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В работе рассматривается роль материнских локусов HLA-DR (Human Leukocyte Antigen-DR) и HLA-G (Human Leukocyte
Antigen-G) в детерминировании риска формирования спорадических пороков сердца без хромосомных заболеваний в после-
дующем поколении. Молекула HLA-G, экспрессированная на трофобласте, выполняет защитную функцию путем бло-
кирования киллерных рецепторов на натуральных киллерах (NK-клетки). В то же время материнские аллели HLA-DRB1 
рестриктируют иммунный ответ на аллогенные антигены эмбриона отцовского происхождения, что может влиять на выра-
женность воспаления в системе мать–эмбрион и через этот механизм индуцировать формирование порока сердца.
Цель исследования: изучение распределения частоты сочетаний аллелей и генотипов HLA-G 3’UTR и HLA-DRB1 у женщин,
имеющих детей со спорадическими врожденными пороками сердца, не связанными с хромосомной патологией.
Характеристика детей и методы исследования. Сформированы основная (103 женщины, имеющие детей со спорадическими поро-
ками сердца без хромосомных заболеваний) и контрольная (103 женщины, имеющие условно здоровых детей) группы. Геномная
ДНК выделена методом фенол-хлороформной экстракции. Типирование HLA-G 3’UTR 14-bp insertion/deletion (rs 1704) прово-
дили с помощью амплификации полиморфных участков генов, методом полимеразной цепной реакции с дальнейшей электрофо-
ретической детекцией в 6,0% полиакриламидном геле. Анализ частоты 14 аллелей гена HLA-DRB1 проводили методом полиме-
разной цепной реакции в реальном времени. В ходе данной работы выявлены предикторный и протективный сочетанные генотипы.
Заключение. HLA-DRB1 и HLA-G 3UTR 14-bp insertion/deletion (rs 1704) вносят весомый вклад в детерминирование риска
формирования спорадических врожденных пороков сердца без хромосомных заболеваний в последующем поколении.
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The paper considers the role of maternal HLA-DR (Human Leukocyte Antigens-DR) and HLA-G (Human Leukocyte Antigen-G)
loci in determining the risk of the formation of sporadic congenital heart defects without chromosomal diseases in the next generation.
The HLA-G molecule expressed on trophoblast performs a protective function by blocking killer receptors on natural killer cells (NK cells).
At the same time, the maternal alleles of HLA-DRB1 restrict the immune response to allogeneic antigens of the paternal embryo, which
may affect the severity of inflammation in the mother-embryo system and through this mechanism induce the formation of heart disease.
Objective: to study the frequency distribution of the combinations of alleles and genotypes of HLA-G 3’UTR and HLA-DRB1 
in women with children with sporadic congenital heart defects without chromosomal diseases.
Children characteristics and research methods. There were formed 2 groups: Main Group (103 women with children with spo-
radic congenital heart defects without chromosomal diseases) and Control Group (103 women with conditionally healthy children).
Genomic DNA was isolated by phenol-chloroform extraction. Typing of HLA-G 3’UTR 14-bp insertion/deletion was performed by
amplification of polymorphic regions of genes by polymerase chain reaction with further electrophoretic detection in polyacrylamide
gel 6.0. The frequency analysis of 14 alleles of the HLA-DRB1 gene was performed by real-time polymerase chain reaction. In the
course of this work the authors identified predictor and protective combined genotypes.
Conclusion. HLA-DRB1 and HLA-G 3’UTR 14-bp ins/del (rs 1704) make a significant contribution to determining the risk of the
formation of sporadic congenital heart defects without chromosomal diseases in the next generation.
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Врожденные пороки сердца – наиболее рас-
пространенная патология плода, из которых 

