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Аннотация
Статья посвящена исследованию роли Толл-подобных рецепторов (TLR), активируемых бактери
альными лигандами, в патогенезе неразвивающейся беременности и самопроизвольных выкидышей 
ранних сроков. Методом количественной полимеразной цепной реакции (ПЦР) исследована экс
прессия мРНК TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 и TLR10 в эндометрии у 34 пациенток с неразвива
ющейся беременностью, 34 пациенток с самопроизвольными выкидышами ранних сроков и 57 па
циенток с прогрессирующей беременностью, поступивших для проведения медицинского аборта 
(контрольная группа). Срок беременности во всех группах составил 6-10 недель. Из исследования 
были исключены пациентки с эндокринными причинами невынашивания, тяжелыми экстрагени
тальными заболеваниями и антифосфолипидным синдромом. В эндометрии пациенток и с неразви
вающейся беременностью, и с самопроизвольными выкидышами экспрессия мРНК TLR6 (лиганд -  
липопептиды грамположительных бактерий) была достоверно ниже (0.026 (0.0003; 0.128) и 0.074 
(0.013; 0.129) соответственно), чем в группе контроля (7.14 (0.15; 10.30) (p<0.01). Экспрессия в эн
дометрии пациенток обеих групп мРНК TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 и TLR10 не имела достоверных 
различий с группой контроля. Экспрессия в эндометрии мРНК TLR5 у пациенток с неразвивающей
ся беременностью была в 3 раза выше, чем в группе с самопроизвольными выкидышами, что, веро
ятно, связано с присутствием в эндометрии бактерий, содержащих флагеллин.

Abstract
The article describes the role of Toll-like receptors, activated by bacterial ligands, in pathogenesis of 
missed abortions and spontaneous miscarriages of early stages pregnancy. 34 patients with missed abor
tions, 34 patients with spontaneous abortions and 57 patients with progressive pregnancy (control group, 
admitted for medical abortion) were examined by quantitative polymerase chain reaction (PCR). Gesta
tional age of termination of pregnancy in all cases was 6-10 weeks. Patients with endocrine diseases, se
vere extragenital disorders and antiphospholipid syndrome were excluded from research. Endometrial 
tissue was taken by uterine abrasion. Expression of mRNA of TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR10 
in endometrium was performed by quantitative polymerase chain reaction (PCR). In endometrium of pa
tients with missed abortions and with spontaneous miscarriages expression of mRNA of TLR6 (ligand -  
lipopeptides of gram-positive bacteria) was significantly lower (0.026 (0.0003; 0.128) and 0.074 (0.013;
0.129) accordingly), than in the control group (7.14 (0.15; 10.30)) (p<0.01). Expression of mRNA of 
TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 and TLR10 has no significant difference compared with control group. Ex
pression of mRNA of TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 and TLR10 in endometrium of patients with missed 
and spontaneous abortion also has no significant difference compared with control group. Expression of 
mRNA of TLR5 was 3 times higher in patients with missed abortions compared with patients with spon
taneous abortions, which may be because of the presence of flagellin-containing bacteria.
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Введение

До 80% репродуктивных потерь происходят в I триместре беременности [Carp, 
2012]. Случаи потери беременности могут быть обусловлены хромосомными аномалиями 
[Calleja-Agius et al., 2011], тромбофилиями, иммунными и эндокринными заболеваниями 
[Радзинский и др., 2009]. Одной из ведущих причин невынашивания является хрониче
ский эндометрит [Kitaya, 2011; Воропаева и др., 2009]. Однако во многих случаях причину 
самопроизвольных выкидышей установить не удается [Kochhar, Ghosh, 2013]. Поэтому 
изучение причин невынашивания беременности остается одной из наиболее сложных 
проблем в акушерстве и гинекологии.

Система врожденного иммунитета способна отличать свое от чужого и обеспечивать 
иммунную толерантность путем активации Толл-подобных рецепторов (TLR), связывание с 
которыми приводит к секреции антимикробных пептидов, провоспалительных цитокинов, 
хемокинов, активации натуральных киллеров и лимфоцитов [Iwasaki, Medzhitov, 2015].

TLR, распознающие бактериальные структуры, являются мембранными рецепто
рами, которые через MyD88-зависимый сигнальный путь активируют синтез провоспали
тельных цитокинов [Medvedev, 2013]. TLR1, TLR2 и TLR6 распознают липопептиды 
грамположительных бактерий и грибов. TLR4 распознает липополисахариды грамотрица- 
тельных бактерий, TLR5 -  бактериальный флагеллин (рис.1). Для TLR10 лиганд не уста
новлен, однако предполагают, что он имеет бактериальную природу [Pandey et al., 2015]. 
Установлено, что TLR играют значительную роль в защите организма от инфекции во 
время беременности [Koga et al., 2014; Mor et al., 2017].

