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ABSTRAKT

Uvod: Délozni myom (leilomyom) je nejcastéji se vyskytujicim nezhoubnym nadorem
v oblasti Zenského genitdlnitho traktu a piredstavuje nejCastéjsi indikaci k provedeni
hysterektomie. Jeho etiologie vSak stdle zistivd nezndmd. V poslednich letech jsou
podrobnéji zkoumdny genetické faktory podilejici se na vzniku déloZnich myomu. Cilem nasi
prace bylo najit moZzné genetické faktory pouZitelné jako prognosticky marker k evaluaci
zvysSeného rizika vzniku tohoto onemocnéni.

Metodika: Do studie jsme zatadili 102 pacientek s déloZznimi myomy, jako kontrolni skupina
slouzil soubor 145 zdravych Zen. VSem témto Zendm bylo provedeno ultrazvukové vySetieni
malé panve a odebrdn vzorek nesrazlivé krve. Ve skupiné pacientek s déloznim myomem
nasledovala vzdy po zvolené operacni intervenci histologickd verifikace ndlezu. Princip
detekce polymorfisml cytokinovych gent byl zaloZen na jednoduché PCR reakci s vyuZitim
sekvenéné specifickych primert.

Vysledky: Porovnali jsme Siroké spektrum SNP (z angl. single nucleotide polymorphisms)
TH2/Th2 cytokinovych gent celého souboru pacientek s kontrolnim souborem. Frekvence
vétsSiny testovanych SNP nedosdhla u pacientek statisticky vyznamného rozdilu. Nasli jsme
vSak zajimavy rozdil v distribuci genotypt promotoru genu pro IL-4. Genotyp CC v pozici -
590 a -33 byl zastoupen u pacientek s mensi frekvenci nez u kontrol (p=0,03). Dédle jsme
porovndvali pacientky s kontrolami po rozdéleni souboru pacientek do dvou skupin dle jejich
veéku <35 a >35. Pozorovali jsme stejny trend v niZsi frekvenci genotypu CC v pozicich -590 a
-33 u pacientek starSich 35 let (p=0,09), nikoliv vSak u mladSich pacientek. Kromé IL-4 jsme
zaznamenali rozdil v distribuci genotypi i u v rdmci promotoru genu TNFa (SNP -308 A/G).
Frekvence genotypu AA byla vyssi u pacientek pod 35 let (p=0,02). Tento rozdil nebyl u
starSich pacientek potvrzen (>35).

Souhrn: Nase price jako prvni analyzuje pomoci molekuldrné-genetickych metodik (PCR-
SSP) takto rozsdhlé spektrum cytokint a jejich polymorfismi. Vysledky nasi prace naznacuji
moznou souvislost mezi ptitomnosti nékterych genovych polymorfismi cytokinii (IL-4, TNF-
a) a zvySenym rizikem vzniku délozni myomatdzy. Pochopitelné¢ budou za potiebi dalsi

vyzkumné projekty k objasnéni mechanismu plisobeni vyse uvedenych souvislosti.

KLICOVA SLOVA
Délozni myom, leiomyom, cytokiny, interleukin 4 (IL-4), tumor nekrotizujici faktor alfa

(TNFa), genovy polymorfismus



ABSTRACT

Background: Uterine fibriod (UF) or leilomyoma is the most frequent benign tumour upon
lower genital tract and represents the most frequent indication for hysterectomy. The
aetiology remains still unknown. The genetic factors contributing for the development of UF
are being intensively investigated. The aim of our study was to look for possible genetic
markers which could be used as prognostic tools for evaluation of an increased risk for
development of UF.

Methods: The study group enrolled 102 patients diagnosed with UF and 145 healthy controls.
Ultrasonographic examination of the pelvis was performed and a single blood sample was
taken in all women. Histological verification followed the surgery in the patient group. The
principal of the cytokine gene polymorphisms detection is based on PCR reaction with
sequence-specific primers.

Results: A large spectrum of Th1/Th2 cytokine gene polymorphisms in patients with uterine
fibroid was compared with control group. The frequencies of the majority of tested cytokine
gene SNP in the patient cohort were not statistically different from the cytokine SNP in the
control group. However, an intriguing association between polymorphisms of the IL-4 gene
promotor at positions -590 C/T and -33 C/T, and the risk of leiomyoma was observed. The
CC genotype of IL-4 at position -590 and -33 was less frequent in the patient group than in
the control group (p=0.03). Besides IL-4, we observed different genotype distribution of the
gene for TNF-a -308A/G. The frequency of genotype AA was higher in the younger (<35
years) patient group (p=0.02).

Conclusion: This study as a first has analysed such a large spectrum of cytokines and their
polymorphism using molecular and genetic techniques (PCR-SSP). Our results suggest that
certain cytokine gene polymorphisms, especially of the IL-4 and TNF-o genes may be
associated with increased risk for development of uterine fibroid. Further investigation will be

needed for elucidation of the mechanisms responsible for these associations.

KEY WORDS
Uterine fibroid, leiomyoma, cytokines, interleukine 4 (IL-4), tumour necrosis factor alpha

(TNF-0), gene polymorfism



1. UVOD DO PROBLEMATIKY

1.1 Délozni myomy

DéloZni myomy piedstavuji pomérné dulezity zdravotni problém soucasnosti a pro
mnoho Zen znamenaji ohroZeni jejich reprodukéniho zdravi. Az do neddvné doby byla vzniku
leiomyom1 navzdory jejich prevalenci vénovédna jen mald pozornost. Diivodem byl mozZna
jejich nizky potencidl k maligni transformaci. Ackoli jsou pii€iny vzniku déloZnich myomi
stile neznamé, soucasna veédeckd literatura obsahuje fadu informaci tykajicich se
epidemiologie, genetiky, hormondlnich aspekti a molekuldrni biologie téchto tumort.
Nejcasteéjsim symptomem tohoto onemocnéni je hypermenorrhoea, nepravidelné krvaceni,
bolesti a tlak v podbfisku, problémy s mocenim, defekaci nebo pii pohlavnim styku, ddle pak
sterilita nebo opakované téhotenské ztraty vcetné fady rtiznych té¢hotenskych komplikaci jako
je pred€asny porod, abrupce placenty, patologické polohy plodu, atd. Myomy jsou benigni,
monoklondlni nddory sloZené z hladkych svalovych bunék myometria, extracelularni matrix
obsahujici kolagen, fibronektinu a proteoglykanu.

