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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ACOG Amerykanskie Kolegium Potoznikéw i Ginekologéw (American Congress of
Obstetricians and Gynecologist)

ACTH adrenokortykotropina ( AdrenoCorticoTropic hormone)

AFI wskaznik ptynu owodniowego (Amniotic Fluid Index)

AUC  pole pod krzywg ROC (Area Under Curve)

BMI indeks masy ciata (Body Mass Index)

DNA  kwas deoksyrybonukleinowy (Deoxyribonucleic Acid)

cDNA  komplementarny DNA (Complementary DNA)

ECM  macierz zewnatrzkomorkowa (Extracellular Matrix)

ELISA test immunoenzymatyczny (The Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
EMMPRIN czynnik indukujacy metaloproteinazy macierzowe (Extracellular Matrix
Metalloproteinase Inducer)

FLM  badanie oceny dojrzatosci ptud ptodu (Fetal Lung Maturity)

GBS paciorkowiec grupy B (Group B Streptococcus agalactiae)

1Al zakazenie wewnatrzowodniowe (Intraamniotic Infection)

IL-1p  interleukina 1 beta (Interleukin-1 beta)

IUGR wewnagtrzmaciczne ograniczenie wzrastanie plodu (Intrauterine Growth
Restriction)

IQR rozstep ¢wiartkowy (InterQuartile Range)

KTG kardiotokografia

M Srednia arytmetyczna (Medium)

Mdn mediana (Median)

MMP-1 metaloproteinaza-1 (Metalloproteinase-1)

MMP-2 metaloproteinaza-2 (Metalloproteinase-2)

MMP-8 metaloproteinaza-8 (Metalloproteinase-8)

MMP-9 metaloproteinaza-9 (Metalloproteinase-9)

MT-MMPs metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej typu btonowego
(Membrane Type Matrix Metalloproteinases)

PBS buforowany fosforanem roztwor soli fizjologicznej (Phosphate Buffered Saline)
PIH nadci$nienie indukowane cigza (Pregnancy Induced Hypertension)

PMK przedziat migdzykwartylowy

PROM  przedwczesne pgkniecie bton ptodowych (Premature Rupture of Membranes)
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PPROM  przedwczesne peknigcie bton ptodowych przed terminem tj. przed
ukonczeniem 37.tygodnia cigzy (Preterm Premature Rupture of Membranes)

PTD porod przedwczesny (Preterm Delivery)
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ROC  ocena jakosci klasyfikacji (Receiver Operating Characteristic)
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Polimorphism)

RT-PCR reakcje tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (Real Time
Polymerase Chain Reaction)
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TNF-a czynnik martwicy nowotworow alfa (Tumor Necrosis Factor alpha)
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1. WSTEP

Przedwczesne peknigcie blon ptodowych (ang. Premature Rupture of Membranes,
PROM) to przerwanie cigglosci blon ptodowych przed wystgpieniem porodowej
czynno$ci skurczowej macicy, skutkujace wyciekiem ptynu owodniowego [1, 2, 3].
Patologia ta moze pojawi¢ si¢ W cigzy donoszonej tj. powyzej 37. tygodnia cigzy albo
przedwczesnie, przed ukonczeniem 37. tygodnia cigzy. Dotyczy od 3 do ok. 10 %
wszystkich cigz, 8 % ciaz donoszonych oraz komplikuje przebieg ok. 3 % ciaz przed
ukonczonym 37. tygodniem [103]. Szacuje si¢, ze przerwanie ciggtosci bton ptodowych
jest przyczyna od 30 do ok. 40 % porodéw przedwczesnych [4, 5, 6, 16]. Konsekwencje
tej potozniczej patologii, zarbwno w cigzy donoszonej jak i niedonoszonej, moga by¢
bardzo powazne tj. przedwczesne oddzielenie si¢ tozyska, ucisk sznura pgpowinowego,
wypadniecie pgpowiny, infekcja u matki i noworodka, zapalenie bton ptodowych,
zwickszone ryzyko ukonczenia cigzy na drodze zabiegowej, zespot niewydolno$ci
oddechowej u noworodka czy zwigkszona $miertelnos¢ okotoporodowa [7-11].

Pomimo dostepnosci testow potwierdzajacych rozpoznanie PROM, nie jest dostgpna
dotychczas zadna metoda wiarygodnego przewidywania tej patologii. Wynika to gtdwnie
z faktu, iz do chwili obecnej etiologia oraz czynniki ryzyka tego zjawiska nie sg do konca
jasne, a w konsekwencji zbadane. Wptywa to bezposrednio na brak efektywnego testu
przesiewowego kwalifikujacego pacjentki do grupy ryzyka wystapienia przedwczesnego
peknigcia  pecherza pltodowego oraz  odpowiednio  dobranych  schematow
terapeutycznych.

Pomimo wieloczynnikowej etiologii badacze sg zgodni co do faktu, iz nasilona
degradacja kolagenu, stanowigcego glowng sktadowa macierzy zewnatrzkomorkowej
bton ptodowych, jest jednym z najistotniejszych czynnikéw prowadzacym do
PROM/PPROM [22, 23, 24]. Odpowiednio wczesne rozpoznanie nasilonej degradacji
macierzy zewnatrzkomorkowej bton plodowych oraz identyfikacje czynnika (np.
farmakologicznego), ktory zapobiegtby owej degradacji, by¢ moze przyczynitoby si¢ do
redukcji liczby przypadkéw PROM i PPROM oraz wszelkich konsekwencji z nim
zwigzanych.

Dane literaturowe wskazuja na zwigkszong ekspresj¢ niektorych przedstawicieli
enzymoOw z grupy metaloproteinaz (MMPS) w btonach ptodowych oraz zwigkszone

stezenie owych MMPs we krwi cigzarnych kobiet w przypadku wystapienia patologii



potozniczej jaka jest przedwczesne peknigcie blon ptodowych [12-14]. Zacheca to do
poszukiwan zaleznosci pomigdzy MMPs a wystgpowaniem zjawiska PROM i PPROM.

1.1 Definicja i klasyfikacja przedwczesnego peknigecia blon plodowych

Przedwczesne pekniecie bton ptodowych definiowane jest jako przerwanie cigglo$ci
pecherza ptodowego pojawiajace si¢ przynajmniej godzing przed porodowa czynnoscia
skurczowa [1, 2, 16]. PiSmiennictwo rdznicuje przedwczesne peknigcie pecherza
ptodowego uwzgledniajac czas trwania cigzy. Pgkniecie bton ptodowych w cigzy
donoszonej tj. po ukonczeniu 37. tygodnia cigzy, a przed rozpoczeciem czynnoSci
skurczowej definiowane jest jako PROM, ang. Premature Rupture of Membranes.
Przerwanie cigglosci bton ptodowych przed ukonczeniem 37. tygodnia cigzy okresla si¢
mianem PPROM, ang. Preterm Premature Rupture of Membranes. Dodatkowo eksperci
z Amerykanskiego Kolegium Potoznikow i Ginekologdw, ang. American Congress of
Obstetricians and Gynecologist, wésrod PPROM wyroéznili trzy kategorie [3]:

1- PPROM w pdznej cigzy niedonoszonej ( 34.7°-36."%), ang. Near term PPROM
2- PPROM we wczesnej ciazy niedonoszonej (24.7°-33.*9, ang. Early PPROM
3- PPROM w ciazy skrajnie niedonoszonej, przed uzyskaniem przez ptdd zdolnosci
do zycia poza macicg (<24.tc.), ang. Mid trimester PPROM
Kryterium tygodni cigzy oznacza zupelie inne rokowanie zarowno dla matki jak

i ptodu, a takze odmienne strategie postgpowania terapeutycznego [1, 58].

1.2 Epidemiologia przedwczesnego peknigcia blon plodowych oraz znaczenie tej

patologii w etiologii porodu przedwczesnego

Pomimo rozwoju medycyny perinatalnej i ciaglej poprawy opieki potozniczej, czestos¢
wystepowania PROM w krajach wysoko rozwinigtych nie zmienia si¢ od wielu lat.
PROM dotyczy okoto 3—10% wszystkich cigz. Przedwczesne peknigcie bton ptodowych
przed terminem (PPROM) stwierdzane jest w okoto 1-3% przypadkow [4-6, 16]. Zebrano
dane ukazujace, iz w samych Stanach Zjednoczonych opisywany problem potozniczy
dotyka ok. 120 000 ciezarnych rocznie [28]. Czesto$¢ wystgpowania tego powiktania

w Kanadzie oceniono na 2,3 % [27], podobnie w Nigerii - 2,5% [26]. Szacuje si¢, ze



PROM po 37. tygodniu ciazy jest ponad dwukrotnie czgstszy (ok. 8%). Natomiast
PPROM w drugim trymestrze cigzy dotyczy tylko 0,65% wszystkich cigz [18].

Pismiennictwo $wiatowe podaje, ze PPROM stanowi 0Ok. 65-70% catkowitej liczby
porodow przedwczesnych [21, 25], z kolei polskie badanie opisujg, iz PPROM stanowi
32,6 % 0golnej liczby porodow odbywajacych sie przed ukonczonym 37. tygodniu cigzy
[19, 20].

1.3 Etiopatogeneza i czynniki ryzyka przedwczesnego pekniecia blon plodowych

Etiologia przedwczesnego peknigcia bton ptodowych jest ztozona i wieloczynnikowa.
Mechanizmy, ktére doprowadzaja do opisywanej patologii polozniczej nie sa w petni
poznane [7, 16].

Na skutek szeregu czynnikéw zewnetrznych (np. nieprawidtowa mikroflora pochwy,
zakazenie wewnatrzmaciczne, urazy, przedwczesne odklejanie si¢ lozyska) moze
dochodzi¢ do wystgpienia lokalnego odczynu zapalanego w obregbie drog rodnych
kobiety.

W pismiennictwie jest wiele danych wskazujacych na udziat stanu zapalnego
w etiologii PROM i PPROM. Obecne zaréwno w doczesnej jak i w btonach ptodowych
oraz tozysku makrofagi mogg ulec aktywacji pod wptywem samych drobnoustrojow lub
pojawiajacych si¢ produktow ich przemiany materii. W konsekwencji nastgpuje
uwolnienie licznych cytokin prozapalnych, gtownie IL-1 (interleukina-1), IL-6
(interleukina-6), IL-8 (interleukina-8), IL-10 (interleukina-10) oraz TNF-a (czynnik
martwicy nowotworow alfa). Cytokiny, gtownie IL-1 i IL-6, indukuja takze aktywno$¢
kolagenaz obecnych w szyjce macicy oraz btonach ptodowych. Zmiany w obrebie szyjki
macicy (centralizacja oraz skracanie si¢), zarOwno w trakcie porodu o czasie jak
I podczas porodu przedwczesnego, uwarunkowane sg zmiang wlasciwosci kolagenu oraz
glikozaminoglikanéw. Zaktywowane przez cytokiny prozapalne kolagenazy (nalezace do
rodziny metaloproteinaz) oraz zdezaktywowane inhibitory tkankowe tych enzymdw,
odpowiedzialne sg za proces przedwczesnego peknigcia bton ptodowych. Najwazniejsze
w tym mechanizmie wydaje si¢ by¢ dzialanie metaloproteinazy MMP-1
(metaloproteinaza-1), MMP-2 (metaloproteinaza-2) oraz MMP-9 (metaloproteinaza-9),
ktore dokonuj proteolitycznego rozktadu kolagenu typu L, 11, 111, IV, V, VII, X i elastyny.

Aktywnos$¢ enzymoOw proteolitycznych obecnych w blonach ptodowych modulowana jest



takze przez trypsyng, elastaz¢ neutrofili oraz trombing. Zwigkszone stezenie cytokin
w plynie zewnatrzkomorkowym stymuluje ponadto syntez¢ i wydzielanie przez
okoliczne tkanki prostaglandyn moggcych inicjowaé wystgpienic przedwczesnej
czynno$ci skurczowej macicy [211, 212].

Wickszo$¢ badaczy podziela poglad, ze fizjologiczne pgknigcie bton ptodowych po 37.
tygodniu cigzy jest konsekwencja dokonujacego si¢ ostabienia struktury bton ptodowych.
Przyjmuje si¢, ze pgkniecie bton ptodowych o czasie jest najprawdopodobniej rezultatem
dziatania sity, ktéra powstaje w trakcie skurczu mig$nia macicy i dziatajacej na btony
plodowe o zmniejszonej (fizjologicznie w tym okresie cigzy) wytrzymalosci
mechanicznej. Ma to przede wszystkim zwigzek z wystgpujacym praktycznie od
poczatku III trymestru cigzy wzrostem napigcia bton ptodowych oraz spadkiem jakosci
kolagenu tworzacego btony ptodowe [59-62]. Z kolei najistotniejsze dla wystapienie
PPROM jest wystepowania kilku patologicznych proceséw (samodzielnie lub
naktadajacych si¢ na siebie) na poziomie molekularno-komoérkowym [63].

Chociaz czynniki ryzyka takie jak historia PPROM/PROM w poprzednich cigzach,
krwawienie z drog rodnych w drugim lub trzecim trymestrze, niedobdr witamin,
uktadowe choroby tkanek tacznych, palenie tytoniu, spozywanie alkoholu, niski
wskaznik masy ciata (BMI) sa dobrze znane, to jednak ich etiopatologia nadal nie jest

w petni zrozumiata [1, 58].

Proces zapalny toczacy si¢ w obrebie jaja ptodowego oraz blon ptodowych (ang.
Intraamniotic Infection, 1Al) istotnie zwigksza ryzyko wystapienia PPROM/PROM
[109]. Do pozostatych czynnikow ryzyka zwigzanych ze zwigkszong czgstoscia
wystgpowania przedwczesnego peknigcia bton plodowych naleza: niski status
socjoekonomiczny ci¢zarnej, krwawienie z drog rodnych w drugim oraz trzecim
trymestrze cigzy, BMI (body mass index) < 19,8, niedob6r miedzi lub witaminy C,
choroby tkanki facznej, palenie tytoniu w trakcie cigzy, przebyta konizacja szyjki macicy,
zatozenie szwu okreznego na cze$¢ pochwowa szyjki macicy, infekcje ukladu
oddechowego w trakcie cigzy, nadmierne rozciggni¢cie macicy (np. cigza wieloptodowa,

wielowodzie) oraz przebyta amniopunkcja [31, 34, 37].



Tabela 1
Czynniki ryzyka przedwczesnego peknigcia bton ptodowych [58]

CZYNNIKI RYZYKA PRZEDWCZESNEGO PEKNIECIA BLON PLODOWYCH

=:> MATCZYNE

- PPROM w wywiadzie

- przedporodowe krwawienie z drég rodnych

- przewlekle stosowanie steroidow w trakcie cigzy

- wrodzone zaburzenia struktury kolagenu (np. zesp6t Ehlers-Danlos, toczen rumieniowaty)
- palenie papieroséw

-inwazyjne procedury wewnatrzmaciczne (amniopunkcja, biopsja kosmowki, fetoskopia)
- niedokrwistos¢

- niedobor masy ciata (BMI < 19,8 kg/m?)

- niedob6r witaminy C, miedzi (sktadniki niezbedne do syntezy kolagenu)

- niedobory zywieniowe

- niski status socjoekonomiczny

- bezposredni uraz w jamg¢ brzuszna

: MACICZNO-LOZYSKOWE

- wady anatomiczne macicy

- patologia tozyska (przedwczesne oddzielenie tozyska)

- niewydolno$¢ cie$niowo-szyjkowa

- zabiegi wykonane w obrebie szyjki macicy (konizacja szyjki macicy, zalozenie szwu okrgznego na
cz¢$¢ pochwowa szyjki macicy)

- skrocenie szyjki < 2,5 cm w drugim trymestrze ciazy

- nadmierne rozciggnigcie macicy (wielowodzie, cigza wieloptodowa)

- zakazenie drog rodnych matki

- infekcje wewnatrzowodniowe (chorioamnionitis)

- wielowodzie

PLODOWE
>

- cigza wieloptodowa

Dane literaturowe ukazuja, iz czynniki genetyczne petnig istotng role¢ w etiologii

przedwczesnego przerwania cigglosci blon plodowych. Lee i wsp. ocenili ryzyko

wystgpienia PROM w kolejnej cigzy u kobiet z dodatnim wywiadem w kierunku
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wystepowania tej patologii w poprzedniej cigzy i stwierdzili, ze wynosi ono od 16 do
32 % [120].

Porod przedwczesny powiktany wczeéniejszym peknigciem bton ptodowych wigzg si¢
ze zwickszonym ryzykiem powtdrzenia si¢ tej patologii w nastgpnej cigzy. Obserwacje
kliniczne pokazuja, iz ci¢zarne (pomigdzy 23 a 27. tygodniem cigzy) Z rozpoznanym
przedwczesnym peknigciem bton ptodowych prezentujg 13,5% zwiekszone ryzyko
wystgpienia porodu przedwczesnego powiktanego PPROM w kolejnej cigzy oraz
kilkunastokrotnie wigksza szans¢ na to, iz do PPROM dojdzie przed rozpoczg¢ciem I1I
trymestru cigzy [64, 65]. Rodno$¢ determinuje wystepowanie odmiennych czynnikow
ryzyka dla pierwiastek oraz wielorddek. Praca fizyczna w trakcie trwania ciazy,
przedwczesna czynnos$¢ skurczowa macicy, infekcja bakteryjna drog rodnych oraz niski
indeks masy ciala bardziej predysponuja do wystgpienia PPROM w pierwszej ciazy,
natomiast w kolejnych cigzach najistotniejsze znaczenie ma dodatni wywiad w kierunku
PPROM, niski BMI, dodatni wynik badania przesiewowego w kierunku obecnosci
fibronektyny w wydzielinie pochwowej (ok. 17% pierwiastek z takim dodatnim
wynikiem wraz ze skrocona szyjka macicy w badaniu USG miato zwigkszone ryzyko
PPROM, z kolei az 25% wielorddek z takimi samymi wynikami do$wiadczyto PPROM)
[64, 65].

Mozliwo$¢ doktadnej analizy czynnikow ryzyka wystapienia przedwczesnego
peknigcia blon plodowych u kazdej cigzarnej kobiety w ramach opieki perinatalnej,
stwarza szans¢ na ich identyfikacj¢, a w konsekwencji modyfikacj¢ i ewentualng
eliminacje z  nastgpowym  wdrozeniem  odpowiedniego postepowania

diagnostyczno-terapeutycznego.

W zwigzku z tym, ze na dzien dzisiejszy nadal mechanizmy doprowadzajace do
przedwczesnego peknigcie blon ptodowych (zarowno po skonczonym 37. tygodnia cigzy
jak i przedwczesnie) nie sa do konca poznane, istnieje koniecznos¢ statego poszerzania
wiedzy na temat etiologii PROM i PPROM. Przyczyni¢ si¢ to moze do stworzenia
efektywnego testu przesiewowego kwalifikujacego pacjentki do grupy ryzyka
wystgpienia przedwczesnego pekniecia pecherza ptodowego, co w przysziosci moze
zaowocowaé odwréceniem  niekorzystnych trendow epidemiologicznych

obserwowanych w tym obszarze medycyny matczyno-ptodowe;.
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1.4 Diagnostyka przedwczesnego pekniecia blon plodowych

Diagnostyka przedwczesnego peknigcia bton ptodowych powinna obejmowaé oceng
czynnikdw ryzyka wystgpienia takiego powiktania u kazdej kobiety ciezarnej
z uwzglednieniem przesztosci potozniczej. Jesli peknigcie blon ptodowych jest
oczywiste, to diagnostyka PROM i PPROM nie jest szczeg6lnym wyzwaniem dla
potoznikow. Rozpoznanie omawianej patologii moze nastrecza¢ jednak pewnych
problemow w sytuacji, kiedy uszkodzenie membran ptodowych jest minimalne. Nalezy
pamigtac, ze pewna diagnoza ma duze znaczenie, bowiem przeoczenie problemu podczas
badania ginekologicznego moze doprowadzi¢ do szeregu powiktan Iacznie
z wystapieniem ci¢zkiego zakazenia wewnatrzowodniowego i zgonu noworodka.
Z kolei rozpoznanie falszywie dodatnie prowadzi¢ moze do ekspozycji kobiety ci¢zarnej
na stres, niepotrzebnej hospitalizacj a w konsekwencji nawet zbednej indukcji porodu
[91].

Wigkszo$¢ przypadkow przedwczesnego peknigcia bton ptodowych zostaje rozpoznana
na podstawie wywiadu uzyskanego od cig¢zarnej oraz badania ginekologicznego
z uzyciem wziernika. Pacjentki zglaszajace si¢ z podejrzeniem przedwczesnego
odptywania ptynu owodniowego podaja, ze wystapit nagly wyciek duzej ilosci ptynu
badz skarzg si¢ na ciagly wyciek niewielkiej ilosci ptynu z drog rodnych. Dobrze zebrany
wywiad charakteryzuje si¢ doktadnoscig rzgdu okoto 90% [1]. Badanie przy uzyciu
wziernika stwarza mozliwo$¢ oceny obecnosci ptynu w pochwie, pobrania posiewow
z tylnego sklepienia pochwy oraz potwierdza, ze nie doszto do groZznego powiktania pod
postaciag wypadnigcia pgpowiny lub czes$ci drobnych ciata ptodu. Wizualizacja plynu
owodniowego przechodzacego z kanalu szyjki macicy i gromadzacego si¢ w pochwie
zwykle potwierdza rozpoznanie pgknigcia bton ptodowych. Palpacyjne badanie
ginekologiczne, jako istotny czynnik ryzyka zakazenia wewngtrzowodniowego, nalezy
ograniczy¢ do minimum i stosowaé¢ go tylko w sytuacjach absolutnie koniecznych tj.
kiedy porod wydaje si¢ bliski lub pacjentka wydaje si¢ by¢ w trakcie porodu.
PiSmiennictwo przedstawia dowody, ze pelne badanie ginekologiczne istotnie zwigksza
ryzyko infekcji wewnatrzowodniowej. Ponadto skraca ono czas latencji w kazdym wieku
cigzowym 1 dlatego nie zaleca si¢ go stosowaé¢ w kazdym przypadku PROM/PPROM
[92, 94-96].
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W sytuacji pojawienia si¢ jakichkolwiek watpliwosci w ustaleniu jednoznacznego
rozpoznania nalezy wesprze¢ si¢ badaniami dodatkowymi. Ocena odczynu pH $luzu
pochwowego W tescie z nitrazyng jest badaniem powszechnym, ale pamieta¢ nalezy
0 ograniczeniach tej metody. Niestety zasadowy charakter wydzieliny pochwowej
w tylnym sklepieniu pochwy stanowi tylko posredni dowdd na obecnos¢ alkalicznego
ptynu owodniowego (pH 7,1-7,3) w fizjologicznie kwasnym srodowisku pochwy.
Nitrazyna jest zwigzkiem o zo6ttej barwie, a zmiana barwy dokonuje si¢ pod wptywem
zmiany pH. Na skutek przerwania ciggtosci bton ptodowych ptyn owodniowy wycieka
z worka owodniowego do pochwy. W konsekwencji dochodzi do wzrostu odczynu pH
wydzieliny pochwowej. W zaleznos$ci od uzyskanego stopnia zasadowosci wydzieliny
nastepuje zmiana barwy identyfikatora z zo6ltej na rézne odcienie niebieskiego. Wziaé
nalezy pod uwagg, ze metoda ta obarczona jest duzym ryzykiem uzyskania wyniku
fatszywie dodatniego ze wzglgedu na wspotistnienie migdzy innymi bakteryjnej waginozy,
uzycie przez cigzarng zasadowych $rodkdéw higieny osobistej, obecnosci nasienia lub
krwi w drogach rodnych. Z Kolei jesli wyciek ptynu owodniowego jest niewielki lub
wystepuje zaawansowane malowodzie lub bezwodzie w przypadku przedluzonego
peknigcia blon, to moga w takiej sytuacji zdarzy¢ si¢ wyniki falszywie ujemne (choé

obserwowane jest to duzo rzadziej) [99].

Do tradycyjnych pomocnych narzedzi diagnostycznych zaliczamy réwniez test
krystalizacji ptynu owodniowego, ktory opiera si¢ na obserwacji zmiany proporcji
mukopolisacharydéw i soli mineralnych w pobranej prébce [92, 93]. Polega na
wykonaniu rozmazu wydzieliny pochwowej na szkietku laboratoryjnym. Czas schnigcia
takiego preparatu to minimum 10 minut. Krétszy czas moze spowodowa¢ uzyskanie
wyniku falszywie ujemnego. Dodatni wynik testu jest bardzo charakterystyczny.
Uzyskany na szkietku obraz przypomina liscie paproci. Fatszywie dodatnie wyniki moga
wystapi¢ w sytuacji zanieczyszczenia pobranego $luzu szyjkowego. Niewielka ilo$¢ krwi,
obecno$¢ smotki czy zmiana odczynu pochwy nie wptywa na wynik testu. Nalezy mie¢
na uwadze, ze catkowity brak krystalizacji moze nastapi¢ w sytuacji zmieszania krwi
i ptynu owodniowego w rownych proporcjach [99]. Dodatkowym badaniem, ktore moze
by¢ pomocne W diagnostyce PROM i PPROM jest badanie immunochromatograficzne
przy uzyciu przeciwcial monoklonalnych (Test Amnisure). Zdolne jest ono wykry¢
mikroglobuling tozyskowa alfa-1. W tym tescie wykrywana jest czasteczka biatka, ktora

jest obecna w wydzielinie pochwowej po pgknieciu bton ptodowych. Progowa wartosé
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stezenia przy ktorym mozliwa jest detekcja badanego biatka w wydzielinie pochwowej
wynosi 5 ng/ml. Wynik uzyskujemy po uptywie ok. 5-10 min. Omawiany test
Charakteryzuje si¢ bardzo wysoka czuloscig (99%) 1 specyficznoscia (99%) przy
dodatniej 1 ujemnej wartos$ci predykcyjnej wynoszacej 99% [196].

W dobie powszechnej dostgpnosci nieinwazyjnych technik obrazowania rutyng stala
si¢ ultrasonograficzna ocena indeksu ptynu owodniowego AFI. Przy uzyciu aparatu
ultrasonograficznego nalezy uwidoczni¢ pltyn owodniowy w ci¢zarnej macicy,
a nastgpnie zsumowacé jego glebokos¢ w czterech kieszeniach ptynowych. Wynik
otrzymujemy w centymetrach. O matowodziu (w kontek$cie omawianej pracy) mowimy
w sytuacji, gdy wynik indeksu AFI ma warto$¢ ponizej 5 cm [101-103]. Wzig¢ nalezy
pod uwage, ze badanie ultrasonograficzne jest badaniem dynamicznym i warto$¢ indeksu
AFI zalezna jest od czasu, jaki uptynat od przerwania ciggtosci bton ptodowych. Metoda
ta jest jedynie dodatkowym narzgdziem diagnostycznym potwierdzajacym zmniejszong

ilo$¢ ptynu owodniowego lub jego brak [92, 97, 98].

W diagnostyce réznicowej PROM/PPROM nalezy uwzgledni¢: niekontrolowane
oddawanie moczu, obfite uptawy, obfite wydzielanie S$luzu, przetoke odbytniczo-

pochwowa, przetoke pecherzowo-pochwowsa [58].

1.5 Czas trwania pekniecia blon plodowych oraz konsekwencje PROM i PPROM

PROM w cigzy donoszonej wigze si¢ z powaznymi powiktaniami okotoporodowymi,
takimi jak przedwczesne oddzielenie si¢ tozyska, ucisk pgpowiny, wypadnigcie sznura
pepowinowego czy infekcja u matki i noworodka. Ponadto stwarza zwigkszone ryzyka

ukonczenia cigzy na drodze zabiegowej [4, 7, 110, 115, 116].

Okres utajony to okres miedzy wystapieniem PROM a poczatkiem samoistnego porodu
i jest on odwrotnie skorelowany z wiekiem cigzowym [104]. Badania pokazuja, ze
wigkszos$¢ kobiet z PROM w cigzy donoszonej doswiadczy porodu samoistnego. Szacuje
si¢, ze w ciggu doby od peknigcia bton ptodowych urodzi 70% cig¢zarnych, 85% w ciagu
48 godzin i ponad 90% w ciggu 72 godzin [105, 106]. U prawie co dziesigtej cigzarnej

z PROM istnieje ryzyko rozwoju zakazenia wewnatrzowodniowego, ktorego
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wystgpienie dodatnio koreluje wraz z przedluzajacym si¢ czasem od peknigciem bton
ptodowych [107, 108, 109]. Definicja przedtuzajacego si¢ peknigcie bton ptodowych
odnosi sie do sytuacji, kiedy to PROM utrzymuje si¢ powyzej 24 godzin. Sytuacja taka
jest zwigzana 2z udowodnionym zwickszonym ryzykiem zapalenia bton ptodowych
I poporodowego zapalenia blony $luzowej macicy [58, 110-113]. Ryzyko zakazenia
noworodka wzrasta ok. dwukrotnie, jesli pekniecie bton ptodowych trwa 24-48 godzin

lub dtuzej w cigzy donoszonej [114].

Uwaza sig, ze statystycznie PPROM zwigzany jest z 4-krotnym wzrostem $miertelnosci
oraz 3-krotnym wzrostem zachorowalnosci ptodu (w konsekwencji noworodka), bez
wzgledu na wiek cigzowy, w ktorym dochodzi do wystapienia omawianej patologii
[58, 102, 117, 118].

Konsekwencje w przypadku PPROM sa powigzane z wiekiem cigzowym, w ktorym to
dochodzi do wystgpienia owej patologii. Wiadomym jest, ze skutki peknigcia blon
ptodowych przed terminem w zaawansowanym trzecim trymestrze np. w 36. tygodniu
cigzy nie bedg rownaly si¢ z tymi, ktore pojawia si¢ w przypadku PPROM na poczatku
drugiego trymestru cigzy. Te ostatnie beda zdecydowanie bardziej nasilone i czg$ciej

obserwowane.

W piSmiennictwie czgsto§¢ wystgpowania zakazenia wewnatrzowodniowego
w przypadku cigzy powiktanej PPROM miesci si¢ w przedziale od 13 do nawet 60%
I wzrasta wraz z okresem latencji oraz liczbg wykonywanych przezpochwowych badan
ginekologicznych. Z kolei potogowe zapalenie btony $luzowej macicy spotykane jest
w 2-13% przypadkow [58, 102, 119].

1.6 Postepowanie w przypadku przedwczesnego peknigcia blon plodowych

Kluczem do ograniczenia dziatan niepozgdanych PROM czy PPROM jest szybkie
postawienie diagnozy oraz dobor odpowiedniego postepowania, ktére zalezy od wieku
cigzowego, w ktorym doszto do przedwczesnego peknigcia bton ptodowych. W praktyce
klinicznej postepowanie aktywne, czyli skierowanie cigzarnej do porodu, zazwyczaj jest
wdrazane w przypadku zaistnienia PPROM powyzej 34 tygodnia cigzy. Postepowanie
zachowawcze badz wyczekujace, potaczone z odpowiednim leczeniem (antybiotyki,

sterydy) i monitorowaniem, dotyczy najczesciej cigzarnych z PPROM przed ukonczonym
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34. tygodniem ciazy. Poza kryterium wieku cigzowego, ogromne znaczenie w wyborze
rodzaju postgpowania jest fakt zdiagnozowania (badz nie) infekcji wewnatrzmaciczne;j.
Optymalny moment do ukonczenia cigzy pojawia si¢ w sytuacji, kiedy ryzyko wynikajace
z wczeSniactwa jest mniejsze niz ryzyko wynikajagce z obecno$ci zakazenia
wewnatrzowodniowego. Niestety zadna z dotychczas stosowanych metod
diagnostycznych nie cechuje si¢ wystarczajaco wysoka czutoscig i specyficzno$cig
pozwalajaca na odpowiednio wczesne wykrycie rozpoczynajacej si¢ infekcji

wewnatrzmacicznej.

1.6.1 Postepowanie zachowawcze

W postepowaniu zachowawczym pacjentek z PPROM istotg jest obserwacja
w kierunku zakazenia wewnatrzowodniowego (IAI). Do kryteriow klinicznych oraz
laboratoryjnych umozliwiajacych rozpoznanie IAI u cigzarnej zalicza si¢: (a) temperatura
ogolna ciata >37,8°C, (b) czestos¢ matczynej czynnosci serca >100 uderzen serca/min,
(c) czestosé ptodowej czynnosci serca — FHR >160 uderzen serca/min, (d) nieprawidtowy
zapach plynu owodniowego, (e) leukocytoza >15 G/I, (f) przesunigcie obrazu rozmazu
krwi obwodowej w strong lewa — wzrost stezenia granulocytow obojetnochtonnych,
() CRP >25 mg/l.

W przypadku wyboru postgpowania zachowawczego, wedtug wytycznych RCOG do
rutynowej obserwacji ci¢zarnych z pgknigciem bton ptodowych w kierunku zakazenia
wewnatrzowodniowego W warunkach szpitalnych wystarczy wykonywanie co 4 do 8
godzin pomiaru cieptoty ciata oraz czestoscCi pracy serca cigzarnej z rOwnoczesng oceng
czynnosci serca ptodu [175]. Podkres$lony jest fakt, iz istotne w monitorowaniu okresu
latencji PROM i PPROM jest badanie kardiotokograficzne. Wystapienie tachykardii
u ptodu zwiastuyje w 20 do 40 % przypadkéw wystapienia zakazenia
wewnatrzowodniowego (niska dodatnia warto$¢ predykcyjna). Jesli tachykardia pojawia
si¢ w zapisie KTG, to jest ona najczgséciej poznym objawem zakazenia. Brak tachykardii
wyklucza w zasadzie zakazenie w obregbie bton ptodowych, gdyz odsetek wynikow
fatszywie ujemnych jest niski 1 wynosi tylko 3 % [171]. Przydatnos¢ testu biofizycznego
ptodu (spadek punktacji w tescie oraz nieprawidlowe przeptyw krwi w tetnicy
pepowinowej) W identyfikacji pacjentek z rozpoczynajacym si¢ zakazeniem
wewnatrzowodniowym oceniono na 30-80% przy 2-9% wynikow falszywie

pozytywnych [82, 175].
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Czulos¢ wzrostu stezenia leukocytow we krwi obwodowej cigzarnej w rozpoznaniu 1Al
wynosi od 29 do 47% przy wspotwystepowaniu 5—18% wynikow falszywie pozytywnych
[172, 175]. W przypadku biatka C-reaktywnego (CRP) specyficzno$¢ waha si¢ pomiedzy
38 a 55% [172, 173, 175]. Ponadto powtarzane w odstepstwie 7 dni badanie
bakteriologiczne wydzieliny pochwowej pozwala na wykrycie zaledwie 53%
przypadkow IAL przy 25% wynikéw fatszywie dodatnich. W pis$miennictwie pojawiaja
si¢ niespdjne dane co do uzytecznosci oceny leukocytozy 1 podwyzszonych wartosci
biatka C-reaktywnego (CRP) oraz wykonywania regularnych posiewow z drog rodnych
w diagnostyce IAA [174, 176]. W wytycznych RCOG nie ma zalecen dotyczacych
rutynowego i regularnego powtarzania co 7 dni badania bakteriologicznego wydzieliny
pochwowej, ani oceny leukocytozy matczynej i poziomu biatka C-reaktywnego, jednak

w praktyce klinicznej metody te nadal s rutynowo stosowane.

