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Вступ

Вроджені вади серця (ВВС) займають одне з перших
місць серед аномалій людини. В Україні щороку

(?) народжується близько 5 тис. дітей із ВВС. Неонаталь$
на кардіохірургія складних ВВС потребує невідкладної
операції із штучним кровообігом (ШК) та використанням
алогенної донорської крові, яка є фізіологічно несумісною
з організмом новонародженого за рахунок вікової різниці
її молекулярно$біологічного складу. Переливання донор$
ської крові асоційоване з ризиком імунологічних, інфек$
ційних та алергічних ускладнень [1]. Сучасна медицина
спрямована на розвиток методів обмеження використання
донорської крові під час екстракорпорального кровообігу.
Останніми роками рядом провідних спеціалістів у галузі
медицини [2], біотехнологій проводиться пошук нових
технологій безкровної хірургії, аутогемотрансфузій як
більш безпечного методу лікування. У літературі відобра$
жено застосування аутологічної пуповинної крові в ліку$
ванні анемії та при інших патологіях [3]. Аутологічна
пуповинна кров є фізіологічним субстратом для викори$
стання і в кардіохірургії новонароджених. Розробка та
створення концепції максимальної фізіологічності опера$
тивного лікування критичних ВВС, не порушуючи імунної
рівноваги організму новонародженого, наштовхнула на
використання аутологічної пуповинної крові в кардіохі$
рургії новонароджених. У науково$практичному медично$
му Центрі дитячої кардіології та кардіохірургії з 2009 по
2012 рік включно було проведено оперативні втручання
новонародженим із складними ВВС із застосуванням
власної пуповинної крові під час штучного кровобігу.

Провідним чинником, що зумовлює адекватну реабілі$
тацію після хірургічної операції, є повноцінність функціо$
нування імунної системи організму [4]. Новонароджені в
імунологічному відношенні є перехідною ланкою від іму$
носупресивного періоду новонародженості до періоду
дозрівання тонких механізмів імунної відповіді. Як відо$
мо, класичною відповіддю на операцію на серці у дорос$
лих пацієнтів в умовах ШК вважається зростання сиро$
ваткових концентрацій як про$, так і протизапальних
цитокінів з їх наступною нормалізацією [5–8].

Злагоджена робота усіх систем органів потребує чіт$
кого контролю, який забезпечується певними механізма$
ми взаємозв'язку. Міжклітинний зв'язок відбувається за
допомогою пептидних молекул. Одними з цих молекул є
молекули білків теплового шоку, які виступають в ролі
сигнальних молекул позаклітинно, виконують функцію
захисту від апоптозу внутрішньоклітинно, беруть участь
у розвитку запальних реакцій [9]. Поодинокі досліджен$
ня Hsp60 показують, що після хірургічного втручання
підвищений вміст даного білка спостерігається у цирку$
ляції [10], де на нього виробляються аутоантитіла. Експе$
рементальні дослідження [9] показали, що моноклональ$
ні анти$Hsp60 антитіла здатні підсилювати запальні
реакції, викликані екстрацелюлярним Hsp60, у тому чис$
лі продукцію прозапальних цитокінів (ФНП$α та ІЛ$8).
Дослідження участі антитіл до білків теплового шоку у
розвитку імунної відповіді у новонароджених з критични$
ми ВВС є актуальним і перспективним для подальшого
поглибленого вивчення механізмів запуску нормальних
або патологічних процесів. Практичний інтерес стано$
вить аналіз сироваткових рівнів цитокінів, їх балансу або
дисбалансу, як показника, доступного для моніторингу в
клінічних умовах у новонароджених під час операції з
перелитою як пуповинною, так і компонентами донорсь$
кої крові.

Мета роботи — оцінити розвиток імунологічних реак$
цій у новонароджених із вродженими вадами серця після
застосування під час операції аутологічної пуповинної
крові.

Об'єкт дослідження: новонароджені з ВВС: 1$а група —
38 пацієнтів, яким під час операції із штучним кровообі$
гом (ШК) переливалась аутологічна пуповинна кров; 2$а
група — 60 пацієнтів з перелитою під час операції донор$
ською кров'ю. Здорові новонароджені (n=23). Вагітні
жінки з пренатально діагностованою ВВС плоду (n=90).

