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1 WSTEP

1.1 WPROWADZENIE

Wewnatrzmaciczne ograniczenie wzrastania ptodu (IUGR, ang. intrauterine growth
restriction) oraz stan przedrzucawkowy - preeklampsja (PE, ang. preeclampsia) sa
zaburzeniami towarzyszacymi ludzko$ci od bardzo dawna. Juz blisko 2000 lat temu Aulus
Cornelius Celsus w swoim dziele De Medicina opisat przypadek kobiety, u ktorej
zaobserwowano drgawki podczas cigzy. Objawy te ustgpily po urodzeniu dziecka.
Chorobg, ze wzgledu na charakterystyczne objawy, nazwano rzucawka. Dzi§ mianem
rzucawki okresla si¢ wystgpienie stanu drgawkowego u kobiet z PE, po wykluczeniu
innych przyczyn. Stan przedrzucawkowy dotyka od 2 do 15 procent cigz i w krajach
rozwijajacych si¢ stanowi jedng z wiodacych przyczyn $Smierci cigzarnych, szacuje sig, ze
na §wiecie, stan przedrzucawkowy i rzucawka sg odpowiedzialne za ok. 14% zgonow

wsrod ciezarnych w ciggu roku.

Podobnie jak w przypadku stanu przedrzucawkowego, IUGR nie jest chorobg
nowg. Od stuleci obserwowano sytuacje poronien powigzanych z bardzo niskg masa
urodzeniowa dziecka, czy tez narodziny nieprawidlowo rozwini¢tych noworodkow.
Szacuje sie, ze w krajach rozwijajacych sie, czesto§¢ wystgpowania niskiej masy
urodzeniowej, dotyczy okoto 3-10% zywo urodzonych noworodkow. Za najczestsza
przyczyn¢ niskiej masy urodzeniowej uwaza si¢ IUGR, a okoto 10% umieralnosci

okotoporodowej jest konsekwencjg wiasnie IUGR (1).

Pomimo faktu, ze badania trwaja od dziesiatek lat, nadal nie sa znane bezposrednie
przyczyny rozwoju IUGR oraz PE. Obecnie istnieje wiele teorii probujacych wyjasnié
patomechanizm wspomnianych zaburzen. Zakladaja one udziat licznych czynnikéw,
takich jak m.in.: dysfunkcja $rodbtonka, nieprawidiowa inwazja trofoblastu, znaczenie
stresu oksydacyjnego, wptyw nadci$nienia tetniczego, czy nikotynizm. Prawdopodobnie
ztozono$¢ procesow, lezacych u podloza analizowanych zaburzen sprawia, ze wyniki

prowadzonych do tej pory badan nie sg jednoznaczne.

Ze wzgledu na podnoszone kwestie znaczenia $rodblonka w zrozumieniu
patomechanizmu IUGR i PE w rozprawie podjeto si¢ oceny funkcji pro-

I przeciwzakrzepowej srodbtonka naczyniowego we wspomnianych zaburzeniach.



W badaniach begdacych przedmiotem tej rozprawy, u zrekrutowanych ci¢zarnych,
0znaczono wybrane parametry o charakterze pro- lub przeciwzakrzepowym, oraz oceniono
wyktadniki zapalne. Wybrane do oceny parametry maja zwigzek z funkcjonowaniem
srédblonka naczyniowego, a ich ewentualne iloSciowe zmiany moga $§wiadczyé o jego
dysfunkcji, rozumianej jako mozliwo$¢ aktywacji lub uszkodzenia $rodblonka, ktdra jest
sugerowana przez badaczy jako jeden z czynnikow bioragcych udziat w patologii [IUGR

i PE.

Dodatkowo, aby lepiej pozna¢ badane zagadnienie, w ramach podejscia
systemowego do zlozonego procesu patofizjologicznego, stworzono autorski model
prezentujacy funkcjonowanie ukladu krzepnigcia, zgodnie z koncepcja medycyny
systemowej, gdzie organizm lub proces stanowig sie¢ wzajemnych powigzan.
Przedstawiona w nim zostala c¢ze$¢ osoczowa hemostazy, obejmujaca szlak
zewnatrzpochodny, wewnatrzpochodny oraz wspolny, wraz z wzajemnymi zaleznosciami.
W czesci ptytkowej hemostazy zaprezentowano procesy aktywacji, adhezji i agregacji
plytek wraz z czynnikami biorgcymi w nich udziat. W modelu uwzglednione zostaty
czynniki pro- i przeciwzakrzepowe, ktorych stezenia oznaczone zostaly w ramach
prowadzonych przeze mnie badan. Pomyst na stworzenie takiego modelu pojawit si¢
w momencie uzyskania pierwszych wynikow laboratoryjnych prowadzonych w ramach
rozprawy badan. Pojawilo si¢ pytanie, dlaczego wyniki nie sg tak jednoznaczne, jakby si¢
tego mozna bylo spodziewaé. Zaproponowany model ukazal duza zlozonos$¢ procesow,
ktore od dysfunkcji srodbtonka prowadza w efekcie koncowym do powstania trwalego
skrzepu majacego na celu uniemozliwienie utraty krwi. To skomplikowanie wynikajace
zaréwno z duzej ilo$ci czynnikow, zlozonosci procesow 1 licznych zalezno$ci pomigdzy
nimi, moze stanowi¢ powazny problem natury diagnostycznej. W tej sytuacji oznaczenie
konkretnych parametréw biochemicznych moze okaza¢ si¢ niewystarczajace, gdyz ich
prawidlowy poziom nie zawsze pozwala wykluczy¢ ryzyko wystapienia zaburzen,
podobnie jak nieprawidlowe stezenie nie zawsze dowodzi wystgpienia choroby.
Spowodowane jest to faktem, ze IUGR czy PE sg zaburzeniami o wieloczynnikowej
etiologii i nie ma jednego konkretnego czynnika wywohijacego chorobe, a pojawiajace si¢
zaburzenia w obrebie $rodblonka i jego konsekwencje moga, lecz nie musza doprowadzi¢
do rozwoju choroby. Réwniez w przypadku badan klinicznych konkretna grupa badana
moze zachowywaé si¢ odmiennie pod wzglgdem dynamiki zmian parametrow

biochemicznych w stosunku do réwnolegle prowadzonych badan przez inne zespotly



badawcze. Przyczyny moga by¢ czesto nicoczywiste i1 trudne do wykrycia przy uzyciu
klasycznych metod badawczych. Otwiera to droge medycynie systemowej, ktora
umozliwia wykrycie pozornie niezwigzanych, a nawet nielogicznych zalezno$ci pomiedzy
parametrami, czy procesami ktore dotychczas nie byly brane pod uwage. Tworzenie

precyzyjnego modelu procesem stanowi wstep do takich analiz.

1.2 WEWNATRZMACICZNE OGRANICZENIE WZRASTANIA PLODU (IUGR)

Wewnatrzmaciczne ograniczanie wzrastania ptodu (IUGR), termin wprowadzony
w 1961 roku przez Warkany’ego, dotyczy zaburzenia, w ktorym ptdd z réznych przyczyn

nie wykorzystat potencjatu do wzrostu.

IUGR definiowane jest jako wzrastanie ponizej genetycznie oczekiwanego potencjatu

1 dotyczy ptodow, ktore:

® nie 0siggajg potencjalnego, optymalnego wzrostu i wielkosci;

e charakteryzuja si¢ dynamikg wzrastania, ktora nie odpowiada wiekowi cigzowemu

Obecnie w literaturze nie ma jednoznacznej definicji IUGR, problematyczne jest
roOwniez stosowane w literaturze roznorodne nazewnictwo. W ocenie rozwoju noworodkow
uzywane jest rOwniez pojecie SGA (ang. small for gestational age), oznaczajgce
noworodka wykazujgcego zbyt malg mas¢ w stosunku do wieku cigzowego. Pojecie to
dotyczy masy i/lub dlugosci ciata noworodka, ktore sa mniejsze niz 2 odchylenia
standardowe (SD) lub sa ponizej 10. centyla naleznego wieku plodowego. W zwigzku
z tym nalezy podkresli¢, ze nie wszystkie noworodki wykazujace cechy SGA beda
posiadaty cechy kwalifikujace je do grupy IUGR. Na przyktad noworodek moze mie¢ malg
dhugo$¢ ciata ze wzgledu na cechy rodzicow (niska wysokos¢, bardzo drobna budowa
ciata), a nie ze wzgledu na patologie. Podobnie nie wszystkie przypadki IUGR beda
wykazywaty cechy SGA, np. w sytuacji gdy parametry noworodka nie sa ponizej wartos$ci
uznawanych za prawidlowe, ale z réznych przyczyn doszlo do zahamowania
prawidlowego rozwoju. Oba pojecia, pomimo faktu iz sg podobne do siebie, nie powinny

by¢ stosowane zamiennie.
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W chwili obecnej powszechniej stosowany jest termin ograniczenie wzrastania
ptodu (FGR, z ang. fetal growth restriction), ktorego synonimem jest [IUGR. W momencie
powstawania koncepcji badan w ramach tej rozprawy uzywano czgsciej nazwe IUGR, stad
to ona znalazala si¢ w tytule i konsekwentnie byta stosowana w niniejszej pracy. Nalezy

pokresli¢, ze oba terminy okreslajg to samo zaburzenie (2—4).

Najbardziej szerokim okresleniem zaburzenia wzrastania jest termin ,,dystrofia”,
obejmujacy spektrum zaburzen: od hipotrofii dotyczacej nieprawidlowego odzywienia do
hipertrofii, gdzie obserwowany jest stan nadmiernego odzywienia ptodu. Wspomniany juz
IUGR jest zaburzeniem dotyczacym uposledzenia (zahamowania, restrykcji) wzrastania.
Z kolei mata masa urodzeniowa (LBW, ang. low birth weight) to masa nieprzekraczajaca

2500 g w momencie porodu.

Brak jednoznacznej definicji IUGR zdecydowanie utrudnia oceng tego zaburzenia.
Aby w sposéb zadowalajacy je zdiagnozowac, konieczne jest zastosowanie odpowiednich
krzywych uwzgledniajacych dynamike wzrastania i rodnosci, wzrostu kobiety ci¢zarnej,
masy ciata sprzed cigzy, rasy, pici plodu, a takze cigzy wieloptodowej z uwzglednieniem

liczby ptodow.

Nieprawidtowe wzrastanie ptodu potwierdza si¢ uzyskaniem, wykraczajacych poza
normy nalezne dla danego wieku cigzowego, wynikow pomiaréw glowy, brzucha
1 konczyn. W celu ustalenia prawidlowego rozpoznania wykonywane sg pomiary co 2-3
tygodnie. W schemacie post¢powania, bardzo istotna jest prawidlowa ocena wieku
cigzowego, oraz wykluczenie wad rozwojowych, a takze wykladnikow zakazenia,

mogacych istotnie wptywa¢ na rozpoznanie.
Podstawowe parametry oceniane w diagnostyce IUGR:

e wymiary glowki ptodu: (BPD — wymiar dwuciemieniowy glowki plodu, ang.
biparietal diameter; FOD — wymiar czotowo-potyliczny glowy, ang. frontal-
occipito diameter; HC — obwdd glowy, ang. head circumference);

e obwod brzucha (AC, ang. abdominal circumference);

e dhugos¢ kosci udowej (FL, ang. femur length);

e wzajemne relacje pomi¢dzy mierzonymi parametrami np. AC/FL.

W przebiegu IUGR obserwowane jest zmniejszenie objetosci ptynu owodniowego,

co zwigzane jest z niewydolnoscig tozyska, dlatego tez bardzo przydatne dla postawienia
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prawidlowej diagnozy jest stwierdzenie czy nie doszto do zmniejszenia objetosci ptynu
owodniowego (AFI, ang. amniotic fluid index — wskaznik Phalena). Wigckszos¢
stosowanych metod uzywanych do oceny IUGR to metody posrednie, a postawienie
ostatecznej diagnozy zwykle jest mozliwe dopiero po urodzeniu. Rozpoznanie opiera si¢
na badaniu Kklinicznym noworodka oraz w oparciu o wyniki badan biochemicznych.
Ze wzgledu na fakt, ze niska masa urodzeniowa dziecka (<2500 g) moze by¢ spowodowana
IUGR,  wczesniactwem, konstytucjonalnymi  lub

przyczynami wszystkimi

zaburzeniami/cechami jednocze$nie, w diagnostyce stosuje si¢:

e w pierwszym trymestrze cigzy: ocen¢ wieku cigzowego na podstawie dhugosci
ciemieniowo-siedzeniowej ptodu (CRL, ang. crown-rump length) lub dlugosci
kosci udowej (FL, ang. femur length) lub wymiary poprzecznego mozdzku (TCD,
ang. transverse cerebellar diameter);

e ocen¢ wielkosci ptodu na podstawie pomiaru obwodu brzucha ptodu (AC) oraz
szacunkowej masy ciata (EFW, ang. estimated fetal weight);

e ocen¢ dynamiki wzrastania plodu;

Na rycinie 1 (Ryc. 1.) zaprezentowano algorytm postepowania prezentujacy zasady

dokonywania oceny wieku cigzowego, wielkoSci ptodu oraz dynamiki wzrastania (5).

ROZPOZNANIE

| Ocena wieku cigzowego I

I

| | 7oo |

|CRL| |FL

| Ocena wielkosci ptodu |

! I

|AC| |EFW|

Ocena dynamiki wzrastania |

TS

Konstytucja

Krzywe
referencyjne

Parametry
biometryczne
(AC, EFW)

Kryteria (< 10.
centyla)

indywidualnej
krzywej
wzrastania

Rycina 1. Algorytm postepowania w ocenie i weryfikacji wieku cigzowego, wielkosci
plodu oraz dynamiki wzrastania.
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W niniejszej rozprawie przedstawiono jedynie ogélny zarys diagnostyki IUGR,
gdyz ocena stosowanych metod kwalifikacji nie byta przedmiotem pracy. Nalezy
podkresli¢, ze ztozonos$¢ procesu diagnostycznego w przypadku IUGR sprawia, ze czgsto
postawienie jednoznacznego rozpoznania jest bardzo trudne i wymaga duzego

doswiadczenia od lekarza wykonujacego badanie.

Ponadto w cigzach powiktanych IUGR wystepuje takze niewydolno$¢ tozyska na

skutek nieprawidlowej inwazji trofoblastu 1 uszkodzenia $rodbtonka naczyniowego.

1.3 STAN PRZEDRZUCAWKOWY

Stan przedrzucawkowy (preeklampsia, PE) jest szczegdlng forma nadcis$nienia
indukowanego cigza, pojawiajacg si¢ najczesciej po 20 tygodniu cigzy (przed 20 tygodniem
cigzy mozna j3 rozpozna¢ w wyjatkowych sytuacjach, jaka jest choroba trofoblastyczna),
ktoremu moze towarzyszy¢ bol w nadbrzuszu, zaburzenia widzenia u ci¢zarnej, bole

glowy, matoptytkowos¢, biatkomocz czy IUGR.

Etiopatogeneza PE nadal pozostaje nie w peilni wyjasniona. W jej zlozonym
i wieloczynnikowym charakterze podkresla si¢ role czynnikow genetycznych,
immunologicznych i metabolicznych. Wspotczesnie za najbardziej prawdopodobny uwaza

si¢ model dwuetapowego rozwoju PE.

W przebiegu PE czesto dochodzi do aktywacji uktadu krzepnigcia i zagrozenia
rozwojem DIC. W miarg¢ postgpu badan okreslone zostaty czynniki ryzyka wystapienia PE,

wsrod ktérych wyrdznia sig:

a) stwierdzone podczas zbierania wywiadu: pierwsza cigza, wiek cigezarnej <20 lub
>40 roku zycia, choroby w wywiadzie (przewlekle nadci$nienie tetnicze, zespot
antyfosfolipidowy, cukrzyca, toczen rumieniowaty ukladowy, przewlekte schorzenia
nerek, otylos¢ — BMI >30 kg/m?), PE w poprzedniej cigzy (niezaleznie od nasilenia,
zwlaszcza w przypadku wcze$nie wystepujacej ciezkiej PE), wystapienie PE w najblizszej

rodzinie (matka, siostra);

b) zwigzane z aktualng cigza: cigza wieloptodowa, cukrzyca cigzowa, uog6lniony

obrzek plodu, trisomia ptodu, cigzowa choroba trofoblastyczna;
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C) inne potencjalne czynniki: wewnatrzmaciczne narazenie na PE, kobiety urodzone

jako SGA, trombofilie, przyjmowanie hormonow tarczycy w trakcie cigzy.

Wspolczesnie PE nadal stanowi powazne zagrozenie zaréwno dla zdrowia i zycia
plodu oraz noworodka, jak takze bardzo istotng przyczyna zgondéw kobiet w ciazy
i w okresie pologu. Do bezposrednich powiktan PE naleza: niedotlenienie, IUGR oraz
$mier¢ plodu. Stad, PE jest czesto wskazaniem do wcze$niejszego zakonczenia cigzy
skutkujac wezesniactwem u noworodka i w konsekwencji przyczyniajac si¢ do wzrostu
zachorowalno$ci noworodkoéw 1 niemowlat. U matek, PE, predysponuje do wystapienia
rzucawki, przedwczesnego oddzielenia si¢ tozyska, zespotu rozsianego wykrzepiania
wewnatrznaczyniowego (DIC, ang. disseminated intravascular coagulation), udaru
krwotocznego mozgu, niewydolnosci nerek 1 watroby, obrzgku pluc oraz moze by¢

przyczyna zgonu pacjentki (6).

W  obrazie klinicznym PE dominuje nadci$nienie tetnicze, a cecha
charakterystyczng jest uogdlniony skurcz naczyn krwionosnych. Podstawowym kryterium
rozpoznania nadci$nienia tetniczego w cigzy jest stwierdzenie ci$nienia tetniczego krwi
>140/90 mm/Hg dwukrotnie w odstepie 4 godzin. Nadci$nienie u ci¢zarnych rozwija si¢
stopniowo, jednym z poczatkowych zaburzen jest odwrocenie rytmu dobowego, nastgpnie
brak obnizenia ci$nienia w godzinach nocnych. W kolejnym etapie pojawia si¢

nadci$nienie o niewielkim nasileniu.

Ponadto, w PE dochodzi do wzrostu przepuszczalnosci lub uszkodzenia
kiebuszkow nerkowych, czego efektem jest wykrywany biatkomocz. Jako podstawe
rozpoznania przyjmuje si¢ bialkomocz >300 mg biatka w dobowej zbidérce moczu
oznaczonego metodg ilosciowa, lub wspdtczynnik biatko/kreatynina >0,3, lub biatkomocz
oceniany jako +1 w tescie potilosciowym (metoda paskowa). Gloéwng frakcja w moczu sg
albuminy. W chwili obecnej w schemacie rozpoznawania PE nie jest konieczne
stwierdzenie biatkomoczu. W przypadku jego braku, w celu rozpoznania PE, stosuje si¢

obecno$¢ nadci$nienia oraz jednego z zaburzen, takich jak:

e maloptytkowos¢ —ilos¢ ptytek krwi <100000/pl;

e choroby watroby — wzrost aktywno$ci aminotransferaz dwukrotnie powyzej gorne;j
granicy normy;

e nieprawidlowe funkcjonowanie nerek — stezenie kreatyniny >1,1 mg/dl lub

dwukrotny wzrost st¢zenia kreatyniny przy braku choréb nerek w wywiadzie;
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e obrzgk phuc;

e zaburzenia ze strony OUN lub zaburzenia wzroku (5).

1.4 UDZIAL SRODBLONKA W ZABURZENIACH HEMOSTAZY
1.4.1 HEMOSTAZA - WPROWADZENIE

W warunkach fizjologicznych uklad hemostazy pelni w organizmie dwie

zasadnicze funkcje:

e utrzymuje ptynnos¢ krwi krazace;j

e zatrzymuje krwawienie - poprzez tworzenie skrzepliny.

Krew wystepuje w dwodch stanach skupienia: cieczy i ciala statego, co wynika
z istnienia mechanizmow prozakrzepowych 1 przeciwzakrzepowych. Prawidlowa
hemostaza jest procesem wysoce zintegrowanym i efektem precyzyjnej rownowagi mi¢dzy
réznorodnymi czynnikami hamujacymi i1 aktywujacymi krzepnigcie. Z jednej strony, dla
prawidlowego funkcjonowania organizmu, konieczne jest zapewnienie ciggtej ptynnosci
krwi 1 prawidlowego jej przeptywu w ukladzie krazenia. Z kolei w momencie
wynaczynienia (uraz, uszkodzenie naczynia krwiono$nego) niezbedne jest szybkie
uruchomienie mechanizméw prowadzacych do zahamowania wyptywu krwi w miejscu
uszkodzenia. Zachwianie tej rownowagi moze leze¢ u podstaw rozwoju skazy krwotocznej
lub powiktan zakrzepowych. Z klinicznego punktu widzenia zakrzepica wydaje si¢ by¢
istotniejszym problemem, niz krwawienie, a rozpoznanie nadkrzepliwosci czy stanu przed-

zakrzepowego staje si¢ bardzo wazne w kontekscie podjecia dziatan prewencyjnych.

Dodatkowo, nalezy pamigta¢ o czynnikach nie-hemostatycznych, ktore poprzez
wplyw na uktad hemostazy, sprzyjaja rozwojowi powiktan zakrzepowych, do ktérych

zalicza si¢ przeciwciata antyfosfolipidowe (aPL), lipoproteing a (Lp(a)) oraz homocysteing

(Hcy).

Zakrzepica, bedaca jedng z najwazniejszych bezposrednich przyczyn $miertelnosci
z powodu wspolczesnych chordb cywilizacyjnych (choroba niedokrwienna serca,
nadci$nienie tetnicze, zawat mig$nia sercowego, udar mézgu, zatorowos¢ ptucna), moze
takze dotyczy¢ kobiet cigzarnych. Rownie istotny jest wplyw zakrzepicy fozyskowej na
stan ptodu (IUGR, wewnatrzmaciczny zgon ptodu) (7,8).
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142 ROLA SRODBLONKA NACZYNIOWEGO W UTRZYMANIU NACZYNIOWEJ
HOMEOSTAZY
Srédblonek naczyniowy (endotelium), najwickszy narzad wewnatrzwydzielniczy
czlowieka, zapewnia homeostaze¢ naczyniowa, poprzez synteze wielu substancji
kontrolujgcych: (1) napiecie naczyniowe; (2) adhezje i agregacje plytek krwi; (3) rozrost
komorek migsni gladkich i tkanki tacznej oraz (4) procesy adhezji leukocytow (9,10).

W warunkach fizjologii, giéwnym zadaniem S$rodblonka naczyniowego jest,
poprzez regulacje krzepliwosci krwi, utrzymanie dynamicznej réwnowagi pomiedzy
procesami pro- i antyzakrzepowymi, co sprzyja utrzymaniu stalego przeptywu krwi.
Komorki endotelium pozostajg wowczas w stanie spoczynku, tj. nie prezentujg receptorow
adhezyjnych, a jednocze$nie uwalniajg do $rodowiska czynniki antyzakrzepowe, ktore

przewazaja nad czynnikami prozakrzepowymi.

Wilasciwosci antyzakrzepowe endotelium zwigzane sg z syntezg 1 dziataniem takich
czynnikow jak m.in.: prostacyklina i tlenek azotu, tkankowy aktywator plazminogenu
(t-PA), inhibitor szlaku czynnika tkankowego (TFPI, ang. tissue factor pathway inhibitor),
heparynopodobne glukozoaminy, ektonukleotydaza, ADP-aza, trombomodulina (TM, ang.
thrombomodulin), czy produkowana we watrobie antytrombina Il (AT I, ang.

antithrombin 111).

Podczas cigzy dochodzi do przewagi procesow prozakrzepowych, co zwigzane jest
zarOwno ze zwigkszong produkcja czynnikow prozakrzepowych, jak i zmniejszeniem
stezenia inhibitorow krzepni¢cia. Ma to na celu zabezpieczenie organizmu ci¢zarnej przed

nadmiernym krwawieniem.

Nalezy =zaznaczy¢, ze synteza i uwalnianie przez $rodblonek substancji
o wiasciwosciach prozakrzepowych, moze nastgpowaé w sposob ciagly lub okresowy.
W sposob ciagly wydzielane sa m.in. endotelina 1, czynnik von Willebranda (VWF, ang.
von Willebrand factor), inhibitor tkankowy aktywatora plazminogenu (PAI-1, ang.
plasminogen activator inhibitor-1), tromboksan A2, trombospondyna oraz czynniki V
i VIII. Z kolei okresowe wydzielanie czasteczek nastgpuje przez aktywowane komorki
srddbtonka. Do aktywacji lub uszkodzenia komorek §rodbtonka i ich dysfunkcji dochodzi
pod wplywem dziatania szkodliwych czynnikéw, takich jak: nadci$nienie tgtnicze,
reperfuzja, stres psychiczny, stres oksydacyjny, cytokiny zapalne, niedotlenienie oraz przy

udziale czynnikéw genetycznych i wpltywu wieku. W tej sytuacji wydzielane sg m.in.
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czynnik tkankowy (ang. tissue factor, TF), czynnik aktywujacy ptytki, czynniki
stymulujace, czynniki wzrostu, molekuly adhezyjne: biatko adhezyjne komorek
naczyniowych 1, znane réwniez jako czasteczka adhezji komoérek naczyniowych
(VCAM-1, ang. vascular cell adhesion molecule-1), miedzykomorkowa czasteczka
adhezyjna 1(ICAM-1, ang. intercellular adhesion molecule-1) oraz interleukiny 1, 5, 6, 8
(IL-1, IL-5,IL-6, IL-8). Najwigksze znaczenie ma tutaj IL-6, ktora nasila stezenie
fibrynogenu, czynnika VIII, vWF, ekspresj¢ tromboplastyny tkankowej (nazywanej
czynnikiem tkankowym, TF) i produkcje ptytek. Powoduje ona ponadto obnizenie stezenia
antytrombiny 11 (AT 111, ang. antithrombin 1), biatka S istotnych w procesie utrzymania

rOwnowagi hemostazy.

