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Wykaz stosowanych w pracy skrétéw

8-iso-PGF2a - produkt peroksydacji kwasu arachidonowego (aBeepimer of
prostaglandin F2alphp

ABCBL11 - gen kodujcy biatko BSEP (angATP binding cassette subfamily B member
11)

ABCB4 - gen kodujcy biatko MDR3 (angATP binding cassette subfamily B member 4
ABTS®- zarezerwowany znak handlowy firmy Boehringer Magim

ABTS® - 2,2'- Azino-di-[siarczan 3-ethylbenzthiazoliny]

ABTS® - reaktywna forma 2,2’-Azino-di-[siarczan 3-ethyfiz¢hiazoliny]
ADAMTS-12 - tozyskowa metaloproteinaza (amgdisintegrin and metalloproteinase
with thrombospondin motif }2

AFLP - ostre stluszczeniegivoby w cizy (ang.acute fatty liver of pregnanty

ALAT - aminotransferaza alaninowa (ar@danine aminotransferage

ARES - aryloesteraza (anayylesterase

ASPAT - aminotransferaza asparaginianowa (asgartate aminotranferage
ATPS8BL1 - gen koducy enzym ATP-ag transportujca fosfolipidy

BM - badany materiat - surowica krwi

BMI - wskaznik masy ciata (anghody mass indgx

BSEP - transporter ABC, pompa ekspaytaj sole kwasowoétciowych @ng. bile salt
export pump

CDK - kinaza zalena od cyklin (angcyclin-dependent kinake

CDKN2A - gen kodujcy biatko p16, inhibitor kinazy zateej od cykliny 2A (ang.
cyclin-dependent kinase inhibitor A

CMV - cytomegalowirus (angytomegalovirup

COX 2 — cyklooksygenaza 2 (amxyclooxygenase)2

EDTA - kwas wersenowy (angthylenediaminetetraacetic agid

ELISA - test immunoenzymatyczny (aremzyme-linked immunosorbent agsay

FIC1 - rodzinna cholestaza wegtrewatrobowa typ 1 &ng. familiar intrahepatic
cholestatis type)l

FOXP3 - biatko biogce udziat w odpowiedzi odporémiowej (angforkhead box PS
GGT -y -glutamylotransferaza/gamma-glutamylotransferang { -glutamyltrasferase
GSH - glutation (angglutathione)

GSH-Px - peroksydaza glutationovan(. glutathione peroxidake

GSR - reduktaza glutationowa (amgutathione-disulfide reductake



HAV - wirus zapalenia wtroby typu A (anghepatitis A virus)

HBV - wirus zapalenia wtroby typu B (anghepatitis B virus)

HCV - wirus zapalenia giroby typu C (anghepatitis C virus)

HELLP - zespot objawéw: hemoliza, podisgone aktywnéci aminotransferaz
watrobowych trombocytopenia (anghemolysis, elevated liver enzymes andgtatelet
count)

HEV - wirus zapalenia wiroby typu E (anghepatitis E virus)

HG - niepovéciagliwe wymioty cezarnych (anghyperemesis gravidarum

HOCI - kwas podchlorawy (angypochlorous acig

HRP - peroksydaza chrzanowa (ahgrseradish peroxidage

HSV - wirus opryszczki pospolitej (angerpes simplex virus)

HX - Fe lll Metmyoglobina

ICP - wewntrzwgtrobowa cholestaza giarnych (ang intrahepatic cholestasis of
pregnancy

IPEX - sprzeony zchromosomem X zespdt dysregulacji immunologgg,
poliendokrynopatii i enteropatii (angimmune dysregulation, polyendocrinopathy,
enteropathy, X-linked

IRS - skala wykorzystywana do oceny reakcji immhistochemicznych (ang.
immunoreactive scoje

LDL - lipoproteina o matej gstasci (ang low-density lipoprotein)

MDA - dialdehyd malonowy (angnalondialdehyde

MDR3 - biatko transportowe z nadrodziny ABC, kodowaprzez gen ABCB4afg.
multidrug resistance protein) 3

O - anionorodnik ponadtlenkowy

OSI - wskanik stresu oksydacyjnego (araxidative stability index

PE - stan przedrzucawkowy (armgeeclampsia

RFT - reaktywne formy tlenu (angeactive oxygen species

SATB2 - specjalne biatko wiace bogate w AT (angspecial AT-rich sequence-binding
protein 2

SOD - dysmutaza ponadtlenkowa (asgperoxide dismutake

TAS - catkowity potencjat antyoksydacyjny (angtal antioxidant statuys

TBA - kwasyzoétciowe catkowite (angtotal bile acid$

TMB - tetrametylobenzydyna

TNF-a - czynnik martwicy nowotworow (angtumor necrosis factow)



TOS - catkowity stan utleniaczy (artgtal oxidant status
VEGF - czynnik wzrostérédbtonka naczyniowego (angascular endothelial growth

factor)



1. Wsiep

W czasie @jzy w ustroju cezarnej dochodzi do szeregu zmian funkcjonalnych jak
I anatomicznych, ktérych zasadniczym celem jesewagienie prawidtiowego rozwoju
ptodu. Zmiany te rozpoczyngpic bezpdrednio po zaptodnieniu i dotygavszystkich
narzdoéw w organizmie eizarnej; po zakfczeniu cizy zmiany adaptacyjne prawie
w calcici cofap sig. Znajomda¢ fizjologicznej adaptacji ustroju giarnej jest bardzo

istotna w aspekcie rozpoznawania i ewentualnepiiepawiktan w przebiegu gizy.

1.1. Zmiany funkcji wtroby w chzy
Watroba jest jednym z tych naiddw, w ktorych fizjologiczne zmiany pozwajanpa
niepowiklany przebieg gky. W wyniku wzrastajcej macicy wtroba ulega
przemieszczeniu ku gorze co powoduje utrudnionédgejanie. Pomimo tegae rzut
serca, ¢tno matki oraz olgfos¢ osocza zwikszap si¢, przeptyw krwi przez wtrobe nie
zmienia s¢ w cigzy. W cigzy mog pojawig& sie teleangiektazje i rumfe dioni, co
w innych sytuacjach mogtoby bybjawem patologii wtroby, a w cizy zwigzane jest
z podwyzszonym poziomem estrogendw. Perystaltykahprzykazotciowego i drog
z0tciowych ulega zmniejszeniu, co wptywa na ryzykevgtawania kamieridtciowych.
Istotne zmiany zachodav zakresie metabolizmuatvoby, ktére w znacznej ¢gci
s3 wynikiem zmienionej aktywrimi estrogenow i progesteronu wgoy, ktéry jest
gtéwng przyczyry wzmazonej syntezy biatek. Obia st natomiast o 20-40% ¢tenie
albumin.  Sgzenie aminotransferaz  w osoczu jak y -glutamylotransferazy
I 5’nukleotydazy w surowicy krwi nie ulegay cigzy istotnym zmianom. Zwksza s¢
aktywna¢ fosfatazy alkalicznej, szczegodlnie w lll trymestrzhzy, z uwagi na
przenikanie tego enzymu zzgska oraz wzmzonego jej obrotu w kaiach. Wzrostowi
ulegap rowniez stzenia fibrynogenu, transferryny, globuliny aiicej tyroksyr oraz

glikokortykosteroidéw, podczas gdysenie wolnej i catkowitej bilirubiny obpna si!2

1.2.  Zaburzenia funkcji giroby w chzy

Schorzenia wtroby w chzy s3 grup chorob stosunkowo mato przebagammiedzy
innymi dlatego stanowiszczegolne wyzwanie dla patikow i hepatologéw, przede
wszystkim w aspekcie wczesnego rozpoznania dlimgch komplikacji dla matki

i ptodu. Dotyca one okoto 3% @iz, niemniej mog mie¢ bardzo istotny wptyw na stan

zdrowia kobiety i ptodu. Zaburzenia funkcjgtkoby w chzy mazna podziek na dwie



kategorie: choroby wiroby zwihzane i niezwjzane z Gjza, ktére mog si¢ pojawia

w réznych okresachycia cztowieka.

1.2.1. Choroby watroby zwihzane z ¢jza

W diagnostyce chordb zgdanych z cjza decydugce znaczenie ma okres ich
wystgpienia, objawy kliniczne oraz wyniki testowgzowych. Powiktania tych schoraze
mog by¢ bardzo powane hcznie ze zgonem giarnej (0-25%). Rokowanie zéle
w znacznej mierze od przyczyny choroby, stopnia ueadh metabolicznych

i wydzielniczych wgtroby oraz okresu gty w ktérym nasgpito rozpoznani&

Niepowsciagliwe wymioty ckzarnych (HG -hyperemesis gravidarym

Choroba ta jest rozpoznawana w pierwszym trymestigsy; zwykle rozpoczyna si
przed 9. tygodniem giy, a jej objawy usfpuja przed ukaczeniem 20. tygodnia aiy.
HG dotyczy od 0,3-2% gk i nierzadko stanowi wskazanie do hospitaliZaasrod
czynnikOw ryzyka wysipienia niepowciaggliwych wymiotow cezarnych wymienia si
cigze wieloptodowy, podwyszone BMI, cukrzye, schorzenia psychiatryczne oraz
niepowsciagliwe wymioty w wywiadzie potgniczym. Schorzenie charakteryzujes si
uporczywymi nudngciami i wymiotami mogcymi prowadz¢ do odwodnienia, zaburze
elektrolitowych i utraty masy ciata nawet o pon&d.8N zasadzie nie jest to choroba
watroby jednak u okoto 50% giarnych obserwuje si podwyzszone wartéci
transaminaz, zwykle nie przekracmajch wartdci 200 U/L; mae wystpi¢ rowniez
podwyzszenie wartéci amylazy i lipazy. W pogpowaniu terapeutycznym istatmole
odgrywa daylne podawanie ptyndéw, stosowanigrodkéw przeciwwymiotnych,

suplementacja witaminami i ewentualnezpgianie parenteralié.

Ostre stluszczenieatroby w cihzy (AFLP -acute fatty liver of pregnanty

Schorzenie to rozpoznawane jest zwykle w trzecymésstrze ¢zy lub po porodzie. Jest
ono rzadkie, bowiem wygbuje z czstascig 1/7-16000 ¢z niemniej stanowi okoto
16-43% powanych konsekwenciji zwizanych z chorobamiatroby w chzy®. Wczesna
diagnoza jest bardzo istotna z uwagi na szybkelgeg choroby $miertelnég¢ matek
szacowag na 18% oraz umieral§é okotoporodow ptodéw czy teé noworodkéw na
poziomie ok. 23%. Patogeneza AFLP, ¢hwie do k@&ca poznana, jest zgdaana
z zaburzonym metabolizmem kwasow tluszczowych w diach watroby, czsciowo

na podiau genetycznym. Szybkie rozpoznanie z#mdy¢ trudne z uwagi na objawy
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wystepujace rownie w czstszych dysfunkcjachatroby, jak stan przedrzucawkowy czy
HELLP, dlatego istotne jest wykluczenie tych pagilo Postpowanie polega na
natychmiastowym ukizeniu cizy i leczeniu wspomagagym. W skrajnych

przypadkach konieczny bywa przeszczejpraby?.

Stan przedrzucawkowy z dysfunkeyatroby (PE —preeclampsia with liver dysfunctipn

Stan przedrzucawkowy stanowi pawa powiklanie cjzy, ktore dotyka nawet 3-8%
wszystkich ciz. PE jest zespotem objawow chorobowych, ktore pi@awsie po
20. tygodniu cizy, charakteryzucym st obecndciag nadcgénienia ttniczego £ 140/90
mmHg), ktéremu towarzyszy proteinuria (>300 mgigolub jedno z nagpujacych
stanow: trombocytopenia, dysfunkcja nerek, dysfimigtroby, obrzk ptuc, objawy ze
strony narzdu wzroku lub OURN. Stan przedrzucawkowy me powodowa rownie
powane powiktania dla ptodu, takie jak wewtrzmaciczne ograniczenie wzrastania
ptodu, oddzielenie foyska, pordd przedwczesny i pawane z nim patologie, w tym
martwicze zapalenie jelit, por@nie moézgowe, retinopatia wenéacza, zespot zabunze

oddychania u noworodka, a nawet zgon okotoporoddwy

Zespot HELLP (HELLP hemolysis, elevated liver enzymes and low platela)

Dotyczy okoto 0,1- 1% giz. Rozpoznawany jest zwykle w Il lub 1l trymestreigzy,
aw 30% przypadkdw po porodzie.Sio wspotistnieje ze stanem przedrzucawkowym
I rzucawly. Podstawowe objawy zawarteg sv nazwie, tj. hemoliza hemolysiy
podwyzszony poziom enzymow atrobowych biemolysis, elevated liver enzymesaz
obnizony poziom ptytek krwi low platelet counf. Dodatkowo mog pojawié sic
nudndci, wymioty, bol gtowy czy zte samopoczucigditaczka wysipuje u ok. 5%.

Z uwagi na cgsto niejednoznaczne objawy iy przebieg rozpoznanie bywa trudne
Zespot HELLP waze st z matczyn smiertelndgcia na poziomie 5%, podczas gdy
smiertelng¢ ptodu mae skgat nawet 30%. Pogpowanie zalgy od wieku cyzowego

i stanu chorej, natomiast wczesny poréd pozostajdstave pomysinego wyniku

leczenid.

Cholestaza eiarnych, ktéra jest podmiotem zainteresowania rsmggj pracy zostata

opisana poriej.
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1.2.2. Choroby watroby niezwgzane z ciza
Druga grupa patologii gtroby jest niezwjzana z cjza, dotyczy zaostrzenia chordb
watroby rozpoznanych przedags, a take choréb wykrytych w aizy przypadkowo.

Zapalenie wtroby o ré&nej etiologii

Zapalenie wtroby w cazy moze mig rdzng etiologe. Moze by wynikiem zakaenia
wirusami: HAV (hepatitis A viruy HBV (hepatitis B viruy HCV (hepatitis C viru},
HDV (hepatitis D viru}, HEV (hepatitis E viruy HSV (herpes simplex CMV
(cytomegaloviruglub Epsteina-Barfa

Zespot Budd-Chiari
Zespot Budd-Chiariego wygiuje rzadko a istgtchoroby jest zaburzenie odptywu krwi

zylnej z watroby | obejmuje wszystkie naczynia, od najmniegdeiyt watrobowych, a
do pohczeniazyly gtdbwnej dolnej z przedsionkiem serca.

Przebieg kliniczny mze by bezobjawowy, mize tez doprowadz do
piorunupcej niewydolndci watroby wymagajcej transplantacjt. Czynnikiem ryzyka
rozwoju zespotu Budd-Chariegoa szaburzenia w zakresie ukiadu krzemm
o charakterze nadkrzeplid@ (np. trombofilia, niedobdér biatka S). Kobiety,kitorych
zespot ten rozpoznano przedya, powinny zosta odpowiednio przygotowane do
koncepcji (farmakoterapia, chirurgia). W czasiegzgj oprécz bardzo rzadkich
dramatycznych zdarae najczstszymi powiklaniami g poronienie i zagrajacy porod

przedwczesny.