Матеріал і методи дослідження

Визначення TNF$α, IЛ$1β, ІЛ$6, ІЛ$8, ІЛ$10 у сироват$
ках периферичної крові новонароджених до операції, у 
1$у, 3$ю, 7$у добу після неї проводили методом ELISA
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Хірургічна корекція критичних вроджених вад серця з використанням апарату штучного кровообігу вимагає
застосування донорської крові. Переливання новонародженим компонентів донорської крові пов'язане з ризиком
розвитку трансмісивних інфекцій, імунологічних ускладнень. Аутологічна пуповинна кров є альтернативою викорис%
танню донорської крові. Важливим завданням є пошук маркерів безпеки та ефективності її застосування в нео%
натальної кардіохірургії. Останнім часом велика увага приділяється дослідженню ролі молекулярних шаперонів,
зокрема білка теплового шоку 60 (heat shock protein 60, Hsp60) і антитіл до нього, в патогенезі різних захворювань, 
у тому числі серцево%судинних. Експериментально було показано, що анти%Hsp60 антитіла здатні посилювати
запальні реакції, викликані екстрацелюлярним Hsp60, у тому числі продукцію прозапальних цитокінів. Дослідження
імунних реакцій у новонароджених після трансфузії пуповинної або донорської крові показало зниження регуляторної
та захисної активності організму при переливанні донорської крові. Аутологічна пуповинна кров є функціонально
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фірми eBioscience (Австрія), показники знімали на імуно$
ферментному аналізаторі Multiskan Ascent (Финляндия).

Рівень IgG анти$Hsp60 антитіл у сироватках визначали
методом ELISA з модифікаціями. У якості антигена вико$
ристовували рекомбінантний білок GroEl Escherihia coli
(прокаріотний гомолог Hsp60 людини). Одержання та
очистку рекомбінантного білка GroEl E. coli проводили за
розробленою методикою [11]. Як позитивний контроль
використовували поліклональні антитіла до GroEl E.coli.
Антитілопозитивною вважали сироватку, оптична густина
якої у розведенні 1:50 перевищувала середнє значення
оптичної густини на два стандартні відхилення (m+2sd). Усі
досліджувані сироватки було проскриновано на наявність
анти$Hsp60 антитіл одночасно (5 відтворюваних повторів).

Очищення IgG антитіл із зразків високореактивної до
Hsp60 за результатами ELISA сироватки крові клінічно
здорових донорів проводили методом афінної хромато$
графії на Protein G$сефарозі.

Вестерн$блот$аналіз (імуноблотинг) проводили за
стандартною методикою, використовували поліклональні
анти$GroEl антитіла та очищені на Protein G$сефарозі IgG
антитіла із зразків високореактивної до Hsp60 за резуль$
татами ELISA сироватки клінічно здорових донорів.

Статистичну обробку результатів досліджень здій$
снювали за допомогою пакету програм STATISTICA 8.0 
(Stat$Soft, 2007, США). Результати представлено у вигля$
ді середніх значень (m) з вказівкою на стандартне відхи$
лення (sd).

Результати дослідження та їх обговорення

Новонароджені з критичними ВВС потребують невід$
кладної хірургічної операції з використанням апарату
штучного кровобігу. За стандартною методикою контур
ШК заповнюється компонентами донорської крові. 
У 2009 р. в ДУ «НПМЦДКК» запропоновано метод ліку$
вання новонароджених з ВВС з використанням під час
операції з ШК аутологічної пуповинної крові.

Новонароджених з критичною ВВС (n=98) було роз$
поділено на дві групи: 1$а — 38 новонароджених, яким
операція проводилася в перші години життя, під час ШК
переливалась власна пуповинна кров, 2$а група — 60 ново$
народжених, яким операція проводилася на 3–7 добу
після народження із застосуванням компонентів донорсь$
кої крові. Для контролю було досліджено рівні інтерлей$
кінів у сироватці крові 23 здорових новонароджених.

