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Wykaz skrotow i symboli uzytych w pracy

ABPM- ambulatory blood pressure monitoring (catodobowy ambulatoryjny pomiar
ci$nienia tetniczego)

AGA- appropriate for gestational age (odpowiedni do wieku cigzowego)
AGF- angiogenic factors (czynniki proangiogenne)

Ang-1,2- angiopoietin 1,2 (angiopoetyna 1 i 2)

AIAT- aminotransferaza alaninowa

AspAT- aminotransferaza asparaginianowa

AFLP- acute fatty liver of pregnancy (ostre sttuszczenie watroby ci¢zarnych)
APS- antiphospholipid syndrome (zespoét antyfosfolipidowy)

BMI- body mass index (wskaznik masy ciata)

BP- blood pressure (cisnienie tetnicze krwi)

CDI- inhibitor chrzastko-podobny

CDS59- fragment dopetniacza

CSIF- cytokine synthesis inhibitory factor (czynnik hamujacy synteze cytokin)
CRL- crown-rump-length (dtugos¢ ciemieniowo-siedzeniowa)

DBP- diastolic blood pressure (ci$nienie rozkurczowe)

Del-1- biatko produkowane przez gen developmental andothelial locus-1

DIC- disseminated intravascular coagulation (zespdt rozsianego wykrzepiania
wewnatrznaczyniowego)

DNA- deoxyribonucleic acid (kwas deoksyrybonukleinowy)

(dT)18- primer

DV- ductus venosus (przewod zylny)

ELISA- enzyme-linked immunosorbent assay (test immunoenzymatyczny)
ELBW- extremely low birth weight (skrajnie niska masa urodzeniowa)

FGF- fibroblast growth factor (czynnik wzrostu fibroblastow)

GAPDH- gen referencyjny: dehydrogenaza aldehydu 3-fofoglicerynowego
G-CSF- czynnik stymulujacy kolonie granulocytarne

GFR- glomerular filtration rate (wspolczynnik przesaczania klebuszkowego)
GPSK- Ginekologiczno-Potozniczy Szpital Kliniczny

HCG- ludzka gonadotropina kosméwkowa



HELLP- zesp6t : Haemolysis (niedokrwisto$¢ hemolityczna), Elevated Levels of Liver
enzymes (podwyzszone poziomy enzymoéw watrobowych), low Platelets count
(matoptytkowos$¢)

HGF- czynnik wzrostu hepatocytow

HUS- hemolytic uremic syndrome (zesp6t hemolityczno-mocznicowy)

IL- interleukina

ITP- immune thrombocytopenic purpura (matoptytkowos¢ immunologiczna)

IUGR- intrauterine growth restriction (wewnatrzmaciczne zahamowanie wzrostu ptodu)
LBW:- low birthweight (niska masa urodzeniowa noworodka)

LCHAD- dehydrogenaza 3-hydroksyacylokoenzymu A dlugotancuchowych kwasow
thuszczowych

MAP- mean arterial pressure (Srednie cisnienie tetnicze krwi)

MCV- middle cerebral artery (t¢tnica srodkowa mozgu)

mg/dI- miligramy na decylitr

mmHQg- milimetry stupa rteci

MRNA- matrycowy kwas rybonukleinowy

ng- nanogramy

NO- tlenek azotu

NIC- nadci$nienie indukowane ciaza

NT- nadci$nienie tgtnicze

OUN- osrodkowy uktad nerwowy

PCR- polymerase chain reaction (reakcja tancuchowa polimerazy)

PDGF- plateled drived growth factor (ptytkopochodny czynnik wzrostu)

pg- pikogramy

PI- indeks pulsacji

PIH- pregnancy induced hypertension (nadcisnienie cigzowe)

PLGF- placenta growth factor (lozyskowy czynnik wzrostu)

PLT- platelets (plytki krwi, liczba ptytek krwi)

PREE- preeclamsia (stan przedrzucawkowy)

gRT-PCR - ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy z odwrotng transkrypcja; real
time- w czasie rzeczywistym

RI- indeks oporu

RR- oznaczenie cis$nienia t¢tniczego przy uzyciu sfigmomanometru Riva-Rocciego

sFlt1- rozpuszczalny receptor dla naczyniowego czynnika wzrostu



SBP- systolic blood pressure (ci$nienie skurczowe)

SGA- small for gestational age (za maty w stosunku do wieku cigzowego)

SLE- systemic lupus erythematosus (toczen rumieniowaty uktadowy)

SVEGFR-1/sFt- rozpuszczalna posta¢ receptora dla naczyniowego s$rodbtonkowego
czynnika wzrostu

t.c.- tydzien cigzy

Tiel, Tie2- tunica interna endothelial cell kinase (receptor dla kinazy tyrozynowej Tiel
i Tie2)

TTS- thrombotic thrombocytopenic purpura (plamica matoptytkowa)

UA- umbilical artery (tgtnica pgpowinowa)

USG- ultrasonografia/ badanie ultrasonograficzne

VEGF- vascular endothelial growth factor (czynnik wzrostu §rodbtonka naczyniowego)
VPF- vascular permeability factor (czynnik przepuszczalnosci naczyn)

vWi- von Willebrand factor (czynnik von Willebranda)



I. WSTEP

1. ANGIOGENEZA

1.1 Wprowadzenie

Angiogeneza w warunkach fizjologicznych jest zwigzana gldwnie
z rozrodczoscig kobiet. Dynamiczna rownowaga mig¢dzy czynnikami stymulujagcymi
I hamujacymi zachodzi w wielu procesach zwigzanych z owulacjg, miesigczkowaniem,
implantacja zarodka i1 tworzeniem si¢ jego naczyn, powstawaniem kosmowki i tozyska
oraz porodem.

Cigze powiklane wykazuja czesto nieprawidlowe unaczynienie kosmkow
tozyskowych, co moze by¢ jednym z czynnikow odpowiedzialnych za nieprawidlowy
rozwdj plodu i rozwdj u ciezarnych nadci$nienia indukowanego cigza, stanu
przedrzucawkowego z najciezszg postacig- rzucawka. [1]

Angiogeneza w poczatkowym okresie cigzy zwigzana jest ze wzrostem
i dojrzewaniem kosmkoéw: (etap pierwszy), a w $srodkowym okresie cigzy nastepuje
drugi etap: znaczna zmiana zawarto$ci naczyn zwigzana ze wzrostem stezen tlenu
oraz remodelowanie naczyn wynikajace ze znacznej proliferacji naczyn $rodbtonka.
W  badanych patologiach cigzy wykazano nieprawidlowe unaczynienie tkanek

tozyskowych i kosmkow. [2-10]

1.2 Przedstawienie procesu angiogenezy

Angiogeneza nazywamy proces tworzenia nowych naczyn wlosowatych na bazie
juz istniejagcych naczyn krwiono$nych. Szczegélnie uprzywilejowanym miejscem
dla angiogenezy jest uktad rozrodczy kobiet. W okresie ptodowym powstawanie naczyn
krwiono$nych odbywa si¢ na drodze waskulogenezy, ktéra polega na powstawaniu
naczyn krwiono$nych poprzez réznicowanie i proliferacje komoérek $rodbtonka
z komorek macierzystych-angioblastow. [4,5,11]

W okresie_pozaptodowym w stanach fizjologicznych rzadko tworza si¢ naczynia
krwionosne de novo. Czesto dochodzi jednak do ich proliferacji w stanach
patologicznych, szczegélnie w procesach nowotworowych (rak jajnika, glejak).
Neowaskularyzacja jest tez glowna odpowiedzia naczyniowa na niedotlenienie

| zapalenie (zawat serca, zmiany miazdzycowe konczyn dolnych).



Pod wptywem uwalnianych w tych stanach cytokin, dochodzi
do wieloetapowego procesu angiogenezy: [2-4]

I ETAP: pobudzenie komorek srodbtonka przez czynniki proangiogenne (VEGF,
FGF- czynnik wzrostu fibroblastow), wigzace si¢ z odpowiednimi receptorami (VEGFR
I FGFR). Nastgpuje zwigkszenie przepuszczalno$ci naczyn i gromadzenie si¢ biatek
pozakomorkowej macierzy.

II ETAP: pobudzenic enzyméw proteolitycznych (MMP- metaloproteinaz
macierzy) i degradacja btony podstawnej oraz macierzy pozakomorkowej, co umozliwia
migracje komorek §rodbtonka

Procesy te umozliwiajg i1 przygotowuja tkanke do nastepnego etapu, w ktoérym
dochodzi do inwazji, migracji i proliferacji komorek srodbtonka. Nadmierna proteoliza
bedzie prowadzi¢ do nieefektywnej angiogenezy, natomiast niewystarczajaca destrukcja
macierzy uniemozliwi proces inwazji i migracji.

IITI ETAP: poprzez integryny utatwienie migracji i adhezji komorek srodblonka.

IV ETAP: proliferacja endothelium z wytworzeniem rurkowatych struktur

nowego naczynia krwiono$nego.

V ETAP: poprzez dzialanie uwalnianej z komorek mezenchymalnych, wigzacej
si¢ z receptorem Tie —2 angiopoetyny-1, dojrzewanie komorek §rodbtonka, stabilizacja
naczynia z powstaniem blony podstawnej, rekrutacja komorek przydanki (pericytow)
oraz komodrek migéni gladkich- spelniajg rol¢ podporowa, ale takze biorg udzial
w wytwarzaniu elementow macierzy pozakomorkowej; nastgpuje odtworzenie blony
podstawnej  oddzielajacej  komorki  §rodblonka od  sktadnikow  macierzy
pozakomorkowej. Za syntez¢ biomolekut kompartmentu pozakomorkowego sa

odpowiedzialne gtéwnie nowo powstate komorki endotelialne. [7,8]

Czynniki angiogenne sa odpowiedzialne i wiaczone w tworzenie nowych
naczyn krwiono$nych niezbednych do rozwoju 1 funkcjonowania tozyska.
Angiogeneza jest zwigzana ze wzrostem i dojrzewaniem kosmkoéw doczesnowych
szczegolnie waznym ok.20 tygodnia cigzy, gdy rozwoj ptyty lozyska jest najbardziej
intensywny. [3,4,12]



Lozysko ludzkie jest typu krwiokosmkowego o dwoch oddzielnych systemach
unaczynienia. Granic¢ miedzy krazeniem matczynym i plodowym stanowi btona
zespolniowo-witosniczkowa.

W nastgpstwie niewyjasnionych zaburzen w rozwoju kosmkow ok.10% cigz
u czlowieka rozwija si¢ nieprawidtowo. Konsekwencja nieprawidlowego rozwoju cigzy
jest opozniony wzrost wewnatrzmaciczny, niekiedy z uposledzeniem rozwoju
umystowego, jak rowniez z wewngtrzmacicznym lub poporodowym zgonem
noworodka. Istnieje $cisty zwigzek miedzy objetoscig, wielkoscig, rozmiarem tozyska
przy porodzie a zachorowalnoscia i $miertelnoscig na choroby sercowo-naczyniowe
w wieku dojrzatym. [1,13]

Angiogeneza- powstanie nowych naczyn z juz istniejagcych w danym narzadzie
kapilar, jest podstawa prawidtowego rozwoju zarodka, tozyska oraz wzrostu plodu
i noworodka. Nieprawidlowy rozrost tozyskowego drzewa kosmkowego manifestuje si¢
pod postacig takich patologii cigzy jak nadci$nienie cigzowe i [IUGR. [5-9]

Hipowaskularyzacja pnia kosmkéw lub zmniejszenie obwodowe ich
unaczynienia w tozysku w ciazach powiktanych IUGR i1 PIH moze by¢ nastgpstwem
nieprawidlowego roznicowania si¢ siatki kapilar w niedojrzatych kosmkach
we wcezesnej cigzy. Obserwowane zmiany mogg mie¢ zwigzek z zaburzong ekspresja

lub nieprawidtowsa funkcja angiogennych czynnikéw wzrostu i ich receptorow.

Uwaza si¢, ze glowna przyczyna patogenetyczng PIH 1 preeklamsji jest
nieprawidlowa implantacja trofoblastu. Obserwuje si¢ tu brak lub niekompletng inwazje
komorek trofoblastu w tetnice spiralne, co w efekcie prowadzi do ich niedostatecznego
rozszerzenia 1 nieprawidlowego przeptywu krwi przez lozysko. Nastgpstwem
powyzszych zmian jest stwierdzana lokalnie w obrgbie tozyska hipoksja-niedotlenienie,
a to z kolei jest odpowiedzialne za uruchomienie procesu angiogenezy. [2,5,14]

Wymiana przeztozyskowa dostarcza wszystkich niezbednych metabolicznie
sktadnikow do wzrostu ptodu 1 jego rozwoju. Szybkos¢ tej wymiany zalezy od nasilenia
przeptywu krwi w macicy (przeptyw matczyno-lozyskowy) oraz w pepowinie.
Szybko$¢ przeptywu krwi przez lozysko zalezy od rozwoju naczyn w tozysku.
Angiogeneza tozyskowa jest zatem najbardziej istotna dla prawidlowego rozwoju ptodu.

[15]



Jednak rola zaburzonej angiogenezy w patogenezie nadcisnienia t¢tniczego nie zostata

catkowicie wyjasniona. Niniejsza praca bedzie proba zrozumienia roli AGF u pacjentek

zNIC i IUGR.

Brak réwnowagi migdzy krgzacymi czynnikami regulujgcymi angiogeneze:

hamujacymi i promujacymi, wynika z dysfunkcji $rodblonkéw i nieprawidtowej

budowy tozyska, co wptywa na rozwoj nadci$nienia tetniczego i hipotrofii ptodu.

[16-18]

Tabela nr 1. Endogenne czynniki angiogenne. [4]

Endogenne czynniki angiogenne

STYMULUJACE

Angiogenina

Angiopoetyna — 1

Del-1 (biatko produkowane przez ge

developmental andothelial locus-1)

FGF (czynnik wzrostu fibroblastow
zasadowy i kwasny)

Follistatyna

G-CSF (czynnik stymulujgcy kolonie

granulocytarne)

HGF (czynnik wzrostu hepatocytéw)

IL-8 (interleukina-8)

Leptyna

HAMUJACE

Angiostatyna (fragment plasminogenu)

Antytrombina Il1

CDI (inhibitor chrzgstko-podobny)

CD59 (fragment dopetniacza)

Endostatyna (ragment kolagenu XVIII)

Fragment fibronektyny

Heparynaza

Szesciosacharydowy fragment heparyny

HCG (ludzka gonadotropina kosméwkowa)
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Midkine (czynnik wzrostu wigzgcy

heparyne)

PLGF (fozyskowy czynnik wzrostu)

PD-ECGF (p#ytkopochodny czynnik

wzrostu komorek srodbtonka)

PDGF-BB (phytkopochodny czynnik

wzrostu z dwoma taricuchami BB')

PTN (pleiotropina)

Proliferyna

TGFa (transformujgcy czynnik wzrostu- o)

TGFp (transformujgcy czynnik wzrostu-p)

TNFa (czynnik martwicy nowotworow- )

VEGF (naczyniowo-srédbtonkowy

czynnik wzrostu)

Interferony -a, B, y

IP-10 (biatko indukujgce interferon)

IL-12 (interleukina-12)

TIMPs (inhibitory metaloproteinaz)

2-metoksy-estradiol

Lozyskowy inhibitor rybonukleazy

Inhibitor aktywatora plazminogenu

PF 4 (czynnik ptytkowy 4)

16 kD (fragment prolaktyny)

PRP (biatko zwigzane z proliferyng)

Retinoidy

Tetrahydro-cortisol-S

Trombospondyna-1

Waskulostatyna

Wazostatyna

11



Celem pracy bylo wuzyskanie specyficznego markera biochemicznego
w predykcji obu jednostek chorobowych u kobiet w cigzy. Do chwili obecnej zostato
opisanych kilkanascie roznych markerow, ktore samodzielnie lub w potaczeniu moga

spetiac te kryteria. [4,5]
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2. BADANE CZYNNIKI ANGIOGENNE

2.1. Naczyniowo-srédblonkowy czynnik wzrostu (VEGF)

Gtownym czynnikiem pobudzajagcym waskulogeneze 1 angiogeneze zardwno
fizjologiczng jak 1 patologiczng jest naczyniowo-srodbtonkowy czynnik wzrostu
(VEGF). Jest to cytokina — mitogen specyficzny dla $rédbtonka naczyn. Powoduje on
wzrost przepuszczalno$ci naczyn i ich poszerzenie, stymulujac produkcje tlenku azotu
przez pobudzony $rodblonek naczyn. Pobudza réwniez enzymy proteolityczne
(metaloproteinazy MMP-1. MMP-2 i MMP-3) oraz ekspresj¢ receptorow dla czynnikoéw
angiogennych w endotelium. Chroni komorki $rodbtonka przed apoptoza ($miercig
komorki). Jest bialkiem o cigzarze 40-45 Da. Wydzielany jest réwniez przez inne
komorki niz $rédbtonek, np. nowotworowe. U czlowieka istnieje co najmniej 5 izoform
VEGF (VEGF121, VEGF145, VEGF 165, VEGF189, VEGF206), z ktorych
najwazniejsze to VEGF 165 1 VEGF 121.[19,20,21]

Proangiogenny efekt wigze si¢ z obecnoscia odpowiednich receptorow
swoistych dla kinazy tyrozyny VEGFR-1/Flt-1, VEGFR-2/FIk-1, ktére obecne sg
na komorkach $rodbtonka oraz monocytach, makrofagach, jak réwniez niektorych
komorkach nowotworowych. Receptor VEGFR-4 obecny jest na komorkach srodblonka
naczyn limfatycznych. VEGF jest czlonkiem rodziny wigzacych si¢ z heparyna
czynnikdw wzrostu (rowniez ptytkopochodny czynnik wzrostu PDGF, tozyskowy
czynnik wzrostu PIGF, grupa czynnikow wzrostu fibroblastow i nabtonkowy czynnik
wzrostu EGF). Receptory dla VEGF s3 typowymi formami III receptora kinazy
tyrozynowej. Przez VEGFR-1/FIt-1 dziata rowniez PLGF (tozyskowy czynnik wzrostu).
[22,23]

Naczyniowo-srodblonkowy czynnik wzrostu, zwany rowniez czynnikiem
przepuszczalnosci naczyn (VPF), jest uwazany obecnie z kluczowy czynnik regulujacy
fizjologiczng 1 patologiczng angiogeneze. W prawidlowej cigzy VEGF zawarty jest
zarObwno w osoczu ciezarnych (zwlaszcza III trymestr) jak rowniez w osoczu krwi
pepowinowej. Obserwowano nizsze st¢zenie tej substancji w pordwnaniu ze zdrowymi
cigzarnymi juz w II trymestrze cigzy, zanim rozwingly si¢ objawy nadci$nienia

cigzowego, biatkomoczu i stanu przedrzucawkowego. [24-26]
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2.2. Lozyskowy czynnik wzrostu ( PLGF)

Lozyskowy czynnik wzrostu (placental growth factor) pobudza podobnie
jak VEGF proliferacj¢ komorek $rodbtonka i odgrywa istotng role w fizjologicznej
1 patologicznej angiogenezie. Produkowany jest w duzej ilosci przez kosmki tozyska
i ma duze powinowactwo do receptora Flt-1. Pot¢guje on dziatanie matych ilosci VEGF
1 przejawia aktywno$¢ angiogenng rowniez niezalezng od VEGF. Uwazany jest
za lokalny mediator angiogenezy w kosmkach tozyska a jego ekspresja regulowana jest
przez niedotlenienie (stymulowana przy wzrastajacym ci$nieniu parcjalnym tlenu
a obniza si¢ przy jego niskich wartosciach). W dotychczasowych badaniach
stwierdzono obnizong w stosunku do normy zawarto$¢ PIGF w surowicy krwi
u pacjentek ze stanem przedrzucawkowym.

W przeciwienstwie do prac na temat prawidtowych tozysk ludzkich, mato jest
doniesien odno$nie ekspresji molekut VEGF, PIGF i ich receptoréw w tozyskach
uzyskanych z cigz patologicznych. [20,23]

VEGEF 1 PIGF s3a odpowiedzialne za regulacj¢ rozwoju naczyn w tozysku jak i funkcje
srodblonkow w przebiegu cigzy. Oba tacza si¢ z receptorem Flt-1, jak rdwniez z jego
forma rozpuszczalng w surowicy sFlt-1. Krazacy receptor sFlt-1 ma dzialanie
antagonistyczne dla PIGF i1 VEGF poprzez laczenie si¢ z nimi i uniemozliwienie

interakcji z ich formami nierozpuszczalnymi (FIt-1). [11,25]

2.3. Interleukina-10

Wiele mediatorow zapalenia ma rownoczesnie posrednie 1 bezposrednie
dziatanie proangiogenne. Sugeruje si¢ ich znaczaca role w angiogenezie lozyskowe;j
oraz w modulowaniu rozwoju PIH i IUGR indukowanego niedotlenieniem.
Interleukina-10 (11-10), jest produkowana przez makrofagi oraz limfocyty T pomocnicze
1 nalezy do gltéwnych cytokin o dziataniu przeciwzapalnym. Udowodniono, ze IL-10
wspomaga inwazj¢ trofoblastu do $rédbtonkéw tetnic spiralnych. Podejrzewa sie,
ze hipoksja potaczona z niedoborem IL-10 bierze udzial w patomechanizmie PIH
1 niektorych postaci hipotrofii, zwigzanych z podwyzszeniem st¢zen czynnikéw
antyangiogennych oraz obumieraniem komorek $rodblonkéw i uszkodzeniem lozyska.
IL-10 pelni istotng role w utrzymaniu réwnowagi migdzy czynnikami pro- i anty-

angiogennymi w jednostce matczynoptodowej. [27,28]
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Istotne znaczenie w patogenezie PIH moga mie¢ reakcje odpornosciowo-
zapalne, wynikajace z oddzialtywan miedzy leukocytami a komorkami $rodbtonka
naczyniowego. Mediatorami tych reakcji sa cytokiny. Okazalo si¢, ze hipoksja moze
modyfikowa¢ wytwarzanie interleukin IL-6, IL-8 oraz IL-10 przez tozyskowe komorki
trofoblastu. W przypadku PIH zwigksza wydzielanie 1L-6 i IL-8, ale zmniejsza IL-10.
Proces ten moze by¢ hamowany prze witaming E, co moze by¢ wykorzystane
do nowych terapii stanéw przedrzucawkowych. [29-31]

Zaobserwowano zwickszong ekspresje I1-10 w trofoblascie kosmkowym
ludzkiego tozyska. Poprzez hamowanie produkcji cytokin zapalnych, makrofagow,
wywiera protekcyjny wplyw na cigze. [32]

Wykazano takze dziatanie hamujace IL-10 na wzrost guza poprzez zmniejszenie
syntezy VEGF, TNFa oraz MMP-S. Stwierdzono rowniez jej dzialanie hamujace

na wydzielanie VEGF w angiogenezie wywotanej niedokrwieniem. [11]

2.4. Leptyna

Jest hormonem zbudowanym u cztowieka ze 167 aminokwasoéw. Jest
produktem genu otylosci, zlokalizowanego w chromosomie 7¢g31.3. Hormon
ten syntetyzowany jest gtownie przez adipocyty bialej tkanki tluszczowej, skad ulega
sekrecji do krazenia. Ekspresja leptyny stwierdzona jest w wielu narzadach,
ze szczegbdlnym nasileniem w tozysku 1 odgrywa znaczaca rol¢ w regulacji procesow
energetycznych 1 immunologicznych zwigzanych z reprodukcja. (33)

Glownym zrodiem leptyny w cigzy jest tkanka tozyskowa, a funkcjg leptyny jest
regulowanie poboru pokarmu i metabolizmu przez nasilenie wydatkowania energii.
Badania ostatnich lat wykazaty, Zze cytokina ta uczestniczy w procesie angiogenezy.
[33,34]

W trakcie trwania cigzy fizjologicznej stezenie leptyny stale wzrasta, a jej rola
pozostaje niejasna. [35]. Uwaza sig, ze fizjologiczna hiperleptynemia poprzez
indukowanie ekspresji enzymow utleniajacych tluszcze, odpowiada za zwigkszona
dostepno$¢, uwalnianie i transport substratow lipidowych matki do plodu przy braku
supresji jej apetytu, co wywiera korzystne dziatanie na bilans energetyczny w cigzy.
[36,37]

Receptory dla leptyny zlokalizowane sg zarowno w tozysku jak i w tkankach

ptodu, miedzy innymi tkance chrzestnej oraz kostnej, dlatego uwaza si¢ ja za regulator
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procesoOw biochemicznych i wzrastania plodu z wylaczeniem regulacji endokrynnej
apetytu ptodu odzywianego przeztozyskowo, niezaleznie i w sposob ciagly - inaczej
niz w zyciu pozaptodowym. [33,34,38]

Ze wzgledu na udziatl ozyska w metabolizmie leptyny, znaczenie majg patologie
tego narzadu. Zaobserwowano wyzsze jej st¢zenia w surowicy krwi cigzarnych
z preeklampsja w pordwnaniu z pacjentkami o prawidlowym przebiegu cigzy i korelacje

ze stopniem ci¢zkosci choroby. [34,39-41]

2.5 Angiopoetyna-1

Angiopoetyna 1 jest proteing zbudowang z 2z 498 aminokwasow,
zidentyfikowang przez Daviesa i wsp. w roku 1996 r., a jej gen znajduje si¢
na chromosomie 8 1 jego transkrypcja regulowana jest hipoksja.

