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Многочисленными исследованиями установлено, что влияние на плаценту неблагоприятных воз-
действий различной природы и механизма действия приводит, как правило, к общему конечному 
результату  – недостаточности ее кровоснабжения. Одним из факторов риска развития осложне-
ний беременности с плацентарной этиологией является повышенный уровень аминокислоты го-
моцистеина в крови беременных, однако воздействие гипергомоцистеинемии  (ГГЦ) на развитие 
плаценты и, в частности, на формирование ее сосудистой сети, остается до сих пор мало изучен-
ным. Целью настоящей работы явилось исследование влияния материнской ГГЦ на экспрессию 
в плаценте крыс ангиогенных и ростовых факторов (VEGF-A, ММП-2, VEGF-B, BDNF и NGF), 
а также их рецепторов (VEGFR-2, TrkB и p75NTR). Влияние  ГГЦ изучалось в двух морфологи-
чески и функционально различных отделах  – материнской и плодной частях плаценты, на двух 
сроках развития – 14-й и 20-й дни беременности. Под влиянием материнской ГГЦ в исследуемых 
отделах плаценты наблюдалось повышение уровней маркеров окислительного стресса и апоптоза, 
а также нарушение баланса изучаемых ангиогенных и ростовых факторов, в большинстве случаев 
выражавшееся в снижении содержания белка  (VEGF-A), ферментативной активности  (ММП-2), 
экспрессии генов (VEGFB, NGF, TRKB), а также накоплении незрелых форм  (proBDNF). В  ряде 
случаев эффекты ГГЦ различались в зависимости от отдела плаценты и срока ее развития. Влия-
ние материнской ГГЦ на сигнальные пути и процессы, контролируемые изученными ангиогенны-
ми и ростовыми факторами, может приводить к неполному развитию сосудистой сети плаценты 
и снижению трансплацентарного транспорта, результатом чего являются задержка роста плода 
и нарушение развития его мозга, наблюдаемые при материнской ГГЦ.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: материнская гипергомоцистеинемия, плацента, ангиогенные факторы, нейро-
трофины.

DOI: 10.31857/S0320972523020057, EDN: QGFASA

Принятые сокращения: ГЦ – гомоцистеин; ГГЦ – гипергомоцистеинемия; МДА – малоновый диальдегид; ММП – 
матриксные металлопротеиназы; МЧП – материнская часть плаценты; ОС – окислительный стресс; ПОЛ – перекисное 
окисление липидов; ПЧП – плодная часть плаценты; ПЭ – преэклампсия; СОД – супероксиддисмутаза; BDNF – нейро-
трофический фактор мозга; NGF – фактор роста нервов; VEGF – фактор роста эндотелия сосудов.
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ВВЕДЕНИЕ

Неблагоприятные факторы во время бе-
ременности могут осуществлять негативное 
влияние на плаценту посредством различных 
механизмов. Вместе с тем общим конечным 
итогом их воздействия оказывается, как пра-

вило, недостаточное кровоснабжение плацен-
ты  [1]. Следствием нарушения плацентарного 
кровоснабжения является состояние гипоксии 
и окислительного стресса  (ОС), вызывающее 
подавление пролиферативной активности и 
увеличение клеточной гибели в различных от-
делах плаценты, что, в свою очередь, приводит 
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к задержке роста плаценты, недостаточному 
развитию ее сосудистого дерева и в итоге  – 
к  нарушению транспортной и других плацен-
тарных функций [2].

Формирование разветвленной плацентар-
ной сосудистой сети имеет решающее значе-
ние для морфологического и функционально-
го созревания плаценты, и, как следствие, для 
физиологического роста и развития плода  [3, 
4]. Процессы плацентарного васкулогенеза 
(образование сосудов de  novo) и ангиогенеза 
(удлинение и разветвление уже существующих 
сосудов) находятся под контролем ряда ангио-
генных факторов, соотношение между кото-
рыми в различных отделах плаценты на разных 
сроках беременности изменяется, обеспечивая 
скоординированную смену различных стадий 
развития сосудистой сети  [5]. Ключевым про-
ангиогенным фактором, регулирующим все 
стадии плацентарного васкуло- и ангиогене-
за, является фактор роста эндотелия сосудов 
(vascular endothelial growth factor, VEGF-A, в 
дальнейшем  – VEGF), который осуществляет 
свои эффекты во взаимодействии с другими 
ангиогенными факторами [6].

Наряду с развитием сосудистого дерева 
важную роль в обеспечении адекватного кро-
воснабжения плаценты играет процесс ремо-
делирования материнских спиральных арте-
рий, в ходе которого выстилающие их стенки 
эндотелиальные и гладкомышечные клетки 
заменяются мигрирующими клетками тро-
фобласта, благодаря чему диаметр этих сосу-
дов расширяется и приток материнской крови 
к плаценте усиливается  [7]. VEGF  совмест-
но с другими проангиогенными факторами, 
такими как матриксные металлопротеина-
зы (ММП), участвует в процессе ремоделиро-
вания, усиливая миграционные и инвазивные 
свойства клеток трофобласта [8].

Недавно было показано, что факторы се-
мейства нейротрофинов, в первую очередь 
нейротрофический фактор мозга (brain-derived 
neurotrophic factor, BDNF) и фактор роста нер-
вов (nerve growth factor, NGF), экспрессиру-
ются в плаценте и играют там роль ростовых 
факторов, ингибируя процессы апоптоза и 
усиливая пролиферацию и инвазивные спо-
собности клеток трофобласта  [9–14].  Выска-
заны предположения, что плацента является 
источником нейротрофических факторов для 
развивающегося плода  [15, 16], вследствие 
чего снижение их уровня в плаценте может 
приводить к задержке роста плода и наруше-
ниям развития его мозга [17].

Одним из основных первичных механиз-
мов, обусловливающих патологические эффекты 

гипергомоцистеинемии  (ГГЦ), то есть повы-
шенного уровня аминокислоты гомоцисте-
ин  (ГЦ) в крови, является  ОС  [18, 19]. Пред-
полагается, что активация под влиянием 
материнской  ГГЦ процессов  ОС, сопровож-
дающаяся усилением процессов апоптоза в 
плаценте, способна вызывать нарушения не-
обходимого для развития плаценты и ее сосу-
дистого дерева баланса плацентарных ангиоген-
ных и ростовых факторов [20, 21], в частности, 
за счет изменения уровня экспрессии тран-
скрипционных факторов, регулирующих экс-
прессию VEGF, ММП и других белков, вов-
леченных в процессы ангиогенеза и инвазии 
трофобласта [22].

Хотя антиангиогенные свойства ГЦ под-
тверждены во многочисленных опытах на мо-
делях in  vitro  [23–25] и in  vivo  [25–27], суще-
ствуют лишь единичные сообщения о влиянии 
ГГЦ на уровень экспрессии ангиогенных фак-
торов, а также играющих роль ростовых факто-
ров BDNF и NGF в плаценте животных и че-
ловека  [28–30]. Вызванные материнской  ГГЦ 
критические изменения структуры и функций 
плаценты могут привести к снижению транс-
плацентарного транспорта и, как следствие, 
к задержке роста плода [31]. Высказаны пред-
положения, что исходной причиной многих 
нейроповеденческих расстройств у потомства 
являются патофизиологические изменения в 
плаценте матери, сопровождающиеся нару-
шениями развития мозга плода, который осо-
бенно уязвим к последствиям плацентарной 
дисфункции [32, 33]. Эти гипотезы, до сих пор 
недостаточно подкрепленные клиническими 
и экспериментальными данными, обуслов-
ливают актуальность дальнейшего изучения 
воздействия материнской  ГГЦ на сигнальные 
пути, контролирующие морфологическое и 
функциональное созревание плаценты, в част-
ности развитие ее сосудистой сети. Выясне-
ние механизмов негативного влияния ГГЦ на 
уровне плаценты будет способствовать луч-
шему пониманию этиологии осложнений бе-
ременности и патологий развития плода, ха-
рактеризующихся повышенным уровнем ГЦ в 
крови матери и нарушениями плацентарного 
кровоснабжения, в частности, преэклампсии 
(ПЭ) и задержки внутриутробного развития 
плода  (ЗВУР)  [34, 35], а также когнитивных 
нарушений, наблюдающихся у потомства ма-
терей с ГГЦ [36–39].

