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Совпадения — фрагменты проверяемого текста, полностью или частично сходные с найденными источниками, за исключением фрагментов, которые система отнесла к цитированию
или самоцитированию. Показатель «Совпадения» – это доля фрагментов проверяемого текста, отнесенных к совпадениям, в общем объеме текста.

Самоцитирования — фрагменты проверяемого текста, совпадающие или почти совпадающие с фрагментом текста источника, автором или соавтором которого является автор
проверяемого документа. Показатель «Самоцитирования» – это доля фрагментов текста, отнесенных к самоцитированию, в общем объеме текста.

Цитирования — фрагменты проверяемого текста, которые не являются авторскими, но которые система отнесла к корректно оформленным. К цитированиям относятся также
шаблонные фразы; библиография; фрагменты текста, найденные модулем поиска «СПС Гарант: нормативно-правовая документация». Показатель «Цитирования» – это доля фрагментов
проверяемого текста, отнесенных к цитированию, в общем объеме текста.

Текстовое пересечение — фрагмент текста проверяемого документа, совпадающий или почти совпадающий с фрагментом текста источника.

Источник — документ, проиндексированный в системе и содержащийся в модуле поиска, по которому проводится проверка.

Оригинальный текст — фрагменты проверяемого текста, не обнаруженные ни в одном источнике и не отмеченные ни одним из модулей поиска. Показатель «Оригинальность» – это
доля фрагментов проверяемого текста, отнесенных к оригинальному тексту, в общем объеме текста.

«Совпадения», «Цитирования», «Самоцитирования», «Оригинальность» являются отдельными показателями, отображаются в процентах и в сумме дают 100%, что соответствует полному
тексту проверяемого документа.

Обращаем Ваше внимание, что система находит текстовые совпадения проверяемого документа с проиндексированными в системе источниками. При этом система является
вспомогательным инструментом, определение корректности и правомерности совпадений или цитирований, а также авторства текстовых фрагментов проверяемого документа остается
в компетенции проверяющего.
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[01]
Петрова, Ксения Константиновна Иммуно-гормональные и морф…
http://dlib.rsl.ru

27 Июн 2022 Сводная коллекция РГБ

[02]
№ 74 (2019)
https://cfpd.elpub.ru

28 Дек 2022 Интернет Плюс*

[03]
Петрова, Ксения Константиновна Иммуно-гормональные и морф…
http://dlib.rsl.ru

28 Июн 2022 Сводная коллекция РГБ

[04]
РОЛЬ ФАКТОРОВ РОСТА В ИНВАЗИИ ТРОФОБЛАСТА И ИХ АССОЦИ…
http://elibrary.ru

11 Фев 2020
Перефразирования по
eLIBRARY.RU

[05]
РОЛЬ ФАКТОРОВ РОСТА В ИНВАЗИИ ТРОФОБЛАСТА И ИХ АССОЦИ…
http://elibrary.ru

11 Фев 2020 eLIBRARY.RU

[06]
РОЛЬ ФАКТОРОВ РОСТА В ИНВАЗИИ ТРОФОБЛАСТА И ИХ АССОЦИ…
https://cfpd.elpub.ru

26 Апр 2023 Интернет Плюс*

[07]
https://cfpd.ru/dissertatsionnyy-sovet/%D0%94%D0%98%D0%A1%D0…
https://cfpd.ru

12 Окт 2021 Интернет Плюс*

[08]
https://cfpd.ru/dissertatsionnyy-sovet/%D0%94%D0%98%D0%A1%D0…
https://cfpd.ru

12 Окт 2021 Интернет Плюс*

[09]
Кутепова, Ольга Леонидовна Механизмы нарушения транспорта …
http://dlib.rsl.ru

21 Сен 2021 Сводная коллекция РГБ

[10] не указано 29 Сен 2022 Шаблонные фразы

[11]
№ 79 (2021)
https://cfpd.elpub.ru

15 Ноя 2022 Интернет Плюс*

[12]
https://s.siteapi.org/6c804328e88132f/docs/c6657c6f68cf4b34828e26d…
https://s.siteapi.org

03 Июн 2020 Интернет Плюс*

http://cfpd.antiplagiat.ru
http://cfpd.antiplagiat.ru
http://dlib.rsl.ru/rsl01010000000/rsl01010927000/rsl01010927779/rsl01010927779.pdf
https://cfpd.elpub.ru/jour/issue/download/16/3
http://dlib.rsl.ru/rsl01010000000/rsl01010927000/rsl01010927778/rsl01010927778.pdf
http://elibrary.ru/item.asp?id=41580090
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https://cfpd.elpub.ru/jour/article/download/249/249
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https://cfpd.elpub.ru/jour/issue/download/44/8
https://s.siteapi.org/6c804328e88132f/docs/c6657c6f68cf4b34828e26d483024ca05ee496f0.pdf
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[13]
Диссертация (1/2)
http://health-family.ru

18 Янв 2018 Интернет Плюс*

[14]
Особенности вазоактивной регуляции в ворсинчатом хорионе у …
https://elibrary.ru

22 Июл 2022 eLIBRARY.RU

[15]
Андриевская Ирина Анатольевна (к 50-летию со дня рождения).
https://elibrary.ru

16 Июл 2022 eLIBRARY.RU

[16]
ПЕРВЫЕ ПОСЛЕДСТВИЯ ПАНДЕМИИ COVID-19: ОСЛОЖНЕНИЯ БЕРЕ…
https://cyberleninka.ru

26 Апр 2023 Интернет Плюс*

[17]
Диссертация (2/5)
http://health-family.ru

08 Янв 2017
Перефразирования по
Интернету

[18]
Приказ Министерства здравоохранения РФ от 19 апреля 2021 г. N …
http://ivo.garant.ru

08 Июл 2021
СПС ГАРАНТ:
нормативно-правовая
документация

[19]
Приказ Министерства здравоохранения РФ от 19 апреля 2021 г. N …
http://ivo.garant.ru

21 Янв 2022
СПС ГАРАНТ:
нормативно-правовая
документация

[20]
Жуковец, Ирина Валентиновна Становление и реализация репрод…
http://dlib.rsl.ru

01 Янв 2017 Сводная коллекция РГБ

[21]
Роль жирных кислот в нарушении энергетических процессов в пл…
https://elibrary.ru

18 Апр 2023 eLIBRARY.RU

[22]
https://cfpd.ru/dissertatsionnyy-sovet/%D0%BF%D0%BE%D0%BB%D…
https://cfpd.ru

06 Фев 2022 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[23]
https://cfpd.ru/dissertatsionnyy-sovet/obyavleniya-o-zashchite/%D0…
https://cfpd.ru

20 Июл 2022 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[24]
Профилактика и диагностика плацентарной недостаточности у бе…
http://emll.ru

28 Апр 2017 Медицина

[25]
Показатели 5β-прегнан-3α, 20 3α-диола в ворсинчатом хорионе пр…
http://elibrary.ru

22 Апр 2020 eLIBRARY.RU

[26]
Поспелова, Наталья Сергеевна Оптимизация диагностики цитоме…
http://dlib.rsl.ru

25 Окт 2019 Сводная коллекция РГБ
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[27]
Патогенез патологии прикрепления плаценты: роль факторов рос…
http://elibrary.ru

12 Дек 2016
Перефразирования по
eLIBRARY.RU

[28]
Клинико-морфологические и эходопплерометрические особенно…
http://diss.natlib.uz

29 Авг 2014 Коллекция НБУ

[29]
Марянян, Анаит Юрьевна Патофизиологическое воздействие разл…
http://dlib.rsl.ru

14 Янв 2020 Сводная коллекция РГБ

[30]
СИБИРСКИЙ МЕДИЦИНСКИЙ - PDF
https://docplayer.ru

21 Окт 2022 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[31]
Профилактика и ранняя диагностика плацентарной недостаточно…
http://emll.ru

21 Дек 2016 Медицина

[32]
ОРГАНОСОХРАНЯЮЩЕЕ ХИРУРГИЧЕСКОЕ ЛЕЧЕНИЕ ОРГАНОСОХР…
http://diss.seluk.ru

11 Янв 2019 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[33]
ОРГАНОСОХРАНЯЮЩЕЕ ХИРУРГИЧЕСКОЕ ЛЕЧЕНИЕ ОРГАНОСОХР…
http://diss.seluk.ru

06 Июл 2023 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[34]
МОРФОГЕНЕЗ ПЛАЦЕНТЫ ЧЕЛОВЕКА И ЕЕ МОРФОФУНКЦИОНАЛЬ…
http://elibrary.ru

17 Окт 2015
Перефразирования по
eLIBRARY.RU

[35]
ГЛАВА 1. СОВРЕМЕННЫЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ О ПЛАЦЕНТАРНОЙ НЕД…
https://elibrary.ru

31 Дек 2022 eLIBRARY.RU

[36]
Плацента человека. Цинзерлинг
http://studfiles.ru

08 Янв 2017
Перефразирования по
Интернету

[37]
Временные методические рекомендации "Профилактика, диагнос…
http://ivo.garant.ru

05 Окт 2020
СПС ГАРАНТ:
нормативно-правовая
документация

Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[38]
Временные методические рекомендации "Профилактика, диагнос…
http://ivo.garant.ru

05 Окт 2020
СПС ГАРАНТ:
нормативно-правовая
документация

Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[39]
http://chelsma.ru/files/misc/dissertacijastokozk.ju..pdf
http://chelsma.ru

22 Мар 2022 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[40]
ЭФФЕКТИВНОСТЬ НАПРАВЛЕННОЙ КОНТАКТНОЙ ДИАТЕРМИИ В …
https://dissov.msmsu.ru

06 Фев 2023 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[41]
Прогнозирование внутриутробной задержки развития и хрониче…
http://emll.ru

21 Дек 2016 Медицина

[42]
Оптимизация нефропротективной терапии больных нефролитиаз…
http://emll.ru

21 Дек 2016 Медицина

[43]
Сведения о поставщике Общество с ограниченной ответственнос…
https://clearspending.ru

17 Июн 2020 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[44]
Онлайн-голосование
https://blagoveshensk.bezformata.com

02 Фев 2022 СМИ России и СНГ
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[45]
Рыбин, Михаил Владимирович диссертация ... доктора медицинск…
http://dlib.rsl.ru

01 Янв 2007 Сводная коллекция РГБ

[46]
РОЛЬ ФАКТОРОВ РОСТА В ПАТОЛОГИИ БЕРЕМЕННОСТИ.
http://elibrary.ru

08 Окт 2018 eLIBRARY.RU

[47]
Метаболические нарушения и их коррекция у беременных с изб…
http://emll.ru

20 Дек 2016 Медицина

[48]
https://health-family.ru/upload/iblock/a9a/a9a8ca5e5dabc0a2e5ec5af…
https://health-family.ru

10 Фев 2023 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[49]
Профилактика инфекционных заболеваний - 39-я городская клини…
https://39gkp.by

06 Июл 2023 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[50]
Морфогенез плаценты человека и ее морфофункциональное сост…
https://cyberleninka.ru

09 Июл 2023 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[51]
Клиническое значение выявления генетической и приобретенно…
http://emll.ru

20 Дек 2016 Медицина

[52]
XVIII Российский национальный конгресс "Человек и лекарство", 1…
http://emll.ru

28 Апр 2017 Медицина
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

http://health-family.ru/upload/iblock/043/043dfeea6150c9934f649cc46540bd39.pdf#1
https://elibrary.ru/item.asp?id=49168971
https://elibrary.ru/item.asp?id=48326364
https://cyberleninka.ru/article/n/pervye-posledstviya-pandemii-covid-19-oslozhneniya-beremennosti-zdorovie-novorozhdennyh-i-ozhidaemye-reproduktivnye-poteri
http://health-family.ru/upload/iblock/4b6/4b6636827e152abc1952d40db07ef3b2.pdf#2
http://ivo.garant.ru/#/document/77322897
http://ivo.garant.ru/#/document/77314083
http://dlib.rsl.ru/rsl01009000000/rsl01009668000/rsl01009668149/rsl01009668149.pdf
https://elibrary.ru/item.asp?id=50486598
https://cfpd.ru/dissertatsionnyy-sovet/%D0%BF%D0%BE%D0%BB%D0%BD%D1%8B%D0%B9%20%D0%BE%D1%82%D1%87%D0%B5%D1%82%20%D0%BD%D0%B0%20%D0%B0%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BF%D0%BB%D0%B0%D0%B3%D0%B8%D0%B0%D1%82%20(%D0%B4%D0%B8%D1%81%D1%81%D0%B5%D1%80%D1%82%D0%B0%D1%86%D0%B8%D1%8F%20%D0%9F%D0%B5%D1%80%D0%B5%D0%B2%D0%B5%D1%80%D0%B7%D0%B5%D0%B2%D0%B0).pdf
https://cfpd.ru/dissertatsionnyy-sovet/obyavleniya-o-zashchite/%D0%94%D0%B8%D1%81%D1%81%D0%B5%D1%80%D1%82%D0%B0%D1%86%D0%B8%D1%8F%20%D0%9F%D0%B5%D1%80%D0%B5%D0%B2%D0%B5%D1%80%D0%B7%D0%B5%D0%B2%D0%B0.pdf
http://emll.ru/find?iddb=17&ID=RUCML-BIBL-0001328546
http://elibrary.ru/item.asp?id=42614155
http://dlib.rsl.ru/rsl01008000000/rsl01008589000/rsl01008589324/rsl01008589324.pdf
http://elibrary.ru/item.asp?id=17754061
http://diss.natlib.uz/ru-RU/ResearchWork/OnlineView/27220
http://dlib.rsl.ru/rsl01005000000/rsl01005566000/rsl01005566083/rsl01005566083.pdf
https://docplayer.ru/57270987-Sibirskiy-medicinskiy.html
http://emll.ru/find?iddb=17&ID=RUCML-BIBL-0001441760
http://diss.seluk.ru/di-meditsina/1455-1-organosohranyayuschee-hirurgicheskoe-lechenie-organosohranyayuschee-hirurgichesk-anosohr-urgicheskoe-rodilnic-patologiey-prikrepleniya-placent.php
http://diss.seluk.ru/di-meditsina/1455-1-organosohranyayuschee-hirurgicheskoe-lechenie-organosohranyayuschee-hirurgichesk-anosohr-urgicheskoe-rodilnic-patologiey-prikrepleniya-placent.php
http://elibrary.ru/item.asp?id=24098895
https://elibrary.ru/item.asp?id=50333480
http://www.studfiles.ru/preview/4664209/
http://ivo.garant.ru/#/document/74710416
http://ivo.garant.ru/#/document/74710416
http://chelsma.ru/files/misc/dissertacijastokozk.ju..pdf
https://dissov.msmsu.ru/Records/%D0%9A%D0%90%D0%9C%D0%9F%D0%9E%D0%A1%20%D0%95%D0%9B%D0%95%D0%9D%D0%90%20%D0%A1%D0%95%D0%A0%D0%93%D0%95%D0%95%D0%92%D0%9D%D0%90/%D0%94%D0%B8%D1%81%D1%81%D0%B5%D1%80%D1%82%D0%B0%D1%86%D0%B8%D1%8F%20%D0%9A%D0%B0%D0%BC%D0%BF%D0%BE%D1%81%20%D0%95%D0%A1.pdf
http://emll.ru/find?iddb=17&ID=RUCML-BIBL-0001360660
http://emll.ru/find?iddb=17&ID=RUCML-BIBL-0001426576
https://clearspending.ru/supplier/inn%3D2801066590%26kpp%3D280101001
https://blagoveshensk.bezformata.com/listnews/onlayn-golosovanie/92692382/
http://dlib.rsl.ru/rsl01004000000/rsl01004303000/rsl01004303247/rsl01004303247.pdf
http://elibrary.ru/item.asp?id=35266351
http://emll.ru/find?iddb=17&ID=RUCML-BIBL-0001327573
https://health-family.ru/upload/iblock/a9a/a9a8ca5e5dabc0a2e5ec5af5e5886b16.pdf
https://39gkp.by/ru/%D0%B8%D0%BD%D1%84%D0%BE%D1%80%D0%BC%D0%B0%D1%86%D0%B8%D1%8F/%D0%BF%D0%BE%D0%BB%D0%B5%D0%B7%D0%BD%D0%BE-%D0%B7%D0%BD%D0%B0%D1%82%D1%8C/%D0%B7%D0%B4%D0%BE%D1%80%D0%BE%D0%B2%D1%8B%D0%B9-%D0%BE%D0%B1%D1%80%D0%B0%D0%B7-%D0%B6%D0%B8%D0%B7%D0%BD%D0%B8/%D0%BF%D1%80%D0%BE%D1%84%D0%B8%D0%BB%D0%B0%D0%BA%D1%82%D0%B8%D0%BA%D0%B0-%D0%B8%D0%BD%D1%84%D0%B5%D0%BA%D1%86%D0%B8%D0%BE%D0%BD%D0%BD%D1%8B%D1%85-%D0%B7%D0%B0%D0%B1%D0%BE%D0%BB%D0%B5%D0%B2%D0%B0%D0%BD%D0%B8%D0%B9
https://cyberleninka.ru/article/n/morfogenez-platsenty-cheloveka-i-ee-morfofunktsionalnoe-sostoyanie-pri-patologii-beremennosti.pdf
http://emll.ru/find?iddb=17&ID=RUCML-BIBL-0001328151
http://emll.ru/find?iddb=17&ID=RUCML-BIBL-0001335084
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[53]
Захарова Н.А., Коржов В.Ю. Комментарий к Федеральному закону…
http://ivo.garant.ru

11 Ноя 2017 СПС ГАРАНТ: аналитика
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[54]
№ 1
http://emll.ru

21 Дек 2016 Медицина
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[55]
https://health-family.ru/upload/iblock/21e/21e6969312821297ddbed6…
https://health-family.ru

05 Мая 2023 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[56]
Патогенез фетоплацентарной недостаточности - Медицинский по…
https://eurolab.ua

26 Апр 2023 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[57]
АНТИОКИСЛИТЕЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ ОЛЕИНОВОЙ КИСЛОТЫ У БЕ…
https://e.lanbook.com

22 Янв 2020 Сводная коллекция ЭБС

[58] Жапаров ЕИ Дисс для проверки 17 Мар 2023 Кольцо вузов

[59]
не указано
http://do.rulitru.ru

08 Янв 2017
Перефразирования по
Интернету

[60]
ИНДЕКС ДОСТОВЕРНОСТИ УЧЁТА В ОЦЕНКЕ СОСТОЯНИЯ МЕДИЦ…
http://vestnik.mednet.ru

30 Мар 2022 СМИ России и СНГ
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[61]
Троицкая, Наталья Игоревна Патофизиологические механизмы и…
http://dlib.rsl.ru

31 Янв 2014 Сводная коллекция РГБ

[62]
Елфимов, Алексей Леонидович Обоснование тактики лечения бол…
http://dlib.rsl.ru

21 Янв 2010 Сводная коллекция РГБ

[63] МАВЛОНОВА САДОРАТ НИЁЗАЛИЕВНА - ОСОБЕННОСТИ ВЕГЕТАТИ… 17 Апр 2023 Кольцо вузов
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[64]
http://vestnik.spbu.ru/html15/s11/s11v2/01.pdf
http://vestnik.spbu.ru

06 Июл 2023 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[65]
Власть. Исполнительная власть. Путеводитель
http://studentlibrary.ru

20 Янв 2020 Сводная коллекция ЭБС
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[66]
Медико-социальные аспекты инфекций, передаваемых половым …
http://emll.ru

21 Дек 2016 Медицина
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[67]
Щигорева, Юлия Геннадьевна Влияние антипсихотической терап…
http://dlib.rsl.ru

15 Фев 2014 Сводная коллекция РГБ
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[68]
РОЛЬ ФАКТОРОВ РОСТА В ПАТОЛОГИИ БЕРЕМЕННОСТИ.
http://elibrary.ru

08 Окт 2018
Перефразирования по
eLIBRARY.RU

[69]
Патогенез патологии прикрепления плаценты: роль факторов рос…
http://elibrary.ru

12 Дек 2016 eLIBRARY.RU
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[70]
104225
http://biblioclub.ru

13 Апр 2016 Сводная коллекция ЭБС

[71]
Клинико-морфологические, иммунологические, серологические …
http://diss.natlib.uz

29 Авг 2014 Коллекция НБУ

[72] Автореферат диссертации о влиянии космодрома Плесецк на здор… 24 Дек 2018 СМИ России и СНГ

[73]
Герпес, цитомегаловирус, вирус Эпштейн-барра у беременных
https://sovamed.ru

26 Апр 2023 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[74]
Исходы беременности и родов у женщин с угрожающим невына…
http://emll.ru

20 Дек 2016 Медицина
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[75]
Фетоплацентарная недостаточность ⋆ Школа Здоровья Титовых
https://shkola-zdorovia.ru

09 Июн 2021 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[76]
Палкина, Надежда Владимировна Роль ингибирования ММП-9 и …
http://dlib.rsl.ru

08 Ноя 2022 Сводная коллекция РГБ

[77]
Мужское бесплодие: обоснование диагностических и лечебных п…
http://dep.nlb.by

16 Янв 2020 Диссертации НББ
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[78]
Семичастнов, Александр Николаевич диссертация ... кандидата ме…
http://dlib.rsl.ru

20 Янв 2010 Сводная коллекция РГБ

[79] RUS1264240 21 Мар 2023 Кольцо вузов

[80]
И. С. Сидорова, В. И. Кулаков, И. О. Макаров Руководство по акуше…
http://dlib.rsl.ru

15 Мая 2018 Сводная коллекция РГБ

[81]
Провоспалительные факторы митохондриального про исхожден…
http://elibrary.ru

21 Янв 2017
Перефразирования по
eLIBRARY.RU

[82]
Кубанкова, Галина Викторовна Совершенствование технологии х…
http://dlib.rsl.ru

28 Дек 2021 Сводная коллекция РГБ

[83]
Персонализация программы экстракорпорального оплодотворен…
http://emll.ru

28 Апр 2017 Медицина

[84] Диссертация Кучиной Е. С. 10 Мая 2016 Кольцо вузов

[85]
№ 3, май-июнь
http://emll.ru

21 Дек 2016 Медицина

[86]
РОЛЬ МЕТАЛЛОПРОТЕИНАЗ ТИПА 2 И 9 ПРИ ФИЗИОЛОГИЧЕСКОЙ…
http://elibrary.ru

14 Дек 2016
Перефразирования по
eLIBRARY.RU

[87]
скачать диссертацию
http://morfolhum.ru

08 Янв 2017
Перефразирования по
Интернету

[88]
Паракринные аспекты нарушения планцентации при невынашив…
http://diss.natlib.uz

23 Фев 2017 Коллекция НБУ

[89]
Эффективность применения препарата "Эриксин" в предгравидар…
http://diss.natlib.uz

02 Сен 2014 Коллекция НБУ

[90]
Оценка метаболического резерва фагоцитов и антиоксидантной …
http://emll.ru

20 Янв 2020 Медицина
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[91]
https://health-family.ru/upload/iblock/2ef/2efefe1c59ad03d31de601d…
https://health-family.ru

22 Мая 2022 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[92]
Профили фосфолипидов и содержание аннексина V в ворсинчато…
https://elibrary.ru

31 Дек 2021 eLIBRARY.RU

[93]
Скачать
http://moniiag.ru

28 Янв 2017
Перефразирования по
Интернету

http://ivo.garant.ru/#/document/77718965
http://emll.ru/find?iddb=17&ID=RUCML-BIBL-0001416067
https://health-family.ru/upload/iblock/21e/21e6969312821297ddbed6282d364153.pdf
https://www.eurolab.ua/pregnancy/4460/41010/
https://e.lanbook.com/journal/issue/298520
http://do.rulitru.ru/v16922/?download=1
http://vestnik.mednet.ru/content/view/1341/27/lang,ru/
http://dlib.rsl.ru/rsl01005000000/rsl01005536000/rsl01005536885/rsl01005536885.pdf
http://dlib.rsl.ru/rsl01003000000/rsl01003169000/rsl01003169385/rsl01003169385.pdf
http://vestnik.spbu.ru/html15/s11/s11v2/01.pdf
http://www.studentlibrary.ru/doc/ISBN9785392240937-SCN0000.html
http://emll.ru/find?iddb=17&ID=RUCML-BIBL-0001402668
http://dlib.rsl.ru/rsl01005000000/rsl01005540000/rsl01005540475/rsl01005540475.pdf
http://elibrary.ru/item.asp?id=35266351
http://elibrary.ru/item.asp?id=17754061
http://biblioclub.ru/index.php?page=book_red&id=104225
http://diss.natlib.uz/ru-RU/ResearchWork/OnlineView/27781
https://sovamed.ru/stati-sova/strakhi-beremennykh-gerpes-tsitomegalovirus-virus-epshteyn-barra/
http://emll.ru/find?iddb=17&ID=RUCML-BIBL-0001328596
https://www.shkola-zdorovia.ru/fetoplatsentarnaya-nedostatochnost/
http://dlib.rsl.ru/rsl01010000000/rsl01010175000/rsl01010175478/rsl01010175478.pdf
http://dep.nlb.by/jspui/handle/nlb/55397
http://dlib.rsl.ru/rsl01004000000/rsl01004065000/rsl01004065288/rsl01004065288.pdf
http://dlib.rsl.ru/rsl01002000000/rsl01002964000/rsl01002964216/rsl01002964216.pdf
http://elibrary.ru/item.asp?id=29965751
http://dlib.rsl.ru/rsl01010000000/rsl01010810000/rsl01010810460/rsl01010810460.pdf
http://emll.ru/find?iddb=17&ID=RUCML-BIBL-0001454629
http://emll.ru/find?iddb=17&ID=RUCML-BIBL-0001430385
http://elibrary.ru/item.asp?id=18379023
http://morfolhum.ru/en/file/804/download?token=3yxG4JW_
http://diss.natlib.uz/ru-RU/ResearchWork/OnlineView/37726
http://diss.natlib.uz/ru-RU/ResearchWork/OnlineView/31374
http://emll.ru/find?iddb=17&ID=RUCML-BIBL-0001325690
https://health-family.ru/upload/iblock/2ef/2efefe1c59ad03d31de601d6b8c54819.pdf
https://elibrary.ru/item.asp?id=44921080
http://moniiag.ru/wp-content/uploads/2016/01/%D0%94%D0%B8%D1%81%D1%81%D0%B5%D1%80%D1%82%D0%B0%D1%86%D0%B8%D1%8F_%D0%9A%D1%83%D0%B4%D0%B8%D0%BD%D0%BE%D0%B2%D0%BE%D0%B9_%D0%95.%D0%98..pdf
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[94]
http://www.testent.ru/_ld/21/2187_bio.doc
http://testent.ru

