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ВВЕДЕНИЕ 

 

АКТУЛЬНОСТЬ ТЕМЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Несмотря на значительные достижения в области вспомогательных 

репродуктивных технологий (ВРТ), существенному проценту супружеских пар, 

прибегающим к ВРТ, не удается достичь наступления беременности после 

повторных попыток экстракорпорального оплодотворения (ЭКО). Повторные 

неудачи имплантации - отсутствие клинической беременности после двух и более 

программ ВРТ при переносе эмбрионов хорошего качества у  женщин в возрасте 

до 40 лет. Повторные неудачи имплантации – серьезная проблема, решению 

которой посвящено большое количество как клинических, так и 

фундаментальных исследований в области репродукции человека. После 

повторных неудачных попыток ЭКО принято проводить гистероскопию для 

выяснения состояния эндометрия и хирургической коррекции выявленной 

патологии, сальпингэктомии при выявлении гидросальпинксов, вспомогательный 

хэтчинг эмбрионов, преимплантационный генетический скрининг эмбрионов и 

другое, однако, не всегда удается верифицировать причины повторных неудач 

имплантации в программе ЭКО. 

Наименее изученными являются иммунологические аспекты неудач 

имплантации. Имееются лишь единичные данные о повышении соотношения 

Th1/Th2 и снижении супрессивной способности Т-регуляторных клеток (Treg) в 

периферической крови [82] [76] у пациенток с повторными неудачами 

имплантации, не изучены особенности субпопуляционного состава лимфоцитов 

периферической крови у этих женщин. 

Степень разработанности темы исследования 

Отсутствует единая точка зрения на целесобразность проведения 

иммунологических исследований и использования различных видов 

иммунотерапии у женщин с неудачами имплантации в анамнезе. С целью 

повышения вероятности имплантации в программе ЭКО предпринимаются 
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попытки воздействия на эндометрий путем его локального «повреждения» при 

гистероскопии или пайпель-биопсии в цикле, предшествующем очередной 

попытке ЭКО; введение в полость матки гранулоцитарного 

колониестимулирующего фактора; прием различных препаратов с 

иммуносупресссиным эффектом (глюкокортикоиды, такролимус) [101] [97]. 

Относительно новым и малоизученным методом преодоления неудач 

имплантации в программе ЭКО является внутриматочное введение за 3 дня до 

переноса бластоцисты аутологичных мононуклеаров периферической крови 

(МПК), полученных в день забора ооцитов, активированных хорионическим 

гонадотропином человека (ХГч) [162]. О позитивном влиянии метода на исходы 

программ ЭКО у женщин с повторными неудачами имплантации 

свидетельствуют результаты исследования Okitsu и соавторов, в котором было 

показано, что даже при введении неактивированных МПК в криопротоколах 

существенно повышалась частота наступления клинической беременности [106]. 

Роль периферических мононуклеарных клеток в обеспечении 

рецептивности эндометрия обсуждается с тех пор, как  было показано, что клетки 

селезенки  беременных мышей могут регулировать рецептивность эндометрия 

[143],  а МПК, полученные от женщин с беременностью ранних сроков, могут 

усиливать  инвазию эмбрионов мышей in vitro [198], а мононуклеарные клетки, 

введенные в полость матки, повышают вероятность имплантации    [78] [161]  [49].    

Механизм, посредством которого МПК могут улучшать исходы ЭКО, не 

ясен и, по мнению исследователей, может реализовываться за счет поддержки 

децидуализации эндометрия, за счет формирования провоспалительного профиля 

цитокинов, за счет способности инфильтрировать строму эндометрия в качестве 

предшественников инвазивного трофобласта [48] [121]. 

Основанием для использования активаторов МПК явились данные о том, 

что ХГч усиливает продукцию цитокинов МПК, повышая имплантационные 

свойства эндометрия [73] [47]. 

Таким образом, несмотря на положительные результаты единичных 

исследований о влиянии иммуномодулирующей терапии МПК на эффективность 
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программы ВРТ, не изучена эффективность и механизм действия данного метода 

преодоления повторных неудач имплантации. 

 

Цель исследования: 

Повышение эффективности программ вспомогательных репродуктивных 

технологий у пациенток с повторными неудачами имплантации путем 

внутриматочного введения аутологичных мононуклеарных клеток перед 

переносом эмбриона. 

Задачи исследования 

 

1. Оценить анамнестические, клинико-лабораторные данные, 

субпопуляционный состав лимфоцитов периферической крови пациенток с 

повторными неудачами имплантации в анамнезе. 

2.  Изучить влияние внутриматочного введения различных видов 

аутологичных МПК на эффективность программ ВРТ. 

3.  Изучить зависимость эффективности программ ВРТ от субпопуляционного 

состава мононуклеарных клеток, предназначенных для внутриматочного 

введения. 

4.  Проанализировать зависимость эффективности программ ВРТ от 

цитокинового профиля супернатантов культур мононуклеарных клеток, 

предназначенных для внутриматочного введения. 

5. На основании полученных результатов разработать показания к назначению 

иммунотерапии МПК и алгоритм ее проведения у женщин с повторными 

неудачами имплантации в анамнезе. 
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Научная новизна 

Получены данные о нарушении субпопуляционного состава лимфоцитов 

периферической крови пациенток с повторными неудачами  имплантации в 

программах ВРТ, характеризующееся высоким уровнем лимфоцитов с 

естественной киллерной функцией и низким уровнем регуляторных TCR-

лимфоцитов. 

Изучено влияние внутриматочного введения перед переносом эмбриона 

аутологичных МПК, активированных ХГч, так и без активации на эффективность 

программ ВРТ в «свежих» циклах и криоциклах у пациенток с повторными 

неудачами имплантации. Обосновано иммуномодулирующее влияние ХГч на 

МПК. 

Доказана зависимость эффективности программ ВРТ с использованием 

иммунотерапии МПК  от субпопуляционного состава мононуклеарных клеток 

периферической крови и цитокинового профиля супернатантов культур МПК.  

Практическая значимость 

Дисбаланс  субпопуляционного состава лимфоцитов периферической крови 

позволяет рекомендовать проведение иммунотерапии МПК в программах ВРТ у 

пациенток с повторными неудачами имплантации.  

Выявлены иммунологические предикторы, позволяющие рекомендовать 

проведение иммунотерапии МПК как в «свежем» цикле (CD16
+
NK-лимфоцитов 

>12,4% и Тreg (СD4
+
CD25

high 
CD127

low/-
)6,6% ) , так и в криоцикле  (CD56

+
 16,3 %, 

CD56
+
TCR  2,5 % и TCR-лимфоцитов 12,5%). 

Анализ исходов программ ВРТ у пациенток с повторными неудачами 

имплантации в зависимости от позволил определить персонифицированный 

подход к проведению иммунотерапии МПК в программах ВРТ у женщин с 

повторными неудачами имплантации в анамнезе. 
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Материал и методы исследования 

Проведено обследование 129 пациенток с повторными неудачами 

имплантации в программе ЭКО в анамнезе, обратившихся для проведения 

программы ЭКО и ПЭ, подписавших добровольное информированное согласие на 

участие в исследовании на базе ФГБУ «НМИЦ АГП им. В.И. Кулакова» 

Минздрава России. Далее пациентки были стратифицированы путем простой 

рандомизации в 3 группы в зависимости от вида проводимой иммунотерапии.  

Перед началом программы ВРТ всем пациенткам проведено полное 

клинико-лабораторное обследование в соответствии с приказом Министерства 

здравоохранения Российской Федерации № 107н. 

Процедура выделения и внутриматочного введения МПК осуществлялась в 

соответствии с протоколом «Проведение иммунотерапии с помощью 

внутриматочного введения аутологичных мононуклеарных клеток», 

утвержденным на Ученом совете ФГБУ «НЦ АГиП им. В.И. Кулакова» 

Минздрава России (выписка из протокола № 19 от 22.12.2015 г.). 

Поверхностный фенотип клеток периферической крови определяли с 

помощью стандартного набора моноклональных антител (мАт), меченных 

флуоресцеин-изотиоцианатом (ФИТЦ) или фикоэритрином (ФЭ), против 

антигенов CD3(ФИТЦ), CD8(ФЭ), CD16(ФЭ), CD56(ФЭ), CD56(ФИТЦ), ТКР 

(ФЭ) (Becton Dickinson и eBioscience, США). Оценивали содержание 

регуляторных 
+
Т-лимфоцитов, а также содержание субпопуляции естественных 

Тreg как субпопуляцию с фенотипом СD4
+
CD25

high
CD127

low/-
. 

Статистическая обработка данных выполнена на индивидуальном 

компьютере с использованием программы IPM SРSS Statistics, версия 22. 

Обработку данных производили общепринятыми методами вариационной 

статистики. Для количественного параметра были определены: среднее значение 

(М), среднеквадратичное отклонение (δ), ошибка среднего (m), медиана (Ме), 95% 

доверительный интервал, для качественных данных – частоты (%). Соответствие 

расчетных выборок показателей нормальному распределению оценивали с 
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помощью критерия Шапиро-Уилка с использованием пакета MedCalc12 для 

Windows 7. Значимость наблюдаемых отклонений средних значений измеренных 

параметров оценивали с помощью двухвыборочного t-критерия Стьюдента с 

различными дисперсиями для средних значений с использованием пакета 

статистического анализа для Microsoft Office Excel 2007. В случае отклонения 

распределения от нормального представлена медиана (Ме) 5 - 95 процентили (5-

95 Р). В этом случае для оценки различий применяли U-критерий Манна-Уитни 

для независимых выборок. Достоверными различия считали при уровне 

значимости р˂0,05. Для оценки диагностической значимости тестов 

фенотипирования лимфоцитов периферической крови женщин с бесплодием 

использовали ROC-анализ с применением индекса Юдена пакета MedCalc12 для 

Windows 7.  

Положения, выносимые на защиту 

1. У пациенток  репродуктивного возраста с  нормальным  овариальным резервом, 

с  бесплодием   трубно-перитонеального генеза, имеющим в анамнезе две и более 

повторные неудачи имплантации, субпопуляционный состав лимфоцитов 

периферической крови характеризуется  высоким уровнем лимфоцитов с 

естественной киллерной функцией и низким уровнем регуляторных TCR-

лимфоцитов, что позволяет рекомендовать проведение иммунотерапии в 

программах вспомогательных репродуктивных технологий у пациенток с 

повторными неудачами имплантации в анамнезе.  

2. У пациенток с повторными неудачами имплантации проведение 

внутриматочного введения аутологичных мононуклеарных клеток повышает 

эффективность программ вспомогательных репродуктивных технологий в 1,7 раза 

по сравнению с группой плацебо. Активация мононуклеарных клеток хорионическим 

гонадотропином повышает эффективность криопротоколов в 1,2 раза по сравнению с 

группой с введением неактивированных мононуклеарных клеток, но не влияет на 

исходы «свежих» циклов. 
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3. Выбор иммунотерапии мононуклерными клетками зависит от типа протокола 

вспомогательных репродуктивных технологий и субпопуляционного состава 

лимфоцитов периферической крови. В «свежем» цикле при уровне NK-клеток 

более 12,4% и Т-регуляторных клеток с фенотипом СD4
+
CD25

high 
CD127

low/
 не 

более 7% целесообразно использование внутриматочного введения 

неактивированных аутологичных мононуклераных клеток. В криопротоколе – при 

уровне NK-клеток более 16% и Т-регуляторных клеток с фенотипом TCR менее 

12% - использование внутриматочного введения мононуклераных клеток, 

активированных хорионическим гонадотропином. 

4. Активация мононуклеарых клеток хорионическим гонадотропином приводит к 

высокому уровню продукции про- и противовоспалительных цитокинов в 

криопротоколе, что обуславливает более высокую эффективность данного вида 

иммунотерапии по сравнению с иммунотерапией неактивированными клетками. 

Супернатанты активированных и неактивированных мононуклеарных клеток, 

вводимые в стимулированном цикле, не отличались по цитокиновому профилю, 

что объясняет отсутствие влияния активации мононуклеарных клеток на 

эффективность «свежего» цикла. 

 

Личный вклад автора 

Автор непосредственно участвовал в выборе научного направления 

исследования, разработке цели и задач исследования, аналитической и 

статистической обработке полученных данных. Автор лично проводил 

обследование и ведение пациенток на всех этапах лечения бесплодия методом 

ЭКО и переноса эмбрионов (ПЭ), включая формирование базы данных о 

пациентах, внутриматочное введение аутологичных МПК, а также анализ 

клинико-лабораторных показателей и научную интерпретацию результатов 

исследования. 
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Соответствие диссертации паспорту полученной специальности 

Научные положения диссертации соответствуют формуле специальности 

14.01.01 – «акушерство и гинекология». Результаты проведенного исследования 

соответствуют области исследования специальности, конкретно пунктам 4 и 

5 паспорта акушерства и гинекологии. 

Апробация работы 

         Работа обсуждена на межклинической конференции сотрудников 1 – го 

гинекологического отделения (21.09.2018) и заседании апробационной комиссии 

ФГБУ «НМИЦ АГиП им. В.И. Кулакова» Минздрава России (22.10.2018   

протокол № 11).  

Внедрение результатов исследования в практику 

Разработанная на основании результатов исследования тактика 

персонифицированного подхода к проведению иммунотерапии МПК с учетом 

иммунологических предикторов в программах ВРТ у женщин с повторными 

неудачами имплантации в анамнезе внедрена в практическую деятельность 1–го 

гинекологического отделения ФГБУ «НМИЦАГиП им. В.И. Кулакова» Минздрава 

России.  

По теме диссертации  разработан протокол «Проведение иммунотерапии с 

помощью внутриматочного введения аутологичных мононуклеарных клеток», 

утвержденный на Ученом совете ФГБУ «НМИЦАГиП им. В.И. Кулакова» 

Минздрава России (22.12.2015).  Результаты исследования изложены в 7 печатных 

работах, из них 5 - в ведущих рецензируемых научных журналах, 

рекомендованных ВАК. Результаты диссертационной работы представлены на XII 

Международном конгрессе по репродуктивной медицине (Москва, 2018),            

35 ежегодной конференции ESHRE (Вена, 2019).  

 

  

https://translate.academic.ru/European%20Society%20of%20Human%20Reproduction%20and%20Embryology/en/ru/
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Структура и объем диссертации 

Диссертация изложена на 130 страницах, состоит из введения, 4 глав (обзор 

литературы, материалы и методы исследования, результаты собственных 

исследований, обсуждение полученных результатов), выводов, практических 

рекомендаций, списка литературы, приложения. Работа иллюстрирована 

21 таблицей и 17 рисунками. Использованная литература включает 10 работ 

отечественных и 155 - зарубежных авторов.  
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Глава 1. ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ ПОВТОРНЫХ НЕУДАЧ 

ИМПЛАНТАЦИИ В ПРОГРАММЕ ЭКСТРАКОРПОРАЛЬНОГО 

ОПЛОДОТВОРЕНИЯ 

(обзор литературы)  

1.1 Повторные неудачи имплантации. Определение. 

Результативность программ вспомогательных репродуктивных технологий 

(ВРТ) в последние годы несомненно растет, однако у 60% женщин по - прежнему 

не наступает клиническая беременность в одном лечебном цикле, а у 20% - после 

трех циклов экстракорпорального оплодотворения (ЭКО) [84]. 

Известно, что даже перенос морфологически качественного эмбриона в 

полость матки с эндометрием, структурно соответствующим фазе менструального 

цикла, не всегда приводит к наступлению беременности, а наступившая 

беременность в ряде случаев останавливается в развитии на ранних сроках [41].  

Процесс имплантации зависит от синхронизации различных факторов, 

таких, как качество эмбриона, оптимальные условия культивирования эмбриона, 

рецептивность эндометрия и адекватное состояние материнской иммунной 

системы  [38]. При этом приблизительно за две трети неудач имплантации 

ответственна неадекватная рецептивность эндометрия, тогда как состояние 

эмбриона - только за одну треть. Значительный процент прекращения развития 

эмбрионов связан с наличием у них хромосомных аномалий [11]. 

Исследователи уделяют большое внимание изучению роли различных 

факторов в генезе повторных имплантационных потерь.  

Повторные неудачи имплантации (repeated implantation failure - RIF) в 

программе экстракорпорального оплодотворения – клиническая ситуация, когда 

неоднократно не удается достичь стадии визуализации плодного яйца в полости 

матки при ультразвуковом исследовании (УЗИ) после переноса эмбриона (ов). По 

мнению Coughlan, возможны два варианта данной ситуации: в первом из них 

отсутствуют доказательства имплантации (отрицательные уровни β-субъединицы 

хорионического гонадотропина (βХГ)), а во втором имеются доказательства 
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имплантации (положительные уровни βХГ), но по данным УЗИ, плодное яйцо 

отсутствует [28].  

Определение RIF на разных этапах изучения данной проблемы трактовали 

по-разному. Первоначально RIF диагностировали при переносе 12 эмбрионов в 

нескольких циклах ВРТ, не учитывая количество последних  [35]. Позже другая 

группа исследователей определила повторные неудачи имплантации как 

неспособность достижения беременности после переноса 10 или более эмбрионов 

в 2-6 циклах ВРТ [144]. В 2005 г. на Европейском обществе репродукции человека 

и эмбриологии (ESHRE) RIF определили, как отсутствие беременности при 

переносе 3-х и более эмбрионов в 10 и более циклах ЭКО [149].  В 2006 году 

Margalioth et al. полагали, что RIF определяется как отсутствие наступления 

беременности после переноса 3-х эмбрионов в 3-х циклах ЭКО/ПЭ [92]. Немного 

позднее определение повторных неудач имплантации описали как неспособность 

достижения беременности после переноса 5 эмбрионов на стадии бластоцисты 

вне зависимости от количества циклов ВРТ [119]. 

Некоторые авторы при установлении RIF основываются только на 

количестве перенесенных эмбрионов, другие - на количестве неудачных циклов. 

Так, Aletebi F. полагает, что RIF – это отсутствие клинической беременности 

после переноса 3 или более эмбрионов [12].  Huang и соавторы верифицируют RIF 

после двух неудачных циклов, Sacks и соавторы –  после трех попыток ЭКО 

[59][124]. Другие исследователи учитывают оба фактора и считают, что о RIF 

свидетельствует отсутствие беременности после переноса от 2 до 10 и более 

эмбрионов в минимум двух или трех циклах ВРТ] [112][118]. Рolansky полагает, 

что для определения RIF общее число перенесенных эмбрионов должно быть не 

менее 4-х на стадии дробления или 2-х бластоцист [112]. Большинство авторов 

учитывают эмбрионы только хорошего качества, имеющие количество клеток, 

соответствующее дню развития, а в случае переноса бластоцисты - качество 

внутренней клеточной массы и трофоэктодермы [12] [59] [112] [151]. Другие 

критерии включают наличие бластомеров одинакового размера, равномерность их 

распределения, а также наличие менее 10% фрагментации [37].  



 15 

Tan и соавторы исключают из определения RIF криопротоколы, 

основываясь на том, что частота имплантации размороженных после 

криоконсервации эмбрионов ниже, чем в «свежих» циклах [144]. Однако 

систематический обзор и мета– анализ 3-х рандомизированных клинических 

исследований показал более высокую частоту клинической и прогрессирующей 

беременности в криопротоколах [121]. По данным Shapiro частота родов живым 

плодом в криоциклах существенно выше в сравнении со свежими циклами (OR 

3.8, 95% CI 2,1-7,2; р<0,0001) [134].  Следовательно, при определении RIF 

необходимо учитывать как свежие циклы ЭКО, так и криопротоколы.  

Последнее предлагаемое определение RIF от Coughlan включает в себя не 

только количество эмбрионов и количество программ вспомогательных 

репродуктивных технологий (ВРТ), но и возраст пациентки. RIF они определяли 

как неспособность достижения клинической беременности после переноса, по 

крайней мере, четырех эмбрионов хорошего качества, как минимум, в трех 

лечебных циклах ЭКО или криопротоколах у женщин в возрасте до 40 лет [28].   

Следует отметить, что термин «повторные неудачи имплантации» не 

является эквивалентом повторных неудач ЭКО, к которым следует относить 

невозможность достижения беременности после нескольких попыток у пациенток 

старшего репродуктивного возраста, при «бедном» овариальном ответе и 

субоптимальном качестве эмбрионов [28].  

Таким образом, основываясь на приведенных данных литературы можно 

сделать заключение, что RIF – отсутствие клинической беременности у пациенток 

в возрасте до 40 лет после двух последовательных попыток ЭКО/ИКСИ или 

криоциклов, в которых общее число перенесенных эмбрионов не менее чем 4 на 

стадии дробления или 2-х хорошего качества на стадии бластоцисты  [4]. 

1.2 Этиологические факторы повторных неудач имплантации 

Повторные неудачи в программе ЭКО могут быть обусловлены дефектами 

гамет, эмбрионов, а также патологией матки и эндометрия. В отечественной и 

зарубежной литературе обсуждается роль врожденных тромбофилий, 
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антифосфолипидного синдрома, эндометриоза, синдрома поликистозных 

яичников (СПКЯ), иммунологических факторов, воспалительных заболеваний 

маточных труб и миомы матки в генезе повторных неэффективных программ 

ЭКО. Отдельного внимания заслуживают идиопатические RIF – неспособность к 

достижению беременности после переноса эмбрионов хорошего качества при 

исключении патологических изменений матки и эндометрия, а также любых 

других нарушений у женщины и отсутствие патозооспермии у мужчины [151].  

По данным Yang X. и соавторов частота встречаемости идиопатических RIF 

составляет 8% [160]. 

1.2.1 Качество ооцитов 

Важным фактором, определяющим исход цикла ЭКО, является качество 

полученных эмбрионов, которое во многом зависит от морфологической и 

структурной зрелости гамет [30]. В исследованиях на животных было показано, 

что качество ооцитов играет более важную роль, чем качество сперматозоидов, 

что можно объяснить различиями между гаметогенезом у мужчин и женщин [3]. 

Качество яйцеклеток отражают морфологические, генетические, метаболические 

и эпигенетические характеристики. Однако в рутинной практике клиник ВРТ 

применяется оценка клеток преимущественно по их морфологическим 

параметрам. В литературе обсуждается связь между качеством полученных при 

стимуляции функции яичников ооцитов и неудачами имплантации в программе 

ЭКО [118] [2].  

Аномалии строения ооцитов (дисморфизмы) могут быть обусловлены 

возрастом женщины, генетическими дефектами, наличием метаболических 

нарушений, гинекологическими заболеваниями (наружный генитальный 

эндометриоз, СПКЯ), а также влиянием стимуляции суперовуляции и ответом 

яичников [2] [45]. Balaban и соавторами было показано, что 60%-70% 

аспирированных ооцитов имеют различные аномальные морфологические 

характеристики] [16]. Ряд авторов объясняют это тем, что стимуляция функции 

яичников приводит к созреванию когорты фолликулов, которые в естественном 

цикле должны были подвергнуться атрезии [45][16]. Существует доказательства 
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того, что чрезмерный ответ яичников на стимуляцию суперовуляции, высокая 

суммарная доза гонадотропинов приводит к появлению дисморфизмов ооцитов и 

высокой частоте неудачи оплодотворения [28][2][45]. Среди различных видов 

аномалий строения ооцитов наиболее значимой в этиологии RIF является 

уплотнение zona pellucida, и как результат, ее неспособность к разрыву и 

нарушение естественного хэтчинга  [38]. 

