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Wykaz skrotow

AEDF- brak przeptywu koncowo-rozkurczowego (ang. absent end diastolic
flow)

ANGII- angiotensyna II (ang. angiotensin II)

CECs- krazace komorki srédbtonka (ang. circulating endothelial cells)
CEPCs- krazace komorki progenitorowe $rédbtonka (ang. circulating
endothelial progenitor cells)

CUR- wskaznik m6zgowo-pepowinowy (ang. cerebro- umbilical ratio)
EDTA- etylenodwuaminoczterooctan (ang. ethylenediaminetetraacetic
acid)

ELISA- test immunoenzymatyczny (ang. enzyme-linked immunosorbent
assay)

ET- endotelina (ang. endothelin)

ICAM-1- miedzykomoérkowa czasteczka adhezyjna (ang. (Intercellular
Adhesion Molecule 1)

IL-1- interleukina 1 (ang. interleukin 1)

IL-10- interleukina 10 (ang. interleukin 10)

IL-6- interleukina 6 (ang. interleukin 6)

IL-8- interleukina 8 (ang. interleukin 8)

LtUtA- lewa tetnica maciczna (ang. left uterine artery)

MCA- tetnica Srodkowa mozgu (ang. middle cerebral artery)

NO- tlenek azotu (ang. nitric oxide)

PGI2- prostacyklina (ang. prostacyclin)

PI- indeks pulsacji (ang. pulsatility index)

PIGF- tozyskopochodny czynnik wzrostu (ang. placental growth factor)
REDF- wsteczny przeptyw koncowo-rozkurczowy (ang. reverse end
diastolic flow)

RtUtA- prawa tetnica maciczna (ang. right uterine artery)

sEng- rozpuszczalna forma endogliny (ang. soluble endoglin)

sFlt-1- rozpuszczalna fms-podobna kinaza tyrozynowa 1 (ang. soluble fms-
like tyrosine kinase-1)

TGF-beta- transformujacy czynnik wzrostu beta (ang. transforming growth



factor beta)

TNF- czynnik martwicy nowotworu (ang. tumor necrosis factor)

TXAZ2- tromboksan A2 (ang. thromboxane A2)

UA- tetnica pepowinowa (ang. umbilical artery)

UAS- skala tetnic macicznych (ang. uterine artery score)

VCAM-1- naczyniowy czynnik adhezyjny (ang. vascular cell adhesion
molecule 1)

VEGF- czynnik wzrostu $Srédbtonka naczyniowego (ang. vascular
endothelial growth factor)

VEGFR-1- receptor dla czynnika wzrostu srédbtonka naczyniowego 1 (ang.
vascular endothelial growth factor receptor 1)

VEGFR-2- receptor dla czynnika wzrostu srédbtonka naczyniowego 2 (ang.

vascular endothelial growth factor receptor 2)



1 Wstep

1.1 Nadcisnienie tetnicze w ciazy

Juz Hipokrates, zyjacy w latach ok. 460- 377 p.n.e., wigzat wystepowanie
niektorych objawow towarzyszacych nadci$nieniu tetniczemu w cigzy z jej
niekorzystnym przebiegiem, co obrazuje aforyzm jego autorstwa: ,...w cigzy senno$¢
z bolami gtowy, ktérym towarzysza drgawki sa zwykle ztym objawem...”1. Az do
konca XIX wieku pomiary ci$nienia tetniczego nie byty wykonywane rutynowo.
Dopiero po zapoczatkowaniu tej praktyki powigzano charakterystyczne objawy oraz
towarzyszgce powiktania u kobiet ciezarnych z podwyzszonym ci$nieniem tetniczym

krwi 2.

1.1.1 Epidemiologia

Nadcisnienie tetnicze stanowi jedno z najpowszechniejszych powiktan cigzy.
Pojawia sie ono u 6 do 8 % ciezarnych, jest jedng z gtownych przyczyn jatrogennych
porodow przedwczesnych, a jego wystapienie wigze sie ze znacznym wzrostem
zachorowalnoSci i umieralnos$ci matek, ptodow oraz noworodkdw. W krajach
rozwinietych az 15% zgondéw matek spowodowanych jest nadci$nieniem tetniczym.
Kobiety w cigzach przebiegajacych z nadci$nieniem tetniczym narazone sg na
zwiekszone ryzyko wystgpienia groznych dla zycia powiktan, a w szczeg6lnosci
przedwczesnego oddzielenia tozyska, zespotu wykrzepiania wewnatrznaczyniowego,
udaru krwotocznego mézgu, niewydolnosci watroby oraz ostrej niewydolnoSci
nerek3. Ponadto udowodniono, Ze wystgpienie stanu przedrzucawkowego wigze sie
ze zwiekszonym ryzykiem wystapienia choréb uktadu sercowo-naczyniowego oraz
chordb metabolicznych w przysztosci 4-6. Wzrasta rowniez ryzyko wystgpienia
groznych powiktan u ptodu, takich jak przewlekte i ostre niedotlenienie,
wewnatrzmaciczne ograniczenie wzrastania, wcze$niactwo, az do zgonu
wewnatrzmacicznego witacznie 3.

Nalezy pamieta¢, ze wczesne wykrycie nadci$nienia tetniczego i podjecie
odpowiedniego leczenia prowadzi do znacznej poprawy wynikéw potozniczych,
jednak mimo spektakularnych osiggnie¢ w dziedzinie medycyny perinatalnej

jedynym, w petni skutecznym sposobem leczenia pozostaje ukonczenie cigzy.



1.1.2 Klasyfikacja nadci$nienia tetniczego w ciazy

Dotychczas nie powstata jedna, uniwersalna i powszechnie obowigzujaca
klasyfikacja nadci$nienia tetniczego w przebiegu cigzy. Pierwszy, obecnie
historyczny, podziat wyodrebniat wczesne oraz pézne zatrucia cigzowe. Nastepnie do
1972 roku obowigzywata klasyfikacja utworzona przez Organizacje Gestozy, ktora
dzielita gestozy w zalezno$ci od wystepujacych objawdw, patogenezy i obecnos$ci
schorzen wspétwystepujacych z nadcisnieniem tetniczym. W 1972 roku
Amerykanskie Kolegium Potoznikéw i Ginekologdw sklasyfikowato nadci$nienie
towarzyszace cigzy w oparciu o wystepowanie dwoch gtéwnych objawdow:
nadci$nienia tetniczego oraz biatkomoczu 7. Nastepnie w 2000 roku Amerykanska
grupa badawcza National High Blood Pressure Education Program Working Group on
High Blood Pressure in Pregnancy zmodyfikowata klasyfikacje Amerykanskiego
Kolegium Potoznikéw i Ginekologéw, dodajac termin ,nadcis$nienie cigzowe",
okreslajace kobiety majace nadcis$nienie tetnicze w cigzy bez wspotistniejacego
biatkomoczu i zastrzegajac, Ze ostateczna diagnoza moze zosta¢ postawiona dopiero
retrospektywnie, juz po porodzie.

Wytyczne te ostatecznie zalecity postugiwanie sie nastepujaca terminologia:

¢ Nadcis$nienie tetnicze przewlekte. To nadci$nienie tetnicze, ktére rozpoznane
zostato przed cigza lub przed ukonczeniem 20 tygodnia cigzy. Zalicza sie tu
réwniez nadci$nienie tetnicze rozpoznane po raz pierwszy w dowolnym
okresie cigzy, ktore utrzymuje sie dtuzej niz 12 tygodni po porodzie.

e Stan przedrzucawkowy/ rzucawka (preeklampsja/ eklampsja). Stan
przedrzucawkowy to zaburzenie specyficzne jedynie dla okresu ciazy,
ktoérego cechg charakterystyczng jest pojawienie sie po 20 tygodniu cigzy
nadci$nienia tetniczego wspdtistniejgcego z biatkomoczem; w wyjatkowych
sytuacjach, takich jak cigzowa choroba trofoblastyczna, stan
przedrzucawkowy mozna rozpoznac przed 20 tygodniem cigzy. Rzucawka to
wystgpienie drgawek toniczno-klonicznych u kobiety w stanie
przedrzucawkowym, ktérych pojawienia sie nie mozna wyttumaczy¢ inng

przyczyna.
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e Stan przedrzucawkowy natozony na przewlekte nadci$nienie tetnicze to
wspotistnienie stanu przedrzucawkowego z wystepujacym uprzednio
nadci$nieniem tetniczym przewlektym. Termin ten obejmuje kobiety:

- z nadci$nieniem tetniczym przewleklym bez wspotistniejagcego
biatkomoczu przed 20 tygodniem cigzy, u ktérych pojawit sie
biatkomocz;

- kobiety z nadci$nieniem tetniczym przewlektym oraz biatkomoczem
wystepujacym przed 20 tygodniem cigzy, u ktérych po 20 tygodniu
ciazy pojawity sie dodatkowo: nagty wzrost ilo$ci wydalanego biatka z
moczem, nagly wzrost wartosci ci$nienia tetniczego krwi,
matoptytkowos¢ (< 100,000 komérek/m?3) lub nieprawidtowo wysokie
stezenia aminotransferazy alaninowej lub aminotransferazy
asparaginianowej.

e Nadcis$nienie tetnicze cigzowe definiowane jest jako nadci$nienie bez
wspotistniejacego biatkomoczu, pojawiajace sie po 20 tygodniu cigzy. W
przypadku, gdy wartoSci ci$nien tetniczych ulegaja normalizacji w ciggu 12
tygodni po porodzie mozna postawi¢ retrospektywng diagnoze nadci$nienia
przemijajacego, natomiast gdy podwyzszone wartosci ciSnienia utrzymuja sie
po 12 tygodniach od porodu, rozpoznaje sie nadci$nienie tetnicze przewlekte.

Autorzy tej klasyfikacji rekomendujg rozpoznanie nadci$nienia tetniczego przy
wartoSciach ci$nienia skurczowego >140 mmHg i/lub ci$nienia rozkurczowego >90
mmHg. Biatkomocz natomiast definiowany jest jako obecnos¢ = 0,3g biatka w
objetosci moczu z dobowej jego zbiorki. Standardowo rozkurczowe ciSnienie krwi
okresla sie na podstawie V fazy Korotkowa. Przed postawieniem ostatecznej diagnozy
zalecany jest co najmniej dwukrotny pomiar ci$nienia tetniczego, z zaznaczeniem, zZe
drugi pomiar musi by¢ wykonany w spos6b minimalizujgcy wystepowanie

artefaktow oraz leku u pacjenta 3.
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1.1.3 Etiopatogeneza nadcisnienia tetniczego ciazowego

Do dzi$ nie okreslono doktadnie podtoza patofizjologicznego nadci$nienia
tetniczego cigzowego. Nie jest tez jasne, czy nadci$nienie cigzowe i stan
przedrzucawkowy sg ré6znymi chorobami o tym samym fenotypie, jakim jest
nadci$nienie tetnicze, czy tez nadci$nienie cigzowe stanowi wczesne stadium stanu
przedrzucawkowego. Istniejg dane sugerujace, Ze nadci$nienie cigzowe i
preeklampsja s3 odmiennymi stanami chorobowymi:

e pierwsza cigza jest silnym czynnikiem ryzyka wystgpienia stanu
przedrzucawkowego, natomiast nie zwieksza zagrozenia wystapieniem
nadci$nienia tetniczego cigzowego 8;
e ryzyko nawrotu nadci$nienia tetniczego cigzowego w kolejnej cigzy jest
kilkukrotnie wyZsze, niz ryzyko nawrotu preeklampsji (20- 47% versus
5%) 910;
e catkowita objetos$¢ krwi krazgcej oraz osocza jest istotnie mniejsza u
kobiet w stanie przedrzucawkowym (odpowiednio $rednio 2660 ml/m?
i 1790 ml/m?), w poréwnaniu do tych objetosci u kobiet chorujacych na
nadci$nienie cigzowe (odpowiednio 3139 ml/m?i 2132 ml/m?) 11,
Z drugiej strony znany jest takze fakt, ze 15 do 25 % kobiet z pierwotnie
zdiagnozowanym nadci$nieniem tetniczym cigzowym rozwinie stan
przedrzucawkowy.

Obecnie najczesciej przyjmuje sie, Ze ograniczone ukrwienie tozyska jest jedna
z gtbwnych przyczyn rozwoju nadcis$nienia tetniczego cigzowego, cho¢ etiologia
prawdopodobnie jest wieloczynnikowa. W przebiegu nadci$nienia tetniczego
cigzowego dochodzi do zaburzenia proliferacji, migracji cytotrofoblastu oraz
réznicowania sie jego komdrek w tetnicach spiralnych w kierunku komoérek
srodblonkowych, co w efekcie prowadzi do upos$ledzonej inwazji trofoblastu w
Swiatto naczyn krwiono$nych tozyska 12. Ponadto w tozysku wykazano obecnos¢
substancji, ktére prowadza do uszkodzenia lub aktywacji srédbtonka naczyniowego.
W przypadku niedotlenienia dochodzi do zwiekszenia uwalniania cytokin takich jak
TNF czy IL-1, bioracych udziat w reakcjach zapalnych. Cytokiny te prowadza do
zwiekszenia przepuszczalno$ci naczyn krwionos$nych, wzrostu poziomu
aktywowanych ptytek krwi oraz ekspresji czasteczek adhezyjnych. Czynnik martwicy

guza zmniejsza ponadto aktywno$¢ syntazy NO, i tym samym powoduje obnizenie
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jego poziomu. Ponadto w przebiegu nadcisnienia cigzowego hipoksja prowadzi do
zwiekszonego wydzielania IL-6 i IL-8, natomiast ogranicza wydzielanie IL-10 13.

W momencie uszkodzenia sSrodbtonka dochodzi do uwalniania wielu
substancji zaburzajacych prace mechanizmdéw regulujgcych prawidtowe napiecie
naczyn krwiono$nych oraz zapewniajacych rownowage w uktadzie krzepniecia krwi.
Do tych substancji nalezy endotelina-1, ktérej podwyzszone stezenia zaobserwowano
w przebiegu nadci$nienia cigzowego; uwazana jest ona takze za marker uszkodzenia
$rodbtonka w przebiegu nadci$nienia tetniczego ciagzowego 1415, Tromboksan A2
oraz prostacyklina réwniez sg zaangazowane w regulacje napiecia naczyn
krwiono$nych. Zaburzenie stosunku stezen silnie rozkurczajacej naczynia
prostacykliny i znacznie je obkurczajacego tromboksanu moga przyczyniac sie do
zbyt ptytkiej inwazji trofoblastu, uposledzajac tym samym przeptyw matczyno-
tozyskowy i w konsekwencji prowadzac do rozwoju nadci$nienia tetniczego
ciagzowego 1617, Ponadto w aktywowanym $r6dbtonku nasilona jest ekspresja
czasteczek adhezyjnych (ICAM-1, VCAM-1, selektyna P, selektyna E), co prowadzi do
zintensyfikowania proceséw zapalnych i dalszej destrukcji endotelium 12,

Kolejnym waznym czynnikiem zapewniajagcym prawidtowe ci$nienie krwi jest
tlenek azotu, ktérego wytwarzanie w przebiegu nadci$nienia tetniczego cigzowego
jest zmniejszone, w poréwnaniu do ciezarnych z prawidtowymi warto$ciami ciSnienia
krwi 18, Niezwykle istotnym czynnikiem biorgcym udziat w regulacji napiecia naczyn
krwiono$nych jest uktad renina- angiotensyna- aldosteron. Zwieksza on swoja
aktywnos$¢ podczas cigzy, jednak w przypadku cigzy przebiegajacej fizjologicznie
ciezarna jest zwykle niewrazliwa na podwyzszone poziomy angiotensyny Il. Inaczej
dzieje sie w przebiegu nadcis$nienia tetniczego cigzowego, gdzie wrazliwos$¢ na

podwyzszong aktywnos$¢ angiotensyny Il zwieksza sie 1°.
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NADCISNIENIE TETNICZE CIAZOWE
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Rycina 1. Hipotetyczny mechanizm rozwoju nadci$nienia tetniczego cigzowego

Wykazano ponadto istotne znaczenie w procesie angiogenezy i inwazji
trofoblastu w btone doczesng matki dwoch czynnikéw: VEGF oraz PIGF. VEGF jest
gtownym czynnikiem wzrostowym komérek srédbtonka naczyn krwionos$nych.
Podstawowymi receptorami dla niego, zlokalizowanymi na komérkach endotelium
sq VEGFR-2 oraz VEGFR-1 20, VEGF jest waznym regulatorem naczyniowej funkcji

tozyska i w przebiegu nadcis$nienia tetniczego cigzowego zaobserwowano obnizony

14



jego poziom, rownocze$nie z podwyzszong ekspresja VEGFR-1 21, PIGF wraz z VEGF
uczestniczy w procesie angiogenezy oraz proliferacji trofoblastu, poprzez wigzanie
sie z receptorem VEGFR-1. Badania przeprowadzone wsrdéd kobiet z nadcisSnieniem
tetniczym cigzowym wykazaty nieprawidtowy poziom PIGF spowodowany
podwyzszong ekspresja VEGFR-1, co w efekcie prowadzi do zaburzenia procesu
tozyskowej angiogenezy 21.

Hipotetyczny mechanizm rozwoju nadci$nienia tetniczego cigzowego

przestawiono obrazowo na Rycinie 1.

