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Wykaz stosowanych skrotéow

AC- obwdd brzucha (ang. abdominal circumference)
ACD- cytrynian sodowy z kwasem cytrynowym oraz dekstrozg (ang. acid-citrate-dextrose)

ACOG- Amerykanskie Kolegium Potoznikéw i Ginekologdéw (ang. American College of

Obstetricians and Gynecologists)

ADP- adenozynodifosforan

AEDV- brak przeptywu koficoworozkurczowego (ang. absent end-diastolic velocity)
Aol- ciesn aorty (ang. aortic isthmus)

ASA- kwas acetylosalicylowy

ATIII- antytrombina Il (ang. antithrombin I1I)

ATP- adenozynotrifosforan

AUC- pole pod krzywg (ang. area under the curve)

BE- niedobdr zasad (ang. base deficyt)

BMI- wskaznik masy ciata (ang. body mass index)

BPP- biofizyczny profil ptodu (ang. biophysical profile)

BPD- wymiar dwuciemieniowy ( ang. biparietal diameter)

cAMP- cykliczny adenozynomonofosforan

cKTG- komuterowa kardiotokografia

CMV- cytomegalowirus (ang. cytomegalovirus)

COX-1- cyklooksygenaza-1

CPR- wskaznik mdézgowo-pepowinowy (ang. cerebro-placental ratio)
CRL- dtugos¢ ciemieniowo- siedzeniowa (ang. crown-rump length)

DCFDA- 2’,7’-dwuoctan dichlorofluoresceiny (ang. 2’,7’-Dichlorofluorescin Diacetate)



DV- przewdd zylny (ang. ductus venosus)

EFW- szacowana masa ptodu (ang. estimated fetal weight)

ETDA- kwas wersenowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)
FGR- ograniczenie wzrastania ptodu (ang. fetal growth restriction)
FHR- czynnos¢ serca ptodu (ang. fetal heart rate)

FL- dtugosc¢ kosci udowej (ang. femoral length)

FU- jednostka fluorescencji (ang. fluorescence unit)

Gp Ib- glikoproteina Ib

GP IIb/Illa- receptor glikoproteinowy llb/llla

HGB- hemoglobina

HC- obwéd gtowy (ang. head circumference)

IUFD- wewnatrzmaciczna Smier¢ ptodu (ang. intrauterine fetal death)

IUGR- wewnagtrzmaciczne ograniczenie wzrastania ptodu (ang. intrauterine growth

restriction)

KTG- kardiotokografia

MCA- tetnica Srodkowa modzgu (ang. middle cerebral artery)
MPV- $rednia objetosé¢ ptytek krwi (ang. mean platelet volume)
NADPH- dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

NLPZ- niesteroidowe leki przeciwzapalne

NO- tlenek azotu

nNSGA- za maty w stosunku do wieku cigzowego ( zastosowanie w odniesieniu do noworodka)

(ang. [neonatal] small for gestational age)
OCR- wskaznik zuzycia tlenu (ang. oxygen consumption rates)

OUN- osrodkowy uktad nerwowy



PAF- czynniki aktywujace ptytki krwi (ang. platelet activating factor)

PAR-1- receptor aktywowany przez proteaze -1 (ang. protease-activated receptor-1)
PCT- hematokryt ptytkowy

PE- stan przedrzucawkowy, preeklampsja (ang. preeclampsia)

PGE;1- prostaglandyna E1

PI- wskaznik pulsacji (ang. pulsatility index)

PLT- stezenie ptytek krwi

POC- przytézkowe (dot. metody diagnostycznej/ urzadzenia) (ang. point-of-care)
PRP- osocze bogatoptytkowe (ang. platelet-rich plasma)

RBC- liczba czerwonych krwinek (ang. red blood cells)

REDV- wsteczny przeptyw koricoworozkurczowy (ang. reversed end-diastolic velocity)
ROS- reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

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

SLS- laurylosiarczan sodu (ang. sodium lauryl sulfate)

STV- zmiennos$¢ krétkoterminowa w komputerowej analizie zapisu KTG (ang. short term

variataion)

TRAP-6- peptyd aktywujgcy receptor dla trombiny (ang. thrombin receptor activating

peptide-6)

TXA2- tromboksan A2

UA- tetnica pepowinowa (ang. umbilical artery)
UtA- tetnica maciczna ( ang. uterine artery)
UV- zyta pepowinowa (ang. umbilical vein)

vWEF- czynnik von Willebranda (ang. von Willebrand factor)



1. Wstep

Wsrod cigz powiktanych matg masg ptodu mozemy wyrdznic istnienie dwdch grup wyraznie
réznigcych sie wynikami okotoporodowymi. Pierwszg z nich stanowig ptody, ktdre sg mniejsze
z przyczyn konstytucjonalnych, spetniajgc swdj genetyczny potencjat wzrostu. Ptody te czesto
okreslane sg w pismiennictwie jako zbyt mate w stosunku do wieku cigzowego (ang. small for
gestational age; SGA), a ich wyniki okotoporodowe s3g zblizone do wynikéw ptoddéw o
prawidtowym wzrastaniu. Drugg grupe stanowig ptody dotkniete patologicznym
ograniczeniem wzrastania, wynikajagcym z niewydolnosci tozyska lub innych zaburzen
matczynych, ptodowych lub tozyskowych. W odréznieniu od ptodéw SGA, grupa ta wigze sie z
wystepowaniem niekorzystnych wynikéw okotoporodowych. Zatem wazng klinicznie kwestig
jest odrdéznienie zdrowego, prawidtowo rozwijajgcego sie ptodu o matej masie, od ptodu z
zaburzonym wzrastaniem, wymagajgcym odpowiedniego nadzoru, oraz niejednokrotnie
podjecia decyzji dotyczacej optymalnego terminu i sposobu porodu. Jednoczesnie zachowujac
réwnowage pomiedzy zminimalizowaniem ryzyka wewngtrzmacicznego uszkodzenia i Smierci

ptodu, a wystepowaniem ryzyka jatrogennego porodu przedwczesnego 1.

Gtéwng przyczyng wewngatrzmacicznego ograniczenia wzrastania ptodu (ang.
intrauterine growth restriction; IUGR) jest niewydolnos$¢ jednostki maciczno-tozyskowej, ktéra
skutkuje zmniejszonym przeptywem krwi przez fozysko?3. Stan ten prawdopodobnie wynika z
zaburzenia procesu prawidtowej inwazji trofoblastu w naczynia maciczne na wczesnym etapie
cigzy*°. Dochodzi wéwczas do uposledzenia procesu prawidtowej przemiany tetnic spiralnych
W naczynia niskooporowe, co skutkuje zmniejszonym dostarczeniem tlenu i substancji
odzywczych do ptodu®. Doktadna patogeneza tego procesu pozostaje niewyjasniona, ale w
zwigzku ze zmianami histopatologicznymi stwierdzanymi w tozysku’, przyczyn upatruje sie
miedzy innymi w nieprawidtowe]j aktywacji ptytek krwi®, ktéra moze skutkowac ich nadmierna
agregacjg oraz tworzeniem sie mikrozakrzepéw w matych naczyniach tozyska, ograniczajac
powierzchnie matczyno-ptodowej wymiany®. Wydaje sie, ze reaktywne formy tlenu (ang.
reactive oxygen species; ROS), bedgce skutkiem stresu oksydacyjnego, mogg inicjowac
patologiczny proces ptytkowej aktywacji, odgrywajac istotng role w etiopatogenezie tego

schorzenia®.
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Wiedza na temat zaburzen zachodzacych w tozysku, w cigzy powiktanej IUGR (FGR)
pozostaje niewystarczajaca. Wptywa to na brak mozliwosci skutecznej profilaktyki oraz
leczenia tego schorzenia, a takze czesto wigze sie z wystgpieniem porodu przedwczesnego
wraz z jego konsekwencjami. Z drugiej strony niekorzystne srodowisko wewngtrzmaciczne
poprzez przewlekte niedotlenienie ptodu, wptywa na stan zdrowia oraz jako$é zycia cztowieka
dorostego. Wynika to ze zmiany ekspresji gendéw i przeprogramowania procesow
metabolicznych!®, co przyczynia sie do rozwoju chordb uktadu sercowo-naczyniowego,
nadcisnienia tetniczego, oraz zespotu polimetabolicznego w zyciu dorostym*!. Moze réwniez
by¢ jedng z gtdéwnych przyczyn wewnatrzmacicznej smierci ptodu (ang. intrauterine fetal

death, IUFD) na pdznym etapie cigzy>*2.

1.1. Wewnatrzmaciczne ograniczenie wzrastania ptodu (IUGR/FGR)

Wewnatrzmaciczne ograniczenie wzrastania ptodu, nazywane rdwniez ptodowym
ograniczeniem wzrastania (ang. fetal growth restriction; FGR), zostato zdefiniowane jako
niezdolnos$¢ ptodu do osiggniecia swojego wewnetrznego, tj. uwarunkowanego genetycznie
potencjatu wzrastania®. Powikfanie to dotyczy ok. 4-6% wszystkich cigz!’. O tym jak ztozong
oraz trudng klinicznie patologig jest IUGR (FGR) swiadczy fakt, iz najwazniejsze swiatowe
towarzystwa zajmujgce sie medycyng matczyno-ptodowg rézinig sie pod wzgledem
terminologii, kryteriéw diagnostycznych oraz sposobu postepowania w cigzy powiktanej tym

zaburzeniem1.13-18

. Najczesciej stosowanym progiem stuzgcym rozpoznaniu ptodu zbyt
matego jest stwierdzenie ultrasonograficznie oszacowanej masy (ang. estimated fetal weight,
EFW) ponizej 10. percentyla w stosunku dla danego wieku cigzowego'®'°. W zwigzku z
powyzszym w 2016 roku, na drodze miedzynarodowego konsensusu wypracowano definicje
ptodowego ograniczenia wzrastania w oparciu o termin rozpoznania, dzielgc IUGR (FGR) na
wczesny (rozpoznany < 32. tygodnia cigzy) oraz péiny (rozpoznany > 32. tygodnia cigzy).
Porozumienie Delfijskie o ktérym mowa, obejmuje zaréwno EFW, jak réwniez obwdd brzucha
(ang. abdominal circumference, AC) ponizej 3. percentyla, oraz brak przeptywu

koncoworozkurczowego (ang. absent end-diastolic velocity, AEDV) w tetnicy pepowinowe;j

(ang. umbilical artery, UA) jako niezalezne kryteria upowazniajgce do rozpoznania IUGR (FGR),
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lub EFW i/lub AC ponizej 10. percentyla w skojarzeniu z nieprawidtowymi wynikami badan
dopplerowskich. Parametry dopplerowskie wchodzgce w skfad Kryteriow Delfijskich to:
wartos¢ indeksu pulsacji (ang. pulsatility index, Pl) powyzej 95. percentyla w tetnicach
macicznych (ang. uterine artery, UtA) i tetnicy pepowinowej (UA), oraz wartos¢ wskaznika
mozgowo-tozyskowego (ang. cerebro-placental ratio, CPR) ponizej 5. percentyla dla danego

wieku cigzowego!”18,

1.1.1. Etiologia IUGR (FGR)

Przyczyny wewnatrzmacicznego ograniczenia wzrastania ptodu mozna najogélniej podzieli¢ na

matczyne, ptodowe i tozyskowe (tabela 1).

Tabela 1. Czynniki etiologiczne IUGR (FGR)!3

o Czynniki matczyne:
e Cukrzyca przedcigzowa
e Niewydolnos¢ nerek
e Choroby autoimmunologiczne (np. toczen uktadowy rumieniowaty)
e Sinicze wady serca
e Choroby nadci$nieniowe zwigzane z cigzg (np. nadcisnienie tetnicze przewlekte,
nadcis$nienie cigzowe, stan przedrzucawkowy)
e Zespot antyfosfolipidowy (APS)
o Stosowanie uzywek (np. nikotyna, alkohol, kokaina, i inne narkotyki)
o Ekspozycja na teratogenny (np. cyklofosfamid, kwas walproinowy, doustne
antykoagulanty)
o Czynniki infekcyjne ( np. malaria, CMV, rézyczka, toksoplazmoza, kita)
o Czynniki genetyczne i zaburzenia strukturalne (np. trisomia 13, trisomia 18,
wrodzone wady serca czy wytrzewienie)
o Zburzenia fozyskowe i nieprawidtowosci sznura pepowinowego
o Cigza wieloptodowa

IUGR (FGR) bedacy skutkiem czynnikéw ptodowych, takich jak zaburzenia genetyczne,
wrodzone malformacje czy infekcje niesie ze sobg diagnoze, ktdérej rokowania czesto nie
mozna poprawic poprzez zadng interwencje. W odrdznieniu od tej grupy, IUGR (FGR) zwigzany
z niewydolnoscig fozyska ma nieco lepszg prognoze, lecz ryzyko niekorzystnych wynikow

okotoporodowych pozostaje wysokie.
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Nieprawidtowa placentacja, ktéra skutkuje uboga perfuzjg tozyskowg jest najczestszg
patologiag zwigzang z IUGR (FGR)?. W tej sytuacji ptody nie osiggaja swojego potencjatu
wzrastania z powodu niedotlenienia oraz niedostatecznej ilosci sktadnikéw odzywczych3.
Analiza prébek krwi pochodzacych od ptodéw z IUGR (FGR), uzyskanych drogg kordocentezy
wykazata, iz cze$é z nich prezentowata hipoksemie, hiperkapnie, wysoki poziom mleczanéw
oraz kwasice?%?l, Zmniejszona liczba kapilar koricowych w kosmkach trzeciorzedowych
tozyska, jest przyczyng zaburzonego transferu matczyno-ptodowego®. Ponadto w cigzach
powiktanych IUGR (FGR), niezaleznie od wspdtistnienia stanu przedrzucawkowego, badania
histopatologiczne jednostki maciczno-tozyskowej wykazaty wystepowanie zmian

miazdzycopodobnych, ktdre catkowicie lub cze$ciowo zamykaty tetnice spiralne3’.

1.1.2. Diagnostyka i klasyfikacja IUGR (FGR)*

W 2013 roku Figueras i Gratacos, zajmujgcy sie tematem ptodowego ograniczenia wzrastania,
zaproponowali nowe kryteria diagnostyczne celem odrdznienia zdrowego, konstytucjonalnie
matego ptodu (SGA) od cigzy powiktanej IUGR (FGR). Utworzyli oni réwniez czterostopniowg
skale ciezkosci zaawansowania zmian hemodynamicznych wystepujgcych u ptodu, opartg na
ocenie ptodowej adaptacji do niekorzystnych warunkéw srodowiska wewnatrzmacicznego
oraz zaproponowali protokét postepowania, w zaleznosci od stopnia nasilenia tych zmian.
Wedtug Figuerasa i Gratacosa definicja IUGR (FGR) opiera sie na ultrasonograficznym
stwierdzeniu EFW ponizej 10. percentyla dla danego wieku cigzowego oraz w obecnosci
nieprawidtowego z podanych parametréw, tj. wskaznika modzgowo-tozyskowego (ang.
cerebroplacental ratio, CPR), nieprawidtowego przeptywu krwi przez tetnice maciczne (ang.
uterine artery; UtA), wskaznika pulsacji w tetnicy pepowinowej (ang. umbilical artery; UA) lub
tetnicy Srodkowej mdzgu (ang. middle cerebral artery; MCA). Szacunkowa masa ptodu ponizej
3. percentyla stanowi niezalezny parametr skorelowany z niekorzystnymi wynikami
okotoporodowymi, dlatego tez jako pojedyncze kryterium upowaznia do rozpoznania IUGR
(FGR)Z. Po ustaleniu rozpoznania na podstawie powyzszych kryteridw, zmiany przeptywu krwi
w tetnicy pepowinowej, tetnicy srodkowej mdzgu, przewodzie zylnym (ang. ductus venosus;
DV), ciesni aorty (ang. aortic isthmus; Aol) oraz komputerowa ocena zapisu KTG stuig
okresleniu stopnia ciezkosci stanu ptodu i stanowig podstawe do dalszego postepowania
klinicznego. Protokdt postepowania zaproponowany przez Figueras i Gratacosa® jest
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prawdopodobnie, aktualnie jednym z najczesciej stosowanych klinicznych narzedzi
diagnostyczno-decyzyjnych w cigzach powiktanych IUGR (FGR). Ten protokét zostat rowniez

przyjety w moich badaniach.

Tabela 2. Klasyfikacja stopnia zaawansowania zaburzen hemodynamicznych oraz sposéb

postepowania w cigzy powiktanej IUGR (FGR)!

Stopien IUGR | Patofizjologia Kryteria (min. 1) | Monitorowanie Termin i sposéb
porodu
I tagodna EFW<3p 1x w tygodniu 37. tydzien cigzy
niewydolnos¢ CPR<5 Indukcja porodu
tozyska <2Pp
UAPI>95p
MCAPI<5p
UtA PI> 95 p
Il Ciezka niewydolnos¢ | UA AEDV 2x w tygodniu 34. tydzien cigzy
tozyska . .
Reverse Aol Ciecie cesarskie
I Niskie podejrzenie UA REDV Co 24-48 godzin 30. tydzien cigzy
ptodowej kwasicy . .
DV Pl >95p Ciecie cesarskie
v Wysokie podejrzenie | Wsteczna falaaw | Co 12 godzin 26 tydzien cigzy
ptodowe] kwasicy DV Ciecie cesarskie
cKTG <3 ms
FHR deceleracje

Skroty: AEDV- zanik przeptywu pdznorozkurczowego (ang. absent end diastolic velocity); Aol- cie$n aorty (ang.
aortic isthmus); CPR- wspotczynnik mézgowo-pepowinowy (ang. cerebroplacental ratio); cKTG- komputerowa
kardiotokografia; DV- przewdd zylny (ang. ductus venosus); EFW- szacowana masa ptodu (ang. estimated fetal
weight); FHR- czynnos¢ serca ptodu (ang. fetal heart action); IUGR- wewnagtrzmaciczne ograniczenie wzrostu
ptodu (ang. intrauterine fetal growth restriction); MCA- tetnica srodkowa madzgu (ang. middle cerebral artery);
PI- indeks pulsacji (ang. pulsatility index); REDV- odwrdcenie przeptywu pdznorozkurczowego (ang. reversed
end diastolic velocity); UA- tetnica pepowinowa (ang. umbilical artery); UtA- tetnica maciczna (ang. uterine
artery).

Wystgpienie, ktérejkolwiek nieprawidtowosci w badaniu dopplerowskim, powinno by¢

potwierdzone co najmniej dwukrotnie, najlepiej w odstepie co najmniej 12 godzin.