Figueira R. и соавторы полагают, что возраст женщины не влияет на 

морфологические параметры ооцитов. Авторы объясняют это тем, что качество 

ооцитов у пациенток старшего возраста не может оцениваться по 

морфологическим критериям, поскольку связано с повышенной вероятностью 

хромосомных аномалий [28][45]. Частота встречаемости анеуплоидии в ооцитах, 

полученных в естественных циклах, составляет около 20 %, тогда как в 

стимулированных циклах варьирует от 20 до 70 %, и напрямую зависит от 

возраста женщины [57]. При этом у пациенток с RIF анеуплоидии ооцитов 

наблюдаются в 65,5 % случаев [46]. Возрастное снижение качества ооцитов 

связано не только с повышенной вероятностью хромосомных аномалий, но и со 

снижением митохондриального потенциала мембраны и увеличением 

повреждений митохондриальной ДНК яйцеклеток [130].  

В настоящее время признано, что в процессе имплантации важную роль 

играют кумулюсные клетки, которые связаны с ооцитом от стадии антрального 

фолликула до этапа оплодотворения [28][15]. Кумулюсные клетки являются 

источником простагландинов и ангиогенных факторов (например, сосудистого 

эндотелиального фактора роста), которые имеют значение в ангиогенезе при 

имплантации. Исследование Аssou показали, что экспрессия генов клетками 

кумулюсного окружения ооцита коррелирует с качеством ооцитов и эмбрионов 

[15]. Benkhalifa M. И соавторы в проспективном рандомизированном 

исследовании отметили улучшение исходов программы ЭКО при совместном 

культивировании эмбрионов с кумулюсными клетками у пациенток с RIF [28][20].  

В ряде работ была показана взаимосвязь гинекологических заболеваний с 

качеством ооцитов, полученных в программе ЭКО. Так, экспериментальные 
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исследования на модели мыши доказали, что развитие перитонеального 

эндометриоза ассоциировано со снижением качества ооцитов и количества 

эмбрионов [29]. Díaz I. при анализе циклов донации ооцитов выявили значительно 

более низкую частоту имплантации у реципиентов, которые получали ооциты от 

доноров с эндометриозом, в то время как использование ооцитов от здоровых 

доноров не снижало частоту наступления беременности у реципиентов с 

эндометриозом [40]. Таким образом, эндометриоз, вероятно, в большей степени 

затрагивает качество яйцеклеток, а не рецептивность эндометрия [4]. Однако 

существует мнение, что эндометриоидные кисты яичников не оказывают 

неблагоприятного воздействия на качество ооцитов, эмбрионов и исход программ 

ВРТ. В недавнем мета–анализе и систематическом обзоре было показано, что при 

эндометриоидных кистах яичников наблюдается существенно меньшее 

количество полученных ооцитов, зрелых ооцитов и эмбрионов, а число 

эмбрионов хорошего качества, частота имплантации, клинической беременности 

и родов живым плодом сопоставимы с аналогичным показателем в группе 

здоровых женщин бластоцисты [4]. Более того, анализ фолликуло- и оогенеза в 

яичнике с эндометриоидной кистой в сравнении с интактным яичником не 

показал статистически значимых различий в количестве полученных ооцитов, 

эмбрионов хорошего качества, частоте оплодотворения и дробления [160].  

 

1.2.2 Качество сперматозоидов 

В литературе имеются данные, что RIF могут быть обусловлены 

увеличением в эякуляте доли сперматозоидов с фрагментированной ДНК. Однако 

единого мнения о влиянии нарушения структурной организации хроматина 

сперматозоидов на исход цикла ЭКО/ИКСИ не существует, а взаимосвязь с RIF 

до конца не установлена. Так, Seli E. И соавторы считают, что нарушение 

целостности ДНК сперматозоидов не влияет на исход цикла ЭКО, а играет 

важную роль в генезе невынашивания беременности [133]. Другие исследователи 

полагают, что повреждение ДНК в сперматозоидах часто не оказывает 

негативного воздействия на оплодотворение ооцита и начальные стадии 
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дробления эмбрионов, но имеет важное значение для формирования бластоцисты 

и имплантации эмбриона, снижая тем самым частоту наступления беременности в 

программе ЭКО [30]. При этом следует обратить внимание, что при высоком 

уровне фрагментации ДНК спермы, вероятность развития нормального и 

жизнеспособного эмбриона частично зависит от способности ооцита 

восстанавливать повреждение хроматина сперматозоидов [128]. 

Большинство опубликованных статей отмечают увеличение числа 

анеуплоидий сперматозоидов в группах с патозооспермией в супружеских парах с 

неудачными попытками ЭКО/ИКСИ [120][123]. Rodrigo L. и соавторы оценивали 

влияние различных видов анеуплоидий в сперматозоидах на хромосомный набор 

предимплантационных эмбрионов. Авторы делают вывод, что супружеские пары 

с мужским фактором бесплодия и увеличением доли сперматозоидов с 

диплоидией составляют группу риска по неудачам имплантации при проведении 

программы ЭКО, а также спонтанному прерыванию беременности на ранних 

сроках [120]. Другие исследователи наблюдали увеличение случаев дисомий по 

половым хромосомам в сперме в парах с RIF после ИКСИ [38] [123].  

Курение, половые инфекции, ожирение, а также химио- и радиотерапия 

способствуют повреждению ДНК сперматозоидов [28].  

1.2.3 Маточный фактор и роль эндометрия в повторных неудачах 

имплантации 

Имплантационный потенциал эндометрия и синхронизация с развитием 

эмбриона является ключевым моментом эффективности программ ВРТ. Известно, 

что имплантация эмбриона возможна только в течение ограниченного периода 

времени максимальной рецептивности эндометрия. Это так называемое «окно 

имплантации», период которого составляет несколько дней – примерно с 20-го по 

24-й день нормального менструального цикла, на 6-10-й день после пика 

лютеинизирующего гормона (ЛГ) [41][80]. В этот момент происходят 

генотипические и фенотипические изменения клеток эндометрия. Результатом 

является двусторонний «диалог» эндометрия с эмбрионом, который возможно 

приведет к успешной аппозиции, адгезии, инвазии и имплантации эмбриона [151]. 
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При воздействии повреждающих факторов потеря эндометрием рецептивности 

означает утрату способности к взаимодействию с эмбрионом, что влечет за собой 

срыв имплантации или развитие ее патологических вариантов [10]. В качестве 

факторов, повреждающих рецептивность и имплантационный потенциал 

эндометрия, могут выступать гинекологические заболевания, которые нередко 

выявляются у пациенток с RIF. Так, по данным ряда авторов, у женщин с 

неудачными попытками ЭКО и ПЭ в анамнезе частота встречаемости 

хронического эндометрита составляет 30 % - 83,3 %, полипов эндометрия – 13 %, 

гиперплазии эндометрия – 10 % [9]. 

Роль хронического эндометрита в этиологии повторных неудач 

имплантации в программе ЭКО остается спорной и до конца неясной, что может 

быть связано с отсутствием четких диагностических критериев данного 

заболевания и возможностью установления диагноза только при 

морфологическом исследовании биоптата эндометрия. Хронический эндометрит, 

по мнению одних авторов, часто ассоциируется с бесплодием и неудачными 

попытками ЭКО, а, по мнению других авторов, не влияет на репродуктивную 

систему и исходы программ ВРТ бластоцисты [4]. Так, по данным Kasius J. не 

выявлена связь между RIF и хроническим эндометритом [70]. J. MacAnanny и 

соавторы напротив, при ретроспективном исследовании в 30,3 % случаев у 

пациенток с повторными неудачными попытками ЭКО диагностировали 

хронический эндометрит [86]. 

Полипы эндометрия могут вызывать локальные воспалительные изменения, 

обусловленные увеличением числа тучных клеток и уровня матриксных 

металлопротеиназ. Кроме этого, наблюдается уменьшение экспрессии мРНК 

генов HOXA 10, HOXA 11 и увеличение продукции гликоделина, который 

ингибирует активность естественных клеток-киллеров. Несмотря на то, что эти 

изменения приводят к нарушению рецептивности и имплантационного 

потенциала эндометрия, выявление полипа размерами до 20 мм при проведении 

овариальной стимуляции не снижает частоту имплантации, клинической 

беременности и родов живым плодом [110]. 
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Спорным остается и значение аденомиоза в генезе RIF. Одни исследования 

показывают отсутствие негативного влияния данного заболевания на исход цикла 

ВРТ [33], другие же подтверждают существенное снижение частоты наступления 

беременности в программе ЭКО [152].  

Ретроспективный анализ результатов иммуногистохимического 

исследования эндометрия, полученного в позднюю лютеиновую фазу цикла у 

пациенток с неудачами имплантации и аденомиозом, показал значимое (р=0,004) 

увеличение макрофагов в железах поверхностного эпителия и естественных 

клеток-киллеров в строме. Авторы полагают, что накопление макрофагов в 

железах поверхностного эпителия эндометрия может создавать негативную для 

имплантации эмбрионов среду, поскольку макрофаги, как известно, имеют 

способность секретировать цитокины, такие как TNFα и IL-1, а также активные 

формы кислорода и азота, которые потенциально токсичны для эмбрионов [152]. 

Полученные данные позволили Tremellen K. и соавторам сделать вывод об 

иммунологических механизмах неудачи имплантации при аденомиозе [152].  

Одним из механизмов нарушения рецептивности у пациенток с 

эндометриозом является существенное уменьшение экспрессии HOXA 10 в 

клетках стромы эндометрия, и, как результат, снижение αvβ3 интегрина. Кроме 

этого, повышенные уровни фермента ароматазы в эндометрии приводят к 

изменению экспрессии ЭРα, что подавляет уровни αvβ3 интегрина и ухудшает 

имплантацию эмбриона [41]. De Ziegler D. и соавторы обсуждают роль 

нарушений экспрессии генов и воспаления в возникновении резистентности к 

прогестерону, как факторов, снижающих рецептивность эндометрия у пациенток 

с эндометриозом [166]. 

Высокие уровни ЛГ в фолликулярную фазу менструального цикла, 

гиперандрогения, инсулинорезистентность, повышение концентраций эстрогенов 

в день введения триггера овуляции при СПКЯ были предложены как факторы, 

оказывающие негативный эффект не только на качество ооцитов, но и 

рецептивность эндометрия бластоцисты [4]. Повышение концентрации 

андрогенов в исследованиях in vitro подавляет экспрессию HOXA 10 в клетках 
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эндометрия, как напрямую, так и за счет нивелирования стимулирующего 

эффекта эстрогенов и прогестерона. Помимо этого, в эндометрии пациенток с 

СПКЯ наблюдается избыточная экспрессия андрогеновых рецепторов, снижение 

уровней avb3 - интегрина, гликоделина, инсулиноподобного фактора роста, 

связывающего белок 1, нарушение экспрессии генов, что вносит свой вклад в 

неудачи имплантации в программе ЭКО [41]. 

Доказано негативное влияние гидросальпинксов на исходы программ ВРТ за 

счет эмбриотоксического воздействия жидкости, поступающей в полость матки, а 

также снижения рецептивности эндометрия из–за нарушенной экспрессии 

цитокинов, участвующих в имплантации бластоцисты [4]. В ряде исследований 

было показано подавление экспрессии LIF, avb3-интегринов, HOXA 10 у 

пациенток с гидросальпингсами, что отражает снижение имплантационного 

потенциала эндометрия [28][114].  

Врожденные аномалии развития матки также могут быть причиной 

неудачи имплантации в циклах ЭКО. Неблагоприятное воздействие данной 

патологии на рецептивность эндометрия связывают с нарушением экспрессии 

мРНК генов гомеобокса HOXA 10 и HOXA 11, поскольку последние играют 

важную роль в регуляции развития Мюллеровых каналов, дефект формирования 

которых приводит к большей части аномалий развития матки [28].  

Описано несколько механизмов, посредством которых миома матки 

отрицательно влияет на имплантацию эмбриона, в том числе увеличение 

сокращений миометрия, измененный профиль цитокинов, аномальная 

васкуляризация эндометрия, хронические воспалительные процессы, а также 

изменение экспрессии белка HOXA 10 в стромальных клетках во время окна 

имплантации у 69% больных [28][114]. Известно, что субмукозная и 

интерстициальная миома матки с центрипитальным ростом и деформацией 

полости связаны со снижением частоты имплантации в циклах ЭКО, что 

подтверждается увеличением частоты наступления беременности после 

оперативных вмешательств [28]. Спорным остается вопрос о влиянии на исход 

программ ВРТ интерстициальной миомы без деформации полости матки. 
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Некоторые исследования указывают на негативное влияние интерстициальной 

миомы матки на имплантацию и частоту наступления беременности в программе 

ЭКО, в частности, при размерах >4 см, в то время как другие не находят этой 

взаимосвязи [28]. При этом удаление интерстициальных узлов без деформации 

полости матки не увеличивает частоту клинической беременности и родов живым 

плодом, что подтверждает негативное влияние миомы матки на рецептивность 

эндометрия [28][166].  

Нарушение регенерации эндометрия после механической травмы или 

воспалительного процесса является одной из причин возникновения 

внутриматочных синехий, которые препятствуют успешной имплантации 

эмбриона к поверхности эндометрия, и встречаются в 8,5 % случаев у пациенток с 

RIF [28] [43]. В поврежденном эндометрии наблюдается гипоксия, снижение 

процесса неоангиогенеза, а также изменение экспрессии цитокинов, 

ассоциированных с процессами адгезии [43].  

Одной из возможных причин неудач ВРТ может быть изменение 

рецептивности эндометрия в стимулированных циклах. С одной стороны, в ряде 

исследований показан антипролиферативный эффект аналогов ГнРГ на 

эндометрий, поскольку использование как аГнРГ, так и антГнРГ приводит к 

снижению секреции ЛГ в лютеиновой фазе стимулированного цикла, а значит, к 

нарушению функции желтого тела и низким уровням прогестерона [147]. С 

другой стороны, проведение овариальной стимуляции приводит к изменению 

экспрессии маркеров рецептивности эндометрия. Так, в ряде работ выявлено 

снижение секреции LIF и интегринов в эндометрии стимулированных циклов, 

раннее появление зрелых пиноподий, а также изменение экспрессии рецепторов 

эстрадиола и прогестерона [27] [74]. 

В литературе обсуждается роль преждевременной лютеинизации (ПЛ - 

повышение уровня прогестерона) в сыворотке крови в день введения триггера 

овуляции, как одной из причин RIF [84] [28]. Так, Liu L. и соавторы в 

ретроспективном исследовании 6673 циклов ЭКО/ИКСИ обнаружили, что 

повышение уровня прогестерона в день введения триггера овуляции более 6 
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нмоль/л встречалось в два раза чаще у пациенток, имевших в анамнезе 2 и более 

неудачные программы [84]. В основе негативного влияния преждевременногй 

лютеинизации на исход цикла лежит опережение созревания эндометрия, 

смещение «окна имплантации» вперед и как результат асинхронное 

взаимодействие с эмбрионом бластоцисты [4]. Кроме этого, повышенные уровни 

прогестерона в день назначения триггера овуляции вызывают значительные 

нарушения в профиле экспрессии генов эндометрия, ответственных за 

рецептивность [154]. 

Таким образом, несмотря на достаточное количество публикаций, 

посвященных проблеме повторных неудач имплантации в программе ЭКО, ряд 

вопросов остаются нерешенными бластоцисты [4]. 

1.3 Иммунологические аспекты повторных неудач имплантации 

Молекулярные и иммунологические аспекты неудач имплантации - важная 

область исследований, заслуживающая отдельного внимания [72] [87].  Особый 

интерес представляет процесс децидуализации, который является определяющим 

для установления и поддержания беременности. Децидуальные стромальные 

клетки приобретают способность регулировать инвазию трофобласта и подавлять 

локальный материнский иммунный ответ) [22] [51]. В литературе существует 

много противоречивых данных по значимости различных иммунологических 

исследований и различных видов иммунотерапии у женщин с RIF [140] [137]. Нет 

консенсуса относительно того, необходимы ли скрининговые иммунологические 

исследования и приносит ли пользу иммунотерапия [1]. 

Некоторые аспекты иммунных взаимоотношений матери и эмбриона до сих 

пор остаются неизвестными, несмотря на то, что последние достижения в области 

молекулярной биологии позволили выявить некоторые иммунологические 

параметры, определяющие взаимосвязь между иммунными нарушениями матери 

и плода во время имплантации [1].Экспрессия неклассических молекул главного 

комплекса гистосовместимости (HLA), специфическая роль некоторых гормонов 

и цитокинов, функциональная активность естественных киллерных клеток в 

эндометрии и Т-reg представляют собой основные параметры, характеризующие 
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формирование иммунологической толерантности матери к антигенам  плода во 

время имплантации [91]. Доказана связь абберантных иммунных ответов и 

несбалансированного цитокинового профиля с бесплодием, неудачами 

имплантациями после ЭКО и повторными выкидышами [88]. 

В клинической практике имплантацию считают успешной, когда имеется 

ультразвуковое подтверждение наличия плодного яйца в полости матки. 

Наоборот, имплантация считается неудачной, если по ультразвуковым данным в 

полости матки отсутствует плодное яйцо. Неудача имплантации может произойти 

на ранних этапах адгезии и инвазии эмбриона, в этих случаях не будет 

объективных доказательств беременности, т.е. тест мочи или анализ крови на 

уровень ХГч будет отрицательным. Неудача имплантации может произойти 

позже, после успешной миграции эмбриона через поверхностный эпителий 

эндометрия, когда продуцируемый эмбрионом ХГч определяется в моче или 

крови, т.е. процесс имплантации нарушается до формирования плодного яйца. 

Такая ситуация клинически отражает биохимическую беременность. В 

программах ВРТ имплантация считается успешной, когда в полости матки 

визуализируется плодное яйцо через 3 недели после аспирации ооцитов, что 

соответствует 5 неделям гестации [Recurrent Miscarriage Immunotherapy Trialists 

Group, 1994].  

Успех имплантации зависит от качества эмбриона и его адекватной инвазии 

в децидуальную строму эндометрия. Под влиянием овариальных стероидов 

сложная сеть локально действующих пептидов в эндометрии регулирует 

восприимчивость эндометрия, устанавливает «диалог» между матерью и 

эмбрионом и постепенно обеспечивает имплантацию бластоцисты [87]. 

Имплантация бластоцисты сама по себе вызывает асептическую реакцию в 

эндометрии, подобную воспалению, и определенные цитокины (лейкимию-

ингибирующийфактор - LIF, гранулоцитарно-макрофагальный 

колониестимулирующий фактор - GM-CSF, колониестимулирующий фактор - 

CSF1, IL-6, IL-11, фактор некроза опухолей – ФНО-α, итерлейкин-1β – IL-1β, 

IL - 10, IL-15, трансформирующий фактор роста-β – TФР-β) считаются главными 



 26 

модуляторами внутриматочных иммунных реакций [88] [93].  Таким образом, 

эмбрион плохого качества, молекулярные аномалии на эндометриальном уровне и 

аномальный «диалог» между эмбрионом и эндометрием могут привести к 

нарушениям имплантации. Несмотря на то, что взаимодействия между эмбрионом 

и матерью на молекулярном уровне во время адгезии бластоцисты и 

последующей инвазии к настоящему времени выяснены, этические ограничения в 

исследовании бластоцисты человека, недостаточность надежной модели 

имплантации in vitro и очевидные различия между механизмами деторождения у 

различных биологических видов препятствуют формированию четкого 

понимания причин нарушения имплантации у людей [1]. 

К настоящему времени в области репродуктивной иммунологии достигнуты 

значительные успехи, свидетельствующие о том, что нормальное осуществление 

репродуктивной функции возможно благодаря наличию уникальных врожденных 

и приобретенных иммунологических механизмов [1]. 

При наступлении беременности происходит специфическая пеpестpойка 

матеpинского оpганизма, заключающаяся в адаптации гормональной и сосудистой 

систем беpеменной, которая сопpовождается моpфологическими и 

функциональными изменениями в иммунной системе, индуцирующими 

толерантность к антигенам плода. Комплекс иммунологических механизмов 

действует в период гестации, создавая благопpиятный иммунологический фон для 

имплантации эмбриона, pоста и созpевания плаценты, а также оpганогенеза плода 

[47]. 

1.3.1 Роль естественных киллеров (NK) в имплантации 

       В процессах инвазии трофобласта важное участие принимают естественные 

киллерные клетки (NK-клетки). Аккумуляция NK-клеток в матке совпадает с 

периодом имплантации. NK-клетки эндометрия участвуют в контроле 

внутрисосудистой инвазии трофобласта, рекрутировании и функционировании 

других иммунных клеток, таких, как дендритные клетки и T-лимфоциты  [153]. 

При нормальной беременности NK-клетки функционируют, скорее, как 
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нецитотоксические, секретируя цитокины, хемокины и ангиогенные факторы. 

Однако их цитотоксический потенциал против тканей плода и матери может 

проявляться во время инфекционного воспаления [104].  Известно, что NK-клетки 

эндометрия продуцируют различные цитокины и факторы роста, ФНО-α, IL-10, 

ГМ-КСФ, IL-1β, КСФ, ЛИФ и интерферон-γ [125] Меньшая часть NK-клеток 

поверхностного эндометрия с фенотипом CD56
low

CD16
+

, имеет непосредственную 

связь с ворсинами хориона в межворсинчатом пространстве. CD56
low

-клетки 

продуцируют низкий уровень NK-производных цитокинов, но они являются 

мощными медиаторами естественной цитотоксичности [32]. Несмотря на то, что 

количество NK-клеток эндометрия меняется во время менструального цикла, на 

ранних сроках беременности NK-клетки составляют около 70 % всей популяции 

лейкоцитов в децидуальной оболочке. Временное и пространственное 

распределение NK-клеток эндометрия предполагает, что они могут участвовать в 

процессе имплантации и последующем росте и развитии плаценты. Вероятнее 

всего, этот процесс происходит за счет взаимодействия между их 

поверхностными рецепторами и молекулами HLA класса I, включая 

неклассические антигены C, E, и G, экспрессированные на поверхности 

трофобласта. Несмотря на название, NK-клетки эндометрия, возможно, 

благоприятно влияют на трофобласт путем секреции цитокинов, которые 

способствуют глубокой инвазии трофобласта [95]. Позже было высказано 

предложение, что скопление NK-клеток эндометрия вокруг спиральных артерий 

децидуальной оболочки на ранних сроках беременности может быть связано с их 

влиянием на развитие и ремоделирование маточных спиральных артерий, 

количество и качество которых очень важно для успешного пролонгирования 

беременности [24]. Изменения количества, фенотипа и/или функции NK-клеток 

эндометрия может способствовать прерыванию беременности на ранних сроках. 