14 Мая 2022 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[95]
Фундаментальные исследования. № 7, часть 3, 2014
http://bibliorossica.com

раньше 2011 Сводная коллекция ЭБС
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[96]
Прогнозирование неразвивающейся беременности как основа сн…
http://chelsma.ru

29 Янв 2017
Перефразирования по
Интернету

[97]
https://www.amursma.ru/upload/iblock/c42/Materialy_IX_Sezda_vrac…
https://amursma.ru

29 Мар 2022 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[98]
http://www.spsl.nsc.ru/FullText/konfe/%D0%A1%D0%90%D0%9C-201…
http://spsl.nsc.ru

09 Июн 2022 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[99]
https://health-family.ru/upload/iblock/5b6/5b65066470fc66d70f43f1a…
https://health-family.ru

24 Фев 2022 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[100]
Болезнь двигательного нейрона: эпидемиология, патофизиологи…
http://dep.nlb.by

16 Янв 2020 Диссертации НББ
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[101] не указано 13 Янв 2022 Цитирование
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[102]
https://www.s-vfu.ru/universitet/innovatsii/malye-innovatsionnye-pre…
https://s-vfu.ru

24 Фев 2022 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[103]
ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ КОНТРОЛЯ АПОПТОЗА ПРИ …
http://elibrary.ru

28 Авг 2014
Перефразирования по
eLIBRARY.RU

Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[104] Приходько Н А 26 Апр 2016 Кольцо вузов
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[105] Аязбеков А.К.-монография (1) 15 Ноя 2022 Кольцо вузов
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[106]
Скачать статью в формате Adobe PDF
http://mediasphera.ru

05 Янв 2017
Перефразирования по
Интернету

Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[107]
Обеспеченность организма витамином D у пациентов с хроничес…
http://dep.nlb.by

16 Янв 2020 Диссертации НББ
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[108]
Вестник новых медицинских технологий. Том ХVIII, № 1, 2011
http://bibliorossica.com

26 Мая 2016 Сводная коллекция ЭБС
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[109]
http://astgmu.ru/wp-content/uploads/2019/06/Dissertatsiya-Polunin…
http://astgmu.ru

27 Мая 2022 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[110]
Лебедева, Ольга Петровна Прогнозирование, ранняя диагностика…
http://dlib.rsl.ru

12 Окт 2017 Сводная коллекция РГБ
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[111]
Т. 3
http://emll.ru

21 Дек 2016 Медицина
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[112]
Оценка параметров сердечно - сосудистой системы и эффективно…
http://dep.nlb.by

16 Янв 2020 Диссертации НББ
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[113]
Роль факторов роста в патологии беременности – тема научной с…
https://cyberleninka.ru

12 Дек 2021 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[114]
https://geropharm.ru/uploads/multimedia/parsed/pdf/8ac8e04b6c04…
https://geropharm.ru

11 Мая 2022 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[115]
Клиническое значение, подходы к диагностике и лечению активн…
https://cyberleninka.ru

26 Апр 2023 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[116]
https://www.ismu.baikal.ru/src/downloads/db3f7969_2009-7.pdf
https://ismu.baikal.ru

07 Июн 2022 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[117]
МЕТАБОЛИТ ПРОГЕСТЕРОНА 11-ДЕОКСИКОРТИКОСТЕРОН В ПЛАЦ…
http://elibrary.ru

25 Янв 2019
Перефразирования по
eLIBRARY.RU

Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[118]
49947
http://e.lanbook.com

09 Мар 2016 Сводная коллекция ЭБС
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[119]
Биология развития и эволюция систем органов
https://studfiles.net

29 Янв 2019 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[120]
Клинико-патогенетическая характеристика бронхолегочной дисп…
http://emll.ru

28 Апр 2017 Медицина
Источник исключен. Причина: Маленький
процент пересечения.

[121]
https://www.crie.ru/upload/iblock/6e5/f065st4pe2azespde0o0mu9o8z…
https://crie.ru

06 Июл 2023 Интернет Плюс*
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ВВЕДЕНИЕ

Актуальность исследования

Цитомегаловирус (ЦМВ) является ведущей инфекционной патологией,

которая ассоциирована с угрозой самопроизвольного выкидыша с частотой

встречаемости в диапазоне от 18% до 25% беременностей.

Серопревалентность ЦМВ среди женщин детородного возраста в развитых

странах колеблется от 50 до 85%, в развивающихся странах

серопревалентность приближается к 100% [177. 222], тогда как в России

серопревалентность обнаруживается у беременных женщин в диапозоне от 90

до 100% [53, 121, 122]. Маркеры острой ЦМВ инфекции в различные периоды

гестации выявляются примерно у 30-45% беременных [6, 92, 123]. При этом

маркеры ее реактивации часто обнаруживаются в родовых путях, что

увеличивает риск инфицирования плаценты и околоплодных вод [220, 221].

В отличие от других инфекций группы TORCH (Toxoplasma

(токсоплазменная инфекция) - Rubella (краснуха) - Cytomegalovirus

(цитомегаловирус) - Herpes (герпес)) ЦМВ инфекция приводит к развитию

повреждений плода в любом триместре беременности [140], но наиболее

значимые – при инфицировании в первой ее половине [70, 225, 294].

Независимо от пути инфицирования ЦМВ проникает в кровь, что

приводит к развитию кратковременной виремии с внедрением в лейкоциты и

мононуклеарные фагоциты, где происходит репликация вируса и его

распространение [318]. Инфицирование эндотелиальных клеток

микроциркуляторной системы матки ЦМВ вызывает повреждение и

нарушение дифференцировки трофобласта [206]. В экспериментальных

исследованиях показано снижение инвазии и миграции цитотрофобласта под

действием ЦМВ [233]. Однако молекулярная сигнализация, лежащая в основе

наблюдаемого ЦМВ-индуцированного повреждения плаценты, до сих пор не
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раскрыта, а клеточные механизмы, участвующие в инвазии трофобласта,

требуют дальнейших исследований.

Считается, что процесс инвазии цитотрофобласта контролируется рядом

факторов, включая систему матриксных металлопротеиназ (ММР) [35, 238,

275]. Показано подавляющее влияние ММР на инвазивные процессы [252].

Одним из ферментов, экспрессируемым в трофобласте, является ММР-9

[333]. Гестагены, факторы роста и провоспалительные цитокины прямо или

опосредованно через тканевой ингибитор металлопротеиназ (TIMP)

выступают в роли регуляторов, лимитирующих инвазию [44, 292]. Имеются

сведения о стимулирующем влиянии прогестерона на интенсивность

изменений внеклеточного матрикса под действием ММР-9 [302], хотя

специфические эффекты стероида, через которые осуществляются

метаболические пути регуляции действия провоспалительных цитокинов на

процессы инвазии цитотрофобласта, остаются до конца не выясненными.

Не достаточно изучен механизм ингибирующего действия фактора

некроза опухоли альфа (TNF-α) и растворимой его формы рецептора (sTNF-

R1) на экспрессию ММР-9 в трофобласте. На примере интерлейкина 1 бета

(IL-1β) и IL-10 показано их опосредованное влияние на ММР [161].

Предполагается, что повышение уровня IL-1β стимулирует выработку ММР

трофобластом, а IL-10 выступает в роли иммуносупрессора, что обеспечивает

иммунологическую толерантность эмбриона организмом матери. Также

показана способность ММР высвобождать сосудисто-эндотелиальный фактор

роста (VEGF), участвующий в процессе ремоделирования маточных сосудов,

васкулогенезе и инвазии трофобласта. Вместе с тем, нарушение регуляции

инвазивных процессов и формирование эмбриохориальной недостаточности

на любом уровне приводит к дисбалансу активности и ингибированию

продукции ММР [233]. Ранние потери беременности могут быть связаны с

низким уровнем ММР-9 [161]. Также отмечено влияние провоспалительных

факторов на адаптивные свойства клеток врожденного иммунитета [66], что

2

12

6



6

приводит к изменению экспрессии поверхностных рецепторов для цитокинов

и сигнализации в трофобласте на этапе формирования эмбриохориального

комплекса.

Таким образом, комплексное исследование системы цитокинов, половых

гормонов, факторов роста, протеолитических ферментов, участвующих в

деградации внеклеточного матрикса, и их ингибиторов расширит понимание

закономерностей нарушения инвазии цитотрофобласта при обострении ЦМВ

инфекции.

Полученные теоретические данные могут иметь большое практическое

значение и быть использованы в прогностическом мониторинге беременных

по развитию самопроизвольного выкидыша при обострении ЦМВ инфекции.

Степень разработанности темы исследования

Основанием для проведения диссертационного исследования послужила

актуальность и значимость ЦМВ инфекции в развитии самопроизвольного

выкидыша.

Проведен глубокий анализ отечественной и зарубежной литературы по

проблеме влияния ЦМВ инфекции на инвазию цитотрофобласта и

формирование эмбриохориального комплекса.

В течение последних десятилетий отечественными исследователями

проводилось изучение закономерностей нарушения формирования

трофобласта: исследовалась роль ММР и их ингибиторов, различных

сигнальных молекул, свободной эмбриональной ДНК, ростовых факторов,

провоспалительных и регуляторных цитокинов [143, 172, 233], но эти данные

не достаточны для полного раскрытия процессов инвазии при ЦМВ инфекции.

Зарубежными авторами получено большое количество

экспериментальных данных. Показано влияние репликации ЦМВ в клетках-

предшественниках трофобластов на экспрессию и субклеточную локализацию

белков, необходимых для развития клеточного цикла, плюрипотентности и

81
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ранней дифференцировки, препятствующих нормальному делению и развитию

зрелых плацентарных клеток [195].

Согласно другим исследованиям, изменение содержания ММР-9 в

сыворотке крови и в децидуальной ткани при высокой экспрессии

провоспалительных цитокинов может быть причиной раннего

самопроизвольного выкидыша [252]. Однако сведений, отражающих влияние

обострения ЦМВ инфекции на изменение протеолитических свойств фермента

в трофобласте, нет. Также отсутствуют сведения о нарушениях процессов

инвазии с определением их роли в развитии самопроизвольного выкидыша у

женщин с обострением ЦМВ инфекции.

В связи с этим, решение вопросов, связанных с изучением молекулярно-

клеточных механизмов нарушения инвазии цитотрофобласта при обострении

ЦМВ инфекции, имеет важное теоретическое и практическое значение, что

определило выбор темы и цели исследования.

Цель исследования

Выявление механизмов нарушения цитотрофобластической инвазии для

поиска биохимических предикторов самопроизвольного выкидыша при

обострении ЦМВ инфекции.

Задачи исследования

1. Оценить особенности функционирования и определить связь

показателей про-/противовоспалительных цитокинов (TNF-α, sTNF-R1, IL-1β,

IL-10), ядерного транскрипционного фактора NF-kB и трофобластических

гормонов (прогестерон, эстрадиол) на системном (периферическая кровь) и

локальном (ворсинчатый хорион) уровнях при обострении ЦМВ инфекции и

латентном течении заболевания у женщин в первом триместре беременности.

2. Провести анализ и сопоставить изменения в процессах,

характеризующих состояние маточно-плацентарного ангиогенеза

(плацентарный фактор роста (PlGF), VEGF-А, fms-подобной тирозинкиназы

7
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(sFlt-1)) и инвазивной способности цитотрофобласта (ММР-9, TIMP-1) на

системном и локальном уровнях при обострении ЦМВ инфекции и латентном

течении заболевания у женщин в первом триместре беременности.

3. Дать гистологическую и иммуногистохимическую оценку

состояния эмбриохориального комплекса, учитывающую процессы

гравидарной трансформации децидуальной ткани и ремоделирования

маточных сосудов, инвазирующей способности цитотрофобласта при

обострении ЦМВ инфекции.

4. Определить факторы риска потери беременности у женщин с

обострением ЦМВ инфекции в первом триместре.

5. Выявить биохимические предикторы и разработать

прогностическую модель механизмов развития самопроизвольного выкидыша

при обострении ЦМВ инфекции.

Научная новизна

Получены новые теоретические данные, расширяющие представление о

механизмах самопроизвольного выкидыша при обострении ЦМВ инфекции в

первом триместре беременности.

Доказано, что выраженность изменений цитокинового (TNF-α, sTNF-R1,

IL-1β, IL-10) и гормонального (прогестерон, эстрадиол) дисбаланса, а также

активности транскрипционного ядерного фактора NF-kB на системном и

локальном уровнях зависит от формы ЦМВ инфекции в первом триместре

беременности. Выявлен значимый вклад высокого уровня TNF-α, а также

низких уровней IL-10 и эстрадиола в развитие осложнений первого триместра

беременности, вызванных обострением ЦМВ инфекцией.

Впервые показано, что у женщин с обострением ЦМВ инфекции в первом

триместре беременности, в отличие от латентного течения заболевания,

усиление провоспалительного действия TNF-α и IL-1β приводит к

формированию недостаточности ангиогенной регуляции эмбриохориального

комплекса, характеризующейся одновременным увеличением содержания sFlt-

1
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1 и снижением факторов роста VEGF-А и PlGF в экстрактах ворсинчатого

хориона. Выявлена связь обострения ЦМВ инфекции с изменчивостью

показателей про-/антиангиогенных факторов в периферической крови у

женщин в первом триместре беременности.

Впервые выявлена связь обострения ЦМВ инфекции в первом триместре

беременности с уменьшением содержания в экстрактах ворсинчатого хориона

ММР-9 и повышением уровня тканевого ингибитора TIMP-1, вызывающих

нарушение инвазии цитотрофобласта. Латентное течение заболевания

характеризуется компенсаторным повышением уровня ММР-9 в экстрактах

ворсинчатого хориона при отсутствии изменений TIMP-1, определяющих

активность инвазии цитотрофобласта и формирование эмбриохориального

комплекса.

Морфологическими критериями самопроизвольного выкидыша,

ассоциированным с обострением ЦМВ инфекцией, являются признаки

локальной воспалительной реакции (инфильтрация, отек, фибриноидный

некроз), определяющие задержку ремоделирования сосудов матки, инвазии

цитотрофобласта, формирования и дифференцировки ворсин хориона.

Выявлена связь низкой активности цитокератина 8 и нарушения инвазивной

способности цитотрофобласта у женщин с обострением ЦМВ инфекции в

первом триместре беременности.

В результате проведенного исследования с использованием

многофакторного пошагового дискриминантного анализа продемонстрирована

возможность использования определения TNF-α, NF-kB и sFlt-1 в комплексном

диагностическом мониторинге беременных с обострением ЦМВ инфекции для

выделения групп риска по развитию самопроизвольного выкидыша.

Научная новизна диссертационного исследования подтверждена

патентами на изобретения РФ (№ 2751965, № 2762485, № 2782111).

Теоретическая и практическая значимость работы

1
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Теоретическая значимость работы заключается в том, что получены новые

данные, расширяющие представления о роли обострения ЦМВ инфекции в

первом триместре беременности в нарушении инвазии цитотрофобласта и

формировании эмбриохориального комплекса, определяющим гибель

эмбриона и развитие самопроизвольного выкидыша.

Практическую значимость имеют разработанные способ прогнозирования

угрозы прерывания беременности (патент РФ № 2751965), способ

прогнозирования угрозы выкидыша (патент РФ № 2762485) и способ оценки

нарушения инвазии трофобласта (патент РФ №2782111).

Материалы диссертационного исследования внедрены в практику работы

научных подразделений и отделений клиники Федерального государственного

бюджетного научного учреждения «Дальневосточный научный центр

физиологии и патологии дыхания» (акт внедрения от 27 апреля 2023 г.), в

учебный процесс Федерального государственного бюджетного учреждения

высшего образования «Амурская государственная медицинская академия»

Минздрава России: в лекционный курс и практические занятия на кафедрах

физиологии и патофизиологии (акт внедрения от 28 апреля 2023 г.),

акушерства и гинекологии (акт внедрения от 28 апреля 2023 г.).

Методология и методы работы

В период с 2018 по 2020 годы проведено исследование «Случай-

контроль» 193 женщин в первом триместре беременности.

Диссертационное исследование включало оформление и анализ

тематических карт, современные биохимические, гистологические,

гистохимические и иммуногистохимические методы исследования цитокинов,

гормональных, ростовых и транскрипционных факторов и их сигнальных

путей, протеолитических и инвазивных процессов.

В настоящей работе использованы методы статистического анализа

значимости различий исследуемых показателей, их множественных

1
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корреляций, многофакторный дискриминантный анализ, ROC-анализ, расчет

относительных рисков.

Положения, выносимые на защиту

1. Дисбаланс продукции про-/противовоспалительных цитокинов и

половых гормонов, индукция провоспалительного сигналинга у женщин с

ЦМВ инфекцией в первом триместре беременности, вызывают развитие

воспаления и эмбриохориальной недостаточности.

2. Развитие локального воспалительного ответа у женщин с

обострением ЦМВ инфекции в первом триместре беременности приводит к

нарушению ангиогенной регуляции и инвазивной способности

цитотрофобласта.

3. Разработаны биохимические предикторы нарушения формирования

эмбриохориального комплекса и их пороговые значения, вошедшие в

прогностическую модель развития самопроизвольного выкидыша при

обострении ЦМВ инфекции.

Степень достоверности и апробация результатов

Объективность и достоверность полученных результатов исследования

обеспечена достаточным количеством исследуемого материала,

однородностью выборки и адекватностью выбора современных

биохимических, гистологических, гистохимических и

иммуногистохимических и статистических методов анализа.

Основные материалы и положения работы были представлены на

Международной научной конференции «Системный анализ в медицине»

(Благовещенск, 2018; 2020; 2021); научной конференции «Молодые ученые –

науке» (Благовещенск, 2019, 2020); VIII Съезде врачей-пульмонологов Сибири

и Дальнего Востока (Благовещенск, 2019); IX Съезде врачей-пульмонологов

Сибири и Дальнего Востока (Благовещенск, 2021); VIII межрегиональной

научной конференции «Дискуссионные вопросы акушерства и гинекологии»,
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(Благовещенск, 2021 г.), X Съезде врачей-пульмонологов Сибири и Дальнего

Востока (Благовещенск, 2023).

Внедрение

Результаты ᱸ˓˔ˎ˴   ᱹ˓˔ˎ˴  диссертационного ᱸ˓˔ˎ˴   ᱹ˓˔ˎ˴  исследования ᱸ˓˔ˎ˴   ᱹ˓˔ˎ˴  внедрены ᱸ˓˔ˎ˴   ᱹ˓˔ˎ˴  в научно-

практическую ᱸ˓˔ˎ˴   ᱹ˓˔ˎ˴  деятельность ᱸ˓˔ˎ˴   ᱹ˓˔ˎ˴  профильных ᱸ˓˔ˎ˴   ᱹ˓˔ˎ˴  структурных ᱸ˓˔ˎ˴   ᱹ˓˔ˎ˴  отделений ᱸ˓˔ˎ˴   ᱹ˓˔ˎ˴ 

Федерального государственного бюджетного научного учреждения

«Дальневосточный научный центр физиологии и патологии дыхания»

(г. Благовещенск), в ᱸ˓˔ˎ˴   ᱹ˓˔ˎ˴  учебный процесс Федерального государственного

бюджетного образовательного учреждения высшего образования «Амурская

государственная медицинская академия» Министерства здравоохранения

Российской Федерации (г. Благовещенск ᱸ˓˔ˎ˴   ᱹ˓˔ˎ˴ ): лекционный курс ᱸ˓˔ˎ˴   ᱹ˓˔ˎ˴  и практические

занятия ᱸ˓˔ˎ˴   ᱹ˓˔ˎ˴  на кафедрах  ᱸ˓˔ˎ˴   ᱹ˓˔ˎ˴ физиологии и  ᱸ˓˔ˎ˴   ᱹ˓˔ˎ˴ патофизиологии,  ᱸ˓˔ˎ˴   ᱹ˓˔ˎ˴ а также  ᱸ˓˔ˎ˴   ᱹ˓˔ˎ˴ акушерства и

гинекологии.

На ᱸ˓˔ˎ˴   ᱹ˓˔ˎ˴   ᱸ˓˔ˎ˴   ᱹ˓˔ˎ˴ основании результатов исследования ᱸ˓˔ˎ˴   ᱹ˓˔ˎ˴   ᱸ˓˔ˎ˴   ᱹ˓˔ˎ˴ были разработаны и внедрены  ᱸ˓˔ˎ˴   ᱹ˓˔ˎ˴ в ᱸ˓˔ˎ˴   ᱹ˓˔ˎ˴ 

клиническую  ᱸ˓˔ˎ˴   ᱹ˓˔ˎ˴ практику  ᱸ˓˔ˎ˴   ᱹ˓˔ˎ˴ способ прогнозирования угрозы прерывания

беременности (патент РФ №2751965), способ прогнозирования угрозы

выкидыша (патент РФ №2762485) и способ оценки нарушения инвазии

трофобласта (патент РФ №2782111).

Личное участие автора

Личный вклад соискателя заключается в выполнении основного объема

теоретических данных (подбор и анализ научной литературы), участии в

сборе, обработке и интерпретации полученных данных, оформлении

результатов исследования в виде публикаций, презентации данных на

конференциях, оформлении текста диссертации.

Автор выражает глубокую признательность Довжиковой Инне

Викторовне, доктору биологических наук, ведущему научному сотруднику

лаборатории механизмов этиопатогенеза и восстановительных процессов

дыхательной системы при неспецифических заболеваниях легких, Кутеповой
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Ольге Леонидовне, кандидату медицинских наук, младшему научному

сотруднику лаборатории молекулярных и трансляционных исследований

Федерального государственного бюджетного научного учреждения

«Дальневосточный научный центр физиологии и патологии дыхания» за

помощь в проведении гистологических и иммуногистохимических

исследований.

Публикации

По материалам диссертационного исследования опубликовано 18

печатных работ, в числе которых 3 в журналах, рекомендованных ВАК

Министерства науки и высшего образования РФ для публикации основных

научных результатов диссертаций на соискание ученых степеней, 5

публикаций в журналах, индексируемых в базах данных Scopus и Web of

Science; 1 монография, 3 патента РФ на изобретение, 2 методических пособия.

Структура и объем диссертации

Диссертация изложена на 155 страницах машинописного текста и состоит

из введения, обзора литературы, описания объектов и методов исследования, 4

глав собственных исследований, главы обсуждение, выводов, практических

рекомендаций, списка сокращений, списка литературы, включающего 339

источников, из них 151 – зарубежных.

18

18

1

47 10

82

9



14

ГЛАВА 1. ПРОЦЕСС ИНВАЗИИ ТРОФОБЛАСТА И АССОЦИАЦИЯ

НАРУШЕНИЙ С ПАТОЛОГИЧЕСКИМ ТЕЧЕНИЕМ БЕРЕМЕННОСТИ

(ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ)

1.1. Цитомегаловирусная инфекция и беременность: современное

состояние вопроса

Среди современных проблем, вызывающих тревогу общественности,

остается проблема высокой распространенности ЦМВ инфекции, как среди

населения в целом, так и среди самых незащищенных его слоев – у

беременных женщин и новорожденных детей [6, 185, 219, 203].

Согласно результатам эпидемиологических исследований, в мире около

90% женщин детородного возраста и 0,5-2,5% детей раннего возраста

страдают ЦМВ инфекцией [53, 121, 222, 234]. Примерно 87% беременных

женщин в России [13, 178, 182] и более 80% в США являются

серопозитивными в отношении ЦМВ [13, 230]. Частота обнаружения антител к

ЦМВ варьирует от 40% до 90% [38]. Первичная или активная латентная ЦМВ

инфекция в период беременности повышает потенциальную опасность

трансплацентарной трансмиссии. Решающим фактором для этого является

выраженная и длительная вирусемия, которая возникает в условиях снижения

иммунореактивности организма [117, 189, 268, 300].

На основании научных исследований установлено, что ЦМВ инфекция –

это заболевание, которое вызывает ДНК-содержащий антропонозный вирус

Cytomegalovirus hominis семейства Herpesviridae. Она относится к числу

оппортунистических инфекций. У иммунокомпетентных лиц данное

заболевание протекает без клинических проявлений. Среди причин так

называемой иммунодепрессии, способствующих реактивации и

распространению ЦМВ инфекции, беременность занимает главенствующее

место, что и предопределяет особый интерес к проблеме ЦМВ инфекции в

период гестации [121, 122].
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Следовательно, беременность способствует повышению риска заражения

и реактивации ЦМВ. Аналогичная ситуация может быть у внутриутробного

плода и новорожденного. В связи с несовершенством иммунитета возможна

передача ЦМВ от инфицированной матери и длительная его присутствие в

организме.

Цитомегаловирус, проникая в организм, проявляет широкий клеточный

тропизм к большинству тканей и органов, в которых вирус вызывает

заболевание [13].

В подавляющем большинстве случаев ЦМВ инфекция протекает

бессимптомно, однако иногда у женщин возможно появления клинических

симптомов острого респираторного заболевания, часто наблюдается клиника

сходная с инфекционным мононуклеозом: слабость, утомляемость,

субфебрильная температура, боль в горле, увеличение миндалин,

лимфаденопатия, воспаление глотки и небные петехии [96, 111, 121, 122].

