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4 WYKAZ SKROTOW (W KOLEJNOSCI
ALFABETYCZNEJ):

2-AG - 2-arachnoidylo glicerol

ACTB - (ang. beta-actin) B-aktyna

ACTH - (ang. adrenocorticotropic hormone) hormon adrenokortykotropowy
AEA - anandamid / arachidynylo etanoamid

AspAT - (ang. aspartate transaminase) aminotransferaza asparaginianowa
BDP - (ang. bronchopulmonary dysplasia) dysplazja oskrzelowo-ptucna
BMI - indeks masy ciafa [kg/m?]

CBI - selektywny receptor kanabinoidowy 1

CBla - selektywny receptor kanabinoidowy la (alfa)

CB?2 - selektywny receptor kanabinoidowy 2

CCL3 1 CCL4 / MIP-1 - (ang.. macrophage inflammatory protein) biatko zapalne

makrofagow

CCL5 / RANTES - (ang. C-C motif chemokine ligand 5 / regulated on activation, normal

T-cell expressed and secreted)

CC - pordd drogg ciecia cesarskiego

cDNA - komplementarny DNA

CFU - (ang. colony-forming unit) jednostek tworzacych kolonie

CLD - (ang. chronic lung disease of infancy) przewlekla chorobg ptuc noworodkéw
CNRI - gen dla selektywnego receptora kanabinoidowego 1

CNRI1a - gen dla selektywnego receptora kanabinoidowego 1a (alfa)

CNR2 - gen dla selektywnego receptora kanabinoidowego 2

CP - (ang. cerebral palsy) mézgowe porazenie dziecigce

CRH - (ang. corticotropin-releasing hormone) kortykoliberyna



CRHBP - (ang. corticotropin-releasing factor-binding protein) biatko wigzace CRH
CRP - (ang. C-reactive protein) biatko C-reaktywne

Cp - poziom ekspresji

DBP - (ang. diastolic blood presure) rozkurczowe ci$nienie tetnicze [mmHg]
DHEA - (ang. dehydroepiandrosterone) dehydroepiandosteron

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy

El - estron

E2 - estradiol

E3 - estriol

ECS - (ang. endocannabinoid system) system endokanabinoidowy

ELBW - (ang. extremly low birth weight) noworodki o skrajnie niskiej masie

urodzeniowej (<1000g)

ER-a - receptor estrogenowy alfa

FHR - (ang. fetal heart rate) czestos¢ pracy serca ptodu [uderzen/min]
FKBP51 - biatko wigzace FK506

GAPDH - (ang. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) dehydrogenaza aldehydu 3-

fosfoglicerynowego

GDM - (ang. gestational diabetes melitus) cukrzyca cigzowa

GPCR - (ang. G protein-coupled receptor) receptory sprzezone z biatkami G

Hct - hematokryt [%]

Hgb - hemoglobina [mg/dl]

HPA - (ang. hypothalamic—pituitary—adrenal axis) O§ podwzgdrze-przysadka-nadnercza
HR - (ang. heart rate) czestos$¢ pracy serca [uderzen/min]

IL-1 - interleukina 1

IL-4 - interleukina 4



IL-6 - interleukina 6

IL-8 - interleukina 8

FGR - (fetal growth restriction) ograniczenie wzrostu ptodu

IVF - (ang. in vitro fertilisation) zaptodnienie zewnatrzustrojowe

IVH - (ang. intraventricular hemorrhage) krwawienia dokomorowe
kg/m? - kilogram na metr kwadrat

KOH - zasada potasowa

LBW - (ang. low birth weight) noworodki o niskiej masie urodzeniowej (<2500 g)
LDH - (ang. lactate dehydrogenase) dehydrogenaza mleczanowa

LPS - lipopolisacharyd

MAP - (ang. mean arterial pressure) $rednie ci$nienie tetnicze [mmHg]

MIAC - (ang. microbial invasion of the amniotic cavity) bakteryjng infekcje plynu

owodniowego
mmHg - milimetry stupa rteci

MRI - (ang. magnetic resonance imaging) obrazowanie metodg rezonansu

magnetycznego

mRNA - informacyjny RNA / matrycowy RNA

pg - mikro gram

ul - mikro liter

uM - mikro mol na 1 dm? (decymetr sze$cienny)

NEC - (ang. necrotizing enterocolitis) martwicze zapalenie jelit

°C - stopnie Celsjusza

OGTT - (ang. oral glucose tolerance test) test doustnego obcigzenia glukoza
OOZN - ostre odmiedniczkowe zapalenie nerek

OR - (ang. odds ratio) iloraz szans



Os$ HPA - (ang. hypothalamic-pituitary-adrenal axis) 08
podwzgorze-przysadka-nadnercza

OUN - osrodkowy uktad nerwowy

p - poziom istotnos$ci statystyczne;j

PDA - (ang. patent ductus arteriosus) przetrwaty przewod tetniczy
PE - preeklapsia / stan przedrzucawkowy

PH - (ang. pregnancy hypertension) nadci$nienie tetnicze w cigzy

PPROM - (ang. preterm premature rupture of membrane) przedwczesne odplynigcie

ptynu owodniowego

PSN - pordd sitami 1 drogami natury

PTSD - (ang. posttraumatic stress disorder) zespot stresu pourazowego
PVL - (ang. periventricular leukomalacia) leukomalacja okotokomorowa
gqRT-PCR - reakcji fancuchowej polimerazy z odwrotng transkrypcja
RDS - (ang. respiratory distress syndrome) zespot zaburzen oddychania noworodka
Real-Time PCR - reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym
REF - warto$¢ referencyjna

RNA - kwas rybonukleinowy

ROP - (ang. retinopathy of prematurity) retinopatia weze$niakow

RT - odwrotna transkrypcja

SBP - (ang. systolic blood presure) skurczowe ci$nienie tetnicze [mmHg]
SD - (ang. standard deviation) odchylenie standardowe

Skala pH - (ang. power of hydrogen) ilosciowa skala kwasowosci 1 zasadowosci

roztworow
THC - tetrahydrokanabinol

TLR4 - (ang. toll-like receptor 4)



TNFa - (ang. tumor necrosing factor alfa) czynnik martwicy nowotworow
UDG - glikozydaza DNA uracylu
USG - ultrasonografia

VLBW - (ang. very low birth weight) noworodki o bardzo niskiej masie urodzeniowej

(<1500g)
WBC - (ang. white blood cells) liczba biatych krwinek we krwi
WHO - (ang. world health organization) §wiatowa organizacja zdrowia

zespot HELLP - zesp6tl chorobowy sktadajacy si¢ na niedokrwisto§¢ hemolityczna,

podwyzszenie enzymdow watrobowych i matoptytkowos¢

ZUM - zakazenie uktadu moczowego
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S WSTEP

Problematyka porodu przedwczesnego dotyczy na szczes$cie mniejszosci porodow
na catym S$wiecie. Niemniej jednak wystapienie omawianej patologii wigze si¢
ze znacznymi komplikacjami ze strony nowonarodzonego dziecka 1 jest gldéwng
przyczyna przedtuzonej hospitalizacji noworodkdw, ich pobytu na oddziale intensywne;j
terapii noworodkowej, a takze przede wszystkim §miertelno$ci nowonarodzonych dzieci.
Urodzenie si¢ dziecka przed odpowiednim przygotowaniem nowopowstajacego
organizmu do srodowiska pozamacicznego, r6znigcego si¢ znacznie od tego, do ktorego
dotychczas ptdd byt przystosowany jest dla tego cztowieka duzym stresem 1 znacznym
obcigzeniem wszystkich nie w pelni rozwinigtych uktadéw. Pomimo medycznego
aspektu, jakim jest wystgpienie licznych powiktan wczesniactwa, wazny wplyw
na funkcjonowanie noworodka ma takze aspekt psychospoteczny. Powszechnie wiadome
jest, iz narodziny dziecka i okres potogu jest wyjatkowym wydarzeniem w zyciu kazdego
rodzica 1 dziecka, umozliwiajagcy wzajemne poznanie si¢ 1 nawigzanie wigzi, czemu
towarzysza liczne mechanizmy neurohormonalne. Zaburzenie tego procesu w wyniku
chociazby koniecznosci rozdzielenia rodzica z dzieckiem, jak 1 wyjatkowy stres

o zdrowie noworodka moze mie¢ implikacje na cale zycie zardwno rodzica jak 1 dziecka.

5.1 DEFINICJE
Noworodek jest nazywany wczesniakiem z powodu porodu majgcego miejsce

przed ukonczeniem 37 tygodnia tygodnia cigzy o masie mniejszej niz 2500 g'~*. Definicja
ta nie jest doskonata i ulegata zmianom na przestrzeni lat. Kryterium wieku cigzowego
nie jest najlepszym sposobem odpowiedniego ocenienia noworodka przedwczesnie
urodzonego ze wzgledu na trudno$ci ustalenia czasu trwania cigzy wynikajacego
z szeregu czynnikow. Do takich czynnikow zaliczamy trudnosci w okresleniu daty
poczecia, ztego dostgpu do badan ultrasonograficznych w czesci regionow §wiata, a takze
trudno$ciami wynikajagcymi z uwarunkowan kulturowych i spolecznych®. Z drugiej
strony kryterium wagowe nie jest takze idealnym narzedziem diagnostycznym
ze wzgledu na zmienno$¢ osobniczag masy ciata uwarunkowang wieloczynnikowo

1 ze wzgledu na mozliwos¢ wystapienia zaréwno hipertrofii, makrosomii,
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jak 1 ograniczenia wzrostu ptodu. Z kolei pordd przed ukonczeniem 22. tygodnia cigzy,
badz wydobycie ptodu o masie nie przekraczajacej 500 g nazywany jest wedlug WHO
poronieniem'#, aczkolwiek wiele doniesien z krajow anglojezycznych stawia granice
pomiedzy poronieniem a obumarciem wewnatrzmacicznym ptodu
na 24. tygodniu cigzy>”’. Kontrowersje te wynikaja prawdopodobnie z niskiej
przezywalno$ci noworodkéw urodzonych z tak wczesnych cigz. Pomimo coraz
wickszego dostepu do sprz¢tu umozliwiajagcego wspomaganie oddechu, a takze
zapewniajacego lepsza opieke poporodows, odsetek powiklan, w tym $miertelnosci
noworodkow nie ulegl znaczacym zmianom od dtuzszego czasu. Wczesniactwo mozna
podzieli¢ ze wzgledu na cigzkos¢ powiktan z nim zwigzanym, wynikajacych z dtugosci

trwania cigzy na:

e podzne wczesniactwo (doszto do urodzenia dziecka po ukonczeniu
34 tygodnia ciazy, ale przed ukonczeniem 36. tygodnia 1 6. dnia cigzy),

e umiarkowane  wczesniactwo  (porod  odbyl  si¢  pomiedzy
32. tygodniem cigzy, a 33. tygodniem 1 6 dniem cigzy),

e skrajne wczesniactwo (porod przed 32. tygodniem cigzy)

e bardzo skrajne wczesniactwo (pordd przed 28. tygodniem cigzy)

Chorobowos¢ 1 przede wszystkim umieralno$¢ w obrgbie po6znych
1 umiarkowanych wcze$niakow w krajach rozwinigtych z odpowiednim dostepem

do $wiadczen medycznych wynosi mniej niz 1%, co zostalo omowione w dalszej czesci

pracy.

Dzieci urodzone przedwczesnie mozna takze podzieli¢ ze wzgledu na warto$¢

urodzeniowej masy ciata na noworodki:

e o niskiej masie urodzeniowej (LBW), gdy masa ciata noworodka
byta mniejsza niz 2500 g;

e 0 bardzo niskiej masie urodzeniowej (VLBW), gdy masa ciata noworodka
byta mniejsza niz 1500 g;

e o skrajnie niskiej masie urodzeniowej (ELBW), gdy masa ciata noworodka

byta mniejsza niz 1000 g.
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Z klinicznego punktu widzenia waznym aspektem w codziennej praktyce
lekarskiej jest podzial pacjentek na takie u ktorych rozpoznajemy zagrazajacy pordd

przedwczesny, porod przedwczesny w toku 1 dokonany pordd przedwcezesny.

Por6d przedwczesny zagrazajacy stanowi poczatkowe stadium porodu

i rozpoznaje si¢ u pacjentek prezentujgcych nastepujace objawy™*?:

e obecnos¢ czynnoSci skurczowej migsnia macicy z czestoscig
okoto 4-7 skurczéw na godzing,

e stan szyjki ponizej 10 punktow w skali Bishopa (skali oceniajacej
przygotowanie szyjki macicy do przejScia przez nig gtowki dziecka),
czyli rozwarcie szyjki ponizej 3 cm 1 skrocenie szyjki ponizej 60%,

mierzone w USG.

Z kolei poroéd przedwczesny w toku rozpoznaje si¢ u pacjentek przy takich

objawach, jak*3:

e obecnos¢ regularnej czynno$ci skurczowej mig¢snia macicy z czgstoscig
ponad 8 skurczéw na godzine lub gdy przerwa pomig¢dzy skurczami
wynosi krocej niz 10 minut

e stan szyjki powyzej 10 w skali Bishopa, czyli rozwarcie szyjki

powyzej 3 cm i skrdcenie o ponad 80%.

Por6d przedwczesny dokonany zostaje zdiagnozowany, po wydobyciu

noworodka z jamy macicy.

5.2 EPIDEMIOLOGIA PORODU PRZEDWCZESNEGO
Poréd przedwczesny wystepuje stosunkowo rzadko w populacji pacjentek

rodzacych. Srednia czesto$é wystepowania omawianej patologii rozni si¢ nieznacznie
w obrgbie poszczegdlnych populacji 1 przyjmuje wartos¢ pomigdzy 5%, a 35%
wsrod wszystkich pacjentek rodzacych?. Zdecydowany wplyw na czesto$¢ wystepowania
tej patologii wydaje si¢ mie¢ stopien rozwinigcia danego  panstwa,
a co za tym idzie stopien zaawansowania medycznej opieki. Kraje rozwijajace si¢
zdecydowanie czesciej] majg do czynienia z omawianym problemem w odrdznieniu

od krajow rozwinigtych. Dodatkowo w krajach rozwijajacych si¢ dostep
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do nowoczesnych metod wspomagania oddechu noworodkéw 1 innych procedur,
w tym do inkubatoréw, jest znacznie ograniczony, co przektada si¢ na cigzszy przebieg
powiktan okotoporodowych i wigkszg $Smiertelno$¢ dzieci*. Co ciekawe czesto$¢ porodu
przedwczesnego w Europie jest nizsza w porownaniu do USA 1 wynosi okoto 5-9%
w Europie, 12-14% w Stanach Zjednoczonych i okoto 18% w Afryce i Azjil.
Uwzgledniajac przyblizong liczbg porodéw na swiecie w ciggu roku 1 Sredni odsetek
wczesniactwa wynosi okolo 11%, co si¢ przeklada na okolo 15 miliondéw
(zakres od 12 do 18 milionéw) dzieci przedwczesnie urodzonych rocznie. Okoto 85%
z nich rodzi si¢ pomigdzy 32., a 36. tygodniem cigzy, a 15% przychodzi na swiat przed
ukonczeniem 32. tygodnia cigzy i wymaga intensywnej opieki medycznej*®'0.
Wedlug danych Gtownego Urzedu Statystycznego w Polsce, w roku 2017 odsetek

porodow przedwczesnych wynosit 8%!!.

Zroznicowane wystepowanie porodu przedwczesnego moze wynikac ze sposobu
odzywiania, stosowania uzywek, warunkow pracy, aktywnosci fizycznej, przy czym
wplyw czynnikdéw socjalnych 1 ekonomicznych wydaje si¢ by¢ najbardziej znaczacy w

obrebie panstw rozwinigtych®,

Obserwowany wzrost czestosci wystepowania porodu przedwczesnego w obrebie
panstw wysokorozwinigtych ma zwigzek z coraz podzniej] podejmowana decyzja
o zalozeniu rodziny, a co za tym idzie kobiety w momencie poczecia sg starszel!!.
Wraz z naturalnym procesem starzenia ro$nie czesto$¢ wystgpowania cigz mnogich
1 wieksze ryzyko trudno$ci podczas zaptodnienia. W zwigzku z tym liczba zaptodnien
pozaustrojowych (IVF) stale wzrasta 1 wynosi 1,3% wszystkich cigz
w Stanach Zjednoczonych!?, natomiast najwieksza ilo$¢ cigz powstatych przy pomocy
technik wspomaganego rozrodu pochodzi z Grecji, gdzie okoto 6% wszystkich cigz
powstaje w wyniku IVF!3. Nie jest takze niespodziankg informacja, ze w wyniku prawie
wszystkich  stosowanych technik wspomaganego rozrodu odsetek cigz mnogich
w porownaniu do cigz pochodzacych od matek zaptodnionych w warunkach naturalnych
jest zdecydowanie wigkszy 1 wynosi od 15% do 30% cigz pochodzacych z IVF

w poréwnaniu do 1-2% cigz mnogich w populacji ogdlnej'!3.

Zaobserwowany w ostatnich latach duzy rozw0j intensywnej terapii
neonatologicznej, ktora jest sporym obcigzeniem finansowym, wynikajacym
z koniecznosci inwestowania w nowoczesng specjalistyczng aparature oraz leki przeklada
si¢ na przezywalno$¢ coraz wigkszej ilosci dzieci, pochodzacych z coraz mniej
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zaawansowanych cigz. Nadal jednak s3g obserwowane lepsze wyniki opieki
noworodkowe] w krajach Europy Zachodniej 1 USA, gdzie widoczny jest bardziej
progresywny rozwd@j opieki okoloporodowej nad noworodkami urodzonymi
przedwcze$nie w postaci wickszej przezywalnosci dzieci przedwczes$nie urodzonych?.
Pomimo lepszego dofinansowania opieki zdrowotnej wptyw na lepsze wyniki opieki
okotoporodowej noworodkoéw moze mie¢ odmienne diagnozowanie poronienia i porodu

przedwczesnego wsrod panstw Zachodniej Europy i Polski®.

5.3 CZYNNIKI RYZYKA PORODU PRZEDWCZESNEGO
Od poczatku istnienia potoznictwa zastanawiano si¢ nad istnieniem czynnikow

powodujacych szczegdlne narazenie pacjentek na wystgpienie porodu przedwczesnego.
Pomimo wielu faktow i1 opisow mechanizmdéw powstania porodu przedwczesnego,
nie opisano w literaturze jednoznacznej przyczyny omawianej patologii.
Coraz wigce] przestanek dotyczy czynnikdw genetycznych w mechanizmie porodu
przedwczesnego'®. OkreSlenie czynnikow ryzyka porodu przedwczesnego umozliwia
wyodrebnienie pacjentek najbardziej narazonych na przedwczesnie urodzenie dziecka.
Wzmozony nadzér specjalistyczny nad pacjentkami z grupy duzego ryzyka daje
mozliwos¢ wdrozenia odpowiedniej interwencji, umozliwiajacej jak najdluzsze
dojrzewanie wewnatrzmaciczne ptodu i1 poréd w najbardziej odpowiednim momencie
w osrodku najwigkszej referencyjnosci z dostgpem do zaawansowanego sprzetu,
umozliwiajgcego  odpowiednie  leczenie licznych  powiklah  wczes$niactwa.

Czynniki ryzyka porodu przedwczesnego mozna podzieli¢ na:

e Czynniki zwiazane z wywiadem polozniczym i ciaza:
— Obcigzony wywiad polozniczy.
Wedlug licznych doniesien w literaturze jednorazowy porod
przedwczesny w wywiadzie znacznie zwigksza wystepowanie porodu

721 W duzym,

przedwczesnego w kazdej kolejnej cigzy
wieloosrodkowym badaniu przeprowadzonym na populacji pacjentek
z Nowej Zelandii, Szwecji 1 Stowenii udowodnione zostato
od 4.5 do 7.5 razy wigksze ryzyko porodu przedwczesnego
w  populacji  pacjentek  obcigzonych  historia ~ porodu

przedwczesnego?2. Przebyte poronienie szczegOlnie

W zaawansowanej cigzy, badz cigza obumarta w wywiadzie
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(ktora moze by¢ traktowana jako przedwczesne urodzenie
niezdolnego do zycia ptodu), wystepowaty zdecydowanie czgsciej
wsrod pacjntek rodzacych przedwezesnie w kolejnej cigzy?.

