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1. WSTEP

1.1. Porod przedwcezesny jako istotny problem medyczny

Poréd przedwcezesny (PTD - preterm delivery) jest jednym z najistotniejszych
wyzwan medycyny XXI wieku. Pomimo postgpu wiedzy oraz modyfikacji
postepowania klinicznego na przestrzeni lat, problem ten nadal dotyczy duzej grupy
spotecznej. Wezesniactwo jest przyczyng 70% zgonéw noworodkow, a metody leczenia
tego powiktania sg bardzo kosztowne. Badania wskazuja, ze wysoko$¢ kosztow
hospitalizacji noworodka ksztaltuje si¢ proporcjonalnie odwrotnie do urodzeniowe;j
masy ciata. W Stanach Zjednoczonych koszty zwigzane z porodem przedwczesnym
wynosza rocznie az 26 bilionow dolarow. Ta wysoka suma wynika z konieczno$ci
prowadzenia dtugotrwatej specjalistycznej opieki medycznej nad wczesniakami. Koszty
te obejmuja takze pomoc socjalng, rehabilitacje oraz rentg¢ w pdzniejszych latach zycia.
Zredukowanie liczby porodow przedwczesnych istotnie wplyneloby na poprawe
zdrowia spoleczenstwa, stad zapobieganie wystapieniu tego powiklania staje si¢
priorytetem dla sektora zdrowia publicznego [Behrman i wsp., 2007]. Najwigksza grupe
wsrod wezesniakow stanowig noworodki urodzone po 32 tc. Dzieci urodzone przed 28
tc. stanowia mniej liczng grupe, jednak wymagaja dlugotrwatej terapii i zastosowania
kosztownych metod leczniczych, zarowno w pierwszych tygodniach zycia, jak réwniez
wczesnego 1 pdznego dziecinstwa, a nawet w wieku dorostym. Noworodki urodzone
przedwczes$nie obcigzone sa wigksza $miertelnoScia oraz zachorowalnoscig
w poréwnaniu z dzieémi urodzonymi o czasie, a zachorowalno$¢ jest odwrotnie
proporcjonalna do wieku cigzowego oraz urodzeniowej masy ciata. Powiklania
wynikajace z niedojrzato$ci moga dotyczy¢ kazdego narzadu. Wczesne powiktania
obejmuja choroby uktadu oddechowego jak zespdt zaburzen oddychania, przewlekta
choroba phucna, bezdechy, rdwniez martwicze zapalenie jelit, retinopatia, krwotoki
dokomorowe, trwale ubytki neurologiczne, zaburzenia termoregulacji 1 metabolizmu. W
pierwszych latach zycia dominuja pdzne nastepstwa wczesniactwa m.in. mdzgowe
porazenie dziecigce, opdznienie umyslowe, zaburzenia rozwojowe, neuromotoryczne i
poznawcze. Problemy zdrowotne dzieci urodzonych przedwczes$nie nie ograniczaja si¢
tylko do okresu noworodkowego. Wczesniactwo ma swoje powazne konsekwencje w
p6zniejszych etapach zycia. U wcze$niakow udowodniono czestsze wystepowanie

choréb uktadu krazenia oraz choréb metabolicznych: cukrzycy typu 1 oraz cukrzycy



typu 2. Wieloczynnikowa etiologia porodu przedwczesnego oraz nie w petni poznane
mechanizmy rozpoczgcia porodu powoduja, ze nadal powiklanie to stanowi jeden z
najwazniejszych probleméw w medycynie perinatalnej [Saigal i wsp., 2008, Li i wsp.,

2014, Barfield i wsp., 2018].

1.2. Definicja i objawy kliniczne porodu przedwczesnego
Poréd przedwczesny definiowany jest jako pordod odbywajacy si¢ miedzy
skonczonym 22 a 36+6 tc. lub przed 259 dniami trwania cigzy. Termin porodu
wyznaczany jest zgodnie z regula Naegelego, wedlug ktorej od pierwszego dnia
ostatniej miesigczki odejmuje si¢ trzy miesigce i dodaje 7 dni. Metoda ta, ma jednak
zastosowanie tylko w przypadku regularnie miesigczkujacych kobiet, co 28 dni.
W literaturze istnieje kilka klasyfikacji porodu przedwczesnego. Jednym z ich jest
podziat wedlug czasu trwania cigzy. Podziatl ten ma duze znacznie praktyczne oraz
kliniczne, gdyz im wczes$niej dochodzi do narodzin dziecka, tym wicksze jest ryzyko
zgonu oraz powiktan okresu noworodkowego. Porod przedwcezesny podzieli¢ mozna na
[Kalinka i wsp., 2012, Howson i wsp., 2012]:
» porod skrajnie przedwczesny (extremely preterm) <28 tc., co stanowi ok 7%
porodow przedwczesnych
» pordd bardzo przedwcezesny (very preterm) 28-31+6 tc. wystepujacy z czgstoscia
ok.18%
» umiarkowanie przedwczesny >32-36+6 tc. (moderately preterm), wystepujacy
z czestoscig ok. 75%, z czego tzw. pozne wczesniaki, czyli dzieci urodzone
migdzy 34 a 36 tc. stanowig nawet az 70% wszystkich noworodkéw urodzonych

przed 37 tc.

Pordd przedwcezesny podzieli¢ rowniez mozna na trzy podgrupy, w zaleznosci od
przyczyny jego wystapienia:
» idiopatyczny pordd przedwczesny z samoistnie rozpoczynajaca si¢ czynnoscig
skurczowa, dotyczy 50% porodéw przed terminem
» przedwczesne odptynigcie pltynu owodniowego (PPROM - preterm premature
rupture of membrane) stanowi 30% porodoéw przedwczesnych
» jatrogenny pordd przedwczesny dotyczy cigz zakonczonych przedwczesnie ze
wzgledu na stan zdrowia matki lub ptodu, co stanowi 20% wszystkich porodow

przed 37 tc.



Waznym aspektem pozostaje odrdznienie zagrazajacego porodu przedwczesnego
od juz rozpoczetego porodu przed 37 tc. Zagrazajacy porod przedwczesny mozna
zdefiniowa¢ jako bardzo wczesng faze porodu przedwczesnego. Tak samo
charakteryzuje si¢ wystapieniem czynnosci skurczowej, ktora w przeciwienstwie do
porodu przedwczesnego w toku, nie powoduje skracania i rozwierania szyjki macicy.
Klinicznymi kryteriami rozpoczgtego porodu przedwczesnego sa: obecnos$¢ skurczow
macicy - minimum 4 skurcze na 20 minut, skrocenie szyjki macicy o 80% lub rozwarcie
szyjki macicy przynajmniej na 2 cm. Krotka szyjka macicy definiowana jest jako szyjka
dlugos$ci <25 mm, jednak wigkszo$¢ cigzarnych z dlugoscig szyjki macicy w tym
przedziale, nie urodzi przedwczes$nie. Niektoérzy badacze sa zdania, by punktem
odcigcia byla warto$¢ dlugosci szyjki <15 mm, gdyz taka dlugos$¢ szyjki wigze si¢ z
50% ryzykiem wystapienia porodu przedwczesnego [Kalinka i wsp., 2012, Goldenberg
1 wsp., 2008].

1.3. Epidemiologia porodu przedwczesnego

Mimo ciggtego rozwoju medycyny matczyno-ptodowej, pordd przedwczesny jest
jednym z najwigkszych probleméw wspoélczesnej nauki. Oszacowano, ze rocznie na
Swiat przychodzi przedwczesnie, az 15 mln noworodkéw, co stanowi 11,1% wszystkich
zywych porodéw. Nadal dominuje tendencja wzrostowa tego powiktania. Dodatkowo,
komplikacje zdrowotne wynikajace z wystgpienia porodu przedwczesnego stanowia
najczestsza bezposrednig przyczyne $mierci w okresie noworodkowym oraz zaraz za
zapaleniem pluc, sg druga przyczyna zgonow dzieci do 5 roku zycia [Blencowe i1 wsp.,
2013].

Beck 1 wsp. opublikowali w 2010 r. analiz¢ epidemiologiczng dotyczaca porodu
przedwczesnego. Wedlug nich w 2005 r. wystgpowanie tego powiklania w 92 krajach
oszacowano na 9,6% [Beck i wsp., 2010]. Kolejne doniesienia z 2010 roku szacowaty
wystepowanie porodu przedwczesnego na S$wiecie na poziomie 11%. Dodatkowo
Blencowe i wsp. badali terytorialne wystepowanie porodu przedwczesnego, wykazujac
duza rozpigtos¢ od 5% w krajach potnocnej Europy do az 18% w krajach Afryki
(Malawi) [Blenclowe i wsp., 2012, Blenclowe 1 wsp., 2013].

W kolejnym badaniu dotyczacym epidemiologii porodu przedwczesnego w
Europie w latach 1996-2008, wykazano ze pordd przedwczesny obejmuje 5,5-11,1%
zywych urodzen w zaleznosci od kraju. W Irlandii oraz Finlandii zaobserwowano

najnizsza liczb¢ porodow przedwczesnych w cigzach pojedynczych. Najwigkszy
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odsetek porodow przed 37 tc. zarbwno w cigzach pojedynczych jak i mnogich wystapit
w Austrii. Wedlug tego raportu, w Polsce, najnizsza liczba wszystkich, zywych urodzen
przed 37 tc. wynosita 6,3% w 2000 r. Wzrosta ona do wartos$ci 6,6% w 2008 r. [Bomba-
Opon i wsp., 2016, Zeitlin 1 wsp., 2013].

Powyzsze dane wskazuja, iz porody przedwczesne dotycza nie tylko krajow
rozwijajacych sie, jak subsaharyjska Afryka, czy potudniowa Azja, gdzie rodzi si¢
ponad 60% wczesniakow, ale takze tych wysoko rozwinigtych. Stany Zjednoczone sg
krajem, ktory od lat charakteryzuje si¢ wysokimi wskaznikami porodow
przedwczesnych [Bomba-Opon 1 wsp, 2016, Blencowe 1 wsp., 2012, Purisch i wsp.,
2017]. Raport z 2018 r. podaje, iz liczba porodow przedwczesnych w Stanach
Zjednoczonych ulegta znacznemu wzrostowi w pordwnaniu do 2017 r. i wynosi
10,02% [Martin i wsp., 2019].

W Polsce, wedtug najnowszych danych Glownego Urzedu Statystycznego w
2018 r. urodzito si¢ ogdtem 389 455 dzieci, z czego 388 178 dotyczylo zywych urodzen.
Tak jak i we wczesniejszych latach, najliczniejsza grupa wsrod dzieci urodzonych
przedwczesnie byty te, urodzone miedzy 32-36 tc., stanowigc az 24 078 urodzen.
Miegdzy 28 a 31 tc. urodzito si¢ 2 751 dzieci. Te grupy dzieci wcigz stanowig duze

wyzwanie dla wspotczesnej neonatologii [GUS, 2019].

1.4. Etiopatogeneza porodu przedwczesnego

Pierwsze badania nad etiopatogeneza porodu przedwczesnego pojawity si¢ juz
ponad po6t wieku temu. Literatura podaje, ze juz w 1946 r. Dunbar zauwazyt zwigzek
wystapienia powiktan cigzowych z napigciem emocjonalnym kobiety [Dunbar, 1946].
Dalsze badania potwierdzily, iz stres, szczegdlnie w pierwszych miesigcach ciazy, moze
negatywnie wptywac na przebieg cigzy, prowadzac do jej przedwczesnego zakonczenia.
Do silnych czynnikoéw stresujacych zaliczano choroby, $mieré w rodzinie, nadmierne
obcigzenie pracg zawodowa lub domowa, niekorzystne warunki socjalne, jak réwniez
wystapienie porodu przedwczesnego w poprzedniej cigzy i zwigzany z tym niepokoj o
dalszy przebieg obecnej cigzy. Obecnie wiadomo, iz stres w okresie ciazy wiaze si¢ z
aktywacja matczyno-ptodowej osi podwzgdrze-przysadka-nadnercza. Mechanizm ten
zaobserwowany zostal zar6wno w cigzach fizjologicznych, ktore konczyty si¢ porodem
w terminie, ale rowniez w przypadku porodéw przedwczesnych. McLean 1 wsp. nazwali
ten proces ,,lozyskowym zegarem” (placental clock). Czynnikiem wyzwalajacym jest

wzrost poziomu kortykoliberyny (CRH - corticotropin releasing hormone) w
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odpowiedzi na dhlugotrwaly stres. W konsekwencji dochodzi do wzrostu stezen
kortyzolu, estriolu, co razem z innymi hormonami, jak oksytocyna i prostaglandyny,
inicjuje wystapienie czynnosci skurczowej macicy [Czajka, 2006, Goodwin i wsp., 1999;
McLean i wsp., 1995]. Hobel i wsp. dokonali seryjnych pomiarow stezen CRH.
Wykazali, iz poziom CRH u kobiet rodzacych przedwczesnie jest znaczaco wyzszy niz
u kobiet rodzacych w terminie oraz nast¢puje u nich szybszy przyrost poziomu CRH w
okresie trwania cigzy. Pomiary te, mogg wigc przyczyni¢ si¢ do rozpoznania kobiet, u
ktorych pordd nastapi przedwcezesnie [Hobel i wsp., 1999].

Wedlug wspotczesnych badaczy, pordd przedwczesny okreslany jest mianem
zespolu cech klinicznych 1 jest wynikiem aktywacji wielu patologicznych
mechanizméw. Poglad ten ma istotne znaczenie w rozumieniu catego procesu: w
prowadzeniu  diagnostyki, wdrazaniu leczenia i zapobieganiu  porodowi
przedwczesnemu. Roberto Romero, jeden z najwybitniejszych wspodtczesnych
naukowcow  badajacych zagadnienie porodu przedwczesnego wskazuje, iz
odpowiedzialne za inicjacje porodu przedwczesnego sa: infekcja wewnatrzmaciczna,
niewydolno$¢ szyjki macicy, zaburzenia ukrwienia tozyska, nadmierne rozciaganie
wilokien mig$niowych macicy, nieprawidlowa reakcja na allogeniczny przeszczep,
reakcje alergiczne, zaburzenia hormonalne [Romero i wsp., 2006 a, Romero i wsp.,
2006 b, Romero i wsp., 2010 a, Romero i wsp., 2010 b].

Najlepiej poznang przyczyng porodu przedwczesnego jest infekcja
wewnatrzowodniowa. Do zakazenia dochodzi najczesciej droga wstepujaca z pochwy,
co wykazano izolujac z plynu owodniowego takie same mikroorganizmy, jak te
bytujace w drogach rodnych kobiet cig¢zarnych. Zakazenie dolnego odcinka drég
rodnych jest mocnym czynnikiem inicjujagcym pordd przedwczesny, dlatego tak wazne
jest badanie biocenozy pochwy w trakcie trwania cigzy. W dalszej kolejnosci do
zakazenia wewnatrzowodniowego moze dochodzi¢ droga zstepujaca przez jajowody z
jamy otrzewnej, droga krwiopochodna, czy tez przezilozyskowa. Najnowsze badania
pokazuja jednak, iz do infekcji wewnatrzowodniowej moze dochodzi¢ takze w
przypadku braku wykrywalnych mikroorganizméw, co okresla si¢ mianem ,,sterylnego
zakazenia” [Romero i wsp., 2014].

W warunkach prawidlowych jama owodni pozostaje sterylna. W prowadzonych
badaniach, u kobiet z samoistnym porodem przedwczesnym z zachowanymi btonami do
inwazji bakteryjnej dochodzito w 22%, u pacjentek z PPROM w 32,4%, a w przypadku

niewydolnoséci szyjki macicy w ponad potowie przypadkow, co stanowito 51%

10



badanych. Z ptynu owodniowego u pacjentek z porodem przedwczesnym najczesciej
izolowano takie gatunki bakterii jak: Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis
oraz Fusobacterium species. Bakterie oraz ich produkty rozpoznawane sa przez
receptory Toll-like (TLR - 7o/l like receptors), co stymuluje synteze prostaglandyn oraz
cytokin prozapalnych takich jak interleukiny (interleukins) - 1L-8, IL-1, czynnik
martwicy nowotworow alfa (TNF-a - tumor necrosis factor alpha) [Goncalves 1 wsp.,
2002, Romero i wsp., 2006 b, Romero i wsp., 2014]. Cytokiny IL-1 oraz IL-6
bezposrednio stymuluja roéwniez komodrki nadnerczy do wydzielania kortyzolu, co
aktywuje matczyno-ptodowa o§ podwzgorze-przysadka-nadnercza prowadzac w efekcie
do porodu [Gravett 1 wsp., 1997]. Zaobserwowano takze, ze wysokie stezenia IL-6 w
ptynie owodniowym mogg by¢ uznawane za swoisty marker toczacego si¢ zakazenia
wewnatrz jamy owodni [Romero i wsp., 2014].

Z reakcja zapalng wiaze si¢ rowniez przedwczesne dojrzewanie szyjki macicy
oraz przedwczesne peknigcie bton plodowych, jako ze cytokiny, aktywuja
metaloproteinazy (MMPs — matrix metalloproteinases) enzymy degradujace tkanke
taczna, ktore odpowiadaja za niestabilno$¢ bton ptodowych oraz szyjki macicy. Oprocz
metaloproteinaz podobng role spelniaja trypsyna, elastaza oraz trombina aktywujaca
MMP9 [Czajka, 2006].

W niewydolnosci szyjki macicy obserwuje si¢ zbyt wczesne jej dojrzewanie, co
prowadzi do bezbolesnego rozwierania szyjki, niejednokrotnie przy zachowaniu jej
dhugosci. Objawy niewydolnosci szyjki macicy opisali po raz pierwszy Cole, Culpepper
1 Rowland w 1658 r. [Culpepper 1 wsp., 1658]. Etiopatogeneza niewydolnosci szyjkowe;j
jest bardzo ztozona. Czynnikami ryzyka sa jatrogenne uszkodzenia szyjki macicy,
ekspozycja na dietylostilbestrol w zyciu plodowym, obnizenie dziatania progesteronu,
choroby przewlekte przebiegajace z nieprawidtowosciami budowy tkanki tacznej oraz
czynniki genetyczne, jak polimorfizmy gendéw kolagenu [Romero i wsp., 2006 a].

Cigze wieloplodowe, wielowodzie, jak rowniez makrosomia ptodu poprzez
nadmierne rozciaganie widkien migsniowych macicy zwigkszaja ryzyko wystapienia
porodu przedwczesnego. Na skutek rozciggania macicy, zwigksza si¢ takze jej
kurczliwos¢, poprzez indukcje¢ syntezy bialek takich jak koneksyna-43, koneksyna-26,
syntaza cyklicznego nadtlenku prostaglandynowego 2, prostaglandyny E2 (PGE -
Prostaglandin-E2) oraz receptorow oksytocyny. Rozcigganie dolnego odcinka macicy

powoduje wzrost produkcji IL-8 oraz kolagenaz, co wigze si¢ rownolegle z
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przedwczesnym dojrzewaniem szyjki macicy [Loudon i wsp., 2004, Behrman 1 wsp.,
2007].

Zaburzenia samego procesu placentacji powoduja z kolei nieprawidlowe
ukrwienie tozyska. Zaburzenia te, moga dotyczy¢ nieprawidtowej transformacji tetnic
spiralnych, zakrzepicy lub wystapienia zmian miazdzycowych. W konsekwencji
powstaja zmiany niedokrwienne co skutkuje wystapieniem patologii potozniczych, jak
stan przedrzucawkowy. Pomimo braku szczegotowe] wiedzy na temat tego procesu,
postuluje si¢ w nim udziat uktadu renina-angiotensyna-aldosteron [Poisner i wsp., 1998].

Prawidlowe funkcjonowanie ukladu odporno$ciowego matki jest niezbgednym
elementem w fizjologicznej, donoszonej cigzy. Naukowcy zauwazyli, iz ptéd moze by¢
postrzegany jako allograft. Zaburzenia w rozpoznawaniu i adaptacji antygenow plodu
mogg prowadzi¢ do porodu przedwczesnego. Romero i wsp. zaobserwowali wzrost
poziomu receptorow dla IL-2 u kobiet z porodem przedwczesnym przy jednoczesnym
braku infekcji. Wzrost st¢zen receptorow IL-2 zauwazono takze u kobiet po
przeszczepieniu nerek na wczesnym etapie odrzucenia przeszczepu [Romero i wsp.,
2006 b].

Dotychczas, mechanizmy prowadzace do wystapienia porodu przedwczesnego
nie zostaly doktadnie poznane, a ocena ryzyka wystgpienia tego powiktania jest
niezwykle trudna. Bardzo czg¢sto u jednej pacjentki wspotistnieje kilka czynnikow
zwigkszajacych ryzyko wystapienia porodu przed 37 tc. [Drews i wsp., 2016].
Niezwykle istotne jest okreslenie grup kobiet narazonych na ryzyko wystapienia porodu
przedwczesnego. Ponizej przedstawiono wykaz czynnikow ryzyka porodu
przedwczesnego wedlug Leszczynska-Gorzelak 1 wsp., sposréd  ktérych
najistotniejszymi czynnikami pozostaja: wystagpienie porodu przedwczesnego w
poprzednich cigzach (31-50%), niski status socjoekonomiczny (15-35%), cigza
wieloptlodowa 1 jej powiklania (12-28%) oraz przedwczesne pegknigcie pecherza

ptodowego (6-40%) (Tab. 1) [Leszczynska-Gorzelak 1 wsp., 2006].
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Tabela 1. Czynniki ryzyka porodu przedwczesnego [wg Leszczynskiej-Gorzelak 1 wsp.,
2006]
Kategoria Czynnik

Socjoekonomiczne | niski status socjoekonomiczny, niski poziom wyksztatcenia, niskie

i epidemiologiczne | dochody, brak lub niedostateczna opieka przedporodowa, stres i
przemeczenie, przemoc psychiczna i fizyczna w rodzinie, rasa
czarna, wiek matki <18 r.z 1 >40 r.z, palenie tytoniu, narkomania,
alkoholizm

zdrowotne przedwczesne ukonczenie cigzy w wywiadzie, niewydolnos¢
szyjki macicy, przedwczesne pekniecie pecherza ptodowego,
cigza wieloptodowa, stosowanie technik wspomaganego rozrodu,
krwawienie z drog rodnych w II i III trymestrze, mi¢$niaki macicy
(podsluzowkowe lub podtozyskowe), wady macicy (przegroda
macicy, macica dwurozna, jednorozna), przynajmniej jedna strata
cigzy w Il trymestrze

infekcyjne zakazenie wewnatrzmaciczne (chorioamniotitis), nieprawidtowa
flora bakteryjna pochwy (bacterial vaginosis), bakteriomocz
bezobjawowy, ostre odmiedniczkowe zapalenie nerek, zapalenie
pochwy/kanatu szyjki, zapalenie tkanek przyzebia

plodowe zgon wewnatrzmaciczny, ograniczenie wzrastania
wewnatrzmacicznego, wady wrodzone

tozyskowe przedwczesne odklejenie tozyska, tozysko przodujace,
nieprawidlowy rozwoj tozyska, guzy tozyska, zakazenia tozyska

jatrogenne prenatalna diagnostyka inwazyjna, cze¢ste wewnetrzne badanie
potoznicze

1.5. Genetyczne uwarunkowania porodu przedwczesnego

Coraz czgsciej zwraca si¢ uwage na podtoze genetyczne powiklania jakim jest
porod przedwcezesny. W wielu pracach naukowych badano genetyczne predyspozycje
do wystepowania porodu przedwczesnego jakimi sg czynniki osobnicze oraz historia
rodzinna. Na osobnicze uwarunkowania genetyczne wskazuje fakt czestszego
wystepowania porodu przedwczesnego u kobiet, ktére same urodzity sie przed
ukonczonym 37 tc. Wedtug Portera i wsp. ryzyko to jest odwrotnie proporcjonalne do
wieku cigzowego, w ktorym urodzity si¢ matki same rodzace przedwczesnie. Dla kobiet
urodzonych przed 30 tc. szansa wystapienia porodu przedwczesnego byta wyzsza niz w
grupie kontrolnej (OR=2,38). Czynnikiem zmniejszajacym ryzyko wystapienia porodu
przedwczesnego byl starszy wiek ciezarnej (OR=2,9 dla 17-latek, OR=1,9 dla 25-29-
latek) oraz wzrost rodnosci [Porter i wsp., 1997]. Wigksze ryzyko wystepuje rowniez u
kobiet, u ktérych w rodzinie wystgpowaty porody przedwczesne 1 u kobiet, ktorych
wczesniejsze cigze zakonczyly sie przed 37 tc. [Ward 1 wsp., 2005, Varner 1 wsp., 2005].
Badania w populacji szwedzkiej wykazaly dodatkowo, ze kobiety, ktérych siostry
urodzity dzieci przed 37 tc., majg nawet 80% wigksze ryzyko wystapienia tego
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powiktania. W badaniu tym nie potwierdzono jednak wystepowania zwigkszonego
ryzyka porodu przedwczesnego dla kobiet, ktore same urodzily si¢ przedwczesnie.
Zwickszonym ryzykiem porodu przedwczesnego cechowaly si¢ natomiast kobiety
urodzone z zaburzeniami wzrastania [ Winkvist i wsp., 1998].

Co ciekawe, przedwczesny pordd ojca dziecka nie ma znaczenia dla predykcji
porodu przedwczesnego u jego potomstwa. Badania wykazaly réwniez, iz zmiana
partnera u kobiety majacej w wywiadzie pordd przedwczesny, nie powoduje redukcji
ryzyka porodu przedwczesnego w kolejnej cigzy. U megzczyzn ryzyko to pozostaje
nieistotne w kontek$cie zmiany partnerki. Sugeruje to, iZ genom mezczyzn nie ma
znaczenia w predykcji porodu przedwczesnego [Weinberg 1 wsp., 2009, Basso 1 wsp.,
1999].

W kontekscie genetycznych aspektow porodu przedwczesnego wazne sa rOwniez
predyspozycje rasowe. U kobiet rasy czarnej czg¢sciej dochodzi do zakonczenia cigzy
przed 37 tc. w poréwnaniu do kobiet rasy kaukaskiej. W swojej pracy Adams i wsp.
pokazali, ze sposrod 1023 kobiet rasy biatej, u ktorych pierwszy pordd odbyt si¢ miedzy
20-31 tc. 8,2% kobiet urodzito drugie dziecko miedzy 20-31 tc., a 20,1% miedzy 32-36
tc. Wartosci te okazaty si¢ wyzsze w przypadku kobiet rasy czarnej. Autorzy oszacowali,
1z wsrdd 1084 kobiet tej rasy, 13,4% urodzito dziecko migdzy 20-31 tc. 1 23,4% migdzy
32-36 tc. Ponadto u kobiet rodzacych pierwsze dziecko po 32 tc., zauwazono
zdecydowanie mniejsza czgstos¢ wystepowania skrajnie przedwczesnych porodow
przed 31 tc. w drugiej ciazy: 1,9% dla kobiet rasy biatej, a 3,8% dla kobiet rasy czarne;j.
Dane te, $wiadczg nie tylko o silniejszej predyspozycji kobiet rasy czarnej do
wystapienia porodu przedwczesnego, ale réwniez o dodatniej zaleznosci migdzy
wystepujacymi porodami przedwczesnymi w przesztosci, a predyspozycjami do tego
powiktania w kolejnych cigzach. Analiza wskazuje rowniez, iz pordd przedwczesny w
kolejnych ciagzach pojawia sie tym czgsciej, im wczesniej dochodzi do zakonczenia
pierwszej cigzy [Adams i wsp., 2000].

Wysokie ryzyko porodu przedwczesnego wystepuje takze w przypadku chorob
uwarunkowanych genetycznie u pltodu 1 matki, spowodowanych mutacja w
odpowiednich genach. Sa to m.in: zespdt Smith-Lemli-Opitz, neurofibromatoza,
dystrofia miotoniczna. Choroby te, predysponuja do produkcji zwigkszonej ilosci ptynu
owodniowego, a z kolei inne, jak zespot Ehlersa Danlosa i Marfana charakteryzuje btad
w syntezie kolagenu i tym samym destabilizacja bton ptodowych oraz niewydolnosé¢

szyjki macicy [Varner 1 wsp., 2005, DeVos 1 wsp., 1999].
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Pomimo wielu przeprowadzonych badanh nad przyczynami porodu
przedwczesnego, uwaza si¢, ze ok. 50% przypadkow tego powiklania ma nieznang
etiologi¢. Jedynie 1/2 przypadkéw wystapienia porodu przedwczesnego przed 37 tc.
moze by¢ przyporzadkowana do znanych juz, wymienionych powyzej czynnikow
[Sheikh 1 wsp., 2016]. Obecnie badacze zwracaja duza uwage na genetyczne
uwarunkowania porodu przedwczesnego, w tym polimorfizmy gendéw kandydujacych
do wystapienia porodu przed 37 tc. Przyktadem sa polimorfizmy metaloproteinaz -
enzymOw poddawanych coraz czgstszej analizie pod katem wystgpienia porodu

pI'ZGdWCZCSl’legO.

