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Wykaz skrotow 1 symboli uzytych w pracy

OC — stopnie Celsjusza

2-ME — 2-metyloestradiol

AC — obwdd brzucha ptodu

ACTH — hormon adrenokortykotropowy

AGA — appropriate for gestational age - odpowiednie do wieku cigzowego

Alat — aminotransferaza alaninowa

AMV - Avian Myeloblastosis Virus, wirus ptasiej biataczki — polimeraza AMV -
odwrotna transkryptaza, RNA-zalezna polimeraza DNA

ANP — przedsionkowy peptyd natriuretyczny

ARDS - Acute respiratory distress syndrome — zesp6t ostrej niewydolnosci oddechowe;j
Aspat — aminotransferaza asparaginianowa

AT1-AA - agonistic autoantibodies to the angiotensin Il type | receptor —
autoprzeciwciata wigzace si¢ z receptorem Angiotensyny II

AUC — area under the curve - obszar pod krzywa ROC

BMI — body mass index

BNP — mézgowy peptyd natriuretyczny

BSA — albumina serum wotowego

BeWo - komorki syncytiotrofoblastu

CA9 — anhydraza weglanowa

Ca®" - jony wapnia

cDNA — komplementarny DNA

COMT - katecholo-O-metylotransferaza

COX —enzym cyklooksygenaza

CRH — kortykoliberyna

DAB - 3,3’ - diaminobenzydyna

DAG - diacyloglicerol

dNTP — roztwor deoksynukleotydow

(dT)1g — primer

EDHF — §rédblonkowy czynnik hiperpolaryzujacy

EIA — enzyme immuno assai (metody immunoenzymatyczne)

ELBW - extremely low birth weight - skrajnie niska masa urodzeniowa



ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay czyli test immunoenzymatyczny
ER — siateczka §rodplazmatyczna

FL — dlugos¢ kosci udowej ptodu

GDP — guanozynodifosforan

GLUT1 — transporter glukozy

GPR 14, UTS2R — receptor urotensyny-I1

GPSK — Ginekologiczno — Potozniczy Szpital Kliniczny

GTP — guanozynotrifosforan

H + E — metoda barwienia hematoksyling i eozyna

HbA1C — glikowana hemoglobina

HC — obwod glowy ptodu

HCI — chlorowodor

HELLP - niedokrwisto$¢ hemolityczna (Hemolytic anemia), podwyzszone poziomy
enzymoéw watrobowych (Elevated Liver enzymes), matoptytkowos¢ (Low Platelet
count).

HIF 1 alfa — czynnik indukowany niedotlenieniem

HIV — wirus ludzkiego niedoboru odpornosci

HLA - human leukocyte antigens — ludzkie antygeny leukocytarne

HtrA3 — proteaza serynowa

HUVECS - komorki §rédbtonka naczyn pepowinowych

IgG — immunoglobulina klasy G

IL — interleukina

IP3 — 1,4,5-trifosforan inozytolu

IUGR - intrauterine growth retardation — wenatrzmaciczne zahamowanie wzrastania
ptodu

J./l — jednostki na litr

KIRs — killer immunoglobulin receptors — receptor dla NK

LBW — low birth weight — niska masa urodzeniowa

LDH — dehydrogenaza mleczanowa

LGA — large for gestational age - duze w stosunku do wieku cigzowego
LGALS 13 — gen tozyskowy kodujacy biatko PP 13

MAP — mean arterial pressure — $rednie cis$nienie tetnicze

mg/dl — miligramy na decylitr

micro RNAS — jednoniciowa czgsteczka kwasy rybonukleinowego



ml — mililitr

MLCK — Inhibitory kinazy tancucha lekkiego miozyny

MmHg — milimetry stupa rteci

MRNA — matrycowy kwas rybonukleinowy

ng — nanogramy

NHBPEP - National High Blood Pressure Education Program — narodowy program
edukacyjny dotyczacy nadci$nienia tetniczego

NK — natural killer — biate krwinki ,,naturalni zabojcy”

nm — nanometry

NO — tlenek azotu

NOS - syntaza tlenku azotu

NYHA - skala stuzaca do klasyfikacji ciezko$ci objawdéw niewydolnos$ci serca

OUN - os$rodkowy uktad nerwowy

oxy LDL — utleniona czasteczka lipidowa o niskiej gegstosci

OZW - ostry zespot wiencowy

PAPPA — A - Pregnancy-associated plasma protein A — osoczowe biatko A zalezne od
cigzy

PBS — Phosphate Buffered Saline - sl fizjologiczna buforowana

PCR — Polymerase Chain Reaction, czylireakcja tancuchowa polimerazy

pg — pikogramy

Pgl2 — prostacyklina

PIH — pregnancy induced hypertension — nadci$nienie indukowane cigzg — obecnie
nadci$nienie cigzowe

PIP2 — 4,5-difosforan fosfatydyloinozytolu

PKC - C kinaza proteinowa

PIGF — tozyskowy czynnik wzrostu

PP13 — biatko produkowane w tozysku

PRL — prolaktyna

REM - rapid eye movement — ostatnia faza snu

Rho — rodzina kinaz

RIA — radio immuno assay, czyli metody immunochemiczne

ROC krzywa- Receiver Operating Characteristics — ocena poprawnosci klasyfikatora
RR — pomiar ci$nienia tgtniczego metoda Riva - Rocciego

sEng — rozpuszczalny receptor dla endogliny



sFIt1 — rozpuszczalny receptor dla naczyniowego czynnika wzrostu

SGA — small for gestational age - mate w stosunku do wieku cigzowego

SNPs - single-nucleotide polymorphism — polimorfizm jednego nukleotydu
STOX1 — gen na chromosomie 10g22.1

SVEGFR — 1/sFIlt — 1 - rozpuszczalna posta¢ receptora dla naczyniowego
sroédbtonkowego czynnika wzrostu

t.c. —tydzien cigzy

TGF — czynnik wzrostu nowotworow

Tie-1, Tie-2 — receptor dla kinazy tyrozynowej

TMB -3,3°,5,5” - tertrametylobenzydyna

TNF — czynnik martwicy nowotwordéw

TORCH — skrét dla chorob zakaznych: toksoplazmoza, rdézyczka, cytomegalia,
opryszczka, inne

TRI Reagent- bufor lizujacy

TSH — hormon tyreotropowy

tys/mm® — tysigc na milimetr sze$cienny

TXA;— tromboksan A;

U-1l — urotensyna 11

U-11 — gen urotensyny Il

URP — biatko podobne do urotensyny Il

USG — ultrasonografia

UTS2R — gen receptora U-11

VEGF — naczyniowy czynnik wzrostu

VEGFR -1, VEGFR-2 — naczyniowy $rédbtonkowy czynnik wzrostu typu 112
VLBW - very low birth weight — bardzo niska masa urodzeniowa

WZW - wirusowe zapalenie watroby



I. Wstep
Nadci$nienie cigzowe

1.1 Wstep

W czasie trwania cigzy w uktadzie krazenia dochodzi do zmian hemodynamicznych.
Zmiany te s3 odpowiedzig na zwigkszone zapotrzebowanie metaboliczne wzrastajacych
tkanek ptodu, zwickszenie unaczynienia, wielko$ci przeptywu w obrebie narzadow
rodnych i tozyska. Serce i uktad krazenia cigzarnej w sposob dynamiczny dostosowuje
si¢ do zmieniajacych si¢ warunkow, stajac si¢ krazeniem hiperkinetycznym. Zmiany te
obejmuja zwiekszenie objetosci krwi krazacej, zwigkszenie czgstosci pracy serca, jego

objetosci wyrzutowej i pojemno$ci minutowej [1,2,3].

W odpowiedzi na zaistniale zmiany, dzigki dzialaniom wielu hormonéw, a w
szczegolnoSci progesteronu, zmniejsza si¢ napigcie 1 wzrasta podatno$¢ §cian naczyn
krwiono$nych — zaré6wno tetniczych, jak i zylnych, co skutkuje zmniejszeniem oporu
obwodowego o okoto 30% juz w I trymestrze cigzy i spadkiem warto$ci ci$nienia
tetniczego krwi. Warto$¢ oporu obwodowego maleje, a podatnos¢ duzych tetnic ros$nie

wraz ze stopniem zaawansowania cigzy [4,5,6].

Drugim mechanizmem, ktory ma wplyw na zmniejszenie catkowitego systemowego
oporu naczyniowego u ci¢zarnej jest obecno$¢ krazenia maciczno — tozyskowego. W
przypadku prawidlowo przebiegajacej ciazy, zwigkszenie pola powierzchni naczyn
krwionosnych nie powoduje wzrostu catkowitego oporu obwodowego u cigzarnej dzieki
przebudowie $cian tetnic spiralnych macicy. Polega ona na zaniku ich warstwy
migsniowej, a z nig reaktywnosci tych tetnic na bodZce wazokonstrykcyjne. Dzigki
temu przeptyw przez tozysko jest zwigkszony, a calkowity systemowy opor naczyniowy
spada. Mechanizm ten moze odpowiada¢ za okoto 20% spadku catkowitego oporu

naczyniowego u kobiety ci¢zarnej [7,8].

W ciazy niepowiktanej wypadkowa zachodzacych zmian hemodynamicznych powoduje
spadek cis$nienia tetniczego krwi. Redukcja ci$nienia skurczowego wynosi 5 — 11 mm
Hg, a rozkurczowego 10 — 15 mm Hg. Fizjologicznie warto$¢ cisnienia t¢tniczego

obniza si¢ juz w I trymestrze ciazy, osiagajac najnizsze warto$ci pomiedzy 22 a 26



tygodniem jej trwania i wracajgc do stanu wyjsciowego sprzed cigzy w 36 tygodniu
cigzy. Wartosci MAP ($rednie ci$nienie tg¢tnicze) pozostaja zwykle zblizone do
wyjsciowych [9,10,11].

MAP czyli $rednie ci$nienie t¢tnicze wyliczane jest ze wzoru MAP~DP+(SP-DP)/3,
gdzie DP oznacza ci$nienie rozkurczowe a SP — ci$nienie skurczowe. Norma $redniego
cisnienia tetniczego wynosi od 75-100 mm Hg [10].

Dwukrotne stwierdzenie warto$ci ci$nienia  t¢tniczego krwi réwnego lub
przekraczajacego 140/90 mmHg upowaznia nas do rozpoznania nadci$nienia tgtniczego

u kobiety ci¢zarnej [12].

1.2 Epidemiologia

Swiatowa Organizacja Zdrowia ocenia, ze w przyblizeniu 192 kobiety umieraja
kazdego dnia z powodu powiktan zwigzanych z nadci$nieniem cigzowym. W krajach
rozwini¢tych nadci$nienie cigzowe wystepuje u 2 — 7% ci¢zarnych, natomiast w krajach
ubozszych czestos¢ wystepowania moze by¢ do trzech razy wicksza. Ocenia si¢, ze w
krajach rozwijajacych si¢ preeclampsia jest jednym =z wiodacych czynnikow

$miertelnosci kobiet cigzarnych i moze wynosi¢ > 60000 zgondéw na $wiecie na rok.
W USA preeclampsia jest trzecig wiodgca przyczyng S$miertelnosci cigzarnych

powodujac, 20% zgonoéw kobiet w cigzy. W Polsce nadci$nienie tetnicze wikta ok. 6 —

8% wszystkich cigz [13 — 19].
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Aktualny podziat nadcis$nienia tetniczego wystepujacego u kobiet ciezarnych z 2003

roku przedstawia si¢ nastepujaco:

1.3. Podzial wg Europejskiego Towarzystwa NadciSnienia Tetniczego i

Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego z 2003 roku.

1.3.1 NadcisSnienie przewlekle

Jest to nadcis$nienie, ktore istniato przed cigza lub pojawito si¢ przed 20 tygodniem
cigzy 1 utrzymujace si¢ ponad 6 tygodni po porodzie. Moze przebiega¢ z biatkomoczem.
Nadcisnienie tetnicze przewlekte mozna podzieli¢ na:

- fagodne — RR rozkurczowe < 110 mm Hg

- ciezkie — RR rozkurczowe > 110 mm Hg

Obecnie przewlekle nadcisnienie w cigzy wystepuje u 0,6 — 2% kobiet w wieku 18 — 29

lat, natomiast w przedziale wiekowym 30 — 39 lat wzrasta do 4,6 — 22,3%.

1.3.2 Nadci$nienie cigzowe (indukowane ciaza)

Jest to nadcis$nienie, ktére rozwija si¢ po 20 tygodniu cigzy 1 ustgpuje w potogu.
Przebiega z RR > 140/90 mm Hg.
Rozwija si¢ u 6 — 17% pierwiastek/pierworodek 1 2 — 4% wielorodek. Nadci$nienie

cigzowe moze wystepowac pod postacia:

1.3.3 Stan przedrzucawkowy (preeclampsia).

Jest to nadcis$nienie, ktére rozwija si¢ po 20 tygodniu cigzy i ustepuje w potogu.
Przebiega z RR > 140/90 mmHg (MAP powyzej 106 mmHg), a charakterystyczny dla
tej postaci nadcis$nienia jest biatkomocz > 0,5 g/dobe (wg NHBPEP > 0,3 g/dobeg).
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Wyrdznia si¢ dwie postacie stanu przedrzucawkowego:

- fagodny stan przedrzucawkowy:

RR > 140/90 mmHg mierzone dwukrotnie w odstepie 6 godzin

Biatkomocz z dobowag utratg biatka 0,5 (0,3) g/dobe lub biatkomocz na (+) w
pojedynczej probce moczu

- cigzki stan przedrzucawkowy:

RR > 160 skurczowe lub >110 rozkurczowe (MAP powyzej 126 mm Hg) mierzone 2
razy w przeciggu 6 godzin w stanie spoczynku. Biatkomocz z dobowg utratg biatka > 2
g/dobe. Skapomocz: diureza ponizej 400ml/dobe. Zaburzenia ze strony OUN lub
narzadu wzroku: bole i zawroty glowy, zaburzenia widzenia, zaburzenia $wiadomosci.
Obrzek ptuc lub sinica. Béle w nadbrzuszu lub prawym podzebrzu. Uposledzenie

funkcji watroby. Matoptytkowos¢ (liczba plytek < 100 tys/mmg)

1.3.4 Rzucawka (eclampsia)

jest to stan, w ktérym u pacjentki z wyktadnikami stanu przedrzucawkowego wystepuja
drgawki toniczno — kloniczne, ktére nie majg innej przyczyny np. padaczka. Moze
wystgpi¢ w czasie cigzy (38 — 53%), porodu (18 — 36%) oraz w przeciggu pierwszych
48 godzin potogu (11 —44%). Wigkszo$¢ przypadkow rzucawki (91%) rozwija si¢ przed

ukonczeniem 28 tygodnia cigzy.

1.3.5HELLP

to wielonarzadowe powiklanie cigezkiego stanu przedrzucawkowego 1 rzucawki
manifestujace sig:

- hemolizg erytrocytéw

- wzrostem aktywnosci enzymow watrobowych (Alat, Aspat)

- trombocytopenia

Dotyczy 0,2 — 0,6% wszystkich cigz i 4 — 12% cigzarnych ze stanem

przedrzucawkowym lub rzucawka.

Najwigksze prawdopodobienstwo wystapienia zespotu HELLP jest w III trymestrze
cigzy (69%), jak i do 7 dni po porodzie (31%).
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U 15% cigzarnych, u ktorych wystapit zespot HELLP nie stwierdzono podwyzszonego

ci$nienia, czy proteinurii.

1.3.6. Nadcis$nienie przewlekle z nalozonym stanem przedrzucawkowym.

Posta¢ nadcis$nienia, ktore wystepowato przed cigzag lub rozwingto si¢ przed 20
tygodniem cigzy z dalszym wzrostem warto$ci RR i pojawieniem si¢ lub nasileniem

biatkomoczu po 20 tygodniu cigzy. Nie ustepuje po porodzie.

Czestos$¢ wystepowania: 10 — 25% kobiet z nadci$nieniem tetniczym przewlektym [20 —
31].

1.4 Czynniki ryzyka nadciSnienia ciazowego

Nadcisnienie cigzowe wystepuje znacznie czgsciej u pierworddek lub u wielorddek,
ktore zaszly w cigz¢ z nowym partnerem. Wystapienie nadci$nienia cigzowego w
pierwszej cigzy podnosi ryzyko zachorowania w kazdej kolejnej cigzy szczego6lnie, jesli
stan przedrzucawkowy pojawil si¢ we wczesnym etapie cigzy. Ponadto czynnikiem
ryzyka dla nadci$nienia cigzowego jest zaptodnienie pozaustrojowe z wykorzystaniem

donacji oocytow.

Wystepowanie u kobiety chordéb ogodlnoustrojowych, takich jak insulinoopornosé,
cukrzyca, choroby nerek, zesp6t metaboliczny, otytos¢, przewlekte nadcisnienie

tetnicze, kolagenozy, trombofilia podnosi ryzyko wystapienia nadcisnienia cigzowego.

Do czynnikow ryzyka zaliczy¢ mozna rdéwniez bardzo mtody, jak réwniez
zaawansowany wiek matki, obcigzenia rodzinne ze strony partnera, a takze wystgpienie
nadci$nienia cigzowego u kobiet w pierwszym stopniu pokrewienstwa.

Cigza wieloptodowa, zasniad groniasty, zwigkszona masa tozyska sa czynnikami

znacznie podnoszacymi ryzyko wystapienia nadci$nienia cigzowego [32 — 37].
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1.5 Wczesne markery stanu przedrzucawkowego

1. Lozyskowy czynnik wzrostu (PIGF), rozpuszczalny naczyniowy S$rodblonkowy
czynnik wzrostu receptorl (SVEGFR — 1/sFlt — 1), rozpuszczalna endoglina - wykryto
wzrost ich stezenia w krwi matczynej na kilka tygodni przed klinicznym rozpoznaniem
stanu przedrzucawkowego. Jednakze substancje te nie sg specyficzne, a zmiany w ich
stezeniu wystepuja w innych patologiach jak np. =zaburzenia wzrastania
wewnatrzmacicznego [38,39,40,49].

2.Micro-RNAs — jego obecno$¢ we krwi wskazuje na ryzyko wystgpienia stanu
przedrzucawkowego, a jego typowanie moze pomoc w klasyfikacji preeklampsji
[41,42].

3. Polimorfizm nukleotydu SNPs w genie LGALS13 kodujacym tozyskowe biatko PP13
powoduje wytworzenie krétszych izoform tego biatka, ktére nie s3 wykrywane w
testach ELISA. Obserwuje si¢ obnizenie st¢zenie biatka PP13 we krwi matki. Zmiana
stezenia tego biatka w I trymestrze moze by¢ markerem wystgpienia preeclampsji w
poOzniejszym etapie cigzy [43,44,45].

4. Stezenie poziomu pentraxyny PTX3 gwaltownie wzrasta w odpowiedzi
immunologicznej organizmu. Pomigdzy 11 a 14 tygodniem cigzy wykryto wzrost
stezenia tego biatka u cigzarnych, u ktoérych wystapil stan przedrzucawkowy [46].

5. HtrA3 jest proteaza serynowa pojawiajaca si¢ w komorkach trofoblastu zaraz po
implantacji. Intensywny wzrost st¢zenia tej substancji miedzy 13 a 14 tygodniem cigzy
moze by¢ wskaznikiem wystapienia stanu przedrzucawkowego [47,48].

6. PAPP-A — wykazano, ze niskie stgzenie tego peptydu w I trymestrze jest
predykatorem stanu przedrzucawkowgo oraz mozliwe, ze [IUGR [49,50,51].

7. Aktywina A, inhibina A— warto$¢ predykcyjna tych substancji jest w trakcie badan
[52].
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1.6 Etiopatogeneza

Etiopatogeneza nadcis$nienia cigzowego i stanu przedrzucawkowego, mimo licznych
hipotez, nie zostala w pelni wyjasniona. Istnieje wiele czynnikoéw genetycznych,
immunologicznych 1 metabolicznych, ktére odpowiedzialne s3 za wystgpienie

nadcisnienia.

Wspdlczesnie za bardzo prawdopodobny uwaza si¢ dwuetapowy model rozwoju stanu
przedrzucawkowego. Pierwszym etapem jest zmniejszenie przeptywu tozyskowego,
drugim uszkodzenie $rodbtonka i nastgpowe zaburzenie jego funkcji. W tozyskach
pacjentek chorujacych na nadcis$nienie cigzowe znajduje si¢ ogniska niedokrwienia,
ostrego zapalenia naczyn, ztogi fibrynogenu, S$cienczenie nablonka naczyn
krwiono$nych oraz jego zniszczenie.

W warunkach prawidlowych proces inwazji trofoblastu ma charakter dwuetapowy. W
pierwszej fazie nastgpuje inwazja cytotrofoblastu pozakosmkowego do doczesnowych
odcinkow tetnic spiralnych. Ma to miejsce migdzy 6 a 8 tygodniem cigzy. W drugiej
fazie pomigdzy 14 a 16 tygodniem cigzy dochodzi do wnikania trofoblastu w
migsniowe odcinki koncowych gatezi tetnic macicznych. Dochodzi do zastgpienia
srodbtonka tetnic  spiralnych przez cytotrofoblast, co przeksztalca je w
wysokoobjetosciowe, niskooporowe naczynia zapewniajace prawidlowy przeptyw krwi
do ptodu. W preeklampsji proces ten jest nickompletny. Trofoblast wnika jedynie do
doczesnowych odcinkow tetnic spiralnych, a migsniowe odcinki pozostajg zwezone.
Proces wnikania trofoblastu bywa nazywany pseudowaskulogeneza albo mimikra
naczyniowg, ktora jest mozliwa dzigki dziataniu molekut adhezyjnych pozwalajacych
na przyleganie cytotrofoblastu do komoérek $rodbtonka. W stanie przedrzucawkowym
przyleganie to jest zaburzone 1 dlatego dystalne odcinki naczyn pozostaja niezmienione

[53 — 56].

