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Recurrent abortion, or miscarriage, is defined as pregnancy loss before 20 weeks’ gestation and is different from infertility. 
Commonly two or more pregnancies are lost spontaneously. The human leukocyte antigen (HLA) has been linked to many 
diseases. The HLA-G gene polymorphism may have an impact on pregnancy outcome.
Objective. To study the association between the HLA-G (rs1063320) gene polymorphism and recurrent pregnancy loss (RPL).
Patients and methods. This study included 100 women with RPL aged 20 to 45 years (a study group) and 50 age-matched 
healthy women with at least two successful pregnancies and normal blood pressure (a control group). Women with normal blood 
pressure, endocrine disorders, infections, and anatomical defects were excluded from the study group. All samples and data 
related to the studied cases were obtained from private clinics of genealogists between 2019 and 2022. Peripheral blood 
samples were obtained from patients and healthy controls. DNA extraction was done using the Promega Extraction Kit. PCR 
was then performed using the Amplification Refractory Mutation System (ARMS) to amplify the gene region specific for the 
HLA-G (rs1063320) single nucleotide polymorphism (SNP).
Results. The frequency of CG, GG, and CC alleles was higher in women with RPL than in healthy controls. The frequency 
of CG allele in the study group was 18% compared to 8% in the control group, which was statistically significant (p < 0.05).
Conclusion. A high association was found between the HLA-G (rs1063320) gene polymorphism and RPL.
Key words: HLA-G, polymorphism, recurrent pregnancy loss, SNP, ARMS-PCR

For citation: Al-Ammar N.S., Aldhahi M.A., Al-Badran I.M., Faraj A.H. Association of HLA-G (rs1063320) gene polymorphism with recurrent pregnancy 
loss. Vopr. ginekol. akus. perinatol. (Gynecology, Obstetrics and Perinatology). 2023; 22(5): 117–121. (In Russian). DOI: 10.20953/1726-1678-2023- 
5-117-121

Ассоциация полиморфизма гена HLA-G (rs1063320) 
с привычным невынашиванием беременности 
Н.С.Аль-Аммар1, М.А.Альдхахи1, И.М.Аль-Бадран2, А.Х.Фарадж3

1Университет Басры, Басра, Ирак;
2Медицинский колледж Аль-Захра, Басра, Ирак;
3Лаборатория службы общественного здравоохранения, Сулеймания, Ирак

Привычное невынашивание беременности (ПНБ) определяется как потеря двух и более беременностей подряд 
на сроке до 20 нед. Установлено, что в патогенезе различных заболеваний значительную роль играет нарушение экс-
прессии человеческого лейкоцитарного антигена (HLA). Как показали исследования, полиморфизм гена HLA-G может 
оказывать влияние на исход беременности.
Цель. Изучение связи полиморфизма гена HLA-G (rs1063320) и ПНБ.
Пациенты и методы. В исследование были включены 100 женщин с ПНБ в возрасте от 20 до 45 лет (группа исследо-
вания) и 50 соответствующих им по возрасту условно здоровых женщин, имевших не менее двух успешных беремен-
ностей в анамнезе и нормальное артериальное давление (группа контроля). Из группы исследования исключались 
пациентки с нормальным артериальным давлением, эндокринными заболеваниями, инфекциями и анатомическими 
дефектами. Все образцы и данные, относящиеся к исследуемым случаям, были получены в частных генеалогических 
клиниках в период с 2019 по 2022 г. У пациенток обеих групп были взяты образцы периферической крови. Выделе-
ние ДНК проводили с помощью набора “Promega Extraction Kit”. Затем проводили полимеразную цепную реакцию 
с использованием тест-системы “Amplification Refractory Mutation System (ARMS)” для определения однонуклеотидного 
полиморфизма (SNP) гена HLA-G (rs1063320).
Результаты. У женщин с ПНБ частота встречаемости аллелей CG, GG и CC была выше, чем у пациенток контрольной 
группы. Частота встречаемости аллеля CG в группе исследования составила 18% по сравнению с 8% в группе контро-
ля (p < 0,05).
Заключение. Обнаружена высокая ассоциация между полиморфизмом гена HLA-G (rs1063320) и ПНБ.
Ключевые слова: HLA-G, полиморфизм, привычное невынашивание беременности, SNP, ARMS-PCR
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Introduction