Согласно результатам исследований, ЦМВ инфекция в период гестации

может наблюдаться как в латентной, так и в бессимптомной формах [76]. При

этом необходим серологический скрининг на основе тестов IgM, IgG и

авидности для женщин из групп риска, так как первичная инфекция или ее

реактивация сопровождается трансплацентарной передачей ЦМВ от

инфицированной матери к развивающемуся плоду с дальнейшими

негативными исходами беременности, включая самопроизвольный аборт,

внутриутробную гибель плода, нарушения роста, преждевременные роды,

изменение объема амниотической жидкости, врожденную инфекцию и

различные осложнения у выживших новорожденных [123, 201, 212, 312].

Как и другие герпесвирусы, ЦМВ переходит в латентное состояние после

острой инфекции и впоследствии может реактивироваться. При первичном

инфицировании матери риск передачи инфекции плоду составляет около

40%. Напротив, риск передачи плоду после реактивации составляет <0,05%, но

вызывает большинство клинических проявлений заболевания.
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Во многих исследованиях изучалась роль адаптивной и врожденной

иммунной системы при ЦМВ инфекции. Исследования, изучающие роль Т-

клеток при вирусной инфекции на границе между матерью и плодом,

демонстрировали более низкое количество Т-клеток и более низкий ответ у

матерей, которые вертикально передали ЦМВ своему потомству, по сравнению

с инфицированными матерями, которые не передавали данную инфекцию, что

потенциально предполагает активную роль Т-клеток при вертикальной

передаче ЦМВ [49].

Цитомегаловирус способен преодолевать плацентарный барьер и

поражать плод в различные сроки беременности [88, 254, 294]. Существует

определенная зависимость между степенью неблагоприятного воздействия

ЦМВ на плод и сроком беременности. Так, например, при инфицировании

плода на ранних сроках, существует большая вероятность самопроизвольного

выкидыша или аномалий развития ребенка [124, 142, 244, 279], тогда как при

инфицировании в более поздние сроки, пороков развития плода не

наблюдается, но довольно часто возникает многоводие, отмечаются

преждевременные роды [198, 202] и так называемая «врожденная

цитомегалия» новорожденного [148, 149, 228].

Врожденная ЦМВ инфекция является наиболее распространенной

негенетической причиной потери слуха у детей. Для раннего периода

инфицирования характерно поражение нервной системы [176, 225, 293],

желудочно-кишечного тракта [139] и органов дыхания новорожденных детей

[129]. Интерстициальную пневмонию относят к редким проявлениям

врожденной ЦМВ инфекция. Ее наличие у младенца свидетельствует о

тяжелом течении заболевания и неблагоприятном прогнозе для жизни

новорожденного. Поражение органов дыхания при ЦМВ инфекции более

вероятно у детей старше одного месяца, которые инфицируются во время

родов или в раннем постнатальном периоде [183, 200, 204].

Внутриутробное инфицирование плода и новорожденного ЦМВ

происходит во время беременности или в родах, и его источником является



17

мать. При этом риск передачи ЦМВ от матери к ребенку варьирует в широком

диапазоне [94, 178, 226, 281].

Механизмы вертикальной передачи ЦМВ могут быть либо

трансплацентарными во время беременности, либо трансвагинальными во

время родов; кроме того, есть доказательства передачи инфекции через

грудное молоко [13, 93, 96]. Трансплацентарная передача ЦМВ инфекции во

время беременности составляет около 20–70% при первичных материнских

инфекциях, в то время как риск передачи/заболевания ниже 1–1,5% при

рецидивирующей инфекции. Передача может происходить на протяжении

всего периода беременности, но в основном в первом триместре, вступая в

контакт с биологическими жидкостями (такими как слюна, моча, кровь и

выделения из половых органов) инфицированного человека. Следует указать о

том, что 50% внутриутробного инфицирования приходится на

трансплацентарную передачу, либо путем восходящей инфекции из шейки

матки [96, 228, 271].

Передача ЦМВ через грудное молоко, безусловно, является наиболее

распространенным способом передачи инфекции от матери ребенку [13, 96].

75% новорожденных инфицируются через грудное молоко, причиной этого

является высокая частота реактивации ЦМВ инфекция в период лактации [250,

330].

На основании научных исследований установлено, что в первом

триместре беременности риск передачи ЦМВ плоду оценивается примерно в

35%, тогда как к концу третьего триместра этот показатель может варьировать

примерно от 40% до 75%. При этом частота и тяжесть клинических

осложнений у младенцев диагностируются в большей степени при выявлении

активной ЦМВ инфекции у матери на ранних сроках, по отношению с

обнаружением инфекции на более поздних сроках: во втором и третьем

триместрах, соответственно: 32% и 15% [196, 215].

Наибольший риск для формирования тяжелых форм заболевания и

внутриутробного инфицирования плода представляет первичная инфекция на
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ранних сроках беременности. Первичной считается ЦМВ инфекция, если

инфицирование ЦМВ и развитие инфекционного процесса наблюдается у

ранее серонегативных пациентов [24, 322].

Последствия инфекций во время беременности включают тератогенные

эффекты, вызывающие врожденные аномалии; задержку роста,

мертворождение, выкидыш и неонатальную смерть; недоношенность;

материнскую заболеваемость [157, 190, 192, 211].

Первичное инфицирование и вертикальная передача ЦМВ является одной

из ведущих причин врожденной сенсоневральной тугоухости с частотой

встречаемости 24% в первом триместре и 2,5% во второй половине

беременности [64, 76, 216, 217].

Помимо этого, внутриутробная ЦМВ инфекция плода в первом или

втором триместре может вызывать сложные постэнцефалитные нарушения

головного мозга новорожденного ребенка [64, 80, 96, 150], которые в

дальнейшем могут стать причиной моторной и умственной отсталости [55,

339], развитием церебрального паралича и эпилепсии [73, 96, 120, 288],

дефектов сетчатки и прогрессирующей потере слуха [186, 299, 253, 337].

Поражение головного мозга, вызванное врожденной ЦМВ инфекцией, может

быть результатом неконтролируемой репликации вируса,

иммуноопосредованного повреждения цитотоксическими CD8(+) Т-

лимфоцитами, а при наличии плацентарной недостаточности – гипоксией

плода [96, 104, 339].

Летальный исход младенцев при тяжелой форме врожденной ЦМВ

инфекции отмечается в 20-30%. При рождении у 13% новорожденных с ЦМВ

симптомы проявляются в основном задержкой роста, микроцефалией,

вентрикуломегалией, хориоретинитом, анемией, гепатитом, тромбоцитопенией

и пурпурной кожной сыпью [24, 72].

Основным механизмом данных патологий является патогенное влияние

ЦМВ на систему «мать-плацента-плод».

12
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Вирус реплицируется в децидуальной оболочке, инвазивных

цитотрофобластах, нарушает сосудистую сеть матки и цитотрофобласты

ворсинок, лежащие в основе синцитиотрофобластов, затем достигает

кровеносных сосудов в ядре ворсинок. Репликация вируса, фиброз и отек

приводят к гипоксии внутриутробной среды и высвобождению цитокинов.

Очаговая инфекция сосудов матки может нарушить ремоделирование

цитотрофобластами артериол и уменьшить приток материнской крови к

развивающейся плаценте, способствуя развитию гипоксии [121, 174, 246].

Ранние сообщения о ЦМВ инфицированных плацентах описывают сосуды

в ворсинах хориона, которые демонстрируют уменьшение размера просвета,

потерю клеточных элементов, фиброз и кальцификацию [31, 103, 105, 274].

Поражение эндотелиоцитов ЦМВ является причиной разрушения сосудов

плода. Ворсинки становятся бессосудистыми и фиброзными [11, 83, 98].

Плацентарная патология возникает преимущественно при первичной

материнской инфекции с передачей вируса и включает, кроме бессосудистых

ворсин, образование синтициальных узелков на поверхности

синцитиотрофобласта и отек [85, 123].

Следует указать о том, что на фоне развившегося васкулита и тромбозов

при ЦМВ инфекции, в плаценте выявляются нарушения кровотока, а также

различные иммунопатологические процессы с образованием циркулирующих

иммунных комплексов [10, 32, 33, 105]. Наблюдается дифференцировка

эндотелиальных клеток в маточных сосудах, повышается сопротивление в

артерии пуповины, способствуя нарушению кровотока и оксигенации плода, а,

следовательно, развитию внутриутробной гипоксии, фетоплацентарной

недостаточности, преэклампсии [7, 15, 122, 147].

Заслуживают внимания исследования плаценты, при которых в условиях

ЦМВ инфекции наблюдалась реакция продуктивного воспаления в ее

материнском и фетальном компонентах. Высокая экспрессия ЦМВ выявлялась

в амниоцитах, синтициальных трофобластах и сосудистом эндотелии. В
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базальной мембране отмечалось наличие большого количества мононуклеаров

с гиперхромными ядрами с базофильными включениями [256].

Цитомегаловирус особенно поражает амниотические мембраны [210],

нарушает цитотрофобласт-индуцированный лимфогенез и ремоделирование

сосудов в плаценте, препятствует правильному развитию клеток-

предшественников трофобласта, тем самым нарушает ранние стадии развития

ворсинок плаценты, что является причиной развития гипоксии и задержки

роста плода [75, 233, 289].

Угрозу развития внутриутробной гипоксии плода в условиях обострения

ЦМВ инфекции авторы связывают с супрессией энзимов энергетического

обмена [85], высокой апоптотической гибелью клеток синцитиотрофобласта,

где происходит синтез стероидных гормонов [84]. Отмечается нарушения

гормонального баланса (снижение эстриола, эстрадиола, прогестерона,

плацентарного лактогена) коррелирующего с уменьшением содержания

холестерола, который является неотъемлемым компонентом клеточных

мембран, предшественником синтеза гормонов [23, 127, 133]. Наблюдаются

нарушения липидного метаболизма, фосфолипидов, являющихся субстратом

синтеза холестерола, уменьшение которого служит фактором нарушения

стероидогенеза и способствует развитию гормонального дисбаланса [60].

В научной литературе приводятся сведения о том, что при ЦМВ инфекции

наблюдается активация процессов перекисного окисления липидов (ПОЛ) с

накоплением вторичных продуктов (малоновый диальдегид) [5, 20, 58, 59],

оказывающих негативное действие на ферментативные системы,

морфологические изменения эритроцитов [22, 56], инициацию процесса

запрограммированной гибели клеток в плаценте [19]. Негативное влияние

активных форм кислорода проявляется в увеличение содержания TNF-α в

организме беременной, результатом чего являются деструктивные и

воспалительные процессы в тканях, вплоть до развития эндогенной

интоксикации [43]. Высокая активность процессов ПОЛ ассоциированна с

нарушением стабильности мембраны эритроцита за счет активации ферментов

2
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фосфолипазы А2 и циклооксигеназы, высокой концентрации медиаторов

воспаления, арахидоновой кислоты и ее производных, способствующих

повреждению эндотелия сосудов пуповины [43, 57, 59].

Таким образом, резюмируя вышеизложенное, необходимо отметить, что

осложнение беременности ЦМВ инфекцией отрицательно влияет на течение

гестационного периода, родов, а также на перинатальный исход, при этом вид

осложнений и их частота зависит от формы, стадии ЦМВ инфекции.

1.2. Процесс инвазии трофобласта (имплантация, первая волна

инвазии трофобласта и формирования плаценты)

1.2.1. Первая волна инвазии трофобласта

Имплантация представляет собой сложный процесс развития, который

включает тесные «перекрестные контакты» между эмбрионом и маткой [259,

287, 316]. Синхронное развитие эмбриона до стадии бластоцисты и

дифференцировка матки до рецептивного состояния имеют важное значение

для этого процесса. Успешное выполнение мероприятий по имплантации

предполагает участие стероидных гормонов, факторов роста, цитокинов,

факторов транскрипции, липидных медиаторов, а также регуляцию

различными межмолекулярно-межклеточными взаимодействиями. Успех

имплантации во многом зависит от готовности эндометрия (слизистой матки) к

имплантации и качества самого эмбриона. Причем наиболее важная роль в

наступлении беременности отводится эндометрию [155,184, 235, 265].

По результатам научных исследований установлено, что после

оплодотворения и формирования зиготы в периоде бластогенеза в ходе

дробления бластомеров образуется морула. Ориентировочно на стадии 58

бластомеров внутри морулы появляется жидкость, образуется полость

(бластоцель) и зародыш превращается в бластоцисту, в которой различают

наружный слой клеток: трофобласт, дающий начало плаценте и оболочкам
34
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зародыша, и внутреннюю массу клеток: эмбриобласт, из которого в

дальнейшем образуется плод. Формирование бластоцисты зависит от

клеточных свойств, которые могут изменять архитектуру ткани. Это включает

в себя рост, деление и смерть клеток; клеточные деформации и перестройки в

результате клеточной адгезии, сокращений, выпячиваний и перекачивания

жидкости [3, 68].

Процесс имплантации начинается к концу первой недели [259] и состоит

из двух последовательных этапов: адгезии и инвазии. Адгезия

цитотрофобласта к клеткам эндометрия осуществляется с помощью

адгезивных молекул (фибронектин, интегрины, ламинин). Бластоциста

прикрепляется ближе ко дню матки эмбриональным полюсом. По данным

морфологических исследований с 16-18 дня после имплантации плодного яйца

наблюдается процесс цитотрофобластической инвазии, который наиболее

выражен с появлением клеток внутрисосудистого цитотрофобласта в просвете

спиральных артерий на 5-6 неделе, так называемая первая волна инвазии

трофобласта [99, 100, 118, 119].

На начальных этапах процесса инвазии клетки трофобласта приобретают

инвазивный фенотип, происходит подавление интегрина α 6 β 4 и повышение

регуляции интегрина α5 и β1 [14, 109].

Инвазивная способность трофобласта требует экспрессии и активности

различных внеклеточных протеаз как в децидуальной ткани, так и ткани

синцитиотрофобласта. Инвазивные клетки трофобласта и децидуальной

оболочки широко экспрессируют медиаторы протеолиза такие как: MMP, А-

дезинтегрин и катепсины [4, 214]. Кроме медиаторов протеолиза большое

значение в процессе инвазии трофобласта имеют TIMPs, ингибирующие

активность MMP во внеклеточном пространстве. Так же установлена роль

хемокинов и цитокинов в процессе инвазии трофобласта, опосредующих

молекулярно-клеточную взаимосвязь между децидуальной оболочкой и

развивающимся плодом [100, 321]. Более подробно о данных регуляторах

процесса инвазии будет рассмотрено ниже.
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Следовательно, дальнейшая инвазия происходит за счет

протеолитических и гидролитических процессов. Последовательно лизируется

эпителий, собственная пластинка. Следует отметить, что в разрушении

эпителия участвуют также собственные лизосомы, которые помимо внедрения

зародыша, перестраивают кровеносную систему матери так, чтобы она

омывала кровеносную систему плода. Имплантация занимает около 40 часов.

За этот период зародыш полностью погружается в слизистую оболочку матки.

К 8-9 дню после оплодотворения образуются лакуны – будущее

межворсинчатое пространство. Участки с лизированным и частично

деформированным эпителием закупориваются смесью, состоящей из крови,

фибрина и остатков ткани. Данная структура получила название

имплантационный коагулянт [173].

Примерно на 10-12 день после зачатия начинается развитие и морфогенез

плацентарных ворсинок. Плацентарные ворсинчатые деревья представляют

собой основные функциональные единицы плаценты, поэтому их адекватное

формирование имеет решающее значение для развития здорового плода.

Ранняя фаза формирования ворсинок начинается через 12–18 дней после

зачатия и продолжается до 28 дня, после чего следует фаза ворсинок, которая

длится до конца беременности. При раннем формировании плацентарных

ворсин, т.е. в лакунарной фазе развития плаценты, в результате

дифференцировки ворсинчатого трофобласта образуются два слоя, состоящие

из наружного ворсинчатого синцитиотрофобласта и нижележащих,

пролиферирующих ворсинчатых цитотрофобластов. Примерно на 14-й день

клетки экстраэмбриональной мезодермы, происходящие от эмбриона,

образуют дополнительный клеточный слой под примитивным

цитотрофобластом, который позже разовьется во внутреннее стромальное ядро

ворсинок плаценты. При этом цитотрофобласты начинают внедряться в

синцитиальные трабекулы, образуя пальцевидные выросты, заполненные

мононуклеарными цитотрофобластами, окруженными слоем многоядерных

синцитиотрофобластов. Это образование также известно, как прорастание
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трофобласта, и структура представляет собой первичные ворсинки, состоящие

только из ворсинчатого трофобласта. Впоследствии внезародышевая

мезодерма следует за цитотрофобластами и проникает в первичные ворсинки.

Мезенхимальные клетки вытесняют ядро цитотрофобласта, превращая их во

вторичные ворсинки. Вторичные ворсинки состоят из двух слоев трофобласта

(внешний синцитиотрофобласт, внутренний цитотрофобласт), заполненных

мезенхимальным ядром [51, 99, 146, 158].

Далее из ворсинчатого хориона формируется плодная часть плаценты:

хориальная пластинка и ворсинки. На остальной площади ворсинки

редуцируются, хорион становится гладким, однако на его отдельных участках

можно наблюдать остатки редуцированных ворсинчатых образований [68].

С третьей недели внутриутробного развития последовательно

наблюдается два важных процесса в развитии плаценты: васкулогенез и

ангиогенез [319, 324]. В начале на 17-19 день трофобласт достигает

материнских эндометриальных артерий, а именно, их спиральных артерий. С

их разрушением и вскрытием устанавливается маточно-плацентарное

кровообращение. Васкулогенез посредством образования кровеносных

сосудов в мезенхиме вторичных ворсинок начинается на 18-20 день, что

ремоделирует их в третичные ворсинки. Эта ранняя фаза васкулогенеза

происходит независимо от развития сосудов и клеток крови у эмбриона. В

основном все третичные ворсинки будут васкуляризированы к концу первого

триместра. Формирование новых ворсин и, следовательно, непрерывный рост

ворсинчатого дерева продолжается до конца беременности [4, 97, 153, 159].

Третичная ворсина – праматерь всех последующих генераций ворсин

хориона. По мере роста и удлинения третичные ворсины проходят процесс

дифференцировки вначале в незрелые промежуточные, далее в стволовые

ворсинки. На поверхности мезенхимальных и незрелых ворсин образуются

трофобластические почки, которые дают начало новых генераций отростков и

ветвей ворсин. Деление ворсин хориона происходит дихотомически [68].
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Следовательно, к концу третьей, началу четвертой недели гестации

большинство ворсин содержат кровеносные сосуды; сформировано

ворсинчатое дерево, представленное стволовыми, промежуточными

незрелыми и мезенхимальными ворсинами; мезенхима стромы ворсинок

дифференцирована с образованием ретикулярных волокон,

фибробластических клеток и клеток Кащенко-Гоуфбауэра [9, 26, 68, 187].

Четвертая неделя эмбриогенеза напрямую связана с притоком

материнской крови к развивающемуся плоду, за счет активности

вневорсинчатого цитотрофобласта. Благодаря якорным ворсинам трофобласт

закрепляется на эндометрии. Трофобластические клетки пролиферируют,

осуществляют выработку ферментов и разрушают ткани эндометрия. В

результате чего наблюдается вскрытие спиральных артерий эндометрия,

устанавливается маточно-плацентарный кровоток. Данный процесс

осуществляется в два периода: с четвертую по шестую недели, и с восьмой по

двенадцатую недели внутриутробного развития.

По окончании четвертой недели гестации синцитиотрофобласт замещает

цитотрофобласт. Благодаря субмикроскопическим пространствам между

синцитием и клеточным трофобластом осуществляется обмен питательными

веществами и гормонами между клетками цитотрофобласта и средой. На

момент шестой недели беременности синцитиотрофобласт должен занимать

2/3 эпителиального пласта ворсинок [3, 173, 181].

Как показывают исследования, инициация, созревание и поддержание

плацентарной сосудистой сети в достаточной мере зависит от адекватного

функционирования факторов, обеспечивающих пролиферацию клеток

эндотелия и их жизнеспособность. Тогда как, с другой стороны, апоптоз

(запрограммированная гибель клеток), является важным признаком

нормального развития сосудистой сети путем секреции ангиогенных факторов

и ремоделирования материнских спиральных артерий [9, 26, 52, 324].

Кровеносные сосуды снабжают все клетки и ткани кислородом, который

необходим для их функционирования, процессов развития и гомеостаза.

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/homeostasis
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Быстро делящиеся клетки увеличивают потребность в кислороде из-за

усиленного метаболизма, что приводит к локальной гипоксии, которая

является основным регулятором неоангиогенеза за счет активации HIF-1α,

высококонсервативного фактора транскрипции, регулирующего ряд

проангиогенных генов, включая VEGF, ангиопоэтин-1, -2, тромбоцитарный

фактор роста, основной фактор роста фибробластов и моноцитарный

хемоаттрактантный белок-1. Стимуляция HIF-пути индуцирует локальный

ангиогенез, обеспечивая тем самым как кратковременную, так и

долговременную адаптацию к гипоксии [308].

Различные стадии морфогенеза сосудистой сети регулируются

разнообразными ростовыми факторами. Наиболее важными факторами,

индуцирующими ангиогенез, являются VEGF и основной фактор роста

фибробластов [249, 258, 261]. Сосудистый эндотелиальный фактор роста

индуцирует оксид азота и увеличивает проницаемость ранее существовавших

сосудов, вызывая вазодилатацию. Помимо этого, VEGF также стимулирует

подвижность и пролиферацию эндотелиальных клеток, тем самым инициируя

процесс прорастания капилляров. Эндотелиальные клетки после миграции в

места повреждения тканей начинают пролиферировать. На следующем этапе

ингибируется пролиферация эндотелиальных клеток и начинается

формирование капилляров. Наконец, ангиогенез заканчивается

рекрутированием периэндотелиальных клеток для построения зрелых сосудов

– перицитов для мелких капилляров и гладкомышечных клеток для крупных

судов [165, 306].

Исследования, проведенные зарубежными авторами, показали, что

высокая концентрация VEGF-А, ангиопоэтина-1 и -2 в тканях плаценты прямо

коррелирует с переходом процесса васкулогенеза к разветвляющемуся

ангиогенезу, а затем и к незарветвляющемуся ангиогенезу [308].

Первая волна инвазии цитотрофобласта способствует расширению и

вскрытию спиральных артерий в межворсинчатое пространство, что

обеспечивает начало и прирост маточно-плацентарного кровотока. К исходу
45
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десятой недели на всей площади decidua basalis образуется система зияющих

маточно-плацентарных артерий с широким просветом и постоянным

кровотоком. Первая волна инвазии трофобласта заканчивается в течение 11-14

недель [3, 173].

1.2.2. Роль апоптоза при инвазии бластоцисты и трофобласта в

стенку матки

Важную роль в процессах развития плаценты играет апоптоз [130, 152].

Апоптоз изучался в плаценте человека как в нормальных физиологических,

так и в патологических условиях. Однако динамика апоптотических событий в

развитии плаценты на разных стадиях остается дискуссионной. По мнению

нескольких исследователей, скорость апоптоза прогрессивно увеличивается во

время нормальной беременности. Так, показано, что уровень апоптоза в

ворсинах плаценты изменяется в течение нормальной беременности, будучи

самым низким в первом триместре, увеличиваясь в третьем и заметно

ускоряясь после 40 недель беременности [231, 266, 282, 331]. Напротив, другие

исследователи показали, что апоптоз преобладает на ранних сроках

беременности, но резко снижается после второго триместра, затем вновь

увеличивается к моменту родов [8, 17]. Инициацию процесса апоптоза в

плацентарной ткани связывают, главным образом, с высокой экспрессией

различных проангиогенных факторов [305] и формированием сосудистого

дерева [152].

Внедрение эмбриона в эндометрий – это процесс, который требует таких

важных событий как: первичный контакт, адгезия/прикрепление, инвазия и

иммунная регуляция, каждое из которых сопряжено с процессом апоптоза.

Изучение молекулярных механизмов программируемой гибели клеток

эндометрия в экспериментальных условиях показало влияние отдельных

бластоцист человека на регуляцию апоптоза в культивируемых эпителиальных

клетках эндометрия человека как в фазах сближения и первичного контакта,
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так и в фазах адгезии имплантации. Авторы сообщают о скоординированной

эмбриональной регуляции апоптоза в эпителиальных клетках эндометрия. В

фазе сближения и первичного контакта присутствие бластоцисты спасает

эпителиальные клетках эндометрия от апоптотической гибели. В тоже время,

когда бластоциста прикрепляется к монослою эпителиальных клеток

эндометрия, она индуцирует паракринную апоптозную реакцию, способствуя

процессу инвазии. Инициация апоптоза в эндометрии на стадии прилипания

бластоцисты происходит по механизму Fas/FasL взаимодействия, вследствии

высокой экспрессии Fas в эндометрии и соответсвенно FasL в трофоэктодерме

[266, 309].

Таким образом, в процессах имплантации и развития плодного яйца

важную роль играет апоптоз. Данные литературы свидетельствуют о

непосредственном участии процесса апоптоза в регуляции роста и инвазии

вневорсинчатого трофобласта, а также в процессах дифференцировки

эпителия ворсин и обновлении ворсинчатого трофобласта [155].

1.3. Роль гормонов, факторов роста, матриксных

металлопротеиназ и ингибиторов иммунных факторов, цитокинов в

процессах инвазии трофобласта и их ассоциация с нарушением течения

беременности

1.3.1. Влияние гормонов на инвазию трофобласта и рост плаценты

Миграция и инвазия трофобластов в спиральные артерии и в ткани матки

являются ключевыми событиями в плацентации. Обычно эти события

контролируются ферментами деградации внеклеточного матрикса,

ангиогенными факторами, молекулами клеточной адгезии и интегринами,

цитокинами, гормонами, интерферонами, факторами транскрипции. Активно

участвуют в данных процессах рецепторы тирозиназы, которые синтезируются

в больших количествах плацентой [36, 131, 136, 240].



29

На данный момент активно исследуется роль гормонов в поддержании

репродуктивного процесса. В первом триместре гестации важную роль играют

гормоны фетоплацентарного комплекса (хорионический гонадотропин

человека – ХГЧ, прогестерон, эстрадиол), участвующие в имплантации

эмбриона [48, 114] и инвазии трофобласта [102, 237, 270].