Используя проточную цитометрию, Лашапель с соавторами сообщили об 

уменьшении содержания субпопуляции CD56brightCD16
−

NK-клеток и 

повышении содержания субпопуляции CD56lowCD16+NK-клеток при 
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одинаковом проценте маточных NK-клеток в предимплантационном эндометрии 

у женщин с повторными выкидышами [75]. В более позднем исследовании 

аналогичный анализ не выявил различий в доле NK-клеток эндометрия и в 

количестве CD56+CD16− или CD56+CD16+ среди NK-клеток эндометрия у 

20 женщин с двумя и более выкидышами в анамнезе по сравнению с образцами от 

женщин из контрольной группы [135] Возможно, различия в фенотипе NK-клеток 

эндометрия у женщин с повторными самопроизвольными выкидышами с 

превалированием в сторону СD56
low

CD16
+ 

- клеток может иметь важное 

функциональное значение. Так как антиген CD16 несет ответственность за 

антитело-зависимую цитотоксичность и CD16
+
-клетки имеют более выраженную 

цитолитическую активность, чем   CD16-NK-клетки, то большее число CD16+NK-

клеток в популяции женщин с повторными самопроизвольными выкидышами 

может быть связано с потерей беременности. И наоборот, так как известно, что 

популяция CD56brightCD16−NK - клеток продуцирует факторы роста, которые 

важны для формирования плаценты, такие как сосудистый эндотелиальный 

фактор роста  А и С, фактор роста плаценты и ангиопоэтины 1-го и 2-го типа, то 

уменьшение этой клеточной популяции у женщин с повторными 

самопроизвольными выкидышами может быть связано с созданием  

неблагоприятной  среды для развития плода [81]. Несмотря на то, что влияние 

NK-клеток эндометрия на повторные самопроизвольные выкидыши было 

показано в ряде исследований, остается малоизученной их роль у пациенток с 

низкой частотой имплантации эмбриона после ЭКО. С помощью метода 

проточной цитометрии Matteo и др. оценили субпопуляционный состав 

лимфоцитов эндометрия у молодых пациенток с повторными неудачами 

имплантации после ЭКО в анамнезе. Было показано отсутствие различий в 

проценте эндометриальных CD56+CD16− и CD56brightCD16−клеток среди 

пациенток с RIF по сравнению с долей субпопуляции тех же лимфоцитов 

эндометрия у пациенток с успешным исходом программы ЭКО [94].  Наоборот, 

Fukui и др. в своем исследовании показали значительное снижение процента 
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CD56brightCD16−клеток в образцах эндометрия пациенток с неудачной 

имплантацией после ЭКО по сравнению с контрольной группой [49]. 

       Разноречивые результаты этих исследований свидетельствуют о 

необходимости проведения дальнейших исследований по оценке влияния 

функциональных нарушений NK-клеток на патогенез повторных неудач 

имплантации [1]. 

 

1.3.2 Цитокиновый профиль и баланс Th1/Th2 

T-лимфоциты, экспрессирующие антигенсвязывающий рецептор (TCRγ) являются 

источниками цитокинов Th1 и Th2 типов. Оптимальное соотношение Th1- и Th2-

цитокинов в фетоплацентарной области является важным фактором, 

обеспечивающим резистентность к развивающемуся эмбриону на этапе его 

инвазии. Считается, что полноценной инвазии трофобласта способствует 

преобладание синтеза цитокинов Th2- (ИЛ4, ИЛ10), что ограничивает 

цитолитическую и апоптогенную активность децидуальных клеток. 

Есть данные о том, что мононуклеарные клетки периферической крови 

женщин с нормальной беременностью в анамнезе продуцируют значительно 

более высокие уровни цитокинов Th2-типа (ИЛ4 и ИЛ10), в то время как 

мононуклеарные клетки периферической крови у женщин с повторными 

самопроизвольными выкидышами в анамнезе секретировали значительно более 

высокий уровень цитокинов Th1 (IL2, ИФ-γ и ФНО-α) [115].   

Группа авторов исследовала специфические ответы материнских 

мононуклеарных клеток периферической крови in vitro на аутологичные 

плацентарные клетки и антигены трофобласта и показала сдвиг в сторону 

продукции цитокинов Th2-типа в периферической крови у женщин с нормальной 

беременностью в сравнении с пациентками с повторными самопроизвольными 

выкидышами в анамнезе [115].  И, наоборот, Бэйтс в 2002 году, сравнивая 
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продукцию цитокинов Th1 и Th2 стимулированных мононуклеарными клетками 

периферической крови у беременных, которые ранее перенесли повторный 

самопроизвольный выкидыш, и у фертильных женщин репродуктивного возраста, 

показали повышение продукции ИЛ4 и ИЛ10 и уменьшение продукции ИФ-γ и 

ФНО-α у женщин с повторными самопроизвольными выкидышами [19]. 

Исследования, в которых оценили внутриклеточную продукцию цитокинов 

субпопуляциями Т-лимфоцитов периферической крови, показали, что количество 

ИЛ-10, продуцируемого CD3+CD8+T-клетками было значительно ниже, а 

количество ФНО-α, продуцируемого CD3+CD4+T клетками - выше у женщин с 

повторными самопроизвольными выкидышами, чем у небеременных женщин 

контрольной группы. Также показано, что соотношения ИФ-γ/IL4, ФНО-α/IL4 и 

ФНО-α/ИЛ10 в клетках CD3+CD8−T-хелперах у женщин с повторными 

самопроизвольными выкидышами были более высокими, чем в аналогичных 

клетках женщин контрольной группы. Та же группа ученых исследовала 

экспрессию внутриклеточных цитокинов NK-клетками периферической крови 

женщин с повторными самопроизвольными выкидышами. Содержание клеток с 

фенотипом CD56
bright 

ИФ - γ
+ 

ФНО-α
+
 было существенно выше, а с фенотипом 

CD56
bright 

IL4
+

 IL10 
+
существенно ниже у пациенток с повторными 

самопроизвольными выкидышами, чем у женщин из контрольной группы [50]. 

Беременность определяют как антивоспалительное состояние за счет 

превалирования Th2-типа иммунного ответа, однако, появились данные, 

указывающие на то, что для нормального процесса имплантации и инвазии 

трофобласта необходимо провоспалительное микроокружение [96][117]. 

Показано, что имплантация бластоцисты в эндометрий ассоциируется с 

увеличенной продукцией провоспалительных цитокинов и хемокинов  [96] [158]. 

Однако высокие уровни провоспалительных цитокинов, связанные с 

наличием длительно текущих воспалительных заболеваний, могут отрицательно 

влиять на ранние этапы развития эмбриона [39]. Поэтому важно, чтобы перед 

наступлением беременности цитокиновая система была сбалансирована. 
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Несмотря на многочисленные исследования цитокинового профиля у 

женщин с повторными самопроизвольными выкидышами, недостаточно данных 

об их роли у пациенток с повторными неудачами имплантации в программе ЭКО 

[1]. 

Показано повышенное содержание ИЛ-10 в периферической крови женщин 

из контрольной группы по сравнению с содержанием в периферической крови 

женщин с бесплодием [52]. 

Ng S.C. с соавторами в своем исследовании показали, что количество в 

периферической крови CD3
+

CD8
+

T-клеток, продуцирующих IL-10, было 

значительно ниже, а количество CD3
+

CD4
+

T-клеток, продуцирующих ФНО - α, 

было выше у женщин с неудачами имплантации после ЭКО, чем у женщин с 

успешной имплантацией [103]. 

Калу и соавторы сравнивали соотношения ИФ-γ/ИЛ4 и ФНО-α/ИЛ4 в 

периферической крови до лечения женщин с повторными неудачами 

имплантации с аналогичными показателями в периферической крови у этих 

пациенток после аспирации ооцитов и показали, что данные соотношения могут 

быть предикторами неудач в программе ЭКО [68]. Fasouliotis и группой 

исследователей показана взаимосвязь между содержанием ИФ-γ в 

периферической крови женщин с бесплодием и безуспешным циклом ЭКО, но 

отсутствие взаимосвязи между содержанием ФНО-α и исходом беременности 

после ЭКО [44]. Однако в исследовании другой группы исследователей показано 

отсутствие взаимосвязи как между содержанием ИФ-γ в периферической крови и 

бесплодием или ИФ-γ и исходом беременности, так и между содержанием ФНО-α 

и бесплодием или ФНО-α и исходом беременности у пациенток с бесплодием в 

программе ЭКО [52]. 

Результаты более позднего исследования показали, что уровни ФНО-α и 

ИФ-γ в периферической крови не имеют связи с показателями имплантации или 

частотой выкидышей у женщин после ЭКО. Однако системные уровни ФНО-α и 

ИФ-γ были значительно выше у женщин с высоким уровнем активированных NK-
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клеток, что позволяет предполагать наличие непрямой связи между содержанием 

в периферической крови ФНО-α и ИФ-γ и безуспешным циклом ЭКО [150]. На 

данный момент в литературе имеется единая точка зрения о повышении 

соотношения Th1/Th2-типа цитокинов в периферической крови пациенток с 

повторными неудачами имплантации, однако требуются дальнейшие 

исследования для изучения роли различных цитокинов в генезе RIF бластоцисты 

[1]. 

1.3.3 Роль Т-регуляторных клеток в имплантации 

В формирование иммуносупрессии большой вклад вносят Т-регуляторные 

клетки (Тreg). У беременных женщин Тreg-клетки составляют до 8% в 

периферической крови и до 20% от всех CD4
+
Т-лимфоцитов в децидуальной 

ткани. Основным методом определения Трег клеток является метод проточной 

цитометрии с использованием антител к CD4 и CD25-антигенам, а также к 

внутриклеточному маркеру – транскрипционному фактору Foxp3. Тreg являются 

важной составляющей в регулировании воспалительного иммунного ответа [126]. 

Многочисленные данные показывают, что Тreg необходимы для адекватного 

функционирования материнской иммунной системы. Фенотипически эти клетки 

определяются как CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
. Они способны осуществлять контроль 

толерантности к собственным антигенам и регулировать аутоиммунитет. Эти 

клетки влияют на фертильность, что доказывается их увеличением в 

лимфатических узлах мышей за 2 дня до оплодотворения [13]. Это раннее 

увеличение Тreg г в лимфатических узлах сопровождается накоплением FOXP3
+
-

клеток и повышением экспрессии мРНК FoxP3 в матке [55]. Действительно, в 

эндометрии число Трег увеличивается до овуляции и уменьшается во время 

лютеиновой фазы [14].  Кроме того, в периферической крови уровень Tрег 

увеличивался в период овуляции, указывая на их ключевую роль в 

периовуляторный период менструального цикла [14]. Бесплодие также связано со 

снижением экспрессии мРНК FoxP3 в ткани эндометрия и уменьшением 

CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
-клеток в периферической крови в фолликулярной фазе 
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менструального цикла у женщин после повторных неудачных программ 

внутриматочной инсеминации по сравнению с контрольной группой пациенток 

[66] [85].   У женщин с RIF отмечается, в том числе, увеличение продукции 

цитокинов Th1-направленности по сравнению с контрольной группой женщин 

репродуктивного возраста [1]. Эта разница в продукции цитокинов отчасти 

является результатом снижения супрессирующей способности Тreg [83].    

1.3.4 Экспрессия HLA 

Толерантность материнской иммунной системы к антигенам плода 

отцовского происхождения плода обеспечивается за счет экспрессии 

неклассических молекул HLA-системы клетками трофобласта. Трофобласт не 

экспрессирует HLA-антигены II класса, а также классические антигены I класса - 

HLA-А и HLA-В [61]. Однако установлено, что клетки вневорсинчатого 

трофобласта экспрессируют классические антигены I класса HLA-С и 

неклассические антигены I класса HLA-E, -F, -G [58]. 

Неклассические HLA-С антигены отличаются от А-и В- антигенов высоким 

полиморфизмом. Периферические и маточные NK распознают HLA-С антигены с 

помощью иммуноглобулин-подобных рецепторов, вариабельная область которых 

представлена двумя гаплотипами, А и В [107] [18].  Рецепторы, содержащие 

гаплотип А, обладают ингибиторной активностью (KIR-рецепторы), рецепторы c 

гаплотипом В способны активировать NK [107]. У женщин с привычными 

потерями беременности и частыми неудачами ЭКО, как правило, наблюдается 

низкое соотношение ингибирующих KIR и активирующих KIR на NK–клетках 

[58]. Результаты данных исследований свидетельствуют о значимости 

иммуноглобулиновых KIR-рецепторов и системы неклассических 

HLA - антигенов во взаимодействии и балансе активации и ингибирования 

активности NK-клеток для успешного осуществления процесса имплантации 

[155]. 

HLA-E-комплекс ингибирует NK-активность за счет воздействия на 

рецепторы CD94/NKG2, а также индуцирует цитотоксичность CD8
+
Т-лимфоцитов 



 34 

за счет взаимодействия с Т-клеточным рецептором [65]. Данные об антиген-

презентирующих функциях HLA-F отсутствуют. 

HLA-G антигены являются наиболее изученным из неклассических 

антигенов. HLA-G антигены представлены двумя формами: локализованными на 

поверхности или растворимыми формами sHLA-G. Растворимая форма sHLA-G 

определяется в плодово-материнской области и модулирует Т-клеточную 

активность и активирует апоптоз. sHLA-G обладает иммуносупрессорной 

активностью, вызывая апоптоз активированных CD8+Т-клеток определяется в 

периферической крови и амниотической жидкости матери во время беременности 

[77].  Иммунорегуляторная роль sHLA-G подтверждается тем, что их высокий 

уровень характерен для успешной беременности после ВРТ. Культуральная 

жидкость неимплантировавшихся эмбрионов не содержит sHLA-G. Возможно, 

sHLA-G контролирует локальную секрецию цитокинов за счет взаимодействия с 

CD4
+
Т-лимфоцитами кумулюсных клеток [111] или рецепторами NK-клеток [77]. 

Другим возможным механизмом иммуносупрессорной активности sHLA-G 

является апоптоз цитолитических CD8
+
Т-клеток на месте имплантации [77] 

Экспрессия HLA - G обеспечивает реализацию широкого спектра 

иммуносупрессорных механизмов за счет связывания с поверхностными 

рецепторами материнских иммунокомпетентных клеток: лейкоцитарным Ig-

подобным рецептором LILR В1 и В2, KIR2DL4, CD160, CD8 [105] [62]. 

Возможным непрямым механизмом влияния HLA-G молекул на взаимодействие 

NK-клеток с цитотрофобластом является ослабление поверхностной экспрессии 

продуктов HLA-Е [108][102]. Однако последние исследования 

продемонстрировали, что содержание sHLA-G в супернантантах культур 

эмбрионов не всегда прогнозирует успех имплантации [156] [142]. 

Важную роль в плодово-материнских взаимоотношениях играют рецепторы 

KIR2DL4 на поверхности NK-клеток, способные передавать им как 

активирующие, так и ингибирующие сигналы. Множественность функций 

взаимодействия KIR2DL4 с HLA-G играет важную роль при беременности. 

Подтверждением этого могут служить высокие уровни экспрессии KIR2DL4 
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маточными NK-клетками женщин с нормальным течением беременности по 

сравнением с уровнем экспрессии NК-клеток женщин с привычным выкидышем. 

В ранних исследованиях 60-70-х годов было установлено, что плод, 

унаследовавший от отца HLA-антигены, отличные от материнских (гисто-

несовместимая беременность), обладают селективным преимуществом перед 

плодом, несущим одинаковые HLA -антигены родителей [71]. Подтверждением 

значимости иммунокомпетентности репродуктивных механизмов явились 

исследования на мышах с определенным МНС (histocompatibility complex)-

гаплотипом [113] Согласно иммунологической гипотезе, предложенной Thomas et 

al. в 1985 году, HLA-совместимость может вызывать неадекватный ответ 

материнской иммунной системы, приводящий к нарушениям репродуктивным 

функции [148]. Согласно генетической гепотезе Thomas, репродуктивные неудачи 

могут быть связаны с появлением рецессивных летальных аллелей, сцепленных с 

определенным HLA-гаплотипом, в гомозиготном состоянии [148]. Вeydoun и 

Saftlas, проанализировав более 40 исследований, посвященных соотношению 

материнских и отцовских НLA- гаплотипов, являющихся потенциальными 

факторами риска для привычного выкидыша, сделали вывод о недостаточности 

доказательств значимости совпадений НLA-генов для прогноза беременности 

[21]. 

      В недавних исследованиях не было установлено взаимосвязи совпадений 

супружеских аллелей HLA-антигенов у пациенток с повторными спонтанными 

выкидышами и повторными неудачами имплантации после ЭКО с исходами 

беременностями и исходами программ ЭКО, соответственно [155]. Однако в более 

ранних исследованиях Greus была обнаружена ассоциация частоты повторных 

неудачи имплантации после ЭКО с наличием у партнеров двух или более 

аналогичных генов HLA [36]. 

Таким образом, для оценки роли совпадений супружеских аллелей HLA-

антигенов как риска репродуктивных потерь также необходимо проведение 

дальнейших исследований [1]. 
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1.4 Иммунотерапия в преодолении повторных неудач имплантации 

Отсутствует единая точка зрения на целесообразность использования 

различных видов иммунотерапии у женщин с неудачами имплантации в анамнезе 

(Амян,2017) [132]. 

Иммунизация отцовскими лимфоцитами – лимфоцитоиммунотерапия (ЛИТ) 

по мнению ряда авторов не является оптимальным методом коррекции RIF из-за 

возможных побочных эффектов для матери и плода в связи с непредсказуемым 

иммунным ответом как к аутологичным, так и к аллогенным компонентам крови 

[25] [146]. С точки зрения Elram T высокие дозы иммуноглобулина IVIg 

(intravenous immunoglobulin) несут меньший риск и более благоприятны для 

пациенток с RIF, имеющих общие HLA-аллели с партнерами. И хотя число общих 

аллелей, при которых показано назначение терапии IVIg, не определено, авторы 

исследования успешно лечили пациентов с всего лишь одним общим аллелем, 

назначая 30 г IVIg перед переносом эмбриона и 30 г при наличии сердцебиения 

плода по данным УЗИ [42]. Преимущества такого лечебного подхода все еще не 

определены, т.к. имеющиеся данные противоречивы. Но по мнению авторов, из-за 

высокой стоимости как HLA-тестирования, так и терапии IVIg, оценка вклада 

иммунной системы в генез RIF должна проводиться только после исключения 

других причин.  

Другим препаратом, используемым для преодоления RIF, является  

интралипид. Инфузия 20 % р-ра интралипида улучшает исходы программы ЭКО у 

женщин с повторными неудачами имплантации [1]. Рутинно используемый 

интралипид – это жировая эмульсия, которая подавляет аномальную активность в 

периферических NK-клетках женщин с RIF как in vitro, так и in vivo. Roussev R. с 

соавторами показали, что внутривенная  инфузия 2–4 мл 20 % раствора 

интралипида, разведенного в 250 мл хлорида натрия, эффективно подавляет 

патологическую NK–цитолитическую активность, превышающую нормативы на 

11 % [122]. Эта модуляция иммунной системы, достигнутая однократным 

введением интралипида и продолжающаяся в течение нескольких недель, 

является основанием для терапии интралипидом пациенток с RIF, у которых 
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обнаружена повышенная цитотоксичность NK-клеток. Точный механизм 

модуляции иммунной системы интралипидом не ясен. Тем не менее, 

предполагается, что жирные кислоты в эмульсии служат лигандами для 

активации пролиферирующих активирующих рецепторов (PPARs), 

экспрессируемых NK-клетками. Активация этих ядерных рецепторов, как было 

показано, снижает NK–цитотоксичную активность, что приводит к повышению 

частоты имплантации и пролонгированию беременности. Возможность 

интралипида модулировать иммунную систему и позитивно влиять на 

имплантацию и пролонгирование беременности является многообещающим. 

Однако после анализа имеющихся в литературе данных, пришли к выводу, что 

эти результаты следует воспринимать с осторожностью. Необходимо провести 

крупномасштабные исследования по этому вопросу прежде, чем терапию 

интралипидом вводить в рутинную практику [137].    

В литературе описаны данные о положительном эффекте локального 

повреждения эндометрия на имплантацию [17]. В исследование были включены 

пациентки с одной или двумя неудачами  программы ЭКО, которым проводилась 

пайпель-биопсия эндометрия, по крайней мере, 4 раза в течение менструального 

цикла, предшествующего программе ЭКО/ПЭ. Результаты исследования 

показали, что после повреждения эндометрия частота наступления беременности 

достигла 66,7 % по сравнению с 30,3 % в группе пациенток, у которых 

беременность наступила в первой попытке ЭКО [17]. Эти первоначальные 

результаты были подтверждены в ряде исследований, которые также 

демонстрируют положительный эффект локального повреждения эндометрия 

[69][164][116]. Первоначально манипуляция в виде так называемого «scratches» 

(царапины) применялась четырехкратно [17]. Позже другие группы 

исследователей предпочли проводить биопсию эндометрия дважды: в 

пролиферативную фазу (7-10 день менструального цикла) и секреторную фазу 

(24-25 день менструального цикла) перед планируемой программой ЭКО [100]. В 

2012 году группа авторов показала, что уже однократное проведение биопсии 

эндометрия на 5 -7 день менструального цикла перед программой переноса 
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эмбриона приводит к значительному увеличению частоты наступления 

клинической беременности [136].  

      С целью повышения вероятности имплантации в программе ЭКО 

предпринимаются попытки воздействия на эндометрий путем введения в полость 

матки гранулоцитарного колониестимулирующего фактора, приема различных 

препаратов с иммуносупресссиным эффектом (глюкокортикоидов, такролимуса) и 

т.д. [101] [97]. Была определена прогностическая роль уровня ряда различных 

цитокинов и факторов роста в фолликулярной жидкости пациенток, проходивших 

ЭКО в естественном цикле. Выяснилось, что высокий уровень Г-КСФ (G-CSF – 

гранулоцитарный колониестимулирующий фактор роста) является важным и 

достоверным прогностическим фактором наступления беременности и родов [79]. 

В недавнем опубликованном сообщении, в котором были исследованы KIR-

рецепторы у пациенток с многочисленными неудачами ЭКО, было выявлено 

отсутствие от 3 до 7 типов рецепторов у 78% пациенток. Все пациентки получали 

препараты Г-КСФ каждые 3 дня в дополнение к обычной поддержке лютеиновой 

фазы цикла. Была получена частота наступления беременности 63,9 % (39 на 61 

цикл) при частоте выкидыша 38,5 % (15 из 39) [159]. В исследовании  Stamenov K. 

у 149 пациенток с повторными неудачами имплантации в программе ЭКО на 

пятый день после овуляции полость матки была промыта раствором Г-КСФ. 

Наблюдалось статистически достоверное увеличение экспрессии LIF, важного 

маркера имплантации, и уменьшение соотношения CD16
-
CD56

dim
/CD16

-
CD56

bright
 

[6]. 

 

1.5 Внутриматочное введение МПК как метод иммунокоррекции повторных 

неудач имплантации 

 

      Одним из новых и малоизученных методов иммунокоррекции при RIF 

является внутриматочное введение аутологичных мононуклеарных клеток перед 

переносом эмбриона в программе ЭКО. Роль периферических мононуклеарных 

клеток (МПК) в обеспечении рецептивности эндометрия обсуждается с тех пор, 
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как было выявлено, что клетки селезенки беременных мышей могут регулировать 

рецептивность эндометрия [143]. Также в ряде исследований было показано, что 

МПК, полученные от женщин с беременностью ранних сроков, могут 

индуцировать продукцию прогестерона, усиливать инвазию эмбрионов мышей in 

vitro [98], а МПК, введенные в полость матки, повышают вероятность 

имплантации [78]  [48].  

Суть метода заключается в том, что МПК изолируют из периферической 

крови пациентки в день трансвагинальной пункции и инкубируют с ХГч, чтобы 

активировать их в течение 2-х дней. После этого активированные МПК вводят в 

полость матки для индукции дифференциации эндометрия. Через три дня 

производят перенос эмбриона на стадии бластоцисты в полость матки. 