1.1.4 Etiopatogeneza stanu przedrzucawkowego

Istnieje wiele teorii prébujacych wyttumaczy¢ etiopatogeneze stanu
przedrzucawkowego, niestety zadna z nich nie zostata do tej pory bezsprzecznie
zaakceptowana. Jedna z najnowszych przedstawia model patogenetyczny, w ktérym
wyrédzniono dwa etapy. Etap pierwszy, w ktérym nie obserwuje sie zadnych
klinicznych oznak choroby, pojawia sie po implantacji trofoblastu, a czynnikiem
spustowym sg prawdopodobnie zaburzenia w procesie placentacji, ktdre to prowadza
do nastepowej hipoksji. Na tym etapie pojawiajg sie pewne nieprawidtowosci
przeptywow Dopplerowskich w tetnicach macicznych, co moze prowadzi¢ do
latwiejszej identyfikacji pacjentek z grupy wysokiego ryzyka rozwiniecia stanu
przedrzucawkowego. Etap drugi, w ktorym typowo pacjentka prezentuje objawy
kliniczne, pojawia sie z reguly po 20 tygodniu cigzy i spowodowany jest dziataniem
czynnikow tozyskowych uwalnianych do krwiobiegu matki pod wplywem stresu
oksydacyjnego lub hipoksji, co powoduje uogoélniong reakcje zapalna. Te czynniki
zapalne doprowadzajg natomiast do uszkodzenia srédbtonka, co manifestuje sie
uszkodzeniem wielu narzadéw u matki i, co za tym idzie, wystgpieniem objawéw
typowych dla stanu przedrzucawkowego, takich jak biatkomocz, b6l w prawym
nadbrzuszu, zaburzenia widzenia, bole gtowy, trudnosci w oddychaniu do drgawek
wiacznie [Rycina 2]22. Mechanizmy lezace u podtoza tych zmian pozostaja do tej pory

nie do konica wyjasnione.
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STRES OKSYDACY)J
HIPOKSJA tOZYSKA
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krazenia matki

Wy "
dla preeclampsji

Rycina 2. Dwuetapowy model patogenetyczny stanu przedrzucawkowego. Adaptacja

wtasna na podstawie 22,

Na dzien dzisiejszy najbardziej prawdopodobne wydaje sie, Ze patogeneza
stanu przedrzucawkowego jest ztozona i wieloczynnikowa. Podstawy
patofizjologiczne zapewne opieraja sie na czynnikach pochodzenia ptodowego,
tozyskowego i matczynego. Prawdopodobnie najistotniejszymi determinantami
majgcymi znaczenie w patogenezie preeklampsji sg nieprawidtowos$ci w rozwoju
tozyska, uktadowe zaburzenie funkcjonowania $rédbtonka wraz z aktywacjg jego
komorek oraz zaburzenia rownowagi miedzy czynnikami proangiogennymi i
antyangiogennymi, z przewaga tych ostatnich. W stanie przedrzucawkowym
obserwuje sie nieprawidtowo przebiegajacy proces remodelingu tetnic spiralnych-
komorki cytotrofoblastu wnikajg jedynie w warstwe podstawna tetnic spiralnych,
natomiast niezdolne sg do penetracji w ich warstwe mieSniowg, co w efekcie
prowadzi do hipoperfuzji fozyska 23. Hipoperfuzja z nastepowa hipoksja i

niedokrwieniem stanowi kluczowe zagadnienie w patogenezie preeklampsji,
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poniewaz tozysko w stanie niedokrwienia uwalnia do krgzenia matczynego szereg
czynnikéw zaburzajacych prawidtowe funkcjonowanie $rédbtonka takich jak TNF
oraz interleukiny prozapalne?4-26, Zaburzenia czynno$ci Srédbtonka moga ttumaczy¢
wystepowanie klinicznych objaw6w stanu przedrzucawkowego 27.28,

[stnieje wiele dowodow potwierdzajacych uogo6lnione uszkodzenie Srodbtonka
w przebiegu stanu przedrzucawkowego:

e Podwyzszone stezenia krazacej fibronektyny, antygenu czynnika VIII oraz
trombomoduliny 29-31;

e Uposledzone procesy zapewniajgce rozszerzanie naczyn krwionosnych 32.33;

e Zmniejszenie produkcji wazodylatatoréw pochodzenia sSrédbtonkowego
takich jak tlenek azotu czy prostacyklina, i zwiekszenie wytwarzania
substancji obkurczajacych naczynia (ET-1, TXA2);

e Osocze pochodzace od kobiet z preeklampsja prowadzi do aktywacji
komorek sr6dbtonka w badaniach prowadzonych na ludzkiej zyle
pepowinowej w warunkach in vitro34;

e Znacznie zwiekszona ilo$¢ kragzacych komorek sr6dbtonka oraz
mikroczasteczek pochodzenia Srédbtonkowego we krwi obwodowe;j
ciezarnych, bedgcych markerami uszkodzenia sr6dbtonka 35.

Niestety kwestia, czy uszkodzenie Srodbtonka jest przyczyna, czy tez moze skutkiem
stanu przedrzucawkowego, pozostaje nierozstrzygnieta.

Zaburzenia r6wnowagi miedzy czynnikami proangiogennymi i
antyangiogennymi stanowig istotny aspekt w rozwoju naczyn tozyska. We krwi
kobiet chorujgcych na preeklampsje wykazano podwyzszone stezenia sFlt-1 (wariant
receptora Flt-1 dla PIGF i VEGF, krazacy antagonista VEGF) oraz zmniejszone stezenia
VEGF i PIGF, co prowadzi w konsekwencji do dysfunkcji Srodbtonka 3¢. Ponadto we
krwi kobiet ze stanem przedrzucawkowym wykazano zwiekszone stezenia
rozpuszczalnej formy endogliny - czynnika hamujacego przytaczanie sie TGF-beta do
receptoréw zlokalizowanych na komoérkach $§rédbtonka i tym samym ograniczajacego
formowanie nowych naczyn krwiono$nych i zalezng od tlenku azotu
wazodylatacje3738, Ponadto zwiekszona wrazliwo$¢ na dziatanie angiotensyny I,
krazace mikroczasteczki syncytiotrofoblastu, stan zapalny u matki, czynniki
immunologiczne, czynniki Zywieniowe i podatno$¢ genetyczna moga rowniez

odgrywac istotng role w patogenezie stanu przedrzucawkowego 27

17



1.1.5 Rola przeplywow dopplerowskich w cigzach powiklanych nadci$nieniem

tetniczym

Cecha charakterystyczna dla przebiegu stanu przedrzucawkowego jest
uposledzona przebudowa $cian tetnic spiralnych w pierwszej potowie cigzy, ktéra
przyczynia sie do ograniczenia przeptywu tozyskowego?2. Jednak Roberts i wsp.
wykazali, Ze nieprawidtowy proces placentacji nie jest zjawiskiem wystepujacym we
wszystkich przypadkach preeklamps;ji 3°. Dla potwierdzenia tej teorii dostepne sg
wyniki badan histopatologicznych tozysk przeprowadzone przez Pijnenborga oraz
Meekinsa 40. Obecnie uwaza sie, ze zwigzek powiktan cigzy z podwyzszonym oporem
krazenia maciczno-tozyskowego, ocenianym na podstawie badania
ultrasonograficznego, nie moze by¢ ttumaczony jedynie nieprawidtowo$ciami w
budowie histopatologicznej naczyn maciczno-tozyskowych 41. Wyniki tych badan
wskazujg, Ze zaburzenia w przeksztatcaniu tetnic spiralnych nie sg jedynymi
procesami przyczyniajacymi sie do rozwoju stanu przedrzucawkowego, i
jednocze$nie potwierdzajg teorie jego wieloczynnikowej etiologii.

Istniejg doniesienia, w ktérych oceniano funkcje sSrédbtonka w cigzach
powiktanych stanem przedrzucawkowym w odniesieniu do obecnosci/braku wciecia
wczesnorozkurczowego (,notch”) w trakcie badania dopplerowskiego tetnic
macicznych. Wykazano, Ze obecnos$¢ wcie¢ wczesnorozkurczowych w obydwu
tetnicach macicznych wraz z obustronnie podwyzszonymi indeksami pulsacji
wskazuje na tozyska o wiekszej opornosci, niz w przypadku izolowanego
obustronnego podwyzZszenia warto$ci PI. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze u wielu
pacjentek w stanie przedrzucawkowym identyfikuje sie niskooporowe krazenie
tozyskowe. Ponadto badanie histopatologiczne tozysk potwierdzito, Ze obustronne
wystepowanie ,notch” zwigzane jest z podwyzszong opornoscig naczyn jednostki
maciczno-tozyskowej, a co z a tym idzie niedotlenieniem tozyska. Badanie to
wykazato réwniez, ze dysfunkcja Srédbtonka byta silniej wyrazona w grupie kobiet ze
stanem przedrzucawkowym z obustronnym ,notch”; dodatkowo w tejze grupie
zaobserwowano wyzsze $rednie wartosci wskaznika PI w poréwnaniu do grupy
kobiet bez obustronnego ,notch” oraz kobiet z grupy kontrolnej. Dlatego tez

wspotwystepowanie podwyzszonego oporu w krazeniu maciczno-tozyskowym z
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obustronnym zjawiskiem ,notch” zwigzane jest z wiekszego stopnia uszkodzeniem
$rodbtonka 42.

Istnieja dowody, Ze wystgpienie stanu przedrzucawkowego zwigzane jest z
wystgpieniem zwiekszonego ryzyka rozwoju choroby niedokrwiennej serca w
poOZniejszym wieku 4 ¢, Mozna spekulowac, ze u kobiet z preeklampsja ryzyko to
bedzie tym wieksze, im bardziej wyrazona bedzie dysfunkcja srédbtonka. Dlatego
badanie dopplerowskie tetnic macicznych moze by¢ nie tylko narzedziem do
monitorowania jednostki maciczno-tozyskowej, ale moze utatwic¢ identyfikacje kobiet
w stanie przedrzucawkowym zagrozonych szczegolnie duzym ryzykiem wystgpienia
chorob uktadu sercowo-naczyniowego w przysztosci.

Istniejg doniesienia, Ze w wielu cigzach powiktanych nadci$nieniem tetniczym
badania dopplerowskie wykazuja nieprawidtowe spektrum przeptywu w tetnicy
pepowinowej z lub bez nieprawidtowosci w przeptywach w tetnicach macicznych.
Daje to podstawy do koniecznos$ci rownoczesnej oceny przeptywu w tetnicy
pepowinowej oraz tetnicach macicznych w cigzach powiktanych nadcisnieniem
tetniczym 43-46,

W zwigzku ze wzrostem oporu naczyniowego tozyska w przebiegu stanu
przedrzucawkowego, dochodzi réwniez do proceséw adaptacyjnych w innych
naczyniach krwiono$nych, miedzy innymi w tetnicy srodkowej mézgu ptodu. Typowe
zmiany obejmujg rozszerzenie naczyn mozgowych ptodu wraz ze zmniejszeniem
wsp6tczynnika skurczowo-rozkurczowego, co nazywamy efektem centralizacji
krazenia. Mimo, Ze nie ma zadnych randomizowanych badan oceniajacych
przydatno$¢ wykonywania przeptywow dopplerowskich w tetnicy sSrodkowej mozgu
plodu w przebiegu stanu przedrzucawkowego wydaje sie, ze ta forma diagnostyki
moze by¢ cenna w cigzy powiktanej preeklampsjga o wczesnym poczatku i ciezkim
przebiegu, a zwtaszcza ze wspotistniejgcym ograniczeniem wzrastania ptodu.
Oczywiscie ocena MCA nie moze by¢ stosowana jako jedyny wyktadnik stanu ptodu i
powinna stanowic¢ jedng z wielu metod jego nadzoru #7.

W 2007 roku Schlembach i wsp. przeprowadzili pierwsze badanie oceniajgce
zalezno$¢ miedzy stezeniami czynnikéw angiogennych we krwi matki oraz ptodu w
cigzach powiktanych stanem przedrzucawkowym, a warto$ciami PI w tetnicy
pepowinowej oraz tetnicach macicznych. Wykazali oni odwrotnie proporcjonalng

zaleznos¢ miedzy stezeniami PIGF we krwi matki, a $rednimi warto$ciami PI w
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tetnicach macicznych i w tetnicy pepowinowej, co moze potwierdzi¢ wczes$niejsze
doniesienia o badaniu dopplerowskim jako warto$ciowym narzedziu pomocnym w

ocenie funkcjonowania sr6dbtonka 162,

1.2 Srédblonek

1.2.1 Angiogeneza i waskularyzacja

Srédbtonek stanowi wyspecjalizowang wyéciétke naczyn krwionoénych oraz
limfatycznych. Zbudowany jest z jednej warstwy ptaskich, jednojadrzastych komoérek.
W organizmie dorostego cztowieka znajduje sie trylion komoérek srédbtonka, ktére
tacznie waza ponad 100 g i pokrywaja obszar wiekszy niz 3000 metréw
kwadratowych 48,

Endotelium petni wiele innych waznych funkcji, ktére obejmuja:

(a) kontrole proceséw trombogenezy i trombolizy- w prawidtowych warunkach
Srodbtonek stanowi powierzchnie nietrombogenng;

(b) zapewnienie prawidtowe;j interakcji ptytek krwi oraz leukocytow ze $ciang
naczyn krwiono$nych;

(c) regulacje napiecia naczyn krwiono$nych, i tym samym kontrole ci$nienia
tetniczego;

(d) funkcje bariery- dziala podobnie do potprzepuszczalnej btony pomiedzy
Swiattem naczynia krwiono$nego a otaczajacymi je tkankami; zwiekszenie
przepuszczalnos$ci warstwy Sréodbtonka (np. w stanach przewlektego stanu
zapalnego) moze prowadzi¢ do obrzeku tkanek

(e) oraz regulacje angiogenezy.

W momencie jego uszkodzenia traci on zdolno$¢ wypeiniania jednego lub kilku z
powyzej wymienionych zadan. Dysfunkcja Srodbtonka moze manifestowac sie
obkurczeniem naczyn krwiono$nych, reakcjg zapalng, adhezjg leukocytéw,
zwiekszong trombogenez3 i/lub patologiczng proliferacjg naczyn krwionos$nych 4°.
Wystepuje ona w wiekszosci chordb uktadu sercowo-naczyniowego, takich jak
nadci$nienie tetnicze, choroba niedokrwienna serca, przewlekta niewydolnos$¢ serca,
choroby naczyn obwodowych, cukrzyca, przewlekta niewydolno$¢ nerek oraz ostre

infekcje wirusowe 50.
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Wolne rodniki mogg prowadzi¢ do obnizenia poziomu tlenku azotu,
uszkodzenia struktury srédbtonka i zwiekszenia jego przepuszczalnosci dla toksyn,
umozliwiajac ich swobodne przenikanie do tkanek 1. Zdrowy organizm cztowieka ma
zapewnione optymalne zaopatrzenie w antyoksydanty pozyskiwane z pozywienia,
ktoére neutralizujag wolne rodniki. Jednak w przypadku niedoboréw antyoksydantow
lub przy wspotistnieniu kilku niekorzystnych czynnikéw, moze dojs¢ do uszkodzenia
$rodbtonka i zaburzenia réwnowagi tlenku azotu, co umozliwia migracje komorek
prawidlowo pozostajacych we krwi krazacej do otaczajacych naczynia krwionos$ne
tkanek. Czynniki, ktére prowadza do zwiekszenia ilo$ci wolnych rodnikéw w
organizmie cztowieka to, miedzy innymi, otyto$¢, palenie tytoniu, niedobér snu, ostre
choroby infekcyjne, nadmiar przyjmowanej glukozy oraz ekspozycja na metale
ciezkie i zanieczyszczenia powietrza 0.

Uszkodzenie komérek srodbtonka jest konstytucjonalng cechg pojawiajaca sie
w tozysku naczyniowym w przebiegu nadci$nienia tetniczego, jednak nadal nie
znamy odpowiedzi na pytanie, czy podwyzszone ci$nienie tetnicze krwi jest
przyczyna, czy rezultatem tego uszkodzenia 52>3. Moncada i wsp. w 1978 roku
zasugerowali, ze dysfunkcja Srédbtonka pojawia sie w odpowiedzi na ekspozycje
naczyn krwiono$nych na wysokie wartosci ci$nienia tetniczego i tym samym jest jego
konsekwencja 9. Inny zesp6t badawczy wykazat z kolei, ze farmakoterapia
nadci$nienia tetniczego nie wptywa na poprawe funkcji sSrédbtonka, co przemawia
przeciwko teorii jakoby dysfunkcja srédbtonka byta skutkiem nadci$nienia
tetniczegos+. Kolejnym dowodem wspierajgcym teorie dysfunkcji Srodbtonka jako
przyczyny nadci$nienia tetniczego byto wykazanie nieprawidtowej funkcji
endotelium u zdrowego potomstwa oséb chorych na pierwotne nadci$nienie
tetnicze 5°.

Obecnie istnieje kilka testow stuzacych ocenie funkcji srédbtonka; niestety
wiekszo$¢ z nich to badania inwazyjne i dlatego nadal trwajg poszukiwania prostego i
wiarygodnego badania diagnostycznego. Duze nadzieje poktada sie w wykorzystaniu
do tego celu technik stosowanych w proteomice, w badaniach obrazowych (ocena
przeptywu krwi metoda Dopplera, angiografia rezonansu magnetycznego, tomografia
komputerowa) oraz w badaniach wykorzystujacych iloSciowa ocene krazacych
komorek srédbtonka (CECs), krazacych komoérek progenitorowych sr6dbtonka

(CEPCs) i mikroczasteczek pochodzenia srédbtonkowego >6-65,
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Doktadna rola CECs oraz CEPCs w patogenezie chordb przebiegajacych z
nadci$nieniem tetniczym w czasie cigzy nie jest znana. Najprawdopodobniej
prawidtowe ilosci tych komdérek odgrywajg istotng role w procesach rozwoju oraz
regulacji waskularyzacji w czasie cigzy, a zaburzona r6wnowaga miedzy poziomami
tych komorek jest zwigzana z niewydolnos$cig Srédbtonka (Rycina 3).

Jeszcze nie tak dawno panowat powszechnie poglad, ze do regeneracji
$rodbtonka oraz powstawania nowych naczyn krwiono$nych u 0oséb dorostych
dochodzi jedyne w procesie angiogenezy. Angiogenzeza charakteryzuje sie
tworzeniem nowych naczyn krwiono$nych dzieki migracji i r6znicowaniu in situ
dojrzatych komorek srodbtonka i regulowana jest czynnikami proangiogennymi i
antyangiogennymi 6. Dopiero odkrycie w 1997 roku przez Asahare i wsp. krazacych
komoérek progenitorowych srédbtonka odmienito catkowicie ten poglad dowodzac, ze
waskulogeneza, podczas ktorej nowe naczynia powstaja z krazacych komérek
progenitorowych srédbtonka, jest procesem wystepujacym réwniez w okresie

postnatalnym 7.