The human leukocyte antigen (HLA) is considered as an effec-
tive component of the immune system. The genes encoding HLA 
are located on chromosome 6. HLA-G is one of the immune 
checkpoints and is not involved in antigen presentation. The gene 
encoding HLA-G has a limited number of polymorphisms, mostly 
in introns [1]. It has been found to play a protective role in relation 
to the maternal immune system, as placental cells express 
HLA-G. Many studies have attempted to prove any association 
with diseases [2]. Recurrent pregnancy loss (RPL) is viewed as 
an important problem affecting pregnant women, and many fac-
tors play a role in this issue [3–5]. Numerous studies have been 
conducted on the role of the immune system in RPL. Various inter-
actions of immune system cells may affect tolerance to embry-
onic antigens, resulting in pregnancy termination [6]. Abnormal 
expression of these genes is associated with many clinical prob-
lems during pregnancy, including RPL and pre-eclampsia [7, 8]. 

The aim of the study was to examine the association bet-
ween the HLA-G (rs1063320) gene polymorphism and RPL.

Patients and methods

This study included 100 women with RPL aged 20 to 45 years 
(a study group) and 50 age-matched healthy women with at least 
two successful pregnancies and normal blood pressure (a control 
group). Women with normal blood pressure, endocrine disorders, 
infections, and anatomical defects were excluded from the study 
group. All samples and data related to the studied cases were 
obtai ned from private clinics of genealogists between 2019 and 
2022. Peripheral blood samples (3 mL) were obtained from pa-
tients and healthy controls and collected in EDTA tubes. DNA 
extraction was done using the Promega Extraction Kit. The poly-
merase chain reac tion (PCR) was then performed using the 
Amplification Refrac tory Mutation System (ARMS) to amplify the 
gene region specific for the HLA-G (rs1063320) single nucleotide 
polymorphism (SNP). The volume of PCR reaction mixture was 
25 μl: 10 μl of master mix, 4 μl of forward primers, 4 μl of reverse 
primers, 2 μl of template DNA, and 5 μl of nuclease-free water. 
The PCR program (40 cycles/10 minu tes) was as follows: two 
denaturation steps (95°C/5 minutes, follo wed by 95°C/1 minute), 
annealing (58°C/1 minute), primer extension (72°C/1 minute); 
post-PCR electrophoresis step (1.5 % agarose gel, 75V for 
1 hour) and gel documentation. 

Primers of HLA-G (rs1063320) SNP: IDT, USA 
�HLA-G (rs1063320) (IF): TTAATACAGAAGTAAGTTATAGCT 
CAGAGC
HLA-G (rs1063320) (IR): TCTCTGTCTCAAATTTGTGCTC
The expected C allele was 245 base pair (bp.) and the G allele 

was 178 bp.
Two outer primers:
HLA-G (rs1063320) (OF): ACTGTGGAAAGTTCTCATGTCTT
HLA-G (rs1063320) (OR): ATTTTCTGTAGTGTGAAACAGCTG
These two primers were 423 bp. 

Statistical analysis
Statistical analysis was performed using SPSS 20.0. A p-value 

of less than 0.05 was considered statistically significant.