Angiopoetyny naleza podobnie jak VEGF do rodziny czynnikéw wzrostu
swoistych dla komorek $rodbtonka. Pelnig wazng funkcje w formowaniu i utrzymaniu
tozyska naczyniowego. Dziataja poprzez receptory o aktywnosci tyrozynowo-kinazowej
Tiel i Tie2 (zwane rowniez Tec), zlokalizowane gldéwnie na komoérkach $rodbtonka
i niektorych komorkach progenitorowych, fibroblastach i monocytach o charakterze
proangiogennym. [28,43]

Do tej pory odkryto, ze z receptorem Tie2 wigza si¢ cztery poznane ligandy
(Ang-1, Ang-2, Ang-3, Ang-4), natomiast ligand Tie2 nie zostat jeszcze poznany.
Potaczenie Ang-1 z Tie2 powoduje jego fosforylacje, a to pobudza komorki §rédbtonka
W procesie angiogenezy. [11,42]

Ang-1 jest mediatorem w przekazywaniu sygnatu miedzy S$rodbtonkiem
a otaczajacg macierza i mezenchyma. Ang-2 reguluje proces tworzenia si¢ naczynh
krwionosnych oraz zachowanie ich integralno$ci przy S$cisle skoordynowanej
wspotpracy z VEGF, ktéry promuje proliferacje komoérek s$rodbtonka naczyn,
ich réznicowanie si¢ i migracj¢. Ang-1 poprzez receptor Tie2 odpowiada za
dojrzewania naczyn. Wrodzony brak receptora Tiel Iub Tie2 jest letalny. [42]

Angiotensyna 1 poprzez fosforylacje tyrozyny komorek srodblonka, pobudza
tworzenie peczka naczyniowego 1 podtrzymuje przezycie komorek $rodblonka.
Nie wptywa na ich proliferacje i chemotaksje. Jej dziatanie wigze si¢ z komorkami
mezenchymalnymi otaczajagcym komorki §rodbtonka. Nadmiar Ang-1 powoduje

powstawanie liczniejszych 1 bardziej rozgat¢zionych naczyn wlosowatych. Mutacje
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kinazy tyrozyny w domenie Tie2 powoduja powstanie zylnych malformacji i niedobor
komorek migsni gltadkich w §cianie naczyn. [43]

Ang-1 moduluje dojrzewanie naczyn w bardziej zlozone 1 wigksze struktury,
wplywa na spdjno$¢ i stabilizacj¢ calego naczynia. Ang-1 jest aktywatorem receptora
Tie-2 ( agonistg), a jego antagonistg jest Ang-2, ktora taczac si¢ konkurencyjnie z Tie2,
blokuje stabilizujaca role Ang-1 prowadzi w nieobecnosci VEGF do regresji naczyn,
a w jego obecnosci promuje odpowiedz angiogenng. Jednak przy dluzszym okresie
ekspozycji na duze stezenia Ang-2, moze wykazywacé efekty analogiczne do agonisty
Tie-2. Zwigkszona ekspresja Ang-2 ma miejsce w angiogenezie zachodzacej w guzach
nowotworowych i koreluje ze ztym rokowaniem. [44,45]

Udowodniono, ze do powstania prawidlowego lozyska naczyniowego niezbgdne
jest wspotdziatanie VEGF i Ang-1, a ich role w procesie angiogenezy si¢ uzupetniaja.
VEGF poprzez receptor Flk-1 inicjuje migracjg, proliferacje i réoznicowanie komoérek
srédblonka, co prowadzi do tworzenia prymitywnych naczyn. Proces ten reguluje
Ang-2, taczac si¢ konkurencyjnie z rec. Tie2. Natomiast Ang-1 promuje interakcje
pomiedzy $rodbtonkiem a otaczajaca macierzg i mezenchyma, przez co odpowiada
za przebudowe prymitywnych naczyn oraz utrzymanie i stabilizacj¢ dojrzatych naczyn.
[28,46,47]

W wielu badaniach stwierdzono, Zze u kobiet cigzarnych w patologiach cigzy
przebiegajacych z uszkodzeniem $rodbtonkéw jak preeklamsja czy hipotrofia ptodu,
poziom angiopoetyny 1 byl duzo wyzszy, a poziom angiopoetyny 2 znaczaco nizszy

niz w grupach kontrolnych. [13,43,45,48]
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3. NADCISNIENIE W PRZEBIEGU CIAZY

3.1 Wstep

Nadci$nienie tetnicze w przebiegu cigzy wystepuje u okolo 5-10% Kkobiet,
a u pierwiastek czgsto$§¢ ta wzrasta nawet do 20%. Do czynnikéw warunkujacych
wystapienie nadci$nienia tetniczego (NT) nalezy zalicza¢ uwarunkowania hormonalne,
neurohormonalne, srodowiskowe, nerkowe i genetyczne. Jest ono gtowng przyczyng
zwickszonego ryzyka powiklan okotoporodowych oraz zgondéw zaréwno matek
jak i noworodkow. [49]

Istnieje wiele teorii dotyczacych etiologii nadci$nienia, jak dotad jednak
nie poznano w pelni jego etiopatogenezy, szczegdlnie nadci$nienia indukowanego cigza
(NIC, PIH).W ostatnich badaniach pojawilo si¢ nowe spojrzenie na nadci$nienie
jako choroby wiktajacej cigze, jako efekt nieprawidtowej odpowiedzi na czynniki
proangiogenne (AGF). [50]

Dowodzi si¢ rowniez spadku lub braku aktywnosci czynnikow proangiogennych
w tej chorobie. Stanowi przedrzucawkowemu - jednej z postaci NIC, towarzyszy
wysoki poziom rozpuszczalnego w surowicy receptora-1 VEGF — sFlt-1, ktory wigze
w nieaktywne kompleksy VEGF (naczyniowo-srodblonkowy czynnik wzrostu) i PLGF
(lozyskowy czynnik wzrostu), dwa najsilniejsze 1 najszerzej badane czynniki
proangiogenne. [1,50-53]

W wielu badaniach nad NT w cigzy wykazano wysoki poziom krazacych
czynnikoéw proangiogennych, ktére moga odpowiadaé poprzez roézne mechanizmy
dzialania za zwigkszone rozszerzenie naczyn krwiono$nych, niedokrwienie
1 niedotlenienie tkanek. Moga pojawia¢ si¢ jako odpowiedZz kompensacyjna
lub przez zmniejszone oczyszczanie organizmu z substancji krazacych 1 taki stan moze
rozwija¢ si¢ w przebiegu preeklamsji (stan przedrzucawkowy, w skrocie PREE)
z towarzyszacymi obrzg¢kami obwodowymi, obrzekiem pluc, mikroalbuminurig
i miazdzycg. [54,55]

Najbardziej znana teoria probujagca wyjasnic NT w cigzy, wskazuje
na zaburzony przeptyw krwi przez tozysko jako Zrédlo czynnikow majacych
restrykcyjny wptyw na naczynia krwionosne.

Dochodzi wtedy do zwigkszonego wydzielania wolnych rodnikow tlenowych,

ktore utleniajg lipidy blon komoérkowych, powodujac zaburzenia funkcji komorek
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endotelium ($rodbtonka), co z kolei skutkuje dysfunkcja wielu narzadéw. Dochodzi
wtedy do skurczu naczyn krwiono$nych i uszkodzenia krazenia nerkowego, zaburzen
krzepnigcia u matki. Rozwijajace si¢ ograniczenie przepltywu krwi przez tozysko moze
by¢ gtdéwna przyczyna wystapienia hipotrofii ptodu (IUGR), ktéra czgsto towarzyszy
nadci$nieniu tetniczemu. [30,54]

Pod wptywem niedotlenienia dochodzi do aktywacji srodbtonkéw i wydzielania
czynnikéw stymulujgcych angiogeneze, do ktorych naleza: najsilniejszy czynnik
mitogenny i rozszerzajacy naczynia, regulujacy przeplyw maciczno-tozyskowy- VEGF
(naczyniowo-§rodbtonkowy czynnik wzrostu, wydzielany przez tozysko PIGF
(lozyskowy czynnik wzrostu), niezbedna w prawidlowym szlaku angiogenezy,
wydzielana przez komodrki mezenchymalne angiopoetyna-1, jak rowniez cytokiny I1-10
oraz leptyna. [17-18,43-44,48]

Przypuszcza si¢, ze PIH jest nastepstwem zmniejszonej perfuzji lozyskowej
spowodowanej brakiem przemiany tetnic spiralnych w tetnice maciczno-tozyskowe,
ktére na skutek braku warstwy migsniowej umozliwiaja znaczne obnizenie oporu
obwodowego w tozysku naczyniowym. [54,56-57]

W naszym badaniu ocenia¢ bgdziemy zalezno$¢ miedzy stezeniem wybranych
czynnikOw proangiogennych a wystepowaniem nadci$nienia cigzowego 1 niektorych
postaci hipotrofii.

Wykazano, ze VEGF i jego receptory Flt-1 (VEGFR-1) i Flk-1 ( VEGFR-2) oraz inny
czynnik proangiogenny: angiopoetyna-1 i jej receptor TIE 2 stanowig kluczowy system
transdukcji sygnalow odgrywajacy rolg w regulacji embrionalnych naczyn. [58-59]

W ciazy dochodzi do licznych zmian w uktfadzie krazenia, ktory w sposob
dynamiczny dostosowuje si¢ do zmieniajacych si¢ warunkow w organizmie ci¢zarnej:
zwigkszenia unaczynienia, zwiekszenia wielkosci przeptywu w narzadach rodnych
1 lozysku, zwigkszenia zapotrzebowania metabolicznego 1 staje si¢ krazeniem
hiperkinetycznym. Polega to na zwigkszeniu objetosci krwi krazacej, czestosci pracy
serca, jego pojemnos$ci minutowej oraz obj¢tosci wyrzutowej. [55-56].

Pod wplywem dziatania wielu hormondéw, a gléwnej mierze progesteronu,
dochodzi do zmniejszenia napigcia 1 wzrostu podatnosci $cian naczyn krwionosnych,
a to skutkuje juz w I trymestrze spadkiem oporu obwodowego o ok. 30 %, a dalej
obnizeniem wartosci ci$nienia tetniczego krwi. W niepowiklanej cigzy zaistniale
zmiany hemodynamiczne powoduja spadek ci$nienia tg¢tniczego krwi skurczowego

0 5-11 mm Hg, a rozkurczowego 0 10-15 mm Hg. [57,60-61]
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Obecnos$¢ nowego w organizmie kobiety kragzenia maciczno-tozyskowego jest
drugim mechanizmem, decydujacym nawet w 20% o zmniejszeniu catkowitego
systemowego oporu naczyniowego. Proces ten warunkuje przebudowa $cian tetnic
spiralnych macicy, polegajaca na zaniku ich warstwy mieg$niowej. Naczynia takie
nie reaguja na bodzce wazokonstrykcyjne, dzigki czemu zwigksza si¢ przeptyw
przez tozysko wraz ze spadkiem catkowitego oporu systemowego naczyn. [62-63]

W etiopatogenezie nadci$nienia cigzowego oraz niektorych przypadkach IUGR
upatruje si¢ odmienng inwazje¢ cytotrofoblastu do $wiatta naczyn spiralnych w stosunku
do obserwowanej w cigzach fizjologicznych. [1,13,58]

W prawidlowej cigzy w 8 tygodniu dochodzi do potaczenia kosmkow
z tetnicami spiralnymi macicy, ktorych $rednica czg¢sci doprowadzajacej do przestrzeni
migdzykosmkowej wzrasta kilkakrotnie, tracagc migsnidowke i zwigkszajac elastycznosc.
Proces konczy si¢ okoto 18-20 tygodnia cigzy. Obecne u podstawy mikrokosmkow
cytotrofoblasty sg zdolne (pod wpltywem estrogenow i progesteronu) do réznicowania
si¢ 1 upodabniania do komorek doczesnej lub — w tetnicach spiralnych - do komoérek
srodblonka. W nadci$nieniu cigzowym pod wplywem niedotlenienia dochodzi
do zaburzen rdéznicowania inwazyjnosci komorek syncytjotrofoblastu, a nastepnie
upodabniania si¢ do zastgpowanych komorek srédbtonka tetnic spiralnych. [64-65]

Poczatkowo (8-10 tydzien cigzy), rozwdj lozyska przebiega w $rodowisku
o niskiej preznosci tlenu (15-20 mmHg), ktéra gwattownie wzrasta do 55-60 mmHg
w trakcie inwazji trofoblastu w blone sluzowa macicy ,aby w III trymestrze cigzy
utrzymywac¢ wartosci do 40 mmHg. Zjawisku temu towarzyszy zmiana metabolizmu
w komorkach trofoblastu z beztlenowego na tlenowy z intensywnym wykorzystaniem
glukozy z krwiobiegu matki. [66-67]

Do petnej implantacji trofoblastu niezbedna jest prawidtowa reakcja systemu
immunologicznego matki. W przebiegu stanu przedrzucawkowego obserwuje
si¢ nasilong apoptoze komorek trofoblastu, zaburzenia stezen rdéznych cytokin
1 interleukin, a badania histopatologiczne poptodow ujawnily naciekanie tozyska przez
limfocyty i makrofagi. [29,68]

Aktywowane zaburzong perfuzjg tozysko produkuje substancje uszkadzajace lub
aktywujace srodblonek naczyniowy (zaburzona produkcja integryn, angiopoetyny 1,
VEGF), co moze powodowaé¢ jego obumieranie. Skutkiem uszkodzenia endotelium
moze by¢ nadcis$nienie, a takze zaburzenie struktury i funkcji klebuszkéw nerkowych

(biatkomocz). [14]
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Czynnikiem uruchamiajacym tancuch patogenezy PIH mogg by¢ nieprawidlowo
zrdznicowane komorki trofoblastu, przedostajace si¢ do krwi obwodowej ci¢zarne;.
Zaburzona inwazja trofoblastu powoduje wzrost ilosci jego fragmentow w krazeniu
kobiety ci¢zarnej, podczas gdy w cigzy fizjologicznej nie spotyka si¢ ich lub w bardzo
malej ilosci. To wlasnie te komoérki moga by¢ odpowiedzialne za aktywacje
sroédbtonkow. Mikrokosmki syncytjotrofoblastu majg zdolno§¢ hamowania proliferacji
komorek s$rodbtonka naczyniowego, co powoduje, ze przyjmuje on posta¢ plastra
miodu. Dowodzi to dziatania uszkadzajacego S$rodblonki przez tkanki trofoblastu.
[54,64]

Zaobserwowano réwniez, ze w cigzach powiklanych PIH we krwi matki
podwyzszone s3 stezenia wolnego DNA, zaréwno ptodowego jak 1 matczynego,
pochodzacego najprawdopodobniej z umierajacych komorek. Poziomy obu rodzajow
DNA korelowaly z nasileniem stanu przedrzucawkowego. Zanim dojdzie
do manifestacji objawéw NIC we krwi obecny jest jedynie ptodowy, krazacy DNA,
co sugeruje, ze zaburzenia inicjujace stan przedrzucawkowy dotycza poczatkowo samej
jednostki ptodowo-tozyskowej, a wraz z pojawieniem si¢ objawow choroby obejmuja
caty organizm matki. [49,62,64]

Dotychczasowe  badania  wskazuja  wyraznie, ze podiozem stanu
przedrzucawkowego moga by¢ zaburzenia tozyskowe, pojawiajace si¢ juz we wczesnej
ciazy, ktore prowadzg do nasilajacej reakcji na obecno$¢ komorek ptodowych. [6]

U kobiet z PIH obserwuje si¢ masywne uszkodzenie $rodbtonkow nie tylko
w tozysku, ale rowniez w innych narzadach.

W nerkach jest to tzw. endotelioza kigbuszkowa, powodujaca zaburzenia
filtracji. Nastgpstwem utraty funkcji transportowej oraz ciaglosci $rodblonka nerek
sg bialkomocz oraz obrzgki. [5,7]

Uszkodzenie komorek s$rodbtonkowych indukuje posrednio uwolnienie wielu
substancji m.in. fibronektyny, aktywatora plazminogenu, czynnika VIII oraz czasteczek
adhezyjnych. Uszkodzone endotelium traci swoje wlasciwosci antykoagulacyjne,

w zwigzku z czym w przebiegu PIH dochodzi¢ moze do zmian w uktadzie krzepnigcia.

Wyrazne zaburzenia obserwuje si¢ tylko w cigzkich postaciach choroby. Zwigkszone
jest tu zapotrzebowanie na czynnik krzepnigcia VIII, spada rowniez aktywnos$¢
antytrombiny III. Podobnie jak w cigzach fizjologicznych, zwigksza si¢ wytwarzanie
fibryny, ale obniza si¢ réwnoczesnie aktywnos¢ fibrynolityczna, co skutkuje wzrostem

poziomu produktow degradacji fibrynogenu.
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Z powodu uszkodzenia endotelium dochodzi rowniez do uposledzenia regulacji
napiecia naczyn krwiono$nych. [69-76]

W NIC oraz w niektorych przypadkach hipotrofii ptodu, wiele naczyn
zaczopowanych jest przez zlogi miazdzycowe oraz skupiska wypelnionych lipidami
makrofagéw. Zamknigcie §wiatla naczyn blaszkami miazdzycowymi oraz zakrzepami,
prowadzi do uposledzonego ukrwienia tozyska i nawet do jego zawatéw. Zaburzenia
krzepnigcia powodujagce zamykanie $wiatta naczyn oraz zwigkszone obkurczenie
lozyska naczyniowego, skutkujg uposledzeniem perfuzji i ukrwienia, a to z kolei
indukuje uszkodzenia w nastgpnych naczyniach. Jest to samonapgdzajacy si¢ proces.
[74]

Weciaz poszukuje si¢ markerow biochemicznych nadci$nienia w przebiegu cigzy.
Oznaczenie ich w trakcie implantacji trofoblastu zwigkszytoby mozliwos¢ predykeji

tych zaburzen.

3.2 Epidemiologia

Nadcisnienie tetnicze w cigzy wystepuje u ok 2-7 % cigzarnych w krajach
rozwinigtych, natomiast w krajach ubozszych czestos¢ wystepowania tej patologii moze
by¢ nawet trzy razy wigksza. W Polsce wikta ok. 6-8% wszystkich cigz. WHO podaje,
ze w krajach rozwijajacych si¢ rocznie ginie z powodu powiktan NT w cigzy ok 63000
kobiet, a kazdego dnia jest przyczyng zgonu ok 200 kobiet. Za wysoka $miertelnos¢
okotoporodowg kobiet w 20% odpowiada stan przedrzucawkowy. [49,77-78]

3.3 Kryteria diagnostyczne nadci$nienia tetniczego w ciazy.

Nadal obowiazuje podziat wg Polskiego Towarzystwa Nadci$nienia T¢tniczego
zgodny z wytycznymi Europejskiego Towarzystwa Nadcisnienia Tetniczego (ESH)
i Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego (ESC) z 2003 roku.

ESH/ECH podtrzymaty t¢ klasyfikacje¢ w ogloszonych w 2007 roku wytycznych.
[78-81]

NadciSnienie tetnicze rozpoznajemy, gdy wartosci ci$nienia skurczowego (SBP)
przekraczajg > 140 mm/Hg, a ci$nienia rozkurczowego (DBP ) >90 mm/Hg, zmierzone
przynajmniej dwa razy w odstepach czterogodzinnych, aczkolwiek istotna jest takze

dynamika zmian ci$nienia.
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Wzrost SBP o 30 mmHg i/lub DBP o 15 mmHg moze sugerowac rozwoj
nadci$nienia te¢tniczego u pacjentki nawet wowczas, gdy wartosci BP nie spelniaja
jeszcze kryteriow jego rozpoznania. Rozpoznanie nadci$nienia tetniczego w cigzy moze
by¢ utrudnione z powodu braku wiedzy na temat wartosci BP pacjentki sprzed cigzy.
W przypadku wystepowania jego podwyzszonych wartosci przed koncepcja, rozpoznac
nalezy nadci$nienie tetnicze przewlekle I moze 0no pozosta¢ nierozpoznane
w I potowie cigzy z powodu fizjologicznego spadku wartosci BP w tym okresie.
Aby nie przeoczy¢ rozwoju choroby nadci$nieniowej, nalezy mierzy¢ pacjentce
cisnienie tetnicze krwi podczas kazdej wizyty kontrolnej. Aby wykluczy¢ nadci$nienie
zwigzane z ,efektem bialego fartucha” stosuje si¢ catodobowe ambulatoryjne

monitorowanie ci$nienia tetniczego (ABPM). [78]

Tabela nr 2. Klasyfikacja nadcis$nienia tetniczego wedtug ESH/ESC .[79-80]

Klasyfikacja nadcisnienia tetniczego wedlug ESH/ESC

] Cisnienie skurczowe Cisnienie rozkurczowe
Kategoria
(mm Hg) (mm Hg)
Ci$nienie optymalne <120 <80
Ci$nienie prawidtowe 120-129 80-84
Ci$nienie wysokie
130-139 85-89
prawidlowe
Nadci$nienie stopien 1 140-159 9099
(tagodne)
Nadcis$nienie stopien 2 160-179 100-109

(umiarkowane)
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Nadci$nienie stopien 3 > 180 >110

(ciezkie)

Nadcisnienie izolowane
> 140 <90
skurczowe

W klasyfikacji amerykanskiej (JNC), cisnienie wysokie prawidlowe zastgpiono
okresleniem — stan przednadci$nieniowy oraz wyszczego6lniono tylko 2 stopnie

nadci$nienia tetniczego.[77]

Tabela nr 3. Klasyfikacja nadci$nienia t¢tniczego wedhug INC7. [77]

Klasyfikacja nadciSnienia te¢tniczego wedlug JNC7

Kategoria CiSnienie skurczowe  CiSnienie rozkurczowe
(mmHQg) (mmHQg)
Ci$nienie prawidtowe <120 <80
Stan

o 120-139 80-89
przednadci$nieniowy
Nadci$nienie stopien 1 140-159 9099
Nadci$nienie stopien 2 > 160 >100
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Wedlug ACOG (Amerykanskie Kolegium Potoznikow 1 Ginekologéw),
uproszczony podzial nadci$nienia w cigzy uwzglednia dwa gldwne objawy:
nadci$nienie 1 biatkomocz, rozr6znia nadcisnienie wywotane cigzg od wspotistniejacego
z ci3za. [78]

Ustalono podziat:
e cigzowe nadcisnienie i/lub biatkomocz
e nadcis$nienie cigzowe bez biatkomoczu
e Dbiatkomocz cigzowy bez nadcis$nienia

e nadcisnienie i biatkomocz cigzowy: stan przedrzucawkowy tagodny i cigzki

e nadci$nienie i biatkomocz cigzowy oraz drgawki: rzucawka

e przewlekte nadcis$nienie i przewlekle choroby nerek

e przewlekte nadci$nienie 2z nawracajacym stanem przedrzucawkowym
lub rzucawka

e cigzowe nadcis$nienie przejSciowe lub biatkomocz u kobiet w badaniach przed
20 tygodniem ciazy, a ktore nie chorowaty na przewlekle nadcis$nienie i

przewlekte choroby nerek

3.3.1. Nadcisnienie cigzowe ( PIH)

Ciagzowym nazywamy nadci$nienie rozwijajace si¢ po 20 tygodniu ciazy,
a w przypadku zasniadu groniastego wczesniej i wracajace do normy do 6 tygodni
po porodzie.
Jest jednym z najpowazniejszych powiklan cigzy i1 jest zwigzane ze zwigkszong

$miertelnoscig kobiet oraz ptodow. [81]

Rozpoznajemy przy wartoSciach RR > 140 / 90 mm Hg , bez biatkomoczu. [18-20]
Wystepuje u : ok 6 - 17% pierwiastek/pierworodek
ok 2-4% wielorodek

3.3.2. Nadcisnienie przewlekle

Przewleklym nazywamy nadci$nienie istniejace przed cigza lub pojawiajace si¢
przed 20 tygodniem cigzy i utrzymujace si¢ po pologu, czyli ponad 6 tygodni
od porodu, z lub bez biatkomoczu.

Dzielimy je na:
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Ltagodne - gdy RR rozkurczowe < 110 mm Hg

Cigzkie - gdy RR rozkurczowe > 110 mm Hg

Wystepuje u : ok 0,6- 2 % kobiet w wieku 18-29 lat
ok 4.6- 22,3 % kobiet w wieku 30-39 lat

3.3.3. NadciSnienie tetnicze pozne ( przemijajace )

P6Zznym nazywamy nadci$nienie, pojawiajace si¢ po 37 tygodniu cigzy
lub w pierwszej dobie po porodzie, bez rozpoznanego wczes$niej nadci$nienia
oraz bez biatkomoczu i §wiadczy czesto o rozwijajacym si¢ nadci$nieniu pierwotnym.

Nalezy je potwierdzi¢ po 6 (inne zrodta podaja po 12), tygodniach od porodu. [77-81]

3.3.4. Stan przedrzucawkowy ( preeclampsia )

Stanem przedrzucawkowym nazywamy nadci$nienie, rozwijajace si¢ u ci¢zarnej
po 20 tyg. trwania cigzy i przemijajace w potogu, czyli utrzymujace si¢ do maksymalnie
6 tygodni po porodzie.

Charakterystyczne dla tej patologii jest wystgpowanie biatkomoczu > 500 mg/ dobe
( wg NHBPEP > 300 mg/ dobg ), ze wspotistniejacym nadci$nieniem > 140/90 mmHg
( MAP > 106 mm Hg ). [69-70].

Jest to zespdt patologii, ktore wigza si¢ z obecnoscig tozyska w organizmie
kobiety. W prawidtowo rozwijajacej si¢ cigzy we wczesnych jej etapach dochodzi
do fizjologicznego przeksztalcenia tetnic spiralnych, ktére posiadaja dobrze rozwinigta
warstweg migsniowg w swoich §cianach, w naczynia o szerokich i wiotkich $cianach,
nie reagujagcych na substancje wazoaktywne. W patologiach zwigzanych
z nadcisnieniem cigzowym, dochodzi do zaburzenia tych przemian naczyniowych,
co skutkuje wzrostem, zamiast spadkiem oporu naczyniowego w krazeniu maciczno-
tozyskowym, jako nowego kompartmentu uktadu krazenia ci¢zarne;.

Sugeruje si¢, ze moze to by¢ zwigzane z nieprawidlowa odpowiedzig
immunologiczng organizmu matki na obcy antygen lozyskowy z grupy HLA-G,
a to powoduje niewyksztalcenie pojemnos$ciowych tetnic tozyska poprzez
nieprawidlowa inwazj¢ komorek trofoblastu w S$cian¢ tetnic spiralnych. Dochodzi
do niedotlenienia tozyska, lokalnej produkcji wolnych rodnikow 1 substancji
wazoaktywnych. Prowadzi to do stresu oksydacyjnego w organizmie i aktywacji

srodblonkow poprzez peroksydacje lipidow, migracje leukocytow, doprowadzajac
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do ich dysfunkcji. Srodbtonek kontroluje napiecie $cian naczyniowych, perfuzje tkanek
i odgrywa podstawowa rol¢ w regulacji cisnienia krwi, na drodze utrzymywania
wlasciwego oporu obwodowego. Odbywa sie to dzigki zdolnosci $rodblonkow
do produkcji tlenku azotu, ktory ma silne wlasciwosci naczyniorozszerzajace.
W obrazie stanu przedrzucawkowego dochodzi do zaburzenia tego procesu,
co prowadzi do niedostatecznej produkcji tlenku azotu i uwrazliwienia naczyn na inne
substancje wazokonstrykcyjne, jak endotelina, tromboksan A, angiotensyna Il, a dalej

do zmniejszenia przeptywu przez tkanki i narzady i ich niedotlenienia. [49-50,65-69,82]

Etiologia stanu przedrzucawkowego wcigz nie zostala do konca poznana.
Za gléwna przyczyn¢ uznaje si¢ nieadekwatng adaptacje organizmu do cigzy,
a doktadniej nieprawidlowym wyksztalcenie kragzenia maciczno-tozyskowego.

Znamienne dla tej choroby jest zaburzenie rownowagi w uktadzie krzepnigcia. [82-83]

Uszkodzenie komorek $rodblonkowych indukuje posrednio uwolnienie wielu

substancji m.in. fibronektyny, aktywatora plazminogenu, czynnika VIII oraz czasteczek
adhezyjnych. Uszkodzone endotelium traci swoje wlasciwosci antykoagulacyjne,

w zwigzku, z czym w przebiegu PIH dochodzi¢ moze do zmian w uktadzie krzepnigcia.

Wyrazne zaburzenia obserwuje si¢ tylko w cigzkich postaciach choroby. Zwigkszone
jest tu zapotrzebowanie na czynnik krzepnigcia VIII, spada roéwniez aktywno$¢
antytrombiny III. Podobnie jak w cigzach fizjologicznych, zwigksza si¢ wytwarzanie
fibryny, ale obniza si¢ réwnoczesnie aktywnos¢ fibrynolityczna, co skutkuje wzrostem
poziomu produktow degradacji fibrynogenu.

W procesie tym uruchomiona zostaje kaskada krzepnigcia, dochodzi do spadku liczby
plytek krwi i rozwoju skrajnego zespolu wewnatrznaczyniowego wykrzepiania (DIC).

[13]

Dochodzi do wielonarzgdowej niewydolnosci z nieodwracalnym uszkodzeniem

tozyska, watroby, nerek i mozgu. [28-29,32-37,61].

Przewlekle niedokrwienie lozyska w przebiegu stanu przedrzucawkowego
stanowi  zagrozenie dla rozwijajgcego  si¢  wewnatrzmacicznie  dziecka.
Moze odpowiada¢ za wystapienie porodu przedwczesnego i wczesniactwo dziecka,
spowodowac przedwczesne oddzielenie tozyska. Odpowiada za rozwdj hipotrofii ptodu,

a moze nawet spowodowaé jego wewnatrzmaciczny zgon. Dzieci z niskg masg
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urodzeniowa maja zwigkszong chorobowos¢ z niewydolnoscia oddechowa
oraz wylewami §rodczaszkowymi. [71-76,84-85]

W watrobie dochodzi na skutek skurczu naczyn, do tworzenia rozsianych
zakrzepow, niedotlenienia, wylewéw podtorebkowych, widknienia tkanki, martwicy
hepatocytéw z pgknieciem narzadu wiacznie. [86]

W nerkach przez niedokrwienie obniza si¢ przesaczanie klebuszkowe (GFR),
ktore w fizjologicznej cigzy wzrasta. Nastgpstwem endoteliozy kiebuszkowe;,
powodujacej zaburzenia filtracji, utrate funkcji transportowej oraz ciggtosci srodbtonka
nerek sg biatkomocz oraz obrzeki.

Stezenie kreatyniny moze pozosta¢ w granicach normy. Niedokrwienne uszkodzenie
cewek nerkowych moze spowodowac wystapienie hiperurikemii i hiperkalciurii. [58,87]

Zmiany w OUN mogg doprowadzi¢ do objawowej rzucawki, a w badaniach

obrazowych, do majacych miejsce gtéwnie w okolicy potylicznej kory: do obrzgku

mozgu, wybroczyn i krwotokow oraz mikrozawatow. [71-72,75,88-89]

CZYNNIKI RYZYKA rozwoju stanu przedrzucawkowego wcigz nie sg jeszcze
dobrze poznane.