Choroba Wilsona

Choroba Wilsona jest rzaglk genetycznie uwarunkowanchoroly (autosomalna
recesywna mutacjATTP7B, w ktorej dochodzi do gromadzenia miedzi w gdeach
wewretrznych, przede wszystkim watvobie i w mdzgu. Prowadzi to do jejamych
postaci, od bezobjawowych poprzezné formy niewydolnéci watroby, a take objawy
neurologiczne czy psychiatryczne. W grupie kobiektarych rozpoznano choreb
Wilsona czsciej obserwuje sinieptodnd¢. W czasie aizy czestas¢ powiktan, z ktérych
najczstszym jest poronienie, w znacznym stopniu zaled kontynuowania terapii
z okresu poprzedzgjego cize lub rozpocztej w czasie gzy. Pomimo kontrowersji
dotyczcych terapii choroby Wilsona w czasigzi, obserwacje kliniczne wskazupa

korzysci wynikajace z niej, ktére przewgzaj ewentualne efekty uboczité?
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Marska¢ watroby i nadcinienie watrobowe

Marskas¢ watroby i naddinienie watrobowe wysgpuja rzadko wréd kobiet w wieku
rozrodczym. Niemniej u kobiet wagiy z marskéciag watroby istnieje due ryzyko
pogorszenia funkcji wiroby, mogce doprowadz do wodobrzusza, krwawienia

z zylakdw przetyku czy encefalopatii jak rowsieggonu pacjentRi

1.2.3. Cigza u kobiet po przeszczepiagtnoby

Pierwszy opis agzy u kobiety po przeszczepiatkoby zostat przedstawiony w 1978 roku
przez Walcotta i wsp’. Zasadniczym problemem w grupiezernych po przeszczepie
watroby jest ochrona przed odrzuceniem przeszcze@mz @vczesne rozpoznanie
i ewentualne leczenie u matki i ptodu powiktav postaci stanu przedrzucawkowego,

cukrzycy chzowej, zagraajacego porodu przedwczesnego oraz bakteryjnej posncézn

1.3.  Wewmntrzwatrobowa cholestaza giarnych (ICP - mtrahepatic cholestasis of
pregnancy

Cholestaza girowa zostata opisana po raz pierwszy przez Ahlfelda883 roku, jako
z0ttaczka iswiad, pojawiajce s¢ w ostatnim trymestrze giy i przemijajce po
porodzié®. Jest najogstszym schorzeniematroby w chzy.

Choroba ta stanowi poumsae wyzwanie kliniczne dla pataikow, gdy: nie jest
grozna dla matki natomiast wie st z powanymi konsekwencjami dla ptodu.
W przebiegu cholestazy m® dogé do zachigniecia smoétly (ok. 27% przypadkdéw), do
porodu przedwczesnego (ryzyko szacowane na 19-Gf%g)ykardii ptodu (14%), stresu
ptodowego (21-44%) czy wkou do nagtej, nieprzewidywalnejsmierci
wewntrzmacicznej ptodu (0,4-4,1% przypadkdfyv)

Przyczyny tego schorzenia nie do kaica poznane, dlatego budzi tak wiele

zainteresowania i pyta

1.3.1. Epidemiologia

Zachorowalné oceniana jest w zateosci od obszaru wyspowania i pochodzenia
etnicznego. Obserwujegstez zwigkszory rozpoznawaln@ w miesacach zimowych.
Woczeniejsze badania przeprowadzane w krajach AmerykudPiowej, podawaty
wystepowanie ICP u ok. 14% w Chile i Boliwii (przed rekn 1975), natomiast obecnie
w tych krajach znagzo spadto do ok. 4%. W exci Europy, w Azji, Pétnocnej Ameryce
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czy Australii zachorowalng szacuje s ponizej 1%. Jest ona natomiast #gyga
w krajach skandynawskich i nadbaityckich, paefy2 %617,

1.3.2. Etiologia
Czynniki ryzyka wysipienia cholestazy giowej nie 9 do kaca poznane; ryzyko
wysfgpienia cholestazy w kolejnej agly ocenia s na 40-60% jednak intensywsto
choroby ma charakter losowy, tj. niezalg od przebiegu wczaiejszego powikiani&.

Opisywane s czynniki genetycznesrodowiskowe i hormonali& Czsciegj
rozpoznaje si ICP w chzach blzniaczych, co mge mi&€ zwigzek z podwyszonym
poziomem estrogendW!® W innych publikacjach zwracaesuwag na zwekszone
wystepowanie cholestazy u pacjentek wai w wyniku technik wspomaganego
rozrodif®. Zachorowalnét na cholestaz ciazowa wzrasta wraz z wiekiem giarnej
(>35 roku zycia), wielorodztwem, wygpowaniem cholestazy we wdamiejszych
cigzach, wczéniejszym stosowaniem doustnej antykoncepcji horrinaja, a take
u kobiet zainfekowanych wirusem HE&/

Niektérzy badacze sugegupe znaczca mae by rola tzw. nieszczelnego jelita
(leaky gu}, gdzie dochodzi do wzrostu przepuszczédngelit dla bakteryjnych
endotoksyr’.

Czynniki genetyczne

Wiele elementéw takich jak e¢gtsze rodzinne wygbowanie, zrénicowanie
geograficzne ietniczne, podwuszone ryzyko zachorowania w kolejnejaayi oraz
stwierdzone mutacje genu kodcggo biatka transportage kwasyzétciowe w wgtrobie
wskazuje na znaczny wplyw zabufizgenetycznych w etiologii cholestdzy Gen
towarzyszacy ICP zlokalizowany zostat w regionie p23 drugi@fmomosomu. Mutacje
w fosfolipidach, transporterach awobowych (MDR3/ABCB4), transporterach
aminofosfolipidowych (ATP8B1/FIC1) oraz w pompie dalapcej sole kwaséw
zOtciowych (BSEP/ABCB11) zostaty wykryte ugegarnych z ICP. Kombinacja mutacji
MDR3 z BSEP mge by¢ zwigzana z ajizka postacj cholestazst.

Czynniki hormonalne
Wiele jest dowoddéw potwierdzgjych rok hormondéw piciowych w patogenezie ICP.
Istotrg role przypisuje si estrogenom, ktorychegtenie w trzecim trymestrzegzy, kiedy

to zazwyczaj rozpoznaje ¢sito schorzenie, jest najwgze. Ryzyko cholestazy jest
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wi¢ksze w cazy wieloptodowej, w ktorej stzenie estrogenow jest istotnie #gge nk

w cigzy pojedynczej, a tade u kobiet zaywajacych w przeszixi doustne hormonalne
tabletki antykoncepcyjne. Za mechanizm dziatanimogendw uznaje sizaburzenia

sulfatacji oraz nieprawidtowy transport kwasow #icmsowych. Choroba przemija po
porodzie, gdy poziom hormondéw ulega zmniejsz&rfitit Wptyw progesteronu i jego
metabolitow jest niejasny. Jedna z hipotez zaktgeetyczny defekt sekrecji zyzkdw

siarczanéw i metabolitdw progesteronu do kwagotgiowych 2

Czynnikisrodowiskowe

Zmienng¢ sezonow  wyskpowania cholestazy potwierdza zWszenie
rozpoznawalngci choroby zim!® Czynnik dietetyczny zwrzany ze zmniejszonym
poziomem selenu w diecie, zostat opisany na pregidaobserwaciji niedoboru tego
pierwiastka populacji kobiet w Chfi® Wykazano te mniejsz aktywnd¢ peroksydazy
glutationowej u cizarnych z ICP, ktéra jest waym enzymem antyoksydacyjnym,

zawierajcym wignie selefy’.

Stres oksydacyjny

Niektore doniesienia opisyj podwy:szone wartéci wybranych markeréw stresu
oksydacyjnego u pacjentek z cholestazigzows, ale te role mechanizmow
immunologicznych w tej choroi®@ Zagadnienie to, stanoyde jeden z elementéw

prowadzonych przeze mnie badbedzie omdéwione szczegdtowo w kolejnym rozdziale.

1.3.3. Rozpoznanie
Cholestaz cigzows rozpoznaje si w drugim lub trzecim trymestrzeaey, a w bardzo
rzadkich przypadkach, nawet w pierwszym trymestz&ypowe objawy cholestazy
cigzowej toswiad, ktory wysepuje u 80% kobiet po 30 tygodniwgy. Dotyczy gtownie
dioni oraz stop, nasila¢iwieczorem i w nocy, co nierzadko prowadzi doezmenia
i zaburzé snu ceézarnej. Jest to esto pierwszy objaw, ktory zgtasza pacjentka,
a czasami jedyny.6ttaczka obserwowana jest u ok.14-25% pacjenteikcZine rzadziej
obserwuje si ciemne zabarwienie moczu czy stolce tluszczowe.

Rozpoznanie stawiane jest na podstawie nieprawgtowartgci kwasow
zOtciowych (TBA >10umol/l) i podwyzszonych wartéci transaminaz wirobowych
(ALAT, ASPAT). Wartag¢ GGT jest podwyszona jedynie u 1/3 chorych, poziom

bilirubiny maze by rowniez powyzej normy ale zwykle nie przekracza 6 mg/dl.
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Fosfataza alkaliczna wzrasta nawet 4-krotnie,&lpgziom rdénie fizjologicznie w cizy
dlatego w aspekcie diagnostyki ICP rola tego enzygatimniej istotna.

Objawy usgpuja samoistnie ja po 48 godzinach od porodu. Wem aspektem
W rozpoznaniu cholestazya¢owej jest rownie wykluczenie innych przyczyédwiadu
(takich jak np. alergia) oraz zabufiziinkcji watroby (opisanych powaej). W badaniu
ultrasonograficznym jamy brzusznej nie stwierdzaosichylé.

Do rozpoznania ICP nie jest konieczne wykonani@gjiovatroby. Powinno si
ja zalect jedynie w przypadkuottaczki bezswiadu, w sytuacji, gdy objawy wygbuja
przed 20 tygodniem gty oraz gdy nieprawidtowe wyniki laboratoryjnych paretrow
funkcji watroby utrzymuj sie 8 tygodni po porodzfeé=°

1.3.4. Postpowanie
Leczenie polega przede wszystkim na zmniejszenjanaiw klinicznych §wiad skory)
oraz biochemicznych cholestazy, azaka monitorowaniu dobrostanu ptodu.

Przebieg choroby dla matki jest tagodny, €hwasilajcy sk swigd maze
powodowa@ zmeczenie, zaburzenia wchianiania tluszczéw czy: teiedobory
zywieniowe, w tym niedobdr witaminy K, co w konsekveg maze zwiksz& ryzyko
krwotokéw potaniczych. Dlatego zaleca esiodpoczynek, diet lekkostrawn oraz
suplementagj witaminy K. Swiad zwykle mija wcigu 48 godzin po porodzie,
a normalizacja parametrow funkcjgtsoby w cagu kilku dni po porodzie.

Rokowanie dla ptodu nie koreluje z nasileniem oldgawklinicznych u matki,
natomiast ryzyko obumarcia wewtremacicznego wzrasta przy waste@ach
TBA >40 umol/l oraz pod koniec trwaniagzy, a szczegolnie po 37 tygodniwygy.

Zaleca s} nadzor potaniczy poprzez wykonywanie zapisow KTG, bad#SG-
doppler oraz liczenie ruchéw ptodu. Pomiar paraavetfunkcji watroby (TBA, ALT,
AST) naley powtarzé raz w tygodniu. W przypadku niepowiktanej, tagodh@P,
indukcje porodu zaleca siok 37-38 tygodnia gizy?L.

W przypadku cjzkiej cholestazy (TBA >4Qumol/l ) z towarzysgca z6ttaczhk,

nalezy ukoaczye cigze po osagnieciu dojrzat@cei ptuct®.

Leczenie farmakologiczne

Lekiem pierwszego rzutu jest kwas ursodeoksychol@upCA), stosowany w dawce
10-15 mg/kg masy ciata. W gkiszaci przypadkow efekty dziatania widoczngmo 1-2
tygodniach farmakoterapii. UDCA jest zwykle dobrtmeerowany przez pacjentKi
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Uwaza sk, ze poprawia funkcjonowanieatrobowych biatek transportowych, a t@kma
ochrony wptyw na funkcjonowanie 2gska. W przypadku ztej tolerancji UDCA, co
zdarza s rzadko, stosuje si cholestyramin, S-adenozyl L-metionin czy
hydroksyzyr'®. Przed wprowadzeniem UDCA stosowano m.in. lekikistaminowe,
benzodiazepiny, cholestyramirdeksametazon czy fenobarbital. Nie znalazty edagk

szerszego zastosowania z uwagi na ogranicgkateczné dziatania’.

1.4. Stres oksydacyjny

Od potowy lat 80. XX wieku pojawia @iw literaturze naukowej termin stresu
oksydacyjnego, natomiast procesy zz@ne ztym stanem byly przedmiotem
zainteresowania naukowcowzjuduzo wczéniejrl. Obecnie, sam terminoxidative
stress” (stres oksydacyjny), wpisany w wyszukiwafRubmed sugeruje ponad 490000
pozycji zwgzanych z tym zagadnieniem.

Stres oksydacyjny wygbuje w organimie, gdy zaburzona zostaje réwnowaga
migdzy procesami pro- i antyoksydacyjnymi. PrzewagacesOw prooksydacyjnych
moze by wywotana nadmiern produkcy reaktywnych form tlenu iazotu (RONS,
reactive oxygen and nitrogen spegjesatake niewystarczapa iloscia
przeciwutleniaczyf. Gdy taki stan wyspuje krétko, stymulowaneasmechanizmy
obronne organizmu iréwnowaga zostaje przywrécoNeprzypadku diugotrwatego
stresu oksydacyjnego dochodzi do uszkodzenia kamg@rkede wszystkim w wyniku

utleniania lipidow, wglowodanodw, biatek i kwaséw nukleinowyth

1.4.1. Reaktywne formy tlenu i azotu
Wolne rodniki tlenowe, inaczej nazywane reaktywnformami tlenu (RFT), tlenowymi
zZwigzkami reaktywnymi czy aktywnymi postaciami tleny czgsteczkami, ktore gs
zdolne do niezalmego funkcjonowania. Posiadaprzynajmniej jeden niesparowany
elektron i co najmniej jeden atom tlenu. M#&yo6tki czaszycia, ale take duzg tatwase
wchodzenia w reakcje chemiczne na poziomie komdtia.jest to korzystne dla ustroju
w kontelécie przemian metabolicznych z uwagi na wysmsaktywndé RFT343,
Procesy metaboliczne organizmu, ktére zachodaturalnie, np. oddychanie
tlenowe czy procesy zapalne stanpariodto wielu wolnych rodnikéw tlenowych
Podstawowynzrodiem RFT jest mitochondrialnydauch oddechowy, oksydazy
NADPH, srodnabtonkowa syntaza NO, oksydaza ksantynowa, olipggenaza,

mieloperoksydaza czy cyklooksygeni#z8 Istotnym procesem, w ktérym powstaj
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RFT jest tacuch mikrosomalny cytochromu P-450, ktory bierzeialdw utlenianiu
pestycydow, lekow i ksenobiotykGwAC

RFT wytwarzane gkaskadowo. Pogitkowo, najczsciej w trakcie omawianych
powyzej reakcji, do tlenu dgtzany jest elektron i wowczas powstaje anionorodnik
ponadtlenkowy (@), ktéry zawiera jeden niesparowany elektron ijeszwykle
reaktywny, dlatego stanowi fogmwyjsciowa dla innych rodzajow RFf. W trakcie

dalszej przemiany Opowstaje nadtlenek wodorti{Oy) :
0, + H,0 & HO + OH

HO+ 00"+ HO — HO, + O, + 0H 39

O2 nie przenika przez btony komoérkowe z uwagi na dkiara tadunku
elektrycznego. W trakcie transportu przezbtonowegeksztatca si w rodnik
wodoronadtlenkowyHO>"), by po przenikriciu przez bton, ulec dysocjacji ponownie
doOz".

Nadtlenek wodoru wytwarzany jestztew reakcjach z udziatem enzymow
oksydazy moczanowej oraz oksydazy ksantynowej. W teakcji Fentondd>O. ulega
rozpadowi, w obecrigi wolnych jonéw F&', do rodnika hydroksylowego (OHoraz
anionu wodorotlenowego. Katalaza i peroksydazataody nadmiarH>O.. Nadtlenek
wodoru mae wchodzté w reakcje w miejscach odlegtych od miejsc wytwaoiae uwagi
na tatwa¢ przechodzenia przez btony komaorkowe.

