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Фактор, индуцированный гипоксией (HIF-1), — гетеродимерный транскрипционный комплекс,
который играет существенную роль в регуляции утилизации клетками кислорода и глюкозы и
регулирует ангиогенез. Проведены исследования уровня HIF-1α  субъединицы и белка bcl-2 в пла-
центе женщин с задержкой внутриутробного развития плода. Содержание внутриклеточного же-
леза оказалось достоверно сниженным, а 2-оксоглутарата — значительно повышенным. Актив-
ность PARP не изменялась, а активность протеинкиназы ASK1 и уровень фрагментации ДНК дос-
товерно возрастали. Сделан вывод об интенсификации процессов апоптоза и торможения проли-
ферации и клеточного роста в плацентарной ткани при синдроме ЗВУР плода.
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Hypoxia inducible factor (HIF-1) is a heterodimeric transcriptional complex that plays pivotal role in
the regulation of cellular utilization of oxygen as well as glucose and is an essential regulator of angio-
genesis. In the present work we report a significant decrease in the levels of HIF-1α  subunit as well as
bcl-2 protein in human placenta from intrauterine growth retarded pregnancies. Respectively the amount
of intracellular iron was decreased and 2-oxoglutarate concentration was significantly increased. Activi-
ty of poly-(ADP-ribose)-polymerase did not express any significant changes. Activity of apoptosis sig-
nal-regulating kinase 1 and internucleosomal DNA fragmentation were increased. Protein kinase C ac-
tivity was decreased suggesting a cell growth deceleration. We assume the inhibition of cellular growth
and stimulation of apoptotic cell death in human placenta upon intrauterine growth retardation.
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oxygen and nitrogen species.
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Провідна роль плаценти у фізіології та пато-
логії складної біологічної системи «мати —
плацента — плід» доведена численними дослі-
дженнями останніх років. Її участь в інтеграції
більшості обмінних процесів між організмами
матері та плода зумовлюють інтерес дослід-
ників до механізмів функціонування цього
органа за умов норми та патології [1].
За даними ВООЗ, масу тіла при народженні

вважають єдиним і найважливішим критерієм
шансу дитини вижити і нормально розвиватися.
Синдром затримки внутрішньоутробного роз-
витку плода (ЗВУР) на сучасному етапі зали-
шається однією з провідних причин перинаталь-
ної смертності, особливо серед недоношених
дітей, асфіксії, меконіальної аспірації, пору-
шень фізичного, неврологічного та розумового
розвитку. Багатофакторність даної патології,
неабиякі труднощі антенатальної діагностики
та терапії синдрому визначають актуальність
подальшого вивчення проблеми хронічної пла-
центарної недостатності, зокрема, молекуляр-
них механізмів цієї патології [1].
Результати останніх досліджень свідчать

про месенджерну роль активних форм кисню й
азоту в реалізації ЗВУР плода, а саме в індук-
ції апоптозу клітин [2]. Але досі практично не
вивчено, які елементи внутрішньоклітинної сиг-
нальної трансдукції беруть участь у розвитку
ЗВУР. Одним із досить важливих білків, що є
необхідним для ангіогенезу ембріона, є фактор,
що індукується гіпоксією (HIF-1). Стабілізація
HIF-1 стимулюється антиапоптогенним білком
bcl-2 [3–5]. Цей фактор складається з HIF-1β
субодиниці, яка експресується конститутивно,
та з HIF-1α субодиниці, експресія та стабіліза-
ція якої регулюється концентрацією кисню,
оксидом азоту та факторами росту [3–7].
Як транскрипційний фактор HIF-1 контро-

лює експресію більш ніж 40 генів-мішеней:
VEGF (судинно-ендотеліального фактора рос-
ту), IGF2 (інсуліноподібного фактора росту 2),
еритропоетину, транспортерів глюкози 1 та 3
(GLUT1, GLUT3), а також деяких ферментів
гліколізу [3–7]. Тварини, які є нульовими му-
тантами за HIF-1α , гинуть в ембріональному
періоді внаслідок ангіогенних дефектів, спри-
чинених нездатністю ембріонів створювати
кровоносну сітку у відповідь на гіпоксію [5].
Стабільність HIF-1α  регулюється киснеза-