40% – критические формы, вносящие весомый 
вклад в перинатальную и младенческую смерт-
ность [1, 2]. Среди генетически детерминирован-
ных пороков сердца выделяют семейные редкие 
(орфанные) моногенные пороки сердца (миссенс-
мутации в генах CRELD1, GATA4, GATA5 и GATA6
и др.) и синдромальные пороки сердца при хромо-
сомных заболеваниях. Однако в 80% случаев спо-
радические врожденные пороки сердца не свя-
заны с хромосомными заболеваниями и не имеют 
четких представлений об этиологии и патогенезе 
[3–5]. В период эмбриогенеза сердечно-сосудистой 
системы со 2-й по 8-ю неделю из единого труб-
чатого сердца формируется сложноорганизован-
ный орган с автономной сократительной системой 
[6]. Тератогенный эффект ксено- и эндобиотиков 
в период эмбриогенеза сердца имеет максимальную 
выраженность при нарушении иммунных взаимо-
действий в системе мать–эмбрион, что может стать 
причиной развития более 140 нозологических форм 
как комбинированных, так и изолированных вро-
жденных пороков сердца [7]. Беременность рас-
сматривается как иммунный феномен, при котором 
происходит ограничение отторжения полуаллоген-
ного эмбриона посредством реализации гумораль-
ных и клеточных реакций микроокружения матери. 
Выделяют наиболее изученные реакции: синтез 
В-лимфоцитами и плазматическими клетками 
матери антител к антигенам HLA отцовского проис-
хождения, активацию Т-регуляторных лимфоцитов 
матки, вызывающих супрессорные цитотоксиче-
ские и киллерные реакции на аллогенные антигены 
эмбриона отцовского происхождения, и экспрес-
сию на клетках эмбриона неклассических молекул 
HLA I класса (HLA-G, HLA-E, HLA-P) и др. [8, 9]. 
Через эти реакции происходит ограничение выра-
женности иммунного воспаления в системе мать–
эмбрион, а при нарушении этих взаимодействий 
между материнским микроокружением и эмбрио-
ном защитный эффект ослабевает, что приводит 
к негативному влиянию ксено- и эндобиотиков 
на плод. В совокупности данные механизмы акти-
вируют иммунное воспаление, приводящее к увели-
чению тератогенного влияния и риска формирова-
ния порока сердца.

Доказано, что полиморфизм HLA-G 3’UTR
14-bp ins/del (rs 1704) (ins – инсерция, del – делеция) 
определяет уровень трансляции гена и устойчи-
вость матричной РНК [10]. Показано, что при уко-
рочении на 14 пар оснований длины области 3’UTR
скорость трансляции ДНК в матричную РНК уве-
личивается, но сама матричная РНК с короткой 
областью 3’UTR становится менее устойчива к дей-
ствию ферментов РНКаз. Напротив, при удлинении 
на 14 пар оснований длины области 3’UTR скорость 

трансляции ДНК в матричную РНК значительно 
уменьшается. Это может приводить к снижению 
экспрессии HLA-G на мембране эмбриональных 
клеток [11]. В связи с тем что основная функция 
мембранных и растворимых форм HLA-G состоит 
в ингибиции NK-лимфоцитов матки путем бло-
кирования киллер-индуцированных рецепторов 
(KIR2DL4 и ILT-2) и дендритных клеток маточ-
ного микроокружения, дефицит экспрессии этих 
молекул эмбрионом будет приводить к декомпен-
сации иммунного воспаления в системе мать–
эмбрион [12]. Ранее обнаружено, что гомозигот-
ный генотип HLA-G 3’UTR 14-bp ins/del (rs 1704)
ассоциирован у женщин с репродуктивными поте-
рями, являющимися крайней формой декомпенса-
ции воспаления в системе мать–эмбрион [13–16]. 
При данном гомозиготном генотипе удлиненный 
на 14 пар оснований аллель 3’UTR всегда наследу-
ется эмбрионом и будет влиять на формирование 
описанных выше иммунных взаимодействий.

В то же время материнские аллели гена HLA-
DRB1 локуса HLA-DR рестриктируют иммунный 
ответ на аллогенные (отцовские) антигены эмбриона 
Т-лимфоцитами хелперами 1, 2, 3-го и других подти-
пов и тем самым детерминируют выраженность вос-
паления в системе мать–эмбрион [17]. Ранее выяв-
лены ассоциации между материнскими аллелями 
гена HLA-DRB1 и спорадическими септальными 
пороками сердца без хромосомных заболеваний [18]. 
Эти данные указывают, что через детермирование 
иммунного воспаления в системе мать–эмбрион 
женский сублокус HLA-DR может быть причастен 
к риску формирования врожденного порока сердца 
в последующем поколении.