Введение

Система человеческих лейкоцитарных антигенов (HLA, 
Human Leukocyte Antigen) – важная часть иммунной системы, 
которая контролируется генами и локализуется на 6-й хро-
мосоме. HLA-G, неканонический человеческий лейкоцитар-
ный антиген 1-го типа, является одной из контрольных точек 
иммунитета и не участвует в презентации антигена. Ген, 
коди рующий HLA-G, имеет ограниченное число полимор-
физмов, в основном в интронах [1]. Предполагается, что 
HLA-G обеспечивает иммунную толерантность плода и мате-
ри, посколь ку материнские клетки экспрессируют молекулы 
HLA-G. Во многих исследованиях предпринимались попытки 
доказать наличие какой-либо ассоциации полиморфизма 
гена HLA-G с различными заболеваниями [2]. Привычное 
невынашивание беременности (ПНБ) является важной про-
блемой, затрагивающей беременных женщин, в решении 
которой играют роль многие факторы [3–5]. Проведены 
многочисленные исследования роли иммунной системы 
в ПНБ. Различные взаимодействия клеток иммунной систе-
мы могут нарушать толерантность матери к антигенам пло-
да, что приводит к прерыванию беременности [6]. Ано маль-
ная экспрессия гена HLA-G связана со многими клинически-
ми патологиями во время беременности, включая ПНБ и 
преэклампсию [7, 8].

Цель – изучение ассоциации между полиморфизмом гена 
HLA-G (rs1063320) и ПНБ. 

Пациенты и методы

В исследование были включены 100 женщин с ПНБ в воз-
расте от 20 до 45 лет (группа исследования) и 50 соответ-
ствующих им по возрасту условно здоровых женщин, имев-
ших не менее двух успешных беременностей в анамнезе и 
нормальное артериальное давление (группа контроля). 
Из группы исследования исключались пациентки с нормаль-
ным артериальным давлением, эндокринными заболевания-
ми, инфекциями и анатомическими дефектами. Все образ-
цы и данные, относящиеся к исследуемым случаям, были 
получены в частных гинекологических клиниках в период 
с 2019 по 2022 г. Образцы периферической крови (3 мл) 
были получены от пациенток обеих групп и собраны в про-
бирки с ЭДТА. Выделение ДНК проводили с помощью набо-
ра “Promega Extraction Kit”. Затем проводили полимеразную 
цепную реакцию (ПЦР) с использованием тест-системы 
“Amplification Refractory Mutation System (ARMS)” для опреде-
ления однонуклеотидного полиморфизма (SNP) гена HLA-G 
(rs1063320). Объем реакционной смеси для ПЦР составлял 
25 мкл: 10 мкл мастер-микса, по 4 мкл каждого из прямых и 
обратных праймеров, 2 мкл шаблонной (исходной) ДНК и 
5 мкл воды, свободной от нуклеаз. ПЦР (40 циклов / 10 мин) 
проводили по следующей программе: два этапа денатура-
ции (95°C – 5 мин, затем 95°C – 1 мин), отжиг праймеров 
(58°C – 1 мин), элонгация (72°C – 1 мин). Эле ктро форез про-
водили в 1,5%-м агарозном геле в течение 1 ч при напряже-
нии 75 В. 
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Праймеры для SNP гена HLA-G (rs1063320): IDT, USA
�HLA-G (rs1063320) (IF): TTAATACAGAAGTAAGTTATAGCT 
CAGAGC
HLA-G (rs1063320) (IR): TCTCTGTCTCAAATTTGTGCTC
 Ожидаемая длина аллеля C составляла 245 пар основа-
ний (п.о.), а аллеля G – 178 п.о.
Два внешних праймера:
HLA-G (rs1063320) (OF): ACTGTGGAAAGTTCTCATGTCTT
HLA-G (rs1063320) (OR): ATTTTCTGTAGTGTGAAACAGCTG
Длина данных праймеров составляла 423 п.о.

Статистический анализ
Статистический анализ проводился с использованием 

программы SPSS 20.0. Различия считали статистически зна-
чимыми при p < 0,05. 

Results

A pattern of RPL was found both in the study group (women 
with more than two miscarriages and gestational hypertension) 
and in the control group (women with at least two successful 
pregnancies and normal blood pressure). A strong significant as-
sociation (p < 0.001, p < 0.001 and p < 0.01) was revealed be-
tween the number of abortions in the study group within age 
groups 20–29, 30–39, 40–49, respectively, compared to healthy 
controls as shown in Table 1.

The frequency of CG, GG and CC alleles was higher in women 
with RPL than in healthy controls. The frequency of CG allele in 
the study group was 18% compared to 8% in the control group 
(p < 0.05) (Table 2).

