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Streszczenie

Wstep: Dila prawidfowego rozwoju cigzy konieczna jest prawidfowa implantacja i dalszy rozwdj tozyska
i naczyn zapewniajgcych wymiane miedzy matkg a ptodem. Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej sg
odpowiedzialne za jej uszkodzenie, a ich dziatanie hamowane jest przez ich inhibitory- TIMP,

Cel pracy: Ocena wartosci rozpuszczalnych inhibitorow zewnagtrzkomorkowych metaloproteinaz TIMP-2 i TIMP-4
u kobiet cigzarnych w Il trymestrze cigzy oraz we Krwi pepowinowey.

Materiat i metody: Badania przeprowadzono w Kiinice Patologii Cigzy | Katedry Ginekologii i Potoznictwa
Uniwersytetu Medycznego w todzi. Grupe badang stanowito 29 kobiet w cigzy fizjologicznej, miedzy 37 a 40
tygodniem cigzy. We krwi kobiet ciezarnych oraz we krwi pepowinoweyj- tetniczej i zyinej oznaczano TIMP-2 i TIMP-4.
Wyniki: Srednie stezenie TIMP-2 we krwi matczynej wynosito 101,27 ng/ml, w tetniczej krwi pepowinowej 108,88
ng/ml, w pepowinowsj krwi zylnej 108,28 ng/ml. Srednie stezenie TIMP-4 we krwi matczynej wynosito 726,73 pg/
ml, w tetniczej krwi pepowinowej 529,95 pg/ml, w pepowinowej krwi zyinej 537,87 pg/ml. Oceniajac uzyskane
wartosci TIMP-4 stwierdzono istotng roznice pomiedzy krwig matczyng i pepowinowa, zarowno tetniczg jak i zying.
Whioski:
1. Brak pobudzenia syntezy TIMP-2 w Il trymestrze cigzy fizjologicznej Swiadczy¢ moze o stabilnym procesie
tworzenia naczyn.
2. Obserwowany spadek stezenia TIMP-4 potwierdza brak uszkodzenia naczyri krwionosnych i pobudzenia
procesu angiogenezy zarowno matki jak i u ptodu.
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Abstract

Introduction: To achieve physiological pregnancy development proper implantation and placental development
is needed to establish good exchange between mother and fetus. Metaloproteinases of extracellular matrix are
responsible of its degradation, their action is decreased by metaloproteinases inhibitors - TIMPs.

Objectives: Assessment of the concentrations soluble extracellular matrix metaloproteinases inhibitors TIMP-2
and TIMP-4 in blood of pregnant healthy women in lll-rd trimester and in umbilical cord blood- separately from
arteries and umbilical cord vein.

Material and method: The study was conduced in High Risk Pregnancy Clinic, Medical University Lodz. The
study group consisted from 29 women in normal, eutrophic pregnancy between 37 and 40 weeks of pregnancy.
TIMP-2 and TIMP-4 were measured in blood samples from maternal blood and umbilical cord vessels - separately
from arteries and vein.

Results: Mean TIMP-2 concentration in maternal blood was 101,27 ng/ml, from umbilical artery 108,88 ng/ml, and
from vein 108,28 ng/ml. Mean concentration of TIMP-4 in maternal blood was 726,73 pg/mi, in umbilical artery was
529,95 pg/mi, in umbilical vein - 537,87 pg/ml. Comparing obtained results of TIMP-4 statistical difference between
maternal blood and umbilical cord blood was found.

Conclusions: The lack of increase of TIMP-2 synthesis in lll-rd trimester of physiological pregnancy may be result
of stabile vascularisation process. Observed decrease of TIMP-4 concentration may be the result of normal blood
vessels development and the lack of increase angiogenesis process in both- mother and fetus.
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Wstep

