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belirteclerinin diizeyleri ile preeklampsi gelisimi ve
erken dogum arasindaki iliskinin arastirilmasi
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Ozet

Amag: Oksidatif stres belirteclerinin amniyon sivisindaki konsan-
trasyonlarinin saglikli gebeler ile preeklampsi veya 34 haftadan 6n-
ce erken dogum komplikasyonu gelisen gebeler arasinda karsilas-
tirmak.

Yontem: Bu calisma Nisan 2011 ve Mayis 2012 tarihleri arasinda
Inonii Universitesi Turgut Ozal Aragtirma Merkezi'nde klinik endi-
kasyonu (ilerlemis anne yasi, trizomiler i¢in anormal goriintileme
testleri veya anne istegi) olan gebelere midtrimester amniyosentez
yapildi. Tekiz gebeligi olan toplam 182 kadin1 iceren retrospektif bir
kohort calismasi olan bu ¢alismada hastalar, arastirma amach olarak
amniyotik sivi bagislamaya davet edildiler. Gebelik sonucu, hastane
dosyalarindan veya hastalara telefon ile ulagarak toplandi. Calisma
disinda kalma kriterleri; (i) gebeligin sonucu hakkinda eksik veri, (ii)
fetal veya kromozomal anomaliler, (iii) intrauterin enfeksiyon varli-
g1, (iv) kronik hipertansiyon gibi maternal sistemik hastaliklar veya
gestasyonel diabet gelismesi idi. Amniyotik sivi 6rnekleri ultraso-
nografi egliginde transabdominal yolla alind: ve aragtrma amacryla
4-5 mL toplandi ve analiz i¢in -80°C’de saklandi. Preeklampsi tani-
s1, “International Society for the Study of Hypertension in Preg-
nancy” kriterlerine gore yapildi.

Bulgular: SOD, ADA, MPO, XO ve MDA’nin ortalama amniyo-
tik sivi konsantrasyonlar1 preeklamptik grupta kontrol grubuna
gore farkli degildi. Buna ek olarak, SOD, ADA, MPO, XO ve
MDA’nin ortalama konsantrasyonlar: erken dogum grubunda da
normal saglikli gebe kadinlarla benzer olarak bulundu.

Sonug: Oksidatif stres belirtegleri gruplar arasinda farkli bulun-
madi. Erken dogum ve preeklampsi ile oksidatif stresin amniyotik
cevredeki etkisi, bagka ¢aligmalarla incelenmelidir.

Anahtar sozciikler: Oksidatif stres, preeklampsi, erken dogum,
amniyotik sivi.

Investigation of the relationship between levels of
oxidative stress markers in the second trimester
amniotic fluid with preeclampsia and preterm delivery

Objective: To determine whether concentrations of oxidative
stress markers of amniotic fluid are different in healthy pregnant
women from pregnant women with either preeclampsia or
preterm birth before 34 weeks gestation.

Methods: This was a retrospective cohort study consisting of con-
secutive 182 pregnant women with singleton gestations undergoing
midtrimester amniocentesis for clinical indications (advanced
maternal age, abnormal screening tests for trisomies or maternal
request) in Inonti University, Turgut Ozal Research Center
between April 2011 and May 2012. Patients were invited to donate
amniotic fluid for research purposes. The pregnancy outcome was
collected by reviewing the charts of hospital or by contacting the
patients. Exclusion criteria from the study were: (i) incomplete data
about the outcome of pregnancy, (i) confirmed fetal abnormalities
or chromosomal abnormalities, (iii) presence of intrauterine infec-
tion, (iv) maternal systemic diseases such as chronic hypertension or
diagnosis of gestational diabetes mellitus. Amniotic fluid samples
were obtained by transabdominal amniocentesis and 4-5 mL was
collected for research purposes. Amniotic fluid samples were stored
at -80°C for the future analysis. Diagnosis of preeclampsia was made
according to the criteria of International Society for the Study of
Hypertension in Pregnancy.

Results: The mean amniotic fluid concentrations of SOD, ADA,
MPO, XO and MDA were not different in the preeclamptic group
from the control group. Further, the mean concentrations of
SOD, ADA, MPO, XO and MDA in the preterm group were also
similar to those in the normal healthy pregnant women.

