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Резюме
За даними Всесвітньої організації охорони здоров’я основними неврологічними причинами інвалідності та смертності 

новонароджених дітей залишаються асфіксія та гіпоксично- ішемічна енцефалопатія. Ступінь ушкодження головного 
мозку та подальші неврологічні ускладнення визначаються низкою факторів, зокрема тривалістю гіпоксії/ішемії, 
мозковим кровообігом, незрілістю центральної нервової системи новонароджених, соматичним статусом матерів.

Метою дослідження було  встановити особливості метаболізму (за рівнем нітратів, нітритів, малонового 
діальдегіду та сіалових кислот) у немовлят 6-9 місячного віку, які народилися від матерів з метаболічним синдромом, 
і які мали гіпоксично- ішемічну енцефалопатію в ранньому неонатальному періоді, а також вплив варіантів генів eNOS 
(G894T), IL-1b (C3953T) на обмін даних метаболітів.

Матеріали та методи. Для досягнення мети проведено проспективне дослідження «випадок- контроль», 
в яке включено 30 дітей віком 6-9 місяців. Основну групу дослідження склали 16 дітей, які народилися від матерів 
з метаболічним синдромом і які мали оцінку за шкалою Апгар менше за 7 балів на 5 хвилині, а також мали діагностичні 
клінічні та нейросонографічні ознаки гіпоксично- ішемічної енцефалопатії, що були виявлені при консультуванні дитячим 
неврологом у віці 6-9 місяців життя. Групу порівняння складали 14 рандомно відібраних відносно здорових дітей 
віком 6-9 місяців, які народилися від матерів без метаболічного синдрому і які не мали проявів гіпоксично- ішемічної 
енцефалопатії в ранньому неонатальному періоді.

Концентрацію нітритів визначали шляхом визначення діазосполук, що утворилися у реакції з сульфаніловою кислотою, 
а потім проводили реакцію з α-нафтиламіном (Реактив Грісса- Ілосвая). Концентрацію вільного малонового діальдегіду 
визначали методом спектрофотометричного визначення. Концентрацію сіалових кислот в сечі визначали за реакцією 
з оцтво- сірчанокислим реактивом (реакція Гесса). Молекулярно- генетичний аналіз було проведено з використанням 
букального епітелію в якості біологічного матеріалу. Визначення поліморфних варіантів IL-1β 3953C>T (rs1143634) 
та eNOS G894Т (rs1799983) проводилось методом полімеразної ланцюгової реакції за допомогою комерційного набору 
«DreamTaq Green PCR Master Mix» (Thermo Scientific, США) та специфічних олігонуклеотидних послідовностей 
(Metabion, Німеччина). Статистичний аналіз. Для обробки кількісних величин використовували традиційні методи 
параметричної та непараметричної статистики: для аналізу якісних ознак, що виражалися в основному у відсотках, 
було застосовано непараметричні методи. За нормального розподілу даних використовували основні статистичні 
характеристики, а саме: середнє значення (М) для визначення центральної тенденції; стандартну похибку середнього 
значення (m) для точності оцінки середньої, довірчий інтервал (ДІ) для визначення 95 % інтервалу середньої. Гіпотези 
щодо рівності генеральних середніх перевіряли з використанням двостороннього t-критерію Стьюдента. Порівняння 
відносних, або виражених у відсотках, величин виконували за допомогою критерію точного двостороннього критерію 
Фішера. Зв’язки між лічильними перемінними визначали за допомогою множинного регресійного аналізу за Пуассоном. 
Статистичний аналіз проводили за допомогою пакету прикладних програм STATA 14.0.

Дослідження виконане із дотриманням «Правил етичних принципів проведення наукових медичних досліджень за 
участю людини», затверджених Гельсінською декларацією (1964-2013 рр.), ICH GCP (1996 р.), Директиви ЄЕС № 609 
(від 24.11.1986 р.), наказу МОЗ України № 690 від 23.09.2009 р. та підтверджено висновком Комісії з питань біомедичної 
етики Полтавського державного медичного університету (Протокол № 233 від 21.11.2024 року) схвалила дослідження. 
На проведення досліджень було отримано письмову згоду батьків новонароджених дітей.

Дослідження виконано в рамках НДР кафедри педіатрії № 1 із неонатологією Полтавського державного медичного 
університету «Розробити клініко- лабораторні критерії, методи прогнозування та запобігання метаболічних порушень 
у дітей раннього віку», реєстраційний номер 0120U102856, термін виконання 2020-2024 рр.

Результати дослідження. Дослідження показників обміну оксиду азоту у групі обстежуваних дітей показало, що 
у малюків з гіпоксично- ішемічною енцефалопатією в період 6-9 місяців життя концентрація нітритів була значно вищою 
2,69 нмоль/л порівняно зі здоровими дітьми 1,39 нмоль/л (p<0,001). Аналогічні відмінності отримані і в концентрації 
нітратів (5,41 vs 2,62; р<0,001). Нами не було отримано достовірних відмінностей у рівнях нітратів, нітритів та 
малонового діальдегіду залежно від генотипів гену IL1B (C3953T, rs1143634), проте ми виявили вищу (на рівні р<0,1) 
концентрацію сіалових кислот у дітей з генотипом СС, ніж у дітей з генотипом СТ або ТТ. При дослідженні гену 
eNOS (G894T, rs1799983) ми не отримали достовірних відмінностей у рівнях нітратів, нітритів, сіалових кислот та 
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малонового діальдегіду у дітей з різними генотипами. Дослідження виявило достовірний прямий зв’язок (на рівні р<0,1) 
між рівнем нітратів в сечі у дітей обстежених груп та концентрацією сіалових кислот (Coef. 0,753, р=0,062).