Podle WHO Kklasifikace se leiomyoceluldrni nddory délohy déli na leiomyom obvyklé
struktury, hladkosvalovy nddor nejist¢ého maligniho potencidlu a leiomyosarkom. Naprostou
pievahu téchto tumorti tvoii benigni leiomyomy, které jsou zaroven nejCastéjSimi nadory téla
d€lozniho. Dé€loZzni myom (leiomyoma uteri, uterine fibroid) je nejCastéji se vyskytujicim
nezhoubnym nddorem v oblasti Zenského genitdlniho traktu. Nejvyssi frekvence vyskytu
myomu, 30-40% se uddva u Zen ve véku 40 let (Wallach, 2004). Incidence myomd je u Zen
cerné rasy signifikantn¢ vyssi nez u bélosek (Marshall, 1997).

Rizikové faktory vzniku nebo diagnézy myomu se zvySuji s vékem, casnéjSim
nastupem menarche, roli hraji genetické faktory, etnicky ptivod, obezita, hypertenze a zvyseni
HDL a cholesterolu (Méra, 2009). Naopak koufeni je povaZzovdno za protektivni faktor. S
poctem vykoufenych cigaret za den relativni riziko jest¢ vice klesd. Tento ochranny efekt
vSak u exkufacek mizi. Parita je nepfimo umérnd prevalenci myomu (Arici, 2003).
Tchotenstvi v pribéhu stfedniho reprodukéniho véku (25-29 let) poskytuje nejvétsi ochranu
proti vyvoji myomu. Na vliv kontraceptiv, exogennich hormonii a hormondlni substitu¢ni
terapie jsou rozporuplné ndzory. Ptiznivy vliv ordlni kontracepce na vyvoj déloZnich myomu
Ize ocekavat pouze u Zen pravé uzivajicich kontraceptiva nebo kritce po skonceni jejich

aplikace (Madra, 2009). Hormondlni substitu¢ni terapie v postmenopauze muize mirné
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stimulovat rist leiomymu nebo alespon blokovat jejich zmensovani po menopauze. Zmenseni
myomu naopak obvykle nastdva i¢inkem GnRH agonisti.

V posledni dobé je vénovéna velkd pozornost predevsim genetickym faktorim. Bylo
prokdzéno, Ze déloZni myomy se vyskytuji cCastéji u Zen s pozitivni rodinnou zatézi
(Lumbiganon, 1995). Je referovan vyssi vyskyt déloZznich myoma u monozygotickych dvojcat
oproti dizygotickym, coZ nahravd n¢kterym genetickym teoriim (Gross & Morton, 2001).
Karyotyp leiomyom1 je asi v 40% abnormdlni. Histologicky pak nachdzime Cast&ji zvySené
bunééné myomy nebo myomy s atypiemi. U vice nez 100 geni v nddorovych buiikach byly
nalezeny poruchy regulace, vcetné¢ genii spojenych s produkci sexudlnich steroida
(estrogenové receptory a a B, progesteronové receptory A a B, receptor ristového hormonu a
prolaktinu, matrixové a kolagenni geny). Rada z t&chto genli se podili na fizeni bun&&ného
rustu, diferenciaci, proliferaci a mitogenezi (Méara, 2009). Mnohocetny vyskyt leiomyomt (v
ktzi a d€loze) provazi tzv. hereditarni leiomyomat6zu neboli Reedtiv syndrom. Onemocnéni
postihuje muZe 1 Zeny. Mutaci genu pro fumarit hydratizu dochdzi ke ztraté
tumorsupresorovych mechanismi. Jde o autozoméln¢ dominantni typ dédi¢nost s netplnou
penetranci s rizikem maligni transformace leiomyomu na leiomyosarkém nebo vznikem
rendlniho papilarniho karcinomu (Alam, 2005).

Rastové faktory (TGF-B, bFGF, EGF, VEGF, PDGF, IGF, prolaktin), proteiny nebo
polypeptidy, produkované lokdln¢ buiikami hladkého svalu a fibroblasty kontroluji proliferaci
téchto bunék a mohou také stimulovat riast myomu. TGF-B je jedinym prokdzanym ristovym
faktorem se zvySenou expresi ve tkani leiomyomu oproti zdravému myometriu (Sozen, 2006).
Basis fibroblast growth factor (bFGF) piisobi na proliferaci bun¢k hladké svaloviny véetné
myometria a leiomyomu a je hojné uloZen v extraceluldrnim matrix myomd.

Je pravdépodobné, Ze fada vyznamnych rtistovych faktorti bude teprve objevena. Zatim se
zda, Ze rustové faktory, cytokiny a ptipadné dalsi latky phsobi pii vzniku a ristu myomu jako
medidtory pusobeni ovaridlnich steroidil, jeZ hraji roli reguldtorii genové exprese v buiikdch

(Sozen, 2006).

1.2 Cytokiny

Cytokiny jsou zdkladni reguldtory imunitniho systému, tkdnové hormony - proteiny
(glykoproteiny, peptidy) produkované builkami imunitnitho systému, které plsobi
prostiednictvim specifickych receptori na rtzné bunky imunitniho systému i mimo ngj

(Hoftejsi, 2002). Na jejich produkci se podili jak buiiky pfirozené, tak adaptivni imunity.

7



Cytokiny jsou schopné navodit napiiklad rychlé déleni a diferenciaci urcitych typi bunék v
boji proti patogentim, piipadné dal$i procesy imunitni obrany. Cytokiny hraji dileZitou roli
v zanétu a pfi vzniku autoimunity. Ve snaze o zavedeni jednotné nomenklatury byly tyto
proteiny oznacCovany jako interleukiny a cislovany podle potadi, ve kterém byla jejich
struktura poznana. V nékterych ptipadech vsak nebyla nomenklatura interleukinl zavedena a
byl ponechadn tradi¢ni ndzev (napf. tumor nekrotizujici faktor, interferony, transformujici
rustové faktory apod.) Ztéchto divodu se zaCal pouZivat obecné€j$i termin cytokin.
V poslednich letech bylo téZ zjisténo, Ze nékteré hormony (VIP, prolaktin) mohou v urcitych
situacich fungovat jako cytokiny. V soucasnosti je zndmo néco okolo 120 rGznych cytokini a
1ze ptedpokléddat, Ze jejich pocet bude narustat.