Цель

Цель исследования -  установить особенности экспрессии TLR, активируемых бакте
риальными лигандами (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR10), в эндометрии пациенток с 
неразвивающейся беременностью и самопроизвольными выкидышами ранних сроков.

Диацетилированные, 
триацетилированные 

липопротеины, 
липотейхоевая кислота, 
гликолипиды, зимозан

Липополисахариды, 
белки теплового шока

Флагеллин
Лиганд неизвестен, 
предположительно

бактериальной природы

TLR1 TLR2 TLR6 TLR4 TLR5 TLR10

Рис. 1. Толл-подобные рецепторы, активируемые бактериальными лигандами 
Fig.1. Toll-like receptors, activated by bacterial ligands
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О бъекты  и методы исследования

Были обследованы 34 пациентки с неразвивающейся беременностью, 34 пациентки с 
самопроизвольными выкидышами и 57 пациенток, поступивших для проведения медицин
ского аборта. Срок беременности во всех группах составил 6-10 недель. Пациентки с эндо
кринными причинами невынашивания, тяжелыми экстрагенитальными заболеваниями и ан
тифосфолипидным синдромом были исключены из исследования. Материалом для исследо
вания являлась ткань эндометрия, которую получали при выскабливании полости матки.

Эпителиальные клетки помещали в консервирующий раствор (Ambion, USA). Экс
прессию мРНК TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR10 оценивали методом количествен
ной полимеразной цепной реакции (ПЦР). Выделение РНК, обратную транскрипцию и 
амплификацию проводили по описанной ранее методике [Лебедева и др., 2015]. Последо
вательность праймеров подбирали в базе данных BLAST (NCBI, USA). В качестве генов- 
нормировщиков были выбраны наиболее стабильно экспрессируемые Р-актин и пепти- 
дилпролилизомераза А.

Результаты вычисляли по формуле:

2  - (Cq target-(Cq ref1+ Cq ref2)/2)

Где R -  нормализованная экспрессия мРНК изучаемого гена, Cq target -  Cq изучае
мого гена, Cq refl и Cq ref2 -  Cq генов-нормировщиков [Pffafl, 2002]. Результат выражали 
в относительных единицах (отн.ед.).

Статистическая обработка результатов была выполнена в программе Statistica 13.1 
(StatSoft, USA), лицензия No.AXXR505C705306FAN12. Нормальность распределения 
оценивали с помощью критериев Колмогорова-Смирнова и Шапиро-Уилка. Так как дан
ные не подчинялись нормальному распределению, результаты представляли как медиану 
(нижний квартиль; верхний квартиль); достоверность различий оценивали с помощью 
критерия Манна-Уитни. Достоверными считали различия при p<0.05.

Результаты  и их обсуждение

У пациенток с неразвивающейся беременностью экспрессия мРНК TLR6 в эндо
метрии была достоверно выше, чем в контрольной группе (см. таблицу). Экспрессия в эн
дометрии пациенток с неразвивающейся беременностью мРНК TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 
и TLR10 не имела достоверных различий с контрольной группой.

В эндометрии пациенток с самопроизвольными выкидышами экспрессия мРНК 
TLR6 была также выше, чем в группе пациенток с прогрессирующей беременностью. 
Экспрессия мРНК TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 и TLR10 не имела достоверных различий с 
группой контроля.

Экспрессия мРНК TLR5 при неразвивающейся беременности была в 3 раза выше, 
чем у пациенток с самопроизвольными выкидышами. Других достоверных различий меж
ду данными группами выявлено не было.