Znaleziono wiele czynnikow biorgcych udziat w regulacji rozwoju krazenia
lozyskowego. Do gtownych naleza:

- naczyniowy $rodbtonkowy czynnik wzrostu VEGFR-2 oraz jego receptor VEFGR-
1(FItl), Tie-1, Tie-2 uznane za niezbedne dla prawidtowego rozwoju tozyska

- tozyskowy czynnik wzrostu PIGF i naczyniowy czynnik wzrostu VEGF — ich brak

zaburza prawidtowy rozwdj naczyn tozyska
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- czynnik wzrostu nowotworow TGF — beta — jego st¢zenie obniza si¢ w 9 tygodniu
cigzy promujac inwazje¢ trofoblastu

- endoglina bedgca receptorem dla TGF — beta — wzrost jej stezenia zaburza prawidtowe
namnazanie si¢ komorek trofoblastu, hamujac inwazje naczyn spiralnych

- sEng moze by¢ odpowiedzialny za zahamowanie przemiany $rodbtonka; masywna
produkcja endoglin prowadzi do znacznego wzrostu stg¢zenia sEng, co w efekcie

prowadzi do rozwoju nadcis$nienia cigzowego [57 — 60].

Poczatek rozwoju preeklampsji ma miejsce w nieprawidtowo zbudowanych tetnicach
spiralnych, jednakze gtowna przyczyna tego schorzenia jest nieprawidtowo dziatajacy
srddbtonek naczyn matczynych. Uogolnione uszkodzenie $rodbtonka dotyczy naczyn
nerek, watroby oraz mozgu i jest najprawdopodobniej efektem uwolnienia czynnikow
wazopresyjnych z uszkodzonego tozyska. Uwolnienie miedzy innymi czynnika von
Willebrandta, komoérkowej fibronektyny, rozpuszczalnych czynnikéw tkankowych,
rozpuszczalnej E-selektyny, ptytkowego czynnika wzrostu, czy endoteliny prowadzi do
obkurczenia obwodowych naczyn krwiono$nych, wzrostu oporu naczyniowego dla
przeptywajacej krwi, co skutkuje wzrostem ci$nienia. Dochodzi réwniez do zwigkszenia
wrazliwosci srodbtonka na wazoknostryktory, jak angiotensyna II czy norepinefryna
oraz do zaburzenia wazorelaksacji zaleznej od endotelium [61,62].

Analiza histopatologiczna organdow kobiet chorujacych na stan przedrzucawkowy lub
rzucawke wykazata liczne zmiany w strukturze wynikle z niedokrwienia tych narzagdow

[1, 10].

W rozwoju nadci$nienia cigzowego ogromna rol¢ odgrywaja czynniki molekularne. Nie
ma jasnos$ci czy dziataja one niezaleznie, czy synergistycznie natomiast wiadomo, ze
efektem ich obecnos$ci jest zniszczenie $rodblonka naczyn, systemowa odpowiedz

zapalna oraz niedotlenienie [10,35,63,71].

Kluczowa role w patogenezie preeklampsji odgrywa brak rownowagi posrod czynnikow
angiogennych. Zwigkszenie ekspresji sFltl zwigzane ze zmniejszeniem stezenia PIGF 1
VEGF prowadzi do destabilizacji komorek endotelium w obrebie nerek, watroby i
moézgu oraz do obkurczenia naczyn krwiono$nych. W ostatnim czasie odkryto nowy

wariant sFltl — 14, ktory ma dziatanie hamujace produkcje VEGF, co bezposrednio
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moze prowadzi¢ do zapalenia $rodbtonka w obrebie kilebuszkow nerkowych i
wystapienia biatkomoczu.

PIGF jest biatkiem (czynnikiem) strukturalnie podobnym do VEGF-A. Dziata przez
wyparcie VEGF z FItl receptora i pobudza angiogeneze pod wptywem niedokrwienia
lub stanu zapalnego. Zaburzenia jego st¢zenia s3 waznym czynnikiem ryzyka stanu
przedrzucawkowego. W badaniach u myszy wykazano, ze inhibitory PIGF wywotuja
preeklampsje oraz mogg powodowac sFltl zalezng dysfunkcje srodbtonka [25, 27].
sEng jest ulokowanym na powierzchni komorek receptorem dla TGFbeta. Oddziatywuje
on na $rodbtonek podobne do sFltl, potegujac jego dziatanie niszczace na $rodbtonek,
ktére powoduje najci¢zsze powiklanie nadcisnienia — zespét HELLP. W badaniach
prowadzonych na gryzoniach udowodniono, ze nadmierna produkcja sEng i sFltl
powoduje skurcz naczyn, nadci$nienie, oraz zmiany w naczyniach moézgowych, ktére
moga prowadzi¢ nawet do obrzeku mézgu. Stwierdzenie wzrostu stezenia sEng we krwi
cigzarnej moze na tydzien wyprzedzi¢ rozpoznanie nadci$nienia cigzowego

[25,33,39,40,58,64].

Patomechanizm nadci$nienia cigzowego zwigzany jest rowniez z zaburzeniami
roéwnowagi w produkcji ejkozanoidow takich jak prostacyklina (PGI,) oraz tromboksan
A(TXAy). Prostacyklina jest produkowana z kwasu arachidowego dzigki dziataniu
enzymu cykloogsygenazy (COX). Prostacyklina odgrywa duza role w utrzymaniu
rOwnowagi sSercowo — naczyniowej poprzez dziatanie naczyniorozkurczowe oraz
zahamowanie agregacji ptytek krwi. Ponadto moduluje reakcje zapalne oraz ma
dziatanie cytoprotekcyjne. W opozycji do prostacykliny dziata powstajacy réwniez z
kwasu arachidowego tromboksan TXA(2), ktory jest bardzo silnym wazokonstryktorem
oraz ma dziatanie silnie agregujace ptytki krwi. Podczas miejscowego stanu zapalnego,
jaki ma miejsce w uszkodzonym naczyniu krwiono$nym znacznie silniej od COX 1
dziata cykloogsygenaza COX 2. Powoduje ona zwigkszone wytwarzanie tromboksanu.
Wiaze si¢ to z nasileniem skurczu naczynia, zwigkszeniem oporu obwodowego oraz z
nastgpowym  zwigkszeniem cisnienia krwi. Ponadto moze dochodzi¢ do
mikrozakrzepdw zwigzanych z nadmierng agregacja plytek. Nadmierna agregacja
plytek jest dodatkowym zrédlem produkcji tromboksanu 1 nasila uszkodzenie
srodblonka, przez co zmniejsza si¢ produkcja tlenku azotu (NO), co daje w efekcie

coraz silniejszy skurcz naczyn i coraz wigkszy wzrost ciSnienia obwodowego [65 — 68].
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NO — tlenek azotu jest istotnym przekaznikiem w dziataniu VEGF i TGFbeta. W
modelach zwierzecych stwierdzenie zablokowania syntezy NO skutkuje wystgpieniem
zespotu podobnego do ludzkiej preeklampsji objawiajacym si¢ nadci$nieniem,
biatkomoczem, zaburzeniem wzrastania ptodu, uszkodzeniem endotelium w obrebie
kigbuszkéw nerkowych. Tlenek azotu dziala rozszerzajaco na naczynia krwiono$ne i
zmniejsza obwodowy opOr naczyniowy.

Zwigkszony metabolizm NO jest zwigzany z pojawieniem si¢ sFltl oraz sEng w

krwioobiegu kobiety ci¢zarnej [69 — 72].

Niekompletny remodeling tetnic spiralnych zwigzany 2z niepelng inwazjg
cytotrofoblastu jest znanym czynnikiem wystgpienia nadcis$nienia cigzowego. Jednakze
nadal pozostaje niewiadomg, czy nadci$nienie powoduje, czy jest rezultatem
niedokrwienia i niedotlenienia tozyska. W modelach zwierzecych skurcz naczyn
spiralnych powodowat nadci$nienie i biatlkomocz, jednakze nie powodowat drgawek
czy zespolu HELLP. Nieprawidlowosci w budowie naczyn spiralnych moga byc¢
rowniez odpowiedzialne za zaburzenia wzrastania wewnatrzmacicznego plodu, ktore
bardzo czgsto towarzyszy nadcisnieniu cigzowemu [73,74,75].

Niedotlenienie jest specyficznym czynnikiem aktywujacym okreslone geny. Sg to
przede wszystkim czynniki transkrypcyjne, czynniki wzrostu, onkoproteiny i enzymy
glikolityczne. Produkty biatkowe tych gendéw sa odpowiedzialne za przeciwdziatanie
niekorzystnym dla guza efektom hipoksji. Do produktow tych zalicza si¢ czynniki
wzrostowe S$rodblonka (w tym VEGF) stymulujace powstawanie nowych naczyn,
transportery glukozy i enzymy glikolityczne umozliwiajace przestawienie metabolizmu
komorek na bardziej efektywny. Odkryto ostatnio czasteczki, ktore $cisle powigzane sa
z procesami opisanymi powyzej. Nazwano je markerami niedotlenienia. Nalezy do nich
czynnik indukowany niedotlenieniem HIF-1a (ang. hipoxia inducible factor la),
anhydraza weglanowa CA9 (ang. carboanhydrase 9) oraz transporter glukozy GLUTI
(ang. glucose transporter 1) [76,77,78].

U pacjentek ze stanem przedrzucawkowym mozna wyizolowaé z tozyska czynnik
indukowany niedotlenieniem HIF oraz substancje bedace celem jego dziatania: Flt-1,
VEGFR-1 i 2, Tie-1, Tie-2, VEGF, PIGF, TGF-beta3. Substancje te s3 odpowiedzialne
za prawidlowa inwazje trofoblastu, prawidtowy przeptyw krwi, ktérych produkcja jest

stymulowana poprzez HIF jako reakcja obronna na niedotlenienie.
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Deficyt enzymu katecholo-O-metylotransferazy (COMT) powoduje brak konwersji
estradiolu do 2-metyloestradiolu (2-ME), ktéory w warunkach prawidtowych hamuje

powstawanie takich czynnikow, jak HIF oraz sFItl, chronigc tozysko przed

niedotlenieniem [79,80,81].

W warunkach prawidtowej cigzy st¢zenie aldosteronu oraz angiotensyny wzrastaja. U
kobiet z nadcisnieniem cigzowym stezenia tych hormondéw zmniejszajg sie, srodbtonek
naczyn jest bardziej wrazliwy na dziatanie angiotensyny II oraz innych czynnikow
wazokonstrykcyjnych, zmienia si¢ takze stosunek reniny do aldosteronu w osoczu krwi.
Istnieje hipoteza, ze nadwrazliwo$¢ na angiotensyng zalezna jest od autoprzeciwcial,
ktore pojawiaja si¢ u pacjentek ze stanem przedrzucawkowym i taczg z receptorami dla
angiotensyny Il pobudzajac je. Pojawienie si¢ przeciwcial powoduje zniszczenie
srédblonka naczyn w tozysku oraz zwigkszong synteze sFItl. Autoprzeciwciata dla
receptora angiotensyny zaburzaja takze inwazj¢ cytotrofoblastu w naczynia spiralne
prowadzac do powstawania zwigkszonej ilosci czynnikdw antyangiogennych oraz do

zniszczenia $Srodbtonkdw naczyniowych.

Jednostka ptodowo — tozyskowa moze rozwija¢ si¢ prawidlowo tylko wtedy, gdy
dojdzie do deficytu immunologicznego kobiety cigzarnej. Adaptacja immunologiczna
pozwala réwniez na prawidlowa inwazj¢ cytotrofoblastu w naczynia spiralne. W
sytuacji, gdy uktad odpornosciowy nie ulega modyfikacji ryzyko wystapienia
nadcisnienia jest bardzo wysokie. Badano pacjentki z HIV, ktore nieleczone nigdy nie
chorowaly na nadci$nienie cigzowe w odrdznieniu od tych, ktorym podano leki
przeciwwirusowe hamujace odpowiedZz ukladu immunologicznego, co w efekcie

powodowato wystgpienie nadci$nienia cigzowego [82 — 86].

Nadci$nienie cigzowe wystepuje czesciej u wielorodek, ktore zmienity partnera oraz u
kobiet, ktore zdecydowaly si¢ na kolejne dziecko po dlugiej przerwie. Badania nad
ryzykiem wystapienia nadci$nienia objely rowniez kobiety poddane zaplodnieniu
pozaustrojowemu. Badania te wykazaly, ze nadcisnienie czeSciej wystgpito u kobiet
zaptodnionych nasieniem pobranym na drodze biopsji jader niz na drodze ejakulacji.
Podane przyktady potwierdzaja teori¢ wskazujaca na nieprawidlowa odpowiedz

immunologiczng organizmu matki w stosunku do antygenow ptodu [87 — 90].
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Komorki NK, makrofagi, komoérki dendrytyczne sa odpowiedzialne za wrodzong
odpowiedZ immunologiczng. Ponadto makrofagi i komorki dendrytyczne sg gldownymi
komorkami prezentujgcymi antygen w macicy i wiasnie te komoérki sg odpowiedzialne
za tolerancj¢ uktadu immunologicznego matki w stosunku do rozwijajacego si¢ ptodu.
Nieprawidlowe przenikanie makrofagdbw przez $rodbtonki zaburza prawidlowe
wnikanie cytotrofoblastu. Badania wykazatly istotnie wigksza liczbe makrofagdéw i
komorek dendrytycznych oraz chemokin i substancji odpowiedzialnych za rekrutacje
makrofagdw w tozyskach pacjentek ze stanem przedrzucawkowym w porownaniu z
tozyskami pacjentek zdrowych. Wystgpowanie tych komorek potwierdza nieprawidtowa
odpowiedZz immunologiczng zwigzang z nieprawidlowym wnikaniem trofoblastu w
naczynia spiralne. Ponadto procesowi zapalnemu towarzyszy uwalnianie fragmentow
syncytiotrofoblastu, ktére sa dodatkowym zZrédtem sFItl 1 sEng, powodujac
uszkodzenie komoérek §rodbtonkéw. Wszystkie te komorki oraz substancje odgrywaja
istotng rol¢ w remodelingu naczyn i s3 waznymi czynnikami ryzyka nadci$nienia.
Badania polimorfizméw KIRs (killer immunoglobulin receptors) na komoérkach NK
oraz haplotypow HLA — C (fetal human leukocyte antygen) sugeruja, ze pacjentki z
genotypem KIR — AA oraz genotypem HLA — C2 sg w grupie znacznie podwyzszonego
ryzyka wystapienia stanu przedrzucawkowego [91 — 95].

W etiopatogenezie preeklamsji wspomina si¢ réwniez stres oksydacyjny. W badaniach
wykazano, ze tozyska cigzarnych z nadci$nieniem wykazuja zmniejszong ekspresje
antyoksydacyjnego genu hemeoxygenase 1, ktory odpowiada za regulacje produkcji
sFItl 1 sEng. Stwierdzono takze, ze podawanie antyoksydacyjnego leukogenu moze

zmniejszaé ryzyko wystapienia nadcisnienia cigzowego [96,97].

Czynniki genetyczne pelnig takze istotna role w powstawaniu nadci$nienia.
Wystepowato ono czesciej u par w pierwszym stopniu pokrewienstwa, oraz U
me¢zezyzn, ktorych partnerki juz raz przeszly cigze powiklang nadcisnieniem. U
mezcezyzn znaleziono czynnik transkrypcyjny STOX1, ktéry moze by¢ odpowiedzialny

za wywolanie zmian warunkujgcych nadci$nienie u ci¢zarnej [84, 93].

Wszystkie wymienione czynniki biorg udzial w powstawaniu nadci$nienia cigzowego
jednakze ich doktadne dziatanie nie jest do konca poznane. Podkresla si¢ role dwoch
glownych substancji sFIt]l oraz sEng w etiopatogenezie nadci$nienia. Sugeruje si¢, ze

do czynnikéw powodujacych wzrost sFlt — nalezy cigza mnoga, zasniad groniasty,
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trisomia 13 i pierwsza cigza. Poza wzrostem stezenia sFltl istotne jest uwrazliwienie
matczynego §rodbtonka na ten czynnik. Wzrost uwrazliwienia moga powodowac takie
czynniki jak otyto$¢, wczesniej istniejgce nadcisnienie, choroby nerek, cukrzyca oraz
wczesniej istniejagce choroby naczyn krwiono$nych. U takich kobiet moga zdarza¢ si¢
niewielkie zwyzki ci$nienia przed klinicznym rozpoznaniem nadci$nienia cigzowego.
Moze to sugerowaé wczesniejsze uszkodzenie $rédbtonkdéw i zmniejszenie produkcji
czynnikow wazodylatacyjnych oraz duzg wrazliwo$¢ na krazace biatka antyangiogenne.
Dysproporcja pomiedzy czynnikami kurczacymi oraz rozszerzajagcymi naczynia
krwiono$ne prowadzi do niedokrwienia tkanki tozyska, co z kolei jest czynnikiem
wyzwalajacym produkcje sFIt1.

Podsumowujac, gtéwna rol¢ w powstawaniu nadci$nienia cigzowego odgrywa brak
rownowagi pomig¢dzy czynnikami angiogennymi oraz antyangiogennymi, co pozostaje
w zalezno$ci od nadmiernej produkcji sFItl 1 PIGF przez tozysko, zwigkszonej
wrazliwosci $rddblonka naczyniowego dla sFItl i PIGF oraz niedotlenienie tkanek

tozyska, jako wynik braku rownowagi migdzy wymienionymi czynnikami [98 — 102].

Rycina ponizej przedstawia podsumowanie czynnikéw biorgcych udzial w patogenezie
nadcisnienia  cigzowego. Czynniki genetyczne, zaburzenia w  odpowiedzi
immunologicznej organizmu, stres oksydacyjny moga prowadzi¢ do zaburzen
przeplywu lozyskowego, ktory w nastgpstwie prowadzi do uwolnienia czynnikow
antyangiogennych (sFltl, sEng) oraz czynnikdéw prozapalnych. Wszystkie uwolnione
substancje sa bezposrednio odpowiedzialne za wystgpienie nadci$nienia cigzowego,
bialkomoczu oraz innych powiktan zwigzanych ze stanem przedrzucawkowym oraz

rzucawka. (Rycing podano za B. C. Young, Pathogenesis of Preeclampsia, 2010).
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Rycina 1. Czynniki bioragce udzial w etiologii nadci$nienia cigzowego

— /N stresu oksydacyjnego Immunologiczne/zapalne
) Czynniki genetyczne J hemoksygenazy Komorki NK, AT1 - AA
- 4 COMT

Nieprawidtowa placentacja

}

Zmniejszenie przeptywu tozyskowego _ Zaburzenia wzrastania
wewngatrzmacicznego ptodu

M stezenia sFltl { stezenia VEGF

/M stezenia sEng { stezenia PIGF

N stezenia AT1 — AA

Inne czynniki pochodzenia matczynego np. otytos¢, wczesniej istniejgce choroby uktadu

krazenia
? Dysfunkcja krazenia systemowego matki/uposledzenie przeptywu
. przez kapilary/skurcz naczyn krwionosnych
Biatkomocz nadcisnienie Powiktania zatorowo — zakrzepowe
Stan zapalny w obrebie Zespot HELLP
Srédbtonka ktebuszkéw Obrzek mdézgu — stan rzucawkowy
nerkowych
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1.7 Kryteria rozpoznania oraz objawy nadciSnienia ciazowego.

Kryteria rozpoznania tagodnego stanu przedrzucawkowego:

Wartosci RR przekraczaja 140/90 mmHg w dwoch niezaleznych pomiarach
Dobowa utrata biatka przekracza 0,5 g/dobe (0,3 g/dobe)

Kryteria rozpoznania ciezkiego stanu przedrzucawkowego:

Ci$nienie skurczowe przekracza 160mmHg a rozkurczowe 110 mmHg
Bialkomocz dobowy przekracza 5 g/dobe (3g/dobe); 2+ lub 3 + w tescie
paskowym

Wzrost stezenia kreatyniny w surowicy krwi > 1,2 mg/dl

Liczba ptytek <100 tys/mm® i(lub) objawy mikroangiopatycznej niedokrwistosci
hemolitycznej (ze wzrostem LDH w surowicy krwi)

Stezenie kwasu moczowego >3,6 mg/dl

Aktywno$¢ reninowa osocza < 4ng/ml/godzing

Zwigkszona aktywnos$¢ enzymow watrobowych w surowicy (Alat, Aspat)
Utrzymujacy si¢ bol gtowy lub inne zaburzenia mézgowe lub wzrokowe

Utrzymujacy si¢ bol w nadbrzuszu, nudno$ci, wymioty

Kryteria rozpoznania zespotu HELLP:

Nadcisnienie tetnicze, RR rozkurczowe >110 mmHg

Bl w nadbrzuszu lub prawym podzebrzu

Nudno$ci, wymioty

Objawy niespecyficznej infekcji wirusowej z ogolnie ztym samopoczuciem

Bol glowy

Krwinkomocz

Krwawienie z przewodu pokarmowego

Wybroczyny i petechie

Liczba ptytek <100tys/mm®

Hemoliza: nieprawidtowy rozmaz krwi obwodowej — rozfragmentowane
erytrocyty, sferocytoza

Stezenie bilirubiny > 1,2 mg% i/lub LDH > 600j./1

Podwyzszona aktywno$¢ enzymow  watrobowych: ASPAT > 70;./1
[103,104,105].
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1.8 Powiklania nadcisnienia cigzowego.