Powstaty w wyniku reakcji Fentona Ojdst bardzo reaktywny i nie utleni&
wigkszas¢ zwigzkOw w organizmie. W reakcji Habera-Weissa z © H2O2> moze
powstad OH™C,

Tabela 1. Reaktywne formy tlenu i ich prekurséry

Wolne rodniki Prekursory wolnych rodnikéw
rodnik hydroksylowy OH nadtlenoazoty®©NOO
amniorodnikponadtlenkowy © kwas podchlorawyiOCI
rodnik wodoronadtlenkowid O nadtlenek wodorti>0>
rodnik alkoksylowyRO tlen singletowyO»
rodnik nadtlenkowy\ROO 0zonOs3
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Czynniki egzogenne, czyli zewtnzne, ktére mog powodowa powstawanie
RFT to m.in. palenie tytoniu, nieprawidtowa dietsspazywanie alkoholu,
promieniowanie  jonizuge, promieniowanie nadfioletowe, ultéad¢ki,
zanieczyszczenig@odowiska, a take nadmierny wysitek fizyczriy=°

Wolne rodniki tlenowe biar udziat w wielu procesach fizjologicznych np.
w wydzielaniu hormondéw, skurczach ¢imi czy w procesie eliminacji lekow
z organizmu. Wspomaggjegulowanie nagtcia naczyniowego, a tak dziatanie uktadu
immunologicznegd'.

W procesie tzw. wybuchu tlenowego, ktéryane st z wysokim zayciem tlenu,
komorki fagocytarne zywaja RFT do usuwania patogentiv

Wolne rodniki tlenowe warunkgj prawidtowe dziatanie reakcji zapalnych
w wyniku zwikszenia przepuszczalfw scian naczy wilosowatych. Pobudzaj
réznicowanie s iapoptoz komoérkows oraz maj istotne znaczenie w procesach
starzenia. Ponadto, stymuuglokomérkowy transport glukozy. Istatrfunkcje RFT

stanowi regulacja procesow wysytania sygnatowdzy- i srodkomorkowych.

1.4.2. System obrony antyoksydacyjnej

Opisywane s 3 etapy systemu obrony antyoksydacyjnej. Pierwsayenzymy
antyoksydacyjne, ktore nie dopuszezaio powstawania wolnych rodnikow. Drugi
polega na przerywaniufauchowych reakcji wolnorodnikowych, a ktéry stangwaw.
zmiatacze wolnych rodnikow. W trzecim etapie ususv@rskutki reakcji utleniania oraz
odtwarzane prawidtowe struktury uszkodzonycistzczeR.

Wolne rodniki 8 usuwane w wyniku dziatania systemu nieenzymatygane
tworzonego poprzez substancje ochronne, wspomniazesniej zmiatacze wolnych
rodnikbw oraz systemu enzymatycznego, ktore stapawispecjalizowane enzymy.
Zmiatacze wolnych rodnikbw oddajim swoje elektrony, przechoglz w posté
utleniors, ale matlo reaktywn W ten sposéb niemibwe jest utlenianie innych
sktadnikéw. Zaliczamy do nich zw#ki egzogenne oraz endogenne. #2ki egzogenne
to m.in. witamina C (kwas askorbinowy), witamina (&-tokoferol), witamina
I prowitamina A (beta-karoten), koenzym Q10, flawmly (zwiazki roslinne),
antocyjaniny, neopteryna, melatonina, kreatyniniéirubina oraz hormony piciowe
(estradiol, estron). Zwrzkiem endogennym jest zredukowany glutation (G3#thry

stanowi wewgtrzkomoérkowy mechanizm obrony antyoksydacyjnej .
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Enzymy biogce udziat w eliminacji, ale i w zapobieganiu powgaia wolnych
rodnikow tc*:

- Dysmutaza ponadtlenkowW80OD), metaloenzym, ktory bierze udziat w obronie
przeciwko toksycznemu dziataniu nadtlenkéw. Katgbz reakcje rozkiadu
ponadtlenkowego anionorodnika do nadtlenku wodotlenif®. SOD wystpuje
w organizmie w postaci wewtrzkomorkowej: cytoplazmatycznej, ktora zawiera aaie
icynk oraz mitochondrialnej zawiesggj mangan, atak  w postaci
zewrgtrzkomoérkowej, ktéra réwnie zawiera mied i cynk, ale ma ing budowe**+
Z SOD wspotdziata katalaza (CAT).

- Katalaza(CAT) wystpuje w cytoplazmie i peroksysomach; wspotdziat®©bS
Zbudowana jest z 4 podjednostek, wdkey znajduje si grupa hemowa oraz gzteczka
NADPH. Znane s dwie r&ne aktywnéci enzymu. W daych stzeniach H2O»
przeprowadza reakgjdysproporcjonowania nadtlenku wodoru. Produktemckaym
jest woda i tleff. Gdy ilasci tego rodnika $ mniejsze, usuwa go i jednoéné utlenia
zwiazek organicznl/.

- Peroksydaza glutationowéGSH-Px) to selenoenzym. Redukuje nadtlenek
wodoru do wody oraz nadtlenki organiczne poprzeedukowany glutatioff+°
W wyniku przemiany zredukowanego glutationu pod yw@m GSH-Px powstaje
disulfid glutationu (GSSG), czyli postatleniona glutationu. Ten zw#ek jest szkodliwy
dla komorki, dlatego aby nie dofmic do gromadzenia sigo, GSH-Px wspotdziata
z reduktaz glutationu (GSHR). Enzym ten odtwarza zredukoyvéorme glutationu
w wyniku utleniania NADPFP.

Wiasciwosci antyoksydacyjne wykazaijtakze pewne biatka endogenne, ktére
zapobiegaj peroksydacji lipidow oraz wytwarzaniu RFT. Cerddgmina, albumina,
transferryna czy ferrytyna pefniaka role w osoczu krwi,

Zdolndéci antyoksydacyjne posiada réwaigwas moczowy. Wychwytuje on
rodnik hydroksylowy oraz wize jony metaf.

1.4.3. Skutki stresu oksydacyjnego

Skutkiem stresu oksydacyjnego, przy niewystagzan dziataniu mechanizméw
naprawczych jest utlenianie bialek, co prowadzi amoiany ich funkcji i struktury,
utlenianie bton komadrkowych czy uszkodzenie DNAe@z konsekwengjmog byc¢
mutacje prowadge np. do karcinogenezy. W warunkach zaburzonejoktamy

dochodzi do uszkodzenia mitochondriow, hamowartagjésoliza a zuycie ATP, ktore
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jest niezlkdne do eliminacji GSSG, wzradtaZmniejsza si stzenie GSH, rénie
stezenie GSSG. Innym nagistwem wzmgonych procesow utleniania jest zikézenie
peroksydacji lipidow i spadek GSH. Prowadzi to dezrostu aktywnéci
cyklooksygenazy i lipoopksygenazy, enzymow fogch udziat w kaskadzie przemiany
kwasu arachidonowego, a t&knaptywu jonéw wapniowych do komérek, co powoduje
uszkodzenie btony komorkowej i receptoréw komorkolyNasgpstwem zaburzonej
hemostazy jest teuszkodzenie mitochondrialnegodjowego DNA. Mitochondrialne
DNA (mt DNA) jest naraone na destrukcyjne dziatanie wolnych rodnikow wkszym
stopniu nk DNA jadrowe™,

Skutkiem stresu oksydacyjnego jest rownperoksydacja lipidéw. Nienasycone
kwasy ttuszczowe oraz inne lipidy ulegajtlenieniu z powstaniem ich nadtlenkw
Zwigzki te updledzap funkcjonowanie komorek poprzez zaburzanie strykiomraz
pckanie bton komérkowych, a ta& zmiarg funkcji receptorowych. MDA (dialdehyd
malonowy) jest gtdbwnym produktem procesu peroksjydgiedow, zwigzkiem bardzo
szkodliwym dla ustroju. MDA zmienia antygenowe $diavosci peptyddéw, hamuje
dziatanie niektorych enzymow, powstrzymuje tranpkjy ireplikack DNA oraz
wywotuje pekniecia nici DNA. MDA jest czsto opisywanym w literaturze markerem
peroksydacji lipidow’.

Wykazano istotny wptyw stresu oksydacyjnego w pat@gie wielu chorob, np.
cukrzycy, chorob OUN (choroba Alzheimera, chorobarkihsona, stwardnienie
rozsiane, stwardnienie zanikowe boczne), uktadazdnia, choréb oczu, zapalenia
watroby czy trzustki, a tale w reumatoidalnym zapaleniu staw8w#>4>>

1.4.4. Markery stresu oksydacyjnego
Produkty utleniania powstate w wyniku stresu oksyilaego mog by¢ wykorzystane
jako markery do oceny nasilenia procesu.

Biatka ulegag utlenieniu bezpgednio w wyniku dziatania RFT, ale tak
posrednio, na skutek reakcji ze zkami, ktore powstgj poprzez dziatanie stresu
oksydacyjnego, jak np.. HOCI, wodorotlenki, Fe, QGuplne rodniki, utlenione
aminokwasy i lipidy. Markery biatkowe, takie jak .ngpochodne karbonylowe,
3-nitrotyrozyna czy tzw. zaawansowane produktynidleia biatek, $ najtrwalszé’.

W wyniku peroksydacji lipidow powstaje wspomnianyDM, dos¢ czesto

wykorzystywany jako marker stresu oksydacyjnego.
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Do oceny stresu oksydacyjnego wykorzystuje t& enzymy biogce udziat
w reakcjach usuwania wolnych rodnikéw, jak np. S GSH-PX*.

TAS czyli calkowity status antyoksydacyjny o#lee ilosciowo wptyw stresu
oksydacyjnego na ludzki organizm oraz stamehrony przed jego dziataniem. TAS jest
parametrem pochodezym z oceny osocza, ktéry wyea st gtownie liczky grup
tiolowych biatek osocza orazegeniem kwasu moczowegfo

Tabela 2. Przyktadowe markery stresu oksydacyjtiego

Markery stresu oksydacyjnego Reakcja

8-oksy-2-deoxyguanozyna utlenianie kwasow nukleinowych
zredukowane cukry (np. ryboza,
askorbinian)

reaktywne aldehydy

3-nitrotyrozyna utlenianie gglowodanow

utlenianie grup tiolowych utlenianie biatek
produkty kaicowe zaawansowanej

glikacji

MDA peroksydacja lipidow
akroleina
4-hydroksynonenal
F2-izoprostany

utlenione LDL

1.4.5. Stres oksydacyjny agia

Uwaza sk, ze prawidlowo przebiegaga chza jest stanem stresu oksydacyjnego ze

wzgledu na podwyszony poziom utlenionych LDL oraz spadek catkowrdplngci

antyoksydacyjnej w poréwnaniu do kobiet nigeirnyclt®. Dodatkowo, aktywacja

obwodowych limfocytéw, granulocytow i monocytéw wecim trymestrze, z ktorych

wszystkie wytwarzaj RFT,$wiadczy o ogdlnoustrojowej odpowiedzi zapatiie;
Opisywany jest wptyw stresu oksydacyjnego na wiettologii zwipzanych

Z cigzg, takich jak nadgénienie ttnicze, stan przedrzucawkowy, zaburzenia wzrastania

ptodu, przedwczesnekniecie bton ptodowych czy zwkszone ryzyko poronierfid®
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Obecnd¢ stresu oksydacyjnego obserwuje giwniez w tozysku, w ktérym pojawiaj
sie charakterystyczne dla niego biatkasidt nich najwaniejsze s:

» biatko p16
Biatko p16 odgrywa wang role w regulacji cyklu komérkowego. Inaktywuje CDK
dziatapc jako biatko supresorowe w gkiszasici komoérek. CDKN2A, gen kodggy pl6
jest usuwany albo ulega mutacji w wielu nowotworatdkich jak rak przetyku, rak
trzustki, nowotwory gtowy i szyi. Jednakw przypadku raka szyjki macicy supresorowa
rola biatka pl6 jest zniesiona iw przypadku tegovatworu biatko pl6 wykazuje
dziatanie onkogenfié

» cyklooksygenaza-2 (COX-2)
Cyklooksygenaza jest enzymem, ktory katalizuje kersy kwasu arachidonowego do
prostacyklin, tromboksanu i prostaglandyn. Zidektydvano dwie izoformy syntazy
prostaglandyn: konstytutywna COX-1 oraz indukow@@axX-2. COX-2 jest wytwarzany
w okreslonych warunkach takich jak zapalenie, ggaka, bol. Bierze te udziat
w procesie nowotworzerfia W raku piersizotadka, przetyku, jelita grubego, trzustki,
ptuca, endometrium, gtowy iszyi, ¢gherza moczowego oraz prostaty opisano
nadekspergjCOX -254,

» cyklina D1
Cykliny s3 biatkami regulujcymi cykl komorkowy poprzez aktywacj kinaz
cyklinozalenych (CDK), a poziom cyklin jest zmienny w zzteci od fazy cykl§®.
Cyklina D1 w pojczeniu z CDK 4 i CDK6 dziata jak sensor mitogenngtégruje
pozakomorkowe sygnaty mitogenne oraz progregklu komérkowego. w przypadku

nadekspresji cykliny D1 stajecsbna onkogeneffi

» SATB2
SAT B2 to specjalne biatko wiace bogate w AT -2. Biatko SATB2 naledo rodziny
czynnikéw transkrypcyjnych. Wptywa na ekspresjedyeako kofaktor transkrypcyjny
oraz poprzez regulagjarchitektury chromatyr?y®® SAT B2 ma wysoki poziom
ekspresji w mozgu, rdzeniudgowym i odgrywa istotsm role w rozwoju grodkowego

uktadu nerwowego. SATB2 maztenaczenie w rinicowaniu osteoblastow. Opisano
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zespot genetyczny zwiany z SATB2 obejmyggy niepetnosprawrid intelektualm,
wady twarzoczaszki, w tym rozszczep podniebienadywzbow oraz osteopegf.

» FOXP3

Biatko FOXP3 peini istotp role jako czynnik transkrypcyjny, bigey udziat
w powstawaniu limfocytow T regulatorowych (Treg)zcsegoblnie komoérek Treg
CD4 (+) iCD 25 (+)°, ktére @ najlepiej poznane sp@d populacji limfocytow
T i posiadag whasciwosci supresyjné-. Brak biatka FOX P3 z powodu mutacji w genie
FOXP3  skutkuje  wyspowaniem  gjzkich, wielonaradowych  zaburze
autoimmunologicznych, zwanych zespotem [IPEXimnune dysregulation,
polyendocrinopathy, enteropathy, X-link&d

Stres oksydacyjny jest zjawiskiem niezwykle intejgsym cha& jednoczénie
wymagajcym jeszcze wielu analiz, tak jak nie dmka poznana jest etiopatogeneza oraz
jak nieprzewidywalny bywa przebieg cholestazyzowej. Dlatego te rozwania
stanowity inspiragj do podgcia bada, w ktérych chcialabym oké&¢ role stresu
oksydacyjnego w rozwoju tego schorzenia. Uzasadsmenakiej decyzji jest bardzo
mata ilas¢ bada klinicznych dotyczcych tego zagadnienia.
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2. Cel pracy
Ocena roli stresu oksydacyjnego wai powiklanej cholestaz cigzows jest
zasadniczym celem pracy. Realizacja jego byla paxegdzona w oparciu o uzyskanie
odpowiedzi na potsze cele szczegotowe:

- analiza parametrow charakterygyjch stres oksydacyjny w surowicy krwi,

- okreslenie aktywndci stresu oksydacyjnego waAgsku na podstawie oceny

charakterystycznych dla tego stanu biatek.
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3. Materiat

Do badania wiczono 127 kobiet ¢rarnych hospitalizowanych w Ginekologiczno-
Potazniczym  Szpitalu  Klinicznym  Uniwersytetu  Medycznegam. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu, gudzy styczniem 2019 a marcem 2020 roku. Ze
wszystkimi pacjentkami zebrano szczego6towy wywiadzopobrano krew obwodaew
natomiast od ggci pacjentek dodatkowo pobrano takfragment tayska po porodzie.
Grupa pacjentek, u ktérej badanaysko liczyta 58 kobiet.

