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Streszczenie

Cel pracy: Ocena stezenia izoprostanu catkowitego 8-epiPGF2a i elastazy neutrofilowej (NE) w przypadkach ciaz

powiktanych przedwczesnym peknieciem bton pfodowych (PROM).

Materiaf i metody: 128 kobiet podzielono na cztery grupy: ciezarne z PROM pomiedzy 24 a 36 (PPBP-N) i
pomiedzy 38 a 41 tygodniem ciazy (PPBP-D), ciezarne pomiedzy 24 a 36 tygodniem cigzy fizjologicznej (K1), ciezarne
rozwiazane cieciem cesarskim przed rozpoczeciem porodu po 38. tygodniu ciazy(K2). Stezenia NE i izoprostanu 8-

epi-PGF2a oznaczano w osoczu Krwi matczynej i pepowinowej oraz w ptynie owodniowym.

Wyniki: Stezenia NE we krwi matczynej byly wyzsze niz we krwi pepowinowej w grupach PPBP-N i PPBP-D. Istotnie
nizsze wartosci NE we krwi matczynej niz w plynie owodniowym stwierdzono w grupie PPBP-N, natomiast wyzsze
w grupie K2. Stezenia NE w pfynie owodniowym byly wyzsze niz we krwi pepowinowej w grupach PPBP-N i PPBP-
D. Stezenia izoprostanu 8-epi-PGF2a w osoczu krwi matczynej byty wyzsze niz w osoczu krwi pepowinowej w gru-
pach PPBP-D oraz K2. Natomiast jego wartosci w ptynie owodniowym byty nizsze niz we krwi zarowno matczynej

Jak i pepowinowej w grupach PPBP-N, PPBP-D i K2.

W osoczu krwi matczynej i w ptynie owodniowym stezenia NE w grupach PPBP-N i PPBP-D byty wyzsze niz w gru-
pach kontrolnych. StezZenia izoprostanu 8-epi-PGF2a we krwi matczynej, pepowinowej i pfynie owodniowym nie

roznity sie istotnie.
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Whioski:

1. Wyzsze stezenia NE w osoczu krwi matczynej i w plynie owodniowym niz w osoczu krwi pepowinowej
u ciezarnych z PROM | nizsze stezenia NE w pflynie owodniowym niz w osoczu krwi matczynej u ciezarnych
z zachowanymi bfonami ptodowymi moga by¢ zwigzane z etiopatogeneza PROM.

2. Zréznicowane stezenia izoprostandw catkowitych 8-epi-PGF2a w osoczu krwi matczynej i pepowinowej oraz
ptynie owodniowym moga swiadczy¢ o roznym nasileniu stresu oksydacyjnego w poszczegdlnych kompartmentach.
3. Brak roznic w stezeniu izoprostanu 8-epi-PGF2a w osoczu krwi matczynej i pepowinowej oraz ptynie owod-
niowym sugeruje podobne nasilenie stresu oksydacyjnego zardwno u ciezarnych z PROM jak i z zachowanymi
btonami ptodowymi.

Stowa kluczowe: elastaza neutrofilowa / izoprostan 8-epiPGF2a /
/ przedwczesne peknigcie blon plodowych (PROM) / stres oksydacyijny /

Abstract

Objectives: To evaluate the total isoprostane 8-epi-PGF2a and neutrophil elastase (NE) concentrations in pregnan-
cies complicated by premature rupture of membranes (PROM,).

Material and methods: 128 pregnant women were divided into four groups: pregnancies complicated by PROM
between 24.-36.(PPBP-N) and between 38 a 41 weeks of gestation (PPBP-D), uncomplicated pregnancies between
24-36 gestation weeks (K1) and pregnancies delivered by cesarean section (before uterine contractions had started)
after 38 weeks (K2). The concentrations of NE and isoprostane 8-epi-PGF2a were measured in maternal serum, cord
blood serum and in the amniotic fluid.

Results: The following study revealed higher concentrations of NE in maternal serum and in the amniotic fluid than
in the umbilical cord blood in PROM cases, and lower amniotic fluid than maternal serum concentrations in the con-
trol groups. Also, the levels of isoprostane differentiated between compartments in particular groups.