В настоящей работе в экспериментах на 
самках крыс исследовано влияние материн-
ской ГГЦ на уровни маркеров ОС и апоптоза, 
проангиогенных и ростовых факторов (VEGF, 
ММП-2, VEGF-B, BDNF и NGF) и их рецеп-
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торов (VEGFR-2, TrkB и p75NTR) в плодной 
части плаценты (ПЧП), являющейся основной 
зоной обмена между кровеносными система-
ми матери и плода, а также материнской ча-
сти плаценты (МЧП), выполняющей в первую 
очередь эндокринную функцию. Исследуемые 
показатели определялись на 14-й день эмбрио-
нального развития  (Е14), соответствующий 
началу второго триместра беременности у че-
ловека и характеризующийся активацией про-
цессов ангиогенеза и миграции трофобласта в 
плаценте крыс, а также в конце беременности 
на 20-й день эмбрионального развития  (Е20, 
соответствует концу второго триместра у чело-
века), когда сосудистое русло плаценты крыс 
уже полностью сформировано.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные. Эксперимент проводили на 
62  самках крыс линии Wistar (Биопитомник 
«СМК Стезар», Владимирская обл., РФ) в воз-
расте 3–4 месяца массой 180–220 г. Животных 
содержали в виварии с искусственной венти-
ляцией и контролируемым 12-часовым циклом 
света и темноты при постоянной комнатной 
температуре. Самки крыс получали стандарт-
ный лабораторный корм и воду ad libitum. При 
проведении экспериментов соблюдались тре-
бования, сформулированные в Директивах 
Совета Европейского Сообщества (86/609/ЕЕС) 

об использовании животных для эксперимен-
тальных исследований.

Модель материнской ГГЦ. Стадии эстраль-
ного цикла у самок определяли по влагалищ-
ным мазкам. В  эксперимент отбирали са-
мок с четырехдневным эстральным циклом, 
стабильным на протяжении как минимум 
2–3  циклов. Подсадку самцов к самкам осу-
ществляли на стадии проэструса, первым днем 
беременности  (Е1) считали следующий день 
после обнаружения сперматозоидов во вла-
галищном мазке. Для создания эксперимен-
тальной материнской  ГГЦ использовали раз-
работанный нами ранее метод, основанный 
на дозированной хронической метиониновой 
нагрузке, начиная с четвертого дня беремен-
ности  (Е4) до дня, предшествующего выводу 
животных из эксперимента (Е13 или Е19) [30]. 
Экспериментальным животным ежедневно 
перорально через желудочный зонд вводи-
ли 1  мл водного раствора L-метионина, при-
готовленного ex  tempora из расчета 0,6  г/кг 
массы животного; контрольным животным в 
течение того же периода времени тем же спо-
собом вводили 1 мл воды. Эксперимент вклю-
чал 4 группы животных: контроль Е14 (n = 15), 
контроль  Е20  (n  =  15), ГГЦ  Е14  (n  =  16) 
и ГГЦ Е20 (n = 16) (рис. 1).

Подготовка ткани к анализу. На сроках бе-
ременности  E14 и  E20, через сутки после по-
следнего введения метионина, самок обеих 
групп декапитировали без анестезии и отбирали 

Рис. 1. Схема эксперимента
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кровь, слитую из туловища. Плоды и плацен-
ты извлекали и анализировали их массу. Пло-
ды декапитировали, отбирали кровь, слитую 
из туловищ, пулируя кровь от помета одной 
самки. Сыворотку крови отделяли путем цен-
трифугирования (10  мин при 2300  g). Образ-
цы сыворотки крови и ткани плаценты для 
биохимического анализа хранили при –80  °С. 
Перед началом анализа замороженную ткань 
плаценты промывали от крови в холодном 
10 мМ фосфатном буфере (pH 7,4) и разделяли 
на МЧП (базальную часть) и ПЧП (лабиринт-
ную часть). Ткани плаценты гомогенизирова-
ли в 10  мМ  фосфатном буфере (pH  7,4), цен-
трифугировали 20  мин при 16  000  g и +4  °С, 
супернатант подвергали анализу. В группах Е14 
для иммуноблоттинга и зимографии в качестве 
образцов для анализа брали пулированные 
гомогенаты  МЧП или  ПЧП от 3–4  плацент, 
в остальных случаях использовались гомоге-
наты  МЧП или  ПЧП от отдельных плацент. 
От одной самки в группу для анализа отбира-
ли 1 плаценту, в группах Е14 – 1 пулированный 
образец. Концентрацию общего белка в про-
бах оценивали по методу Бредфорда  [40] на 
спектрофотометре NanoDrop One («Thermo 
Scientific», США).

Оценка показателей окислительного стресса. 
Показатели  ОС исследовались на сроке  Е20. 
В  сыворотке крови беременных самок МЧП 
и  ПЧП оценивали перекисное окисление ли-
пидов  (ПОЛ) путем определения малоново-
го диальдегида  (МДА) по стандартной ме-
тодике с использованием тиобарбитуровой 
кислоты [41]. В тех же объектах исследования, 
а также в сыворотке крови плодов измеряли 
активность супероксиддисмутазы  (СОД) с ис-
пользованием набора Superoxide Dismutase 
Assay Kit («Cayman Chemical», США), соглас-
но инструкции производителя. Окислительная 
модификация белков исследовалась в МЧП 
и  ПЧП при помощи набора OxyBlot™ Protein 
Oxidation Detection Kit («Merck Millipore», 
США), как описано нами ранее [42].

Иммуноблоттинг. Содержание в МЧП 
и  ПЧП белков VEGF (на сроках  Е14 и  Е20), 
NGF и BDNF (на сроке Е14), каспазы-3 и кас-
пазы-8 (на  сроке  Е20) оценивали методом 
иммуноблоттинга. Образцы, содержащие по 
50  мкг белка, разделяли в 10%-ном ПААГ в 
денатурирующих условиях по  Лэммли и пе-
реносили на PVDF-мембрану («Bio-Rad», 
США). Мембраны блокировали раствором 
2%-ного бычьего сывороточного альбуми-
на («Sigma-Aldrich Chem.  Co.», США) в бу-
фере TBST  (50  мM  Tris-HCl, 150  мM  NaCl; 
0,1% (v/v) Tween 20 (pH 7,5)). Содержание бел-

ков интереса в исследуемых образцах выявля-
ли с помощью специфичных первичных анти-
тел к VEGF (Anti-VEGF rabbit  Ab, 1/1000), 
NGF (Anti-NGF rabbit  Ab, 1/1000), BDNF 
(Anti-BDNF rabbit  Ab, 1/1000) производства 
«Abcam», США и к каспазе-3 (Caspase-3 
rabbit  Ab, 1/1000) и каспазе-8 (Caspase-8 
mouse Ab, 1/1000) производства «Cell Signaling», 
США. Инкубацию проводили при +4  °С в те-
чение ночи. После инкубации с соответствую-
щими вторичными антителами козы, конъ-
югированными с пероксидазой хрена  (HRP) 
(1/1000, «Bio-Rad»), сигналы визуализировали, 
используя усиленную хемилюминесценцию 
Clarity Western ECL Substrate («Bio-Rad»). Мем-
браны сканировали в гель-документирующей 
системе ChemiDocTM Touch Imaging system 
(«Bio-Rad»), интенсивность полос определя-
ли при помощи программного обеспечения 
ImageLab. Руководствуясь существующими 
рекомендациями по процедуре нормализации 
содержания белка-мишени  [43], полученные 
данные были нормализованы по содержанию 
общего белка в геле, определяемого с приме-
нением технологии stain-free («Bio-Rad»), со-
гласно инструкции производителя.