Dla prawidlowego wewnatrzmacicznego wzrastania ptodu
niezbgdna jest prawidtowa budowa tozyska oraz adaptacja na-
czyn krwiono$nych przez ich przebudowg¢ w naczynia o niskim
oporze przeptywu. Macierz zewnatrzkomoérkowa w obrebie tozy-
ska jest jednym z czynnikdw wptywajacych na funkcj¢ kosmka
jako struktura dzialajaca przestrzennie i nadajaca im wiasciwy
ksztatt. Na przebudowe, degradacj¢ macierzy zewnatrzkomorko-
wej (ECM) moga wptywadé metaloproteinazy macierzy zewnatrz-
komorkowej (MMP) [1]. Sa to enzymy trawiace glikoproteiny
macierzy zawierajace dwie domeny- domeng katalityczng oraz
prodomeng. Usunigcie prodomeny aktywuje enzym i indukuje
degradacj¢ macierzy zewnatrzkomorkowej. Metaloproteinazy sa
stymulowane przez cytokiny stanowiac odpowiedz na uszkodze-
nie tkanek oraz procesy zapalne [2]. Aktywacja metaloproteinaz
daje wzrost uwalniania cytokin np. TNF-alfa. Degradacja kolage-
nu macierzy zewnatrzkomérkowej daje mozliwos¢ przenikania
leukocytéw do ogniska infekcji i jej ograniczanie [3, 4].

Najlepiej poznana metaloproteinaza- MMP-2 nalezy do gru-
py zelatynaz, zdolnych do degradowania kolagenu typu I, II, III
i IV, lamininy i zelatyny. Jej wysokie st¢zenia obserwowane sa
w stanach przebiegajacych z nasileniem procesdw neowasku-
laryzacji. Neowaskularyzacja (angiogeneza) jest procesem nie-
zbednym np. w gojeniu si¢ ran, procesie implantacji zarodka,
placentacji, morfogenezy i wzrastania wewnatrzmacicznego,
zapewniajac prawidtowy dostgp do tlenu i innych sktadnikéw
krazacej krwi [5].

W angiogenezie najwazniejsza rol¢ odgrywa uszkodzenie
bariery macierzy zewnatrzkomodrkowej przez metaloproteina-
zy, co daje poczatek uszkodzeniu btony podstawnej komoérek
$roédbtonka i degradacji kolagenu [6, 7].

Ochronie komdrek przed ich degradacja i zachowaniu home-
ostazy shuza inhibitory metaloproteinaz — TIMP (tissue inhibitor
metaloproteinases). Sa to glikoproteiny tworzace hamujace kom-

738

© Polskie Towarzystwo Ginekologiczne

pleksy z metaloproteinazami i tym samym obnizajace ich aktyw-
nos¢ oraz majace dodatni wptyw na wzrost komorki oraz erytro-
poezg. Dziatajq réwniez antyapoptotycznie i proproliferacyjnie,
wplywajac na procesy organogenezy i steroidogeneze [8, 9].

Tkankowy inhibitor proteinazy-2 [TIMP-2] o masie cza-
steczkowej 21 kDa, wystepujacy w formie rozpuszczalnej, obni-
za zdolnos$¢ do tworzenia rurek endotelialnych w zelowych prote-
inach macierzy zewnatrzkomorkowej. Dziata réwniez blokujaco
na obie formy MMP-2 — aktywng i nieaktywna, hamuje angioge-
nez¢ pobudzang za posrednictwem obecnego w btonie podstawo-
wej 1 podsrodbtonkowej macierzy zewnatrzkomorkowej naczyn
krwionosnych, czynnika wzrostu fibroblastow (basic fibroblast
growth factor — bFGF) [10]. W ten sposob blokowana jest proli-
feracja komorek endotelialnych mikronaczyn, brak jest natomiast
wplywu bFGF na opdznienie wzrostu komorek juz powstatych.
Do pobudzenia aktywnosci bFGF wytwarzanego gtéwnie w adi-
pocytach, konieczna jest obecnos$¢ biatka sygnalowego. W ba-
daniach in vitro stwierdzono niewielki wzrost adhezji komodrek
i spowolnienie migracji komoérkowej pod wpltywem TIMP-2, co
potwierdza jego dziatanie antyangiogenne. W niskich st¢zeniach
TIMP-2 aktywuje MMP-2, natomiast wzrost jego st¢zenia powo-
duje blokowanie aktywnosci MMP-2 [11, 12].