In both groups complicated with PROM, higher maternal serum and amniotic fluid NE concentrations than in con-
trols were found. There were no differences in isoprostane levels between the groups.

Conclusions:

1. Higher concentrations of NE in maternal blood serum and in the amniotic fluid than in the umbilical cord blood
in PROM cases, as well as lower amniotic fluid than maternal serum concentrations in the controls, may be connec-
ted with pathogenesis of PROM.

2. Differentiated maternal serum, cord serum and amniotic fluid isoprostane concentrations may suggest various
intensity of oxidative stress in particular compartments.

3. Lack of differences in maternal serum, cord serum and amniotic fluid isoprostane concentrations may suggest
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similar intensity of oxidative stress in cases with PROM and intact membranes.

Key words: isoprostane / neutrophil elastase / oxidative stress /
/ premature rupture of membranes (PROM) /

Wstep

Etiologia przedwczesnego peknigcia bton ptodowych
(PROM) jest wieloczynnikowa i niecatkowicie poznana, a za
jedna z jego gldwnych przyczyn uwazana jest infekcja we-
wnatrzowodniowa [1].

Pierwsza linig obrony i odpowiedzi zapalnej sa neutrofile.
Wystepujace w nich ziarnistosci w wyniku degranulacji uwal-
niaja enzymy proteolityczne, z ktorych jednym jest elastaza
neutrofilowa (NE).

Mechanizmy obronne neutrofili dziela si¢ na tlenozalezne
i tlenoniezalezne. Wytwarzane przez neutrofile wolne rodniki
powstaja w procesach zaleznych od obecnosci tlenu, a ich pro-
dukcja okreslana jest mianem stresu oksydacyjnego.

Obydwa procesy, degranulacja ziarnistosci i stres oksyda-
cyjny, przebiegaja jednoczesnie i sa sktadowymi reakcji zapal-
nej. Mimo, ze odpowiedz skierowana jest przeciwko drobno-
ustrojom, zaréwno wolne rodniki jak i NE uszkadzaja rowniez
tkanki gospodarza. Kiedy proces ten przebiega w bezposred-
niej stycznosci z bfonami ptodowymi moze dojs¢ do ich pek-
nigcia [2, 3].
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Z dotychczasowych badan wynika, ze nadmierna aktyw-
nos¢ NE moze mie¢ znaczenie w przypadkach ciaz powikfa-
nych PROM [4, 5, 6, 7]. Wedtug danych z pismiennictwa jed-
nym z markeréw oceny nasilenia stresu oksydacyjnego jest
izoprostan 8-epiPGF2a, przedstawiciel grupy najbardziej wia-
rygodnych markerow aktywnosci wolnych rodnikéw [8, 9].

Cel pracy

Celem podjetych badan byta analiza porownawcza stezen
NE i izoprostanu 8-epiPGF2a w osoczu krwi matczynej i pe-
powinowej oraz ptynie owodniowym u kobiet z PROM w cia-
zy niedonoszonej i donoszonej oraz u cigzarnych z zachowa-
nymi bfonami ptodowymi.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono u 128 kobiet cigzarnych obje-
tych opieka medyczng w Klinice Potoznictwa i Ginekologii
Katedry Potoznictwa, Ginekologii i Neonatologii Pomorskiej
Akademii Medycznej w Szczecinie w latach 2004-2007. Wiek
badanych wahat si¢ w granicach od 17 do 44 lat. Wsrod nich
byto 69 pierworddek i 59 wielorddek. (Tabela I, tabela I1).
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Tabela I. Materiat kliniczny.

Tabela Ill. Poréwnanie stezen elastazy neutrofilowej w osoczu
krwi matczynej i pgpowinowej oraz w ptynie owodniowym
w poszczegolnych grupach.