Utinek cytokind je zprostiedkovan pies specifické receptory o dvou podjednotkach.
Jedna z nich je zodpovédnd za specifickou vazbu cytokinu, zatimco druhd ¢i tieti zajistuje
spojeni se signalizaCnimi intraceluldrnimi molekulami. Vazba cytokinu na specificky
povrchovy receptor zplsobi v receptorové molekule konformaéni zménu, kterd se projevi
v intraceluldrni Casti receptoru a zahdji prenos signdlu do buiniky. VéEtSina cytokinovych
receptortl je v intraceluldrni ¢asti nekovalentné spojena s cytoplazmatickymi proteinkindzami.
Proteinkindzy jsou enzymy fosforylujici jiné proteiny. Timto je spusSténa signalizacni kaskada.
Vysledek signalizace pies cytokinové receptory zavisi na typu buniky, povaze receptoru a na
spoluptisobeni jinych signdlti. V konecném duisledku mize dojit od stimulace bunécného
déleni a diferenciaci, pres spusténi efektorovych mechanismi (degranulace, aktivace
membranovych enzymt, chemotaxe apod.) aZ po zablokovani buné¢ného cyklu a k apoptoze
(Hotejsi, 2002; Abbas, 2000).

Na tucast cytokinu v terapii onemocnéni je nutné pohliZet ze dvou zcela opacnych
pohledti. Na jednu stranu lze nékteré cytokiny podavat a timto vyuzivat jejich plisobeni na
jednotlivé systémy a na stranu druhou je v nékterych piipadech zddouci ptisobeni cytokinii
blokovat, jak pfimou blokddou jejich tvorby, tak blokddou receptorti, kterymi je jejich tcinek

zprostiedkovan.

1.3 Genové polymorfismy

Geneticky polymorfismus je dle definice existence dvou nebo vice alel (variant gentl)
v jednom lokusu, pfevySujici svym vyskytem 1% vyskyt v populaci. Jednonukleotidové
polymorfismy (z angl. single nucleotide polymorphisms neboli SNP) jsou nejcastéji

nachdzenou genetickou zménou v lidské populaci (0,1% lidského geonomu). Kazdy SNP
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reprezentuje rozdil (odchylku) pravé v jednom nukleotidu v sekvenci DNA (Shastry, 2002).
SNP mohou byt soucésti kédujicich usekt — exont, Castéji se ale vyskytuji v nekédujicich
oblastech — intronech. SNP jsou vhodné pro genetické ¢i evolu¢ni studie ¢lovéka, nebot’ jsou
stabilni a jsou roztrouseny po celém lidském geonomu s frekvenci asi 1 SNP na 1000bp. SNP
se oproti ndhodné mutaci pfeddvaji z generace na generaci a jde tedy o vrozenou zaleZzitost.
Mutace vznikd naopak u jedince ndhodné a neni zaruceno, Ze se predd do dalSi generace. V
oblasti genomiky dnes probihd velmi intenzivni vyzkum pomoci tzv. asocianich
genomickych studii. Tyto studie mapuji vyskyt SNP v lidském genomu a snazi se najit
souvislost s konkrétnim onemocnénim.

Genova exprese cytokinl je piisn¢ regulovdna a zmény v této regulaci (genovy
polymorfismus, vnéjs$i vlivy) mohou ovlivnit 1 jejich funkci. Mohou také souviset s fadou
onemocnéni, s nachylnosti k infekcim ¢i s reakei na 1é€bu. Cytokiny a jejich receptory jsou
vysoce polymorfni (Bidwell, 1999). SNP mohou ovlivnit funkci genu nékolika zplsoby —
napt.: zdménou aminokyseliny (IL-13), pfeskoenim exonu (IL-7Ra), vznikem proximélnich
promotorovych variant (IL-1p, IL-2, IL-6, IL-10, TNF, TGF-p), distidlnich promotorovych
variant (IL-6, IL-18) a intronové varianty (IL-8). Promotorové polymorfismy mohou narusit
nebo uplné zrusit plisobeni nékterych regulacnich transkripénich faktord, a tak ptimo ovlivnit
celou signdlni transdukci. SNP u cytokinl se vyuzivaji piredevS§im v asociacnich studiich
ncékterych onemocnéni nebo u transplanta¢nich studii. Nicméné fada onemocnéni je
komplexni polygenni porucha a vyznam jednotlivych cytokinti a jejich polymorfismii na

vyvoj nebo vznik choroby je nejasny.

2. HYPOTEZA A CILE DIZERTACNI PRACE

Cilem naSi pridce bylo najit mozné genetické faktory pouZzitelné jako prognosticky
marker k evaluaci zvySeného rizika vzniku d€loZznich myomi. Souvislost genovych
polymorfisml cytokinii s patogenezi dé€loZnich myomt podporuji nékteré konkrétni studie
(Hsieh, 2007; Hsieh, 2004; Litovkin., 2007).

Nase hypotéza mozné asociace genovych polymorfismu cytokinl a zvySené incidence
d¢lozni myomatézy byla zaloZena na skuteCnosti, Ze cytokiny mohou zvySovat produkci
matrix metaloproteindz, které mohou nasledné stimulovat délozni rast. (Inagaki, 2002). Tyto
polymorfismy nemusi byt pifimo spojeny se vznikem tohoto onemocnéni, ale mohou byt

uzite¢nym voditkem pfi studiu této multifaktoridlni choroby. Né&které cytokiny navic ptsobi
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jako tzv. rustové faktory, které svym promitotickym tucinkem (proliferace a diferenciace
bun€k) nebo indukci syntézy extracelularni matrix nebo jeji remodelaci vedou k fibrotizaci a
rustu tumort. Napf. transformujici rustovy faktor beta (TGF ) patii mezi multifunkéni
cytokiny s promitotickym uc¢inkem nebo vlivem na syntézu extracelularniho matrix (Arici,
2000). Fibroblastovy rustovy faktor (bFGF) plisobi na proliferaci bun¢k hladké svaloviny
véetné myometria a leiomyomd a je hojné uloZen v extraceluldrnim matrix myomi. Uloha
vascular endothelial growth faktoru (VEGF), ktery neni mitogenem pro bunky hladké
svaloviny, je stimulace angiogeneze a vzestup cévni permeability, kterd je esencidlni pro rist
tumorti. Smyslem této prace byla tedy analyza genovych polymorfisml Sirokého spektra
porovnani vysledkl se zdravymi kontrolami. Takto Siroké spektrum vySetfovanych genovych
polymorfismi konkrétnich cytokini nebylo dosud v souvislosti s timto onemocnénim

vysetfovano.