Czesciej wystepuje on:

* u kobiet z nadci$nieniem przewlektym- najwigksze ryzyko,

* u kobiet rasy czarnej.

* U pierwiastek,

* u kobiet z wywiadem preeklampsii w poprzednich cigzach,

* u mtodych cigezarnych i rzadkie cigze (przerwa miedzy cigzami dtuzsza niz 10 lat) -
krotki okres wspolzycia moze potwierdza¢ hipotez¢ o roli czynnikow
immunologicznych w etiopatogenezie preeclampsii,

* u kobiet ponizej 18 roku zycia- dotyczy gléwnie pierwiastek oraz powyzej 40 roku
zycia- u wielorddek

* gdy ojciec dziecka, posiada dzieci z cigz powiklanych stanem przedrzucawkowym-
réwniez potwierdza teori¢ immunologiczng tej patologii,

* u otylych matek (wskaznik BMI powyzej 35 kg/m?2)

* u kobiet z cukrzyca, hiperinsulinemig - w 50% koreluje z PIH [90]

* w cigzach mnogich, zwtaszcza z dzie¢mi réznych plci,

* w cigzach powiktanych wielowodziem,

28



* u kobiet z chorobami nerek,
* u kobiet z nadkrzepliwoscia,
* w przebiegu stanéw zapalnych m.in. uktadu moczowego,
* w przebiegu infekcji Helicobacter pylori, [91]
* u kobiet z podwyzszonym poziomem cholesterolu w srodkowym okresie cigzy,
* w cigzach bedacych nastepstwem donacji oocytoéw,
* w cigzach z wysoko osadzonym tozyskiem w macicy,
Inne czynniki predysponujace do rozwoju PIH:
* obecnos¢ przeciwciat antyfosfolipidowych
* czynnik genetyczny: PIH u matki w wywiadzie
* aberracje chromosomowe u ptodow (triploidia i trisomia 13 pary chromosoméw)
* nikotynizm — pogarsza juz istniejacy PIH, natomiast stwierdzono rzadsze
wystepowanie PIH u kobiet palacych w stosunku do niepalgcych
* stosowanie prezerwatywy: czesta ekspozycja przyszilej matki na antygen HLA
nasienia przysztego ojca ma dzialanie ochronne przez wprowadzenie jej uktadu
odpornosciowego w stan tolerancji immunologicznej. [51-53,92-94]
Przebieg cigzy powiklanej stanem przedrzucawkowym bywa dynamiczny,
trudny do przewidzenia i bardzo zréznicowany: od stanu prawie fizjologicznego

do cigzkich postaci , mogacych si¢ zakonczy¢ zgonem ci¢zarnej i / lub dziecka.

PODZIAL preeclampsji, jaki wprowadzono dla utatwienia postgpowania w przebiegu
stanu przedrzucawkowego, dzieli go na:

* posta¢ lagodna - rozwija si¢ okoto 38 tygodnia cigzy i przebiega bez powazniejszych
nastepstw;

* posta¢ umiarkowana - gdy SBP >140<160 mmHg, a DBP >90<110 mmHg,
1 biatkomocz nie przekracza 3 g/dobeg;

* postaé¢ ciezkg - gdy wartoSci tych parametrow sg wyzsze, rozwija si¢ przed 28

tygodniem ciazy i zle rokuje;

Zespot HELLP 1 rzucawke cze$¢ autorOw uznaje za szczegdlne postaci stanu

przedrzucawkowego. [71,75,92],
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DIAGNOSTYKA preeclampsji [95]
Stan przedrzucawkowy
*nadci$nienie (skurczowe > 140, rozkurczowe > 90), wystepujace po 20. Tygodniu

cigzy *biatkomocz (> 0,3 g/dobg)

Ciezki stan przedrzucawkowy

sciezkie nadcisnienie (skurczowe 160-180, rozkurczowe > 110)

*zaburzenia nerkowe: biatkomocz (> 5 g/dobe¢), podwyzszony poziom kreatyniny (> 1,2
mg/dl), oliguria (< 500 ml/dobg)

szaburzenia neurologiczne: bol glowy, zaburzenia widzenia

*zaburzenia hematologiczne: matoptytkowos¢ (PLT <100 G/I), mikroangiopatyczna
niedokrwisto§¢ hemolityczna

*zaburzenia funkcji watroby: podwyzszony poziom aminotransferaz (10-20-krotny), bol
w nadbrzuszu

ezaburzenia u ptodu: zahamowanie wzrostu

Rzucawka

«drgawki u kobiet, u ktorych wystepuje stan przedrzucawkowy [69,96-97]

U kazdej cigzarnej ze stanem przedrzucawkowym moze dojs¢ do naglego

pogorszenia jej stanu zdrowia, dlatego wazne jest S$ciste monitorowanie chorej
z preeclampsja oraz edukowanie jej w zakresie samokontroli BP 1 wczesnego
rozpoznawania niepokojacych objawow.
W  wielu publikacjach wyr6znia si¢ stan przedrzucawkowy wczesny (Early
Preelcpampsia - EPE) i pézny (Late preeclampsia — LPE). Wczesny stan
przedrzucawkowy to taki, ktorego wystapienie byto powodem zakonczenia cigzy przed
34 t.c. [71-72,92,98-99]

3.3.5. Zespél HELLP (haemolysis, elevated liver enzymes, low

platelets)
Jest to zespot objawow wystepujacy w 0.2-0.6 % wszystkich cigz, wiklajacy
4-12 % ciezarnych ze stanem przedrzucawkowym i rzucawka , manifestujacy sie :

* §rddnaczyniowa hemolizg erytrocytow,
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* uszkodzeniem watroby ze wzrostem jej enzymow (Alat, Aspat),

* zmniejszeniem liczby ptytek krwi. [69,71,98]

Najwigksze ryzyko wystgpienia zespotu HELLP zachodzi w III trymestrze cigzy
(69 %) oraz do 7 dni od porodu (31%). U 15% cigzarnych z zespotem HELLP
nie stwierdzono ani proteinurii ani podwyzszonych wartosci BP.
Gorzej rokujg ciezarne z rozwinietym zespotem przed 28 tygodniem cigzy.

Blisko 1/3 przypadkow tego zespotu ujawnia dopiero po porodzie. [69,100]

Na drodze przedstawionych w stanie przedrzucawkowym mechanizmow,
w zespole HELLP dochodzi do obkurczenia lozyska naczyniowego, mechanicznego
uszkodzenia erytrocytow 1 wskutek wewnatrznaczyniowego wykrzepiania do spadku
liczby ptytek. Powstajace w naczyniach watroby rozsiane zakrzepy, powoduja
jej uszkodzenie, co uznaje si¢ za najbardziej charakterystyczne dla tego zespotu i moze
by¢ rdznie nasilone. [99-101]

Wszystkim pacjentkom z HELLP zagraza wystapienie petnoobjawowego
zespolu wewnatrznaczyniowego wykrzepiania (DIC) - wystepuje u ok 20%, a w 84%
przypadkow rozwija si¢ ostra niewydolnos¢ nerek.

Wczesne odréznienie zespolu HELLP od stanu przedrzucawkowego,
szczegblnie
jego ciezkiej postaci, jest utrudnione z powodu niespecyficznych objawéw klinicznych
I laboratoryjnych obu choréb. Pacjentki z zespotem HELLP wymagaja czesto opieki
wielospecjalistycznej, nierzadko w oddziale intensywnej terapii. [95,97,100-105]
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4. HIPOTROFIA PLODU

4.1 Wstep

Hipotrofia plodu jest czgstym powiklaniem zwigzanym z cigza
rozpoznawanym w momencie, gdy dwukrotnie wykonane pomiary ptodu w czasie cigzy
wykazuja zbyt wolne tempo wzrastania i / lub masa ciata ptodu miesci si¢ ponizej
10 percentyla w stosunku do wieku plodowego. Obecnie ocenia si¢, ze okoto 30%
noworodkow urodzonych przedwcze$nie drogami natury ma mase¢ ciata ponizej
10 percentyla. Znanych jest wiele czynnikéw ryzyka tego powiktania, jednakze nadal
czegsto nie udaje si¢ okresli¢ jego etiologii. Rozwdj  hipotrofii moze wynikad
ze schorzen dotyczacych samego ptodu, stanu zdrowia matki, a takze funkcji tozyska.
Nieprawidlowosci dotyczace ptodu (zaburzenia chromosomalne, wady anatomiczne),
choroby matki (cukrzyca, nadci$nienie, choroby zakazne), styl zycia (palenie
papieros6w, spozywanie alkoholu), a takze niewydolno$¢ lozyska moga stanowic
przyczyng wystgpienia tego powiklania. Za istotne uwaza si¢ rowniez czynniki
genetyczne, ktére moga mie¢ wptyw na zwigkszong predyspozycje do wystepowania
hipotrofii. Patomechanizm opo6znienia wzrastania wewnatrzmacicznego ptodu -
w skrocie ITUGR, ma charakter zlozony i w dalszym ciggu jest przedmiotem badan.
[106-108]

Uwaza si¢, ze jedna z mozliwych przyczyn stanowi¢ mogg zaburzenia tozyskowej
angiogenezy. [109]

W 1961 roku Warkany i wsp. wprowadzili pojecie wewngtrzmacicznego
ograniczenia wzrostu (IUGR- intrauterine growth retardation) w odniesieniu
do noworodkéw donoszonych z niskag masg urodzeniowa, spowodowana najczesciej
przewlekta niewydolnos$cia tozyska. [110]

IUGR, czyli wewnatrzmaciczne ograniczenie wzrastania ptodu jest glownym
czynnikiem ryzyka umieralno$ci okotoporodowej i zachorowalnosci noworodkow.
IUGR definiuje si¢ jako wzrost ptodu ponizej jego wewnatrzmacicznego potencjatu
wzrastania. Szacuje si¢, ze jest zwigzany ze S$miercig ok 60% z 4 mln noworodkow
rocznie, a zaburzenie to dotyczy 3-10% wszystkich cigz. [111]

Hipotrofia- zamiennie stosowany termin IUGR, jest istotnym problemem
klinicznym wigzacym si¢ oprocz umieralnosci okotoporodowej noworodkow

z ich zwigkszong zachorowalnoscig gorszym rozwojem umyslowym 1 fizycznym.
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Na mas¢ urodzeniowg maja wplyw réwniez: wzrost 1 masa ci¢zarnej, rozrodczos$¢, rasa

1 pte¢ noworodka. [112]

Wzrastanie ptodu w okresie prenatalnym zalezy w glowne] mierze
od funkcjonowania tozyska odpowiedzialnego za dostarczanie mu tlenu oraz substancji
odzywczych. Niedobor substancji budulcowych doprowadza do nieprawidtowej masy
ptodu oraz zmiany ekspresji genéw determinujgcych procesy metaboliczne. [111,113-
114]

4.2 Definicja

W $rodowisku perinatologow istnieje wiele kontrowersji i dyskusji odnos$nie
kryteriow w rozpoznawaniu ograniczonego wzrastania ptodu. W wiekszosci opiera si¢
ono na centylowym rozktadzie masy ciata danej populacji, z przyjeciem za norme
srednig mase ciata +/- dwa odchylenia standardowe. [114,115,116]

Ograniczenie wzrastania ptodu jest najczgsciej rozpoznawane, jako:

- niska masa urodzeniowa LBW ( low birth weight ) z kryterium masy noworodka

ponizej 2500 g (2500g odpowiada 10 centylowi w 37 tygodniu cigzy), niezaleznie
od wieku cigzowego, z wyodrgbnieniem VLBW ( very low birth weight ) i masg ponizej
1500 g oraz ELBW ( extremely low birth weight ) i masg ponizej 1000 g; [112,117-118]

- ptody i noworodki okreslane jako mate w stosunku do wieku cigzowego SGA ( small

for gestational age ), wykazujace niedobor masy ciala w stosunku do spodziewane;j
w danym tygodniu cigzy, dla danej populacji. Za hipotrofi¢ ptodu przyjmuje si¢ masg
ciala plodu ponizej 10 centyla, a cigzkie IUGR przy masie ptodu ponizej 3 centyla
dla danego wieku cigzowego).
Definicja LBW nie wyodrgbnia grupy noworodkdw o masie powyzej 2500 g
i dotknigtych IUGR. [119-120]

Podziat noworodkéw wg kryterium masy urodzeniowej dziecka:
- 0 odpowiedniej do wieku cigzowego ( AGA- appropriate for gestational age ),
- malej w stosunku do wieku cigzowego ( SGA- small for gestational age ),

- duzej w stosunku do wieku cigzowego ( LGA- large for gestational age ).
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Przyjmuje si¢ najczgsciej, ze noworodki SGA maja mas¢ ciala ponizej
10 percentyla w stosunku do danego wieku cigzowego. Inne kryteria przyjmuja mase
ponizej 3 lub 5 percentyla lub 2 odchylenia standardowe ponizej S$redniej masy
urodzeniowej danej populacji.
Wszystkie te kryteria oparte na danych statystycznych, bywaja mniej przydatne
klinicznie i s3 powodem nierozpoznania patologii [UGR. [121]
Zdarza sie, bowiem, ze ptdd pomimo ci¢zkiej hipotrofii, dzigki znacznemu, genetycznie
zaprogramowanemu potencjalowi wzrostu, miesci si¢ powyzej 5 percentyla danej

populacji. [122-123]

Wigkszo$¢ badaczy uznaje, ze SGA jest markerem IUGR czg¢sto stosowanym

zamiennie, chociaz nie zawsze sg identyczne. [121]

IUGR to patologiczny proces prowadzacy do wewnatrzmacicznego
ograniczenia jego wzrostu, podczas gdy SGA odnosi si¢ do noworodkéw o matej masie
urodzeniowej ponizej 10 percentyla i moze nie mie¢ cech hipotrofii.

Analogicznie: noworodki AGA z prawidlowa masg urodzeniowa powyzej
10 percentyla mogg wykazywac¢ cechy hipotrofii typu zaburzenia dynamiki wzrastania
w kolejnych pomiarach ultrasonograficznych. [124]

Klasyfikacja IUGR opiera si¢ na symetrii ciata ptodu, wynikajacej z dziatania na

niego roznych czynnikéw wywotujacych hipotrofie ptodu 1 wynika z twierdzenia
Winnicka o trdjfazowym rozwoju organdéw ptodu i tozyska:

1) faza hiperplazji- zwigkszenia si¢ liczby komorek,

2) faza hipertrofii- wzrostu komorek,

3) faza mieszana- wystgpowanie obu tych faz rownoczesnie. [112,123-124]

Wystagpienie okreslonego typu IUGR zalezy od momentu dziatania na ptod
danego czynnika patologicznego:

| typ symetryczny: najczesciej sa to wady rozwojowe z [IUGR przy prawidtowej

wielkosci  tozyska 1 charakteryzuje si¢ proporcjonalnym (symetrycznym),
zmniejszeniem wszystkich wymiarow ciata, narzadow ptodu i noworodka, jako skutek
mniejszego potencjatu wzrostu komoérek zdeterminowanego przez czynniki genetyczne,
wrodzone choroby metaboliczne, najczgséciej aberracje chromosomalne dziedziczne

lub wrodzone.
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Przyczyng moga by¢ rowniez czynniki szkodliwe, zaburzajagce prawidlowe podziaty
komoérkowe po zakonczeniu organogenezy, tj po 8 tygodniu od zaptodnienia (wczes$niej
miedzy 3 a 8 tygodniem cigzy — wady rozwojowe), np. promieniowanie jonizujace,
alkohol, niektore leki, szkodliwe czynniki chemiczne oraz wczesne zakazenia
wewnatrzmaciczne, szczegolnie wirusowe, np. CMV.

Istotne jest wspotistnienie hipotrofii symetrycznej z wadami rozwojowymi (10-20%).

Il _typ asymetryczny: 70-80% wszystkich przypadkéw hipotrofii. Najczesciej

stwierdza si¢ niskg mase urodzeniowg przy wzglednie prawidtowym obwodzie gtowki
oraz dtugosci ciata noworodka i rozpoczyna si¢ zwykle pod koniec II Iub na poczatku
IIT trymestru cigzy. Ten typ hipotrofii wywolany jest gldwnie niewydolno$cia
maciczno-tozyskowa i stwierdza si¢ mate tozysko. W sytuacji przewleklej nalezy uznaé
to za mechanizm adaptacyjny. Przyczyna pierwotng sga czesto choroby kobiety
cigzarnej. Noworodek na duzg gtowe, zapadniety brzuch i brak tkanki podskornej. Typ
ten wystepuje w warunkach hipoksemii oraz przy niedoborze pozywienia.
Niesymetryczny IUGR oznacza spadek dostaw matczynych do tozyska — wzrost oporu
w tetnicach macicznych w badaniu dopplerowskim juz w II trymestrze,
lub zmniejszenie przenoszenia skladnikow odzywczych przez lozysko do ptodu -
mniejsze tozysko przy zachowaniu prawidlowego ukrwienia mézgu 1 serca (brain
sparring effect), a zmianach w narzadach migzszowych: watroba, $ledziona.

Do prawidlowego wzrostu wewnatrzmacicznego ptod potrzebuje stalego
zaopatrzenia w sktadniki odzywcze 1 tlen, dlatego przyczyng hipotrofii asymetryczne;j
sq:

- choroby nerek z proteinuria (utrata biatek i nadcis$nienie tetnicze)

- zespot ztego wchtaniania

- przewlekte zapalenie trzustki

- wrzodziejgce zapalenia jelita grubego

- zaburzenia w zakresie odzywiania i oddychania cigzarnej

- zaburzenia krazenia: nadci$nienie t¢tnicze

- zaburzenia transportu tozyskowego, ktdrego niniejsze badanie bedzie dotyczy¢.
[125]

Lozysko rozwijajace si¢ w warunkach istniejgcego nadcisnienia charakteryzuje
si¢ stwardnieniem $cian tetnic spiralnych o typie hiperblastycznym. Dlatego wazna jest
normalizacja ci$nienia tetniczego w czasie pierwszej polowy cigzy (czasie rozwoju

lozyska). Rozpoczecie leczenia NT w drugiej potowie cigzy w niewielkim stopniu

35



pozwala zapobiec hipotrofii, a zbyt intensywne leczenie NT pod koniec cigzy jest
niebezpieczne dla ptodu.[5,6,126]

Stwierdzono, ze NT oraz proteinuria wyst¢pujace osobno, powodujg dwukrotny
wzrost ryzyka hipotrofii. Natomiast NT z proteinuria wystepujace tacznie (stan
przedrzucawkowy) - osmiokrotnie.

Rowniez w przypadku cukrzycy i tocznia uktadowego zmiany naczyniowe sg
gléwnym czynnikiem prowadzagcym do hipotrofii ptodu. Dobrym wskaznikiem
prognostycznym hipotrofii u ptodu sg tu retinopatia i nefropatia. [127]

Istotnym czynnikiem wplywajacym na przeptyw substratow do ptodu
oraz jego wzrost jest wielko§¢ 1 wydajnos¢ tozyska. Istnieje korelacja migdzy masg
ptodu 1 tozyska. Jednym z czynnikéw obnizajacych rozwoj 1 wielkos$¢ tozyska jest
niedozywienie matki, ktore bardziej wptywa na rozwdj tozyska niz na mase ptodu.
Wadliwe przenoszenie przez mniejsze tozysko wywotane jest rowniez przez zmiany
histologiczne, jak np. zgrubienie blony podstawnej i koncowych kosmkow
naczyniowych oraz zmiany w blonie mikrokosmkowej, polaczone ze znacznym
ograniczeniem powierzchni wymiany na poziomie kosmkéw peryferyjnych. Zmiany
te charakteryzuja si¢ zwigkszeniem gestoSci powierzchni mikrokosmkowej,
a zmniejszeniem przestrzeni migdzymikrokosmkowej, mogace by¢ adaptacja
do redukcji powierzchni tozyska.

Mechanizm powstawania hipotrofii ptodu w czasie trwania NIC jest podobny
jak w wypadku przewlektych chorob nerek oraz nadcisnienia przewleklego.[19,48]

Ryzyko hipotrofii w cigzy blizniaczej jest pigciokrotnie wyzsze niz w cigzy
pojedynczej i wystepuje najczesciej po 34 tygodniu cigzy, gdy laczna masa ptodow
przekracza 3000g, tj mas¢ dla ktorej krazenie maciczne zdrowej kobiety nie jest
w stanie zaopatrzy¢ w skladniki odzywcze oba plody. W cigzach trzy- 1 wigcej
ptodowych zahamowanie wzrostu nastepuje jeszcze wczesnie;j.

Te dwa rodzaje ograniczenia wzrastania ptodu odzwierciedlaja dwa rozne
mechanizmy patofizjologiczne.

W 1 typie hipotrofii wzrost jest zmniejszony od wczesnego okresu cigzy
1 utrzymywany jest przez caly okres jej trwania. W II typie hipotrofii zahamowanie
pojawia si¢ w drugim trymestrze i za taki przebieg wzrastania ptodu odpowiedzialna

jest niewydolno$¢ maciczno-tozyskowa. [128-130]
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4.3 Rozpoznanie

Aby rozpozna¢ nieprawidlowe wzrastanie plodu, bardzo istotne jest ustalenie
dokladnego czasu trwania cigzy, co mozliwe jest jedynie wykonujac badania
ultrasonograficzne w pierwszym trymestrze cigzy. Jedynie na podstawie prawidtowo
wykonanego pomiaru dlugosci siedzeniowo-ciemieniowej ptodu ( CRL crown-rump-
lenght ) mozliwa jest precyzyjna ocena wieku cigzowego, a blad metody wynosi jedynie
4-7 dni. [127]

W pozniejszym przebiegu cigzy na wielko$¢ ptodu maja wpltyw, oprocz wieku

cigzowego, rowniez inne czynniki modulujace jego wzrastanie. [131-133]

4.3.1 Biometryczne wskazniki IUGR

IUGR jest procesem dynamicznym 1 zeby go rozpoznaé, nalezy wykonaé
pomiary biometryczne ptodu, co najmniej dwukrotnie w 2-3-tygodniowych odst¢pach
czasu. Pojedyncze badanie usg nie przedstawia procesu wzrastania, na podstawie
ktorego stawiane jest rozpoznanie. Brana jest pod uwage jedynie zmiana parametrow
wzrastania ptodu, a nie jego masa urodzeniowa lub inne jeszcze parametry badania.
Masa urodzeniowa wynika cz¢sto z zaburzen zwigzanych z porodem przedwczesnym,
natomiast prenatalna biometria plodu reprezentuje jego fizjologiczny wzrost 1 jest

bardziej obiektywna porownawczo. [134-136]

Zalecane biometryczne wskazniki ultrasonograficzne, ktore pozwalaja
na obliczenie szacunkowej masy ptodu (EFW), to: obwod glowy (HC), obwdd brzucha
(AC) 1 dlugos¢ kosci udowej (FL). Szacunkowa masa ptodu wraz z AC jest najbardzie;j
odpowiednim wskaznikiem dla badan przesiewowych. Formuta Hadlocka EFW
z trzema wskaznikami (HC, AC i1 FL) jest idealna do wykonywania tych pomiarow,
natomiast raport ultrasonograficzny musi okres$la¢ percentyl EFW. Niezbedna jest
weryfikacja daty poczecia opartej na zmierzeniu dtugosci ciemieniowo-siedzeniowej

ptodu (CRL) migdzy 11 a 14 tygodniem cigzy. [136-137]

W réznicowaniu hiportofii asymetrycznej od symetrycznej przydatny jest
parametr obliczany w trakcie badania ultrasonograficznego, mianowicie stosunek
HC/AC, ktory jest stalty w IUGR symetrycznym, a podwyzszony w IUGR
asymetrycznym. [128-130]
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4.3.2 Dopplerowskie wskazniki [IUGR
W roku 1980 roku Eik-Nes i wsp., a rok p6zniej Gill i wsp. opublikowali

pionierskie badania przeplywoéw dopplerowskich w wewnatrzbrzusznej czgsci zyty
pepowinowej [138].

Wprowadzenie rutynowych badan  dopplerowskich  przeptywu  krwi
W naczyniach pepowinowych zmniejszyto odsetek obumaré ptodow o okoto 50%,
co zaobserwowali Gudmundsson i Dubiel [139].

Poczatkowo analizie podlegaty jedynie przeptywy w naczyniach tetniczych,
gtownie w tetnicach pgpowinowych ptodu. W  pdzniejszym okresie wprowadzono
do analiz naukowych cz¢$¢ zylng uktadu krazenia plodu , szczegodlnie w diagnostyce
ptodu w chorobach z kwasicg i niedotlenieniem. [140-141]

Pierwsza praca, w ktorej oceniano przeptyw w przewodzie zylnym ptodu DV
(ductus venosus ) , opublikowat Kiserund i wsp. w 1991 roku. [142]

Badanie przeptywow dopplerowskich w naczyniach ptodu pozwala na szybka
1 nieinwazyjng ocen¢ stanu plodu, a analiza ich spektrum pozwala wyprzedzi¢
pojawienie si¢ objawOw zagrozenia zycia ptodu i umozliwia wczesne podjecie decyzji
o0 bezpiecznym zakonczeniu cigzy. [143]

Obecnie badacze stosujg ocen¢ przeptywow dopplerowskich zardwno krazenia
tetniczego jak i zylnego. [144-146]

Metoda dopplerowska jest przydatna szczegdlnie w identyfikacji

tych przypadkéw IUGR, w ktorych rozwinie si¢ zagrozenie okotoporodowe.

A

Waznym parametrem w wykrywaniu ptodéw zagrozonych wysokim stopniem

$miertelnosci okotoporodowej jest wskaznik pulsacji tetnic pepowinowych UA,

ktére wykazuja znaczne powigzanie z pH krwi i stgZeniem mleczandw, szczegdlnie
przydatne w diagnozowaniu i ocenie IUGR.

Patologiczne  zjawisko  nieobecnego  lub  odwroconego  przeptywu
péznorozkurczowego w tym naczyniu wigze si¢ z ostrym niedotlenieniem ptodu i czgsto
bezposrednio poprzedza wystapienie patologicznych cech zapisu kardiotokograficznego
[146]. Najczesciej wystepuje w przypadku cigz powiktanych nadci$nieniem te¢tniczym

1 wewngtrzmacicznym zahamowaniem wzrostu ptodu. Jego stwierdzenie wigze si¢
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z wigksza czestoScia powiklan okresu noworodkowego (np. krwawienia
wewnatrzczaszkowe).

Roéwnie waznym parametrem jest wskaznik opordw tetnicy pepowinowej,

ktorego warto$¢ tylko nieznacznie maleje wraz z rozwojem cigzy. Wartos¢ RI >0,65
bardzo czesto towarzyszy IUGR.
[146-149]

Drugim naczyniem waznym w diagnostyce i monitorowaniu IUGR jest badanie
fali dopplerowskiej przeptywu w przewodzie zylnym plodu DV ( ductus venosus ).
[150-153]

Przewod zylny jest szczegdlnym naczyniem, ktére odpowiada za adaptacje
krazenia ptodu do zycia wewnatrzmacicznego. Odpowiada za dostarczanie
jak najwigkszej ilosci tlenu z zyly pgpowinowej do gornej czeéci ciala dziecka,
w tym mdzgu, z pomini¢ciem sinusoid watrobowych.

Bierze swoj poczatek na tylno-dolnej powierzchni watroby z potaczenia lewej zyly
pepowinowej z lewg galezig zyly wrotnej, a konczy si¢ wpadajac do zyly gldéwnej
dolnej.

W  obregbie przewodu zylnego dziala mechanizm regulacyjny podobny
do zwieracza, ograniczajacy nadmierny powr6t zylny podczas skurczu mig$nia macicy
matki. [154]

Zmniejszenie, brak lub odwrdocona fala A moze przedstawiac ostabienie mig$nia
sercowego plodu i wzrost poéznorozkurczowego ci$nienia komorowego, wynikajace
ze wzrostu obcigzenia nastepczego prawej komory. Wszystkie trzy nieprawidlowe fale
zostaty zaobserwowane u ptodéw z IUGR 1 wigzaly si¢ ze zwigkszong $miertelnoscig

noworodkow.