Symbol Liczba Petna nazwa grupy
grupy kobiet(N) — - -
Grupa Stezenie elastazy neutrofilowej p
PPBP-N 30 Cigzarne z PROM pomiedzy 24 a 36 Mediana (ng/mL)
tygodniem ciazy. Krew matczyna | Krew pepowinowa
PPBP-D 38 Cieiarpe z F_’ROM pomiedzy 38 a 41 PPBP-N 86,75 32,37 <0.01
tygodniem ciazy. (n=30) (33,96 - 310,91) (12,97 - 390,21) '
Ciezarne pomiedzy 24 a 36 tygodniem PPBP-D 77,91 31,92
K1 A . h
%0 cigzy fizjologicznej. (n=38) (38,16 - 386,41) (2,57 - 346,86) <0,00001
Cigzarne, u ktérych wykonano cigcie K2 42,26 32,13 NS
K2 30 cesarskie przed rozpoczeciem porodu (n=30) (14,34 - 134,69) (10,55 -610,32)
pomiedzy 38 a 41 tygodniem ciazy. Krew matczyna Plyn owodniowy
PROM - przedwczesne pekniecie bton ptodowych PPBP-N 86.75 175.12
(n=30) (33,96 - 310,91) (14,48-1078,11) | <001
PPBP-D 77,91 105,43 NS
Tabela II. Charakterystyka kliniczna badanych grup. (n=38) (38,16 - 386,41) (7,81 - 859,07)
K2 42,26 26,04 0,001
(n=30) (14,34 - 134,69) (2,28 - 224,00) :
Analizowane | oopp \ PPBP-D K1 K2 Krew pepowinowa | Plyn owodniowy
parametry
PPBP-N 32,37 175,12 0,001
Wiek 29,7 29,0 27,3 29,1 (n=30) (12*9;1' ;’:0'21) (14'4?(;512;8’”)
(lata)X(SD) (6,31) (5,86) (6,22) (4,41) PPBP-D ; ;
(n=38) (2,57 - 346,86) (7,81 - 859,07) <0,001
. Licz’t:ja ) 12 25 19 13 K2 32,13 26,04 NS
plerw%:/t;) exn (40) (66) (63) (43) (n=30) (10,55 -610,32) (2,28 - 224,00)
Clece 14 5 30
cesarskie n -
(%) (47) (13) (100)
Wiek cigzowy Tabela IV. Poréwnanie stezen izoprostanu catkowitego
w ChWI.|I 31.6 38,6 292 397 8-epi-PGF2a w osoczu_krW| matczynej i pgpowinowe;
pobrania 2,96) (1.13) (3.23) (0.97) oraz w plynie owodniowym w poszczegdélnych grupach.
materiatu X @ ’ ’ ’
(SD)
Stezenie izoprostanu catkowitego
Grupa 8-epi-PGF20 p
Mediana (ng/mL)
. . . L Krew matczyna Krew pepowinowa
U zadnej z pacjentek, od momentu pgknigcia bton do po- CPBPN 052 0.41
brania materialu, nie rozwineta si¢ czynnosc skurczowa maci- (n=30) (0’04’_ 4,03) (0,06’- 4,14) NS
cy ani nie stwierdzono klinicznych objawdow infekcji. PPBP-D 061 039
Krew zylna, we wszystkich czterech grupach, pobierano (n=38) (0,05 - 7,40) (0,09 - 6,69) <0,05
z zyly tokciowej cigzarnej w ilosci Sml. Taka sama objetose K2 0,56 0,43 000001
. , . . . . . <
krwi pobrano bezposrednio po porodzie z zyly pgpowinowej (n=30) (0,20 - 1,44) (0,17 - 1,05) '
w grupie PPBP-N, PPBP-D i K2. Jednoczesnie w tych trzech Krew matczyna Plyn owodniowy
grupach pobierano 8-10ml plynu owodniowego — w grupie PPBP-N 052 018
PPBP-N i PPBP-D w trakcie badania ginekologicznego we (n=30) (0,04 - 4,03) (0,01-0,97) <0,001
wziernikach pochwowych, a w grupie K2 droga amniopunkcji PPBP-D 0,61 0,13 <0.00001
srodoperacyjne;. (n=38) (0,05 - 7,40) (0,01 -1,06) ’
Pobrany material odwirowywano w probdéwkach zawiera- K2 0,56 0,11 <0.00001
jacych wersenian potasowy przez 10 minut, z predkoscia 5000 (n=30) (0.20-1,44) (0,01-0,89) '
obrotéw/minute. Uzyskane osocze i supernatant przenoszono Krew pgpowinowa | Ptyn owodniowy
do probowek zawierajacych antyoksydant (0,05% BHT buty- PPBP-N 0,41 0,18 <0.01
rylohydroksytoluen; Sigma) i przechowywano w temperaturze (n=30) (0,06 - 4,14) (0,01-0,97) '
— 80°C do chwili oznaczen. PPBP-D 0,39 0.13 <0,0001
Stezenie izoprostandw catkowitych 8-epi-PGF2a oznacza- (n=38) (0,09 - 6,69) (0,01 - 1,06)
no metoda ELISA wykorzystujac zestaw BIOXYTECH® 8- K2 0,43 0,11 <0.00001
Isoprostane Assay Kit (OxisResearch®,USA) [10, 11, 12]. (n=30) (0.17-1,05) (001-089)
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Stezenie NE zwiazanej z al — antytrypsyna oznaczano
metoda ELISA uzywajac zestawu Human PMN Elastaze