Powiktania nadcis$nienia cigzowego mozna podzieli¢ na matczyne i plodowe

Najczestsze powiktania wystepujace u matki to: niewydolnos¢ nerek, niewydolnos¢
krazenia, zastoinowa niewydolnos¢ serca, rozsiane wykrzepianie wewnatrznaczyniowe,
przedwczesne oddzielenie tozyska, encefalopatia nadci$nieniowa, krwawienie do

osrodkowego uktadu nerwowego i siatkowki.

Do powiktan, ktore najczesciej wystepuja u ptodu zaliczamy: wcze$niactwo 1 jego
konsekwencje, zahamowanie wzrastania wewnatrzmacicznego, niedotlenienie
wewnatrzmaciczne, matowodzie, nastgpstwa przedwczesnego oddzielania si¢ tozyska,

zgon wewnatrzmaciczny.

Osobnym zagadnieniem sg powiklania w nastgpstwie wystapienia zespotu HELLP.

Mozna je podzieli¢ na matczyne i ptodowe.

Powiktania zespotu HELLP u matki to: napad rzucawkowy, zgon (ok. 1%), rozsiane
wykrzepianie wewnatrznaczyniowe, przedwczesne oddzielanie tozyska, obrzgk pluc,
niewydolnos¢ oddechowa (ARDS), niewydolno$¢ nerek, niewydolno$¢ watroby,
peknigcie watroby, powstanie krwiaka podtorebkowego, obrzek mézgu, odwarstwienie

siatkowki, wstrzas z niewydolnoscig wielonarzadowa.

U ptodu najczestszym powiktaniem zespolu HELLP jest zgon okotoporodowy, ktory
wystepuje w 10 — 60% w zaleznosci od szybkosci wykrycia zespolu 1 szybkosci
rozwigzania cigzy. U noworodka moze wystapi¢ zespol zaburzen oddychania oraz

wczesniactwo z zespolem powiktan typowych dla wezesniactwa [106 - 111].
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Zahamowanie wewnatrzmacicznego wzrastania plodu

1.9 Wstep

Hipotrofia (hipoplazja) wewngtrzmaciczna, IUGR (ang.: Intrauterine Growth
Restriction - wewnatrzmaciczne zahamowanie wzrostu) wystepuje, gdy masa
urodzeniowa noworodka jest ponizej lub na poziomie 10 percentyla, odpowiedniego do
wieku cigzowego lub wigcej niz dwa odchylenia standardowe ponizej $redniej dla
danego wieku cigzowego. Okreslenie to odnosi si¢ do ptodu, ktory nie zdotat
wykorzysta¢ swojego potencjatu wzrastania.

W latach 60-tych opublikowano krzywe wzrostu w postaci percentyli i obecnie ten
sposob przedstawiania wartosci referencyjnych do oceny wzrastania jest juz
powszechnie przyjety. Siatki percentylowe, zawierajagce wartosci referencyjne powinny

by¢ opracowane dla konkretnej populacji [112,113,114].

Dookota definicji IUGR narosto wiele kontrowersji 1 niejasnosci. W chwili obecnej
zahamowanie wzrastania wewnatrzmacicznego nie jest jedynym okresleniem
definiujacym urodzenie noworodka o nieprawidtowej masie ciata. Okreslenie niska
masa urodzeniowa (LBW — low birth weight) odnosi si¢ do noworodkéw o masie
ponizej 2 500 g, niezaleznie od wieku cigzowego, analogicznie, wprowadzona pozniej
bardzo niska masa urodzeniowa (VLBV — very low birth weight) dotyczy masy ponizej
1 500 g, a skrajnie niska masa urodzeniowa (ELBW — extremely low birth weight)
ponizej 1 000 g [113,115,116].

Ptody i noworodki okreslane jako mate w stosunku do wieku cigzowego (SGA — small
for gestational age) wykazujg niedobor masy ciata w stosunku do spodziewanej dla
danego wieku cigzowego, okreslonej dla konkretnej populacji, co moze by¢ dowodem
wewnatrzmacicznego opdznienia wzrastania ptodu. Definicja LBW jednakze nie oddaje
W pelni rangi problemu, jako Ze nie dotyczy m.in. noworodkéw o masie powyzej 2 500
g dotknietych IUGR. Kierujac si¢ kryterium masy urodzeniowej noworodki mozna
podzieli¢ tez na odpowiednie do wieku cigzowego (AGA — appropriate for gestational
age), male w stosunku do wieku cigzowego (SGA — small for gestational age) i duze w
stosunku do wieku cigzowego (LGA — large for gestational age). Najczgsciej przyjmuje

sie, ze noworodki SGA majg mase ciala ponizej 10 percentyla w stosunku do danego
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wieku cigzowego. Niektorzy badacze, jako warunek zakwalifikowania do SGA
przyjmuja mas¢ nizsza od 3 lub 5 percentyla, a inni 2 odchylenia standardowe ponizej
sredniej masy urodzeniowej w danej populacji. Przyjecie tak zaostrzonych kryteriow,
cho¢ uzasadnione statystycznie, wydaje si¢ wykazywa¢ mniejszg przydatnos¢ kliniczng,
gdyz moze doprowadzi¢ do przeoczenia sytuacji, w ktorej szacunkowa masa ptodu,
pomimo cig¢zkiej hipotrofii miesci si¢ powyzej 5 percentyla, ze wzgledu na znaczny,

genetycznie zaprogramowany potencjat wzrostu [117,118, 119].

Istnieje jeszcze jedno okreslenie bezposrednio zwigzane z nieprawidlowos$ciami
wzrastania wewnatrzmacicznego - niedozywienie ptodu (FM — fetal malnutrition), ktore
nie jest rownoznaczne z SGA. Rozpoznanie to moze zosta¢ postawione niezaleznie od
jego masy. Niedozywienie ptodu wigze si¢ z niedoborem masy ciata, lub niezdolnoscia
do osiggniecia prawidtowej ilosci podskoérnej tkanki tluszczowej 1 mig$niowej, kiedy
masa, dlugo$¢ ciala i obwod gltowki moga miesci¢ si¢ w normie. Problemy
perinatologiczne i po6zniejsze nastepstwa neurologiczne pojawiajg si¢ przede wszystkim
u niedozywionych ptodow, zaréwno w grupie AGA, jak i SGA, czego nie stwierdza si¢

u ptodéw z SGA bez cech niedozywienia.

Obecnie wigkszo§¢ badaczy zgadza si¢, ze SGA stanowi marker dla [UGR 1 czgsto
stosuje si¢ te pojecia zamiennie, chociaz nie s3 one do konca identyczne. Terminem
IUGR powinno okresla¢ si¢ patologiczny proces prowadzacy do ograniczenia wzrostu
ptodu, podczas gdy SGA odnosi si¢ do grupy noworodkéw o masie urodzeniowej
ponizej 10 percentyla. Noworodek urodzony jako SGA nie musi mie¢ cech hipotrofii, a
z kolei noworodek urodzony jako AGA moze nosi¢ cechy zahamowania wzrastania
wewnatrzmacicznego, mimo ze jego waga nie spadia ponizej 10 percentyla, ale w
pomiarach ultrasonograficznych wykryto zaburzenia dynamiki wzrastania ptodu
[120,121].

Obecnie jedynie ocena ultrasonograficzna pozwala na wlasciwe oszacowanie wzrastania
ptodu. Dla rozpoznania IUGR trzeba wykona¢ co najmniej 2-krotnie pomiary w
okreslonym odstepie czasu, poniewaz IUGR jest procesem dynamicznym i pojedyncze
badanie nie pozwala na rozréznienie wymiardw i wzrastania. Diagnoza powinna by¢
stawiana na podstawie zmiany parametréw wzrastania ptodu, a nie masy urodzeniowe;j

czy innych pomiaréw dotyczacych ptodu lub noworodka [122 — 125].
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Obecnie najczesciej stosuje sie klasyfikacje wewnatrzmacicznego opo6znionego
wzrastania plodu oparta na stwierdzeniu Winnicka, ze w rozwoju komorkowym
organdéw ptodu i tozyska wyroznia si¢ trzy fazy: zwigkszenie si¢ liczby komorek, wzrost
ich wielko$ci oraz wystgpowanie rownoczesnie obu tych faz. Wystapienie okreslonego
typu IUGR zalezy od momentu zadziatania czynnika patologicznego.

Typ | — symetryczny, wystepuje w ok. 20 — 25% wszystkich przypadkéw hipotrofii.
Plody majg proporcjonalnie mniejsze wartosci AC, HC 1 wymiary kosci dtugich oraz
zmniejszong mas¢ organow wewngetrznych. Charakteryzuje si¢ wezesnym poczatkiem
zwigzanym z zadziataniem czynnika teratogennego na ptdéd w okresie organogenezy.
Tego typu IUGR zwiazany jest najczeSciej z nieprawidlowosciami genetycznymi ptodu
lub infekcjami wewnatrzmacicznymi matki.

Typ Il — asymetryczny, wystepuje w ok. 70 — 80% wszystkich przypadkéw hipotrofii.
Klinicznie stwierdza si¢ zmniejszong mase ciata plodu przy dysproporcji w pomiarach
ptodu, gdzie AC jest bardziej obnizony niz HC. Ten typ IUGR jest najczesciej
spowodowany zaburzeniami w krazeniu maciczno — tozyskowym [113, 116, 118, 121,

125].
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1.10 Rozpoznanie

Rozpoznanie TUGR opiera si¢ na badaniach USG wykonywanych w kolejnych
tygodniach cigzy.

Najwazniejsze jest okreslenie prawidtowego wieku cigzowego. Tylko 80 % ci¢zarnych
pamigta doktadng date ostatniej miesigczki wedlug ktoérej okresla si¢ czas trwania cigzy.
Dlatego tez bardzo wazne jest pierwsze badanie ultrasonograficzne, kiedy pomiedzy 11
a 14 tygodniem cigzy blad metody wynosi 4 — 7 dni, co oznacza, ze z bardzo duzym
prawdopodobienstwem mozna okresli¢ tydzien cigzy. Taki pomiar jest tez punktem
odniesienia dla poézniejszych badan, kiedy podejrzewamy zaburzenia wzrastania
wewnatrzmacicznego ptodu. Badania w II i III trymestrze cigzy umozliwiaja ocen¢
tempa wzrastania ptodu. Dokonujac seryjnych pomiaréw wymiaru dwuciemieniowego
(BPD), obwodu gtowy (HC), obwodu brzucha (AC) i diugosci kosci udowej (FL)
mozna podejrzewac¢ hipotrofie plodu. W celu potwierdzenia rozpoznania powinno

wykona¢ si¢ przynajmniej dwa pomiary ultrasonograficzne w odstepie 2 — 3 tygodni.

Wykonujac pomiar BPD nalezy pamigta¢ o prawidlowym uwidocznieniu gtéwki ptodu;
pomiar wykonuje si¢ na wysoko$ci wzgorz 1 po uwidocznieniu sierpa mozgu.

W celu prawidtowego ustalenia wymiar6w brzucha plodu nalezy uwidoczni¢ jego
poprzeczny przekroj, w ktérym widoczny jest zarys zyty pepkowej oraz zotadek. Przy
podejrzeniu zaburzen wzrastania, kiedy plody rodza si¢ szczupte ten parametr jest
najbardziej uzyteczny w prognozowaniu masy ptodu. Uwaza si¢, ze wykonanie pomiaru
jedynie AC jest najbardziej skutecznym parametrem w rozpoznaniu IUGR. Wysoka
skuteczno$¢ taczy si¢ z tatwoscig z jakag mozna oceni¢ obwdd brzuszka pltodu
hipotroficznego w poréwnaniu z plodem makrosomicznym. Ponadto zaletg tego
pomiaru jest najwyzsza wiarygodno$¢ oraz powtarzalno$¢ w III trymestrze ciazy.
Niektorzy klinicy$ci rozpoznaja IUGR w przypadku, gdy warto§¢ obwodu brzucha

rézni si¢ o 3 lub wigcej tygodni w stosunku do warto$ci oczekiwanej.

Stwierdzono, ze wzajemny stosunek mierzonych parametréw HC, AC, FL moze mie¢
znaczenie w stwierdzeniu i monitorowaniu IUGR. W hipotrofii symetrycznej stosunek
HC/AC ponizej 32 tygodnia cigzy jest wigkszy od 1, w przedziale 32 — 34 tygodniem
cigzy jest rowny 1, a powyzej 34 tygodnia cigzy jest mniejszy niz 1. W hipotrofii

asymetrycznej stosunek HC/AC jest zawsze wigkszy niz 1. Z kolei wzajemny stosunek
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FL/AC jest staly niezaleznie od tygodnia ciazy i podwyzszony w hipotrofii. Dlatego
cze$¢ autorow uwaza, ze najlepsza do oceny wieku cigzowego w pozniejszych etapach
cigzy jest ocena ultrasonograficzna kosci udowej. Blad pomiaru masy ptodu,
uwzgledniajac wszystkie elementy zmieniajace precyzyjnos¢ pomiardw, wynosi 4 —
15%. W chwili obecnej czuto$¢ ultrasonograficznej oceny masy wynosi ok. 89% 1 jest
jedna z najwazniejszych biofizycznych metod oceny stanu ptodu i jego rozwoju [126 -
131].

1.11 Etiopatogeneza

W etiologii IUGR wyrdznia si¢ przyczyny wewnetrzne — plodowe i zewngtrzne —
matczyne i lozyskowe; jednakze w 40% nie udaje si¢ znalez¢ jednoznacznej przyczyny.
W tabeli ponizej wymieniono czynniki ryzyka oraz przyczyny wystepowania [IUGR w

zaleznosci od pochodzenia.
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Tabela 1. Czynniki ryzyka wystapienia [UGR.

matczyne

plodowe

lozyskowe

- niski wzrost (szczegolnie <146 cm)

- nikotynizm, alkoholizm, narkomania

- niski status spoteczno-ekonomiczny

- rasa czarna

- pierwsza cigza

- dotychczasowa ilo$¢ ciaz >=4

- zbyt czeste (<2 lat) lub zbyt rzadkie (>6
lat) porody

- choroby uktadu krazenia (nadci$nienie
tetnicze w cigzy, stan
przedrzucawkowy, sinicze wady serca,
koarktacja aorty)

- zesp6t antyfosfolipidowy i wrodzone
trombofilie

- choroby nerek

- Zaawansowana cukrzyca

- niedozywienie, zespot ztego
wchtaniania, awitaminozy

- wezesniejsze urodzenie dziecka z niska
urodzeniowa masg ciata

- przewlekte choroby uktadu
oddechowego (gruzlica, sarkoidoza,
astma oskrzelowa)

- wady macicy (macica dwurozna,
przegrody macicy)

- przeszkody we wzroscie macicy

- zatrucia w trakcie cigzy

- niedokrwisto$¢

- toczen rumieniowaty uktadowy

- choroby pasozytnicze

- przebywanie na duzych wysokosciach

- zte przystosowanie uktadu krazenia do
ciazy (mata frakcja wyrzutowa,
nieprawidlowa adaptacja naczyn
macicy)

- ple¢ zenska

- cigza mnoga

- wady wrodzone (np. serca,
uktadu nerwowego)

- wrodzona niedokrwisto$¢
(zesp6t Fanconiego)

- wady chromosomowe (np.
zespot Turnera, trisomie,
triploidie, delecje)

- choroby genetyczne z
pierwotnym uszkodzeniem
procesu wzrastania

- choroby genetyczne uktadu
kostnego lub tkanki tacznej

-zakazenia
wewnatrzmaciczne(np.
wirus rézyczki, wirus
cytomegalii)

-ekspozycja na
promieniowanie
rentgenowskie (zwtlaszcza
dla dawki >10 rad)

- niewydolno$¢ tozyska

- fozysko przodujace

- przedwczesne
oddzielenie tozyska

- pojedyncza tetnica
pepowinowa

- nieprawidlowy
przebieg naczyn
pepowinowych

- rozlegle zawaly tozyska

- nieprawidlowy
przyczep pgpowiny

- anastomozy
naczyniowe

- duze guzy lozyska (np.
hamartoma)
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Do najwazniejszych czynnikow ryzyka pochodzenia matczynego zalicza si¢ przede
wszystkim palenie papierosow, nastepnie zbyt maty wzrost masy ciata ci¢zarnej i matg
mas¢ ciala matki przed cigzag. Wymienione czynniki sg odpowiedzialne za 2/3
wszystkich przypadkéw IUGR.

Wykazano, ze istnieje niemal liniowa zalezno$¢ migdzy zwigkszeniem masy ciata matki
W okresie cigzy, a masg urodzeniowg noworodka. Przyrost masy ciata ponizej 3 kg do
20 tygodnia cigzy lub mniejszy niz 1 kg na miesigc moze by¢ czynnikiem ryzyka

wystapienia hipotrofii [132 — 136].

Nikotyna przenikajaca przez tozysko powoduje uwolnienie adrenaliny, noradrenaliny,
acetylocholiny ze zwojow uktadu wegetatywnego 1 rdzenia nadnerczy, co w efekcie
prowadzi do skurczu naczyn krwiono$nych i zmniejszenia przeplywu krwi w
przestrzeni mi¢dzykosmkowej o 20%. Ponadto podnosi we krwi stezenie cyjankow i
tiocyjankow, ktore blokuja enzymy cyklu oddechowego oraz unieczynniaja anhydraze
weglanowa, uposledzajac zdolno$¢ erytrocytow do przenoszenia tlenu. Efektem tego

jest przewlekte niedotlenienie ptodu [137,138].

Nadci$nienie te¢tnicze/stan przedrzucawkowy wspolistnieje z IUGR w 25 — 30%
przypadkoéw. Nadcisnienie i proteinuria ( kazde z osobna) powoduje 2-krotny wzrost
ryzyka, natomiast ich wspotistnienie az 5 — 8-krotny wzrost ryzyka wystapienia
hipotrofii. Oba schorzenia moga prowadzi¢ do angiopatii doczesnowej uposledzajac
przeplyw maciczno — tozyskowy. W tozyskach pacjentek, ktore urodzity dzieci z [IUGR
stwierdza si¢ wiekszg liczbe paczkow zespodlni 1 grubsza btone podstawng w kosmkach
koncowych. Tworzenie si¢ paczkoéw zespdlni jest jednym z mechanizmoéw usuwania
starzejacych si¢ komorek syncytiotrofoblastu, zatem ich obecno$¢ $wiadczy o
przedwczesnie starzejacym sie tozysku. Pogrubienie btony podstawnej w kosmkach
koncowych wigze si¢ z odktadaniem w macierzy kolagenu IV 1 lamininy, co wiaze si¢
ze zmiang podatno$ci S$cian naczyn krwiono$nych. Zmiany w budowie $cian
naczyniowych maja swoje odbicie w badaniach dopplerowskich, kiedy stwierdza si¢
zaburzenia w przeptywie w tetnicy pgpowinowe;j (absent flow lub reverse flow) [139 —
142].
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Zespot antyfosfolipidowy, ktory cechuje obecno$¢ antykoagulantu tocznia lub wysokie
stezenie przeciwcial antykardiolipinowych IgG we krwi matki jest obarczony 21%
ryzykiem wystgpienia [IUGR u ptodu. Zmiany w tozysku, ktére zaburzajg prawidtowe
wzrastanie plodu to przede wszystkim zakrzepy miedzykosmkowe 1 zakrzepy w
tetnicach spiralnych. Dodatkowo w badanach histopatologicznych tych tozysk znajduje
si¢ zwiekszong liczbe paczkow zespodlni i arteriopati¢ zaporowa.

Za powstawanie wymienionych zmian odpowiedzialne sg ponizsze mechanizmy:

1. Zahamowanie wytwarzania endogennych antykoagulantow — trombomoduliny,
antytrombiny, aktywowanych bialek C i S oraz beta-2-glikoproteiny-1.

2. Indukowanie prokoagulantow komorek srdédblonka (czynnika tkankowego, inhibitora
aktywatora plazminogenu typu 1, czynnika von Wilebrandta).

3. Pobudzenie agregacji plytek, co powoduje wzrost aktywno$ci tromboksanu
plytkowego i spadek aktywnosci prostacykliny srédblonkowe;.

4. Przemieszczenie biatka przeciwkrzepliwego, aneksyny V z powierzchni

syncytiotrofoblastu [143 — 146].

Cukrzyca najczesciej powoduje hipotrofi¢ typu symetrycznego. Wystepowanie ITUGR
jest nastgpstwem zaburzen w metabolizmie glukozy, insuliny 1 laktogenu tozyskowego,
ktore z kolei prowadzg do zmian naczyniowych podobnych do tych, jakie wystepuja w
toczniu ukladowym. St¢zenie glukozy we krwi matki przekraczajace 150mg/ml lub

bedace ponizej 100mg/ml prowadza do zaburzen wzrastania u ptodu

Choroby uktadu pokarmowego zwigzane z zaburzeniami wchlaniania wigza si¢ ze
znacznym ryzykiem wystgpienia [UGR u ptodu. Nalezy tu wymieni¢ przewlekle
zapalenie trzustki, zespoty zlego wchtaniania, wrzodziejace zapalenie jelita grubego,

chorobg Lesniowskiego — Crohna, niektore choroby pasozytnicze.