Rownolegle, oprocz hospitalizacji 1 obserwacji cigzarnej w kierunku IAI, mozliwe jest
takze podanie lekéw tokolitycznych, kortykosteroidow oraz zastosowanie profilaktycznej

antybiotykoterapii [177].

Korzysci z podania kortykosteroidow w sytuacji przedwczesnego odptynigcia blon
ptodowych zostaly dowiedzione w licznych pracach. Analizujac piSmiennictwo
zauwazalne jest to, ze wokot tego tematu nie ma niespojnych informacji i kontrowersji.
Przyjmuje si¢, ze przez pierwsze 48 godzin od PPROM toczace si¢ infekcja
wewnatrzowodniowa wzmaga produkcje surfaktantu w phucach ptodu (poprzez
adrenokortykotroping i kortyzol w odpowiedzi na wzrost stgzenia cytokin prozapalnych).
Istotne jest, ze jednak po uptywie tego czasu zaczyna dominowa¢ negatywny wplyw
zwigkszonego stezenia cytokin prozapalnych. Wraz z toksynami bakteryjnymi
uszkadzajag pneumocyty plodu 1 nasilajg synteze macierzy migdzykomorkowej,
powodujac tym samym zwigkszone ryzyko wystgpienia wtdknienia tkanki plucnej ptodu
oraz dysplazji oskrzelowo-ptucnej u noworodka [177].

Metaanaliza obejmujagca 15 randomizowanych badan wykazata, Ze poza
przyspieszeniem dojrzewania ptuc u ptodu steroidoterapia prenatalna zmniejsza ryzyko
wystgpienia niewydolnosci oddechowej, krwawien wewnatrzczaszkowych, martwiczego
zapalenia jelit, a tym samym przyczynia si¢ do zmniejszenia umieralnosci
okotoporodowej noworodkéw [178]. Dlatego zastosowanie kursu sterydoterapii

w przypadku ciezarnych z PPROM pomiedzy 24 a 34 tygodniem cigzy jest
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rekomendowane u kazdej pacjentki z tym powiktaniem [175]. Zalecane jest podawanie
24 mg Betametazonu w dwdch dawkach podzielonych co 24 godziny lub 24 mg
Deksametazonu w 4 dawkach podzielonych co 6 godzin [180]. Nie znaleziono
wystarczajgcych mocnych dowodow potwierdzajacych zasadno$¢ prenatalnej stymulacji
dojrzatosci ptuc ptodu po 34. tygodniu cigzy [58]. Nie jest rekomendowane powtarzanie
kursu steroidoterapii, aczkolwiek zaleca si¢ rozwazenie takiego postgpowania
w przypadku, gdy stymulowano dojrzatos¢ ptuc ptodu przed 28. tygodniem cigzy [58,
119, 180]. Dowiedziono, ze korzystne dziatanie sterydoterapii ujawnia si¢ juz po 4-6
godzinach od podania. Na petny efekt terapeutyczny trzeba poczeka¢ minimum 24
godziny od pierwszej dawki leku. Dziatanie kortykosteroidow utrzymuje si¢ przez co
najmniej 7 dni [58, 178-180].

Jak podaje pi$miennictwo okres latencji (czas jaki uplywa pomigdzy peknigciem bton
ptodowych a porodem) jest na ogét krotki. W pracy Mercer’a i wsp. z 1997 roku okres
latencji u pacjentek zakwalifikowanych do postgpowania zachowawczego wynosit
w wigkszo$ci tylko 3 dni. Okres ten ulegat wydluzeniu do 6 dni w przypadku
zastosowania antybiotykoterapii [181]. Ponadto w tej pracy zostalo udowodnione, ze
zastosowanie antybiotykéw oprdcz zmniejszenia ryzyka wystgpienia zgonu noworodka,
to wptywa takze na ograniczenie ryzyka wystapienia cigzkich powiktan takich jak zespot
niewydolnosci oddechowej, krwawienia do OUN, martwiczego zapalenia jelit czy sepsy.
Laczne ryzyko wystapienia wszystkich powiktan zmalato 0 9 % (z 53% do 44%) [181].
Kenyon i wsp. w swojej metaanalizie z 2003 roku oceniajacej uzyteczno$é¢
antybiotykoterapii stwierdzili, ze zastosowanie antybiotykoterapii niezwtocznie po
wystapieniu PPROM zmniejsza odsetek porodéw dokonujacych sie w przeciggu 48
godzin. Ryzyko wystgpienie IAI redukuje si¢ blisko o 1/3. Ponadto okazalo sig, zZe
antybiotykoterapia zmniejsza ryzyko ciezkiej infekcji u noworodkéw [182]. Sposrod
stosowanych 21 antybiotykow najbezpieczniejsze w stosowaniu sg: Ampicylina,
Amoksycylina oraz Erytromycyna. Jedynym antybiotykiem, ktérego z pewnoscig trzeba
unika¢ w terapii to Amoksycyliny wraz z inhibitorem beta laktamaz (kwasem
klawulonowym). Zaobserwowano zwigkszony odsetek martwiczego zapalenia jelit
u noworodkow po jego uzyciu [182]. Aktualnie, wedtug ACOG u cigzarnych z PPROM
z wdrozonym postgpowaniem zachowawczym, zaleca si¢ stosowanie profilaktycznej
antybiotykoterapii (do wyboru Ampicylina, Amoksycylina lub Erytromycyna) przez
okres 7 dni [180] lub podazajac za wytycznymi RCOG nalezy wdrozy¢ 10-dniowy kurs
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Erytromycyny [175]. Profilaktyka transmisji GBS (ang. group B Streptococcus
agalactiae) powinna by¢ wdrozona nawet W Sytuacji zastosowania profilaktycznej
antybiotykoterapii PPROM [175, 180].

Wiele kontrowersji budzi temat zastosowania lekow hamujacych czynno$¢ skurczowsa
w przypadku cigzarnych z PPROM. W pracy Weiner’a i wsp. nie wykazano istotniej
statystycznie réznicy w dtugosci okresu od pgkniecia bton do porodu pomigdzy grupami
pacjentek otrzymujacymi leki tokolityczne oraz tymi, ktorym ich nie podawano [184].
Combs i wsp. wykazali, ze stosowanie lekow hamujacych czynnosé skurczowa macicy
przez wszystkie dni od momentu peknigcia bton ptodowych lub tylko przez 48 godzin
w poréwnaniu z niestosowaniem ich w ogole, nie przynosi istotnych réznic w dtugosci
okresu od pegknigcia bton ptodowych. Ponadto nie wptywa istotnie na wspotczynnik

zachorowalnosci lub $miertelnosci noworodkow [183 ].

Dwa ginekologiczno-potoznicze towarzystwa (zarowno RCOG jak i ACOG) w swoich
zaleceniach nie rekomendujg stosowania tokolizy w przypadku PPROM. W sytuacji
PPROM 1z towarzyszaca czynnoscig skurczowa macicy RCOG utrzymuje swoje
stanowisko, a ACOG sygnalizuje, ze nie wypracowano jednoznacznego konsensusu w
przypadku stosowania tokolizy w przypadku PPROM z towarzyszaca czynno$cig

skurczowa macicy [175, 180].

W 2013 roku pojawit si¢ konsensus Grupy Koordynacyjnej ds. Wzajemnego
Uznawania i Zdecentralizowanych Procedur u Ludzi ograniczajacy stosowanie krotko
dzialajacych agonistow typu beta w potoznictwie. Zgodnie z nim tokoliza moze by¢
stosowana ponizej 32. tygodnia przez maksymalnie 48 godzin w celu wyhamowania
czynnosci skurczowej macicy, celem umozliwienia wdrozenia w tym czasie kursu

steroidoterapii [190].

Przed zakwalifikowaniem pacjentki do leczenia tokolitycznego istotnym jest wziecie
pod uwage bezwzglednych przeciwskazan do jego zastosowania, naleza do nich m.in:
zgon wewnatrzmaciczny plodu, wady wrodzone ptodu o niepomyslnym rokowaniu,
zagrazajgca zamartwica wewnatrzmacicznej ptodu, ukonczony 37. tydzien cigzy, cigzki
stan przedrzucawkowy lub rzucawka, cigzkie nadcisnienie tetnicze, obfite krwawienia

z droég rodnych, w tym z tozysko przodujace lub przy podejrzeniu przedwczesnego
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oddzielania si¢ tozyska, zapalenie bton ptodowych, obecnosé¢ choréb matki stanowigce
przeciwskazanie do uzycia leku ze wzgledu na jego dziatanie uboczne [187]. Lekami za$
posiadajagcymi rejestracjec w hamowaniu przedwczesne] czynnos$ci skurczowej sg
antagonista receptora oksytocyny—wazopresyny V1a - atosiban oraz krotkodziatajgce
betamimetyki — fenoterol, salbutamol podawane droga dozylng w warunkach szpitalnych
[188, 189, 191]

U cigzarnych z PPROM (zaréwno z towarzyszgcg czynnosScig skurczowa jak i bez)
tokoliza stwarza potencjalng szans¢ na zastosowanie pelnego kursu steroidoterapii oraz

transport ci¢zarnej do wyzszego osrodka referencyjnego [58, 183, 185, 186].

1.6.2 Postepowanie aktywne — zakonczenie cigzy

Postepowanie aktywne wobec ci¢zarnych z rozpoznaniem PROM lub PPROM oznacza,
iz w momencie postawienia diagnozy powyzszej patologii, pacjentka kierowana jest w
nastegpnym kroku do zakonczenia cigzy. Istniejg kontrowersje dotyczace wieku
cigzowego przy wyborze takiego postepowania.

RCOG zaleca rutynowa indukcj¢ porodu w kazdej sytuacji PROM >36. tygodnia ciazy
[175]. Sformutowanie tych rekomendacji oparte byto m.in. na pracy Dare i wsp., ktorzy
W przeprowadzonej metaanalizie 12 badan dotyczacej wyboru sposobu postgpowania
w sytuacji PROM >36. tygodnia cigzy stwierdzili, ze ryzyko wystgpienia IAl oraz
potogowego zapalenia btony §luzowej macicy w sytuacji postgpowania aktywnego jest
istotnie nizsze. Pomimo, ze autorzy tej pracy nie wykazali roznic pomiedzy obiema
grupami w czestosci wrodzonego zakazenia noworodka, to jednoznacznie zalecaja
indukcje porodu w przypadku PROM>36. tygodnia cigzy po przedstawieniu
wyczerpujacej informacji pacjentce [193].

O ustalenie nizszej granicy wieku cigzowego przy wyborze aktywnego postepowania
w przypadku patologii PRROM postuluje w swojej pracy Aaron. Zaleca on ukonczenie
ciazy w kazdym przypadku w sytuacji PPROM >34. tygodnia. Argumentowane jest to
wysokim ryzykiem rozwoju IAl, niskim ryzykiem rozwoju powiktan zwigzanych
z wezesniactwem oraz brakiem korzys$ci z zastosowania sterydoterapii po ukonczeniu 34.
tygodnia cigzy [58]. Ponizej 34. tygodnia pomocny przy podejmowaniu decyzji odno$nie
wyboru postepowania moze okazac¢ si¢ test oceniajacy dojrzatos¢ ptodu. Wykonuje si¢

go na podstawie analizy ptynu owodniowego pobranego podczas amniocentezy
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(FLM- Fetal Lung Maturity) i opera si¢ na ocenie zawartosci surfaktantu. Dodatnia
warto$¢ predykcyjna jest wysoka ok. 95%, ujemna warto$¢ predykcyjna jest prawie
o polowe nizsza i wynosi ok. 50% [192]. W swojej pracy Aaron i wsp., po potwierdzeniu
dojrzatosci ptuc ptodu, rekomendujg indukcje porodu juz od 32. tygodnia cigzy [58].

Neerhof 1 wsp. wykazali w pracy z 1999, ze 34 tydzien cigzy jest czasem, powyzej
ktorego wskaznik zachorowalnosci noworodkéw wyraznie ulega obnizeniu [194].

Tak wigc punktem przelomowym odnos$nie decyzji co do wyboru postgpowania
w przypadku PPROM wydaje si¢ by¢ 34 tydzien cigzy. Potwierdzaja to miedzy innymi
wskazniki czgstosci wystepowania niewydolnosci oddechowej u noworodkéw poddanej
ocenie w pracy wspomnianego wyzej Neerhofa. Wsrod noworodkéw urodzonych
w 33. tygodniu czestos¢ wystgpowania niewydolnosci oddechowej wynosi 22,5%,
w 34. tygodniu wyraznie spada i wynosi 5,8 %, a w 36 tygodniu wynosi juz tylko 1,5 %
[194].

W sytuacji wystapienia PPROM ponizej 34. tygodnia, decyzja o podje¢ciu aktywnego
dziatania powinna by¢ zawsze poprzedzona oceng ryzyka konsekwencji jakie niesie za
sobg wczesniactwo w danym wieku cigzowym w stosunku do konsekwencji dla
noworodka w  przypadku rozwoju w  okresie prenatalnym  zakazenia
wewnatrzowodniowego [175, 180]. W pracy Waters’a wykazano, ze ponizej 32. tygodnia
ciazy wobec przewazajacych konsekwencji zwigzanych z wcze$niactwem nie zaleca si¢
indukcji porodu w chwili stwierdzenia PPROM [195]. RCOG rekomenduje postgpowanie
wyczekujace w kazdym przypadku niepowiktanego PPROM<34. tygodnia cigzy [175].
Amerykanskie towarzystwo ACOG rowniez nie zaleca indukcji porodu w przypadku

przedwczesnego pekniecia bton pomiedzy 24 a 31. tygodniem ciazy [180].

1.7 Blony plodowe

Btony ptodowe to tkanki, ktore zapewniajg wsparcie mechaniczne, kompartmentalizacje
i ochrong immunologiczng rozwijajacego si¢ ptodu do czasu ich fizjologicznego
przerwania oraz pgkniecia podczas porodu. Rozwijajg si¢ rownolegle z ptodem, stajac si¢
w petni uformowane pod koniec 15 tygodnia ciazy z chwila fuzji owodni i kosmowki
[150]. Btony ptodowe sa lepkosprezysta, pozbawiong naczyn krwiono$nych tkanka,
skladajaca si¢ z kilku odrgbnych morfologicznie warstw potaczonych macierza

zewnatrzkomoérkowa (Rysunek 1) [150].
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Owodnia sktada si¢ z 5 warstw. Warstwa znajdujaca si¢ najblizej ptodu sklada si¢
z komorek nablonka owodni, ktore to wydzielaja kolagen typu Il 1 IV 1 spoczywajg na
btonie podstawnej zawierajacej kolagen IV 1 glikoproteiny. Pod btong podstawng
znajduje si¢ warstwa spoista (zbita) ztozona z kolagenu typu I, 111 i V. Kolejna warstwa
fibrobrastow jest najgrubsza i zawiera komorki mezenchymalne oraz makrofagi. Warstwa
gabczasta lezy ponizej warstwy fibroblastow i sktada si¢ z proteoglikanow, glikoprotein

oraz kolagenu typu Ill. Oddziela ona owodni¢ od kosméwki [150].

Kosmowka jest grubsza od owodni, ale ma mniejsza rozciagliwos$¢ oraz wytrzymatosc.
Sktada si¢ z warstwy siateczkowej zawierajacej kolegen I, III, IV, V, VI. Ponizej
wystepuje btona podstawna z kolagenem typu IV, fibronektyng i lamining. Ostatnia
warstwa zawiera komorki trofoblastu o polarnosci skierowanej w stron¢ doczesnej

macicy. Mocno przylega do tkanki doczesnej macicy [150].
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Rysunek 1. Budowa bton ptodowych z wyszczegdlnieniem ich glownych sktadnikow

KOMORKI TROFOBLASTU

MACICA

macierzy zewnatrzkomoérkowej 1 enzymoéw degradujacych macierz zewnatrzkomorkowa

[150, 233].

Blony plodowe cztowieka sg jedng z lepiej zbadanych tkanek rozrodczych pod
wzgledem sktadu. Badania histopatologiczne bton ptodowych wskazuja, iz dominujacym
sktadnikiem ich macierzy zewnatrzkomoérkowej, utrzymujacej integralnos¢

i elastycznosc¢ bton, jest kolagen oraz elastyna (Rysunek 1).

Kolagen typu I i III stwierdzono w wigkszosci warstw bton ptodowych, z wyjatkiem
warstwy trofoblastu kosmowki. Fibronektyna, laminina oraz kolageny typu I i IV
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znajduja si¢ w sieci ECM, ktora otacza komorki cytotrofoblastow w kosmowce. Kolagen
typu V znaleziono réwniez w warstwach siateczkowatej i trofoblastu. Kolagen typu VI

znajdowat si¢ gtdéwnie w owodni i warstwie siateczkowatej.

Kolagen ECM podlega ciaglej rotacji przez caly okres trwania cigzy, aby dostosowac
si¢ do rosngcej objetosci i napigcia w miarg postepu cigzy. Dowodem na to jest
udowodniony spadek zawarto$ci kolagenu w owodniach w ostatnich 8 tygodniach
trwania cigzy [201-203].

Ze wzgledu na to, iz widkna kolagenowe kolagenu typu I, typu, III, typu IV, typu V
I typu VI oraz fibronektyna, fibrylina, elastyna i proteoglikany stanowig dominujacy
sktadnik macierzy zewnatrzkomoérkowej bton ptodowych, zatem enzymy degradujace te
sktadniki (Tabela 2) sg upatrywane jako potencjalne markery wystgpienia zjawiska

PROM lub PPROM.

Tabela 2
Sktadniki macierzy zewnatrzkomorkowej i ich enzymy degradujace. Opracowanie

wlasne.

Degradacja macierzy zewngtrzkomorkowej

Enzymy | Substraty

MMP 1 | Kolagen typu I, I, III, VII, VIII, X, proteoglikany taczace biatka

MMP 2 | Kolagen I, 1V, V, VII, X, XI, XIV, proteoglikany, fibronektyna,laminina

MMP 3 | Kolagen I, II, 11, 1V, IX, X, XIV, proteoglikany, fibronektyna
MMP 7 | Kolagen 1V, fibronektyna, laminina, proteoglikany elastyna
MMP 8 | Kolagen I, 11, 111, VIII, X, fibronektyna, laminina

MMP 9 | Kolagen IV, V, VII, X, 1V, fibronektyna, fibrilina, laminina

MMP 10 | Kolagen I, IV, V, proteoglikany, fiblinina, elastyna

MMP 12 | Kolagen IV, proteoglikany, fibrylina, fibronektyna, elastyna, laminina

MMP 13 | Kolagen I, II, 1, IV, IX, X, XIV, fibronektyna, fibrylina, serpina, laminina

Czynnik ro6wnowazacy rozklad i syntez¢ kolagenu

Prolidaza | odzyskiwanie proliny z degradujacych wtokien kolagenu celem ponownego

wlaczenia proliny do sieciowania widkien fibrylarnych do kolagenu
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Najczestszym miejscem peknigcia bton owodniowych w PROM/PPROM jest okolica
nadszyjkowa (btona pokrywajaca ujscie wewngetrzne szyjki macicy) [206, 207]. Btona
owodniowa w tej lokalizacji jest strukturalnie zmieniona, narazona na kontakt
z drobnoustrojami  [208]. Doswiadczenie kliniczne wykazalo, ze nie zawsze
PROM/PPROM podaza klasycznym wzorcem pegknig¢. Istnieja  przypadki
potwierdzonego PROM/PROM, gdzie w badaniu ultrasonograficznym uwidoczniona
zostaje prawidtowa ilo$¢ ptynu owodniowego. Podstawowg wowczas etiologia jest
mechaniczne przerwanie blon (podobnie jak w przypadku PPROM pojawiajacy si¢ jako
powiktanie operacji fetoskopowych) bez towarzyszacej etiologii zapalnej i/lub zakazne;j
obserwowanej w przypadku klasyczny PPROM. W takich sytuacjach rokowanie jest
bardziej pomyslne [209].

W przypadku PROM/PPROM z klasycznym wzorcem peknigcia bton, zmiana
morfologii blony jest zwigzana z wyraznym obrzgkiem i przerwaniem sieci kolagenu
w obrebie warstwy spoistej, warstwy fibroblastow i warstwy gabczastej [210].

Wysunigto hipotezg, ze peknigcie bton ptodowych obejmuje sekwencj¢ zdarzen, ktore
rozpoczynajg si¢ od rozdgcia i utraty elastycznosci, oddzielenia kosmowki i owodni,
przerwania kosmowki, rozdecia i przepukliny owodni, az w koncowym etapie dochodzi
do peknigcia owodni [148]. Ta proponowana kolejnos¢ wydaje si¢ by¢ wynikiem zmian
strukturalnych ~ zachodzacych w ECM oraz wynikajacymi z nich  zmian
biomechanicznymi w blonach, gtéwnie owodni, ktéra jest najsilniejszym sktadnikiem
bton ptodowych [149]. Poniewaz niewydolno$¢ szyjki macicy jest czesto zwigzana
z PPROM, prawdopodobne jest, ze przedwczesne zmiany szyjki macicy ulatwiajg

nieplanowane pgkniecie blon ptodowych w PPROM.

Scharakteryzowano biochemiczne i mechaniczne wlasciwosci bton ptodowych od
23. do 41. tygodnia cigzy oraz bton, ktore pekaja przedwezesnie [151-157]. W niektdrych
badaniach stwierdzono zmniejszenie zawartosci kolagenu w ECM w btonach ptodowych
w przypadku PPROM. W prébkach PPROM proporcje kolagen typu Ill/typu I, typu
[I/typu V i typu lll/kolagen catkowity byly znacznie nizsze niz w probkach bez PPROM.
Stosunki typ I/typ V, typ I/kolagen catkowity i typ V/kolagen catkowity nie wykazaty
zmian w cigzach z i bez PPROM. Te zmiany w ECM btony plodowej odzwierciedlajg

zmiany w syntezie i obrocie sktadnikow.
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1.8 Metaloproteinazy

Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej (MMPS), nazywane rowniez
kolagenazami lub matryksynami, sg to metalozalezne enzymy proteolityczne nalezace do
klasy hydrolaz, zawierajace w swoim centrum aktywnym jon cynku. Odpowiedzialne sg
za katalizowanie procesu hydrolizy wigzan peptydowych bialek macierzy
zewnatrzkomorkowej (ang. Extracellular matrix, ECM). Z uwagi na to, iz proces ten
przebiega wewnatrz fancucha polipeptydowego zaklasyfikowano je do endopeptydaz. Od
czasu odkrycia pierwszej MMP u kregowcow w roku 1962, dotychczas zidentyfikowano
I opisano 28 metaloproteinaz. U ludzi odkryto 24 metaloproteinazy, przy czym
wyrozniono dwie identyczne postacie MMP-23 z uwagi, iz sag kodowane przez dwa rézne
geny tj. MMP-23A oraz MMP-23B [30-33].

Metaloproteinazy ~ macierzowe  posiadaja  duzy  stopien  podobienstwa
strukturalno-czynnosciowego, sa zdolne do degradacji i przebudowy biatek przestrzeni
pozakomdrkowej i btony podstawnej, tj. kolagenu, lamininy, fibronektyny, elastyny oraz
proteoglikandw [49, 50]. Dziatajac mniej lub bardziej selektywnie na biatka ECM, maja
znaczny wptyw na przebudowe i odnowe tkanek zardwno w stanach fizjologicznych jak

I patologicznych [30-37].

1.8.1 Budowa MMPs

Metaloporteinazy macierzowe majg budowe wielodomenowa. Pomimo, iz MMPs sg
enzymami 0 zrdznicowanej budowie, niemniej mozna wyrdzni¢ charakterystyczne
domeny, ktore sa wspdlne dla catej rodziny. O odmiennych wlasciwosciach
poszczegdlnych enzyméw decyduje fakt wystgpowania kombinacji roéznych
dodatkowych domen.

Powtarzajacym si¢ komponentem w budowie matryksyn jest:

A. peptyd sygnalowy - pelni role podczas transportu czasteczki enzymu przez siateczke
srddplazmatyczng i1 ulega proteolizie na btonie komorkowe;.

B. propeptyd (inaczej prodomena hamujaca) - liczy ok. 80 aminokwasow i utrzymuje
MMPs w postaci nieaktywnej. Propeptyd zawiera sekwencj¢ PRCGXPDV (Pro, Arg,
Cys, Gly, X, Pro, Asp, Val), ktora jest zachowana w toku ewolucji w calej rodzinie
biatek MMPs.
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C. domena katalityczna - sktada si¢ z ok. 170 aminokwaséw i odpowiedzialna jest za
aktywno$¢ proteolityczng. W domenie tej znajduje si¢ centrum aktywne zawierajace
jeden katalityczny 1 jeden strukturalny jon cynku oraz najczg$ciej trzy jony

wapniowe.

1.8.2 Mechanizm dzialania MMPs

Metaloproteinazy w przestrzeniach komérkowych wszystkich tkanek utrzymywane sa
w postaci nieaktywnej, w formie proenzymu (latentnej, proMMP) [41-43]. Synteza
MMPs w postaci zymogenu, ktory jest prekursorem aktywnej postaci enzymu, jest
mozliwa dzigki zablokowaniu cynku w centrum aktywnego proenzymu wigzaniem
koordynacyjnym z grupg tiolowa cysteiny w propeptydzie. Aktywacja nastgpuje z chwilg
odszczepienia cysteiny oraz odstoniecia miejsca aktywnego z zawartym atomem cynku,
co prowadzi do zmiany konformacji czasteczki [39, 40]. Aktywacja proenzymu moze
zachodzi¢ na dwa sposoby:

- autokatalityczny - wigzanie Cys-Zn zostaje przerwane przy udziale enzymow
proteolitycznych. Nastepnym krokiem jest autokatalityczne odcigcie propeptydu.
- przy udziale btonowych MMPs (MT-MMPs, metaloproteinazy macierzy typu
blonowego). W tym przypadku proenzym jest aktywowany przez MT-MMP [44].

Metaloproteinazy sa aktywne w obojetnym lub lekko zasadowym pH w obecnosci
jonéw wapnia.

Niezbednym warunkiem do utrzymania homeostazy w obrebie tkanek jest istnienie
mechanizmow regulatorowych wptywajacych na aktywnos¢ poszczegolnych zwigzkow.
W przypadku MMPs ich dziatalno$¢ jest kontrolowana na poziomie ekspresji genow

kodujacych, aktywacji zymogenu oraz za sprawa swoistych inhibitorow [37-40].

Na etapie transkrypcji ich wydzielanie moze by¢ regulowane przez czynniki wzrostu,
cytokiny, hormony, réznego rodzaju interakcje migdzykomorkowe i komorek z macierza
zewnatrzkomorkowa oraz przez niektore czynniki fizyczne, migdzy innymi
promieniowanie ultrafioletowe [37, 38]. Nadmiernemu pobudzeniu ekspresji MMPs
zapobiegajg ich naturalne tkankowe inhibitory TIMPs (ang. Tissue Inhibitor of Matrix
Metalloproteinases) oraz o2-makroglobulina (proteina produkowana w watrobie), ktora
pelni role inhibitora wszystkich metaloproteinaz. Aktywno$¢ proteolityczna

metaloproteinaz regulowana jest poprzez stosunek poziomu ich ekspresji do poziomu
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czynnikow hamujacych. Znane sg cztery klasy inhibitoréw metaloproteinaz, wystepujace
w przestrzeni zewnatrzkomorkowej oraz ptynach ustrojowych (TIMPs-1, 2, 3 i 4).
W tkankach najcze$ciej wystepuje TIMP-1 i 2. Hamowanie proteolitycznej aktywnos$ci
MMPs zachodzi poprzez tworzenie kompleksow miedzy aktywnymi formami

metaloproteinaz lub proenzymow a ich tkankowymi inhibitorami.

Na etapie aktywacji formy proenzymu wydzielanie metaloproteinaz jest pobudzane
przez srédbtonkowy czynnik wzrostu (ang. Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF),
czynnik martwicy nowotworéw o (ang. Tumor Necrosis Factor alpha, TNF-a),
interleuking 1 (IL-1), prostanglandyny E2, D2, F2-a oraz procesy fagocytozy [37, 38].

Ponadto w badania oceniajacych udziat MMPSs w rozwoju choréb nowotworow odkryto
jeszcze jedng forme regulacji dziatania metaloproteinaz macierzowych. Mowa tu
0o EMMPRIN (ang. Extracellular Matrix Metalloproteinase Inducer) - czynniku
indukujacym metaloproteinazy macierzowe, produkowanym miedzy innymi przez
komorki  nowotworowe, ktory pobudza fibroblasty do produkcji do syntezy

metaloproteinaz [131, 132].

Na pytanie czy analogicznie jak w procesach nowotworowych, embriogenezy,
spermatogenezy  [128-132], czynnik indukujacy metaloproteinazy  macierzy
zewnatrzkomoérkowej (EMMPRIN) odgrywa kluczowa rolg lokalnego regulatora takze
w stymulowaniu produkcji MMP w ludzkim tozysku oraz btonach ptodowych, probowali
w swoim badaniu w 2004 roku odpowiedzie¢ Li 1 wspoOlpracownicy. Podjeli si¢ oni
wysitku oceny ekspresji EMMPRIN w tozysku w terminie porodu oraz w btonach
ptodowych w cigzy donoszonej przed wystapieniem czynnosci skurczowej jak 1 w trakcie
porodu. Wykazano, ze zarowno w tozysku jak i w btonach ptodowych dochodzi do
ekspresji EMMPRIN. Jego potencjat do stymulacji produkcji MMPs ulatwia pgknigcie
bton ptodowych oraz oddzielenia si¢ tozyska podczas porodu. Zmiany w ekspresji
EMMPRIN mogga posrednio wplywaja na dziatanie MMPSs w celu zwiekszenia degradacji
tkanek podczas procesow sktadajacych si¢ na akt porodu [138].
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1.8.3 Klasyfikacja MMPS

Biatka MMP wykazuja duza zmienno$¢ na poziomie struktury czwartorzgdowe;.
Zmienno$¢ ta wynika z r6znic w budowie podjednostek, co wptywa na ich wlasciwosci.
Budowa strukturalna oraz swoisto$¢ substratowa matryksyn jest podstawa ich
klasyfikacji. Biorgc pod uwage wyzej] wymienione czynniki metaloproteinazy
zaszeregowano do czterech grup [17].

1. Archetypowe MMPs:
» Kolagenazy: MMP-1 (Kolagenaza-1), MMP-8 (Kolagenaza-2), MMP-13
(Kolagenaza-3)
e Stromielizyny: MMP-3 (Stromielizyna-1), MMP-10 (Stromielizyna-2),
MMP-11 (Stromelizyna-3)
* Inne MMPs: MMP-12 (Metaloelastaza), MMP-19, MMP-20 (Enamelizyna),
MMP-27
2. Zelatynazy: MMP-2 (Zelatynaza A), MMP-9 (Zelatynaza B),
3. Matrylizyny: MMP-7 (Matrylizyna), MMP-26 (Matrylizyna-2),
4. MMPs aktywowane przez furyny:
+  MMP wydzielane jako formy aktywne:
MMP-11 (Stromielizyna-3), MMP-28 (Epilizyna),
* Metaloproteinazy I typu blonowego (ang. Membrane-type MMP, MT-MMP):
MT1-MMP (MMP-14), MT2-MMP (MMP-15),
MT3-MMP (MMP-16), MT5-MMP (MMP-24),
« MMP zakotwiczone przez glikozylofosfatydyloinozytol: MT4-MMP
(MMP-17), MT6-MMP (MMP-25),
* Metaloproteinazy II typu blonowego: MMP-23A, MMP-23B

Kolagenazy degraduja kolagen wiokienkowy (gtownie kolagen I, II i III), zelatynazy
majg za zadanie rozktad zdenaturowanego kolagenu i kolagenu typu IV. Natomiast
stromielizyny odpowiedzialne sg za degradacj¢ sktadnikow macierzy pozakomoérkowe;j,
takich jak laminina, fibronektyna, witronektyna, proteoglikany oraz niektore typy
kolagenu. Z kolei matrylizyny rozktadaja fibronektyne, kolagen IV i fibrynogen.
Funkcja metaloproteinaz transblonowych jest aktywacja innych metaloproteinaz
podczas transportu przez btone komérkowa do srodowiska pozakomorkowego za sprawa

domenyzakotwiczajacej MT-MMP w btonie komérkowej [29].
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1.8.4 Metaloproteinaza-1 (MMP-1)

Metaloproteinaza macierzowa 1 (MMP-1) nazwana jest réwniez kolagenaza-1,
kolagenazg $rodmigzszowg lub fibroblastowa 0 numerze EC 3.4.24.7. Z uwagi na
specyficznos¢ substratowa nalezy do podrodziny kolagenaz. Gen kodujacy MMP-1
zawiera 10 egzonow i jest zlokalizowany na chromosomie 11q22.2-22.3. Czasteczka
MMP-1, poza statlym uktadem domen wystepujacym w tej grupie, posiada takze domeng
hemopeksynowg (nazwa wynika z podobienstwa do hemopeksyny - bialka
odpowiedzialnego za wigzanie oraz transport hemu), ktora potaczona jest z domeng

katalityczng za pomoca tacznika tj. regionu zawiasowego [47].

Rycina 1. Schemat budowy strukturalnej MMP-1. Opracowanie wiasne.

PS — peptyd sygnatowy, PP — propeptyd, DK- domena katalityczna, Zn-jon cynku,
Hpx — domena hemopeksynowa,

Udowodniono, ze MMP-1 moze by¢ syntetyzowana przez rézne rodzaje komorek
miedzy innymi fibroblasty, makrofagi, sSrodbtonek naczyniowy czy nabtonki [66, 68].
W tkankach w warunkach fizjologicznych MMP-1 jest niewykrywalna [70]. Wzrost
stezenia biatka odnotowuje si¢ w sytuacji remodelingu tkankowego tj. w trakcie
proceséw zwigzanych z embriogeneza, morfogeneza, angiogenezg czy regeneracjg [67].