C.

Z kolei w badaniu dopplerowskim zmiany przyptywu krwi w naczyniach
macicznych (tetnice tukowate), zostalty wykazane juz w drugim trymestrze w cigzach
zwigzanych z NT, biatkomoczem lub podejrzeniem ptodowego uposledzenia wzrostu.

W tych powiktanych cigzach komorki trofoblastu nie wnikaty do blony

wewngtrznej 1 migsniowki macicznych tetnic spiralnych, co daje brak obserwowanego
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spadku wskaznikow oporu macicznego. To wniknigcie odbywa si¢ do 20 tygodnia
cigzy, dlatego spadek wskaznikow opornosci obserwowany jest migdzy 16 a 20
tygodniem cigzy i obrazuje si¢ zanikaniem weciecia wczesnorozkurczowego ( notch )
W obrazowaniu przeptywu w obu tetnicach macicznych w péznym drugim i trzecim
trymestrze, co zostato wykorzystane do identyfikacji nieprawidlowego krazenia macicy
w czasie cigzy. Wystgpowanie zjawiska notch w tetnicach macicznych moze
utrzymywac si¢ do okolo 26 tygodnia cigzy o prawidlowym przebiegu. Obecnosé
wciecia wczesnoskurczowego po tym terminie wigzana jest z wystgpowaniem wielu
powiktan, w tym IUGR u ptodu. [155-157]

W celu zidentyfikowania nieprawidlowego krazenia w macicy, klinicysci
powinni rowniez bra¢ pod uwage PI, ktorego wartos¢> 95 percentyla dla danego wieku

cigzowego uwaza si¢ za nieprawidlowy. [156]

D.

Obszerna literatura naukowa donosi o znaczeniu badania przeptywu krwi
w krazeniu mézgowym ptodu w diagnostyce choréb w cigzy, w tym IUGR , PIH,
chorobie hemolitycznej oraz innych choréb przebiegajacych z niedotlenieniem ptodu.
[158-159]

Oceny krazenia mézgowego dokonuje si¢ na podstawie analizy przeptywu

krwi w tetnicy Srodkowej moézgu MCA (Middle Cerebral Artery) [160]

MCA zajmuje szczegdlne miejsce w ocenie plodowych przeptywow
moézgowych. Jest naczyniem tatwo dostgpnym w badaniu, powtarzalnym w pomiarach
oraz o wysokiej czulo$ci w ocenie zjawiska ,, brain-sparing effect’’, dlatego nazywane
jest naczyniem pierwszego rzutu.

W analizie przeptywu dopplerowskiego MCA bierze si¢ pod uwage wskaznik
oporu RI, wskaznik pulsacji PI , maksymalng predkos¢ skurczowa PSV oraz ksztalt fali
przeptywu. [161-164]

Najwyzsze wartosci PI przypadajg na okres migedzy 25-30 tygodniem cigzy
1 spadajg w III trymestrze, co daje obraz krzywej referencji PI MCA w ksztalcie
paraboli. [163,165]

Y. Hsieh opisat zalezno§¢ wskaznika oporu MCA od czasu trwania ciazy, gdzie wzrost

przypadat miedzy 20-30 tygodniem, a nastgpnie jego systematyczne obnizanie. [166]
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Bardziej dokladnym wskaznikiem stosowanym w diagnostyce patologii cigzy
jest opracowany na pomiarze indeksu Pl wskaznik moézgowo-pepowinowy CPR
( Cerebral Placental Ratio ). Za normg¢ przyjeto wartosci > 1,08. [167-169]

Jest on zmienny w czasie trwania cigzy, nie wykazuje wartosci statych,
a w przypadkach cigzkiego niedotlenienia dochodzi do uszkodzenia mechanizmu
autoregulacji, co powoduje uzyskanie pozornie prawidtowych parametrow przepltywu
krwi. [170-171]

Turan 1 wsp. dokonali analizy progresji zmian przeplywow dopplerowskich
w MCA, UT.A i DV u plodéw z IUGR. Najwigksze znaczenie dla prognostyki terminu
rozwigzania cigzy mialy nieprawidlowosci w przeptywach w UT.A i DV i byly
one zalezne od wieku cigzowego 1 nasilenia zmian w tozysku. Szczegdlng uwage
zwrdcono si¢ na ksztatt fali przeptywu krwi w UA. [172]

Potwierdzenie zaniku lub odwrocenia koncowo-rozkurczowego przeptywu krwi
w tych naczyniach po 14 tygodniu cigzy zostato uznane za stan znacznego zagrozenia

cigzy. [173]

Proces wupo$ledzenia wzrostu wewnatrzmacicznego plodu wigze si¢
z powaznymi konsekwencjami dla noworodka, wptywajacym na wzrost 1 rozw6j dtugo
po urodzeniu. IUGR przyczynia si¢ do gorszego rozwoju psychofizycznego w okresie
postnatalnym, przy czym wykazuje minimalne zmiany w 1Q po wylaczeniu z tej grupy
noworodkow z zakazeniami 1 wadami wrodzonymi. Nastgpstwa neurologiczne
zwigzane z IUGR sg subtelne i obejmujg zmiany w aktywnosci, uwadze, zachowaniu
1 napigciu. Jednakze duzy wptyw na ocen¢ neurologiczng noworodkéw ma zagrozenie
okoloporodowe, w tym stres i niedotlenienie, co utrudnia obiektywizacj¢ oceny
postnatalnej ptodow z IUGR. Na po6zniejsza oceng¢ ma wplyw dziatanie czynnikow
spoteczno-ekonomicznych. Udokumentowano, ze noworodki z IUGR majg tendencje

do obnizonego wzrostu pourodzeniowego (nizsze, szczuplejsze). [106,174-176]
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Il. CEL PRACY:

Celem pracy jest ocena potencjalnej roli wybranych czynnikéw angiogennych
w nadci$nieniu cigzowym i hipotrofii ptodu.
Cel ten realizowano przez :

1. ocene¢ stezen wybranych czynnikow angiogennych: ‘lozyskowego czynnika
wzrostu (PIGF), naczyniowego czynnika wzrostu (VEGF), angiopoetyny-1
(Ang-1), interleukiny 10 (11-10) oraz leptyny w surowicy krwi Kkobiet
z nadcis$nieniem cigzowym oraz hipotrofig ptodu.

2. oceng¢ stezen oznaczanych czynnikow angiogennych w surowicy Kkrwi
pepowinowej badanych grup pacjentek.

3. okreslenie, czy pomiar stgzen wymienionych czynnikéw angiogennych
w surowicach krwi moze by¢ uzyteczny w predykcji obu jednostek
chorobowych u cigzarnych.

4. ocene¢ ekspresji gendéw badanych czynnikéw angiogennych metoda RT PCR

w tozyskach analizowanych grup pacjentek.
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III. MATERIAL

Badaniami objetych zostalo 82 pacjentki hospitalizowane w Klinice
Perinatologii i Choréb Kobiecych oraz w Oddziale Porodowym GPSK w Poznaniu
w latach 2013-2016, w tym 22 pacjentek z cigzg powiktang IUGR, 30 pacjentek z cigza
powikltang nadcisnieniem tetniczym oraz 30 pacjentek z cigzg o prawidlowym

przebiegu.

1. Grupa pierwsza - pacjentki z IUGR
Grupa pierwsza obejmuje 22 pacjentki w wieku 30+/5 lat z rozpoznanym
zaburzeniem wzrastania wewnatrzmacicznego ptodu.

Wszystkie kobiety byty badane w trakcie porodu w III trymestrze cigzy

Charakterystyka grupy:

- wszystkie pacjentki poddane badaniu mialy prawidlowa masg ciata przed cigza ( BMI
22+/-3)

oraz miaty przyrost masy ciata w cigzy o 12+/- 2 kg ( BMI 25+/-3),

- byly rasy kaukaskiej,

- nie byly niedozywione ani wyniszczone,

- nie przyjmowaly lekow przewlekle, a w ciazy jedynie leki bez wptywu na wzrastanie
ptodu,

- nie stosowaly uzywek ( alkohol, papierosy)

- nie chorowaty przewlekle: wykluczono cukrzyce, choroby ukladu sercowo-
naczyniowego, watroby, nerek, uktadowe,

- mialy wykluczone choroby zakazne , szczegdlnie z grupy TORCH,

- nie byly poddane szkodliwemu dziataniu promieniowania rtg czy substancji
toksycznych , szczegblnie w I trymestrze cigzy,

- nie miaty obcigzonego wywiadu potozniczego ,

- nie byly po leczeniu nieptodnosci, cigze naturalne, nie po IVF,

- wywiad pozwolit wykluczy¢ u pacjentek koagulopatie = wrodzone 1 zespot
antyfosfolipidowy,

Grupa obejmowata pacjentki :

- 21 badanych kobiet w cigzy pojedynczej, jedna w cigzy blizniaczej JKDO,
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- 52% badanych cigz zostato rozwigzanych przez ciecie cesarskie z powodu ostrych
objawow zagrozenia zycia plodu, potozenia miednicowego plodu, stanu po cigciu
cesarskim; pozostate rodzity sitami natury,

- $redni czas trwania cigzy wynosit 38+/- 2 tygodnia,

- $rednia masa noworodka wynosita 2300 +/- 350 g i u wszystkich znajdowata si¢
ponizej 5 percentyla

- noworodki miaty prawidlowa budowe¢ anatomiczng w badaniu fizykalnym,

- pourodzeniowa ocena w skali Apgar noworodkow wynosita 8-10 punktow,

- stwierdzono prawidtowe pH krwi pepowinowej w zakresie 7,26 / 7,28

- Srednia masa tozysk wynosita 390+/- 120 g,

- stwierdzono prawidtowe przyczepy oraz budowg sznuréw pepowinowych

- stwierdzono silnie zaznaczong budowg zrazéw tozyska, bez widocznych ognisk

niedokrwienia;

Tabela nr 4. Charakterystyka kliniczna ci¢zarnych z IUGR u ptodow (n = 22)

Badana wielko$¢ min max srednia +/-SD
Wiek (lata) 25 38 32+/-6
Wzrost (cm) 158 173 165+/-5
Termin porodu 33 40 38+/-2
Masa ciata przed cigza (kg) 55 70 63+/-5
Masa ciata okotoporodowa (kg) 62 85 73+/-5
Przyrost masy ciala (kg) 5 15 12+/-2

BMI w I trymestrze 18 25 22+/-3

BMI okotoporodowe 21 28 25+/-3
Masa ciata noworodka (g) 1500 3020 2300+/-350
Percentyl masy ciala noworodka <3 5 <5

Masa lozyska (g) 185 520 390+/-120
pH1 7,18 7,36 7,26+/- 0,07
pH2 7,12 7,32 7,28+/- 0,05

n- liczba badanych ci¢zarnych
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2. Grupa druga - pacjentki z nadci$nieniem tetniczym w przebiegu
ciazy

Grupa druga obejmuje 30 pacjentek w wieku 27+/-4 lat z rozpoznanym
nadcis$nieniem te¢tniczym w przebiegu cigzy srednio w 26 tygodniu cigzy.

Rozpoznanie jednostki chorobowej bazowatlo na wywiadzie lekarskim
wraz z kartg przebiegu cigzy, kartach wypisowych z hospitalizacji w cigzy jak i brano
pod uwage wartos¢ MAP wyliczong na podstawie pomiardw ci$nienia t¢tniczego krwi
oraz badania moczu z oceng biatkomoczu.

Wszystkie kobiety byly badane w trakcie porodu w III trymestrze ciazy.

Charakterystyka grupy:

- 60% pacjentek poddanych badaniu mialo prawidtowa mase ciata przed cigza ( BMI
21+/-4)

oraz mialy prawidtowy przyrost masy ciata w cigzy o 11+/- 2 kg ( BMI 25+/-3), a 40%
badanych w grupie miato nadwage z BMI sprzed cigzy 28+/- 4 i §rednim przyrostem
masy ciata w cigzy 7+/-3 kg (BMI 30+/-2)

- u 82% pacjentek stwierdzono obrzgki, gtownie konczyn dolnych,

- 55% badanych pacjentek miato rozpoznany w badaniu laboratoryjnym biatkomocz,

- wszystkie badane kobiety byty rasy kaukaskiej,

- wszystkie pacjentki przyjmowaly Dopegyt w dawkach od 750 mg- 2g/ dobg, czes$¢
Metocard w dawce 2 x 50 mg/ dobg , a przy braku normalizacji ci$nienia miaty
podawane dodatkowo leki: Dihydralazyne, , Hydrochlorotiazyd, Cordafen oraz Ebrantil
/ Tachyben w przelomie nadci$nieniowym, ciezkich i bardzo cigzkich postaciach
nadcis$nienia tetniczego, w nadci$nieniu t¢tniczym opornym na leczenie bezposrednio
przed rozwigzaniem drogg cigcia cesarskiego,

- nie stosowaly uzywek ( alkohol, papierosy)

- 67% pacjentek to pierworodki,

- wykluczono pacjentki z rzucawka 1 zespotem HELLP,

- nie chorowaly przewlekle: wykluczono choroby watroby, wczeéniej rozpoznane
choroby nerek, choroby uktadowe, choroby uktadu oddechowego -tylko jedna pacjentka
z astmg oskrzelowa;

cukrzyce przedcigzowa- w grupie 4 pacjentki z cukrzycg cigzowa typu G1,

- miaty wykluczone choroby zakazne , szczegdlnie z grupy TORCH,
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- nie byly poddane szkodliwemu dziataniu promieniowania rtg czy substancji
toksycznych , szczegdlnie w I trymestrze cigzy,

- W Wywiadzie obcigzone byty maksymalnie jednym poronieniem,

- cztery pacjentki miaty rozpoznang niedoczynno$¢ tarczycy i byly leczone Euthyrox /
Letrox

- nie byly po leczeniu nieptodno$ci metoda pozaustrojowa IVF,

- wywiad pozwolit wykluczy¢ u pacjentek koagulopatie = wrodzone 1 zespot
antyfosfolipidowy,

Grupa obejmowata pacjentki :

- wszystkie pacjentki byly w cigzy pojedynczej,

- 50% badanych cigz zostato rozwigzanych przez ciecie cesarskie z powodu ostrych
objawOw zagrozenia zycia ptodu, rozpoznania stanu przedrzucawkowego, podejrzenia
makrosomii ptodu, dystocji barkowej w wywiadzie, wielowodzia; pozostate urodzity
sitami natury,

- $redni czas trwania cigzy wynosit 38+/- 3 tygodnia,

- $rednia masa noworodka wynosita 3500 +/- 350 g i miescita si¢ migdzy 50-55
percentylem; 13% miato rozpoznang hipotrofi¢ plodu z masg urodzeniowa ponizej
5 percentyla;

- noworodki mialy prawidtowa budowe anatomiczng w badaniu fizykalnym (brak wad
rozwojowych),

- pourodzeniowa ocena w skali Apgar noworodkoéw wynosita 8-10 punktow,

- stwierdzono prawidtowe pH krwi pepowinowej w zakresie 7,25/ 7,27

- Srednia masa lozysk wynosita 620+/- 100 g,

- stwierdzono prawidlowe przyczepy oraz budowg sznuré6w pgpowinowych,

- u 35% stwierdzono makroskopowo budoweg tozyska mogaca wskazywaé
na jego uposledzong wydolno$¢: liczne zwapnienia 1 obwatowane brzegi,

- u 35 % pacjentek stwierdzono zaburzenia przeptywoéw w naczyniach w badaniu
dopplerowskim: centralizacj¢ krazenia, nieprawidlowe przeptywy w tetnicach

macicznych.
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Tabela nr 5. Charakterystyka kliniczna ci¢zarnych z nadci$nieniem w przebiegu cigzy
(n=30)

Badana wielko$¢ min max srednia +/-SD
Wiek (lata) 21 38 27+/-4
Wzrost (cm) 164 175 168+/-3
Termin porodu 30 40 38+/-3
Masa ciala przed cigzg (kg) 60 95 70+/-5
Masa ciata okotoporodowa (kg) 73 102 84+/-5
Przyrost masy ciata (kg) 5 12 8+/-3

BMI w I trymestrze 18 30 25+/-4

BMI okotoporodowe 24 34 29+/-3
Masa ciata noworodka (g) 1140 4260 3500+/-350
Percentyl masy ciata noworodka <5 95 52+/- 40
Masa tozyska (g) 410 850 620+/-150
pH1 7,12 7,38 7,25+/- 0,04
pH2 7,08 7,45 7,27+/- 0,05

n- liczba badanych ciezarnych

3. Grupa trzecia - pacjentki z grupy kontrolnej.

Grupa trzecia obejmuje 30 pacjentek w wieku 28+/-4 lat bez rozpoznanego
nadci$nienia t¢tniczego w przebiegu cigzy oraz bez [UGR.

Do grupy z =zalozenia 1 w wigkszoSci wlaczone zostaly pacjentki
bez rozpoznanych chorob towarzyszacych i bez lekow przyjmowanych w sposob staty.

Wszystkie kobiety byty badane w trakcie porodu w III trymestrze cigzy.

Charakterystyka grupy:

- u wigkszosci pacjentek nie stwierdzono chorob towarzyszacych (n=23); jedynie trzy
pacjentki mialy rozpoznang niedoczynno$¢ tarczycy, trzy cukrzyce cigzowa typu Gl

1 jedna cholestaze cigzowa,
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- w wickszoSci nie przyjmowaly lekow przewlekle ( wyjatek trzy pacjentki
z niedoczynnoscig tarczycy, ktore przyjmowaty Euthyrox 1 wykazywaly eutyreoze
w bad. laboratoryjnych ),

- z grupy wykluczone zostaly pacjentki z otytoscig i z niedowaga- wszystkie badane
miaty prawidtowe BMI przed cigza w granicach 22+/-4 kg i przyrost masy ciata w ciazy
0 13+/-4 kg,

- wykluczono pacjentki, ktore urodzity chore dzieci, ze zdiagnozowanymi wadami
rozwojowymi, u ktorych stwierdzono poporodowo wady pepowiny 1 naczyn
pepowinowych, nieprawidtowosci tozyska,

- masa poporodowa prawidtowego makroskopowo tozyska wynosita $rednio 700 +/-
220g,

- podczas porodu nie doszto do trudno$ci w urodzeniu tozyska,

- pacjentki nie miaty obcigzonego wywiadu potozniczego,

- wszystkie badane kobiety w grupie byly w cigzy pojedynczej,

- 55% badanych to pierworodki a 45 % to wielorddki,

- wigkszo$¢ pacjentek rodzila sitami natury - ok 75 %, pozostale na drodze cigcia
cesarskiego lub z wuzyciem wyciggacza prozniowego (25%) =ze wskazan:
ortopedycznych, okulistycznych, neurologicznych czy z powodu braku postepu porodu
lub wczesnych objawow zagrozenia zycia plodu przy prawidlowej gazometrii
poporodowej w zakresie 7,25/ 7,29,

- ocena w skali Apgar noworodkéw wynosita 9-10 punktow,

- wszystkie rodzace byty w III trymestrze cigzy przy srednim czasie trwania cigzy 39+/-
2 tygodni,

- urodzone zdrowe noworodki miaty $rednig mase¢ urodzeniowa 3300+/- 400 g,

co w wigkszosci odpowiada 50 percentylowi z odchyleniem +/-25 percentyli,
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Tabela nr 6. Charakterystyka kliniczna ci¢zarnych z grupy kontrolnej (n = 30)

Badana wielko$¢

Wiek (lata)

Wzrost (cm)

Termin porodu

Masa ciala przed cigzg (kg)
Masa ciata okotoporodowa (kg)
Przyrost masy ciata (kg)

BMI w | trymestrze

BMI okotoporodowe

Masa ciata noworodka (g)
Percentyl masy ciata noworodka
Masa tozyska (g)

pH1

pH2

n- liczba badanych cigzarnych

min
24
163
38
55
65

18
21
3100
20
510
7,11
7,15

max
36
175
41
72
95
20
26
30
3980
95
930
7,45
7,48

srednia +/-SD

28+/-4
168+/-3
39+/-2
70+/-5
75+/- 12
13+/-4
22+/-4
28+/-3
3300+/-400
50+/- 25
700+/-220
7,25+/- 0,2
7,29+/- 0,1
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IV. METODY

Do badan i pobrania potrzebnego do nich materiatu biologicznego od pacjentek
przystapiono po otrzymaniu zgody Komisji Bioetycznej dziatajacej przy Uniwersytecie
Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu - uchwata nr 1142/12.

Kazda pacjentka byta doktadnie poinformowana o celach przeprowadzanego
badania naukowego, miata wyraznie przedstawione i opisane w formularzu zgody
na uczestniczenie w badaniu informacje na temat problemow i jednostek chorobowych
poddanych badaniu, sposoby pobrania tkanek, przeprowadzane metody i stosowane
narzedzia do badan, miejsce przechowywania tkanek oraz gwarancj¢ anonimowosci .

Pacjentki po zapoznaniu si¢ z informacjami o badaniu podpisywaty
o$wiadczenie oraz $wiadome i dobrowolne zgody na uczestniczenie oraz prowadzenie
zakodowanego rejestru stuzacego za baz¢ do dokumentacji naukowej badania.

Kobiety byty poinformowane o mozliwosci zrezygnowania z udzialu w badaniu
bez konieczno$ci podawania przyczyny i bez zadnego wpltywu na dalsza opieke
medyczng czy prowadzone leczenie. Miaty zagwarantowany dostep do uzyskanych
wynikow.

Po uzyskaniu pisemnej, $wiadomej zgody pacjentki na wzigcie udziatu
w badaniu, przystgpiono do procedur pobrania materialu biologicznego
do zaplanowanych badan :

1. przy okazji rutynowych badan laboratoryjnych do/w trakcie porodu pobierano
okoto 5ml krwi z zyty odlokciowej oraz po porodzie okoto 5 ml krwi pgpowinowe;.
Odwirowana z pobranej krwi surowica byla zamrozona w -70°C do oznaczen
stezen badanych czynnikéw angiogennych metoda ELISA.

2. po porodzie pobierano fragment tozyska o wym. 0.5 x 0.5 cm, umieszczano
go w ptynie RNA later i zamrazano w temp -70°C do po6zniejszych oznaczen

metoda PCR : ekspresji genow badanych czynnikow proangiogennych.

Pobrana krew oraz tkanki tozyska przechowywane byty w Pracowni Biologii
Molekularnej Kliniki Perinatologii i Choréb Kobiecych. Dostep do danych miata tylko
jedna osoba, a dane zostaly zakodowane pod kolejnymi cyframi rzymskimi, literami
alfabetu oraz numerami i takie oznaczenia stosowane byly w opisie pracy podczas

obliczen statystycznych. Dane te nie sa dostepne dla 0sob trzecich.
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1. ELISA - Test immunoenzymatyczny ELISA (Enzyme - Linked

ImmunoSorbent Assay)

Celem metody immunoenzymatycznej ELISA jest okreslenie, w jakim stezeniu

badana substancja wyst¢puje W badanym materiale. ELISA jest metodg 0 wysokiej
swoistosci 1 czuto$ci. Umozliwia wykrycie stezenia rzedu pikogramow
lub nanogramow.
Test ELISA opiera si¢ na swoistej reakcji antygen- przeciwciato. Istnieje kilka
modyfikacji testu. Wyroznia si¢ test bezposredni, posredni- najczesciej Sstosowany
oraz test ELISA typu ,,Sandwich” [Samara 2008]. Do wykonania testu uzywa sig¢
plastikowej ptytki zbudowanej ze studzienek. W przypadku testu posredniego
w studzienkach reakcyjnych znajduje si¢ antygen, rozpoznawany przez poszukiwane
przeciwcialo. Antygen zwigzany ze studzienkg stanowi faze¢ stata. W pierwszym etapie
testu, dochodzi do optaszczenia fazy stalej, poprzez dodanie badanej proby
przypuszczalnie zawierajacej Szukane przeciwcialo. W rezultacie powstaje kompleks
antygen-przeciwciato. Nastgpnie nalezy zablokowa¢ miejsca, ktore nie zwigzaly si¢
z substancja optaszczajacg. W tym celu uzywa si¢ czynnika blokujacego, np. alouminy.
Po tym etapie reakcji ptytki sa ptukane w celu pozbycia si¢ niezwigzanych przeciwciat
I uniknieciu pojawienia si¢ niespecyficznego tla reakcji. Po przeptukaniu studzienek
reakcyjnych dodawany jest koniugat, czyli przeciwcialo wyznakowane enzymem,
najczesciej peroksydaza chrzanows. Jest to drugorzedowe przeciwciato skierowane
przeciwko pierwszemu. Réwniez po tym etapie studzienki reakcyjne muszg zostaé
wyptukane. Do wywotania reakcji barwnej stosuje si¢ substrat - chromogen.
W przypadku zastosowania enzymu peroksydazy chrzanowej, chromogenem moze by¢
tetrametylobenzydyna. W czasie reakcji enzymu ze swoistym substratem powstaje
produkt, Kktorego ilo$¢ jest proporcjonalna do ilosci badanego przeciwciata.
Po zablokowaniu reakcji, mozna przeprowadzi¢ odczyt spektrofotometryczny
[Wybranska et al., 2009; Samara 2008]. Ilosciowy wynik mozna uzyska¢ wykonujac
reakcje z roztworami wzorcowymi o znanym stezeniu. Odczytu stezenia badanego
przeciwciala dokonuje si¢ korzystajac z krzywej kalibracyjnej roztworéw wzorcowych
[Wybranska et al., 2009].
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Test immnoenzymatyczny ELISA

