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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové
Katedra biochemickych véd

Kandidat: Mgr. llona Sejkorova

Vedouci rigordzni prace: prof. RNDr. Ctirad Andrys, Ph.D.

Nazev rigordzni prace: Vybrané faktory komplementového systému v diagnostice
intraamnidlniho zanétu u pacientek s pfedéasnym porodem spojenym s pifed¢asnym

odtokem plodové vody (PPROM)

Cil: Cilem prace bylo stanovit koncentrace vybranych slozek komplementu v plodové
vodé u pacientek s téhotenstvim komplikovanym PPROM s ohledem na mikrobialni
invazi do amnidlni dutiny (MIAC), intraamnialni zanét (lAl) a intraamnialni infekci. Mezi
hodnocené biomarkery byla zafazena slozka komplementového systému C8, terminalni
komplex komplementu (TCC) a regulacni bilkovina komplementového systému

protektin (CD59).

Metody: Do studie bylo zafazeno 164 Zen s jednoCetnym téhotenstvim komplikovanym
PPROM. Vzorky plodové vody byly odebrany transabdominalni aminocentézou.
Koncentrace vybranych molekul byla stanovena pomoci imunoenzymatické reakce
(ELISA). Pritomnost bakterii v plodové vodé byla stanovena pomoci polymerazové
fetézové reakce, imunochromatograficky byla stanovena koncentrace interleukinu 6

v plodové vodé. Intraamnialni zanét byl definovan koncentraci IL-6 >745 pg/ml.

Intraamnidlni infekce je charakterizovdna pritomnosti MIAC a IAl.

Vysledky: Byl prokazan statisticky rozdil v hladinach TTC a regula¢niho proteinu CD59
s ohledem na IAl a intraamnialni infekci. V koncentraci C8 nebyl nalezen rozdil

v zavislosti na MIAC, 1Al a intraamnialni infekci.

Zaver: Komplex TCC a regulacni protein CD59 se jevi jako vhodné biomarkery pro

detekci pritomnosti IAl i intraamnialni infekce u pacientek s PPROM.

Klicova slova: predcasny porod, PPROM, intraamnialni zanét, komplementova slozka

C8, terminalni komplex komplementu, protektin


https://is.cuni.cz/studium/predmety/redir.php?id=c0f59e4fcc7c4d4e795017fa0af7f059&tid=2&redir=sezn_ucit&kod=67733

ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biochemical Sciences

Candidate: Mgr. llona Sejkorova

Supervisor: prof. RNDr. Ctirad Andrys, Ph.D.

Title of Thesis: Selected factors of the complement system in the diagnosis of
intraamnial inflammation in a patient with preterm prelabor rupture of fetal

membranes (PPROM)

Objective: The aim of the study was to evaluate concentrations of selected markers in
amniotic fluid in pregnancies complicated by PPROM with respect to the presence of
the microbial invasion of the amniotic cavity (MIAC), intraamnial inflammation (lAl)
and intraamnial infection. Among the evaluated biomarkers were complement
component C8, terminal complement complex (TCC), the regulatory protein of the

complement system protectin (CD59).

Methods: One hundred sixty-four women with singleton pregnancies complicated by
PPROM were included in this study. Amniotic fluid samples were obtained by
transabdominal amniocentesis. Concentrations of selected molecules were
determined by enzyme immunoassay test (ELISA). MIAC was detected by a polymerase
chain reaction. Interleukin 6 levels were determined in amniotic fluid of patients by
immunochromatographic assay. 1Al was defined as an amniotic fluid ilnterleukin-6
concetration =745 pg/ml. Intraamnial infection was characterized as the presence of

both MIAC and IAI.

Results: Elevated concentrations of TCC and CD59 were found in patients with respect
to the presence of the intraamnial inflammation and intraamnial infection. The
concentration of complement component C8 was not changed with respect to the

presence MIAC, IAl or intraamnial infection.

Conclusions: TCC and the regulatory protein CD59 are promising biomarkers for the
detection of 1Al or intraamnial infection of women with pregnancies complicated by

PPROM.


https://is.cuni.cz/studium/predmety/redir.php?id=c0f59e4fcc7c4d4e795017fa0af7f059&tid=2&redir=sezn_ucit&kod=67733

Key words: preterm labor, PPROM, intraamnial inflammation, complement

component C8, terminal complement complex, protectin



1. UVOD

Plodové obaly se skladaji ze dvou histologickych vrstev, a to amnionu, ktery je

v kontaktu s plodovou vodou, a chorionu, ktery je v kontaktu s matefskou deciduou.
Obaly obklopuji plod béhem téhotenstvi, plisobi jako bariéra mezi fetdlnim

a materskym prostfedim a poskytuji mechanickou i biologickou ochranu pred vné;jsimi

vlivy a vzestupujicimi bakteriemi vaginalni mikroflory [1].

Ruptura oball je fyziologicky proces, ke kterému dochazi na konci téhotenstvi.
Ruptura, ke které dojde pred za¢dtkem kontrakci u 10 % téhotenstvi, se oznacuje jako
pfedcasny odtok plodové vody (PROM). Asi 3 % Zen trpi PROM pied 37. tydnem
téhotenstvi, coz se nazyvd PPROM. Jakmile je stanovena diagndza predcasného porodu
s pred¢asnym odtokem plodové vody (PPROM; preterm premature rupture of
membranes), je snaha o konzervativni Ié¢bu ke sniZeni rizika novorozeneckych jako je
infekce, komprese pupecniku apod. PPROM je zodpovédny za tfetinu predcasnych
porod(l a zvySuje perinatdlni morbiditu a mortalitu zejména z dlivodu rizika
nitrodélozni infekce, ktera muze vést k Casné novorozenecké infekci, nekrotizujici
enterokolitidé a umrti plodu. Navzdory pokroku v prenatalni péci v poslednich letech,
jsou predcasna ruptura plodovych oballl a predcasny porod stale zavaznym

problémem [1].
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2. CILPRACE

Primdrnim cilem této prdce je stanovit koncentrace vybranych slozek komplementu,
které by mohly predikovat pred¢asny porod a PPROM. Zjistit, zda se koncentrace
téchto parametru lisi v zavislosti na pritomnosti ¢i nepfitomnosti mikrobidlni invaze do
amnidlni dutiny (MIAC) a intraamnidlniho zanétu (lAl). Studie je provedena na kohorté
pacientek, jez jsou rozdélené do 4 zakladnich skupin dle pfitomnosti MIAC a IAl,
pfipadné jejich kombinaci. Prvni skupinu tvori pacientky se znamky MIAC spojenou

s IAl. Druha skupina nese pfiznaky IAl bez priikazu infekéniho agens, v tomto pripadé
se jednad o sterilni zanét. Do tfeti skupiny jsou zarfazeny pacientky s MIAC, ale bez
znamek zanétu. Ctvrtou skupinu tvofi pacientky s negativnim nalezem MIAC i bez
prokdzaného zanétu, jednd se tedy o kontrolni skupinu. Vysledné hodnoty vybranych
parametr( jsou statisticky vyhodnoceny a porovnany v ramci vySe zminénych skupin.
Studie je soucasti projektu, jeZ je zaméren na hledani potencidlnich biomarkert pro

predikci pred¢asného porodu.

11



3. TEORETICKA CAST

3.1 Predcasny porod

Predcasny porod (PP) je dle Svétové zdravotnické organizace definovan jako porod
pred 37. tydnem téhotenstvi nebo méné nez 259 dni od prvniho dne posledni
menstruace Zeny. Na zdkladé gestacniho véku se déli na extrémné predcasné porody
(<28 tydna); velmi predcasné (28— <32 tydn(l) a mirné predcasné (32— <37
dokoncenych tydn( téhotenstvi) [2]. PP predstavuje celosvétové hlavni pficinu
perinatalni mortality a morbidity [3]. Jedna se o nejvyznamnéjsi klinicky problém,
kterému celi soucasné porodnictvi v rozvinutém svété. Odhaduje se, Ze kazdy rok

dojde k 15 milionim predcéasnych porodu [4][5].

Pokroky v perinatologii a neonatologii vedly v poslednich letech ke zvySeni poctu
preziti predcasné narozenych déti, a to hlavné extrémné predcasné narozenych (mezi
24. a 27. tydnem téhotenstvi), avSak souvisejici morbidita zlstavd vyznamna. Jedna
pétina aZ Ctvrtina predcasné narozenych déti trpi alespon jednim zavaznym
postizenim, jako jsou poruchy dusevniho vyvoje, chronické plicni onemocnéni,
mozkova obrna, hluchota ¢i slepota. | pfed¢asné narozené déti, jez jsou narozené mezi
32. a 36. tydnem téhotenstvi, maji vétsi riziko syndromu dechové tisné, potizi

s krmenim, teplotnich nestabilit, Zloutenky a opoidéného vyvoje mozku. Cim nizsi je

gestacni vék, tim vyssi je riziko Umrtnosti a nemocnosti [5][6].

3.1.1 Klasifikace predcasného porodu

PP se déli na iatrogenni a spontdnni PP. latrogenni PP je vysledkem lékafského zakroku
provedeného v dlisledku stavu plodu (napf. omezeni ristu plodu) nebo matky

(napt. preeklampsie). Spontanni PP je heterogenni stav s mnoha spoustéci nebo
urychlujicimi faktory véetné krvaceni z genitdlniho traktu matky, cervikalni dysfunkce,
idiopatické kontrakce délohy, infekce, podvyZivy, viceCetného téhotenstvi apod.
Spontanni PP se zachovalym vakem blan (PTL; preterm labor) a PPROM tvofi pfiblizné
70-80 % vsech PP. PTL je definovéan jako pravidelné kontrakce a cervikalni zmény po
méneé nez 37 tydnech téhotenstvi. PPROM je charakterizovan jako spontanni prasknuti

oball nejméné 1 hodinu pred kontrakcemi a po méné nez 37 tydnech téhotenstvi.
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Mezi zndmé rizikové faktory spontdnnich PP patti pfedchozi predc¢asny PP, rasa, nizky
index télesné hmotnosti Zeny, komorbidity, kratky délozni ¢ipek a dalsi. K PTL a PPROM
maZe prispivat i genetickd predispozice. Zeny, jez maji tyto komplikace v rodinné ¢i
osobni anamnéze, jsou vystaveny riziku opétovného vyskytu téchto potizi. | pres
maximalni usili o prodlouzeni téhotenstvi ¢asto dochazi ke spontannimu predcasnému

porodu [5][7][8][9].

Dle dat z USA je nemocni¢ni péce o predcasné narozené dité v priiméru 10krat vyssi
nez o dité narozené v terminu. DalSi obtizné méfitelnou cenou jsou emocni

a psychologické dopady na tyto déti a jejich rodiny. Z téchto dlivodu je proto hlavnim
cilem zabranit pfedéasnému porodu. Pokud neni mozné zcela zabranit pfedéasnému
porodu, je podstatné odddlit pred¢asny porod na dostatecné dlouhou dobu. Napfiklad
umoznit preklad téhotné Zeny do perinatologického centra intenzivni nebo
intermediarni péce, podavani kortikosteroidl ke zlepSeni zrani plic plodu ¢i podavani

hotciku pro neuroprotekci plodu [5].
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3.2 PPROM

PPROM se fadi mezi hlavni komplikace téhotenstvi. Je definovan jako poruseni
plodovych oballi a odtok plodové vody pred nastupem pravidelné délozni ¢innosti pred
37. tydnem téhotenstvi. Tento stav nastava u 20-30 % vSech PP a komplikuje pfiblizné
3 % téhotenstvi. Ma nepfriznivy vliv na téhotenstvi a novorozence a z toho divodu je

zasadni v€asna a presnd diagndza [10][11][12].

Pocet pripadli PPROM prevysuje pocet pripadl preeklampsie, gestacniho diabetu
a iatrogennich PP. Kromé toho je novorozeneckd umrtnost a morbidita ve skupiné
PPROM vyssi nez u jinych typ( PP. Navzdory témto znalostem je PPROM casto

podcenovanym nepftiznivym vysledkem téhotenstvi [13].

PPROM je povazovan z hlediska patofyziologie za multifaktorialni. Na rozvoj PPROM
maji vliv nékteré rizikové faktory. Jednad se o (i) faktory demografické, jako je nizky
socioekonomicky status, Spatnd prenatdlni péce, matcin vék, podvyZiva, rasa;

(ii) faktory chovani véetné koureni, uzivani drog, alkohol, tézké fyzické prace;

(iii) porodnickd anamnéza véetné genetické predispozice, malformace délohy,
predchozi PPROM apod.; (iv) aspekty soucasného téhotenstvi jako je mnohocetné
téhotenstvi, vaginalni krvaceni Ci infekce, zkraceny délozni ¢ipek, snizeny obsah

kolagenu v plodovych obalech a dalsi komplikace téhotenstvi [5][14][15][16].

Pomérné casto je PPROM komplikovan pfitomnosti mikroorganismu( a/nebo zanétu
v plodové vodé (IAl; intraamnial inflammation) a to pfiblizné ve 30—-35 % vSech PPROM.
V nizsich gestacnich tydnech je prevalence vySe zminénych komplikaci u PPROM vyssi

[17].

Plodové obaly slouZi jako bariéra proti infekci. Jakmile obaly prasknou, dochazi k riziku
infekce pro matku i plod a k dalSim komplikacim. Novorozenecké komplikace jsou tim
zavaznéjsi, ¢im je nizsi gestacni vék pfi prasknuti obalt [10].

Nejméné 40 % PP je spojeno s nitrodélozZni infekci. Mnohdy je vSak obtizné urcit, zda je
infekce pricinou nebo dlsledkem procest, jez vedou k PP. Nicméné mnoho dlkazU
nasvédcuje, Ze infekce a zanét vyvolany infekci, at uz v gestacnich tkanich ¢i jinde, jsou

primarni pri¢inou podstatné ¢asti PP [18][19].
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Taktéz mimodélozni infekce téhotnych Zen, jako je pyelonefritida, pneumonie

a periodontalni onemocnéni, jsou spojeny s PP. V pfipadé amnidlni dutiny se zpravidla
jedna o sterilni prostiedi. Pouze <1 % téhotnych Zen, které nejsou v terminu porodu,
maji v plodové vodé bakterie. Z tohoto dlivodu je pfitomnost bakterii v plodové vodé
patologickym ndlezem, ozna¢ovanym jako MIAC (microbial invasion of the amniotic
cavity). Vétsina takovych kolonizaci je subklinicka a je nedetekovatelna bez analyzy

plodové vody [20][21][22][23].

Dominujicimi mikroorganismy v plodové vodé u Zen s PP jsou bakterie rodu
Ureaplasma (zejména Ureaplasma parvum, Ureaplasma urealyticum), Mycoplasma

a Fusobacterium. Informace ohledné souvislosti mezi pred¢asnym porodem a virovymi
infekcemi jsou pomérné vzacné. Nejcastéji izolovanymi viry jsou adenovirus,
cytomegalovirus a enterovirus, a to jak v nerizikovych, tak v rizikovych téhotenstvich

[17][19][24][25].

Vzhledem k zdvaznosti PP je klicova jeho véasna diagnostika. Stavajici screeningové
testy urcené pro predikci spontanniho PP je moZné rozdélit do tfi obecnych kategorii,
jsou to: (i) stanoveni rizikovych faktord, (ii) méreni délky délozniho hrdla

a (iii) biochemické markery [5].

3.2.1 Stanoveni rizika v prabéhu téhotenstvi

Riziko PP Ize ¢astecné stanovit jiz na pocatku gravidity, a to pomoci anamnézy, rizika
infekce, pfitomnosti anomalii délohy a délozniho ¢ipku, patrani po rizikovych
socioekonomickych faktorech, vysetfeni na asymptomatickou bakteriurii, sexualné

prenosné onemocnéni apod. [26].

Z celkového poctu viech predcasnych porodl probéhne 85 % PP u Zen, u nichZ se jednd
o prvni graviditu nebo se u nich v anamnéze vyskytuji pouze donosena téhotenstvi.