1.4.3 CHARAKTERYSTYKA WYBRANYCH BIALEK ADHEZYJNYCH, SRODBLONKOWYCH
CZYNNIKOW PRO- | PRZECIWZAKRZEPOWYCH ORAZ CRP

1.4.3.1 BIALKO ADHEZYJNE KOMOREK NACZYNIOWYCH 1, ZWANE ROWNIEZ
CZASTECZKA ADHEZJI KOMOREK NACZYNIOWYCH 1 (VCAM-1) ORAZ
MIEDZYKOMORKOWA CZASTECZKA ADHEZYINA 1 (ICAM-1)

Biatka adhezyjne to czasteczki pojawiajace si¢ na powierzchni endotelium, ktore
wchodzg w interakcje z antygenami wystepujgcymi na powierzchni bialych krwinek
1 umozliwiajg ich przyleganie do powierzchni §rédblonka, co jest pierwszym etapem

procesu wejscia leukocytow komorek do $ciany naczynia (11).

VCAM-1 jest transblonowa glikoproteing o pojedynczym tancuchu; nalezaca do
nadrodziny immunoglobulin (12). VCAM-1 jest ligandem integryn i dziata jak receptor
transblonowy w komorkach §rodblonka. Wsrdd czasteczek adhezyjnych jest ona glownym
regulatorem adhezji i migracji leukocytow przez srodblonek. Regulacja ta odbywa sie
poprzez interakcje VCAM-1 - integryny, prowadzac do aktywacji szlakow
sygnalizacyjnych w aktywowanych komoérkach $rodblonka. Aktywacja komoérek
endotelialnych pozwala na migracje leukocytow przez $rodblonek i stanowi warunek
migracji leukocytoéw do otoczenia (13). Pod wptywem cytokin prozapalnych komorki

srodbtonka zwigkszaja ekspresje VCAM-1, co nasila migracje leukocytow (14).

ICAM-1 jest biatkiem przezblonowym, posredniczacym w adhezji i migracji

leukocytow przez $ciang naczyn krwiono$nych. ICAM-1 jest receptorem dla 2 — integryn
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leukocytow zwigzanym z procesem adhezji i migracja leukocytow przez barier¢ komorek
srddbtonka. Dodatkowo zauwazono, ze ligandem tego receptora jest rowniez fibrynogen.
Obecnos¢ ICAM-1 zwigksza zdolno$¢ leukocytow do wigzania si¢ z komodrkami

srddblonka.

ICAM-1 wigze m.in. fibrynogen, hialuronian, a takze rinowirusy. Mechanizm
wigzania fibrynogenu moze odpowiada¢ w pewnym stopniu za aterogenne dziatanie

podwyzszonych poziomoéw fibrynogenu.

W organizmie czlowieka czasteczki adhezji migdzykomorkowej (CAM, ang. cell
adhesion molecules), do ktorych nalezag m.in. VCAM-1 i ICAM-1, mogg wystepowacé w
dwoch postaciach: (1) jako biatka transblonowe (MCAM, ang. membrane cell adhesion
molecules) oraz (2) jako biatka rozpuszczalne (sCAM, ang. soluble cell adhesion
molecules). sSICAM-1 i sVCAM-1 powstaja w nastepstwie alternatywnego splicingu
i proteolizy zwigzanego z blong ICAM-1 i VCAM-1. Czgsto sg one wykorzystywane jako

markery aktywacji komorek srédbtonka lub jego uszkodzenia.

Niektorzy badacze postuluja, ze ICAM-1 i VCAM-1 mogg by¢ bezposrednio

zaangazowane w patofizjologie PE (15).
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1.4.3.2 TROMBOMODULINA (TM)

Trombomodulina jest integralng glikoproteing przezblonowa zlokalizowana
glownie na powierzchni komorek srodblonka tetnic, zyt oraz naczyn wlosowatych, a takze
w zdecydowanie mniejszej ilosci na powierzchni komoérek piankowatych, trombocytow,
megakariocytow oraz komorek migsni gtadkich kompleksu blony wewnetrznej i srodkowej
(intima-media) $cian naczynia. Wykryto, ze TM pojawia si¢ podczas rozwoju lozyska

1 wytwarzana jest zarowno przez syncytiotrofoblast, jak 1 komorki §rodblonka.

TM bierze udzial w hamowaniu procesu krzepnigcia, wigzac si¢ z trombing
w stechiometrycznym stosunku 1:1. Kompleks trombomoduliny z trombing nie posiada
cech prozakrzepowych. TM zmniejsza rowniez prozapalne dzialanie trombiny. Kompleks
ten w obecnosci biatka S jako kofaktora doprowadza do degradacji czynnika Va i Vlla oraz
do inaktywacji inhibitora tkankowego aktywatora plazminogenu (PAI-1).

TM wywiera dziatanie przeciwzakrzepowe nie tylko poprzez hamowanie trombiny,
ale takze poprzez przyspieszanie wytwarzania aktywowanego biatka C (APC, ang.
activated protein C). Zaobserwowano u myszy, ze utrata TM ze $rodblonka powoduje
przerwanie szlaku, co prowadzi do $miertelnej masywnej zakrzepicy. Oprdcz dzialania
przeciwzakrzepowego, APC pelni wazng funkcje ochronng dla $rodblonka; poprzez
srodblonkowy receptor biatka C, wywiera bezposredni wptyw przeciwzapalny i przeciw-
apoptotyczny na komorki srodblonka. W eksperymentalnym modelu myszy ten efekt
przeciw-apoptotyczny chronit myszy przed nefropatiag cukrzycows. Ponadto APC odgrywa
role w przebudowie tkanek poprzez aktywacj¢ metaloproteinaz macierzy 2 19, ktdore biorg

udzial w rozwoju tozyska i sg rozregulowane w stanie przedrzucawkowym (16).

Zaobserwowano, ze stan zapalny obniza ekspresj TM. TNF-a indukuje
internalizacje¢ TM poprzez endocytoze, zmniejszajac w ten sposob jej ekspresje
powierzchniowa (17). Taka zmniejszona ekspresja TM w miejscach uszkodzenia
zapalnego moze nasila¢ krzepnigcie krwi. Rzeczywiscie, specyficzna dla $rodblonka
delecja TM u myszy spowodowala spontaniczng i $miertelng zakrzepice w naczyniach
tetniczych i zylnych (18), co wskazuje, ze TM moze odgrywaé role w zapobieganiu

tworzeniu si¢ skrzepliny wewnatrznaczyniowe;.

Dodatkowo TM moduluje fibrynoliz¢ i stan zapalny poprzez aktywowany trombing
inhibitor fibrynolizy (TAFI, ang. thrombin activatable fibrinolysis inhibitor). TAFI to
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krazacy zymogen, ktory jest aktywowany przez kompleks trombiny-TM (19). Zatem
zaburzenia aktywacji TAFI moga przyczynia¢ si¢ do nasilenia zaburzen krzepnigcia,
I odwrotnie, zwigkszona aktywacja TAFI z powodu nasilonego wytwarzania trombiny

moze prowadzi¢ do zaburzen zakrzepowych (20).

W wyniku proteolitycznej degradacji komorek srédbtonka po uszkodzeniu przez
produkty stresu oksydacyjnego, takie jak nadtlenek wodoru lub aktywowane leukocyty
(21) dochodzi do nasilonego odtgczania zewnatrzblonowego fragmentu TM. Ten fragment
TM nazywany jest frakcja rozpuszczalng TM (sTM, ang. soluble thrombomodulin). Wzrost
stezenia sTM prowadzi do zmniejszenia ekspresji TM na powierzchni komoérek endotelium

i wtedy czasteczka TM traci swoje wazoprotekcyjne wlasciwosci.

Krazace STM s3 w stanach fizjologii wystepuja w bardzo niskich stezeniach, przy
czym w stanach patologicznych czesto dochodzi do ich umiarkowanego, ale znaczacego,
ok. 1,5 do 2,0-krotnego wzrostu w osoczu pacjenta. Chociaz st¢zenia sTM sa
prawdopodobnie zbyt niskie, aby mie¢ znaczacy wplyw na procesy krzepnigcia, staly
wzrost poziomow krazacej TM w stanie patologii jest obecnie powszechnie uwazany za
wazny biomarker dysfunkcji srodbtonka i oceny ryzyka naczyniowego (22-25). Zgodnie
z tym pogladem stwierdzono, ze podwyzszone poziomy TM w osoczu koreluja
z miazdzycg, wystgpieniem udaru, otyloscig, zespolem metabolicznym (26), toczniem
rumieniowatym, stanem PE (27) posocznicg zwigzany z rozsianym wykrzepianiem
wewnatrznaczyniowym (DIC) i ciezkim ostrym zespolem oddechowym (SARS) (28).
Znaczaco podwyzszone poziomy STM w osoczu obserwowano rOwniez u pacjentOw po

operacji pomostowania tetnic wiencowych (29).

Z drugiej strony, kilka badan klinicznych ujawnito istnienie zaburzen
naczyniowych objawiajacych si¢ obnizonymi poziomami sTM. Na przyktad, odnotowano
odwrotng zalezno$¢ miedzy sTM a ryzykiem choroby w przypadku cukrzycy typu 2 (30)
i choroby niedokrwiennej serca (31), podczas gdy nizsze poziomy sTM odnotowano
w surowicy pacjentow cierpigcych na ostry zawat mozgu, a badanie MONICA/KORA
wskazato na brak jakiegokolwiek zwigzku miedzy poziomem sTM a ryzykiem choroby

wiencowej (32).
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1.4.3.3 CZYNNIK VON WILLEBRANDA (VWF)

Czynnik von Willebranda (VWF, ang. von Willebrand factor) jest osoczowym
czynnikiem krzepnigcia niezbednym w prawidtowym procesie krzepnigcia. W stanie

fizjologicznym wystepuje w osoczu w postaci nieaktywne;j.

vWF jest glikoproteing sktadajaca si¢ gldéwnie z multimetréw zbudowanych
z identycznych podjednostek; w zaleznos$ci od wielko$ci wyrdznia si¢, multimery wielko-
srednio- 1 niskoczgsteczkowe oraz tak zwane ultra duze multimery, niewystepujace we

krwi w warunkach fizjologii.

Do syntezy vWF dochodzi przede wszystkim w komorkach $rodblonka oraz
w mniejszym stopniu w megakariocytach. Potwierdzono obecnos¢ vVWF w osoczu,
w plytkach krwi oraz w tkance podsrodbtonkowej. Wigkszos¢ multimetrow vWF jest
W sposob ciaggly syntetyzowana przez komorki srobtonka, jedynie ultra duze multimery sg
magazynowane w ziarnistosciach Weibel-Palade komoérek endotelialnych. Z kolei
w megakariocytach, vVWF jest w caloSci magazynowany w postaci ultra duzych

multimetréw w ziarnistosciach alfa.

Wydzielanie VWF nast¢puje w wyniku interakcji z trombing oraz innymi
czynnikami, takimi jak fibryna, histamina, czy kompleks ukladu dopekiacza.
Zmagazynowany VWF w postaci ultra duzych multimetrow, ktore sg najbardziej
trombogenne, jest uwalniany po stymulacji $rodblonka, zarowno fizjologicznej, jak
1 patologicznej. Wspomniane kompleksy vWF wspomagaja adhezje plytek krwi, przez
faczenie si¢ z plytkami krwi, kolagenem lub innymi skladnikami tkanki tacznej $ciany

naczyniowej uszkodzonego naczynia (33).

Dodatkowo vWF laczy si¢ z czynnikiem VIII stabilizujac go i chronigc przed
przedwczesng degradacja. Powstaje wowczas kompleks, ktory zostaje bezposrednio
dostarczony do miejsca uszkodzenia $ciany naczyniowej w wyniku interakcji vW-warstwa
podsrodblonkowa. Powstanie tego kompleksu wydtuza okres pottrwania czynnika VIII.
W zwiazku z tym nieprawidlowos$ci zwiagzane z vVWF objawowo przypominaja krwawienia

zwigzane z dysfunkcja ptytek, czy niedoborem czynnika VIII (34).

VWF jest rowniez uznawany za jeden z markerow uszkodzenia $rodbtonka (35)

a jego zwickszong ekspresj¢ obserwowano u pacjentek w cigzy powiktanej IUGR (36).
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1.4.3.4 TKANKOWY AKTYWATOR PLAZMINOGENU (TPA)

Tkankowy aktywator plazminogenu (tPA, ang. tissue plasminogen activator) jest
proteaza serynowa wydzielang przez srédblonek naczyniowy. Dziatanie jego polega na
przeksztatlceniu  plazminogenu  (proenzym) w  plazming. Jest elementem
wewnatrznaczyniowej fibrynolizy majacej na celu zachowanie ptynnosci krazacej krwi.
Plazminogen jest pojedynczym polipeptydem, ktory ulega rozbiciu na dwa tancuchy
polipeptydowe potaczone mostkiem disiarczkowym. tPA bierze udziat podczas

przebudowy tkanek oraz w migracji komorek.

Wzrost aktywnosci enzymatycznej tPA powoduje zwigkszong fibrynolize, co moze
si¢ objawia¢ nadmiernym krwawieniem 1 jednoczesnie moze sugerowac dysfunkcje

srodblonka, z kolei obnizona aktywnos$¢ sprzyja zakrzepicy 1 zatorom.

W cigzy fizjologicznej nastgpuje wzrost st¢zenia tPA w trzecim trymestrze.
W przebiegu PE obserwowano zdecydowanie wigksze st¢zenia tPA w surowicy krwi

w stosunku do prawidlowo przebiegajacej cigzy (37).

1.4.3.5 INHIBITOR AKTYWATORA PLAZMINOGENU 1 (PAI-1)

Inhibitor aktywatora plazminogenu 1 (PAI-1, ang. plasma activator inhibitor 1),
glikoproteina o ciezarze 48kDa, jest gldwnym inhibitorem proteaz serynowych: aktywatora
typu tkankowego (tPA) i typu urokinazy (UPA) w osoczu. Unieczynnienie tPA i uPA
zachodzi poprzez utworzenie nieodwracalnego kompleksu w stosunku stechiometrycznym
1:1.

Inhibitor ten odgrywa istotng rolg w procesach fizjologicznych, a takze
w patologicznych, takich jak np. otylo$¢, zakrzepica zyt glebokich czy choroby sercowo-
naczyniowe. Poczatkowo PAI-1 wykryto w hodowlach ludzkiego $rodblonka, osoczu,
ptytkach krwi, tozysku i1 hepatocytach. Dalsze badania potwierdzity obecnos¢ PAI-1
réwniez w innych tkankach, takich jak: mig$nidwka gladka, mezangium, fibroblasty,
makrofagi, monocyty, adipocyty. Moze to wskazywac na istnienie komorki prekursorowe;j

wytwarzajacej PAI-1 (38).

PAI-1 jest uznawany za posredni marker uszkodzenia srédblonka, a takze aktywacji

piytek. We wczesnym PE obserwowano jego znaczacy wzrost w stosunku do ciaz
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niepowiktanych oraz powiklanych p6znym PE. Moze to czyni¢ ten parametr cennym

czynnikiem prognostycznym wczesnego PE (39).

Z drugiej strony, PAI-1 uznaje sig, za potencjalny markerem niewydolnosci tozyska
I zmiany jego stezen w IUGR wiaze si¢ z niedotlenieniem plodu i angiogeneza.
Obserwowano w badaniach in vitro podwyzszone stezenia PAI-1 we krwi pgpowinowe;]
w IUGR (40). Komorki cytotrofoblastow izolowane z tozyska cigz IUGR wykazywaty
istotnie wyzsze poziomy PAI-1, przy istotnym spadku aktywnosci tPA w poréwnaniu
z komoérkami trofoblastow z normalnej cigzy hodowanych in vitro (40). To lokalne
zwickszone wytwarzanie PAI-1 moze odgrywa¢ wazng rolg w ograniczaniu
wewnatrznaczyniowej inwazji trofoblastu we wczesnej cigzy, zwigkszaniu odkladania

fibryny i zmniejszaniu maciczno-tozyskowego przeptywu krwi w cigzach z IUGR (41).

1.4.3.6 INHIBITOR UKLADU ZEWNATRZPOCHODNEGO (TFPI)

Inhibitor uktadu zewnatrzpochodnego (TFPI, ang. tissue factor pathway inhibitor),
glikoproteina o masie czgsteczkowej 34-40 kDa, zaliczany do grupy bialkowych
inhibitoréw typu Kunitza, jest gldwnym fizjologiczny inhibitorem szlaku krzepnigcia TF.
Zadaniem TFPIl jest hamowanie wytwarzania trombiny poprzez hamowanie

aktywowanego czynnika X i kompleksu czynnikow VlIla (FVIIa)/TF.

TFPI w najwigkszej ilosci zlokalizowany jest w srodblonku naczyniowym — jest to
50 — 80% puli naczyniowej, z kolei 10% znajduje si¢ w ptytkach krwi i jest uwalniane po
aktywacji trombing. 10 do 50% zwiazane jest z lipoproteinami osocza. Aktywowane

fibroblasty, monocyty rowniez posiadaja mozliwo$¢ syntezy TFPI.

Stwierdzono, ze $rednie catkowite stezenie TFPI w osoczu matki wzrasta
w pierwszej polowie cigzy az do 20 tygodnia cigzy, a nastepnie utrzymuje si¢ na wzglednie

statym poziomie do czasu rozwigzania i zmniejsza si¢ podczas porodu (42,43).
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1.4.3.7 BIALKO C-REAKTYWNE (CRP)

Bialko C-reaktywne jest dodatnim bialkiem ostrej fazy, wykrytym w 1930 r. przez
Tilleta 1 Francisa podczas badania surowic pacjentow cierpigcych z powodu ostrego stanu
zapalnego wywolanego przez pneumokoki. W obecnosci wapnia CRP wigze si¢
z polisacharydami, takimi jak fosfocholina na mikroorganizmach i wyzwala klasyczng

droge aktywacji dopetniacza. Glownym miejscem syntezy CRP sg hepatocyty oraz
adipocyty (44).

Podwyzszone stg¢zenia CRP obserwuje si¢ W licznych ostrych i przewlektych
infekcjach, glownie bakteryjnych, a takze w chorobach, w ktorych stan zapalny, lezy
u podloza patologii, np. w reumatoidalnym zapaleniu stawow, chorobach sercowo-
naczyniowych (45). Najwyzsze stezenia CRP wystepujg w surowicy, a niektore infekcje
bakteryjne mogg doprowadzi¢ nawet do 1000-krotnego wzrostu stezenia (46). Po ustaniu
dzialanie czynnika zapalnego nastepuje relatywnie szybki w stosunku do innych biatek
ostrej fazy powrot CRP do wartosci wyjsciowych, co zwigzane jest z okresem poéltrwania
wynoszgcym 18-20 godzin (47). Poziomy CRP w osoczu dynamicznie wzrastajg z okoto
1 mg/l do ponad 500 mg/l w ciggu 24—72 godzin od powaznego uszkodzenia tkanek, jak

np.: uraz i postepujacy proces nowotworowy.

IL-6 jest najsilniejszym mediatorem procesu zapalnego indukujacym synteze CRP

przez hepatocyty (44).

Istnieje wiele czynnikow, ktore mogg wplywac na st¢zenie CRP; zaobserwowano
m.in. wptyw wieku, palenia tytoniu, masy ciata, poziomu lipoprotein i cisnienia Krwi,
a takze wieku, co ma zwiazek z procesem starzenia (48). Srednie stezenia CRP w surowicy
u zdrowych 0sob rasy bialej wynosza okoto 0,8 mg/l, ale ta linia bazowa moze si¢ znacznie
r6zni¢ u poszczegoInych osdb z powodu innych czynnikdw, w tym polimorfizméw w genie

CRP (49).

Istotny statystycznie wzrost CRP obserwowano takze w przypadku zaburzen takich
jak TUGR (50) czy PE. Jednakze wiadomo, ze podczas ciazy przebiegajacej u zdrowych
kobiet obserwowane sg wyzsze wartosci CRP w odniesieniu do zdrowych niecigzarnych.
Potwierdza to koncepcje ciazy jako przewleklego stanu zapalnego o niewielkim stopniu
nasilenia, co moze utrudnia¢ wykorzystanie CRP jako parametru rdznicujaco-

prognostycznego (51).
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2 ZALOZENIA PRACY I CELE PRACY

Patomechanizm lezacy u podloza IUGR oraz PE nie jest dokfadnie poznany,
pomimo wielu badan prowadzonych w tym zakresie. Prawdopodobng przyczyng tych
trudnosci jest wieloaspektowo$¢ zagadnien, ktore nalezy wzia¢ pod uwage, aby zrozumie¢

przyczyny tych zaburzen.

Wielu badaczy podkresla, ze kluczem do zrozumienia nierOwnowagi pro-
I przeciwzakrzepowej obserwowanej w patologii ITUGR i IUGR+PE, jest dogl¢bne
poznanie funkcjonowania $rodblonka u ci¢zarnej. Stad w pracy postawiono sobie

nastepujace cele:

1. Ocena czy w cigzach powiklanych IUGR lub I[UGR+PE dochodzi do dysfunkcji
srodbtonka.

2. Ocena czy w IUGR oraz IUGR+PE dochodzi do rozwoju stanu zapalnego, ktory
moze miec udziat w promowaniu dysfunkcji srédbtonka.

3. Analiza przydatnosci wybranych markeréw dysfunkcji §rodbtonka oraz CRP do
roznicowania cigz patologicznych (IUGR, IUGR+PE) i prawidtowych.

4, Ocena czy sposrdéd ocenianych parametrow sg takie, ktore mogtyby stuzy¢ do

roznicowania pomi¢dzy IUGR 1 [UGR+PE.
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3 MATERIAL I METODY

3.1 CHARAKTERYSTYKA GRUPY BADANEJ

W ramach realizacji zaplanowanych badan zabezpieczono do oceny probki krwi
pobrane od 214 kobiet (w 34 - 36 tygodniu cigzy). Do badania ostatecznie zakwalifikowano
74 cigzarne leczone w Klinice Perinatologii i Ginekologii Uniwersytetu Medycznego im.
K. Marcinkowskiego w Poznaniu, ul. Polna 33 (wspolpraca z Panem Prof. Grzegorzem

Bregborowiczem i Panig Dr n. med. Karoling Grucg-Stryjak).

Badania przeprowadzono zgodnie z zasadami zawartymi w Deklaracji Helsinskiej
1uzyskaty one akceptacje Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu, uchwala nr 1212/16 (zalacznik nr 1). Wszystkie badane
pacjentki zostaly poinformowane o celu i zakresie przeprowadzonych badah oraz wyrazity

na nie $wiadoma, pisemng zgode (zalgcznik nr 2 1 nr 3).

W badaniu zastosowano nastepujace kryteria wykluczenia:
- choroby ukfadu sercowo-naczyniowego ci¢zarnych;
- cukrzyca przed ciaza;
- cukrzyca ciezarnych;
- choroby nowotworowe w wywiadzie;
- toczaca si¢ infekcja ogdlnoustrojowa;
- choroby autoimmunologiczne;
- wad macicy;

- wady plodu.

Powodem odrzucenia 140 probek byt brak speiniania kryteriow wlaczenia do
badania. Dyskwalifikacja dotyczyta gtéwnie cigzarnych, poczatkowo zakwalifikowanych
do grupy kontrolnej, przyczynami byty tu: (1) nadcis$nienie t¢tnicze w wywiadzie; (2)
nadcis$nienie tetnicze indukowane cigza; (3) plody konstytucjonalnie mate (SGA); (4)
cukrzyca; (5) przyjmowane leki; (6) brak dost¢gpnych danych na temat porodu i stanu
noworodka, poniewaz pordd nastapit poza szpitalem, w ktorym prowadzono badanie; (7)
obcigzony wywiad potozniczy. Z kolei w pozostatych grupach cigzarnych dyskwalifikacja
nastgpita z powodu niepetnej dokumentacji w momencie pobrania probki, lub ze wzgledow

technicznych pobranego materiatu.
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Grupy badane utworzono w oparciu o dobor celowy pacjentek. Wyodrebniono trzy grupy:

- GRUPA IUGR - cigzarne z wewnatrzmacicznym ograniczeniem wzrastania ptodu;

-  GRUPA IUGR+PE - ci¢zarne z wewnatrzmacicznym ograniczeniem wzrastania
ptodu i stanem przedrzucawkowym;

- KONTROLA - cigzarne z prawidlowym przebiegiem cigzy, ktore na podstawie
wywiadu chorobowego, badania podmiotowego i przedmiotowego zostaty uznane
za zdrowe 1 spehily kryteria wigczenia. Probki poprano w porownywalnym do grup
IUGR i IUGR+PE wieku cigzowym.

Na rycinie 2 (Ryc. 2) przedstawiono schemat podzialu grup badanych,

z uwzglednieniem liczebnosci cigzarnych zakwalifikowanych do poszczegdlnych grup.

)

GRUPA CIEZARNYCH WSTEPNIE
ZREKRUTOWANYCH DO BADANIA

(n= 214)

)

Ciezarne Ciezarne
niezakwalifikowane zakwalifikowane do
do badania badania

{n=140) (n=74)
|

GRUPA IUGR GRUPA IUGR+PE KONTROLA

(n=25) (n=24) (n=25)

Rycina 2. Schemat podziatu badanych grup

Zakwalifikowanie kobiet do odpowiednich grup nastepowalo po zebraniu danych

klinicznych oraz spetnieniu zalozonych kryteriow. Na podstawie uzyskanych informacji,
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w oparciu 0 dokumentacje medyczna oraz ankiety - zalacznik nr 4, analizowane byty
réwniez inne dane, takie jak: wiek, tydzien cigzy i rodno$¢ cigzarnych. Warto zauwazyc,
ze po pobraniu i zabezpieczeniu krwi do zaplanowanych w rozprawia badan, ci¢zarne byly
monitorowane, az do zakonczenia porodu. W ten sposob pozyskano dane takie jak masa
noworodka, skala APGAR 1 sposéb zakonczenia porodu, co bylo niezbgdne do ewentualne;
weryfikacji rozpoznania.