Materialy, odczynniki, roztwory:

eKomercyjny zestaw do ELISY: SIGMA- ALDRICH ™ Human IL-10 Elisa Kit:

o Human IL-10 Antibody-coated ELISA Plate (Item A) - 96-dotkowa ptytka
oplaszczona przeciwciatem przeciwko Human IL-10

o Lyophilized Human IL-10 Protein Standard (Item C) - kalibrator

o Biotinylated Human IL-10 Detection Antibody (Item F)-  biotynylowane
przeciwciato drugorzedowe

o ELISA 1X Assay/Sample Diluent Buffer A (ltem D1) - bufor do rozcienczania
surowicy lub osocza

o HRP-Streptavidin (Item G) - streptawidyna skoniugowana z peroksydaza
chrzanowg

o ELISA Stop Solution (Item 1) - roztwor zatrzymujacy reakcje: 0.2 M kwas
siarkowy

o ELISA Colorimetric TMB Reagent (HRP Substrate, Item H) - roztwor substratu
zwierajacy tetrametylobenzydyng (TMB) i nadtlenek wodoru (H202) w buforze

o 20X Wash Buffer (Item B)- bufor ptuczacy 20x stgzony

eKomercyjny zestaw do ELISY: SIGMA- ALDRICH ™ Human Angiopoientin-1
Elisa Kit:

o Human Angiopoientin-1 Antibody-coated ELISA Plate (Item A) - 96-dotkowa
ptytka optaszczona przeciwciatem przeciwko Human Angiopoientin- 1

o Lyophilized Human Angiopoientin- 1 Protein Standard (Item C) - kalibrator

o Biotinylated Human Angiopoientin- 1 Detection Antibody (ltem F)-
biotynylowane przeciwciato drugorzedowe

o ELISA 1X Assay/Sample Diluent Buffer A (Item D1) - bufor do rozcienczania
surowicy lub osocza

o HRP-Streptavidin (Item G) - streptawidyna skoniugowana z peroksydaza
chrzanowa

o ELISA Stop Solution (Item 1) - roztwor zatrzymujacy reakcje: 0.2 M kwas

siarkowy
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o ELISA Colorimetric TMB Reagent (HRP Substrate, Item H) - roztwor substratu
zwierajacy tetrametylobenzydyne (TMB) i nadtlenek wodoru (H202) w buforze
o 20X Wash Buffer (Item B)- bufor ptuczacy 20x stezony

eKomercyjny zestaw do ELISY: SIGMA- ALDRICH ™ Human VEGF Elisa Kit:

o Human VEGF Antibody-coated ELISA Plate (Item A) - 96-dotkowa ptytka
optaszczona przeciwciatem przeciwko Human VEGF

o Lyophilized Human VEGF Protein Standard (Item C) - kalibrator

o Biotinylated Human VEGF Detection Antibody (Item F)- biotynylowane
przeciwciato drugorzedowe

o ELISA 1X Assay/Sample Diluent Buffer A (Item D1) - bufor do rozcienczania
surowicy lub osocza

o HRP-Streptavidin (Item G)- streptawidyna skoniugowana z peroksydazg
chrzanowg

o ELISA Stop Solution (Item 1) - roztwor zatrzymujacy reakcje: 0.2 M kwas
siarkowy

o ELISA Colorimetric TMB Reagent (HRP Substrate, Item H) - roztwor substratu
zwierajacy tetrametylobenzydyne (TMB) i nadtlenek wodoru (H202) w buforze

o 20X Wash Buffer (Item B)- bufor ptuczacy 20x stgzony

eKomercyjny zestaw do ELISY: SIGMA- ALDRICH ™ Human PLGF Elisa Kit:

o Human PLGF Antibody-coated ELISA Plate (Item A) - 96-dotkowa ptytka
oplaszczona przeciwciatem przeciwko Human PLGF

o Lyophilized Human PLGF Protein Standard (Item C) - kalibrator

o Biotinylated Human PLGF Detection Antibody (ltem F)- biotynylowane
przeciwciato drugorzgdowe

o ELISA 1X Assay/Sample Diluent Buffer A (Item D1) - bufor do rozcienczania
surowicy lub osocza

o HRP-Streptavidin (Item G)-  streptawidyna skoniugowana z peroksydaza
chrzanowg

o ELISA Stop Solution (Item 1) - roztwor zatrzymujacy reakcje: 0.2 M kwas

siarkowy
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o ELISA Colorimetric TMB Reagent (HRP Substrate, Item H) - roztwor substratu
zwierajacy tetrametylobenzydyne (TMB) i nadtlenek wodoru (H202) w buforze
o 20X Wash Buffer (Item B)- bufor ptuczacy 20x stezony

eKomercyjny zestaw do ELISY: SIGMA- ALDRICH ™ Human leptin Elisa Kit:

o Human leptin Antibody-coated ELISA Plate (Item A) - 96-dotkowa ptytka
optaszczona przeciwciatem przeciwko Human leptin Lyophilized Human leptin
Protein Standard (Item C) - kalibrator

o Biotinylated Human leptin Detection Antibody (Item F)-  biotynylowane
przeciwciato drugorzedowe

o ELISA 1X Assay/Sample Diluent Buffer A (ltem D1) - bufor do rozcienczania
surowicy lub osocza

o HRP-Streptavidin (Item G)-  streptawidyna skoniugowana z peroksydazg
chrzanowg

o ELISA Stop Solution (Item 1) - roztwor zatrzymujacy reakcje: 0.2 M kwas
siarkowy

o ELISA Colorimetric TMB Reagent (HRP Substrate, Item H) - roztwor substratu
zwierajacy tetrametylobenzydyne (TMB) i nadtlenek wodoru (H202) w buforze

o 20X Wash Buffer (Item B)- bufor ptuczacy 20x stgzony

o Surowica / osocze grup badanych (nadci$nienie cigzowe, hipotrofia ptodu) i
grupy kontrolnej

o Pipety potautomatyczne wielokanalowe

o Pipety potautomatyczne jednokanalowe

o Wymienne plastikowe koncowki do pipet poétautomatycznych (tipsy)

o Folia z samoprzylepnym spodem przeznaczona do zabezpieczenia ptytek

o Papierowa bibula

o Rynienki

o Woda destylowana do przyrzadzenia buforu ptuczacego

o Stoper - minutnik

o Srodki ochrony osobistej: rekawiczki, fartuch, okulary

Aparatura:
e Analizator ze spektrofotometrem BioTek® Synergy 2 z oprogramowaniem GENE 5
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e Votrex
e  Wytrzasarka
e Wirowka

Plytke wraz z odczynnikami przed przystgpieniem do pracy wyjeto z chtodni
(- 20 ° C ) w celu doprowadzenia do temperatury 18- 20 ° C. Proby badane rozmrozono
odpowiednio wczesniej, w celu doprowadzenia ich do temperatury pokojowej.
Nastepnie krotko je odwirowano. Wszystkie odczynniki pochodzace z komercyjnych
zestawow do ELISY oraz préoby byly wymieszane bezposrednio przed uzyciem.
Wykorzystane w badaniu zestawy do ELISY: SIGMA - ALDRICH ™ wymagaja
samodzielnego przygotowania buforu ptuczacego, rozcienczenia standardow,
rozcienczenia badanych prob oraz rozcienczenia koncentratu HRP-Streptavidin
i przygotowania biotynylowanego przeciwciata wedtug instrukcji. Procedura przebiegu
reakacji immunoenzymatycznej we wszystkich wyzej wymienionych zestawach
SIGMA- ALDRICH ™ przebiega wedtug tego samego protokohu.

Kazdy test zostal rozpoczety od napipetowania 100 pl standardow i prob,
w odpowiedniej ilo$ci powtdrzen, do osobnych dotkow w ptytce. Dalej, zabezpieczong
folig samoprzylepng ptytke inkubowano 2,5 godziny z wykorzystaniem wytrzasarki
do ptytek. Po inkubacji przeprowadzono 4- krotnie ptukanie, za kazdym razem
uzywajac po 300 ul buforu ptuczacego na dotek. Po kazdym plukaniu ptytka uderzano
w bibute papierowa w celu usuniecia jak najwiekszej ilosci resztek buforu. Nastgpnie
do kazdego z dotkow ptytki dodano 100 pl wczesniej przygotowanego
biotynylowanego przeciwciala drugorzedowego, po czym zabezpieczono plytke
I inkubowano przez 1 godzing z wykorzystaniem wytrzasarki do plytek. Po uptywie
okreslonego czasu przeprowadzono 4 - krotnie ptukanie, za kazdym razem uzywajac
po 300 pl buforu pluczacego na dotek. Po usunigciu resztek buforu ptuczacego
do kazdego z dotkéw dodano po 100 pl wyznakowanego enzymu. Préby, wczesniej
zabezpieczone folig samoprzylepng, inkubowano przez 1 godziny na wytrzgsarce
do plytek. Po inkubacji powtérzono procedure plukania i usunigcia jak najwickszej
ilosci resztek buforu. Nastepnie do wszystkich prob i standardow dodano po 100 pl
substratu. Po czym ,zabezpieczong folia samoprzylepng , ptytke inkubowano
w ciemnosci przez 30 minut bez wytrzasania. Po tym etapie do kazdego z dotkow

dodano 50 pl roztworu zatrzymujacego reakcje.
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Do pomiaru absorbancji wykorzystano spektrofotometr BioTek® Synergy 2
sprzezony z oprogramowaniem komputerowym GENE 5. Absorbancj¢ zmierzono

przy dtugosci fali 450 nm w czasie do 15 minut od zakonczenia reakcji.

2. PCR - reakcja lancuchowa polimerazy

2.1. Material badawczy

Do badania wykorzystano fragmenty z 82 tozysk pobranych po porodzie
od pacjentek z trzech badanych grup: chorujacych na nadcis$nienie tetnicze, u ktérych
wystapito wewnatrzmaciczne zahamowanie wzrastania plodu oraz od zdrowych
w grupie kontrolnej.
Pobrane tkanki tozyska umieszczano w probowce zawierajacej RNA later. Tkanki
przechowywano w temperaturze -70°C. Materialem do badan bylo RNA izolowane
z tkanek.
W pierwszym etapie wyizolowano RNA z tozyska, a nastgpnie poddano je odwrotne;j

transkrypcji 1 reakcji tahcuchowej polimerazy (PCR).

2.2. Przygotowanie prob do analizy

Material poddano homogenizacji z wykorzystaniem homogenizatora
mechanicznego z regulowang silg rozdrabniania (PRO Scientific Inc.) Kazda badana
tkanka zostata zhomogenizowana w oddzielnej 2ml probowce typu eppendorf
w obecnosci Trizolu (Total RNA Isolation), ktory zapewnia lize¢ komorek

oraz inaktywacj¢ endogennych RNaz.

2.3. Izolacja RNA

Liza komorek przeprowadzona =zostala za pomoca Trizolu podczas

homogenizacji. Kolejne etapy izolacji przebiegaty nastepujaco:

e proby inkubowano Smin. w temp. pokojowej;
e dodawano 200ul chloroformu, cato$¢ wytrzasano r¢cznie przez 15 sek.;
¢ inkubacja w temp. pokojowej przez 3 min., wirowanie 10min.

e w4°C/12 000 rpm;
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e faze gorng przenoszono do nowej probowki 1 wytrgcono RNA przez dodanie 0,5
ml izopropanolu;

e inkubacja 10min. w temp. pokojowej, nastepnie wirowano 10 min. w 4°C/12
000 rpm;

e do osadu RNA dodawano 1ml 75% etanolu i wytrzasano;

e proby wirowano 10 min. w 4°C/12 000 rpm;

e 0sad RNA suszono na powietrzu 5 — 10 min., a nastgpnie zawieszano w 20 — 50
ul wody wolnej od RNaz;

e zawartoS¢ RNA w izolowanej probie kalkulowano na podstawie

spektrofotometrycznego pomiaru absorbancji przy A260nm.

RNA przechowywano krotkoterminowo w temperaturze — 20°C lub dtugoterminowo

w temp. — 80°C.

2.4. Sprawdzenie iloSci oraz jakosci wyizolowanego RNA
Stezenie kwasdéw nukleinowych w probkach oznaczono spektrofotometrycznie

na podstawie pomiar6w absorbancji przy diugosci fali 260 nm przy zastosowaniu
urzadzenia Nanodrop. Przelicznik zastosowany do obliczenia stgzenia kwasow
nukleinowych w roztworze:
sSRNA 1 OD/ml - 40pg/ml

Jako$¢ RNA sprawdzono elektroforeza w 1% zelu agarozowym wybarwionym
SYBR®Safe DNA Gel Stain i1 wizualizowano przy wykorzystaniu systemu
dokumentacji zeli GelDoc-it Gel Imaging System (UVP).

2.5. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu
odczynnikow Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche) zgodnie z opisem
zatgczonym przed producenta.

Reagenty uzywane do reakcji odwrotnej transkrypcji:

e RNA (0.2 ng)
e bufor dla odwrotnej transkryptazy 10x (2 pl)
e dNTP mix 100mM (0,8 pl)

57



e 10uM startery adaptorowy (1,0 ul)
e odwrotna transkryptaza (1 pl)
e woda (do 10 pul)

Po dodaniu wszystkich sktadnikow proby zostaty lekko pomieszane oraz delikatnie

zwirowane. Nastepnie proby poddano serii nastepujacych po sobie inkubacji:

e 55°C, 15 min.
e 42°C, 30min.
e 05°C, Smin.

Po inkubacjach proby przeniesiono na 16d i dodano 20ul wody. Uzyskano ostatecznie
40ul kazdej proby o stezeniu RNA 0,2pg/pl.
Uzyskany w wyniku reakcji odwrotnej transkrypcji materiat cDNA wykorzystano

jako matryce do fancuchowej reakcji polimerazy.

2.6. Amplifikacja cDNA metoda iloSciowej lancuchowej reakcji

polimerazy w czasie rzeczywistym

Ilosciowa amplifikacje cDNA w czasie rzeczywistym (ang. quantitative reverse
transcriptase real — time PCR, qRT — PCR) przeprowadzono przy uzyciu termocyklera
Light Cycler 480 Il (Roche). Wyniki reakcji qRT — PCR analizowano w programie
LightCycler® 480 SoftWare release 1.5.1.62 (Roche).

Oligonukleotydy starterowe zastosowane w badaniu zostaly zsyntetyzowane
w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie.
Tabela nr 7. Sktad mieszaniny reakcji qRT - PCR

SKEADNIKI ILOSC [pl]
matryca — cDNA 1

2x LightCycler® 480 :

SYBR Green | Master

5 uM starter F 1

5 uM starter uniwersalny | 1

Woda 2
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Tabela nr 8. Warunki reakcji gRT - PCR

LICZBA
ETAP ANALIZY CZAS TEMPERATURA
CYKLI
DENATURACJA
WSTEPNA 1 10 minut 95°C
AMPLIFIKACJA
42
Denaturacja 10 sekund 95°C
praylgczanie starterow 10 sekund 59°C
wydluzanie starteréow 20 sekund 72°C
1
0 sekund 95°C
TOPNIENIE
PRODUKTU
2 minuty 60°C
0 sekund 95°C
CHLODZENIE 1 2 minuty 37°C

3. Analiza statystyczna

- Woyniki badan opracowano przy uzyciu programéw Microsoft Excel 2019 i Statistica
13.0.

- Obliczano wielko$¢ normalnosci rozktadu przy pomocy testu Shapiro-Wilka.
Testowano grupy o podobnej liczebnosci.

- Stosowano test Kruskala-Wallisa z testem post-hoc Dunna dla okreslenia istotnosci
statystycznej, a za istotne statystycznie przyjgto wartosci p <0.05.

- Do oceny i porownania migdzy soba modeli klasyfikacyjnych postuzono si¢
wykresami krzywych czulosci i swoistosci, ktore umozliwiaja wyznaczenie
optymalnego punktu odcigcia oraz tgczg w sobie opis czutosci i1 specyficznosci danego

modelu i oceniajg poprawnos¢ stosowanego kalkulatora;
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* Czulos¢ okreslamy jako prawdopodobienstwo, z jakim przeprowadzony test
zakwalifikuje chorg osobe do grupy chorych, czyli jaki jest udziat oséb chorych,

u ktorych test wyszedt poprawnie w stosunku do wszystkich chorych, ( true positives )

*  Specyficzno$¢ to prawdopodobienstwo, z jakim stosowany przez nas test

zakwalifikuje osobe zdrowg jako osobe zdrowa, (true negatives);
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V. WYNIKI

1. Stezenia badanych bialek

1.1 VEGF

A. Stezenie VEGF w surowicy krwi pacjentek.

Stezenie VEGF w surowicy krwi pacjentek rézni si¢ istotnie statystycznie
miedzy poszczegdlnymi grupami badanych. Srednie stezenie VEGF w grupie kontrolnej
wynosito 45,64 +/- 32,56 pg/ml, w grupie z nadci$nieniem cigzowym 84,99 +/- 31,09,
a w grupie pacjentek z IUGR 28,06 +/- 18,18 pg/ml.

Poziomy stezen poddano analizie statystycznej (testem Kruskala-Wallisa
z testem post-hoc Dunna), ktora :
- wykazala roznice istotng statystycznie pomiedzy grupa kontrolng, a grupa z hipotrofiag
ptodu.
( p=0,0013)
- Nie wykazano roznic istotnych statystycznie pomiedzy grupa kontrolng a grupa

z nadci$nieniem cigzowym (p>0,05).

Wyniki przedstawiono w tabeli nr 9.

Tabela nr 9. Stezenie VEGF w surowicy krwi pacjentek [pg/ml]

Zmienna Nwaznych | Srednia | Minimum | Maksimum | Odch.std
Grupa kontrolna 30 45,64 8,43 105,60 32,56
Grupa z IUGR 22 28,06 * 12,63 60,89 18,18
Grupa z 30 84,99 53,23 151,31 31,09
nadci$nieniem

cigzowym

Ogotem 82 55,16 8,42 151,31 36,79
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Wykres 1. Wykres przedstawiajacy stezenia VEGF w surowicy krwi pacjentek
w badanych grupach pacjentek [pg/ml]

Dla badanych stezen VEGF we krwi pacjentek ci¢zarnych wykre§lono krzywg
czutosci i swoistosci. Wyznaczono punkt odcigcia dzielagcy populacje pacjentek

na grupy o istotnie wyzszym ryzyku wystgpienia hipotrofii ptodu.

62



Wykres czutosci i specyficznosci
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Wykres 2. Krzywa czuto$ci i swoistosci dla stezenia VEGF w surowicy krwi matki
w przewidywaniu wystgpienia hipotrofii ptodu w grupie pacjentek z hipotrofig ptodu
w oparciu o stezenia VEGF.

Wartos$¢ predykcyjna stezenia VEGF w surowicy krwi matki
dla hipotrofii ptodu = 37,93 mg/mi

Na powyzszym wykresie wykazano, ze warto$¢ predykcyjna stgzenia VEGF
w odniesieniu do ryzyka wystapienia hipotrofii ptodu wynosi 37,93 mg/ml. Warto$¢
ta dzieli grup¢ badanych pacjentek na pacjentki zdrowe i o0 znacznym ryzyku

wystapienia hipotrofii ptodu.
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B. Stezenie VEGF w surowicy krwi pepowinowe;.

Stezenie VEGF w surowicy krwi pgpowinowej rdzni si¢ istotnie statystycznie
miedzy poszczegdlnymi grupami badanych. Srednie stezenie VEGF w grupie kontrolnej
wynosito 185,37 +/- 39,05 pg/ml, w grupie z nadci$nieniem cigzowym 214,93 +/-
45,17, a w grupie pacjentek z IUGR 134,66 +/- 35,71 pg/ml.

Poziomy stezen poddano analizie statystycznej (testem Kruskala-Wallisa
zZ testem post-hoc Dunna), ktora:

- wykazata roznice istotne statystycznie pomiedzy grupg kontrolng, a grupg z hipotrofig
ptodu (p=0,0011)
- nie wykazala roznic istotnych statystycznie pomiedzy grupa kontrolng, a grupa

z nadci$nieniem cigzowym (p>0,05).

Wyniki przedstawiono w tabeli nr 10.

Tabela nr 10. Stezenie VEGF w surowicy krwi pgpowinowej [pg/ml]

Zmienna Nwaznych | Srednia Minimum | Maksimum | Odch.std
Grupa kontrolna 30 185,37 110,46 235,06 39,05
Grupa z IUGR 22 134,66 * | 80,65 178,43 35,71
Grupa z 30 214,93 159,84 291,41 45,17
nadci$nieniem

cigzowym

Ogotem 82 183,19 80,65 291,41 51,32
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Wykres 3. Wykres przedstawiajacy st¢zenia VEGF w surowicy krwi pepowinowej

w badanych grupach pacjentek [pg/ml]

Dla badanych stgzen VEGF we krwi pgpowinowej wykreslono krzywa czutosci

1 swoistosci. Wyznaczono punkt odciecia dzielagcy populacje pacjentek na grupy

o istotnie wyzszym ryzyku wystgpienia hipotrofii ptodu.
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Wykres czutosci i specyficznosci
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Wykres 4. Krzywa czulo$ci i swoistosci dla stezenia VEGF w surowicy Kkrwi
pepowinowej w przewidywaniu wystgpienia hipotrofii ptodu w grupie pacjentek
z hipotrofig ptodu w oparciu o stezgnia VEGF.

Warto$¢ predykcyjna stezenia VEGF w surowicy Kkrwi
pepowinowej dla hipotrofii ptodu = 168,88 pg/ml

Na powyzszym wykresie wykazano, ze warto$¢ predykcyjna stezenia VEGF
w odniesieniu do ryzyka wystapienia hipotrofii ptodu wynosi 168,88 pg/ml . Wartos¢
ta dzieli grupe badanych pacjentek na pacjentki zdrowe i o znacznym ryzyku

wystapienia hipotrofii plodu.
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1.2. PLGF

A. Stezenie PLGF w surowicy krwi pacjentek

Stezenie PLGF w surowicy krwi pacjentek rozni si¢ istotnie statystycznie
miedzy poszczegdlnymi grupami badanych. Srednie stezenie PLGF w grupie kontrolnej
wynosito 364,05 +/- 67,20 pg/ml, w grupie z nadci$nieniem cigzowym 80,23 +/- 23,32,
a w grupie pacjentek z IUGR 124,83 +/- 66,22 pg/ml.

Poziomy st¢zen poddano analizie statystycznej testem Kruskala-Wallisa z testem
post-hoc Dunna, ktora:
- wykazala roznice istotng statystycznie pomiedzy grupa kontrolng, a grupa z hipotrofiag
ptodu ( p=0,000154)
- wykazatla roznice istotng statystycznie takze pomigdzy grupa kontrolng a grupa

z nadcis$nieniem cigzowym ( p=0,00001 )

Wyniki przedstawiono w tabeli nr 11.

Tabela nr 11. Stezenie PLGF w surowicy krwi pacjentek [pg/ml]

Zmienna Nwaznych | Srednia Minimum | Maksimum | Odch.std
Grupa kontrolna 30 364,05 222,11 429,09 67,20
Grupa z IUGR 22 124,83 * | 30,11 210,50 66,22
Grupa z 30 80,23 * | 30,77 98,99 23,32
nadci$nieniem

cigzowym

Ogotem 82 196,62 30,11 429,09 140,33
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Wykres 5. Wykres przedstawiajacy stezenia PLGF w surowicy krwi pacjentek

w badanych grupach pacjentek [pg/ml]

Dla badanych stezen PLGF we krwi pacjentek ci¢zarnych wykreslono krzywa

czuloSci 1 swoistosci. Wyznaczono punkt odciecia dzielagcy populacje pacjentek

na grupy o istotnie wyzszym ryzyku wystgpienia hipotrofii ptodu
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Wykres czutosci i specyficznosci
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Wykres 6. Krzywa czutosci i swoistosci dla stezenia PLGF w surowicy krwi matki

w przewidywaniu wystgpienia hipotrofii ptodu w grupie pacjentek z hipotrofia ptodu
w oparciu o stgzenia PLGF.

Warto$¢ predykcyjna stezenia PLGF w surowicy krwi matki dla
hipotrofii ptodu = 288,73 pg/ml

Na powyzszym wykresie wykazano, ze warto§¢ predykcyjna stezenia PLGF
w odniesieniu do ryzyka wystapienia hipotrofii ptodu wynosi 288,73 pg/ml. Wartosé
ta dzieli grup¢ badanych pacjentek na pacjentki zdrowe i1 o znacznym ryzyku

wystapienia hipotrofii ptodu.
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Wykres czutosci i specyficznosci
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Wykres 7. Krzywa czulosci i swoistosci dla stezenia PLGF w surowicy krwi matki
w przewidywaniu wystgpienia nadci$nienia cigzowego W grupie pacjentek
z nadci$nieniem cigzowym w oparciu o stezenia PLGF.

Wartos¢ predykcyjna stgzenia PLGF w surowicy krwi matki dla
nadcis$nienia cigzowego = 222,11 pg/ml

Na powyzszym wykresie wykazano, ze warto$¢ predykcyjna stezenia PLGF
w odniesieniu do ryzyka wystapienia nadci$nienia cigzowego wynosi 222,11 pg/ml.
Wartos¢ ta dzieli grupe badanych pacjentek na pacjentki zdrowe 1 o znacznym ryzyku
wystgpienia nadci§nienia cigzowego.

B. Stezenie PLGF w surowicy krwi pgpowinowe;.

Stezenie PLGF w surowicy krwi pepowinowej rdzni si¢ istotnie statystycznie
miedzy poszczegdlnymi grupami badanych. Srednie stezenie PLGF w grupie kontrolnej
wynosito 522,81 +/- 64,29 pg/ml, w grupie z nadci$nieniem cigzowym 130,96 +/-
35,20, a w grupie pacjentek z IUGR 268,22 +/- 31,21 pg/ml.

Poziomy stgzen poddano analizie statystycznej testem Kruskala-Wallisa z testem

post-hoc Dunna, ktora:
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- wykazala roznice istotne statystycznie pomigdzy grupa kontrolna, a grupa z hipotrofia
ptodu ( p=0,037665 )
- wykazata roznice istotng statystycznie takze pomiedzy grupa kontrolng, a grupg

Z nadci$nieniem cigzowym ( p=0,000001 )

Wyniki przedstawiono w tabeli nr 12.

Tabela nr 12. Stezenie PLGF w surowicy krwi pepowinowej [pg/ml]

Zmienna Nwaznych | Srednia Minimum | Maksimum | Odch.std
Grupa kontrolna 30 522,81 430,52 601,44 64,29
Grupa z IUGR 22 268,22 * | 222,52 309,98 31,21
Grupa z 30 130,96 * | 99,02 185,43 35,20
nadci$nieniem

cigzowym

Ogotem 82 313,35 99,02 601,44 181,98
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Wykres 8. Wykres przedstawiajacy st¢zenia PLGF w surowicy krwi pepowinowe;j
w badanych grupach pacjentek [pg/ml]
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Wykres czutosci i specyficznosci
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Wykres 9. Krzywa czuto$ci i swoistosci dla stgzenia PLGF w surowicy krwi

pepowinowe] w przewidywaniu wystagpienia hipotrofii plodu w grupie pacjentek
z hipotrofig ptodu w oparciu o stezenia PLGF.

Warto$¢ predykcyjna stezenia PLGF w surowicy krwi
pepowinowej dla hipotrofii ptodu = 301,92 pg/ml

Na powyzszym wykresie wykazano, ze warto$¢ predykcyjna stezenia PLGF
w odniesieniu do ryzyka wystapienia hipotrofii ptodu wynosi 301,92 pg/ml . Warto$¢
ta dzieli grupe badanych pacjentek na pacjentki zdrowe 1 o znacznym ryzyku

wystapienia hipotrofii ptodu.
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Wykres 10. Krzywa czutosci i swoistosci dla stezenia PLGF w surowicy krwi

pepowinowej w przewidywaniu wystgpienia nadci$nienia cigzowego Ww grupie
pacjentek z nadci$nieniem cigzowym w oparciu o stezenia PLGF.

Warto$¢ predykcyjna stezenia PLGF w surowicy krwi
pepowinowej dla nadci$nienia cigzowego = 430,11 pg/ml

Na powyzszym wykresie wykazano, ze warto$¢ predykcyjna stezenia PLGF
w odniesieniu do ryzyka wystapienia nadci$nienia cigzowego wynosi 430,11 pg/ml.
Warto$¢ ta dzieli grupe badanych pacjentek na pacjentki zdrowe i 0 znacznym ryzyku

wystgpienia nadci§nienia cigzowego.
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1.3. Interleukina 10
A. Stezenie 1L-10 w surowicy krwi pacjentek

Stezenie IL-10 w surowicy Krwi pacjentek nie rozni sie istotnie statystycznie
miedzy poszczegdlnymi grupami badanych. Srednie stezenie IL-10 w grupie kontrolnej
wynosito 90,01 +/- 97,35 pg/ml, w grupie z nadci$nieniem cigzowym 105,86 +/-
121,80, a w grupie pacjentek z IUGR 61,74 +/- 110,14 pg/ml.

Poziomy st¢zen poddano analizie statystycznej testem Kruskala-Wallisa z testem
post-hoc Dunna, ktéra :
- nie wykazata roznic istotnych statystycznie pomiedzy grupa kontrolng, a grupa
z nadci$nieniem tetniczym, a takze pomiedzy grupa kontrolng a hipotrofiag ptodu.

(p>0,05).

Wyniki przedstawiono w tabeli nr 13.

Tabela nr 13. Stezenie 1L-10 w surowicy krwi pacjentek [pg/mi]

Zmienna Nwaznych | Srednia | Minimum | Maksimum | Odch.std
Grupa kontrolna 30 90,01 8,22 376,08 97,35
Grupa z IUGR 22 61,74 10,61 433,66 110,14
Grupa z 30 105,86 9,92 411,35 121,80
nadci$nieniem

cigzowym

Ogotem 82 86,79 8,22 433,66 108,00
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Wykres 11. Wykres przedstawiajacy stezenia IL-10 w surowicy krwi pacjentek
w badanych grupach pacjentek [pg/ml].

B. Stezenie IL-10 w surowicy krwi pgpowinowej

Srednie stezenie IL-10 w grupie kontrolnej wynosito 109,20 +/- 123,30 pg/ml,
w grupie z nadci$nieniem cigzowym 121,89 +/- 81,96, a w grupie pacjentek z IUGR
45,93 +/- 42,22 pg/ml.

Poziomy stgzen poddano analizie statystycznej testem Kruskala-Wallisa z testem
post-hoc Dunna, ktora
- nie wykazata roznic istotnych statystycznie pomiedzy grupa kontrolng, a grupa
z nadci$nieniem te¢tniczym (p>0,05),
- nie wykazala roznic istotnych statystycznie pomiedzy grupg kontrolng a hipotrofiag
ptodu (p>0,05), mimo zauwazalnego spadku st¢zen I1-10 w surowicy krwi pepowinowe;j

w badanej grupie z IUGR.
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Wyniki przedstawiono w tabeli nr 14.