Krotki czas pomiedzy cigzami.

Pomimo braku informacji w wywiadzie porodéw przedwczesnych
okres mniej niz 6 miesiecy pomig¢dzy cigzami zdecydowanie zwigksza
ryzyko porodu przedwczesnego w kolejnej cigzy?*.

Choroby przewlekle.

Obecnos¢ takich schorzen jak przewleklte nadcis$nienie tetnicze,
nadci$nienie t¢tnicze w cigzy, choroby autoimmunologiczne, w tym
przede wszystkim niedoczynno$¢ tarczycy, niewydolno$¢ nerek,
cukrzyca rozpoznana w cigzy, cukrzyca cig¢zarnych i niezaleznie
wystepujaca od omawianych chorob niedokrwisto$¢ predysponuja do
wystgpienia  porodu  przedwczesnego'®.  Prawdopodobnym
patomechanizmem omawianego zjawiska jest uszkodzenie naczyn
krwionosnych lub nieodpowiednie zaopatrzenie ptodu w
substancje odzywcze, tlen, nasilajacy si¢ w miar¢ trwania cigzy.
Pogorszenie dobrostanu ptodu wywotuje pordéd przedwczesny, a
prawdopodobny patomechanizm tego zjawiska zostal opisany w
dalszej czesci pracy.

Krwawienie w trakcie cigzy.

Coraz wigce] doniesien w literaturze wskazuje, Zze obecnos¢
krwawienia na poczatkowych etapach cigzy wptywa na zwigkszone

ryzyko porodu przedwczesnego®>%6.

Na patomechanizm tego
zjawiska wydaje si¢ rowniez w duzym stopniu mie¢ wptyw dziatanie
cytokin 1 gorsze funkcjonowanie tozyska.

YLozysko przodujace.

Niewatpliwie jest ono czynnikiem ryzyka porodu przedwczesnego,
gtownie ze wzgledu na czgsto wystepujace krwawienia w trakcie
trwania cigzy 1 koniecznosci z tego wzgledu wczesniejszego
zakonczenia cigzy?’. W wyniku badania poporodowego lozysk,

stwierdzone zostaly zmiany patologiczne zwigzane ze zlym

funkcjonowaniem tozyska?®. Odkrycie to moze mie¢ zwigzek
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z nieprawidlowym funkcjonowaniem tozyska w takich cigzach
1 zwigzany z tym niewystarczajgce dostarczanie substancji
odzywczych dla ptodu 1 jego niedotlenienie, stanowigcych istotng role
w patomechanizmie porodu przedwczesnego.

Infekcje.

Udowodnionym jest fakt wystepowania stanu zapalnego
wystepujacego wewngtrzmacicznie?, szczegdlnie spowodowanego
zakazeniem mikroorganizmami, na zwig¢kszone ryzyko wystapienia
porodu przedwczesnego. Dodatkowo nieprawidlowa flora bakteryjna,
badz toczacy si¢ proces zapalny w okolicach narzadu rodnego
(w obrebie ukladu moczowego, badz pod postacig bakteryjnej
waginozy pochwy3?3?!) predysponuje do wystapienia porodu
przedwczesnego. Réwniez uogolniony stan zapalny,
zwigzany z produkcjag odpowiednich cytokin prozapalnych
predysponuje do porodu przedwczesnego!”.

FGR i wady wrodzone plodu.

Ograniczenie ~ wzrostania plodu  (FGR) ma  patogeneze
wieloczynnikowa, do  ktorych naleza wady  genetyczne
1 anatomiczne ptodu, niewydolno$¢ lozyska 1 choroby matki.
Wymienione czynniki niezalezne od obenos$ci FGR, predysponuja
do wyzwolenia stresu u noworodka 1 pobudzenia osi HPA,
co prowadzi do porodu przedwczesnego'®.

Ciaza wieloplodowa i wielowodzie.

Czynniki te wptywaja na nieprawidtowe rozciggnigcie si¢ macicy,
co przyczynia si¢ do wystgpienia porodu przedwczesnego.
Czestosc wystepowania porodow przedwczesnych
jest proporcjonalna do ilosci plodow w obrebie macicy, jak i iloSci
plynu owodniowego nagromadzonego w ciezarnej macicy'®.
Oprocz tego w tracie cigz wieloptodowych na wystapienie porodu
przedwczesnego moze mie¢ wpltyw wicksze stezenie hormonow
(relaksyny i estrogendow) we krwi cigzarnej?.

Wady wrodzone macicy i niewydolno$¢ cieSniowo-szyjkowa.
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Te czynniki réwniez maja wptyw na nieprawidtowe napigcie mig$nia

macicy, predysponujacego do wystapienia porodu przedwczesnego'®.

e Czynniki socjalne:

Wiek ciezarnej.
Matki bedace zaréwno w bardzo mtodym wieku (< 20 r.z.),
jak i te w bardziej zaawansowanym (> 35 lat), naleza do grupy ryzyka

porodu przedwczesnego?—>3

. Mlody wiek cig¢zarnej jest zwigzany
czesto z czestszym stosowaniem uzywek w trakcie cigzy 1 niskim
statusem socjo-ekonomicznym, ktore sa niezaleznymi od wieku
czynnikami ryzyka porodu przedwczesnego. Zaawansowany wiek
cigzarnej jest zwigzany czesto z wspolwystgpowaniem chorob
przewlektych, w tym nadwagi 1 otytosci majacych znaczny wpltyw
na gorsze funkcjonowanie naczyn krwionosnych w obrebie tozyka
i zwigzane z tym czgstsze wystepowanie porodu przedwczesnego®> .
Niski status socjo-ekonomiczny.

Pacjentki majace mniejsze dochody, niewystarczajace na codzienne
godne funkcjonowanie, czgSciej cierpia na niedozywienie
1 s3 zmuszene ci¢zko pracowac, czesto pod presja stresu 1 wykonujac
nieraz cigzkg prace fizyczng®®. Dodatkowym czynnikiem majgcym
wplyw na ryzyko porodu przedwczesnego wsréd omawianej grupy
0sOb jest stres 1 zamartwianie si¢ o dobro nienarodzonego potomstwa.
Osoby, ktorych status socjalny 1 ekonomiczny jest okreslany jako niski
czgsto tez sg niewyksztalcone, co nie daje im mozliwosci zmiany
istniejacej sytuacji. Ponadto brak wsparcia 1 obecno$¢ przemocy
wobec kobiet ciezarnych w danej grupie s3 duzo czestsze
w poroéwnaniu do populacji 0golnej*’. Wszystkie wymienione czynniki
sprawiaja, 1z cigzarne sg zmuszone do funkcjonowania w sytuacjach
o duzo wigkszym natezeniu stresu w poréwnaniu do populacji ogélnej,
predysponujacego do wystgpienia porodu przedwczesnego.
Stosowanie uzywek.

Zardéwno spozywanie alkoholu, palenie tytoniu, jak 1 przyjmowanie

innych  nielegalnych  §rodkéw  odurzajacych  (narkotykow

czy dopalaczy) wigze si¢ z czgstszym wystgpieniem porodu
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przedwczesnego. Prawdopodobnie substancje te powoduja zaburzenia
przeptywu krwi przez krazenie plodowe, wyzwalajac tym samym stres
u plodu, prowadzaca do kaskady reakcji organizmu, skutkiem ktorych
jest pordd przedwczesny. Ponadto wymienione typy substancji moga
mie¢ uszkadzajacy wptyw na ptdd, powodujac powstanie w nim zmian
strukturalnych  lub/i  biochemicznych. Kobiety spozywajace
wymienione uzywki w trakcie cigzy rodzily przedwczes$nie w 25-65%
przypadkow.

Czynniki Srodowiskowe:

— Czynniki chemiczne.

Substancje chemiczne obecne w S$rodowisku majg  wplyw
na rozwijajacy si¢ wewnatrzmacicznie ptod. W doniesieniach
z literatury istniejg wystarczajgce dowody by okresli¢, iz przebywanie
w $rodowisku skazonym zwigzkami siarki, fluoru i licznymi metalami
ciezkimi predysponuje do weczesniejszego ukonczenia cigzy>*40.

— Czynniki fizyczne, wérod ktorych nalezy wymieni¢ przede wszystkim
narazenie na promieniowanie jonizujgce, promieniowanie termiczne,
promieniowanie radioaktywne, obecnosé oddziatywan
elektromagnetycznych, hatas 1 wibracje. Wymienione czynniki
wplywaja znaczaco na zwigkszenie czestosci wystepowania porodu

41,42

przedwczesnego Brak  wysitku  fizycznego w  cigzy,

ale takze cigzka fizyczna praca wigzg si¢ ze zwigkszonym ryzykiem

porodu przedwczesnego*>#4.

Lista substancji 1 czynnikow fizycznych obecnych w otaczajacym
srodowisku moggcych mie¢ wtyw na wystapienie porodu przedwczesnego
wydaje si¢ by¢ znacznie dluzsza, lecz z powodow etycznych testowanie
potencjalnie  szkodliwych czynnikow w trakcie trwania cigzy
jest niemozliwe do wykonania. Istotnym aspektem dotyczacym substancji
wplywajacych na wystgpienie porodu przedwczesnego wydaje si¢
mie¢ wptyw coraz to wigksze zanieczyszczenie powietrza wystepujace

na uprzemystowionych terenach®.

Czynniki psychogenne:
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Zaburzenia nastroju ciezarnej.

W licznych doniesieniach naukowych wystapienie depresji, leku,
badZ zespotu stresu pourazowego (PTSD) wigzato si¢ z komplikacjami
u dojrzewajacego ptodu, wsrdd ktorych najwigksze znaczenie przypisuje
sic zwigkszone] czestoci wystepowania porodu przedwcezesnego*®0,
Wsrdéd najwazniejszych czynnikoéw wplywajacych na wystgpienie
zaburzen nastroju w trakcie cigzy jest obecnos¢ depresji, badZ innych
schorzen psychicznych przed cigzg, brak wsparcia partnera, badz rodziny,
a takze trudno$ci finansowe’!. Dodatkowo wystgpienie obcigzonego
wywiadu potozniczego w postaci choréb w trakcie cigzy, zagrozenia
porodem przedwczesnym w poprzedniej cigzy, badz pordd przedwcezesny
w wywiadzie, wigze si¢ z lekiem przed ponownym urodzeniem ptodu

i52754

przed terminem 1 zwigzanymi z tym komplikacjam . Ponadto czynniki

ryzyka depresji niezalezne od cigzy predysponujg do wystgpienia depresji

w trakcie cigzy 24

. W zwiazku z istotnie czgstszym wystgpowaniem
depresji w trakcie cigzy w poréwnaniu do populacji nieci¢zarnych kobiet
1 wplywie zaburzen nastroju na rozwijajacy si¢ ptod Minister Zdrowia
wprowadzil w swoim rozporzadzeniu koniecznos¢ przesiewowe] oceny

wszystkich cigzarnych na obecno$é depresji w trakcie cigzy™.

5.4 PATOGENEZA PORODU PRZEDWCZESNEGO
Wystapienie porodu przedwczesnego jest skomplikowanych procesem majacym

znaczny wplyw na chorobowos$¢ noworodkow. Patogeneza urodzenia si¢ dziecka

przed 37. tygodniem cigzy jest wieloczynnikowym procesem, wsrdd ktorych nalezy

wymieni¢ wptyw:

e Przedwczesnej aktywacji matczynej lub ptodowej osi podwzgorze-

przysadka-nadnercza (HPA) zwigzanej ze sytuacjg stresowg
dla organizmu;

Przedwczesnego oddzielenia si¢ lozyska prawidlowo usadowionego
lub krwotoku doczesnowego;

Patologicznego rozciggnigcia migsnia macicy 1 konsekwentnie

do tego przedwczesnego pekniecia pgcherza ptodowego;
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e Rozwinigcia si¢ reakcji  zapalnej w  obrebie  polaczenia
matczyno-plodowego i/lub zmiany mikrobiomu w obrgbie narzadow

ptciowych.

Wplyw proceséw zachodzacych w obrebie polaczenia matczyno-plodowego
wydaje si¢ petni¢ decydujaca role w patogenezie porodu przedwczesnego ze wzgledu
na petniong przez tozysko funkcje narzadu wydzielania wewnetrznego'’-*. Znaczgcy
wplyw na procesy zachodzace w tozysku wykazuje o$ podwzgorze-przysadka-nadnercza
zarbwno w trakcie fizjologicznego, jak 1 przedwczesnego porodu. Czynnikami
pobudzajacymi przedwczesng aktywacj¢ osi HPA s3 wystepujace w obrebie tozyska
ogniska niedokrwienne, bedace manifestacjg stresu ptodu, ktéry ma wiekszy wpltyw
na wystepowanie porodu przedwczesnego niz psychosocjalny stres ciezarnej’-.
Istotnym ogniwem bedacym potaczeniem pomiedzy osia HPA 1 tozyskiem
jest kortykoliberyna (CRH). Jest to hormon wydzielany glownie przez podwzgorze
1 oddziatujacy na przysadke mozgowa. CRH jest wydzielane nie tylko przez podwzgorze,
ale w trakcie cigzy jego produkcja zachodzi rowniez w tozysku, trofoblascie, pgcherzu
plodowym i komoérkach doczesnowych®. CRH wydzielane przez tozysko oddzialuje
gtébwnie nie na przysadke mozgows, lecz bezposrednio na myometrium®!62,
Prawdopodobnie duze stezenie CRH jest przyczyng porodu przedwczesnego i stezenie
tego hormonu we krwi cigzarnej moze stuzy¢ jako marker porodu przedwczesnego”%3.
W fizjologicznej cigzy dojrzewanie ptodowej osi HPA rozpoczyna si¢ juz od potowy
cigzy, powodujac stopniowy fizjologiczny wzrost wydzielania kortyzolu u ptodu
i zwiekszenie uwalniania CRH z lozyska®. Znaczacy wptyw na ten proces i stezenie CRH
ma biatko wigzagce CRH (CRHBP), ktérego obnizenie nastgpuje w krotkim okresie

poprzedzajacym pordd, powodujac naglte zwickszenie wolnego CRH?S,

Nadmierny stres emocjonalny cigzarnej rowniez moze wywola¢ pobudzenie osi
podwzgorze-przysadka-nadnercza, poprzez uwolnienie hormonéw nadnerczowych
1 podwzgorzowych prowadzacych do porodu przedwczesnego. Idealnym przykiadem
omawianego mechanizmu jest wystgpienie objawow depresji srédcigzowe] powodujace]
wzrost ryzyka wystgpienia porodu przedwczesnego niemalze dwukrotnie®*-%. Podobny
wplyw na wystepowanie porodu przedwczesnego wykazano u pacjentek z rozpoznanym
lekiem w cigzy i zespotem stresu pourazowego®®>’. Udowodniono takze, ze stres
1 zwigzany z nim wysoki poziom CRH stymuluje produkcje prostaglandyn przez komorki

owodni, kosmowki i doczesnej, ktore z kolei wywolujg czynno$é skurczowa macicy?.

21



Z drugiej strony wydzielane w macicy prostaglandyny stymulujag komorki tozyska,
trofoblastu, pgcherza ptodowego 1 doczesnowe do produkcji CRH, wynikiem czego jest
powstanie dodatniego sprzgzenia zwrotnego prowadzacego do porodu przedwczesnego.
W literaturze mozna takze znalez¢ dowody bezposredniego wptywu CRH na czynnos¢

skurczowg macicy®’.

Wzrost poziomu prostaglandyn ostatecznie prowadzi do porodu poprzez wptyw
na dziatanie proteaz w obrebie narzadéw piciowych 1 zwigkszong kurczliwos¢
mig$niowki macicy®®. Z powodu tego, iz prostaglandyny mogg doprowadzi¢ do porodu
na kazdym etapie cigzy wydaja si¢ by¢ kluczowym elementem wystgpienia porodu

przedwczesnego.

Ponadto glikokortykosteroidy oddziatujg przez biatko wigzace FK506 (FKBP51),
ktore powoduje pobudzenie receptorow progesteronowych
i glikokortykosteroidowych®®. Efektem pobudzenia osi HPA jest takze zwigkszone
uwalnianie adrenokortykotropiny (ACTH) przysadkowe;j, ktora prowadzi do stymulacji
komponenty estrogenowej 1 prostaglandynowej w obrebie tozyska 1 w konsekwencji
aktywacji czynno$ci skurczowej mig$nidowki macicy 1 wystgpienie porodu
przedwczesnego’. ACTH plodowe oddziatuje na nadnercza ptodu, pobudzajac je
do wydzielania dehydroepiandosteronu (DHEA), aktywnej formy testosteronu, ktory w
watrobie ptodu zostaje przeksztatcony do 16-hydroksy-DHEA-S. CRH tozyskowe takze
moze oddzialywa¢ na nadnercza ptodu, pobudzajac je do wydzielenia DHEA”'. Hormon
ten w tozysku zostaje przeksztatlcony do estronu (E1), estradiolu (E2) i estriolu (E3), ktore
oddziatujac na receptor estrogenowy alfa (ER-a) powoduja aktywacje miesnidéwki macicy
poprzez zwigkszenie tworzenia polaczen szczelinowych (ang. gap
junctions), receptorow dla oksytocyny, wydzielenia prostaglandyn 1
wydzielenie  biatek  odpowiedzialnych za  kurczliwo$¢  mig$nia  macicy

(kinaza lekkiego tancucha miozyny, kalmodulina)’>">.

5.4.1 Rola procesu zapalnego w patogenezie porodu przedwczesnego
Waznym aspektem mechanizmu zaroéwno fizjologicznego jak i przedwczesnego

porodu jest oddzialywanie prostaglandyn i cytokin w obrebie ci¢zarnej macicy.
W literaturze obecne sg doniesienia, iz spontaniczna czynno$¢ porodowa w cigzach
donoszonych wspotwystepuje ze zmianami histologicznymi, wskazujagcymi na obecnos¢
stanu zapalnego w materiale tozyskowym, a takze stwierdzona zostata obecnos¢ cytokin

prozapalnych w ptynie owodniowym po dokonanym porodzie’®”’. Wystepowanie reakcji
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zapalnej w obrebie potaczenia matczyno-ptodowego jest istotng sktadowa mechanizmow
porodowych. Nie jest to jednoznaczne z obecnos$cig zakazenia. Aktywowana reakcja
zapalna prowadzi do uwolnienia szeregu cytokin prozapalnych 1 prostaglandyn,
prowadzac do powstania czynnosci skurczowej migsnia macicy bez udzialu antygendow
bakteryjnych lub wirusowych. W porodach przedwczesnych wptyw czynnika
infekcyjnego na powstanie reakcji zapalnej wystepuje zdecydowanie czesciej,
niz podczas porodéow po 37. tygodniu cigzy. W badaniach przeprowadzonych
przez Laudanskiego 1 wsp. wykazano, iz decydujacy wptyw na wystgpienie porodu
przedwczesnego wykazujg zakazenia przebiegajace bez znaczacej manifestacji objawow

klinicznych’®7,

W badaniu przeprowadzonym przez Rabg i wsp. zaobserwowano szczegdlne
znaczenie czynnikoOw prozapalnych w patogenezie porodu przedwczesnego w cigzach
trwajacych do 30. tygodnia®®. Obecno$¢ stanu zapalnego byta stwierdzana zaréwno
w obrazie patomorfologicznym jak 1 cytologicznym pltynu owodniowego.
Az 80% pacjentek, rodzacych przed 30 tygodniem cigzy prezentowalo bakteryjng
infekcje ptynu owodniowego (MIAC) lub bton ptodowych, w poréwnaniu do porodow

o czasie, gdzie obecno$¢ MIAC byta stwierdzana w mniej niz 30%°°.