AKTYWACJA USZKODZENIE NAPRAWA

SZPIK KOSTNY

KOMORKI PROGENITOROWE

Aktywacja
komérek °° ® Waskulogeneza
$rodblonka ® 4
® .
- /_\anglogeneza
Dysfunkcja
N . . .
Apoptoza
P )

Rycina 3. Rola krazacych komorek srédbtonka oraz krazacych komérek
progenitorowych w procesach waskulogenezy i angiogenezy. Modyfikacja wlasna na

podstawie %4.
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1.2.2 Krazace komorki Srodbtonka

Po raz pierwszy krazace komorki srodbtonka zidentyfikowane zostaty we krwi
obwodowej w 1970 roku 8. Sg one dojrzalymi komoérkami $rédbtonka o $rednicy od
15 do 50 pum, ktére moga by¢ wyizolowane z krwi za pomocg wielokolorowe;j
cytometrii przeptywowej lub przy uzyciu technik immunomagnetycznych.
Powszechnie wiadomo, ze CEPCs traca antygen CD133 w momencie, gdy stajg sie
dojrzatymi komérkami §rédbtonka i wiasnie te wiasciwos$¢ wykorzystuje sie do
réznicowania CECs i CEPCs ¢°. Sg heterogenna grupa komorek; niektére z nich sa
apoptotyczne, nekrotyczne, a jeszcze inne w petni zywotne.

W warunkach fizjologicznych prawidtowy stan §rédbtonka odzwierciedlony
jest niskim poziomem CECs we krwi, i czesto z trudem udaje sie wyizolowac
jakiekolwiek tego rodzaju komoérki z krwi obwodowej zdrowych oséb. Ilos¢ CECs we
krwi jest trudna do jednoznacznego okreslenia z uwagi na niewystandaryzowane
metody oceny liczby tych komoérek. U zdrowych os6b ich ilo$¢ jest niewielka i
najczesciej podaje sie wartos$ci 0-12 komérek/ml krwi 6070, istniejg jednak
doniesienia o ich wiekszej liczbie u zdrowych oséb dorostych: 50 komérek/ml 71, 77
komoérek/ml 72 i 1200 komoérek/ml 73. Ich ilo§¢ znacznie wzrasta, zwykle ponad
dziesieciokrotnie, w przebiegu niektdrych choréb zwigzanych z uszkodzeniem
$rodbtonka, takich jak ostre zespoty wiencowe, udar mézgu niedokrwienny,
zapalenie matych naczyn, nadcis$nienie tetnicze ptucne, niedokrwistos$¢
sierpowatokrwinkowa, talasemia, infekcja riketsjami, cukrzyca, przewlekta
niewydolnos$¢ nerek, wstrzas septyczny, zakrzepowa plamica matoptytkowa czy
uktadowy toczen rumieniowaty 4°.

[stnieje wiele mechanizmoéw prowadzacych do odczepiania komorek
$rodbtonka od $ciany naczyn krwiono$nych w przypadku ich uszkodzenia. Wsréd
tych mechanizmow wymienia sie aktywacje apoptozy, uszkodzenie mechaniczne,
nierownowage miedzy czynnikami proangiogennymi i antyangiogennymi, ostabienie
potaczen miedzykomoérkowych lub potaczenia miedzy komdrkami srédbtonka a
zawnatrzkomorkowa macierza, naruszenie struktury srédbtonka spowodowane
dziataniem cytokin/proteaz oraz wptyw niektorych lekéw 74. [lo$¢ CECs jest zatem
odzwierciedleniem stanu oraz funkcji $rédbtonka i mozna ja wykorzysta¢ do oceny

stopnia uszkodzenia naczyn krwionosnych, a nawet moze by¢ pewnego rodzaju
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markerem nasilenia zmian chorobowych 70.71.75-77, Qpisano takze wprost
proporcjonalng zaleznos$¢ miedzy iloscig CECs, a poziomami markeréw uszkodzenia/
dysfunkcji $rédbtonka, takimi jak czynnik von Willebrada lub E-selektyna, a takze
czynnika tkankowego bedacego odzwierciedleniem proceséw aktywujacych szlaki
prozakrzepowe 78-80, Ponadto Holmen i wsp. wykazali w badaniach in vitro, ze CECs w
istotny sposob ograniczaja proliferacje, migracje oraz ekspresje syntazy tlenku azotu
na $Srédbtonkowych komérkach progenitorowych, co moze w znaczny sposéb

ogranicza¢ wydolno$¢ regeneracyjng naczyn krwionosnych 71.

1.2.3 Krazace komérki progenitorowe srédblonka

CEPCs sa niedojrzatymi komoérkami prekursorowymi o $rednicy mniejszej niz
15um, wywodzacymi sie ze szpiku kostnego oraz Sciany naczyn krwiono$nych i
wykazujgcymi potencjat proliferacyjny 81.

Identyfikacji CEPCs mozna dokona¢ przy uzyciu wielokolorowej cytometrii
przeptywowej, na podstawie okres$lenia liczby krazacych we krwi obwodowej
komorek wykazujacych ekspresje markerow linii komorek hematopoetycznych oraz
srodblonkowych. Nalezy jednak pamietac, ze podanie doktadnej definicji CEPCs w
oparciu o obecno$¢ na ich powierzchni specyficznych antygenow pozostaje trudne,
gdyz brak jest unikalnych dla tych komdrek molekularnych determinant
gwarantujacych ich izolacje. W celu wyizolowania CECs i CEPCs wykorzystuje sie
ekspresje na ich powierzchni antygenu CD146 oraz brak ekspresji antygenu CD45, co
pozwala na odroznienie tych komdrek od aktywowanych komdrek T, ktore to
charakteryzuja sie ekspresjg obu powyzszych antygenow 82, Ekspresje antygenu
CD34 wykazuja zaréwno komoérki CECs, CEPCs oraz hematopoetyczne komoérki
macierzyste, jednak jednoczesne wyznakowanie antygenow CD34 i CD146 uznawane
jest za prawidtowg metode okreslenia fenotypu CECs i CEPCs 8283, W celu odré6znienia
CECs od CEPCs wykorzystuje sie obecnos¢ antygenu CD133 na krazacych komérkach
progenitorowych srédbtonka i jego brak na CECs 83,

Komaérek tych jest we krwi niewiele, dlatego tez dane na temat ich
prawidtowej liczby, funkcji i typéw sg ograniczone 84. Do ich mobilizacji ze szpiku
kostnego dochodzi w przebiegu takich ostrych standw, jak urazy, oparzenia, zawat

serca, udar mozgu, implantacja stentow naczyniowych w sercu, terapia statynami,
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intensywny wysitek fizyczny, zapalenie stawow, choroby siatkéwki oka, naczyniaki,
tuszczyca, wzrost guzow nowotworowych oraz powstawanie przerzutow w
przebiegu choroby nowotworowej 85-90, [lo§¢ CEPCs wraca do warto$ci wyj$ciowych
zwykle w ciggu 48-72 godzin, co sugeruje ich znaczenie w zapoczatkowaniu procesu
reendotelializacji w odpowiedzi na uszkodzenie naczyn 8¢.

Najnowsze badania dowodzg takze, ze liczba i funkcja krazacych komoérek
progenitorowych sréddbtonka sg zmniejszone u przewlekle chorych na choroby
uktadu sercowo- naczyniowego oraz u chorych ze zidentyfikowanymi czynnikami
ryzyka wystgpienia tych chorob 21-94, Wptyw czynnikéw ryzyka chordb sercowo-
naczyniowych na zmniejszenie dostepnosci CEPCs pozostaje nie do konca
wyjasniony. Rozwaza sie tutaj udziat kilku mechanizmoéw:

e wyczerpanie puli komérek macierzystych/progenitorowych z depozytow
szpikowych,

e nieprawidtowy proces mobilizacji zwigzany ze zmniejszong biodostepnoscia
tlenku azotu,

e zaburzenia w osigganiu przez komarki miejsc docelowych spowodowane
zmniejszeniem syntezy czynnikow chemotaktycznych,

e wzrost apoptozy i / lub zaburzone ich réznicowanie .

Vasa i wsp. wykazat, Ze nadci$nienie tetnicze jest najsilniejszym predyktorem

uposledzenia zdolnos$ci migracyjnych CEPCs 2. Uposledzenie czynnoSci krazacych

komorek progenitorowych sr6dbtonka moze by¢ przyczyna powiktan nadci$nienia

tetniczego, ale takze moze stanowi¢ podtoze patogenetyczne samego nadci$nienia 7.

Ponadto inna grupa badaczy zaobserwowata odwrotnie proporcjonalng zaleznos¢

miedzy liczbg CEPCs we krwi obwodowej, a warto$ciami skurczowego ci$nienia

tetniczego w przebiegu nadciSnienia tetniczego opornego na leczenie 8.

Uwaza sie, ze CEPCs odzwierciedlajg zdolno$¢ organizmu do naprawy
Srodbtonka, a takze podnosi sie ich znaczenie w procesach przebudowy
(remodelingu) naczyn krwiono$nych i utrzymywaniu hemostazy srédbtonkow 81.
Istniejg doniesienia na temat roli tych komérek w procesach zachodzacej w okresie
prenatalnym i postnatalnym waskulogenezy i reendotelializacji oraz ich znaczenia w
przebiegu waskularyzacji btony $luzowej jamy macicy podczas implantacji zarodka
oraz placentacji w czasie cigzy 2°. Mozliwy udziat CEPCs we wzroS$cie naczyn

endometrium i przygotowanie go do potencjalnej implantacji zarodka przejawia sie
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mobilizacja CEPCs w fazie lutealnej cyklu miesigczkowego i zwiekszeniem ich ilosci
we krwi obwodowej w poréwnaniu do fazy folikularnej. Natomiast w przebiegu
postnatalnej waskulogenezy komorki te osadzajg sie w naczyniach, a nastepnie w
procesie migracji i r6znicowania przyczyniajg sie do powstawania nowych naczyn
krwiono$nych. Stanowig w tym procesie podstawowy materiat budulcowy nowych
naczyn, ale takze stymulujg waskulogeneze poprzez parakrynne oddziatywanie na
sgsiednie komorki. Pierwsze dowody waskulogenezy postnatalnej uwarunkowanej
dziataniem ludzkich komdrek prekursorowych CD34+ zostaly opracowane na modelu
mysim przez Asahare i wsp., ktérzy wywotujgc niedokrwienie konczyn tylnych tych
zwierzat opisali migracje komorek progenitorowych pochodzacych ze szpiku
kostnego do uszkodzonych obszaréw naczyn krwiono$nych i doprowadzajacych do
przywrécenia prawidtowego przeptywu krwi poprzez formowanie nowych naczyn
krwiono$nych ¢7. Z kolei Rafii i wsp. juz w 2003 roku dokonali analizy dostepnych
publikacji potwierdzajacych znaczenie postnatalnej waskulogenezy in vivo u
cztowieka 100, Wiadomo juz takze, ze komorki te stanowig okoto 25 % komoérek
srodbtonka w nowopowstatych naczyniach krwionosnych 101,

Obecnie prowadzone sg takze przedkliniczne badania na szczurzych modelach
chordb uktadu krazenia polegajace na podawaniu CEPCs, ktére stanowig poczatek dla
przeprowadzenia pierwszych tego typu badan w wybranych sytuacjach klinicznych u
ludzi 102, W przypadku niektérych choréb udokumentowano korzystny wpltyw infuzji
CEPCs na ich przebieg, cho¢ nie tak spektakularny jak wykazaty badania na modelach
zwierzecych, i do tej pory terapia tego typu pozostaje w fazie badan
eksperymentalnych 103,

Badania przeprowadzone w ostatnich latach sugeruja udziat CEPCs w
procesach stanowigcych podtoze patogenetyczne stanu przedrzucawkowego.
Mobilizacja CEPCs do krazenia zachodzi na drodze szlakow zaleznych od tlenku azotu
w odpowiedzi na stymulacje miedzy innymi czynnikiem wzrostu srédbtonkow
naczyniowych, tozyskowym czynnikiem wzrostu oraz estrogenami 104-107, Rehman i
wsp. wykazal, ze CEPCs zdolne sg do wydzielania niektorych czynnikéw wzrostu
istotnych z punktu widzenia prawidtowego funkcjonowania srédbtonka, miedzy
innymi VEGF 108, Ponadto w czasie cigzy dochodzi do uruchomienia CEPCs ze szpiku

kostnego do krwi obwodowej. Mobilizacja ta moze stanowi¢ wazny mechanizm, za
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pomoca ktérego estrogeny zapewniajg ochrone srédbtonka naczyniowego w czasie

cigzy 10,

Tabela 1. Zbiorcza charakterystyka poréwnawcza CECs i CEPCs. Fotografie

zaczerpnieto z %4,

Cecha CECs
Sy
Pochodzenie Sciana naczyn Glownie szpik kostny
krwiono$nych
Morfologia Dojrzate komorki o Niedojrzate komorki o

$rednicy ok. 15- 50pm

$rednicy < 15 pm

Metoda laboratoryjna | Izolacja Cytometria przeptywowa,
immunomagnetyczna, hodowla komérkowa
cytometria (culture assays)
przeptywowa

Charakterystyczne CD 146 CD 34i/lub CD 133

wtasciwosci

Potencjat Niski Wysoki

proliferacyjny

Zastosowanie w Brak wykorzystania w Potencjalna warto$¢

terapii terapii terapeutyczna

Poziomy w przebiegu | Podwyzszone Zmienne

chorob uktadu

Sercowo-

naczyniowego

Korelacja z Pozytywna Negatywna

czynnikami ryzyka

choréb uktadu

Sercowo-

naczyniowego

Patofizjologia Uszkodzenie $rédbtonka | Waskulogeneza/naprawa
$rédbtonka

Inne Pozytywna korelacja z

poziomami osoczowych
markeréw uszkodzenia
naczyn krwiono$nych
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1.3 Czynnik von Willebranda

Czynnik von Willebranda jest duzg, multimeryczng glikoproteing peinigca dwie
podstawowe funkcje w procesie hemostazy. Dziata jako molekuta wigzaca ptytki krwi
z powierzchnig srodbtonkéw, z podsrédbtonkowymi strukturami naczyn (kolagen
typu [, 11, I1I, IV, Vi VI) oraz z miejscem uszkodzenia Srédbtonka, co jest niezwykle
istotne dla prawidtowego przebiegu procesu adhezji ptytek krwi oraz ich agregacji w
miejscu uszkodzenia naczynia 119, Jest takze no$nikiem dla czynnika VIII we krwi
krazacej tworzac z nim nieaktywne kompleksy vWf/VIII, przez co wydtuza jego okres
pottrwania nawet pieciokrotnie, zapewniajgc tym samym jego prawidtowe stezenia i
odgrywajac istotng role w tworzeniu skrzepow fibrynowych 111. Dodatkowo vWf
pelni role w procesach zapalnych poprzez pobudzanie rekrutacji leukocytéw do
powierzchni komoérek srédbtonka, w angiogenezie, procesach angiodysplastycznych,
proliferacji komoérek oraz apoptozie 112,

Najczesciej podaje sie, Ze stezenie vVWf w osoczu wynosi od 500 do 1000 pg/dl.
Stezenia w osoczu wykazujg jednak duze roznice miedzyosobnicze w zdrowej
populacji; czynniki odpowiedzialne za te zmienno$¢ nie sg poznane, choc¢ istotnym
wydaje sie polimorfizm genu czynnika von Willebranda 113. VWf syntetyzowany jest
zarowno przez komorki Srodbtonka jak i megakariocyty. Moze by¢ sukcesywnie
wydzielany przez komérki sSrodbtonka, ale moze tez by¢ w nich magazynowany w
wewngtrzkomoérkowych organellach nazywanych ciatkami Weibel-Palade’a, skad
dochodzi do jego uwalniania pod wptywem réznorodnych czynnikéw 114. Najnowsze
badania z zakresu proteomiki zidentyfikowaty szereg biatek magazynowanych w
ciatkach Weibel-Palade’a, ktore biorg udzial w procesie angiogenezy 115-117. Czynnik
von Willebranda, jako podstawowa jednostka warunkujgaca powstawanie ciatek
Weibel-Palade’a, reguluje takze magazynowanie oraz wydzielanie tych biatek.

Badania ostatnich lat wykazaty role vWf w kontroli proliferacji komoérek miesni
gtadkich, kontroli zapalenia naczyn krwiono$nych oraz $mierci komérek 118, W 2011
roku Starke i wsp. przedstawili jego nowa funkcje, jaka jest nadzorowanie
formowania naczyn krwiono$nych 11°. Mechanizm sprawowania kontroli nad
procesami angiogenezy polega na stymulowaniu VEGFR2. Stymulacja ta odbywa sie

prawdopodobnie dwiema drogami kontrolujacymi angiogeneze:
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zewnatrzkomoérkowa z udziatem integryny avf33 oraz wewnatrzkomorkows,
angazujaca angiopoetyne-2 magazynowang w ciatkach Weibel-Palade’a 119120,

Prawidtowo przebiegajgca cigza zwigzana jest z wystepowaniem istotnych
zmian w uktadzie hemostazy. Wzrastajg stezenia wiekszosci czynnikow
prozakrzepowych, natomiast zmniejszajg sie poziomy substancji o dziataniu
antykoagulacyjnym oraz zmniejsza sie aktywnos¢ fibrynolityczna, co warunkuje
prawidtowe funkcjonowanie tozyska i zapewnia optymalng hemostaze podczas
porodu. Zmiany uktadu koagulologicznego oraz fibrynolitycznego w czasie cigzy
tworza w efekcie stan nadkrzepliwosci 121. Mechanizm ten warunkowany jest
wptywem hormonéw i ma za zadanie chroni¢ ciezarng przed krwotokiem
okotoporodowym, z drugiej strony predysponuje ja do wystepowania zdarzen
zakrzepowo-zatorowych.

