный стимул.

Ранее нами было показано, что у женщин,
потерявших данную беременность, содержание
клеток с естественной киллерной активностью
было низким по сравнению с содержанием у
пациенток с пролонгированной беременностью
уже до иммунизации вне беременности, и зави�
симость между низким содержанием CD56+�
лимфоцитов и вероятностью потери беремен�
ности в I�м триместре сохранялась и в 5–6 не�
дель беременности [23], что подтверждает мне�
ние о том, что как низкое содержание Трег,
так и низкое содержание NK�клеток являются
значимыми маркерами спонтанных абортов
[24]. Низкий уровень Трег с фенотипом
CD4+CD25highCD127low/– в периферической кро�
ви был характерен для женщин с ИПВ как до
предгестационной ИЦТ, так и в 5–6 недель гес�
тации [23,25], и рост содержания этих лимфоци�
тов, как уже упоминалось, наблюдали в I�м три�
местре только у пациенток с пролонгированной
беременностью. Кроме того, нами обнаружено
не только снижение на фоне ИЦТ уровня NK�
клеток до минимального в 5–6 недель гестации
по сравнению с исходным у женщин, потеряв�
ших данную беременность [23], но и снижение
доли субпопуляции СD4+CD25highRORγt+�лим�
фоцитов, которое также стало минимальным

в 5–6 недель гестации при высоком уровне
продукции ИЛ�17 стимулированными клетка�
ми цельной периферической крови (рис. 1).
С одной стороны, низкий уровень в пери�
ферической крови клеток с фенотипом
СD4+CD25highRORγt+ может отражать усилен�
ную миграцию Th17�клеток из периферической
крови, а с другой, высокий уровень продукции
ИЛ�17 отражает присутствие в периферической
крови клеток, способных при стимуляции ин�
тенсивно продуцировать ИЛ�17 и формировать
Th17�тип провоспалительных реакций.

Все вышеизложенное позволяет сделать вы�
вод о дисбалансе иммунного ответа у пациенток
с ИПВ, потерявших беременность, и о неэф�
фективности ИЦТ у данной категории пациен�
ток в контроле воспалительных реакций, разви�
вающихся в ранние сроки беременности. При
этом высокий уровень продукции ИЛ�17 стиму�
лированными клетками периферической крови
женщин с физиологическим течением беремен�
ности и у пациенток с пролонгированной бере�
менностью в 12 недель гестации свидетельствует
о том, что терапевтические мероприятия, про�
водимые для пролонгирования беременности,
должны приводить к ослаблению, но не к отме�
не Th17�ответа у женщин с ИПВ.

Полученные результаты подтверждают учас�
тие активированных Th�17�клеток наряду с
FOXP3+Трег в механизмах формирования толе�
рантности к отцовским антигенам плода. В бу�
дущем еще предстоит оценить роль транскрип�
ционных факторов RORγt и Th17�клеток в меха�
низмах формирования или срыва толерантности
к отцовским антигенам плода при беременности
[26]. И хотя в данной работе не показана воз�
можность одновременной экспрессии RORγt и
FOXP3 в клетках с фенотипом СD4+CD25high,
однако есть экспериментальные данные о том,
что именно с экспрессией RORγt в FOXP3+Трег
связана продукция высокого уровня интерфе�
рон�регулирующего фактора 4, который наделя�
ет Трег способностью супрессировать Th2�ответ,
что очень важно именно в ранние сроки бере�
менности [27]. 

Таким образом, представленные результаты
оценки способности лимфоцитов периферичес�
кой крови пациенток с ИПВ отвечать на стиму�
лирующее воздействие in vitro экспрессией СD69
согласуются с современными представлениями
об иммунных взаимоотношениях матери и плода
в ранние сроки беременности, подтверждают
формирование толерантности к аллоантигенам
плода отцовского происхождения у пациенток с
ИПВ, у которых беременность была пролонги�
рована до доношенного срока на фоне ИЦТ в
предгестационной подготовке и в I�м триместре
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гестации и завершилась рождением живого ре�
бенка, а также неэффективность ИЦТ в контро�
ле иммунных реакций, направленных на фор�
мирование толерантности, у женщин с ИПВ,
потерявших данную беременность. Полученные
результаты расширяют наши представления о
роли активации лимфоцитов в формировании
иммунной толерантности к аллоантигенам пло�
да в ранние сроки беременности у женщин с
ИПВ.
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Association between lymphocyte activation and formation of immune tolerance, as well as pregnancy outcome, in the
case of immunocytotherapy (ICT) was studied in women with idiopathic recurrent pregnancy loss (IRPL). The con�
tent and phenotypic characteristics of activated T lymphocytes and NK cells were investigated in the peripheral blood
of IRPL patients with different pregnancy outcomes (pregnancy prolongation to the full term and habitual miscar�
riage). The fraction of activated cells in the subpopulation of cytotoxic T lymphocytes (CD3+CD8+/
CD3+CD8+CD69+) before ICT was significantly lower in women who lost the pregnancy. After ICT, the fraction of
these cells during weeks 5�6 of pregnancy in woman with miscarriage was higher than in women with pregnancy pro�
longed to the full�term. Excessive content of activated cytotoxic lymphocytes can be a mechanism underlying
impaired maternal immunotolerance to fetal alloantigens, which is a leading factor of early pregnancy loss. The
obtained data confirm the involvement of activated Th17 cells and FOXP3+ Treg cells in the formation of tolerance to
paternal antigens of the fetus. Comparison of the decrease in the fraction of CD4+CD25highRORγt+ lymphocytes at
the early gestation period (5�6 weeks) and significant upregulation of the IL�17 production by in vitro stimulated
whole blood cells in women with miscarriage with the same parameters in women with prolonged pregnancy suggest�
ed an imbalance between pro�inflammatory Th17 cells and Treg cells. No such imbalance in the content effector
T lymphocytes was observed in women with the full�term pregnancy. Taken together, our data indicate an important
role of gestational activation of lymphocytes in the formation of maternal immune response to fetal alloantigens nec�
essary for the prolongation of pregnancy.

Keywords: immunotolerance, recurrent pregnancy loss, immunocytotherapy, CD69 expression, T lymphocytes,
NK cells