Patomechanizm porodu przedwczesnego spowodowanego toczaca si¢ infekcja
w obrebie jamy macicy polega na oddziatywaniu produkowanych przez drobnoustroje
toksyn, enzymow proteolitycznych 1 kolagenolitycznych na receptory obecne w tozysku
1 migsnibwce macicy. Wigkszo$¢ bakterii oddzialuje na receptory obecne
wewnatrzmacicznie poprzez produkcje Egzotoksyny A2. Fosfolipaza A2 aktywuje szereg
prostaglandyn, powodujac tym samym powstanie czynnosci skurczowe] migsniowki
macicy®'. Jednak najwicksze znaczenie w patogenezie porodu przedwczesnego
ma uwalniany przez bakterie lipopolisacharyd (LPS), wykorzystywany do badan
jako izolowany czynnik zapoczatkowujacy pordd na kazdym etapie cigzy®*. LPS indukuje
pordd poprzez pobudzenie receptora TLR4 (ang: Toll-like receptor 4), powoduje
to pobudzenie szeregu komoérek odpornosciowych we krwi cigzarnej 1 tozysku,

odpowiedzialnych za powstanie reakcji zapalnej na granicy matczyno-ptodowej®’.

W  mechanizmie rozwoju reakcji zapalnej, bedacej przyczyna porodu
przedwczesnego znaczaca funkcje petnig cytokiny prozapalne. Cytokiny sa biatkami
oddzialujacymi na wzrost, proliferacj¢ 1 pobudzenie komoérek biorgcych udziat
w odpowiedzi immunologicznej, modulujac wybiorczo odpowiedz komodrkowa
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1 humoralng, wplywajac na funkcje pozostatych komoérek ustrojowych i1 wzajemnie
oddzialujac miedzy sobg i komoérkami docelowymi®*3>. Rézne cytokiny mogg dziataé
antagonistycznie, addycyjnie lub synergistycznie na te same procesy biologiczne.
Wigkszos¢ cytokin nie ma wplywu tylko 1 wylacznie na konkretny typ komorek,
lecz oddziatuje wielokierunkowo. Cytokiny wydzielane przez limfocyty okresla si¢
mianem limfokin, a uwalniane przez makrofagi nazywane s3 monokinami.
Ogolnie cytokiny zostalty zakwalifikowane do nastepujacych grup: interferony,
interleukiny, czynniki martwicy nowotworow, czynniki wzrostu oraz czynniki

chemotaktyczne (chemokiny)®3®.

W wyniku rozwijajacego si¢ stanu zapalnego wewngtrzmacicznie, cytokiny
wplywaja na wszystkie fazy odpowiedzi immunologicznej. Rdézne cytokiny dziatajg
na proliferacje, roznicowanie 1 aktywacje limfocytow, monocytow, makrofagdw
1 granulocytow. Cytokiny wpltywaja na komorki docelowe przez oddziatywanie
na specyficzne receptory. Podczas zakazenia wewnatrzmacicznego dochodzi
do uwalniania przez komorki uktadu odpornosciowego licznych cytokin takich jak:
Czynnik martwicy nowotworéw (TNFa), Interleukina-1 (IL-1), Interleukina-6 (IL-6),
ktore stymuluja synteze prostaglandyn oraz uwalnianie = metaloproteinaz.
Powyzsze zmiany skutkujg rozwojem czynnosci skurczowej mig$niowki macicy,
rozwojem zapalenia bton ptodowych i1 peknigcia pecherza ptodowego, przebudowe

kolagenu szyjki macicy i przygotowanie jej do porodu?®.

Wystapienie krwawienia na ktorymkolwiek etapie cigzy predysponuje
do rozwinigcia zakazenia w obrebie jamy macicy. Przyczyng tego zjawiska moze by¢
wstepujace dostanie si¢ mikroorganizmow do jamy macicy®’. Rozwijajace si¢ zakazenie
moze spowodowac powstanie czynnosci skurczowej macicy 1 przyspieszenie oddzielania
si¢ lozyska. Zmniejszenie zaopatrywania ptodu w utlenowang i bogatag w substancje
odzywcze krew powoduje pogorszenie dobrostanu ptodu i pobudzenie osi podwzgorze-
przysadka-nadnercza u ptodu i uwolnienie tozyskowego CRH, ktoéry dodatkowo pobudza

produkcje prostaglandyn i wywotanie czynno$ci skurczowe;j®’.

Przedwczesne odplynigcie ptynu owodniowego przed 37. tygodniem cigzy
(PPROM) powstaje w wyniku zapalenia wewngatrzmacicznego, jak 1 w przebiegu innych
mechanizmoéw. PPROM powstaje w wyniku zakazenia pecherza ptodowego,

a takze do =zakazenia moze dojs¢ w wyniku peknigcia pecherza plodowego
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1 wprowadzenia infekcji wstepujaco do jamy macicy. Istotne znaczenie
w tym patomechanizmie porodu przedwczesnego peini obecnos$¢ bakteriozy pochwy,
badz jej bezobjawowa kolonizacja przez bakterie: Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma

hominis i Chlamydia trachomatis®*'-*8.

Infekcja wewnatrzmaciczna moze czgsto rozwija¢ si¢ wewngtrzmacicznie
przez dtuzszy czas bez manifestacji objawow klinicznych do czasu rozwinigcia czynnosci
skurczowe] migsniowki macicy lub PPROM. Wczesna identyfikacja toczacego sig
procesu zapalnego wydaje si¢ by¢ znaczaca, stwarzajac szans¢ na odpowiednig opieke
1 mozliwo$¢ zastosowania leczenia, zapobiegajacego  wystgpienie  porodu
przedwczesnego. Rozwoj technik badawczych w dziedzinie biologii molekularnej
umozliwia coraz doktadniejsze poznanie gendéw i biatek, bedacych punktami uchwytu
licznych  mechanizmoéw  zachodzacych  wewnatrzmacicznie.  Poznanie  tych

patomechanizméw umozliwia ich praktyczne wykorzystanie w praktyce klinicznej®’.

5.5 KONSEKWENCJE PORODU PRZEDWCZESNEGO
Pomimo rzadkiego wystepowania porodu przedwczesnego w populacji ma on

istotny wplyw na chorobowos$¢ 1 umieralno$¢ noworodkéw. Ponad 95% patologii
stanowigcych  chorobowo$¢ pacjentow  neonatologicznych  wynika  wlasnie

z wystepowania przedwczesnego ukonczenia cigzy*.

Noworodek jest nazywany wczesniakiem z powodu porodu majgcego miejsce
przed ukonczeniem 37 tygodnia cigzy'™. Wczesniactwo dzieli sie ze wzgledu na ciezko$é

powiktan z nim zwigzanych, wynikajacych z dtugosci trwania cigzy.

Przedwczesne urodzenie wigze si¢ z nieodpowiednio krotkim czasem rozwoju
ptodu w obrebie jamy macicy. Po wydostaniu si¢ na §wiat, nowonarodzone dziecko musi
dostosowa¢ si¢ do nowych warunkéw $rodowiska, co jest niezwykle trudne
przy niedostatecznym funkcjonowaniu prawie wszystkich narzadow i ukladow®.
Nieodpowiednie przystosowywanie noworodka prowadzi do szeregu nieprawidtowosci.
Do najczgstszych zaburzen przystosowania nowonarodzonego dziecka naleza

nastepujace powiktania porodu przedwczesnego:

e Zaburzenia funkcjonowania ukladu oddechowego wystepuja

pod postacia:
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Zespol zaburzen oddychania noworodka (RDS) inaczej zwana
chorobg bton szklistych jest najczestszym powiktaniem
okotoporodowym  wystepujacym u dzieci przedwczesnie
urodzonych. Wedlug niektorych zrédet dotyczy nawet
93% noworodkow z bardzo niskg masg urodzeniowg’**!.

Pluca ptodu nie pelnig swojej funkcji 1 wypelnione sg ptynem,
az do momentu porodu. Okoto 20. tygodnia cigzy zaczyna
by¢ wytwarzany S$rodek powierzchniowo czynny zwany
surfaktantem, w celu przygotowania tkanki ptucnej do pelnienia
jej funkcji poporodowo®?. Surfaktant zmniejsza napiecie
powierzchniowe pecherzykow ptucnych, utatwiajac w ten sposob
ich rozbudowg¢ 1 zmniejsza prawdopodobienstwo powstania
niedodmy pecherzykowej. Patomechanizm zespotu zaburzen
oddychania noworodka wynika z niedostatecznego rozwoju
uktadu oddechowego spowodowang gléwnie brakiem surfaktantu
w obrebie pecherzykow plucnych. Rzadkie zespoly genetyczne
moga przyczynia¢ si¢ do ubytku surfaktantu w obrebie
pecherzykow  plucnych, lecz  najczestsza  przyczyng
niewystarczajacego dzialania tej substancji jest urodzenie sig¢
przedwczesnie  dziecka. U noworodkow  urodzonych
przedwczesnie dochodzi zard6wno do niewystarczajacej produkcji
surfaktantu, jak 1 nieprawidlowe; budowy produkowanej
substancji’!. Pomimo niewystarczajgcego dziatania surfaktantu
u noworodkéw urodzonych przedwczesnie istniejg przestanki
co do obecnosci rekcji zapalnej 1 nagromadzenia si¢ neutrofili
w obrebie migzszu phluc 1 nastepujacego w wyniku tego
uszkodzenia pluc’. Oprécz tego, jak wspomniano powyzej,
niedobor surfaktantu powoduje niedodme pecherzykow plucnych
1 moze prowadzi¢ do uszkodzenia nabtonka oddechowego
1 §rédblonka naczyn wiosowatych, czego skutkiem jest powstanie
odpowiedzi zapalnej zaleznej od dziatania cytokin®*7. Zapalenie
1 uszkodzenie ptuc mogag z kolei prowadzi¢ do gromadzenia si¢
bogato-biatkowego  plynu, ktory moze  dezaktywowac

wydzielajacy si¢ do pecherzykow plucnych surfaktant,
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a tym samym poglgbia¢ niedobdr $rodka powierzchniowo
czynnego’®. W wyniku powstatego stanu zapalnego, uszkodzenia
pecherzykow plucnych 1 zaburzenia w obrebie redystrybucii
czynnikOw osmotycznie czynnych dochodzi do obrzeku migzszu
pluc. Glownym negatywnym skutkiem omawianych zmian
w obrebie tkanki ptucnej jest zmniejszona podatno$¢ i1 mata
objetos¢ ptuc (funkcjonalna pojemnos¢ resztkowa). Zmiany te sg
gtownie spowodowane niedodma, chociaz zard6wno obrzgk ptuc,
jak 1 zapalenie mogg przyczynia¢ si¢ do wystepowania
omawianego stanu. Wynikiem nieprawidlowosci w obrebie ptuc
jest zaburzenie wymiany gazowej zachodzacej w plucach
1 ogolnoustrojowa hipoksemia, mogaca prowadzi¢ do zgonu
noworodka. RDS jest wigc gltowng przyczyng chorobowosci
1 umieralnosci okotoporodowej noworodkéw urodzonych
przedwczesnie®!.

Dysplazja oskrzelowo-plucna (BDP), inaczej nazywana
przewlekla choroba pluc noworodkow (CLD) jest powiktaniem
zwigzanym gléwnie z koniecznoscig przewlektej tlenoterapii
powyzej 28 dnia zycia, przy obecno$ci charakterystycznego
obrazu w radiogramie ptuc®”. Powiklanie to dotyczy nie tylko
wczesniakow, ale wystepuje takze wsrod dzieci urodzonych
o czasie, gléwnie z wspotistniejacg przepukling przeponowa,
badz niedorozwojem ptuc o innej etiologii. Patogeneza jest
wieloczynnikowa 1 sklada si¢ na nig niedorozwdj uktadu
oddechowego 1 uszkodzenie komodrek uktadu oddechowego
przez czynniki dzialajace podczas zycia wewnatrzmacicznego
(wewnatrzmaciczne ograniczenie wzrastania, czy palenie w trakcie
cigzy przez cigzarng) lub okotoporodowo (poprzez wentylacje
mechaniczng, toksyczne dziatanie tlenu, infekcje ukladu
oddechowego 1 seps¢ wywotang gtéwnie przez bakterie z rodziny
Ureaplasma). Dysplazja  oskrzelowo-ptucna  wystepuje
wsréd noworodkow przedwcezesnie urodzonych z powodu
niedostatecznego rozwinigcia struktur wspierajacych drogi

oddechowe, niedobdr surfaktantu, zmniejszong podatnos¢
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otaczajacych tkanek, niedostatecznie rozwini¢te mechanizmy
przeciwutleniajgce i nieodpowiedni  klirens  plynow!%.
Niedojrzatos¢ uktadu oddechowego zwigksza ryzyko uszkodzen
uktadu oddechowego. Mechanizm powstania BDP mozna
podzieli¢ na nastepujace aspekty:

* Zmniejszone tworzenie przegrod pomiedzy pecherzykami
plucnymi 1 hipoplazja pecherzykow plucnych prowadza
do zmniejszenia liczby 1 zwigkszenia wielkosci
pecherzykow  plucnych.  Proces ten  prowadzi
do zmniejszenia powierzchni wymiany gazowe;.

= Powstawanie nieprawidlowych naczyn wlosowatych
pecherzykow ptucnych i1 pogrubienie warstwy migsniowej
tetniczek plucnych powoduje wzrost oporu plucnego.
Nieprawidlowa neowaskularyzacja prowadzi do rozwoju
nadci$nienia plucnego 1 prowadzi konsekwentnie
do zwiegkszonej umieralnosci dzieci dotknigtych BDP!'?!,

= Zwigkszenie elastycznosci tkanek 1  pogrubienie
srodmigzszu pluc zaktocajg tworzenie przegrod pomigdzy
pecherzykami ptucnymi 1 rozw6j naczyn witosowatych,
prowadzac do nieprawidtowego rozwoju tkanki ptucnej'%2.

Choroba dotyczy okoto 15-30% noworodkéw mechanicznie
wentylowanych przez okres ponad trzech tygodni'®,
Wystepowanie choroby jest odwrotnie proporcjonalne do wieku
cigzowego 1 masy urodzeniowe] noworodka 1 dotyczy
az 40% dzieci urodzonych przed 29 tygodniem cigzy i pozostaj¢
niezmienne od ponad 20 lat'%4!

Bezdech wczeSniakow dotyczy okolo jednej czwartej
wczesniakow.  Wystgpowanie omawianej patologii  dotyczy
przed wszystkim dzieci z ekstremalnie niskg masa urodzeniowg'%.
Patologia ta jest spowodowana niedojrzatym uktadem nerwowym
1 zwigzang z tym nieodpowiednig kontrolg czynno$ci ukiadu
oddechowego. Klinicznie istotne bezdechy noworodkéw trwaja
ponad 20 sekund lub gdy epizodom bezdechu towarzyszg objawy

hipoksemii z dodatkowg bradykardig'®.
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Rozlane krwawienie pecherzykowe czesto  wystepuje
wsrod dzieci urodzonych przedwczesnie 1 wigze  si¢
ze zwigkszonym odsetkiem umieralno$ci okotoporodowej
noworodkow. Patologia ta dotyczy od 0,5% do 9% przedwczesnie

urodzonych pacjentow!,

e Zaburzenia w obre¢bie ukladu sercowo-naczyniowego:

Przetrwaly przewod tetniczy (PDA) jest drugim co do czgstosci
powiktaniem wsrdd pacjentdéw urodzonych przedwczes$nie 1 moze
dotyczy¢ prawie potowy z nich®. Przewdd tetniczy w zyciu
ptodowym z powodu duzego oporu panujagcego w naczyniach
krazenia ptucnego, umozliwia przeptyw krwi z tetnicy ptucnej
do aorty. Po porodzie dochodzi do spadku oporu w naczyniach
plucnych, natomiast ci$nienie krwi w krazeniu duzym jest znacznie
wicksze od ciSnienia panujagcego w  tetnicy  plucne;.
W wyniku tego polaczenia dochodzi do przeptywu lewo-prawego
1 obcigzenia krazenia ptucnego przez zbyt wysokie cisnienie t¢tnicze
krwi 1 hipoperfuzje narzadow zaopatrywanych przez systemowy
obieg krwi. Konsekwencjami takiej nieprawidtowej redystrybucji
krwi w obrebie naczyn wychodzacych z serca sg odma plucna,
rozlane krwawienie pg¢cherzykowe, dysplazja oskrzelowo-plucna,
krwawienie = dokomorowe 1 martwicze zapalenie jelit.
Powiktania te sg zalezne od wielkos$ci przecieku, oraz odpowiedzi
phuc i serca na zaistniale obcigzenie!?’. Objawami okotoporodowymi
znacznego przeplywu krwi przez przewod tetniczy u noworodka
moze by¢ bezdech, niewydolno$¢ oddechowa lub/i niewydolnos¢
krazenia. Odma ptucna powstaje w wyniku nadmiernego cisnienia
panujacego w obrebie migzszu ptucnego i1 nadmiernej hiperfiltracji
ptynu  znajdujacego si¢ w obrgbie migzszu plucnego.
Powyzej  wymieniony  mechanizm  zachodzacych  zmian
w migzszu plucnym powodujacy jego uszkodzenie moze pzyczynié
si¢ do uszkodzenia naczyn krwionos$nych 1 by¢ konsekwencja

rozlanego krwawienia pecherzykowego. Dhugotrwajace obcigzenie
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krazenia ptucnego poporodowo, prowadzi do trwatej przebudowy
sciany naczyn, powodujac zmniejszenie elastycznosci 1 rozwoju
zar6wno nadci$nienia plucnego, jak 1 dysplazji pecherzykowo-
phucnej. Stale podwyzszone ci$nienie w sieci naczyn krwiono$nych
krazenia ptucnego powoduje nadmierne obcigzenie prawej komory
pompujacej krew do obiegu ptucnego 1 jej przerost. Konsekwencja
przerostu prawej komory jest zmniejszenie efektywnosci
jej kurczliwosci, prowadzacej do niewydolnosci migsnia

sercowego’®197,

Przyczyna pdznego (po 24. godzinach zycia)
krwawienia dokomorowego jest uszkodzenie naczyn w krazeniu
moézgowym spowodowanych niedokrwieniem 1 reperfuzjg tych
naczyn'®.  Nekrotyczne zapalenie jelit rOwniez wynika
z niedostatecznej perfuzji naczyn krazenia systemowego,
co skutkuje niedokrwieniem jelit.