W grupach ITUGR oraz IUGR+PE dodatkowo zostatl oceniony stopien nasilenia
patologii IUGR w skali 1-4 ° (facznie w badanych grupach zaobserwowano: IUGR 1°
(n=13), IUGR 2° (n=14), IUGR 3° (n=13), IUGR 4° (n=9)). Natomiast, jesli chodzi
o rozktad nasilenia patologii [IUGR w grupie IUGR vs. IUGR+PE to byt on porownywalny
w obu grupach (IUGR vs. IUGR+PE - IUGR 1° n=6 vs. n=7; IUGR 2° n=7 vs. n=7; IUGR
3° n=7 vs. n=6; IUGR 4° n=5 vs. n=4).

Charakterystyke badanych grup, uwzgledniajaca dane pochodzace z wywiadu
lekarskiego oraz badania przedmiotowego — w zakresie niezbednym do analizy wynikow

rozprawy przedstawiono w tabeli 1 (Tabela 1).

Tabela 1. Charakterystyka badanych grup

Grupa badanych (n = 74)
Zmienna * IUGR IUGR+PE KONTROLA p*
(n =25) (n=24) (n=25)
Podstawowe informacje
. 29,00 30,00 32,00
wiek [lata] (17 - 43) (21-42) (23~ 48) NS
tydzieh ciazy w 35,00 35,50 36,00 .
téorym pobrano ! " ! N
materiat [tygodnie] (27 - 40) (28 - 40) (29 - 40)
tydzien ciazy w 35,00 35,50 39,00
ktorym nastapit ! " ! 0,0101
boréd [tygodnic] (27 - 40) (28 - 40) (38 - 41)
rodzaj porodu:
sity natury / porod 8/17 3/21 12/13 0,0341
wymuszony [n]
BMI przed cigza 22,72 24,51 23,88 NS
[kg/m?] (19,02 - 27,77) (16,18 - 35,51) (17,65 - 40,83)
Przybér masy ciata w 11.29 1214 13.00 NS
czasie ciazy [kg] ' ' '
.. 1,00 1,00 2,00
Przebyte ciaze [n] (1-8) (1-5) (1-8) NS
SYS [mmHg] 112,88 + 21,68 132,88 + 18,56 109,60 + 6,60 0,0011
DIA [mmHg] 68,60 +9,74 82,75+ 12,86 69,20 + 5,53 < 0,0001

28




masa noworodka [g] | 2032,76 + 673,70 1734,75 £ 699,14 3531,60 £ 476,05 0,0001

masa noworodka:

mniejsze od 2f500/ 18/7 20/4 0/25 0,0001
wigksze lub rowne

2500 g [n]
APGARL 1 minuta
[punkty]
APGAR2 5 minuta

[punkty]
# Wynik podano jako $rednia + 1 odchylenie standardowe (X +1 SD), lub mediana (min-max). Warto$¢ p<

8,00+2,60 8,08 £2,21 9,76 £ 0,66 0,0011

9,12+ 1,30 8,75+ 1,67 9,88 £ 0,60 0,0012

0,05 uznano za znamienng we wszystkich zastosowanych testach statystycznych.

* Za istotng statystycznie roznice w analizach poréwnawczych uznano wartos¢ p < 0,05. W przypadku, gdy
nie wykazano istotnie statystycznych réznic pomiedzy grupami w zakresie analizowanych zmiennych

(p > 0,05) wprowadzono oznaczenie ,NS” —tj. statystycznie nieistotne.

Aby wyeliminowa¢ udzial czynnikOw mogacych wplyngé na przebieg badania,
a nie bedacych kryterium kwalifikacji do odpowiedniej grupy badanej, grupy dobrano tak
aby byly jednorodne pod wzgledem wieku cigzarnych i jesli to mozliwe wieku cigzowego

W momencie pobrania materiatu badan.

Kobiety cigzarne nie roznity si¢ w zakresie BMI przed cigzg oraz przyborem masy

ciata w trakcie cigzy.

W przypadku grupy KONTROLA 52% cigz zakonczyto si¢ w sposob naturalny;
w IUGR bylo to 32%, a w IUGR+PE jedynie 12%. Pozostale cigze zostaly rozwigzane

przez cigcie cesarskie.

W grupie KONTROLA wszystkie urodzone dzieci miaty mase urodzeniowg
powyzej 2500 g (Srednia 3531,6 g), w grupie IUGR tylko 7 noworodkow mialo mase¢
urodzeniowg powyzej 2500 g, a 18 mialo mase urodzeniowg mniejsza niz 2500 g ($rednia
masa urodzeniowa w tej grupie byta rowna 2032,76 g); z kolei w grupie IUGR+PE jedynie
cztery noworodki miaty mase urodzeniowa powyzej 2500 g, a przewazajaca liczba (n=20)
miata mas¢ urodzeniowg <2500 g (przy $redniej masie urodzeniowej 1734,75 g). Roznice
W masie urodzeniowej dzieci stwierdzone w badanych grupach miaty zwigzek

z charakterem zaburzenia.

Istotne ro6znice pomiedzy badanymi grupami wykazano w przypadku punktacji
w skali APGAR w 1 i 5 minucie: wyzsze wartosci dla grupy KONTROLA, a nizsze

w grupach IUGR i IUGR+PE. Z kolei wartosci cisnienia skurczowego i rozkurczowego
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byly najnizsze w grupie KONTROLA, a najwyzsze w grupie [IUGR+PE, co ma zwigzek

z zaburzeniem w tej grupie (powiklanej stanem PE).

Odnotowano takze istotne réznice pomi¢dzy grupami w zakresie farmakoterapii, co
ma zwigzek z analizowang patologia; kobiety z grupy KONTROLA nie przyjmowaty
przewlekle lekow; w grupie IUGR byly to: Acard 150 mg, Clexane 40 mg/0,4 ml - 60
mg/60 ml; Staveran 40 mg; a w grupie IUGR+PE: Acard 75 mg, Clexane 40 mg/0,4 ml -
60 mg/60 ml, Staveran 40 mg oraz Dopegyt 750-2000 mg, Nitrendypina 10 mg, Metocard
50 mg, Trandate 600 mg, Euthyrox 50 ug, 100 Mg, 112 ug.
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3.2 POBRANIE MATERIALU DO BADAN
3.2.1 POBIERANIE | PRZECHOWYWANIE MATERIALU

Probki krwi od zakwalifikowanych do badania ci¢zarnych pobrano w trakcie
hospitalizacji lub w przypadku zdrowych kobiet w trakcie rutynowej wizyty kontrolnej.
Krew pobierano zawsze w godzinach porannych pomiedzy 8.00 a 9.00 ze zgiecia

fokciowego w Iacznej ilosci okoto 9 ml do trzech probowek:

e zawierajacej EDTA — wykonanie morfologii;
® zawierajgcej cytrynian — wykonanie oznaczen koagulologicznych;
e bez antykoagulantu celem uzyskania surowicy do pozostatych oznaczen

biochemicznych.

Surowice uzyskano po wykrzepieniu (10 minut) 1 odwirowaniu (10 min, 3000
RPM) pobranej krwi. Nastgpnie rozdzielono do probowek typu eppendorf, zamrozono
i przechowywano w temperaturze -80°C do czasu wykonania oznaczen. Wszystkie probki
poddane zostaty tej samej procedurze w celu wyeliminowania czynnikéw mogacych mie¢

istotny wplyw na wyniki oznaczen.

3.3 METODYKA BADAN
3.3.1 METODYKA BADAN - MORFOLOGIA

Morfologia wykonana zostala w szpitalnym laboratorium na aparacic Sysmex
XNI100 w probce krwi peilnej, pobranej do probowki zawierajacej EDTA jako

antykoagulant.

3.3.2 METODYKA BADAN - PARAMETRY UKEADU KRZEPNIECIA

Badania koagulologiczne wykonane zostaty w szpitalnym laboratorium na aparacie

ACL TOP 300 firmy Werfen w osoczu cytrynianowym.
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3.3.3 METODYKA BADAN WYKONANYCH W KATEDRZE | ZAKELADZIE CHEMII
MEDYCZNEJ | MEDYCYNY LABORATORYJNEJ

3.3.3.1 OZNACZANIE STEZENIA ROZPUSZCZALNEJ FORMY MIEDZYKOMORKOWEJ
CZASTECZKI ADHEZYJNEJ 1 (SICAM-1)

Stezenie SICAM-1 oznaczano za pomocag testu DRG wykorzystujac metode
immunoenzymatyczng ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) przy uzyciu czytnika
TECAN- SUNRISE wraz z oprogramowaniem Magellan

Antygen obecny w probie badanej SICAM-1 ulega polaczeniu z monoklonalnym
przeciwcialem zaabsorbowanym na powierzchni studzienek. Do oznaczanego antygenu
przytaczany jest koniugat strepawidyny z peroksydaza chrzanowg oraz przeciwcialem
przeciwko ludzkiej sICAM-1. Po inkubacji niezwigzany koniugat strepawidyna-
peroksydazg chrzanowa usuwany jest podczas plukania. W dalszym etapie oznaczenia
dodany jest chromogen: tetrametylobenzydyna (TMB) reagujacy z peroksydazg chrzanowsa
w celu uzyskania barwnego produktu a nastepnie roztwor hamujacy reakcje. Intensywno$é
zabarwienia proby jest proporcjonalna do st¢zenia SICAM-1. Absorbancje mierzono przy
dtugosci fali 450 nm. St¢zenie badanego parametru odczytywano z krzywej wzorcowe;j

przygotowanej z szeregu rozcienczen wzorca o znanym stezeniu.

Sposdb wykonania oznaczenia SICAM-1.

1. Odczynniki zawarte w zestawie przed przystgpieniem do oznaczen ogrzano do
temperatury pokojowe;.

2. Na ptytke naniesiono:

e 100 pl odezynnika rozcienczajacego do studzienek reprezentujacych probe Slepa

e 100 pl zawartych w zestawie standardow o stezeniu odpowiednio: 6,3, 12,5, 25, 50,
100 ng/ml

e 10 pl probek badanych oraz 90 pl odezynnika rozcienczajacego do studzienek
reprezentujacych proby badane (rozcienczenie 10x)

3. Nastepnie do wszystkich studzienek dodano 50 pl roztworu koniugatu i mieszano
przez 30 sekund

4. Plytke z naniesionymi probami inkubowano 1 godzing w temperaturze pokojowej
na mieszadle orbitalnym, czestotliwo$¢ 400 obrotow na minute.

5. Przygotowano bufor ptuczacy (25 ml koncentratu + 450 ml wody destylowanej).

6. Po inkubacji ptytke przemywano pig¢ razy buforem ptuczacym.
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7. Do kazdej studzienki dodano 100 pl chromogenu (TMB), delikatnie mieszano
przez 5 sekund.

8. Proby inkubowano przez 10 min w temperaturze pokojowej chronigc przed
Swiattem

9. W celu zatrzymania reakcji do kazdej studzienki dodano 100 pl roztworu
zatrzymujacego reakcje.

10. Absorbancje¢ odczytano przy dtugosci fali 450 nm.

11. Stezenie oznaczanego parametru odczytywano z krzywej wzorcowej, a nast¢pnie
uzyskane warto$ci mnozono przez wspotczynnik rozcienczenia 10. Wyniki stezenia

SICAM-1 wyrazono w ng/ml surowicy.

3.3.3.2 OZNACZANIE STEZENIA ROZPUSZCZALNEJ FORMY BIALKA ADHEZYJNEGO
KOMOREK NACZYNIOWYCH 1 (SVCAM-1)

Stezenie SVCAM-1 oznaczano za pomocg testu DRG wykorzystujac metode
immunoenzymatyczng ELISA (ang. Enzyme Linked Immunosorbent Assay) przy uzyciu
czytnika TECAN- SUNRISE wraz z oprogramowaniem Magellan

Antygen obecny w probie badanej SVCAM-1 ulega polfaczeniu z monoklonalnym
przeciwcialem zaabsorbowanym na powierzchni studzienek. Do oznaczanego antygenu
przylaczany jest koniugat strepawidyny z peroksydaza chrzanowa oraz przeciwcialem
przeciwko ludzkiej sVCAM-1. Po inkubacji niezwigzany koniugat strepawidyna-
peroksydazg chrzanowa usuwany jest podczas ptukania. W dalszym etapie oznaczenia
dodany jest chromogen: tetrametylobenzydyna (TMB) reagujacy z peroksydaza chrzanowsa
w celu uzyskania barwnego produktu a nastepnie roztwor hamujacy reakcje. Intensywno$é
zabarwienia proby jest proporcjonalna do stezenia SVCAM-1. Absorbancj¢ mierzono przy
dlugosci fali 450 nm. Stezenie badanego parametru odczytywano z krzywej Wzorcowej

przygotowanej z szeregu rozcienczen wzorca o znanym st¢zeniu.

Sposob wykonania oznaczenia SVCAM-1.

12. Odczynniki zawarte w zestawie przed przystapieniem do oznaczen ogrzano do
temperatury pokojowe;.

13. Na ptytke naniesiono:

e 100 pl buforu do studzienek reprezentujacych probe slepa

e 100 ul zawartych w zestawie standardow o st¢zeniu odpowiednio: 6,3, 12,5, 25, 50,

100 ng/ml
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
22.

100 pul wstepnie rozcienczonych probek badanych (rozc. 50x)

Nastepnie do wszystkich studzienek dodano 50 ul roztworu koniugatu i mieszano
przez 30 sekund

Plytke z naniesionymi probami inkubowano 2 godziny w temperaturze pokojowej
na mieszadle orbitalnym, czestotliwo$¢ 400 obrotow na minute.

Przygotowano bufor ptuczacy (25 ml koncentratu + 450 ml wody destylowanej).
Po inkubacji ptytke przemywano pieé¢ razy buforem phiczacym.

Do kazdej studzienki dodano 100 ul chromogenu (TMB), delikatnie mieszano

przez 5 sekund.

Proby inkubowano przez 10 min w temperaturze pokojowej chronigc przed
Swiattem
W celu zatrzymania reakcji do kazdej studzienki dodano 100 pl roztworu

zatrzymujacego reakcje.

Absorbancje odczytano przy dlugosci fali 450 nm.

Stezenie oznaczanego parametru odczytywano z krzywej wzorcowej, a nastgpnie
uzyskane warto$ci mnozono przez wspofczynnik rozcienczenia 50. Wyniki stezenia

SVCAM-1wyrazono w ng/ml surowicy.
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3.3.3.3 OZNACZENIE STEZENIA TROMBOMODULINY (TM)

Stezenie trombomoduliny (TM) oznaczano za pomoca testow firmy SunRed
wykorzystujac  metod¢ immunoenzymatyczng ELISA  (ang. Enzyme Linked
Immunosorbent  Assay) przy uzyciu czytnika TECAN-SUNRISE  wraz
z oprogramowaniem Magellan. Zestaw wykorzystuje przeciwciala monoklonalne
skierowane przeciwko determinatom antygenowym TM. Oznaczane bialko zostaje
zwigzane z przeciwcialami polaczonymi z fazg stala (umieszczonymi na powierzchni
studzienek) nastepnie poliklonalnym przeciwcialem biotynylowanym anty-TM oraz
koniugatem streptawidyna-peroksydaza chrzanowa (koniugat). W kolejnym etapie reakcji
dodawany jest chromogen: tetrametylobenzydyna (TMB) w wyniku czego roztwor badany
zmienia barwe na niebieskg. Reakcja barwna hamowana jest przez dodanie 1 mol/l H2SOa.
Absorbancje proby mierzono przy dlugosci fali 450 nm. Stezenie TM odczytywano

z krzywej wzorcowej przygotowanej z szeregu rozcienhczen wzorca o znanym stezeniu.

Sposob wykonania oznaczenia stezenia TM:

1. Odczynniki zawarte w zestawie przed przystgpieniem do oznaczen ogrzano do
temperatury pokojowe;.

2. Na ptytke naniesiono:

e 50 ul zawartych w zestawie standardow o st¢zeniu odpowiednio: 0,75, 1,5, 3, 6, 12
ng/ml

e 40 ul probek badanych

e Pozostawiono 2 studzienki w celu odczytania proby Slepej, do ktorych dodany
zostanie chromogen oraz roztwor zatrzymujacy reakcje

3. Do probek badanych dodano 10 pl biotynylowanych przeciwcial anty-TM

4. Nastepnie do studzienek zawierajacych proby badane oraz roztwory wzorcowe

dodano 50 pul roztworu koniugatu i mieszano przez 30 sekund

Plytke z naniesionymi prébami inkubowano 1 godzing w temperaturze 37°C.

Przygotowano bufor ptuczacy (20 ml koncentratu + 580 ml wody destylowanej)

Po inkubacji ptytke przemywano pig¢ razy buforem pluczacym.
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Do kazdej studzienki nastgpnie dodano 100 pl chromogenu (50 pl Chromogenu A
i 50 pl Chromogenu B), delikatnie mieszano przez 5 sekund.

9. Proby inkubowano przez 10 min. w temperaturze 37°C chronigc przed $wiattem
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10. W celu zatrzymania reakcji do kazdej studzienki dodano 50 ul roztworu
zatrzymujacego reakcje.

11. Absorbancj¢ odczytano przy dlugosci fali 450 nm.

12. Stezenie oznaczanego parametru odczytywano z krzywej wzorcowej, a nastepnie
uzyskane warto$ci mnozono przez wspolczynnik rozcienczenia 10. Wyniki st¢zenia
TM wyrazono w ng/ml surowicy.

Wartoscig graniczng dla testu do oznaczania st¢zenia TM bylo stezenie 0,073 ng/ml.

Wspodtczynnik zmiennosci (CV) wewnatrzseryjnej 1 miedzyseryjnej wynosit odpowiednio

<10% i <12%.

3.3.3.4 OZNACZENIE STEZENIA CZYNNIKA VON WILLEBRANDA (VWF)

Stezenie czynnika von Willebranda (oznaczano za pomoca testow firmy AssayPro
wykorzystujagc  metod¢ immunoenzymatyczng ELISA (ang. Enzyme Linked
Immunosorbent  Assay) przy uzyciu czytnika TECAN-SUNRISE  wraz
z oprogramowaniem Magellan. Zestaw wykorzystuje przeciwciala poliklonalne
skierowane przeciwko determinatom antygenowym VWF. Oznaczana glikoproteina
zostaje zwigzana z przeciwcialami polgczonymi z fazg stalg (umieszczonymi na
powierzchni studzienek) nastgpnie poliklonalnym przeciwciatem biotynylowanym anty-
VWEF oraz koniugatem streptawidyna-peroksydaza chrzanowa (koniugat). W kolejnym
etapie reakcji dodawana jest tetrametylobenzydyna (TMB) w wyniku czego roztwor
badany zmienia barwe na niebieskg. Reakcja barwna hamowana jest przez dodanie 1 mol/l
H>SO4. Absorbancje proby mierzono przy dlugosci fali 450 nm. Stezenie VWF
odczytywano z krzywej wzorcowej przygotowanej z szeregu rozcienczen wzorca o znanym

stezeniu.

Sposob wykonania oznaczenia stezenia VWE:
1. Odczynniki zawarte w zestawie przed przystapieniem do oznaczen ogrzano do
temperatury pokojowe;j.
2. Badang surowice rozcienczono 100-krotnie wedtug zalecen producenta testu (5 pl
surowicy + 495 pl medium do rozcieniczania).
3. Na plytke naniesiono 50 pl zawartych w zestawie standardow o stezeniu
odpowiednio: 0, 1,25, 2,5, 5, 10, 20, 40, 80 mIU/ml oraz przygotowane proby

badane.
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4. Plytke z naniesionymi probami inkubowano w temperaturze pokojowej 2 godziny
w temperaturze pokojowe;.

Przygotowano bufor ptuczacy (30 ml koncentratu + 570 ml wody destylowanej)
Po inkubacji ptytkg przemywano pig¢ razy buforem ptuczacym.

Dodano biotynylowane przeciwciata anty-VWF.
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Plytk¢ z naniesionymi przeciwcialami inkubowano 2 godziny w temperaturze
pokojowe;.
9. Po inkubac;ji ptytke przemywano pig¢ razy buforem ptuczacym.
10. Nastepnie do kazdej studzienki dodano roztwoér koniugatu i mieszano przez 30
sekund.
11. Inkubowano ptytke przez 30 min. w temperaturze pokojowe;.
12. Po inkubacji ptytke przemywano piec¢ razy buforem pluczacym.
13. Do kazdej studzienki nastepnie dodano 100 pl roztworu TMB, delikatnie
mieszano przez 5 sekund.
14. Proby inkubowano w temperaturze pokojowej przez 20 min. w temperaturze
pokojowe;.
15. W celu zatrzymania reakcji do kazdej studzienki dodano 100 pl roztworu
zatrzymujgcego reakcje.
16. Absorbancj¢ odczytano przy dlugosci fali 450 nm.
17. Stezenie oznaczanego parametru odczytywano =z krzywej wzorcowej,
a nastepnie uzyskane warto$ci mnozono przez wspotczynnik rozcienczenia 100.
Wyniki stezenia VWF wyrazono w mIU/ml surowicy.
Wartoscig graniczng dla testu do oznaczania VWF bylo stgzenie 1 miU/ml.
Wspotezynnik zmiennosci (CV) wewnatrzseryjnej 1 miedzyseryjnej wynosit odpowiednio

4,5% i 10%.

3.3.3.5 OZNACZENIE STEZENIA TKANKOWEGO AKTYWATORA PLAZMINOGENU (TPA)

Stezenie tkankowego aktywatora plazminogenu (tPA) oznaczano za pomocg testow
firmy AssayPro wykorzystujac metod¢ immunoenzymatyczng ELISA (ang. Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) przy uzyciu czytnika TECAN-SUNRISE wraz
z oprogramowaniem Magellan. Zestaw wykorzystuje przeciwciala poliklonalne

skierowane przeciwko determinatom antygenowym tPA. Oznaczany polipeptyd zostaje
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zwigzany z przeciwcialami polaczonymi z fazg stalg (umieszczonymi na powierzchni

studzienek) nastepnie poliklonalnym przeciwcialem biotynylowanym anyty-tPA oraz

koniugatem streptawidyna-peroksydaza chrzanowa (koniugat). W kolejnym etapie reakcji

dodawana jest tetrametylobenzydyna (TMB) w wyniku czego roztwor badany zmienia

barwe

na niebieskg. Reakcja barwna hamowana jest przez dodanie 1 mol/l H2SOs.

Absorbancje proby mierzono przy dlugosci fali 450 nm. St¢zenie tkankowego aktywatora

plazminogenu odczytywano z krzywej wzorcowej przygotowanej z szeregu rozcienczen

wzorca 0 znanym stezeniu.
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10.

11.

12.

13.

14.

Sposdb wykonania oznaczenia st¢zenia tPA:

Odczynniki zawarte w zestawie przed przystgpieniem do oznaczen ogrzano do
temperatury pokojowe;j.

Badang surowice 1 kontrole rozcieniczono 40-krotnie wedlug zalecen producenta
testu:

e A: 20 pul surowicy + 380ul medium do rozcienczania

e B: 50 ulrozcienczenia A + 50 ul medium do rozcienczania).

Na ptytke naniesiono 50 pl zawartych w zestawie standardow o st¢zeniu
odpowiednio: 0, 0,0156, 0,0313, 0,0625, 0,125, 0,25, 0,5, 1 ng/ml oraz
przygotowane proby badane.

Ptytke z naniesionymi probami inkubowano w temperaturze pokojowej 2 godziny.
Przygotowano bufor ptuczacy (30 ml koncentratu + 570 ml wody destylowanej).
Po inkubacji ptytke przemywano pi¢¢ razy buforem ptuczacym.

Dodano biotynylowane przeciwciata anty-tPA.

Plytke z naniesionymi przeciwcialami inkubowano 1 godzing w temperaturze
pokojowej.

Po inkubacji plytke przemywano pig¢ razy buforem pluczacym.
Nastgpnie do kazdej studzienki dodano roztwdr koniugatu i mieszano przez
30 sekund.

Inkubowano ptytke przez 30 min. w temperaturze pokojowe;.

Po inkubacji ptytke przemywano pig¢ razy buforem ptuczacym.

Do kazdej studzienki nastgpnie dodano 100 pl roztworu TMB, delikatnie mieszano
przez 5 sekund.

Proby inkubowano przez 12 min w temperaturze pokojowe;.
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15. W celu zatrzymania reakcji do kazdej studzienki dodano 100 pl roztworu
zatrzymujacego reakcje.
16. Absorbancje¢ odczytano przy dtugosci fali 450 nm.
17. Stezenie oznaczanego parametru odczytywano z krzywej wzorcowej,
a nastepnie uzyskane warto$ci mnozono przez wspotczynnik rozcienczenia 40.
Wyniki stezenia tPA wyrazono w ng/ml surowicy.
Wartoscig graniczng dla testu do oznaczania ste¢zenia tPA bylo stezenie 0,01 ng/ml.
Wspolczynnik zmiennosci (CV) wewnatrzseryjnej 1 miedzyseryjnej wynosit odpowiednio

4,3% 110,7%.

