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WYKAZ UZYWANYCH SKROTOW

CLP —rozszczep wargi i/lub podniebienia (cleft lip and/or palate)
MMPs — metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomaérkowej (matrix metalloproteinases)

TIMPs — tkankowe inhibitory metaloproteinaz (tissue inhibitors of matrix
metalloproteinases)

FGF — fibroblastyczny czynnik wzrostu

TGF-B — transformujgcy czynnik wzrostu beta

EUROCAT — Europejski Rejestr Wad Wrodzonych

PPWR — Polski Rejestr Wrodzonych Wad Rozwojowych

PRPs — biatka bogate w proline

ECM — macierz zewngatrzkomérkowa

GPI — glikozylofosfatydyloinozytol

VEGF — naczyniowy czynnik wzrostu (vascular-endothelial growth factor)
TNF-a — czynnik martwicy nowotworu a (tumor necrosis factor a)
EGF — naskdrkowy czynnik wzrostu (epidermal growth factor)

IL-1 — interleukina 1

ADAMs — enzymy zawierajgce
domene dezintegryny i metaloproteinazy (disintegrin and metaloproteinases domain)

ELISA — metoda immunoenzymatyczna

ROC — krzywa ROC (Receiver Operating Characterstics)
SE — czutos$é diagnostyczna

SP — swoistos¢ diagnostyczna

NPV — wartos¢ predykcyjna wyniku ujemnego

PPV — wartos$¢ predykcyjna wyniku dodatniego

AUC — pole pod krzywg ROC (area under curve)

SD — odchylenie standardowe

p — poziom istotnosci



1. WSTEP
1.1. Etiopatogeneza wad rozszczepowych.

Rozszczepy wargi i/lub podniebienia (CLP —cleft lip and/or palate) to jedne z
najczesciej wystepujacych wad wrodzonych u dzieci. Patologia ta wywotuje bardzo istotne

konsekwencje medyczne, psychologiczne, socjologiczne i ekonomiczne (1).

Rozszczepy wargi powstajg jako nastepstwo zaburzen embriogenezy miedzy 4. a 7.
tygodniem cigzy i sa wynikiem penetracji tkanki mezodermalnej pod pokrywe
ektodermalng otaczajacg pierwotng jame ustng. Rozszczepy podniebienia powstajg miedzy
7. a 12. tygodniem cigzy poprzez potfgczenie wyrostkéw podniebiennych ze sobg oraz

przegrodga nosa i koscig przysieczng (2).

Uwaza sie, ze wady rozszczepowe majg zfozong etiologie, na ktérg sktadajg sie
zaréwno czynniki Srodowiskowe jak i predyspozycje genetyczne. Wada powstaje woéwczas,
gdy wsrdd gendw kontrolujgcych rozwdéj wargi i podniebienia, dochodzi do przewagi genéw
nieprawidtowych nad prawidtowymi oraz do przekroczenia wartosci progowej (3). Istotne
przyczyny to zmiany w obrebie morfologii chromosoméw, genetyczna wrazliwos¢ na
czynniki teratogenne oraz udziat okreslonych genéw w ztozonych mechanizmach

genowych (3, 4).

Czynniki genetyczne (polimorfizm i mutacja genéw, aberracje chromosomoéw i
uwarunkowania rodzinne) stanowig okoto 20 % wszystkich czynnikéw majacych wptyw na
powstawanie rozszczepu podniebienia. Na podstawie badain naukowych stwierdzono, iz
bezposrednio za wystgpienie rozszczepédw odpowiada region chromosomalny 9g21. W
kolejnych doniesieniach badawczych wskazano na istotng korelacje miedzy regionem
9g22.3-34.1 a pojawieniem sie wady rozszczepowej. Analiza wynikdw badan
amerykanskich naukowcéw wykazata, iz w tym regionie znajdujg sie geny odpowiedzialne
za rozszczep wargi i podniebienia. Ocenie poddano réwniez geny z rodziny WNT (WNT3,
WNT3A, WNT5A, WNT8A, WNT9B, WNT11), ktére majg wptyw na rozwdj wargi i
srodkowego pietra twarzy (5, 6). Doniesienia literaturowe wielu innych autoréw wskazuja,
iz mutacje w obrebie takich czynnikdw genetycznych jak np. BX22, FOXE1, PVRL1, MSX1,
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FLNA, FGFR1, TFAP2A, s3 odpowiedzialne za powstawanie rozszczepéw wargi i
podniebienia, poniewaz zaburzajg one rozwdj struktur jamy ustnej (7-9). Rozszczepy
podniebienia mogg powstawaé¢ réwniez w wyniku synergistycznego oddziatywania
zmutowanych gendw TGF alfa, MSX1, BCL3, RARA i w chromosomach 6p23 - 24i 4 (1, 10-
13).

Wystgpienie rozszczepdw wargi i/lub podniebienia powigzano z modyfikacjg genéw
w obrebie czynnikdbw wzrostu i ich receptoréw, m.in. dotyczy to gendw
kodujgcych fibroblastyczny czynnik wzrostu 8 (FGF8), a takze jego receptor (FGFR1) (14). Na
pojawienie sie rozszczepdw wptywa réwniez defekt genu kodujacego transformujacy
czynnik wzrostu beta (TGF-B) (15). Doniesienia naukowe innych badaczy wykazaty, iz
mutacje w obrebie czynnikdw transkrypcyjnych takze mogg wptywac¢ na wystgpienie
rozszczepow. Dotyczy to m.in. takich czynnikdw transkrypcyjnych jak MSX1 (16),
TBX22 (9) oraz IRF6 (17). Ponadto w badaniach genetycznych przeprowadzonych
przez Dixona i wsp. (4) wykazano, iz rozszczepy wargi i/lub podniebienia wystepowaty

czesciej u bliznigt monozygotycznych (36%) niz u bliznigt heterozygotycznych (4,7%).

Réwniez polimorfizm gendw TPH2, SLC6A4 oraz SERPINA6 sg czynnikami, ktére
zwiekszajg prawdopodobienistwo urodzenia dziecka z rozszczepem twarzoczaszki w
badanej grupie kobiet populacji polskiej. Dotyczy to ciezarnej kobiety zagrozonej
stresem psychologiczmym lub  tez zaburzonym statusem hormonalnym. Oprécz
wymienionych gendéw najwazniejszymi genami predysponujgcymi do powstaniu
choréb rozszczepowych twarzy sg IRF6, VAX1, ABCA4, BMP4, FGFR2, FOXE1, MAFB, MSX1,
MYH9 oraz chromosomowe loci 8g24 i 17q22. Szacuje sie, ze wariant nukleotydowy genu
IRF6 jest odpowiedzialny za okoto 12 - 18 % wszystkich obserwowanych rozszczepow

twarzy (17-21).

Czynniki $rodowiskowe, oceniane na okoto 10 % przyczyn rozszczepow
podniebienia, dotyczg wptywow teratogennych i mutagennych na komérki ptciowe ojca
i/lub matki przed zaptodnieniem lub bezposrednio na zarodek. Czynniki srodowiskowe

mogag miec pochodzenie biologiczne, fizyczne lub chemiczne. Wsrdd toksycznych dziatan



sSrodowiskowych wyroznia sie niekorzystne dziatanie fenytoiny,
kwasu retinoidowego, metotreksatu, alkoholu, tytoniu, wiruséw, chordb metabolicznych i

hormonalnych oraz promieni rentgenowskich (4).

Wsrod czynnikow srodowiskowych wazng role odgrywa wiek rodzicéw. Wykazano,
iz wyzsze ryzyko urodzenia dziecka z rozszczepem podniebienia wystepuje w przypadku,
gdy ojciec (ryzyko zwiekszone o 58%) lub matka (ryzyko zwiekszone o 28%) znajdujg sie w
wieku powyzej 40 lat, natomiast ryzyko wystgpienia rozszczepu wargi i/lub podniebienia
jest 56% wyisze (22). Dlatego w przypadku rodzinnego wystepowania rozszczepéw w
obrebie twarzoczaszki u wszystkich pacjentéw zaleca sie korzystanie z poradni
genetycznej (23). Do innych czynnikéw sSrodowiskowych, majgcych wptyw na rozwdj
rozszczepow twarzoczaszki zalicza sie palenie papieroséw, picie alkoholu i spozywanie
lekdw przez ciezarng kobiete. Na podstawie doniesien literaturowych wykazano, iz palenie
papieroséw moze miec¢ niekorzystny wptyw na modyfikacje gendéw, zmieniajagc w ten
sposdb Sciezki metaboliczne ptodu i tym samym prowadzac do rozwoju
wad rozszczepowych twarzoczaszki (24). Duniscy naukowcy w swoich badaniach
klinicznych badali wptyw palenia i obecnosci alleli TGFA. Wykazano, iz ta interakcja
nieznacznie zwieksza ryzyko rozwoju rozszczepu wargi i/lub podniebienia (25). Dodatkowo
podejrzewa sie, iz spozywanie alkoholu przez matke we wczesnym okresie cigzy zwieksza
ryzyko rozszczepdéw twarzoczaszki. W badaniach przeprowadzonych w Norwegii naukowcy
badali zwigzek miedzy spozywaniem alkoholu przez matke a ryzykiem wystgpienia
wad rozszczepowych. Zwiekszone ryzyko rozwoju tej wady byto widoczne u matek
spozywajgcych alkohol oraz niosgcych haplotyp ADH1C (zwigzany ze
zmniejszonym metabolizmem alkoholu) (26). Ponadto spozywanie przez ciezarng duzych
dawek alkoholu we wczesnym okresie cigzy rowniez zwieksza ryzyko wystgpienia

wad rozszczepowych (27).

Istotng role w zapobieganiu rozszczepom wargi i/lub podniebienia odgrywa dieta
matki, zwtaszcza suplementacja kwasu foliowego podczas cigzy. W badaniach wykazano, iz
przyjmowanie kwasu foliowego moze zmniejsza¢ ryzyko rozwoju rozszczepow

twarzoczaszki (28). Dodatkowo stwierdzono, iz antagonisci kwasu foliowego zwiekszajg
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ryzyko  wystgpienia tych  wad  wrodzonych. Kobiety stosujgce inhibitor
reduktazy dihydrofolianowej w okresie, kiedy ma to wptyw na rozwdj zarodka, byty bardziej
narazone na urodzenie dziecka z wadg rozszczepowgq. Zaobserwowano, iz suplementacja
kwasu foliowego moze zapobiegaé tym wadom, ze wzgledu na to, iz powoduje to stabsze
powigzanie miedzy  inhibitorami reduktazy dihydrofolianowej a rozszczepami

twarzoczaszki (29).

Jak wiekszo$¢ wad rozwojowych jednego narzadu, rozszczep wargi i/lub
podniebienia jest uwarunkowany wieloczynnikowo. Czesto dochodzi do wzajemnego
oddziatywania czynnikdéw genetycznych i srodowiskowych, co oznaczaze genotyp ma
wptyw na wystepowanie podatnosci na dziatanie czynnikdw zewnetrznych, tzw. interakcja
gen/srodowisko. Badania naukowcéw wykazaty synergistyczne dziatanie pomiedzy
paleniem papierosdw a wystepowaniem polimorfizmu w obrebie genu TGFA. Obecnos¢
mutacji w tym genie, potgczona z paleniem papieroséw przez matke dziecka, bedacego

nosicielem tego allelu, zwieksza ryzyko powstania rozszczepéw (30).

Wady izolowane i zespofowe rozszczepu twarzoczaszki u ptodu zwiekszajg ryzyko
przedwczesnego odklejenia tozyska, przedwczesnego pekniecia bton ptodowych, rzucawki

ptodowej oraz koniecznosci indukcji porodu lub wykonania ciecia cesarskiego.

1.2. Rodzaje, wystepowanie i epidemiologia wad rozszczepowych

Wady wrodzone twarzoczaszki pod postacig rozszczepdw wargi i/lub podniebienia
u dzieci stanowia 14 - 17 % wszystkich nieprawidtowosci rozwojowych.
Wady rozszczepowe zostaly podzielone na rozszczep podniebienia pierwotnego i
wtérnego, ze wzgledu na rdéiny mechanizm ich powstawania (embriologiczny i
patofizjologiczny). Podniebienie pierwotne obejmuje: warge, wyrostek zebodotowy szczeki,
a takie cze$s¢ podniebienia twardego potozong od przodu w stosunku do
otworu przysiecznego. Podniebienie wtérne sktada sie z podniebienia miekkiego oraz
tkanek potozonych od tytu od otworu przysiecznego w obrebie podniebienia twardego (8,

31).



W 1922 r. Davis i Ritchie sklasyfikowali wady rozwojowe na trzy grupy w zaleznosci

od ich potozenia w stosunku do wyrostka zebodofowego:

e Grupa l: rozszczepy przed wyrostkiem zebodotowym, jednostronne, srodkowe lub

obustronne.

e Grupa ll: rozszczepy obejmujace tylko podniebienie miekkie, podniebienie miekkie i

twarde lub rozszczep podsluzéwkowy.

e Grupa lll: rozszczepy w wyrostku zebodotowym, jednostronne, obustronne lub

srodkowe (32).