Использование этого метода у пациенток с 4 и более неудачами имплантации в 

анамнезе повышало  частоту имплантации и частоту клинической беременности 

[162]. Позднее было показано, что внутриматочное введение МПК без инкубации 

с ХГч также улучшает частоту имплантации в криоциклах как с гормональной 

подготовкой, так и в естественном цикле у женщин, имеющих до 3 - х неудач 

имплантации в анамнезе [106]. Однако эта терапия не улучшала исходы у женщин 

без повторных неудач имплантации [63] С другой стороны, подобный подход 

применяли у мышей и было показано повышение частоты имплантации у мышей 

с предшествующими неудачами имплантации [163]. 

Обсуждаются несколько механизмов действия данного вида лечения. Во-

первых, МПК могут индуцировать дифференциацию эндометрия, что повышает 

вероятность имплантации эмбриона [47].  Во-вторых, хотя МПК и являются 

аутологичными клетками, они индуцируют воспалительные реакции в полости 

матки in vivo  [47]. В третьих, МПК могут секретировать протеазы, которые 

эффективно влияют на функцию и структуру поверхностных молекул, 

экспрессируемых на люминальных эпителиальных клетках эндометрия [64]. В 

четвертых, МПК, мигрируюя из полости матки по направлению к строме, могут 

«указывать» путь для последующего прикрепления эмбриона и инвазии [64]. 

Наконец, МПК, активированные ХГч, могут вносить вклад в создание 
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благоприятного иммунного микроокружения для имплантации за счет повышения 

иммунной толерантности, которая таким образом может быть индуцирована к 

наполовину чужеродному эмбриону [132]. Основанием для использования 

активаторов МПК явились данные о том, что ХГч усиливает продукцию 

цитокинов МПК, повышая имплантационные свойства эндометрия [73].   

Также было показано, что для активации МПК может использоваться  

кортикотопин-рилизинг гормон (КтРГ), который играет ключевую роль в 

стимуляции децидуализации эндометрия и формировании иммунологической 

толерантности иммунной системы матери к отцовским антигенам плода, 

индуцирует экспрессию Fas-лиганда (FasL), запуская апоптоз активированных 

Fas-позитивных T-клеток [67] [91] [88]. Стимулирующее влияние МПК, 

активированных КтРГ, может быть обусловлено тем, что КтРГ является 

провоспалительным медиатором с максимальной экспрессией в период 

имплантации [90]. Поскольку имплантация характеризуется асептическим 

воспалением, КтРГ путем локального воздействия на эндометрий повышает 

способность к имплантации через асептическое воспаление, индуцируя 

децидуализацию эндометриальных стромальных клеток и усиливая эффекты 

прогестерона [96] [54]. 

Результаты различных исследователей подтверждают целесообразность 

использования аутологичных МПК для внутриматочного введения при лечении 

женщин с повторными неудачными имплантациями. Однако требуется 

дальнейшее проведение рандомизированных контролируемых испытаний для 

объективной оценки данного вмешательства [1]. 

Таким образом, несмотря на положительные результаты единичных 

исследований о влиянии иммуномодулирующей терапии МПК на эффективность 

программы ЭКО, не изучена эффективность и механизм действия данного метода 

преодоления повторных неудач имплантации. Сложный процесс имплантации 

бластоцисты включает в себя скоординированные во времени и пространстве 

эффекты многочисленных эндокринных и иммунных факторов. Имеются 

существенные доказательства, что нарушение экспрессии неклассических 
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молекул HLA, дисбаланс цитокинов, а также изменение в количестве и 

активности NK-клеток, возможно, вносят свой вклад в нарушения 

репродуктивной функции. Более полное представление о гормональной 

модуляции иммунного микроокружения эндометрия позволит разработать новые 

персонифицированные терапевтические подходы для предотвращения повторных 

неудач имплантации [1]. 
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Глава 2 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

2.1. Материал исследования 

Рандомизированное контролируемое исследование проводилось на базе 

ФГБУ «НМИЦ АГиП им. В.И. Кулакова» Минздрава России (директор - академик 

РАН Г.Т. Сухих). Набор пациентов осуществлялся в отделении сохранения и 

восстановления репродуктивной функции (заведующий - к.м.н. А.Н. Абубакиров). 

Иммунологические исследования проводились в лаборатории клинической 

иммунологии (руководитель лаборатории - к.м.н. Л.В. Кречетова). Для 

достижения цели и поставленных задач исследования было обследовано 

236 пациенток.  В связи с несоответствием критериям включения из исследования 

выбыло 107 пациенток.  

В конечном итоге в исследование было включено 129 женщин с 

повторными неудачами имплантации в программе ЭКО (основная группа).  

В зависимости от вида проводимой иммунотерапии основная группа путем 

простой рандомизации была разделена на 3 группы в зависимости от вида 

проводимой иммунотерапии: группа 1 – 42 пациентки, которым перед переносом 

эмбриона проводилось внутриматочное введение аутологичных МПК, 

активированных ХГч, группа 2 – 42 пациентки, которым проводилось 

внутриматочное введение аутологичных МПК без активации ХГч, группа 

3 (плацебо) – 45 пациенток, которым проводилось внутриматочное введение 

физиологического раствора.  

На следующем этапе, в зависимости от протоколов ВРТ (стимулированный 

цикл и криоцикл), были выделены следующие  подгруппы в каждой из трех 

групп: подгруппа 1а (n=17) – пациентки, которым внутриматочно вводили  ХГч-

активированных аутологичных МПК в стимулированном цикле, подгруппа 1б 

(n=25) - пациентки, которым внутриматочно вводили ХГч-активированных 

аутологичных МПК в криоцикле; подгруппа 2а (n=21) - пациентки, которым 
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внутриматочно вводили не активированные ХГч МПК в стимулированном цикле, 

подгруппа 2б (n=21) - пациентки, которым внутриматочно вводили не 

активированные ХГч иМПК в криоцикле; подгруппа 3а (n=22) - пациентки 

группы плацебо в стимулированном цикле и подгруппа 3б (n=23) - пациентки 

группы плацебо в криоцикле. Среди пациенток основной группы, как в 

стимулированном цикле, так и в криоцикле была выделена группа с 

субоптимальным эндометрием (толщина эндометрия в день переноса эмбриона от 

7-8 мм, n=60).  

Критерии включения:  

1. Более 2-х неудачных программ ВРТ при переносе эмбрионов хорошего 

качества;  

2. Трубно-перитонеальный фактор бесплодия; 

3. Возраст пациенток до 37 лет включительно; 

4. Нормальный овариальный резерв. 

5. Умеренная патозооспермия у супруга 

6. Наличие информированного согласия. 

Критерии невключения: 

1. Наличие системных аутоиммунных заболеваний; 

2. Наличие мужского фактора (выраженная патозооспермия: концентрация 

сперматозоидов менее 6 * 10
6
/мл, наличие менее 4 % морфологически 

нормальных сперматозоидов по строгим критериям Крюгера, а также 

наличие азооспермии);  

3. Хронический эндометрит, верифицированный при гистологическом 

исследовании; 

4. Врожденные аномалии матки, внутриматочные синехии;  

5. Интерстициальная или субсерозная миома матки более 4 см, субмукозная 

миома матки любого размера, полип эндометрия; 

6. Наружный и внутренний генитальный эндометриоз III-IV степени; 
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7.       «Тонкий» эндометрий (толщина эндометрия менее 7 мм);  

8. Гидросальпинкс и/или тубоовариальное образование с одной или обоих 

сторон; 

9. Хромосомные аномалии супругов. 

Критерии исключения:  

1. Причины и осложнения, требующие отмены переноса эмбрионов в данном 

цикле ЭКО 

Контрольную группу для сравнительной оценки субпопуляционного 

состава лимфоцитов периферической крови составили 45 фертильных женщин, 

имеющих в анамнезе беременность, закончившуюся своевременными родами и 

рождением здорового ребенка, возраст которого на момент исследования не 

превышал 2-х лет. 

Все пациентки, включенные в исследование, подписали информированное 

согласие на участие в настоящем исследовании. Данная работа была одобрена 

комиссией по этике биомедицинских исследований при                                                                                          

ФГБУ «НЦ АГиП им. В.И. Кулакова» (выписка протокол №13 от 10.12.2015). 

Дизайн исследования отражен на рисунке 1.  
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Рисунок 1. Дизайн исследования 

 

2.2. Методы исследования 

В соответствии с приказом № 107н Министерства здравоохранения 

Российской Федерации от 30 августа 2012 года “О порядке использования 

вспомогательных репродуктивных технологий, противопоказаниях и 

ограничениях к их применению” перед вступлением в программу ЭКО все 

пациентки были обследованы в амбулаторных условиях. Обследование включало 

общеклинические и специальные методы исследования.  

Общеклинические исследования для обоих супругов включали: 

 анализ крови на наличие антител к бледной трепонеме в крови (RW), 

антител класса M, G к вирусу иммунодефицита человека 1, 2 (ВИЧ 1,2), к 

антигену вирусного гепатита В и С (HBs-Ag, HCV); 
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 микроскопическое исследование отделяемого половых органов на аэробные 

и факультативно-анаэробные микроорганизмы, на грибы рода кандида, 

паразитологическое исследование на атрофозоиты трихомонад; 

 исследование соскоба из цервикального канала на хламидии, микоплазму и 

уреаплазму методом полимеразной цепной реакции (ПЦР); 

 исследование соскоба из цервикального канала на вирус простого 

герпеса 1, 2, цитомегаловирус методом ПЦР; 

 определение кариотипа супругов, медико-генетическое консультирование. 

 клинический анализ крови; 

 гемостазиограмму; 

 биохимический анализ крови; 

 определение группы крови и резус-фактора; 

 общий анализ мочи; 

 количественный анализ антител класса M, G к вирусу краснухи в сыворотке 

крови;

 гормоны крови (на 2-3 день менструального цикла): ЛГ, ФСГ, эстрадиол, 

тиреотропный гормон (ТТГ), свободный тироксин (Т4 св), 

дегидроэпиандростерон-сульфат, пролактин, соматоторопный гормон, 

кортизол, тестостерон, АМГ; 

 ультразвуковое исследование органов малого таза на 5-7 день 

менструального цикла; 

 цитологическое исследование мазков шейки матки, кольпоскопия; 

 флюорографию; 

 электрокардиографию (ЭКГ); 

 заключение терапевта об отсутствии противопоказаний для проведения 

программы ЭКО/ПЭ; 

 УЗИ молочных желез (до 35 лет) или маммографию (после 35 лет); 

 

 УЗИ щитовидной железы; 
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 консультации смежных специалистов по показаниям. 

Обязательные исследования для мужчины включали: 

 

 анализ крови на наличие антител к бледной трепонеме в крови (RW), 

антител класса M, G к вирусу иммунодефицита человека 1, 2 (ВИЧ 1,2), к 

антигену вирусного гепатита В и С (HBs-Ag, HCV); 

 анализ эякулята; 

 микроскопическое исследование отделяемого половых органов на аэробные 

и факультативно-анаэробные микроорганизмы, на грибы рода кандида, 

паразитологическое исследование на атрофозоиты трихомонад; 

 микроскопическое исследование отделяемого половых органов на 

хламидии, микоплазму и уреаплазму методом полимеразной цепной 

реакции (ПЦР); 

 флюорографию. 

2.2.1 Общеклинические методы исследования 

При первичной консультации производили сбор анамнестических данных у 

пациенток, который включал возраст, наличие профессиональных вредностей, 

курения и других «вредных привычек», семейное положение. При первичном 

осмотре измеряли рост, вес пациентки, оценивали ИМТ, артериальное давление 

(АД) и пульс. При сборе анамнеза обращали внимание на наследственность, 

аллергоанамнез, перенесенные инфекционные и хронические соматические 

заболевания. Полученные данные вносили в индивидуальную карту пациента. 

Подробно оценивали характер менструального цикла и особенности его 

становления (возраст менархе, регулярность и продолжительность цикла, 

характер менструации, дисменорею), а также репродуктивный анамнез пациенток 

(количество беременностей, наступивших естественным путем и с помощью ВРТ, 

срочных и преждевременных родов, абортов, самопроизвольных выкидышей, 

неразвивающихся, внематочных беременностей, наличие осложненных 

беременностей и родов, наличие живых детей и их развитие), уточнялось, 

наступали беременности с настоящим или иным половым партнером. Также 
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выясняли перенесенные гинекологические заболевания, объем перенесенных 

оперативных вмешательств на органах малого таза. Оценивали наличие 

перенесенных инфекционных и соматических заболеваний, оперативных 

вмешательств. У каждой женщины уточняли данные о продолжительности 

бесплодия, а также о проведенных диагностических и лечебных мероприятиях. 

Особое внимание уделяли изучению предшествующих попыток ЭКО, а именно: 

дата и время проведения ВРТ, протокол стимуляции суперовуляции, количество 

полученных ооцитов, количество полученных эмбрионов и их качество, качество 

эмбрионов при переносе в полость матки, исход программы.  

Гинекологический статус оценивали путем проведения бимануального 

исследования, осмотра наружных половых органов, осмотра влагалища и шейки 

матки в зеркалах, определения состояния тела матки, придатков.  

2.2.2 Гормональное обследование 

Гормональное исследование осуществлялось в период ранней 

фолликулярной фазы (2-3 день менструального цикла). Гормональное 

исследование перед программой ЭКО выполнялось с целью оценки овариального 

резерва и функционального состояния эндокринной системы, нормативные 

значения представлены в таблице 1. 

Таблица 1. Нормативные показатели концентрации гормонов в сыворотке крови у 

женщин репродуктивного возраста 

Гормональное исследование  

(единицы измерения)  

Нормативные показатели 

ЛГ (МЕ/л) 2,3–15,0 

ФСГ (МЕ/л) 2,0–10,0 

Е2 (пкмоль/л) 150–480 

Прл (мМЕ/л) 100–500 
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АМГ(нг/мл) 1,0–2,5 

ТТГ (мМЕ/л) 1,0–3,8 

2.2.3 Ультразвуковое исследование органов малого таза 

УЗИ органов малого таза выполняли на аппарате «Flex Focus 400» («BK 

Medical», Дания) с использованием трансвагинального датчика с частотой 

6,5 MГц. Впервые УЗИ проводили в первую фазу (5-8 день) менструального 

цикла, предшествующего циклу стимуляции функции яичников. Оценивали 

размер и структуру тела матки, толщину и структуру эндометрия, размеры и 

объем яичников, количество антральных фолликулов в обоих яичников, наличие 

или отсутствие объемных образований в полости малого таза. Впоследствии УЗ-

мониторинг проводили на 2-3 день менструального цикла, в день начала 

стимуляции функции яичников, на 6-й день стимуляции функции яичников, в 

день введения триггера овуляции, в день трансвагинальной пункции и в день 

переноса эмбриона. Во время УЗ-мониторинга проводили оценку динамики 

фолликулогенеза и ответа эндометрия на стимуляцию функции яичников для 

своевременной возможности коррекции дозы вводимых гонадотропинов, а также 

с целью определения даты введения антагониста гонадотропин-рилизинг гормона 

(ант-ГнРГ) и даты введения триггера овуляции, а, следовательно, и даты 

трансвагинальной пункции яичников. При наличии положительного результата ß-

хорионического гонадотропина (ß-ХГ) УЗИ органов малого таза выполняли на 

21 день после ПЭ в полость матки с целью визуализации плодного яйца в полости 

матки. Следующее УЗИ органов малого таза проводили через 5-6 недель после 

ПЭ в полость матки с целью определения сердцебиения эмбриона.  

 

2.2.4 Исследование эякулята 

Оценка параметров спермограммы производилась дважды: при 

предварительном обследовании в рамках подготовки к программе ЭКО и в день 

ТВП. Перед проведением ТВП супругу пациентки был рекомендован 
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соответствующий половой режим. Сбор материала производился в стерильный 

контейнер путем мастурбации после 3-4 дней полового воздержания в 

стерильный пластмассовый контейнер для сбора эякулята. При анализе эякулята 

определяли характеристики клеточных элементов: концентрацию 

сперматозоидов, их подвижность, наличие морфологических изменений 

сперматозоидов, количество лейкоцитов, а также количество и типы незрелых 

клеток сперматогенеза [Сокур C. А. Оптимизация исходов программ вспомогательных репродуктивных 

технологий у супружеских пар с повышенным уровнем анеуплоидии в сперматозоидах: дисс. канд. мед. наук: 

14.01.01/ С. А. Сокур. М., 2012. - 146 с.] [114] Также эмбриолог оценивал объем спермы, цвет, 

время разжижения и вязкость эякулята, pH. 

Оценка параметров спермограммы производилась в соответствии с 

нормативами ВОЗ (2010) (таблица 2) [Cooper T. G., Noonan E., von Eckardstein S., Auger J., Baker H. 

W., Behre H. M., Haugen T. B., Kruger T., Wang C., Mbizvo M. T., Vogelsong K. M. World Health Organization reference 

values for human semen characteristics // Hum Reprod Update 2010. - Vol. 16. - №3. - P. 231-245].  

Таблица 2. Нормативные показатели спермограммы 

Показатель Норматив, единицы измерения 

Общий объем эякулята  >1,5 мл 

pH  ≥7,2 

Вязкость  0,1 – 2,0 см 

Время разжижения  <60 мин 

Концентрация 

лейкоцитов  
<1 млн/мл 

Концентрация 

сперматозоидов  
>20 млн/мл 

Общее количество 

сперматозоидов  
>40 млн 

Подвижность 

сперматозоидов 

Общая подвижность сперматозоидов ≥ 40 % 

Сперматозоиды с прогрессивным движением ≥ 32 % 

Морфология  ≥ 4 % нормальных форм 

Жизнеспособность 

сперматозоидов 
≥ 58 % живых сперматозоидов 
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Агглютинация  Отсутствует 

Клетки сперматогенеза  2 – 4 кл/100 

 

Для оценки патологии эякулята руководствовались следующими 

критериями:  

аспермия – отсутствие эякулята; 

азооспермия – отсутствие сперматозоидов в эякуляте; 

олигозооспермия – снижение концентрации сперматозоидов ниже <15 млн/мл; 

астенозооспермия – снижение подвижности сперматозоидов ниже нормальных 

значений (общая подвижность  <40%, сперматозоиды с прогрессивным 

движением <32 %); 

тератозооспермия – повышение количества сперматозоидов с аномальной 

морфологией (˃96 %); 

олигоастенотератозооспермия — сочетание олигозооспермии, астено-

зооспермии и тератозооспермии; 

астенотератозооспермия (АТ) – сочетание астенозооспермии и терато-

зооспермии; 

олиготератозооспермия (ОТ) – сочетание олигозооспермии и тератозооспермии; 

олигоастенозооспермия (ОА) – сочетание олигозооспермии и астенозооспермии. 

2.3 Специальные методы исследования 

2.3.1 Протокол стимуляции суперовуляции 

Стимуляцию функции яичников проводили по стандартному 

фикстрованному протоколу с применением препаратов рекомбинатного ФСГ 

(рФСГ) со 2–4-го дня менструального цикла и назначением антагониста ГнРГ 

(антГнРГ). Стартовая доза индуктора подбиралась, исходя из параметров 

овариального резерва пациенток (возраст, уровень ФСГ, АМГ, количество 

антральных фолликулов и овариальный ответ на предыдущую стимуляцию). 

После проведения УЗ - мониторинга при необходимости производилась 
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коррекция дозы препаратов гонадотропинов. С 6-го дня стимуляции функции 

яичников для предотвращения преждевременного пика ЛГ пациенткам вводился 

антагонист ГнРГ (цетрореликс 0,25 мг подкожно) до дня введения триггера 

овуляции включительно. 

Триггер овуляции вводился при наличии лидирующих фолликулов 

диаметром 17 мм и более. В качестве триггера использовался человеческий 

хорионический гонадотропин (ХГч) в дозе 7500-10000 МЕ.  

Рисунок 2. Стандартный протокол с ант – ГнРГ  

2.3.2 Трансвагинальная пункция яичников 

Трансвагинальную пункцию (ТВП) яичников производили в асептических 

условиях через 35–36 часов после введения препарата ХГч под кратковременным 

внутривенным наркозом посредством вакуумной аспирации фолликулов под 

трансвагинальным ультразвуковым контролем с использованием одноразовых игл 

(Vitrolife IVF Media) (рисунок 2). 
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2.3.3 Эмбриологический этап, перенос эмбрионов и посттрансферный 

период программы ЭКО 

На эмбриологическом этапе ооциты идентифицировались сразу же после 

аспирации фолликулов при помощи диссекционного микроскопа на нагретой 

поверхности. Клетки преинкубировались in vitro в течение 2–3 часов при 

температуре 37С в атмосфере с 5 % СО2. Учитывая безуспешные попытки ЭКО в 

анамнезе, оплодотворение выполнялось методом ICSI.  

На эмбриологическом этапе оценивали количество и качество полученных 

ооцитов, количество полученных эмбрионов (морул, бластоцист) и качество 

полученных эмбрионов (класс A, B, C). Нормальное оплодотворение 

регистрировали при наличии двух симметричных по размеру пронуклеусов в 

цитоплазме через 16-18 часов после проведения ICSI. В случае наличия одного 

или трех и более пронуклеусов в цитоплазме оплодотворение расценивали как 

аномальное. Ооцит считали неоплодотворившимся при отсутствии пронуклеусов 

в его цитоплазме. 

Оценку качества полученных эмбрионов осуществляли по морфологическим 

критериям в соответствии с классификацией, принятой Istanbul consensus 

workshop on embryo assessment (ESHRE, 2011) («модифицированная» 

классификация D. Gardner)  [Istanbul consensus workshop on embryo assessment: 

proceedings of an expert meeting // Reprod Biomed Online 2011. - Vol. 22. - №6. - P. 

632-646]. 

Классификация внутренней клеточной массы: 

– I класс (А) – хорошо различима, содержит много компактно 

расположенных, плотно упакованных клеток;  

– II класс (В) – хорошо различима, но имеет незначительные дефекты 

(небольшой объем, неплотно упакована, мало клеток);  

– III класс (С) – трудно различима, содержит всего несколько клеток.  

Классификация трофэктодермы: 

– I класс (А) – хорошо организована, многоклеточная, формирует плотный 

эпителий; 
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– II класс (В) – содержит малое количество неравномерно распределенных 

клеток; 

– III класс (С) – незначительное количество клеток.  

Перенос эмбрионов в полость матки производили в асептических условиях 

на 5-е сутки культивирования с использованием катетера Wallace. Количество 

переносимых эмбрионов не превышало двух. Оставшиеся эмбрионы хорошего 

качества были криоконсервированы. Для поддержки лютеиновой фазы 

использовали микронизированный прогестерон в дозе 600 мг/сутки вагинально со 

следующего дня после трансвагинальной пункции. 

 

2.3.4 Криопротокол 

Проведение криоцикла осуществляли на фоне подготовки эндометрия с 

использованием препаратов эстрогенов (прогинова в дозе 6 мг/сут или дивигель в 

дозе 3 гр/сут) и микронизированного прогестерона (утрожестан в дозе 600 мг/сут)  

под контролем УЗИ. Перенос размороженных после витрификации эмбрионов на 

стадии бластоцисты в полость матки выполняли на 6-е сутки от начала приема 

микронизированного прогестерона под ультразвуковым контролем (рисунок 3). 
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Рисунок 3. Схема  криопротокола 

Эффективность программы оценивали путем исследования концентрации 

βХГч в сыворотке крови через 12-14 дней после переноса эмбриона. При уровне 

βХГч ≥20 МЕ/л констатировали положительный результат. При условии 

положительного βХГч осуществляли ультразвуковое исследование через 21 день 

после переноса эмбриона для визуализации плодного яйца. Частоту имплантации 

оценивали как отношение числа плодных яиц по данным УЗИ к числу 

перенесенных эмбрионов. Клиническую беременность диагностировали при 

наличии живого эмбриона по данным УЗИ через 4-5 недель после переноса 

эмбриона. Прогрессирующую беременность фиксировали при пролонгировании 

беременности больше 12 недель. 

