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Abstrakt

Béhem téhotenstvi se matetfsky organismus musi vypoiadat s ptitomnosti cizorodych
paterndlnich antigenil, umoZznit a podporovat v sobé vyvoj semialogenniho plodu, a pfitom
zachovat svou obranyschopnost vi¢i patogentim. Tento stav umozituje dynamicka rovnovaha
komplexnich imuno-endokrinnich interakei. Na tolerogennim nastaveni matei'ského organismu
v t¢hotenstvi se podili mnozstvi bunck se specifickymi vlastnostmi. Velmi vyznamnou je
populace T regulac¢nich lymfocyti (Treg). Mnozstvi Treg v pribéhu t€hotenstvi fyziologicky
stoupa a jejich pokles je spojen s porodem terminovym i pied€asnym. PiedCasny porod
predstavuje zavazny socioekonomicky problém, ktery se celosvétoveé tyka ptiblizné 10 %
porodu. V ptipad¢ zvySeného rizika predCasného porodu se v klinické praxi s uspéchem
vyuziva podavani progesteronu. Jednou z hypotéz je, ze progesteron indukuje zvySeni populace

Treg a touto cestou oddaluje ptfedcasny porod.

Cilem diplomové prace bylo sledovat vliv progesteronové terapie in vivo na mnozstvi
a funkéni vlastnosti CD4"CD25"FoxP3 Helios™" Treg a ovéfit, zda dlouhodobé vagindlni
podavani progesteronu pozitivné koreluje se zvySenim poctu Treg. Dal§im cilem bylo zjistit,

zda progesteron podporuje vznik Treg a tvorbu imunoregulacnich cytokinti in vitro.

Hlavni pouzitou metodou je prutokova cytometrie. Analyzovany byly vzorky ziskané
opakovanymi odbéry periferni krve téhotnych zen s vysokym rizikem pted¢asného porodu,
kterym lékat indikoval uZivani progesteronu. Neméné vyznamnou ¢asti prace byla kultivace
frakce mononuklearnich leukocytt izolované z krve zdravych net€hotnych Zen s progesteronem
in vitro. Koncentrace cytokinli (TGF-B, transformujici ristovy faktor § a IL-10, interleukin 10)
byla detekovana ve vzorcich krevni plazmy i v supernatantech bunécnych kultur pomoci

metody ELISA.

Vliv progesteronové terapie na zvySeni poctu Treg ani schopnost progesteronu
indukovat Treg in vitro se nepodafilo prokazat. Nelze vyloucit, ze progesteron ovliviiuje
funk¢ni vlastnosti Treg (expresi molekul s regulacnimi vlastnostmi). Jednim z hlavnich limitd
prace je nedostatek vzorkli periferni krve téhotnych zen, pfedevS§im pak nedostatek
opakovanych odbérii dilezitych pro sledovani dynamiky Treg jednotlivych zen. Je také mozné,

ze progesteron oddaluje pfed¢asny porod jinymi cestami nezavislymi na Treg.
Kli¢ova slova:
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Abstract

During pregnancy, the maternal organism has to cope with the presence of foreign
paternal antigens, allow and support the development of a semialogenic fetus, while
maintaining its defense against pathogens. This condition is achieved by a dynamic balance
of complex immuno-endocrine interactions. A number of cells with specific properties
contributes to the tolerogenic setting during pregnancy. Very important role plays the
population of T regulatory lymphocytes (Treg). Treg levels increase physiologically during
pregnancy and their decline is associated with term and preterm labor. Premature birth
1s a serious socio-economic problem, affecting around 10 % of births worldwide. In the case
of increased risk of premature labor, progesterone administration has been successfully used
in clinical practice. One hypothesis says that progesterone induces an increase in Treg

population and delays premature labor in this way.

The aim of the thesis was to monitor the effect of progesterone therapy in vivo
on the amount and functional properties of CD4"CD25FoxP3*Helios"" Treg and to verify
whether long-term vaginal administration of progesterone positively correlates with an increase
in Treg counts. Another goal was to determine whether progesterone promotes Treg generation

and the production of immunoregulatory cytokines in vitro.

The main method used is flow cytometry. The samples obtained by repeated collection
of peripheral blood of pregnant women at high risk of premature birth, where the doctor
indicated the use of progesterone, were analyzed. An equally important part of this study was
the cultivation of a mononuclear cell fraction isolated from the blood of healthy non-pregnant
women with progesterone in vitro. Cytokine concentrations (TGF-B, transforming growth
factor B and IL-10, interleukin 10) were detected in both blood plasma and cell culture

supernatants by ELISA.

The effect of progesterone therapy on Treg increase and progesterone's ability to induce
Treg in vitro have not been demonstrated. It cannot be excluded that progesterone affects
the functional properties of Treg (expression of molecules with regulatory properties). One
of the main limitations of the study was an inability to obtain sufficient number of peripheral
blood samples of pregnant women, especially in the case of repeated donations. These are
important for monitoring the dynamics of Treg in individual women. It is also possible that

progesterone postpones premature birth by other mechanisms independent on Treg.

Keywords: regulatory T cells, progesterone, preterm labor, FoxP3, Helios, IL-10, TGF-3
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Seznam zkratek

APC — antigen presenting cells, antigen
prezentujici buniky

BSA — bovine serum albumin, hovézi
sérovy albumin

CD - cluster of differentiation
DC — dendritic cells, dendritické bunky

EDTA — ethylenediaminetetraacetic acid,
ethylendiamintetraoctova kyselina

ELISA — enzyme-linked immunosorbent
assay

FBS — fetal bovine serum, fetalni teleci
sérum

FoxP3 — forkhead box P3
FSB — Flow cytometry Staining Buffer
FSC — forward scatter, pfimy rozptyl

GFP — green fluorescent protein, zeleny
fluorescencni protein

GR - glucocorticoid receptor,
glukokortikoidovy receptor

hCG — human chorionic gonadotropin,
lidsky choriovy gonadotropin

HLA — human leukocyte antigen

IDO — indolamin 2,3 dioxygenaza,
indoleamine 2,3dioxygenase

IFN-y — interferon vy
IL — interleukin

iTreg — induced Treg, indukované T
regulacni lymfocyty

IUGR — intrauterine growth restriction,
intrauterinni riistova restrikce

MHC — major histocompatibility complex,
hlavni histokompatibilni komplex

mPR — membrane progesterone receptor,
membranovy progesteronovy receptor

NICE — National Institute for Health and
Care Excellence

NK — natural killer cells, NK buiiky

NKT — natural killer T cells, NKT
lymfocyty

nPR — nuclear progesterone receptor,
jaderny membranovy receptor

nTreg — natural Treg, ptirozené T regulacni
lymfocyty

PBMC — peripheral blood mononuclear
cells, mononuklearni bunky periferni krve

PBS — phosphate buffered saline,
fyziologicky roztok pufrovany fosfaty

PD-1 — programmed cell death 1
PDL-1 — programmed cell death 1 ligand

PGRMC — progesterone receptor
membrane component

PIBF — progesterone induced blocking
factor

pPROM — preterm prelabour rupture of
membranes, predCasny odtok vody plodové
pfed terminem porodu

rh — recombinant human, rekombinantni
lidsky

RU-486 — mifepriston
SSC — side scatter, bo¢ni rozptyl

TGF-B — transforming growth factor f3,
transformujici ristovy faktor 3

Th — helper T cells, pomocné T lymfocyty
TNF-a — tumor necrosis factor o

Treg — regulatory T cells, T regulaéni
lymfocyty

tt — tyden t¢hotenstvi

uNK — uterine natural killer cells, délozni
NK bunky

WHO — World Health Organization,
Svétova zdravotnicka organizace



1 Uvod

Té&hotenstvi predstavuje imunologicky velmi specificky stav, béhem kterého se uvnitt
matcina téla vyviji plod, ktery je semialogenni, v ptipadé ndhradniho matefstvi nebo pouZiti
darovanych vajicek dokonce alogenni. Bunky a tkané vyvijejici se z oplozeného vajicka
produkuji cizi paternalni antigeny, plod neni vSak odhojen, je naopak vyzivovéan a chranén.
Pfitom imunitni reakce v t¢hotenstvi nemohou byt potlaceny na ukor obranyschopnosti
matefského organismu. Rust plodu je regulovan, nedochazi ani k toleranci antigenti plodu
obecné, to by vedlo k poskozeni tkani matky imunokompetentnimi bunkami plodu. Jedna

se o toleranci pouze v kontextu t€hotenstvi, tzv. fetomaternalni toleranci.

Uspé&$nou reprodukci umoziuje rovnovéha komplexnich imuno-endokrinnich interakci.
Lokaln¢ (intrauterinn€) 1 v celém téle se na tolerogennim nastaveni v t¢hotenstvi podili
mnozstvi bun€k se specifickymi vlastnostmi. Th1/Th2/Th17/Treg paradigma popisuje posun
od prozanétlivych imunitnich reakci dtlezitych béhem implantace blastocysty, smérem
k tolerogennimu prosttedi v pribchu téhotenstvi az k porodu, ktery se da charakterizovat opét
jako druh zanétlivého procesu. Porucha téchto procesit souvisi s rlznymi patologiemi

reprodukce od poruch plodnosti az po ptedcasny porod.

Pted¢asny porod je zavazny a aktudlni problém, se kterym se potykaji rozvojové
irozvinuté zemé svéta. Nezname spolehlivy znak umoznujici v€as diagnostikovat bliZici
se pred¢asny porod, ani zpusob, jak predcasny porod zastavit ¢i dostatecné spolehlivé oddalit.
Zvysené riziko pfedCasného porodu se stanovuje na zaklad¢€ zkraceni déloZniho hrdla anebo

dalSich ptiznaki a béznou terapii pii tomto riziku je vaginalni podavani progesteronu.

Progesteron je jeden z hlavnich hormont Zenského reprodukéniho cyklu a hlavni
hormon pusobici pfestavbu tkani a dalSi zmény v téhotenstvi. Pfipravuje délozni sliznici
na implantaci blastocysty, spousti diferenciaci stromalnich bun¢k v decidudlni (decidualizaci),
stabilizuje interakce plodu s délohou. Bylo popsdno mnoho cest, kterymi plisobi na imunitni
buiky a zvySuje zastoupeni jejich tolerogennich fenotypd. Jednou z hypotéz je, ze zplsobuje

zvyseni populace T regulac¢nich lymfocyti (Treg) a timto zplisobem oddaluje pred¢asny porod.

Treg plsobi na ostatni builky nejen fetomaternalniho rozhrani a pomahaji navozovat
specifické cytokinové prostredi. V toleranci t€hotenstvi hraji klicovou roli, 1 kratkodoby pokles

hladiny Treg je spojen s pfed¢asnym porodem. Studie vénujici se dynamice Treg v t€¢hotenstvi



a mechanismim piisobeni progesteronu jsou rozporuplné a neni dosud dostatek klinickych

studii in vivo. Problematika interakce progesteronu a Treg v t¢hotenstvi vyzaduje dal$i vyzkum.

2 Soucasny stav poznani

2.1 Imunologie téhotenstvi
2.1.1 Fetomaternalni rozhrani

V téhotenstvi se vyviji dvé zékladni skupiny bunck semialogenniho pivodu:
embryoblast, ze kterého se pozdéji vyviji vlastni plod, a trofoblast, vnéjs$i masa bunék, ze které
vznikaji plodové obaly a velka c¢ast placenty. Hranice mezi tkanémi matky a tkanémi plodu
neboli fetomaternalni rozhrani, je tvofeno délozni sliznici a trofoblastem, z jehoZz ¢asti vznikaji
na sebe ptiléhajici plodové obaly — vnéj$i chorion a vnitini amnion. Amniochoriovd membrana

je v tésném anatomickém a funkénim kontaktu s délozni sliznici (viz obr. 1).

Maternal bloed in Chorionic villus
intervillous space

Spiral endometrial arteries

Umbilical cord Decidua basalis

Chorionic plate

Amniochorionic
membrane

Amnion - Uterine cavity

Smooth chorion
Mucous plug

Decidua parietalis
Vagina

Obrazek 1: Plod, placenta a plodové obaly v kontaktu s déloZni sliznici. Choriové
klky pronikaji hluboko do sliznice a jsou omyvany materskou krvi uvolnénou ze spiralnich
arterii. Prevzato z: (Moore et al., 2019)

Délozni sliznice v téhotenstvi (a také na konci sekrec¢ni faze menstrua¢niho cyklu) ma

specifické vlastnosti a nazyvd se decidua. Decidua je tvofena velkymi polyedrickymi



(mnohosténnymi) decidudlnimi buitkami, zajistuje vyménu plynd, Zivin a zplodin a po porodu
se odlucuje. V misté implantace blastocysty a invaze trofoblastu do délozni stény pozdé&ji vznika
placenta. Je tvotfena ¢asti decidui zvanou decidua basalis a chorionem, ktery v tomto misté

vytvaii choriové klky (Cunningham et al., 2014).

Nedochézi k miseni krevnich obé&hd, ale plod savci neni od téla matky zcela izolovan.
Ptes fetomaternalni rozhrani mohou obousmérné prochdzet nejen alogenni antigeny, ale 1 celé
bunky, které jsou schopny v druhém organismu nasledné dlouhodobé ptezivat (Ebrahim and

Leach, 2016).

Rada experimentii ukazuje, 7e fetdlni buiky v téle matky migruji do mist, kde
se vyskytuje patologie, maji schopnost diferencovat do daného bunétného typu a tuto tkan
reparovat. Nej€astéji se jedna o mysi/krysi modely, s vyuzitim samce homozygotniho pro GFP
(green fluorescent protein). Fluorescencni fetalni buiiky se poté nachazi s nejvyssi koncentraci
pravé v misté experimentalniho poskozeni biezi samice. Diferencuji napt. do kardiomyocytt,
cozZ je pozorovano i u lidi. Fetalni kmenové bunky se vyplavuji do krve nedlouho po poceti
a usidluji se v mnoha riznych organech, piekonavaji i hematoencefalickou bariéru a mohou
v mozku dlouhodobé pietrvavat. Vznika tak chimérismus feto-maternalni, maternalné-fetalni
(v€etné bunék pripadnych predchozich déti/embryi, sourozenct matky) ptipadné fetalné-fetalni
(1 z bun€k zaniklého dvojcete). Zda se, Ze jisty stupent feto-maternalniho chimérismu je nutny
pro uspésné t&€hotenstvi, nebot’ pomaha navodit toleranci plodu, naopak pokud je fetalnich
bun¢k v téle matky pftili§ mnoho, zvysuje se po porodu riziko rozvoje autoimunity (Boddy et

al., 2015).

Zaroven intrauterinni prostfedi neni sterilni, jak se dlouho ptedpokladalo, placenta
a délozni sliznice jsou osidleny svou specifickou mikrobiotou i béhem fyziologického
té¢hotenstvi. Jeji sloZzeni je zménéné (dysbidza) u raznych patologii tehotenstvi. Zanét
plodovych obali a placenty (chorioamnionitida) je spojen s vyraznym rizikem potratu
¢i pred¢asného porodu a zvySenou morbiditou a mortalitou déti i matek. VSechny faktory
vedouci ke vzniku tohoto zanétu vsak jest¢ nejsou dostateCné zndmy, zménéné slozeni
mikrobioty bylo identifikovano i u Zen s fyziologickym té¢hotenstvim rodicich v terminu (Pelzer

etal., 2017).

Vaginalni, délozni i stfevni mikrobiota zeny se méni v zavislosti na gestacnim staii
a vlivech vnéjsiho prostfedi. Vaginalni mikrobiotu zdravych zen v reprodukénim véku tvoii

predevsim bakterie rodu Lactobacillus (zhruba z 85 %), které vytvaii kyselé pH (mezi 3,5 a 4,5)



a hraji klicovou roli v ochrané proti patogeniim. Stabilita a mnoZstvi bakterii rodu Lactobacillus
je ovlivnéna hormondlné a meéni se béhem menstruacniho cyklu. Estrogen zpisobuje
uvolnovani glykogenu, jehoz produkty tyto bakterie pouziji ve fermenta¢nim procesu
k vytvareni kyseliny mlécné a udrzovani nizkého pH. Placenta produkuje mnoZstvi estrogenu,
coz vede ke zvySeni populace rodu Lactobacillus ve vagindlni mikrobioté v téhotenstvi,
zastoupeni jednotlivych druhti se viak méni. Castd je také piitomnost Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus epidermidis a Escherichia coli. Jako rizikova dysbidza se projevuje zvyseni

bakterii Mycoplasma a Ureaplasma (Taddei et al., 2018).

Hormonalni a imunologické faktory proménuji béhem téhotenstvi také slozeni stfevni
mikrobioty. Stfevni mikrobiota souvisi se zdravym priibéhem té€hotenstvi. Napt. zvyseni poctu
mikroorganismil produkujicich butyrat v pocatku t€¢hotenstvi mtize ptispivat ke zvysSeni poctu
T regulacnich lymfocyti, a tim se podilet na ochrané plodu pfed maternalni rejekci. Vyraznéjsi
zmény ve slozeni nastdvaji béhem tretiho trimestru. Vys$si mnozstvi bakterii Actinobacteria
a Proteobacteria Phyla v tomto trimestru odpovidaji také mikrobiotdm, které se vyskytuji
u obéznich jedincii. Metabolické zmény pozorované u Zen béhem zdravého téhotenstvi jsou
velmi podobné zmé&nam u pacientli s metabolickym syndromem (vysoka adipozita, zvySeni
hmotnosti a inzulinové rezistence). Nizka diverzita a dysbioza stfevniho mikrobiomu muiize vést
k produkci prozanétlivych markera a podilet se na patologiich téhotenstvi v¢etné predcasného
porodu. S pred¢asnym porodem je spojeno napf. snizené mnoZstvi bakterii Bifidobacterium

a Streptococcus (Dahl et al., 2017).

N¢ékolik nedavnych studii popisuje bakterialni kolonizaci placenty, plodovych obali,
plodové vody i1 mekonia (prvni stolice plodu/ditéte). Slozeni intrauterinni mikrobioty
se u zdravého t€hotenstvi podoba mikrobioté vaginalni a ordlni. Predpokladd se pienos
mikrobioty ze stfev (viz obr. 2). VétSina studii vénujici se mikrobioté v t¢hotenstvi se zamétuje
na souvislost spfedCasnym porodem. Pied¢asny porod je davan do asociace
s vyskytem bakterii Ureaplasma, Megaesphera phylotype, Gardnerella vaginalis, Mycoplasma
aj. Ukazuji se ale také etnické rozdily ve sloZeni mikrobioty piedcasné rodicich Zen (Taddei et

al., 2018).
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Obrazek 2: Znazornéni vitahit v ramci maternalniho mikrobiomu. Soucasné poznatky
o zdravém, resp. dysbiotickém osidlent strev, pochvy a délozni dutiny v téhotenstvi. Do délohy

se dostavaji bakterie z mikrobioty vaginalni a velmi pravdeépodobné také stievni. Prevzato
z Taddei et al., 2018.

Intrauterinni mikrobiota zasluhuje dal§i vyzkum. N¢kteti autofi zpochybnuji
fyziologickou intrauterinni pfitomnost bakterii nebo jejich Zivotnost. Poukazuji na mozZnosti
kontaminace vzorkll a nedostate¢nou kontrolu kontaminace, pouziti molekuldrnich metod
s nedostateCnym detekénim limitem pro studium mikrobidlnich populaci s nizkou biomasou,
rozdily mezi détmi narozenymi vaginalné a cisafskym fezem, mechanismy branici priniku

bakterii deciduou a chybnou interpretaci dat (Lauder et al., 2016; Perez-Mufoz et al., 2017).

Béhem tcéhotenstvi mizeme nejen na fetomaterndlnim rozhrani rozliSit tfi faze:
prozéanétlivou implantaci, decidualizaci a zacatek placentace, protizanétlivou homeostazu
druhého a tfetiho trimestru a porod opét jako zéanétlivy proces. Mnozstvi, lokalizace
a pfedev§im vlastnosti imunitnich bun¢k se v priitbéhu t€hotenstvi a porodu vyrazné¢ meéni

(Gomez-Lopez et al., 2014; Keelan, 2018).

Decidua obsahuje mnoho riznych typti bunék, jeji slozeni se 1i8i v zavislosti na stadiu
téhotenstvi. Je tvofena stromdlnimi decidudlnimi buiky, které wvznikly diferenciaci
bun¢k endometria (slizniéni vrstva dé€lohy), je vyrazné osidlena leukocyty a velka cast
dalezitych imunologickych jevil se odehrava prave zde. Vice nez 30 % bunék decidui exprimuje

spolecny leukocytarni antigen CDA45. Hlavnimi populacemi leukocytli v decidui jsou:



ulNK (uterinni NK buiiky), makrofagy, dendritické buniky a T lymfocyty. Vétsina leukocytt

v decidui ma odlisné vlastnosti — jsou vice tolerogenni (Chen et al., 2012).

U lidi dochazi k hlubokému pronikani trofoblastu do délozni stény. Jedna
se o tzv. hemochoridlni typ placentace, u kterého choriové klky placenty rozrusuji endotel cév
matetfského organismu a jsou piimo omyvany matetskou krvi. To umoziuje vyménu plynt
azivin s fetadlni krvi v kapilarach ve stfedu choriovych klkd. Invazivni extravilézni
(tj. v prostoru mimo choriové klky) bunky trofoblastu v pribéhu téhotenstvi transformuji
spirdlni arterie tak, aby byl zajiStén plynuly tok krve s nizkym odporem. Extravilozni bunky
trofoblastu pronikaji do délozni stény, pfes endometrium az do myometria (stfedni — svalova
vrstva délozni stény; viz obr. 3) a jsou v t€sném kontaktu s maternalnimi imunitnimi bunikami.
Nedostatecna invaze trofoblastu vede k nizkému pratoku krve placentou, intrauterinnim
rustovym retardacim (IUGR, intrauterine growth restriction) a hypoxii plodu. Timto zpisobem
je nejéastéji vysvétlovana etiologie preeklampsie, postihujici druhy s hemochorialni placentaci

(Burton and Fowden, 2015; Cunningham et al., 2014).

Interstitial extravillous trophoblast

/ Endovascular extravillous trophoblast
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Spiral artery
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Obrazek 3: Extravilozni trofoblast. Buiiky extravilozniho trofoblastu pronikaji do tkani
délohy a transformuji spirdlni arterie v priibéhu tehotenstvi tak, aby vznikl tok krve s nizkym
odporem. Prevzato z: (Cunningham et al., 2014)

2.1.2 Mechanismy tolerance

Zdarny pritbéh tehotenstvi vyZzaduje pozoruhodnou rovnovahu imunologické reaktivity

a tolerance, ta je zajiSténa mnoha riznymi zpiisoby na stran¢ trofoblastu, matky i plodu.