Зимография. Оценку протеолитической 
активности ММП-2  (желатиназы) в МЧП 
и  ПЧП на сроках  Е14 и  Е20 проводили мето-
дом зимографии  [44] с собственными моди-
фикациями  [42]. При проведении анализа 
в качестве субстрата использовали желатин 
(«Sigma-Aldrich», США). Пробы, содержащие 
15–28 мкг белка, смешивали с буфером Лэмм-
ли («Bio-Rad») без нагревания, после чего 
проводили электрофорез в 10%-ном ПААГ, 
содержащем 1 мг/мл желатина, в невосстанавли-
вающих и неденатурирующих условиях. После 
проведения электрофореза гели промывали 
3  раза по  30  мин в нагретом до 37  °C  буфер-
ном растворе (50  мМ  Tris-HCl, 5 мМ  CaCl2 и 
2,5% (w/v) Triton Х-100 (pH 7,6)) для удаления 
SDS и ренатурации  ММП в геле. Затем гели 
инкубировали в течение 18  ч при 37  °C в бу-
ферном растворе (50 мМ Tris-HCl, 0,2 M NaCl, 
5  мМ  CaCl2, 1  мкМ  ZnCl2 и 0,02%  Brij-35 
(pH  7,6)) для индукции лизиса желатина. Для 
анализа активности фермента гели окрашива-
ли 0,5%-ным Кумасси бриллиантовым синим 
R-250 («Bio-Rad») и обесцвечивали в 25%-ном 
растворе этанола, содержащем 10%  уксусной 
кислоты. При этом зоны, содержащие ММП-2, 
проявлялись в виде белых полос на синем 
фоне. Количественный анализ проводили так 
же, как при оценке данных иммуноблоттинга.

Количественная ПЦР в реальном времени. 
Для анализа экспрессии генов в МЧП и ПЧП 
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на сроках  Е14 и  Е20 использовали метод ко-
личественной ПЦР в реальном времени. Вы-
деление тотальной РНК из клеток МЧП и 
ПЧП производили с использованием реагента 
ExtractRNA («Евроген», Россия) в соответствии 
с рекомендациями производителя, c модифи-
кациями. Для удаления возможной примеси 
геномной  ДНК образцы  РНК дополнительно 
подвергали ДНКазной обработке с исполь-
зованием свободной от РНКаз RQ1-ДНКазы 
(«Promega», США). Концентрацию РНК изме-
ряли с помощью спектрофотометра NanoDrop 
Lite («Thermo Fisher Scientific», США). Обрат-
ную транскрипцию выполняли с использова-
нием 1  мкг  РНК, смеси случайных 9-мерных 
и олиго-dT-праймеров («ДНК-Синтез», Россия) 
и MMLV-обратной транскриптазы («Евро-
ген»). Определение мРНК  VEGFA, VEGFB, 
KDR  (VEGFR-2), BDNF, NGF, TRKA  (NTRK1), 
TRKB  (NTRK2) и  P75NTR  (NGFR), а так-
же генов домашнего хозяйства YWHAZ  (бе-
лок активации тирозин-3-монооксигеназы/
триптофан-5-монооксигеназы, полипептид  ζ) 
и  PGK1  (фосфоглицераткиназа  1) было про-

ведено методом ПЦР в реальном времени. 
Для количественной ПЦР в реальном време-
ни готовили реакционную смесь, содержа-
щую 0,8  мкл образца кДНК; 0,75  ед. TaqM- 
полимеразы («Алкор-Био», Россия); 200  нМ 
специфических прямых и обратных прай-
меров; 100  нМ  зонда  TaqMan; 3,5  мМ  MgCl2 
и 250  мкМ  dATP/dTTP/dCTP/dGTP в  6  мкл 
общего объема 1×TaqM-реакционного буфера. 
Для анализа генов были использованы мульти-
плексные системы: VEGFA + KDR, TRKB + 
+ P75NTR, YWHAZ + PGK1. В  случае анали-
за экспрессии  BDNF, NGF, VEGFB и  TRKA 
вместо зондов использовали интеркалирую-
щий краситель 50× SYBR Green I («Евроген»). 
Также для BDNF, NGF, VEGFB и TRKA прово-
дился анализ кривых плавления. Нуклеотид-
ные последовательности праймеров и зон-
дов («ДНК-Синтез») представлены в  табл.  1. 
Реакцию проводили на амплификаторе C1000 
Touch™ Thermal Cycler с детектирующей 
системой CFX384 Touch™ Real-Time PCR 
Detection System («Bio-Rad»). Каждую про-
бу ставили в трех параллелях. Дополнительно 

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности использовавшихся праймеров и зондов

Ген Нуклеотидные последовательности (5′→3′)

VEGFA
NM_031836.3

F: AGGGTCAAAAACGAAAGCGC
R: CGCGAGTCTGTGTTTTTGCA
Зонд: ROX-CCTGGAGCGTTCACTGTGAGCCT-BHQ2

VEGFB
NM_053549.1

F: TGGTACCTCTGAGCATGGAA
R: GAGGATCTGCATTCGGACTT

KDR (VEGFR-2)
NM_013062.2

F: TTCCCGTCCTCAAAGCATCA
R: TGTACGCTGTGCAGGTGTAT
Зонд: FAM-CCCTTCCTGGGACTGTGGCAAAGA-BHQ1

BDNF
NM_001270638.1

F: CAGGTCGATTAGGTGGCTTCA
R: CATAAACCACCGACATGGAGC

NGF
NM_001277055.1

F: TGCATAGCGTAATGTCCATGTTG
R: CTGTGTCAAGGGAATGCTGAA

TRKA (NTRK1)
NM_021589.1

F: GACCCCATCCCTGTCTCCTT
R: CCACAGAGACCCCAAAAGGT

TRKB (NTRK2)
NM_012731.3

F: GACAGTCCTCTGTGGCCAGG
R: TGGCTCTCCCTGGACTCTTT
Зонд: ROX-CCCCAGCCCTGAGGTGCGCA-BHQ2

P75NTR (NGFR)
NM_012610.2

F: AGAGGGCACATACTCAGACG
R: TCGACCAGGGATCTCTTCGC
Зонд: FAM-TGCACGCCCTGGGCTGATGCTGAA-BHQ1

YWHAZ
NM_013011

F: GATGAAGCCATTGCTGAACTTG
R: GTCTCCTTGGGTATCCGATGTC
Зонд: ROX-TGAAGAGTCGTACAAAGACAGCACGC-BHQ2

PGK1
NM_053291

F: ATGCAAAGACTGGCCAAGCTAC
R: AGCCACAGCCTCAGCATATTTC
Зонд: HEX-TGCTGGCTGGATGGGCTTGGA-BHQ2
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Таблица 2. Влияние материнской гипергомоцистеинемии (ГГЦ) на массу плода и плаценты самок крыс

Срок беременности
Масса плода (мг) Масса плаценты (мг)

Контроль ГГЦ Контроль ГГЦ

Е14 174,4 ± 4,0 165,7 ± 3,1 170,1 ± 4,4 160,5 ± 5,8

Е20 4104,8 ± 92,9 3518,2 ± 60,3 *** 567,6 ± 14,6 486,7 ± 12,6 ***

Примечание. Данные представлены как среднее арифметическое и стандартная ошибка среднего (M ± SEM) от сред-
неарифметической массы всех плодов или плацент в помете каждой самки (n = 12 самок для всех групп); *** p < 0,001.

в  качестве контролей были использованы об-
разцы РНК, с которыми не проводили обрат-
ную транскрипцию, а также отрицательный 
контроль ПЦР без добавления кДНК. Отно-
сительная продукция мРНК рассчитывалась 
по методу 2–ΔΔCt [45]. Данные, полученные для 
генов интереса, нормировали по среднему гео-
метрическому значений двух генов домашнего 
хозяйства. Выбор референсных генов был обу-
словлен их участием в различных звеньях кле-

точного гомеостаза, а также тем, что их экс-
прессия достаточно стабильна в плаценте.

Статистическая обработка данных. Для вы-
явления статистически значимых различий 
данные обрабатывали с помощью программы 
STATISTICA  10.0. Для сравнения исследован-
ных показателей был использован непараме-
трический U-критерий Манна–Уитни и t-тест 
для независимых выборок. Выбор статисти-
ческого метода основывался на оценке харак-

Рис. 2. Влияние материнской гипергомоцистеинемии (ГГЦ) на показатели окислительного стресса у самок крыс и их 
плодов на 20-й день беременности (Е20). а – Уровень перекисного окисления липидов (содержание малонового диаль-
дегида, МДА) в крови беременных самок крыс (n = 8–11); б – содержание МДА в материнской (МЧП) и плодной (ПЧП) 
частях плацент (n = 10–16); в – относительный уровень окислительной модификации белка (оценен при помощи на-
бора OxyBlot™) в материнской (МЧП) и плодной (ПЧП) частях плаценты крыс (n = 10–11), ось ординат – выраженная 
в условных единицах интенсивность полос, полученных методом иммуноблоттинга, за условную единицу (у.е.) принят 
уровень окислительной модификации белка в данной части плаценты в контроле; г – репрезентативный OxyBlot про-
дуктов окислительной модификации белков в плаценте; д – активность супероксиддисмутазы (СОД) в крови беремен-
ных самок крыс и их плодов (n = 6); е – активность СОД в материнской (МЧП) и плодной (ПЧП) частях плаценты 
(n = 8). Данные представлены как среднее арифметическое и стандартная ошибка среднего (M ± SEM); * p < 0,05
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тера распределения признаков. Данные были 
проверены на нормальность распределения 
с помощью критерия Шапиро–Уилка. Рас-
чет корреляций проводили методом ранговой 
корреляции Спирмена. Критический уровень 
значимости при проверке статистических ги-
потез принимался равным 0,05. Результаты на 
рисунках и в табл. 2 представлены как среднее 
арифметическое  (M) ± стандартная ошибка 
среднего (SEM).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

На сроке беременности Е14 не было отмече-
но значительных изменений массы тела плодов 
и плаценты под влиянием материнской  ГГЦ, 
вместе с тем в конце беременности на сро-
ке Е20 наблюдалось выраженное снижение этих 
морфо метрических показателей (табл. 2).