Conclusion: The oxidative stress markers appear not to be differ-
ent among the groups. The relation of preterm birth and
preeclampsia with oxidative stress and its implication in amniotic
environment need to be addressed in further studies.

Key words: Oxidative stress, preeclampsia, preterm birth, amni-
otic fluid.
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Ikinci trimesterde amniyotik sivida oksidatif stres belirteclerinin diizeyleri ile preeklampsi gelisimi ve erken dogum

Giris

Oksidatif stresin plasenta iligkili hastaliklarin patofiz-
yolojisinde, 6zellikle preeklampsi (PE) ve erken dogum-
da anahtar rol oynadig diisiiniilmektedir."” Artmug pre-
natal ve maternal mortalite ve morbidite ile iligkili olan
preeklampsi, kadinlarin yaklagik olarak %2’sinde goriil-
mektedir.”” Preeklampsinin patogenezinin hala acik ol-
mamasina ragmen, bozulmus antioksidan aktivitenin da-
mar endoteline zarar verdigi ve preeklampsinin klinik
semptomlarina yol agabilecegi iizerinde durulmaktadir.™
Plazmada artmus oksidatif stres ve suda diisiik ¢oztintir ve
yagda ¢oziiniir antioksidan seviyelerinin preeklampsi ve
erken dogum gibi gebelik hastaliklarin patogenezinde
yer aldigr gosterilmistir."” Erken dogumda, oksidatif
stresin artmug reaktif oksijen tiirleri veya antioksidan tii-
kenmesi yoluyla kollajen dokusunda bozulmaya yol a¢ti-
g1 one siirtilmiigtiir.” Oksidatif stresin, anormal plasen-
tasyondan sorumlu olan plasental iskemi ile iligkili gebe-
likte ortaya ¢ikan hastaliklarin patogenezinde rol oyna-
digina dair artan kanitlar bulunmaktadir.®”

Bu calismanin amaci oksidatif stresin derecesini
normal saglikli gebeler ile preeklampsi ve 34 haftadan
once erken dogum komplikasyonu gelisen gebeler ara-
sinda kargilagstirmakti. Antioksidan enzim aktivitesini
(stiperoksit dismutaz, adenozin deaminaz, myeloperok-
sidaz, ksantin oksidaz) ve serbest radikalleri (malondi-
aldehit) ol¢tildi. Oksidatif stres degerlendirmesi ile do-
gumsal komplikasyon riski olan gebe kadinlar1 belirle-
meyi amacladik.

Yontem

Bu ¢aligma, Nisan 2011 ve Mayis 2012 tarihleri ara-
sinda Inonii Universitesi Turgut Ozal Aragtirma Mer-
kezi’nde klinik endikasyonu (ilerlemis anne yast, trizo-
miler i¢in anormal gériintiileme testleri veya anne iste-
gi) olan gebelere midtrimester amniyosentez yapilan,
tekiz gebeligi olan toplam 182 kadini igeren retrospek-
tif kohort ¢aligmasidir. Hastalarin takip cizelgesi Sekil
1’de verilmistir.

Hasta kayit akis semasi

182 hasta amniosentez icin basvurdu

Gebelik sonucuna
ulasilamadi (n=41)

Calismaya katilmayi kabul edenler (n=14)

Calisma disinda birakilanlar (n=54):

e Sistemik hastalik (n=12)

e Fetal intrauterin enfeksiyon ve gelisme geriligi (n=9)
e Fetal kromozom anomalisi (n=7)

e Fetal major defekt (n=8)

e 24. gestasyonel hafta 6ncesi fetal kayip (n=2)

e Uygun olmayan amnios sivisi (n=16)

Normal saglikli gebe (n=71) | | Erken dogum (n=15) | | Preeclampsi grubu (n=11)

Sekil 1. Hasta kayit semas.
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Hastalar, aragtirma amacli olarak amniyotik sivi ba-
gislamaya davet edildiler. Gebelik sonucu, hastane dos-
yalarindan veya hastalara telefon ile ulagarak toplandi.
Ornek toplanmast ve klinik verilerin toplanmasi, Inénii
Universitesi Etik Kurulu tarafindan onaylandi (Proto-
kol no: 2012/113, 17/07/2012). Ttim hastalardan imza-
I1 riza formlar1 alindi. Calisma disinda kalma kriterleri;
(i) gebeligin sonucu hakkinda eksik veri, (ii) fetal ano-
maliler veya kromozomal anomaliler, (iii) intrauterin
enfeksiyon varligi, (iv) kronik hipertansiyon gibi ma-
ternal sistemik hastaliklar veya gestasyonel diabet gelis-
mesi idi.

