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ABSTRAKT

Koureni Zeny v téhotenstvi prfedstavuje zavazné zdravotni riziko pro matku a zejména pro jeji
dité. Koureni cigaret vyvolava u Zen komplexni zmény steroidogeneze v pribéhu celého Zivota. Ke
sledovani vlivu koureni na fetoplacentarni jednotku se zamérenim na steroidni hormony bylo nutné
nejprve zmapovat zmény vybranych steroidd kolem porodu.

Prvni ¢ast prace je zamérend na sledovani vybranych steroidnich hormonl v peripartalnim
obdobi (37. tyden téhotenstvi, I. doba porodni u matek a smiSena pupecnikova krev jejich
novorozencll) a hledani vztahl k véku matky, nardstu télesné hmotnosti béhem téhotenstvi, typu
porodu a pohlavi plodu.

Zajimavé bylo porovnani steroid(l ve vztahu k typu porodu: vaginalni porod versus planovany
cisarsky fez. U Zen nekuracek, které ¢ekaly hocha a rodily spontanné byly nalezeny signifikantné vyssi
hladiny 17-OH-pregnenolonu, progesteronu, kortizolu, kortikosteronu a signifikantné nizsi hladiny
estradiolu oproti nekurackam, které ¢ekaly hocha a rodily planovanym cisarskym rezem. V materské
krvive 37. tydnu téhotenstvi byly podle pohlavi plodu zjiStény rozdily mezi steroidy, coz se neprokazalo
u novorozencu. Vék matky, narust télesné hmotnosti a porodni hmotnost novorozence nemély vztah
k Zddnému ze sledovanych steroid(. Byla vytvorena referencni rozmezi pro sledované steroidy mérené
LC-MS/MS.

Ve druhé ¢asti prace jsme sledovali zmény tvorby steroidnich hormonu u téhotnych kuracek.
Tato ¢ast byla zaméfena na zmény steroidogeneze v krvi matek ve 37. tydnu téhotenstvi a ve smisené
pupecnikové krvi jejich novorozenc.

Ve skupiné Zen, které cekaly hocha, byly u kufacek ve 37. tydnu téhotenstvi proti nekufackam
vy$Si  sérové hladiny kortizonu, DHEA, 7a-OH-DHEA, 17-OH-pregnenolonu, testosteronu
a androstendionu. Ve skupiné Zen, které ¢ekaly dévce, byly u kuracek ve 37. tydnu téhotenstvi nizsi
sérové hladiny 7B-OH-DHEA a vyssi hladiny androstendionu. U novorozenych hochl byly zjistény
u potomkl kuracek vyssi hladiny testosteronu. U novorozenych dévéat byly u kufacek nizsi hladiny
70-OH-DHEA. Koufeni v téhotenstvi vyvolava zmény v tvorbé steroidd, jak u téhotnych Zen, tak u jejich
potomkd.

Vysledky prezentované v této praci mohou pfrispét k lepSimu pochopeni fyziologickych zmén
steroidnich hormon( v peripartalnim obdobi a k ozfejméni dasledk( koureni v téhotenstvi na mozné

patofyziologické zmény v celkovém nastaveni steroidni osy.



ABSTRACT

Maternal smoking causes serious health danger for a mother but especially for a baby. Cigarette
smoking produces complex steroidogenesis changes during the whole life of a woman. To study the
influence of smoking on fetoplacental unit focusing on steroid hormons it was important first to
concentrate on changes of the chosen steroids around the delivery.

The first part of the thesis is dedicated to observe some chosen steroid hormons in peripartal
period (37th week of the pregnancy, first stage of labor of mothers and mixed umbilical blood of their
neonates) and to look for relations to the age of mother, the increase of the weight during the
pregnancy, the type of the delivery and the sex of the baby.

It was interesting to compare steroids in the relation to the type of the delivery: vaginal delivery
versus planned caesarean section. Non-smoking women who delivered a boy spontaneously had
significantly higher level of 17-OH-pregnenolone, progesterone, cortisol, corticosterone and
significantly lower level of estradiol in comparison with non-smoking women who delivered a boy by
a planned Caesarean section. In the maternal blood in the 37th week of the pregnancy there were
found differences between steroids in accordance to the sex of the fetus but they were not found in
the neonates’ case. The age of mother, the increase of the human weight and the birth weight of the
neonate didn’t have any relation to any of the observed steroids. There were created reference ranges
for observed steroids measured by LC-MS/MS.

In the second part my thesis was monitoring changes of the creation of steroid hormons of
smoking mothers. This part was focused on changes of steroidogenesis in blood of mothers in the 37th
week of their pregnancy and in mixed umbilical blood of their neonates.

In the group of women who were expecting a boy there were smoking women in the 37th week
who had higher serum levels of cortisone, DHEA, 7a-OH-DHEA, 17-OH-pregnenolone, testosterone and
androstenedione in comparison with non-smoking women. In the group of women who were
expecting a girl there were smoking women in the 37th week who had lower serum levels of 73-OH-
DHEA and higher levels of androstenedione. There were detected higher levels of testosterone at the
boys of smoking mothers. But at the girls of smoking mothers there were detected lower levels of 7a-
OH-DHEA. Smoking during pregnancy causes changes in the creation of steroids not only in the case of
pregnant women but also in the case of their children.

The results shown in this thesis can help to understand better physiological changes of steroid
hormons in peripartal period and to clarify impacts of smoking in pregnancy on possible

patophysiological changes in overall setting of steroid axis.



1 UvoD

Cigaretovy kouf, obsahujici tisice Skodlivych latek, pfedstavuje nejrozsitenéjsi reprodukéni
Skodlivinu soucasnosti. Koufeni béhem téhotenstvi postihuje zdravi matky i organismus vyvijejiciho se
ditéte. Pocet Zen kouficich v téhotenstvi predstavuje zdvaziny faktor pro riziko rozvoje zdravotnich
komplikaci v celospolecenském rozméru. Spolu s vyzkumem obecnych disledkd koufeni na ¢lovéka se
mnohé studie soustfedi nejen na specificky negativni vliv koufeni na reprodukéni schopnosti Zen i
muz(, ale i na vliv na prenatélni a postnatalni vyvoj ditéte.