Choroby nerek u matki, a zwlaszcza przewlekte pyelonephritis, glomerulosclerosis i
lupus glomerulonephritis prowadza do uposledzenia wzrastania ptodu w przypadku
25% cigz.

Przewlekte choroby ptuc i serca, ktore powoduja hipoksemi¢ u matki, w konsekwencji
prowadza do nieprawidlowego utlenowania ptodu. Taka sytuacja ma miejsce W
przypadku gruzlicy, sarkoidozy, astmy oskrzelowej oraz sinicznych wad serca i

koarktacji aorty.
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Ciezka niedokrwistos¢, kiedy wartosci hemoglobiny wahaja si¢ ponizej 6g/dl oraz
hemoglobinopatie prowadza do przewlektego niedotlenienie u matki i ptodu zaburzajac

jego prawidtowy rozwoj [147 — 151].

Wady macicy takie jak macica dwurozna lub wystgpowanie przegrody sa
odpowiedzialne za 1 — 3 % przypadkow IUGR. Rola mig$niakoéw jako jednego z

czynnikow zaburzajgcych wzrastanie ptodu nie zostata jednoznacznie potwierdzona.

Czynniki ryzyka IUGR pochodzenia ptodowego to przede wszystkim wady wrodzone,
aberracje chromosomalne i choroby jednogenowe.

Do aberracji chromosomowych, ktérym najczesSciej towarzyszy zahamowanie
wzrastania wewnatrzmacicznego naleza: trisomia 18 (w 87% wystepuje IUGR),
trisomia 13 (w 50%), trisomia 21 (w 29%). Zaburzenia jednogenowe prowadza do
zaburzen wzrostu, ktore czegsciej wystepuja po porodzie niz prenatalnie [152,153].
Najczesciej wystepujace wady zwigzane z mutacja jednogenowa prowadzace do

hipotrofii ptodu wymieniono w tabeli ponizej [152].

Tabela 2. Najczesciej wystepujace wady zwigzane z mutacja jednogenowa prowadzace

do hipotrofii ptodu.

Zaburzenie genowe Charakterystyka

Achodroplazja . .
plazl Karlowato$¢ ze skroceniem konczyn

Rozne dysplazje kostne
Osteogenesis imperfecta Skrocenie, ztamania kosci dtugich

Zaburzenia ekspresji genow receptora insuliny i
naskorkowego czynnika wzrostu Leprechaunizm (krasnoludkowato$¢)

Zespot Meier — Gorlina o
espot Metet Zespot ucho — rzepka — niski wzrost

Zespot Silver — Russella
pot Silver Niskorostos¢, wady OUN, serca, nerek

Zespot Meckela — Grubera
espot Meckela Wady konczyn, OUN, nerek

Zesp6t Fanconiego Niedokrwisto$¢ aplastyczna, malformacja
kos$éca
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Wrodzone wady anatomiczne jak wytrzewienie, przepuklina pgpkowa, wady serca
moga powodowaé zaburzenia wzrastania wewnatrzmacicznego u ptodow, ktoére nie

maja zaburzen chromosomalnych czy jednogenowych.

Zakazenia przeztozyskowe sa przyczyna 10% przypadkow IUGR. Najwigksze
znaczenie majg: rozyczka (u 60% zakazonych noworodkoéw wystepuje IUGR) i
cytomegalia (u 35% zakazonych noworodkéw wystepuje IUGR) a nastepnie
opryszczka, ospa wietrzna, WZW typu B, toksoplazmoza, malaria, gruzlica, listerioza,
kita wrodzona. Typ zaburzen wzrastania jest zalezny od momentu zadziatania czynnika
zakaznego — jesli zadziata w I trymestrze mamy typ symetryczny, jesli pozniej typ
asymetryczny. Zakazeniu w I trymestrze oprocz zaburzen wzrastania czgsto towarzysza

wady centralnego uktad nerwowego.

Ekspozycja na promienie X w [ trymestrze cigzy zwicksza ryzyko wystapienia
hipotrofii u ptodu, co zwigzane jest z wplywem promieniowania na dzielace si¢
komorki. W wyniku promieniowania moze doj$¢ do pekni¢¢ chromosomoéw, zaburzenia
replikacji komorek, indukcji wad anatomicznych - przede wszystkim OUN. Ryzyko
zmian w strukturze komorek jest szczegdlnie wysokie, kiedy dawka promieniowania

przekroczy 10 radow [154 - 157].

Lozyskowe czynniki ryzyka wystgpienia hipotrofii ptodu obejmujg nieprawidtowa jego

lokalizacje oraz ograniczony mozaicyzm lozyska.

Nieprawidlowe zagniezdzanie si¢ tozyska zwigzanie jest z nieprawidlowa inwazja
trofoblastu w naczynia spiralne. Nie dochodzi do fizjologicznego zmniejszenia oporu
naczyniowego, co prowadzi do uposledzenia przeptywu maciczno —tozyskowego
powodujac nieprawidlowe utlenowanie ptodu. Przyczyna nieprawidlowej inwazji
tozyska moga by¢ migsniaki macicy zlokalizowane podsluzowkowo, zrosty lub

przegrody w jamie macicy.
Wystepowanie tozyska przodujacego, szczeg6lnie przodujacego catkowicie zwigzane
jest z czgstszym wystepowaniem IUGR. Przyczep btoniasty pepowiny stwierdzany jest

w okoto 12% przypadkow IUGR, przy czgstosci wystgpowania w populacji rownej 1%.
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Naczynia przodujace, pojedyncza tgtnica pgpowinowa czgsto wspotistnieje z wadami u

ptodu oraz z IUGR [158,159,160].

Przedwczesne oddzielenie si¢ lozyska, jak rowniez wystgpowanie duzych guzéw
tozyska typu haemangioma i hamartoma jest zwigzane z wigksza czgstoscia

wystepowania zaburzen wzrastania wewnatrzmacicznego [161,162].

Ograniczony mozaicyzm tozyska rozpoznawany jest przy prawidlowym Kkariotypie
ptodu. Najczesciej wystepuje mozaicyzm w odniesieniu do chromosomu 16.
Rozpoznanie tego typu zaburzenia jest mozliwe jedynie po wykonaniu biopsji tozyska 1

najczesciej pozostaje pominigte w ustalaniu etiologii zaburzen hipotrofii ptodu [163].

1.12 Powiklania

Noworodki dotknigte wewnatrzmacicznym zaburzeniem wzrastania charakteryzuja si¢ 6
— 8 — krotnie wicksza umieralnos$cia okoloporodowa. Najpowazniejsze powiklania
dotycza IUGR wywolanego przez zakazenia wewnatrzmaciczne, wady wrodzone i

zaburzenia genetyczne [164,165].

Hipotrofia wystepujaca u ptodu zwigksza ryzyko porodu przedwczesnego, operacyjnego
oraz niedotlenienia okotoporodowego wraz z jego konsekwencjami (przetrwale
krazenie ptodowe, encefalopatia, kardiomiopatia). Noworodki z TUGR rodzg sig¢
czesciej z zaburzeniami elektrolitowymi, kwasica i niska punktacja w skali Apgar.
Wozrasta takze prawdopodobienstwo wystapienia zespotu aspiracji smotki. W okresie
okotoporodowym czgsciej wystepuja rOwniez zaburzenia krzepnigcia krwi indukowane
niedotlenieniem, prowadzace do nadci$nienia ptucnego, zawaldow modzgu i martwiczego
zapalenia jelit. Rozpad duzych ilosci krwinek wywotuje hiperbilirubinemie, obnizenie
liczby ptytek krwi prowadzi do zaburzen krzepnigcia, a zmniejszona zdolno$¢
fagocytarna leukocytow prowadzi do ostabienia mechanizmow obronnych noworodka

[166 — 169].

W okresie noworodkowym pojawiaja si¢ czesciej problemy z wigzane z wystgpieniem

kwasicy, hipoksemii, hipoksji, hipoglikemii, hipokalcemii i hiponatremii.
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Dalszy przebieg choroby jest r6znorodny, najczesciej (85%) nastepuje normalizacja
wzrostu przed osiggni¢ciem przez dziecko 4. roku zycia. U pozostatych 15% pacjentow

w poOzniejszym okresie zmiany rzadko ust¢puja.

Hipotrofia wewnatrzmaciczna moze by¢ przyczyna niskorostosci oraz zwigkszonego
ryzyka wystapienia w wieku dorostym m. in. choroby wiencowej, nadci$nienia
tetniczego, insulinooporno$ci, cukrzycy typu 2, zahamowania rozwoju fizycznego i

opdznienia rozwoju umystowego [170 - 173].
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Urotensyna

1.13 Wstep

Urotensyna Il (U-II) po raz pierwszy zostata wyizolowana w 1967 z rdzenia kr¢gowego
ryb kostnoszkieletowych [176]. W kolejnych badaniach jej obecnos$¢ potwierdzono
takze u ssakow, w tym u czlowieka. Urotensyna II jest cyklicznym polipeptydem
zbudowanym z 11 aminokwaséw. Powstaje z prekursorowego peptydu: prepro —
urotensyny II, ktory zostaje poddany dziataniu proteolitycznego enzymu

konwertujacego urotensyng.

Rycina 2. Budowa ludzkiej urotensyny 11

Aktywnos¢ biologiczng wykazuje C — koncowy fragment, ztozony z 6 aminokwasow
utozonych cyklicznie, ktorych sekwencja jest wspolna dla ssakow, fragment N —

koncowy wykazuje specyficzno$¢ gatunkowsg [174 — 177].

Urotensyna II jest wytwarzana przez komorki $rddbtonka naczyniowego naczyn
krwiono$nych, migsnia sercowego, nerek, osrodkowego uktadu nerwowego, przysadki
mozgowej, nadnerczy, tarczycy, grasicy, jelit, $ledziony oraz tozyska. Jej obecno$¢

wykryto takze w blaszkach miazdzycowych, w leukocytach i makrofagach [178 — 181].
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1.14 Receptor dla U-11

Urotensyna Il dziata przez swoisty receptor UTS2R (inne oznaczenia: GPR14, UR-2-R,
UTR, UTR2), ktory w komorce dziala poprzez posrednika jakim jest biatko G. Receptor
UTS2R zbudowany jest z 389 aminokwasow tworzacych 7 domen przezbtonowych,
kodowanych przez gen zlokalizowany na chromosomie 17. Receptor zlokalizowany jest
w kardiomiocytach, w komorkach mig$ni gtadkich naczyn krwiono$nych, w komérkach
migsni szkieletowych, mdzgu, kory nerek, nadnerczy, przysadki médzgowej, grasicy,
Sledziony, jelita cienkiego oraz w tozysku. Receptor UTS2R znaleziono takze w
leukocytach, co moze sugerowaé zarowno para jak i endokrynne dziatanie U-1I [182 —

184].

Receptor UTS2R nie jest unikatowy. Znaleziono jego podobienstwo do receptora
somatostatynowego, wi¢c moze by¢ rowniez pobudzany przez somatostatyn¢ oraz
podobny do niej URP (urotenesin related peptide). URP ma mniejsza ekspresj¢
tkankowg niz U-II za wyjatkiem OUN i narzadoéw rodnych, gdzie pobudzenie receptora
UTS2R odbywa si¢ w istotnym stopniu przez URP [176, 185,186,187].
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1.15 Dzialanie biologiczne U-11

Efekt biologiczny dziatania U-II moze by¢ przeciwstawny w zaleznosci od tego, czy
biatko bedzie dziatalo poprzez pobudzenie receptora, czy tez poprzez pobudzenie
uktadu prostacyklin z pominieciem receptora. Urotensyna uwolniona z komorek
srodblonka naczyn oraz  makrofagbw na drodze parakrynnej pobudza UTS2R
zlokalizowany na blonie komoérkowej migéni gladkich, ktéry wykorzystujac szereg
przekaznikow powoduje skurcz naczyn krwiono$nych oraz proliferacj¢ komorek. (Ryc.
3, z J. Piech i wsp.) [174]. Skurcz wywotany dziataniem U-1I narasta powoli i trwa

dtuzej niz w przypadku dziatania angiotensyny II czy chlorku potasu.

Rycina 3. Mechanizm skurczu naczynia wywotanego pobudzeniem receptora UTS2R

przez U-II.

KOMORKA
SRODBLONKA

. GPR14 KOMORKA
l MIESNIA
FOSFOLIPAZA C il C
GDP

GLADKIEGO
RhoA+— PKC +— DAG IP3————> fea+ Ca2++— Il Ca2+

|

Rho-kinaza MLCK < Ca2i: o

ER

skURcz KOMOREK MIESNI GLADKICH NACZYN TETNICZYCH
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Autokrynny wptyw U-ll na komorki $rodblonka naczyniowego, bez pobudzenia
receptora UTS2R, polega na pobudzeniu cykloogsygenazy, ktora powoduje przemiang
kwasu arachidowego w prostacykling (Pgl2) oraz pobudzenie syntazy tlenku azotu
(NO). Substancje te uwolnione z komorek $rodblonka przenikaja do migsniowki

gladkiej dziatajac silnie wazodylatacyjnie (Ryc. 4, z J. Piech i wsp) [174].

Rycina 4. Mechanizm rozkurczu naczynia wywotany przez pobudzenie enzymow przez
U-II.

KOMORKA
SRODBLONKA

NO  PGI2 KOMORKA MIESNIA
’ l GLADKIEGO

|

XA AR 0
SRR B

ROZKURCZ KOMOREK MIESNI GLADKICH NACZYN TETNICZYCH

Wazoaktywne dziatanie U-1I zalezy od rodzaju badanego tozyska naczyniowego,
kalibru naczyn oraz interakcji z innymi czynnikami wazo aktywnymi, a szczegdlnie z
tymi, ktore sg wydzielane podczas uszkodzenia §rédbtonka naczyniowego. Parakrynne
dziatanie urotensyny odbywa si¢ glownie poprzez takie przekazniki jak
fosfatydyloinozytol i diacyloglicerol, ktore oprocz pobudzenia dziatania pompy
wapniowej pobudzaja uwalnianie r6znych enzyméw. W chwili uszkodzenia naczynia
krwiono$nego uwalniane sg m.in. inhibitory syntazy NO oraz cykloogsygenazy, ktore
zmniejszaja produkcje tlenku azotu hamujac naczyniorozkurczowe dzialanie
urotensyny. Dysfunkcja $rodblonka jednoczesnie powoduje uwalnianie U-IlI i jej
dziatanie parakrynne oraz uwalnia substancje zmniejszajace jej dzialanie autokrynne, co

w efekcie wywoluje skurcz naczyn krwiono$nych [188 — 192].
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Urotensyna Il ma dziatanie inotropowe dodatnie na migsien sercowy.
Najprawdopodobniej jest to efekt zmian w napigciu $ciany naczyniowej i wzrostu
ci$nienia krwi, co prowadzi do modulacji czynnosci skurczowej serca poprzez odruchy
z Dbaroreceptoroéw. Pobudza takze kardiomiocyty do produkcji peptydow
natriuretycznych — przedsionkowego peptydu natriuretycznego (ANP) i mozgowego
peptydu natriuretycznego (BNP). Pobudza komorki immunokompetentne do produkcji
czynnika martwicy nowotworéow (TNF), interleukiny 1 i 6 (IL-1, IL-6), co dodatkowo

moduluje efekty wywierane na migsien sercowy [185, 193, 194].

U chorych z zastoinowa niewydolno$cig krazenia spowodowang zawatem migsnia
sercowego wykazano zwigkszong gestos¢ receptorow UTS2R na powierzchni
kardiomiocytow, komorek §rodbtonka naczyniowego i migsni gladkich, co skutkuje
wloknieniem 1 hipertrofia migs$nia sercowego. U pacjentow, ktérych serce zostato
uszkodzone w nastgpstwie epizodu wiencowego znacznie wzrasta stgzenie UTS2R na
powierzchni fibroblastow, komoérek $rodbtonka oraz na mastocytach licznie
wystepujacych w uszkodzonym myocardium. Pobudzenie receptorow przez zwickszone
stezenie urotensyny skutkuje przerostem kardiomiocytow, przebudowg komorek
mie$nia sercowego | W efekcie zmniejszeniem kurczliwosci lewej komory serca
[193,195].

Zwigkszong ekspresj¢ U-II stwierdzono takze w obrebie blaszek miazdzycowych aorty 1
innych duzych naczyn krwionosnych. Potwierdzono obecnos¢ mRNA U-1I w
limfocytach oraz mRNA UTS2R w monocytach i makrofagach. Wykazano
synergistyczne dzialanie U-1l z oxy-LDL (cze$ciowo utlenione czastki lipidow),
serotoning 1 lizofosfatydylocholing powodujace proliferacje migsni gladkich naczyn
krwionos$nych oraz fibroblastow, co z kolei sprzyja gromadzeniu kolagenu w obrebie
scian naczynia tetniczego. Ponadto urotensyna zwigksza ekspresje czasteczek
adhezyjnych na powierzchni monocytéw oraz na komodrkach $rodblonka naczyniowego,
co w efekcie powoduje rozwdj przewlektej reakcji zapalnej 1 w nastgpstwie prowadzi do

zmian miazdzycowych w naczyniach krwionosnych [196 - 199].

Urotensyna odgrywa role w patogenezie nadci$nienia tg¢tniczego. Stezenia U-1I w

surowicy chorych z nadci$nieniem tetniczym s3a znamiennie wyzsze niZ u o0sOb
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zdrowych 1 wykazuja dodatnig zalezno$¢ ze skurczowym ci$nieniem t¢tniczym [200 -
202].

Urotensyna Il pobudza rdzen nadnerczy oraz o$ podwzgorze — przysadka — gruczoty
obwodowe, powodujac uwalnianiec TSH, ACTH i adrenaliny. Pobudzenie rdzenia
nadnerczy jest wybidrcze, gdyz nie dochodzi do wzrostu stezenia noradrenaliny

[184,191].

Zwigkszone stezenie urotensyny stwierdzono u chorych z cukrzyca insulinozalezng.
Badania nie wykazaly zalezno$ci pomiedzy poziomem hemoglobiny glikowane;j
(HbA1C), szybko$cig narastania glikemii czy wspotistniejacym biatkomoczem. Wydaje
sie, ze wzrost st¢zenia urotensyny zalezy od stopnia uszkodzenia $rodblonka
naczyniowego w przebiegu cukrzycy. Badania na modelu zwierzecym wykazaty
hamujace dziatanie urotensyny na sekrecj¢ insuliny a polimorfizm genu U-II jest
zwigzany z insulinoopornoscig i wystgpieniem cukrzycy typu 2. Urotensyna poprzez
dzialanie naczynioskurczowe oraz mitogenny wplyw na komorki migsni gladkich
spelnia wazng rolg¢ w rozwoju angiopatii cukrzycowej. Stwierdzono takze znacznie
podwyzszone st¢zenie urotensyny w surowicy krwi oraz w moczu u chorych z
niewydolnoscig nerek w przebiegu nefropatii cukrzycowej. Stezenie wzrasta w miare
spadku funkcji wydalniczej, co moze by¢ efektem zardwno uszkodzenia nerek jak i
zwigkszenia wydzielania U-II przez uszkodzone komoérki cewek nerkowych. Peptyd ma
dziatanie silnie natriuretyczne poprzez wpltyw na transport sodu w cewkach nerkowych.
Ponadto dziata rozkurczowo w obszarze naczyn nerkowych powodujac zwiekszenie
nerkowego przeptywu krwi oraz przesaczania kilebuszkowego. U chorych =z
nadci$nieniem tetniczym powiktanym dysfunkcja nerek stwierdza si¢ bardzo istotne
zwigkszenie stezenia urotensyny w moczu. W przypadku glomerulopatii niepowiktane;j

nadci$nieniem nie stwierdza si¢ wydzielania urotensyny z moczem [ 188,194,202,203].

Obecnos¢ U-Il i jej receptora UTS2R wykryto na powierzchni komoérek nowotworow.
Wydaje sig, ze przez swoje dziatanie mitogenne moze odgrywac istotng rol¢ w rozwoju
takich nowotwordw jak: neuroblastoma, glioblastoma, adenocarcinoma jelita grubego,

guzy nerek, kory i rdzenia nadnerczy oraz rak szyjki macicy [181, 192, 198].
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Badaniom poddawana jest substancja dziatajaca antagonistycznie do urotesyny i
blokujaca receptor UTS2R. Substancja ta to palosuran. Wykazano, ze podanie
palosuranu hamuje naczyniokurczgcy efekt dzialania urotensyny  oraz istotnie
zmniejsza przerost kardiomiocytow 1 produkcje kolagenu, co hamuje remodeling i
poprawia funkcje migsnia sercowego po epizodach wiencowych. Palosuran zwigksza
wydzielanie insuliny, redukuje glikemi¢ i korzystnie wplywa na stezenie lipidow w
surowicy. Duze nadzieje wigze si¢ z wykorzystaniem tego antagonisty w leczeniu

chorob nerek wynikajacych z ich niedokrwienia [186,200, 204].

Urotensyna II jest nowym, waznym hormonem o silnym dzialaniu na naczynia
krwiono$ne. W przypadku uszkodzenia $rodbtonka naczyniowego U-II wywotuje silny
efekt wazokonstrykcyjny, ktory prowadzi do wzrostu ci$nienia tetniczego. Ponadto U-11
przyczynia si¢ do wzrostu proliferacji migsni gtadkich §ciany naczyniowej i szybszego
rozwoju zmian naczyniowych.

