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ABSTRAKT
Nella Bukackova

Hodnoceni vybranych ukazatelii intraamnidlniho zanétu u pacientek s predasnym
porodem komplikovanym pred¢asnym odtokem plodové vody (PPROM)

Diplomova prace
Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Odborny pracovnik v laboratornich metodach

Cil prace: Zamérem této prace je zhodnoceni vybranych parametrii vrozené
imunity a zanétu v souvislosti sjejich klinickym vyuZzitim v ¢asné predikci
pred¢asného porodu a predcasné ruptury plodovych obali (PPROM). Mezi
potencionalni biomarkery byly zarazeny tyto slozky komplementového systému:
C3 slozka, aktivovana C3 slozka (C3a), C5 slozka a aktivovana C5 slozka (C5a).
Do seznamu byla také priddana regulacni bilkovina komplementového systému

protektin (CD59).

Metody: Ve studii bylo pracovano se souborem 136 pacientek vybranych dle
specifickych kritérii jako jsou jednocetné téhotenstvi ¢i PPROM. S vyuZitim
imunochemickych metod byla stanovena koncentrace interleukinu 6 v plodové vodé
a priikazem bakteridlni nukleové kyseliny mikrobidlni kolonizace amnialni dutiny
pomoci polymerazové rtetézcové reakce. Pro analyzu vybranych slozek

komplementového systému byla zvolena enzymova imunoanalyza (ELISA).

VysledKky: Statisticky byl prokazan rozdil v koncentracich C3, C3a a CD59 mezi
pacientkami s intraamnialnim zanétem a bez zanétu; v hladinach C5 a C5a nebyl

prokazan dostate¢ny rozdil u pacientek s pritomnosti ¢i absenci zanétu.

Zavéry: Komplementové slozky C3, C3a a CD59 se jevi jako vhodné pro detekci
pritomnosti intraamnidlniho zanétu u téhotnych pacientek s moznym rizikem

PPROM.

Klicova slova: Intraamnidlni zanét, PPROM, predCasny porod, komplementovy

systém



ABSTRACT
Nella Bukackova

Evaluation of selected biomarkers for early detection of intraamnial inflammation
in women with preterm premature rupture of fetal membranes (PPROM)

Master's thesis
Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Specialist in Laboratory Methods

Background: The aim of this work is to evaluate selected parameters of innate
immunity and inflammation in connection with their clinical use in early prediction
of premature labor complicated with premature rupture of fetal membranes
(PPROM). Potential biomarkers include the following components of the
complement system: C3 component, activated C3 component (C3a), C5 component
and activated C5 component (C5a). The regulatory protein of the complement

system, the protectin (CD59) was also added to the list.

Methods: The study was conducted with a group of 136 patients selected according
to specific criteria such as a single pregnancy or PPROM. Using immunochemical
methods, the concentration of interleukin 6 in amniotic fluid was determined and
bacterial nucleic acid was detected by microbial colonization of the amniotic cavity
by a polymerase chain reaction. Enzyme immunoassay (ELISA) was chosen for the

analysis of selected components of the complement.

Results: There was a statistical difference in C3, C3a, and CD59 concentrations
between patients with and without inflammation; insufficient difference at C5 and

C5alevels are evident in patients with or without inflammation.

Conclusions: Complement components C3, C3a, and CD59 are identified as
detecting the risk of intra-amniotic inflammation in pregnant patients with

a potential risk of PPROM.

Key words: Intra-amniotic Inflammation, PPROM, Preterm Labor, Complement

System



1. UVOD

Predcasny odtok plodové vody a ruptura plodovych obalid (PPROM; Preterm
Premature Rupture of Membranes) neboli unik plodové vody pred zahajenim
pravidelné déloZni ¢innosti dfive neZ ve 37. tydnu gestace, je komplikaci sou¢asného
zdravotnictvi a podstatnym zdravotnim rizikem pro matku, plod i novorozence.
PPROM postihuje asi 3 % ze vSech téhotenstvi. [1] Pocet studif
a znalosti o patofyziologii PPROM se pribézné zvysuje, nicméné stile se nedari
riziko predc¢asného porodu komplikovaného PPROM u pacientek z celého svéta
podstatné snizit a vcas diagnostikovat. [2] Terapie PPROM vyZaduje piesnou
a v€asnou diagnostiku, kterd vede k naslednému zvazeni ptinosu pti pokracovani

téhotenstvi nebo indukci rychlého porodu. [1]

Komplementovy systém je klicovym nastrojem prirozené obrané sloZky imunity.
Za normalnich podminek je zodpovédny za opsonizaci, degradaci potencionalnich
patogenii a stimulaci dalSich imunitnich mechanism. [3] Aktivace
komplementového systému v priibéhu téhotenstvi je fyziologickym procesem,
ackoliv vyrazné vysoké hladiny aktivovanych sloZek komplementu mohou souviset

s pred¢asnym porodem. [4]

Komplementova slozka 3 (C3) je spojujicim cinitelem vSech tii cest aktivace
komplementové kaskady. Neaktivni forma C3 se sklada z 1 633 aminokyselin a jeji
molekulovd hmotnost dosahuje 180 kDa. Lidsky C3 je v poradi aminokyselin ze
77 % shodny s C3 mysi. C3 je pomoci C3-konvertazy rozStépen na 2 aktivni
fragmenty - aktivovanou komplementovou slozku 3 (C3a) a C3b. Anafylatoxin C3a
je vyznamny predevsim jako mediator lokalniho zanétu. Soucasné miize C3b piisobit
jako opsonin vazajici se kovalentné na povrch patogenu, ¢imz ho oznaci pro
fagocytézu. Ziskané deficity C3 slozky jsou spojovany s vracejicimi se
pneumokokovymi a meningokokovymi infekcemi. Plazmatické hladiny C3 a C3a
jsou také zvySeny u cévnich onemocnéni, zejm. u ischemickych prihod mozkovych.

[5, 6]

C3a je maly polypeptid sloZeny ze 74 aminokyselin. Jedna se o peptid s velmi
malou stabilitou, a proto je ¢astéji detekovan ve stabilnéjsi formé jako C3a-desArg.

Slozka C3a zpiisobuje lokalni zanétlivé reakce, které zahrnuji kontrakci hladké



svaloviny, zvySenou permeabilitu cév, uvolniovani histaminu Zirnymi burkami a

bazofily. [5]

Lidska komplementova slozka 5 (C5) je 5. clenem komplementové kaskady. Jeji
molekulovd hmotnost je 195 kDa. Zrald forma C5 je sloZena ze dvou dimeru:
a fetézec s molekulovou hmotnosti 120 kDa a {3 retézec s molekulovou hmotnosti
75 kDa. Po aktivaci se pomoci C5 konvertazy rozstépi na malou aktivovanou
komplementovou komponentu 5 (C5a) a vétSi C5b. Anafylatoxin C5a se vazZe na C5a
receptory a iniciuje vznik akutni zanétlivé reakce. Casna zanétliva reakce zptisoben4
C5a je pritomna u sepse ¢i systémového lupusu erythematodes. Vétsi polypeptid
C5b reaguje se slozkami C6, C7, C8 a C9, ¢imZ dochazi k vytvoreni komplexu
atakujiciho membranu (MAC) - C5b-9, ktery se zucastiiuje bunécné lyzy, aktivace
a produkce prozanétlivych mediatorti. Nedostatek C5 je spojovan

s novorozeneckymi dermatitidami. [5, 6]

C5aje maly polypeptid sloZeny ze 74 aminokyselin s molekulovou hmotnosti 11
kDa. C5a po Stépeni z C5 existuje velmi kratce a jeho nestabilni forma je pfeména na
vice stabilni, nicméné stejné aktivni formu C5a-desArg. Jako anafylatoxin plisobi
prozanétlivé a jako chemoatraktant piisobi na eozinofily nebo monocyty. Jeho
koncentrace je zvySena u sepsi zplsobenych gram-negativnimi bakteriemi,
u ischemickych srde¢nich onemocnéni a v nepfeberném mnozstvi autoimunitnich

onemocnénti. [5]

CD59 je glykoprotein vyskytujici se na povrchu bunék. Jeho funkci je regulace
(inhibice) komplementem indukované lyzy bunék. Zaroven se podili na signalni
draze vedouci kaktivaci T lymfocyti. Deficience CD59 vede konemocnénim

a komplikacim jako hemolyticka anémie nebo trombéza. [5]
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2. ZADANI - CiL PRACE

Uskute¢néna studie méla za cil stanovit koncentrace vybranych parametrt
infekce a zanétu, které by mohly s minimalni invazivitou predikovat PPROM
a predcasny porod. Nové parametry se mély ovérit na souboru pacientek
rozdélenych do 4 skupin. Prvni skupina snejzdvaznéjSim postizenim, tedy
prokazany probihajici zanét (chorioamnionitidu a/nebo funisitidu) a mikrobidlni
invazi do plodové vody. Druha skupina ma rovnéz prokazané zanétlivé zmény, ale
bez priikazu infek¢éniho agens v plodové dutiné. Treti skupina je charakterizovana
pouze mikrobidlnim osidlenim bez zanétu. Ctvrta skupina slouZi jako kontrolni
a sklada se z pacientek bez mikrobidlni invaze i bez prokazaného zanétu. Vysledky
testovani vybranych parametrti vrozené imunity a zanétu by mély byt statisticky
vyhodnoceny a porovnany ve vySe zminénych skupinach. Smyslem této prace je
posouzeni testovanych parametrii z hlediska klinické vyuzitelnosti. Studie je
soucasti Sirstho projektu zaméreného na hledani potencidlnich biomarkera pro

predikci pred¢asného porodu.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Imunitni systém v téhotenstvi

Imunitni systém (IS) matky v téhotenstvi prochazi rfadou zasadnich zmén.
Predstava povaZzujici téhotenstvi za obdobi imunologické slabosti matky a vyssi
nachylnosti k infekcim, je dnes jiZ preZitkem. SoucCasné teorie potvrzuji opak, tedy
funk¢nost a vysokou aktivitu IS béhem téhotenstvi. [7, 8] Imunitni systém matky je
plné kompetentni a schopny ochranit sebe i vznikajici novy Zivot pred vétSinou
rizikovych situaci, zejména infek¢nich. Navic matka musi predevSim v Casnych
stadiich gravidity reSit klicové dilema. Na jedné strané je jeji imunitni systém
vystaven antigenni vybavé plodu, ktery je de facto semialoStép, tzn. z poloviny ma
HLA vybavu a dalsi charakteristiky otce. Pro matku je plod ¢aste¢né cizi a imunitni
systém matky musi pomoci specifickych mechanismi tkané plodu tolerovat.
Na druhé strané musi byt matka pripravena branit sebe i plod pred infekénimi
hrozbami a pred negativnimi vlivy zevniho prostiedi. [6-8] Tolerance plodu je
udrzovana po celou dobu téhotenstvi a s prichazejicim porodem postupné slabne -
dava prostor pro uspéSny zrod nového Zivota. Spravny priibéh téhotenstvi
z imunologického hlediska je zajistén humoralnimi i buné¢nymi slozkami imunity,
zapojuji se mechanismy vrozené i adaptivni imunity. Na strané obrany proti infekci
muzeme jmenovat antigen prezentujici bunikky (APC), zejména dendritické buiiky
a bunky monocyto-makrofagové, bunky prirozené -cytotoxicity (ILC, Innate
Lymphoid Cells), k nim patftici zejména NK buiiky, a dale B-lymfocyty a protilatky
a také T-lymfocyty vSech subpopulaci a subsetti. Na strané tolerance plodu je tireba
zminit regula¢ni T-lymfocyty (Treg), specializované uterinni (uNK) buriky, regulacni
HLA molekuly, zejména HLA G, regulac¢ni a inhibi¢ni faktory komplementového
systému a dalSi mechanismy. Vyznamnou a nezastupitelnou roli hraje i
neuroendokrinni systém. [6] Téhotenstvi je také povazZovano za Th2 fenomén, kdy
je z diivodu tolerance plodu vychylena rovnovaha mezi zakladnimi efektorovymi
subsety T-lymfocyt Th1/Th2 ve prospéch Th2 subsetu, ktery je povazovan za méné
rizikovy zhlediska iniciace poskozujictho zanétu. Ulohu regula¢nich Treg
T-lymfocytli potvrzuje zjisténi, Ze s nimi spojené cytokiny jako interleukin 10
(IL-10) a transformujici riistovy faktor beta (TGF-f) jsou ve zvySené mife pritomny
ve druhém trimestru a v casti tfetiho trimestru, zatimco znac¢na c¢ast prvniho
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trimestru a konec téhotenstvi jsou charakterizovany zvySenou zanétlivou aktivitou.