Hormonalni interakce mezi plodem, placentou a matkou jsou nezbytné pro vznik a vyvoj
téhotenstvi, vyvoj plodu, i adekvatni nastup porodu. Zahy poté, co Zzena otéhotni, plod, placenta
a matka zahaji a udrzuji komunikaci prostfednictvim komplexniho systému plsobkd. V endokrinnim
prostiedi téhotné dominuji placentarni hormony, jejichz hlavni funkci je modifikovat fyziologii téhotné
tak, aby zahrnovala naroky na vyzivu rostouciho plodu. Fetdlni homeostdzu v téhotenstvi reguluje
predevsim placenta. Nicméné fetdlni neuroendokrinni systém se musi stat funkéné kompetentnim, aby
byl novorozenec schopny extrauterinniho Zivota nezavisle na placenté (Strauss a Berbieri, 2004).

V pribéhu téhotenstvi dochazi k tvorbé velkého mnoiZstvi pohlavnich steroidl, estrogent
a progesteronu. Pro syntézu steroid( je nezbytna konstantni interakce mezi plodem, placentou
a matkou. Placenta samotna neni, na rozdil od dospélych nadledvin, varlat a vaje¢nik(,, schopna
produkovat steroidni hormony de novo a je tak zavisla na pfisunu prekurzor( z fetalniho nebo
materského kompartmentu. Tento jedinecny a zavisly vztah mezi plodem, placentou a matkou je
zakladem pojmu fetoplacentarni jednotky (Diczfalusy et al., 1965, Strauss a Berbieri, 2004).

Fetoplacentarni endokrinni systém se vyviji a funguje nezavisle na matce. Vétsiné matefskych
hormonu je zabranéno vstupovat do fetdlniho kompartmentu. Naopak plod a placenta produkuji a
vylucuji fadu steroidl a peptidl do materské cirkulace (Morel et al., 2016).

Tvorba a ucinky steroidnich hormon( v téhotenstvi maji sva specifika. Jejich syntéza
a metabolismus jsou vysledkem komplexnich metabolickych cest zahrnujicich déje v plodu, placenté
a umatky. Nékteré zdkladni enzymy steroidogeneze chybi u plodu (napf. 3B-hydroxysteroidni
dehydrogenaza, 5-ene — 4-ene isomeraza, aromataza) nebo v placenté (napf. C17-C20 desmolaza).
V plodu je velmi aktivni konverze acetatu na cholesterol, dale pfeména pregnen( na androsteny a 16-
hydroxylace dehydroepiandrosteron (DHEA), ktera je nezbytna pro tvorbu estriolu (E3). VSechny tyto
transformace chybi v placenté, ktera dokaze metabolizovat cholesterol na C21-steroidy, konvertovat
5-ene na 4-ene steroidy a ma velkou kapacitu pro aromatizaci C19 prekurzor(. Takto dohromady

dokaze plod a placenta vytvofit vSsechny potfebné steroidni hormony (Pasqualini a Chetrite, 2016).



Tvorba nékterych steroidnich hormoni v pribéhu téhotenstvi vyznamné roste. Kromé zmén
steroid(l danych pribéhem téhotenstvi, jsou zvazovany rGzné faktory, které ovliviiuji jejich hladiny
(vék, koureni, téhotenské komplikace, podavani glukokortikoidl atd.), coZ je pak zmifiovano ve vztahu
k rozvoji celé Fady onemocnéni u déti nejen intrauterinné, ale i v jejich pozdé;jsim Zivoté (Kuijper et al.,
2015).

Koureni ma zasadni vliv na endokrinni systém. Ovliviiuje hypofyzarni, tyreoidalni, adrenalni,
testikularni i ovaridlni funkce, kalciovy metabolismus a plsobeni inzulinu (Starka et al., 2005). Koureni
vede ke zménam hladin endogennich steroidnich hormona. Zvysuje hladiny kortizolu v plazmé, kdy
jeho hladina je pfimo umérna poctu vykourenych cigaret béhem dne (Kirschbaum et al., 1992). Ve
studiich jsou popisovany vyssi hladiny 17-hydroxyprogesteronu, androstendionu, DHEA a jeho sulfatu
dehydroepiandrosteron sulfatu (DHEAS) u kufaka. Zvysena sekrece téchto adrendlnich steroidi muze
byt zplsobena blokem 21- nebo 11R-hydroxylazy (Baron et al., 1995; Hautanen et al., 1993; Salvini et
al., 1992).

Mnoho studii se zabyva vlivem koufeni na Zensky reprodukéni systém, véetné vlivu na hladiny
Zenskych pohlavnich hormon(. Koufeni Zen mlzZe zplsobit zmény v menstruaénim cyklu, poruchy
fertility, patologie téhotenstvi, véetné ohrozeni zdravi plodu, a mdze vést i k drivéjsi menopauze. U
kuracek je popisovana vyssi hladina testosteronu v prabéhu celého Zivota (Manjer et al., 2005; Sowers
et al, 2001; Friedman et al., 1987), a jeho hladina stoupa s po¢tem vykourenych cigaret za den (Manjer
et al, 2005). U kouficich Zen dochazi také ke snizeni biologické dostupnosti estrogent (Michnovicz et
al., 1986).

Ve své praci se vénuji vlivu koufeni na fetoplacentarni jednotku se zaméfenim na steroidni
hormony. Jednim z cilG mé prace bylo zmapovat metabolismus steroid( kolem porodu, aby bylo
nasledné mozné vyhodnotit zmény vyvolané koufenim. Proto se v prvni ¢asti Uvodu vénuji této

problematice obecné a druha ¢ast je zaméfend na zmény vyvolané kourenim.