Tabela nr 14. Stezenie IL-10 w surowicy krwi pepowinowej [pg/ml]

Zmienna Nwaznych | Srednia Minimum | Maksimum | Odch.std
Grupa kontrolna 30 109,20 9,92 444,82 123,30
Grupa z IUGR 22 45,93 15,10 165,95 42,22
Grupa z 30 121,89 17,42 368,49 81,96
nadci$nieniem
cigzowym
Ogotem 82 95,46 9,92 444,82 96,57
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Wykres 12. Wykres przedstawiajacy stezenia IL-10 w surowicy krwi pepowinowe;j
w badanych grupach pacjentek [pg/ml].
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1.4, Leptyna
A. Stezenie leptyny w surowicy krwi pacjentek.

Stezenie leptyny w surowicy krwi pacjentek rozni si¢ istotnie statystycznie
miedzy poszczegélnymi grupami badanych. Srednie stezenie leptyny w grupie
kontrolnej wynosito 25,54 +/- 1,28 ng/ml, w grupie z nadci$nieniem cigzowym 39,02
+/- 6,16 ng/ml, a w grupie pacjentek z IUGR 26,02 +/- 1,39 ng/ml.

Poziomy stezen poddano analizie statystycznej testem Kruskala-Wallisa z testem post-
hoc Dunna, ktoéra:

- wykazala roznice istotng statystycznie pomigdzy grupa kontrolna, a grupa
z nadci$nieniem cigzowym ( p=0,000005 )

- Nie wykazano roznic istotnych statystycznie pomigdzy grupa kontrolng a grupa

z hipotrofig ptodu ( p>0,05 ).

Wyniki przedstawiono w tabeli nr 15.

Tabela nr 15. Stezenie leptyny w surowicy krwi pacjentek [ng/ml]

Zmienna Nwaznych | Srednia Minimum | Maksimum | Odch.std
Grupa kontrolna 30 25,54 22,75 26,85 1,28
Grupa z IUGR 22 26,02 22,72 27,69 1,39
Grupa z 30 39,02 * 29,59 48,95 6,16
nadci$nieniem

cigzowym

Ogodtem 82 29,37 22,72 48,95 6,72
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Wykres 13. Wykres przedstawiajacy stezenia leptyny w surowicy krwi pacjentek
w badanych grupach pacjentek [ng/ml].
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Wykres czutosci i specyficznosci
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Wykres 14. Krzywa czutosci i swoistosci dla stezenia leptyny w surowicy krwi matki
w przewidywaniu wystgpienia nadci$nienia cigzowego W grupie pacjentek
z nadci$nieniem cigzowym w oparciu o stezenia leptyny.

Warto$¢ predykcyjna stgzenia leptyny w surowicy krwi matki
dla nadcis$nienia cigzowego = 35,28 ng/ml

Na powyzszym wykresie wykazano, ze wartos¢ predykcyjna stezenia leptyny
w odniesieniu do ryzyka wystapienia nadci$nienia cigzowego wynosi 35,28 ng/ml.
Warto$¢ ta dzieli grupe badanych pacjentek na pacjentki zdrowe i 0 znacznym ryzyku

wystgpienia nadci§nienia cigzowego.

B. Stezenie leptyny w surowicy krwi pgpowinowe;.

Stezenie leptyny w surowicy krwi pgpowinowej roézni si¢ istotnie statystycznie
migdzy poszczegblnymi grupami badanych. Srednie stezenie leptyny w grupie
kontrolnej wynosito 28,28 +/- 1,32 pg/ml, w grupie z nadcisnieniem cigzowym 53,14

+/- 3,93, a w grupie pacjentek z IUGR 29,74 +/- 1,23 pg/ml.
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Poziomy st¢zen poddano analizie statystycznej testem Kruskala-Wallisa

z testem post-hoc Dunna, ktora:

- wykazala roznice istotne statystycznie pomigdzy grupa kontrolng, a grupa

z nadci$nieniem cigzowym ( p=0,000019 )

- nie wykazata roznic istotnych statystycznie pomiedzy grupa kontrolng, a grupa

z hipotrofig ptodu ( p>0,05)

Wyniki przedstawiono w tabeli nr 16.

Tabela nr 16. Stgzenie leptyny w surowicy krwi pepowinowej [ng/ml]

Zmienna Nwaznych | Srednia Minimum | Maksimum | Odch.std
Grupa kontrolna 30 28,28 26,88 30,99 1,32
Grupa z IUGR 22 29,74 27,71 31,98 1,23
Grupa z 30 53,14 * 48,05 58,88 3,93
nadci$nieniem

cigzowym

Ogotem 82 35,42 26,88 58,88 10,71

81




65

60

55+

50 f

[ng/ml]

40 t

35 ¢

30 ¢

25

LEPTYNA

45 ¢

==

]

Hipotrofia ptodu

Kontrola
grupa

Nadcisnienie cigzowe

O Mediana
[0 25%-75%
T Min-Maks

Wykres 15. Wykres przedstawiajacy st¢zenia leptyny w surowicy krwi pepowinowej
w badanych grupach pacjentek [ng/ml].
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Wykres 16. Krzywa czutosci i swoistosci dla stgzenia leptyny w surowicy krwi
pepowinowej w przewidywaniu wystgpienia nadci$nienia cigzowego Ww grupie
pacjentek z nadci$nieniem cigzowym w oparciu o stgzenia leptyny.

Warto$¢ predykcyjna stezenia leptyny w surowicy krwi
pepowinowej dla nadci$nienia cigzowego = 30,99 ng/ml

Na powyzszym wykresie wykazano, ze warto$¢ predykcyjna stezenia leptyny
w odniesieniu do ryzyka wystgpienia nadci$nienia cigzowego wynosi 30,99 ng/ml.
Wartos¢ ta dzieli grupe badanych pacjentek na pacjentki zdrowe 1 o znacznym ryzyku

wystgpienia nadci§nienia cigzowego.
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1.5. Angiopoetyna 1

A. Stezenie angiopoetyny 1 w surowicy Krwi pacjentek.

Stezenie angiopoetyny 1 w surowicy krwi pacjentek ro6zni si¢ istotnie
statystycznie miedzy poszczegdlnymi grupami badanych. Srednie  stezenie
angiopoetyny 1 w grupie kontrolnej wynosito 2611,54 +/- 1170,74 pg/ml, w grupie
z nadci$nieniem cigzowym 5954,26 +/- 2378,94, a w grupie pacjentek z IUGR 6485,22
+/- 2342,64 pg/ml.

Poziomy st¢zen poddano analizie statystycznej testem Kruskala-Wallisa z testem
post-hoc Dunna, ktora:

- wykazala roznice istotng statystycznie pomiedzy grupa kontrolng, a grupa z hipotrofiag
ptodu ( p=0,000063 )

- wykazala rozmice istotng statystycznie pomiedzy grupa kontrolng a grupa
z nadci$nieniem cigzowym ( p=0,0023)

W obu patologiach (p<0,05).

Wyniki przedstawiono w tabeli nr 17.

Tabela nr 17. Stezenie angiopoetyny 1 w surowicy krwi pacjentek [pg/ml]

Zmienna Nwaznych | Srednia Minimum | Maksimum | Odch.std
Grupa kontrolna 30 2611,54 111,28 4417,15 1170,74
Grupa z IUGR 22 6485,22 * | 1103,80 | 8792,50 2342,64
Grupa z 30 5954,26 * | 1000,24 8516,69 2378,94
nadci$nieniem

cigzowym

Ogotem 82 4810,11 111,28 8792,50 2648,01
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Wykres 17. Wykres przedstawiajacy st¢zenia angiopoetyny 1 w surowicy krwi
pacjentek w badanych grupach pacjentek [pg/ml].
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Wykres czutosci i specyficznosci
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Wykres 18. Krzywa czuto$ci i swoistosci dla stgzenia angiopoetyny 1 w surowicy krwi

matki w przewidywaniu wystgpienia hipotrofii plodu w grupie pacjentek z hipotrofia
ptodu w oparciu o stezenia angiopoetyny 1.

Warto$¢ predykcyjna stgzenia angiopoetyny 1 w surowicy Krwi
matki dla hipotrofii ptodu = 5460,87 pg/ml

Na powyzszym wykresie wykazano, ze warto§¢ predykcyjna stezenia
angiopoetyny 1 w odniesieniu do ryzyka wystapienia hipotrofii ptodu wynosi 5460,87
pg/ml. Wartos¢ ta dzieli grupe badanych pacjentek na pacjentki zdrowe i o znacznym

ryzyku wystapienia hipotrofii ptodu.
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— Czutos¢
— Specyficznos¢
120%
100% r
80%
60% |
40%
20%
0% |
-20% : : : : : : : : :
-1000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000
[pg/ml]

Wykres 19. Krzywa czuto$ci i swoistosci dla stgzenia angiopoetyny 1 w surowicy krwi
matki w przewidywaniu wystgpienia nadci$nienia cigzowego w grupie pacjentek
z nadci$nieniem cigzowym W Oparciu o stgzenia angiopoetyny.

Wartos¢ predykeyjna stgzenia angiopoetyny 1 w surowicy Krwi
matki dla nadci$nienia cigzowego = 4491,37 pg/ml

Na powyzszym wykresie wykazano, ze warto§¢ predykcyjna st¢zenia
angiopoetyny 1 w odniesieniu do ryzyka wystgpienia nadcisnienia cigzowego Wynosi
4491,37 pg/ml . Warto$¢ ta dzieli grupe badanych pacjentek na pacjentki zdrowe

1 0 znacznym ryzyku wystapienia nadci$nienia cigzowego.

B. Stezenie angiopoetyny 1 w surowicy krwi pgpowinowe;.

Stezenie angiopoetyny 1 w surowicy krwi pepowinowe] rozni si¢ istotnie
statystycznie miedzy poszczegdlnymi grupami badanych. Srednie  stezenie
angiopoetyny 1 w grupie kontrolnej wynosito 6659,72 +/- 1833,13 pg/ml, w grupie
z nadci$nieniem cigzowym 10993,34 +/- 1741,67, a w grupie pacjentek z IUGR
11180,64 +/- 1976,28 pg/ml.
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Poziomy st¢zen poddano analizie statystycznej testem Kruskala-Wallisa z testem

post-hoc Dunna, ktéra:

- wykazata rozZnice istotne statystycznie pomiedzy grupg kontrolng, a grupa z hipotrofig

ptodu ( p=0,000016 )

- wykazata roznice

istotng statystycznie pomiedzy grupa kontrolng a grupa

z nadcis$nieniem cigzowym ( p=0,000128 )

W obu patologiach (p<0,05).

Wyniki przedstawiono w tabeli nr 18:

Tabela nr 18. Stgzenie Angiopoetyny 1 w surowicy krwi pepowinowej [pg/ml]

Zmienna Nwaznych | Srednia Minimum | Maksimum | Odch.std

Grupa kontrolna 30 6659,72 | 4580,33 10192,16 1833,13

Grupa z IUGR 22 11180,64 |8792,50 | 15496,41 1976,28
*

Grupa z 30 10993,34 | 8670,74 | 14549,55 1741,67

nadci$nieniem *

cigzowym

Ogotem 82 9441,29 | 4580,33 | 15496,41 2828,48
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Wykres 20. Wykres przedstawiajacy st¢zenia angiopoetyny 1 w surowicy krwi

pepowinowej w badanych grupach pacjentek [pg/ml].

89



Wykres czutosci i specyficznosci
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Wykres 21. Krzywa czuto$ci i swoistosci dla stgzenia angiopoetyny 1 w surowicy krwi
pepowinowej w przewidywaniu wystgpienia hipotrofii ptodu w grupie pacjentek
z hipotrofig ptodu w oparciu o st¢zenia angiopoetyny 1.

Warto$¢ predykcyjna stgzenia angiopoetyny 1 w surowicy Krwi
pepowinowej dla hipotrofii ptodu = 8792,50 pg/ml

Na powyzszym wykresie wykazano, ze warto§¢ predykcyjna stezenia
angiopoetyny 1 w odniesieniu do ryzyka wystapienia hipotrofii ptody wynosi 8792,50
pg/ml. Wartos¢ ta dzieli grupe badanych pacjentek na pacjentki zdrowe i o znacznym

ryzyku wystapienia IUGR.
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Wykres 22. Krzywa czuto$ci i swoistosci dla stgzenia angiopoetyny 1 w surowicy krwi
pepowinowej w przewidywaniu wystgpienia nadci$nienia cigzowego Ww grupie
pacjentek z nadci$nieniem cigzowym w oparciu o stezenia angiopoetyny 1.

Warto$¢ predykcyjna stgzenia angiopoetyny 1 w surowicy Krwi
pepowinowej dla nadcisnienia cigzowego = 8670,74 pg/ml

Na powyzszym wykresie wykazano, ze warto§¢ predykcyjna st¢zenia
angiopoetyny 1 w odniesieniu do ryzyka wystgpienia nadcisnienia cigzowego Wynosi
8670,74 pg/ml . Wartos¢ ta dzieli grupe badanych pacjentek na pacjentki zdrowe

1 0 znacznym ryzyku wystapienia nadci$nienia cigzowego.
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2. Analiza PCR ekspresji genow badanych bialek

Badanie ekspresji genéw; naczyniowo-srodblonkowy czynnika wzrostu (VEGF),
tozyskowego czynnika wzrostu (PLGF), leptyny, angiopoetyny i interleukiny-10
wzgledem genu referencyjnego GAPDH, przy uzyciu reakcji tfancuchowej polimerazy
poprzedzonej odwrotng transkrypcja (RT-PCR = reverse transcription polimerase
chain reaction)

2.1. Badanie ekspresji genu VEGF
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Wykres 23. Potilosciowa ocena ekspresji genu VEGF w tozyskach badanych pacjentek.

Powyzszy wykres przedstawia poziom ekspresji genu naczyniowo-
srodbtonkowego czynnika wzrostu (VEGF) wzglgdem genu referencyjnego GAPDH.
Stupki przedstawiaja staba ekspresje badanych gendéw. Uzyskane wartosci
przedstawiono jako $rednig +/- odchylenie standardowe: grupa kontrolna — 0,003 +/-
0,001, hipotrofia ptodu — 0,027 +/- 0,017, nadci$nienie cigzowe - 0,006 +/- 0,001.
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Wyniki badan wskazuja staba ekspresje genu VEGF w badanych tozyskach,
jednak najwigksza ekspresja genu VEGF wystepuje w grupie z IUGR. Réznice migdzy

grupami nie sg istotne statystycznie.

Whiosek: Nie stwierdza si¢ zwiekszonej ekspresji genu VEGF w badanych
lozyskach.

2.2. Badanie ekspresji genu PLGF
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Wykres 24. Potilosciowa ocena ekspresji genu PLGF w tozyskach badanych pacjentek.

Powyzszy wykres przedstawia ekspresje genu tozyskowego czynnika wzrostu
(PLGF) wzgledem genu referencyjnego GAPDH. Shupki przedstawiaja wzgledna
ekspresje badanych gendw w stosunku do ekspresji genu GAPDH. Uzyskane wartos$ci
przedstawiono jako $rednig +/- odchylenie standardowe: grupa kontrolna - 0,013 +/-
0,002, hipotrofia ptodu - 0,047 +/- 0,014, nadci$nienie cigzowe - 0,098 +/- 0,02
(p<0,05).
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Whyniki badan wskazujg, ze ekspresja PLGF wystepuje w kazdym tozysku.
Roéznice migdzy grupa kontrolng a grupg z IUGR oraz grupa kontrolng a grupa
z nadci$nieniem cigzowym, sg istotne statystycznie, co oznacza zwigkszong ekspresje

genu PIGF zar6wno w hipotrofii ptodu a takze u kobiet z nadcisnieniem cigzowym.

Whiosek: Stwierdza sie zwigekszona ekspresje¢ genu PLGF w rozwoju IUGR

i nadci$nienia cigzowego w badanych lozyskach.

2.3. Badanie ekspresji genu interleukiny 10
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Wykres 25. Pétilosciowa ocena ekspresji genu IL-10 w tozyskach badanych pacjentek.

Powyzszy wykres przedstawia poziom ekspresji genu interleukiny-10 wzgledem
genu referencyjnego GAPDH. Stupki przedstawiaja staba ekspresj¢ genu IL-10
w grupie kontrolnej oraz w grupie z IUGR. Uzyskane wartosci przedstawiono jako
srednig +/- odchylenie standardowe: grupa kontrolna — 0,0002 +/- 0,0001, hipotrofia
ptodu — 0,0002 +/- 0,0001, nadcis$nienie cigzowe - 0,0016 +/- 0,0005 (p< 0,05).
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Wyniki badan wskazuja, ze ekspresja genu IL-10 wystepuje w kazdej grupie
badanej, jednak w grupie z nadci$nieniem cigzowym jest ona najwicksza. Roznica

istotna statystycznie pomiedzy grupa kontrolng a grupg z nadci$nieniem tetniczym.

Whiosek: stwierdzono zwiekszona ekspresje genu IL-10 w lozyskach od pacjentek

z nadcisnieniem te¢tniczym.

2.4. Badanie ekspresji genu leptyny
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Wykres 26. Potilosciowa ocena ekspresji genu leptyny w lozyskach badanych
pacjentek.

Powyzszy wykres przedstawia poziom ekspresji genu leptyny wzgledem genu
referencyjnego GAPDH. Shupki przedstawiaja wzgledna ekspresje badanych genow
w stosunku do ekpresji genu GAPDH. Uzyskane warto$ci przedstawiono jako $rednig
+/- odchylenie standardowe: grupa kontrolna - 0,055 +/- 0,002, hipotrofia ptodu - 0,072
+/- 0,002, nadci$nienie cigzowe - 0,096 +/- 0,005.

Wyniki badan wskazuja, ze ekspresja leptyny wystepuje w kazdym tozysku.

Réznice ekspresji pomiedzy badanymi grupami nie sg istotne statystycznie.
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Whiosek: Nie stwierdza si¢ zwiekszonej ekspresji genu leptyny w badanych

lozyskach w przypadki rozwoju IUGR i nadci$nienia cigzowego.

2.5. Badanie ekspresji genu angiopoetyny 1

ANG-10
0.3~

0.2-

Kontrola
Hipotrofia ptodu
Nadcisnienie cigzowe

Wykres 27. Potilosciowa ocena ekspresji genu Ang-1 w tozyskach badanych pacjentek.

Powyzszy wykres przedstawia ekspresj¢ genu angiopoetyny 1 wzgledem genu
referencyjnego GAPDH. Stupki przedstawiajg brak ekspresji badanego genu w grupie
kontrolnej oraz grupie z hipotrofia plodu. Uzyskane warto$ci przedstawiono
jako $rednig +/- odchylenie standardowe: grupa kontrolna — brak ekspresji, hipotrofia

ptodu — brak ekspresji, nadci$nienie cigzowe - 0,033 +/- 0,003.

Wyniki wskazuja, ze ekspresja genu angiopoetyny 1 wystepuje tylko w tozysku

pacjentek z nadcisnieniem cigzowym.

Whiosek: Wynik nieistotny statystycznie.
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VI. DYSKUSJA

W  przeprowadzonym badaniu ocenialiSmy rol¢ czynnikéw angiogennych
w rozwoju nadci$nienia cigzowego oraz wewnatrzmacicznego ograniczenia wzrostu
ptodu (IUGR) poprzez porownanie poziomoéw ekspresji ich gendéw i produktow
biatkowych: ~VEGF, PLGF, interleukiny 10, Ileptyny i angiopoetynyl.
Dla prawidtowego funkcjonowania $rodbtonkéw naczyn niezbgdna jest rdOwnowaga
pomigdzy czynnikami promujacymi i hamujacymi angiogeneze. [178]

Stan przedrzucawkowy jest zaburzeniem wynikajacym z nieprawidlowosci
tozyska w przebiegu dysfunkcji pobudzonych $rodbtonkdéw, wydzielajacych migdzy
innymi substancje powodujace skurcz naczyn, stres oksydacyjny i ich niedotlenienie,
co prowadzi w konsekwencji do jego niewydolnosci . Jednym z najwazniejszych
powiktan stanu przedrzucawkowego jest hipotrofia plodu, ktéora wigze sie ze
zwigkszong $miertelnoscig noworodkow.[179]

Pierwsze odkryte jako biatka prototypowe z rodziny czynnikéw
proangiogennych zostaty biatka VEGF i jego homolog PLGF. Oba sg wydzielane przez
tozysko 1 odpowiadaja za proliferacje 1 przezycie $rédblonkow oraz przepuszczalnosé

naczyn. [18]

VEGF i PLGF

Wiele badan nad rola AGF w angiogenezie i rozwoju patologii ciazy jak stan
przedrzucawkowy 1 I[UGR wykazato znaczaca role, jaka peilni rownowaga miedzy
czynnikami pro i antyangiogennymi. W badaniach tych zauwazono obnizone st¢zenia
PLGF i VEGF u kobiet z IUGR oraz ze stanem przedrzucawkowym , podczas gdy
poziom czynnika antyangiogennego sFItl (rozpuszczalna posta¢ receptora
dla naczyniowego $rodbtonkowego czynnika wzrostu) u kobiet z tym schorzeniem byt
podwyzszony. [174,180,184]

Wykazano, ze ekspresja obu czynnikow jest stymulowana wzrastajacym
cisnieniem parcjalnym tlenu, a przy jego niskich wartosciach zachowuja si¢ odwrotnie.
[181]

Zaobserwowano, ze juz w 11-13 tygodniu cigzy stezenia PIGF s3 nizsze
u kobiet, u ktorych rozwing si¢ nadci$nienie cigzowe lub stan przedrzucawkowy.
[182,183]
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SFIt-1 jest silnym inhibitorem aktywnos$ci VEGF i PIGF i blokuje ich dzialanie
rozszerzajace naczynia oraz hamuje tworzenie rurek $rodbtonka. Stwierdzono
przyczynowg rol¢ sFIt-1 w patogenezie stanu przedrzucawkowego u matki
z podwyzszong ekspresjg Flt-1 poprzez profilowanie ekspresji genéw w tozyskach. [18]

W dotychczasowych badaniach wykazano, ze osoczowe stezenia VEGF u kobiet
w cigzy o przebiegu fizjologicznym byly istotnie nizsze niz u kobiet z preeklamsja.
[183,184]

Semczuk-Sikora et al. oceniali poziomy stezeh VEGF i PIGF w surowicy krwi
pacjentek ze stanem przedrzucawkowym. Wartosci stgzen PLGF w surowicach
pacjentek z preeklamsja byly statystycznie istotnie nizsze w poréwnaniu z grupa
kontrolng (p< 0,0001). Z kolei poziomy stezen VEGF byly w wiekszosci przypadkow
niewykrywalne dostgpnymi w handlu testami ELISA. Zbyt niska czulo$¢ testow ELISA
uniemozliwita oceng stgzen VEGF w surowicy kobiet ze stanem przedrzucawkowym
Ww cigzy i wyznaczenie wartosci predykcyjnej stezenia VEGF, ponizej ktorej mozliwe
jest rozwinigcie si¢ badanej patologii cigzy. [191]

Podobne wyniki znaczaco nizszych stezeh PLGF 1 nieoznaczalnych stezen
VEGF uzyskano badajac surowice cigzarnych z [IUGR w II i III trymestrze cigzy
1 w porownaniu z grupg kontrolng. [192]

W jednym z badan amerykanskich udowodniono obnizony poziom VEGF
u kobiet z PREE, jednak zauwazono, ze jego zmiany podczas cigzy nie zachodzity
jak w przypadku PLGF. [188]

Bielecki i wsp. wykazali rozbiezng obserwacje, mianowicie stwierdzili wzrost
stezenia VEGF w surowicy krwi cig¢zarnych z nadci§nieniem cigzowym i nie thumacza
tego zjawiska. [194]

Gltowna rol¢ w obnizeniu stezenia naczyniowych, srédblonkowych czynnikow
wzrostu u kobiet z chorobami wiktajagcymi cigze odgrywa rozpuszczalna forma
receptora sFlt-1, ktory ma zdolno$¢ wigzania si¢ zarowno z VEGF jak PLGF.
Tam, gdzie dochodzi do nieprawidlowej placentacji, hipoksji $rédblonkow
I ich aktywowania, dochodzi do nadprodukcji tego receptora i znaczacego wzrostu jego
poziomu w surowicy. Silniejsze powinowactwo sFlt-1 do VEGF tlumaczy bardzo
niskie, utrudniajgce pomiar komercyjnymi Kitami do ELISY poziomy stezen
tego ostatniego w badanych surowicach z patologicznych cigz. [11,195,196]

Ste¢zenia PLGF oznaczane w III trymestrze cigzy byly statystycznie nizsze

grupie z IUGR. Stezenia VEGF byly w wigkszosci badan nieoznaczalne zaréwno

98



w Il 1 III trymestrze, a stezenia VEGFRI1( receptor ) byly statystycznie istotnie wyzsze
zarowno w II jak i III trymestrze. VEGFRI ma powinowactwo zaréwno do VEGF
jak PLGF, a spadek obu czynnikow proangiogennych wraz z czasem trwania cigzy
indukuje jego wzrost stezenia w surowicy. Zmiany te prowadza do uszkodzenia
srédblonka naczyniowego. [185, 192]

Wyniki oznaczen st¢zen VEGF w przeprowadzonym przez nas badaniu sa
zgodne z powyzszymi. Stwierdzono obnizone st¢zenie VEGF w surowicy krwi
pacjentek w grupie z hipotrofia ptodu i wyznaczono warto$¢ predykcyjng stezenia
VEGF 37,93 pg/ml . Stezenia VEGF tej i ponizej tej wartoSci mogg wskazywac ryzyko
wystapienia hipotrofii ptodu w ciazy.

Natomiast w grupie z PIH zaobserwowaliSmy wzrost VEGF, podobnie
jak Bielecki i wsp. w swoim badaniu. [194]. Roznice st¢zen VEGF w surowicach matek
pomigdzy grupa kontrolng a grupa z nadci$nieniem cigzowym poddane analizie okazaly
si¢ nieistotne statystycznie. (p>0,05).

Podobne wyniki uzyskaliémy z analizy statystycznej poziomoéow stezen VEGF
z surowicy krwi pepowinowej w badanych grupach kobiet. WykazaliSmy rdznice
istotne statystycznie pomigdzy grupa kontrolng, a grupa z hipotrofig ptodu, natomiast
nie wykazano roznic istotnych statystycznie pomiedzy grupa kontrolng, a grupa
z nadci$nieniem cigzowym (p>0,05). Warto$¢ predykcyjna stgzenia VEGF w surowicy
krwi pgpowinowej w odniesieniu do ryzyka wystapienia hipotrofii ptodu wynosi 168,88
pg/ml 1 dzieli grupe badanych pacjentek na pacjentki zdrowe 1 o znacznym ryzyku
wystapienia hipotrofii ptodu.

Przeprowadzajac analiz¢ otrzymanych wynikow stezen VEGF w badanych
surowicach, zauwazyliSmy istotnie wyzsze poziomy VEGF w surowicy krwi
pepowinowej we wszystkich badanych grupach kobiet, co sugeruje jego znaczne
miejscowe wydzielanie 1 udziat w angiogenezie tozyskowe;.