Grupa substratdw kolagenazy fibroblastowej jest obszerna. Pozwala to traktowaé
MMP-1 jako jedna z glownych proteaz odpowiedzialnych za wspomniany wyzej
fizjologiczny remodeling ECM [66]. Badania wykazaty, Zze do substratow kolagenazy-1
nalezy m.in. kolagen typu I, 11, I, VII, VIII, X, XI. Rozktad helisy kolagenu przez
MMP-1 powoduje utratg stabilno$ci termicznej i formy wiokienkowej, co umozliwia
dalszy rozktad enzymatyczny [67, 68]. Ponadto MMP-1 ma zdolnos$¢ rozktadu innych
czasteczek macierzy pozakomorkowej takich jak: zelatyna (zdenaturowany kolagen),
wplywajacy na spoistos¢ chrzastki stawowej agrekan, sktadnik blony podstawnej
entaktyna, laminina, fibronektyna, fibrynogen, fibryna, perlekan, wersekan, kazeina,
nidogen czy tenascyna-C. MMP-1 posiada mozliwos¢ bezposredniej modyfikacji

aktywnosci cytokin, chemokin, czynnikow wzrostu, antychymotrypsyny, antytrypsyny,
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biatek wigzacych insulinopodobny czynnik wzrostu, interleukin, czynnika martwicy
nowotworu TNF-alfa [48, 66, 69].

Z uwagi na udowodniong role MMP-1 w procesie widknienia [71, 72], migracji
komorkowej [73, 74, 75], przewleklym stanie zapalnym [76, 77, 78], regeneracji
i wzro$cie wiokien nerwowych [79] oraz powszechnos¢ wystepowania tych zjawisk
w roznych patologiach podjgto wysilek przeprowadzenia badan oceniajacych funkcje
MMP-1 w poszczegolnych jednostkach chorobowych. Uzyskane wyniki wykazaly
istotng role enzymu w przebiegu chorob nowotworowych takich jak raka jelita grubego,
phuc, trzustki, rakow ptaskonabtonkowych oraz czerniak, choréb autoimmunologicznych,

miazdzycy czy choréb zwiazanych z nasilonym wtoknieniem [80-85].

1.8.5 Metaloproteinaza-2 (MMP-2)

Metaloproteinaza macierzowa 2 (MMP-2) o zamiennej nazwie zelatynaza A jest
biatkiem o masie czasteczkowej 72 kDa. Z uwagi na specyficzno$¢ substratowa nalezy
do podrodziny zelatynaz. Nazwa pochodzi od powinowactwa do zdenaturowanego
kolagenu - zelatyny. Charakterystycznym elementem jej domeny katalitycznej sg trzy

fragmenty podobne do fibronektyny. Fragmenty te odpowiedzialne sa za tworzenie

N

PS Pro DK Fn Hpx

potaczenia z substratami MMP-2.

Rycina 2. Schemat budowy strukturalnej MMP 2. Opracowanie wiasne.
PS — peptyd sygnatowy, PP — propeptyd, DK- domena katalityczna, Hpx — domena

hemopeksynowa, Fn Il — domena zawierajgce powtdrzenia podobne do fibronektyny

Podstawowym substratem dla MMP-2 jest kolagen typu IV bedacy sktadnikiem btony
podstawnej. Uszkodzenia struktury blony podstawnej stanowig jeden z elementow
warunkujacych migracj¢ komorek. Dlatego tez zelatynaza A petnig istotng role w takich
procesach jak procesy zapalne (migracja komodrek odpornosciowych) oraz nowotworowe
(tworzenie przerzutow). Do pozostatych substratdw MMP-2 zaliczamy kolagen typu I,

IL, 1ML, 1V, VII, IX, X, XI oraz zelatyna, agrekan, elastyna, entaktyna, fibronektyna,
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laminina, tenascyna, witronektyna, fibryna, fibrynogen, pro-MMP-9, pro-MMP-13,
plazminogen, pro-TNFa.

MMP-2 ulega ekspresji zarowno w fibroblastach, makrofagach, komoérkach §rodbtonka
jak i komdrkach nowotworowych [87]. MMP-2 wydaje si¢ by¢ kluczowa do rozwoju
naczyn nowotworu, a tym samym odgrywa rolg W procesie naciekania guza
nowotworowego oraz tworzeniu przerzutbw. Dowodem na zaangazowanie MMP-2
w proces angiogenezy jest fakt, ze czynniki angiogenne takie jak VEGF powoduja na

wzrost wydzielania zelatynazy A z komorek $rodbtonka [88].

1.8.6 Metaloproteinaza-8 (MMP-8)

Metaloproteinaza macierzowa 8 (MMP-8) opisywana jest zamiennie takze jako
kolagenaza neutrofilowa lub kolagenaza-2 o numerze EC 3.4.24.34. Przynalezy do
podrodziny kolagenaz [70]. Gen kodujacy MMP-8 o locus 11g22 miesci si¢ W zbiorze
gendéw MMPs [153]. Poczatkowo badania wskazywaty, ze MMP-8 jest syntetyzowana
przez neutrofile w trakcie ich dojrzewania i aktywacji. Dalsze prace ujawnity, ze
W przebiegu procesu zapalnego biatko moze by¢ wydzielane przez szeroka game
komorek uktadu odpornosciowego miedzy innymi makrofagi, mastocyty, limfocyty T,
a takze komorki epitalialne, endotelialne czy nawet mig$niowe [173-176]. MMP-8
wystepuje w kilku formach rozpuszczalnych glikozylowanych o masie 75 kDa oraz
mniejszych nieglikozylowanych o masie wahajacej si¢ W zakresie 40-50 kDa [172, 177,
178]. Poza formami rozpuszczalnymi, zidentyfikowano posta¢ potaczona z blong
komoérkowa obecng na aktywowanych neutrofilach. Wydaje si¢ ona by¢ gtdéwng postacia
biatka znajdowang w stanie zapalnym [179]. Struktura chemiczna MMP-8 jest

tozsama z innymi przedstawicielami rodziny [138, 180].

1.8.7 Metaloproteinaza-9 (MMP-9)

Metaloproteinaza macierzowa 9 nazywana jest rowniez zelatynaza B lub kolagenaza
92kDa. Swojg budowa przypomina MMP-2, gdyz takze zawiera trzy fragmenty podobne
do fibronektyny zlokalizowane w obrebie domeny katalitycznej. Jej cechg unikatows jest
obecno$¢ domeny kolagenu typu V usytuowanej W rejonie regionu zawiasowego.
Ponadto posiada w swojej budowie komponente weglowodanowa, dlatego kwalifikuje

si¢ ja takze do rodziny gliporotein [89 ,90].
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Dzigki podobienstwu budowy czwartorzedowej do MMP-2 aktywnos$¢ proteolityczna
zelatynazy B powoduje podobne skutki. Podstawowym substratem MMP-9 jest rowniez
kolagen typu IV. Ponadto zelatynaza B rozktada m.in.: kolagen typu, V, Xl, XIV,
zelatyne, agrekan, dekoryne, elastyng, lamining, vitronektyne, a2-makroglobuling,
endoteling, kazeine, fibryng, fibrynogen, IL1p, plazminogen oraz pro-TNFa. MMP-9
wydzielajg komorki srédbtonka, fibroblasty oraz makrofagi [89, 90].

1.8.8 Prolidaza

Prolidaza (peptydaza D, imidopeptydaza) jest cytozolowa egzopeptydaza 0 numerze
klasyfikacyjnym EC.3.4.13.9, ktora odpowiada za prawidtowy metabolizm kolagenu,
rownowazac jego rozktad i synteze. Jest metaloproteinaza, bowiem do pelnej aktywnos$ci
enzymatycznej wymaga obecnosci jondw manganu. Opisywany enzym petni wazng
rolg  w odzyskiwaniu proliny zimidodipeptydow (pochodzacych glownie
z wenatrzkomorkowej degradacji biatek endogennych, zwtaszcza kolagenu) do ponownej
biosyntezy kolagenu i innych biatek zawierajacych proline.

Gen prolidazy (PEPD) znajduje si¢ na chromosomie 19 i koduje polipeptyd ztozony
z 493 aminokwasOw o masie czasteczkowej 54 kDa. Dojrzala posta¢ enzymu jest
dimerem ztozonym z dwoch identycznych podjednostek. Gen zawiera polimorficzne
allele bez wptywu na aktywnos$¢. Rzadkie mutacje wystgpujace w eksonach 7, 8, 121 14
moga by¢ odpowiedzialne za niedobor prolidazy. Niedobor prolidazy charakteryzuje si¢
masywng imidodipeptyduriag, zmianami skornymi, nawracajacymi infekcjami,
uposledzeniem umystowym i podwyzszonym st¢zeniem dipeptydow zawierajacych
proling w osoczu.

Wszystkie badania sugeruja, ze wzrost aktywno$¢ prolidazy jest skorelowana ze
zwiekszonymi wskaznikami obrotu kolagenu i rozregulowaniu jego metabolizmu.

Wzrost aktywnosci prolidazy zaobserwowano w chorobach zwigzanych z destrukcja

tkanek takich jak nowotwory, gruzlica, przewlekte choroby watroby [197-199].

1.8.9 Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej i prolidaza w medycynie

perinatalnej
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* Rola MMPs w procesach zwigzanych z porodem

Poréd jest wynikiem wieloetapowych proceséw, ktore obejmuja skurcz mieénia
macicy, dojrzewanie szyjki macicy, pgknigcie blon ptodowych, wydalenie ptodu oraz
oddzielenie si¢ tozyska w IV okresie porodu. Rozlegta przebudowa macierzy

zewnatrzkomorkowej (ECM) ma kluczowe znaczenie w przebiegu tych etapow.

Metaloproteinazy macierzowe s3 gltoéwnym czynnikiem odpowiedzialnym za
degradacje macierzy pozakomorkowej (ECM) bton ptodowych oraz tozyska podczas
porodu. Wicle badan wykazato, ze podwyzszony poziom MMPs w ludzkim tozysku,
btonach ptodowych i ptynie owodniowym jest obserwowany w porodzie terminowym

lub przedwczesnym, wskazujgc tym samym na rolg MMPs podczas porodu [121-127].

Mechanizmy zaangazowane w regulacje produkcji MMPs podczas porodu pozostajg
dotychczas stabo poznane. Wiadomym jest, ze aktywno$¢ enzymatyczna MMP podlega
wielokierunkowej regulacji, m.in. na etapie transkrypcji gendw przy udziale réznych
czynnikow biologicznych. Kontrola aktywnosci MMP zachodzi takze na etapie aktywacji
formy proenzymu. Wydzielanie metaloproteinaz jest pobudzane przez $rédbtonkowy
czynnik wzrostu (ang. vascular endothelial growth factor-VEGF), czynnik martwicy
nowotworow o (ang. tumor necrosis factor alpha,TNF-a), interleuking 1 (IL-1),
prostanglandyny E2, D2, F2-a oraz procesy fagocytozy. Ponadto aktywno$é
proteolityczna metaloproteinaz regulowana jest poprzez stosunek poziomu ich ekspresji
do poziomu czynnikow hamujagcych. Znane sg cztery klasy inhibitorow metaloproteinaz,
wystepujace w przestrzeni zewnatrzkomorkowej oraz ptynach ustrojowych (TIMPs-1, 2,
3 1 4). W tkankach najczg$ciej wystepuje TIMP-1 oraz TIMP-2. Hamowanie
proteolitycznej aktywnosci MMP zachodzi poprzez tworzenie kompleksow migdzy
aktywnymi formami metaloproteinaz lub proenzymoéw a ich tkankowymi inhibitorami
[133-137].

W wielu dostgpnych pracach udowodnione jest istnienie wzorca ekspresji MMPs
sugerujacy udzial poszczegolnych metaloproteinaz macierzowych w fizjologicznym
i patologicznym peknieciu bton plodowych [158-169]. W glownej mierze badacze
skoncentrowali si¢ na zelatynazach MMP-2 i MMP-9 czyli enzymach, ktére degraduja
kolagen typu V oraz kolageny btony podstawnej (typ IV). Wielu autorow stwierdzito, ze

zwigkszona ekspresja tych enzyméw, ale w gltownej mierze MMP-9, jest zwigzana
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z peknieciem bton ptodowych w ciazy donoszonej jak i przed ukonczonym 37. tygodniem
cigzy. W pracy dwoch autorow Vadillo-Ortega z 1995 roku oraz McLaren’a z 2000 roku
zostalo dowiedzione, ze poziom MMP-9 wzrasta w btonach ptodowych w przypadku
porodu o czasie. W kolejnych latach w pracy m.in. Xu i wsp. z 2002 roku wykazano, ze
poziom MMP-9 jest znaczaco wyzszy w btonach ptodowych zarowno w trakcie porodoéw
o czasie jak i tych przedwczesnych. To byl wazny krok w wysunigciu przypuszczenia, ze
by¢ moze procesy doprowadzajace do pekniecia bton ptodowych, zardowno w przypadku
poroddéw o czasie jak i tych przedterminowych, sg podobne. Yonemoto H. I wsp. w 2006
roku potwierdzili wzorzec ekspresji MMP-9 w btonach ptodowych w przypadku porodow
0 czasie jak i przedwczesnych, ale wyniki dotyczace MMP-2 nie byly spojne
w poréwnaniu do wynikow prac innych autorow. Yonemoto i wsp. nie wykazali wzrostu
poziomu MMP-2 w btonach ptodowych w porodach o czasie i przedterminowych
w porownaniu do poziomow obserwowanych w trakcie cigzy (porownanie do wynikow
m.in. pracy Xu i wsp. z 2002) [166], co wiecej stwierdzili spadek poziomu MMP-2
w plynie owodniowym w porodach terminowych i przedwczesnych (niespojnos¢ m.in.
z pracg Goldmana z 2003 roku) [170]. By¢ moze rdznice te wynikaty z odmiennos$ci
buforu ekstrakcyjnego uzytego w projekcie lub nieuwzglednienia faktu, ze owodnia
1 kosmowka majg inne wzorce uwalniania MMP (co wykazal Yonemoto), ktore nie
zostaty wzigte pod uwage w metodologii innych badan w tym zakresie. Procesy
zachodzace w doczesnej regulujag mechanizmy doprowadzajace do przerwania bton
ptodowych poprzez zwigkszenie ekspres;ji i aktywacji MMP-9.

W wielu badaniach udowodniono, Zze enzymy zaangazowane w mechanizm pekania
bton obejmujg takze MMP-1, MMP-8. Metaloproteinazy macierzy (MMPs) rozkladaja
w macierzy zewnatrzkomoérkowej okreslone typy kolagenu (preferencyjnie dzialaja na
kolagen typu I). Maymon i wsp. wykazali, Ze w przedwczesnym peknigciu blon
ptodowych w cigzy niedonoszonej (zarowno w przypadkach obecno$¢ 1 brak infekcji)
obserwuje si¢ wzrost stezenia MMP-1 w plynie owodniowym [204], natomiast
podwyzszone st¢zenie MMP-8 w plynie owodniowym bylo obserwowane tylko
w sytuacji kiedy btony ptodowe pekaly w cigzy niedonoszonej. W cigzach donoszonych
tej zaleznosci nie wykazano [205].

Procesy z kompartmentu matczynego jak i ptodowego, zaangazowane w przebudowe
ECM podczas porodu krzyzuja si¢. Fakt istnienia hierarchii w modulacji aktywnosci

MMPs podczas porodu, gwarantuja bezpieczny przebieg tego procesu, umozliwiajac tym
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samym peknigcie blon plodowych przy jednoczesnym uniknigciu przedwczesnego

oddzielenia si¢ tozyska.

* Rola MMPs w prawidlowym rozwoju ciazy

W ostatnich latach duze zainteresowanie w perinatologii zwraca uwage¢ udziat
metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej w kontek$cie prawidtowego rozwoju
cigzy, ktory to uwarunkowany jest wieloma czynnikami. Jednym z nich jest prawidtowa
implantacja oraz rozwoj tozyska. Wiasciwa aktywnos¢ enzymoéw MMPs rozktadajacych
elementy ECM 1 blony podstawnej jest gwarantem dla optymalnego przebiegu tego
procesu. Warunkiem koniecznym do zapoczatkowania procesu przebudowy naczyn
wysokooporowych w naczynia niskooporowe w obrgbie tozyska jest degradacja
sktadnikow blony podstawnej oraz macierzy zewnatrzkomoérkowej, co umozliwi
proliferacje 1 migracje komorek $rdédblonka naczyniowego. Najwazniejsza role
odgrywaja tutaj zelatynazy: MMP-2 i MMP-9, ktorych substratem jest kolagen typu IV
ECM (zasadniczy sktadnik bton podstawnych) [54-57].

Udowodniono, iz konsekwencja zaburzenia wtasciwych relacji pomiedzy sktadowymi
uktadu proteolitycznego, utworzonego przez metaloproteinazy wraz z ich inhibitorami,
jest rozwoj nadcisnienia tetniczego indukowanego cigza (PIH) czy wewnatrzmacicznego
ograniczenia wzrastania ptodu (IUGR) (czgsto obie te patologie wspdtwystepuja ze soba),
gdzie niedostateczne nasilenie proteolizy prowadzi do zaburzenia implantacji trofoblastu
oraz nieprawidlowej angiogenezy tozyskowej [51-53]. Dowiedziono, ze to wtasnie
nieprawidlowy przeplyw krwi w obrebie tozyska spowodowany zaburzeniem
przebudowy naczyn krwionosnych lezy u podstaw powstania wspomnianych patologii.

Jednym z elementow regulacji aktywno$ci metaloproteinaz sg swoiste tkankowe
inhibitory metaloproteinaz macierzowych. Udowodniono, iz w zalezno$ci od stezenia
TIMP-2 ekspresja MMP-2 moze by¢ wzmagana (przy niskich stezeniach TIMP-2) badz
blokowana (przy wysokich stezeniach TIMP-2) [141, 142]. By¢ moze dlatego analizujac
dostgpng literature nalezy zauwazy¢ pewne rozbiezne informacje dotyczace rdznic
w lozyskowej ekspresji tkankowego inhibitora metaloproteinazy-2 (TIMP-2)
u cigzarnych w przebiegu nadci$nienia tetniczego i wewnatrzmacicznego ograniczenia
wzrostu. Cze$¢ dostepnych prac wskazuje na stabszg aktywno$¢ TIMP-2 w kosmkach

trofoblastu w cigzach przebiegajacych prawidtowo, a podwyzszong w przebiegu
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nadci$nienia t¢tniczego i IUGR [144-147]. Inni badacze nie znalezli roznic w tozyskowe;j
ekspresji TIMP-2 w cigzach powiktanych PIH lub hipotrofig ptodu w poréwnaniu do cigz
fizjologicznych [139-140]. Swierczewski A i wsp. badajac ekspresjc MMP-9
i tkankowego inhibitora TIMP-2 w tozyskach ciezarnych z IUGR wykazali, ze wysoka
aktywno$¢ metaloproteinazy 9 stwierdzona w kosmkach tozyskowych koreluje
z prawidtowg jego budowg i funkcjonowaniem. W odniesieniu do terapii IUGR wysnuli
konkluzj¢ - zastosowane leczenic wewngtrzmacicznego ograniczenia wzrastania ptodu
zmniejsza tozyskowa ekspresje TIMP-2 [143].

Vural i wsp. w swojej pracy z 2010 wykazali niski poziom prolidazy w surowicach
ciezarnych z wczesng utratg cigzy z réwnoczesnym wzrostem aktywnosci tego
enzymu w tkance lozyskowej (odwrotna zalezno$¢ poziomoéw aktywnos$ci prolidazy
W surowicy oraz tozysku). To odkrycie sugeruje, ze wysokie zuzycie tego enzymu przez
tkanke tozyska (zwickszony obrot kolagenu w tozysku) ma przetozenie na koniecznosc¢
odzyskiwania tego enzymu z surowicy matki. W konsekwencji obnizony poziom
aktywnosci prolidazy we krwi matki moze by¢ przydatny do wykrywania patologii
zwigzanych z tozyskiem w sytuacjach wczesnej utraty cigz. W zwigkszonym wskazniku
obrotu kolagenu autorzy upatruja prawdopodobng etiopatogeneze tej patologii

potozniczej [200].
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2. CEL PRACY

Cel ogdlny:

Celem pracy byto poznanie czynnikow degradujacych macierz zewnatrzkomérkowa
bton ptodowych odgrywajacych najistotniejsza role w patomechanizmie przedwczesnego
peknigcia bton ptodowych oraz sprawdzenie czy produkty wytypowanych gendw moga

stanowi¢ markery predykcyjne przedwczesnego peknigcia bton ptodowych .

Cele szczegbdlowe:

a. ocena ekspresji metaloproteinaz (MMP-1, MMP-2, MMP-8, MMP-9) w btonach

ptodowych pochodzacych od cigzarnych kobiet z grupy badanej i grup kontrolnych
b. ocena ekspresji genu kodujacego prolidaze w btonach ptodowych pochodzacych od
ci¢zarnych kobiet z grupy badanej i grup kontrolnych
C. ocena stezenia wybranych MMPs w matczynych osoczach. Ocenie podlegaty
produkty dwoch genow: MMP-8 i prolidazy, ktore to zostaly wytypowane

w pierwszym etapie realizacji projektu.

3. MATERIALY | METODY

Na przeprowadzenie badania zostatla udzielona zgoda Komisji Etyki Badan
Naukowych dziatajacej przy Instytucie Centrum Zdrowia Matki Polki w Lodzi nr
55/2014.

3.1 Charakterystyka pacjentek wlaczonych do badania oraz kryteria podzialu
badanych pacjentek z uzasadnieniem

Analizie poddano grupe 98 cigzarnych kobiet nalezacych do rasy biatej. Pacjentki do
badan kwalifikowano w Klinice Poloznictwa i Ginekologii Instytutu Centrum Zdrowia
Matki Polki w Lodzi w okresie od lipca 2014 do grudnia 2015 roku. Wszystkie cigzarne
zostaly poinformowane o celu i zakresie przeprowadzanych badan oraz udzielity

swiadomej, pisemnej zgody na udziat w badaniu.
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Stan ogdlny zdrowia pacjentek zakwalifikowanych do projektu byt dobry bez
towarzyszacych chorob przewlektych. Wszystkie pacjentki negowaly uzaleznienie od
papierosow, alkoholu czy narkotykdéw. U wszystkich ciezarnych zostaty wykluczone
aktualne choroby infekcyjne (na podstawie badanie podmiotowego i przedmiotowego).
Wyniki pomiaru ci$nienia tetniczego krwi u wszystkich ci¢zarnych byly w normie.
Czesto$¢ matczynej pracy serca u zadnej z pacjentek nie przekraczata 100 uderzen/min.
Wszystkie pacjentki z projektu badawczego prezentowaty prawidlowg temperature ciata.
Ogolna charakterystyka wszystkich pacjentek wiaczonych do badania zostala

przedstawiona w tabeli 3.

Sredni wiek pacjentek w grupie badanej PROM/PPROM (Grupa 0) wynosit 31 lat
(£ 5,2), w grupie kontrolnej (Grupa 1, 2, 3) wynosit 29 lat (£ 5,03).

Sredni wiek ciazowy w momencie kwalifikacji do badania w grupie badanej
PROM/PPROM (Grupa 0) wynosit 35,7 tygodni ( 3,2), w grupie kontrolnej (Grupa 1,
2, 3) wynosit 38,9 tygodni (£ 0,9).

W grupie badanej PROM/PPROM (Grupa 0) sposrdéd 56 pacjentek 29 (51,8%) byto
pierworddkami, a 27 (48,2%) wielorodkami. W grupie kontrolnej (Grupa 1, 2, 3) sposrod
42 pacjentek 29 (45,2%) byto pierworddkami 23 (54,8%) wielorodkami.

Z wywiadu potozniczego zebrano dane moéwigce o tym, ze u dwoch sposrod 27
wielorodek z grupy badanej w wywiadzie wystapit PROM w poprzedniej ciazy. Jedna
pacjentka sposrdd 23 wielorodek z grupy kontrolnej w wywiadzie podala wystapienie

PROM w poprzedniej cigzy.

Srednia warto$é BMI [kg/m?] w grupie badanej PROM/PPROM (Grupa 0) wynosit
(27,4 + 3,0) w grupie kontrolnej (Grupa 1, 2, 3) wynosit 28,5 (x 3,7).

Maksymalne stezenie leukocytow w surowicy krwi bylo réwne lub mniejsze niz
14,2 G/I.

Wartos$¢ czynnosci serca ptodu byta w zakresie dla normokardii, zapis KTG oceniono

jako reaktywny, bez cech patologii.

38



Ogolna charakterystyka badanych pacjentek z podziatem na grupy zostata przedstawiona
w tabeli 4.

Tabela 3
Ogodlna charakterystyka pacjentek wtaczonych do badania, N=98

Analizowane zmienne Pacjentki wlaczone do badania,
ogotem N=98
> Rasa biata
» Stan zdrowia ogolny dobry
» Choroby przewlekle nieobecne
» Choroby infekcyjne (aktualne) nieobecne
» Uzaleznienia (papierosy, narkotyki, nieobecne
alkohol)

» Temperatura ciala przy kwalifikacji do
badania (°C)

o Srednia (+ SD) 36,7+0,3
o mediana 36,7
o minimum/maksimum 36,2/36,9
» Czestos¢ pracy serca ciezarnej < 100 u wszystkich
(ud/min.)
» Stezenie leukocytow w surowicy krwi
przy przyjeciu (G/1)
o Srednia (£ SD) 10,84 + 2,23
o mediana 10,72
o minimum/maksimum 4,0/14,20

> FHR plodu podczas kwalifikacji

(uderzen/min.)

o srednia (£ SD) 140 + 10
o mediana 140
o minimum/maksimum 125/155

Zrddlo: Badanie 1 opracowanie wiasne.
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Tabela 4
Charakterystyka badanych pacjentek z podzialem na grupy

Grupa badana Grupa kontrolna
Analizowane zmienne PROM/PPROM Zdrowe ciezarne
Grupa 0 (n=56) Grupal, 2, 3 (n=42)
Wiek (lata)
srednia (+ SD) 31,02+ 5,2 29 +5,03
mediana (IQR) 31(8) 29 (7)
minimum/maksimum 21/43 20/40
Wiek ciazowy w tyg. w
czasie kwalifikacji do
badania 35,71 £ 3,27 38,93 +£0,92
Srednia (= SD) 36 39
mediana 27,2/39 37/40
minimum/maksimum
Rodnos$¢
Pierworodki 29 (51,8%) 29 (45,2%)
Wielorodki 27 (48,2%) 23 (54,8%)
BMI (kg/m?)
srednia (+ SD) 274+3,0 28,5+3,7
PROM/PPROM
w wywiadzie 2 (3,57%) 1(2,38%)

Zrodio: Badanie 1 opracowanie wlasne.

Kryteria podzialu badanvch pacjentek

Pacjentki wiaczone do badania podzielono na cztery grupy. Grupe badana (Grupa 0,

n=56) stanowily pacjentki, ktorych cigza przebiegata bez patologii z wyjatkiem
rozpoznania PROM lub PPROM, grupe kontrolng pierwsza (Grupa 1, n=8) stanowity
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zdrowe cig¢zarne z terminowym porodem naturalnym, do grupy kontrolnej drugiej

(Grupa 2, n=16) zakwalifikowano zdrowe ci¢zarne w ciazy donoszonej z wykonanym

elektywnym cieciem cesarskim przed rozpocze¢ciem czynnosci skurczowej, do grupy

kontrolnej trzeciej (Grupa 3, n=18) zakwalifikowano ci¢zarne zdrowe z terminowym

porodem drogami i sitami natury, u ktorych nie nastapito samoistne przerwanie ciggtosci
blon ptodowych (istniala konieczno$¢ przebicia pecherza ptodowego ze wskazan

potozniczych).

Uzasadnienie utworzenia grup pacjentek wedlug opisanych wyzej kryteriow

Projekt pracy badawczej zaktadal, ze uktad porownujacy uzyskane wyniki w grupie
badanej (Grupa 0) do wynikdw pacjentek w grupie kontrolnej 1 (Grupa 1) pozwoli ocenié¢
czy istnieje rdznica w wydzielaniu poszczegdlnych typow MMPs pomiedzy w/w grupami
oraz ustali¢ ktore typy MMPs sg zaangazowane W patomechanizm PROM/PPROM,
a ktore w mechanizm porodu fizjologicznego.

Analiza wynikdéw uzyskanych w grupie badanej (Grupa 0) w odniesieniu do grupy
kontrolnej 2 (Grupa 2) pozwoli na ocen¢ wydzielania okreslonych typéw MMPs
w blonach ptodowych w trakcie trwania cigzy.

Whnioski dotyczace zagadnienia, ktore MMPs sa najistotniejsze w patologii
przedwczesnego pekniecia blon ptodowych, beda oparte na analizie porownujacej

wyniki z grupy badanej (Grupa 0) do grupy kontrolnej 3 (Grupa 3).

3.2 Kryteria wlaczenia do grupy badanej

Pacjentki w cigzy pojedynczej, po wykluczeniu ogolnoustrojowych chordb
przewlektych, aktualnie trwajacych  choréb infekcyjnych® oraz  infekcji
wewnatrzowodniowej?, kwalifikowano do grupy badanej z rozpoznaniem
przedwczesnego peknigeia bton ptodowych po spetnieniu wszystkich z  ponizszych
Kryteriow:

» udowodniona we wczesniejszych badaniach ultrasonograficznych prawidlowa
ilo$¢ ptynu owodniowego do momentu wystgpienia PROM/PPROM

» okres latencji odptywania ptynu owodniowego do chwili wystapienia skurczowe;j
czynnos$ci porodowej co najmniej 2 godziny

» okres trwania PROM/PPROM do chwili kwalifikacji < 4 godzin
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>

uwidocznienie przy uzyciu sterylnego wziernika podczas badania
ginekologicznego obecnosci ptynu owodniowego wyptywajacego z ujscia
zewngtrznego szyjki macicy

dodatni wynik testu nitrazynowego tj. zaobserwowana zmiany zabarwienia
papierka nasgczonego nitrazyng z z6ttego na niebieski i/lub dodatni wynik testu

Immunochromatycznego AmniSure

L Warunki wykluczenia aktualnie toczqcych sie choréb infekcyjnych u ciezarnych:

prawidtowy wynik badania podmiotowego

prawidlowy wynik podstawowego badania internistycznego

2\Warunki wykluczenia obecnosci klinicznych oraz laboratoryjnych wyktadnikow infekcji

wewngtrzowodniowej w chwili kwalifikacji do badania:

temperatura og6lna ciata <37,0°C

leukocytoza <15 G/I, CRP <10 mg/L

czestos¢ matczynej pracy serca <100 uderzen serca/min.
czestos¢ ptodowej pracy serca — FHR <160 uderzen serca/min.

prawidlowy zapach ptynu owodnioweg0

3.3 Kryteria wylaczenia z badania

Pacjentki, ktore spelnitly ktorykolwiek z ponizszych kryteriow, zostaty

zdyskwalifikowane z udziatu w projekcie badawczym.

Kryteria wykluczenia z badania:

>
>

cigza wieloptodowa

stwierdzanie w badaniu ultrasonograficznym w chwili kwalifikacji do badania lub
podczas wczesniejszych badan ultrasonograficznych wielowodzia

stwierdzanie w badaniu ultrasonograficznym w chwili kwalifikacji do badania lub
podczas wczesniejszych badan ultrasonograficznych wad wrodzonych ptodu
okres latencji odptywania ptynu owodniowego do chwili wystapienia skurczowej
czynnos$ci porodowej ponizej 2 godziny (w kontekscie grupy badanej)

okres trwania PROM do chwili kwalifikacji >4 godzin (w kontekscie grupy

badanej)
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» stwierdzenie podwyzszenia wyktadnikow stanu zapalnego sugerujacych toczace
si¢ zakazenie wewnatrzowodniowe (temperatura ogdlna cialta >37,0°C,
leukocytoza >15G/1, czestos¢ matczynej pracy serca >100 uderzen serca/min.,
FHR >160 uderzen serca/min, nieprawidlowy zapach plynu owodniowego
(w kontekscie grupy badanej)

» stwierdzenie aktualnie toczacych si¢ innych chorob infekcyjnych u cigzarnej

» stwierdzenie wspotistniejacych przewlektych chordb ogdlnoustrojowych

Wiek cigzowy cigzarnych ustalano na podstawie daty ostatniej miesigczki oraz na
podstawie badania ultrasonograficznego pierwszego trymestru. Temperatur¢ ogolng ciata

pacjentek zmierzono przy uzyciu bezdotykowego termometru elektronicznego.

U wszystkich pacjentek, ktore zostaty wiaczone do badania przeprowadzono badanie
podmiotowe oraz wstepne badanie ginekologiczne. Ponadto kazda pacjentka miata
wykonane KTG oraz poloznicze badanie ultrasonograficzne.

Nastepnie przeprowadzono podstawowe badanie internistyczne wykluczajac aktualnie
toczace si¢ choroby infekcyjne.

Po speieniu wszystkich opisanych powyzej Kryteriow wlaczenia do projektu
badawczego, pacjentkom z potwierdzonym PROM/PPROM pobrano w przeciggu 4
godzin od peknigcia bton ptodowych krew z zyly odlokciowej celem pozniejszego
oznaczenia st¢zenia w 0soczu wybranych metaloproteinaz i prolidazy (dla pacjentek
z grup kontrolnych przedzial czasowy nie miat Zadnego znaczenia).

Kazdej cigzarnej wykonano ponadto podstawowe badania laboratoryjne (morfologia).

Wszystkim pacjentkom udzielono informacji, ze do projektu potrzebne bedzie jeszcze
nieinwazyjne pozyskanie po porodzie bton plodowych. Na wszystkie procedury pacjentki
wyrazily pisemng zgode.

Nastgpnie cigzarne z PROM/PPROM obserwowano w  Klinice Potoznictwa
i Ginekologii lub Bloku Porodowym ICZMP w Lodzi.

W sytuacji PROM/PPROM trwajacego dtuzej niz 6 godzin wdrozono profilaktyczng
antybiotykoterapia (Ampicylina 2x1,0 g i.v. lub Biofuroksym 3 x 1,5 g i.v.), ktorg
kontynuowano do momentu porodu lub przez co najmniej 7 dni.

W przypadku 10 pacjentek, u ktorych doszto do przedwczesnego peknigcia bton

ptodowych przed ukonczonym 34. tygodniem cigzy podano kurs steroidoterapii celem
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stymulacji dojrzatosci ptuc plodu oraz profilaktyki krwawien dokomorowych
(Betametazon 2 x 12 mg i.m.). Przedwczesna czynno$¢ skurczowa macicy stwierdzana

przed 34. tygodniem cigzy byta wskazaniem do leczenia tokolitycznego.

