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Мета дослідження — встановити кількісні параметри імуногістохі-
мічного забарвлення на проапоптотичний білок Вах та протиапопто-
тичний білок Bcl-2 у трофобласті плацент з кальцинозом у жінок із 
залізодефіцитною анемією вагітних.
Матеріал і методи. Досліджено 164 плаценти з кальцинозом, при 
цьому діагноз ЗДАВ (І-ІІ ступінь тяжкості) виставлено у 84 вагітних, 
решта спостережень кальцинозу плаценти 80 була без анемії. Окрім 
того, досліджено 30 плацент фізіологічної вагітності. Для поста-
новки імуногістохімічної методики застосовували первинні антитіла 
проти проапоптотичного білка Вах та протиапоптотичного білка 
Bcl-2 (DAKO).
Результати дослідження. При врахуванні можливості вертикального 
гетероморфізму щодо розподілу інтенсивності імуногістохімічного 
забарвлення на протеїн Вах виявлено, що оптична густина забарвлення 
в середньому є найменшою в зоні А, а найбільшою — у зоні С, причому 
слід вказати на те, що такий гетероморфізм відзначався в усіх групах 
дослідження. Вивчення вертикального гетероморфізму щодо розподілу 
інтенсивності протиапоптотичного білка Bcl-2 з’ясовано, що оптична 
густина забарвлення в середньому є найбільшою в зоні А, а найменшою — 
у зоні С, це відзначалося в усіх групах дослідження з кальцинозом, а для 
фізіологічної вагітності виявлені відмінності зони С від зон А та В.
Висновок. Кальциноз плаценти при залізодефіцитній анемії вагітних 
порівнянно зі спостереженнями без анемії характеризується більшими 
середніми значеннями оптичної густини забарвлення на протеїн Вах 
та меншими середніми значеннями оптичної густини забарвлення 
на протиапоптотичний білок Bcl-2 у трофобласті у всіх зонах пла-
центи (А, В, С).
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Цель исследования — установить количественные параметры имму-
ногистохимического окрашивания на проапоптотический белок Вах 
и протиапоптотический белок Вcl-2 в трофобласте плацент с каль-
цинозом у женщин с железодефицитной анемией беременных.
Материал и методы. Исследовано 164 плаценты с кальцинозом, при 
этом диагноз железодефицитная анемия беременных (І-ІІ степень тя-
жести) выставлен 84 беременным, остальные наблюдения кальциноза 
плаценты 80 были без анемии. Кроме того, исследованы 30 плацент 
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физиологической беременности. Для постановки имуногистохимической 
методики применяли первичные антитела против проапоптотического 
белка Вах и протиапоптотического белка Вcl-2 (dako).
Результаты исследования. При учете возможности вертикального 
гетероморфизма по распределению интенсивности иммуногистохи-
мического окрашивания протеином Вах выявлено, что оптическая 
плотность окрашивания в среднем является наименьшей в зоне А, 
а наибольшей — в зоне С, причем следует указать на то, что гете-
роморфизм отмечалался во всех группах исследования. При изучении 
вертикального гетероморфизма по распределению интенсивности 
окрашивания на протиапоптотический белок Вcl-2 установлено, что 
оптическая плотность окрашивания в среднем является наибольшей 
в зоне А, а наименьшей — в зоне С, это отмечалось во всех группах 
исследования с кальцинозом, а для физиологической беременности 
выявлены различия зоны С от зон А и В.
Вывод. Кальциноз плаценты при железодефицитной анемии беременных 
по сравнению с наблюдениями без анемии характеризуется возростанием 
средних значений оптической плотности окрашивания протеином Вах 
и уменьшении средних значений оптической плотности окрашивания 
на протиапоптотический белок Вcl-2 в трофобласте во всех зонах 
плаценты (А, В, С).