[9, 10]

Imunitni systém je aktivni i béhem menstrua¢niho cyklu, kdy dochazi
k cyklické remodelaci délohy smérujici kvytvoreni vhodnych podminek
pro uhnizdéni embrya. Kromé klicového vlivu endokrinniho systému na promény
délozni sliznice byly zaznamenany i vyrazné zmény v zastoupeni jednotlivych
populaci a subpopulaci lymfocytd. Nejpodstatnéjsimi jsou Treg a uterinni NK bunky
(uNK), jejichz mnoZstvi narlsta vobdobi lutedlni faze z divodu ptipravy na
implantaci embrya. Cilend migrace téchto bunék je fizena chemokiny, zejm.
makrofagovym zanétlivym proteinem 1 (MIP-1f) [3]. MnoZstvi uNK je odhadovano
na 70 % ze vSech leukocytii a mnozstvi leukocytl je popisovano jako 30-40 %
zastoupeni ze vSech bunék pritomnych v déloZzni sliznici, coz leukocyty radi k

nejvyznamnéjsim Cinitelim v procesu pripravy na téhotenstvi. [8, 11]

Pfiprava na toleranci plodu zac¢ina jiZ pti oplodnéni. Bylo prokazano, Ze
semindlni plazma tlumi efektorové CD4+ i CD8+ T-lymfocyty a podporuje
diferenciaci regulac¢nich T-lymfocyti. Seminalni plazma déale obsahuje vysoké
hladiny prostaglandinu E, ktery plisobi imunosupresivné na cytotoxické NK buriky,
CD8* T lymfocyty a pomocné induktorové CD4+* lymfocyty, reguluje diferenciaci
dendritickych bunék (DC) smérem k tolerogennim formam. Po vzniku zygoty, ktera
obsahuje kombinaci genomu matky a otce, je vajicko pred IS Zeny chranéno zonou
pellucidou, ktera funguje jako obranna bariéra. Po migraci zygoty do délozni dutiny
musi dojit k nidaci vajicka do intersticialniho prostoru a prostoru spiralnich artérii.
Podminkou je rozruSeni extraceluldrni matrix, kde se uplatiuji matrixové

metaloproteinazy, jejichZ producentem jsou zejména uNK. [6, 12]

Imunitni mechanismy, obstaravajici zdravy pribéh téhotenstvi, zahrnuji
taktéZ anatomické bariéry mezi matkou a plodem, jejichZz funkci je omezeni
kontaktu pouze na trofoblastové bunky plodu. Neméné dilezitym imunitnim
mechanismem je schopnost plodu snizit expresi svych antigennich charakteristik na
membrané trofoblastu, véetné HLA molekul I. a II. tfidy, ¢imzZ je zajisténa ochrana

pred CD8* cytotoxickymi lymfocyty. Zaroven ale trofoblast exprimuje specidlni

13



molekuly HLA-E a HLA-G, které chrani pred aktivaci NK bunék matky
a naslednym zniCenim plodovych bunék. Solubilni forma HLA-G je fyziologicky
detekovatelna v semindlni plazmé muz{ a v krevni plazmé muzi i Zen, nasledné
membranové formy HLA-G jsou mimo jiné pritomny na epitelovych bunikkach thymu.
HLA-G se vazbou na specifické receptory podili na sniZovani cytotoxické aktivity
uNK a indukuji transformaci DC a makrofagi do tolerogennich forem, coZ ma za
nasledek vznik Treg, resp. indukovanych T regula¢nich lymfocytl (iTreg). Treg
dosahuji maxima ve 2. trimestru, poté jejich pocCet v krevnim obéhu matky klesa
a po porodu se pocty ustaluji na normalnich hodnotach. Ochranu pred aktivovanymi
T lymfocyty zajistuje i zvySena exprese molekuly Fas ligand (FasL) na povrchu
decidualnich bunék a trofoblastu, coZ po kontaktu s receptory na T lymfocytech
spousti jejich apoptézu a aktivované T lymfocyty hynou. Pred cytotoxickym
poskozenim komplementovym systémem jsou tkané plodu opatieny protectinem
(CD59), ktery zabranuje vzniku komplexu atakujictho membranu (MAC, Membrane
Attack Complex). Pravdépodobné podporuje imunotoleranci i fetalni
mikrochimerismus, ke kterému dochazi v obdobi 6. tydnu téhotenstvi a pretrvava i

dlouho po porodu. [6]

Dilezitym imunologickym fenoménem spojenym s téhotenstvim je nastaveni
vztahu mezi jednotlivymi subsety pomocnych T lymfocytl (Th; Helper T cell). Naivni
ThO buriky jsou diferencovany do subsetu Th1, zapojeného do buné¢né imunity a do
Th2, spojeného spiSe s humoralni imunitou. V téhotenstvi dochazi k relativnimu
potlaceni Th1 subsetu ve prospéch Th2 typu imunitni odpovédi, ¢imzZ je docileno
tolerance alloantigenii plodu a ochrany pred moznym poskozujicim zanétem. [13]
Nicméné, soucasné poznatky shrnuji tuto teorii tolerance jako nedostate¢nou

a prilis zjednodusujici a priklanéji se ke klicové tloze regulacnich subseti Treg. [8]

Téhotenstvi se déli do tfi imunologickych fazi, znichZz je kazdé obdobi
charakteristické odliSnymi biologickymi procesy. [14] Prvni trimestr a Casna faze
druhého trimestru je popisovana jako prozanétliva. Je spojena s ,rannimi
nevolnostmi®, které jsou Kklinickymi projevy obrany proti biologickym déjim
zahrnujicim invazi zarodec¢nych bunék do materskych endotelialnich bunék apod.
[8] V druhé imunologické fazi, ktera je casové variabilni a kazda Zena ji prodélava

jinak, dochazi k nejvétSimu vyvoji a rliistu plodu. Matka a plod jsou ve velmi uzkém
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vztahu symbiodzy, a proto jsou procesy spiSe protizanétlivé. Zavérem téhotenstvi,
v obdobi, kdy jsou organy plodu vyvinuty, se IS matky pripravuje na porod, ktery je
vyvolan obnovenim zanétlivé reakce. Posledni faze je charakteristicka invazi
imunitnich bunék do myometria a indukci zanétu. Prozanétlivé podnéty vyvolaji
kontrakce délohy, porod ditéte a nasledné odvrhnuti placenty. [15, 16] Zavérem lze
tedy téhotenstvi charakterizovat jako protizanétlivé i prozanétlivé obdobi,

v zavislosti na gesta¢nim véku. [17]

3.2 Komplementovy systém v téhotenstvi

Komplementovy systém je, mimo jiné, reprezentativni soucasti procesu
napomahajici oplodnéni a nadchazejictho uspésného téhotenstvi. Mnoho
Cinitel ptlisobicich biologické zmény v gravidité bylo popsdno vySe, nicméné
nové studie potvrzuji taktéZ neopominutelny vliv delikdtni regulace aktivace

komplementového systému. [18, 19]

Komplementovy systém se uc€astni vSech fazi téhotenstvi a je soucasti vrozené
imunity. Obsahuje vice nez 40 faktorl, které mohou interagovat v procesu
komplementové kaskddy a podnécovat rozvoj zanétlivé reakce. Rozvoj
komplementové kaskady vede vlivem enzymatického Stépeni k aktivaci sloZek
opsonizujicich cilové molekuly kfagocytéze a podporujicich prostrednictvim
anafylatoxini chemotaxi a zanét. Komplementovy systém muze byt aktivovan tremi
zpusoby: klasickd cesta aktivace, alternativni cesta aktivace a lektinova cesta
aktivace. VSechny tii cesty mohou vést ke zvysSené syntéze C3 a C5 konvertdz,
vedouci ke Stépeni slozek C3 a C5 na jejich produkty, respektive C3a a C5a. Aktivace
konvertazy C5 vede ke vzniku terminalni aktivace komplementového systému

a tvorbé MAC. [20]

Iniciatni molekulou klasické cesty aktivace komplementového systému je
slozka C1q, ktera je silné zastoupena ve stromatu déloZni sliznice a jejimZ ikolem je
rozpoznani poskozenych bunécnych struktur, apoptotickych télisek a povrchi
mikroorganismd. Za fyziologickych podminek C1q hraje dtleZitou roli ve formovani
placenty a udrZeni téhotenstvi. Clq je prostrednikem mezi trofoblastem
a decidualnimi endotelovymi bunkami, kdy tato interakce neaktivuje

komplementovou kaskadu. [20-24]
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Alternativni cesta je jednim zevolu¢né nejstarSich procest. V pripadé
alternativni cesty je C3b kovalentné navazano na povrchu bunky a zaroven
inaktivovano solubilnim ¢i na povrchu vazanym komplementovym regulatorem,
faktorem H. V pripadé selhani tohoto inhibitoru je zapocata aktivace alternativni
cesty. Dochazi k aktivaci mnoha molekul C3 a sou¢asné k opsonizaci cilové struktury

pomoci C3b a nasledné fagocytéze. [20]

Lektinova cesta je aktivovana navazanim lektinu vazajici manosu
(MBL; Mannan-binding Lectin) nebo fikolinii na povrch bakterii nebo patogennich
hub obsahujici sacharidové struktury typu mananu nebo N-acetylglukosaminu.
To vede k aktivaci specifickych protedz MASP (MBL-associated Serine Proteases)

a nastartovani komplementové kaskady. [20]

Pri klasické a lektinové cesté je C3 konvertaza aktivovana rozstépenim slozky

C4, coZ ovliviiuje jeji hladiny v plazmé a reguluje aktivaci téchto dvou cest. [18, 20]

Vzhledem k pritomnosti apoptickych bunék a volnych deoxyribonukleovych
kyselin (DNA) v pocatku téhotenstvi, by mohlo rovnéZz dochazet k neZadouci
aktivaci komplementového systému, nicméné tomu tak neni vlivem regula¢nich
proteint produkovanych syncytiotrofoblastem. [18, 19] Komplementové regulacni
proteiny jsou duleZité vochrané zdravych bunék pted jejich zniCeni. VétSina
komplementovych inhibitori je sloZena asi z 60 aminokyselinovych jednotek, které
davaji vznik doméné nazyvajici se protein regulujici komplement (CCP;

Complement Control Protein). [20]

Hlavnim regulatorem alternativni cesty je C3 inhibitor. Faktor H je sloZen z 20
CCP domén sriiznou specifitou pro solubilni C3b i C3b vazany na bunécném
povrchu. [20, 25] DalSimi reguldtory vazby na membranu jsou CD35, CD46 a CD55,
které se ucastni zejména klasické a alternativni cesty aktivace. [20] Regulacni
protein CD35 inhibuje C3 aktivaci a navazanim na C3b a C4b castice zajiSt'uje jejich
odstranéni. [26] CD46 neboli membranovy proteinovy kofaktor (MCP; Membrane
Cofactor Protein), ma vlastnost kofaktoru faktoru I, ¢imZ podporuje inaktivaci C4b
a C3b. Protein CD55 neboli faktor urychlujici rozpad (DAF; Decay-accelerating
Factor) se podili na rozkladu C3 konvertazy. Souc¢asné jsou vlastni buriky chranény
pred nezadoucim sestavenim MAC komplexu a naslednou lyzou protectinem

(CD59), ktery je jedinym MAC inhibitorem na povrchu buné¢nych membran, ktery
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blokuje vznik a zanoreni polymerizujiciho komplexu C9 do membrany bunky. [20,
27, 28] Protectin, MCP a DAF jsou molekuly obsaZené v proteasomech
produkovanych prostatou. Ucelem téchto vesikld je ochrana spermii pred
komplementovym systémem Zeny v cizorodém prostredi reprodukéniho traktu.
Jedingm pozitivnim regulatorem komplementového systému je properdin,

ktery ptlisobi jako antagonista faktoru H, tedy stabilizuje C3 konvertazu. [29, 30]

Obecné lze tedy fici, Ze pro téhotenstvi je aktivace, respektive regulace
aktivace komplementového systému, velmi rozhodujici. Jakadkoliv odchylka
v aktivaci, ¢i regulaci komplementového systému mize vést k nepiiznivym vliviim
na budouci téhotenstvi a zplisobovat spontanni potraty, piedcasné porody

a preeklampsii. [31-33]

3.2.1 Deficience sloZek komplementového systému v téhotenstvi

Kvalitativni (funk¢ni) a kvantitativni deficience hlavniho regula¢niho
proteinu Kklasické i lektinové cesty, inhibitoru C1, vede k neregulované aktivaci
slozek komplementové kaskady. V laboratornim ndalezu takto postiZenych jedinci
jsou detekovany zvySené hladiny C3a a C5a vplazmé, coZz mad za nasledek
syntézu hned nékolika mediatort prevazné s anafylaktickym, chemotaktickym
a vazoaktivnim uUCinkem. Inhibitor C1 ma taktéZ vliv na funkci kininové
a koagulacni kaskady. Pri patologické poruse inhibitoru dochazi ke zvyseni hladin
kone¢ného produktu kininové kaskady, bradykininu, coZ vede ke zvySené
permeabilité cév a ke vzniku angioedému. Onemocnéni cév zvySuji riziko

spontanniho potratu a ohroZuji téhotenstvi. [24, 34]

Vrozené poruchy komplementovych slozek patfi mezi vzacna onemocnéni.
Jedna se o poruchu jakékoliv ¢asti komplementové kaskady a jejich regulatori.
Poruchy pocatecnich slozek komplementové kaskady vedou k autoimunitnim

onemocnénim, jako je systémovy lupus eryxthematodes. [34]

Deficience naslednych slozek a faktort se projevuje nejcastéji opakovanymi,
nékdy i letalnimi, bakterialnimi infekcemi. Mezi patogeny patii nejcastéji bakterie
s polysacharidovym pouzdrem jako je napt. Neisseria meningitidis, Streptococcus

pneumoniae anebo Haemophilus influenzae. Deficit dlleZitého opsoninu C3b vede ke
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zvySené nachylnosti k pyogennim infekcim. Stejné se muze projevit i nedostatek

faktoru B nebo MASP2. [34]

Atypicky hemolyticko-uremicky syndrom (aHUS) je vzacné a zavaziné
onemocnéni, zptisobené poruchou funkce regulac¢nich faktorii alternativni cesty
komplementového systému, mezi které patii faktor H, faktor I nebo MCP. AHUS je
spojeno s projevy hemolytické anémie, trombocytopenie nebo trombotické
mikroangiopatie. = Mikrotromby, vzniklé po poSkozeni endotelu cév
komplementovym systémem, ohrozuji zejména placentu a ledviny. AHUS zvySuje
riziko zavaznych komplikaci jako je spontanni potrat, preeklampsie anebo

membranoproliferativni glomerulonefritida. [35]

Vrozené poruchy terminalni fize komplementové kaskady, resp. C5-C9 jsou
taktéz vzacné. Klinicka manifestace téchto onemocnénti je velmi riiznoroda. Nicméné
typickym projevem jsou meningokokové infekce, vyplyvajici z poruchy vzniku MAC

a zajisténi ochrany pred opouzdienymi bakteriemi. [36]

Regulacni proteiny jako je CD59, ¢i CD55, jsou navazany na membranu bunky
pomoci glykosylfosfatidylinositolové (GPI) kotvy. Mutace v genu pro tvorbu GPI
kotvy zplisobuje onemocnéni paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie (PNH), které je
charakteristické chybénim membranovych proteinti vlivem neptitomnosti spojujici
GPI kotvy. Nedostatkem protektivnich proteini dochazi k nadmérné lyze bunék
alternativni cestou aktivace komplementového systému. Diisledkem je hemolyza,
trombocytopenie a trombdza cév. PNH ovliviiuje fyziologicky pribéh téhotenstvi az
u jedné poloviny Zen stimto onemocnénim a zplsobuje komplikace jako je

predcasny porod. [24]
3.2.2 Komplementovy systém u téhotnych s autoimunitnim

onemocnénim

Autoimunitni onemocnéni ovliviiujici pribéh vsech etap téhotenstvi jsou
zejména antifosfolipidovy syndrom (APS) a systémovy lupus erythematodes (SLE).
[19, 37]