3. MATERIAL A METODIKA
3.1 Soubor pacientek

Do prospektivni studie bylo zafazeno 102 pacientek s déloZnimi myomy proti souboru
145 zdravych kontrol. Vhodné kandidatky byly ziskdny na zdklad¢ odbé&ru anamnestickych
dat, vysledku transvagindlni sonografie na pfitomnost, velikost a charakter ¢i absenci
d€loznich myomt s vhodnym BMI ve stanoveném vékovém rozmezi. Vzhledem k rasovym
rozdilim genovych polymorfismt cytokinli v riznych populacich byly primarné vylouceny
Zeny jiné nez Ceské narodnosti. VSem Zenam zafazenym do studie byl odebrdn vzorek
nesrazlivé krve. Ve skupiné pacientek s d€loZznim myomem nésledovala vZdy po zvolené
operacni intervenci histologicka verifikace ndlezu. Proto byl jedinym vstupnim histologickym
kriteriem studie tzv. leiomyom obvyklé histologické struktury. Soubor pacientek s déloznimi
myomy tvofily jednak Zeny (skupina A; n=40) do véku 35 let v¢etné, prumérny vék 30.8 +
3.3(SD), s BMI<25, s negativni farmakologickou a onkologickou anamnézou a abnormalni
ultrasonografii malé panve (tj. s ptitomnosti délozntho myomu/t), jednak Zeny (skupina B;
n=62) starsi 35 let, prumérny vék 47.9 + 4.2(SD) s BMI<25, s negativni farmakologickou a
onkologickou anamnézou a abnormadlni ultrasonografii malé panve (tj. s pfitomnosti
délozntho myomu/i). Jako minimdlni velikost myomu byla stanovena velikost 3 cm

v piipadé€ solitirntho myomu, nebo vyskyt alespont 4 drobnych myomil vétSich nez 1 cm u
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mnohocetnych d€loznich myomatéz. Primérnd velikost myomu ¢inila 5.7 cm + 1.8(SD).
Zpusob operacniho odstranéni myomu byl riizny. Ve skupiné A se jednalo o tzv. délohu
Setfici vykony (vzhledem k pfani zachovat fertilitu), tj. laparoskopickd myomektomie (LM)
85%, laparotomickd neboli oteviend myomektomie (OM) 10%, event. transcervikdlni resekce
myomu (TCRM) 5%. Ve skupiné¢ B byla naopak provedena laparoskopicky asistovana
vaginélni hysterektomie (LAVH) 93%, totélni laparoskopickd hysterektomie (TLH) 5% nebo
abdominalni hysterektomie (AH) 2%. Zdravou kontrolni skupinu tvofily Zeny (n=145) ve
veéku 20-55 let, primérny veék v tomto rozmezi zde Cinil 45.0 £ 8.5(SD) let, s BMI < 25, s
negativni rodinnou, farmakologickou a onkologickou anamnézou a normdlni ultrasonografii

malé panve (tj. bez pfitomnosti dé€loZznitho myomu).

3.2 DNA analyza

DNA byla izolovand z plné krve. Nasledné jsme provedli kontrolu kvality izolace
DNA za pomoci spektrofotometrického méteni. Pomér ¢isté DNA se pohyboval v rozmezi 1.7
— 1.9. DNA jsme uchovavali pii teploté -20°C. Pro typizaci polymorfismi cytokinovych genti
jsme zvolili soupravu Cytokine Genotyping Kit. Princip detekce polymorfismi je zaloZen na
jednoduché PCR reakci s vyuzitim sekven¢né specifickych primert (SSP-PCR). Tyto primery
maji své specifické 3 "-koncové nukleotidy, které piekryvaji konkrétni SNP (single nucleotide
polymorphism) pozice. V piipadé€ uplné kompatibility primeru (zvlasté na 3°-konci) s cilovou
sekvenci genomické DNA dojde k nasednuti termostabilni polymerdzy a probéhne syntéza
nového fetézce. Vysledné produkty PCR reakce se nasledné rozd¢li v agarosové elektroforéze
dle své velikosti a vizualizuji se pod UV svétlem. S pomoci dokumentacniho zafizeni se
poridi fotografie gelu. Na vysledné fotografii se hodnoti pfitomnost/nepfitomnost produktu,
jinymi slovy pfitomnost/neptitomnost SNP v genomické DNA.
Byly detekovany nésledujici cytokiny a jejich polymorfismy: interleukin IL-1a (-889 T/C),
IL-1B (-511 T/C a +3962 T/C), IL-1R (pst11970 C/T), IL-1RA (mspall11100 T/C), IL-4Ra
(+1902 G/A), IL-12 (-1188 C/A), interferon (IFN)-y (+874 A/T), TGF-B1 (kodén 10 C/T a
kodén 25 G/C), tumor nekrotizujici faktor (TNF)-a (=308 G/A a —238 G/A), IL-2 (=330 T/G
a +166 G/T), IL-4 (-1098 T/G, -590 T/G a —-33 T/C), IL-6 (=174 G/C a nt565 G/A) a IL-10
(-1082 G/A, -819 C/T a =592 C/A).
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3.3 Statisticka analyza

Genotypové a alelické frekvence byly urCeny piimym spocitinim a statisticky
porovnany s kontrolni skupinou chi-kvadrat testem nebo Fischerovym testem v piipadech,
kde neSlo pouzit chi-kvadrat test. Hladina vyznamnosti p byla povaZovana za statisticky
vyznamnou pii hodnotich menSich nebo rovnych 0,05. Pro detekci vyznamnych velkych
rozdilii byly pomoci algoritmu Z-score ptizpisobeny standardni odchylky mezi pozorovanymi
a oCekdvanymi hodnotami v kazdé bunice. V piipadech mnohocetného porovnavéni, kde
v ramci jednoho genu byly sledovany 2 a vice SNP, byla pouZzita Bonferroniho metoda

korekce.

4. VYSLEDKY

4.1 Demograficka data

Demograficka data, kterymi jsou soubory charakterizovany, jsou shrnuty v tabulce 1.
Pacientky souboru byly podle véku rozdéleny do dvou skupin. Skupinu A tvofilo 40 Zen <35
let, primérny vék v této skupiné byl 30.8 + 3.3(SD). Skupinu B tvofilo 62 Zen [135 let,
praimérny veék v této skupiné byl 47.9 £+ 4.2(SD). Kontrolni skupinu tvofilo 145 Zen,
prumérny vek byl 45.0 + 8.5(SD).

Tabulka 1: demografickad data

Veék (prumér) (SD) BMI (praimér) [kg/m’]
Skupina A 30.8 33 22.8
Skupiny B 479 4.2 23.9
Kontroly 45.0 8.5 23.6

12




4.2. Operacni data

Vsechny pacientky zahrnuté do studie podstoupily operacni vykon na Gynekologicko-
porodnické klinice VEN a 1. LF UK v letech 2007-2008. Pro skupinu A byly typické délohu
Setfici vykony (LM, OM, TCRM), pro skupinu B naopak vykony definitivni (LAVH, TLH,
AH). Procentuelni zastoupeni jednotlivych vykona shrnuje tabulka 2. Primérnd velikost

solitdrnich myomt byla 5.7 cm + 1.8(SD).