IMMUNOGISTOCHEMICAL STUDY OF SEVERAL APOPTOSIS 
REGULATORS IN THE TROPHOBLAST OF HORIAL VILLI 
IN CALCINOSIS OF PLACENTA IN WOMEN WITH IRON 
DEFICIENCY ANEMIA IN PREGNANCY
A.I. Popovych, I.S. Davydenko
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Objective. To evaluate quantitative parameters of immunohistochemical 
staining on the proapoptotic protein Bax and the antiapoptotic protein Bcl-2 
in the trophoblast of placenta with calcinosis in women with iron deficiency 
anemia in pregnancy.
Material and methods. 164 placentas with calcinosis were studied, while 
the diagnosis of IDAP (I–II severity level) was established in 84 pregnant 
women, the rest 80 of the placenta's calcinosis observations were without 
anemia. In addition, 30 placentae of physiological pregnancy were studied. 
For the immunohistochemical investigation, primary antibodies against 
the pro-apoptotic Bax protein and the anti-apoptotic protein Bcl-2 (DAKO) 
were used.
Results of the research. Considering the possibility of vertical heteromorphism 
for the distribution of the intensity of immunohistochemical staining on the 
Bax protein, it was found that the optical density of the color in average is the 
lowest in the zone A, and the highest in the zone C, and it should be pointed 
out that such heteromorphism was noticed in all study groups. In the study 
of the vertical heteromorphism accordingly to the distribution of the intensity 
of the anti-apoptotic protein Bcl-2, it was found that the optical density of 
the staining is in average the highest in the zone A, and the lowest in the 
zone C, that was noticed in all groups of the study with calcinosis, and for 
the physiological pregnancy the differences of the Zone C from zones A and 
B were revealed.
Conclusion. The calcinosis of placenta in iron deficiency anemia in pregnant 
women compared to non anemia observations is characterized by higher 
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average values of the optical density of staining on the Bax protein and lower 
average values of the optical density of staining on the anti-apoptotic protein 
Bcl-2 in trophoblast in all zones of the placenta (A, B, C).

Вступ. Кальциноз плаценти часто виявляють при 
залізодефіцитній анемії вагітних (ЗДАВ) [1]. Оскільки 
обмін заліза та кальцію через різні механізми впли-
ває на процеси апоптозу [5], актуальним є вивчення 
процесів апоптозу при кальцинозі плаценти у жінок 
із ЗДАВ.

Слід відзначити, що існують різні механізми ре-
гуляції процесів апоптозу в плаценті, але у вільозно-
му трофобласті відбувається переважно так званий 
Вах-залежний апоптоз [2], під час якого проапопто-
тичний протеїн Вах (Всl-асоційований Х-протеїн), 
при переході з мономерної форми в гомодимерну 
чи гомополімерну в клітинних органелах запускає 
каскад реакцій, що неминуче призводять до пере-
ходу подій з органел на територію клітинних ядер з 
інтенсифікацією процесів ферментних міжнуклеосо-
мальних розривів ДНК. Протидіє проапоптотичному 
потенціалу протеїну Вах у трофобласті плаценти 
переважно протиапоптотичний протеїн Всl-2, який 
утворює з протеїном Вах гетеродимери, таким чином 
деактивуючи проапототичну функцію протеїну Вах [8].

Кальциноз плаценти розвивається як у структу-
рах хоріального дерева, так і в структурах матко-
во-плацентарної ділянки [6]. Цікавим фактом є те, 
що у відношенні до розташування депозитів каль-
цію виявляють так званий вертикальний гетеромор-
фізм — інтенсивність утворення депозитів зростає 
у напрямку від хоріальної до базальної пластинки 
[7]. Отже, доцільним є встановлення кількісних пара-
метрів імуногістохімічного забарвлення на протеїни 
Вах та Всl-2 в аспекті особливостей вертикального 
гетероморфізму плаценти.

Мета дослідження. Встановити кількісні па-
раметри імуногістохімічного забарвлення на проа-
поптотичний білок Вах та протиапоптотичний білок 
Bcl-2 у трофобласті плацент з кальцинозом у жінок 
із залізодефіцитною анемією вагітних, порівняти їх 
зі спостереженнями вагітності без анемії та з фізі-
ологічною вагітністю з урахуванням особливостей 
вертикального гетероморфізму плаценти.

Матеріал і методи. Досліджено 164 плаценти з 
кальцинозом, при цьому діагноз ЗДАВ (І-ІІ ступінь 
тяжкості) виставлено у 84 вагітних, решта спостере-
жень кальцинозу плаценти (80) була без анемії. Окрім 
того, досліджено 30 плацент фізіологічної вагітності. 
Кальцієву природу депозитів доводили за серійними 
зрізами на основі гістохімічної реакції на кальцій з 
алізариновим червоним. Серії гістологічних зрізів з 
оглядовою метою також забарвлювали гематоксилі-
ном і еозином.

Шматочки плаценти фіксували 24 години в ней-
тральному забуференому за Ліллі 10% розчині фор-

маліну. Зневоднювали у висхідній батареї спиртів, 
заливали в парафін при 580 С. Гістологічні зрізи 5 мкм 
завтовшки використовували для постановки імуно-
гістохімічної методики із застосуванням первинних 
антитіл проти проапоптотичного білка Вах та про-
тиапоптотичного білка Bcl-2 (DAKO). Візуалізацію 
первинних антитіл проводили полімерною системою 
DAKO із барвником діамінобензидином. Здійсню-
вали всі необхідні позитивні та негативні контролі. 
Величину оптичної густини імуногістохімічного 
специфічного забарвлення вимірювали у відносних 
одиницях оптичної густини (в.од.опт.густ.) методом 
зондової комп’ютерної мікроденситометрії (у діапазоні 
від 0 — відсутність забарвлення, тобто абсолютна 
прозорість; до 1 — максимальне забарвлення, тобто 
абсолютна непрозорість) за допомогою комп’ютер-
ної програми ImageJ (версія 1.48v, вільна ліцензія, 
W. Rasband, National Institute of Health, USA, 2015) 
[3] шляхом логарифмічного перетворення середньої 
величини яскравості в кожному «зонді» у в.од.опт.
густ. Для встановлення вертикального гетероморфізму 
в плацентах поперечні зрізи плаценти розділяли на три 
зони: зона А (ворсинки під хоріальною пластинкою), 
зона В (ворсинки проміжної зони), та зона С (ворсинки 
під базальною пластинкою).