Metaloproteinazy oraz ich specyficzne inhibitory — TIMP
tworzg sprz¢zony system proteolityczny a zaburzenie jego dzia-
ania moze prowadzi¢ do wzmozonej proteolizy zewnatrzkomor-
kowej np. w procesach zapalnych, rozrostach nowotworowych,
a takze ostabienia proceséw proteolitycznych podczas implanta-
cji trofoblastu oraz angiogenezy lozyskowej. Jak wykazaty bada-
nia Swierczewskiego A. i wsp. obserwuje si¢ istotnie mniejsza
ekspresj¢ tkankowego inhibitora metaloproteinazy-2 (TIMP-2)
w grupie zdrowych cigzarnych w poréwnaniu do grupy kobiet
z ciazgq powiklang zespolem ograniczonego wzrastania ptodu
[13].
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Tkankowy inhibitor metaloproteinaz-4 [TIMP-4] o masie
czasteczkowej 21 kDa od innych inhibitorow metaloproteinaz
r6zni brak miejsca n- glikozylacji. W warunkach fizjologicznych
wystepuje w niskich stezeniach we krwi obwodowej, a najwyz-
sze jego stgzenia stwierdzano w migsniu sercowym. TIMP-4
obecny jest w astrocytach, w endometrium, trofoblascie, komor-
kach $rodbtonka, makrofagach, monocytach, ptytkach krwi i ko-
morkach migsni gtadkich [14].

W chorobach przebiegajacych z uszkodzeniem naczyn
krwionosnych stgzenie TIMP-4 wzrasta. Potwierdzono jego
wplyw na indukcj¢ procesu apoptozy w fibroblastach migsnia
sercowego oraz hamowanie migracji komorek endotelialnych
zdolnych do tworzenia kapilar. Jednoczes$nie nie stwierdzono
wplywu TIMP-4 na procesy proliferacji i angiogenezy w dotych-
czasowych badaniach klinicznych, cho¢ zanotowano znaczacy
wzrost jego ste¢zenia pod wpltywem dziatajacego zwidknieniowo
TGF-beta [15].

Badajac wptyw réznych czynnikow na przebudowg¢ naczyn
podczas cigzy postanowiono poréwnaé st¢zenia inhibitorow me-
taloproteinaz TIMP-2 i TIMP-4 we krwi kobiet cigzarnych w III
trymestrze ciazy fizjologicznej oraz we krwi pgpowinowej no-
worodkow.

Cel pracy

Ocena warto$ci rozpuszczalnych inhibitorow zewnatrzko-
morkowych metaloproteinaz TIMP-2 i TIMP-4 u kobiet cigzar-
nych w III trymestrze ciazy oraz we krwi pgpowinowej.

Materiat i metoda

Badania przeprowadzone zostaty w latach 2013-2015 w Kli-
nice Patologii Ciazy I Katedry Ginekologii i Potoznictwa Uni-
wersytetu Medycznego w Lodzi po uzyskaniu zgody uczelnianej
Komisji Bioetycznej RNN/149/09/KE. Badaniem objg¢to grupe
kobiet ciezarnych bedacych w ciazy o fizjologicznym przebie-
gu oraz prawidlowym odzywieniu wewnatrzmacicznym ptodu,
liczaca 29 pacjentek znajdujacych si¢ pomigdzy 37 a 40 tygo-
dniem ciazy. Wszystkie cigzarne rozwiazywane byty droga cigcia
cesarskiego w trybie planowym ze wskazan pozapotozniczych,
niezwiazanych z zaburzeniami wzrastania ptodu oraz zagroze-
niem niedotlenieniem. U kazdej z pacjentek w dzien planowa-
nego zabiegu operacyjnego pobierano do badan krew zylna z zyt
zgigcia tokciowego oraz w trakcie operacji cigcia cesarskiego po
zamknigciu pepowiny i odpegpnieniu noworodka, krew pgpowi-
nowa- 0sobno z naczyn tgtniczych, osobno z zyly pepowinowe;j
po okoto 5 ml celem przeprowadzenia oznaczen stgzen TIMP-2
i TIMP-4.