Na przeprowadzenie batlauzyskano zgog Komisji Bioetycznej przy
Uniwersytecie Medycznym im. Karola MarcinkowskiegoPoznaniu (uchwata nr
79/19).

Kazda pacjentka vgiczona do badania otrzymata wyczegegjinformacg na jego
temat oraz podpisakaviadomy zgod na udziat w badaniu.

Badania zostaly sfinansowane gedkow statutowych Kiliniki Perinatologii
I Ginekologii Uniwersytetu Medycznego im. Karola Mmkowskiego w Poznaniu.

Prébki tazysk zostaly poddane ocenie histopatologicznej, gktéykonano
w ramach wspotpracy z Wielkopolskim Centrum OnkalogVCO) Uniwersytetu

Medycznego w Poznaniu im. Karola Marcinkowskiegoypul. Garbary 15 w Poznaniu.

3.1. Grupy
3.1.1. Grupa badana
Do grupy badanej wtzono c¢zarne, po ukaczonym 28. tygodniu gky, u ktérych
rozpoznano cholestazcigzzowa na podstawie wynikow badalaboratoryjnych, t.j.:
podwyzszonych wartéci catkowitych kwasowzétciowych (TBA) powyej 10 pumol/l,
podwyzszonych poziomow transaminaz (ALAT, ASPAT) otadadu skory?.
Zastosowano nagiujace kryteria wykluczajce: przedwczesnegkniccie bton
ptodowych, wewstrzmaciczne ograniczenie wzrastania ptodu (IUGRhei ng ICP
przyczynyswigdu skory oraz inne ailCP choroby wtroby.
Na potrzeby badania markerow stresu oksydacyjne@§owiz grup; badag
podzielono na dwie podgrupy ze wgdil na czas trwaniagiy:
- pacjentki z rozpoznarcholestaz ciazowg przed ukaczonym 37. tygodniem giy
(n=48);
- pacjentki z rozpoznarcholestaz cigzowa po ukaiczonym 37. tygodnia gty, czyli
w cigzy donoszonej (n=31).

Od czsci pacjentek z grupy badanej pobrano rowrifagment tayska (n=34).
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3.1.2. Grupa kontrolna
Grupe kontrolrg stanowity zdrowe etzarne, w podobnym wieku, rodém i wieku
cigzowym (n=48). W grupie tej zastosowano kryteria wglapce: choroby
metaboliczne, choroby autoimmunologiczne, chorobwatworowe, choroby zapalne,
inne niz ICP choroby wtroby oraz inne i ICP przyczynywiadu.

Od czsci pacjentek z grupy kontrolnej pobrano rovirfimgment tayska (n=24).
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4. Metody badawcze

4.1. Ocena parametrow klinicznych

U wszystkich pacjentek zakwalifikowanych do badam@dwno z grupy badanej jak
i kontrolnej, zebrano wywiad pataiczy, rodzinny, szczegolnie w kierunku cholestazy.
Okreslono wiek, mas ciata, wzrost oraz BMI etarnych. W grupie badanej
przeanalizowano parametry badaiochemicznych krwi (TBA, transaminazy) oraz

informacg na temat wyspowaniaswiagdu skory.

4.2. Oznaczenie poziomu markerow stresu oksydacyjnegorowicy krwi

Pobierano 15 ml krwizylnej zzyly odtokciowej pacjentki do dwoch jednakowych
probéwek neutralnych (tzw. na skrzep), a ¢@sie dostarczano je wagu 30 minut do
laboratorium.

Krew odwirowano przez 10 minut przy 4000 obrotadh/ma surowi¢
przenoszono do probowek typu Eppendorfa 0 poj. Iphb izamraano
w temperaturze -80°C. Probki przechowywano do mdamgninoczasowego oznaczenia
stezenia wybranych markerow stresu oksydacyjnego.

U wszystkich pacjentek z grupy badanej i kontroloegpaczano nagiujace
markery stresu oksydacyjnego: SOD, GSH-Px, GSR, ,B8bPA, VEGF oraz TAS.

Proceduw oznaczania przeprowadzono zgodnie z insteukgroducenta

w Centralnym Laboratorium GPSK w Poznaniu.

4.2.1. Oznaczenie SOD, GSH-Px, GSR, GSH, MDA, VEGF mg®©dISA
Metod: opisano na przyktadzie oznaczenia MDA.

Zestaw oparty jest o wariacj kanapkowej gandwich) metody
immunoenzymatycznej w fazie stalej ELIS&ngyme-linked immunosorbent agsay
Modyfikacja ta polega nazyciu dwoch rodzajow przeciwciat monoklonalnych kagG
znakupcych badas substang.

Dno naczynka reakcyjnego w tym zestawie optaszcjzese monoklonalnym
przeciwciatem skierowanym przeciwko ludzkiemu MD¥astpnie do tego naczynka
dodana zostaje substancja badana, wtym przypallideka surowica, jak réwnie
streptawidyna znakowana enzymem (peroksydehrzanowy HRP) oraz kolejne
przeciwciato monoklonalne skierowane przeciwko kidmu MDA i skoniugowane
Z biotyrg. Podczas 60 minutowe] inkubacji w 37°C utworzorgstaje naspujacy

kompleks:
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faza statla - przeciwciato przeciw MDA - badany lkidZIDA z surowicy - przeciwciato
drugorzdowe znakujce skoniugowane z biotyn- streptawidyna skoniugowana
z peroksydag chrzanow (HRP). Nasfpnie podczas ptukania naczynek reakcyjnych
w buforze fosforanowym zostaje usetyi nadmiar niezwgzanych przeciwciat

I pozostaje tylko kompleks przeciwciat z antygermmmzanym z faz stab. W kolejnym
etapie  dodany zostaje substrat dla enzymu, ktorynest | TMB
(3,3',5,5'-tetrametylobenzydyna). W normalnych wlach TMB jest substang
swiattoczuh i bezbarwg, natomiast HRP jest enzymem kataliym proces utleniania
TMB. Podczas kolejnej 10 minutowej inkubacji zachiog@roces utlenienia TMB,
wynikiem czego jest zmiana barwy z bezbarwnej rebiesk. Kolejnym etapem jest
zatrzymanie reakcji enzymatycznej poprzez zakwasz&odowiska reakcji silnym
kwasem. Utleniony TMB wrodowisku kwanym zmienia bare z niebieskiej naotts.
Na koniec odczytujemy absorbagickorzystagc z filtra o dtugéci fali 450nm.
W przypadku wszystkich immunoenzymatycznych metahapkowych gandwich
ELISA wartas¢ absorbanciji jest wprost proporcjonalna dgeshia analitu.

Wszystkie odczynniki z firmy Sun Red Biocompany wgkystup ten sam
schemat reakcji ELISA. Zmienigpie tylko przeciwciata monoklonalne wychwyigge
zwigzane z faz stah oraz przeciwciata znakage zwhzane z streptawidyn na takie
ktore g skierowane przeciwko badanemu analitowi.

W ten sam sposob zatem badano pozostate markey; GOH-Px, GSR, GSH
oraz VEGF.

4.2.2. Oznaczenie TAS
Catkowity potencjat antyoksydacyjny (TAS) oznaczangyciem zestawu Randox Total
Antioxidant Status na aparacie COBAS firmy Roche.

Reakcja przebiega w trzech etapach, przy czym pigyvetap ma za zadanie
wyprodukowanie silnego medium utlenjeggo jakim jest ferrylmyoglobina X-[Ee=0].
Jest to osigane poprzez inkubacjmetmyoglobiny [HX-F&] z nadtlenkiem wodoru
[H202]. W ten sposob dochodzi do utlenieaiaza zawartego w metmyoglobinie z I
poziomu na IV i powstania ferrylmyoglobiny X-[FeQ].

W drugim etapie do ferrylmyoglobiny (X-[Fe=0]) zostaje dodany ABTS
2,2’-Azino-di-[3-ethylbenzthiazoline sulphonate])Mieszanina jest inkubowana
z peroksydaz . W tym czasie ABTSzostaje utleniony do formy reaktywnej ABTS
a ferrylmyoglobina  (X-[F¥=0]) zredukowana do metmyoglobiny (HXHe Kation
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ABTS®* posiada barw zielono-niebiesk ktorej maksimum absorbancji jest
obserwowane przy diugo fali 600nm.

Dodanie surowicy badanej, w ktérej zawagastyoksydanty, do trzeciego etapu
reakcji powoduje zmniejszenie wytwarzania zielomebreskiego zabarwienia
pochodzcego od reaktywnej formy ABTS. Zmniejszenie wytwarzania barwnika jest
odwrotnie proporcjonalne do poziomu antyoksydantwadanym materiale i wprost
proporcjonalne do spadku absorbancji przy désgéali 600nm. Reakcja zachodzi wg
schematu:

HX-Fe"+ H,0—X-[Fe"V=0] + H0
ABTS® +X-[FeV=0] »ABTS™ +HXFe"
ABTS®* + BM — spadek stzenia ABTS™ + wzrost sgzenia ABTS

4.3. Badanie tayska

U czsci pacjentek z grupy badanej (n=34) oraz kontrolmej24) pobrano fragment
lozyska obejmujcy jego cad grubadé, o wym. 2x2 cm, z&rodkowej czsci piyty,
w potowie odlegtéci migdzy brzegiem toyska a przyczepemepowiny. Fragmenty
lozyska pobierano bezpeednio po porodzie i utrwalano w roztworze 10% falimy.
Przechowywano w temperaturze pokojowej do momenddngczasowej oceny

histopatologiczne,.

4.3.1. Przygotowanie preparatow do barwienia immunohistatbznego
Reprezentatywne fragmenty ptytyziska, zabezpieczone w 10% formalinie o pH
7,2-7,4 przekazano do Zaktadu Patomorfologii w W@y ul. Garbary 15 w Poznaniu.
Nastpnie materiat zostat w sposéb rutynowy poddany lobed ktorej efektem byto
otrzymanie bloczkow parafinowych zawigygych wycinki z taysk. Z tego zostaty
sporzdzone preparaty H+E (barwione hematoksyiieozyny), ktére poddano ocenie
w celu weryfikacji poprawnii otrzymania wiéciwych przekrojéw, wycinkow
i dobrego utrwalenia materialu. Negghie sporgdzono preparaty do barwie
immunohistochemicznych, ktére zostaly wykorzystamesposob zautomatyzowany
wedtug rutynowych metod. Dla uzyskania kontroli mpncci wykonania bada
immunohistochemicznychzyto reakcji kontrolnych badammunohistochemicznych do
poszczegolnych biatek, ktére potem zweryfikowana pazgkdem poprawnsci oraz
jakosci oceny. Nasfpnie wszystkie preparaty, ktdre zosigmizniej poddane ocenie

wybarwiono immunohistochemicznie.
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4.3.2. Technika immunohistochemiczna
Badania immunohistochemiczne wykonano zgodnie aedsrdowymi procedurami
w Zaktadzie Patologii Nowotworow WCO. Zestaw pietmgch przeciwciat

przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Przeciwciata zastosowane w badaniach mmstochemicznych

Marker Przeciwciato Metoda
FOXP3 Mo Monoclonal, Clone236A/E7, Abcam manualna
Cyklina D1 Rb Moclonal, CloneSP-4R, RTU, Ventana arap Ventana
COX2 Rb Monoclonal, CloneSP21, RTU, Cell Marquaparat Ventana
pl6 INK4a Mo Monoclonal, CloneE6H4, RTU, Ventanal aiag Ventana
SATB2 Rb Monoclonal, CloneEP281, 1/100 DAKO awostr DAKO

W celu wizualizacji lokalizacji badanego markerafka) wykorzystano reakgjparwry
(kolor brzowy), ktorej obecni@ (lub brak) w poszczegdlnych preparatach oceniono
z wykorzystaniem mikroskopéwietinego. Przyktady wybarwionych preparatéw dla

poszczegolnych markerow przedstawiona na rycinagh 1
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Rycina 1. Ekspresja biatka cytoplazmatycznego p16
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Rycina 2. Ekspresja biatka cytoplazmatycznego COX-2

Rycina 3. Ekspresja biatkagrowego SATB2

Rycina 4. Ekspresja biatkadrowego —yklina D1
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Rycina 5. Ekspresja biatkadrowego FOXP3

4.3.3. Ocena ekspresji biatek

Dwdch niezalenych obserwatorow, ktorzy byli dapieni co do miejsca pochodzenia
tkanek, oceniali intensywidé reakcji, atake rozlegté¢ reakcji wykorzystujc
poétilosciows, 12-stopniow skak Remmele — Stegner, opisywgandwniez jako skala IRS

(‘ang.immunoreactive sco)&.

Tabela 4. Skala IRS wg Remmele i Stegher

A - obszar komérek B - intensywnda¢ reakcji
immunopozytywnych

0 pkt - brak komorek z pozytywrreakcy | O pkt - brak reakcji barwnej

1 pkt - do 10% komorek z pozytywn 1 pkt - stabo nasilona reakcja barwna
reakcp

2 pkt — 11% do 50% komorek 2 pkt - srednio nasilona reakcja barwna

Z pozytywry reakcj
3 pkt - 51 do 80% komaorek z pozytywn | 3 pkt - intensywna reakcja barwna

reakcp

4 pkt - >80% komorek z pozytywn
reakcp

Wynik w opisywanej skali otrzymuje ¢siobliczapc iloczyn A x B, gdzie otrzymana

wartas¢ w zaleznosci od przedziatu oznacza:
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0: brak reakcji immnunohistochemicznej;
1-2: staba reakcja immunohistochemiczna,;
3-4: umiarkowanie silna reakcja immunohistocheméczn

6-12: silna reakcja immunohistochemiczna.

Dla oceny ekspres;ji biatka p16 prztg opisywan skak Remmele - Stegner agdimie dla
trofoblastu oraz odbnie dla koméreksrodbtonka w kosmkach. Ocenpreparatu
dokonywano pod powkszeniem obiektywu 10x, w ogniskach uznanychhzd spot”.
Metoda wyboru miejsca intensywsoo reakcji immunohistochemiczngjot spot” czyli
miejsca, ktore na preparacie w ocenie pod matymigereniem wykazuje najwgz
ekspres;.
Dla oceny ekspresji biatka COX-2 wykorzystano résinskak IRS, ale jedynie dla
trofoblastu, poniewanie wykazano reakcji w naczyniach dla biatka CQX-2
Dla oceny ekspres;ji cykliny D1 przyp zmodyfikowana skak Remmele-Stegner gdzie:
- reakot jadrowg traktowano wydcznie zero-jedynkowo:
0 — brak reakcji;
1 — reakcja obecna, niezahge od intensywngei;
- odsetek komérek zgych przygto z pierwotnie zastosowanej skali
Remmele-Stegner, tzn. w zakresie 0-4 wzadéci od odsetka komorek z pozytywn

reakcp.

4.4. Analiza statystyczna

Do analizy danych ayto programu IBM SPSS Statistics 26. Jako poziototnssci
przyjeto wartg¢ 0,05. W celu zbadania, czy dane gnajzktad normalny, wybrano test
Shapiro-Wilka. Do zbadania korelacji pamizy danymi wybrano wspétczynnik korelacji
Spearmana w sytuacji braku normalciorozktadu zmiennych. Wybrane markery
poréwnano dla dwéch grup — w przypadku gdy dandymazktad normalny wybrano
test parametryczny t-studenta dla zmiennych niemgitdh, a gdy brak byto rozktadu
normalnego — test nieparametryczny U Manna-Whitriigazmiennych niezataych.

