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Streszczenie

Wstep: Rozwdj cigzy uzalezniony jest od wielu czynnikéw. Jednym z nich jest implantacja i rozwdj tozyska oraz
jego unaczynienie. Prawidfowy przebieg tego procesu zalezy od wiasciwej aktywnosci enzymow rozktadajgcych
elementy macierzy pozakomdrkowej | bfony podstawnej — metaloproteinaz.

Cel pracy: Ocena ekspresji MMP-9 oraz TIMP-2 w tozyskach u kobiet z hipotrofig wewnatrzmaciczng ptodu.
Materiat i metody: \Wyodrebniono 2 grupy badane- ciezarne z nieleczong hipotrofig ptodu i z hipotrofig leczong
kwasem acetylosalicylowym i L-argining oraz grupe kontrolng z prawidfowym odzywieniem wewnagtrzmacicznym
ptodu. Wykonano preparaty mikroskopowe z tozysk znakowane swoistymi przeciwciatami dla MMP-9 | TIMP-2.
Wyniki: Najwieksza intensywnos¢ odczynu oraz najwieksza powierzchnia z dodatnim odczynem dla TIMP-2 w
kosmku charakteryzowata grupe z nieleczong hipotrofig ptodu. Najsilniejszg ekspresje MMP-9 zaobserwowano w
grupie kontrolnej. Najmniejsza powierzchnia z dodatnim odczynem MMP-9 w trofoblascie wystepowata w grupie
nieleczonego IUGR.

Whioski: Wysoka aktywnos¢ MMP-9 w tozysku koreluje z prawidtowg jego budowsg i funkcjg. Zastosowane
leczenie IUGR zmnigjsza ekspresje TIMP-2 w kosmkach tozyska.
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Abstract

Introduction: The development of pregnancy depends on many factors, among other the implantation and the de-
velopment of the placenta and placental vascularity. The correct course of these processes depends on the proper
activity of the enzymes degradating elements of extracellular matrix and basal membrane — metalloproteinases.

Objectives: Assessment of the expression of MMP-9 and TIMP-2 in the placenta of women with intrauterine fetal

growth restriction.

Material and methods: Two study groups were distinguished - with untreated IUGR and with IUGR treated with
the acetylsalicylic acid and L-arginine and the control group with correct fetal growth and course of pregnancy. Mar-
ked microscope preparations from placental samples were made with specific antibodies for MMP-9 and TIMP-2.
Results: The greatest intensity of the reaction and the villous TIMP-2 expression was characteristic of the group
with untreated IUGR. Strongest expression MMP-9 was observed in the control group. The smallest surface of the
trophoblast with positive MMP-9 reaction appeared in the group with untreated IUGR.

Conclusions: High MMP-9 activity in the placenta correlates with its correct structure and function. Application of
IUGR treatment reduces the expression of TIMP-2 in the placental villi.

Key words: pregnancy / placenta / metalloproteinases / tissue inhibitors
of metalloproteinases / intrauterine growth restriction

Wstep

Zespo6t ograniczonego wzrastania ptodu jest nadal jednym
z glownych probleméw medycyny perinatalnej. Dotyczy ona
okoto 8-10% wszystkich ciaz [1, 2, 3]. Smiertelno$¢ i zacho-
rowalno$¢ okotoporodowa noworodkow hipotroficznych jest
kilka, a nawet kilkanascie razy wyzsza w poroéwnaniu z grupa
noworodkow eutroficznych. Wigksza czgsto$¢ wystgpowania
wewnatrzmacicznego ograniczenia wzrastania ptodu obserwuje
si¢ u kobiet z czynnikami ryzyka (np. nadci$nieniem tgtniczym),
w ciazach wieloptodowych i u ptodéw z anomaliami genetycz-
nymi [2, 4, 5].

Prawidlowy rozwoj ciazy i ptodu uwarunkowany jest przez
wiele réznorodnych czynnikéw, pochodzenia matczynego, pto-
dowego i srodowiskowego. Wsrdd nich szczegodlne miejsce zaj-
muje trofoblast. Wiasciwa implantacja trofoblastu i rozwoj tozy-
ska uzaleznione sa od szeregu powiazanych ze soba czynnikow,
ktorych wlasciwe proporcje i zaleznosci warunkuja prawidtowy
przebieg tych proceséw. Zaburzenia w implantacji trofoblastu
i rozwoju tozyska moga prowadzi¢ we wczesnej ciazy do poro-
nienia, natomiast w pozniejszym okresie ciazy do nadci$nienia
tetniczego indukowanego cigza lub wewnatrzmacicznego ogra-
niczenia wzrastania ptodu. Te dwie ostatnie patologie czgsto
wspolwystepuja ze soba [2, 3, 6].