Pobrany material umieszczano w probéwkach przeznaczo-
nych do wykonywania oznaczen biochemicznych (bez obecnosci
antykoagulantu). Probki krwi pozostawiano na okoto 60 minut
— do czasu catkowitego wyrzepienia w temperaturze pokojowej,
a nastgpnie odwirowywano przez 15 minut przy szybkosci 2000
obrotow/minute.

Nastepnie oddzielang surowicg umieszczano w probowkach
typu Eppendorffi zamrazano do temperatury -70 stopni Celsjusza
az do momentu przeprowadzenia oznaczen. Bezposrednio przed
wykonaniem badan surowice powoli rozmrazano w temperatu-
rze pokojowej. Badania przeprowadzono za pomoca gotowych
zestawOw do oznaczania TIMP-2 i TIMP-4 firmy R&D Systems
Elisa kit wedlug zalecanego schematu badania.

Nr10/2015
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Analiza statystyczna

Bazg¢ danych uzyskanych od osob badanych utworzono
w arkuszu kalkulacyjnym Microsoft Excel 2014. Obliczenia sta-
tystyczne wykonano wykorzystujac program statystyczny SPSS
14.0 oraz MS Excel 2014. W badanej grupie, dla poszczegdlnych
wartosci stgzen badanych mediatorow obliczono statystyki opi-
sowe takie jak $rednia arytmetyczna, odchylenie standardowe,
minimum oraz maksimum. Poszukujac istotnych statystycznie
réznic pomigdzy badanymi grupami w wartosciach badanych
parametrow wykorzystano jednoczynnikowa analiz¢ wariancji
ANOVA. Za wyniki istotne statystycznie przyjeto te dla ktorych
p<0,05.

Charakterystyka grupy

Srednia wieku w badanej grupie wynosita 32,17 lat przy od-
chyleniu standardowym 3,83. Minimalny wiek w badanej grupie
wyni6st 25 lat, najstarsza cigzarna miata 38 lat. Sredni czas trwa-
nia ciazy wyniost 38,67 tygodni przy odchyleniu standardowym
0,65. Minimalny czas trwania cigzy w tej grupie wyniost 37 ty-
godni, za§ maksymalny 40 tygodni.

Wyniki

W badanej grupie kobiet cigzarnych oznaczono stgzenia
TIMP-2 w surowicy krwi matczynej i pgpowinowej noworodka
a uzyskane wyniki przedstawiono w ng/ml w tabeli I.

Srednie stezenie TIMP-2 we krwi matczynej wynosi-
o 101,27 ng/ml, w t¢tniczej krwi pgpowinowej 108,88 ng/ml,
w pepowinowej krwi zylnej 108,28 ng/ml. Oceniajac uzyskane
warto$ci TIMP-2 nie stwierdzono istotnych réznic migdzy krwia
matczyng i krwia pgpowinowa, zarowno tgtnicza jak i zylna
[p>0.05].

Norma stezenia TIMP-2 przyjeta w literaturze wynosita: od
23 do 328 ng/ml. Interpretujac wedhug tych norm uzyskane w ba-
daniu warto$ci nie stwierdzono istotnych odchylen od podanego
zakresu norm wartosci TIMP-2 w badanych probkach. Wyniki
przedstawiono na rycinie 1.

Nie stwierdzono istotnych réznic w stezeniu TIMP-2 migdzy
badanymi probkami (krew matki vs. krew tetnicza vs. krew zylna
noworodka), co potwierdzaja testy Anova i post hoc — wszedzie
istotnos¢ p> 0,05.

Nastepnie ocenie poddano stgzenie TIMP-4 we krwi mat-
czynej oraz we krwi uzyskanej z naczyn pgpowinowych — osob-
no krwi tetniczej i zylnej. Uzyskane w pg/ml wyniki przedsta-
wiono w tabeli II.