Tabulka 2: operacni data

LM oM TCRM LAVH TLH AH
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
Skupina A 34 (85) 4 (10) 2(5) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
<35 let
Skupina B 0(0) 0(0) 0(0) 58 (93) 3(5) 1(2)
1135 let
4.3 Polymorfismy

Pro kazdy sledovany polymorfismus byla spocitina Hardy-Weinbergova rovnovaha
(HWR) a Zadny z nich nedosahl statisticky vyznamného rozdilu, tedy jak soubor pacientek,
tak kontrolni soubor dosahoval rovnomérného rozloZeni alel mezi homozygotnimi a
heterozygotnimi jedinci. Nejprve jsme porovnali SNP cytokinovych gent celého souboru
pacientek s kontrolnim souborem. Frekvence vétSiny testovanych SNP nedosahla u pacientek
statisticky vyznamného rozdilu. Nasli jsme vSak zajimavy rozdil v distribuci genotypl
interleukinu 4. Genotyp CC v promotorové pozici -590 a -33 byl zastoupen u pacientek s
mensi frekvenci nez u kontrol. Tento rozdil byl statisticky vyznamny (p=0,03) (Tab. 3).
Frekvence genotypii CC obou téchto polymorfisma byla stejnd a Cinila jen 63% proti 78%
v kontrolnim souboru. Mezi témito SNP je dokonce silnd vazebna nerovnovaha (D#0).

Déle jsme porovndvali pacientky s kontrolami po rozdéleni souboru pacientek do dvou skupin
dle jejich véku <35 a >35. Pozorovali jsme stejny trend v nizsi frekvenci genotypu CC v
pozicich -590 a -33 u pacientek starSich 35 let (p=0,09). Frekvence genotypti CC obou téchto
polymorfismi byla 61% oproti 78% v kontrolni skuping. Tento trend vSak nebyl u mladsich
pacientek potvrzen (Tab. 4). Krom¢ IL-4 jsme zaznamenali rozdil v distribuci genotypt i u

genu TNFa (promotorovy SNP -308 A/G). Frekvence genotypu AA byla vyssi u pacientek
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pod 35 let. Tento vysledek byl statisticky vyznamny (p=0,02). Frekvence genotypu AA ve

skupiné mladSich pacientek Cinila 8% oproti 1% vyskytu v kontrolnim souboru. Sila testu

¢inila v tomto ptipadé€ 42%. Tento rozdil nebyl u starSich pacientek potvrzen (>35).

Tabulka 3: srovndni genotypovych frekvenci pacientek a kontrolni skupiny

Cytokin SNP Genotyp Kontroly N Pacienti N P hodnota
(%) (%)
IL-1a -889 CC 69 (48) 51 (50) 0.70
CT 59 (41) 42 (42)
TT 16 (11) 8 (8)
IL-1B -511 CcC 79 (54) 46 (45) 0.35
CT 54 (37) 46 (45)
TT 12 (8) 10 (10)
IL-1B +3962 CcC 74 (51) 55 (54) 0.78
CT 55 (38) 39 (38)
TT 15 (10) 8 (8)
IL-1R Pst 1970 CC 55 (38) 40 (39) 0.66
CT 67 (46) 50 (49)
TT 23 (16) 12 (12)
IL-1RA Mspal 11100 CcC 13 (9) 13 (13) 0.62
CT 63 (43) 41 (40)
TT 69 (48) 48 (47)
IL-4Ra +1902 AA 84 (58) 60 (59) 0.62
AG 56 (39) 36 (35)
GG 503) 6 (6)
IL-12 -1188 AA 85 (59) 54 (53) 0.24
AC 55 (38) 42 (42)
cC 32 6 (6)
IFN-y +874 AA 40 (28) 32 (31) 0.85
AT 70 (49) 47 (46)
TT 32 (23) 23 (23)
TGF-B1 codon 10 CC 25 (17) 13 (13) 0.17
CT 66 (46) 61 (60)
TT 54 (37) 28 (27)
TGF-B1 codon 25 CC 1(1) 1(1) 0.76
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CG 20 (14) 11(11)
GG 124 (86) 90 (88)
TNF-o. -308 AA 1(1) 4 (4) 0.14
AG 29 (20) 25 (25)
GG 113 (79) 73 (72)
TNF-o. 238 AA 0 (0) 0 (0) 0.16
AG 14 (10) 5(5)
GG 129 (90) 97 (95)
IL-2 330 GG 15 (10) 12 (12) 0.95
GT 63 (44) 44 (43)
TT 65 (45) 46 (45)
IL-2 +166 GG 61 (43) 48 (47) 0.76
GT 62 (43) 42 (41)
TT 20 (14) 12 (12)
IL-4 -1098 GG 0 (0) 0 (0) 0.21
GT 22 (15) 10 (10)
TT 122 (85) 92 (90)
IL-4 -590 CcC 112 (78) 64 (63) 0.03
CT 27 (19) 34 (33)
TT 5@3) 44
IL-4 -33 CcC 112 (78) 64 (63) 0.03
CT 27 (19) 34 (33)
TT 5(3) 4(4)
IL-6 -174 CC 27 (19) 19 (19) 0.23
CG 72 (50) 41 (40)
GG 45 (31) 42 (41)
IL-6 nt565 AA 25 (17) 18 (18) 0.21
AG 73 (51) 41 (40)
GG 46 (32) 43 (42)
IL-10 -1082 AA 42 (29) 32 (31) 0.45
AG 83 (57) 51 (50)
GG 20 (14) 19 (19)
IL-10 -819 cC 74 (51) 56 (55) 0.82
CT 64 (44) 41 (40)
TT 7 (5) 5(5)
IL-10 -592 AA 7 (5) 5(5) 0.82
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AC

64 (44)

41 (40)

CC

74 (51)

56 (55)

Tabulka 4: distribuce IL-4 -590 a -33 genotypii u skupiny pacientek <35 let a >35 let;

srovndno s kontrolni skupinou (p = 0.09)

1L-4 -590 cC CT TT
N (%) N (%) N (%)

Kontroly 112 (78) 27 (19) 5@3)
Pacienti <35 let 25 (63) 13 (32) 2(5)
Pacienti >35 let 38 (61) 22 (36) 2(3)

1L-4 -33 CC CT TT
Kontroly 112 (78) 27 (19) 5@3)
Pacienti <35 let 25 (63) 13 (32) 2(5)
Pacienti >35 let 38 (61) 22 (36) 2(3)

Tab. 5: distribuce TNF-a -308 genotypu u skupiny pacientek <35 let a >35 let; srovndno

s kontrolni skupinou (p = 0.02)