Ptody z wewnatrzmacicznym ograniczeniem wzrastania mozna podzieli¢ na dwie rézne
grupy w zaleznosci od tygodnia cigzy, w ktérym postawiono rozpoznanie. Podziat ten obejmuje

ptody z IUGR (FGR) o wczesnym poczatku (ang. early-onset IUGR), u ktorych ograniczenie
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wzrastania rozpoznano ponizej 32. tygodnia cigzy, oraz ptody z IUGR (FGR) o péZnym poczatku
(ang. late-onset IUGR), u ktérych zaburzenia wzrastania wystgpity powyzej tego terminu.
Pierwsza grupa reprezentuje 20-25% wszystkich cigz powiktanych ptodowym ograniczeniem
wzrastania, oraz zazwyczaj wigze sie z jego ciezkim przebiegiem i z wspdétwystepowaniem
stanu przedrzucawkowego o wczesnym poczatku, nawet do 50% przypadkdw?2. Ten typ IUGR
silnie koreluje z ciezkg niewydolnoscig tozyska, czego objawem jest nieprawidtowy przeptyw
krwi w tetnicy pepowinowej, wystepujgcy w tej grupie ptodéw w wysokim odsetku
przypadkow?3. Wraz z pogarszaniem sie wewngtrzmacicznego stanu ptodu, prowadzacego do
ptodowej hipoksji i kwasicy, dochodzi do zaburzen hemodynamicznych pod postacia
nieprawidtowego przeptywu krwi w tetnicy pepowinowej oraz zytach przedsercowych,
gtownie w przewodzie zylnym. Czas w ktdrym dochodzi do dekompensacji stanu ptodu jest
indywidualny, ale zazwyczaj trwa tygodnie i czesto nastepuje kaskada zmian wg okreslonego

wzorca (Rycina 1), co pozwala monitorowaé progresje pogarszania sie stanu ptodu 24,

Niewydolnos¢ fozyska Hipoksja Zaawansowana hipoksja/ kwasica Powazne uszkodzenia
Wzrost oporu Centralizacja krgienia Zmniejszona zdolnosd sercowej kompensacji Smieré ptodu
Przewlekle markery diagnostyczne Ostre markery prognostyczne
Tygodnie 7-10 dni
UtA Pl > 95p
CPR < 5p
UAPI >95p UA AEDV UA REDV
MCA Pl < 5p Aol Pl >95p

DV przeptyw wsteczny
podczas skurczu
przedsionkow

DV PI > 95p

ckKTG STV <3 ms

BPP <4

KTG deceleracje

Plodowe ograniczenie wzrastania

Rycina 1.1 Rycina przedstawia pogarszanie sie stanu ptodu i sposéb jego monitorowania w przypadku
wystgpienia ciezkiego IUGR (FGR) o wczesnym poczatku (early-severe FGR), bedacego skutkiem ciezkiej
niewydolnosci tozyska. W sposdb uproszczony i schematyczny zostata przedstawiona typowa kaskada

nastepujgcych po sobie zmian w badaniu ultrasonograficznym i KTG, uzalezniona od stopnia zaburzen perfuzji

tozyska oraz zmian adaptacyjnych wystepujgcych u ptodu.
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Ciezki IUGR (FGR) o wczesnym poczatku, czesto wigze sie z powaznymi uszkodzeniami
ptodéw oraz wysokg $miertelnoscig wystepujgca przed terminem porodu?. Natomiast grupa
ptodéw z IUGR (FGR) o pdznym poczatku, reprezentuje 70-80 % wszystkich cigz powiktanych
IUGR (FGR), a ich zwigzek z stanem przedrzucawkowym jest niewielki®2. W tej grupie ptoddw,
w odrdznieniu od poprzedniej, stopien zaburzen tozyskowych jest tagodny, w zwigzku z czym
przeptyw krwi przez tetnice pepowinowg pozostaje prawidtowy prawie we wszystkich
przypadkach. Pomimo prawidtowych wartosci UA PI, w tej grupie ptodéw czesto wystepuja
nieprawidtowe wartosci CPR, bedace odzwierciedleniem mdézgowej wazodylatacji, sugerujac
uaktywnienie sie mechanizmdéw adaptacyjnych ptodu. Natomiast zmiany w przeptywie przez
DV, praktycznie nie sg obserwowane®®. W zwigzku z czym typowa, hemodynamiczna
sekwencja zmian (przedstawiona na Rycinie 1), pogarszajgcego sie stanu ptodu nie wystepuje
w grupie IUGR (FGR) o pdinym poczatku, co wigze sie ze zdecydowanie trudniejszym
monitorowaniem tego procesu 1. W konsekwencji, pomimo tagodniejszej natury zaburzen,
ptody z IUGR o pdinym poczatku sg narazone na ryzyko ostrego i niespodziewanego
pogorszenia sie stanu ptodu tuz przed porodem, co moze skutkowac nagtg i nieoczekiwang,
wewngtrzmaciczng $miercig ptodu lub prowadzi¢ do wystgpieniem srédporodowych objawdéw
stanu zagrozenia ptodu i noworodkowej kwasicy?”?%. Podsumowujac, w cigzy powiktanej IUGR
(FGR) o pdznym poczatku moze dojs¢ do szybkiego pogorszenia stanu ptodu bez wyraznie

widocznych objawdw w badaniu dopplerowskim?.

Obecnie nie ma skutecznych metod leczenia zaburzen wzrastania w cigzach powiktanych
IUGR (FGR). Dlatego tez, ocena dobrostanu ptodu oraz wybranie odpowiedniego czasu porodu

pozostajg gtéwng strategig postepowania 2%,

1.2. Plytki krwi

Ptytki krwi odgrywajg kluczowg role w procesie hemostazy, stanowigc pierwszg linie obrony
organizmu przed krwawieniem. Trombocyty to najmniejsze, pozbawione jagdra komoérki o
ksztatcie dysku, krgzgce we krwi. Powstajg przez fragmentacje cytoplazmy megakariocytow w

szpiku kostnym. Ich $rednica wynosi 3 - 4 um, a liczba PLT u zdrowego, dorostego cztowieka
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znajduje sie w zakresie 150 - 400 tys./mmb3. Srednia objetos¢ ptytki krwi (ang. mean platelet
volume; MPV) wynosi 7,5 - 10,5 fl. Zmniejszenie zaréwno liczby ptytek (ang. platelet count;
PLT), jak réwniez ich objetosci wskazuje na uposledzenie procesu trombopoezy. Odsetek
duzych ptytek (>12 fl) fizjologicznie nie przekracza 30% ich catkowitej liczby. Natomiast
matoptytkowos¢, ktérej towarzyszy podwyziszona liczba duzych ptytek przemawia za
zwiekszong ich utrata. Sredni czas zycia trombocytdw wynosi fizjologicznie 8 - 12 dni,

nastepnie sg usuwane z krwi i niszczone przez uktad fagocytarny sledziony.

Ptytka krwi otoczona jest tréjwarstwowg btong, ktdrej najbardziej zewnetrzng warstwe
stanowi glikokaliks, bogaty w glikoproteiny o wiasciwosciach receptoréw dla czynnikéw
aktywujgcych i hamujacych czynnosé¢ ptytek. Trombocyty posiadajg charakterystyczny
cytoszkielet, ktory pozwala im na utrzymanie dyskoidalnego ksztattu oraz umozliwia jego
zmiane w nastepstwie aktywacji3l. Wewnatrz ptytek znajduja sie trzy rodzaje ziarnistosci:
lizosomy, ziarnisto$ci a oraz ziarnistosci geste, a takze nieliczne mitochondria. Ziarnistosci
geste sg bogate w ADP, serotonine i jony wapnia. Substancje te nalezg do ptytkowych
agonistow i stuzg wzmacnianiu procesu ptytkowej aktywacji. W ziarnistosSciach a
zmagazynowane sg m.in. biatka adhezyjne takie jak fibrynogen, czynnik von Willebranda, a

takze liczne czynniki wzrostu, krzepniecia i fibrynolizy 32.

1.2.1. Fizjologiczna rola ptytek krwi

Ptytki krwi odpowiadajg za inicjacje proceséw krzepniecia, naprawiajgc uszkodzenia
srodbtonka naczyniowego. Sg odpowiedzialne przede wszystkim za pierwszg faze hemostazy,
okres$lang jako hemostaza pierwotna 33. Proces ten skfada sie z nastepujacych etapéw: adhezji,
aktywacji, sekrecji, agregacji oraz interakcji z czynnikami krzepniecia. Krgzgce we krwi
trombocyty nie majg bezposredniego kontaktu z tkankg tgczng, ktdra lezy pod komdrkami
srodbtonka naczyniowego. Gdy dochodzi do przerwania ciggtosci tej bariery, ptytki
eksponowane na kontakt z wtéknami kolagenowymi tkanki tgcznej zaczynajg z nimi
oddziatywac. Oddziatywanie to nie tylko dostarcza powierzchni dla ptytkowej adhezji, ale stuzy
takze jako silny bodziec ich aktywacji*'. Proces ptytkowej aktywacji nastepuje nie tylko w
wyniku adhezji do macierzy pozakomorkowej, ale réwniez pod wptywem dziatania licznych

agonistéw m. in. trombiny, ADP, tromboksanu A2 (TXA2), adrenaliny, serotoniny, czynnika
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aktywujgcego ptytki krwi (ang. platelet activating factor; PAF), ktére inicjujg ten proces
gtéwnie poprzez ich receptory btonowe. Trombina jest jednym z najsilniejszych ptytkowych
agonistéw i taczy sie z receptorem PAR 1 (ang. Protease — Activated Receptor — 1)3*. ADP
aktywuje ptytki przez receptory P2Y1 i P2Y12%. TXA2 jest produkowany z kwasu
arachidonowego w ptytkach przez wrazliwg na aspiryne sciezke cyklooksygenazy. Raz
uformowany TXA2 moze biernie sie rozprzestrzeniaé przez btone plazmatyczng i aktywowaé
pozostate plytki przez receptor znany jako receptor dla tromboksanu. TXA2 podobnie jak ADP
wzmacnia sygnat ptytkowej aktywacji. Proces ten jest efektywny lokalnie i ogranicza go krétki
czas pottrwania tromboksanu, co pomaga ograniczy¢ rozprzestrzenianie sie aktywacji ptytek

do pierwotnego miejsca uszkodzenia3!.

Proces ptytkowej aktywacji jest zjawiskiem bardzo dynamicznym, w czasie ktérego
dochodzi w ptytkach do reorganizacji cytoszkieletu, ekspozycji receptoréw dla fibrynogenu
oraz sekrecji ziarnistosci w procesie egzocytozy. W konsekwencji ptytki tracg swoéj wyrazny
dyskoidowy ksztatt i nabywajg nieregularng morfologie z wieloma wystajgcymi wypustkami.
W tym samym czasie nastepuje wewngtrzkomdrkowa fosforylacja biatek, dochodzi do
przemieszczenia jondw wapnia [Ca%*] wewnatrz cytoplazmy, oraz zmniejszenia stezenia cAMP.
Pobudzone zostajg réwniez przemiany kwasu arachidonowego3!. Wysokie stezenie jonéw
wapnia wewnatrz ptytki powoduje aktywacje niektérych enzyméw, ktére sg nieaktywne przy
ich niskim stezeniu®®. Zasadniczg role w tych procesach odgrywajg szlaki metaboliczne
inicjowane przez hydrolize fosfolipidéw btonowych. W wyniku ptytkowej aktywacji dochodzi
do zmiany konformacji receptoréw glikoproteinowych lib/llla (GPIIb/Illa), tak iz zyskujg one
zdolnos¢ wigzania fibrynogenu, bedacego biatkowym czynnikiem krzepniecia krazgcym we
krwi3®, w ten sposéb dochodzi do utworzenia potgczenia pomiedzy dwoma ptytkami. Powstate
w ten sposdb mostki fibrynogenowe sg warunkiem koniecznym do wystgpienia procesu
ptytkowej agregacji®3. Jest to koricowy etap szlaku aktywacji trombocytéw wspdlny dla
wszystkich agonistow. Pierwotna agregacja jest procesem odwracalnym, lecz w wyniku
aktywacji kaskady krzepniecia wytwarzana trombina przeksztatca fibrynogen w obrebie czopa
ptytkowego w nierozpuszczalny wtdknik, ktdry unieruchamia ptytki krwi 3. Usieciowany skrzep
fibrynowy ostatecznie stabilizuje rosngcy agregat ptytkowy. Ptytki utatwiajg ten proces przez

dostarczenie prozakrzepowych fosfolipidéw, ktére przyspieszajg generacje trombiny. W
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zwigzku z czym aktywacja ptytkowa i odktadanie fibryny sg scisle powigzane, maksymalizujac

wzrost i site czopu hemostatycznego.

W obrebie czopow hemostatycznych znajdujg sie réwniez pozostate elementy
morfotyczne krwi jak erytrocyty i leukocyty, ktore przywierajg do ptytek i komérek srédbtonka
za pomocg czasteczek adhezyjnych i przyczyniajg sie do powstania odpowiedzi zapalnej
towarzyszgcej zakrzepicy?’. Proces ptytkowej aktywacji jest hamowany przez produkowany w

komorkach $rédbtonka tlenek azot (NO), prostacykline PGI2 oraz $rddbtonkowa ADP-aze?”.

1.2.2. Patofizjologia ptytek krwi

Chociaz podstawowg funkcjg ptytek jest utrzymanie hemostazy, to biorg one takze udziat w
procesach zapalnych, tworzeniu odpowiedzi immunologicznej, jak réwniez sg przyczyng
okreslonych zaburzen wynikajacych z ich lokalnej lub uogdlnionej aktywacji®. Zdolno$é ptytek
do magazynowania i uwalniania mediatoréw stanu zapalnego, substancji przeciwzapalnych,
czynnikdw wzrostu i innych biologicznie aktywnych mikroczasteczek, pozwala odgrywac
istotng role w modulowaniu funkcji innych komérek. Potrafig inicjowaé wystgpienie stanu
zapalnego poprzez rekrutacje leukocytdw i komdrek progenitorowych do miejsca ich
aktywacji. Podczas tego procesu dochodzi na ich powierzchni do ekspresji selektyny P, ktdra
jest gtéwnym mediatorem poczatkowej interakcji leukocytéw z aktywowanymi ptytkami3,
Niektére z dodatkowych funkcji ptytek s3 mediowane przez substancje wydzielane z ich
ziarnistosci. Dodatkowe role biologiczne ptytek obejmujg m. in. ich udziat w rozprzestrzenianiu
sie przerzutéw nowotworowych, gojeniu ran, regeneracji watroby czy tworzeniu odpornosci
przeciwko patogenom. Trombocyty odgrywajg réwniez istotng role w patogenezie sepsy,
zapalenia watroby, naczyniowej restenozy, ostrym uszkodzeniu ptuc oraz procesie odrzucenia
przeszczepdw3®. Plytki krwi uczestnicza takie we wszystkich etapach rozwoju blaszki
miazdzycowej, poprzez stymulacje lokalnego procesu zapalnego oraz uwalnianie licznych

chemokin i czynnikdw wzrostu, ktdre nasilajg proliferacje komérek miesni gtadkich3?.

Poniewaz ptytki nie majg zdolnosci syntezy znacznych ilosci biatek, dlatego
nieodwracalna inaktywacja cyklooksygenazy-1 (COX-1) przez aspiryne blokuje synteze
tromboksanu A2 (TXA2) na cate zycie ptytki. Trombocyty, ktére nie syntetyzujg TXA2 wykazujg

uposledzong odpowiedz na stymulacje przez cze$¢ ptytkowych agonistéw. W zwigzku z tym
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aspiryna jest najczesciej uzywanym lekiem w terapii przeciwptytkowej. W przeciwienstwie do

aspiryny inne niesteroidowe leki przeciwzapalne hamuja ten enzym w sposdb odwracalny 4.

1.3. Stres oksydacyjny

Metabolizm tlenowy jest dla organizmu bardzo korzystny energetycznie, pozwala na
wyprodukowanie znacznie wiekszych ilosci energii niz metabolizm beztlenowy. Jednak 6w
komfort energetyczny naraza komodrke na ryzyko toksycznego oddziatywania tlenu i jego
metabolitéw. Mitochondria sg gtdéwnym miejscem w komérce, w ktérym zuzywany jest tlen.
Dzieki zdolnosci do wytwarzania ATP w procesie oddychania komdérkowego mitochondria staty
sie sita napedowa ewolucji. Dziatajgc wraz z cyklem Krebsa, taricuch oddechowy tworzy
elektrochemiczny gradient poprzez sprzezone przenoszenie elektronéw do tlenu i transport
protondw z macierzy przez btone wewnetrzng do przestrzeni miedzybtonowej*'. Tlen
czgsteczkowy, ktory jest utleniaczem, reaguje ze zwigzkami organicznymi, utleniajgc je,
pobiera od nich elektrony, natomiast sam ulega procesowi redukcji. Podstawg procesu
oddychania komdrkowego, jest petna redukcja czgsteczki tlenu z wytworzeniem czasteczki
wody, ktdra jest nieaktywna w stosunku do sktadnikéw komorki. Energia uwalniana podczas
tego procesu wykorzystywana jest do syntezy ATP. Jednak czgsteczka tlenu nie zawsze ulega
petnej, czteroelektronowej redukcji. Proces ten moze przebiega¢ w etapach
jednoelektronowych, podczas ktérych powstajg bardzo aktywne biologicznie metabolity,
zwane reaktywnymi formami tlenu (ang. reactive oxygen species; ROS )*?. Z uwagi ha obecno$é
jednego lub wiecej niesparowanych elektronéw ROS zaliczane sg do wolnych rodnikéw. Wolne
rodniki, dgzgc” do szybkiego sparowania swoich elektronéw, mogg wchodzié¢ w niespecyficzne
reakcje z wieloma réznymi czgsteczkami oraz sktadnikami komodrek (lipidami, biatkami,
enzymami, kwasami nukleinowymi) zmieniajac ich funkcje biologiczne*2. Fizjologiczng funkcjg
ROS w komodrkach jest gtdwnie sygnalizacja komdrkowa, ale majg one réwniez wptyw na
wrodzong odpowiedz immunologiczng. Sg wykorzystywane do walki z patogenami m. in.
poprzez ,wybuch oddechowy” fagocytow*?*3. W warunkach fizjologicznych wyzwanie
oksydacyjne wystepuje w wielu typach komodrek, ale samo to nie stanowi jeszcze stresu
oksydacyjnego**. Organizmy wykorzystujgc mozliwos¢ bardzo wydajnego postugiwania sie
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tlenem w procesie oddychania i innych procesach metabolicznych musiaty takze wyksztatcic
mechanizmy obronne przed jego uszkadzajagcym dziataniem. Stezenie ROS w komdrkach jest
zatem regulowane przez szlaki enzymatyczne i nieenzymatyczne.*? , Stresem oksydacyjnym”
nazywamy wobec tego brak réwnowagi pomiedzy wytwarzaniem reaktywnych form tlenu, a
zdolnoscig uktadu biologicznego do ich szybkiej utylizacji lub naprawy uszkodzen powstatych
pod wptywem ich dziatania®. Zaburzenie rdéwnowagi pomiedzy utleniaczami i
przeciwutleniaczami na korzys¢ utleniaczy, prowadzi do zaktdcenia sygnalizacji i kontroli
procesdow oksydacyjno-redukcyjnych w komédrkach, co moze by¢ przyczyng uszkodzenia
molekularnego®. Uwaza sie, ze zjawiska te stanowig podstawe wielu fizjologicznych i
patofizjologicznych zjawisk. Uczestniczg w procesach zapalenia, apoptozy, wytwarzania
blaszki miazdzycowej, kancerogenezy. Stres oksydacyjny odgrywa réwniez role w procesie
starzenia sie*®. Reaktywne formy tlenu sg heterogenng grupa zwigzkéw, obejmuja jony tlenu,
wolne rodniki i nadtlenki. Wiekszos¢ wewnatrzkomoérkowych ROS pochodzi z anionu
ponadtlenkowego. Do istotnych fizjologicznie ROS nalezy zaliczy¢: nadtlenek wodoru (H,0,),
anionorodnik ponadtlenkowy, rodnik hydroksylowy (‘OH), tlenek azotu, nadtlenoazotyn,
rodniki organiczne oraz tlen singletowy?®. Najbardziej niebezpieczng forma, ktéra powstaje w
toku tych przemian jest rodnik hydroksylowy, ktérego powstanie zalezy od dostepnosci jondéw
zelaza i miedzi*2. Rodnik hydroksylowy wydaje sie byé najbardziej reaktywnym tworem
chemicznym jaki wystepuje w uktadach biologicznych. Wolne rodniki substancji organicznych:
biatek, lipidow, kwaséw nukleinowych i cukrow, takze charakteryzujg sie wysoka i
niespecyficzng reaktywnoscig. Najbardziej znang reakcjg tancuchowg powstawania wolnych
rodnikéw jest peroksydacja lipidéw, polegajaca na procesie utleniania nienasyconych kwaséow
ttuszczowych lub innych lipiddw, podczas ktérego powstajg nadtlenki tych zwigzkéw. In vivo
peroksydacji ulegajg przede wszystkim reszty wielonienasyconych kwasow ttuszczowych
wchodzgce w sktad fosfolipidow bton komdrkowych. Procesowi peroksydacji lipidéw
towarzyszy zjawisko reinicjacji, polegajace na tym, ze nadtlenki lipidéw, czyli produkty
peroksydacji, ktére nie sg juz wolnymi rodnikami, mogg ulega¢ rozktadowi prowadzgc do
powstania produktéw zndéw bedacych wolnymi rodnikami. Proces ten bedacy reakcjg
taricuchowg inicjowany jest przez jony metali przejsciowych, zwtaszcza zelaza i miedzi. Proces
peroksydacji lipidow zmienia wifasciwosci fizyczne bton komérkowych, powodujgc
zahamowanie aktywnosci enzyméw btonowych i biatek transportujacych, co w konsekwencji