W licznych badaniach wykazano wazng rolg urotensyny w patogenezie chorob uktadu
krazenia, miazdzycy, cukrzycy, niewydolnosci nerek, marskosci watroby oraz

nadci$nienia tetniczego [175].
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II. Cel pracy

Celem rozprawy byla ocena potencjalnej roli urotensyny II w etiologii nadci$nienia
cigzowego i hipotrofii ptodu. Cel ten realizowano poprzez:

1. oceng stezenia U-II w surowicy krwi ciezarnych z nadci$nieniem cigzowym i IUGR,
2. ocene stezenia U-II w surowicy krwi pgpowinowej ciezarnych z nadcisnieniem
cigzowym 1 IUGR,

3. probe wyznaczenia wartosci stezenia U-II, ktora mogtaby wskazywaé na ryzyko
wystapienia nadci$nienia cigzowego,

4. ocen¢ obecnosci biatka U-II w tozyskach wymienionych grup ci¢zarnych,

5. ocene ekspresji genu U-ll oraz genu receptora UTS2R w tozyskach zdrowych

cigzarnych oraz ci¢zarnych z nadci$nieniem cigzowym i [UGR.
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I11. Material

Grupe badang stanowi 80 pacjentek hospitalizowanych w Klinice Perinatologii i Choréb
Kobiecych oraz w Oddziale Porodowym GPSK w Poznaniu w 2009 roku. Pacjentki
podzielono na 3 grupy:

1. 38 zdrowych pacjentek o prawidtlowym przebiegu cigzy, ktére stanowily grupe
kontrolng

2. 30 pacjentek u ktorych zdiagnozowano nadcisnienie cigzowe.

3. 12 zdrowych pacjentek, u ptodéw ktorych rozpoznano zaburzenia wzrastania

wewnatrzmacicznego.

3.1 Grupa kontrolna

Grupa kontrolna obejmuje zdrowe pacjentki w wieku 29 +/- 4 lata. Do grupy dobrane
byly pacjentki, u ktérych wykluczono nadci$nienie, cukrzyce, choroby tarczycy,
watroby, nerek oraz choroby uktadowe. Pacjentki nie przyjmowaty lekow przewlekle,
ani w czasie cigzy. W grupie badanej wyeliminowano pacjentki z otyloscig. BMI sprzed
ciazy wynosito 22+/-3, co plasuje pacjentki w grupie wagi prawidtowej. Sredni przyrost
masy ciata w cigzy wyniost 15+/-5 kg.

Badania objety pacjentki w pojedynczej ciazy bez obcigzonego wywiadu polozniczego.
53% pacjentek to pierworodki, z czego 10% pacjentek jest po jednym poronieniu. 47%
pacjentek to wielorodki, z czego 8% pacjentek urodzitlo po raz trzeci. Wigkszos¢
porodow odbylta si¢ w sposob samoistny - 79% pacjentek. U 13% pacjentek wykonano
cigcie cesarskie ze wskazan: ortopedycznych, objawy zagrozenia zycia plodu oraz stan
po cigciu cesarskim. U 8% pacjentek zatozono wyciagacz prézniowy ze wskazan:
objawy zagrozenia zycia ptodu w II okresie porodu. Wszystkie zakwalifikowane do
grupy kontrolnej pacjentki urodzity w Il trymestrze cigzy, gdzie czas trwania cigzy
wynosit 39+/-1 tygodni cigzy.

Z grupy kontrolnej wykluczono noworodki, u ktérych zdiagnozowano wady
rozwojowe, wady pepowiny lub przyspieszone starzenie si¢ tozyska. Pacjentki urodzity
zdrowe noworodki o $redniej masie 3400+/- 370g, co odpowiadato w wigkszosci 50
percentylowi z odchyleniem +/- 20 percentyli. Punktacja Apgar przyznana noworodkom

waha si¢ pomiedzy 9 a 10 punktéw, przy pH pobranym z pgpowiny 7,27/7,29.
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Oceniane lozyska nie wykazaly wad w budowie, znamiennych zwapnien czy
nieprawidlowego przyczepu pepowiny. Srednia masa lozysk wynosita 635 +/-212
grama. Podczas porodu nie wystepowaty trudnos$ci w rodzeniu si¢ tozysk.

Charakterystyke ci¢zarnych z grupy kontrolnej przedstawiono w tabeli nr 3.

Tabela 3. Charakterystyka kliniczna ci¢zarnych z grupy kontrolnej, n=38

badany parametr $rednia +/- SD min max
Wiek (lata) 29+/-4 19 37
Wzrost (cm) 166+/-5 158 176
RR skurczowe w dniu porodu 102+/-9,5 90 120
RR rozkurczowe w dniu porodu 64+/-7 50 80
MAP w dniu porodu 77+/- 6,5 70 90
Masa ciata przed cigza (kg) 62+/-11 46 96
Masa ciata okotoporodowo (kg) 76,5+/-12,5 59 118
Przyrost masy ciata w cigzy (kg) 15+/-5 5 26
BMI w | trymestrze (kg/m2) 22+/-3 17 31,5
BMI okotoporodowo (kg/m?2) 27,5+/-3,5 23 38,5
Termin porodu (tydzien cigzy) 39+/-1 37 42
Masa ciata noworodka (g) 3400+/-370 2890 4610
Percentyl masy ciala noworodka 49+/-24 10 98
pH 1 7,27+/-0,1 7,11 7,46
pH 2 7,29+/-0,1 7,13 7,48
Masa ozyska 635+/-212 450 900

Objasnienie: n — liczba przypadkow
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3.2 Grupa druga — pacjentki z nadci$nieniem ciagzowym

Grupa druga obejmuje pacjentki w wieku 28+/-4 lat, u ktorych rozpoznano nadci$nienie
cigzowe. Sredni wiek ciazowy, w ktérym rozpoznano nadcisnienie to 25 tydzien ciazy.
Poza tym u pacjentek nie wystgpowaly inne choroby towarzyszace. Wykluczono
pacjentki z cukrzyca, wczesniej rozpoznanymi chorobami nerek, z cholestazg cigzowsa
lub innymi chorobami watroby, z chorobami ukladowym, z chorobami uktadu
sercowego — naczyniowego oraz z chorobami uktadu oddechowego. Wykluczono takze
pacjentki w cigzy mnogiej. Nie wykluczono pacjentek z nadwaga, jako jednego z
czynnikOw wystgpienia nadci$nienia. BMI sprzed cigzy wynosi 28+/-6, co wskazuje, ze
40% pacjentek znajduje sie w przedziale BMI wskazujacym na otyto$é. Sredni przyrost
masy w czasie cigzy wyniost 15+/-6 kg.

Nadcisnienie pacjentek charakteryzowano bioragc pod uwage wartos¢ MAP wyliczong
na podstawie pomiarow ci$nienia wykonanych okotoporodowo oraz badania moczu, w
ktéorym oceniano obecno$¢ biatkomoczu. Jesli nie bylo aktualnego badania dane
opierano na podstawie wywiadu lekarskiego i karcie przebiegu cigzy badz wypisach
szpitalnych.

U 58% pacjentek wystapit biatkomocz. U 79% zanotowano wystapienie obrzekdw.
Wszystkie pacjentki leczone byly doustnie Dopegytem zaczynajac od dawki
750mg/dobe az do 2g/dobe. U pacjentek, ktorych wartosci ci$nienia pozostawaty
wysokie, gdzie nie dochodzito do normalizacji ci$nienia po podaniu metyldopy
dodatkowo wlaczano Cordafen, Dihydralazyng, Hydrochlorotiazyd, w przypadkach
niepoddajacych si¢ leczeniu bezposrednio przed wykonaniem cigcia cesarskiego
stosowano Ebrantil. U wigkszosci pacjentek wystepowaly obrzeki konczyn dolnych. U
zadnej pacjentki nie wystapity drgawki lub zespot HELLP.

Do badan zakwalifikowano pacjentki z nieobcigzonym wywiadem potozniczym. Z catej
grupy badanej 16% pacjentek podawato w wywiadzie jedno poronienie. 73% pacjentek
to pierworodki. Sposrod grupy wielorodek tylko jedna pacjentka rodzita po raz trzeci.
44% pacjentek urodzily samoistnie, u jednej pacjentki wystgpito obumarcie
wewnagtrzmaciczne w 28 t.c. Pozostate pacjentki (56%) rozwigzano cigciem cesarskim
ze wskazan: objawy zagrozenia zycia ptodu (27%), stan po cigciu cesarskim (10%),
brak postepu porodu (7%), nieprawidlowe potozenie lub utozenie ptodu (7%). Sredni
czas trwania cigzy to 38+/-3 tygodnie, z czego pacjentki, u ktérych cigze¢ zakonczono ze

wskazan naglych zostaty rozwigzane przedwczesnie tj. przed ukonczeniem 36 t.c.
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Z grupy pacjentek obcigzonych nadci$nieniem cigzowym wykluczono pacjentki, u
ktoérych ptodow wykryto wady rozwojowe i1 nieprawidtowosci w budowie pepowiny.
Urodzone noworodki ze wzglgedu na duzg rozbiezno$¢ w czasie trwania cigzy opisano
stosujac percentyle. Srednia masa noworodka miescita si¢ pomiedzy 40 a 45
percentylem, z czego 23% noworodkow urodzito si¢ z masa ponizej 3 percentyla.
Noworodkom po urodzeniu przyznano 9-10 punktow w skali Apgar, a pH pobrane z
pepowiny wynosito srednio 7,25/7,26.

Przed porodem u 27% pacjentek stwierdzono w wykonanych badaniach dopplerowskich
cechy centralizacji krazenia oraz nieprawidlowe przeptywy w tetnicach macicznych.
Oceniane po porodzie tozyska w 17% wykazaly zmiany mogace $wiadczy¢ o
niewydolnosci tozyska. Widoczne byly liczne zwapnienia oraz obwatowane brzegi.
Srednia masa tozyska wyniosta 560+/-170 gram. Nie stwierdzono nieprawidtowosci
przyczepu pepowiny, ani trudno$ci w rodzeniu si¢ poptodu.

Charakterystyke cigzarnych z grupy z nadcisnieniem cigzowym przedstawiono w tabeli

nr 4.
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Tabela 4. Charakterystyka kliniczna ci¢zarnych z nadcisnieniem cigzowym, n=30

badany parametr $rednia +/- SD min max
Wiek (lata) 28,5+/-4 21 39
Wzrost (cm) 166+/-4 157 174
RR skurczowe w dniu porodu 155+/-17 130 200
RR rozkurczowe w dniu porodu 100+/-10 80 120
MAP w dniu porodu 118+/-12 97 140
Masa ciata przed cigza (kg) 77+/-19 52 120
Masa ciata okotoporodowo (kg) 92+/-20 62 150
Przyrost masy ciata w cigzy (kg) 15+/-6,5 3 31
BMI w | trymestrze (kg/m2) 28+/-6 19 41,5
BMI okotoporodowo (kg/m?2) 33+/-6 25 51
Termin porodu (tydzien cigzy) 38+/-3 28 41
Masa ciata noworodka (g) 3005+/-1056 550 4780
Percentyl masy ciala noworodka 42+/-34 ponizej 3 98
pH1 7,25 7,08 7,41
pH2 7,26 7,04 7,45
Masa tozyska 562+/-169 270 950

Objasnienie: n — liczba przypadkow



3.3 Grupa trzecia — pacjentki z IUGR

Grupa trzecia obejmuje 12 pacjentek w wieku 29+/-5 lat, u ktoérych rozpoznano
zaburzenia wzrastania wewnatrzmacicznego u plodow. Pacjentki zakwalifikowane do
tej grupy nie przyjmowaly lekow przewlekle ani w czasie cigzy. Nie pality, nie pily
alkoholu. Wykluczono choroby ukladu sercowo — naczyniowego, oddechowego,
cukrzyce, choroby nerek, watroby i1 uktadowe. Pacjentki w I trymestrze nie byty
poddane dzialaniu szkodliwych substancji czy promieniowaniu rtg. Wykluczono tez
mozliwo$¢ wystgpienia chordb zakaznych, szczegélnie z grupy TORCH. Pacjentki
zakwalifikowane do tej grupy nie mialy obcigzonego wywiadu polozniczego, zadna z
nich nie podawata w wywiadzie poronien. Na podstawie wywiadu wstgpnie mozna
wykluczy¢ koagulopatie wrodzone i zespdt antyfosfolipidowy. Pacjentki nie byty
niedozywione lub wyniszczone, gdyz Srednie BMI obliczone przed cigza wynosito
21+/-3 a przyrost masy ciata w cigzy byt prawidtowy i wynosit 12+/-4 kg.

Grupa obejmowata pacjentki w ciazy pojedynczej. Poréd samoistny odbyt si¢ tylko u
33,3% pacjentek. Pozostate pacjentki rozwigzane byly przez cigcie cesarskie ze
wskazan: ostre objawy zagrozenia zycia ptodu (41,6%) oraz potozenie miednicowe u
pierwiastki (25%). Sredni czas trwania ciazy wynosit 39+/-1,5 tygodnia. Masa
wszystkich urodzonych noworodkéw znajdowala si¢ ponizej 5 percentyla i wynosita
srednio 2205+/-500gram. Noworodki urodzity si¢ w stanie dobrym z 9 — 10 punktéw w
skali Apgar oraz prawidtowym pH z krwi pepowinowej 7,25/7,28. Badanie fizykalne po
porodzie potwierdzito prawidtowa budowe anatomiczng noworodkow.

Ocena poplodéw wykazata prawidlowa budowe sznurow pepowinowych oraz
prawidtowe przyczepy. Srednia masa lozysk wynosita 367+/-102gramy. W budowie
zwracaly uwage bardzo liczne zwapnienia 1 silnie zaznaczone zrazy. W czasie cigé
cesarskich nie stwierdzono przedwczesnego oddzielania si¢ tozysk.

Charakterystyke cig¢zarnych z grupy z IUGR ptodow przedstawiono w tabeli nr 5.

50



Tabela 5. Charakterystyka kliniczna ci¢zarnych z zaburzeniami wzrastania

wewnatrzmacicznego u ptodéw, n=12

badany parametr Srednia +/- SD min max
Wiek (lata) 29+/-5 21 38
Wzrost (cm) 166+/-7 150 176
RR skurczowe w dniu porodu 104+/-12 90 120
RR rozkurczowe w dniu porodu 64+/-8 50 80
MAP w dniu porodu 78+/-5 70 83
Masa ciata przed ciaza (kg) 59+/-6 38 75
Masa ciata okotoporodowo (kg) 71+/-9 53 85
Przyrost masy ciata w ciazy (kg) 12+/-3 3 19
BMI w I trymestrze (kg/m2) 21+/-3 17 26
BMI okotoporodowo (kg/m?2) 26+/-2 23 30
Termin porodu (tydzien cigzy) 38+/-2 35 40
Masa ciala noworodka (g) 2205+/-500 880 2850
Percentyl masy ciata noworodka ponizej 5 ponizej 3 5
pH1 7,25+/-0,06 7,17 7,37
pH2 7,29+/-0,07 7,14 7,34
Masa tozyska 367+/-102 175 510

Objasnienie: n — liczba przypadkoéw
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V. Metody

Pobranie materiatu biologicznego od pacjentek nastgpito po uzyskaniu zgody Komisji
Bioetycznej dziatajacej przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu (nr uchwaly 175/09). Kazda pacjentka przed wiaczeniem do badan byta
informowana o celu wykonywanych procedur oraz o anonimowo$ci przeprowadzanego
badania. Podpisywala tez zgode na wziecie udziatu w badaniach. Badania obejmowaty
nizej wymienione procedury.

1. Od pacjentek w trakcie porodu pobierano krew z zyly odlokciowej, odwirowywano
surowic¢ zamrazano w -70°C do dalszych badan metodg ELISA celem oznaczenia
stezenia urotensyny.

2. Krew pepowinowa pobierano po porodzie z zyly pepowinowej, odwirowywano a
surowice zamrazano w temp.-70°C do dalszych badafh metoda ELISA celem oznaczenia
stezenia urotensyny.

3. Pobierano dwa fragmenty tozyska po porodzie. Pierwszy fragment umieszczano w
ptynie RNA later i zamrazano do temp. -70°C celem pozniejszego wykonania badania
PCR. Drugi fragment przeznaczony do badan immunohistochemicznych utrwalano w

ptynie Bouina.

4.1 ELISA

Analiza immunoenzymatyczna stezenia urotensyny Il w surowicy krwi pacjentek oraz
surowicy krwi pepowinowej przebiegata przy uzyciu komercyjnego zestawu (Penisula
Laboratories, LLC, nr katalogowy S-1256). Oznaczenia dokonano wedtug procedury
podanej przez producenta. W kolejnych celkach ptytki umieszczono znane stgzenia
urotensyny II w dwoch powtdrzeniach, rozpuszczalnik peptydu oraz probki surowicy
pobrane od pacjentek jak rowniez kolejno: przeciwciato przeciw urotensynie II i
biotynylowane przeciwciato drugorz¢dowe. Po pieciokrotnym ptukaniu (Labsystem,
Wellwash 4) dodano kompleks streptawidyna-peroksydaza chrzanowa. Inkubacja z
TMB (3,3',5,5'-tetrametylobenzydyna) - substratem peroksydazy poprzedzona byla
kolejnym cyklem plukan. Uzyskano barwny produkt i po 30 minutach reakcja zostata
zahamowana roztworem HCI. Absorbancje odczytano przy dlugosci fali 450 nm w

ciggu 10 min od zakonczenia reakcji. Stezenie urotensyny II w badanych probkach
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obliczono na podstawie uzyskanych warto$ci absorbancji w odniesieniu do

wyznaczonej krzywej standardowe;.

4.2 Immunohistochemia

Postuzono si¢ enzymatyczng metoda immunohistochemiczng (z zastosowaniem
peroksydazy chrzanowej) z klasycznym wzmocnieniem reakcji metoda ABC (Dako
REAL EnVision Detection System, Peroxidase/DAB+ Rabbit/Mouse (DAKO, K5007).
Materiat pobrano od 80 kobiet bezposrednio po porodzie. Lozyska utrwalano przez 24 h
w plynie Bouina, odwadniano i zatapiano w parafinie. Do badan stosowano skrawki o
grubosci 5-6 pm. Nastepnie preparaty odparafinowywano i doprowadzano do fazy
wodnej. Preparaty ptukano kolejno w wodzie kranowej i destylowanej po 10 min.
Kolejne etapy inkubacji przeprowadzano w wilgotnej komorze w temperaturze
pokojowej. Aktywno$¢ endogennej peroksydazy hamowano przez inkubacje w 1%
roztworze perhydrolu (30 min). Preparaty plukano kolejno w wodzie kranowej i
destylowanej po 10 min, a nast¢pnie preinkubowano w roztworze surowicy koziej (w
stosunku 1:20 w PBS z 0,1% BSA i 0,1% azydkiem sodu) w temperaturze pokojowej
przez 30 min. Po tym czasie surowic¢ kozig (Surowica kozia normalna (Sigma, X-
0907)) odsaczano z preparatow za pomoca bibuly i nakltadano swoiste przeciwciato
pierwszorzgdowe skierowane przeciw urotensynie II (przeciwcialo krdlicze przeciw
urotensynie 1l-ej [Anti-UTS2, Antibody Produced in Rabbit, affinity isolated] (Sigma,
HPAQ017000)). Na kontrolne skrawki naktadano rozpuszczalnik przeciwciata (PBS z
0,1% BSA i 0,1% azydkiem sodu). Po inkubacji trwajacej 1 godzing preparaty
doktadnie ptukano w PBS (3 razy po 5 min) i inkubowano 30 min w obecnosci
biotynylowanego drugorzedowego przeciwciata 1 streptawidyny sprzezonej z
peroksydaza. Pomiedzy tymi etapami, jak rowniez po drugim z nich, preparaty ptukano
w PBS (3 razy po 5 min). Nastgpnie na preparaty nakladano chromogen (w postaci
roztworu 3,3’-diaminobenzydyny (DAB) w buforze imidazolowym) - substrat dla
peroksydazy. Po 40-60 sekundach skrawki plukano w wodzie destylowanej,
podbarwiano hematoksyling. Nastepnie przeprowadzano je przez szereg (alkohol
etylowy 70%, 80% i 90%, 96%, alkohol absolutny —2 razy, alkohol z ksylenem w
stosunku objetosciowym 1:1, ksylen — 3 razy) i zatapiano w ,,syntetycznej zywicy”

,Permount”.
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4.3 PCR —reakcja lancuchowa polimerazy.

Badanie obje¢to 80 fragmentow tozysk pobranych po porodzie od pacjentek zdrowych,
chorujagcych na nadci$nienie cigzowe oraz od pacjentek, u ktérych wystgpito
wewnatrzmaciczne zahamowanie wzrastania ptodu. Fragmenty lozyska pobierano do
probowek zawierajacych RNA later. Fragmenty poddano izolacji RNA, nastepnie

odwrotnej transkrypcji i reakcji tancuchowej polimerazy (PCR).