Laboratornim nalezem u APS jsou protilatky proti fosfolipidovym

autoantigentim. Antifosfolipidové protilatky (APLA) obsahuji vazebné misto pro
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negativné nabité fosfolipidy, jako je kardiolipin, fosfatidylserin aj., navazané na
kofaktory proteinové struktury. Vazba fosfolipidu s kofaktorem (napr. annexin V)
zpusobi odhaleni novych antigend, specifickych pro vazebna mista na APLA. Jedna
se o onemocnéni postihujici zejména cévy a zplsobujici trombotické zmény,
trombocytopenii, u téhotnych opakované potraty, preeklampsii, pred¢asné porody
a intrauterinni riistovou restrikci. Antifosfolipidovy syndrom zpiisobuje zmény
spiralnich artérii s mikrotrombotizaci placenty, coZ vede ke sniZeni perfize

placenty, hypoxii a usmrceni plodu. [37]

Annexin Vje protein vyskytujici se v placenté prevazné na povrchu
endotelovych a trofoblastovych bunék. Jeho umisténi na bunéénych membranach,
v okoli negativné nabitého fosfolipidu, vytvari ochrannou bariéru proti aktivaci
koagulac¢ni kaskady. V pritomnosti patologickych APLA je tato ochrana porusena
a dochazi ke zvySeni rizika koagulacnich a trombotickych komplikaci. Annexin V je
vyjmut z povrchu membrany, navazan jako kofaktor na fosfolipidy a pomoci
neoantigenu také na APLA. Tento proces vede kaktivaci klasické cesty
komplementové kaskady s vyslednou terminalni fazi a tvorbou MAC komplexu.
V diisledku dochazi k poskozeni bunék trofoblastu a endotelu cév placenty, silné
trombotizaci tkdné a ndasledné ztraté funkce. V souvislosti s aktivaci
komplementového systému dochdzi kuvolnéni C5a, jakoZto prozanétlivého
chemoatraktantu, jeho navazani na receptor C5aR na povrchu neutrofilnich

granulocytt a jejich naslednou aktivaci. [31, 37]

Onemocnéni SLE, je taktéZ manifestovano autoprotilatkami, resp. celym
spektrem autoprotilatek. Protilatky vytvari imunokomplexy s nukleoproteiny,
fosfolipidy i sloZkami komplementového systému, které se hromadi v organech
a tkanich. Castymi organy postizenymi zanétem jsou ledviny, plice nebo kiiZe.
Vzniklé imunokomplexy jsou pri€inou aktivace komplementového systému, ktery
plisobi zejména prozanétlivé s vyslednym poskozenim daného organu. SLE mizZe
rovnéZ souviset s komplikacemi v gravidité s rizikem preeklampsie, intrauterinni

ristové retardace plodu a potratem. [24, 38]
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3.2.3 Komplementovy systém u opakujicich se potrati

Potrat je definovan jako spontanni zastava téhotenstvi pred dosazenim
Zivotaschopnosti fetu. Potrat prodéla pravdépodobné 15 % zjiSténych téhotenstvi
a z toho 1 % Zen trpi opakujicimi se potraty, které jsou definovany jako tfi a vice

preruSenych téhotenstvi. [39]

Komplementovy systém je taktéZ spojovan s problematikou opakovanych
potratd, a to jak v piipadé aktivace pomoci protilatek i bez protilatkové piitomnosti.
Aktivace komplementu pomoci protilatek byla studovana u téhotnych mysi
s antifosfolipidovym syndromem, u kterych dochazelo vlivem vysokych hladin
komplementovych aktivatorl k poskozeni placenty a nasledné ztraté plodu. [37]
Zvysené hladiny C3 a C4 v plazmé byly nalezeny u pacientek s nevysvétlitelnymi
opakujicimi se potraty. [40]

Souhrnné lze ftici, Ze obé skupiny, snevysvétlenou pri¢inou potrati
a s antifosfolipidovymi protilatkami, mély vyssi hladiny komplementovych faktort
v séru. NedostateCna inhibice komplementu nejspiSe prispiva k odmitnuti plodu.
Zda je samotna inhibice komplementu dostatecna Kk zachovani téhotenstvi

a zabranéni potratu ale neni objasnéno. [41]

3.2.4 Komplementovy systém u téhotnych s preeklampsii

Vranych fazich téhotenstvi je nutné zapojeni regulovaného zanétu
k placentaci a zajisténi zdravého pribéhu téhotenstvi. [42] Tento fakt se prakticky
projevi i u aktivace komplementu jako zvySené hladiny solubilnich C3a a C5a slozek
komplementu. [43] Nicméné v pripadé preeklampsie jsou prozanétlivé reakce
nadmérné. Apoptované struktury, jako jsou napf. poranéna tkan pochazejici
z placenty nebo poskozené materské endotelidlni bunky, zvySuji potrebu
odstranovani odpadu pomoci fagocytozy [44], ¢imZ dochazi ke zvySené aktivaci
komplementového systému. Je to zplsobeno zvySenou poptavkou po opsonizaci

apoptickych bunék. [45]

Komplement naleZi do prvni linie imunologické obrany v krevni cirkulaci
a tkanich a ptlisobi také jako reguldtor adaptivnich imunitnich procest. Vil6zni

buniky trofoblastu zanorujici se do tkdni matky mohou potencionalné aktivovat
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komplement skrze protilatky pritomné v matéiné cirkulaci. Soucasné
syncitiotrofoblast, jakoZto povrch placenty, je vystaven kontaktu s matefskou krvi
a aktivace komplementu vede kuvolnéni prozanétlivych a chemotaktickych
pisobki, resp. anafylatoxini, s potencionalnim vznikem zanétu, trombocytopenie

anebo poskozeni cévnich stén. [20, 46]

Preeklampsie je onemocnéni postihujici celosvétové 2-10 % téhotnych
a zpusobujici zavazné kardiovaskularni a respiracni komplikace u matky i ditéte.
[47] Preeklampsie je diagnostikovana na zakladé hypertenze a proteinurie matky,
objevujici se po 20. tydnu gravidity s pridruZenym klinickym a laboratornim
nalezem jako je trombocytopenie, poruchy funkce jater, bolest hlavy anebo velmi
Casta vaskulopatie placenty, ¢i jinych organ matky. Jednd se o onemocnéni
zpusobujici novorozeneckd umrti a ndasledna postiZeni, navzdory intenzivnim
snaham o objasnénti jeji etiologie a patogeneze, ktera dodnes neni zcela jasna. [20,

48]

Diisledkem preeklampsie je primarné porucha funkce placenty a jeji
vyzivovaci funkce plodu snaslednou nitrodélozni rlistovou restrikci plodu.
Charakteristikou preeklampsie je pozménéna placenta s nedostatecnou
trofoblastickou invazi do stén spirdlnich a bazalnich artérii a také neuplnou
penetraci do myometria. U artérii nedochazi kjejich dostatecné dilataci jako
u fyziologického téhotenstvi. Zasobovani placenty neni uspokojivé a dochazi
k hypoxii s naslednou ischémii tkané. Dysfunkce epitelu ovliviiuje rovnovahu

faktorli podilejici se na angiogenezi i antiangiogenezi. [48]

Bylo prokazano hned nékolik genovych variant spojenych s preeklampsii.
Jednim z nich je variace v genu kdédujici komplementovy receptor 3 a 4, ktery
interaguje sligandem iC3b. Opsonin iC3b je inaktivovany C3b pomoci faktoru I.
Poruchy téchto receptort ovliviiuji spravné navazani komplementového faktoru,
resp. spravnou funkci komplementového systému v procesu oc¢istovani organismu
fagocytézou. Tato patologie mize podporovat hromadéni neodstranénych

pozustatkili bunék v tkanich matky a zptisobovat zanét nebo poskozeni cév. [49-51]

Zavérem, protilatky, degrada¢ni produkty nebo nedostatecnda regulace
komplementové aktivity milize vést ke komplementové dysregulaci s vyusténim

v zanétlivé cévni poSkozeni a podilet se na rozvoji preeklampsie. [20]
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3.2.5 Komplementovy systém u pired¢asnych porodi

Predcasny porod (PP) je patologicky stav postihujici zdravi novorozence i
matky. Studie zkoumajici vliv komplementového systému na fyziologii porodu
odhalily intrauterinni zanét a zvySené hladiny zanétlivych markert v krvi Zen s PP.
Aktivace komplementového systému v brzkém obdobi gestace (do 20. tydne

téhotenstvi), mlze byt prediktivnim faktorem pozdéjSiho spontanniho PP. [52]

ZvySené hladiny faktoru Bb v pocatcich téhotenstvi jsou asociovany s PP
a postihuji téhotné s intraamnidlnim zanétem ¢i bez zanétu. ZvySené mnozstvi C5a
v krvi matek je rovnéz asociovano s PP, nicméné v souvislosti intraamnialni infekc{

Ci zanétem. [52, 53]

Komplementovy regulator CD55 je zvySen v pribéhu normalniho téhotenstvi
na povrchu bunék bilé krevni fady a jeho exprese se dale vyznamné navysuje
v pripadé predcasného porodu. ZvySeni je pravdépodobné zpiisobeno aktivaci
zanétlivé reakce v krvi matky. KnejvyraznéjSimu vzestupu hladin CD55 doslo
v pripadé Zen, u kterych nastal PP az po 34. tydnu téhotenstvi, coZ vysvétluje snahu
CD55 o potlaceni probihajiciho zanétu u Zen s PP. [54]

)’

Protektivni protein CD55 by mohl byt uzite¢ny pro predpovéd PP, a to bud

sam, nebo v kombinaci s jinym ukazatelem zanétu. [55]

3.3 Definice predcasného porodu

PredCasny porod je charakterizovan jako patologicky stav, ke kterému dochdazi
v  pripadé drivéjStho porodu, nez je fyziologicky stanovena hranice
(37. tyden téhotenstvi). V kritickych pripadech se PP muze zasadné podilet na

novorozenecké mortalité, ¢i morbidité. [56, 57]

K PP dochazi priblizné u 6-8 % téhotnych Zen. Riziko PP se da v nékterych
pripadech predbéZné stanovit jiZ v raném stadiu téhotenstvi (anamnéza, infekce,
patologie délohy a déloZniho cipku, vySetfeni na asymptomatickou bakteriurii

a bakterialni vagin6zu). [58]

PP se rozdéluje dle casového schématu na c¢asny predcasny porod (do 33+6

tydna téhotenstvi) a na pozdni pred¢asny porod (rozhrani mezi 34+0 a 36*6 tydnem

vy
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gestace, vSeobecné uznavanou nejnizsi hodnotou PP je 20. az 22. tyden téhotenstvi.

[59] Prevalence ¢asného spontanniho porodu je okolo 1 %. [58]

V poslednich desetiletich doSlo kzasadnimu pokroku v oblastipéce
i o velmi nezrale narozené novorozence (narozené jiz mezi 24. a 27. tydnem
téhotenstvi). Nicméné az jedna polovina takto narozenych déti trpi zdravotnimi
komplikacemi, které souvisi s nedonoSenim. Mezi takovéto komplikace patii
napiiklad mozkova obrna, chronické plicni onemocnéni, slepota, mentalni
retardace, neurosenzoricka ztrata sluchu, vyvojové handicapy, ¢i pozdéjsi rtizné
komplikace. [56, 57] TaktéZ u pozdéji narozenych déti (mezi 32. a 36. tydnem
téhotenstvi) by se zavaznost ndasledkii neméla podcenovat. Témto détem hrozi
riziko rozvoje syndromu akutni dechové tisné, Zloutenka, teplotni nestabilita, obtiZe

se spravnym vyzivovanim, ¢i v neposledni radé opozdény vyvoj mozku. [60, 61]

OvSem i zfinanc¢niho hlediska je zdravotni péce o predcasné narozené
novorozence vyzvou. Data z USA poskytuji informace o vydajich za kratkodobou
a dlouhodobou zdravotni péci o predcasné narozené déti. Naklady na zdravotni péci
se pohybuji v hodnotach desetkrat vyssich, neZ odpovida fyziologicky narozenym
zdravym jedinclim. [62, 63] Samoziejmé tyto odhady nezahrnuji tézko vycislitelné

emocni a psychologické dopady na tyto déti a jejich rodiny. [56]

NejcastéjSimi pricinami novorozenecké imrtnosti v globalnim méritku jsou
PP, zavazné infekce a asfyxie. [58] PP je dominantou spiSe vyspélych zemi, kde doslo
k nejvétsimu nartstu pripadi v poslednich triceti letech. [62] Statistiky vypovidaji
o tom, Ze se ro¢né narodi predc¢asné asi 15 miliont déti, z nichZ vice nez 1 milion
novorozencd umira z pricin spojenych s komplikacemi pred¢asného porodu a jedna
se dokonce az o polovinu vSech umrti novorozenct. [58, 63] PP jsou druhou
nejcastéjsi pricinou smrti u déti do 5 let a nejzavaznéjsSim ptivodcem piimé smrti
novorozence v prvnich mésicich Zivota. [64]

Pres snahy porodnikii o zlepSeni situace v otdzce mnozstvi predcasné
narozenych déti se vize nedari naplnit a PP se tak stadva prioritou ve zvySovani
urovné verejného zdravi. [57, 63] V dneSni dobé je znamo mnoho biologickych
faktort souvisejicich s PP, nicméné zadny z nich sdm o sobé neumi s dostatecnou

Vs

spravnosti a presnosti predurcit prichazejici PP. [56] Jednim z klicovych cila je
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hledani vhodnych biomarkerti nebo jejich kombinaci, které by spolehlivé

predikovali PP, zejména riziko infekce a zanétlivych komplikaci. [58]

3.3.1 Priciny predcasného porodu

Pricin PP miiZe byt mnoho, ale obecné se daji rozdélit na dvé zakladni
skupiny: iatrogenni a spontdnni pired¢asné porody. latrogenni PP je dlisledkem
lékarského zasahu, a to z diivodq, které ovliviiuji pfimo samotny plod a/nebo stav
matky. Vysledkem tohoto rizikového stavu je nutnost ukonceni téhotenstvi pred
37. tydnem gestace. Prikladem dvodu pro iatrogenni PP je preeklampsie,
intrauterinni ridstova restrikce, ¢i riziko hypoxie plodu. Na druhé strané ke
spontannimu PP dochazi samovolné i pies veSkeré snahy porodnikd porod oddalit.
Je znamo, Ze vice neZ 80 % PP pripada pravé na skupinu spontannich PP. Spontanni
PP je opét délen, a to na podskupinu spontanni pred¢asny porod se zachovalym
vakem blan a na porod s pred¢asnym odtokem plodové vody a rupturou plodovych

obali (PPROM; Preterm Premature Rupture of Membranes). [56]