Для кожного показника у групах дослідження 
вираховували середню арифметичну та її похибку, 
порівняння між групами дослідження здійснювали 
за допомогою двобічного непарного критерію Стью-
дента в середовищі комп’ютерної програми PAST 3.20 
(вільна ліценція, Hammer Ø., 2018) [4]. Для обґрунту-
вання використання параметричних методів статисти-
ки попередньо виконували перевірку на нормальність 
розподілу величин у вибірках методом Shapiro-Wilki 
за допомогою вищевказаної комп’ютерної програми. 
Статистично значущими вважали розбіжності між 
групами дослідження на рівні р≤0,05.

Результати дослідження та їх обговорення. До-
слідження плацент показало, що позитивне імуногісто-
хімічне забарвлення на білок Вах носило переважно 
велико- та середньогранулярний характер у всіх спо-
стереженнях і локалізувалося переважно у синциті-
отрофобласті хоріальних ворсинок плаценти. Іншими 
локалізаціями були клітини Гофбауера, ендотелій 
фетальних капілярів, інвазивний трофобласт базаль-
ної пластинки (як фрагмента матково-плацентарної 
ділянки), однак, варто зазначити, що в них протеїн 
Bcl-2 не визначався, тому до аналізу залучали тільки 
дані щодо синцитіотрофобласта. Імуногістохімічне 
забарвлення на протеїн Bcl-2 носило виключно дріб-
ногранулярний характер. Інтенсивність забарвлення 
варіювала серед хоріальних ворсинках у межах однієї 
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плаценти доволі сильно, хоча вірогідної різниці між 
різними типами ворсинок не виявлено.

Середнє значення оптичної густини імуногістохі-
мічного забарвлення на білок Вах при фізіологічній 
вагітності становило 0,264±0,0012 в.од.опт.густ., що 
було нижче (р<0,001), ніж середні показники при 
спостереженнях кальцинозу плаценти у жінок без 
анемії — 0,290±0,0011 в.од.опт.густ. та при ЗДАВ — 
0,308±0,0013 в.од.опт.густ. Разом з тим, виявлена 
розбіжність між середніми показниками спостере-
жень кальцинозу плаценти в жінок із ЗДАВ та без 
неї (р<0,05), зокрема, у спостереженнях кальцинозу 

плаценти в поєднанні із ЗДАВ оптична густина була 
в середньому більшою, ніж у спостереженнях каль-
цинозу плаценти без анемії.

При врахуванні можливості вертикального ге-
тероморфізму щодо розподілу інтенсивності імуно-
гістохімічного забарвлення на протеїн Вах виявле-
но, що оптична густина забарвлення в середньому є 
найменшою в зоні А (під хоріальною пластинкою), 
а найбільшою — у зоні С (під базальною пластинкою), 
причому слід вказати на те, що такий гетероморфізм 
відзначався в усіх групах дослідження (табл. 1).

Таблиця 1
Оптична густина імуногістохімічного забарвлення на проапоптотичний білок Вах у трофобласті 

хоріальних ворсинок плаценти при її кальцинозі залежно від наявності анемії у вагітних (в.од.опт.
густ. М±m)

Зони дослідження плаценти 
при вивченні вертикального 

гетероморфізму

Спостереження 
фізіологічної вагітності

без кальцинозу,
n=30

Спостереження 
кальцинозу плаценти 

у жінок без анемії 
протягом вагітності,

n=80

Спостереження 
кальцинозу плаценти 
при залізодефіцитній 

анемії вагітних, 
n=84

Зона А 0,241±0,0012 0,268±0,0011
Рф<0,001

0,288±0,0013
Рф<0,001
Рк<0,001

Зона В 0,262±0,0011 0,289±0,0010
Рф<0,001

0,298±0,0012
Рф<0,001
Рк=0,002

Зона С 0,289±0,0012 0,314±0,0011
Рф<0,001

0,339±0,0013
Рф<0,001
Рк<0,001

Примітка. Рф – розбіжність із середніми показниками фізіологічної вагітності Рк –  розбіжність у середніх 
показниках між групами дослідження з кальцинозом. Порівняння розбіжностей у середніх тенденціях 
між групами дослідження проведені за допомогою непарного двобічного критерію Стьюдента. У разі 

недосягнення рівня вірогідності P<0,05 величина Р не подається.