Hipotensja wystepuje z powodu zmniejszonego wyrzutu krwi
na obwdd, spowodowanego przetrwatym przewodem tetniczym,
co powoduje niskie cisnienie krwi na obwodzie. Dodatkowym
czynnikiem majacym wptyw na hipotensje poporodowa wykazany
u ptodéw po chirurgicznej korekcji przewodu tetniczego jest
mniejsze stezenie kortykosteroidow u noworodkéw urodzonych
przedwczesnie. Przyczyng niskiego cisnienia krwi tgtniczej
po porodzie przedwczesnym wydaje si¢ by¢ niedostateczne
rozwiniecie  gruczotdéw  wydzielania  wewngtrznego!®-11,
Dodatkowo w etiopatogenezie hipotensji wczesniakow wydaje sie
mie¢ wplyw zmniejszone napigcie naczynh krwionos$nych,

wynikajace z ich niedostatecznego rozwoju!'?!13,

Hipotermia wsréd noworodkéw przedwcezesnie urodzonych wynika
z niekorzystnego stosunku powierzchni ciata do jego objetosci
1 niedojrzatych mechanizméw ochrony przed utratg ciepta z organizmu.
U dzieci przedwczesnie urodzonych wystepowanie hipotermii wigze si¢
ze zwigkszong umieralnos$cig noworodkow. Wsrdd dzieci, ktore przezyty

epizod hipotermii zdecydowanie czesciej wystgpowaly krwawienia
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dokomorowe, niewydolno$¢ oddechowa 1 rozlane krwawienie

dopecherzykowe! 4113,

Zaburzenia gospodarki weglowodanowej rowniez czgiciej
wystepuja wsréd noworodkéw urodzonych przedwczesnie. Przyczyng
tego jest niedojrzato$¢ trzustki jako nadrzednego gruczolu uktadu
wydzielania wewngtrznego, odpowiadajacego za regulacje poziomu
glukozy we krwi. Bezposrednig przyczyna hipoglikemii jest
hiperinsulinizm. Hiperglikemia wystepuje natomiast z powodu gorszej
odpowiedzi receptorow obwodowych na wzrastajace stezenie insuliny, a

takze niekompletne zahamowanie produkcji glukozy'!°.

Martwicze zapalenie jelit (NEC) jest czgstym zaburzeniem dzieci
przedwczesnie urodzonych. Az do 90% przypadkow NEC dotyczy
wcezesniakow. 2 do 10% noworodkéw przedwczesnie urodzonych i okoto
7% wsrdd pacjentdéw o urodzeniowej masie ciata ponizej 1500 g cierpi
na martwicze zapalenie jelit'>*!?!. Pomimo doniesien juz z 1965 roku
dotyczacych NEC, dotychczas nieznany jest doktadny patomechanizm
powstawania omawianego powiktania. Liczne obserwacje
wskazuja na wieloczynnikowy charakter tego zjawiska!?!l!?,
Wsérod zaobserwowanych patomechanizméw powstania martwiczego
zapalenia jelit nalezy wymieni¢: niedojrzalos¢ jelit, nieodpowiednig
kolonizacj¢ mikroflory bakteryjnej jelit, hipoperfuzj¢ 1 nastepujace
w jej wyniku niedotlenienie tkanki jelit. Podczas martwiczego zapalenia
jelit dochodzi w poczatkowej fazie do wspotwystepowania zapalenia jelit
1 niedokrwienia $ciany jelita. Zakres uszkodzenia moze wystepowac
wylacznie w obregbie btony §luzowej, ale tez moze rozprzestrzeniaé si¢
na calg grubo$¢ $ciany jelita 1 prowadzi¢ do perforacji przewodu
pokarmowego. Najczgsciej proces chorobowy dotyczy koncowej czesci
jelita kretego 1 okreznicy, aczkolwiek martwicze zapalenie jelit moze
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wystapi¢ na kazdym odcinku przewodu pokarmowego'=*. Wystepowanie

NEC znaczaco zwigksza umieralno$¢ okotoporodowa dzieci, a wsrod
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ozdrowiencOw po przebytym martwiczym zapaleniu jelit wystepuje

takze zwigkszone ryzyko zaburzen rozwoju uktadu nerwowego.

Zakazenie ukladu krwionosnego (sepsa) o péznym poczatku
czesto wystepuje wsrod noworodkdéw urodzonych przedwczesnie, a szczyt
zachorowania przypada na trzeci dzieh zycia. W jednym
z przeprowadzonych dotychczas badan Stoll 1 wsp. wykazali
na 6215 noworodkach, ze az do 21% dzieci przedwcze$nie urodzonych
wykazywalo objawy bakteriemii'?*. Wystepowanie sepsy u noworodkow
wiaze si¢ z gorszym rokowaniem w postaci wystepowania koniecznosci
przedtuzonej intubacji, dysplazji oskrzelowo-ptucnej, przedtuzone;j
obecnos$ci cewnikow wewnatrznaczyniowych, PDA, NEC 1 zwigkszenie
zwigzane] z wystgpowanie powyzszych powiktan $miertelnosci

okotoporodowe;j!?4123,

Retinopatia wczeSniakow (ROP) dotyczy okoto 20% dzieci
urodzonych przed 37. tygodniem cigzy'?®. Jest zaburzeniem rozwoju
proliferacji naczyn i1 rozwija si¢ w niedojrzalej siatkowce. Fizjologicznie
proces rozwoju naczyn krwiono$nych w siatkdéwce ptodu rozpoczyna si¢
okoto 15 - 18 tygodnia cigzy'?’. W trakcie tego procesu dochodzi
do proliferacji naczyn z okolicy plamki §lepej, czyli miejsca ujscia nerwu
wzrokowego 1 neowaskularyzacji do obwodowych czgsci siatkdwki.
Zakonczenie tego procesu wystepuje okoto 36. - 40. tygodnia cigzy, i jest
uzaleznione od wielu czynnikow osobniczych!?’. Patologiczny rozwoj
naczyn krwionosnych siatkowki zachodzi w dwodch etapach. Poczatkowo
dochodzi do uszkodzenia naczyh poprzez hipoperfuzje spowodowang
hipotensja, niedotlenieniem 1 wtdérng reperfuzje. Nieprawidtowo powstate
naczynia wykazuja wigksza przepuszczalnos¢ w  porOwnaniu
do prawidtowych naczyn. Skutkiem tego procesu sg krwawienia
do siatkéwki 1 jej obrzgk. Zwldknienia powstale w nieprawidtowych
naczyniach, powoduja zmniejszenie ich S$rednicy lub nawet skurcz
omawianych naczyn. Patologiczne naczynia siatkéwki w ciezkich

przypadkach moga powodowaé jej deformacj¢ i1 nawet odwarstwienie
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siatkowki. Na szczg$cie ciezkie przypadki retinopatii wczesniakow
zdarzaja sie¢ bardzo rzadko (w mniej niz 5% wczeSniakow!?®)
1 ROP zazwyczaj przebiega tagodnie, ustgpujac catkowicie bez leczenia

i znaczgcych ubytkow siatkowki'?’.

Krwawienia dokomorowe (IVH) jest to wynaczynienie si¢ krwi
do systemu komorowego wystepujace u noworodkow w silnie
unaczynionym, lecz niedojrzatym i bardzo kruchym miejscu zwanym
macierzystg strefg rozrodczg (ang. Germinal Matrix, GM)!?4128, Struktura
ta znajduje sic pod wyscidtka komor!?. Powiklanie to dotyczy nawet
do 15% wczesniakow o bardzo niskiej masie urodzeniowej, w literaturze
wystepuja doniesienia o krwawieniu dokomorowym u dzieci
donoszonych, lecz zjawisko to wystepuje wyjatkowo rzadko!?®130,
Wigkszos¢ przypadkdw wystepowania krwawienia dokomorowego
wystepuje  w  krotkim  okresie  okoloporodowym, zazwyczaj

124

okoto 3 - 4 dnia zycia dziecka'**. Ci¢zko$¢ nasilenia krwawienia

dokomorowego jest mierzona przy pomocy USG w 4-stopniowej

klasyfikacji wedtug Papile’a'3!:

— Stopien I: krwawienie ogranicza si¢ do strefy macierzystej,
lokalizuje si¢ podwysciotkowo,

— Stopien II: krwawienie przebija si¢ do S$wiatta komor,
ale nie powoduje ich poszerzenia,

— Stopien III: krwawienie wigze si¢ z powstaniem skrzeplin
poszerzajacych §wiatlo komor,

— Stopien IV: krwawienie dotyczy zaréwno komoér bocznych,

jak 1 migzszu mozgu.

Stopien nasilenia krwawienia dokomorowego u wcze$niakow jest
odwrotnie proporcjonalny do urodzeniowej masy ciata, ktora jest
bezposrednio zwigzana z dilugoScig trwania cigzy'?*. Nastepstwem
krwawienia dokomorowego moze byC¢ bezposrednie, strukturalne,
permanentne uszkodzenie moézgowia, badz bezposrednie uszkodzenie

mozgowia spowodowane jego obrzekiem. Wyzej opisany stan pacjenta
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moze doprowadzi¢ do mozgowego porazenia dziecigcego, badz zgonu

okotoporodowego noworodka.

Leukomalacja okolokomorowa (PVL) jest =zaburzeniem
intensywnosci sygnatu lub echogenicznosci istoty biatej okotokomorowe;,
zardbwno w postaci torbielowatej, jak i nietorbielowatej przy badaniu USG
lub MRI'*. Przyczyng powstania wymienionych nieprawidtowosci
w obrgbie osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) jest duza wrazliwos¢
istoty bialej okolokomorowej na uszkodzenia zwigzane z zaburzeniami
perfuzji. W istocie szarej okotokomorowej dochodzi do zmian
niedokrwiennych, bedacych prawdopodobng przyczyng symptomatologii
omawianego powiklania porodu przedwczesnego. Ponadto w wyniku
niedojrzatosci osrodkowego uktadu nerwowego niemozliwa jest peina
kontrola samoregulacji przeptywu krwi przez poszczegdlne struktury
OUN'33,  Leukomalacja okolokomorowa wystepuje u 7% dzieci
urodzonych przedwczes$nie 1 koreluje odwrotnie z zaawansowaniem wieku
cigzowego. PVL dotyczy okoto 30% noworodkow urodzonych przed 32.
tygodniem cigzy i1 az 40% pacjentow urodzonych przed 28. tygodniem
cigzy'3*. Leukomalacji okotokomorowej moga towarzyszy¢ rozne ubytki
neuronalne w 60 - 100%, wystepujace pod postaciag mdézgowego porazenia

dzieciecego!*.

Mozgowe porazenie dziecigce (CP) jest to grupa zaburzen
funkcjonowania osrodkowego uktadu nerwowego. Na spektrum zaburzen
mozgowego porazenia dzieciecego sklada sie uposledzony rozwoj
czynnosci motorycznych, gorsza percepcja bodzcow pod postaciag
zaburzen narzadu wzroku i1 stuchu, utrudnionym formowaniem mysli,
co przeklada si¢ na trudnosci w nauce. Ubytki neurologiczne raz
zaobserwowane u noworodka lub rozpoznane na pdZniejszym etapie
rozwoju nie postepuja w trakcie rozwoju dziecka, utrzymujac si¢ na stalym
poziomie. Omawiane zaburzenie jest najczestszym powodem
niepelnosprawnosci ruchowej u dzieci’®. Mozgowe porazenie dzieciece
wystepuje z czestoscig od 1,5 do 3 przypadkéw na 1000 urodzen!3-138

1 pojawia si¢ az czterdziesci razy czesciej u wczesniakow w poréwnaniu
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do dzieci urodzonych o czasie’® i wynosi okoto 5 - 15% wsrdd dzieci
0 bardzo matlej masie urodzeniowej (<1500g)'*8. Mozgowe porazenie
dziecigce czgsto wspotwystepuje z innymi powiklaniami porodu
przedwczesnego, takimi jak: Leukomalacja okotokomorowa, RDS, IVH,
NEC czy BDP. Logicznym wydaje si¢ zwigzek przyczynowo skutkowy
uszkodzenia osrodkowego uktadu nerwowego i wystepowanie ubytku
w jego funkcjonowaniu, natomiast patogeneza modzgowego porazenia
dzieciecego wydaje si¢ mie¢ skomplikowany 1 wieloczynnikowy
charakter. Z tego powodu unika si¢ wigzania osobno ktéregokolwiek
z wymienionych powiktan porodu przedwczesnego z wystepowaniem

mozgowego porazenia dziecigcego.

Smier¢ okoloporodowa noworodkow rozpoznajemy w przypadku
zgonu noworodka do 28. dnia od porodu. Przy czym wczesna $miec
noworodkowa wystepuje pomigdzy porodem a 7. dniem od porodu,
a pozna $Smier¢ noworodkowa jest rozpoznawana, jezeli do zgonu doszto
po tygodniu od urodzenia, ale przed 28. dniem od porodu*,
Wystepowanie okotoporodowej $mierci noworodkow moze by¢é
konsekwencjg wszystkich omawianych dotychczas powiktan porodu
przedwczesnego, natomiast najwickszym predyktorem wystgpienia tego
powiktania jest dlugo$¢ trwania cigzy i1 masa urodzeniowa noworodka.
Szacuje sig, iz ryzyko okotoporodowej $mierci noworodkow w zaleznosci
od wieku cigzowego wynosi®!'*:

- 0,18% w 40 tygodniu cigzy;

- 0,24% pomiedzy 37. 1 39. tygodniem cigzy;

— 0,7% pomigdzy 34. 1 36. tygodniem cigzy;

— 1,6% pomigdzy 32. 1 33. tygodniem cigzy;

—  3,5% pomigdzy 28.131. tygodniem cigzy;

— 37,5% w ciagzach trwajacych krocej niz 28 tygodni.
Szacunkowa okotoporodowa $mier¢ noworodkow w  zaleznosci
od urodzeniowej masy ciala przedstawia si¢ nastgpujaco:

— 0,2% przy masie urodzeniowej ponad 2500g;

— 1% przy masie urodzeniowej pomiedzy 2000, a 2499¢g;
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— 0,7% przy masie urodzeniowej pomiedzy 1500, a 1999g;

— 4% przy masie urodzeniowej pomiedzy 1250, a 1499¢g;

- 6,2% przy masie urodzeniowej pomiedzy 1000, a 1249g;

- 12,5% przy masie urodzeniowej pomiedzy 750, a 999 g;

— 39,4% przy masie urodzeniowej pomiedzy 500, a 749 g;

—  85,3% przy masie urodzeniowej mniejszej niz 500 g.
Smier¢  okotoporodowa dzieci  wystepuje  znaczaco  czesciej
wsrod noworodkdéw przedwczesnie urodzonych 1 stanowi okoto

nawet 1/3 wcze$niakéw w USA 24,

Noworodek urodzony przedwczesnie ponosi niekorzystne konsekwencje
wynikajagce  z  niedostatecznej  dojrzatosci  wielu  narzadow 1 uktadow.
Pomimo tego negatywnego wplywu przedwczesnego porodu na chorobowos¢
1 $miertelno$¢ noworodkdéw, pordd przedwcezesny ma takze swoje negatywne skutki
na dobrostan matki nowonarodzonego dziecka w okresie okotoporodowym, a takze moze
mie¢ implikacje na dalsze zycie pacjentki. W wyniku naglych zmian st¢zen hormonow
1 uktadu kortykosteroidowego w organizmie kobiety okotoporodowo po fizjologiczne;j
cigzy 1 fizjologicznym porodzie rozpoznawane sg czesto zaburzenia nastroju okreslane
w literaturze anglojezycznej ,baby blues”'4%-144  Konieczno$¢ roztgki matki
z noworodkiem powoduje dodatkowo poglebienie ztego samopoczucia,
natomiast koniecznos$¢ hospitalizacji nowonarodzonego dziecka na oddziale intensywnej
terapii z powodu powiktan wczesniactwa z pewnoscig moze tez wywolywac ekstremalny
stres u pacjentki. Nakladajace si¢ na ten obraz kliniczny zagrozenie utraty diugo
wyczekiwanego potomka moze spowodowac poglebienie zlego stanu psychicznego
matki. Baby blues, nazywany fizjologicznym zaburzeniem okotoporodowym trwa
nie dluzej niz 14 dni po porodzie'**-'44 Wymienione czynniki majg niewatpliwie
negatywny wplyw na pogorszenie stanu psychicznego matki 1 przedtuzenie si¢ okresu
zaburzen nastroju, co skutkuje koniecznoscig rozpoznania u matki depresji

poporodowe;j!40-144,

Dodatkowym czynnikiem majagcym bardzo duzy wplyw
na wystgpowanie i nasilenie depresji poporodowej jest obecnos¢ depresji w trakcie cigzy,
ktorej czestos¢ w trakcie cigzy wynosi okoto 10 - 25%31145:146 Pacientki z zagrazajagcym
porodem przedwczesnym bardzo czg¢sto odczuwaja lek przed wystgpieniem porodu
przedwczesnego, a stan taki predysponuje do wystapienia depresji w cigzy 1 w zwigzku

z tym depresji poporodowej. Co ciekawe, jednym z najczestszych powiktan lgku
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i depresji w trakcie cigzy jest urodzenie ptodu przedwczesnie !4

, CO tworzy swojego
rodzaju zamkniety, samonapedzajacy si¢ krag wspotzaleznosci wystgpowania lgku
1 depresji w cigzy 1 porodu przedwczesnego. Bardzo istotnym czynnikiem protekcyjnym
w tym okresie jest wsparcie partnera, badz osoby bliskiej pacjentki, a takze odpowiednie
podejécie klinicysty, ktory powinien by¢ czujny 1 nie zwleka¢ z wdrozeniem

odpowiedniego leczenia®'»>147,

5.6 ROLA SYSTEMU ENDOKANABINOIDOWEGO W ORGANIZMIE

LUDZKIM
W latach 40-tych XX-tego wieku Wollner 1 wsp. wyizolowata z roslin nowe

biologicznie czynne zwigzki organiczne!*®!%° Interesujace jest, ze aktywny sktadnik
marihuany THC (trans A°-tetrahydrokannabinol) zostat odkryty dopiero w 1964 roku
przez Gaoni and Mechoulam'>’. Poczatkowo sadzono, iz dziatanie odkrytych zwigzkow
polega na uszkadzaniu blony komorkowej ze wzgledu na hydrofobowy charakter.
Mechanizm ten zostal zdementowany odkryciem 1 sklonowaniem pierwszego receptora

kanabinoidowego w 1990 roku!s!:152

. Drugi receptor kanabinoidowy CB2 zostat odkryty
wkrétce po CB1 w 1993 roku'*3. Odkrycie endogennych ligandow receptoréw CB 11 2
nastgpilo w latach 1992 i 199534155 Rozwdj badan immunologicznych w ostatnim
dziesigcioleciu umozliwit doktadniejsza oceng ekspresji wielu gendéw 1 mechanizmow
biochemicznych obecnych w organizmie ludzkim, w tym skladajacych si¢

na uktad endokanabinoidowy (ECS).

ECS jest jednym z wielu sposobow regulacji homeostazy organizmu. Ekspres;ji
receptorow CB1 i CB2 doszukano si¢ w prawie kazdej komorce ciata ludzkiego.
Mechanizm dziatania ECS sktada si¢ na system endogennych ligandéw, receptorow
transbtonowych, dziatajacych za posrednictwem biatka G 1 enzymoéw, ktore powstajg
po pobudzeniu receptora przez odpowiednie ligandy. Do endogennych ligandoéw
receptorow kanabinoidowych zalicza si¢ AEA (anandamid / arachidynoylo etanoamid)
i 2-AG (2-arachidynylo glicerol)'>®. Sg to eikosanoidy wytwarzane przez komorki ciata

ludzkiego z kwasu arachidonowego.

Receptory kanabinoidowe naleza do klasy A rodziny receptorow dziatajacych
za posrednictwem biatka G (GPCR). Pobudzenie wymienionego kompleksu zachodzi

za posrednictwem [-arestyn. Receptor CB1, kodowany przez gen CNR! ulega ekspresji
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w niemalze kazdej komoérce ludzkiego ciata, natomiast najwigksza ekspresje wykazano

w osrodkowym uktadzie nerwowym!>’.