Система HLA, расположенная на хромосоме 
6, компактна, и для некоторых гаплотипов, захва-
тывающих аллели HLA I класса (HLA-G) и HLA II 
класса (HLA-DR), показано стойкое наследование 
из поколения в поколение. Это неравновесное сцеп-
ление между аллелями HLA-G 3’UTR и HLA-DRB1
может усиливать эффект декомпенсации воспаления 
с манифестацией эмбриопатии и развитием врожден-
ного порока сердца [19].

Исходя из этого была поставлена цель исследо-
вания: изучение распределения частоты сочетаний 
аллелей и генотипов HLA-G 3’UTR 14-bp ins/del (rs
1704) и HLA-DRB1 у женщин, имеющих детей со спо-
радическими врожденными пороками сердца, не свя-
занными с хромосомной патологией.

Характеристика детей и методы исследования

Исследование проводилось на базе ФГБНУ «Науч-
но-исследовательский институт комплексных проб-
лем сердечно-сосудистых заболеваний». Исследование 
одобрено локальным этическим комитетом, все участ-
ники исследования подписывали информированное 
согласие на собственное участие и участие своих детей.
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Проведен набор основной группы матерей 
(n=103), имеющих детей (49 мальчиков и 54 девочки) 
с различными спорадическими врожденными 
пороками сердца без хромосомных заболеваний 
(без семейной истории по рождению детей с врож-
денными пороками сердца). Возраст матерей нахо-
дился в пределах от 18 до 37 лет (медиана 23 года). Воз-
раст детей был от 6 мес до 13 лет (медиана 5 лет). Дети 
основной группы имели следующие пороки: стеноти-
ческие/обструктивные пороки левого сердца (n=16), 
стенотические/обструктивные пороки правого сердца 
(n=21), шунтовые пороки с перегрузкой правого желу-
дочка (n=23), шунтовые пороки с перегрузкой левого 
желудочка (n=43), из которых 42 ребенка имели изо-
лированный дефект межжелудочковой перегородки.

В группу сравнения, сформированную в детских 
поликлиниках, включены 103 женщины, имеющие 
условно здоровых детей (45 мальчиков и 57 девочек) 
возрастом от 4 до 8 лет (медиана 5 лет). Возраст мате-
рей был в пределах от 18 до 42 лет (медиана 28 лет).

Образцы периферической крови у женщин основ-
ной группы и группы сравнения брали в пробирки 
с 0,1% ЭДТА в объеме 5 мл. Геномную ДНК выде-
ляли из лимфоцитов периферической крови методом 
фенол-хлороформной экстракции.

Типирование HLA-G 3’UTR 14-bp ins/del (rs1704)
проводили при помощи амплификации полиморф-
ных участков генов методом аллель-специфич-
ной полимеразной цепной реакции, в соответствии 
с протоколом производителя («Applied Biosystems», 
США), с дальнейшей электрофоретической детек-
цией в 6,0%-м полиакриламидном геле (рис. 1).

Анализ HLA-DRB1 проводили методом поли-
меразной цепной реакции с учетом результатов 
в режиме реального времени наборами компании 
«ДНК-технология» (Россия), при помощи детекти-
рующего амплификатора DT-96 (ДНК-технология, 
Россия) в соответствии с протоколом производителя 

(рис. 2). Контроль качества генотипирования прово-
дили посредством повторного генотипирования 10% 
случайно отобранных образцов. Область интереса 
определена как анализ частоты 14 аллелей гена HLA-
DRB1 (HLA-DRB1*01; HLA-DRB1*03; HLA-DRB1*04;
HLA-DRB1*07; HLA-DRB1*08; HLA-DRB1*09;
HLA-DRB1*10; HLA-DRB1*11; HLA-DRB1*12; HLA-
DRB1*13; HLA-DRB1*14; HLA-DRB1*15; HLA-
DRB1*16; HLA-DRB1*17).

Затем провели анализ межгенных взаимодействий 
при помощи программы MDR v.3.0.2. Данная про-
грамма обладает возможностью построения таблиц 
сопряженности, позволяющих оценивать предик-
торные и протективные генотипы и их комбинации 
на основе оценки вклада каждого конкретного гено-
типа (рис. 3).

Кроме того, реализуемый в исследовании метод 
MDR позволяет оценивать такие параметры моде-
лей, как точность классификации (Acc. – отношение 
верно определенных групп «случай» и «контроль» 
к общему числу наблюдений), чувствительность 
модели (Se – доля истинно положительных слу-
чаев), специфичность модели (Sp – доля истинно 
отрицательных случаев), сбалансированная точность 
(Bal. Acc. = [Sp + Se]/2), точность модели (число 
верно классифицированных положительных и отри-
цательных случаев).