3.3.3.6 OZNACZENIE STEZENIA INHIBITORA AKTYWATORA PLAZMINOGENU 1 (PAI-1)

Stezenie inhibitora aktywatora plazminogenu 1 (PAI-1) oznaczano za pomoca
testow firmy AssayPro wykorzystujac metod¢ immunoenzymatyczng ELISA (ang. Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) przy uzyciu czytnika TECAN-SUNRISE wraz
z oprogramowaniem Magellan. Zestaw wykorzystuje przeciwciata poliklonalne
skierowane przeciwko determinatom antygenowym PAI-1. Oznaczane biatko zostaje
zwigzane z przeciwciatami polaczonymi z fazg stalg (umieszczonymi na powierzchni
studzienek) nastepnie poliklonalnym przeciwcialem biotynylowanym anyty-PAI-1 oraz
koniugatem streptawidyna-peroksydaza chrzanowa (koniugat). W kolejnym etapie reakcji
dodawana jest tetrametylobenzydyna (TMB) w wyniku czego roztwodr badany zmienia
barwe¢ na niebieskg. Reakcja barwna hamowana jest przez dodanie 1 mol/l H2SOa.
Absorbancje proby mierzono przy dlugosci fali 450 nm. Stezenie PAI-1 odczytywano

z krzywej wzorcowej przygotowanej z szeregu rozcienczen wzorca o znanym stezeniu.

Sposob wykonania oznaczenia stezenia PAI-1:

1. Odczynniki zawarte w zestawie przed przystgpieniem do oznaczen ogrzano do
temperatury pokojowe;j.

2. Badang surowice i kontrole rozcienczono 10 -krotnie wedlug zalecen producenta
testu:

(20 pl surowicy + 180 pl medium do rozcienczania).

3. Na ptytke naniesiono 50 pl zawartych w zestawie standardow o stezeniu
odpowiednio: 0, 0,039, 0,078, 0,156, 0,313, 0,625, 1,25, 2,5 ng/ml oraz

przygotowane proby badane.
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Plytke z naniesionymi prébami inkubowano w temperaturze pokojowej 2 godziny.
Przygotowano bufor ptuczacy (30 ml koncentratu + 570 ml wody destylowanej).
Po inkubacji ptytk¢ przemywano pig¢ razy buforem ptuczacym.

Dodano biotynylowane przeciwciata anty- PAI-1

Plytke z naniesionymi przeciwciatami inkubowano 1 godzing.
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Po inkubacji ptytkg przemywano pig¢ razy buforem ptuczacym.
10. Nastepnie do kazdej studzienki dodano roztwoér koniugatu i mieszano przez
30 sekund.
11. Inkubowano ptytke przez 30 min. w temperaturze pokojowe;.
12. Po inkubacji ptytke przemywano pie¢ razy buforem ptuczacym.
13. Do kazdej studzienki nastepnie dodano 100 ul roztworu TMB, delikatnie mieszano
przez 5 sekund.
14. Proby inkubowano przez 8 min. w temperaturze pokojowe;j.
15. W celu zatrzymania reakcji do kazdej studzienki dodano 100 pl roztworu
zatrzymujgcego reakcje.
16. Absorbancje odczytano przy dlugosci fali 450 nm.
17. Stezenie oznaczanego parametru odczytywano z krzywej wzorcowej, a nastepnie
uzyskane warto$ci mnozono przez wspotczynnik rozcienczenia 10. Wyniki stezenia
PAI-1 wyrazono w ng/ml surowicy.
Wartoscig graniczng dla testu do oznaczania stezenia PAI-1 bylo st¢zenie 0,02 ng/ml.
Wspodtczynnik zmiennosci (CV) wewnatrzseryjnej 1 miedzyseryjnej wynosit odpowiednio

3,2%19,4 %.

3.3.3.7 OZNACZENIE STEZENIA INHIBITORA UKEADU ZEWNATRZPOCHODNEGO (TFPI)

Stezenie inhibitora ukfadu zewnatrzpochodnego (TFPI) oznaczano za pomoca
testow firmy AssayPro wykorzystujac metod¢ immunoenzymatyczng ELISA (ang. Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) przy uzyciu czytnika TECAN- SUNRISE wraz
z oprogramowaniem Magellan. Zestaw wykorzystuje przeciwciata poliklonalne
skierowane przeciwko determinatom antygenowym TFPI. Oznaczany polipeptyd zostaje
zwigzany z przeciwcialami polaczonymi z fazg stalg (umieszczonymi na powierzchni
studzienek) nastepnie poliklonalnym przeciwcialem biotynylowanym anty-TFPI oraz

koniugatem streptawidyna-peroksydaza chrzanowa (koniugat). W kolejnym etapie reakcji
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dodawana jest tetrametylobenzydyna (TMB) w wyniku czego roztwdr badany zmienia

barwe

na niebieskg. Reakcja barwna hamowana jest przez dodanie 1 mol/l H2SOs.

Absorbancje proby mierzono przy dlugosci fali 450 nm. Stezenie TFPI odczytywano

z krzywej wzorcowej przygotowanej z szeregu rozcienczen wzorca o znanym stezeniu.
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10.

11.

12.

13.

14.
15.

16.

Sposob wykonania oznaczenia stezenia TFPI:

Odczynniki zawarte w zestawie przed przystgpieniem do oznaczen ogrzano do
temperatury pokojowe;j.

Badang surowice 1 kontrole rozcienczono 40-krotnie wedlug zalecen producenta
testu:

o A: 20 ul surowicy + 380 ul medium do rozcienczania

e B: 50 ulrozcienczenia A + 50 ul medium do rozcienczania).

Na plytke naniesiono 50ul zawartych w zestawie standardow o stezeniu
odpowiednio: 0, 0,156, 0,313, 0,625, 1,25, 2,5, 5, 10 ng/ml oraz przygotowane
proby badane.

Ptytke z naniesionymi prébami inkubowano w temperaturze pokojowej 2 godziny
w temperaturze pokojowe;.

Przygotowano bufor pluczacy (30 ml koncentratu + 570 ml wody destylowanej).
Po inkubacji ptytke przemywano pi¢¢ razy buforem ptuczacym.

Dodano biotynylowane przeciwciata anty-TFPI.

Ptytke¢ z naniesionymi przeciwciatami inkubowano 1 godzing w temperaturze
pokojowe;.

Po inkubacji plytke przemywano pi¢¢ razy buforem pluczagcym.
Nastegpnie do kazdej studzienki dodano roztwor koniugatu i mieszano przez 30
sekund.

Inkubowano ptytke przez 30 min. w temperaturze pokojowe;.

Po inkubacji ptytke przemywano pig¢ razy buforem ptuczacym.

Do kazdej studzienki nast¢pnie dodano 100 pl roztworu TMB, delikatnie mieszano
przez 5 sekund.

Proby inkubowano przez 7 min. w temperaturze pokojowej.

W celu zatrzymania reakcji do kazdej studzienki dodano 100 pl roztworu
zatrzymujacego reakcje.

Absorbancje odczytano przy dlugosci fali 450 nm.
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17. Stezenie oznaczanego parametru odczytywano z krzywej wzorcowe],
a nastepnie uzyskane warto$ci mnozono przez wspotczynnik rozcienczenia 40.
Wyniki stezenia czynnika inhibitora ukladu zewnatrzpochodnego wyrazono

w ng/ml surowicy.
Warto$cig graniczng dla testu do oznaczania stezenia TFPI bylo stezenie 0,12 ng/ml.
Wspotezynnik zmienno$ci (CV) wewnatrzseryjnej i miedzyseryjnej wynosit odpowiednio

2,5%19,7%.

3.3.3.8 OzNACzANIE CRP METODA WYSOCE CZUEA (HSCRP)

Stezenie biatka C-reaktywnego metoda wysoce czulg (hsCRP) oznaczano za pomoca
testow firmy DRG Diagnostics wykorzystujac metod¢ immunoenzymatyczng ELISA (ang.
Enzyme Linked Immunosorbent Assay) przy uzyciu czytnika TECAN-SUNRISE. Zestaw
wykorzystuje przeciwciata monoklonalne skierowane przeciwko determinatom
antygenowym CRP. Oznaczane bialko zostaje umieszczone pomigedzy dwoma
przeciwcialami, jednym zwigzanym z fazg stalg (umieszczonym na powierzchni
studzienek) oraz kozim przeciwcialem anty- CRP znakowanym peroksydazg chrzanowa
znajdujacym si¢ w koniugacie. W kolejnym etapie reakcji dodawana jest
tetrametylobenzydyna (TMB) w wyniku czego roztwér badany zmienia barwe na
niebieskg. Reakcja barwna hamowana jest przez dodanie 1 mol/l H,SO4. Absorbancije
proby mierzono przy dlugosci fali 450 nm. Stezenie hsCRP odczytywano z krzywe;j

WZOrcowej przygotowanej z szeregu rozcienczen wzorca o znanym stezeniu.

Sposob wykonania oznaczenia hsCRP

1. Odczynniki zawarte w zestawie przed przystapieniem do oznaczen ogrzano do
temperatury pokojowe;j.

2. Badang surowice i kontrole rozcienczono 100-krotnie wedtug zalecen producenta
testu (5 pl surowicy + 495 ul medium do rozcienczania).

3. Na plytke naniesiono zawarte w zestawie standardy o st¢zeniu odpowiednio

0, 0,005, 0,010, 0,025, 0,050, 0,100 mg/L oraz przygotowane proby badane.
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4. Nastepnie do kazdej studzienki dodano roztwor koniugatu i mieszano przez
30 sekund.

5. Plytke z naniesionymi probami inkubowano w temperaturze pokojowej 45 min.

6. Po inkubacji ptytke przemywano pi¢¢ razy woda dejonizowana.

7. Do kazdej studzienki nast¢gpnie dodano 100 pl roztworu TMB, delikatnie mieszano
przez 5 sekund.

8. Proby inkubowano w temperaturze pokojowej przez 20 min.

9. W celu zatrzymania reakcji do kazdej studzienki dodano 100 pl roztworu
zatrzymujacego reakcje.

10. Absorbancje¢ odczytano przy dlugosci fali 450 nm.

11. Stezenie oznaczanego parametru odczytywano =z krzywej wzorcowe],
a nastgpnie uzyskane wartosci mnozono przez wspotczynnik rozcienczenia 100.
Wyniki stgzenia hsCRP wyrazono w mg/I surowicy.

Wartoscig graniczng dla testu do oznaczania hsCRP bylo stgzenie 0,1 mg/l.

Wspodtczynnik zmiennosci (CV) wewnatrzseryjnej 1 miedzyseryjnej wynosit odpowiednio

3,2% i 4,4%.

3.4 ANALIZA STATYSTYCZNA

Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu narzedzia R Studio wersja 1.2.5019,
wykorzystano R w wersji 3.6.1. oraz za pomocg programu STATISTICA wersja 13.3., przy

wspotpracy z Instytutem Informatyki Politechniki Poznanskie;j
W pracy przyjeto poziom istotnosci statystycznej p < 0,05.

Analizy poréwnawcze pomiedzy grupami wykonano z podzialem na 3 grupy
(IUGR, IUGR+PE, KONTROLA). Dla zmiennych ilosciowych (mierzalnych)
przeprowadzono oceng¢ zgodnosci z rozkladem normalnym przy wykorzystaniu testu
Shapiro-Wilka. Test Shapiro-Wilka jest wykorzystywany najczesciej ze wzgledu na
wigksza moc w poréwnaniu z innymi testami jak na przyklad testem Kotmogorowa-
Smirnowa czy Lillieforsa. Przy zalozeniu braku zgodnosci z rozkladem normalnym
(p < 0,05) do analizy porownawczej uzyty zostal nieparametryczny test Kruskala-Wallisa.
Jesli p jest mniejsze niz poziom istotnosci 0,05 mozemy stwierdzi¢, Ze istnieja znaczace

réznice miedzy grupami. W przypadku danych zgodnych z rozkladem normalnym,
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przeprowadzono ocen¢ jednorodnosci wariancji przy wykorzystaniu testu Levena. Przy
niespetlnieniu zalozenia o jednorodnosci wariancji dla p < 0,05 wykonano test Kruskala-
Wallisa, podczas gdy w przypadku speinienia zalozenia o jednorodno$ci wariancji
wykonano test Anova. Jesli wartos¢ p dla testu Anova jest mniejsza niz poziom istotnosci
0,05 mozemy stwierdzi¢, ze istnieja znaczgce rdznice mig¢dzy grupami. Natomiast

w przypadku zmiennych jako$ciowych (niemierzalnych) wykonano test >,

Do oceny, czy istniejg statystycznie istotne roznice pomigdzy dwoma grupami
(IUGR vs IUGR+PE, IUGR vs KONTROLA oraz IUGR+PE vs KONTROLA),
wykorzystano, w zalezno$ci od charakteru zmiennych i ich zgodnoséci z rozkltadem
normalnym, test t-Studenta lub test U-Manna-Whitneya (nieparametryczny odpowiednik

testu t-Studenta dla prob niezaleznych).

Ponadto wykonano analizg korelacji pomigdzy wybranymi parametrami. Przed
przystagpieniem do analizy korelacji dla wszystkich parametréw wykonano test zgodnosci
z rozkladem normalnym oraz przeprowadzono ocen¢ zaleznosci liniowej. Dla
potwierdzenia zatozen i obliczenia wartosci p wykorzystano test Shapiro-Wilka. Nastepnie
po ocenic zgodnoSci z rozkladem normalnym wykonano testy korelacji dla
wyselekcjonowanych parametrow w porownaniu ze wszystkimi pozostatymi parametrami:
wykonano test korelacji Pearsona i Spearmana. Uzyskane wyniki wykorzystane zostaty do
analizy korelacji, gdzie dla zmiennych wykazujacych zalezno$ci liniowe (p < 0,05 dla testu
Pearsona) i jednocze$nie zgodnych z rozktadem normalnym (p > 0,05 dla testu Shapiro-
Wilka) wykorzystano wspoiczynnik korelacji liniowej Pearsona. Dla zmiennych
o charakterze niezgodnym z powyzszymi zalozeniami (brak zaleznosci liniowej lub brak
zgodno$ci z rozkladem normalnym) wykorzystano nieparametryczny odpowiednik
korelacji Pearsona, czyli wspolczynnik korelacji Spearmana. W przypadku testu korelacji
Pearsona i Spearmana, warto$¢ p < 0,05 wskazuje na korelacje pomi¢dzy zmiennymi.

Wspotezynnik korelacji r interpretowano nastepujaco:

e >0 korelacja dodatnia
e 1 =0 brak korelacji

e r <0 korelacja ujemna

Site korelacji interpretowano zgodnie z ponizszymi przedziatami:

. -1 <r <-0,7 bardzo silna korelacja ujemna
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-0,7 <r <-0,5 silna korelacja ujemna

-0,5 <r < -0,3 korelacja ujemna o $rednim natezeniu
-0,3 <r < -0,2 staba korelacja ujemna

-0,2 <r < 0,2 brak korelacji

0,2 <r < 0,3 staba korelacja dodatnia

0,3 <r < 0,5 korelacja dodatnia o $rednim nat¢zeniu
0,5 <r < 0,7 silna korelacja dodatnia

0,7 <r <1 bardzo silna korelacja dodatnia
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4 \WYNIKI I ICH OMOWIENIE

4.1 OCENA PODSTAWOWYCH PARAMETROW
W POSZCZEGOLNYCH GRUPACH BADANYCH

LABORATORYJNYCH

Jednym z podstawowych badan jakie wykonano u kazdej ci¢zarnej byta ocena
morfologii krwi obwodowej. W badaniu tym dla wszystkich parametrow uktadu
czerwonokrwinkowego, bialokrwinkowego oraz liczby plytek krwi nie stwierdzono

istotnych statystycznie roznic pomigdzy badanymi grupami.

Wyniki podstawowych parametrow laboratoryjnych z uwzglednieniem podziatu na

trzy grupy badane zostaly przedstawione w tabeli 2 (Tabela 2).

Tabela 2. Wyniki porownan wielokrotnych pomi¢dzy grupami w zakresie podstawowych
parametréw laboratoryjnych

Podstawowe parametry laboratoryjne

Morfologia krwi*

Grupa badanych (n = 74)

Parametr IUGR IUGR+PE KONTROLA .

(n=25) (n=24) (n=25) P
LEU [/l (6,731-’61;2,81) (7,921-'1%5,59) (4,8;0-'6133,46) NS
ERY [t] (3,34:149,62) (3,2:31’-2 2,04) (3,03'? 2,05) NS
PLT [9/] (15&7-’(3).(3).6) (9119? ,45506) (12%‘{'224) NS
HGB [glidI] 11,39 + 1,12 11,85 + 1,41 11,27 + 1,06 NS
HCT 0,34 + 0,06 0,33+0,13 0,34 0,03 NS
Mev Il (58?16,—753,6) (79,8771052,7) (73?76139())1,8) NS
MCH [fmol] (1,6%,? 107 (1,6411,—8 i,gs) (1,4;?2,98) NS
MCHC [gl/d] 113,94+ 16,18 | 11545+134 | 114,94 +919 NS
RDW [%] (12,133’-2105,9) (11,14310105,4) (12,13314107,1) NS
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LYMP [g/1] (1,02’?1 86) @ ?’21125) (1,2% '?3,11) NS
LYMP [%] 68208 25 306 ©5-29) NS
MON [g/1] o, 4(7)’_7?,52) (0,1?1’f3 81,51) (o,::,g'-7 615,25) NS
MON [%] (3,7714100,2) (16’.1105) (4,?1'?8,9) NS
GRAN [g/]] ( 4,5;_’:_3013) (4,681.510318) (2,8812]?3,6) NS
GRAN [%] 588819 545 89,2 585, 85.5) NS
EOZ [g/l] (0,08’? 3,42) © (.)’8%2) © (-)'8,627) NS
EOZ [%] (0,2’?2, 6 (8’_7 ‘2,) (00-'52(,)4) NS
BAZ [g/]] (0,0(1)’?3,08) (0,08’? 3,07) (0,02’?3,08) NS
BAZ [%] (O?ifl(;), 6) (0?1’?(;1, 6) (0?1'?(;), 6) NS
PLV [fl] (9;9’?81,0) (9;1_’23, 1) (9,%0-'%,6) NS

*Wartosci ocenianych parametréw przedstawiono jako $rednig £ SD lub mediane (min-max). Analizy
poréwnawcze dla zmiennych o charakterze iloSciowym wykonano nieparametrycznym testem Kruskala-
Wallisa lub parametrycznym testem Anova (w zaleznosci od zgodnosci
z rozktadem normalnym oraz zgodnie z oceng jednorodnosci wariancji). W przypadku, gdy nie wykazano
istotnie statystycznych réznic pomiedzy grupami (p > 0,05) wprowadzono oznaczenie ,NS” - nieistotne
statystycznie.

W analizach poréwnan wielokrotnych nie wykazano istotnych statystycznie

roznic w zakresie zadnego z analizowanych podstawowych parametrow laboratoryjnych.
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4.2 OCENA STEZENIA HSCRP JAKO WYKEADNIKA STANU ZAPALNEGO
W BADANYCH GRUPACH
Najwyzszym stgzeniem hSCRP charakteryzowaly si¢ cigzarne z grupy IUGR
i IUGR+PE, natomiast ci¢zarne z grupy KONTROLA wykazywaly stezenie hsCRP

w granicach stezen prawidlowych.

W badanych grupach analiza poréwnan wielokrotnych stezen hsCRP ujawnita
statystycznie istotne roznice pomigdzy wszystkimi analizowanymi grupami. Istotne
okazaly si¢ réznice pomiedzy ITUGR i1 KONTROLA, oraz IUGR+PE 1 KONTROLA.
Z kolei poréwnanie grup IUGR i IUGR+PE w tym zakresie nie wykazalo statystycznie
istotnych r6znicy. Wyniki analiz st¢zenia hsCRP w badanych grupach przedstawiono
w tabeli 3 (Tabela 3) oraz na rycinie 3 (Ryc. 3).

Tabela 3. Wyniki poréwnan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie rdznic
w stezeniu hsCRP

Marker stanu zapalnego

Grupa badanych (n=74)

hsCRP IUGR IUGR+PE KONTROLA P
[ma/l] (n = 25) (n=24) (n = 25)
7,04 + 8,55 6,62 + 4,08 2,69 + 1,75 < 0,0001

" Warto$ci parametrow przedstawiono jako Srednig + SD. Analizy poréwnawcze dla zmiennych
0 charakterze ilosciowym wykonano nieparametrycznym testem Kruskala-Wallisa lub
parametrycznym testem Anova (w zaleznos$ci od zgodnoS$ci z rozktadem normalnym oraz zgodnie
Z oceng jednorodnoS$ci wariancji). Warto$¢ p dla réznic pomiedzy grupami uznano za statystycznie
istotng, jesli p < 0,05.

Ocene istotnosci réznic pomiedzy dwiema grupami przeprowadzono testem t-Studenta lub U
Manna-Whitneya.

# 1UGR vs KONTROLA p = 0,003; IUGR+PE vs KONTROLA p < 0,0001
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Rycina 3. Rozklad stezen hsCRP w badanych grupach.

Zaleznosci pomigdzy stezeniem hsCRP a wybranymi parametrami przedstawiono na

rycinach 4-6 (Ryc. 4-6), wybrano te parametry wzgledem ktorych zaleznosci z sSICAM-1

byty statystycznie istotne z p<0,05 i r>0,2.
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Na rycinie 4 (Ryc. 4) ukazano zalezno$¢ pomiedzy hsCRP i SICAM-1 analizowang acznie
we wszystkich badanych grupach. Zalezno$¢ ta ma charakter umiarkowanej dodatnie;]
korelacji (r = 0,504), co oznacza, ze u badanych ci¢zarnych wraz ze wzrostem st¢zenia

hsCRP w surowicy krwi obserwowano wzrost stezenia SICAM-1.

hsCRP = 1,6490 +,00434 * SICAM-1 [ng/ml]
p = 0,000, r = 0,50441

12

hsCRP [mg/ml]

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
sSICAM-1 [ng/ml] 0,95 Conf.Int.

Rycina 4. Zalezno$¢ pomiedzy st¢zeniem hsCRP a st¢zeniem sSICAM-1 w surowicy Krwi
analizowana Iacznie we wszystkich badanych grupach.
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Na rycinie 5 (Ryc. 5) ukazano zalezno$¢ pomigdzy hsCRP i SVCAM-1 analizowang facznie
we wszystkich badanych grupach. Zalezno$¢ ta ma charakter stabej dodatniej korelacji
(r = 0,32626), co oznacza, ze u badanych ciezarnych wraz ze wzrostem stezenia hsCRP

w surowicy krwi obserwowano wzrost st¢zenia sVCAM-1.

hsCRP [mg/ml] = 1,8782 + 02275 * SVCAM-1 [ng/ml]
p=0,005 r = 0,32626

12

hsCRP [mg/ml]

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
SVCAM-1 [ng/ml] 0,95 Conf.Int.

Rycina 5. Zaleznos$¢ pomiedzy stezeniem hsCRP a stgzeniem sVCAM-1 w surowicy krwi
analizowana Iacznie we wszystkich badanych grupach.
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Na rycinie 6 (Ryc. 6) ukazano zalezno$¢ pomiedzy hsCRP i PAI-1 analizowana tacznie we
wszystkich badanych grupach. Zalezno$¢ ta ma charakter stabej dodatniej korelacji
(r = 0,350), co oznacza, ze u badanych ci¢gzarnych wraz ze wzrostem stezenia hsCRP

w surowicy krwi obserwowano wzrost stezenia PAI-1.

hsCRP = 2,6548 +,14948 * PAI-1 [ng/ml]
p =0,002r = 0,35

hsCRP [mg/ml]

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
PAI-1 [ng/ml] 0,95 Conf.Int.

Rycina 6. Zaleznos¢ pomigdzy hsCRP i PAI-1 analizowang facznie we wszystkich
badanych grupach
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4.3 PARAMETRY UKEADU KRZEPNIECIA: APTT, D-DIMERY, FIBRYNOGEN, PT,
INR, WSKAZNIK PT W GRUPACH IUGR | IUGR+PE

W grupach IUGR (n = 18) oraz IUGR+PE (n = 16) wykonano oznaczenia nast¢pujacych
parametréw ukladu krzepnigcia: APTT, D-dimery, fibrynogen, PT, INR, wskaznik PT.
Ze wzgledu na fakt, ze oznaczen tych nie wykonuje si¢ rutynowo u zdrowych cig¢zarnych,
kobiety z grupy KONTROLA nie mialy wykonanych takich badan i w analizie

poréwnawczej nie zostaly uwzglednione. Wyniki przedstawiono w tabeli 4 (Tabela 4).

Tabela 4. Wyniki badan parametrow ukladu krzepnigcia w grupach IUGR oraz IUGR+PE

Parametry koagulologiczne
Grupa badanych (n=35)
parametr . IUGR4PE p*
(n=18) (n=16)
APTT [s] 25,87 +1,98 27,07+ 2,39 NS
D-dimery [ng/ml] 1730,00 £ 53,1 1542,00 £1300,85 NS
fibrynogen [g/1] 4,61+0,88 4,65+ 1,187 NS
PT [s] 10,56 + 0,05 10,27 + 1,09 NS
INR 0,96 £0,5 1,495 + 2,25 NS
wsk. PT [%] 104,44 + 6,24 108,7 + 10,85 NS

* Analizy poréwnawcze dla zmiennych o charakterze iloSciowym wykonano nieparametrycznym testem U-
Manna-Whitneya lub-parametrycznym testem-t-Studenta-(w zaleznosci od zgodnosci z rozktadem normalnym
oraz zgodnie z oceng jednorodnosci wariancji).

W przypadku, gdy nie wykazano istotnie statystycznych réznic pomiedzy grupami (p > 0,05) wprowadzono
oznaczenie ,NS” - nieistotne statystycznie
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Wartosci parametrow koagulologicznych badanych cigzarnych z grup IUGR oraz
IUGR+PE miescity si¢ w zakresie warto$ci obserwowanych u cigzarnych z prawidlowym
przebiegiem cigzy. Wartosci APTT, PT oscylujace przy dolnym zakresie normy, jak
i wskaznik PT oraz fibrynogen przy gornym zakresie wartosci referencyjnych, moga by¢
przestanka o zwigkszonym ryzyku rozwoju nadkrzepliwo$ci podczas cigzy.