W czasie cigzy ros$nie znacznie stezenie czynnikéw Krzepniecia V, VII, VIII, IX, X,
XII, czynnika von Willebranda oraz wzrasta koncentracja fibrynogenu w osoczu121.122,
Poziom vWf oraz czynnika VIII wzrastajg znacznie szczegdlnie w p6Znej ciazy, kiedy
to aktywno$¢ krzepniecia jest okoto dwukrotnie wieksza niz u kobiet nie ciezarnych.
Stirling i wsp. wykazat, ze miedzy 11 a 15 tygodniem cigzy przecietny poziom vWf
stanowi 133 % jego stezenia u kobiet nie ciezarnych, miedzy 21 a 25 tygodniem cigzy
167 %, miedzy 31 a 35 tygodniem cigzy 262 %, a miedzy 36 a 40 tygodniem cigzy az
376 % 121, Proces jego syntezy regulowany jest m.in. dziataniem hormonéw, i tak
komoérki endotelium produkuja zwiekszone ilosci vWf pod wptywem dziatania
estrogendéw, co implikuje jego zwiekszone poziomy w I1 i Il trymestrze cigzy 123124,

Czynnik von Willebranda jest takze specyficznym osoczowym markerem
dysfunkcji/uszkodzenia Srodbtonkéw. Poza cigza jego zwiekszone stezenia
obserwuje sie w przebiegu chordb uktadu sercowo-naczyniowego, chordb tkanki
lacznej oraz chor6b nowotworowych. Istotnie zwiekszone poziomy vWf w
odniesieniu do populacji zdrowych ciezarnych zaobserwowano w przebiegu
nadci$nienia tetniczego cigzowego oraz stanu przedrzucawkowego 125-128 jednak
doniesienia na ten temat nie sg jednoznaczne 129,

Na podstawie powyzszych informacji mozna przypuszczac¢, ze panel markerow

ztozony z CECs, CEPCs, czynnika von Willebranda, mikroczasteczek pochodzenia
srodbtonkowego moze stanowi¢ wartosciowe narzedzie stuzace ocenie integralnosci

naczyn oraz ich zdolnosci do odbudowy.
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2 Cel pracy

Nadrzednym celem pracy byta ocena nieprawidtowosci w obrebie srédbtonka w
przebiegu cigz powiktanych nadci$nieniem tetniczym. Cel pracy realizowany byt

przez:

1. Ocene ilosci krazacych komorek srédbtonka (CECs), krazgcych komoérek
progenitorowych $rédbtonka (CEPCs), wartosci wspétczynnika CEPCs/CECs
oraz stezenia czynnika von Willebranda;

2. Okres$lenie zaleznoS$ci miedzy stezeniem czynnika von Willebranda, a ilo$cia
krazacych komoérek srodbtonka (CECs), krazacych komérek progenitorowych
$rodbtonka (CEPCs) oraz warto$ciami wspétczynnika CEPCs/CECs;

3. Ocene zwigzku miedzy wartosciami Sredniego catodobowego ci$nienia
tetniczego skurczowego, Sredniego catodobowego ci$nienia tetniczego
rozkurczowego, maksymalnego ci$nienia skurczowego i maksymalnego
ci$nienia rozkurczowego, a stezeniem czynnika von Willebranda, iloScia
krazacych komorek srodbtonka (CECs), krazagcych komdrek progenitorowych
Srodbtonka (CEPCs) oraz warto$ciami wspoétczynnika CEPCs/CECs;

4. Ocene zaleznoSci miedzy stezeniem czynnika von Willebranda, iloscig
krazacych komorek srodbtonka (CECs), krazagcych komdrek progenitorowych
srodbtonka (CEPCs) oraz warto$ciami wspotczynnika CEPCs/CECs, a
ultrasonograficznymi wyktadniami niewydolnosci tozyska i zmianami
punktacji w skali tetnic macicznych;

5. OkreS$lenie zaleznoSci nasilenia biatkomoczu u kobiet w stanie
przedrzucawkowym od stezenia czynnika von Willebranda, ilo$ci krazacych
komoérek srédbtonka (CECs), krazacych komoérek progenitorowych srédbtonka
(CEPCs) oraz warto$ci wspotczynnika CEPCs/CECs.
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3 Materiat

Badaniami objeto tgcznie 71 kobiet hospitalizowanych i diagnozowanych w
Klinice Perinatologii i Ginekologii Katedry Perinatologii i Ginekologii Uniwersytetu
Medycznego imienia Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, pomiedzy listopadem
2010 a styczniem 2014 roku. U wszystkich 71 kobiet wykonano automatyczny
catodobowy pomiar ci$nienia tetniczego oraz pobrano materiat do badan, ktéry
stanowita krew obwodowa.

Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu wyrazita zgode na przeprowadzenie badan (zgoda numer 52/13).
Wszystkie pacjentki otrzymaty wyczerpujacg informacje na temat badania i podpisaty
$wiadoma zgode na ich przeprowadzenie.

Badania zostaty sfinansowane z grantu dla mtodych naukowcéw przyznanego
doktorantce przez Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
( nr tematu: 502-14-02218346-50637).

W ramach realizacji projektu podjeto wspotprace z Katedrg Immunologii
Klinicznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu im. Karola Marcinkiewicza przy ul.
Rokietnickiej 5d, 60-806, Poznan. Wspotpraca polegata na umozliwieniu oraz pomocy

w wykonaniu analiz laboratoryjnych z prébek krwi pacjentek.

3.1 Grupy

3.1.1 Grupy badane

Grupy badane utworzono w oparciu o dobdr celowy pacjentek. Wyodrebniono
3 grupy badane:

e ciezarne z nadci$nieniem tetniczym przewlektym (n=10)
e ciezarne z nadci$nieniem tetniczym cigzowym (n=18)
e ciezarne ze stanem przedrzucawkowym (n=21)

Pacjentki kwalifikowano do grup zgodnie z kryteriami zaproponowanymi
przez National High Blood Pressure Education Program Working Group on High
Blood Pressure in Pregnancy 3. Kazda z pacjentek miata wykonane badanie
przeptywow dopplerowskich w tetnicach macicznych, naczyniach pepowinowych

oraz tetnicy sSrodkowej mézgu ptodu. Ponadto u pacjentek w stanie
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przedrzucawkowym zanalizowano poziom biatka w moczu. Wszystkie cigze byty

cigzami pojedynczymi.

3.1.2 Grupa kontrolna

Grupe kontrolng utworzono w oparciu o dobdr celowy pacjentek i stanowig ja
zdrowe kobiety ciezarne odpowiadajgce pod wzgledem wieku pacjentki, wieku
ciagzowego i rodnosci grupom badanym (n= 22).

Kazda z pacjentek miata wykonane badanie przeptywéw dopplerowskich w
tetnicach macicznych, naczyniach pepowinowych oraz tetnicy sSrodkowej mézgu
ptodu. Wszystkie cigze byty cigzami pojedynczymi. W grupie kontrolnej zastosowano
nastepujgce kryteria wykluczajac wiaczenie do grupy: choroby uktadu sercowo-
naczyniowego, choroby metaboliczne, choroby nowotworowe, choroby zapalne oraz

choroby autoimmunologiczne.

Charakterystyke analizowanych grup podsumowano w tabeli 2. Nie stwierdzono
istotnych statystycznie réznic pod wzgledem wieku pacjentki, wieku cigzowego oraz
rodnoSci pomiedzy grupami badanymi i grupa kontrolna.

W grupach badanych wartosci sredniego catodobowego ciSnienia tetniczego
skurczowego , Sredniego calodobowego ciSnienia tetniczego rozkurczowego,
maksymalnego ci$nienie skurczowego oraz maksymalnego ci$nienia rozkurczowego
byty istotnie statystycznie wyzsze w porownaniu do grupy kontrolnej, a najwyzsze

wyniki odnotowano w grupie pacjentek ze stanem przedrzucawkowym.
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Tabela 2. Charakterystyka grup badanych oraz grupy kontrolnej.

Nadcisnienie | NadciSnienie | Stan Zdrowe
tetnicze tetnicze przedrzucawkowy | ciezarne
przewlekte cigzowe
Wiek 33,3+4,7 29,6 + 3,7 31,9+6,7 31,8+
pacjentki 5,6
Wiek cigzowy | 31,6 £ 7,2 37,3 £3,2 33,2+2,6 35,8+
5,4
Rodnos¢ 2(1-8) 2(1-3) 1(1-5) 2(1-5)
mediana
(min-max)
Srednie 131,5+12 134,1 14,2 149,1 + 15,7 110,9 +
calodobowe 9,7
ci$nienie
tetnicze
skurczowe
sSrednia=SD
(mmHg)
Srednie 82,7 £7,5 83,9+10,1 97,4+13,1 68,8+
calodobowe 6,7
ci$nienie
tetnicze
rozkurczowe
srednia+SD
(mmHg)
Maksymalne 163 + 25,5 159,5 £ 19,7 182,2 £ 23,4 118,2+
ci$nienie 11,9
tetnicze
skurczowe
srednia+SD
(mmHg)
Maksymalne 108,8 £ 21,4 107,6 £ 16,1 117,6 £13,1 75,9+
ciSnienie 12,4
tetnicze
rozkurczowe
srednia+SD
(mmHg)
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4 Metody

4.1 Oznaczenie ilosci krazacych komorek srédbtonka oraz krazacych

komorek progenitorowych srodbtonka we krwi pelnej

4.1.1 Przeciwciala monoklonalne wykorzystane do oceny ilo$ciowej krazacych
komérek srédbtonka oraz krazacych komérek progenitorowych srédbtonka za

pomoca wielokolorowej cytometrii przepltywowej

Celem przeprowadzenia analizy wykorzystano nastepujgce przeciwciata
monoklonalne: CD146, anty-ludzkie, skoniugowane z fluorochromem peridinino-
chlorofilem (PerCP) ( Research &Diagnostics Systems, USA); CD45, anty-ludzkie,
skoniugowane z fluorochromem allofikocyjaning-cyjaning (APC- Cy7) ( Becton
Dickinson, USA), CD34, anty-ludzkie, skoniugowane z fluorochromem allofikocyjaning
(APC) (Becton Dickinson, USA) oraz CD133, anty-ludzkie, skoniugowane z
fluorochromem allofikocyjaning (APC) (Miltenyi Biotec, Germany).

4.1.2 Analiza krazacych komoérek srédbtonka i krazacych komoérek progenitorowych

srodbtonka za pomoca wielokolorowej cytometrii przeptywowej

5 ml krwi zylnej pobierano z zyty zgiecia tokciowego do probowek
neutralnych oraz zawierajacych etylenodwuaminoczterooctan (EDTA). Krew z
pierwszej probowki wirowano i osocze zamrazano w temperaturze -80 ° C, ktore
nastepnie wykorzystano do oznaczenia poziomu czynnika von Willebranda,
natomiast krew z drugiej probéwki wykorzystano do analizy cytometrycznej. Krew
do analizy cytometrycznej pobierana byta zawsze w drugiej kolejnos$ci, co miato na
celu zminimalizowanie prawdopodobienstwa wzrostu ilosci ztuszczonych komérek
srodbtonka fenotypowo odpowiadajacych CECs, spowodowanego uszkodzeniem
$rodbtonka podczas procedury naktucia zyty. Cytometrie przeptywowa wykonywano

w ciggu 2 godzin od pobrania materiatu.
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W celu ilosciowego oznaczenia CECs oraz CEPCs wykorzystano panel
nastepujacych skoniugowanych monoklonalnych przeciwciat anty-ludzkich: CD34
APC, CD146 PerCP, CD45 APC-Cy7 oraz CD133 APC.

Po przeniesieniu 10 pl krwi zylnej do dwéch polipropylenowych probowek
testowych i po delikatnym wymieszaniu, inkubowano materiat z odpowiednimi
przeciwcialami monoklonalnymi skoniugowanymi z fluorochromami, dodanymi w
iloSciach zalecanych przez producenta przez 20 minut w temperaturze pokojowej w
ciemno$ci. Do pierwszej proboéwki dodawano przeciwciata izotopowe, niereaktywne
wobec antygendw ludzkich, wyznakowane fluorochromami. Do drugiej przeciwciata
antyludzkie CD34,CD146, CD45 oraz CD133. Wyznakowane probdwki krwi peinej
poddawano lizie erytrocytow przy uzyciu 2 ml zbuforowanego roztworu lizujgcego,
nastepnie 15- minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej w ciemno$ci i
odwirowaniu z przyspieszeniem 300 g przez 5 minut i usunieto supernatant.
Nastepnie dodawano 2 ml buforowanego fosforanem roztworu soli fizjologicznej
oraz ponownie wirowano z przyspieszeniem 300g przez 5 minut oraz usunieto
supernatant. Tak przygotowane proboéwki byty przechowywane w temperaturze
pokojowej w ciemnosci i analizowane w ciggu 1 godziny.

Ocene komdrek jadrzastych we krwi petnej wykonano przy uzyciu 6-
kolorowego cytometru przeptywowego FACSCanto (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA). Nastepnie uzyskane dane byty analizowane przy uzyciu oprogramowania BD
FACSDiva.

CEPCs zdefiniowano jako liczbe komérek CD45(-), CD34(+), CD146(+) i
CD133(+) zebranych podczas 1,000,000 analizowanych komoérek. CECs natomiast
scharakteryzowano jako komérki CD45(-), CD34(+), CD146(+) i CD133(-) zebrane
podczas 1,000,000 analizowanych komoérek. Komorki jadrzaste bramkowano wedtug
parametrow fizycznych FSC/SSC. Kontrole negatywnga, uzywang do ustalenia tta
autofluorestencji oraz niespecyficznej reakcji przeciwciat, stanowita prébéwka, do
ktorej dodane byty skoniugowane przeciwciata izotypowe.

Celem zapewnienia odpowiedniej jako$ci badan wprowadzono kontrole
wewnetrzne, polegajace na codziennej kalibracji cytometru przeptywowego oraz
kontroli stabilnosci uzywanych ptynéw. Kontrola jakoSci przeciwciat prowadzona

byta na ludzkiej linii komorek srédbtonka zyty pepowinowe;j.
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Na rycinie 4a i 4b przedstawiono przyktadowy protokét z przeprowadzanego

przez nas badania cytometrycznego.
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Rycina 4a. Przyktadowy protokét analizy cytometryczne;j.
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Tube: WSZIYSTKIE EDTA

Fopulation #Events %Parent %Total
B A Events 962,816 ##2 1000
B total leuk 853,682 991 991
B co146hicD34+ a6 0.0 0.0

(<] cD14610CD34+ 62 0.0 0.0

Bd co3e+coas- 263 0.0 0.0

[l CD146hiCD34+CD45- 79 0.0 0.0

] co14610CD34+CD45- 57 0.0 0.0

[ coas+ 830,794 871 863

(4 c0146hi OR CD146l0 136 0.0 0.0

i cec cp133- 56 41.2 0.0

i crc cD133+ 79 58.1 0.0

Experiment Name: CPC

specimen Name: [N

Tube Name WEIYSTKIE EDTA

Record Date Octd4, 2012 7:26:36 PM

$0OP Studenci

GLID al 3N ddB-ac5a-408a-bbd%-9c0e23171517

Populalion #Events %Parent
(<] cDa5+ 830,794 87.1144
i cec cp133 56 411765
B cPCCD133+ 74 58.0882

Rycina 4b. Przyktadowy protokét analizy cytometryczne;.

4.2 Oznaczenie stezenia czynnika von Willebranda w osoczu

5 ml krwi pobierano do probéwki neutralnej. Nastepnie odwirowywano ja przez 10
minut, a osocze przenoszono do probéwek typu Epppendorfa 1,5 ml i zamrazano w
temperaturze -80 °C do czasu wykonania oznaczen. U wszystkich kobiet z grup
badanych oraz u wszystkich kobiet z grupy kontrolnej oznaczono stezenie czynnika
von Willebranda w osoczu przy pomocy komercyjnego zestawu Human VWF ELISA
Kit (E90833Hu; Uscn Life Science Inc., USA).

Procedura oznaczania zostata przeprowadzona zgodnie z instrukcja dostarczong
przez producenta w Katedrze Immunologii Klinicznej Uniwersytetu Medycznego im.

Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.
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4.3 Ocena przeplywow dopplerowskich w tetnicach macicznych, tetnicy

pepowinowej oraz tetnicy sSrodkowej mozgu ptodu

Ocena przeptywu krwi w tetnicach macicznych, tetnicy pepowinowej oraz
tetnicy Srodkowej mdzgu wykonywana byta przy uzyciu aparatéw Voluson E8 (GE
Healthcare) oraz Voluson 730 Expert (GE Healthcare) wyposazonych w gtowice o
zmiennej czestotliwosci 3,5 do 5 MHz typu Convex, pracujace w czasie rzeczywistym
z opcjami kolorowego Dopplera i angiografii Dopplerowskie;j.

Pomiaréw dokonywano przy braku ruchéw ciata oraz ruchéw oddechowych
ptodu. Celem wyeliminowania mozliwos$ci wystgpienia zespotu zyty gtéwnej dolnej,
ciezarna znajdowata sie w pozycji pétlezacej i byta przechylona na lewy bok. W
trakcie wykonywania badania, w zalezno$ci od ocenianego naczynia, zachowywano
kat ustawienia bramki dopplerowskiej w przedziale od 0° do 30°.

Przeptyw krwi w wyzej wymienionych naczyniach oceniano pod katem
wartos$ci Pl automatycznie obliczanego przez aparat ultrasonograficzny na podstawie

widma ksztattu fali przeptywu wedtug Goslinga i wsp. 130 z wzoru:

S-D

PI= (S+D)/2

gdzie: PI- indeks pulsacji
S- maksymalna predkos$¢ skurczowa

D- minimalna predkos$¢ rozkurczowa

Ponadto w tetnicach macicznych oceniano wystepowanie wciecia

wczesnorozkurczowego w widmie fali przeptywu.

4.3.1 Ocena wydolnosci tozyska

4.3.1.1 Ocena przeplywu krwi w lewej oraz prawej tetnicy macicznej ciezarnej

Badanie wykonywano przy uzyciu sondy brzusznej z wykorzystaniem
techniki kolorowego Dopplera, za pomoca ktérego uwidaczniano skrzyZzowanie

naczyn macicznych z tetnicg i zyta biodrowa zewnetrzng. Bramke dopplerowska
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wstawiano w $wiatto naczynia w odcinku powyzej skrzyzowania tetnicy macicznej z

naczyniami biodrowymi, przy zachowanym kacie insonacji < 30° i odpowiednim

ustawieniu predkosci przeptywu (40cm/s).

Przeptyw krwi w tetnicach macicznych oceniany byt w oparciu o wartosci

indeksu pulsacji oraz obecnos$¢ wciecia wczesnorozkurczowego w widmie fali

przeptywu, z wykorzystaniem skali tetnic macicznych 131, Kazda z pacjentek

otrzymywata punkty w skali od 0 do 4 w z zaleznosci od wartosci indeksu pulsacji

oraz obecnosci lub braku wciecia wczesnorozkurczowego (,,notch”). Ocena

nieprawidtowych parametréw badania dopplerowskiego jest nastepujaca:

1.
2.
3.
4,

Obecnos¢ ,notch” w tetnicy macicznej prawej: 1 punkt
Obecno$¢ ,notch” w tetnicy macicznej lewej: 1 punkt
Wartos¢ PI >1,2 w tetnicy macicznej prawej: 1 punkt

Wartos¢ PI >1,2 w tetnicy macicznej lewej: 1 punkt.