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили при помощи следующих программ: 
для оценки количественных показателей использо-
вали GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, США), 
для проверки соответствия наблюдаемых частот 
генотипов равновесному распределению Харди–
Вайнберга и для поиска ассоциаций однонуклеотид-
ных вариантов – SNPstats (http://bioinfo. iconcologia.
net/SNPstats).

Анализ межгенных взаимодействий осуществляли 
при помощи метода сокращения многофакторной 

Рис. 1. Детекция результатов типирования HLA-G 3’UTR 14-bp ins/del (rs 1704) на 6% поли-
акриламидном геле.
bp – пар оснований, 124 bp – ins, 110 bp – del, m.v. – молекулярная масса.
Fig. 1. Detection of typing results HLA-G 3’UTR 14-bp ins/del (rs 1704) on 6% polyacrylamide gel.
bp – base pairs, 124 bp – ins, 110 bp – del, m.v. – molecular weight.
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Рис. 2. Результаты полимеразной цепной реакции анализа гена HLA-DRB1.
Fig. 2. The results of polymerase chain reaction analysis of the HLA-DRB1 gene.

Рис. 3. Межгенные взаимодействия исследуемых полиморфных ДНК-локусов
HLA-системы.
Темно-серые ячейки – генотипы высокого риска (предикторные); светло-серые
ячейки – генотипы низкого риска (протективные).
Fig. 3. Intergenic interactions of the studied polymorphic DNA-loci of the HLA-system.
Dark gray cells – high-risk genotypes (predictor); light gray cells – low risk genotypes
(protective).
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размерности (Multifactor Dimensionality Reduction, 
MDR). Количественные показатели представлены 
в виде медианы и 25-го и 75-го процентилей. Ассо-
циацию генетических вариантов с наличием вро-
жденных пороков сердца оценивали путем вычисле-
ния отношения шансов (ОШ) и 95% доверительного 
интервала (ДИ). Различия считали статистически 
значимыми при p<0,05.

Достоверность полученных данных оценивали 
посредством повторного генотипирования 10% образ-
цов из общей выборки. Воспроизводимость результа-
тов составила 100%.

Результаты

Распределение частот аллелей и генотипов HLA-G
3’UTR 14-bp ins/del (rs 1704) и HLA-DRB1 соответство-
вало теоретически ожидаемому равновесному рас-
пределению Харди–Вайнберга как в основной, так 
и в группе сравнения.

Анализ полученных с помощью программы MDR
v.3.0.2 сочетанных предикторных и протективных 
генотипов выявил два генотипа, частоты кото-
рых статистически значимо различались в срав-
ниваемых группах. Так, частота женского соче-
танного генотипа HLA-DRB1*03,11; HLA-G 3UTR
14-bp ins/del (rs  704) составила 3,88% в основной 
группе и менее 0,05% в группе сравнения (p=0,037; 
ОШ 9,36; 95% ДИ 3,505–24,995). Этот сочетанный 
женский генотип потенцирует риск формирова-
ния спорадических врожденных пороков сердца 
без хромосомных заболеваний в последующем 
поколении. Сочетанный женский генотип HLA-
DRB1*11,11; HLA-G 3UTR 14-bp ins/del (rs 1704), 
напротив, не встречался в основной группе и был 
выявлен у 6 (5,82%) матерей в группе сравнения. 
По частоте этого генотипа между группами выяв-
лено статистически значимое различие (p=0,018; 
ОШ 0,07; 95% ДИ 0,027–0,194). Этот сочетанный 
материнский генотип защищает от формирования 
спорадических врожденных пороков сердца, не свя-
занных с хромосомной патологией.

При помощи метода MDR были оценены пара-
метры модели и их характеристики, представленные 
в таблице; данная модель обладала воспроизводи-
мостью, высокой чувствительностью и специфич-
ностью.

Таким образом, в ходе анализа определена двухло-
кусная (HLA-DRB1; HLA-G 3UTR 14-bp ins/del (rs 1704))
модель межгенного взаимодействия, ассоциирован-
ная с риском формирования спорадических вро-
жденного порока сердца в последующем поколении.

