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Περίληψη

Εισαγωγή: Η ενδομήτρια υπολειπόμενη ανάπτυξη (ΕΥΑ) οδηγεί σε αυξημένη περιγεννητική νοσηρότη-

τα και θνητότητα και σχετίζεται με παθολογική πλακουντοποίηση. Η έγκαιρη και κατάλληλη διαφορο-

ποίηση των πολυδύναμων κυττάρων στη χοριακή τροφοβλάστη, που ελέγχεται από την υποξία, είναι

κρίσιμη για την ομαλή πλακουντοποίηση. Οι HIFs (Hypoxia Inducible Factors) είναι μεταγραφικοί πα-

ράγοντες που έχουν ρόλο στην κυτταρική και συστηματική απάντηση στην υποξία, μέσω ρυθμίσεως του

μεταβολισμού, του κυτταρικού κύκλου, της αγγειογένεσης και της απόπτωσης. Mελετήσαμε τη συσχέ-

τιση των μονοπατιών της υποξικής απάντησης σε χοριακές λάχνες σε κυήσεις με ΕΥΑ με τον ποσοτικό

προσδιορισμό της πλακουντιακής έκφρασης των HIF-1a, HIF-2a, ARNT (aryl-hydrocarbon-receptor-

nuclear-translocator) και PHD-3 (Prolyl Hydroxylation Domains-3).

Υλικά και μέθοδος: Έγινε συλλογή ιστοτεμαχίων πλακούντα από 20 κυήσεις με ΕΥΑ και από 20 φυσιο-

λογικές κυήσεις. Μετά από εκχύλιση του mRNA και δημιουργία cDNA, εφαρμόστηκε τεχνική quantita-

tive Real-Time Polymerase Chain Reaction (qRT-PCR) με χρησιμοποίηση ειδικά σχεδιασμένων εκκινη-

τών για τον ποσοτικό προσδιορισμό της έκφρασης των υπό εξέταση γονιδίων. Η στατιστική σημαντικό-

τητα ελέγχθηκε με το λογισμικό SPSS και η πολυπαραγοντική ανάλυση έγινε με χρήση μη παραμετρι-

κών δοκιμασιών (Kruskal-Wallis test, Mann-Whitney test). Ο έλεγχος της κατανομής της πλακουντια-

κής έκφρασης των γονιδίων έγινε με τη δοκιμασία Kolmogorov-Smirnov, ενώ οι ποικίλες συσχετίσεις

μεταξύ των υπό εξέταση δεικτών και των κλινικών παραμέτρων έγινε με Spearman rank correlation.

Αποτελέσματα: Δε βρέθηκε στατιστικά σημαντική διαφορά στην έκφραση των HIF-2a και HIF-b μεταξύ

των κυήσεων με ΕΥΑ και των φυσιολογικών κυήσεων. Αντιθέτως τα επίπεδα έκφρασης του PHD-3 και

HIF-1a βρέθηκαν μειωμένα στις κυήσεις με ΕΥΑ (p=0,007 & p=0,044 αντίστοιχα). Η έκφραση του

PHD-3 μειώνεται με την αύξηση της ηλικίας κύησης (p=0.026), καθώς και με την αύξηση ΕΘ του βά-

ρους γέννησης (p=0.029). Οι κυήσεις με ΕΥΑ και λιγότερο διαταραγμένες τιμές Doppler ταχυμετρίας

στην ομφαλική αρτηρία παρουσίασαν σημαντικότερη μείωση της έκφρασης του PHD-3 (p=0.004). Η

μελέτη των προτύπων συνέκφρασης των υπό εξέταση γονιδίων ανά ζεύγη έδειξε θετική συνέκφραση