лежною пролінгідроксилазою, яка модифікує
залишки проліну у положеннях 402 та 564 у
складі HIF-1α. Ензиматична модифікація HIF-1α
потрібна для приєднання фактора-супресора
пухлин — білка von Hippel-Lindau (рVHL), що
є компонентом  впізнавання для убіквітин-за-
лежної E3 протеасоми, з подальшою протеолі-
тичною деградацією HIF-1α . Пролінгідрокси-
лази містять негемінове залізо й використову-
ють 2-оксоглутарат як акцептор гідроксильно-

го радикала, який утворюється під час реакції.
В умовах гіпоксії кисень стає лімітуючим фак-
тором для гідроксилювання проліну, що при-
зводить до зменшення убіквітинізації та дегра-
дації HIF-1α [7].
Метою цієї роботи було вивчення вмісту

білків HIF-1α  та bcl-2 у плацентарній тканині
жінок за умов ЗВУР плода. Також вивчали
вміст заліза і 2-оксоглутарату як кофакторів
пролінгідроксилаз, які негативно регулюють
стабілізацію HIF-1α , та маркерів апоптозу і
проліферації клітин — протеїнкінази ASK1, що
індукує апоптогенний МАР-кіназний каскад
[8], полі-(ADP-рибоза)-полімерази (PARP,
здійснює репарацію фрагментованої ДНК, роз-
щеплюється каспазами в процесі апоптозу) й
протеїнкінази С (РКС, активує мітоз клітин, є
субстратом апоптогенної каспази 3, яка роз-
щеплює її в процесі апоптозу), міжнуклеосом-
ну фрагментацію ДНК. Крім того, визначали
активність генераторів супероксиду й оксиду
азоту — ксантиноксидази та синтази оксиду
азоту (NOS), відповідно, контролюючи при
цьому кількість модифікованих оксидом азоту
тіолових груп у складі білків.

Матеріали та методи дослідження

Матеріалом для дослідження була тканина
плацент 9 жінок, які народили дітей зі ЗВУР, і
9 породілей з фізіологічним перебігом вагіт-
ності та пологів (контрольна група). Постна-
тальним критерієм синдрому ЗВУР вважали
масу тіла новонароджених нижче 10-го процен-
тилю для даного гестаційного віку. Однією з
умов включення вагітних до основної групи
була відсутність проявів пізнього гестозу. Пла-
центи брали одразу ж (не пізніше 5 хв) після
пологів чи кесаревого розтину. Із кожної пла-
центи з 4–5 котиледонів вирізали шматки тка-
нини без макроскопічних змін (інфарктів, гема-
том, кальцифікатів) і зберігали їх у рідкому
азоті. Для досліджень використовували гомоге-
нати плацентарної тканини, що приготовляли
відповідно до методичних вимог.
Вік жінок основної групи становив 19–32 ро-

ки, пологи — перші-другі, термін розродження
— 37–40 тиж гестації; оперативне розродження
проведено в 5 випадках. Маса новонароджених
коливалася від 2250 до 2750 г. Випадків пери-
натальної смерті не було.
Контрольну групу склали 9 жінок віком 17–

29 років із фізіологічним перебігом вагітності
та пологів, які в терміні 38–40 тиж гестації на-
родили здорових немовлят з нормальними ант-
ропометричними показниками.
Визначення білків HIF-1α та bcl-2 [9]. Гомо-