Istotna role w implantacji i rozwoju tozyska odgrywaja meta-
loproteinazy macierzowe. Sa to metalozalezne enzymy proteoli-
tyczne trawiace sktadniki macierzy pozakomorkowej oraz blong
podstawna, zawierajace w swoim centrum aktywnym jon cynku.
Macierz zewnatrzkomorkowa stanowi ggsta sie¢ roznorodnych
bialek i polisacharydow wypehiajacych w tkankach przestrzen
migdzy komorkami. Spelnia ona w organizmie funkcje struktu-
ralne oraz regulacyjne [6, 7, 8, 9, 10, 11, 12].

W warunkach fizjologicznych metaloproteinazy reguluja
procesy rozwoju organizmu, warunkuja jego homeostazg, odgry-
waja tez istotna rolg w procesie gojenia, przebudowie tkanek oraz
w angiogenezie. Nadmierna i niekontrolowana ich aktywacjg ob-
serwuje si¢ w chorobach zapalnych i nowotworowych [7, 8, 9,
11, 12, 13, 14, 15].

Metaloproteinazy syntetyzowane sa w komoérkach w posta-
ci nieaktywnych biologicznie proenzymow i w takiej formie sa
uwalniane do przestrzeni pozakomoérkowej. Niektore natomiast
pozostajq zwigzane na powierzchni btony komérkowe;.
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Aktywacja metaloproteinazy polega na odcigciu propeptydu
i odstonigciu centrum katalitycznego poprzez rozerwanie wiaza-
nia migdzy grupa tiolowa cysteiny a jonem cynku. Ten gtowny
sposoOb aktywacji metaloproteinaz przebiega przy udziale innych
juz aktywnych metaloproteinaz oraz proteaz serynowych (np.
elastazy leukocytarnej, katepsyny-6, trypsyny).

Inna droga aktywacji MMPs jest zmiana budowy przestrzen-
nej czasteczki metaloproteinazy w poblizu miejsca aktywnego
przez zwiazki reagujace z grupa tiolowa, jak np. utleniony gluta-
tion. Najprostsza czasteczka MMP-7 zawiera propeptyd, dome-
n¢ katalityczna i region zawiasowy. Pozostate metaloproteinazy
maja dodatkowe domeny, ktore warunkuja powinowactwo do
substratow oraz funkcj¢ biologiczna poszczegdlnych enzymow
[5, 13, 14, 16].

Aktywno$¢ metaloproteinaz regulowana jest zarowno na
poziomie transkrypcyjnym, jak i potranskrypcyjnym. Metalo-
proteinazy podlegaja tez interakcjom z nieswoistymi inhibitora-
mi enzymo6w proteolitycznych (np. o-2-makroglobulina) oraz ze
specyficznymi dla nich inhibitorami — tkankowymi inhibitorami
metaloproteinaz.

Do tej pory poznano 4 tkankowe inhibitory metaloproteinaz
(TIMP-1, -2, -3, -4). Wystepuje zréznicowanie powinowactwa
migdzy inhibitorami a enzymami. TIMP-1 wykazuje silne wtas-
ciwosci blokujace w stosunku do MMP-1 i MMP-9, natomiast
stabiej dziala na MMP-2. TIMP-2 najsilniej hamuje MMP-2,
dziatajac znacznie stabiej na MMP-3, MMP-9. W przypad-
ku TIMP-2 stwierdzono, ze w niskich st¢zeniach aktywuje on
MMP-2, podczas gdy w wyzszych stezeniach blokuje aktywnos¢
enzymu.

Biologiczna rola tkankowych inhibitorow metaloproteinaz
nie ogranicza si¢ wylacznie do regulowania aktywnos$ci metalo-
proteinaz. Dzialaja one rowniez antyapoptotycznie i proprolife-
racyjnie, regulujac m. in. organogenezg i steroidogeneze [13, 16,
17].

Wynika z tego, ze metaloproteinazy wraz z ich inhibitora-
mi tworza zlozony, sprzezony system proteolityczny. Zaburzenie
wlasciwych relacji pomigdzy jego sktadowymi moze prowadzi¢
do wielu patologii: z jednej strony do nadmiernej proteolizy ze-
wnatrzkomoérkowej m. in. w procesie zapalnym lub nowotwo-
rowym, a z drugiej do niedostatecznego nasilenia proteolizy np.
w implantacji trofoblastu, czy w angiogenezie tozyskowej.
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Cel pracy

Ocena ekspresji metaloproteinazy MMP-9 oraz tkankowego
inhibitora metaloproteinazy TIMP-2 w tozyskach u kobiet z we-
wnatrzmacicznym zahamowaniem wzrastania ptodu.