moze prowadzi¢ do utraty integralnosci bton komdrkowych*?4’. Natomiast aldehydowe
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produkty peroksydacji mogg reagowac z resztami aminokwaséw zmieniajgc wiasciwosci
antygenowe biatek, hamowa¢ aktywnos$¢ enzymow oraz zaburzaé proces replikacji DNA#2,
Zaréwno nadtlenki kwasdw ttuszczowych jak i aldehydowe produkty peroksydacji sg
czynnikami rozprzegajgcymi fosforylacje oksydacyjng w mitochondriach. Zazwyczaj
uszkodzenie oksydacyjne prowadzi do szybkiej utraty aktywnosci biologicznej biatka. Jednak
w przeciwienstwie do procesu utleniania ttuszczéw, peroksydacja biatek i kwasow
nukleinowych nie ma charakteru reakcji faricuchowej. Do metabolicznych skutkow stresu
oksydacyjnego mozna zaliczy¢ obnizenie poziomu ATP, zwiekszenie stezenia Ca®* w
cytoplazmie, uszkodzenie DNA, zwiekszenie przepuszczalnosci bton komdrkowych, oraz
uszkodzenie cytoszkieletu prowadzgce do zmiany ksztattu komorki, co ma istotne znaczenie w

funkcjonowaniu takich komérek jak erytrocyty i trombocyty424849,

1.3.1. Wptyw stresu oksydacyjnego na ptytki krwi

Fizjologiczne procesy zachodzgce w aktywowanych ptytkach krwi wigzg sie z zwiekszonym
zuzyciem tlenu powodujgc zmiane ich potencjatu redoks®°. Reaktywne formy tlenu, ktére
oddziatujg na trombocyty mogga pochodzi¢ z Zzrodet egzogennych, jak réwniez by¢ generowane
przez same ptytki. Poza ich toksycznym oddziatywaniem, istnieje coraz wiecej dowodow, ze
ROS razem z tlenkiem azotu, adenozyng i prostacykling, spetniajg funkcje regulatorowe w
procesie ptytkowej aktywacji>*. Nie mniej jednak w warunkach stresu oksydacyjnego dochodzi
do uszkadzania trombocytdw, prowadzgc do zmiany ich funkcji. Zmiany te mogg skutkowadé
nadmierng aktywacjg ptytek krwi oraz wzmagaé proces patologicznej agregacji. Stres
oksydacyjny moze sta¢ sie réwniez przyczyng zatrzymania cyklu komodrkowego, w
konsekwencji wywotujgc Smieré komérki, niejednokrotnie prowadzac do jej rozpadu. Wyciek
produktow rozpadu komaérkowego w przypadku trombocytéw jest silnym stymulatorem stanu
zapalnego, gdyz powoduje naptyw leukocytéw i makrofagéw w poszkodowane regiony2.
Obecna w ptytkach krwi oksydaza NADPH jest kluczowym enzymem generujgcy ROS w tych
komédrkach. Produkowany przez nig anion ponadtlenkowy obniza préog dla ptytkowej
aktywacji, a nawet moze indukowad spontaniczng agregacje®l. Oprdcz bezposredniej
aktywacji trombocytdw oraz wzmacniania procesu rekrutacji kolejnych ptytek krwi do

rosngcego skrzepu, anion ponadtlenkowy reaguje rowniez z tlenkiem azotu (NO), zmniejszajac
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jego dziatanie antyagregacyjne®l. Nastepnie w wyniku reakcji enzymatycznych lub
nieenzymatycznych anion ponadtlenkowy zostaje przeksztatcany w inne, fizjologicznie istotne
ROS*3 m. in. w nadtlenek wodoru (H,03), ktdry jest stosunkowo stabilny i dyfunduje przez
btony komérkowe>!. ROS sg waznymi mediatorami zaréwno nieprawidtowej funkcji ptytek
krwi, jak réwniez przyczyniajg sie do zaburzenia procesu wazodylatacji zaleznego od
$rodbtonka®*. A zatem procesy utleniania zachodzgce w trombocytach maja daleko idacy
wplyw na homeostaze naczyri>>. Ponadto wykazano, iz stany niedotlenienia wywotujg
podwyzszone wytwarzanie ROS, mogg zatem wyzwala¢ aktywacje i agregacje ptytek krwi, co
zostato udowodnione do$wiadczalnie i zaobserwowane u pilotéw samolotéw®®. Ocena zuzycia
tlenu i stezenia tlenu wewnatrzkomérkowego w ptytkach krwi moze by¢ szczegélnie przydatna
w potaczeniu z analizg markerdw stresu oksydacyjnego i/lub testéw oceniajgcych stopien
ptytkowej agregacji np. VerifyNow® lub Multiplate®. Powyzsze badania majg istotne
znaczenie w celu zrozumienia roli trombocytéw w patogenezie réznych choréb>? oraz
potwierdzeniu gtebokiej roli ROS w patofizjologii ptytek krwi, co wskazuje na uzasadniong
potrzebe rozszerzenia badan klinicznych oceniajgcych i monitorujgcych stan ptytkowe;j

rownowagi redoks.

Reaktywne formy tienu

Mediatory zapalenia Aktywacga i rekrutaga
pfytek knwi \
ol T @ O 4o,
Ffytkows dysagregags
Mediatory zapalenia / '
Antyoksydanty Tienek azotu

l / Oy
Reaktywne formy tienu (-) \ (

Uszkodzony srodblonek naczynia z
przylegajgcymi pfytkami knwi

Rycina 2. Schemat przedstawiajgcy role stresu oksydacyjnego, antyoksydantéw, reaktywnych

form tlenu i azotu w procesie uszkodzenia $rodbtonka naczyn i powstawania skrzepliny®°.
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Wewnatrzmaciczne ograniczenie wzrastania ptodu stanowi wazng patologie wikfajgca
przebieg cigzy, skutkujac wzrostem ptodowej $miertelnosci oraz zachorowalnosci. Chociaz
pierwotne przyczyny IUGR (FGR) nadal nie zostaty dokfadnie poznane, jednostka ta
charakteryzuje sie nieprawidtowg perfuzjg tozyska, ktéra moze byc¢ skutkiem nadmierne;j
aktywacji oraz agregacji ptytek krwi w naczyniach tozyska, powodujgc powstawanie
mikrozakrzepdw, lokalnego stanu zapalnego oraz zmian miazdzycopodobnych, zamykajacych
Swiatto naczyn tozyskowych i skutkujgc zmniejszonym przeptywem krwi. Jedng z mozliwych
przyczyn lub konsekwencji tego zjawiska moze by¢ proces patologicznej aktywacji ptytek krwi
pod wptywem reaktywnych form tlenu, bedgcych skutkiem lokalnego stresu oksydacyjnego.
Poszerzenie wiedzy na temat patomechanizmu zaburzen zachodzacych w tozysku oraz
zbadanie roli ptytek krwi i markeréw stresu oksydacyjnego, w cigzy powiktanej IUGR (FGR)
moze w przysztosci doprowadzi¢ do wprowadzenia metod skutecznej profilaktyki i leczenia.
Stanowito to stymulacje do podjecia badan w tym zakresie, wyniki ktérych zostaty

przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskie;j.
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2. Cel pracy

W etiologii IUGR (FGR) za gtdwng przyczyne jego powstawania uznaje sie niewydolnosé tozyska
wynikajgca z procesu nieprawidtowej inwazji trofoblastu w tetnice maciczne. Niemniej
doktadna patogeneza tego procesu nie zostata precyzyjnie wyjasniona. Biorgc pod uwage
wyniki badan histopatologicznych jednostki maciczno-tozyskowej, oraz zmiany jakim ulegajg

ptytki krwi w trakcie cigzy, uznaje sie ze mogg one odgrywac wazng role w tym procesie.

W zwigzku z powyzszym podjetam badania majgce na celu przyblizy¢ role ptytek krwi
w patogenezie IUGR. Ich zasadniczym celem byta ocena wybranych parametrow ptytek krwi
w cigzy powikfanej IUGR. Cel ten realizowano poprzez cele szczegdtowe przedstawione
ponizej:
e ocene standardowych parametrow charakteryzujacych ptytki krwi (PLT, MPV);
e analize poziomu reaktywnych form tlenu w ptytkach krwi;
e ocene oddychania komdrkowego w ptytkach krwi;

e ocene agregacji ptytek krwi z zastosowaniem Analizatora Multiplate®.

Uzyskane wyniki odniostam do stopnia zaawansowania zaburzen hemodynamicznych w cigzy

powiktanej IUGR zdefiniowanych przez Figuerasa i Gratacosa®.
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3. Materiat

W badaniu uczestniczyto 171 kobiet. W ocenianej grupie znalazto sie 147 kobiet ciezarnych,
(pomiedzy 24. a 41. t. c.), diagnozowanych w Ginekologiczno-Potozniczym Szpitalu Klinicznym
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, oraz 24 zdrowe kobiety nieciezarne. Materiat do
badan zbierano w latach 2015 - 2020. W badanej populacji wyodrebniono 3 grupy. Grupe
zdrowych kobiet, nie bedacych w cigzy, grupe kontrolng kobiet w cigzy niepowiktanej, oraz
grupe pacjentek, u ktérych w cigzy rozpoznano wewnatrzmaciczne ograniczenie wzrastania

ptodu (IUGR/FGR).

Grupa badana (IUGR/FGR) i grupy kontrolne (nieciezarne oraz kobiety w cigzy
niepowiktanej) zostaty utworzone w oparciu o dobér celowy pacjentek na podstawie kryteriéw
kwalifikacji i wykluczenia (patrz ponizej) po przeprowadzeniu badania podmiotowego,
przedmiotowego, badan laboratoryjnych; w grupie ciezarnych dodatkowo wykonano
potoznicze badanie ultrasonograficznego oraz badanie kardiotokograficzne. Od wszystkich
pacjentek zostata pobrana krew obwodowa w celu przeprowadzenia badan laboratoryjnych

oceniajgcych wybrane parametry ptytek krwi.

Po porodzie przeanalizowano wyniki noworodkowe, w zwigzku z czym tgcznie
zdyskwalifikowano z badania 24 pacjentki.  Najczesciej stwierdzanymi przyczynami
dyskwalifikacji byty rozpoznane po porodzie u noworodka powazine wady strukturalne,
zespoly wad, zakazenie wewngatrzmaciczne wywotane przez CMV, rozpoznanie lub
podejrzenie zespotu genetycznego, a w jednym przypadku przyczyng dyskwalifikacji byt duzy
guz tozyska. Wsréd innych przyczyn dyskwalifikacji znalazty sie choroby matki, nie ujawnione
przez ciezarng podczas kwalifikacji wtaczenia do badania, oraz stosowanie przez pacjentke
kwasu acetylosalicylowego w dawce profilaktycznej (n=9), a w 3 przypadkach postawiono

ostatecznie rozpoznanie SGA.
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3.1. Badana populacja

3.1.1. Grupa nieciezarnych (n=24)

Do grupy kobiet nieciezarnych zakwalifikowano 24 zdrowe kobiety w wieku rozrodczym, ktdre

pod wzgledem wieku nie réznity sie istotnie od pacjentek z pozostatych grup.

Kryterium wykluczenia w tej grupie stanowity: cigza, obecnos¢ choréb przewlektych,

stosowanie lekdéw oraz palenie papierosow.

3.1.2. Grupa pacjentek w cigzy o przebiegu niepowiktanym (n=67)

Grupa pacjentek w cigzy o przebiegu fizjologicznym liczyta 67 zdrowych kobiet pomiedzy 24.
a 41.tygodniem cigzy. Pacjentki te nie réznity sie istotnie pod wzgledem wieku, rodnosci, masy

ciata od pacjentek z grup badanych.

Do kryteriow dyskwalifikacji z tej grupy badawczej nalezaty: cigza wieloptodowa,
choroby przewlekte i powiktania w przebiegu cigzy, stosowanie lekdw moggacych mieé wptyw
na ukfad hemostazy, oraz choroby i zaburzenia psychiczne uniemozliwiajagce wyrazenie

Swiadomej zgody na udziat w badaniu.

3.1.3. Grupa pacjentek z rozpoznanym wewngtrzmacicznym ograniczeniem

wzrastania ptodu (IUGR/FGR) (n=44)

Kwalifikacja pacjentek do grupy badawczej opierata sie na kryteriach diagnostycznych IUGR,
zaproponowanych przez Figueras i Gratacosa w Update on the Diagnosis and Classification of
Fetal Growth Restriction and Proposal of a Stage-Based Management Protocol w 2013 roku?.
Podstawowym kryterium wtgczenia do tej grupy byto stwierdzenie ultrasonograficznie
szacowanej masy ptodu (EFW) ponizej 3. percentyla dla danego wieku cigzowego lub ponizej
10. percentyla, z wspotwystepowaniem nieprawidtowosci w dopplerowskiej ocenie przeptywu
krwi w UA, MCA i/lub UtA. Nastepnie okreslano stopien zaawansowania zaburzen

hemodynamicznych (tabela 1).
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Do kryteriéw dyskwalifikacji z badania nalezaty: cigza wieloptodowa, obecnos¢ istotnych
chordéb przewlektych i powiktan cigzy mogacych wigzaé sie z zaburzeniami wzrastania ptodu
(w tym zaburzenia genetyczne, wady strukturalne ptodu, choroby autoimmunologiczne,

hematologiczne, niewyréwnana niedoczynnos¢ tarczycy, zakazenia wirusowe i inne).

W grupie pacjentek z rozpoznanym IUGR (FGR), wyodrebniono grupe kobiet
przyjmujacych kwas acetylosalicylowy (ASA) w dawce profilaktycznej 150 mg, doustnie (n=9),
ktérg ostatecznie zdyskwalifikowano z badania, w zwigzku z powyzszym ostatecznie w badanej

grupie pozostaty 44 pacjentki.

Badanie zostato zatwierdzone przez Komisje Bioetyczng Uniwersytetu Medycznego im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (uchwata nr 524/2017). Przed wtgczeniem do badania
uzyskano sSwiadoma, pisemng zgode od wszystkich pacjentek, zgodng ze wzorem

zatwierdzonym przez Komisje Bioetyczng.
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4. Metody badawcze

4.1. Podstawowe zatozenia projektu badawczego

Projekt badawczy podzielono na dwa etapy, z ktérych pierwszy zostat przeprowadzony w
latach 2016 — 2017 we wspdtpracy z Zaktadem Medycyny Srodowiskowej Uniwersytetu
Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu. Badanie polegato na przeprowadzono
analizy poziomu reaktywnych form tlenu oraz ocenie poziomu konsumpcji tlenu i
wewngatrzkomérkowego poziomu niedoboru tlenu w ptytkach krwi badanych kobiet. Drugi
etap projektu badawczego przeprowadzono w latach 2019 — 2020, w Klinice Perinatologii i
Ginekologii Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu, polegat na ocenie

procesu ptytkowej agregacji z zastosowaniem Analizatora Multiplate®.

W badanej populacji kobiet zebrano wywiad ginekologiczny i potozniczy, wywiad
odnosnie chordb przewlektych, aktualnie przyjmowanych lekéw oraz palenia tytoniu. U
ciezarnych kobiet przeprowadzono badanie przedmiotowe oraz oceniono dobrostan i
wzrastanie ptodu w oparciu o badania biofizyczne, ultrasonograficzne z szczegétowg oceng
parametréw dopplerowskich oraz kardiotokograficzne. Nastepnie odnotowano informacje
dotyczace przebiegu porodu, skupiajac sie przede wszystkim na tygodniu cigzy oraz sposobie
ukonczenia cigzy. Oceniono rowniez mase urodzeniowq ciata, pte¢ noworodka, a jego stan
zdrowia zostat okreslony w oparciu o punktacje w skali wg. V. Apgar, pH i niedobdr zasad we
krwi z naczyn pepowinowych pobranej po porodzie. Okreslono takze wystepowanie powikfan
u noworodka takich jak: niewydolnos¢ oddechowa, krwawienia dokomorowe, obecnosé

zakazenia oraz dtugos¢ hospitalizacji po porodzie.
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4.2. Agregometria impedancyjna (Multiplate®)
4.2.1. Zasada dziatania systemu Multiplate

System Multiplate® (ang. multiple platelet function analyzer, Rycina 3.) jest wielokanatowym
analizatorem czynnosci ptytek krwi, ktérego dziatanie opiera sie na metodzie agregacji
impedancyjnej. Nalezy do tak zwanych metod przytézkowych (ang. point-of-care; POC),

poniewaz daje wyniki po krétkim czasie od rozpoczecia badania.

Rycina 3. Aparat Multiplate Electrode Analyser

System Multiplate® ocenia czynno$¢ ptytek w petnej krwi lub osoczu bogatoptytkowym w
ciggu 10 minut od rozpoczecia analizy. Krew petng pobiera sie do probdwek z cytrynianem lub
hirudyng, a nastepnie rozciericza sie solg fizjologiczng i po dodaniu testow zawierajgcych

aktywatory lub inhibitory ptytek, poddaje sie analizie (Rycina 4).
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Rycina 4.%” Schemat aktywacji i hamowania funkgcji ptytki

ADP — adenozynodifosforan, ASA - kwas acetylosalicylowy, COX — cyklooksygenaza, NLPZ - niesteroidowe leki
przeciwzapalne, PGE1 — prostaglandyna E1, TRAP - peptyd aktywujgcy receptor dla trombiny, TXA2 —tromboksan
A2.

Rodzaje testow zawierajgce ptytkowych agonistow i antagonistow, stosowanych celem
oceny funkcji ptytek krwi w trakcie analizy z zastosowaniem Analizatora Multiplate®

przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Rodzaje testéw zawierajgce ptytkowych agonistdw i antagonistow

Test/Odczynnik Stosowany agonista/ Efekt
Antagonista
ADPtest ADP Aktywacja ptytek indukowana przez ADP,
wrazliwa na klopidogrel, prasugrel i innych
antagonistow receptora ADP.

ASPltest Kwas arachidonowy Agregacja zalezna od COX1, wrazliwa na ASA,
NLPZ i inne inhibitory cyklooksygenazy
ptytkowej

COLtest Kolagen Agregacja indukowana kolagenem

RISTOtest Ristocetyna Agregacja zalezna od VWF i Gplb

TRAPtest TRAP-6 Stymulacja ptytek przez receptor trombiny,
wrazliwa na antagonistow receptora llb/Illa

Odczynnik ASA Inhibitor cyklooksygenazy Dodanie odczynnika ASA do prébki krwi

prowadzi do zmniejszenia odpowiedzi agregacji
w testach ASPltest i COLtest

Odczynnik bedacy Inhibitor ptytkowego Jego dodanie do prébki krwi prowadzi do silnie
antagonistg receptora receptora Gpllb/llla zredukowanej agregacji w tescie TRAPtest
Gplib/Illa

Odczynnik PGE1 Zahamowanie agregacji nastepuje w wyniku
Prostaglandyna E1 wzrostu cAMP w ptytkach poprzez aktywacje

cyklazy adenylowej. Stuzy do oceny dodatniej
(tj. nieprawidtowej) kontroli testu ADPtest. Jest
testem tzw. wysokiej czutosci (ang. High
Sensitivity; HS)

Skroty: ADP- adenozynodifosforan, ASA- kwas acetylosalicylowy, cAMP- cykliczny adenozynomonofosforan,
COX1- cykoloksygenaza 1, Gplb- glikoproteina Ib, NLPZ- niesteroidowe leki przeciwzapalne, PGE1-
prostaglandyna E1, TRAP-6- peptyd aktywujgcy receptor dla trombiny (ang. thrombin receptor activating
peptide-6), VWF- czynnik von Willebranda.
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W trakcie analizy dwie elektrody sg zanurzone w prébce krwi z mieszadtem (Rycina 5).