Tabela V. Poréwnanie stezen elastazy neutrofilowej w osoczu krwi matczynej, pepowinowej i ptynie owodniowym
pomiedzy grupami.

Grupa N Mediana (ng/mL) Grupa N Mediana (ng/mL) p
Krew matczyna
PPBP-N 30 86,75 (33,96 - 310,91) K1 30 40,14 (15,41 - 486,64) <0,000001
PPBP-D 38 77,91 (38,16 - 386,41) K2 30 42,26 (14,34 - 134,69) <0,00001
PPBP-N 30 86,75 (33,96 - 310,91) PPBP-D 38 77,91 (38,16 - 386,41) NS
K1 30 40,14 (15,41 - 486,64) K2 30 42,26 (14,34 - 134,69) NS
Krew pepowinowa
PPBP-N 30 32,37 (12,97 - 390,21) K2 30 32,13 (10,55 - 610,32) NS
PPBP-D 38 31,92 (2,57 - 346,86) K2 30 32,13 (10,55 - 610,32) NS
PPBP-N 30 32,37 (12,97 - 390,21) PPBP-D 38 31,92 (2,57 - 346,86) NS
Ptyn owodniowy
PPBP-N 30 175,12 (14,48 - 1078,11) K2 30 26,04 (2,28 - 224,00) <0,00001
PPBP-D 38 105,43 (7,81 - 859,07) K2 30 26,04 (2,28 - 224,00) <0,000001
PPBP-N 30 175,12 (14,48 - 1078,11) PPBP-D 38 105,43 (7,81 - 859,07) NS

Tabela VI. Poréwnanie stezen izoprostanu catkowitego 8-epi-PGF2a w osoczu krwi matczynej, pepowinowej i ptynie
owodniowym pomiedzy grupami.

Grupa N Mediana (ng/mL) Grupa N Mediana (ng/mL) p
Krew matczyna

PPBP-N 30 0,52 (0,04 - 4,03) K1 30 0,57 (0,20 - 2,71) NS

PPBP-D 38 0,61 (0,05 - 7,40) K2 30 0,56 (0,20 - 1,44) NS

PPBP-N 30 0,52 (0,04 - 4,03) PPBP-D 38 0,61 (0,05 - 7,40) NS

K1 30 0,57 (0,20 - 2,71) K2 30 0,56 (0,20 - 1,44) NS

Krew pepowinowa

PPBP-N 30 0,41 (0,06 - 4,14) K2 30 0,43 (0,17 - 1,05) NS

PPBP-D 38 0,39 (0,09 - 6,69) K2 30 0,43 (0,17 - 1,05) NS

PPBP-N 30 0,41 (0,06 - 4,14) PPBP-D 38 0,39 (0,09 - 6,69) NS
Ptyn owodniowy

PPBP-N 30 0,18 (0,01 -0,97) K2 30 0,11 (0,01 -0,89) NS

PPBP-D 38 0,13 (0,01 - 1,086) K2 30 0,11 (0,01 -0,89) NS

PPBP-N 30 0,18 (0,01 -0,97) PPBP-D 38 0,13 (0,01 - 1,06) NS

ELISA (BioVendor; Brno; Republika Czeska).
Ze wzgledu na wartosci parametrow odbiegajace od
rozkfadu normalnego zastosowano testy nieparametryczne.
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Dla oceny parametrow w obrebie tej samej grupy uzyto
testu Wilcoxona, a pomigdzy réznymi grupami — testu U-
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Wyniki badan

Stezenia NE w osoczu krwi matczynej byly istotnie wyzsze
niz w osoczu krwi pgpowinowej w grupach PPBP-N i PPBP-
D. Istotnie nizsze wartosci NE w krwi matczynej niz w plynie
owodniowym stwierdzono w grupie PPBP-N, natomiast istot-
nie wyzsze w grupie K2.