Z dosavadnich poznatkd se da predpokladat, Ze spontanni PP je zptsoben
riznorodym souborem spoustécii. Mezi nejcastéjsi priciny PP patii gynekologické
krvaceni, porucha ¢ipku, infekce, malnutrice, viceCetné téhotenstvi a predcasny

odtok plodové vody. [65]

3.3.2 Predcasny odtok plodové vody

Spontanni ruptura plodovych obalti predchazi fyziologickému porodu, ktery
nastava prirozené Ci je vyvoldn vrozmezi 12 aZ 24 hodin. Naopak PPROM je
charakterizovan jako poruseni plodovych obali sodtokem plodové vody
nerespektujici gesta¢ni vék (pred 37. tydnem téhotenstvi) a nastup pravidelnych
déloZnich kontrakci. [1, 66] Jini autoifi PPROM definuji jako poruSeni plodovych
oball s odtokem plodové vody a latenci mezi nastupem délozni Cinnosti alespon
v hodinovém intervalu. [67] V pripadech, kdy riziko infekce prevazi risk narozeni
nevyvinutého jedince, je poruseni plodovych obaltli a porod dokonce doporucovan.
[66] PP je z 30-40 % zptlsoben pravé PPROM a celkové je PPROM komplikaci asi

vavys

34.-37. tydnem téhotenstvi. [1, 68]
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Pri¢in PPROM miiZe byt mnoho. Mezi faktory nejcastéji spjaté s PPROM patfi:
infekce v choriodecidualnim prostoru, mikrobialni intraamnialni zanét, nizsi obsah
kolagenu v plodovych obalech, lokalizovany defekt plodovych obalii anebo apoptéza
bunék plodovych obali. [1]

Fetadlni membrany slouZi jako bariéra proti infekci, proto v piipadé jejich
poruSeni jsou komplikacemi ohroZeni jednak plod, ale samozrejmé i matka. [66]
Mikrobialni a zanétlivé komplikace se objevuji zhruba u 30-35 % vSech
PPROM a jsou charakteristické jednak pritomnosti mikroorganismi
a/nebo intraamnidlnim zanétem. NejcetnéjSimi mikroorganismy zplsobujicimi
komplikace jsou genitalni mykoplazmata, resp. Ureaplasma parvum a Ureaplasma
urealyticum. [68] Infekce a intraamnialni zanét mohou byt odpovédny za aktivaci
vrozené imunity plodu vedouci kzanétlivé odpovédi. Ackoliv produkce
prozanétlivych mediatorii patii mezi obranné mechanismy plodu, nadmérna
sekrece téchto latek mliZe mit na plod negativni diisledky. Zanétliva odpovéd’ plodu
se da detekovat ze vzorku pupecnikové krve pomoci inflamatornich markerd, jejimz
hlavnim zastupcem je IL-6. Hladiny IL-6 vy$Sinez 11 pg/ml se definuji jako syndrom
fetalni zanétlivé odpovédi (FIRS; Fetal Inflammatory Response Syndrome), ktery
zvySuje riziko zavazZnych novorozeneckych morbidit. [69, 70] Nejvyssich hodnot
IL-6 dosahuji téhotné s kombinaci infekce v choriodecidualnim prostoru a zaroven
s mikrobialnim intraamnialnim zanétem. [71] Diagnostika intraamnialniho zanétu
je zaloZena na detekci zvySené hladiny inflamatornich mediatori v plodové vodé.
Plivodcem zanétu mohou byt samotné mikroorganismy (intraamnialni infekce) ¢i
latky pochazejici z plodovych oball a placenty (sterilni zanét). [2] V klinické praxi
se jako tradi¢ni ukazatel intraamnidlniho zanétu stanovuje hladina bilych krvinek,
glukézy a laktatu v plodové vodé. NovéjSimi testy jsou stanoveni IL-6 v plodové vodé
pomoci imunochromatografickych POCT testd a/nebo analyza IL-6
elektrochemiluminiscenénim imunostanovenim ,ECLIA“. Tato vySetfeni maji
vyhodu zejména v rychlosti jejich vyhodnoceni, s poskytnutim vysledku v fadu dvou

desitek minut. [72]

Diagnostika PPROM je predevSim klinickd. Dominantnim diagnostickym
znakem (aZ 90 % vsSech pripadi) je odtok plodové vody v anamnéze a potvrzeni

odtoku plodové vody z hrdla ¢i piitomnost depa v zadni klenbé poSevni. [66] Pokles
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mnoZstvi plodové vody pfri ultrazvukovém vySetieni nelze povazovat samo o sobé
jako verifikaci diagnézy PPROM. Nicméné v nékterych pripadech ke stanoveni

diagnodzy miize zasadné prispét. [1]

Péce o potencialni pacientku s PPROM zahrnuje potvrzeni diagnézy PPROM,
potvrzeni gestaCniho staii, dokumentace stavu plodu a rozhodnuti o zplisobu
porodu. [66] Management pacientek s PPROM se globalné rozchazi ve svém
postupu. Obecné receno lze pacientky s PPROM sledovat a 1éCit ambulantné anebo
za hospitalizace. [73] V Ceské republice se téhotné s PPROM vzdy hospitalizuji ve
vhodném zarizeni dle jejich gestacniho stari a management pacientek se stanovuje
individualné dle jejich stavu. Prvnim krokem pted stanovenim postupu u pacientek
s PPROM je nutnost vylouCeni hypoxie plodu, zavazného vaginalniho krvaceni
a chorioamnionitidy, ktera se projevuje horeckou matky nad 37,5 °C a pfitomnosti
alespon dvou ztéchto priznaki: tachykardie plodu ¢i matky, citlivost délohy,
hnisavy vaginalni vytok, leukocytéza, zavazné krvaceni anebo hypoxie plodu.
Téhotenstvi s PPROM a komplikacemi, jako je néktery z vySe uvedenych piiznakd,

by mélo byt co nejdiive ukonceno adekvatnim zakrokem. [72]

Terapie PPROM se upravuje dle gesta¢niho stari pacientky a zahrnuje podani
kortikosteroidi, tokolytik (vyjimecné) a antibiotik. Vhodnou podptirnou terapii je
podani antibiotik, které se indikuje u vSech Zen s PPROM. Vzhledem k mozZné
mikrobialni infekci, se jiZ pfi prijmu pacientky odebira vzorek na vaginorektalni
kultivaci a okamzité se empiricky podavaji profylakticka antibiotika. V ptipadé
pacientky bez klinickych priznaki intraamnialniho zanétu se v podavani antibiotik
dale nepokracuje a u pacientek, kterym vySel pozitivni mikrobiologicky nalez, se
prechazi na cilenou 1é¢bu zaloZenou na znalostech agens a jeho citlivosti. [74]
Antibiotika zaroven prodluzuji dobu mezi PPROM a déloZznimi kontrakcemi,
pozitivné ovliviiuji potfebu podavani surfaktantu nezralému novorozenci, snizuji
riziko bronchopulmonalni dysplazie a abnormalit mozku. [75] Vzhledem
k predpokladu nejcastéjsi infekce genitalnimi mykoplazmaty je lékem volby
erytromycin. V Ceské republice bohuZel neni erytromycin v intravenézni formé

dostupny, proto se substituuje azitromycinem ¢i claritromycinem. [72]

V souvislosti s PPROM hrozi vyssi riziko rozvoje komplikaci pfi nasledném

V7oV

jednoCetném téhotenstvi, avSak nesniZuje se Sance na dalsi téhotenstvi. [76]
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PPROM je dnes téhotenska komplikace, kterou nelze lécebnymi postupy
zabranit ani ji predpovédét. Nicméné nové studie vyuZivajici tkannové modely
z plodovych obald napovidaji, Ze progesteron ¢i 17-alfahydroxyprogesteron kaproat
mohou ucinkovat jako prevence proti zeslabeni plodovych obalii a jejich nasledné

protrZeni. [77]

3.3.3 Management piredcasného porodu

Management pred¢asného porodu zahrnuje nasledujici postup: stanoveni
rizika hroziciho PP; diagnostika PP; objasnéni etiologie PP; zjisténi stavu plodu;

podani profylaktické terapie plodu; zahajeni tokolyzy. [58]

Vzhledem k limitovanym moZnostem prevence PP je majoritni snahou 1ékart
porod co nejvice oddalit a optimalizovat podminky pro piichod plodu. Zakladni
podptirnou lécbou je podani terapeutické davky kortikoidt pro podporu vyzravani
plicni tkdné plodu, diky které se sniZi zejména riziko rozvoje respiracnich obtiZi po
narozeni. U rodicek s pravidelnymi kontrakcemi, v¢etné pokrocilého vaginalniho
nalezu, nemd profylaktické podavani kortikoidii vyznam. Alternativou ke
kortikoidiim je podavani latek stimulujicich plicni surfaktant, aminofylinu nebo
ambroxolu. Soucasné se aplikuji latky zpomalujici déloZni ¢innost, které napomahaji
prodlouzeni obdobi pro podavani Iécebné davky kortikoidi a maximalizuji tak jejich

ucinnost. Odsunuti terminu PP miiZe taktéZ pomoci ziskat dostatek ¢asu pro pievoz

matky do vhodného zatizeni s péci o predc¢asné narozené novorozence. [56, 58, 65]

Predikce PP se opira zejména o preventivni terapii s cilenim zvlasté na Zeny
v rizikové populaci. Soucasné metody terapie rizikovych Zen se odviji od klinické
manifestace v obdobi gravidity. Téhotnym Zendm bez klinickych symptomij, ale se
znamym rizikovym faktorem, miize priznivé pomoci podavani progesteronu.
[78-80] Progesteron podany mezi 20. az 34. tydnem sniZi riziko porodu pred
34. tydnem az o 25 %. Naopak se neosvédcil klidovy reZim v nemocnici ¢i doma,
ktery je celosvétové doporucovan ke sniZeni rizika PP. V randomizovanych
vyzkumech u dvoucetnych téhotenstvi byl nedostatek pohybu prokazan jako faktor
podilejici se na vys$Sim riziku PP. RovnéZz se dle studie klidovy rezim podili na

zvySujicim se riziku Zilni trombozy, svalové atrofie ¢i stresu. [58]
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Terapie Zen s klinickymi priznaky je zaloZena obvykle na potlaceni déloZni
aktivity pomoci tokolytik a podani dalSich latek jako jsou inhibitory cyklooxygenazy,
inhibitory syntézy prostaglandinu, blokatory vapnikovych kanald, ¢i antagonisté
receptort pro oxytocin. [81, 82] Indikaci pro podani tokolytik je vice neZ 6 kontrakci
za hodinu a zaroven piitomnost zmén na cervixu. Zavérecné rozhodnuti o nasazeni
tokolytické 1é¢by musi byt zaloZeno na potencidlnim benefitu pro plod z diivodu
nezadoucich ucinkl Sirokého spektra tokolytik. Dnes se dava velky diraz na
antagonisty oxytocinu, které patii mezi tokolytika s minimalnimi vedlej$imi ac¢inky
na matku. [58] Rovnéz se jako profylaxe mohou podavat antibiotika (v pripadé
piitomnosti infekce), kortikosteroidy anebo siran horecnaty. [56] U vice nez
poloviny (necelych 80 %) Zen, které jsou prijaty do porodnice s déloZnimi
kontrakcemi mezi 24. a 36. tydnem téhotenstvi, se o PP nejedna. K rozpoznani
redlného PP se vyuZivd zejména vySetfeni cervikometrie a stanoveni

cervikovaginaniho fetalniho fibronektinu. [58]

Rozpoznani rizikovych téhotnych Zen je velmi individualni. Pro jejich lepsi
charakterizaci, a zaroven pro indikaci vhodnéjsi terapie, je zasadni se zamérit na
mechanismus PP, jeho pric¢inu a na identifikaci spolehlivych biomarkert pro ¢asnou

detekci PP. [83]

Zakladni otazkou, kterou je nutné si polozit, je - pomoci jakych ukazatelti 1ze
PP predikovat pred jejich klinickymi projevy a jaké jsou moZnosti terapie Zen
s rizikem PP, resp. PPROM? Dnes$ni screeningové testy pro predpovéd spontanniho
PP kombinuji vice pristupt a lze je rozdélit do tfi zakladnich kategorii: rizikové

faktory, velikost déloZniho ¢ipku a biochemické markery. [56]
Rizikové faktory PP

Jednim z moznych rizikovych faktor predcasného porodu je demografie s
prikladem nizkého socioekonomického statusu, nedostatecné prenatalni péce,
extrémi ve véku matky anebo malnutrice. Taktéz lze mezi rizikové chovani zaradit
koureni, uzivani drog, alkoholu nebo tézkou fyzickou praci. Vyznamné jsou také
genetické predispozice PP, resp. rodinna historie, délozni malformace, predchozi
predcasny porod, PPROM nebo predchozi operace porodnich cest. Riziko PP po

jednom ¢i vice po sobé nasledujicich predcéasnych porodech graduje
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(jeden PP - 15%; dva PP - 30%; tfi - 45%). Na druhou stranu 85 % Zen porodi
téhotenstvi a dalsi téhotenské komplikace jako je preeklampsie anebo gestacni

diabetes mellitus. [58, 84, 85]

Nicméné, vzhledem k tomu, Ze vétSina Zen nema v minulosti pritomny Zadné
rizikové faktory, pomoci kterych by se dal PP predpovédét, jsou rizikové faktory
samostatné pro screening PP nepouZitelné. Hodnoceni samotnych rizikovych
faktort je tedy povazovano za velice nespolehlivé a zplisobuje faleSnou negativitu

azu 50 % pacientek. [65, 84]
Délka délozniho ¢ipku

Variace ve velikosti délozniho Cipku miize byt zplsobena biologicky, ¢i
patologicky v dtsledku krvaceni, infekce vedouci k zanétu anebo po viceCetném
téhotenstvi. Délku délozniho cipku lze monitorovat pomoci ultrazvuku -
cervikometrie, ve 22.-24. tydnu gravidity. Velikost cervixu pod desaty percentil
porodu, resp. riziko spontanniho PP je nepfimo umérné velikosti cervixu. [58, 65]
Zaroven byla potvrzena souvislost mezi délkou délozniho ¢ipku a mnoZstvim
T-regulacnich lymfocytd. V situaci, kdy byl pocet téchto lymfocytli sniZen a zaroven

byl déloZni ¢ipek zkracen, vzrostlo riziko predcasného porodu aZ tricet pétkrat. [86]