Materiat i metody

Do badania zakwalifikowano 80 kobiet rodzacych w termi-
nie okotoporodowym (37-40 tydzien ciazy) w Klinice Patologii
Ciazy, I Katedry Ginekologii i Potoznictwa Uniwersytetu Me-
dycznego w Lodzi. Na przeprowadzenie badan uzyskano zgodg
Komisji Bioetycznej nt RNN/149/09/KE. Wszystkie kobiety bio-
race w nich udziat wyrazily $wiadoma, pisemng zgodg. Pacjentki
zostaty podzielone na trzy grupy (2 grupy badane i grupa kontrol-
na). Pierwsza grupg badang stanowito 39 cigzarnych z wewnatrz-
macicznym ograniczeniem wzrastania ptodu, u ktoérych ze wzgle-
du na zaawansowanie cigzy nie wdrozono leczenia. Druga grupa
badana to 17 cigzarnych z wewnatrzmacicznym zahamowaniem
wzrastania ptodu leczonych kwasem acetylosalicylowym (Acard
75 mg 1x1 tabl.) i L-argining (Medargin 3x1g). Grupg poroéw-
nawcza stanowity 24 cigzarne o prawidtowym przebiegu ciazy
i eutrofii ptodu. Celem uzyskania wstgpnej standaryzacji grup
badano tozyska kobiet, ktorych ciaza zostala zakonczona cig-
ciem cesarskim. Podczas cigcia cesarskiego pobierano fragment
lozyska z centralnej czgsci tozyska. Pobrany wycinek tozyska
natychmiast umieszczano w pojemniku z 10% zbuforowanym
roztworem formaldehydu na 24 godziny, a nastgpnie zatapiano je
w bloczkach parafinowych.

Skrawki parafinowe poshuzyly do sporzadzenia rutynowych
preparatow barwionych hematoksyling i eozyna (H+E) oraz
do badan immunohistochemicznych w systemie detekcyjnym
DAKO EnVision wedtug metody immunoperoksydazowej z uzy-
ciem pierwotnych mysich przeciwciat monoklonalnych skiero-
wanych przeciw MMP-9 (nr katalogowy NCL-MMP9-439) fir-
my Novocastra Leica Microsystems oraz TIMP-2 (nr katalogowy
NCL-TIMP2-487) firmy Novocastra Leica Microsystems zgod-
nie z protokotem producenta.

Kontrolg negatywna metody stanowily skrawki, w ktorych
zastgpowano pierwotne przeciwciata buforem TBS stosujac od-
powiednia procedur¢ immunohistochemiczng. Kontrola pozy-
tywna byly skrawki dajace znang wczesniej silnie pozytywna
reakcje¢ w kierunku badanego antygenu. We wszystkich reak-
cjach uzyskiwano brazowe zabarwienie komorek zawierajacych
poszukiwane biatka.

Do oceny preparatow mikroskopowych wykorzystano
mikroskop MICROPHOT-FXA firmy NIKON zintegrowany
z komputerowym systemem morfometrycznej analizy obrazu
Multi Scan Base v. 8.08.

Komorki wykazujace dodatnia ekspresj¢ badanego antyge-
nu zliczano w 10 losowo wybranych polach widzenia w kazdym
skrawku w powigkszeniu 200x stosujac metodg poétilosciowa.
Oznaczano charakter i intensywno$¢ wybarwienia oraz po-
wierzchnig syncytiotrofoblastu kosmkéw tozyska z dodatnia re-
akcja na poszukiwane biatko zgodnie z metoda zaproponowana
przez M. Volma przypisujac im punktacje w skali 0-3.

Charakter odczynu okreslano jako: §ladowy (0), nierowno-
mierny (1), rownomierny (2) lub pelny (3). Intensywnos$¢ odczy-
nu: brak (0), staby (1), $redni (2) lub silny (3). Powierzchnig syn-
cytiotrofoblastu kosmkow tozyska wykazujaca dodatnia reakcje
w kierunku znakowanego biatka zaszeregowano: (0) — 0% po-
wierzchni, (1) — do 25% powierzchni, (2) — do 50% powierzchni,
(3) — powyzej 50% powierzchni.