2 HYPOTEZA A CiLE PROJEKTU

2.1 Hypotéza

Koureni vyvolava u Zzen komplexni zmény steroidogeneze v priibéhu celého Zivota, a to i po
preruseni koufeni. Koureni Zen béhem téhotenstvi dokaze vyvolat zmény steroidogeneze v celém

komplexu fetoplacentarni jednotky a tyto zmény jsou prokazatelné i u jejich potomk.

2.2 Cile projektu

1. zmapovat steroidogenezi hlavnich a méné béznych steroidd v peripartalnim obdobi a vénovat
se zménam souvisejicim s vékem matky, narlstem télesné hmotnosti v téhotenstvi, typem porodu,

pohlavim plodu.

2. vyhodnotit vliv koureni matky na zmény steroidogeneze hlavnich a méné béznych steroid( v

peripartalnim obdobi véetné zmén u novorozenci s respektem ke zménam v ramci fyziologie.



3 METODY

3.1 1. ¢ast studie
3.1.1 Charakteristika souboru

Ve studii bylo vySetfeno celkem 142 zdravych téhotnych Zen s nizkorizikovym téhotentsvim.
Vsechny Zeny byly ¢eské narodnosti. Vylucujicimi kritérii byla zavislost v anamnéze (vCetné koureni),
uzivani léka ovliviujicich steroidogenezi, diabetes mellitus, hypertenze, thyreopatie, téhotenské
komplikace (hyperemesis, krvaceni, kontrakce délohy), intrauterinni riistova restrikce plodu, vicecetné
téhotenstvi. Studie byla schvalena Etickou komisi 1. [ékarské fakulty Univerzity Karlovy a VSeobecné
fakultni nemocnice v Praze (Cislo protokolu: 114/15) a byla provedena v souladu se zasadami Helsinské
deklarace Svétové lékarské asociace revidované v roce 2008. Po prostudovani informaci pro pacientky
podepsala kazda ze zucastnénych zen pisemny informovany souhlas se studii.

Zeny byly vy$etieny ve 37. tydnu téhotenstvi, kdy vyplnily anonymné standardizovany dotaznik
(viz ptiloha), ktery sledoval vék, vysku, vahu, paritu, téhotenské komplikace, socioekonomicky status.
PFi porodu bylo zaznamenano pohlavi ditéte a typ porodu. Porody jsme rozdélili na spontanni a porody
cisafskym fezem

Ve 37. tydnu téhotenstvi byl proveden odbér vendzni krve matky z kubitdlni Zily v dopolednich
hodinach mezi 8-10 hodinou. Pfi porodu byla odebrana krev matky vI. dobé porodni a smiSena
pupecnikova krev ditéte. Vzhledem k jednak technické narocnosti separovanych odbérd pupecnikové
arterie a vény, dale k vysledkim porovnani separovanych odbérd, které publikovala nase pracovni
skupina (Paskova et al., 2014), jsme zvolili odbér smisené pupecnikové krve. Krev byla odebirana do
dvou zkumavek Vacuette 4 ml (typ: plastova zkumavka pro odbér srazlivé Ziini krve s aktivatorem
srazeni a separacnim gelem). Sérum bylo ziskano centrifugaci po dobu 5 minut pfi 2000 g v 4 °C a bylo
uchovano pfi-20 °C.

Pro vypocet referenéniho rozmezi byly vyuzZity vSechny vzorky ze 37. tydne téhotenstvi, to
znamena od 81 Zen, které Cekaly dévce, a od 61 Zen, které cekaly hocha. Vzorky z I. doby porodni byly
pouze u Zen, které rodily spontanné, stejné jako vzorky od novorozenc, ktefi se narodili spontanné
(59 divek/45 hocht). Vzork( z planovanych a akutnich cisafskych fezli bylo malo, proto z nich
referencni rozmezi nemohla byt vytvorena. Tyto vzorky byly pouzZity pouze pro porovnani steroidl mezi
spontannimi porody (45 vzork() a planovanymi cisafskym rezy (12 vzorka), pro tuto analyzu byly pocty
dostatecné ve skupiné Zen, které cekaly hochy. Odbéri z akutnich cisarskych feza bylo ve studii malo,
proto pro analyzu nebyly vyuZity viibec. Stejné jako vzork( z porodi cisafskym rezem (planovanym i

akutnim) ve skupiné Zen, které ¢ekaly dévce. Pfi porodu se nepovedlo z technickych ddvodd, nikoli pro



zdravotni komplikace, odebrat vendzni krev u osmi zen, které cekaly dévce, a u jedné Zeny, ktera Cekala

hocha. Odbéry u téchto porodl neprobéhly ani u novorozencl.

Charakteristika souboru je uvedena v tabulce 1 a tabulce 2.

Hmotnost Hmotnost BMI Vahovy
Vék pred BMI pred ve 37.tydnu | ve 37.tydnu prirtstek Tyden
matky n | téhotenstvim | téhotenstvim | téhotenstvi téhotenstvi | v téhotenstvi porodu
(prﬂ(rz)é;; ) (prﬂrr(\fgr)t ) (primér + SD) (pr&n;fgr)t ) (prmér + SD) (prﬁn;fgr)t ) (pramér £ SD)
Zeny, které
. s 31,82+3,69 | 81 | 63,26+9,45 | 23,15+3,32 | 78,24+11,55 | 27,88+3,92 | 15,25+4,84 39,55+1
cekaly dévce
Zeny, 6
Zeny, které 32,27+4,75 | 61 |6448+11,92 | 21,6642,38 | 77,37+8 | 27,05£2,78 | 1559+512 | 39,57+0,96
cekaly hocha
Tabulka 1. Charakteristika souboru: matky
Porodni
hmotnost n Apgar 1 min. | Apgar 5 min. | Apgar 10 min.
(primér + SD)
(g)
Novorozenec - dévée |3462,41+449,65| 59 9,48 + 1,04 9,93 +0,25 10+0
Novorozenec - hoch 3529,7+480,4 | 45 8,97 +1,55 9,88+0,33 10+0