U této skupiny Zen je pfinosné pro zhodnoceni rizika PP provést stanoveni hladiny
cerviko-vagindlniho fetalniho fibronektinu mezi 22.-24. gestac¢nim tydnem a méreni
délky délozniho hrdla mezi 22.-24. gestacnim tydnem. Po jednom, dvou anebo tfech

po sobé nasledujicich PP se riziko opétovného PP zvysuje na 15 %,

30 % a 45 % [26].
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3.2.1.1 Rizikové faktory

Mezi rizikové faktory patfi (i) demografické faktory, jako jsou nizky socioekonomicky
status, Spatna prenatalni péce, extrémni vék matky nebo podvyziva, (ii) faktory
chovani, jako kouteni, uzivani drog, konzumace alkoholu, (iii) porodnickd anamnéza
véetné genetické predispozice, malformace délohy, predchoziho predcasného porodu
(iv), aspekty soucasného téhotenstvi jako je mnohocetné téhotenstvi, infekce,
malformace plodu, pfedcasné prasknuti oball, zkraceny délozni ¢ipek a dalsi

komplikace téhotenstvi véetné preeklampsie a gestacniho diabetu mellitu [27] [28].

3.2.1.2 Délka délozniho hrdla

Délka délozniho hrdla je taktéz rizikovym faktorem PP. Ve 22. - 24. tydnu gravidity je
mozné provést ultrazvukovou cervikometrii, pomoci niz Ize monitorovat délku cervixu.
Nicméné vzhledem k celosvétové omezené dostupnosti ultrazvuku a nedostatec¢ného
specializovaného vycviku Iékar( porodnik(, nelze délku cervixu samostatné vzdy
spolehlivé vyuzit k predpovédi pred¢asného porodu [29]. Mezi 22.-24. tydnem je
fyziologicka délka délozniho hrdla kolem 36 mm. Riziko spontanniho PP je nepfimo
umeérné délce délozniho hrdla, pfi zkraceni hrdla na 15 mm a méné exponencialné

stoupa [26].

Nékteré Zeny maji zkracenou délku cervixu v disledku vrozené vady, v jinych pfipadech

muzZe dojit ke zkraceni cervixu nasledkem infekce [10].

3.2.1.3 Biochemické (laboratorni) parametry

Biologické materidly, jako krev, sérum, plazma, moc, sliny, plodova voda a cerviko-
vaginalni tekutina, jsou pomérné snadno dostupné a jsou vhodnym zdrojem
biomarkerd, jako jsou bilkoviny a metabolity. Koncentrace laboratornich parametru
stanovenych v téchto tekutinach se méni v souvislosti s téhotenstvim, ¢asto

i s gestacnim starim, a mohou odrazet rizné patofyziologické poruchy téhotenstvi, a to
véetné PP. Uspé&ina dokon&eni t&hotenstvi a porod zavisi na komplexnich interakcich
mezi mnoha biologickymi molekulami, a to zejména v mikroprosttredi délohy. Tyto
procesy jsou sloZité propojeny a modulovdny mnoha endogennimi a exogennimi

faktory. Poruchy se pak mohou projevit jako patologie téhotenstvi, a to jako predc¢asny
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porod, preeklampsie, omezeni ristu plodu apod. Navzdory velkému mnoZstvi
dostupnych informaci zlstava v této problematice fada nezodpovézenych otazek

[5][30][31].

3.2.2 Diagnostika PPROM

PPROM je do znaéné miry klinicka diagnéza. Casné stanoveni diagnézy PPROM je
nejdulezitéjsi prevenci neonatdlnich a matefskych komplikaci. Za zlaty standard je pro
diagnézu PPROM povaZovan anamnesticky udaj o odtoku plodové vody a priikaz depa

plodové vody v zadni klenbé poSevni pfi vysSetteni v zrcadlech [10].

Pti prikazu odtoku plodové vody se dale pouzivaji laboratorni markery infekce
z dlvodu potvrzeni ¢i vylouceni infekce jako hlavni pfic¢iny vzniku PPROM. Nejcastéji

jsou méreny hladiny CRP, pocet leukocytl, event. cytokiny IL-6, TNF-a [32].

PouZzivaji se i dalsi testy, které prispivaji ke stanoveni diagnézy PPROM. Jak pro pottebu
klinickych pracovist, tak pro pacientku je nejpfiznivéjsi, pokud je mozné provést
analyzu biomarkeru ptfimo u lGzka pacientky pripadné v ambulanci |ékare. Tyto testy
jsou oznacovany jako Bed-side test nebo POCT (Point of Care Testing). Vyuziva se
Temesvaryho test slouzici ke stanoveni zmény pH v pochvé. Dalsi moznosti jsou
specifické testy Actim -PROMTM test a Amnisure® test. Actim-PROMTM je rychly test
k detekci IGFBP-1 (inzulinu podobny ristovy faktor vazajici protein-1). Koncentrace
IGFBP-1 v plodové vodé je velmi vysoka. Test neni ovlivnén pfitomnosti infikovanych
vaginalnich sekretl, moci, spermatu nebo malého mnozstvi krve. Amnisure® test je
rychly test k detekci stopového mnozstvi PAMG-1 (placentarniho alfa-mikroglobulinu-
1) ve vaginalni tekutiné. Tento test neni ovlivnén spermatem ani stopovym mnozstvim

krve [33][34][35][36].

Vyse zminéné testy pro detekci PPROM maji velmi vysokou specifitu i senzitivitu,

i presto je nezbytné pozitivitu téchto testl v nékterych pripadech velmi opatrné
interpretovat. Prikladem muze byt situace, kdy je dostate¢né mnozstvi plodové vody
pfi ultrazvukovém vysetreni a klinicky priikaz odtoku plodové vody je negativni.
Uvedené testy totizZ citlivé detekuji pfitomnost plodové vody i aktivaci neporusenych

plodovych oball. Z vyse uvedenych informaci vyplyva, Ze je lepsi v nejasnych pripadech
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nepovazovat pozitivitu téchto testu za prikaz PPROM, ale radéji vyckat na klinicky

prikaz odtoku plodové vody [37][38][39].

3.2.3 Management PPROM

Management pacientek s PPROM je stanoven na podkladé gestacniho stafi, stavu
plodu a matky. Pacientky s PPROM je mozné sledovat a lécit za hospitalizace

i ambulantné. Jsou dostupné studie, které srovnavaji tyto dva pfistupy k PPROM.
Vysledky jsou oviem rozporuplné. V Ceské republice jsou pacientky s PPROM vzdy
hospitalizovany. Hospitalizace probihd ve vhodném zafizeni dle gestacniho stari [40]

[41][42].

Management predc¢asného porodu zahrnuje stanoveni rizika hroziciho PP, stanoveni
diagndzy PP, objasnéni etiologie PP, zjisténi stavu plodu, podani profylaktické terapie

plodu, zahdjeni tokolyzy k odddleni porodu [26].

Pfed stanovenim managementu u pacientek s PPROM je nutné vyloucit pfitomnost
klinické chorioamnionitidy, zavazné vaginalni krvaceni a znamky hypoxie plodu.
Projevem chorioamnionitidy je teplota matky nad 37,5 °C a pfitomnost nejméné dvou
znasledujicich priznak(: tachykardie matky ¢i plodu, hnisavy vaginalni vytok, zvysena
citlivost délohy, bolesti bficha a leukocytdza. Téhotenstvi pacientek s PPROM, jezi je
komplikované nékterym z vyse uvedenych stavli, by mélo byt co nejdfive ukonéeno

[43][44].

3.2.4 Lécha

Terapie téhotnych s diagnézou PPROM je ovlivnéna a ptizplsobena gestaénimu stafi
pacientky. Zakladnim principem |é¢by PP je zastavit pfedcasny porod (ucinna tokolyza),
indukovat zralost plicni tkdné plodu (Ié¢ba kortikosteroidy) a Ié¢ba infekce antibiotiky

[45].

3.2.4.1 Tokolyza

Tokolytika zastavuji nebo zmiriuji kontrakéni ¢innost délohy, diky ¢emuz dojde
k oddaleni porodu. Tokolyticka |écba je indikovana u pacientek s rizikem PP mezi 24.-

35. tydnem téhotenstvi. Pro zahajeni |é¢by tokolytiky je podminkou plod bez znamky
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ohroZeni infekci nebo hypoxii a nepfitomnost kontraindikaci matky. Trvani této |écby
by nemélo presahnout 48 hodin, toto obdobi je nutné k indukci plicni zralosti plodu

kortikosteroidy a prevozu téhotné do perinatologického centra [46][47].

3.2.4.2 Kortikosteroidy

Kortikosteroidy by mély byt indikovany pokud je zfejmé, Ze dojde k porodu do 7 dnd.
Poddvani kortikosteroidll se pouziva k indukci plicni zralosti pti hrozicim PP. Je
prokazané, zZe kortikosteroidy podavané pacientkdm s PPROM snizZuji u novorozencl
umrtnost, syndrom dechové tisné, nekrotizujici enterokolitidu a intraventrikuldrni
krvaceni. Kontraindikaci pro l1é¢bu je rozvinuty zanét u matky (chorioamnionitis).

V tomto pfipadé nejsou podavany tokolytika ani kortikosteroidy a téhotenstvi je

nejcastéji ukonceno cisafskym rezem [45][46][48].

3.2.4.3 Antibiotika

Zahdjeni |éCby antibiotiky je vhodné u viech Zen s diagnostikou PPROM. Pfi pfijmu
pacientky k hospitalizaci se provede odbér materidlu na vaginorektalni kultivaci, a to

z dlivodl mozné mikrobidlni infekce. Ihned jsou empiricky podavana profylakticka
antibiotika. Pokud je pacientka bez klinickych pfiznak( IAl, v podavani antibiotik se ddle
nepokracuje. V pfipadé pozitivniho mikrobiologického ndlezu se aplikuje cilena
antibiotickd Ié¢ba. Je prokazané, Ze antibiotika prodluzuji téhotenstvi, snizuji infekce

matek a novorozencl a snizuji morbiditu plodu [44][45][47].
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3.3 Imunitni systém v téhotenstvi

V toleranci plodu hraje dllezitou roli imunitni systém. Béhem téhotenstvi dochazi

k zdsadnim zméndm v imunitnim systému, kdy matefsky imunitni systém musi byt
schopen chranit sebe i plod pred infekénimi a dalSimi hrozbami a také musi tolerovat
semialogenni Stép. Ten predstavuje plod s antigenni vybavou, ktera pochazi z poloviny
od otce. Pfi toleranci plodu se uplatiuje vice rlznych imunologickych a anatomicko-
fyziologickych mechanism{. Pfi imunologické toleranci byla popsana rada cytokint

a jinych imunoregula¢nich molekul, které pfispivaji ke stavu imunologické tolerance

a svoji ulohu maji i pti toleranci plodu [49].

Imunitni systém ma dva hlavni obranné systémy: vrozeny a adaptivni. Vrozend imunitni
odpovéd je nespecifickd reakce na cizi antigeny, zatimco adaptivni reakce vytvari velmi
specifickou reakci na antigeny. Ackoli jsou v téchto systémech zapojeny rtizné imunitni
slozky, existuje mezi témito dvéma systémy mnoho vzajemného propojeni [50][51].
Plivodné se predpokladalo, Ze téhotenstvi predstavuje dobu potlaceni imunity. Dle
poznatkl v posledni dobé dochazi béhem téhotenstvi spise ke zméné poméru a funkce
materskych leukocytl nez k Uplnému potlaceni. Napfiklad dochazi k narGstu celkového
poctu perifernich bilych krvinek od ranych stadii téhotenstvi beze zmény pocétu CD4

a CD8 [49][50][52].

V prubéhu fyziologické gravidity dochazi k utlumu materské Th1l imunitni odpovédi, coz
je potiebné pro zabranéni rejekce plodu. Tento proces vede k prevaze Th2 imunitni
odpovédi. Nerovnovaha v Th1/Th2 imunitni odpovédi ve prospéch Th1 zplsobi nastup
porodu. K prevaze Th2 cytokin( v téhotenstvi prispivaji i buriky nehematopoetického

pGvodu, napriklad placentarni trofoblasty [49][53][54].

Imunologicka tolerance béhem téhotenstvi je také vyznamné ovlivnéna hormony,
hlavné progesteronem, choriovym gonadotropinem a estrogenem. DalSim dulezitym
hormonem je nadledvinkovy kortisol, jehoZz produkce je v gravidité az desetkrat vyssi.
Je dokazano, Ze v prospivajici gravidité prechodné sldbnou az mizi silné alergické
reakce, ale i dochazi k vyraznému zlepseni zavaznych autoimunitnich onemocnéni

a zaroven na druhé strané neni porusena protiinfekéni imunitni ochrana. V dnesni
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dobé je porod vniman predevsim jako zdnétlivy proces. Nikoliv hormonalné fizeni

proces, jako tomu bylo dfive [55][56].

PPROM se mnohdy poji s pfitomnosti intraamnidlnich komplikaci (zanétlivych i
mikrobialnich). Tyto komplikace jsou velmi obtiZzné stanovitelné pomoci béznych
ukazatell zanétu v matefské krvi z diivodu subklinického pribéhu. IAl mlze byt
vyvolan rlznymi stimuly, a to mikroorganismy v plodové vodé (intraamnidlni infekce) €i
endogennimi latkami uvolnénymi z plodovych oball a placenty do plodové vody
(sterilni zanét). Intraamnialni infekce je vyznamnym spousté¢em PPROM a ndsledného
nastupu predcéasné délozni aktivity. Je provdzena zvySenou produkci proteint akutni
faze CRP, PTX3 a prozanétovych cytokint IL-1pB, IL-6, TNFa a IL-8. Koncentrace markerd,
uvedenych vyse, je mozné sledovat v plodové vodé. Vyznamnym ndstrojem v regulaci

zanétu a bakteridlni infekce je komplementovy systém [57][58][59][60].
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3.4 Komplementovy systém

Komplementovy systém je velmi dlleZitou soucasti humoralnich sloZzek vrozené
(nespecifické) imunity, ma klicovou roli pfi obrané proti patogeniim. Zahrnuje vice nez
30 molekul, které jsou vétSinou v télnich tekutindch (plazma) nebo jsou exprimovany
na povrchu bunék (bunék imunitniho systému). Molekuly navzajem spolu kooperuji,
ale také kooperuji s dalSimi komponentami imunitniho systému. Zakladem
komplementového systému je 9 sérovych proteind, které jsou oznacovany jako C1-C9,
ustfedni slozkou je C3. Jejich kaskadovita aktivace vede k tvorbé tzv. komplexu
atakujiciho membranu (MAC; membrane attack complex), ktery vyvola perforaci

a naslednou lyzu napadené buriky. Pro aktivaci komplementu jsou velmi dulezité
faktory, které se oznacuji velkymi pismeny. Za fyziologickych podminek je
komplementovy systém udrzovan v neaktivni formé a pro svoji funkci musi byt
aktivovan. Béhem aktivace komplementu se tvofi peptidické fragmenty

s chemoatraktivnimi a anafylaktickymi ucinky. Nékteré proteolytické enzymy funguiji
jak v aktivaci komplementového systému, tak i v aktivaci koagulacni kaskady. Aktivni
komplex je oznacovan vodorovnou ¢arou nad popisem. Aktivace probiha jednou ze tii
cest: klasicka cesta aktivace, alternativni cesta aktivace a lektinova cesta aktivace.
Jednotlivé cesty se lisSi mechanismem spusténi aktivace komplementu. Pfi aktivaci jsou
slozky a faktory komplementového systému proteolyticky Stépeny na fragmenty, jez
jsou oznacovany malymi pismeny a, b. Vétsi fragment, vétSinou fragment b

(vyjimka C2a), si ponechava enzymatickou aktivitu. Mensi fragment, fragment a,
ziskava prozanétovou a anafylaktickou aktivitu. Slozky, které jsou jiz aktivované,
mohou vytvaret enzymaticky aktivni komplexy, tzv. konvertazy. Konvertdzy posouvaji
aktivitu celého komplementového systému k dalSim krokdm. Nejvyznamnéjsi jsou
konvertazy stépici slozky C3, C5 a faktor B. Slozky komplementu maji opsonizacni
funkci (C3b), také plisobi jako chemotaktické plsobky (C3a, C5a), dalsi funkci je
osmoticka lyza (komplex C5b-C9) a produkce anafylatoxind (C3a, C4a, C5a).
Komplement podporuje protildtkovou odpovéd, podili se na odstrafovani
apoptotickych bunék a imunitnich komplex(, ma roli i v casném embryonalnim vyvoiji

a reparaci tkani. [61][62][63].
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Aktivace komplementového systému probihd kaskadovité, jak jiz bylo zminéno vyse.