Na odrgbny komentarz zastuguja stezenia D-dimeréw. W badaniu zaobserwowano
stezenie D-dimeréow w grupach IUGR i IUGR+PE niemal trzykrotnie przewyzszajace
wartosci referencyjne obserwowane u zdrowych nieciezarnych kobiet. Gutiérrez (52)
W Swojej pracy zaproponowal, aby dla zdrowych cigzarnych w trzecim trymestrze cigzy,
uzna¢ za prawidlowe wartosci D-dimeréw w surowicy krwi w zakresie 551-3333 ng/ml.

W obecnym badaniu, w grupach IUGR, jak i IUGR+PE, stezenia D-dimeréw
miescily si¢ w zaproponowanym przedziale warto$ci referencyjnych, i mozna stwierdzic,
ze obrazuje to fizjologiczny wzrost D-dimerow zwigzany z cigza.

Nalezy podkresli¢, ze przeprowadzona analiza porownawcza nie wykazata
istotnych statystycznie roznic pomi¢dzy badanymi grupami, tj. [IUGR oraz IUGR+PE dla
ocenionych parametréow koagulologicznych. Wydaje sie jednak, ze w przypadku
D-dimeréw, grupa IUGR w porownaniu z grupa [UGR+PE cechowala si¢ nieznacznie
wyzszymi wartosciami (cho¢ roznice te byly statystycznie nieistotne), co moze byc

spowodowane nasileniem fibrynolizy w tej grupie badanych.
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4.4 OCENA MARKEROW ADHEZJI KOMORKOWEJ, WYBRANYCH
WYKLADNIKOW PRO- | PRZECIWZAKRZEPOWYCH

441 OCENAMARKEROW ADHEZJI KOMORKOWEJ SICAM-11sVCAM-1w BADANYCH
GRUPACH

Wykazano, ze badane grupy réznily sie istotnie statystycznie w zakresie stezenia
czasteczek sICAM-1 oraz SVCAM-1. Wyniki tych porownan wielokrotnych w zakresie
roéznic w stezeniu sSICAM-1 i SVCAM-1 przedstawiono w tabelach 5 i 6 (Tabela 5-6) oraz
dla utatwienia analizy na rycinach 7 i 14 (Ryc. 7 i 14).

SICAM-1

Wyniki oznaczen sSICAM-1 w badanych grupach, wraz z analizg poréwnan wielokrotnych

przedstawiono w tabeli 5 (Tabela 5) oraz na rycinie 7 (Ryc. 7).

Tabela 5. Wyniki poréwnan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie rdéznic w
stezeniu SICAM-1.

Markery adhezji komorkowej

Grupa badanych (n = 74)

*
sICAM-1 IUGR IUGR+PE KONTROLA P
[ng/mi] (n=25) (n=24) (n=25)

777,87 £143,44% | 951,63 +272,35 310,79 + 65,96" | < 0,0001

* Analizy poréwnawcze dla zmiennych o charakterze ilosciowym wykonano nieparametrycznym testem
Kruskala-Wallisa  lub  parametrycznym  testem  Anova (w  zaleznosci od  zgodnosci
z rozktadem normalnym oraz zgodnie z oceng jednorodnosci wariancji). Warto$¢ p dla réznic pomiedzy
grupami uznano za statystycznie istotng, jesli p < 0,05.

Ocene istotnos$ci réznic pomigedzy dwiema grupami przeprowadzono testem t-Studenta lub U Manna-
Whitneya, w zalezno$ci od zgodnosci danych z rozktadem normalnym.

#|lUGR vs IUGR+PE p = 0,0007;
# JUGR vs KONTROLA p < 0,0001, IUGR+PE vs KONTROLA p < 0,0001
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Srednie stezenie SICAM-1 bylo najnizsze w grupie KONTROLA, a najwyzsze w grupie
IUGR+PE. W grupach IUGR oraz IUGR+PE $rednie stezenia SICAM-1 byly statystycznie
istotnie wyzsze w porownaniu z grupg KONTROLA. Ponadto w grupie IUGR, $rednie
stgzenie SICAM-1 bylo istotnie statystycznie nizsze niz w grupie [IUGR+PE (Rycina 7).
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Rycina 7. Wyniki porownan wielokrotnych stg¢zenia ICAM-1 pomigdzy wszystkimi
grupami badanymi

Ponadto, nie stwierdzono réznic w zakresie stezenia SICAM w zalezno$ci od stopnia

IUGR, co zostalo przedstawione na rycinie 8 (Ryc. 8).
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Rycina 8. Rozklad st¢zen sSICAM-1 w grupach IUGR i IUGR-PE w zalezno$ci od stopnia
IUGR.

Zalezno$ci pomiedzy stezeniem sICAM-1 a wybranymi czynnikami i parametrami
przedstawiono na rycinach 9-13 (Ryc. 9-13), wybrano te czynniki i parametry wzgledem
ktorych zaleznosci z SICAM-1 byty statystycznie istotne z p<0,05 i r>0,2.
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Na rycinie 4 (Ryc. 4) ukazano zalezno$¢ pomiedzy sSICAM-1 i hsCRP analizowang acznie
we wszystkich badanych grupach. Zalezno$¢ ta ma charakter umiarkowanej dodatnie]

korelacji.

Natomiast na rycinie 9 (Ryc. 9) ukazano zaleznos¢ pomiedzy SICAM-1 i SVCAM-
1 analizowang tacznie we wszystkich badanych grupach. Zaleznos¢ ta ma charakter silne;j
dodatniej korelacji (r = 0,6), co oznacza, ze u badanych ci¢zarnych wraz ze wzrostem

stgzenia sSVCAM obserwowano wzrost stezenia sSICAM-1 w surowicy Krwi.

SICAM-1 [ng/ml] = 97,432 + 4,8619 * SVCAM-1 [ng/ml]
p =0,000r =0,600
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Rycina 9. Zaleznos¢ pomiedzy stgzeniem sICAM-1 a stezeniem sVCAM-1 w surowicy
krwi analizowana tacznie we wszystkich badanych grupach.
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Na rycinie 10 (Ryc. 10) ukazano zalezno$¢ pomiedzy SICAM-1 isTM analizowang facznie
we wszystkich badanych grupach. Zalezno$¢ ta ma charakter stabej dodatniej korelacji
(r = 0,38), co oznacza, ze u badanych ci¢zarnych wraz ze wzrostem st¢zenia STM

obserwowano wzrost stezenia SICAM-1 w surowicy Krwi.

SICAM-1 [ng/ml] = 585,92 + 5,0842 * STM [ng/ml]
p=0,001; r=0,382
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Rycina 10. Zalezno$¢ pomig¢dzy st¢zeniem sICAM-1 a stezeniem sTM w surowicy krwi
analizowana Iacznie we wszystkich badanych grupach.
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Na rycinie 11 (Ryc. 11) przedstawiono zalezno$¢ pomiedzy sSICAM 1 a PAI-1 analizowana
facznie we wszystkich badanych grupach. Zaleznos¢ ta ma charakter umiarkowanej
dodatniej korelacji (r = 0,59), co oznacza, ze u badanych ci¢zarnych wraz ze wzrostem

stgzenia PAI-1 obserwowano wzrost stezenia SICAM-1 w surowicy Krwi.

SICAM-1 [ng/ml] = 296,02 + 29,431 * PAI-1 [ng/ml]
p =0,000; r =0,593
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Rycina 11. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem sSICAM-1 a stezeniem PAI-1 w surowicy krwi
analizowana Iacznie we wszystkich badanych grupach.
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Na rycinie 12 (Ryc. 12) przedstawiono zalezno$¢ pomi¢dzy SICAM 1 a VWF analizowang
facznie we wszystkich badanych grupach. Zalezno$¢ ta ma charakter bardzo stabej
dodatniej korelacji (r = 0,27), co oznacza, ze u badanych ci¢zarnych wraz ze wzrostem
stezenia VWF obserwowano delikatng tendencje do wzrostu stezania SICAM-1 w surowicy

krwi.

SICAM-1 [ng/ml] = 559,06 +,12687 * WWF [mIU/m!]

p =0,000; r =0,267
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Rycina 12. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem sICAM-1 a stezeniem VWF w surowicy krwi
analizowana Iacznie we wszystkich badanych grupach.
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Na rycinie 13 (Ryc. 13) przedstawiono zalezno$¢ pomigdzy sICAM-1 i liczba eozynofilii

analizowang facznie we wszystkich badanych grupach. Zaleznos$¢ ta ma charakter stabe;j

dodatniej korelacji (r = 0,3), co oznacza, ze u badanych ci¢zarnych wraz ze wzrostem

liczby eozynofilow (EOZ) w surowicy krwi obserwowano wzrost stezenia sSICAM-1.

SICAM-1 [ng/ml] = 586,70 + 916,50 * EOZ [G/L]
p =0,032r =0,250
1800 . .

o
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1400 ¢
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1000 ¢
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sICAM-1 [ng/ml]

EOZ [G/L]
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0,40 0,45
0,95 Conf.Int.

Rycina 13. Zalezno$¢ pomigdzy st¢zeniem sICAM-1 a liczbg eozynofiliow (EOZ)

w surowicy krwi analizowana tacznie we wszystkich badanych grupach.
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sVCAM-1

Srednie stezenie sSVCAM-1 bylo najnizsze w grupie KONTROLA, a najwyzsze w grupie
IUGR+PE. W grupach IUGR oraz IUGR+4PE S$érednie stezenia sVCAM-1 byly
statystycznie istotnie wyzsze w poréwnaniu z grupg KONTROLA, jednak roznica byla
zdecydowanie wigksza w analizie poréwnawczej pomiedzy [UGR+PE i KONTROLA, niz
przy poréownaniu KONTROLA i TUGR. Srednie stezenie sVCAM-1 bylo istotnie
statystycznie nizsze w grupie [IUGR w poréwnaniu z grupa IUGR+PE.

Wyniki oznaczen sVCAM-1 w badanych grupach, wraz z analizg porownan
wielokrotnych przedstawiono w tabeli 6 (Tabela 6) i na rycinie 14 (Ryc. 14).

Tabela 6. Wyniki poréwnan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie rdznic
w stezeniu ICAM-1.

Markery adhezji komorkowej

Grupa badanych (n=74)

SVCAM-1 IUGR IUGR+PE KONTROLA p*
[ng/ml] (n=25) (n=24) (n=25)

114,15 £ 36,99 149,65 + 43,81 94,68 +10,95™" | 0,0001

* Analizy porébwnawcze dla zmiennych o charakterze ilosciowym wykonano nieparametrycznym
testem Kruskala-Wallisa Iub parametrycznym testem Anova (w zalezno$ci od zgodno$ci
z rozkladem normalnym oraz zgodnie z oceng jednorodno$ci wariancji). Warto$¢ p dla réznic
pomiedzy grupami uznano za statystycznie istotng, jesli p < 0,05.

Ocene istotnosci réznic pomiedzy dwiema grupami przeprowadzono testem t-Studenta lub U
Manna-Whitneya, w zalezno$ci od zgodnosci danych z rozktadem normalnym.

NUGR vs IUGR+PE p = 0,0003
A UGR vs KONTROLA p = 0,0150; IUGR+PE vs KONTROLA p < 0,0001
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Rycina 14. Rozktad zmian st¢zenia SVCAM-1 w surowicy krwi w zalezno$ci od grupy

badanej

Uwzglednienie w analizach stopnia nasilenie patologii IUGR wykazalo, ze réznice

w zakresie SVCAM-1 nie byly statystycznie istotne przy poréwnaniach wielokrotnych.

Jednak analiza przy uzyciu testu t-studenta wykazala istotne statystycznie rdznice

w zakresie stezenia sSVCAM-1 w surowicy krwi pomiedzy grupami ze stopniem IUGR 2
a lUGR 3 (p = 0,01) oraz ci¢zarnymi ze stopniem IUGR 2 a IUGR 4 (p = 0,01). WyniKi

analizy przedstawiono na rycinie 15 (Ryc. 15).
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Rycina 15. Rozklad st¢zen sVCAM-1 w grupach IUGR i IUGR+PE w zaleznosci od
stopnia IUGR.

Zalezno$ci pomig¢dzy stezeniem sVCAM-1 a wybranymi czynnikami i parametrami
przedstawiono na rycinach 5, 16-18 (Ryc. 5, 16-18), wybrano te czynniki i parametry
wzgledem ktorych zaleznosci z SICAM-1 byty statystycznie istotne z p<0,05 i r>0,2.

Na rycinie 5 (Ryc. 5) ukazano zalezno$¢ pomigdzy hsCRP i SVCAM-1 o charakterze stabej

dodatniej korelacji.

Z kolei na rycinie 9 (Ryc. 9) przedstawiono dodatnig korelacj¢ pomigdzy sVCAM-
1isICAM-1. Z kolei na rycinie 16 (Ryc. 16) przedstawiono zalezno$¢ pomiedzy sVCAM-
1 1 stezeniem PAI-1 w surowicy krwi wszystkich badanych ci¢zarnych. Zalezno$¢ ta ma
charakter umiarkowanej dodatniej korelacji (r = 0,435), co oznacza, ze u badanych
ciezarnych wraz ze wzrostem st¢zenia PAI-1 obserwowano wzrost stezenia SVCAM-1

W surowicy krwi.
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SVCAM-1 [ng/ml] = 84,622 + 2,6665 * PAI-1 [ng/ml]
p =0,000; r =0,435
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Rycina 16. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem sICAM-1 a st¢zeniem PAI-1 w surowicy kKrwi
analizowana Igcznie we wszystkich badanych grupach.
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Na rycinie 17 (Ryc. 17) przedstawiono zalezno$¢ pomiedzy sVCAM-1 i liczba
eozynofilow (EOZ) w surowicy krwi wszystkich badanych ci¢zarnych. Zalezno$¢ ta ma
charakter umiarkowanej dodatniej korelacji (r = 0,303), co oznacza, ze u badanych
ciezarnych wraz ze wzrostem liczby eozynofilow (EOZ) w surowicy krwi obserwowano

wzrost stezenia SICAM-1.

SVCAM-1 [ng/ml] = 105,60 + 135,07 * EOZ [G/L]

p=0,009 r=0,303
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Rycina 17. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem sICAM-1 a liczba eozynofilow (EOZ)
w surowicy krwi analizowana tgcznie we wszystkich badanych grupach.

Na rycinie 18 (Ryc. 18) przedstawiono zalezno$¢ pomiedzy sVCAM-1 i BMI cig¢zarnych
przed cigza, gdy wzigto pod uwage wyniki wszystkich badanych cigzarnych. Zaleznos¢ ta
ma charakter stabej dodatniej korelacji (r = 0,236), co oznacza, ze u badanych ci¢zarnych
im wyzsze bylo BMI w okresie przed cigza tym obserwowano wyzsze stezenie SVCAM-1
w surowicy krwi. Takiej zaleznosci nie zaobserwowano w stosunku do wielkosci BMI
przed oraz w czasie cigzy, ani przyboru masy ciala w przebiegu ciazy. Przy analizach

korelacji, przeprowadzonych z podziatem na badane grupy, nie zaobserwowano zadnych

67



istotnych zaleznosci pomiedzy stezeniem surowiczym sVCAM-1 a wielkoscig BMI przed
1w trakcie cigzy, ani z przyborem masy ciata w trakcie cigzy.

Zadnych istotnych zaleznosci z BMI i zmianami masy ciala ciezarnych nie
zaobserwowano natomiast w przypadku st¢zenia SICAM-1, zarowno w przypadku oceny

calej grupy, jak iz podzialem na IUGR, IUGR+PE i KONTROLA.

SVCAMH1 [ng/ml] = 68,193 +2,0964 * BMI (przed cigza)
p=0,044; r = 0,236
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Rycina 18. Zaleznos¢ pomigdzy stezeniem sVCAM-1 a wielkoscia BMI w okresie przed
cigzg analizowana tgcznie we wszystkich badanych grupach.

Nastepnie oceniano $rodblonkowe czynniki pro- i przeciwzapalne. Wyniki poréwnan
wielokrotnych pomigdzy grupami w zakresie roznic w stezeniu sTM, tPA, TFPI, PAI-1
i VWF przedstawiono w tabeli 7 (Tabela 7)
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Tabela 7. Porownanie srodblonkowych parametrow zaangazowanych w proces hemostazy

w analizowanych grupach ci¢zarnych.

Srédblonkowe czynniki pro- i przeciwzapalne
Grupa badanych (n=74)
*
IUGR IUGR+PE KONTROLA ;
(n=25) (n=24) (n=25)
STM [ng/ml] | 22,69 + 12,66 27,40 + 37,26 3,6942,30% < 0,0001
tPA [ng/ml] 4,56 + 3,86 4,39 +2.42 2,86 + 1,83" NS
TFPI [ng/ml] | 48,93 + 23,60 55,10 + 16,65 58,18 £28.17 NS
PAI-1 [ng/ml]| 12,82 +3,92" 18,43 £ 6,71 7,73 £3,69 | <0,0001
VIWF 1107£901,30 | 1036,46+ 484,13 | 636,392 + 260,41% | 0,0017
[mIU/mI] ’ s s 5 ’ 1

" Analizy poréwnawcze dla zmiennych o charakterze ilosciowym wykonano nieparametrycznym
testem Kruskala-Wallisa lub parametrycznym testem Anova (w zaleznosci od zgodnosci
z rozkladem normalnym oraz zgodnie z oceng jednorodnosci wariancji).

Warto$¢ p dla réznic pomiedzy grupami uznano za statystycznie istotng, jesli p < 0,05.
W przypadku, gdy nie wykazano istotnie statystycznych réznic pomiedzy grupami (p > 0,05)
wprowadzono oznaczenie ,NS” - nieistotne statystycznie.

Ocene istotnosci réznic pomiedzy dwiema grupami przeprowadzono testem t-Studenta lub U
Manna-Whitneya, w zalezno$ci od zgodnosci danych z rozktadem normalnym.

& JUGR vs KONTROLA p < 0,0001; IUGR+PE vs KONTROLA p = 0,0026
#lUGR+PE vs KONTROLA p = 0,0110

" IUGR vs IUGR+PE p = 0,0007

" IUGR vs KONTROLA p < 0,0001; IUGR+PE vs KONTROLA p = 0,0001
%JUGR vs KONTROLA p = 0,0271; IUGR+PE vs KONTROLA p = 0,0007
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442 sSTM

Trzy badane grupy roznily si¢ statystycznie istotnie w zakresie stezenia sTM, cO
szczegdlowo zostalo zaprezentowane w tabeli 7 (Tabela 7). Najwyzsze stezenie sTM
stwierdzono w grupie IUGR+PE, a najnizsze wsérod cigzarnych z grupy KONTROLA.
Zaréwno analiza porownawcza grupy IUGR oraz IUGR+PE z grupg KONTROLA
wykazata statystycznie istotne r6znice w zakresie ocenianego parametru. Natomiast nie
zaobserwowano statystycznie istotnej réznicy pomiedzy grupami [UGR-+PE 1 IUGR,
aczkolwiek cigzarne z grupy IUGR+PE wykazywaly tendencje do nieco wyzszych
warto$ci sSTM w surowicy krwi. Na rycinie 19 (Ryc. 19) przedstawiono rozktad srednich
stezen + SD dla sSTM w badanych grupach.
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Rycina 19. Rozklad stezen sTM w badanych grupach.

Zalezno$ci pomigdzy stezeniem sTM a wybranymi czynnikami i parametrami
przedstawiono na rycinach 20-21 (Ryc. 20-21), wybrano te czynniki i parametry wzgledem
ktorych zaleznosci z SICAM-1 byly statystycznie istotne z p<0,05 i r>0,2.
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Na rycinie 20 (Ryc. 20) przedstawiono zalezno$¢ pomiedzy sTM i st¢zeniem VWF
w surowicy krwi wszystkich badanych cig¢zarnych. Zalezno$¢ ta ma charakter stabej
dodatniej korelacji (r = 0,283), co oznacza, ze u badanych ci¢zarnych wraz ze wzrostem

stezenia VWF w surowicy krwi obserwowano wzrost st¢zenia STM.

sTM [ng/ml] = 8,4247 + ,01014 * VWF [mIU/mI]
p =0,014; r = 0,283
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Rycina 20. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem sTM a st¢zeniem vWF analizowana tgcznie we

wszystkich badanych grupach.
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Na rycinie 21 (Ryc. 21) przedstawiono zalezno$¢ pomiedzy sTM i stezeniem PAI-1
w surowicy krwi wszystkich badanych cig¢zarnych. Zalezno$¢ ta ma charakter stabej
dodatniej korelacji (r = 0,293), co oznacza, ze u badanych ci¢zarnych wraz ze wzrostem

stezenia PAI-1 w surowicy krwi obserwowano wzrost stezenia STM.

sTM [ng/ml] = 3,6520 + 1,0948 * PAI-1 [ng/ml]
p =0,014; r =0,293
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Rycina 21. Zalezno$¢ pomiedzy st¢zeniem sTM a stezeniem PAI-1 analizowana tgcznie
we wszystkich badanych grupach.

Ponadto zaobserwowano zalezno$¢ pomigdzy sTM a sICAM-1 o charakterze stabej

dodatniej korelacji (r = 0,38), co przedstawiono wczesniej, na rycinie 10 (Rycina 10).

443 VWF

W zakresie stezenia VWF analiza porownawcza trzech badanych grup wykazata istotnie
statystycznie roznice, co szczegélowo zostalo zaprezentowane w tabeli 7 (Tabela 7).
Najwyzsze stezenie VWF stwierdzono w grupie IUGR, a najnizsze wsrdd cigzarnych
z grupy KONTROLA. Zar6wno analiza porownawcza grupy [IUGR oraz [IUGR+PE z grupa

KONTROLA wykazatla statystycznie istotne réznice w zakresie ocenianego parametru.
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Natomiast nie zaobserwowano statystycznie istotnej roznicy pomig¢dzy grupami [UGR+PE
1 IUGR, aczkolwiek cig¢zarne z grupy IUGR wykazywaty tendencje do nieco wyzszych
wartosci VWF w surowicy krwi w odniesieniu do IUGR+PE. Na rycinie 22 (Ryc. 22)
przedstawiono rozktad srednich stezen + SD dla VWF w badanych grupach.
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Rycina 22. Rozklad stgzen vWF w badanych grupach

Zaleznosci pomiedzy stezeniem VWF a wybranymi czynnikami i parametrami
przedstawiono na rycinach 12, 20, 24, 26, 28 (Ryc. 12, 20, 24, 26, 28), wybrano te czynniki
i parametry wzgledem ktorych zaleznosci z tPA byly statystycznie istotne z p<0,05 i r>0,2.

73



444 TPA

Z kolei w zakresie st¢zenia tPA analiza porownawcza trzech badanych grup nie wykazata
istotnych statystycznie rdznic, co szczegdéltowo zostalo zaprezentowane w tabeli 7
(Tabela 7). Cho¢ srednie stezenia w grupach IUGR 1 IUGR+PE wydawaty si¢ by¢ wyzsze
niz w przypadku grupy KONTROLA, to nie zawsze byly to réznice statystycznie istotne.
Tylko statystycznie istotna okazata si¢ rdznica pomigdzy IUGR+PE i wynikami
KONTROLI. Pomimo réznic w zakresie pojedynczych pacjentek z grupy IUGR, ktorych
stezenia tPA wydawaly sie wyzsze niz u wigkszos$ci pacjentek z grupy [IUGR+PE, to jednak
analiza statystyczna nie wykazala aby grupy IUGR 1 IUGR+PE rdznily si¢ istotnie
statystycznie pomiedzy sobg w zakresie stezenia tPA w surowicy krwi. Rozktad §rednich

stezen + SD dla tPA w badanych grupach zaprezentowano na rycinie 23 (Ryc. 23).
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Rycina 23. Rozklad stezen tPA w badanych grupach.

Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem tPA a wybranymi czynnikami i parametrami
przedstawiono na rycinie 24 (Ryc. 24), wybrano te czynniki i parametry wzgledem ktorych
zaleznosci z tPA byly statystycznie istotne z p<0,05 i r>0,2.
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Na rycinie 24 (Ryc. 24) przedstawiono zaleznos¢ pomiedzy tPA i stezeniem VWF
w surowicy krwi wszystkich badanych cig¢zarnych. Zalezno$¢ ta ma charakter silnej
dodatniej korelacji (r = 0,601), co oznacza, ze u badanych ci¢zarnych wraz ze wzrostem
stgzenia VWF w surowicy krwi obserwowano wzrost stezenia tPA. Poza wspomniang
zalezno$cig nie zaobserwowano innych istotnych korelacji w zakresie oznaczonych

parametréw i ocenianych czynnikow.

tPA [ng/ml] = 1,5755 + ,00255 * WVF [mIU/ml]
p =0,000; r = 0,601
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Rycina 24. Zalezno$¢ pomigdzy stezeniem tPA a stezeniem vWF analizowana tgcznie we

wszystkich badanych grupach.

445 PAI-1

Stezenie PAI-1 w surowicy krwi bylo statystycznie istotnie rdzne we wszystkich
zakwalifikowanych do badania grupach, co szczegétowo zostato zaprezentowane w tabeli
7 (Tabela 6). Najwyzsze stgzenie PAI-1 w surowicy krwi wykazywaly cigzarne z grupy
IUGR+PE, a najnizsze ci¢zarne z grupy KONTROLA. Ponadto roznice pomigdzy
ciezarnymi IUGR 1 IUGR+PE byly statystycznie istotne, ci¢zarne z grupy IUGR+PE

wykazywaty si¢ wyzszymi st¢zeniami PAI w pordwnaniu z ci¢zarnymi z grupy [UGR.
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Rozktad srednich stgzen £ SD dla PAI-1 w bwdanych grupach przedstawiono na rycinie
25 (Ryc. 25).
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Rycina 25. Rozklad st¢zen PAI-1 w badanych grupach.