Tabulka 2. Charakteristika souboru: novorozenci

3.1.2 Stanoveni vzorku

Estron (E1), estradiol (E2) a estriol (E3) byly kvantifikovany pomoci jiz dfive publikované metody

LC-MS/MS (Vitka et al., 2015). VSechny ostatni steroidy (kortizol, kortizon, dehydroepiandrosteron
(DHEA), 7a-hydroxy-dehydroepiandrosteron (7a-OH-DHEA), 7B-hydroxy-dehydroepiandrosteron (7f-
OH-DHEA), 7-oxo-dehydroepiandrosteron (7-oxo-DHEA), pregnenolon, 17a-hydroxy-pregnenolon (17-
OH-pregnenolon), testosteron, androstendion, progesteron, 17-hydroxy-progesteron (17-OH-
progesteron), kortikosteron) byly stanoveny pomoci jiné validované metody LC-MS/MS (Sosvorova et
al., 2015a; Sosvorova et al., 2015b; Vitk( et al., 2016). Vzhledem k odbéru dvou vzorkll od kazdé

pacientky byla provedena opakovana analyza, aby bylo moZné provést korelaci presnosti stanoveni.
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3.1.3 Statistické zpracovadni dat

K porovnani primérnych hodnot sérovych steroidl Zen ocekdvajicich muzsky a Zensky plod
ve 37. tydnu téhotenstvi a béhem |. doby porodni byl za predpokladu Sikmosti a Spicatosti dat
v ofekdavaném rozmezi (+2) pouzit t-test. Stejné tomu bylo také v pfipadé porovnani hladin sérovych
steroid(l pfi vaginalnim porodu a cisafském fezu u Zen s muzskym plodem béhem I. doby porodni
a z pupecnikové krve. V pripadé, Ze Sikmost a Spicatost dat nebyly v o¢ekdavaném rozmezi (£2), byl ke
zjisténi vySe zminénych porovnani pouzit neparametricky analog t-testu - Kolmogoroviv-Smirnov(v
test. Pro otestovani spravnosti opakovaného méreni byla pouZita linearni regrese. Referenéni meze
byly kalkulovany jako 2,5 — 97,5 percentil namérenych dat. Pro vySe zminéné zpracovani dat byl pouZit
statisticky software Statgraphics Centurion XVI od firmy Statpoint Inc. (Warrenton, VA, USA). Parcialni
korelace mezi vékem matky, pfirGstkem télesné hmotnosti béhem téhotenstvi, porodni vahou ditéte

a hladinami steroid( byly zpracovany v programu NCSS 2007 (Kaysville, UT, USA).

3.2 2. c¢ast studie
3.2.1 Charakteristika souboru

Do studie bylo zafazeno celkem 88 zdravych téhotnych Zen s nizkorizikovym téhotenstvim,
ztoho bylo 17 aktivnich kuracek a 71 nekuracek. VSechny Zeny byly ¢eské ndrodnosti a porodily
spontanné. Do studie nebyly zarazeny exkuracky ani pasivni kuracky. Vylu€ujicimi kritérii byla jina
zavislost v anamnéze, uzivani 1éka ovliviujicich steroidogenezi, gestacni diabetes, hypertenze,
thyreopatie, téhotenské komplikace (hyperemesis, krvaceni, drazdivd déloha, hrozici pfedcasny
porod), intrauterinni rdstova restrikce plodu, cisarsky fez. Do studie byla zafazena pouze jednocetna
téhotenstvi. VSechny ucastnice podepsaly informovany souhlas o tom, Ze byly pouceny o studii. Studie
byla schvalena Etickou komisi 1. Iékarské fakulty Univerzity Karlovy a VSeobecné fakultni nemocnice
v Praze (Cislo protokolu: 114/15).

Zeny byly vy3etieny ve 37. tydnu téhotenstvi, kdy vyplnily anonymné standardizovany dotaznik
(viz priloha), ktery sledoval vék, wvysku, véahu, graviditu/paritu, téhotenské komplikace,
socioekonomicky status, kufackou anamnézu, informovanost o Skodlivosti koufeni v téhotenstvi
a miru nikotinové zavislosti. Pfi porodu bylo zaznamenano pohlavi ditéte.

Odbér vendzni krve matky z kubitalni Zily byl proveden v dopolednich hodinach mezi 8-10
hodinou ve 37. tydnu téhotenstvi. Pfi porodu byla odebrana smisena pupecnikova krev. Krev byla
odebirdna do zkumavek Vacuette (typ: plastova zkumavka pro odbér srazlivé Zilni krve s aktivatorem
srazeni a separacnim gelem). Sérum bylo ziskano centrifugaci po dobu 5 minut pfi 2000 g v 4 °C a bylo

uchovano pfi—20 °C. Pro tuto ¢ast studie byly zvoleny pouze odbéry ve 37. tydnu téhotenstvi u matek,
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aby bylo mozné lépe diferencovat zmény vyvolané kourfenim. V dobé porodu mohou byt zmény

vyvolané kourenim jiz pfekryty velkymi zménami v souvislosti s porodem.

Charakteristika souboru je uvedena v tabulce 3.