3.4 Metodyka

Przeprowadzone w pracy analizy wykonano w Zaktadzie Biotechnologii Medycznej
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Na potrzeby projektu badawczego od wszystkich
zakwalifikowanych cigzarnych kobiet pobrano:

* krew petng na EDTAK3 celem uzyskania 0socza — probéwke wirowano z ustawieniem
3 000 obrotéw na minute przez 5 minut. Uzyskane osocze rozdzielano po 100-200 ul do
probowek typu Eppendorf, a nastepnie mrozono w temperaturze -80°C do czasu dalszych
analiz

* btony ptodowe — pobrane bezposrednio po porodzie. Po odptukaniu bton w roztworze
PBS pH 7.2-7.4 umieszczano je w roztworze RNA later (Ambion, Stany Zjednoczone)
celem zabezpieczenia RNA przed degradacja. Eliminowalo to potrzebg
natychmiastowego przetwarzania probek z tkankami lub zamrazania ich w cieklym

azocie do pdzniejszego przetwarzania.

3.4.1 Izolacja RNA z blon plodowych

Pozyskane wcze$niej blony plodowe (20-50 mg) zostaly roztarte w mozdzierzu
z ciektym azotem. Nastepnie sproszkowane tkanki zostaty przeniesione do probowki 1,5
ml typu Eppendorf. Wyizolowano RNA catkowite z bton ptodowych z wykorzystaniem
komercyjnego zestawu do izolacji RNA Mini o numerze katalogowym 031-100 (A&A
Biotechnology, Polska) zgodnie z przedstawionym ponizej protokotem. Stezenie
1 czysto§¢ wyizolowanego RNA byla oceniania metoda spektrofotometryczng
(NanoDrop, Thermo Fisher Scientific, Polska). Czystos¢ RNA zostala oceniona na
podstawie stosunkow 280nm/260nm i 260nm/230nm. Uzyskane wyniki w zakresie
1.8-2.0 pozwolily na zakwalifikowanie RNA do dalszych analiz. Odwrotng transkrypcje
2000 ng czystego RNA do cDNA przeprowadzono za pomocg zestawu Maxima First
Strand cDNA (Termo Fisher Scientifc, Polska) wedtug instrukcji producenta. Otrzymany

cDNA przechowywano w temperaturze -20°C do dalszej analizy
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Protokot izolacji RNA

1. Do przygotowanej probki dodano po 800 pl fenozolu (inaktywuje endogenne RNAzy)
I mieszano przez pipetowanie, az do catkowitej lizy komorek.

2. Probke inkubowano przez 5 min w temp. 50 °C.

3. Do lizatu dodano 200 pl chloroformu i delikatnie mieszano probke przez kilkakrotne
odwracanie probowki.

4. Probke pozostawiono na 3 min w temp. pokojowej, a nast¢pnie wirowano przez 10 min
przy 10 000-12 000 obrotach na minute.

5. Pobrano gorne frakcje (ok. 450 pl supernatantu) do nowej probowki 1,5 ml i dodano
po 250 pl izopropanolu.

6. Doktadnie wymieszano i naniesiono na minikolumng.

7. Wirowano przez 1 min przy 10 000-12 000 RPM.

8. Przeniesiono minikolumng do nowej probéwki 2 ml i dodano po 700 pl roztworu
pluczacego Al.

9. Ponownie wirowano przez 1 min przy 10 000-12 000 obrotach na minute.

10.Wyjeto minikolumne z probowki, wylano przesacz i ponownie umieSzczono w niej
minikolumne. Dodano ponownie 700 ul roztworu ptuczacego Al.

11. Wirowano przez 1 min przy 10 000-12 000 obrotach na minute.

12.Wyjeto minikolumne z probowki, wylano przesacz i ponownie umieszczono w niej
minikolumne. Dodano po 200 pl roztworu ptuczacego Al.

13. Wirowano przez 2 min przy 10 000-12 000 obrotach na minute.

14. Przeniesiono minikolumng do nowej probowki 1,5 ml. Do ztoza, znajdujacego si¢ na
dnie minikolumny, dodano po 100 pl wody ultraczyste;j.

15. Probke pozostawiono na 3 min w temp. pokojowej i nastgpnie wirowano przez 1 min
przy 10 000-12 000 obrotach na minute.

16. Minikolumne usunigto, a oczyszczone RNA znajdujace si¢ w probowce

przechowywano w temp. -20 °C, -80 °C do czasu dalszych analiz.

3.4.2 Ocena ekspresji genow metoda RT-PCR w czasie rzeczywistym

W celu okreslenia zmian w poziomie ekspresji genow dla metaloproteinazy 1,2, 819
(MMP-1, MMP-2, MMP-8, MMP-9) oraz genu prolidazy przeprowadzono reakcje

tancuchowg polimerazy w czasie rzeczywistym (metoda RT-PCR, ang. Real Time PCR).
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Reakcje RT-PCR prowadzono w 20 ul mieszaniny reakcyjnej przez 40 cykli: 95°C
/15sek; 58°C /15sek; 72°C/15sek.

Poprawnosci doboru starterow do badanego genu przewidywano z wykorzystaniem
programu Primer-blast (https/www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/ primer-blast/). Sekwencje
starteroOw uzytych w analizie RT-PCR przedstawiono w tabeli 5. Zaprojektowane primery
obejmowaty fragmenty dwodch niezaleznych od siebie eksondw w obrebie badanego

transkryptu.

Tabela 5

Sekwencje starterow wykorzystanych w analizie Real-time PCR

Gen Sekwencje starterow Sekwencje starterow Dlugosé¢
Forward (F) Reverse (R) produktu
PCR

MMP-1 CCACAAAGTTGATGCAGTTT | GCAGTTGAACCAGCTATTAG 130bp

MMP-2 GGTTCATTTGGCGGACTG ACACAGCCTTCTCCTCCT 129bp
MMP-8 TTCATGGAGCCAGGTTATC CCACTGAAGACATGGAAGA 107bp
MMP-9 GCAGACATCGTCATCCAGTT | ATGGGCGTCTCCCTGAATG 120bp
Prolidaza CTTCATCGACCACCTCCT CTCTATGCCGCTGTCAGT 142bp

Zrbdlo: Badanie 1 opracowanie wiasne.

Wyniki poziomu ekspresji badanych gendéw byly analizowane metoda Pfafla,
z uwzglednieniem genu referencyjnego RFLPO (housekeeping gene) oraz
z wykorzystaniem proby referencyjnej uzyskanej na drodze zmieszania ze sobg cDNA
pochodzacych z 8 probek nalezacych do kazdej z badanych grup (8 probek z grupy
badanej, 8 z grupy kontrolnej 1, 8 z grupy kontrolnej 2 i 8 z grupy kontrolnej 3).
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3.4.3 Ocena stezenia MMP-8 i prolidazy w matczynym osoczu

Ocena stezenia oparte byto o metod¢ ELISA z wykorzystaniem komercyjnych Kitow
(ABCAM, Wielka Brytania). Test stuzgcy do oznaczenia stezenia MMP-8 i prolidazy
w osoczu krwi opierat si¢ na ilo§ciowej metodzie kanapkowej. W pierwszej kolejnosci
przygotowano, zgodnie z instrukcja producenta, wszystkie niezbedne odczynniki oraz
badane probki. Nastepnie do wszystkich dotkow na mikroplytce zawierajacej
przeciwciala monoklonalne wigzace si¢ z MMP-8 badz prolidazg, umieszczano za
pomoca pipety zardwno probki kontrolne oraz probki badane. W dalszej kolejnosci do
studzienek na mikroptytce dodawano 50 pL koktajlu przeciwciat (Antibody Coctail)
specyficznych dla MMP-8 badz prolidazy, a nastgpnic pozostawiano ptytke
w temperaturze pokojowej na 1 godzing. Po tym czasie przeptukiwano trzykrotnie
mikroptytke buforem (Wash Buffer PT) w celu usunigciu wszystkich umieszczonych na
niej substancji niezwigzanych z przeciwciatami. Po kazdym przeptukaniu ptytki usuwano
z niej ptynng zawarto$¢ studzienek. Po ostatnim ptukaniu doktadnie usuwano pozostatosé¢
bufora. W nastepnym kroku w kazdej ze studzienek umieszczano 100 pL roztworu
barwnika (Substrate Solution) na 30 minut, a nast¢pnie dodawano 100 uL roztworu
hamujacego (Stop Solution). W zaleznosci od ilosci MMP-8 badz prolidazy
w poszczegolnej studzience uzyskiwano rézne natezenie koloru, ktére mierzono metoda

spektrofotometryczng przy dtugosci fali 620 nm.

3.5 Analiza statystyczna

Baza danych ci¢zarnych pacjentek, ktore wziely udziat w badaniu, zostala utworzona
w arkuszu kalkulacyjnym Microsoft Excel 2016. Statystyczna analiza wynikow
otrzymanych w prezentowanej pracy zostala przeprowadzona przy uzyciu pakietu IBM
SPSS Statistics w wersji 26.

Do zbadania podobienstwa rozktadu zmiennych do rozktadu normalnego postuzyt test
Shapiro-Wilka. W zalezno$ci od normalnosci rozktadu stosowano: parametryczny test
t-Studenta, kiedy rozktad wynikdw byl normalny oraz nieparametryczny test
U-Manna-Whitney’a w przypadku, kiedy rozktad wynikoéw odbiegat od normalnego. Dla

rozktadu normalnego dane w badaniu zostaty wyrazone za pomocg srednich 1 odchylenia
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standardowego. W przeciwnym wypadku zmienne opisywano za pomocg mediany

I rozktadu kwartylowego.

Analizg krzywych ROC przedstawiono jako ocen¢ wielkosci pola pod krzywa (AUC;
95% CI) oraz czutos¢ 1 specyficznos¢ testu dla wyznaczonego punktu odciecia. Wielkos¢
parametru AUC, zawierajgca si¢ w przedziale 1,0-0,5, gdzie 0,5 oznacza rozktad losowy
zostata naniesiona na skale, Poszczegdlnym zakresom wartosci AUC przydzielono
nastepujaca klasyfikacje: 0.9-1.0 = bardzo dobry, 0.8-0.9 = dobry, 0.7-0.8 =
satysfakcjonujacy, 0.6-0.7 = sredni, 0.5-0.6 = niedostateczny.

Poziomy korelacji badanych zmiennych oceniono na podstawie testu korelacji
Spearmana. Dla zastosowanych metod oceny statystycznej przyjeto poziom istotnosci

statystycznej p<0,05.
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4. WYNIKI

4.1 Charakterystyka grup

Do badania wlaczono 98 pacjentek. Zebrane dane analizowano w oparciu o podzial

cigzarnych na grupe badang z patologia PROM/PPROM (Grupa 0) oraz grupe kontrolng

(Grupa 1, 2, 3). Ogolng charakterystyke grup przedstawiono w tabeli 6.

Tabela 6

Charakterystyka grupy badanej (Grupa 0), n=56 i grup kontrolnych (Grupa 1, 2, 3), n=42

Grupa badana

Grupy kontrolne

(Grupa 0) (Grupal, 2, 3) p
n =56 n=42
Wiek
M (SD) 31,02 (5,20) 29,00 (5,03) 0,059
Mdn (IQR) 31,00 (8) 29,00 (7)
Wiek cigzowy
M (SD) 35,71 (3,27) 38,93 (0,92) <0.001
Mdn (IQR) 36 (4,2) 39 (2) '
Rodnosé
pierwiastka 29 (51,8%) 19 (45,2%) 0,512
wielorédka 27 (48,2%) 23 (54,8%)
Masa ciala noworodkow
M (SD) 2695,27 (725,72) 3434,27 (474,16) <0,001
Mdn (IQR) 2785,00 (1078) 3450,00 (670)
Pleé dziecka
syn 37 (66,1%) 25 (59,5%) 0,606
corka 19 (33,9%) 17 (40,5%)
Apgar w 1 minucie
M (SD) 8,63 (1,72) 9,85 (0,42) <0,001
Mdn (IQR) 9,00 (2) 10,00 (2)

Kolor czerwony-wynik istotny statystycznie

Zrodio: Badanie 1 opracowanie wlasne.

Grupe badang (Grupa 0) stanowito 56 pacjentek u ktorych rozpoznano przedwczesne

peknigcie bton ptodowych, w tym 29 (51,8%) pierworddek oraz 27 (48,2%) wielorodek.

Do grup kontrolnych (Grupa 1, 2, 3) wlaczono sumarycznie 42 pacjentek, w tym 19

(45,2%) pierworddek i 23 (54,8%) wielorddek. Nie wykazano istotnej statystycznie
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r6éznicy dla rodnosci pomigdzy grupa badang a grupami kontrolnymi (p=0,512). Strukturg

rodno$ci w obu grupach pacjentek badanej i kontrolnych ilustruje rycina 5.

60% 54,8%

51,8%

50% 48,2%

45,2%

40%

30%

20%

10%

pierwoorddka wielorédka

0%

W Grupa badana M Grupa kontrolna

Rycina 5. Rodnos$¢ w grupie badanej (Grupa 0), n=56 i grupach kontrolnych (Grupa 1, 2,
3), n=42

Zr6dto: Badanie i opracowanie wilasne.

Mediana wieku cigzarnych grupy badanej (Grupa 0) wynosita 31 lat (IQR 8). Najwiece;j
pacjentek (75%) byto w wieku migdzy 19 a 34 lata (rycina 6). Najmtodsza pacjentka
miata 21 lat, najstarsza 43 lata. Analiza nie wykazata istotnej statystycznie roznicy dla
wieku pomiedzy grupg badang a grupami kontrolnymi (p=0,059). Struktur¢ wieku
pacjentek z grupy badanej przedstawiono na rycinie 6. Srednia wieku pacjentek i jego

zroznicowanie w grupie badanej przedstawiono w tabeli 7.
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W 19-34lat ™ 35 latiwiecej

Rycina 6. Struktura wieku pacjentek w grupie badanej (Grupa 0), n=56

Zrbdlo: Badanie 1 opracowanie wiasne.

Tabela 7

Wiek pacjentek z grupy badanej (Grupa 0), n=56

Wyszczegoblnienie Wartos¢ (lata)
Srednia 31,02
Mediana 31

IOR 8
Minimum 21
Maksimum 43

Zrbdlo: Badanie 1 opracowanie wiasne.

Mediana wieku ciezarnych w grupach kontrolnych (Grupa 1, 2, 3) wynosita 29 lat.
Najwigcej pacjentek (83%) byto w wieku migdzy 19 a 34 lata (rycina 7). Strukture wieku
pacjentek z grupy badanej przedstawiono na rycinie 7. Srednia wieku pacjentek i jego

zrdznicowanie w grupie kontrolnej przedstawiono w tabeli 8.



= 19-34 lata = 35 lat lub wiecej

Rycina 7. Struktura wieku pacjentek w grupach kontrolnych (Grupa 1, 2, 3), n=42

Zr6dto: Badanie i opracowanie wlasne.

Tabela 8

Wiek pacjentek w grupach kontrolnych (Grupa 1, 2, 3), n=42

Wyszczegolnienie Wartos¢ (lata)

Srednia 29
Mediana 29
IQR 7
Minimum 20
Maksimum 40

Zrbdlo: Badanie 1 opracowanie wiasne.

Mediana wieku cigzowego w czasie kwalifikacji do badania w grupie badanej (Grupa
0) wynosita 36 tygodni. Najwiecej pacjentek tj. 32 (57,1%) byto w wieku cigzowym
ponizej 37 tygodnia (rycina 8). Sposrod 56 pacjentek 24 pacjentki (42,9%) byty w wieku
cigzowym powyzej 37 tygodnia (rycina 8). Strukture wieku cigzowego pacjentek z grupy
badanej przedstawiono na rycinie 8. Srednia wieku ciazowego i jego zroznicowanie w

grupie badanej przedstawiono w tabeli 9.
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Rycina 8. Struktura wieku cigzowego pacjentek z grupy badanej (Grupa 0). Punkt
odcigcia — 37. tygodzien cigzy. PROM (>37.tygodnia cigzy), n=24 vs PPROM
(<37.tygodnia cigzy), n=32

Zr6dto: Badanie i opracowanie wlasne.

Tabela 9

Wiek cigzowy pacjentek z grupy badanej (Grupa 0), n=56

Wyszczegdblnienie Wartos¢ (tygodnie)
Srednia 35,71
Mediana 36
IQR 4,2
Minimum 27,2
Maksimum 39

Zrbdlo: Badanie 1 opracowanie wiasne.

Mediana wieku cigzowego w czasie kwalifikacji do badania w grupach kontrolnych
(Grupa 1, 2, 3) wynosita 39 tygodni. Analiza wykazata istotng statystycznie réznic¢ dla
wieku ciazowego pomiedzy grupa badana a grupami kontrolnymi (p<0,001). Srednia
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wieku cigzowego i jego zroznicowanie w grupach kontrolnych (Grupa 1, 2, 3)

przedstawiono w tabeli 10.

Tabela 10

Wiek cigzowy pacjentek z grup kontrolnych (Grupa 1, 2, 3), n=42

Srednia 38,93
Mediana 39
IQR 2
Minimum 37
Maksimum 40

Zr6dto: Badanie i opracowanie wlasne.

Najczesciej pacjentki w grupie badanej (Grupa 0) rodzily drogami i sitami natury
(67,3%), cigcie cesarskie wykonano u 27,2 % pacjentek, natomiast porod kleszczowy
odbyt sie u 5,5 % cigzarnych kobiet. Dane dotyczace sposobu porodu w grupie badanej
(Grupa 0) przedstawiono na rycinie 9.

5,5%

H sitami natury H cesarskie ciecie M kleszcze

Rycina 9. Struktura sposobu porodu w grupie badanej (Grupa 0), n=56

Zrbdlo: Badanie 1 opracowanie wiasne.
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Najczestszym wskazaniem do wykonania ciecia cesarskiego w grupie badanej (Grupa
0) po wystapieniu PROM/PPROM byto potozenie miednicowe ptodu (38,9%). Odsetek
cig¢ cesarskich wykonanych z powodu objawow zagrazajacej zamartwicy
wewnatrzmaciczne] ptodu wynidst 33,3%, wskazania psychiatryczne i1 brak postepu
porodu stanowity kolejno 16,7% oraz 11,1%. W przypadku porodow kleszczowych
wskazaniem do zatozenia kleszczy byly objawy zagrazajacej zamartwicy
wewnatrzmacicznej ptodu. Dane dotyczace wskazan do wykonania cigcia cesarskiego w

grupie badanej (Grupa 0) przedstawiono na rycinie 10.

U wszystkich pacjentek w grupie kontrolnej 2 (Grupa 2) wykonano elektywne cigcie
cesarskie przed wystagpieniem regularnej czynnosci skurczowej macicy. Pacjentki z grupy
kontrolnej 1 (Grupa 1) oraz z grupy kontrolnej 3 (Grupa 3) odbyly poréd drogami i sitami
natury. Dane dotyczace wskazan do wykonania cigcia cesarskiego w grupie kontrolnej 2

(Grupa 2) przedstawiono na rycinie 11.

11,1%

33,3%

16,7%

H pofozenie miednicowe H psychiatryczne M zagrazajgca zamartwica M brak postepu porodu

Rycina 10. Struktura wskazan do ciecie cesarskiego w grupie badanej (Grupa 0), n=56

Zr6dto: Badanie i opracowanie wilasne.
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35,3%

17,6%

H potozenie miednicowe
® okulistyczne
M ortopedyczne

H stan po cieciu cesarskim i zagrazajace pekniecie miesnia macicy w bliznie

Rycina 11. Struktura wskazan do cigcie cesarskiego w grupie kontrolnej 2 (Grupa 2),
n=16

Zr6dto: Badanie i opracowanie wlasne.

Masy urodzeniowe noworodkéw matek z grupy badanej (Grupa 0) byly istotnie
mniejsze w poréwnaniu do noworodkéw matek z grup kontrolnych Mdn: 2785,00g (IQR
1078 g) vs Mdn: 3450,00 g (IQR 670 g). Sita odnotowanego efektu byta duza.

W grupie badanej (Grupa 0) 37 (66,1%) noworodkow byto ptci meskiej, a 19 (33,9%)
noworodkow plci zenskiej. W grupie kontrolnej urodzito si¢ odpowiednio 25 (59,5%)
noworodkow ptci meskiej i 17 (40,5%) noworodkow. W przypadku pici noworodkéw nie
odnotowano zaleznosci migdzy badanymi grupami (p=0,606). Strukture plci

noworodk6w w obu grupach prezentuje rycina 12.
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40,5%

33,9%
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W Grupa badana M Grupa kontrolna

Rycina 12. Struktura ptci noworodkow w grupie badanej (Grupa 0), n=56 i grupach
kontrolnych (Grupa 1, 2, 3), n=42

Zrbdlo: Badanie 1 opracowanie wiasne.

Roéznice istotng statystycznie zauwazono dla punktacji w skali Apgar w 1-szej
minucie (p<0,001). Sita odnotowanego efektu jest duza. Mediana oceny w skali Apgar
W 1-szej minucie byla wyzsza u noworodkoéw matek z grup kontrolnych (Grupa 1, 2, 3)
w poréwnaniu do noworodkéw matek grupy badanej (Grupa 0) Mdn 10 punktéw (IQR 2
punkty) vs Mdn 9 punktéw (IQR 2 punkty).

4.2 Wyniki analizy ekspresji genéw MMP-1, MMP-2, MMP-8, MMP-9 i prolidazy.

| etap realizacji projektu.

Analiza wynikow relatywnego poziomu ekspresji genébw MMP-1, MMP-2, MMP-8,
MMP-9, prolidazy testem Shapiro-Wilka wykazata, iz wyniki dla kazdego z genow maja
rozktad nieparametryczny (p<0.05). Z tego tez wzgledu dalsza analiza wynikow oparta
byta o wyliczenie: mediany, rozkltadow kwartylowych oraz o analize testem
U-Manna-Withney’a. Mediany i1 rozktady kwartylowe zostaly wyliczone dla relatywnych
poziomow ekspresji badanych gendéw wyliczonych metoda Pfaffla z uwzglednieniem
genu referencyjnego RFLPO (housekeeping gene) oraz z wykorzystaniem proby
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referencyjnej. Proba referencyjna wymagana do analizy danych metodg Pfaffla
1 normalizujaca uzyskane w poszczegdlnych ,runach” wyniki zostata przygotowana
poprzez zmieszanie ze soba 8 przypadkowo wytypowanych cDNA z kazdej grupy
(8 prob z grupy badanej z patologiag PROM/PPROM (Grupa 0), 8 prob z grupy kontrolne;j
1 (Grupa 1), 8 prob z grupy kontrolnej 2 (Grupa 2), 8 préb z grupy kontrolnej 3 (Grupa
3). Wyniki poziomu ekspresji badanych genéw przedstawiono w tabeli 11.

Tabela 11

Mediany 1 rozklady kwartylowe wyliczone dla uzyskanych wynikow ekspresji

poszczegblnych gendw w analizie Real-Time PCR

Gen Grupa0 Grupal Grupa 2 Grupa 3 Grupa0/ Grupa0+1/
n=56 n=8 n= 16 n=18 Grupa2+3 Grupa 2+3
n=56/34 n=64/34
MMP-1 1.37
1,15 6,55 1,29 1,27 1,27 (0.45-6.17)/
(0.21-4.79) | (3.03-7.59) (0.49-6.06) | (0.40-2.77) (0.41-3.95) 1.13
(0.40-3.80)
MMP-2 0.71
0,65 1,61 0,26 0,63 0,50 (0.21-1.37)/
(0.21-1.33) | (0.47-3.42) | (0.09-0.60) | (0.27-1.74) (0.16-1.38) 0.49
(0.16-0.99)
MMP-8 5.09
4,29 5,31 1,41 0,96 1,23 (0.72-23.14)/
(0.66-9.88) | (3.14-8.97) (0.28-3.06) | (0.21-4.87) (0.25-3.27) 1.07
(0.25-2.80)
MMP-9 1.53
1,53 2,17 0,99 0,77 0,77 (0.20-5.26)/
(0.15-6.03) | (0.47-4.47) | (0.26-2.82) | (0.43-1.76) (0.28-2.10) 0.72
(0.27-1.79)
Prolidaza 1.09
1,06 1,29 0,68 0,57 0,58 (0.42-1.92)/
(0.42-1.92) | (0.50-1.92) | (0.24-1.87) | (0.36-0.70) (0.29-1.82) 0.58
(0.29-1.04)

Zrodlo: Badanie 1 opracowanie wlasne.

W oparciu o wyniki median uzyskanych w analizie Real-Time PCR dla poszczegdlnych
genow przeprowadzono analiz¢ stopnia zmian. Fold change zostal wyliczony dla
poszczegoblnych grup w oparciu o wyniki median uzyskanych w analizie Real-Time PCR

dla poszczeg6lnych gendw. Dane przedstawiono w tabeli 12 i 13.
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Tabela 12

Analiza stopnia zmiany wynikdw ekspresji badanych genéw w grupie badanej (Grupa 0)

wzgledem pozostatych grup kontrolnych

Gen FC FC FC FC FC
Grupa0/Grupal | Grupa0/Grupa2 | Grupa0/Grupa3 | Grupa0/Grupa2+3 | Grupa0+1/Grupa2+3
(] (2) (2) ® (®
MMP-1 0.17 0.89 0.90 0.90 1.21
(0.044) (0.907) (0.474) (0.698) (0.323)
MMP-2 0.40 248 1.03 1.29 1.45
(0.171) (0.10)* (0.636) (0.492) (0.239)
MMP-8 0.81 3.04 4.45 3.47 4.76
(0.687) (0.87) (0.049) (0.019) (0.006)
MMP-9 0.71 1.53 1.99 1.99 2.13
(0.692) (0.477) (0.192) (0.193) (0.114)
Prolidaza 0.82 1.56 1.86 1.83 1.88
(0.780) (0.513) (0.236) (0.235) (0.143)

FC - Fold change, (p) - prog istotnosci statystycznej wyliczony w oparciu o test

U-Manna-Withney’a. Kolor czerwony - wynik istotny statystycznie. * - wynik na

poziome tendencji statystycznej (0,05<p<0,1). Zrédto: Badanie i opracowanie wiasne.

Tabela 13

Analiza stopnia zmiany wynikow ekspresji badanych genoéw w obrgbie grup kontrolnych

Gen FC FC FC
Grupa 1/Grupa2 | Grupa 1/Grupa 3 Grupa 2/Grupa 3

(p) (p) (p)

MMP-1 5.09 5.15 1.01
(0.101)" (0.0112) (0.339)

MMP-2 6.16 2.54 0,41
(0.070)" (0.211) (0.75)

MMP-8 3.77 5.51 1.46
(0.194) (0.070)" (0.769)

MMP-9 2.17 2.82 1.46
(0.283) (0.232) (0.769)

Prolidaza 1.89 2.26 1.19
(0.481) (0.359) (0.717)

FC - Fold change.

(p) - prog istotnosci statystycznej wyliczony w oparciu o test

U-Manna-Withney’a. Kolor czerwony - wynik istotny statystycznie. * - wynik na

poziome tendencji statystycznej (0,05<p<0,1). Zrodto: Badanie i opracowanie wiasne.
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4.2.1 Ekspresja mMRNA MMP-1 w blonach plodowych

Wyniki ekspresji genu MMP-1 przedstawiono w tabeli 11.

Najwyzsze wartosci ekspresji mRNA MMP-1 znormalizowane wzgledem genu
referencyjnego RFLPO uzyskano dla grupy kontrolnej 1 (Grupa 1) Mdn: 6,55 (rozktad
kwartylowy 3.03-17.59). Dla pozostatych dwoch grup kontrolnych uzyskano zblizone
wartosci tj. dla grupy kontrolnej 2 (Grupa 2) Mdn: 1,29 (rozktad kwartylowy 0,49-6,06),
dla grupy kontrolnej 3 (Grupa 3) Mdn: 1,27 (rozktad kwartylowy 0,40-2,77). W grupie
badanej (Grupa 0) mediana ekspresji genu MMP-1 byta najnizsza Mdn: 1,15 (rozktad
kwartylowy 0,21-4,79).

Dokonujac analizy stopnia zmian median dla wynikéw ekspresji genu MMP-1

pomiedzy grupa badana (Grupa 0) a poszczegdlnymi grupami kontrolnymi stwierdzono

(tabela 12):

- istotng statystycznie réznice mi¢dzy ekspresja MMP-1 w btonach plodowych grupy
badanej (Grupa 0) i grupy kontrolnej 1 (Grupa 1); p=0,044. Oznacza to 5,7-krotny wzrost
ekspresji enzymu w grupie ci¢zarnych ze spontanicznym peknieciem bton ptodowych
podczas regularnej czynno$ci skurczowej w trakcie porodu drogami i sitami natury
(Grupa 1) w poréwnaniu do grupy z patologia przedwczesnego pgknigcia bton ptodowych
przed wystgpieniem czynno$ci skurczowej (Grupa 0). Na rycinie 13 przedstawiono
poréwnanie ekspresji MMP-1 pomiedzy Grupg 1 a Grupg 0.

60



35
p=0.044
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MMP1 ekspresja normalizowana do RFLPO
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Grupa 1 Grupa 0 T Zakres nieodstajacych

Rycina 13. Porownanie ekspresji MMP-1 w btonach ptodowych pomi¢dzy Grupa 1
a Grupa 0

Zrodto: Badanie i opracowanie wilasne.

- brak istotnej statystycznie rdznicy pomiedzy ekspresja MMP-1 w btonach plodowych
z grupy badanej (Grupa 0) i grupy kontrolnej 2 (Grupa 2); p=0,907

-brak istotnej statystycznie r6znice pomie¢dzy ekspresja MMP-1 w btonach ptodowych
uzyskanych po porodzie ci¢zarnych z grupy badanej (Grupa 0) 1 grupy kontrolnej 3
(Grupa 3); p=0,474

Dokonujac analizy stopnia zmian median dla wynikow ekspresji genu MMP-1

pomiedzy poszczegdlnymi grupami kontrolnymi stwierdzono (tabela 13):

- istotng statystycznie rdznicg tylko pomiedzy ekspresja MMP-1 w btonach ptodowych
cigzarnych z grupy kontrolnej 1 (Grupa 1) i grupy kontrolnej 3 (Grupa 3); p=0,011.
Oznacza to 5,15-krotny wzrost ekspresji enzymu btonach ptodowych cigzarnych ze
spontanicznym pe¢knieciem bton ptodowych podczas porodu drogami 1 sitami natury
(Grupa 1) w porownaniu do grupy ci¢zarnych, u ktorych regularna czynnos¢ skurczowa

podczas porodu drogami i sitami natury nie powoduje pekniecia blon ptodowych (Grupa
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3). Na rycinie 14 przedstawiono poréwnanie ekspresji MMP-1 pomig¢dzy Grupg 3
a Grupa 1.

0=0,011

MMP1 ekspresja normalizowana do RFLPO

[o] Mediana
Grupa 3 Grupa 1 I 25%-75%

Rycina 14. Porownanie ekspresji MMP-1 w blonach ptodowych pomigdzy Grupa 3
a Grupag 1

Zr6dto: Badanie i opracowanie wlasne

- brak rdéznicy pomigdzy pozostatymi wynikami ekspresji genéw MMP-1 pomigdzy

grupami kontrolnymi

4.2.2 Ekspresja mRNA MMP-2 w blonach plodowych

Wyniki ekspresji genu MMP-2 przedstawiono w tabeli 11.

Najwyzsze wartosci ekspresji mRNA MMP-2 znormalizowane wzgledem genu
referencyjnego RFLPO uzyskano dla grupy kontrolnej 1 (Grupa 1) Mdn: 1,61 (rozktad

kwartylowy 0,47-3,42). Dla grupy badanej (Grupa 0) oraz grupy kontrolnej 3 (Grupa 3)
uzyskano zblizone wartosci tj. Mdn: 0,65 (rozktad kwartylowy 0,21-1,33) vs Mdn: 0,63
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(rozktad kwartylowy 0,27-1,74). W grupie kontrolnej 2 (Grupa 2) otrzymano najnizsze
wartosci ekspresji MMP-2 Mdn: 0,26 (rozktad kwartylowy 0,09-0,6).

Dokonujac analizy stopnia zmian median dla wynikéw ekspresji genu MMP-2

pomiedzy grupa badana a poszczegdlnymi grupami kontrolnymi (tabela 12):

- nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic

Analiza stopnia zmiany median dla wynikow ekspresji genu MMP-2 pomiedzy

poszczegdlnymi grupami kontrolnymi (tabela 13):

- nie wykazata zadnych istotnych statystycznie r6znic

4.2.3 Ekspresja mMRNA MMP-8 w blonach plodowych

Wyniki ekspresji genu MMP-8 przedstawiono w tabeli 11.

Najwyzsze wartosci ekspresji mRNA MMP-8 znormalizowane wzgledem genu
referencyjnego RFLPO uzyskano dla grupy kontrolnej 1 (Grupa 1) Mdn: 5,31 (rozktad
kwartylowy 3,14-28,97). Mediana ekspresji genu MMP-8 w grupie badanej 0 (Grupa 0)
wyniosta 4,29 (rozklad kwartylowy 0,66-19,88). Dla pozostalych dwoch grup
kontrolnych uzyskano nizsze wartosci tj. dla grupy kontrolnej 2 (Grupa 2) Mdn: 1,41
(rozktad kwartylowy 0,28-3,06), dla grupy kontrolnej 3 (Grupa 3) Mdn: 0,96 (rozktad
kwartylowy 0,21-4,87).