W celu weryfikacji normalnosci rozktadu badanych cech
uzyto testu Shapiro-Wilka. Roznice lub brak roéznic pomigdzy
badanymi grupami zbadano nieparametrycznym testem Kruskala
-Wallisa. Hipotezy statystyczne weryfikowano przy poziomie
istotnosci p<0,05.

Wyniki

Otrzymane $rednie warto$ci charakteru i intensywnosci od-
czynu, powierzchni¢ syncytiotrofoblastu z dodatnim odczynem
barwnym w poszczegoélnych grupach oraz réznice migdzy bada-
nymi grupami przedstawiajq ponizsze tabele.

Tabela I. Charakterystyka odczynéw TIMP-2.

Grupa Charakter odczynu p Intzr;i);\;v:ss'é p Po:::izt:‘hunia P
IUGR nieleczony 1,70+ 0,73 NS 2,54 +£0,57 <0,05 2,97 £0,30 <0,05
IUGR leczony 1,83+0,74 NS 2,39+ 0,65 NS 2,89 +0,34 NS
Grupa kontrolna 1,66 £ 0,70 NS 2,37 £ 0,55 NS 2,91+0,28 NS

Tabela Il. Charakterystyka odczynu MMP-9.
Frope Charakter odczynu . Intensywnosé o Powierzchnia .
odczynu odczynu

IUGR nieleczony 0,92 +£0,70 <0,05 1,40+ 0,54 NS 2,16 £ 0,83 <0,05
IUGR leczony 1,36 + 0,66 <0,05 1,53+0,58 NS 2,63 £ 0,60 NS
Grupa kontrolna 1,14 +£0,73 <0,05 2,06 0,73 <0,05 2,48 +£0,78 NS
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W tabeli I przedstawiono charakterystyke i zroznicowanie
badanych cech odczynu dla tkankowego inhibitora metaloprotei-
nazy-2 (TIMP-2). (Tabela I).

Nie stwierdzono istotnych réznic w charakterze odczynu
TIMP-2 pomigdzy badanymi grupami. Natomiast zaobserwowa-
no istotng statystycznie réznicg w intensywnosci odczynu bar-
wnego migdzy grupa z nieleczong hipotrofia wewnatrzmaciczna
ptodu, a dwiema pozostatymi grupami. Podobnie najwigksza
powierzchnig syncytiotrofoblastu objgta dodatnim odczynem dla
tkankowego inhibitora metaloproteinazy-2 odnotowano w grupie
z nieleczonym wewnatrzmacicznym zahamowaniem wzrastania
ptodu, réznica byla istotna statystycznie wobec obydwu pozosta-
tych grup.

W tabeli II przedstawiono charakterystyke i zréznicowanie
badanych cech odczynu dla metaloproteinazy-9 (MMP-9). (Ta-
bela II).

Stwierdzono, ze pordéwnywane grupy sa najbardziej zroz-
nicowane pod wzglgdem charakteru odczynu dla metaloprote-
inazy-9, a wszystkie uzyskane roznice sa istotne statystycznie.
Najwigksza intensywno$¢ wybarwienia MMP-9 zaobserwowa-
no w grupie kontrolnej. Najmniejsza powierzchni¢ z ekspresja
MMP-9 stwierdzono w grupie z nieleczonym zespolem ograni-
czonego wewnatrzmacicznego wzrastania ptodu. Obie te rozni-
ce byly statystycznie istotne wzglgdem pozostatych grup. Cho¢
najwigksza powierzchni¢ kosmka zajmowana przez odczyn dla
metaloproteinazy dziewiatej stwierdzono w grupie z leczona
hipotrofia ptodu, to nie byta ona istotnie wigksza niz uzyskana
w grupie kontrolnej.

Dyskusja

Gloéwnej przyczyny powstania wewnatrzmacicznego ograni-
czenia wzrastania ptodu upatruje si¢ w nieprawidtowym przepty-
wie krwi w obrebie tozyska spowodowanym zaburzeniem prze-
budowy naczyn krwiono$nych. Szczegdlne znaczenie w proce-
sie przebudowy naczyn, a przez to w zachowaniu odpowiedniej
sprawnosci jednostki maciczno-tozyskowej przypada metalopro-
teinazom MMP-2 i MMP-9, rozktadajacym gtéwny sktadnik ma-
cierzy zewnatrzkomorkowej — kolagen typu IV [13, 15, 16, 17,
18, 19, 20].