ΕΡΕΥΝΗΤΙΚΗ

ΕΡΓΑΣΙΑ
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Εισαγωγή

Η ενδομήτρια υπολειπόμενη ανάπτυξη (ΕΥΑ) απο-
τελεί μία πολύπλοκη παθολογία στο χώρο της σύγ-
χρονης μαιευτικής με συχνότητα εμφάνισης περί
του 4-7% των γεννήσεων και σχετίζεται με αυξημέ-
νη περιγεννητική νοσηρότητα και θνητότητα1,2. Ο
όρος γενικά αναφέρεται σε ένα έμβρυο που παρου-
σιάζει μικρότερο ρυθμό ανάπτυξης από τον φυσιο-
λογικό (<10η εκατοστιαία θέση). Η ΕΥΑ είναι μία
οντότητα που δεν έχει συγκεκριμένη πάντα παθο-
φυσιολογία3. Μία πληθώρα παραγόντων έχουν συ-
σχετιστεί με τη νόσο, που συμπεριλαμβάνει συγγε-
νείς ανωμαλίες, κατάχρηση ουσιών, λοιμώξεις, κα-
θώς και ανοσολογικούς ή ανατομικούς παραγόντες.
Τα έμβρυα τα οποία παρουσιάζουν ΕΥΑ μπορεί να
ταξινομηθούν σε αυτά στα οποία ο βλαπτικός παρά-
γοντας έδρασε από την αρχή της κύησης όπως λοι-
μώξεις, χρωμοσωμικές ανωμαλίες και άλλα γενετι-
κά αίτια (συμμετρική υπολειπόμενη ανάπτυξη) και
σε όσα ο βλαπτικός παράγοντας έδρασε αργότερα -
στο δεύτερο και τρίτο τρίμηνο της κύησης - όπως η
πλακουντιακή δυσλειτουργία ή ανεπάρκεια (ασύμ-
μετρη υπολειπόμενη ανάπτυξη). Κοινό χαρακτηρι-
στικό όλων των περιπτώσεων αποτελεί η παρατήρη-
ση ότι σχεδόν πάντοτε συνυπάρχουν στοιχεία ατε-
λούς ή παθολογικής πλακουντοποίησης4.
Η φυσιολογική πορεία της εγκυμοσύνης εξαρτάται
σε μεγάλο βαθμό από την ομαλή δημιουργία της εμ-
βρυοπλακουντιακής μονάδας στις χοριακές λάχνες,
που ξεκινάει με τη διείσδυση της κυτταροτροφο-
βλάστης στο τοίχωμα της μήτρας και ολοκληρώνε-
ται με την ένωσή της με τα σπειροειδή μητριαία αγ-
γεία5,6. Είναι ευρέως αποδεκτό ότι ατελής τροφο-
βλαστική διείσδυση μπορεί να οδηγήσει σε εμβρυι-
κή υποξία και διαταραχές της ανάπτυξης7. Η έγκαι-
ρη και κατάλληλη διαφοροποίηση των πολυδύνα-
μων κυττάρων στη χοριακή τροφοβλάστη, που φαί-
νεται να ελέγχεται από την υποξία, είναι κρίσιμη

για την ομαλή πλακουντοποίηση8,9. Επομένως, το
σύνολο των ρυθμιζόμενων και επαγόμενων από την
υποξία παραγόντων είναι σε ενεργή κατάσταση κα-
τά τη διάρκεια του σχηματισμού της εμβρυοπλακου-
ντιακής μονάδας και πιθανά να αποτελούν κρίσι-
μους δείκτες για τη μετέπειτα εμφάνιση παθολο-
γιών, όπως η ΕΥΑ. Οι HIF (Hypoxia Inducible Fac-
tors) είναι σίγουρα από τους σημαντικότερους τέ-
τοιους παράγοντες.
Οι HIFs είναι μεταγραφικοί παράγοντες, που ανα-
καλύφθηκαν σε κύτταρα θηλαστικών κάτω από
υποξικές συνθήκες και φαίνεται να έχουν βασικό
ρόλο στην κυτταρική και συστηματική απάντηση
στην υποξία, μέσω ρυθμίσεως του μεταβολισμού,
του κυτταρικού κύκλου, της αγγειογένεσης και της
απόπτωσης. Οι HIFs είναι διμερή αποτελούμενα
από τον HIF-a (1 ή 2) και τον HIF-b ή ARNT (aryl-
hydrocarbon-receptor-nuclear-translocator). Η υπο-
μονάδα HIF-a ελευθερώνεται στο κυτταρόπλασμα,
από όπου αφού σταθεροποιηθεί, μεταφέρεται στον
πυρήνα για να ενωθεί με την άλλη υπομονάδα
ARNT, η οποία εκφράζεται και εντοπίζεται σταθε-
ρά στον πυρήνα, ώστε το σχηματιζόμενο διμερές να
μπορέσει να επιτύχει το μεταγραφικό του ρόλο.
Έχει βρεθεί ότι η μεταγραφική δράση του HIF-1
γίνεται μέσω μιας bHLH (basic helix-loop-helix)-
PAS περιοχής στο αμινοτελικό του άκρο11. Για τη
δράση αυτή χρειάζεται η στρατολόγηση των συν-
ενεργοποιητών p300/CBP (cAMP response ele-
ment-binding protein ή CREB binding protein). Οι
HIF-1 και HIF-2 έχουν παρόμοια δομή και φαίνε-
ται να έχουν επίσης παρόμοια δράση11.
Η υπομονάδα HIF-a όταν οι συνθήκες είναι νορμο-
ξικές, υδροξυλιώνεται σε δύο θέσεις προλίνης
(Pro402 και Pro564) από τους Prolyl Hydroxylation
Domains (PHD-1, 2 και 3) που χρειάζονται ως συν-
ενεργοποιητή το Ο2 με μια Km (σταθερά χημικής εν-
ζυμικής ισορροπίας) λίγο πάνω από τη συγκέντρωση
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των HIF-1a, PHD-3 και  HIF-b, όχι όμως και του HIF-2a.