PLGF uwazany jest za obiecujacy czynnik prognostyczny rozwoju preeklams;ji
w ciazy, szczegOlnie wsrod kobiet z czynnikami ryzyka rozwoju tej patologii.
Potencjalnie mozliwe jest leczenie stanu przedrzucawkowego PLGF, lecz wymaga
to dalszych badan. [186]

Henah et al. opublikowali badanie, w ktérym objg¢to 100 ci¢zarnych z ITUGR
(n=11) oraz SGA (N=89) i na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze PLGF
moze réznicowa¢ IUGR u plodow z malg masag i moze stanowi¢ narzedzie

do identyfikacji tej patologii cigzy. [187]
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Levine et al. udowodnili w swojej pracy, ze niski poziom PIGF w pierwszym
trymestrze cigzy, przed wzrostem sFlt-1, jest czynnikiem ryzyka pdzniejszego stanu
przedrzucawkowego, a stosunek sFlt-1 do PIGF jest lepszym markerem stanu
przedrzucawkowego niz ktorykolwiek sam czynnik. [188]

Stwierdzane w badaniach niskie poziomy wolnego VEGF w surowicach
cigzarnych z rozwinigtym stanem przedrzucawkowym nie jest przydatne klinicznie,
poniewaz sg to poziomy ponizej granicy wykrywalnosci obecnie dostepnych zestawow
ELISA. [188]

Ghosh et al. w swoim badaniu kohortowym przeprowadzonym na 722 kobietach
w cigzy pojedynczej, przebywajacych w opiece perinatalnej, ktorym oznaczano poziom
stezenia PLGF w surowicy krwi migdzy 20-22 tygodniem ciazy wykazali, ze badanie
to moze to by¢ przydatne w przewidywaniu wczesnego wystapienia [UGR
1 preeklamsji w cigzy. [189]

Z kolei w pracy badawczej z podwojnie Slepa probg przedstawiong
przez Chaiworapongsa et. al, ktorzy przebadali 96 kobiet z podejrzewang hipotrofig
ptodu lub stanem przedrzucawkowym w cigzy i oznaczali u nich poziom st¢zenia PLGF
w surowicy stwierdzili, ze jego poziom jest znaczaco nizszy u kobiet podejrzanych
o rozwinigcie tych patologii w cigzy. [190]

Wyniki naszych badan s3 zgodne z obserwacjami wymienianych autorow.
Badania stezen PLGF w surowicy krwi matki 1 w surowicy krwi pgpowinowej cechuja
si¢ duzag czuloscig oraz swoistoscig w predykcji hipotrofii ptodu i1 nadcisnienia
clgzowego.

Uzyskane warto$ci stezen pozwolity wyznaczy¢ wartos¢ predykcyjng stezenia
PLGF w surowicy krwi pacjentek w odniesieniu do ryzyka wystapienia hipotrofii ptodu
I wynosi ona 288,73 pg/ml, natomiast ryzyko wystapienia nadcisnienia cigzowego
mozliwe jest przy wartosci stezenia PLGF w surowicy krwi matki 222,11 pg/ml
i mniej. Warto$ci te dzielg grupy badanych pacjentek na pacjentki zdrowe i 0 znacznym
ryzyku wystapienia IUGR 1 nadci$nienia cigzowego.

Podobnie zachowywaly si¢ poziomy stezen PLGF w surowicy krwi
pepowinowej. Uzyskane wyniki pozwolity wyznaczy¢ mozliwg warto$¢ predykcyjng
stezenia PLGF w surowicy krwi pepowinowej w odniesieniu do ryzyka wystgpienia
hipotrofii ptodu i wynosi ona 301,92 pg/ml, natomiast ryzyko wystapienia nadcisnienia

cigzowego mozliwe jest przy wartosci stezenia PLGF w surowicy krwi pgpowinowej

100



430,11 pg/ml i mniej. Wartosci te dzielg grupy badanych pacjentek na pacjentki zdrowe
1 0 znacznym ryzyku wystapienia [IUGR i nadci$nienia cigzowego.

Zblizone wartosci stezen VEGF i PLGF w obu badanych surowicach mogg
swiadczy¢ o ich przechodzeniu przez barier¢ tozyskowa.

Jednoczesnym celem pracy bylo zbadanie ekspresji genow badanych biatek
proangiogennych, w tym kodujacych naczyniowo-srédbtonkowy czynnik wzrostu
1 tozyskowy czynnik wzrostu.

Semczuk 1 wsp. w swoim badaniu uzyskali wyzsze poziomy transkrypcji PLGF
I FIt-1 w tkankach tozyska chorej z PREE w poréwnaniu do ekspresji tego genu grupy
zdrowej. Ekspresje gendw normalizowano do B-aktyny. Uzyskane dane wskazywaty
na regulacje w gore PLGF 1 Flt-1 w tozyskach kobiet z preeklamsja. Nie stwierdzono
zwigkszonej ekspresji genu dla PLGF w tozyskach kobiet IUGR, nie stwierdzono
réwniez zwickszonej transkrypcji VEGF w tozyskach z obu grup chorych. [193]

Szentpeteri et al. w badaniu ekspresji genu VEGF-A w tozyskach kobiet z IUGR
wykazali jego nadekspresje w poréwnaniu z grupa kobiet z prawidlowa cigza. Wyniki
sugerowaly, ze wzrost ekspresji genu VEGF-A stymulowal angiogenez¢ w lozysku
i byt odpowiedzia na jego niedotlenienie w przebiegu IUGR. Zinterpretowano
to zdarzenie jako wtorne w rozwoju hipotrofii ptodu, a nie czynnik sprawczy.
Zauwazono dodatnig korelacje migdzy aktywnoscia genu VEGF-A w tozysku
a wiekiem cigzowym. [197]

W przeprowadzonych przez nas badaniach ekspresji genow VEGF 1 PLGF
wzgledem genu referencyjnego GAPDH metoda PCR zauwazono, ze ekspresja PLGF
wystepuje w kazdym tozysku. Roznice miedzy grupa kontrolng a grupa z IUGR
oraz grupa kontrolng a grupa z nadci$nieniem cigzowym, s3 istotne statystycznie,
co oznacza zwigkszong ekspresj¢ genu PIGF zaréwno w hipotrofii ptodu a takze u
kobiet z nadci$nieniem cigzowym.

Wyniki naszych badan wskazuja stabg ekspresje genu VEGF w badanych
tozyskach, jednak najwigksza ekspresja genu VEGF wystgpuje w grupie z IUGR.

Réznice miedzy grupami nie sg istotne statystycznie.

Interleukina 10
Interleukina 10 jest czynnikiem hamujacym synteze cytokin z grupy CSIF
czyli cytoking przeciwzapalna, ktora hamuje produkcje cytokin prozapalnych. Hipoksja
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potaczona z niedoborem IL-10 bierze udziat w patomechanizmie PIH i niektorych
postaci hipotrofii. IL-10 petni istotng rol¢ w utrzymaniu rownowagi migdzy czynnikami
pro- i anty- angiogennymi w jednostce matczynoptodowej. Ma dziatanie protekcyjne
na cigzeg. [19,20]

Zespot Tarnowskiej-Madrej porownywal stgzenia cytokin zapalnych,
charakterystycznych dla odpowiedzi typu Th1/Th2 w surowicy u kobiet z ci¢zka
postacig nadci$nienia cigzowego i ze stanem przedrzucawkowym do zdrowych kobiet
w cigzy. Stwierdzili, ze stezenia I1-4 i 1l-10 byly w obu grupach podobne i stanowi
o wzglednym niedoborze ich ochronnego wplywu na cigze powiklane nadci$nieniem
tetniczym. [198]

Celem badania zespotu Arriaga-Pizano bylo ustalenie réznicy ekspresji cytokin
z grup Thl 1 Th2 w surowicy krwi matki, surowicy krwi pgpowinowej oraz tozysku
u kobiet z preeklamsja w stosunku do zdrowych cigzarnych. Zgodnie z zatozeniem,
ze w stanie przedrzucawkowym istnieje zaburzona rownowaga faworyzujaca profil Thl
cytokin (interferonu gamma, 112) w stosunku do Th2 ( II4, 1110), ustalono, Ze jest ona
widoczna w pomiarach ich stezen w krwi obwodowej matki. Dominacja linii cytokin
Thl nad Th2 determinuje odpowiedz immunologiczng w cigzy |1 prowadzi
do nieprawidtowej implantacji tozyska, jego niedokrwienia, a to aktywuje komorki
srédbtonka w calym organizmie. Takiego przesunigcia réwnowagi Thl do Th2
nie zauwazono w surowicy z krwi pgpowinowej i kosmkach tozyska. [199]

Badanie Azizieh 1 Raghupathy potwierdzito wczesniejsze doniesienia
wskazujace na jej wazng role w rozwoju prawidtowej cigzy. Poréwnano stezenia 11-10
w zdrowych cigzach z ich poziomami w cigzach patologicznych. Potwierdzili,
ze jej niskie poziomy stgzen w krwi obwodowej matki zwigzane sg z powiklaniami
cigzy, w tym PREE oraz IUGR. [200]

Z kolei Celik et al. porownywali stgzenia 11-2,11-10 i 1I-12 w surowicy krwi
kobiet w stanie przedrzucawkowym z lub bez IUGR, ze zdrowymi kobietami w ciazy.
Uzyskali podwyzszone poziomy I1-10 i II-2 w surowicy krwi w PREE powiktanym
IUGR i1 moze to $wiadczy¢ o ich prawdopodbnej roli w rozwoju hipotrofii ptodu. [201]

W badaniu przeprowadzonym przez Conrad et al. nad rolg krazacych cytokin
zapalnych w patogenezie stanu przedrzucawkowego mierzono poziomy stezen
TNF aif, lI-lai B oraz [1-6 i 1I-10 w grupach kobiet z PREE, z przemijajacym

nadci$nieniem cigzowym i zdrowych cigzarnych.
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W analizie wynikow stezen badanych cytokin stwierdzono wzrost TNFa i 11-6 w 0soczu
kobiet z preeklampsja i nadci$nieniem cigzowym w stosunku do zdrowych ci¢zarnych.
Nie zaobserwowano réznic statystycznie istotnych w poziomach st¢zen Il-1p i 1I-10
miedzy grupami.

W naszym badaniu ocenialiémy poziomy st¢zen I1-10 w surowicy krwi matki
1 w surowicy krwi pepowinowej w cigzach z nadcisnieniem oraz powiktanych hipotrofig
ptodu.

Analiza statystyczna wynikéw otrzymanych z krwi matki nie wykazata roznic
istotnych statystycznie pomiedzy grupa kontrolna, a grupg z nadci$nieniem tetniczym,
a takze pomiedzy grupa kontrolng a hipotrofig ptodu w obu badanych surowicach.

Opierajac si¢ na naszej analizie, mozna wysungé wniosek, ze nadciSnienie
cigzowe oraz IUGR nie wplywaja na zmiany stezen IL-10 w surowicy krwi matki,
jak rowniez w surowicy krwi pgpowinowej. Zauwazono spadek stezen 11-10 w surowicy
krwi pepowinowej u pacjentek z [IUGR w odniesieniu do pacjentek z grupy kontrolne;.

Rdznice stezen poddane analizie okazaly si¢ nieistotne statystycznie.

Leptyna

W czasie trwania cigzy obserwuje si¢ zmiany stezen leptyny we krwi,
gdzie najwyzsze wartosci osigga w II trymestrze i pozostaja na stalym poziomie
do konca cigzy, mimo dalszego wzrastania tozyska. [203]

Szybki spadek stezenia leptyny we krwi natychmiast po porodzie zwigzany jest
z wydaleniem lozyska. [204]

Obnizenie stezenia leptyny u ci¢zarnych 1 u noworodkow kojarzone jest
z opOznieniem wewnatrzmacicznego wzrostu ptodu. [205]

Hassink et al. w swoim badaniu nad rolg tozyskowej leptyny w rozwoju ptodu
1 noworodkow zatozyli, ze produkowana przez tozysko leptyna speilnia zadanie
czynnika wzrostu, odgrywa znaczaca role w sygnatach ptodowo-matczynych
1 informuje pldéd o stanie odzywienia matki, przez co pelni istotng funkcje
W jego rozwoju. Zauwazyli, ze stezenia leptyny w czasie porodu koreluja dodatnio
z masg urodzeniowg noworodka, a to $§wiadczy o jej zaangazowaniu w prawidlowy
rozwoj ptodu. [206]

Czes¢ autorOw uwaza poziom leptyny we krwi za marker wydolnos$ci

funkcjonalnej tozyska. [2007]
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Karowicz-Bilinska zauwazyta w swoim badaniu, ze $rednie st¢zenie leptyny
u ci¢zarnych z hipotrofia wewnatrzmaciczng plodow jest nizsze od wystepujacych
w cigzy fizjologicznej. Roznice srednich wartos$ci stgzen w grupach wynikaja z faktu,
ze leptyna jest produkowana réwniez przez lozysko, a w IUGR tozyska sg mniejsze
I mamy do czynienia z ich dysfunkcja. [208]

Natomiast Pighetii ttumaczyl, ze nizsze st¢zenia leptyny w surowicy krwi
ciezarnych z IUGR sg spowodowane mniejszg zawartoscig tkanki ttuszczowej u ptodow
hipotroficznych. [209]

Podobnie zachowuje si¢ leptyna w krwi cigzarnych z nadci$nieniem cigzowym.
Jest to patologia, ktora réwniez wiaze si¢ z nieprawidlowg budowa tozyska
1 jego dysfunkcja, bez zmiany jego wielkosci. Wydaje si¢, ze tozyskowa produkcja
leptyny jest swoista odpowiedzig tego narzadu na trudne warunki tlenowe i odzywcze
dla rozwoju ptodu. ( hipoksja w PREE, niedozywienie w IUGR). [210]

Semczuk-Sikora i wsp. badali pacjentki z preeklampsja i wewnatrzmacicznym
zahamowaniem wzrastania ptodu i poréwnywali z kobietami w ciazy prawidtowe;.
Oznaczano poziom stezenia leptyny W surowicy krwi matki w III trymestrze cigzy.
Analizowano réwniez mase¢ urodzeniowa noworodkow w odniesieniu do stezen
surowiczej leptyny. Stwierdzono istotnie statystycznie wyzsze stezenia tego parametru
w grupie kobiet z PREE w poréownaniu do grupy kontrolnej i grupy z IUGR.
Wyniki dowodza udziatu leptyny patomechanizmie preeklampsji. Nie stwierdzono
takiej reguly w grupie z [UGR. W analizie korelacji stezen leptyny z masg urodzeniowg
noworodka nie wykazano istotnosci statystycznej. [34]

Do podobnych wnioskow doszli Al-Shahat et al. badajac role leptyny
i endotheliny-1 w IUGR po$rod cigzarnych bez oraz z rozwinigtym zespolem
przedrzucawkowym. Znaczaco wyzsze poziomy stezen leptyny uzyskali w surowicach
krwi matek z PREE, w porownaniu z grupa kontrolng i z samym [UGR. Zbadali,
ze stezenie leptyny w krwi matki koreluje ze stopniem ograniczenia wzrostu ptodu,
ktéry wynika z pogorszenia funkcji tozyska. [211]

W badaniu Yildiz et al. poréwnywano poziomy stezen leptyny w surowicy krwi
matki do pepowinowej w przebiegu IUGR. Stwierdzono jej znaczaco nizsze st¢zenia
u noworodkow z IUGR 1 u ich matek w poréwnaniu z grupa kobiet zdrowych
1ich dzie¢mi o prawidlowej masie urodzeniowe;j. [205]

W naszym badaniu ocenialiémy poziomy st¢zen leptyny w cigzach z hipotrofia

ptodu 1 nadci$nieniem cigzowym odpowiednio w surowicy krwi matki 1 krwi
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pepowinowej. ZauwazyliSmy istotny wzrost st¢zenia leptyny w surowicy matek z NIC,
co pozwolito wyznaczy¢ warto$¢ predykcyjng stezenia leptyny 35,28 ng/ml, powyzej
ktorej moze rozwingé¢ si¢ choroba. Badanie nie wykazato natomiast roznic istotnych
statystycznie w stezeniach leptyny u matek pomiedzy grupa kontrolng a grupa
z hipotrofig ptodu.

Podobne wyniki uzyskano badajac krew pepowinowa na obecnos$¢ leptyny.
Uzyskano zblizone poziomy st¢zen w grupie kontrolnej 1 z [IUGR, a wykazane rdznice
nie byty istotne statystycznie.

Wyzsze stezenia pepowinowe leptyny odnotowano w grupie z nadci$nieniem
cigzowym w stosunku do grupy kontrolnej, a rdéznice stg¢zen byly istotne statystycznie.
Pozwolilo to wykresli¢ warto$¢ predykcyjna stezenia leptyny w surowicy krwi
pepowinowej 30,99 ng/ml. Wzrost leptyny w krwi pepowinowej powyzej tej wartosci
moze $wiadczy¢ o ryzyku wystapienia nadci$nienia cigzowego.

We wszystkich trzech badanych grupach poziomy stezen leptyny byly wyzsze
w surowicy krwi pepowinowej niz uzyskane z surowicy krwi pacjentek.
Dowodzi to produkcji leptyny przez komorki trofoblastyczne tozyska.

Uzyskane wyniki w wiekszosci sg zgodne z opisanymi przez innych autorow.

W badaniu ekspresji genu leptyny wzgledem genu referencyjnego GAPDH
w tozyskach badanych grup kobiet ustalono, ze ekspresja leptyny wystepuje w kazdym
tozysku, a réznice ekspresji pomi¢dzy badanymi grupami nie sg istotne statystycznie.
Nie stwierdzono zwickszonej ekspresji genu leptyny w badanych tozyskach
w przypadki rozwoju IUGR 1 nadci$nienia cigzowego.

Laivuori 1 inni oceniali zwigzek pomig¢dzy ekspresja genow leptyny w lozysku,
stezeniem biatka leptyny w tozysku i stezeniem leptyny w osoczu zdrowych kobiet
ciezarnych, kobiet ze stanem przedrzucawkowym i kobiet z IUGR. Ustalili, ze ekspresja
genu leptyny w tozysku jest wyzsza tylko w grupie kobiet z przedwczesnym stanem
przedrzucawkowym. Ekspresja genu lozyskowej leptyny nie roznita si¢ pomigdzy
grupami z [UGR i kontrolng. [212]

W badaniu zauwazono, ze mimo podobnych mechanizméw nieprawidtowej
przebudowy tozyska w obu patologiach ciazy, ekspresja gendéw leptyny wyzsza byta
jedynie w grupie z wczesng postacig preeklampsji ( z towarzyszacym IUGR ) 1 wynika
z niedotlenienia tozyska, ktoére jest konsekwencja zmniejszonej perfuzji lozyska,
natomiast stezenie leptyny w surowicy matki wyzsze byto w grupie z p6zng postacia

stanu przedrzucawkoego (bez IUGR). [212]
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Grosfeld 1 wsp. rzeczywiscie wykazali, ze ekspresja genow leptyny jest
regulowana w gor¢ przez niedotlenienie za posrednictwem mechanizmu transkrypcji
i moze obejmowac rdzne patologie cigzy zwigzane z niedotlenieniem. [213]

Odkrycie, ze ekspresja genu leptyny w niedotlenionym tozysku z cigz
powiktanych IUGR nie r6zni si¢ w pordwnaniu z grupa kontrolng sugeruje, ze istnieja
dodatkowe  czynniki  modulujace  ekspresje  tego genu w  lozysku.
Jednym z takich czynnikoéw jest insulina, ktora takze odpowiada za regulacje w gore
ekspresji genu leptyny w tozyskach kobiet z hipotrofiag ptodu. Prawdopodobne jest,
ze w IUGR komorki tozyska produkujace leptyne nie sg hipoksyczne, tzn., ze ekspresja
leptyny nie jest zalezna od spadku preznosci tlenu w komorce. [212]

W innym badaniu na poziomie molekularnym stwierdzono zwigkszong ekspresje

genu i syntezy leptyny w tozysku ciezarnych z IUGR. [214]

Angiopoetyna 1

Istotna rol¢ w procesie angiogenezy odgrywa roOwniez angiopoetyna 1, ktora jest
czynnikiem wzrostu swoistym dla komorek srédblonka i we wspotpracy z VEGF bierze
udziat w tworzeniu si¢ naczyn krwiono$nych oraz zachowaniu ich integralnosci.
Jej antagonista jest angiopoetyna 2 i poprzez receptory Tiel i Tie2 uczestnicza
w patogenezie hipotrofii ptodu oraz nadcis$nienia cigzowego.

Ang-1 jest ligandem receptora kinazy tyrozynowej Tie2, ktérego obecnosc
reguluje adhezje roznicujacych si¢ komorek srodbtonka oraz ich proliferacje podczas
formowania i1 dojrzewania naczyn. Ang-2 poprzez receptor Tiel reguluje intensywnos$¢
wzrostu naczyn. Obie dzialaja w S$cistej wspolpracy z VEGF 1 odpowiadaja
za dojrzewanie nowotworzonych naczyn. Ang-1 moduluje dojrzewanie naczyn
w bardziej zlozone 1 wigksze struktury, wplywa na spdjnos¢ 1 stabilizacje calego
naczynia. Nadmiar Ang-1 powoduje powstawanie liczniejszych 1 bardziej
rozgalezionych naczyn wlosowatych. Ang-2 jest antagonista Ang-1 i w takiej roli
reguluje intensywnos$¢ wzrostu naczyn. [19]

W stanie przedrzucawkowym 1 IUGR, patologiach cigzy, gdzie dochodzi
do nieprawidtowego utlenowania tozyska oraz hipoksji ptodu, zmieniona jest struktura
naczyniowa tozyska. Zmniejszone ci$nienia parcjalne tlenu powoduja w kosmkach

tozyskowych zwigkszong trankrypcje mRNA Ang-2 i wzrost stezenia jego produktu
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biatlkowego Ang-2, a zmniejszong dla Ang-1. Hipoksja ma zatem przeciwny wplyw
na ekspresj¢ genéw Ang-1 1 Ang-2. [215]

Inne niz w zalozeniach wyniki otrzymali Zhang 1 wsp. w badaniu tozysk
od kobiet z preeklampsjg. W poroéwnaniu ze zdrowa grupag kontrolna, tkanki tozyska
od chorych kobiet miaty obnizony poziom mRNA Ang-2, natomiast w poziomach
MRNA Ang-1 nie bylo roznic. Wyniki $wiadcza o zlozonym charakterze regulacji
mechanizmow ekspresji gendw obu angiopoetyn w tozysku. [215]

Nadar 1 wsp. badali hipoteze¢ o zaburzonej réwnowadze miedzy czynnikami
pro i antyangiogennymi w PIH, w tym Ang-1 i Ang-2. W przeprowadzonej analizie
wykazali, ze w badanej grupie ci¢zarnych poziom st¢zenia Ang-1 w surowicy byt
istotnie wyzszy, a Ang-2 znaczaco nizszy w poroOwnaniu z grupa kontrolng.
Wyraznie podwyzszone poziomy Ang-1 oraz Tie2 z jednoczesnym obnizeniem
poziomu Ang-2 u kobiet z nadci$nieniem cigzowym w stosunku do zdrowych, swiadcza
o niepodwazalnej roli angiopoetyn w patogenezie tej patologii cigzy. [216]

Z kolei Stepan i wsp. w z swoim badaniu dowiedli, Ze zaburzona angiogeneza
z nieprawidlowg transformacja naczyn tozyskowych w hipotrofii ptodu zwigzana jest
z obnizonymi st¢zeniami VEGF oraz angiopoetyny 1, a zwigkszonymi st¢zeniami
rozpuszczalnej endogliny. [217]

Dunk et al. wskazali obnizong ekspresja Ang2 w IUGR i jej potencjalny udziat
w rozwoju naczyn w kosmkach lozyskowych. Ang-2 odgrywa role w angiogenezie
tozyskowej przez caly okres trwania cigzy, a Ang-1 odpowiada za dojrzewanie
i utrzymywanie powstatych naczyn w poznej cigzy. [218]

IUGR charakteryzuje si¢ wystgpowaniem malego lozyska ze zmniejszong
proliferacja cytotrofoblastow wraz ze slabo unaczynionymi kosmkami, co prowadzi
do niedotlenienia plodu, a za cechy te odpowiadaja zmiany w poziomach dzialajacych
lokalnie czynnikdéw angiogennych. [219]

Badanie Dunk et al. pokazato znaczne obnizenie poziomu Ang-2 w cigzkiej
hipotrofii ptodu w poréwnaniu z prawidlowymi tozyskami w III trymestrze cigzy.
Przy zalozeniu, ze Ang-1 i Ang-2 dzialaja antagonistycznie na komorki srodblonka,
wyniki tego badania sugeruja przedwczesne dojrzewanie naczyn z nieprawidtowym
rozwojem unaczynienia kosmkéw koncowych przy podwyzszonym poziomie Ang-1,
a obnizonym poziomie Ang-2. [218,220]

W naszym badaniu ocenialiSmy poziomy stezen angiopoetyny 1 w cigzach

z wewnatrzmacicznym zahamowaniem wzrostu ptodu i1 z nadci$nieniem cigzowym
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w surowicy krwi pacjentek oraz krwi pepowinowej. Ujawnili§my istotny wzrost
stezenia angiopoetyny 1 w surowicy matek w obu patologiach cigzy i wyznaczyliSmy
dla nich wartosci predykcyjne st¢zenia angiopoetyny 1, powyzej ktorych mozliwe jest
rozwinigcie si¢ omawianych chorob. Dla IUGR warto$¢ ta wyniosta 5460,87 pg/ml,
a dla PIH 4491,37 pg/ml.

Podobne wyniki uzyskaliSmy badajac krew pepowinowa na obecno$é
angiopoetynyl. UzyskaliSmy wyzsze poziomy stezen Ang-1 zardbwno w grupie z IUGR,
jak w grupie z PIH w poréwnaniu z grupg kontrolng, a wykazane réznice byty istotne
statystycznie.

Na podstawie takich wynikow wykresliliSmy warto$ci predykcyjne stezenia
Ang-1 w surowicy krwi pe¢powinowej 8792,50 pg/ml w grupie z IUGR oraz
8670,74 pg/ml w grupie z nadci$nieniem cigzowym. Stezenia Ang-1 w Kkrwi
pepowinowe] powyzej tych wartos§ci moze s$wiadczy¢ o ryzyku wystgpienia obu
patologii cigzy.

We wszystkich trzech badanych grupach poziomy stezen Ang-1 byly wyzsze
w surowicy krwi pepowinowej niz uzyskane z surowicy krwi pacjentek. Dowodzi
to zwickszonej lokalnie ekspresji Ang-1 w komodrkach trofoblastycznych tozyska.

Otrzymane wyniki zgodne sa z opisywanymi przez przytaczanych autorow:
stezenia surowicze Ang-1 sa wigksze w obu omawianych patologiach ciazy,
przy czym wyzsze poziomy tego czynnika angiogennego obserwuje si¢ w krwi
pepowinowej. Zaburzona angiogeneza w IUGR i PIH manifestuje si¢ wyzszym
poziomem st¢zenia Ang-1 w surowicy krwi matki 1 najwyzszymi w krwi pegpowinowe;.

W badaniu ekspresji genu angiopoetyny 1 wzgledem genu referencyjnego
GAPDH w tozyskach badanych grup kobiet nie stwierdzono ekspresji genu Ang-1
w grupie kontrolnej i grupie z IUGR. Stwierdzono staba ekspresj¢ badanego genu
w grupie z nadci$nieniem cigzowym, jednak wyniki te nie sg istotne statystycznie.
Nie stwierdzono zwigkszonej ekspresji genu Ang-1 w zdrowych tozyskach, jak rowniez

w przypadku rozwoju IUGR i nadci$nienia cigzowego.
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VII. WNIOSKI

1. Warto$ci stgzen badanych czynnikow angiogennych w surowicy krwi matki
1 surowicy krwi pepowinowej kobiet z nadci$nieniem cigzowym oraz ITUGR

wskazuja na role zaburzonej angiogenezy w tych patologiach.

2. Zmienione wartosci stezen VEGF, PIGF, IL-10, leptyny i angiopoetyny-1
wskazuja na niedotlenienie i uszkodzenie komorek $rodblonka w przebiegu

nadci$nienia cigzowego i IUGR.

3. Przeprowadzone badania pozwolity na okreslenie warto$ci predykcyjnych
wystapienia nadci$nienia cigzowego badz IUGR poprzez okreslenie stgzen

analizowanych czynnikdw angiogennych.

4. Analiza ekspresji genéw badanych czynnikdw angiogennych oceniana
na poziomie mRNA w lozyskach kobiet z nadci$nieniem cigzowym 1 IUGR
wykazata istotny statystycznie wzrost ekspresji genu PIGF w obu patologiach

i 1I-10 w nadci$nieniu cigzowym.
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VIIl. STRESZCZENIE

Nadcis$nienie tetnicze w przebiegu cigzy wystepuje u okoto 5-10% kobiet,
a u pierwiastek czestos¢ ta wzrasta nawet do 20%. Jest ono przyczyng zwigkszonego
ryzyka powiktan okotoporodowych oraz zgondéw zaréwno matek jak i noworodkow.
Istnieje wiele teorii dotyczacych etiologii nadci$nienia, jak dotad jednak nie poznano
w pelni jego etiopatogenezy, szczeg6lnie nadci$nienia indukowanego cigza (NIC, PIH).
W ostatnich latach pojawilo si¢ nowe spojrzenie na nadci$nienie jako choroby

wynikajacej z nieprawidtowej odpowiedzi na czynniki proangiogenne (AGF).