генат, приготовлений на буфері (рН 7,5), що
містив 0,05 М трису, 150 мМ хлориду натрію,
5 мМ ЕДТА, 0,5%-го детергенту NP-40 і 1 мМ
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феніл-метилсульфонілфлюориду (додавали пе-
ред вживанням), піддавали електрофорезу у
7,5%-му ПААГ і блотували на нітроцелюлозну
мембрану, яку потім поміщали у розчин ан-
титіл до HIF-1α білка (фактор розведення ста-
новив 1:1000) чи bcl-2 на 60–90 хв, тричі відми-
вали твіновим трис-HCl-буфером та інкубува-
ли наступні 60–90 хв із вторинними антитіла-
ми. Після відмиття мембрани (тричі твіновим
трис-HCl-буфером й одноразово 0,1 М К-фос-
фатним буфером, рН 7,5) її піддавали обробці
5 мл реагенту ECL протягом однієї хвилини для
проявлення сигналу. Сигнал реєстрували кон-
тактним способом за допомогою фотопластинок
(Sigma). Отриманий блот сканували та оброб-
ляли за допомогою програми Corel Draw.
Визначення активності протеїнкінази ASK1

[8]. Гомогенат готували на середовищному бу-
фері. Центрифугували 30 хв при 20 000 g. До
2,7 мл реакційного буфера додавали 0,2 мл сус-
пензії МВР та 0,1 мл гомогенату (лізату). Інку-
бували протягом 30 хв при 37 °С і знову цент-
рифугували 10 хв при 20 000 g. Супернатант
відкидали, а до осаду додавали 0,4 мл бідисти-
льованої води та проводили реакцію Фоліна на
фосфатні групи. Через 30 хв вимірювали екс-
тинкцію на спектрофотометрі при 750 нм. Конт-
рольна проба містила 0,2 мл суспензії МВР і
0,2 мл бідистильованої води. Її обробляли так
само, як дослідну. Від екстинкції дослідної проби
віднімали екстинкцію контролю та розраховува-
ли активність ферменту, яку виражали в одиницях
оптичної густини на хвилину на 1 мг білка.
Визначення активності PARP проводили за

методом [10], який базується на електрофоре-
тичному відділенні полі-ADP-рибозильованих
гістонових білків ядер, з подальшим кількісним
визначенням полі-ADP-рибози в них. Актив-
ність PARP виражали у кількості (мкмоль) аде-
ніну полі-ADP-рибози на 1 мг білка.
Активність протеїнкінази С визначали  за

методикою [10], що грунтується на зміні напря-
му руху в агарозному гелі лужним пептидним
субстратом нейрограніном після фосфорилю-
вання протеїнкіназою С (рухається до позитив-
но зарядженого електрода, внаслідок набуття

кислих властивостей після фосфорилування).
Активність РКС виражали у кількості нейро-
граніну (в одиницях екстинкції), фосфорилова-
ного протягом 1 хв, на 1 мг білка.
Вміст заліза, 2-оксоглутарату та S-нітрозо-

тіолів у складі білків визначали спектрофото-
метричними методами [11–14]. Фрагментацію
ДНК оцінювали дифеніламіновим методом [15].
Активність ксантиноксидази та NO-синтази
визначали, як описано в [16–17].
Статистичну обробку результатів дослі-

джень і розбіжностей здійснювали за допомо-
гою t-критерію Стьюдента.
Результат вважали вірогідним при Р<0,05.

Результати дослідження та їх обговорення
У гомогенатах плацент жінок зі ЗВУР плода

рівень білка HIF-1α  виявився нижчим, ніж у
жінок контрольної групи (рис. 1). Про це свід-
чать дані вестерн-блот аналізу кожного зразка.
Цьому відповідало вірогідне зниження вмісту
заліза та підвищення 2-оксоглутарату (рис. 2).
Отже, підвищується рівень кофактора й акцеп-