Zaleznosci pomigdzy st¢zeniem PAI-1 a wybranymi czynnikami i parametrami
przedstawiono na rycinach 11, 15, 21 i 26 (Ryc. 11, 15, 21, 26), wybrano te czynniki
1 parametry wzgledem ktorych zaleznosci z PAI-1 byly statystycznie istotne z p<0,05
ir>0,2.

Na uwagg zastuguje zalezno$¢ o charakterze stabej dodatniej korelacji pomiedzy
PAI-1 a hsCRP, zaprezentowana na rycinie 6 (Ryc. 6).

Z kolei, na rycinie 26 (Ryc. 26) przedstawiono zaleznos¢ pomigdzy PAI-1
1 stezeniem VWF w surowicy krwi wszystkich badanych ci¢zarnych. Zalezno$¢ ta ma
charakter stabej dodatniej korelacji (r = 0,24), co oznacza, ze u badanych ci¢zarnych wraz

ze wzrostem stezenia VWF w surowicy krwi obserwowano wzrost stezenia PAI-1.
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PAI-1 [ng/ml] = 10,747 + ,00235 * VWF [mIU/ml]
p =0,035; r = 0,246
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Rycina 26. Zalezno$¢ pomigdzy stezeniem PAI-1 a stezeniem vWF analizowana tgcznie

we wszystkich badanych grupach.
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446 TFPI

Badane grupy nie roznily si¢ statystycznie istotnie w zakresie stezenia TFPI w surowicy
Krwi, co szczegblowo zostalo zaprezentowane w tabeli 7 (Tabela 7). Moze to po czesci
wynikaé¢ z duzej zmiennosci stezen TFPI w grupach. Roznic nie zaobserwowano nawet po
uwzglednieniu stopnia zaawansowania [IUGR, ani przy poréwnaniach [UGR lub I[UGR+PE
z KONTROLA. Rozktad $rednich stezen = SD dla TFPI przedstawiono na rycinie 27
(Ryc. 27).
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Rycina 27. Rozklad stgzen TFPI w badanych grupach.
Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem TFPI a wybranymi czynnikami i parametrami

przedstawiono na rycinie 28 (Ryc. 28), wybrano te czynniki i parametry wzgledem ktorych

zaleznosci z tPA byty statystycznie istotne z p <0,05ir>0,2.

Na rycinie 28 (Ryc. 28) przedstawiono zalezno$¢ pomiedzy TFPI i st¢zeniem VWF
w surowicy krwi wszystkich badanych ciezarnych. Zalezno$¢ ta ma charakter

umiarkowanej dodatniej korelacji (r = 0,446), co oznacza, ze u badanych cigzarnych wraz
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ze wzrostem stezenia VWF w surowicy krwi obserwowano wzrost stezenia TFPI. Poza
wspomniang zalezno$cig nie zaobserwowano innych istotnych korelacji w zakresie

oznaczonych parametrow i ocenianych czynnikow.

TFPI [ng/ml] = 39,971 +,01523 * WVF [mIU/ml]
p =0,000; r =0,446
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Rycina 28. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem TFPI a stezeniem vWF analizowana Iacznie we
wszystkich badanych grupach.
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4.4,7 MODEL ZL.OZONOSCI PROCESU ROWNOWAGI W UKLADZIE HEMOSTAZY — UJECIE
SYSTEMOWE

W rozprawie, w ramach podejscia systemowego do zrozumienia analizowanych

zagadnien, podjeto si¢ stworzenia autorskiego modelu sieci zalezno$ci panujacych

w uktadzie krzepnigcia. Model ten zostal umieszczony w ogolnodostgpnym repozytorium

baz danych https://www.researchgate.net/project/Preeclampsia-and-1UGR-Studies

Na potrzeby pracy model zostal podzielony na bloki w celu prezentacji

poszczegolnych etapow. Niebieskim okregiem zaznaczono parametry oceniane w czesci

doswiadczalnej niniejszej pracy.
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Rycina 29. Schemat ukazujacy ztozono$¢ uktadu hemostazy w organizmie czlowieka

(czesc 1)
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Rycina 30. Schemat ukazujacy ztozono$¢ uktadu hemostazy w organizmie czlowieka
(czesc 2)

Poszczegblne bloki w sieci (A-F) zostaty przedstawione w tabeli 8 (Tabela 8)



Tabela 8. Charakterystyka blokéw uktadu hemostazy przedstawionych na rycinach 29-30
(Rycina 29-30)

Cze$¢ pltytkowa hemostazy

Uszkodzenie $srodbtonka powigzane z
A odstonieciem kolagenu — rozpoczgcie dziatania [53-55]

plytek

Adhezja ptytek — czynniki biorgce udziat w
adhezji ptytek (kolagen, glikoproteiny
powierzchniowe, czynniki hamujace adhezje

plytek)

Aktywacja ptytek — czynniki i receptory
prowadzace do aktywacji ptytek

[55-58]

[55-59]

Cze$¢ osoczowa hemostazy — klasyczna kaskada krzepniecia

Wewnatrzpochodny szlak aktywacji uktadu

krzepniecia [55,60-62]

Zewnatrzpochodny szlak aktywacji uktadu

krzepniecia [54,55,63-67]

F Szlak wspolny [55,63,68-70]
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5 DYSKUSJA

Prawidlowe dziatanie $rédblonka ma istotne znaczenie dla wlasciwego
funkcjonowania organizmu i jest kluczowe dla takich procesow jak hemostaza,
angiogeneza, przebudowa tkanek, czy reprodukcja. W rozprawie podj¢to sie oceny
funkcjonowania $rodblonka w kontekScie jego roli w utrzymywaniu dynamicznej
roéwnowagi pomigdzy czynnikami pro i anty zakrzepowymi u ci¢zarnych z powiktaniami
IUGR oraz IUGR+PE.

W badaniach in vitro, ktorych wyniki nie znalazty si¢ w rozprawie (71), oceniono
morfologie komoérek srodbtonka po ostrej i przewlektej ekspozycji na medium wzbogacone
surowicg pobrang od zdrowych kobiet w cigzy oraz kobiet z IUGR i IUGR z PE. W tych
samych warunkach mierzono zywotnos¢ komorek srddblonka, proliferacje, wytwarzanie
reaktywnych formtlenu oraz st¢zenie czynnika wzrostu srodbtonka naczyniowego (VEGF,
ang. vascular endothelial growth factor) w surowicy. Zaobserwowano, ze kobiety ciezarne
z IUGR i IUGR z PE charakteryzowaly si¢ obnizonym stezeniem VEGF. Ponadto,
surowice pobrane od kobiet z JUGR i IUGR z PE wywieraty szkodliwy wptyw na komorki
srodblonka naczyniowego, zmniejszajac ich zywotnos$¢ i proliferacje i generujac stres
oksydacyjny z powodu dysfunkcyjnych mitochondriow. Wyniki tych badan wskazuja, ze
w IUGR oraz IUGR+PE dochodzi do dysfunkcji srodblonka (72-74).

Wiadomo, ze gdy dochodzi do dysfunkcji $rodbtonka, nastgpuje zaburzenie
w zakresie rownowagi pomi¢dzy czynnikami pro i anty zakrzepowymi, o W konsekwencji
powoduje uposledzony rozkurcz i zwigkszong przepuszczalno$¢ naczyn oraz zaburzenie
wlasciwosci ochronnych $rddblonka. Ta nieréwnowaga zapoczatkowuje wiele chorob,
miedzy innymi miazdzyce, nadci$nienie tetnicze, czy przerzuty nowotworowe i wydaje si¢
by¢ jednym z istotnych czynnikow w patologii [IUGR i PE. Nalezy zauwazy¢, ze bardzo
czesto IUGR wspotwystepuje z PE, co moze sugerowac podobng etiologi¢ obu zaburzen

(75).

Chociaz w ciazy wystepuja duze zmiany w uktadach krzepnigcia 1 fibrynolizy,
zachowana jest dynamiczna rOwnowaga, ktora utatwia implantacje blastocysty i zapobiega
zarowno nadmiernemu krzepnigciu, jak i krwotokowi. Z drugiej strony, nalezy podkreslic,
ze nawet podczas prawidlowo przebiegajacej cigzy obserwuje si¢ nieznaczne przesunigcie

rownowagi w kierunku nadkrzepliwosci (76,77), co ma na celu zabezpieczenie przed
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powiklaniami krwotocznymi zwigzanymi z porodem. Jednoczes$nie uklad fibrynolityczny

ulega wyhamowaniu.

Jednak, w niektorych schorzeniach, obserwowanych u cigzarnych, wystepuje
wyrazna tendencja w kierunku stanu prokoagulacyjnego, co zagraza dobrostanowi matki
i ptodu. Po czesci to wyjasnia pojawianie si¢ powiktan zatorowo-zakrzepowych mogacych
prowadzi¢ do zaburzen takich jak zgony wewnagtrzmaciczne, nawracajace poronienia,
IUGR czy PE (78).

Dlaczego dochodzi do zaburzen srédbtonka w utrzymywaniu rownowagi pomi¢dzy
czynnikami pro- i antyzakrzepowymi? Odpowiedziag moze by¢ przedtuzona i nasilona
aktywacja komorek srodbtonka, ktora powoduje nie tylko dysfunkcje komoérek endotelium,
lecz moze prowadzi¢ do nicodwracalnej utraty integralno$ci tych komorek, oderwania ich
od btony podstawnej, apoptozy i1 nekrozy. Nalezy podkresli¢, ze w tozysku wykazano
obecno$¢ substancji, ktore mogg prowadzi¢ do uszkodzenia lub aktywacji $rodblonka
naczyniowego, m.in. gdy dochodzi do hipoksji nast¢puje nasilone uwalnianie cytokin,
takich jak TNF-o i IL-1, co wywolije zwigkszenie przepuszczalnoSci naczyn
krwionos$nych, wzrost poziomu aktywowanych ptytek krwi oraz ekspresje czasteczek
adhezyjnych. We krwi krazacej pojawiaja si¢ wowczas zwigkszone ilosci komorek
srodblonka oraz mikroczgsteczki pochodzace z ich blon komoérkowych, ktore
charakteryzuja si¢ duza zawartoscig prozakrzepowo dzialajacych molekutl: fosfolipidu
fosfatydyloseryny i TF. Biochemicznymi markerami dysfunkcji srodblonka mogg by¢
zmiany stezen czasteczek takich jak sVCAM-1, sICAM-1, VWF, sSTM czy tez PAI-1.
Jednak badania dotyczace ich udziatu dostarczajg sprzecznych wnioskow (15,72,79-83).
Te rozbieznosci przemawiaja za ztozonym charakterem zaburzen funkcji $rodblonka
w cigzy powiktanej PE i IUGR, w zwigzku z tym nadal zasadne jest prowadzenie badan
majacych na celu wyjasnienie roli §rodblonka, a takze udziatu sICAM-1 i SVCAM-1

w patomechanizmie wspomnianych schorzen.

Wydaje si¢, ze wszystkie wspomniane zaburzenia funkcji srodbtonka, zaréwno
przewaga procesOw prozakrzepowych oraz nieprawidlowe interakcje pomiedzy
komérkami wraz z towarzyszacym nasilonym lokalnym procesem zapalnym, moga

przyczynia¢ si¢ do rozwoju zaréwno PE jak i [UGR.

Skoro dysfunkcja $rodblonka moze stanowi¢ klucz do zrozumienia zaburzen

rownowagi w ukladzie hemostazy w IUGR oraz IUGR i PE, nie powinno dziwi¢,
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ze rutynowo oznaczane markery ukladu krzepnigcia moga okazac si¢ nieprzydatne, co
zreszta zostalo potwierdzone w obecnej pracy. Nie wykazano, zadnych istotnych zaburzen
w zakresie APTT, D-dimer6éw, fibrynogenu, PT, INR oraz wskaznika PT w grupie
ciezarnych z IUGR oraz IUGR+PE, ktore wskazywatyby na zaburzenie homeostazy uktadu
krzepnigcia. Nie bylo tez istotnych statystycznie réznic pomigdzy tymi dwoma grupami w
zakresie ocenianych parametrow. Gdyby odnie$¢ uzyskane wyniki parametrow uktadu
krzepnigcia do wynikéw zdrowych cigzarnych w oparciu o dostepne dane literaturowe
(takich badan nie prowadzono w ramach tej rozprawy) to mozna by stwierdzi¢, ze wyniki
ciezarnych z IUGR i IUGR+PE sa zblizone do tych uwazanych za prawidtowe dla

cigzarnych w danym tygodniu cigzy.

Jaka jest przypuszczalna etiopatogeneza IUGR oraz IUGR+PE? Wigkszosc¢
badaczy uwaza, ze jest to proces dwuetapowy i wieloczynnikowy. W pierwszym etapie,
ktory czgsto jest niemy klinicznie, tuz po implantacji trofoblastu, dochodzi do zaburzen
w procesie placentacji, a w ich nastepstwie do hipoksji 1 zmniejszenia przeplywu
fozyskowego. Za najwazniejsze zaburzenie lezgce u podioza zmniejszenia przeptywu
fozyskowego uwaza si¢ niedostateczng inwazje komorek trofoblastu w $ciany tetnic
spiralnych (84). Zaburzenie to, mimo znaczgcego udzialu w etiopatogenezie PE, nie
wydaje si¢ by¢ jedynym czynnikiem indukujgcym chorobe. W zwigzku z tym postuluje si¢
udziat innych czynnikéw, ktéore dodatkowo uposledzaja przeptyw naczyniowy. Do
czynnikdw tych naleza: zaburzenia w ukladzie krzepniecia, dyslipidemia, cukrzyca,
kolagenozy czy przewlekte nadcisnienie te¢tnicze. U niektorych kobiet powoduje to

w konsekwencji rozwo6j matczynego wielouktadowego zespotu PE (85).

W drugim etapie, ktory typowo pojawia si¢ po 20 tygodniu cigzy i jest najczesciej
klinicznie jawny, pod wplywem stresu oksydacyjnego, hipoksji i innych nie do konca
rozpoznanych czynnikéw, dochodzi do uwalniania do krwioobiegu ci¢zarnej, czynnikdw
fozyskowych, w tym czynnikow antyangiogennych. Skutkuje to pozbawieniem §rodbtonka
i syncytiotrofoblastow podstawowych czynnikow przezycia, co w konsekwencji
przyczynia si¢ to do rozwoju dysfunkcji srodbtonka, powodujac wzrost ogdlnoustrojowego
oporu naczyniowego, nadci$nienie tetnicze i nadkrzepliwos¢. Tym zaburzeniom
towarzyszy najczesciej reakcja zapalna, ktéra moze doprowadzi¢ do uszkodzenia
srédblonka, co jest widoczne w postaci uszkodzen narzadowych u cigzarnej
1w konsekwencji moze stac si¢ przyczyna PE. Niektorzy badacze podkreslaja, ze dochodzi

nie do uszkodzenia, ale do aktywacji $rdédblonka naczyniowego z nastgpowa jego
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dysfunkcja oraz zaburzeniami krzepni¢cia, manifestujagcymi si¢ obnizeniem syntezy
czynnikow przeciwzakrzepowych, wzrostem produkcji czynnikow prozakrzepowych,
uposledzeniem fibrynolizy, nasileniem agregacji ptytek krwi i penetracji makrofagdw.
Na powierzchni endotelium zwigksza si¢ ekspresja czynnika tkankowego i molekut

adhezyjnych.

Nalezy pamigtaé, ze podczas odpowiedzi zapalnej srédbtonek ulega dysfunkciji,
najczesciej o charakterze aktywacji (86). Aktywacja komoérek $rodblonka odnosi si¢ do
zwiekszonych wlasciwosci adhezyjnych §rdédbtonka do leukocytow w odpowiedzi na
bodzce biomechaniczne lub cytokiny. W dysfunkcji komoérek s$rdédblonka wystepuje
uposledzona relaksacja zalezna od komorek srodblonka, co poczatkowo zaobserwowano

w modelu pierwotnego nadcisnienia tgtniczego.

Aktywacja komorek srédbtonka moze zatem prowadzi¢ do dysfunkcji srédbtonka,
a glownym tacznikiem migdzy tymi procesami jest kaskada adhezji leukocytow, ktora ma
zasadnicze znaczenie dla rozwoju odpowiedzi zapalnej 1 jest regulowanym
1 wieloetapowym procesem. W interakcjach leukocytow i komorek srodbtonka posrednicza
glownie czagsteczki adhezyjne komoérek nalezace do trzech rodzin (selektyny, integryny
1 biatka immunoglobulinopodobne). Rodzina selektyn jest giownie odpowiedzialna za
rolowanie leukocytéw na powierzchni srodbtonka - selektyny E, L i P (nie badane w pracy),
z kolei ICAM-1, VCAM-1 i PECAM-1 s3 ligandami integryn leukocytoéw i naleza do
nadrodziny immunoglobulin. Czasteczki te s3 wazne dla adhezji, zatrzymania

1 transmigracji leukocytow.

W odpowiedzi na cytokiny prozapalne, specyficzne czasteczki adhezyjne sa
usuwane z powierzchni $rodblonka 1 mozna je wykry¢ w krazeniu obwodowym.
W miejscach niekontrolowanego zapalenia komorki §rodbtonka sg uszkadzane, przez co
zwickszaja ekspresje czasteczek adhezyjnych ICAM-1 i VCAM-1, co nie tylko umozliwia
akumulacj¢ leukocytow ale takze zwieksza przepuszczalno$¢, prowadzac w ten sposob do
powstania obrzeku tkanek. Uszkodzone komorki srodblonka wykazuja nieprawidlowosci
morfologiczne, takie jak wakuolizacja jadrowa, wypukios¢ 1 fragmentacja

cytoplazmatyczna, przez co podlegaja oderwaniu od btony podstawnej (87).

Wezedniejsze badania wykazaly, ze rozpuszczalne czasteczki adhezyjne moga by¢
stosowane jako markery w réznych stanach zapalnych, takich jak posocznica, ostre

zapalenie trzustki, reumatoidalne zapalenie stawow i przerzuty nowotworowe.
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Srodowisko zapalne, ktore wyzwala ekspresje ICAM-1, zwicksza adhezje
leukocytow do komorek $rodblonka, réwnolegle ze zwigkszonymi poziomami
rozpuszczalnych ICAM-1 (88). Uwaza si¢, ze wzrost st¢zenia rozpuszczalnych postaci
SVCAM-1 i sICAM-1 w surowicy wskazuje na aktywacje/dysfunkcje $rodblonka i jest

wyktadnikiem dynamicznych zmian w jego obrebie.

W badaniach Coaty i wsp.(72) stwierdzono podwyzszone stezenia sVCAM-1,
SICAM-1 w PE. Z kolei takich zmian nie zaobserwowano w przypadku nadci$nienia
indukowanego cigza. Ponadto wspomniani badacze zauwazyli, ze podwyzszone st¢zenia
czasteczek adhezyjnych moga by¢ czynnikiem prognostycznym wystapienia stanu
przedrzucawkowego. Obserwowali oni wzrost st¢zenia sSVCAM-1 i SICAM-1 w trzecim
trymestrze cigzy w grupie poczatkowo zdrowych kobiet, u ktérych w pdzniejszym okresie
doszto do rozwoju PE. W przypadku IUGR Coata i wsp. zaobserwowali jedynie wzrost
stezenia sSVCAM-1, przy braku roznic istotnych statystycznie w zakresie stezen SICAM-1

w poréwnaniu do zdrowych ciezarnych.

Zhang i wsp. w swoim badaniu rowniez potwierdzili zwigzek pomigdzy wzrostem
stezenia sSVCAM-1 a wystgpieniem PE. Z kolei Higgins i wsp. w swoim badaniu ujawnili,
ze ekspresja SVCAM-1 zostata zakiocona, a jej stezenie w surowicy bylo zwigzane
z nasileniem objawow Kklinicznych PE (79). Inny zespot badaczy (15) badat stezenia
SVCAM-1 i sICAM-1 w PE i ujawnil, ze byly one podwyzszone w ci¢zkim PE
W poréwnaniu z prawidlowa cigza. Zauwazono ponadto, ze wzrost stezenia VCAM-1
wydaje sie¢ wskazywac na uszkodzenie komorek srodblonka i aktywacje leukocytow (15),
co bylo zbiezne z wynikami odnotowanymi przez innych badaczy (89). Jednak wsrod
wynikow badan czasteczek adhezyjnych w PE i1 IUGR, mozna znalez¢ takie, ktore
wskazuja, ze poziomy sVCAM-1 w PE nie roéznig si¢ w pordwnaniu ze zdrowymi

ciezarnymi (83,90).

W badaniu prowadzonym w ramach rozprawy zaobserwowano podwyzszone
stezenia sICAM-1 w grupach IUGR i IUGR+PE. Najwyzsze stezenie sICAM-1
wystgpowalo u cigzarnych z grupy IUGR+PE 1 bylo ono istotnie wyzsze w porownaniu
z grupa IUGR. Ponadto, ci¢zarne z obu tych grup wykazywaly dwu- a nawet trzykrotnie
wyzsze stezenia sSICAM w porownaniu z grupg KONTROLA. Podczas prawidlowo
przebiegajacej cigzy zmniejszenie ekspresji  molekut adhezyjnych s$rodblonka

naczyniowego minimalizuje adhezje leukocytow do Srodblonka, a tym samym zapewnia
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drozno$¢ i1 utrzymanie przeplywu krwi w tetnicach spiralnych. Natomiast, w IUGR oraz
IUGR+PE, poziomy sICAM-1 i sSVCAM-1 w osoczu sg zwigkszone, co moze ulatwiaé
adhezj¢ leukocytow i zmniejszaé przeplyw krwi w tetnicach spiralnych, co postuluja
niektorzy badacze (13,91). Ponadto prowadzone w Katedrze badania ujawnity, ze stezenie
SVCAM-1 moze narasta¢ w miar¢ nasilania stopnia zaawansowania IUGR. Do tej pory
(15) dowiodl, ze SVCAM-1 moze by¢ przydatny w przewidywaniu ci¢zkosci PE.
W ramach rozprawy nie oceniano zaawansowania PE, ale badania nasze i Kim dowodza,
ze sVCAM-1 moze by¢ uzyteczny w kontekScie oceny zaawansowania patologii

zwigzanych z IUGR oraz [IUGR+PE.

W obecnym badaniu stezenia SICAM-1 i SVCAM-1 narastaly pod wptywem
zapalenia. Posrednio mozna to stwierdzi¢ w oparciu o wyniki korelacji, gdzie st¢zanie obu
czasteczek wykazywaly zaleznos¢ o charakterze umiarkowanej dodatnie korelacji ze
stezeniem hsCRP. Dodatkowo zaobserwowano zalezno$¢ o charakterze silnej dodatniej
korelacji pomiedzy stezeniami sSICAM-1 i SVCAM-1, co jest zgodne z wiedzg na temat
tych czasteczek. Ponadto, ujawniono, istnienie zaleznosci o charakterze umiarkowanych
dodatnich korelacji pomiedzy st¢zeniami sICAM-1, sVCAM-1 a eozynofilami.
Z pozostalymi rodzajami krwinek biatych takich zalezno$ci nie wykryto. Mtali w swoich
badaniach ujawnit istnienie odwrotnej zalezno$¢ pomig¢dzy stezeniem IL-6 a eozynofilami
w grupie ci¢zarnych z nadci$nieniem (92). W obecnych badaniach tendencja wydaje si¢
by¢ odwrotna, skoro jednocze$nie zauwazono, ze stezenia SVCAM-1 i SICAM-1 narastaty
wraz ze wzrostem hsCRP, oznacza to, ze czynnik zapalny najprawdopodobniej nasilat
powstawanie from rozpuszczalnych czasteczek adhezyjnych. Jest to zgodne z tym co
powszechnie wiadomo na temat tworzenia form rozpuszczalnych czasteczek adhezyjnych,
ktére powstaja na skutek zadziatania czynnika uszkadzajagcego na zakotwiczone w blonie
komoérkowej czasteczki, to z kolei powoduje proteoliz¢ i oderwanie si¢ fragmentow do
krwioobiegu, co jest rdwnoznaczne z powstaniem form rozpuszczalnych. Czynnikiem
uszkadzajacym moglby by¢ proces zapalny. Skoro uwalnianie do krwioobiegu czasteczek
adhezyjnych bylo nasilone przez zapalenie, to zaleznos$¢ eozynofile i czasteczki adhezyjne
musiata by¢ w pewnym sensie tez zalezna od procesu zapalnego, skoro wykrylismy
dodatnig zaleznos¢ pomigdzy ICAM-1, VCAM-1 a liczbg eozynofilow. W tej sytuacji
nalezaloby si¢ spodziewaé zaleznosci wprost proporcjonalnej pomigdzy IL-6,

wielofunkcyjng prozapalna cytoking (nicoznaczana w obecnym badaniu), a eozynofiliami.
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Wydaje si¢ zatem, ze nadci$nienie u ci¢zarnych pomimo pewnych cech wspdlnych z IUGR

i1 PE, ma inne podioze.