Receptor CB2 sktada si¢ z 44% tych samych aminokwasoéw co receptor CB1.
Sekwencja aminokwasowa receptora CB2 jest z kolei mniej konserwatywna u gatunkow
ludzi i gryzoni w porownaniu do sekwencji aminokwasowe] receptora CB1!%8-160,
Receptor kannabinoidowy CB2 ulega gléwnie ekspresji w obrebie komorek uktadu
odpornosciowego, a selektywna modulacja pobudzenia receptora CB2 wywiera efekt
przeciwbolowy bez komponenty psychoaktywnej obecnej podczas pobudzenia CBI.
Zjawisko to ma potencjat terapeutyczny w chorobach zapalnych, zwtoknieniowych

i neurodegeneracyjnych!6%16!,

Egzogenne kanabinoidy wyizolowane z r6znych rodzajow konopii indyjskiej byty
stosowane w poszczegOlnych kulturach, od wiekéw wykorzystujac ich efekt
terapeutyczny. Rozw0dj nowoczesnych metod biochemicznych umozliwit ekstrakcje
bardziej selektywnych syntetycznych zwigzkow majacych wplyw na receptory
kanabinoidowe'®?.  Selektywni agonisci receptorow CB1 wykazuja potencjat
przeciwbolowy 1 przeciwzapalny w terapii stwardnienia rozsianego, chorob
neurodegeneracyjnych 1 innych zaburzen przebiegajacych z rozwinigciem nadmiernego
stanu zapalnego. Przez pewien czas zarejestrowany byt przez European Medical Agency
agonista receptora CBI1 rimonabant (SR141716) w leczeniu otyltosci, lecz zostat
wycofany ze wzgledu na obecno$¢ dziatan niepozadanych na osrodkowy uktad nerwowy

pod postacig zwickszania niepokoju, depresji i wywolywanie my$li samobdjczych!™’.

Receptory kanabinoidowe zostaly wykryte w obrebie migéni szkieletowych
porzecznie prazkowanych'®® i w miesnidwee gladkiej'®. Pobudzenie receptoréw CB
w omawianych strukturach prowadzilo do relaksacji wyzej wymienionych tkanek,
a mniejsza ekspresja receptorow kanabinoidowych 1 z tym zwigzane mniejsze
oddziatywanie endogennych kanabinoidéw prowadzitlo do nadmiernej kurczliwo$ci
mig$ni. Podobne dziatanie ECS zaobserwowano w obrebie mig$nidowki macicy

nieciezarnej, jak i ciezarnej u gryzoni i u ludzi w tkance objetej endometriozg!6>-168,

Pobudzenie receptoréw kanabinoidowych CB1 1 CB2 bierze takze udziat
w nastgpujacych procesach: plastycznos$ci neurondw, powstawania bolu, leku, zapalenia
1 neuro-zapalenia, modulacji ukladu immunologicznego, regulacji metabolizmu,

czy wzrostu kosci'>®,
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Liczne badania oceniajace odsetek cigzarnych stosujgcych substancje zawierajace
THC 1 jego pochodne stale ro$nie na przestrzeni lat. Jarlenski 1 wsp. zaobserwowali
wzrost stosowania marihuany 1 jej pochodnych w$rdd kobiet z populacji amerykanskiej
z ok. 5% w 2005 do prawie 20% w 2015'%°. Young-Wolff i wsp. w swoim badaniu
oceniali wzrost stosowania THC zaréwno przed cigza jak 1 w cigzy. Od 2009 do 2017
stosowanie THC przed cigzg wzrosto z niecatych 7% do prawie 13%, a w trakcie cigzy
z 2% do prawie 4%, wykazujac dwukrotny wzrost stosowania THC wsrod kobiet!”’.
Jeszcze w innym badaniu przeprowadzanym przez Volkowa 1 wsp.
pomiedzy 2002 1 2017 rokiem, uzycie kanabinoidow wzrosto z 3% do 7.0%
wsrdéd ciezarnych, z czego az 12% badanych cigezarnych stosowata kanabinoidy

w pierwszym trymestrze cigzy'’!.

W badaniu obserwacyjnym, przeprowadzonym na populacji kanadyjskich
pacjentek cigzarnych przyjmujacych rekreacyjnie kanabinoidy egzogenne w trakcie
trwania cigzy, Corsi i wsp. wykazali zwigkszenie wystepowania porodu przedwczesnego
zwigzanego ze stosowaniem egzogennych kanabinoidow!’?. Z kolei w doniesieniach
od van Gelder 1 wsp. 1 Fergusson 1 wsp. stosowanie kanabinoidow w trakcie cigzy

nie wigzalo si¢ z matg masg urodzeniowg badz porodem przedwczesnym!7>!74,

Heterogenne wyniki przeprowadzonych prac nad wplywem egzogennych
kanabinoidow na dlugo$¢ trwania cigzy 1 wystepowanie powiktan zwigzanych
ze stosowaniem pochodnych THC pozwalajg wysnu¢ wnioski o nieznaczacym wplywie
stosowania egzogennych ligandow receptoréw kanabinoidowych. Brakuje natomiast
systematycznych przegladow literatury 1 metaanaliz w literaturze, poroéwnujacych
warto$¢ poszczegdlnych badan oceniajacych wplyw kanabinoidow egzogennych
na przebieg cigzy, w wyniku czego wnioski ptynace z pojedynczych badan wydaja si¢
by¢ niemiarodajne. Nieistotnos¢ uzyskanych wynikow moze wynika¢ zardéwno
z plejotropowego dzialania zazywanych substancji, jak 1 z powstajacych watpliwosci
co do metodologii przeprowadzanych badan. Mianowicie w zadnym z cytowanych
artykutow oceniajacych wystepowanie powiklan cigzy zwigzanych ze stosowaniem
substancji majacych wpltyw na pobudzenie receptoréw kanabinoidowych badacze
nie mieli wplywu na sprawdzenie skladu uzywanych §rodkéw raportowanych
przez badane kobiety, a takze oceny iloSci 1 regularnosci przyjmowania marihuany
1jej pochodnych. Ciekawym i niezbadanym aspektem wydaje si¢ by¢ wptyw stosowania

egzogennych kanabinoidow na dzialanie endogennego systemu kanabinoidow,
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gdyz pobudzenie zewnatrzpochodnymi zwigzkami receptorow moze wplywac na szlaki
regulujace dziatanie tego systemu. Niewatpliwie dalsze badania w tym zakresie s3

niezbedne do zrozumienia tych mechanizmow.

6 CEL PRACY I UZASADNIENIE PODJECIA TEMATU

Celem pracy bylo zbadanie zalezno$ci pomigdzy ekspresja receptorow

kanabinoidowych w obrebie tozyska po porodzie, a problemem porodu przedwczesnego.
Cele szczegdtowe przeprowadzonego badania to:

e Zbadanie ekspresji receptorow CB1, CBla 1 CB2 w tozyskach u kobiet
po porodach.

e Zbadanie zalezno$ci pomigdzy ekspresja receptorow CB1, CBla 1 CB2
w tozyskach, a dtugos$cig trwania cigzy / wiekiem cigzowym w momencie porodu
1 wystgpieniem porodu przedwczesnego.

e Zbadanie zaleznosci ekspresji receptora CB1, CBla i CB2 w tozyskach,

a wystepowaniem wybranych powiklan w przebiegu cigzy.

7 MATERIAL

Badanie przeprowadzono na materiale wieloosrodkowym 150 kobiet rodzacych
w terminie od marca 2004 do grudnia 2012 roku, w Oddziale Potoznictwa
Wojewodzkiego Szpitala w Przemy$lu, Klinice Perinatologii Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku, oraz Klinice Poloznictwa Uniwersytetu Medycznego w Lublinie.
U 115 kobiet wystapit porod przedwcezesny i1 stanowity Grupe Badang, u 35 kobiet porod

odbyt si¢ w fizjologicznym terminie 1 okre$lono Je mianem Grupy Kontrolne;j.

Kryteria wlaczenia do grupy badanej byly nastepujace:

e Samoistne, spontaniczne zakonczenie cigzy 1 urodzenie dziecka pomig¢dzy
22. tygodniem 0 dni, a 36. tygodniem 6 dni cigzy.
e Pordd odbyty drogami natury lub cigciem cesarskim z naglych wskazan

srodporodowych.
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e Kryteria wylgczenia z grupy badane;:
e (Cigza mnoga,
e Obecnos¢ powiktan cigzy, takich jak:
— niedokrwisto$¢ w cigzy wymagajgca leczenia preparatami zelaza,
— cholestaza cigzarnych,
— zespot HELLP,
— ostre stluszczenie watroby cigzarnych,
— chordb przewlektych nerek,
— niedoboroéw odpornosci,
— chordb autoimmunologicznych,
— tozysk przodujacych,
— FGRiSGA,
— malowodzie,
— wielowodzie.
e Porody z cigz uzyskanych w wyniku in vitro
—  Wykrycie u ptodow nastepujacych nieprawidtowosci:
— wady anatomiczne lub dysmorfie ptodu,
— aberracje chromosomowe 1 zespoly genetyczne rozpoznane perinatalnie,

— zgon wewnatrzmaciczny ptodu.

Kryteria wlaczenia do grupy kontrolnej byty nast¢pujace:

e Samoistne, spontaniczne zakonczenie cigzy 1 urodzenie dziecka pomig¢dzy
37. tygodniem 0 dni, a 40. tygodniem 6 dni cigzy.
e Pordd odbyty drogami natury lub cigciem cesarskim z naglych

wskazan §rodporodowych.

Kryteria wylaczenia z grupy kontrolne;j:

e (Cigza mnoga,

e Obecnos¢ powiktan cigzy, takich jak:
— niedokrwisto$¢ w cigzy wymagajaca leczenia preparatami zelaza,
— cholestaza cigzarnych,

— zespot HELLP,
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— ostre stluszczenie watroby ci¢zarnych,
— chordb przewlektych nerek,
— niedoboroéw odpornosci,
— chordb autoimmunologicznych,
— tozysk przodujacych,
— FGR i SGA,
— malowodzie,
— wielowodzie.
e Porody z cigz uzyskanych w wyniku in vitro
— wykrycie u ptodéw nastepujacych nieprawidlowosci:
— wady anatomiczne lub dysmorfie ptodu,
— aberracje chromosomowe 1 zespoly genetyczne rozpoznane perinatalnie,

— zgon wewnatrzmaciczny ptodu.

Wszystkie pacjentki zostaly wyczerpujaco poinformowane o celu i przebiegu
badania oraz wyrazily zgod¢ na udziat w badaniu. Przed przeprowadzeniem badania
uzyskano zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Rzeszowskiego (Nr. 90/B/2016 oraz
Nr. 5/10/2020).

8 METODYKA

W grupie badanej oraz grupie kontrolnej oceniono: wiek matek w chwili porodu,
stan socjo-ekonomiczny pacjentek, temperatura ciata przy przyjeciu, tetno matki,
cisnienie tetnicze ci¢zarnej, wzrost matki, mase ciata sprzed cigzy 1 w chwili

hospitalizacji, na podstawie ktorych wyliczono odpowiednie BMI.

Oceniane parametry noworodkowe: FHR przy przyjeciu do szpitala,
pte¢ urodzonego dziecka oraz mas¢ urodzeniowa noworodka. Na potrzeby oceny
przesztosci potozniczej pacjentek uzyskano informacj¢ na temat: liczby cigz 1 poronien,
liczby porodéw o czasie zakonczonych zaréwno CC jak i PSN, liczby porodow
przedwczesnych zakonczonych zaré6wno CC jak 1 PSN, dlugosci trwania cigzy
do momentu porodu. Wsrod badanej populacji oceniono wybrane choroby przewlekte
wystepujace przed cigza 1 takie, ktoére po raz pierwszy rozpoznano w cigzy. Wywiad

w kierunku stosowania uzywek takich jak alkohol, nikotyna czy inne nielegalne $rodki
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odurzajace zostat przeprowadzony w odniesieniu do czasu sprzed cigzy, jak 1 w tracie
cigzy.

Cigza obumarta w wywiadzie inaczej zwana wewnatrzmacicznym obumarciem
ptodu byla definiowana jako zgon wewnatrzmaciczny ptodu, ktory nastapit
przed opuszczeniem przez pitdd drog rodnych kobiety po ukonczeniu 22. tygodnia
cigzy'#, aczkolwiek wiele doniesien z krajow anglojezycznych stawia granice pomigdzy
poronieniem a obumarciem wewnatrzmacicznym ptodu na 24. tygodnie cigzy> .
Kontrowersje te wynikaja z niskiej przezywalnosci noworodkéw urodzonych

z tak wczesnych cigz.

Zakazenie uktadu moczowego byto rozpoznawane wsroéd badanych pacjentek
na podstawie zglaszanych objawoéw klinicznych (dysuria, podwyzszona temperatura
ciata, objawy ostrego odmiedniczkowego zapalenia nerek (OOZN)) 1 wynikéw badan
laboratoryjnych (posiew moczu, badanie ogdlne moczu, badanie wyktadnikéw stanu
zapalnego, takich jak leukocytoza 1 stezenie biatka C-reaktywnego). Rozpoznanie

stawiane byto na podstawie wykrycia w posiewie moczu znamiennej bakteriurii'’>!76:

e >10° CFU*/ml u kobiety z objawami zapalenia pecherza moczowego
w prébce moczu ze srodkowego strumienia

e >10* CFU*/ml u kobiety z objawami OOZN w probce moczu
ze srodkowego strumienia

e >10° CFU*/ml w przypadku powiklanego ZUM w probce moczu
ze srodkowego strumienia

e >10> CFU*/ml w probce moczu pobranej poprzez jednorazowe
wprowadzenie cewnika do pecherza moczowego

e >10° CFU*/ml w probce moczu ze S$rodkowego strumienia

u bezobjawowej pacjentki
*CFU - jednostek tworzacych kolonie.

Bakteryjng waginoze pochwy rozpoznawano u pacjentek na podstawie kryteriow

Amsela przy wystgpowaniu 3 z 4 nastgpujacych objawow! 17

e rzadka, bialawa, jednorodna wydzielina z pochwy;
e komorki typu clue cells w obrazie mikroskopowym;

e pH wydzieliny pochwowej >4,5;
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e wydzielajacy si¢ rybi zapach po dodaniu 10% roztworu KOH do prébki

zawierajace] wydzieling z pochwy.

Krwawienie w trakcie cigzy bylo rozpoznawane jako utrata jakiejkolwiek ilosci

krwi zglaszanej przez pacjentke na ktorymkolwiek z etapow cigzy.

Nadci$nienie tetnicze w cigzy (PH) bylo rozpoznawane zgodnie
ze stanowiskiem Polskiego Towarzystwa Nadcisnienia Tgtniczego, Polskiego
Towarzystwa Kardiologicznego oraz Polskiego Towarzystwa Ginekologoéw 1 Potoznikow
u pacjentek, ktore w 2 z 3 pomiardow cisnienia tetniczego (przy odrzuceniu pierwszego
pomiaru) wykazato wartosci >140/90 mmHg i1 bylo stwierdzane po raz pierwszy
po 20 tygodniu cigzy bez towarzyszacego biatkomoczu. Dodatkowe wystapienie
biatkomoczu (>0,3 g biatkka w 24 godzinnej zbidrce moczu Ilub wskaznik

biatko/kreatynina >0,3) powodowato rozpoznanie stanu przedrzucawkowego (PE)!80.

Na zespot HELLP sktadaty si¢ nastepujace objawy: niedokrwisto$¢ hemolityczna
(LDH > 600 IU/1 1/lub bilirubina we krwi > 1,2 mg%), podwyzszenie enzymow
watrobowych  (AspAT > 70 IU/l) 1 maloptytkowos¢ (<100 000/ml).
Przy czym wystgpowanie nadcisnienia tg¢tniczego nie bylo warunkiem koniecznym

do rozpoznania zespotu HELLP'80,

Cukrzyce ciezarnych (GDM) rozpoznawano zgodnie z wytycznymi Polskiego
Towarzystwa Ginekologdéw 1 Poloznikoéw, Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego

i Zaleceniami WHO!"8!-1% y pacjentek spetiajacych >1 z nastepujacych kryteriow:

e zmierzona glikemia na czczo wynosita w przedziale od 5,1 do 6,9 mmol/l
(92 - 125 mg/dl);

e zmierzona glikemia w pierwsze] godzinie po doustnym obcigzeniu
75 g glukozy (test OGTT) wynosita >10 mmol/l (180 mg/dl);

e zmierzona glikemia w drugiej godzinie po doustnym obcigzeniu
75 g glukozy (test OGTT) wynosita od 8,5 do 11,0 mmol/l
(153 - 199 mgy/dl).

1181-184

Zgodnie z powyzszymi zaleceniami cukrzyca przedcigzowa (PGDM) i

cukrzyca rozpoznana w cigzy byla stwierdzana, gdy spetnione byly >1 z nastgpujacych
kryteriow:
e dwu-krotnie zmierzona glikemia na czczo >7,0 mmol/l (126 mg/dl);
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e glikemia przygodna wynosita >11,1 mmol/l (200 mg/dl) 1 pacjentce
towarzyszyty objawy hiperglikemii;
e pomiar glikemii w drugiej godzinie po doustnym obcigzeniu 75 g glukozy

(test OGTT) wynosit >11,1 mmol/l (200 mg/dl).

W celu okreslenia ekspresji receptoréw kanabinoidowych CB1, CBla, oraz CB2
w tozyskach, bezposrednio po zakonczeniu III okresu porodu i wydaleniu poptodu,
z tozysk pobierano 4 wycinki; po jednym z kazdego kwadrantu, z miejsc makroskopowo
niezmienionych. Wycinki umieszczano w RNA - Later na okres 24 godzin, po czym

po osuszeniu mrozono materiat w temperaturze -80°C.

Otrzymane wyniki poréownano do ekspresji genéw referencyjnych
GAPDH (dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego) 1 ACT (B-aktyna). Wszystkie
pomiary ekspresji genow powtorzono wielokrotnie (lacznie wykonano 452 powtorzen
pomiardw receptora CB1, CBla i CB2) 1 z uzyskanych warto$ci zostalty wyliczone
srednie ekspresje poszczegodlnych receptoréw wraz z odchyleniami standardowymi (SD)

1 zakresem zmiennych (warto$¢ minimalna - maksymalna).

Oznaczenie ekspresji receptoréw kanabinoidowych zostalo wykonane dzigki
uprzejmosci zespotu specjalistow Laboratorium Badan Transplantacyjnych w Medycynie
Przyrodniczo-Medycznego Centrum Badan Innowacyjnych Kolegium Nauk
Medycznych Uniwersytetu Rzeszowskiego pod kierownictwem

profesora dr hab. n. med. Jacka Tabarkiewicza.

W tym celu uzyto nastepujacych technik: izolacji RNA, w dalszej kolejnosci
odwrotnej transkrypcji (RT) i reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym

(Real-Time PCR).

8.1 1Zz0oLACJA RNA

Catkowita ilo§¢ RNA zostala wyizolowana z tkanki tozyskowej przy pomocy
Gene MATRIX Universal RNA Purification Kit (EurX, Gdansk, Poland) wspomagana
przy pomocy TRI-reagenta (fenol zrownowazony 1 stabilizowany : chloroform : alkohol
izoamylowy 25:24:1) (AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany) i1 B-mercaptoethanolu
(Acros Organics, New Jersey, USA). Caly proces izolacji RNA byt przeprowadzony
zgodnie z protokotem stworzonym przez producenta. 3 mg kazdej z probek zostato

zhomogenizowane przy uzyciu gentleMACS M Tubes (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
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Gladbach, Germany) 1 gentleMACS Dissociator (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Germany). Calkowita zawartos§¢ RNA zmierzono przy pomocy
spektrofotometru Nanodrop 2000 (Thermofisher Scientific, Massachusetts, USA).

Tak przygotowany materiat zostal zabezpieczony do oznaczen w temperaturze -80°C.

8.2 ODWROTNA TRANSKRYPCJA (RT)
Nastgpnym krokiem po dokonaniu izolacji RNA bylo wyizolowanie gDNA

1 odwrotng transkrypcje odpowiednich gendéw przy pomocy QuantiTect Reverse
Transcription Kit (Qiagen, Hilden, Germany). 1 pg RNA byt transkrybowany
do 20 pg cDNA. Wszystkie reakcje byly przeprowadzone na lodzie. Inkubacja w trakcie
przeprowadzania odwrotnej transkrypcji zostata przeprowadzona przy pomocy Labcycler
48 (SensoQuest GmbH, Gottingen, Germany). Uzyskany cDNA zostat zabezpieczony

do oznaczen w temperaturze -80°C.