Izolacja RNA

Do izolacji catkowitego RNA wykorzystano metod¢ z buforem lizujagcym TRI Reagent
oraz metoda kolumienkowa. Tkanki rozmrazano i usuwano plyn RNA later.
Przeprowadzano homogenizacje¢ materialu, stosujac 1 ml odczynnika lizujacego.
Nastgpnie probki przenoszono do probowek i dodawano 200 pl chloroformu,
energicznie wytrzasano przez 15 s, odstawiano na 10 minut, po czym wirowano przy
12000x g przez 15 min. w temp. 4° C. Po odwirowaniu zbierano gérng frakcje
zawierajaca RNA 1 przenoszono ja do nowych proboéwek. Dodawano 0,5 ml
izopropanolu. Cato$¢ umieszczano przez godzing w temp. —20° C, po czym wirowano
przy 12000x g przez 20 min. w temp. 4° C. Uzyskany supernatant usuwano, nastgpnie
dodawano 1 ml 70% etanolu. Mieszaning wytrzasano, po czym wirowano przy 12000x
g przez 15 min. w temp. 4° C. Przemywanie etanolem powtarzano kilkukrotnie.
Nastepnie osad RNA suszono, po czym rozpuszczano go w 30 pl wody. Pozostatosci
DNA usuwano za pomocg trawienia DNAzg. Uzyskane t¢ droga RNA oczyszczano z
mieszaniny reakcyjnej poprzez wirowanie na kolumienkach. Zwigzane z membrang
kolumienek RNA wyptukiwano 30. ul wody. Stezenie wyizolowanego RNA okreslano
za pomocg spektrofotometru, a nastgpnie sprawdzano jego jako$¢ poprzez rozdziat

elektroforetyczny na 1% zelu agarozowym z dodatkiem Zelu Lonza.

Odwrotna transkrypcja

Odpowiednig 1ilo§¢ wyizolowanego RNA poddawano odwrotnej transkrypcji z
zastosowaniem polimerazy AMV firmy QIAGEN. W pierwszej kolejnosci
przeprowadzano denaturacj¢. W tym celu do mieszaniny reakcyjnej dodawano
odpowiednig ilo§¢ RNA, startera (dT)ig oraz wod¢ dejonizowang, po czym inkubowano
przez 5 min. w temp. 70° C, a nastepnie schtadzano w lodzie. W dalszej kolejnosci
przeprowadzano wlasciwg reakcje odwrotnej transkrypcji. W zalezno$ci od liczby
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badanych prob przygotowywano mieszaning reakcyjng W odpowiedniej proporcji. Dla
pojedynczej proby jej sktad zawierat: 4 pl buforu reakcyjnego, 1 ul 20 U/ul inhibitora
RNAZz i 2 pl 10 mM dNTP oraz 2 ul 200 U/ul odwrotnej transkryptazy AMV. Dla
reakcji kontrolnych (-RT) przeprowadzano t¢ samg procedurg z zastgpieniem odwrotnej
transkryptazy taka sama objetoscia wody dejonizowanej. Reakcje przeprowadzano z
uzyciem termocyklera UNO II (Biometra) w temperaturze 42° C w czasie 60 min.

Uzyskane cDNA wykorzystywano do tradycyjnej reakcji PCR.

PCR (reakcja tancuchowa polimerazy)

Do reakcji PCR uzyto starterow przedstawionych w tabeli 6. Startery zaprojektowano
przy uzyciu programu Primer 3 (Whitehead Institute for Biomedical Research,
Cambridge, MA) w taki sposob, aby nie powielaly sekwencji genomowego DNA. W
zaleznosci od liczby badanych prob przygotowywano mieszaning reakcyjng w
odpowiedniej proporcji. Dla pojedynczej proby jej sktad zawierat: 2,5 ul 10 mM dNTP,
2,5 ul buforu reakcyjnego, 2,5 ul 5 uM kazdego ze starterow, 2,5 ul uzyskanego cDNA,
0,25 pl polimerazy Tag 1 U/ul oraz wode dejonizowang do koncowej objetosci 25 ul.
Dla wszystkich badanych gendéw uzyto nastepujacego programu reakcji: 45 cykli
wedhlug schematu: denaturacja 94° C, 30 sekund, przytaczenie startera 58° C, 30 sekund,
wydtuzenie startera 68° C, 120 sekund. Rownocze$nie przeprowadzano reakcje
kontrolne, w ktérych zamiast matrycy cDNA podawano wodg¢ oraz drugg kontrolg bez
odwrotnej transkryptazy (-RT). Produkty reakcji poddawano rozdzialowi
elektroforetycznemu na 2% zelu agarozowym z dodatkiem zelu Lonza, a prazki

uwidocznione przy uzyciu transilluminatora sfotografowano.
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Tabela 6. Charakterystyka starterow dla urotensyny II i jej receptora wykorzystanych do

reakcji RT-PCR, ich sekwencje, pozycja i dlugos¢ produktow amplifikacji oraz numer

dostepu do Genbank. B-2 mioglobina — gen referencyjny.

Numer Wielkos¢
dostepu do . .
cDNA bazy Starter | Sekwencja startera (5°-3’) Pozycja produktu
Genbank PCR (bp)
urotensyna | NM_021995 L GGGATATTCTCAGGAAA 299-319 160
1 P GCAG 440-458
CAATCAGGAGTCTCACG
TT
receptor NM_018949 L TGGGCATCGTGCTGCTC 782-800 128
urotensyny P TT 889-909
1 GAGGCAGGTGGTCAGG
TAGTT
B-2 NM 012512 L ACCGAGACCGATGTATA 284-303 137
mioglobina P TGC 400-420
ACCGGATCTGGAGTTAA
ACTG

Wykaz stosowanych odczynnikéw (z numerem katalogowym, o ile dostepny) w

poszczegdlnych etapach przygotowania materiatu do PCR oraz podczas samego PCR:
- DNA ladder (wzorzec wielkosci DNA, FERMENTAS, SM0613)
- DNAza RNAse — Free DNAse Set (QIAGEN, 79254)

- Lightcycler FastStart DNA Master SYBR Green | (ROCHE)

- Nucleic Acid Gel Stain (LONZA)

- Orange Loading Dye Solution (bufor obcigzajacy, FERMENTAS, R0631)
- Prime RNAse Inhibitor, 7 500 u (EPPENDORF, 0032 005 357)

- RNA later (QIAGEN, 1018087)
- TRI Reagent (trizol, SIGMA — ALDRICH, T-9424)
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4.4 Analiza statystyczna

Opracowanie wynikéw wykonano przy uzyciu programow Microsoft Excel 2013 i
Statistica 6.0. Testowanie normalno$ci rozktadu wykonano przy pomocy testu Shapiro —
Wilka. Testowano grupy o podobnej liczebnos$ci. Dla okreslenie istotnos$ci statystyczne;j
uzyto testu t — Studenta dla grup niezaleznych. Za istotne statystycznie przyjeto
wartosci p<0,05. Badanie korelacji przeprowadzono za pomocg testu Spearmana. Sita
zwigzkow korelacyjnych w zalezno$ci od wspotczynnika R opisywana jest nastgpujaco:

1. ponizej 0,2 - korelacja staba (praktycznie brak zwigzku)

2.0,2 - 0,4 - korelacja niska (zalezno$¢ wyrazna)

3. 0,4 - 0,6 - korelacja umiarkowana (zaleznos¢ istotna)

4. 0,6 - 0,8 - korelacja wysoka (zalezno$¢ znaczna)

5.0,8 - 0,9 - korelacja bardzo wysoka (zalezno$¢ bardzo duza)

6. 0,9 - 1,0 - zalezno$¢ praktycznie petna

Korelacyjne wykresy rozrzutu w zaleznos$ci od wspoiczynnika R opisywane sa
nastepujaco:

zaleznos¢ liniowa dodatnia (R > 0)

zalezno$¢ liniowa ujemna (R < 0)

brak zaleznosci (R = 0)

Oceng 1 porownanie migdzy soba modeli klasyfikacyjnych przeprowadzono za pomocg
wykreslenia krzywych ROC. Lacza one opis czutosci 1 specyficznosci danego modelu
oraz oceniajg poprawnos$¢ klasyfikatora. Umozliwiajg takZze wyznaczenie optymalnego
punktu odciecia.

Czulo$¢ okreslamy jako prawdopodobienstwo, ze chorg osobe nasz test zakwalifikuje
do grupy chorych. Innymi slowy miara ta bedzie mowi¢ jaki jest udzial oséb, ktore sa
chore 1 u ktérych test wyszedl poprawnie, w stosunku do wszystkich chorych (true
positives).

Specyficzno$¢ okreslamy prawdopodobienstwem, ze osobe¢ zdrowa nasz test

zakwalifikuje jako osobe zdrowa (true negatives).
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Wyznaczono takze obszar pod wykresem krzywej ROC, oznaczany jako AUC. Obszar
ten traktowany jest jako miara dobroci i trafnosci danego modelu. Warto§¢ wskaznika

AUC miesci si¢ w przedziale [0,1]; im wigksza wartos$¢, tym lepszy model.
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V. Wyniki

5.1 Stezenie U-11 w surowicy krwi pacjentek.

Poziomy st¢zen urotensyny II badane w surowicy krwi badanych pacjentek r6znig si¢
znaczaco pomiedzy grupami. Srednie stezenia U-11 w grupie kontrolnej wynosi 3,87+/-
1,91 pg/ml, w grupie z nadci$nieniem cigzowym 8,46+/-2,04 pg/ml, a w grupie
pacjentek z IUGR 8,53+/-1,74 pg/ml. Poziomy stezen poddano analizie statystycznej,
ktoéra wykazata istotng statystycznie roznice pomigdzy wartosciami U-1I w grupie
kontrolnej w poréwnaniu do grupy z nadci$nieniem cigzowym oraz z IUGR. Nie
wykazano natomiast istotnej statystycznie réznicy pomiedzy stg¢zeniami U-I1 w grupie z

nadci$nieniem oraz IUGR (p>0,05). Wyniki przedstawione zostaly w tabeli 7.

Tabela 7. Poziom st¢zenia urotensyny Il [pg/ml] w surowicy krwi badanych pacjentek.

Grupaz
Grupa Grupaz
nadciSnieniem
kontrolna o hipotrofia plodu
ciazowym
n 38 30 12
$rednia +/- SD 3,87+/-1,91 8,46+/-2,04 a 8,53+/-1,74 a
minimum 1,5 3,5 5,5
maximum 10,1 12,4 11,2

Objasnienia: n= liczba badanych pacjentek.
Ocena statystyczna wynikow testem t — Studenta:
r6zni si¢ od grupy kontrolnej: a — p<0,0005
porownanie grupy z nadciS$nieniem cigzowym z grupa z hipotrofia ptodu:

roéznica nieznamienna statystycznie
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5.2 Stezenie U-1I w surowicy krwi pepowinowe;j.

Pomiar stezenia UIl w surowicy krwi pgpowinowej wynosi odpowiednio 23,45+/-7,68

pg/ml w grupie kontrolnej, 24,54+/-7,02 pg/ml w grupie z nadci$nieniem cigzowym,

23,77+/-8,2 pg/ml w grupie z IUGR. Analiza statystyczna nie wykazata istotnej roznicy

pomiedzy badanymi grupami.

Wyniki przedstawione zostaty w tabeli 8.

Tabela 8. Poziom stezenia urotensyny Il [pg/ml] w surowicy krwi pgpowinowej

badanych pacjentek.

Grupa z
Grupa Grupa z
nadci$nieniem
kontrolna ) hipotrofia plodu
Clazowym
n 38 30 12
$rednia +/- SD 23,45+/-7,68 24,54+/-7,02 23,77+/-8,2
minimum 10,8 10,2 11,1
maximum 51,5 42,2 42,1

Objasnienia: n= liczba badanych pacjentek.

Ocena statystyczna wynikéw testem t — Studenta: wszystkie

statystycznie.

roznice niezamienne
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5.3 Wartos¢ MAP w badanych grupach pacjentek. Zaleznos¢ MAP od st¢zenia U-
Il w surowicy krwi pacjentek i w surowicy krwi pepowinowej W grupie z

nadci$nieniem ciazowym.

Analizujac dane pacjentek pod katem wzrostu ci$nienia tetniczego krwi postugiwano si¢
parametrem wyliczanym na podstawie zardwno cisnienia skurczowego jak i
rozkurczowego — MAP. Wykazano, ze warto$ci MAP sg istotnie statystycznie wyzsze w
grupie z nadci$nieniem cigzowym w stosunku do grupy kontrolnej i grupy z IUGR (tab.
9).

Tabela 9. Wartosci $redniego ci$nienia krwi (MAP) [mm Hg] w badanych grupach

pacjentek.
Grupa z Grupaz
Grupa
nadciSnieniem hipotrofia plodu
kontrolna
ciazowym
n 38 30 12
$rednia +/- SD 77+/-6,5 118+/-12 a 78+/-5
minimum 70 97 70
maximum 90 140 85

Objasnienia: n= liczba badanych pacjentek.
Ocena statystyczna wynikow testem t — Studenta:

rozni si¢ od grupy kontrolnej i grupy z IUGR: a - p<0,05

Nastgpnie w grupie z nadci$nieniem cigzowym obliczono wspoétczynnik korelacji
migdzy wartos§ciami MAP a stezeniem U-1l1 w surowicy krwi cigzarnych oraz st¢zeniem
U-II we krwi pegpowinowej. Z analizy wynika, ze podwyzszonemu stezeniu U-l11 w
surowicy krwi pacjentek w grupie z nadci$nieniem cigzowym nie towarzyszy
podwyzszenie wartosci MAP (p>0,05, R=0,25). Podobny brak zaleznosci wykazano
poréwnujac wartosci MAP i stezenia U-11 we krwi pgpowinowej (p>0,05, R=0,32). W
obu przypadkach warto$ci wspodtczynnika korelacji sg bardzo niskie 1 wskazujg na to, ze

badane parametry sg raczej niezalezne od siebie. W obliczeniach tych wylgczono

61



skrajnie niski, odosobniony wynik, ktéry mogl znaczaco wptywac na wartos¢ R. Ocene

statystyczng wynikow wykonano przy uzyciu testu Spearmana. Wyniki przedstawiono

narycinach 5 i 6.

Rycina 5. Zalezno$¢ wartosci MAP od stezenia U-11 w surowicy pacjentek z grupy z

nadci$nieniem cigzowym.
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Dla powyzszego wykresu warto$¢ wspotczynnika R wynosi 0,25.
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Rycina 6. Zalezno$¢ wartosci MAP od stgzenia U-1I w surowicy krwi pgpowinowej

pacjentek z grupy z nadci$nieniem cigzowym.
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Dla powyzszego wykresu warto$¢ wspdiczynnika R wynosi 0,32.
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5.4 Okreslenie wartosci predykcyjnej stezenia U-11 w surowicy krwi pacjentek dla

ryzyka wystapienia nadciSnienia cigzowego i bialkomoczu.

Dla badanych stezen U-11 we krwi pacjentek ciezarnych wykre§lono krzywe ROC oraz
obliczono pole powierzchni pod krzywag ROC (AUC). Wyznaczono punkt odcigcia
dzielacy populacje kobiet na grupy o istotnie wyzszym ryzyku wystapienia nadci$nienia

1 biatkomoczu odpowiednio wykres 11 2.

Wykres 1. Krzywa ROC dla stezenia urotensyny II w surowicy krwi matki w
przewidywaniu wystapienia nadcisnienia w grupie pacjentek z nadci$nieniem cigzowym

w oparciu o wartosci MAP.

0.9

0,7

0.6 /
0.5 /

Z 04
=
N 03
0,2 /
0.1
0 / T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
1-swoistosc
AUC SE(AUC) 95 przedziat % ufnosci
0,892754 0,037406 0,819437 0,96607

warto$¢ predykcyjna stezenia U-11 w surowicy matki

dla nadcisnienia ciazowego = 4pg/ml

Na powyzszym wykresie wykazano, ze warto$¢ predykcyjna stezenia U-1I w

odniesieniu do ryzyka wystapienia nadci$nienia cigzowego wynosi 4pg/ml. Wartos¢ ta
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dzieli grupe badanych pacjentek na pacjentki zdrowe i o znacznym ryzyku wystapienia

nadci$nienia cigzowego.

Wykres 2. Krzywa ROC dla stezenia urotensyny II w surowicy krwi matki w

przewidywaniu wystgpienia biatkomoczu w grupie pacjentek z nadci$nieniem

cigzowym.
1 /-0 > *—o
0.9
0.8 f/
0,7 I
0.6
0.5 /f
3 04
R
° 02 /
0.1
0/ T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
1-swoistosc
AUC SE(AUC) 95% przedziat ufnosci
0,863636 0,046265 0,772957 0,954316

warto$¢ predykcyjna stezenia U-11 w surowicy matki dla biatkomoczu = 8pg/ml

Na powyzszym wykresie oznaczono warto$¢ predykcyjna stezenia U-Il dla ryzyka
wystgpienia biatkomoczu. Oznaczono, ze wartos¢ stezenia U-Il1 8pg/ml w surowicy
kobiet cigzarnych z nadci$nieniem cigzowym dzieli grupe badanych pacjentek na

pacjentki ze wzrostem ci$nienia bez biatkomoczu i te, u ktorych wystepuje biatkomocz.
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5.5 Okreslenie wartosci predykcyjnej stezenia U-II w surowicy krwi pepowinowej

dla ryzyka wystapienia nadcisnienia ciazowego i bialkomoczu.

Dla badanych stgzen U-II we krwi pepowinowej wykreslono krzywe ROC oraz
obliczono pole powierzchni pod krzywa ROC (AUC). Starano si¢ wyznaczy¢ punkt
odciecia dzielacy populacje kobiet na grupy o istotnie wyzszym ryzyku wystgpienia

nadci$nienia i biatkomoczu odpowiednio wykres 3 i 4.

Wykres 3. Krzywa ROC dla st¢zenia urotensyny Il w surowicy krwi pepowinowej w
przewidywaniu wystgpienia nadci$nienia w grupie pacjentek z nadci$nieniem cigzowym

w oparciu o wartosci MAP.

. n
/

0.8
0.6

0,5
0.4 P

S 0s /
S 0.2 /
0.1 /
0 / T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
1-swoistosc
AUC SE(AUC) 95% przedzial ufnosci
0,619324 0,072953 0,476335 0,762312

wartos$¢ predykceyjna stezenia U-II w krwi pepowinowej dla nadciSnienia
cigzowego - nieistotna statystycznie

Na powyzszym wykresie starano si¢ oznaczy¢ warto$¢ predykcyjng stezenia U-11 we
krwi pepowinowej, powyzej ktorej wzrasta ryzyko wystgpienia nadci$nienia cigzowego.

Nie udato si¢ oznaczy¢ punktu odcigcia, ktory dzielitby grupe badanych pacjentek na
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zdrowe 1 z nadci$nieniem cigzowym. Badanie jest nieistotne statystycznie dla przedziatu

ufnos$ci rownemu 0,47.

Wykres 4. Krzywa ROC dla stezen urotensyny II w surowicy krwi pgpowinowej w
przewidywaniu wystgpienia biatkomoczu w grupie pacjentek z nadci$nieniem

cigzowym.

1 L
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“ 03
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0,1
0 / T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
1-swoistosc
AUC SE(AUC) 95% przedziat ufnosci
0,515949 0,098775 0,32235 0,709548

wartos¢ predykcyjna stezenia U-II w krwi pepowinowej dla bialkomoczu -

nieistotna statystycznie

Na powyzszym wykresie starano si¢ obliczy¢ wartos¢ predykcyjng dla stezenia U-11 we
krwi pgpowinowej, ktora wskazywataby na ryzyko wystapienia biatkomoczu. Nie udato
si¢ okresli¢ punktu odciecia, tj. wartosci, ktora dzielitaby grupe pacjentek na zdrowe i z

biatkomoczem. Badanie nieistotne statystycznie dla przedziatu utnosci 0,32.
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5.6 Badanie wspoélzaleznosci stezen pomiedzy stezemiami U-11 w surowicy Krwi

matki i w surowicy krwi pepowinowej.

Korelacj¢ badano testem Spearmana a otrzymane wyniki przedstawiono na rycinach 7,

8, 9. Stwierdza si¢ bardzo staba, dodatnia korelacje stezen urotensyny w Krwi

pepowinowej 1 krwi matki w przypadkach kobiet z grupy kontrolnej i z nadci$nieniem

cigzowym (odpowiednio R=0,32, p>0,05 i R=0,39, p>0,05). W obu przypadkach

wartosci wspolczynnika korelacji sa bardzo niskie i wskazuja na to, ze badane

parametry sa niezalezne od siebie. W przypadku grupy z IUGR stwierdzono ujemng

korelacje (R= -0,38, p>0,05). Wynika¢ to moze z faktu, iz grupa ta obejmowata matg

liczbe przypadkow oraz duzy rozrzut wynikow.

Rycina 7. Korelacja stezen UIl w surowicy krwi matki i w surowicy krwi pepowinowe;j

pacjentek z grupy kontrolnej.
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Dla powyzszego wykresu warto$¢ wspotczynnika R wynosi 0,32.
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Rycina 8. Porownanie stgzenia U-II w surowicy krwi matki i w surowicy krwi

pepowinowej pacjentek z grupy z nadcisnieniem cigzowym.
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Dla powyzszego wykresu warto$¢ wspdtczynnika R wynosi 0,39.
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Rycina 9. Porownanie stgzenia U-II w surowicy krwi matki i w surowicy krwi

pepowinowej pacjentek z grupy z IUGR ptodow.
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Dla powyzszego wykresu warto$¢ wspolczynnika R wynosi - 0,38.

70



5.7 Analiza histopatologiczna lozysk pacjentek badanych grup oraz rozmieszczenie

w nich substancji o immunoreaktywnosci podobnej do U-11.