W przeprowadzonym badaniu zaobserwowano istotnie wyz-
sza aktywnos¢ metaloproteinazy-9 (MMP-9) w kosmkach tozysk
z grupy kontrolnej oraz grupy z leczonym wewnatrzmacicznym
ograniczeniem wzrastania ptodu w poréwnaniu do grupy z niele-
czona hipotrofia ptodu. Otrzymane wyniki sa zgodne z wynikami
uzyskanymi przez innych badaczy [16, 17, 18, 19]. Podkreslaja
oni, ze wlasciwa aktywno$¢ metaloproteinazy MMP-9 warun-
kuje prawidlowa angiogenezg i przebudowg naczyn wysokoo-
porowych w niskooporowe w obrgbie tozyska, co przektada sig
na prawidlowy rozwo6j ptodu oraz brak nadcis$nienia tgtniczego
indukowanego cigza. W wielu publikacjach zwraca si¢ uwage na
fakt, ze zmniejszona aktywno$¢ metaloproteinaz moze by¢ przy-
czyna zahamowania takich procesoéw jak: reparacja tkanek, goje-
nie, angiogeneza. Natomiast nadmierna, a czgsto tez niekontro-
lowana ich ekspresja prowadzi do wielu choréb m. in. procesow
zapalnych i nowotworéw [1, 4, 5, 13, 15, 17, 19].

Aktywnos$¢ metaloproteinaz macierzowych podlega ztozonej
regulacji. Jednym z elementow tego systemu sa swoiste tkankowe
inhibitory metaloproteinaz. W prezentowanej pracy stwierdzono
istotnie mniejsza ekspresj¢ tkankowego inhibitora metaloprotei-
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Rycina 3. Kontrola timp-2 odczyn $redni rwnomierny.

nazy-2 (TIMP-2) w grupie kontrolnej i grupie z leczona hipotro-
fia wewnatrzmaciczna ptodu w poréwnaniu do grupy nieleczo-
nego IUGR. Niemniej jednak uzyskane wyniki charakteryzujace
ekspresje TIMP-2 wymagaja dalszych badan.
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Rycina 6. IUGR po leczeniu mmp-9 odczyn $redni nieréwnomierny.

Rycina 9. IUGR po leczeniu timp-2 — odczyn silny, nieréwnomierny.

W dostgpnej literaturze wystgpuje sporo niejasnosci doty-
czacych tkankowego inhibitora metaloproteinazy-2. Czg§¢ prac
wskazuje na stabsza aktywno$¢ TIMP-2 w kosmkach trofoblastu
w ciazach przebiegajacych prawidlowo, a podwyzszona w prze-
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biegu nadci$nienia tgtniczego i wewnatrzmacicznego zahamowa-
nia wzrastania ptodu [6, 8, 9, 17]. Inni badacze nie znalezli jednak
réznic w lozyskowej ekspresji TIMP-2 w ciazach powiktanych
nadci$nieniem tgtniczym lub hipotrofia ptodu w poréwnaniu do

443



PRACE ORYGINALNE
poloznictwo

Ginekol Pol. 2012, 83, 439-445

Swierczewski A, et al.

Rycina 13. IUGR timp-2 — odczyn silny, pefny.

Rycina 12. Kontrola mmp-9 - odczyn $redni, rownomierny.

prawidlowych ciaz [16, 20]. Wytlumaczeniem tych rozbiezno$ci
moze by¢ odkrycie, ze w niskich st¢zeniach TIMP-2 wzmaga
ekspresj¢ MMP-2, natomiast w wysokich stgzeniach — blokuje
aktywnos¢ MMP-2 [13, 14].
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Podkresli¢ tez nalezy, ze tkankowy inhibitor metaloprotei-
nazy-2 (TIMP-2) regulujacy przede wszystkim ekspresj¢ meta-
loproteinazy-2 (MMP-2), reguluje rowniez aczkolwiek stabiej
aktywnos$¢ innych metaloproteinaz (w tym MMP-9) [13, 16, 17,
20]. Skuteczne w odniesieniu do poprawy trofii leczenie stoso-
wane u cigzarnych z zespotem ograniczonego wzrastania ptodu
wigzalo si¢ rowniez ze zmianami ekspresji czynnikow pro-apop-
totycznych, co by¢ moze nast¢gpowato na drodze regulacji aktyw-
nos$ci metaloproteinaz i ich inhibitorow [21, 22].

Whioski

1. Zastosowane leczenie wewnatrzmacicznego ograniczenia
wzrastania ptodu zmniejsza tozyskowa ekspresjg tkanko-
wego inhibitora metaloproteinazy-2.

2. Wysoka aktywnos$¢ metaloproteinazy-9 stwierdzona
w kosmkach tozyska koreluje z prawidtowa jego budowa
i funkcjonowaniem.

Badania finansowane 7 funduszy KBN nr NN407 242640
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