В настоящее время широко признано, что в течение первого триместра

плацента развивается при низких концентрациях кислорода при отсутствии

значительного материнского кровообращения, условиях, которые, как

ожидается, будут поддерживать васкулогенез и ангиогенез [195]. На начальных

этапах гестации цитотрофобласт синтезирует ХГЧ, который, как показывают

исследования, способствует ангиогенезу путем экспрессии VEGF-A,

стимулируя дифференциацию трофобласта. Далее, уровень экспрессии ХГЧ

уменьшается и остается неизменным вплоть до 34 недели беременности [145,

323]. Хорионический гонадотропин влияет на имплантацию эмбриона с

помощью MMP-2, MMP-9 и TIMР-1 через экспрессию β-1,4-

галактозилтрансферазу I [251].

В своей работе Газиева И.А. соавт. установили, что прерывание

беременности в первом триместре ассоциировано со сниженной продукцией β-

субъединицы ХГЧ и белков, опосредующих иммуномодулирующие,

толерогенные и антгиогенные эффекты: протеина А и трофобластического β-

гликопротеина на фоне повышения проангиогенного VEGF и фактора роста

тромбоцитов (PDGF), при снижении продукции антиангиогенного рецептора

васкулоэндотелиального фактора 1 (sVEGFR1), белок 1, связывающий

инсулиноподобный фактор роста (IGF-BP1) и плацентарный фактор роста

(PIGF) [29].

Прогестерон является еще одним гормоном, контролирующим

инвазивность трофобластических клеток за счет снижения секреции MMP-9

трофобластов, хотя данный эффект зависит от периода гестации.

Прогестерон способствует инвазии вневорсинчатого трофобласта в

децидуальные клетки [45, 334], ингибируя апоптоз [301], подавляя активность
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каспазы-3, а также экспрессии поли(ADP-рибозы), полимеразы (PARP),

экспрессируя большое количество Bcl-2 в этих клетках [41, 229]. С другой

стороны, прогестерон способен активировать в эндометрии синтез большого

количества цитокинов (IL-4, IL-5, IL-10, IL-17, лейкемия-ингибирующий

фактор (LIF), рекомбинантный белок человека (M-CSF)), регулирующих

процессы инвазии трофобласта [165], а также такого аминопептида, как

кисспептин, kisspeptin (KISS1) [30, 164].

По данным Лысовой А.Н. угроза прерывания беременности и

произошедший выкидыш ассоциировался с уменьшением в сыворотке крови

таких гормонов как: эстрадиол, прогестерон, пролактин на фоне низкого

уровня KISS1, по сравнению с аналогичными показателями здоровых

беременных женщин. Автор делает заключение об участие KISS1 в патогенезе

невынашивания беременности [86]. Также отмечалось снижение концентрации

прогестерона и эстрадиола в крови женщин с замершей беременностью,

самопроизвольным абортом [28], в плаценте при ЦМВ инфекции [23, 82, 107,

108].

1.3.2. Роль факторов роста в процессах инвазии трофобласта и их

ассоциация с патологическим течением беременности

Гармоничное развитие плаценты зависит также от содружественного

взаимодействия сосудистых факторов роста и их рецепторов. Данные

белковые соединения, представлены VEGF, PIGF и их рецепторами (VEGFR1,

VEGFR2, VEGFR3) [1, 16, 36, 240]. При физиологической беременности

VEGF, PIGF и их рецепторы осуществляют контроль выработки большого

количества белков и гормонов в трофобласте [47, 136], активацию ангиогенеза

в органах репродуктивной системы женщины [126], стимулируют

пролиферацию трофобласта и повышают его устойчивость к цитотоксичности

NK-клеток [27, 46]. Однако плацента продуцирует в норме большее

количество PIGF, чем VEGF [36]. Наличие данных двух аналогичных
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молекулярных форм предполагает различную физиологическую роль в

развитии и дифференцировке плаценты. Растворимые изоформы VEGFR1,

VEGFR2 могут осуществлять регуляцию активности PIGF и VEGF, что

подтверждает факт вовлечения сосудистых факторов роста и их рецепторов в

патогенез развития патологии прикрепления плаценты [36], угрозы выкидыша

[137, 264], синдром задержки роста плода [39], кардиоваскулярной патологии

[62].

Как отмечает Chau K. активность рецепторов к PIGF и VEGFR-1

увеличивается под воздействием аутокринной регуляции в ишемизированных

участках плаценты, тогда как активность рецепторов VEGFR-1, VEGFR-2 в

сосудах ворсинчатого трофобласта увеличивается под контролем паракринной

регуляции [207].

Плацентарный фактор роста способствует развитию и созреванию

плацентарной сосудистой системы, влияет на дифференцировку естественных

клеток-киллеров матки, которые, в свою очередь, опосредуют инвазию

трофобласта в децидульные клетки [207]. Помимо этого, PIGF увеличивает

пролиферацию клеток трофобласта и уменьшает апоптоз, обладает

иммуномодулирующим эффектом [298].

Концентрация PIGF в первом триместре неосложненной беременности

низкая и возрастает, начиная с 11-12 недель, при этом пик подъема

наблюдается на 30 недели, далее концентрация данного фактора уменьшается

[54, 114, 207]. Отмечено, что уровень PIGF снижается в сыворотке крови у

женщин с синдромом задержки роста плода [29], с преждевременными родами

и плацентарной недостаточностью [25, 160, 296], а также в крови и моче у

женщин с преэклампсией, что вероятно, обусловлено сочетанием сниженной

экспрессии PIGF [297] и низкого уровня свободного PIGF из-за связывания с

растворимой fms-подобной тирозиназой (sFlt-1), уровень которой повышен у

женщин данной патологии. Низкий уровень циркулирующего PIGF является

показателем аномальной плацентации [187, 193, 291, 326].
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Данные относительно экспрессии PIGF в плацентарной ткани

противоречивы. Постулируется, что экспрессия снижается из-за постоянной

плацентарной гипоксии, вызванной недоразвитым маточно-плацентарным

кровообращением. Тем не менее, исследования также показали увеличение

[295] или отсутствие изменений экспрессии PIGF в ткани плаценты женщин с

преэклампсией [207].

Таким образом, VEGF и PIGF являются стимуляторами ангиогенеза и

увеличивают проницаемость стенки сосудов внутри плацентарного русла, за

счет аутокринного механизма регулируют дифференцировку, метаболическую

активность и инвазию трофобласта при плацентации [21, 114, 180].

Уже на стадии четырех бластомеров показано присутствие TGFA и

внутриклеточного домена к рецептору эпидермального фактора роста (EGF).

Определенную роль в подготовке эмбриона и эндометрия к имплантации

путем прямого контакта трансмембранной формы TGFA на клетках

эндометрия и рецептором эпидермального фактора роста эмбриона или

эндотелиальных клеток играет эндометриальный TGF-A [69, 90].

Трансформирующий ростовой фактор вовлечен в инвазию, пролиферацию

и дифференцировку клеток трофобласта, стимулирует рост новых сосудов

[329]. Трансформирующий ростовой фактор секретируется клетками

бластоцисты и действует через транскрипционные факторы Smad для

регуляции пролиферации, дифференцировки, миграции и апоптоза клеток.

Smad 7 экспрессируется в цитотрофобласте и ворсинчатом хорионе

синцитиотрофобласта и противодействует передаче сигналов TGF-β/Smad, в

которой он является нижестоящим геном-мишенью, и его экспрессия

указывает на активацию пути передачи сигналов TGF-β/Smad [311]. При

физиологическом течении беременности TGF-β способствует децидуализации

эндометрия, ингибирует пролиферацию, миграцию и инвазию клеток

трофобласта, стимулирует клетки к образованию многоядерных клеток и

регулируют образование и функцию плаценты [291]. На ранних сроках

беременности низкая экспрессия TGF-β1 приводит к недостаточной иммунной
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толерантности у матери и нарушениям эмбриональной имплантации, тогда как

высокая экспрессия TGF-β1 способствует нормальной инвазии клеток

трофобласта в ткань эндометрия, что также инициирует нарушения

эмбриональной имплантации. Пик экспрессии TGF-β1 достигает максимума на

17 и 34 неделях беременности, что совпадает с завершением инвазии

цитотрофобласта в децидуальную и плацентарную сферы через 18 недель и

завершением роста плода на 35 недели беременности [40, 132, 311, 328].

В процессе имплантации, модулировании сосудистых реакций,

регулировании роста миометрия ведущую роль играют протеины

инсулинподобных факторов роста. Плацентой продуцируется

инсулинподобный фактор роста 1 (IGF-1), который осуществляет регуляцию

трансплацентарного переноса питательных субстратов к плоду и тем самым

обеспечивает рост и развитие плода [145], в эпителиальной ткани матки

экспрессируются IGF1 и IGF2. Инсулинподобный фактор роста 1 в плаценте

обладает двойственной активностью: рост-стимулирующей и

инсулинподобной, ускоряет процессы синтеза протеинов и замедляет их

разрушение [87, 158]. Цитокины колония стимулирующий фактор1 (CSF1) и

TGF-β, необходимые для роста и развития трофобласта, пролиферации и

дифференцировки, продуцируют децидуальные стромальные клетки и NK-

клетки [145].

В работах ряда исследователей установлено возрастание содержание IGF1

при нормальном течение беременности с увеличение срока гестации, тогда как

при плацентарной недостаточности и преэклампсии содержание данного

показателя было сниженным [106]. Также отмечена положительная корреляция

IGF1 с размерами плода при рождении [87]. Авторы указывают, что низкое

содержание IGF1 сопряжено с прогрессированием степени задержки роста

плода, отмечают на особую роль данного фактора в формировании размеров

плода.

Максимальные уровни TGF-β, EGF и IGF в плаценте характерны к концу

первого триместра, снижаясь во втором триместре [101], что сочетается с

5

4

5



34

активацией оксидативного стресса. Период с 9 по 23 недели характеризуется

расширением капиллярного слоя плода со значительной экспрессией VEGF-А

и умеренной PlGF. После 25 недели гестации содержания VEGF-А резко

уменьшается [159, 166]. Процесс ангиогенеза длится вплоть до созревания

кровеносных сосудов и сложной сосудистой сети, обеспечивающих рост плода

[195]. При этом в синцитиотрофобласте развивается окислительный стресс

[338]. Наблюдается увеличение экспресии PlGF более чем на 25% в два

периода физиологической беременности: от начала беременности до конца

второго триместра [67], далее на 25 недели происходит уменьшение

экспрессии данного гена [166].

Важно отметить, что VEGF-R2 играет значимую роль в развитии плода,

его инактивация способствует ранней эмбриональной смертности у

экспериментальных животных [91]. Рецептор фактора роста эндотелия сосудов

2 необходим для дифференцировки, пролиферации и проницаемости клеток

эндотелия, споосбствуя миграции эндотелиоцитов через альтернативный путь

PI3K (фосфатидилинозитол-3-киназа)/Akt (протеинкиназа B альфа) [285].

Сосудистый эндотелиальный фактор роста считается наиболее важным

фактором, способствующим дифференцировке мезенхимальных клеток ядра

ворсинок в гемангиобластные стволовые клетки [50]. Его экспрессию

индуцирует TGF-β1 [91, 171].

Крукиер И.И. и др., исследовав содержание VEGF-А и TGF-β в биоптате

плацент у пациентов с плацентарной недостаточностью, установили влияние

продукции данных факторов на формирование перинатального поражения

ЦНС у новорожденных с задержкой внутриутробного роста плода, что

позволило рекомендовать их в качестве информативных тестов ранней

диагностики синдрома задержки роста плода [134].

Полиморфизм TGF-β Arg25Pro связан с патологическим течением

беременности [89, 245]. Передача сигналов рецептора TGF-β1 регулирует

развитие, дифференцировку и эффекторную функцию Т-клеток. Экспрессия

иммуноассоциированной изоформы TGF-β1 абсолютно необходима иммунной
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толерантности клеток трофобласта к отцовским антигенам плода.

Следовательно, TGF-β1 играет важное значение в процессе гестации.

При замершей беременности по данным [36] в ворсинах трофобласта

выявлялась сниженная иммунореактивность VEGF-А и VEGF-R2 в

трофобласте и VEGF-R1 в синцитии, тогда как Траль Т.Г., Толибова Г.Х.

отмечали повышение экспрессии VEGF-А в ворсинках хориона и

децидуальной ткани при данной патологии у женщин на сроке 5-8 недель

[164].

Помимо этого, показана повышенная активность VEGF-А, VEGF-R1 и

сниженная активность PIGF в плацентарной ткани женщин с такими

осложнениями гестационного периода, как угрозой невынашивания

беременности, синдром задержки внутриутробного роста плода и

преэклампсия [167-169, 232].

Повышение уровня VEGF-А в плазме крови женщин ассоциировано с

плацентарной недостаточностью [25, 115], а также с преждевременной

отслойкой плаценты [118]. В других иследованиях показано увеличение

синтеза и экспрессии рецепторов VEGF-А в условиях гипоксии [166, 170].

Однако исследованиями Калиматовой Д.М., Шатуновой Е.П. (2014) у

беременных женщин, перенесших грипп H1N1 во время беременности,

установлено снижение концентрации VEGF в плазме периферической крови

на фоне повышенного содержания эндотелиального рецептора для протеина С

и концентрацией эндотелина-1. При этом отмечалось выраженность

дисбаланса данных факторов с прогрессированием тяжести гриппа [63].

Снижение экспрессии VEGF в эндотелиоцитах и клетках стромы

терминальных ворсин плаценты и связанное с этим уменьшение количества

капилляров в ворсинках было выявлено в плаценте при тромбофилии [116].

В исследованиях Андриевской И.А. и соавт. установлено, что

ингибирование секреции протеина PlGF клетками трофобласта при ЦМВ

инфекции на ранних сроках гестации является одним из патогенетических

механизмов развития невынашивания беременности [124, 157].
12
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В работе Орлова А.В. и соавтр. показано, что снижение экспрессии VEGF

связано со спонтанным выкидышем, вероятно, из-за дефекта фетального и

плацентарного ангиогенеза. Сообщалось о нескольких полиморфизмах гена

VEGF-A, в том числе -2578C/A и -1154G/A (промоторная область), -583T/C

(интрон 6), 5'-нетранслируемая область -634G/C и +963C/T 5'-нетранслируемая

область, связаных с измененной секрецией VEGF-А [113].

В нескольких отчетах исследовалась ассоциация вариантов гена VEGF-A

с измененной секрецией VEGF и риском потерей беременности, но с

неубедительными результатами [197], в том числе отсутствие ассоциации -

634G/C полиморфизма у женщин в первом триместре с невынашиванием

беременности [89].

Зарубежные авторы исследовали однонуклеотидный полиморфизм гена

VEGFA: -2578С/А, -460T/С, -1154G/A, -634G/C, 398G/A, 497G/A, -583T/C, и

936C/T и сообщили о связи VEGFA-583T/C с повышенным риском

спонтанного выкидыша [197]. Низкую ассоциацию полиморфизма гена -

2578C/A с потерей беременности в первом триместре установили и

отечественные исследователи [89]. Этот однонуклеотидный полиморфизм

располагается в промоторной области, аллель -2578А связывают с низким

уровнем экспрессии гена VEGF-A [197].

Таким образом, факторы роста необходимы на всех этапах развития

беременности от имплантации до родов и являются ключевыми участниками в

молекулярной регуляции процессов, связанных с формированием системы

«мать-плацента-плод». Нарушения функционирования белкового продукта

генов факторов роста становится причиной различных осложнений

беременности.

1.3.3. Матриксные металлопротеиназы, ингибиторы иммунных

комплексов и их роль в развитии плаценты при физиологической и

патологической беременности



37

Семейство внеклеточных протеиназ составляют MMP, которые получили

свое название за способность специфически осуществлять гидролиз основных

белков внеклеточного матрикса. Матриксные металлопротеиназы

представляют собой цинкзависимые протеазы, которые играют важную роль в

ремоделировании тканей. MMP включают коллагеназы (MMP-1, MMP -8,

MMP -13), желатиназы (MMP-2, MMP-9), стромелизины (MMP-3, MMP -7,

MMP-10–12), матрилизины, MMP мембранного типа (MMP-14–17) и другие

MMP с различной тканевой экспрессией, распределением и субстратной

специфичностью [45, 141, 333].

Клетками цитотрофобласта экспрессируются различные виды MMP.

Центральное место в деградации составных компонентов базальной мембраны

и матрикса занимают MMP-2 и MMP-9 [44, 333]. При этом MMP-2 и MMP-9 и

их ингибиторы: TIMP-1 и TIMP-2 определяют ход имплантации, плацентации

и инвазивную способность трофобласта в эндометрии [35, 275, 238].

Металлопротеиназы тесно связаны с имплантацией бластоцисты,

образованием плаценты и ремоделированием сосудов. Матриксная

металлопротеиназа 2 и MMP-9 ограничивают скорость ферментов, которые

опосредуют инвазию цитотрофобласта и образование плаценты. Различные

гормоны, факторы роста, цитокины, вырабатываемые плацентой прямо или

косвенно, влияют на систему MMPs/TIMPs, регулирующую инвазию

цитотрофобласта [44, 292]. Трансформирующий ростовой фактор β

индуцирует фибронектин, ингибитор активатора плазминогена и экспрессию

TIMР-1 для ингибирования активации MMPs [208].

В физиологических условиях MMP, TIMР и TGF-β регулируют синтез и

деградацию коллагена IV в цитотрофобласте. Дисрегуляция MMPs/TIMPs и

аномальная инвазия цитотрофобласта вызывают выкидыш, ограничение

внутриутробного развития, гипертонические расстройства во время

беременности [90, 144, 161]. Секреция MMP клетками трофобласта

отрицательно коррелирует с экзогенным уровнем TGF-β1.

86
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Следует указать о MMP-12, которая секретируется трофобластом и

способствует процессам деградации эластина стенок спиралевидных маточных

артерий [262]. Снижение экспрессии мРНК MMP-12 обнаружено у женщин с

преэклампсией в первом триместре беременности [151].

На первых этапах процесса инвазии в цитотрофобласте неинвазивный

фенотип интегринов изменяется на инвазивный. Наблюдается высокая

экспрессия E-кадгерина, VCAM, ICAM, β1-β3-интегринов, PECAM-1. Далее

наблюдается обратное явление, способствующее прекращению

цитотрофобласта «заякориваться» и мигрировать в децидуальную оболочку.

Данное явление может быть неблагоприятным фактором, вызывающим

различные осложнения гестационного процесса [44].

Снижение уровня MMP-2 и MMP-9 установлено в ранние сроки

беременности, осложненной преэклампсией [2], гипертензией [283], при

невынашивании беременности инфекционно-воспалительного генеза [61].

Также отмечается, что генетический полиморфизм -1612 5А/6А MMP-2

ассоциирован с развитием преэклампсии легкой и средней тяжести [112].

Как показывают исследования Liu T. et al. (2015) уровень экспрессии

MMP-2 и MMP-9 снижается в плаценте при ЦМВ инфекции, при

одновременном усилении экспрессии TGF-β1. Помимо этого ЦМВ ингибирует

экспрессию Smad7, что приводит к увеличению TGF-β1, который связывается

с рецепторами клеток трофобласта и осуществляет ингибирование секреции

MMP-2 и MMP-9. Следовательно, аномальная экспрессия TGF-β1 нарушает

баланс между ингибированием и стимуляцией дифференцировки и инвазии

клеток трофобласта, что приводит к чрезмерному подавлению инвазии и

дифференцировки клеток трофобласта, а, следовательно, к поверхностной

имплантации цитотрофобласта, предотвращая образование эндотелиальных

клеток спиральной артерии матки. ЦМВ действует на нескольких этапах

сигнального пути TGF-β1/Smad, препятствуя пролиферации и инвазии

цитотрофобласта, способствуя образованию узких спиральных артерий,

высокому сопротивлению крови, снижению перфузии плацентарной крови и
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обмену веществ, что является причиной неблагоприятного исхода

беременности [311].

Следовательно, влияние протеолитических энзимов наиболее

существенно в период имплантации, который является ключевым и

обусловливает последующее течение беременности.

1.3.4. Влияние цитокинов на функциональное состояние

трофобласта. Цитокины при физиологической и патологической

беременности

На основании научных исследований установлено, что успешная

беременность требует тщательно скоординированного взаимодействия между

матерью и плодом. Иммунные клетки и сигнальные пути цитокинов участвуют

в качестве медиаторов этих коммуникаций, способствуя здоровой

беременности. Тогда как, многие инфекции или воспалительные состояния у

беременных женщин вызывают тяжелые заболевания и пагубно влияют на

развивающийся плод.

При физиологической беременности цитокиновый состав смещается в

сторону иммуносупрессорных Th-2 цитокинов: IL-2, IL-10, TGF-β [154].

Известно, что TNF-α, IL-6, IL-1 экспрессируются в эндотелиальных клетках

сосудов и обладают активностью в отношении их. Имееются данные о

негативном влиянии IL-1β на продолжительность жизни эндотелиальных

клеток и стимуляции процессов ангиогенеза TNF-α при кратковременном

воздействии и в минимальных концентрациях. Однако более длительное

воздействие и/или высокая экспрессия TNF-α способствует торможению

процессов пролиферации и инициирует апоптотическую гибель

эндотелиоцитов с развитием нарушений в микроциркуляторном русле

плаценты [110]. Во время беременности TNF-α влияет на синтез гормонов,

архитектуру плаценты и эмбриональное развитие [325]. Зарубежные

исследователи, обобщив данные по изучению функции TNF-α, подчеркивают



40

его влияние на ингибирование развития эмбриона и плода, регуляцию

продукции VEGF в первом триместре беременности и косвенную модуляцию

проницаемости сосудов плаценты и ангиогенного процесса [290, 324].

Другими провоспалительными цитокинами, которые были изучены in

vitro и отмечены как участвующие в регуляции ангиогенеза, но в

отрицательном смысле, являются интерферон γ (IFN-γ) и IL-12. Интерферон γ,

подавляет рост эпителиальных клеток и образование капилляров. Интерлейкин

12 проявляет антиангиогенные свойства, тем самым подавляя продукцию

VEGF. Интерферон γ и IL-12 являются жизненно важными медиаторами uNK-

клеток, активируя и стимулируя их модулирующую функцию, участвующую в

формировании материнских спиральных артерий во время беременности.

Цитокины IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 и IL-13 связаны с высвобождением

плацентарного лактогена и хорионического гонадотропина из трофобласта.

При этом показано, что IL-6 обладает проангиогенным действием, тогда как

IL-4 может влиять на функцию эндотелиальных клеток, как в положительном,

так и в негативном смысле [324]. Интерлейкин 1β участвует в процессе

имплантации эмбриона и развитии плаценты, путем усиления адгезивности

эндометрия и стимуляции экспрессии интегрина β3 [65, 78].

Другим не менее значимым цитокином на этапе имплантации, инвазии и

при децуализации эндометрия является LIF, который регулирует действие

подавляющего большинства иммунных клеток, присутствующих в эндометрии

во время имплантации, а также контролирует взаимодействие между

децидуальными иммунными клктками и клетками трофобласта. Как правило,

молекулярные действия LIF важны для нескольких биологических процессов,

происходящих во время имплантации, включая рекрутирование

эндометриальных лейкоцитов, децидуализацию и траснформацию матки в

рецептивное микроокружение, а также для взаимодействия эмбриона и

эндометрия, и инвазии трофобласта.

Максимальная экспрессия LIF в эпителии эндометрия приходится на

период имплантационного окна. Ингибирующий лейкемию фактор и его

12 12
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рецептор также экспрессируются в преимплантационных эмбрионах и в

цитотрофобластах. Помимо всего прочего, LIF ингибирует активность

желатиназы в цитотрофобластах, тем самым влияя на клеточную инвазивность

[248].

На миграцию клеток трофобласта инициирующее действие оказывают:

EGF, LIF, IL-11 [286], а также семейство IL-1β и стромальный клеточный

фактор роста, тогда как TNF-α, TGF-β, INF-γ способствуют ингибированию

миграции клеток трофобласта [252]. Стимулирующие действие на процессы

пролиферации клеток трофобласта выявлено в отношении VEGF, EGF, PlGF

[284], а также GM-CSF, LIF [65].

Контроль секреторной активности клеток трофобласта может

обеспечиваться различными цитокинами. Интерлейкин 6 модулирует

экспрессию и ферментативную активность MMP-2 и MMP-9, обеспечивает

дозозависимую стимуляцию секреции лептина в клетках трофобласта. Фактор

некроза опухолей α индуцирует выработку трофобластом коллагеназ и

регулирует продукцию VEGF в трофобласте на ранних сроках гестации. Также

сообщалось, что LIF увеличивает секрецию TIMP-1 и TIMP-2 и снижает

активность желатиназы клетками трофобласта первого триместра, что

свидетельствует об общем ингибирующем эффекте на инвазию трофобласта

[284].

В модели на крысах TNF-α причинно связан с недостаточной инвазией

трофобластов и ремоделированием спиральных артерий, что приводит к

развитию преэклампсии и задержки роста плода [267]. Эти результаты

показывают сложность регуляции инвазии трофобластов провоспалительными

цитокинами. Хотя механизмы, лежащие в основе этих противоположных

ролей, неизвестны, концентрация цитокинов, их пространственные и

временные профили, их источники или происхождение (иммунные клетки или

клетки эндометрия) и их взаимодействия с другими цитокинами могут

объяснить различия. Изменения профилей провоспалительных цитокинов

могут также нарушать взаимодействия между децидуальными естественными



42

клетками-киллерами и клетками трофобласта, тем самым модулируя процесс

инвазии [310].

Формирование провоспалительной реакции путем увеличения экспрессии

таких цитокинов, как: IL-1, IL-6, TNF-α считается предпосылкой для успешной

имплантации оплодотворенной яйцеклетки в матку. Тем не менее, повышенная

инфильтрация лейкоцитов и высокая экспрессия провоспалительных

цитокинов может быть основной причиной осложнений и неудач во время

беременности, связанных с усилением воспалительного Th1-ответа, что в

конечном итоге будет способствовать повреждению тканей и гибели эмбриона

[18, 156, 162, 276]. Повышение уровня IL-6 установлено в сыворотке крови

женщин, беременность которых осложнялась преэклампсией, угрозой

преждевременных родов, ожирением I степени [77, 95, 278].