Рис. 2. Вміст 2-оксоглутарату (2-ОГ) і заліза у пла-
центарній тканині жінок обстежуваних груп
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тора пролінгідроксилаз, що індукують протео-
літичну деградацію білка HIF-1α . З другого
боку, знижується вміст заліза, яке у негеміно-
вому вигляді входить до складу пролінгідро-
ксилаз. Але в даному випадку, скоріше за все,
це не відіграє важливої ролі, оскільки такий
рівень зниження кількості заліза здатний спри-
чинити лише дефіцит феропротеїнів мітохонд-
рій, таких як цитохроми а, b і с. Це призводить,
головним чином, до дисфунції мітохондрій та
може бути однією з причин апоптотичної заги-
белі клітин, за якої спостерігається деградація
білка HIF-1α.
Активність протеїнкінази ASK1 у плацентах

жінок основної групи виявилася вірогідно під-
вищеною (табл. 1), що свідчить про індукцію
МАР-кіназного апоптогенного каскаду при ЗВУР
плода. Цьому відповідало незначне зниження
активності PARP і вірогідне підвищення фраг-
ментації ДНК. Тим же часом рівень білка bcl-2
(одного з основних факторів системи антиапоп-
тозного захисту) в плацентарній тканині жінок
основної групи, за даними вестерн-блот аналізу
(див. рис. 1), виявився зниженим. Отримані дані
дозволяють говорити, що ЗВУР плода супро-
воджується інтенсифікацією процесів апоптозу
з деградацією білка bcl-2.
Активність РКС у плацентах основної гру-

пи виявилася вірогідно нижчою порівняно з
контролем, що на фоні зниження активності
PARP і підвищення рівня фрагментованої ДНК
свідчить про зменшення активності ферменту,
яке характеризується апоптотичною природою.
Інгібування ферментів групи РКС характери-
зується різноманітними ефектами, але завжди
призводить до сповільнення клітинного поділу
[18]. Отже, зниження активності РКС можна
розглядати як показник сповільнення проліфе-

ративних процесів у плацентарній тканині при
ЗВУР плода.
Активності ксантиноксидази та синтази ок-

сиду азоту в плаценті жінок зі ЗВУР плода
були вірогідно зниженими. Цьому відповідало
зниження вмісту S-нітрозотіолів у складі білків
(табл. 2). Це свідчить про зменшення пулів ак-
тивних форм кисню та азоту, що утворюють-
ся за участі даних ферментних систем і викону-
ють роль вторинних месенджерів, які регулю-
ють процеси росту й загибелі клітин.
Останнім часом накопичено велику кількість

даних щодо кисень-незалежних шляхів регу-
ляції активності HIF-1α [4]. І оксид азоту, і ак-
тивні форми кисню залучені в ці механізми ре-
гуляції. Зокрема, оксид азоту за умов нормо-
ксії здатний пригнічувати активність пролін-
гідроксилаз, отже, запобігати протеолітичній
деградації білка HIF-1α  [19]. Зниження актив-
ності досліджених ферментних систем може
бути однією з причин зменшення акумуляції
HIF-1α в плацентарній тканині при ЗВУР плода.
Загальна роль, яку відіграє HIF-1α, полягає

у клітинній адаптації до гіпоксії шляхом підви-
щення доставки кисню, зниження його витрат
та регуляції метаболічної активності клітин [6].
Виявлені нами низькі рівні HIF-1α  при ЗВУР
плода можна вважати маркером плацентарної
дисфункції/дезадаптації.

Висновки

ЗВУР плода супроводжується порушенням
активності ферментних систем, зменшенням
акумуляції білка HIF-1α в плацентарній тка-
нині, дисбалансом процесів проліферації й
апоптозу з перевагою останніх. Виявлені зміни
можуть бути основою формування плацентар-
ної дисфункції та суттєво впливати на внут-
рішньоутробний розвиток плода.
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Робота присвячена кількісній оцінці ефективності проведеного диференційованого лікування
наслідків перинатального гіпоксичного ураження ЦНС на основі клінічних проявів і стану біо-
електрогенезу. Отримані дані, з огляду на патогенетичні зміни ураження ЦНС, підтвердили, що
застосування мілдронату спричинює поліпшення нейрометаболічного забезпечення головного
мозку.
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The paper presents the quantitative evaluation of treatment of CNS perinatal hypoxia concequences,
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