Kilka lat pdzniej Veau i wsp. wyodrebnili cztery grupy, natomiast w 1942 r. Fogh-
Anderson przedstawit klasyfikacje wad rozszczepowych w oparciu o kryteria morfologiczne.
Na podstawie wieloletnich badan Fogh-Anderson przedstawit dwie grupy rozszczepéw: | —
rozszczepy wargi i/lub podniebienia, Il — rozszczepy podniebienia wtérnego (33). Omawiane
podziaty nie uwzgledniaty jednak stopnia nasilenia wady rozszczepoweji nie

charakteryzowaty sie duzg uzytecznoscia kliniczna.

Obecnie najczesciej wykorzystuje sie dwa podziaty: klasyfikacje embriologiczng
wedtug Kernahanai Starka opracowang w 1958 r. oraz klasyfikacje anatomiczng
opracowang przez Bardacha iPerczynskg—Partyke w 1963 r.(31). W podziale
embriologicznym otwadr przysieczny stanowi granice pomiedzy podniebieniem pierwotnym

a wtornym. Zostaty w nim wyrdznione 3 grupy:

e | —rozszczepy podniebienia pierwotnego, obejmujgce warge i wyrostek zebodotowy
(A - lewostronny, B - prawostronny, C - s$rodkowy, D - obustronny,

1 - catkowity, 2 - czesciowy),

e Il — rozszczepy podniebienia wtornego (1 - catkowity, 2 - czesciowy, 3

— podsluzéwkowy),
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e |l —rozszczepy podniebienia pierwotnego i wtérnego obejmujgce warge, wyrostek
zebodotowy i podniebienie (A - lewostronny, B - prawostronny, C - srodkowy, D -

obustronny 1 - catkowity, 2 - czesciowy) (31).

W latach 1971-1973 klasyfikacja ta zostata zmodyfikowana przez Kernahana, gdzie
rozszczep przedstawiono w postaci graficznej jako duzg litere Y. Podniebienie wtérne
stanowito podstawe litery Y, natomiast obszar pomiedzy ramionami litery odpowiadat

podniebieniu pierwotnemu (Rycina 1) (34).

Podziat anatomiczny opracowany przez Bardacha i Perczyriska-Partyke uwzglednia
lokalizacje i zasieg rozszczepdw. Linie podziatu stanowi otwor przysieczny, oddzielajgcy
podniebienie pierwotne od podniebienia wtdornego. Klasyfikacja obejmuje pie¢ grup

rozszczepow:

e grupal: rozszczepy wargi (1 — podskdrno-podsluzéwkowy, 2 — czeSciowy, 3 —

catkowity, a - jednostronny prawy lub lewy, b - srodkowy, ¢ - obustronny),

e grupa Il: rozszczepy wargi i wyrostka zebodotowego (1 - podskérno-
podsluzéwkowy, 2 — czesciowy, 3 — catkowity, a - jednostronny prawy lub lewy, b -

srodkowy, c - obustronny),

e grupa Il: rozszczepy podniebienia (1 — podsluzéowkowy, 2
—cze$ciowy podniebienia miekkiego, 3 — catkowity podniebienia miekkiego, 4 —
catkowity podniebienia miekkiego i czesciowy podniebienia twardego,5

— catkowity podniebienia miekkiego i twardego),

e grupa IV: rozszczepy wargi, wyrostka zebodotowego i podniebienia (1

— jednostronny prawy lub lewy, 2 — obustronny),

e grupa V:rozszczepy kombinowane (35).

11
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Rycina 1. Klasyfikacja rozszczepéw wargi i podniebienia wedtug Kernahana.

Zmodyfikowano na podstawie (34).

Rejestracjg wad wrodzonych w Europie zajmuje sie utworzony w 1979 r. EUROCAT
(Europejski Rejestr Wad Wrodzonych), natomiast w Polsce Polski Rejestr Wrodzonych Wad
Rozwojowych (PPWR), ktéry od 2001 r. zostat wtgczony w sie¢ EUROCAT (36).

Na podstawie PRWWR wykazano, iz czesto$¢ wystepowania rozszczepu wargi i/lub
podniebienia na terenie Polski objetym tym rejestrem wynosita 14,9 zywych urodzen i
byta wieksza od $redniej dla krajéw EUROCAT (14,6/10 0000 zywych urodzen). W Tabeli 1
przedstawiono czesto$¢ wystepowania rozszczepoéw wargi i/lub podniebienia na terenie
wojewddztw objetych Polskim Rejestrem Wrodzonych Wad Rozwojowych w latach 2005-

2006 (36).

Szacuje sig, ze na catym Swiecie wada rozszczepowa w obrebie twarzoczaszki dotyka

jednego na 600-1000 zywo urodzonych dzieci (37, 38). Srednia czesto$¢ wystepowania
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wszelkich form rozszczepéw twarzy na Swiecie okreslono na okoto 1,7/1000 zywych
urodzen. Wedtug EUROCAT wskaznik czestosci wystepowania rozszczepdw twarzoczaszki
wynosi 1,5/1000 zywo urodzonych dzieci. Polska jest wymieniana wsrdd krajéw z
najczestszym wystepowaniem tych wad wrodzonych.
Wskaznik wystepowania rozszczepu podniebienia w populacji polskiej stanowi od
0,42/1000 do 0,84/1000 zywo urodzonych dzieci, a dane z lat 2005—-2006 Polskiego Rejestru
Wad Wrodzonych podajg 0,63/1000 rozszczepdw podniebienia wtdérnego u zywo
urodzonych dzieci. Inne badania epidemiologiczne w Polsce oceniajg czestosc
wystepowania wad rozszczepowych srednio na 1,67 przypadka na 1000 zywych

urodzen (36).

Wady te moga wystepowac w postaci izolowanej jak i zespotowo. Odnotowano
ponad 350 zespotdéw, w ktdorych wystepujg rozszczepy twarzoczaszki. Mogg one by¢
wynikiem aberracji chromosomalnych (np. trisomia 13 chromosomu - zesp6t Pataua) lub
mutacja pojedynczych gendéw (np. zespdt van der Woude z genem IRF6 z lokalizacjg genu
1g41; zespot CLPED - ektodermalna dysplazja z genem PVRL1 z lokalizacjg genu 11g23;
zespot Opitz sprezony z chromosomem X z genem MID1 z lokalizacjg genu Xp22.3, inne

zespoty z genami: PTCH1, MSX1 i odpowiednig lokalizacjg genu) (39-41).

Z badan epidemiologicznych wynika réwniez, ze 60-80% wszystkich dzieci z
rozszczepami wargi i podniebienia jest ptci meskiej, natomiast izolowany rozszczep
podniebienia wystepuje nieco czesciej u dziewczat. Zwigzane jest to prawdopodobnie z
tym, ze unoszenie i taczenie wyrostkdw podniebiennych u embriondw zenskich nastepuje
kilka dni pdzniej niz u embriondw meskich, co powoduje wieksze ryzyko wystgpienia

zaburzen rozwojowych u embrionéw zenskich (1, 38).
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Tabela 1. Czesto$¢ wystepowania rozszczepéw wargi i/lub podniebienia na terenie
wojewodztw objetych Polskim Rejestrem Wrodzonych Wad Rozwojowych w latach 2005-

2006 (na 10 000 urodzen) (36).

Wojewoddztwo L. dzieci z wadami Czestosc
Dolnoslaskie 101 19,2
Kujawsko-pomorskie 66 15,8
Lubelskie 72 16,7
Lubuskie 43 21,0
todzkie 65 14,1
Mazowieckie 123 11,9
Opolskie 24 14,1
Podkarpackie 53 12,9
Pomorskie 48 10,0
Slaskie 146 17,5
Warminsko- 38 12,7
mazurskie
Wielkopolskie 112 15,5
Zachodniopomorskie 52 15,9

1.3. Slina — charakterystyka ogélna

Slina cztowieka jest wydzielana przez S$linianki przyuszne, podjezykowe i
podzuchwowe oraz gruczoty slinowe rozsiane w btonie sluzowej warg, podniebienia, jezyka,

policzkéw. W jej sktad wchodzg liczne substancje, takie jak enzymy, substancje sluzowe,
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sktadniki przeciwbakteryjne itp. Slina jest ptynem mieszanym, poniewaz skfada sie ze §liny
wydzielanej zaréwno przez duze, jak i mniejsze gruczoty slinowe, ktére sg zaréwno
surowicze jak i $luzowe (42, 43). Duze gruczoty slinowe w 90% wydzielajg sline i zalicza sie
do nich Sslinianki przyuszne, podzuchwowe i podjezykowe. Pozostata czes¢ Sliny jest

wytwarzana przez mniejsze gruczoty Slinowe (44).

Wystepujg dwa rodzaje $liny: stymulowana i niestymulowana. Slina
niestymulowana (spoczynkowa) jest sling podstawowg, wydzielang w 65% przez slinianki
przyuszne i podjezykowe do jamy ustnej. Jest produkowana przez komorki surowicze
gruczotéw slinowych w postaci ptynnej, wodnistej i przejrzystej wydzieliny. W wyniku zucia
lub poruszania jezykiem, ustami dochodzi do mieszania sie $liny, pochodzacej z
réznych gruczotéw. Przedstawione rodzaje $liny rdznig sie wartosciami pH: S$lina
niestymulowana wykazuje wartos¢ pH w zakresie 6,5-6,9, natomiast $lina stymulowana

7,0-7,5 (42, 43).
W powstawaniu sliny rozrdznia sie Il etapy:

e | etap (slina pierwotna)- wydzielina, ktéra produkowana jest na poziomie
zakonczen przewoddow pecherzykowych, jest podobna pod wzgledem zawartosci
jonéw Na+, K+, Cl- i catkowitej osmolalnosci do ptynu pozakomdrkowego i zawiera
wiekszos$¢ sktadnikdw organicznych sliny ostatecznej. W miare przeptywu Sliny przez
przewody wstawkowe dochodzi do aktywnego wchtaniania kationdw Na+, Ca+,
anionéw Cl- jak i biernego wydzielania anionéw HCO3- i kationdw K+ do Swiatta
przewoddw co powoduje wytwarzania sie gradientu osmotycznego, powodujgcego

bierny transport wody.

e |l etap (Slina ostateczna) - wskutek ztozonych biochemicznych efektéw jondéw Na, K,
Cl w przewodach gruczotowych ich resorbcja odbywa sie szybciej niz ich
wydzielanie, co powoduje spowolnienie przenikania wody i prowadzi do
powstawania $liny hipotonicznej. Przy nadprodukcji $liny sktad $liny ostatecznej

zbliza sie do sktadu sliny pierwotnej (Rycina 2) (44, 45).
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Slinianka
przyuszna

Rycina 2. Lokalizacja anatomiczna duzych i matych gruczotéw slinowych (kolor

fioletowy) (45).

Duze gruczoty $linowe mogg wydziela¢ $line surowicza albo mieszang. Slina
pochodzaca ze Sslinianek przyusznych i jezykowych (ok. 26% objetosci catkowitej)

produkowana jest przez komarki surowicze. Wydzielina z slinianek podniebiennych i nasady
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jezyka to 69% (Sluzowa), a pozostate 5% - to $lina z $linianek podzuchwowych,
podjezykowych, wargowych i policzkowych (mieszana surowiczo - $luzowa) (46).

Woydzielanie sliny jest procesem ciggtym:

e przy braku stymulacji zewnetrznej jest to tzw. slina spoczynkowa i jej ilos¢ waha sie

w granicach 0,3 - 0,5 ml / min;

e intensywne pobudzanie chemiczno - mechaniczne (np. przy positku) zwieksza ilos¢

wydzieliny do 1,5 - 2,3 ml / min;
e podczas 8-godzinnego snu wydzielanie jest najmniejsze i wynosi do 0,05 ml / min;

o fizjologiczne wydzielanie $liny u dorostych waha sie w zakresie 0,5-1 litra na dobe, u

dzieci — w zaleznosci od ptci i wieku (u dziewczynek wiecej) (47).

(woba | []

(r)

m)  kierunek przeplywu wody === pompa sodowo-potasowa == transporter chlorkowo-

w== transport jonow sodu wymiennik chlorkowo-wodoroweglanowy

: sodowo-potasowy
transport jonow potasu wep transport chlorkow

Rycina 3. Proces powstawania sliny (45).

Slina sktada sie w 99 % z wody, natomiast pozostata objetos¢ (1%) stanowia biatka,
elektrolity oraz sktadniki organiczne i nieorganiczne, ktére warunkujg jej

wiasciwosci. pH sliny  wynosi  ok. 6,6. Sktadniki organiczne Sliny to biatka
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(immunoglobuliny, cystatyny, amylaza, biatka systemu peroksydazy S$linowe;j,
lizozym, histatyny, w tym metaloproteinazy), niebiatkowe substancje azotowe (mocznik,
kwas moczowy, aminokwasy, kreatynina), lipidy oraz hormony. Wsrdéd sktadnikéw
nieorganicznych wyrdznia sie kationy Na*, K'Y, Ca?*, Mg?*oraz aniony Cl-, HCO3?,

HPO43 (47).