1.6. Metaloproteinazy

Metaloproteinazy, nazywane roéwniez matryksynami, to cynkowo-zalezne
endoproteazy,  ktore  powoduja  lize  bialkowych  sktadnikow  macierzy
zewnatrzkomorkowej. Degraduja gltownie kolagen, ale takze zelatyne, lamining,
fibronektyne, elastyng, proteoglikany, witronektyne. Substratem dla metaloproteinaz
blonowych jest réwniez nieaktywna forma MMP2 (proMMP2). Enzymy te poprzez
swoje dziatanie utrzymujga prawidlowa strukture macierzy zewnatrzkomorkowej oraz
btony podstawnej. Biora udzial w procesach fizjologicznych, jak embrio- czy
angiogeneza, ale zaburzenia w ich aktywnos$ci warunkujg réwniez powstanie wielu
patologii [Trojanek i wsp., 2012]. Obecnie uwaza si¢, iz wszystkie komorki organizmu
cztowieka syntetyzuja metaloproteinazy: komoérki nablonkowe, fibroblasty, miocyty,
komoérki nowotworowe, komorki $rodbtonka, osteoblasty, plytki krwi, makrofagi,
komorki stanu zapalnego: monocyty, leukocyty i limfocyty. U cztowieka wystepuja 23
metaloproteinazy, kodowane przez 24 geny. Badania wskazuja, iz MMP23 kodowana
jest przez dwa geny, znajdujace si¢ na chromosomie 1. Enzymy te, oprocz
wystepowania u cztowieka, zidentyfikowano réwniez u ptakow, ptazow, ryb, owadow,
bezkregowcow, a takze u niektorych gatunkéw roslin. Metaloproteinazy mozna
podzieli¢ na 4 podstawowe grupy, w zalezno$ci od mechanizmu dziatania i
specyficznosci substratowej, sg to: kolagenazy, zelatynazy, stromielizyny/matrylizyny i
metaloproteinazy typu blonowego. Wyrodznia si¢ rowniez dodatkowa 5 grupe, do ktorej
zalicza si¢ pozostate metaloproteinazy nie wiaczane do zadnej z wyzej wymienionych
pozostatych grup [Olszynski i wsp., 2009, Trojanek i wsp., 2012]. Ponizej
przedstawiono schemat podziatu przynalezno$ci metaloproteinaz do odpowiednich klas

oraz ich specyficzno$¢ substratowa (Tab. 2).
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Tabela 2. Podziat metaloproteinaz [wg Amalinei i wsp., 2007].

Klasa MMP Typ MMP Substraty dla MMP

Kolagenazy MMPI1 kolagen typu LIL III, IV, IX, X, XIV, fibronektyna,
MMPS laminina, agrekan, inhibitory proteazy serynowej, MMP-
MMP13 2,-9

Zelatynazy MMP2 kolagen typu IV, V, VII, X, XI, XIV, zelatyna, elastyna,
MMP9 proteoglikany, fibronektyna, prekursory TNF-a, IL-1,

serpina, bradykinina, angiotensyna I, substacja P
Stromielizyny MMP3 kolagen typu IV, V, IX, X, proteoglikany, Zelatyna,

MMP10 fibronektyna, laminina, elastyna
MMPI11

Matrylizyny MMP7 fibronektyna, fibrynogen, witronektyna, zdenaturowany
MMP26 kolagen typu -1V, al-antytrypsyna, 02-makroglobulina,

insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (IGFBP-1)
Blonowe MMP MMP14 kolagen typu 1, 11, III,

MMP15 zelatyna, fibronektyna, laminina-1, witronektyna,
MMP16 proteoglikany, proMMP-2
MMP17
MMP24
MMP25

Inne MMP MMP12 elastyna, kolagen typu Zelatyna, fibronektyna, laminina,
MMP19 elementy bton podstawnych witronektyna, proteoglikany,
MMP20 al-antytrypsyna
MMP21
MMP23
MMP28
MMP27

Metaloproteinazy sa enzymami wielodomenowymi, a w ich budowie wyrdznia si¢
peptyd sygnatowy, prodomeng, domene¢ katalityczng oraz domen¢ hemopeksynowa.
Domena katalityczna zawiera miejsce aktywne enzymu z 2 jonami cynku oraz 1 do 4
jonow wapnia. Trzy reszty histydyny w obrgbie sekwencji HEXXHXXGXXH
utrzymujg jon cynku. W obrebie domeny katalitycznej dwie metaloproteinazy: MMP2 i
MMP9 zawieraja rowniez trzy powtorzenia fibronektyny II, odpowiadajace za silng
reakcj¢ wigzania z kolagenem. Domena hemopeksynowa sktada si¢ z ok. 200
aminokwasow. Potaczona jest z domeng katalityczng za pomoca kilkunastu do
kilkudziesigciu reszt aminokwasowych, co pozwala utrzymaé¢ odpowiednig konfirmacje
czasteczki 1 stabilng strukture. Odpowiedzialna jest za rozpoznanie substratu 1 wigzanie
enzymu ze sktadnikami macierzy zewnatrzkomérkowej. Dodatkowo, dzigki niej, MMP
wigze tkankowe inhibitory metaloproteinaz (TIMPs - Tissue inhibitors of

metalloproteinases). Domena ta, nie wystepuje w przypadku MMP7, MMP23 i MMP26
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z kolei MMP12 traci ja zaraz po aktywacji. Propeptyd, zwany inaczej prodomeng
zbudowany jest z okoto 80 aminokwasow. Jego zadaniem jest utrzymywanie enzymu w
formie nieaktywnej. Dzieje si¢ tak za sprawa oddziatywania reszty cysteiny propeptydu
z jonem cynku w miejscu aktywnym. Do aktywacji proenzymu dochodzi na skutek
odtaczenia propeptydu, co powoduje odstonigcie centrum aktywnego. Z kolei peptyd
sygnatowy kieruje metaloproteinazy do pecherzykow zewnatrzwydzielniczych.
Usuwany jest w trakcie procesu translacji.

Metaloproteinazy  bltonowe  stanowig osobng grupe metaloproteinaz.
Charakteryzuja si¢ obecno$cia krotkiego ogona cytoplazmatycznego 1 domeny
transmembranowej, ktora umiejscawia enzym w btonie komoérkowej [Murphy 1 wsp.,
2011, Lipka i wsp., 2008, Olszynski i wsp., 2009, Trojanek u wsp., 2012, Loffek i wsp.,
2011]. Budowg MMP1 oraz MMP9 przedstawiono na ryc. 1.

MMP-9 3 powtdrzenia
fibronektyny

!

Peptyd P Domena
( sygnatowy ropeptyd hemopeksynowa

I

taricuch reszt
MMP-1 aminokwasowych

Peptyd Domena
[ sygnatowy ] e o hemopeksynowa

Rycina 1. Schemat budowy wybranych metaloproteinaz - MMP9, MMP1.

Metaloproteinazy sa waznymi regulatorami tkankowej homeostazy. Ich
niedostateczna lub nadmierna aktywno$¢ moze by¢ przyczyna inicjacji procesow
destrukcyjnych w tkankach, dlatego tak wazne sg procesy regulujace ich synteze i
dziatania. Mozna przyjaé, iz aktywno$¢ metaloproteinaz regulowana jest poprzez 4
mechanizmy [Loffek i wsp., 2011]:

» regulacja w trakcie transkrypcji oraz regulacja potranskrypcyjna

» regulacja wynikajaca z lokalizacji pozakomorkowej i kompartmentalizacji
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» regulacja poprzez aktywacj¢ poprzez odszczepienie propeptydu
» regulacja poprzez oddziatywanie z TIMPs oraz niespecyficznymi czynnikami,

jak alfa-2 makroglobulina

Ekspresja genow metaloproteinaz regulowana jest juz na etapie transkrypcji.
Promotory MMPs zawieraja wiele sekwencji regulatorowych tzw. czynnikéw cis, ktore
moduluja ekspresje genéw poprzez oddziatywanie z tzw. czynnikami transkrypcyjnymi.
Czynnikami transkrypcyjnymi mogag by¢: biatkowy aktywator transkrypcji 1 (AP-1 -
activator on protein 1), aktywator wzmacniajacy ekspresje gendw wirusa polio (PEA3 -
Polymavirus enhancer A-binding protein-3 site), czynnik transkrypcyjny 1 (Sp-1 -
Specificity protein 1), jadrowy czynnik kappa - wzmacniacz z aktywowanych
limfocytéw B (NF-kB - Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells).
W zaleznosci od budowy promotora gendw kodujacych metaloproteinazy postuluje si¢
rowniez podziat tych enzymow na 3 grupy. Pierwsza grup¢ stanowi wigkszo$¢ znanych
metaloproteinaz. Ich promotor wykazuje obecno$¢ kasety TATA-box oraz miejsca
wiazacego czynnik AP-1, znajdujacych si¢ wzgledem pierwszej transkrybowanej zasady,
odpowiednio -30 oraz -70 par zasad. Wigkszo$¢ tych promotorow zawiera réwniez
miejsce wigzace czynnik PEA3. Do drugiej grupy nalezg geny MMPS, MMPII,
MMP21. W ich promotorach wystepuje sekwencja TATA-box, jednak brak jest
sekwencji wigzacej AP-1. Trzecia grupa, do ktorej przynaleza geny MMP2, MMP14,
MMP28 charakteryzuje si¢ brakiem obydwu sekwencji, w tym przypadku mamy do
czynienia z konstytutywna ekspresja gendw metaloproteinaz [ Vincenti i wsp,, 2007, Yan
i wsp., 2007].

Metaloproteinazy syntetyzowane sg w postaci nieaktywnych prekursorow, tzw.
zymogendéw 1 po uwolnieniu do przestrzenie zewnatrzkomodrkowej pozostaja w tej
formie. Aktywacja polegajaca na odstonigciu centrum aktywnego enzymu mozliwa jest
poprzez dzialanie m.in trombiny, plazminy, elastazy, furyny, a réwniez samych
aktywnych form MMP w tym MMP1, MMP2, MMP7, MMP8, MMP9, MMP13.
Aktywacja metaloproteinaz zachodzi rowniez dzigki reakcjom z wieloma
niespecyficznymi czynnikami, jak np. z tlenkiem azotu, na skutek niskiego pH, czy
wysokiej temperatury oraz poprzez dziatanie systemu aktywatora plazminogenu PAS.
Aktywnos$¢ metaloproteinaz podlega kontroli takze na skutek oddziatywania ze
sktadnikami macierzy, gromadzac si¢ w poblizu swojego docelowego substratu.

Niektore z nich, jak MMP2 wigza si¢ z btong komodrkowa, co powoduje aktywacje
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enzymu lub ich migracj¢ przez bton¢ podstawng [Trojanek 1 wsp., 2012, Stamenkovic i
wsp., 2003].

Za regulacje aktywnos$ci odpowiadajg réwniez specyficzne endogenne inhibitory
tkankowe metaloproteinaz - TIMPs oraz nieswoiste inhibitory osoczowe, jak a2-
makroglobulina. Wprowadzaja odpowiedniag rownowage w dziataniu metaloproteinaz,
zabezpieczajac przed nadmierng degradacjg macierzy [Loffek 1 wsp., 2011]. TIMPs sa
gléwnym endogennym regulatorem metaloproteinaz. Dokladny mechanizm
oddziatywania z MMPs zostat opisany w 1997 r., dzieki technice krystalografii. Model
przedstawial kompleks MMP3 1 TIMP1 [Gomis-Ruth 1 wsp., 1997]. Pokazano, ze N-
koniec TIMPs jest glownym miejscem wigzania z miejscem aktywnym MMP. Cztery
reszty aminokwaséw N-koncowej domeny Cysl-Thr-Cys-Val4 oraz cztery reszty
Glu67-Ser-Val-Cys70 polaczone mostkami disiarczkowymi wpasowuja si¢ w miejsce
aktywne enzymu. Dodatkowo Cys-1 bierze udziat razem z grupa karbonylowa oraz a-
aminowg konca N w chelatowaniu jonu cynku powodujac zablokowanie aktywacji

czasteczki wody [Murphy i wsp., 2008].

1.7. Funkcje metaloproteinaz w organizmie

Gloéwna funkcja MMPs jest degradacja macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM -
extracellular matrix). MMPs oddzialuja na wigzania mi¢gdzykomorkowe i uwalniaja
komoérki  prowadzac do ich migracji 1 zmian w strukturze macierzy
zewnatrzkomoérkowej. Oprocz hydrolizy sktadnikow ECM, reaguja z wieloma
molekulami  znajdujacymi  si¢ na  powierzchni  komoérek,  modyfikujac
wewnatrzkomorkowe $ciezki sygnatowe. Macierz zewnatrzkomoérkowa stanowi nie
tylko rusztowanie dla komorek ale takze jest rezerwuarem wielu czynnikow wzrostu, w
tym transformujacego czynnika wzrostu beta (TGF-B - transforming growth factor p),
ktory uwalniany jest przez degradacj¢ dekoryny, dzigki MMP2, MMP3, MMP9. Sam
TGF-f ma hamujacy wpltyw na wydzielanie MMPs. Metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomoérkowej kontrolujg takze poziom TNF-a oraz interleukiny, jak IL-1B. W
trakcie przebudowy ECM, niedostepne wczesniej regiony czasteczek moga zostaé
wyeksponowane. Przyktadem moze by migracja komorek $rddblonka, gdzie poprzez
dzialanie MMPs odstoniety zostaje ukryty region nadajacy komoérkom zdolno$¢
migracji.
Metaloproteinazy majg zdolno$¢ zaréwno do aktywacji, jak i inaktywacji wielu cytokin

1 chemokin, np: IL-8, czynnika plytkowego (PF-4 - platelet factor 4), peptydu
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aktywujacego granulocyty obojetnochtonne, biatka chemotaktycznego monocytow
(MCP-3 - monocyte chemotactic protein 3). Metaloproteinzy uwalniajg takze czynniki
zwigzane z biatkami nienalezacymi do macierzy zewnatrzkomorkowej, sa nimi np.
bialkowe czynniki wzrostu, receptory kinazy tyrozynowej, czasteczki adhezji
komorkowej, inne cytokiny 1 chemokiny [Lipka i wsp., 2008, Olszynski 1 wsp., 2009].

Poprzez oddziatywanie z wieloma czastkami, udowodniono udziat MMPs w
procesach angiogenezy. MMPs majac dziatanie proangiogenne, mogg rowniez hamowac
proces angiogenezy. Dzialanie metaloproteinaz i nasilenie angiogenezy zwigzane jest z
nowotworzeniem. MMP9 jest w stanie degradowaé kolagen typu IV bedacy
sktadnikiem btony podstawnej, co moze mie¢ szczegdlne znaczenie w procesie
tworzenia odleglych przerzutéw nowotworowych [Huang i wsp., 2018]. Wszystkie
stadia nowotworzenia, jak migracja komorek, inwazja, przerzutowanie oraz
angiogeneza sg zalezne od otaczajacego ich mikrosrodowiska. Metaloproteinazy moga
wiec by¢ kluczowe w tych procesach, gdyz moduluja reakcje komorka-komorka lub
komorka-btona podstawna [Gialeli 1 wsp., 2011]. Udziat MMP wykazano w rozwoju
takich nowotworow jak m.in. rak piersi, jajnika, okreznicy, prostaty mézgu, pecherza
moczowego czy ptuc [Roy 1 wsp., 2009]. W przypadku raka piersi zauwazono, iz
wysoki poziom MMP9 koreluje z mniejszg przezywalnoscia chorych [Leifler 1 wsp.,
2013]. Oproécz wspomnianych wyzej procesOw nowotworowych, postulowany jest
udzial metaloproteinaz w chorobach praktycznie kazdego z uktadéw cziowieka:
chorobach  sercowo-naczyniowych,  neurologicznych,  autoimmunologicznych,
chorobach uktadu oddechowego, moczowego, kostno-stawowego czy tez przewodu
pokarmowego [Shiomi i wsp., 2010].

Na uwage zastuguje fakt udzialu metaloproteinaz w etiologii chorob
ginekologicznych, w tym adenomiozy i endometriozy. W endometrium zdrowych kobiet,
zwlaszcza podczas fazy miesigczkowej, wykazano wysokie stg¢zenie zelatynaz: MMP2,
MMP9, oraz kolagenaz: MMP1, MMP8, MMP13. Nie tylko biora one udzial w
fizjologicznym remodelingu endometrium, ale prawdopodobnie odpowiadaja za
powstawanie ektopowych ognisk endometriozy [Zhang i wsp., 2002]. Badania wskazuja
na zwiazek polimorfizmu -735 C/T genu MMP2 oraz -1562 C/T genu MMP9 z
podwyzszonym ryzykiem wystepowania endometriozy wsrdd kobiet rasy kaukaskiej
[Saare i wsp., 2010]. Analizy wykazaly rowniez udziat MMPs w etiopatogenezie
powiktan cigzowych, takich jak stan przedrzucawkowy, czy nawracajgce poronienia.

Zauwazono zwigzek zachwiania rownowagi MMPs-TIMPs a nieprawidlowg inwazja

20



trofoblastu. Zanotowano wyzsze poziomy MMP9 oraz MMP3 w materiale tkankowym
endometrium w przypadku odpowiednio poronien samoistnych oraz indukowanych
[Balci i wsp., 2018]. Enzymy te wptywaja silnie na procesy implantacji, a tym samym
zaburzenia wymiany tozyskowej, co skutkuje powiktaniami takimi jak
wewnatrzmaciczne ograniczenie wzrastania ptodu. Polimorfizmy genow MMP2 oraz
MMPY wydaja si¢ mie¢ istotne znaczenie w etiologii tego zaburzenia [Gremlich 1 wsp.,

2007].

1.8. Udzial metaloproteinaz w etiologii porodu przedwczesnego

Metaloproteinazy maja duzy udzial w rozwoju powiklania jakim jest porod
przedwczesny. Zmieniajg strukture macierzy zewnatrzkomorkowej odpowiadajac tym
samym za przedwczesne oddzielenie tozyska, destabilizacje struktur bton ptodowych
oraz przedwczesng dojrzato$¢ szyjki macicy.

W 1994 r. Malak 1 wsp. przeprowadzili badanie, pozwalajace na doktadne
okreslenie struktury doczesnej i bton plodowych. Przebadano 14 poptodéw, z cigz
zakonczonych o czasie, w ktoérych wskazano obszary bton plodowych, bedace
przerwanymi fragmentami tkanki tacznej w miejscu oddzielenia poptodu. Te miejsca o
zmienionej morfologii uznano za wynik degradacji kolagenu [Malak 1 wsp., 1994].
Dalsze badania potwierdzity aktywno$§¢ MMPs w blonach plodowych. Stezenia MMP9
oraz MMP2 istotnie wzrastaja po rozpoczgciu czynnosci skurczowej w cigzach
zakonczonych w terminie. W jednej z analiz wzrost st¢zenia MMP2 oraz obnizenie
stezenia TIMP1 zaobserwowano w komoérkach doczesnej, natomiast wzrost MMP9 z
obnizeniem TIMP1 w owodni. Taka ekspresja MMPs sugeruje ich specyficzny udzial w
regulacji rozpoczgcia porodu o czasie, powodujac najpierw odptywanie ptynu
owodniowego 1 oddzielenie tozyska dopiero w III okresie porodu [Goldman i wsp.,
2003]. Tym samym zachwianie wyzej wymienionych procesdw uznaje si¢ za wynik
braku réwnowagi dziatlania MMPs, takze w przypadku wystapienia porodu
przedwczesnego. Szczegdlnie wysokie stezenia MMP9 wystepuja w okolicach tozyska,
gdzie spotykaja si¢ elementy matczyno-plodowe. Sugeruje to zalezno$¢ procesu
oddzielania tozyska od wysokosci stezen MMPO. Analiza tego zagadnienia moze pomoc
w zrozumieniu mechanizmu porodu przedwczesnego [ Demir-Weusten i wsp., 2007].

Znany jest takze udzial metaloproteinaz w peknieciu bton ptodowych, zaréwno
w przypadku cigzy donoszonej, jak i porodu przedwczesnego. W czasie trwania cigzy,

przebudowa macierzy bton plodowych staje si¢ istotnym procesem prowadzacym do
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porodu. Zauwazono, iz podwyzszone st¢zenia metaloproteinaz w ptynie owodniowym,
owodni i doczesnej powiazane sg z utratg elastyczno$ci oraz wytrzymatosci blon
ptodowych [Geng i wsp., 2016]. Stabilno$¢ macierzy zewnatrzkomorkowej odpowiada
za wytrzymalto$¢ tkanek, w tym pecherza plodowego stanowigcego ochrong ptodu przed
szkodliwymi czynnikami zewnetrznymi. Enzymy majace gtéwny udziat w degradacji
struktury owodni to przede wszystkim zelatynazy: MMP2 i MMP9 oraz kolagenazy:
MMP1, MMP8 i MMP13. Metaloproteinazy te rozktadajg kolagen typu I, II, III, IV, V,
VII i X oraz elastyng, a ich aktywno$¢ podlega regulacji przy udziale wielu czynnikow,
w tym np. trombiny stymulujacej aktywnos¢ MMP9 [Czajka, 2006, Vadillo-Ortega i
wsp., 2005].

W badaniach naukowych potwierdzono zwigkszone stezenia MMP8 w plynie
owodniowym kobiet rodzacych przedwczesnie i wykazano w tych przypadkach zwigzek
z wystgpowaniem infekcji wewnatrzmacicznej i gorszym rokowaniem noworodkow.
Badano takze przydatno$¢ szybkiego testu przytdozkowego, wykrywajacego MMP8 w
ptynie owodniowym. Test wykazal si¢ 42% czuloscig 1 100% specyficznos$cia w
predykcji samoistnego porodu przedwczesnego przed 30 tc. [Chaemsaithong i wsp.,
2018, Chaiyasit 1 wsp., 2017, Kim 1 wsp., 2016]. Zauwazono takze korelacje
podwyzszonego stezenia MMP9 w ptynie owodniowym w przypadku trwajacej infekcji
Ureaplasma urealiticum w samoistnych porodach przedwczesnych. Nie wykazano
natomiast zwigkszonego stezenia MMP9 w cigzach zakonczonych przedwczesnie z
przyczyn jatrogennych [Lal i wsp., 2017].

Metaloproteinazy odpowiadaja réwniez za zbyt wczesne dojrzewanie szyjki
macicy do porodu, zostaly one wyizolowane z wydzieliny szyjkowej i czopu §luzowego
[Becher i wsp., 2010]. Szyjka macicy zbudowana jest z tkanki acznej, fibroblastow i
macierzy zewnatrzkomorkowej wzbogaconej kolagenem, elastyna,
glikozaminoglikanami, proteoglikanami. Wysokie stezenia metaloproteinaz oraz ich
specyficznych inhibitorow tkankowych: MMP2, TIMP1, MMP8 i MMP9 odgrywaja
role w remodelingu szyjki macicy, chronigc jednoczesnie jajo ptodowe przed infekcja
wstepujaca. Metaloproteinazy wptywaja na konsystencje szyjki macicy, jej skracanie,
rozwieranie 1 poporodowg przebudowe. Ekspresja metaloproteinaz jest zmienna w
trakcie trwania cigzy. MMP2 pomimo statej ekspresji, zwigksza stopniowo swoje
stezenie juz na poczatku dojrzewania szyjki macicy. MMP1 i MMP9 wykazuja
selektywng ekspresje i sa aktywowane tylko pod koniec procesu dojrzewania szyjki.

Probki tkankowe pobrane z dolnego odcinka macicy u cigzarnych rodzacych o czasie
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przez cesarskie cigcie wykazaty podwyzszone stezenia zar6wno MMPS, jak i MMP9.
Stezenie byto tym wigksze, im wigksze byto rozwarcie szyjki macicy. Metaloproteinazy
biora rowniez udzial w regeneracji narzadu rodnego po porodzie oraz inwolucji macicy
na skutek degradacji kolagenu i innych skladnikéw macierzy zewnatrzkomorkowe;j

[Geng 1 wsp., 2013].

1.9. Wybrane polimorfizmy genow metaloproteinaz

Metaloproteinaza 1 - MMP1

MMPI1, nazywana zwyczajowo kolagenaza §rodmiazszowa, degraduje kolagen
oraz zelatyne. MMP1 oddzialuje takze na inne metaloproteinazy, np. aktywuje pro-
MMP9. Dzi¢ki obecnosci domeny hemopeksynowej, MMP1 posiada unikalng zdolnos¢
do przecinania struktury kolagenu, miedzy wigzaniami Gly-Ile/Leu w tafcuchach a.
Najpierw dokonuje rozwinigcia helikalnej struktury kolagenu, by p6zniej degradowaé
specyficzne potaczenia [Cui 1 wsp., 2017, Lipka i wsp., 2008, Aimes i wsp., 1995].
Nowa klasyfikacja oparta na podziale MMPs w zaleznosci od mechanizmu regulacji
ekspresji gendow umieszcza gen MMPI w pierwszej grupie, ktora charakteryzuje
obecnos$¢ kasety TATA box oraz jednej lub kilku sekwencji wiazacych czynnik AP-1.

Gen kodujacy MMP1 znajduje si¢ na chromosomie 11(q22.3). Najczesciej
badanym polimorfizmem genu MMP] jest polimorfizm -1607 1G/2G, charakteryzujacy
si¢ dodatkowa insercja guaniny, co powoduje az czterokrotny wzrost aktywnosSci
promotora na skutek tworzenia domeny Ets. Czynnik transkrypcyjny Ets (Ets - E26
transformation-specific) wspotdziata z czynnikiem AP-1 w regulacji aktywnosci
promotoréw genu MMP1 [Becher i wsp., 2010, Cui 1 wsp., 2017, Pereza i wsp., 2014].

MMP1 jest pierwsza metaloproteinaza, ktéra zbadano pod katem procesu
regulacji genu. Sa to skomplikowane reakcje obejmujace zarowno mechanizmy same;j
transkrypcji, jak i procesy potranskrypcyjne. Wyrdzniono wiele czynnikow niezbgdnych
do aktywacji transkrypcji genu MMPI. S3 to m.in. NF-kB, bialka wigzace si¢ z
sekwencja CCAAT (C/EBP-B - CCAAT enhancer binding proteins p), lipopolsacharydy
(LPS - lipopolysacharids) oraz 1L-1p [Lipka i wsp., 2008, Olszynski 1 wsp., 2009,
Trojanek i,wsp., 2012]. Prowadzono takze badania nad dziataniem nadtlenku wodoru w
regulacji MMPI. Wykazano, ze wrazliwe na dziatanie nadtlenku wodoru czasteczki
sygnatowe ERK1/2 (extracellular signaling-regulated kinase) i INK (c-Jun N-terminal
kinase) w znaczacy sposob moga wptywac na ekspresj¢ MMP1 [Nelson 1 wsp., 2006].
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Od momentu identyfikacji polimorfizmu -71607 1G/2G przez Ruttera i wsp.,
badano ten wariant m.in. w kontekscie porodu przedwczesnego u kobiet cigzarnych rasy
czarnej 1 biatej [Rutter i wsp., 1998, Fujimoto i wsp., 2002, Pereza i wsp., 2014].

Frey i wsp. w 2016 r. analizowali inny polimorfizm genu MMPI rs7945189 w
grupie Afroamerykanek z samoistnym porodem przedwczesnym z zachowanymi
btonami plodowymi. Zostal on powigzany z wyzszym odsetkiem porodow

przedwczesnych <34 tc. w poréwnaniu do grupy kontrolnej [Frey i wsp., 2016].

Metaloproteinaza 9 - MMP9

Metaloproteinaza 9, czyli kolagenza IV, nalezy razem z MMP2 do Zelatynaz. Jej
masa czgsteczkowa wynosi 92 kDa. Nazywana jest rowniez zelatynazg B, ze wzgledu
na mozliwo$¢ degradacji nie tylko kolagenu, ale i jego zdenaturowanej formy. Tak samo
jak MMP2 charakteryzuje si¢ obecno$cig 3 sekwencji fibronektyny w domenie
katalitycznej. MMP9 syntetyzowana jest m.in. przez komodrki owodni. Metaloproteinaza
ta silnie degraduje kolagen odpowiedzialny za wytrzymatos¢ tkanek, powoduje lize
potaczen komorkowych i1 prowadzi do destrukcji bton ptodowych. Wykazano znaczaco
wyzsze stezenia MMP9 w plynie owodniowym kobiet rodzacych przedwcze$nie w
porownaniu do kobiet rodzacych o czasie. Analiza pokazala takze brak zmian w
stezeniach MMP9 wraz z zaawansowaniem cigzy [ Athayde i wsp., 1999].

Gen MMP9 zlokalizowany jest na chromosomie 20(ql3.12). Na poziomie
transkrypcji, gen MMP9 jest dodatnio regulowany przez wiele czynnikow, w tym:
czynnik transkrypcyjny Ets, NF-xB, PEA3, AP-1, Sp-1 oraz czynnik aktywujacy
surowiczy amyloid A (SAF - serum amyloid A-activating factor) [ Yabluchanskiy i wsp.,
2013]. W promotorze genu MMPY znajduje si¢ kilka miejsc polimorficznych.
Najczes$ciej opisywanym wariantem zwigzanym z wystepowaniem porodu
przedwczesnego jest polimorfizm -1562C>T genu MMP9, ktéry charakteryzuje si¢
zamiang cytozyny na tymin¢ w miejscu 1562. W pracach naukowych wykazano
zwigzek tego polimorfizmu z wystepowaniem porodu przed 37 tc. w przypadku
samoistnie rozwijajacego si¢ porodu przedwczesnego u kobiet rasy biatej, pochodzenia
nie-hiszpanskiego [Jones 1 wsp., 2012]. Wykazano takze korelacje wystepowania
polimorfizmu -1562C>T z PPROM w populacji chinskiej. Wedlug tej analizy,
polimorfizm -/562C>T zwigzany jest ze wzrostem ryzyka PPROM w grupie kobiet
rodzacych przed 37 tc. Nie zauwazono natomiast takiej korelacji u kobiet rodzacych o

czasie [Fang i wsp., 2010].
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Rola pozostalych polimorfizmow genow MMP9 w etiologii porodu
przedwczesnego, w tym polimorfizmu 8364>G oraz 2003G>A nie zostala jeszcze
doktadnie zbadana. Polimorfizm 8364>G zwigzany jest z substytucjg adeniny na
guaning w pozycji nukleotydowej 836, co powoduje zamian¢ glutaminy na argining w
pozycji 279 tancucha biatkowego. Polimorfizm ten wigze si¢ z czgstszym
wystepowaniem powiktan cigzowych, jak cukrzyca cigzowa oraz dolegliwos$ci bolowe
w okolicy krzyzowo-lgdzwiowej krggostupa cigzarnych. Brak natomiast danych o
wplywie wystepowania tego polimorfizmu w przypadku cigz zakonczonych
przedwczesnie [Costa i wsp., 2018, Mahmood i1 wsp., 2018]. Polimorfizm 2003G>A4
genu MMP9 jest zwigzany z substytucja argininy na glutaming w pozycji 668 bialka.
Obecnie brak jest analiz dotyczacych zwiazku tego polimorfizmu z ryzykiem

wystapienia porodu przedwczesnego.