W grupach PPBP-N i PPBP-D wartos$ci NE w plynie owo-
dniowym byly wyzsze niz w osoczu krwi pgpowinowej w gru-
pach PPBP-N i PPBP-D. (Tabela III).

Stezenia izoprostanu 8-epi-PGF2a w osoczu krwi matczy-
nej byly istotnie wyzsze niz w osoczu krwi pgpowinowej w gru-
pie PPBP-D oraz w grupie K2. Natomiast jego stezenia w ply-
nie owodniowym byly istotnie nizsze niz we krwi zaréwno
matczynej jak i pgpowinowej w grupach PPBP-N, PPBP-
D i K2. (Tabela IV).

W osoczu krwi matczynej jak i plynie owodniowym steze-
nia NE w grupach PPBP-N i PPBP-D byly istotnie wyzsze niz
w grupach K1 i1 K2. (Tabela V).

Stezenia izoprostanu catkowitego 8-epi-PGF2a we krwi
matczynej, pepowinowej 1 w plynie owodniowym nie rdznity
si¢ istotnie. (Tabela VI).

Dyskusja

W analizie porownawczej stwierdzono wyzsze stezenia NE
w osoczu krwi matczynej i w plynie owodniowym niz w 0so-
czu krwi pgpowinowej u ci¢zarnych z grup PPBP-N i PPBP-
D oraz nizsze stezenia NE w plynie owodniowym niz w 0so-
czu krwi matczynej u kobiet z grupy kontrolnej z zachowany-
mi blonami pfodowymi. W dostgpnym pismiennictwie stwier-
dzono jedynie pojedyncze doniesienia dotyczace oceny stezen
NE zaréwno w osoczu krwi matek jak i osoczu krwi pepowi-
nowej. Adeyemi wykazal nizsze wartosci stezen NE we krwi
matczynej niz we krwi pepowinowej [13].

Belo i wsp. oznaczali stgzenie NE w osoczu krwi kobiet
niecigzarnych i w poszczegdlnych trymestrach ciazy stwierdza-
jac wyzsze wartosci tego enzymu u kobiet cigzarnych [14].

W badaniach Helmiga stezenia NE w ptynie owodnio-
wym, pobranym w czasie cigcia cesarskiego od rodzacych
i cigzarnych z zachowanymi bfonami ptodowymi, byly istotnie
nizsze niz w osoczu krwi matczynej, co jest zgodne z badania-
mi wlasnymi [15].

Akutsu oceniajac stezenia NE u kobiet, u ktorych wyko-
nano cigcie cesarskie pomigdzy 38 - 40 tygodniem cigzy wyka-
zal najwyzsze stezenia w plynie owodniowym, nizsze w osoczu
krwi cigzarnych, a najnizsze we krwi pgpowinowej, co zgodne
jest z wynikami badan wtasnych [16].

Poréownujac stezenia NE pomiedzy grupami stwierdzono
wyzsze wartosci w krwi matki i plynie owodniowym w gru-
pach z PROM niz w grupach kontrolnych. Helmig wykazal, ze
stezenie elastazy w plynie owodniowym bylo znaczaco wyzsze
u kobiet z PROM w cigzach niedonoszonych [2].

Malamitsi-Puchner w pobieranym w czasie amniocentezy
plynie owodniowym w drugim trymestrze ciazy oznaczal min.
stezenie elastazy. Przedmiotem badan byly kobiety cigzarne,
u ktoérych doszto w przebiegu ciazy do porodu przedwczesne-
go przy zachowanych btonach ptodowych lub w wyniku
PROM. Zadna z badanych kobiet nie prezentowata klinicz-
nych objawdw infekcji wewnatrzowodniowe;.