Amniyotik sivi 6rnekleri ultrasonografi esliginde
transabdominal yolla alindi ve aragtirma amaciyla 4-5
mL toplandi. Alinan amniyotik stvi 6rnekleri analiz i¢in
-80°C’de saklandi. Preeklampsi tanisi, “International
Society for the Study of Hypertension in Pregnancy”
kriterlerine gére yapildi."” Bunlar, daha énceden nor-
motansif olan gebelerde; 20. gebelik haftas1 sonrasinda
4 saat arayla yapilan en az iki 6l¢iimde sistolik kan ba-
sinciin =140 mmHg ve diastolik kan basmecinin =90
mmHg ile birlikte 24 saatlik idrarda protein miktarinin
300 mg’m tstiinde (24 saatlik idrar birikimi yok ise, or-
ta akim idrar 6rneklerinin 6l¢me ¢ubugunda en az 2
pozitif) olmast ile karakterizedir. Spontan dogum, do-
gumun spontan baglamasindan sonra indiikleme olma-
dan veya sezaryen operasyon olmadan vajinal dogum
olarak tanimlanmigtr. Her ne kadar erken dogum kla-
sik olarak gebeligin 37. haftasindan sonrasi olarak ta-
nimlansa da, fetal akciger gelisimi 34. gebelik haftasin-
da biiytik 6l¢iide tamamlandigr icin, biz 34. gebelik haf-
tasindan 6nce olan dogumlari erken dogum olarak ka-

bul ettik.

Biyokimyasal analizler

Biyokimyasal analizler prooksidan-antioksidan den-
gesini degerlendirmek i¢in, serbest radikal tiretimi lipid
peroksidasyon (MDA) seviyelerini olcerek belirlendi.
Biyokimya uzman klinik bilgiye kor idi. Amniyotik siv1
es hacimli etanol/kloroform karigimi (5:3, hacim:hacim
[v/v]) ile elde edildi. 5000 x g’de 30 dakika santrifijden
sonra, daha acik tst tabaka (etanol fazi) toplandi ve
SOD aktivite analizinde kullanildi. TWm preparat pro-
sediirleri 4°C’de yapildi. Toplam (Cu-Zn ve Mn) SOD
(EC 1.15.1.1) aktivitesi Sun yontemine goére belirlen-
di."" Amniyotik sivi adenozin deaminaz (ADA) aktivite-
si adenozin fazlaliginda ADA devreye girdiginde ireti-
len ammonia olusumunun indirek Slgiimiine dayanan
Giuisti yontemi ile spektrofotometrik olarak hesaplan-
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d1."” Ksantin oksidaz (XO) (EC 1.2.3.2) aktivitesi, 293
nm’de sogurmadaki arti ile ksantinden {irik asit olusu-
mu yoluyla spektrofotometrik olarak degerlendirildi."”
Bir birim aktivite pH 7.5 iken 37°C’de 1 pmol irik asit
olusumu olarak tanimlandi. Malondialdehit seviyesi 90-
100°C’de tiobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona daya-
nan Cheeseman ve Esterbauer yontemleri ile belirlen-
di."” TBA test reaksiyonunda, malondialdehit (MDA)
veya MDA-benzeri maddeler ve TBA 532 nm’lik sogur-
ma maksimumu ile pembe pigment tiretimi ile etkilesir.
Reaksiyon 15 dakika boyunca 90°C’de pH 2-3’te yapil-
di. Proteini ¢oktiirmek icin 6rnek iki hacim soguk /10
(w/v) trikloroasetik asit icinde karigtirildi. Cokiintii san-
trifij ile pelletdendi ve siipernatantuin bir parcast 10 da-
kika boyunca kaynar su banyosunda %0.67 (w/v)’lik es
TBA hacmi ile reaksiyona sokuldu. Sogutmadan sonra,
absorbans 532 nm olarak okundu. Sonuglar standart so-
lisyondan hazirlanan bir standart grafige gore ifade
edildi (1, 1, 3, 3-tetrametoksipropan).

istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz veri dagilimi Kolmogorov-Smir-
nov testi kullanilarak test edildi. Gruplar (kontrol gru-
bu ile preterm dogum gelisen grup; kontrol grubu ile
preeklampsi gelisen grup arasindaki) arasindaki karsi-
lastirma kategorik degiskenler icin ki-kare testi ve sii-
rekli degiskenler icin Mann-Whitney U testi ile yapil-
d1. Veriler, siirekli degiskenler i¢in ortalama ve standart
sapma (SD) ve kategorik degiskenler icin n (%) olarak
sunuldu. Istatistiksel yazilim paketi SPSS 19.9 (SPSS
Inc., Chicago, IL, ABD) veri analizleri i¢cin kullanild.

Bulgular

Normal saglikli gebelige sahip kadinlarin (kontrol,
n=71), preeklampsi gelisen (n=15) ve prematiir dogum
yapanlarin (n=11) klinik ve gebelik 6zellikleri Tablo
1’de gosterilmigtir. Beklenildigi gibi, kontrol grubun-
da, preeklampsi grubu (sirastyla p<0.001 ve p<0.001) ve
erken dogum grubuna (sirasiyla p<0.001 ve p<0.001)
gore gestasyonel yas ve dogum agirligi daha fazla idi
(Tablo 1). Demografik karakteristikler bakimindan ge-
belik komplikasyonlari olan ve olmayan kadinlar ara-
sinda anlamli bir fark yoktu. Preeklampsi gelisen ve er-
ken dogum yapan gebelerin amniotik sividaki ADA,
SOD, MDA ve XO degerleri istatistiksel olarak kontrol
grubundakilerden farkli degildi (Tablo 2). Patolojik
gebeliklerde ve erken dogumdaki MPO degerleri de
kontrol grubu ile benzer olarak bulundu (p=0.59).



Ikinci trimesterde amniyotik sivida oksidatif stres belirteclerinin diizeyleri ile preeklampsi gelisimi ve erken dogum

Tablo 1. Gebelik komplikasyonu gelisen gruplarla kontrol grubunun klinik ve obstetrik 6zelliklerinin karsilastiriimasi.

Preeklampsi grubu Normal gebelikler Erken dogum

(n=11) (n=71) (n=15)
Anne yas! 33.18+5.36 32.66+5.69 35.07+2.58
Nuliparite 7 (%63.6) 21 (%29.6) 2 (%13.3)
Amniyosentezdeki gebelik yasi (hafta) 18.55+1.21 18.30+1.21 18.75+1.29
Dogumdaki gebelik yasi (hafta) 32.36+3.20 37.85£1.70 30.47+2.59
Dogum agirligi (g) 1959.55+836.96 3114.30+461.30 1680.73+562.38
Erkek yenidoganlar 6 (%54.5) 33 (%46.5) 7 (%46.7)
Tablo 2. Calisma ve kontrol gruplarinda oksidatif stres biyo-belirteclerinin karsilastirmasi.
Oksidatif stress Preeklampsi Erken dogum Kontrol
belirteclan (n=11) (n=15) (GEYA)] P1 P2
MPO (mU/g protein) 12.57+6.36 11.14+2.89 12.92 +8.22 0.77 0.85
SOD (U/mg protein) 0.29+0.18 0.33+0.28 0.28+0.17 0.91 0.80
XO (U/g protein) 0.96+0.59 0.85+0.55 1.07+0.73 0.95 0.64
ADA (U/g protein) 0.09+0.09 0.07+0.10 0.05+0.035 0.34 0.39
MDA (nmol/g protein) 0.49+0.42 0.52+0.40 0.43+0.38 0.65 0.82

Amniyotik sividaki SOD, MPO, XO, ADA ve MDA aktivitesi de dahil bircok oksidatif stres belirteclerinin gebelik komplikasyonlari gelisen ve gelisme-
yen kadinlarin gebeliklerinin 16-21 haftalarindaki 6lcimu. Degerler ortalama ve standart sapma seklinde sunulmustur. P1 degeri komplike olmayan
gebelikler ile preeklampsili olanlar arasindaki karsilastirma icin verilmistir. P2 degeri komplike olmayan gebelikler ile erken dogum yapanlar arasin-

daki karsilastirma icin verilmistir.

