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Abstrakt

Problematika spontanniho potratu je v dnesni dob¢ porad aktualnim tématem. V
Ceské republice je kazdoroéné timto zptsobem ukondeno v praméru patnact tisic
gravidit. Nejcastéj$imi pricinami jsou genetické aberace nebo jiné poskozeni plodu, jako
je napt. syndrom dechové tisné, nebo syndrom LUTO. Potraceni je mozné predejit Casnou
diagnostikou v prvnim trimestru a také za pomoci chirurgickych zakroki jako je napf.
cervikalni cerklaz. Annexin V, PAPP-A a hCG jsou povazovany za vhodné biochemické
markery pro Casnou diagnostiku. V této praci je na zaklad¢ literarnich dat rozebirana
problematika potratovosti a experimentaln¢ zkoumana moznost vyuziti annexinu V jako

vhodného biomarkeru pro ¢asnou diagnostiku a prevenci spontanniho potratu.
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annexin V



Abstract

The problem of spontaneous abortion is still a relevant issue today. In the Czech
Republic, on a yearly average, 15,000 pregnancies end up being miscarriages. The most
common causes are genetic aberrations or other kinds of fetal damage, such as respiratory
distress syndrome or LUTO syndrome. Miscarriage can be prevented by an early
diagnosis in the first trimester as well as surgical procedures such as cervical cerclage.
Annexin V, PAPP-A and hCG are biochemical markers that are considered suitable for
an early diagnosis. This work discusses abortion based on sources from literature, whilst
also presenting and considering the use of annexin V as a suitable biomarker for an early

diagnosis and prevention of abortion.
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Seznam zkratek

hCG

UZ

TH

TC
CD4+
CD8+
IL
IFN-y
TNF
HLA-G
MHC

LUTO

RDS
GT

RTG
D&E

CNR
QF-PCR

ANXA
PLA2
NOS
PAPP-A
IgA
RPM
ELISA

Lidsky choriovy gonadotropin

(ang. Human Chorioic Gonadotropin)

Ultrazvuk

Pomocna T burka (ang. T Helper)

Cytotoxicka T buiika (ang. T Cytotoxic)

Glykoprotein na povrchu TH bun¢k

Transmembranovy glykoprotein na povrchu TH bunck
Interleukin

Interferon gama

Tumor nekrotizujici faktor (ang. Tumor Necrosis Factor)
Lidsky leukocytarni antigen G (ang. Human Leukocyte Antigen G)
Transmembranovy glykoprotein na povrchu T bunky

(ang. Major Histocompatibility Complex)

Fetalni obstrukce dolnich mocovych cest

(ang. Lower Urinary Tract Obstruction)

Syndrom dechové tisn€ (ang. Respiratory Distress Syndrome)
Gestacni Tyden

Rentgen

Dilatace a evakuace

Ceska Narodni Rada

Kvantitativni fluorescen¢ni polymerdzova fetézova

reakce (ang. Quantitative Fluorescent Polymerase Chain
Reaction)

Annexin

Fosfolipasa A2 (ang. Phospho Lipase)

tzv. NO-synthasa (ang. Nitric Oxide Sythase), E.C. 1. 14. 13. 39
Pappalysin-1 (ang. Pregnancy Associated Plasma Protein)
Imunoglobulin A

Otacky za minutu (ang. Rotations Per Minute)

Imunologickd metoda na detekci a stanoveni

antigenll (ang. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)



1 Teoreticky uvod
1.1 Fyziologicka gravidita

Fyziologicka gravidita je ptirozeny proces, ve kterém dochazi k vyvoji embrya za
normalniho fyzického i psychického ovlivnéni Zzeny, avSak bez vaznéjSich zdravotnich
komplikaci. Potvrzeni gravidity mize byt indikovano né¢kolika typy vySetfeni, napf.
pozitivnimi vysledky pfi testu moc¢i a potvrzeni krevnim testem, ultrazvukem nebo
detekci srde¢niho rytmu plodu'. Napiiklad lidsky choriovy gonadotropin (hCG) je
hormon, ktery bude pfitomen v krvi zeny od ¢asné¢ho poceti. Hladiny hCG lze zjistit v
7enské modi asi tyden po zmeskané menstruaci’.

Typicka gravidita trva 40 tydni od prvniho dne posledniho menstruacniho obdobi
az po narozeni ditéte’. Gravidita se obecné rozdéluje na tii trimestry: prvni trimestr
(1. - 13. tyden), druhy trimestr (14. - 27. tyden) a tieti trimestr (28. - 40. tyden). Béhem
prvniho trimestru se normalné objevuji tyto znaky: extrémni tinava, podrazdény zaludek
bez zvraceni (znamé taky jako ranni nevolnost), bolesti hlavy a paleni z4hy>.
prvniho trimestru, takze jakékoli poSkozeni plodu béhem tohoto obdobi pravdépodobné

povede k potratu (kapitola 1.2) nebo vaznému postizeni'.

1.1.1 Prehled vyvoje téla plodu v jednotlivych lunarnich mésicich gravidity

Konec 1. mésice: embryo dosahuje délky 8 mm, rozeznavame objemny hlavovy konec,

jsou vytvoreny zaklady pro o¢i, usi, nos a na vyb&zcich konéetin zéklady pro prsty*.