Wysoka ekspresja VCAM-1 jest odpowiedzialna za aktywacje ptytek krwi
i leukocytow co w efekcie prowadzi do przylaczenie duzej liczby leukocytow do komorek
srodblonka, powodujac w ten sposob jego uszkodzenie. Podczas interakcji leukocyt-
srodbtonek limfocyty przylaczaja sie gtownie do ICAM-1 i VCAM-1, podczas gdy
neutrofile wigzg si¢ z ICAM-1. Interakcja leukocyt - ptytka - $rodblonek odgrywa
kluczowa role w homeostazie i mechanizmach obronnych. W PE dochodzi do zaburzonej
przebudowy tetnic spiralnych macicy co w efekcie prowadzi do nieprawidlowej inwazji
trofoblastow. Skutkiem tego jest indukowane niedotlenienie niedokrwienne w tozysku.
Jednym z czynnikéw powodujacych taki stan rzeczy mogg by¢ czasteczki adhezyjne
(SVCAM-1). Odgrywaja one niezwykle istotng role we wczesnym rozwoju lozyska
1 inwazji trofoblastow w §ciang macicy. Podczas procesu inwazji naczyniowej poprzez
ekspresje zestawu czasteczek adhezyjnych cytotrofoblasty stymulujac $rodbtonek
przyjmuja fenotyp naczyniowy. Nieprawidlowa ekspresja czasteczek adhezyjnych moze
skutkowa¢ nieprawidlowym zagniezdzeniem 1 ograniczong inwazjg wewnatrznaczyniowg
(93). W zwigzku z tym zwigkszona ekspresja czgsteczek adhezyjnych prowadzi do
nieprawidlowego funkcjonowania naczyn krwionos$nych, ktore przez szereg
patologicznych mechanizméw indukuja pojawienie si¢ klinicznych wykladnikow PE
takich jak nadci$nienie, biatkomocz, obrzg¢k i inne (83,94). Pojawiajg si¢ hipotezy, ze
podobny mechanizm przyczynia si¢ do rozwoju IUGR. Powigzane jest to z nieprawidlowg

inwazjg trofoblastu powodujacej niewydolno$¢ fozyska (72,82).

Ponadto zwickszona ekspresja sVCAM-1 spowodowana zaburzonym ukrwieniem
fozyska nasila procesy prowadzace do zwyrodnienia a nastepnie martwicy i ztuszczania
komorek $rodblonka co poglebia niedotlenienie spowodowane niedokrwieniem tozyska.
Niska perfuzja w tozysku jest rowniez odpowiedzialna za nieprawidlowy rozwoj tozyska
1 moze prowadzi¢ do rozwoju wewnatrzmacicznego ograniczenia wzrastania plodu. Liczne
prace potwierdzaja, ze oznaczanie stezen czastek adhezyjnych (VCAM-1) moze pomoc
wyjasni¢ patomechanizm PE i [UGR. Dodatkowo brak wzrostu st¢zenia wspomnianych
czasteczek adhezyjnych w nadci$nieniu indukowanym cigza sprawia, ze sSICAM, sSVCAM

moga zostac uzyte jako potencjalne marker rozwoju PE (15,72,83,95,96).
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Ponadto badacze ci wykazali, ze rozpuszczalne czasteczki adhezyjne takie jak
SVCAM-1, sICAM-1 wykrywane sa w wyzszych stezeniach w osoczu wszystkich kobiet
ciezarnych, zaro6wno zdrowych jak i tych chorych. Sugeruje to, ze by¢é moze wzrost
stezenia czasteczek adhezyjnych w przebiegu cigzy mozna potraktowac jako stan
fizjologiczny. Nalezy podkresli¢, ze uwaza si¢, ze obecno$¢ w krazeniu zluszczonych
z powierzchni endotelium wspomnianych czasteczek adhezyjnych moze by¢ z jednej
strony dowodem na aktywacje srodbtonka 1 wspotistnienie stanu zapalnego, a z drugiej
moze byc¢ to nastgpstwo uszkodzenia komoérek endotelium. Jesli tak, to wydaje si¢ bardziej
prawdopodobne wyjasnienie, iz wzrost stezenia czasteczek adhezyjnych w przebiegu cigz
powiktanych PE lub IUGR+PE jest efektem aktywacji 1 lokalnego stanu zapalnego, niz
uszkodzenia komoérek $rodbtonka. Trudno byloby bowiem zalozy¢, skoro cigza to stan
fizjologiczny, ze dochodzi w jej przebiegu do patologii, jaka jest uszkodzenie srédblonka.
Raczej w tej sytuacji wydaje si¢ bardziej prawdopodobne, ze u zdrowych ciezarnych moze
dochodzi do kontrolowanej aktywacji srodblonka i by¢ moze lokalnego stanu zapalnego,
rozumianego jako pewna odpowiedz ze strony organizmu kobiety. W naszych badaniach,
na podstawie analizy st¢zenia hsCRP w surowicy ciezarnych, wida¢ wyraznie, ze kobiety
w cigzy powiktanej PE lub I[UGR+PE charakteryzujg si¢ wyzszymi $rednimi st¢zeniami
tego markera stanu zapalnego w poroOwnaniu z ci¢zarnymi zdrowymi, co takze zdaje si¢
potwierdza¢ znaczenie dysfunkcji $rodblonka, zarowno o charakterze aktywacji, jak
i uszkodzenia w nast¢pstwie m.in. Stanu zapalnego w badanej patologii. Ponadto
w obecnym badaniu zauwazono zalezno$¢, cho¢ jedynie o charakterze stabej dodatniej
korelacji pomiedzy stezeniem sVCAM-1 a BMI ciezarnych sprzed cigzy. Moze to
Swiadczy¢ o udziale zaburzen metabolicznych w patologii §rodbtonka, co jest powszechnie

akceptowanym zwigzkiem przyczynowo - skutkowym.
hsCRP

A teraz przyjrzymy si¢ zapaleniu w IUGR i IUGR+PE. W badaniach prowadzonych
w ramach tej rozprawy 0znaczono metoda wysoce czulg stezenie CRP. Jest to biatko ostre;j
fazy produkowane glownie w hepatocytach w odpowiedzi na stan zapalny, uszkodzenie
tkanek czy tez infekcje. Jego prawidlowe lub nieznacznie podwyzszone poziomy mozna
zaobserwowac w stanach takich jak depresja, otylo$¢, tagodne zapalenia dzigset, u palaczy
tytoniu a takze podczas prawidlowo przebiegajacej ciazy. W przypadku ogdlnoustrojowe;j
reakcji zapalnej, chordb nowotworowych czy zawalu dochodzi do umiarkowanego

wzrostu, a infekcje, w tym ostre infekcje bakteryjne moga spowodowac bardzo
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podwyzszenie wartosci CRP (97). Powoduje to, ze uzycie samego hsCRP jako
potencjalnego markera jest kontrowersyjne, i konieczne jest wykluczenie wszystkich
czynnikéw mogacych mie¢ wptyw na jego wzrost przed dalsza oceng zaleznos$ci mi¢dzy
jego stezeniem a obecnoscig IUGR czy PE. Wzrost stezenia CRP najczesciej obserwuje sie
w cigzach zwigzanych ze stanem zapalnym czy powiklanych przedwczesnym peknigciem
blon ptodowych (98). Jednakze wigkszo$¢ badaczy podczas prawidlowo przebiegajace;j
cigzy obserwuje statystycznie istotne zwigkszenie stezenia CRP w odniesieniu do grupy
kobiet nie bedgcych w cigzy (96,99). W chwili obecnej pojawia sie coraz wigcej dowodow
swiadczacych o tym, ze PE jak 1 IUGR s3 chorobami, w ktérych jednym z czynnikdéw
etiologicznych jest stan zapalny (100,101). W swoim badaniu Farzadnia i wsp. wykazali,
ze poziomy hsCRP sg znaczaco wyzsze u kobiet z tagodnym i ciezkim PE, w odniesieniu
do grupy cigzarnych z prawidlowym ci$nieniem w podobnym wieku cigzowym, a st¢zenia
hsCRP osiggaly najwyzsze wartosci w przypadku cigzkiego PE. Hwang i wsp. zbadali
zalezno$¢ stezenia hsCRP od wieku cigzowego. Mimo braku rdznic istotnych statystycznie
widoczny byl stopniowy wzrost stezenia w miar¢ trwania cigzy. Ponadto Hwang 1 wsp.
wykazali istotne statystycznie roznice w st¢zeniu hsCRP miedzy grupg kobiet zdrowych
migdzy 30 a 39 tygodniem cigzy a grupa kobiet z cigzkim PE. Sugeruje to mozliwos¢
wykorzystania hsCRP jako markera nasilenia choroby w ciezkiej postaci PE (102).

Zaznaczy¢ nalezy, ze nie wszystkie publikacje sg jednomys$lne w kwestii wzrostu
stezenia hsCRP w przebiegu PE i IUGR. W swojej pracy Kara i wsp. nie zaobserwowali
zadnych roznic istotnych statystycznie w odniesieniu do grupy kontrolnej zarowno
w przypadku PE jak i IUGR (101), podobnie jak Stefanovi¢ i wsp. ktory rowniez
w przypadku PE nie zaobserwowat wzrostu hsCRP (103). Wyjasnieniem tego moze by¢
fakt, Zze cigza sama w sobie jest postrzegana jako proces zapalny, a wahania
poszczeg6lnych markerow stanu zapalnego moga by¢ maskowane przez sama cigzeg.
W patogenezie PE i IUGR istotne znaczenie moze odgrywac nie ogolnoustrojowe a lokalne

subkliniczne zapalenie, ktorego wykrycie moze by¢ diagnostycznie utrudnione (101).

Auer i wsp. w swojej pracy podjeli sie analizy biatek i ich modyfikacji w przebiegu
PE 1 IUGR w celu poszukiwania nowych potencjalnych markeréw tych schorzen.
W uzyskanych wynikach zaobserwowano znaczacy wzrost CRP w PE 1 nieznaczny
w IUGR. W przypadku PE wraz z IUGR wyniki badan wykazaty obnizenie stezenia CRP,
a takze innych bialek, a stezenie CRP bylo nawet nieznacznie nizsze niz w grupie

kontrolnej. Na tej podstawie Auer i wsp. wysnuli hipoteze, ze IUGR moze powodowaé
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zmniejszenie st¢zenia CRP w celu ochrony organizmu matki przed niekorzystnym

wplywem reakcji ostrej fazy podczas PE (104).

W badaniach Tjoa i wsp. wykazali podwyzszone stezenia hsCRP miedzy 10 a 14
tygodniem cigzy w grupach kobiet, u ktérych rozwingt si¢ PE. Podwyzszone wyniki
zaobserwowano rowniez w grupie ci¢zarnych, ktore urodzity dziecko z cechami IUGR.
Grupy zostaly indywidualnie dopasowane w celu wyeliminowania wptywu czynnikow
takich jak wiek kobiety, czy termin porodu. Jest to potwierdzeniem faktu, ze wspolnym
czynnikiem etiologicznym PE jak i IUGR jest dysfunkcja tozyska zaczynajaca si¢ od
dysfunkcji trofoblastu. W obu zaburzeniach cigzy modyfikacja tetnic spiralnych matki jest
powaznie ograniczona. Ponadto wspdlnym elementem laczacym te zaburzenia moze by¢
apoptoza. Biorgc pod uwage zwigzek CRP z apoptoza oraz zwigzek apoptozy z PE,
podwyzszone stezenia hsCRP zarowno w IUGR jak i PE mogg odzwierciedla¢ lokalne
zmiany funkcji lozyska zwigzane z apoptoza, a niekoniecznie z ogdlnoustrojowym stanem
zapalnym (105). Lozyska zaréwno w PE, jak i IUGR, charakteryzuja si¢ wysokim
wskaznikiem apoptozy (106,107). W zwigzku z tym faktem wysoki wskaznik
apoptotyczny w tozysku PE i IUGR moze prowadzi¢ do zwigkszonego uwalniania CRP,
poniewaz uwaza si¢, ze¢ CRP dziata jako ,,zmiatacz” chromatyny uwalnianej z komorek
apoptotycznych
1 moze stymulowa¢ usuwanie komoérek apoptotycznych poprzez promowanie fagocytozy.
Dzigki temu oznaczanie st¢zenia hsCRP pomigdzy 10 a 14 tygodniem cigzy mogloby
dostarczy¢ informacji o pierwszych oznakach uszkodzenia tozyska, jednakze ze wzgledu
na subtelne zmiany, samo hsCRP moze by¢ niewystarczajace do samodzielnej oceny

ryzyka (105).

W niniejszej pracy, wykazano roznice w zakresie hsCRP pomiedzy cigzarnymi
z grupy KONTROLA, a cigzarnymi z grup IUGR i IUGR+PE. Cigzarne z grup IUGR
1 IUGR+PE charakteryzowaly si¢ dwu-, a nawet trzykrotnie wyzszymi st¢zeniami hsCRP
W surowicy w porOwnaniu z ci¢zarnymi bez stwierdzonej patologii. Z kolei nie
zaobserwowano réznic w tym zakresie pomigdzy grupami IUGR i IUGR+PE, cho¢
ciezarne z IUGR wykazywaly tendencje do wyzszych $§rednich warto$ci w poréwnaniu
z grupa IUGR+PE. Mozna wigc stwierdzi¢, ze hsCRP w obecnym badaniu mégiby by¢
wykorzystany do przewidywania wystgpienia ITUGR i IUGR+PE rozumianych jako
patologie o podlozu zapalnym, o charakterze lokalnym. Nie stwierdzono bowiem istotnego

wzrostu liczby leukocytow w morfologii krwi w zadnej z badanych grup. Wyniki naszych

92



badan raczej sg blizsze potwierdzenia teorii Tjoa i wsp. (105), ze wyzsze stezenia hsCRP
moga odzwierciedla¢ lokalne zmiany funkcji tozyska zwigzane z apoptoza i ewentualnie z

lokalnym procesem zapalnym, a nie z uogélnionym zapaleniem.
Trombomodulina (TM)

Kolejng czasteczka oceniang w rozprawie byta trombomodulina, podobnie jak VCAM-1
i ICAM-1 jest ona obecna na srodblonku tetnic, zyt i naczyn wlosowatych matki i ptodu,
a takze w lozysku oraz scyntiotrofoblascie, a jej stezenia moga by¢ oceniane w surowicy.
TM ma wlasciwosci antykoagulacyjne, ale takze bezposrednio wptywa na proliferacje
komorek, angiogeneze, adhezje komorek oraz stan zapalny. TM odgrywa istotng role
w utrzymaniu drozno$ci wewnatrznaczyniowej ze wzgledu na jej wlasciwosci
przeciwzakrzepowe, przeciwzapalne i cytoprotekcyjne. Jednak w stanach patologicznych,
takich jak posocznica i ogoélnoustrojowe zapalenie, ekspresja TM w $rdédblonku jest

obnizona, a jej funkcja uposledzona (108).

Z kolei stezenia TM w cigzy normotensyjnej pozostawaly niezmienione

w stosunku do wartosci prawidlowych (109,110).

W badaniach dotyczacych PE zaobserwowano podwyzszone st¢zenie STM
w surowicy matki. Lozysko jest mozliwym zrodlem STM, co moze skutkowac
zmniejszeniem dostepnej TM na syncytiotrofoblastach (16,111). W konsekwencji moze to
przyczynia¢ sie¢ do zaburzenia rownowagi angiogennej, czyli procesu tworzenia nowych
naczyn, co jest kluczowe dla prawidlowego rozwoju ptodu. Wskazuje si¢, z¢ TM jest
uwalniana do osocza po uszkodzeniu komorek $rodblonka, i jej zwigkszone poziomy
W surowicy powinny by¢ interpretowane jako informacja raczej o uszkodzeniu, a nie
jedynie aktywacji $rodblonka. Potwierdzaja to wyniki badan uzyskane przez Hayashi
1 wsp. gdzie zaobserwowane zostaly podwyzszone stezenia TM zar6wno w osoczu jak
1 probkach moczu, a stgzenia byly tym wyzsze im cigzszy byl przebieg stanu
przedrzucawkowego (112). Rowniez badania Prochazka i wsp. potwierdzaja Scista

zalezno$¢ pomiedzy nasileniem choroby a st¢zeniem TM (35).

Z drugiej strony pamigta¢ nalezy 0 fakcie, ze stan zapalny i stres oksydacyjny
przebiegajace w obrebie $rodblonka takze mogg przyczyniac¢ si¢ do uwolnienia TM do

krazenia co jednoczesnie powoduje spadek jej ekspresji na powierzchni $rodblonka
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(16,113). Uwaza sie, ze stezenie STM mozna wykorzystywa¢ do monitorowania stanow

zapalnych (16), co zostalo szerzej przedstawione we wprowadzeniu niniejszej rozprawy.

Trzeba tez dodaé, ze wiadomo, iz VEGF stymuluje ekspresje trombomoduliny.
Czyli mogloby to oznaczaé, ze wyjasnienie tego zagadnienia jest o wiele bardziej
skomplikowane. Skoro stezenie sTM jest wysokie i prowadzi do zmniejszenia ekspresji
TM na powierzchni komoérek endotelium, to dlaczego VEGF nie zwigksza ekspresji TM
na powierzchni $rodblonka? Jedng z odpowiedzi znajdujemy w naszej publikacji (71)
a mianowicie tam st¢zenia VEGF w surowicy krwi grup [IUGR 1 IUGR +PE byly kilka razy
nizsze niz w grupie cigzarnych bez patologii. Wiadomo, ze VEGF warunkuje niepowiklany
przebieg cigzy i1 prawidlowe wzrastanie ptodu, poprzez wplyw na angiogeneze, napiecie
mies$ni macicy w cigzy, czy prawidlowy rozwoj tzw. jednostki maciczno-tozyskowej (114).

Sugerowatoby to ztozony mechanizm, wptyw tozyskowy i1 §rédbtonkowy.

W obecnym badaniu st¢zenie sTM bylo najwyzsze w grupie IUGR+PE
1 zdecydowanie wyzsze w grupach IUGR 1 [IUGR+PE w poroéwnaniu z grupg KONTROLA.
Istniaty tez istotne r6znice pomiedzy IUGR i [IUGR+PE. Oznacza to, ze stezenie sTM
mogloby postuzy¢ jako biomarker dla patologii IUGR 1 IUGR+PE, jednocze$nie moze
ulatwi¢ réznicowanie pomigedzy IUGR 1 IUGR+PE. Analiza korelacji wykazata stabg
dodatnig zalezno$¢ z SICAM, co zgadza si¢ z koncepcja powstawania obu czgsteczek pod

wplywem podobnego czynnika.
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Czynnik von Willebranda (VWF)

Kolejng analizowang czasteczka, istotng z punktu widzenia ukladu krzepnigcia i roli
srodbtonka byt VWF, petnigcy funkcje hemostatyczna, poprzez wigzanie si¢ z czynnikiem
VI i stabilizowanie go w krazeniu. Bierze on udziat takze w adhezji i agregacji plytek
krwi. vVWF znajduje si¢ rowniez w réznych komodrkach i strefach lozyska, w tym
w syncytiotrofoblastach i srodblonku (115). Podobnie jak SICAM-1 i sVCAM-1, czynnik
VWF w ostatnich latach jest uwazany przez wielu badaczy za biomarker aktywacji lub
uszkodzenia komorek srodblonka, zwigzany z niedotlenieniem lozyska, co w swoim
badaniu potwierdzit m.in. Bosco i wsp. oraz Prochazka i wsp. (35,115). Badacze ci
wykazali wzrost ekspresji VWF w lozysku. Niedotlenione tozysko powoduje wzrost
srodblonkowego czynnika wzrostu (VEGF), ktory sprawia, ze scyntiotrofoblast moze by¢
poréwnywany wowczas do s$rodblonka, lub zachowywac si¢ tak jak s$rodblonek
i

w warunkach niedotlenienia uwalnia¢ vVWF w wyniku stymulacji przez VEGF (115).
Co cickawe, w badaniach, ktore zostaly opublikowane, ale nie sg czescig rozprawy (71)
zaobserwowano, zdecydowanie nizsze stezenia w [UGR oraz [UGR+PE w poréwnaniu z

kontrola.

Z kolei Celik i wsp. jako jeden z pierwszych zespoldw zbadat ekspresje vVWF
u pacjentek z IUGR (36). Pomimo braku istotno$ci statystycznej zaobserwowana zostata
zwiekszona ekspresja vVWF w IUGR w porownaniu z normalnymi cigzami, co wyjasniano
wspomniang juz stymulacja wydzielania vVWF przez VEGF w wyniku niedostatecznego

ukrwienia fozyska.

W badaniu, ktore stato si¢ podstawa niniejszej rozprawy, najwyzsze stezenie VWF
stwierdzono w grupie IUGR, a najnizsze wsrdd cigzarnych z grupy KONTROLA. Grupy
IUGR oraz IUGR+PE charakteryzowaty si¢ zdecydowanie wyzszymi st¢zeniami VWF
w porownaniu z grupa KONTROLA. Natomiast nie zaobserwowano statystycznie istotnej
r6éznicy pomigdzy grupami [UGR+PE 1 IUGR, jednak ci¢zarne z grupy [IUGR wykazywaty

tendencje do nieco wyzszych warto$ci vVWF w surowicy krwi w odniesieniu do [UGR+PE.

Dodatkowo zaobserwowano istnienie zaleznosci o charakterze stabych dodatnich
korelacji pomiedzy VWF a sTM; vWF a PAI-1 (oba czynniki prozakrzepowe);
umiarkowanej dodatniej korelacji pomigdzy vVWF a TFPI; i silnej dodatniej korelacji

pomiedzy vWF a tPa. Ta ostatnia silna korelacja pomiedzy vWF 1 tPA ukazuje
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»determinacj¢” organizmu do utrzymania réwnowagi w zakresie hemostazy, gdzie wraz
z nasileniem stezenia prozakrzepowego VWF wzrasta stezenie fibrynolitycznego tPa.
Podobnie mozna interpretowaé obserwowang w badaniu zalezno$¢ pomiedzy vWF a sTM

oraz VWF a przeciwzakrzepowym TFPI.

tPA i PAI

Poza wspomniang tendencjg do nadkrzepliwos$ci, w czasie cigzy zachodzg rowniez zmiany
w uktadzie fibrynolitycznym. Prawidlowa cigza wigze si¢ ze wzrostem poziomu w 0soczu
aktywatorow  plazminogenu: tkankowego aktywatora plazminogenu  (t-PA),
urokinazowego aktywatora plazminogenu (u-PA), a takze inhibitorow aktywatora
plazminogenu typu 1 (PAI -1) i typu 2 (PAI-2) (116).

tPA jest wytwarzany przez komorki srédbtonka, wydzielany lokalnie w odpowiedzi
na uszkodzenie srédblonka, a w obecnosci fibryny jest silnym aktywatorem plazminogenu
biorgcego udziat w degradacji fibryny (117). W trakcie cigzy dochodzi do wzrostu stezenia
tPA w trzecim trymestrze, a podwyzszone st¢zenia moga si¢ utrzymywac do 8 tygodni po
porodzie (76,118). Wzrost st¢zenia PAI-1 powoduje iz przewyzsza on st¢zenie t-PA,
a w czasie cigzy utrzymuje si¢ tendencja do stanu prokoagulacji. Dodatkowym
wyjasnieniem nadkrzepliwo$ci moze by¢ inaktywacja tPA przez PAI-1 przez tworzenie
kompleksow tPA-PAI-1 (37,118). Jest to naturalny mechanizm majacy na celu
zabezpieczenie organizmu kobiety podczas cigzy, a przede wszystkim porodu, ktéry

zwigzany jest ze wzrostem ryzyka nadmiernego krwawienia.

W obecnym badaniu wykazano istotnie wyzsze stezenia tPA w grupie IUGR+PE
w poréwnaniu z wynikami KONTROLI. Pomimo réznic w zakresie pojedynczych
pacjentek z grupy IUGR, ktorych stezenia tPA wydawaly si¢ wyzsze niz u wigkszosci
pacjentek z grupy [IUGR+PE, to jednak analiza statystyczna nie wykazala aby grupy [IUGR
1 IUGR+PE ro6znily si¢ istotnie statystycznie pomig¢dzy soba w zakresie S$rednich
surowiczych st¢zen tPA. Stad wydaje sie, ze tPA nie moze stuzy¢ do rdéznicowania tych

dwoch zaburzen.

Obserwowane przez nas zmiany stezen tPA sg zgodne z innymi wynikami prac. Belo
I wsp., zauwazyli wzrost tPA w PE w stosunku do stgzen obserwowanych podczas
prawidtlowo przebiegajacej cigzy (37). Podobnie Catarino i wsp. wykazali zwigkszone
poziomy tPA w grupie ci¢zarnych powiklanych PE, a takze dodatniag korelacje
z bialkomoczem bedacym znanym markerem nasilenia PE. We wspomnianym badaniu
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stwierdzone zostaly rowniez podwyzszone poziomy PAI-1, o ktorym mowa w dalszej
czesci dyskusji (119). Takze badania Gilaberta i wsp. potwierdzajg istnienie wzrostu tPA
podczas cigzy powiklanej zarowno IUGR jak i PE, jednak podobnie jak w innych
publikacjach poziomy PAI-1 przewyzszaty tPA, co przemawia za obnizeniem fibrynolizy

i stanem nadkrzepliwosci, ktore moga prowadzi¢ do rozwoju badanych schorzen (120).

Ponadto w naszych badaniach zaobserwowano silng dodatnig korelacj¢ pomigdzy

tPA a vWF, co zostalo omowione wczesnie;.

Stan hipofibrynolityczny obserwowany podczas prawidlowo przebiegajacej ciazy
zwigzany jest ze wzrostem inhibitorow fibrynolitycznych takich jak m.in.: PAI-1 1 PAI-2.
PAI-1 jest gldwnym inhibitorem tPA w osoczu podczas cigzy. Co ciekawe, w naszych
badaniach, nie zauwazyliSmy istotnych zalezno$ci pomigdzy tymi dwoma biatkami. Czyni
to badania w tym zakresie jeszcze bardziej skomplikowanymi.