Rycina 5. Schemat komory testowej Multiplate® Test Cells>®

Podczas procesu agregacji ptytki gromadzg sie na elektrodach, co powoduje zmiane oporu

elektrycznego pomiedzy nimi (Rycina 6).

Rycina 6.°® Schemat przedstawiajgcy gromadzenia sie ptytek na elektrodach aparatu.

System wykrywa zmiane przewodnictwa elektrycznego na dwédch niezaleznych
elektrodach, a zmiana oporu podczas analizy jest zapisywana w sposob ciggty. System
Multiplate® wykorzystuje innowacyjng ,wielokrotng agregacje elektrodowg”, co oznacza, ze

podczas kazdego pomiaru wykonywane jest podwdjne oznaczenie (Rycina 7).
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Rycina 7.8 Pole pod krzywa jest miarg agregacji w czasie (AU*min)

W trakcie pomiaru badane s3 takie parametry jak agregacja (ang. aggregation), ktoéra
zdefiniowana zostata jako wzrost impedancji w trakcie analizy oraz predkos¢ (ang. velocity),
odpowiadajgca maksymalnemu nachyleniu krzywej agregacji. Wyniki wyrazane sg w
jednostkach pola pod krzywa (ang. area under the curve; AUC)*?, jako $rednie wartos$ci z dwdch
niezaleznych pomiaréw (dwdch elektrod). Parametr AUC zalezy zaréwno od catkowitego
zwiekszenia impedancji, jak i od kinetyki procesu agregacji i stanowi parametr najlepiej
charakteryzujgcy proces agregacji podczas badania w urzgdzeniu Multiplate®. Dane
statystyczne dwéch pomiaréw: ,odchylenie od $redniej” i ,wspdtczynnik zmiennosci” sg

obliczane przez wewnetrzne oprogramowanie systemu Multiplate®.

4.2.2. Metodyka badania Multiplate®

W celu wykonania badania Multiplate® od kazdej pacjentki pobiera sie krew z zyty obwodowej
z zastosowaniem minimalnego ucisku stazy. Krew pobiera sie bezposrednio do probdéwek z
systemem zamknietym zawierajgcym hirudyne w stezeniu > 15ug/ml (S-Monovette® Hirudin
1,6 ml). Stosuje sie igty o duzej srednicy, 21 G lub wiekszym, w skali Gauge, celem redukcji
ryzyka potencjalnej aktywac;ji ptytek krwi w trakcie pobierania probek. Zwraca sie uwage, aby
probdéwka byta wypetniona krwig do oznaczonego przez producenta poziomu. Nastepnie krew
miesza sie z antykoagulantem poprzez tagodne odwracanie probdéwki 4-5 razy, bez
wytrzgsania. Oznaczenia wykonuje sie pomiedzy 30. a 180. minutg od pobrania krwi.

Procedura pomiaru odbywata sie zgodnie z zaleceniami producenta odczynnikdéw przez osoby
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odpowiednio przeszkolone w Klinice Perinatologii i Ginekologii UM im. K. Marcinkowskiego w

Poznaniu

Stopien ptytkowej agregacji zostat okreslony za pomocg agregometru impendacyjnego
Multiplate® Analyzer firmy Dynabyte, MEA (ang. Multiplate Electrode Aggregometry) z
uzyciem testéw ASPltest oraz TRAPtest. Za pomocg pipety automatycznej odmierza sie 300 pl
krwi petnej zmieszanej z antykoagulantem (hirudyng) i umieszcza sie jg w kuwecie pomiarowej
Multiplate® Test Cells zwierajacej dwie elektrody oraz mieszadto magnetyczne. Po
rozcienczeniu krwi takg samg objetoscig roztworu 0,9% NacCl, cato$é poddaje sie 3- minutowe;j
inkubacji w temperaturze 37 °C. Nastepnie dodaje sie 20 ul roztworu zawierajgcego
ptytkowego agoniste, uzywajgc w tym celu ASPItest lub TRAPtest, a zapis zmian impedancji
elektrod rejestrowany jest przez aparat w sposéb ciggly przez 6 minut>°. W takcie badania
elektrody pokrywaja sie ptytkami, z dalszg adhezjg agregatéw po dodaniu agonistéw. Masa
ptytek przylegajgca do elektrod zmienia ich opdr wraz z czasem trwania badania, ktéry jest
monitorowany i zapisywany. Probke krwi od kazdej pacjentki zakwalifikowanej do badania
poddano dwdém analizom, z zastosowaniem testéw ASPltest i TRAPtest, a wyniki obu

pomiaréw zostaty wyrazone w jednostkach AUC.

System Multiplate® zawiera jednorazowe kuwety i znormalizowane odczynniki®. W
potgczeniu z komorami testowymi jednorazowego uzytku pozwala to na osiggniecie duzej

niezawodnosci i bezpieczenistwa.

4.3. Ocena metabolizmu tlenowego oraz stresu oksydacyjnego

Ogélna zasada dziatania wiekszosci metod wykrywajacych oraz monitorujgcych
wewngtrzkomérkowy poziom ROS polega na zamianie zwigzku niefluorescencyjnego,
przepuszczalnego przez btone komodrkowa, na zwigzek dajacy fluorescencje pod wptywem
dziatania ROS wewngtrz komorki. Sygnat fluorescencji jest wiec proporcjonalny do
wewnatrzkomoérkowego poziomu ROS i moze zosta¢ wykryty z zastosowaniem czytnika
wieloptytkowego wyposazonego w detektor wzbudzenia i emisji sygnatu o okreslonej dtugosci

fali>26162_ |stotne znaczenie ma fakt, ze ROS majg bardzo niskg stabilno$¢, dlatego analizy
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nalezy przeprowadzaé¢ wytgcznie na $wiezych komédrkach i mozliwie jak najszybciej po ich
pobraniu. Obecnie najszerzej stosowanym zwigzkiem wykorzystywanym do monitorowania

wewnatrzkomérkowego poziomu ROS jest diacetat dichlorodihydrofluoresceiny (DCFDA)®3795,

4.3.1. Metoda izolacji ptytek

Od kazdej pacjentki, celem wykonania badain pobrano krew z zyty obwodowej, z
zastosowaniem minimalnego ucisku stazy. Krew pobierano bezposrednio do probdwek z
systemem zamknietym zawierajgcych aktywny antykoagulant w postaci cytrynianu sodowego
z kwasem cytrynowym oraz dekstroza (ang. acid-citrate-dextrose; ACD) w objetosci 2 x 6ml
(probéwki BD Vacutainer® z ACD). Koricowe stezenia antykoagulantow we krwi wynosity
odpowiednio: cytrynian sodowy 1/89 mg/m; kwas cytrynowy 0,69 mg/m; glukoza 2,1 mg/mL;
sorbinian potasowy 0,03 mg/mL. Stosowano igty o duzej srednicy, 21 G lub wiekszym, w skali
Gauge, celem redukcji ryzyka potencjalnej aktywacji ptytek krwi w trakcie pobierania prébek.
Zwracano uwage, aby probdéwka byta wypetniona krwig do oznaczonego przez producenta
poziomu. Nastepnie krew mieszano z antykoagulantem poprzez tagodne odwracanie
probdéwki 4-5 razy, bez wytrzgsania. Niezwtocznie po pobraniu krwi, probdwki z materiatem
do badan transportowano w temperaturze pokojowej, miedzy 20 a 25 °C , w pojemniku
izotermicznym, w pozycji pionowej, do laboratorium Zaktadu Medycyny Srodowiskowej
Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu, gdzie bezposrednio po
dostarczeniu materiatu wykonano dalsze oznaczenia, nie przekraczajgc 40 minut pomiedzy
godzing pobrania krwi, a godzing rozpoczecia badania. Analizy wykonane byty zgodnie z
zaleceniami producenta odczynnikdw przez przeszkolony, doswiadczony zespdt Zaktadu

Medycyny Srodowiskowej Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu.

Niezwtocznie po przekazaniu materiatu do laboratorium, w wyniku procesu wirowania
przygotowywano osocze bogatoptytkowe (ang. platelet-rich plasma; PRP), z ktérego nastepnie

wyizolowano ptytki krwi.
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Rycina 8. Metodyka dotyczgca oceny metabolizmu tlenowego oraz stresu oksydacyjnego w

ptytkach.

4.3.2. DCFDA - ocena wewnatrzkomdrkowego poziomu reaktywnych form tlenu

(ROS)

W celu zbadania poziomu reaktywnych form tlenu w ptytkach krwi pacjentek wykorzystano
metode opartg o 2’,7'— dwuoctan dichlorofluoresceiny (DCFDA) dostepny wraz z zestawem
Cellular ROS Assay Kit® (Abcam, Wielka Brytania). DCFDA jest barwnikiem fluorogennym, ktéry
przenika przez btone komdérkowa i umozliwia pomiar aktywnos$ci hydroksylowej, nadtlenkowe;j
oraz aktywnosci innych reaktywnych form tlenu (ROS) w komdrce. Zwigzek ten po
przedyfundowaniu przez btone komérkowa jest trawiony do zredukowanej formy przez
esterazy komdrkowe. Nastepnie czgsteczka ta jest utleniana przez szereg reaktywnych form
tlenu do 2’,7’- dichlorofluoresceiny (DCF). DCF jest zwigzkiem o wysokiej fluorescencji, ktory
mozna wykry¢ za pomocg spektroskopii fluorescencyjnej przy maksymalnych widmach

wzbudzenia i emisji wynoszgcych odpowiednio 485 nm i 535 nm (Ryciny 8 i 9).
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Rycina 9. Schemat metabolizmu wewngatrzkomdérkowego DCFDA.

Badanie z zastosowaniem DCFDA mierzy poziom ROS w komodrkach iloSciowo - poziom
fluorescencji moze zosta¢ zmierzony za pomocg oceny mikroptytkowej, cytometrii
przeptywowej lub mikroskopu fluorescencyjnego. Podczas analizy wynikédw podaje sie wartos¢
intensywnosci fluorescencji w danym punkcie czasowym. Wyniki wyrazane sg w jednostkach
fluorescencji (ang. fluorescence units; FU), ktdore uzyskuje sie na podstawie pomiaru
fluorescencji w okreslonym punkcie czasowym, zmierzonym 30 minut po inkubacji w
ciemnosci z DCFDA. DCFDA nie jest kompatybilny z prébkami utrwalonymi, dlatego

zabarwione komorki musza by¢é mierzone przyzyciowo®®.

Wyizolowane ptytki krwi, w stezeniu 1x10% komérek/ml umieszczono w buforze i
odwirowano, nastepnie poddano inkubacji z 20 uM roztworu DCFDA w temperaturze 37 °C
przez 30 minut, w ciemnosci. Nastepnie ponownie odwirowano ptytki i usunieto supernatant
w celu pozbycia sie nadmiaru DCFDA. Komorki umieszczono na ptytce 96-dotkowej (1,5 x 10°
komérek/50 plL/dotek). Natychmiast po wysianiu komoérek na ptytke zmierzono poziom
fluorescencji uzywajac multidetekcyjnego czytnika, wyposazonego w detektory fluorescencji
z sygnatem odczytu Ex/Em: 485/535 nm. Wyniki wyrazono w jednostkach fluorescencji (ang.

fluorescence units; FU) (ryc. 10)®.
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Rycina 10. Schemat oceny wewnatrzkomdérkowego poziomu reaktywnych form tlenu (ROS) ©*

4.3.3. MitoXpress® Xtra — badanie konsumpcji tlenu

MitoXpress® Xtra umozliwia ocene oddychania komodrkowego poprzez pomiar
pozakomédrkowego zuzycia tlenu (ang. oxygen consumption rates; OCR) przez komorki lub
wyizolowane mitochondria w czasie rzeczywistym. Metoda ta pozwala okreslic tempo
oddychania komérkowego dla charakterystyki metabolicznej. Badanie metabolizmu zywych
komédrek zapewnia wglad w funkcje komérkowe, oraz pozwala okresli¢ role zaburzonego
metabolizmu w patogenezie choroby. W miare oddychania komdrkowego zmniejsza sie
stezenie tlenu rozpuszczonego w ptynie zewnatrzkomérkowym w badanej prébce, powoduje
to wzrost sygnatu w tescie MitoXpress® Xtra, ktdry jest miarg zuzycia tlenu, przy czym tempo
wzrostu fluorescencji odzwierciedla tempo zuzycia tlenu. Odczynnik wykorzystywany w tescie
jest fluoroforem wrazliwym na tlen, opartym na biopolimerach. Jest chemicznie stabilny i
obojetny, rozpuszczalny w wodzie i nieprzepuszczalny dla komérek®”. Sygnat fluorescencyjny
uwalniany przez sonde jest wygaszany przez tlen, a zatem im mniejsze stezenie tlenu
czgsteczkowego (02) dookota komérki, tym wiekszy jest sygnat fluorescencyjny, rejestrowany
przez czytnik wieloptytkowy wyposazony w odpowiednie filtry wzbudzenia/emisji. Im wyzszy
sygnat fluorescencyjny sondy, tym wiecej komdrka konsumuje i zuzywa tlenu, co
odzwierciedla aktywnos¢ mitochondrialnego tancucha oddechowego. Pomiar konsumpcji
tlenu przez komoérke jest wiec waznym wskaznikiem jej funkcji. W stanie chorobowym

zwigzanym z zaburzonym metabolizmem lub dysfunkcjg mitochondriéw moze zwiekszy¢ sie
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podatnos¢ komorki na stres, co prowadzi do uposledzenia jej funkcji i wigze sie z

wystepowaniem niektdrych chordb®°,

Wyizolowane ptytki krwi, zawieszone w roztworze, umieszczano na mikroptytce 96-
dotkowej, o gestosci 5-6 x 10° komdrek/dotek. Po dodaniu 10 pl roztworu MitoXpress® Xtra
do kazdego dotka, niezwtocznie uszczelniono kazdy dotek poprzez delikatnie natozenie 100 pl
oleju mineralnego HS, ktéry zostat wstepnie ogrzany do temperatury pomiaru 37 °C.
Nastepnie dokonano pomiaru poziomu fluorescencji uzywajgc multidetekcyjnego czytnika,
wyposazonego w detektory fluorescencji. O stopieniu zuzycia tlenu Swiadczyta intensywnos¢
sygnatu fluorescencyjnego w chwili pomiaru. Podczas odczytu temperatura czytnika ptytek
wynosita 37°C. Dtugosci fal wynosity odpowiednio 380 £20 nm dla wzbudzenia i 650 £20 nm

dla emisji®’.

Zawieszenie komorek w podtozu

Pomiar fluorescencji

‘ olej- bariera dla 02

[ 3 .
‘ dt
20[0}2]..[02] posiose

I I ‘ komarki

Rycina 11. Schemat przedstawiajacy sposéb przygotowania oraz przebieg badania

oceniajgcego pomiar konsumpcji tlenu z zastosowaniem MitoXpress® Xtra®’
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4.3.4. MitoXpress® Intra - wewnatrzkomoérkowy test tlenowy

Dostepnosé tlenu na poziomie komdrkowym ma znaczacy wptyw na fizjologie komérek,
wewnatrzkomdrkowa transdukcje sygnatdw oraz metabolizm. Test MitoXpress® Intra stuzy do
iloSciowego oznaczania wewngtrzkomérkowego stezenia tlenu (O2) w zywych komadrkach, w
czasie rzeczywistym. Pomiar ten pozwala na okreslenie stanu natlenienia lub niedotlenienia
wewnatrzkomoérkowego. Metoda badania oparta jest na zastosowaniu opatentowanej
nanoczgsteczkowej sondy wrazliwej na dziatanie tlenu (0O;), ktéra przenikajac przez btone
komdrkowa ma zdolnos¢ penetrowania do wnetrza komoérki. Fluorofor wykorzystywany w
tescie jest chemicznie stabilny i obojetny. Tlen ttumi fosforyzujgcg emisje sondy, dlatego
sygnat pomiarowy (Ex/Em: 380 nm/650 nm) jest odwrotnie proporcjonalny do
wewnatrzkomérkowego stezenia tlenu. Emisja fosforu przez sonde MitoXpress ®-Intra jest
ttumiona przez tlen molekularny w taki sposdb, ze zmniejszenie stezenia tlenu powoduje
wzrost mierzonego sygnatu. Emisja sondy moze by¢ monitorowana za pomoca
fluorescencyjnych czytnikdw ptytek. Pomiar wewnatrzkomoérkowego stezenie tlenu ma
istotne znaczenie w badaniach dotyczgcych stanu hipoksji, stresu oksydacyjnego oraz

metabolizmu nowotwordw?°.

Wyizolowane ptytki krwi umieszczono na 96- dotkowej mikroptytce, tak aby gestosé
komodrek wynosita zazwyczaj 30 000 - 80 000 na dotek. Dwa dotki pozostawiono wolne od
dodatku odczynnika MitoXpress® Intra, jako Slepe préby kontrolne. Uzywajac pipety
wielokanatowej lub pipety typu repeater, dodano 100 ul podgrzanego, odpowiednio
przygotowanego roztworu MitoXpress® Intra do kazdego dotka. Nastepnie ogrzano
urzadzenie do temperatury 37 °C. Czas przygotowywania ptytek zostat ograniczony do
minimum.  Niezwtocznie  dokonano pomiaru poziomu fluorescencji  uzywajac
multidetekcyjnego czytnika, wyposazonego w detektory fluorescencji. Mierzono sygnat

wyjsciowy fluorescencji.
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4.4. Metodyka badania krwi obwodowej

W celu wykonania morfologii krwi obwodowej, krew pobierano do probéwek o objetosci 2,7
ml z antykoagulantem EDTA (wersenian dwupotasowy). Uzyto zestawdw aspiracyjno-
prézniowych jednorazowego uzytku typu Monovette®. Probdéwki po pobraniu krwi,

kilkukrotnie obracano w celu zmieszania krwi z antykoagulantem.

Do wykonywania oznaczen zastosowano Aparat SYSMEX XN-1000. Krwinki biate
oznaczone zostaly metoda fluorescencyjnej cytometrii przeptywowej w bloku detektora
optycznego. Podczas analizy z zastosowaniem cytometrii przeptywowej z wykorzystaniem
lasera poétprzewodowego znakowane komoérki otoczone byty ptynem sptaszczajgcym, tak by
przechodzity pojedynczo przez strefe pomiaru. Komorki naswietlano
zogniskowang/spolaryzowang wigzka lasera. Podczas badania $wiatto ulega rozproszeniu
wzbudzajac przy tym przytgczone do komarek fluorochromy. Intensywnosé czotowego swiatta
rozproszonego wskazuje na objetos¢ komoérki, a intensywnos¢ bocznego $wiatta
rozproszonego wskazuje na strukture wewnetrzng komérki, tj.: jadro oraz ziarnistosci.
Intensywnos$¢ bocznej fluorescencji wskazuje na zawartos¢ DNA i RNA. Powstate sygnaty
mierzone sg za pomocg detektoréw i przeksztatcane na impulsy elektryczne tzw. metoda

impedancyjna, lub oceniane optycznie. Dioda laserowa emituje fale A = 633 nm.

Liczbe czerwonych krwinek (ang. red blood cells; RBC) i ptytek krwi (ang. platelet count;
PLT) oznaczono przy pomocy metody impedancyjnej/konduktometrycznej. Analizator

hematologiczny rutynowo zlicza ptytki metoda impedancyjng (PLT-I).

Stezenie hemoglobiny (HGB) oznaczone zostato przez detektor przy uzyciu srodka
powierzchniowo czynnego siarczanu laurylu sodu (ang. sodium lauryl sulfate; SLS) metodg
fotometryczng. W trakcie analizy krwinki czerwone sg hemolizowane, a nastepnie zachodzi

zmiana konformacji czgsteczki globiny przy 535 nm oraz drugi pik przy 560 nm.