Следует указать о том, что биологические функции TNF-α зависят от его

связывания с рецепторами TNF-R1 и TNF-R2. Растворимые формы данных

мембранных рецепторов связываются с TNF-α с высоким сродством и могут

нейтрализовать функцию TNF-α [191]. Yu et al., используя проточно-

цитометрическое и иммуногистохимическое измерение TNF-R1 в

децидуальной оболочке и определение уровней растворимого TNF-R1 в

сыворотке с помощью иммуноферментных анализов, обнаружили связь между

сверхэкспрессией TNF-R1 и привычным невынашиванием беременности на

ранних сроках [332]. В исследовании Calleja-Agius J. установлена секреция

ворсинками растворимого TNF-R1 в культуральной среде и содержание

растворимого TNF-R2 в ворсинчатом гомогенате были значительно выше в

случаях с аномальным кариотипом [205].

Нормальное течение процессов имплантации, роста и развития эмбриона

возможно только при преобладании в децидуальной ткани и сыворотке крови

противоспалительных цитокинов (IL-4, IL-10), тогда как при патологическом

течении беременности на фоне урогенитальной инфекции, преэклампсии,

хронической фетоплацентарной недостаточности [18, 37, 125, 199],

самопроизвольного выкидыша и спонтанных преждевременных родов

12

13

85



43

выявляется увеличение уровня IL-1, IL-6, IL-12, TNF-α, INF-γ [74, 81, 135,

175].

Интерлейкин 4 продуцируются как в ворсинах плаценты, так и в

амниохориальной и децидуальной тканях. Его концентрация повышается при

физиологическом течении беременности. Выработку IL-4 стимулирует

прогестерон. В содружестве эти два фактора ингибируют реакции Th1 при

беременности [12, 93].

На сегодняшний день некоторые авторы сообщают о значительно более

низких уровнях IL-4 и IL-10 при спонтанных или привычных выкидышах

[327]. Аналогичные результаты были получены при исследовании

концентрации IL-4 и IL-10 у беременных женщин с ЦМВ инфекцией и

вирусом простого герпеса [42].

Следовательно, противовоспалительные цитокины являются ключевыми

медиаторами иммунологических сигнальных путей, участвующие в

плацентарной инвазии, пролиферации и ангиогенезе, а также в ингибировании

провоспалительных цитокинов.

Основываясь на данных литературы, можно заключить, что процесс

имплантации (инвазии трофобласта) является сложным механизмом работы

огромного числа регуляторных частиц. В условиях физиологической

беременности преобладают ангиогенные факторы роста над

антиангиогенными, что соответствует полноценному развитию плаценты.

Нарушение молекулярно-клеточных взаимодействий, баланса и регуляции

ангиогенных/антиангиогенных факторов, цитокинов, ферментов деградации

внеклеточного матрикса, гормонов, контролирующих дефференцировку и

инвазию трофобласта, имеет решающее значение для раннего развития

эмбриона и последующей имплантации, и лежит в основе различных

патологических состояний во время беременности.

На сегодняшний день роль ЦМВ инфекции в нарушении инвазии

цитотрофобласта и последующее влияние на угрожающее течение

беременности и развитие самопроизвольного выкидыша, не вызывает

12
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сомнений. Однако причины нарушения инвазии цитотрофобласта при ЦМВ

инфекции остаются недостаточно изученными.

ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛ ИМЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

2.1. Характеристика базы и объект исследования

2.1.1. Характеристика базы исследования
1
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Представленное диссертационное исследование было проведено в период

с 2018 по 2020 годы. Клинической базой для исследований было выбрано

гинекологическое отделение Государственного автономного учреждения

здравоохранения Амурской области «Благовещенская городская клиническая

больница» (г. Благовещенск) (куратор городской службы по акушерству и

гинекологии – И.В. Жуковец, заведующий кафедрой акушерства и гинекологии

Федерального государственного бюджетного образовательного учреждения

высшего образования «Амурская государственная медицинская академия»

Министерства здравоохранения Российской Федерации, д.м.н., доцент),

лабораторные исследования проводились в лаборатории механизмов

этиопатогенеза и восстановительных процессов дыхательной системы при

неспецифических заболеваниях легких Федерального государственного

бюджетного научного учреждения «Дальневосточный научный центр

физиологии и патологии дыхания» (ДНЦ ФПД) (заведующий лабораторией –

И.А. Андриевская, д.б.н., профессор РАН).

Исследование соответствует стандартам надлежащей клинической

практики в РФ (Приказ Министерства Здравоохранения РФ № 200н от

01.04.2016) и положениям Хельсинкской декларации Всемирной медицинской

ассоциации (World Medical Association Declaration of Helsinki, 1964, ред. 2013

г.). Протокол исследования одобрен Комитетом по биомедицинской этике при

ДНЦ ФПД (протокол № 150-Д от 15.11.2018). Все обследуемые женщины

проинформированы о целях исследования. Подписано информированное

согласие на проведение исследований.

2.1.2. Объект исследования

Для достижения поставленной цели и решения задач, было проведено

когортное исследование по типу «случай-контроль» со 193 беременными

женщинами на сроке беременности 7-10 недель.

Дизайн исследования представлен на рисунке 1.
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Рисунок 1. Дизайн исследования. Research design.

Основная группа представлена 150 женщинами с подтвержденным

серологическими и молекулярно-генетическими методами диагнозом

хроническая ЦМВ инфекция, из них 57 с обострением ЦМВ инфекции в

первом триметре беременности (подгруппа 1) и 93 – с латентным течением

ЦМВ инфекции (подгруппа 2). Контрольную группу составили 43

серонегативные по ЦМВ беременные женщины.

Критерии включения в основную группу:

- возраст женщины от 20 до 28 лет;

- наличие подписанной формы информированного согласия на участие в

исследовании;

- первый триместр беременности;

- латентное течение или обострение ЦМВ инфекции;

- стойкая клиническая ремиссия воспалительных заболеваний

экстрагенитальной локализации и инфекций, передающихся половым путем;

- случаи самопроизвольного прерывания беременности.

Критерии включения в контрольную группу беременных:

- возраст женщины от 20 до 28 лет;

- наличие подписанной формы информированного согласия на участие в

исследовании;

- отсутствие прямых маркеров ЦМВ инфекции;

- стойкая клиническая ремиссия воспалительных заболеваний

экстрагенитальной локализации и инфекций, передающихся половым путем.

Критериями исключения из обеих групп были:

- возраст женщины старше 28 лет;

- первичная герпесвирусная, вызванная вирусом простого герпеса (ВПГ) 1

и 2 типов, или ЦМВ инфекции;
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- наличие острых воспалительных заболеваний экстрагенитальной

локализации и хронической соматической патологии в стадии декомпенсации;

- аномалии развития внутренних половых органов;

- привычное невынашивание беременности.

Диагноз – первичная ЦМВ инфекция – ставился на основании

обнаружения антител IgM и IgG к ЦМВ с авидностью менее 50% в крови и

выявлении ДНК ЦМВ в образцах крови и мочи.

Хроническую ЦМВ инфекцию, в период обострения, диагностировали,

основываясь на выявлении в сыворотке крови антител IgM и обнаружении

антител IgG к ЦМВ с авидностью 65% и более, наличия ДНК ЦМВ в образцах

мочи, крови, отделяемом влагалища и цервикального канала, буккальном

эпителии.

Латентное течение инфекции диагностировали на основании выявления в

сыворотке крови антител IgG к ЦМВ с авидностью 65% и более, ДНК ЦМВ – в

отделяемом влагалища и цервикального канала, буккальном эпителии.

В основной группе средний возраст беременных женщин составил 24,6

(1,3) года, а в контрольной группе – 24,8 (1,6) (р>0,05). У женщин основной

группы индекс массы тела (ИМТ) входил в диапазон нормальной массы тела

(18,0-24,9 кг/м2) и составил 23,4 (1,08) кг/м2, у женщин контрольной группы

индекс массы тела составил 23,1 (1,16) кг/м2 и не имел достоверных отличий

от основной группы (р>0,05). При этом у 14 (9,3%) женщин основной группы

и у 5 (11,6%) контрольной (р>0,05) выявлена избыточная масса тела (диапазон

25,0-29,9 кг/м2). В подгруппах значимых различий в ИМТ выявлено не было,

ИМТ составил 23,5 (1,15) кг/м2 и 23,2 (1,02) кг/м2 соответственно (р>0,05), с

контрольной группой ИМТ также не имел различий (р>0,05).

Следовательно, основная и контрольная группы были сопоставимы по

возрасту и индексу массы тела.

Структура соматических заболеваний у женщин исследуемых групп

представлена в таблице 1.
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Согласно таблице 1, у женщин в подгруппах 1 и 2 с высокой частотой

были диагностированы: диффузный (эндемический) зоб (Е01.0)

соответственно у 19,2% и у 19,4%, (р>0,05); хронический тонзилит (J35.0) –

соответственно у 17,5% и у 16,1% (р>0,05). При сравнении вышеуказанных

показателей с показателями в контрольные группы значимых различий

выявлено не было (р>0,05). Хронический гастрит (К29.5) и хронический

пиелонефрит (N11) с одинаковой частотой определялись в подгруппах 1 и 2 и

контрольной группе (р>0,05).

У женщин исследуемых групп проведена оценка менструальной функции

и изучен гинекологический анамнез. Возраст начала менархе в подгруппе 1

составил 11,72 (0,81) года, в подгруппе 2 – 11,69 (0,91) года (p>0,05). В

контрольной группе возраст менархе составил 11,68 (0,94) года и не отличался

от аналогичных показателей в подгруппах основной группы (p>0,05).
28
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У женщин исследуемых групп проведена оценка менструальной функции

и изучен гинекологический анамнез. Возраст начала менархе в подгруппе 1

составил 11,72 (0,81) года, в подгруппе 2 – 11,69 (0,91) года (p>0,05). В

контрольной группе возраст менархе составил 11,68 (0,94) года и не отличался

от аналогичных показателей в подгруппах основной группы (p>0,05).

Регулярный менструальный цикл (менструального кровотечения

продолжительностью от 3 до 7 дней, менструации с интервалом между – 21-35

днями) в анамнезе был у 54 (94,7%) женщин в подгруппе 1 и у 89 (96,6%) в

подгруппе 2 (р>0,05). В контрольной группе регулярный менструальный цикл

в анамнезе отмечен у всех женщин – 43 (100%). Гинекологический анамнез

был осложнен олигоменореей (N91.3, N91.4) у 3 (5,2%) и у 4 (4,3%) женщин в

подгруппах основной группы (р>0,05).

Медицинский аборт (О04) осложнял гинекологический анамнез у 4 (7,0%)

женщин в подгруппе 1 и у 11 (11,8%) в подгуруппе 2 (р>0,05).

Самопроизвольный выкидыш (О03) в анамнезе был у 1 (1,8%) женщины в

подгруппе 1 и у 8 (8,6%) в подгруппе 2 (р <0,05). В контрольной группе

медицинских абортов и самопроизвольных выкидышей, согласно собранному

анамнезу, у исследуемых женщин не было. Роды (О80) были у 2 (3,5%)

женщин в подгруппе 1 и у 6 (6,5%) в подгруппе 2 (р>0,05). В контольной

группе роды в анамнезе были у 2 (4,7%) женщин, что не значимо по

сравнению с аналогиными показателями в подгруппе 1 и 2 (р>0,05).

Согласно данным гинекологического анамнеза можно заключить, что в

подгруппе 1 – 7 (12,3%) женщин имели беременность в анамнезе, во в

подгруппе 2 значимо больше – 25 (26,9%) женщин (р<0,05).

У женщин основной и контрольной групп настоящая беременность

наступила самостоятельно, без вспомогательных репродуктивных технологий.

Прегравидарную подготовку проходили 4 (7,0%) женщины в подгруппе 1, в

контрольной группе в 2 раза чаще, но достоверных различий не выявлено – 6

(14%) (p>0,05). В подгруппе 2 женщины не планировали беременность и не

проходили прегравидарную подготовку.
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Осложнения беременности в первом триместре беременности у женщин

исследуемых групп представлена в таблице 2.

Беременность осложнилась угрожающим выкидышем (О20.0) у 16

(28,1%, 95% ДИ: 16,0-40,0) женщин в подгруппе 1, что было в 3 раза чаще

(р<0,01), чем в контрольной группе – 4 (9,3%, 95% ДИ:1,0-18,0).

Самопроизвольный выкидыш произошел у 12 (21,1%, 95% ДИ: 10,0-32,0)

женщин, что в 4,5 раза чаще (р<0,01), чем в контрольной группе – 2 (4,4%).

В подгруппе 2 все беременности закончились медицинским абортом по

желанию женщины.

Неспецифический вагинит (N.76.0), легкая и умеренная рвота беременных

(О21.0) были диагностированы с одинаковой частотой во всех подгруппах и

группах (р>0,05). Анемия, осложняющая беременность, деторождение и

послеродовой период (O99.0) была выявлена у 11 (19,3%, 95% ДИ: 9,0 – 29,1)

женщин в подгруппе 1 и у 1 (2,3%) женщины в контрольной группе (р<0,01).
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Важно, что у женщин, беременность которых осложнилась угрожающим

выкидышем, анемия диагностирована у 3 (18,8%) из 16, а у женщин,

беременность которых закончилась самопроизвольным выкидышем, у 7

(58,3%) из 12 исследуемых (р<0,05). Также выявлены достоверные отличия в

частоте анемии у женщин исследуемых подгрупп (р<0,05).

У 18 (31,6%) из 57 женщин в подгруппе 1 (срок 7-10 недель

беременности) наблюдались клинические прояления острой респираторной

инфекции (ОРИ), которые представлены на рисунке 2. Клиническими

проявлениями ЦМВ инфекции в первом триместре были: насморк – у 12

(66,7%), першение в горле – у 18 (100%), кашель – у 7 (38,9%). У 10 (55,6%) из

18 женщин с клиническими проявлениями ЦМВ инфекции произошел

самопроизвольный выкидыш, у 2 (5,1%) – клинических проявлений инфекции

не было (р<0,01).

Рисунок 2. Клинические проявления острой респираторной инфекции.

Также отсутствовали различия в структуре соматической патологии.

Средний возраст начала менархе в подгруппах 1 и 2 составил 11,72 (0,81) года

и 11,69 (0,91) года соответвенно и не отличался от контрольной группы

(p>0,05). Олигоменорея (шифр по МКБ-10: N91.3, N91.4) в анамнезе

отмечалась с одинаковой частотой у 5,2% и у 4,3% женщин в подгруппах 1 и 2

(p>0,05). У 26,9% исследуемых в подгруппе 2 в анамнезе была беременность,

что было значимо чаще, чем в подгруппе 1 – у 12,3% (p<0,05). Значимых

различий в исходах беременности между подгруппами выявлено не было

(p>0,05).

У 28,1% женщин в подгруппе 1, беременность осложнилась

угрожающим выкидышем (шифр по МКБ-10: О20.0), что в 3 раза чаще, чем

у женщин контрольной группы (9,3%) (p<0,01). У 21,1% женщин произошел

самопроизвольный выкидыш, что в 4,5 раза чаще, чем в контрольной

группе (4,4%) (p<0,01).

13
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Анемия, осложняющая беременность, деторождение и послеродовой

период (шифр по МКБ-10: O99.0) была диагностирована чаще в подгруппе 1 –

19,3% женщин (p<0,05). Только 31,6% женщин в подгруппе 1 имели

клинические проявления ЦМВ инфекции в виде ринореи (66,7%), першения в

горле (100%) и кашля (38,9%). У 55,6% женщин произошел самопроизвольный

выкидыш.

2.2. Методы исследования

Забор образцов крови осуществлялся в момент госпитализации методом

венопункции в пробирки с антикоагулянтом (ЭДТА), и без коагулянта.

Сыворотку крови получали методом центрифугирования: время составляло 20

минут, а скороть 1000g.

Пробы мочи получали методом центрифугирования: время составляло 10

минут, а скороть 1000g, с последующим ресуспендированием осадка в

стерильной среде (0,218М сахароза (Реахим, Россия), 0,0038М КН2РО4

(Реахим, Россия), 0,0072М К2НРО4 (Реахим, Россия), 1% бычий сывороточный

альбумин (БСА) (Sigma, Япония)).

Получение материала буккального эпителия проводилось стерильными

одноразовыми зондами (Zhenjiang Gongdong Medical Technology Co. Ltd.,

КНР), которые помещали в транспортную среду (стерильный раствор хлорида

натрия 0,9%) и хранили в холодильнике (температура хранения +2° - +5°С,

срок хранения – не более 7 суток).

Получение материала отделяемого влагалища и цервикального канала

проводился с помощью стерильных одноразовых урогенитальных зондов

(Unicorn Med., КНР), с последующим внесением в пробирку с транспортной

средой (стерильный раствор хлорида натрия 0,9%). Хранили в холодильнике

(температура хранения +2°–+5°С, срок хранения - не более 7 суток).

Биологический материал ворсинчатого хориона забирался

непосредственно после инструментальной ревизии полости матки при случаях

1
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самопроизвольного выкидыша, а также после проведения медицинского

аборта при сознательном прерывании беременности на сроке 7-10 недель.

Перед использованием материал промывали в стерильном физиологическом

растворе. Для выделения ДНК, предварительно взвешенные кусочки

ворсинчатого хориона помещали в жидкий азот, растирали их в порошок в

ступке в жидком азоте, добавляли равный объем стерильного

физиологического раствора, тщательно перемешивали и отбирали

необходимый объем материала для дальнейшего анализа. Экстракт ткани

получали методом центрифугирования гомогената (время – 15 минут, скорость

– 3000g, температура – +4 оС), полученного вышеописанным способом.

Все полученные образцы биологического материала подвергались

глубокой заморозке до проведения соответствующих анализов (температура

хранения -70 оС).

Биохимические исследования

Иммуноферментным методом анализа (ИФА) определяли:

1. антитела класса IgM (качественно) и IgG (количественно) к ВПГ-

1,2 и ЦМВ, авидность IgG к ВПГ-1,2 и ЦМВ (количественно) (тест системы

«ЦМВ-IgM-стрип», «ЦМВ-IgG-стрип», «ВПГ-1,2-IgM-стрип», «ВПГ-1,2-IgG-

стрип», «ВектоЦМВ-IgG-авидность», «ВектоВПГ-1,2-IgG-авидность» (ЗАО

ВекторБест, Россия));

2. прогестерон (Прогестерон-ИФА-Бест, ЗАО Вектор-Бест, Россия),

эстрадиол (ESTRADIOL, ООО ХЕМА, Россия);

3. фактор некроза опухоли альфа (TNF-α) (альфа-ФНО-ИФА-Бест,

ЗАО Вектор-Бест, Россия), растворимый рецептор к TNF-α (sTNF-R1) (Human

sTNF-R1 (60kDa) ELISA, Bender Medsystems, Австрия), интерлейкин 1 бета

(IL-1β) (Интерлейкин-1 бета-ИФА-БЕСТ, ЗАО Вектор-Бест, Россия); IL-10

(Интерлейкин-10-ИФА-БЕСТ, ЗАО Вектор-Бест, Россия);
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4. сосудисто-эндотелиальный фактор роста (VEGF) (Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay kit for VEGF-A, Cloud-Clone Corp., США), растворимый

рецептор к VEGF (sVEGF-R1 / sfms-подобная тирозинкиназа) (Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay kit for VEGF-R1, Cloud-Clone Corp., США),

плацентарный фактор роста (PLGF) (Human PlGF Quantikine ELISA Kit, RnD

Systems, США));

5. ядерный транскрипционный фактор каппа В (NF-kB (р65)) (NF-κB

(p65) Transcription Factor Assay Kit Cayman Chemical, США));

6. матриксная металлопротеиназа 9 (MMP-9) (Human MMP-9

Quantikine ELISA Kit, RnD Systems, USA), тканевой ингибитор

металлопротеиназы 1 (TIMP-1) (Human TIMP-1 Quantikine ELISA Kit, RnD

Systems, США).

Исследования проводились в сыворотке крови, согласно протоколам, для

постановки ИФА от фирмы-производителя.

Регистрацию результатов ИФА проводили на планшетном фотометре

«StatFax-2100» (производитель «Awareness Technology», США) при длинах

волн 450 нм (основная) и 620 нм (дополнительная). Интенсивность окраски

реакционной смеси прямо пропорциональна концентрации определяемых

веществ в образцах биологического материала.

Молекулярно-биологические исследования

Для обнаружения ЦМВ в образцах биологического материала

использовали методы молекулярно-биологического исследования – детекцию

ДНК ЦМВ в полученных образцах. Определяли ДНК ЦМВ в образцах мочи, в

цельной периферической крови, в содержимом цервикального канала, в

буккальном эпителии, методом ПЦР с гибридизационно-флуоресцентной

детекцией в режиме реального времени (Real-time PCR) на анализаторе ДТ-96

(DT-Prime) (ООО «НПО ДНК-технология», Россия), который позволяет

рассчитывать содержание ДНК в образцах, в динамическом диапазоне от 1 до

109 копий.
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На первом этапе постановки ПЦР использовали «Комплект реагентов для

выделения ДНК», а на следующем этапе «Комплект реагентов для ПЦР-

амплификации ДНК ЦМВ» (ООО «НПО ДНК-технология», Россия).

Реакционная смесь включала смесь для амплификации, Tag-полимеразу,

минеральное масло и образец препарата ДНК. Все исследования и

манипуляции проводились согласно инструкциям и рекомендациям фирмы-

производителя к наборам реагентов и к прибору (амплификатору).

Гистологические исследования

Биопробы ворсинчатого хориона после фиксации в нейтральном 10%

забуференном растворе формалина подвергали проводке, затем заливали в

парафиновую среду по общепринятой методике.

Для микроскопии использовали срезы толщиной 3-5 мкм с применением

обзорной окраски препаратов гематоксилином Бёмера и эозином, по ван

Гизону [79]. Микроскопия и получение снимков препаратов проводились на

цифровом микроскопе «Meiji» (Япония).

Гистохимические исследования

Гистохимический метод анализа был использован для обнаружения

прогестерондегидрогеназы (ПрДГ) и эстрадиолдегидрогеназы (ЭДГ) в

образцах ворсинчатого хориона по методу З. Лойда (1982) в модификации М.Т.

Луценко (2015) [108]. В качестве субстрата брали 0,1 М растворы прогестерона

(«Sigma», США) и эстрадиола («Sigma», США). Для определения локализации

ПрДГ и ЭДГ в качестве акцептора водорода использовалась соль тетразолия

(2,3,5-трифенилтетразолия хлористого) («ICN Biomedicals», США) в конечной

концентрации 5мМ. В качестве кофактора применили НАДФ («Sigma», США)

в конечной концентрации 1 мМ. Раствор для инкубации готовился на основе

0,1М фосфатного буфера рН 7,4. Длительность инкубации составляла 30

минут, при температуре 37оС. По окончании времени инкубации срезы

промывали дистиллированной водой, далее фиксировали в 10% растворе

17

1



56

нейтрального формалина, а затем заключали в глицерин-желатин. Чтобы

исключить участие других факторов в восстановлении тетразолиевой соли

проводили контрольные опыты. Далее, с помощью программы компьютерной

цитофотометрии, подсчитывали методом измерения на стандартную единицу

площади 0,01 (зонд) в 100 различных точках объекта (пиксель/мкм2)

количество образующихся продуктов реакции.

Иммуногистохимические исследования

При идентификации интерстициального цитотрофобласта на

парафиновых срезах использовали иммуногистохимическую реакцию на

цитокератин (CK8) по стандартному стрептавидин-биотин-пероксидазному

методу с моноклональными антителами (Cytokeratin 8 Monoclonal Antibody

(35bH11), Invitrogen, ThermoFisher Scientific, США). Исследование проводили

с помощью двойных антител. Демаскировка антигенов осуществлялась в

микроволновой печи. Хромогеном служил диаминобензидин. Срезы

докрашивали гематоксилином-эозином.

2.3. Объем исследований

Количество исследований, в соответствии с основными разделами

исследования, представлено в таблице 3.

1
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2.4. Статистическая обработка полученных результатов

Статистическая обработка данных проводилась с использованием

программы IBM SPSS Statistics 23 (США) при полном соблюдении общих

правил для выполнения медико-биологических исследований.

Проверка статистических гипотиз о законе распределения нормальной

совокупности и параметров нормального распределения проводилась с

применением специальных критериев – Колмогорова-Смирнова и Шапиро-

Уилка. В случае нормального распределения признаков применяли

параметрический критерий Стьюдента.
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Для описания количественных данных использовались показатели

среднего арифметического и стандартного отклонения в формате M (SD).

Категориальные данные представлены в виде долей, частот и процентов.

Сравнение групп по качественному бинарному признаку проводилось с

помощью критерия χ2 Пирсона или точного теста Фишера, число степеней

свободы (df) для критерия χ2 и уровень статистической значимости различий

(р).

Оценка зависимости и силы связи между количественными, а также

количественными и категориальными признаками проводилась с

использованием непараметрического коэффициента корреляции Спирмена

(r).

Установление формы и изучение зависимости между переменными

проводилось с использованием регрессионного анализа.

Влияние установленного фактора оценивали при ≥95% доверительного

интервала (ДИ) и согласно величинам относительного риска (ОР). Подсчет

95%ДИ для частот и долей производился с помощью онлайн-калькулятора

(Sauro J., Lewis J.R., 2005) (http://www.measuringu.com/wald#point.).

Доверительный интервал не включал 1, при условии, если и нижняя и

верхняя границы находились по одну сторону от 1, то делался вывод о

статистической значимости установленной связи между фактором и исходом

с вероятностью ошибки p<0,05.

