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Abstract

Amag: Klinik olarak enfeksiyonu gosterilemeyen preterm prematiir
membran riiptiri (PPROM) vakalarinda fetal membranlarda
matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) aktivitesinde lokal veya
jeneralize bir artis olup olmadiginin belirlenmesi amaglanmustir.

Gerec ve Yontemler: Calisma grubuna 26-37 gebelik haftas1 arasinda
PPROM tanist konan 8 hasta dahil edildi. PPROM grubundaki
hastalarin ates, tasikardi, lokositoz, C-reaktif protein (CRP),
servikovajinal kiiltiir gibi enfeksiyon parametrelerine bakilarak,
enfeksiyon bulgusu olmayanlar ¢alismaya dahil edildi. Kontrol
grubuna obstetrik endikasyonlar ile sezaryene alinan ve aktif
dogum eyleminde olmayan 8 hasta dahil edildi. Membran or-
nekleri 3 farkli zondan (servikal, midzon, periplasental) alinarak
ELISA yontemiyle MMP-9 calisildi.

Bulgular: Servikal bolgedeki (perforasyon bolgesi civari) ortalama MMP-
9 konsantrasyonu hasta grubunda 2.10 pgr/gram protein (0.69-4.87
pgr/gram protein) olup kontrol grubundaki MMP-9 miktar1 0.64
pgr/gram protein (0.29-1.97 pgr/gram protein) idi. Servikal bolge-
deki MMP-9 miktar1 kontrol bolgesinden yaklasik 4 kat fazla yiik-
sekti ve istatistiksel olarak anlamli bulundu (p: 0.016). Periplasental
ve midzon bolgelerinde her 2 grupta MMP-9 konsantrasyonu ara-
sinda istatistiksel olarak anlamh fark yoktu.

Sonu¢: MMP-9’un servikal riiptiir bolgesi civari lokal aktivasyonu,
enfeksiyonu olmayan gebeliklerde PPROM ile iligkili olabilir.

Anahtar Kelimeler: Preterm prematiir membran riiptiirii (PPROM),
matrik metalloproteinazlari
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Objective: To examine whether or not a local or generalized increase
in matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) activity is associated
with preterm premature rupture of membranes (PPROM) in
cases in which infection is excluded.

Material and Methods: Women (n= 8) with pregnancies at 26-37
weeks gestation complicated by PPROM with no evidence of
concurrent infection were included in study group. Pregnant
women (n= 8) with obstetric indications for cesarean delivery at
term gestation who are not in active labor were involved as con-
trol group. Infection was excluded by clinical parameters (body
temperature, C-reactive protein, white blood cell count, eryth-
rocte sedimentation rate) and by microbiological screening of
membrane swabs. Fetal membrane samples were collected from
3 zones (cervical, midzone, periplacental) MMP-9 activity was
measured by ELISA method.

Results: Mean MMP-9 concentration in cervical region was 2.10
pgr/gram protein (0.69-4.87 pgr/gram protein) in PPROM
group and 0.64 pgr/gram protein (0.29-1.97 pgr/gram protein)
in control group. This difference was statistically significant (p:
0.016). No statistically significant difference was observed in
periplacental or midzonal region between groups.

Conclusion: Local activation of MMP-9 around the rupture zone may
lead to PPROM in gestations which intraamniotic infection is
not evident.

Key Words: Fetal membranes, premature rupture,
matrix metalloproteinases

reterm  prematiir membran  riiptiirii
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gebeliklerin %1-4’{inde goriiliir ve preterm dogum-
larin %20-50’sine neden olur.'?

PPROM preterm dogumlara en sik neden olan
etiyolojik faktordiir. PPROM’a bagli neonatal
morbidite ve mortalite hala ciddi perinatal problem-
ler olmaya devam etmektedir. Enfeksiyon bagsta
olmak iizere bircok eksojen ve endojen faktor
PPROM etiyolojisinde rol oynamaktadir. Subklinik
enfeksiyon, vakalarmn %20-50"sinde saptanmistir.”*
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Insan amnionu; her biri gebelik kesesinin bii-
tiinliigii ve fiziksel streslere direnci acgisindan belli
rollere sahip 5 tabakadan olusmustur.’” Koryon
zar1 amniondan daha kalin 3 tabakadan olusmasi-
na ragmen, membranin tensil kuvveti amniyon
tabaka tarafindan saglanir.”® Fetal membranlarin
biitlinliigii, yeterli gerilim kuvvetini korumalarina
baghdir. Membranlarda kollajen iceriginin azal-
masi, yapisinin degismesi ve kollajenolitik aktivi-
tenin artmast membran riiptiirii ile iliskili bulun-
rnus‘[ur.7 Matriks metalloproteinazlar (MMP)
kollajen katabolizmasindan primer olarak sorum-
ludur.*®* Gebeligin ilerlemesine bagli olarak olu-
san hacim artis1 ve intrauterin basincin artmasi,
fetal membranlarda programli bir kollajenolitik
yeniden yapilanma siirecinin devamli olarak isle-
mesine siirec, fetal
membranlarin gebelik ilerledikce artan gerilme
kuvvetine dayanikliligim arttirir ve MMP’ler tara-
findan meydana getirilir. MMP’ler matriksinler
olarak da bilinir ve ekstraseliiler matriksin