Celosvétové nelze, v zavislosti na nutnosti ultrazvukového vybaveni,
povazovat cervikometrii za rutinni vySetreni predikujici PP, ackoliv v rozvinutych
zemich se méreni délky délozniho ¢ipku povazuje za jeden znejlepsSich

prediktivnich ukazateld PP. [56, 87]
Biochemické parametry

Laboratorni parametry jsou v mediciné nezastupitelnymi a uZite¢nymi
nastroji diagnostiky a monitorovani rtiznych onemocnéni. Nejinak je tomu i
v pripadé predikce PP. Hledani vhodnych markert vyuzitelnych pro spolehlivou
predpovéd PP je cilem badani mnoha védeckych skupin na celém svété. Laboratorni
parametry jsou sofistikované, reprodukovatelné a dostupné pro vsechna klinicka

pracovisté. Optimalni pro analyzu jsou télni tekutiny, kde 1ze vhodnymi metodami
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detekovat stovky riiznych proteinovych i neproteinovych analytl. Biologické
tekutiny jako jsou krev (sérum, plazma), sliny, amnioticka tekutina
a cervikovaginalni tekutina (CVF; Cervicovaginal Fluid) jsou snadnéji pristupné pro
odbér neZ bioptické vzorky. Tyto tekutiny jsou bohatym zdrojem proteini
a metabolitli, které vykazuji zmény v hladindch pfi zdnétu a zpravidla maji
dynamiku spojenou s gesta¢nim starfim plodu. Dal$i vhodnou cestou k poznani
mechanismi porodu a zanétu je pouziti vzorkli tkdné matky a/nebo plodu. Lze
vyuzit vagindlni epitelie, déloZni cipek, endometrium, myometrium, placentu
a fetdlni membrany. S pokrokem vgenomice a proteomice je dnes moZna
identifikovat tisice genf, Ci jejich produkti i z velmi malého vzorku tkané. [88, 89]
Pro potiebu klinickych pracovist je optimalni, pokud lze analyzu vhodného
biomarkeru provést primo u lizka pacienta nebo v ambulanci. Takové testy se
nazyvaji POCT (Point of Care Testing) nebo bed-side. Do mnoha klinickych obort
vcetné gynekologie a porodnictvi jiz pronikaji. Dalsi generaci téchto testi je
usporadani v podobé multiplexu, tzn. provedeni stanoveni nékolika (aZ mnoha)
parametrli v jednom kroku v jednom vzorku pacienta. Toto uspoiadani je vhodné i
proto, Ze na zakladé dosavadnich zkuSenosti nebude patrné jeden izolovany

biomarker stacit pro spolehlivou predikci PP nebo PPROM. [90]
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Soubor pacientek

Studie byla provedena na souboru 136 pacientek z Porodnické
a gynekologické kliniky FN v Hradci Kralové ptijaté na kliniku v pribéhu roku 2019.
Pacientky byly do studie vybrany dle nasledujicich kritérii: a) jednocetné
téhotenstvi komplikované pred¢asnym odtokem plodové vody mezi 24+0 a 36*6
gesta¢nim tydnem a b) vék matky vySsi neZ 18 let. VyluCovaci kritéria byla:
a) komorbidity spojené s téhotenstvim i predchazejici graviditou (ristova restrikce
plodu, gestacni a pregestatni diabetes, gestatni i chronickd hypertenze,
preeklampsie aj.), b) abnormity plodu, c) priznaky fetalni hypoxie a d) vyznamné
vaginalni krvaceni. Gestacni stari bylo ur¢eno pomoci fetalni biometrie v prvnim
trimestru. Zeny s PPROM mezi 24+0 a 34+6 gesta¢nim tydnem byly lé¢eny antibiotiky.
Pacientky sintraamnidlnim zanétem Klaritromycinem v prvni linii a dale dle
mikrobiologického nalezu, zatimco pacientky bez intraamnialniho zanétu
benzylpenicilinem. Matky dale dostavaly kortikosteroidy (betametason) pro
podporu maturace plic a sniZeni neonatalni mortality a morbidity. Predc¢asna
ruptura plodovych oballi spolu sodtokem plodové vody (PPROM) byla
diagnostikovadna porodnikem pomoci sterilniho spekula na zakladé hromadéni
plodové vody v posterior fornix vaginy. V pripadé nejasného vysledku byla ztrata
plodové vody potvrzena primo na Kklinice stanovenim inzulinu podobného
ristového faktoru vazajiciho proteinu (IGFBP-1; Insulin-like Growth Factor-binding
Protein) POCT testem (Actim PROM test; Medix Biochemica, Kauniainen, Finland)

ve vaginalni tekutiné.

4.2 Odbéry vzorku plodové vody

Vzorky plodové vody byly odebrany pacientkdm po prijeti pred podanim
antibiotik a Kkortikosteroidii. Pro odbér byla pouzita transabdominalni
amniocentéza pod kontrolou ultrazvuku. Bylo aspirovano cca 2-3 ml plodové vody.
Po odbéru byla plodova vody rozdélena do ¢tyt alikvotli. V prvnim byla stanovena
POCT testem hladina IL-6, druhy a tfeti byl odeslan do mikrobiologické laboratore

pro PCR analyzu na pritomnost Ureaplasma species, Mycoplasma hominis
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a Chlamydia trachomatis. Ztéchto podild byla také sekvenovana 16S rRNA
a provedena aerobni a anaerobni kultivace. Posledni podil plodové vody byl
centrifugovan po dobu 15 minut pri 2000 g pro odstranéni bunék a debris.
Supernatant byl dale rozdélen do ti{ alikvotii a zmraZen na -80 °C pro analyzu

komplementovych proteint.

VSechny pacientky podepsaly informovany souhlas pred odbérem plodové

vody. Projekt byl schvalen institucionalni etickou komisi.

4.3 Diagnostika intraamnialniho zanétu

4.3.1 Stanoveni hladiny IL-6 v plodové vodé

Koncentrace IL-6 byla stanovena ve vzorcich plodovych vod pomoci
imunochemické metody na analyzatoru Cobas e602 v ramci Cobas 8000 platformy
(Roche Diagnostics, Basel, Svycarsko). Méfeni bylo provedeno na Ustavu Kklinické
biochemie a diagnostiky FN Hradec Kralové dle instrukci vyrobce. Méfici rozsah je

1,5-50000 pg/ml.

4.3.2 Priikaz pritomnosti Ureaplasma species, Mycoplasma

hominis a Chlamydia trachomatis

DNA pro priikaz téchto patogenii byla izolovana z plodové vody pomoci kitu
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Némecko). Nukleova kyselina byla dale
analyzovana pomoci Real-time PCR metody na pristroji Rotor-Gene 6000 (Qiagen)
za pouZiti komerc¢niho kitu AmpliSens® C. trachomatis/Ureaplasma/M. hominis-FRT
kit (Federal State Institution of Science, Central Research Institute of Epidemiology,
Moskva, Ruska federace). Jako kontrola byl pouzit housekeepingovy gen pro
beta-aktin. Analyza byla provedena na Ustavu klinické biochemie a diagnostiky FN

Hradec Kralové

4.3.3 Detekce dalsich bakterii v plodové vodé

Bakteridlni DNA byla detekovdna pomoci PCR metody cilené na 16S rRNA.
Byly pouzity nasledujici primery: 5'-CCAGACTCCTACGGGAGGCAG-3' (V3 region)
a5'-ACATTTCACAACAC-GAGCTGACGA-3' (V6 region). Kazda reakce obsahovala 3 pul
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analyzované DNA, 500 nM primerii a DNA polymerazu (NEB, Ipswich, MA, USA)
v celkovém objemu 25 pl. Amplifikace byla provedena na cykleru 2720 Thermal
Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Produkty byly vizualizovany na
agarozovém gelu. Pozitivni nalezy byly nasledné sekvenovany pomoci BigDye
Terminator kitu v.3.1 (Thermo Fisher Scientific). Bakterie byly identifikovany
pomoci knihovny SepsiTest™ BLAST. Prtlikaz bakterialni DNA byl proveden na

Ustavu klinické biochemie a diagnostiky FN Hradec Kralové

4.3.4 Aerobni a anaerobni kultivace ze vzorki plodovych vod

Vzorky plodovych vod byly kultivovany na Columbia agaru, v selektivnim
mediu pro Gardnerella vaginalis, na MacConkeyho agaru, v selektivnim mediu pro
Neisseria sp., na Sabouraudovu agaru a Schaedlerovu anaerobnim agaru. Kultury
byly péstovany 6 dni a denné kontrolovany. Jednotlivé druhy byly identifikovany
pomoci MALDI techniky na analyzatoru MALDI Biotyper (Bruker Daltonics, Bremen,
Némecko). Za kultivaéni vysetfeni byl odpovédny Ustav klinické mikrobiologie FN

Hradec Kralové.

4.3.5 Stanoveni diagndzy mikrobialni invaze do amnialni dutiny a
intraamnialniho zanétu, rozdéleni souboru pacientek do
hlavnich skupin dle diagnozy
Diagndza mikrobialni invaze do amnialni dutiny (MIAC; Microbial Invasion

of the Amniotic Cavity) byla u pacientek urcena pomoci pozitivniho PCR nalezu

Ureaplasma species, Mycoplasma hominis, Chlamydia trachomatis nebo kombinace

téchto druhi. Dal$i moZnosti ur¢eni MIAC jsou pozitivita 16S rRNA nebo pozitivni

vysledek aerobni nebo anaerobni kultivace z plodové vody.

Intraamnialni zanét (IAI; Intra-Amniotic Inflammation) je definovan pomoci
hladiny zakladniho prozanétlivého cytokinu IL-6 v plodové vodé. Hodnoty nad
3 000 pg/ml charakterizuji probihajici IAI.

Pritomnost 1Al a MIAC, pripadné jejich kombinace je dilezitym
diagnostickym znakem, ktery ma vliv na pouzitou 1é¢bu a na celkovy pristup
k pacientce. Z tohoto diivodu je zkoumana skupina Zen rozdélena do ¢ty zakladnich

skupin dle MIAC a/nebo IAIL. Prvni skupina nemad pozitivni nalez MIAC ani IA],
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tzn. jedna se o téhotenstvi bez mikrobidlni invaze i bez znamek zanétu
(MIAC-/IAI-). Druha skupina ma mikrobialni kolonizaci amnialni dutiny ale bez
znamek zanétu (MIAC+/IAI-). Treti skupina ma priznaky intraamnialniho zanétu
bez prikazu infekéniho agens (MIAC-/IAI+). Zanét vtomto pripadé muZe byt
vyvolan jinymi faktory, jako jsou poSkozeni a starnuti tkani (zejména plodovych
obalil), a oznacujeme ho jako sterilni. Posledni skupina ma znamky mikrobialni
invaze do amnidlni dutiny spojené sintraamnidlnim zdnétem. Zanét je v tomto
piipadé pravdépodobné vyvoldn imunitni reakci na pritomné patogeny

(MIAC+/IAI+).

4.4 Méreni vybranych parametrii komplementového
systému ve vzorcich plodovych vod

Pro analyzu vybranych sloZek komplementového systému byla zvolena
ELISA (Enzyme-linked Immuno Sorbent Assay) technika s vyuZzitim komercnich
souprav firem Abcam a Hycult Biotech. Ve vSech ptipadech bylo postupovano dle
instrukci vyrobcti. Vzhledem k tomu, Ze se z odborné literatury nepodatilo zjistit,
jaké jsou priblizné hladiny mérenych proteinii ve vzorcich plodovych vod, byl
proveden pro kazdou metodu fedici predpokus, kde bylo stanoveno optimalni
fedéni vzorkl. Pro analyzu vzorkd bylo vyuzito promyvaciho zarizeni na ELISA
techniky MW-12A od firmy Mindray a vysledné absorbance byly méreny na ELISA
spektrofotometru (readeru) Multiskan RC od firmy Thermo Fisher Scientific. ELISA
technikou byly stanoveny hladiny C3 a C5 sloZek komplementového systému
ajejich aktivnich forem C3a a C5a. Dale byly stejnou technikou zméteny koncentrace

regulacniho proteinu CD59.

4.4.1 Stanoveni C3 sloZky komplementového systému

Pro analyzu byla pouZita ELISA souprava Complement C3 Human ELISA Kit od
firmy Abcam (Cambridge, UK), zaloZend na principu kompetitivni enzymové

imunoanalyzy vyuZivajici imunochemickou reakci antigenu s protilatkou.

Princip: Protilatky specifické pro komplementovou slozku C3 jsou navazany na dné
jamky 96-jamkové ELISA desticky. Nespecifické vazby jsou zablokovany specialnim

pufrem. Do jamky je poté pridan vzorek pacienta obsahujici C3 slozku
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komplementového systému a presné mnozstvi biotinem znacené C3 slozky. Znacena
i neznacena (pacientska) C3 slozka soutéZi o vazebna mista na protilatkach. Cim je
vyssi hladina C3 u pacienta, tim mensi ¢ast znaCené C3 se mize navazat na
protilatky. MnoZstvi navazané biotinem znacené C3 slozky se po promyti jamky
vizualizuje enzymovou reakci. Nejprve je do jamky pridan streptavidin znaceny
kienovou peroxidazou (HRP), ktery specificky reaguje s biotinem. Po dalS$im
promyti je mnozstvi enzymu (HRP) urceno po pridani enzymového substratu
z barevné reakce vznikajiciho produktu. Cim intenzivnéj$i zbarveni, tim vétsi podil
navazané znacené komponenty C3 a tim nizsi hladina C3 v pacientském vzorku.
Kalibra¢ni zavislost odpovida neprimé umeérnosti. Spolu s pacientskymi vzorky se
stejnym zplisobem analyzuji i kalibra¢ni vzorky (standardy), ze kterych je posléze

vytvorena kalibrac¢ni zavislost (krivka).

Pomicky a chemikalie: Souprava obsahuje reak¢ni mikrodesticku s 96 jamkami

(12 x 8, 12 stripil), kalibra¢ni vzorky (standardy), biotinovany antigen, konjugat
streptavidin-peroxidaza, chromogenni substrat (tetramethylbenzidin), zastavovaci
(stop) roztok. Skladovani pouzitych reak¢énich roztokd (vyjma konjugatu
a biotinovaného antigenu) je vyrobcem doporuceno pti 4 °C. Doporucena teplota

skladovani konjugatu a detek¢ni protilatky je -20 °C.