TNF-a -308 AA AG GG

N (%) N (%) N (%)
Kontroly 1(1) 29 (20) 113 (79)
Pacienti <35 let 38 6 (15) 31 (77)
Pacienti >35 let 1(2) 20 (32) 41 (66)
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5. DISKUZE

Soucasnd odbornd literatura se opakované vénuje rozdilim v produkci nebo aktivité
cytokinl ve vztahu k zvySené vnimavosti nebo rezistenci k nejriiznéjSim infekénim procesim,
autoimunitnim chorobdm, nddorovym onemocnénim ¢i vztahu k rejekci transplantovanych
organti. Hypotéza mozné asociace genovych polymorfismu cytokind s predispozici k vzniku
d¢lozni myomatdzy vychazi ze skuteCnosti, Ze cytokiny (glykoproteiny, polypeptidy) jako
rustové faktory produkované lokdln¢ fibroblasty a myocyty, reguluji proliferaci a diferenciaci
téchto buné¢k a indukci syntézy extracelularni matrix mohou déle stimulovat rist myomu.

Cilem studie bylo najit moZzné genetické markery, které by slouZily jako vhodny
prognosticky faktor zvySeného rizika rozvoje déloZzni myomatdzy a prispét tak k optimalizaci
rizikovych faktorti a prognézy tohoto velmi castého onemocnéni. Podobé designovana studie
autorti z IKEM vysettila 30 pacienti s idiopatickou plicni fibrézou (intersticidlni plicni proces
s nekontrolovanou fibroprodukci) proti souboru 103 zdravych dobrovolnikii na genovy
polymorfismus podobného spektra cytokinii (Vasakova, 2006). Zminénd studie prokdzala
signifikantné vySsi frekvenci genotyplt CT v pozicich -590 a -33 promotoru genu pro IL-4 ve
skupin¢ pacientii s idiopatickou plicni fibrézou a podpofila tak ndzor na moZnou roli
genovych polymorfismil né€kterych cytokinl v etiopatogenezi této vazné choroby.

v souvislosti se vznikem d€lozni myomatézy jako je napf. role epidermal growth faktoru
(EGF) (Shimomura, 1998), transforming growth faktoru B (TGF-3) (Arici and Sozen, 2000) a
dalsich chemokinti a jejich receptorii (Syssoev, 2008). Arici 2000 kvantifikuje mnozstvi TGF-
B mRNA u 18 pacientek s déloZznimy myomy, které bylo signifikantné¢ vy$si nez TGF-§
mRNA v normédlnim myometriu 16 zdravych Zen. Stejny trend zvySené exprese mRNA
vykazovalo i méfeni mRNA fibronektinu v obou téchto skupinach. Sozen (2002) prokazal ve
své studii zvySenou expresi pouze v piipadé TGF a dile potvrdil mozZny regulacni vliv
estrogenil a progesteronu v expresi tohoto multifunkéniho cytokinu mezenchymélniho
puvodu. Za klicovou roli v patogenezi leiomyomu pak pokladd kromé cytokinii komponenty
extracelularni matrix jako jsou kolagen, fibronektin, proteoglykany, matrix metaloproteinazy
a jejich tkanové inhibitory. Naproti tomu literatura poskytuje mnoho dat podporujich
skutecnost, Ze jednonukleotidové polymorfismy (SNPs) mohou mit vliv na genovou expresi
konkrétnich cytokinii (Fishman, 1998; Smith & Humphries 2009).

V prezentovaném souboru jsme prokdzali moZnou souvislost mezi polymorfismem

promotoru genu pro IL-4, konkrétné v pozicich -590 C/T a -33 C/T, a rizikem vzniku myomu.
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Ptitomnost alely T na pozici -590 totiZ zvySuje expresi genu pro IL- 4 a je spojend s rostouci
koncentraci 1L-4 v séru (Rosenwasser & Borish, 1997). Naproti tomu piitomnost alely C
v této pozici vede ke sniZzené expresi genu. NaSe vysledky prezentuji niZsi frekvenci genotypu
CC ve skupin¢ pacientek s déloZznim myomem. MuzZeme nyni pouze teoretizovat o tom, co je
dtsledkem sledované souvislosti. 1L-4 byl popsdn jako potentni protizanétlivy cytokin
modulujici aktivaci fibroblastdl v nddorové tkdni a inhibujici tumorem aktivovanou
angiogenezi (Blankenstein, 2005). V naSem souboru zdravych kontrol jsme prokazali
signifikantné Castéjsi vyskyt pravé alely C, coZ by potvrzovalo predstavu, Ze zdravi jedinci
bez nadoru by vyssi koncentraci IL-4 v séru nepotiebovali. RovnéZ byla zkouména jeho role v
procesu inhibice a regrese nddorového procesu (Hock, 1994).

Naproti tomu Hsieh, 2007 také testoval mj. polymorfismus promotoru genu pro 1L-4
ve stejné pozici a kromé IL-12RB (vyssi frekvence genotypu GG u pacientek s myomy)
neprokazal ve skupiné svych pacientek asociaci se zvySenym vyskytem déloznich myomi.
MoZnym vysvétlenim rozporu mezi timto zdvérem a ndmi prezentovanymi vysledky je
skutecnost, Ze autor vySetfoval populaci premenopauzdlnich taiwanskych Zen, nikoli tedy nasi
kavkazskou populaci jako my.

Nase vysledky ukazuji i na moznou roli genového polymorfismu TNF-o na vzniku
ruznych infekénich a autoimunitnich chorobdch. Kromé vyse zminénych acinkl se uplatituje
pii regulaci exprese povrchovych receptorti vaskuldrnich endotelovych bunék napi. pro
VEGF. Mozna role VEGF v patogenezi myomu byla jizZ vySe zminéna. Popséna je také tloha
genu pro TNF-a v patogenezi tumorogeneze (Chouchane, 1997). NaSe studie prokdzala
rovnéZz vyssSi frekvenci distribuce genotypu AA polymorfismu TNF-a v pozici - 308 ve
skupin¢ mladsich pacientek. Je tfeba konstatovat, Zze budou potieba dalsi studie, které objasni,
jakou roli hraje TNF-a v etiologii a patogenezi dé€loZnich myomu. Skupina autorti v Cele
s Hsiehem v roce 2004 referuje ve své praci o signifikantné vyssi frekvenci pfitomnosti alely
G vpozici -308 u TNF-a genu ve skupiné taiwanskych premenopauzdlnich Zen s
leiomyomem (Hsieh, 2004). Tento vysledek jsme v nasi praci nepotvrdili, ale ani nevyvrétili.
V tvahu nutno vzit hlavné skutecnost jiz vySe zminéné etnické heterogenity vySetiovanych
polymorfismt, kde u taiwanské populace prevlada v pozici -308 alela G proti predominatni
alele A u evropské populace.