Pobrane od pacjentek po porodzie fragmenty tozyska utrwalono, a nastgpnie barwiono
metoda H + E. Preparaty oceniano pod katem wystepowania patologii mogacych
zaburzy¢ wymian¢ matka — pléd. Poza tym skrawki poddano rekcji
immunohistochemicznej na obecno$¢ substancji o immunoreaktywnosci podobnej do
Ull.

Na ponizszych rycinach uwidoczniono skrawki tozyska wybarwione metoda H + E oraz

poddane reakcji immunohistochemicznej.

W tozyskach otrzymanych od pacjentek z grupy kontrolnej widoczne sa wolne
przestrzenie migdzykosmkowe, prawidlowo zarysowane granice kosmkoéw oraz

prawidtowe naczynia z otwartym §wiattem (ryc. 10).

Rycina 10. Skrawek prawidtowego tozyska pacjentki z grupy kontrolnej, barwiony
metoda H+E. Powigkszenie okreslone skalag S0um.
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Obraz histologiczny tozyska prawidtowego.
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W tozyskach otrzymanych od pacjentek z nadci$nieniem cigzowym oraz od pacjentek z
IUGR ptodéw widoczne sg zmiany wiokniste podscieliska kosmkow (ryc. 12 A) oraz
nadmierne gromadzenie si¢ mas wioknika (fibrynoid) w obrgbie przestrzeni
okotokosmkowej (ryc. 11 B). Takie zmiany degeneracyjne w tozysku doprowadzaja do
zawalow w obrgbie narzadu, ktére cechuja si¢ utrata przestrzeni migdzykosmkowej i
zatarciem granic kosmkow (ryc. 11 A). Kolejne nieprawidtowosci uwidocznione w
badaniu histopatologicznym tozysk dotycza zmian naczyniowych obejmujacych
zarastanie 1 mikrozakrzepy zwe¢zajace $wiatlo naczynia (ryc. 12 B, C). Takie zmiany
degeneracyjne w tozysku w efekcie doprowadzaja do zawatow w obrgbie tkanki
tozyskowej (ryc. 11 A), ktére cechujg si¢ utrata przestrzeni migdzykosmkowej i

zatarciem granic kosmkow.

Ryciny 11 A, B. Skrawki tozyska pacjentki z grupy z nadci$nieniem cigzowym

barwione metoda H+E. Powigkszenie okreslone skala 50pm.
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A — zawal lozyska
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B — wloknienie przestrzeni okolokosmkowej
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Ryciny 12 A, B, C. Skrawki lozyska pacjentki z grupy z IUGR plodow barwione
metoda H+E. Powigkszenie okre$lone skalg S0pm.

A — widknienie zr¢bu kosmka
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B — mikrozakrzepy w naczyniach kosmkach

C — zarastanie $wiatta naczyn kosmkow
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Te same skrawki poddano reakcji immunohistochemicznej na obecno$¢ substancji o
immunoreaktywnosci podobnej do U-II. Ekspresje¢ tego biatka wykazano w zespdlni
komorkowej nablonka kosmka tozyskowego (syncytiotrofoblast) zaréwno w tozyskach
z grupy kontrolnej (ryc. 13) jak i w tozyskach pacjentek obcigzonych patologiami
potozniczymi (ryc. 14, 15).

Rycina 13. Reakcja immunohistochemiczna na obecno$¢ substancji o
immunoreaktywnosci podobnej do U-II w skrawkach tozyska od zdrowej pacjentki oraz

skrawek kontrolny. Powigkszenie okreslone skalg S0um.

A —immunoreaktywno$¢ podobna do U-I1 w syncytiotrofoblascie kosmka
B — skrawek kontrolny
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Rycina 14. Reakcja immunohistochemiczna na obecno$¢ substancji o
immunoreaktywnosci podobnej do U-II w skrawkach tozyska od pacjentki z

nadcis$nieniem cigzowym oraz skrawek kontrolny. Powigkszenie okreslone skalg SOpum.

A — immunoreaktywnos$¢ podobna do U-Il w syncytiotrofoblascie kosmka

B — skrawek kontrolny

77



Rycina 15. Reakcja immunohistochemiczna na obecno$¢ substancji o
immunoreaktywnosci podobnej do U-II w skrawkach tozyska od pacjentki z TUGR

ptodu oraz skrawek kontrolny. Powigkszenie okreslone skalg S0um.

A — immunoreaktywnos$¢ podobna do U-Il w syncytiotrofoblascie kosmka

B — skrawek kontrolny
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5.8 Analiza PCR ekspresji U-l11 oraz ekspresji UTS2R w lozyskach pacjentek
badanych grup.

Badanie ekspresji genu urotensyny II na poziomie mRNA, przy uzyciu reakcji
fancuchowej polimerazy poprzedzonej odwrotng transkrypcja (ang. RT-PCR reverse
transcription polimerase chain reaction). Reakcja zostata przeprowadzona w tozyskach

pobranych po porodzie pacjentek zdrowych, z nadci$nieniem cigzowym oraz z [UGR.

Rycina 16. Ekspresja genu U-Il w tozyskach cztowieka.

Produkty reakcji PCR poddano rozdziatowi elektroforetycznemu na zZelu agarozowym
1,2% z dodatkiem barwnika Lonza, a uwidocznione prazki sfotografowano. Primery
byty zaprojektowane tak, aby amplifikowa¢ fragment cDNA U-II o dtugosci 160 nt. W
reakcji kontrolnej z pominigciem odwrotnej transkrypcji nie uzyskano produktu, ktory
mogltby $wiadczy¢ o niespecyficznej reakcji (na zdjeciach nie pokazano). Linie: 1 —
marker mas,

2 - 4 “ozyska od pacjentek z grupy kontrolne;j

5 — 7 —tozyska od pacjentek z nadci$nieniem cigzowym,

8 — 10 — tozyska od pacjentek z [UGR

11 — kontrola pozytywna reakcji (kora nadnerczy cztowieka).
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Rycina 17. Pétilosciowa ocena ekspresji U-11 w tozyskach badanych pacjentek.

0,03

0,025

0,02

0,015

0,01

0,005

—

Objasnienia: K — grupa kontrolna, N — grupa z nadcisnieniem cigzowym, H — grupa z
IUGR

Powyzszy wykres przedstawia wzgledng ekspresje U-11 w stosunku do kontroli. Genem
referencyjnym jest B2mioglobiny (0§ Y). Shupki przedstawiaja wzgledng ekspresje
badanych genow w stosunku do ekspresji genu B2mioglobiny, gdzie $rednia z dwoch

niezaleznych odchylen nie jest istotna statystycznie (p>0,05). W kazdej grupie n=3.
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Rycina 18. Potilosciowa ocena ekspresji UTS2R w tozyskach badanych pacjentek.

Objasnienia: K — grupa kontrolna, N — grupa z nadcis$nieniem cigzowym, H — grupa z
IUGR

Powyzszy wykres przedstawia ekspresj¢ UTS2R w porownaniu do kontroli. Genem
referencyjnym jest B2mioglobina (o$ Y). Stupki przedstawiaja wzgledng ekspresje
badanych genow w stosunku do ekspresji genu P2mioglobiny, gdzie $rednia z dwoch

niezaleznych odchylen nie jest istotna statystycznie (p>0,05). W kazdej grupie n=3.

Whyniki badan wskazujg, ze ekspresja U-lIl wystepuje w kazdym tozysku. Roznice
ekspresji pomigdzy badanymi grupami nie sg istotne statystycznie (p>0,05).

W badanych tozyskach stwierdzono stabg ekspresje UTS2R (ok 29 - 30 cyklu gPCR).
Ilo$¢ badanego genu nie ro6zni si¢ statystycznie pomi¢dzy badanymi grupami (p>0,05).
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V1. Dyskusja

Urotensyna II jest czynnikiem naczyniowym, ktory w zaleznosci od warunkow,
powoduje zarowno skurcz jak i rozkurcz naczyn krwiono$nych. U pacjentoéw zdrowych,
nieobcigzonych, u ktorych $rodbtonek naczyniowy funkcjonuje prawidtowo peptyd ten
wywiera dzialanie autokrynne, migdzy innymi pobudza on enzymy wytwarzajace
zarowno prostacykliny jak i tlenek azotu, ktore powodujg rozkurcz naczynia

krwionos$nego.

U pacjentow obcigzonych chorobami uktadu krazenia, watroby, nerek, u ktérych
dochodzi do uszkodzenia srodbtonka naczyn, U-1I dziata parakrynnie poprzez receptor
zlokalizowany na mig$nidowce gladkiej §ciany naczynia krwiono$nego. Pobudzenie tego
receptora wyzwala kaskade zmian, w ktoérych gldownymi przekaznikami sa
fosfatydyloinozytol oraz triacyloglicerol powodujace skurcz naczyn krwiono$nych
[169,170].

Badania nad urotensyna II wykazaty, ze jej obecno$¢ mozna wykry¢ zardowno we krwi
pacjentow zdrowych, jak i chorych. U pacjentow zdrowych stezenia U-I1 w surowicy
wahaja si¢ w zaleznos$ci od badan od 2 pg/ml do 3,6 ng/ml. Taka rozbiezno$¢ wynika z
réznych metod pomiaru (RIA, ELISA, EIA), gdzie uzyte przeciwciala moga
rozpoznawac nie tylko dojrzaty produkt, ale rowniez prekursor jak i niestabilne formy
U-II. Sugeruje sie, ze stezenie U-11 w surowicy jest zalezne od pici i wieku, ale nie ma

wystarczajacej liczby badan potwierdzajacych ta hipotezg [205 — 207].

W obecnych badaniach (przy uzyciu metody ELISA) poziom stezenia U-11 w surowicy
zdrowych kobiet wynosi 3,87+/-1,91 pg/ml. Wiekszo$¢ publikacji podaje wartosci
podobne do otrzymanych przez nas. Ze wzgledu na to, ze nie ma metaanalizy
obejmujacej 1 podsumowujacej duze grupy badanych pacjentdow zdrowych mozna
przyjac, ze wartosci U-II oscylujace pomiedzy 2 a 4 pg/ml sa prawidtowe dla zdrowego
cztowieka 1 w zakresie takich wartosci U-II moze mie¢ dzialanie wazodylatacyjne [169,
208, 209].

Znaczna wigkszo$¢ publikacji dotyczy badan nad U-1l jako biomarkerem wczesnego
wykrywania oraz progresji takich chordb, jak niewydolno$¢ migsnia sercowego z
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zawatem wilacznie, nadci$nienia, chordb nerek, cukrzycy czy marskosci watroby. Czesé
badan obejmuje rowniez pacjentki ci¢zarne, u ktorych wystapit stan przedrzucawkowy
lub rzucawka. W przebiegu wymienionych chorob stezenie U-II we krwi pacjentow
wzrasta w znaczacy sposob. Ponizsza tabelka podaje przyktadowe stezenia U-I1 w

przebiegu wybranych choréb [210].
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Tabela 10. Zestawienie st¢zen urotensyny II [pmol/ml] w surowicy krwi w przebiegu

wybranych choréb. Przedstawiono dane z Ong K.L i wsp. [210].

Choroba Stezenie UII w surowicy krwi
Przewlekta niewydolnos¢ serca 31 pmol//ml
Ostry zesp6l wieficowy 1,94 pmol//ml
Nadci$nienie tetnicze 9,29 pmol//ml

Kardiomiopatia niedokrwienna w stopniach

NYHA 1884 pmol//ml
NYHA I 2294 pmol//ml
NYHA I 4822 pmol//ml
NYHA IV

6631 pmol//ml

Niewydolnos¢ nerek

niedializowana 12,22 pmol//mi
dializowana 18,33 pmol//ml
Marskos$¢ watroby z nadci$nieniem wrotnym 1100 — 1300 pmol//ml

Cukrzyca bez proteinurii i
10,8 — 15,13 pmol//ml

przy prawidlowym klirensie kreatyniny

Stan przedrzucawkowy 21,88 pmol//mi
Rzucawka 10,11 pmol//ml

W naszych badaniach $rednia warto$¢ stezenia U-1I w surowicy krwi matki z
nadci$nieniem cigzowym wynosita 8,46+/- 2,04 pg/ml, a u pacjentek z IUGR ptodow
8,53+/-1,74 pg/ml, a wigc wartosci te byly znacznie podwyzszone w stosunku do
normy. Podobne zmiany obserwowal Balat i wsp. U pacjentek z nadci$nieniem
cigzowym [211]. W jego badaniach poréwnano roéwniez stgzenia U-II w obrebie grupy
pacjentek z nadci$nieniem cigzowym. Otrzymano warto$ci odpowiednio: 7,25 pg/ml dla
umiarkowanego stanu przedrzucawkowego, 8,00 pg/ml dla cigzkiego stanu
przedrzucawkowego oraz 9,5 pg/ml dla rzucawki. W badaniu tym nie wykazano istotnej
zalezno$ci statystycznej pomiedzy badanymi podgrupami [211]. Wyniki cytowanych

badan, a takze pozniejszej publikacji Lina i wsp. [212] sg bardzo zblizone do naszych.
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Dostegpne publikacje wskazuja, ze wplyw U-II na naczynia krwiono$ne uzalezniony jest
od stanu $rdédbtonka. W przypadku $rodbtonka nieuszkodzonego peptyd ten wywiera
gléwnie dziatanie autokrynowe, natomiast w uszkodzeniach s$rodbtonka naczyn
krwiono$nych dziatanie U-II zwigzane jest z aktywacja swojego receptora prowadzaca

do pobudzenia wydzielania r6znorodnych czynnikéw naczyniokurczacych.

Nasze pomiary mozna poréwna¢ do badan prowadzonych nad chorobami naczyn i
serca, gdzie st¢zenia U-II porownywano z warto$ciami ci$nienia tetniczego U pacjentow
z nadci$nieniem tetniczym oraz z nadci$nieniem cigzowym [175, 205, 210]. W
dostepnych publikacjach dotyczacych nadcis$nienia cigzowego st¢zenie U-11 zalezato od
stopnia nasilenia nadci$nienia (stan przedrzucawkowy, rzucawka); im bardziej
zaawansowana byla posta¢ choroby, tym wyzsze stezenia U-II zostalty zmierzone [211,
212]. Z powyzszych publikacji wynika, ze st¢zenie U-1I w krwi matki moze
wykazywac¢ zalezno$¢ od ci$nieniem krwi. W naszych badaniach wystepuje bardzo
staba zalezno$¢ pomiedzy wysokos$cig ci$nienia tetniczego (MAP) a wzrostem stezenia
UIIL Ponadto brak istotnej rdznicy stezen U-II w surowicy krwi pepowinowej pomigdzy
grupg kontrolng a grupa z nadci$nieniem cigzowym sugeruje, ze podwyzszenie st¢zenia
U-Il u chorej matki jest raczej niezalezne od tozyska i ptodu. To przypuszczenie
popieraja takze wyzsze stezenia U-11 w krwi pepowinowej niz w krwi matczynej oraz
to, ze stezenia UIl we krwi pepowinowej sg poréwnywalne pomie¢dzy badanymi
grupami. To ostatnie spostrzezenie sugeruje, iz U-II plodu nie przekracza bariery

tozyskowo — ptodowe;.

Niewyjasniona pozostaje etiopatogeneza podwyzszonego stezenia U-II u matek z
nadci$nieniem cigzowym 1 z IUGR. Cytowane wczesniej publikacje sugerujg
wzmozong syntez¢ U-II przez uszkodzone s$rodblonki naczyniowe. W tej sytuacji
uzasadniona wydaje si¢ by¢ sugestia, iz nadcis$nienie cigzowe moze prowadzi¢ do
uszkodzenia $rédblonka naczyn matki, co w konsekwencji moze doprowadzi¢ do
zwiekszonego wydzielania przez nie U-II. W tej koncepcji stezenie U-11 we krwi matki

byloby elementem wtdrnym, zaleznym od nadci$nienia i niedotlenienia.

W Zadnym z publikowanych badan nie starano si¢ wyznaczy¢ poziomu stezenia U-1I,

ktore mogloby funkcjonowac jako faktyczny biomarker stuzacy do przewidywania
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wystapienia nadci$nienia cigzowego u pacjentek. Nasze badania obejmuja takie
obliczenia. Dzigki wykresleniu krzywych ROC obliczono warto§¢ predykcyjna dla
wystgpienia nadci$nienia cigzowego oraz nadci$nienia powiklanego biatkomoczem.
Odpowiednio uzyskano warto$¢ stezenia U-II 4 pg/ml dla predykcji nadcisnienia
cigzowego oraz 8 pg/ml dla predykcji nadci$nienia powiklanego bialkomoczem. Nie
istnieje mozliwo$¢ poroéwnania naszych wartosci z innymi pomiarami, nawet w
odniesieniu do badan prowadzonych w zakresie chorob wewnetrznych. Jednakze
jeszcze raz nalezy podkresli¢, ze stezenie UIl wydaje si¢ by¢ elementem wtornym do

nadci$nienia cigzowego.

Obecne badania obejmowaty réwniez pomiar stgzenia U-II we krwi pgpowinowej
pacjentek zdrowych. Warto$¢ stezenia U-II wyniosta 23,45+/-7,68 pg/ml. Mozna to
porowna¢ z jedyna pracg B. Ross i wsp., ktora mierzy warto$¢ stezenia we krwi
pepowinowej zdrowych pacjentek i jako maksymalne st¢zenie podaje 16,6 pg/ml [175].
I w tym przypadku jeszcze raz nalezy podkresli¢, ze st¢zenia U-II sa znacznie wyzsze,

niz st¢zenia we krwi matki, a Zrédlem ptodowej U-II moze by¢ tozysko.

W jednej z publikacji wysunieto hipoteze, ze by¢é moze U-II jest takze produkowana
przez tozysko i pgpowing. Wyjasniatoby to fakt réznicy stezen U-II pomigdzy surowica
krwi matki oraz surowica krwi pgpowinowej. Zaklada to nieprzechodzenie U-Il przez
bariere tozyskows, co takze sugerujg wyniki naszych badan. W tej samej pracy autorzy
sugeruja, ze aktywno$¢ metaboliczna fozyska 1 pgpowiny jest znacznie zmniejszona w

cigzach powiktanych nadci$nieniem [213].

W obecnych badaniach na podstawie analizy wynikow probowaliSmy wyznaczy¢
warto$¢ stezenia U-II we krwi pepowinowej, powyzej ktorej ryzyko wystgpienia
nadci$nienia cigzowego lub biatkomoczu bytoby wyzsze, jednakze obliczenia okazaly
si¢ nieistotne statystycznie. Nie ma roéwniez mozliwosci odniesienia si¢ do
pisSmiennictwa, gdyz takich badah nie opublikowano w dostgpnym pismiennictwie.
Cytowana publikacja [213] oraz brak mozliwosci odniesienia stezenia U-11 we Krwi
pepowinowej do Stopnia zaawansowania nadcis$nienia tetniczego po raz kolejny

sugerowalyby fakt nieprzechodzenia UII przez lozysko.
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Integralna cze¢$cig dojrzatego tozyska sa kosmki konicowe a prawidtowa wymiana matka
— ptéd zalezy od funkcji tetnic spiralnych dostarczajacych krew matki do przestrzeni
miedzykosmkowej oraz od stanu bariery lozyskowej. W tej ostatniej szczegdlne
znaczenie ma prawidlowa odleglos¢ naczynia kosmkowego od przestrzeni
mig¢dzykosmkowej. W prawidtowo zbudowanym kosmku w miarg starzenia si¢ tozyska
mogg odklada¢ si¢ ztogi wldknistego fibrynoidu. Zbyt duze nagromadzenie fibrynoidu
w obrebie zrebu kosmka lub w przestrzeni okolokosmkowej zasadniczo zaburza
prawidlowg wymiane matka — ptod. Zupelne zatarcie prawidlowej budowy kosmka
moze $wiadczy¢ 0 skrajnym niedotlenieniu kosmka i jest typowe dla zaawansowanych
postaci zardwno nadcis$nienia cigzowego jak i [UGR. Zmiany te powoduja zaburzenia
przeptywu maciczno — tozyskowego i zaburzaja prawidlowy rozwoj ptodu. Opisywane
zmiany w naczyniach i pods$cielisku tozyska odpowiadaja za zmniejszenie powierzchni
wymiany mig¢dzy ciezarng a plodem i nasilajg si¢ wraz z czasem trwania cigzy. [214 —

218].

Jednym z gtownych czynnikdw wywotujacym nadci$nienie cigzowe jest nieprawidtowa
inwazja trofoblastu w tetnice spiralne, ktéra powoduje niewtasciwy remodeling tych
tetnic. Nieprawidlowe zmiany w przebudowie tetnic spiralnych powodujg w efekcie
wzrost oporu tych tetnic i zmniejszenie przeptywu [219]. Zmniejszony przeptyw krwi
powoduje niedokrwienie, niedotlenienie tozyska. Niedotlenienie organu jakim jest
lozysko powoduje nadmierng produkcje wazoaktywnych peptydéw, ktore moga
wywotywacé szereg roéznorodnych reakcji w obrebie nabtonka naczyn krwiono$nych,
ktore migdzy innymi prowadza do zwigkszonej produkcji endoteliny, tromboksanu,
zwigkszonej wrazliwosci naczyn na angiotensyne Il oraz zmniejszonej produkcji tlenku
azotu i prostacyklin. Wymienione nieprawidtowosci prowadza do wystgpienia
nadcis$nienia cigzowego. W opisanych warunkach zwigksza si¢ roOwniez wytwarzanie
urotensyny II, czynnika ktéory w warunkach uszkodzonego endotelium ma dziatanie

naczyniokurczace porownywalne, a nawet opisywane jako silniejsze niz endotelina [220
—222].