1.10. Tkankowe inhibitory metaloproteinaz

Tkankowe inhibitory metaloproteinaz przez lata charakteryzowane byly jako
zwigzki regulujace dziatanie metaloproteinaz. Obecnie wiadomo, ze spetniaja znacznie
szersze funkcje, jak inhibicja adamalizyn - ADAM (4 disintegrin-like and
metalloproteinase) oraz ADAMTS (A Disintegrin-like And Metalloprotease with
Thrombospondin motifs) [Brew i wsp., 2010]. U ssakow, w tym réwniez i u cztowieka
wystepuja cztery rodzaje TIMPs, oznaczane numerami od 1 do 4. U nizszych
eukariontéow zidentyfikowano do tej pory jeden rodzaj TIMP, jednak ich rola u tych
organizmdw nie zostala dokladnie poznana [Murphy 1 wsp., 2011]. Masa czasteczkowa
TIMP waha si¢ w zaleznosci od rodzaju 21-29 kD. Rola TIMPs polega na blokowaniu
dostepu substratu do miejsca katalitycznego metaloproteinaz. TIMPs tworza z
metaloproteinazami odwracalne wigzania w stosunku stechiometrycznym 1:1 lub 2:2

[Trojanek i wsp., 2012]. Na ryc. 2. przedstawiono schemat dziatania TIMP.
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Rycina 2. Schemat dziatania tkankowych inhibitorow metaloproteinaz TIMPs.

Wszystkie TIMPs posiadaja w swojej budowie 2 domeny: zbudowana ze 125
aminokwaséw domen¢ N- koncowg, bioraca udzial w inhibicji MMPs oraz 65-
aminokwasowy C-koniec. Ten ostatni wydaje si¢ uczestniczyé w rozpoznawaniu
domeny hemopeksynowej MMPs i spetnia¢ funkcje stabilizacyjne. Dodatkowo domena
ta wigze takze zymogeny - pro-MMPs, co jest istotne w procesie ich aktywacji.
Czasteczki TIMPs utrzymywane sg przez 6 mostkéw disulfidowych, co zapewnia ich
stabilno$¢ konformacyjng [Brew i wsp., 2010, Murphy i wsp., 2011]. TIMP3 jest forma
nierozpuszczalng, zakotwiczong w macierzy zewnatrzkomorkowej, podczas gdy
pozostate TIMP1, TIMP2 i TIMP4 stanowig formy rozpuszczalne, krazace w surowicy.
Budowa wszystkich TIMPs jest podobna, natomiast poszczeg6lne rodzaje TIMPs r6znig
si¢ aktywnoscig. TIMP1 blokuje wszystkie MMPs oprocz MMP19 i metaloproteinaz
btonowych MT1-MMP, MT3-MMP, MT5-MMP. Ponadto TIMP1 tworzy wysoce
specyficzny zwigzek z MMP9. TIMP3 blokuje dziatanie MMP2, MMP3, MMP7 i
MMP9, a dodatkowo jest rowniez inhibitorem adamalizyn. TIMP4 hamuje funkcj¢
MMP9. Zaréwno TIMP4 jak i TIMP2 reguluja dziatanie proMMP1 [Trojanek i wsp.,
2012].

Rola tkankowych inhibtoréw metaloproteinaz sprowadza si¢ gtéwnie do regulacji
dzialania metaloproteinaz, tym samym TIMPs maja wplyw na przebudowe macierzy
zewnatrzkomoérkowej 1 udziat w procesach zarowno fizjologicznych, jak i
patologicznych w cigzy i potogu. Prace naukowe dowodza, ze u kobiet rodzacych
przedwczesnie wystepuja nizsze stezenia TIMP1 oraz TIMP2 oraz wyzsze stezenie

TIMP4 w surowicy. Zanotowano réwniez wyzszy stosunek MMPO:TIMP1 oraz
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MMP9:TIMP2 w przypadku porodu przedwczesnego w porownaniu do kobiet z grupy
kontrolnej rodzacych o czasie [Tency 1 wsp., 2012].

Analizie poddano réwniez poziom metaloproteinaz i ich inhibitoréw tkankowych
u pacjentek z niewydolnos$cia ciesniowo-szyjkowa, ktora definiowano jako bezbolesne
rozwieranie szyjki macicy >1 cm oraz bezobjawowym skroceniem szyjki macicy <25
mm. Wykazano, iz stezenie TIMP1 w wydzielinie pochwowo-szyjkowej byto znaczaco
wyzsze u kobiet z samoistnym porodem przedwczesnym przed ukonczonym 32 tc. w
poréwnaniu do kobiet, u ktorych cigza zakonczyla si¢ po 32 tc. Stezenie TIMP1 bylo
rowniez wyzsze u kobiet z niewydolnoscig ciesniowo-szyjkowa w pordéwnaniu do
cigzarnych z bezobjawowym skracaniem si¢ szyjki macicy [ Yoo i wsp., 2017].

Gen TIMPI zlokalizowany jest na chromosomie X(p11.23-11.4). Jeden z jego
polimorfizmoéw w eksonie 5 zwigzany jest z zamiang cytozyny na tyming w pozycji 372.
Lokalizacja genu na chromosomie X powoduje brak wystepowania genotypu
heterozygotycznego u ptci megskiej. Polimorfizm ten nie byt poddany znaczacej analizie
pod katem wystepowania porodu przedwczesnego.

Gen TIMP?2 zlokalizowany jest na chromosomie 17(q23-25). Nalezy do genow
konstytutywnych, ulega statej ekspresji w komorce 1 nie podlega regulacji. Tkankowy
inhibitor TIMP2 ma wielko$¢ 220 aminokwaséw 1 moze by¢ zwigzany z powierzchnig
komorki, jak rowniez wydzielany na zewnatrz komorki. Biatko TIMP2 wykazuje 40%
homologii sekwencji aminokwaséw z TIMP1, zwtaszcza w domenie N-koncowe;.

Czgsto wystgpujacym wariantem w genie 7/MP2 jest zamiana cytozyny na
tyming w pozycji nukleotydowej 303 (303C>T), co powoduje synonimiczng zmiang
aminokwasu w kodonie 101 (Ser101Ser) [De Clerc i wsp., 2009, Hammani i wsp., 1996,
Vynios, 2009]. Polimorfizm ten zostat poddany analizie pod katem wspdtwystepowania
z porodem przedwczesnym. Romero i wsp. w 2010 r. opublikowali 2 badania, w
ktérych zasugerowali zwigzek wystepowania porodu przedwczesnego z polimorfizmem
303C>T [Romero i wsp., 2010 a, Romero i wsp., 2010 b]. W 2016 r. roku powstata
kolejna analiza podtrzymujaca zatozenia wplywu polimorfizmu 303C>T na
wystepowanie samoistnego porodu przedwczesnego w grupie Afroamerykanek [Frey i
wsp., 2016].

Kolejnym polimorfizmem, mogacym mie¢ zwigzek z porodem przedwczesnym
jest polimorfizm polegajacy na substytucji tyminy na guaning w pozycji -97 intronu
drugiego wzgledem sekwencji kodujacej DNA przed nukleotydem 232 (232-97T7>G,

rs55743137). Romero 1 wsp. udokumentowali zwigzek tego polimorfizmu z
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wystepowaniem porodu przedwczesnego dla p<0,05. W powyzszym badaniu
analizowano kilkaset SNPs, w tym te dotyczace metaloproteinaz. Szczeg6lne wnioski
zaprezentowano dla analizy polimorfizméw TIMP2: wspomnianym wczesniej
polimorfizmie 303C>T oraz polimorfizmie 232-977>G. Badanie prowadzono ws$rod
hiszpaniskich kobiet i noworodkéw urodzonych samoistnie przed 37 tc. Czynnikiem
kwalifikujacym do badania byl takze zachowany pecherz plodowy. Z badania
wykluczone zostaly cigze powiktane chorobami przewleklymi, zaburzeniami
genetycznymi, lozyskowymi, SGA, PROM oraz cigze wieloplodowe. Badanie
prowadzono na licznej grupie badawczej, liczacej 223 matki i 179 noworodkéw, oraz na
grupie kontrolnej: 599 matek 1 628 noworodkéw. Autorzy po raz pierwszy
udokumentowali zwigzek powyzszych polimorfizméw 2z samoistnym porodem
przedwczesnym z zachowanymi btonami, analizujgc material genetyczny zaréwno

kobiet, jak i ptodow [Romero i wsp., 2010 b].

1.11. Hipoteza badawcza

W chwili obecnej naukowcy sa zgodni, iz konieczne jest przeprowadzanie
dalszych badan nad polimorfizmami metaloproteinaz 1 ich tkankowych inhibitorow, w
celu lepszego poznania ich roli w etiologii porodu przed 37 tc. Metaloproteinazy budza
szczegblne zainteresowanie badaczy ze wzgledu na ich udowodnione dziatania
prowadzace do wystapienia porodu: dojrzewanie szyjki macicy, czy destrukcje pecherza
ptodowego, prowadzac do PPROM lub PROM. Zachwianie rownowagi MMP-TIMP
moze mie¢ istotny wpltyw na wystagpienie porodu przed 37 tc. Badania o tej tematyce
przyblizy¢ moga niewyjasnione jeszcze do konca zagadnienia z zakresu przyczyn oraz
leczenia porodu przedwczesnego. Moga wyznaczy¢ nowe trendy diagnostyczne oraz
sta¢ si¢ istotnym punktem uchwytu do wprowadzenia odpowiedniej farmakoterapii, co
stanowitoby przetom w dziedzinie perinatologii. Istotnym zagadnieniem jest rowniez
zapobieganie porodowi przedwczesnemu. Nowe analizy mogag przyczyni¢ si¢ do
bardziej precyzyjnego okre§lenia grup ryzyka wystepowania tego powikltania i
przeciwdziatania wcigz wzrastajagcemu trendowi PTD. Jest to niezwykle istotne, biorac
pod uwage $wiatowa skale problemu, jakim jest pordd przedwczesny i weze$niactwo, z
wszelkimi ich nastgpstwami. Pordéd przedwczesny jest niezwykle trudnym
zagadnieniem poniewaz pomimo rozwoju nauki, jego mechanizm nadal nie jest w pei
poznany. Dalsze badania nad jego etiologia, w tym nad rolg polimorfizméw gendéw

kandydujacych, sa niezbedne dla wdrozenia wiasciwej, nowoczesnej opieki prenatalne;.
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2. CEL PRACY

Celem badania byla proba oceny znaczenia wybranych polimorfizméw gendéw

uktadu metaloproteinaz (MMPs) oraz ich inhibitorow tkankowych (TIMPs) w etiologii

porodu przedwczesnego w populacji polskich kobiet.

Analizie poddane zostaty nastgpujace polimorfizmy:
» MMPI (rs1799750) -1607 1G/2G
» MMP9 (rs17576) 8364>G, (rs17577) 2003G>A
» TIMPI (1rs4898) 372C>T
» TIMP2 (rs2277698) 303C>T, (rs55743137) T>G

Cel badania zrealizowany zostal poprzez ocen¢ w grupie badanej kobiet rodzacych

migdzy 22 a 36+6 tc. oraz w kontrolnej pacjentek rodzacych miedzy 37 a 41+6 tc.

nastepujacych zaleznosci:

l.
2.

Parametrow klinicznych kobiet ci¢zarnych i noworodkéw z badanych grup
Czestosci wystepowania genotypow 1 alleli polimorfizméw MMPs oraz TIMPs

w grupie badanej i kontrolnej

. Asocjacji poszczegdlnych polimorfizméw w zaleznosci od czasu trwania cigzy u

kobiet rodzacych przedwczesnie, z podzialem na podgrupy: 22-27+6 tc., 28-
31+6 tc., 32-36+6 tc.

Czestosci wystepowania haplotypdéw wybranych polimorfizméw
Wspotwystepowania badanych polimorfizméw genetycznych

Analizy zwigzku badanych wariantow genetycznych z parametrami klinicznymi
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3. MATERIAL Il METODYKA

3.1. Material

W Dbadaniach uczestniczylo 240 kobiet cigzarnych z populacji polskiej.

Wszystkie kobiety zostaty poinformowane o celu i metodyce badania oraz wyrazity na

nie pisemng zgod¢. Badanie wuzyskalo akceptacje Komisji Bioetycznej przy

Uniwersytecie Medycznym w Poznaniu (uchwaty nr 1005/18 z dnia 11 pazdziernika

2018 r., nr 382/19 z dnia 07 marca 2019 r., nr 891/20 z dnia 10 grudnia 2020). Pacjentki

rekrutowano w Klinice Perinatologii i Chorob Kobiecych Uniwersytetu Medycznego w

Poznaniu i nastgpnie zakwalifikowano do dwdéch grup klinicznych:

Grupa badana

1. Kryteria wiaczenia

>

>
>

pordéd zakonczony pomiedzy 22 - 36+6 tc. (wyktadniki kliniczne:
regularna czynno$¢ skurczowa, bole podbrzusza, oddzielenie czopa
Sluzowego, rozwieranie szyjki macicy i/lub przedwczesne pekniecie bton
ptodowych)

cigza pojedyncza

przynalezno$¢ do rasy kaukaskiej, narodowos$¢ polska

2. Kryteria wylaczenia

» obecnos¢ chorob zakaznych mogacych spowodowaé pordd przedwcezesny,

cigza wieloptodowa, wady macicy, niewydolnos¢ ciesniowo-szyjkowa,
obecno$¢ wad ptodu, cukrzyca cigzowa, wielowodzie i matowodzie,
obecno$¢ infekcji uogolnionej, jatrogenny poréd przedwczesny,

obumarcie wewnatrzmaciczne, obecno$¢ chordb internistycznych matki

» wiek ponizej 18 roku zycia i powyzej 40 roku zycia

Grupa kontrolna

1.

>

>
>

Kryteria wlaczenia

obecnos¢ w wywiadzie co najmniej 2 cigz o niepowiklanym przebiegu,
zakonczonych urodzeniem zdrowego, donoszonego noworodka
cigza pojedyncza

przynalezno$¢ do rasy kaukaskiej, narodowos$¢ polska

2. Kryteria wylaczenia

» wykluczenie choréb ogdlnoustrojowych, przewlektych
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U wszystkich pacjentek zakwalifikowanych do badania odnotowywano wiek
pacjentki, wiek cigzowy 1 tydzien zakonczenia cigzy, wzrost 1 mase¢ ciala przed cigza,
jak rowniez pod koniec cigzy, wartosci ci$nienia tetniczego skurczowego i
rozkurczowego. Wskaznik masy ciata (BMI - body mass index) obliczano na podstawie
wzoru: masa ciala (kg)/wzrost’(m?). Z kazdg cigzarng przeprowadzono doktadny
wywiad polozniczy, analizowano réwniez sposob ukonczenia cigzy oraz parametry
stanu urodzeniowego noworodka. Schemat rekrutacji pacjentek do badanych grup

przedstawiono na ryc. 3.

4 N\ N
Pacjentki, ktore Podziat pacjentek na Podziat grupy badanej
spetniaty kryteria grupe badang w zaleznosci
wigczenia do badania i kontrolng od tygodnia
I podpisaty zgode na zakonczenia ciazy
badanie

bardzo
przedwczesny
od 28 do 31+6 tc
n=18

_ J O\l

Rycina 3. Schemat klasyfikacji pacjentek do badania.

3.2. Metodyka

W toku badan przeprowadzono analiz¢ wariantow genetycznych w Pracowni
Biologii Molekularnej w Klinice Perinatologii i Choréb Kobiecych Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu.

Materialem do badan byla krew obwodowa pobrana od pacjentek podczas
rutynowych badan. Od kazdej kobiety pobierano krew dzien po porodzie. Do pobierania
krwi uzywano zamknigtego systemu S-Monovette firmy Sarstedt (Niemcy)
wykorzystujac probowki zawierajace suchy rozpylony wersenian trdjpotasowy

(K3EDTA) jako antykoagulant. Stezenie EDTA w probdéwkach wynosito 1,6 mg na ml
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krwi pelnej w przypadku pobrania probki o odpowiedniej objgtosci. Po pobraniu krew

byta zamrazana w -20°C i1 przechowywana do czasu izolacji DNA.

3.2.1. Izolacja DNA
Materialy i sprzet

» zestaw do izolacji QIAamp DNA blood Mini Kit (QIAGEN, Niemcy - nr kat.:
51106)

etanol 96-100% cz.d.a (POCH, Polska)

probéwki typu Eppendorf (1,5-2 ml)

pipety automatyczne oraz odpowiednie koncoéwki do pipet

rekawiczki jednorazowe

wirowka 5804 R (Eppendorf, USA) z rotorem na probowki o poj. 1,5-2 ml
termomikser (Eppendorf, USA)

wytrzasarka (worteks) WL-1 (Biomix, Polska)

spektrofotometr NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)

YVVVVVVYVY

DNA izolowano z zamrozonej krwi obwodowej pacjentek uzywajac zestawu
firmy Qiagen wedtug zalecen producenta. Procedura izolacji DNA byta przeprowadzana
z wykorzystaniem minikolumn zawierajacych ztoze krzemionkowe wigzace kwasy
nukleinowe i1 sklada si¢ z czterech etapéw przeprowadzanych w temperaturze
pokojowej:

1. Liza
W pierwszym etapie nastgpowata degradacja blon oraz biatek komorkowych. Do
proboéwki typu Eppendorf zawierajacej 20 pl enzymu proteolitycznego proteinazy K
dodawano 200 ul krwi oraz bufor do lizy (Lysis Buffer), wytrzasano 15 sekund i
inkubowano przez 10 minut w temperaturze 56°C. Po krotkim odwirowaniu dodawano
200 pl etanolu, ponownie wytrzasano przez 15 sekund i odwirowywano krotko w celu
usunigcia krople z wnetrza wieczka.

2. Wigzanie z podtozem
W tym etapie lizat przenoszono do minikolumny ze ztozem krzemionkowym, ktore
selektywnie wigze kwasy nukleinowe. Ostroznie przenoszono zawarto$¢ probowki
Eppendorf na zloze mini kolumny, ktéra nastepnie wirowano przez minut¢ przy
predkosci 8000 rpm.

3. Przemywanie
Nastepnie przeprowadzano dwuetapowe przemywanie DNA zwigzanego ze ztozem, co
mialo na celu usunigcie pozostatych zanieczyszczen 1 inhibitoréw reakcji

enzymatycznych. Kolumng ze zwigzanym DNA umieszczano w nowej probdwce,
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nanoszono 500 pl buforu AW1 i wirowano przez 1 minut¢ (8000 rpm). Drugie
przemywanie kolumienki wykonywano dodajac 500 pl buforu AW2 i odwirowywaniu
przez 3 minuty (14000 rpm).
4. Elucja

W ostatnim etapie oczyszczone DNA eluowano ze ztoza buforem o niskiej sile jonowe;.
Kolumne umieszczano w sterylnej probowce Eppendorf, nakladano na nig 200 pl
buforu AE i po 5 minutach wirowano przez 1 minute (8000 rpm). Oczyszczone DNA
przechowywano w temperaturze -80°C. Po izolacji oceniano spektrofotometrycznie
stezenie uzyskanego DNA uzywajac aparat NanoDrop 2000 (przy dhlugosci fali
R260/280 oraz R260/230).

3.2.2. Reakcja lancuchowa polimerazy/polimorfizm dlugosci fragmentéow
restrykcyjnych

Materialy i sprzet

termocykler Dyad (Bio-Rad, USA)

probéwki typu Eppendorf (1,5-2 ml)

96 dotkowe plytki do PCR z wieczkami

pipety automatyczne oraz odpowiednie koncowki do pipet

rekawiczki jednorazowe

komora laminarna (UVP, Stany Zjednoczone)

wyizolowane genomowe DNA

woda sterylna

probowki do PCR

startery do reakcji PCR (TIB MOLBIOL, Niemcy)

mieszanina dANTP (Thermo Scientific)

polimeraza (5 U/uL) DreamTaq Green DNA Polymerase (Thermo Fisher
Scientific, Stany Zjednoczone)

bufor: 10X DreamTaq Green Buffer zawierajacy KCl i (NH4)2SO4 oraz jony
MgCl> w stezeniu 20 mM (substancja zaggszczajaca oraz dwa barwniki:
niebieski i z6lty umozliwiajace bezposrednie nalozenie probki na zel)

YV VYVVVVVVVVVVYVYY

W celu amplifikacji rejondow gendw zawierajacych badane w pracy warianty genetyczne
wykorzystano reakcje tancuchowej polimerazy (PCR - polymerase chain reaction).
Reakcja PCR sktada si¢ z powtarzajacych sie cykli zachodzacych w réznej temperaturze
obejmujacych denaturacj¢, hybrydyzacje starteréw 1 elongacje czyli wydluzanie
przytaczonych starteréw. Pierwszym etapem reakcji jest denaturacja wstgpna, ktorg
przeprowadzono przez 10 minut w temperaturze 95°C Nastepnie powtarzano 30 cykli,
ztozonych z nastgpujacych etapow: denaturacja 30 sekund w 95°C, przylaczanie

starterow przez 30 sekund w temperaturze zaleznej od ich sekwencji oraz elongacja
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przez 30 sekund w 72°C. Ostatnim etapem byla elongacja koncowa przeprowadzana w
72°C przez 10 minut. Do poszczegélnych reakcji PCR uzyto starteréw, ktorych
sekwencj¢ zaczerpnigto z danych literaturowych. Temperatury przytaczania starteréw,

zostalty ustalone poprzez wykonanie PCR w gradiencie temperatur (50°C-65°C).

Analiza produktéow amplifikacji
Materialy i sprzet

standard wielkosci DNA (50 pz)

agaroza (Prona, Hiszpania)

bufor TBE (Sktad 1x roztworu: 89 mM Tris base, 89 mM kwas borowy, 2 mM
EDTA, pH 8,2, woda bidestylowana)

barwnik Midori Green Advance DNA Stain (Nippon Genetics, Japonia)

aparat do elektroforezy (Scie-Plas, Wielka Brytania)

zasilacz (Consort, Wielka Brytania)

UV UVI-KS4000/Image PC (Syngen Biotech, Stany Zjednoczone)

pipety automatyczne oraz odpowiednie koncowki do pipet

rekawiczki jednorazowe

VVVVYVYY VVV

Aby oceni¢ jako$¢ 1 1lo$¢ uzyskanego DNA, 5 ul produktu reakcji PCR poddano
analizie elektroforetycznej w zelu agarozowym. Metoda ta pozwala okresli¢ wielko$¢
oraz czystos$¢ 1 ilos¢ powstalych produktéw. Elektroforeze prowadzono w 2% zelach
agarozowych zawierajacych Midori Green Advance DNA Stain w ilosci 5 pl/100 ml
zelu. Zastosowanie w rekcji PCR buforu DreamTaq™ Green Buffer zawierajacego
obcigzacz 1 barwniki umozliwitlo nakladanie prob bezposrednio na zel. Proces
prowadzono w temperaturze pokojowej, w aparacie do elektroforezy horyzontalnej w
buforze IXTBE przy napigciu 120 V. Wielko$¢ fragmentow DNA poréwnywano z
wzorcem mas czgsteczkowych nanoszonym rownoczesnie z probami. Produkty
amplifikacji analizowano w $wietle UV 1 zarchiwizowano w komputerowym systemie
wizualizacji 1 analizy obrazu UV UVI-KS4000/Image PC.

Charakterystyke analizowanych polimorfizméw przedstawiono w tabeli 3. Sekwencje
starterow, temperatury ich hybrydyzacji i wielko$ci uzyskiwanych produktéw oraz
publikacje, z ktorych zostaly zaczerpnig¢te przedstawiono w tabeli 4. Reakcje
amplifikacji DNA metoda PCR prowadzono w objetosci 15 pl. Sklad mieszaniny

reakcyjnej przedstawiono w tabeli 5.
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Tabela 3. Charakterystyka badanych w pracy genéw i polimorfizmow.

Nazwa genu metaloproteinaza metaloproteinaza macierzy | tkankowy inhibitor tkankowy inhibitor
macierzy zewngtrzkomorkowej-9 metaloproteinaz-1 metaloproteinaz-2
zewngtrzkomorkowej-1
Symbol genu w HGNC MMPI MMP9 TIMP1 TIMP?2
Inne stosowane symbole CLG, CLGN GELB, CLG4B, MANDP2 TIMP, CLGI DDCS8; CSC-21K
genu
Pozycja cytogenetyczna 11922.2 20q13.12 Xpll1.3 17925.3
Nr Komisji Enzyméw EC.3.4.24.7 EC.3.4.24.35 — —
Numer rs rs1799750 rs17576 rs17577 rs4898 1s2277698 1s55743137
Nazwa SNP NC 000011.10:g.10279 | NC _000020. | NC _000020. | NC_000023.11:g.475 | NC _000017.1 | NC_000017.1
(GRCh38.p12) 9766del 11:2.460115 | 11:2.460144 85586T>C 1:2.78870935 | 1:2.78871103
864>G 72G>A c>T >G
Tradycyjna nazwa -1607 1G/2G 8364>G 2003G>A4 372C>T 303C>T Brak
Zmiana sekwencji biatka Brak GIn279Arg | Arg668Gln Phel24= Ser101= Brak
Q279R R668Q F124= S101=
Miejsce w genie 2 kb w gore od Exon 6 Exon 12 Exon 5 Exon 3 Intron 2
promotora

GRCh38 — Genome Reference Consortium Human genome build 38

HGNC — HUGO Gene Nomenclature Committee
HGVS —Human Genome Variation Society
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Tabela 4. Sekwencje starteréw do reakcji PCR.

Gen (Polimorfizm) Sekwencja starterow Temperatura* | Produkt PCR Literatura

MMPI (rs1799750) 5" -TGACTTTTAAAACATAGTCTATGTTCA 3’ 50°C 269 pz Zhu i wsp., 2001
-1607 1G/2G 5’ -TCTTGGATTGATTTGAGATAAGTCATAGC-3’
MMP9 (rs17576) 5’-GAG AGATGGGATGAACTG-3’ 60°C 439 bp Hu i wsp., 2005
R2790 5’-GTGGTGGAAATGTGGTGT-3’
MMP9 (rs17577) 5’-ACA CGC ACG ACG TCT TCC AGT ATC-3’ 63°C 138 pz Hu, 1 wsp., 2005
R6680 5’-GGG GCA TTT GTT TCC ATT TCC A-3°

TIMPI (rs4898) 5'-GCA CAT CAC TAC CTG CAG TCT-3' 54°C 175 pz Lorente i wsp., 2013
372 C>T 5'-GAA ACA AGC CCA CGA TTT AG-3'

TIMP?2 (1rs2277698) 5’-CCA GGA AAT TGG CAG GTA GT-3° 60°C 369 pz Lee i wsp., 2008
303C>T 5’-GAA TTC ACC AAC TGT GTG GC-3°

TIMP?2 (rs55743137) 5’-CCT TTG AAC ATC TGG AAA GAC AA-3° 58°C 160 pz Lathouras i wsp.,
>G 5’-TAA CCC ATG TAT TTG CAC TTC CT-3’ 2018

*Temperatury przylaczania starteréw




Tabela S. Sktad mieszaniny reakcyjnej do metody PCR.

Sktad mieszaniny Stezenie wyjsciowe Objetosé
DNA 5 pg/ul 1 ul
H:O sterylna — 10,65 ul
Bufor do PCR 10X 1,5 ul
dNTP 12,5 mM 1,2 ul
Starter F 10 uM 0,25 ul
Starter R 25 uM 0,25 ul
Polimeraza 5U/ul 0,15 pul
Objetos¢ koncowa 15 pul

Hydroliza enzymami restrykcyjnymi
Materiaty 1 sprzet

Enzymy restrykcyjne:
Alul (10 U/pL) (Thermo Fisher Scientific), numer katalogowy: ER0011
Mspl (Hpall) (10 U/uL) (Thermo Fisher Scientific), numer
katalogowy: ER0542
TaqlI (10 U/uL) (Thermo Fisher Scientific), numer katalogowy: ER0672
Baul (BssSI) (10 U/uL) (Thermo Fisher Scientific), numer katalogowy:
ER1841
BseNI (Bsrl) (10 U/uL) (Thermo Fisher Scientific), numer katalogowy:
ER0881
Bufory
» 1X Thermo Scientific Tango Buffer (33 mM Tris-acetate (pH 7,9), 10 mM
magnesium acetate, 66 mM potassium acetate, 0,1 mg/mL BSA)
» 1X Buffer Taql (10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 5 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 0,1
mg/mL BSA)
» 1X Buffer B (10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM MgCls, 0,1 mg/mL BSA)
Cieplarka (Memmert, Niemcy)

Y YV VYV

Po amplifikacji fragmentéw 1 pozytywnej weryfikacji produktéw PCR wykonano
analize polimorfizmu dlugosci fragmentow restrykcyjnych (RFLP- ang. Restriction
Fragment Length Polymorphism). Rozdzial produktow reakcji RFLP prowadzono
wykorzystujac catg objetos¢ mieszaniny reakcyjnej w 2,5% zelu agarozowym w buforze
1xTBE przy napigciu 120 V prze okoto 2 godziny w obecnos$ci wzorca wielkosci 50 pz.
Na podstawie wynikow rozdzialu elektroforetycznego po wizualizacji w Swietle UV
okreslano poszczegdlne genotypy.

W tabeli 6 zestawiono stosowane enzymy restrykcyjne, dlugosci fragmentéw
uzyskiwanych po hydrolizie oraz temperatury i czas trwania przeprowadzanych reakcji
hydrolizy.
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Tabela 6. Warunki reakcji hydrolizy dla badanych polimorfizméw.