V pfipadé splnéni aktiva¢nich podminek se slozka komplementového systému méni na
aktivni enzym. Enzymaticky aktivni slozka Stépi naslednou slozku v kaskadé taktéz za
vzniku aktivniho enzymu. Vysledkem téchto pochod( je velmi rychld a masivni aktivace
komplementového systému. Je potieba dlisledna regulace na nékolika urovnich. Do
slozky C5b probiha aktivace komplementového systému cestou enzymatické kaskady.
Poté jiz dochazi k sestaveni MAC. Mechanismy komplementového systému jsou

popsany stru¢né a ve vztahu k problematice fesené v této praci [64].

3.4.1 Klasicka cesta aktivace komplementu

Klasicka cesta aktivace komplementu zacina vazbou protilatky tfidy IgG nebo IgM

na antigen. Tim, jak dojde k vazbé Ab (protilatky) na povrch napf. bakterie, nastane
zména konformace protilatkové molekuly a odhaleni vazebného mista pro protein C1,
ktery je tvoreny péti molekulami (molekula Cl1q, dvé molekuly C1r a dvé molekuly C1s).
Prvni slozka komplementu C1 po vazbé na Ab také pozméni svij tvar a stane se
proteolyticky aktivni. Diky své ziskané aktivité m(ze stépit proteiny C4 a C2, jejich
fragmenty C4b a C2a se navazou na povrch napadeného mikroorganismu a vytvoti se
klasickd C3 konvertdza (C4bC2a). Tento enzym stépi velké mnozstvi C3 na C3a a C3b.

U C3 se cesty aktivace komplementu sbihaji. Klasicka cesta mlze byt také zahajena tzv.
pentraxiny (CRP a sérovy amyloid P). Jedna se o proteiny akutni faze, jez se mohou
vazat na povrch nékterych mikroorganismu a poté jsou schopny vazat a aktivovat

protein C1 [65][66].

3.4.2 Alternativni cesta aktivace komplementu

Alternativni cesta aktivace komplementu je zahdjena spontdnni hydrolyzou C3 slozky
komplementu generujici C3(H20). Mze k tomu dochazet jak na povrchu mikrobd, tak
na povrchu vlastnich bunék. Na povrchu vlastnich bunék je tento proces Skodlivy

a z tohoto dlivodu je zde nékolik ochrannych regulac¢nich proteint (inhibi¢ni faktory |
a H), které brani tomuto samovolnému stépeni. Komplex C3(H20) je schopen vazat

faktor B, ktery je faktorem D Stépen na Ba a Bb. Tim vznika enzymaticky aktivni
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membranovy komplex alternativni C3 konvertaza (C3bBb komplex), ktera Stépi velké

mnozstvi C3 na C3a a C3b [65][66][67].

3.4.3 Lektinova cesta aktivace komplementu

Lektinova cesta aktivace komplementu je podobna cesté klasické, vyuziva protein
velmi podobny Clq, lektin vazajici mandzu (MBL; mannan-binding lectin). Iniciuje ji
tedy vazba MBL pfimo na sacharidové struktury povrchi nékterych mikrob, pricemz
se aktivuji serinové proteazy asociované s lektinem vazajicim mandzu (MASP-1

a MASP-2) a §tépi C4 a C2. Tato cesta je podobna klasické cesté. Vysledkem této
aktivace je taktéz lektinova C3 konvertaza (C4bC2a komplex) [68][69].

3.4.4 Vznik komplexu atakujiciho membranu

Cesty aktivace komplementu se sbihaji u C3 konvertaz (C4bC2a a C3bBb). Ty Stépi C3
podjednotku na C3a a C3b, kdy C3b se k nim vaze a vznika C5 konvertaza. Tato
konvertaza poté stépi C5 na C5a a C5b. Fragment C5a, jak jiz bylo uvedeno, je mensi

a pUsobi jako anafylatoxin. Fragmenty C5b tvori komplex s dalSimi komplementovymi
slozkami C6 a C7 za vzniku C5bC6C7. Nasledné dojde k navazani dalsi molekuly C8

a cely noveé vznikly komplex se zanofi do povrchové lipidové membrany atakované
buriky. Ke komplexu C5bC6C7C8 se pripoji 13-18 molekul C9 za vzniku MAC. Konecny
MAC se vaze na membranu buriky, tim se tvofi péry, dochazi k Uniku cytoplazmatickych

komponent a poruseni osmotické rovnovahy, coz zpUsobi lyzu této bunky [70][71].

3.4.5 Komplementovy systém v téhotenstvi

Zdravé téhotenstvi je spojeno s fadou imunologickych zmén v porovnani

s negravidnimi Zenami. Lze fict, Ze systém komplementu, soucédst vrozené imunitni
odpovédi, hraje klicovou roli v normalnim téhotenstvi od poceti az po porod. Aktivita
komplementu je vysokd béhem implantace vajicka, aby se podpofila invaze trofoblastl
do decidua. Po implantaci se komplement vrati na normalni hladiny, i kdyz v ptipadé
potratl zUstava aktivita zvySend. Nekontrolovand aktivace komplementu vsak vede

k nékolika téhotenskym komplikacim, jako je potrat, preeklampsie a predc¢asny porod.

Materno-fetalni rozhrani je bohaté na inhibitory komplementu, které chrani placentu,
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kontroluji aktivaci komplementu, a tim brani plod a podporuji téhotenstvi.

[64][72](73].

3.4.6 Komplementovy systém u predcasnych porodu

PP je jednou z hlavnich pfi¢in novorozenecké iumrtnosti a nemocnosti. Tento
patologicky stav postihuje jak zdravi matky, tak novorozence. Aktivace
komplementového systému v rané fazi téhotenstvi (do 20. tydne téhotenstvi) je

prediktivnim faktorem pozdéjSiho spontanniho predc¢asného porodu [64][74].

Sledovani zmén v cirkulujicich slozkach komplementu béhem téhotenstvi mize
poskytnout vhodné biomarkery pro predikci nepfiznivého pribéhu téhotenstvi. V jiz
provedenych studiich bylo napfiklad zjisténo, Ze u Zen se zvySenou hladinou faktoru
komplementu Bb v obéhu, byla mnohonasobné vyssi pravdépodobnost, Ze dojde k PP
ve srovnani s Zzenami s nizsi hladinou tohoto fragmentu. Z dalsi studie vyplyva, ze
materska plazmaticka koncentrace anafylatoxinu C5a je zvySena pfi PP a IAl ale ne pfi
spontannim porodu v terminu. V dnesni dobé je tedy cilem hledat uziteéné markery
pro predpovéd PP, a to bud samostatné, nebo v kombinaci s jinymi ukazateli zanétu.

Stéle vice pribyva dikazl o roli systému komplementu ve vztahu k PPROM [64].
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3.5 Komplementovad slozka 8

Lidska komplementova slozka 8 (C8) je jednou z péti slozek komplementu (C5b, C6, C7,
C8, C9), které interaguji a vytvareji MAC. C8 iniciuje prinik membranou a koordinuje
tvorbu MAC pora. C8 je sloZzeny ze tfi podjednotek: a, B ay s celkovou molekulovou
hmotnosti 150 kDa. C8a a C8B maji jedinecné a zdsadni role pfi tvorbé MAC komplexu.
C8 obsahuje specifickou doménu, a to membranu atakujici komplex/perforin (MACPF;
membrane attack complex/perforin). MACPF doména C8p je zodpovédna za integraci
C8 s predem sestavenym MAC prekurzorem, C5b-7, zatimco MACPF doména C8a
prochazi konformacni zménou pro vloZzeni do membran a je hlavnim vazebnym mistem

pro C9 [75][76].
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3.6 CD59

Vzhledem k zymogenni povaze kaskady komplementu a riziku samoaktivace je
vyvinuto nékolik regulacnich molekul komplementu. Jsou znamé dvé hlavni skupiny
regulacniho systému — membranové vazané reguldtory a plazmatické regulatory drah.
Nejdulezitéjsim regulatorem klasické cesty je Cl-inhibitor (C1-INH), jehoz funkci je
blokace aktivity C1r a Cls. Regulacni proteiny jako faktor urychlujici rozpad (DAF,
CD55) a membranovy proteinovy kofaktor (MCP, CD46) maji velky protektivni ucinek
na nezddouci aktivaci komplementu. Faktor H a C4 binding protein (C4bp) maji
nejvyznamnéjsi regulacni vliv na vznik C3 konvertazy klasické a alternativni cesty.
Sestaveni komplexu MAC je kontrolovano molekulou zvanou protektin (CD59). Mezi
dalsi regulacni proteiny patfi napf. komplementové receptory CR1 (CD35) a CR2 (CD21)
[62].

Protektin (CD59) je navdzan na membranu buriky pomoci glykosylfosfatidylinositolové
(GPI) kotvy. Jeho dalsi nazvy jsou MAC-inhibi¢ni protein ¢i membranovy inhibitor
reaktivni lyzy. Jedna se o jednoretézcovy membranovy glykoprotein s molekulovou
hmotnosti 18-20 kD. CD59 je exprimovan na vSech hematopoetickych burkach,

ve vsech lidskych tkanich a cirkulujicich burikach organismu. Jeho funkci je ochrana
buriky pred lytickym plsobenim komplementu. Vaze se mezi komplementové slozky
C8 a C9, tim brani dalsi polymerizaci C9 a vzniku lytického péru. Vzacné pripady
nedostatku CD59 vedou k paroxysmalni no¢ni hemoglobinurii. Nedostatkem CD59
dojde k destrukci ¢ervenych krvinek v krevnim obéhu, cozZ zplsobi anémii. Tato nemoc
zdUraznuje zakladni funkci tohoto proteinu. Nedavné studie ukazaly, Zze CD59 je vysoce
exprimovan v nékolika rakovinnych bunécnych liniich a nadorovych tkanich. CD59 také
reguluje funkci, infiltraci a fenotypy rliznych imunitnich bunék v mikroprostredi nadoru

[77][78].
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3.7 Termindlni komplex komplementu

Dle poslednich poznatkt jsou hlavni biologické funkce TCC daleko rozsahlejsi, nez bylo
plvodné predpokladano. U hostitelskych jadernych bunék je aktivace komplementu
Casto sublyticka (<5% lyzy). Poskytuje bunice urcitou ochranu, burika se dokaze branit
jednotlivym, ale i chybnym atoklm. To je rozdil oproti erytrocytiim, které jsou snadno
lyzovany. Sublyticky utok chrani tedy hostitelské jaderné buriky, ale také je stimuluje
k biosyntéze bilkovin a plsobi prozanétlivé a prokoagulacné. Uvadi se, Ze cytolyticky

neaktivni TCC je schopen aktivovat endotelidlni buriky [79].

Na rozdil od aktiva¢nich drah, které pro aktivaci vyZzaduji enzymatické stépeni,

se termindlni draha opird o konformacni zmény. Sestaveni komplexu C5b-9 v lipidové
dvojvrstvé membrany zacind Stépenim vazby Arg-Leu v C5 a-fetézci za vzniku C5a

a C5b. Existuje vztah mezi nativnimi C5 a C6, avSak komplex C5bC6 se tvofi asociaci
mezi fragmenty C5b a C6. Navazani C6 musi probéhnout velmi rychle, jinak dojde

k velice rychlé inaktivaci C5b. Komplex C5bC6 se pak muze reverzibilné vazat

na membrdnu prostfednictvim iontovych i hydrofobnich interakci. Nasledné interakce
C7, C8 a C9 s C5bC6 a membranou vedou ke vzniku heteropolymernich
transmembranovych péru. Po navazani C8 se tedy variabilni pocet molekul C9 spojuje
s komplexem C5b678 a vznika takzvany termindlni komplementovy komplex (TCC)
nebo membranu atakujici komplex (MAC). Tvorba membranové formy TCC zplsobuje
lyzu bunék nebo muZe vyvolat aktivaci riznych bunéénych metabolickych cest, coz
vede k syntéze a uvolnéni mediatorl zanétu. TCC obsahuje neoantigeny, které

v jednotlivych nativnich slozkdch chybi. Neoantigeny jsou pfitomny jak v MAC, tak

v solubilni formé komplexu (SC5b-9). C7, C8, C9 slozky obsahuji specifickou doménu
MACPF, ktera je schopna se zakotvit na lipidy bunécné membrany. Péry vytvorené C8
slozkou jsou schopny lyzovat citlivé buriky jako jsou erytrocyty, ale nejsou schopny
narusit membrdanu jadernych bunék. Z téchto divod( je k tomuto komplexu pfipojeno
13-18 molekul C9, coz vede ke vzniku transmembranového kanalu. Tvorba TCC je
Fizena Fadou réiznych bunéénych a plazmatickych molekul. Casto se p¥ehliZi, 7e C7 a C8

jsou také dalezitymi modulatory, protozZe jejich lokalni pfitomnost nebo nepritomnost
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muze mit hlubsi uc¢inek nez nepfitomnost nebo pritomnost specifickych inhibitort
komplementu. To plati zejména pro C7, ktery m(iZze byt syntetizovan i extrahepatalné v
misté zanétu granulocyty a endotelovymi burikami, ¢imz moduluje lyticky membranovy
utok. TCC je pfitomna v normalni lidské plazmé, <1 AU/ml a zvysuje se u pacientl s

aktivaci komplementu [79][80].

3.7.1 Komplementova slozka 5

C5 je protein o molekulové hmotnosti 190 kDa a je strukturné homologni s C3, C4 a a2-
makroglobulinem. Syntéza C5 probiha prevainé v hepatocytech, avsak je také tvoren
makrofagy a alveolarnimi epitelidlnimi bufikami. Hlavni polypeptidy C5a a C5b jsou
produkovany stépenim C5a fetézce C5 konvertdzami. Uvolnény maly fragment, C5a,
ma jedno glykosyla¢ni misto a 50 % peptidu je v a-helikalni konformaci. C5a je
nejucinnéjsi zanétlivy peptid uvolfiovany aktivaci komplementu, ma silnou
chemotaktickou aktivitu a je, jak jiz bylo zminéno, anafylatoxinem. Komplexy C5bC6 se
pak mohou reverzibilné vdzat na membrany prostfednictvim iontovych i hydrofobnich

interakci [79].

3.7.2 Komplementova slozka6a 7

C6 je neobvykly, a to tim, Ze se jednd o mozaikovy protein, ktery se sklada z nékolika
homolognich moduld nalezenych v mnoha dalSich proteinech. C6 ma C-koncovou
doménu bohatou na cystein, ktera je ¢aste¢né homologni s oblastmi trombospondinu
|, LDL receptorem a EGF receptorem. C6, C7, C8a, C8PB a C9 jsou homologni a obsahuji
N- a C-terminalni ¢asti a 40kDa velky stfedni segment, oznadovany jako doména

MACPF [79].