Wsrdd biatek istotne znaczenie majg immunoglobuliny klasy A, M i G, natomiast w
najwiekszej ilosci wystepuja przeciwciata IgA, ktére uczestnicza w procesie fagocytozy
paciorkowcéw przez leukocyty (48). Innym waznym biatkiem slinowym jest mucyna, ktéra
w pofaczeniu z weglowodanami bierze udziat w usuwaniu drobnoustrojéow z jamy
ustnej (49). Kolejnym biatkiem sg histatyny, syntetyzowane przez komorki Slinianek
podzuchwowych i przyusznych, ktére wykazuja wiasciwosci bakteriobdjcze i
bakteriostatyczne wobec Streptococcus mutans oraz grzybow (m.in. Candida,
Aspergillus) (50, 51). Oprdcz przedstawionych biatek w $linie wystepuja takze cystatyny,
wykazujgce dziatanie ochronne oraz hamujgce w stosunku do proteaz bakteryjnych (52).
Innymi sktadnikami charakterystycznymi wytacznie dla $liny, z wyjatkiem histatyn,
sg stateryny, biatka bogate w proline (PRPs). Sg produkowane przez $linianki przyuszne i
podzuchwowe oraz wykazujg one wysokie powinowactwo do hydroksyapatytu tworzgcego
szkliwo nazebne. Gtéwnga ich funkcjg jest ochrona i naprawa szkliwa, a takze udziat w

procesie remineralizacji (47, 52).

Slina petni najwazniejsze funkcje w zachowaniu homeostazy jamy ustnej m.in.

ochronng, buforowg, obronng, odzywczg, trawienng i wydzielniczg (53).

Funkcja ochronna jest zwigzana z ptynng konsystencjg sliny i obecnoscia
glikoprotein. Tworzy ona warstwe chronigcg powierzchnie zebéw i bton sluzowych przed
czynnikami biologicznymi, mechanicznymi i chemicznymi, a takze utatwia gojenie ran.
Ponadto zwilza tkanki umozliwiajgc artykulacje, trawienie i potykanie. Wspdtuczestniczy

takze w percepcji bodzcow smakowych, temperatury i dotyku (46, 53).

Rola obronna sliny polega na zmniejszeniu adhezji bakterii do bton sluzowych i

zebow. Mozliwe jest to dzieki obecnosci nieswoistych czynnikéw obronnych - enzyméw i
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substancji bakteriobdjczych - lizozymu, mucyny, peroksydazy slinowej. Ponadto w $linie

obecne sg swoiste czynniki odpornosciowe - immunoglobuliny klasy A, Gi M (46).

Funkcja buforowa zwigzana jest z utrzymaniem réwnowagi kwasowo- zasadowej
poprzez neutralizacje kwaséw organicznych, co w przypadku niewystarczajgcej zdolnosci
buforowej sliny wzgledem kwaséw moze prowadzi¢c np. do préchnicy. Jony
wodoroweglanowe obecne w $linie utrzymuja prawidtowe pH, zachowujgc tym samym
rownowage kwasowo-zasadowg. W przypadku zmiany pH na kwasne, dochodzi do wigzania

jonéw wodorowych przez jony HCO3™ lub amoniak (53).

Zwigzki mineralne obecne w $linie (jony wapnia, fosforanowe, magnezowe,
fluorkowe) odpowiadajg za funkcje odiywczg sliny. Uczestnicza one w
procesie remineralizacji szkliwa. Slina jest roztworem nasyconym jonami wapniowymi i
fosforanowymi w stosunku do hydroksyapatytéw szkliwa przy pH rownym 5,5. Przy
spadku pH ponizej wartosci 5,5 dochodzi do utraty zwigzkéw mineralnych i powstawania

ubytkéw (48).

Funkcja trawienna zwigzana jest z obecnoscig enzymoéw slinowych (amylaza, lipaza).
Amylaza metabolizuje skrobie do maltozy, natomiast lipaza rozktada czes¢ ttuszczéw.
Ostatnia — funkcja wydalnicza — zwigzana jest z usuwaniem z jamy ustnej réznych zwigzkow

m.in. jony metali ciezkich, lekéw i mocznika (49).

Przeptyw sliny, a tym samym stezenie jej sktadnikow, regulowany jest przez nerwy

uktadu sympatycznego i parasympatycznego.
1.4. Slina jako materiat diagnostyczny

Obecnie slina jest coraz czesciej wykorzystywana w badaniach laboratoryjnych i
klinicznych, jako materiat alternatywny dla krwi. Mozliwosc jej zastosowania w ocenie stanu
zdrowia niesie wiele korzystnych aspektow. Dostepnos¢ sliny i nieinwazyjny sposéb
jej pobrania to wazne zalety tej wydzieliny jako materiatu diagnostycznego. Dodatkowo jej
pobieranie nie wymaga stosowania specjalistycznego sprzetu oraz udziatu

wykwalifikowanego personelu medycznego. Ponadto jest to niedrogi i tatwy do uzyskania
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materiat. Nieinwazyjny i bezbolesny sposdb jej pobierania nie wywotuje stresu u pacjenta,
a ponadto jest szczegdlnie wazine w przypadku matych dzieci oraz oséb, u ktérych
pobieranie krwi jest niemozliwe (np. pacjenci chorzy na hemofilie). Dodatkowo
zastosowanie $liny jako materiatu diagnostycznego redukuje ryzyko zakazenia wirusem HIV
oraz WZW oséb personelu medycznego. W diagnostyce wykorzystuje sie najczesciej sline
mieszang, poniewaz zawiera ona sktadniki surowicy i moze byé wykorzystywana zamiast
surowicy do oznaczenia zwigzkdw, ktdrych stezenie w slinie odzwierciedla ich stezenie w
organizmie (dotyczy to tylko takich zwigzkéw, ktére przechodza do sliny w wyniku dyfuzji).
Od poczatku XX wieku slina wykorzystywana jest do oznaczenia hormondw steroidowych
(kortyzol, testosteron, estradiol), lekéw (benzodiazepiny), w toksykologii do oznaczenia
litu, kadmu, galu, do stwierdzenia lub wykluczenia nietrzezwosci kierowcoéw, obecnosé
narkotykéw (kokaina). W niektdérych chorobach nowotworowych w S$linie sg obecne
specyficzne markery komdrek nowotworowych (np. w raku jajnika marker CA 125 w slinie
wykazuje wiekszg specyficzno$é niz w surowicy), przeciwciata, czynniki zapalne. Oznaczenia
Sliny stosowane sg takze w wykryciu bakterii Helicobacter pylori, wirusowych

zapalen watroby, wirusa HIV (54, 55).

Badania nad wykorzystaniem s$liny nakierowane sg na poszukiwanie rozmaitych
markeréw, ktére mogtyby by¢ czynnikami prognostycznymi w etiologii choréb ogdlnych jak
i w poszczegdlnych jednostkach nosologicznych. Badanie sliny moze stuzy¢ tez jako
monitoring zachodzgcych proceséw stresu oksydacyjnego (55, 56, 57) skutecznosci
prowadzenia leczenia czy okresla¢ podatnos¢ jednostki na dang chorobe. Ponadto,
wiadomym jesto tym, ze Slina zawiera wiele elementéw pochodzacych z uktadu

odpowiedzi immunologicznej (58).

Jama ustna jest integralng czescig organizmu ludzkiego. Prowadzi to do tego, ze
wszelkie ogdlne stany chorobowe bedg wptywaty na stan zdrowia jamy ustnej, jak i réwniez

tam sie objawiaty.
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1.5. Metaloproteinazy macierzy zewngtrzkomérkowej - charakterystyka i

podziat.

Metaloproteinazy macierzy zewngtrzkomérkowej (matryksyny) nalezg do grupy
biatek z rodziny endoproteaz, ktére wykazujg zdolno$¢ do degradacji i destabilizacji
sktadnikéw macierzy zewnatrzkomadrkowej (ECM) oraz btony podstawnej (59). MMP tworzg
przestrzen pozwalajgcg na migracje komorek (m.in. uktadu odpornosciowego), poprzez
trawienie biatek ECM, a takze zmieniajg aktywnos$¢ biatek sygnatowych, takich jak czynniki
wzrostu, chemokiny i cytokiny (59). Przebudowa ECM zachodzaca przy udziale MMP
towarzyszy wielu procesom fizjologicznym, takim jak embriogeneza, angiogeneza, gojenie
sie ran, apoptoza, wtasciwa migracja komédrek, rozwdj kosci, szkliwa zebow i uktadu
nerwowego (59). Stwierdzono, ze MMP s3 produkowane i wydzielane w postaci
nieaktywnych zymogendw do przestrzeni pozakomdrkowych lub pozostajg zakotwiczone w
btonach komérkowych. W zaleznosci od budowy i specyficznosci substratowej zostaty one
podzielone na 5 grup, co przedstawiono w Tabeli 1(60). Pierwszg grupe
stanowig kolagenazy, ktérych gtéwna funkcja zwigzana jest z degradacjg kolagenu typu |1, I,
[, VII, VIII, 1X, proteoglikandw, fibrynonektyny. Zalicza sie do nich MMP-1 i MMP-8. Druga
grupa to zelatynazy (MMP-2, MMP-9), degradujagce kolagen typu IV w bfonach
podstawnych oraz kolagen typu V, VII, zelatyne, lamininei fibronektyne. Dodatkowo
dziatajg one synergistycznie z kolagenazami. Nastepna
grupe stanowig stromielizyny (MMP-3, MMP-10, MMP-11), ktére trawig biatka macierzy
zewnatrzkomorkowej: laminine, fibronektyne, proteoglikany oraz kolagen typu IV. MMP-7
i MMP-26 nalezg do grupy matrylizyn, ktére degradujg kolagen typu [1ilV,
zelatyne, laminine, elastyne, fibronektyne i proteoglikany. Do pigtej grupy zalicza
sie metaloproteinazy typu btonowego (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24,
MMP-25), ktére utrzymujg sie w strukturze btony komorkowej dzieki obecnosci C-koricowe;j
domeny transbtonowej. Wykazujg one zdolno$¢ do degradacji m.in. kolagenu typu |, II, 11,

zelatyny, lamininy oraz fibronektyny (61, 62).
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Tabela 2. Podziat metaloproteinaz macierzy zewngtrzkomérkowej (61).

Grupa MMPs Substraty
MMP-1 MMP-8 Kolagen I, II, Ill, V, VII, VIII, X, agrekan,
Kolagenazy
MMP-13 zelatyna
Zelatynazy MMP-2 MMP-9 Zelatyna, kolagen |, IV, V, VII, X

MMP-3 MMP-10 Kolagen 1, 1V, V, zelatyna,

Stromielinazy fibronektyna,

MMP-11 MMP-18 -
elastyna, laminina, agrekan

Fibronektyna, laminina, kolagen 1V,
Matrylizyny MMP-7
fibrynogen, zelatyna

MMP-14 MMP-15

Zelatyna, fibronektyna, laminina,
Btonowe MMPs MMP-16 MMP-17
fibryna

MMP-24 MMP-25

MMP-12 MMP-19

MMP-20 MMP-21 Elastyna, fibronektyna, kolagen
Inne IV, agrekan, fibrylina, zelatyna,
MMP-23 MMP-27 .
kazeina

MMP-28

Kolejnym, obecnie funkcjonujgcym podziatem metaloproteinaz jest podziat ze
wzgledu na specyfike substratowg. Zgodnie z tym podziatem wyrdinia sie 8
grup metaloproteinaz, 5 wydzielniczych i 3 zwigzane z btonami komdérkowymi (Tabela

2) (63).
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Tabela 3. Podziat metaloproteinaz na podstawie specyfiki substratowej (63).

Klasyfikacja
bodriats Nowy
P podziat MMPs uwzgl. Charakterystyczne cechy budowy
na podst. .
.. ich budowe
specyfiki
substratowej
Budowa podstawowa: prodomena, domena
Matrylizyny Typ 1 wydzielniczy
aktywna
Kolagenazy Typ 2 wydzielniczy + domena podobna do hemopeksyny

Stromielizyny

Typ 3 wydzielniczy

+ domena podobna do hemopeksyny i domena

wigzaca furyne

MMP-21

Zelatynaza A

Typ 4 wydzielniczy

+ domena podobna do hemopeksyny, domena
wigzaca furyne

+ domena podobna do fibronektyny

Zelatynaza B

Typ 5 wydzielniczy

+ domeny podobne do fibronektyny i domena

podobna do kolagenu typu V

MT-MMP
MMP-btonowe

Typ 1 btonowy

+ domena podobna do hemopektyny i domena

wigzaca furyne, domena transbtonowa, domena

Typ | kotwiczgca w bfonie komdrkowej
MT-MMP + domena wigzaca furyne, szereg cysteinowy
Typ 2 btonowy
Typli(lg) i domena podobna do immunoglobuliny (Ig)
MT-MMP + domena podobna do hemopeksyny i domena
Typ 3 btonowy
Typ GPI wigzgaca furyne, glikozylofosfatydyloinozytol (GPI)

23




1.5.1. Budowa strukturalna MMPs.

Metaloproteinazy nalezg do enzymdéw o budowie wielodomenowej i zawierajg w
swojej budowie: peptyd sygnatowy, prodomene i domene katalityczng, w ktdrej centrum
aktywnym znajduje sie jon cynku Zn?*. Oprécz tych dwdch domen wystepuje dodatkowo
domena hemopeksyny i elastyczny tgcznik, ktéry odpowiada za jej potgczenie z domeng

katalityczng (59).

Domena katalityczna odpowiada za aktywnosc¢ proteolityczng metaloproteinaz i jest
zbudowana z pieciu struktur B oraz trzech helis a. Zawiera jeden katalityczny i jeden
strukturalny jon cynku oraz od jednego do czterech jondw wapnia Ca?*.W miejscu
aktywnym znajduje sie konserwatywny motyw, w ktdrym jon cynku koordynowany jest

przez trzy histydyny (61).