Narust Pocet cigaret | Pocet cigaret
Pocet Vék hmotnosti Porodni za den pred zaden Doba
Zen matek matek hmotnost plodu |téhotenstvim | v téhotenstvi koureni
(pramér + SD) (primér + SD) (pramér + SD) - - (primér + SD)
i (k) @ (pramér + SD) (prdmér + SD) it
Nekufaéky:
R 34 32,25+ 4,95 | 14,71+4,90 | 3587,5 + 465,70 0 0 0
narozeny hoch
Nekuracky: 37 31,22+316 | 14+3,71 |3348,33+322,04 0 0 0
narozené dévce
Kuracky:
. 8 29,25+3,70 | 18,88 +4,59 | 3286,25+433,60 | 17,14+7,95 | 6,14+2,53 10+ 2,88
narozeny hoch
Kuracky:
L e 9 31,55+4,14 | 18,11+5,80 | 3104,44 + 396,71 | 25,88+ 16,67 | 6,11+5,42 14,25 +5,61
narozené dévce
Tabulka 3. Charakteristika souboru
3.2.2 Stanoveni vzorku
Steroidni hormony (kortizol, kortizon, dehydroepiandrosteron (DHEA),

7a-hydroxy-dehydroepiandrosteron (7a-OH-DHEA), 7B-hydroxy-dehydroepiandrosteron (7B-OH-
DHEA), 7-oxo-dehydrpeiandrosteron (7-oxo-DHEA), pregnenolon, 17a-hydroxy-pregnenolon (17-OH-
pregnenolon), testosteron, androstendion, progesteron, 17-hydroxy-progesteron (17-OH-
progesteron), kortikosteron, estron (E1), estradiol (E2), estriol (E3)) byly stanoveny LC-MS/MS
postupem popsanym detailné jinde (Sosvorova et al., 2015a; Sosvorova et al., 2015b; Vitku et al., 2015;

Vitka et al, 2016).

3.2.3 Statistické zpracovani dat

Vzhledem k nenormalnimu rozdéleni a heteroscedascité u vSech proménnych, byla data
transformovana Box-Coxovou transformaci. K porovnani hladin sérovych steroidl u kuracek
a nekuracek byla pouzita ANOVA s opakovanim. Ke zpracovani dat byl pouZit statisticky software

Statgraphics Centurion, version XVI od firmy Statpoint Inc. (Warrenton, VA, USA).
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4 VYSLEDKY

4.1 1. cast studie

Ve studii jsme se zaméfili na 16 steroid(, které jsme sledovali u matek ve 37. tydnu téhotenstvi,

v |. dobé porodni a u novorozenc( v pupecnikové krvi. Z namérenych hodnot jsme sestavili referencni

rozmezi pro jednotlivé steroidy pfi stanoveni pomoci nasi nové metodiky na LC-MS/MS (tabulka 4).

Analyzy z I. doby porodni a u novorozencl jsou pouze u spontannich porodd, aby byl dostatecny pocet

pro vytvoreni referenénich rozmezi. Bylo provedeno opakované stanoveni vzorkd, pfi jejich porovnani

bylo dosazeno vybornych korelacnich koeficientll (mezi 81 % - 99 %), coZ ukazuje na pfesnost metody

stanoveni pro vSechny analyzované steroidy.

Zeny v 37. tydnu téhotenstvi

Zeny v 1. dobé porodni

Pupecnikova krev

Steroid (nmol/l) Plod - dévce Plod - hoch Plod - dévce Plod - hoch Plod - dévce Plod - hoch
17-OH-pregnenolon 0,29-5,47 0,59-5,68 10,4-36,1 2,0-38,5 1,8-41,7 1,6-26,4
17-OH-progesteron 22,9-72,6 17,05-81,2 9,0-65,4 7,5-51,8 33,0-193,8 35,6-198,7
7-oxo-DHEA 0,09-0,88 0,03-1,30 0,11-2,24 0,11-3,01 0,07 -1,69 0,22-1,81
7a-OH-DHEA 0,02-1,59 0,01-1,21 0,30-3,19 0,44 - 2,56 0,81-8,82 0,81 - 10,06
7B-OH-DHEA 0,17-0,44 0,13-0,56 0,20-1,13 0,12 -1,00 0,25-0,97 0,22-1,08
Androstendion 1,58 - 6,04 1,16 - 6,42 1,11-6,22 0,75-7,19 2,06-9,07 2,61-13,90
DHEA 0,99 - 20,65 1,28-14,0 2,4-49,3 2,7-58,6 1,8-319 1,1-17,0
Estradiol 49,7 -129,9 42,8-120,8 3,6-105,4 7,2-92,2 7,9-56,2 6,4-70,1
Estriol 24,8 -76,6 25,9-69,0 2,7-48,2 0,6 -63,8 140,1-394,4 149,1-438,9
Estron 13,4-193,7 15,8 - 208,7 18,9-119,8 25,1-119,5 38,8-418,7 42,1-239,0
Kortikosteron 20,4 - 60,7 14,7 - 87,5 10,2 - 248,1 19,9 - 216,6 17,4-70,2 9,8-91,0
Kortizol 497,8 - 1361,1 534,6-1214,0 911,1-2731,5 698,5 - 2396,5 15,8 - 509,2 40,3 - 450,0
Kortizon 173,9-347,8 184,1-394,2 89,7-319,3 46,9 -422,0 185,2-982,8 187,9 - 896,7
Pregnenolon 57,6-170,2 47,4-178,7 52,8-254,6 32,3-292,2 58,2-332,1 59,5-297,1
Progesteron 172,5-502,9 138,5-531,5 26,0 - 436,0 18,1-269,3 282,6-1372,5 | 316,4-1541,0
Testosteron 0,85- 5,07 0,76 - 5,81 0,14 - 6,87 0,76 - 7,08 0,04-0,69 0,09-1,71

Tabulka 4. Referencni rozmezi pro jednotlivé steroidy pri stanoveni pomoci nasi nové metodiky

na LC-MS/MS.
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Déle jsme analyzovali vztahy sledovanych steroidl k vybranym parametrim, které jsou
v ndsledujicim textu podrobné vypsdny vcéetné signifikanci, ale nejsou prezentovany v tabulce.
Neprokazali jsme, Ze by vék matky mél vztah k nékterému ze sledovanych steroid(l. NarUst télesné
hmotnosti, jak do 37. tydne téhotenstvi, tak za celé téhotenstvi, nekoreloval s Zddnym ze sledovanych
steroidl. Stejné tak porodni hmotnost novorozence neméla vztah khladindm steroidid
u nizkorizikovych porodd.