7.9
neden olur.” Bu

embriyogenez, remodeling ve doku rezorpsiyonu
gibi siirecler icin yikimmi gergeklestirirler.'""
Omurgalilarda su ana kadar 20 adet MMP tanim-
lanmistir, Her bir MMP spesifik bir substrati par-
calar. Onceki calismalar MMP’nin, amniyotik
membranin fizyolojik ve patolojik riiptiiriinde rol
oynadigim  gostermisti.'>”  Menon ve ark.,
PPROM’un, MMP’lerin konagin inflamatuvar
yanitina bagli olarak aktive oldugu bir endojen
ototoksik hastalik oldugunu 6ne siirmiislerdir.*”
Biz bu calismamizda; klinik olarak enfeksiyonu
gosterilemeyen vakalarda, fetal membranlarda
MMP-9 aktivitesinde lokal veya jeneralize bir
art1s olup olmadiginm belirlemeyi amacladik.

Gerec ve Yontemler

Bu c¢alisma protokolii Zekai Tahir Burak Ka-

din Sagligi1 ve Hastaliklar1 Hastanesi Egitim Plan-
lama Kurulu tarafindan onaylanmustir.

Hasta se¢imi: Calisma grubuna 26-37 gebelik
haftas1 arasinda PPROM tanis1 konan 8 hasta dahil
edildi. PPROM grubundaki hastalarin ates, tasikar-
di, 16kositoz, C-reaktif protein (CRP) gibi enfeksi-
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yon parametrelerine bakilarak, enfeksiyon bulgusu
olmayanlar ¢alismaya dahil edildi. Kontrol grubu-
na obstetrik endikasyonlar ile sezaryene alinan ve
aktif dogum eyleminde olmayan 8 hasta dahil edil-
di.

Orneklerin toplanmasi: Membran ornekleri
bebegin dogumundan sonraki 5-10 dakika icinde
Babcock klip kullanilarak alindi. Klibin dudaklari
arasinda kalan dokular birakilarak klibin yaklagik
2-3 cm® etrafindan doku ornekleri alindi. Doku
ornekleri; servikal bolge (S) (riiptiir bolgesi),
midzon bolge (M), periplasental bolge (P) olmak
tizere 3 farkli bolgeden elde edildi. Periplasental
bolge ornekleri riiptiir bolgesinden 10-12 cm uzak-
Iiktan alindi. Midzon bdlgesi, riiptiir bolgesi ile
periplasental bolgenin ortasindaki alan olarak be-
lirlendi. Alinan ornekler herhangi bir kimyasal
madde eklenmeden kaplara konarak -80°C’de mu-
hafaza edildi.

Biyokimyasal calisma: Doku 6rneklerindeki
MMP-9 konsantrasyonu ELISA yontemi kullani-
larak calisilmistir. MMP-9 spesifik monoklonal
antikorlar bir mikrolam {izerine dnceden yerlesti-
rildi. Standartlar ve Ornekler pipetle tiip igine
konuldu. Yikama sonrasi tiip i¢ine enzim-linked
poliklonal antikora spesifik MMP-9 ilave edildi.
Baglanmamis antikor enzim ayiraci, bir substrat
soliisyonu tiipe eklendi ve renk olusumu total
MMP-9 miktarina bagli olarak ilk basamakta ge-
listi. Renk degisimi durdurularak yogunluk ol¢iil-
dii.

SPSS 11.5
(Statistical Package for Social Sciences Chicago,
USA) paket programinda yapildi. Olciim yoniinden
gruplar arasi karsilasirmada Mann Whitney U
testi, grup i¢i karsilastirmalarda ise Friedmann testi
kullanildi. p< 0.05 degeri istatistiksel olarak an-
lamli kabul edildi.

Verilerin istatistiksel analizi

Bulgular
Bu calismada toplam 16 hastanin amniyon
zarlarindaki 3 farkli bolgede ELISA yontemiyle
MMP-9 miktar1 6l¢iildii. Periplasental bolgedeki
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Tablo 1. MMP-9 6lctimlerinin (pgr/gram protein) gruplar aras1 ve grup i¢i karsilastirmalart.

Kontrol Grubu

Hasta Grubu

Ortanca Minimum Maksimum

Ortanca Minimum Maksimum  p* degeri

S bolgesi 0.64 0.29 1.97
P bolgesi 1.22 0.25 441
M bolgesi 0.59 0.14 1.06
p** degeri 0.197