V pfimém kontaktu s maternadlnimi tkanémi jsou predevSim builky trofoblastu.
Trofoblast pfedstavuje imunoprivilegovanou tkan. Ma& pozoruhodné neutrdlni antigenni

identitu, specifickou expresi HLA (human leukocyte antigen) a schopnost vyhybat



se cytotoxické aktivité NK (natural killer) bunék. Buiiky lidského trofoblastu exprimuji jednu
molekulu z klasickych MHC (major histocompatibility complex) Ia molekul (HLA-C)
a v§echny tfi molekuly z neklasickych molekul MHC Ib (HLA-E, -F, a -G). Exprese klasickych
MHC molekul I. ttidy HLA-A a -B bunkami trofoblastu by vedla k rychlé reakci maternalnich
T lymfocytl na cizi antigeny, absence molekul MHC 1. tfidy by vedla k aktivaci maternalnich
NK. Neklasické MHC Ib zabraiiuji aktivaci T lymfocytl a inhibuji cytotoxickou aktivitu NK
(Chen et al., 2012).

Interakce mezi HLA-C a NK pravdépodobné usnadniuji invazi trofoblastu do maternalni
tkan¢. Gen HLA-C je mirn¢ polymorfni a mohl by stimulovat maternalni reakci proti plodu.
Pokud plod nese odliSnou alelu HLA-C, béhem téhotenstvi se skutecné zvySuje procento
aktivovanych T lymfocytl v decidudlni tkani. Zaroven se béhem tehotenstvi pii neshodném
HLA-C zvySuje mnozstvi Treg, ve srovnani s t&€hotenstvimi s odpovidajicim HLA-C. To
naznacuje, ze decidualni T bunky specificky rozpoznévaji fetdlni HLA-C, ale destruktivni
imunitni odpovédi brani Treg a dal$i mechanismy. Alelické rozdily na HLA-C lokusu podle

vSeho nejsou faktorem ptispivajicim k potratim/ptedcasnym porodim (Tilburgs et al., 2009).

HLA-G je na fetomaternalnim rozhrani exprimovan v mnoha izoformach, jeho volné
formy jsou pfitomny také v plodové vodé€ a krevnim ob&hu matky, ovliviiuje Siroké mnozstvi
bunék. Potlacuje proliferaci a cytotoxicitu NK, jejich migraci a produkci IFNy (interferon vy).
Po vazbé na HLA-G na povrchu bunék trofoblastu se spusti diferenciace NK v tolerogenni tzv.
uterinni NK (uNK, uterine natural killer). U cytotoxickych T lymfocytt HLA-G snizuje
produkci molekuly CD8 a muze vyvolat i jejich apoptéozu. U pomocnych T lymfocytt (Th,
helper T cells) snizuje proliferaci a indukuje vznik tolerogenniho fenotypu. HLA-G inaktivuje
také dendritické buniky (DC, dendritic cells) a ovliviiuje cytokinovou produkei, napt. stimuluje
produkci TGF-B (transforming growth factor ) u monocytti (Hunt et al., 2006) i cytokinu IL-
10 (interleukin 10), ktery potlacuje aloreaktivitu (Norwitz et al., 2001).

Buniky trofoblastu v prvnim trimestru té¢hotenstvi exprimuji cytoplazmatickou formu
Fas ligandu, ktery konstitutivné uvolituji a plisobi tim apoptézu efektorovych T lymfocyti

(Abrahams et al., 2004).

Zda se, Ze trofoblast i buniky decidui produkuji také enzym IDO (indoleamine 2,3-
dioxygenase), ktery odbourava tryptofan a tim brani aktivaci T lymfocytl (Chang et al., 2018).
Pro tuspéSnou implantaci blastocysty jsou vyznamné procesy angiogeneze a diferenciace

trofoblastu. Tyto procesy jsou fizeny progesteronem a vyznamné se na nich podili imunitni



systém (viz obr. 4), piedevsim IL-1 a 6 (IL, interleukin), vaskuldrni endotelidlni ristovy faktor
(VEGF, vascular endothelial growth factor), placentarni ristovy faktor (PGF, placental growth
factor), leukemicky inhibi¢ni faktor (LIF, leukemia inhibitory factor), heparin vazajici
epidermalni ristovy faktor (HB-EGF, heparin-binding EGF-like growth factor) a TGF-B
(Norwitz et al., 2001).

Amniotic
Cytotrophoblast cavity
Yolk sac

Syncytiotrophoblast

Obrazek 4: Proces implantace embrya zhruba 14 dni po koncepci. Syncytiotrofoblast
produkuje hCG (human chorionic gonadotropin), ten stimuluje produkci progesteronu zlutym
teliskem a progesteron ridi procesy angiogeneze. Cytotrofoblast proriista do tkané a svou
specifickou antigenni prezentaci, produkci indolamin dioxygendzy a cytokinovou produkci
vytvari tolerogenni prostredi. Prevzato z (Norwitz et al., 2001).

VEGF — vaskularni endotelialni ristovy faktor, HLA-G — lidsky leukocytdrni antigen



Mechanismy tolerance na stran¢ matky

Predevsim pod vlivem progesteronu a dalSich hormonti se méni mnozstvi a vlastnosti
imunitnich bunék matetského organismu a produkce cytokinii a chemokinii nejen imunitnimi
zacina koncentrovat mnozstvi imunitnich bunék s tolerogennim fenotypem a pokud dojde
k oplodnéni a téhotenstvi, jejich hladiny dale stoupaji. Naproti tomu aktivita vétSiny

efektorovych leukocytt je potlacena, a to zejména lokaln¢ v déloze (Schumacher et al., 2014).

ulNK jsou nejéetnéjsi z leukocyti v decidui v ranném téhotenstvi. Oproti klasickym NK,
jejichZ hladina v periferni krvi v t€hotenstvi klesa, nevykazuji cytotoxickou aktivitu. Reguluji

pronikani trofoblastu do decidui a remodelaci spiralnich arterii.

Dalsi vyraznou populaci v decidui jsou makrofagy. Tyto makrofagy vykazuji
tolerogenni M2 fenotyp, mimo jiné maji snizenou produkci IL-12, zvySenou produkci

antagonisty IL-1 a argindzy, kterd brani syntéze oxidu dusnatého (Chen et al., 2012).

Tolerogenni vlastnosti v decidui maji 1 DC, n¢kdy také nazyvané jako uterinni
¢i decidualni. Cast této populace tvoii DC nezralé nebo jen asteéné zralé, ¢ast produkuje
vysoké hladiny IL-10 (DC-10 cells). Vyvolavaji aktivaci a proliferaci Treg a Treg udrzuji
tolerogenni fenotyp DC. Interakce DC a Treg jsou tedy vzajemné, coz je v siti imunologickych

reakci v téhotenstvi typické (Ghaebi et al., 2017).

Vyznamnou roli v t€hotenstvi hraji T lymfocyty, lokdIn€ i v ramci celého organismu.
Pomocné T lymfocyty maji nékolik podskupin odlisnych vlastnosti, dtlezitou roli hraji Thl
a Th2 lymfocyty. Th1 lymfocyty produku;ji IL-2 a IFN-y a aktivuji bunéény typ imunitni reakce,
Th2 lymfocyty produkujici IL-4, IL-5 a IL-13, jsou soucasti humorélni odpovédi. Th1l a Th2
sméfovani imunitni reakce jsou vzajemné v opozici, cytokiny produkované Thl inhibuji Th2
a naopak. Ve zdravém organismu jsou oba typy v rovnovaze. V 80. a 90. letech byla maternalni
tolerance v té¢hotenstvi vysvétlovana dominanci Th2 odpoveédi nad Th1 odpovédi, tzv. Th1/Th2
paradigmatem. Ve fyziologickém téhotenstvi je Th2 skute¢né predominantnim typem odpovédi
(vlivem progesteronu), ovSem k vysvétleni tolerance téhotenstvi toto paradigma neni
dostacujici, proto bylo rozsifeno na Th1l/Th2/Th17/Treg paradigma. Thl7 produkuji
prozanétlivy IL-17 a ve fyziologické gravidité jejich mnozstvi v periferni krvi klesa, zatimco
hladina Treg stoupa. Pievaha Th1 ¢i Th17 a nedostatek Th2 ¢i Treg jsou spojeny s preeklampsii,
pfed¢asnym porodem a dalSimi patologiemi (Saito et al., 2010). Na Treg se zamétuji v dalsi

kapitole.



Th1/Th2/Th17/Treg paradigma neplati bez vyhrad. Th1/Th2 rovnovaha je dynamicka,
béhem implantace blastocysty v pocatku te€hotenstvi pievazuje Thl prozanétlivy profil,
uzitecny pii remodelaci cév. Thl odpovéd’ pievazuje také v obdobi porodu (Mor et al., 2011).
Ptekvapivé vyssi mnozstvi Th17 v d€loze oproti periferni krvi, mize byt vysvétleno roli v boji

proti extracelularnim bakteriim a houbovym patogentim (Saito et al., 2011).

T lymfocyty mizeme rozdélit podle fetézcu jejich TCR (T-cell receptor) na vétSinoveé
afy T lymfocyty a menSinové yo T lymfocyty. Mnozstvi y0 T lymfocyti v decidui a periferni
krvi v pribéhu zdravého tehotenstvi stoupd, v pfipadé alogenniho téhotenstvi vice nez
v piipad¢ syngenniho. Produkuji vysoké hladiny IL-10 a TGF-B, ¢imz podporuji toleranci
téhotenstvi (Ghaebi et al., 2017).

NKT (natural killer T cells) pfedstavuji specifickou populaci lymfocytl spojujici
vlastnosti NK a T lymfocytii. Nebyly nalezeny v déloze mimo téhotenstvi, béhem ranného
téhotenstvi vSak jejich pocet stoupa. Jejich aktivace zpusobuje potrat/predcasny porod (Ghaebi

etal., 2017).

B lymfocyty pod vlivem Th2 cytokini produkuji zvySené mnozstvi asymetrickych
protilatek. Tyto protilatky maji na jedné ze svych Fab oblasti oligosacharidové zbytky, které
znemoziuji aktivaci efektorovych mechanismii imunity. Vazi se na paternalni antigeny a brani
tak vazbé klasickych protilatek. V decidui je také populace B regulacnich lymfocytl, ktera
produkuje vysoké hladiny IL-10, ¢imz mimo jiné inhibuje produkci TNF-a efektorovymi

T lymfocyty (Fettke et al., 2014).
2.2 T regula¢ni lymfocyty

Treg popsal v roce 1995 Sakaguchi et al. a zavedl také jejich oznaceni, prestoze jiz v 70.
letech byla popisovana populace supresorovych T lymfocytt, lymfocytl s pivodem v thymu,
které reguluji ostatni imunitni buiikky a maji schopnost ptisobit imunosupresivné (Gershon and
Kondo, 1970). Sakaguchi a jeho tym popsali Treg jako populaci s povrchovymi znaky
CD (cluster of differentiation) 4 a CD25 (a fetézec vysokoafinniho receptoru pro IL-2).
Na mys$im modelu prokazali, ze pii depleci Treg se rozviji §kala organovych i systémovych
autoimunitnich onemocnéni, zatimco pfidanim Treg po transplantaci 1ze potlacit reakcei proti
alogennimu §té€pu. Jejich prace ukazala vyznam této populace pro udrzovani centralni tolerance

vici télu vlastnim tkdnim (Sakaguchi et al., 1995).

10



U lidi trpicich IPEX (immunodysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-linked)
syndromem a mysSich mutantl ,,scurfy” byla na chromozomu X objevena mutace v genu
pro transkripéni faktor FoxP3 (forkhead box P3) (Wildin et al., 2001). Exprese FoxP3 je
vyznamnym intracelularnim znakem pro identifikaci Treg. Odstranéni FoxP3 prostfednictvim
retroviru vedlo ve zralych Treg ke ztraté supresivni funkce a ziskani vlastnosti efektorovych
T lymfocyti. To naznacuje, ze pro udrzeni fenotypu Treg je nezbytnd kontinudlni exprese

FoxP3 (Williams and Rudensky, 2007).

Pro béZznou klinickou praxi je detekce intracelularniho znaku pfili§ néaro¢na,
intraceluldrni znaceni také nelze pouzit pro izolaci Treg do funk¢nich studii. Samotné znaky
CD4 a CD25 nejsou pro urceni Treg dostatecné, CD25 je exprimovan i na béznych
T lymfocytech. Vyuziva se tedy jesté kombinace se znaCenim CD127. CD127 je a-fetézec
receptoru pro IL-7. Efektorové T lymfocyty maji vysokou expresi CD127, zatimco pro Treg je
typickd nizkd mira exprese CDI127, popt. k expresi vibec nedochdzi. Znaceni
CD4'CD25*CD!?7%"~  yychazi v porovnani sjinym povrchovym znadenim jako
nejefektivnéjsi. Takto znaCené bunky maji vysokou miru exprese FoxP3 a korelace

s CD4"CD25 Foxp3" znagenim (Yu et al., 2012).

Dalsimi znaky Treg jsou CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4), GITR
(glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor family related gene), GARP
(glycoprotein A repetitions predominant), PD-1 (programmed cell death 1), ICOS (inducible
T cell costimulator), 0X40, CD62L, CD45RO (Sakaguchi et al., 2010).

CD4"CD25 FoxP3" Treg lze dale rozdélit na piirozené (nTreg, natural Treg)
a indukované (iTreg, iduced Treg). nTreg vznikaji v thymu, zatimco 1Treg vznikaji na periferii
vlivem cytokinového prostiedi, piedevsim pisobenim TGF-B, které dokaze v naivnich CD4"
lymfocytech indukovat expresi FoxP3 (Gabrysova et al., 2011). iTreg mohou byt indukovany
také in vitro. Do skupiny iTreg dale patii podskupina Trl, charakterizovana velkou produkci

IL-10 a podskupina Th3, kterd produkuje TGF-f (Schumacher and Zenclussen, 2014).

Pro rozliSeni populaci nTreg a iTreg byva vyuZivan transkripcni faktor Helios z rodiny
Ikaros. Helios exprimuji nTreg pochazejici z thymu, zatimco pii diferenciaci iTreg k indukci

exprese Helios nedochazi (Thornton et al., 2010).
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2.2.1 T regula¢ni lymfocyty v reprodukci

Treg tvoii okolo 14 % z CD4" T lymfocyt v decidui (Chen et al., 2012). Hladina Treg
stoupd jiz v obdobi ovulace a jejich pfitomnost je diileZita pro plodnost. Diagndza opakovaného
potraceni je spojend s podobné nizkymi hladinami Treg ve folikuldrni i lutedlni fazi
menstruacniho cyklu, zaroven srovnatelnymi s hladinami u Zen po menopauze (Arruvito et al.,
2007). U zen s idiopatickou neplodnosti je detekovatelnd snizena exprese FoxP3 (Jasper et al.,

2006).

K dal$imu nértstu Treg dochézi po kontaktu se seminalni tekutinou. Seminalni tekutina
obsahuje TGFB, PGE2 (prostaglandin E2) a paternalni antigeny, pfipravuje tak délohu
na implantaci embrya (viz obr. 5). Opakované vystaveni samiciho traktu aloantigeniim
v semindlni tekutin€ vede k (pro t€hotenstvi zadoucimu) zvySovani antigen-specifické populace
Treg 1 v ptipadé, Ze nedojde k oplozeni. Implantace embrya a vznik trofoblastu vede k dalSimu

nartstu Treg (Robertson et al., 2013).
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Obrazek 5: Schéma naristu populace Treg v reprodukcénim traktu. V dobé ovulace
estrogen zvysuje expresi FoxP3 u T [ymfocytii a expresi chemokinii CCL3, CCL4 a CCL5

v déloze. Po ovulaci pusobi progesteron rozsireni populace Treg prostrednictvim jadernych

progesteronovych receptori. Pri koitu se do reprodukcniho traktu dostava semenna tekutina

spolu s paternalnimi aloantigeny, TGF-f a PGE2, coz pod vlivem CCL19 vede k chemotaxi

a maturaci tolerogennich dendritickych bunék (DC) a dalsi expanzi jiz antigen-specifickych
Treg v lymfatickych uzlinach delohy. Po implantaci uvoliuje trofoblast dalsi aloantigeny,

cytokiny a chemokin CCLA4, coz pusobi jako chemotaxe a indukce pro dalsi Treg.
Prevzato z: (Robertson et al., 2013)

E2 — estrogen; P4 — progesteron;, CCL — chemokinovy (C-C motiv) ligand; Ag —
antigen; TGF-p — transformujici rustovy faktor p; PGE2 — prostaglandin E2
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Po kontaktu s paternalnimi antigeny v semindlni tekutiné a v tc¢hotenstvi zlstava
mnozstvi pamétovych T lymfocytl véetné Treg, které indukuji toleranci v ptfipadé dalSich
téhotenstvi se stejnymi aloantigeny (viz obr. 6). Piestoze diive panovalo presvédceni, ze Treg
po konci imunitni reakce prochazi apoptézou, nyni se ukazuje, ze vznikaji populace
pamétovych Treg, schopnych v organismu dlouhodobé pieZivat. Znaceni pamétovych Treg
byva pouzita kombinace znadeni Treg (CD25" CD127"°%"FoxP3") a znakii pamétovych bungk
(CD45RO" and CD45RA") (Kieffer et al., 2019).
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Obrazek 6: Vznik pamét’ovych T lymfocytit véetné Treg, po kontaktu s paterndlnimi
antigeny v semindlni tekutiné a béhem téhotenstvi. Pamétove Treg napomahaji navozeni
tolerance v dalsich tehotenstvich a jejich mnozZstvi s nimi naruistd.

Prevzato z: (Kieffer et al., 2019)

Rowe a kolektiv ukazali vyznam pamétovych Treg na mySich modelech. Populace
pamétovych Treg se vyrazné zvysila s dalSim téhotenstvim. V ptipadé, ze byly pamétové Treg
odstranény, dochézelo k CastéjSimu vstiebani mysiho embrya. Populace pamétovych Treg je
tedy diilezita pro regulaci sekundarni odpovédi vii€i paterndlnim antigenim (Rowe et al., 2012).
Pozitivni ptinos pamét'ovych Treg je pravdépodobné pfedevsim ve stfedni ¢asti téhotenstvi. Pro
uspésné udrzeni tehotenstvi po pouziti technik asistované reprodukce se ukazaly jako
vyhodnéjsi naopak nizsi hladiny pamétovych Treg (Schlossberger et al., 2013). Jina studie

ulidi zase ukézala souvislost vysokych hladin pamétovych Treg v ranném téhotenstvi

a preeklampsie (Nguyen et al., 2017).
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Zpusob vzniku antigenni specifity Treg zajiStujicich fetalni toleranci je predmétem
vyzkumti. Zda se, Ze hlavni roli hraji na periferii (v reprodukénim traktu) indukované iTreg.
Pti depleci iTreg u mysich modeld dochdzi k potratim, nasledné odstranéni nTreg mnozstvi
potratll jiz déale nezvySuje. Pro indukci antigen specifickych Treg je podle vSeho dilezitd
spoluprace uNK a decidudlnich DC, které prezentuji paternalni aloantigeny (Ruocco et al.,

2014).

Doposud neni zcela ziejmé, zda s patogenezi preeklampsie souvisi snizeni celkového
mnozstvi Treg nebo pouze Treg specifickych pro paterndlni antigeny. Tsuda a kolektiv ukazali,
ze v ptipad¢ preeklampsie je snizena klonalni expanze Treg v decidui (viz obr. 7), coz je
v souladu s presvédcenim, ze pfi¢inou preeklampsie je nedostatecnd tolerance paterndlnich
antigent. Hlavni populaci efektorovych Treg v decidui v pocatku téhotenstvi jsou nTreg,
k jejich poklesu pii preeklampsii nedoslo. To naznacuje, ze klonalné expandované Treg mohou

byt iTreg (Tsuda et al., 2018).
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Obrazek 7: Schéma znazoriujici aktudlni pohled na fyziologické a patologické zastoupeni
Treg v periferni krvi a decidui v pritbéhu lidského téhotenstvi. Klonalni expanzi
efektorovych Treg autori pozorovali pouze v decidui, nikoli v periferni krvi. V pripade potratu
(plodu bez chromozomalnich aberaci) je snizeny pocet decidualnich efektorovych Treg,

v pripadé preeklampsie je nizsi klonalni expanze v decidui. Prevzato z: (Tsuda et al., 2019)
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Béhem fyziologického té€hotenstvi dochédzi k rychlému naristu CD4+CD25+Foxp3+
Treg béhem prvniho trimestru, jejich mnozstvi vrcholi v prubéhu druhého trimestru a v tetim
trimestru zac¢ind mirn¢ klesat. S vyraznym poklesem Treg je spojen pied¢asny porod i porod
v terminu. Pokles Treg je vyraznéjsi u zen po vaginalnim porodu resp. akutnim cisaiském fezu
oproti Zenam s planovanym cisafskym fezem, ktery je proveden Zendm bez rozb¢hlého procesu
porodu (Xiong et al., 2010). Na zdklad¢ nizké hladiny Treg lze stanovit také zvySené riziko
potratu (Winger and Reed, 2011).

Plsobeni Treg na fetomaternalnim rozhrani

Treg produkuji cytokiny IL-10 a TGF-B, potlacuji efektorové T a B lymfocyty, DC
a makrofagy, ¢imz navozuji tolerogenni prostiedi na fetomaternalnim rozhrani (Clark and
Chaouat, 2012; Kieffer et al., 2019). Studie, v ramci které byly pfesunuty Treg bfezich mysi
mySim trpicim opakovanymi potraty, ukdzala, ze Treg vytvaii toto imunoprotektivni
mikroprostifedi prostfednictim vysokych hladin TGF-B, LIF a HO-1 (Heme oxygenase 1)
(Zenclussen et al., 2006).

V pocatku téhotenstvi je i diky plisobeni progesteronu LIF jednim z prevladajicich
cytokinll v placenté. Je dulezity pro invazi trofoblastu a sprdvnou remodelaci spirdlnich arterii
(Winship et al., 2015). Polymorfismus jednoho nukleotidu v genu pro LIF u lidskych Treg je
spojen s idiopatickymi opakovanymi potraty (Sharif et al., 2016).