Обсуждение

Полученные результаты показали, что предик-
торный и протективный генотипы в отношении 
риска формирования спорадических пороков сердца 
без хромосомных заболеваний различались только 
по аллелю HLA-DRB1*03. Возможно, что именно 
этот аллель определял повышенную реактивность 
материнского микроокружения со срывом иммун-
ной толерантности по отношению полуаллогенному 
эмбриону. Это вполне укладывается в представле-
ние о том, что аллель HLA-DRB1*03 относят к группе 
аллелей гена HLA-DRB1, детерминирующих ауто-
иммунные и иммунореактивные реакции [20–22]. 
В частности, показано, что HLA-DRB1*03 достоверно 
ассоциирован с инсулинзависимым сахарным диа-
бетом, с некоторыми формами системной красной 
волчанки и рядом других аутоиммунных и аутовос-
палительных заболеваний. Детерминирование этим 
аллелем активации иммунного воспаления в системе 
мать–эмбрион и срыв толерантности к аллоанти-
генам эмбриона связаны с активной презентацией 
Т1-хелперным лимфоцитам репродуктивного тракта 
антигенов отцовского происхождения, за счет кото-
рой возрастает сенсибилизация Т-цитотоксиче-
ских лимфоцитов к аллоантигенам эмбриона [23]. 
Высокий цитотоксический материнский иммунный 
ответ в отношении полуаллогенного зародыша явля-
ется дополнительным звеном патогенеза формиро-
вания спорадических врожденных пороков сердца 
без хромосомных заболеваний. Ранее проведенное 
исследование иммунного ответа женских лимфо-
цитов на лимфоциты супруга в смешанной культуре 
лимфоцитов супругов и блокирование этих реак-
ций факторами женской аутосыворотки показали их 
высокую степень реагирования в отсутствие ограни-
чения гуморальными женскими факторами в семьях, 
имеющих детей со спорадическими врожденными 
пороками сердца, не связанными с хромосомной 
патологией [24]. Представленное исследование также 
показало, что изолированные материнские генотипы 

Таблица. Модель межлокусного взаимодействия полиморфных вариантов генов HLA
Table. Model of interlocus interaction of polymorphic variants of genes of HLA

Модель Tr. Bal.Acc.
Test. Bal.

Acc.
Sign. Test

(P)
Se Sp Cons. Pre.

HLA-DRB1*
HLA-G 3UTR 14-bp ins/del (rs1704)

0,81 0,51 0,043 0,89 0,73 10/10 0,77

Примечание. Tr.Bal.Acc. – тренировочная сбалансированная точность; Test.Bal.Acc. – тестируемая сбалансированная точность; 
Sign. Test (P) – тест на значимость; Se – чувствительность; Sp – специфичность; Cons. – повторяемость результата; Pre. – точность модели.
Note. Tr.Bal.Acc. – training balanced accuracy; Test.Bal.Acc. – tested balanced accuracy; Sign. Test (P) – test for significance; Se – sensitivity; 
Sp – specificity; Cons. – repeatability of the result; Pre. – model accuracy.
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Деева Н.С. и соавт. Роль материнских локусов HLA-DR и HLA-G в детерминировании риска формирования спорадических врожденных ...

и аллели HLA-G 3UTR14-bp ins/del (rs 1704) не имеют 
существенного значения для детерминирования риска 
формирования спорадических врожденных пороков 
сердца без хромосомных заболеваний у их детей.

Заключение

Женские локусы HLA совместно через HLA-
DRB1* и HLA-G 3UTR14-bp ins/del (rs 1704) детерми-
нируют риск формирования спорадических врожден-
ных пороков сердца без хромосомных заболеваний 
в последующем поколении. Через описанные в статье 
механизмы происходит активация иммунного вос-

паления, которое оказывает тератогенное действие 
на развивающийся плод и увеличивает риск развития 
врожденного порока сердца. Сочетанные генотипы, 
оказывающие предикторное (HLA-DRB1*03,11;H-
LA-G 3UTR 14-bp ins/del (rs 1704)) и протекторное
(HLA-DRB1*11,11;HLA-G 3UTR 14-bp ins/del (rs 1704))
действие в отношении риска формирования врож-
денного порока сердца, указывают на возможность 
разработки персонифицированной прегравидарной 
иммунной профилактики спорадических врожден-
ных пороков сердца, не связанных с хромосомной 
патологией.
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