Висновок. Результати дослідження свідчать про підвищення рівнів нітратів (5,41 vs 2,62; р<0,001) та нітритів (2,69 
vs. 1,39; р<0,001) у дітей від матерів з метаболічним синдромом у відновному періоді гіпоксично- ішемічної енцефалопатії, 
що може вказувати на прогресування патологічних процесів, викликаних гіпоксичним ураженням або ж свідчити про 
адаптивні механізми відновлення після ушкодження тканин головного мозку. Також було виявлено достовірний прямий 
зв’язок між рівнем нітратів в сечі у дітей обстежуваних груп та концентрацією сіалових кислот (Coef. 0,753, р=0,062). 
При цьому ці зміни не асоціювалися з поліморфними варіантами генів eNOS (G894Т, rs1799983) та IL1B (C3953T, rs1143634). 
Таким чином, визначення концентрації рівня нітратів та нітритів можуть бути впроваджені в клінічну практику для 
ранньої діагностики та прогнозування можливих ускладнень у дітей з гіпоксично- ішемічною енцефалопатією, оскільки 
підвищений рівень нітритів, нітратів та сіалових кислот може слугувати маркером віддалених наслідків гіпоксичного 
ураження. Це дозволяє розглядати їх як перспективні предиктори неоптимального нервово- психічного розвитку дитини.

Ключові слова: новонароджені; прогнозування; нітрати та нітрити; малоновий діальдегід; сіалові кислоти; гени 
eNOS (G894T, rs1799983) та IL1B (C3953T, rs1143634); катамнестичне спостереження; неонатальна захворюваність; 
гіпоксично- ішемічна енцефалопатія; ендотеліальна дисфункція; несприятливі наслідки.

Вступ
За даними Всесвітньої організації охорони здоров’я 

основними неврологічними причинами інвалідності 
та смертності новонароджених дітей залишаються ас-
фіксія та гіпоксично- ішемічна енцефалопатія (ГІЕ). 
Розповсюдженість ГІЕ у розвинених країнах світу ста-
новить приблизно 1-4 на 1000 новонароджених. У кра-
їнах із низьким рівнем доходу захворюваність є значно 
вищою і складає 10-20 випадків на 1000 новонародже-
них. Майже у 35 % немовлят з ГІЕ розвиваються не-
врологічні ураження, такі як: затримки мовленнєвого, 
психічного та моторного розвитку, епілепсія, дитячий 
церебральний параліч, а 25 % дітей помирають протя-
гом перших двох років життя [1].

Ступінь ушкодження головного мозку та подальші 
неврологічні ускладнення визначаються низкою фак-
торів, зокрема, тривалістю гіпоксії/ішемії, незрілістю 
центральної нервової системи новонароджених, мозко-
вим кровообігом та метаболізмом, соматичним стату-
сом матерів тощо. Доведено, що зміни церебрального 
кровотоку при ГІЕ тісно пов’язані з дією оксиду азоту 
(NO). Роль NO в патогенезі ішемічного пошкодження 
мозку є суперечливою: він може проявляти як нейро-
протекторні, так і нейротоксичні властивості, що зале-
жить від ізоформи NO-синтази (NOS) та типу клітин, 
які продукують NO. При оксидативному стресі NO, 
що продукується nNOS (нейрональною NOS), призво-
дить до загибелі нейронів, спричиняючи пошкодження 
мітохондрій, втрату енергії та подальше порушення 
кальцієвого гомеостазу [2].Ендотеліальна форма NOS 
має нейропротекторну функцію, яка реалізується че-
рез NO-опосередковане посилення перфузії мозку [3 ].

Продукція NO регулюється геном еNOS шляхом 
зміни його експресії або активності ферменту eNOS. 
Наявність G894T варіантів гену eNOS знижує NO та 
сприяє ендотеліальній дисфункції. Зниження рівня NO 
призводить до вазоконстрикції, сповільнення кровотоку 
та подальшої гіпоксії. Аніони NO2 – та NO3 – є кінце-
вими продуктами метаболізму оксиду азоту в організмі 
людини [4]. Зниження рівня нітратів і нітритів внаслі-
док дефіциту NO потенційно свідчить про ішемію су-
дин і вазоспазм, а також про тяжкість оксидативного 
стресу. Ендотеліальна дисфункція, що проявляється 
втратою нейроваскулярних протективних функцій NO, 
може суттєво сприяти розвитку когнітивних розладів.

У патофізіологічних шляхах розвитку ГІЕ відіграє 
роль також реоксигенація та реперфузія попередньо 
ішемізованих тканин, що призводить до активації 
каскаду вільно- радикальних реакцій окислення, зо-
крема, утворення вільних радикалів кисню [5]. Вільні 
радикали можуть спричиняти пошкодження клітин 
шляхом перекисного окислення ліпідів (ПОЛ), яке 
можна оцінити шляхом вимірювання рівня малонового 
діальдегіду (МДА) [6]. Його високий період напівроз-
паду та реакційна здатність дозволяють йому діяти як 
всередині, так і поза клітинами, а взаємодія з білками 
та ДНК зумовлює його роль у різних патофізіологічних 
процесах. При травматичному ураженні центральної 
нервової системи (ЦНС) пошкодження, спричинене 
активними формами кисню, визначає початок ПОЛ 
і характеризується підвищеними рівнями малонового 
діальдегіду. Даний метаболіт реагує з кількома функ-
ціональними групами на білках, ліпопротеїнах і ДНК. 
Взаємодія МДА з ДНК демонструє потенційну гено-
токсичність – утворення адуктів ДНК, які викликають 
мутації та зміни в експресії генів. Разом з активацією 
ПОЛ у розвитку ГІЕ важливу роль відграє і запалення 
[7], активація якого, у т. ч. зі збільшенням концентрації 
прозапальних цитокінів, може відбуватися під впливом 
NO [8,9]. Відомо, що в умовах гіпоксії та запалення 
саме інтерлейкін-1 бета (IL-1β) активує індуцибельну 
NO-синтазу (iNOS), що різко збільшує вироблення NO, 
і, відповідно, потенціює пошкодження головного мозку 
після ішемічної перинатальної асфіксії [10].