Tartisma

Bu ¢alismada, gebeligin ilerleyen doneminde preek-
lampsi gelisen ve prematiir dogum yapan kadinlar ile
gebelik komplikasyonu gelismeden dogum yapan ka-
dimnlar arasinda midtrimesterde alinan amnios sivi or-
neklerinde oksidatif stres belirteclerinin benzer oldugu
buldundu. Benzer sekilde, komplike gebelikleri olan
grup ile kontrol grubu arasinda benzer amniyotik siv1
miyeloperoksidaz konsantrasyonlar1 oldugu gézlendi.
Komplikasyon gelismeyen saglikli gebelikler, serbest
antioksidanlar ile oksidatif stres arasindaki denge ile
karakterize bir pro-oksidan durumdur. Oksidatif stres
daha 6nceden erken dogum i¢in bir yolak olarak géste-
rilmisti ama oksidatif stresin biyobelirtecleri erken ve
normal gebeliklerde amniyotik siv1 icerisinde buluna-
madi. Her ne kadar gebelik ilerledik¢e antioksidan ak-
tivite ile oksidatif stres arasinda bir dengesizlik olugsa
da, gestasyon terme ulasuginda antioksidan tretimi
azalmaktadir.”™'” Bu sebeple, bu ¢aligmada amniyotik
sividaki oksidatif stres biyobelirteglerinin patolojik ge-
belikler i¢in bir gosterge olabilecegini kanitlamaya ca-
listik. Ancak, preeklampsi gelisen ve erken dogumla so-

nuclanan gebelikler ile normal saglikli sonuglanan ge-
belikler arasinda oksidatif stres konsantrasyonlar: ara-

sinda bir fark bulamadik.

Antioksidanlarin amniyotik sivida 6l¢iilebilecegi
ama serumla kiyaslandiginda daha az konsantrasyonlar-
da oldugu gésterilmigti."” Bulgularimizin énceki ¢ahs-
malarla celigkili olmasinin sebebi, antioksidanlarin se-
rum konsantrasyonlarini degerlendirmemis olmamiz
olarak aciklanabilir. Bircok ¢aligma, erken gebelikteki
maternal oksidatif stres biyobelirtecleri ile gebelik
komplikasyonlar: arasindaki iliskiden bahsetmistir. Ge-
beligin 18-22. haftasindan bebek dogana kadar 4 hafta-
lik araliklarla alan birbiri ardina analiz serum 6rnek-
leri tizerindeki bir ¢aligma, preeklampsi gelisen gebe-
lerde oksidatif stres belirteclerinin konsantrasyonlari-
nin artan bir egilime sahip oldugunu gostermistir."”

Yakin zamanda yapilan bir meta analiz, lipid perok-
sidasyonunun bir son iriini olan MDA’ nin serum kon-
santrasyonlarinin normal gebelikler ile karsilagtirildi-
ginda preeklampsi gelisen gebelerde belirgin sekilde
artmig oldugunu bildirmistir."*” Bununla birlikte, Boga-
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vac ve ark. MDA seviyelerinin preeklampsi geligen ka-
dnlarin amniyotik sivilarinda daha diisiik olmasi gibi
celigkili bir sonug yaymlamigtir."” Komplikasyon geli-
sen gebelerde MDA ve XO konsantrasyonlarinin nor-
mal saglikli gebeler ile benzer oldugunu bulduk, bu da
preeklampsi gelisen gebelerdeki oksidatif stres degisimi
ile bir korelasyon icinde degildi."*"” Ayrica, antioksida-
tif savunmanin hiicre ici enzimi olan SOD seviyeleri
de, daha o6nceki ¢aligma ile uyumlu olarak, komplike
gebeliklerde benzer olarak bulundu."*” Insan dokula-
rinda bulunan hiicresel inflamatuvar belirte¢ olarak dii-
stiniilen ADA konsantrasyonlar: normal saghkli gebe-
liklere gore preeklampsi gelisen kadinlarin plazmala-
rinda daha yiiksek bulunmugtu.”" Bununla birlikte, bi-
zim sonuglarimiz yaymlanmig literatiir verileri ile
uyumlu degildi. Bu celigkili sonug, ADA plazma seviye-
lerini 6l¢gmemis olmamiz ve 6rnek toplanmasinin 6nce-
ki calismadan farkli bir gebelik haftasinda yapilmis ol-
mast olarak agiklanabilir.