Polimorfizm

rs1799750 rs17576 rs17577 rs4898 rs2277698 rs55743137

-1607 1G/2G 0279R R6680 372C>T 303C>T T>G
Enzym Alul Mspl Taql Baul (BssSI) Bsrl Alul
restrykcyjny
Rozpoznawana AG|CT ClCGG T|CGA CACGAG (-5/- | ACTGG (1/-1) | AG|CT
sekwencja 1)
Bufor Tango Tango Taql Tango B Tango

Temperatura i czas
hydrolizy

37°C, 16 godzin

37°C, 16 godzin

65°C, 16 godzin

37°C, 16 godzin

65°C, 16 godzin

37°C, 16 godzin

Uzyskane
fragmenty po
hydrolizie

1G 241,28 pz
2G 269 pz

A 252,187 pz
G 187,129, 123

pz

G 115,23 pz
A 138 pz

C 153,22 pz
T 175 pz

C369 pz
7231, 138 pz

7160 pz
G 108, 52 pz




3.3. Obliczenia statystyczne

Obliczenia statystyczne wykonywano przy uzyciu programu R, wersja 4.1.1
(R Foundation for Statistical Computing, Wieden, Austria — dostep 01 wrzesnia 2021)
[R Core Team, 2021]. W przypadku zmiennych ilosciowych normalnos¢ rozktadu
sprawdzono testem Shapiro—Wilka. Zmienne ciagle o rozkladzie normalnym
przedstawiono jako $rednig + odchylenie standardowe (SD - standard deviation), a przy
braku rozktadu normalnego jako median¢ i rozstep migdzykwartylowy (IQR -
interquartile range). Zmienne kategoryczne wyrazono jako liczby 1 procenty.
Charakterystyke kliniczng migdzy grupami pordwnywano za pomocg testu t-Studenta
(porownania 2 grup) badz analizy wariancji ANOVA (poréwnania wiecej niz 2 grup).
Zmienne niespetniajace zatozen rozktadu normalnego analizowane byly za pomoca
testow nieparametrycznych U Manna-Whitneya (pordwnania 2 grup) badz testu rang
Kruskala-Wallisa (poréwnania wigcej niz 2 grup). Roéznice istotne statystyczne
pomiedzy Srednimi arytmetycznymi oznaczono testami post-hoc (Tukey HSD dla
analizy wariancji i Duna w przypadku testu rang). Zastosowano testy y2 Pearsona oraz
Fischera dla zmiennych nominalnych. Dla kazdego SNP zostala oceniona rownowaga
Hardy'ego-Weinberga (HWE — Hardy-Weinberg Equilibrium) za pomoca testu x2
Pearsona. Réznice w czgstosci wystepowania alleli 1 genotypéw pomiedzy grupami
oceniano metoda regresji logistycznej przy uzyciu pakietu SNPassoc dla R [Gonzalez i
wsp., 2007] 1 przedstawiano jako ilorazy szans (OR - odds ratio) i zwigzane z nimi
95% przedziaty ufnosci (95% CI - 95% confidence interval). Za statystycznie istotne
przyjeto wartosci dwustronnego p<0,05.

Analize haplotypdéw przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania Haploview
w  wersji 4.2 (https://www.broadinstitute.org/haploview/haploview - dostep 1
pazdziernika 2020). Obliczono parametry nierOwnowagi sprzezen (LD - linkage
disequilibrium) r*i D' oraz czesto$ci haplotypow. Porownano rozktad haplotypéw w
grupach chorych i kontrolnych testami chi-kwadrat. Znaczace wartosci p skorygowano

stosujac 10000 - krotny test permutacji.
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4. WYNIKI

4.1. Charakterystyka danych klinicznych pacjentek i ich noworodkow

Analizie poddano tacznie 240 pacjentek, ktore ze wzgledu na tydzien
wystapienia porodu podzielono na dwie grupy:
Grupa badana - 120 kobiet z porodem przedwczesnym (przed 37 tygodniem cigzy). W
pracy podzielono pacjentki ze wzgledu na tydzien zakonczenia ciagzy:

» skrajnie przedwczesny (EPTD - extremely preterm delivery) <28 tc.

» bardzo przedwczesny (VPTD - very preterm delivery ) 28-31+6 tc.

» umiarkowanie przedwczesny (MPTD - moderately preterm delivery) 32-36+6 tc.
Grupa Kkontrolna - 120 zdrowych kobiet, u ktérych w wywiadzie odnotowano
obecno$¢ co najmniej 2 cigz o niepowiktanym przebiegu, zakonczonych urodzeniem
zdrowego, donoszonego noworodka.

Schemat podziatu analizowanych pacjentek ze wzgledu na tydzien zakonczenia

cigzy przedstawiono na rycinie 4.

PTD n=120 : Kontrola n=120
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Rycina 4. Podziat badanych kobiet ze wzgledu na tydzien zakonczenia ciazy.

Analizujac grupe kobiet z PTD tylko 5 (4%) pacjentek zakwalifikowano do
podgrupy EPTD (od 25 do 27+6 tc. ), 18 kobiet (15%) do podgrupy VPTD (od 28 do
31+6 tc.) oraz 97 (81%) do podgrupy MPTD (od 32 do 36+6 tc.). Ze wzglgdu na zbyt
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matg liczebno$¢ grupy kobiet rodzacych skrajnie przedwczesnie, w dalszych analizach
polaczono te pacjentki z grupg rodzacych bardzo przedwczesnie (EPTD+VPTD).
Charakterystyke danych klinicznych pacjentek z PTD oraz kontrolnej
przedstawiono w tabeli 7. Wiek pacjentek w grupie PTD miescit si¢ w granicach 18-40
lat (Srednio 29,06+5,51 lat), natomiast w grupie kontrolnej 21-40 lat ($rednio
30,21£3,60 lat), nie stwierdzono jednak istotnej statystycznie rdznicy pomiedzy
grupami (p=0,0568). Sredni czas zakonczenia ciazy byt istotnie statystycznie nizszy w
grupie badanej PTD i1 wynosit 33,79+£2,73 tc. w poroéwnaniu do grupy kontrolne;j:
38,92+1,10 tc. (p<0,001). Nie obserwowano istotnych statystycznie réznic w $rednich
warto$ciach skurczowego 1 rozkurczowego ci$nienia krwi oraz wzrostu, masy ciata
przed jak i pod koniec trwania cigzy. W grupie badanej PTD $rednia warto$¢ wskaznika
masy ciata BMI przed cigza byta statystycznie istotnie wyzsza w poréwnaniu do grupy
badanej (21,48+2,92 vs. 20,72+1,75kg/m2, p=0,0156), natomiast pod koniec cigzy nie
odnotowano roéznicy pomigdzy grupami (26,28+3,81 vs. 25,9342,42 kg/m2, p=0,3913).
Rowniez przyrost BMI nie réznil si¢ istotnie w obu grupach. W grupie badanej PTD
stwierdzono wigksza liczbe wielorédek (wielorddki vs. pierwiastki - 65,83% vs.
34,17%), natomiast w grupie kontrolnej wszystkie kobiety rodzily wielokrotnie, co byto
kryterium zakwalifikowania do tej grupy. W grupie pacjentek rodzacych przedwczesnie
az 33,33% porodow przeprowadzono operacyjnie, natomiast w grupie kontrolnej

zdrowych ci¢zarnych tylko 20,00%, (»=0,0200) (Tab.7).

Tabela 7. Charakterystyka poréwnawcza kobiet z PTD oraz grupy kontrolne;.

Dane kliniczne pacjentek PTD Grupa kontrolna )/
srednia £ SD (n=120) (n=120)

Wiek (lata) 29,06 + 5,51 30,21 + 3,60 0,0568
Tydzien zakonczenia cigly 33,79+ 2,73 38,92+ 1,10 <0,001
RR skurczowe (mmHg) 107,62 £ 10,39 105,42 +£ 10,64 0,1052
RR rozkurczowe (mmHg) 67,79 £ 8,12 66,83 = 7,70 0,3489
Wzrost (cm) 165,60 + 5,74 166,93 +£5,78 0,0742
Masa przed cigzq (kg) 59,01 +£9,21 57,86 + 6,67 0,2689
Masa pod koniec cigZy (kg) 72,19 £ 11,74 72,30 £ 8,04 0,9336
BMI przed cigzq (kg/m?) 21,48 +£2,92 20,72 £ 1,75 0,0156
BMI pod koniec cigzy (kg/m?) | 26,28 + 3,81 25,93 +£2,42 0,3913
Rozinica BMI (kg/m?) 4,80+ 1,90 520+ 1,62 0,0768
Pierwiastki 45 (34,17%) 0 (0,00%)
Wielorodki 75 (65,83%) 120 (100,00%) —
Porod samoistny 80 (66,67%) 96 (80,00%)
Porod operacyjny 40 (33,33%) 24 (20,00%) 0,0200
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W dalszej kolejnosci w obydwu grupach pordwnano parametry noworodkow,
ktére przedstawiono w tabeli 8. Masa urodzeniowa noworodkéw matek rodzacych
przedwczesnie byla istotnie nizsza niz masa ciala noworodkow matek z grupy
kontrolnej (2411,17£722,00 vs, 3483,754+399,83, p<0,001). Réwniez punktacja w skali
Apgar w pierwszej 1 piatej minucie byla statystycznie wyzsza w grupie kontrolnej,
natomiast warto$ci pH zylnego jak 1 tetniczego nie rdznily si¢ istotnie w obu
analizowanych grupach. Srednia masa tozyska w grupie noworodkéw kobiet rodzacych
przedwczesnie wynosita 556,19+153,25 g 1 byla istotnie statystycznie nizsza, od
noworodkow z grupy kontrolnej - 629,96+112,48 g (p=0,0003). W grupie PTD urodzito
si¢ 42,50% noworodkow pfcei zenskiej 1 57,50% meskiej, natomiast w kontrolnej bylo to

odpowiednio 35,83 1 64,17% (p=0,2910) (Tab. 8).

Tabela 8. Dane noworodkdéw kobiet z porodem przedwczesnym oraz grupy kontrolne;j.

Dane kliniczne noworodkow PTD Grupa kontrolna P

srednia £ SD (n=120) (n=120)

Masa urodzeniowa (g) 2411,17 +£ 722,00 3483,75 + 399,83 <0,001

Apgar w 1 minucie, mediana (IQR) |9 (7—-10) 10 (10 - 10) <0,001

Apgar w 5 minucie, mediana (IQR) | 10 (8 - 10) 10 (10 -10) <0,001

pH Zylne 7,35+0,10 7,35+0,11 0,9962

PH tetnicze 7,28 £0,10 7,26 £ 0,07 0,2809

Masa tozyska (g) 556,19 + 153,25 629,96 + 112,48 0,0003

Pleé noworodka

corka 51 (42,50%) 43 (35,83%) 0,2910

syn, n(%) 69 (57,50%) 77 (64,17%)

Nastegpnie w analizie i opisie wynikow danych klinicznych matek i noworodkow
przeprowadzono podzial grupy badanej na dwie podgrupy ze wzgledu na tydzien
zakonczenia cigzy: skrajnie 1 bardzo przedwczesnie (EPTD+VPTD) oraz umiarkowanie
przedwczesnie (MPTD). Sredni czas zakoficzenia ciazy roznit sig statystycznie istotnie
pomigdzy wszystkimi analizowanymi grupami (p<0,001). Wiek pacjentek, ci$nienie
skurczowe 1 rozkurczowe, wzrost 1 masa ciata przed cigza jak i pod koniec cigzy nie
roznity si¢ statystycznie istotnie w badanych grupach kobiet. Natomiast zaobserwowano
réznice w BMI przed cigza (p=0,034). Najwyzsza $rednia wskaznika masy ciata przed
cigzg wystepowata w grupie MPTD, a najnizsza w grupie kontrolnej (21,58+3,07 kg/m?
vs. 20,72+1,75 kg/m?, p=0,0256). Grupy nie roznity sie $rednimi wskaznikami BMI

obliczonymi pod koniec cigzy, natomiast zaobserwowana statystyczng istotno$¢
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pomigdzy $rednimi réznicy BMI pod koniec i1 na poczatku cigzy (p=0,0045). Réznica
BMI w grupie EPTD+VPTD (3,89+1,27 kg/m?) byla najmniejsza i roznita sie
statystycznie istotnie zardwno ze $rednig dla grupy MPTD (5,02+1,96 kg/m?, p=0,0029)
jak i kontroli (5,20+1,62 kg/m?, p=0,0154). W analizowanych grupach wiekszy odsetek
stanowily wielorddki, 100% w grupie kontrolnej, 60,82% w MPTD i 69,57% w
EPTD+VPTD (p<0,001). Réznice statystycznie istotne obserwowano takze poroéwnujac
grupy pod wzgledem sposobu ukonczenia cigzy (p=0,0153). W grupie EPTD+VPTD
dominowat pordd operacyjny (47,83% vs. 29,90% w grupie MPTD, p=0,1390 oraz
20,00% w kontrolnej, p=0,0229) (Tab.9).

Kolejnym etapem byla analiza poréwnawcza parametrow dotyczacych
noworodkow matek z grup wyodrebnionych na podstawie tygodnia zakonczenia cigzy
oraz z grupy kontrolnej, ktore przedstawiono w tabeli 10. Srednia masa urodzeniowa
noworodka z grupy EPTD+VPTD wynosita 1496,52+556,29 g, z MPTD
2628,04+572,10 g, natomiast w grupie kontrolnej 3483,75+399,83 g, co stanowito
statystycznie istotng roznice (p<0,0001). Zaobserwowano réwniez ze punktacja w skali
Apgar w pierwszej i piatej minucie byla statystycznie wyzsza w grupie kontrolnej
(»<0,0001), natomiast wartosci pH zylnego jak i tetniczego nie roznity si¢ istotnie
pomigdzy analizowanymi grupami. Najnizsza S$rednig mase lozyska odnotowano w
grupie rodzacych przed 32 tygodniem cigzy i wynosita 416,67+£99,82 g. Byla ona nizsza
od $redniej uzyskanej dla pacjentek rodzacych miedzy 32 a 36 tygodniem cigzy
(596,69+142,22 ¢, p<0,001) oraz grupy kontrolnej (629,96+112,48 g, p<0,001).
Czesto$¢ wystgpowania plei zenskiej 1 meskiej noworodkow nie rdznita si¢

statystycznie istotnie pomi¢dzy badanymi grupami.
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Tabela 9. Dane kliniczne pacjentek w grupach wydzielonych w zaleznosci od tygodnia zakonczenia ciazy.

Dane kliniczne pacjentek Kontrola EPTD+VPTD MPTD p P
srednia £ SD n=120 n=23 n=97 (Anova) Tukey HSD
Wiek (lata) 30,21 £+ 3,60 28,87 + 5,38 29,10+ 5,56 | 0,159 a) 0,4180, b) 0,1935, ¢) 0,9746
Tydzien zakornczenia cigy 38,92+ 1,10 29,13+ 1,94 3486+ 1,41 | <0,001 a) <0,001, b) <0,001, ¢) <0,001
RR skurczowe (mmHg) 105,42 £ 10,64 | 107,83+ 10,85 | 107,58+ 0,268 a) 0,5748, b) 0,2921, c) 0,9943
10,34

RR rozkurczowe (mmHg) 66,83 +7,70 68,70 £ 8,15 67,58 £8,14 | 0,536 a) 0,5567, b) 0,7707, ¢) 0,8154
Wzrost (cm) 166,93 £ 5,78 165,26 £ 6,25 | 165,68 +5,64 | 0,194 a) 0,4117,b) 0,2519, ¢) 0,9473
Masa przed cigzq (kg) 57,86 £ 6,67 57,52+ 7,01 59,36 £9,65 | 0,334 a) 0,9815, b) 0,3589, c) 0,5862
Masa pod koniec cigzy (kg) 72,30 + 8,04 68,26 = 7,91 73,12+12,33 | 0,112 a) 0,1799, b) 0,8182, ¢) 0,0923
BMI przed cigiq (kg/m?) 20,72 £ 1,75 21,05 +2,17 21,58 £3,07 | 0,034 a) 0,8200, b) 0,0256, c) 0,6090
BMI pod koniec cigzy (kg/m?) | 25,93 +2,42 24,94 + 1,95 26,60 +4,07 | 0,055 a) 0,3583, b) 0,2673, c) 0,0635
Réznica BMI (kg/m?) 5,20 £ 1,62 3,89+1,27 5,02+ 1,96 0,0045 a) 0,0029, b) 0,7072, c) 0,0154
Pierwiastki 0 (0,00%) 7 (30,43%) 38 (39,18%) | <0,001* | a)<0,001, b) <0,001, c) <0,001
Wielorodki, n (%) 120 (100,00%) | 16 (69,57%) 59 (60,82%)

Porod samoistny 96 (80,00%) 12 (52,17%) 68 (70,10%) | 0,0153* | a) 0,0229, b) 0,1390, c) 0,1390
Porod operacyjny, n (%) 24 (20,00%) 11 (47,83%) 29 (29,90%)

*p Fisher a) kontrola vs. EPTD+VPTD,

b) MPTD vs. kontrola, c) MPTD vs. EPTD+VPTD
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Tabela 10. Dane noworodkow w grupach kobiet wydzielonych w zalezno$ci tygodnia zakonczenia cigzy.

Dane kliniczne Kontrola EPTD+VPTD MPTD P P
srednia = SD n=120 n=23 n=97 (Anova) TukeyHSD
Masa (g) 3483,75+399,83 | 1496,52 + 556,29 | 2628,04 + 572,10 <0,001 | a)<0,001, b) <0,001 c) <0,001
Apgar w 1 minucie
mediana (IORx) 10 (10 - 10) 7,00 (2 -9) 9(8-10) <0,001 | a)<0,001, b) <0,001, c) <0,001
Apgar w 5 minucie
mediana (min — max) 10 (10 - 10) 8,00 (6 -9,5) 10 (9 -10) <0,001 | a)<0,001, b) <0,001, c) <0,001
PH Zylne 7,35+0,11 7,33 £0,15 7,36 £ 0,08 0,486 | a)0,5883, b) 0,8902, c) 0,4528
PH tetnicze 7,26 £ 0,07 7,27 £0,15 7,28 £ 0,08 0,480 |a)0,9511,b) 0,4466, c) 0,9094
Masa toZyska (g) 629,96 + 112,48 416,67 + 99,82 596,69 + 142,22 <0,001 | a)<0,001, b) 0,1904, c) <0,001
Pleé noworodka
corka 43 (35,83%) 9 (39,13%) 42 (43,30%) %
syn 77 (64,17%) 14 (60,87%) 55 (56,70%) 0,5094% | 2) 0,816, b) 0,804, ¢) 0,816

*p Fisher, a) kontrola vs. EPTD+VPTD, b) MPTD vs. kontrola, ¢c) MPTD vs. EPTD+VPTD




4.2. Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli badanych polimorfizmow u kobiet z
porodem przedwczesnym oraz w grupie kontrolnej

Polimorfizm rs1799750 genu MMP1

Pierwszym z analizowanych w pracy wariantéw byla insercja/delecja guaniny w
pozycji -1607 promotora genu MMPI. W przypadku obecnosci homozygoty /G/IG w
wyniku dziatania enzymu restrykcyjnego A/ul uzyskano dwa prazki wielkosci 241, 28
pz, przy obecnosci heterozygoty [/G/2G obserwowano obraz trzech prazkow
odpowiadajacych fragmentom 269, 241, 28 pz. Dla genotypu 2G/2G zawierajacego oba
allele z insercja guaniny nie wystgpowato miejsce rozpoznawane przez enzym
restrykeyjny Alul 1 uzyskiwano na Zelu jeden prazek 269 pz, rowny produktowi PCR
(Ryc. 5).

MMP1
rs1799750
— — 269 pz
— — 241 pz

— — 28 pz

1G/1G 1G/2G 2G/2G

Rycina 5. Przyktadowe zdjecie elektroforezy produktow po reakcji hydrolizy enzymem
Alul dla polimorfizmu rs17577 genu MMPI. M - marker wielkosci 50 pz, tory 1, 4,
genotyp homozygotyczny /G/1G, tory 3, 5 genotyp heterozygotyczny /G/2G, tory 2, 6
genotyp homozygotyczny insercja guaniny 2G/2G.

Dla tego wariantu nie stwierdzono réznic statystycznie istotnych w czgstosci
wystepowania genotypow 1 alleli pomiedzy grupa badang a grupa kontrolna.
Zaobserwowano jednak, ze allel insercyjny 2G czgsciej wystgpowal w grupie kontrolne;j
(45,0 vs. 37,9% w grupie PTD, OR=0,75, p=0,115). Genotyp [G/IG wystepowal
czesciej u pacjentek PTD (42,5%) w porownaniu z grupa kontrolng (30,8%) i w modelu
dominujagcym uzyskano p=0,0603, OR=1,66, 95%PU=0,98-2,82 (Tab. 11). Wartosci
oczekiwane 1 obserwowane poszczegdlnych genotypoéw byly zgodne z zatozeniami

prawa Hardy'ego-Weinberga (grupa kontrolna p=0,854, PTD p=0,080).
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Tabela 11. Czesto$¢ wystgpowania genotypow 1 alleli polimorfizmu —1607 (1G>2G)

genu MMP1 w grupie kobiet z PTD oraz w grupie kontrolne;.
Model MMPI PTD Kontrola OR 95%PU )/
genetyczny rs1799750 n (%) n (%)
kodominujgcy 1G/1G 51 (42,5) 37 (30,8) 1,00 - 0,1667
1G/2G 47 (39,2) 58 (48,4) 1,70 0,96-3,01
2G/2G 22 (18,3) 25 (20,8) 1,57 0,77-3,19
dominujgcy 1G/1G 51 (42,5) 37 (30,8) 1,00 - 0,0603
1G/2G+2G/2G | 69 (57.5) 83 (69,2) 1,66 0,98-2,82
recesywny | IG/IG+1G/2G | 98 (81,7) 95 (79,2) 1,00 - 0,6255
2G/2G 22 (18,3) 25 (20,8) 1,17 0,62-2,22
allele 1G 149 (62,1) | 132(55,0) 1,00 - 0,1150
2G 91 (37,9) 108 (45,0) | 0,75 0,52 - 1,07

Allele: Chi? Pearson's p

Polimorfizmy rs17576 oraz rs17577 genu MMP9

Do analizy RFLP polimorfizmu GIn2794rg zlokalizowanego w eksonie 6

wykorzystano enzym Mspl. Po hydrolizie restrykcyjnej genotyp homozygotyczny

niezmutowany A4 widoczny byt na zelach agarozowych jako dwa prazki powstale w

wyniku przecigcia produktu reakcji PCR 439 pz na dwa fragmenty o wielkosci 252 oraz

187 pz. Dzigki obecnosci dwodch miejsc restrykcyjnych dla enzymu Mspl dla

homozygot GG powstawaly trzy fragmenty 187, 129 1 123 pz (Ryc.6).

3 4 56

AA

MMP9
rs17576

AG GG

252 pz
187 pz

129,123 pz

Rycina 6. Przyktadowe zdjecie elektroforezy produktow po reakcji hydrolizy enzymem
Mspl dla polimorfizmu rs17576 genu MMP9. M - marker wielkosci 50 pz, tor 4 genotyp
homozygotyczny niezmutowany 44, tory 1, 2, 3, 6 genotyp heterozygotyczny AG, tor 5
genotyp homozygotyczny zmutowany GG.
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Czesto$¢ wystepowania alleli dla tego wariantu speiniata zalozenia prawa
Hardy'ego-Weinberga (grupa kontrolna p=0,545, PTD p=0,682). Analiza statystyczna
nie ujawnita istotnych statystycznie rdéznic w czestosci wystepowania genotypow i alleli
dla tego wariantu. Genotyp heterozygotyczny AG w obu grupach wystepowat u 42,5%
pacjentek. Rowniez allele wystepowalty z podobng czgstoscia w grupie badanej i
kontrolnej (allel 4: 67,1 vs. 65,4%, allel G: 32,9 vs. 34,6 w grupie kontrolnej OR=0,93,
p=0,6990) (Tab.12).

Tabela 12. Czesto$¢ wystgpowania genotypow 1 alleli polimorfizmu R2790 genu
MMP9 w grupie kobiet z PTD oraz w grupie kontrolne;.

Model MMP9 PTD Kontrola OR 95%PU )/
genetyczny rs17576 n (%) n (%)
kodominujgcy AA 55 (45,8) 53 (44,2) 1,00 - 0,9183
AG 51 (42,5) 51 (42,5) 1,04 0,6-1,78
GG 14 (11,7) 16 (13,3) 1,19 0,53-2,67
dominujqcy AA 55 (45,8) 53 (44,2) 1,00 - 0,7952
AG+GG 65 (54,2) 67 (55,8) 1,07 0,64-1,78
recesywny AA+AG 106 (88,3) | 104 (86,7) 1,00 - 0,6962
GG 14 (11,7) 16 (13,3) 1,16 0,54-2,51
allele A 161 (67,1) | 157 (65,4) 1,00 - 0,6990
G 79 (32,9) 83 (34,6) 0,93 0,63-1,36

Allele: Chi? Pearson's p

Kolejnym z badanych w pracy wariantow byla tranzycja G na A4 zlokalizowana
w eksonie 12 genu MMP9. Powoduje ona zmiang sekwencji aminokwasowej biatka w
pozycji 668 (Arg>Gln). Zamiana guaniny na adening¢ eliminuje istniejgce miejsce
restrykcyjne dla endonukleazy 7agl 1 dlatego w analizie RFLP dla genotypu GG
uzyskiwano dwa prazki o wielkosci 115 1 23 par zasad, natomiast dla genotypu 44

jeden prazek rowny wielkoscig produktowi PCR 138 pz (Ryc. 7).
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M 1 2 3 4 5 6
MMP9
rs17577
— w138 pz
— — 115 pz
— — 23p2
GG GA AA

Rycina 7. Przyktadowe zdjecie elektroforezy produktow po reakcji hydrolizy enzymem
Tagql dla polimorfizmu rs17577 genu MMP9. M - marker wielkosci 50 pz, tory 2, 4, 6
genotyp homozygotyczny niezmutowany GG, tory 2, 5 genotyp heterozygotyczny G4,
tor 4 genotyp homozygotyczny zmutowany AA.

W obu badanych grupach uzyskano wyniki zgodne z prawem réwnowagi
Hardy'ego-Weinberga (grupa kontrolna p=0,435, PTD p=0,747). Analizy statystyczne,
przeprowadzone na podstawie czgstosci wystgpowania genotypow otrzymanych z badan
tego polimorfizmu genu MMP9 nie wykazaly zwiazku z wystepowaniem porodu
przedwczesnego u badanych kobiet. W grupie PTD nieznacznie czesciej obserwowano
wystepowanie genotypoéw zawierajacych zmutowany allel 4 (GA: 27,5% vs. 21,7% w
grupie kontrolnej, oraz 44:3,0% vs.2,5%) 1 w modelu dominujagcym uzyskano p=0,2470
(Tab. 13).

Tabela 13. Czgsto$¢ wystgpowania genotypow 1 alleli polimorfizmu R668Q genu
MMPY w grupie kobiet z PTD oraz w grupie kontrolne;j.

Model MMPY PTD Kontrola OR 95%PU P
genetyczny rs17577 n (%) n (%)
kodominujgcy GG 83 (69,2) 91 (75,8) 1,00 - 0,5107
GA 33 (27,5) 26 (21,7) 0,72 0,4-1,3
AA 4 (3,3) 3(2,5W 0,68 0,15-3,15
dominujgcy GG 83 (69,2) 91 (75,8) 1,00 - 0,2470
GA-AA 37 (30,8) 29 (24,2) 0,71 0,4-1,26
recesywny GG-GA 116 (96,7) | 117 (97,5) 1,00 - 0,7008
AA 4 (3,3) 3(2,9) 0,74 0,16-3,4
allele G 199 (82,9) | 208 (86,7) 1,00 - 0,2520
A 41 (17, 1) 32 (13,3) 1,34 0,81-2,21

Allele: Chi? Pearson's p
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Polimorfizm rs4898 genu TIMPI1
Zbadanie zwigzku wariantu polimorficznego 372C>T z wyst¢powaniem porodu
przedwczesnego umozliwila analiza RFLP fragmentu eksonu 5 genu 7IMPI z

wykorzystaniem enzymu restrykcyjnego Baul (BssSI).

M 1 2 3 4 5 6

TIMP1
rs4898

— — 22 pz
1T TC CcC

Rycina 8. Przyktadowe zdjecie elektroforezy produktow po reakcji hydrolizy enzymem
Baul (BssSI) dla polimorfizmu rs4898 genu TIMPI. M - marker wielko$ci 50 pz, tor 4,
6 genotyp homozygotyczny zmutowany 77, tory 1, 3, 5 genotyp heterozygotyczny 7C,
tor 2 genotyp homozygotyczny niezmutowany CC.

Poniewaz allel C tworzy miejsce restrykcyjne dla tej endonukleazy genotyp
homozygotyczny zmutowany 77 tworzyt pojedynczy prazek o wielkosci 175 pz. Dla
heterozygoty TC otrzymywano trzy prazki: 172, 130 1 42 pz. W genotypie
niezmutowanym CC otrzymywano dwa prazki o dlugosci 153 1 22 pz (ryc. 8).

Rozklad genotypow tego polimorfizmu byt zgodny z prawem Hardy'ego-
Weinberga zarowno w grupie badanej (p=0,855) jak 1 w grupie kontrolnej (p=0,273).
Nie stwierdzono istotnych statystycznie rdéznic w czgstoSciach wystepowania
genotypow i alleli polimorfizmu 372C>T genu TIMPI wérdd analizowanych kobiet. W
grupie pacjentek z PTD zaobserwowano niewielkg przewage genotypu
homozygotycznego zmutowanego 77 w poroéwnaniu do grupy kontrolnej (24,2 vs.
21,7%,). Alelle C 1 T w grupie badanej wystepowaly z taka samg czestoscig (50,0%)
(Tab. 14).

50



Tabela 14. Czgsto$¢ wystepowania genotypow 1 alleli polimorfizmu 372C>T genu

TIMPI w grupie kobiet z PTD oraz w grupie kontrolne;j.