Srednia objetos¢ ptytek krwi (ang. mean platelet volume; MPV) jest parametrem

wyliczanym z nastepujgcego wzoru:
MPV [fl] = (PCT [%] / PLT [tys./mm3]) x 10000,

gdzie PCT oznacza hematokryt ptytkowy, bedacy wskaznikiem objetosci ptytek krwi, ktory

wyliczany jest z czestotliwosci rozktadu ptytek krwi.
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4.5. Ocena dobrostanu i wzrastania ptodu

Pierwszym krokiem w ocenie wzrastania ptodu byta weryfikacja wieku cigzowego na
podstawie daty ostatniej miesigczki oraz wynikdw badania ultrasonograficznego dtugosci
ciemieniowo-siedzeniowej (ang. crown rump length; CRL) z pierwszego trymestru cigzy, jesli
byty dostepnel®. Pomiar dtugosci ciemieniowo-siedzeniowej wykonany do 13. tygodnia cigzy
+ 6 dni jest najdoktadniejszg metodgq stuzaca ustaleniu lub potwierdzeniu wieku cigzowego, a

jej doktadno$é wynosi + 5-7 dni’t™73,

Szacowang mase ciata ptodu (ang. estimated fetal weight; EFW) wyznaczano
ultrasonograficznie wg reguty Hadlock’a na podstawie pomiaréw gtowy: obwodu (ang. head
circumfenence; HC) i wymiaru dwuciemieniowego (ang. biparietal diameter; BPD), obwodu
brzucha (ang. abdominal circumference; AC) i dtugosci kosci udowej (ang. femoral length;
FL)’%. Nastepnie wynik EFW odnoszono do wartoséci referencyjnych dla danego wieku

cigzowego.

Badania dopplerowskie przeptywu krwi wykonywano przy pomocy aparatu firmy GE
Voluson E8, zaopatrzonego w gtowice o zmiennej czestotliwosci 3.5 oraz 5.0 MHz, pracujace
w czasie rzeczywistym z opcjg fali pulsacyjnej oraz kodowania kolorem. Ciezarna w trakcie
badania znajdowata sie w pozycji potlezacej, z lekko uniesionym prawym bokiem, celem
unikniecia zmian hemodynamicznych wywotanych uciskiem na zyte gtéwng dolng. Wszystkie
badania dopplerowskie wykonywane byty podczas nieobecnosci aktywnosci ruchowej i
oddechowej ptodu. Przeanalizowano przeptywy krwi w tetnicy macicznej (ang. uterine artery;
UtA) obustronnie, w tetnicy pepowinowej (ang. umbilical artery; UA), zyle pepowinowej (ang.
umbilical vein; UV) i tetnicy Srodkowej mdozgu ptodu (ang. middle cerebral artery; MCA),
przewodzie zylnym (ang. ductus venosus; DV) oraz cies$ni aorty ptodu (ang. aortic isthmus; Aol),
jesli byty dostepne. Wyznaczano wspotczynnik pulsacji (ang. pulsatility index; Pl) w UA oraz
MCA i obliczano wskaznik mézgowo-pepowinowy (ang. cerebro-placental ratio; CPR) bedacy
stosunkiem MCA-PI do UA-PI. Zgodnie z protokotem zaproponowanym przez Figueras i
Gratacosa, za wartosci nieprawidtowe w UtA, UA oraz DV przyjeto wartosci Pl powyzej 95
percentyla, natomiast w MCA ponizej 5 percentylal. Wskaznik CPR okre$lano jako
nieprawidfowy jesli jego wartosci znajdowaty sie ponizej 5 percentyla. Oceniono réwniez

wystepowanie: przeptywu wstecznego w Aol, wstecznej lub zerowej fali a w DV, braku
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przeptywu koncoworozkurczowego (ang. absent end-diastolic velocity; AEDV) lub obecnos¢
wstecznego przeptywu korncoworozkurczowego (ang. reversed end-diastolic velocity; REDV) w

UA.

IUGR (FGR), czyli wewnatrzmaciczne ograniczenie wzrastania ptodu, stwierdzano, gdy
szacowana masa ptodu znajdowata sie ponizej 3. percentyla lub gdy znajdowata sie ponizej 10.
percentyla wraz z towarzyszgcymi nieprawidtowosciami w badaniach Dopplerowskich, tj. UA-
Pl powyzej 95. percentyla i/lub MCA-PI ponizej 5. percentyla i/lub CPR ponizej 5. percentyla
i/lub UtA-Pl powyzej 95. percentyla. SGA, czyli ptéd zbyt maty w stosunku do wieku cigzowego,
rozpoznawano, gdy szacowana masa ptodu znajdowata sie pomiedzy 3. a 10. percentylem bez

towarzyszgcych nieprawidtowosci w przeptywie krwi ocenionych metodg Dopplera.

Dobrostan pfodu oceniano réwniez na podstawie analizy zapisu badania
kardiotokograficznego (KTG). Jako nieprawidtowy uznawano zapis KTG, w ktérym pojawiaty

sie deceleracje bez wystepowania czynnosci skurczowej macicy?.

Rozpoznanie IUGR (FGR) oraz stopien ciezkosci zaawansowania klinicznego okreslano
na podstawie protokotu zaproponowanego przez Figueras i Gtaracosa!, korzystajgc ze
stworzonego w tym celu kalkulatora, zamieszczonego na stronie

https://medicinafetalbarcelona.org/calc/"".

4.6. Parametry charakteryzujgce przebieg cigzy, porodu i stan noworodka

W ocenie przebiegu cigzy przeanalizowano miedzy innymi wiek cigzowy w czasie porodu, ktéry
zostat wyznaczony na podstawie reguty Naeglego, czyli pierwszego dnia ostatniej miesigczki
lub w oparciu o pomiar CRL w pierwszym trymestrze cigzy. Okreslono czy pordéd odbyt sie o
czasie czy przedwczesnie. Pordd przedwczesny zdefiniowano jako pordd, ktdry nastgpit przed

skoriczonym 37. tygodniem trwania cigzy’®.

Analizie poddano sposdéb ukorniczenia cigzy (pordd sitami natury, operacja kleszczowa,
proznocigg potozniczy lub ciecie cesarskie). Jesli poréd ukonczono drogg ciecia cesarskiego

analizie poddano rodzaj wskazan, tj. pilne lub elektywne.
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Stan noworodka bezposrednio po porodzie oceniano w oparciu o metode
zaproponowang przez V. Apgar, na podstawie ktérej, w pierwszej, pigtej i dziesigtej minucie
zycia dziecka okre$lano nastepujace parametry: kolor skory, czynnos$¢ serca, reakcje na
bodzZce, napiecie miesniowe oraz oddech. Za kazdg ceche mozna byto przyznac¢ 2, 1 lub 0
punktéw. Noworodek, ktdry otrzymat 8-10 punktédw urodzit sie w stanie dobrym, 4-7 punktéw
definiowato stan $redni, a punktacja w zakresie 0-3 punkty oznaczata zty stan ogdlny’’. Ocena
stanu noworodka w oparciu o skale Apgar wykonywana zawsze byfa przez lekarza
uczestniczacego przy porodzie. Celem oceny kondycji metabolicznej noworodka
przeanalizowano status kwasowo-zasadowy, okreslony na podstawie wartosci pH oraz
niedoboru zasad (ang. base deficyt; BE ) we krwi z naczyn pepowinowych, pobranej

bezposrednio po porodzie’®’°,

Mase urodzeniowg kazdego noworodka odnoszono do wartosci referencyjnych. Za
noworodki za mate w stosunku do wieku cigzowego (ang. neonate Small for Gestational Age;
nSGA) uznawano te, ktérych masa miescita sie ponizej 10. percentyla; obliczen dokonano na
podstawie kalkulatora dla populacji europejskiej zamieszczonego na stronie

https://medicinafetalbarcelona.org/calc/"".

Analizie poddano réwniez catkowitg dtugo$é pobytu noworodka w szpitalu, oraz
wystepowanie okreslonych powiktann noworodkowych (m. in. niewydolnosci oddechowej,
krwawien do osrodkowego uktadu nerwowego, niedokrwistosci, zakazenia, sepsy, catkowitej

dtugosci sztucznej wentylacji, retinopatii).

4.7. Metody statystyczne

W celu weryfikacji postawionych pytan badawczych przeprowadzono analizy statystyczne przy
uzyciu pakietu IBM SPSS Statistics 23. Przy jego pomocy wykonano analizy podstawowych
statystyk opisowych wraz z testem Kotmogorowa-Smirnowa, ktéry sprawdza normalnos¢
rozktadu badanych zmiennych. Dla zmiennych, ktérych rozktad nie zostat potwierdzony jako
normalny, dodatkowe zweryfikowanie poziomu skosnosci. W przypadku, gdy wartos$é

skosnosci miesci sie w przedziale od -2 do +2 mozna przyjgé, ze rozktady te nie sg znaczgco
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asymetryczne wzgledem $redniej®. Takg sytuacje odnotowatam w przypadku zdecydowanej
wiekszosci badanych zmiennych. Jedynie w przypadku dtugosci pobytu noworodka w szpitalu
po porodzie, czasu trwania sztucznej wentylacji noworodka oraz wewnatrzkomérkowego
poziomu niedoboru tlenu stwierdzitam przekroczenie wspomnianego przedziatu. Analizy
statystyczne przy uzyciu testow parametrycznych wykonatam dla zmiennych o charakterze
symetrycznym, zas dla trzech wymienionych powyzej zmiennych konieczne byto wykonanie

analiz statystycznych przy uzyciu testow nieparametrycznych.

W pracy zastosowatam miedzy innymi test t Studenta dla préb niezaleznych, test U
Manna-Whitney’a dla zmiennych asymetrycznych, analize korelacji ze wspétczynnikiem r
Pearsona, analize korelacji rangowej p Spearmana, jednoczynnikowg analize wariancji w

schemacie miedzygrupowym, test Kruskala-Wallisa, test x2 oraz doktadne testy Fishera.

Za poziom istotnosci uznatam klasyczny prég a = 0,05; wyniki prawdopodobienstwa
statystyki testu na poziomie 0,05 < p < 0,1 interpretowano jako istotne na poziomie tendencji

statystycznej.
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5. Wyniki

5.1. Charakterystyka badanych grup w zakresie wieku, rodnosci, BMI oraz

stopnia IUGR (FGR)

Po przeanalizowaniu wieku, rodnosci oraz BMI badanych pacjentek, a wiec zmiennych
ilosciowych odnotowano jedng réznice istotng statystycznie. Liczba cigz byta wyzsza w grupie
kontrolnej. Sita odnotowanego efektu byfa umiarkowanie duza. W zakresie BMI nie
odnotowano wyniku nawet na poziomie tendencji statystyczne;j.

W tabeli 4 przedstawitam rozktad wartosci stopnia zaawansowania IUGR (FGR) w badanej
grupie, pozostate wyzej wymienione zmienne zamiescitam w tabeli 5.

Tabela 4. Stopien IUGR (FGR) w badanej grupie

IUGR (FGR)
1 79,10%
2 7,00%
Stopien IUGR (FGR)
3 11,60%
4 2,30%

Dodatkowo, sprawdzono jaki byt udziat IUGR (FGR) w konteks$cie terminu rozpoznania.
Okazato sie, ze doktadnie po 50% zostato rozpoznanych przed koricem 32. tygodnia i po tym

terminie.
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5.2. Charakterystyka badanych grup w zakresie zmiennych dotyczacych
porodu

5.2.1. Czas trwania cigzy

Czas trwania cigzy w grupie kontrolnej byt istotnie dtuzszy niz u ciezarnych nalezacych do grupy

IUGR (p < 0,001). Sita odnotowanego efektu byta bardzo duza.

40
39 1
38
37
36
35

34

Czas trwania cigzy [tydzien cigzy]

33

32

cigza kontrola

Rycina 12. Czas trwania cigzy w badanych grupach.

Sprawdzono takze w jakim procencie poréd w badanych grupach odbyt sie o czasie (tabela 5).
Wykonano test x?, ktory okazat sie istotny statystycznie, x?(1) = 19,74; p < 0,001. W grupie
IUGR wyraznie czesSciej dochodzito do porodu przed czasem. Sita odnotowanego efektu,

mierzona wspétczynnikiem V Cramera, byta umiarkowanie duza, V = 0,43.
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5.2.2. Sposdb ukonczenia cigzy w badanych grupach ciezarnych

W tabeli 5 zostaty przedstawione wyniki analizy sposobu ukonczenia cigzy w poszczegdlnych
grupach pacjentek. W grupie IUGR wyraznie czesciej dochodzito do ukonczenia cigzy na drodze
ciecia cesarskiego. Sita odnotowanego efektu, mierzona wspdfczynnikiem V Cramera, byta
umiarkowanie duza, V = 0,33. W grupie cigz ukonczonych cieciem cesarskim, dodatkowo
przeprowadzono analize co do charakteru wykonanej operacji. Istotnie mniej pilnych cie¢ (p =
0,002) byto w grupie kontrolnej (tabela 5). Sita odnotowanego efektu, mierzona

wspoétczynnikiem V Cramera, byta umiarkowanie duza, V = 0,46.

Tabela 5.
Cecha/parametr IUGR (n=44) Cigza niepowiktana (n=67) P

Wiek [lata]; 28,64 30,39 0,075
$rednia +- SD 5,07 5,01
mediana (min.-maks.) 29 (18-41) 31(19-42)
Liczba ciaz; 1,48 2,13 0,001
$rednia +- SD 0,85 1,2
mediana (min.-maks.) 1(1-4) 2 (1-6)
BMI; 27,67 26,66 0,298
$rednia +- SD 5,73 3,31
mediana (min.-maks.) 25,6 (18,38-44,14) 26,66 (19,2-33,6)
Pordd [tydzien cigzy]; 35,79 39,17 <0,001
$rednia +- SD 3,71 0,99
mediana (min.-maks.) 37 (25-40) 39 (36-41)
Pordd o czasie [%] 65,10% 96,90% <0,001
Poréd samoistny [%] 30,20% 52,30%
Ciecie cesarskie [%] 67,40% 35,40% 0,003
Woyciggacz prdzniowy/ operacja 2,30% 12,30%
kleszczowa [%]
Ciecie cesarskie ze wskazan 44,00% 4,30% 0,002
pilnych [%]
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5.3. Charakterystyka badanych grup w zakresie zmiennych okreslajacych stan

noworodka

W badanej populacji nie stwierdzono istotnych réznic w zakresie ptci noworodkéw (tabela 6).

Tabela 6. Ptec¢ dziecka w badanych grupach

IUGR cigza niepowiktana
zenska 52,40 % 64,60 %
Pte¢ dziecka
meska 47,60% 35,40%

W tabeli 7 przedstawiono wyniki analizy szeregu zmiennych ilosciowych, takich jak
masa urodzeniowa, pH tetnicze i zylne, punktacja w skali Apgar, niedobdr zasad (BE) w tetnicy
i zyle pepowinowej, dtugosci ciata noworodkdw, dtugosci pobytu noworodkéw w szpitalu po
porodzie oraz dtugosci sztucznej wentylacji u noworodkéw. Wykonano testy t Studenta dla
préb niezaleznych oraz testy U Manna-Whitney’a dla dtugosci pobytu w szpitalu i czasu
sztucznej wentylacji noworodka (ze wzgledu na znaczng asymetrycznosc rozktadu). Dzieci z
grupy IUGR cechowaty sie nizsza masg urodzeniowga, nizszym wynikiem w skali Apgar po 5
minutach, wyzszym (mniej ujemnym) poziomem niedoboru zasad (BE) zylnego, mniejszg
dtugoscig ciata po porodzie, dtuzszym pobytem w szpitalu oraz dtuiszym czasem sztucznej
wentylacji. Sita odnotowanych efektéw byta bardzo duza dla masy urodzeniowej, dtugosci
ciata i dtugosci pobytu w szpitalu i umiarkowanie duza dla pozostatych trzech zmiennych.
Dodatkowo, odnotowano dwie réznice na poziomie tendencji statystycznej (tabela 7).
Noworodki z grupy IUGR cechowaty sie nizszymi wartoSciami skali Apgar po 1. minucie oraz
wyzszym (mniej ujemny) niedoborem zasad (BE) tetniczym. Sita obu tych efektow byta jednak
niska. Dla poziomu pH nie odnotowano rdznic nawet na poziomie tendencji statystycznej.

Wyniki istotne statystycznie i bliskie istotnosci statystycznej zestawiono na rycinach 13-17.
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Tabela 7. Masa urodzeniowa, pH tetnicze i zylne, punktacja w skali Apgar, niedob6r zasad (BE)

w tetnicy i zyle pepowinowej oraz dtugos$¢ ciata noworodkéw w badanych grupach

IUGR cigza niepowiktana
M SD M SD P

masa ur. [g] 1966,35 614,90 3449,92 468,94 0,000
Apgar 1' 9,10 1,76 9,67 0,99 0,059
Apgar 5' 9,46 1,19 9,92 0,53 0,032
pH tetnicze 7,29 0,08 7,27 0,07 0,137
pH zylne 7,33 0,05 7,33 0,06 0,680
BE tetnicze -2,72 2,56 -3,78 3,22 0,079
BE zylne -2,55 2,22 -4,00 3,05 0,013

dtugos¢ ciata u noworodka po
46,01 5,75 54,93 2,68 0,000

porodzie [cm]
dtugos¢ pobytu w szpitalu [dni] 18,88 22,71 3,81 1,87 0,000
czas sztucznej wentylacji u

6,86 19,60 0,00 0,00 0,000

noworodka [doby]

M - $rednia; SD — odchylenie standardowe; p — istotnos¢
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Rycina 13. Masa urodzeniowa dzieci w badanych grupach.
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Rycina 14. Wyniki skali Apgar w badanych grupach.
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Rycina 15. Niedobdr zasad (BE) w tetnicy i w zyle pepowinowej w badanych grupach.
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Rycina 16. Dtugos¢ ciata dzieci w badanych grupach.
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Rycina 17. Dtugos¢ pobytu w szpitalu dzieci w badanych grupach.
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W tabeli 8 przedstawiono najczesciej rozpoznawane powiktania noworodkowe. Najczesciej
rozpoznawanym powiktaniem byt zespét zaburzen oddychania (ZZO): IUGR 23,8%, grupa
kontrolna 4,7% (p= 0,003). Rzadziej stwierdzano martwicze zapalenie jelit (NEC); rozpoznano

je jedynie u noworodkdw z cigz powiktanych IUGR 2,3% (p=0,398).

Tabela 8. Najczestsze powiktania stwierdzane u noworodkéw w badanych grupach

IUGR cigza niepowiktana
X3(1) = 8,62
ZZ0 (%) 23,80% 4,70% p =0,003
V=0,29
Exact Fisher Test
Krwawienie do CUN (%) 4,70% 0,00%
p=0,156
Exact Fisher Test
Krwawienie % (%) 4,70% 0,00%
p=0,156
Exact Fisher Test
NEC (%) 2,30% 0,00%
p=0,398
Sepsa (%) 0,00% 0,00% X
Zgon okotoporodowy (%) 0,00% 0,00% X
Exact Fisher Test
Zgon podzniej (%) 2,30% 0,00%

p =0,405
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5.4. Ocena metabolizmu tlenowego oraz stresu oksydacyjnego w ptytkach

krwi badanych kobiet

5.4.1. Poziom ROS, pomiar konsumpcji tlenu i wewngatrzkomaérkowy poziom
niedoboru tlenu w badanych grupach

W tabeli 9 przedstawiono wyniki analiz poziomu ROS, pomiaru konsumpcji tlenu oraz
wewnatrzkomoérkowy poziom niedoboru tlenu w badanych grupach. Wykonano
jednoczynnikowe analizy wariancji w schemacie miedzygrupowym badz tez — w przypadku
niespetnienia zatozenia o homogenicznosci wariancji — mocne testy réwnosci $rednich
Browna-Forsytha; uzyskane wyniki okazaty sie istotne statystycznie. Wykonano wiec analizy
post-hoc przy uzyciu testéw Sidaka (ROS, wewngtrzkomérkowy poziom niedoboru tlenu) i

Dunnetta (poziom konsumpcji tlenu).