Таблиця 2
Оптична густина імуногістохімічного забарвлення на протиапоптотичний білок Bcl-2 у 

трофобласті хоріальних ворсинок плаценти при її кальцинозі залежно від наявності анемії у 
вагітних (в.од.опт.густ. М±m)

Зони дослідження плаценти 
при вивченні вертикального 

гетероморфізму

Спостереження 
фізіологічної вагітності,

n=30

Спостереження 
кальцинозу плаценти 

у жінок без анемії 
протягом вагітності,

n=80

Спостереження 
кальцинозу плаценти 
при залізодефіцитній 

анемії вагітних, 
n=84

Зона А 0,338±0,0017 0,312±0,0013
Рф<0,001

0,245±0,0014
Рф<0,001
Рк<0,001

Зона В 0,334±0,0018 0,298±0,0015
Рф<0,001

0,222±0,0014
Рф<0,001
Рк<0,001

Зона С 0,306±0,0017 0,264±0,0014
Рф<0,001

0,204±0,0013
Рф<0,001
Рк<0,001

Примітка. Рф – розбіжність із середніми показниками фізіологічної вагітності Рк –  розбіжність у середніх 
показниках між групами дослідження з кальцинозом. Порівняння розбіжностей у середніх тенденціях 
між групами дослідження проведені за допомогою непарного двобічного критерію Стьюдента. У разі 

недосягнення рівня вірогідності P<0,05 величина Р не подається.
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Імуногістохімічне дослідження плацентарної луж-
ної фосфатази протеїну Bcl-2 показало, що позитивне 
забарвлення носило переважно дрібногранулярний 
характер і локалізувалося виключно в синцитіотро-
фобласті хоріальних ворсинок плаценти. Не було 
відзначено залежності інтенсивності забарвлення від 
типу хоріальних ворсинок, однак, відзначений верти-
кальний гетероморфізм забарвлення. Середнє значення 
оптичної густини забарвлення на протеїн Bcl-2 при 
фізіологічній вагітності становило 0,326±0,0017 в.
од.опт.густ., що було вище (р<0,001), ніж середні 
показники при спостереженнях кальцинозу плаценти 
у жінок без анемії — 0,291±0,0015 в.од.опт.густ. та при 
ЗДАВ — 0,223±0,0014 в.од.опт.густ. При цьому, мала 
місце розбіжність між середніми показниками каль-
цинозу плаценти в жінок зі ЗДАВ та без неї (р<0,001), 
а саме — при кальцинозі зі ЗДАВ оптична густина 
імуногістохімічного забарвлення була в середньому 
меншою, ніж при кальцинозі без анемії.

При вивченні вертикального гетероморфізму щодо 
розподілу інтенсивності протиапоптотичний білок 
Bcl-2 з’ясовано, що оптична густина забарвлення 
в середньому є найбільшою в зоні А (під хоріальною 
пластинкою), а найменшою — у зоні С (під базальною 
пластинкою), це відзначалося в усіх групах дослі-
дження з кальцинозом (табл. 2), а для фізіологічної 
вагітності виявлені відмінності зони С від зон А та В.

Висновки
1.  При кальцинозах плаценти, порівнянно з 

фізіологічною вагітністю, оптична густина імуно-
гістохімічного забарвлення на проапоптотичний білок 
Вах у середньому є вищою, а на протиапоптотичний 
білок Bcl-2 — нижчою.

2.  У плаценті відзначається вертикальний 
гетероморфізм інтенсивності забарвлення на проа-
поптотичний білок Вах та протиапоптотичний білок 
Bcl-2 у трофобласті, який проявляє себе збільшенням 
інтенсивності забарвлення в напрямку від хоріальної 
пластинки (зона А) до базальної пластинки (зона С) 
для протеїну Вах, але зменшенням інтенсивності 
забарвлення в напрямку від хоріальної пластинки 
(зона А) до базальної пластинки (зона С) для протеїну 
Bcl-2.

3.  Кальциноз плаценти при залізодефіцитній 
анемії вагітних порівнянно зі спостереженнями без 
анемії характеризується більшими середніми зна-
ченнями оптичної густини забарвлення на протеїн 
Вах та меншими середніми значеннями оптичної 

густини забарвлення на протиапоптотичний білок 
Bcl-2 у трофобласті в усіх зонах плаценти (А, В, С).

Перспектива подальших досліджень. Нада-
лі перспективним напрямком досліджень вбачаємо 
визначення кореляційних зв’язків між параметрами 
оптичної густини забарвлення факторів регуляції 
апоптозу при кальцинозі плаценти та при залізоде-
фіцитній анемії вагітних.
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