Jak jiz bylo zminéno u popisu tolerogennich vlastnosti trofoblastu, diileZitym procesem
v toleranci tehotenstvi je rozklad tryptofanu enzymem IDO. DC produkuji IDO a nésledny
pokles mnozstvi tryptofanu vede k potlaceni reakci efektorovych T lymfoctyt. CTLA-4 ma
schopnost po vazbé na receptor B7 stimulovat v APC (antigen prezentujici buiiky) expresi IDO
(Fallarino et al., 2003). Béhem fyziologického t&hotenstvi méa populace CD4"CD25 Mg v lidské
decidui vysokou miru exprese CTLA-4, zatimco CD4"CD25"e" populace v periferni krvi
CTLA neexprimuje. SniZena exprese CTLA-4 u decidudlnich CD4"CD25 hig" Treg je spojena
s potratem (Sasaki et al., 2004).

Transmembranovy protein PD-1 (programmed cell death 1) zrodiny B7-CD28 je
koinhibi¢ni molekula exprimovéna fadou aktivovanych imunitnich bunék: T lymfocyty (CD4+,
CD8+, NKT-like, Treg), B lymfocyty, monocyty a DC. PDL (programmed cell death ligand)-1
je exprimovan 1 vraznych tkanich na periferii. Vazba PD-1/PDL-1 vede k inhibici
efektorovych bunék. Ukazuje se, Ze PD-1 (programmed cell death 1) a jeho ligand PDL-1 hraji

vyznamnou roli v toleranci t€hotenstvi. Exprese PDL-1 lidskymi decidualnimi Treg a dalSimi
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buitkami v decidui je béhem tchotenstvi zvysena (Meggyes et al., 2019). PD-1/PDL-1 draha
potlacuje Th17 a podporuje Treg. Na fetomaterndlnim rozhrani zen s preeklampsii byla
pozorovana snizena exprese PD-1 a PD-L1 vedouci k poruseni Th17/Treg rovnovahy (Zhang

etal., 2018).

V téhotenstvi hraje roli také produkce regulacni molekuly Galectinl, kterd reguluje
aktivaci a produkci cytokini T lymfocytii, plisobi apoptéozu efektorovych T lymfocytt

a inhibuje bunécny rist (Ghaebi et al., 2017). Plsobeni Treg v t€hotenstvi shrnuje obrazek 8.

dCO14 Call

Obrazek 8: Mechanismy Treg zajist ujici fetomaterndlni toleranci.

Treg produkuji IL-10 a TGF, ¢imz potlacuji efektorové lymfocyty. Dale produkuji LIF a
HO-1. Interakce CTLA-4 na povrchu Treg a B7 na DC vyvolava u DC produkci IDO a
Stepeni tryptofanu, coz vede k potlacent aktivity T lymfocytii. (Decidudlni NK také produkuji
TGFEf a zpusobuji prostrednictvim IFNy produkci IDO u CD14" monocytit). TGF-f a IDO
vede k diferenciaci Treg. Galectin-1 Treg puisobi apoptozu aktivovanych T lymfocytii a
produkci IL-10 u DC, interakce PD1/PD-L1 udrzuji rovnovahu Thl/Th2/Thl7/Treg
paradigmatu. Prevzato z: (Ghaebi et al., 2017)

TGF-p: transformujici rustovy faktor p, IL: interleukin, PDL: Programmed death-ligand,
PD-1: Programmed cell death protein 1, LIF: leukemicky inhibicni faktor, HO-1: Heme
oxygenase-1, IFNy: interferon y, IDO: Indoleamine 2,3-dioxygenase, CTLA-4: Cytotoxic T-
lymphocyte-associated protein 4, Treg: T regulacni lymfocyt, Beff: efektorovy B lymfocyt,
Th: pomocny T lamfocyt, dNK: decidudalni NK buiika, dACD14+ cell: decidudalni CD14" burika,
DC: dendriticka bunka, Foxp3: Forkhead box protein P3
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2.3 Piedcéasny porod

Ptedcasny porod je definovan jako porod pted ukoncenym 37. tt (tydnem tehotenstvi).
Dle dosazeného gestacniho tydne lze porod rozdélit na mirné¢ predcasny (32.-37. tt), velmi
predcasny (28.-31. tt) a extrémné predcasny (pod 28. tt). Déle je mozné rozlisit porod pozdné
predCasny (34.-37. tt). Rizika pfedcasného porodu jsou vyssi s nizSim gesta¢nim tydnem,
v soucasnosti jsou vSak uzndvéana také rizika porodu v 37. a 38. tt oproti porodu v 40. tt
(Blencowe et al., 2013). Podle zpiisobu porodu rozliSujeme ptredc¢asny porod spontanni, ktery
tvofi okolo 70 % ptedCasnych porodi, a porod I¢kaisky vedeny, tzv. iatrogenni, indukovany
¢1 vedeny cisafskym fezem, kterych je okolo 30 %, tento pomér se vSak li§i v jednotlivych

statech a regionech (Vogel et al., 2018).

Celosvétova incidence predasného porodu je okolo 10 % a stoupa. Zemé& s nizkymi
a sttednimi piijmy ptedstavuji vétSinu pfedCasné narozenych déti na svété¢ — 60% piedCasné
narozenych se vyskytuje v subsaharskych africkych nebo jihoasijskych zemich (viz obr. 9)
(Vogel et al., 2018). Kazdy rok se ptfedcasn¢ narodi odhadem 15 miliont déti a 1 milion na
nasledky komplikaci pfed¢asného porodu zemie. Pfed¢asny porod je hlavni pfi¢inou neonatalni
mortality, kterd méa v soucasnosti vyznamny podil na imrtnosti déti do 5 let. Pfedcasny porod

tak byl v roce 2015 nejcastéjsi pfi¢inou umrti déti v kategorii do véku 5 let (Liu et al., 2016).
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the world’s preterm
births by rank:
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3. Nigeria

4. Pakistan

5. Indonesia

6. United States of

o America
° ¢ |7. Bangladesh
oo 8. Philippines
Number of preterm births, 9. Dem: Rep. of Congo
year 2010 10. Brazil
<5 000
5000 - <10 000

[ 10000 - < 50 000
Il 50 000 - < 100 000 0 1500 2500 5,000 kilometers
Il 100 000 - < 250 000 [ ] Data not available I —
Il 250 000 or more Not applicable
The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression of any opinion whatsoever Data Source: World Health Organization e P' World Health
on the part of the World Health Organization concerning the legal status of any country, territory, city or area or of its authorities, Map Production: Public Health Information Pl Grganization
or concerning the delimitation of its frontiers or boundaries. Dotted lines on maps represent approximate border lines for which and Geographic Information Systems (GIS)
there may not yet be full agreement. World Health Organization ©WHO 2012. All rights reserved.
Source: Blencowe et al National, regional and worldwide estimates of preterm birth rates in the year 2010 with time trends since 1990 for selected countries: a ic analysis and ications.

Note: preterm birth numbers by country are available on the accompanying wall chart.
Not applicable= non WHO Members State

Obrazek 9: Znazornéni poctu piedcasnych porodit v jednotlivych zemich v roce 2010.
Prevzato z: (Purisch and Gyamfi-Bannerman, 2017)
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Pted¢asné narozenym détem hrozi zavazné komplikace: patologie dychaciho a traviciho
traktu, sepse, neurologické poruchy (krvaceni, mozkova obrna, hypoxie, nekrozy), potize
s krmenim. Mezi dlouhodobymi nésledky spojenymi s pted¢asnym porodem jsou specifické
poruchy uceni, dyslexie, kardiovaskularni onemocnéni, hyperaktivita, poruchy motoriky,
snizena kapacita plic, astma, poruchy zraku a sluchu. Pfed¢asny porod piedstavuje
psychosocialni z4téz rodin a také ekonomickou z4téz rodin a spolecnosti. Pfed¢asné narozené
déti si nesou fadu nasledkd, pti¢emz nékterd jejich onemocnéni piedstavuji zatéz i pro generaci

jejich vlastnich potomki (Vogel et al., 2018).

WHO (Svétova zdravotnickd organizace) zaradila predasny porod mezi 10 prioritnich

vyzkumnych cili do roku 2025 (Medley et al., 2018).

Podil ped¢asné narozenych déti v CR klesa, v roce 2018 se narodilo 7,2 % déti s nizkou

porodni hmotnosti (pod 2500 graml), kter je nejéastéji diisledkem predEasného porodu.!

Riziko ptedCasného porodu u asymptomatickych téhotnych Zen je stanovovéano
na zaklad¢é anamnestickych udajii a délky dé€loZzniho hrdla. Rizikové faktory mizeme rozdélit
na ovlivnitelné a neovlivnitelné. Mezi neovlivnitelné rizikové faktory patii: ,,pfedchozi
pfedcasny porod, afroamericka rasa, vék nad 18 nebo pod 40 let, Spatnd vyZiva, nizka télesna
hmotnost ptfed téhotenstvim, nizky socioekonomicky status, vykony na d€loznim hrdle,
anatomické anomalie dé€lohy, pfedcasné zkraceni a dilatace hrdla délohy, nadmérné rozepjata
déloha (viceCetna téhotenstvi, polyhydramnion), onemocnéni parodontu. Ovlivnitelnymi
rizikovymi faktory jsou: ,,koufeni, abuzus drog, chybéjici prenatalni péce, kratky interval mezi

porody, anémie, infekce mocovych cest, stres t¢hotné* (Kacerovsky et al., 2017).

Doporuc¢ené klinické postupy pro prevenci a management pied¢asného porodu
se v riiznych statech se lisi. Shrnuti 46 doporucenych postupti vytvoienych v letech 2013-2017
ukézalo minimalné 70 % shodu v nasledujicich doporucenich: screening délky délozniho hrdla
urizikovych Zen, kratkodobd tokolyza (umoznujici piipravu plodu k porodu), podavani
steroidll pro maturaci plic plodu, magnesium sulfatu pro neuroprotekci plodu a antibiotik Zendm

s pfedCasnym odtokem plodové vody. Postupy se shodovaly v doporuceni vaginéalniho

1 Tiskova zprava Ministerstva zdravotnictvi CR, publikovano 12.06.2019, dostupné z:
http://www.mzcr.cz/dokumenty/v%C2%A0roce-2018-klesl-pocet-predcasnych-porodu-a-cisarskych-
rezuukazala-data-ze-vs 17429 3970 1.html
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podavani progesteronu asymptomatickym t€hotnym se zkracenym déloznim hrdlem (<20 mm)
pted 24. tt. V dalSich doporucenich tykajicich se podavani progesteronu byl nesoulad, postupy
se napt. neshodovaly v otdzce, zda podavat progesteron zenam s nezkracenym déloznim hrdlem

a pfedchozim predCasnym porodem v anamnéze (Medley et al., 2018).

Screening délky délozniho hrdla pomoci ultrasonografické sondy (cervikometrie) je
v souCasnosti nejuzivan¢j$i metodou pro diagnostiku rizika ptredCasného porodu.
Za inkompetenci délozniho hrdla je oznacovano zkraceni funkéni délky délozniho hrdla pod
25 mm a/nebo dilatace délozniho hrdla vice nez 1 cm v celém rozsahu (tzv. kompletni
funneling) (Crane and Hutchens, 2008). Pro predikci pted¢asného porodu se dle doporuceni
v CR pouziva ,transvaginalné ultrazvukem zjisténé funkéni zkraceni dé&lozniho hrdla
(<25mm) do 30. tt“ (Kacerovsky et al., 2017). Screening délky d¢lozniho hrdla
u asymptomatickych Zen s jednocetnym tehotenstvim je doporucovan u rizikovych Zen (tzn.
ptedevsim v ptipad¢ ptedchozich pred¢asnych porodi/potratii v anamnéze). PloSny screening
vSech asymptomatickych téhotnych Zen v mezinarodnich doporucenich nefiguruje, nejevi

se jako efektivni. Ve Francii nebo Velké Britanii, kde je mira pfed¢asného porodu kolem 7,4

.....

V soucasnosti je zndmo, Ze vyznamnou roli v prubéhu pfedcasného i1 terminového
porodu hraji prozanétlivé procesy. V placenté pred¢asné rodicich Zen je nejcasteji detekovanou
bakterii Ureoplasma a mira zanétu je pfimo umérnd mnoZstvi této bakterie (Sweeney et al.,

2016).

Intrauterinni infekce je vyznamnou pticinou pred¢asného porodu, vétSina piedCasnych
porodl s intrauterinni zanétlivou aktivaci vSak neni spojena s infekci. ZatéZz matetského
organismu se v priab&hu té¢hotenstvi zvysuje, vlivem endokrinnich, metabolickych, fyzikalnich
a biochemickych faktori a postupem vede az k porodu. Riiznost v povaze, sile a naCasovani
téchto faktort je urcujici pro pravdépodobnost pfedcasného porodu (viz obr. 10). Patologické
prozanétlivé faktory (infekce, oxidacni stres, starnuti a reakce proti aloantigenim plodu) mohou
vyvolat pred¢asny porod, ¢asto prostrednictvim béznych signalnich drah. Kli¢ovou roli pro
pribéh t€hotenstvi, imunologickou toleranci €1 zanétlivou aktivaci a nacasovani porodu hraje

progesteron (Keelan, 2018).
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Obrazek 10: Schéma vitahu mezi prozanétlivou zatéZi v téhotenstvi, funkénim poklesem
progesteronu a ndstupem porodni ¢innosti. S postupem tehotenstvi stoupa zatéz materského
organismu a velikost zanétlivého podnétu nutna k prekonani viivu progesteronu klesa.
Zaneétliva aktivace miuize byt fyziologicka i patologicka, pricemz s niz§im gestacnim starim
tehotenstvi je vyssi pravdépodobnost patologické priciny. Stupen zatéze a bod, kdy je
prekondn viiv progesteronu, ovliviiuje vice faktorii, napr. starnuti tkani, zkraceni telomer,
obezita, diabetes, dubioza, oxidacni stres, zrani plodu aj. Prevzato z: (Keelan, 2018)

2.4 Progesteron

Progesteron (pregn-4-en-3,20-dion, P4) je steroidni pohlavni hormon, ktery se podili
predevsim na vzniku, udrzeni a rozvoji t€hotenstvi. Od této progestacni role je odvozen 1 jeho
samotny nazev, pochazejici z latinského pro gestationem (pro téhotenstvi). Déle se podili
na regulaci zenského ¢i sami¢iho reprodukcniho cyklu, ale ma i fadu dalSich funkei, mize byt
oznacovan 1 jako neurosteroid. Roku 1933 Allen popsal molekuldrni vzorec progesteronu.
Zakladem vSech steroidnich hormont je steran ze 17 uhlikii tvofici 4 cykly. Progesteron patii
do skupiny gestagent, jejichz kostra ¢ita 21 uhlikl (viz obr. 11). Je syntetizovan z cholesterolu

(viz obr. 9) ptedevsim buitkami Zlutého téliska (Taraborrelli, 2015).

20



Obrazek 11: Chemicka struktura progesteronu. Prevzato z:
https://www.siemaaldrich.com/catalog/product/siema/p0130? lang=en&region=CZ

Progesteron koluje cévnim fecistem véazdn na bilkovinné nosice sérovy albumin
a transkortin (corticosteroid binding globulin). V jatrech je rychle metabolizovan — inaktivovan
konjugaci s kyselinou glukuronovou. Hlavnim metabolitem progesteronu je pregnandiol,
metabolity jsou vylouceny moci. Ma nizkou biologickou dostupnost a kratky biologicky
polocas rozpadu. Kvili aktivnimu metabolizmu v jatrech je per os podavani progesteronu velmi
malo u¢inné a vyzaduje zvySené davkovani. Pii vagindlnim podavani se dostava do dé€lohy

a pusobi tak lokaln€, jen malo prostupuje do krevniho ob&hu (Taraborrelli, 2015).

Pted ovulaci produkuji progesteron folikularni buniky ovarii obklopujici zrajici oocyt.
Po uvolnéni oocytu (ovulaci) se folikul proméni ve Zzluté télisko (corpus luteum), které
produkuje progesteron ve vyssi mife. V prib&hu menstrua¢niho cyklu tedy stoupa hladina
progesteronu v dobé& ovulace, zlstava zvysSend v nasledujici lutedlni fazi cyklu (viz obr. 12)
a ptipravuje délozni sliznici na mozné t€hotenstvi. V pripadée téhotenstvi hCG (human chorionic
gonadotropin) produkovany po uhnizdéni blastocysty syncitiotrofoblastem udrzuje existenci
zlutého téliska a jeho produkci progesteronu az do zhruba 8. tt, kdy produkci progesteronu
postupné piebira placenta. Hladina progesteronu béhem lidského téhotenstvi stale stoupd, jeho
pokles by vedl ke spusténi potratu resp. (piedCasného) porodu. Po spontanni koncepci
s embryem ulozenym v dutin¢ délozni by hladina progesteronu v séru méla byt cca 20-25 ng/ml

(Cunningham et al., 2014).

Progesteron vytvaii prostfedi vhodné pro implantaci embrya a udrzeni téhotenstvi.
Ovliviiyje vétsinu procestt morfologické prestavby tkani v pocatku téhotenstvi, fidi preménu
bun¢k déloZni stény v builkky decidudlni (decidualizaci) a angiogenezi. Stimuluje produkci
HLA-G bunikami trofoblastu. V pozd¢€jsim te¢hotenstvi tlumi délozni stahy (Szekeres-Bartho et

al., 2009). Podporuje dominanci Th2 nastaveni, potlatuje produkci zanétlivych cytokint
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a alogenni reakce (Chen et al., 2012). Progesteron ma kli¢ovy vliv na celou fadu populaci
imunitnich bunék. Stimuluje vznik a udrzeni jejich tolerogennich fenotypii (viz kapitola 2.1.2
Mechanismy tolerance) a tidi jejich piesun do délohy prostfednictvim chemokint (Szekeres-

Bartho et al., 2009).
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Obrazek 12: Pribéh menstruacniho cyklu (Cunningham et al., 2014)

Své pusobeni progesteron realizuje mnoha zplsoby. D4 se rozdélit na genomové
pusobeni, negenomové piimé, prostiednictvim klasickych i neklasickych receptorti, i neptimé
pusobeni prostfednictvim neklasickych receptorii a interakci. Po prichodu do bunky pilisobi
jako transkrip€ni faktor vazbou na své klasické jaderné receptory nPR (nuclear progesterone
receptor). Zakladni izoformy nPR, nPR-A a nPR-B, maji odlisné plisobeni, negativni zpétnou
vazbou plisobi proti sob¢ a udrzuji se v dynamické rovnovaze (Rekawiecki et al., 2008). Déle
se muze progesteron vazat na cytoplazmatické frakce nPR a dal$i mimojaderné izoformy PR,
membranové progesteronové receptory mPR (membrane progesterone receptor) a-g, PGRMC
(progesterone receptor membrane component) 1,2 1 jiné receptory: GABA-A (y-aminobutyric

acid), MAP2 (mikrotubule-associated protein 2), 61R (sigma 1 receptor), OXTR (oxytocin
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receptor) atd. Pisobi pomoci drah cAMP/PKA (cyclic adenosine monophosphate/protein
kinase A), Ca2"/PKC (protein kinase C), c-SRC/MAPK (mitogen-activated protein kinase),
PI3K/AKT (phosphoinositide 3-kinase/AKT) a dalSich (Garg et al., 2017; Grimm et al., 2016;
Kowalik et al., 2013; Valadez-Cosmes et al., 2016).

Velkou ¢ast plisobeni progesteronu zprostiedkovava molekula PIBF (progesterone
induced blocking factor). Tvorbu PIBF progesteron indukuje v trofoblastu, coz napomah4 jeho
invazi do endometria (Miko et al., 2011). PIBF v téhotenstvi také inhibuje cytotoxicitu NK
(Hudic¢ et al., 2015).

U lidi béhem zacatku porodu nedochazi ke snizeni koncentrace progesteronu, ale
k omezeni jeho funkci, funkénimu poklesu. Tento komplexni fenomén neni jesté zcela popsan,
zda se, ze progesteron v jadrech bunék myometria (svalova vrstva délohy) je odbouravan

pomoci aktivace enzymu 200HSD (20a hydroxysteroid dehydrogenase) (Keelan, 2018).
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Obrazek 13: Piisobeni progesteronu v téhotenstvi a funkcni pokles progesteronu pii porodu
prostrednictvim 20aHSD (20 alpha hydroxysteroid dehydrogenase). CAP, contractile-
associated proteins; PG, prostaglandiny; PR, progesteronovy receptor;, mPR, membrdnovy
progesteronovy receptor; P4, progesteron. Prevzato z: (Keelan, 2018)
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2.5 Vliv progesteronu na T regula¢ni lymfocyty

Progesteron plisobi na diferenciaci, proliferaci, migraci a supresivni funkénost Treg.
Plisobi na né¢ pfimo pomoci svych receptorti i nepiimo prostfednictvim interakci s jinymi
tolerogennimi bunécnymi populacemi v decidui. Vliv progesteronu je zavisly nejen na jeho

koncentraci, ale také na kapacité receptora cilovych bun¢k.

Fyziologické hladiny progesteronu indukuji pfeménu CD4'CD25 v CD4'CD25"
T lymfocyty a stimuluji v nich expresi FoxP3 a IL-10. Tim progesteron zplisobuje vyrazny
narast populace Treg v déloze i v periferni krvi, predev§im v poloviné t€hotenstvi u mysi. Tyto
Gginky, zjisténé u mysi in vivo i pfi kultivaci CD4'CD25  izolovanych z mysi sleziny
s progesteronem in vitro, blokuje ptidani RU-486 in vitro a injekéni podani RU-486
(mifepriston) in vivo nasledné navic vyvold potrat. RU-486 je antagonista progesteronu,
predstavuje ucinnou latku v tzv. potratové pilulce. Potratu predchéazi snizeni exprese FoxP3
a IL-10, pokles mnozstvi CD4"CD25" populace a vzestup prozanétlivych cytokind IL-6, IFN-y,
TNF-a, and IL-17. Mao a kolektiv pfedpokladali, ze pouzity RU-486 se vaze na nPR a ze tedy
tento vliv progesteronu na Treg mysi je zprostiedkovan nPR (Mao et al., 2010). Chien
a kolektiv vsak ukazali, ze RU-486 blokuje i1 rychlé negenomové ucinky progesteronu pies

mPR u lidskych T lymfocyti (Chien et al., 2009).