W naszych badaniach przesledzono takze ekspresje U-1l (na poziomie mRNA i biatka)
oraz jej receptora (na poziomie mRNA) w tozyskach badanych grup kobiet. W tym
aspekcie w dostepnym pismiennictwie tylko grupa Gould’a i wsp. [223] przeprowadzita
poréwnywalne badania. W przeprowadzonych przez nas badaniach ekspresje U-II
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zarowno na poziomie mRNA jak i biatka obserwowano we wszystkich badanych
tozyskach. Bialkowy produkt tego genu zlokalizowany jest gltownie w
syncytiotrofoblascie. Ponadto qPCR nie wykazal rdéznic w poziomach ekspresji
badanego genu w tozyskach kontrolnych, tozyskach od pacjentek z nadci$nieniem
cigzowym i w lozyskach od pacjentek z IUGR. Podobnie nie wykazano réznic w
ekspresji UTS2R w badanych tozyskach. We wszystkich przypadkach ekspresja tego
genu byta bardzo niska (do 30 cyklu gPCR).

Nalezy zaznaczy¢, ze wspomniana grupa [223] nie wykazata ekspresji U-Il tozyskach
normalnych oraz z nadci$nieniem cigzowym. W cytowanych badaniach w
przeciwienstwie do U-11, ekspresja UTS2R na poziomie mRNA i biatka byta znacznie
wyzsza w tozyskach z nadci$nieniem. Receptor ten zidentyfikowano takze w liniach
komoérek BeWo (komorki syncytiotrofoblastu) oraz HUVECs (komorki $rodbtonka
naczyn pg¢powinowych). Dodanie do tych hodowli U-II wywolywalo zwigkszenie
ekspresji UTS2R w komoérkach BeWo ale nie w linii komérek HUVECs. Te wyniki
sugeruja, ze receptor U-1l wystepuje w syncytiotrofoblascie 1 ulega ,,upregulation”.
Istnieja  takze obserwacje nad immunoreaktywnoscia U-1l  oraz  nad
immunoreaktywnoscig jej receptora w naczyniach tozysk zardwno zdrowych jak i
obcigzonych patologiami potozniczymi [223 — 225]. Ich wystepowanie w naczyniach

tozyska autorzy w ré6znorodny sposob wiaza z nadci$nieniem cigzowym.

Istnieje hipoteza, ze podczas uszkodzenia srédbtonkéw naczyniowych, jakie ma miejsce
w etiopatogenezie nadci$nienia cigzowego dochodzi do wzrostu wrazliwosci na krazaca
U-II poprzez zwigkszenie ilo$ci receptorow U-II w syncytiotrofoblascie w mechanizmie
zwanym ,upregulation”. W badaniu prowadzonym na ten temat udowodniono, ze
ekspresja receptora U-Il (na poziomie mRNA i biatka) bylta istotnie statystycznie
wyzsza w tozyskach powiktanych nadcisnieniem cigzowym, niz w tozyskach zdrowych.
W zwigzku z tym, ze wigzanie urotensyny z jej receptorem jest praktycznie
nieodwracalne, w tej samej pracy wysuni¢to hipotezg, iz znacznie wigksze znaczenie
dla efektu dziatanie U-II jest zwigkszenie liczby receptoréw, niz zwigkszenie stezenia

U-11 w surowicy [223].

Kolejne publikacje wskazuja na fakt, Ze ekspresja receptora urotensyny, w warunkach

niedotlenienia moze by¢ regulowana przez HIF ( hypoxia — inducible factor), ktorego
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wzrost jest bardzo dobrze udokumentowany w narzadach pacjentow ze stanem
przedrzucawkowym [223; 226 - 228].

Hipoteza ta nie zostata potwierdzona si¢ w naszych badaniach. Badanie PCR wykazuje
stabg ekspresje¢ genu receptora UII, na podstawie ktérej nie mozna potwierdzi¢ zjawiska
,upregulation”.

W  kontek$cie powyzszej dyskusji nalezy podkreslic, ze obecne badania nie
potwierdzajg sugestii o zwigkszeniu ekspresji receptorow UTS2R w tozyskach zaréwno

od pacjentek z nadci$nieniem cigzowym jak i od pacjentek z [UGR.

Nie ma mozliwosci odniesienia si¢ do literatury jesli chodzi o pomiary stezen U-I1 w
surowicy krwi matki oraz krwi pgpowinowej w grupie z IUGR, gdyz nie prowadzono
badan nad pacjentkami, ktérych dzieci wykazywaly wewnatrzmaciczne zaburzenia
wzrastania bez innych patologii. Nasze badania wykazaty, ze istnieje statystycznie
istotna roznica pomigdzy stezeniem U-1I we krwi pacjentek z grupy kontrolnej i
pacjentek z IUGR. Taka roznica nie istnieje w odniesieniu do pomiaréw stezenia U-II
we krwi pgpowinowej. Nie istnieje rowniez statystycznie potwierdzona roznica
pomigdzy stezeniem UIl w surowicy krwi pacjentek w stosunku do stezen Ull w
surowicy krwi pepowinowej. W przypadkach IUGR obecne badania wykazaty w
tozyskach zarowno ekspresj¢ U-II w nablonku kosmka lozyskowego oraz slaba
ekspresje UTS2R. Nie ma mozliwosci porownania naszych badan z innymi pracami,
gdyz nie istniejg publikacje opisujace wystepowanie UlI oraz jej receptora w tozyskach

pacjentek z IUGR.

Bezspornym faktem jest, ze stezenie urotensyny Il istotnie wzrasta w przebiegu
nadci$nienia cigzowego. Obserwowany wzrost st¢zenia moze by¢ zwigzany z
nasileniem powiktania nadcisnienia cigzowego jakim jest biatkomocz. Odnoszac si¢ do
dostepnych publikacji mozna rozwazy¢, czy podanie palosuranu tj. antagonisty U-I1I
mogtoby zmniejszy¢ jej szkodliwe dzialanie na $rédblonki naczyn zmniejszajac skale
powiktan. Jednakze nie ma dostepnych badan nad bezpieczenstwem podania tego
zwigzku ciezarnym. Nie wiadomo, czy palosuran przechodzi przez tozysko oraz czy
oprocz blokowania receptora UTS2R nie bedzie wplywal na gospodarke

weglowodanowg oraz lipidowa ptodu.

89



W patogenezie zaburzen wewnatrzmacicznego wzrastania ptodow znaczenie urotensyny
IT nie jest zbadane. Nie mamy wielu odnosnikéw w pismiennictwie i nie wiemy w jaki
sposob UIl wplywa na naczynia matek ptodow z IUGR ani tez jakie zniszczenia UII
moze powodowac¢ w naczyniach samych ptodow.

Odpowiedz na te pytania wymaga dalszych badan nad dzialaniem biologicznym UIl w
patologii cigzy.
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VII. Whnioski

1. Wyniki przeprowadzonych badan nad rolg urotensyny II w etiologii nadcis$nienia
cigzowego 1 hipotrofii plodu wskazuja, ze peptyd ten nie jest pierwotng przyczyng
badanych jednostek chorobowych.

2. Uzyskane wyniki wskazuja, iz zmiany w stezeniu U-1I w krwi matki i w krwi
pepowinowej sg 0d siebie niezalezne, co sugeruje nieprzechodzenie U-Il przez bariere
lozyskowa.

3. Podwyzszone stezenia U-II w surowicy pacjentek z nadci$nieniem cigzowym 0raz z
IUGR moze wskazywac¢ na niedotlenienie i uszkodzenie $rédblonka wystepujace w
przebiegu wymienionych patologii potozniczych.

4. Stezenie urotensyny II 4pg/ml w surowicy krwi ci¢zarnych moze wskazywaé na
ryzyko wystgpienia nadci$nienia cigzowego. Warto$¢ 8pg/ml moze by¢ wskaznikiem
predykcyjnym wystgpienia bialkomoczu u pacjentek ci¢zarnych z nadci$nieniem
cigzowym.

5. Ekspresja systemu U-1l i jej receptora, oceniana na poziomie mRNA i biatka, w
tozyskach pacjentek z nadci$nieniem cigzowym oraz z IUGR nie rézni si¢ w sposob

znaczacy w porownaniu z grupg kontrolng.
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VI1II. Streszczenie

Urotensyna Il (U-II) po raz pierwszy zostata wyizolowana w 1969 z ogonowego uktadu
neurosekrecyjnego ryb kostnoszkieletowych (Gillichthys mirabilis). W czasie ponad 40
lat badan obecnos¢ U-II potwierdzono u ssakow, w tym u cztowieka. Urotensyna II jest
11 — aminokwasowym, cyklicznym polipeptydem kodowanym przez gen zlokalizowany
na chromosomie 1p36. Powstaje z peptydu prekursorowego prepro — urotensyny Il w
wyniku proteolitycznego dziatania enzymu konwertujagcego urotensyne. Aktywno$¢
biologiczna U-II zwigzana jest z konserwatywnym heksapeptydowym fragmentem C —
koncowym, ktorego sekwencja jest wspolna dla ryb i1 ssakow; o specyficzno$ci
gatunkowej decyduje fragment N — koncowy U-II.

Ekspresje urotensyny II wykryto w komorkach $rodbtonka naczyn krwiono$nych,
migénia sercowego, nerek, osrodkowego uktadu nerwowego, przysadki moézgowe;,
nadnerczy, tarczycy, grasicy, jelit, §ledziony oraz tozyska. Jej obecno$¢ wykryto takze w
blaszkach miazdzycowych, w leukocytach i makrofagach.

Dzigki badaniom obejmujacym wiele dzialdow medycyny zmiany st¢zenia urotensyny II
wykazano w przypadku wystapienia réznych choréb w tym: w chorobie niedokrwienne;j
serca, ostrym zespole wiencowym, nadci$nieniu tgtniczym, marsko$ci watroby,

dysfunkcji nerek, cukrzycy, stanie przedrzucawkowym i rzucawkowym.

Celem pracy jest pomiar stgzenia urotensyny II we krwi pacjentek 1 we krwi
pepowinowej pobranej po porodzie od pacjentek zdrowych, obcigzonych nadci§nieniem
cigzowym oraz od kobiet u ktorych ptodéw stwierdzono IUGR. Dodatkowo celem
pracy jest préba wyznaczenia wartosci stezenia U-II, ktora mogtaby wskazywaé na
ryzyko wystapienia nadci$nienia cigzowego.

Ponadto w pracy oceniano ekspresje genu urotensyny II oraz genu receptora UTS2R
metoda PCR a takze potwierdzano obecno$¢ biatka U-II  metoda
Immunohistochemiczng w tozyskach zdrowych ci¢zarnych oraz ci¢zarnych z

nadci$nieniem cigzowym i IUGR.

Grupe badang stanowilo 80 pacjentek hospitalizowanych w Klinice Perinatologii i
Choréb Kobiecych oraz w Oddziale Porodowym GPSK w Poznaniu w 2009 roku.
Pacjentki podzielono na 3 grupy:38 zdrowych pacjentek o prawidlowym przebiegu

cigzy, ktore stanowily grupe kontrolng, 30 pacjentek u ktérych zdiagnozowano
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nadci$nienie cigzowe, 12 zdrowych pacjentek u ptodéw ktorych rozpoznano zaburzenia

wzrastania wewnatrzmacicznego.

W przeprowadzonych badaniach stezenia urotensyny II oznaczane w surowicy krwi
badanych pacjentek réznig sie znaczaco pomiedzy grupami. Srednie stezenie U-11 w
grupie kontrolnej wyniosto 3,87+/-1,91pg/ml, w grupie z nadci$nieniem cigzowym
8,46+/-2,04pg/ml, a w grupie pacjentek z IUGR 8,53+/-1,74 pg/ml. Poziomy st¢zen
poddano analizie statystycznej, ktéra wykazata istotng statystycznie réznice pomig¢dzy
warto$ciami U-II w grupie kontrolnej w poréwnaniu do grupy z nadci$nieniem
cigzowym oraz z IUGR. Nie wykazano natomiast istotnej statystycznie roznicy
pomiedzy stezeniami U-II w grupie z nadci$nieniem oraz [IUGR (p>0,05). Wykazano, ze
warto$¢ predykcyjna stgzenia U-lII w odniesieniu do ryzyka wystapienia nadci$nienia
cigzowego wynosi 4pg/ml (95%przedziat ufnosci >0,5, AUC 0,89). Okreslono, ze
warto$¢ predykcyjna stezenia U-II dla ryzyka wystgpienia biatkomoczu wynosi 8pg/ml
(95%przedziat ufnosci >0,5, AUC 0,86)

Pomiar stgzenia U-II w surowicy krwi pgpowinowej wynosi odpowiednio 23,45+/-7,68
pg/ml w grupie kontrolnej, 24,54+/-7,02pg/ml w grupie z nadci$nieniem cigzowym,
23,77+/-8,2pg/ml w grupie z IUGR. Analiza statystyczna nie wykazala istotnej réznicy
pomigdzy badanymi grupami.

Obecnos¢ U-II, oznaczana metoda immunohistochemiczng, potwierdza jej koncentracje
w komorkach nablonka kosmkéw tozysk we wszystkich trzech badanych grupach.
Ekspresja U-Il oraz UTS2R oceniona metodg PCR wskazuje na wystepowanie genu
urotensyny Il jak i jej receptora w kazdym tozysku, zar6wno u pacjentek zdrowych, jak

1 obarczonych patologiami potozniczymi.
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Summary

Urotensin Il (UIl) was isolated for the first time in 1969 from the urophysis, a
neurosecretory organ located in the caudal portion of the spinal cord of teleost
(Gillichthys mirabilis). During 40 years of examination, presence of U-1I has been
confirmed in mammals and human. Urotensin Il is 11 aminoacids, cyclic peptide, code
by gen localized at 1 p 36 chromosome. It is produced from pre pro urotensin by
proteolic converted urotensin enzyme to cyclic form. Biological activity depends on 6
peptides C-end which sequence is similar for fish and mammals. Specific for spice is N-
end of U-1I. U-II is expressed in endothelium, hearth muscle, kidneys, thyroid gland,
thymus gland, intestines, spleen and placenta. It’s present also in artheriosclerotic plates,
leukocytes and macrophages.

Thanks to many researches concerning U-Il, elevated concentration of urotensin Il was
found in ischemic heart disease, acute myocardial syndrome, persistent hypertension,
cirrhosis hepatitis, renal disfunction, in preeclampsia end eclampsia.

The aim of the study was to measure the concentration of urotensin Il in blood serum
and umbilical blood taken after the delivery. We measured this concentration at healthy
patients and pregnant patients with hypertension or IUGR. The additional aim was to
assess the specific Ull concentration that could be a risk marker of gestational
hypertension.

We also analyzed the U-I1 gene and UTS2R gene expression by PCR and confirmed the
presence of U-11 by immunohistochemic methods in healthy placentas and placentas

taken from patient with gestational hypertension and IUGR.

Study group involved 80 patients hospitalized in Perinatology and Women’s Disease
Department and in Delivery Ward of Obstetric - Gynecological Hospital in Poznan in
2009. Patients was divided into three groups: 38 healthy patients with uncomplicated
course of pregnancy — control group; 30 patients with gestational hypertension and 12
patients with IUGR.

Average concentration of U-11 in blood serum of healthy patients was 3.87+/-1.91pg/ml,

in gestational hypertension group — 8.46+/-2.04pg/ml and respectively in IUGR group

was 8.53+/-1.74 pg/ml . The differences in U-11 concentration between examined groups
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were statistically significant. There was no statistical significant differences between
gestational hypertension group and IUGR group (p>0.05).

We noticed that predictive value of U-Il concentration for risk of gestational
hypertension is 4pg/ml (95%criterion value >0.5, AUC 0.89). Predictive value of U-II
concentration for risk of proteinuria is 8pg/ml (95%criterion value >0.5, AUC 0.86).
Concentration of U-11 in umbilical blood serum was respectively 7.68 pg/ml in control
group, 24.54+/-7.02pg/ml in gestational hypertension group and 23.77+/-8.2pg/ml in
IUGR group. There were no statistically significant differences between examined
groups.

Concentration of U-II assessed by immunohistochemic methods was found in all three
group placentas.

PCR found expression of U-11 gene and UTS2R gene in all examined placentas from all

three groups.
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X. Spis tabel

Tabela 1. Czynniki ryzyka wystgpienia [UGR.

Tabela 2. Najczesciej wystepujace wady zwigzane z mutacjg jednogenowg prowadzace
do hipotrofii ptodu.

Tabela 3. Charakterystyka kliniczna ci¢zarnych z grupy kontrolnej n=38

Tabela 4. Charakterystyka kliniczna ci¢zarnych z nadci$nieniem cigzowym n=30

Tabela 5. Charakterystyka kliniczna ci¢zarnych z zaburzeniami wzrastania
wewnatrzmacicznego u ptodow n=12.

Tabela 6. Charakterystyka starterow dla urotensyny II i jej receptora wykorzystanych do
reakcji RT-PCR, ich sekwencje, pozycja i dlugos¢ produktow amplifikacji oraz numer
dostgpu do Genebank. Beta-2 mioglobina — gen referencyjny.

Tabela 7. Poziom st¢zenia urotensyny [pg/ml] w surowicy krwi badanych pacjentek.
Tabela 8. Poziom stgzenia urotensyny [pg/ml] w surowicy krwi pgpowinowej badanych
pacjentek.

Tabela 9. Wartosci $redniego ci$nienia krwi (MAP) [mm Hg] w badanych grupach
pacjentek.

Tabela 10. Zestawienie stgzen urotensyny II w przebiegu wybranych chordb.
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XI. Spis rycin
Rycina 1. Czynniki biorgce udziat w etiologii nadcisnienia cigzowego.
Rycina 2. Budowa ludzkiej urotensyny 1.
Rycina 3. Mechanizm skurczu naczynia wywotanego pobudzeniem rec. GPR 14 przez
Ull.
Rycina 4. Mechanizm rozkurczu naczynia wywotany przez pobudzenie enzymow przez
Ull.
Rycina 5. Zalezno$¢ wartosci MAP od stezenia UIl w surowicy pacjentek z grupy z
nadci$nieniem cigzowym.
Rycina 6. Zaleznos¢ wartosci MAP od stezenia UIl w surowicy krwi pgpowinowej
pacjentek z grupy z nadci$nieniem cigzowym.
Rycina 7. Korelacja stezen UIl w surowicy krwi matki i w surowicy krwi pepowinowe;j
pacjentek z grupy kontrolnej.
Rycina 8. Porownanie st¢zenia UIl w surowicy krwi matki i w surowicy krwi
pepowinowej pacjentek z grupy z nadci$nieniem cigzowym.
Rycina 9. Poréwnanie stgzenia UIl w surowicy krwi matki i w surowicy krwi
pepowinowej pacjentek z grupy z [IUGR ptodow.
Rycina 10. Skrawek prawidtowego tozyska pacjentki z grupy kontrolnej barwione
metoda H+E. Powiekszenie okre$lone skalg S0pm.
Rycina 11. Skrawki tozyska pacjentki z grupy z nadci$nieniem cigzowym barwione
metoda H+E. Powigkszenie okreslone skalg 50um.
Rycina 12. Skrawki tozyska pacjentki z grupy z IUGR ptodéw barwione metoda H+E.
Powigkszenie okreslone skalg S50pum.
Rycina 13. Reakcja immunohistochemiczna na obecno$¢ substancji o
immunoreaktywnosci podobnej do UIl w skrawkach tozyska od zdrowej pacjentki oraz
skrawek kontrolny. Powigkszenie okreslone skala 5S0pum
Rycina 14. Reakcja immunohistochemiczna na obecno$§¢ substancji o
immunoreaktywnosci podobnej do UIl w skrawkach tozyska od pacjentki z
nadcis$nieniem cigzowym oraz skrawek kontrolny. Powigkszenie okreslone skalg S0um.
Rycina 15. Reakcja immunohistochemiczna na obecno$¢ substancji 0
immunoreaktywnosci podobnej do UII w skrawkach tozyska od pacjentki z [TUGR ptodu
oraz skrawek kontrolny. Powigkszenie okre§lone skalg S50um.
Rycina 16. Ekspresja genu UII w tozyskach czlowieka.
Rycina 17. Potilosciowa ocena ekspresji genu UII w tozyskach badanych pacjentek.
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Rycina 18. Poétilosciowa ocena ekspresji genu receptora UIl w tozyskach badanych

pacjentek.
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XII. Spis wykresow

Wykres 1. Krzywa ROC dla stezenia urotensyny II w surowicy krwi matki w
przewidywaniu wystgpienia nadci$nienia w grupie pacjentek z nadcisnieniem cigzowym
w oparciu o wartosci MAP.

Wykres 2. Krzywa ROC dla st¢zenia urotensyny II w surowicy krwi matki w
przewidywaniu wystgpienia biatkomoczu w grupie pacjentek z nadci$nieniem
cigzowym.

Wykres 3. Krzywa ROC dla stezenia urotensyny Il w surowicy krwi pepowinowej w
przewidywaniu wystgpienia nadcisnienia w grupie pacjentek z nadci§nieniem cigzowym
w oparciu o wartosci MAP.

Wykres 4. Krzywa ROC dla st¢zen urotensyny II w surowicy krwi pgpowinowej w
przewidywaniu wystgpienia biatkomoczu w grupie pacjentek z nadci$nieniem

cigzowym.
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