Model TIMPI PTD Kontrola OR 95%PU )/
genetyczny rs4898 n (%) n (%)
kodominujgcy cC 29 (24,2) 27 (22,5) 1,00 - 0,8069
C 62 (51,7) 67 (55,8) 1,16 0,62-2,17
1T 29 (24,2) 26 (21,7) 0,96 0,46-2,03
dominujgcy cC 29 (24,2) 27 (22,5) 1,00 - 0,7602
TC+TT 91 (75,8) 93 (77,5) 1,10 0,60-2,00
recesywny cc+1C 91 (75,8) 94 (78,3) 1,00 - 0,6449
1T 29 (24,2) 26 (21,7) 0,87 0,48-1,59
allele C 120 (50,0) | 121 (50,4) 1,00 - 0,9270
T 120 (50,0) | 119 (49,6) 1,02 0,71-1,45

Allele: Chi? Pearson's p

Polimorfizmy rs2277698 i rs55743137 genu TIMP2

Ostatnim z analizowanych genoéw byl TIMP2, w ktéorym oceniano czestos$¢

wystepowania dwoch wariantow 1s2277698 1 rs55743137. Pierwszym z nich jest

polimorfizm 303C>T w eksonie 3 genu, a tranzycja cytozyny na tyming¢ tworzy miejsce

restrykcyjne dla endonukleazy Bsrl. W rezultacie powstalty od jednego do trzech

fragmentow uwidacznianych na zelach. W przypadku genotypu homozygotycznego CC

nie wystepowato miejsce hydrolizy rozpoznawane przez endonukleaz¢ i uwidoczniono

jeden prazek dlugosci 369 pz. W genotypie heterozygotycznym CT otrzymano trzy

fragmenty o wielkosci 369, 231 1 138 pz, natomiast w genotypie homozygotycznym

zmutowanym 77 uzyskano dwa prazki, o wielkosci 231 1 138 pz (Ryc. 9).

M 1 2 3 4 5

CcC

TIMP2
rs2277698

— 369 pz

231 pz

138 pz

CT 1T

Rycina 9. Przyktadowe zdjecie elektroforezy produktow po reakcji hydrolizy enzymem
Bsrl dla polimorfizmu 152277698 genu TIMP2. M - marker wielko$ci 50 pz, tor 5
genotyp homozygotyczny niezmutowany CC, tory 2, 3, 4 genotyp heterozygotyczny CT,

tor 1 genotyp homozygotyczny zmutowany 77
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Uzyskane czgsto$ci wystgpowania genotypow oraz alleli polimorfizmu 303C>T
genu TIMP2 przedstawiono w tabeli 15. Zaobserwowano czestsze wystepowanie
genotypu CC w grupie badanej w porodwnaniu z grup¢ kontrolng (85,8% vs. 76,7%),
Genotypy zawierajace zmutowany allel 7 czesciej wystepowaty w grupie kontrolnej i w
modelu dominujacym uzyskano OR=1,84, 95%PU=0,95-3,59, p=0,0677. Analizujac
czestos¢ wystepowania alleli w badanych grupach stwierdzono rdéznice statystycznie
istotng. Obecnos¢ allela 7 zmniejsza prawie o potowe ryzyko wystepowania porodu
przedwczesnego: OR=0,53, 95%PU=0,29-0,97, p=0,0360. Warto$ci oczekiwane i
obserwowane poszczeg6dlnych genotypow byly zgodne z zatozeniami prawa Hardy'ego-

Weinberga (grupa kontrolna p=0,221, PTD p=0,498).

Tabela 15. Czgstos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu 303C>T genu
TIMP2 w grupie kobiet z PTD oraz w grupie kontrolne;j.

Model TIMP2 PTD Kontrola OR 95%PU )/
genetyczny rs2277698 n (%) n (%)
kodominujgcy cc 103 (85,8) | 92(76,7) 1,00 - 0,1250
CcT 16 (13,3) 24 (20,0) 1,68 0,84-3,36
1T 1(0,8) 4(3,3) 4,48 0,49-40,79
dominujqcy cc 103 (85,8) | 92(76,7) 1,00 - 0,0677
CT+TT 17 (14,2) 28 (23,3) 1,84 0,95-3,59
recesywny CC+CT 119(99,2) | 116 (96,7) 1,00 - 0,1609
1T 1(0,8) 4(3,3) 4,10 0,45-37,22
allele C 222 (92,5) | 208 (86,7) 1,00 - 0,0360
T 18 (7,5) 32 (13,3) 0,53 0,29-0,97

Allele: Chi? Pearson's p

Ostatnim z badanych w pracy byt intronowy wariant rs55743137 genu TIMP2.
Zamiana T na G powoduje miejsce rozpoznawane przez enzym restrykcyjny A/ul. Na
rycinie 10 pokazano przyktadowa analiz¢ RFLP tego polimorfizmu. Genotyp 77 nie
podlegatl hydrolizie, co w rezultacie dawato obraz jednego prazka o wielkosci réwne;j
produktowi PCR - 160 par zasad, Dla genotypéw GG otrzymano fragmenty o wielkosci
108 1 52 pz, a dla genotypu heterozygotycznego 7G trzy prazki odpowiadajace
fragmentom o wielkosci 160, 108 1 52 pz.
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TIMP2
rs55743137

160 pz
— 108 pz
— 52 pz

TT TG GG

Rycina 10. Przykladowe =zdjecie elektroforezy produktéow po reakcji hydrolizy
enzymem A/ul dla polimorfizmu rs55743137 genu TIMP2. M - marker wielko$ci 50 pz,
tory 1, 5, 6 genotyp homozygotyczny niezmutowany 77, tory 3, 4 genotyp
heterozygotyczny TG, tor 2 genotyp homozygotyczny zmutowany GG.

Analizy statystyczne, przeprowadzone na podstawie otrzymanych danych
przedstawiono w tabeli 16. W zakresie tego polimorfizmu nie stwierdzono statystycznie
istotnych roéznic w czestoSci wystgpowania genotypoéw pomigdzy grupami PTD i
kontrolng. Allel G wstgpowat czes$ciej w grupie kontrolnej (16,3 vs. 12,1% w grupie
badanej, OR=0,71, 95%PU=0,42-1,19, p=0,1920. W teécie sprawdzajacym rOwnowage
Hardy'ego-Weinberga uzyskano p=0,678 dla grupy badanej oraz p=0,306 dla kontrolne;.

Tabela 16. Czgstos¢ wystgpowania genotypow 1 alleli polimorfizmu rs55743137 genu
TIMP2 w grupie kobiet z PTD oraz w grupie kontrolne;j.

Model TIMP2 PTD Kontrola OR 95%PU )/
genetyczny rs55743137 n (%) n (%)
kodominujgcy 1T 93 (77.,5) 82 (68,3) 1,00 - 0,1855
TG 25 (20,8) 37 (30,8) 1,68 0,93-3,02
GG 2 (1,7) 1 (0,8) 0,57 0,05-6,37
dominujgcy 1T 93 (77.,5) 82 (68,3) 1,00 - 0,1094
TG+GG 27 (22,5) 38 (31,7) 1,60 0,9-2,84
recesywny IT+TG 118 (98,3) | 119(99,2) 1,00 - 0,5575
GG 2 (1,7) 1 (0,8) 0,50 0,04-5,54
allele T 211 (87,9) | 201 (83,7) 1,00 - 0,1920
G 29 (12,1) 39 (16,3) 0,71 0,42-1,19

Allele: Chi? Pearson's p
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Kolejnym etapem pracy byla ocena czgstosci wystgpowania genotypdw w
grupach EPTD+VPTD oraz MPTD. W tabeli 17 przedstawiono wyniki uzyskane dla
badanych wariantow gendéw metaloproteinaz: MMPI i MMP9. Najciekawsze rezultaty
uzyskano analizujac insercyjno-delecyjny wariant genu MMPI. W modelu
dominujacym odnotowano przewage genotypow zawierajacych allel 2G w grupie
kontrolnej w poréwnaniu z grupg EPTD+VPTD (OR=0,41, 95%PU=0,17-1.01,
p=0,0534) oraz grupg MPTD (OR=0,66, 95%PU=0,38-1,16, p=0,1506). Obserwowane
réznice w czestoSci wystepowania badanych wariantéw gendéw MMPI 1 MMP9
pomigdzy badanymi grupami nie byly statystycznie istotne.

Czesto$¢ wystepowania analizowanych w pracy polimorfizméw genow TIMPI i
TIMP2 w grupach wyodrebnionych na podstawie tygodnia zakonczenia cigzy zebrano w
tabeli 18. Dla wariantow 372C>T genu TIMPI oraz 303C>T genu TIMP2 nie
odnotowano réznic statystycznie istotnych pomigdzy analizowanymi grupami pacjentek.
Bardzo ciekawe wyniki uzyskano natomiast w zakresie intronowego polimorfizmu
rs55743137. Genotyp TT w grupie EPTD+VPTD wystepowat az u 82,6% pacjentek, a
w grupie MPTD u 76,3% 1 kontrolnej 68,3%. W modelu kodominujacym réznice
statystycznie istotne uzyskano poroéwnujac grupe kobiet rodzacych skrajnie i bardzo
przedwczesnie zarowno z grupa MPTD (p=0,0160) jak i kontrolng (p=0,0118). R6znice
obserwowano réwniez w modelu recesywnym (grupa EPTD+VPTD vs. MPTD
p=0,0354, EPTD+VPTD vs. kontrola p=0,0465).
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Tabela 17. Czesto$¢ wystepowania

enotypow wariantow gendw MMP1 i MMP9 po podziale kobiet ze wzgledu na tydzien zakonczenia ciazy.

Genotyp/ Model Kontrola EPTD+ MPTD Kontrola vs. EPTD+VPTD | Kontrola vs. MPTD MPTD vs. EPTD+VPTD

genetyczny n=120 (%) | VPTD n=97 (%) | OR (95%PU) p-value | OR (95%PU) p-value | OR (95%PU) p-value
n=23 (%)

MMPIrs179975

1G6/1G 37 (30,8) 12 (52,2) |39(40,2) | 1,00 0,1518 | 1,00 0,3368 | 1,00 0,5460

162G 58 (48,4) 8 (34,8) 39 (40,2) | 0,43 (0,16-1,14) 0,64 (0,35-1,17) 0,67 (0,25-1,81)

2G/2G 25 (20,8) 3(13,0) 19 (19,6) | 0,37 (0,09-1,45) 0,72 (0,34-1,52) 0,51 (0,13-2,04)

1G6/2G-2G/2G 83 (69,2) 11(47,8) |58(59,8) | 0,41(0,17-1,01) 0,0534 | 0.66 (0,38-1,16) | 0,1506 | 0,62 (0,25-1,54) | 0,2989

16/1G-1G/2G 95(79,2) 20 (87,0) | 78 (80,4) | 0,57 (0,16-2,07) 0,3692 | 0,93 (0,47-1,80) | 0,8203 | 0,62 (0,17-2,29) | 0,4510

MMPrs17576

AA 53 (44,2) 9 (39,1) 46 (47,4) | 1,00 0,8868 | 1,00 0,8533 | 1,00 0,7713

AG 51 (42,5) 11(47,8) |40(41,2) | 1,27 (0,49-3,32) 0,90 (0,51-1,60) 1,41 (0,53-3,74)

GG 16 (13,3) 3(13,0) 11(11,3) | 1,10 (0,27-4,57) 0,79 (0,33-1,88) 1,39 (0,32-6,02)

AG-GG 67 (55,8) 14 (60,9) | 51(52,6) | 1,23 (0,49-3,06) 0,6541 | 0,88 (0,51-1,50) | 0,6321 | 1,40 (0,56-3,55) | 0,4712

AA-AG 104 (86,7) 20 (87,0) | 86(88,7) | 0,98 (0,26-3,66) 0,9700 | 0,83 (0,37-1,89) | 0,6574 | 1,17 (0,30-4,60) | 0,8212

MMPYrs17577

GG 91 (75,8) 17 (73,9) | 66 (68,0) | 1,00 0,8742 | 1,00 0,4236 | 1,00 0,9148

GA 26 (21,7) 6 (26,1) 27 (27,8) | 1,24 (0,44-3,45) 1,43 (0,77-2,67) 0,86 (0,31-2,42)

AA 3(2,9) 0 (0,0) 4 (4,1) — 1,84 (0,40-8,49) —

GA-AA 29 (24,2) 6 (26,1) 31(32,0) | 1,11(0,40-3,07) 0,8453 | 1,47 (0,81-2,68) | 0,2028 | 0,75 (0,27-2,09) | 0,5790

GG-GA 117 (97,5) 23 (100,0) | 93 (95,9) | — 1,0000 | 1,68 (0,37-7,68) | 0,5024 | — 1,0000




9¢

Tabela 18. Czesto$¢ wystepowania

enotypow wariantow gendw TIMPI i TIMP?2 po podziale kobiet ze wzgledu na tydzien zakonczenia ciazy.

Genotyp/ Model Kontrola EPTD+ MPTD Kontrola vs. EPTD+VPTD Kontrola vs. MPTD MPTD vs. EPTD+VPTD

genetyczny n=120 (%) | VPTD n=97 (%) | OR (95%PU) p-value | OR (95%PU) p-value | OR (95%PU) p-value
n=23 (%)

TIMP1rs4898

cc 27 (22,5) 8 (34,8) 21 (21,6) | 1,00 0,3833 | 1,00 0,6742 | 1,00 0,2353

TC 67 (55,8) 12 (52,2) | 50(51,5) | 0,60 (0,22-1,64) 0,96 (0,49-1,89) 0,63 (0,23-1,76)

T 26 (21,7) 3(13,0) 26 (26,8) | 0,39 (0,09-1,63) 1,29 (0,58-2,83) 0,30 (0,07-1,29)

TC-TT 93 (77,5) 15(65,2) | 76 (78,4) | 0,54 (0,21-1,42) 0,2239 | 1.05 (0,55-2.00) | 0,8806 | 0,52 (0,19-1,39) | 0,1995

CcC-TC 94 (78,3) 20(87,0) | 71 (73,2) | 0,54 (0,15-1,97) 0,3252 | 1,32(0,71-2,47) | 0,3789 | 0,41 (0,11-1,49) | 0,1440

TIMP2rs2277698

cc 92 (76,7) 20 (87,0) | 83(85,6) | 1,00 0,3807 | 1,00 0,1167 | 1,00 0,2065

CcT 24 (20,0) 2 (8,7) 14 (14,4) | 0,38 (0,08-1,76) 0,65 (0,31-1,33) 0,59 (0,12-2,82)

T 4(3,3) 1(4,3) 0 (0,0) 1,15 (0,12-10,85) — —

CT-TT 92 (76,7) 20(87,0) | 83 (85,6) | 0,49 (0,14-1,78) 0,2496 | 0,55 (0,27-1,12) | 0,0956 | 0,89 (0,23-3,39) | 0,8624

CC-CT 116 (96,7) 22 (95,7) |97 (100,0) | 1,32 (0,14-12,36) 0,8137 | — 0,1300 | — 0,1917

TIMP2rs55743137

T 82 (68,3) 19 (82,6) | 74(76,3) | 1,00 0,0118 | 1,00 0,3184 | 1,00 0,0160

TG 37 (30,8) 2 (8,7) 23 (23,7) | 0,23 (0,05-1,05) 0,69 (0,38-1,27) 0,34 (0,07-1,56)

GG 1(0,8) 2 (8,7) 0 (0,0) 8,63 (0,74-100,20) — —

TG-GG 38 (31,7) 4(17,4) 23(23,7) | 0,45(0,14-1,43) 0,1510 |0,67(0,37-1,23) | 0,1930 | 0,68 (0,21-2,19) | 0,5042

TT-TG 119 (99,2) 21 (91,3) |97(100,0) | 11,33 (0,98-130,66) | 0,0465 | — 1,0000 | — 0,0354




4.3. Analiza niero6wnowagi sprzezen i czesto$ci wystepowania haplotypow
analizowanych wariantow genow MMP9 oraz TIMP2

Analizg nierownowagi sprzezen (LD) pomigdzy SNP i czestosci wystepowania
haplotypow badanych polimorfizméw genow MMP9 i1 TIMP2 przeprowadzono

wykorzystujac program Haploview 4.2 (http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/).

Wykazano wysokie wartosci D’ 1 logarytm szans (LOD — logarithm of the odds) oraz
wspolczynnika korelacji r? dla analizowanych wariantow obu omawianych genow
MMP9 1 TIMP2, co wskazuje, ze s3 one w nierownowadze sprzezen (oba wskazniki
D’>0,8). Warianty rs17576 i rs17577 genu MMP9 oddalone sg od siebie o 2886 par
zasad, natomiast rs2277698 i rs55743137 genu TIMP2 dzieli tylko 168 par zasad.
Szczegolowe wyniki analizy nierownowagi sprzezen w calej badanej grupie 240 kobiet

przedstawiono w tabeli 19 i na rycinach 111 12.

Tabela 19. Odleglosci oraz sita nierownowagi sprzezen pomigdzy analizowanymi
wariantami genow MMP9 i1 TIMP?2

SNP Odlegtosé D’ Lewontina 95%PU r? LOD
rs17576/rs17577 2886 pz 0,924 0,81-0,98 | 0,301 | 20,4
rs2277698/ rs55743137 168 pz 0.852 0.74-0.93 | 0.512 | 25.28

rs17576
rs17577
rs17576
rs17677

=

Block 1 (2 ki Block 1 (2 ki AG .655
1 2 GG .193
GA .14l

a) c)

Rycina 11. Wyniki analizy nierownowagi sprzezen pomiedzy polimorfizmami rs17576 i
rs17577 genu MMP9 a) wskaznik D’ Lewontine’a wyrazony w procentach, b) warto$é
wspolczynnika korelacji r> wyrazona w procentach, c¢) czesto$¢ wystgpowania
haplotypow.
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Rycina 12. Wyniki analizy nierownowagi sprzezen pomiedzy polimorfizmami
1s2277698 1 rs55743137 genu TIMP2? a) wskaznik D’ Lewontine’a wyrazony w
procentach, b) warto$¢ wspotczynnika korelacji r> wyrazona w procentach, c) czesto$¢
wystepowania haplotypow.

Poréwnujac czgstosci wystepowania haplotypow genu MMP9 w grupach
badanej 1 kontrolnej nie wykazano ich zwiazku z ryzykiem wystgpowania porodu
przedwczesnego (Tab. 20). Najczesciej w obu grupach wystepowal haplotyp utworzony
z allela 4 polimorfizmu rs17576 oraz allela G polimorfizmu rs17577. Haplotyp GG byt
czegsciej spotykany w grupie kontrolnej (21,3% vs. 16,6%, p=0,164) natomiast haplotyp
zawierajacy oba zmutowane allele GA wystepowal nieznacznie cze$ciej w grupie

badanej (16,2% vs. 12,9%, p=0,303).

Tabela 20. Czgsto$¢ wystepowania haplotypéw genu MMP9 w grupie badanej i
kontrolne;.

Haplotyp | PTD (freq) Kontrola (freq) | OR (95% PU) x2 P
AG 159 (0,662) 156 (0,650) 1,056 (0,73 — 1,54) | 0,083 0,773
GG 40 (0,166) 52 (0,216) 0,723 (0,46 —1,14) | 1,936 0,164
GA 39 (0,162) 31(0,129) 1,308 (0,79 - 2,18) | 1,063 0,303
Pearson's p

Czesto$ci wystgpowania haplotypéw genu TIMP2 w grupach badanej i
kontrolnej przedstawiono w tabeli 21. Stwierdzono istotng roznice w rozkladzie
czestosci haplotypu C7, zawierajacego oba niezmutowane allele, ktory wystepowat
czesciej w grupie pacjentek z PTD (87,9% vs. 81,2% w grupie kontrolnej, p=0,043,
Peor=0,088).
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Tabela 21. Czgsto$¢ wystgpowania haplotypéw genu 7/MP2 w grupie badanej i
kontrolne;j.

Haplotyp | PTD (freq) Kontrola (freq) | OR (95% PU) x2 )

CcT 211 (0,879) 195 (0,812) 1,679 (1,01 - 2,78) 4,09 0,043
TG 18 (0,075) 26 (0,108) 0,667 (0,36 - 1,25) 1,601 0,205
CG 11 (0,045) 13 (0,054) 0,838 (0,37 - 1,91) 0,175 0,675

Pearson's p

4.4. Zwiazek czestosci wspolwystepowania genotypow badanych wariantow
genetycznych z porodem przedwczesnym

Za wystepowanie porodu przedwczesnego odpowiadajg czynniki srodowiskowe
oraz genetyczne, a jego patogeneza ma charakter poligenowy. Efekty niektorych SNP
moga by¢ niezauwazane, gdy sa badane pojedynczo, w zwigzku z tym w nastepnym
etapie pracy analizowano w modelu kodominujagcym wzajemne interakcje pomigdzy
wariantami genow, aby zidentyfikowaé ich mozliwy wspdlny wptyw na PTD. Do
obliczen zastosowano pakiet ,,SNPassoc” z oprogramowania R, ktoéry wykorzystuje test

najwiekszej wiarogodnosci (LRT - likelihood-ratio test).

Tabela 22. Interakcje pomigdzy badanymi wariantami genow MMPs i TIMPs.

SNP 1 SNP 2 p
MMPI 151799750 MMP9 1517576 0,7551
MMPI 151799750 MMP9 ts17577 0,7737
MMPI 151799750 TIMP] rs4898 0,9201
MMPI 151799750 TIMP2 152277698 0,2501
MMPI 151799750 TIMP2 1s55743137 0,2054

MMP9 1517576 MMP9 ts17577 0,5804
MMP9 1517576 TIMP] rs4898 0,0235
MMP9 1517576 TIMP2 1s2277698 0,1864
MMP9 1517576 TIMP2 1s55743137 0,2719
MMP9 1517577 TIMP] rs4898 0,0990
MMP9 117578 TIMP2 1s2277698 0,4853
MMP9 117579 TIMP2 1s55743137 0,4348
TIMP] 154898 TIMP2 152277698 0,3456
TIMP] 154898 TIMP2 1s55743137 0,6207
TIMP2 152277698 TIMP2 1s55743137 0,0815
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Najwigksze rdznice w czgstosci wspotwystepowania genotypoéw pomiedzy grupa
badang i1 kontrolng zaobserwowano pomigdzy rs2277698 1 rs55743137 genu TIMP2
(p=0,0815) oraz TIMPI rs4898 i polimorfizmami genu MMP9 (p=0,0990 z rs17577,
oraz p=0,0235 z wariantem 1s17576). W przeprowadzonej wczesniej analizie
haplotypow wykazano, ze warianty genow MMP9 1 TIMP2 sa w nierdwnowadze
sprzezen, dlatego szczegotowej analizie poddano jedyna statystycznie istotng interakcje
pomiedzy TIMPI 1s4898 i MMPY rs17576 (Tab. 23). Ryzyko urodzenia przedwczesnie
wzrasta ponad dwukrotnie u pacjentek z genotypami AG/CC (13,3 vs. 7,5%, OR=2,22,
95%PU=0,73-6,78, p=0,177) i AA/TT (11,7 vs. 5,8%, OR=2,50, 95%PU=0,77-8,16,
p=0,153) 1 ponad szeSciokrotnie gdy oba omawiane warianty genow MMP9 i TIMPI
zawieraja zmutowane allele: GG/TT (4,2 vs. 0,8%, OR=6,25, 95%PU=0,64-60,94,
p=0,175) w pordwnaniu do wspotwystgpowania genotypow 4A4/CC.

Tabela 23. Czegsto$¢ wspotwystgpowania genotypdw polimorfizmow rs4898 TIMPI i
1517576 MMP9 w grupach PTD i kontrolne;j.

Grupa TIMPI MMP9 Suma
rs4898 rs17576
genotyp AA AG GG
PTD cc 12 (10,0%) 16 (13,3%) 1(0,8%) 29 (24,2%)
CcT 29 (24,2%) 25 (20,8%) 8 (6,7%) 62 (51,7%)
T 14 (11,7%) 10 ( 8,3%) 5(4,2%) 29 (24,2%)
Suma 55 (45,8%) 51 (42,5%) 14 (11,7%) 120 (100,0%)
Kontrolna cc 15 (12,5%) 9 (7,5%) 3(2,5%) 27 (22,5%)
CcTr 31 (25,8%) 24 (20,0%) 12 (10,0%) 67 ( 55,8%)
T 7 (5,8%) 18 (15,0%) 1(0,8%) 26 (21,7%)
Suma 53 (44,2%) 51 (42,5%) 16 (13,3%) 120 (100,0%)

4.5. Asocjacja danych klinicznych matek i ich noworodkéow z badanymi
wariantami polimorficznymi

W  kolejnym etapie pracy analizowano zwigzek badanych wariantow
polimorficznych genow MMP1, MMP9, TIMPI i TIMP2 z danymi klinicznymi matek
oraz ich noworodkow. W tabeli 24 przedstawiono wartosci p obliczone podczas
asocjacji genotypow z parametrami klinicznymi w catej badanej grupie 240 kobiet dla
trzech modeli genetycznych: kodominujacego, dominujacego 1 recesywnego.

Zaobserwowano w calej grupie pacjentek (n=240) zwiazek rs4898 genu TIMPI z
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warto$cig wskaznika BMI przed cigza (model kodominujacy p=0,0396), BMI pod

koniec cigzy (model kodominujacy p=0,0041, oraz recesywny p=0,0018) oraz masa

tozyska w modelu kodominujacym (p=0,0011) i dominujagcym (p=0,0003). Warianty
rs17576 MMP9 i TIMP2 1s55743137 zwiazane byly z masa tozyska w modelu
kodominujacym (p=0,0353 i1 p=0,0485) i recesywnym (p=0,0128 i p=0,0194). Wariant

rs22743137 wykazywal roéwniez w modelach kodominujacych i1 recesywnych asocjacje

z masg noworodka (p=0,0129 i1 p=0,0087) oraz tygodniem zakonczenia cigzy (p=0,0141

i p=0,0222).

Tabela 24. Asocjacje badanych wariantow polimorficznych z danymi klinicznymi
matek i ich noworodkdw w catej badanej grupie kobiet (n=240)

SNP MMPI1 MMP9 MMP9 TIMPI TIMP2 TIMP2
rs1799750 rs17576 rsl7577 rs4898 rs2277698 | rs55743137
RR skurczowe
model kodominujacy 0,3551 0,1201 0,2330 0,3180 0,7710 0,2303
model dominujacy 0,1587 0,0578 0,1166 0,1298 0,6013 0,9578
model recesywny 0,8001 0,9174 0,8379 0,6777 0,7522 0,0939
RR rozkurczowe
model kodominujacy 0,7357 0,4637 0,1218 0,3878 0,3539 0,4069
model dominujacy 0,4832 0,4154 0,1103 0,1741 0,4534 0,6511
model recesywny 0,5562 0,5485 0,4334 0,5330 0,3449 0,1850
BMI przed cigiq
model kodominujacy 0,8820 0,7660 0,3655 0,0396 0,1245 0,4344
model dominujacy 0,6539 0,4728 0,7426 0,2316 0,1240 0,1962
model recesywny 0,7064 0,7080 0,1561 0,0767 0,4191 0,7932
BMI pod koniec cigzy
model kodominujacy 0,8219 0,5757 0,7045 0,0041 0,0743 0,5435
model dominujacy 0,5322 0,5805 0,5678 0,9157 0,0850 0,2731
model recesywny 0,7761 0,3030 0,4540 0,0018 0,3710 0,7317
Tydzien zakonczenia cigiy
model kodominujacy 0,3047 0,9391 0,7168 0,8144 0,6215 0,0141
model dominujacy 0,1245 0,7521 0,9463 0,8139 0,3289 0,1781
model recesywny 0,6620 0,9649 0,4459 0,6184 0,7556 0,0222
Masa noworodka
model kodominujacy 0,3687 0,4212 0,6978 0,4697 0,8217 0,0129
model dominujacy 0,1939 0,2280 0,6688 0,2252 0,5400 0,4059
model recesywny 0,3156 0,3640 0,5599 0,8681 0,9534 0,0087
Masa toZyska
model kodominujacy 0,3336 0,0353 0,7829 0,0011 0,6881 0,0485
model dominujacy 0,4324 0,1383 0,5828 0,0003 0,7686 0,7729
model recesywny 0,1449 0,0128 0,7853 0,1282 0,5004 0,0194
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Nastegpnie sprawdzono czy asocjacje te wystepuja w obu badanych grupach
kobiet PTD 1 kontrolnej. W grupie kontrolnej wariant 7/MPI rs4898 wykazywal
zwigzek ze wskaznikiem BMI pod koniec cigzy (model kodominujacy p=0,0049 oraz
recesywny p=0,0013) oraz masa lozyska (model kodominujacy p=0,0020 oraz
dominujacy p=0,0004) (Ryc. 13).
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Rye. 13. Asocjacje polimorfizméw rs4898 TIMP?2 z danymi klinicznymi.

W grupie kobiet z porodem przedwczesnym zaobserwowano asocjacj¢ obu
badanych SNP genu TIMP?2 z tygodniem zakonczenia cigzy w modelu kodominujacym
(dla rs2277698 p=0,0136, a dla rs55743137 p=0,0033) i recesywnym (rs2277698
p=0,0038, rs55743137 p=0,0009) oraz masa noworodka w modelu kodominujagcym
(rs2277698 p=0,0576, rs55743137 p=0,0022) i recesywnym (rs2277698 p=0,0167,
1s55743137 p=0,0008) (Ryc. 14).
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Ryc. 14. Asocjacje polimorfizméw rs2277698 i rs55743137 genu TIMP2 z danymi
klinicznymi.
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5. DYSKUSJA

5.1. Czestos¢ wystepowania na S$wiecie analizowanych w pracy wariantow
genetycznych

Uzyskane w badaniach laboratoryjnych czestosci wystgpowania wariantow
genetycznych metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomoérkowej 1 ich tkankowych
inhibitorow poréwnywano z czegsto$ciami wystepowania tych polimorfizméw w innych
populacjach europejskich i1 $wiatowych. Wykorzystywano do tego baz¢ danych

,1000Genomes Project” (www.internationalgenome.org). Ten migdzynarodowy projekt

stworzyt katalog ludzkich polimorfizméw genetycznych, wykorzystujac probki od
zdrowych oséb z 26 populacji, ktére nastepnie zostaly zakwalifikowane do 5 super
populacji oznaczonych trzyliterowym kodem: AFR (afrykanska), AMR (amerykanska),
EAS (wschodnioazjatycka), EUR (europejska) oraz SAS (potudniowoazjatycka). Super
populacja europejska sktada si¢ z pieciu populacji: CEU (mieszkancy Utah w Sanach
Zjednoczonych, ktérych przodkowie pochodza z Ponocnej oraz Zachodniej Europy),
GBR (Brytyjczycy, mieszkancy Anglii i Szkocji), TSI (Wtosi, zamieszkujacy Toskanige),
FIN (mieszkancy Finlandii), IBS (populacja iberyjska w Hiszpanii) (Ryc. 15).
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Rye. 15. Mapa populacji europejskich wiaczonych do fazy 3 Projektu 1000Genomes.
LDlink (http://analysistools.nci.nih.gov/LDlink)

Procentowy rozktad czgstosci wystepowania alleli badanych w pracy wariantow

genetycznych metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomoérkowej 1 ich tkankowych
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inhibitorow w populacjach uzyskane w trzeciej fazie Projektu 1000 Genomow oraz w
grupie kontrolnej zdrowych cigzarnych w prezentowanej pracy przedstawia tabela 25.