Dalsi moZnou cestou pro pusobeni progesteronu je vazba na glukokortikoidovy receptor
(GR, glucocorticoid receptor), na ktery se progesteron silné vaze a indukuje vznik Treg in vitro.
Vedlej$im efektem t€hotenstvi je potlaeni projevii nékterych autoimunitnich onemocnéni, jako
je naptiklad roztrousena skler6za. U mysiho modelu roztrousené skler6zy je pro tento efekt
pritomnost GR nezbytna. U mysi s deleci GR specifickou pro T lymfocyty nedoslo k nariistu

Treg a potlaceni autoimunity béhem btezosti (Engler et al., 2017).

Hierweger a kolektiv kultivovali builkky ze slezin biezich a nebiezich mysi
s progesteronem ve fyziologickych koncentracich in vitro. Progesteron indukoval apoptézu
T lymfocyti, zatimco Treg byly viici tomuto piisobeni odolné, coz vedlo k jejich vyslednému
vys$Simu zastoupeni v bunécné kulture. Tyto Ginky progesteronu pravdépodobné umoziuje
GR, protoze jen buiiky bez tohoto receptoru byly odolné vici plisobeni progesteronu, nikoli

bunky bez progesteronovych receptort (Hierweger et al., 2019).

Také u lidi indukuje progesteron vznik Treg in vitro, konkrétné u naivnich T lymfocytd
pupec¢nikové krve, ne u periferni krve dospélych jedinci. Populace Treg indukovana

v pfitomnosti progesteronu ma zvySenou expresi znakti pamétovych T lymfocytt. Diferenciaci
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naivnich T lymfocyti pupecnikové krve do Th17 naopak progesteron potlacuje (Lee et al.,
2011). Ve vzorcich periferni krve odebranych pfed a po progesteronové terapii Zen, kterym byl
tokolytiky zastaven pred¢asny porod, doslo k vzestupu procentualniho i absolutniho zastoupeni

Treg (Areia et al., 2016b).

Ptestoze vliv progesteronu na imunitni procesy je nepopiratelny, mechanismy tohoto
plisobeni stale nejsou dostate¢né zndmy. Prace vénujici se existenci a vyznamu klasickych nPR
u lidskych i sav¢ich T lymfocyti jsou nekonzistentni, shrnuto v: (Dressing et al., 2011). U
lidskych T lymfocyti byla potvrzena exprese mPRa a 3, skrze které progesteron aktivoval
inhibi¢ni G-protein (Dosiou et al., 2008). Skrze mPRa,,y progesteron zvySuje intraceluldrni
hladiny Ca2" a snizuje intracelularni pH, ¢imz inhibuje fytohemaglutininem vyvolanou aktivaci

lidskych T lymfocytt (Chien et al., 2009).

Na povrchu lidskych CD4"CD25M¢"CD127"°%FoxP3" Treg byla pomoci monoklondlni
protilatky zjiSténa exprese mPRa (Areia et al., 2015). V pribehu té¢hotenstvi dochazi ke zvyseni
poctu Treg exprimujicich mPRa v periferni krvi. V obdobi porodu se mnozstvi Treg lymfocyta
v periferni krvi sniZzuje a zaroven klesa i mira exprese mPRa na jejich povrchu, coz mize byt

jeden ze spoustécich mechanismi porodu u lidi (Areia et al., 2016a).

Nékteré studie naopak uvadi, ze progesteron na hladinu Treg lymfocytl nemé zadny

vyznamny vliv (Mjosberg et al., 2010; Thuere et al., 2007; Zhao et al., 2007).
2.6 Progesteronova terapie pri riziku predéasného porodu

Hlavni soucasnou moznosti v sekundarni prevenci pted¢asného porodu piedstavuje
vaginalni podavani progesteronu, které uspésné prodluzuje téhotenstvi a tim zlepsuje vysledky

perinatalni mortality a morbidity (Kuon et al., 2015; Romero et al., 2016, 2018).

Progesteron mlize byt poddvan predevSim peroralng, intramuskuldrn€ nebo vaginalné.
Oraln¢ podavany progesteron je vstiebadvan travicim traktem a nésledné velmi rychle
metabolizovan v jatrech (uCinek prvniho priichodu neboli first pass effect). Odbouranim
exogenniho progesteronu je zachovana endogenné regulovana hladina progesteronu v téle. Pro
dosazeni urcité koncentrace progesteronu v krevni plazmé touto cestou jsou nutné vysoké
davky a castéj$i podavani léku oproti intramuskularnimu podavani. Intramuskularni podani

progesteronu umoziuje sledovat jeho koncentraci v plazmé (Byrns, 2014; Taraborrelli, 2015).

Vaginalni podévani obchazi efekt prvniho prichodu jatry, progesteron je dobie

dostupny a je rychle absorbovan. Nedostava se snadno, rychle a konzistentné do krevni plazmy,
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proto se mnozstvi plisobiciho progesteronu nedé prostiednictvim plazmy snadno sledovat, zato
pusobi lokaln¢ a trvaleji pfimo v déloze. Tato cesta také zpusobuje niz§i mnozstvi vedlejSich

ucinkt (How and Sibai, 2009; Taraborrelli, 2015).

V klinické praxi i v experimentalnich modelech je vyuZivan pfirodni progesteron nebo
jeho  rizné  odvozené  syntetické  formy  (17a-hydroxyprogesteron  kaproat,
2a-hydroxyprogesteron, 6B-hydroxyprogesteron, dydrogesteron atd.) Souhrnné je skupina
téchto hormonii oznaCovana jako progestiny, progestageny ¢i gestageny. Strukturné odlisSné
syntetické formy progesteronu ale neaktivuji vSechny signalni drdhy stejné jako endogenni
progesteron, mohou mit odliSné plsobeni (Furcron et al., 2015). Napf. progesteron i
170 hydroxyprogesteron kaproat tlumi silu a frekvenci oxytocinem vyvolanych kontrakci,
avSak pouze progesteron tlumi i silu spontannich kontrakci (Patil et al., 2015). Intramuskularni
podavani 17a-hydroxyprogesteron kaprodtu je spojeno s CastéjSimi vedlejSimi uc€inky jako je

nauzea €i travici potize (Kuon et al., 2015).

Mikronizovany pfirodni progesteron, tj. i¢inna latka 1é¢iva Utrogestanu sledovaného
v této praci, odpovida progesteronu syntetizovanému zlutym téliskem a placentou. Proto je také

v téle snadno odbourdn bez vyznamnéjsich vedlejsich ucinki (Byrns, 2014).

Systematicky ptehled Cochrane Library ukazuje, ze studie vlivu gestagenli podavanych
Zzendm s hrozicim nebo probihajicim predéasnym porodem se velmi lisi ve zptsobu podani,
davkovani, pouzité latce a ptipadné druhu dalSich pouzitych tokolytik (I€ky tlumicimi dé€lozni
stahy). Piinasi jen omezené ditkazy svédcici o tom, Ze gestageny podavané s dalSimi tokolytiky
snizuji pocet piedc¢asnych porodii (pfed 37. tydnem) a vedou k vyssi primérné porodni
hmotnosti ditéte (Su et al., 2014). Dle tohoto piehledu zatim nebyl efekt gestagenli prokazan
na dostatecném poctu zen a jeho podavani tak mezi doporu¢enymi intervencemi WHO pro

zlepSeni vysledkl predéasného porodu z roku 2015 nefiguruje.”

Doporuceni NICE (National Institute for Health and Care Excellence) nabizi

profylaktické podavani progesteronu zendm s predchozim pied¢asnym porodem/pozdnim

2WHO, 2015: WHO recommendations on interventions to improve preterm birth outcomes,
dostupné z:
https://www.who.int/reproductivehealth/publications/maternal_perinatal_health/preterm-
birth-guideline/en/
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potratem v anamnéze, anebo zenam, u kterych bylo zjisténo zkraceni délozniho hrdla pod 25

mm mezi 16+0 a 24+0 tt.>

Ceska gynekologickd a porodnickd spolecnost doporuéuje denni podavani 200 mg
progesteronu na noc vaginalné¢ a uvadi: ,,JJeho podédni je indikované u asymptomatickych
téhotnych s kratkym d€loznim hrdlem. U Zen s anamnézou ptedc¢asného porodu ¢i pozdniho
potratu ve II. trimestru je mozno zvazit podavani progesteronu od tydne t¢hotenstvi 16+0 do
35+0. Doporucuje se podavani progesteronu ve forme tablet v celkové davce 200 mg vaginalné

na noc.” (Kacerovsky et al., 2017)

Mechanismy, kterymi progesteron pusobi proti pfedCasnému porodu, nejsou jesté
dostate¢né znamy. Je jisté, ze jeho vliv se sklada z vice slozek, nejen z ptisobeni na imunitni
systém. Mezi dal$i studované mechanismy jeho plsobeni patii: antagonismus oxytocinu
vedouci k relaxaci hladkého svalstva, vliv na snizeni tvorby vodivych mezibunécnych spoji
(gap junctions), vliv na udrzeni integrity délozniho hrdla a vliv na mikrobiotu. Pfed¢asny porod
muze souviset se ztratou nékterych téchto inhibi¢nich uinkd progesteronu (Norwitz and
Caughey, 2011).

Je znamo, Ze progesteron vyznamné snizuje frekvenci a silu déloznich stahd, stabilizuje
interakce plodu s délohou. Progesteron obecné potlacuje kontraktilitu hladkého svalstva a
produkci prostaglandinu. Progesteron brani i kontrakcim vyvolanym exogenné podanym
oxytocinem (Patil et al., 2015).

V posledni dobé je zkouman také vztah mezi progesteronem a vaginalni mikrobiotou,
jejiz razné slozeni souvisi s rizikem piedc¢asného porodu. Koucky a kolektiv ukazali, ze
dlouhodobé vaginalni podévani progesteronu snizuje zastoupeni Ureaplasma urealyticum.
Vaginalni kolonizace Ureaplasma urealyticum je spojend s predc¢asnym porodem (Koucky et
al., 2016). Kindinger a kolektiv naopak vliv progesteronové terapie na vaginalni mikrobiotu

popira (Kindinger et al., 2017).

*NICE, 2015: dostupné z: https://www.nice.org.uk/guidance/ng25/resources/preterm-labour-

and-birth-pdf-1837333576645
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3 Cile prace
Cilem této diplomové prace bylo:

e ov¢iit, zda dlouhodobé vaginalni podavani progesteronu pozitivné koreluje
se zvySenim poctu T regulac¢nich lymfocyti

e sledovat vliv progesteronové terapie in vivo na proporcni zastoupeni indukovanych
a pfirozenych Treg a funkéni vlastnosti Treg (produkci cytokini)

e sledovat souvislost délky podavani progesteronu a mnozstvi Treg s délkou t€hotenstvi
a vlastnostmi délozniho hrdla

e ovétit schopnost progesteronu indukovat Treg in vitro a sledovat jeho vliv
na propor¢ni zastoupeni indukovanych a ptfirozenych Treg a funkéni vlastnosti Treg
(produkci cytokinti)

o optimalizovat metodu indukce Treg progesteronem in vitro
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4 Material a metody

4.1 Material
4.1.1 Roztoky

Blokovaci roztok pro metodu ELISA: 5 % sachardzy, 1 % BSA (bovinni sérovy albumin) v PBS
(phosphate buffered saline)

Citratovy pufr: 0,1M citronan sodny v destilované vod¢, pH 4,2 upraveno pomoci nasycené
kyseliny citronové

PBS: 9 % NaCl, 3,35mM NaHPO4.12 H20, 1,28mM NaH2PO4.2 H20

Redici roztok pro stanoveni IL-10 metodou ELISA (Duoset IL-10): 137mM NaCl, 2,7mM KCl,
8,1mM NaxHPOs4, 1,5mM KH2PO4, 1 % BSA

Redici roztok pro stanoveni TGF-B metodou ELISA: 20mM Trisma, 150 mM NaCl v H20, pH
7,3, 0,1 % BSA, 0,05 % Tween

Suplementované medium RPMI 1640 obsahujici L-glutamin pro bunééné kultury: 2mM
HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid), 10 % fetdlniho bovinniho séra
(FBS), 40 mg/ml gentamycin (Sigma-Aldrich s.r.o., USA)

Tircktv roztok (Vakos, Praha) — koncentrovany roztok 5x fedény v destilované vod¢ pro finalni
pouziti

4.1.2 Reagencie, kity, chemikalie

Progesteron — uzivané 1écivo: Utrogestan, tobolky po 100 mg progesteronum, pomocné latky:
gistény slune¢nicovy olej, séjovy lecithin, registrovany SUKL (Statni tistav pro kontrolu 1é¢iv)
(Laboratoires Besins-International, Pafiz, Francie)

Progesteron — pro kultivaci in vitro:

- Agolutin — injek¢éni roztok k intramuskularnimu podéni, progesteronum 30 mg v 1 ml,
pomocné latky: benzylalkohol, benzyl-benzoat, olej na injekci (BB Pharma a.s., Praha)

- Progesterone powder — progesteronum vyprodukované corpus luteum, pro bunécné
kultury rozpustny v absolutnim etanolu, (BioReagent, Sigma-Aldrich, USA)

- Progesterone-Water Soluble — ve vod¢ rozpustny progesteron pro bunécéné kultivace,
obsahuje progesterone: methyl-B-cyclodextrin complex (Sigma-Aldrich, USA)

75% etanol (Lékarna VSeobecné fakultni nemocnice)
BSA — hovézi sérovy albumin, Trisma (SERVA, Némecko)
Citronan sodny (Lachema, Ceska Republika)

FBS — fetalni bovinni sérum (Cambrex, USA)
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Gentamycin (Pharmaceuticals dd, Slovinsko)

Histopaque®1077; B-merkaptoetanol; Tween; H2O2; HCI, TMB - 3,3,5,5-tetrametylbenzidin
(Sigma-Aldrich s.r.0., USA)

Kit Human IL-10 DuoSet ELISA DY217B-05 (R&D Systems Inc. USA)

Primarni navazovaci a sekundéarni biotinylované protilatky, rekombinantni cytokiny pro detekci
cytokinli pomoci metody ELISA (R&D Systems Inc. USA)

Streptavidin s navazanou kienovou peroxidazou (Immunotech Inc., USA)
TregFlowEx® Kit (Exbio a.s., Ceska Republika)

Zkumavky pro méfeni absolutnich pocti Treg: BD Trucount™ Absolute Counting Tubes
(BD Biosciences, USA), katalogové ¢islo 340334

Zkumavky s kalibra¢nimi kulickami 7-Color Setup Beads, BD FACS™ (BD Biosciences,
USA)

Kalibra¢ni kulicky CS&T — Cytometer Setup & Tracking Beads Kit (BD Biosciences, USA)

4.1.3 Spoti‘ebni material

Desticky ELISA: F96 Maxisorp, Nunc™ (Sigma — Aldrich, USA)

Odbérové zkumavky: BD Vacutainer® EDTA tubes (BD Biosciences, USA)
Mikrozkumavky Eppendorf (Thermo Fisher Scientific, USA)

Zkumavky pro ptipravu a méfeni: BD FALCON™ Pharmingen™ (BD Biosciences, USA)

4.1.4 Pouzité pristroje

Analytické vahy: AB204 (Mettler Toledo Inc., Svycarsko)

Boxy s lamindrnim proudénim
- Labculture® Class II (ESCO, Singapur)
- MSC 12 (Jouan SA, Francie)

Centrifugy: Micro 22 R, Universal 30 RF, Universal 320R (Hettich, Némecko)
Fotometr mikrotitra¢énich desti¢ek: Sunrise™ (Tecan, Svycarsko)

Inkubator: CelCulture® CO, incubator (ESCO, Singapur)

Magneticka michacka: Are (VELP Scientifica, Italie)

Mikroskop: Olympus BX41(Olympus Corporation, Japonsko)

Mrazici box: Sanyo Ultra-low freezer (Sanyo Electric Company Limited, Japonsko)
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pH metr: PL-600, Bench Top pH mV/Temp/Meter (EZDO, Taiwan)

Pipety
- automatické jedno a vicekanalové Finnpipette (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
- automatické jednokanéalové Pipetman Classic, Concept (Gilson Inc., USA)
- elektricky regulator Macroman + sklenéna pipeta (Gilson Inc., USA)

Promyvacka mikrotitra¢nich desticek: MRW AM60 (Dynex® Technologies, USA)
Pratokovy cytometr: BD FACS Canto™ II (BD Biosciences, USA)

Ptedvazky: EK-400H (A&D Company, Limited, Japonsko)

Vortexy: Vortex Genie K550-GE, Vortex Genie 2 (Scientific Industries Inc., USA)

Vyrobnik ledu: Brema Ice Flaker GB 902A (Brema IceMakers, Italie)

4.1.5 Pouzity software

Vyhodnoceni vysledki z pratokového cytometru

- BD FACS Diva Software v6.1.2 (BD Biosciences, USA)
- FlowlJo 7.6.5 (FlowJo LLC, USA)

Vyhodnoceni hodnot vysledktt ELISA
- KIM Immunochemical Processing (Daniel Kittrich, CR)

Grafické a statistické zpracovani namétenych dat

- GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., USA)

4.2 Metody

4.2.1 Schéma experimentu

StéZejni Casti prace byla analyza vzorkl ziskanych opakovanymi odbéry periferni krve
téhotnych zen. Krev byla odebirdna Zendm s vysokym rizikem pted¢asného porodu, kterym
I¢ékar indikoval progesteronovou terapii, a to pfed zacatkem této terapie a dvakrat v jejim
pribéhu, a nizkorizikovym t€hotnym ve tfech odpovidajicich €asovych intervalech. Neméné
vyznamnou ¢asti prace byla kultivace mononukledrni frakce izolované z krve zdravych
neté¢hotnych zen s progesteronem in vitro. VSechny vzorky byly analyzovany do 24 hodin
pomoci prittokové cytometrie (detekce CD4"CD25 FoxP3Helios™" Treg) a krevni plazma byla
zamrazena pro nasledné stanoveni cytokinli pomoci metody ELISA. Koncentrace cytokinl

ve vzorcich krevni plazmy a supernatantech z bunéénych kultur byla detekovdna pomoci
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metody ELISA (detekce cytokini TGF-B a IL-10). Schéma experimentu znazoriuje

obrazek 14, metodika je popsana detailnéji v dalSich kapitolach.
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Obrazek 14: Schéma experimentu. V této praci byla analyzovana periferni krev téehotnych
Zen s vysokym rizikem predcasného porodu, kterym lékar indikoval progesteronovou terapii,
a to na pocatku této terapie a dvakrat v jejim prubéhu, a nizkorizikovych téehotnych zen také

ve trech odpovidajicich casovych intervalech. Dalsi casti prace byla kultivace mononuklearni
frakce izolované z krve zdravych netéhotnych Zen s progesteronem in vitro. Vsechny vzorky
- Treg).
Koncentrace cytokinii ve vzorcich krevni plazmy a supernatantech z bunecnych kultur byla
detekovana pomoci metody ELISA (detekce cytokinu TGF-p a IL-10). Viastni tvorba.

byly analyzovany pomoci priitokové cytometrie (detekce CD4*CD25" FoxP3* Helios

ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay, IL —
periferni krve, TGF-f —

interleukin, PBMC — mononukledrni bunky
transformujici ristovy faktor
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4.2.2 Kritéria vybéru darkyn a odbér vzorki
Rizikové a nizkorizikové téhotné Zeny

Do studie byly zafazeny zeny, které byly vySetfeny na Gynekologicko-porodnické
klinice VFN v Praze a 1. LF UK, a které po podani pisemnych i tstnich informaci o studii

se svou ucasti souhlasily a poskytly také pisemny informovany souhlas se svym zafazenim

do této studie.

V prvni skupiné Slo o rizikové téhotné pacientky hospitalizované na oddéleni rizikového
téhotenstvi €1 navstévujici rizikovou poradnou, s hrozicim pfed¢asnym porodem, kterym Iékar
predepsal vaginalni uzivani progesteronu (lé¢ivo Utrogestan) v davce 200 mg denné na noc.
Zeny byly vramci gynekologické prohlidky vySetfeny gynekologem (certifikovanym
sonografistou) pomoci ultrazvukové vaginalni sondy (standardni vybaveni kliniky, Acuson
XP128, Mountain View, CA), kterou byla zméiena délka délozniho hrdla, tj. provedena
cervikometrie. Zvysené riziko pfedcasného porodu bylo stanoveno pii inkompetenci délozniho
hrdla (délka pod 25 mm anebo otvirajici se) anebo jinych znamkach predcasného porodu
(vyrazna délozni Cinnost, bolest apod.). Do kontrolni skupiny Zen byly zatazeny téhotné
s nekomplikovanym téhotenstvim a normalni délkou délozniho hrdla, které navstévuji béznou

ambulanci pro té¢hotné na témze pracovisti.
Vzdy se jednalo o zeny ve v€ku od 18 let vySe. Pro vyfazeni zen z Gcasti ve studii byla zvolena
nasledujici kritéria.
Vyftazeny byly Zeny:
- s viceCetnym t¢hotenstvim
- trpici nékterou z autoimunitnich chorob, v€etné diabetes 1. typu
- s prodélanou/probihajici chorobu spojenou s nddorovym bujenim
- s nelécenou anebo dekompenzovanou alergii, astmatem
- s probihajicim infekénim onemocnénim
- s odtékajici plodovou vodou (pPROM; preterm prelabor rupture of membranes)

U té€hotnych zen se zvySenym rizikem piedCasného porodu, u kterych Iékat indikoval
vaginalni uZivani progesteronu (Ié¢ivo Utrogestan, 2 kapsle po 100 mg na noc per vaginam),
byly provedeny v idedlnim piipadé tfi opakované odbéry ze zily v loketni jamce v nésledujicich

¢asovych intervalech:
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1. odbér: v dobé pted prvnim vaginalnim poddnim progesteronu nebo kratce po zacatku

jeho uzivani
2. odbér: zhruba po 2 az 3 tydnech uzivani progesteronu

3. odbér: zhruba za dalsi 3 az 4 tydny uzivani progesteronu, ovsem s ohledem na délku

téhotenstvi a individuélni stav zeny tak, aby se odbéry stihly zrealizovat pfed porodem

Tehotnym zendm s nizkym rizikem ptfed¢asného porodu, se zavienym déloznim hrdlem
s minimalni délkou 25 mm a bez jinych ptiznaki blizicitho se porodu (krvaceni, vyraznéjsi
d€lozni ¢innost), byla v pribeéhu t¢hotenstvi také odebrana krev ze Zily v loketni jamce ve tfech

casovych intervalech:

1. odbér v probihajicim 25.-26. tt (tydnu t€hotenstvi)
2. odbér v probihajicim 30.-31. tt
3. odbér v prubéhu 35.-36. tt

Tyto Casové intervaly byly stanoveny jako nejvice odpovidajici tydnlim tehotenstvi,
ve kterych byly nejcastéji provadény odbéry rizikovych Zen. Také jako obdobi, ve kterych je
mozné odbéry spojit s dalSimi odbéry béznymi pfi pravidelnych gynekologickych kontrolach

v téhotenstvi.