Для з’ясування ролі запалення у розвитку ГІЕ нашу 
увагу привернули сіалові кислоти, оскільки саме ці 
сполуки є тим ключом або перемикачем, який контро-
лює вроджену імунну відповідь у ЦНС, яка формується 
в мікроглії [11].  На сьогодні відомо, що саме мікро-
гліальні клітини відіграють ключову роль у розвитку 
мозку, дозріванні та гомеостазі, реагуючи на інфекцію, 
травму чи інші патологічні стани, перетворюючись 
на макрофагоподібні клітини з функцією вродженого 
імунного захисту, який можна регулювати за допомо-
гою сіалілювання [12,13].

Вище вказані зміни можуть у більшій мірі реалі-
зуватися у матерів з метаболічним синдромом (МС), 
оскільки метаболічні розлади матері створюють вну-
трішньоутробне метаболічне середовище, яке нега-
тивно впливає на розвиток плода і, ймовірно, відіграє 
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важливу роль у програмуванні метаболічних порушень 
у дорослому житті [14].

Зважаючи на значущість порушень обміну азоту, ПОЛ 
та запалення у розвитку ГІЕ, вивчення ключових метабо-
літів даних патофізіологічних шляхів на тлі дослідження 
варіантів генів, що кодують ці білки та впливають на їх 
функціональний стан, є надзвичайно актуальним.

Мета і завдання дослідження. Дослідити 
особливості метаболізму (за рівнем нітратів, нітритів, 
МДА та сіалових кислот) у немовлят 6-9 місячного 
віку, які народились від матерів з метаболічним син-
дромом (МС), і які мали ГІЕ в ранньому неонатальному 
періоді, а також встановити асоціації між генотипами 
генів eNOS (G894T), IL1B (C3953T) та вище вказаними 
метаболітами.

Матеріали та методи дослідження
Для досягнення мети проведено  проспективне до-

слідження «випадок- контроль», у яке включено 30 дітей 
віком 6-9 місяців, які перебувають на обліку у кабінеті 
катамнестичного спостереження дитячої консультатив-
ної поліклініки Центру спеціалізованої педіатричної до-
помоги м. Полтави. Основну групу дослідження склали 
16 дітей, які народилися від матерів з МС і які мали 
оцінку за шкалою Апгар менше за 7 балів на 5 хвилині 
після народження, а також мали діагностичні клінічні та 
нейросонографічні ознаки гіпоксично- ішемічного ура-
ження ЦНС, що були встановлені при консультуванні 
дитячим неврологом у віці 6-9 місяців життя. Групу 
порівняння склали 14 рандомно відібраних відносно 
здорових дітей віком 6-9 місяців, які народились від 
матерів без МС і які не мали проявів ГІЕ в ранньому 
неонатальному періоді. Розподіл дітей за статтю досто-
вірно не відрізнявся, зокрема дівчат в основній групі 
було 7 (50 %), і в групі порівняння – 7 (43,75 %).

Критеріями віднесення матерів до основної групи 
(наявність МС) стали одноплідна вагітність та наяв-
ність трьох або більше з таких критеріїв: гіпертриглі-
церидемія >1,7 ммоль/л, високий кров’яний тиск > 130 
на 85 мм рт. ст., ожиріння протягом першої половини 
вагітності, низький рівень ліпопротеїнів високої щіль-
ності (ЛПВЩ): <1,3 ммоль/л, висока глюкоза в крові 
натще > 5,5 ммоль/л.

Критеріями віднесення дітей до основної групи 
були: клінічні та нейросонографічні ознаки гіпоксично- 
ішемічного ураження ЦНС, термін гестації 25-36 (6/7) 
тижнів, маса тіла до 2500 г, наявність інформованої 
згоди батьків на участь у клінічному дослідженні.

Критеріями виключення із дослідження були наяв-
ність вроджених вад розвитку, генетичних захворювань 
та відмова батьків від участі у дослідженні.

Матеріалом для дослідження нітратів, нітритів, 
МДА та сіалових кислот була сеча, забір якої відбу-
вався у дітей у віці 6-9 місяців під час відвідування 
центру катамнестичного спостереження.

Методика визначення нітратів та нітритів у сечі. 
Концентрацію нітритів визначали шляхом визначення 
діазосполук, що утворилися у реакції з сульфаніловою 
кислотою, а потім проводили реакцію з α-нафтиламі-
ном (реактив Грісса- Ілосвая), в результаті якої утво-

рюються похідні червоного кольору (азобарвники). 
Інтенсивність забарвлення пропорційна концентрації 
нітритів. Концентрація нітратів визначалась по при-
росту концентрації нітритів після відновлення нітратів 
до нітритів сірчанокислим гідразином. Для визначення 
концентрації нітратів та нітритів використовували алік-
воти сечі по 0,2 мл [15, 16].