Многофакторный математический анализ с выявлением наиболее

весомых показателей, ранга их информативности по F-критерию Фишера и

веса каждого показателя (дискриминантный анализ) проводился с

использованием описательной статистики и методов математического

моделирования для получения прогностических дискриминантных уравнений.

Для оценки качества построенных прогностических моделей был

использован ROC-анализ, в ходе которого определяли площадь под кривой

ROC AUС (Area under ROC), а также проводили расчет чувствительности и

специфичности. При AUС, составляющем от 0,9 до 1 отмечали отличное
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качество модели, от 0,8 до 09 – очень хорошее, от 0,7 до 0,8 – хорошее, от 06

до 0,7 – среднее, от 0,5 до 0,6 – неудовлеворительное.

ГЛАВА 3. БИОХИМИЧЕСКИЕ МАРКЕРЫ И ОСОБЕННОСТИ

МОРФОГЕНЕЗА ЦИТОТРОФОБЛАСТИЧЕСКОЙ ИНВАЗИИ ПРИ

ЦИТОМЕГАЛОВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИИ

3.1. Особенности изменения цитокинового профиля при ЦМВ

инфекции в первом триместре беременности

Согласно полученным результатам, изменение цитокинового профиля в

основной группе характеризовалось преимущественным преобладанием

факторов провоспалительного действия над противовоспалтельными. При

этом выраженность изменений исследуемых показателей про-

/противовоспалительных цитокинов была выше в подгруппе 1, чем в

подгруппе 2. Характер изменений представлен в таблице 4.

Сравнительный анализ показал, что в подгруппе 1 уровень

провоспалительного цитокина TNF-α в подгруппе 1 был выше в сыворотке

крови в 5,34 раза (р<0,001) и в экстрактах ворсинчатого хориона в 5,2 раза

(р<0,001), чем в контрольной группе, и выше в 2,32 раза (р<0,001) и 2,17 раза

(р<0,001), чем в подгруппе 2. В подгруппе 2 показатели TNF-α были выше в
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сыворотке крови в 2,3 раза (р<0,001) и в экстрактах ворсинчатого хориона в 2,4

раза (р<0,001), чем в контрольной группе.

Уровень растворимого рецептора sTNF-R1 в сыворотке крови в подгруппе

1 не изменялся (р>0,05), тогда как в экстрактах ворсинчатого хориона

отмечалось повышение показателей в 1,23 раза и в 1,21 раза (р<0,001

соответственно) по сравнению с контрольной группой и подгруппой 2. В

подгруппе 2 показатели sTNF-R1 в сыворотке крови и в экстрактах

ворсинчатого хориона не различались по сравнению с контрольной группой

(р>0,05 соответственно).

Расчет TNF-α/sTNF-R1 в подгруппе 1 показал, что коэффициент

соотношения был выше в сыворотке крови в 5,1 раза и в 2,43 раза (р<0,001

соответствнно), чем в контрольной группе и в подгруппе 2. В экстрактах

ворсинчатого хориона расчетные показатели были выше в 3,71 раза и в 1,24

раза (р<0,001 соответственно), чем в контрольной группе и в подгруппе 2. В

подгруппе 2 коэффииент соотношения был выше в сыворотке крови в 2,1 раза

и в экстрактах ворсинчатого хориона в 3 раза (р<0,001 соответственно), чем в

контрольной группе.
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Уровень другого провоспалительного цитокина IL-1β в подгруппе 1 был

выше в сыворотке крови в 6,76 раза (р<0,001) и в экстрактах ворсинчатого

хориона в 7 раз (р<0,001), чем в контрольной группе, и в 4,12 раза (р<0,001) и

в 4,43 раза (р<0,001) по сравнению с подгруппой 2. В подгруппе 2 показатели

IL-1β были выше в сыворотке крови в 1,63 раза (р<0,001) и в экстрактах

ворсинчатого хориона в 1,57 раза (р<0,001), чем в контрольной группе.

Сравнение показателей противовоспалительного IL-10 в подгруппе 1

выявило снижение уровня в сыворотке крови в 1,8 раза (р<0,001) и в
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экстрактах ворсинчатого хориона в 2,18 (р<0,001) раза по сравнению с

контрольной группой, в 1,43 раза (р <0,001) и в 1,51 раза (р<0,001) по

сравнению с подгруппой 2. В подгруппе 2 показатели IL-10 в сыворотке

крови были выше в 1,26 раза (р<0,001) и в экстрактах ворсинчатого хориона в

1,44 раза (р<0,001), чем в контрольной группе.

Показатели ядерного транскрипционного фактора NF-kB в подгруппе 1

были выше в 2,18 раза (р<0,001) в сыворотке крови и в 1,85 раза (р<0,001) в

экстрактах ворсинчатого хориона, чем в контрольной группе, и в 1,67 раза

(р<0,001) и 1,56 раза (р<0,001) выше, чем в подгруппе 2. В подгруппе 2

показатели NF-kB в сыворотке крови и в экстрактах ворсинчатого хориона

значимо не различались по сравнению с контрольной группой (р>0,05).

Сравнительный анализ системных и локальных показателей про-

/противовоспалительных цитокинов в исследуемых группах выявил

следующие закономерности. В подгруппе 1 показатели sTNF-R1 в экстрактах

ворсинчатого хориона были в 2,21 раза (р<0,001) выше, а коэффициент

соотношения TNF-α/sTNF-R1, наоборот, был в 1,96 раза (р<0,001) ниже, чем в

сыворотке крови, что могло указывать на развитие локального

воспалительного ответа, вызванного TNF-α. При этом показатели TNF-α, IL-

1β, IL-10 и NF-kB в сыворотке крови и в экстрактах ворсинчатого хориона

значимо не различались (р>0,05 соответственно). В подгруппе 2 также

отсутствовали значимые различия в показателях TNF-α, sTNF-R1, TNF-

α/sTNF-R1, IL-1β в сыворотке крови и в экстрактах ворсинчатого хориона

(р>0,05 соответственно).

Дальнейшие исследования, проведенные с использованием пошагового

корреляционно-регрессионный анализа, выявили следующие ассоциации

цитокинов с развитием осложнений первого триместра беременности при

обострении ЦМВ инфекции: TNF-α (r = -0,80, р<0,05), IL-10 (r = 0,67, р<0,05),

IL-1β (r = -0,64, р<0,05), и NF-kB (r = -0,55, р<0,05). При этом наибольший

вклад в развитие осложнений первого триместра беремености при обострении

10

3

10 2

13

7



63

ЦМВ инфекции вносили высокие показатели TNF-α (β = -3,12, р<0,05) и

низкие IL-10 (β = -0,69, р<0,05).

Анализ стохастических связей в подгруппе 1 выявил корреляции между

системными и локальными показателями TNF-α (r = 0,85, р<0,05), sTNF-R1 (r

= 0,79, р<0,05), IL-1β (r = 0,77, р <0,05), IL-10 (r = 0,78, р<0,05) и NF-kB (r =

0,87, р<0,05).

В подгруппе 2 значимые корреляции были между системными и

локальными показателями IL-1β (r = 0,81, р<0,05) и IL-10 (r = 0,79, р<0,05).

Основываясь на полученных результатах, можно предположить, что

напряженность цитокиновой регуляции в системе мать-хорион-эмбрион при

обострении ЦМВ инфекции, в отличие от латентного течения заболевания,

может служить триггером в формировании гормональных нарушений,

определяющих развитие эмбриохориальной недостаточности.

3.2. Особенности продукции половых гормонов у женщин при

цитомегаловирусной инфекции в первом триместре беременности

Основываясь на тесной взаимосвязи цитокиновой и гормональной систем

в формировании эмбриохориального комплекса была проведена оценка уровня

и соотношения прогестерона (Р) и эстрадиола (Е2) в сыворотке крови и в

экстрактах ворсинчатого хориона в исследуемых группах. Результаты

представлены в таблице 5.

В подгруппе 1 выявлено снижение уровня прогестерона в сыворотке

крови и в экстрактах ворсинчатого хориона в 1,52 раза (р<0,001) и в 1,65 раза

(р<0,001) по сравнению с контрольной группой и в 1,39 раза (р<0,001) и в 1,48

раза (р<0,001) по сравнению с подгруппой 2. В подгруппе 2 уровень гормона в

сыворотке крови и в экстрактах ворсинчатого хориона был ниже в 1,13 раза

(р<0,05) и в 1,17 раза (р<0,05), чем в контрольной группе.
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Сравнительный анализ содержания эстрадиола в подгруппе 1 выявил

снижение его показателей в сыворотке крови и в экстрактах ворсинчатого

хориона в 1,23 раза (р<0,001) и в 1,39 раза (р<0,001) по сравнению с

контрольной группой, в 1,17 раза (р<0,05) и в 1,23 раза (р<0,05) по сравнению

с подгруппой 2. В подгруппе 2 в сыворотке крови и в экстрактах ворсинчатого

хориона значимых различий по сравнению с контрольной группой выявлено

не было (р>0,05).

Дополнительно был произведен расчет соотношения прогестерона к

эстрадиолу (Р/Е2). В подгруппе 1 выявлено снижение коэффициента

соотношения в сыворотке крови в 1,27 раза (р<0,001) и в экстрактах

ворсинчатого хориона и в 1,18 раза (р<0,05) по сравнению с контрольной

группой, и в 1,2 раза (р<0,05 соотвественно) по сравнению с подгруппой 2. В

подгруппе 2 значимых различий по сравнению с контрольной группой

выявлено не было (р>0,05).
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При сравнительном анализе системных и локальных показателей

прогестерона и эстрадиола значимых различий в исследуемых подгруппах

выявлено не было (р>0,05).

В ходе дальнейших исследований, выполненных с использованием

гистохимических маркеров оценки содержания прогестерона и эстрадиола,

было подтверждено нарушение продукции хориальных гормонов в

исследуемых подгруппах. На рисунке 3 (контрольная группа), рисунке 4

(подгруппа 1) и рисунке 5 (подгруппа 2) отражена интенсивность продуктов

гистохимической реакции на прогестерон в цитотрофобласте ворсин хориона.

Рисунок 3. Ворсинчатый хорион. Медицинский аборт. 9 недель

беременности. Контрольная группа. Гистохимическая реакция на

прогестерондегидрогеназу по З. Лойда. Ув. ×400.
1
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Рисунок 4. Ворсинчатый хорион. Самопроизвольный выкидыш. 9 недель

беременности. Обострение ЦМВ инфекции в первом триместре беременности.

Гистохимическая реакция на прогестерондегидрогеназу по З. Лойда. Ув. ×400.

Рисунок 5. Ворсинчатый хорион. Медицинский аборт. 9 недель

беременности. Латентное течение ЦМВ инфекции. Гистохимическая реакция

на прогестерондегидрогеназу по З. Лойда. Ув. ×400.

Степень выраженности реакции находилась в обратной зависимости от

формы ЦМВ инфекции в первом триместре беременности.

Цитофотометрические показатели представлены в таблице 6.
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В подгруппе 1 выявлено снижение показателей гистохимического маркера

на прогестерон (прогестерондегидрогеназа, ПрДГ) в 1,63 раза (р<0,001) и в 1,43

раза (р<0,001) по сравнению с контрольной группой и подгруппой 2, что

соотносилось с иммуноферментными показателями гормона, представленными

в таблице 5. В подгруппе 2 показатели прогестерона были снижены в 1,17 раза

по сравнению с контрольной группой (р<0,05).

На рисунке 6 (контрольная группа), рисунке 7 (подгруппа 1) и рисунке 8

(подгруппа 2) отражена интенсивность продуктов гистохимической реакции на

эстрадиол в цитотрофобласте ворсин хориона. Степень выраженности реакции

также находилась в обратной зависимости от формы ЦМВ инфекции в первом

триместре беременности.

Цитофотометрические показатели представлены в таблице 7. В подгруппе

1 выявлено снижение показателей гистохимического маркера на эстрадиол

(эстрадиолдегидрогеназа, ЭДГ) в 1,39 раза (р<0,001) и в 1,29 раза (р<0,001) по

сравнению с контрольной группой и подгруппой 2, что соотносилось с

иммуноферментными показателями гормона, представленными в таблице 5. В

подгруппе 2 показатели эстрадиола значимо не изменялись по сравнению с

контрольной группой (p>0,05).
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Рисунок 6. Ворсинчатый хорион. Медицинский аборт. 9 недель

беременности. Контрольная группа. Гистохимическая реакция на

эстрадиолдегидрогеназу по З. Лойда. Ув. ×400.

Рисунок 7. Ворсинчатый хорион. Самопроизвольный выкидыш. 9 недель

беременности. Обострение ЦМВ инфекции в первом триместре беременности.

Гистохимическая реакция на эстрадиолдегидрогеназу по З.Лойда. Ув. ×400.
1
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Рисунок 8. Ворсинчатый хорион. Медицинский аборт. 9 недель

беременности. Латентное течение ЦМВ инфекции. Гистохимическая реакция

на эстрадиолдегидрогеназу по З. Лойда. Ув. ×400.

Дальнейший корреляционно-регрессионный анализ выявил ассоциацию (r

= 0,55, р<0,05) и вклад низких показателей эстрадиола в развитие осложнений

первого триместра беременности при обострении ЦМВ инфекции (β = 0,25,

р<0,05).

Анализ стохастических связей между системными и локальными

параметрами в подгруппе 1 выявил корреляции между показателями
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прогестерона (r = 0,76, р<0,05) и эстрадиола (r = 0,74, р <0,05). В подгруппе 2

значения (r) аналогичных корреляций соответственно составили 0,79 (р<0,05)

и 0,73 (р<0,05).

Дополнительно был проведен анализ взаимосвязи и вклада исследуемых

цитокинов в изменение показателей прогестерона и эстрадиола в подгруппах.

В подгруппе 1 выявлена корреляция прогестерона с TNF-α (r = -0,78, р

<0,001) и NF-kB (r = -0,79, р <0,001). Значения стандартизованного

коэффициента регрессии (β), отражающего вклад высоких показателей

цитокинов и ядерного фактора транскрипции в снижение уровня прогестерона,

составили: для TNF-α – -0,38 (р <0,01) и NF-kB – -0,45 (р <0,01). Показатели

эстрадиола также коррелировали с TNF-α (r = -0,85, р <0,001) и NF-kB (r = -

0,83, р <0,001). Значения β для TNF-α составили -0,52 (р <0,001), для NF-kB – -

0,37 (р<0,01).

В подгруппе 2 выявлена значимая корреляция прогестерона с IL-1β (r = -

0,67, р <0,01), значения коэффициента β составили -0,67 (р <0,01). Показатели

эстрадиола также коррелировали с IL-1β, значения коэффициентов r и β

соответственно составили -0,70 (р <0,001).

Тким образом, обострение ЦМВ инфекции в первом триместре

беременности может быть связано с запуском воспалительных реакций через

активацию сигнального пути NF-kB и повышение уровня TNF-α, что нарушает

состояние гормонобразовательных и соответственно инвазивных процессов.

В подгруппе женщин с латентным течением ЦМВ инфекции выявленная

связь IL-1β, прогестерона и эстрадиола также может указывать на

модулирующую роль изменений иммуно-гормональных отношений в

регуляции процессов, контролирующих формирование эмбриохориального

комплекса.

3.3. Характер изменений про-/антиангиогенных факторов роста

при цитомегаловирусной инфекции в первом триместре беременности

1
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Анализ показателей про-/антиангиогенных факторов роста, участвующих

в формировании эмбриохориального комплекса, представлен в таблице 8.

В подгруппе 1 выявлено повышение в сыворотке крови и в экстрактах

ворсинчатого хориона показателей антиангиогенного sFlt-1 в 1,75 раза

(р<0,001) и в 3,28 раза (р<0,001) по сравнению с контрольной группой и в 1,39

раза (р <0,001) и в 2,87 раза (р<0,001) – по сравнению с подгруппой 2

соответственно. В подгруппе 2 показатели sFlt-1 значимо не изменялись по

сравнению с контрольной группой (p>0,05).

Сравнительный анализ показателей VEGF-А, обладающего

проангиогенными свойствами, выявил снижение его уровня в сыворотке крови

и в экстрактах ворсинчатого хориона в подгруппе 1 в 1,28 раза (р<0,001) и в

2,15 раза (р<0,001) по сравнению с контрольной группой, в 1,6 раза (р<0,001) и

в 2,55 раза (р<0,001) по сравнению с подгруппой 2 соответственно. В
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подгруппе 2 показатели VEGF-А повышались в 1,25 раза (р<0,001) и в 1,18

раза (р<0,05) соответственно в сыворотке крови и в экстрактах ворсинчатого

хориона.

Уровень PlGF в сыворотке крови и в экстрактах ворсинчатого хориона в

подгруппе 1 снижался в 1,31 раза (р<0,001) по сравнению с контрольной

группой, в 1,47 раза (р<0,001) по сравнению с подгруппой 2 соответственно. В

подгруппе 2 содержание PlGF в сыворотке крови и в экстрактах ворсинчатого

хориона было выше в 1,12 раза (р<0,05), чем в контрольной группе.

Сравнение системных и локальных показателей про-/антиангиогенных

факторов роста в подгруппе 1, выявило, что уровень sFlt-1 и VEGF-А был

выше в экстрактах ворсинчатого хориона, чем в сыворотке крови,

соответственно в 3,1 раза (р<0,001) и в 1,19 раза (р <0,05), а PlGF – значимо не

изменялся (р>0,05). Считаем, что повышение антиангиогенной активности

трофобласта в подгруппе 1 могло свидетельствовать о подавляющем влиянии

sFlt-1 на инвазию цитотрофобласта.

В подгруппе 2 уровень sFlt-1 и VEGF-А в экстрактах ворсинчатого

хориона имел аналогичную направленность изменений – был выше в 1,5 раза

(р<0,001) и 1,93 раза (р<0,001), а PlGF – значимо не изменялся (р>0,05).

Однако локальный уровень sFlt-1 был выше в подгруппе 1, чем в подгруппе 2,

а VEGF-А, наоборот, выше в подгруппе 2, чем в подгруппе 1. Выявленные

изменения, по-видимому, носили приспособительный характер, направленный

на поддержание механизмов формирования эмбриохориального комплекса. В

контрольной группе уровень sFlt-1 и VEGF-А в экстрактах ворсинчатого

хориона был выше в 1,66 раза (р<0,001) и 2 раза (р<0,001), а PlGF – значимо не

изменялся (р>0,05).

Дальнейший корреляционно-регрессионный анализ, проведенный в

основной группе, выявил ассоциации между VEGF-А (r = 0,82, р <0,05), sFlt-1

(r = -0,60, р<0,05), PlGF (r = 0,76, р<0,05) и развитием осложнений первого

триместра беременности при обострении ЦМВ инфекции.
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Анализ стохастических связей в подгруппе 1 выявил корреляции между

системными и локальными показателями VEGF-А (r = 0,79, р<0,05), sFlt-1 (r =

0,76, р<0,05), PlGF (r = 0,75, р<0,05). В подгруппе 2 значения (r) аналогичных

корреляций составили 0,81 (р<0,05), 0,72 (р<0,05) и 0,76 (р<0,05).

Дополнительно был проведен анализ взаимосвязи и вклада иммуно-

гормональных показателей в изменение параметров про-/антиангиогенных

факторов в подгруппах.

В подгруппе 1 выявлена значимая корреляция VEGF-А с TNF-α (r = -0,82,

р<0,05) и sTNF-R1 (r = -0,61, р<0,05). Значения стандартизованного

коэффициента регрессии (β), отражающего вклад высоких показателей TNF-α

и sTNF-R1 в снижение уровня VEGF-А. Для TNF-α β составил -1,052 (р<0,05),

для sTNF-R1 – 0,28 (р<0,05). Показатели sFlt-1 были связаны с TNF-α,

значения коэффициентов r и β соответственно составили 0,51 (р<0,05).

Показатели PlGF также были связаны с TNF-α, значения коэффициентов r и β

соответственно составили -0,72 (р<0,05).

В подгруппе 2 выявлена значимая корреляция VEGF-А с прогестероном (r

= 0,57, р<0,05) и эстрадиолом (r = 0,54, р<0,05), значения коэффициента β

соответственно составили 0,37 (р<0,05) и 0,28 (р<0,05). Показатели PlGF были

связаны с прогестероном, значения коэффициентов r и β соответственно

составили 0,43 (р<0,05).

Таким образом, обострение ЦМВ инфекции в первом триместре

беременности ассоциировано с зависимым от уровня TNF-α и sTNF-R1

развитием дисбаланса про-/противоангиогенной регуляции,

характеризющимся одновременным повышением уровня sFlt-1 и снижением

VEGF-А и PlGF в ворсинчатом хорионе. Латентная форма инфекции связана с

преимущественным влиянием прогестерона на процессы ангиогенной

регуляции эмбриохориального комплекса.

3.4. Оценка инвазивной способности трофобласта при

цитомегаловирусной инфекции в первом триместре беременности
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При оценке инвазивной способности трофобласта в исследуемых группах

учитывались системные и локальные показатели ММР-9 и ее тканевого

ингибитора ТIMP-1. Результаты исследования представлены в таблице 9.

В подгруппе 1 в экстрактах ворсинчатого хориона выявлено снижение

уровня ММР-9 в 1,72 раза (р<0,001) и в 1,54 раза (р<0,001) по сравнению с

контрольной группой и подгруппой 2 соответственно. В сыворотке крови

значимых различий по сравнению с контрольной группой и подгруппой 2

выявлено не было (р>0,05). В подгруппе 2 также отсутствовали значимые

изменения в содержании энзима в сыворотке крови и в экстрактах

ворсинчатого хориона по сравнению с контрольной группой (р>0,05).

Анализ содержания тканевого ингибитора ТIMP-1 в подгруппе 1 выявил

повышение показателей в экстрактах ворсинчатого хориона в 1,29 раза

(р<0,001) по сравнению с контрольной группой и в 1,27 раза (р<0,001) по
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сравнению с подгруппой 2 соответственно. В сыворотке крови различий по

сравнению с контрольной группой и подгруппой 2 выявлено не было (р>0,05).

В подгруппе 2 также отсутствовали значимые изменения в содержании ТIMP-1

в сыворотке крови и в экстрактах ворсинчатого хориона по сравнению с

контрольной группой (р>0,05).

Дополнительно был проведен расчет соотношения ММР-9/ТIMP-1,

отражающий нарушение в механизмах регуляции инвазивной способности

цитотрофобласта. В подгруппе 1 выявлено снижение коэффициента

соотношения в экстрактах ворсинчатого хориона соответственно в 2,2 раза

(р<0,001) и в 1,95 раза (р<0,001) по сравнению с контрольной группой и

подгруппой 2, что указывало на подавляющее влияние ТIMP-1 в регуляцию

металлопротеиназной активности на локальном уровне. В подгруппе 2

значимых изменений в показателях коэффициента соотношения выявлено не

было (р>0,05).

Сравнение системных и локальных показателей в подгруппе 1, выявило,

что уровень ММР-9 и ТIMP-1 был выше в экстрактах ворсинчатого хориона,

чем в сыворотке крови, соответственно в 1,48 раза (р<0,001) и в 1,42 раза

(р<0,001), что могло указывать на напряженность механизмов регуяции

цитотрофобластической инвазии. В подгруппе 2 показатели ММР-9 были в 2

раза (р<0,001) выше в экстрактах ворсинчатого хориона, чем в сыворотке

крови, а показатели ТIMP-1 не различались между сывороткой крови и

экстрактами ворсинчатого хорина (р>0,05). Вероятно, эти изменения носят

приспособительный характер, указывающий на возможность сохранения

состояния процессов инвазии.

Дальнейший корреляционно-регрессионный анализ, проведенный в

основной группе, выявил значимые корреляции ММР-9 (r = 0,49, р<0,05),

ТIMP-1 (r = -0,73, р<0,05) и развитием осложнений первого триместра

беременности при обострении ЦМВ инфекции.

Анализ стохастических связей в подгруппе 1 выявил корреляции между

системными и локальными показателями ММР-9 (r = 0,80, р<0,05) и ТIMP-1 (r
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= 0,52, р<0,05). В подгруппе 2 значения аналогичных корреляций (r)

соответственно составили 0,75 (р<0,05) и 0,83 (р<0,05).

Дополнительно был проведен анализ взаимосвязи и вклада цитокинов,

гормонов и факторов роста в изменение параметров, характеризующих

процессы цитотрофобластической инвазии в подгруппах.

В подгруппе 1 выявлена корреляция ММР-9 с sFlt-1 (r = -0,82, р<0,05) и

PlGF (r = 0,81, р<0,05). Значения стандартизованного коэффициента регрессии

(β), отражающего разнонаправленный вклад про-/антиангиогенных факторов в

снижение периферического уровня ММР-9, для sFlt-1 составили -0,34 (р<0,05),

для PlGF – 0,71 (р<0,05). Показатели ТIMP-1 имели высокую корреляцию с

PlGF, значения коэффициентов r и β составили соответственно 0,78 (р<0,05).

В подгруппе 2 выявлена значимая корреляция ММР-9 с sFlt-1, значения

коэффициентов r и β составили соответственно -0,75 (р<0,05). Показатели

ТIMP-1 коррелировали с IL-1β, значения коэффициентов r и β составили

соответственно -0,78 (р<0,05).

Таким образом, при обострении ЦМВ инфекции в первом триместре

беременности в ответ на нарушение ангиогенной регуляции, по-видимому,

блокируются механизмы протеолитической деградации внеклеточного

маточно-хориального матрикса, что, на фоне поддерживаемого цитокинами

воспаления, приводит к нарушению инвазии цитотрофобласта. При латентной

форме инфекции значимыми факторами в реализации процессов

цитотрофобластической инвазии могут выступать оптимальный уровень

тирозинкиназной активности и цитокина IL-1β.

3.5. Клинико-морфологические особенности самопроизвольного

выкидыша, ассоциированного с цитомегаловирусной инфекцией

Гистологические исследования соскобов полости матки (слизистая

оболочка, ворсинчатый хорион), выполненных по случаю самопроизвольного

выкидыша на сроке беременности 9 недель у женщин в подгруппе 1,

11
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представлены на рисунках 9-15. При исследовании препаратов отмечалось

снижение количества выявляемых в децидуальной ткани маточных

капилляров. Стенки сосудов спиральных артерий в большинстве случаев были

утолщены, склерозированы, с явлениями гиалиноза (рисунок 9). Выявлялось

снижение количества эндоваскулярного трофобласта.