Srednie stezenie TIMP-4 we krwi matczynej wynosilo
726,73 pg/ml, w tgtniczej krwi pgpowinowej 529,95 pg/ml, w pe-
powinowej krwi zylnej 537,87 pg/ml. Oceniajac uzyskane warto-
$ci TIMP- stwierdzono istotng réznic¢ pomi¢dzy krwig matczyna
i krwig pegpowinowa, zarowno tetnicza jak i zylng [p<0.05].

Norma stgzenia TIMP-4 wedlug dostgpnych danych wy-
nosita od 460 do 2661 pg/ml. Interpretujac wedtug tych norm
uzyskane w badaniu wartosci nie stwierdzono podwyzszonych
wartosci TIMP-4 w badanych probkach. Wyniki przedstawiono
na rycinie 2.

Uzyskano w prawie polowie przypadkow [46.5%] obnizenie
wartosci stezen ponizej ogdlnej normy we krwi noworodkowej-
bez wzgledu na charakter naczynia — tgtnicze/zylne, we krwi
matczynej odsetek obnizonych wartosci stezen wynosit 7,7%.

Na uwage zashuguje poréwnanie wartosci stezen TIMP-4
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Tabela 1. Stgzenie TIMP-2 we krwi matczynej i pgpowinowej w ng/ml.

Srednie stezenie SD Minimum Maximum
Krew matczyna 101,27 20,67 62,95 143,20
Krew tetnicza noworodka 108,88 17,22 89,70 134,65
Krew zylna noworodka 108,28 14,69 78,40 131,15

Tabela I1. Stezenie TIMP-4 we krwi matczynej i pgpowinowej w pg/ml.

Srednie stezenie SD Minimum Maximum
Krew matczyna 726,73 186,52 393,58 1038,66
Krew tetnicza noworodka 529,95 187,92 296,01 926,86
Krew zylna noworodka 537,87 237,59 254,85 1147,80

migdzy tymi uzyskanymi z krwi matki a z krwi t¢tniczej nowo-
rodka. Istotnos¢ w testach post hoc wyniosta p = 0,05 czyli jest
réwna przyjetemu poziomowi istotnosci. Zbadanie liczniejszej
grupy mogloby byé moze przyniesé istotne statystycznie rdzni-
ce w wynikach. We krwi matki mozna zaobserwowac istotnie
wyzsze warto$ci stgzenn TIMP-4 w poréwnaniu z krwig tetnicza
noworodka.

Dyskusja

Tkankowy inhibitor metaloproteinazy-2 bedacy glikopro-
teing o dzialaniu przeciw macierzowym metaloproteinazom
uznawany jest za czynnik prognostyczny w niektérych proce-
sach nowotworowych. Wysoka ekspresja TIMP-2 uznawana jest
za dobry czynnik prognostyczny w chorobach przebiegajacych
z proliferacja naczyn kapilarnych [8, 9].

Uzyskanie w badanych probkach krwi zylnej kobiety cig-
zarnej oraz we krwi pegpowinowej wartosci nie réznigcych si¢
istotnie i zgodnych z normami przyjetymi dla populacji osdb
dorostych jest najprawdopodobniej zwiazane z brakiem zjawiska
hamowania procesu proliferacji naczyn kapilarnych w III tryme-
strze ciazy oraz u ptodu eutroficznego w ciazy donoszone;j.

W badaniach przeprowadzonych przez Valente i wsp. po-
twierdzono, ze brak rownowagi mig¢dzy zelatynaza-A i TIMP-2
moze spowodowaé degradacj¢ macierzy zewnatrzkomorkowej
skutkujaca zaburzeniami proceséw angiogenezy. Wysoka ekspre-
sja TIMP-2 wptywa na ograniczenie migracji komérek endote-
lialnych hamujac neoangiogenezg [16]. Moze to mie¢ wplyw na
prawidltowe funkcjonowanie kosmkdéw, a tym samym wilasciwa
perfuzj¢ lozyskowa i odzywienie wewnatrzmaciczne ptodu. Po-
twierdzatoby to uzyskanie prawidtowych wartosci w przeprowa-
dzonym badaniu, jako efektu prawidlowej funkcji tozyska.