Проведено дослідження участі аутоантитіл до білка
теплового шоку Hsp60 в розвитку імунної відповіді у здо$
рових людей, новонароджених з ВВС, їх вміст у сироватці
крові після трансфузії донорської або аутологічної пупо$
винної крові. 

У доступній нам літературі представлено незначну
кількість робіт, присвячених ідентифікації анти$Hsp60
антитіл у сироватці крові донорів. Слід зазначити, що на
сьогодні залишається не встановленим, які рівні анти$
Hsp60 антитіл слід вважати нормою і яку роль вони відігра$
ють у потенціюванні або попередженні захворювань. На
думку ряду авторів, антитіла до Hsp60 людини можуть
бути присутніми у сироватці клінічно здорових осіб і пред$
ставляти нормальні аутоантитіла («natural autoantibody»)
[12,13]. На думку інших авторів [14], високі рівні анти$
Hsp60 антитіл слід розглядати як біологічний маркер нес$
приятливого стану організму, у тому числі наявності хро$
нічного запалення, аутоімунних процесів тощо.

Нами було обстежено здорових донорів на наявність
анти$Hsp60 антитіл у сироватці крові. При підрахунку
співвідношення між зразками антитілопозитивної та анти$
тілонегативної до Hsp60 сироватки крові донорів виявило$
ся, що серед 122 обстежених донорів, 81 (66%) донор мав
низькі рівні анти$Hsp60 антитіл у сироватці крові, тобто
антитілонегативну сироватку до Hsp60, у 26 (21,5%) доно$
рів рівні досліджуваних антитіл були вище середнього, у
15 (12,5%) донорів вміст анти$Hsp60 антитіл у сироватці
крові значно перевищував середні рівні, тобто сироватка
крові була антитілопозитивною до Hsp60. Для визначення
впливу кількісного вмісту анти$Hsp60 антитіл у сироват$
ках крові донорів на організм новонароджених з ВВС
після гемотрансфузій, здатності трансфузійно отриманих
досліджуваних антитіл зв'язуватись в організмі реципієн$
та з білком Hsp60, проведено порівняльне дослідження на
здатність анти$Hsp60 антитіл, афінноочищених із сироват$
ки крові донорів з високим та низьким вмістом досліджу$
ваних антитіл, зв'язуватись з Hsp60 (рис.).

З рисунку 1 видно, що досліджувані аутоантитіла, очи$
щені із зразків антитілопозитивної сироватки крові доно$
рів на протеїн G$сефарозi (№ 3–7), розпізнавали пептид з
рухливістю, аналогiчною рухливостi Hsp60, a антитіла,
очищені із зразків антитілонегативної сироватки крові
(№8–12), не розпізнавали Hsp60.

Рис.  Імунореактивність сироватки крові донорів проти білка
Hsp60, визначена методом імуноблотингу:
Примітки: 1 – маркер; 2 – поліклональнi антитіла проти Hsp60; 
3–7 – сироватка донорів з високою анти$Hsp60 реактивністю;
8–12 – сироватка донорів з низькою анти$Hsp60 реактивністю

Таблиця 1 
Частота виявлення новонароджених з ВВС з підвищеним рівнем анти�Hsp60 антитіл у сироватці крові (%)

Примітка: *різниця статистично достовірна між досліджуваними групами, р<0,05.
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Проведено скринінгове дослідження вагітних з пре$
натально діагоностованою ВВС плоду на наявність
анти$Hsp60 антитіл у сироватці крові. У 63 (69%) вагіт$
них з 91 обстеженої сироватка крові була антитілонега$
тивною до Hsp60, 28 (31%) обстежених з високим вмі$
стом анти$Hsp60 антитіл у сироватці крові, за контроль
брали жінок$донорів (n=25). Після родорозрішення
проскриновано сироватку крові новонароджених. Рівні
анти$Hsp60 антитіл у вагітних були порівнянними з
такими у їхніх новонароджених дітей, що свідчить про
трансплацентарну передачу анти$Hsp60 антитіл (IgG)
від матері до дитини.