Также в децидуальной ткани выявлялась признаки воспаления, которые

характеризовались наличием зон лейкоцитарной инфильтрации (рисунок 10) и

фибриноидных некротических изменений (рисунок 11). При этом

наблюдаемые на препаратах участки скопления лейкоцитов вокруг очагов

кровоизлияния в слизистой оболочке сочетались с клиническими и

ультразвуковыми признаками угрозы самопроизвольного выкидыша (таблица

10). В подгруппе 1 кровянистые выделения из половых путей были отмечены у

всех женщин, в подгруппе 2 – 11,83%. Ретрохориальная гематома по данным

ультразвукового исследования выла выявлена у 42,1% женщин в подгруппе 1 и

у 5,38% в подгруппе 2. При этом риск развития ретрохориальной гематомы у

женщин в подгруппе 1 был в 2,36 раза выше (95%ДИ: 1,88-2,95), чем в

подгруппе 2.

Дальнейшие исследования показали, что ворсинчатый хорион был

представлен преимущественно ворсинами эмбрионального типа без признаков

дифференцировки мезенхимальных клеток в эндотелиоциты. Встречались

2

3

11

14
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аваскулярные некротизированные ворсины, окруженные фибриноидом

(рисунок 12). В гиповаскулярных ворсинах определялись признаки апоптоза

эндотелиальных клеток и фибробластов (рисунок 13). Капилляры в таких

ворсинах были вытянуты и сдавлены из-за отека стромы, встречался тромбоз

сосудов. Покровный эпителий был местами гипоплазирован с участками

утолщения и хаотично расположенными деформированными и

апоптотическими ядрами, что могло указывать на эндокринную

недостаточность трофобласта (рисунок 14). Участки цитотрофобластической

инвазии преиущественно встречались в поверхностных отделах

функционального слоя эндометрия (рисунок 15).

Рисунок 9. Самопроизвольный аборт. 9 недель беременности. Обострение

ЦМВ инфекции. Гиалиноз стенок спиральных артерий матки. Задержка

эндоваскулярной инвазии. Окраска по ван Гизону. Ув. × 400.

14
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Рисунок 10. Самопроизвольный аборт. 9 недель беременности.

Обострение ЦМВ инфекции. Очаговые скопления лейкоцитов в децидуальной

ткани. Окраска по ван Гизону. Ув. × 400.

Рисунок 11. Самопроизвольный аборт. 9 недель беременности.

Обострение ЦМВ инфекции. Фибриноидный некроз и лейкоцитарная

инфильтрация в децидуальной ткани. Окраска гематоксилином-эозином. Ув.

× 100.
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Рисунок 12. Самопроизвольный аборт. 9 недель беременности.

Обострение ЦМВ инфекции. Гибель ворсинок. Вневорсинчатый фибриноид.

Окраска гематоксилином-эозином. Ув. × 400.

Рисунок 13. Самопроизвольный аборт. 9 недель беременности.

Обострение ЦМВ инфекции. Аваскулярные и гиповаскулярные ворсины.

Третичные ворсины. Окраска гематоксилином-эозином. Ув. × 400.
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Рисунок 14. Самопроизвольный аборт. 9 недель беременности.

Обострение ЦМВ инфекции. Отечная, местами гипоплазированная ворсина

хориона. Деформированные и апоптотические ядра трофобласта. Окраска по

ван Гизону. Ув. × 150.

Рисунок 15. Самопроизвольный аборт. 9 недель беременности.

Обострение ЦМВ инфекции. Интерстициальная цитотрофобластическая

инвазия в поверхностном функциональном слое эндометрия. Окраска

гематоксилином-эозином. Ув. × 400.
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Для выявления особенностей инвазивных процессов и идентифицикации

клеток цитотрофобласта нами использовалась иммуногистохимическая

реакция на цитокератин 8 (рисунки 16-18).

В большинстве случаев отдельные группы клеток интерстициального

цитотрофобласта, экспрессирующих цитокератин 8, были выявлены в краевых

отделах маточно-плацентарной области (рисунок 16). При этом реакция на

цитокератин 8 была значительно снижена. Также обращало внимание

снижение числа многоядерных гигантских клеток.

В дистальных участках якорных ворсин угасание пролиферативной

активности цитотрофобласта проявлялось значительным снижением

экспрессии цитокератина 8 в цитотрофобласте первой, и отсутствием во

второй и в третьей зонах инвазивной дистанции (рисунок 17). Большинство

эмбриональных ворсин не имело реакции на цитокератин 8 или реакция была

значительно снижена (рисунок 18).

Рисунок 16. Самопроизвольный аборт. 9 недель беременности.

Обострение ЦМВ инфекции. Зоны инвазирующего цитотрофобласта.
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Снижение реакции на цитокератин 8. Иммуногистохимическая реакция. Ув. ×

150.

Рисунок 17. Самопроизвольный аборт. 9 недель беременности.

Обострение ЦМВ инфекции. Якорная ворсина. Зона пролифирирующего

цитотрофобласта. Снижение реакции на цитокератин 8.

Иммуногистохимическая реакция. Ув. × 400.
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Рисунок 18. Самопроизвольный аборт. 9 недель беременности.

Обострение ЦМВ инфекции. Третичные ворсины. Снижение реакции на

цитокератин 8. Иммуногистохимическая реакция. Ув. × 600.

Таким образом, можно заключить, что морфологическими критериями

самопроизвольного выкидыша при обострении ЦМВ инфекции являются

признаки воспаления (инфильтрация, отек, фибриноидный некроз), нарушение

процессов инвазии и миграции цитотрофобласта (снижение экспрессии

цитокератина 8), ремоделирования маточных сосудов, дифференцировки и

формирования ворсин.

10

7
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ГЛАВА 4. ПРОГНОСТИЧЕСКАЯ МОДЕЛЬ И ФАКТОРЫ РИСКА

САМОПРОИЗВОЛЬНОГО ВЫКИДЫША ПРИ

ЦИТОМЕГАЛОВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИИ

4.1. Прогностическая модель в оценке развития самопроизвольного

выкидыша у женщин с ЦМВ инфекцией

Поиск предикторов и оценка развития самопроизвольного выкидыша при

обострении ЦМВ инфекции проводилось с использованием многофакторных

анализов: дискриминантного и ROC (Receiver operating characteristic).

Для построения канонической дискриминантной функции был

использован пошаговый анализ, включающий поиск наиболее значимых

параметров оценки функционального состояния эмбриохориального комплекса

(цитокины, ядерный фактор транскипции, гормоны, факторы роста,

растворимые формы рецепторов, металлопротеиназа и тканевой ингибитор) в

дискриминантное уравнение, которое с высокой вероятностью описывало

патогенетически значимые различия в механизмах регуляции, лежащих в

основе нарушений процессов цитотрофобластической инвазии.

Данный метод позволяет учитывать вариабельность используемых

количественных переменных, взятых со своими коэффициентами, во влиянии

используемых признаков в правильность прогноза по развитию

самопроизвольного выкидыша.

Для каждой отдельно взятой женщины в подгруппе 1 и 2 была определена

каноническая функция. Многофакторные средние значения распределения

используемых в дискриминантном анализе параметров соответствовали

модулю центроида, что позволило отнести женщин в соответстующую группу

риска по развитию самопроизвольного выкидыша.

При выполнении пошагового дискриминантного анализа были отобраны

три параметра, максимально характеризующие возможные дискриминации

совокупностей между подгруппами 1 и 2. Такими переменными выступили
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провоспалительные факторы TNF-α и NF-kB, а также растворимый рецептор

fms-подобной тирозинкиназы sFlt-1 (р<0,001 соответственно). Искомые

переменные имели высокие дискриминантные свойства в анализируемых

подгруппах, что подтверждалось минимальным значением лямбды ()-Уилкса,

которое в пошаговых расчетах не превышало 0,003 при дискриминантной

функции (F) (328,998) = 936,553 (р<0,001) (таблица 11).

Таблица 11 – Оценка канонической дискриминантной функции

Функция Собственное

значение

R -Уилкса χ2 Степени

свободы

Р

1 328,998 0,998 0,003 936,553 3 <0,001

Классификационная способность дискриминантных совокупностей

модели, включающей прогностические предикторы развития угрозы

прерывания беременности в подгруппах, составила 100%.

Ниже представлена искомая дискриминантная (каноническая) функция,

построенная согласно вычисленным коэффициентам:

F = -35,948 + 0,561 × TNF-α – 0,709 × NF-kB – 0,318 × sFlt-1,

где -35,948 – константа.

Дальнейший анализ показал, что переменная TNF-α вносит наибольший

вклад в дискриминацию совокупностей каноничской функции, о чем

свидетельствует значение стандартизованного коэффициента β равное 1,496.

Для переменных NF-kB и sFlt-1 значения β были меньшими и соответственно

составили -0,901 и -0,237.

На рисунках 19-20 представлены графики распределения средних

значений (центроиды), вычисленных линейных дискриминантных функций

для исследуемых подгрупп. Центроид для подгруппы 1 имеет положительное

значение, для подгруппы 2 – отрицательное.
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Рисунок 19. График распределения средних значений дискриминантной

канонической функции в подгруппе 1.

Следовательно, чем больше значение функции, тем выше вероятность

того, что беременность в первом триместре будет иметь неблагоприятный

исход, и, наоборот, меньшие по модулю значения свидетельствуют о низкой

вероятности развития самопроизвольного выкидыша.

Среднее значение центроида – 15,475
Стандартное отклонение – 0,983
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Рисунок 20. График распределения средних значений дискриминантной

канонической функции в подгруппе 2.

Следует указать и на то, что вклад выявленных дискриминантных

совокупностей в развитие самопроизвольного выкидыша в подгруппе 1 будет

выше, чем в подгруппе 2. На достоверность различий в дискиминации

переменных указывают коэффициенты линейных дискриминантных функций,

значения которых приведены в таблице 12.

Среднее значение центроида – -21,00
Стандартное отклонение – 1,023
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Таким образом, дискриминантный анализ подтвердил, что беременные в

подгруппах 1 и 2 имели общие дискриминантные совокупности, включающие

переменные: TNF-α, NF-kB и sFlt-1, но различающиеся между собой по вкладу

в общую дискриминирующую функцию.

Дальнейшие математические расчеты, выполненные с помощью ROC-

анализа, подтвердили возможность использования переменных TNF-α, NF-kB

и sFlt-1 в качестве прогностических предикторов самопроизвольного

выкидыша в подгруппах 1 и 2.

В таблице 13 и на рисунке 21 представлены основные параметры оценки

качества прогностической модели.

Максимальная площадь под кривой (АUC) для TNF-α составила 0,850,

NF-kB – 0,852 и sFlt-1 – 0,794, что свидетельствовало о высоком качестве

модели.

Порог отсечения (cut-off) определяли по наивысшему значению индекса

Юдена (J), расчитанному по формуле:

J = (Se + Sp) – 1,

где Se – чувствительность, Sp – специфичность.

Для TNF-α порог отсечения составил 107,05 пг/мл (чувствительность –

74,2%, специфичность – 99%, J – 0,73), для NF-kB – 11,45 пг/мл

10
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(чувствительность – 74,2%, специфичность – 99%, J – 0,73) и sFlt-1 – 3,34

пг/мл (чувствительность – 75,3%, специфичность – 74%, J – 0,49).

Рисунок 21. ROC-кривая диагностической способности модели прогноза

угрозы прерывания беременности.

Выявлена умеренная связь угрозы выкидыша с показателями в крови

равными и превышающими пороговые значения для TNF-α, NF-kB и sFlt-1 (χ2

= 51,45, р<0,001).

Таким образом, в результате проведенного исследования

продемонстрирована возможность использования определения TNF-α, NF-kB и

sFlt-1 в периферической крови в комплексном диагностическом мониторинге

беременных с обострением ЦМВ инфекции для выделения групп риска по

развитию угрозы самопроизвольного выкидыша.

10
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4.2 Факторы риска осложнённого течения беременности у женщин с

обострением ЦМВ инфекции

С учетом полученных данных проведена оценка рисков исходов

беременности у женщин с обострением ЦМВ инфекции в первом триместре

беременности (подгруппа 1). Риски исходов и осложнений беременности

представлены в таблице 14.

Риск расчитывался относительно исходов и осложнений в контрольной

группе. Просчитать риски относительно женщин с латентным течением

заболевания (подгруппа 2) не представлялось возможным в связи с тем, что

все беременности закончились медицинским абортом по желанию женщины.

Согласно данным таблицы обострение ЦМВ инфекции увеличивало

риск угрожающего и самопроизвольного выкидыша соответственно в 3,02

раза и в 4,52 раза (р<0,05).

Вместе с тем неспецифический вагинит и рвота беременных не были

значимыми факторами риска в исходах беременности у женщин с

обострением ЦМВ инфекции (р>0,05).

В то время, как анемия у женщин с обострением ЦМВ инфекции была

отягощающим фактором в исходах беременности (р<0,05). Риск развития

анемии был в 8,3 раза выше, чем в контрольной группе.

1

10 10
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С учетом того, что в подгруппе 1 у 18,8% женщин с угрожающим

выкидышем и у 58,3% женщин с самопроизвольным выкидышем была

диагностирована анемия, были расчитаны риски исходов беременности.

Анемия у женщин с обострением ЦМВ инфекции не увеличивала риск

угрожающего выкидыша (ОР=5,62; 95%ДИ: 0,63-49,80), но при этом

вероятность развития самопроизвольного выкидыша была выше в 6,56 раз

(ОР=6,56; 95%ДИ: 2,29-18,8).

Таким образом, обострение ЦМВ инфекции в первом триместре

беременности увеличивает риск угрожающего и самопроизвольного

выкидыша. Анемия у женщин с обострением ЦМВ инфекции в первом

триместре беременности является фактором, способствующим развитию

самопроизвольного выкидыша.

7
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ОБСУЖДЕНИЕ

Частота встречаемости антител IgG к ЦМВ среди женщин

репродуктивного возраста в России достигает 91,2% и может зависеть от

региона и социально-экономических условий жизни [128, 243]. Характерной

особенностью ЦМВ инфекции является ее бессимптомность, что увеличивает

риск неблагоприятных исходов беременности, в том числе самопроизвольного

выкидыша. Показано, что угрожающий выкидыш при обострении ЦМВ

инфекции выявляется у 36,8-45,5% женщин [179]. У 41,9% женщин с

привычным невынашиванием беременности диагностируется латентная ЦМВ

инфекция [71].

Среди причин самопроизвольного выкидыша при ЦМВ инфекции

выделяют опосредованное через индукцию иммуновоспалительных реакций

действие ЦМВ на эмриохориальный комплекс. Предполагается связь ЦМВ-

индуцированного воспалительного ответа с формированием неадекватной или

ограниченой цитотрофобластической инвазии, определяющей задежку

трансформации маточных артерий [322]. Однако механизмы, с помощью

которых ЦМВ нарушает формирование эмбиохориального комплекса, и как

эти изменения могут привести к самопроизвольному выкидышу при

различном течении инфекции, до конца не изучены.

ЦМВ реплицируется в клетках цитотрофобласта, нарушая тем самым

способность к дифференцировке и инвазии, а также изменяя эксперессию

ключевых молекул деградации внеклеточного матрикса, представленных

системой матриксных металлопротеиназ [35, 238, 275] и провоспалительных

цитокинов [256]. Экспериментально доказано лимитирующее влияние ЦМВ на

металлопротеиназную активность трофобластов, что может быть связано с

изменением продукции IL-10 [269]. Другим фактором, через который ЦМВ

может привести к нарушению формирования и функционирования плаценты,

является локальный воспалительный ответ, вызванный усилением продукции

TNF-α [257]. Отмечена связь экспрессии TNF-α в группе выделенных клеток
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трофобласта c самопроизвольным выкидышем. Также показано влияние

прогестерона на металлопротеиназную активность трофобласта [44, 292, 302],

хотя специфические эффекты прогестерона, через которые осуществляются

метаболические пути регуляции цитотрофобластической инвазии и маточно-

плацентарного ангиогенеза, остаются до конца не выясненными.

Следовательно, понимание молекулярных механизмов ЦМВ инфекции и

ее влияния на формирование эмбриохориального комплекса необходимо для

определения потенциальных предикторов нарушения инвазивных процессов,

что может быть использовано в прогнозном мониторинге беременных по риску

развития самопроизвольного выкидыша.

В связи с этим, целью диссертационного исследования явилось выявление

механизмов нарушения цитотрофобластической инвазии при ЦМВ инфекции.

На первом этапе была проведена оценка содержания про-

/противовоспалительных цитокинов (TNF-α, IL-1β, IL-10) и регуляторов их

активности (растворимого рецептора sTNF-R1, ядерного транскрипционного

фктора NF-kB) в сыворотке крови и в экстрактах ворсинчатого хориона у

женщин с ЦМВ инфекцией в первом триместре беременности (основная

группа). Выбор данных цитокинов не случаен и определяется их вкладом в

регуляцию цитотрофобластической инвазии.

Согласно полученным результатам, в подгруппе женщин с обострением

ЦМВ инфекции уровень TNF-α в сыворотке крови (р<0,001) и в экстрактах

ворсинчатого хориона (р <0,001) был достоверно выше, чем в группе ЦМВ-

серонегативных женщин (контрольная группа) и в подгруппе женщин с

латентным течением заболевания. В подгруппе женщин с латентной ЦМВ

инфекцией содержание TNF-α в сыворотке крови (р<0,001) и в экстрактах

ворсинчатого хориона (р<0,001) также было повышено по сравнению с

контрольной группой.

Наши данные согласуются с имеющими в литературе сведениями, в

которых показано повышение экспрессии TNF-α в трофобласте

инфицированных и неинфицированных ЦМВ плацент у женщин с
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антенатальной гибелью плода [242, 256]. По другим данным, моделирование

интраамниального инфицирования также повышает образование TNF-α и ряда

других провоспалительных цитокинов, стиммулирующих выработку

простагландинов, что приводит к усилению сократительной способности

матки и началу родов [163]. Обращает внимание и тот факт, что TNF-α

усиливает адгезивные и цитотоксические свойства децидуальных NK-

лимфоцитов, их трансмиграцию в плодовый кровоток с развитием

неблагоприятных последствий для плода [138].

Следует отметить, что реализация основных биологических эффектов

TNF-α находится под контролем специфических рецепторов (TNF-R1, TNF-

R2) и их растворимых форм (sTNF-R1, sTNF-R2). Рецептор TNF-R1 участвует

в активации апоптоза на этапе инвазии цитотрофобласта, тогда как TNF-R2

обеспечивает запуск процессов ангиогенеза, адгезии и миграции через

активацию эндотелиальных клеток фактором роста VEGF-A [138]. Появление в

периферической крови высокого уровня растворимой формы рецептора sTNF-

R1, по-мнению авторов [317], может быть связано с развитием системного

воспалительного ответа на фоне активной репликации вируса и истощения

пула CD4+ T-клеток. В других исследованиях [272, 315] отмечена роль

высоких показателей sTNF-R1 с развитием эндотелиальной дисфукции и

неблагоприятным исходом беременности, тогда как физиологическое течение

беременности – с одновременным увеличением продукции sTNF-R1 и sTNF-

R2 при референсных значениях TNF-α [209].

Согласно результатам, в подгруппе женщин с обострением ЦМВ

инфекции выявлено достоверное повышение содержания sTNF-R1 в

экстрактах ворсинчатого хориона (р<0,001) при отсутствии значимых различий

в сыворотке крови (р>0,05) по сравнению с контрольной группой и

подгруппой женщин с латентным течением заболевания. В подгруппе женщин

с латентной ЦМВ инфекцией изменений в содержании sTNF-R1 в сыворотке

крови и в экстрактах ворсинчатого хориона по сравнению с контрольной

группой выявлено не было (р>0,05).
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Расчет TNF-α/sTNF-R1 в подгруппе женщин с обострением ЦМВ

инфекции показал, что коэффициент соотношения в сыворотке крови (р<0,001)

и в экстрактах ворсинчатого хориона (р<0,001) был достоверно выше, чем в

контрольной группе и в подгруппе женщин с латентным течением

заболевания. В подгруппе женщин с латентным течением инфекции

аналогичные показатели также были повышены в сыворотке крови (р<0,001) и

в экстрактах ворсинчатого хориона (р<0,001) по сравнению с контрольной

группой.

Из полученных результатов можно заключить, что обострение ЦМВ

инфекции в первом триместре беременности в отличие от латентного течения

заболевания приводит к значительному повышению уровня TNF-α в сыворотке

крови и в экстрактах ворсинчатого хориона. Возникающий дисбаланс в

регуляции активности TNF-α, возможно, выступает тригерром в развитии

реакций, запускающих процессы воспаления, что приводит к повреждению

эмбриохориального комплекса.

Следует также отметить, что модуляция воспалительных процессов,

индуцированная сигнальным комплексом TNFα/TNF-R1, тесно связана с

изменением экспрессии ядерного фактора транскрипции NF-kB [335]. И,

наоборот, инициация NF-kB сигнального пути по принципу прямой обратной

связи запускает выработку провоспалительных медиаторов, обладающих

протективными и апоптотическими свойствами [263]. Имеются сведения

показывающие, что на начальных стадиях транскрипции и репликации ЦМВ

использует NF-kB-путь для ускользания от иммунного ответа [194, 320]. Это

создает предпосылки для развития виремии, воспаления и апоптоза [218].

Наши данные подтвердили, что обострение ЦМВ инфекции

сопровождается значительным повышением уровня NF-kB в сыворотке крови

и в экстрактах ворсинчатого хориона по сравнению с контрольной группой

(р<0,001) и подгруппой женщин с латентным течением заболевания (р<0,001).

В подгруппе женщин с латентным течением инфекции значимых изменений в
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содержании ядерного транскрипционного фактора в сыворотке крови и в

экстрактах ворсинчатого хориона выявлено не было (р>0,05).

Оценивая содержание другого провоспалительного цитокина IL-1β в

исследуемых подгруппах, были выявлены следующие изменения. В подгруппе

с обострением ЦМВ инфекции уровень цитокина достоверно повышался в

сыворотке крови и в экстрактах ворсинчатого хориона по сравнению с

контрольной группой (р<0,001) и подгруппой женщин с латентным течением

заболевания (р<0,001). В подгруппе женщин с латентным течением инфекции

уровень IL-1β в сыворотке крови (р<0,001) и в экстрактах ворсинчатого

хориона (р<0,001) также был повышен по сравнению с контрольной группой.

Следует отметить, что однонаправленное повышение уровня IL-1β и TNF-

α в сыворотке крови и в экстрактах ворсинчатого хориона при обострении

ЦМВ инфекции, может выступать как фактор, усиливающий

провоспалительное влияние цитокинов на эмбриохориальный комплекс [163].

Развитие воспалительных реакций в ворсинчатом хорионе возможно было

связано с изменением уровня IL-10. В подгруппе женщин с обострением ЦМВ

инфекции уровень цитокина достоверно снижался в сыворотке крови и в

экстрактах ворсинчатого хориона по сравнению с контрольной группой

(р<0,001) и подгруппой женщин с латентным течением заболевания (р<0,001).

В подгруппе женщин с латентным течением инфекции уровень IL-10 в

сыворотке крови (р<0,001) и в экстрактах ворсинчатого хориона (р<0,001)

также был снижен по сравнению с контрольной группой.

Показана связь низкого уровня IL-10 с нарушением формирования

эмбрихориального комплекса [163]. Согласно другим исследованиям, в

трофобластах, инфицированных ЦМВ, усиливается экспрессия IL-10, что

приводит к снижению продукции материнского IL-10, усиливающего

воспаление и развитие нарушения инвазии цитотрофобласта [255].

Дальнейшие исследования, проведенные с использованием пошагового

корреляционно-регрессионный анализа, позволили выявить предикторы

цитокинового ответа, имеющие наиболее сильную связь с равитием
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осложнений первого триместра беременности при обострении ЦМВ

инфекции, из них TNF-α (r = -0,80, р<0,05), IL-10 (r = 0,67, р<0,05), IL-1β (r = -

0,64, р<0,05) и NF-kB (r = -0,55, р<0,05). Наибольший вклад в развитие

нарушений вносили TNF-α (β = -3,12, р<0,05) и IL-10 (β = -0,69, р<0,05).

Анализ стохастических связей в подгруппе женщин с обострением ЦМВ

инфекции позволил выявить корреляции между показателями TNF-α (r = 0,85,

р<0,05), sTNF-R1 (r = 0,79, р<0,05), IL-1β (r = 0,77, р<0,05), IL-10 (r = 0,78,

р<0,05) и NF-kB (r = 0,87, р<0,05) в сыворотке крови и в экстрактах

ворсинчатого хориона. В подгруппе женщин с латентным течением ЦМВ

инфекции значимые корреляции были между показателями IL-1β (r = 0,81,

р<0,05) и IL-10 (r = 0,79, р<0,05).

Основываясь на патогенетической роли цитокиновой и гормональной

систем в формировании эмбриохориального комплекса, была проведена

биохимическая и гистохимическая оценка уровня прогестерона и эстрадиола в

исследуемых группах.

В подгруппе женщин с обострением ЦМВ инфекции выявлено

достоверное снижение показателей прогестерона в сыворотке крови и в

экстрактах ворсинчатого хориона по сравнению с контрольной группой

(р<0,001) и подгруппой женщин с латентным течением заболевания (р<0,001).

В подгруппе женщин с латентным течением ЦМВ инфекции содержание

гормона в сыворотке крови и в экстрактах ворсинчатого хориона также было

снижено по сравнению с контрольной группой (р<0,05).