Vsem Zenam byly odebirany 3 ml periferni krve zloketni jamky do zkumavky
Vacutainer© s protisrazlivym ¢inidlem EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid). Krev byla
zpracovana do 24 hodin od odbéru. Osobni udaje vSech Zen ve studii jsou anonymizovany.
Vzorky a anamnestické udaje Zen byly oznaceny ¢iselnymi kody, ke kterym je schopno piifadit

identifikacni Gidaje Zen jen nékolik kompetentnich zdravotnikd.
Netéhotné Zeny — vzorky pro stimulaci PBMC progesteronem in vitro

K ziskéani vzorkt pro stimulaci Treg in vitro a optimalizaci této metody byly osloveny
netéhotné zdravé zeny, vétSinou studentky Prirodovédecké fakulty UK — pfitelkyné autorky.
Tém, které se rozhodly zapojit do studie, byla odebrana krev z loketni jamky zdravotnici
pracujici na UIM, kompetentni k odbé&rim krve. Krev byla odebirana do zkumavek
Vacutainer© s protisrazlivym ¢inidlem EDTA a vzapéti zpracovavana. Vzorky byly oznaceny

¢iselnymi kody a data anonymizovana.
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4.2.3 Izolace frakce mononuklearnich leukocyti

Pro ziskéani mononukleédrni frakce leukocyti z periferni krve (PBMC, peripheral blood
mononuclear cells) byla pouzivdna gradientova centrifugace s pouzitim média Histopaque
o hustot¢ 1,077 g/ml. Krev s protisrazlivym ¢inidlem EDTA byla fedéna v poméru 1:1
vytemperovanym PBS (phosphate buffered saline, fyziologicky roztok pufrovany fosfatem).
Do 15ml zkumavek byly naneseny 3 ml vytemperovaného Histopaque, které byly pievrstveny
6 ml natedéné krve. Zkumavky byly steriln€ uzavieny a centrifugovany po dobu 30 min,
pii 20 °C a 450 g. Po centrifugaci se vlivem gradientu vytvofeného mediem Histopaque
rozdélila krev na plazmu, frakci mononuklearnich bunék, Histopaque a frakci granulocyth
a erytrocytl (viz obr. 15). Pomoci sterilnich Pasteurovych pipet byly odsaty prstence
s mononuklearni frakci leukocytih PBMC a pfeneseny do novych 15ml zkumavek. Zkumavky
byly 2 cm pod okraj doplnény PBS o pokojové teploté, opét steriln€ uzavieny a centrifugovany
po dobu 10 min, pii teploté 20 °C a 1 000 g.

Nasledné byly buiiky promyvany: po stoceni byl slit supernatant, peleta s buikami byla
resuspendovana v PBS o pokojové teploté a suspenze bunék byla pienesena do polovi¢niho
poctu zkumavek (suspenze ze dvou zkumavek do jedné zkumavky). Zkumavky byly opét
doplnény PBS 2 cm pod okraj, steriln€ uzavieny a centrifugovany po dobu 10 min, pfi teplote
20 °C a 500 g. Resuspendovani pelet a promyti PBS bylo jesté jednou zopakovéno. Po dalsi
centrifugaci (po dobu 10 min, pfi teploté 20 °C a 500 g) byla peleta resuspendovana v 1 ml
chladného media RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) a zkumavky s bunécnou

suspenzi umistény na led.

Redéna — Plazma

krev

= |= —  PBMCs

Erytrocyty
a granulocyty

Histopaque

Obrazek 15: Rozdélent krve na frakce po gradientové centrifugaci s médiem Histopaque.
Erytrocyty a granulocyty s vyssi hustotou projdou médiem na dno zkumavky, zatimco
mononuklearni burnky PBMC s nizsi hustotou utvori prstencovitou frakci nad nim.
Upraveno podle: hitps://bio-protocol.org/el300 (Reeves and Sinclair, 2014)

35


https://bio-protocol.org/e1300

Po resuspendovani pelety v mediu RPMI 1640 nésledovalo pocitani poctu bunck
v Biirkerové komiirce pro zjisténi poctu ziskanych PBMC. 50 pl z promichané bunécné
suspenze bylo ptidano k 950 pl Tiirckova roztoku pro obarveni, smés byla promichana pomoci
vortexu a pienesena do Biirkerovy komurky. Pomoci optického mikroskopu byly spocitany
pocty PBMC v 50 ¢tvercich z jedné a 50 ¢tvercich z druhé strany Biirkerovy komurky. Pomoci
aritmetického priméru byl ziskan pocet bun€k v suspenzi na zaklad¢ vzorce: pramérny pocet

bunék v 50 &tvercich x 10° = podet bunék v 1 ml buné&né suspenze.

4.2.4 Kultivace in vitro

Po oddéleni PBMC pomoci média Histopaque a zjiSténi jejich poc¢tu v suspenzi byly
pripraveny jednotlivé zkumavky pro kultivaci, kazdd s milionem PBMC. Jako kultivacni
médium bylo pouzito suplementované medium RPMI 1640 obsahujici L-glutamin pro bunééné
kultury, 10 % FBS (fetalni bovinni sérum), 40 mg/ml gentamycin, 2mM HEPES (4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) a 5 pM [B-merkaptoetanol. Bunky byly

inkubovany v termostatu udrzujicim teplotu 37 °C a koncentraci CO2 5,5 %.

Metoda stimulace progesteronem in vitro dosud nebyla na pracovisti pouzivana, proto
probihala jeji postupnd optimalizace. Nejprve byl vyzkouSen Agolutin — injekéni roztok
progesteronu uréeny k intramuskularnimu podani, obsahujici 30 mg progesteronu v 1 ml
a pomocné latky: benzylalkohol, benzyl-benzoét, olej na injekci (BB Pharma a.s., Praha). Prace
s Agolutinem byla obtizna. Byl rozpoustén pomoci dimethylsulfoxidu a u vzorkl s jeho
vysokou koncentraci (100 uM) byla pozorovana bunécna lyza vyssi nez u kontrolnich vzorka
se samotnym dimethylsulfoxidem. Potize se stabilni rozpustnosti provazely i praci s piirodnim
progesteronem vyprodukovanym corpus luteum v praskové formé rozpustnym v absolutnim

etanolu (Progesterone powder, BioReagent, Sigma-Aldrich, USA).

Pro dalsi praci byl vybran Progesterone-Water Soluble — ve vodé rozpustny progesteron
(progesterone: methyl-B-cyclodextrin complex) pro bunétné kultivace (Sigma-Aldrich).
Po vyzkouseni jeho 3 koncentraci (0,5, 5 a 50uM) byla vybrana SuM koncentrace. Po analyze
vysledki kultivace po 1, 2, 3, 4, 5, 6 a 7 dnech byla zvolena jako idealni délka kultivace doba
4 dna. Kromé zkumavek s nestimulovanou kontrolou a vzorkl s progesteronem byly vytvoieny
vzorky s nasledujici stimulaci: rekombinantni lidsky IL-2 (rh IL-2, recombinant human IL-2);
CD3/CD28; CD3/CD28 spolecné s rh IL-2; rh IL-2 spole¢né s progesteronem; CD3/CD28 s rh

IL-2 1 progesteronem. Pro zavérecny pokus byly kromé samotného progesteronu pouzity
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stimulace CD3/CD28 s rh IL-2 a CD3/CD28 s rh IL-2 i progesteronem. Vice viz kapitola
Vysledky.

Po probehlé kultivaci byly bunééné suspenze premistény do zkumavek uréenych pro
méfeni na pritokovém cytometru a stoceny 10 min pii 20 °C a 700 g. Byly odebrany
a zamrazeny supernatanty kultur pro stanoveni produkce cytokind (viz déle). Po promyti 2 ml
PBS (odmyti kultivacniho média) byly buiiky pfipravovany pro analyzu prutokovou cytometrii
dle stejného protokolu jako buiiky periferni krve, s rozdilem mnozstvi pouzitého lyzacniho
roztoku snizeného na 1 ml. Vzdy byl analyzovan také kontrolni vzorek v den odbéru krve,

krétce po izolaci pomoci média Histopaque.

Pfed méfenim pomoci priitokové cytometrie byla ve vSech vzorcich spocitana zivotnost

bunék obarvenych trypanovou modii pomoci svételného mikroskopu.

4.2.5 Priitokova cytometrie

Pritokova cytometrie (flow cytometry) je metoda umoziujici analyzu optickych,
fyzikélnich a chemickych vlastnosti Castic, pfedevsim bunc¢k. M4 Siroké vyuziti ve vyzkumu
1 klinické praxi, vtomto vyzkumu je hlavni pouZivanou metodou. Pomoci fluorescenéné
znacenych monoklondlnich protilatek je mozné detekovat rizné intra i extracelularni znaky
jednotlivych bunéénych subpopulaci, znaky fazi bunééného cyklu, intraceluldrni cytokiny atp.
Pratokovy cytometr provadi analyzu velkého mnozstvi Castic v kratkém case. Jeho hlavnimi

¢astmi jsou fluidika, optika a elektronika.
Fluidika

Analyzované Castice musi byt pfipraveny ve formé& suspenze. Vzorek je nasavan
podtlakem saci jehlou a déale veden unaseci tekutinou do mista méfeni. Méficim bodem musi
Castice prochazet jednotlive, coz je zajisténo hydrodynamickou fokusaci (viz obr. 16). Spravna
rychlost proudéni, Sitka trubice a vlastnosti kapaliny zajist'uji konstantni laminarni proudéni

vzorku tzkou stedni ¢asti proudu (Rahman, 2014).
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Obrazek 16: Schéma fluidiky priitokového cytometru. Upraveno podle
https://www.thermofisher.com/uk/en/home/life-science/cell-analysis/cell-analysis-learning-

center/molecular-probes-school-of-fluorescence/flow-cytometry-basics/flow-cytometry-

fundamentals/how-flow-cytometer-works.html

Optika a detekce

Castice jsou v jednom misté vystaveny laserovému paprsku. Svétlo, které prochazi
ptimo, je tzv. ptimy rozptyl, FSC (forward scatter). Tento signdl je detekovan FSC kanélem,
nese informace o velikosti Castice a umoznuje rozliSit zivou a mrtvou buiikku a bunku
od necistoty. Svétlo odrazené Castici, tzv. bo¢ni rozptyl, SSC (side scatter), podava informace
o vnitini ¢lenitosti bunky (komplexite) a je detekovano v tthlu 90° k ose laserového paprsku.
V cesté tomuto paprsku stoji soustava dichroickych zrcadel, filtri a ¢ocek. Dichroické filtry
postavené vici paprsku v uhlu 45° odrazi svétlo o konkrétni vinové délce a vyssi vinové délky
propoustéji dale. Fotony emitované fluorescencnimi barvami protilatek jsou tak smérovany do
jednotlivych kanali a detekovany piisluSnymi detektory jako intenzita fluorescence (viz. obr.

17). U SSC a fluorescence je signal jesté tieba zesilit pomoci fotondsobica.
Elektronika

Optické signaly jsou prevedeny na elektrické a vyjadieny graficky. Je mozné zobrazit
jednoparametrove histogramy (zobrazujici Cetnost a intenzitu signalu) nebo dvouparametrové
dotploty zobrazujici proti sobé dva z métenych parametrti. Kazdy bod grafu predstavuje jednu
métenou udalost, bunku. Po dalSim zpracovani dat je mozné v grafech rozliSit jednotlivé

bunécné populace a data statisticky analyzovat (Rahman, 2014).
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Obrazek 17: Schéma principit priitokové cytometrie — fluidika, optika, elektronika. Upraveno
podle: https://www.thermofisher.com/uk/en/home/life-science/cell-analysis/cell-analysis-

learning-center/molecular-probes-school-of-fluorescence/flow-cytometry-basics/flow-

cytometry-fundamentals/how-flow-cytometer-works.htm!

4.2.6 Priitokova cytometrie — detekce procentualniho zastoupeni Treg

Periferni krev byla odebirdna do zkumavek s protisraZlivym cinidlem EDTA.
Z promichané krve bylo odebrano 100 pl krve na kazdy vzorek. PBMC buiiky oddélené pomoci
média Histopaque a po in vitro kultivaci byly po promyti 2 ml PBS (kromé& pouziti polovi¢niho

mnozstvi lyzaéniho roztoku) ptipravované podle shodného protokolu.

Povrchové barveni a lyza erytrocytl

Povrchové barveni bylo provedeno ptidanim 10 pl smési Exbio protilatek proti znaktim
CD4 (FITC) a CD25 (PE), promichdnim a naslednou 15min inkubaci pti pokojové teploté
a ve tm¢. Nasledné byly pfidany 2 ml lyzacniho roztoku RBC Lysis Buffer (eBioscience)
a po promichani probihala inkubace 10 minut v pokojové teploté a ve tmé. Poté byly vzorky
centrifugovany po dobu 5 minut pii teploté¢ 20 °C a 450 g. Supernatant byl slit. Buniky byly
promyty pfidanim 2 ml FSB (Flow cytometry Staining Buffer; eBioscience), centrifugaci

5 minut 450 g pfi teploté€ 4 °C a slitim supernatantu.
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Fixace, permeabilizace a intracelularni barveni

Poté byl pridan 1 ml Ccerstvé pripraveného fixaéné/permeabilizaéniho roztoku
Fixation/Permeabilization Buffer working solution (eBioscience). Po promichani nasledovala
inkubace po dobu 40 min ve tmé pii 4 °C, centrifugace 450 g 5 minut pii 4 °C a sliti
supernatantu. Dale byly bunky permeabilizovany pfiddnim 2 ml Permeabilization Buffer
(eBioscience, koncentrat byl nafedén 10x destilovanou vodou). Po promichani a inkubaci

10 minut ve tmé pti 4 °C prob¢hla opét centrifugace 450 g 5 minut pti 4 °C a sliti supernatantu.

Intracelularné byly buiiky barveny ptidanim 2 pl FoxP3 (APC) a 5 ul Helios (PE-Cy7)
monoklondlnich protilatek, Exbio (protilatky pouzivané pro pratokovou cytometrii viz Tabulka
2), promichanim a inkubaci 40 minut ve tmé pii 4 °C. Buiiky byly 2x promyty 2 ml PBS
a centrifugovany 450 g 5 minut pfi 4 °C. Supernatant byl slit, do zkumavky bylo ptidano 300 pl
PBS a vzorek byl méfen na pritokovém cytometru BD FACS Canto™ v softwaru BD FACS

Diva™ za stalého nastaveni (viz tabulka 1).

Tabulka 1: Napéti na detektorech

Detekce znakti | Napéti (volty)

FSC 320 Lin (linearni) A (area, plocha) H (high, vyska)
SSC 530 Lin AH

FITC 485 Log (logaritmické) | A

PE 570 Log A

PerCP 585 Log A

PE-Cy7 570 Log A

APC 660 Log A

APC-Cy7 544 Log A

Strategie vybéru populaci

Data byla zpracovana pomoci softwaru FlowJo s pouzitim kompenza¢nich a FMO
(fluorescence minus one) kontrol, které byly pfipraveny zvlast’ pro plnou krev a zvlast’ pro

vzorky PBMC po in vitro kultivaci.

Strategie vybéru populaci byla nasledujici: v prvnim kroku byly oddéleny buiiky
od ostatnich udalosti. V dalSich krocich byla vybrana populace lymfocytd a zni vybrany
singlety. Poté byly vybrany CD4" buiiky a z nich CD25" a zaroven FoxP3™ pozitivni populace
Treg. V poslednim kroku byly oddéleny populace Helios™ pfirozenych Treg a Helios
indukovanych Treg (viz obr. 18).
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Obrazek 18: Strategie vybéru populaci. Procenta v reprezentativnich dot-plot grafech
znazornuji zastoupeni jednotlivych vybranych populaci. A — rozdéleni udalosti dle FSC a SSC,
z udalosti vybrany bunky, B — vybrana populace lymfocytu, C — vybrany singlety, D — vybrany

CD4" buiiky, E — vybrana CD25"FoxP3™" populace, F — rozdéleni CD25"FoxP3™" populace
na Helios™ prirozené Treg a Helios™ indukované Treg

FSC — primy rozptyl, SSC — bocni rozptyl, Treg — T regulacni lymfocyty

4.2.7 Priitokova cytometrie — detekce absolutniho zastoupeni Treg

Absolutni poc¢et CD4'CD25"FoxP3 Helios" Treg a CD4'CD25 'FoxP3 Helios™ Treg
rizikovych t€hotnych Zen byl pfepocitan podle procentualniho zastoupeni jednotlivych populaci
z (idaje o absolutnim po¢tu CD3"CD4" lymfocyti, ktery byl ziskan z anamnestickych tdaja.
Absolutni po¢et CD3"CD4" lymfocytii byl u téchto Zen zjistén jako soucast stanoveni krevniho
obrazu Ustavem lékatské biochemie a laboratorni diagnostiky VFN a 1. LF UK, a to v zavislosti
na dobé odbéru a svozu na nésledujicich akreditovanych pracovistich: Hematologie — Laboratot
fakultni polikliniky, Hematologie — Statimova laboratof, Hematologie — Morfologicka
laboratof. Toto méfeni bohuzel neprobéhlo u vsSech Zen, proto je pocet zen

se zjisténymi absolutnimi hodnotami niz§i nez pocCet zen se zméfenymi procentudlnimi

hodnotami.
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U periferni krve nizkorizikovych té¢hotnych Zen byl zjiStovan absolutni pocet Treg
piepoftem z absolutniho poétu CD4'CD25" T lymfocyt, ktery byl zméfen autorkou
na pritokovém cytometru BD FACS Canto™ v softwaru pro klinické méfeni BD

FACSCanto™ za pouziti zkumavek BD Trucount™ dle nésledujiciho protokolu:

Byl zkontrolovan stav zkumavky Trucount a volna pohyblivost pelety s kulickami v jeji
spodni c¢asti. Na sténu zkumavky byly opatrné napipetovany nésledujici monoklonalni
protilatky: 10 ul CD25 (PE)/ CD4 (FITC) a 5 ul CD45 (PerCP). Dalsi udaje k protilatkam
viz tabulka 2. Protilatky se nedotykaly pelety, byly k ni splachnuty az spole¢né s naslednym
ptidanim 50 pl Cerstveé promichané plné krve. Bylo ptidadno 5 pl PBS (pro doplnéni celkového
objemu), krev byla promichana s peletou pomoci vortexu a nasledn¢ inkubovana 15 minut ve
tmé& pii pokojové teploté. Nasledné bylo piidano 450 pl lyzacniho roztoku BD FACS Lysing
solution. Pro promichani na vortexu nasledovalo dalSich 15 minut inkubace ve tmé pti pokojové

teploté. Poté byl vzorek ihned méten (bez promyvani, protokol tzv. ,,lyse no wash*).

V tomto protokolu bylo pouzivano pfesné reverzni pipetovani a pied kazdym méfenim
v softwaru BD FACSCanto™ byl cytometr nastaven pomoci zkumavek obsahujicich kalibraéni
kulicky 7-Color Setup Beads. Tento software méti pfi manudlné¢ neménitelném nastaveni.

Dot ploty vysledného protokolu a strategii vybéru populaci znézoriuje obrazek 19.

Tabulka 2: Protildtky pro pritokovou cytometrii

Specifita Konjugat Klon Vyrobce

CD4/ CD25 FITC/PE MEM-241/181 Exbio

FoxP3 APC 3G3 Exbio

Helios PE-Cy7 22F6 Exbio

CD45 PerCP 2D1 BD Bioscience
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Obrdazek 19: Strategie vybéru populaci pro ziskani absolutni hodnoty CD4" populace.

Absolutni pocet CD4* populace byl méren s pomoci zkumavek BD Trucount a klinického
softwaru BD FACS Canto. Tento software nezobrazuje FSC vs SSC a neumoziuje ménit jejich

nastaveni, neni mozny ani vyber singletii. Nejprve byla vybrana populace lymfocytii (A),

nasledné populace CD4*(B). Pro vypocet absolutniho poctu byly vybrany také Trucount

kulicky pomoci APC, buiiky v APC znaceny nejsou (C).
FSC — primy rozptyl, SSC — bocni rozptyl, APC — antigen prezentujici buriky
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4.2.8 ELISA

ELISA (enzyme-linked immuno sorbent assay) je snadna analyticka technika vyuzivana
ke kvantitativnimu stanoveni rtznych analyti v diagnostice, vyzkumu i kontrole kvality
v primyslu. Metodu lze pouzit v nékolika riznych uspotfddanich. VSechny jsou zalozeny
na vysoce specifické interakci antigenu a protilatky, pfi¢emz na jednoho z téchto partneri je
kovalentn¢ vazan enzym. Po pfidani substratu do smési katalyzuje enzym pfeménu substratu
na produkt, ktery je barevny a stanovuje se spektrofotometricky ¢i na zéklad¢ fluorescence.
Koncentrace produktu je imérnd koncentraci antigenu ve vzorku. Odstranéni nenavdzanych
molekul umoziuje zakotveni antigenu nebo protilatky na nosici, kterou je nejcastéji povrch
mikrotitrac¢ni desticky z pevného polystyrenu, polyvinylu a polypropylenu. Pouzité nosic¢e musi
byt schopny vhodné absorbovat antigen ¢i zachytnou protilatku, ale nesmi absorbovat slozky

v ostatnich fazich (Aydin, 2015).

Jednim z nejcitlivéjSich typti metody je tzv. sendviCova ELISA. V tomto usporadani
je nejprve navazana zachycovaci protilatka na podklad, po odmyti nefixovanych protilatek je
pridan vzorek, ktery se béhem inkubace navaze na protilatku a po dal§im pomyti je detekovan
pomoci detek¢ni protilatky. Ta miize byt pfimo konjugovana s enzymem nebo slouzi jako
antigen pro sekunddrni protilatku konjugovanou senzymem (viz obr. 20). Po odmyti
nenavazanych protilatek a ptidani substratu dojde k reakci ménici zbarveni vzorku v zavislosti

na koncentraci antigenu (Aydin, 2015).