Litovkin a kol., 2007 ve své studii genového polymorfismu -174 G/C genu pro IL-6
uvadi, Ze tento SNP nenf rizikovym faktorem velkého vyznamu pro rakovinu prsu (ukrajinska

populace), nicméné popisuje jisty trend asociace mezi mutantni alelou C a ndchylnosti
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k déloZnimu leiomyomu. V nasi studii jsme tento trend nepotvrdili, pfestoze patiime do stejné

kavkazské populace.

6. ZAVER

Tato studie byla navrZena s cilem nalézt nové poznatky v oblasti predikce vyskytu a
diagnostiky délozni myomatézy a vysledky aplikovat v prevenci. NaSe prace jako prvni
analyzuje pomoci molekuldrné-genetickych metodik (PCR-SSP, sekvenovani) takto rozsahlé
spektrum nésledujicich cytokinl a jejich polymorfismi: interleukin IL-1a (=889 T/C), IL-1P
(-511 T/C a +3962 T/C), IL-1R (pst11970 C/T), IL-1RA (mspal11100 T/C), IL-4Ra (+1902
G/A), IL-12 (-1188 C/A), interferon (IFN)-y (+874 A/T), TGF-B1 (kod6n 10 C/T a kodén 25
G/C), tumor nekrotizujici faktor (TNF)-a (-308 G/A a —238 G/A), 1L-2 (=330 T/G a +166
G/T), IL-4 (-1098 T/G, =590 T/G a -33 T/C), IL-6 (-174 G/C a nt565 G/A) a IL-10 (-1082
G/A, =819 C/T a -592 C/A). Frekvence vétSiny testovanych SNP nedosdhla u pacientil
statisticky vyznamného rozdilu. Zaznamenali jsme ale zajimavy rozdil v distribuci genotypii
interleukinu 4. Genotyp CC v promotorové pozici -590 a -33 byl zastoupen u pacientek s
mensi frekvenci nez u kontrol (p=0,03). Mezi témito SNP je dokonce silnd vazebna
nerovnovaha (D#0). Prace ddle srovnavd pacientky s kontrolami po rozd€leni souboru
pacientek do dvou skupin dle jejich véku <35 a >35. Byl pozorovén stejny trend v nizsi
frekvenci genotypu CC v pozicich -590 a -33 u pacientek starSich 35 let (p=0,09), nikoliv
vSak u mladsich pacientek. Kromé IL-4 jsme zaznamenali rozdil v distribuci genotypil i u
genu TNFa (promotorovy SNP -308 A/G). Frekvence genotypu AA byla vyssi u pacientek
pod 35 let (p=0,02). Tento rozdil nebyl u starSich pacientek potvrzen (>35). Zavérem miiZeme
tedy konstatovat, Ze vysledky naSi prdce naznacCuji mozZnou souvislost mezi piitomnosti
nekterych genovych polymorfismt cytokini (IL-4, TNF-a) a zvySenym rizikem vzniku
d€lozni myomat6zy. Pochopitelné budou za potiebi dalsi vyzkumné projekty k objasnéni

mechanismu pisobeni vyse uvedenych souvislosti.

19



7. LITERATURA

10.

11.

Abbas A, Lichtman A, Pober J: Cellular and Molecular Immunology, 4th edn.
Philadelphia: W. B. Soundrs; 2000

Alam NA, Olpin S, Leigh, IM. Fumarate hydratase mutations and predisposition to
cutaneous leiomyomas, uterine leiomyomas and renal cancer. Br J Dermatol 2005;

153:11-17.

Arici A, Sozen I. Expression, menstrual cycle-dependent activation, and bimodal
mitogenic effect of transforming growtzh factor-betal in human myometrium and

leiomyoma. Am J Obstet Gynecol 2003;188:76-83.

Arici A, Sozen 1. Transforming growth factor-beta3 is expresse dat high levels in
leiomyoma where it stimulans fibronectin expression and cell proliferation. Fertil

Steril 2000;73:1006-11.

Bidwell J, Keen L, Gallagher G, et al. Cytokine gene polymorphism in human disease:

on-line databases. Genes Immun. 1999, 1, p. 1 -17.

Blankenstein, T. (2005) The role of tumor stroma in the interaction between tumor and

immune system. Curr. Opin. Immunol., 17, 180.

Flake, GP., Andersen, J., Dixon D.: Etiology and pathogenesis of sterine leiomyomas:

a review. Environ Health Prospect. 2003, 111(8), p. 1037-54

Fishman,D., Faulds,G., Jeffery,R., Mohamed-Ali,V., Yudkin,J.S., Humphries,S. &
Woo,P. (1998) The effect of novel polymorphisms in the interleukin-6 (IL-6) gene on
IL-6 transcription and plasma IL-6 levels, and an association with systemic-onset

juvenile chronic arthritis. J. Clin. Invest, 102, 1369.

Gross, K., Morton, C.: Genetics and the developement of fibroids. Clin Obstet
gynecol, 2001, 44, p. 335-349

Horeksi V, Bartunkova J: Zdklady imunologie, 2. vydani: Triton; 2002

Hsieh,Y.Y., Chang,C.C., Tsai,C.H., Lin,C.C. & Tsai,F.J. (2007) Interleukin (IL)-12
receptor betal codon 378 G homozygote and allele, but not IL-1 (beta-511 promoter,

20



12.

13

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

3953 exon 5, receptor antagonist), IL-2 114, IL-4-590 intron 3, IL-8 3'-UTR 2767, and
IL-18 105, are associated with higher susceptibility to leiomyoma. Fertil. Steril., 87,
886.

Hsieh,Y.Y., Chang,C.C., Tsai,F.J., Lin,C.C., Yeh,L.S. & Tsai,C.H. (2004) Tumor
necrosis factor-alpha-308 promoter and p53 codon 72 gene polymorphisms in women

with leiomyomas. Fertil. Steril., 82 Suppl 3, 1177.

. Hock,H., Dorsch,M., Richter,G., Kunzendorf,U., Kruger-Krasagakes,S.,

Blankenstein,T., Qin,Z. & Diamantstein,T. (1994) Tumor-cell-targeted cytokine gene

transfer in experimental models for cancer therapy. Nat. Immun., 13, 85.

Chouchane,L.., Ahmed,S.B., Baccouche,S. & Remadi,S. (1997) Polymorphism in the
tumor necrosis factor-alpha promotor region and in the heat shock protein 70 genes

associated with malignant tumors. Cancer, 80, 1489

Inagaki,N., Ung,L., Otani,T., Wilkinson,D. & Lopata,A. (2003) Uterine cavity matrix
metalloproteinases and cytokines in patients with leiomyoma, adenomyosis or

endometrial polyp. Eur. J. Obstet. Gynecol. Reprod. Biol., 111, 197.