Pracovni postup: Prvnim krokem pracovniho postupu je priprava reagencii a jejich

nasledna temperace na laboratorni teplotu (18-25 °C). Je vhodné rozmyslet, kde na
ELISA desti¢ce budou umistény kalibra¢ni vzorky (standardy) a kde pacientské
vzorky. Druhym krokem je pridadni vySetfovanych vzorki a standardi do
odpovidajicich jamek. Nasledné je pridan roztok znacené C3 slozky s navazanym
biotinem. Destic¢ka se uzavie z divodu prevence odparovani a inkubuje se po dobu
dvou hodin pfri laboratorni teploté. Nasleduje promyti celé desticky promyvacim
pufrem. Promyti se nékolikrat opakuje. Tretim krokem je pridani konjugatu
streptavidinu a peroxidazy, nasledovano inkubaci po dobu 30 minut. Po inkubaci
nasleduje opét promyvani. Ve ¢tvrtém zavérecném kroku je pridan chromogenni
substrat, ktery je hydrolyzovan v barevny produkt. Vznikld modra barva je
preménéna na Zlutou po okyseleni stop roztokem. Neprodlené po barevné reakci je
vhodné odecitat intenzitu zabarveni (absorbanci) pomoci ELISA readeru, a to pri

vlnové délce 450 nm.

35



Vysledek: Hladiny C3 slozky komplementového systému ve vySetiovanych vzorcich
jsou odecCteny z kalibracni krivky. Jednd se o zavislost koncentrace
standardi/vzorkii na absorbanci vysledného zbarveni v jamce. Minimalni

detekovatelné mnozstvi C3 je 0,2 pg/ml.

4.4.2 Stanoveni aktivnich C3a a C5a sloZzek komplementového
systému
Pro analyzu byla pouzity ELISA soupravy Human C3a a Human C5a od firmy
Hycult (Uden, Holandsko), zalozené na principu sendvicové enzymové

imunoanalyzy.

Princip: Fragmenty C3a a C5a jsou silné nestabilni a rychle prechazi na odolnéjsi
formy C3a-desArg a C5a-desArg. Stanoveni téchto metabolitli je pro zhodnoceni
hladin C3a a C5a optimalnim reSenim. Protilatky specifické pro neoepitopy
C3a-desArg a C5a-desArg jsou navazany na dné jamek 96-jamkovych ELISA
desticek. Po pridani vzorkli a kalibra¢nich standardii jsou C3a-desArg (nebo
C5a-desArg) navazany na protilatky. Nasleduje promyti a napipetovani detek¢nich
protilatek proti C3a-desArg (C5a-desArg) znacenych biotinem. Po dalSim promyti je
v obou metodikach piidan konjugat streptavidinu s peroxidazou. Cely komplex je
poté pro C3a i C5a vizualizovan substratem (tetramethylbenzidinem, TMB),
kdy dochazi kbarevné zméné. Koncentrace C3a (C3a-desArg) nebo Cba
(C5a-desArg) jsou primo umérné intenzité zabarveni. Spolu s pacientskymi vzorky
se stejnym zplisobem analyzuji i kalibracni vzorky (standardy), ze kterych jsou

posléze vytvoreny kalibrac¢ni zavislosti (krivky).

Pomiicky a chemikalie: Soupravy obsahuji reak¢ni mikrodesticku s 96 jamkami
(12 x 8, 12 stripli) s navazanou protilatkou proti C3a-desArg nebo C5a-desArg,
kalibra¢ni vzorky (standardy), biotinované detekcni protilatky (proti C3a-desArg
nebo C5a-desArg), konjugaty streptavidin-peroxidaza, chromogenni substraty

(tetramethylbenzidin), zastavovaci (stop) roztoky.

Pracovni postup: Prvnim krokem pracovniho postupu je pfiprava reagencii a jejich

nasledna temperace na laboratorni teplotu (18-25 °C). Je vhodné rozmyslet, kde na

ELISA desticce budou umistény kalibra¢ni vzorky (standardy) a kde pacientské
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vzorky. Druhym krokem je pridani vySetfovanych vzorkdi a standardd do
odpovidajicich jamek a inkubace po dobu 60 minut. Pro stanoveni C5a-desArg je
inkubace pfri teploté 37°C. Nasleduje promyti celé desticky promyvacim pufrem.
Promyti se nékolikrat opakuje. Ve tietim kroku je piiddna detekcni biotinovana
protilatka proti C3a (nebo C5a). Inkubace je provedena po dobu 60 minut. Po dalsim
promyti je pridan konjugat streptavidin-peroxiddza a inkubovan 60 minut. Po
poslednim promyti je pridan substrat (TMB) a po 30 minutach inkubace je reakce
zastavena okyselenim. Neprodlené po zastaveni reakci je nutné odecist intenzitu

zabarveni pomoci ELISA readeru, a to pti vinové délce 450 nm.

Vysledek: Koncentrace C3a (C5a) je vyhodnocena metodou kalibra¢ni krivky.
Minimalni detekovatelné mnoZstvi pro C3aje 31,3 pg/ml a pro C5a 0,3 ng/ml.

4.4.3 Stanoveni C5 sloZky komplementového systému

Pro stanoveni C5 sloZky komplementového systému byl vybran Complement
C5 Human ELISA kit od firmy Abcam (Cambridge, UK) zaloZen na principu

sendvic¢ové ELISA imunoanalyzy.

Princip: V jamkach ELISA desticky je navazana specificka protilatka proti C5 sloZce
lidského komplementového systému. Po ptridani vzorki a kalibra¢nich standard je
C5 zachycen protilatkami. Nasleduje promyti a napipetovani detekcni protilatky
proti C5 sloZce znaCené biotinem. Po dal$im promyti je pridan konjugat
streptavidinu s peroxidazou. Streptavidin se specificky vaze na biotin. Cely komplex
je poté vizualizovan substratem (tetramethylbenzidinem, TMB), kdy dochazi
k barevné zméné. Koncentrace C5 je pfimo Umérna intenzité zabarveni. Spolu
s pacientskymi vzorky se stejnym zpasobem analyzuji i Kkalibracni vzorky

(standardy), ze kterych je posléze vytvorena kalibra¢ni zavislost (kfivka).

Pomiicky a chemikalie: Souprava obsahuje reak¢ni mikrodesticku s 96 jamkami

(12 x 8, 12 stript) s navazanou protilatkou proti C5, kalibra¢ni vzorky (standardy),
biotinovanou detek¢ni protilatku proti C5, konjugat streptavidin-peroxidaza,

chromogenni substrat (tetramethylbenzidin), zastavovaci (stop) roztok.
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Pracovni postup: Prvnim krokem pracovniho postupu je priprava reagencii a jejich

nasledna temperace na laboratorni teplotu (18-25 °C). Je vhodné rozmyslet, kde na
ELISA desti¢ce budou umistény kalibra¢ni vzorky (standardy) a kde pacientské
vzorky. Druhym Kkrokem je pridani vySetfovanych vzorkli a standardi do
odpovidajicich jamek a inkubace po dobu 120 minut. Nasleduje promyti celé
desticky promyvacim pufrem. Promyti se nékolikrat opakuje. Ve tietim kroku je
pridana detekcni biotinovana protilatka proti C5. Inkubace je provedena po dobu
60 minut. Po dalS$im promyti je pridan konjugat streptavidin-peroxidaza
a inkubovan 30 minut. Po poslednim promyti je pridan substrat (TMB) a po cca
15 minutach inkubace je reakce zastavena okyselenim. Neprodlené po zastaveni
reakci je nutné odecist intenzitu zabarveni pomoci ELISA readeru, a to pri vinové

délce 450 nm.

Vysledek: Koncentrace C5 je vyhodnocena metodou kalibra¢ni krivky. Minimalni

detekovatelné mnozstvi C5 je 0,31 ng/ml.

4.4.4 Stanoveni solubilni formy regulacni bilkoviny
komplementového systému CD59
Hladina solubilni formy CD59 byla méfena ve vzorcich plodovych vod
pomoci ELISA techniky. Byl vybran komerc¢ni kit Human sCD59 od firmy Hycult

(Uden, Holandsko), zaloZeny na principu sendvi¢ové enzymové imunoanalyzy.

Princip: Na dné jamek mikrotitra¢ni desticky je navazana protilatka proti solubiln{
formé lidského proteinu sCD59. Po pridani vzorki plodovych vod s nezndmou
koncentraci sCD59 a kalibra¢nich standardl je sCD59 navazan na protilatky.
Nasleduje promyti a napipetovani detek¢ni protilatky proti sCD59 znacené
biotinem. Po dal$Sim promyti je pridan konjugat streptavidinu s peroxidazou. Cely
komplex je poté vizualizovan substratem (tetramethylbenzidinem, TMB),
kdy dochazi k barevné zméné. Koncentrace sCD59 je pfimo umérna intenzité
zabarveni. Spolu s pacientskymi vzorky se stejnym zptsobem analyzuji i kalibra¢ni

vzorky (standardy), ze kterych je posléze vytvorena kalibrac¢ni zavislost (krivka).

Pomicky a chemikalie: Souprava obsahuje reak¢ni mikrodesti¢cku s 96 jamkami

(12 x 8, 12 stripi) snavazanou protilatkou proti sCD59, kalibra¢ni vzorky
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(standardy), biotinovanou detek¢ni protilatku proti sCD59, konjugat streptavidin-
peroxidaza, chromogenni substrat (tetramethylbenzidin), zastavovaci (stop)

roztok.

Pracovni postup: Prvnim krokem pracovniho postupu je priprava reagencii a jejich

nasledna temperace na laboratorni teplotu (18-25 °C). Je vhodné rozmyslet, kde na
ELISA desti¢ce budou umistény kalibra¢ni vzorky (standardy) a kde pacientské
vzorky. Druhym krokem je pridani vySetfovanych vzorkd a standardi do
odpovidajicich jamek a inkubace po dobu 60 minut pti pokojové teploté. Nasleduje
promyti celé desticky promyvacim pufrem. Promyti se nékolikrat opakuje. Ve tfetim
kroku je pridana detek¢ni biotinovana protilatka proti sCD59. Nasleduje inkubace
po dobu 60 minut pfi pokojové teploté. Po dalsim promyti je pridan konjugat
streptavidin-peroxidaza a inkubovan 60 minut. Po poslednim promyti je pridan
substrat (TMB) a po 30 minutiach inkubace je reakce zastavena okyselenim.
Neprodlené po zastaveni reakci je nutné odecist intenzitu zabarveni pomoci ELISA

readeru, a to pri vinové délce 450 nm.

Vysledek: Koncentrace sCD59 je vyhodnocena metodou kalibraéni kiivky.

Minimalni detekovatelné mnoZstvi sCD59 je 0,4 ng/ml.

4.4.5 Statistické zpracovani

Hladiny zméfenych slozek komplementového systému u souboru 136
pacientek byly statisticky vyhodnoceny. Vysledky stanoveni vybranych proteini
komplementového systému byly analyzovany pomoci statistického software
MedCalc (MedCalc software Ltd., Ostend, Belgie). Ve vSech skupinach byla
provedena zakladni statistickd analyza vCetné vypoctu aritmetického primeéru,
medianu, smérodatné odchylky a kvartili (25% a 75% percentili). Ve vSech
skupinach byla také ovérena normalita dat pomoci Kolmogorov-Smirnovova testu.
Nasledné byly pomoci testovaci statistiky zjiStovany rozdily v hodnotach
naméfenych parametri komplementového systému mezi skupinami pacientek.
V ptipadé normality dat byl pouzit Studentiv t-test a vopacném pripadé
neparametricky Mann-Whitneytv test. Za statisticky vyznamné byly povaZovany

rozdily na hladiné vyznamnosti p <0,05.
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5. VYSLEDKY

Béhem sledovaného obdobi bylo vyhodnoceno 136 pacientek jako vhodnych
pro naSi studii dle vySe popsanych kritérii. SouCasné byla shromazdéna
demografickd data a klinickd data popisujici zakladni informace o pacientkach
v zavislosti na pritomnosti ¢i nepritomnosti MIAC a/nebo s diagnostikovanym IAI ¢i
nikoliv. Poskytnuta data jsou uvedena v nasledujici tabulce (viz Tab. 1). Vék a BMI

pacientek se ve skupinach pacientek statisticky nelisili.

Tab. 1: Demografickd a epidemiologickd data charakterizujici soubor pacientek

s PPROM.
DEMOGRAFICKA A PRITOMNOST PRITOMNOST IAI PRITOMNOST ABSENCE MIAC
EPIDEMIOLOGICKA MIAC A IAI (BEZ MIAC) MIAC (BEZ IAI) CIIAI
DATA
(N=23) (N=10) (N=21) (N=82)
BMI 22,6 (17-32) 23,7 (18-32) 21,7 (17-35) 22,4 (17-57)
CRP 14 (1-113) 6,6 (2-29) 3,4 (1-16) 4,3 (1-59)
GESTACNI VEK 207 (168-257) 219 (168-257) 241 (210-157) 245,5 (160-258)
VEK PACIENTKY 30 (21-38) 30 (25-38) 29 (20-39) 30,6 (18-43)
POCET LEUKOCYTU 15,6 (9-22) 13,3 (9-23) 10,8 (6-22) 12,2 (8-24)
VAHA PLODU 1065 (650-3540) 1715 (560-2860) | 2350 (1760-3010) | 2390 (440-3480)

Body mass index (BMI) pred téhotenstvim [kg/m2, median (rozpéti)]; Vék pacientky [roky, median (rozpéti)]; hladina
C-reaktivniho proteinu (CRP) pri prijmu [mg/l, median (rozpéti)]; gestacni vék pacientky pri odbéru [dny, median
(rozpéti)]; pocet leukocytii pri prijmu [x10°/1, median (rozpéti)]; vaha plodu [gramy, median (rozpéti)]

5.1 Hladina komplementové C3 slozky v plodové vodé
pacientek s PPROM

Koncentrace komplementovych slozek (v¢etné C3) je znazornéna v nasledujici
tabulce (viz Tab. 2). Pacientky jsou zde rozdéleny do Ctyr skupin dle klinické
anamnézy a namérené hladiny vybranych molekul jsou statisticky vyhodnoceny.
Pro predstavu je vtabulce uveden median a rozpéti od minimalni hodnoty

k hodnoté maximalni.
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Tab. 2:

Statisticky vyhodnocend data parametrii pro danou skupinu pacientek.