3.7.3 Komplementova slozka 8

Komplementova slozka C8 byla jiz vySe zminéna. Je to 150 kDa komplex skladajici se ze
3 geneticky odliSnych podjednotek: C8a (64 kDa), C8B (64 kDa) a C8y (22 kDa).

o fetézec a B rfetézec maji velice podobnou homologii a jsou spojeny nekovalentni
vazbou. y-fetézec je spojen s a-fetézcem pomoci disulfidové vazby. C8a, -B a -y jsou

kodovany tremi riznymi geny [79].
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3.7.4 Komplementova slozka 9

C9 je jednoretézcovy globularni protein o molekulové hmotnosti 71 kDa, ktery je
podobny C6. C9 mUZe byt stépen v misté His-Gly a-trombinem za vzniku C9a a C9b.
Cytolyticka aktivita C9b je zprostfedkovana diky jeho interakci s lipidovou dvojvrstvou

membrany. Exprese C9 je nejvyssi v hepatocytech [79].
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Soubor pacientek

Do studie bylo zarazeno 164 téhotnych Zen, které byly pfijaty s PPROM na porodni sal
Porodnické a gynekologické kliniky Fakultni nemocnice Hradec Kralové mezi roky 2015-
2017. Skupinu tvofily Zeny v gestacnim tydnu 24+0 az 36+6, starsi 18 let,

s jednocetnym téhotenstvim komplikovanym PPROM. Gestacni vék byl uréen v prvnim
trimestru pomoci biometrie plodu. Zeny souhlasily s G¢asti ve studii podpisem
informovaného souhlasu pred odbérem vzorku. Studie byla schvalena etickou komisi
Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Ziskany biologicky materidl je ulozen v biobance

Fakultni nemocnice Hradec Krdlové a je vyuzivan k dalSim analyzam.

Ze studie byly vylouceny pacientky s vicecetnym téhotenstvim, s pregesta¢nim
i gestacnim diabetem, s gestacni i chronickou hypertenzi, preeklampsii, hypoxii plodu,
abnormalitami plodu, s vyznamnym vaginalnim krvacenim, s komplikaci ristové

retardace plodu, vrozenych vad plodu ¢i s abnormalnim genetickym ndlezem.

Zeny s PPROM pted 34. tydnem t&hotenstvi byly |é¢eny kortikosteroidy pro maturaci
plic plodu, tokolytiky po dobu 48 hodin a antibiotiky. Zatimco po 34. tydnu téhotenstvi
byla zahajena pouze |é¢ba antibiotiky, jina Ié¢iva k oddaleni porodu ¢i k indukci plicni
zralosti nebyla podéna. Zeny po 28. tydnu téhotenstvi, u nichZ byl prokazan nesterilni
IAl, dostavaly pouze kortikosteroidy pro indukci plicni zralosti a antibiotika. Za 24 hodin
po dokonceni |é¢by kortikosteroidy byl porod vyvolan nebo byl proveden cisarsky rez.

U ostatnich Zen byl zvolen konzervativni ptistup.

Diagnostika PPROM byla provedena pomoci sterilniho vaginalniho zrcadla, které se
vyuziva k ovéreni odtoku plodové vody do vaginy. V pripadé potreby byl vysledek
vySetreni potvrzen testem pritomnosti IGFBP-1 (ACTIM PROM test; Medix Biochemica,

Kauniainen, Finsko) ve vagindlni tekutiné.
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4.2 Odbér vzorkii plodové vody

Pfed zahajenim antibiotické, tokolytické a kortikosteroidni 1é¢by, byla u pacientek
provedena transabdominalni aminocentéza pod kontrolou pomoci ultrazvuku. Pomoci
tohoto odbéru byly ziskany pfiblizné 2-3 ml plodové vody. Ndsledné byla stanovena
koncentrace IL-6 v plodové vodé pomoci POCT testu. K tomuto testu bylo vyuzito 100
ul plodové vody ze vzorku. Zbytek odebraného vzorku byl rozdélen na podily, kdy u
jednoho podilu byla provedena centrifugace (15 min./2000 g), nasledna alikvotace
ziskaného supernatantu a zmrazeni pfi =70 °C pro imunologickou analyzu. Dalsi podily
byly odesldny do mikrobiologické laboratore k provedeni polymerdzové retézové
reakce (PCR; polymerase chain reaction). Analyzy, pomoci niz byla detekovana DNA
mikrobialnich druh( Ureaplasma species, Mycoplasma hominis, Chlamydia
trachomatis, a dale ke stanoveni 16 sSRNA. Také byla ze vzorku proveden aerobni

a anaerobni kultivace.

4.3 Stanoveni koncentrace IL-6 v plodové vodé

Ke stanoveni koncentrace IL-6 v plodové vodé byl pouzit imunochromatograficky test
Milenia® QuickLine IL6 za pouZiti Milenia®POCScan Readeru (Milenia Biotec, GmBH,
Giessen, Némecko). Detekéni rozmezi metody bylo mezi 50 — 10 000 pg/ml. Méfeni

bylo provedeno dle pokyn( vyrobce.

4.4 Detekce patogent Ureaplasma species, Mycoplasma
hominis a Chlamydia trachomatis

Vyse uvedené patogeny, Ureaplasma species, Mycoplasma hominis a Chlamydia
trachomatis, byly detekovany pomoci PCR v usporadani Real-Time PCR. Z plodové vody
byla dle instrukci vyrobce (pouzit protokol pro izolaci bakterialni DNA z biologickych
tekutin) izolovana DNA pomoci QlAamp DNA Mini Kitu (QIAGEN, Hilden, Némecko).
DNA vysSe zminénych patogenu byla detekovana pomoci komeréni soupravy
AmpliSens® C. trachomatis/Ureaplasma/M. hominis — MULTIPROME FRT (Federal State
Instution of Science, Central Research Institute of Epidemiology, Moskva, Ruska
Federace). K provedeni PCR byl vyuzit pfistroj Rotor-Gene 6000 (QIAGEN) s pouzitim

standardniho laboratorniho materidlu. Pro kontrolu, zda nejsou pfi provadéni metody
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ve vzorku pritomny inhibitory polymerazové fetézce, byla provedena PCR amplifikace
genu pro B-aktin. MnoZstvi DNA (kopie/ml) bylo stanoveno absolutni kvantifikaci
pomoci kalibraéni kfivky. K pfipravé kalibraéni kfivky slouzila plazmidova DNA o znamé
kvantité (pCR4, Invitrogen). Analyza byla provedena na Ustavu klinické biochemie

a diagnostiky FN Hradec Kralové.

4.5 Detekce dalsich bakteridalnich druhi v plodové vodé

DNA ostatnich bakteridlnich druhli byla detekovana také pomoci PCR, avsak cilené na
16S rRNA. K provedeni byly pouzity primery: 5'-CCAGACTCCTACGGGAGGCAG-3’
(oblast V3) a 5°-ACATTTCACAACACGAGCTGACGA-3" (oblast V6). Kazda reakce
obsahovala 3 ul analyzované DNA, 500 Nm primeru a 25 pl DNA polymerdzy Q5 High
Fidelity (NEB, Hitchin, UK). Amplifikace byla provdena pomoci pfistroje 2720 Thermal
Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Detekce vyslednych produkt(
probéhla na agarézovém gelu po provedeni gelové elektroforézy. Amplifikacni
produkty o velikosti 960bp, tedy pozitivni nalezy, byly vyjmuty, ocistény a nasledné
byla provedena sekvenacni PCR formou oboustranné sekvenace vidy s jednim
primerem. V prvni reakci tedy s forward primerem, ve druhé pak s reverse primerem.
K sekvenacéni analyze bylo vyuZito komeréniho kitu obsahujiciho DNA polymerazu

a znacené dideoxynukleotidy — BigDye Terminator kit, version 3.1 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Vysledny produkt byl znovu procistén a byla provedena
sekvenacni analyza na sekvendatoru ABI 3130 (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). U ziskanych sekvenci, jez byly ve FASTA formatu, byly porovnavany shody se
sekvencemi v databazi referenénich kmen( pomoci programu BLAST®, pfipadné
SepsiTestTM BLAST. Priikaz bakterialni DNA byl proveden na Ustavu klinické biochemie

a diagnostiky FN Hradec Kralové.

4.6 Stanoveni diagnozy mikrobidalni invaze do amnialni dutiny a
intraamnidlniho zanétu

4.6.1 Urceni probihajiciho IAI

U pacientek s PPROM byl jako 1Al definovan stav, kdy byla v plodové vodé namérena

koncentrace markeru IL-6 vice nez 745 pg/ml [81].
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4.6.2 Diagnostika MIAC

Diagnostika MIAC probéhla na zdkladé pozitivniho PCR nalezu Ureaplasma species,
Mycoplasma hominis, Chlamydia trachomatis ¢i kombinaci téchto patogent. MIAC
muzZe byt také diagnostikovana na zadkladé pozitivniho vysledku amplifikace genu pro
16S rRNA. Dalsi moznosti je pozitivita aerobni nebo anaerobni kultivace z plodové

vody.

4.7 Rozdéleni souboru pacientek

Kohorta pacientek byla rozdélena do ¢tyr zakladnich skupin dle ptitomnosti MIAC a IAl,
popfripadé jejich kombinaci. Toto rozdéleni je dulezité z hlediska celkového pfristupu

k pacientce, nastaveni IéCby, jedna se tedy o velmi dlleZity diagnosticky znak. Prvni
skupina nese znamky mikrobialni invaze do amnialni dutiny spojenou s intraamnialnim
zanétem (MIAC+/1Al+), v tomto pripadé hovorime o intraamnidlni infekci. Zde zanét
vznikd imunitni reakci na pfitomné patogeny. Druha skupina nese pfiznaky
intraamnidalniho zanétu bez prakazu infekéniho agens (MIAC-/IAl+), v tomto pfipadé se
hovofi o sterilnim zanétu. Tento stav mUzZe byt vyvolan jinymi faktory, jako jsou
poskozeni a starnuti tkani, pfedevsim plodovych obald. Do treti skupiny jsou zarazeny
pacientky s mikrobialni kolonizaci amnidlni dutiny, avSak bez znamek zanétu
(MIAC+/1AI-). Ctvrtou skupinu tvofi pacientky s negativnim nalezem MIAC i IAl, jednd se

o téhotenstvi bez mikrobialni invaze i bez znamek zanétu (MIAC-/IAI-).

4.8 Stanoveni koncentrace vybranych parametrii
kompelementového systému v plodové vodé

Ke stanoveni koncentrace sledovanych parametrd v plodové vodé byla vyuzita
metoda ELISA (Enzyme-linked Immuno Sorbent Assay). Pfi provadéni testu bylo
postupovano podle instrukci vyrobce dané soupravy. Vysledna hodnota absorbance
byla mérena za pouZiti readeru Multiscan RC ELISA (Thermo Fisher Scientific, USA) pfi

vinové délce 450 nm.
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4.8.1 Stanoveni C8 slozky komplementového systému

Pro analyzu byla pouZita ELISA souprava Human Complement C8 Gamma ELISA KIT od
firmy Abcam (Cambridge, UK). Tento test je zaloZen na kvantitativni nekompetitivni
(sendvi¢ové) enzymové imunoanalyzy, vyuzivajici imunochemickou reakci antigenu

s protilatkou.
Princip

Protilatky, které jsou specifické pro komplementovou slozku C8 Gamma (C8G), jsou
pfedem navazany na dné jamky ELISA desticky, desticka obsahuje celkem 96 jamek. Do
jamky se pfida vzorek pacienta obsahujici C8G slozku komplementového systému a
kalibrac¢ni standardy, C8G je nasledné zachycen protilatkami. Poté dojde k promyti a
napipetovani detekéni protildtky znacené biotinem proti C8G slozce. Po dalSim promyti
nasleduje pridani konjugatu streptavidinu s peroxidazou. Streptavidin se specificky
vaze na biotin. Ke v jamce vytvorenému komplexu se prida substrat, ktery slouzi

k vizualizaci pomoci barevné zmény. Reakce se zastavi a méfi se intenzita zabarveni.
Koncentrace C8G je pfimo Umérna intenzité zabarveni. Spolu s pacientskymi vzorky se
stejnym zpldsobem analyzuji i kalibraéni vzorky (standardy), z nichz se tvofi kalibrac¢ni

kfivka.
Pomiucky a chemikalie

ELISA kit obsahuje reakéni mikrodesticku s 96 jamkami (12 x 8 jamek) pokrytymi
protilatkou proti C8G, kalibra¢ni vzorky (standardy), biotinovanou detekéni protilatku
proti C8G, redici roztok, promyvaci roztok, konjugat streptavidin-peroxidaza,
chromogenni substrat, zastavovaci (stop) roztok. K provedeni jsou dale potreba
vicekandlové a jednokandlové pipety, pipetovaci sSpi¢ky, zkumavky, promyvacka ELx50,

deionizovana voda, ELISA Reader Multiskan RC (Thermo Fisher Scientific, USA).
Pracovni postup

Nejdfive je tfeba vytemperovat soupravu na laboratorni teplotu (18-25 °C) a nasledné
pfipravit potfebné reagencie, vzorky a standardy v poZzadovaném fedéni dle instrukci.
Stanoveni se provadi pfi laboratorni teploté. Nasleduje pridani 50 ul vySetfovanych
vzorkU a standard( do odpovidajicich jamek a inkubace po dobu 2 hodin. Po

120 minutové inkubaci je provedeno promyti celé desticky promyvacim pufrem.
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Promyti se nékolikrat opakuje. V dalSim kroku je pfidano 50 pl detekéni biotinované
protilatky proti C8G. Inkubace trva po dobu 1 hodiny. Po dalSim promyti je pfidadn
konjugat streptavidin-peroxidaza a nasleduje inkubace 30 minut. Po poslednim
promyti je pfiddno 50 ul substratu (tetramethylbenzidin, TMB) a po 30 minutdch
inkubace je reakce zastavena pomoci 50 ul stop roztoku. Ihned po zastaveni reakce je
odectena intenzita zabarveni pfi vinové délce 450 nm pomoci ELISA Reader Multiskan

RC (Thermo Fisher Scientific, USA).

Vysledek: Koncentrace C8G je vyhodnocena metodou kalibraéni kfivky. Minimalni

detekovatelné mnozstvi C8G je 0,6 ng/ml. Rozsah méreni je 0.875 ng/ml - 56 ng/ml.

4.8.2 Stanoveni TCC

Pro analyzu byla pouzita ELISA souprava Human Terminal Complement Complex (TCC)
od firmy HycultBiotech (Uden, Holandsko) vyuZivajici imunochemickou reakci antigenu

s protildatkou. Metoda je zaloZzena na principu sendvi¢ové ELISA imunoanalyzy.
Princip

Na dné jamky mikrotitracni destic¢ky je navazana protilatka proti TCC, desticka
obsahuje celkem 96 jamek. Po pridani vzork( s neznamou koncentraci TCC

a kalibracnich standardt je TCC navazan na protildtky. Poté dojde k promyti

a napipetovani detekéni protilatky znacené biotinem proti TCC sloZce. Po dalSim
promyti nasleduje pridani konjugdatu streptavidinu s peroxiddzou. Streptavidin se
specificky vaze na biotin. Ke v jamce vytvofenému komplexu se pfida substrat, ktery
slouzi k vizualizaci pomoci barevné zmény. Reakce se zastavi a méfi se intenzita
zabarveni. Koncentrace TCC je pfimo Umérna intenzité zabarveni. Spolu s pacientskymi
vzorky se stejnym zplUsobem analyzuji i kalibraéni vzorky (standardy), z nichz se tvofi

kalibra¢ni krivka.
Pomiucky a chemikalie

ELISA kit obsahuje reakéni mikrodesticku s 96 jamkami (12 x 8 jamek) pokrytymi
protilatkou proti TCC, kalibracni vzorky (standardy), biotinovanou detekéni protilatku
proti TCC, fedici roztok, promyvaci roztok, konjugat streptavidin-peroxidaza,

chromogenni substrat, zastavovaci (stop) roztok. K provedeni jsou dale potieba
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vicekandlové a jednokandlové pipety, pipetovaci Spi¢ky, zkumavky, promyvacka ELx50,

deionizovana voda, ELISA Reader Multiskan RC (Thermo Fisher Scientific, USA).
Pracovni postup

Pfed pouzitim je tfeba vytemperovat soupravu na laboratorni teplotu (20-25 °C) a
nasledné pripravit potfebné reagencie, vzorky a standardy v poZzadovaném redéni dle
instrukci. Nasleduje pfidani 100 ul vysetfovanych vzorkl a standardd do odpovidajicich
jamek a inkubace po dobu 60 minut pfi 4 °C. Po inkubaci je provedeno promyti celé
desti¢ky promyvacim pufrem. Promyti se ¢tyfikrat opakuje. V dalSim kroku je pfidano
100 pl detekéni biotinované protilatky proti TCC. Inkubace trva po dobu 60 minut pfi
laboratorni teploté (20-25 °C). Po dalSim promyti je pfidan konjugat streptavidin-
peroxiddza a nasleduje inkubace 60 minut pfi laboratorni teploté (20-25 °C). Po
poslednim promyti je ptiddno 100 pl substratu (TMB) a po 30 minutach inkubace pfi
laboratorni teploté je reakce zastavena pomoci 100 ul stop roztoku. Ihned po zastaveni
reakce je odectena intenzita zabarveni pti vinové délce 450 nm pomoci ELISA Reader

Multiskan RC (Thermo Fisher Scientific, USA).