Wysoka punktacja w powyzszej skali (3 i 4 punkty) koreluje z niewydolnoscia

maciczno- tozyskowa, obserwowang miedzy innymi w przebiegu stanu

przedrzucawkowego czy nadci$nienia tetniczego cigzowego.

4.3.1.2 Wskaznik mézgowo-pepowinowy

Celem oceny wydolnosci tozyska dodatkowo wykonano obliczenia wartosci

wskaznika m6zgowo- pepowinowego, ktory jest ilorazem wartosci PI w tetnicy

srodkowej mdzgu oraz w tetnicy pepowinowe;.

Kryteria niewydolnoSci tozyska zdefiniowano, jako wystepowanie co najmniej

jednej z nastepujacych nieprawidtowosci:

1) Podwyzszona warto$¢ PI w tetnicy pepowinowej;

2) Obnizona warto$¢ PI w tetnicy sSrodkowej mozgu;

3) AEDF lub REDF w tetnicy pepowinowej;

4) Warto$¢ CUR <5 centyla dla odpowiedniego tygodnia cigzy 132.
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4.3.2 Ocena przeplywu krwi w tetnicy pepowinowej

Bramke dopplerowska wstawiano w $wiatto tetnicy pepowinowej w obrebie
jej wolnej petli przy kacie pomiaru mniejszym niz 10°. Wartosci PI odniesiono do
wartosci referencyjnych wedtug Merz'a 133, Zwiekszony opér naczynia okreslano jako

wartos$ci PI > wartos¢ Srednia + 2SD.

4.3.3 Ocena przepltywu krwi w tetnicy sSrodkowej mézgu

Celem zlokalizowania tetnicy Srodkowej mézgu uzyskiwano przekroj
poprzeczny mézgowia ptodu z uwidocznieniem wzgo6rza oraz jamy przegrody
przezroczystej i przy pomocy techniki kolorowego Dopplera uwidaczniano koto
tetnicze Willisa. Nastepnie, po doktadnym zlokalizowaniu tetnicy Srodkowej mézgu,
wstawiano bramke dopplerowska w $wiatto naczynia okoto 1-2 mm od miejsc
odejscia tetnicy Srodkowej mézgu od kota tetniczego Willisa. Kat pomiaru nie
przekraczat 20°. Celem zmniejszenia prawdopodobienstwa zafatlszowania warto$ci
indeksu pulsacji w badanych naczyniach, dgzono do niwelowania nadmiernego
ucisku gtowicg ultrasonograficzng na gtowke ptodu, gdyz dziatanie takie mogtoby
prowadzi¢ do zwiekszenia ciSnienia wewnatrzczaszkowego 134,

Wartosci PI odniesiono do wartosci referencyjnych wedtug Baschata i
Gembrucha 135, Zmniejszony opo6r naczynia i wystgpienie efektu centralizacji krazenia
zdefiniowano warto$ciami indeksu pulsacji w tetnicy srodkowej mézgu < wartos¢

$rednia - 2SD.

4.4 Automatyczny 24-godzinny pomiar ci$nienia tetniczego

Catodobowy pomiar ci$nienia tetniczego przeprowadzono z wykorzystaniem
rejestratora ci$nienia krwi HolCARD CR-07 produkgji firmy Aspel. Pomiary ci$nienia
tetniczego dokonywane byty co 30 minut, rozmiar mankietu byt odpowiednio
dobrany do obwodu ramienia pacjentki i wytaczano podglad pomiaréw dla pacjentki
celem wyeliminowania ewentualnego czynnika stresogennego.

Analizie statystycznej poddano:

40



e Srednie wartoéci calodobowe ci$nienia tetniczego skurczowego oraz
rozkurczowego,
e Maksymalne warto$ci ciSnienia tetniczego skurczowego oraz

rozkurczowego.

4.5 Oznaczenie poziomu bialtka w dobowej zbidorce moczu

Przed rozpoczeciem badania pacjentki zostaty poinformowane o konieczno$ci
unikania znacznego wysitku fizycznego w dniu poprzedzajgcym badanie oraz
unikania spozywania znacznej ilosci biatka.

Pacjentki oddawaty mocz do specjalnego pojemnika z podziatka przez 24
godziny, rozpoczynajgc magazynowanie moczu od drugiej porannej porcji moczu, a
konczac na pierwszej porannej porcji moczu dnia nastepnego. Pojemnik
przechowywano w chtodnym i zaciemnionym miejscu. Na pojemniku umieszczone
byto imie i nazwisko pacjentki, numer ksiegi gtéwnej, catkowita ilos§¢ oddanego
moczu oraz doktadny czas rozpoczecia i zakonczenia zbiorki. Nastepnie mocz

przekazany byt do laboratorium, gdzie okreslane byto nasilenie biatkomoczu.

4.6 Analiza statystyczna

Do analizy statystycznej uzyto programu Statistica w wersji 10 firmy StatSoft. Do

oceny normalnosci rozktadu badanych zmiennych w skali interwatowej uzyto testu

Shapiro-Wilka. W przypadku normalno$ci rozktadu badanej zmiennej w

poréwnywanych grupach do oceny istotnos$ci réznic uzyto testu t-Studenta. Do oceny

istotnos$ci roznic w przypadku braku normalnosci rozktadu zmiennej w skali
interwatowej oraz zmiennych mierzonych w skali porzadkowej uzyto testu Manna-
Whitneya. Do oceny korelacji zmiennych wykorzystano test korelacji rangowe;j

Spearmana. Za granice istotnosci statystycznej przyjeto p< 0,05.
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5 Wyniki

5.1 Ilosc¢ krazacych komorek srodbtonka we krwi obwodowej

Najwiekszg Srednig ilo$¢ CECs stwierdzono we krwi obwodowej ciezarnych z
nadci$nieniem tetniczym przewlektym (95+ 29 komoérek), natomiast najmniejsza
$rednig ilo$¢ wykazano w grupie kontrolnej (56+ 24 komérki)(p< 0.005). Wykazano
takze istotng statystycznie réznice w ilosci CECs pomiedzy grupa ciezarnych w stanie
przedrzucawkowym (94+ 54 komérki), a grupa zdrowych ciezarnych (56+ 24
komorki)(p< 0.019)(Rycina 5).
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Rycina 5. [los¢ CECs we krwi kobiet w cigzach powiktanych nadci$nieniem tetniczym
oraz zdrowych ciezarnych (NT-P- nadci$nienie tetnicze przewlekte; NT-C-

nadci$nienie tetnicze cigzowe; PE- stan przedrzucawkowy; ZC- zdrowe ciezarne).
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5.2 Ilos¢ krazacych komorek progenitorowych srédbtonka we krwi
obwodowej
Najwiekszg $rednig ilo§¢ CEPCs stwierdzono we krwi obwodowej zdrowych
ciezarnych (123+ 59 komorek), natomiast najmniejszg Srednig ilo$¢ wykazano w
grupie ciezarnych z nadci$nieniem tetniczym przewlektym (55+ 40 komoérek)
(p< 0.008). Istotne statystycznie roznice w ilosci CEPCs odnotowano réwniez
pomiedzy grupg kobiet z nadci$nieniem tetniczym cigzowym (64+ 57 komdrek) oraz

grupa kontrolng (123 komorki = 59)(p< 0.005)(Rycina 6).

lloé¢ CEPCs

® Srednia

NT-P NT-C PE ZzC O Srednia=Blyd std

Sredniaz 2#Odch, std
Rycina 6. llo§¢ CEPCs we krwi kobiet w cigzach powiktanych nadci$nieniem

tetniczym oraz zdrowych ciezarnych (NT-P- nadci$nienie tetnicze przewlekte; NT-C-

nadci$nienie tetnicze cigzowe; PE- stan przedrzucawkowy; ZC- zdrowe ciezarne).
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5.3 Stezenie czynnika von Willebranda w osoczu

U kobiet w cigzach powiktanych stanem przedrzucawkowym Srednie stezenie
vWf w osoczu wynosito 569 * 210 ng/ml i byto wyzsze w poréwnaniu do
pozostatych grup badanych oraz grupy kontrolnej, réznice te jednak nie osiggnety
istotno$ci statystycznej. Natomiast najnizsze stezenie vWf wykazano w osoczu

ciezarnych z nadci$nieniem tetniczym przewlektym (407 + 96 ng/ml) (Rycina 7).
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Rycina 7. Stezenie czynnika von Willebranda w osoczu kobiet w cigzach powiktanych
nadci$nieniem tetniczym oraz zdrowych ciezarnych (NT-P- nadci$nienie tetnicze
przewlekte; NT-C- nadci$nienie tetnicze cigzowe; PE- stan przedrzucawkowy; ZC-

zdrowe ciezarne).
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5.4 Wartosci wspotczynnika CEPCs/CECs

Wspétczynnik CEPCs/CECs osiaggnat najnizsze wartosci u kobiet w cigzy
powiktanej nadci$nieniem tetniczym przewlektym (0,54 * 0,38), natomiast najwyzsza
$rednig osiagnat w grupie zdrowych kobiet ciezarnych (2,41 + 1,1)(p< 0.0003).
Ponadto wykazano istotne statystycznie réznice w wartosciach tego wspotczynnika
miedzy grupa kobiet z nadci$nieniem tetniczym cigzowym (1,15# 1,2)(p< 0.006) i ze
stanem przedrzucawkowym (1,1+ 0,9)(p< 0.0025), a grupa kontrolng (Rycina 8).
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Rycina 8. Wartos$ci wspotczynnika CEPCs/CECs u kobiet w cigzach powiktanych
nadci$nieniem tetniczym oraz zdrowych ciezarnych (NT-P- nadci$nienie tetnicze
przewlekte; NT-C- nadci$nienie tetnicze cigzowe; PE- stan przedrzucawkowy; ZC-

zdrowe ciezarne).
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5.5 Zalezno$¢ miedzy stezeniem czynnika von Willebranda, a ilo$cia
krazacych komorek srodbtonka, krazacych komorek
progenitorowych srodbtonka oraz wartosciami wspotczynnika

CEPCs/CECs

W Zadnej z badanych grup nie stwierdzono korelacji pomiedzy stezeniem vWf, a

$rednig iloscig CECs, CEPCs i wspétczynnika CEPCs/CECs.

5.6 Zalezno$¢ miedzy wartosciami Sredniego calodobowego ciSnienia
tetniczego skurczowego, Sredniego catlodobowego cisnienia
tetniczego rozkurczowego, maksymalnymi wartosciami ciSnienia
tetniczego skurczowego i maksymalnymi wartosciami cisSnienia
tetniczego rozkurczowego, a stezeniem czynnika von Willebranda,
iloscig krazacych komorek sraodbtonka, krazacych komoérek
progenitorowych sréodbtonka oraz wartosciami wspotczynnika
CEPCs/CECs

W grupie kobiet w cigzach powiktanych stanem przedrzucawkowym
stwierdzono pozytywna korelacje miedzy srednim catodobowym ci$nieniem
tetniczym skurczowym oraz rozkurczowym, a warto$ciami wspétczynnika
CEPCs/CECs (odpowiednio R=0,49; p<0,03 oraz R=0,58; p<0,009) (Rycina 9). W

pozostatych grupach nie wykazano korelacji pomiedzy badanymi parametrami.

* Srednie SBP
Srednie DBP

Ciénienie tetnicze (mmHg)
s & & 5 & B

1 i :
'Wspétczynnik CEPCs/CECs

Rycina 9. Zalezno$¢ miedzy warto$ciami $Sredniego ci$nienia skurczowego i Sredniego

ci$nienia rozkurczowego, a wartoSciami wspotczynnika CEPCs/CECs w grupie kobiet

ze stanem przedrzucawkowym.
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5.7 Zalezno$¢ miedzy stezeniem czynnika von Willebranda, ilo$cia
krazacych komorek srodbtonka, krazacych komorek
progenitorowych srodbtonka oraz wartosciami wspotczynnika
CEPCs/CECs, a ultrasonograficznymi wykladniami niewydolnosci

tozyska i punktacja w skali tetnic macicznych

Wykazano istotne réznice w grupie badanej kobiet w stanie
przedrzucawkowym z ultrasonograficznymi cechami niewydolno$ci tozyska, a
stezeniem vWf. W przypadku cech niewydolnosci tozyska stezenie vWf byto istotnie
wyzsze (638 + 208 ng/ml vs 377 + 74 ng/ml; p<0,017) (Rycina 10). W pozostatych
badanych grupach nie wykazano zaleznos$ci pomiedzy badanymi parametrami.

W tabeli 3 przedstawiono wyniki dopplerowskiego badania

ultrasonograficznego w kazdej z grup.

Kobiety z rozpoznanym stanem przedrzucawkowym
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Nie o ; Tak |:| chdniu:Bl;ld std
Ultrasonograficzne cechy niewydolnoSci tozyska T Sredniaz 2#0dch. std

Rycina 10. Stezenie vWf u kobiet w stanie przedrzucawkowym w zaleznosci od

ultrasonograficznych cech niewydolnosci tozyska.
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Tabela 3. Wyniki dopplerowskiego badania ultrasonograficznego w grupach

badanych oraz w grupie kontrolne;j.

Nadci$nienie | Nadci$nienie | Stan Zdrowe

tetnicze tetnicze przedrzucawkowy | ciezarne

przewlekle | cigzowe
PI-UA (Srednia+ SD) 1,1+ 0,36 1,01+ 0,31 1,29+ 0,51 0,8£0,14
PI-MCA (Srednia+ SD) 1,56+ 0,31 1,53+ 0,25 1,37+ 0,42 1,77 0,3
CUR (Srednia+ SD) 1,55+ 0,52 1,66+ 0,64 1,23+ 0,67 2,24+ 0,4
PI-RtUtA (Srednia+ SD) 1,16% 0,5 1,18+ 0,83 1,38+ 0,52 0,59+ 0,18
PI-LtUtA (Srednia+ SD) 2,05+ 1,14 0,86+ 0,41 1,62+ 0,77 0,66+ 0,11
UAS (mediana; min- max) | 2 (0- 4) 0 (0-4) 3(0-4) 0 (0-0)

5.8 Zalezno$¢ nasilenia biatkomoczu u kobiet w stanie
przedrzucawkowym od stezZenia czynnika von Willebranda, ilosci
krazacych komorek srodbtonka, krazacych komoérek
progenitorowych srodbtonka oraz wspotczynnika CEPCs/CECs

Srednia dobowa utrata biatka z moczem wynosita 3,52+ 2,48g. W grupie kobiet
ze stanem przedrzucawkowym nie stwierdzono zaleznos$ci pomiedzy ilo$cig utraty

biatka w dobowej zbidrce moczu a badanymi wskaznikami uszkodzenia srédbtonka.
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6 Dyskusja

0d momentu odkrycia CECs oraz CEPCs staty sie one przedmiotem duzego
zainteresowania ze strony wielu dziedzin nauk medycznych. Ich powigzanie z
dziataniem niemal kazdego narzadu cztowieka sugeruje niewatpliwy udziat w
patofizjologii r6znorodnych proceséw zachodzacych w organizmie ludzkim.
Wynikiem tego jest duza ilo$¢ publikacji odnoszacych sie do patofizjologicznych
wilasciwosci tych komorek oraz implikacji klinicznych i potencjalnych mozliwosci
terapeutycznych z ich wykorzystaniem. Doniesienia naukowe wskazuja na
prawdopodobny udziat tych komoérek w etiopatogenezie réznych rodzajow
nadci$nienia tetniczego, w tym wiktajgcego cigze. Podobnie czynnik von Willebranda,
jako glikoproteina o wszechstronnym dziataniu, cieszy sie ciagle duza popularnoscia

wsrdd badaczy na catym Swiecie.

6.1 Krazace komorki srédbtonka

Konsekwencjg proceséw prowadzacych do uszkodzenia Srodbtonka jest odczepianie
jego komorek i przedostawanie sie do krwi obwodowej, gdzie nastepnie funkcjonuja
one jako krazace komdrki endotelialne. Ich ilo$¢ jest zatem odzwierciedleniem stanu
oraz funkcji $Srédbtonka i moze stuzy¢ ocenie rozlegtosci jego uszkodzenia.

W naszym materiale stwierdziliSmy najwiekszg srednig ilos¢ CECs we krwi
obwodowej ciezarnych z nadci$nieniem tetniczym przewlektym (95 * 29 komorki).
Istnieje wiele doniesien na temat zwigzku pomiedzy zwiekszong ilosScig tych komorek
we krwi obwodowej, a chorobami uktadu sercowo-naczyniowego. Nie wykazano
jednak jednoznacznie takiej zaleznos$ci w przypadku nadci$nienia tetniczego. Nadar i
wsp. poréwnujac ilos¢ CECs miedzy grupa chorych z zawatem serca i nadci$nieniem
do grupy chorych z izolowanym nadci$nieniem tetniczym oraz do grupy oséb z
prawidtowymi warto$ciami ci$nienia tetniczego wykazat istotne statystycznie
wieksze ilosci tych komorek jedynie w tej pierwszej z grup 136,

Do tej pory przeprowadzono jedno badanie oceniajgce ilo$¢ tych komoérek we
krwi ciezarnych chorujacych na nadci$nienie tetnicze przewlekte. Brytyjska grupa

badawcza pod kierownictwem Karthikeyana ocenita ilos§¢ CECs w grupie ciezarnych z
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nadci$nieniem tetniczym i wykazata zwiekszong ilo$¢ tych komérek w grupie kobiet
ciezarnych z nadci$nieniem tetniczym w poréwnaniu do grupy zdrowych kobiet
ciezarnych i nie ciezarnych 137. Mozna spekulowac, ze istotnie wieksza ilos¢ CECs w
badanej przez nas grupie kobiet z nadci$nieniem tetniczym przewleklym w naszym
badaniu moze by¢ zwigzana z przetrwalymi podwyzszonymi warto$ciami ci$nienia
tetniczego, co w konsekwencji prowadzi do uszkodzenia srédbtonka i oddzielania sie
jego komorek. Poniewaz proces ten jest stanem przewlektym, a nie pojawiajgcym sie
dopiero po 20 tygodniu cigzy jak w przypadku pozostatych dwéch grup badanych,
dlatego tez ilos¢ komdrek w tej grupie kobiet bedzie najwieksza.