Методика спектрофотометричного визначення 
концентрації вільного малонового діальдегіду. Принцип 
методу заснований на тому, що вільний МДА специ-
фічно реагує із 1-метил-2фениліндолом у суміші мета-
нолу та ацетонітриту з утворенням хромогену (карбоці-
ановий барвний) помаранчевого кольору з максималь-
ним світлопоглинанням на довжині хвилі 586 нм.[17].

Методика визначення сіалових кислот в сечі за 
реакцією з оцтво- сірчанокислим реактивом (реакція 
Гесса). Принцип методу заснований на тому, що сіалові 
кислоти, які являють собою похідні нейрамінової кис-
лоти, звільняються в результаті гідролізу глікопротеїдів 
сечі і утворюють забарвлену сполуку при нагріванні 
з оцтово- сірчанокислим реактивом (реакція Гесса). 
Вміст сіалових кислот визначали за допомогою побу-
дови графіку залежності абсорбції від концентрації [18].

Молекулярно- генетичний аналіз. Біологічним мате-
ріалом для проведення дослідження було використано 
букальний епітелій. Забір матеріалу здійснювався за 
допомогою одноразових стерильних щіточок та збері-
гався у пробірках з консервантом «DNA/RNA Shield» 
(Zymo Research, США). Для виділення ДНК було ви-
користано комерційний набір «Quick- DNA Mini Prep 
Plus Kit» (Zymo Research, США). Визначення полі-
морфних варіантів IL-1β 3953C>T (rs1143634) [19] та 
eNOS G894Т (rs1799983) [20] проводилось методом 
полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) за допомогою 
комерційного набору «DreamTaq Green PCR Master 
Mix» (Thermo Scientifi c, США) та специфічних оліго-
нуклеотидних послідовностей (Metabion, Німеччина). 
Відповідний температурний режим було забезпечено 
за допомогою ампліфікатора «FlexCycler BU» (Analytik 
Jena, Німеччина). Продукти ампліфікації генів IL1B та 
eNOS підлягали гідролітичному розщепленню згідно 
реакції ПДРФ (поліморфізму довжин рестрикційних 
фрагментів) за допомогою ендонуклеаз рестрикції 
«TaqI (10U/μL)» та «MboI (10 U/μL)», (Thermo Fisher 
Scientifi c, США) відповідно. Оцінювання рестрикцій-
них фрагментів здійснювалось в агарозному гелі (ага-
роза «CSL-AG500», Cleaver Scientifi c Ltd, Великобри-
танія; буфер «10хТВЕ Electrophoresis Buff er», Thermo 
Scientifi c, США; маркер молекулярної ваги «GeneRuler 
100 bp DNA Ladder», Thermo Scientifi c, США) з дода-
ванням бромистого етидію в якості барвника.

Статистичний аналіз. Для обробки кількісних ве-
личин використовували традиційні методи параметрич-
ної та непараметричної статистики; для аналізу якісних 
ознак, що виражалися в основному у відсотках, було 
застосовано непараметричні методи. За нормального 
розподілу даних використовували основні статистичні 
характеристики, а саме: середнє значення (М) для ви-
значення центральної тенденції; довірчий інтервал (ДІ) 
для визначення 95 % інтервалу середньої. Гіпотези 
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щодо рівності генеральних середніх перевіряли з ви-
користанням двостороннього t-критерію Стьюдента. 
Порівняння відносних, або виражених у відсотках 
величин виконували за допомогою критерію точного 
двостороннього критерію Фішера. Зв’язки між лічиль-
ними перемінними визначали за допомогою бінарного 
та множинного регресійного аналізу за Пуассоном. 
Статистичний аналіз проводили за допомогою пакету 
прикладних програм STATA 14.0.

Дослідження проводилося відповідно до Гельсін-
ської  декларації  (переглянутої у 2013 році). Комісія 
з біоетики Полтавського державного медичного уні-
верситету (протокол № 233 від 21.11.2024 року) схва-
лила дослідження. Індивідуальна інформована згода на 
це дослідження була отримана від усіх батьків дітей.

Дослідження виконано в рамках НДР кафедри пе-
діатрії № 1 із неонатологією Полтавського держав-
ного медичного університету «Розробити клініко- 
лабораторні критерії, методи прогнозування та запобі-
гання метаболічних порушень у дітей раннього віку», 

реєстраційний номер 0120U102856, термін виконання 
2020-2024 рр.

Результати дослідження та їх обговорення
Дослідження показників обміну оксиду азоту у гру-

пах обстежуваних дітей показало, що у малюків осно-
вної групи в період 6-9 місяців життя концентрація ніт-
ритів була значно вищою, ніж у дітей групи порівняння 
(2,69 нмоль/л проти 1,39 нмоль/л, p<0,001). Як свідчать 
результати дослідження, представлені у табл. 1, аналогічні 
відмінності отримані і в концентрації нітратів (p<0,001). 
Також ми звертаємо увагу на дещо вищий рівень сіалових 
кислот у дітей основної групи відносно дітей групи по-
рівняння. І хоча рівень достовірності становить р<0.1, ми 
вважаємо, що потрібні подальші дослідження на більшій 
когорті пацієнтів для з’ясування остаточної ролі сіалових 
кислот у розвитку та пролонгації гіпоксично- ішемічного 
ураження ЦНС у малюків 6-9 місячного віку. Що стосу-
ється МДА, то нами не отримано достовірних відмін-
ностей у його концентрації серед дітей обстежених груп.