W przypadku, gdy poréwnywanych byto egej grup wybrano odpowiednio test
parametryczny ANOVA oraz nieparametryczny KruskaMallisa dla zmiennych
niezalenych (brak wybranego tespost-hocze wzgédu na brak istotnych #dic w tych
badaniach). Wskaiki struktury (wielk@ci procentowe) poréwnano guizy soly

Z wyciem z-testu.
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5. Wyniki
5.1. Charakterystyka analizowanych grup
Grupa badana i kontrolna niezroty si¢ w sposob statystycznie istotny pod weztm
wieku, masy ciata, BMI, liczby pierwiastek i wietmtek. Na potrzeby badania markeréw
stresu oksydacyjnego z surowicy krwi g¢upadan i kontrolng podzielono dodatkowo
na dwie podgrupy ze wzglu na tydzié ciagzy pobrania krwi: do 37 t.c. oraz 37+ t.c.

Od czsci pacjentek, dodatkowo pobrano ek fragment tayska po
porodzie (58 kobiet).

Analiza statystyczna otrzymanych wynikdw w zakreg@eny parametrow stresu
oksydacyjnego surowicy krwi dotyczyta sprawdzeniy @achodzi istotna pdica
pomiedzy wart@ciami dla nasipujacych, porownywanych ze sglgrup:

» grupa badana i grupa kontrolna;

» grupa badana do 37 t.c. i grupa kontrolna do 37 t.c

» grupa badana 37+ t.c. i grupa kontrolna 37+ t.c.;

» grupa badana do 37 t.c. i grupa badana 37+ t.c.

Natomiast w zakresie oceny aktyvgnb okreslonych biatek stresu oksydacyjnego
w tozysku analiza statystyczna otrzymanych wynikéw doyle sprawdzenia czy
zachodzi istotna tdica pom¢dzy wartgciami dla grupy badanej i kontrolnej.

Charakterystyk badanych grup podsumowano w tabeli 5.

Tabela 5. Charakterystyka analizowanych grup wznakei od wieku, masy ciata,

BMI, liczby pierwiastek i wielorodek

Masa L . .
Rodzaj grupy N \[/I\gtea? ciata BMI Piemniastka Wielorddka
[ka] N % N %
badana 79 32,42 76,94 27,91 36 45,6% 43 54,4%
badana do 37 t.c. 48 329 78,71 28,0 21 4318% 27 58,3%
badana 37+ t.c. 31 3158 74,19 26,96 15 48 4% 16 51,6%
kontrolna 48 31,29 76,28 27,51 18 37,5% 30 62,5%
kontrolna do 37 t.c 15 31,13 77,283 28,24 8 53,8% T 46|7%
kontrolna 37+ t.c. 33 31,36 75,91 27,32 14 30,3% 2B 69{7%
razem 127 31,99 76,700 27,76 54 42 ,5% 73 57,59%
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5.2. Ocena parametrow stresu oksydacyjnego w surowigy kr
5.2.1. S§zenie TAS (mmol/l) w surowicy krwi
Wyniki stezenia TAS (mmol/l) dla badanych grup podsumowanalvel 6.

Tabela 6. Wyniki stzenia TAS (mmol/l)

Rodzaj grupy N | Srednia 95% Cl Medianal Oscic(;h Min Max

badana 79 1,74 1,64 1,84 1,82 0,424 0,01 2,42

kontrolna 48 191 1,83 1,99 1,93 0,274 1,0R 2,43
badana do 37 t.c. 48 1,69 1,5¢ 1,81 1,718 0,426 0/o1 2|11

kontrolna do 37. t.4. 15 1,88 1,79 2,02 1,91 0,264 1,19 82
badana 37+ t.c. 31 1,82 1,67 1,9¢ 1,88 0,417 o118 2142
kontrolna 37+. t.c. 33 1,92 1,82 2,04 1,91 0,281 1,02 2,b3
badana do 37 t.c. 48 1,69 1,5Y 1,81 1,18 0,426 0J01 2|11
badana 37+ t.c. 31 1,82 1,67 1,9¢ 1,88 0,417 0,18 2142

W wyniku analizy statystycznej stwierdzono:
» W grupie badanej warfoi byly istotnie nisze ni w grupie kontrolnej (p < 0,05);

» w grupie badanej do 37 t.c. waitdbyty istotnie nksze nik w grupie kontrolnej

do 37 t.c. (p < 0,05);
» brak istotnych rénic miedzy grug badag 37+ t.c. a grupkontrolrg 37+ t.c.;

» brak istotnych rénic miedzy grum badag do 37 t.c. a grupbadang 37+ t.c.

5.2.2. S§zenie SOD (ng/ml) w surowicy krwi
Wyniki stgzenia SOD (ng/ml) dla badanych grup podsumowandoelitd.

Tabela 7. Wyniki stzenia SOD (ng/ml)

. . . . Odch. .
Rodzaj grupy N Srednia 95% Cl Medianal std Min Max
badana 79 55,76 41,4d) 70,08 2477 63,498 1,06 231,55

kontrolna 48 51,01] 31,39 70,68 16,18 67,566 2,32 234,50
badana do 37 t.c. 48 4478 27641 61,85 13|66 58,953 1,84 1,521
kontrolna do 37. t.4. 15 48,12 14,40 81,84 18,p1 60,892 32 2| 189,24
4
b

badana 37+ t.c. 31 72,84 47,9 97,74 5287 67,886 1,06 22347,
kontrolna 37+. t.c. 33 52,32 27,0 77,99 15,02 71,255 2{7@35,50
badana do 37 t.c. 48 447 2741 61,85 13|66 58,953 1,84 1,521

badana 37+ t.c. 31 72,84 4794 97,74 52,87 67,886 1,06 2237,

(9
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W wyniku analizy statystycznej stwierdzono:
» brak istotnych rénic miedzy grum badag a grup kontrolr;
» brak istotnych rénic migdzy grup badar do 37 t.c. a grupkontrolrg do 37 t.c.;
» brak istotnych rénic miedzy grup badarg 37+ t.c. a grupkontrolrg 37+ t.c.;
» brak istotnych rénic miedzy grum badag do 37 t.c. a grupbadan 37+ t.c.

5.2.3. Stzenie GSH-Px (ng/ml) w surowicy krwi
Wyniki stezeniaGSH-Px(ng/ml) dla badanych grup podsumowano w tabeli 8.

Tabela 8. Wyniki stzeniaGSH-Px(ng/ml)

Rodzaj grupy N | Srednia 95% ClI Medianal Oscic(;h Min Max
badana 79 78,84 58,04 99,6(4 37,07 92,862 1,64 387,62
kontrolna 48 72,01 43,34 100,688 22,84 98,737 1,42 342,49
badana do 37 t.c| 48 62,8p 37,50 88,pP8 17|35 87444 1,64 7,634
kontrolna do 37. t.4. 15 71,2% 19,00 12341 22,84 94,193,42 1| 283,68
badana 37+ t.c. 31 103,33 67,96 139J10 61|73 96,973 3,799,184
kontrolna 37+. t.c. 33 72,35 36,18 108,68 22,84 102,16178 1| 342,49
badana do 37 t.c| 48 62,8p 37,30 88,P8 17|35 87,444 1,64 7,634
badana 37+ t.c. 31 103,93 67,96 139/10 61|73 96,973 3,799,184

W wyniku analizy statystycznej stwierdzono:
» brak istotnych rénic migdzy grup badar a grup kontrolrg;
» brak istotnych rénic migdzy grup badarg do 37 t.c. a grupkontrolng do 37 t.c.;
» W grupie badanej 37+ t.c. wyniki byty istotnie #yge ni w grupie kontrolnej
37+ t.c. (p <0,05);
» w grupie badanej 37+ t.c. wyniki byty istotnie #gge ni w grupie badanej do
37 t.c. (p <0,05).

5.2.4. Sgzenie GSR (ng/ml) w surowicy krwi
Wyniki stezenia GSR (ng/ml) dla badanych grup podsumowandelitg.
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Tabela 9. Wyniki stzenia GSR (ng/ml)

. , . . Odch. .
Rodzaj grupy N Srednia 95% ClI Medianal S tc(; Min Max
badana 79 47,24 33,84 60,683 13,93 59,804 0,87 248,02
kontrolna 48 37,46 21,87 53,09 8,7% 53,861 0,08 174,18

badana do 37 t.c. 48 40,06 22,31 57,81 10|62 61138 g,37 3,024
kontrolna do 37. t.4. 15 42,38 11,08 73,68 8,91 56,527 7 0]2165,67
0
D

badana 37+ t.c. 31 58,36 37,5
kontrolna 37+. t.c. 33 35,27 16,3
badana do 37 t.c. 48 40,0

badana 37+ t.c. 31 58,3

79,21 40098 56,858 0,41 4@33,
54,113 8,99 53,351 0,0875,18

22,31 57,81 10|62 61,138 (4,37 3,024
37,90 79,21 40,98 56,858 0,41 4@43,

\>ZaNe)]

W wyniku analizy statystycznej stwierdzono:
» brak istotnych rénic miedzy grum badang a grug kontrolrg;
» brak istotnych rénic migdzy grup badag do 37 t.c. a grupkontrolrg do 37 t.c.;
» W grupie badanej 37+ t.c. wyniki byty istotnie #ye ni w grupie kontrolnej
37+ t.c. (p <0,05);
» brak istotnych rénic miedzy grum badan do 37+ t.c. a grupbadar 37+ t.c.

5.2.5. S§zenie GSH (Uml/l) w surowicy krwi
Wyniki stezenia GSH (Uml/l) dla badanych grup podsumowanalveli 10.

Tabela 10. Wyniki szenia GSH (Uml/l)

Rodzaj grupy N | Srednia 95% Cl Medianal Oscic(;h Min Max
badana 79 13,58 9,97 17,2p 5,3f 16,141 0,R0 64,91
kontrolna 48 11,69 6,91 16,44 2,52 16,451 0,39 5342
badana do 37 t.c. 48 10,7B 6,5D 15,07 3,10 14,762 0,20 758,1
kontrolna do 37. t.4. 15 11,9% 3,04 20,84 3,15 16,067 0,39%5,38

badana 37+ t.c. 31 17,92 11592 24,31 1047 17,437 0,56 1649

kontrolna 37+. t.c. 33 11,57 5,59 17,55 2,40 16,8467 0,44 ,4%53
badana do 37 t.c. 48 10,7B 6,50 15,07 3,10 14,762 0,20 758,1
badana 37+ t.c. 31 17,92 11,592 24,31 1047 17,437 0,56 1649

W wyniku analizy statystycznej stwierdzono:
» brak istotnych rénic migdzy grup badar a grup kontrolrg;
» brak istotnych rénic migdzy grup badag do 37 t.c. a grupkontrolrg do 37 t.c.;
» W grupie badanej 37+ t.c. wyniki byty istotnie #ye ni w grupie kontrolnej
37+ t.c. (p <0,05);
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» W grupie badanej 37+ t.c. wyniki byty istotnie #gge ni w grupie badanej do
37t.c. (p <0,05).

5.2.6. S¢zenie MDA (nmol/ml) w surowicy krwi

Wyniki stezenia MDA (nmol/ml) dla badanych grup podsumowantakeli 11.

Tabela 11. Wyniki szenia MDA (nmol/ml)

Rodzaj grupy N Srednia 95% CI Mediana Osdtzh Min Max

badana 79 29,00 21,31 36,70 9,81 34,333 0,p2 12
kontrolna 48 29,38 17,01 41,7% 6,2% 42,597 0,14 149
badana do 37 t.c. 48 23,4b 14,03 32,88 8,57 32,453 0,52 ,44]
kontrolna do 37. t.q. 15 29,6% 8,51 50,13 13,p5 38,063 302117,73
badana 37+ t.c. 31 37,60 2443 50,77 28f12 35,005 0,57 704
kontrolna 37+. t.c. 33 29,26 13,28 45,24 4,31 45,068 0,14 49,66
badana do 37 t.c. 48 23,4p 14,03 32,88 8,57 32,453 0,52 ,441
badana 37+ t.c. 31 37,60 24,43 50,77 2812 35,905 0,57 704

W wyniku analizy statystycznej stwierdzono:

>

>
>
>

37 t.c. (p <0,05).

5.2.7. Sgzenie VEGF (ng/l) w surowicy krwi
Wyniki stezenia VEGF (ng/l) dla badanych grup podsumowanob&lid 2.

Tabela 12. Wyniki szenia VEGF (ng/l)

brak istotnych rénic migdzy grup badag a grup kontrolrg;

brak istotnych rénic migdzy grup badanej 37+ t.c. a grafxontrolrg 37+ t.c.;

[, 70

,66
0

brak istotnych rénic migdzy grup badar do 37 t.c. a grupkontrolrg do 37 t.c.;

w grupie badanej 37+ t.c. wyniki byly istotnie #sge ni w grupie badanej do

Rodzaj grupy N Srednia 95% ClI Mediana Osdtzh Min Max
badana 79 2221,18 1640,05 2802,32 872,04 2594,496 6R,516,7KH2
kontrolna 48 2168,8F 1273,72 3064,01 382/00 3083,770 8212914,7(

badana do 37 t.c. 48 17829 1094,21 2471,38 60[,18 £3&11,62,51 | 9367,04

kontrolna do 37. t.q. 15 1899,99 568,97 3231,00 55%5D3B03 82,26| 6844,2p

badana 37+ t.c. 31 2899,p7 1868(50 393]1,44 1740,81 2632,022,60( 9526,7)

kontrolna 37+. t.c. 33 2291,09 109484 3487,33 35§,443F58 98,90| 11014,10

badana do 37 t.c. 48 17829 1094,21 2471,38 60[,18 £3&11,62,51 | 9367,04

badana 37+ t.c. 31 2899,p7 1868|50 3931,44 1740,81 2332,022,57| 9526,78
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W wyniku analizy statystycznej stwierdzono:
» W grupie badanej wyniki byty istotnie vrgze (p < 0,01);
» brak istotnych rénic migdzy grup badag do 37 t.c. a grupkontrolmn do 37 t.c.;
» brak istotnych rénic migdzy grum badanej 37+ t.c. a grakontrolrg 37+ t.c.;
» brak istotnych rénic migdzy grup badar 37+ t.c. a grupbadan do 37 t.c.

5.3. Wyniki ekspresji wybranych biatek wigsku
Ekspres; biatek p16, COX-2, cyklina D1, SAT B2, FOX p3 ocaro w trofobldcie oraz
w $rodbtonku naczy wiosowatych tayska.

5.3.1. Wyniki ekspres;ji biatka p16 w &ysku
Na rycinach 6-7 przedstawiono ekspegesjatka pl6 w taysku pochodzcym od

ciezarnych z cholestaz zdrowych.

Rycina 6. Ekspresja biatka p16 wysku — cholestaza
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Rycina 7. Ekspresja biatka p16 wisku - grupa kontrolna

5.3.1.1. Wyniki ekspresji biatka p16 w trofoktze

Wyniki ekspresji biatka p16 w trofobleie podsumowano w tabeli 13.

Tabela 13. Ekspresja biatka p16 w troféla w grupie badanej i kontrolnej

Ekspresja biatka p16 w trofobla&cie Grupa Grupa
badana kontrolna
brak reakcji immunohistochemicznej 17 16
% 50,0% 66,7%
staba reakcja immunohistochemiczna 14 8
% 41,2% 33,3%
umiarkowanie silna reakcja N 3 0
immunohistochemiczna % 8,8% 0,0%
silna reakcja immunohistochemiczna 0 0
% 0,0% 0,0%
razem N 34 24
% 100,0% 100,0%

W wyniku analizy statystycznej wykazana brak jest istotnych gdic migdzy grum

badamn a kontroln.