Συμπεράσματα: Από τα αποτελέσματα της μελέτης μπορεί να υποστηριχθεί η ύπαρξη ενός μοντέλου

κεντρικής απάντησης του εμβρύου στην υποξία μέσω παραγωγής παραγόντων από τον πλακούντα. Στις

κυήσεις ΕΥΑ με καλύτερο προφίλ εμβρυικής κατάστασης (καλύτερα Doppler ομφαλικής αρτηρίας, με-

γαλύτερη ΕΘ βάρους γέννησης και μεγαλύτερη διάρκεια κύησης) παρουσιάστηκαν εντονότερες μετα-

βολές στην έκφραση του PHD-3 - εύρημα που υποδηλώνει τη δημιουργία απάντησης στην υποξική αι-

τία που προκάλεσε ή συμμετείχε στην ΕΥΑ σε σχέση με τις κυήσεις με χειρότερο κλινικοεργαστηριακό

προφίλ, όπου η δημιουργία μιας τέτοιας απάντησης δεν επιτεύχθηκε.

Λέξεις κλειδιά: ενδομήτρια καθυστέρηση αύξησης, παθολογική πλακουντοποίηση, υποξία, ARNT, Hypoxia Inducible Factors,

HIF-1a, HIF-2a, PHD-3
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του Ο2 της ατμόσφαιρας12, γεγονός που επιτρέπει την
σύνδεση με τον von Hippel-Lindau (VHL)13, σχηματί-
ζοντας ένα διμερές, το οποίο έπειτα αποδομείται
από πρωτεασώματα14. Η ρύθμιση αυτή φαίνεται να
είναι κοινή για τους παράγοντες HIF-a (Σχήμα 1).
Ο τρόπος ρύθμισης του HIF-1, αντιπροσωπεύει τον
καλύτερα καθορισμένο μοριακό μηχανισμό απά-
ντησης σε αλλαγές της συγκέντρωση Ο2 στα μετά-
ζωα11. Ενώ ο HIF-1b εκφράζεται συνεχώς, η συγκέ-
ντρωσή του HIF-1a αυξάνεται εκθετικά καθώς η
συγκέντρωση Ο2 μειώνεται15. Προκειμένου να
ανταποκριθούν άμεσα στην υποξία τα κύτταρα συν-
θέτουν συνεχώς, δεσμεύουν και αποδομούν τον
HIF-1a σε νορμοξικές συνθήκες16-18. Κάτω από υπο-
ξικές συνθήκες όμως, αναστέλλεται η αποδόμηση
του HIF-1a, με συνέπεια τη σταθεροποίησή του, τη
μετάβασή του στον πυρήνα για το σχηματισμό του
διμερούς με τον HIF-1b και τη δέσμευση σε HREs
(hypoxia response elements) περιοχές μέσα σε γονί-
δια στόχους, όπως το γονίδιο EPO19,20. Παράλληλα
ευοδώνεται η ενεργοποίηση της μεταγραφικής δια-
δικασίας με παράλληλη στρατολόγηση και των συ-
νενεργοποιητών p300/CBP. Ο HIF-2a ονομάστηκε
endothelial PAS protein-1 (EPAS1) λόγω έκφρασής
του στη συγκεκριμένη κυτταρική σειρά21. Αν και μία
μελέτη παρουσίασε πρόκληση ατελούς αγγειακής
αναδιαμόρφωσης, με ανώμαλα τριχοειδή αγγεία
και συνέπεια την τοπική αιμορραγία22, διαφορετικοί
φαινότυποι έχουν παρατηρηθεί σε δύο άλλες μελέ-
τες. Στην πρώτη παρουσιάστηκε ανεπάρκεια στην
εμβρυϊκή παραγωγή κατεχολαμίνης23, ενώ στη δεύ-
τερη παρουσιάστηκε ανεπαρκής ωρίμανση του
πνεύμονα σχετιζόμενη με ανεπάρκεια του επιφα-
νειοδραστικού παράγοντα σε HIF-2a-/- (knock out)
πειραματόζωα24. Αυτές οι διαφορές στο φαινότυπο
μπορεί να προκύπτουν από διαφορές στο γενετικό
υπόβαθρο. Συνολικά, τα μέχρι σήμερα αποτελέσμα-