Podwyzszong ekspresje TIMP-2 stwierdzano réwniez w do-
czesnej pierwszego trymestru u kobiet, u ktérych wystepowato
zwigkszone krwawienie po poronieniu indukowanym farmako-
logicznie, co moze wskazywac na nieprawidlowy remodeling
naczyn [17].

Jak dotad brak jest zgodnosci, co do roli TIMP-2 w powsta-
waniu powiktan ciazy, takich jak nadcisnienie indukowane ciaza
czy zespdt ograniczonego wzrastania plodu. Niektérzy autorzy
stwierdzaja nizsza aktywnos¢ TIMP-2 w kosmkach trofoblastu
w cigzach o fizjologicznym przebiegu, a podwyzszone warto-
$ci w przypadku nadcisnienia te¢tniczego i hipotrofii wewnatrz-
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macicznej [9, 10]. W innych opracowaniach nie stwierdzano
roznic w ekspresji TIMP-2 w lozysku w cigzach powiktanych
nadcisnieniem tgtniczym lub hipotrofia wewnatrzmaciczna pto-
du w poréwnaniu do ciaz o niepowiktanym przebiegu z ptodami
eutroficznymi [11]. Takie zréznicowanie wynikdw moze by¢ za-
lezne od wartosci stgzen TIMP-2, gdzie niskie stgzenia powoduja
wzrost ekspresji MMP-2, a wysokie blokuja aktywnos¢ MMP-2
[2, 9]. Oprécz regulowania ekspresji metaloproteinazy-2 TIMP-2
posiada réwniez zdolno$¢ do hamowania aktywnos¢ innych me-
taloproteinaz [13].

Pobudzenie dziatania TIMP-2 przez dziatanie krétko-tancu-
chowych kwasow tluszczowych moze mie¢ ochronne znaczenie
przed proteolitycznym dziataniem metaloproteinaz macierzo-
wych na btong podstawna komorki. Moze to zwrdci¢ w przy-
szto$ci uwage na prewencyjne stosowanie w diecie tego rodzaju
kwasow ttuszczowych [18].

Badajac obwodowe stgzenie tkankowego inhibitora prote-
inazy-4 [TIMP-4] stwierdzono w niemal potowie przypadkow
obnizenie wartosci stgzen we krwi pgpowinowej ponizej ogol-
nej normy — bez wzgledu na rodzaj naczynia- tgtnicze czy zyl-
ne. Nizsze niz przyjeta ogélna norma stezenia TIMP-4 we krwi
matki oraz stwierdzone istotnie wyzsze wartosci stgzen TIMP-4
w pordéwnaniu z krwig tetnicza noworodka moga mie¢ zwiazek
z brakiem pobudzenia procesu tworzenia nowych naczyn w III
trymestrze ciazy i zakonczeniem procesu angiogenezy u ptodu.

TIMP-4 przez swoje zdolno$ci do wigzania i unieczynnia-
nia MMP-1,2,3,7,9 moze skutecznie blokowa¢ degradacj¢ ECM,
a przez unieczynnienie MMP-14 hamowa¢ réwniez procesy au-
tokatalityczne. Uzyskane w badaniu wyniki moga w takim razie
réwniez sugerowacé obecno$¢ mniejszego pobudzenia systemu
obrony przed degradacja ECM w organizmie ptodu w III tryme-
strze cigzy w porownaniu do organizmu matki. Mozna ten fakt
interpretowa¢ rowniez niedojrzatoscia ptodowych systemow
ochrony macierzy zewnatrzkomérkowej przed degradacja [19].

Zachowanie rownowagi miedzy TIMP-2 i TIMP-4 praw-
dopodobnie jest najwazniejszym czynnikiem wplywajacym na
sktonnos¢ do dezintegracji komorki zaréwno w procesach prze-
mian fizjologicznych jak i w warunkach zmian patologicznych.
Proces ten regulowany jest przez wspolny kompetycyjny wptyw
TIMP- 2 i 4 na obnizenie aktywowania proenzymow metalopro-
teinaz MMP-2 i MMP- 14 [20].
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