Dokonujac analizy stopnia zmian median dla wynikow ekspresji genu MMP-8

pomiedzy grupa badana a poszczegolnymi grupami kontrolnymi stwierdzono (tabela 12):

- brak istotnej statystycznie r6znicy pomig¢dzy ekspresja MMP-8 w btonach ptodowych
uzyskanych po porodzie cigzarnych z grupy badanej (Grupa 0) w poréwnaniu do grupy
kontrolnej 1 (Grupa 1); p=0,687

- brak istotnej statystycznie réznicy pomiedzy ekspresja MMP-8 w btonach ptodowych
uzyskanych po porodzie cigzarnych z grupy badanej (Grupa 0) w poréwnaniu do grupy
kontrolnej 2 (Grupa 2); p=0,87
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- istotng statystycznie roéznicg¢ migdzy ekspresja MMP-8 w btonach ptodowych grupy
badanej (Grupa 0) i grupy kontrolnej 3 (Grupa 3); p=0,049. Widoczny byt 4,45-krotny
wzrost ekspresji genu MMP-8 w grupie ciezarnych z patologicznym przedwczesnym
peknieciem bton ptodowych (Grupa 0) w poréwnaniu do grupy ci¢zarnych, gdzie blony
ptodowych nie ulegaja przerwaniu nawet bgdac pod wptywem regularnej czynnos$ci
skurczowej podczas porodu drogami i sitami natury (Grupa 3). Na rycinie 15

przedstawiono poréwnanie ekspresji MMP-8 pomiedzy Grupa 3 a Grupg 0.
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p=0.049
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Grupa 3 Grupa 0

MMP8 ekspresja normalizowana do RFLPO

o Mediana

[]25%-75%

T Zakres nieodstajgcych

Rycina 15. Porownanie ekspresji MMP-8 w btonach ptodowych pomiedzy Grupa 3

a Grupa 0
Zrédto: Badanie i opracowanie wlasne

- istotng statystycznie roéznicg migdzy ekspresja MMP-8 w btonach ptodowych grupy
badanej (Grupa 0) w zestawieniu z grupg kontrolng 2 i 3 (Grupa 2+3), w ktorych btony
ptodowe nie pekaty spontanicznie (Grupa 2+3); p=0,019. Zaobserwowano 3,47- krotny
wzrost ekspresji genu MMP-8 w grupie z patologia PROM/PPROM (Grupa 0)
w porownaniu do ciezarnych, bedacych w cigzy donoszonej zardowno podczas porodu
(Grupa 3) jak i ciezarnych nierodzacych (Grupa 2), gdzie btony ptodowe pozostawaly
nienaruszone. Na rycinie 16 przedstawiono porownanie ekspresji MMP-8 pomiedzy

Grupg 0 a Grupg 2+3.
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MMPS ekspresja normalizowana wzgledem genu RLFPO
>

p=0.019

Grupa 2+3

[Oo] Mediana
Grupa 0 T 25%-75%

Rycina 16. Porownanie ekspresji MMP-8 w blonach ptodowych pomiedzy Grupa 0

a Grupg 2+3.

Zrodto: Badanie i opracowanie wlasne

- istotng statystycznie réznice pomiedzy ekspresja MMP-8 w btonach ptodowych

pacjentek, u ktorych dochodzilo przerwania ciagtos$ci blon ptodowych tj. Grupa 0+1

w poréwnaniu z grupami ciezarnych, ktérych blony ptodowe pozostawaty zachowane tj.

Grupa 2+3 (p=0,006). Fold change wyniost w tym przypadku 4,76. Na rycinie 17

przedstawiono poréwnanie ekspresji genu MMP-8 pomig¢dzy Grupa 0+1 a Grupg 2+3.
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Rycina 17. Poréwnanie ekspresji MMP-8 w btonach ptodowych pomigdzy Grupg 0+1

a Grupg 2+3. Zrodto: Badanie i opracowanie wlasne.

Dokonujac analizy stopnia zmian median dla wynikéw ekspresji genu MMP-8

pomiedzy poszczegdlnymi grupami kontrolnymi stwierdzono (tabela 13):

- brak istotnej statystycznie réznicy pomigdzy wynikami ekspresji genow MMP-8

pomiedzy grupami kontrolnymi

4.2.4 Ekspresja mRNA MMP-9 w blonach plodowych

Wyniki ekspresji genu MMP-9 przedstawiono w tabeli 11.

Najwyzsze wartosci ekspresji mRNA MMP-9 znormalizowane wzgledem genu
referencyjnego RFLPO uzyskano dla grupy kontrolnej 1 (Grupa 1) Mdn: 2,17 (rozktad
kwartylowy 0,47-4,47). Mediana ekspresji genu MMP-9 w grupie badanej 0 (Grupa 0)
wyniosta 1,53 (rozktad kwartylowy 0,15-6,03). Dla pozostatych dwoch grup kontrolnych
uzyskano nizsze, porownywalne wartos$ci tj. dla grupy kontrolnej 2 (Grupa 2) Mdn: 0,99
(rozktad kwartylowy 0,26-2,82), dla grupy kontrolnej 3 (Grupa 3) Mdn: 0,77 (rozktad
kwartylowy 0,43-1,76).

Dokonujac analizy stopnia zmian median dla wynikéw ekspresji genu MMP-9

pomiedzy grupa badana a poszczegolnymi grupami kontrolnymi stwierdzono (tabela 12):

- brak istotnych statystycznie roznic. Oznacza to, ze ekspresja genu MMP-9 nie r6zni si¢

pomiedzy grupa badang (Grupa 0) a poszczeg6lnymi grupami kontrolnymi.

Dokonujac analizy stopnia zmian median dla wynikéw ekspresji genu MMP-9

pomiedzy poszczegdlnymi grupami kontrolnymi stwierdzono (tabela 13):

- brak istotnych statystycznie réznic. Ekspresja genu MMP-9 nie r6zni ci¢ pomiedzy

poszczegblnymi grupami kontrolnymi.
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4.2.5 Ekspresja mRNA prolidazy w blonach plodowych

Wyniki ekspresji genu prolidazy przedstawiono w tabeli 11.

Najwyzsze wartosci ekspresji mRNA dla prolidazy znormalizowane wzgledem genu
referencyjnego RFLPO uzyskano dla grupy kontrolnej 1 (Grupa 1) Mdn: 1,29 (rozktad
kwartylowy 0,50-1,92). Mediana ekspresji genu prolidazy w grupie badanej 0 (Grupa 0)
wyniosta 1,06 (rozktad kwartylowy 0,42-1,92). Dla pozostatych dwdéch grup kontrolnych
uzyskano nizsze, porownywalne wartos$ci tj. dla grupy kontrolnej 2 (Grupa 2) Mdn: 0,68
(rozktad kwartylowy 0,24-1,87), dla grupy kontrolnej 3 (Grupa 3) Mdn: 0,57 (rozktad
kwartylowy 0,36-0,70).

Oceniajac stopien zmian median wynikow ekspresii genu prolidazy pomiedzy grupa

badana a poszczegdlnymi grupami kontrolnymi stwierdzono (tabela 12):

- brak istotnych statystycznie roznic. Oznacza to, ze ekspresja genu prolidazy nie rdzni

si¢ pomiedzy grupa badang (Grupa 0) a poszczegdlnymi grupami kontrolnymi

Dokonujac analizy stopnia zmian median dla wynikéw ekspresji genu prolidazy

pomiedzy poszczegdlnymi grupami kontrolnymi stwierdzono (tabela 13):

- brak istotnych statystycznie réznic. Ekspresja genu prolidazy nie r6zni Si¢ pomig¢dzy

poszczegblnymi grupami kontrolnymi.

4.3 Wyniki stezenia MMP-8 i prolidazy w matczynym osoczu. Il etap realizacji
projektu.

Z uwagi na ograniczenia finansowe niniejszego projektu zatozono, ze do drugiego etapu
badania majacego na celu ocen¢ wybranych enzyméw w matczynym osoczu zostanie
wytypowana jedna metaloproteinaza spo$rod innych zaangazowanych w degradacje
macierzy zewnatrzkomorkowej w btonach ptodowych oraz dodatkowo enzym bedacy
czynnikiem rownowazacym rozklad 1 syntez¢ kolagenu w ECM blon ptodowych, a na
temat ktorego jest wcigz mato publikacji w kontekscie jego roli w patologii

PROM/PPROM (prolidaza).
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Przy prébie wytypowanie metaloproteinazy wzig¢to pod uwage analiz¢ stopnia zmian
ekspresji poszczegdlnych gendw metaloproteinaz w btonach ptodowych pomiedzy grupa
badang z patologia PROM/PPROM (Grupa 0) a grupami kontrolnymi w ktorych btony
ptodowe byly zachowane (Grupa 2, Grupa 3).

Wytypowano metaloproteinaze 8, ktorej poziom ekspresji wykazywal najwigkszg
tendencje¢ wzrostowa w przypadku cigz powiktanych przedwczesnym odptywaniem wod
ptodowych (Grupa 0) w stosunku do cigz w ktorych nie wystepowalo pegknigcia blon
ptodowych (Grupa 2 i Grupa 3). Dla genu MMP-8 (sposrdéd innych zaangazowanych
w degradacje macierzy zewnatrzkomorkowej w blonach ptodowych) fold change dla grup

0/2 1 0/3 wynosit odpowiednio 3,04i 4,45.

Dla drugiego wytypowanego enzymu tj. prolidazy (czynnika rownowazacego rozktad
i syntez¢ kolagenu w macierzy zewnatrzkomorkowej bton ptodowych) fold change dla

grup 0/2 i 0/3 wynosit odpowiednio 1,56 i 1,86.

Produkty wytypowanych gendéw byty okreslane w osoczu kobiet ci¢zarnych z grupy
badanej z patologia PROM/PROM (Grupa 0) oraz w trzech grupach kontrolnych (Grupa
1, Grupa 2, Grupa 3) celem sprawdzenia czy MMP-8 lub prolidaza mogg stanowié
markery predykcyjne przedwczesnego pekniecia wod ptodowych. Analiza uzyskanych
wynikow testem Shapiro-Wilka wykazata, iz rozktad wynikow uzyskanych dla stezenia
MMP-8 odbiegat od rozktadu normalnego p<0,05 (rycina 3) podczas gdy wyniKi
uzyskane dla prolidazy miaty rozktad normalny p>0,05 (rycina 4).

Histogram: MMP8 ng/ml Histogram: Profidase ng/ml
K-8 d=,13785, p< 01 ; Lilliefors p<,01 K-8 d=,06153, p> .20, Lillefors p<,15
Shapiro-Wilk W= 80008, p=,00000 Shapiro-Wilk W= 98888, p=25657

X <= Granica klasy

Rycina 3. Rozktad wynikow Rycina 4. Rozktad wynikow
uzyskanych dla MMP-8. uzyskanych dla prolidazy.
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Z tego powodu mediany i rozktady kwartylowe uzyskane dla wynikow stezen MMP-8
we krwi kobiet zakwalifikowanych do badania analizowano testem U Manna-Withney’a,
natomiast wyniki uzyskane dla stezen prolidazy analizowano testem t-Studenta.

Uzyskane wyniki przedstawiono w ng/ml w tabeli 14, 15 16.

4.3.1 Stezenie MMP-8 w osoczu ci¢ezarnych

Wyniki stgzenia MMP-8 w matczynym osoczu przedstawiono w tabeli 14,
Tabela 14

Wyniki stgzen MMP-8 w osoczu ci¢zarnych kobiet zakwalifikowanych do badania

Grupa 0 Grupa 1 Fold cphange
Mngi;?;m' 2.62 5.85 0,44
(rozktad kwartylowy) (1.85-4.24) (2.99-6.61) (0.008)
Grupa 0 Grupa 2 Fold (;hange
Mngizggm' 2.62 1.62 161
(rozktad kwartylowy) (1.85-4.24) (1.08-2.86) (0.014)
Grupa 0 Grupa 3 Fold ;hange
Mngizggml 2.62 2.26 115
- - *
(rozklad kwartylowy) (1.85-4.24) (1.11-3.55) (0.092)
Grupa0 Grupa 2+3 Fold (;hange
Mngi;?;m' 2.62 2.02 1.29
(rozklad kwartylowy) (1.85-4.24) (1.05-3.40) (0.014)
Grupa 0+1 Grupa 2+3 Pl ‘;hange
M“&Zii;?ém' 287 2.03 141
(rozktad kwartylowy) (1.96-5.12) (1.11-3.39) (0.001)

p—prég istotnosci statystycznej wyliczony w oparciu o test U-Manna-Withney’a.
Kolor czerowony - wyniki istotne statystycznie; p<0,05. * - wynik na poziome tendencji

statystycznej (0,05<p<0,1). Zrodto: Badanie i opracowanie wlasne
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Mediana stezenia MMP-8 we krwi kobiet cigzarnych z przedwczesnym pgknigciem
bton ptodowych z grupy badanej (Grupa 0) wynosita 2,62 ng/ml, w grupie kontrolnej 1
(Grupa 1) uzyskano najwyzszg wartos¢ 5,85 ng/ml, natomiast kolejno w grupie
kontrolnej 2 (Grupa 2) $rednia medina st¢zenia wyniosta 1,62 ng/ml, zas w grupie

kontrolnej 3 (Grupa 3) — 2,26 ng/ml.

Oceniajac uzyskane warto$ci stezenia MMP-8 w matczynym osoczu stwierdzono:

- istotng statystycznie réznice pomi¢dzy osoczowym stezeniem MMP-8 u ciezarnych w
grupie badanej (Grupa 0) w porownaniu do ci¢zarnych z grupy kontrolnej 1 (Grupa 1);
p=0,008. Oznacza to 2,23-krotny wzrost ekspresji tego enzymu w grupie ci¢zarnych ze
spontanicznym peknigciem bton ptodowych podczas porodu naturalnego (Grupa 1)
w porownaniu do ci¢zarnych z przedwczesnym peknigciem bton ptodowych (Grupa 0).
Na rycinie 18 przedstawiono poréwnanie stgzenia MMP-8 w oparciu o0 wykres

skrzynkowy.

p=0.008

MMP-8 ng/ml

Grupa 1 Grupa 0 o Mediana
[]125%-75%
T Zakres nieodstajgcych

Rycina 18. Porownanie stgzenia MMP-8 w matczynym osoczu pomigdzy Grupg 1

a Grupa 0.
Zrédto: Badanie i opracowanie wiasne.
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- istotng statystycznie r6znic¢ migdzy stgzeniem MMP-8 w probkach krwi cigzarnych
z grupy badanej (Grupa 0) w poréwnaniu do grupy kontrolnej 2 (Grupa 2); p=0,014.
Oznacza to 1,61-krotny wzrost ekspresji tego enzymu w grupie badanej z patologia
PROM/PPROM (Grupa 0) w poréwnaniu do ci¢zarnych w cigzy donoszonej, bez
czynnos$ci skurczowej z zachowanymi btonami ptodowymi (Grupa 2). Na rycinie 19

przedstawiono poréwnanie st¢zenia MMP-8 w oparciu o wykres skrzynkowy.

9
p=0.014

8

MMP-8 ng/ml

Grupa 2 Grupa 0 _
o Mediana

[]25%-75%
T Zakres nieodstajgcych

Rycina 19. Poréwnanie st¢zenia MMP-8 w matczynym osoczu pomiedzy Grupa 2

a Grupa 0.

Zrodio: Badanie 1 opracowanie wlasne.

- brak istotnej statystycznie roznicy pomig¢dzy st¢zeniem MMP-8 we krwi ci¢zarnych
z grupy badanej (Grupa 0) w poréwnaniu do grupy kontrolnej 3 (Grupa 3); p=0,092

- istotng statystycznie rdznic¢ pomigdzy stezeniem MMP-8 we krwi kobiet ciezarnych
z grupy badanej (Grupa 0), a kobietami ci¢zarnymi u ktorych nie dochodzito do
samoistnego pekniecia pecherza plodowego tj. razem dla grupy kontrolnej 2 (Grupa 2)
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1 3 (Grupa 3); p=0,014. Na rycinie 20 przedstawiono poréwnanie st¢zenia MMP-8
pomigdzy Grupa 0 a Grupg 2+3.

9

p=0,014
8

MMP-8 ng/ml

Grupa 2+3 Grupa 0 .
P o Mediana

[125%-75%
T Zakres nieodstajgcych

Rycina 20. Porownanie stgzenia MMP-8 w matczynym osoczu pomig¢dzy Grupg 0
a Grupa 2+3.

Zrbdlo: Badanie 1 opracowanie wiasne.

- istotng statystycznie réznicg pomiedzy stezeniem MMP-8 we krwi ciezarnych z dwoch
grup badanej i kontrolnej 1 (Grupa O + Grupa 1), gdzie dochodzito do samoistnego
pekniecia pecherza ptodowego (przedwcezesnie 1 w trakcie poroduo czasie), a kobietami
z potaczonych dwoch grup kontrolnych 2 i 3 (Grupa 2 + Grupa 3), gdzie nie dokonywato
si¢ samoistne pegkniecie pecherza ptodowego; p=0,001. Na rycinie 21 przedstawiono

poréwnanie stezenia MMP-8 pomigdzy Grupa 0+1 a Grupg 2+3.
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Rycina 21. Poréwnanie stezenia MMP-8 w matczynym osoczu pomi¢dzy Grupg 0+1

a Grupg 2+3.

Zrodto: Badanie i opracowanie wilasne.

W nastgpnym kroku poréwnano migdzy sobg stezenia MMP-8 w osoczu pomiedzy

cigzarnymi z kontrolnych grup. Dane przedstawiono w tabeli 15.

Tabela 15

Analiza stopnia zmiany wynikoéw stezenia MMP-8 w obrgbie grup kontrolnych

FC Gr1/Gr2 FC Gr1/Gr3 FC Gr2/Gr3
() (p) ()
MMP-8 3.99 2.58 0.72
(0.001) (<0.001) (0.381)

FC - Fold change. (p) — prog istotnosci statystycznej wyliczony w oparciu o test

U-Manna-Withneya. Na czerwono zaznaczono wyniki istotne statystycznie; p<0,05.

Zrbdlo: Badanie 1 opracowanie wlasne
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Dokonujac analizy stopnia zmian median dla wynikéw stezen MMP-8 pomiedzy

poszczegdlnymi grupami kontrolnymi stwierdzono (tabela 15):

- istotng statystycznie roznic¢ pomiedzy stezeniem MMP-8 w grupie kontrolnej 1 (Grupa
1) w porownaniu do grupy kontrolnej 2 (Grupa 2); p=0,001. Oznacza to 3,99-krotnie
wyzsze stezenie tej kolagenazy w matczynym osoczu w grupie kobiet ze spontanicznym
peknigciem bton ptodowych podczas porodu (Grupa 1) w poréwnaniu do grupy kobiet
takze w cigzy donoszonej, ale bez porodowej czynnos$ci skurczowej z zachowanymi
btonami (Grupa 2). Na rycinie 22 przedstawiono poréwnanie stezenia MMP-8 pomigdzy

Grupg 1 a Grupg 2.

10
p=0,001

9 -

MMP-8 ng/ml

o
1 B
Grupa 2 Grupa 1 o Mediana

[[]125%-75%
| Zakres nieodstajgcych

Rycina 22. Porownanie stgzenia MMP-8 w matczynym osoczu pomigdzy Grupg 1

a Grupa 2.

Zrodlo: Badanie 1 opracowanie wlasne.

- istotng statystycznie roznicg pomiedzy stezeniem MMP-8 w grupie kontrolnej 1 (Grupa
1) i grupie kontrolnej 3 (Grupa 3); p<0,001. Oznacza to 2,58-krotnie wyzsze stezenie tej
kolagenazy w matczynym osoczu u ci¢zarnych ze spontanicznym pegknigciem bton

ptodowych podczas porodu (Grupa 1) w porownaniu do grupy kobiet ciezarnych,
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u ktorych btony ptodowe sg na tyle wytrzymate, ze nawet porodowa, regularna czynno$é
skurczowa nie jest w stanie przyczyni¢ si¢ do przerwania cigglosci bton ptodowych

(Grupa 3). Na rycinie 23 przedstawiono poréwnanie stezenia MMP-8 pomiedzy Grupa 1

a Grupg 3.
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| Zakres nieodstajgcych

Rycina 23. Porownanie stgzenia MMP-8 w matczynym osoczu pomigdzy Grupg 1

a Grupa 3.

Zr6dto: Badanie 1 opracowanie wlasne.

- brak istotnej statystycznie roznicy pomigdzy stezeniem MMP-8 we krwi cigzarnych
z grupy kontrolnej 2 (Grupa 2) i grupy kontrolnej 3 (Grupa 3); p=0,381

4.3.2 Stezenie prolidazy w osoczu ciezarnych

Nastepnie ocenie poddano st¢zenie prolidazy w osoczu kobiet ciezarnych biorgcych

udziatl w projekcie badawczym. Uzyskane w ng/ml wyniki przedstawiono w tabeli 16.

75



Tabela 16

Wyniki st¢zenia prolidazy w osoczu cigzarnych kobiet w poszczegdlnych grupach

Fold
Zmienna Grupa 0 Grupa 1 change
(p)
Prolidaza ng/ml 1,049
, 135.11+49 128.78+41
Srednia £SD (0.641)
Grupa 0 Grupa 2
Prolidaza ng/ml 0,978
, 135.11+49 138.08+56
Srednia +SD (0.778)
Grupa 0 Grupa 3
Prolidaza ng/ml 1,021
, 135.11+49 132.21+47
Srednia £SD (0.785)
Grupa 0 Grupa 2+ Grupa 3
Prolidaza ng/ml 0,998
, 135.11+49 135.36+53
Srednia £SD (0.978)

Srednie i odchylenia standardowe wyliczone w oparciu o wyniki stezen prolidazy
w osoczu cigzarnych kobiet zakwalifikowanych do poszczegélnych grup; p wyliczone
testem t-Studenta; p<0,05

Zrodio: Badanie 1 opracowanie wlasne

Srednie stezenie prolidazy we krwi kobiet ciezarnych z przedwczesnym peknigciem
bton ptodowych w grupie badanej (Grupa 0) wynosito 135,11 ng/ml, natomiast kolejno
w grupie kontrolnej 1 (Grupa 1) 128,78 ng/ml, grupie kontrolnej 2 (Grupa 2) 138,08
ng/ml, grupie kontrolnej 3 (Grupa 3) 132,21 ng/ml.

Nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic w stezeniu prolidazy migdzy grupa

badang a grupami kontrolnymi (Grupa 1, 2, 3).

W nastepnym kroku poréwnano miedzy soba stezenia prolidazy w osoczu pomiedzy

cigzarnymi z grup kontrolnych. Dane przedstawiono w tabeli 17.
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Tabela 17

Analiza stopnia zmiany wynikow stezenia prolidazy w obrgbie grup kontrolnych

FC Gr1/Gr2 FC Gr1/Gr3 FC Gr2/Gr3
(p) (p) ()
Prolidaza 0,94 0,9 0.97
(0.687) (0,970) (0.690)

FC - Fold change. (p) — prog istotnosci statystycznej wyliczony w oparciu o test
U-Manna-Withney’a; p<0,05

Zr6dto: Badanie 1 opracowanie wlasne

Nie stwierdzono istotnej statystycznie roznicy pomie¢dzy wynikami osoczowego

stezenia prolidazy we krwi cigzarnych w obrebie grup kontrolnych.

4.4 Wyniki ekspresji mRNA badanych enzymow obrebie grupy badanej (grupie
PPROM n=32 i grupie PROM n=24)

Na potrzeby tej analizy dokonano podzialu wewnatrz grupy z przedwczesnym
pekaniem bton ptodowych (Grupa 0) n=56 na dwie podgrupy PROM n=24 i PPROM
n=32 z punktem odci¢cia 37. tygodnia ciazy.

W tej czgsci analiz sprawdzono czy istniejg roznice w ekspresji genow  MMP-1,
MMP-2, MMP-8, MMP-9 i prolidazy w btonach ptodowych pomi¢dzy grupa PROM
n=24 (przedwczesne pgkniecie bton ptodowych > 37. tygodnia cigzy) a grupa PPROM
n=32 (przedterminowe przedwczesne pekniecie blon ptodowych < 37. tygodnia cigzy
oraz czy istnieje réznica w osoczowym stezeniu MMP-8 i prolidazy pomi¢dzy badanymi
grupami. Do obliczen zastosowano nieparametryczny testu U Manna-Withney’a. WyniKki
przestawiono w tabeli 18 oraz w tabeli 19.
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Tabela 18

Mediany i rozktady kwartylowe wyliczone dla uzyskanych wynikoéw dla poszczegdlnych
gendéw w analizie Real-Time PCR oraz dla st¢zenia MMP-8 i prolidazy w matczynym

osoczu w obrebie grupy PPROM n=32 oraz grupy PROM n=24

Ekspresja genéw w blonach plodowych Stezenie w osoczu

[ng/ml]

MMP-1 | MMP-2 | MMP-8 | MMP-9 | Prolidaza | MMP-8 | Prolidaza

PPROM | 1,03 0,83 7.30 1,87 1,01 3,05 124,34
n=32 | (0,20- 0,21- | (1,4 047- | (041-1,88) | (2,00- | (95,61-42,05)
5,35) 1,58) | 40,36) 7,34) 5,41)
PROM 1,43 0,46 2,98 0,48 1,10 2,81 146,19

n=24 ©051- | (018- | (0,38- | (0,13- | (0,42-1,91) | (1,90- | (103,1-184,9)
4,33) 0,96) 5,68) 3,12) 3,86)

Zrodto: Badanie i opracowanie wlasne

Tabela 19

Analiza stopnia zmiany (Fold change) wynikoéw ekspresji genow w btonach ptodowych
oraz wynikow stezen MMP-8 i prolidazy w matczynym osoczu uzyskanych w grupie
PPROM n=32 wzgledem wynikéw w grupie PROM n=24

Fold change Fold change

dla wynikow ekspresji genow w blonach ptodowych dla wynikéw
steZzenia w osoczu

(P ®)
MMP-1 | MMP-2 | MMP-8 | MMP-9 | Prolidaza | MMP-8 | Prolidaza

PPROM 0,73 1,78 2,45 3,90 0,92 1.09 0,85

/PROM
047) | (0,211) | (0,049) | (0,086)* | (0,772) | (0,199) | (0,099)*

(p) — prog istotnosci statystycznej wyliczony w oparciu o test U-Manna-Withney’a.
Na czerwono zaznaczono wyniki istotne statystycznie. *-wynik na poziome tendencji

statystycznej; (0,05<p<0,1). Zrodto: Badanie i opracowanie whasne.
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Oceniajac uzyskane wyniki analizy ekspresiji gendw w blonach plodowych stwierdzono:

- istotng statystycznie réznice w ekspresji MMP-8 w blonach ptodowych pomiedzy
badanymi grupami. W grupie PPROM n=32 mediana st¢zen wynosita 7,30; w grupie
PPROM n=34 odpowiednio 2,98. Oznacza to, ze ekspresja MMP-8 jest 2,45-krotnie
wieksza w grupie, gdzie wody ptodowe odptywaja patologicznie przed ukonczonym 37
tygodniem cigzy.

- brak istotnych statystycznie réznic w ekspresji genow MMP-1, MMP-2, MMP-9

i prolidazy w btonach ptodowych pomiedzy wyzej wymienionymi grupami

- brak istotnych statystycznie réznic w osoczowym stezeniu MMP-8 i prolidazy

pomigdzy analizowanymi grupami

4.5 Korelacje

4.5.1 Korelacje miedzy ekspresja mRNA MMP-1, MMP-2, MMP-8, MMP-9,
prolidazy w blonach plodowych oraz stezeniem MMP-8 i prolidazy w

matczynym osoczu w poszczegélnych grupach

Wykonano analiz¢ korelacji rho Spearmana badanych parametréw. W kazdej grupie
skorelowano ze sobg nastepujace: ekspresja mRNA MMP-1, MMP-2, MMP-8, MMP-9,
prolidazy w blonach plodowych oraz stezenie [ng/ml] prolidazy i MMP-8 w matczynym
osoczu. Wyniki przedstawiono w tabelach 20, 21, 22, 23.
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Tabela 20

Analiza korelacji badanych zmiennych w grupie badanej (Grupa 0)

MMP-1 MMP-2 MMP-8 MMP-9 Prolidaza Prolidaza MMP-8

ekspresja ekspresja ekspresja ekspresja ekspresja stezenie stezenie
MMP-1 rho=0,15 rho=-0,26 rho=-0,2 rho=-0,23 rho=-0,03 rho=-0,17
ekspresja p=0,256 p=0,051 p=0,135 p=0,896 p=0,981 p=0,207
MMP-2 rho=0,15 rho=0,31 rho=0,25 rho=0,51 rho=-0,09 rho=0,19
ekspresja p=0,256 p=0,018 p=0,057 p<0,001 p=0,945 p=0,172
MMP-8 rho=-0,26 rho=0,31 rho=0,84 rho=0,72 rho=-0,01 rho=0,19
ekspresja p=0,051 p=0,018 p<0,001 p<0,001 p=0,936 p=0,155
MMP-9 rho=-0,2 rho=0,25 rho=0,84 rho=0,7 rho=-0,09 rho=0,21
ekspresja | p=0,135 p=0,057 p<0,001 p<0,001 p=0,467 p=0,133
Prolidaza | rho=-0,23 rho=0,51 rho=0,31 rho=0,7 rho=-0,03 rho=0,16
ekspresja p=0,089 p<0,001 p=0,0213 p<0,001 p=0,780 p=0,235
Prolidaza | rho=0,03 rho=-0,09 rho=-0,01 rho=-0,09 | rho=-0,03 rho=-0,09
stezenie p=0,981 p=0,945 p=0,936 p=0,467 p=0,780 p=0,430
MMP-8 rho=-0,17 rho=0,19 rho=0,19 rho=0,21 rho=0,16 rho=-0,09
stezenie p=0,207 p=0,172 p=0,155 p=0,133 p=0,235 p=0,430

Przedstawiono wspotczynniki korelacji rho Spearmana mi¢dzy zmiennymi; ekspresja
MRNA MMP-1, MMP-2, MMP-8, MMP-9, prolidazy w blonach ptodowych oraz
stezeniem [ng/ml] prolidazy i MMP-8 w matczynym osoczu. Na czerwono zaznaczono

korelacje istotne statystycznie, p<0,05. Zrédto: Badanie i opracowanie wlasne

W grupie badanej (Grupa 0) zaobserwowano cztery istotnie statystycznie dodatnie
korelacje wysokiego stopnia: (1). migdzy ekspresja mRNA MMP-8 a ekspresja mRNA
MMP-9 (rho=0,84), (2). migdzy ekspresja mRNA MMP-8 a ekspresja mRNA prolidazy
(rh0o=0,72), (3). migdzy ekspresjg mRNA MMP-2 a ckspresja mRNA prolidazy
(rho=0,51), (4). migdzy ekspresjg mRNA MMP-9 a ckspresja mRNA prolidazy
(rho=0,7), a takze istotng statystycznie korelacje umiarkowanego stopnia miedzy
ekspresja mRNA MMP-8 a ekspresjg mRNA MMP-2 (rho=0,31). Korelacje istotne

statystycznie dla grupy badanej przedstawiono na rycinie 24.
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Korelacja ekspresji mMRNA MMP-8 i MMP-9

rho Spearmana = 0,84; p<0,001

Korelacja ekspresji mMRNA MMP-8 i prolidaza
rho Spearmana = 0,72; p,0,001
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Korelacja ekspresji mMRNA MMP-2 i prolidazy
rho Spearmana = 0,51; p<0,001

Korelacja ekspresji mMRNA MMP-8 i MMP-2

rho Spearmana = 0,31 ; p=0,018
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Korelacja ekspresji MRNA MMP-9 i prolidazy, rho
Spearmana = 0,70 ; p<0,001

Rycina 24. Istotne statystycznie korelacje zmiennych w grupie badanej (Grupa 0).

Zrodio: Badanie i opracowanie wilasne.
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Tabela 21

Analiza korelacji badanych zmiennych w grupie kontrolnej 3 (Grupa 3)

MMP-1 MMP-2 MMP-8 MMP-9 Prolidaza | Prolidaza | MMP-8

ekspresja | ekspresja ekspresja ekspresja | ekspresja | stezenie stezenie
MMP-1 rho=0,02 rho=-0,2 rho=0,3 | rho=-0,09 | rho=0,32 | rho=-0,05
ekspresja p=0,918 p=0,422 p=0,235 p=0,729 p=0,201 p=0,844
MMP-2 rho=0,02 rho=0,25 | rho=0,21 | rho=0,46 | rho=0,33 | rho=-0,08
ekspresja | p=0,918 p=0,299 p=0,390 p=0,052 p=0,173 p=0,729
MMP-8 rho=-0,2 rho=0,25 rho=0,53 rho=0,6 | rho=-0,04 | rho=-0,35
ekspresja | p=0,422 p=0,299 p=0,020 p=0,007 p=0,867 p=0,147
MMP-9 rho=0,3 rho=0,21 rho=0,53 rho=0,45 | rho=0,24 | rho=-0,71
ekspresja | p=0,235 p=0,390 p=0,020 p=0,060 p=0,332 p<0,001
Prolidaza rho=- rho=0,46 rho=0,6 rho=0,45 rho=0,27 | rho=-0,56

. 0,09

ekspresja p=0,052 p=0,007 p=0,060 p=0,275 p=0,015

p=0,729
Prolidaza | rh0o=0,32 | rho=0,33 | rho=-0,04 | rho=0,24 | rho=0,27 rho=-0,19
stezenie p=0,201 p=0,173 p=0,867 p=0,332 p=0,275 p=0,321
MMP-8 rho=- rho=-0,08 | rho=-0,35 rho=- rho=-0,56 | rho=-0,19

_ 0,05 0,71

stezenie p=0,729 p=0,147 p=0,015 p=0,321

p=0,844 p<0,001

Przedstawiono wspotczynniki korelacji rtho Spearmana migdzy zmiennymi ; ekspresja
MRNA MMP-1, MMP-2, MMP-8, MMP-9, prolidazy w blonach ptodowych oraz
stezeniem [ng/ml] prolidazy i MMP-8 w matczynym osoczu. Na czerwono zaznaczono
korelacje istotne statystycznie.

Zrodio: Badanie i opracowanie wlasne.

W grupie kontrolnej 3 (Grupa 3) zaobserwowano dwie istotne statystycznie dodatnie

korelacje wysokiego stopnia: 1. migdzy ekspresja mRNA MMP-8 a ekspresja mRNA
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MMP-9 (rho=0,53), 2. mi¢dzy ekspresja mRNA MMP-8 a ekspresja mRNA prolidazy
(rho=0,6). Ponadto stwierdzono dwie istotne statystycznie ujemne korelacje wysokiego
stopnia: 1. mi¢dzy ekspresja mRNA MMP-9 a stezeniem MMP-8 (rho=-0,71), 2. mig¢dzy
ekspresjg mRNA prolidazy a st¢zeniem MMP-8 (rho=-0,56). Korelacje istotne

statystycznie dla grupy kontrolnej 3 (Grupa 3) przedstawiono na rycinie 25.
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Korelacja ekspresji mMRNA MMP-8 i MMP-9 Korelacja ekspresji MRNA MMP-8 i prolidaza
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Korelacja ekspresji MRNA MMP-9 a stezeniem Korelacja ekspresji mMRNA prolidazy a
MMPS8, rho Spearmana = -0,71 : p<0,001 stezeniem MMPS, rho Spearmana =- 0,56 :
p=0,015

Rycina 25. Istotne statystycznie korelacje zmiennych w grupie kontrolnej 3 (Grupa 3).