τα υποδεικνύουν ότι παρά την παρόμοια δραστη-
ριότητα στα HRE-σχετιζόμενα γονίδια αναφοράς,
οι HIF-1a και HIF-2a έχουν σημαντικές μη-αλληλε-
πικαλυπτόμενες λειτουργίες στη ρύθμιση της έκ-
φρασης γονιδίων κατά τη διάρκεια της εμβρυικής
ανάπτυξης. Αντίθετα οι παράγοντες PHD-1, 2 και 3
φαίνεται να κατέχουν ένα παρόμοιο ρόλο στην
αποδόμηση των a υπομονάδων των HIF.
Στην παρούσα μελέτη, μελετήσαμε τη συσχέτιση
των μονοπατιών της υποξικής απάντησης σε χορια-
κές λάχνες από εγκυμοσύνες με ΕΥΑ. Εστιάσαμε
στους HIF-1a, HIF-2a, ARNT και PHD-3, εκτιμώ-
ντας τα επίπεδα της έκφρασης του πλακουντιακού
mRNA με τη μέθοδο της quantitative Real-Time
Polymerase Chain Reaction (qRT-PCR).

Υλικά και Μέθοδος
Πραγματοποιήθηκε συλλογή ιστοτεμαχίων πλακού-
ντα από 20 κυήσεις με ΕΥΑ και από 20 κυήσεις με
φυσιολογικό βάρος γέννησης. Η συλλογή έγινε με
έξι βιοψίες από τη μητρική επιφάνεια κάθε πλακού-
ντα με τέτοιο τρόπο, ώστε κάθε δείγμα περιελάμβα-
νε το βασικό φθαρτό και πλακουντιακές λάχνες, αλ-
λά όχι χοριακό δίσκο25-26. Η διάγνωση κυήσεων με
ΕΥΑ στηρίχθηκε σε τακτικούς υπερηχογραφικούς
ελέγχους (ασύμμετρου τύπου IUGR) και στο βάρος
γέννησης (<3η ΕΘ για το φύλο και την εβδομάδα
κύησης), ενώ αποκλείστηκαν οι περιπτώσεις ΕΥΑ
που αποδίδονται σε συγκεκριμένη νοσολογική
οντότητα (θρομβοφιλία, ανοσολογικά και γενετικά
αίτια, λοιμώξεις κ.ά). Μετά από εκχύλιση του mR-
NA από τα δείγματα πλακούντα και δημιουργία
cDNA, ακολούθησε η εφαρμογή της RT-PCR (αλυ-
σιδωτή αντίδραση πολυμεράσης αληθινού χρόνου)
με χρησιμοποίηση ειδικά σχεδιασμένων εκκινητών,
ώστε να διερευνηθεί η ποσοτική ανίχνευση της έκ-
φρασης των υπό εξέταση γονιδίων.
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Σχήμα 1: Γραφική αναπαράσταση του μονοπατιού
των HIF υπό φυσιολογικές και υποξικές συνθήκες.
Στη φυσιολογική πίεση Ο2, ο PHD υδροξυλιώνει
την HIF-a υπομονάδα, έπειτα ενώνεται με τον vHL
και οδηγείται προς πρωτεασωμική αποδόμηση.
Στην υποξία η HIF-a υπομονάδα εισέρχεται στον
πυρήνα, σχηματίζει διμερές με τον ARNT και έτσι
ενώνεται με το DNA, προκαλώντας την ενεργοποίη-
ση μεταγραφής των γονιδίων στόχων.
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Η ανάλυση για την εξαγωγή στατιστικής σημαντικό-
τητας έγινε με το λογισμικό SPSS και την εφαρμογή
πολυπαραγοντικής ανάλυσης με τη χρήση μη παρα-
μετρικών δοκιμασιών (Kruskal-Wallis test, Mann-
Whitney test). Ο έλεγχος της κατανομής της πλα-
κουντιακής έκφρασης των υπό εξέταση γονιδίων
έγινε με τη δοκιμασία Kolmogorov-Smirnov, ενώ
μελετήθηκαν οι ποικίλες συσχετίσεις μεταξύ των
υπό εξέταση δεικτών και των κλινικών παραμέτρων
(Spearman rank correlation).