Материнская ГГЦ приводила к повыше-
нию на сроке  Е20 уровня маркера  ПОЛ МДА 
в сыворотке крови самок крыс  (рис.  2,  а) 

и  ПЧП  (рис.  2,  б) (p  <  0,05). Под влиянием 
ГГЦ было обнаружено также увеличение сте-
пени окислительной модификации белков в 
МЧП (p < 0,05) (рис. 2, в и г). В обеих иссле-
дуемых частях плаценты отмечалась положи-
тельная корреляция между уровнем МДА и 
степенью окислительной модификации бел-
ков (МЧП: r = 0,683; p < 0,01; ПЧП: r = 0,468; 
p < 0,05). В условиях материнской ГГЦ актив-
ность одного из основных антиоксидантных 
ферментов  (СОД) на сроке  Е20 в крови мате-
рей и плодов не претерпевала значительных 
изменений  (рис.  2,  д), вместе с тем в МЧП 
наблюдалось снижение активности этого фер-
мента (p < 0,05) (рис. 2, е).

На сроке  Е20 в контроле в МЧП содержа-
ние активной расщепленной изоформы эффек-
торной каспазы-3 было сопоставимо с уровнем 
белка ее неактивного предшественника про-
каспазы-3 (рис. 3, а и д), в то время как в ПЧП 
наблюдалось значительное преобладание неак-
тивной прокаспазы-3 над ее активной формой 
(рис. 3, б и д). Под влиянием материнской ГГЦ 

Рис. 3. Влияние материнской гипергомоцистеинемии (ГГЦ) на содержание изоформ каспазы-3 и каспазы-8 в пла-
центе крыс на 20-й день беременности  (Е20). Содержание активной формы каспазы-3 (р17-фрагмент, ~17кДа) и ее 
неактивного предшественника (прокаспаза-3, ~35кДа) в материнской  (МЧП)  (а) и плодной  (ПЧП)  (б) частях пла-
центы (n = 8–11); содержание активной формы каспазы-8 (р18-фрагмент, ~18кДа) и ее неактивных предшественни-
ков (прокаспаза-8, ~57кДа; фрагмент промежуточного расщепления p43/p41, ~43/41кДа) в материнской  (МЧП)  (в) 
и плодной (ПЧП) (г) частях плаценты (n =  10–11); ось ординат – выраженная в условных единицах интенсивность 
полос, полученных методом иммуноблоттинга; за условную единицу (у.е.) принято содержание прокаспазы-3 (а и б) 
или прокаспазы-8 (в и г) в контроле; д – репрезентативный вестерн-блот изоформ каспаз-3 и -8. Данные представле-
ны как среднее арифметическое и стандартная ошибка среднего (M ± SEM); * p < 0,05

6
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содержание активной изоформы каспазы-3 
повышалось в МЧП (p < 0,05) (рис. 3, а и д) и 
не изменялось в  ПЧП (рис.  3,  б), уровень не-
активной прокаспазы-3 в обеих исследуемых 
отделах плаценты не претерпевал достоверных 
изменений. ГГЦ не оказывала влияния на со-
держание активной изоформы инициаторной 
каспазы-8  (p18) и ее предшественников (про-
каспаза-8, фрагмент p43/41) в МЧП (рис. 3, в), 
вместе с тем в  ПЧП наблюдалось повышение 
уровня прокаспазы-8 (p < 0,05) (рис. 3, г).

В МЧП достоверное снижение содержания 
белка VEGF под влиянием материнской ГГЦ 
наблюдалось только на сроке  Е20 (p  <  0,05) 
(рис.  4,  а  и  д). В ПЧП отмечалось разнона-
правленное влияние ГГЦ на уровень белка 
VEGF – снижение на сроке Е14 (p < 0,05) и по-
вышение на сроке Е20 (p < 0,01) (рис. 4, б и д). 
Материнская ГГЦ сопровож далась досто-
верным снижением активности ММП-2 в 
МЧП на обоих исследуемых сроках (p  <  0,05) 
(рис. 4, в и д), а в ПЧП – на сроке Е20 (p < 0,05) 
(рис. 4, г и д).

Под влиянием материнской ГГЦ в МЧП 
не было отмечено значительных изменений 
в экспрессии генов VEGFA, KDR  (VEGFR-2) 
и VEGFB на обоих исследуемых сроках  (Е14 
и  Е20) (рис.  5,  а). В  ПЧП при воздействии 
ГГЦ уровень экспрессии VEGFA на сроках Е14 
и  Е20 также не изменялся, вместе с тем в 
этой части плаценты на сроке  Е20 наблюда-
лось снижение экспрессии KDR  (VEGFR-2) и 
VEGFB (p < 0,05) (рис. 5, б).

На сроке беременности  Е14 под влияни-
ем материнской ГГЦ в МЧП наблюдалось по-
вышение уровня proBDNF (p  <  0,05) (рис.  6, 
a  и  е), сопровождавшееся снижением отно-
шения mBDNF/proBDNF в этой структуре 
(p  <  0,05) (рис.  6,  в). При этом не было отме-
чено изменения уровня обеих изоформ и от-
ношения mBDNF/proBDNF в ПЧП (рис.  6, 
б,  в  и  е). Содержание proNGF в МЧП и ПЧП 
при воздействии ГГЦ на сроке Е14 не изменя-
лось (рис. 6, г, д и е).

В МЧП под влиянием материнской ГГЦ 
не наблюдалось изменений в экспрессии ге нов 

Рис. 4. Влияние материнской гипергомоцистеинемии  (ГГЦ) на содержание и активность ангиогенных факторов в 
плаценте крыс. Содержание VEGF, выраженное в условных единицах, в материнской (МЧП) (а) и плодной (ПЧП) (б) 
частях плацент на 14-й (Е14) (n = 4) и на 20-й день беременности (Е20) (n = 6–9); желатиназная активность матриксной 
металлопротеиназы 2 (ММП-2) в материнской (МЧП) (в) и в плодной (ПЧП) (г) частях плаценты крыс на 14-й (Е14) 
(n = 5–6) и на 20-й день беременности (Е20) (n = 4–8); ось ординат – выраженная в условных единицах интенсив-
ность полос, полученных методом иммуноблоттинга или зимографии; за условную единицу (у.е.) принято содержание 
VEGF или активность ММП-2 в контроле; д – репрезентативный вестерн-блот VEGF (~44 кДа) и репрезентативная 
зимограмма ММП-2 (~67 кДа). Данные представлены как среднее арифметическое и стандартная ошибка среднего 
(M ± SEM); * p < 0,05, ** p < 0,01



АНГИОГЕННЫЕ ФАКТОРЫ ПЛАЦЕНТЫ 251

БИОХИМИЯ том 88 вып. 2 2023

Рис. 5. Влияние материнской гипергомоцистеинемии (ГГЦ) на уровень экспрессии генов ангиогенных факторов в пла-
центе крыс. Уровень экспрессии генов VEGFA, KDR (VEGFR-2) и VEGFB в материнской (МЧП) (а) и плодной (ПЧП) (б) 
частях плацент крыс на 14-й (Е14) и 20-й (Е20) дни беременности (n = 4–8). Данные представлены как среднее арифме-
тическое и стандартная ошибка среднего (M ± SEM); * p < 0,05