Zrbdlo: Badanie 1 opracowanie wiasne.
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Tabela 22

Analiza korelacji badanych zmiennych w grupie kontrolnej 2 (Grupa 2)

MMP-1 MMP-2 MMP-8 MMP-9 Prolidaza | Prolidaza MMP-8
ekspresja | ekspresja ekspresja ekspresja | ekspresja stezenie stezenie
MMP-1 rho=0,43 rho=-0,13 | rho=0,02 | rho=0,05 rho=0,07 rhi=-0,31
ekspresja p=0,089 p=0,609 p=0,991 p=0,837 p=0,770 p=0,248
MMP-2 rho=0,43 rho=0,15 rho=0,02 rho=0,2 rho=-0,17 rhi=0,09
ekspresja | p=0,089 p=0,556 p=0,913 p=0,444 p=0,520 p=0,742
MMP-8 rho=- rho=0,15 rho=0,34 | rho=0,69 | rho=0,15 rho=0,41
) 0,13
ekspresja p=0,556 p=0,187 p=0,002 p=0,579 p=0,124
p=0,609
MMP-9 rho=0,02 rho=0,02 rho=0,34 rho=0,47 rho=0,4 rho=-0,21
ekspresja | p=0,991 p=0,913 p=0,187 p=0,065 p=0,115 p=0,443
Prolidaza | rho=0,05 rho=0,2 rho=0,69 rho=0,47 rho=0,15 rho=0,38
ekspresja | p=0,837 p=0,444 p=0,002 p=0,065 p=0,579 p=0,159
Prolidaza | rho=0,07 | rho=-0,17 rho=0,15 rho=0,4 rho=0,15 rho=-0,06
stezenie p=0,770 p=0,520 p=0,579 p=0,115 p=0,579 p=0,721
MMP-8 rho=- rho=0,09 rho=0,41 | rho=-0,21 | rho=0,38 | rho=-0,06
0,31
stezenie p=0,742 p=0,124 p=0,443 p=0,159 p=0,721
p=0,248

Przedstawiono wspotczynniki korelacji rho Spearmana mi¢dzy zmiennymi; ekspresja
mMRNA MMP-1, MMP-2, MMP-8, MMP-9, prolidazy w btonach ptodowych oraz
stezeniem [ng/ml] prolidazy i MMP-8 w matczynym osoczu. Na czerwono zaznaczono
korelacje istotne statystycznie.

Zrédto: Badanie i opracowanie wiasne.
W grupie kontrolnej 2 (Grupa 2) zaobserwowano istotng statystycznie dodatnig

korelacje wysokiego stopnia migdzy ekspresjga mRNA MMP-8 a ekspresja mRNA
prolidazy (r=0,69). Opisywang korelacje¢ przedstawiono na rycinie 26.
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Korelacja ekspresji MRNA MMP-8 i prolidaza
rho Spearmana = 0,69; p=0,002

Rycina 26. Istotne statystycznie korelacje zmiennych w grupie kontrolnej 2 (Grupa 2).

Zrédto: Badanie i opracowanie wlasne.
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Tabela 23

Analiza korelacji badanych zmiennych w grupie kontrolnej 1 (Grupa 1)

MMP-1 MMP-2 MMP-8 MMP-9 Prolidaza Prolidaza MMP-8

ekspresja ekspresja ekspresja ekspresja ekspresja stezenie stezenie
MMP-1 rho=0,26 rho=0,09 rho=-0,19 | rho=-0,26 rho=0,08 rho=-0,11
ekspresja p=0,530 p=0,822 p=0,651 p=0,530 p=1,00 p=0,778
MMP-2 rho=0,26 rho=0,19 rho=0,07 rho=0,38 rho=0,28 rho=-0,28
ekspresja p=0,530 p=0,651 p=0,866 p=0,351 p=0,492 p=0,492
MMP-8 rho=0,09 rho=0,19 rho=0,61 rho=0,57 rho=0,02 rho=-0,52
ekspresja p=0,822 p=0,651 p=0,101 p=0,138 p=0,955 p=0,182
MMP-9 rho=-0,19 rho=0,07 rho=0,61 rho=0,42 rho=-0,59 rho=-0,09
ekspresja p=0,651 p=0,866 p=0,101 p=0,289 p=0,119 p=0,822
Prolidaza | rho=-0,26 rho=0,38 rho=0,57 rho=0,42 rho=-0,16 rho=-0,23
ekspresja p=0,530 p=0,351 p=0,138 p=0,289 p=0,693 p=0,570
Prolidaza rho=0,08 rho=0,28 rho=0,02 rho=-0,59 | rho=-0,16 rho=-0,18
stezenie p=1,00 p=0,492 p=0,955 p=0,119 p=0,693 p=0,507
MMP-8 rho=-0,11 rho=-0,28 rho=-0,52 rho=-0,09 rho=-0,23 rho=-0,18
stezenie p=0,778 p=0,492 p=0,182 p=0,822 p=0,570 p=0,507

Przedstawiono wspotczynniki korelacji tho Spearmana mig¢dzy zmiennymi; ekspresja
MRNA MMP-1, MMP-2, MMP-8, MMP-9, prolidazy w blonach ptodowych oraz

stezeniem [ng/ml] prolidazy i MMP-8 w matczynym osoczu.

Zrodio: Badanie 1 opracowanie wilasne.

W grupie kontrolnej 1 (Grupa 1) nie zaobserwowano zadnych istotnych statystycznie

korelacji migdzy badanymi zmiennymi.

86



4.5.2 Korelacje pomiedzy osoczowym stezeniem MMP-8 a wiekiem cigzowym,

wiekiem ci¢zarnych kobiet i masa urodzeniowa noworodka

W nastgpnym kroku przetestowano zalezno$¢ pomigdzy st¢zeniem MMP-8 we Krwi

wsrod badanych kobiet a nastgpujacymi zmiennymi: wiekiem cigzowym, wiekiem

cigzarnych kobiet oraz masg urodzeniowa noworodka. Wykonano w tym celu analizy

korelacji rho Spearmana. Wyniki analiz wykonano osobno w czterech grupach: grupy O,

1,21 3. W tabeli 24 przedstawiono wyniki tej analizy.

Tabela 24

Korelacje stgzenia MMP-8 we krwi z wiekiem cigzowym, wiekiem kobiet oraz masg

urodzeniowa noworodka

MMP-8 (ng/ml)

Zmienna rho Spearmana p
Grupa 0 (n =56)

Wiek cigzowy -0,14 0,303
Wiek kobiet -0,31 0,019
Masa urodzeniowa noworodka -0,08 0,575
Grupal(n=28)

Wiek cigzowy 0,13 0,788
Wiek kobiet 0,07 0,878
Masa urodzeniowa noworodka 0,44 0,272
Grupa 2 (n=16)

Wiek cigzowy 0,00 1,000
Wiek kobiet 0,10 0,710
Masa urodzeniowa noworodka 0,14 0,621
Grupa 3 (n=18)

Wiek cigzowy 0,09 0,724
Wiek kobiet 0,54 0,021
Masa urodzeniowa noworodka 0,30 0,223

Przedstawiono wspotczynniki korelacji tho Spearmana migdzy zmiennymi; Na czerwono

zaznaczono korelacje istotne statystycznie. Zrodto: Badanie i opracowanie wlasne.
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Analiza wykazala istotne statystycznie korelacje jedynie w grupie 0 i w grupie
3 pomigdzy wiekiem kobiet a stezeniem MMP-8 we krwi. W grupie O ta korelacja jest
umiarkowana 1 ujemna, co wskazuje na nast¢pujaca zaleznos¢: im mtodsze sg kobiety,
tym wyzszy jest u nich poziom MMP-8 we krwi. Z kolei w grupie 3 odnotowano zwigzek
dodatni i silny. Wynika z tego, ze wraz z wiekiem kobiet w tej grupie, wzrasta u
nich st¢zenie MMP-8. Pozostate korelacje okazaly si¢ nieistotne statystycznie. Korelacje

istotne statystycznie przedstawiono na rycinie 27.

MMP-8 (ng/ml)
-
MPMP-E (nEsmi)

Wik kebiet Wiek obie
Korelacja stezenia MMP-8 i wiekiem matki w Korelacja stezenia MMP-8 i wiekiem matki w
grupie badanej (Grupa 0) grupie kontrolnej 3 (Grupa 3)
rho Spearmana r =-0,31; p=0,019 rho Spearmana r =-0,54; p=0,021

Rycina 27. Istotne statystycznie korelacje miedzy ste¢zeniem MMP8 w matczynym
osoczu a wiekiem cig¢zarnej w grupie badanej (Grupa 0) oraz w grupie kontrolnej 3
(Grupa 3).

Zrodio: Badanie i opracowanie wlasne.
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Kolejno sprawdzono, czy rodnos¢ roznicuje stezenie MMP-8 we krwi w zaleznosci od
grupy (badawczej vs kontrolnych). Liczebnos$ci poszczegolnych grup zostaty

przedstawione w tabeli 25.

Tabela 25
Liczebnosci pierwiastek 1 wielorodek dla stgzenia MMP-8 we krwi przy podziale na

grupy badawczg i kontrolne

Rodnosé
Grupa
Pierworddka Wielorédka
Grupa 0 29 27
Grupa 1 4 4
Grupa 2 8 8
Grupa 3 7 11

Zr6dto: Badanie 1 opracowanie wlasne

Wykonano testy U Manna Whitney’a, aby porowna¢ pierworodki i wielorodki pod
wzgledem stezenia MMP-8 w grupach: 0, 1, 2 i 3. W tabeli 26 zawarto wyniki tej analizy.
Wyniki okazaty si¢ nieistotne statystycznie dla kazdego poréwnania. Wynika z tego, ze
pierworddki nie r6znig od wielorddek pod katem stezenia MMP-8 w kazdej analizowane;j

grupie.

Tabela 26

Poréwnanie stezenia MMP-8 w zalezno$ci od rodnosci kobiet

MMP-8 (ng/ml) pierworodka wielorodka

przy podziale na grupy $rednia ranga Mdn IQR $redniaranga Mdn IQR Z p 1

Grupa 0 28,74 2,87 2,78 28,24 2,87 2,90 -0,11 0,909 <0,01
Grupa 1 4,75 6,51 5,52 4,25 6,21 5,18 -0,29 0,773 0,01
Grupa 2 6,29 0,71 2,94 8,71 2,46 3,25 -1,09 0,277 0,09
Grupa 3 8,57 1,57 2,51 10,09 2,45 2,78 -0,59 0,556 0,02

Zrbdlo: Badanie 1 opracowanie wlasne
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4.6 Krzywe ROC

Wyznaczono krzywe ROC (Receiver Operating Characteristic) celem wyjasnienia
warto$ci rokowniczej osoczowego stezenia MMP-8 w przewidywaniu wystapienia

pekniecia bton ptodowych oraz poszukiwania optymalnego punktu odcigcia.

4.6.1 Analiza krzywych ROC w oparciu o podzial na grupe badang z
PROM/PPROM (Grupa 0) i grupe kontrolna 1 ze spontanicznym peknieciem

blon plodowych w trakcie terminowego porodu (Grupa 1)

Na podstawie uzyskanych wynikow stezenia MMP-8 analizowano warto$¢ predykcyjng
ww. parametru w przewidywaniu momentu peknigcia blon plodowych w oparciu
0 podzial na grupy 0 i 1. Za progowa warto$¢ (cut-off) stezenia MMP-8, roznicujaca
moment w ktorym wystapi peknigcie bton plodowych w grupie badanej
z PROM/PPROM (Grupa 0) oraz w grupie kontrolnej 1 ze spontanicznym peknigciem
bton ptodowych podczas terminowego porodu (Grupa 1), uznano po obliczeniach wartos¢
3,99 ng/ml. Warto$¢ predykcyjna stgzenia MMP-8 w osoczu krwi matki miescita si¢
w zakresie warto$ci wynikow satysfakcjonujacych dla wystapienia porodowej czynno$ci
skurczowe] zwigzanej z rOwnoczesnym peknieciem bton ptodowych. Wykazano, ze tak
skonstruowany test (cut-off 3.99 ng/ml dla stezenia MMP-8 w osoczu) charakteryzuje sig
70 % czutoscig oraz 73 % swoistoscig 1 polem pod krzywa ROC (ang. area under curve
AUC) rzedu 0,717 %. Dodatnia warto$¢ predykcyjna testu (ang. positive predictive value
PPV) wyniosta 72 % a ujemna (ang. negative predictive value NPV) 71% (rycina 28,
tabela 27).
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Rycina 28. Osoczowe stezenie MMP-8 w predykcji momentu peknigcia bton
ptodowych w oparciu o podziat na grupy 01 1 (krzywa ROC, AUC=0,717).

Zr6dto: Badanie i opracowanie wlasne.

Tabela 27
Charakterystyka testu w oparciu o podziat na grup¢ badang PROM/PPROM (Grupa 0) 1

grupe kontrolng 1 (Grupa 1)

Grupa badana 0 Grupa kontrolna 1

Przedwczesne peknigeie blon | Spontaniczne pekanie blon
ptodowych ptodowych w trakcie regularne;
czynnosci skurczowej podczas

porodu w terminie
Dodatni <3.99 70% 27%
Ujemny >3.99 30% 73%

Zrédto: Badanie i opracowanie wiasne.
Czutos$¢ =70%, swoistos¢ = 73%, p=0.004,

PPV=72%; NPV=71%; dokladnos¢ (wiarygodnos¢ testu) = 72%
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Whioski: Oznaczanie stezenia MMP8 w osoczu matki moze stanowi¢ marker
diagnostyczny przy wartosci odcigcia (cut-off) 3.99 ng/ml wskazujacy na wystapienie
skurczowe] czynno$ci porodowej zwigzanej z rownoczesnym peknigciem blon

ptodowych. Czutos¢ i swoistos¢ testu wynosi 70% i 73% odpowiednio (p=0,004).

4.6.2 Analiza krzywych ROC w oparciu o podzial na grupe badang z
PROM/PPROM (Grupa 0) i grupe kontrolng 2 z ci¢zarnymi w ciagzy donoszonej

bez czynnosci skurczowej (Grupa 2)

Na podstawie uzyskanych wynikéw stezenia MMP-8 analizowano wartos$¢ predykcyjng
ww. parametru w przewidywaniu momentu peknigcia blon plodowych w oparciu
0 podzial na grupe badang z PROM/PPR (Grupa 0) oraz grup¢ kontrolng 2
reprezentowang przez ci¢zarne w cigzy donoszonej bez czynnosci skurczowej (Grupa 2).
Za progowa warto$¢ (cut-off) stgzenia MMPS, ro6znicujacg moment w ktorym wystapi
peknigcie bton ptodowych w grupie badanej z PROM/PPROM (Grupa 0) oraz grupie
kontrolnej 2 (Grupa 2), uznano po obliczeniach warto$¢ 2,46 ng/ml. Warto$¢ predykcyjna
stezenia MMP-8 w osoczu krwi matki mie$cita si¢ w zakresie warto$ci wynikéw srednich
dla wystapienia przedwczesnego peknigcia blon ptodowych w cigzy donoszone;.
Wykazano, ze tak skonstruowany test (cut-off 2,46 ng/ml dla stezenia MMP-8 w 0soczu)
charakteryzuje si¢ 62 % czulo$cig oraz 64 % swoistoscia. Pole pod krzywa ROC dla testu
oceniajgcego predykcje wystgpienia przedwczesnego peknigcia bton ptodowych na
podstawie stezenie MMP-8 w osoczu ci¢zarnych osiggneto wartos¢ 0,649. Dodatnia
warto$¢ predykcyjna testu (ang. positive predictive value PPV) wyniosta 63 % a ujemna

(ang. negative predictive value NPV) 63% (rycina 29, tabela 28).
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Rycina 29. Osoczowe stezenie MMP-8 w predykcji momentu peknigcia bton
ptodowych  w oparciu o podzial na grupy 0 i 2 (krzywa ROC, AUC=0,649).

Zrodto: Badanie i opracowanie wlasne.

Tabela 28
Charakterystyka testu w oparciu o podziat na grupe badang PROM/PPROM (Grupa 0)

1 grupe kontrolng 2 (Grupa 2)

Grupa badana 0 Grupa kontrolna 2
Przedwczesne pegkniecie Ciaza donoszona bez
bton ptodowych oznak porodu, ciggtosé
bton ptodowych
zachowana
Dodatni>2,46 62% 36%
Ujemny<2,46 38% 64%

Zrédto: Badanie i opracowanie wiasne.
Czutos¢ = 62%; Swoistos¢ = 64%; p=0,013

PPV = 63%; NPV = 63%; doktadno$¢ (wiarygodnos¢ testu) = 63%
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4.6.3 Analiza krzywych ROC w oparciu o podzial grupe badana
z PROM/PPROM (Grupa 0) i grupe kontrolna 3 z ci¢zarnymi z zachowang
ciggloscia blon plodowych mimo regularnej, porodowej czynnosci porodowej

(Grupa 3)

Na podstawie uzyskanych wynikow stezenia MMP-8 analizowano warto$¢ predykcyjna
ww. parametru w przewidywaniu momentu peknigcia blon plodowych w oparciu
o podzial na grupe badang z PROM/PPROM (Grupa 0) oraz grupe¢ kontrolng 3
z cigzarnymi, u ktéorych mimo regularnej, porodowej czynno$ci skurczowej nie
dochodzito do spontanicznego peknigcie bton ptodowych (Grupa 3). Za progowa warto$¢
(cut-off) stezenia MMP-8, roznicujaca moment w ktorym wystapi pegkniecie blon
ptodowych w grupie badanej z PROM/PPROM (Grupa 0) oraz w grupie kontrolnej 3
(Grupa 3), uznano po obliczeniach warto$¢ 3,98 ng/ml. Warto$¢ predykcyjna stgzenia
MMP-8 w osoczu krwi matki miescita si¢ w zakresie wartosci wynikéw $rednich dla
peknigcia bton plodowych dla wystapienia porodowej czynnosci skurczowej zwigzanej
z robwnoczesnym peknieciem blon plodowych . Wykazano, ze tak skonstruowany test
(cut-off 3,98 ng/ml dla stezenia MMP-8 w osoczu) charakteryzuje si¢ tylko 30 %
czuloscig oraz az 93 % swoistoscig. Pole pod krzywa ROC dla testu oceniajacego
predykcje wystapienia peknigcia blon ptodowych na podstawie stezenie MMP-8
w osoczu cigzarnych osiggneto wartos¢ 0,607. Dodatnia warto$¢ predykcyjna testu (ang.
positive predictive value PPV) wyniosta 81 % a ujemna (ang. negative predictive value
NPV) 57% (rycina 30, tabela 29).
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Rycina 30. Osoczowe stgzenie MMP-8 w predykcji momentu pgknigcia bton ptodowych
w oparciu o podziat na grupy 0 i 3 (krzywa ROC, AUC=0,607).

Zrodto: Badanie i opracowanie wlasne

Tabela 29

Charakterystyka testu w oparciu o podziat na grupe badang PROM/PPROM (Grupa 0) 1
grupe kontrolng 3 (Grupa 3)

Grupa badana 0 Grupa kontrolna 3
Przedwczesne pgkniecie Brak samoistnego pekniecia
bton ptodowych pecherza ptodowego podczas

porodu, mimo regularnej
czynnoSci skurczowej
Dodatni >3.98 30% 7%
Ujemny <3.98 70% 93%

Zrodio: Badanie i opracowanie wlasne.

Czutos¢ = 30%; Swoistos¢ = 93%; p=0,027
PPV=81%; NPV=57%; doktadno$¢ (wiarygodnos¢ testu) = 61%
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4.6.4 Analiza krzywych ROC w oparciu o podzial na grup¢ badanag
PROM/PPROM (Grupa 0) i grupe kontrolna 2+3 z ciezarnymi z zachowana
ciggloscia blon plodowych (zarowno podczas porodu jak i bez) (Grupa 2+3)

Na podstawie uzyskanych wynikow stezenia MMP-8 analizowano warto$¢ predykcyjna
ww. parametru w przewidywaniu momentu pekniecia blon plodowych w oparciu
o podziat na grupy 0 i 2+3. Za progowa wartos¢ (cut-off) stezenia MMP-8, r6znicujaca
moment w ktorym wystgpi peknigcie blon ptodowych w Grupie 0 oraz Grupie 2+3,
uznano po obliczeniach warto$¢ 2,46 ng/ml. Warto$¢ predykcyjna stgzenia MMP-8
w osoczu krwi matki mie$cita si¢ w zakresie warto$ci wynikow $rednich dla wystapienia
peknigcia bton ptodowych. Wykazano, ze tak skonstruowany test (cut-off 2,46 ng/ml dla
stezenia MMP-8 w osoczu) charakteryzuje si¢ 62% czuto$cig oraz 60 % swoistoscig. Pole
pod krzywa ROC dla testu oceniajacego predykcje wystgpienia pekniecia blon
ptodowych na podstawie stezenie MMP-8 w 0soczu ci¢zarnych z Grupy 0 i Grupa 2+3
miato warto$¢ 0,625. Dodatnia oraz ujemna warto$¢ predykcyjna testu (PPV i NPV)

wyniosta 61 % (rycina 31, tabela 30).
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Rycina 31. Stezenie MMP-8 w predykcji momentu peknigcia bton ptodowych w oparciu
o podziat na grupy 0 i 2+3 (krzywa ROC, AUC=0,607).

Zrodio: Badanie 1 opracowanie wtlasne.
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Tabela 30

Charakterystyka testu w oparciu o podzial na grupe badang PROM/PPROM (Grupa 0)

1 grup¢ kontrolng 2+3 (Grupa 2+3)

Grupa badana 0

Przedwczesne pegkniecie

Grupa kontrolna 2+3

Zachowana ciggtos¢ bton

bton ptodowych ptodowych (zarowno
podczas porodu jak i bez)
Dodatni >2.46 62% 40%
Ujemny < 2.46 38% 60%

Czutos¢ = 62%; swoistos¢ 60%; p=0.0099
PPV = 61%; NPV = 61%; doktadno$¢ (wiarygodnos¢ testu) = 61%
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5. DYSKUSJA

Rozwijajacy si¢ ptod otoczony jest owodnig i kosmowka, zwanych wspolnie btong
ptodowa. W czasie trwania cigzy blony plodowe przechodza przez proces
zaprogramowane] przebudowy kolagenolitycznej celem dostosowania si¢ bton do
rosngcego cisnienia i objetosci macicy w miar¢ postepu cigzy [201, 213]. Udowodniono,
ze homeostaza macierzy pozakomoérkowej jest kluczowym procesem w utrzymaniu
wytrzymato$ci na rozcigganie bton ptodowych [15]. W prawidlowo przebiegajacej cigzy
blony ptodowe pozostaja nienaruszone az do chwili terminowego porodu, kiedy to
peknigcie bton ptodowych (ang. Rupture Of Membranes, ROM) wystepuje naturalnie
1 spontanicznie podczas skurczowej czynno$ci porodowej lub jest wywotywane przez

lekarza ze wskazan potozniczych.

Powszechnie uwaza sig¢, ze spontaniczne peknigcie blon ptodowych podczas porodu jest
konsekwencja sit mechanicznych generowanych przez mig$niowke macicy oraz
obecnosci postepujacych zmian zachodzacych w szyjce macicy. Jest to jednak wyraznie
uproszczone pojecie, poniewaz btony ptodowe ulegaja takze biochemicznym zmianom
w okresie okotoporodowym, co dowodzi tezie, ze czysto mechaniczny aspekt rozerwania
bton ptodowych nie moze dostatecznie wyjasni¢ etiologii spontanicznego przerwania

ciggtosci bton ptodowych podczas porodu w terminie.

W latach 90. oceniano lozyska uzyskane po porodzie odbytym po ukonczonym 37.
tygodniu cigzy, aby lepiej zrozumie¢ histologie miejsc pekniecia bton. Zostato
udowodnione, iz we wszystkich przypadkach ROM btony ptodowe pgkaja w obszarach,
ktore wykazuja ostabienie [206]. Quintero 1 in. potwierdzili endoskopowo, ze ten
ostabiony region blon jest zwykle zlokalizowany bezposrednio nad wewngtrznym
ujsciem szyjki macicy [206]. Dodatkowo McLaren i in. wykazali, Zze region ten miat
grubsza warstwe tkanki tacznej 1 ciensze warstwy cytotrofoblastu niz regiony bion

w poblizu tozyska lub w potowie drogi migdzy tozyskiem a szyjka macicy [214].

Zaproponowano, aby miejsce zmienionej struktury bton nazwac ,strefa zmienionej
morfologii”. Zmiany, ktore zauwazono byly konsekwencja dezorganizacji i rozerwania
wilokien kolagenowych. Kolagen zawarty w macierzy zewnatrzkomorkowej bton

ptodowych jest podatny na degradacje przez MMPs [210, 214].
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Dowdd na to, ze aktywno$¢ MMPs jest wazna dla pekniecia btony ptodowej obejmuje
obserwacjg, ze ekspresja mRNA MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-10, MMP-11
w btonach ptodowych wzrasta w czasie porodu terminowego jak i przedwczesnego [121,
122]. Wykazano takze wzrost stezenia w ptynie owodniowym MMP-1, MMP-2, MMP-3
w trakcie porodu [23, 123, 136, 137, 238, 239]. Ponadto w pracy Athayde i wsp. oraz
Fortunato i wsp. wykazano zwigkszong koncentracic MMP-8 w ptynie owodniowym
podczas porodu, jednak ci sami badacze nie udowodnili z kolei ekspresji mMRNA MMP-
7 1 MMP-8 w btonach ptodowych [232, 239, 240].

Zwigkszona kolagenoliza i1 spadek zawarto$ci kolagenu w blonach zwigzany
z aktywacjg MMPs zostaly udokumentowane zaréwno podczas porodu, jak i w patologii
przedwczesnego peknigcia bton ptodowych [162, 215]. Pi$miennictwo podaje, ze w 10%
cigz donoszonych blony plodowe pekaja przed rozpoczgciem si¢ porodu, co definiuje si¢
jako pekniecie bton przed porodem (PROM) [65]. W 40% porodow przedwczesnych
btony plodowe pekaja przed rozpoczgciem porodowej czynnosci skurczowej

(przedwczesne peknigciem blon ptodowych przed terminem-PPROM) [65].

Ostatnie badania identyfikuja aktywacje cytokin i metaloproteinaz macierzowych, stres
oksydacyjny i apoptoze jako gtdéwne szlaki prowadzace do przedwczesnego pekania bion
ptodowych. Tak wiec zarbwno PPROM jaki i PROM reprezentuje wspdlny punkt
koncowy dla kilku unikalnych patologicznych zdarzen, ktoére prawdopodobnie dziatajg
synergicznie, aby ostabi¢ membrany 1 sprawic, ze bedg one predysponowaly do peknigcia

[237].

W obliczu obecnego stanu wiedzy nie brakuje sprzecznych wynikdw, ktore niestety nie
pozwalaja wyciagna¢ klarownych wnioskdw co do znaczenia okre§lonych MMPs
w rozwoju wspomnianych potozniczych patologii. Dzieje si¢ tak z uwagi fakt, iz pomimo
uptywu lat, mechanizmy doprowadzajace do przedwczesnego pgknigcia bton sg nadal

stabo poznane [60].

W prezentowanej rozprawie doktorskiej swoja uwage skupilam na ocenie udziatu
okreslonych metaloproteinaz i prolidazy jako czynnikdéw degradujacych macierz
zewnatrzkomérkowg blon plodowych i1 odgrywajacych istotng role w kaskadzie
prowadzacej do PROM/PPROM, ale tez udokumentowatam znaczenie okreslonych
metaloproteinaz w mechanizmie spontanicznego peknigcia bton podczas terminowego

porodu.
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W pracy Maymona i wsp. w przypadku oceny MMP-8 w ptynie owodniowym
udowodniono wzrost stezenia MMP-8 podczas porodu w ciazy terminowej [205]. Srednie
stezenie MMP-8 w ptynie owodniowym w cigzy donoszonej bez czynnosci skurczowe;j
wynosito 3,3 ng/mL; PMK 0,06-38,6 ng/mL, natomiast podczas porodu terminowego
srednia warto$¢ znaczaco wzrosta i wynosita 16,6 ng/mL; PMK 0,33-1650 ng/mL;
p<0,05. Oceniajac stgzenie MMP-8 w matczynym osoczu uzyskatam podobng zalezno$¢
w wynikach stezenia MMP-8 w matczynym osoczu przy poréwnaniu grupy pacjentek
w cigzy donoszonej bez porodu (Grupa 2) z grupg pacjentek rodzacych w terminie ze
spontanicznym peknigciem bton ptodowych (Grupa 1). Stezenie w osoczu MMP-8 byto
wyzsze podczas terminowego porodu ze spontanicznym przerwaniem bton ptodowych
(Grupa 1); Mdn: 5,85 ng/ml; PMK: 2,99-6,61ng/ml) w poréwnaniu z cigza donoszong
z zachowanymi btonami ptodowymi przed porodem (Grupa 2); Mdn: 1,62 ng/ml; PMK:
1,08-2,89 ng/ml; p=0,001; (tabela 14, 15). Réwniez ekspresja genu MMP-8 w btonach
ptodowych byla prawie 4-krotnie wyzsza podczas porodu o czasie ze spontanicznym
peknigciem bton ptodowych (Grupa 1); Mdn: 5,31; PMK: 3,14-8,97) w porownaniu
Z cigza terminowg bez czynno$ci skurczowej (Grupa 2); Mdn: 1,41; PMK: 0,28-3,06,
jednak wynik ten nie osiggnat istotnosci statystycznej, p=0,194 (tabela 11, 12).

Wyniki uzyskane w niniejszej rozprawie doktorskiej sugeruja, iz Wystepowanie

przedwczesnego pekniecia bton ptodowych jest zwigzane ze wzrostem ekspresji mMRNA

MMP-8 w blonach pltodowych oraz wzrostem stezenia metaloproteinazy-8 W 0S0czu

kobiet ciezarnych w sytuacji nieobecnosci ogdlnego stanu zapalnego.

W zaprezentowanym badaniu, dokonujac analizy ekspresji mRNA MMP-8 w btonach
ptodowych, wykazano istotng statystycznie nadekspresjc mRNA MMP-8 wsrod
pacjentek z patologia przedwczesnego pekniecia bton ptodowych (Grupa 0); Mdn: 4,29;
PMK: 0,66-9,88 w pordwnaniu do pacjentek rodzacych drogami i sitami natury o czasie
z jatrogennym peknigciem bton plodowych wykonanym ze wskazan potozniczych
(Grupa 3); Mdn: 0,96; PMK: 0,21-4,87; p=0,04 (tabela 11, 12). Trzy razy wigksza
ekspresj¢ genu MMP-8 wykazano rowniez u pacjentek z PROMM/PROM (Grupa 0) przy
poréwnaniu z pacjentkami nierodzacymi w cigzy donoszonej (Grupa 2), jednak wynik
ten nie osiggnat statystycznej istotno$ci, odpowiednio Mdn: 4,29; PMK: 0,66-9,88 vs
Mdn: 1,41; PMK:0,28-3,06; p=0,87. By¢ moze z uwagi na stosunkowo matg liczebnos¢
badanych grup oraz dodatkowo dysproporcje w liczbie cigzarnych uczestniczek badania

w omawianych grupach, odpowiednio n=56 dla grupy 0 i n=16 dla grupy 2, zalezno$¢ ta
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nie uzyskata istotno$ci statystycznej. Ponadto okazato si¢, ze przedwczesne pekniecie
bton ptodowych (Grupa 0) jest zwigzane ze wzrostem ekspresji mRNA MMP-8; Mdn:
4,29; PMK: 0,66-9,88 przy porownaniu z cigzg donoszong z zachowanymi blonami
ptodowymi, zarowno w trakcie zaawansowanego porodu jak i bez porodowej czynnosci

skurczowej ( Grupa 2+3); Mdn: 1,23; PMK: 0,25-3,27; p=0,019 (tabela 11, 12).

Z kolei produkt genu MMP-8 oznaczony w osoczu tych ciezarnych kobiet i oceniony
w tym samym uktadzie grup takze wykazywat juz istotnie statystycznie wyzsze stezenie
w przypadku przedwczesnego pekniecia bton ptodowych (Grupa 0) zarowno przy
poréwnaniu z cigzg donoszong bez porodu (Grupa 2) oraz przy pordwnaniu z grupami
z zachowanymi blonami ptodowymi po ukonczonym 37. tygodniu cigzy (Grupa 2+3),
odpowiednio Mdn: 2,62ng/ml; PMK:1,85-4,24 ng/ml dla grupy 0 vs Mdn; 1,62 ng/ml;
PMK: 1,08-2,86ng/ml; p=0,014 dla grupy 2, Mdn: 2,62 ng/ml; PMK:1,85-4,24 ng/ml dla
grupy 0 vs Mdn; 2,02 ng/ml; PMK: 1,05-3,40 ng/ml; p=0,014 dla grupy 2+3. Rowniez
przy poréwnaniu stezenia MMP-8w osoczu ciezarnych kobiet z grupy badanej (Grupa 0)
ze stezeniem badanego enzymu we krwi cigzarnych z grupy kontrolnej 3, gdzie mimo
regularnej, porodowej czynnosci skurczowej btony ptodowe nie ulegalty spontanicznemu
przerwaniu i zachodzita koniecznos$¢ jatrogennego przerwania owych bton ze wskazan
potozniczych (Grupa 3), zaobserwowano wyzsze stezenie MMP-8 w osoczu ci¢zarnych
z grupy PROM/PPROM (Grupa 0), odpowiednio Mdn: 2,62 ng/ml; PMK:1,85-4,24
ng/mldla grupy 0 vs Mdn: 2,26 ng/ml; PMK: 1,11-3,55 ng/ml. Rezultat ten okazat si¢
istotny na poziomie tendencji statystycznej; p=0,092). Oznaczanie st¢zenia MMP-8

w_osoczu matki przy wartosci odciecia (cut-off) 2.46 ng/ml wskazuje na wystapienie

przedwczesnego pekniecia blon plodowych przed wystapieniem czynnosci skurczowej

w _ciazy donoszonej. Czutos¢ 1 swoisto$¢ testu wynost 62% 1 64%., p=0.013 (rycina 29,

tabela 28).