2.4 Иммунологические методы исследования 

Анализ иммуного статуса пациенток производился в лаборатории 

клинической иммунологии ФГБУ «НМИЦАГиП им. академика В.И. Кулакова» 

МЗ РФ (руководитель лаборатории – к.м.н. Кречетова Л.В.).  
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2.4.1 Определение субпопуляционного состава лимфоцитов 

периферической крови 

Поверхностный фенотип клеток периферической крови определяли с 

помощью стандартного набора моноклональных антител (мАт), меченных 

флуоресцеин-изотиоцианатом (ФИТЦ) или фикоэритрином (ФЭ), против 

антигенов CD3(ФИТЦ), CD8(ФЭ), CD16(ФЭ), CD56(ФЭ), CD56(ФИТЦ), 

ТКР(ФЭ) (Becton Dickinson и eBioscience, США). Оценивали содержание 

регуляторных 
+
Т-лимфоцитов, а также содержание субпопуляции естественных 

Тreg как субпопуляцию с фенотипом СD4
+
CD25

high
CD127

low/-
.Лимфоцитарный 

гейт, позволяющий исключить из анализа другие клетки крови, выявляли с 

помощью мАт к СD45, меченных перидинин-хлорофилл протеином (Per-CP), 

(Dako, Дания). Для оценки позитивно-окрашенных субпопуляций использовали 

соответствующие ФИТЦ или ФЭ-меченые изотипические IgG. Для оценки 

процентного содержания Тreg использовали набор, содержащий моноклональные 

антитела к антигенам CD4, меченые Per-CP (eBioscience, США), CD25, меченые 

ФИТЦ (Becton Dickinson, США) и СD127, меченые ФЭ (eBioscience, США). 

Оценивали долю Тreg среди CD4+-клеток. Моноклональные антитела добавляли 

непосредственно к цельной крови, затем лизировали с помощью раствора FACS 

Lysing Solution (Becton Dickinson, США). Анализ проводили на проточном 

цитофлуориметре FACSСalibur (Becton Dickinson, США) с использованием 

программы CellQuest.  

Определение концентрации цитокинов в супернатантах клеточных культур 

проводилось мультиплексным методом с использованием стандартной 9-плексной 

тест-системы  Bio-Plex Pro Human Cytokine Th1/Th2 Assay (Bio-Rad, США) для 

определения GM-CSF,  IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, (p70),  IL-13, TNF-α  и  

Bio-Plex Pro™ TGF-β 3-plex Assay для определения TGF-β1, TGF-β2, TGF-β3 на  

проточном лазерном иммуноанализаторе Bio-Plex 200 (Bio-Rad, США) и 

последующей обработкой полученных результатов с использованием приложения 

Bio-Plex Manager 6,0 Properties  (Bio-Rad, США). 

http://www.bio-rad.com/ru-ru/product/bio-plex-manager-mp-software-upgrade?pcp_loc=catprod
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2.4.2 Методика внутриматочного введения аутологичных 

мононуклеарных клеток 

Методика утверждена на Ученом совете ФГБУ «НЦ АГиП им.ак. В.И. 

Кулакова» Минздрава России. Методика состоит из этапа выделения клеток, 

культивирования клеток и внутриматочного введения. 

1. Выделение и подготовка клеток к процедуре введения 

1.1. У пациенток, которым процедура назначена согласно критериям включения, 

осуществляли забор периферической крови для получения фракции 

мононуклеарных клеток до вступления в протокол ВРТ на 2-4 день 

менструального цикла, в день трансвагинальной пункции в группе пациенток с 

протоколом с антГнРГ и в день начала введения микринизированного 

прогестерона – в группе с криопротоколом. 

1.2. Забор крови из локтевой вены осуществляли в процедурном кабинете в 

стерильные пробирки общим объемом 18 мл, содержащей в качестве консерванта 

гепарин (вакутейнер Sarstedt Monovette LH/9мл кат № 5033611). 

1.3. Выделение мононуклеаров. 

1.3.1. Процедуру выделения осуществлял врач клинической лабораторной 

диагностики.  

1.3.2. Выделение мононуклеаров осуществлялся в ламинарном шкафу, 

оснащенном необходимым лабораторным оборудованием для выделения 

мононуклеарных клеток в стерильных условиях. 

1.3.3. Этапы выделения. 

Кровь тщательно перемешивали, разводили в стерильном физиологическом 

растворе в соотношении 1:2 и выделяли мононуклеарные клетки на градиенте 

фиколл-пак с плотностью 1,077. 

После центрифугирования в течение 30 минут при 1500 об/мин отбирали 

кольцо, содержащее мононуклеары, и переносили в другую пробирку для 

отмывания культуральной средой путем центрифугирования в течение 10 минут 

при 1500 об/мин. 
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Процедуру отмывки повторяли 3 раза. 

В полученной взвеси определяли количество клеток путем визуального 

подсчета в камере Горяева. Окончательная концентрация мононуклеаров 

составляла не менее 20-25 млн в 1мл. 

1.3.4 Осадок МПК в 1 мл культуральной среды (RPMI-1640 c добавлением L-

глутамина, 10% фетальной сыворотки и гентамицина) инкубировали в CО2-

инкубаторе при 37С либо в присутствии ХГч (10мкл «Прегнил» 5000МЕ/мл 

на 1*10
6
кл) в течение 48 часов, либо без него в зависимости от 

принадлежности пациенки к исследуемой группе.  

1.3.5 Через 48 часов инкубирования мононуклеары ресуспендировали и в 

объеме 200 мкл в стерильной пробирке передавали для внутриматочного 

введения. Избыточный объем супернатанта замораживали и хранили до 

анализа при -80С.  

2. Внутриматочное введение выделенных мононуклеров 

2.1.  Процедура введения является врачебной манипуляцией.  

2.2. Процедура введения осуществлялась на базе блока ЭКО 1-го 

гинекологического (отделения сохранения и восстановления репродуктивной 

функции)  

2.3. Все манипуляции осуществлялись с учетом правил асептики и 

антисептики. 

2.4. Перенос МПК в полость матки выполнялся через 48 часов после забора 

аутологичной крови в день трансвагинальной пункции в группе пациенток с 

протоколом с антГнРГ, и в день начала введения микринизированного 

прогестерона – в группе с криопротоколом. После обработки наружных половых 

органов шейка матки обнажалась в зеркалах. В цервикальный канал под 

контролем УЗИ вводился катетер для переноса эмбрионов, заполненный 

суспензией МПК, которую медленно вводили в полость матки.  

2.5. После внутриматочного введения пациентка находилась на кресле не 

менее 10-15 минут под наблюдением среднего медицинского персонала. 

(рисунки 4, 5). 
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Рисунок 4. Внутриматочное введение в протоколе с антГнРГ 

 

Рисунок 5. Внутриматочное введение   в криопротоколе 

Эффективность методики внутриматочного введения оценивали как 

клиническую беременность при наличии живого эмбриона по данным УЗИ через 

4-5 недель после переноса эмбриона. 
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2.5 Статистический анализ полученных результатов 

Статистическая обработка данных выполнена на индивидуальном 

компьютере с использованием программы IPM SРSS Statistics, версия 22. 

Обработку данных производили общепринятыми методами вариационной 

статистики. Для количественного параметра были определены: среднее значение 

(М), среднеквадратичное отклонение (δ), ошибка среднего (m), медиана (Ме), 95% 

доверительный интервал, для качественных данных – частоты (%). Соответствие 

расчетных выборок показателей нормальному распределению оценивали с 

помощью критерия Шапиро-Уилка с использованием пакета MedCalc12 для 

Windows 7. Значимость наблюдаемых отклонений средних значений измеренных 

параметров оценивали с помощью двухвыборочного t-критерия Стьюдента с 

различными дисперсиями для средних значений с использованием пакета 

статистического анализа для Microsoft Office Excel 2007. В случае отклонения 

распределения от нормального представлена медиана (Ме) 5 - 95 процентили (5-

95 Р). В этом случае для оценки различий применяли U-критерий Манна-Уитни 

для независимых выборок. Достоверными различия считали при уровне 

значимости р˂0,05. Для оценки диагностической значимости тестов 

фенотипирования лимфоцитов периферической крови женщин с бесплодием 

использовали ROC-анализ с применением индекса Юдена пакета MedCalc12 для 

Windows 7.  
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Глава 3. 

  РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ 

    В соответствии с целью и задачами исследования, согласно  критериям 

включения и невключения, основную группу составили 129 пациенток с 

повторными неудачами имплантации в анамнезе, которая  была разделена на 3 

группы в зависимости от вида проводимой иммунотерапии: группа 1 – 

42 пациентки, которым перед переносом эмбриона проводилось внутриматочное 

введение аутологичных МПК, активированных ХГч; группа 2 – 42 пациентки, 

которым проводилось внутриматочное введение аутологичных МПК без 

активации ХГч; группа 3 (плацебо) – 45 пациенток, которым проводилось 

внутриматочное введение физиологического раствора.  

В зависимости от программы ВРТ (стимулированный цикл или криоцикл), 

были выделены следующие  подгруппы в каждой из трех групп: подгруппа 1а 

(n=17) – пациентки, которым внутриматочно вводили аутологичные МПК, 

активированные ХГч, в стимулированном цикле, подгруппа 1б (n=25) - 

пациентки, которым внутриматочно вводили аутологичные МПК, 

активированные ХГч, в криоцикле; подгруппа 2а (n=21) - пациентки, которым 

внутриматочно вводили МПК, не активированные ХГч, в стимулированном 

цикле, подгруппа 2б (n=21) - пациентки, которым внутриматочно вводили МПК 

не активированные ХГч в криоцикле; подгруппа 3а (n=22) - пациентки группы 

плацебо в стимулированном цикле и подгруппа 3б (n=22) - пациентки группы 

плацебо в криоцикле. Среди пациенток основной группы, как в стимулированном 

цикле, так и в криоцикле, была выделена группа пациенток с субоптимальным 

эндометрием (толщина эндометрия в день переноса эмбриона составляла 7-8 мм, 

n=60). 

Контрольную группу для оценки субпопуляционного состава лимфоцитов 

периферической крови составили 45 фертильных женщин, имеющих в анамнезе 

беременность, закончившуюся своевременными родами и рождением здорового 

ребенка, возраст которого на момент исследования не превышал 2-х лет. 
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3.1 Клинико-анамнестическая и лабораторная характеристика 

пациенток с RIF 

Проведен анализ клинико–анамнестических и лабораторных характеристик 

пациенток с повторными неудачами ВРТ, включенных в исследование. 

Результаты анализа показали, что женщины всех групп были сопоставимы по 

возрасту. Медиана возраста женщин, включенных в исследование, в группе 1 

составила 34 года (интерквартильный интервал 30–35 лет), в группе 2 – 32 года 

(интерквартильный интервал 30–35 лет), в группе 3 – 34 года (интерквартильный 

интервал 31–36 лет) (р>0,05). 

Анализ менструальной функции пациенток исследуемых групп показал, что 

возраст менархе в трех группах был в пределах от 10 до 18 лет (13,0±0,1), 

продолжительность менструального цикла в среднем составила в группе              

1-30,1±0,3 дней, группе 2-29,0±0,3 дней, группе 3-32,0±0,7 дней  

(р >0,05). Нарушений становления и характера менструального цикла среди 

обследованных женщин выявлено не было. Статистически значимых различий по 

всем перечисленным показателям в трех исследуемых группах не выявлено 

(р>0,05). 

Перенесенные заболевания 

Данные о хронических экстрагенитальных заболеваниях пациенток с 

бесплодием представлены в таблице 3.  

Таблица 3. Структура и частота экстрагенитальных заболеваний пациенток, 

включенных в исследование 

 

Нозологические формы 

хронических 

экстрагенитальных 

заболеваний 

Группа 1  

МПК+ХГч 

(n=42) 

Группа 2 

МПК 

(n=42) 

Группа 3 

плацебо 

(n=45) 

р 

Детские  

инфекции  

87,5% 

(35) 

88,9% 

(24) 

83,9% 

(26) 

р1= 0,985 

р2= 0,927 

р3= 0,864 
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Примечание. р - частота встречаемости. р1- сравнение частот встречаемости 

признаков в группах 1 и 2, р2 - сравнение частот встречаемости признаков в 

группах 2 и 3, р3  - сравнение частот встречаемости признаков в группах 1 и 3. 

Большинство пациенток отмечали детские инфекции в анамнезе. В структуре 

хронических заболеваний преобладали заболевания эндокринной системы 

(гипотиреоз в исходе аутоиммунного тиреоидита), заболевания желудочно–

кишечного тракта (хронический гастродуоденит). 

Имеющиеся соматические заболевания у пациенток трёх групп на момент 

включения в программу ЭКО были в стадии ремиссии и не являлись 

противопоказанием для проведения программы ЭКО/ПЭ, наступления и 

вынашивания беременности. При анализе встречаемости хронической 

соматической патологии не было выявлено значимых различий между 

исследуемыми группами.  

Данные о перенесенных гинекологических заболеваниях представлены в 

таблице 4. 

Таблица 4. Структура и частота перенесенных гинекологических заболеваний  

пациенток, включенных в исследование 

Заболевания 

желудочно-

кишечного тракта 

2,5% 

(1) 

14,8% 

(4) 

6,5% 

(2) 

р1= 0,159 

р2= 0,821 

р3= 0,541 

Заболевания 

мочевыделительной 

системы 

5,0% 

(2) 

7,4% 

(2) 

3,2% 

(1) 

р1= 0,987 

р2= 0,965 

р3= 0,902 

Заболевания 

сердечно-

сосудистой системы 

2,5% 

(1) 

0,0% 

(0) 

3,2% 

(1) 

р1= 0,987 

р2= 0,974 

р3= 0,945 

Заболевания 

органов дыхания 

2,5% 

(1) 

7,4% 

(2) 

3,2% 

(1) 

р1= 0,726 

р2= 0,965 

р3= 0,902 

Заболевания 

эндокринной 

системы 

7,5% 

(3)  

11,1% 

(3)  

19,4% 

(6)  

р1= 0,943 

р2= 0,259 

р3= 0,616 

Миопия различной 

степени 

5,0% 

(2) 

0,0% 

(0) 

3,2% 

(1) 

р1= 0,654 

р2= 0,982 

р3= 0,963 
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Примечание. р - частота встречаемости. р1- сравнение частот встречаемости 

признаков в группах 1 и 2, р2 - сравнение частот встречаемости признаков в 

группах 2 и 3, р3 - сравнение частот встречаемости признаков в группах 1 и 3. 

В структуре гинекологических заболеваний, перенесенных пациентками 

основной группы, преобладал хронический сальпингоофорит – 77,5% в 1-ой 

группе, 48,1% во 2-ой группе и 83,9% в группе плацебо. При сравнительной 

оценке структуры и частоты гинекологических заболеваний у пациенток трех 

групп не было выявлено статистически значимых различий. 

Также не выявлено статистически значимых различий в структуре и частоте 

перенесенных оперативных вмешательств на органах малого таза у пациенток 

трех групп (р>0,05). 

Длительность бесплодия колебалась от 3 до 14 лет и в среднем составила в 

группе 1 - 6,0±0,3 лет, в группе 2 и 3 - 5,0±0,2 лет. Первичное бесплодие было 

выявлено у 28 (66,7 %) пациенток 1-ой группы, 26 (61,9 %) пациенток 2-ой 

Нозологические 

формы 

гинекологических 

заболеваний 

Группа 1  

МПК+чХГ 

(n=42) 

Группа 2 

МПК 

(n=42) 

Группа 3 

плацебо 

(n=45) 

р 

Хронический 

сальпингоофорит 

77,5%  

(31) 

48,1% 

(13) 

83,9% 

(26) 

р1= 0,678 

р2= 0,713 

р3= 0,428 

Инфекции, 

передающиеся 

половым путем  

22,5% 

(9) 

22,2% 

(6) 

19,4% 

(6) 

р1= 0,1 

р2= 0,977 

р3= 0,1 

Миома матки 
15% 

(6) 

7,4% 

(2) 

12,9% 

(4) 

р1= 0,578 

р2= 0,126 

р3= 0,858 

Наружный 

генитальный 

эндометриоз  I-II  

степени 

35,7% 

(15) 

23,8% 

(10) 

24,4% 

(11) 

р1= 0,478 

р2= 0,215 

р3= 0,408 

Патология шейки 

матки 

22,5% 

(9) 

7,4% 

(2) 

16,1% 

(5) 

р1= 0,194 

р2= 0,713 

р3= 0,540 

Полип эндометрия 
5,0% 

(2)  

22,2% 

(6)  

6,5% 

(2)  

р1= 0,802 

р2= 0,215 

р3= 0,175 
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группы и у 26 (57,8 %) пациенток 3-й группы. Вторичное бесплодие было 

выявлено у 14 (33,3 %), 16 (38,1 %), 19 (42,2 %) пациенток трех групп, 

соответственно (р >0,05) (рис. 6).  

 

 

Рисунок 6. Характер бесплодия обследованных пациенток  

Бесплодие было обусловлено трубно – перитонеальным фактором у 18 

(42,9 %) женщин 1-ой группы, у 19 (45,2 %) женщин 2-ой группы и у 13 (28,9 %) 

женщин 3-й группы (р >0,05). Мужской фактор был выявлен у 24 (57,2 %), 22 

(52,4 %) и 31 (68,9 %) супружеских пар трех групп соответственно, 

характеризующийся умеренными нарушениями сперматогенеза, которые 

наиболее часто проявлялись в виде астенозооспермии I–II степени (49,8 %) и 

астенотератозооспермии I–II степени (26,9 %). Наружный генитальный 

эндометриоз (НГЭ) I-II степени распространенности диагностирован у 

10 пациенток: в 9,5 % и 14,3 % случаев в группе 1 и 2, соответственно. Сочетание 

факторов наблюдалось у 24 (18 %) женщин. Идиопатическое бесплодие отмечено 

у 28 (17,6 %) пациенток (рисунок 7). Значимых различий по характеру бесплодия 

среди пациенток исследуемых групп не выявлено. 

 

66,7% 61,9% 57,8% 

33,3% 38,1% 42,2% 
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Рисунок 7. Структура причин бесплодия пациенток, включенных в исследование. 

 

Число безуспешных попыток ЭКО в анамнезе было сопоставимо в 3-х 

группах: в 1-ой группе 2 неудачи имели 14 (33,3 %) пациенток, 3 или 4 неудачи – 

27 (64,3 %) пациенток и 5 неудач имела одна пациентка (2,4 %). Среди пациенток 

2-ой группы 2 неудачи имели 12 (28,6 %) пациенток, 3 или 4 неудачи - 28 (66,7 %) 

пациенток и более 5-ти неудач имели две пациентки (4,8 %). Среди пациенток 3-

ой группы 2 неудачи имели 7 (15,6 %) пациенток, 3 или 4 неудачи - 31 (68,9 %) 

пациентка и 5 неудач имели две пациентки (4,4 %) (р>0,05) (рисунок 8). 
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Рисунок 8. Число неудачных попыток ЭКО в анамнезе обследованных пациенток. 

Гормональный статус исследуемых пациенток 

Концентрация гормонов в плазме крови пациенток оценивали в раннюю 

фолликулярную фазу цикла (на 2-3 день менструального цикла). Данные 

гормональных параметров пациенток представлены в таблице 5. 

Таблица 5. Базальные уровни гормонов пациенток исследуемых груп 

33,3% 

28,6% 

15,6% 

64,3% 

66,7% 

68,9% 

2,4% 

4,8% 

4,4% 

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Группа 1 МПК+чХГ 

Группа 2 МПК 

Группа 3 плацебо 

2

3-4

5 и 
более 

Параметры Группа 1  

МПК+чХГ 

 (n=42) 

Группа 2 

МПК 

(n=42) 

Группа 3 

плацебо 

(n=45) 

р 

ФСГ, МЕ/л 6,5± 1,3 6,3± 1,6 6,4± 1,5 

р1= 0,496 

р2= 0,652 

р3= 0,813 

ЛГ, МЕ/л 5,3± 1,6 5,0± 2,3 5,9± 2,6 

р1= 0,476 

р2= 0,247 

р3= 0,153 

Е2, пмоль/л 132,03± 20,24 140,13± 33,10 128,13± 19,71 

р1= 0,218 

р2= 0,419 

р3= 0,709 

Прл, мМЕ/л 207,93± 53,68 229,37± 61,83 235,26 ±57,79 

р1= 0,136 

р2= 0,458 

р3= 0,208 

АМГ, нг/мл 2,4 ±1,9 2,2± 1,2 2,3± 1,8 

р1= 0,656 

р2= 0,240 

р3= 0,149 

ТТГ, мМЕ/л 2,07± 0,62 2,20± 0,61 1,96± 0,61 

р1= 0,401 

р2= 0,480 

р3= 0,165 
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Примечание. р1- сравнение частот встречаемости признаков в группах 1 и 

2, р2 - сравнение частот встречаемости признаков в группах 2 и 3, р3  - сравнение 

частот встречаемости признаков в группах 1 и 3. 

Как видно из данных таблицы, концентрации гормонов в раннюю 

фолликулярную фазу менструального цикла и параметры овариального резерва у 

пациенток трех групп на момент вступления в программу ЭКО находились в 

пределах нормативных значений, статистически значимых различий между 

исследуемыми группами не выявлено.  

Таким образом, анализ клинико – анамнестических и лабораторных данных 

показал, что исследуемые пациентки с повторными неудачами имплантации 

находились в репродуктивном возрасте, имели регулярный характер 

менструального цикла, а также сопоставимые факторы бесплодия и показатели 

овариального резерва. 

3.2 Сравнительный анализ основных параметров овариальной 

стимуляции и эмбриологического этапа 

Стимуляция суперовуляции проводилась по фиксированному протоколу с 

антагонистом ГнРГ (антГнРГ) и стимуляцией яичников препаратами 

рекомбинатного ФСГ (рФСГ) со 2–4-го дня менструального цикла. Параметры 

стимулированного цикла и эмбриогенеза в обеих группах представлены в таблице 

6.  

Таблица 6. Сравнительные характеристики основных параметров 

стимулированного цикла и эмбриологического этапа 

 

Параметры Группа 1а  

МПК+ХГч 

 (n=17) 

Группа 2а 

МПК 

(n=21) 

Группа 3а 

плацебо 

 (n=22) 

р 

Стартовая доза 

гонадотропина, МЕ, 

(М±m) 

184± 35 185± 40 177± 36 

р1= 0,878 

р2= 0,432 

р3= 0,414 

Суммарная доза 

гонадотропина, МЕ, 

(М±m) 

1707± 436 1745± 423 1593± 442 

р1= 0,719 

р2= 0,284 

р3= 0,188 
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Примечание. р - частота встречаемости. р1- сравнение частот встречаемости 

признаков в группах 1 и 2, р2 - сравнение частот встречаемости признаков в 

группах 2 и 3, р3 - сравнение частот встречаемости признаков в группах 1 и 3. 