Рис. 6. Влияние материнской гипергомоцистеинемии  (ГГЦ) на содержание нейротрофинов в плаценте крыс. 
Содержание изоформ proBDNF и mBDNFв материнской (МЧП) (а) и плодной (ПЧП) (б) частях плацент и отношение 
mBDNF/proBDNF (в) на 14-й день беременности  (Е14) (n = 14–15); содержание изоформы proNGF в материнской 
(МЧП) (г) и плодной (ПЧП) (д) частях плацент на 14-й день беременности (Е14) (n = 13–15); ось ординат – выражен-
ная в условных единицах интенсивность полос, полученных методом иммуноблоттинга; за условную единицу  (у.е.) 
принято содержание proBDNF (а и б) или proNGF (г и д) в контроле; е – репрезентативный вестерн-блот proBDNF 
(~29 кДа), mBDNF (~14 кДа) и proNGF (~31 кДа). Данные представлены как среднее арифметическое и стандартная 
ошибка среднего (M ± SEM); * p < 0,05 по сравнению с контрольной группой

BDNF, NGF и  TRKB на обоих исследуемых 
сроках (Е14 и Е20) (рис. 7, а). В ПЧП в группе 
ГГЦ экспрессия генов  NGF и  TRKB оказалась 
сниженной на сроке Е20 (p < 0,05) (рис. 7, б), 
в то время как уровень экспрессии BDNF и 

P75NTR в этом отделе плаценты при воздей-
ствии ГГЦ не изменялся (рис.  7,  б). Экспрес-
сия гена  TRKA в обеих частях плаценты не 
была выявлена ни в одной из исследуемых 
групп животных.

6*
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Рис. 7. Влияние материнской гипергомоцистеинемии  (ГГЦ) на уровень экспрессии генов нейротрофинов и их ре-
цепторов в плаценте крыс. Уровень экспрессии генов BDNF, NGF и рецептора TRKB  (NTRK2) в материнской части 
плаценты (МЧП)  (а), а также уровень экспрессии генов BDNF, NGF и рецепторов TRKB  (NTRK2), P75NTR  (NGFR) 
в плодной части плаценты крыс (ПЧП) (б) на 14-й (Е14) и 20-й (Е20) дни беременности (n = 4–8). Данные представле-
ны как среднее арифметическое и стандартная ошибка среднего (M ± SEM); * p < 0,05

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В ряде клинических и экспериментальных 
исследований было отмечено, что материнская 
ГГЦ вызывает задержку роста плода у челове-
ка и животных [31, 46, 47]. Полученные нами в 
настоящей работе и в предыдущих исследова-
ниях  [30] данные подтверждают эти наблюде-
ния и дополняют их тем, что снижение массы 
плодов крыс под влиянием ГГЦ в нашей мо-
дели происходит не в период органогенеза, за-
вершающийся к сроку беременности  Е14  [8], 
а на этапе усиленного роста плода в период 
с Е14 по Е20. В этот же период, когда в физио-
логических условиях происходит значитель-
ное увеличение содержащего сосуды матери 
и плода лабиринтного слоя плаценты  [48], 
в  группе с воздействием  ГГЦ нами наблюда-
лась задержка роста плаценты, приводящая к 
уменьшению ее массы, возможно, за счет сни-
жения толщины ее лабиринтного слоя.

Одним из основных механизмов токсиче-
ских эффектов ГГЦ, как в отношении сердечно- 
сосудистой системы, так и ЦНС, является ОС, 
обусловленный усилением продукции актив-
ных форм кислорода и снижением активно-
сти основных антиоксидантных систем  [49]. 
Развитие  ОС и активация процессов апоптоза 
в системе мать–плацента–плод под влиянием 
материнской  ГГЦ изучалось в основном в от-
ношении мозга плода [30, 50, 51], обладающего 
повышенной чувствительностью к свободнора-
дикальному окислению и низкой активностью 
антиоксидантной защиты  [52]. В  предыдущих 
исследованиях было показано, что материн-
ская  ГГЦ вызывает повышение уровня  ПОЛ, 

окислительной модификации  ДНК, снижение 
активности одного из важнейших антиокси-
дантных ферментов, СОД, и общей антиокис-
лительной активности в мозге новорожденных 
крысят [50, 53].

Плацента представляет собой особый и до 
сих пор малоизученный объект воздействия 
ГГЦ, основную клеточную массу ее состав-
ляют клетки трофобласта, отличающиеся по 
своим свойствам от клеток сосудов и нейро-
нальных клеток, в отношении которых в ос-
новном изучались токсические эффекты  ГЦ. 
По  нашим сведениям, изучение непосред-
ственного влияния материнской ГГЦ на по-
казатели  ОС, антиоксидантной защиты и на 
пути активации апоптоза в ткани плаценты 
in vivo до сих пор не проводилось, хотя подоб-
ные показатели в плаценте человека исследо-
вались при состоянии ПЭ [20, 21]. Также в ряде 
исследований in  vitro было обнаружено усиле-
ние процессов апоптоза клеток трофобласта 
под влиянием высоких концентраций  ГЦ  [54, 
55]. На развитие ОС в организме матери в на-
ших экспериментальных условиях указывает 
интенсификация  ПОЛ в материнской крови. 
При  изучении воздействия ГГЦ на плаценту 
нами было отмечено увеличение ПОЛ в ПЧП 
и усиление окислительной модификации бел-
ков в МЧП. Несмотря на то что повышение 
уровня МДА в МЧП и степени окислительной 
модификации белков в ПЧП не достигало тре-
буемого уровня значимости, при анализе кор-
реляционных зависимостей как в  МЧП, так и 
в ПЧП отмечалась положительная корреляция 
между этими двумя маркерами  ОС. Получен-
ные результаты дают возможность полагать, 
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что материнская  ГГЦ вызывает  ОС в плацен-
те. Отмеченная разная чувствительность к ОС 
маркеров ПОЛ и окислительной модификации 
белков в двух исследованных частях плаценты 
может объясняться различиями их морфоло-
гической структуры, определяющей степень 
доступности ГЦ тем или иным клеткам, а так-
же неодинаковым липидным и белковым со-
ставом клеток в МЧП и ПЧП. В крови матерей 
и плодов, а также в ПЧП под влиянием ГГЦ 
не наблюдалось повышения активности  СОД, 
а  в  МЧП уровень активности  СОД даже сни-
жался, что может указывать на отсутствие 
активации или даже снижение активности 
антиоксидантной системы. Следует отметить, 
что во многих исследованиях под действи-
ем  ГГЦ отмечалось сходное снижение уровня 
общей антиоксидантной защиты, однако влия-
ние  ГГЦ на экспрессию генов, уровень бел-
ка и активность отдельных антиоксидантных 
ферментов в различных тканях не носило од-
нонаправленного характера [56]. Можно пред-
положить, что спектр индуцируемых под влия-
нием  ГГЦ активных форм кислорода в  МЧП 
и ПЧП различается, в связи с чем в их устра-
нении принимают преимущественное участие 
различные антиоксиданты и антиоксидантные 
ферменты. Для более полного изучения меха-
низмов развития ОС и нитрозативного стресса 
в плаценте при материнской ГГЦ необходимо 
в дальнейшем провести исследования более 
широкого диапазона маркеров окислительного 
повреждения макромолекул и показателей ан-
тиоксидантной защиты, изучив также влияние 
ГГЦ на продукцию и биодоступность оксида 
азота как фактора, играющего важную роль 
в процессах плацентарного ангиогенеза [57].

Полученные в данном исследовании ре-
зультаты впервые показали, что материнская 
ГГЦ, наряду со стимулированием  ОС, спо-
собна вызывать активацию процессов апоп-
тоза в плаценте грызунов. Увеличение в МЧП 
содержания активной формы эффекторной 
каспазы-3 и отсутствие повышения актив-
ной формы инициаторной каспазы-8 позво-
ляет предполагать, что активация апоптоза 
в данном случае происходит по внутреннему 
митохондриальному пути, как уже было отме-
чено в отношении воздействия ГЦ на клетки 
мозга  [58]. Повышение уровня активной кас-
пазы-3 в сочетании с данными о повышении 
окислительной модификации белков и сниже-
нии уровня активности СОД в МЧП указыва-
ют на связь между ОС и активацией процессов 
апоптоза в данном отделе плаценты. Усиление 
под влиянием ГГЦ ОС, запускающего процес-
сы апоптоза, может приводить к гибели проду-

цирующих ангиогенные и ростовые факторы 
клеток плаценты, тем самым вызывая сниже-
ние уровня и нарушение необходимого для 
нормального формирования плацентарной со-
судистой сети баланса этих факторов.