Tabela 9. Poziom ROS, pomiar konsumpcji tlenu oraz wewngatrzkomoérkowy poziom niedoboru

tlenu w badanych grupach

brak cigzy IUGR cigza niepowiktana
M SD M SD M SD P
ROS (FU) 173,12 60,09 292,11 32,76 240,28 33,07 <0,001
Konsumpcja tlenu [FU] 35818,29 2730,78 26191,84 4925,69 36722,86 4525,54 <0,001
Wewnatrzkomaorkowy
949,23 119,82 1130,98 248,21 980,55 104,08 0,002

poziom tlenu (FU)

M - $rednia; SD — odchylenie standardowe; p — istotnos¢; FU — jednostki fluorescencji
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5.4.1.1. Poziom ROS w badanych grupach

W zakresie poziomu ROS odnotowano szereg istotnych statystycznie réznic na poziomie p <
0,001 pomiedzy wszystkimi trzema grupami. Najnizszy poziom odnotowano w grupie
nieciezarnych: wyniki te byty statystycznie nizsze od pozostatych dwdch grup. Najwyzszy
poziom , ROS odnotowano w grupie IUGR, a w grupie cigza — kontrola, poziom ROS byt nizszy

niz w grupie IUGR, ale wyzszy niz w grupie kobiet nie ciezarnych.

350 brak cigzy vs cigza kontrola p < 0,001

brak cigzy vs IUGR p < 0,001
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Rycina 19. Poziom ROS w badanych grupach.
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5.4.1.2. Pomiar konsumpcji tlenu w badanych grupach

W zakresie pomiaru konsumpcji tlenu odnotowano dwie réznice istotne statystycznie. Grupa
IUGR cechowata sie nizszym poziomem badanej zmiennej od dwdch pozostatych grup (p <
0,001). Te zas$ nie réznity sie miedzy sobg nawet na poziomie tendencji statystycznej , p =

0,840) (rycina 20).
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Rycina 20. Poziom konsumpcji tlenu w badanych grupach.
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5.4.1.3. Wewnatrzkomdrkowy poziom niedoboru tlenu w badanych grupach

W zakresie wewnatrzkomdrkowego poziomu niedoboru tlenu takze odnotowano dwie istotne
statystycznie réznice. Poziom badanej zmiennej w grupie IUGR byt wyzszy niz w grupie
nieciezarnych (p = 0,002) i w grupie cigza — kontrola (p = 0,014). Te zas nie réznity sie miedzy

soba nawet na poziomie tendencji statystycznej, p = 0,718 (rycina 21).
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Rycina 21. Wewnatrzkomérkowy poziom niedoboru tlenu w badanych grupach.
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5.5. Agregometria impendacyjna

5.5.1. Wyniki testow ASPI i TRAP w badanych grupach

Podstawowe wyniki badania agregometrii impendacyjnej przedstawiono w tabeli 10. Jak
wynika z analizy zawartych w tabeli wynikéw nie odnotowano rdéznic miedzy badanymi

grupami nawet na poziomie tendencji statystycznej (tabela 10).

Tabela 10. Wskazniki agregometrii w badanych grupach

IUGR cigza niepowiktana 95% ClI
M SD M SD T p LL UL d Cohena
ASPI test [AU*min] 252,62 161,37 217,60 117,25 0,98 0,330 -36,24 106,28 0,26
TRAP test [AU*min] 434,79 212,62 403,23 162,87 0,63 0,534 -69,53 132,65 0,17

M - $rednia; SD — odchylenie standardowe; p —istotnos¢
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5.6. Wskazniki morfologii w badanych grupach

W kolejnym kroku postanowiono poréwnaé wybrane parametry morfologii w badanych
grupach. Wykonano testy t Studenta dla préb niezaleznych. Nie odnotowano jednak zadnych

wynikéw nawet na poziomie tendencji statystycznej (tabela 11).

Tabela 11. Wybrane parametry morfologii w badanych grupach

IUGR cigza niepowiktana 95% C/
M SD M SD t p LL UL d Cohena
Leu [G/L] 10,89 2,49 10,36 2,47 1,07 0,286 -0,44 1,49 0,21
PLT [G/L] 220,65 50,32 212,63 50,61 0,81 0,422 -11,72 27,77 0,16
Limf [G/L] 2,15 0,81 1,95 0,54 1,44 0,155 -0,08 0,49 0,31
MPV [fL] 11,31 0,95 10,95 1,23 1,73 0,086 -0,05 0,79 0,33

M - $rednia; SD — odchylenie standardowe; p — istotnos¢

5.7. Zwiazki pomiedzy parametrem MPV a poziomem ROS, konsumpgji tlenu,
wewnatrzkomérkowym poziomem niedoboru tlenu oraz wynikami

agregometrii impendacyjnej (testow ASPI i TRAP)

W kolejnym kroku postanowiono sprawdzié, czy zachodzg korelacje pomiedzy wielkoscia
parametru MPV, oznaczanym w morfologii krwi pacjentki badanej a poziomem ROS,
konsumpcji tlenu, wewngatrzkomérkowym poziomem niedoboru tlenu oraz wynikami testéw

ASPl i TRAP w agregometrii impedancyjnej. Postanowiono wykona¢ serie analiz korelacji ze
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wspotczynnikiem r Pearsona oraz analize korelacji rangowej p Spearmana dla zmiennej
wewnatrzkomoérkowego poziomu niedoboru tlenu. Analizy wykonano oddzielnie dla grupy
IUGR i grupy cigza-kontrola. Jak wida¢ w tabeli 12 odnotowano jeden istotny statystycznie
zwigzek. Konsumpcja tlenu byta ujemnie skorelowana z poziomem MPV w grupie cigza —

kontrola. Sita odnotowanego zwigzku byta duza.

Tabela 12. Zwigzki pomiedzy poziomem MPV a poziomem ROS, konsumpcji tlenu,

wewnatrzkomdérkowym poziomem niedoboru tlenu oraz wynikami testow ASPI i TRAP

MPV
IUGR cigza kontrola

r Pearsona -0,095 0,018
ROS (FU)

Istotnosé 0,676 0,936

r Pearsona 0,197 -0,459
Konsumpcja tlenu [FU]

Istotnosé 0,433 0,042
Wewnatrzkomérkowy poziom rho Spearmana -0,444 -0,145
niedoboru tlenu (FU) Istotnosc 0,065 0,543

r Pearsona -0,083 0,067
ASPI test [AU*min]

Istotnosé 0,720 0,684

r Pearsona 0,191 0,035
TRAP test [AU*min]

Istotnosé 0,433 0,841
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5.8. Zwigzek pomiedzy wiekiem ciezarnych a poziomem ROS, konsumpc;ji
tlenu, wewnatrzkomoérkowym poziomem niedoboru tlenu oraz wynikami

testow ASPI i TRAP

W kolejnym kroku postanowiono sprawdzi¢, czy zachodzg korelacje pomiedzy wiekiem kobiet
badanych a poziomem ROS, konsumpcji tlenu, wewngtrzkomdrkowym poziomem niedoboru
tlenu oraz wynikami testéw ASPI i TRAP. Postanowiono wykonaé serie analiz korelacji ze
wspotczynnikiem r Pearsona oraz analize korelacji rangowej p Spearmana dla zmiennej
wewnatrzkomoérkowego poziomu niedoboru tlenu. Analizy wykonano oddzielnie dla grupy
IUGR i grupy cigza-kontrola. Jak jednak wida¢ w tabeli 13 nie odnotowano zadnych zwigzkéw

istotnych statystycznie ani nawet bliskich istotnosci statystyczne;j.

Tabela 13. Zwigzki pomiedzy wiekiem badanej osoby a poziomem ROS, konsumpciji tlenu,

wewngtrzkomérkowym poziomem niedoboru tlenu oraz wynikami testdw ASPI i TRAP

Wiek badanej osoby

IUGR cigza kontrola

r Pearsona -0,136 -0,064
ROS (FU)

istotnosé 0,535 0,762

r Pearsona -0,209 -0,084
Konsumpcja tlenu [FU]

istotnosé 0,390 0,709
Wewnatrzkomorkowy poziom rho Spearmana -0,167 0,141
niedoboru tlenu (FU) istotnosé 0,493 0,531

r Pearsona -0,279 -0,163
ASPI test [AU*min]

istotnosé 0,221 0,302

r Pearsona -0,199 -0,027
TRAP test [AU*min]

istotnosé 0,414 0,869
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5.9. Zwigzek pomiedzy stopniem IUGR a poziomem ROS, konsumpcji tlenu,
wewnatrzkomérkowym poziomem niedoboru tlenu oraz wynikami testéw

ASPI i TRAP

W kolejnym kroku postanowiono sprawdzi¢, czy zachodzg korelacje pomiedzy stopniem IUGR
a poziomem ROS, konsumpcji tlenu, wewngtrzkomdrkowym poziomem niedoboru tlenu oraz
wynikami testéw ASPI i TRAP. Postanowiono wykonac¢ serie analiz korelacji rangowej p
Spearmana. Jak jednak widaé¢ w tabeli 14 nie odnotowano zadnych zwigzkéw istotnych

statystycznie ani nawet bliskich istotnosci statystyczne;.

Tabela 14. Zwigzki pomiedzy stopniem IUGR a poziomem ROS, konsumpcji tlenu,

wewnatrzkomaérkowym poziomem niedoboru tlenu oraz wynikami testéw ASPI i TRAP

Stopien IUGR

r Pearsona 0,109
ROS (FU)

istotnosé 0,630

r Pearsona 0,199
Konsumpcja tlenu [FU]

istotnosé 0,415
Wewnatrzkomorkowy poziom rho Spearmana -0,138
niedoboru tlenu (FU) istotnosé 0,572

r Pearsona -0,034
ASPI test [AU*min]

istotnosé 0,883

r Pearsona 0,124
TRAP test [AU*min]

istotnosé 0,612
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5.10. Zwigzek pomiedzy zaawansowaniem cigzowy (tygodniem cigzy) a
poziomem ROS, konsumpcji tlenu, wewnatrzkomérkowym poziomem

niedoboru tlenu oraz wynikami testow ASPI i TRAP

W kolejnym kroku postanowiono sprawdzi¢, czy zachodzg korelacje pomiedzy
zaawansowaniem cigzy (tygodniem cigzy) a poziomem ROS, konsumpcji tlenu,
wewnatrzkomérkowym poziomem niedoboru tlenu oraz wynikami testéw ASPI i TRAP.
Postanowiono wykonac¢ serie analiz korelacji ze wspotczynnikiem r Pearsona oraz analize
korelacji rangowej p Spearmana dla zmiennej wewngatrzkomérkowego poziomu niedoboru
tlenu. Analizy wykonano oddzielnie dla grupy IUGR (FGR) i grupy cigza-kontrola. Jak widaé¢ w
tabeli 15 odnotowano jeden istotny statystycznie zwigzek. Wynik testu ASPI byt ujemnie
skorelowany z tygodniem cigzy w grupie powiktanej IUGR (FGR). Sita odnotowanego zwigzku
byta duza. Odnotowano takze jeden zwigzek na poziomie tendenc;ji statystycznej. Wynik testu
TRAP byt ujemnie skorelowany z tygodniem cigzy w grupie cigz niepowiktanych (cigza-
kontrola). Sitg tego zwigzku byta umiarkowanie duza. Pozostate zwigzki nie byty nawet bliskich

istotnosci statystycznej.
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Tabela 15. Zwigzki pomiedzy zaawansowaniem cigzy (tydzien cigzy) a poziomem ROS,

konsumpcji tlenu, wewngatrzkomérkowym poziomem niedoboru tlenu oraz wynikami testéw

ASPI i TRAP
Tydzien cigzy
IUGR cigza niepowiktana
r Pearsona 0,096 -0,099
ROS (FU)
Istotnos¢ 0,662 0,639
r Pearsona -0,198 -0,328
Konsumpcja tlenu [FU]
Istotnosé 0,417 0,136
Wewnatrzkomérkowy poziom rho Spearmana 0,379 0,052
niedoboru tlenu (FU) Istotnosc 0,109 0,818
r Pearsona -0,552 -0,229
ASPI test [AU*min]
Istotnosc 0,009 0,144
r Pearsona -0,200 -0,304
TRAP test [AU*min]
Istotnosé 0,412 0,060
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6. Dyskusja

Wewnatrzmaciczne ograniczenie wzrastania ptodu (IUGR/FGR) jest jedng z gtéwnych przyczyn
zachorowalnosci i Smiertelnosci okotoporodowej oraz noworodkowej, stanowi réwniez jedng
z najczestszych przyczyn niekorzystnych wynikéw dtugoterminowych. Postepowanie kliniczne
w przypadku rozpoznania IUGR (FGR) jest nadal bardzo trudne pomimo postepdw w opiece
potozniczej oraz neonatologicznej. Bezposrednio po porodzie u noworodka z IUGR (FGR) moga
pojawic sie takie komplikacje jak: hipotermia, hipoglikemia, policytemia, martwicze zapalenie
jelit (NEC) czy zespot zaburzen oddychania. W tej grupie noworodkdw istnieje rowniez wyzsze
ryzyko okotoporodowej asfiksji®l. Moze to wynika¢ z niedotlenienia okofoporodowego
natozonego na przewlekie niedotlenienie ptodu spowodowane niewydolnoscig tozyska.
Nalezy podkresli¢ réwniez fakt, iz niekorzystne sSrodowisko wewngtrzmaciczne poprzez wptyw
na programowanie prenatalne predysponuje do wystepowania u noworodka z IUGR (FGR)
dtugoterminowych  probleméw zdrowotnych, takich jak uposledzenie rozwoju
neurologicznego, oraz zwiekszone ryzyko wystgpienia choréb uktadu krazenia® i zespotu
metabolicznego®, trwajgcych przez cate zycie®'. A zatem IUGR (FGR), ktérego przyczyng jest
niewydolno$¢ tozyska w konsekwencji stanowi wazny problem zdrowia publicznego w

przysztosci.

Najwazniejszg funkcjg tozyska jest wymiana sktadnikéw odzywczych i tlenu pomiedzy
matkg i ptodem. Aby stworzy¢ zdrowo funkcjonujgce tozysko, konieczne jest wystgpienie
odpowiedniej przebudowy tetnic spiralnych w naczynia niskooporowe o wysokim przeptywie
krwi, wskutek inwazji komédrek trofoblastu we wczesnej cigzy. Gdy proces ten zostaje
zaburzony, wynikajgca z tego nieoptymalna i nieprawidtowa funkcja fozyska skutkuje
pojawieniem sie okreslonych powikfan cigzowych, w tym IUGR (FGR). Doktadne S$ciezki
patofizjologiczne lezgce u podstaw tego zaburzenia nie s3 w petni poznane, chociaz
zaproponowano kilka teorii®*. Teorie te wigzg sie m. in. z obecnoscig stresu oksydacyjnego®
oraz lokalnego stanu nadkrzepliwosci, cechujgcego sie powstawaniem mikrozakrzepow w
naczyniach tozyska, mogacego wynikaé z nadmiernej aktywacji oraz agregacji ptytek krwi®e.

Zbadanie tych zaleznos$ci byto przedmiotem niniejszej rozprawy.

Obecnie przyjmuje sie, ze prawidtowy rozwdj tozyska nastepuje przy stosunkowo

niskim stezeniu tlenu. Komorki cytotrofobastu, ktére wnikajg do wnetrza tetnic spiralnych w
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toku ich fizjologicznej przebudowy powodujg zamkniecie swiatta tych naczyn, ograniczajgc w
ten sposdb doptyw utlenowanej krwi w rozwijajgcym sie tozysku. Powoduje to niskie stezenie
tlenu w tworzgcym sie tozysku, co jest niezbedne do prawidtowej embriogenezy i
organogenezy. Rozwijajgcy sie zarodek ma niewystarczajgce mechanizmy obronne
zapobiegajgce uszkodzeniu wywotanemu przez wolne rodniki tlenowe. Transfer sktadnikéw
odzywczych od matki do rozwijajgcego sie zarodka odbywa sie na tym etapie za
posrednictwem dyfuzji. Krazenie tozyskowe zostaje w petni ustalone dopiero pod koniec
pierwszego trymestru cigzy, gdy ,korki” z komdrek cytotrofoblastu ulegajg rozpuszczeniu w
nieznanym obecnie mechanizmie, a rozpoczecie krgzenia tozyskowego wigze sie z trzykrotnym
wzrostem stezenia tlenu w tozysku® . Nalezy podkresli¢, iz zaréwno zbyt wysokie stezenie
tlenu, jak rowniez obecnos¢ niedotlenienia podczas procesu inwazji trofoblastu moga
indukowac wystgpienie stresu oksydacyjnego, rozumianego jako brak réwnowagi pomiedzy
reaktywnymi formami tlenu, takimi jak anion nadtlenkowy (O;e-) i nadtlenek wodoru (H20>)
a antyoksydantami®®. Jedng z teorii prébujacg wyjasni¢ role stresu oksydacyjnego w
powstawaniu nieprawidtowo funkcjonujgcego tozyska jest teoria urazu niedokrwienno —
reperfuzyjnego. Zjawisko niedokrwienia i nastepujacej reoksygenacji, zaobserwowano po
przerywanej perfuzji fozyska, spowodowanej okresowym zwezeniem naczyn krwionosnych.
Obecny podczas tego procesu wzrost napiecia tlenowego moze prowadzi¢ do nadmiernego
tworzenia sie ROS. Podkresli¢ nalezy fakt, iz fizjologicznie ROS sg zaangazowane w komérkowe
szlaki sygnatowe przyczyniajgc sie do normalnego rozwoiju i funkcji komadrek. Aby osiggnac i
utrzymac fizjologiczny poziom ROS, istnieje dynamiczna réwnowaga pomiedzy wytwarzaniem
ROS a aktywnoscig antyoksydantéw w celu ich zmniejszenia. Jesli jednak dojdzie do zaburzenia
tej réwnowagi, woéwczas stres oksydacyjny prowadzi do uszkodzenia DNA, biatek oraz
peroksydacji lipiddw. Uszkodzone biatka mogg prowadzi¢ m. in. do utraty funkcji enzymu lub
receptora. DNA jest podatne na uszkodzenia oksydacyjne w wyniku peknie¢ nici i wigzan
krzyzowych zaktécajac transkrypcje i naprawe DNA. Natomiast peroksydacja lipidow wptywa
na utrate integralnosci btony komodrkowej. Wszystkie te efekty mogg prowadzi¢ do
nieprawidtowej funkcji, uszkodzenia i $mierci komérek. Watson i wsp. stwierdzili negatywny
wptyw obecnosci wysokiego poziomu tlenu na komorki syncytiotrofoblastu. W innym badaniu
ci sami autorzy wykazali, ze syncytiotrofoblast we wczesnej cigzy wykazuje niskie stezenie

antyoksydantow?®*,
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Chociaz wiele badan dotyczacych powiktan cigzy o etiologii fozyskowej koncentrowato
sie na uposledzonej przebudowie tetnic spiralnych na wczesnym etapie cigzy, nieprawidtowe
wzrastanie ptodu moze wynikaé réowniez z pierwotnych zmian stwierdzanych w samych
kosmkach, ktére zmniejszajg ich zdolnos¢ dyfuzyjng. Uposledzona perfuzja tozyskowa moze
wynika¢ z niedroznosci naczyn spowodowanej przez zakrzepice kosmkow, ktoérej przyczyn
upatruje sie m. in. w nadmiernej aktywacji oraz hiperagregacji ptytek krwi. Wsrdd zmian
stwierdzanych w tozyskach pochodzacych z cigz powiktanych IUGR (FGR) stwierdza sie ostre
lub przewlekte zapalenie naczyn w kosmkach charakteryzujace sie histologicznie naciekiem
limfohistiocytarnym, ktéry moze by¢ przyczyng ich uszkodzenia i zatarcia, w konsekwencji
prowadzac do zaburzenia kragzenia ptodowego®*. Ponadto w cigzach powiktanych IUGR (FGR)
badania histopatologiczne wykazaty wystepowanie zmian miazdzycopodobnych, ktdre
catkowicie lub cze$ciowo zamykaty tetnice spiralne’, co stanowi poparcie wyzej wymienione;j

hipotezy o roli ptytek krwi w patogenezie powikfan cigzy o etiologii tozyskowe] .