Анализ параметров стимулированного цикла не выявил существенных 

различий в суммарной дозе гонадотропинов, продолжительности стимуляции, 

количестве полученных ооцитов и ооцитов хорошего качества, количестве зигот и 

бластоцист (р>0,05). Анализ эмбриологических показателей также 

продемонстрировал отсутствие существенных различий в количестве 

перенесенных эмбрионов (1,85±0,038, 1,83±0,035, 1,83±0,035, р1= 0,247, р2= 0,792, 

р3= 0,549) и количестве эмбрионов хорошего качества (1,04±0,08, 0,8±0,07, 

0,8±0,07р1= 0,062, р2= 0,967, р3= 0,074). 

 

 

 

Продолжительность 

стимуляции, дни, 

(М±m) 

9± 1 10± 1 9 ±1 

р1= 0,182 

р2= 0,405 

р3= 0,523 

Получено ооцитов 

Из них на стадии 

метафазы II (МII), 

М±m 

9,3±0,2 

7,4±0,2 

8,6±0,3 

7,5±0,3 

10,4±0,5 

8,5±0,5 

р1= 0,469 

р2= 0,907 

р3= 0,488 

Количество зигот 

(2PN), М±m 7,3±0,3 6,8±0,3 6,0±0,2 

р1= 0,478 

р2= 0,215 

р3= 0,408 

Количество  

дробящихся 

эмбрионов, М±m 

5,6±0,2 5,9±0,2 5,6±0,2 

р 1= 0,072 

р2= 0,905 

р3= 0,065 

Количество 

бластоцист,  М±m 
4,5±0,3 4,3±0,3 4,3±0,3 

р 1= 0,689 

р2= 0,958 

р3= 0,054 

Перенесено 

эмбрионов,М±m 1,85±0,038 1,83±0,035 1,83±0,035 

 

р1= 0,247 

р2= 0,792 

р3= 0,549 

Перенесено 

эмбрионов 

хорошего качества, 

М±m 

1,04±0,08 0,8±0,07 0,8±0,07 
р1= 0,062 

р2= 0,967 

р3= 0,074 
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3.3 Эффективность программ ВРТ в зависимости от вида иммунотерапии 

3.3.1 Исходы стимулированных циклов в зависимости от вида 

иммунотерапии. 

Оценка клинических исходов программ ВРТ у пациенток в 

стимулированном цикле показала, что частота биохимической беременности 

составила 23,3% (14 случаев), клиническая беременность наступила у 11 (18,3%) 

пациенток, частота имплантации составила 23,2%. Было диагностировано 5 (8,3%) 

случаев самопроизвольных выкидышей. Беременность закончилась родами у 6 

(10%) пациенток.  Далее была проведена сравнительная оценка исходов программ 

ВРТ при проведении внутриматочного введения аутологичных МПК, как 

активированных ХГч, так и без активации перед переносом эмбриона в 

стимулированном цикле у пациенток с повторными неудачами имплантации. 

Таблица 7. Исходы стимулированных циклов программы ВРТ при 

проведении внутриматочного введения аутологичных МПК перед переносом 

эмбриона у пациенток с повторными неудачами имплантации 

Параметры 
Группа 1а  

МПК+ХГч 

 (n=17) 

Группа 2а 

МПК 

(n=21) 

Группа 3а 

плацебо 

(n=22) 

Р 

Частота 

биохимической 

беременности 

6 (35,3%) 7 (33,3%) 4 (18,2%) 
р1= 0,988 

р2= 0,006* 

р3= 0,034* 

Частота 

клинической 

беременности 

5 (29,4%) 5 (23,8%) 3 (13,7%) 
р1= 0,956 

р2= 0,035* 

р3= 0,009* 

Частота 

имплантации 
33,3% 28,6% 7,7% 

р1= 0,873 

р2= 0,01* 

р3= 0,001* 

Частота 

выкидышей 
2 (11,8%) 2 (9,5%) 1(4,5%) 

р1= 0,873 

р2= 0,165 

р3= 0,324 
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Примечание. р1- сравнение частот встречаемости признаков в группах 1а и 2а, р2 - 

сравнение частот встречаемости признаков в группах 2а и 3а, р3 - сравнение 

частот встречаемоси признаков в группах 1а и 3а; *- показатель, достоверно 

отличающийся в исследуемых группах.  

      Как видно из данных таблицы 7, эффективность стимулированных циклов 

ВРТ при проведении внутриматочного введения МПК как активированных ХГч, 

так и без активации ХГч была существенно выше по сравнению с группой 

плацебо, о чем свидетельствует более высокая частота биохимической 

беременности (35,3% и 18,2%, р3= 0,034; 33,3% и 18,2%; р2=0,006), частота 

наступления клинической беременности (29,4% и 13,7%, р3= 0,009; 23,8 % и 

13,7%, р2= 0,035), частота имплантации (33,3% и 7,7%, р3= 0,001; 28,6% и 7,7%, р2= 

0,01), частота прогрессирующей беременности (17,6% и 9%, р3= 0,025; 14,3% и 

9%, р2=0,011) и частота родов (17,6% и 9%, р3= 0,024; 14,3% и 9%, р2=0,035). 

Вместе с тем, не выявлено существенных различий в анализируемых показателях 

в группе пациенток с введением МПК, активированных ХГч и в группе без 

активации ХГч (р>0,05). При анализе частоты выкидышей не было выявлено 

статистически значимых различий у пациенток исследуемых групп. 

 

3.3.2 Исходы криоциклов в зависимости от вида иммунотерапии. 

Аналогичный анализ у пациенток в криоцикле показал, что частота 

биохимической беременности составила 34,8% (24 случая), клиническая 

беременность наступила у 20 (29%) пациенток, частота имплантации 

составила 25,2%. Было диагностировано 3 (4,3%) случая самопроизвольных 

выкидышей. Беременность закончилась родами у 15 (21,7%) пациенток.  

Данные сравнительной оценки исходов программ ВРТ при проведении 

Частота 

прогрессирующих 

беременностей 

3 (17,6%) 3 (14,3%) 2 (9%) 
р1= 0,435 

р2= 0,011* 

р3= 0,025* 

Частота родов 

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

р1= 0,367 

р2= 0,035* 

р3= 0,024* 
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внутриматочного введения аутологичных МПК, как активированных ХГч, 

так и без активации перед переносом эмбриона в криоцикле у пациенток с 

повторными неудачами имплантации представлены в таблице 8.  

Таблица 8. Сравнительная характеристика исходов программы ВРТ при 

проведении  внутриматочного введения аутологичных  МПК  перед 

переносом эмбриона в криоцикле у пациенток с повторными неудачами 

имплантации 

Примечание. р1- сравнение частот встречаемости признаков в группах 

1б и 2б, р2 - сравнение частот встречаемости признаков в группах 2б и 3б, 

р3-сравнение частот встречаемости признаков в группах 1б и 3б, *- 

показатель, достоверно отличающийся в исследуемых группах. 

В криоцикле частота частота биохимической беременности, частота 

имплантации, частота наступления клинической беременности, частота 

прогрессирующей беременности и частота родов живым плодом была 

Параметры 
Группа 1б  

МПК+ХГч 

 (n=25) 

Группа 2б 

МПК 

(n=21) 

Группа 3б 

плацебо 

(n=23) 

Р 

Частота 

биохимической 

беременности 

10(40%) 8 (38,1%) 6 (25%) 
р1= 0,097 

р2= 0,006* 

р3= 0,001* 

Частота 

клинической 

беременности 

8 (36%) 7 (33,3%) 5 (20,8%) 
р1= 0,095 

р2= 0,025* 

р3= 0,005* 

Частота 

имплантации 
35,4% 30,3% 9,8% 

р1= 0,084 

р2= 0,026* 

р3= 0,034* 

Частота 

выкидышей 
1( 4%) 1 (4,8%) 1 (4,3%) 

р1= 0,073 

р2= 0,146 

р3= 0,878 

Частота 

прогрессирующих 

беременностей 

7 (28%) 6 (28,6%) 4 (17,4%) 
р1= 0,134 

р2= 0,017* 

р3= 0,032* 

Частота родов 

живым плодом 
7 (28%) 6 (28,6%) 2 (8,7%) 

р1= 0,134 

р2= 0,024* 

р3= 0,033* 
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существенно выше в группе пациенток, которым проводили 

внутриматочное введение МПК, как активированных ХГч, так и в группе 

женщин с введением МПК без активации ХГч в сравнении с аналогичными 

показателями в группе плацебо (40% и 25%, р3= 0,001; 36% и 20,8%, р3= 

0,005; 35,4 и 9,8%, р3= 0,034. 28 % и 17,4%, р3= 0,032; 28 % и 8,7%, р3= 0,033; 

38,1% и 25%, р2= 0,006; 33,3% и 20,8%, р2= 0,025; 30,3% и 9,8%, р2= 0,026, 

28,6% и 17,4%, р2= 0,017, 28,6% и 8,7%, р2= 0,024). При этом в группе 

пациенток с введением МПК, активированных ХГч, частота анализируемых 

показателей была выше по сравнению с группой женщин с введением МПК 

без активации ХГч, хотя достоверно значимых отличий не зафиксировано  

(40% и 38,1%,  р1= 0,097;  36% и 33,3%,  р1= 0,095; 35,4% и 30,3%,  р1= 0,084; 

28% и 28,6%,  р1= 0,134, 28% и 28,6%,  р1= 0,134 ). При анализе частоты 

выкидышей не зафиксировано статистически значимых различий у 

пациенток исследуемых групп. (Таб.8). 

3.3.3 Исходы программ ВРТ с использование иммунотерапии аутологичными 

МПК у пациенток с субоптимальным эндометрием. 

      Анализ исходов программ ВРТ при проведении  внутриматочного 

введения аутологичных  МПК  перед переносом эмбриона у пациенток с 

субоптимальным эндометрием с повторными неудачами имплантации как в 

стимулированном цикле, так и в криоцикле показал, что частота 

биохимической беременности, частота клинической беременности, частота 

имплантации, частота прогрессирующей беременности и частота родов 

живым плодом  в группе пациенток с субоптимальным эндометрием были 

значимо выше по сравнению с аналогичными показателями в  группе 

плацебо (р=0,043, р=0,032, р=0,034, р=0,046, р=0,031 соответственно) (Рис.9) 
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 Рисунок 9. Исходы программ ВРТ при проведении внутриматочного 

введения аутологичных  МПК  перед переносом эмбриона у пациенток с 

субоптимальным эндометрием. 

3.3.4 Исходы программ ВРТ с использование иммунотерапии аутологичными 

МПК в зависимости  от количества неудач имплантации в анамнезе. 

     Далее была проведена сравнительная оценка исходов программ ВРТ при 

проведении внутриматочного введения аутологичных  МПК  перед 

переносом эмбриона в зависимости от количества неудач имплантации в 

анамнезе (Рис.10).  
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Рисунок 10. Исходы программ ВРТ при проведении внутриматочного 

введения аутологичных МПК перед переносом эмбриона у пациенток с 2-

мя, 3-4, 5 и более неудачами имлантации в анамнезе. 

    Исходя из данных рисунка 10, значимых различий по анализируемым 

параметрам у пациенток исследуемых групп не выявлено (р>0,05), 

следовательно, эффективность методики не ассоциирована с числом 

повторных безуспешных попыток ВРТ в анамнезе.   

3.4 Результаты иммунологического обследования женщин с 

повторными неудачами имплантации в анамнезе 

3.4.1 Субпопуляционный состав лимфоцитов периферической крови 

женщин с повторными неудачами имплантации в анамнезе 

Для понимания механизма влияния введения аутологичных 

мононуклеарных клеток на эффективность имплантации у женщин с RIF 

были проведена оценка содержания субпопуляций лимфоцитов с 

цитотоксической, киллерной и регуляторной функцией в периферической 

крови женщин с RIF до вступления в программу ЭКО (таблица 9). 
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Таблица 9. Содержание лимфоцитов с цитотоксической, киллерной и 

регуляторной функцией в периферической крови женщин с RIF до 

вступления в программу ЭКО 

Фенотип  

лимфоцитов 

Содержание лимфоцитов (%) в обследуемых группах  

основная (n=129)  контрольная (n=45) 

CD3
+
CD8

+
 25,6  1,7 27,0  1,7 

CD3
-
CD8

+
 5,4  1,4 3,20  0,3 

CD16
+
 12,9  1,8 * 9,1  0,8 

CD56
+
 17,6  1,7 * 12,2  0,9 

CD56
+
TCR 1,5  0,3 * 2,8  0,5 

TCR 7,8  1,0 * 16,0  2,1 

СD4
+
CD25

high
CD127

low/-
 8,2  0,6 7,5  0,3 

Примечание. * - различия со значениями в основной группе до вступления 

в программу ЭКО по сранению с конторольной группой значимы при р 

0,05. 

Из представленных данных следует, что у женщин с RIF до 

вступления в программу ВРТ был выше уровень лимфоцитов с 

естественной киллерной функцией (CD16
+
 и CD56

+
) и ниже уровень 

регуляторных Т-лимфоцитов с Т-клеточным рецептором типа (TCR) и 

активированных NK-лимфоцитов, экспрессирующих рецептор TCR 

(CD56
+
TCR) по сравнению с аналогичными показателями в контрольной 

группе. Отмечается также тенденция к увеличению уровня цитотоксических 

лимфоцитов с фенотипом CD3
-
CD8

+
 (р=0,07). Выявленные изменения 

свидетельствуют о дисбалансе субпопуляционного состава лимфоцитов 

периферической крови женщин с RIF, и, следовательно, о возможности 

применения в лечении данных пациентов методов иммуномодулирующей 

терапии. 
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3.4.2 Субпопуляционный состав лимфоцитов периферической крови 

женщин с RIF в ститмулированном протоколе с учетом вида 

иммунотерапии 

Забор периферической крови для анализа субпопуляционного состава 

лимфоцитов в стимулированных циклах производили в день 

трансвагинальной пункции.  

Результаты оценки субпопуляционного состава лимфоцитов 

периферической крови женщин с RIF в стимулированном цикле с 

различными видами иммунотерапии аутологичными МПК представлен в 

таблице 10.  

Таблица 10. Субпопуляционный состав лимфоцитов периферической крови 

женщин с RIF в протоколе c антГнРГ 

Фенотип  

лимфоцитов 

Содержание лимфоцитов (%) в группах  

МПК + ХГч МПК плацебо 

Беременность + 

(n=5) 

Беременность + 

 (n=5) 

Беременность + 

 (n=1) 

CD3
+
CD8

+
 24,1  1,9 21,7  3,4 24,3  3,3 

CD3
-
CD8

+
 5,3  0,8 ** 12,0 2,7 * 5,6  1,4 

CD16
+
 9,8  1,4 ** 18,3  2,7 * 9,9  1,5 

CD56
+
 15,6  1,1 25,2  5,9 17,0  1,9 

CD56
+
TCR 1,8  0,4 3,3  1,2 2,4  0,6 

TCR 9,7  3,0 11,9  3,5 11,2  1,7 

СD4
+
CD25

high
CD127

low/-
 7,4  0,4 6,4  0,5 * 8,8  0,6 

Примечание. * - различия со значениями женщин в группе плацебо 

значимы при р0,05. ** - различия между подгруппами МПК и МПК+ХГч 

значимы при р0,05. 

Как следует из данных таблицы 10, у пациенток с наступившей 

беременностью в протоколе с антГнРГ с внутриматочным введением 
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неактивированных аутологичных МПК, уровень цитотоксических CD3
-

CD8
+
-лимфоцитов и CD16

+
-NK-лимфоцитов был значимо выше, чем в 

подгруппе плацебо и у пациенток с внутриматочным введением 

аутологичных МПК, активированных ХГч, а также значимо ниже уровень 

Т-лимфоцитов с естественной регуляторной функцией. Субпопуляционный 

состав периферических лимфоцитов у женщин в подгруппе плацебо и в 

подгруппе с МПК+ХГч не отличался.        

      Были рассчитаны характеристики диагностической значимости 

определения содержания периферических CD3
-
CD8

+
 - лимфоцитов, Тreg с 

фенотипом СD4
+
CD25

high
CD127

low/- 
  и CD16

+
NK-лимфоцитов у женщин с RIF 

в протоколе с антГнРГ с внутриматочным введением неактивированных 

аутологичных МПК, для прогноза наступления беременности (таблица12 и 

рисунок 14).  

Таблица 11. Параметры диагностической значимости определения 

содержания CD3
-
CD8

+
, Тreg с фенотипом СD4

+
CD25

high
CD127

low/- 
и CD16

+
NK-

лимфоцитов в периферической крови женщин с RIF в протоколе с антГнРГ 

с внутриматочным ведением неактивированных аутологичных МПК для 

прогноза наступления беременности 

Показатель 

Специ-

фич-

ность,  

% 

Чувстви-

тель-

ность,  

% 

Критери-

альное  

значе- 

ние, 

% 

Ценность 

позитив-

ного 

прогноза, 

% 

Ценность 

негатив-

ного 

прогноза, 

% 

AUC, 

площадь 

под ROC-

кривой 

CD3
-
CD8

+
 66,7 83,3 > 5,8 55,5 88,9 

0,764 

(р=0,084) 

CD16
+
 75 100 > 12,4 62,5 100 

0,867 

(р<0,0001) 

СD4
+
CD25

high 
CD127

low/-
 83,3 83,3  6,6 71,4 90,9 

0,840 

(0,158) 

(р=0,0005) 

Примечание. * - превышение площади под ROC-кривой (AUC) над 

спорной линией значимы при р0,05. 
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Рисунок 11. ROC-кривая в оценке содержания CD3
-
CD8

+
, CD16

+
NK-

лимфоцитов и Тreg с фенотипом СD4
+
CD25

high
CD127

low/-
 в периферической 

крови женщин с RIF в протоколе с антГнРГ с внутриматочным ведением 

неактивированных аутологичных МПК для прогноза наступления 

беременности 

Результаты ROC-анализа показали, что содержание CD16
+
NK-

лимфоцитов > 12,4 и Тreg с фенотипом СD4
+
CD25

high
CD127

low/-
  6,6 у 

пациенток в стимулированном протоколе с использованием 

неактивированных аутологичных МПК, может быть прогностическим 

маркером наступления беременности. 

В таблице 12 представлен субпопуляционный состав периферических 

лимфоцитов пациенток в протоколе с антГнРГ, которым проводили 

внутриматочное введение МПК как с активацией ХГч, так и без активации в 

зависимости от исхода программы ЭКО. 
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Таблица 12. Субпопуляционный состав лимфоцитов периферической крови 

женщин с RIF в протоколе с антГнРГ с использованием различных видов 

иммунотерапии, с разными исходами данной попытки 

Фенотип  

лимфоцитов 

Содержание лимфоцитов (%) в группах 

МПК+ ХГч МПК 

Беременность

+  

(n=5) 

Беременность 

– 

(n=12) 

Беременность

+  

(n=5) 

Беременность 

-  

(n=12) 

CD3
+
CD8

+
 24,1  1,9 22,6  3,4 21,7  3,4 22,6  3,4 

CD3
-
CD8

+
 5,3  0,8 6,7  1,1 12,0 2,7 6,7  1,1 

CD16
+
 9,8  1,4 14,8  1,6 * 18,3  2,7 14,8  1,6 * 

CD56
+
 15,6  1,1 17,8  2,9 25,2  5,9 17,8  2,9 

CD56
+
TCR 1,8  0,4 1,7  0,2 ** 3,3  1,2 1,7  0,2 ** 

TCR 9,7  3,0 9,8  1,3 11,9  3,5 9,8  1,3 

СD4
+
CD25

high
CD127

low/-
 7,4  0,4 6,0  0,7 6,4  0,5 6,0  0,7 

Примечание. * - различия со значениями женщин в группе с 

наступившей беременностью и с отсутствием беременности значимы при 

р0,05. ** - различия между подгруппами МПК и МПК+ХГЧ значимы при 

р0,05.  

Как следует из данных таблицы 12, у пациенток в протоколе с 

антГнРГ с отсутствием беременности в данной попытке в случае 

внутриматочного введения неактивированных аутологичных МПК, был 

выше уровень CD3
+
CD8

+
Т-лимфоцитов с цитотоксической функцией. В то 

время как у пациенток в протоколе с антГнРГ с отсутствием беременности в 

данной попытке в случае внутриматочного введения аутологичных МПК, 

активированных ХГЧ, был выше уровень CD16
+
NK-лимфоцитов. 

Параметры диагностической значимости определения содержания 

периферических CD3
+
CD8

+
Т-лимфоцитов и CD16

+
NK-лимфоцитов у 
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женщин с RIF в протокле с антГнРГ с использованием методов 

иммунотерапии, для прогноза наступления беременности, приведены в 

таблице 13 и на рисунке 12. 

Таблица 13. Параметры диагностической значимости определения 

содержания CD3
+
CD8

+
 и CD16

+
NK-лимфоцитов в периферической крови 

пациенток с RIF в протоколе с антГнРГ с использованием  внутриматочного 

введения аутологичных МПК перед ПЭ для прогноза наступления 

беременности 

Показатель, 

вид иммуно-

терапии 

Специ-

фичность,  

% 

Чувстви-

тельность

,  

% 

Критери-

альное  

значение, 

% 

Ценность 

позитив-

ного 

прогноза, 

% 

Ценность 

негатив-

ного 

прогноза, 

% 

AUC, 

площадь 

под ROC-

кривой 

CD3
+
CD8

+
 

МПК 
80 66,7  21,8 80 66,7 

0,600 

(р=0,625) 

CD16
+
 

МПК+ХГч 
100 50  7,8 100 63,5 

0,795 

(р=0,015) 

Примечание. * - превышение площади под ROC-кривой (AUC) над 

спорной линией  значимы при р0,05. 

 

Рисунок 12. ROC-кривая в оценке содержания CD3
+
CD8

+
 и CD16

+
NK-

лимфоцитов в периферической крови пациенток с RIF в протоколе с 
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антГнРГ при внутриматочном введении аутологичных МПК перед ПЭ для 

прогноза наступления беременности. 

Данные ROC-анализа демонстрируют, что содержание в 

периферической крови CD16
+
NK-лимфоцитов  7,8 в день 

трансвагинальной пункции у женщин в протоколе с антГнРГ с 

использованием внутриматочного введения аутологичных МПК, 

активированных ХГч, может являться прогностическим маркером прогноза 

наступления беременности. 

3.4.3 Субпопуляционный состав лимфоцитов периферической крови 

женщин с RIF в криопротоколе с учетом вида иммунотерапии 

Забор периферической крови для анализа субпопуляционного состава 

лимфоцитов в криоциклах на фоне заместительной гормональной терапии 

при констатации нормальной толщины и структуры эндометрия, 

производили в день добавления препаратов микронизированного 

прогестерона.  

Анализ субпопуляционного состава периферических лимфоцитов 

женщин с RIF, которым в криопротоколе перед переносом эмбриона 

внутриматочно вводили аутологичные МПК как активированные ХГч, так и 

без активации, представлен в таблицах 14 и 15. 

Таблица 14. Субпопуляционный состав лимфоцитов периферической крови 

женщин с RIF в криопротоколе с наступлением беременности 

Фенотип  

лимфоцитов 

Содержание лимфоцитов (%)у женщин с наступившей 

беременностью в группах  

МПК+ХГч  

(n=8) 

МПК 

(n=7) 

плацебо 

(n=5) 

CD3
+
CD8

+
 21,5  2,2 24,3  2,7 29  4,2 

CD3
-
CD8

+
 4,7  0,9 4,7 0,8 4,2  0,8 
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CD16
+
 11,8  1,8 9,7  1,3 11,1  1,8 

CD56
+
 15,4  2,4* 16,6  2,0 * 15,2  2,9 

CD56
+
TCR 1,9  0,4 ** 2,9  0,5 * 1,8  0,3 

TCR 10,5  2,9 13,2  2,2 * 9,5  2,5 

СD4
+
CD25

high
CD127

low/-
 6,7  0,5 8,3  1,0 8,2  1,1 

Примечание. * - различия со значениями женщин в группе плацебо 

значимы при р0,05. ** - различия между подгруппами МПК и МПК+ХГч 

значимы при р0,05. 