Αποτελέσματα
Δε βρέθηκε στατιστικά σημαντική διαφορά στην έκ-
φραση των HIF-2a και HIF-b μεταξύ των κυήσεων
με ΕΥΑ και των φυσιολογικών κυήσεων. Αντιθέτως
τα επίπεδα έκφρασης του PHD-3 και HIF-1a βρέ-
θηκαν μειωμένα στις κυήσεις με ΕΥΑ (p=0,007 και
p=0,044 αντίστοιχα – Σχήμα 2). Ανάλυση συσχέτι-
σης με κλινικοπαθολογικές παραμέτρους έδειξε ότι
η έκφραση του PHD-3 μειώνεται με την αύξηση της
ηλικίας κύησης (Spearman’s rho test, p=0.026), κα-
θώς και με την αύξηση της εκατοστιαίας θέσης (ΕΘ)
του βάρους γέννησης (Mann-Whitney U test,
p=0.029). Επιπρόσθετα, οι κυήσεις με ΕΥΑ και λι-
γότερο διαταραγμένες τιμές Doppler ταχυμετρίας
στην ομφαλική αρτηρία παρουσίασαν σημαντικότε-
ρη μείωση της έκφρασης του PHD-3 (Fisher’s exact
test, p=0.004). Η μελέτη των προτύπων συνέκφρα-
σης (Spearman’s rank correlation) των υπό εξέταση
γονιδίων ανά ζεύγη έδειξε θετική συνέκφραση των
HIF-1a, PHD-3 και  HIF-b, όχι όμως και του HIF-2a.

Συζήτηση 
Σύμφωνα με τη σύγχρονη βιβλιογραφία, η έκφραση
του mRNA των HIF-1a και HIF-2a δε μεταβάλλε-
ται σε εγκυμοσύνες με υπολειπόμενη ανάπτυξη28, αν
και παρατηρείται αύξηση σε πρωτεϊνικό επίπεδο,
ειδικά για τον HIF-2a, οφειλόμενη σε μετα-εκφρα-
στικές τροποποιήσεις27. Στην προεκλαμψία αντίθετα
και οι δύο παράγοντες (HIF-1a και HIF-2a) υπε-
ρεκφράζονται28-30, ενώ η αυξημένη πρωτεΐνη του
HIF-1a που ανιχνεύεται οφείλεται επίσης και σε
διαταραγμένη πρωτεασωμική λειτουργία31. Τα πα-
ραπάνω μας οδήγησαν στο συμπέρασμα ότι οι πα-
ράγοντες HIF συμμετέχουν στην παθοφυσιολογία
της εκδήλωσης ΕΥΑ, κυρίως μέσω της μείωσης
στην έκφραση του PHD-3 - δηλαδή η ρύθμισή τους
γίνεται μετα-μεταφραστικά μέσω της πρωτεινικής
σταθεροποίησής τους32.
Από τις περαιτέρω συσχετίσεις που προέκυψαν μπο-
ρεί να υποστηριχθεί η ύπαρξη ενός μοντέλου κεντρι-
κής απάντησης του εμβρύου μέσω παραγωγής παρα-