Reakce enzymu
se substratem

Sekundarni A,
konjugovana ‘hi

protilatka
Detekcni
Antigen protildtka

Zichytna (analyt) -'- Ji
protilatka VA VA

M
¥, %% ¥

IWII%{I%IIVII

Obrazek 20: Schéma pribéhu nepiimé sendvicové formy metody ELISA. Upraveno podle:
https://www.Isbio.com/elisakits/human-antithrombin-iii-elisa-kit-sandwich-elisa-Is-f10410/10410
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V této praci byla pouZzita ptimé sendvicova ELISA (tzn. za pouZiti detekéni protilatky
pfimo konjugované s enzymem) pro stanoveni koncentrace cytokini v supernatantech kultur
PBMC a vplazméach periferni krve. Byly pouzity detekéni biotinylované protilatky
(viz tabulka 3), jako funk¢ni enzym kienova peroxidaza vazana na streptavidinu a jako substrat

peroxidazy byl pouzit 3,3,5,5-tetramethylbenzidin (TMB).

Tabulka 3: Protilatky pro metodu ELISA

Detekce Vyvazovaci Detekéni Rekombinantni Vyrobce
cytokinu protilatka protilatka standard
IL-10 DY217B (Duoset) R&D Systems
TGF-B MAB 240 | BAF 240 | 2401 R&D Systems

Na desticku byla navdzana primarni monoklonélni protilatka anti-human IL-10 resp.
TGF-B po 75 pl na jamku, fedéna v PBS dle udajli od vyrobce. Desticka byla inkubovana ptes

noc pii pokojové teploté.

Druhy den byla desticka 3x promyta PBS s 0,05% roztokem Tween. Na desticku byl
nanesen blokovaci roztok po 300 pl na jamku a byla inkubovana 1 hodinu pii laboratorni
teploté. Nasledn¢ byla desticka 3x promyta PBS s 0,05% roztokem Tween. Vzorky
supernatantli bunécnych kultur/krevni plazmy byly pro naneseni na desticku fedéné v TBS (Tris
buffered saline, Trisem pufrovany fyziologicky roztok) pro TGF-B fedicim roztoku pro IL-10.
Standardy byly natfedény dle tdaji od vyrobce (viz obr. 21). Vzorky byly na desticky naneseny
v dubletech po 50 pl. Desticka byla inkubovana 2 hodiny pifi pokojové teploté a pies noc

ulozena do lednice.

500 L 500ul 500 pL 500l 500 pL 500 L
e
B
STANDARD!
- | \ ! ) @
Reconstituted 2000 1000 500 250 125 62.5 313
Standard pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Obrazek 21: Navod na sériové rFedéni standardu pro sestaveni sedmibodové kalibracni
kiivky pro rekombinantni IL-10. Prevzato z:
https://resources.rndsystems.com/pdfs/datasheets/dy217b.pdf
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Nasledujici den byla desticka 3x promyta PBS s 0,05 % roztokem Tween. Na desticku
byla nanesena detek¢ni biotinylovana protilatka fedéna v TBS fedicim roztoku pro IL-10 dle
udajii od vyrobce. Desticka byla inkubovéna 2 hodiny pti pokojové teploté a 3x promyta PBS
s 0,05% roztokem Tween. Na desticku byl nanesen v TBS 1000x fedény streptavidin znaceny
kfenovou peroxidazou po 50 pl na jamku. Desticka byla inkubovana 20 minut pfi pokojové
teploté 3x promyta PBS s 0,05% roztokem Tween. Vyvolavaci roztok byl ptipraven z 3 ml
citratového pufru, 3 ml roztoku TMB a 1 pl H20:2 na jednu desti¢ku. Na desticku bylo naneseno
po 50 ul vyvolavaciho roztoku, se kterym byla inkubovédna v temnu po dobu 20-30 minut.

Reakce byla zastavena pridanim 50 pl 1M H2SO4 na jamku.

Absorbance byla zméfena pii 450 nm fotometrem mikrotitratnich desti¢ek Sunrise

a pomoci kalibra¢ni kiivky byla odectena koncentrace cytokind.
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5 Vysledky

5.1 Stanoveni Treg v periferni krvi pomoci priitokové cytometrie
5.1.1. Dynamika Treg u Zen se zvySenym rizikem pred¢asného porodu

Ve skupiné Zen se zvySenym rizikem piedCasného porodu, kterym lékai indikoval
vaginalni uzivani progesteronu (podrobnéji viz kapitola 4.2.2 Kritéria vybéru darkyn a odbér
vzorkll), byly v letech 2016-2018 pomoci pritokové cytometrie zpracovany vzorky periferni
krve 32 Zen ve veéku od 23 do 46 let, ztoho u 7 Zen 2x a u 3 Zen 3x. Odbéry probihaly

v nasledujicich 3 intervalech:

1. odbér: v dobé pied zacatkem progesteronové terapie nebo kratce po zacatku jeho

uzivani (n = 21)
2. odbér: po 2-3 tydnech uzivani progesteronu (n = 17)
3. odbér: po dalSich 3-4 tydnech uzivani progesteronu (n = 7)

Ptepoctem hodnot podle idaje o absolutnim poc¢tu CD3"CD4" lymfocyti v periferni
krvi byly ziskany hodnoty absolutnich poc¢ti celkové populace Treg (CD4"CD25"FoxP3"),
populaci nTreg a iTreg. U Zen s rizikem pfed¢asného porodu byl absolutni po¢et CD3'CD4"
lymfocytll méten jako soucdst stanoveni krevniho obrazu na klinickém pracovisti (viz kapitola
4.2.7 Prutokova cytometrie — detekce absolutniho zastoupeni Treg), toto méfeni bohuzel
neprobéhlo u vSech Zen, a proto je pocet subjekti, u kterych byl stanoven absolutni pocet Treg,
nasledujici:

1. odbér: v dobé pred zacatkem progesteronové terapie nebo kratce po zacatku jeho

uzivani (n =17)

2. odbér: po 2-3 tydnech uzivani progesteronu (n = 13)

3. odbér: po dalsich 3-4 tydnech uzivani progesteronu (n = 6)

V téchto tfech sledovanych obdobich neni v pribéhu progesteronové terapie
pozorovatelny rozdil v procentudlnim ani absolutnim zastoupeni CD4"'CD25 FoxP3" Treg
(obr. 22A a 22B), v procentualnim ani absolutnim zastoupeni CD4"CD25 FoxP3 Helios"
nTreg (obr. 22C a 22D) a v procentudlnim ani absolutnim zastoupeni CD25 FoxP3 Helios™
iTreg (obr. 22E a 22F). Vysledky byly statisticky vyhodnoceny testem jednofaktorova ANOVA

s naslednym vyuzitim Tukeyho post-hoc testu.
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RIZIKOVE ZENY

Relativni zastoupeni Absolutni pocet
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Obrazek 22: Detekce Treg v periferni krvi rizikovych Zen uZivajicich progesteron
pomoci pritokové cytometrie. Procentualni zastoupeni a absolutni pocet
CD4*CD25FoxP3"Treg (A resp. B), CD4"CD25"FoxP3"Helios™ nTreg (C resp. D) a
CD4*CD25*FoxP3*Helios iTreg (E resp F) v periferni krvi Zen se zvysenym rizikem
predcasného porodu v priibéhu progesteronové terapie. Vysledky byly statisticky vvhodnoceny
testem jednofaktorova ANOVA s naslednym vyuzitim Tukeyho post-hoc testu. Treg — regulacni
T lymfocyty, nTreg — prirozené Treg, iTreg — indukované Treg, n — pocet Zen
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5.1.2. Dynamika Treg u Zen s nizkym rizikem pied¢asného porodu

Nizkorizikovym téhotnym Zenam byla v pribéhu téhotenstvi odebrana krev ze zily

v loketni jamce v nasledujicich tiech ¢asovych intervalech:
1. interval: v probihajicim 25.-26. tt
2. interval: v probihajicim 31.-32. tt
3. interval: v probihajicim 35.-36. tt

Hodnoty absolutnich poctii jednotlivych Treg, nTreg a iTreg populaci byly piepocteny
podle hodnot absolutniho poétu CD4" lymfocyti. Absolutni po¢et CD4" lymfocyti byl méfen
autorkou na pratokovém cytometru BD FACS Canto™ v softwaru pro klinické méieni BD
FACSCanto™ za pouziti zkumavek BD Trucount™ (viz kapitola 4.2.7 Pritokova cytometrie

— detekce absolutniho zastoupeni Treg).

Skupinu nizkorizikovych téhotnych tvoii 7 zen, z nichz u jedné prob¢hl odbér 3x
a u jedné 2x. Ve tfech sledovanych intervalech nebyl v pribéhu té¢hotenstvi stanoven statisticky
vyznamny rozdil v procentudlnim ani absolutnim zastoupeni CD4"CD25'FoxP3" Treg
(obr. 23A a 23B), v procentudlnim ani absolutnim zastoupeni CD4'CD25"FoxP3 Helios®
nTreg (obr. 23C a 23D) ani v procentudlnim zastoupeni CD25'FoxP3 Helios™ iTreg (obr. 23E).
V absolutnim zastoupeni CD4"CD25 "FoxP3 " Helios™ iTreg v periferni krvi nizkorizikovych Zen
(obr. 23F) je statisticky vyznamny nariist mezi 1. obdobim odbéru v intervalu 25. - 26. tt
a 3. obdobim v intervalu 35. - 36. tt (p < 0.05). Pro statistické zhodnoceni ziskanych vysledki
byla pouZita jednofaktorovd ANOVA s néslednym vyuzitim Tukeyho post-hoc testu.
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NiZKORIZIKOVE ZENY

Relativni zastoupeni
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Obrazek 23: Stanoveni Treg v periferni krvi nizkorizikovych Zen pomoci priitokové
cytometrie. Procentudlni zastoupeni a absolutni pocet CD4*CD25"FoxP3" Treg (A resp. B),
CD4*CD25"FoxP3"Helios™ nTreg (C resp. D) a CD4*CD25*FoxP3"Helios iTreg (E resp F)
v periferni krvi Zen s nizkym rizikem predcasného porodu v priitbéhu tehotenstvi (1. odber 25.-
26. tt, 2. odbeér 31.-32. tt, 3. odbeér 35.-36. tt). Vysledky byly statisticky vyhodnoceny testem
Jjednofaktorova ANOVA s naslednym vyuzitim Tukeyho post-hoc testu. *p <0.05, Treg —
regulacni T lymfocyty, nTreg — prirozené Treg, iTreg — indukované Treg, n — pocet Zen
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5.1.3 Porovnani Treg v periferni krvi rizikovych a nizkorizikovych Zen

Tehotnym Zenam s nizkym rizikem pied¢asného porodu (podrobnéji viz kapitola 4.2.2
Kritéria vybéru darkyn a odbér vzorki) byla v pribéhu te€hotenstvi odebrana krev ve tfech
casovych intervalech. Ty byly stanoveny na zaklad¢ intervali t€hotenstvi, ve kterych byla

nejcastéji odebirana krev Zzendm s vysokym rizikem pred¢asného porodu.

V téchto tfech sledovanych obdobich byly pomoci pritokové cytometrie porovnany
procentualni zastoupeni a absolutni pocet bunék populaci CD4"CD25"FoxP3" Treg (obr. 24A
a 24B), CD4"CD25FoxP3 Helios" nTreg (obr. 24C a 24D) a CD4"CD25 FoxP3 Helios iTreg
(obr. 24E a 24F) mezi periferni krvi zen se zvySenym rizikem predcasného porodu a periferni
krvi Zen s nizkym rizikem ptedcasného porodu. Vysledky byly statisticky vyhodnoceny testem

jednofaktorovd ANOVA s pouzitim Dunnova testu pro mnohonasobné porovnani.

Mezi zenami se zvySenym rizikem pied¢asného porodu a Zenami s nizkym rizikem
pfed¢asného porodu nebyl zjistén zadny statisticky vyznamny rozdil v procentualnim

zastoupeni ani absolutnich poctech populaci Treg, nTreg a iTreg.
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Relativni zastoupeni
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Obrazek 24: Srovndni Treg v periferni krvi nizkorizikovych Zen a Zen se zvySenym rizikem
piedcasného porodu. Porovnani procentualniho zastoupeni a absolutnich poctii
CD4"CD25FoxP3*Treg (A resp. B), CD4*CD25"FoxP3" Helios™ nTreg (C resp. D)

a CD4"CD25"FoxP3"Helios™ iTreg (E resp. F) v periferni krvi Zen se zvySenym rizikem resp.
nizkym rizikem predcasného porodu v priibehu tehotenstvi. Vysledky byly statisticky
vyhodnoceny testem jednofaktorova ANOVA s naslednym pouZitim Dunnova testu pro
mnohondsobné porovnani. Treg — regulacni T lymfocyty, nTreg — prirozené Treg, iTreg —

indukované Treg
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5.2 Schopnost progesteronu indukovat Treg in vitro
5.2.1 Vyvoj metodiky

Pro ovéfeni schopnosti progesteronu indukovat Treg in vitro bylo tieba nejdiive zavést
a optimalizovat podminky stimulace PBMC a vybrat vhodnou formu progesteronu pro bunééné
kultivace. Po vyzkouseni prace s riznymi druhy progesteronu (viz Kapitola 4.2.4 Kultivace
in vitro) byl pro dal$i praci zvolen Progesterone-Water Soluble — ve vodé rozpustny progesteron

pro bunécné kultivace (Sigma-Aldrich).

Pro vybér vhodné koncentrace progesteronu a délky kultivace bun¢k byla frakce PBMC
1zolovana z periferni krve net€¢hotné zeny stimulovana po dobu 1-7 dni rGznymi koncentracemi
progesteronu (0,5uM, S5uM a 50uM). Byly provedeny dva samostatné experimenty. Pro prvni
experiment se nepodafilo ziskat dostatek bun€k pro vSechny ¢asové intervaly a koncentrace,
proto byly testovany pouze Casové intervaly po 1, 2, 3, 4 a 6 dnech stimulace. Pfi druhém
experimentu byla PBMC frakce z periferni krve dalsi net€hotné zeny stimulovéana 0,5uM, 5uM
a 50uM koncentraci progesteronu po dobu 1, 2, 3,4, 5, 6 a 7 dni.

Primérné hodnoty procentudlniho zastoupeni Treg, nTreg a iTreg ve stimulovanych
vzorcich PBMC a nestimulované kontrole ze vSech 7 dnt kultivace z obou experimenta
znazoriuje obrazek 25. Ve vzorcich stimulovanych 50uM koncentraci progesteronu bylo
ve srovnadni se vzorky stimulovanymi SuM koncentraci progesteronu (p < 0,05), ve srovnani
se vzorky stimulovanymi 0,5uM koncentraci progesteronu (p < 0,01) a ve srovnani

s kontrolnimi vzorky (p < 0,001) vyznamné niz$i procentudlni zastoupeni Treg (obr. 26A)

anTreg (obr. 25B) a vyznamné vys$si procentualni zastoupeni iTreg (obr. 25C).
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Obrazek 25: Optimalizace indukce Treg v PBMC progesteronem in vitro. Pomoci priitokové
cytometrie byly stanoveny priumérné hodnoty procentuadlniho zastoupeni Treg (4), nTreg (B)
a iTreg (C) ve stimulovanych vzorcich PBMC izolovanych z krve 2 netéhotnych Zen
po 1-7 dnech kultivace. Vzorky (n = 12) byly stimulovany 0,5uM, SuM a 50uM koncentraci
progesteronu a kultivovany samostatné jako kontrola. Ve vysledcich je zobrazen prumér
a smérodatné odchylky.

Data byla vyhodnocena testem jednofaktorova ANOVA a nasledné Tuckeyho testem pro
mnohondsobné porovnani. Treg — regulacni T lymfocyty, nTreg — prirozené Treg, iTreg —
indukované Treg, n — pocet vzorkii

*p <0,05, **p <0,01, ***p < 0,001

Zmény procentudlniho zastoupeni Treg, nTreg a iTreg a Zivotnosti izolovanych PBMC
v prube¢hu vSech 7 dni stimulace progesteronem in vitro zndzorfiuje obrazek 26. Jedna
se o PBMC izolované z krve dvou neté¢hotnych Zen, v ptipad¢ ¢asovych intervalti po 5 a 7 dnech
byla provedena stimulace bun¢k pouze jedné netéhotné Zeny, z toho diivodu nebyl proveden
zadny statisticky test. Obrazek ilustruje také pokles zivotnosti po 4. dni kultivace (26C), ktery

byl pozorovan pomoci optického mikroskopu s vyuzitim trypanové modfi.

54



A Treg B nTreg

10+ 100+
3
+ =
o 8 2 804
X +
o &
+ 64 x 604
& £
8 +
T 41 E‘Ou’ 404
a o
O +
£ 2 2 20+
O
B
0- 0-
N Vv -} ™ © © A N 1% G-} [ © © A
Den kultivace in vitro Den kultivace in vitro
C iTreg D Zivotnost
. 80+ 150~
8
2
& 60-
% (Z) 100~
I i
+ 404 =
w
3 g
[&] i 50
£ 204 ®
(=]
[&]
B
0- 0-
N Vv -} | ) © A 1 2 3 4 5 6 7
Den kultivace in vitro Den kultivace in vitro

Il Kontrola
[ 0,5uM prog.
I 5uM prog.
[ 50uM prog.

Obrazek 26: Optimalizace indukce Treg v PBMC progesteronem in vitro. Vliv stimulace
PBMC dvou zZen riiznymi koncentracemi progesteronu v odlisnych casovych intervalech.
Procentudlni zastoupeni CD25"FoxP3" Treg z CD4" populace (A4), procentudlni zastoupeni
Helios* nTreg z populace CD4*CD25"FoxP3"(B), procentudlni zastoupeni zZivych PBMC (C)
a procentudlni zastoupeni Helios iTreg z CD4*CD25 FoxP3" populace (D) ve vzorcich
PBMC po 1-7 dnech stimulace 0,5uM, 5SuM a 50uM koncentraci progesteronu a
nestimulované kontrolni kultivaci stanovené pomoci priitokove cytometrie. Ve vysledcich je
zobrazen primeér a smerodatné odchylky. Statisticky nevyhodnocovano. Treg — T regulacni
lymfocyty, nTreg — prirozené Treg, iTreg — indukované Treg, PBMC — mononukledrni bunky
periferni krve

Na zékladé¢ téchto dvou experimenti byla pro dalsi pokusy zvolena SuM koncentrace
progesteronu a délka stimulace 4 dny. 50uM koncentrace vedla k poklesu relativniho
zastoupeni CD25"FoxP3" Treg z CD4" populace. 5uM koncentrace také zhruba odpovida
fyziologickym koncentracim progesteronu v téhotenstvi, které¢ jsou zhruba 1uM v séru a 10uM

v placenté¢ (Cunningham et al., 2014). Po 4. dni stimulace dochazelo k poklesu Zivotnosti.
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Zvolené 4 dny a SuM koncentrace progesteronu byly pouZity pro stimulaci PBMC izolovanych
z periferni krve 3 dalSich netéhotnych Zen, vysledky z tohoto experimentu jsou zahrnuty

v grafech shrnujicich vysledky z vice experimenti (obr. 30).

V dal$im pokusu byly stimulovany vzorky PBMC dalsi netéhotné Zeny po dobu 4 dni
s progesteronem v SuM koncentraci a dalSimi stimulanty. Krom¢ vzorkd s nestimulovanou
kontrolou a vzorkl se samotnym progesteronem byly PBMC stimulovany rh IL-2; CD3/CD28;
CD3/CD28 spolecn¢ s rh IL-2; rh IL-2 spole¢né s progesteronem; CD3/CD28 s rh IL-2
1 progesteronem. Ve vzorcich bylo pomoci pritokové cytometrie analyzovano procentudlni
zastoupeni CD4"CD25FoxP3" Treg (obr. 27A), procentualni zastoupeni CD4"CD25 FoxP3*
Helios" nTreg (obr. 27B), procentuélni zastoupeni CD4"CD25 " FoxP3 Helios iTreg (obr. 27C)

a procentualni zastoupeni zivych PBMC (obr. 27D).
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Obrazek 27: Optimalizace indukce Treg v PBMC progesteronem in vitro. Procentualni
zastoupeni CD4*CD25"FoxP3" Treg (4), CD4"CD25"FoxP3" Helios* nTreg (B),
CD4°CD25"FoxP3"Helios™ iTreg (C) a procentudlni zastoupeni zivych PBMC (D)

ve vzorcich PBMC izolovanych z periferni krve netéhotné Zeny a stimulovanych po dobu 4 dni
nasledujicimi stimulanty: progesteron, rh IL-2; CD3/CD28; CD3/CD28 spolecné s rh IL-2;
rh IL-2 spolecné s progesteronem,; CD3/CD28 s rh IL-2 i progesteronem. Progesteron je

v SuM koncentraci. Nebyl proveden zadny statisticky test, jedna se o vzorky PBMC jedné

netehotné Zeny.

K — nestimulovana kontrola, prog — progesteron, Treg — T regulacni lymfocyty, nTreg —
prirozené Treg, iTreg — indukované Treg, PBMC — mononuklearni bunky periferni krve,
IL — interleukin, rh IL-2, rekombinantni lidsky IL-2



5.2.2 Zavéreény experiment

Zéaveérem byly stimulovany PBMC izolované z periferni krve dalSich 10 netéhotnych
zen. Pokus byl proveden ve dvou experimentech, pficemz v kazdém z nich byly stimulovany
vzorky PBMC 5 Zen. Vzorky byly stimulovany 4 dny, analyzovédna byla také nestimulovana
kontrola v den izolace PBMC (obr. 28A). Pouzity byly nasledujici stimulanty: SuM
progesteron, rh IL-2 s CD3/CD28; rh IL-2 s CD3/CD28 a 5uM progesteronem. Bohuzel se
nepodafilo ziskat dostatek PBMC pro vsechny stimulace, proto je méné vzorkl stimulovanych
4 dny rh IL-2 s CD3/CD28 a samotnym progesteronem (n = 7). Pomoci pritokové cytometrie
bylo ve vzorcich stanoveno procentudlni zastoupeni Treg (obr. 28B), nTreg (obr. 28C) a iTreg

(obr. 28D).