© 2008 Polskie Towarzystwo Ginekologiczne

Stezenia NE oznaczane w drugim trymestrze cigzy nie by-
Iy wyzsze w grupie, w ktorej doszto do PROM. Jednakze au-
tor ten stwierdzit znaczaco nizsze stgzenia inhibitora NE u pa-
cjentek, u ktérych doszto do PROM [17].

Uzyskane wyniki badan wtasnych stwierdzajace wyzsze
stezenia NE w osoczu krwi matczynej i ptynie owodniowym
w grupach z PROM niz w grupach kontrolnych, a takze do-
tychczasowe doniesienia innych autorow potwierdzaja, iz ela-
staza moze by¢ jednym z czynnikdw w patomechanizmie
PROM.

Stezenia izoprostanow catkowitych 8-epi-PGF2a réznity
si¢ istotnie pomi¢dzy kompartmentami w obrgbie grup. W do-
stgpnym pismiennictwie brak jest danych dotyczacych analizy
poroéwnawczej stezen izoprostanu dokonanej jednoczesnie po-
miedzy trzema kompartmentami (tj. w osoczu krwi matczy-
nej, krwi pepowinowej i plynie owodniowym) w ciazy powi-
ktanej PROM. Analizowano natomiast st¢zenia izoprostanow
zardbwno w roznych powiktaniach polozniczych (hipotrofii
ptodu, stanie przedrzucawkowym, porodzie przedwczesnym,
ciazy mnogiej, ciazy fizjologicznej) jak 1 w réznych kompart-
mentach, osoczu krwi matczynej, krwi pgpowinowej i ptynie
owodniowym [18, 19, 20, 21, 22].

W przeprowadzonych badaniach wiasnych zréznicowane
stezenia izoprostanu 8-epi-PGF-2a w osoczu krwi matczynej,
osoczu krwi pepowinowej i plynie owodniowym moga $wiad-
czy¢ o roznym nasileniu stresu oksydacyjnego w poszczegdl-
nych kompartmentach.

Poréwnujac stgzenia izoprostanow pomiedzy grupami nie
wykazano istotnych rdznic. Pi$miennictwo dotyczace oceny
stgzenia izoprostanow w patologii, jaka stanowi PROM jest
bardzo ubogie. Longini pobierala plyn owodniowy w trakcie
amniocentezy pomiedzy 16 a 18 tygodniem cigzy. Nast¢pnie
prospektywnie kwalifikowata pacjentki do jednej z grup w za-
leznosci od wystapienia PROM. Stwierdzita wyzsze stezenie
izoprostanow w ptynie owodniowym w grupie, w ktorej doszto
w przebiegu cigzy do PROM [21].

Natomiast Stuart wykazata wyzsze stezenia markerow
stresu oksydacyjnego (m.in. malonylodialdehydu) w btonach
owodniowych z cigz powiklanych PROM [23].

Powyzsze dwa doniesienia sugeruja, iz stres oksydacyjny
moze odgrywac role w PROM. Brak réznic w badaniach wia-
snych pomigdzy grupami z PROM a grupami kontrolnymi nie
potwierdza powyzszych doniesien. By¢ moze na st¢zenie izo-
prostanow wplywaja inne czynniki, ktore odgrywaja rolg
w PROM.

Whnioski

1. Wyzsze stezenia NE w osoczu krwi matczynej i w plynie
owodniowym niz w osoczu krwi pgpowinowej u kobiet cig-
zarnych z PROM i nizsze stgzenia NE w plynie owodnio-
wym niz w osoczu krwi matczynej u kobiet ciezarnych z za-
chowanymi blonami ptodowymi moga by¢ zwiazane z etio-
patogenezag PROM.

2. Zroznicowane stgzenia izoprostandw catkowitych 8-epi-
PGF2a w osoczu krwi matczynej, osoczu krwi pgpowino-
wej 1 ptynie owodniowym moga $wiadczy¢ o roznym nasile-
niu stresu oksydacyjnego w poszczegdlnych kompartmen-
tach.
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3. Brak roznic w stgzeniu izoprostanu 8-epi-PGF2a w osoczu
krwi matczynej i pgpowinowej oraz plynie owodniowym
sugeruje podobne nasilenie stresu oksydacyjnego zarowno
u kobiet cigzarnych z PROM jak i z zachowanymi bionami
ptodowymi.
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