Insercja guaniny w pozycji -1607 promotora genu MMPI najczeséciej wystepuje
w populacjach Azji Wschodniej (67%), a najrzadziej w afrykanskich (48%). W Europie
czgsto$¢ wystepowania insercyjnego allela 2G wynosi od 43 do 62%. W grupie
kontrolnej prezentowanej pracy allel 2G wystgpowal u 45% kobiet, a w innych pracach
przeprowadzonych w Polsce u 58% [Sakowicz i wsp., 2018] oraz u 46% pacjentek z
grupy kontrolnej [Skorupski i wsp., 2010]. Zmutowane allele genu MMP9 G (rs17576)
oraz A (rs17577) wystepuja Srednio u 38% oraz 17% mieszkancow Europy. W
badaniach przeprowadzonych w toku omawianej pracy allel G (rs17576) wystgpowat u
33% w grupie kobiet z porodem przedwczesnym i 35% w grupie kontrolnej, a allel 4
(rs17577) u 17% w grupie PTD i 13% w kontrolnej. Polimorfizmy te w populacji
polskiej analizowane byty rowniez w 2017 roku przez badaczy ze Szczecina. W grupie
kontrolnej 421 zdrowych mezczyzn (Srednia wieku 34,3+8.4) allel G (rs17576)
wystepowat u 38%, a allel 4 (rs17577) u 18% badanych [Kurzawski i wsp., 2017]. Allel
C (rs4898) w exonie 5 genu TIMP1 wystepuje w populacjach europejskich u 38% - 53%
osOb, a w analizowanej w pracy grupie kontrolnej wystepowat u potowy badanych
(50%). U 120 pacjentow Kliniki Gastroenterologii i Choréb Wewnetrznych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego zakwalifikowanych do grupy kontrolnej
czestos¢ wystepowania alleli tego wariantu TIMP1 wynosita: 53% allel 71 47% allel C
[Nehring 1 wsp., 2021]. Rzadziej wystepujace allele wariantow genu TIMP2: T
(rs2277698) 1 G (rs55431370) wystepuja dwukrotnie cze$ciej w populacjach azjatyckich
w poréwnaniu do europejskich, w ktorych §rednio wystepuja odpowiednio u 13% i 20%.
W Polsce, w cytowanej juz poprzednio pracy Kurzawskiego i wsp., badano wariant
1s2277698 1 allel T stwierdzono u 11% zdrowych me¢zczyzn, natomiast w prezentowane;j
populacji u 13% zdrowych kobiet. Allel G wariantu 1s55743137 genu TIMP2 w
populacjach europejskich wg 3 fazy Projektu 1000 Genomdéw wystepuje u 18-25%
badanych. Lathouras i wsp. w retrospektywnym badaniu analizowali cz¢stosé
wystepowania tego wariantu 7/MP2 u pacjentek szpitala w greckim miescie Saloniki.
Badanie przeprowadzono w grupach badawczej 66 cigzarnych w 24-37 tygodniu cigzy,
wykazujacych klasyczne objawy zagrazajacego porodu przedwczesnego i kontrolnej 66
zdrowych ciezarnych w 24-37 tygodniu cigzy. Uzyskane przez nich wyniki byty
porownywalne do prezentowanych w pracy, allel G wystepowal u 17% zdrowych
greczynek i u 16% kobiet z Polski [Lathouras i wsp., 2018].
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Tabela 25. Geograficzny rozklad czestosci wystgpowania alleli (wyrazony procentowo) badanych w pracy polimorfizméw metaloproteinaz
macierzy zewnatrzkomoérkowej 1 ich tkankowych inhibitorow w populacjach wg 3 fazy Projektu 1000 Genomdéw oraz grupy kontrolnej
Z prezentowanej pracy.

Wariant/ Populacje swiatowe Populacje europejskie Grupa
allele kontrolna
ALL AFR AMR EAS EUR SAS CEU FIN GBR IBS TS1

rs1799750
1G 44 52 38 33 50 41 57 38 54 48 52 55
2G 56 48 62 67 50 59 43 62 46 52 48 45
rs17576
A 54 66 77 26 62 45 65 56 68 61 61 65
G 46 34 23 74 38 55 35 44 32 39 39 35
rs17577
G 81 84 92 84 83 65 82 78 85 83 84 87
A 19 16 8 16 17 35 18 22 15 17 16 13
rs4898
T 53 52 58 54 54 50 48 52 62 60 47 50
C 47 48 42 46 46 50 52 48 38 40 53 50
152277698
C 83 90 88 74 87 76 85 89 88 88 87 87
T 17 20 12 26 13 24 15 11 12 12 13 13
rs55743137
T 65 65 79 53 80 49 75 82 82 81 80 84
G 35 35 21 47 20 51 25 18 18 19 20 16




W pracy oceniano rowniez cz¢stos¢ wystepowania haplotypéw genow MMP9 1

TIMP?2. Wykorzystujac oprogramowanie LDlink
(http://analysistools.nci.nih.gov/LDIlink) 0szacowano czestos¢  wystepowania
haplotypow i nieréwnowagg sprzezen w grupie 1006 osob z populacji europejskich fazy
3 Projektu 1000Genomes 1 przedstawiono na rycinie 16.
Nierownowaga sprzezen w calej badanej grupie 240 Polskich kobiet dla obu gendéw
(D’=0,92; r>=0,30 dla MMP9 i D’=0.85; r>=0.51 dla TIMP?2) byta podobna do uzyskanej
dla populacji europejskiej D’=0,99; r’>=0,34 dla MMP9 i D’=1.00; r*=0.57 dla TIMP2.
Dvornyk 1 wsp. w badaniu analizujacym zwigzek funkcjonalnie istotnych
polimorfizméw gendow MMP z rozwojem wrzodow zotadka u rasy kaukaskiej z
centralnej Rosji w grupie kontrolnej 347 os6b pomiedzy wariantami rs17576/ rs17577
uzyskali warto$ci D’=0,91 i r>=0,30 [Dvornyk i wsp., 2021].

Haplotypy
Populacja europejska
MMP9 TIMPZ2
rs17576 rs55743137
A G G T
880
Gl 622 | 208 (s HC| 15 | | 805 (a5
Iy Y [{e]
e 176 P 126
175 (0.175) T 0 (0125
623 383 201 805
(0,619)  (0,381) (0,200)  (0,800)
AG: 622 (0,618) CT: 805 (0,800)
GG: 208 (0,207) TG: 126 (0,125)
GA: 175 (0,174) CG: 75 (0,075)
AA: 1 (0,001) TT: 0 (0,000)
D' 0,9908 D" 1,0
r’: 0,3386 r’: 0,5734

Rye. 16. Szacunkowa czgstos¢ wystepowania haplotypow badanych w pracy wariantow
gendw MMP9 i TIMP2 w populacjach europejskich fazy 3 Projektu 1000Genomes.
Wartosci zostaty wygenerowane przez oprogramowanie LDlink

Czgstos¢ wystepowania poszczegolnych haplotypow uzyskanych w toku pracy

dla grupy kontrolnej réwniez jest porownywalna z populacja 1006 europejczykow.

67



Najczestszy haplotyp genu MMP9 (rs17576/ rs17577) w obu populacjach to AG
wystepujacy u 61,8% (Europa) 1 65,0% badanych w pracy osob. Haplotypy GG i G4
stwierdzno u 21,6% i 12,9% badanych kobiet z wielkopolski 1 20,7% 1 17,4%
mieszkancow Europy. W grupie kontrolnej zdrowych mezczyzn z Polski czestosci
wystepowania haplotypoéw rs17576/ rs17577 genu MMP9 oszacowano nastepujaco: AG
- 61,8%, GG — 20,5% 1 GA — 17,7% [Kurzawski 1 wsp., 2017]. Czesto$¢ haplotypow
genu TIMP2 (rs2277698/rs55743137) w grupie kontrolnej omawianej pracy
przedstawiala si¢ nastepujaco: CT — 81,2%, TG — 10,8% 1 CG — 5,4% , natomiast
czestosci oszacowane dla mieszkancoéw Europy to: CT — 80,0%, TG — 12,5% 1 CG —
7,5%.

5.2. Zwiazek metaloproteinaz i ich inhibitorow tkankowych z porodem
przedwczesnym

Badania naukowe wskazuja, iz okoto 1/3 porodéow przedwczesnych
spowodowana jest przedwczesnym peknieciem bton ptodowych. Sposrod wszystkich
cigz, powiktanie to wystepuje z czgstoscig 0,4-0,7% przed 28 tc. co skutkuje
wystapieniem skrajnego wczesniactwa [Tchirikov 1 wsp., 2018]. Pecherz plodowy
bedacy bariera mechaniczng oddzielajaca ptéd od Srodowiska zewngtrznego,
zbudowany jest z 5 warstw, z czego gldwnymi budulcami odpowiadajagcymi za
wytrzymato$¢ bton sg kolagen typu I oraz kolagen typu III [Strauss i wsp., 2013,
Lannon 1 wsp., 2014]. Taka budowa bton, zapewnia ich wytrzymato§¢ oraz odpornos¢
mechaniczng. Z drugiej strony dzigki takiej budowie oraz obecnosci enzymdw macierzy
zewnatrzkomorkowej - metaloproteinaz, mozliwa jest przebudowa tkanki tacznej w
trakcie cigzy, porodu i potogu. Brak réwnowagi w dziataniu enzymoéw macierzy
zewnatrzkomorkowej prowadzi do zaburzenia proceséw fizjologicznych prowadzacych
do porodu i tym samym do przedwczesnego zakonczenia cigzy.

Budowa szyjki macicy oraz jej dojrzewanie ma rownie istotne znaczenie w
utrzymaniu cigzy. Przedwczesne rozwieranie szyjki macicy moze by¢ przyczyng 12%
porodow przedwczesnych [Timmons 1 wsp., 2010]. Zaobserwowano nasilenie procesu
degradacji kolagenu oraz wzrost aktywnosci MMPs podczas dojrzewania szyjki macicy
[Stygar 1 wsp., 2002]. Procesy te wydaja si¢ rowniez by¢ odpowiedzialne za
przedwczesne zmiany w szyjce prowadzace do porodu przed 37 tc. Prowadzono badania
porownujace zmiany w budowie histologicznej szyjki macicy u kobiet. W jednym z

nich pobrano probki z szyjki macicy od cigzarnych oraz kobiet niebedacych w cigzy,
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wykazujac, iz st¢zenia kolagenu, kwasu hialuronowego oraz glikozaminoglikanow
zmniejszaja si¢, a aktywno$¢ kolagenaz zwigksza si¢ wraz z czasem trwania cigzy.
Zaobserwowano takze wydtuzony czas trwania I okresu porodu u kobiet z wysokim
stezeniem kolagenu w probkach pobranych z szyjki macicy [Uldbjerg i wsp., 1983]. U
pacjentek nieci¢zarnych z wywiadem obcigzonym niewydolno$cig szyjki macicy,
skutkujagcym urodzeniem dziecka przed 28 tc. zaobserwowano istotnie mniejsze
stezenia kolagenu w szyjce macicy w porownaniu do kobiet bez obcigzonego wywiadu
potozniczego [Vink i wsp., 2015].

W etiologii porodu przedwczesnego od lat uznaje si¢ udzial metaloproteinaz.
Maja one wlasciwosci degradujace elementy macierzy zewnatrzkomoérkowej, przede
wszystkim kolagen, co wplywa na destabilizacje blon plodowych oraz szyjki macicy.
MMP1 szczegodlnie efektywnie rozktada kolagen typu III, natomiast MMP2 oraz MMP9
kolagen typu V, ktory jest oporny na dzialanie wigkszos$ci kolagenaz [Strauss 1 wsp.,
2013].

Draper 1 wsp. juz w 1995 r. opublikowali prace ukazujaca aktywno$¢ proteaz w
btonach ptodowych, tym samym zaznaczajac ich duza role w patogenezie PPROM.
Badano blony ptodowe 14 ciezarnych z PPROM, 6 pacjentek z porodem
przedwczesnym bez wspoétistniejacego PPROM oraz 3 pacjentki rodzace o czasie. Praca
wykazata 10 do 40 razy wyzsza aktywnos$¢ proteolityczng w przypadku PPROM,
szczegolnie metaloproteinaz. Podczas badan uzyskano biatka o masie czasteczkowej
podobnej do Zelatynaz oraz stromielizyn [Draper 1 wsp., 1995]. W kolejnych pracach
naukowych, sukcesywnie udowadniano zwigzek dziatania MMPs z wystepowaniem
porodu przedwczesnego.

MMP1 katalizuje pierwsze etapy rozkladu kolagenu fibrylarnego. W badaniach
zostata potwierdzona jej funkcja w przedwczesnym peknigciu pecherza ptodowego.
Maymon i wsp. w 2000 r. przeprowadzili badanie w grupie 353 kobiet, dzielac je na
kilka podgrup w zaleznosci od braku lub obecnos$ci odptywania ptynu owodniowego,
terminowego lub przedwczesnego ukonczenia cigzy oraz obecnosci lub braku
wspolistniejacej infekcji. Infekcje wewnatrzowodniowa rozpoznawano pobierajac
probke ptynu owodniowego do badan bakteriologicznych. W kazdej grupie mierzono
réwniez stezenia MMP1 w ptynie owodniowym. Okazato sig¢, iz MMP1 wykryto w
ponad 80% probek pobranych od pacjentek z zakazeniem wewnatrzowodniowym, a
stezenie MMP1 bylo tym wyzsze im bardziej zaawansowana byla cigza. Infekcja

korelowala ze wzrostem stezenia MMP1 zaré6wno w cigzach z PPROM oraz tych z
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zachowanymi blonami. MMP1 zostata uznana jako staty sktadnik ptynu owodniowego,
ktérego stezenia wzrastaja w przypadku PPROM [Maymon i wsp., 2000].

Fortunato i wsp. udowodnili z kolei obecno$¢ stromielizyn, w tym MMP3 w btonach
ptodowych 1 plynie owodniowym. Autorzy zauwazyli, iz stromielizyny wraz z
zelatynazami majg zdolno$¢ do degradacji praktycznie wszystkich elementow macierzy
zewnatrzkomorkowej. Ponadto MMP3 charakteryzuje si¢ zdolnos$cia aktywacji MMP1.
W jednym z badan hodowano fragmenty bton ptodowych, pobranych od 8 pacjentek,
u ktorych cigza zakonczyla si¢ elektywnym cigciem cesarskim. Tkanki poddano 48
godzinnej preinkubacji, a nastgpnie stymulowano bakteryjnymi lipopolisacharydami
przez 24 godziny. Blony ptodowe pobrano takze od 16 pacjentek rodzacych sitami
natury celem wykazania obecnosci i1 lokalizacji mRNA MMPs. Plyn owodniowy
przebadano u 15 pacjentek z PPROM oraz u 25 pacjentek rodzacych o czasie droga
cigcia cesarskiego. mRNA wszystkich badanych stromielizyn, tj. MMP3, MMP10,
MMP11 obecne byto w owodni oraz kosmowce. Dodatkowo wykazano istotnie wyzsze
stezenia stromielizyny 1 (MMP3) w przypadku PPROM w poréwnaniu do pacjentek
rodzacych o czasie z zachowanymi btonami. Zanotowano takze wzrost stezen MMP3 w
badaniach in vitro po stymulacji lipopolisacharydami. Wykazano jednak iz poziom
MMP3 w ptynie owodniowym w przypadku wspoétistnienia PPROM oraz infekcji nie
ro6zni si¢ od poziomu MMP3 pacjentek z negatywna hodowla. Sugeruje to udziat MMP3
w patogenezie pgknigcia bton plodowych na drodze zapalnej i niezapalnej [Fortunato i
wsp., 1999 a].

Z kolei Park 1 wsp. przeprowadzili analize¢ dotyczaca pomiardw stezen w ptynie
owodniowym samej MMP3. Metaloproteinaza ta, uznana zostata jako fizjologiczny
sktadnik ptynu owodniowego a jej stezenie nie zmieniato si¢ wraz z zaawansowaniem
cigzy. W badaniu tym, odwrotnie niz w badaniu Fortunato, nie wykazano korelacji
stezenia MMP3 z peknigciem blon plodowych. Wyniki wskazywaly natomiast na
obecnos¢ wyzszych stezen MMP3 w przypadku samoistnego porodu przedwczesnego
oraz porodu o czasie. Istotnie wyzsze stezenia MMP3 zauwazono w przypadku
wspotistniejace] infekcji wewnatrzowodniowej u kobiet z PPROM oraz porodem
przedwczesnym z zachowanymi blonami [Park 1 wsp., 2003].

W 1999 r. Fortunato, w niewielkiej grupie 51 kobiet oznaczal w plynie
owodniowym zelatynazy: MMP2, MMP9 oraz ich inhibitory TIMP1 i TIMP2. Wyniki
wskazywaly na wyzsze stgzenia obydwu metaloproteinaz w przypadku PPROM, w

porownaniu do pacjentek w cigzy donoszonej oraz z porodem przedwczesnym z
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zachowanymi btonami. Zaobserwowano roéwniez wzrost TIMP1 oraz obnizenie stezenia
TIMP2 w przypadku PPROM [Fortunato i wsp., 1995 b]. Xu i wsp., wykazali istotnie
wyzsza ekspresje MMP9 w btonach ptodowych kobiet rodzacych zaréwno o czasie, jak
1 przedwczesnie w pordéwnaniu do grupy kobiet niebedacych w trakcie porodu.
Lozyskowa ekspresja MMP9 byla takze wyzsza u kobiet rodzacych o czasie, w
poréwnaniu do kobiet nierodzacych >37 tc. [Xu 1 wsp., 2002].

Badanie Romero i wsp. z 2002 r. pokazalo réznice w stezeniach MMP9 u kobiet i
ptodéw z PPROM oraz porodem przedwczesnym z zachowanymi blonami. Poprzez
amniocenteze 1 kordocentez¢ pobierano probki mierzac MMP9 w ptynie owodniowym
oraz w osoczu ci¢zarnych 1 ptodow. Dodatkowo w osoczu oznaczano: IL-1p, IL-6,
rozpuszczalny receptor dla TNF typu 1 (sTNF-R1 - Soluble TNF Receptor 1) oraz
rozpuszczalny receptor dla TNF typu 2 (sTNF-R2 - Soluble TNF Receptor 2). Wyniki
ukazaty wyzsza mediang stezen MMP9 w probkach pochodzacych od ptodu (ptyn
owodniowy, osocze) w przypadku PPROM w poréwnaniu do porodu przedwczesnego z
zachowanymi blonami. Oznaczenia IL-1B, sTNF-R1 i sTNF-R2 charakteryzowaty si¢
odwrotng zaleznos$cig. Byly wyzsze u plodéw z porodem przedwczesnym przy
zachowanych btonach ptodowych. Oznacza to, iz MMP9 nie jest elementem ogdlnej,
ptodowej odpowiedzi zapalnej. Ste¢zenia MMP9 w osoczu matek nie wykazaly istotnej
réznicy w dwoch badanych grupach. Moze to wskazywac na istotng role plodu w
inicjacji peknigcia blon ptodowych, co wymagatoby potwierdzenia w dalszych
badaniach [Romero i wsp., 2002]. Powstatlo wiele badan potwierdzajacych udziat
MMP9 w peknigciu bton ptodowych <37 tc. Jej zwigzek z tym powiklaniem wydaje si¢
by¢ niezaprzeczalny. Dowodza temu tez inne prace ukazujace istotny udziat MMP9 w
etiologii porodu przedwczesnego, ale takze w inicjacji porodu o czasie [Athayde i wsp.,
1998, Wang 1 wsp., 2005, Zuo i wsp., 2017, Litwiniuk i1 wsp., 2017]. Wplyw MMP9 na
wytrzymalo$¢ bton ptodowych pacjentek rodzacych o czasie zostal potwierdzony w
badaniu Uchide i wsp. Analiza wykazata zalezno$§¢ migdzy wzrostem MMP9 a
zmniejszong wytrzymatos$cig mechaniczng bton [Uchide i wp., 2000].

Badania wskazuja takze na udzial MMPs w etiologii spontanicznego porodu. Lee
1 wsp. udowodnili obecno$¢ wyzszych stezen MMP1, MMP3, MMP§, MMP9 w plynie
owodniowym kobiet z samoistnym porodem przedwczesnym <34 tc. Wedtug autorow
konieczne jest oznaczanie markerdéw, takich jak metaloproteinazy, w ptynie
owodniowym oraz zestawienie ich z kryteriami klinicznymi pacjentek. Model taki moze

W sposob bardziej precyzyjny okresla¢ ciezarne bedace w grupie ryzyka PTD [Lee i
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wsp., 2016]. Zauwazono takze zwiazek infekcji Ureaplasma urealiticum ze wzrostem
stezenia MMP9 w przypadku samoistnego porodu przedwczesnego. Sugeruje si¢ udziat
Ureaplasma w indukcji wydzielania MMP9, a tym samym w degradacji kolagenu co
skutkuje m.in przedwczesnym peknigciem blon ptodowych [Lal i wsp., 2017].

W pracach naukowych probowano takze okreslic udziat MMP9 w predykcji
peknigcia blon ptodowych oraz inicjacji spontanicznego porodu przedwczesnego. W
jednym z badan wykazano, iz stezenia osoczowej MMP9 pozostaja na statym poziomie
podczas trwania cigzy, nawet 7 dni przed wystgpieniem porodu. Tym samym nie
wykazano uzyteczno$ci oznaczania MMP9 w surowicy celem predykcji porodu
przedwczesnego [Tu 1 wsp., 1998]. Do podobnych wnioskow doszli Poon i wsp. badajac
przydatnos¢ oznaczen MMP9 w matczynej surowicy podczas wykonywania badan
skriningowych 1 trymestru. W przypadku cigz zakonczonych samoistnym porodem
przedwczesnym (SPTD - spontanous preterm delivery), niewielki wzrost stgzen MMP9
nie mogt zosta¢ uznany za wystarczajacy do predykcji wystapienia porodu przed 37 tc.
[Poon i wsp., 2009]. Z kolei w 2006 r. Menon i wsp. opublikowali analiz¢ badajaca
aktywnos$¢ proteaz w $linie pacjentek ciezarnych. MMP9 oznaczano u pacjentek z
PPROM, u pacjentek w II trymestrze ciazy, u kobiet w aktywnej fazie porodu o czasie,
u pacjentek 3 godziny po porodzie oraz w grupie kontrolnej kobiet niebedacych w ciazy.
Najwyzsze warto§ci MMP9 wykazano w grupie pacjenteck z PPROM, wskazujac na
mozliwe wykorzystanie tego typu testu w predykcji porodu przedwczesnego [Menon i
wsp., 2006]. Park 1 wsp., w ostatnio opublikowanej pracy badali stezenia MMP9,
TIMP1, IL-6 oraz biatka C3a i C5a w plynie owodniowym kobiet z niewydolnoscia
szyjkowa lub krétka szyjka macicy. Nie zauwazono istotnych zaleznosci miedzy
warto§ciami MMP9 oraz TIMP1 u tych kobiet [Park 1 wsp., 2020]. W badaniu
opublikowanym 2 lata wcze$niej, ci sami autorzy uznali, iZ pomiar w osoczu MMP9 nie
moze by¢ markerem toczacej si¢ infekcji wewnatrzowodniowej, ani zblizajacego si¢
porodu przedwczesnego [Park i wsp., 2018].

Metaloproteinaza MMPS jest syntetyzowana przez neutrofile. W zwigzku z tym
uznaje si¢ ja za marker wspotistniejacej infekcji. W jednej z analiz, badano st¢zenia
MMP8 w 2 grupach kobiet: z PPROM oraz z porodem przedwczesnym z zachowanymi
btonami. Ws$réd ciezarnych, 30 pacjentek miato potwierdzong infekcje
wewnatrzowodniows, z czego 21 z nich mialo zachowany pegcherz ptodowy. Wykazano
statystycznie istotne réznice w obecnosci MMP8 u kobiet ze wspoétistniejaca infekeja w

poréwnaniu do grupy kontrolnej. Uznano, iz MMP8 moze by¢ markerem toczacej si¢
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infekcji wewnatrzowodniowej w cigzach powiklanych przedwczesnym porodem
[Angus i wsp., 2001]. Badano roéwniez przydatno$¢ szybkiego testu przytdozkowego
majacego wykazaé obecnos¢ MMP8 w plynie owodniowym. Badanie przeprowadzono
pobierajac plyn owodniowy podczas amniopunkcji genetycznej w Il trymestrze cigzy.
Test ukazal pozytywny wynik na obecnos¢ MMP8 w 27 na 64 probki ptynu
owodniowego u pacjentek z samoistnym porodem przedwczesnym. Test byt negatywny
we wszystkich probkach z grupy kontrolnej, czyli kobiet rodzacych >37 tc. Analiza
wykazata, iz test ten ma 100% specyficzno$¢ 1 42% czulos¢ w predykeji porodu
przedwczesnego. W sytuacji dodatniego wyniku MMPS8 przy braku obecnosci
mikroorganizméw chorobotworczych, MMP8 mogtaby by¢ markerem tzw. , sterylnego
zakazenia”. Komorki zapalne wydzielajagce MMP8 w plynie owodniowym s3
pochodzenia ptodowego. Wiadomo zatem, ze dodatni test na obecnos¢ MMP8 w ptynie
owodniowym moze wskazywac na systemowa, ptodowa odpowiedz zapalng [Kim i
wsp., 2016]. Podobne doniesienia publikowali Nien 1 wsp., ktérzy wykazali istotne
znaczenie szybkiego 15 minutowego testu na obecno$¢ MMP8 w ptynie owodniowym u
kobiet z PTD z zachowanymi btonami. Test identyfikowat pacjentki bedace w grupie
wysokiego ryzyka porodu przedwczesnego [Nien i wsp., 2006]. Badanie pordwnujace
pomiary MMPS8 oraz IL-6 w ptynie owodniowym cigezarnych z objawami porodu
przedwczesnego potwierdzily wigksza specyficznos¢ testu MMP8 w rozpoznawaniu
infekcji niz IL-6 [Chaemsaithong i wsp., 2018]. St¢zenia MMPS analizowano takze w
wydzielinie pochwowej 64 kobiet w III trymestrze cigzy, z czego ponad potowa z nich
charakteryzowata si¢ obecnosciag krotkiej szyjki macicy. W grupie pacjentek z krotka
szyjka, wszystkie z nich wykazywaty si¢ wysokimi st¢zeniami MMP8. Wykazano
réwniez odwrotnie proporcjonalng zaleznos¢ miedzy stezeniami MMPS, a dlugoscia
szyjki macicy. Uznano tym samym, iz MMP8 razem z innymi czynnikami moze
odpowiada¢ za brak stabilnosci szyjki macicy 1 prowadzi¢ do jej przedwczesnego
skracania [Sisti 1 wsp., 2020].

Wraz z metaloproteinazami, czgsto badane sg takze ich specyficzne inhibitory.
Zachwiana rownowaga w ukladzie MMPs-TIMPs moze stanowi istotny czynnik
prowadzacy do inicjacji porodu. Oprocz wyzej wymienionych prac analizujacych udziat
TIMPs w porodzie przedwczesnym na uwage zastuguja takze prace Sundrani i wsp.
Przeprowadzili oni analiz¢ oceniajaca ekspresje genow MMPI, MMP2, MMP9 oraz
TIMPI i TIMP2 w tozyskach kobiet, ktorych cigza zakonczyta si¢ przedwczesnie w

poréwnaniu do grupy kontrolnej kobiet rodzacych o czasie. Wykazano, iz ekspresja
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gendow MMPI oraz MMP?2 jest wyzsza, a TIMPI, TIMP2 nizsza w tozyskach kobiet
rodzacych <37 tc w poréwnaniu do kobiet rodzacych >37 tc. Ekspresja genu MMP9
byla porownywalna w obydwu grupach. Poziomy mRNA wszystkich trzech MMPs byty
wyzsze w tozyskach kobiet, ktore byty w aktywnej fazie porodu [Sundrani i wsp., 2017].
Dane odnoszace si¢ do ekspresji MMPs w lozyskach pozostaja w zgodzie z
wczesniejszymi doniesieniami Sundrani 1 wsp. Z kolei wnioski odno$nie ekspres;ji
TIMPs s3 r6zne. W badaniu z 2012 r. ekspresja genéw TIMP1 oraz TIMP2 w tozyskach
byta poréwnywalna dla porodu przedwczesnego i porodu o czasie. W badaniu tym
zasygnalizowano takze obecno$¢ negatywnej korelacji miedzy stezeniami DHA w
tozysku, a MMPs [Sundrani i wsp., 2012]. Tency 1 wsp. analizowali stezenia MMP3,
MMP9, wszystkich czterech TIMPs, jak i réwniez stosuneck MMP:TIMP w grupie
kobiet z PTD. Wykazano, zgodne z innymi doniesieniami, obnizenie stgzen TIMP1 oraz
TIMP2 w osoczu kobiet z PTD. Znaczaco wyzsze stgzenia MMP9, TIMP4 oraz wyzsze
stosunki MMP9:TIMP1 oraz MMP9:TIMP2 zaobserwowano podczas porodu
przedwczesnego [Tency i wsp., 2012].