MERENY PRITOMNOST PRITOMNOST IAI PRITOMNOST ABSENCE MIAC CI
PARAMETR MIAC A IAI (BEZ MIAC) MIAC (BEZ IAI) IAI
(N=23) (N=10) (N=21) (N =82)
c3 22,3 (8-509) 22,9 (7-88) 10,1 (1-44) 12,7 (3-155)
C3a 203 (15-278) 250,5 (182-290) 182 (87-273) 205,5 (1-289)
c5 514,7 (248- 449,4 (307-1609) | 483,7 (185-2094) | 396,5 (93-13 400)
22579)
C5a 0,71 (0,01-6,91) 0,70 (0,28-2,39) 0,97 (0,01-2,45) 0,9 (0,01-27,60)
CD59 136,9 (71-203) 130,6 (98-162) 114,3 (76-176) 122 (39-284)

Komplementovd slozka C3 [xg/ml, median (rozpéti)]; Komplementovd slozka C3a [ng/ml, median (rozpéti)];
Komplementovd slozka C5 [ng/ml, median (rozpéti)]; Komplementovd slozka C5a [ng/ml, median (rozpéti)];
CD59 [ng/ml, median (rozpéti)]

5.1.1 Porovnani hladin komplementové C3 slozky u pacientek s
a bez IAI
Podstatou diagnostiky zanétu v amnialni dutiné je potvrzena souvislost mezi
vzniklym zanétlivym procesem a vyS$Sim rizikem PPROM, resp. PP. I v nasi studii
jsme nejprve porovnavali hladiny vybranych parametrd v SirSim méritku dvou
skupin pacientek - s IAl a bez zanétu. Z vysledkl vyplyva statisticka odliSnost u
molekuly C3, kterd byla zvysSena u pacientek se zanétem (pacientky s IAl: median
22,3 ug/ml, rozpéti 8-509; pacientky bez zanétu: median 12,5 pg/ml; rozpéti
1-155; p = 0,0006).

5.1.2 Porovnani hladin komplementové C3 sloZKky u pacientek s
a bez MIAC
Zaroven byla porovnana koncentrace parametri u pacientek v zavislosti
pouze na pritomnosti mikrobialni kolonizace ¢i bez ni. V poslednim desetileti byla
potvrzena piitomnost fyziologické mikrobidlni kolonizace intraamnialni dutiny

i u zdravych pokrocilych téhotenstvich. Vzhledem k témto poznatklim Ize usuzovat,
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ze ne kazda mikrobidlni kolonizace musi spoustét zanétlivé reakce. Z téchto diivodi
jsme se také rozhodli stanovit hladiny parametrii u skupiny pacientek s MIAC
v porovnani s pacientkami ze skupiny bez diagnostikované MIAC. Vysledkem
méfeni koncentraci C3 nebyla prokazana statistickd odliSnost mezi pacientkami

s mikrobidalni kolonizaci a bez ni.

5.1.3 Porovnani hladin komplementové sloZky C3 u pacientek
s IAl a/nebo MIAC
Jednim zdalSich Kkrokli této analyzy bylo porovnani jednotlivych
diagnostickych skupin pacientek mezi sebou a vyhodnoceni vyuZitelnosti vybranych

parametr.

Koncentrace C3 komplementové slozky v plodové vodé u pacientek s MIAC a
zaroven probihajicim IAl byla vyssi nez u pacientek pouze s pritomnosti mikrobialni
kolonizace (pacientky s MIAC a IAI: median 22,3 pg/ml, rozpéti 8-509; s kolonizaci:
median 10,1 pg/ml, rozpéti 1-44; p = 0,0079). Zaroven byla koncentrace C3 u
pacientek s MIAC a IAI taktéz vyssi nez u souboru pacientek s absenci MIAC ¢i 1Al
(pacientky s absenci MIAC ¢i IAl: median 12,7 pg/ml, rozptyl 3-155; p = 0,006).
Statisticky rozdil mezi skupinou s MIAC a IAI a pacientkami pouze s IAl nebyl

nalezen (viz Graf 1).

Koncentrace C3 komplementové slozky v plodové vodé u pacientek s IAI (bez
MIAC) byla vyssi nez u skupiny pacientek s absenci MIAC ¢i IAI (pacientky s MIAC
a IAl: median 22,3 ug/ml, rozptyl 8-509; pacientky s absenci MIAC ¢i IAl: median
12,7 pg/ml, rozpéti 3-155; p = 0,0434; Graf 1).
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Graf 1: Koncentrace C3 v plodové vodé v zdvislosti na pritomnosti MIAC a/nebo 1AL
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Horni a spodni tiseCky zndzorriuji minimdIni a maximdini hodnoty; usecka ve stiedu zndzorriuje median; kiiZek
zndzoriiuje aritmeticky primér; horni a spodni hranice boxu zndzorriuji 75% a 25% percentily.

5.2 Hladina komplementové C3a slozky v plodové vodé
pacientek s PPROM

Statisticky vyhodnocené koncentrace hladin C3a ve skupinach pacientek

jsou znazornény v Tab. 2.

5.2.1 Porovnani hladin komplementové C3a slozKky u pacientek
s a bez IAI

Koncentrace C3a se mezi pacientkami s IAl a bez IAl statisticky neodliSovala.
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5.2.2 Porovnani hladin komplementové C3a slozKky u pacientek
s a bez MIAC
Hladiny aktivované slozky C3a u pacientek s mikrobidlni kolonizaci
nevykazovaly statisticky vyznamnou odlisnost od koncentraci C3a pacientek bez

kolonizace mikroby.

5.2.3 Porovnani hladin komplementové sloZky C3a u pacientek
s IAl a/nebo MIAC
MnoZstvi aktivované komplementové sloZky C3a u pacientek s MIAC a IAI
bylo detekovano vysS$i nez u skupiny pacientek pouze s pritomnosti IAI
(pacientky s MIAC a IAIl: median 203 ng/ml, rozpéti 15-278; pacientky s IAl: median
250,5 ng/ml, rozpéti 182-290; p = 0,0097; Graf 2).

Koncentrace aktivované slozZky komplementu C3a v souboru pacientek s IAl
byla vyhodnocena jako vyssi neZ koncentrace C3a u pacientek s MIAC a u Zen s
absenci MIAC ¢i IAl (pacientky s IAl: median 250,5 ng/ml, rozpéti 182-290;
pacientky s MIAC: median 182 ng/ml, rozpéti 87-273; p = 0,021; pacientky s absenci
MIAC ¢i IAL: median 205,5 ng/ml, rozpéti 1-289; p = 0,0062; Graf 2).
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Graf 2: Koncentrace C3a v plodové vodé v zdvislosti na pritomnosti MIAC a/nebo IAL
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zndzortiuje aritmeticky priimér; horni a spodni hranice boxu zndzornuji 75% a 25% percentily.

5.3 Koncentrace komplementové C5 slozky v plodové
vodé pacientek s PPROM

5.3.1 Porovnani hladin komplementové C5 sloZKky u pacientek s a
bez IAI

Statisticka odliSnost u pacientek sIAI a bez IAl nebyla u parametru C5

prokazana.

5.3.2 Porovnani hladin komplementové C5 slozky u pacientek s a
bez MIAC

C5 komplementova slozka statisticky nezménila svou koncentraci pri

porovnani pacientek s a bez mikrobialni kolonizace.
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5.3.3 Porovnani hladin komplementové sloZky C5 u pacientek
s IAl a/nebo MIAC

Hladiny koncentraci komplementovych slozek C5, se v priifezu soubori nasich

pacientek, statisticky nelisily. Zakladni statistické parametry jsou uvedeny v Tab. 2

a Graf 3.

Graf 3: Koncentrace C5 v plodové vodé v zdvislosti na pritomnosti MIAC a/nebo IAL
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zndzortiuje aritmeticky primér; horni a spodni hranice boxu zndzorriuji 75% a 25% percentily.

5.4 Koncentrace komplementové C5a slozky v plodové
vodé pacientek s PPROM

5.4.1 Porovnani hladin komplementové C5a slozKky u pacientek
s a bez IAI

Koncentrace C5a se mezi pacientkami s IAl a bez IAl statisticky neodliSovala.
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5.4.2 Porovnani hladin komplementové C5a slozKky u pacientek
s a bez MIAC

Statisticka odliSnost mezi hladinami C5a u pacientek s kolonizaci a bez

kolonizace nebyla prokazana.

5.4.3 Porovnani hladin komplementové slozky C5a u pacientek
s IAl a/nebo MIAC

Koncentrace aktivované komplementové slozky C5a se zdsadné nezménila
vpribéhu méreni konkrétnich souborti pacientek. Vysledky namétenych

koncentraci C5a jsou uvedeny v Tab. 2 a Graf 4.

Graf 4: Koncentrace C5a v plodové vodé v zdvislosti na pritomnosti MIAC a/nebo IAL
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zndzortiuje aritmeticky primér; horni a spodni hranice boxu zndzorriuji 75% a 25% percentily.
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5.5 Hladina CD59 v plodové vodé pacientek s PPROM

Prehled koncentraci CD59 ve ctyrech souborech pacientek je znazornén v

Tab. 2.

5.5.1 Porovnani hladin CD59 u pacientek s a bez IAI

CD59 prokazala vyssi hladiny u pacientek s IAI neZ ve skupiné pacientek bez
zanétu (pacientky sIAl: median 136,4 pg/ml, rozpéti 71-203; bez IAl: median
120,8 pg/ml, rozpéti 39-284; p = 0,0118).

5.5.2 Porovnani hladin CD59 u pacientek s a bez MIAC

Zaroven se CD59 vyznamné nesnizilo ani nezvysSilo u pacientek s MIAC

v porovnani s pacientkami bez MIAC.

5.5.3 Porovnani hladin CD59 u pacientek s IAI a/nebo MIAC

Koncentrace CD59 byla vyhodnocena jako vyssi u skupiny pacientek s MIAC
a Al neZ u Zen pouze s MIAC (pacientky s MIAC a IAl: median 136,9 ng/ml, rozpéti
71-203; pacientky s MIAC: median 114,3 ng/ml, rozpéti 76-176; p = 0,0157; Graf 5).
Soucasné byla vyhodnocena koncentrace CD59 vyssi u této skupiny pacientek nez u
pacientek s absenci MIAC ¢i IAI (pacientky s absenci MIAC/IAI: median 122 ng/ml,
rozpéti 39-284; p = 0,0361; Graf 5)

48



Graf 5: Koncentrace CD59 v plodové vodé v zdvislosti na pritomnosti MIAC a/nebo
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Hornfi a spodnf tise¢ky zndzorruji minimdlni a maximdlni hodnoty; usecka ve stiedu zndzorriuje median; kiizek
zndzorruje aritmeticky primér; horni a spodni hranice boxu zndzorniuji 75% a 25% percentily.
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6. DISKUSE

Cilem této prace bylo zhodnoceni koncentrace vybranych parametrt, resp. C3,
C3a, C5, C5a a CD59 v plodové vodé pacientek s PPROM a zaroven zhodnoceni
podstatnych zmén hladin mezi témito parametry v zavislosti na pritomnosti ci
nepritomnosti MIAC a/nebo IAI Dal$im cilem bylo zhodnotit, zda by dany parametr
mohl slouZit jako vhodny biomarker pro véasnou diagnostiku pred¢asného porodu

komplikovaného PPROM.

Hladiny meérenych proteinti vsouboru pacientek odrazely klinicky stav.
Z vysledkli nami provedenych méreni vyplyva, Ze pacientky s IAI (sterilni zanét i
zanét s mikrobialni kolonizaci) maji vyS$si hladiny C3 neZ pacientky pouze s MIAC ¢i
s celkovou absenci mikrobidlni kolonizace a zanétu. Nasledné bylo zjiSténo,
Ze hodnoty C3a, tedy aktivované formy C3, byly zvySeny u souboru pacientek s IAI
oproti Zenam pouze s mikrobidlni kolonizaci. Nejvyssich hodnot dosahovaly
pacientky pouze s diagnostikovanym sterilnim intraamnidlnim zanétem, jednalo se
tedy o vys$si koncentrace nez u pacientek s kombinaci MIAC a IAI Dal$im vysledkem
méreni byla zvySend koncentrace CD59 u Zen s Al neZ u pacientek pouze s MIAC ¢i

bez kolonizace a zanétu.

Vysledky poukazuji na zapojeni C3 a C3a do intraamnidlniho zanétu
s mikrobialni kolonizaci i do sterilnfho IAI u pacientek s PPROM. Zaroven i
koncentrace CD59, jako hlavni regulacni slozky komplementové aktivity se
pravdépodobné zvysila v dasledku vyssi aktivity komplementového systému
korespondujici s probihajicim zanétem jako ochrana vlastnich bunék pred
cytotoxickym plisobenim slozek komplementu. Zhodnoceni mnozstvi C5 a C5a
v plodové vodé nepotvrdilo statisticky vyznamné rozdily v koncentraci tohoto
parametru u nasich soubori pacientek, tedy v zavislosti na pritomnosti MIAC a 1A],
soubéZné obou, ¢i naopak nepritomnosti zanétu i kolonizace. Skupina pacientek se
sterilnim zanétem méla hladiny C5 a C5a oproti ostatnim skupinam celkové zvySené,
nicméné ne statisticky vyznamné, cozZ miize mit souvislost s malou velikosti studijni

skupiny (N = 10).