Litovkin,K.V., Domenyuk,V.P., Bubnov,V.V. & Zaporozhan,V.N. (2007) Interleukin-
6 -174G/C polymorphism in breast cancer and uterine leiomyoma patients: a

population-based case control study. Exp. Oncol., 29, 295

Miéra M, Holub Z a kol. Délozni myomy. Moderni diagnostika a lécba. Grada
Publishing, a.s., 2009

Marshall LM, Spiegelman D, Barbieri RI, et al. Variation in the incidence of uterine
leiomyoma among premenopausal women by age and race. Obstet Gynecol

1997;90:963-73.

Rosenwasser,L..J. & Borish,L.. (1997) Genetics of atopy and asthma: the rationale
behind promoter-based candidate gene studies (IL-4 and IL-10). Am. J. Respir. Crit
Care Med., 156, S152.

Shastry BS. SNP alleles in human disease and evolution. J. Hum. Genet., 2002, 47, p.
561-566.

21



21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Shimomura,Y., Matsuo,H., Samoto,T. & Maruo,T. (1998) Up-regulation by
progesterone of proliferating cell nuclear antigen and epidermal growth factor

expression in human uterine leiomyoma. J. Clin. Endocrinol. Metab, 83, 2192.

Smith AJ, Humphries SE. Cytokine and cytokine receptor gene polymorphisms and
their functionality. Cytokine Growth Factor Rev. 2009, 20, p.43-59.

Sozen I, Arici A. Cellular biology of myomas: interaction of sex steroids with

cytokines and growtth factors. Obstet Gynecol Clin North Am 2006;33:41-58.

Sozen I, Arici. Interactions of cytokines, growth factors, and the extracellular matrix

in the cellular biology of uterine leiomyomata. Fertil Steril. 2002;78:1-12.

Syssoev,K.A., Kulagina,N.V., Chukhlovin,A.B., Morozova,E.B. & Totolian,A.A.
(2008) Expression of mRNA for chemokines and chemokine receptors in tissues of the

myometrium and uterine leiomyoma. Bull. Exp. Biol. Med., 145, 84.

Vasakova M, Striz 1, Slavcev A, Jandova S, Kolesar L, Sulc J. Th1/Th2 cytokine gene
polymorphisms in patient with idiopathic pulmonary fibrosis. Tissue Antigens 2006,

67 (3):229-32

Wallach EE, Vlahos NF. Uterine myomas: an overwiev of development, clinical

features, and management. Obstet Gynecol 2004;104:393-406.

22



8. PUBLIKACE S TEMATIKOU VZTAHUJICI SE K DISERTACNI PRACI

1.

2.

3.

4,

Sosna O, Kolesar L, Slavcev A, Skibova J, Fait T., Mara M., Striz I, Kuzel D.:
Th1/Th2 cytokine gene polymorphisms in patients with uterine fibroid. Folia Biol
(Praha). 2010;56(5):206-10. IF: 1,14

Sosna O, Kuzel D, Mara M.: Etiopathogenesis of uterine fibroid: current knowledge.
Ceska Gynekol. 2008 Jun;73(3):184-7. Review.

Mara M, Maskova J, Fucikova Z, Kuzel D, Belsan T, Sosna O.: Midterm clinical and
first reproductive resuslts of a randomized controlled trial comparing uterine fibroid
embolization and myomectomy.Cardiovasc Intervent Radiol. 2008 Jan-Feb;31(1):73-
85. Epub 2007 Oct 18. IF: 1,25

Mira M, Fucikova Z, Kuzel D, Sosna O, Dundr P, Kriz P, Koryntova D.: Enucleation
of intramural uterine fibroids in women at fertile age: midterm resuslts of prospective

clinical trials. Ceska Gynekol. 2006 Jan;71(1):16-24.

9. SEZNAM PUBLIKACI S TEMATIKOU BEZ VZTAHU K DISERATACNI PRACI

1.

4.

Kuzel D, Horak P, Hrazdirova L, Kubinova K, Sosna O, Mara M.: ,,See and Treat
hysteroscopy after missed abortion. Minim Invasive Ther Allied Technol. 2010
Jan;20(1):14-7. IF: 1,611

Kuzel D, Weiss P, Kubinova K, Maskova L, Sosna O, Bartosova L, Hordk P, Téth D,
Fanta M, Madra M.: Sexual functions after laparoscopically assisted vaginal
hysterectomy (LAVH) and total laparoscopic hysterectomy (TLH) in preoparatively
asymptomatic women. Ceska Gynekol. 2009 Apr;74(2):130-7.

Kuzel D, Té6th D, Fucikova Z, Bartosova L, Mara M, Hruskova H, Fanta M, Zizka Z,
Sosna O, Kubinova K, Dohnalova A.: Uterine arteries doppler velocitometry provides
3-years follow up endometrial ablation outcome. Prague Med Rep. 2008;109(2-
3):166-74.

Janota J., Pomyje J., Toth D., Sosna O., Zivny J., Kuzel D., Stranak Z., Necas E.,
Zivny JH.: Expression of angiopeotic factors in normal and type-I diabetes placenta: a

pilot study. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol., 111(2), p. 153-156, 2003 . IF: 1,565

23



10.

11.

Binder T, Salaj P, Sosna O, Héjek Z.: The May-Hegglin anomaly in pregnancy. 2 case
reports. Ceska Gynekol. 2003 Oct;68(5):330-3.

Krejci V, Lindner J, Hijek Z, Sosna O, Bldha J, Zouhar T, Zivny J.: Massive
pulmonary embolism after delivery by cesarean section. Ceska Gynekol. 2002
Jan;67(1):35-8.

Sosna O, Zivny JH, Necas E, Fait T, Zivny J.: Impaired developement of
uteroplacental circulation. Ceska Gynekol. 2002 Jul;67(4):226-9. Review.

Sosna O., Matous B.: Papillomavirové infekce v gynekologii a porodnictvi.
Gynekolog, 10, 2001, p. 71-74

Fait T., Sosna O.: Management pfed¢asného porodu. Medicina v Praxi, 3, 2001, p. 71-
73

Fait T., Sosna O.: Um¢l€ ukonceni t€hotenstvi v prvnim trimestru. Moderni
gynekologie a porodnictvi, 10, p. 181-185, 2001

Sosna O., Patizek A., Fait T.: Intrauterinni smrt plodu. Diagéza, 43, 2000, p. 7

24