Pro statistické zhodnoceni ziskanych vysledkii byla pouzita jednofaktorovdi ANOVA
s naslednym vyuzitim Tukeyho post-hoc testu. Relativni zastoupeni CD4"CD25 FoxP3" Treg
z CD4" populace bylo vyznamné vy$§i u PBMC stimulovanych rh IL-2 s CD3/CD28 a rh IL-2
s CD3/CD28 v kombinaci s progesteronem oproti PBMC stimulovanym pouze samotnym
progesteronem a nestimulované kontrole (p < 0,05, obr. 28B). Relativni zastoupeni Helios"
rh IL-2 s CD3/CD28 a rh IL-2 s CD3/CD28 v kombinaci s progesteronem oproti PBMC
stimulovanym pouze samotnym progesteronem a nestimulované kontrole (p < 0,001, obr. 28C).
Relativni zastoupeni Helios" iTreg z populace Treg bylo analogicky opacné k relativnimu

zastoupeni nTreg (obr. 28D).
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Obrazek 28: Zavérecny experiment indukce Treg progesteronem in vitro. PBMC izolované
z periferni krve 10 netehotnych Zen byly stimulovany po dobu 4 dni. Pomoci priitokové
cytometrie bylo analyzovano procentualni zastoupeni Treg, nTreg a iTreg v PBMC kratce
po izolaci (A), relativni zastoupeni CD25FoxP3" Treg z CD4" populace (B), relativni
zastoupeni Helios™ nTreg z populace CD4"CD25"FoxP3™" (C) a relativni zastoupeni Helios
iTreg z CD4"CD25"FoxP3" populace (D) po 4 dnech kultivace s ndsledujicimi stimulanty:
progesteron, rh IL-2 spolecne s CD3/CD28; rh IL-2 s CD3/CD28 a progesteronem.
Progesteron je v SuM koncentraci. Ve vysledcich je zobrazen priumér a smérodatné odchylky.

Pro statistické zhodnoceni ziskanych vysledkii byla pouzita jednofaktorova ANOVA
s naslednym vyuzitim Tukeyho mnohondsobného porovnani.

IL — interleukin, rh — rekombinantni lidsky, Treg — T regulacni lymfocyty, nTreg — prirozené
Treg, iTreg — indukované Treg, PBMC — mononuklearni bunky periferni krve, prog —
progesteron, n — pocet Zen, *p < 0,05, *** p < 0,001
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Hodnoty procentualniho zastoupeni Treg, nTreg a iTreg ziskané analyzou vzorki
PBMC stimulovanych 4 dny 5uM progesteronem ze vSech prob&hlych experimenti byly
slouceny a statisticky vyhodnoceny parovym t-testem (n = 13). Mezi vzorky PBMC
stimulovanymi progesteronem a nestimulovanou kontrolou nebyl zjistén zadny rozdil

v procentudlnim zastoupeni Treg (obr. 29A), nTreg (obr. 29B) ani iTreg (obr. 29C).
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Obrazek 29: Indukce Treg progesteronem in vitro — souhrn v§ech experimentit. PBMC
zdravych netéhotnych zen po 4 dnech stimulace 5uM progesteronem a nestimulované
kontroly. Slouceni vysledkii ze vSech provedenych stimulaci in vitro (n = 13). Procentualni
zastoupeni Treg (A), nTreg (B) a iTreg (C).

Ve vysledcich je zobrazen primér a smérodatné odchylky.
Statisticky vyhodnoceno parovym t-testem.

Treg — T regulacni lymfocyty, nTreg — prirozené Treg, iTreg — indukované Treg,
PBMC — mononukledrni buriky periferni krve, prog — progesteron, n — pocet vzorkii
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5.3 Stanoveni cytokini s regula¢ni funkci metodou ELISA

5.3.1 Stanoveni IL-10 a TGF-$ v krevni plazmé rizikovych a nizkorizikovych Zen

Pomoci metody pifimé sendviCova ELISA byla stanovena koncentrace cytokini IL-10
a TGF-B v plazmach periferni krve t€hotnych zen se zvySenym rizikem ptfed¢asného porodu
odebirané ve tiech sledovanych intervalech v priibé¢hu progesteronové terapie (1. odbér: pred
zaCatkem progesteronové terapie nebo kratce po jejim zacatku, 2. odbér: po 2-3 tydnech uzivani

progesteronu, 3. odbér: po dalSich 3-4 tydnech uzivani progesteronu).

Koncentrace IL-10 kolisala u jednotlivych Zen v pribéhu progesteronové terapie
s rozdilnou dynamikou. Koncentrace IL-10 byla celkové nizkd a vsouhrnu se mezi

jednotlivymi odbéry statisticky vyznamné neliSila (obr. 30A).

Koncentrace TGF-B v plazmé rizikovych zen statisticky vyznamné vzrostla mezi
prvnim a druhym odbérem (p < 0,01) a na podobné urovni zustala i v dobé 3. odbéru, kde je

vSak mensi mnozstvi analyzovanych vzorki (obr. 30B).

Koncentrace cytokinii IL-10 a TGF-f byla stanovena také v plazmach periferni krve
zdravych téhotnych Zen s nizkym rizikem pfed¢asného porodu ve tfech intervalech (1. interval:
25.-26. tt, 2. interval: 31.-32. tt, 3. interval: 35.-36. tt). Koncentrace IL-10 byla opét celkove
nizka a v prabéhu téhotenstvi vykazovala stoupajici tendenci bez statistické signifikance,
ovSem dat je velice malo (obr. 30C). Ani v koncentraci TGF- nebyl mezi jednotlivymi

sledovanymi obdobimi zjiStén vyznamny rozdil (obr. 30D).

V nékterych analyzovanych vzorcich byla koncentrace cytokini pod detekénim limitem
metody, proto je pocet zjisténych hodnot v jednotlivych casovych intervalech nizsi v porovnani
s poctem odebranych vzorka periferni krve. Pro statistické zhodnoceni dat byl pouzit

Kruskal-Wallis test a nasledné Dunnovo mnohonasobné porovnani.
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Obrazek 30: Stanoveni IL-10 a TGF-f v krevni plazmé rizikovych a nizkorizikovych Zen
pomoci metody ELISA. V krevni plazmé Zen se zvysenym rizikem predcasného porodu byly
v prubéhu progesteronové terapie stanoveny koncentrace cytokinii IL-10 (A) a TGF-f (B).
V krevni plazmé Zen s nizkym rizikem predcasného porodu byly v priibéhu téhotenstvi také
stanoveny koncentrace cytokinit IL-10 (C) a TGF-f (D). Pro statistické zhodnoceni dat by!

pouzit Kruskal-Wallis test a nasledne Dunniiv test pro mnohondasobné porovnani.

ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay, IL — interleukin, n — pocet vzorkui,
TGF-p - transformujici rustovy faktor f, ** p <0,01
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5.3.2 Stanoveni IL-10 a TGF-f v supernatantech bunéénych kultur

Pomoci metody ptima sendvicova ELISA byla stanovena koncentrace cytokina IL-10
a TGF-B v supernatantech kultur PBMC zdravych netéhotnych Zen stimulovanych 4 dny 5uM
progesteronem, rh IL-2 s CD3/CD28; rh IL-2 s CD3/CD28 v kombinaci s progesteronem

(viz kapitola 5.2.2 ZavéreCny experiment).

Pro statistické zhodnoceni dat byl pouzit Kruskal-Wallis test a nasledné¢ Dunnovo
mnohonasobné porovnani. Koncentrace IL-10 byla statisticky vyznamné vyssi
v supernatantech vzorktit PBMC stimulovanych rh IL-2 s CD3/CD28 oproti kontrole (p <0,01)
1 supernatantim vzorkli stimulovanych samotnym progesteronem (p < 0,001). Také
v supernatantech vzorki stimulovanych rh IL-2 s CD3/CD28 v kombinaci s progesteronem
byla koncentrace IL-10 vyznamné vys§i ve srovnani s kontrolou (p < 0,05) a vzorky

stimulovanymi samotnym progesteronem (p < 0,001, obr. 31A).

Koncentrace TGF-f se mezi vzorky po jednotlivych stimulacich nelisila (obr. 31B).
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Obrazek 31: Stanoveni IL-10 a TGF-f v supernatantech bunécnych kultur pomoci metody
ELISA. V supernatantech PBMC zdravych netéhotnych Zen stimulovanych 4 dny SuM
progesteronem (n = 7), rh IL-2 s CD3/CD28 (n = 7); rh IL-2 s CD3/CD28 v kombinaci
s progesteronem (n = 10) a nestimulované kontrole (n = 10) byly stanoveny koncentrace
cytokinut IL-10 (4) a TGF-f (B). Pro statistické zhodnoceni dat byl pouzit Kruskal-Wallis test
a nasledné Dunniiv test pro mnohondsobné porovnani. Ve vysledcich je zobrazen primeér
a smérodatné odchylky.

ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay, IL — interleukin, TGF-f — transformujici
riistovy faktor f, PBMC — mononuklearni buriky periferni krve, prog — progesteron,
n — pocet vzorku * p < 0,05, **p <0,01, *** p <0,001
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5.4 Korelace vysledku s klinickymi udaji

U Zen se zvySenym rizikem pfed¢asného porodu byly zjistény nésledujici anamnestické
udaje: probihajici tyden téhotenstvi v dob& odbéru, hodnoty funkéni délky délozniho hrdla
(mm) zjisténé cervikometrii v dobé co nejblizsi dobé odbéru vzorku periferni krve, délka
uzivani progesteronu (dny), probihajici tyden téhotenstvi v dobé porodu. Ne v§echny udaje byly
zjistény u vSech zen, napft. daj o tt v dobé porodu nemohl byt ziskan, pokud Zeny rodily na
jiném nez spolupracujicim pracovisti. Tyto ziskané klinické udaje byly korelovany s hodnotami
laboratornimi, tzn. absolutnich poétl a procentualniho zastoupeni CD4"CD25FoxP3" Treg,
CD4"CD25"FoxP3 Helios" nTreg a CD4'CD25'FoxP3'Helios™ iTreg zjisténymi pomoci
priatokové cytometrie. Pti korelaci tidaju, které nebyly zjisStovany spolecné ve stejném ¢asovém
useku, byly samostatné porovnany udaje zahrnujici hodnoty Treg zjisténé pii prvnim resp.
poslednim odbéru v pfipad¢ Zen s opakovanymi odbéry periferni krve. Déle byly tyto udaje
porovnany se zjisténymi koncentracemi cytokina IL-10 a TGF- a n¢které klinické udaje byly

porovnany mezi sebou.
Konkrétné jsme korelovali nésledujici udaje:

- hodnoty Treg a délku uzivani progesteronu (dny)

- hodnoty Treg a délku délozniho hrdla (mm)

- hodnoty Treg a délku t€hotenstvi (tt v dobé porodu)

- hodnoty Treg a tt v dob¢€ odbéru vzorku periferni krve

- délku délozniho hrdla a délku uzivani progesteronu (dny)

- délku d€lozniho hrdla a délku téhotenstvi (tt v dobé porodu)

- délku uzivani progesteronu a délku t¢hotenstvi (tt v dob& porodu)
- koncentrace cytokini a délku uZivani progesteronu (dny)

- koncentrace cytokinii a délku délozniho hrdla (mm)

- koncentrace cytokinii a délku t€hotenstvi (tt v dobé porodu)

- koncentrace cytokind a tt v dobé odbéru vzorku periferni krve

Pro zjiSténi korelace byl pouzit Pearsontiv korelacni koeficient. Statisticky vyznamna
byla pozitivni korelace mezi délkou progesteronové terapie a délkou t€hotenstvi (p < 0,0001,
r=0,8487), tedy ¢im déle Zeny uzivaly progesteron, tim delsi bylo jejich t€hotenstvi (obr. 32A).

Mezi délkou uzivani progesteronu a procentudlnim zastoupenim Treg se ukazala statisticky
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vyznamna negativni korelace (p = 0,0205, r =-0,3484, obr. 32B). Mezi koncentraci IL-10 resp.

TGF-B a jinymi klinickymi tdaji nebyla zjisténa zadna korelace.

tt v dobé porodu
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Obrazek 32: Korelace délky progesteronové terapie a délky téhotenstvi, resp.
procentudlniho zastoupeni Treg. Mezi délkou uzivani progesteronu a tydnem tehotenstvi

v dobé porodu byla pozitivni korelace, tedy cim delsi dobu pred porodem Zeny uzivaly
progesteron, tim delsi bylo jejich téhotenstvi (p < 0,0001, r = 0,8487, A). Mezi procentudlnim

zastoupenim Treg a délkou uZivani progesteronu byla negativni korelace, tedy Zeny uzivajici

progesteron déle mély nizsi procentualni zastoupeni Treg (p = 0,0205, r = -0,3484, B).

Pro statistické zhodnoceni dat byl pouzit Pearsonuiv korelacni koeficient. Treg — T regulacni

lymfocyty

Korelace mezi absolutnim poctem Treg a délkou t€hotenstvi dosahovala hodnoty blizké

signifikanci (p = 0,0656, r = 0,3969, obr. 33).

Treg vs délka téhotenstvi
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Obrazek 33: Korelace absolutniho poctu Treg s délkou téhotenstvi. Mezi absolutnim

poctem Treg a délkou tehotenstvi byla témér signifikantni pozitivni korelace (p = 0,0656,

r = 0,3969). Pro statistické zhodnoceni dat byl pouzit Pearsoniiv korelacni koeficient.

Treg — T regulacni lymfocyty
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Ve skupiné Zen s vysokym rizikem pfed€asné¢ho porodu (32 Zen) je zndm udaj o dobé
porodu u 26 zen, z nich 15 Zen porodilo pfedcasné, tedy pied ukon¢enym 37. tt. Z pted¢asnych
porodu bylo 10 spontannich a 5 cisafskym fezem. Mezi skupinou rizikovych zen, které porodily
predCasné, a skupinou rizikovych Zen, které¢ porodily v terminu, byly porovnany nasledujici

udaje:

- absolutni poCty a procentudlni zastoupeni Treg, nTreg, iTreg
- délka délozniho hrdla (u zen s opakovanymi odbéry zvolena hodnota pti 1. odbéru)

- délka uzivani progesteronu

Pro statistické zhodnoceni byl pouzit neparovy t-test. Statisticky vyznamné vysly nasledujici

rozdily:

- absolutni pocet Treg pfi 1. odbéru vyssi u Zen rodicich v terminu (obr. 34A)
- absolutni pocet iTreg nehled¢ na dobu odbéru vyssi u Zen rodicich v terminu (obr. 34B)
- analogicky niz§i poc¢et nTreg u Zen rodicich v terminu

- delsi doba uzivani progesteronu u zen rodicich v terminu (obr. 34C)

Mezi zenami s vysokym rizikem pred¢asného porodu které porodily pfed¢asné a které porodily

v terminu nevySel zadny rozdil v délce délozniho hrdla v dobé prvniho odbéru.
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Obrazek 34: Nékteré vyznamné rozdily mezi rizikovymi Zenami rodicimi v terminu a Zenami
rodicimi predcasné. Ze skupiny Zen se zvySenym rizikem predcasného porodu mély Zeny, které
porodily v terminu, vyssi absolutni pocet Treg v periferni krvi (A) a vyssi absolutni pocet
iTreg v periferni krvi (B) v dobé prvniho odbéru jejich krve a delsi dobu uzivani
progesteronové terapie pred porodem (C). Ve vysledcich je zobrazen priimér a smérodatné
odchylky. Pro statistické zhodnoceni dat byl pouzit neparovy t-test.

Treg — T regulacni lymfocyty, iTreg — indukované Treg, * p < 0,05, *** p < 0,001
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6 Diskuse

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo sledovat vliv progesteronu na procentualni
zastoupeni a absolutni pocet populaci Treg, iTreg, nTreg a koncentraci tolerogennich cytokinii
IL-10 a TGF-p pfi progesteronové terapii in vivo a stimulaci PBMC progesteronem in vitro.
Schopnost progesteronu indukovat Treg se neprokazala. V procentudlnim zastoupeni
a absolutnich poétech populaci CD4"'CD25'FoxP3* Treg, CD4"'CD25 FoxP3 Helios" nTreg
a CD4"CD25'FoxP3*Helios™ iTreg v periferni krvi rizikovych Zen nebyl v pribéhu
progesteronové terapie pozorovatelny rozdil. Také pti kultivaci in vitro se vliv progesteronu
na indukci Treg nepodatilo prokazat. V procentudlnim zastoupeni Treg, nTreg a iTreg nebyl
zadny rozdil mezi vzorky PBMC stimulovanymi progesteronem a nestimulovanou kontrolou.
Koncentrace TGF-B po 2-3 tydnech vaginalni progesteronové terapie statisticky vyznamné
vzrostla, koncentrace IL-10 zGstala v jejim pribéhu primérné neménna. Po stimulaci PBMC

progesteronem in vitro nebyl zjistén rozdil v koncentracich IL-10 a TGF-f3 oproti kontrole.

Dale byly sledovany souvislosti mezi délkou uzivani progesteronu, délkou té¢hotenstvi,
delkou délozniho hrdla, zjisténym procentudlnim a absolutnim zastoupenim populaci Treg
a regulacnich cytokinti. Mezi délkou progesteronové terapie a délkou t€hotenstvi byla zjisténa
statisticky vyznamna pozitivni korelace. Mezi absolutnim poctem Treg a délkou téhotenstvi
byla pozitivni korelace s hodnotou blizici se statistické signifikanci (p = 0,0656). Mezi délkou
progesteronové terapie a procentudlnim zastoupenim Treg vSak byla zjiSténa korelace
negativni. Zeny se zvySenym rizikem pred¢asného porodu byly rozdéleny na Zeny, které
skute&né porodily preddasné a Zeny, které porodily v terminu. Zeny, které porodily v terminu

mély vyssi absolutni poéty Treg a iTreg a del$i dobu uzivani progesteronu v dobé porodu.

Zvysené riziko pred€asného porodu je v soucasnosti stanovovano na zéklad€ zkraceni
délozniho hrdla. BohuZel zatim neexistuje spolehlivéjsi zplsob vcasné diagnostiky
predCasného porodu, ani zptisob, jak pocinajici pred¢asny porod zastavit ¢i dostateéné oddalit.
V soucasnosti sili vyzkumné snahy po nalezeni vhodného markeru predcasného porodu.
V¢asna diagnostika by mohla vést i1 k vyS$$i u€innosti pouzivané 1é€by. Vhodnym prediktivnim
znakem by mohla byt hladina Treg, kterd by spolu s udaji o délce délozniho hrdla mohla

zptesnit miru rizika pted¢asného porodu (Koucky et al., 2014).

V této diplomové praci jsou Treg charakterizovany pomoci kombinace povrchovych
znaki CD4, CD25 a intracelularniho transkripéniho faktoru FoxP3. V klinické praxi

se intracelularni znaceni pro detekci Treg nepouziva z divodd vyssi technické, casové
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a finanéni ndro€nosti, Treg jsou znaCeny pouze povrchovym barvenim jako populace
CD3"CD45°CD4"CD25"CD127"°%". Toto povrchové barveni Treg, zalozené na jejich nizké
expresi CD127 u lidi, vychazi pro dosavadni klinické ucely jako nejefektivnéjsi a koreluje
se zna¢enim znaku FoxP3" (Yu et al., 2012). Pro védecké ucely je vSak vyuzivano znaleni
povrchovych znaki CD4 a CD25 v kombinaci s intracelularnim transkripénim faktorem FoxP3,
jako prikaznéjsi identifikace Treg. Pro udrzeni fenotypu Treg se exprese FoxP3 jevi jako
nepostradatelna, odstranéni FoxP3 vede ke ztrat¢ supresivni funkce Treg a ziskani vlastnosti

efektorovych T lymfocyt (Williams and Rudensky, 2007).

V této diplomové praci jsou vramci CD4'CD25'FoxP3" Treg dale rozliSovany
subpopulace nTreg a iTreg pomoci intracelularniho znaku Helios. Transkripcni faktor Helios
je povazovan za dostatecné specificky pro rozliSeni nTreg pochazejicich z thymu a iTreg
indukovanych na periferii (Thornton et al., 2016). Objevuji se vSak také studie, které

jednoznacnost znaku Helios pro rozliseni nTreg a iTreg vyvraceji (Szurek et al., 2015).

Mezi procentudlnim zastoupenim a absolutnim poétem populaci CD4"CD25FoxP3™"
Treg, CD4"CD25'FoxP3 Helios” nTreg a CD4"'CD25 FoxP3 Helios™ iTreg v periferni krvi
nizkorizikovych zen nebyl ve sledovanych intervalech t€hotenstvi zji§tén statisticky vyznamny
rozdil, s vyjimkou nartistu populace iTreg mezi 1. intervalem s odbéry ve 25.-26. tt (druhy

trimestr) a 3. intervalem s odbéry ve 35.-36. tt (tfeti trimestr).

Studii vénujicich se dynamice Treg v pribéhu fyziologického téhotenstvi u lidi dosud
neni mnoho. Je znamo, ze Treg jsou nezbytné pro UspéSny prubéh téhotenstvi (Winger and
Reed, 2011) a snizeni jejich hladiny je spojeno s porodem (Lima et al., 2017). Xiong a kolektiv
pozorovali narist CD4"CD25 "Foxp3 " Treg v periferni krvi v pritbéhu prvniho trimestru, vrchol
jejich mnozstvi ve druhém trimestru a postupny pokles v pribehu tietiho trimestru, s dalsim
snizenim v obdobi porodu (Xiong et al., 2010). Somerset a kolektiv detekovali procentualni
zastoupeni CD4" CD25" populace (u které nasledné ové&foval expresi FoxP3) z lymfocyti
v periferni krvi neté¢hotnych Zen 4,4 %, vzestup na 6,7 % v krvi té¢hotnych Zen v prvnim
trimestru, dal$i vzestup ve druhém trimestru na 10,9 % a zadny signifikantni rozdil ve tfetim
trimestru (8,9 %) (Somerset et al., 2004). Areia a kolektiv detekovali narist
CD4CD25"e"CD127"°%FoxP3" Treg v periferni krvi Zen mezi druhym a tfetim trimestrem
téhotenstvi, a pokles béhem porodu (Areia et al., 2016a). V rozporu s vétSinou ostatnich praci
Mjésberg a kolektiv naopak popsali snizeni populace CD44™CD25"2"FoxP3" Treg ve druhém

trimestru téhotenstvi (Mjosberg et al., 2009). Kopfivova a kolektiv analyzovali dynamiku
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populace CD4"CD25"€"CD1279™FoxP3" Treg v prib&hu téhotenstvi pomoci odbért periferni
krve zendm v prvnim, druhém a tfetim trimestru t€hotenstvi a v obdobi porodu. VétSinu této
populace tvofily Helios'PD-1" nTreg. Opakované odbéry ukazaly velké rozdily v dynamice
jednotlivych zen (Kopfivova et al., 2019).