In three samples, gel electrophoresis showed bands corre-
sponding to 178 bp (base pair) for the G allele and 245 bp for the 
C allele, indicating a mutation (G>C). A 423-bp-long wild-type 
fragment was identified (Figure).

Discussion

In the present study, the frequency of CG, GG, and CC alleles 
was higher in women with RPL than in healthy controls. The fre-
quency of CG allele in the study group was 18% compared to 8% 
in the control group (p < 0.05). The ARMS-PCR method used in 
the present study is standard and is applicable for the detection 
of different types of mutations in various diseases. In gel electro-
phoresis, bands corresponding to 178 bp for the G allele and 
245 bp for the C allele were detected, indicating a mutation 
(G>C). A 423-bp-long wild-type fragment was identified. These 
findings indicate an association between the HLA-G (rs1063320) 
gene polymorphism and RPL combined with gestational hyper-
tension. Alterations in the HLA-G pathway can strongly influence 
the immunological balance during pregnancy, leading to miscar-
riage [9]. Gene expression during pregnancy can be controlled by 
many mechanisms. One of them is epigenetic, which is influ-
enced by a combination of the maternal-fetal and environmental 
factors [10]. HLA-G play a role in inhibiting NK cells and cyto-
toxic T lymphocytes, and the number of T regulatory cells has 
also been found to increase at the maternal-fetal interface. In the 
tumor microenvironment, HLA-G may play the same role [7]. 
A study conducted in 2019 showed that the HLA-G gene expres-
sion was decreased in patients with RPL in comparison with 
healthy controls [11]. These results differ from other studies 
showing an increased expres sion of HLA-G gene [12]. In a study 
conducted in China in 2022, some HLA-G gene polymorphisms 

Table 1. Characteristics of RPL in the study and control groups 
Таблица 1.�Характеристика�ПНБ�в�исследуемых�группах

Parameters / Параметры Study group / Группа исследования (n = 100) Control group / Группа контроля (n = 50)
Maternal age, years / 
Возраст пациенток, лет

20–29 
No. (45)

30–39 
No. (40) 

40–49 
No. (15)

20–29 
No. (25)

30–39 
No. (15)

40–49 
No. (10)

Number of participants, Mean (SEM) / 
Количество пациенток, cреднее (SEM) 24 (±0.6) 32 (±0.4) 41 (±0.7) 24 (±0.6) 30 (±0.7) 40 (±0.9)

Number of miscarriages, Mean (SEM) / 
Количество самопроизвольных абортов, cреднее значение (SEM) 1.5 (±0.3)*** 2.7 (±0.2)** 4.3 (±0.8)** NF NF NF

Week of miscarriage, Mean (SEM) / 
Срок самопроизвольного аборта, cреднее значение (SEM) 12 (±0.8) 13 (±0.5) 14 (±0.8) NF NF NF

*** p < 0.001; ** p < 0.01. 
SEM – стандартная ошибка среднего. NF – данные отсутствуют.

Table 2. Frequencies of CG, GG and CC alleles in the study and 
control groups 
Таблица 2.� Частота� встречаемости� аллелей� CG,� GG� и� CC�
в�исследуемых�группах

HLA-G  
(rs1063320) alleles / 
Аллели гена HLA-G 
(rs1063320)

Study group / 
Группа 

исследования 
(n = 100)

Control group / 
Группа 

контроля 
(n = 50)

p-value /
р-значение

CG 18% 8% 0.01
GG 9% 6% 0.07
CC 5% 4% 0.1

Figure. Patterns of HLA-G gene in three gel electrophoresis samples. 

Рисунок. Паттерны�экспрессии�гена�HLA-G�в�трех�образцах�гель-
электрофореза.
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Результаты

Закономерность ПНБ была выявлена как в исследуемой 
группе (женщины с более чем двумя самопроизвольными 
абортами и гестационной гипертензией), так и в контроль-
ной группе (женщины с не менее чем двумя успешными бе-
ременностями и нормальным артериальным давлением). 
Установлена статистически значимая корреляция (p < 0,001, 
p < 0,001 и p < 0,01) между количеством самопроизвольных 
абортов у пациенток в возрастных группах 20–29, 30–39, 
40–49 лет соответственно, по сравнению со здоровыми жен-
щинами (табл. 1).