Ve 37.tydnu téhotenstvi jsme v materské krvi nalezli signifikantni rozdily mezi steroidy ve vztahu
k pohlavi plodu. Kortizol, byl vy$si u matek, které ¢ekaly hocha (p=0.03), dale 17-OH-pregnenolon byl
vyS$si u matek, které cekaly dévce (p=0.0038). Progesteron byl nesignifikantné vyssi u Zzen, které cekaly
dévce (p=0.082). U novorozencl jsme nenalezli signifikantni rozdily mezi sledovanymi steroidy
a pohlavim. Analyzovali jsme vysledky pouze u spontannich porodl, aby byl dostatecny pocet
probandu pro porovnani.

Provedli jsme porovnani steroid(l ve vztahu k typu porodu: spontanni porod versus planovany
cisafsky fez. BohuZel z akutnich cisarskych fezli nebylo dost odbérll. Tato analyza byla provedena
pouze ve skupiné Zen, které cekaly hocha. Ve skupiné Zen, které cekaly dévce, nebyl dostatecny pocet
odbéru u cisafskych fezd. V analyzované skupiné Zen, které cekaly hocha, jsme nalezli u spontannich
porod(i oproti planovanym cisafskym fezlm signifikantné vyssi hladiny 17-OH-pregnenolonu
(p=0.012), progesteronu (p=0.022), kortizolu (p=0.0022), kortikosteronu (p=0.0078), nesignifikantné
vy$si 17-OH-progesteron (p=0.068) a signifikantné nizsi hladiny estradiolu (p=0.0017). U novorozenych
hoch( jsme v pupecnikové krvi nenalezli signifikantni rozdily mezi détmi narozenymi spontanné nebo

cisafskym fezem, byly pouze hranicni rozdily u progesteronu (p=0.057) a androstendionu (p=0.065).
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4.2 2. cast studie

Jak uvadi tabulka 3, kufacky a nekuracky se nelisily ve véku. Kuracky mély vyssi pfirlistek télesné
hmotnosti v téhotenstvi, a to v priméru o 4 kg. Naopak porodni hmotnost déti matek kuracek byla
nizsi, a to v prlméru o 300 g. Sledovany soubor Zen jsme rozdélili podle pohlavi novorozence
a hormonalni zmény ve vztahu ke koureni jsme analyzovali oddélené.

Ve skupiné Zen, které cekaly hocha, jsme nalezli u kurfacek ve 37. tydnu oproti nekurackam
signifikantné vyssi hladiny kortizonu, DHEA, 7a-OH-DHEA, 17-OH-pregnenolonu, testosteronu a
androstendionu. Ostatni sledované steroidy (kortizol, 7B-OH-DHEA, 7-oxo-DHEA, pregnenolon,
progesteron, 17-OH-progesteron, kortikosteron, estron, estradiol a estriol) se u kuracek a nekuracek
nelisily (obrazek 2).

Ve skupiné Zen, které cekaly dévce, jsme nalezli u kuracek ve 37. tydnu téhotenstvi signifikantné
nizsi hladiny 7B-OH-DHEA a vyssi hladiny androstendionu. Dale kufacky mély hrani¢né nizsi E3,
vysledek vSak nebyl statisticky signifikantni. Ostatni sledované steroidy (kortizol, kortizon, DHEA, 783-
OH-DHEA, 70x0-DHEA, pregnenolon, 17-OH-pregnenolon, testosteron, progesteron,
17-OH-progesteron, kortikosteron, E1, E2) se u kuracek nelisily, ale mély mnohem vétsi rozptyl hodnot,
nez mély nekuracky (obrazek 3).

U novorozenych hocht jsme u potomk( kuracek nalezli signifikantné vyssi hladiny testosteronu
oproti hochlim nekuracek. Ostatni sledované steroidy mély u potomkl kuracek velky rozptyl, ale
signifikantni zmény jsme neprokazali (obrazek 4).

U novorozenych dévcéat jsme u potomk( kutracek nalezli signifikantné nizsi 7a-OH-DHEA. V
ostatnich sledovanych hormonech jsme signifikantni zmény neprokazali, pouze u potomku kuracek byl

velky rozptyl hodnot (obrazek 5).
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Obrdzek 2. Zeny ve 37. tydnu téhotenstvi, které cekaly hocha. U kufacek jsme nalezli signifikantné vyssi
hladiny kortizonu, DHEA, 7a-OH-DHEA, 17-OH-pregnenolonu, testosteronu a androstendionu. Ostatni
sledované steroidy se nelisily u kufacek a nekuracek.
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Obrdzek 3. Zeny ve 37. tydnu téhotenstvi, které cekaly dévée. U kufacek jsme nalezli signifikantné nizsi
hladiny 76-OH-DHEA a vyssi hladiny androstendionu. Ddle kuracky mély hranicné nizsi E3, vysledek vsak
nebyl statisticky signifikantni. Ostatni sledované steroidy se u kuracek neliSily, ale mély mnohem vétsi
rozptyl hodnot, nez mély nekuracky.
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Obrazek 4. Novorozenci hosi. U potomkui kuracek jsme nalezli signifikantné vyssi hladiny testosteronu
oproti hochiim nekuracek. Ostatni sledované steroidy mély u potomki kuracek velky rozptyl, ale
signifikantni zmény jsme neprokadzali.
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Obrazek 5. Novorozenci dévéata. U potomk( kurfacek jsme nalezli signifikantné niZsi 7a-OH-DHEA.
V ostatnich sledovanych hormonech jsme signifikantni zmény neprokdzali, pouze u potomki kuracek
byl velky rozptyl hodnot.
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5 DISKUZE

V téhotenstvi, od implantace do porodu, maji progesteron, estrogeny, androgeny
a glukokortikoidy své nezastupitelné role. Zakladem pro sledovani vztahl steroidnich hormonu je
uréeni jejich fyziologickych hladin. Vzhledem k tskalim pfi stanoveni steroidnich hormon, které
vyplyva ze slozZitosti jejich analytiky (Duskova et al., 2018), je vhodné pfi zavadéni nové metody vidy
vytvofit referenéni rozmezi pro danou metodu. Z dat nashromazdénich ve studii jsme pro tuto metodu
vytvofili referenéni rozmezi. Vysledky mély vybornou opakovatelnost a jsou v souladu s literarnimi daty
(Adamcova et al., 2018).