Z naszego materiatu wynika, ze populacja zdrowych ciezarnych charakteryzuje
sie statystycznie mniejsza liczba tych komoérek w poréwnaniu do grup kobiet
ciezarnych z ré6znymi postaciami nadcis$nienia tetniczego. Niestety brak doniesien na
temat ilo$ci tych komoérek w populacji zdrowych kobiet ciezarnych. Trudno okres$li¢
jednoznacznie, czy sam stan cigzy moze prowadzi¢ do zwiekszania ich ilosci we krwi,
cho¢ wydaje sie, ze brak jakichkolwiek przestanek aby wysung¢ takie przypuszczenia.
Jedyna praca sugerujaca brak wptywu cigzy na ilo$¢ tych komoérek wykazata, ze w
cigzach powiktanych stanem przedrzucawkowym ilo§¢ CECs gwattownie spadta po
ukoniczeniu cigzy, czego nie zaobserwowano w cigzach o przebiegu prawidtowym 35.

W literaturze mozna znaleZ¢ niewielkg liczbe doniesien oceniajgcych ilos¢
CECs u kobiet w cigzach powiktanych stanem przedrzucawkowym. Pierwsze tego
typu badanie zostato przeprowadzone przez Canbakana i wsp. w 2007 roku. Jego
grupa badawcza wykazata istotnie wiekszg ilo§¢ CECs w grupie kobiet w stanie
przedrzucawkowym w poréwnaniu do grupy zdrowych ciezarnych, zdrowych nie
ciezarnych oraz grupy kobiet nie ciezarnych chorujacych na nadci$nienie tetnicze 138,
Podobnie Grundman i wsp. wykazali istotne statystycznie réznice w ilosci CECs
ocenianej w okresie przedporodowym miedzy grupa zdrowych kobiet ciezarnych, a
kobietami w cigzach powiktanych stanem przedrzucawkowym 35. Potwierdzeniem
powyzszych obserwacji moze by¢ jedno z nowszych badan, ktére rowniez wykazato
istotnie wyzsze ilosci tych komoérek we krwi pacjentek z preeklampja w poréwnaniu
do grupy zdrowych kobiet ciezarnych 139. Wyniki przez nas uzyskane przychylajg sie
do teorii zwiekszenia ilosci CECs w przebiegu stanu przedrzucawkowego, gdyz
wykazaty one istotng statystycznie réznice w ich iloSci pomiedzy grupa ciezarnych w

stanie przedrzucawkowym (94+ 54 komoérki), a grupg zdrowych ciezarnych (56 + 24
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komorki)(p< 0.019). Mimo, Ze stan przedrzucawkowy nie jest procesem przewlektym
i charakterystycznie jego objawy kliniczne mozna zaobserwowac po 20 tygodniu
ciazy, to wysokie ilosci CECs w tej grupie kobiet mogg by¢ zwigzane z szybko
postepujacym, nagtym, masywnym uszkodzeniem srédbtonka w przebiegu tego
czesto ciezkiego, wyrazonego bardzo wysokimi warto$ciami ci$nienia tetniczego,
przebiegajacego z niewydolnoscig tozyska, agresywnie manifestujacego sie
schorzenia. Jedynie jedno badanie nie wykazato istotnych statystycznie réznic w
iloSci CECs miedzy grupa kobiet ze stanem przedrzucawkowym a grupg kontrolng
zdrowych ciezarnych 140,

Wyniki przez nas uzyskane nie wykazaly istotnych statystycznie roznic w
ilosci CECs w przebiegu nadci$nienia tetniczego cigzowego w poréwnaniu do grupy
kontrolnej, w przeciwienstwie do niedawno opublikowanej pracy polskiego
autorstwa, w ktorej to zaobserwowano zmniejszonag ich ilo§¢ w przebiegu
nadci$nienia cigzowego w poréwnaniu do populacji zdrowych ciezarnych 141,
Nadci$nienie tetnicze cigzowe z reguly przebiega tagodnie; w naszym materiale nie
wykazano w tej grupie pacjentek ultrasonograficznych wyktadnikéw niewydolnosci
tozyska, wartosci ciSnienia tetniczego byly najnizsze posrod grup badanych, dlatego
teZ spodziewamy sie w tej grupie uszkodzenia Sr6dbtonka minimalnego stopnia i tym
samym braku lub nieistotnego zwiekszenia ilosci CECs.

Na podstawie powyzszych danych mozna spekulowac, ze zwiekszona ilos¢ CECs
jest skutkiem ekspozycji na podwyzszone wartoSci ci$nienia tetniczego, a ich ilo$¢
wzrasta wraz z czasem trwania choroby. CECs moga by¢ zatem traktowane jako nowy
marker dysfunkcji i uszkodzenia sr6dbtonka w przebiegu nadci$nienia tetniczego
wiktajacego cigze i moga tez stanowic przydatne narzedzie do oceny rozlegtosci i
nasilenia procesu chorobowego. Zachodzi potrzeba przeprowadzenia dalszych badan
we wczesnej cigzy celem ustalenia znaczenia CECs jako predyktora wystgpienia stanu

przedrzucawkowego.

6.2 Krazace komorki progenitorowe srodbtonka

Zdolnos¢ krazacych komérek progenitorowych srédbtonka do proliferacji moze
miec istotne znaczenie dla procesu regeneracji naczyn krwionosnych. Pojawity sie

takze doniesienia sugerujace role tych komoérek w prenatalnej i postnatalnej
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neowaskularyzacji i reendotelializacji, w waskularyzacji endometrium podczas
implantacji zarodka oraz w procesie placentacji. Ich nieprawidtowa ilo§¢ moze by¢
przyczyng nieprawidtowosci w procesie placentacji, wraz z pdzZniejszymi
konsekwencjami w postaci rozwoju nadci$nienia tetniczego.

Istniejg nieliczne doniesienia na temat ilosci CEPCs we krwi obwodowej
zdrowych kobiet ciezarnych. Trudno tez na podstawie dostepnych publikacji
jednoznacznie stwierdzi¢, czy ich ilo$¢ wzrasta czy zmniejsza sie wraz z czasem
trwania cigzy 142-147, W naszym materiale liczba komorek u zdrowych kobiet
ciezarnych wynosita 123+ 59 komorek, trudno jednak w literaturze znalez¢
odpowiedni punkt odniesienia, co spowodowane jest brakiem okreslenia doktadnej
liczby tych komorek przez badaczy a jedynie tendencji wzrostowej/malejacej w
czasie przebiegu cigzy, lub tez wykorzystaniem innych metod diagnostycznych do
okreslenia ich ilo$ci.

Na dzien dzisiejszy, poza liczba tych komérek w cigzach o przebiegu
prawidtowym, poddano ocenie ich ilo§¢ w cigzach powiktanych stanem
przedrzucawkowym, nadci$nieniem tetniczym cigzowym oraz cukrzycg ciezarnych.

Wyniki przeprowadzonego przez nas badania nie wskazaly na istotng
statystycznie réznice w ilo$ci CEPCs pomiedzy grupa ciezarnych ze stanem
przedrzucawkowym (85 * 68 komorki), a grupa kontrolng (123 * 59 komorki).
Podobne wyniki uzyskat Matsubara i wsp.; ponadto po 7 dniach hodowli CEPCs w
warunkach in vitro wykazali oni znacznie zwiekszony potencjat proliferacyjny
komorek pozyskanych z krwi pacjentek chorych na preeklapmsje 145. Odmienne
wyniki przedstawit Sugawara, ktory stwierdzit zmniejszong ilo§¢ CEPCs oraz
nasilone/ mocniej wyrazone procesy starzenia sie tych komérek u pacjentek z
preeklampsjg w poréwnaniu do grupy kontrolnej zdrowych ciezarnych. Dodatkowo
wykazat on odwrotnie proporcjonalng zalezno$¢ miedzy iloSciag wyhodowanych
kolonii CEPCs, a stezeniem biatka reaktywnego C, co sugeruje, ze uog6lniona reakcja
zapalna towarzyszaca stanowi przedrzucawkowemu jest powigzana z iloscig CEPCs
oraz przyspieszeniem procesdw ich starzenia sie i w efekcie moze prowadzi¢ do
nieprawidtowego funkcjonowania $rédbtonka 148, Grupa badaczy pod
kierownictwem Luppi rowniez wykazata mniejsze iloSci tych komérek w cigzach
powiktanych stanem przedrzucawkowym w poréwnaniu do grupy kontrolnej, ktéra

stanowity zdrowe kobiety ciezarne w trzecim trymestrze cigzy 143. Uzyskana w
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naszym materiale ilo§¢ CEPCs u kobiet ze stanem przedrzucawkowym moze
Swiadczy¢ nie tyle o zaburzonym procesie ich uwalniania z depozytéw, co o
uposledzeniu samych mechanizméw zaangazowanych w naprawe uszkodzonego
srodbtonka. W efekcie niewydolnosci tych proceséw $rédbtonek pozostaje
uszkodzony, czego efektem sg objawy kliniczne stanu przedrzucawkowego takie jak
biatkomocz, obrzek ptuc czy tez zaburzenia widzenia spowodowane wzrostem
ciSnienia wewnatrzczaszkowego i obrzekiem moézgu.

W piSmiennictwie mozna znaleZ¢ jedynie dwie publikacje, w ktérych ocenie
poddano ilo$¢ komoérek CEPCs w przebiegu nadci$nienia tetniczego cigzowego. Buemi
i wsp. odnotowali wiekszg ilo§¢ CEPCs we krwi obwodowej kobiet z nadci$nieniem
tetniczym cigzowym w poréwnaniu do populacji zdrowych ciezarnych 144, Najnowsze
doniesienie polskiego zespotu badawczego wskazuje na istotnie statystycznie nizsze
ilosci CEPCs we krwi obwodowej chorych na nadci$nienie tetnicze cigzowe w
poréwnaniu do grupy kontrolnej zdrowych ciezarnych 141, W naszym materiale
uzyskaliSmy podobne wyniki. Istotnie wyzszg liczbe CEPCs we krwi obwodowe;j
zdrowych ciezarnych mozna ttumaczy¢ prawidtowo funkcjonujacymi procesami ich
uwalniania z depozytdw oraz nastepowym minimalnym ich zuzyciem do naprawy
prawidtowo funkcjonujgcego srodbtonka. Z kolei w przebiegu nadci$nienia tetniczego
cigzowego komorki te zaangazowane s3 w naprawe uszkodzonego Srodbtonka,
dlatego tez ich ilo$¢ jest mniejsza niz w populacji zdrowych ciezarnych. Do rozwoju
nadci$nienia tetniczego ciagzowego dochodzi w drugiej potowie cigzy i proces
uszkodzenia Srédbtonka trwa znacznie krécej, niz ma to miejsce w przypadku
pacjentek ciezarnych z nadci$nieniem tetniczym przewlektym, co moze wyrazac sie
odmienng ilo$cig tych komdrek w obu grupach ($rednio 64 komérki w grupie z
nadci$nieniem tetniczym cigzowym i 55 komorek w grupie z nadciSnieniem
przewlektym).

W materiale wiasnym najmniejszg ilos§¢ CEPCs stwierdziliSmy w grupie
pacjentek z nadci$nieniem tetniczym przewlektym (55 40 komorki). Jedna z
brytyjskich grup badawczych wykazata wiekszg ilo§¢ CEPCs we krwi zdrowych kobiet
ciezarnych w poroéwnaniu do kobiet w cigzach powiktanych nadci$nieniem tetniczym
przewlektym, réznica ta jednak nie osiggneta istotnosci statystycznej 137. Ponadto w
populacji dorostych chorujacych na nadcisnienie tetnicze wykazano, Ze leczenie

hipotensyjne normalizuje nie tylko warto$ci ciSnienia tetniczego, ale takze ma
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korzystny wptyw na funkcje i liczbe CEPCs 149-151, Nalezy zaznaczy¢, Ze badania te
dotyczyty farmakoterapii antagonistami receptora angiotensyny Il oraz statynami,
czyli lekami ktorych stosowanie w cigzy jest niedozwolone. W naszym badaniu
pacjentki z nadci$nieniem tetniczym przewlektym leczone byty gtéwnie metyldopa
oraz nitrendyping- by¢ moze leki te nie wywierajg tak korzystnego dziatania na
CEPCs i dlatego tez ich liczba we krwi obwodowej pozostaje niewielka. Mozna tez
przypuszczac, ze niska ilo§¢ CEPCs w grupie kobiet z nadci$nieniem tetniczym
przewlektym wynika z dtugotrwatosci proceséw uszkadzajacych srédbtonek i
nieustannego wykorzystywania tych komérek do jego naprawy, co przejawia sie
zmniejszeniem ich liczby we krwi obwodowe;.

Wocigz nieznana jest doktadna rola jaka spetniajg krazace komorki
progenitorowe w patogenezie nadci$nienia tetniczego w cigzy. Prawdopodobnym
wydaje sie, ze ich niedobdér moze prowadzi¢ do zwiekszonej podatnos$ci kobiety
ciezarnej na rozwiniecie choréb przebiegajgcych z nadci$nieniem tetniczym. Z drugiej
strony zmniejszona ilo$¢ tych komérek moze by¢ spowodowana ich wiekszym
wykorzystaniem do naprawy uszkodzonego $srédbtonka spowodowanego
podwyzszonymi warto$ciami ci$nienia tetniczego. Nadal bez jednoznacznej
odpowiedzi pozostaje tez pytanie, czy zmniejszona ilos¢ CEPCs w przebiegu
nadci$nienia tetniczego w cigzy jest odzwierciedleniem podtoza etiologicznego czy
raczej skutkiem choroby.

Dane wskazujace na zwiekszajaca sie liczbe CEPCs wraz z zaawansowaniem
wieku cigzowego w przebiegu niepowiktanych cigz sugeruja potencjalna role tych
komorek w regulacji rozwoju tozyska oraz zapewnieniu optymalnej integralnosci
naczyn w okresie cigzy. Konieczne jest przeprowadzenie szeregu badan, ktore
poddatyby prospektywnej ocenie ilosciowej i jakoSciowej krazgce komorki
progenitorowe Srodbtonka jeszcze przed wystgpieniem objawdw nadci$nienia
tetniczego. Niestety brak wystandaryzowanej metody, ktora stuzytaby ocenie CEPCs
powoduje, Ze trudno o wiarygodne porownanie wynikéw badan, dlatego w pierwszej
kolejnosci zachodzi potrzeba skonstruowania powszechnie obowigzujacych

protokotéw diagnostycznych.
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6.3 Wspotczynnik CEPCs/CECs

Uwaza sie, ze wspotczynnik CEPCs/CECs moze odzwierciedla¢ stan sSrodbtonka
- poziom jego uszkodzenia oraz wydolno$¢ mechanizmow naprawczych 137.

W materiale wtasnym wspoétczynnik ten byt najnizszy w grupie kobiet w cigzach
powiktanych nadci$nieniem tetniczym przewlektym i kolejno stanem
przedrzucawkowym i nadci$nieniem tetniczym cigzowym, a najwyzsze wartosci
osiagnal on wsrdd kobiet z grupy kontrolnej. Z uwagi na dtugotrwatos¢ procesow
prowadzacych do uszkodzenia §rédbtonka i tym samym duza ilo§¢ CECs we krwi
obwodowej oraz intensywnie przebiegajgce i dtugotrwate procesy naprawcze tego
uszkodzenia prowadzace do wyczerpania zapaséw CEPCs, wspétczynnik ten osiggnat
najnizsze warto$ci wtasnie w grupie badanej z nadci$nieniem tetniczym
przewleklym. W przebiegu stanu przedrzucawkowego wspoétczynnik ten jest réwniez
istotnie nizszy w odniesieniu do jego wartosci u kobiet z grupy kontrolnej, co moze
wynika¢ w wiekszym stopniu z ostrosci/nagtosci procesu chorobowego i masywnosci
uszkodzenia Srédbtonka, a mniej z czasu jego trwania. Jednak w przypadku
preeklampsji nalezy bra¢ rowniez pod uwage mozliwe upos$ledzenie mechanizméw
naprawczych srédbtonka, co wyrazone jest dwukrotnie jednak wiekszg warto$cig
tego wspotczynnika w poréwnaniu do kobiet ciezarnych z nadci$nieniem tetniczym
przewlektym i stosunkowo duzg iloscig CEPCs we krwi obwodowej tych pacjentek.
Na podstawie uzyskanych przez nas wynikoéw mozna przypuszczac, ze im dtuzszy
czas narazenia Srodbtonka na czynniki uszkadzajace i im rozleglejsze uszkodzenia
Srodbtonka tym warto$ci wspotczynnika beda nizsze. Tylko jedna grupa badaczy
podjeta sie prébie oceny wspétczynnika CEPCs/CECs, ktorego warto$ci majg okreslac
réwnowage miedzy procesami degeneracyjnymi i regeneracyjnymi w obrebie
$rodbtonka. Wspétczynnik ten, podobnie jak w naszym materiale, osiggnat istotnie
statystycznie nizsze wartoS$ci w grupie kobiet w cigzach powiktanych nadci$nieniem
tetniczym przewlekltym, w poréwnaniu do jego wartosci u zdrowych kobiet
ciezarnych 137,

PowyzZsze dane sugerujg obecno$¢ dynamicznych proceséw uszkodzenia
srodbtonka bedacych skutkiem hiperdynamicznego przeptywu krwi w naczyniach
krwiono$nych oraz prébe przywrécenia integralnosci Srodbtonka, i tym samym
zapobiegania wystgpieniu powiktan narzadowych wynikajacych z podwyzszonego
ci$nienia krwi.
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Implikacje kliniczne zastosowania wspétczynnika CEPCs/CECs jako biomarkera
stuzacego do przewidywania dysfunkcji sSr6dbtonka u kobiet ciezarnych wymagaja
przeprowadzenia duzych badan prospektywnych. Kolejnym, niezwykle znaczacym
krokiem bytaby ocena tego wspotczynnika w grupie ciezarnych z nadci$nieniem
tetniczym oraz w grupie zdrowych ciezarnych, z nastepowag ich obserwacjg w

przysztos$ci pod katem rozwoju choréb uktadu sercowo-naczyniowego.