Частота встречаемости аллелей CG, GG и CC была выше 
у женщин с ПНБ, чем у пациенток контрольной группы. 
Частота встречаемости аллеля CG в группе исследования 
составила 18% по сравнению с 8% в группе контроля 
(p < 0,05) (табл. 2).

В трех образцах гель-электрофорез показал полосы, 
соот ветствующие 178 п.н. (пара нуклеотидов) для аллеля G 
и 245 п.н. для аллеля C, что указывает на мутацию (G>C). 
Выявлен фрагмент «дикого» типа длиной 423 п.н. (рисунок).

Обсуждение

В настоящем исследовании частота встречаемости 
алле лей CG, GG и CC у женщин с ПНБ была выше, чем 
у пациенток контрольной группы. Частота встречаемости 
аллеля CG в группе исследования составила 18% по срав-
нению с 8% в группе контроля (p < 0,05). Метод ARMS-PCR, 
использованный в исследовании, является стандартным и 
применим для выявления различных типов мутаций при 
различных заболеваниях. При проведении электрофореза 
были обнаружены полосы, соответствующие 178 п.н. для 
аллеля G и 245 п.н. для аллеля C, что указывает на нали-
чие мутации (G>C). При этом был выявлен фрагмент 
«дико го» типа длиной 423 п.н. Полученные данные свиде-
тельствуют об ассоциации между полиморфизмом гена 
HLA-G (rs1063320) и ПНБ в сочетании с гестационной 
гипер тензией. Изменения в экспрессии гена HLA-G могут 
оказывать сильное воздействие на иммунологический 
балан с во время беременности, приводя к самопроизволь-
ному аборту [9]. Экспрессия генов во время беременности 
может контролироваться многими механизмами. Один 
из них – эпигенетический, на который влияет сочетание 
материнско-фетальных взаимодействий и экологических 
факторов [10]. Ген HLA-G вовлечен в процессы ингибиро-
вания NK-клеток и цитотоксических Т-лимфо ци тов. Также 
было установлено, что количество регуляторных Т-клеток 
увеличивается в системе «мать–плод». В микро окружении 
опухоли ген HLA-G может выполнять ту же функцию [7]. 
Исследование, проведенное в 2019 г., показало, что у па-
циенток с ПНБ экспрессия гена HLA-G была снижена по 
сравнению с группой контроля [11]. Эти результаты отли-
чаются от данных других исследований, в которых экс-
прессия гена HLA-G была повышена [12]. В исследова-
нии, проведенном в Китае в 2022 г., были обнаружены 
неко торые полиморфизмы гена HLA-G, которые могут 
влиять на исход беременности [13]. Ассоциация полимор-

were found that may play a role in pregnancy outcome [13]. The 
HLA-G (rs1736933) gene polymorphism was associated with 
RPL in a study performed in Azerbaijan [14]. Levels of HLA-G in 
the serum of women with threatened abortion were lower than in 
healthy women [15]. Some HLA-G alleles may affect the likeli-
hood of pregnancy problems, while polymorphisms in the 3'UTR 
may not [16].

Conclusion 

A strong association was found between the HLA-G gene 
polymorphism (rs1063320) and recurrent pregnancy loss.
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физма гена HLA-G (rs1736933) с ПНБ была установлена 
в исследовании, проведенном в Азербайджане [14]. Кон-
центрация гена HLA-G в сыворотке крови пациенток с угро-
зой прерывания беременности была ниже, чем в контроль-
ной группе [15]. Неко торые аллели гена HLA-G могут повы-
шать вероятность ослож ненного течения беременности, 
в то время как полиморфизмы в 3'-нетранслируемой обла-
сти (3'UTR) – не могут [16].

Заключение 

Обнаружена выраженная корреляция между полимор-
физмом гена HLA-G (rs1063320) и привычным невынашива-
нием беременности.
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