Sledovani vztah hladin steroidd pfineslo zajimavé vysledky. Vénovali jsme se rozdildm danym
pohlavim plodu. Tyto rozdily jsou v literature popisovany odlisné jako zadné, snizeni nebo zvyseni
(Kuijper et al., 2015). Ve studii jsme nalezli signifikantni rozdily pouze u matek ve 37. tydnu téhotenstvi,
a to u kortizolu a 17-OH-pregnenolonu. Velmi zajimavé jsou rozdily u steroidi mezi typem porodu.
Hladiny steroid(l u planovanych cisarskych fez( de facto tvori obraz steroidniho spektra na konci
téhotenstvi, zatimco spontdnni porody ukazuji na zmény v souvislosti s porodem. Ocekavané u matek
pfi planovaném cisarském fezu byl nizsi kortizol (a kortikosteron), coZ ma vztah nejen ke stresové
reakci, ale i k mechanismu iniciace porodu. Pfi spontannim porodu byl nizsi estradiol, naopak vyssi
progesteron a 17-OH-pregnenolon. Pifekvapivé u novorozencl signifikantni rozdily nebyly nalezeny
(Adamcova et al., 2018).

Koureni Zeny v téhotenstvi predstavuje zdvazné zdravotni riziko jak pro matku, tak pro jeji dité,
u kterého je zvySené riziko jak perinatologickych komplikaci, tak vyssi riziko rozvoje nékterych
onemocnéni v pozdéjsSim véku. Z hlediska matek je zajimava otazka pfirlstku télesné hmotnosti
v téhotenstvi. Nase vysledky jsou v plné shodé se studii Rodeho et al. (2013). Z nasich vysledkd vyplyva,
Ze kuracky mély prirGstek télesné hmotnosti vyssi v priméru o 4 kg oproti nekurackam. Kromé obecné
znamych G¢inkq, jako je nizsi porodni hmotnost plodu (Ingvarsson et al., 2007), cozZ jsme potvrdili
i v nasi studii, ma koureni téhotné Zeny také vliv na hormonalni homeostdzu jak matky, tak plodu.

U nizkorizikovych téhotnych existuji rozdilné hladiny steroidnich hormoni podle pohlavi plodd,
stejné tak jako rozdily ve steroidech u novorozencl podle pohlavi, i kdyZ vysledky jsou v literature
nejednotné (Kuijper et al., 2013). Zaroven zmény tvorby steroidnich hormont vyvolané koufenim jsou
odlisSné u muzi a u Zen (Duskova et al., 2012; Jandikovd el al., 2017), coz bylo i potvrzeno
v experimentalnich modelech u prenatdlni expozice nikotinu (Cross et al., 2017). Toto vytvafi nutnost
analyzovat zmény vyvolané koufenim Zen v téhotenstvi oddélené podle pohlavi jejich déti.

Zménam estrogen( vlivem koureni v téhotenstvi se vénuje nékolik praci. Autofi nalezli nizsi

hladiny estradiolu jak u téhotnych kuracek, tak u novorozencli matek kuracek (Andersen et al. 1984;
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Varvarigou et al. 2009). V nasi studii jsme nalezli pouze nesignifikantné nizsi hladiny estriolu
u kuracek ve 37. tydnu téhotenstvi, které cekaly dévée (Adamcovd et al., 2017).

Vlivu koufeni matek na muzské potomky se vénuje nékolik studii. Byl zkouman predevsim vztah
k poruse reprodukénich funkci syn( v dospélosti, na které ukazovaly zvifeci modely. To se vsak u lidi
dosud neprokazalo (Ratcliffe et al., 1992). V dalsi studii, ktera také neprokdzala vliv na reprodukéni
schopnost, byl nalezen vyssi pomér volného testosteronu/volného estradiolu u potomk kuracek. Tato
data by mohla ukazovat na posun v nastaveni osy hypotalamus-hypofyza-pohlavni Zlazy ve smyslu vyssi
androgenicity (Ramlau-Hansen et al., 2008). V souladu s témito vysledky jsme prokazali vyssi hladiny
testosteronu u novorozenych hochl matek kura¢ek (Adamcova et al., 2017).

V modelu na zvifeti byla nalezena vyssi hladina volného testosteronu u dospélych samic
vystavenych ucinku nikotinu béhem intrauterinniho Zivota (Smith et al., 2003). Literatura se vénuje
i hladinam testosteronu téhotnych kuracek a vztahu ke koureni potomkd v dospélosti. Zajimavym
nalezem je vztah vyssi hladiny testosteronu u matek kufacek ke koureni jejich dcer. Vyssi hladina
testosteronu u kufacek v téhotenstvi korelovala s kufactvim dcer. Hladina testosteronu matek kuracek
je zfejmeé rizikovym faktorem pro kuractvi dcer (Kandel et al., 1999). Tyto ndlezy vSak nepotvrdila studie
Stroud et al. (2014), ktera neprokazala asociaci mezi hladinou matefrského testosteronu ve lll. trimestru
téhotenstvi a zavislosti na tabaku jejich dcer v dospélosti. Naopak prokazala asociaci s hladinou
materského kortizolu ve Ill. trimestru téhotenstvi. V nasi studii jsme neprokazali zmény testosteronu
u téhotnych kuracek, které ocekdvaly dévée ani u novorozenych dévcéat matek kuracek. Nalezli jsme
pouze velky rozptyl hladin testosteronu, u nékterych Zen byla hladina testosteronu opravdu vyrazné
zvysend. U Zen kuracek ve 37. tydnu téhotenstvi, které ¢ekaly dévce, jsme prokazali signifikantné vyssi
hladiny jeho prekurzoru androstendionu (Adamcova et al., 2017).