6.4 Czynnik von Willebranda

Stwierdzane w przebiegu wielu chordb uktadu sercowo-naczyniowego, tkanki
tacznej czy choréb nowotworowych podwyzszone poziomy czynnika von
Willebranda sg wyktadnikiem uszkodzenia /dysfunkcji komoérek srédbtonka 152,
jednak w cigzy jego wysokie stezenia sg zjawiskiem fizjologicznym 121, Mimo, Ze
ptytki krwi stanowig magazyn vWf, to jednak jego osoczowy poziom regulowany jest
przede wszystkim uwalnianiem z komorek srédbtonka.

Pojawito sie kilka prac wykazujacych istotnie zwiekszone stezenia tego
czynnika w przebiegu nadci$nienia tetniczego cigzowego oraz stanu
przedrzucawkowego, jednak dane na ten temat nie sg jednoznaczne 126.127.129,153 '\
materiale wlasnym wykazaliSmy wyzsze stezenia czynnika von Willebranda w osoczu
pozyskanym od kobiet w cigzach powiktanych stanem przedrzucawkowym w
poroéwnaniu do pozostatych grup badanych oraz grupy kontrolnej, réznice te jednak
nie osiggnely istotnosci statystycznej. Natomiast zaskakujacym jest fakt, ze najnizsze
stezenie tego czynnika zawierato osocze ciezarnych z nadci$nieniem tetniczym
przewlektym. Ponadto nie wykazaliSmy w Zadnej z grup korelacji pomiedzy jego
stezeniem, a $Srednig iloscig CECs, CEPCs oraz warto$ciami wspétczynnika
CEPCs/CECs. Nasze wyniki s3 odmienne od wynikéw badan przeprowadzonych przez
Karthikeyana i wsp., ktérzy jako pierwsi, a zarazem jedyni do tej pory, podjeli sie
proby okreslenia zwigzku miedzy CECs, CEPCs oraz vWf u kobiet ciezarnych z
nadci$nieniem tetniczym przewlektym. Wykazali oni istotnie wyZsze poziomy vWf we
krwi kobiet ciezarnych, zaréwno tych zdrowych, jak i chorujacych na nadci$nienie
tetnicze oraz pozytywnag korelacje stezenia tego czynnika z iloscig CECs 137. Nadar i
wsp. wykazali istotny wzrost jego stezenia oraz innych markeréw swiadczacych o

aktywacji sSrodbtonka u kobiet chorych na nadci$nienie tetnicze cigzowe w
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poréwnaniu do grupy zdrowych ciezarnych 126; podobne rezultaty osiggnat Molvarec
badajac kobiety w cigzach powiktanych stanem przedrzucawkowym 153, Z kolei jedna
z prac z 2000 roku, w ktérej oceniano poziom vWf w 18 tygodniu cigzy w grupie
zdrowych kobiet ciezarnych oraz w cigzach wysokiego ryzyka wystgpienia stanu
przedrzucawkowego, nie wykazata istotnych réznic w stezeniach tego czynnika
pomiedzy grupami 129,

W naszym materiale wysokie stezenia czynnika von Willebranda u kobiet z
preeklampsjg potwierdzajg znacznego stopnia i pojawiajgce sie w ostrym
mechanizmie uszkodzenie sSr6dbtonka w przebiegu tego schorzenia. Na postawie
uzyskanych wynikéw mozna przypuszczad, Ze jego stezenie moéwi nam o ostrosci/
nagtosci proces6w prowadzacych do uszkodzenia srédbtonka. Do dtuzszej refleksji
sklonity nas stosunkowo niskie stezenia tego czynnika w osoczu kobiet chorujgcych
na nadci$nienie tetnicze przewlekte.

W 2011 roku opublikowano wyniki badania wskazujgacego na role czynnika
von Willebranda w kontrolowaniu formowania naczyn krwiono$nych. Inhibicja
ekspresji tego czynnika w komérkach sr6dbtonka w warunkach in vitro prowadzita
do zwiekszonej proliferacji komorek srédbtonka, migracji oraz formowania naczyn,
czyli proceséw zwigzanych z angiogeneza 119, W zwigzku z faktem, zZe w przebiegu
nadci$nienia tetniczego przewlektego dochodzi do duzego stopnia uszkodzenia
$rodbtonka, niskie jego stezenia we krwi obwodowej mozna by ttumaczy¢
deponowaniem jego wiekszych ilo$ci w komérkach srédbtonka lub zaburzonym jego
uwalnianiem z tych komérek, co w mechanizmie btednego kota prowadzi do
ograniczenia proliferacji tych komoérek i zaburzonej angiogenezy, co moze by¢
istotnym czynnikiem w formowaniu tozyska w czasie cigzy. Zadziwiajace, ze
odwrotny efekt zaobserwowano w odniesieniu do komoérek innego pochodzenia. Po
uszkodzeniu naczynia krwiono$nego vWf moze penetrowac do btony wewnetrznej
obwodowych naczyn krwiono$nych, gdzie wchodzi w reakcje z komérkami mies$ni
gtadkich 154, Jego zdeponowanie w warstwie wewnetrznej §ciany naczyn zwigzane
jest z jej pogrubieniem, co sugeruje zaangazowanie tego czynnika w proliferacje
komoérek 155, Badania przeprowadzone w warunkach in vitro wykazaty, ze czynnik
von Willebranda bezposrednio stymuluje proliferacje komérek mieéni gtadkich, co

uzasadnia obserwowanag hiperplazje 155.
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Ostatnie doniesienia traktujg go jako mitogen, ktéry poprzez regulacje
dziatania specyficznych gen6w w mechanizmie sprzezenia zwrotnego dodatniego
prowadzi do stymulacji réznorodnych czynnikéw wzrostu 156, Fizjologiczne znaczenie
tej mitogennej aktywnosci zostato obrazowo przedstawione na przyktadzie
zaburzenia znanego jako autosomalnie dominujgca arteriopatia mézgowa z
podkorowymi zawatami ileukoencefalopatia, rzadkiej choroby genetycznej
zwigzanej z nawracajacymi udarami oraz demencjg. Koncentrycznie pogrubiona
Sciana tetnic podpajeczyndwkowych w tej grupie pacjentéw charakteryzuje sie
wysoka zawartos$cig vWf 156, Mozna spekulowag, ze czynnik ten odgrywa istotng role
w pogrubieniu $ciany naczyniowej w przebiegu wyzej wspomnianej choroby.

Podobnie moze dzia¢ sie w przebiegu nadcisnienia tetniczego przewlektego u
kobiet ciezarnych. Hipotetycznie, czynnik von Willebranda mégtby by¢ zuzywany do
reakcji zachodzacych w $cianach naczyn krwionos$nych, co wyraza sie jego
stosunkowo niskimi stezeniami we krwi obwodowej. Ponadto reakcje zachodzace z
udziatem tego czynnika w $cianach naczyn krwiono$nych moga przyczyniac sie do
nieprawidtowej budowy tozyska, co zostaje odzwierciedlone w niewydolno$ci
lozyska zobrazowanej patologicznymi przeptywami dopplerowskimi w tetnicach
macicznych oraz znacznie nizszymi warto$ciami wspdétczynnika mézgowo-
pepowinowego poréwnujac do wynikdw badan w grupie zdrowych ciezarnych.
Niestety brak danych na temat stezenia vWf we krwi obwodowej w przebiegu wyzej
opisywanej arteriopatii mézgowe;j.

Zaktada sie, Ze inna etiopatogeneza lezy u podtoza stanu przedrzucawkowego i
nadci$nienia tetniczego przewlektego, a do niewydolnosci tozyska dochodzi w
odmiennym mechanizmie, co mogtoby poniekad potwierdza¢ nasze wyniki i

powyzsze rozwazania.
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6.5 Zaleznos¢ miedzy wartosciami sredniego ciSnienia tetniczego
skurczowego, Sredniego ciSnienia tetniczego rozkurczowego,
maksymalnego ci$nienia tetniczego skurczowego i maksymalnego
ciSnienia tetniczego rozkurczowego, a stezeniem czynnika von
Willebranda, iloscig krazacych komorek srodbtonka, krazacych
komorek progenitorowych srédbtonka oraz wartosciami

wspotczynnika CEPCs/CECs

Whbrew oczekiwaniom, w naszym materiale stwierdziliSmy w grupie kobiet w
cigzach powiktanych stanem przedrzucawkowym pozytywna korelacje miedzy
wartos$ciami Sredniego ci$nienia skurczowego i $redniego ci$nienia rozkurczowego, a
warto$ciami wspoétczynnika CEPCs/CECs. W pozostatych grupach nie wykazaliSmy
korelacji pomiedzy badanymi parametrami.

W dostepnej literaturze Canbakan wykazatl pozytywng korelacje miedzy iloscia
CECs we krwi obwodowej, a warto$ciami skurczowego oraz rozkurczowego ci$nienia
tetniczego, zar6wno w grupie kobiet ze stanem przedrzucawkowym, jak i u zdrowych
ciezarnych 138, Z kolei Grundman przedstawita pozytywna korelacje jedynie miedzy
iloscig CECs, a warto$ciami ci$nienia tetniczego skurczowego w grupie ciezarnych z
preeklampsjg 35. Podobne wyniki do uzyskanych przez nas otrzymali badacze z
Rotterdamu, nie wykazujac istotnych statystycznie zalezno$ci miedzy iloScig CECs a
wartoS$ciami ci$nienia tetniczego 140. Tylko w jednej dostepnej publikacji oceniano
korelacje miedzy wspoétczynnikiem CEPCs/CECs, a warto$ciami ci$nienia tetniczego i
uzyskano ujemng korelacje pomiedzy badanym wspdétczynnikiem, a warto$ciami
rozkurczowego cis$nienia tetniczego; praca ta jednak dotyczyta ciezarnych z
nadci$nieniem tetniczym przewlektym, dlatego tez trudno poréwnywac do niej
uzyskane przez nas wyniki. Wykazali oni ponadto pozytywnga korelacje miedzy
iloscig CECs, a warto$ciami ci$nienia tetniczego skurczowego oraz rozkurczowego 137.

Wynik przez nas uzyskany moze $wiadczy¢ o wczeSniej wspomnianym
uszkodzeniu mechanizmoéw naprawczych srédbtonka w przebiegu stanu
przedrzucawkowego, co wigze sie z zaburzonym wykorzystywaniem CEPCs i tym
samym stosunkowo duzg ich iloscig we krwi obwodowe;j. Im wyzsze wartosci

ci$nienia tetniczego tym wieksze uszkodzenie sSrédbtonka objawiajace sie
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odczepianiem CECs, ale takze tym intensywniejsze uwalnianie z depozytéw CEPCs,
ktére pozostaja w duzej ilosSci we krwi obwodowej, gdyz nie moga by¢ prawidtowo
wykorzystane do reperacji endotelium z uwagi na nieprawidtowy proces regeneracji

$rodbtonka.

6.6 Zaleznos¢ miedzy stezeniem czynnika von Willebranda, iloscia
krazacych komorek srodbtonka, krazacych komoérek
progenitorowych sréodbtonka oraz wartosciami wspo6tczynnika
CEPCs/CECs, a ultrasonograficznymi wykladniami niewydolnosci

tozyska i punktacja w skali tetnic macicznych

Na podstawie dostepnej literatury wiadomo, ze podwyzszony opor w krazeniu
maciczno- tozyskowym zdiagnozowany na podstawie badania dopplerowskiego,
zwigzany jest z wiekszego stopnia uszkodzeniem $rédbtonka. W naszym materiale
wykazali$my istotne statystycznie réznice jedynie w grupie badanej kobiet w stanie
przedrzucawkowym z ultrasonograficznymi cechami niewydolnosci tozyska, a
stezeniem czynnika von Willebranda. W przypadku wystepowania cech
niewydolnosci tozyska stezenie tego czynnika byto istotnie wyzsze.

W bazie PubMed brak jest prac analizujacych takie zaleznosci. Z dostepnej na
dzien dzisiejszy literatury wiemy, ze podwyzszony opor krazenia maciczno-
tozyskowego w badaniu dopplerowskim w przebiegu stanu przedrzucawkowego nie
moze by¢ ttumaczony jedynie zaburzeniami w budowie histopatologicznej naczyn
maciczno-tozyskowych. Miedzy innymi na tej podstawie zaktada¢ mozna
wieloczynnikowa etiologie stanu przedrzucawkowego. W oparciu o wyniki wyzej
opisanych, najnowszych badan mozna spekulowa¢, ze w nadci$nieniu przewlektym
odktadanie sie vWf w $cianie naczyn krwionosnych tozyska moze prowadzi¢ do
hiperplazji naczyn tozyska, nieprawidtowej regeneracji sSrodbtonka i ograniczonej
angiogenezy, i tym samym zwiekszenia oporu naczyniowego wyrazonego
nieprawidtowymi wynikami badan dopplerowskich. Natomiast w przebiegu
preeklampsji wystepuja wieksze stezenia czynnika von Willebranda we krwi
obwodowej i mozna przypuszczac, Ze nieprawidtowa placentacja zachodzi w innym

mechanizmie, niZ ma to miejsce w przypadku nadci$nienia tetniczego przewlektego.
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6.7 Okreslenie zaleznosci nasilenia biatkomoczu u kobiet w stanie
przedrzucawkowym od stezenia czynnika von Willebranda, ilosci
krazacych komorek srodbtonka, krazacych komorek
progenitorowych srédbtonka oraz wspoétczynnika CEPCs/CECs

W bazie PubMed brak jest prac analizujgcych nasilenie biatkomoczu w
zaleznosci od ilosci CECs, CEPCs, wspoétczynnika CEPCs/CECs, czy tez stezenia
czynnika von Willebranda u kobiet w stanie przedrzucawkowym. Jedynie Grundman
ocenita zalezno$¢ miedzy ilo$cig CECs, a wynikami potilosciowego testu paskowego
do oceny biatkomoczu, nie wykazata jednak istotnej korelacji 3°.

Srédbtonek naczyi wtosowatych klebuszka nerkowego wraz z komérkami
mezangialnymi tej struktury odpowiedzialny jest za tworzenie skomplikowanej,
tréjwymiarowej btony filtracyjnej, ktora jest zaréwno wysoce przepuszczalna dla
wody i prawie nieprzepuszczalna dla duzych biatek osocza o ujemnym tadunku 157,

W przebiegu stanu przedrzucawkowego dochodzi do obrzeku komoérek
$rodbtonka naczyn wtosowatych ktebuszka nerkowego oraz zmniejszenia Srednicy i
gestosci fenestracji w tych komdrkach 158. Powyzsze zmiany znane sg pod nazwg
glomerular endotheliosis. Niegdy$ uwazano te zmiany za patognomoniczne dla stanu
przedrzucawkowego, jednak badania wykazaty ich obecno$¢ réwniez u 30% kobiet z
nadci$nieniem tetniczym cigZzowym, a nawet w przebiegu niepowiktanych cigz 159160,
Dlatego poszukuje sie innych mechanizméw mogacych mie¢ znaczenie w rozwoju
biatkomoczu w przebiegu preeklamps;ji.

Matczyne objawy stanu przedrzucawkowego sg wyktadnikami uszkodzenia
srodbtonka, ze szczegdlnym naciskiem na fenestrowane endotelium kiebuszka
nerkowego 161, Za nieprawidtowo$ciami w funkcjonowaniu sSrodbtonka naczyn
ktebuszkéw nerkowych moga przemawiac¢ nieprawidtowe poziomy sFlt oraz skEng
wspotwystepujace z preeklampsja. Czynniki te odpowiadajg za skoordynowane
dziatanie VEGF oraz TGF-beta, niezbednych do zachowania funkcji endotelium
ktebuszkéw 157. Obecnie uwaza sie, Ze za wystepowanie biatkomoczu w przebiegu
stanu przedrzucawkowego odpowiedzialna jest dysfunkcja srédbtonka, a takze

zaburzenia w funkcjonowaniu podocytéw.
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Powyzsze rozwazania zachecity nas to do wykonania analizy w tym kierunku. W
grupie kobiet ze stanem przedrzucawkowym nie stwierdzono zaleznos$ci pomiedzy
iloscig utraty biatka w dobowej zbiérce moczu, a badanymi wskaznikami uszkodzenia
Srodbtonka. Moze to potwierdzac hipoteze, Ze uszkodzenie Srédbtonka nie jest
jedynym mechanizmem odpowiedzialnym za pojawienie sie w tej grupie kobiet

biatkomoczu.
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7 Whnioski

Liczba krazacych komoérek srédbtonka (CECs) zalezy od rodzaju nadci$nienia
tetniczego wiktajgcego cigze.

[lo$¢ krazacych komérek progenitorowych srédbtonka (CEPCs) méwi
posrednio o stopniu uszkodzenia srodbtonka i mozliwo$ciach organizmu do
jego regeneracji.

[lo$¢ krazacych komoérek progenitorowych srédbtonka (CEPCs) u kobiet ze
stanem przedrzucawkowym moze Swiadczy¢ o niedostatecznym lub
uposledzonym mechanizmie naprawy uszkodzenia srddbtonka, czego efektem
sg objawy kliniczne preeklamps;ji.

. Nadci$nienie tetnicze w cigzy wigze sie z dysfunkcjg sSrodbtonka naczyn
krwiono$nych, ktéra wyraza sie m.in. zmieniong iloscig krazacych komérek
$rodbtonka (CECs) oraz krazacych komoérek progenitorowych $rodbtonka
(CEPCs).

. Im dtuzszy czas ekspozycji na podwyzszone wartosci ci$nienia tetniczego i im
rozleglejsze uszkodzenie Srodbtonka, tym wartosci wspotczynnika
CEPCs/CECs osiggaty nizsze wartoSci.

. W grupie kobiet w cigzach powiktanych stanem przedrzucawkowym
pozytywna korelacja miedzy Srednim ciSnieniem tetniczym skurczowym oraz
rozkurczowym, a warto$ciami wspoétczynnika CEPCs/CECs moze Swiadczy¢
uszkodzeniu mechanizmow naprawczych srédbtonka.

. Uszkodzenie $Srodbtonka w przebiegu stanu przedrzucawkowego, wyrazone
poprzez stezenie czynnika von Willebranda, wykazuje zaleznos¢ z
ultrasonograficznymi wyktadnikami niewydolnosci tozyska.