5.3.1.2. Wyniki oznaczenia biatka p16 w naczynikebmkow

Wyniki oznaczenia biatka p16 w naczyniach kosmk@sgumowano w tabeli 14.
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Tabela 14. Wyniki oznaczenia biatka pl6 w naczymi&Bosmkow w grupie badanej

I kontrolnej
Ekspresja biatka p16 w naczyniach kosmkéw Grupa Grupa
badana kontrolna

brak reakcji immunohistochemicznej N 1 1

% 2,9% 4,2%
staba reakcja immunohistochemiczna N 9 11

% 26,5% 45,8%
umiarkowanie silna reakcja N 8 5
immunohistochemiczna % 23,5% 20,8%
silna reakcja immunohistochemiczna N 16 7

% 47,1% 29,2%
razem N 34 24

% 100,0% 100,0%

W wyniku analizy statystycznej wykazana brak jest istotnych #dic migdzy grup

badan a kontroln.

5.3.2. Wyniki ekspresji biatka COX-2 w tysku
Na rycinach 8-9 przedstawiono przyktadowe wyniksgiesji biatka COX-2 w toysku

ciezarnych z cholestaz zdrowych.
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Rycina 9. Ekspresja biatka COX-2 wzsku - grupa kontrolna

5.3.2.1. Wyniki ekspresji biatka COX-2 w trofobtie

Wyniki ekspres;ji biatka COX-2 w trofolbdaie podsumowano w tabeli 15.

Tabela 15. Wyniki ekspres;ji biatka COX-2 w trofofdee w grupie badanej i kontrolnej

Ekspresja biatka COX-2 w trofoblascie Grupa Grupa
badana kontrolna
brak reakcji immunohistochemicznej 0 0
% 0,0% 0,0%
staba reakcja immunohistochemiczna 0 0
% 0,0% 0,0%
umiarkowanie silna reakcja N 0 3
immunohistochemiczna % 0,0% 12,5%
silna reakcja immunohistochemiczna 34 21
% 100,0% 87,5%
razem N 34 24
% 100,0% 100,0%

W wyniku analizy statystycznej wykazange zachodzi istotna #@ica medzy grup
badan a kontroll. W grupie badanej istotnie ggej oznacze niz w grupie kontrolnej
miato silmp reakcg immunohistochemicz podczas gdy istotnie mniej miato
umiarkowanie silg reakcg immunohistochemiczn(p=0,034).
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5.3.2.2. Wyniki ekspresji biatka COX-2 w naczynidasmkow
Nie wykazano reakcji w naczyniach dla biatka COX-2.

5.3.3. Wyniki ekspres;ji biatkacyklina D1 w tazysku
Na rycinach 10-11 przedstawiono przyktadowe wyrekispresji biatkacyklina D1

w tozysku cezarnych z cholestaz zdrowych.

Rycina 10. Ekspresja biatkgklina D1 w tazysku — cholestaza

Rycina 11. Ekspresja biatkgklina D1 w tazysku - grupa kontrolna

5.3.3.1. Wyniki ekspresji biatka cyklina D1 w trblescie

Nie wykazano reakcji w trofobdaie dla biatkacyklina D1.
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5.3.3.2. Wyniki oznaczenia biatka cyklina D1 w ngtach kosmkow

Wyniki oznaczenia biatkeyklinaD1 w naczyniach kosmkéw podsumowano w tabeli 16.

Tabela 16. Wyniki oznaczenia biatkgyklina D1 w naczyniach kosmkoéw w grupie

badanej i kontrolnej

Ekspresja biatka cyklina D1 w naczyniach Grupa Grupa
kosmkow badana kontrolna
brak reakcji immunohistochemicznej N 0 0

% 0,0% 0,0%
staba reakcja immunohistochemiczna N 16 20

% 47,1% 83,3%
umiarkowanie silna reakcja N 18 4
immunohistochemiczna % 52,9% 16,7%
silna reakcja immunohistochemiczna N 0 0

% 0,0% 0,0%
razem N 34 24

% 100,0% 100,0%

W wyniku analizy statystycznej wykazange zachodzi istotna #@ica medzy grum

badan a kontrol. W grupie badanej istotnie yaej os6b ni w grupie kontrolnej miato

umiarkowanie sila reakcg immunohistochemiczy a istotnie mniej stap reakcg

immunohistochemiczn

5.3.4. Wyniki ekspres;ji biatka SATB2 w fysku
Na rycinach 12-13 przedstawiono przykiadowe wynédspresji biatka SATB2

w tozysku cezarnych z cholestaa zdrowych.
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Rycina 12. Ekspresja biatka SATB2 wiygku — cholestaza

Rycina 13. Ekspresja biatka SATB2 wiysku - grupa kontrolna

5.3.4.1. Wyniki ekspresji biatka SATB2 w trofobtze
Nie wykazano reakcji w trofobdaie dla biatka SATB2.

5.3.4.2. Wyniki ekspresji biatka SATB2 w naczynidasmkow
Nie wykazano reakcji w naczyniach dla biatka SATB2.

5.3.5. Wyniki ekspresji biatka FOXP3 w hysku

Na rycinach 14-15 przedstawiono przyktadowe wyrekispresji biatka FOXP3 w
lozysku cezarnych z cholestaz zdrowych.
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Rycina 14. Ekspresja biatka FOXP3 wysku - cholestaza

Rycina 15. Ekspresja biatka FOXP3 wysku - grupa kontrolna

5.3.5.1. Wyniki ekspresji biatka FOXP3 w trofoidee.
Nie wykazano reakcji w trofobdaie dla biatka FOXP3.

5.3.5.2. Wyniki ekspresji biatka FOXP3 w naczyni&adsmkow
Nie wykazano reakcji w naczyniach dla biatka FOXP3.

47



6. Dyskusja

O ile rozpoznanie cholestazyazbwej | pos¢powanie przedporodowe nie sprawiaj
klinicystom wkikszych trudnéci, o tyle sam, agsto nieprzewidywalny przebieg tej
choroby, mogcy prowadzt do istotnych powikia u ptodu, powoduje diy niepokdj
pacjentek i wzmaga czujiow opiece nad chorymi. Naukowcy na cal§ywiecie badaj
przyczyny wysipowania tej patologii oraz poszukujoptymalnych markeréw
przydatnych w jej predykcji, ale z#e w monitorowaniu przebiegu choroby
a w szczegoln@i w ocenie efektéw terapii. Obecnie, najlepszykinabadaniem jest
ocena TBA we krwi. W szwedzkim, kohortowym badarmapbserwowanaze jedynie
wartasci TBA >40 umol/l prowadzity do porodu przedwczesnego, obéchemoiki
w plynie owodniowym czysmierci wewnitrzmacicznej ptod(r. Podobne wyniki
uzyskano w prospektywnym brytyjskim badaniu z 20Xdku, gdzie ryzyko
przedwczesnego porodu, pragig na oddziat noworodkowy po porodzie zzgi
powiktanej ICP czy urodzenia martwego noworodkacznge wzrastato gdy poziom
TBA przekraczat 4Qumol/I’®. Niektore, nieliczne prace natomiast, opisywatyckszone
ryzyko powiktax matczynych w przebiegu ICP, w tym ufemizenie tolerancji glukozy,
dyslipidemie, stan przedrzucawkoy®a take cukrzye cigzows®.

W postpowaniu, pré¢cz monitorowania dobrostanu ptodu ii@oz TBA, istotna
jest farmakoterapia. Skutecznym |  bezpiecznym gmaem jest kwas
ursodeoksycholowy. W 2021 roku, Luo iw¥poceniali efekty leczenia UDCA
u pacjentek z ICP. Z baflaych wynika,ze u kobiet z ICP cZciej rozpoznawano stan
przedrzucawkowy, wykonywano coie cesarskie i1 dochodzito do porodu
przedwczesnego w poréwnaniu z ggugontrolrg. Wykazano, ze podanie UDCA
zmniejszyto odsetek porodow przedwczesHclProtokdt opracowany przez Wang
iwsp® w2021 roku, dostarcza opartych na dowodach padsia klinicznego
zastosowania kwasu ursodeoksycholowego w leczéwilestazy cjzowef?.

Najbardziej aktualny przegl literatury z 2021 roku opracowany przez Xiao
iwsp® traktuje bardzo dokiladnie o patogenezie ICP, gdaiécz czynnikdw
genetycznych, hormonalnyckrodowiskowych czy immunologicznych omawiana jest
rola hipoksji w patogenezie ICP. Zdaniem naukowcbgrpmadzone w ggu ostatnich
10 lat dowody molekularne wskazuge cholestaza giowa jest chorodp powiktamn
ostrym niedotlenieniem #yskowo-ptodowym. W swej pracy przedstawiayyniki
wielu badaczy na temat niedotlenienia w f&PCiekawe doniesienia na temat

wazodylatacyjnych regulatoréw krwi wagsku, kortykotropiny (CRH) i urokortyny
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(UCN) znajduj sie w badaniach kilku zespotéw, gdzie zaobserwowanaizenie
ekspresji UCN w ICP8 Xu i wsp®” wykazali,ze transkrypcja i translacja CRH i UCN
byta zaburzona w gty powiktanej ICP o wczesnym pagtku®’, natomiast badacze pod
kierownictwem He stwierdzilize u pacjentek w gy powiktanej cholestazwystpita
redukcja kosmkow toyska o 29% w poréwnaniu z pacjentkami zdrowdfmMW innych
badaniach toysk z ICP, zaobserwowano wzrost czynnika indukowgartepoksy 1-alfa
(HIF-1a), HIF-2 o, oraz biatka regulowanego na potranskrypcyjnym etapirozwoju
I odpowiedzi na uszkodzenie DNA-1. \&8j wymienione czynniki petgiwazng funkcje
w odpowiedzi na niedotlenienie istres oksydacyjoyaz regulyy metabolizm
glukozy?**° Chinscy badacze podkilaja, ze stres oksydacyjny itysko g ze soh
powigzane gdy, wolne rodniki wplywag na rozwdj tayska, a nieprawidtowa
placentacja prowadzi do stresu oksydacyjnego ijeggatywnych konsekwenciji.
W trofoblacie zachodz reakcje autofagii i apoptozy, a brak rownowageadmy tymi
zjawiskami jak nadmienigjdalej Wu i wsp’! maze by zwigzany z patologiami gy,
takimi jak poronienia, stan przedrzucawkowy czy wgwzmaciczne ograniczenie
wzrastania ptodu.

Stres oksydacyjny jest w ostatnich latach zagademertoraz cgsciej badanym
przez naukowcow. Potwierdzono jego istptmle w procesach starzenia organizmu,
wielu patologiach @izy, niemniej niewiele jest doniesieopisupcych rok stresu

oksydacyjnego w etiologii cholestazyzowe,;.

6.1. Ocena parametrow stresu oksydacyjnego w sayckmwvi

Produkcja wolnych rodnikéw oraz peroksydacja lipidowzrasta pod koniec
fizjologicznej chzy. Zmiany te § rownowaone przez wzrost poziomu przeciwutleniaczy
takich jak witamina E, witamina C, oraz kwas mocytw Gdy zostaje zaburzona
rownowaga iuszkodzenia oksydacyjne przekraczapolngci antyoksydacyjne
organizmu, mog pojawi sie powiktania cazy, takie jak poronienie, ograniczenie
wzrastania ptodu, stan przedrzucawkowy czy poraegwczesmns?.

Niewatpliwie, waznymi enzymami obrony antyoksydacyjnej,¢dbcymi
zmiataczami wolnych rodnikow ponadtlenkowyehdysmutaza ponadtlenkowa (SOD)
oraz peroksydaza glutationow&H-P3Y%. We wioskim przegdzie z 2021 roku,
bardzo dokladnie przedstawiono biokpgnolekularm systemu glutationu (GSH).
Opisano wiele funkcji GSH w organizmie, gdzie préaiz zmiatacza wolnych rodnikéw,

bierze on wudziat wwielu innych vmych procesach komodrkowych, np.
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w metabolizowaniu toksycznych substancji czy w s¥igacji komdrkowej. Zwrécono
uwag na rok GSH w patogenezie wielu schofizevatroby: alkoholowej chorobie
watroby, niealkoholowej sttuszczeniowej chorobie atnwby, raka
watrobowokomdrkowego, przewlekliego uszkodzenia chatgsznego, wirusowego
zapalenia wtroby typu B i C czy uszkodzenia niedokrwiennegopk&lcy tej oméwiono
rowniez korzysci terapeutyczne wynikage z suplementaciji GSH Ilub jego
prekursorow?.

W moich badaniach oceniatangstnia SOD i GPX w surowicy krwi. Dla SOD,
w wyniku analizy statystycznej nie stwierdzono tsyaeh ré&nic miedzy grup badan
a grup kontrolrg w zadnym z czterech kryteriow podziatu w zalesci od czasu trwania
cigzy. Polscy badacze pod kierownictwem Biesiagwniez analizowali poziom SOD,
GPX oraz MDA i CAT m.in. we krwi pacjentek z chdlez cigzowg. Wszystkiesrednie
poziomy badanych enzymow byty podobne w grupie &blzi cholestag i w grupie
kobiet zdrowych. Badacze Ci wnioskuge u pacjentek z cholestapoziom enzymow
oksydacyjnych we krwi, nie nie by wskanikiem zaburzenia rownowagi
oksydo-redukcyjnej zuwagi na brak istotnych dowwedo wynikajgcych
z przeprowadzonych batfd. Hu Y-Y iwsp¥ oceniali poziom SOD, GPX oraz
8-iso-PGF2a - produktu peroksydacji lipidéw, we krwi pacjentekrozpoznasm
cholestagz cigzows, w zalenosci od poziomu TBA. W badaniach tych &k nie
zaobserwowano istotnej adicy w poziomach SOD madlzy analizowanymi grupami,
natomiast poziomy 8-iso-PGédraz GPX byty istotnie hsze u pacjentek z cholesiaz
niz w grupie kontrolnéy.

Wyniki moich analizGSH-Pxnie wykazalty istotnych statystycznieznbic micdzy
grups badan a grup kontrolrg, réwniez w zestawieniu grupy badanej do 37 t.c. z grup
kontroll do 37 t.c. Co ciekawe, wyniki dl@SH-Pxw grupie badanej powvigj 37 t.c.
byly istotnie wysze ni w grupie kontrolnej powej 37 t.c.. Co wjcej, analiza grupy
badanej wykazatae wyniki w grupie pacjentek z cholesjgrowyzej 37 t.c. byly istotnie
wyzsze nk W grupie pacjentek z cholesgado 37 t.c. Mae toswiadczy o rosmcym
nasileniu stresu oksydacyjnego wayi powiktanej cholestagwraz z czasem trwania
Ciazy.

Podobne wyniki do opisywanych powgj otrzymatam dla reduktazy
glutationowej (GSR). Reduktaza glutationu jest adiedzialna za utrzymanie pada
glutationu zredukowanego, a tym samym kontrolugkege redoks w komorkagh Dla

GSR w badaniach wiasnych nie wykazatam istotnyatystycznie rénic migdzy grug
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badam a grup kontrolrg oraz medzy grup badaa do 37 t.c. a grupkontrolrg do

37 t.c. Stwierdzitam natomiaste w grupie badanej pousj 37 t.c. wyniki byty istotnie
wyzsze nk w grupie kontrolnej powxej 37 t.c. Naley podkréli¢, ze wyniki poréwnania
grupy badanej w zateosci od czasu trwania gty byly na granicy istotriei

statystycznej, co ldymoaoze ulegtoby zmianie w przypadku analiz nackegizej liczbie
pacjentek.

W badanej populacji wyniki dla glutationu byty tekiak dlaGSH-Px czyli nie
wykazatam istotn€ci statystycznej ngdzy grup badan i kontrolmg, a take midzy
grupa badar do 37 t.c. a grupkontrolrg do 37 t.c. Natomiast wraz z czasem trwania
ciazy, w grupie pacjentek z cholessazigzows powyzej 37 t.c. wyniki byly istotnie
wyzsze nk w grupie kontrolnej powsej 37 t.c. W analizie grupy badanej w zalesci
od czasu trwania gty, wyniki byly istotnie wysze powyej 37 t.c. Obserwujemy zatem
ponownie narastanie wyktadnikéw stresu oksydacy)n@az z czasem trwaniaagy,
co ma zwiyzek ze wzrostem ryzyka powiktalla ptodu w przebiegu ICP. Z pewiony
warto rozway¢ dalsze badania markerow stresu oksydacyjnegacyol monitorowa
nasilenie stresu oksydacyjnego u pacjentek z ctaatesiagzows.