В результате проведенного анализа было выявлено, что у женщин в 

криопротоколе с успешной имплантацией (таблица 14) субпопуляционный 

состав лимфоцитов периферической крови у пациенток в подгруппе 

плацебо не отличался от такового у пациенток подгруппы МПК, 

активированных ХГч, а у пациенток подгруппы МПК уровень 

активированных CD56
+
TCR NK-лимфоцитов оказался выше, чем в обеих 

других подгруппах.  

В таблице 15 приведены характеристики диагностической значимости 

определения субпопуляционного состава периферических лимфоцитов как с 

внутриматочным введением неактивированных аутологичных МПК (CD56
+
, 

CD56
+
TCR, TCR), так и с внутриматочным введением аутологичных 

МПК, активированных ХГч (CD56
+
) для прогноза наступления 

беременности в соответствующих группах. 

Таблица 15. Параметры диагностической значимости определения 

показателей субпопуляционного лимфоцитов периферической крови 

женщин с RIF в криопротоколе с использованием внутриматочного 

введения аутологичных МПК для прогноза наступления беременности 
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Тип 

иммуно-

терапии  

Показатель 

Специ-

фичность,  

% 

Чувстви-

тельность,  

% 

Критери-

альное  

значение 

Ценность 

позитив-

ного 

прогноза, 

% 

Ценность 

негатив-

ного 

прогноза, 

% 

AUC, 

площадь 

под ROC-

кривой 

 

 

 

МПК 

CD56
+
 100 50  15,8% 80 55,6 

0,675 

(0.325) 

(р=0,288) 

CD56
+
TCR 100 62,5 > 2,2% 100 62,5 

0,825 

(р=0,008) 

TCR 100 60 > 5,3% 80 100 
0,800 

(р=0,037) 
МПК+ 

ХГч CD56
+
 100 70  16,3% 100 62,5 

0,780 

(р=0,035) 

Примечание. Превышение площади под ROC-кривой (AUC) над спорной 

линией значимы при р0,05. 

 

Рисунок 13. ROC-кривая в оценке определения показателей 

субпопуляционного лимфоцитов периферической крови женщин с RIF в 

криопротоколе с использованием внутриматочного введения аутологичных 

МПК для прогноза наступления беременности. 
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Исходя из данных таблицы 15 и рисунка 13, можно сделать вывод, что 

маркерами наступления беременности в криопротоколе с введением 

неактивированных аутологичных МПК является уровень CD56
+
TCR> 2,2% 

и TCR-лимфоцитов> 5,3%, а в криопротоколе с введением аутологичных 

МПК, активированных ХГч, - уровень CD56
+
NK-лимфоцитов  16,3% в 

периферической крови. 

Анализ субпопуляционного состава лимфоцитов периферической 

крови женщин с RIF в подгруппе плацебо с разными исходами 

криопротокола показал, что у пациенток с отсутствием имплантации был 

выше уровень цитотоксических CD3
-
CD8

+
-лимфоцитов по сравнению с 

аналогичным показателем у женщин с успешной имплантацией 

(таблица 16).   

Таблица 16. Субпопуляционный состав лимфоцитов периферической крови 

женщин с RIF в подгруппе плацебо с разными исходами в криопротоколе  

Фенотип  

лимфоцитов 

Содержание лимфоцитов  

в группах плацебо в криопротоколе, % 

Беременность + 

(n=5) 

Беременность -  

(n=18) 

CD3
+
CD8

+
 29  4,2 26,8  4,5 

CD3
-
CD8

+
 4,2  0,8 6,0  0,4 * 

CD16
+
 11,1  1,8 12,4  1,5 

CD56
+
 15,2  2,9 20,7 1,2  

CD56
+
TCR 1,8  0,3 1,3  0,4 

TCR 9,5  2,5 6,4  2,0 

СD4
+
CD25

high
CD127

low/-
 8,2  1,1 7,4  0,7 

Примечание. * - различия со значениями женщин в группе плацебо с 

разными исходами программы значимы при р0,05. 
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Параметры диагностической значимости определения содержания 

периферических CD3
-
CD8

+
-лимфоцитов у женщин с RIF в криопротоколе 

для прогноза наступления беременности приведены в таблице 17. 

Таблица 17. Параметры диагностической значимости определения 

содержания CD3
-
CD8

+
-лимфоцитов в периферической крови женщин с RIF 

перед переносом эмбриона в криопротоколе без использования 

внутриматочного введения аутологичных МПК для прогноза наступления 

беременности  

Показатель 

Специ-

фичность,  

% 

Чувстви-

тельность,  

% 

Критери-

альное  

значение

% 

Ценность 

позитив-

ного 

прогноза, 

% 

Ценность 

негатив-

ного 

прогноза, 

% 

AUC, 

площадь 

под ROC-

кривой 

CD3
-
CD8

+
 100 60  3,8% 100 71,4 0,840 

(р=0,014) 

Примечание. Превышение площади под ROC-кривой (AUC) над спорной 

линией значимы при р0,05. 

 

Рисунок 14. ROC-кривая в оценке определения содержания CD3
-
CD8

+
-

лимфоцитов в периферической крови женщин с повторными неудачами 

имплантации перед переносом эмбриона для прогноза наступления 
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имплантации в криопротоколе без использования внутриматочного 

введения МПК. 

Результаты ROC-анализа показали, что содержание CD3
-
CD8

+
-

лимфоцитов  3,8% у пациенток в криопротоколе без использования 

методов иммунотерапии, может быть маркером для прогноза наступления 

беременности. 

В таблицах 19 и 20 представлены результаты оценкаи 

субпопуляционного состава лимфоцитов периферической крови женщин в 

криопротоколе с использованием внутриматочного введения аутологичных 

МПК в зависимости от исхода криоцикла. 

Таблица 18. Субпопуляционный состав лимфоцитов периферической крови 

женщин с RIF при использовании различных видов иммунотерапии 

аутологичными МПК в зависимости от исхода криоцикла   

Фенотип  

лимфоцитов 

Содержание лимфоцитов (%) в группах,  

МПК+ ХГч МПК 

Беременность+ 

(n=8) 

Беременность-

(n=7) 

Беременность+ 

(n=7) 

Беременность- 

(n=14) 

CD3
+
CD8

+
 21,5  2,2 23,4  2,0 24,3  2,7 21,8  3,6 

CD3
-
CD8

+
 4,7  0,9 7,1  2,2 4,7 0,8 9,4  4,8 

CD16
+
 11,8  1,8 11,8  2,3 9,7  1,3 16,7  4,5 

CD56
+
 15,4  2,4 19,9  2,6 16,6  2,0 20,8  3,8 

CD56
+
TCR 1,9  0,4 ** 4,2  1,0 * 2,9  0,5 2,9  0,9 

TCR 10,5  2,9 21,3  4,0 * 13,2  2,2 9,2  1,9 

СD4
+
CD25

high
CD

127
low/-

 
6,7  0,5 7,1  0,4 8,3  1,0 7,5  1,2 
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Примечание. *- различия со значениями женщин в группах с 

наступившей беременностью и с отсутствием беременности значимы при 

р0,05. **-различия между подгруппами МПК и МПК+ХГч значимы при 

р0,05. 

При анализе данных, представленных в таблице 19, обращает на себя 

внимание отсутствие различий в субпопуляционном составе лимфоцитов 

периферической крови у женщин с RIF с разными исходами данной 

программы ВРТ в криопротоколе с внутриматочным введением 

неактивированных аутологичных МПК. Однако при использовании 

аутологичных МПК, активированных ХГч, в субпопуляционном составе 

лимфоцитов женщин с отсутствием беременности выявлен значимо более 

высокий уровень TCR-клеток и активированных CD56
+
TCR-

лимфоцитов. Параметры диагностической значимости определения 

содержания периферических TCR-лимфоцитов и активированных 

CD56
+
TCR-лимфоцитов для прогноза наступления беременности у 

женщин с RIF в криопротоколе с использованием аутологичных МПК, 

активированных ХГч, приведены в таблице 20. 

Таблица 19. Параметры диагностической значимости определения 

содержания TCR- и активированных CD56
+
TCR NK-лимфоцитов в 

периферической крови женщин с RIF в криопротоколе с использованием 

внутриматочного введения аутологичных МПК, активированных ХГч 
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Показатель 

Специ-

фичность,  

% 

Чувстви-

тельность,  

% 

Критери-

альное  

значение, 

% 

Ценность 

позитив-

ного 

прогноза, 

% 

Ценность 

негатив-

ного 

прогноза, 

% 

AUC, 

площадь 

под ROC-

кривой 

TCR 
80 90  12,5% 75 87,5 

0,745 

(р=0,041) 

CD56
+
TCR 

70 90  2,5% 75 87,5 
0,765 

(р=0,024) 

Примечание. * - превышение площади под ROC-кривой (AUC) над 

спорной линией значимы при р0,05. 

 

Рисунок 15. ROC-кривая в оценке содержания TCR- и активированных 

CD56
+
TCR NK-лимфоцитов в периферической крови женщин с RIF для 

прогноза наступления беременности в криопротоколе с использованием 

внутриматочного введенния аутологичных МПК, активированных ХГч. 

Исходя из данных таблицы 20 и рисунка 15, можно сделать вывод, что 

содержание TCR- 12,5% и активированных CD56
+
TCR

+
NK-
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лимфоцитов 2,5% можно рекомендовать для использования в качестве 

маркеров наступления беременности у женщин с RIF в криопротоколе с 

внутриматочным введением аутологичных МПК, активированных ХГч. 

      Резюминируя полученные данные, можно сделать вывод, что в 

стимулированном цикле с использованием неактивированных МПК, 

диагностически значимыми маркерами являются CD16
+
-NK-лимфоциты и 

Тreg с фенотипом СD4
+
CD25

high
CD127

low/-
. Результаты ROC-анализа показали, 

что содержание CD16
+
NK-лимфоцитов >12,4% с чувствительностью 100% и 

специфичностью 75% и Тreg (СD4
+
CD25

high
CD127

low/-
)6,6% с 

чувствительностью и специфичностью 83,3% является основанием для 

назначения внутриматочного введения неактивированных МПК. В 

криопротоколе с использованием МПК, активированных ХГч, 

диагностически значимыми маркерами эффективности криоциклов 

являются CD56
+
-NK клетки, CD56

+
TCR и Тreg с фенотипом TCR. 

Результаты ROC-анализа показали, что содержание CD56
+ 
16,3%, 

CD56
+
TCR  2,5% и TCR-лимфоцитов12,5% с чувствительностью 

70%, 90%, 90% и специфичностью 100%, 70% и 80%, соответственно, 

позволяет рекомендовать назначение внутриматочного введения МПК, 

активированных ХГч. 

3.5 Анализ цитокинового профиля супернатантов культур МПК, 

предназначенных для внутриматочного введения. 

Аутологичные мононуклеарные клетки периферической крови после 

культивирования в течение 48 часов (с ХГч или без активации ХГч) вводили 

в объеме 200 мкл супернатанта. Поэтому интерес представлял анализ 

состава цитокинов в супернатантах культур вводимых МПК и оценка его 

влияния на исходы данной программы ВРТ у женщин с RIF как в протоколе 

с антГнРГ, так и в криопротоколе. Для этого использовали замороженные 
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образцы избыточного объема супернатанта, которые до анализа хранили 

при -80С.  

В таблице 20 представлены результаты анализа цитокинового 

профиля супернатантов МПК у пациенток в разных протоколах ВРТ, вне 

зависимости от исхода данной попытки. 

Таблица 20. Цитокиновый профиль супернатантов мононуклеарных клеток 

периферической крови женщин с RIF в двух протоколах ВРТ 

 

Показатель 
Значение показателя (пг/мл)  

в подгруппах 

Цитокин 
Характе-

ристика 

в криопротоколе 

(n=69) 

в протоколе с антГнРГ 

(n=60) 

р 

ИЛ-2 
Me 39,2 38,4 

р=0,197 
5-95 Р 2,8 – 163,1 9,5 – 171,1 

ИЛ-4 
Me 0,33 0,39 

р=0,651 
5-95 Р 0,06 – 1,60 0,09 – 2,12 

ИЛ-5 
Me 2,9 3,0 

р=0,193 
5-95 Р 1,2 – 13,1 1,3 – 19,5 

ИЛ-10 
Me 29 58 

р=0,608 
5-95 Р 4 - 1462 7 - 434 

ИЛ-12р70 
Me 0,76 0,76 

р=0,388 
5-95 Р 0,45 – 5,39 0,45 – 23,96 

ИЛ-13 
Me 1,4 1,2 

р=0,531 
5-95 Р 0,1 – 90,2 0,9 – 1,95 

ГМКСФ 
Me 3,2 1,1 

р=0,354 
5-95 Р 0,2 – 206,8 0,3 – 373,9 

ИФ- 
Me 0,8 0,9 

р=0,165 
5-95 Р 0,4 – 554,4 0,4 – 100,4 

ФНО-α 
Me 1752 2041 

р=0,423 
5-95 Р 144 - 24243 539 – 22930 

ТФР-1 
Me 422 439 

р=0,642 
5-95 Р 69 - 1550 61 - 1535 

ТФР-2 
Me 169 157 

р=0,536 
5-95 Р 19 - 330 36 - 306 

ТФР-3 Me 17,3 20,0 
р=0,635 

5-95 Р 4,8 – 80,7 6,1 – 108,1 
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Как следует из данных таблицы 20, различий в цитокиновом профиле 

женщин как в стимулированном цикле, так и в криоцикле не выявлено. 

Также не выявлено различий в цитокиновом профиле супернатантов 

культур мононуклеарных клеток женщин в двух типах протоколов в 

зависимости от исхода данного цикла ВРТ (р>0,05). 

Далее мы провели анализ состава цитокинов в супернтатантах 

вводимых МПК в каждом типе протокола ВРТ в зависимости от наличия 

активации МПК  исхода данного цикла.  

При сравнительной оценке цитокинового профиля супернатантов 

культур МПК женщин в протоколе с антГнРГ, различий между группами в 

зависимости от типа иммунотерапии и исхода данного цикла не выявлено.  

Анализ цитокинового профиля супернатантов мононуклеарных клеток 

женщин с RIF при отрицательном исходе в криопротоколе  был сходным 

при разных типах иммунотерапии МПК. Цитокиновый профиль 

супернатантов мононуклеарных клеток женщин с RIF при положительном 

исходе с использованием внутриматочного введения аутологичных МПК, 

активировнных ХГч, в криопротоколе характеризовался высоким уровнем 

практически всех исследованных цитокинов, как провоспалительного (ИЛ-

2, ИЛ-5, ИЛ-12р70, ГМКСФ, ИФ-, ФНО-α), так и противовоспалительного 

типа (ИЛ-4), данные представлены в таблице 21 и на рисунке 16. 

Таблица 21. Цитокиновый профиль супернатантов мононуклеарных клеток 

периферической крови женщин с RIF при положительном исходе данной 

попытки в криопротоколе с использованием внутриматочного введения 

аутологичных МПК  
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Показатель Значение показателя (пг/мл) в подгруппах 

Цитокин 
Характе-

ристика 

МПК+ХГч 

(n=10) 

МПК 

(n=8) 

Плацебо 

(n=5) 
р 

ИЛ-2 
Me 56,4  15,4 16,0 

р=0,006* 
5-95 Р 0,93 – 171,8 3,8 – 26,7 0,24 – 116,6 

ИЛ-4 
Me 0,53  0,17 0,09 

р=0,012* 
5-95 Р 0,04 – 1,57 0,07 – 0,30 0,04 – 1,21 

ИЛ-5 
Me 3,73  1,83 1,30 

р=0,012* 
5-95 Р 1,3 – 13,2 1,30 – 2,63 0,78 – 8,14 

ИЛ-10 
Me 102,2 24,4 5,6 

р=0,324 
5-95 Р 1,26 – 347,7 4,4 – 152,5 4,0 – 446,4 

ИЛ-12р70 
Me 0,92 0,6 0,60 

р=0,011* 
5-95 Р 0,45 – 4,07 0,30 – 0,68 0,45 – 1,96 

ИЛ-13 
Me 2,06 0,73 0,93 

р=0,763 
5-95 Р 0,14 – 4,84 0,14 – 3,59 0,08 – 3,06 

ГМКСФ 
Me 20,4  0,9 0,51 

р=0,008* 
5-95 Р 0,17 – 210,2 0,04 – 3,73 0,21 – 4,60 

ИФ- 
Me 1,09 0,57 0,60 

р=0,012* 
5-95 Р 0,38 – 6,41 0,38 – 0,92 0,32 – 10,0 

ФНО-α 
Me 4542  800 317 

р=0,021* 
5-95 Р 62 - 23911 188 - 1366 29 - 5505 

ТФР-1 
Me 305 364 591 

р=0,531 
5-95 Р 82 - 584 176 - 1338 10 - 1023 

ТФР-2 
Me 134 185 224 

р=0,146 
5-95 Р 11 - 321 27 - 271 3 - 239 

ТФР-3 
Me 14,9 19,7 20,5 

р=0,298 
5-95 Р 6,9 – 80,4 6,9 – 66,8 4,5 – 44,9 

Примечание .  * - различия между группами МПК и МПК+ХГч значимы 

при р0,05. 
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Рисунок 16. Цитокиновый профиль аутологичных МПК в криопротоколе с 

учетом активации хорионическим гонадотропином 

На рисунке 17 представлен сравнительный анализ цитокинового 

профиля супернатантов клеток женщин с наступившей беременностью с 

использованием аутологичных МПК, активированных ХГч как в 

стимулированном циклах, так и в криоциклах. Мы выявили, что в 

криопротоколе в супернатантах был выше уровень ФНО-α, ГМКСФ и ИЛ-2, 

по сравнению с аналогичными цитокинами в супернатантах пациенток в 

стимулированном протоколе. 
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Рисунок 17. Цитокиновый профиль аутологичных МПК, активированных 

ХГч с учетом протокола ВРТ.  

Обращает на себя внимание тот факт, что исследования цитокинового 

профиля супернатантов, вводимых вместе с суспензией ХГч-

активированных аутологичных МПК, показали, что в криопротоколе 

супернатанты характеризуются более высоким уровнем провоспалительных 

цитокинов, которые, возможно, и способствуют успешной имплантации и, 

соответственно, более высокой эффективности данного протокола ВРТ. 

Полученные результаты свидетельствуют о более активном состоянии 

культивируемых мононуклеарных клеток, стимулированных ХГч, чем 

неактивированных клеток и подтверждают неоднократно высказываемое в 
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научной литературе мнение о необходимости провоспалительного 

состояния иммунной системы женщины для успешной имплантации. 

Таким образом, профиль цитокинов в супернатантах культур МПК 

отличался только у женщин в криопротоколе с внутриматочным введением 

аутологичных МПК, активированных ХГч, с положительным исходом 

данной попытки, а именно: был выше уровень как провоспалительных 

цитокинов ИЛ-2, ИЛ-5, ИЛ-12р70, ГМКСФ, ИФ-, ФНО-α, так и уровень 

противовоспалительного цитокина ИЛ-4, что можно объяснить большей 

интенсивностью процессов активации в МПК женщин с наступившей 

имплантацией.  
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Глава 4. 

ОБСУЖДЕНИЕ ПОЛУЧЕННЫХ РЕЗУЛЬТАТОВ 

     Бесплодие в браке является важной медико-социальной проблемой во 

всем мире. Распространенность бесплодия неуклонно увеличивается, а 

вспомогательные репродуктивные технологии приобретают все большую 

значимость в лечении различных форм бесплодия. Тем не менее, несмотря 

на непрерывное развитие и совершенствование программ ВРТ, 

существенной доле супружеских пар не удается достичь наступления 

беременности после повторных попыток ЭКО и не всегда удается 

вирифицировать причины неудач. В литературе существует много 

противоречивых данных по значимости различных иммунологических 

исследований и различных видов иммунотерапии у женщин с RIF [129] 

[60]. В связи с этим нами было проведено проспективное исследование, 

целью которого явилась оценка эффективности программ ВРТ у пациенток 

с повторными неудачами имплантации с использованием внутриматочного 

введения аутологичных мононуклеарных клеток перед переносом эмбриона. 

Цель исследования основывалась на гипотезе о том, что имплантационный 

потенциал эндометрия у пациенток с повторными неудачами имплантации 

коррелирует с изменением иммунологических показателей периферической 

крови, что может являться основанием для проведения пациенткам с RIF 

иммуномодулирующй терапии. Внутриматочное введение аутологичных 

мононуклеарных клеток периферической крови перед переносом эмбриона 

является одним из таких методов иммунокоррекции при RIF. Поэтому 

можно предполагать, что в случае обнаружения изменений в состоянии 

иммунной системы у пациенток с RIF проведение иммунотерапии повысит 

эффективность программ ВРТ у исследуемой категории пациенток.  

Для достижения поставленной цели было обследовано 129 

пациенток с повторными неудачами имплантации в анамнезе, которые 

были распределены в 3 группы в зависимости от вида проводимой 



 98 

иммунотерапии: группа 1 – пациентки, которым перед переносом 

эмбриона проводилось внутриматочное введение аутологичных МПК, 

активированных ХГч, группа 2 – пациентки, которым проводилось 

внутриматочное введение аутологичных МПК без активации ХГч, группа 

плацебо –  пациентки, которым проводилось внутриматочное введение 

физиологического раствора. Анализ клинико – анамнестических и 

лабораторных данных показал, что исследуемые пациентки с повторными 

неудачами имплантации были представлены соматически здоровыми 

женщинами репродуктивного возраста, имели регулярный характер 

менструального цикла, а также сопоставимые факторы бесплодия, 

преимущественно трубно-перинеального генеза, и показатели 

нормального овариального резерва. Большинство пациенток имели 

3 - 4 неудачные программы ВРТ в анамнезе. Анализ параметров 

стимулированного цикла не выявил существенных различий в суммарной 

дозе гонадотропинов, продолжительности стимуляции, количестве 

полученных ооцитов и ооцитов хорошего качества, количестве зигот и 

бластоцист (р>0,05). Анализ параметров эмбриологического этапа также 

не выявил существенных различий в количестве перенесенных эмбрионов 

(табл.6). 

Информативными иммунологическими параметрами в оценке 

прогноза наступления беременности является исследование клеточных 

субпопуляций лимфоцитов периферической крови. По данным литературы 

важное участие в инвазии трофобласта принимают NK- клетки и 

субпопуляция регуляторных Т-лимфоцитов. [81] [8] [85] [83]. Поэтому мы 

оценили субпопуляционный состав лимфоцитов периферической крови  

пациенток основной группы, результаты которого выявили, что у женщин 

с повторными неудачами имплантации имел место значимо  более 

высокий уровень лимфоцитов с естественной киллерной функцией (CD16
+
 

и CD56
+
) и значимо более низкий уровень регуляторных Т-лимфоцитов с 

Т-клеточным рецептором типа  (TCR) и активированных NK-



 99 

лимфоцитов, экспрессирующих рецептор TCR (CD56
+
TCR), что 

свидетельствует о выраженном изменении субпопуляционного состава 

лимфоцитов периферической крови у пациенток с повторными неудачами 

имплантации. Превалирование субпопуляций клеток с киллерной 

активностью может указывать на провоспалительный ответ. Однако 

сниженные уровни субпопуляций регуляторных Т-лимфоцитов, а именно 

Т-лимфоцитов с Т-клеточным рецептором типа (TCR) наряду с 

активированными NK-лимфоцитами, экспрессирующими рецептор TCR 

(CD56
+
TCR), оказывающих супрессивное влияние на NK-клетки, может 

отражать снижение активности воспалительного ответа. Таким образом, 

полученные нами данные о субпопуляционном составе периферической 

крови пациенток с RIF свидетельствуют об отсутствии выраженного 

воспалительного ответа, что необходимо для успешной имплантации и 

согласуется с многочисленными данными литературы  [138] [28] [87]. 