W cigzy o przebiegu prawidtowym pewne parametry ptytek krwi ulegajg fizjologicznym
zmianom. Do takich zmian nalezy m. in. obnizanie sie liczby ptytek krwi (PLT) wraz z czasem
trwania cigzy w efekcie hemodylucji, nasilonej ich aktywacji i niszczenia podczas
przechodzenia przez tozysko, poczynajac od drugiego trymestru cigzy. Mimo, iz liczba ptytek
krwi ulega obnizeniu wraz z zaawansowaniem cigzy, w poréwnaniu do stanu przed cigza, to
zazwyczaj nadal miesci sie w granicach normy. Cigza jest stanem zwiekszonego obrotu
ptytkowego, wynikajgcego ze zwiekszonej aktywacji ptytek, ich zuzycia i wymiany. W
konsekwencji przyspieszona produkcja ptytek krwi celem utrzymania prawidtowej hemostazy
powoduje zwiekszenie ich objetosci (MPV)®’. Mine Kanat — Pektas i wsp. podjeli badania
celem ustalenia, czy Srednia objetos¢ ptytek krwi (MPV) okreslona w pdznym pierwszym
trymestrze cigzy moze by¢ wykorzystana do predykcji wystgpienia stanu przedrzucawkowego
oraz wewnatrzmacicznego ograniczenia wzrastania ptodu (IUGR/FGR). W swojej pracy
wykazali, ze wartosci MPV wynoszgce 10,5 fl lub wiecej pozwalajg przewidzie¢ IUGR (FGR) z
82% czutoscig i 60% swoistoscig. A zatem zwiekszone MPV w péznym pierwszym trymestrze
cigzy odzwierciedla zwiekszong aktywacje ptytek krwi, ktéra moze by¢ przyczyng uposledzenia
krgzenia maciczno-tozyskowego®. W warunkach fizjologicznych w trzecim trymestrze cigzy
liczba ptytek krwi (PLT) nieznacznie spada, w zwigzku z czym aby skompensowaé te

fizjologiczng zmiane dochodzi do zwiekszonej aktywacji trombocytéw. Wykazano, iz w czasie
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prawidtowo przebiegajacej cigzy czulszym parametrem stuzgcym do oceny funkcji ptytek krwi
jest ich objeto$¢ (MPV) niz liczba (PLT)%88%, Nadmierna aktywacja ptytek krwi prowadzi do
zwiekszonej ich produkcji, co w konsekwencji powoduje wzrost ich objetosci (MPV)®°. W toku
moich badan przeanalizowano zaréwno parametr MPV, jak réwniez PLT. Parametry te nie
réznity sie istotnie pomiedzy grupg kobiet w cigzy powikfanej IUGR, a grupg kontrolng kobiet
w cigzy niepowiktanej. Nie mniej jednak, nalezy podkresli¢ fakt, iz moje badania zostaty
przeprowadzone w péinym |l oraz Il trymestrze cigzy, w porownaniu do badania
przeprowadzonego przez Mine Kanat — Pektas i wsp., ktore wykonano w péznym pierwszym
trymestrze cigzy. Rozbieznosci pomiedzy uzyskanymi przez mnie wynikami, a danymi z
literatury mozna przypisac takze réznicom w metodach pomiaru MPV. Rdzne techniki przyjete
do pomiaru MPV mogg powodowacd réznice w pomiarach nawet do 40%. Pomimo, ze MPV
powinno by¢ mierzone w klinicznych analizatorach hematologicznych z uzyciem cytrynianu
sodu, w rutynowej praktyce klinicznej MPV jest zwykle oznaczane jako sktadowa petnej
morfologii krwi w probdwkach z kwasem etylenodiaminotetraoctowym (EDTA).
Antykoagulant EDTA powoduje zmiane ksztattu ptytek krwi, natomiast MPV wzrasta w sposéb
zalezny od czasu®. W moim badaniu w przeciwienistwie do Mine Kanat — Pektas i wsp.%, MPV
byto analizowane jako sktadowa petnej morfologii krwi z uzyciem ETDA, w sposéb opisany

powyze;j.

Reaktywnos¢ ptytek krwi w prawidtowej, niepowiktanej cigzy nie jest w petni
wyjasniona i pozostaje kwestig kontrowersyjng. Potencjalny zwigzek pomiedzy nadmierng

aktywacjg ptytek krwi i pézniejszym rozwojem IUGR (FGR) nadal pozostaje niewyjasniony.

Zmieniona funkcja ptytek krwi moze miec¢ udziat w rozwoju niewydolnosci tozyska
biorgc pod uwage wyniki osiggniete podczas terapii antyptytkowej>>°1. Jednak opublikowane
dane dotyczgce zwigzku pomiedzy poszczegdlnymi parametrami ptytek krwi, a niekorzystnymi
wynikami potozniczymi sg nadal nieliczne. Ptytki krwi moga by¢ zaangazowane w
nieprawidtowy proces placentacji poprzez kilka mechanizméw, w tym proces matczynej
przebudowy tetnic spiralnych, angiogenezie tozyskowej i lokalnej zakrzepicy. Podczas
aktywacji ptytek krwi dochodzi do uwolnienia bioaktywnych peptyddéw, ktdre sprzyjaja
migracji komédrek zapalnych. Nadmierna lub przedtuzona aktywacja ptytek krwi moze mieé
szkodliwy wptyw na funkcjonowanie srédbtonka. Tak wiec aktywacja ptytek wyzwala lokalng

reakcje zapalng charakteryzujgcg sie uwalnianiem chemokin, zwiekszong prezentacjg
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receptorow powierzchniowych i zwiekszonymi interakcjami pomiedzy komérkami. Obecnos¢
nadmiernej aktywacji ptytek krwi przed i we wczesnym okresie cigzy moze sprzyja¢ zmianie
fenotypu komorek sréddbtonka, zwiekszonej rekrutacji leukocytdw i wystgpieniu zapalenia na
granicy matki i ptodu, co moze prowadzi¢ do rozwoju powiktan cigzy o etiologii fozyskowej, jak

stan przedrzucawkowy czy FGR®,

Badanie Multiplate® zostato wykorzystane do tej pory podczas cigzy tylko kilkukrotnie.
Blomqvist i wsp. zastosowali je do oceny agregacji ptytek krwi u zdrowych kobiet w
prawidtowo przebiegajgcej cigzy, zakonczonej urodzeniem zdrowego dziecka. Podczas tego
badania poréwnywano agregacje w trakcie cigzy czterokrotnie u tej samej pacjentki oraz 3
miesigce po porodzie, wykazujgc zmniejszenie agregacji po zastosowaniu kwasu
arachidonowego (test ASPI) oraz peptydu aktywujgcego receptor dla trombiny (test TRAP)
podczas cigzy w porédwnaniu do okresu poporodowego. Agregacja zostata réwniez poréwnana
u kobiet w cigzy i potogu w stosunku do zdrowych kobiet w wieku rozrodczym nie bedgcych w
cigzy, gdzie wykazano zmniejszenie agregacji pod wptywem kwasu arachidonowego (test ASPI)
oraz peptydu aktywujgcego receptor dla trombiny (test TRAP) w grupie kobiet ciezarnych oraz
w trakcie potogu®?. Ponadto Mustafa Can i wsp. zastosowali Multiplate® celem poréwnania
agregacji ptytek krwi pod wptywem kolagenu w czasie prawidtowo przebiegajgcej cigzy z cigzg
powiktang stanem przedrzucawkowym, wykazujac, iz badanie to nie pozwala na wykrycie
réznic pomiedzy badanymi grupami®3. Kolejnym badaniem z zastosowaniem Multiplate® byta
podjeta przez Navaratnam i wsp. ocena wystepowania zjawiska opornosci ptytek krwi na kwas
acetylosalicylowy (ASA) stosowany profilaktycznie u kobiet w cigzach wysokiego ryzyka
wystgpienia stanu przedrzucawkowego. W toku tego badania nie stwierdzono braku
odpowiedzi lub zmniejszonej wrazliwosci na kwas acetylosalicylowy u kobiet ciezarnych z

grupy wysokiego ryzyka wystgpienia stanu przedrzucawkowego®?%4,

W toku przeprowadzonych badan z zastosowaniem agregometrii impedancyjnej (
Multiplate®) wykazatam brak istotnej statystycznie réznicy w stopniu agregacji ptytek krwi
ocenianym w krwi petnej uzyskanej od kobiet ciezarnych w odpowiedzi na kwas arachidonowy
(test ASPI) oraz na peptyd aktywujgcy receptor dla trombiny (test TRAP) pomiedzy
pacjentkami w cigzy powiktanej IUGR (FGR), a kobietami w cigzy o przebiegu prawidtowym.
Stwierdzono istotny statystycznie zwigzek pomiedzy tygodniem cigzy w momencie badania, a

stopniem ptytkowe] agregacji w odpowiedzi na kwas arachidonowy (testASPI) u kobiet w cigzy

70



powiktanej IUGR (FGR). W grupie tej agregacja ptytek krwi zalezna od kwasu arachidonowego
malata wraz zaawansowaniem cigzy, co jest zgodne z wynikami badan przeprowadzonymi w
stanie przedrzucawkowym i moze stanowi¢ potwierdzenie hipotezy o zwiekszonej aktywacji
ptytek krwi na poczatku cigzy w przebiegu tego powiktania®”?>. Zgodnie z aktualng literatura
nie przeprowadzono do tej pory badan z zastosowaniem agregometrii impedancyjnej
(Multiplate®) w cigzach powiktanych wewnatrzmacicznym ograniczeniem wzrastania ptodu
(IUGR/FGR). Jedynym badaniem oceniajgcym agregacje ptytek krwi w cigzach powiktanych
IUGR (FGR) byta praca pordwnujgca agregacje ptytek w cigzach IUGR (FGR) powiktanych
nadci$nieniem tetniczym z cigzami powiktanymi IUGR (FGR) bez towarzyszacego nadcisnienia
tetniczego z zastosowaniem licznika ptytek Ultra-Flo 100%. W grupie IUGR (FGR) z
nadcisnieniem poziom agregacji pod wptywem kolagenu i ADP przed porodem byt o prawie
50% nizszy niz w cigzy prawidtowej. W przeciwieistwie do grupy IUGR z nadci$nieniem, grupa
IUGR z normotensjg wykazywata podobne poziomy agregacji zaleznej od ADP i kolagenu do

tych stwierdzanych w 36 tygodniu prawidtowo przebiegajgcej cigzy®.

W przeprowadzonych badaniach nie odnotowano korelacji pomiedzy stopniem
ptytkowej agregacji w odpowiedzi na kwas arachidonowy (test ASPI) oraz na peptyd
aktywujacy receptor dla trombiny (test TRAP), a wiekiem badanej kobiety, Srednig objetoscia
ptytek krwi (MCV) oraz stopniem zaawansowania klinicznego wewngtrzmacicznego

ograniczenia wzrastania ptodu (IUGR/FGR).

Obecnie coraz czesciej wskazuje sie na istotng role stresu oksydacyjnego w
patofizjologii wielu powikfan cigzy, takich jak nawracajgce poronienia, przedwczesne
pekniecie bton ptodowych, stan przedrzucawkowy czy wystepowanie IUGR (FGR)2>°. Do tej
pory wiele badaid miato na celu poznanie mechanizmdéw wyzwalajacych kaskade aktywacji
ptytek krwi, a ostatnio coraz wiecej dowoddéw wskazuje na istotng role reaktywnych form
tlenu (ROS) w tym procesie. Wiadomo, iz zmiany oksydacyjne wystepujg podczas prawidtowe;j
aktywacji ptytek krwi, jednak modulacja stanu oksydacyjnego w trombocytach poprzez
obecno$é¢ nadmiernej ilosci reaktywnych form tlenu, bedacych wyktadnikiem stresu
oksydacyjnego mogg wywotywaé ich nadmierng i nieprawidtowg aktywacje dziatajac
protrombotycznie. Dotychczas wykazano, ze ekspozycja ptytek krwi na nadtlenek wodoru
(H202), ktéry jest najczesciej badanym ROS w komodrkach, wspomaga aktywacje ptytek,
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indukowang kwasem arachidonowym oraz kolagenem®’. W warunkach stresu oksydacyjnego
dochodzi do ogdlnego wzrostu metabolizmu kwasu arachidonowego, ktérego utlenianie w
ptytkach krwi powoduje przeksztatcenie w silnie labilny TXA,, ktéry indukuje proces ptytkowej
agregacji®®. Ponadto, nadtlenek wodoru ma réwniez zdolno$¢ do wyzwalania niezaleznego
mechanizmu aktywacji trombocytéw®’. Ocena produkcji ROS i metabolizmu komérkowego
moze miec zatem istotne znaczenie w zrozumieniu roli ptytek krwi w cigzach powiktanych
IUGR (FGR). W trakcie moich badan z zastosowaniem DCFDA wykazatam, ze najwiekszy
poziom ROS wystepowat w ptytkach krwi pochodzacych od kobiet w cigzy powiktanej IUGR
(FGR). Byt on wyzszy niz w ptytkach krwi pochodzacych od kobiet w cigzy o przebiegu
prawidtowym oraz wyzszy niz w ptytkach krwi pochodzgcych od kobiet nie bedgcych w cigzy.
Poziom ROS byt rdwniez wyzszy w ptytkach krwi pochodzgcych od kobiet w cigzy niepowiktanej
w poréwnaniu do nieciezarnych. Moze to by¢ potwierdzeniem tezy, ze poziom stresu
oksydacyjnego w cigzy, réwniez o przebiegu fizjologicznym, wzrasta®>°°. W odniesieniu do
cigzy powiktanej IUGR (FGR), podwyzszony poziom ROS w ptytkach krwi moze stanowié

przyczyne ich nadmiernej aktywacji, ktéra moze leze¢ u podtoza tej patologii.

Tlen jest kluczowym substratem i zrédtem energii dla komérki, reguluje jej metabolizm
oraz ekspresje gendw. Odpowiednie zaopatrzenie w tlen komdrek ssakow jest wazne dla ich
prawidtowego funkcjonowania, a nieprawidtowosci w tym zakresie mogg prowadzi¢ do stanu
chorobowego. Tlen molekularny jest ostatecznym akceptorem tancucha transportu
elektrondéw i dlatego jest wysoce informacyjnym znacznikiem metabolizmu komérkowego i
funkcji mitochondriéw. Funkcja mitochondriéw jest Scisle zwigzana z procesami utleniania
biologicznego dlatego to wtasnie te organella komdérkowe odgrywajg istotng role w
generowaniu wewngatrzkomoérkowych ROS, bedac odpowiedzialne za 90% ich endogennej
produkcji'®. Pomiar zuzycia tlenu przez komodrke jest prawdopodobnie najbardziej
informacyjnym parametrem stuzgcym do oceny jej metabolizmu, poniewaz pozwala na
bezposrednia i specyficzng ocene funkcjonowania taficucha transportu elektrondw, bedacego
podstawg fosforylacji oksydacyjnej i metabolizmu komdrkowego®®101192, Tradycyjnie zuzycie
tlenu zaréwno w izolowanych mitochondriach, jak i catych komaérkach przeprowadzano przy
uzyciu elektrody Clarkal®. Aktualnie w tym celu stosuje sie wygodne i szybkie metody z
wykorzystaniem sond fluorescencyjnych (MitoXpress-Xtra®) stuzagce do pomiaru

pozakomérkowego stezenia tlenu, dzieki ktérym mozna monitorowaé wartosci $rednie w
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obszarach bezposrednio otaczajgcych komérke po uprzednim uszczelnieniu zawiesiny

komérkowej olejem mineralnym®9104.105,

W trakcie badan z zastosowaniem sondy MitoXpress-Xtra® stwierdzitam mniejszg
aktywnos¢ oddechowg trombocytéw, wyrazong poprzez zmniejszong konsumpcje tlenu przez
ptytki krwi pochodzace od kobiet w cigzy powiktanej IUGR (FGR) w stosunku do grupy kobiet
W cigzy o przebiegu prawidtowym oraz zdrowych nieciezarnych. Wyniki, ktére uzyskatam
mogg by¢ odzwierciedleniem zaburzed wystepujacych w mitochondrialnym tanicuchu
oddechowym prowadzac do nieprawidtowej funkcji ptytek krwi w tej patologii cigzy.
Natomiast pomiar zuzycia tlenu w trombocytach pochodzacych od kobiet w cigzy o przebiegu

prawidtowym nie réznit sie statystycznie od konsumpcji tlenu w grupie kobiet nie bedacych w

cigzy.

Kolejnym testem, ktéry moze dostarczy¢ cennych informacji o stanie
bioenergetycznym komoérek, w tym takze ptytek krwi jest pomiar wewnatrzkomoérkowego
stezenia tlenu. Rozwdj w opracowaniu nanoczasteczkowych sond penetrujgcych do wnetrza
komorek, stuzgcych do detekcji Oy, takich jak MitoXpress-Intra®, ktdre barwig rézne rodzaje
komérek ssakéw, umozliwit analize poziomu natleniania komérek in situ?%®17, Emisja fosforu
przez sonde MitoXpress-Intra® (podobnie jak w przypadku testu MitoXpress-Xtra®) jest
ttumiona przez tlen molekularny w taki sposdb, ze spadek stezenia tlenu powoduje wzrost
mierzonego sygnatu. Sonda MitoXpress-Intra® jest pobierana przez komdérke w procesie
endocytozy, a poziom natezenia luminancji sondy mierzony na czytniku ptytek skorelowany
jest z poziomem wewngtrzkomérkowego stezenia O, (zalezno$é odwrotna)®’-1%°, przejécie od
dobrze utlenowanej komérki do anoksji powoduje znaczny wzrost fosforescencji. W
komoérkach ssakéw, stezenie tlenu na odpowiednim poziomie musi by¢ utrzymywane celem
zachowania homeostazy komoérkowe;j. Nawet umiarkowane zmniejszenie
wewngtrzkomérkowego stezenia tlenu utrudnia komdrkom spetnienie ich fizjologicznej
funkcjito1l, W przypadku ptytek krwi ocena wysycenia tych komaérek tlenem z uzyciem sondy
MitoXpress-Intra® moze miec znaczenie kliniczne, poniewaz udowodniono, ze stany hipoksji
wyzwalajg zwiekszong produkcje TXA;, a zatem mogg wywotywaé oraz nasila¢ aktywacje i

agregacje ptytek krwi, co zostato udowodnione do$wiadczalnie®®.
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W toku prowadzonych przez mnie badan z zastosowaniem sondy MitoXpress-Intra®
wykazatam, iz ptytki krwi kobiet w cigzy powiktanej IUGR (FGR) cechujg sie nizszym poziomem
wewnatrzkomdérkowego stezenia tlenu w poréwnaniu do ptytek krwi kobiet w cigzy
niepowiktanej oraz kobiet nieciezarnych, co moze swiadczyc o stanie ptytkowej hipoksji w tym
powiktaniu cigzy oraz moze byc¢ przyczyna nieprawidtowej funkcji trombocytow indukujgc ich
nadmierng aktywacje oraz agregacje. Poziom natlenienia ptytek krwi pochodzgcych do kobiet

w cigzy niepowiktanej nie réznit sie znaczgco od kobiet nie bedgcych w ciazy.