. Zmniejszenie ilo$ci komoérek srédbtonka ktebuszkéw nerkowych
prawdopodobnie nie jest podstawowym mechanizmem odpowiedzialnym za

pojawienie sie biatkomoczu w przebiegu stanu przedrzucawkowego.
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8 Hipotezy do dalszych badan

1. Wspétczynnik CEPCs/CECs moze by¢ uzytecznym parametrem w ocenie
zaburzenia rownowagi proces6w degeneracyjnych i regeneracyjnych
$rodbtonka.

2. Zachodzi potrzeba przeprowadzenia dalszych badan we wczesnej cigzy celem
ustalenia znaczenia krazacych komoérek srédbtonka (CECs), krazacych
komoérek progenitorowych srédbtonka (CEPCs) i wspétczynnika CEPCs/CECs
jako predyktoréw wystapienia stanu przedrzucawkowego.

3. Istnieje prawdopodobienstwo, zZe im nizszy wspétczynnik CEPCs/CECs, tym

wieksze ryzyko zdarzen sercowo-naczyniowych w przysztosci.
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9 Streszczenie

Nadci$nienie tetnicze pojawia sie u 6 do 8 % ciezarnych, jest jedng z gtéwnych
przyczyn jatrogennych porodéw przedwczesnych, a jego wystapienie wigze sie ze
znacznym wzrostem zachorowalnosci i umieralnosci matek, ptodéw oraz
noworodkow.

[stnieje wiele teorii prébujacych wyttumaczy¢ etiopatogeneze stanu
przedrzucawkowego i innych form nadci$nienia tetniczego w ciazy, jednak na dzien
dzisiejszy przyjmuje sie, Ze jest ona ztozona i wieloczynnikowa. Prawdopodobnie
jedna z istotniejszych determinant majacych znaczenie w patogenezie jest uktadowe
zaburzenie funkcjonowania $sr6dbtonka wraz z aktywacjg jego komorek.

Doktadna rola krazacych komorek srodbtonka (CECs) oraz krazacych komoérek
progenitorowych srodbtonka (CEPCs) w patogenezie choréb przebiegajacych z
nadci$nieniem tetniczym w czasie cigzy nie jest znana. Najprawdopodobniej
prawidtowe ilosci tych komorek odgrywaja istotng role w procesach waskularyzacji
w czasie cigzy, a zaburzona rownowaga miedzy poziomami tych komorek jest
zwigzana z niewydolnos$cig Srodbtonka. CECs oraz CEPCs mozna wyizolowac z krwi
obwodowej przy pomocy wielokolorowej cytometrii przeptywowej. W warunkach
fizjologicznych prawidtowy stan srodbtonka odzwierciedlony jest niskim poziomem
CECs we krwi obwodowej. CEPCs odzwierciedlajg zdolno$¢ organizmu do naprawy
Srodbtonka. Czynnik von Willebranda jest specyficznym osoczowym markerem
dysfunkcji/uszkodzenia sSrodbtonkéw.

Nadrzednym celem pracy byta ocena nieprawidtowos$ci w obrebie sSr6dbtonka w
przebiegu cigz powiktanych nadci$nieniem tetniczym. Cel pracy realizowany byt
przez:

1. Ocene ilosci CECs, CEPCs, wspotczynnika CEPCs/CECs oraz stezenia vWf;

2. Okreslenie zalezno$ci miedzy stezeniem vWf, a iloscig CECs, CEPCs oraz
wartos$ciami wspotczynnika CEPCs/CECs;

3. Ocene zwiazku miedzy warto$ciami Sredniego catlodobowego ci$nienia tetniczego
skurczowego, Sredniego catodobowego ci$nienia tetniczego skurczowego,
maksymalnego ci$nienia skurczowego i maksymalnego ci$nienia rozkurczowego, a

stezeniem vWHI, iloScig CECs, CEPCs oraz warto$ciami wspéiczynnika CEPCs/CECs;
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4. Ocene zaleznosci miedzy stezeniem vWf, CECs, CEPCs oraz warto$ciami
wspéiczynnika CEPCs/CECs, a ultrasonograficznymi wyktadniami niewydolnosci
tozyska i zmianami punktacji w skali tetnic macicznych;

5. OkreSlenie zalezno$ci nasilenia biatkomoczu u kobiet w stanie przedrzucawkowym
od stezenia vWf, ilosci CECs, CEPCs oraz wspotczynnika CEPCs/CECs.

Badaniami objeto tacznie 71 kobiet hospitalizowanych i diagnozowanych w
Klinice Perinatologii i Ginekologii Katedry Perinatologii i Ginekologii Uniwersytetu
Medycznego imienia Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, pomiedzy listopadem
2010 a styczniem 2014 roku. Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu wyrazita zgode na przeprowadzenie badan

Wyodrebniono 3 grupy badane: ciezarne z nadci$nieniem tetniczym
przewlektym (n= 10), ciezarne z nadci$nieniem tetniczym cigzowym (n=18) i
ciezarne ze stanem przedrzucawkowym (n=21). Grupe kontrolng stanowig zdrowe
kobiety ciezarne odpowiadajace pod wzgledem wieku pacjentki, wieku cigzowego i
rodnosci grupom badanym (n= 22). W grupie kontrolnej zastosowano nastepujace
kryteria wykluczajace wiaczenie do grupy: choroby uktadu sercowo-naczyniowego,
choroby metaboliczne, choroby nowotworowe, choroby zapalne oraz choroby
autoimmunologiczne.

Materiat do badan stanowita krew zylna. Krew z pierwszej probowki
wykorzystano do oznaczenia poziomu czynnika von Willebranda przy pomocy
komercyjnego zestawu Human VWF ELISA, natomiast krew z drugiej probowki
wykorzystano do analizy cytometrycznej. CEPCs zdefiniowano jako liczbe komoérek
CD45(-), CD34(+), CD146(+) i CD133(+) zebranych podczas 1,000,000 analizowanych
zdarzen. CECs scharakteryzowano jako komorki CD45(-), CD34(+), CD146(+) i
CD133(-) zebrane podczas 1,000,000 analizowanych zdarzen. W badaniu
dopplerowskim oceniano PI w tetnicach macicznych, tetnicy pepowinowej oraz
tetnicy Srodkowej mo6zgu ptodu. Ponadto w tetnicach macicznych oceniano
wystepowanie wciecia wczesno-rozkurczowego w widmie fali przeptywu. Celem
oceny wydolnosci tozyska wykorzystano skale tetnic macicznych oraz PIUA, PIMCA i
wskaznik moézgowo-pepowinowy. Catodobowy pomiar ci$nienia tetniczego
przeprowadzono z wykorzystaniem rejestratora ci$nienia krwi HolCARD CR-07
produkcji firmy Aspel. Do analizy statystycznej uzyto programu Statistica w wersji 10

firmy StatSoft.
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Najwiekszg $rednig ilo§¢ CECs stwierdzono we krwi obwodowej ciezarnych z
nadci$nieniem tetniczym przewlektym, natomiast najmniejszg $rednig ilo$¢
wykazano w grupie kontrolnej (p<0.005). Wykazano takze istotng statystycznie
réznice w ilosci CECs pomiedzy grupa ciezarnych w stanie przedrzucawkowym, a
grupa zdrowych ciezarnych. Najwieksza $rednig ilo§¢ CEPCs stwierdzono we krwi
obwodowej zdrowych ciezarnych, natomiast najmniejsza Srednig ilo§¢ wykazano w
grupie ciezarnych z nadci$nieniem tetniczym przewlektym. Istotne statystycznie
réznice w ilosci CEPCs odnotowano rowniez pomiedzy grupg kobiet z nadciSnieniem
tetniczym cigZowym oraz grupa kontrolna. U kobiet w cigzach powiktanych stanem
przedrzucawkowym $rednie stezenie vWf w osoczu byto wyzsze w poréwnaniu do
pozostatych grup badanych oraz grupy kontrolnej, roznice te jednak nie osiagnety
istotnoSci statystycznej. Wspo6tczynnik CEPCs/CECs osiggnat najnizsze wartos$ci u
kobiet w cigzy powiktanej nadci$nieniem tetniczym przewlektym, natomiast
najwyzsza $rednig osiggnat w grupie zdrowych kobiet. W zadnej z badanych grup nie
stwierdzono korelacji pomiedzy stezeniem vWf, a Srednig iloscig CECs, CEPCs i
wspotczynnika CEPCs/CECs.

W grupie kobiet w cigzach powiktanych stanem przedrzucawkowym stwierdzono
pozytywna korelacje miedzy SBP-SR oraz DBP-SR a warto$ciami wspétczynnika
CEPCs/CECs. Wykazano istotne réznice w grupie badanej kobiet w stanie
przedrzucawkowym z ultrasonograficznymi cechami niewydolnosci tozyska a
stezeniem vWf. W przypadku cech niewydolnoSci tozyska stezenie vWTf byto istotnie
wyzsze. W grupie kobiet ze stanem przedrzucawkowym nie stwierdzono zalezno$ci
pomiedzy ilo$cig utraty biatka w dobowej zbiérce moczu a badanymi wskaZnikami
uszkodzenia Srodbtonka.

Whioski
1. Liczba krazacych komoérek srodbtonka (CECs) zalezy od rodzaju nadci$nienia
tetniczego wiklajacego ciaze.

2. Ilos¢ krazacych komérek progenitorowych srédbtonka (CEPCs) moéwi posrednio o
stopniu uszkodzenia Srodbtonka i mozliwosSciach organizmu do jego regeneraciji.

3. Ilos¢ krazacych komdrek progenitorowych srédbtonka (CEPCs) u kobiet ze stanem
przedrzucawkowym moze $wiadczy¢ o niedostatecznym lub upos$ledzonym
mechanizmie naprawy uszkodzenia §rédbtonka, czego efektem sg objawy Kkliniczne

preeklamps;ji.

67



4. Nadci$nienie tetnicze w cigzy wiagze sie z dysfunkcjg srédbtonka naczyn
krwiono$nych, ktéra wyraza sie m.in. zmieniong iloscig krazacych komérek
$rodbtonka (CECs) oraz krazacych komdrek progenitorowych srédbtonka (CEPCs).
5. Im dtuzszy czas ekspozycji na podwyZszone warto$ci ci$nienia tetniczego i im
rozleglejsze uszkodzenie Srodbtonka, tym wartosci wspoétczynnika CEPCs/CECs
osiagaty nizsze wartoSci.
6. W grupie kobiet w cigzach powiktanych stanem przedrzucawkowym pozytywna
korelacja miedzy Srednim ciSnieniem tetniczym skurczowym oraz rozkurczowym, a
wartos$ciami wspotczynnika CEPCs/CECs moze Swiadczy¢ uszkodzeniu
mechanizméw naprawczych $srédbtonka.
7. Uszkodzenie Srodbtonka w przebiegu stanu przedrzucawkowego, wyrazone
poprzez stezenie czynnika von Willebranda, wykazuje zalezno$¢ z
ultrasonograficznymi wyktadnikami niewydolnosci tozyska.
8. Zmniejszenie ilo$ci komorek srédbtonka ktebuszkéw nerkowych prawdopodobnie
nie jest podstawowym mechanizmem odpowiedzialnym za pojawienie sie
biatkomoczu w przebiegu stanu przedrzucawkowego.

Hipotezy do dalszych badan:
1. Wspétczynnik CEPCs/CECs moze by¢ uzytecznym parametrem w ocenie
zaburzenia rownowagi proceso6w degeneracyjnych i regeneracyjnych $rédbtonka.
2. Zachodzi potrzeba przeprowadzenia dalszych badan we wczesnej cigzy celem
ustalenia znaczenia krazacych komorek srodbtonka (CECs), krazgcych komoérek
progenitorowych srédbtonka (CEPCs) i wspo6tczynnika CEPCs/CECs jako
predyktoréw wystapienia stanu przedrzucawkowego.
3. Istnieje prawdopodobienstwo, ze im nizszy wspotczynnik CEPCs/CECs, tym

wieksze ryzyko zdarzen sercowo-naczyniowych w przysztosci.
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10 Summary

Hypertensive disorders occur in 6% to 8% of pregnancies and contribute
significantly to stillbirths and neonatal and maternal morbidity and mortality.
Moreover, hypertension is one of the main cause of iatrogenic preterm births.

There are many theories which try to explain the etiopathogenesis of
pre-eclampsia and other forms of hypertension in pregnancy, but nowadays it is
assumed that it is complex and multifactorial. Presumably, one of the most important
factor in this pathogenesis is systemic endothelial dysfunction with activation of
endothelial cells. The exact role of circulating endothelial cells (CECs) and circulating
endothelial progenitor cells (CEPCs) in the pathogenesis of hypertensive disorders
during pregnancy is unknown. Most likely, the correct amounts of these cells play an
important role in vascularisation during pregnancy, and an imbalance between the
levels of these cells is associated with endothelial insufficiency. CECs and CEPCs can
be isolated from peripheral blood by multi-color flow cytometry. Under physiological
conditions low level of CECs is in the peripheral blood. CEPCs reflect the body's ability
to repair endothelium. Von Willebrand factor is a specific plasma marker of
endothelial dysfunction / damage.

The primary aim of this study was to evaluate endothelial abnormalities in
pregnancies complicated by hypertension. Aim of the study was carried out by :
1. Estimating the number of CECs, CEPCs, the CEPCs / CECs ratio and vWf level;
2. Determine the relationship between plasma vWf level , and the number of CECs,
CEPCs and CEPCs / CECs ratio ;
3. The evaluation of the relationship between the mean systolic blood pressure , mean
diastolic blood pressure , maximum systolic and diastolic blood pressure and the
concentration of vWf, the amount of CECs, CEPCs and the CEPCs / CECs ratio ;
4. The evaluation of the relationship between vWflevel , CECs, CEPCs and CEPCs/
CECs ratio and the ultrasound parameters of placental insufficiency;
5. The evaluation of relationship between proteinuria severity in women with
pre-eclampsia and vWflevel , amount of CECs, CEPCs and CEPCs / CECs ratio .

The study and control groups consisted of 71 women hospitalized and diagnosed
at the Department of Perinatology and Gynecology, Poznan University of Medical
Sciences , between November 2010 and January 2014. Bioethics Committee at the

Poznan University of Medical Sciences has agreed to carry out the study.

69



We created 3 study groups : pregnant patients with chronic hypertension (n = 10),
pregnant patients with gestational hypertension (n = 18) and pregnant patients with
preeclampsia (n = 21). Control group consisted of healthy pregnant women (n=22).
There were not significantly differences between groups in patient’s age, gestational
age and parity. The following exclusion criteria in control group was applied:
cardiovascular disorders, metabolic diseases, cancer, inflammatory diseases and
autoimmune diseases .

Venous blood from the first tube was used to determine vWf level by commercial
ELISA. Second tube of blood was used for flow cytometric analysis . CEPCs was
defined as CD45 (-) CD34 (+), CD146 (+) and CD133 (+) collected during 1,000,000
analyzed events. CECs was defined as CD45 (-) CD34 (+), CD146 (+) and CD133 (-)
collected through 1,000,000 analyzed events. The evaluation of PI was performed in
the uterine arteries, umbilical artery and fetal middle cerebral artery. Moreover, the
presence or absence of early-diastolic notch in the spectrum of the wave flow was
assessed in the uterine arteries. In order to evaluate the placental efficiency the
uterine artery score and cerebro-umbilical ratio was used. 24-hour blood pressure
monitoring was carried out using a recorder HolCARD CR-07 (Aspel). StatSoft
Statistica v.10 software was used for statistical analysis.

The highest mean number of CECs were found in the peripheral blood of pregnant
women with chronic hypertension, and the lowest mean number of CECs were found
in the control group (p< 0.005). There was also statistically significant difference in
amount of CECs between group with pre-eclampsia and control group. The highest
mean number of CEPCs were found in the peripheral blood of healthy pregnant
women , and the lowest mean number were found in group of pregnant women with
chronic hypertension. Significant differences in the amount of CEPCs have also been
reported between group of women with gestational hypertension and control group .
Mean level of vWf was the highest in women in pregnancies complicated by
pre-eclampsia when compared to other groups, but these differences did not reach
statistical significance. CEPCs/CECs ratio reached the lowest values in pregnant
women with chronic hypertension, and the highest in control group. There was no
correlation between plasma vWf concentration and the mean number of CECs, CEPCs

and CEPCs/CECs ratio. In group of women in pregnancies complicated by
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pre-eclampsia we found a positive correlation between mean systolic and diastolic
blood pressure and CEPCs/CECs ratio. In pre-eclamptic women with abnormal
Doppler flows which indicated insufficiency of the placenta, vWf level was
significantly higher. There was no correlation in pre-eclamptic women between the
amount of protein loss in 24-hour urine protein test and indicators of endothelial
dysfunction.
Conclusions:
1.The number of circulating endothelial cells (CECs) depends on type of hypertension
complicating pregnancy; increased number of circulating endothelial cells (CECs) is
the result of exposure to elevated blood pressure.
2. Number of circulating endothelial progenitor cells (CEPCs) reflects indirectly
degree of endothelial damage and possibilities to its regeneration.
3. The number of CEPCs in women with preeclampsia may reflect theinsufficient or
impaired repair mechanism of endothelial damage, which resulted in clinical
symptoms of pre-eclampsia .
4. Hypertensive disorders in pregnancy are associated with endothelial dysfunction
with incorrect numbers of CECs and CEPCs.
5. The longer duration of exposure to elevated blood pressure and more extensive
damage to the endothelium, the lower CEPCs / CECs ratio.
6. In the group of women in pregnancies complicated by preeclampsia positive
correlation between the mean systolic blood pressure and mean diastolic blood
pressure, and the values of CEPCs / CECs ratio may reflects the insufficiency of
endothelial repair mechanisms.
7. Endothelial injury in pre-eclamptic patients, expressed by the higher levels of vWf{,
showed the relationship with ultrasound features of placental insufficiency.
8. Reduction of glomerular endothelial cells is probably not the primary mechanism
responsible for the appearance of proteinuria in the course of pre-eclampsia.
Hypotheses for further research:
1. CEPCs/CECs ratio may be a useful tool in assessment of imbalance between
regenerative and degenerative processes of endothelium.
2. There is a need for further studies in early pregnancy to determine the
significance of number of CECs, CEPCs and CEPCs/CECs ratio as predictors of pre-

eclampsia.
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3. The lower CEPCs / CECs ratio, the greater risk of cardiovascular diseases in the

future.
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