Vysledek: Koncentrace TCC je vyvhodnocena metodou kalibracni kfivky. Minimalni

detekovatelné mnozstvi TCC je 8,2 mAU/ml. Rozsah méreni je 8,2 - 2000 mAU/ml.

4.8.3 Stanoveni solubilni formy regulacni bilkoviny komplementového
systému CD59

Pro analyzu byla pouZita ELISA souprava Human sCD59 od firmy HycultBiotech (Uden,

Holandsko) vyuZivajici imunochemickou reakci antigenu s protilatkou. Metoda je

zaloZena na principu sendvic¢ové ELISA imunoanalyzy.
Princip

Protilatky, které jsou specifické pro solubilni formu regulaéni bilkoviny
komplementového systému CD59 (sCD59), jsou pfedem navazany na dné jamky ELISA
desticky, desticka obsahuje celkem 96 jamek. Do jamky se pfida vzorek pacienta
obsahujici neznamou koncentraci sCD59 a kalibra¢ni standardy, sCD59 je nasledné
zachycen protilatkami. Poté dojde k promyti a napipetovani detekéni protilatky proti

sCD59 znacené biotinem. Streptavidin se specificky vaze na biotin. Ke v jamce
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vytvoreném komplexu se pfida substrat, ktery slouZi k vizualizaci pomoci barevné
zmény. Reakce se zastavi a méfi se intenzita zabarveni. Koncentrace sCD59 je pfimo
umérna intenzité zabarveni. Spolu s pacientskymi vzorky se stejnym zplsobem

analyzuji i kalibraéni vzorky (standardy), z nichz se tvofi kalibracni kfivka.
Pomticky a chemikalie

ELISA kit obsahuje reakéni mikrodesticku s 96 jamkami (12 x 8 jamek) pokrytymi
protilatkou proti sCD59, kalibrac¢ni vzorky (standardy), biotinovanou detekcni
protilatku proti sCD59, fedici roztok, promyvaci roztok, konjugat streptavidin-
peroxiddza, chromogenni substrat, zastavovaci (stop) roztok. K provedeni jsou dale
potfeba vicekandlové a jednokandlové pipety, pipetovaci Spicky, zkumavky,
promyvacka ELx50, deionizovana voda, ELISA Reader Multiskan RC (Thermo Fisher

Scientific, USA).
Pracovni postup

Pfed pouzitim je tfeba vytemperovat soupravu na laboratorni teplotu (20-25 °C) a
nasledné pripravit potfebné reagencie, vzorky a standardy v poZzadovaném redéni dle
instrukci. Stanoveni se provadi pti laboratorni teploté. Nasleduje ptidani 100 pl
vysetfovanych vzorku a standard( do odpovidajicich jamek a inkubace po dobu

60 minut. Po inkubaci je provedeno promyti celé desticky promyvacim pufrem.
Promyti se vidy Ctytikrat opakuje. V dalSim kroku je pfiddno 100 ul detekéni
biotinované protilatky proti sCD59. Inkubace trva po dobu 60 minut. Po dalSim promyti
je pridan konjugat streptavidin-peroxiddza a ndsleduje inkubace 60 minut. Po
poslednim promyti je pfidano 100 pl substratu (TMB) a po 30 minutdch inkubace je
reakce zastavena pomoci 100 ul stop roztoku. lhned po zastaveni reakce je odectena
intenzita zabarveni pfi vinové délce 450 nm pomoci ELISA Reader Multiskan RC

(Thermo Fisher Scientific, USA).
Vysledek

Koncentrace sCD59 je vyvhodnocena metodou kalibraéni kfivky. Minimalni

detekovatelné mnozstvi sCD59 je 0,4 ng/ml. Rozsah méfeni je 0,39 — 25 ng/ml.
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4.9 Statistické zpracovani dat

Demografické charakteristiky souboru pacientek byly porovnany pomoci
neparametrického Mann-Whitneyho U testu pro spojité proménné. Vysledky jsou
vyjadiené mediany, doplnéné mezikvartilovym rozpétim. Kategorialni proménné byly
analyzovany pomoci Fisherova exaktniho testu, vysledky jsou prezentovany v Ciselné
podobé a doplnény o procentudlni zastoupeni. Normalita rozloZeni dat byla testovana
za pomoci D’Agostino-Pearsonova testu, Shapiro-Wilkova testu a Anderson-Darlingova
testu. Vysledky koncentraci testovanych latek v plodové vodé nenabyvaji normalniho
rozloZeni, proto byly analyzovany pomoci neparametrickych Man-Whitneyho U testu a
Kruskal-Wallis testu. Korela¢ni analyza byla provedena pomoci neparametrické
Spearmanovy korelace. Testovani probihalo na 95 % hladiné vyznamnosti. VSechny p -
hodnoty byly ziskany z dvouvybérovych testl. Ke statistické analyze byl pouZit program

GaphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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5. VYSLEDKY

Do studie bylo zahrnuto 164 Zen, jejichZz téhotenstvi bylo komplikovdano PPROM. MIAC
byl prokazan u 31 % (50/164), |Al byl prokazan u 25 % Zen (41/164). Demografické a
klinické charakteristiky jsou prezentovany v tabulce ¢.1. Nejcastéji detekovanym
mikrobem u Zen s MIAC byl mikrob Ureaplasma species, a to u 63 % zen (29/46).

Polymikrobidini nalez se vyskytl u 11 % Zen (5/46).
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Tabulka 1 Demograficka a epidemiologicka charakteristika pacientek s PPROM podle pfitomnosti ¢i nepfitomnosti MIAC a / nebo IAl

Zeny s MIAC ieny bez MIAC Zeny s IAl Zeny bez 1Al
L. p hodnota p hodnota
Charakteristika (n=46) (n=100) (n=34) (n=112)
Vék rodicek [roky, median (rozpéti)] 30(24-132) 30 (27 - 34) 0,16 30 (26 —32) 30 (27 - 34) 0,65
Prvorodiéstvi [pocet (%)] 24 (52%) 67 (67%) 0,09 19 (56%) 72 (64%) 0,42
Body mass index (BMI) pred téhotenstvim 21.9 (19.15 - 24.75) 22.5(20.50 - 26.80) 0,07 22.90 (19.40 - 27.75) 22.10(20.30 — 24.80) 0,59
[kg/m?, median (rozpéti)]
Koufeni [pocet (%)] 9 (20%) 10 (10%) 0,12 7 (21%) 12 (11%) 0,15
Doba mezi PPROM a amniocentézou 4(3-38) 5(3-10) 0,43 4(3-9.25) 4(3-28) 0,59
[hodiny, median (rozpéti)]
Gestaéni vek pfi pFijmu [dny, median (rozpéti)] 238 (207 — 248) 244 (230 - 253) 0,019 207 (178 — 236) 245 (235 - 252) < 0,0001
Gestacni vék pfi porodu [dny, median (rozpéti)] 240 (208 — 250) 247 (235 —254) 0,01 208 (186 —238) 247 (238 — 254) <0,0001
Doba mezi PPROM a porodem 54 (23-112) 35 (14 - 104) 0,46 96 (25.50 — 194) 33 (14 - 85.25) 0,0076
[hodiny, median (rozpéti)]
Koncentrace IL-6 v plodové vodé pFi pfijmu 603 (157.5 — 10 000) 231 (130.5 — 364) 0,0006 10 000 (1441 —10000) | 207 (116 —301.5) < 0,0001
[pg/mL, median (rozpéti)]
Koncentrace CRP pfi pFijmu [mg/L, median (rozpéti)] 8.15(3.325-16.50) 4.35(2.325-7.775) 0,0018 10.15 (5.5-25.4) 430(2.3-7.8) <0,0001
Pocet leukocytd pfi pFijmu [x10° L, median (rozpéti)] 13.25(10.18 — 16.83) | 12.20 (10.53 — 14.10) 0,14 14.20 (11.5—17.8) 12.15 (10.1—13.8) 0,0011
Osetieni antibiotiky [pocet (%)] 39 (85%) 81 (81%) 0,65 31 (91%) 89 (80%) 0,13
Osetieni kortikosteroidy [pocet (%)] 33 (72%) 64 (64%) 0,45 28 (82%) 69 (62%) 0,0369
Spontdanni vaginalni porod [pocet (%)] 32 (70%) 68 (68%) 0,84 21 (64%) 79 (72%) 0,39
Cisaisky fez [pocet (%)] 13 (30%) 24 (24%) 0,54 13 (39%) 24 (22%) 0,07
Porod klestémi [pocet (%)] 1(2%) 2 (2%) >0,99 0 (0%) 3 (3%) >0,99
Vaha plodu [gramy, median (rozpéti)] 2080 (1350—2500) | 2305 (1968-2 655) 0,018 1310(770-2025) | 2415(2118-2673) | <0,0001
Apgar skére <7; 5 minut [pocet (%)] 2 (5%) 1(1%) 0,23 1(3%) 1(0.9%) 0,41
Apgar skore <7; 10 minut [pocet (%)] 0 (0%) 0 (0%) >0,99 0 (0%) 0 (0%) >0,99
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5.1 Koncentrace C8 slozky komplementového systému
v plodové vodé u pacientek s PPROM

5.1.1 Porovnani hladin C8 slozky komplementového systému u Zen
s probihajicim 1Al a bez IAI

Koncentrace C8 v plodové vodé nebyla u pacientek s IAl statisticky vy3si nez u Zen bez
IAI (pacientky s IAl: median 526,7 ng/ml, rozpéti 30,6-2009; pacientky bez IAl: median:
370,6 ng/ml, rozpéti 35,5-1808; p = 0,13, graf 1).

Graf 1: Koncentrace C8 v plodové vodé v zavislosti na pfitomnosti 1Al
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5.1.2 Porovnani hladin C8 slozky komplementového systému u
pacientek s intraamnidlni infekci a u pacientek bez infekce

Koncentrace C8 v plodové vodé neni statisticky vyssi u pacientek s intraamnialni infekci

nez u pacientek bez infekce (pacientky s intraamnialni infekci: median: 526,7 ng/ml,

rozpéti: 59,6-2009; bez infekce: median 393,7 ng/ml, rozpéti: 30,6-1808; p = 0,15, graf

2).

Graf 2: Koncentrace C8 v plodové vodé v zavislosti na pfitomnosti intraamnialni infekce
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5.1.3 Porovnani hladin C8 slozky komplementového systému u Zen
s MIAC a bez MIAC

Pfitomnost MIAC u pacientek neni spojena s vyssi koncentraci C8 v plodové vodé
(pacientky s MIAC: median 415,2 ng/ml, rozpéti: 40,8-2009; pacientky bez MIAC:
median 397,9 ng/ml, rozpéti: 30,6-1808; p = 0,94, graf 3).

Graf 3: Koncentrace C8 v plodové vodé v zavislosti na pfitomnosti MIAC
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5.1.4 Porovnani hladin komplementové slozky C8 u pacientek s IAI
a/nebo MIAC

Porovnani hladin C8 v plodové vodé u pacientek rozdélenych podle pfitomnosti Ci

vvvvv

hodnoty.

Pacientky se zanétem a soucasnym MIAC (median 526,7 ng/ml, rozpéti: 59,6-2009),
pacientky se sterilnim zanétem (medidn 600,7 ng/ml, rozpéti: 30,6-1125), pacientky
s kolonizaci bez probihajiciho zanétu (median 237,3 ng/ml, rozpéti: 40,8-963,1),
pacientky bez komplikaci (median: 397,4 ng/ml, rozpéti: 35,50-1808) (graf 4).

Jednotlivé p-hodnoty jsou uvedeny v tabulce 2.

Graf 4: Koncentrace C8 v plodové vodé v zavislosti na pfitomnosti IAl a/nebo MIAC
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Tabulka 2: p-hodnoty C8 slozky komplementového systému

IAlI + MIAC

(intraamnialni bez IAl a
C8 infekce 1Al bez MIAC MIAC bez IAI MIAC
IAl a MIAC (intraamnialni
infekce) X p =0,5745 p =0,0966 p =0,2002
1Al bez MIAC p=0,5745 X p=0,4683 p =0,6226
MIAC bez IAI p =0,0966 p =0,4683 X p=0,1359
bez IAl a MIAC p =0,2002 p =0,6226 p=0,1359 X
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5.2 Koncentrace CD59 v plodové vodé u pacientek s PPROM

5.2.1 Porovnani hladin CD59 u Zen s probihajicim IAl a bez IAI

U pacientek s Al byla nalezena statisticky vyssi koncentrace CD59 v plodové vodé nez u
Zen bez |AIl (pacientky s IAl: median 134,6 ng/ml, rozpéti: 71,1-203,3; pacientky bez IAI:
median 120,5 ng/ml, rozpéti: 39,1-284,3; p = 0,0103, graf 5).

Graf 5: Koncentrace CD59 v plodové vodé v zavislosti na pfitomnosti 1Al
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5.2.2 Porovnani hladin CD59 u pacientek s intraamnialni infekci a u
pacientek bez infekce

U pacientek s intraamnialni infekci byla nalezena vyssi koncentrace CD59 v plodové

vodé nez u pacientek bez infekce (pacientky s intraamnialni infekci: median 137,5

ng/ml, rozpéti: 71,1-203,3; pacientky bez infekce: median 121,7 ng/ml, rozpéti: 39,1-

284,3; p =0,0159, graf 6).

Graf 6: Koncentrace CD59 v plodové vodé v zavislosti na pfitomnosti infekce
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5.2.3 Porovnani hladin CD59 u Zzen s MIAC a bez MIAC

Mezi vzorky od pacientek s MIAC a bez MIAC nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil

v koncentracich CD59 v plodové vodé (pacientky s MIAC: median 122,7 ng/ml, rozpéti:

71,1-203,3; pacientky bez MIAC: median 124,5 ng/ml, rozpéti: 39,1-284,3; p = 0,7543,

graf 7).

Graf 7: Koncentrace CD59 v plodové vodé v zavislosti na pfitomnosti MIAC
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5.2.4 Porovnani hladin komplementové slozky CD59 u pacientek s IAI
a/nebo MIAC

PFi porovndani hladin CD59 v plodové vodé u pacientek, jez byly rozdéleny dle

pritomnosti ¢i nepfitomnosti MIAC a IAl do ¢tyr skupin, byly prokazany statisticky vyssi

koncentrace CD59 u pacientek s infekci (median 137,5 ng/ml, rozpéti: 71,1-203,3), nez

u pacientek s prostou kolonizaci (median 113,5 ng/ml, rozpéti: 75,60-176,1, p = 0,0013)

a u pacientek bez infekce (median 122,0 ng/ml, rozpéti: 39,1-284,3; p = 0,0382).