V souladu s predpokladem, Ze snizend hladina Treg je uritym prediktivnim znakem
predcasného porodu (Koucky et al., 2014), byla v této praci zjisténa pozitivni korelace blizici
se signifikanci (p = 0,0656) mezi absolutnim poétem CD4"CD25 FoxP3" Treg v periferni krvi
rizikovych zen stanovenym v dob¢ zatazeni Zen do studie a tydnem téhotenstvi v dob¢ porodu.
Zenam se zvy$enym rizikem predasného porodu se v klinické praxi s Gspéchem piedepisuje
vaginalni podavani progesteronu. V této praci vysla statisticky velmi vyznamna korelace mezi
délkou uzivani progesteronu a tydnem téhotenstvi v dobé porodu. To je v souladu s dalSimi
studiemi, které ukazuji, Ze vaginalni podavani progesteronu uspésSné prodluzuje t€hotenstvi
(Kuon et al.,, 2015; Romero et al., 2016, 2018). Tento vliv progesteronu na oddaleni

ptedcasného porodu vSak nemusi byt zprostfedkovan populaci Treg.

Jednim z hlavnich cilii prace bylo ov¢tit, zda vaginalni podavani progesteronu indukuje
vznik Treg. Schopnost progesteronu indukovat Treg béhem progesteronové terapie in vivo
se v této diplomové praci neprokdzala. V pribéhu progesteronové terapie nebyl pozorovan
zadny rozdil v procentudlnim ani absolutnim zastoupeni populaci Treg, nTreg a iTreg
v periferni krvi Zen se zvySenym rizikem ptfed¢asného porodu. Tyto vysledky jsou v rozporu
s praci doktorky Areia. Areia a kolektiv studovali vliv progesteronové terapie na mnozstvi Treg
u Zen, kterym byl tokolytikem zastaven ptedCasny porod. Ve vzorcich periferni krve 10 zen
odebranych pfed a po 24 hodinach po vagindlnim podéni progesteronu pozorovali vzestup
procentudlniho (4,9 vs. 53 %)i1 absolutniho (14,8 vs. 56,5 bunék/ul) zastoupeni
CD4'CD25"e"CD127°"FoxP3" Treg. Treg byly znadeny povrchovym barvenim
CD4'CD25Me"CD127"°% a nasledné byla vtéto populaci zjistovina stfedni intenzita
fluorescence FoxP3 (Areia et al., 2016b). Ve studii Areia bylo pouze 10 Zen, coz je v pripade
klinickych studii nizky pocet. Vyzkum vlivu progesteronové terapie v t€hotenstvi na Treg u lidi

in vivo je v pocatcich.

V této praci nebyla zddna korelace mezi délkou uzivani progesteronu a absolutnim
poctem Treg. Zjisténa korelace mezi délkou uzivani progesteronu a procentualnim zastoupenim
CD4"CD25"FoxP3" Treg byla dokonce zaporna, tedy ¢im déle uZivaly Zeny progesteron, tim

nizsi bylo procentudlni zastoupeni Treg zjisténé v jejich periferni krvi. Tento vysledek je zcela
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v rozporu s puvodnim pfedpokladem, Ze progesteron zvysuje populaci Treg. Procentudlni
zastoupeni populace Treg v periferni krvi rizikovych zen v§ak mohlo klesat z diivodu bliZiciho
se pred¢asného ¢i terminového porodu navzdory progesteronové terapii. Jinymi slovy nevime,
jaké by byly hladiny Treg v periferni krvi rizikovych zen, pokud by progesteronovou terapii

neuzivaly.

Pro charakterizaci vlivu progesteronové terapie na populace Treg, nTreg a iTreg
a koncentraci cytokinti IL-10 a TGF-p byly odebirany vzorky periferni krve té¢hotnych zen,
nebot’ periferni krev byla jedinym relativné snadno dostupnym biologickym materidlem.
Otazkou zlstava, nakolik se v periferni krvi odrazi zmény na fetomaternalnim rozhrani a vliv
vaginalni progesteronové terapie. Z moznych zpisobli podavani progesteronu je vyuzivano

vaginalni podavani pravé z divodu jeho efektivniho lokélniho ptisobeni.

Tsuda a kolektiv popsali rozdilné hladiny CD4"CD25"CD127°%"CD45RA™ Treg
ve vzorcich periferni krve v porovnani se vzorky z decidui Zen po potratu ¢i umélém pterusenti
té¢hotenstvi. Klonalni expanzi Treg pozorovali pfedevsim v decidui zdravych zen, nikoli
v periferni krvi, v decidui Zen s preeklampsii byla klonélni expanze Treg nizsi (Tsuda et al.,
2018). Areia a kolektiv imunohistochemicky analyzovali pfitomnost znaku FoxP3 ve tkanich
fetomaternalniho rozhrani (v placenté) po pfed¢asném a terminovém porodu. Expresi FoxP3
identifikovali v obou skupinach pouze ve svrchni vrstvé délozni sliznice, tedy v decidui, a to

pouze ve 12 % vzorkl (Areia et al., 2017).

Pisobeni progesteronu na uspésné prodlouzeni t¢hotenstvi nemusi byt zprostiedkovano
pomoci Treg. Progesteron pisobi na celou fadu dalSich imunitnich bun€k a indukuje jejich
tolerogenni fenotypy, ma schopnost vyznamné tlumit délozni kontrakce (Patil et al., 2015).
V posledni dobé je zkouman také vztah mezi progesteronem a vaginalni mikrobiotou (Koucky
etal., 2016). At jiz jsou mechanismy plisobeni progesteronu jakékoli, mnozstvi studii ukazuje,
ze délka tehotenstvi se pii vagindlnim uzivani progesteronu prodluzuje. Ani v této otdzce vSak
nepanuje Uplna shoda, objevuji se studie, které ucinnost progesteronové terapie zpochybnuji.
Norman a kolektiv provedli randomizovanou dvojité slepou placebem kontrolovanou studii
na velkém souboru Zen, se zaveérem, Ze vaginalni podavani progesteronu nesniZuje riziko
pired¢asného porodu (Norman et al., 2016). Tyto vysledky vzbudily reakce a podnitily vznik
dalSich studii, které potvrzuji pozitivni piinos vaginalni progesteronové terapie. Romero
a kolektiv zahrnuli vysledky Normanovy studie do své metaanalyzy, kterd i po tomto

piepracovani ukazuje pozitivni vyznam wuzivani progesteronu. Upozornili také
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na nedostate¢nou prezentaci nékterych dat a vysoké riziko statistického zkresleni v Normanové
studii (Romero et al., 2016, 2018). Boelig a kolektiv ukézali, ze v ptipad¢ délky d¢lozniho hrdla
pod 15 mm zistava vysoké riziko predcasného porodu navzdory vaginalnimu podéavani
progesteronu (Boelig et al., 2018). Nemalou roli v procesu spusténi porodu mohou hrat
progesteronové receptory (Areia et al., 2016a; Zachariades et al., 2012). V hypotetickém
ptipad¢ predcasného poklesu exprese progesteronovych receptori by uzivani progesteronové

terapie predcasnému porodu nemohlo zabranit.

Vyznamnou ¢asti této diplomové prace byla stimulace PBMC izolovanych z periferni
krve zdravych netéhotnych zen progesteronem in vitro. Ze tii testovanych koncentraci
progesteronu (0,5, 5 a 50uM) byla pro dalsi pouzivani zvolena SuM koncentrace progesteronu.
Kultivace PBMC s progesteronem v 50uM koncentraci vedla ke statisticky vyznamnému
poklesu v procentualnim zastoupeni populace Treg ve srovnani se sledovanymi niz8imi
koncentracemi progesteronu a nestimulovanou kontrolou. Na zdkladé vysledkl pilotniho
pokusu, pii kterém byly PBMC stimulovany progesteronem po dobu 1-7 dni, byla pro dalsi
testy vybrana délka kultivace 4 dny, pfedevSim na zékladé zivotnosti. V zavérecném
experimentu byly vzorky PBMC 10 zdravych netéhotnych Zen stimulovany 5SuM
progesteronem a dal§imi stimulanty po dobu 4 dnil. Procentudlni zastoupeni Treg se ve vzorcich
s jednotlivymi stimulacemi vyznamné neliSilo. Statisticky vyznamny byl narast populace iTreg
ve vzorcich stimulovanych rh IL-2 s CD3/CD28 a vzorcich stimulovanych rh IL-2 s CD3/CD28
a progesteronem oproti nestimulované kontrole. Nebyl pozorovan rozdil v zastoupeni Treg
mezi vzorky PBMC stimulovanymi rh IL-2 s CD3/CD28 a vzorky stimulovanymi rh IL-2
s CD3/CD28 v kombinaci s progesteronem. Vliv progesteronu na indukci Treg in vitro se tedy
nepodafilo prokdzat. Tyto vysledky jsou v rozporu s naSimi o¢ekdvanimi a vysledky nékterych

dalsich autord, viz niZe.

Treg mohou plsobit na bunky ve svém okoli pfimym kontaktem, nebo produkci
tolerogennich cytokinil, pfedev§im IL-10 a TGF-B. V této praci byly pomoci metody ELISA
detekovany hladiny IL-10 a TGF-B v plazmé ziskané ze vzorka periferni krve rizikovych
téhotnych Zen uzivajicich progesteron, nizkorizikovych téhotnych Zen a v supernatantech

bunécénych kultur po stimulaci progesteronem in vitro.

V plazmé rizikovych Zen uzivajicich progesteron ani v plazm¢ nizkorizikovych
téhotnych nebyl zjistén zadny statisticky vyznamny rozdil v koncentraci IL-10 ve tiech

sledovanych obdobich, jeho koncentrace byly celkové nizké. V plazmé rizikovych Zen byl
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zjiStén statisticky vyznamny nariist v koncentraci TGF-f mezi prvnim a druhym sledovanym
obdobim, tedy mezi vzorky Zen ptfed €i v pocatku progesteronové terapie a vzorky zen
po zhruba 2-3 tydnech uzivani progesteronu. Tento nartist koncentrace TGF-§ tedy mohl byt

zpusoben podavanim progesteronu, ovSem neni zjistitelné, které bunky ho produkovaly.

V supernatantech bunécnych kultur byla statisticky vyznamné vyssi koncentrace IL-10
ve vzorcich po stimulaci IL-2 s CD3/CD28 a vzorcich po stimulaci IL-2 s CD3/CD28
v kombinaci s progesteronem ve srovnani s nestimulovanou kontrolou a vzorky stimulovanymi
samotnym progesteronem. Koncentrace IL-10 ve vzorcich po stimulaci samotnym
progesteronem byla dokonce niz8i oproti samotné kontrole, i kdyz ne statisticky vyznamné.
V koncentraci TGF-B nebyl Zadny rozdil mezi vzorky po stimulaci IL-2 s CD3/CD28, vzorcich
po stimulaci IL-2 s CD3/CD28 v kombinaci s progesteronem a vzorcich s nestimulovanou
kontrolou. Znamena to, Ze kultivace s progesteronem in vitro nestimulovala produkei IL-10 ani
TGF-B. Tyto vysledky jsou v rozporu s nasimi ptvodnimi piedpoklady. Vliv progesteronu na
indukci Treg in vitro vSak byl dosud studovan piedevs§im v kulturach bun€k mysiho ptivodu.
Mensi mnozstvi studii se zabyvalo kultivaci lidskych PBMC in vitro a vliv progesteronu

na indukci Treg se jim rovnéZ nepodafilo prokazat, podobné jako v nasi praci.

Lee a kolektiv ukézali schopnost progesteronu indukovat Treg in vitro v lidské
pupecnikové krvi, nikoli v periferni krvi dospélého (Lee et al., 2011). Shirshev a kolektiv
kultivovali buniky lidské periferni krve s progesteronem in vitro v koncentracich odpovidajicich
1. a 2.-3. trimestru t€hotenstvi. Progesteron nemél zadny vyznamny vliv na expresi FoxP3
u CD4"CD25" T lymfocytt (Shirshev et al., 2011). Lissauer a kolektiv kultivovali lidské PBMC
s progesteronem in vitro, progesteron v koncentraci odpovidajici fyziologické koncentraci
v t¢hotenstvi v séru (1uM) a v placenté (10uM) vedl k poklesu produkce IL-10 (Lissauer et al.,
2015). Mjosberg a kolektiv dokonce uvadi, ze progesteron zplsobuje pokles
CD4%mCD25Me"FoxP3™ populace v lidskych PBMC pti kultivaci in vitro (Mjosberg et al.,
2009).

Mao a kolektiv ukézali, ze progesteron ve fyziologické koncentraci indukuje u mysi
vznik CD4"CD25FoxP3" Treg a stimuluje v nich expresi IL-10, a to v déloze i na periferii
in vivo ipfi kultivaci izolovanych CD4°CD25" in vitro (Mao et al., 2010). Lee a kolektiv
izolovali mysi naivni CD4" butiky a stimulovali je 6-7 dni progesteronem a dal$imi stimulanty
in vitro. Progesteron indukoval vznik iTreg, které zlstavaly stabilni v prozanétlivych

podminkach a mély vysokou expresi TGF-f (Lee et al., 2012).
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Hierweger a kolektiv pfindsi jiny pohled na indukci Treg progesteronem. Kultivovali
bunkky ze slezin bfezich a nebfezich mysi 48 hodin s fyziologickymi koncentracemi
progesteronu (10 uM) in vitro. Progesteron vyvolaval apoptézu T lymfocytd, zatimco Treg byly
vuci tomuto pusobeni odolné, coz vedlo k jejich vyslednému vysSimu zastoupeni v bunécné
kultufe (Hierweger et al., 2019). Jiné studie vliv progesteronu na indukci Treg in vitro
v bunikach mysiho piivodu popiraji (Thuere et al., 2007; Zhao et al., 2007). Rozpory mezi
studiemi zabyvajicimi se plusobenim progesteronu in vitro mohou byt zplsobeny mnoha
faktory, napf. pouzitim kombinace progesteronu s dalSimi stimulanty, odliSnou délkou

kultivace, pouzitim jiného druhu progesteronu atd.

Mezi skupinou rizikovych zen, které porodily pfedcasné, a skupinou rizikovych Zen,
které porodily v terminu, byly porovnany zjisténé tidaje o absolutnich poctech a procentualnim
zastoupeni Treg, nTreg a iTreg, délka délozniho hrdla v dobé zatazeni do studie a délka uzivani
progesteronu v dob¢ porodu. Statisticky vyznamné byly nasledujici rozdily: skupina Zen, které
porodily v terminu, méla vyS$i absolutni pocty Treg a iTreg, a pfedevSim del§i dobu uZzivani

progesteronu v dob¢ porodu. Tyto vysledky podporuji nasi hypotézu.

Riziko ptfedCasného porodu je v soucasnosti stanovovano na zaklad¢ anamnestickych
udajt a délky délozniho hrdla, métené ultrasonografickou sondou. Za rizikovou inkompetenci
d€lozniho hrdla se povazuje zkraceni délky d€lozniho hrdla pod 25 mm, a/nebo dilatace
délozniho hrdla vice nez 1 cm v celém rozsahu (tzv. kompletni funneling), tyto hranice jsou
pouzivany i v CR a byly pouzity pro zafazeni Zen do této studie. Udaje o spolehlivosti predikce
pred¢asného porodu pomoci délky délozniho hrdla se lisi, ur¢itou roli mohou hrat rozdily mezi
jednotlivymi staty, zdravotnickymi zafizenimi izkuSenostmi zdravotnikd. Napf. studie
porovnavajici transvagindlni a transabdominalni méfeni délky délozniho hrdla mezi 20. a 29. tt
(hranici pro ur€eni rizika pred¢asného porodu byla stanovena délka hrdla pod 20 mm), uvadi
sensitivitu 28,57 % a specifitu 94,94 % pro transvaginalni méfeni a sensitivitu 21,4 %
a specifitu 98,68 % transabdominalniho méteni pro predikci pfedéasného porodu (Cho and

Roh, 2016).

Metaanalyza porovnavajici studie, které urCovaly riziko pfed¢asného porodu s pomoci
opakovanych méfeni na zdklad¢ zmén délozniho hrdla (zkracovani) v pribéhu casu, se studiemi
hodnoticimi riziko pted¢asného porodu na zaklad¢ jednorazového méteni, ukazala, Ze nejlepsi

prediktivni hodnoty ma jednorazové méteni délky délozniho hrdla mezi 18. a 24. tt (Conde-
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Agudelo and Romero, 2015). Pfi¢inou tohoto vysledku vSak miize byt také nejednotny ptistup

k opakovanému méteni délky délozniho hrdla.

V této praci se neprokazala souvislost mezi délkou délozniho hrdla a tydnem téhotenstvi
v dobé& porodu. Zadouci pii¢inou by mohl byt vliv progesteronu, ktery skupina rizikovych Zen
uzivala. Mezi délkou uzivani progesteronu a tydnem téhotenstvi v dobé porodu se skutecné
ukazala signifikantné€ pozitivni korelace, tedy ¢im déle zeny progesteron uzivaly, tim delsi bylo
té¢hotenstvi. Mezi délkou dé€lozniho hrdla a dobou uzivani progesteronu se souvislost
neprokdzala, ovSem vysledky je tfeba interpretovat s opatrnosti. Pro sledovani vlivu
progesteronu na délku délozniho hrdla by pravdépodobné bylo vhodnéjsi sledovat dynamiku u

opakované métenych jednotlivych Zen nebo na velkém mnoZstvi zen.

V pribéhu studie se bohuzel postupné ukézalo mnoZzstvi komplikaci spojenych
se ziskdvanim vzorkli a anamnestickych udaji. Na spolupracujici pracovisté¢ byly svymi
obvodnimi gynekology predavany také rizikové zeny, které jiz progesteron uzivaly delsi dobu,
proto u nich chybi odbér v prvnim intervalu. Zeny, u kterych doglo ke zlepseni zdravotniho
stavu, byly nasledné znovu pieddny do péce svého obvodniho gynekologa, jiné predcasné
porodily, proto u nich chybi dalsi opakované odbéry. Samoziejmé ne vSechny oslovené zeny
potencialné vhodné pro zatazeni do této studie se svou ucasti souhlasily. Klinické stanoveni
absolutniho poc¢tu Treg bohuzel neprobéhlo u vsech sledovanych Zen ve vSech casovych
intervalech. Na pracovisté Gynekologicko-porodnické kliniky VFN v Praze a 1. LF UK dochézi
i rizikové Zeny ze vzdalenéjsich mést, pokud zeny nakonec porodily na jiném pracovisti, nejsou
k nim dostupné dalsi udaje vcetné udaje o tom, zda porodily pfedcasné ¢i nikoli. V neposledni
fad¢ je ptekazkou vysoka pracovni vytiZzenost zdravotnického persondlu a malé mnozstvi ¢asu
vyhrazené pro péci a komunikaci s jednou pacientkou. Vzhledem k tomu, Ze nelze predem pfilis
predvidat pfichod rizikové Zeny vhodné pro zatazeni do studie a jeji souhlas s tcasti ve studii,
kladla tato studie vysSi naroky na €asovou a mistni flexibilitu autorky, z diivodu nutnosti
vcasného zpracovani vzorku. I pfes snahu celého tymu se nakonec podatilo ziskat jen malo
predevsim opakovanych odbért. Pro studie tohoto druhu je potfebné zapojeni vétsiho mnozstvi

zdravotnika.
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7 Z.avér

Vliv podavani progesteronu na mnozstvi a proporéni zastoupeni populaci
CD4"CD25"FoxP3* Treg, CD4"'CD25"FoxP3 " Helios" nTreg a CD4'CD25 FoxP3 Helios™
1Treg in vivo se v této praci nepodafilo prokéazat. V pribéhu vaginalni progesteronové terapie
nebyly zjistény rozdily v absolutnich poctech a procentualnim zastoupeni populaci Treg, nTreg

a iTreg v periferni krvi rizikovych zen.

Schopnost progesteronu indukovat Treg v lidskych PBMC in vitro se také neprokézala.
Pti stimulaci PBMC zdravych netéhotnych Zen SuM progesteronem in vitro nebyly pozorovany

zadné rozdily v procentudlnim zastoupeni populaci Treg, nTreg a iTreg oproti kontrole.

Déle byl sledovan vliv progesteronu na produkci imunoregula¢nich cytokini IL-10
a TGF-B. V krevni plazmé rizikovych Zen statisticky vyznamné vzrostla koncentrace TGF-
zhruba po 2-3 tydnech uzivani progesteronu. Tento vzestup koncentrace TGF-B mohl byt
zpusoben podavanim progesteronu, TGF-f vSak mohl byt produkovan riznymi bunécnymi
populacemi. Koncentrace IL-10 v krevni plazmé rizikovych Zen se v pribcéhu progesteronoveé
terapie neménila. Po stimulaci PBMC progesteronem in vitro nebyl v supernatantech

bunécnych kultur zjistén rozdil v koncentracich IL-10 a TGF- oproti nestimulované kontrole.

Mezi délkou progesteronové terapie a délkou téhotenstvi se prokazala statisticky
vyznamna pozitivni korelace. Mezi absolutnim po¢tem Treg a délkou téhotenstvi byly hodnoty
pozitivni korelace blizici se signifikanci. Mezi délkou progesteronové terapie a procentualnim
zastoupenim Treg vSak byla zjisténa korelace negativni. Progesteron miize oddalovat predc¢asny

porod vice zptusoby, nezavislymi na Treg.

Pro tuto praci se nepodafilo ziskat dostateCny pocet predevsim opakovanych odbéri
periferni krve, proto je tfeba vysledky interpretovat s opatrnosti. VIiv vaginalni progesteronové
terapie na Treg byl sledovan prostiednictvim vzorki periferni krve. Lokalni plsobeni

progesteronu na fetomaternalnim rozhrani se v§ak nemusi dostatecné odrazet v periferni krvi.

K dispozici je jen velmi malo dajii o vztahu mezi podavanim progesteronu a poctem
Treg in vivo u téhotnych Zen. VétSina praci studujicich vliv progesteronu na Treg byla
provadéna u zvifat. Problematika pfed¢asného porodu, jeho vcasné diagnostiky a vhodné

terapie je aktudlni a vyzaduje dalsi vyzkum.
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