5.3. Badania asocjacyjne genow kandydujacych w etiologii porodu przedwczesnego

Czas trwania ciazy jest kontrolowany przez wiele procesow fizjologicznych,
jednak odpowiedzialne za to mechanizmy biologiczne pozostaja nadal stabo poznane.
Nowych informacji dostarczaja badania genetyczne, ktore identyfikuja zwigzki
wariantow genetycznych 1 szlakow metabolicznych z wystepowaniem porodu
przedwczesnego. Poniewaz w rozpoczecie porodu zaangazowane s3 substancje
wydzielane zarowno przez matke jak 1 pldd wyjasnienie mechanizméw inicjujacych
pordd przedwezesny wymaga badania genoméw zaréwno matek jak i ich noworodkow
[Zhang 1 wsp., 2018, Chaudhari i wsp., 2008]. Podejmowane sg liczne proby
wyznaczenia  genetycznych  czynnikdw  warunkujacych — wystgpienie  porodu
przedwczesnego, tzw. genéw kandydujacych. Wigkszo§¢ badan genetycznych
dotyczacych PTD u ludzi koncentruje si¢ na poréwnaniu czesto$ci wystgpowania
polimorfizméw gendéw kandydujacych w badaniach kliniczno-kontrolnych, ale rowniez
na analizie sprz¢zen, badaniach asocjacyjnych calego genomu (GWAS — Genome-wide
association studies), analizie rzadkich wariantow oraz badaniach genomu
mitochondrialnego. Badane s3 czgsto polimorfizmy genow w  rdéznych

prawdopodobnych szlakach przyczyniajacych si¢ do wczesniejszego rozpoczecia
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porodu, takich jak: stany zapalne, odpowiedZ na stres, sygnalizacja progesteronowa,
przebudowa tkanek tacznych, czynno$§¢ mie$niowki macicy i1 czynno$¢ tozyska
[Monangi i wsp., 2015]. Infekcja wciaz pozostaje najlepiej poznanym czynnikiem
wiodacym do wystgpienia porodu przedwczesnego. Bardzo duzo uwagi poswigca si¢
cytokinom: IL-1, IL-,6, IL-8 oraz TNF-o, ktore syntetyzowane sa podczas inwazji
mikroorganizméw do sterylnego plynu owodniowego. Sa one gltéwnymi cytokinami
prozapalnymi, zaangazowanymi w produkcje prostaglandyn i kolagenaz, inicjujac tym
samym czynno$¢ skurczowa macicy oraz wplywajac na integralno$¢ blon ptodowych
[Barlik 1 wsp., 2010]. W przypadku genu kodujacego TNF, w etiologii porodu
przedwczesnego najwigksze znaczenie moga mie¢ polimorfizmy: -163G>A4, -238G>4,
-308G>A, -376G>A, -863G>A oraz -857C>T [Drews i wsp., 2006]. W polskiej
populacji wykazano zwigzek nosicielstwa polimorfizmu -2384 z wigksza predyspozycja
do wystgpowania porodu przedwczesnego [Drews-Piasecka i wsp., 2014]. Szeroko
badany w kontekScie wystgpowania porodu przedwczesnego byl wariant -308G>A4.
Wykazano zwigzek nosicielstwa tego zmutowanego allela ze statystycznie czestszym
wystepowaniem porodu przed 37 tc. oraz z waginoza bakteryjng [Liang i wsp., 2010,
Macones i wsp., 2004].

Kolejnym waznym badanym genem w przebiegu pekniecia blon ptodowych oraz
infekcji wewnatrzmacicznej jest gen /L6. Produktem tego genu jest cytokina prozapalna,
wykrywana w zwigkszonej ilosci w surowicy matki rodzacej przedwczesnie,
wydzielinie szyjkowo-pochwowej 1 ptynie owodniowym [Wu 1 wsp., 2013]. W Polsce,
w 2009 r. opublikowano badanie oceniajace kilka polimorfizmoéw w grupie kobiet z
PPROM Iub SPTD. Badano nastgpujace polimorfizmy: IL6 (-174G>C), TNF (-
308G>A), IL1B(+3953C>T), antagoniste receptora interleukiny 1 (ILIRN - interleukin
1 receptor antagonist) (allele 1-5). Wykazano, iz tylko nosicielstwo allela /L/IRN~2
skutkowato wzrostem ryzyka porodu przedwczesnego. Nie wykazano takich zaleznoS$ci
dla innych badanych polimorfizméw, w tym genu /L6. Wykazano réwniez, iz
wystepowanie zarowno ILIRN*2 jak i allela G genu /L6 powoduje dodatkowy wzrost
ryzyka urodzenia przedwczesnie [Kalinka i wsp., 2009]. Rok po6zniej opublikowano
prace oceniajagca wybrane polimorfizmy w grupie polskich kobiet z PPROM.
Nosicielstwo u matek polimorfizmow genow: IL6, TNF IL-1f oraz IL-1RN nie mialo
wplywu na wzrost ryzyka PPROM [Bitner i wsp., 2010]. W innym badaniu,
polimorfizmy genéw IL6 oraz receptora IL6 (IL6R - Inerleukin 6 receptor) zostaly

powigzane ze wzrostem st¢zenia tej cytokiny w pltynie owodniowym cigz zakonczonych
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przedwczesnie [Velez 1 wsp., 2008]. Najnowsze badania pokazuja takze, iz nosicielstwo
allela G IL6 (wariant —174 G>C) u matek, powoduje wzrost ekspresji biatka MMP9, co
koreluje z wystapieniem porodu przedwczesnego [Pandey i wsp., 2020 a].

W patogenezie porodu przedwczesnego swoj udzial maja takze polimorfizmy
genow receptorow Toll-like (TLR - Toll like receptor). Rodzina tych receptorow sktada
si¢ z 13 biatek. Rozpoznaja peptydoglikany bakterii Gram dodatnich oraz
lipopolisacharydy bakterii Gram ujemnych, dzigki czemu inicjuja weczesng odpowiedz
immunologiczng. Szczego6lnie badanymi genami, byty geny TLR2 oaz TLR4. Przyjmuje
si¢, 1z TLR4 jako regulator odpowiedzi immunologicznej w trakcie cigzy, wplywa na
dlugo$¢ jej trwania [Pandey i1 wsp., 2017]. W populacji polskich kobiet ci¢zarnych
przeprowadzono badanie oceniajagce wptyw nosicielstwa polimorfizméw genu TLR4 na
ryzyko wystapienia porodu przed 37 tc. Autorzy zwrécili uwage na mozliwos¢
wystepowania mniejszego ryzyka PTD <33 tc. w przypadku matczynego nosicielstwa
allela /1/96T genu TLR4 [Bitner 1 wsp., 2013].

Nalezy takze wspomnie¢ o genach, kodujacych biatka odpowiedzialne za
aktywacj¢ ukladu krzepnigecia i wykrzepiania w naczyniach tozyska. Dziedzicznie
uwarunkowane trombofilie, na skutek zakrzepicy tozyskowej, moga powodowaé
niedotlenienie i niedokrwienie tozyska. Dochodzi wtedy do reakcji stresowej plodu,
aktywacji mechanizmu 0§ podwzgorze-przysadka-nadnercza, co prowadzi do
wystgpienia porodu przedwczesnego. Badacze najczesciej analizowali polimorfizm
czynnika V - mutacj¢ Leiden, genu protrombiny oraz genu reduktazy
metylenotetrahydrofolianu [Hiltunen 1 wsp., 2011, Hértel i wsp., 2005, Wu 1 wsp., 2017].

W inicjacji porodu przedwczesnego bierze si¢ réwniez pod uwage gen kodujacy
enzym cyklooxygenaze 2 (COX2 - cyclooxygenase 2). Nadekspresja tego genu
zwigzana moze by¢ ze wzrostem syntezy prostaglandyn i przedwczesng inicjacja
czynno$ci skurczowej macicy. Dalsze badania nad tym zagadnieniem moga istotnie
wptyna¢ na mozliwosci lecznicze oraz zapobieganie PTD [Khanprakob i wsp., 2012;
Ku¢ i wsp., 2012].

Badania naukowe dotycza takze genu receptora progesteronowego (PGR -
progesterone receptor), odpowiedzialnego za czas trwania cigzy. W jednej z prac
analizowano 17 polimorfizméw pojedynczego nukleotydu genu receptora
progesteronowego. Zauwazono istotne zalezno$ci wystepowania polimorfizméw PGR u
matek i plodow z porodem przedwczesnym [Ehn i wsp., 2007]. Dostepne sa réwniez

inne analizy, ktore takze wskazuja na mozliwy zwiazek polimorfizméw gendow PGR z
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PTD, migdzy innymi polimorfizmy +770(C > T), +660(G > T) [Manuck i wsp., 2010,
Guoyang 1 wsp., 2008].

Postuluje si¢ takze udzial polimorfizmu genu 20-alfa-hydroksysteroidowe;j
dehydrogenazy oraz bialka SP-A (Surfactant protein A), wydzielanego przez
pneumocyty ptodu, ktére inicjuja reakcje prowadzace do porodu przedwczesnego. W
szlaku tym uczestniczy NF kappaB, czynnik jadrowy majacy duze znaczenie w
regulacji genéw m.in COX2, IL1, IL-8, MMPS8 [Drews i wsp., 2006].

Obszerne podsumowanie przeprowadzanych na $wiecie kliniczno-kontrolnych
badan asocjacyjnych genéw z porodem przedwczesnym przedstawiono w pracy

Plunkett i Muglia, ktorych wyniki zestawiono w tabeli 26 [Plunkett i wsp., 2008].
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Tabela 26. Geny matek i niemowlat zwigzane z porodem przedwczesnym w opublikowanych badaniach kliniczno-kontrolnych [wg Plunkett i

Muglia, 2008].

Szlak metaboliczny

Symbol genu

Nazwa genu

Nazwa angielska

Infekcja i stan zapalny

TNF, TNFRI,
TNFR2, TNFRSF6B

Czynnik martwicy nowotworu oraz jego receptory

tumor necrosis factor

TNF receptor superfamily member 14
TNF receptor superfamily member 1B
TNF receptor superfamily member 6b

IL1A4, ILIB, ILIRI,
ILIR2, ILIRN, IL2,
IL4, IL6, IL6R, ILS,
IL10, ILIORA, ILI1I,

Interleukiny i ich receptory

interleukin 1 alpha, interleukin 1 beta,
interleukin 1 receptor type 1, interleukin
1 receptor type 2, interleukin I receptor
antagonist, interleukin 2, interleukin 4,

ILI124, IL1S8 interleukin 6, interleukin 6 receptor,
interleukin 8, interleukin 10, interleukin
10 receptor subunit alpha, interleukin
11, interleukin 124, interleukin 18
LTA limfotoksyna alfa lymphotoxin alpha
CSF3 Czynnik stymulujagcy ~ tworzenie kolonii | colony stimulating factor 3
granulocytow
IFNGRI1 Receptor 1 interferonu gamma interferon gamma receptor 1
TGFBI Transformujacy czynnik wzrostu beta 1 transforming growth factor beta 1
MBL?2 Lektyna wiazaca mannoze 2 mannose binding lectin 2
CDI14 Antygen réznicowania komérkowego 14 CD14 molecule
TLR2, TLR4 Receptory Toll-like 2 i 4 toll like receptor 2, toll like receptor 4
ALOX5A4P Biatko aktywujace 5-lipooksygenaze arachidonate 5-lipoxygenase activating
protein
NOD?2 Biatko zawierajace domeng¢ oligomeryzacyjng | nucleotide  binding  oligomerization
wigzacg nukleotyd 2 domain containing 2
Przebudowa tkanek MMPI1, MMP9 Metaloproteinazy 119 matrix  metallopeptidase 1, matrix
facznych metallopeptidase 9
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Szlak metaboliczny Symbol genu Nazwa genu Nazwa angielska
PLAT Tkankowy aktywator plazminogenu plasminogen activator, tissue type
SERPINH]I Czlonek rodziny Serpin H1 serpin family H member 1
SLC23A41 Cztonek 1 rodziny rozpuszczalych no$nikoéw solute carrier family 23 member 1
Przedwczesne skurcze ADRB? Receptor adrenergiczy beta 2 adrenoceptor beta 2
macicy DRD?2 Receptor dopaminy D2 dopamine receptor D2
PDE4D Fosfodiesteraza 4D phosphodiesterase 4D
PTGER2 Receptor 2 prostaglandyny E prostaglandin E receptor 2
PTGES Syntaza prostaglandyny E prostaglandin E synthase
PTGFR Receptor prostaglandyny F prostaglandin F receptor
Funkcje tozyska F2, F5 F7 Czynniki 2, 517 krzepnigcia coagulation factor II, coagulation factor
V, coagulation factor VII
F1341 Lancuch A czynnika XIII krzepnigcia coagulation factor XIII A chain
NOS2, NOS3 Syntazy tlenku azotu 21 3, nitric oxide synthase 2, nitric oxide
synthase 3
FGB Lancuch beta fibrynogenu fibrinogen beta chain
TFPI Inhibitor szlaku czynnika tkankowego tissue factor pathway inhibitor
PROC, PROCR Bialtko C i jego receptor protein C, protein C receptor
ANXAS Aneksyna AS annexin A5
ADD] Adducyna 1 adducin 1
SERPINE1 Cztonek 1 rodziny serpin E serpin family E member 1
SERPINB?2 Cztonek 2 rodziny serpin B serpin family B member 2
THBD Trombomodulina thrombomodulin
VEGFA Naczyniowo-$rodbtonkowy czynnik wzrostu A vascular endothelial growth factor A
Reakcja na ADHIC Dehydrogenaza alkoholowa 1C (klasa I) alcohol dehydrogenase 1C (class I)
zanieczyszczenie PONI, PON2 Paraoksonaza 1 i 2 paraoxonase I, paraoxonase 2
Srodowiska OPRM1 Receptor opioidowy mu 1 opioid receptor mu 1
GSTTI S-transferaza glutationu T1 glutathione S-transferase theta 1
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Szlak metaboliczny

Symbol genu

Nazwa genu

Nazwa angielska

CYPIAI, CYP2E]

Cytochromy P450 cztonek rodziny 1 podrodziny A
1 czlonek rodziny 2 podrodziny E1

cytochrome P450 family 1 subfamily A
member, cytochrome P450 family 2

subfamily E member 1
GSTM1 Transferaza S-glutationowa mul glutathione S-transferase mu 1
NAT? N-acetylotransferaza 2 N-acetyltransferase 2
Szlak stresu ptodowego CRHBP Biatko wigzace hormon uwalniajacy corticotropin releasing hormone
kortykotropine binding protein
Funkcjonalne zaburzenia | PGR Receptor progesteronowy progesterone receptor
progesteronu
Inne CBS Beta-syntaza cystationiny cystathionine beta-synthase
MTHFR Reduktaza metylenotetrahydrofolianu methylenetetrahydrofolate reductase
MTR Metylotransferaza 5-metylotetrahydrofolianu- S-methyltetrahydrofolate-homocysteine
homocysteiny methyltransferase
MTRR Reduktaza metylotransferazy 5- S-methyltetrahydrofolate-homocysteine
metylotetrahydrofolianowej-homocysteiny methyltransferase reductase
SHMTI Hydroksymetylotransferaza serynowa 1 serine hydroxymethyltransferase 1
PPARG Receptor  aktywowany przez  proliferatory | peroxisome  proliferator  activated
peroksysomoéw gamma receptor gamma




Procesy zwigzane z dojrzewaniem szyjki macicy oraz PPROM sa szeroko
badane w konteks$cie etiologii porodu przedwczesnego. W procesy te, zaangazowane sg
metaloproteinazy i ich tkankowe inhibitory. W szczego6lnosci do tej pory badacze
skupili si¢ na polimorfizmach genéw MMPI, MMP9Y oraz TIMP2. Pomimo licznych
prowadzonych badan nad genetyczng etiologia porodu przedwczesnego,
metaloproteinazy oraz ich inhibitory tkankowe nadal stanowig nie w pelni poznany
obszar wiedzy. Bibliografia dotyczaca polimorfizméw genéw metaloproteinaz i ich
tkankowych inhibitoréw jest nieliczna. W Polsce do tej pory nie przeprowadzano badan

w tym zakresie.

5.4. Polimorfizmy genéw metaloproteinaz w etiologii porodu przedwczesnego

Wigkszo$¢ publikacji dotyczacych polimorfizméw MMPs dotyczy populacji
afroamerykanskiej, ze wzgledu na udowodnione czgstsze wystgpowanie tego
powiktania wérdd populacji rasy czarnej. Fujimoto 1 wsp. poddali analizie polimorfizm -
1607 1G/2G genu MMPI, ktéry badano rowniez w powyzsze] rozprawie doktorskie;.
Do badania wiaczono afroamerykanskie noworodki z cigz zakonczonych PPROM.
Autorzy potwierdzili doniesienia Rutera z 1998 r. o zwigkszonej aktywnos$ci promotora
w przypadku insercji guaniny oraz zwigkszeniu transkrypcji MMP1 1 syntezie MMP1 w
komorkach bton ptodowych. Ponadto udowodnili, iz nosicielstwo allela 2G u ptodow
zwigzane bylo z czestszym wystgpowaniem PPROM [Fujimoto i wsp., 2002].

Po raz pierwszy w populacji europejskiej polimorfizmy MMPs zostaty zbadane w
2014 r. W analizie uwzgledniono polimorfizm -7607 1G/2G MMP]I oraz polimorfizm
1562 C/T MMP9. Badanie przeprowadzono w Stowenii. Grupa badang byto 113 kobiet
charakteryzujacych si¢ wystgpieniem samoistnego porodu przedwczesnego z
zachowanym pecherzem plodowym. Wyniki tego badania nie potwierdzity
wczesniejszych doniesien dla kobiet rasy czarnej. Nie wykazano dowodow na zwigzek
wyzej wymienionych polimorfizméw z wystepowaniem porodu przedwczesnego w
grupie kobiet rasy kaukaskiej [Pereza i wsp., 2014].

W toku analizy polimorfizmu -1607 1G/2G MMPI w powyzszej rozprawie
doktorskiej, podobnie jak w pracy Perezy i wsp., nie stwierdzono roznic statystycznie
istotnych w czesto$ci wystepowania genotypow i alleli pomiedzy grupa badang a grupa

kontrolng. Genotyp /G/1G wystepowal czesciej u pacjentek z PTD, a allel 2G w grupie
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kontrolnej. Z kolei w badaniu Fujimoto 1 wsp., to wlasnie nosicielstwo allela 2G u
ptodow miato istotnie statystyczny zwiazek z wystapieniem PPROM.

W kolejnym badaniu prowadzonym ws$rod rasy czarnej analizowano kilkaset
SNPs, w tym trzy polimorfizmy: MMPI rs7945189, MMP2 rs11639960 oraz badany
réwniez w powyzszej rozprawie polimorfizm TIMP2 rs2277698. W grupie badanej
znalazly si¢ kobiety ciezarne rasy czarnej z samoistnym porodem przedwczesnym lub
PPROM, odbytym miedzy 20, a 36+6 tc. Grupa badana liczyta 77 kobiet (42 pacjentki z
PPROM oraz 35 pacjentek z SPTD), podczas gdy do grupy kontrolnej wlaczono 756
kobiet, w cigzy pojedynczej, rodzacych o czasie. Autorzy wykazali, iz z badanych
polimorfizmdw, te dotyczace modeli recesywnych: MMP?2 oraz TIMP2 zwigzane byty z
wystepowaniem spontanicznego porodu przedwczesnego <37 tc. (dla MMP2 OR=8,26,
p=0,000048, dla TIMP2 OR=8,6, p=0,00047). Wedtlug tej analizy, modele recesywne
genow MMPI oraz MMP?2 zwigzane byly rowniez z wyzszym odsetkiem porodow <34
tc. (dla MMPI OR=17,05, p=0,0003, dla MMP2 OR=10,32, p=0,0002) [Frey i wsp.,
2016].

Do podobnych wnioskéw odnosnie polimorfizmu genu 7/IMP2 doszli wczesniej
Romero 1 wsp., publikujac w 2010 r. dwie obszerne prace dotyczace badan nad SNPs w
etiologii porodu przedwczesnego. Pierwsza z nich dotyczyla analizy SNP w grupie
hiszpanskich kobiet i noworodkéw z cigz powiktanych PPROM. Byta to duza praca
obejmujaca 225 matek oraz 155 noworodkéw z grupy badanej oraz 599 matek i 628
noworodkow z grupy kontrolnej. Analiza dotyczyta 190 genow i 775 SNPs. Badanie to
wykazato po raz pierwszy, iz matczyny polimorfizm genu TIMP2 rs 2277698 byt
istotnie statystycznie zwigzany z wystepowaniem PPROM (OR=2,12, p=0,000068). Nie
wykazano natomiast zwigzku tego polimorfizmu z chorioamniotitis. Dla ptodowego
polimorfizmu MMPI19 rs 1056784 takze wykazano zwiazek z PPROM (OR=6,81,
p=0,003) [Romero 1 wsp., 2010 a]. W tym samym roku opublikowano podobng analize
prowadzong tym razem ws$rod kobiet z samoistnym porodem przedwczesnym z
zachowanymi blonami. Badano 223 matki i 179 noworodkéw z grupy badanej oraz 599
matek i 628 noworodkéw z grupy kontrolnej. Badanie dotyczyto podobnie ludno$ci
hiszpanskiej. Udowodniono zwigzek polimorfizmu TIMP2 1s2277698 u matek
(OR=1,98, p=0,000197) i ptodéw (OR=1,82, p=0,001) z porodem przedwczesnym z
zachowanymi btonami. Wykazano takze, iz matczyny oraz plodowy polimorfizm
TIMP2 1s55743137 maja istotnie statyczny zwigzek z wystegpowaniem SPTD dla
wartosci p<0,05 (dla matek: OR=1,36, p=0,034; dla ptodow: OR=1,49, p=0,011).
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Zwiazek z samoistnym porodem <37 tc. wykazano takze dla polimorfizmow
matczynych MMP16 1s3739382 (OR=2,56, p=0,017), MMPI0 rs486055 (OR=1,76,
p=0,022) oraz dla ptodowego TIMPI rs 11551797 (OR=0,45, p= 0,04) [Romero i wsp.,
2010 b].

Inne wnioski dotyczace polimorfizmu TIMP2 pochodza z pracy Predy i wsp. z
2020 roku. Zespoét ten analizowal m.in polimorfizm 7IMP2 1s2277698 w populacji
kobiet pochodzacych z Rumunii. Grupa badana obejmowata 79 matek i noworodkoéw z
SPTD. Grupe¢ kontrolng stanowito 81 par matek i noworodkdw urodzonych o czasie.
Badanie to nie wykazalo zwigzku tego polimorfizmu genu 7IMP2 z ryzykiem
samoistnego porodu przedwczesnego [Preda 1 wsp., 2020].

W powyzszej rozprawie doktorskiej, badano 2 polimorfizmy genu TIMP2. W
toku analizy polimorfizmu rs2277698, porownujac grupg badang i kontrolng, podobnie
jak w badaniu Predy i wsp., nie wykazano zwigzku wystepowania tego wariantu z PTD,
jednak genotypy zawierajace zmutowany allel 7' czeSciej wystepowaly w grupie
kontrolnej (dla modelu dominujacego: OR=1,84, 95%PU=0,95-3,59, p=0,0677).
Ciekawy wniosek dotyczy analizy czestosci wystepowania alleli: obecno$¢ allela T
zmniejszala prawie o potowe ryzyko wystepowania PTD (OR=0,53, 95%PU=0,29-0,97,
p=0,0360).

Analizujgc  wariant 1s55743137 genu TIMP2, wykazano brak zwigzku
wystepowania tego polimorfizmu z PTD w grupie polskich kobiet. Z kolei analiza tego
polimorfizmu w grupach wyodrebnionych w zalezno$ci od tygodnia zakonczenia cigzy,
pokazuje istotnie statystyczny zwiazek genotypu 77 z PTD w modelu kodominujacym,
poréwnujac grup¢ kobiet rodzacych skrajnie i bardzo przedwczesnie zarowno z grupa
MPTD (p=0,0160) jak i kontrolng (p=0,0118). W modelu recesywnym rowniez
zaobserwowano takie r6éznice (grupa EPTD+VPTD vs. MPTD p=0,0465, EPTD+VPTD
vs. kontrola p=0,0354).

W powyzszej rozprawie doktorskiej, badania nad wariantem polimorficznym
372C>T genu TIMPI nie wykazaly istotnych statystycznie réznic w czgstosciach
wystepowania genotypéw 1 alleli wsrdd analizowanych kobiet. Tym samym nie
stwierdzono wplywu tego wariantu na wzrost ryzyka wystgpienia porodu

przedwczesnego u badanych Polek.

Oproécz wyzej opisanych prac, na przestrzeni kilkunastu lat powstato zaledwie

kilka analiz zwigzanych z tematyka badajaca zwiazek polimorfizmow MMPs z porodem
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przedwczesnym. Badania dotyczyly glownie polimorfizmow genu MMP9. Trzy prace
oceniatly polimorfizm -1562 C/T MMP9. Do tej pory nie opublikowano prac
analizujacych inne polimorfizmy MMP9, jak na przyktad: rs17576 ¢.8364A>G oraz
rs17577 ¢.2003 G>A. Analiza tych dwoéch ostatnich polimorfizmow znalazta si¢ w
powyzszej rozprawie doktorskiej, co stanowi nowy element oceny polimorfizmow
MMP?9 i ich zwiazku z wystgpowaniem porodu <37 tc.

Ferrand i wsp. opublikowali badanie analizujagce zmienng liczg powtdrzen
tandemowych oraz polimorfizm -1562C/T genu MMPY. Grupa badang byly
afroamerykanskie noworodki z cigz powiktanych PPROM. Nie wykazano istotnie
zwigkszonej aktywnos$ci promotora w przypadku polimorfizmu -7562C/T. Badanie nie
wykazalo réwniez zwigzku polimorfizmu 1562C/T MMP9 z PPROM [Ferrand i wsp.,
2002].

W innym badaniu oceniajacym polimorfizm -1562 C/T MMP9 w grupie
amerykanek rasy bialej pochodzenia niehiszpanskiego, udowodniono zwigzek
wystepowania tego polimorfizmu z porodem przedwczesnym. Autorzy nie zaznaczyli
jednak, ktory genotyp jest najbardziej zwigzany z tym powiktaniem [Jones i wsp., 2012].

Fang i wsp. rowniez dokonali oznaczen polimorfizmu -7562C/T MMP9. Badanie
prowadzone bylo wsrod kobiet rasy zottej z PPROM. Grupa badana liczyta 206 kobiet,
grupa kontrolna 287 pacjentek. Autorzy udowodnili, iz genotyp TC/TT zwiazany jest z
ryzykiem PPROM (OR=5,31, 95%CI: 1,07-26,44). Rowniez nosicielstwo genotypu CC
istotnie zwigkszyto ryzyko wystapienia PPROM (OR=4,20, 95% CI:1,16-15,21) [Fang i
wsp., 2009].

Dla dwoch badanych polimorfizmow genu MMP9: rs17576 1 rs17577 w
powyzszej rozprawie doktorskiej, w zadnym przypadku nie wykazano bezposredniego
zwiazku z wystepowaniem porodu przedwczesnego u polskich cigzarnych. Sa to nowe,
istotne wnioski, gdyz wczesniej nie analizowano wyzej wymienionych polimorfizmow
w kontek$cie wystepowania porodu przedwczesnego.

Autorzy pozostalych prac o tej tematyce skupiali si¢ na mniej znanych
polimorfizmach MMPs. Wang 1 wsp. w 2008 r. zidentyfikowali nowy polimorfizm
AF007878.1 (MMP-1): 3447T>C w promotorze genu MMPI. Badano 284
afroamerykanskie noworodki urodzone przedwczesnie z powodu PPROM. Grupeg
kontrolng stanowito 361 noworodkéw rasy czarnej urodzonych o czasie. Wykazano iz
noworodki z genotypem 77 maja 3,5 razy wigksze ryzyko PPROM w poréwnaniu do
noworodkow o genotypie CC (p=0,007). Udowodniono , iz allel C wptywa na
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zmniejszenie aktywno$ci promotora, transkrypcji MMPI oraz dziata protekcyjnie
wobec PPROM [Wang i wsp., 2008].

W badaniu opublikowanym 4 lata wcze$niej, Wang i wsp. analizowali trzy
polimorfizmy MMPS: -799C/T, -381A4/G, +17C/G. Badajac genotypy noworodkow rasy
czarnej, autorzy udowodnili brak istotnie statystycznego zwiazku miedzy badanymi
polimorfizmami a PPROM. Z drugiej strony, analiza haplotypow wykazala, iz
nosicielstwo -7997, -381G, +17G zwigzane bylo ze zwigkszeniem aktywnosci
promotora MMPS i bylo istotnie czgstsze w przypadku PPROM (OR=4,63, p=0,0001).
Haplotyp -799C, -3814, +17C zwiazany byl ze zmniejszonym ryzykiem wystapienia
PPROM (OR=0,52, p=0,0002) [Wang 1 wsp., 2004].

W kolejnej publikacji z 2009 r. badano 130 gendéw pod katem wystepowania 1432
polimorfizméw pojedynczego nukleotydu. W badaniu wykorzystano probki DNA
pobrane z krwi od matek oraz ptodow z cigz zakonczonych samoistnym porodem
przedwczesnym. Badanie okreélito, iz wplyw na wystgpienie samoistnego porodu
przedwczesnego u rasy czarnej majg warianty genow zwigzane z infekcja oraz
odpowiedzig zapalng. Wsrdéd badanych gendw, znalazty sie takze MMP2 oraz MMPY.
Analiza genotypu ptodow wykazata zwigzek polimorfizmu MMP?2 rs233832 (model GG)
z wystgpowaniem SPTD (OR=2,93, 95%CI=1,56-5,49, p=0,001). Badajac
polimorfizmy MMP9 rs6104420-rs3918260, analiza haplotypow, wykazata z kolei, iz
haplotyp GC ma najwigkszy zwigzek z porodem przedwczesnym (OR=2,27, 95% CI
1,31-3,91, p=0,002) [Velez i wsp., 2009].