Porovnani hodnot ostatnich skupin nepfineslo statisticky vyznamné vysledky (graf 8).

Graf 8: Koncentrace CD59 v plodové vodé v zavislosti na pfitomnosti 1Al a/nebo MIAC
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Tabulka 3: p-hodnoty CD59

IAI + MIAC

(intraamnialni Bez lAl a
CD59 infekce) IAl bez MIAC MIAC bez IAI MIAC
IAlI + MIAC
(intraamnidlni
infekce) X p =0,4859 p=0,0013 p =0,0382
IAl bez MIAC p =0,4859 X p =0,0539 p =0,4256
MIAC bez IAI p=0,0013 p = 0,0539 X p=0,1577
Bez IAl a MIAC p=0,0382 p =0,4256 p =0,1577 X
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5.3 Koncentrace TCC u pacientek s PPROM

5.3.1 Porovnani hladin TCC u Zen s probihajicim IAl a bez 1Al

U pacientek s IAl byla zjisténa vy$si koncentrace TCC v plodové vodé neZ u pacientek

bez IAl (pacientky s IAl: median 10 200 mAU/ml, rozpéti: 84-30 600; pacientky bez IAl:

median 5 622 mAU/ml, rozpéti: 476-28 500; p = <0,0001, graf 9).

Graf 9: Koncentrace TCC v plodové vodé v zavislosti na pfitomnosti IAl
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5.3.2 Porovnani hladin TCC u pacientek s intraamnidlni infekci a u
pacientek bez infekce

Koncentrace TCC je vyssi u pacientek s intraamnialni infekci nez u pacientek bez

infekce (pacientky s intraamniaini infekci: median 17 000 mAU/ml, rozpéti: 84-30 600;

pacientky bez infekce: median 5 934 mAU/ml, rozpéti: 476-30 000; p = 0,0005, graf

10).

Graf 10: Koncentrace TCC v plodové vodé v zavislosti na pfitomnosti intraamnialni

infekce
p =0,0005
30000- * v
i .
J v
i .
] . ,
. H v
] : v,
20000- * v
- vy
_ ] . 17 000
E ]
2 ] . v
E Ty
v
i vy
- ; ; v
- ¥
10000 . Tyt
o Yvyvy
o . v ; ; v ; M. vy
] YTy v5934
] . ,':v‘li;,
. . yv
] : Vrivyyivie
o v ; vy v Yyv'y
J . vvy 17 v '
; v vy
i vy
0 1 T
Zeny Zzeny
s intraamnialni infekci bez intraamnialni infekce
(n=24) (n=135)

53



5.3.3 Porovnani hladin TCC u Zen s MIAC a bez MIAC

Koncentrace TCC v plodové vodé nebyla u pacientek s MIAC statisticky vys$si nez u
pacientek bez MIAC (pacientky s MIAC: median 6 237 mAU/ml, rozpéti: 84-30 600; bez
MIAC: median 6 274 mAU/ml, rozpéti: 476-30 000; p = 0,48, graf 11).

Graf 11: Koncentrace TCC v plodové vodé v zavislosti na pfitomnosti MIAC
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5.3.4 Porovnani hladin TCC u pacientek s IAl a/nebo MIAC

V pfipadé rozdéleni pacientek do ¢tyr skupin dosahovaly vzorky od pacientek

s intraamnialni infekci (median 17 000 mAU/ml, rozpéti: 84-30 600) statisticky vyssi
koncentrace TCC v plodové vodé oproti pacientkdm s prostou kolonizaci (median

4 344, rozpéti: 1 023-15 600, p = 0,0002) a bez intraamnialni infekce (median 5 796
ng/ml, rozpéti: 476-28 500, p = 0,0005). Rovnéz byla zaznamenana statisticky vyssi
koncentrace u pacientek se sterilnim IAl (median 9 011, rozpéti: 780-30 000) oproti
pacientkdm s prostou kolonizaci (median 4 344, rozpéti 1 023-15 600, p = 0,0017) a bez
infekce (median 5 796 ng/ml, rozpéti: 476-28 500, p = 0,006). Porovnani hladin TCC u
pacientek s infekci a IAl neukazalo statisticky vyznamny rozdil, stejné jako porovnani
hladin u prosté kolonizace a pacientek bez infekce. Bylo zjisténo, Ze existuje korelace
mezi hladinou IL-6 a TCC (rho = 0,30, p = 0,0002), z ¢ehoz vyplyva, Ze hladina TCC

stoupad s intenzitou zanétlivé odpovédi.
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Graf 12: Koncentrace TCC v plodové vodé v zavislosti na pfitomnosti IAl a/nebo MIAC
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6. DISKUSE

Pocet PP celosvétové roste, coZ je divodem, proc védecké skupiny hledaji diagnosticky
dllezité molekuly ve vztahu k této zadvainé téhotenské komplikaci. Téhotenstvi s
PPROM jsou Casto komplikovana IAl a MIAC. Amnidlni dutina je za normalnich
okolnosti sterilni prostfedi. O nalezu bakterii v plodové vodé se hovofi jako o MIAC

a ve vétsiné pripadu je tento ndlez povazovan za patologicky, nicméné ne vzdy je
spojen s horsimi perinatologickymi nasledky. MIAC muUze vést k rozvoiji IAl, ktery je
charakterizovan vysokymi hladinami zanétlivych mediatord v plodové vodé. Tim
dochazi k infiltraci placenty a plodovych oball neutrofily a dalSimi
imunokompetentnimi burikami a pfti této situaci maze dojit u plodu k rozvoji syndromu
fetalni zanétlivé odpovédi. Jedna se o ekvivalent k syndromu systémové zanétlivé
odpovédi dospélych. Zanétlivé zmény vyrazné pfispivaji ke zvysSeni perinatalni

morbidity a mortality novorozenc( [17][82][83].

Lécba PPROM zavisi hlavné na gestac¢nim véku a zavaznosti klinického projevu. Véasna
diagnostika téchto komplikaci se proto jevi jako velice dllezita pro nastaveni |écby a
dalSiho I1é¢ebného postupu u pacientek s PPROM. V idealnim pFipadé by tyto informace
mély byt k dispozici béhem kratké doby od pfijeti Zen s PPROM. Problém vSak nastava
v nedostatku vhodnych biochemickych a klinickych indikator(. V této studii byly
zkoumany hladiny vybranych molekuldrnich parametr( v plodové vodé od Zen

s PPROM, pti¢emz zeny byly rozdéleny do podskupin na zakladé pfitomnosti nebo
nepfitomnosti IAl a MIAC. Jako definici IAl byla pouzita hodnota IL-6 plodové vodé

vyssi nez 745 pg /ml [81].

Cilem této prace bylo zhodnotit koncentraci vybranych parametr(, resp. zjistit, zda se
vlivem pritomnosti ¢i nepfitomnosti MIAC a pritomnosti ¢i nepritomnosti IAl ménila
koncentrace zvolenych parametrd, pfipadné, zda by néktery z vybranych markerd mohl
slouzit ke v¢asné diagnostice PPROM. Pro studii byly zvoleny parametry C8, CD59 a
TCC. Jednad se o slozky zavérecéné faze komplementové kaskady a protein blokujici

tvorbu MAC.

Jako nejvhodnéjsim biologickym materidalem se pro diagnostiku jevi plodova voda,

nebot je v Uzké vazbé s plodem. Nevyhodou diagnostiky z plodové vody je nutnost
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provést invazivni odbér k ziskani biologického materidlu, ktery s sebou nese urcité
riziko pro matku i plod (infekce pfi odbéru, poSkozeni plodu, vyvolani pfedéasného
porodu). Z vyse zminénych ddvod( se odbér tohoto biologického materialu
pravdépodobné nestane rutinou pro screening predcasného porodu. Odbér jiného
materidlu, jako je cervikalni tekutina, materska ¢i pupecnikova krev, je bezrizikovy a
bez psychické zatéZze. Nicméné situace v téchto biologickych materidlech presné
nekoreluje se situaci v amnidlni dutiné a jejich diagnosticky potencial je nizsi nez

v plodové vodé. Z toho dlivodu je pro védecké hledani vhodnych markert ¢asto

vyuzivan vzorek plodové vody.

Kaskada komplementu byla identifikovdna pred vice nez 100 lety, avsak vySetfovani
komplementového systému ve vztahu k téhotenstvi z(istava stale v oblasti vyzkumu.
Inhibitory komplementu, jez jsou na rozhrani matky a plodu, zabranuji nevhodné
aktivaci komplementu a tim dochdazi k ochrané plodu. Celd kaskada pfiznivé ovliviiuje
jednotliva stadia téhotenstvi, véetné implantace, vyvoje plodu i porodu. Na druhé
strané vSak nevhodna aktivace komplementu v téhotenstvi mlze mit nepfiznivy vliv na

matku a plod [72].

Mnoho studii provadénych u pacientek s diagnostikou PP, poukazuje na fakt, ze
aktivace komplementu v patogenezi PP hraje duleZitou roli. Bylo prokazano, Zze u Zen se
zvysenym faktorem komplementu Bb na pocatku téhotenstvi byla ¢tyrikrat vyssi
pravdépodobnost predcasného porodu nez u Zen s nizsSimi hladinami [84]. Také byly v
plodové vodeé Zen s PP a s mikrobialni invazi do plodové dutiny detekovany zvysené
koncentrace faktorl komplementu C3a, C4a, C5a a Bb [85]. Vysledky studii naznacuiji,
Ze mechanismy vedouci k PP a porodu v terminu se zasadné lisi, pokud jde o roli
aktivace komplementu [86]. Dosavadni studie byly zaméreny pfedevsim na pocatek
drahy aktivace komplementu, nejvétsi pozornost ziskaly komponenty C3 a C5. Tato
prace pojedndva o kone¢nych komponentach komplementové kaskady, coz mize mit

potencial vedouci ke zlepseni chdpani infekénich a zanétlivych komplikaci PPROM.

Mérenim koncentrace komplementové slozky C8, jez se ucastni sestaveni MAC, nebyl
zjistén staticky vyznamny rozdil v koncentracich u jednotlivych skupin pacientek
v zavislosti na pritomnosti ¢i absenci IAl nebo MIAC. C8 iniciuje penetraci membranou

a koordinuje tvorbu MAC pérU. Je prokazané, zZe bunky, které reagovaly se sedmi
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slozkami komplementu (C1-C7), jsou zjevné neporusené, pokud jde o funkci
membrany, avsak tyto burnky po reakci s komplementovou slozkou C8 podléhaji lyze.
Cytolyza indukovand C8 je nezavisla na komplementdrni slozce C9, resp. v
nepritomnosti C9 probiha pomalou rychlosti, ktera je viak po pfidani terminalni slozky
velmi zrychlena. C8 Ize tedy povaZzovat za protein komplementu, ktery je pfimo
zodpovédny za poSkozeni membrany zavislém na komplementu. Komponenty
komplementu Clq a C5b-9 jsou exprimovany na povrchu bunék plodovych oball a
stimuluji buriky ve svém okoli k uvolnéni zanétlivych mediator(, které pfispivaji ke
kontrakcim délohy, zrani délozniho hrdla, bunécné chemotaxi, produkci
metaloproteindz, aktivaci a prasknuti oball. Tyto poznatky naznacuji, Ze existuje
systémova imunitni odpovéd matky na mikrobidlni produkty pUsobici v délozni dutiné.
Je dostatek informaci o zménach koncentraci anafylatoxint v plodové vodé béhem
mikrobialni invaze intraamnialni dutiny [72][73]. Zda se, Ze koncentrace C8 je
konstitutivni a zanét i prfitomnost bakterii nemély vliv na zvySeni koncentrace této

slozky.

Obdobné jako u pfedchozich fazi komplementové kaskady je i konecna lyticka faze
fizena mnoha regulacnimi mechanismy. Regulaci se pfedchdzi nezadoucimu sestaveni
MAC na vlastnich burikach. Regulace probiha jiz na Urovni vzniku C5 konvertazy, kdy je
pro jeji indukci zapotrebi aktivace pfiblizné sto molekul slozky C3. CD59 neboli
protektin patfi mezi regulatory komplementového systému, a to tim, Zze brani
sestaveni MAC. Molekuly protektinu maji schopnost snadno se pohybovat v membrané
a schopnost akumulace, ¢imz U¢inné brani sestaveni komplexu MAC. CD59 je
exprimovan na nékolika typech bunék, jako jsou leukocyty, endotelidlini bunky,
epitelidlni buriky a erytrocyty. Nachazi se také ve vysoké hustoté na membrdanach

bunék trofoblastu na rozhrani matka/plod [87].

V pripadé protektinu bylo hlavnim zjisténim, Ze: (i) u skupin pacientek, jejichz diagndza
je komplikovdana IAl, je statisticky vyssi koncentrace protektinu nez u Zen bez zanétu,
(ii) Zeny s infekci maji vyssi koncentraci CD59 v plodové vodé nez Zeny bez infekce, (iii)
MIAC neméla na vyslednou koncentraci CD59 v plodové vodé vyznamny vliv. Pfi
porovnani hladin CD59 v plodové vodé u pacientek, jez byly rozdéleny dle pritomnosti

Ci nepritomnosti MIAC a 1Al do Ctyr skupin, byly prokazany statisticky vyssi koncentrace
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CD59 u pacientek s IAl a MIAC nez u pacientek (i) bez probihajiciho zanétu s MIAC a u
pacientek (ii) bez probihajiciho zanétu a bez MIAC. Z téchto vysledku se da dojit k
zavéru, Ze na zvyseni koncentrace protektinu mél vliv spisSe samotny zanét nez
pfitomnost bakterii. Statisticky vyznamny rozdil u pacientek se sterilnim a nesterilnim
zanétem nebyl nalezen. K tomuto stavu zfejmé dochazi vlivem vyssi aktivity
komplementového systému z divodu probihajiciho zanétu a zaroven tedy zvySenim
exprese protektinu jako ochrana fetoplacentarni jednotky pred poskozenim

zprostredkovanym komplementem.

Terminalni komplex komplementu ma mnoho funkci, cytolytickd aktivita je vsak
jednou z hlavnich a nejdulezitéjsich funkci. V ptipadé poruchy jednotlivych slozek
komplementového systému dochdzi k rdznym klinickym projevim, které se vSak
mohou u jednotlivych deficitd kombinovat. Jedna se o velmi vzacnad onemocnéni.
Projevem deficitu termindlnich slozek komplementu C5-C9 jsou diseminované a

zavazné meningokokové infekce [88].

Existuje studie, Ze TCC je silny prozanétlivy komplex plsobici aktivaéné na endotelidlni
a fagocytarni buriky. DalSimi funkcemi je stimulace produkce rGznych biologicky
aktivnich latek, véetné mediatord zanétu jako jsou volné radikaly kysliku a cytokint. Po
vloZeni TCC do bunééné membrany dojde ke zvySeni propustnosti membrany, ¢imz se
spusti mnoho intraceluldrnich signalnich cest, coz vede k produkci rliznych biologicky
aktivnich latek. Tyto latky maji pozitivni vliv na odstranovani patogenu a zesileni
zanétlivé reakce. TCC také podpofi expresi p-selektinu v endotelidlnich burnkach, coz
mUze zvysit adhezi neutrofil(, krevnich desti¢ek a monocytl a poté urychlit uvoliovani

zanétlivych mediatort [89].