8.3 REAKCJA ELANCUCHOWA POLIMERAZY W CZASIE

RZECZYWISTYM (REAL - TIME PCR)
Procedura reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym

(Real-Time PCR) =zostala przeprowadzona przy pomocy termocykleru Roche
LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche Diagnostics Ltd, Basel, Switzerland)
1 dodatkowo przy pomocy Power-Up SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems,
California, USA). Celem badania byto zlokalizowanie nast¢pujacych genow CNRI,
CNRla i CNR2, ktore odpowiedzialne sg za ekspresje odpowiednich receptoréw CBI,
CBla i CB2. W celu weryfikacji zrobionych pomiarow uzyto genoéw referencyjnych
(REF). Geny te charakteryzuja si¢ niezmienng ekspresja na réznych etapach rozwoju,
w roznych warunkach przeprowadzanego eksperymentu, dlatego sg dobrym zrodiem
do poréwnania ekspresji innych gendéw, na przykltad gendéw receptorow
kanabinoidowych, badanych w przeprowadzonym badaniu. Dodatkowo geny
te wykorzystywane sg do normalizacji pozioméw mRNA mig¢dzy probkami w ilosciowej
reakcji lancuchowej polimerazy z odwrotng transkrypcja (QRT-PCR). Zeby gen byt uzyty
jako REF niezbedna jest jego walidacja, ktéra stuzy do potwierdzenia statosci ekspresji
w komorkach. Do takich genow, ktore przeszlty proces walidacji zaliczamy gen
dla GAPDH (dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego) 1 ACTB (P-aktyna),

ktore zostaty uzyte w przeprowadzonym badaniu jako wartosci referencyjne. Dla kazdej

46



pojedynczej reakcji uzyto 1 pl cDNA. Odpowiednie do badanych gendw primery zostaty

uzyte w stezeniu 10 uM. Rodzaje uzytych primeréw zostaty umieszczone w Tabeli 1.

Tabela 1. Sekwencje primerow (5’ - 3°).

Gen
Sekwencje primerow (5’ - 3°)
docelowy
ACTB F: 5'-CTGGAACGGTGAAGGTGACA-3'
R: 5'-GTAACAACGCATCTCATATTTGGAA-3'
F: 5'-AGAAGGCTGGGGCTCATTTG-3'
GAPDH
R: 5'-TGATGGCATGGACTGTGGTCAT-3'
CNRI F: 5-TCATTAAGACGGTGTTTGCATTCT-3'
R: 5'-CGTGTCGCAGGTCCTTACTC-3'
F: 5'-TGCAGAGCTCTCCGTAGTCA-3'
CNRIla
R: 5'-TGGTCCTCGGGACAGAAG-3'
CNR2 F: 5'-TCATCTACACCTATGGGCATGTTCT-3'
R: 5'-CCTCATTCGGGCCATTCC-3'

Przebieg procesu Real-Time PCR zostal poprzedzony standardowymi
przygotowaniami. Program stuzacy do przeprowadzenia reakcji fancuchowej polimerazy
w czasie rzeczywistym polega na aktywacji UDG (glikozydaza DNA uracylu)
na poczatku w 50 °C przez 2 minuty. Nastepnie doprowadzano do rozpoczecia procesu
denaturacji w temperaturze 95 °C przez 2 min. Kolejnym etapem byly 45 cykli
denaturacji w temperaturze 95 °C przez 15 sekund plus hartowanie w temperaturze 60 °C
przez 1 minute. Ostatnim etapem wykorzystana zostala analiza krzywej topnienia w celu
weryfikacji specyficznosci reakcji PCR. Wzgledny poziom ekspres;ji receptorow zostat
porownany do gendw referencyjnych przy uzyciu algorytmu 24 i 1/ACp,
gdzie ACp zostala okreslona jako roznica pomiedzy Srednig warto$¢ ekspresji (Cp)
badanego receptora (CB1, CBla lub CB2), a srednig ekspresja genu referencyjnego
(REF).

Do obliczenia danych statystycznych uzyto pakietu statystycznego StatSoft,
Inc. (2020). STATISTIKA (data analysis software system), wersja 13.3, oraz arkusza
kalkulacyjnego Microsoft Excel.
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Zmienne, uktadajace si¢ na skali ilo§ciowej (interwalowej) zostaty przedstawione
za pomocy Sredniej arytmetycznej, odchylenia standardowego, a takze zakresu wartosci
minimalnej 1 maksymalnej. Z kolei zmienne uktadajace si¢ na skali jakosciowej
(nominalnej) zostaly scharakteryzowane przy uzyciu licznosci 1 wartosci procentowe;j
wyliczonej z ilosci pacjentek przydzielonych do odpowiedniej z grup: badanej

1 kontrolnej.

W celu oceny, obecnosci rozkltadu normalnego w obrebie zmiennych
przedstawianych na skali interwatowej uzyto testu Shapiro-Wilka. Z kolei w dalszej
kolejnosci w celu potwierdzenia hipotezy réznych wariacji grupy badanej 1 kontrolnej

postuzono si¢ testem Levena.

Obecnos¢ istotniej korelacji pomigdzy dwoma grupami przedstawionymi na skali
losciowej w populacji o rozktadzie normalnym i o r6znych wariacjach w obrebie grup
zostala policzona przy pomocy testu Cochran-Cox’a. Natomiast zalezno$¢ pomig¢dzy
dwoma grupami przedstawionymi na skali ilosciowej w populacji o takich samych
wariacjach w obrebie obydwu grup policzono, uzywajac testu t-studenta. W przypadku
zmiennych w obrebie dwoch grup przedstawionych na skali porzagdkowej 1 zmiennych
przedstawionych na skali iloSciowe] rozktadzie réznym od normalnego istotnos¢
statystyczng obliczono przy pomocy testu nieparametrycznego U Mann-Whitney’a
(brak spelnienia warunkow zastosowania testu t-studenta badz Cochran-Cox’a).
Istotnos$¢ statystyczng w obrebie zmiennych przedstawionych na skali jakosciowej
obliczono przy pomoc testu chi-kwadrat. W celu stwierdzenia powigzania sity
oraz kierunku mig¢dzy zmiennymi zastosowano analize korelacji przy pomocy
wspotczynnikow Pearsona lub/i Spearman’a. W celu obliczenia korelacji pomiedzy
poszczegdlnymi czynnikami wykonano analiz¢ regresji logistycznej 1 policzono
OR (iloraz szans). We wszystkich obliczeniach istotne statystycznie wyniki uznano

przy korelacji p < 0.05.
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9 WYNIKI

9.1 CHARAKTERYSTYKA BADANEJ POPULACIJI.

Tabela 2. Charakterystyka badanych grup.

Badane
Badany czynnik Grupa badana (n=115) | Grupa kontrolna (n=35) | p
parametry
Srednia 28.8 28.3
Wiek pacjentek
SD 6,2 4,7 0,42
[lata]
min-max 18-42 19 - 39
Srednia 2,1 1,8
Ktora cigza SD 1,5 0,9 0,52
min-max 1-9 1-5
Srednia 31,1 39,2
Wiek cigzy
SD 3,8 1,5 <0,001
[tygodnie]
min-max 21-36,6 37-41,7
Srednia 1725 3337
Masa ciata
SD 780 498 <0,001
noworodka [g]
min-max 400 - 3940 2150 - 4540
Srednia 164,2 166,6
Wzrost pacjentki
SD 5,4 5,5 0,056
[cm]
min-max 150 -176 154 -176
. Srednia 68.6 74,2
Masa ciata
pacjentki w chwili | SD 10,7 12,0 0,015
ocia Tk
prayieeialkel | max | 45- 103 47 - 95
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Badane

Badany czynnik Grupa badana (n=115) | Grupa kontrolna (n=35) | p
parametry
) Srednia 60,5 60,7
Masa ciata
pacjentki przed SD 9,9 9,9 0,87
ciazg [k
aza [ke] min-max 39-84 46 - 81
Srednia 25,6 26,7
BMI w chwili
SD 4,4 4,3 0,2
przyjecia [kg/m?]
min-max 18 - 40,7 18,8 -35,9
Srednia 21,8 21,9
BMI przed cigza
SD 3,9 3,4 0,97
[kg/m’]
min-max 15,6 - 35,6 16,1 - 26,8
Srednia 36,7 36,5
Temperatura ciata
.. . _|SD 0.4 0,4 0,023
w chwili przyjecia
min-max 35.4-37.8 354-374
Srednia 11,5 12,2
Hgb w chwili
SD 1,07 1,04 0,011
przyjecia
min-max 8-14,7 10,5-14.4
Srednia 34,4 36,2
Hct w chwili
o SD 5,7 3,6 0,017
przyjecia
min-max 25-178,1 29,8 -43.6
Srednia 144,5 142,1
Srednie FHR w
. o SD 8,6 6 0,58
chwili przyjecia
min-max 110 -171 130 - 156
Srednia 15,8 2,5 0,0078
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Badane

Badany czynnik Grupa badana (n=115) | Grupa kontrolna (n=35) | p
parametry
CRP w chwili SD 29,1 2,5
przyjecia min-max | 0,1 -218,5 0,5-7,7
Srednia 89,4 90,6
MAP w chwili
SD 8,25 7,85 0,47
przyjecia
min-max 73,3-112,0 78,0-110,3
Srednia 80,9 79,8
HR w chwili
SD 8,6 9,8 0,5
przyjecia
min-max 60 - 106 60 - 109
Srednia 6,17 4,5
H pochwy w
P p . y' . SD 1,08 0,35 0,0028
chwili przyjecia
min-max 4-8,6 4-5
Srednia 5479 4392
WBC w chwili
o SD 3175 2100 0,0029
przyjecia
min-max 0,77 - 26000 7,3 -10300

p - (prawdopodobienstwo) poréwnanie grupy badanej z grupa kontrolna.

SD - odchylenie standardowe
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Rycina 1. Rozklad wieku wsrod badanej grupy pacjentek.

Sredni wiek cigzarnych w chwili porodu nie réznit sie statystycznie pomiedzy
grupa badang, a kontrolng i wynosit odpowiednio 29 + 6,3 lat v.s. 28,2 £ 4,5 lat
(p=0,48; OR = 1,025 (95%CI: 0,96 - 1,1). Kobiety w wieku powyzej 34. roku zycia
stanowity 14,8% pacjentek zakwalifikowanych do grupy badanej, w poréwnaniu

do 8,6% pacjentek z grupy kontrolnej.
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Rycina 2. Struktura badanej populacji w zaleznosci od liczby przebytych ciaz.
Srednia ilo§¢ ciaz w wywiadzie w grupie badanej i kontrolnej nie roznity sie

statystycznie.
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Rycina 3. Struktura badanej populacji w zaleznosci od liczby przebytych porodéw.

Srednia liczba odbytych porodéw w grupie badanej i kontrolnej wynosily

odpowiednio: 1,5+ 0,88 v.s. 1,1 £ 0,43 (p=0,024).
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Rycina 4. Masa ciala noworodkow.

Srednie masy ciata noworodkéw w grupie badanej i kontrolnej wynosily

odpowiednio: 1725 g. v.s. 3337 g (p<0.00001).
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Rycina 5. Sposob ukonczenia cigzy.
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Cigze w grupie badanej istotnie czgsciej konczyly sie cigciem cesarskim

27% w porownaniu do grupy kontrolnej 6% OR = 5,79 (95%CI: 2,3 - 14,8) (p=0,0032).
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B Grupa kontrolna
p=0,78 p=0,2 p=0,58

Rycina 6. Wywiad polozniczy.

Obcigzony wywiad polozniczy porodéw zakonczonych zarowno drogami i sitami
natury, jak i drogg cigcia cesarskiego zglosito 40% pacjentek z grupy badanej i 34,3% w
grupie kontrolnej (p=0,78). Wystapienie jednego porodu przedwczesnego zakonczonego
CC wystepowato w 16,2% pacjentek z grupy badanej v.s. 8,6% pacjentek z grupy

kontrolnej i bylo statystycznie zwigzane z wystgpieniem porodu przedwczesnego OR =
9,3 (95%CI: 1,2 - 72,9) (p=0,033).
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Rycina 7. Choroby ciezarnych.

Wystapienie chordb w trakcie cigzy takich jak cukrzyca cigzarnych, nadcisnienie
tetnicze w cigzy, czy stan przedrzucawkowy nie byly statystycznie powigzane

z wystepowaniem porodu przedwczesnego.
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Rycina 8. Infekcje ukladu moczowo-plciowego.

Infekcje uktadu moczowego wystapily u 10,5% grupy badanej
v.s. 17,1% w grupie kontrolnej (p=0,27). Natomiast na bakteryjng waginozg¢ cierpialo

56



12,2% v.s. 17,1% pacjentek (p=0,42). Powyzsze nieprawidlowosci nie byly istotnie

zwigzane z porodem przedwczesnym.
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Rycina 9. Masa ciala badanej populacji.

Kryterium rozktadu normalnego zostato spelnione dla masy ciata ci¢zarnej sprzed
cigzy. Natomiast nie wykazano istotniej réznicy w obrebie tych wartosci w odrdznieniu
do masy w chwili porodu, ktora byta zdecydowanie mniejsza u pacjentek rodzacych

przedwezesnie (p=0,046), OR = 0,96 (95%CI 0,93 - 0,99).
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Rycina 10. BMI badanej populacji.
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Poréwnanie BMI sprzed cigzy i przed porodem nie wykazaty istotnych roznic
pomigdzy grupami i wynosily odpowiednio 21,8 v.s. 21,9 przed ciaza (p=0,97)
125,7 v.s. 26,7 (p=0,2) przed porodem.
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Rycina 11. Wzrost pacjentek.
Pacjentki z grupy badanej byly nieco nizsze i mierzyly $rednio 164,2 cm
w poréwnaniu do grupy kontrolnej, ktérych wzrost wynosit §rednio 166,6 cm. Roznice

wzrostu byly granicznie istotne (p=0,056).
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Rycina 12. Temperatura ciala rodzacych przy przyjeciu do szpitala [°C].
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Pacjentkom w grupie badanej czgsciej towarzyszyly wykladniki stanu zapalnego,
mierzone w przeprowadzonym badaniu przy pomocy pomiarow temperatur ciala, biatka

C-reaktywnego (CRP) i poziomu leukocytéw we krwi (WBC).

Wyzsza temperatura ciata statystycznie czesciej wystepowata w grupie badane;j
1 wynosita $rednio 36,7 °C w poroéwnaniu do S$redniej temperatury ciala w grupy
kontrolnej, gdzie $rednie wartosci temperatury ciata wynosity 36,4 °C (p=0,023),

natomiast zaleznos$¢ ta nie byla istotna przy ocenie regresji logistyczne;.

Zarowno CRP jak 1 WBC mialy wyzsze warto$ci u pacjentek w grupie badane;.
W grupie badanej CRP wynosito $rednio 15,8 v.s. 2,5 w grupie kontrolnej (p=0,0078),
co zostalo takze wykazane w wyniku regresji logistycznej OR = 1,43 (95%CI: 1,0 - 2,05).
Podobnie $rednie wartosci WBC wynosity w grupie badanej 547,9 v.s. 439,2 w grupie
kontrolnej (p=0,0029), lecz wyniku wykonanej regresji logistycznej nie wykazano

istotnej zaleznosci OR =1 (95%CI: 0,999 - 1,0).
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Rycina 13. Krwawienie w cigzy.
U pacjentek w grupie badanej czes$ciej w chwili przyjecia do szpitala rozpoznano
krwawienie z drég rodnych 1 obserwowano je u 23,5% pacjentek z grupy badanej

15,7% pacjentek w grupie kontrolnej OR=5,06 (95%CI: 1,14 - 22,49) (p=0,01).
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Rycina 14. Hemoglobina i Hematokryt badanej populacji.

Stezenie Hemoglobiny (Hgb) 1 hematokryt (Hct) prezentowaly istotnie nizsze
wartoci w grupie badanej. Srednie Hgb wynosilo w grupie badanej 11,5 mg/dl,
a w grupie kontrolnej 12,2 mg/dl (p=0,01), natomiast wyniku wykonanej regresji
logistycznej nie wykazano statystycznej zaleznosci pomigdzy Hgb 1 porodem
przedwezesnym OR = 1,01 (95%CI: 0,97 - 1,06). Srednie wartosci Het w grupie badanej
wynosito 34,4 v.s. 36,2 w grupie kontrolnej (p=0,017), lecz rowniez w wyniku regresji
logistycznej nie byto statystycznie zwigzane z wystgpieniem porodu przedwczesnego

OR =1,0 (95%CI: 0,998 - 1,0).

Podstawowe parametry zyciowe nie roznity si¢ istotnie w obrgbie populacji
pacjentek. Srednie skurczowe ci$nienie tetnicze wynosito w grupie badanej 89,4 mmHg

190,6 w grupie kontrolnej (p=0,52).

Srednia czynno$é akcji serca (HR) przy przyjeciu w grupie badanej wynosita

80,9 uderzen/minute v.s. 79,8 uderzen/minute w grupie kontrolnej (p=0,5).
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Rycina 15. pH pochwy pacjentek przy przyjeciu.

W grupie badanej pH pochwy bylo statystycznie wyzsze i wynosito $rednio 6,17
w poréwnaniu do grupy kontrolnej, w ktorej wynosito srednio 4,5 (p=0,0028). Ta roznica
wynika z faktu, iz w badanej grupie byly pacjentki z odptywaniem ptynu owodniowego,
co istotnie zawyzylo srednie pH pochwy pacjentek.
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Palenie w cigzy Spozywanie Spozywanie
alkoholu w cigzy narkotykow w cigzy W Grupa
kontrolna
p=0,73 p=0,96 p=0,36

Rycina 16. Stosowanie uzywek w trakcie ciazy.

Stosowanie uzywek takich jak alkohol, nikotyna czy inne $rodki odurzajgce byto
oceniane zarowno przed cigza jak i w tracie jej trwania. Analiza statystyczna nie wykazata

istotnej roznicy w przyjmowaniu uzywek przez badane grupy pacjentek.
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9.2 EKSPRESJA GENOW

Srednie Cp REF
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Rycina 17. Ekspresja genow referencyjnych.

Ekspresj¢ badanych genow porownywano do genow

[125%-75%
1 Zakres nieodstajgcych
# Ekstremalne

referencyjnych,

ktorych ekspresja nie roznila si¢ istotnie w obregbie grup.

Tabela 3. Ekspresja receptora CB1 w badanych lozyskach.

Grupa badana (n=115) Grupa kontrolna (n=35)

Srednia Cp + SD | Zakres (min-max) | Srednia Cp = SD | Zakres (min-max) | p-value
CBl1 31.1+£ 3.6 0-35.0 31.1 £ 1.8 27.2-34.2 0.47
REF 21.5+2.8 0-27.6 21.7+1.4 18.9-24.1 0.43
1I/ACp CB1 | 0.1 +0.1 -0.04 - 0.9 0.1+0.03 0.07-0.2 0.49
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Rycina 18. Ekspresja receptora CBI1.

Analiza ekspresji receptora CB1 w porownaniu do wartosci referencyjnej
w obrebie grupy badanej wynosita $rednio 31,3 1 nie wykazata statystycznej roznicy

w obrebie grup.

Tabela 4. Ekspresja receptora CBla w badanych lozyskach.