Jedno z nowszych badan o tej tematyce opublikowane zostalo w 2018 r.
Lathouras i wsp. oznaczali polimorfizmy MMP1 rs1144393, MMP2 rs11639960, MMP3
rs3025039 oraz TIMP2 7503607. Grupa badana liczyta 66 greczynek, bedacych w
przedziale 24-37 tc. z obecng samoistng czynno$cig skurczowa lub przedwczesnym
peknigciem pecherza ptodowego. Grupg kontrolng stanowilo 66 bezobjawowych,
zdrowych kobiet, bedacych w ciazy pojedynczej miedzy 24-37 tc. Analiza wykazata
brak istotnych zalezno$ci miedzy wystgpowaniem tych czterech polimorfizméw a
porodem przedwczesnym w grupie greckich kobiet [Lathouras i wsp., 2018].

W latach 2015-2017 prowadzono badanie na grupie 225 indyjskich kobiet.
Badanie opublikowano w 2020 r. Pandey 1 wsp. pobierajac probki krwi, oznaczali
polimorfizmy genoéw trzech metaloproteinaz: MMP1 (—16071G/2G), MMPS (+17C/G, -
799C/T) oraz MMP9 (—1562 C/T). W przypadku MMP9 genotypy CT (p = 0,001; OR =
1,44)1 TT (p = 0,05; OR = 2,6) zwigzane byly z wyzszym ryzykiem wystapienia porodu
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przedwczesnego. Analiza haplotypow ukazata tez zalezno$¢ migdzy czestoscia
wystepownia haplotypu GT MMPS (+17C/G, —=799C/T) a porodem przed 37 tc. [Pandey
1 wsp., 2020 b].

5.5. Implikacje kliniczne badan w zakresie etiologii porodu przedwczesnego

Dotychczasowe badania udowodnity, Zze metaloproteinazy oraz inhibitory
tkankowe metaloproteinaz, poprzez wptyw na homeostaz¢ tkanki tacznej, wptywaja na
czestos¢ wystepowania wielu powiktan potozniczych, jak pordéd przedwczesny, stan
przedrzucawkowy, wewnatrzmaciczne ograniczenie wzrastania ptodu. Dalszy rozwdj
badan nad tymi biatkami moze istotnie wptyna¢ na farmakoterapie tych zaburzen.

W 2007 r. Goldman i wsp. opublikowali prace badajacag wptyw progesteronu na
ekspresje MMP2. Udowodniono wtedy hamujacy wptyw progesteronu na sekrecje pro-
MMP2, ekspresje oraz aktywno$¢ promotora genu MMP2 w tozysku. Wplyw ten
zauwazono tylko przed rozpoczeciem czynno$ci skurczowej macicy. Po wystapieniu
czynnos$ci skurczowej macicy progesteron nie hamowat aktywnosci MMP2 [ Goldman i
wsp., 2007].

Inne badania pokazuja rowniez wplyw syntetycznych form progesteronu na
aktywno$¢ TNF-a, ktory z kolei powoduje aktywacje MMP9. Allen i wsp. opisali
hamujacy wptyw octanu medroksyprogesteronu na o§ TNF-o w komodrkach owodni.
Zademonstrowali tym samym mozliwy punkt uchwytu dla dzialania gestagenéw, co
mogloby w przysziosci zapobiegaé przedwczesnemu odptywaniu plynu owodniowego
[Allen 1 wsp., 2015].

Inhibitory TNF-a stosowane sa z pomyslno$ciag w wielu dziedzinach medycyny
np. w reumatologii. Leki biologiczne obecnie nie sg zalecane w leczeniu powiklan
polozniczych. Biorgc pod uwage dziatanie TNF-a i jego wplyw na MMPs, leki anty-
TNF-a moga rdwniez wptywaé na zmniejszenie czegstosci wystepowania porodu przed
37 tc. Badanie Holmgrena i wsp. pokazuje, ze stosowanie inhibitoréw TNF-a redukuje
ryzyko zgonu wewnatrzmacicznego ptodu i porodu przedwczesnego indukowanego
przez lipopolisacharydy [Holmgren i wsp., 2008].

Fortunato i wsp., zbadali wptyw IL-10 na zmiany st¢zenia mRNA zelatynaz w
btonach  plodowych. Probki bton stymulowano lipopolisacharydami lub
lipopolisacharydami oraz IL-10. Nastepnie zastosowano metod¢ PCR oraz ELISA do
ilosciowego oszacowania mRNA MMP2 i MMP9. Wynikiem badan byt spadek stezenia
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metaloproteinaz podczas kostymulacji probek LPS i IL-10. Uznano tym samym, ze IL-
10 moze eliminowa¢ zalezna od LPS indukcj¢ Zelatynaz w btonach ptodowych. Jest to
kolejny punkt uchwytu dla potencjalnego wprowadzenia farmakoterapii porodu
przedwczesnego spowodowanego przedwczesnym odptywaniem wod plodowych
[Fortunato 1 wsp., 2001].

Zelatynazy byty takze przedmiotem badan w pracy Mano i wsp. Naukowcy
badali wplyw tocilizumabu na zalezng od IL-6 indukcje MMP2 oraz MMP9. Po raz
pierwszy udowodniono hamujace dzialania tocilizumabu na IL-6, co istotnie
zmniejszyto produkcj¢ MMP2 i MMP9 w btonach ptodowych u kobiet z PPROM
[Mano i wsp., 2009].

Nutrigenetyka jest obecnie szeroko rozwijajaca si¢ dziedzing, badajaca
zalezno$ci gen-dieta. Sundrani i wsp. po raz pierwszy zauwazyli znaczacy zwigzek
ekspresji MMP3 i MMP2 w tozysku z odpowiednio witaming B12 (p=0,049) oraz
folianami (p=0,007) w surowicy kobiet rodzacych przed 37 tc. Nie udowodniono
takiego zwigzku dla TIMP1 oraz TIMP2. We wczeséniejszych pracach wykazano, ze
zaburzenia st¢zenia witaminy B12 oraz hiperhomocysteinemia moga powodowac
degradacje macierzy zewnatrzkomodrkowej oraz indukowac¢ stan zapalny, co z kolei
aktywuje MMPs. Potrzebne sa dalsze badania, aby potwierdzi¢, czy prawidtowe
odzywianie i podaz mikroelementéw wptywa na modyfikacje epigenetyczne DNA i
rozw0j powikltania, jakim jest pordd przedwczesny [Tobin 1 wsp., 2009, Sundrani i wsp.,

2013].

5.6. Ograniczenia przeprowadzonych badan

Etiopatogeneza porodu przedwczesnego jest wieloczynnikowa, z podkresleniem
duzego udzialu czynnikéw genetycznych. Wydaje si¢, ze na wystapienie porodu
przedwczesnego prawdopodobnie wptywaja liczne warianty genetyczne, z ktérych
kazdy wywiera maty efekt, stad okreslenie asocjacji w tym zakresie wymaga badan w
duzych liczebnie grupach pacjentek.

W przedstawianej rozprawie doktorskiej grupy ci¢zarnych, w zwiazku z
precyzyjnym doborem pacjentek i $cisle okreslonymi kryteriami wiaczenia do badania,
byty stosunkowo nieliczne. Szczegodlnie mala liczebnie byta grupa rodzacych przed
zakonczeniem 28 tc., co ma jednak swoje odzwierciedlenie w dostepnych doniesieniach

swiatowych, ukazujacych najmniejszy odsetek porodéw skrajnie przedwczesnych
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sposrod wszystkich wczesniakow. Bioragc pod uwage niewielka liczbe pacjentek
rodzacych <28 tc. w powyzszym badaniu, do celéw statystycznych potaczono t¢ grupe z
pacjentkami rodzacymi migdzy 28-32 tc.

Dodatkowo podkresli¢ nalezy, ze dotychczasowe analizy polimorfizméw gendow
metaloproteinaz i ich tkankowych inhibitorow przeprowadzane w Europie obejmowaty
rowniez niewielkie liczebnie grupy badawcze, co niewatpliwie jest ograniczeniem
wczesniejszych badan, jak réwniez prezentowanej rozprawy doktorskiej. Dlatego
niezbedne jest kontynuowanie prac w tym zakresie na wigkszych liczebnie populacjach.

W powyzszej rozprawie doktorskiej oznaczano 6 polimorfizmow, z czego, co
nalezy podkresli¢, warianty rs17576 (8364A>G) oraz rs17577 (2003G>A) genu MMP9
nigdy wczesniej nie zostaly zbadane w kontek$cie wystepowania porodu
przedwczesnego. Wyjasnienie mechanizméw inicjujacych pordd przedwczesny opiera
si¢ na badaniach genomoéw matek jak i ich noworodkéw, poniewaz w rozpoczecie
porodu zaangazowane sg substancje wydzielane zar6wno przez matke jak i ptod. W
prezentowanej pracy analizowano tylko genotypy matek, co jest rowniez ograniczeniem
tej rozprawy 1 wymaga kontynuacji badan.

Przeprowadzona w rozprawie analiza danych klinicznych pacjentek nie
wykazata ich udzialu w etiologii porodu przedwczesnego. Istotng zaleznos¢ uzyskano
dla tygodnia zakonczenia cigzy pomi¢dzy grupami badang oraz kontrolng, co §wiadczy
o prawidlowym doborze pacjentek do wyzej wymienionych grup. Nizszy przyrost masy
ciatla w cigzy (wyrazony jako roznica BMI) wsrod pacjentek rodzacych przedwczesnie
moze sygnalizowa¢ wplyw przyrostu masy ciala na ryzyko wystapienia porodu
przedwczesnego. Jednak wartosci BMI przed cigza we wszystkich grupach byly
prawidlowe 1 przyjmujac, ze w II 1 III trymestrze cigzy nastgpuje przyrost masy
cigzarnej ok. 0,5 kg tygodniowo, obserwowany nizszy przyrost masy w grupie
EPTD+VPTD wynikal prawdopodobnie tylko z wczesniejszego zakonczenia cigzy.
Dlatego na podstawie wyzej wymienionych analiz danych klinicznych nie mozna
sformutowa¢ jednoznacznych wnioskow dotyczacych wartosci BMI i ryzyka porodu

pI'ZGdWCZCSl’legO.

5.7. Podsumowanie

Pomimo prowadzenia wielu badan nad patogeneza porodu przedwczesnego,

powikianie to pozostaje wcigz wiodacym problemem wspolczesnego potoznictwa.
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Wecezesniactwo wigze si¢ z duza S$miertelnosciag oraz zachorowalno$cig wsrod
noworodkow natomiast u kobiet, pordd przed 37 tc. zwigksza ryzyko wystgpienia tego
powiktania w kolejnych cigzach, indukuje wzrost powiktan w pologu jak infekcje, czy
problemy z laktacjg, ma takze wplyw na sposob zakonczenia cigzy i zwigkszenie
odsetka cig¢ cesarskich w tej grupie pacjentek. W zwiazku z mozliwym udziatem
czynnikow srodowiskowych, hormonalnych oraz genetycznych w etiologii tej jednostki,
nadal prowadzone sg czynne liczne analizy w tym zakresie. Dodatkowo niejasna
patogeneza powoduje, ze mozliwosci farmakologiczne terapii tego powiktania sg nadal
bardzo ograniczone.

W ostatnich latach zwrécono uwage na role metaloproteinaz w etiologii porodu
przedwczesnego. Udowodnione dziatanie MMPs, powodujace liz¢ macierzy
zewnatrzkomorkowej oraz degradacje tkanki tacznej wskazuje na ich udziat w
przedwczesnym dojrzewaniu szyjki macicy, przedwczesnym peknieciu bton ptodowych
oraz porodzie przedwczesnym. W powyzszej rozprawie doktorskiej skupiono si¢ na
metaloproteinazach: MMP1 i MMP9 oraz inhibitorach tkankowych metaloproteinaz:
TIMP1 1 TIMP2. Do chwili obecnej, w populacji polskiej kobiet cigzarnych brak jest
badan zajmujacych si¢ tg tematyka. Rowniez nieliczne doniesienia w literaturze
Swiatowej skupiaja si¢ glownie na analizie wplywu polimorfizméw gendw
metaloproteinaz na wystgpowanie porodu przedwczesnego u rasy czarnej.

W prezentowanej rozprawie doktorskiej, pomimo jej ograniczen, po raz
pierwszy pokazano zaleznos$ci mi¢dzy poszczegdlnymi polimorfizmami genéw uktadu
MMPs-TIMPs i1 ich wptywem na czas zakonczenia cigzy. Wykazano réwniez udziat
niektorych haplotypoéw oraz wspolwystepowanie genotypéw MMPs oraz TIMPs w
patogenezie porodu przedwczesnego. Na podstawie przeprowadzonych badan wydaje
si¢, ze poznanie etiologii porodu przed 37 tc. oraz okre$lenie udzialu genoéw
metaloproteinaz i ich inhibitoréw tkankowych w wystepowaniu porodu przedwczesnego
moze przyczyni¢ si¢ do powstania nowych mozliwosci diagnostycznych oraz

terapeutycznych.
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6. WNIOSKI

1. Analiza genotypéw oraz alleli polimorfizméw rs1799750 MMPI, rs17576 1
1817577 MMP9, 1s4898 TIMPI oraz rs55743137 TIMP2 sugeruje brak
bezposredniego zwigzku tych wariantéw genetycznych z wystgpowaniem
porodu przedwczesnego.

2. Przewaga wystepowania zmutowanego allela 7 polimorfizmu rs2277698 genu
TIMP2 w grupie kontrolnej sugeruje jego ochronny wplyw na ryzyko
wystapienia porodu przedwczesnego.

3. Obserwowane czestsze wystgpowanie haplotypu CT (rs2277698/rs55743137)
genu TIMP2 w grupie badanej z PTD ujawnia mozliwg role niezmutowanych
alleli tych wariantow w patogenezie porodu przedwczesnego.

4. Analiza wspotwystepowania genotypdéw wskazuje mozliwy sumaryczny wplyw
wariantow 1s4898 genu TIMP] oraz rs17576 genu MMP9 na ryzyko wystapienia
porodu przedwczesnego.

5. Asocjacje genotypdéw polimorfizméw rs2277698 i rs55743137 genu TIMP2 z

tygodniem zakonczenia cigzy moga wskazywaé na ich wplyw na czas trwania

ciazy.
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8. STRESZCZENIE

Wstep: Pordd przedwcezesny (PTD - preterm delivery) jest jednym z najistotniejszych
wyzwan medycyny XXI wieku. Pomimo ciagglego postepu wiedzy, problem ten nadal
dotyczy duzej grupy spolecznej. Wczesniactwo ma swoje powazne konsekwencje
zarbwno w okresie noworodkowym jak i w pdzniejszych etapach zycia. W ostatnich
latach badania dotyczace etiologii porodu przedwczesnego szczeg6lnie skupiaja si¢ na
jego genetycznych aspektach. Pod uwage bierze si¢ udzial metaloproteinaz (MMPs) i
ich tkankowych inhibitorow (TIMPs), ktore odpowiadaja za przebudowe¢ macierzy

zewnatrzkomorkowe.

Cel pracy: Celem badania byla proba oceny znaczenia wybranych polimorfizmow

genow uktadu metaloproteinaz oraz ich inhibitorow tkankowych w etiologii porodu

przedwczesnego w populacji polskich kobiet. Analizie poddane zostaly nastepujace

polimorfizmy: MMPI (rs1799750) -1607 1G/2G, MMP9 (1s17576) 836A>G, (rs17577)

2003G>A, TIMPI (rs4898) 372C>T, TIMP2 (rs2277698) 303C>T, (1s55743137) T>G.

W grupie badanej oraz w grupie kontrolnej badano nastepujace zaleznos$ci:

1. Parametry kliniczne kobiet cigzarnych i noworodkéw z badanych grup

2. Czgsto$¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizméw MMPs oraz TIMPs w

3. grupie badanej i kontrolnej

4. Asocjacje poszczegdlnych polimorfizméw w zaleznosci od czasu trwania cigzy u
kobiet rodzacych przedwczesnie, z podziatem na podgrupy: 22-27+6 tc., 28-31+6
tc., 32-36+6tc.

5. Czgstos¢ wystepowania haplotypéw wybranych polimorfizméw

6. Wspolwystepowanie badanych polimorfizméw genetycznych

7. Analiz¢ zwigzku badanych wariantow genetycznych z parametrami klinicznymi

Material i metody: W badaniach uczestniczylo 240 kobiet ci¢zarnych z populacji
polskiej. Do grupy badanej wiaczono 120 kobiet rodzacych w przedziale 22-36+6 tc.
natomiast do grupy kontrolnej zakwalifikowano 120 ci¢zarnych, ktére urodzity migdzy
37-41+6 tc. W grupie pacjentek z PTD dokonano podzialu na trzy podgrupy w
zalezno$ci od czasu trwania cigzy: pacjentki rodzace skrajnie przedwczesnie (EPTD -

extremely preterm delivery) <28 tc., bardzo przedwczesnie (VPTD - very preterm
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delivery ) 28-31+6 tc. oraz umiarkowanie przedwczesnie (MPTD - moderately preterm

delivery) 32-36+6 tc.

U wszystkich pacjentek zakwalifikowanych do badania odnotowywano wiek
pacjentki, wiek ciagzowy 1 tydzien zakonczenia ciazy, wzrost 1 mase¢ ciala przed cigza,
jak rowniez pod koniec cigzy, warto$ci ci$nienia tg¢tniczego skurczowego i
rozkurczowego. Analizowano réwniez sposob ukonczenia cigzy oraz parametry stanu
urodzeniowego noworodka. Oceng wariantOw genetycznych przeprowadzono w
Pracowni Biologii Molekularnej w Klinice Perinatologii i Choréb Kobiecych
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Do analizy badanych polimorfizmow
zastosowano metode reakcji lancuchowej polimerazy oraz polimorfizmu dhugosci
fragmentow restrykcyjnych. Analiz¢ haplotypéw przeprowadzono przy uzyciu
oprogramowania Haploview w wersji 4.2. Obliczenia statystyczne wykonywano przy

uzyciu programu R, wersja 4.1.1

Wyniki: Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli badanych polimorfizmow u
kobiet z porodem przedwczesnym oraz w grupie kontrolnej

Dla polimorfizmu rs1799750 genu MMPI, rs17576 oraz rs17577 genu MMP?Y,
154898 genu TIMPI, 1s55743137 genu TIMP2 nie stwierdzono rdznic statystycznie
istotnych w czgstosci wystepowania genotypow i alleli pomiedzy grupa badang PTD a
grupa kontrolng. Analizujac czgstos¢ wystepowania alleli polimorfizmu rs2277698 genu
TIMP2 w badanych grupach stwierdzono, ze obecnos$¢ allela 7' zmniejsza prawie o
potowe ryzyko wystepowania porodu przedwczesnego: OR=0,53, 95%PU=0,29-0,97,
p=0,0360.

Po dokonaniu podzialu grupy badanej PTD na podgrupy w zaleznosci od czasu
zakonczenia cigzy, w przypadku polimorfizmu rs55743137, genotyp 77 najczesciej
wystepowat w grupie EPTD+VPTD (82,6%) natomiast w grupie MPTD u 76,3% i
kontrolnej 68,3%. W modelu kodominujacym roznice statystycznie istotne uzyskano
porownujac grupe EPTD+VPTD zaréwno z grupg MPTD (p=0,0160) jak i kontrolng
(p=0,0118). Roznice obserwowano réwniez w modelu recesywnym (grupa

EPTD+VPTD vs. MPTD p=0,0465, EPTD+VPTD vs. kontrola p=0,0354).

Analiza nierOwnowagi sprzezen i czestoSci wystepowania haplotypow
analizowanych wariantéw genéw MMP9 oraz TIMP2
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Poroéwnujac czgstosci wystgpowania haplotypow genu MMP9 w grupach badane;j
1 kontrolnej nie wykazano ich zwigzku z ryzykiem wystepowania porodu
przedwczesnego. Stwierdzono z kolei istotng rdznice w rozktadzie czestosci haplotypu
CT genu TIMP2, zawierajacego oba niezmutowane allele, ktory wystepowat czesciej w

grupie pacjentek z PTD (87,9% vs. 81,2% w grupie kontrolnej, p=0,043, pcon=0,088).

Zwiazek czestosci  wspolwystepowania genotypow badanych  wariantow
genetycznych z porodem przedwczesnym

W  zakresie czgstoSci wspotwystepowania genotypdw najciekawszy wynik
otrzymano analizujac interakcje TIMPI 1s4898 1 MMPY rs17576. Ryzyko urodzenia
przedwczesnie wzrasta ponad dwukrotnie u pacjentek z genotypami AG/CC (13,3 vs.
7,5%, OR=2,22, p=0,177) i AA/TT (11,7 vs. 5,8%, OR=2,50, p=0,153) i ponad
sze$ciokrotnie gdy oba omawiane warianty gendow MMP9 1 TIMPI zawieraja
zmutowane allele: GG/TT (4,2 vs. 0,8%, OR=6,25, p=0,175) w porownaniu do
wspotwystepowania genotypow AA/CC.

Asocjacja danych klinicznych matek i ich noworodkéw z badanymi wariantami
polimorficznymi

W grupie kobiet z porodem przedwczesnym zaobserwowano asocjacje obydwu
badanych polimorfizméw genu TIMP2 7z tygodniem zakonhczenia cigzy w modelu
kodominujacym (dla rs2277698 p=0,0136, a dla rs55743137 p=0,0033) i recesywnym
(rs2277698 p=0,0038, 1s55743137 p=0,0009) oraz masg noworodka w modelu
kodominujacym (rs2277698 p=0,0576, 1s55743137 p=0,0022) i recesywnym
(rs2277698 p=0,0167, rs55743137 p=0,0008).

Whioski:

1. Analiza genotypoéw oraz alleli polimorfizméw rs1799750 MMPI, rs17576 i
1817577 MMP9, 1s4898 TIMPI oraz rs55743137 TIMP2 sugeruje brak
bezposredniego zwigzku tych wariantow genetycznych z wystepowaniem
porodu przedwczesnego.

2. Przewaga wystepowania zmutowanego allela 7 polimorfizmu rs2277698 genu
TIMP2 w grupie kontrolnej sugeruje jego ochronny wplyw na ryzyko

wystapienia porodu przedwczesnego.
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3. Obserwowane czestsze wystgpowanie haplotypu CT (rs2277698/rs55743137)
genu TIMP2 w grupie badanej z PTD ujawnia mozliwg role niezmutowanych
alleli tych wariantow w patogenezie porodu przedwczesnego.

4. Analiza wspotwystepowania genotypdéw wskazuje mozliwy sumaryczny wplyw
wariantow 1s4898 genu TIMP] oraz rs17576 genu MMP9 na ryzyko wystapienia
porodu przedwczesnego.

5. Asocjacje genotypdéw polimorfizméw rs2277698 i rs55743137 genu TIMP2 z

tygodniem zakonczenia cigzy moga wskazywaé na ich wplyw na czas trwania

ciazy.
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9. SUMMARY

Introduction: Preterm delivery (PTD) is one of the greatest challenges of 21st century
medicine. Despite extensive progress in medical knowledge, complications affecting
pregnancy term are still prevalent. Prematurity can have negative consequences, both
during the neonatal period and during later stages of life. In recent years, research on the
etiology of preterm delivery has focused particularly on genetic aspects, including the
involvement of metalloproteinases (MMPs) and their tissue inhibitors (TIMPs), which

are responsible for the remodeling of the extracellular matrix.

Aim of the study: The aim of the study was to assess the impact of certain

polymorphisms in the genes encoding the matrix metalloproteinases and tissue

inhibitors of metalloproteinases on the etiology of preterm delivery in a cohort of Polish

women. The following polymorphisms were analyzed: MMPI (rs1799750) -1607

1G/2G, MMP9 (1s17576) 8364>G, (rs17577) 2003G>A, TIMPI (rs4898) 372C>T,

TIMP?2 (rs2277698) 303C>T, (1s55743137) T>G.

In the study group and the control group, the following relationships were investigated:

1. Clinical observations in pregnant women and newborns from the two groups.

2. The frequency of occurrence of genotypes and alleles of MMP and TIMP
polymorphisms in the study and control groups.

3. Correlation between individual polymorphisms and the duration of pregnancy in
women who experienced preterm delivery, divided into the following subgroups:
22-27 + 6 weeks, 28-31 + 6 weeks, 32-37 weeks.

4. The frequency of certain polymorphism haplotypes.

5. Co-occurrence of the polymorphisms of interest.

6. Correlation between the researched genetic variants and clinical observations.

Material and methods: A cohort of 240 pregnant Polish women participated in the
study. The study group included 120 women who gave birth between 22-36 + 6 weeks
(preterm delivery), while 120 pregnant women, who gave birth between 37-41 + 6
weeks, were qualified as the control group. PTD study group was divided into three

subgroups: delivery <28 weeks (EPTD - extremely preterm delivery), 28-31+6 weeks
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(VPTD - very preterm delivery ) and 32-36+6 weeks (MPTD - moderately preterm
delivery).

For all patients enrolled in the study the following data were recorded: the patient's age,
gestational age, completed week of gestation at the time of delivery, height and body
weight before and at the end pregnancy, as well as systolic and diastolic blood pressure
values. The type of delivery and the parameters of the newborn's birth score were also
analyzed. The evaluation of genetic variants was carried out at the Laboratory of
Molecular Biology at the Division of Perinatology and Women's Diseases at the Poznan
University of Medical Sciences. Polymerase chain reaction and restriction fragment
length polymorphisms were used to analyze the polymorphisms. Haplotype analysis
was performed using Haploview version 4.2. Statistical analyses were performed using

the R program, version 4.1.1.

Results: The frequency of genotypes and alleles of polymorphisms of interest in
women with preterm delivery and in the control group

With respect to the rs1799750 polymorphisms of the MMP1 gene, rs17576 and
rs17577 of the MMP9 gene, 1s4898 of the TIMPI gene and rs55743137 of the TIMP2
gene, no statistically significant differences were found in the frequency of genotypes
and alleles between the PTD group and the control group.

Analysis of the frequency of alleles of the 152277698 polymorphism of the 7/MP2 gene
in the studied groups found that the presence of the 7 allele almost halved the risk of
preterm labor (OR = 0.53, 95 % CI =0.29-0.97, p = 0.0360).

After dividing the PTD group into subgroups depending on the week of
pregnancy, with respect to the rs55743137 polymorphism, the 77 genotype was most
common in the EPTD + VPTD group (82.6 %), while its frequency was found to be
76.3 % in the MPTD group and 68.3 % in the control group. In the codominant model,
statistically significant differences were obtained by comparing the EPTD + VPTD
group with both the MPTD group (p = 0.0160) and the control group (p = 0.0118).
Differences were also observed in the recessive model (EPTD + VPTD group vs.

MPTD, p = 0.0465; EPTD + VPTD vs. control, p = 0.0354).

Analysis of linkage disequilibrium and the frequency of haplotypes of MMP9 and
TIMP2 gene variants
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Comparing the frequencies of the MMP9 haplotypes in the study and control
groups, no correlation between these haplotypes and a risk of preterm labor was
demonstrated. On the other hand, a significant difference was found in the frequency of
the CT haplotype of the TIMP2 gene containing both unmutated alleles, which was
more common in the PTD group (87.9 %) compared with 81.2 % prevalence in the

control group (p = 0.043, peorr= 0.088).

Correlation between the frequency of coexistence of variant genotypes with
preterm labor

In terms of the frequency of coexisting genotypes, the most interesting
observation was made upon analyzing the interaction of TIMPI rs4898 and MMP9
rs17576. The risk of premature birth more than doubled in patients with the AG/CC
genotypes (13.3 vs. 7.5 %, OR =2.22, p=0.177) and AA/TT (11.7 vs. 5.8 %, OR = 2.50,
p = 0.153) and more than six-fold when both aforementioned variants of the MMP9 and
TIMP]I genes contained mutated alleles: GG/TT (4.2 vs. 0.8 %, OR = 6.25, p = 0.175)
relative to the coexistence of 44/CC genotypes.

Analysis of clinical data of mothers and their newborns with the investigated
polymorphic variants

In the group of women who underwent preterm labor, a correlation between the
frequency TIMP2 gene polymorphisms and the week of pregnancy achieved was
observed in terms of the codominant model (p = 0.0136 for rs2277698, p = 0.0033 for
rs55743137) and the recessive model (p = 0.0038 for rs2277698 and p = 0.0009 for
rs55743137) as well as the weight of the newborn in the codominant (p = 0.0576 for
1s2277698 and p = 0.0022 for rs55743137) and the recessive (p = 0.0167 for rs2277698
and p = 0.0008 for rs55743137) models.

Conclusions:

1. No direct relationship was observed between genotypes and alleles of MMPI
rs1799750, MMP9 rs17576 and rs17577, TIMPI rs4898 and TIMPZ2 rs55743137
polymorphisms and the risk of preterm labor.

2. The predominance of the mutated 7 allele of the rs2277698 polymorphism of the
TIMP?2 gene in the control group suggests a protective role diminishing the risk of

preterm labor.
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3. A higher prevalence of the CT haplotype (rs2277698 / 1s55743137) of the TIMP2
gene in the PTD group suggests a possible role of the unmutated alleles of these
variants in the pathogenesis of preterm labor.

4. The analysis of the coexistence of genotypes indicates the possible combined
effect of the rs4898 variants of the TIMPI gene and the rs17576 variants of the
MMP9 gene on the risk of preterm labor.

5. Correlation between genotypes of the rs2277698 and rs55743137 polymorphisms
of the TIMP2 gene in the PTD group relative to the control group may indicate

their influence on the duration of pregnancy.
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SPIS RYCIN

Rycina 1. Schemat budowy wybranych metaloproteinaz - MMP9, MMP1.

Rycina 2. Schemat dzialania tkankowych inhibitor6w metaloproteinaz TIMPs.

Rycina 3. Schemat klasyfikacji pacjentek do badania.
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Rycina 5. Przyktadowe zdjecie elektroforezy produktow po reakcji hydrolizy enzymem
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