Prodomena zawiera ok. 80 aminokwaséw i utrzymuje enzym w postaci nieaktywnej
(zymogen, proMMP) dzieki obecnosci propeptydu. W jej budowie wyrdznia sie cysteinowy
motyw, ktdéry wigze sie z jonem cynku, niezbednym do aktywacji biatka. Potgczenie te
pozwala na utrzymanie enzymu w formie zymogenu. Na koricu taricucha karboksylowego
znajduje sie domena hemopeksyny, ktéra wykazuje podobienstwo sekwencji
do hemopeksyny — biatka wigzgcego i transportujgcego hem. MMP-7, MMP-23 i MMP-26
sg pozbawione tej domeny, natomiast MMP-12 traci jg bezposrednio po aktywacji (64).
Wazng funkcjg domeny hemopeksyny jest m.in. zdolnos¢ do rozpoznawania substratu, a
takze wigzania tkankowego inhibitora metaloproteinaz (TIMP — ang. tissue inhibitor
of metalloproteinase) przez MMP-9. Oprdcz tego w podrodzinie kolagenaz petni istotng
role w procesie trawienia struktury kolagenu. Domena hemaopeksyny jest potfaczona z
domeng katalityczng poprzez elastyczny tgcznik, ktéry utrzymuje stabilng strukture
czasteczki MMPs, a takze bierze udziat w degradacji niektorych
substratéw metaloproteinaz m.in. kolagenu. Odpowiada on rdowniez za specyficznos¢
substratowg enzymu. Struktura domen metaloproteinaz zostata przedstawiona na Rycinie

4 (65).
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Rycina 4. Struktura domen MMPs (65).

1.5.2. Regulacja aktywnosci metaloproteinaz

Aktywnos$¢ metaloproteinaz w warunkach fizjologicznych jest regulowana na kilku
etapach, moze odbywac sie na poziomie transkrypcji gendw, aktywacji proenzymow,
inaktywacji przez tkankowe inhibitory metaloproteinaz oraz przez ich kompartmentalizacje

(62).

Na podstawie badan naukowych wykazano, ze regulacja aktywnosci MMPs na

poziomie  transkrypcji genéw jest kontrolowana przez rdine  czynniki.
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Uwalnianie metaloproteinaz jest stymulowane m.in. przez $rédbtonkowy czynnik wzrostu
(VEGF —vascular-endothelial growth factor), czynnik martwicy nowotworu a (TNF-a —
tumor necrosis factor a), naskérkowy czynnik wzrostu (EGF — epidermal growth factor),
interleukine 1 (IL-1), natomiast inhibitorami sg transformujacy czynnik wzrostu beta (TGF-

B — transforming growth factor-beta) oraz hormony steroidowe (66).

W obrebie komodrki metaloproteinazy sg syntetyzowane w formie nieaktywnych
proenzymow (proMMP), a nastepnie wydzielane do przestrzeni zewngtrzkomérkowe;.
Aktywacja MMPs zachodzi w wyniku odciecia prodomeny podczas translacji i odstoniecia
miejsca aktywnego enzymu, w wyniku czego dochodzi do catkowitej zmiany konformacji
czagsteczki. Proteolityczna aktywacja enzymu odbywa sie dzieki dziataniu proteaz
serynowych, plazminy, elastazy, aktywatora plazminogenu lub innych MMP (MMP-1, -2, -
8, -9). Moze takze zachodzi¢ pod wptywem réznych substancji chemicznych, niskiego pH lub
podwyzszonej temperatury. Aktywacja moze odbywac sie wewnatrzkomérkowo w aparacie
Golgiego lub poza komodrkay. Wiekszo$sé MMPs jest aktywowana poza komoérka, ale istnieje
grupa enzymow aktywowanych wewngatrzkomérkowo, sg to: MMP-11, MMP-23, MMP-28
oraz wszystkie metaloproteinazy btonowe. Dziatanie proteaz serynowych powoduje
aktywacje wewnatrzkomérkowg MMPs, ktore sg nastepnie wydzielane lub zwigzane z

btong komdrkowa w formie aktywnej (67, 68).

Hamowanie aktywnosci MMPs zachodzi przy udziale réznych czynnikéw, z ktérych
najpowszechniejszymi sg tkankowe inhibitory metaloproteinaz. Obecnie u kregowcéw

odkryto 4 rodzaje TIMPs, oznaczone jako TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 oraz TIMP-4 (69).
1.5.3. Tkankowe inhibitory metaloproteinaz

Udowodniono, iz rownowaga pomiedzy produkcjg aktywnych enzyméw a ich
hamowaniem, jest waznym elementem, pozwalajgcym unikngé niekontrolowanej
degradacji ECM, stanu zapalnego, a takze nasilonego wzrostu i migracji komodrek,
prowadzgcych do rozwoju objawdw chorobowych. Dwoma gtéwnymi inhibitorami MMPs,
znajdujgcymi sie w ptynach ustrojowych oraz tkankach sg a2-makroglobulina oraz TIMPs.

Kazda czgsteczka TIMPs sktada sie z ok. 190 aminokwaséw, zbudowanych z dwdch réznych
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domen: wiekszej N-koicowej, zawierajgcej szes¢ reszt cysteinowych, ktére umozliwiajg
wigzanie z domeng katalityczng MMPs oraz mniejszej domeny C-koricowej, tgczacej
inhibitor z domeng hemopeksyny metaloproteinaz. Konformacja kazdej domeny jest
stabilizowana przez 3 wigzania di siarczkowe (70). TIMP-1, -2 i -4 wystepujg w formie
rozpuszczalnej i s3 wykrywane w surowicy krwi, natomiast TIMP-3 jest nierozpuszczalny i
pozostaje zwigzany z macierzg zewngtrzkomérkowa. Gtéwng rolg tkankowych inhibitorow
jest utrzymanie rownowagi miedzy syntezg a degradacjg sktadnikdw macierzy

zewnatrzkomadrkowej, zapobiegajgc nadmiernemu niszczeniu ECM (71).

W badaniach wykazano, iz TIMP-2, TIMP-3 lub TIMP-4 mogg oddziatywa¢ z pro-
MMP2, natomiast TIMP-1 lub TIMP-3 z pro-MMP-9 (59). TIMP-3 wykazuje zdolnos$¢ do
hamowania aktywnosci wszystkich cztonkéw rodziny MMP, ale takze grupy biatek,
zawierajgcych domene dezintegryny i metaloproteinazy (ADAMs — ang. disintegrin and
metaloproteinases domain). Ponadto TIMP-3 posiada wyjatkowa funkcje wigzania sie scisle
z ECM swojg domeng N- i C-koicowg w celu promowania hamowania MMP, w
przeciwienstwie do pozostatych inhibitorow, ktére s3g rozpuszczalnymi wolnymi
czagsteczkami (72). Na podstawie badan przeprowadzonych na myszach wykazano, iz TIMP-
3 wydaje sie by¢ bardziej istotnym inhibitorem in vivo niz TIMP-1 i TIMP-2, poniewaz utrata
aktywnosci TIMP-3 u myszy jest zwigzana z powiekszeniem pecherzykdw ptucnych i
nasilong apoptoza w komdrkach nabtonkowych przewodu gruczotu sutkowego. Natomiast
utrata TIMP-1 lub TIMP-2 u myszy nie powoduje zadnych nieprawidtowosci (73). Struktura
przestrzenna TIMP-3 zostata przedstawiona na Rycinie 5, gdzie widoczne sg wzgledne
pozycje jedenastu reszt aminokwasowych, podczas gdy sze$s¢ reszt N-koncowych jest
utozonych w liniowe pasmo, natomiast reszty C-koncowe tworzg koncentryczny okrag na

gorze domeny.
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Arg-163 Lys-123

Lys-30
Lys-165
Lys-27
Lys-137
Lys-26
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Lys-76

Lys-125 ot Arg-100

domena C-koncowa domena N-Koncowa

Rycina 5. Struktura przestrzenna TIMP-3 przedstawiajaca wzgledne pozycje

jedenastu reszt aminokwasowych (72).

1.5.4. Znaczenie metaloproteinaz

Metaloproteinazy sg wydzielane przez komérki nabtonkowe, fibroblasty, miocyty,
komorki srédbtonka, keratynocyty, osteoblasty, ptytki krwi, komodrki nacieku zapalnego
(m.in. monocyty, leukocyty) oraz komdrki nowotworowe. Uwaza sie, iz gtéwng
funkcjg MMPs jest zdolnos¢ niszczenia sktadnikdw macierzy zewnatrzkomaérkowej, m.in.
kolagenu, lamininy, fibronektyny, proteoglikanéw, umozliwiajgc tym samym migracje
komoérek, zarowno w warunkach fizjologicznych jak i patologicznych (74). Degradowane
sktadniki ECM sg ligandami receptoréw adhezyjnych, a takze integryn, dzieki ktérym
mozliwe jest przekazywanie sygnatdw do wnetrza komoérki. W zwigzku z tym biatka
macierzy poprzez aktywnos$¢ metaloproteinaz wykazujg zdolnos¢ regulacji wielu proceséw
komodrkowych  m.in.  proliferacji, migracji, adhezji oraz rdinicowania sie

komodrek. Metaloproteinazy poprzez degradacje sktadnikéw ECM umozliwiajg réwniez
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uwalnianie aktywnych biologicznie czgsteczek, takich jak czynniki wzrostu (np. TGF-B, ktéry
reguluje ekspresje genu kodujgcego MMPs) i cytokiny. Przyktadem moze by¢ rdwniez
aktywacja insulinopodobnego czynnika wzrostu IGF-1 przez MMP, ktéry uczestniczy w
proliferacji i roznicowaniu sie komérek. Oprdocz degradacji macierzy zewngtrzkomdrkowej
MMP niszczg takze liczne receptory, znajdujgce sie na powierzchni komérek. W warunkach
fizjologicznych MMPs biorg udziat procesie angiogenezy, embriogenezy oraz przebudowy
tkanek, jako wynik niszczenia ECM (75). Rola MMPs w procesach biologicznych zostata

przedstawiona na Rycinie 6.

Ponadto MMPs (gtéwnie MMP-2 i MMP-9) degradujg gtowny sktadnik btony
podstawnej, ktorym jest kolagen typu IV. Degradacja tego biatka powoduje szereg
procesOw patologicznych, takich jak migracja leukocytéw w przebiegu standéw zapalnych
oraz komorek biorgcych udziat w procesie morfogenezy. Jest to mozliwe dzieki niszczeniu
fizycznej bariery, jaka jest btona podstawna, uniemozliwiajgca migracje komorek.
Dodatkowo, ta funkcja MMPs odpowiada za proces wzrostu nowotworu oraz tworzenie

przerzutéw (76).
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Rycina 6. Rola metaloproteinaz w procesach biologicznych organizmu (77).
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1.5.5. MMP-3 i MMP-9

MMP-3, okreslana jako stromelizyna-1, wykazuje zdolno$¢ do degradacji
fibronektyny, zelatyny, proteoglikandéw, kolagenu typu lll, IV, V, IX, X, lamininy i innych
sktadnikéw ECM. Jest wydzielana przez fibroblasty, makrofagi i kardiomiocyty, a takze moze
uwalniaé czasteczki powierzchniowe komérek, np. E-kadheryne, L-selektyne i TNF-a. MMP-
3 wspotdziata z innymi MMPs, takimi jak MMP-1, -8, -9 i -13. Stromelizyna-1 ma podobne
wiasciwosci enzymatyczne do stromelizyny-2 i wykazuje 78% identycznosci pod wzgledem
sekwencji aminokwasowych, natomiast optymalne pH dziatania MMP-3 wynosi 5,5-6,0 (74,

78).

Metaloproteinaza 9 nalezy do grupy zelatynazi okreslana jest jako zelatynaza B.
Stanowi ona istotng grupe metaloproteinaz, charakteryzujgcg sie skomplikowang budowsg i
wazng funkcja w organizmie. Zelatynaze B wydzielajg komérki $rédbtonka, komorki
satelitarne, neutrofile, makrofagi i monocyty. MMP-9 jest syntetyzowana w
wewnatrzkomdrkowych ziarnistosciach neutrofili, natomiast jej aktywacja podlega indukcji
pod wptywem bodzcéw egzogennych, takich jak cytokiny, czynniki wzrostu czy interakcje
miedzy komoérka a macierzg (64). Mechanizmy hamowania aktywnosci zelatynaz sg
stosunkowo specyficzne: TIMP-1 tworzy kompleks z aktywng formg MMP-9, natomiast

TIMP-2 oddziatuje z pro-MMP-2 (79).