PAI-1 jest wytwarzany nie tylko przez komorki $rodblonka, ale takze aktywowane
plytki krwi, naczynia krwionos$ne i trofoblasty (37). Jego podwyzszony poziom moze by¢
spowodowany hiperprodukcjg PAI-1 w r6znych miejscach ustroju, w tym trzewnych
adipocytach i hepatocytach (39,121). PAI-1 wzrasta w roéznych zaburzeniach
charakteryzujacych si¢ nadcisnieniem 1 uszkodzeniem nerek. Zwigkszone stezenie PAI-1
sprzyja uwalnianiu czynnikéw wzrostu pochodzacych z ptytek krwi, o ktérych wiadomo,
ze odgrywaja wazng rol¢ w uszkodzeniu naczyn (37). PAI-1 moze by¢ wykorzystywany
jako posredni marker funkcji sSrodblonka 1 moze rowniez odzwierciedla¢ aktywacje ptytek
krwi i uszkodzenie nerek (39). Cytotrofoblasty izolowane z tfozyska z cigz powiktanych
IUGR wraz z PE wykazywaly wyzszy poziom PAI-1 i obnizone poziomy t-PA
w porownaniu z trofoblastami z normalnej cigzy.

Wiadomo, ze podczas prawidlowo przebiegajacej cigzy poziom PAI-1 w osoczu
stopniowo wzrasta w drugim trymestrze cigzy i osigga maksimum w 32—40 tygodniu cigzy.
W ciaggu 5-8 tygodni po porodzie poziomy PAI-1 ponownie spadaja do pozioméw sprzed
zaj$cia w cigz¢. Maksymalne stg¢zenie PAI-1 w ostatnim trymestrze cigzy jest okoto 3-5
razy wyzsze niz u kobiet niebedacych w cigzy (122). Ponadto w cigzy PAI-1 jest takze
wydzielany przez syncytiotrofoblast, gdzie jego podwyzszone poziomy mRNA zostaly
histologicznie okreslone w tozysku z PE i [IUGR (40).

Inwazja trofoblastow na granicy matka-ptod jest kluczowym procesem podczas
implantacji zarodka, a podczas tego procesu cytotrofoblasty nabywaja wlasciwosci

inwazyjnych dzigki czemu mozliwe jest przemodelowania tkanek matczynych 1 tetnic
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spiralnych macicy. Proces ten jest dokladnie kontrolowany przez wiele czynnikow
produkowanych przez komorki matki i trofoblasty. PAI-1 jest gléwnym czynnikiem
przeciwinwazyjnym zapobiegajac inwazji trofoblastow poprzez hamowanie degradacji
macierzy pozakomorkowej, co prowadzi do gromadzenia si¢ fibryny po stronie matki. PAI-
1 moze rowniez odgrywac role w przebudowie tetnic spiralnych macicy matki (123).

Mimo tego iz mechanizmy odpowiedzialne za patogenez¢ PE sa stabo poznane badacze
sg zgodni, ze jednymi z istotnych czynnikow mogg by¢ hipoinwazja i nieudang konwersja
matczynych tetnic endometrium macicy w tozysku, z ktorych oba sg zwigzane z PAI-1
i PAI-2 (124).

Poziomy PAI-1 u matki w osoczu sg wyzsze u pacjentow z PE w drugim trymestrze
cigzy co w swoich badaniach zaobserwowali Bodova i wsp. (39), a jego poziomy mRNA
sa dodatnio skorelowane z nasileniem PE podczas 3541 tygodni cigzy (125). W swoim
badaniu Hunt i wsp. rowniez zaobserwowali podwyzszone stezenia PAI-1, t-PA a takze
SICAM-1 (111).

Stosunek PAI-1 do PAI-2 byt zwigckszony u kobiet z wczesnym stanem
przedrzucawkowym (24-32 tygodnie cigzowe) w porOwnaniu z grupg kontrolng, ale nie
z poznym PE (35-42 tygodnie cigzowe). Estelles i wsp. odkryli, ze zarowno antygenowe,
jak i funkcjonalne poziomy PAI-1 sg zwickszone, podczas gdy antygenowe i funkcjonalne
poziomy PAI-2 sa zmniejszone w trzecim trymestrze (>28 tygodni) w poréwnaniu ze
zdrowymi kontrolami (126). PAI-1 zostal uznany za potencjalnie przydatny predyktor PE
we wczesnym etapie rozwoju zaburzenia.

Z drugiej strony nalezy pamigta¢, ze nie wszystkie badania dotyczace PAI-1 wskazuja
na ich wzrost w cigzach patologicznych, na przyktad obserwowano zmniejszone (127) lub
niezmienione st¢zenia PAI-1 (128). Z kolei badania Wikstrom i wsp. oraz Udenze i wsp.
wskazywaly, ze podwyzszone stezenia PAI-1 sg obecne jedynie we wczesnym stanie
przedrzucawkowym. W p6znym stanie przedrzucawkowym w stosunku do p6znej kontroli
nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian (129), a nawet obserwowano
zmniejszenie si¢ stezen PAI-1 w drugim trymestrze cigzy (130).

W badaniach, ktore sa podstawg tej rozprawy st¢zenie PAI-1 w surowicy krwi byto
najwyzsze w surowicy ciezarnych z grupy IUGR+PE, a najnizsze wsrod cigzarnych
z grupy KONTROLA. Ponadto rdéznice pomigdzy ci¢zarnymi IUGR i IUGR+PE byty
statystycznie istotne, ci¢zarne z grupy IUGR+PE wykazywaly si¢ wyzszymi stezeniami
PAI w poréwnaniu z cigzarnymi z grupy IUGR. Czyli PAI-1 moznaby wykorzysta¢ do

réznicowania tych dwoch patologii. Dodatkowo stwierdzono zaleznos$ci, o charakterze
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stabych dodatnich korelacji pomiedzy PAI-1 i hsCRP, PAI-1 i STM; oraz umiarkowanych
dodatnich korelacji pomi¢dzy PAI-1 i SVCAM-1oraz PAI-1 i sSICAM-1.
Moze to stanowi¢ potwierdzenie hipotezy o wzroscie PAI-1 w wyniku aktywacji

srédblonka, ale tez w nastepstwie uszkodzenia komérek endotelialnych.

Inhibitor szlaku czynnika tkankowego (TFPI)

Ostatnim badanym markerem byt inhibitor szlaku czynnika tkankowego (TFPI), ktory
odgrywa kluczowa role w hemostazie poprzez regulacje kaskady krzepnigcia inicjowane;]
przez czynnik tkankowy (TF). W zwigzku z faktem, ze jest obecny w komorkach
srodblonka oraz trofoblastach, TFPI ma szczegdlne znaczenie w przypadku uszkodzen na
poziomie fozyska 1 w przypadku zaburzonej rownowagi TF/TFPI bra¢ udziat w cigzowych
powiktaniach naczyniowych w wyniku powstawania fibryny i trombiny (131). Implantacja
1 oddzielenie si¢ tozyska od S$ciany macicy stanowi powazne wyzwanie dla uktadu
hemostazy. Jest to wyjasnieniem wysokiego poziomu TF w nablonku macicy (132). TF
jest niezbedny do prawidlowej embriogenezy, angiogenezy, implantacji 1 zachowania
hemostazy (133). Ponadto sugeruje si¢, ze odgrywa kluczowa role w pierwszym trymestrze

aby zapobiec krwotokowi podczas wewnatrznaczyniowej inwazji trofoblastu (134).

W dostepnych pracach oceniane byly st¢zenia lub aktywnos$¢ zaréwno TF jak
i TFPI. Jednoczesna ocena TF i TFPI pozwala oceni¢ czy zachowana jest rownowaga
hemostatyczna. W przypadku zaburzen zwigzanych ze stanem nadkrzepliwosci takich jak
PE lub TUGR spodziewa¢ si¢ mozna wzrostu TF. Badania Godoi i wsp. nie potwierdzaja
tej hipotezy, gdyz zaobserwowano niezmienione poziomy stezen TF. Ponadto w przypadku
TFPI zauwazono jego wzrost w PE. Jak sugerujg autorzy moze wynikacé to z faktu, ze ocena
TF w osoczu nie odzwierciedla catego dostgpnego TF u kobiet w cigzy. Niestety
przeprowadzone do tej pory badania nie udzielaja jednoznacznej odpowiedzi na temat
udziatu TF i TFPI oraz znaczenia TF/TFPI w patogenezie PE i IUGR. Obserwowane byty
podwyzszone wartosci TF (27,42,127,135), lub tez niezmienione (136,137). W przypadku
TFPI wykazano st¢zenia zarowno podwyzszone (42), obnizone (138), a takze niezmienione

w patologii IUGR i PE(139).

W niniejszej pracy zbadane zostalo st¢zenie TFPI-1, a uzyskane wyniki nie

wykazaty istnienia réznic istotnych statystycznie pomigdzy badanymi grupami. Brak
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réznic w tym zakresie moze wynika¢ z faktu, ze osoczowy TFPI stanowi tylko niewielka
cze$¢ endogennej puli TFPI i moze nie odzwierciedla¢ jego potencjalu funkcjonalnego.
Uzyskane wyniki a takze doniesienia literaturowe nasuwaja spostrzezenie, ze catkowite

poziomy TFPI oznaczane w osoczu nie sg dobrym markerem PE w cigzy.

Dodatkowo w naszych badaniach zaobserwowano zaleznos¢ o charakterze

dodatniej umiarkowanej korelacji pomigdzy TFPI i vWF, co zostalo wczesniej omoéwione.

W oparciu o literature tematu 1 uzyskane wyniki stezen wybranych parametrow
w obecnym badaniu oraz w poprzednim badaniu (71) trudno jednoznacznie wskazaé, ze na
pewno w I[UGR 1 [UGR+PE dochodzi do zapalenia, albo tylko do uszkodzenia srodbtonka,
wydaje si¢, ze sprawa jest wieloaspektowa. Udzial w odpowiedzi majg tu takze tozysko
i angiogeneza. Na pewno obserwuje si¢ kaskade zmian w ukladzie krzepnigcia i usilne

proby organizmu aby nie dochodzito do zaburzen zaréwno w IUGR, jak i w IUGR+PE.
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WNIOSKI

W cigzach powiktanych wewnatrzmacicznym ograniczeniem wzrastania plodu jak
I wewnatrzmacicznym ograniczeniem wzrastania plodu powiklanym stanem
przedrzucawkowym dochodzi do dysfunkcji $rodblonka, o charakterze zardéwno
aktywacji jak i uszkodzenia.

Wozrost stezenia hsCRP oraz korelacja z SICAM-1 i SVCAM-1 wskazuje na udziat
stanu zapalnego w promowaniu dysfunkcji $rodblonka w wewnatrzmacicznym
ograniczeniu wzrastania ptodu jak i wewnatrzmacicznym ograniczeniu wzrastania

plodu powiktanym stanem przedrzucawkowym.

Zmiany stezen czasteczek sVCAM-1, sICAM-1, sTM, PAI-1, VWF moga by¢
przydatne w roéznicowaniu cigzarnych z wewnatrzmacicznym ograniczeniem
wzrastania plodu oraz wewnatrzmacicznym ograniczeniem wzrastania plodu
powiklanym stanem przedrzucawkowym z ci¢zarnymi, u ktorych nie stwierdza si¢

tych patologii.

Stezenia SVCAM-1, sICAM-1 oraz PAI-1 w surowicy krwi ci¢zarnych pozwalaja na
réznicowanie pomiedzy grupami z wewnatrzmacicznym ograniczeniem wzrastania
plodu a wewnatrzmacicznym ograniczeniem wzrastania plodu powiklanym stanem

przedrzucawkowym.
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7 STRESZCZENIE

Wewnatrzmaciczne ograniczenie wzrastania ptodu (IUGR) definiowane jest jako
wzrastanie ponizej genetycznie oczekiwanego potencjatu i dotyczy plodow, ktore nie
osiggaja potencjalnego optymalnego wzrostu i wielkosci oraz charakteryzuja si¢ dynamika
wzrastania, ktora nie odpowiada wiekowi cigzowemu. Dotyka ok. 2-15% populacji w
krajach wysoko rozwinigtych. Stan przedrzucawkowy (PE) to zespdl objawow
chorobowych charakteryzujacy si¢ podwyzszonym ci$nieniem t¢tniczym (powyzej 140/90
mmHg), ktéremu towarzyszy bialkomocz. Stan ten pojawia si¢ po 20 tygodniu cigzy, w
okresie porodu lub potogu, najczesciej po 37 tygodniu cigzy. Dotyka ok 3-10% populacji
krajow wysoko rozwinietych. W chwili obecnej nie sg znane bezposrednie przyczyny tych
zaburzen, proponowany jest wieloczynnikowy model ich rozwoju. Obejmuje on
dysfunkcje $rodblonka, nieprawidlowg inwazje trofoblastu, wystgpienie stresu
oksydacyjnego, wpltyw nadci$nienia tetniczego ale tez czynniki takie jak nikotynizm,

otylos¢, predyspozycje genetyczne.

Srodbtonek naczyniowy jest narzadem wydzielania wewnetrznego bioracym udziat
w wielu procesach biologicznych takich jak: hemostaza, zapalenie czy angiogeneza.
Syntetyzuje on substancje, ktore kontrolujg napigcie naczyniowe, adhezje i1 agregacje
plytek krwi, rozrost komorek migsni gladkich i1 tkanki tgcznej oraz procesy adhezji
leukocytow. Bierze tez aktywny udzial w zachowaniu réwnowagi pomiedzy krzepnieciem
a fibrynolizg przez produkcje czynnikow pro- i przeciwzakrzepowych. Ponadto bierze
udziat w procesie implantacji zarodka w $ciang macicy, a dysfunkcja srédbtonka w postaci
jego aktywacji czy uszkodzenia moze by¢ jednym z istotniejszych mechanizmoéw

prowadzacym do rozwoju IUGR oraz PE.

W niniejszej pracy ocenione zostaly parametry pro- i przeciwzakrzepowe takie jak:
STM, tPA, TFPI, PAI-1, vWF, czasteczki adhezyjne sSICAM-1, sSVCAM-1, ktore uznawane
sa za markery dysfunkcji (aktywacji, uszkodzenia) §rodblonka. Ponadto ocenie zostato
poddane hsCRP jako bardzo czuty marker stanu zapalnego, a takze parametry morfologii
krwi obwodowej, oraz wybrane parametry koagulologiczne. Oceniono probki pobrane od
74 cigzarnych, ktére podzielono na trzy grupy, tj. grupg¢ kontrolng, IUGR oraz I[UGR
powiktany PE.

Celem pracy byly: (1) ocena czy w cigzach powiktanych IUGR lub IUGR+PE
dochodzi do dysfunkcji srédblonka; (2) ocena czy w IUGR oraz IUGR+PE dochodzi do
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rozwoju stanu zapalnego, ktéry moze mie¢ udzial w promowaniu dysfunkcji §rodblonka;
(3) analiza przydatnosci rozpuszczalnych form czasteczek adhezyjnych oraz wybranych
czynnikow $rdédblonkowych, a takze hsCRP do roznicowania pomiedzy ci¢zarnymi z
IUGR oraz IUGR+PE a cigzarnymi bez tych patologii. Ponadto oceniono czy sposrod
badanych parametrow sg takie, ktore moglyby stuzy¢ do réznicowania pomiedzy IUGR i
IUGR+PE.

W uzyskanych wynikach nie zaobserwowano roznic istotnych statystycznie
w parametrach morfologii oraz wybranych parametrach koagulologicznych. Podobnie
w przypadku tPA oraz TFPI nie zaobserwowano rdznic istotnych statystycznie
w porownaniach wielokrotnych dla zadnej z grup badanych co pokazuje, ze parametry te
sa malo przydatne dla r6Zznicowania wspomnianych zaburzen. Dla hsCRP zaobserwowane
zostaty rdéznice istotne statystycznie pomigdzy wszystkimi grupami, a dodatkowo
zaobserwowano dodatnig korelacje pomiedzy stezeniami sSICAM-1, SVCAM-1 oraz PAI-
1 co jest potwierdzeniem doniesien o indukcji ich wydzielania przez biatko C-reaktywne.
Réwniez w przypadku sTM, PAI-1 oraz vWF zaobserwowane zostaly roznice istotne
statystycznie pomigdzy badanymi grupami, a w wigkszosci przypadkdw najwyzsze
stezenia byty obserwowane w przypadku IUGR powiktanego PE. Czasteczki adhezyjne,
ktorych wzrost uznawany jest za wyktadnik dysfunkcji §rédblonka osiggaly najwyzsze
stezenia rowniez w grupie IUGR powikltanym PE, a r6znice byty istotnie statystycznie
pomiedzy badanymi grupami. Ponadto poroéwnania wielokrotne dla sVCAM-1
w zaleznosci od stopnia IUGR wykazaty roznice istotne statystycznie pomiedzy 2 13 oraz
2 1 4 stopniem ci¢zkosci. Uzyskane wyniki oraz ich analiza statystyczna pozwolity na
sformutowanie wnioskow: w cigzach powiktanych IUGR jak i IUGR+PE dochodzi do
dysfunkcji srodbtonka, o charakterze zarowno aktywacji jak i uszkodzenia. Wzrost st¢zenia
hsCRP oraz korelacja z sSICAM-1 i sVCAM-1 wskazuje na udzial stanu zapalnego
w promowaniu dysfunkcji srédbtonka w IUGR oraz IUGR+PE. Zmiany st¢zen czasteczek
SVCAM-1, sICAM-1, sTM, PAI-1, vWF moga by¢ przydatne w roznicowaniu ci¢zarnych
z powikfaniem IUGR oraz IUGR+PE z cigzarnymi, u ktoérych nie stwierdza si¢ tych
patologii. Stezenia sVCAM-1, sICAM-1 oraz PAI-1 w surowicy krwi cigzarnych

pozwalaja na réznicowanie pomi¢dzy grupami IUGR a IUGR+PE.
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8 SUMMARY

Anti- and procoagulated action of the endothelium in a pregnancy complicated due
to preeclampsia condition and intrauterine growth restriction.

Intrauterine Growth Restriction (IUGR) is defined as the failure of a pregnancy
where fetal growth is below the genetically expected potential. It refers to fetuses that do
not reach their potential optimal growth and size and are characterized by growth dynamics
that do not correspond to the gestational age. It affects between 2% and 15% of the
population in highly developed countries. Preeclampsia (PE) is a group of symptoms
characterized by high blood pressure (over 140/90 mmHg) accompanied by proteinuria.
This condition starts to occur approximately no earlier than on the 20th week of pregnancy,
during labour or puerperium, however, most often after the 37th week of pregnancy. It
affects between 3% and 10% of the population of highly developed countries. At present,
the direct causes of these disorders are unknown, and a multifactor model of their
development is proposed. It includes endothelial dysfunction, abnormal trophoblast
invasion, the occurrence of oxidative stress, the influence of arterial hypertension, but also

factors such as smoking, obesity, and genetic predisposition.

The vascular endothelium is an endocrine organ that takes part in many biological
processes such as haemostasis, inflammation and angiogenesis. It synthesizes substances
that control vascular tone, adhesion and aggregation of platelets, the growth of smooth
muscle cells and connective tissue, and the adhesion processes of leukocytes. It also takes
an active part in maintaining the balance between coagulation and fibrinolysis by producing
pro and anticoagulant factors. Additionally, it is involved in embryo implantation into the
uterine wall; therefore, endothelial dysfunction in the form of its activation or damage may

be one of the most important mechanisms leading to the development of IUGR and PE.

In this study, pro- and anticoagulated parameters such as sTM, tPA, TFPI, PAI-1,
VWEF, sICAM-1 and sVCAM-1 adhesive molecules are considered markers of endothelial
dysfunction (activation, damage) were assessed. Moreover, hsCRP, which is a very
sensitive marker of inflammation and parameters of peripheral blood counts and selected

coagulological parameters, were evaluated as well. The study was performed on 74 women
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in the control group and also on women diagnosed with IUGR and IUGR complicated with
PE.

The aim of the study was: (1) to assess whether endothelial dysfunction occurs in
pregnancies complicated with TUGR or IUGR + PE; (2) assessing whether IUGR and
IUGR + PE develop inflammation that may contribute to the promotion of endothelial
dysfunction; (3) analysis of the suitability of soluble forms of adhesion molecules and
selected endothelial factors, as well as hsCRP for the differentiation between pregnant
women with [JUGR and IUGR + PE and those without these pathologies. Moreover, it was
assessed whether, among the examined parameters, some could be used to differentiate
between IUGR and IUGR + PE.

The obtained results did not show statistically significant differences in the
morphology and selected coagulological parameters. Similarly, in the case of tPA and
TFPI, no statistically significant differences were observed in multiple comparisons for any
of the study groups, which indicated that these parameters were of little use for the
differentiation of these disorders. For hsCRP, statistically significant differences were
observed between all groups, and additionally, a positive correlation was observed between
the concentrations of sSICAM-1, sVCAM-1 and PAI-1, which confirms the reports on the
induction of their secretion by C-reactive protein. Also, in the case of sTM, PAI-1 and
VWE, statistically significant differences were observed between the addressed groups. In
most cases, the highest concentrations were observed in the case of IUGR with PE.
Adhesive molecules, the growth of which is considered to be an indicator of endothelial
dysfunction, also reached the highest concentrations in the IUGR group with PE, and the
differences were statistically significant between the studied groups. Moreover, multiple
comparisons for sVCAM-1 depending on the degree of IUGR showed statistically
significant differences between the 2nd and the 3rd and between the 2nd and 4th severity.
The results and statistical analysis allowed for the formulation of conclusions: both in
IUGR and IUGR + PE complicated pregnancies, endothelial dysfunction occurs, both of
activation and damage. The increase in hsCRP concentration and correlation with SICAM-
1 and sVCAM-1 indicates the participation of inflammation in promoting endothelial
dysfunction in IUGR and IUGR + PE. Changes in the concentration of sSVCAM-1, sICAM-
1, sTM, PAI-1, vVWF molecules may help differentiate pregnant women with ITUGR and

IUGR + PE complications from those who do not have these pathologies. The
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concentrations of SVCAM-1, sICAM-1 and PAI-1 in the blood serum of pregnant women
allow for the differentiation between the IUGR and IUGR + PE groups.
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10 ZALACZNIKI

UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Maius tel. (+48 61) 854 62 51
ul. Fredry 10 fax. (+48 61) 854 61 07
61-701Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 1212/16

Na podstavie preepisiw Ustawy 2 dnia S grudnia 1996 r. o xmrodn:h lekarz i M.m,. dentysty (Dz. U. 2011, Nr 277, poz. 1634 2 poin. zm.); Rozporzydzenia Ministra Zdrowia i Opicki
Spolecznej z dnia 11 maja 1999r. w sprawie ia oraz trybu dzialania komisji bioetycznych (Dz. U. Nr 47, poz480); Ustawy z dnia 6
wrzeinia 2001r. Prawo farmaceutyczne (Dz U. 2008 Nr 45 ,m:. 271 ¢ [nﬁ.n. wm.); Roporuydzenia Ministra Finansiw z dnia 30 kwictnia 2004r. w sprawie obowigzkowego
ubezpieczenia odpowiedzialnosci cywilnej badacza i sponsora (Dz U. 2004 nr 101, poz 1034 2 poin. om.); Rozporyydzenia Ministra Finunsiw z dnia 18 maja 2005r. zmieniajqce
w sprawie i eywilnej badacza i sponsora (Dz U. Nr 101, por. 845); Rozporzydzenia Ministra Zdrowia : dnia 30 kwictnia
2004r. w sprawie sposobu py ia badasi klini 2 udzialem (Dz U. 2004 Nr 104, poz 1108); Rozporydzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwietnia 2004r. w
sprawie cigkiego nic dgialania produkiu leczniczego (Dz. U. Nr 104, poz. 1107); kn,;my,u.mz Minisira dewm 2 dnia 15 listopada 2010 r.
w sprawie woréw wnioskéw pmdundnmh w wigzku z badaniem klinicznym, wysokosci oplat za Joienie wnioskdw ora; konania badania kli
(Dz U. 2010r. nr 222 poz 1453,z pdf.n. m) Ustawy g dnia 20 nuqn 20!07 o wywbadl mztlycyl)'cll (Dz U. 2010r. nr mr [mz, 679, 2 pin. zm); R”wm,lume Ministra meséw z
dnia 6 patdziernika 2010 r. w sprawie i ? ()'mln:] sponsora i badacza Klini w owigku . badania Kli
wyrobiw (Dz. U. 2010, Nr 194 poz. 1290); Ustawa z dnia 18 marca 2011 r. o Urzgdsie Rej h, Wyrobdw duktéw Bi k (DzU. 2011
nr 82 poz. 451); Rozporgdznie Ministra Zdrowia z dnia 2 maja 2012r. w sprawie Dobrej Pmkoh n.mu.q (Dz U. 2012, poz 489); Rnwraulume Ministra Zdrowia t dnia 2 maja
2012¢. w sprawie wzordw dokumentéw preedkladanych w owiqku z badaniem Kliniconym produktu leczniczego oraz w sprawie wysokosci i sposobu wiszczania oplat za Jolenie
wniosku o rozpocyecie badania klinicznego (Dz U. 2012, Nr 0 poz 491); w oparciu o Deklaracje Helsiriskq - Zasady Etycznego Postep w 3
Udsialem Ludz oraz praepisy ICH GCP.

Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 01 grudnia 2016 r.

rozpatrzyla wniosek dotyczqcy prowadzenia badar naukowych.

Kierownicy projektu:
prof. dr hab. n. med. Maria Pioruriska-Stolzmann
prof. dr hab. Grzegorz H. Breborowicz

Miejsce prowadzenia badari:
Katedra Chemii i Biochemii Klinicznej oraz Klinika Perinatologii i
Ginekologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

Glowny badacz: mgr Marcin Nowicki
Czlonkowie zespotu
badawczego: dr n. med. Karolina Gruca-Stryjak

dr n. med. Alicja Brozek
dr n. med. Anna Blacha

Temat badan:
»,Przeciwzakrzepowe i  prozakrzepowe dziafanie Srédbtonka

naczyniowego w cigzach powikfanych stanem przedrzucawkowym i
wewnatrzmacicznym ograniczeniem wzrastania pfodu”.

Komisja wydala uchwalg o pozytywnym zaopiniowaniu tego wniosku

Przewodniczqcy Komisji
W\;’G/‘/z/t/\
prof. zw. dr hab. med. Pawel Chgciriski
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