Таблиця 1

Рівні нітритів, нітратів, МДА та сіалових кислот у дітей 6-9 місячного віку обстежених груп, М (95 % ДІ)

Показники Основна група
(n=16)

Група порівняння
(n=14) р

Нітрити сечі (нмоль/л) 2,69 (2,23-3,16) 1,39 (1,12-1,65) <0,001
Нітрати сечі (нмоль/л) 5,41 (4,52-6,03) 2,62 (2,13-3,11) <0,001
МДА (мкмоль/л) 2,25 (1,52-2,97) 1,96 (1,05-2,88) 0,6088
Сіалові кислоти (ммоль/л) 0,28 (0,16-0,41) 0,15 (0,07-0,24) 0,0803

Зважаючи на значущість eNOS та IL-1β в розвитку 
ГІЕ, дослідження варіантів генів, що кодують ці білки 
та впливають на їх функціональний стан, є надзвичайно 
актуальним. Так, існують переконливі докази того, що 
надмірна продукція IL-1β є провідною складовою роз-
витку запалення та подальшого ураження головного 
мозку у новонароджених з енцефалопатією [21]. Підви-
щені рівні IL-1β спостерігали у новонароджених з асфік-
сією, що супроводжувалося порушенням церебрального 
метаболізму та подальшою затримкою розвитку [22, 23].

Наступним кроком нашого дослідження стало ви-
вчення асоціацій між рівнем нітратів в сечі та концентра-
цією МДА та сіалових кислот (табл. 2). Дослідження вия-
вило достовірний прямий зв’язок між МДА та сіаловими 
кислотами (р=0,014) та зв’язок на рівні достовірності 
р<0,1 між рівнем нітратів в сечі у дітей обстежених груп 
та концентрацією сіалових кислот (Coef. 0,753, р=0,062) 
за бінарним логістичним аналізом за Пуассоном. Слід 
зазначити, що виявлено достовірний прямий зв’язок між 
МДА та сіаловими кислотами при множинному регре-
сійному аналізі за Пуассоном після корекції на гестацій-
ний вік дитини (Coef. 1,27 (95 % ДІ 0,25-0,29; р=0,014).

Для вивчення зв’язку між варіантами генів IL1B 
(C3953T, rs1143634) та концентрацією нітратів, нітри-
тів, МДА та сіалових кислот в сечі дітей сформовано 
дві групи. Першу групу (n=11) склали діти – носії алеля 
Т гену IL1B (C3953T, rs1143634), а другу групу (n=19) – 
діти з генотипом СС. Для вивчення зв’язку між варі-
антами генів eNOS (G894T, rs1799983) та концентра-
цією нітратів, нітритів, МДА та сіалових кислот в сечі 
дітей також було сформовано дві групи. Першу групу 
(n=21) склали діти – носії алеля Т гену eNOS (G894T, 
rs1799983), а другу групу (n=9) – діти з генотипом GG.

Нами не виявлено достовірних відмінностей у рів-
нях нітратів, нітритів та МДА в сечі обстежених дітей 
залежно від генотипів гену IL1B (C3953T, rs1143634), 
проте слід звернути увагу на вищу (на рівні р <0,1) кон-
центрацію сіалових кислот у дітей з генотипом СС, ніж 
у дітей з генотипом СТ або ТТ (табл. 3).

Що стосується гену eNOS (G894T, rs1799983), то 
нами не отримано достовірних відмінностей у рівнях 
нітратів, нітритів, сіалових кислот та МДА у дітей з різ-
ними варіантами генів eNOS (G894T, rs1799983), IL1B 
(C3953T, rs1143634) (табл. 4)

Таблиця 2

Зв’язки між концентрацією нітратів в сечі, рівнем МДА та сіалових кислот 
(за бінарною регресією Пуассона)

Показник Нітрати Нітрити МДА
Coef. (95 % ДІ) р Coef. (95 % ДІ) р Coef. (95 % ДІ) р

МДА 0,055 -0,062-0,173 0,359 0,047 -0,12-0,21 0,576 - - -
Сіалові кислоти 0,753 -0,038-1,545 0,062 0,67 -0,45-1,80 0,239 1,28 0,26-2,29 0,014
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Таблиця 3

Концентрація нітратів, нітритів, МДА та сіалових кислот в сечі обстежених дітей залежно від генотипу гену 
IL1B (C3953T, rs1143634), М (95 % ДІ)

Показники
М (95 % ДІ) Генотип СТ або ТТ (n=11) Генотип СС

(n=19) р

Нітрити сечі (нмоль/л) 2,07 (1,45-2,69) 2,09 (1,61-2,58) 0,9493
Нітрати сечі (нмоль/л) 4,09 (2,83-5,34) 4,12 (3,14-5,11) 0,959
МДА (мкмоль/л) 2,00 (1,05-2,95) 2,18 (1,46-2,9) 0,7455
Сіалові кислоти (ммоль/л) 0,15 (0,06-0,24) 0,27 (0,16-0,38) 0,077

Таблиця 4

Концентрація нітратів, нітритів, МДА та сіалових кислот в сечі обстежених дітей залежно від генотипу гену 
eNOS (G894T, rs1799983), М (95 % ДІ)