γόντων από τον πλακούντα. Στις κυήσεις ΕΥΑ με κα-
λύτερο προφίλ ανάπτυξης (καλύτερα Doppler ομφα-
λικής αρτηρίας, μεγαλύτερη ΕΘ βάρους γέννησης
και μεγαλύτερη διάρκεια κύησης) παρουσιάστηκαν
εντονότερες μεταβολές στην έκφραση του PHD-3,
εύρημα που υποδηλώνει τη δημιουργία απάντησης
στην υποξική αιτία που προκάλεσε ή συμμετείχε
στην ενδομήτρια καθυστέρηση της ανάπτυξης σε
σχέση με τα υπόλοιπα έμβρυα με χειρότερο κλινικο-
εργαστηριακό προφίλ, που πιστεύουμε ότι η παρα-
γωγή μιας τέτοιας απάντησης δεν επιτεύχθηκε.
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Σχήμα 2: Σχετική έκφραση του mRNA των υπό με-
λέτη γονιδίων σε φυσιολογικές κυήσεις και σε κυή-
σεις που εμφάνισαν ΕΥΑ.
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Summary
Introduction: Fetal Growth Restriction (FGR) is a major
cause of increased perinatal morbidity and mortality and
is associated with abnormal placentation. Adequate
proliferation and differentiation of villous
cytotrophoblast into invasive extravillous trophoblast, a
process that is controlled by hypoxia, is critical for
successful placentation. HIFs (Hypoxia Inducible
Factors) are tnanscriptive factors that possess a
significant role in the systematic response to hypoxia,
through the regulation of metabolism, cellular cycle,
vasculogenesis and apoptosis. We investigated the
association of hypoxia response pathways in chorionic villi
of pregnancies complicated with FGR by the quantitative
evaluation of placental expression of HIF-1a, HIF-2a,
ARNT (aryl-hydrocarbon-receptor-nuclear-translocator)
και PHD-3 (Prolyl Hydroxylation Domains-3).
Materials and Methods: placental tissue biopsies were
collected from 20 pregnancies complicated with FGR and
from 20 normal pregnancies (controls). Used methods
include RNA extraction, cDNA synthesis, and
quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-
PCR) assay. The main outcome measures were mRNA
expression of HIF-1a, HIF-2a and HIF-b (ARNT), along
with prolyl hydroxylase domain 3 (PHD3), which leads to
proteasomal degradation of HIF-a subunits. Statistical
analysis was performed by the use of SPSS and the
multifactorial analysis with the use of non-parametric
assays (Kruskal-Wallis test, Mann-Whitney test). The
distribution of placental expression of the examined
genes was performed by the use of Kolmogorov-Smirnov
test and the various correlations of the clinical parameters
with the use of Spearman rank correlation.
Results: No statistically significant differences in the
transcription levels of ARNT and HIF-2a were found
between FGR and normal placentas. By contrast, PHD3
and HIF-1a mRNA were downregulated in FGR
placentas. PHD3 mRNA expression was associated with
gestational age at delivery (P = 0.008), birthweight
centile (P = 0.029) and abnormal umbilical artery (UA)
Doppler measurements (P = 0.034). The per pair co-
expression pattern analysis of the examined genes showed
a positive co-expression of HIF-1a, PHD-3, and HIF-b,
but not for HIF-2a.
Conclusions: As PHD3 regulates the HIF-mediated
hypoxic response in FGR, we deduce that fetal
adaptation to hypoxia ranges from impaired to adequate,
as observed by the gradient of PHD3 downregulation in
relation to the severity of FGR.

Key words: abnormal placentation, ARNT, fetal growth restriction,
HIF-1a, HIF-2a, hypoxia, Hypoxia Inducible Factors, PHD-3. 
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