Stanovenim koncentrace TCC bylo zjiSténo, Ze je vys$si koncentrace TCC u pacientek (i)

s IAl nez bez IAl, (ii) s intraamnialni infekci nez bez infekce. U Zen (iii) s MIAC nebyla
nalezena vyssi koncentrace TCC nez u Zen bez MIAC. Také bylo zjiSténo, Ze pacientky

s intraamnialni infekci mély statisticky vyssi koncentrace TCC v plodové vodé oproti
pacientkam s (i) prostou kolonizaci a (ii) bez infekce. Rovnéz byla zaznamenana
statisticky vys$si koncentrace u pacientek se sterilnim IAl oproti pacientkam (i) s prostou
kolonizaci a (ii) bez infekce. Bylo zjiSténo, Ze existuje korelace mezi hladinou IL-6 a TCC,

z Cehoz vyplyva, Ze hladina TCC stoupa s intenzitou zanétlivé odpovédi.
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Silnou strankou predkladané prace je, Ze jako prvni ptindsi vysledky tykajici se
terminalni faze komplementového systému. Drivéjsi studie jsou zamérené na jiné
slozky komplementového systému, jako C3, C3a, C5, C5a, fragment Bb apod. Dalsi
vyhodou této prace je stratifikace pacientek do skupin dle IAl a MIAC. Je vSak nutné
pfiznat, Ze tato prdace také podléha urcitym limitdm. Neni zndmo, v jaké mife se na
produkci zkoumanych molekul, kromé imunokompetentnich bunék, podili buriky
plodovych obal(. Jaky je tedy presny zdroj zkoumanych molekul. Studie by v budoucnu
mohla byt doplnéna o stanoveni vybranych markeru v cervikalni tekutiné a také ve

skupiné pacientek s diagnézou PTL.
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7. ZAVER
Prace méla za cil stanovit koncentraci vybranych slozek komplementu v plodové vodé

u pacientek s PPROM. Zhodnotit, zda se koncentrace dané latky méni v zavislosti na

pfitomnosti MIAC a IAL.

Prace v souhrnu pfinesla zjisténi, ze pfitomnost IAl a MIAC nema vliv na zvyseni
koncentrace C8 v plodové vodé. U TCC i regulacniho proteinu CD59 byla zjiSténa
zvySenad hladina s ohledem na Al a intraamnialni infekci. Z vysledkd vyplyva, ze
samotna pritomnost bakterii nema vliv na spusténi komplementu, naopak zdnét at uz
sterilni ¢i dGsledkem intraamnidlni infekce ma vliv na zvyseni koncentrace TCC a CD59.
Ziskané vysledky vhodné doplnuji dfive publikované studie o slozkach pocatecnich fazi

komplementové kaskady (C3, C5, C4) a dalSich molekuldch ve vztahu k PPROM.
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8. POUZITE ZKRATKY
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Cl-inhibitor
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C-reaktivni protein
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Receptor pro epidermalni rastovy faktor (z angl. Epidermal growth
factor receptor)
Enzym linked immuno sorbent assay
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Intraamnidlni zanét (z angl. Intraamnial inflammation)
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growth factor-binding protein-1)
Imunoglobulin
Interleukin

Receptor pro nizkodenzni lipoprotein (z angl. Low-density lipoprotein-

receptor

Leucin
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MAC

MACPF

MASP-1

MASP-2

MBL
MCP

MIAC

PAMG-1
PCR
POCT
PP

PPROM

PROM

PTL
PTX3

TCC

Th1/Th2
TMB

TNF-a

Membranu atakujici komplex (z angl. Membrane attack complex)

Membranu atakujici komplex/perforin (z angl. Membrane attack

complex/perforin)

Serinova protedza- 1 asociovana s lektinem vazajicim mandzu (z angl.

Mannan-binding lectin-associated serine proteases-1)

Serinova protedza-2 asociovand s lektinem vazajicim mandzu (z angl.

Mannan-binding lectin-associated serine proteases-2)
Lektin vazajici mandzu (z angl. Mannan-binding lectin)
Membranovy proteinovy kofaktor (z angl. Membrane cofactor protein)

Mikrobidlni invaze do amnialni dutiny (z angl. Microbial invasion of the

amniotic cavity)

Placentarni alfa-mikroglobulin-1 (z angl. placental alpha microglobulin-1)
Polymerdazova retézova reakce (z angl. Polymerase chain reaction)
Testovani v misté péce o pacienta (z angl. Point of care testing)
Predcasny porod

Pfedcasny porod s pred¢asnym odtok plodové vody (z angl. Preterm

premature rupture of membranes)

Pfedcasny odtok plodové vody (z angl. Premature rupture of

membranes)
Pfedcéasny porod se zachovanym vakem blan (z angl. Preterm labor)
Pentraxin 3

Terminalni komplementovy komplex (z angl. Terminal complement

complex)
T pomocny lymfocyt % (z angl. T helper cell 1/2)
Tetramethylbenzidin

Tumor nekrotizujici faktor-a (z angl. Tumor necrosis factor-a)

64



9. SEZNAM GRAFU

Graf 1: Koncentrace C8 v plodové vodé v zavislosti na pritomnosti 1Al ........cccccvveeeiiieeeeciiennn. 42
Graf 2: Koncentrace C8 v plodové vodé v zavislosti na pfitomnosti intraamnidlni infekce........ 43
Graf 3: Koncentrace C8 v plodové vodé v zavislosti na pfitomnosti MIAC...........ccceecvveeercnnennn. 44
Graf 4: Koncentrace C8 v plodové vodé v zavislosti na pfitomnosti IAl a/nebo MIAC ............... 45
Graf 5: Koncentrace CD59 v plodové vodé v zavislosti na pritomnosti 1Al ........cccceevvveeercinenn. 47
Graf 6: Koncentrace CD59 v plodové vodé v zavislosti na pfitomnosti infekce.........cccceevunnennn. 48
Graf 7: Koncentrace CD59 v plodové vodé v zavislosti na pfitomnosti MIAC ..........ccccceeeeuveeeen. 49
Graf 8: Koncentrace CD59 v plodové vodé v zavislosti na pfitomnosti IAl a/nebo MIAC........... 50
Graf 9: Koncentrace TCC v plodové vodé v zavislosti na pfitomnosti 1Al .......ccccceeeviiieeeriiiennnn. 52
Graf 10: Koncentrace TCC v plodové vodé v zavislosti na pritomnosti intraamnialni infekce.... 53
Graf 11: Koncentrace TCC v plodové vodé v zavislosti na pfitomnosti MIAC..........cccceeeveiveeenn. 54
Graf 12: Koncentrace TCC v plodové vodé v zavislosti na pfitomnosti IAl a/nebo MIAC........... 56

10. SEZNAM TABULEK

Tabulka 1 Demograficka a epidemiologicka charakteristika pacientek s PPROM podle

pritomnosti ¢i nepfitomnosti MIAC @ / NEDO AL......ccueeieeiieiieciecre ettt ere e ae e 41
Tabulka 2: p-hodnoty C8 slozky komplementového Systému .........cocccvveeeeeiiiccciiiiieeee e 46
Tabulka 3: P-hodNOty CD59......cci ettt e e e etee e e e e bee e e eeabe e e e e abaeeeenbeeeeenrenas 51
Tabulka 4: P-hodnNOty TCC.......viiiiiie ettt e e e e e st e e e e eabe e e e e abee e e ssnbeeeaenareeas 56

65



11.

[1]

(2]

3]

[4]

5]

(6]

[7]

8]

[9]

[10]

POUZITA LITERATURA

M. Rouzaire et al., “Predictors of Short Latency Period Exceeding 48 h after
Preterm Premature Rupture of Membranes,” J. Clin. Med., vol. 10, no. 1, p. 150,
Jan. 2021, doi: 10.3390/jcm10010150.

J. A. Quinn et al., “Preterm birth: Case definition & guidelines for data collection,
analysis, and presentation of immunisation safety data,” Vaccine, 2016, doi:
10.1016/j.vaccine.2016.03.045.

R. F. Lamont and J. S. Jgrgensen, “Safety and Efficacy of Tocolytics for the
Treatment of Spontaneous Preterm Labour,” Curr. Pharm. Des., vol. 25, no. 5,
pp. 577-592, Apr. 2019, doi: 10.2174/1381612825666190329124214.

H. Blencowe et al., “Born Too Soon: The global epidemiology of 15 million
preterm births,” Reprod. Health, vol. 10, no. SUPPL. 1, p. S2, 2013, doi:
10.1186/1742-4755-10-S1-S2.

H. M. Georgiou, M. K. W. Di Quinzio, M. Permezel, and S. P. Brennecke,
“Predicting Preterm Labour: Current Status and Future Prospects,” Disease
Markers, vol. 2015. Hindawi Limited, 2015, doi: 10.1155/2015/435014.

J. Chatterjee, J. Gullam, M. Vatish, and S. Thornton, “The management of
preterm labour,” Archives of Disease in Childhood: Fetal and Neonatal Edition,
vol. 92, no. 2. BMJ Publishing Group, p. F88, Mar. 2007, doi:
10.1136/adc.2005.082289.

S.Y. Kook, K. H. Park, J. A. Jang, Y. M. Kim, H. Park, and S. J. Jeon, “Vitamin D-
binding protein in cervicovaginal fluid as a non-invasive predictor of
intraamniotic infection and impending preterm delivery in women with preterm
labor or preterm premature rupture of membranes,” PLoS One, vol. 13, no. 6,
Jun. 2018, doi: 10.1371/journal.pone.0198842.

C. Phillips, Z. Velji, C. Hanly, and A. Metcalfe, “Risk of recurrent spontaneous
preterm birth: A systematic review and meta-analysis,” BMJ Open, vol. 7, no. 6.
BMJ Publishing Group, Jun. 01, 2017, doi: 10.1136/bmjopen-2016-015402.

B. R. de A. Ramos et al., “Ancestry informative markers and selected single
nucleotide polymorphisms in immunoregulatory genes on preterm labor and
preterm premature rupture of membranes: A case control study,” BMC
Pregnancy Childbirth, vol. 16, no. 1, Feb. 2016, doi: 10.1186/s12884-016-0823-1.

A. B. Caughey, J. N. Robinson, and E. R. Norwitz, “Contemporary diagnosis and
management of preterm premature rupture of membranes.,” Rev. Obstet.
Gynecol., vol. 1, no. 1, pp. 11-22, 2008, Accessed: Feb. 18, 2021. [Online].
Available: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18701929.

66



[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

(18]

[19]

[20]

[21]

[22]

T. M. Medina and D. A. Hill, “Preterm premature rupture of membranes:
Diagnosis and management,” Am. Fam. Physician, 2006, doi:
10.5005/jp/books/10466_13.

B. M. Mercer, “Preterm premature rupture of the membranes: Current
approaches to evaluation and management,” Obstetrics and Gynecology Clinics
of North America. 2005, doi: 10.1016/j.0gc.2005.03.003.

R. Menon and L. S. Richardson, “Preterm prelabor rupture of the membranes: A
disease of the fetal membranes,” Semin. Perinatol., vol. 41, no. 7, pp. 409-419,
Nov. 2017, doi: 10.1053/j.semperi.2017.07.012.

A. Capece, O. Vasieva, S. Meher, Z. Alfirevic, and A. Alfirevic, “Pathway analysis
of genetic factors associated with spontaneous preterm birth and pre-labor
preterm rupture of membranes,” PLoS One, 2014, doi:
10.1371/journal.pone.0108578.

D. A. Savitz, C. A. Blackmore, and J. M. Thorp, “Epidemiologic characteristics of
preterm delivery: Etiologic heterogeneity,” Am. J. Obstet. Gynecol., 1991, doi:
10.1016/50002-9378(11)80001-3.

E. L. Stuart, G. S. Evans, Y. S. Lin, and H. J. Powers, “Reduced collagen and
ascorbic acid concentrations and increased proteolytic susceptibility with
prelabor fetal membrane rupture in women,” Biol. Reprod., 2005, doi:
10.1095/biolreprod.104.033381.

I. Musilova et al., “Intraamniotic inflammation in women with preterm prelabor
rupture of membranes,” PLoS One, vol. 10, no. 7, p. e0133929, Jul. 2015, doi:
10.1371/journal.pone.0133929.

R. F. Lamont, “Infection in the prediction and antibiotics in the prevention of
spontaneous preterm labour and preterm birth,” 2003, doi: 10.1016/51470-
0328(03)00034-X.

V. Agrawal and E. Hirsch, “Intrauterine infection and preterm labor,” Seminars in
Fetal and Neonatal Medicine. 2012, doi: 10.1016/j.siny.2011.09.001.

Y. Da Fan, J. G. Pastorek, J. M. Miller, and J. Mulvey, “Acute Pyelonephritis in
Pregnancy,” Am. J. Perinatol., 1987, doi: 10.1055/s-2007-999800.

T. ). Benedetti, R. Valle, and W. J. Ledger, “Antepartum pneumonia in
pregnancy,” Am. J. Obstet. Gynecol., 1982, doi: 10.1016/0002-9378(82)90246-0.

X. Xiong, P. Buekens, W. D. Fraser, J. Beck, and S. Offenbacher, “Periodontal
disease and adverse pregnancy outcomes: A systematic review,” BJOG: An
International Journal of Obstetrics and Gynaecology. 2006, doi: 10.1111/j.1471-
0528.2005.00827 .x.

67



[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

(30]

[31]

(32]

(33]

[34]

R. Romero, J. Espinoza, L. F. Gongalves, J. P. Kusanovic, L. Friel, and S. Hassan,
“The role of inflammation and infection in preterm birth,” Seminars in
Reproductive Medicine. 2007, doi: 10.1055/s-2006-956773.

M. Nikiforou et al., “Intra-amniotic Candida albicans infection induces mucosal
injury and inflammation in the ovine fetal intestine,” Sci. Rep., 2016, doi:
10.1038/srep29806.

M. S. Payne et al., “Intrauterine Candida albicans infection elicits severe
inflammation in fetal sheep,” Pediatr. Res., vol. 75, no. 6, p. 716, 2014, doi:
10.1038/PR.2014.35.

B. Vavtinkova, “Aktudini gynekologie a porodnictvi - Predc¢asny porod,” Actual
Gyn 2009, Accessed: Feb. 16, 2021. [Online]. Available:
https://www.actualgyn.com/pdf/cz_2009_13.pdf.

G. A. Dekker, S. Y. Lee, R. A. North, L. M. McCowan, N. A. B. Simpson, and C. T.
Roberts, “Risk factors for preterm birth in an international prospective cohort of
nulliparous women,” PLoS One, 2012, doi: 10.1371/journal.pone.0039154.

E. Greco, R. Gupta, A. Syngelaki, L. C. Y. Poon, and K. H. Nicolaides, “First-
trimester screening for spontaneous preterm delivery with maternal
characteristics and cervical length,” Fetal Diagn. Ther., 2012, doi:
10.1159/000335686.

V. Berghella, J. K. Baxter, and N. W. Hendrix, “Cervical assessment by ultrasound
for preventing preterm delivery,” Cochrane Database of Systematic Reviews.
2013, doi: 10.1002/14651858.CD007235.pub3.

R. Shankar, N. Gude, F. Cullinane, S. Brennecke, A. W. Purcell, and E. K. Moses,
“An emerging role for comprehensive proteome analysis in human pregnancy
research,” Reproduction. 2005, doi: 10.1530/rep.1.00524.

R. Shankar et al., “Molecular markers of preterm labor in the choriodecidua,”
Reprod. Sci., 2010, doi: 10.1177/1933719109353454.

A. Méchurova, “Doporuceny postup - pfed¢asny odtok plodové vody,” Ceskd
Gynekol., vol. 67, no. supplementum, pp. 33—36, 2002.

M. Kacerovsky, |. Musilova, T. Bestvina, M. Stepan, T. Cobo, and B. Jacobsson,
“Preterm Prelabor Rupture of Membranes between 34 and 37 Weeks: A Point-
of-Care Test of Vaginal Fluid Interleukin-6 Concentrations for a Noninvasive
Detection of Intra-Amniotic Inflammation,” Fetal Diagn. Ther., 2018, doi:
10.1159/000477617.

L. Marcellin et al., “Analyse comparative de deux tests diagnostiques de rupture
prématurée des membranes dans les sécrétions cervico-vaginales,” J. Gynecol.
Obstet. Biol. la Reprod., 2011, doi: 10.1016/j.jgyn.2011.06.007.