Показники Генотип GТ або ТТ (n=21) Генотип GG
(n=9) р

Нітрити сечі (нмоль/л) 2,09 (1,68-2,52) 2,06 (1,19-2,92) 0,929
Нітрати сечі (нмоль/л) 4,15 (3,32-4,98) 4,01 (2,25-5,78) 0,8780
МДА (мкмоль/л) 2,26 (1,53-2,98) 1,78 (1,00-2,56) 0,3406
Сіалові кислоти (ммоль/л) 0,19 (0,13-0,26) 0,29 (0,07-0,51) 0,3626

Оксид азоту є важливим регулятором у багатьох си-
стемах, включаючи судинний ендотелій і гладком’язові 
клітини, макрофаги та нейрони [24]. Порушення син-
тезу або метаболізму NO є ключовим фактором у пато-
фізіологічних механізмах розвитку ряду захворювань 
у немовлят. Зниження продукція NO призводить до пер-
систуючої легеневої гіпертензії новонароджених [25]. 
Надлишок NO асоціюється з септичним шоком [26]. 
Крім того, NO може відігравати ключову роль у роз-
витку неонатального гіпоксично- ішемічного ураження 
головного мозку [27].

Нашими попередніми дослідженнями з’ясовано 
роль поліморфізму гена eNOS і порушень обміну азоту 
у розвитку гіпоксично- ішемічного ураження ЦНС, зо-
крема доведено достовірний зв’язок між підвищенням 
рівня нітратів і нітритів в сечі з розвитком даного стану 
у ранньому неонатальному періоді, при чому відсо-
ткова кількість немовлят із поліморфним геном була 
достовірно більшою серед передчасно народжених 
немовлят із гіпоксично- ішемічним ураженням ЦНС, 
ніж серед немовлят без даного стану [28]. Результати 
мета-аналізу показали, що варіант G894T впливає на 
вироблення оксиду азоту, зокрема, визначено, що носії 
алеля Т мали нижчі рівні NO (що еквівалетно нижчим 
рівням нітратів/нітритів) [29]. Дослідження Sofowora 
та ін. вказують на те, що клінічне значення цього гене-
тичного варіанту може проявлятися лише за наявності 
ендотеліальної дисфункції [30].

На думку інших науковців, у дітей з асфіксією 
у відповідь на гіпоксію підвищується продукування 
(NO2–+NO3–), що допомагає підтримувати кальцієвий 
гомеостаз клітин і захищає їх від пошкоджень [31]. Але 
за тривалого гіпоксичного стану продукування (NO – + 
NO –) із L-аргініну ослаблюється. Ми отримали досто-
вірно вищий рівень нітратів та нітритів в сечі у дітей 
віком 6-9 місяців з ГІЕ, ніж у здорових дітей. На нашу 
думку, вищий рівень концентрацій нітритів і нітратів 
у дітей з ГІЕ упродовж першого півріччя життя може 
вказувати на пролонгацію підвищеної активності 

оксиду азоту в організмі, що є важливим показником 
функціонування ендотеліальної системи. Ця зміна 
може бути прямим доказом адаптації ендотеліальної 
системи до постнатальних умов, підвищення метабо-
лічних процесів та розвитку імунної відповіді. Наші 
результати в поєднанні з даними інших авторів вка-
зують на підвищену екскрецію оксиду азоту у більш 
старшому віці [32]. Даний результат може свідчити 
про те, що у дітей з ускладненим неонатальним пе-
ріодом може бути більш активований метаболізм NO 
для забезпечення адекватної перфузії. У подальшому 
така активація може бути компенсаторною відповіддю 
організму на пошкодження тканин, обумовлене почат-
ковим гіпоксично- ішемічним ураженням, вказуючи на 
наявність тривалої ендотеліальної дисфункції.

Проте низька концентрація нітритів у плазмі крові 
протягом перших хвилин і годин після народження 
може бути спричинена кількома факторами. Передчасно 
народжені діти мають дефіцит L-аргініну, що призво-
дить до зниження синтезу NO. У новонароджених та-
кож вища концентрація асиметричного диметиларгініну 
(АДМА), ендогенного інгібітора NOS, у порівнянні 
з дорослими [33]. Таким чином, низький рівень L-ар-
гініну та підвищена концентрація АДМА можуть при-
звести до низької активності eNOS у новонароджених, 
що сприяє зниженню рівня нітритів у плазмі крові після 
народження. Зниження рівня нітратів і нітритів внас-
лідок дефіциту NO потенційно свідчить про ішемію 
судин і вазоспазм, а також про тяжкість оксидативного 
стресу. Ендотеліальна дисфункція, що проявляється 
втратою нейроваскулярних протективних функцій NO, 
може суттєво сприяти розвитку когнітивних розладів.

У дослідженні Schlenzig та ін. було виявлено вищу 
концентрацію МДА у немовлят, які потребували штуч-
ної вентиляції легень [34]. Дослідження Seif El Dein 
та ін. встановило кореляцію між стадіями тяжкості за 
шкалою Sarnat та рівнем МДА в сироватці крові. У но-
вонароджених із підвищеним рівнем МДА частіше 
спостерігалися судоми, ІІ-ІІІ стадії за шкалою Sarnat, 
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довший термін перебування у стаціонарі [35]. Дослі-
дження Fulia та ін. стверджує, що новонароджені, які 
перенесли асфіксію, мали значно вищі рівні МДА та 
NO у плазмі крові, ніж здорові немовлята [36]. Наразі 
існують переконливі докази того, що посилене утво-
рення NO внаслідок експресії індуцибельної ізоформи 
NO-синтази відіграє важливу роль при асфіксії, шоку 
та запаленні [37]. Ми отримали достовірний зв’язок 
між рівнем МДА та концентрацією сіалових кислот 
при множинному регресійному аналізі за Пуассоном 
після корекції на гестаційний вік дитини. Це підтвер-
джує думку щодо єдності двох важливих патофізіоло-
гічних шляхів – ПОЛ та запалення [38], тобто активація 
ПОЛ переключає макроглію із гомеостатичного стану 
в активований за допомогою підвищення активності 
сіалових кислот [11].