Grupa badana (n=115) Grupa kontrolna (n=35)
, Zakres , Zakres p-
Srednia Cp = SD Srednia Cp = SD
(min-max) (min-max) value
CBla 31.2+3.6 0-35.7 31.3+£2.0 26.9-34.8 0.70
REF 21.5+£2.8 0-27.6 217+ 1.4 18.9-24.1 0.43
1/ACp CBla 0.1+0.1 -0.04-0.9 0.1+0.03 0.07-0.2 0.66
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Srednie Cp CB1a

Rycina 19. R6znica ekspresji receptora CBla.

w obrebie grupy badanej §rednio 31,2 i nie wykazala istotniej réznicy w obrebie grup.
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Podobne wyniki uzyskano analizujac ekspresje receptora CBla, ktora wynosita

Tabela 5. Ekspresja receptora CB2 w badanych lozyskach.

Grupa badana (n=115) Grupa kontrolna (n=35)
, Zakres , Zakres
Srednia Cp = SD Srednia Cp = SD p-value
(min-max) (min-max)
CB2 26.8+13.5 0-36.0 31.1+£9.6 0-36.1 0.038
REF 21.5+£2.8 0-27.6 217+ 1.4 18.9-24.1 0.43
1/ACp CB2 0.06 = 0.1 -0.05-0.5 0.07 £ 0.04 -0.04 - 0.1 0.57
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Rycina 20. R6znica ekspresji receptora CB2.

Istotnie roznice ekspresji wykazano dla receptora CB2, ktora wynosita w grupie
badanej 26,8 v.s. 31,1 w grupie kontrolnej (p=0.038). Ponadto w czesci tozysk
nie wykazano ekspresji receptora CB2. Znamiennie cze¢Scie] nie zaobserwowano
ekspresji receptora CB2 wsrdd pacjentek z grupy badanej odpowiednio 23 w grupie

badanej v.s. 3 w grupie kontrolne;.
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9.3 ANALIZA KORELACJI
Zbadang ekspresj¢ receptoréw kanabinoidowych skorelowano z czynnikami

charakteryzujacymi badang populacjg.
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Rycina 21. Wzajemna korelacja ekspresji receptorow CB1 i CBla

Srednie ekspresje receptorow CB1 i CBla korelowaly ze soba (p=0,038).

Te¢ zaleznos¢ przedstawiono na Rycinie 21.
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Rycina 22. Korelacja wystapienia porodu przedwczesnego ze Srednig ekspresja

receptora CB2.

Srednia ekspresja receptora CB2 byta nie tylko nizsza w grupie badane;j,

ale w wyniku analizy korelacji wykazano, 1z im nizsza byla ekspresja receptora CB2

tym czesciej wystepowat porod przedwcezesny w badanej populacji (p=0,038).

Tabela 6. Korelacja ekspresji receptorow z wystapieniem w przeszlosci porodu
przedwczesnego u kobiet w badanej grupie.

Srednia ekspresja | Wspolczynnik
Poziom p
receptora R Spearman
pordd przedwcezesny w wywiadzie CB1 -0,202 0,03
pordd przedwcezesny w wywiadzie CBla -0,202 0,03
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Rycina 23. Korelacja porodu przedwczesnego w wywiadzie ze Srednia ekspresja
receptora CBI1.
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Rycina 24. Korelacja porodu przedwczesnego w wywiadzie ze Srednia ekspresja
receptora CBla.

Zarowno S$rednia ekspresja receptora CB1 (p=0,03), jak 1 $rednia ekspresja

receptora CBla (p=0,03) korelowaly z wystgpieniem w przesziosci porodu
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przedwczesnego wsrdod kobiet z grupy badanej. Im czeSciej wystepowat porod

przedwczesny w wywiadzie pacjentek z grupy badanej, tym nizsza byla ekspresja

receptorow CB1 1 CBla.

Tabela 7. Korelacja ekspresji receptorow z wystepowaniem w wywiadzie cigz

obumartych u kobiet w badanej grupie.

Srednia
Wspélczynnik
ekspresja Poziom p
R Spearman
receptora
cigze obumarle w wywiadzie 1/ACB1 0,245 0,0082
cigze obumarte w wywiadzie CBla -0,199 0,033
cigze obumarte w wywiadzie 1/ACBla 0,262 0,0047
cigze obumarte w wywiadzie 1/ ACB2 0,206 0,028
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Rycina 25. Korelacja pomiedzy ekspresja receptora CBla i wystepowaniem cigz

obumartych w wywiadzie.

1,0 1,2

Zarowno S$rednia ekspresja, jak 1 wzgledna ekspresja receptoréw CB1, CBla

1 CB2 korelowaty z cigzami obumarlymi w wywiadzie. Im czg$ciej wystgpowaly cigze

obumarle w wywiadzie, tym nizsza byla ekspresja receptora CBI1 (p=0,049)

1 CBla (p=0,047).

69




Tabela 8. Korelacja ekspresji receptorow z podwyzszona temperatura ciala
rodzacych w grupie badane;j.

Srednia  ekspresja | Wspélczynnik
Poziom p
receptora R Spearman
Temperatura ciala przy przyjeciu | CBla -0,202 0,046

40

35t

w
o

- N N
[6)] o [6)]

Srednie Cp CB1a

-
o

-5
352 354 356 358 36,0 362 364 366 368 370 372 374 376 37,8 38,0

Temperatura przy przyjeciu

Rycina 26. Korelacja Sredniej ekspresji receptora CB1la i temperatury ciala
podczas przyjecia.

Temperatura ciat rodzacych podczas przyjecia na oddzial potozniczy korelowata
ze Srednig ekspresja receptora CBla wsrod kobiet z grupy badanej. Im wyzsza byla

temperatura ciata przy przyjeciu, tym nizsza byta ekspresja receptora CBla (p=0,045).
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Rycina 27. Korelacja wzglednej ekspresji CB1 i leukocyturii pacjentek w grupie
badanej i kontrolnej.
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Rycina 28. Korelacja wzglednej ekspresji CBla i leukocyturii pacjentek
w grupie badanej i kontrolnej.

Analiza korelacji wykazala pozytywna korelacje wzglednej ekspresji receptora
CBI 1 CBla u pacjentek z grupie badanej i kontrolnej w pobranych probkach tozysk
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1 leukocyturii przy przyjeciu (odpowiednio p=0,028 i p=0,019). Wczesniej opisywana
srednia ekspresja receptoréw jest wytacznie pomiarem ekspresji wybranego receptora
w badanym materiale, natomiast wzgledna ekspresja jest poréwnaniem ekspres;ji
receptora do ekspresji genu referencyjnego (ocena wzglednej ekspresji wzgledem
ekspresji receptora referencyjnego REF dokonano przy pomocy

wzorow 1/Cp CBI1- Cp REF, lub 1/Cp CBla - Cp REF, lub 1/Cp CB2 - Cp REF).
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Rycina 29. Korelacje Sredniej ekspresji receptora CB2 z wystgpieniem zakazenia
ukladu moczowego.

Srednia ekspresja receptora CB2 korelowala z wystapieniem objawow zakazenie
uktadu moczowego (ZUM) przy przyjeciu na oddzial potozniczy wsrod wszystkich
kobiet zakwalifikowanych do badania (p=0,04). Im czeSciej rozpoznawane byto ZUM,

tym wyzsza byta ekspresja receptorow CB2.
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Tabela 9. Korelacja wzglednej ekspresji receptorow CB2 z krwawieniem w cigzy u

kobiet w badanej grupie.

Srednia  ekspresja | Wspélczynnik

receptora

R Spearman

Poziom p

krwawienia w cigzy

1/ACB2

0,236

0,012

Wzgledna ekspresja receptora CB2 korelowala z wystgpieniem krwawienia

w trakcie cigzy, na ktorymkolwiek z etapoéw cigzy.

Tabela 10. Korelacja ekspresji receptorow z tkliwoscia macicy u kobiet w badanej

grupie.
Srednia
Wspélczynnik
ekspresja Poziom p
R Spearman
receptora
tkliwo$¢ macicy CB1 -0,202 0,039
tkliwo$¢ macicy CBla -0,261 0,0067
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Rycina 30. Korelacja tkliwosci macicy i Sredniej ekspresji receptora CB1.
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Rycina 31. Korelacja tkliwosci macicy i Sredniej ekspresji receptora CBla.
Analiza korelacji wykazata rowniez zalezno$¢ pomiedzy tkliwoscig macicy
zglaszang przez pacjentki z grupy badanej] w przebiegu cigzy, a Srednig ekspresja
receptora CBla (p=0,029) 1 CB1 (p=0,039). Im nizsza byta ekspresja receptorow w grupie

badanej, tym czg¢sciej macica byla okreslana przez pacjentki jako bardziej tkliwa.

10 DYSKUSJA

Jednym z celow przeprowadzonego badania bylo okreslenie zwigzku ekspres;ji
receptorow kanabinoidowych w tozysku z wystgpieniem porodu przedwczesnego.
W niniejszym badaniu zostala zaobserwowana nizsza ekspresja receptora CB2
w tozyskach pochodzacych od kobiet, ktore urodzity przedwcezes$nie. Zwigzek ten moze
wynika¢  z szeregu mechanizmow dziatlania receptorow kanabinoidowych,

do ktorych nalezy zaliczy¢ mechanizm immunologiczny 1 wplyw na migsniowke gtadka.

Uktad kanabinoidowy moduluje dziatanie leukocytow poprzez pobudzanie
receptorow CB2, ktore sa obecne na komodrkach ukladu opornosciowego!®s.
Pobudzenie receptora CB2 przez odpowiedni ligand powoduje efekt przeciwzapalny'®S,

co zostalo udowodnione takze w obrebie mig$nia macicy objetego adenomiozg
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168,187

w poréwnaniu do zdrowego endometrium Podczas fizjologicznego porodu

dochodzi do reakcji zapalnej na granicy potgczenia matczyno-ptodowego!”-1%6,
Waznym aspektem tego procesu jest brak czynnika zakaznego powodujacego powstanie
omawianego odczynu zapalnego!”!'%. Albowiem zapalenie nie musi by¢ rOwnoznaczne
z zakazeniem?®. Prawdopodobng przyczyng wystgpienia przedwczesnego porodu jest
rozwijajacy si¢ w lozysku proces zapalny, spowodowany odhamowaniem
przeciwzapalnego dziatania ligandow pobudzajacych receptory CB2
poprzez zmniejszenie ekspresji receptoroOw, badz catkowity brak tej ekspres;ji!®s.
Pobudzone receptory CB2 przez calg cigze zapewniajg stan podwyzszonej tolerancji
na obce dla cigzarnej antygeny ptodu w obrebie macicy'®®. W zwigzku z czym
zmniejszenie ekspresji receptorOw mozna powigza¢ z mechanizmem porodu
przedwczesnego. Wynikiem zmniejszenia ekspresji receptoréw CB2 1 rozwoju procesu
zapalnego jest patologicznie przedwczesnie rozwijajaca si¢ czynnos¢ skurczowa macicy
1 pordd niedojrzatego ptodu. Wprawdzie w przeprowadzonym badaniu nie badano
ekspresji receptorow w trakcie cigzy, przed porodem i po porodzie, wigc zaobserwowana
nizsza ekspresja receptorow CB2 w tozyskach zakwalifikowanych do grupy badanej
mogla  rowniez  wystegpowa¢ u  pacjentek przez caly okres cigzy.

Rozstrzygnigcie tego problemu wymaga dalszych badan.

Podobne wyniki ekspresji receptorow kanabinoidowych zaobserwowane zostaly
przez Sun i1 wsp., ktorzy stwierdzili rowniez obnizenie ekspresji w tozyskach myszy genu
Cnr2, odpowiedzialnego za synteze¢ receptora CB2. Obnizenie ekspresji receptora
wystepowalo w obrebie grupy myszy, ktore urodzity przedwczesnie w pordwnaniu
do tych, ktorych porody odbyly sie o czasie'”. W innym badaniu zaobserwowano
zmniejszenia ekspresji receptora CB2 1 wzrost ekspresji receptora CB1 w wyniku
indukcji  porodu  przedwczesnego  przez  bakteryjng  endotoksyne  LPS
(lipopolisacharyd)'®¢. Z kolei Wang i wsp. wykazali, iz zmniejszenie ekspresji
receptorow CB1 w lozysku myszy powodowalo pordd przedwezesny!”'.
Powyzej wymienione artykuly §wiadcza, 1z zaobserwowany w badaniu zwigzek nie jest
przypadkowym znaleziskiem, jednakze nie zostal on potwierdzony w organizmach

ludzkich.

Raba 1 wsp. w swoich badaniach badali wptyw profilu cytokin 1 interleukin

78,192

na predykcje porodu przedwczesnego . W literaturze obecnych jest wiele prac

opisujacych modulujacy wptyw pobudzenia receptorow CB2 na uwalnianie
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CytOkil’l] 56,188,1 93,194.

Receptory kanabinoidowe s3 pobudzane przez odpowiednie
cytokiny. Dotychczas obecne sg doniesienia o wzajemnym oddzialywaniu cytokin IL-1,
IL-4, IL-10, IL-6, TNF-a, IL-8, MIP-1(CCL3 i CCL4), RANTES(CCLY) i receptorow
CB1 i CB2136:157.160.16L.195 'Ninjejszym temat wptywu odpowiednich cytokin na ekspresje
receptorow kanabinoidowych nie jest w pelni zbadany i dalsze badania w tej dziedzinie
sa niezbedne do wysnucia odpowiednich wnioskow. Niemniej jednak korelacja pomiedzy
odpowiednim profilem cytokinowym osobnika, a ekspresja receptorow CB wydaje si¢

by¢ bardzo prawdopodobna.

Omawiane zjawisko moze by¢ patomechanizmem wszystkich porodow
przedwczesnych, badz jedng z przyczyn przedwczesne] czynnosci skurczowej,

spowodowanej zmiang w ekspresji receptorow kanabinoidowych.

Opisana w literaturze 1 zaobserwowana w przeprowadzonym badaniu
nizsza ekspresja receptorow kanabinoidowych w obrgbie tozyska u kobiet rodzacych
przedwczesnie, niesie mozliwo$¢ wykorzystania tej wiedzy w praktyce klinicznej w celu
predykcji porodu przedwczesnego. Dysponujac obecnymi technikami diagnostyki
prenatalnej wydaje si¢ by¢ osiggalna ocena ekspresji receptoréw kanabinoidowych,
nie tylko w tozyskach pobranych od kobiet po porodzie, ale rowniez w trakcie trwajacej
cigzy. Wczesna identyfikacja os6b zagrozonych porodem przedwczesnym databy szansg
na bardziej baczng obserwacje¢ pacjentek 1 umozliwitaby wczesng interwencje lekarska.
W przeprowadzonym badaniu ekspresj¢ receptorow kanabinoidowych badano
w tozyskach dopiero po porodzie, natomiast teoretycznie, w celu oceny ekspresji
wymienionych receptorow, tkanke tozyskowa mozna uzyska¢ w trakcie trwania cigzy
na drodze amniopunkcji badz biopsji tozyska, ale przyszte badania sg niezbg¢dne do oceny
funkcjonalnosci tych metod w predykcji porodu przedwczesnego i1 zastosowania

tej metody w diagnostyce porodu przedwczesnego.

Drugim aspektem wynikajgcym z pracy jest proba wyjasnienia subiektywnego
odczuwania przez cz¢S¢ kobiet ciezarnych wzmozonej tkliwosci macicy.
W prezentowanej pracy byla ona zglaszana statystycznie czgsciej przez pacjentki z grupy
badanej. Opisywany objaw moze swiadczy¢ o wzmozonej czynno$ci skurczowej mig$nia
macicy. W przeprowadzonym badaniu tkliwo$§¢ macicy korelowala z ekspresja
receptorow CB1 1 CBla. W opublikowanych dotychczas badaniach zostala
zaobserwowana zalezno$¢ polegajaca na relaksacyjnym efekcie pobudzenia receptorow
kanabinoidowych w mig$niach szkieletowych!6>!1°6 w mieéniach gladkich naczyn
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krwiono$nych'®* i w mie$nidwee macicy!”’.

Wptyw pobudzenia receptorow CB
w macicy zostal opisany jako tokolityczny efekt pobudzenia receptorow
kanabinoidowych'”®. W zwigzku z czym obnizenie stezenia tych receptorOw moze
skutkowa¢ przedwczesnym rozwinigciem czynnosci skurczowej macicy. Co prawda
ekspresja receptorow CBI1 1 CBla nie korelowala z wystgpieniem porodu
przedwczesnego, natomiast w grupie pacjentek po porodzie przedwczesnym im nizsza
byta ekspresja receptorow CB1 1 CBla, tym rodzace okre$laty macice jako bardziej
tkliwg. Ta obserwacja moze wigzac si¢ z wplywem ekspresji receptoréw CB1 1 CBla
na porod przedwczesny. Z drugiej strony nadmierna tkliwo$¢ moze by¢ zwigzana
z wigksza czynnoscig skurczowa, a nawet hiperstymulacja macicy w juz rozwijajagcym

si¢ porodzie, nie bedac przyczyng rozpoczecia tego porodu.

Zwiazek nizszego poziomu ekspresji receptora CB1 1 CBla z wigkszg tkliwoscia
macicy moze takze wynika¢ z nadmiernego odczuwania bodlu przez pacjentki.
Powszechnie znany jest wptyw uktadu kanabinoidowego na percepcje bolu, natomiast
istotnym aspektem jest fakt, iz ta modulacja nie zachodzi wylacznie na poziomie

osrodkowego uktadu nerwowego!”2%) lecz takze na poziomie neurondow

h201—203 168

obwodowyc , miedzy innymi w ukladzie rozrodczym kobiety °°. Pobudzenie
receptorow CB1 1 CB2 powoduje zmniejszenie odczuwania bolu zaobserwowane
na modelach zwierzecych?**2%, co moze stanowi¢ mechanizm odmiennej percepcji
bodzcow bolowych u kobiet w trakcie porodu, gdyz powszechnie wiadome jest
heterogenne odczuwanie bolu porodowego przez rodzace kobiety. Ten kierunek badan
jest istotnym punktem uchwytu terapii przeciwbdlowej] w wielu jednostkach
chorobowych, uwzgledniajac jednoczesnie fakt, iz zastosowanie selektywnego agonisty
receptora CB2 powoduje efekt przeciwbdlowy bez efektu psychotycznego?93-206:207,
Nie przeprowadzono dotychczas badan wpltywu selektywnych agonistow receptorow
kanabinoidowych w grupie pacjentek cigzarnych. Z kolei badania obserwacyjne w grupie
pacjentek, ktore w trakcie cigzy naduzywaty nieselektywnych agonistow receptoréw CB
(marihuana 1 inne pochodne konopii indyjskich) wykazaty potencjalny efekt szkodliwy
tych substancji na rozwijajacy sie ptod**®21°. Z tego powodu poszukiwanie agonistow
receptorow CB, nie wywolujacych negatywnych skutkow na ptod, wydaje si¢ by¢

potencjalnym rozwigzaniem okotoporodowej terapii bolu.

W grupie badanej wystgpowanie porodu przedwczesnego w wywiadzie byto

tym czestsze, im nizsza byla ekspresja receptoréw CBI1 1 CBla w tozysku pacjentek
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z grupy badanej. Ponadto z przeprowadzonego badania wynika, iz czynnikiem ryzyka
porodu przedwczesnego jest wystgpienie porodu przedwczesnego w wywiadzie,
gdyz czynnik ten pojawial si¢ statystycznie czes$ciej wsrdd pacjentek z grupy badane;.
W  dostepnej literaturze wystepuje wiele doniesieh o wystepowaniu porodow
przedwczesnych w wywiadzie, jako niezalezny czynnik ryzyka wystapienia tej patologii

w kazdej kolejnej cigzy'’2!.