MMP-9, podobnie jak inne MMPs, posiada w swojej budowie peptyd sygnatowy,
ktory  umozliwia  przejscie  czasteczki do  srodowiska  pozakomérkowego
oraz prodomene (skfada sie z 80-90 reszt aminokwasowych), utrzymujgcg enzym w formie
zymogenu. Geny kodujgce enzym skfadajg sie z 13 egzondw. Centralny rdzen, wspdlny dla
wszystkich MMPs, jest miejscem aktywnym i czeScig wigzacg cynk, w ktérej trzy histydyny
tworzg wigzanie z jonem metalu. Odmiennos¢ w budowie MMP-9, w poréwnaniu z
pozostatymi MMPs, zwigzana jest z obecnoscig domeny podobnej do kolagenu typu IV wraz
z zestawem  aminokwaséw  seryna/prolina/treonina.  Kolejnym  elementem
sktadowym zelatynazy B jest domena podobna do fibronektyny, ktéra umozliwia wigzanie

enzymu z jego substratami (gtéwnie zelatyng). Domena podobna do kolagenu faczy sie
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poprzez elastyczny tgcznik z domeng podobng do hemopeksyny, ktéra pozwala na
interakcje miedzy naturalnymi inhibitorami TIMPs a MMP-9 (80). Gtéwng funkcjg MMP-9
jest degradacja kolagenu typu IV, sktadnika btony podstawnej. W wiekszosci typéw
komorek, z wyjgtkiem neutrofili, MMP-2 jest wytwarzana konstytutywnie, natomiast MMP-
9 jest indukowana przez wielu agonistow. W zwigzku z tym stosunek zelatynazy A
do zelatynazy B wykorzystuje sie jako marker w przebiegu standéw zapalnych (81).
Poréwnanie budowy MMP-3 i MMP-9 z pozostatymi cztonkami rodziny MMPs zostato

przedstawione na Rycinie 7.
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Rycina 7. Poréwnanie budowy MMPs. Budowa strukturalna MMP-3 i MMP-
9 (81).
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1.5.6. MMP-3 i MMP-9 w chorobach twarzoczaszki

Macierz zewnatrzkomérkowa zebiny sktada sie gtdwnie z wtdkien kolagenowych
typu | (90%), widkien kolagenowych typu i 1V (1-3%), natomiast pozostatg czes¢ stanowia
biatka niekolagenowe. Wtdkna kolagenowe i niekolagenowe sg syntetyzowane przez
odontoblasty (82, 83). MMPs biorg udziat w przebudowie macierzy
podczas dentinogenezy (proces powstawania zebiny). MMP-2, MMP-3, MMP-8, MMP-9,
MMP-14 i MMP-20 naleza do gtéwnych MMPs zidentyfikowanych w miazdze zeba,
odontoblastach i zebinie (84-89). Mozliwg rola MMP w dojrzatych odontoblastach moze by¢
— 1) fizjologiczne tworzenie zebiny i mineralizacja w nienaruszonych i zdrowych zebach, 2)
degradacja macierzy podczas uszkodzenia zebdw, 3) rola w dentinogeneziei 4) rola w

zapaleniu miazgi (90).

Metaloproteinazy s3 wydzielane w formie nieaktywnych proenzymoéw, ktore
przeksztatcane sg w czasteczki aktywne, a nastepnie powodujg degradacje sktadnikéw
macierzy. Istnieja dowody na udziat MMPs w procesie odontogenezy (Rycina 8). Sugeruje
sie, ze MMP-1, MMP-2, MMP-3 i MMP-9 uczestniczg we wczesnej morfogenezie zebdw.
MMP-9 uczestniczy w resorpcji kosSci i degradacji btony podstawnej nabtonka szkliwa
podczas rozwoju zeba, oraz macierzy zewnatrzkomérkowej, co jest zwigzane z erupcja
zebdéw (91). Zwiekszona aktywnosé MMPs wystepuje w przebiegu réznych chordéb jamy
ustnej, m.in.: zapaleniu dzigset lub przyzebia, préchnicy, a takze rozszczepach jamy ustnej

(np. rozszczepach wargi i/lub podniebienia) (92, 93).
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Rycina 8. Udziat metaloproteinaz w procesie odontogenezy.

Wydaje sie, ze rozszczepy jamy ustnej sg spowodowane przez wiele czynnikéw
genetycznych i sSrodowiskowych podczas procesu tworzenia podniebienia. Wiele czynnikow
srodowiskowych, ktére powodujg zmiany w obrebie specyficznych biatek sygnatowych,
mogg indukowa¢ rozwdj CLP (2). Metaloproteinazy s3 odpowiedzialne za przebudowe
macierzy zewngatrzkomérkowej i uczestnicza w zmianach sktadnikéw bftony podstawnej
podczas fuzji wargi i podniebienia, natomiast ich zaburzona réwnowaga moze prowadzié
do rozwoju rozszczepu wargi i/lub podniebienia (94). Badania pokazujg, iz przebudowa
tkanek przy udziale MMPs odgrywa wazng role w pdznych stadiach formowania wargi i
podniebienia. MMPs, razem z ich endogennymi inhibitorami TIMPs, sg rzadko wykrywane
w zdrowych tkankach. Ich ekspresja wzrasta w czasie fizjologicznego lub
patologicznego remodelingu tkanek przy udziale czgsteczek sygnatowych, ktére sg zdolne
do zmiany ekspresji gendw. W zwigzku z tym, zmiany w skfadzie macierzy pozakomérkowej,
ktore aktywujg migracje i réznicowanie komoérek, interakcje miedzy komaorkami i resorpcje

tkanek towarzyszg procesowi morfogenezy w przebiegu rozszczepow wargi i/lub
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podniebienia (95). W badaniach opartych na poszukiwaniu genéw aktywnych w czasie
tworzenia struktur twarzoczaszki, szczegdlng uwage zwraca sie na geny kodujgce sktadniki
ECM. Zaréwno dotyczy to czynnikdéw wzrostu, ich receptoréw, czynnikdw transkrypcyjnych,
biatek strukturalnych oraz enzymdéw, wptywajacych na ich aktywnos¢, czyli MMPs i ich
tkankowych inhibitoréw (18, 96, 97). Analizy wykazaty, iz MMP-2 i MMP-3 odgrywaja
istotng role w rozwoju podniebienia (98). Dodatkowo, w przypadku zaktécenia rownowagi
miedzy MMPs a TIMPs moze wystgpi¢ CLP (96, 99, 100). Rozinice w ekspresji gendéw
kodujgcych MMP-2, MMP-3 i TIMP-2 mogg by¢ zaangazowane w rozwdj rozszczepow wargi

i/lub podniebienia (101).
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2. CEL PRACY

Rozszczepy wargi i/lub podniebienia nalezg do waznej grupy wad rozwojowych

czesci twarzowej czaszki.

Celem pracy jest oznaczenie stezenia metaloproteinazy -3 i -9 oraz tkankowego
inhibitora metaloproteinaz (TIMP-3) w Slinie dzieci dotknietych rozszczepem wargi i / lub

szczeki.
Cele szczegdtowe pracy:

1. Ocena stezenia metaloproteazy -3 i -9 i ich inhibitora TIMP-3 w $linie dzieci z
rozszczepami twarzoczaszki w poréwnaniu ze stezeniem tych MMPs i inhibitora u
pacjentéw zoperowanych z powodu wady rozszczepowejjak i u dzieci bez

wady rozszczepowej.

2. Ocena wspoétwystepowania MMP-3, MMP-9 i TIMP-3 z rozszczepem twarzoczaszki
okreslona poprzez wyliczenie czutosci i swoistosci diagnostycznej, dodatniej i
ujemnej wartosci predykcyjnej (PPV, NPV) oraz mocy diagnostycznej testu, poprzez

analize pola powierzchni pod krzywg ROC (AUC).
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3. MATERIALY | METODY.
3.1. Materiat do badan
3.1.1. Grupa badana oraz grupa kontrolna

Osoby badane podzielono na trzy grupy: |grupa — pacjenci z rozpoznanym
rozszczepem twarzoczaszki przed operacjg, Il grupa — pacjenci z rozszczepem po operacji
rekonstrukcyjnej; Il grupa — grupa kontrolna. Sredni wiek badanych wynosit 8,5 roku
(zakres: 0,9 - 20 lat). Pierwszg grupe stanowito 40 pacjentéw z rozszczepem twarzoczaszki
leczonych w Klinice Leczenia Wad Twarzoczaszki Formmed (Babice Nowe koto Warszawy,
kierownik prof. dr hab. n. med. Zofia Dudkiewicz). Do drugiej grupy zakwalifikowano
40 pacjentéw ktorzy przeszli z sukcesem operacje z powodu rozszczepu wargi i / lub

podniebienia. Grupa kontrolna sktadata sie z 40 oséb bez rozszczepu twarzoczaszki.

3.1.2. Pobieranie i przechowywanie materiatu

W grupie badanej (grupa 1) s$lina byta pobierana bezposrednio w dniu
pierwotnej operacji po zatozeniu rurki intubacyjnej i rozwieracza czy szpatutki (jezeli byt
tylko rozszczep wargi) i przed podaniem premedykacji w postaci atropiny lub rzadziej
(rozszczep wargi) po podaniu atropiny. Zawsze w tych przypadkach pobieranie $liny byto
wykonane przed sanacjg jamy ustnej srodkami antyseptycznymi (tzw. myciem pola
operacyjnego). W grupie Il (po operacji rozszczepu twarzoczaszki) dzieci, ktére wymagaty
nastepnych etapéw leczenia operacyjnego (np. przeszczep kosci do wyrostka
zebodotowego, korekta nosa i / lub wargi), procedura zbiérki sliny byta analogiczna jak w
grupie | (pobierano na bloku operacyjnym) lub uzyskiwano jg w gabinecie ortodonty u
zoperowanych juz pacjentdéw, co najmniej godzine po jedzeniu i po poprzednim czyszczeniu
zebow, ptukaniu jamy ustnej wodg destylowang przez pewien czas (minimum 10s) w celu
usuniecia resztek pokarmowych (dotyczy to dzieci starszych).

W grupie kontrolnej $line pobierano przy badaniu profilaktycznym, okresowej kontroli

higienicznej jamy ustnej, itp.
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Od kazdego badanego pobierano 1,5 mL porcje $liny. Zaraz po pobraniu, prébki byty
wirowane przez 20 minut w temperaturze 4°C przy 3000xg. Supernatant porcjowano na

probki 50 uL, zamrazano i przechowywano w -80°C az do oznaczenia.

3.2. Metody badan

Oznaczenia badanych metaloproteinaz (MMP-3, MMP-9) oraz inhibitora TIMP-3,
przeprowadzono w slinie wykorzystujgc metode immunoenzymatyczng (ELISA) oraz
odczynniki firmy R&D Systems. Zasada tej metody opiera sie na przytgczeniu badanego
antygenu miedzy dwie warstwy przeciwciat (tzw. metoda ,kanapkowa”). Mikroptytki,
stosowane w tym tescie, optaszczone sg przeciwciatami monoklonalnymi, specyficznymi
dla antygenu obecnego w prébce (MMP-3, MMP-9 lub TIMP-3). W pierwszym etapie do
studzienek pipetowane sg standardy o okreslonych stezeniach oraz badane prébki (w
dubletach). Obecne w badanych prébkach biatko (MMP-3, MMP-9 lub TIMP-3), w czasie
inkubacji, wigze sie z przeciwciatami, znajdujgcymi sie na mikroptytce. W kolejnym etapie
dodawany jest koniugat (przeciwciato poliklonalne znakowane peroksydazg chrzanowsy),
ktdry w czasie drugiej inkubacji wigze sie specyficznie z antygenem. W wyniku tego
potaczenia powstaje kompleks: przeciwciato — badany antygen — przeciwciato z enzymem,
natomiast niezwigzane przeciwciata zostajg wyptukane. Nastepnie dodaje sie substrat,
ktérym jest nadtlenek wodoru oraztetrametylobenzydyna. Dziatanie peroksydazy
chrzanowej powoduje przeksztatcenie substratu w barwny produkt. Ostatnim etapem jest
dodanie roztworu stopujgcego (kwas siarkowy), ktéry zatrzymuje reakcje. Intensywnos¢
zabarwienia powstajgcego produktu mierzy sie kolorymetrycznie i jest ona wprost
proporcjonalna do ilosci zwigzanego antygenu. Na Rycinie 9 przedstawiono schemat
metody ELISA, zastosowany do oznaczenia badanych metaloproteinazi tkankowego

inhibitora.
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1) Optaszczenie przeciwciatami studzienki na ptytkach ELISA

2) Inkubacja badanego osocza

3) Inkubacja z przeciwciatami sprzezonymi z enzymem (koniugat)

4) Inkubacja z odpowiednim substratem powodujaca reakcje barwna

Rycina 9. Schemat metody ELISA do oznaczania badanych parametrow

(opracowanie wtasne).
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3.2.1. Aparatura

Do oznaczania MMP-3, MMP-9 i TIMP-3 testem ELISA wykorzystano automatyczny
czytnik ptytek FL 600 firmy BIO-TEK i odczynniki firmy R&D Systems.