У нашому дослідженні рівень сіалових кислот у ма-
люків з генотипом СС гену IL1B (C3953T, rs1143634) 
був дещо вищим, ніж у малюків, які є носіями Т-алелі 
даного гена. На сьогодні відомо, що сіалові кислоти 
є компонентами глікопротеїнів і гліколіпідів, які вхо-
дять до складу клітинних мембран, і їх вивільнення 
в кровоток та екскреція з сечею можуть бути ознакою 
пошкодження тканин під час гіпоксії. Також проведені 
клінічні та експериментальні дослідження демонстру-
ють, що сіалові кислоти є ключовим регулятором біоло-
гії імунної клітини, від кровотворення до ефекторних 
функцій, при цьому даний метаболіт з потужними біо-
фізичними характеристиками динамічно модулюється 
під час розвитку ЦНС [12, 13, 40,]. Сіалові кислоти 
можуть інгібувати активацію комплементу шляхом 
модуляції ключових функцій системи комплемента під 
час імунного контролю та гомеостазу вродженої імун-
ної відповіді ЦНС [11, 43,], зв’язують та буферизують 
нейротрофічні фактори, фактори росту, нейротран-
смітери та цитокіни [45, 46]. Нещодавні дослідження 
показали, що сіалілювання є критичним для захисту 
екстраембріональної тканини плода від атаки мате-
ринського комплементу [47], хоча точний механізм 
захисного ефекту на плід досі не з’ясований. Тобто ми 
припускаємо, що носії Т-алелю можуть бути більш 

сприйнятливими до реалізації дії травми, інфікування 
та інших патологічних станів.

Враховуючи особливості когорти пацієнтів – не-
можливість повторних заборів крові у новонародже-
них дітей з міркувань безпеки пацієнта та враховуючи 
принципи біоетики, визначення показників обміну 
оксиду азоту концентрації МДА та сіалових кислот 
в сечі може бути корисним методом для оцінки окси-
дативного стресу у немовлят та моніторингу відповіді 
на новітні впроваджені методи лікування ГІЕ.

Висновок
Таким чином, результати дослідження свідчать 

про підвищення рівнів нітратів (5,41 vs 2,62; р<0,001) 
та нітритів (2,69 vs. 1,39; р<0,001) у дітей від матерів 
з метаболічним синдромом у відновному періоді ГІЕ, 
що може вказувати на прогресування патологічних 
процесів, викликаних гіпоксичним ураженням або ж 
свідчити про адаптивні механізми відновлення після 
ушкодження тканин головного мозку. Також було ви-
явлено достовірний прямий зв’язок між рівнем ніт-
ратів та концентрацією сіалових кислот (Coef. 0,753, 
р=0,062) та між МДА та концентрацією сіалових кис-
лота в сечі у дітей обстежуваних груп (Coef. 1,27 (95 % 
ДІ 0,25-0,29; р=0,014). При цьому ці зміни не асоцію-
валися з поліморфними варіантами генів eNOS (G894Т, 
rs1799983) та IL1B (C3953T, rs1143634).

Отже, визначення концентрації рівня нітратів та ні-
тритів можуть бути впроваджені в клінічну практику 
для ранньої діагностики та прогнозування можливих 
ускладнень у дітей з ГІЕ, оскільки підвищений рівень 
нітритів, нітратів та сіалових кислот може слугувати 
маркером віддалених наслідків гіпоксичного ураження. 
Це дозволяє розглядати їх як перспективні предиктори 
неоптимального нервово- психічного розвитку дитини.
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PECULIARITIES OF METABOLISM (BY THE LEVEL OF NITRATES, NITRITES, MALONDIALDEHYDE 
AND SIALIC ACIDS) IN 6-9 MONTHS OLD INFANTS BORN FROM MOTHERS WITH METABOLIC 

SYNDROME, WHO HAD HYPOXIC- ISCHEMIC ENCEPHALOPATHY IN THE EARLY NEONATAL PERIOD

O. Kovalova1, V. Pokhylko2, Yu. Cherniavska2, S. Tsvirenko2, Z. Rossokha3, A. Davydenko2

Unit for Development Medical Guarantee Program of the Department Universal Health Coverage Strategy Development 
of National Health Service of Ukraine1 (Kyiv, Ukraine),
Poltava State Medical University2 (Poltava, Ukraine),

Expert- analytical medical center for molecular genetics, Shupyk National Healthcare University of Ukraine,3 (Kyiv, Ukraine)

Summary.
According to the World Health Organization, asphyxia and hypoxic- ischemic encephalopathy remain the leading neurological 

causes of disability and mortality in newborns. The degree of brain damage and subsequent neurological complications is determined 
by a number of factors, including duration of hypoxia/ischemia, cerebral circulation, neonatal central nervous system immaturity, and 
maternal somatic status.

The aim  of the study was to determine the metabolic characteristics (by nitrate, nitrite, malondialdehyde and sialic acid levels) of 
infants aged 6-9 months born to mothers with metabolic syndrome who had hypoxic- ischemic encephalopathy in the early neonatal 
period, and the eff ect of eNOS (G894T) and IL-1b (C3953T) gene variants on the metabolism of these metabolites.