PiredCasny porod je patologicky stav ohrozujici matku narozené dité. Jedna se

pravdépodobné o komplexni proces, kde je vyznamné zapojen imunitni systém.
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Ke klicovym prvkim tohoto procesu patii kontraktilita myometria, cervikalni zrani
i ruptura membran. [91] Dle Menonovy studie je PPROM onemocnéni zarodecnych
obal, u kterého dochazi koxida¢nimu stresu s ndaslednym akcelerovanym
starnutim tkani oballi. Tento proces vede ke vzniku sterilniho zanétu, oslabeni
membrany a nasledné rupture. [92] Vysledek téhotenstvi pri probéhlé PPROM je
zavisly na gesta¢nim véku, stavu plodu a pritomnosti infekce. U nizkého gesta¢niho
star{ je preferovan tzv. pasivni management, kdy se porodnik snaZi oddalit porod
a vhodnymi zdsahy stimulovat zrani plodu. I tak priblizné 50 % pacientek s touto

diagnézou porodi zhruba do tydne po PPROM. [1]

V pribéhu casu bylo shromazdéno velké mnozZstvi poznatki o tomto
patofyziologickém procesu. Bylo prokazano spojeni prostaglandinti a enzymi
degradujicich matrici s oslabenim membran vedoucim kjejich prasknuti. [93]
Z dalsich studii je dnes jiz patrné, Ze PP je asociovan i s pozitivni mikrobialni
kulturou v plodové vodé - az u 38 % pacientek s PPROM. [94] Tento poznatek
koresponduje i s nasi studii, ve které bylo az u 32 % (44 pacientek ze 136) Zen
diagnostikovana mikrobidlni kolonizace. Mikrobialni kolonizace je vy$si u pacientek
s PPROM nez u Zen s pred¢asnym porodem se zachovanym vakem blan. Nicméné i
v situaci, kdy jsou membrany neporuseny, dochazi k mikrobialni kolonizaci a to asi
u 12,8 % Zen. [94] Zasadné dileZitd je metoda mikrobidlni identifikace -
kvantitativni polymerazova retézova reakce vrealném case (qPCR; Quantitative
Real-time Polymerase Chain Reaction) odhali vétsi mnoZstvi mikroorganismi
v amniotické tekutiné nez pouha kultivace. Dle studie bylo vice nez 50 % pacientl
s negativni kulturou ve skutecnosti osidleno. [95] Mimo jiné i CRP ¢i hladina
leukocytt v krvi byla v nasi studii Castéji zvySena u pacientek s IAl, ackoliv ani CRP

ani pocet leukocytl nejsou dostatecné specifickym ukazatelem IAI. [96]

Vzhledem k uzké vazbé k fetu se nabizi jako nejvhodnéjsi zdroj biomarkeri
amnioticka tekutina. I pres vyhody této tekutiny se s velkou pravdépodobnosti
nestane jeji odbér rutinni metodou pro screening PP, zejména z divodu rizika
vyvolani vlastniho predcasného porodu, poskozeni plodu nebo i zptisobeni mozné
infekce pri odbéru. I presto se amnioticka tekutina pro hledani novych biomarkeri
velmi cCasto vyuziva. U pacientek bez pritomnosti intrauterinni infekce byla

analyzovana v amniotické tekutiné celd rada biomarkert zahrnujici cytokiny IL-6,
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IL-8, IL-16 a mnoho dalSich mediatorti zanétu spojenych s PP nebo PPROM. [56, 97,
98]

Neinvazivni metoda, ktera by umoznila snadné a spolehlivé urceni pritomnosti
IAI u pacienti s PPROM by meéla zna¢né prednosti ve snizovani potieby
aminocentézy pii hodnoceni zanétlivého stavu v plodové dutiné. Prikladem je studie
ovérujici nové rychlé ,bedside“ testy vhodné kdiagnostice a monitoringu
intraamnialniho zanétu u pacientek s PPROM. Amnioticka tekutina byla v tomto
pripadé odebrana neinvazivné, transcervikdlné, pomoci nového pristroje -
transcervikalniho sbérac¢e amniotické tekutiny. Jeho principem je ziskavani tekutiny
z endocervikalntho kandlu. Studie byla zamérena na rychly test detekujici
koncentrace IL-8 obsaZeného v neinvazivné odebrané amniotické tekutiné.
Vysledky byly porovnany s poctem bilych krvinek stanovenym v plodové vodé
ziskané aminocentézou. Zavérem této studie bylo potvrzeni schopnosti tohoto
diagnostického testu specificky a dostatecné citlivé zhodnotit stav IAl. Vysoka
negativni prediktivni hodnota testu by usnadnila identifikaci rizikovych pacientek
bez nutnosti aminocentézy a umoznila v¢éasnou indukci porodu. Soucasné autofii
navrhuji moznost vyuziti této metody u pacientek s PPROM, kde komentuji zvySujici

se [Al s dobou latence. [99, 100]

Pti hledani novych biomarkert byla neinvazivné vysetrovana koncentrace
progesteronu ve slinach u Zen s alespon jednim rizikovym faktorem predcasného
porodu. Byly detekovany sniZené hladiny progesteronu v obdobi mezi 24. a 34.
tydnem téhotenstvi u Zen s hrozicim brzkym PP. Autofi téchto vyzkumi proto
navrhuji mérit hladiny progesteronu u rizikovych skupin Zen s naslednou moznou

terapii pomoci substituce progesteronu. [101, 102]

Matetska krev, resp. plazma nebo sérum, jakoZto velmi snadno pristupna
tekutina s minimalni invazi pti odbéru, se jevi jako vhodny nastroj pro hledani
specifickych biomarkert. Nicméné zasadnim nedostatkem tohoto pristupu je
skutecnost, Ze organismy matky a plodu jsou sice mnohocetné provazany, ale
predstavuji samostatné celky. Je Zadouci, aby se choroby (infek¢ni i jiné)
nepienasely na plod a opa¢né. Matei'ska krev tedy nemusi spolehlivé odraZet situaci
(infekce, zanét) plodu. Tato skutecnost vede Casto k netdspéchu studii vyuZzivajicich

tento zdroj biomarkeri. Prikladem vyzkumu biomarkerua v periferni krvi je studie,
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ktera métila 27 proteinii u Zen s hrozicim pred¢asnym porodem. Mezi potencionalni
biomarkery patrily IL-10, granulocyt-makrofag-kolonie stimulujici faktor (GM-CSF,
CSF2), solubilni IL-6 receptor alpha (sIL6R), tumor nekrotizujici faktor beta (TNF[3),
velikost délozniho c¢ipku a dalsi. Nicméné samotné meéfeni cervixu prezentuje
vyrazné lepsi predpovéd’ PP neZ stanoveni biochemickych marker® v mateiské krvi.

[56, 103]

Cervikovaginalni tekutina (CVF) je smés sekretii zvaginy, endocervixu,
decidui a amniochorinu slouzici jako dilezity diagnosticky materidl pri
monitorovani zdravi matky a plodu. Na rozdil od amniotické tekutiny je CVF
jednoduse pristupna s minimalni invazivitou odbéru a vysokou bezpecnosti. Existuji
dva béZné pouZivané biomarkery pro klinické testy v predpovédi PP. Jednim je
fetalni fibronektin (fFN) a fosforylovany insulinu podobny rtstovy faktor vazajici
protein 1 (phIlGFBP1; Phosphorylated Insulin-Like Growth Factor Binding
Protein-1). [56] Fetdlni fibronektin je glykoprotein produkovany amniocyty
a trofoblastem, ktery zajiStuje spojeni mezi plodem a délohou. [58] Neni
detekovatelny mimo obdobi mezi 16. a 20. tydnem téhotenstvi. Hladiny fFN by
mohly odraZet naruseni choriodecidualniho prostoru a s predstihem identifikovat
spontanni PP. [104] Dle studii se podarilo predpovédét PP stydennim az
dvoutydennim predstihem u Zen se symptomy (78-89% citlivost a 86%
specificnost) i bez symptoml (68-76% citlivost a 88-89% specifi¢nost). [105]
V klinické praxi se stanoveni fFN vyuzivad zejména jako negativni prediktivni
hodnota, ktera muze rozhodnout o pohotovostnim pievozu pacientky do
specializovaného zdravotnického zarizeni. [56, 106] PhIGFBP1 je vylucovan
decidudlnimi burikkami a pronika do cervikalni tekutiny v momenté, kdy se fetalni
membrana odtrhne od decidui. Klinické studie poukazuji na to, Ze je phIGFBP1,
stejné jako fFN, vhodny pro svou negativni predikci PP (92% specifi¢nost), nicméné
nevyhovujici svou citlivosti. Zaroven ho ale lze vyuzit jako pozitivni prediktivni

parametr u asymptomatickych Zen. [107, 108]

Komplementovy systém hraje dalezitou roli v asném i pred¢asném porodu
a obecné v pribéhu celého téhotenstvi. Nékteri autori se shoduji na moznosti vyuziti
komplementu pro predikci pozdéjstho spontdnniho predc¢asného porodu,

kdy dochazi kjeho nadmérné aktivaci jiZ v pocateCnich fazich téhotenstvi
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(<20 tydni gestace). [4, 52] Ptvod aktivace komplementu se ptiklada klinickému
zanétu, nicméné muize tomu byt i v disledku nekroézy tkani placenty, tkanové
ischémie ¢i abnormalni placentace. DalSi studie podporuji hypotézu vyvolani PP
vlivem interakce C5a s jeho receptorem prostiednictvim nuklearniho faktoru kB
(NF-xB). Zaroven autofi upozoriiuji na zvySujici se riziko PP pii dysregulaci
komplementu, konkrétné v piripadé C3a a C5a. [109] Jina studie zminuje vyuZiti
parametri IL-6, C3a a C5a v matefské plazmé Zen s predcasnou dilataci délozniho
Cipku nebo s kratkym déloZznim hrdlem v pripadé PP. Dale doporucuji k predvidani
PP kombinovat tyto biomarkery s klinickou anamnézou. [110] Kimova studie
prokazala zvySené hladiny C3a (nikoliv C5a) v amniotické tekutiné u pacientek
s cervikalni nedostatecnosti ¢i kratkym cervixem. Tyto pacientky také trpély vysSim
rizikem IAI a PP, coZ mize souviset také s aktivaci komplementového systému

v amniotické tekutiné. [111]

Z vysledkt nasi studie se C3 a C3a jevi jako vhodné biomarkery pro stanoveni
sterilniho i nesterilniho IAI u pacientek s PPROM v plodové vodé. V momenté, kdy
bychom detekovali IAl pomoci zvySené koncentrace C3, lze za urcitych podminek
predpokladat i zvySené hodnoty C3a a naopak. Soucasné by se dalo pomyslet i na

vyuziti CD59, i kdyZ vykazovalo nizsi specifitu nez C3 a C3a.
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7. ZAVER

Cilem prace bylo stanoveni koncentrace vybranych parametri
komplementového systému v plodové vodé u pacientek s PPROM; zhodnoceni
dynamiky koncentrace danych molekul v zavislosti na pritomnosti MIAC a/nebo IAI;
zhodnoceni statistickych vysledki zkoumanych proteini a jejich mozné

vyuzitelnosti v klinické praxi jako biomarkerli pred¢asného porodu

komplikovaného PPROM.

S vyuzitim enzymové imunoanalyzy jsme stanovili koncentraci vybranych
molekul u 136 téhotnych pacientek s komplikaci PPROM. Soubor pacientek jsme
rozdélili do 4 skupin dle pfitomnosti zdnétu a/nebo priitkazu infekéniho agens

v plodové vodé.

Pro testovani bylo vybrano 5 parametri ptirozené imunity a zanétu - C3, C3a,
C5, C5a a CD59. Koncentrace proteind byly statisticky porovnany ve vsSech

skupinach.

Koncentrace C3 byla nejvyssi ve skupiné pacientek se zanétem a MIAC. Zaroven
byla vyhodnocena zvySena koncentrace u pacientek se sterilnim zanétem. Nejvyssi
koncentrace C3a byly nalezeny u pacientek se sterilnim zanétem. Komplementové
slozky C3 a C3a se jevi jako vhodné biomarkery IAl a MIAC, poptipadé sterilniho IAI.
Nameérené koncentrace CD59 byly nalezeny zvysSené u pacientek s IAl a MIAC. CD59
by taktéZ mohl slouzit jako biomarker k detekci probihajiciho IAI s mikrobidlni

invazi.

Koncentrace C5 a C5a se neprokazaly jako statisticky vyznamné.
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8. POUZITE ZKRATKY

aHUS

APC

APLA
APS

BMI
C3
C3a
C5
C5a

CCP

CD

CRP

CSF2
CVF

DAF

DC

DNA

FasL

fFN

Atypicky hemolyticko-uremicky
syndrom

Antigen Presenting Cells;
Antigen prezentujici burniky

Antifosfolipidové protilatky

Antifosfolipidovy syndrom
Body Mass Index

Komplementova slozka 3
Aktivovana komplementova slozka 3
Komplementova slozka 5

Aktivovana komplementova slozka 5

Complement Control Protein;
Protein regulujici komplement

Cluster of Differenciation;
Diferenciacni skupina

C-reaktivni protein

Granulocyt-makrofag-kolonie
stimulujici faktor

Cervicovaginal Fluid;
Cervikovaginalni tekutina

Decay-accelerating Factor;
Rozpad urychlujici faktor

Dendritic Cell;
Dendriticka burika

Deoxyribonukleova kyselina

Fas ligand

Fibronektin
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FIRS

GPI

HLA

IAI

IGFBP-1

IL

ILC

IS
iTreg

LTA

MAC

MASPs

MBL

MCP

MIAC

MIP-18

Fetal Inflammatory Response Syndrome;
Syndrom fetalni zanétlivé odpovédi

Glykosylfosfatydylinositolova kotva

Human Leucocyte antigens;
Lidské leukocytarni antigeny

Intraamnial inflammation;
Intraamnialni zanét

Insulin-like Growth Factor-binding
Protein;

Inzulinu podobny riistovy faktor
vazajici protein

Interleukin

Innate Lymphoid Cells;
Pfirozené lymfoidni buriky

Imunitni systém
Indukované T regulac¢ni lymfocyty

Solubilni tumor nekrotizujici faktor
beta

Membrane Attack Complex;
Membranu atakujici komplex

MBL-associated Serine Proteases

Mannan-binding lectin;

Lektin vazajici manosu

Membrane Cofactor Protein;
Membranovy proteinovy kofaktor
Microbial Invasion od the Amniotic

Cavity;
Mikrobialni invaze do amnialni dutiny

Makrofagovy zanétlivy protein 1
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NF-kB

NK

phIGFBP1

PNH

POCT

PP

PPROM

sIL6R

SLE

TGF-B

Th

TLR

Treg

uNK

qPCR

Nuklearni faktor kB

Natural Killers;
Ptirozeni zabijeci

Phosphorylated Insulin-Like Growth
Factor Binding Protein-1;
Fosforylovany insulinu podobny
ristovy faktor vazajici protein-1

Paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie

Point of Care Testing;
Testovani v misté péce o pacienta

Piredc¢asny porod

Preterm Prelabour Rupture of
Membranes; Pred¢asny odtok plodové
vody s rupturou plodovych obalii

Solubilni interleukin-6 receptor alpha

Systémovy lupus erythematodes

Transforming Growth Factor beta;
Transformujici riistovy faktor beta

Helper T Cell;
T pomocny lymfocyt
Toll-like receptor

Regulac¢ni T lymfocyty

Uterinni NK bunky

Quantitative Real-time Polymerase
Chain Reaction;

Kvantitativni polymerazova retézcova
reakce v redlném case
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