W prezentowanej pracy doktorskie nie zostala wykazana natomiast istotna rdéznica
w ekspresji mRNA omawianego enzymu pomiedzy grupg badang z patologia
PROM/PPROM (Grupa 0) a grupa kontrolng ze spontanicznym peknigciem blon
ptodowych w cigzy donoszonej podczas porodu drogami i sitami natury (Grupa 1). Co
wigcej, w tych dwoch grupach mediany ekspresji mMRNA MMP-8 byty na podobnym
poziomie, odpowiednio Mdn 4,29 vs Mdn 5,31; p=0,687. Wiadomym jest, ze
metaloproteinaza macierzy 8 czyli kolagenaza neutrofilowa degraduje kolageny

srddmigzszowe dziatajac preferencyjnie na kolagen typu I, ktory zapewnia glowna
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wytrzymato$¢ na rozcigganie bton plodowych. Dlatego by¢ moze uzyskanie zblizonych
wartosci ekspresji genu MMP-8 stanowi posredni dowdd na to, ze metaloproteinaza
macierzowa 8 jest zaangazowana zardwno w proces spontanicznego peknigcia bton
ptodowych podczas terminowego porodu w trakcie wystgpowania regularnej czynnosci
skurczowej, jak i w proces patologicznego przedwczesnego przerwania cigglosci bton

ptodowych.

Z kolei pordd terminowy ze spontanicznym pegkni¢ciem bton ptodowych (Grupa 1) jest
zwigzany ze wzrostem osoczowego stezenia MMP-8; Mdn: 5,85 ng/ml; PMK: 2,99-6,61
ng/ml przy poréwnaniu z patologicznym przedwczesnym pgknieciem bton ptodowych
(Grupa 0); Mdn: 2,62 ng/ml; PMK: 1,85-4,24 ng/ml); p=0,008 (tabela 14). Dodatkowo

Oznaczanie stezenia MMP-8 w osoczu matki moze stanowié przy wartosci odciecia (cut-

off) 3.99 ng/ml marker wskazujacy na wystapienie skurczowej czynnos$ci porodowej

zwiazane] z réwnoczesnym peknieciem blon plodowych. Czulosé i swoisto$é testu

wynosi odpowiednio 70% i 73%:; p=0.004 (rycina 28, tabela 27).

Kontynuujagc, w niniejszej rozprawie wykazano, iz przerwanie bton plodowych,
zaréwno przedwczesne jak i spontaniczne podczas terminowego porodu (Grupa 0+1), jest
zwigzane ze wzrostem ekspresji mRNA MMP-8; Mdn: 5,09; PMK: 0,72-23,14 przy
poréwnaniu z cigzg donoszong z zachowanymi btonami ptodowymi, zard6wno w trakcie
porodu jak i przed porodem (Grupa 2+3); Mdn: 1,07; PMK: 0,25-2,8); p=0,006 (tabela
11, 12). Takze osoczowe stezenie MMP-8 bylo wyzsze u pacjentek w przypadku
przerwania ciagto$ci bton ptodowych, zaréwno w sytuacji PROM/PPROM jak
i spontanicznego pegkniecie bton ptodowych podczas terminowego porodu (Grupa 0+1);
Mdn: 2,87 ng/ml; PMK: 1,96-5,12 ng/ml przy porownaniu z pacjentkami w cigzy
donoszonej z zachowanymi btonami ptodowymi, zarowno tymi nierodzacymi jak i tymi

w trakcie porodu ptodowych (Grupa 2+3); Mdn: 2,03 ng/ml; PMK: 1,11-3,39); p=0,001.

Interesujagcym badaniem okazalo si¢ badanie Biggio JR Jr i wsp. z 2005 [216].
W swoim badaniu autor podjat probe ustalenia, czy poziomy stezen MMP-8 w ptynie
owodniowym w drugim trymestrze cigzy sa zwigzane z wystapieniem w pozniejszym
okresie patologii PROM. Badanie obejmowato 57 bezobjawowych ci¢zarnych, ktore
przeszty amniopunkcj¢ genetyczng pomiedzy 14. a 21. tygodniem cigzy, a nastepnie
dos$wiadczyly przedwczesnego peknigcia bton. Grupg kontrolng stanowito 58 kobiet

z pozniejszym terminowym porodem, bez patologii PROM. Okazato si¢, ze ogdlny
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rozklad stgzen metaloproteinazy macierzy-8 w plynie owodniowym byl podobny
u kobiet, u ktorych wystapito przedwczesne peknigcie bton oraz kobiet z grupy kontrolnej
(mediana 2,39 ng / ml, 25 do 75 percentyla 1; 1-10,1 vs 2,37 ng/ml,; 25 do 75 percentyla
1,5-4,7, p=94,26). Jednak u 26 % kobiet z grupy kontrolnej z p6zniejszym PROM S$redni
poziom st¢zenia MMP-8 w plynie owodniowym w trakcie drugiego trymestru cigzy byty
powyzej 90. percentyla (8,7 ng/mL). Taki wynik odnotowano tylko u 10% kobiet z grupy
kontrolnej, bez wystapienia patologii PROM w trzecim trymestrze cigzy. Podwyzszony
poziom stezenia MMP-8, po adjustacji do zmiennych takich jak wiek matki, rasa, rodnos¢
1 wiek cigzowy, jest zwigzany z wystapieniem PROM w pdzniejszym czasie trwania
cigzy. Autorzy wysnuli istotne wnioski, iz mimo brak wystapienia istotnych réznic
w poziomach stezenia MMP-8 w ptynie owodniowym pobranym w drugim trymestrze,
stwierdzenie podwyzszonych poziomdéw st¢zenia MMP-8 w plynie owodniowym
w drugim trymestrze silnie koreluje z wystgpienie PROM w trzecim trymestrze ciazy.
Wazng konkluzjg ptyngca z przytoczonego badania jest to, iz procesy patofizjologiczne,
ktore przyczyniaja si¢ do przedwczesnego peknigcia bton, moga rozpoczaé si¢ juz na

wczesnym etapie cigzy [216].

Przyjmuje si¢, ze pekniecie bton plodowych wynika z dzialania sit fizycznych
w obszarach bton ostabionych degradacja kolagenow zawartych w macierzy
zewnatrzkomorkowej. Juz Skinner i wsp. w 1981 roku w swojej pracy oceniajacej
zawarto$¢ kolagenu w ludzkich blonach owodniowych dowiddl, ze zawarto$¢ kolagenu
w btonach owodniowych istotnie zmniejszyta si¢ migdzy 32 a 40. tygodniem ciazy z 446
do 362 mikrograméw/mg (r=0,588; p<0,001) u pacjentéw bez PROM i od 393 do 332
mikrogramoéw/mg (r=-,362; p<0,05) u pacjentow z PROM (okres utajony miedzy

peknigciem btony a porodem nie wigzat si¢ ze spadkiem zawartosci kolagenu) [202].

Zaobserwowane zmiany w zawartosci kolagenu w btonach ptodowych w czasie cigzy
oraz rdznice obserwowane w przypadku PROM sugeruja, ze ostabienie owodni
w przygotowaniu do peknigcia moze by¢ czgsciowo zdeterminowane czynnikami
kontrolujacymi synteze i degradacj¢ kolagenu [213]. Teza o miejscowej aktywnosci
enzymatycznej powodujacej degradacj¢ kolagenu zawartego W  macierzy
zewnatrzkomorkowej bton ptodowych i1 tym samym sprzyjajacej procesowi peknigcia
bton ptodowych zostata zaproponowana takze przez badaczy Halaburt’a i wsp. w pracy

z 1989 roku oraz Vadillo-Ortega z wsp. w publikacji z 1990 roku [214, 215].
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W prezentowanej przeze mnie rozprawie, oceniajagcej udzial wybranych
metaloproteinaz w wystepowaniu zjawiska przedwczesnego peknigcia bton ptodowych
zaobserwowano, iz ekspresja MMP-1 w blonach ptodowych w grupie kobiet z patologia
przedwczesnego peknigcia bton ptodowych (Grupa 0) jest znaczaco nizsza od ekspresji
tej metaloproteinazy ~ w btonach ptodowych kobiet rodzacych drogami i sitami natury
za spontanicznym pgknigciem bton ptodowych (Grupa 1), odpowiednio Mdn 1,15; PMK:
0,21-4,79 dla grupy 0 oraz Mdn 6,55 PMK: 3,03-7,59 dla grupy 1; p=0,044. Przy
porownaniu  wynikéw ekspresji mRNA MMP-1 miedzy grupa =z patologia
PROM/PPROM (Grupa 0) a grupa ci¢zarnych w cigzy donoszonej nierodzacych (Grupa
2) uzyskano podobne warto$ci median ekspresji wspomnianej metaloproteinazy,
odpowiedni Mdn 1,15; PMK: 0,21-4,79 vs Mdn 1,29; PMK: 0,49-6,06 p=0,907 (tabela
11, 12). Dane te sg tylko czg¢$ciowo spdjne z wynikami Maymon’a i wsp. z 2000 roku
[12]. Porownujac wowcezas wyniki stezen MMP-1 w ptynie owodniowym pacjentek
z PROM do wynikoéw pacjentek rodzacych o czasie Maymon i wsp. takze udowodnili
nizsze statystycznie st¢zenie MMP-1 w grupie z patologia PROM. Jednakze Maymon
i wsp. odnotowali nizsze statystycznie stgzenia MMP-1 w grupie z patologia PROM
w porownaniu z grupg pacjentek nierodzacych bedacych w cigzy donoszonej bez porodu

[12], co jest wynikiem odmiennym do tego, ktdry uzyskano w prezentowanej pracy.

Dodatkowo Maymon i wsp. w swojej pracy wykazali wyzsze stgzenie MMP-1 w plynie
owodniowym w przypadku przedwczesnego peknigcia bton ptodowych przed terminem
(PPROM) zaréwno w sytuacji braku jak i obecno$ci objawow infekcji

wewnatrzmacicznej [12]. W niniejszej pracy takiej zalezno$ci nie badano.

By¢ moze roznic w uzyskanych wynikach nalezy upatrywa¢ w nieco odmiennym
sktadzie grupy z patologia przedwczesnego peknigcia bton ptodowych oraz innym
medium uzytym w badaniu MMP-1. W prezentowanej rozprawie do grupy badanej
zakwalifikowano razem pacjentki, ktore doswiadczyly jakiejkolwiek patologii pgknigcia
bton plodowych przed wystapieniem porodu (zarowno PROM jak i PPROM). W pracy
Maymon’a analiza dotyczyla poréwnania stezenia MMP-1 w ptynie owodniowym

osobno dla grupy pacjentek z patologia PROM oraz PPROM.

Poréwnujac z kolei wyniki ekspresji MMP-1 w btonach ptodowych w grupach
kontrolnych, czyli wsréd pacjentek w cigzach donoszonych do danych

z piSmiennictwa zauwazytam cze$ciowo podobne korelacje. W pracy z 2000 roku
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Maymon i wsp. [12] oceniajac stezenie MMP-1 w ptynie owodniowym nie wykazat
istotnej statystycznie réznicy pomiedzy stg¢zeniem wspomnianej metaloproteinazy
w grupie kobiet w cigzy donoszonej bez towarzyszacego porodu w porownaniu do grupy
ciezarnych kobiet w cigzy donoszonej w trakcie porodu. Skoordynowanego
z terminowym porodem wzrostu aktywnosci MMP-1 w surowicy krwi nie udowodnit
réwniez Morrison 1 wsp. [236]. W przeprowadzonych przeze mnie badaniach nie zostata
wykazana istotna statystyczna roznica pomig¢dzy wynikami ekspresji genu MMP-1
w blonach ptodowych w grupie pacjentek rodzacych o czasie z wywotanym przez lekarza
przerwaniem ciggltosci bton ptodowych (Grupa 3) w poroéwnaniu do grupy ciezarnych
w cigzy donoszonej bez towarzyszacego porodu (Grupa 2), p=0,339. Jednak réznica
odnotowana w wynikach ekspresji MRNA MMP-1 pomigdzy grupa pacjentek rodzacych
o0 czasie ze spontanicznym pg¢knigciem bton ptodowych (Grupa 1), a cigzarnymi w ciazy
donoszonej nierodzacych (Grupa 2) wskazywala juz na trend statystyczny; p=0,1;

odpowiednio Mdn 6,55; PMK 3,03-7,59 vs Mdn 1,29; PMK 0,49-6,06.

Interesujacy wydaje sie fakt, iz w grupie kobiet rodzacych drogami i sitami natury,
gdzie rozerwanie pecherza plodowego nastepowalo spontanicznie na znacznie
wczesniejszym etapie porodu - Grupa 1 - ( przy rozwarciu szyjki macicy do ok. 4 cm),
ekspresja genu MMP-1 w btonach ptodowych byla istotnie statystycznie wigksza niz
ekspresja MMP-1 w blonach ptodowych uzyskanych po porodzie odbytym drogami
i sitami natury, gdzie btony pozostawaly nienaruszone do momentu rozwarcia szyjki
macicy do ok. 8 cm (Grupa 3), odpowiednio Mdn 6,55; PMK 3,03-7,59 dla grupy 1 oraz
Mdn 1,27; PMK 0,4-2,77 dla grupy 3; p=0,011. Z kolei ekspresja mRNA MMP-8
w blonach ptodowych byta wyzsza dla grupy 1 w pordwnaniu z grupa 3, odpowiednio
Mdn 5,31; PMK 3,14-8,97 vs Mdn 0,96; PMK 0,21-4,87. Uzyskany wynik okazal si¢ na
poziomie tendencji statystycznej, p=0,07. Osoczowe stezenie MMP-8 dla grupy 1 ze
spontanicznym peknigciem pgcherza byto rowniez wyzsze przy pordéwnaniu ze st¢zeniem
w osoczu w grupie 3, gdzie blony ptodowe byty odporne na skurcze macicy i nie pgkaty
samoistnie, odpowiednio Mdn: 5,85; PMK 2,99-6,61 vs Mdn: 2,26; PMK 1,11-3,55;
p<0,001. Otrzymane wyniki sugeruja, ze nizsza ekspresja MMP-1 i MMP-8, a tym
samym nizsze stezenie MMP-8 w osoczu (stezenie MMP-1 we krwi nie bylo oceniane)
jest by¢ moze jednym z czynnikdéw zapewniajacym przedtuzong trwatos$¢ bton ptodowych

przy porodzie. Tak przeprowadzonego porOwnania, oceniajgcego prawdopodobny
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mechanizm trwato$ci bton plodowych podczas naturalnego porodu drogami i sitami

natury, nie znalaztam w dotychczas dostepnych publikacjach.

Na zwigzek zelatynaz (MMP-2 i MMP-9) z patogenezg peknigcia bton ptodowych

wskazuja wyniki wielu przeprowadzonych dotychczas badan.

Proby zrozumienia réznic w procesie spontanicznego i przedwczesnego pekania bton
ptodowych pod katem aktywnosci zelatynaz pojawily si¢ w latach *90 ubieglego wieku.
Pierwsza praca, ktora dostarczyta szczegdétowe informacj¢ na temat aktywnosci MMP-9
w blonach ptodowych, byta praca Vadillo-Ortega z 1995 roku [121]. Zostal wowczas
udowodniony wzrost aktywnos$ci metaloproteinazy macierzy 9 podczas porodu.
Dodatkowe wykrycie zelatynazy o masie czgsteczkowej MMP-2 w probkach pobranych
przed, w trakcie i po porodzie sprawilo, ze przedstawiono wniosek potwierdzajacy
koncepcje Fernandez’a z 1992 roku [217], iz aktywno$¢ MMP-2 nie zmienia si¢ w trakcie
trwania cigzy. Dlatego badacze wysnuli stwierdzenie, ze pojawienie si¢ niektorych
MMPs w blonach plodowych nie jest czasowo zwigzane z przygotowaniem do
zblizajacego si¢ porodu w porownaniu do skoordynowanego z porodem wzrostu poziomu
MMP-9 [218].

Xu 1 wsp. w swojej pracy wykazali, ze poziom MMP-9 jest istotnie statystycznie
wyzszy w blonach ptodowych zar6wno w trakcie porodéow o czasie jak i tych
przedwczesnych [125]. To byt wazny krok w wysunigciu przypuszczenia, ze by¢ moze
procesy doprowadzajace do peknigcia bton ptodowych, zarowno w przypadku porodow
o czasie jak 1 tych przedterminowych, sg podobne. Yonemoto H. I wsp. w 2006 roku
potwierdzili wzorzec ekspresji MMP-9 w btonach ptodowych w przypadku porodéw
o czasie jak 1 przedwczesnych, ale wyniki dotyczace MMP-2 nie byly spdjne
w poréwnaniu do wynikow prac innych autorow. Yonemoto i wsp. nie wykazali wzrostu
poziomu MMP-2 w blonach ptodowych w porodach 0 czasie i przedterminowych
w porownaniu do poziomow obserwowanych w trakcie cigzy [166], co wigcej stwierdzili
spadek poziomu  MMP-2 w plynie owodniowym w porodach terminowych
1 przedwczesnych (niespdjno$¢ m.in. z praca Goldmana z 2003 roku) [170]. By¢ moze
réznice te wynikaly z odmienno$ci buforu ekstrakcyjnego uzytego w projekcie lub
nieuwzglednienia faktu, ze owodnia 1 kosmowka majg inne wzorce uwalniania MMP (co

wykazat Yonemoto), ktore nie zostaly wzigte pod uwage w metodologii innych badan
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w tym zakresie. Procesy zachodzace w doczesnej reguluja mechanizmy doprowadzajace

do przerwania bton ptodowych poprzez zwigkszenie ekspresji i aktywacji MMP-9.

Jesli chodzi o ekspresje genu MMP-2, w opozycji do wynikow uzyskanych pracy
Vadillo-Ortegi, Fernandeza i Yonemoto, w prezentowanej przeze mnie rozprawie
doktorskiej wykazano, ze w grupie pacjentek w cigzy donoszonej ze spontanicznym
peknieciem blon ptodowych podczas porodu (Grupa 1) ekspresja mRNA MMP-2 byta
wyzsza w porownaniu do wynikéw ekspresji tej metaloproteinazy w grupie ci¢zarnych
pacjentek w cigzy donoszonej bez oznak porodu (Grupa 2), odpowiednio Mdn 1,61; PMK
0,47-3,42 dla grupy 1 vs Mdn 0,26; PMK 0,09-0,06 dla grupy 2. Wynik ten byl bliski
istotno$ci statystycznej; p=0,070. Uzyskane przeze mnie wyniki sg spdjne m.in.
z wynikami Goldmana i wsp. z 2003 roku [127]. Wspomniani badacze ocenili zmiang
aktywnosci MMP-2 i MMP-9 w trakcie porodu o czasie w poszczegdlnych warstwach
bton ptodowych (w moim badaniu analizie poddano catosciowo blony ptodowe, bez
separacji poszczegdlnych warstw) oraz w pltynie owodniowym. Materiat do badan zostat
uzyskany od zdrowych kobiet cigzarnych migedzy 38-39. tygodniem ciazy. Grupe badang
stanowilo 12 cigezarnych, ktorych cigze zostaty ukonczone na drodze cigcia cesarskiego,
po trwajacej co najmniej 1 godzing regularnej czynnosci skurczowej. Do grupy kontrolne;j
nalezalo 12 kobiet poddane elektywnemu cieciu cesarskiemu przed wystapieniem
regularnych skurczow macicy. W dwoch kompartmentach owodni i doczesnej w trakcie
porodu z regularng czynnos$cig skurczowag macicy zaobserwowano wyraznie wWyzZsza

aktywnos¢ zarowno MMP-2 jak i MMP-9 [127].

W prezentowanej przeze mnie rozprawie w zakresie ekspresji genu MMP-9 w btonach
ptodowych analizowanych calosciowo (bez selekcji poszczegdlnych warstw) takze
odnotowano wyzszg warto$¢ mediany ekspresji genu MMP-9 w blonach ptodowych po
odbytym porodzie ze spontanicznym pgknieciem pecherza ptodowego (Grupa 1)
w poréwnaniu do wynikéw u kobiet w cigzy donoszonej bez porodowej czynno$ci
skurczowej (Grupa 2); odpowiedno Mdn 2,17; PMK 0,47-4,47 dla grupy 1 vs Mdn 0,99;
PMK 0,26-2,82 dla grupy 2, jednak wyniki te nie uzyskaty istotno$ci statystycznej;
p=0,283.

Co ciekawe, w prezentowanej rozprawie doktorskiej analizujac ekspresj¢ genu MMP-2
i MMP-9 w blonach ptodowych podczas porodu bez samoistnego pgknigcia blon

ptodowych (Grupa 3) uzyskano nieco odmienne wyniki. Zestawiajac grup¢ ciezarnych
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rodzacych u ktorych lekarz na etapie ok. 8 cm rozwarcia szyjki macicy dokonywat ze
wskazan medycznych przerwania ciaggtosci bton ptodowych (Grupa 3) z grupa kobiet
w cigzy donoszonej bez porodu (Grupa 2), zaobserwowano wprawdzie wzrost ekspresji
genu MMP-2 w grupie rodzacych, ale byt on ok. 2,5 razy mniejszy (p=0.75) niz przy
poroéwnaniu rodzacych ze spontanicznym peknigciem bton ptodowych (Grupa 1) do
ciezarnych nierodzacych (Grupa 2), odpowiednio analiza stopnia zmiany dla Grupy
1/Grupy 2=6,19; p=0,07, a dla Grupy 3/Grupy 2=2,42; p=0,7. Z kolei poziom ekspresji
MMP-9 (w tym ukladzie porownania) byl nizszy dla kobiet rodzacych bez
spontanicznego peknigcia pegcherz ptodowego (Grupa 3) w poroéwnaniu do grupy

cigzarnych nierodzacych (Grupa 2); p=0,769.

Podsumowujac tematyke skoordynowanego z porodem wzrostu ekspresji enzymu
z rodziny metaloproteinaz w blonach ptodowych w niniejszej rozprawie odnotowano
wzrost ekspresji mRNA w btonach ptodowych kazdej badanej metaloproteinazy
w sytuacji wystgpienia porodu (poréwnanie grupy 1 do grupy 2), jednak tylko
w przypadku MMP-1 i MMP-2 uzyskany wynik byt bliski istotnosci statystycznej,
odpowiednio p=0,1 oraz p=0,07 (tabela 11, tabela 13). By¢ moze zwigkszenie liczby
badanych cigzarnych oraz wybidrcze oznaczenie wybranych metaloproteinaz
w poszczegdlnych warstwach bton ptodowych skutkowaloby uzyskaniem istotnych

statystycznie wynikow.

Fortunato 1 wsp. w swojej publikacji z 1999 roku stwierdzit, iz pacjentki z PROM maja
wyzsze stezenie zarowno MMP-2 jak i MMP-9 w plynie owodniowym w poréwnaniu
z cigzarnymi  w  cigzy  donoszonej bez  oznak  porodu [232].
W niniejszej rozprawie doktorskiej analiza wynikow ekspresji mMRNA MMP-2 i MMP-9
w blonach ptodowych wykazata, iz cigzarne z przedwczesnym peknigciem blon
ptodowych (Grupa 0) prezentowaly wyzsze wartosci mediany ekspresji genu MMP-2
i MMP-9 w poréwnaniu do wynikow w grupie ci¢zarnych w cigzy donoszonej bez oznak
porodu (Grupa 2), odpowiednio Mdn MMP-2=0,65; Mdn MMP-9=1,53 dla grupy 0 oraz
Mdn MMP-2=0,26; Mdn MMP-9=0,99 dla grupy 2. Tylko wynik ekspresji mRNA
MMP-2 byl na poziomie tendencji statystycznej; 0,05<p<0,1. W przypadku MMP-9

wynik nie uzyskat istotnos$ci statystycznej; p=0,47.

Przedwczesne peknigcie bton ptodowych przed ukonczeniem 37. tygodnia cigzy

(PPROM) wystepuje okoto 2,5-3 razy niz PROM [234, 235]. Z uwagi na czgsto$¢
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wystgpowania oraz na cigzko$¢ powiktan generowanych przez PPROM istotne wydaje

si¢ ustalenie, ktére metaloproteinazy zaangazowane s3 w PROM, a ktore w PPROM.

Doswiadczenia opublikowane przez Maymon’a i1 wsp. w 2000 roku sugerujg
wystgpowanie wyzszych stezen MMP-8 w ptynie owodniowym u ci¢zarnych z patologia
PPROM w poréwnaniu do cigzarnych z PROM [205]. W niniejszym badaniu w analizie
wewnatrzgrupowej przeprowadzonej w grupie badanej (Grupa 0) zaobserwowano
podobne zjawisko, ale tylko w zakresie nadekspresji MRNA MMP-8 w btonach
ptodowych w grupie pacjentek z PPROM w poréwnaniu do pacjentek z patologiag PROM
(Fold change=2,45; p=0,049). W prezentowanej przeze mnie pracy, dokonujac ponadto
oceny stezenie MMP-8 w osoczu krwi cigzarnych (w pracy Maymon’a analiza dotyczyta
ptynu owodniowego), nie wykryto znamiennych roéznic w zakresie stezenia MMP-8
pomigdzy grupg pacjentek z PPROM a PROM. By¢ moze nie bez znaczenia jest rodzaj
materiatu biologicznego, w ktorym zostaly wykonane oznaczenia badanych markerow

biochemicznym.

W przypadku st¢zenia prolidazy w osoczu ci¢zarnych zaobserwowano bliski istotno$ci
statystycznej odwrotny trend, a mianowicie okazato si¢, ze to w osoczu krwi ciezarnych
z PROM stezenie prolidazy jest wyzsze w pordwnaniu do ci¢zarnych z PPROM,
odpowiednio Mdn 142,05 vs Mdn 124,34; p=0,09. Innych publikacji w tym zakresie na

dzien pisania pracy nie znalaztam.

Ponadto w prezentowanej rozprawie, pomi¢dzy grupa ci¢zarnych pacjentek z PPROM
a grupg z patologia PROM, wykazano bliskg istotnosci statystycznej réznice w zakresie
ekspresji w blonach plodowych mRNA innej metaloproteinazy macierzowe;,
a mianowicie MMP-9. Prawie 4-krotnie wyzsza ekspresja genu MMP-9 w btonach
ptodowych byta w przypadku pacjentek z patologia PPROM (Fold change=3,9; p=0,08).
Nie wykazano znamiennych roznic w ekspresji mRNA pozostalych analizowanych

metaloproteinaz w btonach ptodowych pomiedzy grupg PPROM 1 PROM.

Poroéwnujac wyniki analizy ekspresji genu MMP-1 w btonach ptodowych pomigdzy
grupg  z patologia PROM a grupg z patologia PPROM nie wykazatam istotnych
statystycznie roznic. W pracy Maymon’a 1 wsp. [12], analizujgc st¢zenie MMP-1
w plynie owodniowym pomiedzy grupa pacjentek PROM vs PPROM, udowodniono
wyzsze stezenie MMP-1 w grupie pacjentek PPROM i nizsze w PROM.
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W wewnatrzgrupowych analizach korelacji zaobserwowano wysokiego stopnia dodatni
zwigzek migdzy ekspresja mRNA MMP-8 i prolidazy w blonach ptodowych zarowno
w grupie badanej (Grupa 0) i grupie kontrolnej 3 (Grupa 3) oraz w grupie kontrolnej 2
(Grupa 2). Opisywana relacja nie osiggneta poziomu istotnos$ci statystycznej w przypadku
pacjentek z grup kontrolnych 1 (Grupa 1). Ponadto dodatnig korelacje zaobserwowano
pomigdzy MMP-8 i MMP-9 zar6wno z grupie badanej z PROM/PPROM (Grupa 0 ) jak
1 w grupie kontrolnej 3 (Grupa 3). Opisywana relacja nie osiggneta poziomu istotnosci
statystycznej w grupie 1 (Grupa 1) jak 1 w grupie badanej (Grupa 0). Wydaje si¢, ze
opisany zwigzek moze by¢ wynikiem wspdlnej ekspresji wyzej wymienionych genoéw
obu metaloproteinaz w btonach ptodowych w obrebie jednej grupie [138, 153].Wyniki
te wskazuja na mozliwos¢ wzajemnej regulacji MMP-8 i prolidazy oraz MMP-8
i MMP-9 zaréwno w przypadku patologii PROM/PPROM, podczas porodu o czasie jak
1 w sytuacji cigzy donoszonej bez rozpoczetego jeszeze aktu porodu. Analizujg dostepne
pismiennictwo w konteks$cie opisywanych wzajemnych korelacji, nie znalazlam

podobnie przeprowadzonych pordwnan.

Przy kwalifikacji pacjentek do badania klinicznego starano si¢ uzyska¢ jednorodna
grupe ciezarnych. Wszystkie ci¢zarne byty ogélnie zdrowe, a pacjentki z grupy badanej
dodatkowo ze wspotistniejaca patologiag pod postacia PROM/PPROM. Takie kryteria
przy kwalifikacji mialy stuzy¢ wyeliminowaniu dodatkowych zaburzen, ktére mogtyby
wptywaé na ekspresje genow metaloproteinaz w btonach ptodowych oraz na stezenia
MMPs w osoczu matki. Dlatego do projektu byty kwalifikowane migdzy innymi tylko te
cigzarne, ktore nie prezentowaty objawow infekcji zar6wno w badaniu podmiotowym jak
1 przedmiotowym. Jednakze nalezy zaznaczy¢, ze zdawano sobie spraw¢ z ograniczen
ptynacych z zastosowanej metodologii. Bazujac bowiem na danych z piSmiennictwa,
przedwczesne pekniecie bton ptodowych jest czgsto zwigzane z infekcjami, ktore

w wigkszosci niestety maja przebieg subkliniczny [218-221].

Kazde zakazenie moze bowiem przyczynia¢ si¢ do ostabienie membran w co najmniej
trzech mechanizmach. Po pierwsze niektore bakterie wydzielajg kolagenaze, ktora moze
degradowa¢ kolagen zawarty w macierzy zewnatrzkomoérkowej w btonach ptodowych
[222,223]. Po drugie w przebiegu infekcji nastgpuje inwazja neutrofilowych leukocytow
polimorfojadrzastych, ktore wytwarzaja z kolei elastaze majaca zdolno$¢ degradacji
kolagenu w btonach ptodowych. Po trzecie Bennett 1 wsp. wykazali, Zze pewne bakterie

chorobotwoércze  indukuja  przesunigcie metabolizmu owodniowego  kwasu
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arachidonowego ze $ciezki lipooksygenazy na $ciezke cyklooksygenazy 1 w efekcie
uzyskanie produktéw takich jak prostaglandyna E. Poniewaz pochodne kwasu
arachidonowego sg waznymi regulatorami wydzielanie kolagenazy w wielu tkankach
zdolnych do syntezy kolagenazy, bakterie te mogg modyfikowaé obrot kolagenu takze
w ludzkich btonach ptodowych [224].

Ograniczenia mojej pracy moga wynika¢ takze z faktu braku wynikéw badania
histopatologicznego tozyska po odbytym porodzie pod katem dowodow istnienia

zapalenia wewnatrzowodniowego.

Inwazja drobnoustrojow do jamy owodniowej towarzyszy od 30 do 40 % patologii
przedwczesnego peknigcia bton plodowych, a im nizszy wiek cigzowy tym wigkszy
zwigzek PPROM z infekcjg wewnagtrzmaciczng [205]. Athayde i wsp. w swojej pracy
z 1998 roku odnotowali wzrost stezenia metaloproteinazy macierzowej 9 w plynie
owodniowym uzyskanym od kobiet z zakazeniem wewnatrzowodniowym [161].
Podobnie Fortunato 1 wsp. opisali nadekspresj¢ informacyjnego kwasu
rybonukleinowego MMP-9 w ludzkich btonach ptodowych w odpowiedzi na toksyny
bakteryjne.

W medycynie perinatalnej zaproponowano wystgpienie zaburzenia metabolizmu
kolagenu jako istotny czynnik etiopatogenetyczny przedwczesnego pekania blon
ptodowych. Prolidaza odgrywa wazna role w produkcji kolagenu i innych biatek
z zawarto$cig proliny, a takze jest wskaZnikiem zwigkszonego obrotu kolagenu
[225, 226]. Stwierdzono, ze aktywnos$¢ prolidazy wzrasta w chorobach zwigzanych
z zaburzeniami metabolizmu kolagenu [227-229]. W pismiennictwie sg nieliczne prace
prezentujace  wyniki badan w  obszarze tego zagadnienia [15, 63].
Dlatego majac na uwadze fakt, ze uposledzony metabolizm kolagenu obok innych
patologii takich jak zwigkszonego stresu oksydacyjnego czy zapalenia bton ptodowych
odgrywa istotng rol¢ w kaskadzie zdarzen prowadzacej do przedwczesnego pekania bton
ptodowych [15, 63] oraz niewielkg ilo$¢ opublikowanych badan w tej tematyce,
w niniejszym badaniu podjeto si¢ proby analizy ekspres;ji prolidazy w btonach ptodowych
oraz poziomu stezenia prolidazy w probkach osocza cigzarnych kobiet z patologia

PROM/PPROM.

Tworzac projekt badawczy wzigto pod uwage wyniki uzyskane przez tureckich badaczy

w pracach z 2012 1 2013 roku w zakresie udziatu prolidazy w wystepowaniu patologii
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PPROM [230, 231]. Soydinc i wsp. oznaczajac prolidaze w osoczu i wydzielinie
pochwowej kobiet z PPROM (26-34 hbd) stwierdzili, Ze st¢zenie prolidazy w matczynym
osoczu 1 wydzielinie pochwowej bylo znacznie wyzsze w grupie ciezarnych z PPROM
w porownaniu do wynikdw stezenia tego enzymu w grupie kontrolnej bez PPROM;

p<0,001 [230, 231].

Wyniki prezentowanej pracy nie wykazaty istotnej statystycznie réznicy zardwno
w ekspresji mRNA prolidazy w blonach ptodowych jak 1 w osoczowym stezeniu tego
enzymu w grupie kobiet z patologia przedwczesnego pekniecia bton ptodowych (Grupa
0) w poréwnaniu do grupy kobiet bez patologii PROM (zaréwno Grupa 1, Grupa 2
1 Grupa 3). Analizujac wyniki kobiet z grupy z patologia PROM/PPROM (Grupa 0) oraz
wyniki pacjentek z grupy ciezarnych rodzacych o czasie ze spontanicznym peknigciem
bton ptodowych (Grupa 1) stwierdzono, ze zarowno mediany jak i przedzialy kwartylowe
uzyskane dla ekspresji mRNA prolidazy prezentowaly przyblizone wartosci,
odpowiednio Mdn: 1,06 i PMK:0,42-1,92 dla grupy 0 oraz Mdn: 1,29 i PMK 0,5-1,92 dla
grupy 1. Porownujac wyniki ekspresji mRNA prolidazy uzyskane dla grupy kobiet
rodzacych o czasie ze spontanicznym przerwaniem bton plodowych (Grupa 1) do
wynikow u kobiet nierodzacych w cigzy terminowej (Grupa 2) stwierdzono prawie
dwukrotnie wigksza ekspresj¢ prolidazy w grupie rodzacych (Grupa 1), wynik ten jednak
nie uzyskal istotnosci statystycznej; p=0,481. Bliskie istotnosci statystycznej wyzsze
stezenie prolidazy w osoczu odnotowano w grupie kobiet z PROM w poroéwnaniu do
grupy kobiet z PPROM; odpowiednio Mdn: 146,19 ng/ml; PMK:103,11-184,91 ng/ml vs
Mdn 124,34 ng/ml ; PMK 95,61-142,05 ng/ml; p=0,009.