      Далее мы провели оценку эффективности внутриматочного введения 

аутологичных МПК, активированных ХГч, перед переносом эмбриона в 

стимулированном цикле и криоцикле у пациенток с повторными неудачами 

имплантации. В мировой литературе роль периферических мононуклеарных 

клеток (МПК) в обеспечении рецептивности эндометрия обсуждается с тех 

пор, как было показано, что клетки селезенки беременных мышей могут 

регулировать рецептивность эндометрия [87], а МПК, введенные в полость 

матки перед переносом эмбриона, повышают вероятность имплантации 

[143]. Также выявлено, что МПК, полученные от женщин с беременностью 

ранних сроков могут индуцировать продукцию прогестерона [98] и 

усиливать инвазию трофобласта эмбрионов мышей in vitro. [78]. Прямое 

влияние МПК на имплантацию впервые изучили Yoshioka и соавт. в 2006 

году и показали, что внутриматочное введение аутологичных МПК, 

которые культивировали с хорионическим гонадотропином человека (ХГч) 

в течение 48 часов, перед переносом эмбрионов значительно повышало 
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частоту имплантации, частоту клинической беременности и частоту родов у 

пациенток с повторными неудачами имплантации в программе ЭКО [149].  

Позднее было показано, что внутриматочное введение МПК повышает 

частоту имплантации в криоциклах как на фоне подготовки эндометрия 

препаратами эстрогенов и прогестерона, так и в естественном цикле у 

женщин, имеющих до 3-х неудач имплантации в анамнезе [92]. Подобный 

подход применяли также в эксперименте на животных и было выявлено 

повышение частоты имплантации у мышей с предшествующими неудачами 

имплантации [119]. Более поздние исследования также продемонстрировали 

положительные эффекты внутриматочного введения ХГч и 

внутриматочного введения аутологичных МПК, активированных ХГч, 

перед переносом эмбрионов у пациенток с 2-мя и более неудачами 

имплантации [38]. Однако в исследованиях Santibañez и Volovsky не 

выявлено позитивного эффекта внутриматочного введения аутологичных 

МПК перед переносом эмбриона на исходы программ ВРТ у женщин с 

повторными неудачами имплантации в анамнезе [129] [157]. Полученные 

нами данные показали, что у пациенток с повторными неудачами 

имплантации проведение внутриматочного введения аутологичных 

мононуклеарных клеток повышает эффективность программ ВРТ в 1,7 раза 

по сравнению с группой плацебо, что свидетельствует о позитивном 

влиянии внутриматочного введения аутологичных МПК перед переносом 

эмбриона на эффективность программ ВРТ у пациенток с повторными 

неудачами имплантации в анамнезе и согласуется с большинством 

исследований, приведенных выше. 

          В литературе обсуждаются несколько механизмов действия МПК. Во-

первых, МПК могут индуцировать локальные воспалительные реакции в 

эндометрии, что повышает вероятность имплантации эмбриона. Во-вторых, 

хотя МПК и являются аутологичными клетками, они индуцируют 

асептические воспалительные реакции в полости матки in vivo [78]. В-

третьих, МПК могут секретировать протеазы, которые эффективно влияют 
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на функцию и структуру поверхностных молекул, экспрессируемых на 

люминальных эпителиальных клетках эндометрия [56]. ХГч потенцирует 

эти множественные эффекты, непосредственно участвуя в регуляции 

имплантации эмбриона. ХГч - как основной эмбриональный сигнал, 

стимулирует секрецию цитокинов и хемокинов в МПК, таких как LIF и IL-

1, MMP-2, MMP-9 и VEGF, способствующих инвазии трофобласта [126]. 

Следовательно, можно предположить, что МПК, активированные ХГч, 

повышают частоту имплантации и частоту наступления клинической 

беременности за счет создания адекватного баланса цитокинов Th2/Th1-

типа и адекватного уровня и функции Т - регуляторных клеток, создавая 

благоприятное иммунное микроокружение для имплантации эмбриона. 

     В результате проведения сравнительной оценки эффективности данного 

метода иммунотерапии в зависимости от типа протокола ВРТ, было 

выявлено, что частота наступления клинической беременности и частота 

имплантации были выше в криоцикле по сравнению с аналогичными 

показателями в стимулированном цикле, что согласуется с данными 

литературы о снижении частоты клинической беременности в 

стимулированных циклах по сравнению с криоциклами [64]. 

Действительно, в стимулированных циклах эндометрий подвергается 

влиянию высоких уровней гормонов вследствие гонадоторопной 

стимуляции, что может приводить к нарушению созревания эндометрия, 

негативно влияя на его рецептивность [48] [157]. В криоциклах, в отличие 

от стимулированных циклов, эндометрий не подвергается повышенным 

гормональным нагрузкам вследствие стимуляции суперовуляции, поэтому в 

них создаются более оптимальные условия для имплантации, 

приближенные к естественному циклу [19].   

Сравнительный анализ оценки эффективности данного метода 

иммунотерапии в зависимости от активации МПК и вида протокола ВРТ 

показал, что активация МПК хорионическим гонадотропином повышает 
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эффективность криопротоколов в 1,2 раза по сравнению с группой с введением 

неактивированных МПК, но не влияет на исходы стимулированных циклов, что 

вероятно связано с эффектами ХГч, используемого в качества триггера 

овуляции в стимулированных циклах. 

Принимая во внимание единичные исследования о влиянии данного 

метода иммунотерапии у пациенток с субоптимальным эндометрием 

(Мэхо-7-8 мм), мы проанализировали исходы программ ВРТ при 

проведении внутриматочного введения МПК у этой категории женщин. 

Результаты нашего исследования показали, что использование 

внутриматочного введения аутологичных МПК у женщин с 

субоптимальным эндометрием и повторными неудачами имплантации в 

анамнезе повышает эффективность программ ВРТ в 1,8 раза по сравнению 

с группой плацебо, что согласуется с данными литературы [Li, 2017]. 

Анализ исходов программ ВРТ в зависимости от количества 

неудачных попыток в анамнезе не выявил значимых различий между 

группами, т.е. эффективность методики не зависела от числа повторных 

неудачных программ ВРТ у пациенток основной группы. 

С целью выявления иммунологических предикторов эффективности 

программ ВРТ при использовании различных видов иммунотерапии МПК, 

мы проанализировали зависимость исходов программ ВРТ от 

субпопуляционного состава мононуклеарных клеток, как в 

стимулированном протоколе, так и в криопротоколе. Пациенты 

распределялись по типу протокола случайно. Поэтому интерес 

представляла оценка уровня изучаемых субпопуляций лимфоцитов у 

пациенток основной группы в зависимости от протокола ВРТ. Однако 

различий в субпопуляционном составе периферических лимфоцитов 

между группами в разных протоколах ВРТ не обнаружено. 

Нами провенден анализ субпопуляционного состава периферических 

лимфоцитов женщин с RIF в зависимости от принадлежности к группам с 

использованием методов иммунотерапии: внутриматочное введение 
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аутологичных МПК, активированных ХГч и неактивированных МПК, как 

в протоколе с антГнРГ, так и в криопротоколе. Следует отметить, что у 

женщин с успешной имплантацией в протоколе с антГнРГ с 

внутриматочным введением неактивированных аутологичных МПК, 

уровень цитотоксических CD3
-
CD8

+
-лимфоцитов и CD16

+
-NK-

лимфоцитов был выше, чем в группе плацебо и в группе женщин с 

внутриматочным введением МПК, активированных ХГч, а также ниже 

уровень Т-лимфоцитов с естественной регуляторной функцией 

СD4
+
CD25

high
CD127

low/-
. Субпопуляцию лимфоцитов с поверхностным 

фенотипом СD4
+
CD25

high
CD127

low/- 
определяли как субпопуляцию Тreg-

клеток с фенотипом СD4
+
CD25

high 
и внутриклеточной экспрессией 

транскрипционного фактора Foxp3
+
, являющуюся ведущем звеном в основе 

реализации механизмов толерантности и  обладающую специфической 

супрессорной активностью, значимое снижение уровня которых может 

свидетельствовать о нарушении формирования толерантности к 

аллоантигенам, о снижении супрессорной активности и об активной 

реакции отторжения трансплантанта, что подтверждают полученные нами 

данные [127] [83] 

Большое значение для формирования механизмов толерантности к 

аллоантигенам плода в процессах наступления и развития беременности 

принадлежит также γδ Т-клеткам [109][8] Важной особенностью γδ-Т-

клеток является способность регулировать работу Тreg путем 

взаимодействия с их рецепторами к интерферону. Было показано, с одной 

стороны, что γδ Т-клетки, несущие маркер NK-клеток (СD56
+
/ТCRγδ

+
), 

продуцируют цитокины Th1-типа (провоспалительные), с другой, что они 

имеют  прогестероновые рецепторы и вырабатывают прогестерон-

индуцированный блокирующий фактор (ПИБФ), что способствует 

переключению Th1-типа иммунного ответа на Th2- тип, необходимый для 

успешной имплантации [7] Нами была рассчитана диагностическая 

значимость определения содержания периферических CD16
+
NK-
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лимфоцитов и Тreg у женщин с RIF в протоколе с антГнРГ с 

внутриматочным введением неактивированных МПК для прогноза 

наступления имплантации. Результаты ROC-анализа показали, что уровни 

CD16
+
NK-лимфоцитов >12,4% с чувствительностью 100% и 

специфичностью 75% и Тreg (СD4
+
CD25

high 
CD127

low/-
)6,6% с 

чувствительностью и специфичностью 83,3% могут являться основанием 

для назначения внутриматочного введения неактивированных МПК в 

стимулированном цикле. 

Аналогичный анализ в криопротоколе с использованием МПК, 

активированных ХГч, показал, что диагностически значимыми маркерами 

эффективности криоциклов являются CD56
+
-NK клетки, CD56

+
TCR и 

Тreg с фенотипом TCR.  

Проведенный ROC – анализ показал, что содержание CD56
+ 
16,3%, 

CD56
+
TCR  2,5% и TCR-лимфоцитов 12,5% с чувствительностью 

70%, 90%, 90% и специфичностью 100%, 70% и 80% соответственно, 

позволяет рекомендовать назначение внутриматочного введения МПК, 

активированных ХГч перед переносом эмбриона. 

Обобщая полученные данные, мы можем полагать, что выбор 

иммунотерапии МПК зависит от типа протокола ВРТ и 

субпопуляционного состава лимфоцитов периферической крови. В 

стимулированном цикле при уровне NK-клеток более 12,4% и Т-

регуляторных клеток с фенотипом СD4
+
CD25

high 
CD127

low/
 не более 7% 

целесообразно использование внутриматочного введения 

неактивированных аутологичных мононуклераных клеток, тогда как, в 

криопротоколе при уровне NK-клеток более 16% и Т-регуляторных клеток 

с фенотипом TCR менее 12% - внутриматочное введение 

мононуклераных клеток, активированных хорионическим 

гонадотропином. 
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Принимая во внимание полученные нами данные об изменении 

субпопуляционного состава лимфоцитов периферической крови у 

пациенток с повторныи неудачами имплантации и для выяснения 

механизма действия иммунотерапии МПК, нами была изучена 

зависимость эффективности программ ВРТ от цитокинового профиля 

супернатантов культур введенных мононуклеарных клеток.  

В обоих протоколах ВРТ пациентки были разделены на группу с 

внутриматочным введением 200 мкл суспензии 20 млн МПК, 

активированных ХГч, группу с внутриматочным введением 200 мкл 

суспензии, содержащей 20 млн неактивированных аутологичных МПК и 

группу плацебо (женщинам с помощью катетера внутриматочно вводили 

200 мкл физиологического раствора). Каждая суспензия состояла, как мы 

предполагаем, из разного профиля биологически активных молекул, в том 

числе, цитокинов. В связи с этим необходимо было оценить цитокиновый 

профиль супернатантов мононуклеарных клеток женщин в зависимости не 

только от типа протокола ВРТ и исхода настоящей попытки, но и в 

зависимости от вида иммунотерапии.  

Цитокиновый профиль супернатантов МПК до активации ХГч 

пациенток в стимулированном цикле и криоцикле не различался. Также 

мы не выявили различий в цитокиновом профиле пациенток основной 

группы в стимулированном цикле в зависимости от активации 

мононуклеров ХГч, что, вероятнее всего, объясняет отсутствие влияния 

ХГч как активатора МПК на эффективность стимулированного цикла. 

При анализе результатов обращает на себя внимание тот факт, что 

выявлены различия только в профиле цитокинов в супернатантах культур 

клеток пациенток в криопротоколе с введением аутологичных МПК, 

активированных ХГч с положительным исходом данного криоцикла: ИЛ-

2, ИЛ-5, ИЛ-12р70, ГМКСФ, ИФ-, ФНО-α, при этом был выше и уровень 

ИЛ-4, что можно связать с интенсивностью процесса активации 

культивируемых клеток. Полученные результаты свидетельствуют об 
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активном состоянии культивируемых мононуклеарных клеток, 

активированных ХГч. Таким образом, исследования цитокинового 

профиля супернатантов, вводимых вместе с суспензией аутологичных 

мононуклеаров, стимулированных ХГч, показали, что в криопротоколе 

супернатанты характеризуются более высоким уровнем 

провоспалительных цитокинов, которые, возможно, и способствуют 

успешной имплантации и, соответственно, более высокой эффективности 

данного протокола ВРТ. Полученные нами данные подтверждают 

неоднократно высказываемое в научной литературе мнение о 

необходимости провоспалительного состояния иммунной системы 

женщины для успешной имплантации  [139] [28] [85]. 

         Таким образом, проведение внутриматочного введения аутологичных 

МПК перед переносом эмбриона повышает эффективность программ ВРТ 

у пациенток с повторными неудачами имплантации в анамнезе, что 

позволяет рекомендовать проведение данного метода иммунотерапии у 

пациенток с повторными неудачами имплантации в анамнезе в 

программах ВРТ. Проведенное иммунологическое исследование 

позволило выделить наиболее информативные иммунологические 

маркеры, позволяющие рекомендовать различные виды иммунотерапии 

МПК как в стимулированных циклах, так и в криоциклах, что позволяет 

персонифицировать подход к проведению программ ВРТ у пациенток с 

повторными неудачами имплантации в анамнезе. 
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ВЫВОДЫ 

1. Пациентки с повторными неудачами имплантации и бесплодием 

преимущественно трубно-перитонеального генеза (45,2%) были представлены 

соматически здоровыми женщинами репродуктивного возраста (средний возраст - 

32 ± года), имели нормальный овариальный резерв (уровень АМГ составил 

(2,3 ± 1,8) нг/мл) и от 2 и до 5 неудач имлантации в анамнезе. Иммунный статус 

пациенток с повторными неудачами имплантации по сравнению с фертильными 

женщинами характеризовался высоким уровнем лимфоцитов с естественной 

киллерной функцией CD16
+ 

(12,9 ± 1,8, р=0,033) и CD56
+ 

(17,6± 1,7, р=0,042) и 

низким уровнем регуляторных Т-лимфоцитов с Т - клеточным рецептором типа 

(TCR) (7,8± 1,0, р=0,0014) и активированных NK-лимфоцитов, 

экспрессирующих рецептор TCR (CD56
+
TCR) (1,5± 0,3, р=0,018). 

2. Внутриматочное введение аутологичных МПК у пациенток с повторными 

неудачами имплантации способствует улучшению исходов программ ВРТ в 

стимулированном цикле (частота клинической беременности 23,8% и 13,7%) и в 

криоцикле (частота клинической беременности 36% и 20,8%) по сравнению с 

группой плацебо.  

3. Проведение внутриматочного введения аутологичных МПК повышает 

эффективность программ ВРТ (частота клинической беременности 31,2% и 

13,7%) по сравнению с группой плацебо у пациенток с эндометрием 7-8 мм. 

4. В «свежем»  цикле эффективность программ ВРТ не зависит от активации МПК 

(р= 0,956). В криоцикле введение МПК, активированных ХГч, повышает частоту 

клинической беременности (36% и 33,3%) по сравнению с группой введения МПК 

без активации. 

5. У пациенток в «свежем»  цикле диагностическими маркерами наступления 

беременности является содержание CD16
+
NK-лимфоцитов (р<0,0001) и Тreg 

(СD4
+
CD25

high 
CD127

low/-
) (р=0,0005), в криоцикле - содержание CD56

+ 
(р=0,009), 

CD56
+
TCR (р=0,041) и TCR-лимфоцитов (р=0,024) в периферической крови. 
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6. Пациентки с повторными неудачами имплантации в «свежем»  цикле и в 

криоцикле имели сходный цитокиновый профиль супернатантов МПК. Однако в 

криоцикле супернататы ХГч-активированных аутологичных МПК пациенток с 

наступившей беременностью характеризуются более высоким уровнем 

провоспалительных цитокинов ИЛ-2 (р=0,006), ИЛ-5 (р=0,012), ИЛ - 12р70 

(р=0,011), ИФН- (р=0,012), Г-КСФ (р=0,026), ФНО-α (р=0,021) и более высоким 

уровнем противовоспалительного цитокина ИЛ-4 (р=0,012) по сравнению с 

аналогичными параметрами в супернатантах неактивированных аутологичных 

МПК. 
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ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

1. Пациенткам с бесплодием трубно-перитонеального генеза, 

репродуктивного возраста с нормальным овариальным резервом, имеющим в 

анамнезе две и более повторные неудачи имплантации показано проведение 

исследования субпопуляционного состава лимфоцитов периферической крови до 

вступления в программу ВРТ.   

2. Пациенткам, с выявленными высоким уровнем лимфоцитов с 

естественной киллерной функцией CD16
+ 

и CD56
+ 

и низким уровнем 

регуляторных Т-лимфоцитов с Т - клеточным рецептором типа (TCR) и 

активированных NK-лимфоцитов, экспрессирующих рецептор TCR 

(CD56
+
TCR) необходимо рекомендовать проведение внутриматочного введения 

аутологичных МПК в программах ВРТ. 

3. Пациенткам с эндометрием 7-8 мм в исследуемом цикле ВРТ, с 

выявленными высоким уровнем лимфоцитов с естественной киллерной функцией 

CD16
+
 и CD56

+ 
и низким уровнем регуляторных Т-лимфоцитов с Т - клеточным 

рецептором типа (TCR) и активированных NK-лимфоцитов, 

экспрессирующих рецептор TCR (CD56
+
TCR), следует рекомендовать 

проведение внутриматочного введения аутологичных МПК в программах ВРТ. 

3. При выявлении содержания CD16
+
NK-лимфоцитов >12,4% и Тreg 

(СD4
+
CD25

high 
CD127

low/-
)6,6% в периферической крови целесообразно проведение 

внутриматочного введения неактивированных аутологичных МПК в «свежем» 

цикле. 

4. В «свежем»  цикле внутриматочное введение неактивированных МПК в 

объеме 200 мкл рекомендовано выполнять за 48 часов до переноса бластоцисты. 

5.  При выявлении содержания CD56
+
 16,3 %, CD56

+
TCR  2,5 % и TCR-

лимфоцитов 12,5% целесообразно проведение внутриматочного введения 

аутологичных МПК, активированных ХГч в криоцикле. 

6. В криоцикле внутриматочное введение МПК, активированных ХГч в 

объеме 200 мкл рекомендовано выполнять за 48 часов до переноса бластоцисты. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

аГнРГ – агонист гонадотропин-рилизинг гормона 

АМГ – антимюллеров гормон 

антГнРГ – антагонист гонадотропин-рилизинг гормона 

ВРТ – вспомогательные репродуктивные технологии 

ГнРГ – гонадотропин-рилизинг гормон 

Е2  - эстрадиол 

ИФ – интерферон 

КтРГ - кортикотопин-рилизинг гормон 

ЛГ - лютеинизирующий гормон 

ЛИТ - лимфоцитоиммунотерапия 

мАт – моноклональные антитела 

ПЛ – преждевременная лютеинизация 

МПК – мононуклеарные клетки периферической крови 

Прл – пролактин 

ПИБФ – прогестерониндуцированный блокирующий фактор 

ПТИ – протромбиновый индекс 

ПЭ – перенос эмбриона 

ПЦР - полимеразная цепная реакция 

РАРЧ - Российская ассоциация репродукции человека  

СОЭ – скорость оседания эритроцитов 

СПКЯ – синдром поликистозных яичников 

ТВП – трансвагинальная пункция яичников 

ТТГ – тиреотропный гормон 

TФР-β - трансформирующий фактор роста β 

Т4 св - свободный тироксин 

УЗИ – ультразвуковое исследование 

ФИТЦ - флуоресцеин-изотиоцианат 

ФНО-α - фактор некроза опухоли α 

ФСГ – фолликулостимулирующий гормон  
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ФЭ – фикоэритрин 

ХГч – хорионический гонадотропин человека 

ЭКО – экстракорпоральное оплодотворение 

βХГ - β-субъединицы хорионического гонадотропина 

GM- CSF(ГМ-КСФ)-гранулоцитарно-макрофагальный-колониестимулирующий 

фактор 

CSF1 – КСФ - колониестимулирующий фактор  

HLA (ГКГС) – human leucocyte antigen (главный комплекс гистосовместимости) 

ICSI (ИКСИ) – intracytoplasmic sperm injection (интрацитоплазматическая 

инъекция сперматозоида в ооцит) 

IL – интерлейкин 

IVIg - intravenous immunoglobulin – внутривенный иммуноглобулин 

KIR – killer inhibitory receptor (рецепторы подавления цитотоксичности) 

LIF – leukemia inhibitory factor (лейкимия-ингибирующий фактор) 

NK-клетки – natural killer (натуральные киллерные клетки) 

Per-CP - перидинин-хлорофилл протеин 

PPARs - пролиферирующих активирующих рецепторов 

RIF - repeated implantation failure (повторные неудачи имплантации) 

SNP - single nucleotide polymorphism (однонуклеотидный полиморфизм)  

Th1- Т хелперы I класса 

Th2- Т хелперы II класса 

TNFα – фактор некроза опухоли 

Treg - Т-регуляторные клетки 
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Приложение 

Алгоритм персонализированного проведения программ ВРТ с использованием методов иммунотерапии МПК с 

учетом иммунологических маркеров для прогноза наступления беременности у пациенток с повторными 

неудачами имплантации в анамнезе 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Анализ клинико-анамнестических данных 

Трубно-перитонеальный фактор             

Возраст пациенток до 37 лет   

Нормальный овариальный резерв           

Две  и более повторные неудачи ВРТ 

 

TCR 12,5% 

СD4
+
CD25

high 
CD127

low/-
  6,6%  

CD56
+
TCR  2,5% 

Исследование  субпопуляционного состава лимфоцитов периферической крови   
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CD16
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NK>12,4% 

Протокол с антГнРГ с МПК Криопротокол с МПК+ХГч 