Rada studii zkoumala na zvitecich modelech dlouhodobé nasledky prenatalini expozice nikotinu,
ale jen malo z nich zohlednilo rozdilnost nasledkd s pfihlédnutim k pohlavi plodu. Ukazalo se, Ze ackoli
prenatalni expozice nikotinu vyvoldva fadu zmén ve struktufe a funkci mozku ditéte, tak vice
nezadoucich nasledkd maji potomci muzského pohlavi. Expozice nikotinu in utero zvySuje u potomki
muzského pohlavi riziko rozvoje nikotinové zavislosti v budoucnosti, ale pro potomky Zenského pohlavi
to neplati. V nasi studii jsme také nalezli zmény u téhotnych kuracek, které cekaly plody muzského
pohlavi. U novorozenych hoch( jsme také prokazali vyssi hladiny testosteronu, cozZ je v souladu s daty
z experimentalnich modeld, kde se ukazuje, Ze plody muzského pohlavi jsou ke zménam steroidl

vyvolanym kourenim citlivéjsi (Adamcova et al., 2017).
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6 ZAVER

Byla vytvorena referencni rozmezi pro sledované steroidy ve 37. tydnu téhotenstvi, v |. dobé
porodni a po porodu.

Ve 37. tydnu téhotentsvi byl v matefské krvi vyssi kortizol u matek, které cekaly hocha (p=0.03),
17-OH-pregnenolon byl vy$si u matek, které cekaly dévée (p=0.0038), progesteron byl
nesignifikantné vyssi u Zen, které cekaly dévce (p=0.082).

U novorozencl nebyly nalezeny signifikantni rozdily mezi sledovanymi steroidy a pohlavim.
Ve skupiné Zen, které ¢ekaly hocha, byly nalezeny u spontannich porodd proti planovanym
cisarskym fez(m signifikantné vyssi hladiny 17-OH-pregnenolonu (p=0.012), progesteronu
(p=0.022), kortizolu (p=0.0022), kortikosteronu (p=0.0078), nesignifikantné vyssi 17-OH-
progesteron (p=0.068) a signifikantné nizsi hladiny estradiolu (p=0.0017).

U novorozenych hochl nebyly v pupecnikové krvi prokazany signifikantni rozdily mezi détmi
narozenymi spontdnné nebo cisarskym rfezem, byly zde pouze hrani¢ni rozdily u progesteronu
(p=0.057) a androstendionu (p=0.065).

Vék matky nemél vztah k nékterému ze sledovanych steroidd.

NarUst télesné hmotnosti, jak do 37. tydne téhotenstvi, tak za celé téhotenstvi, nekoreloval
s zadnym ze sledovanych steroidd.

Porodni hmotnost novorozence neméla vztah k hladindm steroid( u fyziologickych poroda.

Kuracky mély prirlistek télesné hmotnosti vyssi v priméru o 4 kg oproti nekurackam.

Byla potvrzena nizsi porodni hmotnost novorozence u Zen kuracek.

U novorozenych hochl matek kuracek byly prokazany vyssi hladiny testosteronu.

U téhotnych kuracek, které cekaly hocha, a také u novorozenych hocha, byly nalezeny vyssi
hladiny testosteronu, cozZ je v souladu s daty z experimentalnich modeld, kde se ukazuje, Ze
plody muzského pohlavi jsou ke zménam vyvolanym koureni citlivéjsi.

Ve 37. tydnu téhotenstvi byly nalezeny vyssi hladiny kortizonu u téhotnych kuracek, které
cekaly hocha, u novorozencu tyto zmény nebyly prokazany.

Hladiny kortizolu i kortizonu ve 37. tydnu téhotenstvi mély velky rozptyl, jak u hochd, tak u

dévcat, jejichz matky v téhotenstvi koufily oproti potomkim nekuracek.
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7 SHRNUTI ZAVERU

Tato prace se vénovala ovéreni hypotézy, Ze koureni Zeny ovliviiuje tvorbu steroidnich hormont
i v téhotenstvi. Tato hypotéza vychdzela z dfivéjsich pozorovani, kterd opakované prokdzala zmény ve
steroidogenezi vyvolané kourenim v pribéhu celého Zivota Zeny. V téhotenstvi Zeny koufeni sice
omezi, ale Uplné prestat se celé fadé kuracek nepovede, proto bylo zajimavé se vénovat i tomuto vlivu.

K ovéreni hypotézy byly zvoleny dva cile, které se podafilo splnit.

Prvnim z nich bylo popsani fyziologickych zmén SirSiho spektra steroidl v peripartalnim obdobi,
protozZe zakladem pro hledani abnormalit steroidogeneze je znalost a respektovani fyziologie. Byly
prokazany rozdily v hladinach steroid(l u matek ve vztahu k typu porodu. Byla také potvrzena nutnost
rozdélovat sledovani zmén steroid(l ve vztahu k pohlavi plodu. Tyto vysledky jsou zajimavé i pro dalsi
studie do budoucna a odpovédély na nékteré otdzky, které jsou v literature popisované rozporuplné.
Navic se povedlo vytvofit referenéni rozmezi pro danou metodu stanoveni steroidnich hormond, coz

bude mit vyuZiti v klinické praxi, kdy tato metoda nyni zacina byt postupné zavadéna do rutinni praxe.

Druhym cilem bylo vyhodnoceni vlivu koufeni matek béhem téhotenstvi. U Zen bylo nalezeno
zvyseni androgend, coz je pro kufacky typické. Studie potvrdila vliv koufeni matky nejen na nastaveni
jeji steroidogeneze, ale i vliv na novorozence. Tyto zmény jsou odlisSné podle pohlavi plodu, kde

vyraznéjsi zmény jsou u kuracek, které ¢ekaji hocha, a také u novorozenych hoch.

Oba cile prace byly spInény a diky tomu se hypotézu podafilo potvrdit. Koureni Zen v téhotenstvi

vyvolavd zmény v tvorbé steroidd, jak u téhotnych Zen, tak u jejich potomka.
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