2.10 0.69 4.87 0.016
1.72 0.46 5.49 0.294
1.87 0.24 5.26 0.208
0.325

* Gruplar aras1 kargilagtirma
** Grup ici karsilagtirma

MMP-9 konsantrasyonu PPROM grubunda
1.72 pgr/gr protein (0.46-5.49 pgr/gr protein)
iken kontrol grubunda ayni bolgedeki MMP-9
miktar1 1.22 pgr/gr protein (0.25-4.41 pgr/gr
protein) idi. Hasta grubu ile kontrol grubu ara-
sinda istatistiksel olarak bir fark bulunamadi (p:
0.294) (Tablo 1). Midzon bolgesindeki MMP-9
konsantrasyonu PPROM grubunda 1.87 pgr/gr
protein (0.24-5.26) iken kontrol grubunda MMP-
9 konsantrasyonu 0.59 pgr/gr protein (0.14-1.06
pgr/gr protein) olarak olciildii. Midzon bdlgesin-
deki MMP-9 miktar1 kontrol bolgesine gore kli-
nik olarak 3 kat artis gOsterse de istatistiksel ola-
rak anlamli degildi (p: 0.208). Servikal bolgedeki
(perforasyon bolgesi civart) MMP-9 konsantras-
yonu hasta grubunda 2.10 pgr/gr protein (0.69-
4.87 pgr/gr protein) olup, kontrol grubundaki
MMP-9 miktar1 0.64 pgr/gr protein (0.29-1.97
pgr/gr protein) idi. Servikal bdlgedeki MMP-9
miktar1 kontrol bolgesinden yaklasik 4 kat yiik-
sekti ve istatistiksel olarak anlamli bulundu (p:
0.016) (Sekil 1).

Sonug¢

MMP, kollajen katabolizmasindan primer o-
larak sorumludur ve bu enzimler matriks parca-
lanmasinin baglica fizyolojik ve patolojik aracisi-
dir.""'* Son donemde yapilan calismalarda, gebe-
ligin devam ettirilmesinde fetal membran yapisi-
nin onemi ve MMP’lerin erken membran riiptiirii
gibi klinik durumlardaki rolil iizerinde durulmak-
tadir.*'""'*!"7 Bu calismalarda fetal membranlar-
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Sekil 1. MMP-9 6l¢iimlerinin gruplara gore dagilimi.

daki MMP’lerin endojen aktivasyonu ve bunun
sonucunda ekstraselliiller matriksin MMP’ler
tarafindan yikilmasi1 ve membranlardaki lokal
zayifliklar, erken membran riiptiirii gelismesinin

ana mekanizmast olarak kabul gdrmekte-

.. 14,15,17,18
dir.

PPROM gelisiminde eksojen ve endojen uya-
rilara kars1 konakta olusan inflamatuar yanitin rol
oynadig: diisiiniilmektedir.*”'® Muhtemelen enfek-
siyonun siddeti, siiresi ve konak cevabi klinik tab-
lonun PPROM (veya preterm eylem) seklinde geli-
secegini  belirlemektedir.”®** Bu  calismada,
PPROM ve kontrol grubundaki hastalar, klinik ve
biyokimyasal olarak enfeksiyonu olmayan hasta-
lardan secildi. Enfeksiyon bulgusu olmayan hasta-
larin calismaya dahil edilmesindeki amag; enfeksi-
yon gibi bilinen bir etiyolojinin yoklugunda MMP-
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9 aktivasyonunun PPROM ile iligkili olabilecegini
gostermekti. MMP-9 aktivitesinin, PPROM gru-
bunda S bolgesinde, kontrol grubuna gére anlaml
bir bicimde artmis oldugunu gozlemledik. Yine
ortalama MMP-9 aktivitesi M bolgesinde PPROM
grubunda, kontrol grubuna goére yaklasik 3 kat
artmis bulundu, ancak bu sonug istatistiksel olarak
anlamli degildi. Onceki calismalarda MMP-9 akti-
vasyonunun enfeksiyonu olan vakalarda PPROM’a
neden olduguna dair veriler mevcuttur.'®'® Ancak
enfeksiyon PPROM’a neden olan etiyolojik faktor-
lerden yalnizca biridir ve enfeksiyon disinda fetal
genotip gibi faktorlerin de PPROM gelisimine
katkis1 olabilecegi belirtilmistir.*****' Bizim bul-
gularimiz MMP-9 aktivasyonunun enfeksiyonu
olmayan PPROM olgularinda lokal olarak gercek-
lestigini gostermektedir ve calismamiza dahil olan
vakalarda enfeksiyon ekarte edildigi icin PPROM
gelisiminin endojen ototoksik bir siire¢ sonunda
gerceklesebilecegi goriisiinii desteklemektedir. Mc
Laren ve ark., yaptiklar1 calismada term gebelik-
lerde pro MMP-9 aktivasyonunun bolgesel farkli-
liklar gosterdigini bildirmislerdir. Bu bulgular
bizim calismamizla da uyumludur. MMP-9 akti-
vasyonunun PPROM grubunda midzon bdolgesinde
artmis olmasi, servikal bolgede baslayan MMP-9
aktivasyonunun giderek tiim membrana yayilmasi
seklinde acilanabilir. Siiphesiz PPROM olgularin-
da MMP aktivasyonun enfeksiyon disi nedenleri
izerinde daha c¢ok kontrollii deneye ihtiya¢ vardir.
Sonug olarak MMP-9’un lokal aktivasyonu, enfek-
siyonu olmayan gebeliklerde PPROM ile iliskili
olabilir.
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