Zhou B.i wsp?® badali zwizek poziomu GSH, SOD, NO i MDA u pacjentek
z ICP z wykfadnikami zagéenia ptodu. Autorzy tych baflapodkrélaja, ze
podwyzszone poziomy wykladnikbw stresu oksydacyjnego and@relowa ze
zwigkszonym ryzykiem niekorzystnych wynikow neonatotagiych®® Jest to spojne
z wynikami moich analiz, gdzie wasm GSH-Px, GSH i MDA nasilgj sic wraz
z czasem trwania £ty powiktanej ICP.

Wspomniany powsej dialdehyd malonowy (MDA), produkt utlenianiaidgw,
ktory jest jednym z najeZciej badanych markerow stresu oksydacyjrii&byt réwnie
przedmiotem analiz w moich badaniach. W grupie bappowyej 37 t.c. wyniki byty
istotnie wyzsze nk w grupie badanej do 37 t.c. Co ciekawe, analizaigdry grup
badam powyzej 37 t.c. a grup kontrolrg powyzej 37 t.c. byla na granicy istotém
statystycznej. Dlatego mina wnioskowé o pewnej tendencji i dymaze na wekszej
probie pacjentek uzyskano by istoficstatystyczn. Mozna zatem zalo/¢, ze stres
oksydacyjny w grupie badanej nasilasiraz z trwaniem giy.

W wyniku stresu oksydacyjnego komorki gsniowki gtadkiej naczy migruja
i proliferuja, a takke dochodzi do nasilenia stanu zapalnego, réww®dpowiedzi na
wytwarzanie m.in. czynnika wzrostirédbtonka naczyniowego (VEGF). Zaburzenie

réwnowagi procesow utleniania i redukcji wptywa 2akna apoptagzi funkcje sciany
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naczy: doprowadzajc do dysfunkcji nabtonk&l. Larson i wsp%? dokonali przegidu
literatury w aspekcie zmian w ukfadzie odpawiowym u pacjentek z cholestaz
cigzowg. Autorzy opisw wiele mechanizmow immunologicznych, niemniej wegich
obserwacji jedynie poziom VEGF, czynnika angioggnest podwyszony w ICP, co
jak twierdz kwestionuje raj tego procesu w ICF,

Dla VEGF stwierdzitamze w grupie badanej wyniki byty istotnie wsze ni
w grupie kontrolnej. W pozostatych analizach nig/skatam istotnéci statystycznej
réznic miedzy badanymi grupami.

W pracy Zhang i wsp® badano tayska kobiet z ICP. Zaobserwowano ekspres;
VEGF w warunkach hipoksji. Zespot z Chin wnioskujes krotkotrwata hipoksja
stymuluje ekspreg)VEGF w tazysku z ICP, co me stanowd mechanizm ochronny dla
ptodut®. Jednak Du iwsp? na podstawie wynikéw witasnych badgacjentek
z cholestaz, sugerw, ze odpowied immunologiczna, angiogeneza czy waskulogeneza
petnig istotmy role w patogeneziICP. Naukowcy opisgjzaangaowanie podstawowych
genow regulatorowych gtébwnie w szlak sygnalizacyjnYEGF, odpowied
immunologiczm oraz sygnalizagjsprzzonego z biatkiem G receptdfa

Badacze z Turcji rownie podkreélaja role reakcji immunologicznej matki
w patofizjologii cholestazy growej. Zespodt Ozlera, w prospektywnym badaniu na
grupie 30 pacjentek z ICP, badat poziom cytokinakaych, takich jak interleukina
6 (IL 6), czynnik martwicy nowotworow (TNF-o) i neopteryna oraz status stresu
oksydacyjnego okitajac catkowity status antyoksydacyjny (TAS) oraz calitg stres
oksydacyjny (TOS) we krwi, za pompeautomatyzowanej metody Erela. Wakik
stresu oksydacyjnego (OSI) obliczono gpste jako stosunek TOS do TAS. Poziomy
TAS, TOS i OSI byty istotnie wisze w grupie pacjentek z cholesz

W moich badaniach wyniki TAS surowicy krwi w gregiadane] byty istotnie r8ze
niz w grupie kontrolnej, a dodatkowo, w grupie badat®37 t.c. wyniki byty rownie
istotnie nzsze nk w grupie kontrolnej do 37 t.c. W publikacji Oztasasp. analizowano
TAS, TOS, a take lazyskowg metaloproteinaz ADAMTS-12  oraz sfzenie
aryloesterazy (ARES) w #ysku. pacjentek z ICP oraz ze stanem przedrzucawkow
W oparciu o uzyskane wyniki, autorzy sugerajazliwa rolg zapalenia w patogenezie
ICPS,
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6.2. Ocena aktywrigi okreslonych biatek stresu oksydacyjnego viyeku
W cigzy tozysko syntetyzuje aktywne transportery kwasd@iciowycht%®1%7co sktania
do poszukiwania relacji railzy tym schorzeniem a prawidtgiunkcja tozyska.

W swojej pracy, Heidari i wsf® zwrocili uwag na cytotoksyczne waiwosci
gromadacych s¢ czsteczek kwaséwzotciowych w cholestazie, co prowadzi do
upcledzenia czynnii watroby iinnych narzdéw. Pomimo tego,ze doktadne
mechanizmy cytotoksyczea nie % w cholestazie do kma poznane, to jedn
z gtdwnych rol przypisuje si stresowi oksydacyjnemu ijego konsekwencjom. Na
poziomie komérkowym gtdwnym celem dziataniagsteczek cytotoksycznychas
mitochondria. Ich uszkodzenie geprowadzi do kryzysu energetycznego | uwolnienia
mediatoréw smierci komorki®® Takie obserwacje opisali w swoich wstych
badaniach Mella iwsf®. Oceniali oni ekspresj 13 genéw kodugcych biatka
mitochondrialne, a tale nasilenie stresu oksydacyjnego poprzez @aesrkodzenia
DNA. Uzyskane wyniki sugergj ze mitochondria w toysku reagyj na nasilony stres
oksydacyjny, modyfikujc ekspresj gendw, co jak wnioskgjbadacze, ma odgrywa
role w patofizjologii ICP,

Wei-Bin Wu iwsp!l® zainteresowali si peroksyredoksyn3 (PRDX3),
enzymem mitochondrialnym, ktory katalizuje utlenéanadtlenku wodoru w komorce,
czyli ma dziatanie antyoksydacyjité W swoich badaniach wykazate poziom PRDX3
byt obnizony w tazyskach pacjentek z ICP, a takw komodrkach kosmkow i trofoblastu
poddawanych dziataniu kwaso#dtciowych in vitro. W oparciu o wyniki uzyskane
z przeprowadzonych bafla stwierdzili, ze ekspozycja na kwasgdiciowy obnizyta
poziom PRDX3 w ludzkich trofoblastach, czyli enzyem chronit komaorki trofoblastu
przed dysfunkej mitochondrium i skutkami stresu oksydacyjnego.pdédstawie swych
bada sugeruy, ze zmniejszenie PRDX3 przez nadmiar kwas@tciowych
w trofoblastach odgrywa kluczewrole w patogenezie i progresji ICP. Ponadto
wykazali, ze zmniejszona ekspresja PRDX3, sprzyjala starzkomorek w wyniku
aktywacji biatka p38 oraz indukcji biatek p16 i p%1

W badaniach wiasnych oceniatam eksprdsjatka pl6 w taysku. Zaroéwno
w trofoblacie jak i wsrédbtonku naczy wiosowatych kosmkéw, w grupie badanej
I kontrolnej obserwowano reakdparwry biatka p16, natomiast nie wykazano istotnych
statystycznie rinic w ekspresji tego biatka. Natomiast badanie jkelgo biatka COX-2
w trofoblacie, wykazato,ze w grupie badanej byto istotnie ¢eej oznacze z silm

reakchp immunohistochemiczn podczas, gdy istotnie mniej preparatow miato
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umiarkowanie silg reakcg immunohistochemiczn Co ciekawe, wrodbtonku nacziy
kosmkow nie wykazangadnej reakcji barwne;.

Wielu badaczy podkéta, ze mysz jest najlepiej zbadanym eksperymentalnym
modelem genetycznym ssakéw, w ktorym zm@ bada takze mechanizmy patologii
potozniczych itayskowych. Mysie taysko jest nargdem zbudowanym z trzech
regiondw: strefy labirynty gtdwnego obszaru wymiany, sklagtzggo st z siatki
matczynych przestrzeni pokrytych trofoblastestrefy wztowej o nieznanej funkciji,
zawierajcej komorki spongiotrofoblastow i trofoblastycznenkorki glikogenu, oraz
doczesnej podstawowéjecidua basal)g!? Burdon i wsp:® badali nasilenie stresu
oksydacyjnego w foyskach myszy, w hym wieku cizowym, ijego korelag
Z ekspregj enzymow cyklooksygenazy COX-1 i COX-2 oraz z apopp Eksplanty
lozyska poddawali dziataniu hipoksji - reoksygenawjivitro, w celu wygenerowania
stresu oksydacyjnego. Zaobserwowali znaczny wasen hydroksynonenalu (HNE),
ktory jest produktem peroksydacji lipidow, atakCOX-1 i COX-2 wraz z wiekiem
cigzowym. Podwdjne znakowanie wykazato kolokalizabNE oraz COX-1 i COX-2
w obrebie trofoblastu stref labiryntowych i komorek glg@nu stref wztowych mysich
tozysk!1s,

Stres oksydacyjny zaburza wiele reakcji worgangmw tym cykli
komorkowych, dlatego zbadano ekspgesikliny D1. Znaczenie diagnostyczne cykliny
D1 przypisuje s przede wszystkim w procesach onkologicznych. kama jest za
protoonkogen a nadekspresja tego biatka charakigrykomorki nowotworoweé?.
Nadekspresja cykliny D1 w zdych typach raka jest powszechnie spotykana, jedieak
do kaca jasny jest doktadny mechanizm w jakim przycayse do powstawania
nowotwordéw. Laphanuwat i wsp>w swoich badaniach wykazali nguwole cykliny D1,
ktora opisuje,ze ekspresja tego biatka jest niedba, aby komorki rakowe mogty
pozosté na etapie proliferacji, poprzez utrzymywanie sire®ksydacyjnego
w komorkach nowotworowych na niskim, subletalnymzipmie i powstrzymuje
starzenie sikomarek raka indukowane stresem oksydacyfitym

W moich oznaczeniach nie wykazatam reakcji barwd& cykliny D1
w trofoblacie badanych toysk, zarobwno w grupie pacjentek z cholestfak i w grupie
kontrolnej. Ekspresja cykliny D1 w naczyniach kogmk oceniana w zmodyfikowanej
skali Remmele-Stegner, wykazate,zachodzi reakcja barwna i stwierdzazzleznosci
istotne statystycznie miedzy analizowanymi gruppagjentek. W preparatach pacjentek

z cholestag istotnie wecej probek wykazywalo reakcj barwry na obszarze
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obejmupcym ponad 50% komorek, natomiast istotnie mniejbpkd z tej grupy
wykazywato reake barwrg na obszarze mniejszymzrb0% komorek. Na tej podstawie
postawiono wnioskize ekspresja cykliny D1 w hyskach z ¢jz powiktanych cholestaz
jest wyzsza, tym samym zaburzona jest rownowaga oksydacypia stan wptywa na
prawidtowa funkcje komorek i prowadzi do rozwoju patologii, w tym ga.

Biatko SATB2, mana réwnie uzna za onkogen. Roy iwsjd/ dokonali
przeghdu literatury, w ktorym omowili patofizjologiczneole tego transkrypcyjnego
biatka i ocenili,ze maze by stosowane jako biomarker diagnostyczny raka. SATB2
moduluje ekspresje genow reguleych samoodnawianie i pluripoteacj Jego
nadekspresja indukuje transformadjomorek nablonka, ktore zyskumwiasciwosci
komorek progenitorowych. Ponadto, stwierdzite SATB2 aktywuje szlak beta-
kateniny, silnie aktywowany w wkszaci nowotworow?’,

W badaniach wtasnych #gska, w obu analizowanych grupach, zaréwno
w trofoblacie, jak i w naczyniach kosmkéw nie wykazano reiakejwnej dla biatka
SATB2.

Brak reakcji immunohistochemicznej zaobserwowatakze w ocenie biatka
FOXP3 w analizowanych #yskach. W grupie badanej ikontrolnej, zaréwno
w trofoblacie jak i w naczyniach kosmkow, nie stwierdzoradnej reakcji barwnej
w przyjetej skali IRS. Jak opisuje Kitf, funkch FOXP3, jako cztonka rodziny
czynnikow transkrypcyjnych, wytanego w podzbiorze komoérek T CD4+, jest ttumienie
ekspresji wielu gendw, wtym IL-2 i cytokin efekbavych komorek 8 Komdrki
regulatorowe T CD4+ FOXP3+ odgrywajtowng role w homeostazie immunologiczne;.
Jak pisze wspomniany wcaeej zespot Larsona, wzrost kwasowodiciowych
w cholestazie gzowej powoduje zmiagpw uktadzie odporniciowym z odpowiedzi Th2
na Th1%

Poszukiwanie odpowiedniej, skutecznej terapii I@Bt jniezmiennie waym
aspektem, ktory stanowi pole baddla wielu zespotéw. Hargreaves i wsp dokonali
przeghdu literatury, w ktérym przedstawili przyktady skogznego zastosowania
suplementacji koenzymu Q w wybranych patologiacttasenerek, wtroby, a take
ataksjach i miopatiach na tle genetyczdyimUbichinon czy koenzym Q10 (CoQ10)
odgrywa kluczow role w metabolizmie wszystkich komoérek, gdydpowiada za
przenoszenie elektronow w reakcjachdacha oddechowego. Niedobor tego gzku
chemicznego odgrywa row patogenezie wielu schorzePierwotny niedobor CoQ10

wynika z defektow genetycznych, opisywany przedeystkim w schorzeniach wggini
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i uktadu nerwowego, natomiast wtorny deficyt ubignu opisywany jest w chorobie
sercowo-naczyniowej, przewlektych schorzeniaclekesukrzycy typu Il czy chorobach
watroby. Martinefski i wsp?® oceniali potencjaln role terapeutycza CoQ10
w cholestazie wewgtrzkomorkowej, w porownaniu ze stosowaniem UDCAd&aia
eksperymentalne przeprowadzane byly na szczuraalowgdh oraz szczurach
z wystymulowan etynyloestradiolem cholestazOceniano m.in. SOD, CAT, GSH,
retinol, kwas askorbinowy, transaminazy, CoQ10, @o@ osoczu krwi, wtrobie
oraz/lub w mitochondriach hepatocytow. W farmakapérstosowano wycznie CoQ10
albo CoQ10 w pakzeniu z UDCA. Suplementacja ubichinonu zapobiegatestowi
poziomu kwaséwoétciowych oraz fosfatazy alkalicznej w surowicytaize zapobiegata
spadkowi przeptywuzotci u szczuréw z cholestaz Dodatkowo, zaobserwowano
poprawe parametrow stresu oksydacyjnego winabie. Terapia UDCA roéwnie
zmniejszata wyktadniki cholestazy, ale bytla mnikjiteczna w poréwnaniu z CoQ10
w poprawie srodowiska redoks giroby. Natomiast najlepsze efekty wg naukowcow
dawata terapia skojarzona CoQ10 i UDCA. Autorzy esug, ze taka propozycja
leczenia ICP mie stanowd korzystn, alternatywn terapg?°.