3.2.2. Wskazniki diagnostyczne

Przydatno$¢ diagnostyczng okreslono w oparciu o parametry matematyczno-
diagnostycznej analizy wynikéw badan takie jak: czuto$¢ iswoistos¢ diagnostyczna,
dodatnia i ujemna wartos¢ predykcyjna oraz moc diagnostyczna testu z uzyciem krzywej

ROC (Receiver Operating Characterstics).

e Czutos¢ diagnostyczna - jest to stosunek wynikéw prawdziwie dodatnich (wynik
dodatni u 0séb z potwierdzong chorobg) do sumy wynikéw prawdziwie dodatnich
oraz fatszywie ujemnych (wszystkie wyniki wsréd oséb chorych). Czutos¢ jest miarg

zdolnosci danego testu do rozpoznania choroby i wyznacza sie w oparciu o wzor:
Czuto$é (%) = (PD/(PD+FU)) x 100%

PD - liczba wynikéw prawdziwie dodatnich

FU - liczba wynikdw fatszywie ujemnych

e Swoistos¢ diagnostyczna - jest to stosunek wynikéw prawdziwie ujemnych (wynik
ujemny wsrdd oséb prawdziwie zdrowych) do sumy wynikéw prawdziwie ujemnych
oraz fatszywie dodatnich (wszystkie wyniki u oséb zdrowych). Wskaznik ten okresla
zdolnos¢ testu do wykluczenia choroby oraz prawidtowe zaklasyfikowanie oséb do

grupy zdrowych:
Swoistos¢ (%) = (PU/(PU+FD)) x 100%
PU - liczba wynikéw prawdziwie ujemnych

FD - liczba wynikéw fatszywie dodatnich
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e Dodatnia warto$¢ predykcyjna- okresla prawdopodobieistwo rozpoznania

choroby na podstawie dodatniego wyniku badania i wyznacza sie w oparciu o wzor:
Dodatnia wartos¢ predykcyjna (PV) (%) = (PD/(PD+FD)) x 100%

e Ujemna wartos¢ predykcyjna - okresla prawdopodobienstwo wykluczenia choroby

na podstawie ujemnego wyniku badania i wyznacza sie w oparciu o wzor:
Ujemna wartos¢ predykcyjna (NPV) (%) = (PU/(PU+FU)) x 100%
e Ocena mocy diagnostycznej

Ocene wzajemnej zaleznosci czutosci od swoistosci diagnostycznej dokonano
za pomocg funkcji ROC (Receiver Operating Characteristics) i pola pod krzywg ROC (AUC
— area under curve) w oparciu o program statystyczny Graphroc. AUC przyjmuje wartosci w
przedziale od 0 do 1i przedstawia zdolno$¢ testu do rozgraniczenia wynikéw prawidtowych
i nieprawidfowych. Testy wykazujgce wysokg mocg diagnostyczng - krzywa ROC opisana jest
linia asymptotycznie zblizajgcg sie do 100% wartosci czutosci, przy niewielkiej utracie
swoistosci. Im wieksze jest pole pod krzywg ROC — AUC, tym wyzsza jest moc diagnostyczna

badania.

Wartosci AUC w zakresie od 0,9-1,0 odzwierciedla test bardzo dobry, 0,8-0.9
—dobry, 0,7-0,8 — satysfakcjonujacy, 0,6-0,7 — Sredni, a wartosci w zakresie 0,5-0,6 jako

test niedostateczny diagnostycznie.
3.3. Analiza statystyczna

Analiza statystyczna otrzymanych wynikéw zostata przeprowadzona przy pomocy
programu STATISTICA 10.0. Wstepna analiza wynikéw badan (test chi-kwadrat) wykazata,
ze rozktad stezen badanych parametréw nie byt zgodny z rozktadem normalnym. W zwigzku
z tym do analizy statystycznej rdznic pomiedzy pacjentami z rozszczepami wargi i/lub
podniebienia a grupg kontrolng zastosowano nieparametryczny test U-Manna-Whitneya.
W przypadku uzyskania wyniku istotnego statystycznie na poziomie 5% wykonano

poréwnania pomiedzy kazdymi dwiema grupami. W tym celu zastosowano
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nieparametryczny test Wilcoxona. Wyniki uznano za istotne statystycznie na poziomie

istotnosci p<0.05.
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4. WYNIKI

4.1. Ocena stezenia MMP-3, MMP-9 i TIMP-3 u pacjentow z rozszczepami wargi

i/lub podniebienia oraz u oséb zdrowych.

Uzyskane wyniki stezen badanej metaloproteinazy-3, -9 oraz tkankowego inhibitora
TIMP-3 u pacjentow z rozszczepami wargi i/lub podniebienia oraz w grupie oséb zdrowych

zostaty przedstawione w Tabeli 4.

Tabela 4. Stezenie MMP-3, MMP-9 i TIMP-3 u pacjentdw z rozszczepami wargi i/lub

podniebienia i u oséb zdrowych.

Badany Pacjenci z Pacjenci z Osoby zdrowe
parametr rozszczepem jeszcze rozszczepem (kontrola)
nie operowani juz po operacji (n=40)
(n=40) (n=40)
MMP-3 Mediana 802,2 287,8 145,5
pg/ml Srednia arytm. 929,8 310,3 177,6
SD 591,6 246,6 135,6
Zakres 147,7-2143,0 24,0-1221,2 24,0-627,8
MMP-9 Mediana 5,17 5,55 8,85
ng/ml $rednia arytm. 5,66 5,62 8,68
SD 3,35 2,56 2,62
Zakres 0,61-14,47 1,67-12,27 3,55-13,50
TIMP-3 Mediana 3,32 4,24 4,34
ng/ml T
Srednia arytm. 3,35 4,70 4,32
SD 1,66 2,45 1,52
Zakres 0,76-8,16 1,55-11,31 1,59-7,85

Analiza wskazuje ze u 0séb ktoére cierpiaty na rozszczep, i sg juz po operacji, wartosé
MMP-3 spada o blisko 2/3 w stosunku do wartosci u 0séb ktére jeszcze nie przeszty operacji
(znamiennos¢ statystyczna p< 0,001). Ponadto u osdb zdrowych, ktére nigdy nie cierpiaty
na rozszczep, wartosci MMP-3 sg bardzo zblizone do poziomu obserwowanego u chorych

leczonych. (Rycina 10).
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Rycina 10. Analiza stezenia metaloproteinazy-3 u pacjentéow przed i po operacji

oraz w grupie kontrolnej. * p<0,001

Wartosci MMP-9 u oséb chorych na rozszczepienie wargi szczeki/podniebienia,
ktdrzy jeszcze nie byli operowani sg prawie takie same jak u pacjentéw u ktérych wykonana
zostata  operacja naprawcza (brak  znamiennosci  statystycznej  pomiedzy
grupami). Ponadto uwage zwraca fakt, ze osoby zdrowe, ktére nigdy nie cierpiaty z
powodu rozszczepienia majg wartosci o okoto 30-40% wyzsze od oséb z rozszczepami
(znamiennos¢ statystyczna p<0,001). Takze tutaj dotyczy to zaréowno mediany jak i $redniej

arytmetycznej. (Rycina 11).
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Rycina 11. Analiza stezenia metaloproteinazy-9 u pacjentéw przed i po operacji

oraz w grupie kontrolnej. * p<0,001

Jeszcze inaczej przedstawia sie sytuacja w przypadku TIMP-3. Pacjenci ktérzy byli
operowani majg poziom TIMP-3 nieznacznie wyzszy w stosunku do poziomu
obserwowanego uo0sébz rozszczepem ktore jeszcze nie przeszty operacji (brak
znamiennosci statystycznej). Najciekawsze jest ze poziom TIMP-3 u pacjentéw po operacji
jest taki sam jak u oséb zdrowych ktére nigdy nie miaty rozszczepu. Tym niemniej zmiany

jakie zachodzg nie sg znamienne statystycznie i dlatego nie s3 znamienne dla schorzenia i

terapii.
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Rycina 12. Analiza stezenia tkankowego inhibitora metaloproteinazy-3 u

pacjentéw przed i po operacji oraz w grupie kontrolnej.

4.2. Ocena wystepowania MMP3, MMP i TIMP3 w rozszczepie wargi i szczeki

Ocena wspotwystepowania MMP-3, MMP-9 i TIMP-3 zrozszczepem zostata
okreslona poprzez wyliczenie czutosci i swoisto$ci diagnostycznej, dodatniej i ujemne;j
wartosci predykcyjnej (PPV, NPV) oraz mocy diagnostycznej testu, poprzez analize pola

powierzchni pod krzywg ROC (AUC).

Cut off (punkt odciecia) oceniono w oparciu o wartosé
indeksu Youdena. Cut off wyniost w przypadku MMP-3 - 365,96 pg/ml; MMP-9 —
8,23 ng/ml i TIMP-3 — 3,45 ng/ml.
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Czuto$¢ diagnostyczna, okreslajgca wspdtistnienie choroby na podstawie
dodatniego wyniku badania w grupie chorych z rozszczepem wargi i/lub podniebienia, byta
najwyzsza w przypadku MMP-9 (82,50%), nieznacznie wyzsza od MMP-3 (80,00%).
Najnizszg wartosc¢ SE wykazano w przypadku TIMP-3 (52,50%) (Rycina 13).
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Rycina 13. Czuto$¢ diagnostyczna w grupie chorych z rozszczepem wargi i/lub

podniebienia.

Swoisto$¢ oceny, dotyczgca zdolnosci wykluczenia choroby na podstawie ujemnego
wyniku badania w grupie chorych z rozszczepem wargi i/lub podniebienia, przyjeta wysokie

wartosci w przypadku wszystkich badanych parametréw (95%) (Rycina 14).
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Rycina 14. Swoistos¢ diagnostyczna w grupie chorych z rozszczepem wargi i/lub

podniebienia.
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Wartos¢ predykcyjna wyniku dodatniego (PPV), okreslajgca prawdopodobienstwo

wspodfistnienia choroby na podstawie dodatniego wyniku badania w grupie chorych z

rozszczepem wargi i/lub podniebienia, byta najwyzsza w przypadku MMP-3 (94,12%) i byta

dodatkowo wyzsza od MMP-9 (70,21%) i TIMP-3 (70,00%) (Rycina 15).
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Rycina 15. Warto$¢ predykcyjna wyniku dodatniego w grupie chorych z

rozszczepem wargi i/lub podniebienia.

Wartos¢ predykcyjna wyniku ujemnego (NPV), okreslajagca prawdopodobienstwo

wykluczenia choroby na podstawie ujemnego wyniku badania w grupie chorych z

rozszczepem wargi i/lub podniebienia, osiggneta najwyzszg wartos¢ dla MMP-3 (82,61%),

wyzszg niz w przypadku MMP-9 (78,79%) i TIMP-3 (62,00%) (Rycina 16).
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Rycina 16. Wartos¢ predykcyjna wyniku ujemnego w grupie chorych z

rozszczepem wargi i/lub podniebienia.
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W Tabeli 5 przedstawiono wartosci z analizy funkcji ROC, dotyczace badanych
parametrow (MMP-3, MMP-9 i TIMP-3) w grupie chorych z rozszczepem wargi i/lub

podniebienia.

Najwyzszg warto$¢ AUC w wykazano w przypadku MMP-3 (0,9294) i byty to wartosci
wyzsze od MMP-9 (0,7656) i TIMP-3 (0,6700) (Rycina 17). Dodatkowo zaobserwowano, ze
AUC wszystkich badanych parametréow (MMP-3, MMP-9 i TIMP-3) byto znamiennie
statystycznie wieksze od AUC=0,5, (odpowiednio p<0,0001; p<0,0001; p=0,0053).

Tabela 5. Analiza pola pod krzywg ROC (AUC) MMP-3, MMP-9 i TIMP-3 w grupie chorych

z rozszczepem wargi i/lub podniebienia.

Badany parametr AUC SE 95% C.1.(AUC) p (AUC=0,5)
MMP-3 0,9294 0,0266 (0,877-0,982) <0,0001
MMP-9 0,7656 0,0545 (0,659-0,873) <0,0001
TIMP-3 0,6700 0,0609 (0,551-0,789) 0,0053

;:‘ e BB P S pg/m|
4a MMPS ng/ml
40% 7 TIMPS ng/ml

Rycina 17. Analiza krzywych ROC MMP-3, MMP-9 i TIMP-3 w grupie chorych z

rozszczepem wargi i/lub podniebienia.
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Czuto$¢ oceny w grupie chorych po przeprowadzonym zabiegu operacyjnym
osiggneta najwyzszg wartos¢ w przypadku MMP-9 (87,50%), wyzszg niz dla MMP-3 (72,50%)
i TIMP-3 (47,50%) (Rycina 18).
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Rycina 18. Czuto$¢ diagnostyczna w grupie chorych z rozszczepem wargi i/lub

podniebienia po zabiegu operacyjnym.

Swoisto$¢ oceny badanych parametrow (MMP-3, MMP-9 i TIMP-3) w grupie

pacjentow po operacji osiggneta takie same wartosci, réwne 65% (Rycina 19).
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Rycina 19. Swoistos¢ diagnostyczna w grupie chorych z rozszczepem wargi i/lub

podniebienia po zabiegu operacyjnym.
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Oceniajgc wartos¢ predykcyjng wyniku dodatniego w grupie pacjentéw po zabiegu
operacyjnym stwierdzono, iz byta ona najwyzsza w przypadku MMP-9 (71,43%). Pozostate
parametry osiggnety wartosci rowne 67,44% (MMP-3) i 57,58% (TIMP-3). Wartosc¢
predykcyjna wyniku ujemnego réwniez byta najwyzsza dla MMP-9 (83,87%), natomiast dla

MMP-3 i TIMP-3 wyniosta odpowiednio 70,27% i 55,32% (Rycina 20 i 21).
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Rycina 20. Warto$é¢ predykcyjna wyniku dodatniego w grupie chorych z

rozszczepem wargi i/lub podniebienia po zabiegu operacyjnym.
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Rycina 21. Wartos¢ predykcyjna wyniku ujemnego w grupie chorych z

rozszczepem wargi i/lub podniebienia po zabiegu operacyjnym.
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Wartosci analizy funkcji ROC, odnosnie badanych parametréw w grupie

chorych po zabiegu operacyjnym przedstawiono w Tabeli 6.

Najwyzszg wartos¢ AUC w grupie badanej po przeprowadzonym zabiegu otrzymano
w przypadku MMP-9 (0,7975) i byty to wartosci wyzsze od MMP-3 (0,6753) i TIMP-3
(0,5066) (Rycina 22).