К наиболее вероятным механизмам не-
гативного воздействия материнской  ГГЦ на 
функциональное состояние плаценты относят 
нарушения плацентарного васкуло- и ангио-
генеза  [21, 26, 27, 59]. Как отмечалось выше, 
этому могут способствовать инициируемые 
ГГЦ процессы ОС и апоптоза в плаценте, спо-
собные вызывать нарушения морфологиче-
ского созревания плацентарной сосудистой 
сети  [20–22]. На  наличие у ГЦ антиангиоген-
ных эффектов указывают и его васкулотокси-
ческие свойства, характеризующиеся разви-
тием в эндотелиальных клетках ОС и стресса 
эндоплазматического ретикулума, уменьше-
нием биодоступности продуцируемого этими 
клетками оксида азота, а также снижением ко-
личества эндотелиоцитов вследствие их апоп-
тотической гибели, что приводит к развитию 
эндотелиальной дисфункции [49, 60]. Косвен-
ным доказательством возможного негативного 
воздействия повышенного уровня ГЦ в кро-
ви матери на ангиогенез в плаценте служит 
тот факт, что ГГЦ рассматривается в качестве 
фактора риска развития  ПЭ и  ЗВУР  [61, 62], 
этиология которых, как предполагают, связа-
на с неполным формированием сосудистой 
сети плаценты и нарушением ремоделиро-
вания материнских спиральных артерий  [34, 
35]. Вместе с тем исследования, в которых бы 
изучалось воздействие ГГЦ на уровень ангио-
генных факторов и процессы ангиогенеза 
непосредственно на уровне плаценты, край-
не немногочисленны. В  модели материн-
ской  ГГЦ, вызванной диетой с дефицитом 
фолатов, у  бе ременных самок мышей на сро-
ке  E6–E8 (после имплантации, но до образо-
вания плаценты) в материнской децидуальной 
оболочке наблюдалось снижение экспрессии 
на уровне мРНК и белка ангиогенных факто-
ров VEGF, VEGFR-2 и плацентарного факто-
ра роста  (PlGF), сопровождавшееся задерж-
кой децидуального ангиогенеза  [59]. В  другой 
работе, выполненной также на самках мы-
шей, было показано снижение уровня мРНК 
и белка VEGF в цельной плаценте на сро-
ке E17,5 после однократного введения ГЦ [28]. 
На  модели экстраэмбриональной сосудистой 
сети куриного эмбриона было показано ин-
гибирующее воздействие ГЦ на васкуло- и 
ангиогенез, сопровождающееся снижением 
экспрессии генов и уровня белков VEGF 
и VEGFR-2 [26, 27].



АРУТЮНЯН и др.254

БИОХИМИЯ том 88 вып. 2 2023

В настоящей работе было впервые изуче-
но влияние хронической материнской ГГЦ на 
уровень  VEGF в различных функциональных 
частях плаценты на разных сроках ее фор-
мирования. Полученные данные позволяют 
предположить, что эффект  ГГЦ может разли-
чаться в зависимости от срока беременности 
и исследуемого отдела плаценты. При воздей-
ствии ГГЦ на сроке  Е14 нами наблюдалось 
снижение уровня  VEGF в  ПЧП и отсутствие 
значительных изменений содержания этого 
фактора в МЧП, в то время как к концу бере-
менности, на сроке Е20, снижение содержания 
VEGF в МЧП сопровождалось повышением 
его уровня в  ПЧП. Возможными причинами 
различий в характере изменений уровня VEGF 
под действием  ГГЦ в двух исследованных от-
делах плаценты могут являться как различие 
функций, которые, как предполагается, вы-
полняет VEGF в МЧП и ПЧП [3, 63], так и из-
менение характера проангиогенного действия 
VEGF на разных сроках созревания плацен-
ты [64], что подробнее обсуждается ниже.

Зрелая плацента грызунов представле-
на двумя морфологически и функционально 
различными зонами. Находящаяся в непо-
средственной близости к плоду лабиринтная 
часть плаценты (ПЧП) содержит сосуды мате-
ри и плода и является основной зоной транс-
плацентарного обмена. Прилегающая к ней 
с материнской стороны базальная губчатая 
часть или спонгиотрофобласт  (МЧП) гораз-
до менее васкуляризирована, содержит только 
сосуды матери и играет, как предполагается, 
эндо кринную роль  [1]. Синтезируемый в ПЧП 
клетками трофобласта и эндотелия VEGF яв-
ляется ключевым фактором развития плацен-
тарной сети в данном отделе плаценты [5, 65]. 
Предполагается, что  VEGF, синтезируемый 
в  МЧП, осуществляет в большей степени эн-
докринную функцию либо непосредствен-
но, высвобождаясь в материнский кровоток, 
либо путем влияния на эндокринную актив-
ность клеток трофобласта  [63]. Характер ан-
гиогенного действия VEGF в плаценте в про-
цессе ее развития изменяется. У  человека в 
первом триместре беременности VEGF ини-
циирует формирование первичной плацен-
тарной сосудистой сети; во втором тримес-
тре он, наряду с другими проангиогенными 
факторами, индуцирует разветвление пер-
вичных сосудов; в последнем же триместре 
разветвляющее действие VEGF ингибирует-
ся, что приводит к удлинению сформирован-
ных сосудов и увеличению площади обмена 
питательными веществами между матерью 
и плодом [3, 4].

Срок беременности  Е14 у грызунов со-
ответствует началу второго триместра бере-
менности у человека и характеризуется завер-
шением процессов органогенеза и началом 
интенсивного роста плода. К  этому сроку 
МЧП является уже полностью сформирован-
ной, в ПЧП же процессы пролиферации и 
ангиогенеза активно продолжаются вплоть до 
последних дней внутриутробного развития, 
что позволяет адаптировать плацентарную 
кровеносную систему ко все возрастающим 
потребностям плода в кислороде и питатель-
ных веществах  [7, 48, 66]. Усиленный рост 
ПЧП в период Е14–Е20 отражается на соот-
ношении обеих зон плаценты: если на сро-
ке Е14 МЧП и ПЧП сопоставимы по толщине, 
то к концу беременности (Е21) толщина ПЧП 
значительно превосходит толщину МЧП  [48]. 
В этот период в ПЧП происходит как удлине-
ние сосудов, так и их усиленное ветвление [66, 
67], сопровождающееся значительным изме-
нением экспрессии генов, в том числе контро-
лирующих ангиогенез [68]. Получены данные, 
что в плаценте крыс на сроке Е14 наблюдается 
повышение экспрессии гена  VEGF по сравне-
нию с  Е10, а к сроку  Е19 уровень экспрессии 
VEGF и VEGFR-1 (FLT-1) снижается [64], в дру-
гом исследовании показано, что экспрессия 
VEGF между  Е17 и  Е20 не претерпевает зна-
чительных изменений [68]. Следует предполо-
жить, что в период Е14–Е17 VEGF принимает 
наиболее важное участие в процессах плацен-
тарного ангиогенеза, к сроку же окончания 
беременности (Е20), когда плацентарное сосу-
дистое дерево практически сформировано, его 
значение, как ангиогенного фактора, в ПЧП 
снижается. Другими активно начинающими-
ся в период  Е13–Е14 процессами, в которых 
VEGF, наряду с ММП, играет важную роль, 
является миграция клеток трофобласта и ре-
моделирование материнских спиральных арте-
рий, необходимые для усиления кровоснабже-
ния плода [7, 48, 64].

Отмеченное нами снижение под воздей-
ствием ГГЦ уровня VEGF в ПЧП на сроке Е14, 
в ключевой момент для процессов формирова-
ния разветвленной сосудистой сети и ремоде-
лирования материнских спиральных артерий, 
согласуется с данными других исследова-
ний  [28, 59]. Повышение под влиянием мате-
ринской ГГЦ уровня VEGF в ПЧП на конеч-
ном сроке беременности  (Е20) могло явиться 
компенсаторной реакцией на недостаточное 
формирование разветвленной плацентарной 
сосудистой сети и возникающие вследствие 
него нарушения плацентарного кровообраще-
ния и гипоксию  [35, 69], а также ответом на 



АНГИОГЕННЫЕ ФАКТОРЫ ПЛАЦЕНТЫ 255

БИОХИМИЯ том 88 вып. 2 2023

отмеченное снижение экспрессии рецептора 
KDR  (VEGFR-2) в этой части плаценты. Уве-
личение содержания VEGF в ПЧП может быть 
также связано с повышением уровня стимули-
рующих экспрессию VEGF провоспалительных 
цитокинов  [70], отмеченным нами ранее при 
воздействии ГГЦ в этой зоне плаценты [30].