Hipotrofia ptodu jest czestym powiktaniem zwigzanym z cigza rozpoznawanym
w momencie, gdy dwukrotnie wykonane pomiary ptodu w czasie cigzy wykazuja
zbyt wolne tempo wzrastania 1 / lub masa ciata ptodu miesci si¢ ponizej 10 percentyla
w stosunku do wieku plodowego.  Znanych jest wiele czynnikow ryzyka
tego powiklania, jednakze nadal czesto nie udaje si¢ okresli¢ jego etiologii.
Rozwo6j hipotrofii moze wynika¢ ze schorzen dotyczacych samego ptodu, stanu
zdrowia matki, a takze funkcji tozyska. Nieprawidtowosci dotyczace ptodu (zaburzenia
chromosomalne, wady anatomiczne), choroby matki (cukrzyca, nadcisnienie, choroby
zakazne), styl zycia (palenie papierosow, spozywanie alkoholu), a takze niewydolnos¢
tozyska moga stanowi¢ przyczyne wystapienia tego powiklania. Patomechanizm
opOznienia wzrastania wewnatrzmacicznego ptodu, ma charakter ztozony 1 w dalszym
ciggu jest przedmiotem badan. Uwaza si¢, ze jedng z mozliwych przyczyn stanowic

Moga zaburzenia lozyskowej angiogenezy.

Angiogeneza jest to proces tworzenia nowych naczyn wlosowatych na bazie
juz istniejacych naczyn krwiono$nych. Szczegoélnie uprzywilejowanym miejscem
dla angiogenezy jest uktad rozrodczy kobiet (cykl miesigczkowy, jajeczkowanie,
regeneracja btony §luzowej macicy, podtrzymywanie funkcji ciatka zottego, implantacja
zarodka w blon¢ §luzowa macicy, utworzenie tozyska). Angiogeneza jest rowniez
podstawa prawidlowego rozwoju zarodka oraz wzrostu plodu i noworodka.
Nieprawidlowy rozrost tozyskowego drzewa kosmkowego moze skutkowaé rozwojem
wielu chorob wiklajacych przebieg cigzy 1 rozwoj plodu. Poznano wiele czynnikow

regulujacych angiogenezg, o dzialaniu pro- badz antyangiogennym.
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Celem pracy byta ocena potencjalnej roli wybranych czynnikéw angiogennych
w nadci$nieniu cigzowym i hipotrofii ptodu. Cel ten realizowano przez :

1. oceng stgzen wybranych czynnikéw angiogennych: lozyskowego czynnika
wzrostu (PIGF), naczyniowego czynnika wzrostu (VEGF), angiopoetyny-1
(Ang-1), interleukiny 10 (11-10) oraz leptyny (Lep) w surowicy krwi kobiet
z nadcis$nieniem cigzowym oraz hipotrofig ptodu.

2. ocen¢ stezen oznaczanych czynnikow angiogennych w surowicy krwi
pepowinowej badanych grup pacjentek.

3. okreslenie, czy pomiar st¢zen wymienionych czynnikéw angiogennych
w surowicach krwi moze by¢ uzyteczny w predykcji obu jednostek
chorobowych u ci¢zarnych.

4. ocene¢ ekspresji gendéw badanych czynnikéw angiogennych metoda RT PCR

w tozyskach analizowanych grup pacjentek.

Badaniami obj¢to 82 pacjentki  hospitalizowane w Klinice Perinatologii
1 Chordb Kobiecych oraz w Oddziale Porodowym GPSK w Poznaniu w latach 2013-
2016, w tym 22 pacjentki z cigza powiktang IUGR, 30 pacjentek z cigza powiklana
nadci$nieniem te¢tniczym oraz 30 pacjentek z cigzg o prawidlowym przebiegu.
Po uzyskaniu pisemnej zgody pacjentek na wzigcie udziatu w badaniu pobrano materiat
biologiczny do zaplanowanych badan :

1. S5ml krwi z zyly odlokciowej oraz po porodzie 5 ml krwi pgpowinowe;j.
Surowice odwirowywano i zamrazano w -70°C do oznaczen st¢zen badanych
czynnikow angiogennych metoda ELISA.

2. po porodzie pobierano fragment tozyska o wym. 0.5 x 0.5 cm, umieszczano
w plynie RNA later i zamrazano w temp -70°C do pdzniejszych oznaczen

ekspresji genow badanych czynnikow proangiogennych metoda RT PCR.

Na podstawie przeprowadzonych badan uzyskano nast¢pujace wyniki:

Ste¢zeniec VEGF w surowicy krwi pacjentek rdzni si¢ istotnie statystycznie
miedzy poszczegdlnymi grupami badanych. Srednie stezenie VEGF w grupie kontrolnej
wynosito 45,64 +/- 32,56 pg/ml, w grupie z nadci$nieniem cigzowym 84,99 +/- 31,09,
a w grupie pacjentek z IUGR 28,06 +/- 18,18 pg/ml. Wykazano réznice istotng
statystycznie pomiedzy grupa kontrolna, a grupa z hipotrofia ptodu ( p=0,0013).
Stezenie VEGF w surowicy krwi pgpowinowej rozni si¢ istotnie statystycznie migdzy
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poszczegdlnymi grupami badanych. Srednie stgzenie VEGF w grupie kontrolnej
wynosito 185,37 +/- 39,05 pg/ml, w grupie z nadci$nieniem cigzowym 214,93 +/-
45,17, a w grupie pacjentek z IUGR 134,66 +/- 35,71 pg/ml. Wykazano réznice istotne
statystycznie pomi¢dzy grupa kontrolng, a grupg z hipotrofig ptodu (p=0,0011).

Stezenie PLGF w surowicy krwi pacjentek rézni si¢ istotnie statystycznie
miedzy poszczegélnymi grupami badanych. Srednie stezenie PIGF w grupie kontrolnej
wynosito 364,05 +/- 67,20 pg/ml, w grupie z nadcisnieniem cigzowym 80,23 +/- 23,32,
a w grupie pacjentek z IUGR 124,83 +/- 66,22 pg/ml. Wykazano roznice istotng
statystycznie pomiedzy grupa kontrolna, a grupa z hipotrofig ptodu (p=0,000154 ),
a takze pomiedzy grupa kontrolng a grupa z nadci$nieniem cigzowym ( p=0,00001 ).
Stezenie PLGF w surowicy krwi pgpowinowej rozni si¢ istotnie statystycznie miedzy
poszczegdlnymi grupami badanych. Srednie stezenie PLGF w grupie kontrolne;
wynosito 522,81 +/- 64,29 pg/ml, w grupie z nadci$nieniem cigzowym 130,96 +/-
35,20, a w grupie pacjentek z IUGR 268,22 +/- 31,21 pg/ml. Wykazano roznice istotne
statystycznie pomiedzy grupa kontrolna, a grupa z hipotrofig ptodu (p=0,037665 ),
a takze pomiedzy grupg kontrolng, a grupa z nadci$nieniem cigzowym (p=0,000001 ).

Stezenie IL-10 w surowicy krwi pacjentek nie rézni si¢ istotnie statystycznie
miedzy poszczegdlnymi grupami badanych. Stezenie IL-10 w grupie kontrolnej
wynosito 90,01 +/- 97,35 pg/ml, w grupie z nadci$nieniem cigzowym 105,86 +/-
121,80, a w grupie pacjentek z IUGR 61,74 +/- 110,14 pg/ml. Srednie stezenie IL-10
W surowicy krwi pgpowinowej w grupie kontrolnej wynosito 109,20 +/- 123,30 pg/ml,
w grupie z nadci$nieniem cigzowym 121,89 +/- 81,96, a w grupie pacjentek z IUGR
45,93 +/- 42,22 pg/ml. W przypadku stezen Il1-10 nie wykazano rdznic istotnych
statystycznie pomi¢dzy badanymi grupami.

Stezenie leptyny w surowicy krwi pacjentek rozni si¢ istotnie statystycznie
miedzy poszczegélnymi grupami badanych. Srednie stgzenie leptyny w  grupie
kontrolnej wynosito 25,54 +/- 1,28 ng/ml, w grupie z nadci$nieniem cigzowym 39,02
+/- 6,16 ng/ml, a w grupie pacjentek z IUGR 26,02 +/- 1,39 ng/ml. Wykazano réznice
istotng statystycznie pomiedzy grupa kontrolng, a grupa z nadci$nieniem cigzowym
(p=0,000005). Ste¢zenie leptyny w surowicy krwi pepowinowej rozni si¢ istotnie
statystycznie miedzy poszczegdlnymi grupami badanych. Srednie stezenie leptyny
w grupie kontrolnej wynosito 28,28 +/- 1,32 pg/ml, w grupie z nadci$nieniem cigzowym

53,14 +/- 3,93, a w grupie pacjentek z IUGR 29,74 +/- 1,23 pg/ml. Wykazano réznice
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istotne statystycznie pomiedzy grupa kontrolng, a grupa z nadci$nieniem cigzowym
(p=0,000019).

Stezenie angiopoetyny w surowicy krwi pacjentek rdzni si¢ istotnie statystycznie
miedzy poszczegdlnymi grupami badanych. Srednie stezenie angiopoetyny w grupie
kontrolnej wynosito 2611,54 +/- 1170,74 pg/ml, w grupie z nadci$nieniem cigzowym
5954,26 +/- 2378,94, a w grupie pacjentek z IUGR 6485,22 +/- 2342,64 pg/ml.
Wykazano rdznice istotne statystycznie pomiedzy grupa kontrolng, a grupg z hipotrofig
ptodu ( p=0,000063), a takze pomiedzy grupa kontrolng a grupa z nadci$nieniem
cigzowym (p=0,0023). Stgzenie angiopoetyny w surowicy krwi pepowinowej rozni si¢
istotnie statystycznie miedzy poszczegdlnymi grupami badanych. Srednie stezenie
angiopoetyny w grupie kontrolnej wynosito 6659,72 +/- 1833,13 pg/ml, w grupie
z nadcisnieniem cigzowym 10993,34 +/- 1741,67, a w grupie pacjentek z IUGR
11180,64 +/- 1976,28 pg/ml. Wykazano réznice istotne statystycznie pomiedzy grupa
kontrolna, a grupa z hipotrofig ptodu ( p=0,000016), a takze pomiedzy grupa kontrolng
a grupa z nadci$nieniem cigzowym (p=0,000128).

Analiza ekspresji genow badanych czynnikéw angiogennych metoda RT PCR
wykazata: w przypadku leptyny brak roznic ekspresji genu leptyny w tozyskach kobiet
z nadci$nieniem cigzowym i IUGR w stosunku do ekspresji w grupie kontrolne;j.
W odniesieniu do angiopoetyny nie wykazano ekspresji badanego genu w tozyskach
grup kontrolnej 1 hipotrofii ptodu, a jedynie niewielka w tozyskach pacjentek
z nadci$nieniem cigzowym. Badanie ekspresji genu PIGF wykazalo wzrost istotny
statystycznie ekspresji tego genu w tozyskach pacjentek z hipotrofia plodu
i z nadci$nieniem cigzowym w stosunku do ekspresji w tozyskach grupy kontrolnej.
Badanie ekspresji genu VEGF nie wykazalo réznic istotnych statystycznie pomig¢dzy
ekspresja genu w grupach badanych a grupa kontrolng. Ocena ekspresji genu
interleukiny-10 wykazata istotny statystycznie wzrost ekspresji badanego genu
w lozyskach pacjentek z nadci$nieniem cigzowym, w stosunku do ekspresji

w tozyskach pacjentek z grup kontrolnej oraz z hipotrofia ptodu.
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Summary

Arterial hypertension in the course of the subscription process in about 5-10%
of women, and in the element this frequency, even up to 20%. This is the output
of an increased risk of perinatal complications and deaths both now. Many theories
regarding the etiology of hypertension, however, its etiopathogenesis is not fully

understood, especially pregnancy-induced hypertension (NIC, PIH).

Fetal hypotrophy is a common pregnancy-related complication diagnosed when
double fetal measurements during pregnancy show too slow growth rate and / or fetal
weight is below the 10th percentile for gestational age. There are many risk factors
for this complication, but its etiology is still often unknown. The development
of hypotrophy may result from diseases related to the fetus itself, maternal health,
and the function of the placenta. Fetal abnormalities (chromosomal abnormalities,
anatomical defects), maternal diseases (diabetes, hypertension, infectious diseases),
lifestyle (smoking, alcohol consumption), and placental insufficiency may be the cause
of this complication. The pathomechanism of intrauterine growth retardation is complex
and is still under investigation. It is believed that one of the possible causes may be

disturbances in placental angiogenesis.

Angiogenesis is the process of creating new capillaries from already existing
blood vessels. A particularly privileged place for angiogenesis is the female
reproductive system (menstrual cycle, ovulation, regeneration of the uterine mucosa,
maintenance of the corpus luteum function, implantation of the embryo into the uterine
mucosa, formation of the placenta). Angiogenesis is also the basis for the proper
development of the embryo and the growth of the fetus and newborn. Abnormal growth
of the placental chorion tree may result in the development of many diseases that
complicate the course of pregnancy and the development of the fetus. Many factors

regulating angiogenesis, with a pro-or anti-angiogenic effect, have been recognized.

The aim of the study was to assess the potential role of selected angiogenic
factors in gestational hypertension and fetal hypotrophy. This goal was achieved by:

1. assessment of the concentrations of selected angiogenic factors: placental
growth factor (PIGF), vascular growth factor (VEGF), angiopoietin-1 (Ang-1),
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interleukin 10 (11-10) and leptin (Lep) in the blood serum of women with gestational
hypertension and fetal hypotrophy.

2. evaluation of the concentrations of the determined angiogenic factors in the
umbilical cord blood serum of the studied groups of patients.

3. determining whether the measurement of the concentrations of the above-
mentioned angiogenic factors in blood serum can be useful in the prediction of both
disease entities in pregnant women.

4. assessment of gene expression of the analyzed angiogenic factors by RT PCR

in the placenta of the analyzed groups of patients.

The study included 82 patients hospitalized at the Department of Perinatology
and Women's Diseases and the Delivery Department of the GPSK in Poznan in 2013-
2016, including 22 patients with a complicated IUGR pregnancy, 30 patients with
pregnancy complicated by hypertension and 30 patients with a normal pregnancy. After
obtaining the patients’ written consent to participate in the study, biological material was
collected for the planned studies:

1. 5 ml of blood from the antecubital vein and 5 ml of cord blood after delivery.
The serum was centrifuged and frozen at -70°C for the determination of the
concentrations of the angiogenic factors tested using the ELISA method.

2. after delivery, a fragment of the placenta of dimensions 0.5 x 0.5 cm, placed
in RNA later fluid and frozen at -70°C for later gene expression determinations of the

proangiogenic factors tested by RT PCR.

Based on the research, the following results were obtained:

The concentration of VEGF in the blood serum of patients differed statistically
significantly between the different groups of patients. The mean concentration of VEGF
in the control group was 45.64 +/- 32.56 pg / ml, in the group with gestational
hypertension it was 84.99 +/- 31.09, and in the group of patients with IUGR it was
28.06 +/- 18.18 pg / ml. A statistically significant difference was found between the
control group and the group with fetal hypotrophy (p = 0.0013). The concentration of
VEGEF in the serum of umbilical cord blood differed statistically significantly between
different groups of respondents. The mean concentration of VEGF in the control group
was 185.37 +/- 39.05 pg / ml, in the group with gestational hypertension it was 214.93
+/- 45.17, and in the group of patients with IUGR it was 134.66 +/- 35.71 pg / ml. There
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were statistically significant differences between the control group and the group with
fetal hypotrophy (p = 0.0011).

The concentration of PLGF in the blood serum of the patients differed
statistically significantly between the different study groups. The mean concentration of
PIGF in the control group was 364.05 +/- 67.20 pg / ml, in the group with gestational
hypertension it was 80.23 +/- 23.32, and in the group of patients with IUGR 124.83 +/-
66.22 pg / ml. There were statistically significant differences between the control group
and the group with fetal hypotrophy (p = 0.000154), and between the control group and
the group with gestational hypertension (p = 0.00001). The concentration of PLGF in
the serum of umbilical cord blood differed statistically significantly between the
different groups of respondents. The mean concentration of PLGF in the control group
was 522.81 +/- 64.29 pg / ml, in the group with gestational hypertension it was 130.96
+/- 35.20, and in the group of patients with IUGR it was 268.22 +/- 31.21 pg / ml. There
were statistically significant differences between the control group and the group with
fetal hypertension (p = 0.037665), and between the control group and the group with
gestational hypertension (p = 0.000001).

The concentration of IL-10 in the blood serum of the patients does not differ
statistically between the different groups of the examined patients. The concentration of
IL-10 in the control group was 90.01 +/- 97.35 pg / ml, in the group with gestational
hypertension it was 105.86 +/- 121.80, and in the group of patients with IUGR 61.74 +/-
110.14 pg / ml. The mean concentration of IL-10 in umbilical blood serum in the
control group was 109.20 +/- 123.30 pg / ml, in the group with gestational hypertension
it was 121.89 +/- 81.96, and in the group of patients with IUGR it was 45.93 + / - 42.22
pg / ml. In the case of 1I-10 concentrations, no statistically significant differences were
found between the studied groups.

The concentration of leptin in the blood serum of the patients differs statistically
significantly between the different groups of subjects. The mean leptin concentration in
the control group was 25.54 +/- 1.28 ng / ml, in the group with gestational hypertension
it was 39.02 +/- 6.16 ng / ml, and in the group of patients with IUGR 26.02 +/- 1 39 ng /
ml. There was a statistically significant difference between the control group and the
group with gestational hypertension (p = 0.000005). The concentration of leptin in the
serum of umbilical cord blood differed statistically significantly between different
groups of subjects. The mean leptin concentration in the control group was 28.28 +/-

1.32 pg / ml, in the group with gestational hypertension it was 53.14 +/- 3.93, and in the
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group of patients with IUGR was 29.74 +/- 1.23 pg / ml. There were statistically
significant differences between the control group and the group with gestational
hypertension (p = 0.000019).

The concentration of angiopoietin in the blood serum of the patients differed
statistically significantly between the different groups of patients. The mean
concentration of angiopoietin in the control group was 2611.54 +/- 1170.74 pg / ml, in
the group with gestational hypertension it was 5954.26 +/- 2378.94, and in the group of
patients with IUGR it was 6485.22 +/- 2342.64 pg / ml. There were statistically
significant differences between the control group and the group with fetal hypotrophy (p
= 0.000063), as well as between the control group and the group with gestational
hypertension (p = 0.0023). The concentration of angiopoietin in the serum of umbilical
cord blood differed statistically significantly between the different groups of
respondents. The mean concentration of angiopoietin in the control group was 6659.72
+/- 1833.13 pg / ml, in the group with gestational hypertension was 10993.34 +/-
1741.67, and in the group of patients with IUGR 11,180.64 +/- 1976.28 pg / ml. There
were statistically significant differences between the control group and the group with
fetal hypotrophy (p = 0.000016), as well as between the control group and the group
with gestational hypertension (p = 0.000128).

The analysis of the expression of genes of the analyzed angiogenic factors by RT
PCR showed: in the case of leptin, no differences in the expression of the leptin gene in
the placenta of women with gestational hypertension and IUGR compared to the
expression in the control group. Regarding angiopoietin, no expression of the studied
gene was found in placenta of the control group and fetal hypotrophy, and only slight
expression in the placenta of patients with gestational hypertension. The study of the
expression of the PIGF gene showed a statistically significant increase in the expression
of this gene in the placenta of patients with hypotrophy of the fetus and with gestational
hypertension compared to the expression in the placenta of the control group. The study
of VEGF gene expression showed no statistically significant differences between the
gene expression in the study groups and the control group. The evaluation of the
expression of the interleukin-10 gene showed a statistically significant increase in the
expression of the studied gene in the placenta of patients with gestational hypertension,
as compared to the expression in the placenta of patients from the control group and

with fetal hypotrophy.
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Na podstawie przepiséw Ustawy = dnia 5 grudnia l”&r o zawodach lekarza i Izkam dentysty (Dz. U. 2011, Nr 277, poz. 1634 2 péén. zm.); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia i Opieki
Spoleczne) ¢ dnia 11 maja 1999r. w sprawie zasad p ia oraz trybu dzalania komisji bioetycznych (Dz. U. Nr 47, poz.480); Ustawy : dnia 6
wrzesnia 2001r. Prawo farmaceutyczne (Dz U. z 2004r. Nr 53, poz $33 ¢ pd..n. m.); Rozporzqdzenia Ministra Finansow : dnia 30 kwietnia 2004r. w sprawic obowiqzkowego
ubezpieczenia plpowldJahmid cywilnej badacza i sponsora (D.. U. 2004 nr 101, por. 1034 ¢ péin. zm.); Rozporzqdzenia Ministra Finanséw : dnia 18 maja 2005r. ymieniajqce
w sprawie sci cywilnef badacza i sponsora (Dz. U. Nr 101, poz. 845); Rozporzadzenia Ministra Zdrowia ¢ dnia 30 kwietnia
’Mll w sprawie ;poxabu balln klini 2 udzialem ich (Dz U. 2004 Nr 104, poz 1108); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowla ¢ dnia 30 kwietnia 2004r. w
sprawie cigikiego ddalania produktu Ie:uvlt.txo (D2 U. Nr 104, poz 1107); Ra¢pr~44¢nl: mmm ldmwu dnia 15 listopada 2010 r.
w sprawie wzordw w awiqzku i oplat za oienie dw oraz badania k
(Dz. U, 2010r, nr 222 poz. 1453, péén. om.); Ustawy z dnia 20 maja 2010 r. 0 wyrobach medycznych (Dz. U. 2010r. nr m,»., 679, z péin, om.); Ra.,wr:,qd.tnlt Ministra Finansiw
dnia 6 paidziernika 2010 r. w sprawie ici cywilnef sponsora i badacza klini w owiqzku 2 pi badania i
wyrobdw (Dz. U. 2010, Nr 194 poz. 1290); Ustawa ¢ dnia 18 marca 2011 7. 0 Urzedide Produktéw L h, Wyrobow i Produktow Biobdj (DzU. 2011
nr 82 poz. 451);) varwllﬂllt Ministra Zdrowia z dnia 2 maja 2012r. w sprawie Dobrej Praktyki Kiinicznej (Dz. U. 2012, Nr 0 poz. 489);Rozporzndzenie Ministra Zdrowia ¢ dnia 2
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wniosku o rozpocigcie badania klinicznego (D; U. 2012, Nr 0 poz 491); w oparciu o Deklaracje Helsiriskq - Zasady Postep w
Uddalem Ludz.

Komisja, na posiedzeniu w dniu: 06 grudnia 2012 r.

rozpatrzyta wniosek, ktory przedstawili:
Pan prof. dr hab. Krzysztof Drews
oraz Pani dr hab. Anna Markowska
w sprawie prowadzenia badan w
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Czlonkowie zespolu
badawczego: prof. dr hab. Krzysztof Drews

dr hab. Anna Markowska
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badari: "Wybrane czynniki angiogenne w nadci$nieniu indukowanym

cigza oraz hipotrofii ptodu”.
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L"L/\’”i ClAA A

prof- zw. dr hab. med. Pawet Checiriski

140



/ 7 L( Lz/ 1
Podpisy czlonkéw Komisji Bioetycznej - Dotyczy Uchwaly nr ....vcii.. I e 2 dnia 06.12.2012r.

prof. dr hab. JANUSZ WISNIEWSKI

prof. dr hab. ZYGMUNT ADAMSKI

dr KRYSTYNA BABIAK

dr hab. MACIE] KRAWCZYNSKI prof. UM

mgr JOLANTA EOJKO-KOLODZIEJCZAK

mgr KRYSTYNA MALINGER

dr hab. n. med. ANDRZEJ MARSZALEK

dr hab. MACIEJ OWECKI

prof. dr hab. WOJCIECH SLUZEWSKI

dr hab. ROBERT SPACZYNSKI prof. UM

dr med. PIOTR TOMCZAK

prof. dr hab. JOANNA TWAROWSKA-HAUSER

ks. prof. dr hab. JERZY TROSKA

prof. dr hab. HENRYK WYSOCKI

......................................................................

141



KOMISIA BIO]:TYLZNA
UNIWERSY TI'CI]' MEDYCZNYM

im. Karola M \runkow“kmun w Poznaniu
61-701 Pozna, ul, Fredry 10
tel, (+48 61) 854 ra 51, 85

fax (+4€ 61) 854 61 oSingD OSOBOWY KOMISJI BIOETYCZNEJ

zanla ..o 06.12:20128: .cici0500500
Lp. Imi¢ i Nazwisko Specjalnos¢ Miejsce Pracy
Przewodniczacy Komisji hi i Ina, - . .. L. .
i ey Nomisgl :a::mz;ngil:\::? ne Klinika Chirurgii OgéInej i Naczyniowej oraz

Angiologii UM, ZOZ MSWiA ul. Dojazd 34,

rof. dr hab. Pawel Checinski iologi
P ¢cins angiologia Poznan
: ik Wydziat Nauk Politycznych i Dziennikarstwa

2. | Z- ca Przewodniczacego Komisji filozof Y fyean. P

prof. dr hab. Janusz Wi$niewski VAM, ul. Umuisowake: 834, Foznat

. dermatologia Zaktad Mikologii Lekarskiej i Dermatologii UM

3. : b. Zygm : : i

prof. dr hab. Zygmunt Adamski i wenerologia ul. Juraszéw 7/19, Poznan
4. |drKrystyna Babiak prawnik Okregowa Izba Radcéw Prawnych w Poznaniu,

ul. Chwaliszewo 69, Poznan

5. | dr hab. Maciej Krawczynski prof. UM

genetyka kliniczna,

Katedra i Zaktad Genetyki Medycznej UM

okulistyka ul. Grunwaldzka 55, Poznan

Pielegniarka Oddziatowa Izby Przyje¢ Pediatrii

6. | mgrJolanta Lojko-Kotodziejczak pielggniarka Szpitala Klinicznego im. Karola Jonschera UM w
Poznaniu, ul. Szpitalna 27/33, Poznan

; Apteka Ginekologiczno-Pofozniczego Szpitala

7. mgrKrystyns Malinger fstiiceta Klinicznego UM, ul. Polna 33, Poznan
Pracownia Mikroskopii Elektronowej Katedry

8. |dr hab. n. med. Andrzej Marszalek patomorfologia Patomorfologii Klinicznej UM, ul.

Przybyszewskiego 49, Poznan

9. | drhab. n. med. Maciej Owecki

choroby wewnetrzne,

Klinika Endokrynologii, Przemiany Materii
i Chor6b Wewnetrznych UM,

Smakmoltgis ul.Przybyszewskiego 49, Poznan
pediatria, Klinika Choréb Zakaznych i Neurologii
10. |prof. dr hab. Wojciech Stuzewski neurologia dziecigca, | Dziecigcej UM
choroby zakazne ul. Szpitalna 27/33, Poznan
s ginekologia Klinika Nieptodnosci i Endokrynologii Rozrodu
11 | dr hab. Robert Spaczyfiski prof. UM | o1 micewo UM, ul. Polna 33, 60-535 Poznan
. onkologia kliniczna, | Klinika Onkologii UM,
12.. (drmed. Piotr Tomezak radioterapia ul. Szamarzewskiego 82/84, Poznai
13 prof. dr hab. Joanna Twarowska- chiatn Klinika Psychiatrii Dorostych, Zaktad Genetyki w
" | Hauser psy Psychiatrii UM, ul. Szpitalna 27/33, Poznan
A Wydziat Teologiczny UAM,
14. |ks. prof. dr hab. Jerzy Troska teologia, etyka ul. Wiezowa 2/4, Poznat
Klinika Intensywnej Terapii Kardiologicznej
" choroby wewnetrzne, | . .
15. | prof. dr hab. Henryk Wysocki kardiologia i Choréb Wewngtrznych UM

ul. Przybyszewskiego 49, Poznafi

142