Istnieje konieczno$¢ dalszych badan w tym zakresie, z liczniejsza grupa pacjentek by
moéc  ustalic role prolidazy w kaskadzie zdarzen prowadzacych zarowno do
patologicznego jak i fizjologicznego przerwania ciagglosci bton plodowych oraz
stwierdzi¢, ze obserwuje si¢ badz nie skoordynowany z porodem wzrost ekspresji mRNA

prolidazy w blonach ptodowych.

Nalezy wspomnie¢, iz w pracy Soydinc’a i wsp. probki osocza i wydzieliny pochwowej
dla grupy badanej i kontrolnej badaniu byly pobrane od kobiet bedacych w tym samym
przedziale wieku cigzowego (26-34 hbd). By¢ moze wykazanie istotnej statystycznie

roznicy w wieku cigzowym pomiedzy grupg badang a grupami kontrolnymi w moim
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badaniu tltumaczy fakt uzyskania odmiennych wynikow w poréwnaniu do pracy Soydnic

I wsp..

We wspomnianej wyzej pracy autorzy ocenili takze stezenie MMP-1 i MMP-13 w osoczu
1 wydzielinie pochwowej ci¢zarnych [230, 231]. Dowiedli, iz stezania MMP-1 w 0soczu
nie r6znily si¢ znaczaco migdzy grupami z PPROM i bez, ale juz w przypadku oznaczen
w wydzielinie pochwowej odnotowano znaczacy wzrost stezenia MMP-1 w grupie
badanej z PPROM (p<0,001). St¢zenie MMP-13 zaréwno w osoczu jak i w wydzielinie
pochwowej kobiet z grupy PPROM byty znaczace wyzsze. Ponadto do$wiadczenia
autoré6w tej pracy wskazuja na wyzsze poziomy prolidazy, MMP-1, MMP-13
w wydzielinie pochwowej pacjentek z grupy PPROM z zapaleniem bton ptodowych
w pordéwnaniu do pacjentek z grupy PPROM bez zapalenia bton. Wyzej wymienione
parametry ocenione w wydzielinie pochwowej cigzarnych moga by¢ predyktorami
wystgpienia PPROM, a w grupie PPROM prolidaza i MMP-13 ocenione w wydzielinie
pochwowej moga by¢ predyktorami wystapienia zapalenia bton ptodowych [230, 231].

W przedstawionej przeze mnie pracy oprdcz oceny stezenia MMP-8 w matczynym
osoczu, rowniez analizie poddano takie czynniki jak wiek i rodno$¢ pacjentek, wiek
cigzowy w czasie kwalifikacji do badania, mase urodzeniowa noworodka oraz ich wptyw
na stezenie badanej metaloproteinazy w osoczu pacjentek z patologia PROM/PPROM
(Grupa 0) jak i pacjentek z grup kontrolnych. Analiza wykazata istotne statystycznie
korelacje jedynie w grupie badanej z patologia PROM/PPROM (Grupa 0) i w grupie
kontrolnej 3 (zdrowe ci¢zarne rodzace drogami i sitami natury o czasie z pgknigciem blon
ptodowych wywotanym przez lekarza) pomigdzy wiekiem kobiet a stezeniem MMP-8
w osoczu matczynym. W grupie z patologia PROM/PPROM ta korelacja jest
umiarkowana i ujemna, co wskazuje na zalezno$¢, ze im starsze sa kobiety, tym nizszy
jest u nich poziom MMP-8 we krwi. Z kolei w grupie kontrolnej 3 odnotowano zwigzek
dodatni i silny. Wynika z tego, ze wraz z wiekiem kobiet w tej grupie, wzrasta U nich
stezenie MMP-8. Pozostale korelacje okazaty sie nieistotne statystycznie.

Majac na uwadze metodologie prezentowanej rozprawy jasnym jest, ze do analizy nie
wlaczono oceny wynikéw badan laboratoryjnych, wykonanych w dniu kwalifikacji do
badania, takich jak stezenie biatka C-reaktywnego czy wartos¢ leukocytozy (pacjentki
wlaczone do badania prezentowaly wyniki w zakresie normy, a tym samym Stwierdzono

brak cech infekcji w badaniach laboratoryjnych).
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Rozwazajac etiopatogeneze przedwczesnego pekniecia bton ptodowych nie sposob
poming¢ uwarunkowan genetycznych. Od dawna istnieja doniesienia, ktore posrednio
dowodza zwigzek genetyki z patologia PROM/PPROM. Wystgpienie tej patologii
w wywiadzie zwigksza od 4 do 8 razy prawdopodobienstwo powtorzenia si¢ tej patologii
w kolejnej cigzy (ryzyko nawrotu PROM w kolejnej cigzy wynosi od 16 do 32 %
w porownaniu z okoto 4 % ryzykiem wystgpienia tej patologii u kobiet, ktore wczesniej
rodzilty bez komplikacji [58]. Nalezy w tym miejscu zaznaczy¢, ze jednak wiekszo$¢
przypadkow PROM/PPROM wystepuje u zdrowych kobiet bez mozliwych do
zidentyfikowania czynnikéw ryzyka.

W analizowanej przeze mnie populacji ci¢zarnych kobiet z patologia PROM/PPROM
jedynie u dwoch pacjentek wystapito przedwczesne przerwanie bion ptodowych
w poprzedniej cigzy.

Dostepnos¢ markerow umozliwiajaca prawidtowe identyfikowanie pacjentek
narazonych na wystgpienie przedwczesnego peknigcia bton plodowych bylaby
nieoceniona w doborze najbardziej optymalnego sposobu postgpowania oraz poprawy
wynikow polozniczych. Koniecznym wydaje si¢ przeprowadzenie dalszych badan
klinicznych na wigkszej populacji cigzarnych kobiet w celu ustalenia czy
metaloprotoeinazy jako enzymy degradujgce elementy macierzy zewngtrzkomorkowa
bton plodowych moga stanowi¢ co-marker pomocnyw predykcji wystapienia
przedwczesnego peknigcia blon plodowych u kobiet cigzarnych we wszystkich
populacjach.

W kontekscie udziatu niektérych metaloproteinaz w kaskadzie zdarzen prowadzacej do
przedwczesnego peknigcia bton ptodowych 1 po stwierdzeniu zwigkszonego st¢zenia
MMPs we krwi matki, pacjentki z grupy narazonych na wystgpienie PROM/PPROM (po
wykluczeniu zakazenia wewnatrzowodniowego) moglyby by¢ kwalifikowane do podania
specjalnie opracowanego preparatu, ktérego podanie np. dopochwowe mogloby
zahamowac nasilong degradacj¢ macierzy zewnatrzkomorkowej bton ptodowych

Jednakze, zdajac sobie sprawe ze zlozonej etiologii przedwczesnego peknigcia bton
ptodowych oraz udzialu czynnikow genetycznych, hormonalnych i $rodowiskowych,
mato prawdopodobne jest, aby pojedynczy biomarker moégt sta¢ si¢ predyktorem
wystgpienia przedwczesnego peknigcia blon plodowych u kobiet cigzarnych we
wszystkich populacjach.

Istnieje  potrzeba poszukiwanie wiarygodnych 1 kompleksowych narzedzi

diagnostycznych, a tym samym stworzenia mozliwo$ci opracowania odpowiednich
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standardow postepowania w celu przewidywania wystapienia przedwczesnego pgknigcia

bton ptodowych.
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6. WNIOSKI

1. Wzrost ekspresji mRNA metaloproteinazy 8 w blonach plodowych ci¢zarnych
z patologig przedwczesnego pekniecia bton ptodowych w sytuacji wykluczenia ogolnego

stanu zapalnego sugeruje mozliwy udziat te§ MMP w powstaniu tej patologii.

2. Wystepowanie przedwczesnego pekniecia bton ptodowych jest zwigzane ze wzrostem
stezenia metaloproteinazy 8 w osoczu kobiety cigzarnej w sytuacji nieobecnosci ogoélnego

stanu zapalnego.

3. Wiek matki jest czynnikiem wptywajagcym na stezenie MMP-8 w osoczu kobiet

cigzarnych z przedwczesnym peknigciem blon ptodowych.

4. Funkcje mediowane przez metaloproteinaze 8 odpowiadaja kaskadzie zdarzen
obserwowanej w przebiegu przerwania cigglosci ostabionych blon ptodowych. Wzrost
ekspresji genu metaloproteinazy-8 jak i stezenia MMP-8 w matczynym osoczu moze
wystepowaé zar6wno w sytuacji spontanicznego pekanie bton ptodowych podczas
terminowego porodu, ale takze stanowi¢ jeden =z kluczowych czynnikéw

patogenetycznych w rozwoju PROM/PPROM.

5. Odmienna ekspresja. MRNA MMP-8 w btonach ptodowych w przypadku PROM
I PPROM sugeruje odmienny patomechanizm degradacji ECM w btonach ptodowych

w powyzszych patologiach.

6. Odmienny wskaznik zwigkszonego obrotu kolagenu reprezentowany przez st¢zenie

prolidazy roznicuje PROM od PPROM.

7. Dla spontanicznego peknigcia blon ptodowych podczas terminowego porodu wazna

jest aktywnos¢ MMP-1.

8. Wozrost stezenia MMP-8 w osoczu cigzarnych Kkobiet jest skoordynowany

z wystgpieniem terminowego porodu.

9. W sytuacji zwigkszonej, przedluzonej odpornos$ci bton ptodowych na skurcze macicy
skutkujace jatrogennym przebiciem bton plodowych ze wskazan potozniczych

w przypadkach terminowego porodu obserwuje si¢ mniejsza ekspresjg mRNA MMP-1.
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7. STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Wstep

Przedwczesne pegkniecie bton ptodowych (PROM, ang. Premature Rupture of
Membranes) wystepujace z czestoscig 3—-10% oraz przedwczesne peknigcie bton
ptodowych przed terminem (PPROM, ang. Preterm Premature Rrupture of Membranes)
dotyczace ok. 1-3% wszystkich ciaz i bedace przyczyng 30-40% przypadkow porodu
przedwczesnego nadal pozostajg istotnym problemem medycyny perinatalne;j.
Przedwczesne peknigcie blon plodowych bezsprzecznie wigze si¢ z powiktaniami
dotyczacymi, zarowno matki jak i dziecka oraz dodatkowo w przypadku przedwczesnego
pekniecie bton plodowych przed terminem (PPROM) ze wszystkimi konsekwencjami
wczesniactwa.

Pomimo zlozonej etiologii badacze sa zgodni co do faktu, iz nasilona degradacja
kolagenu, stanowigcego glowna skladowa macierzy zewnatrzkomorkowej bton
ptodowych, jest ostatnim najistotniejszym czynnikiem prowadzacym do PROM
1 PPROM. Dostepnos¢ markerow umozliwiajacych wczesne rozpoznanie nasilonej
degradacji macierzy zewnatrzkomérkowej bton plodowych, a tym samym prawidtowe
identyfikowanie pacjentek narazonych na wystapienie przedwczesnego peknigcia blon
ptodowych bytaby nieoceniona w doborze najbardziej optymalnego sposobu
postepowania, redukcji liczby przypadkow PROM i PPROM oraz w konsekwencji

poprawy wynikow potozniczych.

Cel pracy

Celem pracy byto poznanie czynnikow degradujacych macierz zewnatrzkomorkowa bton
ptodowych odgrywajacych najistotniejsza role w patomechanizmie przedwczesnego
pekniecia bton plodowych oraz sprawdzenie czy produkty wytypowanych genow moga

stanowi¢ markery predykcyjne przedwczesnego peknigcia bton ptodowych .
Material i metody

Na przeprowadzenie badania zostata udzielona zgoda komisji etyki. Wszystkie pacjentki

udzielity $wiadomej zgody na udziat w badaniu.
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Analizie poddano lacznie grupe 98 kobiet cigzarnych. Pacjentki podzielono na cztery

grupy. Grupe badana (Grupa 0, n=56) stanowity pacjentki, ktorych cigza przebiegata bez

patologii z wyjatkiem rozpoznania PROM lub PPROM, grupe kontrolng pierwsza (Grupa

1, n=8) stanowily zdrowe ci¢zarne z terminowym porodem naturalnym, do grupy

kontrolnej drugiej (Grupa 2, n=16) zakwalifikowano zdrowe ci¢zarne w cigzy donoszonej

z wykonanym elektywnym cigciem cesarskim przed rozpoczgciem czynnosci

skurczowej, do grupy kontrolnej trzeciej (Grupa 3, n=18) zakwalifikowano ci¢zarne

zdrowe z terminowym porodem drogami i sitami natury, u ktorych nie nastgpito
samoistne przerwanie ciaggtosci bton ptodowych (konieczno$¢ przebicia pecherza
ptodowego ze wskazan potozniczych).

Od kazdej wilaczonej do badania ci¢zarnej kobiety pobrano krew oraz btony ptodowe.
Pozyskane blony ptodowe postuzyly do oceny ekspresji genow MMP-1, MMP-2,
MMP-8, MMP-9 oraz genu prolidazy w oparciu o metode RT-PCR w czasie
rzeczywistym. Osocze matki postuzylto do oceny st¢zenia MMP-8 i prolidazy, Poziomy
ekspresji genoéw 1 stezeh wyzej wspomnianych enzyméw zostaly pordwnane pomiedzy
grupa badang z patologia PROM/PPROM (Grupa 0) 1 grupami kontrolnymi (Grupa 1, 2,
3).

Wyniki

Oceniajac ekspresje gendw MMPs 1 prolidazy badanie wykazalo:

1. Istotny statystycznie mniejszg ekspresj¢ mRNA MMP-1 w btonach plodowych
w grupie ci¢zarnych z przedwczesnym peknigciem bton ptodowych (Grupa 0)
w poréwnaniu z grupa ze spontanicznym terminowym peknigciem bton ptodowych
(Grupa 1); Mdn 1,15 vs Mdn 6,55; p=0,044). Oznacza to 5,7-krotny wzrost ekspresji
enzymu w grupie kontrolnej 1 (Grupa 1) w poréwnaniu do grupy PROM/PPROM (Grupa
0).

2. lstotny statystycznie wzrost ekspresji MRNA MMP-8 w btonach ptodowych
w przypadku cigz powiktanych przedwczesnym odptywaniem waéd ptodowych (Grupa 0)
w stosunku do cigz donoszonych, gdzie podczas naturalnego porodu nie dochodzito do
spontanicznego peknigcia bton ptodowych (Grupa 3); Mdn 4,29 vs Mdn 0,96; p=0,049.
Oznacza to 4,45-krotny wzrost ekspresji enzymu w grupie badanej z PROM/PPROM
w porownaniu do grupy kontrolnej 3.
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3. Istotny statystycznie wzrost ekspresji mMRNA MMP-8 w btonach ptodowych
w przypadku cigz powiktanych przedwczesnym odptywaniem wod ptodowych (Grupa 0)
w stosunku do cigz donoszonych w ktoérych nie doszto do samoistnego pgknigcia bton
ptodowych (Grupa 2 i 3); Mdn 4,29 vs Mdn 1,23; p=0,019). Oznacza to 3,47-krotny
wzrost ekspresji enzymu w grupie badanej z PROM/PPROM w poréwnaniu do grupy
kontrolnej 211 3.

4. lIstotny statystycznie wzrost ekspresji mMRNA MMP-8 w blonach plodowych
w przypadku cigz, u ktorych doszto do przerwania ciggtosci bton ptodowych, zaréwno
przedwczesnego jak i spontanicznego w trakcie porodu terminowego (Grupa 0 i 1)
w poréwnaniu do pacjentekw cigzach donoszonych u ktorych nie nastgpilo samoistne
peknigcie bton ptodowych (Grupa 2 i 3); Mdn 5,09 vs Mdn 1,07; p=0,006. Oznacza to
4,76-krotny wzrost ekspresji enzymu w grupie, gdzie pekaja btony ptodowe (Grupa 01 1)
w poréwnaniu do grup, gdzie nie dochodzi do pgknigcie bton ptodowych (Grupa 2 i 3).
5. Brak istotnych statystycznie roznic w ekspresji mRNA MMP-2, MMP-9, prolidazy
migdzy grupa badang a grupami kontrolnymi.

Oceniajac stezenie MMP-8 i prolidazy w matczynym osoczu badanie wykazalo:

1. Istotnie statystycznie nizsze stgzenie MMP-8 w 0soczu pacjentek z przedwczesnym
peknigciem blon ptodowych (Grupa 0) w poréwnaniu do cigzarnych ze spontanicznym
terminowym peknig¢ciem bton ptodowych (Grupa 1); Mdn 2,62 ng/ml vs Mdn 5,85 ng/ml;
p=0,008.

2. Istotny statystycznie wzrost stezenia MMP-8 w o0soczu pobranym od ci¢zarnych
z grupy badanej z patologia PROM/PPROM (Grupa 0) w poroéwnaniu do ci¢zarnych
w ciazy donoszonej z wykonanym elektywnym cigciem cesarskim przed wystapieniem
czynnosci skurczowej z zachowanymi btonami ptodowymi (Grupa 2); Mdn 2,62 ng/ml
vs Mdn 1,62 ng/ml; p=0,014).

3. Istotnie statystycznie wyzsze stgzenie MMP-8 w o0soczu pacjentek
z PROM/PPROM (Grupa 0) w poréwnaniu do pacjentek u ktérych nie doszto do
spontanicznego peknigcia bton w cigzy terminowej (Grupa 2 i 3); Mdn 2,62 ng/ml vs Mdn
2,02 ng/ml; p=0,014.

4. Istotnie statystycznie wyzsze stezenie MMP-8 w o0soczu pacjentek u ktdérych
dochodzito do przerwania blon pltodowych, zardwno przedwczesnego jak

i spontanicznego w trakcie porodu terminowego (Grupa 0 i 1) w poréwnaniu do
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cigzarnych bez spontanicznego pgknigcia bton ptodowych w terminie porodu (Grupa 2
I 3); Mdn 2,87 ng/ml vs Mdn 2,03 ng/ml; p=0,001.

5. Brak rdéznicy roznicy w stezeniu prolidazy w matczynym osoczu pomigdzy grupg
badang z PROM/PPROM (Grupa 0) a zadng z grup kontrolnych (Grupa 1, 2, 3).

6. Proponowany punkt odcigcia dla stezenia MMP-8 wskazujacy na wystapienie
skurczowej czynnosci porodowej zwigzanej z rownoczesnym peknigciem blon
ptodowych wynidst 3,99 ng/ml. Czuto$¢ 1 swoisto$¢ testu wynosi odpowiednio 70%

I 73%; p=0,004.

Whioski

1. Wystepowanie przedwczesnego pekniecia blon plodowych jest zwigzane zarowno ze
wzrostem ekspresji mMRNA metaloproteinazy 8 w btonach ptodowych jak i ze wzrostem
stezenia metaloproteinazy 8 w osoczu kobiety ci¢zarnejw sytuacji nieobecno$ci stanu

zapalnego.

2. Wiek matki jest czynnikiem wptywajacym na stgzenie MMP-8 zar6wno w 0soczu
kobiet ciezarnych z przedwczesnym peknieciem bton plodowych jak i1 rodzacych
terminowo kobiet, u ktorych zwigkszona odporno$¢ bton ptodowych na pegkanie

wymagata przeprowadzenia amniocentezy ze wskazan potozniczych.

3. Funkcje mediowane przez metaloproteinaz¢ 8 odpowiadaja kaskadzie zdarzen
obserwowanej w przebiegu przerwania ciaglosci ostabionych bton ptodowych. Wzrost
ekspresji metaloproteinazy-8 moze wystgpowaé zarOwno w sytuacji spontanicznego
pekanie bton ptodowych podczas terminowego porodu, ale takze stanowi¢ jeden

z kluczowych czynnikéw patogenetycznych w rozwoju PROM/PPROM.

4. Zardwno odmienna ekspresja mMRNA MMP-8 w btonach ptodowych oraz rozny
wskaznik obrotu kolagenem reprezentowanym przez stezenie prolidazy w matczynym

osoczu réznicujg patomechanizm degradacji ECM w btonach ptodowych w przypadku

PROM i PPROM.

5. MMP-1 degraduje komponenty macierzy zewnatrzkomorkowej blon ptodowych
prowadzac do przerwania ciggltosci bton plodowych w trakcie skurczéw macicy podczas

terminowego porodu.
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8. STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

Introduction

Preterm rupture of membranes (PROM) at a frequency of 3-10% and preterm premature
rupture of membranes (PPROM) occurring in approximately 1-3% of all pregnancies and
30-40% of preterm births are still a significant problem in perinatal medicine.
PROM/PPROM is strongly associated with complications for both mother and child and
in the case of preterm premature rupture of membranes (PPROM) with all the
consequences of prematurity.

Although several etiological factors have been implicated in the pathogenesis of
PROM/PPROM, increased collagen degradation of the extracellular matrix of the
amniotic membranes is suggested to be the final common pathway that causes the rupture
of membranes.

The availability of markers enabling early recognition of increased degradation of the
extracellular matrix of the amniotic membranes, and thus the correct identification of
patients at risk of premature rupture of membranes, would be invaluable in the selection
of the most optimal procedure, reduction of the number of cases of PROM and PPROM

and consequently, improvement of obstetric outcomes.

Objectives

This study aimed to identify the factors predisposing to degradation of the extracellular
matrix of fetal membranes that play the most important role in the pathomechanism of
premature rupture of membranes and to investigate the role of products of selected genes

in prediction of premature rupture of membranes.

Material and methods

The study protocol was reviewed and approved by the ethics committee. Informed
consent was obtained from all patients prior to enrollment.

A total of 98 pregnant women were analyzed. The patients were divided into four groups.

The study group (Group 0, n=56) consisted of patients whose pregnancy proceeded

without any pathology except for the diagnosis of PROM or PPROM, the first control

group (Group 1, n=8) consisted of healthy pregnant women with term natural delivery

and spontaneous rupture of fetal membranes, the second control group (Group 2, n=16)
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healthy pregnant women with intact fetal membranes in full-term pregnancy that
underwent elective caesarean section before the onset of regular uterus contractions, the

third control group (Group 3, n=18) included healthy pregnant women with term labor

with no spontaneous rupture of fetal membranes (amniocentesis due to obstetric

indications).

The blood samples and fetal membranes were taken from each pregnant woman enrolled
in the study. The obtained fetal membranes were used to evaluate the expression of the
MMP-1, MMP-2, MMP-8, MMP-9 and prolidase genes based on the RT-PCR method.
Maternal plasma was used to assess the concentration of MMP-8 and prolidase. Gene
expression levels and concentrations of the above-mentioned enzymes were compared
between the study group with PROM/PPROM pathology (Group 0) and the control
groups (Group 1, 2, 3).

Results

Gene expression levels of MMPs and prolidase showed:

1. Statistically significant lower mRNA expression of MMP-1 in the group
PROM/PPROM group (Group 0) compared to the group with spontaneous term rupture
of membranes during natural labor (Group 1); Mdn 1,15 vs Mdn 6,55; p=0,044). This
translates into a 5,7-fold increase in enzyme expression in the control group 1 (Group 1)
compared to the PROM/PPROM study group (Group 0).

2. Statistically significant increase in MMP-8 mRNA expression in pregnancies
complicated by premature rupture of membranes (Group 0) in relation to full-term
pregnancies, where spontaneous rupture of membranes did not occur during natural labor-
intact membranes (Group 3); Mdn 4,29 vs Mdn 0,96; p=0,049. This means a 4,45-fold
increase expression of MRNA MMP-8 in the PROM/PPROM study group (Group 0)
compared to the control group 3 (Group 3).

3. Statistically significant increase of mMRNA expression of MMP-8 in pregnancies
complicated by premature rupture of membranes (Group 0) in relation to full-term labor
and non labor with intact fetal membranes (Group 2 and 3); Mdn 4,29 vs Mdn 1,23;
p=0,019). This means a 3,47-fold increase in enzyme expression in the study group with
PROM/PPROM compared to the control group 2 and 3 (Group 2 and 3)

4. Statistically significant increase mRNA expression of MMP-8 in pregnancies with
membrane disruption, both premature and spontaneous, during term delivery (Groups 0

and 1) compared to the patient in full-term pregnancies with no spontaneous rupture of
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membranes (Groups 2 and 3), accordingly Mdn 5,09 vs Mdn 1,07, respectively; p=0,006.
This represents a 4,76-fold increase in enzyme expression in the ruptured membranes
group (Groups 0 and 1) compared to the non-ruptured membranes groups (Groups 2 and
3).

5. No statistically significant differences in MMP-2, MMP-9, prolidase mRNA
expression between the PROM/PPROM group (Group 1) and the control groups (Group
1,2,3).

Maternal plasma levels of MMP-8 and prolidase revealed:
1. In the PROM/PPROM group (Group 0), the MMP-8 plasma level was significantly

lower a compared with corresponding levels in pregnant women with spontaneous term
rupture of the membranes during natural labor (Group 1); Mdn 2,62 ng/mL vs Mdn 5,85
ng/mL; p=0,008.

2. As compared with the control group 2 (Group 2) where pregnant women underwent
elective caesarean section before the onset of regular contractions, the MMP-8 plasma
level was found significantly higher in the PROM/PPROM group (Group 0); Mdn 1,62
ng/mL vs Mdn 2,62 ng/mL; p=,014).

3. The level of MMP-8 in maternal plasma was significantly increased in the
PROM/PPROM group (Group 0) as compared with the control group 2 and 3 (Group 2
and 3 ) consisted of healthy pregnant women with intact fetal membranes during term
labor; Mdn 2,62 ng/mL vs Mdn 2,02 ng/mL; p=0,014.

4. Statistically significantly higher level of MMP-8 in maternal plasma in the gourp of
pregnant women with fetal membranes rupture, both premature and spontaneous during
term delivery (Groups 0 and 1) as compared with the control group 2 and 3 (Group 2 and
3 ) consisted of healthy pregnant women with intact fetal membranes during term labor;
Mdn 2,87 ng/mLvs Mdn 2,03 ng/mL; p=0,001.

5. The prolidase maternal plasma levels did not differ significantly between the
PROM/PPROM group (Group 0) and control groups (Group 1, 2, 3).

6. In the study, the proposed cut-off point for MMP-8 in the case of spontaneous
membrane rupture during labour was 3,99 ng/ml (sensitivity-70%; specificity-73%).
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Conclusion

1. The occurrence of premature rupture of membranes is associated with both an increase
in MRNA expression of metalloproteinase-8 in the membranes and an increase in the
concentration of metalloproteinase-8 in the plasma of a pregnant woman in the absence
of inflammation.

2. Maternal age is a factor affecting the concentration of MMP-8 in the plasma of both
pregnant women with premature rupture of membranes and women giving birth at term,
in whom increased resistance of membranes to rupture required amniocentesis due to
obstetric indications.

3. Functions mediated by metalloproteinase-8 correspond to the cascade of events
observed in the course of the disruption of weakened fetal membranes. The increase in
the expression of metalloproteinase-8 may occur both in the situation of spontaneous
rupture of membranes at term delivery, but also can be one of the pathogenetic factor in
the development of PROM/PPROM.

4. Both the different mMRNA expression of MMP-8 in the fetal membranes and the
different index of collagen turnover represented by the prolidase concentration in the
maternal plasma differentiate the pathomechanism of ECM degradation in the fetal
membranes in the case of PROM and PPROM.

5. MMP-1 degrades the components of the extracellular matrix of the fetal membranes,
leading to the disruption of the continuity of the membranes during uterine contractions

at the term delivery.
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9.SPIS TABEL, RYCIN I RYSUNKOW

Tabela 1. Czynniki ryzyka przedwczesnego pekniecia blon ptodowych.

Tabela 2. Sktadniki macierzy zewnatrzkomorkowej i ich enzymy degradujace.
Tabela 3. Ogoélna charakterystyka pacjentek wtaczonych do badania, N=98.
Tabela 4. Charakterystyka badanych pacjentek z podziatem na grupy.

Tabela 5. Sekwencje starterow wykorzystanych w analizie Real-time PCR.
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2, 3), n=42.
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Tabela 9. Wiek cigzowy pacjentek z grupy badanej (Grupa 0), n=56

Tabela 10. Wiek cigzowy pacjentek z grup kontrolnych (Grupa 1, 2, 3), n=42.

Tabela 11. Mediany i rozktady kwartylowe wyliczone dla uzyskanych wynikow ekspresji

poszczegdlnych gendéw w analizie Real-Time PCR.

Tabela 12. Analiza stopnia zmiany wynikow ekspresji badanych genéw w grupie badanej

(Grupa 0) wzgledem grup kontrolnych.

Tabela 13. Analiza stopnia zmiany wynikow ekspresji badanych gendw w obrebie grup

kontrolnych.

Tabela 14. Wyniki stezen MMP-8 w 0soczu ci¢zarnych kobiet zakwalifikowanych do
badania.

Tabela 15. Analiza stopnia zmiany wynikéw stezenia MMP-8 w  obrebie grup

kontrolnych.

Tabela 16. Wyniki stezenia prolidazy w osoczu ci¢zarnych kobiet w poszczegdlnych

grupach.

Tabela 17. Analiza stopnia zmiany wynikéw stezenia prolidazy w obrebie grup

kontrolnych.
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Tabela 18. Mediany i rozktady kwartylowe wyliczone dla uzyskanych wynikéw dla
poszczegblnych gendw w analizie Real Time PCR oraz dla st¢zenia MMP-8 i prolidazy
W matczyny osoczu w obrebie grupy PPROM n=32 oraz grupy PROM n=24.

Tabela 19. Analiza stopnia zmiany (Fold change) wynikow ekspresji genow w btonach
ptodowychoraz wynikow stezen MMP-8 i prolidazy w matczynym osoczu uzyskanych w
grupie PPROM n=32 wzgl¢dem wynikow w grupie PROM n=24

Tabela 20. Analiza korelacji badanych zmiennych w grupie badanej (Grupa 0).

Tabela 21. Analiza korelacji badanych zmiennych w grupie kontrolnej 3 (Grupa 3).
Tabela 22. Analiza korelacji badanych zmiennych w grupie kontrolnej 2 (Grupa 2).
Tabela 23. Analiza korelacji badanych zmiennych w grupie kontrolnej 1 (Grupa 1).

Tabela 24. Korelacje stezenia MMP-8 we krwi z wiekiem cigzowym, wiekiem kobiet

oraz masg urodzeniowa noworodka.

Tabela 25. Liczebnosci pierwiastek i wielorodek dla stgzenia MMP-8 we krwi przy

podziale na grupy badawczg i kontrolne.
Tabela 26. Poréwnanie st¢zenia MMP-8 w zaleznosci od rodnosci kobiet.

Tabela 27. Charakterystyka testu w oparciu o podzial na grupe badang PROM/PPROM
(Grupa 0) 1 grupe kontrolng 1 (Grupa 1).

Tabela 28. Charakterystyka testu w oparciu o podziat na grupe badang PROM/PPROM
(Grupa 0) 1 grupe kontrolng 2 (Grupa 2).

Tabela 29. Charakterystyka testu w oparciu o podzial na grupe badang PROM/PPROM
(Grupa 0) 1 grupe kontrolng 3 (Grupa 3).

Tabela 30. Charakterystyka testu w oparciu o podziat na grup¢ badang PROM/PPROM
(Grupa 0) 1 grupe kontrolng 2+3 (Grupa 2+3).

Rysunek 1. Budowa bton ptodowych z wyszczegdlnieniem ich gléwnych sktadnikow

macierzy zewnatrzkomorkowej 1 enzymoéw degradujacych macierz zewnatrzkomorkowa.
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Rycina 1. Schemat budowy strukturalnej MMP 1. Opracowanie wlasne.
Rycina 2. Schemat budowy strukturalnej MMP 2. Opracowanie wtasne.
Rycina 3. Rozktad wynikow uzyskanych dla MMP-8.

Rycina 4. Rozktad wynikow uzyskanych dla prolidazy.

Rycina 5. Rodnos¢ w grupie badanej (Grupa 0) n=56 i grupach kontrolnych (Grupa 1, 2,
3) n=42.

Rycina 6. Struktura wieku pacjentek w grupie badanej n=56.
Rycina 7. Struktura wieku pacjentek w grupach kontrolnych (Grupa 1, 2, 3), n=42.

Rycina 8. Struktura wieku cigzowego pacjentek z grupy badanej (Grupa 0). Punkt
odcigcia 37 tygodni cigzy. PROM (>37. tygodnia cigzy), n=24 vs PPROM (<37. tygodnia
ciazy), n=32.

Rycina 9. Struktura sposobu porodu w grupie badanej (Grupa 0), n=56.
Rycina 10. Struktura wskazan do cigcie cesarskiego w grupie badanej (Grupa 0), n=56.

Rycina 11. Struktura wskazan do cigcie cesarskiego w grupie kontrolnej 2 (Grupa 2),

n=16.

Rycina 12. Struktura plci noworodkow w grupie badanej (Grupa 0), n=56 1 grupach
kontrolnych (Grupa 1, 2, 3), n=42.

Rycina 13. Poréwnanie ekspresji MMP1 w btonach plodowych pomiedzy Grupg 1
a Grupa 0.

Rycina 14. Poréwnanie ekspresji MMP-1 w btonach ptodowych pomig¢dzy Grupg 3
a Grupa 1.

Rycina 15. Poréwnanie ekspresji MMP-8 w btonach ptodowych pomiedzy Grupa 3
a Grupa 0.

Rycina 16. Poréwnanie ekspresji MMP-8 w btonach ptodowych pomig¢dzy Grupa 0
a Grupa 2+3.

Rycina 17. Poréwnanie ekspresji MMP-8 w blonach ptodowych pomiedzy Grupa 0+1
a Grupa 2+3.
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Rycina 18. Poréwnanie stgzenia MMP-8 w matczynym osoczu pomigdzy Grupg 1

a Grupa 0.

Rycina 19. Poréwnanie stezenia MMP-8 w matczynym osoczu pomie¢dzy Grupg 2
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(Grupa 3).

Rycina 28. Osoczowe stgzenie MMP-8 w predykcji momentu pgknigcia bton ptodowych
w oparciu o podziat na grupy 01 1 (krzywa ROC, AUC=0,717).
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