Im nizsza byta ekspresja receptorow CB1 1 CBla w tozysku pacjentek z grupy
badanej, tym czgSciej zglaszaly one cigze obumarte w wywiadzie. Przedwczesna,
wewngtrzmaciczna $mier¢ ptodu moze wynika¢ z wielu czynnikéw, do ktorych nalezy
migdzy innymi ekstremalnie przedwczesny pordd?*. Na wystgpienie przedwczesnego
porodu moze mie¢ wptyw ekspresja receptoroOw kanabinoidowych w tozysku w trakcie
cigzy, badz spadek tej ekspresji okoloporodowo. Niestety badacze nie mieli dostepu
do materialu tozyskowego z poprzednich cigz, wigc nie bylo mozliwe stwierdzenie

ekspresji receptoroOw w poprzednich cigzach u tych samych pacjentek.

Kobiety zakwalifikowane do grupy badanej, istotnie czesciej zglaszaly
w wywiadzie zakonczenie poprzedniej cigzy cigciem cesarskim. Cigcie cesarskie jest
rowniez czynnikiem ryzyka porodu przedwczesnego w kolejnych cigzach?!!212,
Ekspresja receptorow kanabinoidowych nie korelowata z wystgpieniem cigcia
cesarskiego w wywiadzie, w zwigzku z tym mozna powiedzie¢, ze jest on niezaleznym
od ekspresji receptorow CB czynnikiem ryzyka porodu przedwczesnego.
Prawdopodobnie ta rdéznica w otrzymanych wynikach wilasnych w poréwnaniu

do cytowanych badan?!'!?!2

przeprowadzonych przez Dawesa 1 wsp. 1 Watsona 1 wsp.,
wynika z duzej swobody w kwalifikowaniu do cigcia cesarskiego w Polsce 1 z pewnoscia

naduzywania tej techniki ukonczenia cigzy (aktualnie odsetek ten przekracza 40%2'3)

Zakazenie ukladu moczowego statystycznie czesciej bylo stwierdzane
przy przyjeciu u pacjentek, ktore urodzity przedwczesnie. Zakazenie uktadu moczowego
jest znaczacym czynnikiem ryzyka porodu przedwczesnego, co potwierdzaja liczne
doniesienia naukowe?'42!°. Pomimo tego podwyzszone parametry stanu zapalnego
spowodowane  zakazeniem np. goérnego odcinka ukladu  oddechowego,
badz spowodowane procesem zapalnym toczacym si¢ w innym obszarze organizmu s3
rowniez czynnikiem ryzyka porodu przedwczesnego z uwagi na stymulacj¢ uwalniania
przez organizm cytokin prozapalnych?!*. Leukocyturia takze korelowata w badanej
grupie pacjentek z nizszg ekspresja receptorow CB1 1 CB1la. Dodatkowo im wyzsza byta
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temperatura ciata pacjentek z grupy badanej przyjmowanych do oddziatu potozniczego,
tym nizsza byla ekspresja receptoréw CBla. Objawy takie, jak leukocyturia
1 podwyzszona cieptota ciata towarzysza zakazeniu uktadu moczowego, wigc zwigzek
tych objawow z obnizong ekspresjg receptorow CB1 1 CBla wydaje si¢ by¢
nieprzypadkowy.

Zglaszanie przez pacjentki krwawienie na ktorymkolwiek z etapoOw trwania cigzy
wystepowalo tym czeSciej u pacjentek z grupy badanej, im nizsza byta ekspresja
receptorow CB2. W literaturze wystgpuje coraz wigcej doniesien o krwawieniu
w pierwszym trymetrze cigzy, jako czynniku ryzyka porodu przedwczesnego®>2°,
z kolei krwawienie okotoporodowe moze samo w sobie by¢ przyczyng porodu zarowno
w terminie jak i przed terminem. Na temat etiologii krwawien w poczatkowych etapach
cigzy brak jest ewidentnych dowodow wsrdd doniesien w literaturze?®. Okotoporodowo
krwawienie zwigzane moze by¢ z tozyskiem przodujacym czy przedwczesnym
oddzieleniem si¢ tozyska prawidtowo umiejscowionego'®. Dodatkowo parametry
homeostazy czerwonokrwinkowej (hematokryt 1 stezenie hemoglobiny) przy przyjeciu
bylo istotnie nizsze u pacjentek, ktore ostatecznie urodzily przedwczesnie. Wyniki

parametréw czerwonokrwinkowych mogly wynika¢ w grupie badanej z czestszych utrat

krwi w trakcie cigzy.

Zaréwno masa ciata noworodka, jak 1 masa ciala ci¢zarnej i1 jej BMI w grupie
badanej byty istotnie nizsze w porownaniu do grupy kontrolnej. Jest to dosy¢ oczywistym
znaleziskiem zwazywszy na fakt, iz pacjentki rodzace przedwczesnie mialy mniej
dojrzaty cigze 1 z tego powodu plody takich pacjentek byly mniejsze w porownaniu

do ptodow pacjentek, ktorych cigza skonczyla sig o czasie.

Ekspresja receptorow CB1 1 CBla korelowata ze sobg. Pomimo braku badan
naukowych dotyczacych receptora kanabinoidowego 1 alfa w obrgbie ukladu rodnego
kobiet, wnioski ptynace z ekspresji obydwu receptorow 1 powigzania tych receptorow
z prawdopodobnymi przyczynami porodu przedwczesnego 1 z czynnikami ryzyka porodu
przedwczesnego sg zbiezne, co moze §wiadczy¢ o zaleznej od siebie ekspresji obydwu
receptorow. Prawdopodobng przyczyng tego zjawiska moze by¢ fakt iz receptor CBla
jest podtypem lub podjednostkg receptora CB1, badz jego ekspresja jest zwigzana
z ekspresja receptora CB1 poprzez taki sam czynnik zwigkszajacy ekspresje obydwu
receptorow. Udowodnienie tego wymaga jednakze przeprowadzenia doktadniejszych
badan molekularnych oceniajacych strukturg receptora CBla.
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Wsérod  dostepnych  publikacji w  naukowych  bazach  danych
(Pubmed/Medline, Web of Science, Scopus, Embase, Cochrane Library) wliczajac szarg
literatur¢ (Google Scholar) brak jest badan opisujacych ekspresje¢ receptorow
kanabinoidowych w organizmach ludzkich podczas cigzy, badz w krotkim czasie
od porodu. W zwigzku z czym przeprowadzone badanie jako pierwsze podejmuje temat
wplywu ekspresji receptorow kanabinoidowych u ludzi na wystgpienie porodu
przedwczesnego. Jest to mocng strong badania, gdyz podjeta tematyka nie jest badaniem
potwierdzajacym istniejace doniesienia, lecz porusza praktycznie nieprzebadany watek.
Przeprowadzona rozprawa potwierdza na modelu ludzkim, istniejace juz w literaturze
dos$wiadczenia na modelu zwierzgcym, dotyczace odmiennej ekspresji receptorow
kanabinoidowych w tozyskach po porodzie przedwczesnym. Jedyne doniesienia
co do ekspresji receptorow kanabinoidowych w obrebie macicy zostaty przedstawione

u pacjentek z rozpoznang endometriozg!6>166.168,187.220

Takze mocng strong przeprowadzonego badania jest wieloosrodkowe
pochodzenie badanej populacji, gdyz wyniki ekspresji receptoréw kanabinoidowych
w lozyskach pochodzity z trzech r6znych osrodkow klinicznych, pochodzacych z r6znych

czesci Polski.

Ograniczeniem przedstawionego badania jest ocena ekspresji receptorow
w tozysku dopiero po dokonanym porodzie, w wyniku czego niemozliwe jest wycigganie
wnioskow co do predykcji ekspresji receptoréw kanabinoidowych na wystgpienie porodu
przedwczesnego. Nalezatoby poglebi¢ badanie o poziom ekspresji receptorow
kanabinoidowych na r6znych etapach cigzy przy pomocy na przyktad biopsji kosmowki,
badz amniopunkcji, co umozliwitoby ocene¢ wartosci predykcyjnej ekspresji omawianych

receptorow 1 porodu przedwczesnego.

Istotnym kierunkiem dajacym mozliwosci zbadania ekspresji receptorow
kanabinoidowych, jest mozliwo$¢ pobrania komorek doczesnowych z wydzieliny kanatu
szyjki macicy w trakcie trwania cigzy. Plynna cytologia wydzieliny z komorkami
doczesnowymi umozliwilaby nieiwazyjng diagnostyke ekspresji receptorow
kanabinoidowych. Wykorzystanie tej techniki oceny ekspresji omawiaych receptorow
datoby szans¢ wykorzystanie jej w codzinnej praktyce. Dalsze badania sg niezbedne
w celu oceny przydatnosci badania ekspresji receptorow kanabinoidowych w komdérkach

doczesnowych.

80



Zaprezentowane badanie jest badaniem retrospektywnie oceniajacym obecnos¢

porodu przedwczesnego 1 ekspresji receptoréw kanabinoidowych w lozyskach.

W wyniku czego badacz nie miat wplywu na sposob zbierania materiatu i nie jest w stanie

idealnie zrandomizowac¢ przydzielanie do grup pacjentek.

Stabg strong badania jest takze mata grupa kontrolna pacjentek, w nawigzaniu

do tego nalezatoby przeprowadzi¢ kolejne do§wiadczenia na wigkszej grupie pacjentek.

11 WNIOSKI

1.

W patogenezie porodu przedwczesnego moze mie¢ znaczenie ekspresja
receptorow kanabinoidowych. Im nizsza ekspresja receptora CB2 w tozysku,
tym cze¢s$ciej wystepuje porod przedwcezesny.

Wystepowanie dolegliwosci bolowych macicy w przebiegu cigzy koreluje
z ekspresja receptorow kanabinoidowych w tozysku. Im nizsza ekspresja
receptora CB1 1 CBla, tym bolesniej odczuwaja pacjentki czynnos$¢
skurczowg macicy.

Stwierdzona w badaniu korelacja ekspresji receptorow CB1, CBla, CB2
z powiktaniami przebiegu cigzy takimi jak: wystgpowanie u kobiet rodzacych
w przesztosci porodu przedwczesnego, cigz obumartych, krwawien
w przebiegu cigzy, podwyzszonej cieptoty ciata podczas porodu, oraz zakazen
uktadu moczowego, uzasadnia wniosek, iz nalezy poglebi¢ diagnostyke
ekspresji receptorow kanabinoidowych u kobiet cig¢zarnych na roéznych

etapach cigzy.
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14 STRESZCZENIE

Wstep

Problematyka porodu przedwczesnego dotyczy na szczes$cie mniejszosci porodow
na calym $wiecie. Nie mniej jednak wystgpienie omawianej patologii wigze si¢
ze znacznymi komplikacjami ze strony nieprzygotowanego do zycia pozamacicznego
organizmu pod postacig przedtuzonej hospitalizacji noworodkow, ich pobytu na oddziale
intensywnej terapii noworodkowej, a takze jest gtowng przyczyng S$miertelnosci
noworodkow. Znaczny postep w dziedzinie biologii molekularnej dokonany w ostatnich
latach dal mozliwo$¢ doktadnej analizy wielu dotychczas niezbadanych mechanizmow
powstawania porodu przedwczesnego. Rola rozwijajacej si¢ reakcji zapalnej w obrgbie
jamy macicy 1 profilu cytokin prozapalnych w patogenezie porodu przedwczesnego
wydaje si¢ by¢ bardzo prawdopodobna. Niezbadane s3a dotychczas bezposrednie
mechanizmy 13czace odpowiedni profil cytokinowy z produkcja prostaglandyn
wyzwalajacych czynno$¢ skurczowa migsnia macicy. Znaczacym punktem uchwytu
wydaje si¢ by¢ system endokanabinoidowy, majacy udowodniony wptyw w patogenezie
reakcji zapalnej. Ekspresja receptoréw kanabinoidowych, bedacych kluczowym
ogniwem w dzialaniu systemu endokanabinoidowego, jest obecna w prawie kazdej

komorce ciata ludzkiego.
Cel pracy

Zbadanie zalezno$ci pomigdzy ekspresja receptoréw kanabinoidowych w obrebie

tozyska po porodzie, a problemem porodu przedwczesnego.

Zbadanie zalezno$ci pomiedzy ekspresja receptorow CB1, CBla 1 CB2
w lozyskach, a dlugoscig trwania cigzy / wiekiem cigzowym w momencie porodu
1 wystgpieniem porodu przedwczesnego, a takze wystgpowaniem wybranych powiktan

W przebiegu cigzy.
Material i Metody

Badanie przeprowadzono na materiale wieloosrodkowym 150 kobiet rodzacych

w terminie od marca 2004 do grudnia 2012 roku. U 115 kobiet wystapil porod
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przedwczesny i stanowity Grupe Badana, u 35 kobiet pordd odbyt si¢ w fizjologicznym

terminie 1 okreslono Je mianem Grupy Kontrolne;.

W celu okreslenia ekspresji receptoréow kanabinoidowych CB1, CBla, oraz CB2
w tozyskach, bezposrednio po zakonczeniu III okresu porodu i wydaleniu poptodu,
z tozysk pobierano 4 wycinki; po jednym z kazdego kwadrantu, z miejsc makroskopowo
niezmienionych. Wycinki umieszczano w RNA - Later na okres 24 godzin,
po czym po osuszeniu mrozono material w temperaturze -80°C. Nastepnie uzyto
nastepujacych technik: izolacji RNA, w dalszej kolejnosci odwrotnej transkrypcji (RT)
1 reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR) w celu oceny
ekspresji receptorow kanabinoidowych w badanym materiale. Otrzymane wyniki
poréwnano do ekspresji gendéw referencyjnych GAPDH (dehydrogenaza aldehydu
3-fosfoglicerynowego) i ACT (B-aktyna).

Wyniki

Przeprowadzona analiza statystyczna pomie¢dzy badanymi grupami wykazata,
ze ekspresja receptora CB2 byla nizsza w lozyskach pochodzacych od kobiet,
ktore urodzity przedwczesnie. W przeprowadzonym badaniu tkliwos$¢ macicy korelowata
z ekspresja receptorow CB1 1 CB1la 1 byla zglaszana statystycznie czesciej przez pacjentki
z grupy badanej. Pobudzenie receptorow CB1 1 CB2 powoduje zmniejszenie odczuwania
bolu zaobserwowane na modelach zwierzecych, co moze stanowi¢ mechanizm odmiennej
percepcji bodzcow bolowych u kobiet w trakcie porodu, gdyz powszechnie wiadome jest,

ze odczuwanie bolu porodowego przez rodzace kobiety jest heterogenne.

W grupie badanej wystepowanie porodu przedwczesnego w wywiadzie,
cigz obumartych w wywiadzie 1 cigz zakonczonych cigciem cesarskim byto tym czestsze,
im nizsza byla ekspresja receptorow CB1 1 CBla w lozysku pacjentek
z grupy badanej. Wymienione powiklania sg powszechnie znanymi czynnikami ryzyka

porodu przedwczesnego w kolejnych cigzach.

Zakazenie uktadu moczowego 1 zglaszane przez pacjentki krwawienie
na ktorymkolwiek z etapdw trwania cigzy statystycznie czesciej wystepowato w grupie

badanej i korelowalo z ekspresja receptorow CB2.
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Whioski

1.

W patogenezie porodu przedwczesnego moze mie¢ znaczenie ekspresja
receptorow kanabinoidowych. Im nizsza ekspresja receptora CB2 w tozysku,
tym cze¢s$ciej wystepuje porod przedwcezesny.

Wystepowanie dolegliwosci bolowych macicy w przebiegu cigzy koreluje
z ekspresja receptorow kanabinoidowych w tozysku. Im nizsza ekspresja
receptora CB1 1 CBla, tym bolesniej odczuwaja pacjentki czynno$¢
skurczowg macicy.

Stwierdzona w badaniu korelacja ekspresji receptorow CB1, CBla, CB2
z powiktaniami przebiegu cigzy takimi jak: wystgpowanie u kobiet rodzacych
w przesztosci porodu przedwczesnego, cigz obumartych, krwawien
w przebiegu cigzy, podwyzszonej cieptoty ciata podczas porodu, oraz zakazen
uktadu moczowego, uzasadnia wniosek, iz nalezy poglebi¢ diagnostyke
ekspresji receptorow kanabinoidowych u kobiet ci¢zarnych na roéznych

etapach cigzy.
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15 ABSTRACT

Title: Premature delivery and cannabinoid receptor expression in the placenta.

Introduction

Fortunately, premature delivery concerns a minority of births around the world.
Nevertheless, the occurrence of this pathology 1s associated with significant
complications for not prepared to an extrauterine life newborn in the form of prolonged
hospitalization and their stay in the neonatal intensive care unit. It is also the leading cause
of infant mortality. The significant progress in the field of molecular biology made
in recent years has allowed analyzing many unexplored mechanisms of preterm labor.
The role of the developing inflammatory response within the uterine cavity and the pro-
inflammatory cytokine profile in the pathogenesis of preterm labor appears to be very
likely. Direct mechanisms combining the appropriate cytokine profile with the production
of prostaglandins that triggers uterine contractile function are not yet studied.
A significant fixation point seems to be the endocannabinoid system, which has a proven
effect on the pathogenesis of the inflammatory response. Expression of cannabinoid
receptors, which are a crucial link in the endocannabinoid system, is present in almost

every cell of the human body.
Study objectives

To investigate the relationship between cannabinoid receptor expression

within the placenta after delivery and the problem of preterm delivery.

To investigate the relationship between the expression of CB1, CBla and CB2
receptors in the placenta, and the duration of pregnancy / gestational age at delivery
and the occurrence of preterm delivery, as well as the occurrence of selected pregnancy

complications.
Material and methods

The study was conducted on multicenter material of 150 women giving birth
in the period from March 2004 to December 2012. 115 women were diagnosed
with premature delivery and were qualified to the Study Group, 35 women had a delivery

at the physiological time and were qualified to the Control Group.
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In order to determine the expression of cannabinoid CBI, CBla, and CB2
receptors in the placenta, immediately after the end of the 3rd delivery period
and excretion of the postpartum, 4 sections were taken from the placenta; one from each
quadrant, from macroscopically unchanged locations. Sections were placed in RNA-Later
for 24 hours and then, after drying, material was frozen at -80 ° C. The following
techniques were then used: RNA isolation, followed by reverse transcription (RT)
and real-time polymerase chain reaction (Real-Time PCR) to assess the expression
of cannabinoid receptors in the tested material. The obtained results were compared
to the expression of the reference genes GAPDH (3-phosphoglyceroldehyde
dehydrogenase) and ACT (B-actin).

Results

In statistical analysis following differences between the study group and control
group showed that CB2 receptor expression was lower in the placenta from women
who undergo preterm delivery. In the study, uterine tenderness correlated
with the expression of CB1 and CB1a receptors and was reported statistically more often
by patients from the study group. Stimulation of CB1 and CB2 receptors causes a decrease
in pain perception observed in animal models, which may be a mechanism for a different

perception of pain in women during childbirth.

In the study group, the history of preterm labor, history of intrauterine fetal deaths,
and pregnancies terminated by Caesarean section correlated with lower expression
of the CB1 and CBla receptors in the placenta in patients from the study group.
These complications are well-known risk factors for preterm labor in subsequent

pregnancies.

Urinary tract infection and bleeding reported by patients at any stage of pregnancy
statistically more frequently occurred in the study group and correlated with CB2 receptor

expression.
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Conclusions

1.

Expression of cannabinoid receptors could be an essential tool
in the pathogenesis of preterm labor. The lower CB2 receptor expression more
often occurs in the placenta delivered after preterm labor.

The occurrence of wuterine pain during pregnancy correlates
with the expression of cannabinoid receptors in the placenta. The lover level
of the CB1 and CB1a expression was connected with more painful contraction
perception of the uterus during labor.

The correlation between CB1, CBla, CB2 receptors expression and pregnancy
complications found in the study, such as the occurrence of preterm delivery
occurrence in the past, intrauterine death of the fetus in the past, vaginal
bleeding during pregnancy, increased body temperature during delivery,
and urinary tract infections, justifies that the diagnosis of cannabinoid receptor
expression in pregnant women at various stages of pregnancy should

be performed.

113