W przeprowadzonych przeze mnie badaniach potwiamzzwigzek medzy
stresem oksydacyjnym a wegtrewatrobowg cholestaz ciezarnych. Ma to moim
zdaniem istotne znaczenie, poniewpomimo korzystnych wynikow leczenia tego
schorzenia za pomgckwasu ursodeoksycholowego, nadal nie potrafimyedikr
czynnikbéw ryzyka wysipienia tego powiktania. Wydaje migsize dalsze badania
dotyczce etiologii ICP g w peini uzasadnione, poniewvanog przyczyné sie do
petnego zrozumienia patofizjologii tego schorzentgm samym okrdi¢ optymalny
protokot terapeutyczny jak réwrige co jest bardzo istotne, uzyskanazliwosé

prowadzenia odpowiedniej profilaktyki.
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7.

Whioski
1. W cigzy powiklanej cholestazobserwuje si zaburzenia w zakresie rownowagi

procesow pro- i antyredukcyjnych.

2. U ciezarnych z cholestaz cigzowa wraz z rozwojem @izy obserwuje si

nasilenie wyktadnikow stresu oksydacyjnego, ktéaenaczaj si¢ istotnie po
ukonczeniu 37 tygodnia gty.

3. Aktywnos¢ biatek charakterystycznych dla stresu oksydacyjrjegt widoczna

w tozysku, co swiadczy o istotnej roli tego nagdu w regulacji procesow

oksydacyjnych.
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8. Streszczenie

Cholestaza gizowa jest najogstszym schorzeniematroby w chzy. Zwykle rozwija s¢

w trzecim trymestrze giy. Najczstsze objawy téwiad skory, szczegolnie okolicy dtoni

i stop, a take podwyszone poziomy kwasomdiciowych oraz transaminaz w badaniach
krwi matki. Charakterystyczne dla tej choroby jestpowanie objawdw po porodzie.
Przebieg cholestazyagiowe]j jest stosunkowo tagodny dla matki, natomiagtgvsic ze
zwickszonym ryzykiem komplikacji dla ptodu, wtym porodprzedwczesnego,
zachhgnigcia smotk czy nagtegmierci wewnytrzmacicznej ptodu. Zachorowaltojest
zalezna od obszaru wygbowania i pochodzenia etnicznego. Na wpgnie choroby
majg wptyw czynniki hormonalne (rola estrogendw czy gesteronu), genetyczne
(mutacje bialek MDR3, BSEP) czrodowiskowe (niedobdér selenu, nadmiar kwasu
erudykowego, pestycydy), a takimmunologiczne, jednak& etiopatogeneza cholestazy
cigzowej jest nadal nie do koa poznana. Leczenie opiera Ba ztagodzeniu objawow
klinicznych, normalizacji poziomu TBA itransaminamaz przede wszystkim na
monitorowaniu dobrostanu ptodu izapobieganiu nikstnym powiklaniom
potozniczym. Lekiem pierwszego rzutu w cholestaziegzawe] jest kwas
ursodeoksycholowy.

Stres oksydacyjny jest zaburzeniem homeostazy poaceitleniania i redukciji,
na skutek czego dochodzi do utleniania biate¢glawodanéw, lipidow czy materiatu
DNA. Opisywany jest wptyw stresu oksydacyjnego neelev patologii zwazanych
Z Cciazg, natomiast niewiele jest doniesiena temat roli stresu oksydacyjnego
w cholestazie growe;.

Ocena roli stresu oksydacyjnego wzi powiklanej cholestagz cigzows jest
zasadniczym celem pracy. Realizacja jego byla paxegdzona w oparciu o uzyskanie
odpowiedzi na potsze cele szczegotowe:

- analiza parametrow charakterymyjch stres oksydacyjny w surowicy krwi;
- okreslenie aktywnéci stresu oksydacyjnego waAgsku na podstawie oceny
charakterystycznych dla tego stanu biatek.

Do badania wjczono 127 kobiet erarnych hospitalizowanych
w Ginekologiczno-Potimiczym Szpitalu Klinicznym Uniwersytetu Medycznego.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, ¢dzy styczniem 2019 a marcem 2020 roku.

Materiat do badania stanowita krewylna oraz taysko. Z surowicy Kkrwi
oznaczono stenia SOD, GSH-Px, GSR, GSH, MDA, VEGF z wykorzystem
komercyjnego zestawu ELISA firmy Sun Red Biocompamsiz TAS przy pomocy
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zestawu Randox Total Antioxidant Status na apar@€8AS firmy Roche. Preparaty
uzyskane z tysk wybarwiano przeciwciatami monoklonalnymi w kieku obecnéi
biatka p16, COX-2, cykliny D1, SATB2 oraz FOXP3.

Do analizy danych ayto programu IBM SPSS Statistics 26. Jako poziom
istotnasci przyjeto warta¢ 0,05.

Na potrzeby badania markeréw stresu oksydacyjnegoviz grupe badag
podzielono na dwie podgrupy ze wadli na czas trwaniagzy: do 37 t.c. oraz powgj
37 t.c. Analiza statystyczna otrzymanych wynikowydayta sprawdzenia czy zachodzi
istotna r@nica medzy wartgciami dla nasfpujacych, porownywanych ze sglyrup:

» grupa badana i grupa kontrolna;

» grupa badana do 37 t.c. i grupa kontrolna do 37 t.c
» grupa badana 37+ t.c. i grupa kontrolna 37+ t.c.;

» grupa badana do 37 t.c. i grupa badana 37+ t.c.

Dla SOD, wwyniku analizy statystycznej nie stwiEwno istotnych rinic
miedzy grup badam a grup kontrolp wzadnym z czterech kryteribw podziatu
w zaleznosci od czasu trwania gty .

Wyniki analiz GSH-Px nie wykazaly istotnych stagygstnie ré&nic miedzy grum
badam a grup kontrolm, réwniez w zestawieniu grupy badanej do 37 t.c. z grup
kontrollg do 37 t.c. Wyniki dla GSH-Px w grupie badanej pog)\37 t.c. byly istotnie
wyzsze nk w grupie kontrolnej powaej 37 t.c., co wicej, analiza grupy badanej
wykazataze wyniki w grupie pacjentek z cholesigrowyzej 37 t.c. byly istotnie wisze
niz w grupie pacjentek z cholestado 37 t.c.

Dla GSR nie wykazano istotém statystycznych mdzy grup badag a grup
kontrolg oraz meédzy grup badag do 37 t.c. a grupkontrolmg do 37 t.c. Stwierdzono
natomiastze w grupie badanej povrgj 37 t.c. wyniki byty istotnie wisze nk w grupie
kontrolnej powyej 37 t.c.

Dla GSH nie wykazano istotéo statystycznej w grupie badanej i kontrolnej,
a take midzy grup badag do 37 t.c. a grupkontrollg do 37 t.c. Natomiast wraz
Z czasem trwaniagiy, w grupie pacjentek z cholesiazigzows powyzej 37 t.c. wyniki
byly istotnie wy:sze nk w grupie kontrolnej powiej 37 t.c. W analizie grupy badanej
w zaleznosci od czasu trwania gty, wyniki byly istotnie wysze powyej 37 t.c.

Analiza wynikow MDA wykazataze w grupie badanej povigj 37 t.c. wartéci
byly istotnie wy:sze ni w grupie badanej do 37 t.c. Analiza peday grup badan
powyzej 37 t.c. a grupkontrolrg powyzej 37 t.c. byla na granicy istotéwm statystycznej.
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Dla VEGF stwierdzonoze w grupie badanej wyniki byty istotnie wsze ni
w grupie kontrolnej. W pozostatych analizach nigskano istotnfci statystycznej.

Wyniki TAS w grupie badanej byly istotnie 2sze ni w grupie kontrolnej
i dodatkowo, w grupie badanej do 37 t.c. wynikiyoydwniez istotnie nksze nk w grupie
kontrolnej do 37 t.c.

Probki tazysk wybarwiono immunohistochemicznie i oceniano pe&sg
wybranych biatek korzystag z potilgsciowej skali IRS.

Zaréwno w trofoblécie jak iwsrédbtonku nacziy wiosowatych kosmkow,
w grupie badanej i kontrolnej obserwowano reakejrwry dla biatka p16, natomiast nie
wykazano istotnych statystyczniezmic w ekspres;ji tego biatka.

Dla biatka COX-2 w trofoblicie wykazanoze w grupie badanej byto istotnie
wigcej oznacze z silmg reakchp immunohistochemiczy podczas, gdy istotnie mniej
preparatdbw miato umiarkowanie silreakcg immunohistochemiczn W sroédbtonku
naczy kosmkow nie wykazangadnej reakcji barwne;.

W oznaczeniach nie wykazano reakcji barwnej dlalisykD1 w trofoblacie
badanych teysk, zarowno w grupie pacjentek z cholestgk | w grupie kontrolnej.
Ekspresja cykliny D1 w naczyniach kosmkéw, oceniamamodyfikowanej skali
Remmele-Stegner, wykazatae zachodzi reakcja barwna i stwierdza saleznosci
istotne statystycznie gilzy analizowanymi grupami pacjentek. W preparajsatjentek
Z cholestag istotnie wecej probek wykazywalo reakcj barwrg na obszarze
obejmupcym ponad 50% komorek, natomiast istotnie mniejbpkd z tej grupy
wykazywato reakegj barwrg na obszarze mniejszymzr60% komorek.

Nie wykazano reakcji w trofobdaie i wérédbtonku nacziy kosmkéw dla biatka
SATB2 oraz dla biatka FOX p3.

Whnioski:

1. W chzy powiktanej cholestag obserwuje si zaburzenia w zakresie réwnowagi
procesow pro- i antyredukcyjnych.

2. Wraz z rozwojem gky obserwuje si nasilenie wyktadnikéw stresu oksydacyjnego,
ktGre zaznaczajsi¢ istotnie po ukaczeniu 37. tygodnia gky.

3. Aktywncas¢ biatek charakterystycznych dla stresu oksydacynggst widoczna
w tozysku, caswiadczy o istotnej roli tego nagdu w regulacji proceséw oksydacyjnych.
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9. Summary

Intrahepatic cholestasis of pregnancy is the mostraon liver disorder of pregnancy. It
usually develops in the third trimester of pregnankhe most common symptoms are
pruritus, especially around the palms and solesaedated levels of bile acids and
transaminases in maternal blood. Characteristithisfdisease is the disappearance of
symptoms after delivery. While the course of gésta cholestasis is relatively benign
for the mother, it is associated with an increasskl of fetal complications including
preterm delivery, meconium aspiration, and sudd&auterine fetal death. The incidence
depends on the area of occurrence and ethnicitymbieal (the role of estrogens and
progesterone), genetic (mutations of MDR3 and BSktBteins), environmental
(selenium deficiency, excess of erudic acid, pel&) and immunological factors
influence the occurrence of the disease. Treatmsdrased on the alleviation of clinical
symptoms, normalization of TBA and transaminaselkvand most importantly on the
monitoring of fetal well-being and prevention ofvadse obstetric complications. The
first-line drug for gestational cholestasis is wisoxycholic acid.

Oxidative stress is a disturbance of oxidation r@aldiction processes, resulting in
oxidation of proteins, carbohydrates, lipids or DM#Aaterial. The effect of oxidative
stress on many pregnancy-related pathologies has Oescribed, but there are few
reports on the role of oxidative stress in gestati@holestasis.

Assessing the role of oxidative stress in pregnasmyplicated by gestational
cholestasis is the primary aim of this study. éalization was carried out on the basis of
obtaining answers to the following specific objees:

- analysis of parameters characterizing oxidatixess in blood serum;
- to determine the activity of oxidative stresghe placenta based on the evaluation of
proteins characteristic for this condition.

The study included 127 pregnant women hospitalizedhe Gynecological-
Obstetrical Clinical Hospital of the Karol Marcinkski Medical University in Poznan,
between January 2019 and March 2020.

The study material consisted of venous blood aadgpita. Serum levels of SOD,
GSH-Px, GSR, GSH, MDA, VEGF were determined usiegmmercial ELISA kit from
Sun Red Biocompany and total antioxidant statusS)lAvas determined using the
Randox Total Antioxidant Status kit on a COBAS iostent from Roche. The
preparations obtained from the placentas wereedaiith monoclonal antibodies for the
presence of p16, COX-2, cyclin D1, SATB2 and FOXPR3eins.
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IBM SPSS Statistics 26 program was used for datiysis. A value of 0.05 was
used as the significance level.

For the study of oxidative stress markers from 8)dbe study group was divided
into two subgroups based on the duration of pregyidrelow 37 week of gestation (wk)
and above 37 wk. Statistical analysis of the ole@iresults concerned checking whether
there was a significant difference between theasfor the following groups compared
with each other:

» study group and control group;

» test group below 37 wk and control group below ¥ w
» study group 37+ wk and control group 37+ wk;

» study group below 37 wk and study group 37+ wk.

For SOD, statistical analysis showed no signifidifierences between the study
group and the control group in any of the four simn criteria according to the duration
of pregnancy.

The results of GSH-Px analyses showed no statigtisgnificant differences
between the study group and the control group,ialfte comparison of the study group
below 37 wk with the control group below 37 wk. Tiesults for GSH-Px in the study
group above 37 wk were significantly higher tharthe control group above 37 wk.
Moreover, analysis of the study group showed thatresults in the group of patients
with cholestasis above 37 wk were significantlyhi@gthan in the group of patients with
cholestasis below 37 wk.

For GSR, no statistical significance was found leetwthe study group and the
control group or between the study group below &7amd the control group below 37
wk. However, it was found that in the study groumwe 37 wk the results were
significantly higher than in the control group ab®&7 wk.

For GSH, there was no statistical significancehm $tudy and control groups, as
well as between the study group below 37 wk andcihretrol group below 37 wk.
However, with the duration of pregnancy, the reswere significantly higher in the
group of patients with gestational cholestasis al®#%wk than in the control group above
37 wk. In the analysis of the study group accordimghe duration of pregnancy, the
scores were significantly higher above 37 wk.

The analysis of MDA results showed that in the gtgtbup above 37 wk the

values were significantly higher than the studyugrbelow 37 wk. The analysis between
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the study group above 37 wk and the control grdogva 37 wk was at the limit of
statistical significance.

For VEGF, the results were found to be significaiigher in the study group
than in the control group. No statistical significa was obtained in the other analyses.

TAS scores in the study group were significantlyéo than in the control group,
and in addition, the scores in the study groupwel@ wk were also significantly lower
than in the control group below 37 wk.

Placental samples were stained immunohistochemiealt the expression of
selected proteins was evaluated using the semttitptare IRS scale.

In both trophoblast and endothelium of villi capiles, a color reaction for p16
protein was observed in the test and control growpgreas no statistically significant
differences in the expression of this protein wsrewn.

For COX-2 protein in trophoblast, it was shown ttatre were significantly more
assays with strong immunohistochemical reactiothentest group, while significantly
fewer preparations had moderately strong immunotimical reaction. no color
reaction was shown in the vascular endotheliumilbf v

The assays showed no color reaction for cyclin DXhe trophoblast of the
placentas examined, either in the cholestasis gvourpthe control group. The expression
of cyclin D1 in the chorionic vasculature, evalwhtgath the modified Remmele-Stegner
scale, showed that there was a color reaction #atcstgcally significant correlation
between the analyzed groups of patients. In thpgpations of patients with cholestasis
significantly more samples showed color reactiothearea covering more than 50% of
cells, while significantly less samples from thregp showed color reaction in the area
less than 50% of cells.

No reaction was shown in the trophoblast and inviszular endothelium of the
villi for SATB2 protein and for FOXP3 protein.

Conlusions:

1. In pregnancy complicated by cholestasis an iemtza of pro- and anti-reductive

processes is observed.

2. As the pregnancy progresses, oxidative stresskamg increase and become
significantly more pronounced after the 37th wetgeastation.

3. Activity of proteins characteristic for oxidai\stress is visible in the placenta, which

proves the important role of this organ in regolatof oxidative processes.
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