Усі новонароджені з ВВС до операції в сироватці крові
мали той вміст анти$Hsp60 антитіл, який вони отримали
від матері. Після операції з усунення вади, під час якої
переливали в 1$й групі пацієнтів аутологічну пуповинну
кров, в 2$й групі — компоненти донорської крові, було
досліджено сироватку крові новонароджених на вміст
анти$Hsp60 антитіл на 1$у, 3$ю, 7$у добу після операції та
у віддалений період (до 3$х років спостереження).

Як видно з даних таблиці 1, серед 80 (100%) новона$
роджених з ТМС на доопераційному етапі 6 (20,6%)
пацієнтів 1$ї групи та 14 (28,2%) пацієнтів 2$ї групи мали
антитілопозитивну сироватку до Hsp60. Як ми встанови$
ли, анти$Hsp60 антитіла новонароджені отримали транс$
плацентарно від матері. Після проведеної операції з
використанням аутологічної пуповинної крові на 1$у, 
3$ю, 7$у добу в 1$й групі відбувалося зменшення кілько$
сті пацієнтів з високими сироватковими рівнями дослі$
джуваних аутоантитіл. Слід зазначити, що в жодного
пацієнта 1$ї групи не спостерігалось зростання рівнів
анти$Hsp60 антитіл у післяопераційному періоді протя$
гом двох років спостереження. Тоді як у частини новона$
роджених, яким переливали донорську кров, у післяопе$
раційному періоді, навпаки, зростали рівні анти$Hsp60
антитіл. У 2$й групі 6 (14,2%) новонароджених мали як
на доопераційному етапі, так і після операції з ШК анти$
тілопозитивні до Hsp60 сироватки крові, а у 12 (35,4%)
дітей, які до операції мали низькі титри анти$Hsp60
антитіл у сироватці, після операції їх рівні підвищилися
до антитілопозитивних. Це свідчить про те, що під час
операції з ШК дітям було влито антитілопозитивну до
Hsp60 донорську кров. Новонароджені з високим вміс$

том анти$Hsp60 антитіл довше перебували у відділенні
реанімації і довше отримували антибіотикотерапію, ніж
новонароджені, яким була перелита донорська кров з
меншою кількістю досліджуваних антитіл. Також спо$
стерігалась висока та довготривала гіпертермія у пацієн$
тів, які в післяопераційному періоді мали високий вміст
досліджуваних аутоантитіл.

Класичною відповіддю на операцію на серці у дорос$
лих пацієнтів в умовах ШК вважається зростання сиро$
ваткових концентрацій як про$, так і протизапальних
цитокінів з їх наступною нормалізацією [15]. У новона$
роджених з ВВС після операції з ШК цей процес недос$
татньо вивчений. Для оцінки цитокінового статусу ново$
народжених з ВВС після складної операції із аутологіч$
ною та чужорідною гемотрансфузією було досліджено
співвідношення прозапальних цитокінів до протизапаль$
них у динаміці до та після операції (табл. 2).

Продукція цитокінів відбувається у певній послідов$
ності, і якщо підвищуються рівні прозапальних інтер$
лейкінів, відповідно з'являються протизапальні — це
системний баланс, на якому працює цілий організм в
нормальних умовах [17,18]. У 2$й групі новонароджених
продукція прозапальних цитокінів перевищувала проти$
запальні, що вказувало на прогресуючий запальний про$
цес в організмі. Порушення балансу міжклітинних від$
носин призводить до пригнічення функції імунної
системи і захисту організму від чужорідної мікрофлори
та, відповідно, розвитку різного типу ускладнень, у тому
числі хронічних запальних процесів. У групі новонаро$
джених з перелитою пуповинною кров'ю відбувалося
підвищення як прозапальних цитокінів, так і протиза$
пального ІЛ$10, тобто цитокінова відповідь на проведе$
ну операцію була збалансованою. Переливаючи аутоло$
гічну пуповинну кров, ми не тільки зберігаємо баланс
цитокінової відповіді, але й не порушуємо цілісність
імунної системи загалом.