Аналогичная, но менее выраженная динамика изменений прослеживалась

в показателях эстрадиола. В подгруппе женщин с обострением ЦМВ инфекции

выявлено достоверное снижение уровня гормона в сыворотке крови и в

экстрактах ворсинчатого хориона по сравнению с контрольной группой

(р<0,001) и подгруппой женщин с латентным течением заболевания (р<0,05). В

подгруппе с латентным течением ЦМВ инфекции значимых изменений в

сыворотке крови и в экстрактах ворсинчатого хориона по сравнению с

контрольной группой выявлено не было (р>0,05).

7

10

10 2

10

10 12



99

Расчет соотношения прогестерона к эстрадиолу в подгруппе женщин с

обострением ЦМВ инфекции выявил снижение коэффициента соотношения в

сыворотке крови и в экстрактах ворсинчатого хориона по сравнению с

контрольной группой (р<0,001) и подгруппой женщин с латентным течением

заболевания (р<0,001). В подгруппе женщин с латентным течением ЦМВ

инфекции значимых изменений в сыворотке крови и в экстрактах

ворсинчатого хориона по сравнению с контрольной группой выявлено не было

(р>0,05).

В ходе дальнейших исследований, выполненных с использованием

гистохимических маркеров оценки содержания прогестерона и эстрадиола,

выявлено нарушение локальной продукции гормонов в исследуемых

подгруппах.

В подгруппе женщин с обострением ЦМВ инфекции выявлено снижение

количества продуктов гистохимической реакции на прогестерон в

цитотрофобласте по сравнению с контрольной группой (р<0,001) и

подгруппой женщин с латентным течением заболевания (р<0,001), что

соотносилось с показателями иммуноферментного анализа в экстрактах

ворсинчатого хориона. В подгруппе женщин с латентным течением ЦМВ

инфекции цитоморфометрические показатели гормона также были снижены по

сравнению с контрольной группой (р<0,05).

Цитофотометрический анализ продуктов гистохимической реакции на

эстрадиол в подгруппе женщин с обострением ЦМВ инфекции выявил

снижение количества гормона по сравнению с контрольной группой (р<0,001)

и подгруппой женщин с латентным течением заболевания (р<0,001). В

подгруппе женщин с латентным течением ЦМВ инфекции

цитофотометрические показатели эстрадиола значимо не изменялись по

сравнению с контрольной группой (p>0,05).

Дальнейший корреляционно-регрессионный анализ вывявил связь низких

показателей эстрадиола с развитием осложнений первого триместра

беременности при обострении ЦМВ инфекции (r = 0,55, β = 0,25, р<0,05).
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Возможно, эта связь осуществляется через иммуновоспалительные реакции,

главным образом через активацию Т-клеточного звена иммунитета [227].

Показано влияние низких концентраций эстрадиола на активацию Th1-

клеточного иммунитета, в то время как высокие концентрации гормона

усиливают ответы Th2 и гуморальный иммунитет [314]. Эстрадиол также

участвует в реализации провоспалительных реакций, которые

транскрипционно опосредованы NF-kB [213, 223, 314] и TNF-α [307]. Показана

связь недостаточности эстрадиола с нарушением инвазии цитотрофобласта

[239].

Прогестерон, в отличие от эстрадиола, оказывает противоположные

иммунодепрессивные эффекты через подавление Т-клеточной активности и

регуляции секреции противовоспалительных цитокинов [227].

Анализ стохастических взаимосвязей в подгруппе женщин с обострением

ЦМВ инфекции выявил корреляции и относительный вклад показателей TNF-

α и NF-kB в изменение параметров прогестерона (r = -0,77 и β = -0,38, р<0,05;

r = -0,79 и β = -0,45, р<0,05) и эстрадиола (r = -0,85 и β = -0,52, р<0,05; r = -0,83

и β = -0,37, р<0,05). В подгруппе женщин с латентным течением заболевания

выявлена взаимосвязь IL-1β с прогестероном (r = -0,67 и β = -0,70, р<0,05).

Следовательно, обострение ЦМВ инфекции в первом триместре

беременности может быть связано с запуском воспалительных реакций через

активацию сигнального пути NF-kB и повышение уровня TNF-α, что нарушает

состояние гормонобразовательных и соответственно инвазивных процессов.

В подгруппе женщин с латентным течением ЦМВ инфекции выявленная

связь IL-1β, прогестерона и эстрадиола также может указывать на

модулирующую роль иммуно-гормональных изменений в регуляции

процессов, контролирующих формирование эмбриохориального комплекса.

Инвазия цитотрофобласта явлется критическим этапом на протяжении

всего первого триместра беременности [260]. Показана связь недостаточности

ремоделирования спиральных артерий с повреждением плацентарных сосудов

у женщин с угрожающим течением беременности [241, 277]. При этом

1
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незначительное повышение экспрессии факторов роста на ранних сроках

беременности может быть причиной развития эндотелиальных нарушений в

плаценте [236].

Обнаружено, что при патологическом течении беременности повышен

уровень sFlT-1 в клетках трофобласта, экспрессирующих факторы роста

VEGF-A [303] и PlGF [273]. Согласно другим данным, VEGF премущественно

экспрессируется в децидуальных клетках по сравнению с другими клетками,

тогда как уровень sFlt-1 повышен в клетках цитотрофобласта [236]. В

эксперименте VEGF стимулировал высвобождение sFlt-1 как в

эндотелиальных клетках, так и в клетках плаценты [188]. Имеются сведения,

доказывающие лимитирующее влияние sFlt-1 на процессы инвазии [336].

Оценивая состояние процессов ангиогенной регуляции в подгруппе

женщин с обострением ЦМВ инфекции выявлено достоверное повышение в

сыворотке крови и в экстрактах ворсинчатого хориона содержания sFlt-1 по

сравнению с контрольной группой (р<0,001) и подгруппой женщин с

латентным течением заболевания (р<0,001). В подгруппе женщин с латентным

течением ЦМВ инфекции значимых изменений выявлено не было (p>0,05).

Содержание VEGF-А в подгруппе женщин с обострением ЦМВ инфекции

было снижено в сыворотке крови и в экстрактах ворсинчатого хориона по

сравнению с контрольной группой (р<0,001) и подгруппой женщин с

латентным течением заболевания (р<0,001). В подгруппе женщин с латентным

течением ЦМВ инфекции, наоборот, отмечено повышение уровня VEGF-А в

сыворотке крови и в экстрактах ворсинчатого хориона (р<0,05).

Аналогичная динамика изменений была выявлена в отношении

содержания PlGF. В подгруппе женщин с обострением ЦМВ инфекции

уровень ростового фактора в сыворотке крови и в экстрактах ворсинчатого

хориона был снижен по сравнению с контрольной группой (р<0,001) и

подгруппой с латентным течением заболевания (р<0,001). В подгруппе

женщин с латентным течением ЦМВ инфекции показатели PlGF в крови и в
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экстрактах ворсинчатого хориона были повышны по сравнению с контрольной

группой (р<0,05).

При сравнении системных и локальных показателей про-

/антиангиогенных факторов в подгруппе женщин с обострением ЦМВ

инфекции и латентным течением заболевания выявлено, что уровень sFlt-1 и

VEGF-А был выше в экстрактах ворсинчатого хориона, чем в сыворотке крови

(р<0,001), а содержание PlGF значимо не изменялось (р>0,05). При этом

уровень sFlt-1 в экстрактах ворсинчатого хориона был выше в подгруппе

женщин с обострением ЦМВ инфекции, чем в подгруппе женщин с латентным

течением заболевания, а VEGF-А, наоборот, был выше в подгруппе женщин с

латентной инфекцией, чем в подгруппе женщин с обострением инфекции, что

указывало на формирование приспособительных реакций в ответ на

нарушение иммуно-гормональной регуляции, предопредяляющих дальнейшее

развитие беременности.

Доказательством явилась выявленная с помощью корреляционно-

регрессионного анализа ассоциация осложнений первого триместра

беременности при обострении ЦМВ инфекции со снижением уровня VEGF-А

(r = 0,82, р<0,05), PlGF (r = 0,76, р<0,05) и повышением sFlt-1 (r = -0,60,

р<0,05).

Анализ стохастических связей выявил парные корреляции между

системными и локальными показателями VEGF-А (r = 0,79-0,81, р<0,05), sFlt-1

(r = 0,76-0,72, р<0,05), PlGF (r = 0,75-0,76, р<0,05) в подгруппах женщин с

обострением ЦМВ инфекции и латентным течением заболевания, что могло

свидетельствовать о влиянии ангиогенных факторов, продуцируемых

трофобластом, на уровень их циркуляции в периферической крови.

Дальнейший анализ выявил корреляции и относительный вклад TNF-α в

изменение показателей VEGF-А (r = -0,82, β = -1,052, р<0,05), sTNF-R1 (r = -

0,61, β = -0,28, р<0,05), sFlt-1 (r и β = 0,51, р<0,05) и PlGF (r и β = -0,72, р<0,05)

в подгруппе женщин с обострением ЦМВ инфекции.
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В подгруппе с латентым течением ЦМВ инфекции выявлены парные

корреляции VEGF-А с прогестероном (r = 0,57, β = 0,37, р<0,05) и эстрадиолом

(r = 0,54, β = 0,28, р<0,05), PlGF с прогестероном (r и β = 0,43, р<0,05).

Следовательно, обострение ЦМВ инфекции в первом триместре

беременности сопряжено с вовлечением провоспалительного фактора TNF-α в

нарушение ангиогенной регуляции и формирование эмбриохриального

комплекса. Латентная форма инфекции связана с влиянием изменений уровня

прогестерона и эстрадиола на маточно-плацентарный ангиогенез, что

согласуется с литературными данными [247].

Следует отметить, что факторы роста участвуют в регуляции инвазии

цитотрофобласта через активацию различных ММР и связанных с ними

сигнальных путей [304]. Показано участие PI3K/Akt или МЕК/ERK в

подавлении активности ММР-9 и изменении инвазивной способности

цитотрофобласта [224, 313]. В другом исследовании отмечена связь

недостаточности ММР-9, вызванной низким уровнем VEGF, с аномалиями

развития плаценты и задержкой роста плода [280].

Согласно нашим результатам, в подгруппе женщин с обострением ЦМВ

инфекции выявлено достоверное снижение уровня ММР-9 в экстрактах

ворсинчатого хориона (р<0,001) при отсутствии различий в сыворотке крови

(р>0,05) по сравнению с контрольной группой и подгруппой женщин с

латентным течением заболевания. В подгруппе женщин с латентным течение

ЦМВ инфекции не было выявлено значимых изменений в содержании ММР-9

в сыворотке крови и в экстрактах ворсинчатого хориона по сравнению с

контрольной группой (р>0,05).

Сравнительный анализ показателей ТIMP-1 в подгруппе женщин с

обострением ЦМВ инфекции выявил повышение уровня тканевого ингибитора

в экстрактах ворсинчатого хориона (р<0,001) при отсутствии различий в

сыворотке крови (р>0,05) по сравнению с контрольной группой и подгруппой

женщин с латентным течением заболевания. В подгруппе женщин с латентным

течением ЦМВ инфекции не было выявлено различий в показателях ТIMP-1 в
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сыворотке крови и в экстрактах ворсинчатого хориона по сравнению с

контрольной группой (р>0,05).

Сравнение системных и локальных показателей в подгруппе женщин с

обострением ЦМВ инфекции1, выявило, что уровень ММР-9 и ТIMP-1 был

выше в экстрактах ворсинчатого хориона, чем в сыворотке крови (р<0,001),

что могло свидетельствовать о напряженности механизмов регуляции инвазии

цитотрофобласта. В подгруппе 2 показатели ММР-9 были выше в экстрактах

ворсинчатого хориона (р<0,001), чем в сыворотке крови, а показатели ТIMP-1

значимо не различались между сывороткой крови и экстрактами ворсинчатого

хориона (р>0,05), что, по-видимому, явилось следствием развития

приспособительных реакций, участвующих в процессах инвазии

цитотрофобласта.

Дальнейший корреляционно-регрессионный анализ выявил ассоциации

между развитием осложнений первого триместра беременности при

обострении ЦМВ инфекции, показателями ММР-9 (r = 0,49, р<0,05) и ТIMP-1

(r = -0,73, р<0,05).

Анализ стохастических связей в подгруппе с обострением ЦМВ инфекции

выявил корреляции между показателяи ММР-9 (r = 0,80, р<0,05) и ТIMP-1 (r =

0,52, р<0,05) в сыворотке крови и в экстрактах ворсинчатого хориона.

Аналогичные корреляции были выявлены в подгруппе с латентным течением

инфекции (r = 0,75-0,83, р<0,05).

Дополнительно был проведен анализ взаимосвязи и вклада цитокинов и

факторов роста в изменение параметров, характеризующих процессы

цитотрофобластической инвазии.

В подгруппе женщин с обострением ЦМВ инфекции показаны

корреляции и относительный вклад ММР-9 в изменение показателей sFlt-1 (r =

-0,82, β = -0,34, р<0,05) и PlGF (r = 0,81, β = 0,71, р<0,05). Показатели ТIMP-1

коррелировали с PlGF (r и β = 0,78, р<0,05).

В подгруппе женщин с латентным течением ЦМВ инфекции выявлена

корреляция и относительный вклад ММР-9 в изменение показателей sFlt-1 (r и
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β = -0,75, р<0,05). Показатели ТIMP-1 коррелировали с IL-1β (r и β = -0,78,

р<0,05).

Таким образом, одновременно с нарушением ангиогенной регуляции при

обострении ЦМВ инфекции блокируются механизмы протеолитической

деградации внеклеточного маточно-хориального матрикса, что на фоне

воспаления приводит к нарушению инвазии цитотрофобласта. При латентном

течении заболевания фактором, определяющим состояние процессов инвазии,

является оптимальный уровень тирозинкиназной активности.

Изучая гистологические срезы слизистой матки и ворсинчатого хориона,

полученных от женщин с обострением ЦМВ инфекции, были выявлены

децидуальные сосудистые изменения, характеризующиеся уменьшением

количества маточных сосудов, явлениями их скерозирования и гиалиноза,

нарушениями инвазии. В децидуальной ткани выявлялись очаги воспаления в

виде диффузной инфильтрации лейкоцитами, а также фибриноидные

некротические изменения. Не редко участки скопления лейкоцитов вокруг

очагов кровоизлияния в слизистой оболочке сочетались с клиническими и

ультразвуковыми признаками угрозы самопроизвольного выкидыша. В

подгруппе женщин с обострением ЦМВ инфекции кровянистые выделения из

половых путей были отмечены у всех женщин, в подгруппе женщин с

латентным течением заболевания – у 11,83%. Ретрохориальная гематома по

данным ультразвукового исследования выла выявлена у 42,1% женщин в

подгруппе с обострением ЦМВ инфекции и у 5,38% в подгруппе с латентным

течением заболевания. Риск развития ретрохориальной гематомы в подгруппе

женщин с обострением ЦМВ инфекции был в 2,36 раза выше (р<0,001), чем в

подгруппе женщин с латентным течением заболевания.

Дальнейшие исследования показали, что ворсинчатый хорион в подгруппе

женщин с обострением ЦМВ инфекции был представлен преимущественно

ворсинами эмбрионального типа без признаков дифференцировки

мезенхимальных клеток в эндотелиоциты. Встречались аваскулярные

некротизированные ворсины, окруженные фибриноидом. В гиповаскулярных
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ворсинах определялись признаки апоптоза эндотелиальных клеток и

фибробластов. Капилляры в таких ворсинах были вытянуты и сдавлены из-за

отека. Не редко выявлялся тромбоз сосудов.

Покровный эпителий ворсин был местами гипоплазирован, встречались

участки с утолщениями и хаотично расположенными деформированными, а

также апоптотическими ядрами, что могло указывать на эндокринную

недостаточность трофобласта. Участки цитотрофобластической инвазии часто

обнаруживались в поверхностных отделах функционального слоя эндометрия.

Для определения особенностей цитотрофобластической инвазии и

идентификации клеток цитотрофобласта нами была использована

иммуногистохимическая реакция на цитокератин 8.

На препаратах выявлялись отдельные группы клеток цитотрофобласта,

экспрессирующих цитокератин 8. При этом реакция на цитокератин 8 была

снижена. Также выявлялось снижение числа многоядерных гигантских клеток,

что указывало на нарушение гравидарной трансформации эндометрия.

В дистальных участках якорных ворсин определялись участки снижения

экспрессии цитокератина 8 в первой, и отсутствием во второй и в третьей

зонах инвазивной дистанции, что могло указывать на угасание

пролиферативной активности и миграционной способости цитотрофобласта.

Большинство эмбриональных ворсин также не имело реакции на цитокератин

8 или реакция была значительно снижена.

Таким образом, можно заключить, что дифференциальными критериями

самопроизвольного выкидыша при обострении ЦМВ инфекции, являются

признаки воспаления (инфильтрация, отек, фибриноидный некроз) и

нарушения инвазивной и миграционной способности цитотрофобласта

(снижение экспрессии цитокератина 8).

Учитывая особенности изменений в системе цитокиновой, гормональной

и ангиогенной регуляции процессов инвазии цитотрофобласта был проведен

поиск прогнозных предикторов, на основании которых разработана модель

развития самопроизвольного выкидыша при обострении ЦМВ инфекции.
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В ходе выполнения пошагового дискриминантного анализа были

отобраны три параметра, имеющие высокий уровень достоверности и

характеризующие возможные дискриминации совокупностей между

подгруппами с обострением ЦМВ инфекции и латентным течением

заболевания. Среди них провоспалительные факторы TNF-α и NF-kB и

растворимый рецептор fms-подобной тирозинкиназы sFlt-1.

Параметры имели высокие дискриминантные свойства ( = 0,003,

р<0,001). Классификационная способность дискриминантных совокупностей

модели составила 100%.

Каноническая дискриминантная функция представлена ниже:

F = -35,948 + 0,561 × TNF-α – 0,709 × NF-kB – 0,318 × sFlt-1,

где -35,948 – константа.

Проведенный дискриминантный анализ показал, что наибольший вклад в

дискриминацию совокупностей каноничской функции, а, следовательно, в

развитие самопроизвольного выкидыша при обострении ЦМВ инфекции,

имеют показатели TNF-α (β = 1,496, р<0,001), NF-kB (β = -0,901, р<0,001) и

sFlt-1 (β = -0,237, р<0,001).

Дальнейшие расчеты, выполненные с помощью ROC-анализа,

подтвердили возможность использования показателей TNF-α, NF-kB и sFlt-1 в

качестве прогностических предикторов самопроизвольного выкидыша.

Максимальная площадь под кривой (АUC) для TNF-α составила 0,850, NF-kB –

0,852 и sFlt-1 – 0,794 (р<0,001 соответственно), что свидетельствовало о

высоком качестве модели. Для TNF-α порог отсечения (cut-off) составил 107,05

пг/мл (чувствительность – 74,2%, специфичность – 99%, J – 0,73), для NF-kB –

11,45 пг/мл (чувствительность – 74,2%, специфичность – 99%, J – 0,73) и sFlt-1

– 3,34 пг/мл (чувствительность – 75,3%, специфичность – 74%, J – 0,49).

Выявлена ассоциация развития самопроизвольного выкидыша с показателями

TNF-α, NF-kB и sFlt-1 равными и превышающими пороговые значения (χ2 =

51,45, р<0,001).
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В результате проведенного исследования продемонстрирована

возможность использования определения TNF-α, NF-kB и sFlt-1 в комплексном

диагностическом мониторинге беременных с обострением ЦМВ инфекцией

для выделения групп риска по развитию самопроизвольного выкидыша.

Дополнительно был проведена оценка рисков исходов беременности у

женщин с обострением ЦМВ инфекции в первом триместре беременности

относительно женщин контрольной группы. Выявлено, что обострение ЦМВ

инфекции в 3,02 раза увеличивает риск угрожающего выкидыша (р<0,05) и в

4,52 раза развития самопроизвольного выкидыша (р<0,05). Неспецифический

вагинит и рвота беременных не были значимыми факторами риска в исходах

беременности у женщин с обострением ЦМВ инфекции (р>0,05), в то время

как анемия была отягощающим фактором в исходах беременности (р<0,05).

Риск анемии был в 8,3 раза выше, чем в контрольной группе.

С учетом того, что в подгруппе с обострением ЦМВ инфекции у 18,8%

женщин с угрожающим выкидышем и у 58,3% женщин с самопроизвольным

выкидышем была диагностирована анемия, были расчитаны риски исходов

беременности. Анемия у женщин с обострением ЦМВ инфекции не

увеличивала риск угрожающего выкидыша (р>0,05), но при этом вероятность

развития самопроизвольного выкидыша была выше в 6,56 раза (р<0,05).

Таким образом, обострение ЦМВ инфекции в первом триместре

беременности увеличивает риск угрожающего и самопроизвольного

выкидыша. Анемия у женщин с обострением ЦМВ инфекции в первом

триместре беременности является фактором, способствующим развитию

самопроизвольного выкидыша.

На основании полученных результатов разработана концептуальная схема

механизмов развития самопроизвольного выкидыша при обострении ЦМВ

инфекции (рисунок 22).

ОБОСТРЕНИЕ ЦМВ ИНФЕКЦИИ

в первом триместре беременности
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Рисунок 22. Концептуальная схема механизмов развития

самопроизвольного выкидыша при обострении ЦМВ инфекции.

ВЫВОДЫ

Системные реакции
(периферическая кровь)

Локальный ответ
(ворсинчатый хорион)

Индукция TNFα/sTNF-R1 и NF-kB сигналинга,
усиление провоспалительного влияния TNFα, IL-1β и снижение

регуляторных свойств IL-10

Недостаточность продукции прогестерона и эстрадиола

Снижение проангиогенного
действия VEGF-A и PlGF и
усиление антиангиогенных

свойств sFlt-1

Снижение протеолитической
активности

ММР-9 и повышение уровня ее
тканевого ингибитора TIMP-1

САМОПРОИЗВОЛЬНЫЙ ВЫКИДЫШ

Нарушение инвазии и миграции цитотрофобласта, ремоделирования
маточных сосудов, дифференцировки и формирования ворсин

хориона



110

1. Обострение ЦМВ инфекции в первом триместре беременности

характеризуется одновременным повышением уровня в периферической крови

и в ворсинчатом хорионе цитокинов провоспалительного профиля TNF-α и IL-

1β и снижением содержания противовоспалительного IL-10. Формируемый

дисбаланс в системе цитокинов в ворсинчатом хорионе приводит к

повышению уровня растворимого рецептора sTNF-R1 и ядерного

транскрипционного фактора NF-kB, что изменяет провоспалительный

сигналинг и приводит к развитию локального воспалительного ответа.

Латентное течение инфекции связано с меньшим по выраженности

повышением уровня TNF-α и IL-1β и снижением содержания IL-10. Выявлен

значимый вклад высокого уровня TNF-α и низкого IL-10 в развитие

осложнений первого триместра беременности при обострении ЦМВ

инфекции.

2. Обострение ЦМВ инфекции в первом триместре беременности

приводит к развитию эмбриохориальной недостаточности, характеризующейся

снижением уровня в периферической крови и в ворсинчатом хорионе

прогестерона и эстрадиола, в отличие от латентного течения заболевания, при

котором снижается содержание прогестерона. Выявлен значимый вклад

изменчивости показателей эстрадиола в развитие осложнений первого

триместра беременности при обострении ЦМВ инфекции.

3. При обострении ЦМВ инфекции в первом триместре

беременности выявлено нарушение ангиогенной регуляции

эмбриохориального комплекса, что проявляется в одновременном повышении

уровня в периферической крови и в ворсинчатом хорионе антиангиогенного

фактора sFlt-1 и снижении содержания проангиогенных VEGF-А и PlGF.

Латентное течение заболевания характеризуется повышением уровня в

периферической крови и в ворсинчатом хорионе VEGF-А и PlGF при

отсутствии изменений в содержании sFlt-1. Выявлена ассоциация

изменчивости показателей VEGF-А, PlGF и sFlt-1 с развитием осложнений

первого триместра беременности при обострении ЦМВ инфекции.
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4. При обострении ЦМВ инфекции в первом триместре

беременности нарушаются механизмы протеолитической деградации

внеклеточного маточно-хориального матрикса и инвазии цитотрофобласта, что

проявляется в снижении уровня ММР-9 и повышении содержания тканевого

ингибитора TIMP-1. При латентном течении заболевания факторами

состоятельности инвазивных процессов можно считать компенсаторное

повышение уровня ММР-9 при отсутствиии изменений содержания TIMP-1 в

ворсинчатом хорионе.

5. Морфологическими критериями самопроизвольного выкидыша

при обострении ЦМВ инфекции являются признаки локального воспаления

маточно-хориального комплекса (инфильтрация, отек, фибриноидный некроз),

нарушение инвазии и миграции цитотрофобласта (снижение экспрессии

цитокератина 8), ремоделирования маточных сосудов, дифференцировки и

формирования ворсин.

6. У женщин с обострением ЦМВ инфекции в первом триместре

беременности в 3,02 раза увеличивается риск угрожающего и в 4,52 раза

самопроизвольного выкидыша. Развитие анемии у женщин с обострением

ЦМВ инфекции в первом триместре беременности увеличивает в 6,56 раза

риск самопроизвольного выкидыша.

7. В ходе выполнения дискриминантного и ROC анализов

продемонстрирована возможность использования пороговых значений

прогностических маркеров TNF-α, NF-kB и sFlt-1 в комплексном

диагностическом мониторинге беременных для выделения групп риска по

развитию самопроизвольного выкидыша при обострении ЦМВ инфекции.

ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ
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Прогностическая модель самопроизвольного выкидыша, с включением

наиболее значимых показателей TNF-α, NF-kB и sFlt-1, может быть

использована в практическом здравоохранении с целью прогнозирования

неблагоприятных исходов беременности.

Беременным женщинам в первом триместре рекомендовано обследование

на ЦМВ инфекцию с целью выделения групп высокого риска

самопроизвольного выкидыша.

Могут быть рекомендованы для внедрения в профильные медицинские

учреждения способы прогнозирования угрозы прерывания беременности

(патент РФ № 2751965) и оценки нарушения инвазии трофобласта при ЦМВ

инфекции (патент РФ № 2782111).
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