В литературе есть данные, которые касаются роли TLR, активируемых бактериаль
ными лигандами, в патогенезе невынашивания беременности ранних сроков. В культуре 
клеток было показано, что стимуляция TLR4 липополисахаридами в I триместре приводит 
к незначительной продукции цитокинов. В то же время активация TLR2 пептидогликаном 
индуцирует преимущественно апоптоз клеток трофобласта, а не продукцию цитокинов 
[Abrahams et al., 2008; Ilievski et al., 2007]. В исследованиях на животных было установле
но, что стимуляция TLR1/TLR2 пептидогликаном ведет к апоптозу трофобласта через ак
тивацию каспазы-3, в то время как стимуляция TLR6 может переключить тип ответа на 
синтез провоспалительных цитокинов через сигнальный белок NF-kB [Mor et al., 2011]. 
Таким образом, активация TLR6 защищает трофобласт от апоптоза. Поэтому недостаточ
ная экспрессия TLR6 в эндометрии может привести к неразвивающейся беременности и 
самопроизвольным выкидышам из-за активации апоптоза.
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Таблица
Table

Экспрессия мРНК Толл-подобных рецепторов, распознающих бактериальные лиганды, 
в эндометрии у пациенток с неразвивающейся беременностью и самопроизвольными выкидышами

на сроке 6-10 недель, Me (25%; 75%), отн. ед.
Expression of mRNA of Toll-like receptors, recognizing bacterial ligands, in endometrium of patients 

with missed and spontaneous abortions at 6-10 weeks of gestation, Me (25%; 75%), relative units

Ген

Пациентки с 
неразвивающейся 
беременностью 

(n=34)

Пациентки с само
произвольными 

в ы к и д ы ш и м и ( п = 3 4 )

Пациентки, 
поступившие для 
медаборта(кон

трольная группа) 
(n=57)

P 1-3 P 2-3 P 1-2

TLR1 9.16 (1.85; 53.08) 4.67 (1.33; 21.63) 6.68 (3.76; 23.92) 0.72 0.14 0.31

TLR2 0.73 (0.30; 1.46) 0.97 (0.29; 2.11) 0.55 (0.32; 0.88) 0.23 0.20 0.75

TLR4 0.19 (0.06; 0.35) 0.17 (0.06; 0.42) 0.18 (0.09; 0.33) 0.50 0.65 0.94

TLR5 0.0003 (0.0001; 
0.0008)

0.0001 (0.00003; 
0.0003)

0.0002 (0.00009; 
0.0007) 0.32 0.11 0.04

TLR6 0.03 (0.0003; 0.13) 0.07 (0.01; 0.13) 7.14 (0.15; 10.30) 0.0001 0.0002 0.33

TLR10 1.59 (0.40; 2.97) 1.27 (0.73; 4.50) 1.40 (0.61; 3.08) 0.72 0.67 0.75

Данные о роли TLR5 в патогенезе осложнений беременности противоречивы. В 
культуре клеток было показано, что стимуляция TLR5 флагеллином не приводит увели
чению уровня циклооксигеназы-2 и простагландинов соответственно [Salvi et al., 2016]. В 
то же время стимуляция TLR5 снижает адгезию трофобласта к клеткам эндометрия 
[Aboussahoud et al., 2010], что происходит за счет продукции хемокинов (интерлейкина-8 
и моноцитарного хемотаксического протеина) [Aboussahoud et al., 2010]. В нашем иссле
довании не было выявлено достоверных различий в экспрессии TLR5 между пациентками 
с невынашиванием и группой контроля. Но пациентки с неразвивающейся беременностью 
имели достоверно более высокую экспрессию TLR5 по сравнению с женщинами, у кото
рых произошел самопроизвольный выкидыш. Можно предположить, что увеличение 
TLR5 у пациенток с неразвивающейся беременностью может быть связано с наличием 
микроорганизмов, содержащих флагеллин (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and 
Clostridium) [Haiko, Westlund-Wikstrom, 2013].

Заключение

И у пациенток с неразвивающейся беременностью, и у пациенток с самопроизволь
ными выкидышами ранних сроков было выявлено значительное снижение экспрессии 
мРНК TLR6 в эндометрии по сравнению с контрольной группой (пациентки с прогресси
рующей беременностью, поступившие для проведения медицинского аборта). Известно, 
что TLR6 защищает клетки от апоптоза, поэтому снижение его экспрессии может приве
сти к клеточной гибели и как следствие -  к выкидышу.

Экспрессия мРНК TLR5 не имела достоверных различий у пациентов двух изучен
ных групп по сравнению с контролем, однако была достоверно выше у пациенток с нераз
вивающейся беременностью по сравнению с женщинами с самопроизвольными выкиды
шами. Возможно, это связано с присутствием в эндометрии микроорганизмов, содержа
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щих флагеллин (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa и Clostridium) у пациенток с 
неразвивающейся беременностью. Экспрессия в эндометрии мРНК TLR1, TLR2, TLR4 и 
TLR10 у пациенток с невынашиванием не имело достоверных различий с группой кон
троля. Полученные данные в дальнейшем могут быть использованы для профилактики 
невынашивания беременности ранних сроков.
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