Wykazano ponadto, iz wartos¢ AUC tylko dla MMP-9, identycznie jak MMP-3, byfa
znamiennie statystycznie wieksza od AUC=0,5, tj. granicy przydatnosci diagnostycznej testu

(odpowiednio: p<0,0001; p=0,0040).

Tabela 6. Analiza pola pod krzywg ROC (AUC) MMP-3, MMP-9 i TIMP-3 w grupie chorych

z rozszczepem wargi i/lub podniebienia po zabiegu operacyjnym.

Badany parametr AUC SE 95% C.1.(AUC) p (AUC=0,5)
MMP-3 0,6753 0,0609 (0,556-0,795) 0,0040
MMP-9 0,7975 0,0500 (0,699-0,896) <0,0001
TIMP-3 0,5066 0,0661 (0,377-0,636) 0,9209
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Rycina 22. Analiza krzywych ROC MMP-3, MMP-9 i TIMP-3 w grupie chorych z

rozszczepem wargi i/lub podniebienia po zabiegu operacyjnym.
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5. DYSKUSJA

Rozszczepy wargi i/lub podniebienia pojawiajg sie najczesciej na skutek zaburzen
embriogenezy miedzy 4. — 7. oraz 5. — 12. tygodniem cigzy. Sg one najczestszg wada
wrodzong w obrebie twarzoczaszki, dotykajgcg okoto 1 na 700 zywych urodzen na catym
Swiecie w ciggu roku. Zostaty one podzielone na rozszczep wargi, z rozszczepem
podniebienia lub bez rozszczepu i wylacznie rozszczep podniebienia. Czesto$é
wystepowania tej choroby rdzni sie w zaleznosci od pochodzenia, Azjaci sg populacjg
najczesciej dotknietg tym schorzeniem (1 na 500 zywych urodzen), nastepnie jest rasa
kaukaska (1 na 1000 zywych urodzen, natomiast populacje afrykanskie wykazujg najnizsze
wskazniki zachorowalnosci (1 na 2 500 zywych urodzen). Wystepowanie CLP rézni sie takze
w zaleznosci od ptci, przy czym CLP wystepuje czesciej u mezczyzn niz u kobiet, natomiast
CP czesciej u kobiet (102-105). Przeprowadzone liczne badania kliniczne wskazujg, iz
powstawanie rozszczepow podniebienia pierwotnego i wtdrnego jest uwarunkowane
genetycznie, jednak mimo identyfikacji tych gendw, ich etiologia nie jest do korica poznana.
Dotychczasowe badania genetyczne pozwolity na zidentyfikowanie kilku gendéw, ktére
mogg odgrywac znaczacg role w przypadku rozszczepdw jamy ustnej (106). Sposrdd nich
szczegblne znaczenie zwraca sie na MSX1, IRF6, FOXE1, MAFB, WNT3, WNT9B, CRISPLD2,
FGFR1, FGF8, BMP4 i region chromosomu 8q24. Ponadto sugerowano rowniez istotng role

w przypadku innych genéw np. TGF-B3, TGF-a, MMP-3, VAX1, ABCA4, AXIN2 (4, 107).

Wiekszos¢ rozszczepdw (ponad 60%) jest wywotana dziataniem wielu czynnikéw i
dziedziczona w sposéb wielogenowy (13). W tym typie dziedziczenia cecha moze ujawnié
sie w przypadku wystepowania okreslonej puli gendw lub w momencie zadziatania
odpowiedniego czynnika srodowiskowego. Do tych czynnikdw zalicza sie m.in. uzywki,
niektore leki oraz choroby matki pojawiajgce siew poczgtkowym okresie cigzy
(niedozywienie, choroby metaboliczne, infekcje wirusowe gérnych drég oddechowych,

stany chorobowe z towarzyszgcg podwyzszong temperaturg ciatfa, zatrucia) (4).

U ludzi proces morfogenezy potgczenia warg i podniebienia jest scisle regulowany

m.in. poprzez wspodtprace réznych czgsteczek sygnatowych. Potgczenie gérnej wargi sprzyja
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tworzeniu sie podniebienia, dlatego nieprawidtowosci zachodzace na tym etapie moga
wtérnie wptywac na potaczenie podniebienia (108). Dodatkowo stwierdza sie, iz rozszczepy
jamy ustnej sg wywotane przez wiele czynnikéw genetycznych i srodowiskowych. Istniejg
rozne czynniki $Srodowiskowe, ktére powodujg zmiany w specyficznych biatkach
sygnatowych i tym samym indukujg rozszczep wargi i/lub podniebienia. MMPs i TIMPs sg
szeroko wyrazane podczas rozwoju embrionalnego. Te enzymy proteolityczne,
odpowiedzialne za niszczenie macierzy zewnatrzkomoérkowej moga uczestniczyé w procesie
rozszczepu wargi i/lub podniebienia (2, 109). Kontrolowana przebudowa macierzy jest wiec
waznym etapem morfogenezy czaszkowo-twarzowej. Badania przeprowadzone na modelu
zwierzecym wskazujg, iz MMPs i TIMPs sg potencjalnymi kandydatami na markery w
rozszczepach wargi i/lub podniebienia. W przypadku zaktécenia réwnowagi
miedzy MMPs a TIMPs dochodzi do rozwoju wad wrodzonych, takich jak np. CLP (110).
Przedstawione biatka, mimo iz majg istotny udziat w morfogenezie struktur czaszkowo-

twarzowych, nie byty szeroko badane w prébkach sliny uzyskanych od pacjentéw.

Dlatego tez, celem niniejszej pracy doktorskiej byta ocena stezenia MMP-3 i MMP-
9 oraz ich inhibitora TIMP-3 w $linie dzieci z rozszczepami twarzoczaszki w poréwnaniu ze
stezeniem tych MMPsi inhibitora u pacjentdéw po zabiegu operacyjnym z powodu
wady rozszczepowej, jak i u dzieci bez wady rozszczepowej. Przydatnos¢ diagnostyczng
badanych parametréw okreslono na podstawie wyliczenia wskaznikéw diagnostycznych,
takich jak: czuto$é diagnostyczna, swoistos¢ diagnostyczna, a takze wartosci predykcyjne
wyniku dodatniego i ujemnego (PPV, NPV). Dodatkowo oceniono moc diagnostyczng badan

w oparciu o analize pola pod krzywg ROC (AUC).

Badane parametry (MMP-3, MMP-9, TIMP-3) zostaty oznaczone za pomocg metody
immunoenzymatycznej ELISA, ktéra jest powszechnie stosowana i charakteryzuje sie

wysokg czutoscig i swoistoscia.

Grupe badang podzielono na dwie podgrupy, gdzie pierwszg z nich stanowito 40
pacjentdw z rozpoznanym rozszczepem twarzoczaszki, natomiast drugg — pacjenci po

przeprowadzonym zabiegu operacyjnym z powodu rozszczepu wargi i/lub podniebienia lub
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po zakoriczonym leczeniu chirurgicznym. Uzyskane wyniki badan poréwnano z wynikami w

grupie kontrolnej tj. u pacjentéw bez rozszczepu twarzoczaszki (40 pacjentéw).

Na podstawie uzyskanych wynikéw wykazano ze pacjenci z rozszczepem wargi i/lub
podniebienia (nieoperowani) mieli wyzisze stezenia MMP-3 u w pordéwnaniu z grupg
kontrolng. Ponadto stwierdzono ze wartosci stezen MMP-9 i TIMP-3 u pacjentéw jeszcze
nie operowanych byty nizsze niz w grupach kontrolnych. Nie istniejg poréwnawcze prace
badawcze oceniajace stezenia MMPs i ich inhibitorow w prébkach sliny od pacjentéw z
rozszczepami wargi i/lub podniebienia. W ostatnich latach szczegdlnie interesujgce wydaje
sie wykorzystanie sliny w diagnostyce laboratoryjnej. Zaletg tego materiatu biologicznego
jest jego tatwe i nieinwazyjne pobieranie. Wiele zwigzkdw chemicznych, hormondw a takze
toksyn mozna zidentyfikowac¢ w slinie. Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej
rowniez mogg byé wykrywane w tym materiale biologicznym. Jednak dostepne dane
literaturowe analizujg ekspresje lub odmiany polimorficznych promotoréw genéw
kodujgcych MMPs w przebiegu CLP. U ludzi odnotowano znaczgce powigzania miedzy
polimorfizmami w genach MMPs i TIMPs a rozszczepami wargi i/lub podniebienia (111-
113). W badaniach przeprowadzonych przez Letra i wsp. (101) zaobserwowano zwigzek
miedzy polimorfizmem promotora genu kodujgcego MMP-3 a wystepowaniem rozszczepu
wargi i podniebienia, natomiast nie wykazano istotnego zwigzku z polimorfizmem
promotora MMP-1. Ponadto stwierdzono, iz polimorfizmy genédw MMPs mogg by¢ dobrymi
kandydatami jako czynniki genetyczne w przebudowie ECM w przebiegu rozszczepu wargi i
podniebienia. Dodatkowo polimorfizm promotoréw gendéw MMPs, ktére majg istotne
znaczenie w rozwoju twarzoczaszki moze pozwoli¢ na wyjasnienie etiopatogenezy
wad rozszczepowych, jednak wymaga to przeprowadzenia doktadniejszych badan (101). W
pdzniejszych badaniach tych naukowcdéw oceniono 45 polimorfizmdédw obejmujgcych
biologicznie istotne geny MMPs i TIMPs pod wzgledem ich zwigzku z CLP. Wykazano istotne
statystycznie powigzanie dla wariantow MMP-3 (rs3025058, rs522616) i TIMP-
2 (rs8179096) w przebiegu CLP (112). Ponadto badacze sugerujg, iz TIMP-4 i MMP-9 sg
gtownymi biatkami regulatorowymi przebudowujgcymi ECM wyrazanymi w tkankach btony

Sluzowej jamy ustnej dotknietych CLP. Wykazano, iz w prdébach tkanek od pacjentéw z
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dwustronnym CLP byto mniej komdrek z dodatnig ekspresja TIMP-4 i MMP-9, a takze
catkowita liczba komédrek z dodatnig ekspresjg tych biatek wykazata znaczacy spadek u
pacjentow z dwustronnym CLP w poréwnaniu z jednostronnym
CLP (114). Krivicka i wsp. (115) réwniez ocenili ekspresje MMP-9 w prébkach tkanek
pobranych od pacjentéw z rozszczepem wargi i podniebienia. Zaobserwowali, iz badany
materiat charakteryzuje sie bardziej wyrazng ekspresjg MMP-9 i TIMP-2, co moze Swiadczy¢
0 zaangazowaniu tych biatek w proces przebudowy tkanki w przebiegu CLP. Dodatkowo,
ekspresja MMP-9 nieznacznie dominowata i zostata réwniez stwierdzona w komdrkach
nabtonkowych. W badaniach immunohistochemicznych wykazano, iz MMP-9 takze ulega
ekspresji w czasie rozwoju podniebienia (116). W badaniach innych naukowcéw oceniono
rowniez ekspresje innych MMPs, ktore mogg wykazywaé znaczenie w przebiegu
CLP. Smane-Filipova i wsp. (114) ocenili ekspresje wybranych MMPs i TIMPs u dzieci z
rozszczepem wargi i podniebienia. Badanie ekspresji tych biatek w prdobkach tkanek
uzyskanych od pacjentéw z CLP moze przyczynic¢ sie do zrozumienia etiopatogenezy tej
choroby. Wyniki tych badan wskazujg, iz zwiekszona ekspresja MMP-2 i TIMP-2 w tkankach
btony sluzowej jamy ustnej pacjentéw z CLP wskazuje na udziat tych czynnikéw w regulacji
migracji komoérek podczas remodelingu ECM, niezaleznie od réznych rodzajéw
rozszczepow. Dodatkowo podwyziszong ekspresje MMP-2 stwierdzono w komérkach
nabtonkowych pacjentéw z jednostronnym CLP. Omdwione wyniki mogg wskazywac na
istotny udziat szlaku MMP-2/TIMP-2 w przebudowie ECM, bezposrednio zwigzanym z
CLP (114).

W przeprowadzonych badaniach oceniajgc stezenia wszystkich badanych
parametréow stwierdzono, iz zmniejszaty sie one po przeprowadzeniu operacji, jednak
réznica istotna statystycznie dotyczyta MMP-3 i TIMP-3. Ponadto stwierdzono, iz stezenia
MMP-3 byly wyisze u pacjentow poddanych zabiegowi operacyjnemu w porownaniu z
kontrolg, natomiast stezenia MMP-9 byty nizsze. Gongalvesiwsp. (117) w swoich
badaniach ocenili zmiany wartosci MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-8, MMP-9, MMP-12 i
MMP-13 przed i po leczeniu standw chorobowych przyzebia. Wykazali wyisze

poziomy MMPs u oséb z aktywng chorobg zapalng przyzebia, a takze spadek tych wartosci
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po zastosowaniu leczenia. Uzyskane wyniki badan wskazujg na rzetelnosc i skutecznosé
oznaczen MMPs w $linie oraz zdolnos¢ do kontrolowania procesu leczenia. Dodatkowo
ztosliwe choroby jamy ustnej rdéwniez charakteryzujg sie podwyzszonym
poziomem MMPs (118, 119). Shpitzer i wsp. (120) zaobserwowali wyzsze stezenie MMP-9
w  Slinie  pacjentéow z  rakiem jezyka w  poréwnaniu z  osobami
zdrowymi. Popat i wsp. (121) ocenili réwniez stezenia innych MMPs i TIMPs u pacjentow z
chorobami przyzebia. Wykazali znacznie podwyzszone wartosci MMP-1 i obnizone wartosci
TIMP-1 w grupie 0s6b z zapaleniem przyzebia. Ponadto zaobserwowali, iz po wyzdrowieniu
pacjenta nastgpit spadek stezenia MMP-1 oraz wzrost stezenia TIMP-1 do wartosci, ktore

wczesniej zostaty przedstawione w grupie kontrolne;.