Наблюдавшееся при воздействии ГГЦ сни-
жение уровня VEGF в МЧП на  Е20 могло 
оказаться следствием уменьшения количества 
продуцирующих VEGF клеток, в частности, 
гигантских клеток трофобласта  [71], и/или 
снижения в них синтеза VEGF вследствие от-
меченной нами активации ОС и апоптоти-
ческих процессов в данном отделе плаценты. 
С  другой стороны, снижение уровня VEGF, 
обладающего антиапоптотической активно-
стью  [21], могло внести вклад в наблюдаемую 
в МЧП активацию процессов апоптоза. Роль 
VEGF в МЧП пока мало исследована, но, ис-
ходя из гипотезы, что VEGF, синтезируемый 
в МЧП, может высвобождаться в кровь матери 
и сигнализировать материнскому организму 
о функциональном состоянии плаценты  [63], 
можно предположить, что снижение уров-
ня VEGF в МЧП с последующим возможным 
уменьшением его секреции в кровь матери яв-
ляется одним из сигналов материнскому ор-
ганизму о нарушении развития плаценты под 
влиянием ГГЦ.

VEGF усиливает экспрессию и активность 
ММП-2 и -9, которые разрушают внеклеточ-
ный матрикс, освобождают от заякоривания 
клетки эндотелия и трофобласта, позволяя им 
мигрировать, и посредством этих механизмов 
участвуют в процессах развития плаценты, 
плацентарного ангиогенеза, инвазии трофоб-
ласта и ремоделирования плацентарных ар-
терий  [8, 26, 65, 72–74]. Предполагается, что 
ММП совместно с VEGF вовлечены в патоге-
нез плацентарных осложнений беременности, 
связанных с нарушением ангиогенеза, в част-
ности, ПЭ  [72]. Данные о влиянии ГЦ на со-
держание и ферментативную активность ММП 
в плаценте немногочисленны и неоднозначны: 
в культуре клеток цитотрофобласта человека 
ГЦ  вызывал снижение синтеза и активности 
ММП-2 и -9  [75], в то время как в плаценте 
женщин с преждевременными родами и лег-
кой ГГЦ уровень белка ММП-2 и -9 оказал-
ся повышенным  [29]. Возможность разнона-
правленного воздействия ГЦ на желатиназную 
активность ММП-2 подтверждено в опытах 
in vitro, показавших, что эффект ГЦ зависит от 
молярного соотношения ГЦ к ММП-2  – при 
молярном соотношении ГЦ/ММП-2 в преде-
лах 1/1-100/1 наблюдается активация неактив-

 ной формы предшественника проММП-2, при 
повышении уровня ГЦ (молярное соотноше-
ние ГЦ/ММП-2  большее  1000/1) происходит 
ингибирование активной формы ММП-2 [76].

В данной работе нами впервые было изу-
чено влияние ГЦ на активность ММП в пла-
центе крыс и показано, что под влиянием 
материнской ГГЦ в обеих изученных частях 
плаценты наблюдается снижение активности 
ММП-2, особенно четко проявляющееся в 
МЧП на обоих изучаемых сроках беременно-
сти (Е14 и Е20). Снижение активности ММП-2 
в плаценте может являться следствием прямо-
го ингибирующего воздействия высоких кон-
центраций  ГЦ  [76], а также быть связано с 
уменьшением уровня  VEGF, которое в  МЧП 
совпадает со снижением активности ММП-2, 
а в  ПЧП  – предшествует этому снижению. 
Характерно, что сходное снижение уровней 
VEGF и ММП-2 в децидуальной оболочке и 
плаценте мышей, сопровождавшееся наруше-
нием плацентарного ангиогенеза и задержкой 
роста плода, наблюдалось при пренатальном 
воздействии алкоголя, который, подобно  ГЦ, 
способен индуцировать развитие ОС [65, 77].

Фактор VEGF-B, связывающийся с рецеп-
тором VEGFR-1 (Flt-1), по-видимому, имеет не 
столь решающее значение для развития плода, 
как  VEGF. Выключение у мышей гена  VEGFB 
не вызывало серьезных отклонений в разви-
тии, в то время как инактивация гена VEGFA 
приводила к эмбриональной гибели на сроке 
E11–E12  [6, 78]. Возможная ангиогенная роль 
фактора  VEGF-B в плаценте остается невы-
ясненной, вместе с тем отмечено, что уровень 
белка  VEGF-B, наряду с ключевыми ангио-
генными факторами VEGF и  PlGF, в плацен-
те мышей снижается в модели задержки роста 
плода, вызванного гиперэкспрессией sFlt-1, 
являющегося антагонистом  VEGF  [79]. Уста-
новлено, что VEGF-B  может выполнять анти-
оксидантные функции, повышая активность 
ключевых антиоксидантных ферментов  [80]. 
Отмеченное нами снижение экспрессии фак-
тора  VEGFB в  ПЧП на сроке  Е20 может быть 
связано как с нарушениями ангиогенеза, так 
и с наблюдаемым под влиянием материн-
ской ГГЦ снижением уровней антиоксидантов 
и общей антиоксидантной защиты [53].

В процессе развития нейротрофины BDNF 
и NGF, помимо своей основной роли регуля-
торов жизненно значимых процессов роста и 
дифференциации нейронов ЦНС, выполняют 
также проангиогенную функцию, усиливая 
пролиферацию и миграцию клеток эндоте-
лия  [9, 81–83]. Предполагается, что в плацен-
те человека и грызунов нейротрофины, так же 
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как и в  ЦНС, выступают в качестве важных 
ростовых и проангиогенных факторов  [9, 
13, 84–87]. BDNF, NGF и их специфические 
рецепторы TrkB и  TrkA, а также рецептор 
p75NTR, с которым селективно связываются 
предшественники нейротрофинов proBDNF 
и  proNGF, обнаруживаются на уровне белка 
и/или мРНК как в материнских децидуаль-
ных и эндотелиальных клетках, так и в клетках 
трофобласта и эндотелия сосудов плода [10, 11, 
13, 14, 88–93]. Показано, что активация сиг-
нального пути BDNF/TrkB усиливает проли-
ферацию и дифференциацию клеток трофоб-
ласта и снижает в них уровень апоптоза  [10, 
92], в том числе вызванного ОС [11]. Установ-
лено участие системы NGF в формировании 
плаценты и становлении иммунологической 
толерантности матери к плоду  [93, 94], хотя 
сигнальные пути и механизмы, обеспечиваю-
щие эффекты NGF в плаценте, остаются не-
достаточно выясненными. Также остается не-
изученной самостоятельная сигнальная роль в 
плаценте предшественников нейротрофинов 
proBDNF и  proNGF, способных в  ЦНС через 
рецептор  p75NTR оказывать антипролифера-
тивное и проапоптотическое действие [95, 96]. 
Поэтому изучение роли нейротрофинов в пла-
центе и их взаимодействия с плацентарными 
ангиогенными факторами оставляет широкое 
поле для дальнейших исследований [9].

Ранее нами было показано, что материн-
ская ГГЦ приводит к увеличению на сроке Е20 
содержания предшественников нейротрофи-
ческих факторов proBDNF (29 кДа) и proNGF 
(31 кДа) в МЧП и ПЧП при неизменном уров-
не зрелой изоформы mBDNF (14  кДа), что 
могло явиться следствием как усиления син-
теза этих нейротрофинов, так и нарушения 
процессинга их незрелых форм  [30]. В  каче-
стве продолжения предыдущего исследования 
в данной работе было изучено влияние  ГГЦ 
на содержание белков proBDNF, mBDNF и 
proNGF на сроке  Е14, а также на экспрессию 
генов изучаемых нейротрофинов и их рецеп-
торов на сроках Е14 и Е20 в МЧП и ПЧП. Под 
влиянием материнской ГГЦ в МЧП на сро-
ке  Е14 отмечалось повышение содержания 
proBDNF, аналогичное наблюдавшемуся на 
сроке Е20 в МЧП и ПЧП [30]. Отсутствие зна-
чительных изменений экспрессии гена  BDNF 
в обеих исследованных частях плаценты под 
влиянием материнской ГГЦ, а также повыше-
ние уровня proBDNF и снижение отношения 
mBDNF/proBDNF в  МЧП дают основание 
предположить, что в данном случае материн-
ская  ГГЦ вызывает замедление расщепления 
proBDNF с образованием mBDNF. Это пред-

положение косвенно подтверждается и на-
блюдаемым снижением при воздействии  ГГЦ 
активности ММП-2, поскольку известно, что 
ММП, наряду с другими протеазами, участвуют 
в расщеплении незрелых форм нейротрофи-
нов  [97]. Кроме того, показано, что состояние 
ОС вызывает окислительную модификацию 
белков proBDNF и proNGF, препятствующую 
их процессингу при участии протеаз [98].