Oksidatif stres, erken membran riptiirtinde (EMR)
rol alan ana patolojik siireclerden biri olarak gosteril-
mistir. Endojen antioksidan durumunun membranin
prematiir olarak yirulmas ile iliskisi calisilmustir. Er-
ken dogum gelisen gebelerde sagliklilara gére, MDA
plazma seviyeleri daha yiiksek ve SOD ve GSH seviye-
leri daha diisiik bulunmustur.”” Bununla birlikte, Hsi-
eh ve ark. komplikasyon gelismeyen gebelikler ile er-
ken dogumla sonuclanan gebelikler arasinda SOD ak-
tivitesinin plazma seviyeleri arasinda bir fark olmadig
gibi aksi bir sonug birdirmistir.”” Ayrica, biz bu calis-
mada antioksidan seviyesi ve lipid peroksidasyon sevi-
yesini, 6nceki verilerle uyumlu olarak prematiir dogum
grubu ile kontrol grubu arasinda benzer olarak bulduk.

Bu caligmanin bazi eksik yonleri meveuttur. Birinci-
si, bu calismada, erken dogum i¢in incelenen 19-21
haftalik gebeleri sectik. Bu zamanlamanin erken do-
gum patofizyolojisini aragtirmak icin erken olabilecegi
tartigilabilir. Tkinci olarak, gebeliklerin plasentalarint
degerlendirmedik. Bununla birlikte, tiim amniyotik si-
v1 hastanede toplandi, ama calisma popiilasyonunun
biyiik bir kismi ayni yerde dogumu gergeklestirmedi
ve bunun sonucu olarak komplikasyon gelisen gebelik-
lerin altinda yatan patolojide oksidatif stresin roliini
aragturmak icin yeterli sayida plasenta 6rnegi elde et-
mek miimkiin degildi. Ugiincii sinirlama olarak ise, go-
receli olarak sik rastlanan bir bulgunun (oksidatif stres
artis1) calisma ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bulunmamasi bu ¢alismada tip I (alfa) is-
tatistiksel hata olabilecegi olasiligini arttirmakeadir.
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Ayni zamanda, ¢alisma gruplarinda 11 ve 15 olmak
tizere az sayida hasta bulunmasi ve ¢calismanin %80 gii¢
icin hedeflenen hasta sayisinin alunda kalmasi da oksi-
datif stres belirtecleri arasinda farklilik saptanamamasi-
nin nedeni olabilir.

Sonuc

Ozet olarak, komplike olmayan gebeliklerle daha
sonra gebelik komplikasyonu geligsenler arasinda oksi-
datif stres biyobelirtecleri arasinda bir fark bulamadik.
Bu calisma gebelik gelisimi ile iligkili komplikasyonla-
rin gelisiminde oksidatif stres belirteclerinin erken bir
etkisinin olmadigini gésterebilir ama bulgularimizi goz
ontinde bulundurursak, gebelikle iligkili komplikasyon-
larin patogenezinde yiiksek oksidatif stresin etkilerini
belirtmek zor olacakur. Yine de, amniyotik sividaki ok-
sidatif stres biyobelirte¢lerinin bu komplikasyonlar icin
yiiksek risk alunda olan kadmlart belirlemek icin bir
test olarak kullanilip kullanilamayacaginin belirlenmesi
icin daha fazla ¢alisma gerekmektedir.

Cikar Cakismast: Cikar ¢akigmasi bulunmadigr belirtilmigtir.
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