Nie sg dostepne inne dane literaturowe oceniajgce korelacje miedzy badanymi
parametrami u pacjentéw z CLP. Dodatkowo w przeprowadzonych badaniach dokonano
oceny przydatnosci diagnostycznej MMP-3, MMP-9 i TIMP-3 w grupach badanych. W
przypadku czutosci diagnostycznej, zaréwno u pacjentow przed jak i po przeprowadzonym
zabiegu operacyjnym, najwyzisze wartosci uzyskano dla MMP-9. Natomiast oceniajgc
swoisto$¢ diagnostyczng wykazano, iz wszystkie badane parametry charakteryzowaty sie
takimi samymi wartosSciami. Otrzymane wyniki mozna poréwna¢ z doniesieniami
naukowymi w innych chorobach w obrebie twarzoczaszki. Shpitzer i wsp. (120) w swoich
badaniach u pacjentow z rakiem jezyka wykazali wysokie wartosci czutosci w przypadku
MMP-9 (100%), natomiast swoisto$¢ osiggneta wartos¢ rdwng 79%. Ponadto w niniejszej
rozprawie doktorskiej otrzymane wyniki analizy pola pod krzywg ROC (AUC) wykazaty
najwyzsze wartosci dla MMP-3 w przypadku pacjentéw z rozszczepem wargi i/lub
podniebienia. Natomiast w grupie oséb po przeprowadzonym zabiegu operacyjnym,
wartosci te byty najwyzsze dla MMP-9. Stott-Miller i wsp. (122) przeprowadzili badania na
grupie pacjentow z rakiem ptaskonabtonkowym jamy ustnej i zaobserwowali, iz MMP-3
rowniez wykazata wysokie wartosci AUC. Dodatkowo stwierdzono, iz wartosci ekspresji
tkankowej w przypadku MMP-3 dobrze korelowaty ze stezeniami tego biatka w Slinie

pacjentéw z nowotworem jamy ustne;j.
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Podsumowujac catg rozprawe doktorskg nalezy podkresli¢, iz przeprowadzone
badania dotyczagce MMP-3 i MMP-9 u pacjentéw z rozszczepem wargi i/lub

podniebienia, sugerujg ze enzymy te mogg odgrywac role w patogenezie tego schorzenia.
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6. WNIOSKI

1. Leczenie chirurgiczne przywracajgce poprawne stosunki anatomiczne powoduje ze
wartosci MMP-3 osiggajg taki sam poziom jak u oséb zdrowych. Ten fakt dowodzi

ze MMP-3 bierze w udziat patogenezie rozszczepow wargi i/lub podniebienia.

2. Wyniki tej pracy wskazujg takze na zwigzek pomiedzy stezeniem MMP-9 i
rozszczepem wargi i/lub szczeki i podniebienia, sugerujgc ze moze odgrywac role

w patologii tego schorzenia.

3. TIMP-3 nie wykazuje odchylen od poziomu obecnego u oséb zdrowych i nie ulega

zmianie po leczeniu chirurgicznym, tym samym wydaje sie nie braé¢ udziatu w

patologii rozszczepdw.
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8. STRESZCZENIE

Rozszczepy wargi i/lub podniebienia stanowia jedng z najczesciej wystepujgcych
wrodzonych anomalii rozwojowych twarzoczaszki. W wiekszosci przypadku jest to wada
wrodzona o skomplikowanej etiologii, wykazujgca wieloczynnikowy model dziedziczenia,
obejmujacy zaréwno genetyczne jak i Srodowiskowe czynniki ryzyka. Istnieje wiele
czynnikéw srodowiskowych, ktére powodujg zmiany w specyficznych biatkach sygnatowych
i tym samym indukujg rozszczep wargi i/lub podniebienia. Do jednych z nich mozna
zaliczy¢ MMPs i TIMPs,  ktére sg  odpowiedzialne za  niszczenie  macierzy

zewnatrzkomorkowej i mogg uczestniczy¢ w procesie rozszczepu wargi i/lub podniebienia.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byta ocena stezenia metaloproteazy -3 i -9 i ich
inhibitora TIMP-3 w $linie dzieci z rozszczepami twarzoczaszki w poréwnaniu ze stezeniem
tych MMPs i inhibitora u pacjentéw operowanych z powodu wady rozszczepowej jak i u
dzieci bez wady rozszczepowe]j. Dodatkowo oceniono przydatno$é diagnostyczng badanych
parametréw w oparciu o wyliczenie czutosci i swoistosci diagnostycznej, dodatniej i ujemnej

wartosci predykcyjnej (PPV, NPV) oraz mocy diagnostycznej testu.

Badaniami objeto dwie podgrupy pacjentéw, gdzie pierwszg z nich stanowito 40
pacjentow z rozpoznanym rozszczepem twarzoczaszki i/lub tkanek miekkich, natomiast
druga — pacjenci po przeprowadzonym zabiegu operacyjnym z powodu rozszczepu wargi
i/lub podniebienia. Grupe kontrolng stanowito 40 pacjentow bez rozszczepu

twarzoczaszki.

Badane parametry (MMP-3, MMP-9, TIMP-3) zostaty oznaczone w $linie za pomoca
metody immunoenzymatycznej ELISA, ktdra jest powszechnie stosowana i charakteryzuje

sie wysokg czutoscig i swoistoscia.

Na podstawie analizy wynikéw badan wykazano, ze pacjenci z nieleczonym
rozszczepem wargi i/lub podniebienia mieli wyzsze stezenia MMP-3 w poréwnaniu z grupg
kontrolng. Ponadto stwierdzono, ze wartosci stezen MMP-9 i TIMP-3 u pacjentéw
nie operowanych byty nizsze niz w grupach kontrolnych. Dodatkowo, oceniajgc stezenia
wszystkich badanych parametréw zaobserwowano, iz zmniejszaty sie one po
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przeprowadzeniu operacji, jednak réznica istotna statystycznie dotyczyta MMP-3 i TIMP-3.
Ponadto stwierdzono, iz stezenia MMP-3 byty wyzsze u pacjentow poddanych zabiegowi
operacyjnemu w porownaniu z kontrolg, natomiast stezenia MMP-9 byly nizsze.
Zaobserwowano rowniez wysokg swoistos¢ diagnostyczng wszystkich badanych
parametréow. Najwyzszg mocg diagnostyczng badan w przypadku pacjentéw z rozszczepem
wargi i/lub podniebienia cechowaty sie oznaczenia MMP-3. Natomiast w grupie oséb po

przeprowadzonym zabiegu operacyjnym, wartosci te byly najwyzsze dla MMP-9.

Przedstawione wyniki wskazujg na udziat MMP-3 w procesach patologicznych

dotyczacych rozszczepdw wargi i/lub podniebienia.
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9. STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

Cleft lip and/or palate are one of the most common congenital facial cranial
anomalies. In most cases, it is a congenital malformation with a complicated etiology,
showing a multifactorial inheritance model that includes both genetic and environmental
risk factors. There are many environmental factors that cause changes in specific signal
proteins and thus induce cleft lip and / or palate. One of them includes MMPs and TIMPs,
which are responsible for the destruction of the extracellular matrix and can participate in
the cleft process of the lip and / or palate.

The aim of this work was to measure the concentration of metalloprotease -3 and
-9 and their TIMP-3 inhibitor in the saliva of children with craniofacial cleft compared to the
concentration of these MMPs and the inhibitor in patients after surgery due to a innate
cleft defect and children without a cleft defect. Additionally, the diagnostic usefulness of
the tested parameters was assessed based on the calculation of diagnostic sensitivity and
specificity, positive and negative predictive values (PPV, NPV) and diagnostic test power.
The study included two subgroups of patients, the first of which was 40 patients with
diagnosed craniofacial cleft, while the second - patients after surgery due to cleft lip and /
or palate or after surgery. The control group consisted of 40 patients without craniofacial
cleft.

The tested parameters (MMP-3, MMP-9, TIMP-3) were determined in saliva using
the enzyme-linked ELISA method, which is widely used and is characterized by high
sensitivity and specificity. Based on the analysis of test results, it was shown that patients
with untreated cleft lip and / or palate had higher MMP-3 levels compared to the control
group. In addition, it was found that MMP-9 and TIMP-3 values in patients not yet operated
were lower than in the control groups. In addition, when assessing the concentrations of all
the parameters examined, it was found that they were lower after the surgery. However
this phenomenon was statistically significant only in the case of MMP-3 and TIMP-3. In
addition, MMP-3 levels were found to be higher in patients after surgery compared to
controls, while MMP-9 levels were lower. Assessing diagnostic sensitivity, it was shown that

it was the highest for MMP-9 both in patients before and after surgery. High diagnostic
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specificity was also observed for all tested parameters. MMP-3 determinations had the
highest diagnostic power in the case of patients with cleft lip and / or palate. However, in
the group of people after surgery, these values were the highest for MMP-9.

The presented results indicate that MMP-3 is involved in etiology of congenital cleft

lip and/or palate.
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10. SPIS RYCIN

Rycina 1. Klasyfikacja rozszczepdéw wargi i podniebienia wedtug Kernahana.

Zmodyfikowano na podstawie (34).

Rycina 2. Lokalizacja anatomiczna duzych i matych gruczotéw slinowych (kolor

fioletowy) (45).
Rycina 3. Proces powstawania $liny (45).
Rycina 4. Struktura domen MMPs (65).

Rycina 5. Struktura przestrzenna TIMP-3 przedstawiajgca wzgledne pozycje

jedenastu reszt aminokwasowych (72).
Rycina 6. Rola metaloproteinaz w procesach biologicznych organizmu (77).
Rycina 7. Poréwnanie budowy MMPs. Budowa strukturalna MMP-3 i MMP-9 (81).
Rycina 8. Udziat metaloproteinaz w procesie odontogenezy.

Rycina 9. Schemat metody ELISA do oznaczania badanych parametréw

(opracowanie wtasne).

Rycina 10. Analiza stezenia metaloproteinazy-3 u pacjentéw przed i po operacji oraz

w grupie kontrolnej. * p<0,001

Rycina 11. Analiza stezenia metaloproteinazy-9 u pacjentéw przed i po operacji oraz

w grupie kontrolnej. * p<0,001

Rycina 12. Analiza stezenia tkankowego inhibitora metaloproteinazy-3 u pacjentow

przed i po operacji oraz w grupie kontrolne;j.

Rycina 13. Czutos$¢ diagnostyczna w grupie chorych z rozszczepem wargi i/lub

podniebienia.

Rycina 14. Swoistos$¢ diagnostyczna w grupie chorych z rozszczepem wargi i/lub

podniebienia.
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Rycina 15. Wartos¢ predykcyjna wyniku dodatniego w grupie chorych z rozszczepem

wargi i/lub podniebienia.

Rycina 16. Warto$¢ predykcyjna wyniku ujemnego w grupie chorych z rozszczepem

wargi i/lub podniebienia.

Rycina 17. Analiza krzywych ROC MMP-3, MMP-9 i TIMP-3 w grupie chorych z

rozszczepem wargi i/lub podniebienia.

Rycina 18. Czutos$¢ diagnostyczna w grupie chorych z rozszczepem wargi i/lub

podniebienia po zabiegu operacyjnym.

Rycina 19. Swoistos¢ diagnostyczna w grupie chorych z rozszczepem wargi i/lub

podniebienia po zabiegu operacyjnym.

Rycina 20. Wartos¢ predykcyjna wyniku dodatniego w grupie chorych z rozszczepem

wargi i/lub podniebienia po zabiegu operacyjnym.

Rycina 21. Wartos$¢ predykcyjna wyniku ujemnego w grupie chorych z rozszczepem

wargi i/lub podniebienia po zabiegu operacyjnym.

Rycina 22. Analiza krzywych ROC MMP-3, MMP-9 i TIMP-3 w grupie chorych

z rozszczepem wargi i/lub podniebienia po zabiegu operacyjnym.
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11. SPIS TABEL

Tabela 1. Czesto$¢ wystepowania rozszczepdw wargi i/lub podniebienia na terenie
wojewddztw objetych Polskim Rejestrem Wrodzonych Wad Rozwojowych w latach 2005-
2006 (na 10 000 urodzen) (36).

Tabela 2. Podziat metaloproteinaz macierzy zewngtrzkomaérkowej (61).
Tabela 3. Podziat metaloproteinaz na podstawie specyfiki substratowej (63).

Tabela 4. Stezenie MMP-3, MMP-9 i TIMP-3 w pacjentow z rozszczepami wargi i/lub

podniebienia i u 0séb zdrowych.

Tabela 5. Analiza pola pod krzywg ROC (AUC) MMP-3, MMP-9 i TIMP-3 w grupie

chorych z rozszczepem wargi i/lub podniebienia.

Tabela 6. Analiza pola pod krzywg ROC (AUC) MMP-3, MMP-9 i TIMP-3 w grupie

chorych z rozszczepem wargi i/lub podniebienia po zabiegu operacyjnym.
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