Stabym punktem tej pracy jest brak oceny badanych biochemicznych parametrow
ptytek krwi w grupie kobiet obcigzonych wysokim ryzykiem wystgpienia IUGR i z tego powodu
stosujacych podczas cigzy profilaktyczng dawke kwasu acetylosalicylowego (ASA). Poniewaz
nawet niskie dawki ASA skutecznie zmniejszajg produkcje TXA;, ktory jest silnym srodkiem
obkurczajgcym naczynia krwionos$ne oraz nasilajgcym ptytkowa agregacje. W ostatnim czasie
podkresla sie rowniez dodatkowe, cytoprotekcyjne i antyoksydacyjne dziatanie ASA, ktore jest
niezalezne od zahamowania COX-1, a mianowicie wptyw ASA m.in. na uwalnianie tlenku azotu
z $rédbtonka naczyniowego, prowadzac do zmniejszenia stresu oksydacyjnego'?.
Dotychczasowe badania potwierdzity, ze zastosowanie ASA zapewnia umiarkowane
zmniejszenie ryzyka wystgpienia IUGR (FGR), u kobiet z grupy ryzyka, gdy terapie wtaczono
przed 16. tygodniem cigzy!*?*'4 Podczas analizy danych na poczet niniejszej rozprawy
wydzielitam grupe kobiet w cigzy powiktanej IUGR (FGR) stosujgcych w chwili pobrania krwi
do badan ASA, ale z uwagi na matg liczebnos¢ grupy (n=9), zostaty one wytgczone z dalszych

analiz.

Celem niniejszej pracy byta ocena biochemicznych parametréw ptytek krwi w cigzy
powiktanej IUGR (FGR), w ktérych zmienionej funkcji upatruje sie potencjalnej przyczyny
biorgcej udziat w etiopatogenezie IUGR (FGR). Cel ten zrealizowano poprzez zbadanie
wyktadnikéw stresu oksydacyjnego w trombocytach oceniajgc wewnatrzkomérkowy poziomu
ROS, badajgc proces oddychania komérkowego (konsumpcji tlenu) oraz okreslajgc poziom
wewnatrzkomérkowego niedoboru tlenu. Rdznice stwierdzone w wyzej wymienionych
parametrach, ktére zostaty wykazane sugerujg wystepowanie warunkéw stresu
oksydacyjnego na poziomie ptytek krwi w cigzach powiktanych IUGR (FGR). Moze to by¢
przyczyng ich zmienionej funkcji, ktéra prowadzi do indukcji procesu ich nadmiernej aktywacji
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oraz agregacji. Dodatkowo w pracy podjeto prébe oceny wptywu stresu oksydacyjnego na
funkcje ptytek krwi poprzez ocene agregacji zaleznej od kwasu arachidonowego (test ASPI)
oraz peptydu aktywujgcego receptor dla trombiny (test TRAP) z uzyciem systemu Multiplate®.
Jednak w tym zakresie nie wykazano rdéznic pomiedzy badanymi grupami. Jak wykazaty
dotychczas prowadzone badania z zastosowaniem tej metody, nie jest ona czuta w odniesieniu
do niewielkich dysfunkcji ptytek krwi, co moze by¢ potencjalng przyczyng uzyskanych
wynikéw. Potencjalnie nie wyklucza réwniez wystepowania dyskretnych patofizjologicznych
zmian w dziataniu ptytek, ktéore mogg mieé patofizjologiczne znaczenie w mikrokrgzeniu.
Uzyskane wyniki nalezy bardzo ostroznie korelowaé ze sobg oraz interpretowaé, poniewaz z
powodu trudnosci organizacyjnych oraz technicznych jak: koniecznos¢ przeprowadzenia
wszystkich analiz w krotkim czasie po pobraniu krwi, przyzyciowo w komdrkach, brak
mozliwosci zabezpieczenia oraz przechowywania materiatu celem wykonania analiz w
poézniejszym terminie, a takze z przyczyn technicznych w trakcie prowadzenia analiz
dotyczacych oceny stresu oksydacyjnego, nie byto mozliwosci wykonania wszystkich analiz (
oceny parametrow stresu oksydacyjnego oraz agregometrii) na materiale pobranym od tych
samych pacjentek. W zwigzku z powyzszym pomiar wewnatrzkomorkowego poziomu ROS,
konsumpcji tlenu oraz pomiar poziomu wewngtrzkomérkowego niedoboru tlenu w
trombocytach przeprowadzono w innej grupie kobiet niz analizy oceniajgce agregacje ptytek
krwi. Kryteria kwalifikacji pacjentek do badanych grup pozostaty takie same na kazdym etapie
prowadzonych badan. Dodatkowo podczas badad oceniajgcych parametry stresu
oksydacyjnego dla poréwnania przeanalizowano réwniez grupe kobiet nie bedacych w ciazy,

czego nie wykonano podczas analizy agregometrii.

Obserwacje wynikajgce z przeprowadzonych badan klarownie pokazaty, ze zmieniony
metabolizm ptytek krwi, podwyzszony poziom ROS w tych komérkach oraz inne biochemiczne
parametry trombocytdw mogg by¢ zmienione w cigzach powiktanych IUGR (FGR), co moze
wptywac na zmiane ich funkcji oraz by¢ przyczyng wyzej wymienionej patologii. Przemawia to

za potrzeba przeprowadzenia dalszych badan w tym kierunku.
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7. Ograniczenia pracy

Poziom ROS w komorkach jest parametrem zmiennym i nietrwatym, dlatego uzyskane
przeze mnie wyniki nie majg bezposredniego przetozenia na praktyke kliniczng, a wnioski
nalezy wycigga¢ bardzo ostroznie. Ponadto nie wiemy czy podwyzszony poziom ROS
zaobserwowany w ptytkach krwi badanych pacjentek w cigzy powiktanej IUGR (FGR), oraz
pozostate zaburzenia metabolizmu tlenowego wystepujgce w tychze komérkach sg przyczyna
czy konsekwencjg zaburzen stwierdzanych w cigzach powiktanych tg patologig. Ocena
parametréw metabolizmu tlenowego zostata wykonana tylko w jednym punkcie czasowym,

co rowniez stanowi ograniczenie niniejszej pracy.

Pomimo stwierdzenia zmian w metabolizmie tlenowym w ptytkach krwi w grupie
badanej w poréwnaniu do grupy kontrolnej, w trakcie niniejszych badan nie stwierdzono
istotnych réznic w agregacji w obu grupach badanych. Nalezy jednak podkresli¢ fakt, iz
badanie to wykonano z zastosowaniem tylko dwdch agonistéw ptytkowej agregacji. Nie
oceniono bardzo istotnej agregacji ptytek krwi zaleznej od ADP oraz kolagenu. W zwigzku z

powyzszym badanie nalezatoby w przysztosci rozszerzy¢ o pozostatych agonistow.

Oba etapy projektu badawczego opieraty sie na jednokrotnej ocenie badanego
parametru u danej pacjentki, w zwigzku z czym analizy nie miaty charakteru badania

podtuznego.
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8. Whnioski

1. Nie stwierdzono réznic w zakresie standardowych parametréw charakteryzujgcych

ptytki krwi (PLT, MPV) pomiedzy analizowanymi grupami.

2. Najwyzszy poziom ROS w trombocytach obserwowano w cigzach powiktanych IUGR
(FGR), co moze sugerowac wystepowanie stresu oksydacyjnego i sprzyja¢ aktywacji
oraz agregacji trombocytéw, powodowac ich rozpad, a tym samym inicjowa¢ rozwd;j

stanu zapalnego.

3. Wozrost poziomu ROS w cigzy powiktanej IUGR moze rdéwniez wigza¢ sie z
upos$ledzeniem wazodylatacji, a tym samym zaburzeniem przeptywu krwi i

potencjalnym rozwojem niedotlenienia

4. Najnizszg konsumpcje tlenu w trombocytach obserwowano w cigzy powikfanej IUGR,

co moze sugerowac zaburzenia metabolizmu w ptytce w tej grupie

5. W grupie pacjentek z [IUGR odnotowano najwiekszy niedobér wewngtrzkomdérkowego
poziomu tlenu w trombocytach, co moze byé zwigzane z wystepowaniem zaburzen

utlenowania i/lub wysokiego poziomu stresu oksydacyjnego w tych cigzach

6. W cigzy powiktanej lUGR nie stwierdzono istotnych zaburzen agregacji ptytek krwi przy

zastosowaniu wyzej opisanych metod badania agregacji.

7. W cigzy powiktanej IUGR nie wykazano korelacji zaburzen metabolizmu tlenowego w
ptytkach krwi kobiet ciezarnych ze stopniem zaawansowania zaburzen

hemodynamicznych u ptodu.
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9. Streszczenie

Wstep: Gtowng przyczyng wewnatrzmacicznego ograniczenia wzrastania ptodu (IUGR) jest
niewydolno$é fozyska, ktéra skutkuje zmniejszonym przeptywem krwi od matki do ptodu. Stan
ten prawdopodobnie wynika z zaburzenia procesu prawidtowej inwazji trofoblastu w naczynia
maciczne na wczesnym etapie cigzy. Dochodzi wéwczas do uposledzenia procesu prawidtowej
przemiany tetnic spiralnych w naczynia niskooporowe, co skutkuje zmniejszonym
dostarczeniem tlenu i substancji odzywczych do ptodu. Doktadna patogeneza tego procesu
pozostaje niewyjasniona, ale w zwigzku ze zmianami histopatologicznymi stwierdzanymi w
tozysku, przyczyn upatruje sie m.in. w nieprawidtowe] aktywacji ptytek krwi, ktéra moze
skutkowa¢ ich nadmierng agregacjg oraz tworzeniem sie mikrozakrzepéw w matych
naczyniach fozyska, ograniczajgc powierzchnie matczyno-ptodowej wymiany. Wydaje sie, ze
reaktywne formy tlenu (ROS), bedace skutkiem stresu oksydacyjnego, moga inicjowad
patologiczny proces ptytkowej aktywacji, odgrywajgc istotng role w etiopatogenezie tego

schorzenia.

Wiedza na temat zaburzen zachodzgcych w fozysku, w cigzy powiktanej IUGR (FGR) pozostaje
niewystarczajgca. Wptywa to na brak mozliwosci skutecznej profilaktyki oraz leczenia tego
schorzenia, a takze czesto wigze sie z wystgpieniem porodu przedwczesnego wraz z jego
konsekwencjami. Z drugiej strony niekorzystne S$rodowisko wewngtrzmaciczne poprzez
przewlekte niedotlenienie ptodu, wptywa na stan zdrowia oraz jakos$¢ zycia cztowieka w
przysztosci. IUGR moze réwniez by¢ jedng z gtdwnych przyczyn wewnatrzmacicznej Smierci

ptodu (IUFD) na péZznym etapie cigzy.

Cele: Zasadniczym celem pracy byta ocena wybranych parametrow ptytek krwi w cigzy
powiktanej IUGR. Cel ten realizowano poprzez cele szczegétowe: 1) Ocene standardowych
parametréw charakteryzujgcych ptytki krwi (PLT, MPV); 2) Analize poziomu reaktywnych form
tlenu (ROS) w ptytkach krwi; 3) Ocene oddychania komdrkowego w ptytkach krwi; 4) Ocene
agregacji ptytek krwi z zastosowaniem Analizatora Multiplate®. Uzyskane wyniki odniesiono
do stopnia zaawansowania zaburzen hemodynamicznych w cigzy powiktanej IUGR

zdefiniowanych przez Figueras i Gratacosa.

Materiat i metody badawcze: Do badania zakwalifikowano 171 kobiet. Wyodrebniono trzy

grupy badane: 1) grupe kobiet w cigzy powiktanej IUGR (n=44); 2) grupe zdrowych kobiet nie
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bedacych w cigzy (n=24); 3) grupe kontrolng kobiet w cigzy niepowiktanej (n=67). tacznie
wykluczono z badania 24 pacjentki. Materiat do badan stanowita krew zylna oraz osocze
bogatoptytkowe (PRP), a gtdwnymi metodami badawczymi byty: morfologia krwi obwodowej,
ze szczegbélnym uwzglednieniem parametréw charakteryzujgcych ptytki krwi (PLT, MPV),
badania oceniajgce metabolizm tlenowy i stres oksydacyjny w ptytkach krwi (DCFDA,
MitoXpress® Xtra, MitoXpress® Intra) oraz agregometria impedancyjna (Multiplate®), z
zastosowaniem testow ASPI i TRAP. Zebrane dane poddano analizie statystycznej, a poziom

istotnosci wyznaczono dla p < 0,05.

Gtowne wyniki: W zakresie poziomu ROS odnotowano szereg istotnych statystycznie réznic
pomiedzy wszystkimi trzema grupami. Najnizszy poziom ROS wystepowat w grupie kobiet nie
bedgcych w cigzy, a najwyzszy w grupie IUGR. W grupie kontrolnej kobiet w cigzy
niepowiktanej poziom ROS byt nizszy niz w grupie IUGR, ale wyzszy niz w grupie kobiet
nieciezarnych. Pomiar konsumpcji tlenu przez ptytki krwi byt istotnie statystycznie nizszy w
grupie IUGR w poréwnaniu do dwdch pozostatych grup, natomiast wewnatrzkomérkowy
poziom niedoboru tlenu w ptytkach krwi byt istotnie statystycznie wyzszy w grupie IUGR w
poréwnaniu do dwéch pozostatych grup. Pomiedzy grupa kobiet w cigzy niepowiktanej oraz
nieciezarnymi nie odnotowano rdéznic na poziomie istotnosci statystycznej zaréwno w ocenie
pomiaru konsumpcji tlenu, jak réwniez w zakresie wewngtrzkomdorkowego poziomu
niedoboru tlenu w ptytkach krwi. W ocenie agregometrii impendacyjnej, w zakresie testow
ASPI i TRAP, nie odnotowano réznic istotnych statystycznie pomiedzy grupg IUGR oraz grupa
kontrolng kobiet w cigzy o przebiegu niepowiktanym. W testach ASPI i TRAP nie analizowano
grupy kobiet nieciezarnych. Nie odnotowano réwniez istotnych statystycznie réznic pomiedzy
badanymi grupami podczas analizy parametrow charakteryzujgcych ptytki krwi (PLT, MPV)
uzyskanymi z morfologii krwi obwodowej. Nie stwierdzono istotnych statystycznie zaleznosci
pomiedzy stopniem zaawansowania zaburzen hemodynamicznych obserwowanych u ptodéw
w cigzach powiktanych IUGR, zaproponowanych przez Figueras i Gratacosa, a: poziomem ROS,
konsumpcji tlenu, wewnatrzkomoérkowym poziomem niedoboru tlenu w ptytkach krwi oraz
wynikami testéow ASPI i TRAP, uzyskanych podczas oceny agregacji ptytek krwi z

zastosowaniem agregometrii impedancyjnej

Gftowne wnioski: Najwyiszy poziom ROS w trombocytach obserwowano w cigzach

powiktanych IUGR, co moze wskazywaé na wystepowanie stresu oksydacyjnego i sprzyjac
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aktywacji i agregacji trombocytéw oraz powodowac ich rozpad, a tym samym inicjowad rozwaj
stanu zapalnego. Wzrost poziomu ROS w cigzy powiktanej IUGR moze réwniez wigzaé sie z
uposledzeniem wazodylatacji, a tym samym rozwojem niedotlenienia. Najnizszg konsumpcje
tlenu w trombocytach obserwowano w cigzy powiktanej IUGR, co moze sugerowac zaburzenia
metabolizmu w ptytkach krwi w tej grupie. W grupie pacjentek z IUGR odnotowano najwiekszy
niedobér wewnatrzkomérkowego poziomu tlenu w trombocytach , co moze byé zwigzane z
wystepowaniem niedotlenienia lub wysokiego poziomu stresu oksydacyjnego w tych cigzach.
Agregacja ptytek krwi wywotywana kwasem arachidonowym oraz stymulacjg trombocytow

przez receptor dla trombiny (TRAP-6) nie réznity sie istotnie pomiedzy badanymi grupami.
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10. Summary

Introduction: The main cause of intrauterine fetal growth restriction (IUGR) is placental
insufficiency, which results in decreased blood flow from the mother to the fetus. This
condition probably results from impaired normal trophoblast invasion into the uterine
vasculature early in pregnancy. There is then an impairment in the process of normal
transformation of the spiral arteries into low resistance vessels, resulting in reduced delivery
of oxygen and nutrients to the fetus. The exact pathogenesis of this process remains unclear,
but in view of the histopathological changes found in the placenta, the cause is thought to be
related to abnormal platelet activation, which may result in excessive platelet aggregation and
microthrombus formation in small vessels of the placenta, limiting the area of maternal-fetal
exchange. It appears that reactive oxygen species (ROS), a consequence of oxidative stress,
may initiate the pathological process of platelet activation, playing an important role in the

etiopathogenesis of this condition.

Knowledge of placental abnormalities in pregnancies complicated by FGR remains insufficient.
This results in a lack of effective prophylaxis and treatment of this condition, and is often
associated with the occurrence of preterm labor with its consequences. On the other hand,
unfavorable intrauterine environment through chronic fetal hypoxia affects the health status
and quality of life in the future. IUGR can also be one of the main causes of intrauterine fetal

death (IUFD) late in pregnancy.

Objectives: The primary objective of this study was to evaluate selected platelet parameters
in pregnancy complicated by IUGR. This objective was realized through specific objectives: 1)
Assessment of standard parameters characterizing platelets (PLT, MPV); 2) Analysis of reactive
oxygen species (ROS) levels in platelets; 3) Assessment of cellular respiration in platelets; 4)
Assessment of platelet aggregation using the Multiplate® Analyzer. The results obtained were
related to the severity of hemodynamic abnormalities in pregnancy complicated by IUGR as

defined by Figueras and Gratacos.

Material and methods: A total of 171 women were enrolled in the study. Three study groups
were identified: 1) a group of women with pregnancies complicated by IUGR (n=44); 2) a group
of healthy nonpregnant women (n=24); 3) a control group of women with uncomplicated

pregnancies (n=67). A total of 24 patients were excluded from the study. The material for the
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study was venous blood and platelet-rich plasma (PRP), and the main investigative methods
were: peripheral blood morphology, with particular emphasis on the parameters
characterizing platelets (PLT, MPV), oxygen metabolism and oxidative stress in platelets
(DCFDA, MitoXpress® Xtra, MitoXpress® Intra) and impedance aggregometry (Multiplate®),
using ASPI and TRAP tests. The collected data were subjected to statistical analysis, and the

level of significance was determined for p < 0.05.

Main results: There were a number of statistically significant differences between all three
groups in terms of ROS levels. The lowest level of ROS was in the non-pregnant women group
and the highest in the IUGR group. In the control group of women with uncomplicated
pregnancy, ROS levels were lower than in the IUGR group but higher than in the nonpregnant
group. The measurement of platelet oxygen consumption was statistically significantly lower
in the IUGR group compared to the other two groups, while platelet intracellular oxygen
deprivation was statistically significantly higher in the IUGR group compared to the other two
groups. There were no differences at the level of statistical significance between the
uncomplicated pregnancy group and the non-pregnant group in either the assessment of
oxygen consumption measurement or the intracellular platelet oxygen deficiency level. In the
assessment of impendence aggregometry, in terms of ASPI and TRAP tests, there were no
statistically significant differences between the IUGR group and the control group of women
with uncomplicated pregnancy. In the ASPI and TRAP tests, the group of non-pregnant women
was not analyzed. No statistically significant differences were noted between the studied
groups during analysis of platelet parameters (PLT, MPV) obtained from peripheral blood
morphology. No statistically significant relationships were found between the degree of
hemodynamic abnormalities observed in fetuses in pregnancies complicated by IUGR,
proposed by Figueras and Gratacos, and: ROS levels, oxygen consumption, platelet
intracellular oxygen deficiency, and ASPI and TRAP test results obtained during platelet

aggregation assessment using impedance aggregometry.

Main conclusions: The highest levels of ROS in thrombocytes were observed in pregnancies
complicated by IUGR, which may indicate the presence of oxidative stress and promote the
activation and aggregation of thrombocytes and cause their breakdown, thereby initiating the
development of inflammation. Increased levels of ROS in pregnancy complicated by IUGR may

also be associated with impaired vasodilation and thus the development of hypoxia. The
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lowest thrombocyte oxygen consumption was observed in pregnancies complicated by IUGR,
which may suggest metabolic disturbances in platelets in this group. The group of patients
with IUGR had the greatest deficiency in intracellular oxygen levels in thrombocytes , which
may be related to the presence of hypoxia or high levels of oxidative stress in these
pregnancies. Platelet aggregation induced by arachidonic acid and thrombin receptor
activating peptide-6 (TRAP-6) stimulation of thrombocytes were not significantly different

between the study groups.
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