Висновки

Новонароджені з ВВС, яким під час операції на серці
переливали аутологічну пуповинну кров, у післяопера$
ційному періоді не мали високого вмісту анти$Hsp60
антитіл у сироватці крові. У новонароджених з ТМС,
яким була використана донорська кров, спостерігалось

Таблиця 2
Сироваткові рівні прозапальних та протизапальних цитокінів 

у новонароджених з ВВС (Значення представлені у вигляді Median (Persentil))

Примітка: * — різниця між досліджуваними групами статистично достовірна (р<0,001).
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ИММУНОРЕАКТИВНОСТЬ НОВОРОЖДЕННЫХ С ВРОЖДЕННЫМИ ПОРОКАМИ СЕРДЦА, 
КОТОРЫМ ВО ВРЕМЯ ОПЕРАЦИИ ПЕРЕЛИВАЛАСЬ АУТОЛОГИЧЕСКАЯ ПУПОВИННАЯ КРОВ
А.М. Воробьева 
ГУ «Научно�практический медицинский центр детской кардиологии и кардиохирургии МЗ Украины», Киев
Хирургическая коррекция критических врожденных пороков сердца с использованием аппарата искусственного кровообращения требует применения
донорской крови. Переливание новорожденным компонентов донорской крови сопряжено с риском развития трансмиссивных инфекций, им�
мунологических осложнений. Аутологическая пуповинная кровь является альтернативой использования донорской крови. Важной задачей является
поиск маркеров безопасности и эффективности ее применения в неонатальной кардиохирургии. В последнее время большое внимание уделяется
исследованию роли молекулярних шаперонов, в часности белка теплового шока 60 (heat shock protein 60, Hsp60) и антител к нему в патогенезе
различных заболеваний, в том числе сердечно�сосудистых. Экспериментально было показано, что анти�Hsp60 антитела способны усиливать
воспалительные реакции, вызванные экстрацеллюлярным Hsp60, в том числе продукцию провоспалительных цитокинов. Исследование имунных
реакций у новорожденных после трансфузии пуповинной или донорской крови показало снижение регуляторной и защитной активности организма
при переливании донорской крови. Аутологическая пуповинная кровь является функционально активной и не супрессирует иммунный ответ.
Ключевые слова: пуповинная кровь, анти�Hsp60 антитела, врожденные пороки сердца, цитокины.

IMMUNE REACTIVITY OF NEONATES WITH COMPLEX CONGENITAL 
HEART DISEASE AFTER AUTOLOGIC UMBILICAL CORD BLOOD TRANSFUSION
G. Vorobyova
«Ukrainian Children's Cardiac Center», Kyiv
Surgical correction of critical congenital heart disease using cardiopulmonary bypass usually requires homologous blood transfusion. It's associated with risk
of transmissible infections and immunological complications, especially in neonates. Autologous umbilical cord blood (AUCB), which contains biologically
active substances, is an alternative source of blood. But using of AUCB in open cardiac surgery has not been applied. An important task is to find markers of
safety and effectiveness of AUCB transfusion in neonatal cardiac surgery. Recently, much attention has been devoted to the role of molecular chaperones,
especially heat shock protein 60 (Hsp60) and antibodies to Hsp60 in the pathogenesis of cardiovascular diseases. It was shown that anti�Hsp60 antibodies
can increase the inflammatory response induced by extracellular Hsp60, including the production of proinflammatory cytokines. Our preliminary results sug�
gest that homologous blood transfusion is accompanied by the reduction of regulatory and protective activity of the organism. We did not identify any
immunosuppression after autologous umbilical cord blood transfusion.
Key words: cord blood, anti�Hsp60 antibody, congenital heart disease.
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значне збільшення анти$Hsp60 антитіл у сироватці крові у
післяопераційному періоді.

Встановлено, що новонароджені 1$ї групи мали зба$
лансовану цитокінову відповідь на проведену операцію,
пацієнти 2$ї групи мали дисбаланс в продукції про$ та
протизапальних цитокінів.

Встановлено, що пацієнти 2$ї групи, у яких після
операції з використанням донорської крові в сироватці
детектувались високі рівні анти$Hsp60 антитіл, мали
післяопераційні ускладнення, вищу і тривалішу гіпер$
термію, довше перебували у відділенні реанімації та
стаціонарі.
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