68



[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

C. Bon, V. Bon, F. Vaudoyer, M. Roubille, and J. Pichot, “Détection rapide de
I'insulin-like growth factor-binding protein-1 dans les sécrétions cervico-
vaginales: Comparaison avec le test a la diamine-oxydase pour le diagnostic de
la rupture prématurée des membranes,” Immuno-Analyse Biol. Spec., 2002, doi:
10.1016/50923-2532(02)01230-9.

A. El-Messidi and A. Cameron, “Diagnosis of Premature Rupture of Membranes:
Inspiration From the Past and Insights for the Future,” J. Obstet. Gynaecol.
Canada, 2010, doi: 10.1016/51701-2163(16)34525-X.

L. Marcellin et al., “Comparison of two bedside tests performed on
cervicovaginal fluid to diagnose premature rupture of membranes,” J.
Gynécologie Obs. Biol. la Reprod., 2011, doi: 10.1016/j.jgyn.2011.06.007.

N. L. Hezelgrave, A. H. Shennan, and A. L. David, “Tests to predict imminent
delivery in threatened preterm labour,” BMJ, 2015, doi: 10.1136/bmj.h2183.

I. A. Abdelazim and H. H. Makhlouf, “Placental alpha microglobulin-1 (AmniSure-
test) for detection of premature rupture of fetal membranes,” Arch. Gynecol.
Obstet., 2012, doi: 10.1007/s00404-011-2106-4.

S. C. Ellestad, G. K. Swamy, T. Sinclair, A. H. James, R. P. Heine, and A. P. Murtha,
“Preterm premature rupture of membrane management-inpatient versus
outpatient: A retrospective review,” Am. J. Perinatol., vol. 25, no. 1, pp. 69-73,
Jan. 2008, doi: 10.1055/s-2007-1004830.

E. Catt, R. Chadha, S. Tang, E. Palmquist, and I. Lange, “Management of Preterm
Premature Rupture of Membranes: A Comparison of Inpatient and Outpatient
Care,” J. Obstet. Gynaecol. Canada, vol. 38, no. 5, pp. 433-440, 2016, doi:
10.1016/j.jogc.2016.03.001.

M. Beckmann and G. Gardener, “Hospital versus outpatient care for preterm
pre-labour rupture of membranes,” Aust. New Zeal. J. Obstet. Gynaecol., vol. 53,
no. 2, pp. 119-124, Apr. 2013, doi: 10.1111/ajo.12021.

V. Tambor et al., “Amniotic fluid cathelicidin in pprom pregnancies: From
proteomic discovery to assessing its potential in inflammatory complications
diagnosis,” PLoS One, vol. 7, no. 7, Jul. 2012, doi:
10.1371/journal.pone.0041164.

M. Kacerovsky, “Predcasny odtok plodové vody pred terminem porodu,” 2018,
Accessed: Mar. 15, 2021. [Online]. Available: https://www.labor-
aktuell.cz/predcasny-odtok-plodove-vody-pred-terminem-porodu.

S. Dayal and P. L. Hong, “Premature Rupture Of Membranes - StatPearls - NCBI
Bookshelf.”, Accessed: Mar. 18, 2021. [Online]. Available:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK532888/.

69



[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

(52]

(53]

[54]

[55]

[56]

Z. Hajek, “Farmakoterapie predcasného porodu - tokolytika, kortikosteroidy,”
Klin Farmakol Farm, vol. 22, no. 4, pp. 142-144, 2008.

V. P. Kacerovsky M., Kokrdova Z., Koucky M., Kfepelka P., Lamberska T., Masata
J., Méchurova A., Patizek A., Smiek J., Simjak P., “Spontanni pfedéasny porod -
Doporuéeny postup,” Ceskd Gynekol., vol. 82, no. 2, pp. 160-165, 2017.

G. Ventolini, R. Neiger, L. Mathews, N. Adragna, and M. Belcastro, “Incidence of
respiratory disorders in neonates born between 34 and 36 weeks of gestation
following exposure to antenatal corticosteroids between 24 and 34 weeks of
gestation,” Am. J. Perinatol., vol. 25, no. 2, pp. 79-83, Feb. 2008, doi: 10.1055/s-
2007-1022470.

O. Zapletalova and J. Krejsek, “Multiple sclerosis, pregnancy, maternity, and
breastfeeding,” Ces. a Slov. Neurol. a Neurochir., vol. 82, no. 2, pp. 161-165,
2019, doi: 10.14735/AMCSNN2019161.

L. Sykes, D. A. Maclintyre, X. J. Yap, T. G. Teoh, and P. R. Bennett, “The Th1:Th2
dichotomy of pregnancy and preterm labour,” Mediators of Inflammation, vol.
2012. Hindawi Limited, p. 12, 2012, doi: 10.1155/2012/967629.

P. Luppi, “How immune mechanisms are affected by pregnancy,” in Vaccine, Jul.
2003, vol. 21, no. 24, pp. 3352-3357, doi: 10.1016/50264-410X(03)00331-1.

M. Kihnert, R. Strohmeier, M. Stegmidiller, and E. Halberstadt, “Changes in
lymphocyte subsets during normal pregnancy,” Eur. J. Obstet. Gynecol. Reprod.
Biol., vol. 76, no. 2, pp. 147-151, Feb. 1998, doi: 10.1016/50301-2115(97)00180-
2.

S.S. W. Chow et al., “Differences in amniotic fluid and maternal serum cytokine
levels in early midtrimester women without evidence of infection,” Cytokine,
vol. 44, no. 1, pp. 78-84, Oct. 2008, doi: 10.1016/j.cyt0.2008.06.009.

M. R. Shurin, L. Lu, P. Kalinski, A. M. Stewart-Akers, and M. T. Lotze, “Th1/Th2
balance in cancer, transplantation and pregnancy,” Springer Seminars in
Immunopathology, vol. 21, no. 3. Springer Verlag, pp. 339-359, 1999, doi:
10.1007/BF00812261.

A. C. Zenclussen, “Adaptive Immune Responses During Pregnancy,” American
Journal of Reproductive Immunology, vol. 69, no. 4. pp. 291-303, Apr. 2013, doi:
10.1111/aji.12097.

D. Muzzio, M. Zygmunt, and F. Jensen, “The role of pregnancy-associated
hormones in the development and function of regulatory B cells,” Frontiers in
Endocrinology, vol. 5, no. APR. Frontiers Research Foundation, 2014, doi:
10.3389/fend0.2014.00039.

70



[57]

(58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

C. Kanellopoulos-Langevin, S. M. Caucheteux, P. Verbeke, and D. M. Ojcius,
“Tolerance of the fetus by the maternal immune system: Role of inflammatory
mediators at the feto-maternal interface,” Reproductive Biology and
Endocrinology, vol. 1. BioMed Central, p. 121, Dec. 02, 2003, doi: 10.1186/1477-
7827-1-121.

S. Park et al., “Cervicovaginal fluid cytokines as predictive markers of preterm
birth in symptomatic women,” Obstet. Gynecol. Sci., vol. 63, no. 4, pp. 455-463,
2020, doi: 10.5468/0GS.19131.

I. Musilova et al., “Intraamniotic inflammation in women with preterm prelabor
rupture of membranes,” PLoS One, 2015, doi: 10.1371/journal.pone.0133929.

J. G. Padron, C. A. Saito Reis, and C. E. Kendal-Wright, “The Role of Danger
Associated Molecular Patterns in Human Fetal Membrane Weakening,”
Frontiers in Physiology, vol. 11. Frontiers Media S.A., p. 602, Jun. 17, 2020, doi:
10.3389/fphys.2020.00602.

E. Vaisbuch et al., “Activation of the alternative pathway of complement is a
feature of pre-term parturition but not of spontaneous labor at term,” Am. J.
Reprod. Immunol., vol. 63, no. 4, pp. 318-330, Apr. 2010, doi: 10.1111/j.1600-
0897.2009.00800.x.

M. Noris and G. Remuzzi, “Overview of complement activation and regulation,”
Semin. Nephrol., vol. 33, no. 6, pp. 479-492, Nov. 2013, doi:
10.1016/j.semnephrol.2013.08.001.

M. Sobotkova, “Poruchy v komplementovém systému,” Vnitini Iékarstvi, vol. 66,
no. 6, pp. 346—352, 2020, doi: 10.36290/vnl.2020.100.

K. J. Denny, T. M. Woodruff, S. M. Taylor, and L. K. Callaway, “Complement in
Pregnancy: A Delicate Balance,” Am. J. Reprod. Immunol., vol. 69, no. 1, pp. 3—
11, 2013, doi: 10.1111/aji.12000.

M. J. Walport, “Complement. First of two parts.,” N. Engl. J. Med., vol. 344, no.
14, pp. 1058-66, Apr. 2001, doi: 10.1056/NEJM200104053441406.

M. J. Walport, “Advances in immunology: Complement (second of two parts),”
N. Engl. J. Med., vol. 344, no. 15, pp. 1140-114, Aug. 2001, doi:
10.1056/NEJM200104123441506.

E. Vaisbuch et al., “NIH Public Access,” vol. 22, no. 10, pp. 905-916, 2013, doi:
10.1080/14767050902994663.Fragment.

M. Cedzynski and A. S. Swierzko, “Components of the lectin pathway of

complement in haematologic malignancies,” Cancers, vol. 12, no. 7. MDPI AG,
pp. 1-18, Jul. 01, 2020, doi: 10.3390/cancers12071792.

71



[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

(78]

[79]

J. Charles A Janeway, P. Travers, M. Walport, and M. J. Shlomchik, “The
complement system and innate immunity,” 2001, Accessed: May 13, 2021.
[Online]. Available: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK27100/.

C. B. Xie, D. Jane-Wit, and J. S. Pober, “Complement Membrane Attack Complex:
New Roles, Mechanisms of Action, and Therapeutic Targets,” American Journal
of Pathology, vol. 190, no. 6. Elsevier Inc., pp. 1138-1150, Jun. 01, 2020, doi:
10.1016/j.ajpath.2020.02.006.

D. J. Doorduijn, S. H. M. Rooijakkers, and D. A. C. Heesterbeek, “How the
Membrane Attack Complex Damages the Bacterial Cell Envelope and Kills Gram-
Negative Bacteria,” BioEssays, vol. 41, no. 10. John Wiley and Sons Inc., p.
1900074, Oct. 01, 2019, doi: 10.1002/bies.201900074.

G. Girardi, J. J. Lingo, S. D. Fleming, and J. F. Regal, “Essential Role of
Complement in Pregnancy: From Implantation to Parturition and Beyond,”
Frontiers in Immunology, vol. 11. Frontiers Media S.A., p. 1681, Jul. 31, 2020,
doi: 10.3389/fimmu.2020.01681.

N. Galindo-Sevilla, F. Reyes-Arroyo, and J. Mancilla-Ramirez, “The role of
complement in preterm birth and prematurity,” J. Perinat. Med., vol. 47, no. 8,
pp. 793-803, 2019, doi: 10.1515/jpm-2019-0175.

A. M. Lynch et al., “Complement activation fragment Bb in early pregnancy and
spontaneous preterm birth,” Am. J. Obstet. Gynecol., vol. 199, no. 4, pp. 354.el-
354.e8, 2008, doi: 10.1016/j.ajog.2008.07.044.

C. L. Brannen and J. M. Sodetz, “Incorporation of human complement C8 into
the membrane attack complex is mediated by a binding site located within the
C8B MACPF domain,” Mol. Immunol., vol. 44, no. 5, pp. 960-965, Feb. 2007, doi:
10.1016/j.molimm.2006.03.012.

D. Bubeck, P. Roversi, R. Donev, B. P. Morgan, O. Llorca, and S. M. Lea,
“Structure of human complement C8, a precursor to membrane attack,” J. Mol.
Biol., vol. 405, no. 2, pp. 325-330, Jan. 2011, doi: 10.1016/j.jmb.2010.10.031.

B. Cai et al., “Rapid degradation of the complement regulator, CD59, by a novel
inhibitor,” J. Biol. Chem., vol. 289, no. 17, pp. 12109-12125, Apr. 2014, doi:
10.1074/jbc.M113.547083.

R. Zhang, Q. Liu, Q. Liao, and Y. Zhao, “CD59: A promising target for tumor
immunotherapy,” Future Oncology, vol. 14, no. 8. Future Medicine Ltd., pp.
781-791, Apr. 01, 2018, doi: 10.2217/fon-2017-0498.

C. A. Tegla et al., “Membrane attack by complement: The assembly and biology

of terminal complement complexes,” Immunol. Res., vol. 51, no. 1, pp. 45-60,
Oct. 2011, doi: 10.1007/s12026-011-8239-5.

72



(80]

(81]

(82]

(83]

(84]

(85]

(86]

(87]

(88]

(89]

R. Wiirzner, “Deficiencies of the complement MAC Il gene cluster (C6, C7, C9): Is
subtotal C6 deficiency of particular evolutionary benefit?,” Clinical and
Experimental Immunology, vol. 133, no. 2. Wiley-Blackwell, pp. 156-159, Aug.
01, 2003, doi: 10.1046/j.1365-2249.2003.02230.x.

P. Chaemsaithong et al., “A point of care test for interleukin-6 in amniotic fluid
in preterm prelabor rupture of membranes: a step toward the early treatment
of acute intra-amniotic inflammation/infection,” J. Matern. Fetal. Neonatal

Med., vol. 29, no. 3, p. 360, Feb. 2016, doi: 10.3109/14767058.2015.1006621.

M. Kacerovsky et al., “Intraamniotic inflammatory response to bacteria: Analysis
of multiple amniotic fluid proteins in women with preterm prelabor rupture of
membranes,” J. Matern. Neonatal Med., vol. 25, no. 10, pp. 2014-2019, Oct.
2012, doi: 10.3109/14767058.2012.671873.

D. L. Soong, R. K. Mi, G. H. Pil, S. S. Shim, B. H. Yoon, and J. K. Chong, “Chorionic
plate vessels as an origin of amniotic fluid neutrophils,” Pathol. Int., vol. 54, no.
7, pp. 516-522, Jul. 2004, doi: 10.1111/j.1440-1827.2004.01659.x.

A. M. Lynch, R. S. Gibbs, J. R. Murphy, P. C. Giclas, J. E. Salmon, and V. M. Holers,
“Early Elevations of the Complement Activation Fragment C3a and Adverse
Pregnancy Outcomes HHS Public Access,” Obs. Gynecol, vol. 117, no. 1, pp. 75—
83, 2011, doi: 10.1097/A0G.0b013e3181fc3afa.

E. Soto et al., “The Journal of Maternal-Fetal & Neonatal Medicine Evidence for
complement activation in the amniotic fluid of women with spontaneous
preterm labor and intra-amniotic infection) Evidence for complement activation
in the amniotic fluid of women with spontaneous preterm labor and intra-
amniotic infection Evidence for complement activation in the amniotic fluid of
women with spontaneous preterm labor and intra-amniotic infection,” J.
Matern. Neonatal Med., vol. 22, no. 11, pp. 983—-992, 2009, doi:
10.3109/14767050902994747.

J. M. Gonzalez, R. Romero, and G. Girardi, “Comparison of the mechanisms
responsible for cervical remodeling in preterm and term labor,” J. Reprod.
Immunol., vol. 97, no. 1, pp. 112-119, 2013, doi: 10.1016/j.jri.2012.07.008.

I. Farkas et al., “CD59 blocks not only the insertion of C9 into MAC but inhibits
ion channel formation by homologous C5b-8 as well as C5b-9,” J. Physiol., vol.
539, no. 2, pp. 537-545, Mar. 2002, doi: 10.1113/jphysiol.2001.013381.

Schwartz R. A., “Complement Deficiencies.”, Accessed Aug. 05, 2021. [Online].
Available: https://emedicine.medscape.com/article/135478-overview.

F. Tedesco, R. Bulla, and F. Fischetti, “Terminal Complement Complex:
Regulation of Formation and Pathophysiological Functions,” Complement Syst.,
pp. 97-127, Feb. 2004, doi: 10.1007/1-4020-8056-5_6.

73