Materials and methods. To this end, a prospective case-control study was conducted in 30 children aged 6-9 months. The main study 
group consisted of 16 children born to mothers with metabolic syndrome who had an Apgar score of less than 7 points at 5 minutes and 
diagnostic clinical and neurosonographic signs of hypoxic- ischemic encephalopathy, as determined during a consultation with a pediatric 
neurologist at 6-9 months of age. The comparison group consisted of 14 randomly selected relatively healthy children aged 6-9 months, 
born to mothers without metabolic syndrome and without manifestations of hypoxic- ischemic encephalopathy in the early neonatal period.

The concentration of nitrites was determined by determining the diazo compounds formed in the reaction with sulfanilic acid, and then 
the reaction was carried out with α-naphthylamine (Grisse- Ilosway reagent). The concentration of free malondialdehyde was determined by 
the spectrophotometric method. The concentration of sialic acids in urine was determined by the reaction with acetic- sulfuric acid reagent 
(Hess reaction). Molecular genetic analysis was carried out using buccal epithelium as biological material. Determination of IL1B 3953C>T 
(rs1143634) and eNOS G894T (rs1799983) polymorphic variants was carried out by polymerase chain reaction using the commercial kit 
«DreamTaq Green PCR Master Mix» (Thermo Scientifi c, USA) and specifi c oligonucleotide sequences (Metabion, Germany).

Statistical analysis. Traditional methods of parametric and non-parametric statistics were used to process quantitative values; non-
parametric methods were used for the analysis of qualitative characteristics expressed mainly in percentages. Under the normal distribution 
of data, the main statistical characteristics were used, namely: the average value (М) to determine the central tendency; the standard 
error of the mean (m) for the precision of the estimate of the mean, the confi dence interval (CI) for determining the 95 % interval of 
the mean. Hypotheses regarding the equality of general means were tested using a two-tailed Student’s t-test. Comparison of relative 
or percentage values was performed using Fisher’s exact two-sided test. Relationships between count variables were determined using 
Poisson multiple regression analysis. Statistical analysis was performed using the STATA 14.0 software package.

The study was conducted in compliance with the ‘Rules for Ethical Principles for Scientifi c Medical Research Involving Human 
Subjects’ approved by the Declaration of Helsinki (1964-2013), ICH GCP (1996), EEC Directive 609 (24.11.1986), Order of the Ministry of 
Health of Ukraine No. 690 of 23.09.2009 and confi rmed by the conclusion of the Biomedical Ethics Commission of Poltava State Medical 
University (Protocol No. 233 of 21.11.2024), which approved the study. Written consent was obtained from the parents of the newborns.

The study was conducted within the framework of the joint budget research work of the Department of Pediatrics № 1 with 
Neonatology of the Poltava State Medical University on the topic «Development of clinical and laboratory criteria, methods for predicting 
and preventing metabolic disorders in children of early age», state registration number 0120U102856, term of execution 2020-2024.

Research results. A study of the indicators of nitric oxide exchange in the group of examined children showed that the concentration of 
nitrites was signifi cantly higher in children with hypoxic ischemic encephalopathy in the period of 6-9 months of life, 2.69 nmol/l compared 
to healthy children, 1.39 nmol/l (p<0.001). Similar diff erences were obtained in the concentration of nitrates (5.41 vs 2.62; p<0.001). We did 
not obtain signifi cant diff erences in the levels of nitrates, nitrites and malondialdehyde depending on the genotypes of the IL1B gene (C3953T, 
rs1143634), but we found a higher (at the level of p <0.1) concentration of sialic acids in children with the СС genotype than in children with 
СT or TT genotype. When studying the eNOS gene (G894T, rs1799983), we did not fi nd signifi cant diff erences in the levels of nitrates, nitrites, 
sialic acids and malondialdehyde in children with diff erent genotypes. The study revealed a reliable direct relationship (at the level of p<0.1) 
between the level of nitrates in the urine of children of the examined groups and the concentration of sialic acids (Coef. 0.753, p=0.062).

Conclusion. The results of the study indicate an increase in the levels of nitrates (5.41 vs. 2.62; p<0.001) and nitrites (2.69 vs. 
1.39; p<0.001) in children of mothers with metabolic syndrome in the recovery period of hypoxic ischemic encephalopathy, which can 
indicate the progression of pathological processes caused by hypoxic damage or testify to the adaptive mechanisms of recovery after 
brain tissue damage. A reliable direct relationship was also found between the level of nitrates in urine in children of the examined groups 
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and the concentration of sialic acids (Coef. 0.753, p=0.062). At the same time, these changes were not associated with polymorphic 
variants of the eNOS (G894T, rs1799983) and IL1B (C3953T, rs1143634) genes. Thus, determining the concentration of nitrates and 
nitrites can be implemented in clinical practice for early diagnosis and prediction of possible complications in children with hypoxic 
ischemic encephalopathy, because the increased level of nitrites, nitrates and sialic acids can serve as a marker of distant consequences 
of hypoxic damage. This allows us to consider them as promising predictors of a child’s suboptimal neuropsychological development.

Key words: Neonates; Prognosis; Nitrates and Nitrites; Malondialdehyde; Sialic Acids; eNOS (G894T, rs1799983) and IL1B (C3953T, 
rs1143634) genes; Follow-up; Neonatal Morbidity; Hypoxic- Ischemic Encephalopathy; Endothelial Dysfunction; Adverse Outcomes.
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