В отношении экспрессии NGF в плаценте 
грызунов имеются скудные и неоднозначные 
данные. У  мышей на ранних сроках беремен-
ности  (Е7,5–Е12,5) экспрессия мРНК  NGF и 
рецептора TRKA отмечалась только в материн-
ской децидуальной оболочке, но не в тканях 
плаценты, вместе с тем клетки трофобласта 
экспрессировали рецептор P75NTR и подвер-
гались трансформации в гигантские клетки 
под воздействием  NGF, вследствие чего авто-
ры предположили, что на дифференциацию 
этих клеток оказывает влияние NGF материн-
ского происхождения  [93, 94]. В  подтвержде-
ние этих данных в нашем исследовании так-
же не наблюдалась экспрессия  TRKA в обеих 
изученных частях плаценты, вместе с тем 
в  ПЧП обнаруживалась экспрессия  P75NTR. 
В  ряде работ белок NGF определялся в цель-
ной плаценте крыс на поздних сроках бере-
менности  (Е16–Е21)  [15, 99, 100], однако его 
содержание в отдельных частях плаценты не 
было изучено. В  данной работе, наряду с на-
шим предыдущим исследованием  [30], впер-
вые было исследовано содержание изоформы 
белка proNGF (31  кДа) в  МЧП и  ПЧП. В  на-
ших экспериментальных условиях зрелая фор-
ма mNGF (13,5  кДа) в обеих частях плаценты 
не обнаруживалась. Следует отметить, что 
в  ЦНС и периферических тканях mNGF яв-
ляется минорной изоформой этого нейротро-
фина и не всегда определяется, основную же 
часть пула NGF составляет именно proNGF, 
который способен оказывать сходные со зре-
лой формой mNGF эффекты  [95]. С  другой 
стороны, в ЦНС proNGF через рецептор p75NTR 
может усиливать процессы апоптоза, поэтому 
предполагается, что характер действия этого 
нейротрофина определяется соотношением 
рецепторов TrkA и  p75NTR в клетке  [95]. По-
скольку ранее нами было отмечено повыше-
ние под влиянием материнской  ГГЦ уровня 
белка proNGF в обеих частях плаценты на сро-
ке E20 [30], а в настоящем исследовании было 
показано отсутствие экспрессии TRKA в МЧП 
и ПЧП при наличии экспрессии P75NTR, 
можно предположить, что повышение уров-
ня изоформы proNGF может вносить вклад 
в усиление процессов апоптоза в плаценте. 
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На сроке Е14 изменений уровня белка proNGF 
в МЧП и ПЧП под действием ГГЦ не наблю-
далось, экспрессия гена  NGF также значи-
тельно не изменялась, вместе с тем на более 
позднем сроке (Е20) в ПЧП происходило сни-
жение экспрессии гена  NGF при неизменном 
уровне его экспрессии в  МЧП. Повышение 
содержания белков BDNF и NGF в различных 
отделах плаценты при отсутствии изменений 
экспрессии их мРНК было показано в усло-
виях ПЭ  [89, 90], что предполагает наличие 
посттранскрипционных механизмов измене-
ния содержания этих нейротрофинов. Другим 
объяснением их повышенного содержания в 
плаценте при отсутствии увеличения или даже 
снижении уровня экспрессии соответствую-
щих генов является предполагаемая возмож-
ность транспорта нейротрофинов в плаценту 
из организма матери [15, 16, 87, 93, 94].

В ПЧП на сроке  Е20 наблюдалось сни-
жение уровня экспрессии гена рецептора 
BDNF  TRKB. Уменьшение количества рецеп-
торов  TrkB при неизменном уровне mBDNF 
может привести к снижению активности сиг-
нального пути BDNF/TrkB, что может нега-
тивно повлиять на процессы ангиогенеза, вы-
зывая в эндотелиальных клетках активацию 
апоптоза и снижение экспрессии рецептора 
KDR (VEGFR-2) [83], которое на уровне мРНК 
наблюдалось и в нашем исследовании. В пред-
шествующих работах было показано, что инги-
бирование сигналинга BDNF/TrkB приводит к 
уменьшению толщины лабиринтного слоя, веса 
плаценты и плода, а также активации апоптоза 
во всех отделах плаценты [10]. Усилению апоп-
тоза может способствовать и повышение уров-
ня предшественника proBDNF, через рецеп-
тор p75NTR оказывающего проапоптотическое 
действие  [96]. Поэтому наблюдаемые нами в 
условиях материнской ГГЦ снижение веса пла-
центы и активация процессов апоптоза могут 
являться следствием воздействия ГЦ на сиг-
нальные пути BDNF в плаценте.

Полученные нами данные позволяют утвер-
ждать, что материнская ГГЦ оказывает воздей-
ствие на ряд проангиогенных и ростовых фак-
торов в плаценте (VEGF-A, ММП-2, VEGF-B, 
BDNF и NGF), причем эффекты ГГЦ варьиру-

ют в зависимости от морфологического и функ-
ционального отдела плаценты и срока ее раз-
вития. Выявленное нарушение баланса проан-
гиогенных и ростовых факторов в плаценте под 
влиянием  ГГЦ может привести к замедлению 
ее роста и нарушениям процессов плацентар-
ного ангиогенеза. В  свою очередь, снижение 
поступления питательных веществ и кислоро-
да от матери к плоду, являющееся следствием 
неполного развития плацентарной сосудистой 
сети, может служить одной из причин отмеча-
емых при материнской  ГГЦ нарушений раз-
вития мозга плода и снижения когнитивных 
функций потомства.
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IMBALANCE OF ANGIOGENIC AND GROWTH FACTORS 
IN THE PLACENTA IN MATERNAL HYPERHOMOCYSTEINEMIA

A. V. Arutjunyan1*, G. O. Kerkeshko1, Yu. P. Milyutina1,2, A. D. Shcherbitskaia1,3, 
I. V. Zalozniaia1, A. V. Mikhel1, D. B. Inozemtseva1, D. S. Vasilev1,3, 

A. A. Kovalenko3, and I. Yu. Kogan1
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Numerous studies have shown that various adverse factors of different nature and action mechanisms 
have similar negative inf luence on placental angiogenesis, resulting in insufficiency of placental blood 
supply. One of the risk factors for pregnancy complications with placental etiology is an increased level of 
homocysteine in the blood of pregnant women. However, the effect of hyperhomocysteinemia (HHcy) on 
the development of the placenta and, in particular, on the formation of its vascular network is at present 
poorly understood. The aim of this work was to study the effect of maternal HHcy on the expression of 
angiogenic and growth factors (VEGF-A, MMP-2, VEGF-B, BDNF, NGF), as well as their receptors 
(VEGFR-2, TrkB, p75NTR), in the rat placenta. The effects of HHcy were studied in the morphologically 
and functionally different maternal and fetal parts of the placenta on the 14th and 20th day of pregnancy. 
The maternal HHcy caused increase in the levels of oxidative stress and apoptosis markers accompanied 
by an imbalance of the studied angiogenic and growth factors in the maternal and/or fetal part of the 
placenta. The inf luence of maternal HHcy in most cases manifested in a decrease in the protein content 
(VEGF-A), enzymatic activity (MMP-2), gene expression (VEGFB, NGF, TRKB), and accumulation of 
precursor form (proBDNF) of the studied factors. In some cases, the effects of HHcy differed depending 
on the placental part and stage of development. The inf luence of maternal HHcy on signaling pathways and 
processes controlled by the studied angiogenic and growth factors could lead to incomplete development of 
the placental vasculature and decrease in the placental transport, resulting in fetal growth restriction and 
impaired fetal brain development.
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