Konec 2. mésice: embryo dosahuje délky 3 cm, hmotnosti cca 5 g. Rozeznavame lidsky
tvar s velkou hlavovou ¢asti, zfetelné konCetiny a naznaceny prsty. Pfi UZ vySetfeni se

prokazuje srde¢ni akce®.

Konec 3. mésice: fetus dosahuje délky 9 cm a hmotnosti 20 g. Na koncetinach rozezname
prsty, je vytvofen chrupavéity zaklad kostry, kloaka je rozdélena, pohlavi je

diferenciované. Je vytvorena placenta®.



Konec 4. mésice: délka plodu je 16 cm, hmotnost 120 g. Je vytvofen kozni kryt téla (kize
je svrastéla, jemna, Cervend, neni vytvoren podkozni tukovy polstar), na povrchu téla se
objevuje chmyii — lanugo®.

Konec 5. mésice: délka plodu je 25 cm, hmotnost 250 g. Zacina rust vlasi, nehtd,

podkozni tukovy politaf je tenky. Téhotna Zena za¢ind vnimat pohyby plodu®.

Konec 6. mésice: délka plodu je 30 cm, hmotnost 600 g. Za¢inaji se otevirat o&i*.

Konec 7. mésice: délka plodu je 35 cm, hmotnost 1200 g*.

Konec 8. mésice: délka plodu 40 cm, hmotnost 1800 g. Je vytvofeno osifikacni jadro v

dolni epifyze stehenni kosti*.

Konec 9. mésice: délka plodu je 45 cm, hmotnost 2700 g, mizi vrasky v obliceji, ktize je

napjata, je vyvinuty tukovy podkozni polstat, lanugo z obli¢eje a bficha mizi*.

Konec 10. mésice: plod vykazuje vSechny znaky zralosti, délka je 48—50 cm, hmotnost
3000-3600 g. Kiize je napjatd, rizova, lanugo je jen na zaddech, klize je pokryta mazkem
(vernix caseosa). Jsou vyvinuty chrupavky nosni, usni, nehty dosahuji ¢i pfesahuji Spicky
prstii, Svy mezi lebe¢nimi kostmi jsou uzké, fontanely mal¢, varlata u chlapcii sestupuji

do Sourku. U dévcat velka labia piesahuji mald labia a Stérbinovité uzaviraji poSevni

vchod*.

1.1.2 Prehled vyvoje organu plodu

Prvni trimestr: Na zacatku prvniho trimestru se zac¢inaji formovat plice, srdce, genitalie

a organy vnitiniho ucha. Na konci prvniho trimestru jsou tyto organy vyvinuty’.

Druhy trimestr: V pribéhu druhého trimestru jsou vyvinuty ledviny které zacinaji
produkovat mog&, také se rychle vyviji mozek a plice’. V plicich dochazi k tvorbé&
antiatelektatického faktoru — surfaktantu (smés lecitinu a sfingomyelinu)®.

V druhém trimestru je moZzné vysetfeni plodi na zaklade¢ plnosti jejich mocového
méchyie. Timto vySetfenim se da predejit fetdlni obstrukci dolnich mocovych cest

(tzv. LUTO). Fetalni obstrukce dolnich mocovych cest je zdvazny stav, ktery obvykle



vede k vyrazné perinatalni morbidit¢é a mortalité¢. Jednou z charakteristickych
prenatalnich znakti LUTO je zvétSeny mocCovy méchyt s oboustrannou obstrukéni
uropatii. Zatimco mirné formy onemocnéni vedou k minimalnim klinickym nasledkim,
plodu a nakonec k sekundarni plicni hypoplasii®.

Diagnostika tohoto stavu je mozna za pomoci ultrazvukového vysetieni a také za

pomoci magnetické rezonance’.

Treti trimestr: Béhem tietiho trimestru se zacinaji vyvijet jednotlivé ¢asti mozku a plice

jsou jiz plné& vyvinuty a okamzit& po porodu za¢inaji fungovat®.

S nedokonalym vyvinutim plic souvisi tzv. RDS, syndrom dechové tisng. Tento
syndrom vznikd nasledkem nedostatku surfaktantu u nedonoSenych novorozenct a
klinicky se projevuje bezprostiedné po porodu jako rychle progredujici dechova
nedostatecnost skoro vyluéné v gestaénim véku pod 35. GT (porodni hmotnost <2 kg)®.

Surfaktant snizuje povrchové napéti plicnich alveold, tim stabilizuje alveolarni
systém a zabrani tak kolapsu alveoltl béhem exspiracni faze. Pfi nedostatku surfaktantu
je tento mechanizmus porugen®.

Nedostatek surfaktantu vede ke vzniku atelektdz, snizeni plicni poddajnosti a
nasledkem hypoventilace dochéazi k hypoxemii, stoupa hladina CO», nasleduje systémova
hypotenze a vazokonstrikce plicnich cév (Obr. 1). Timto mechanizmem vznikaji plicni
hypoperfuze, intrapulmondlni zkratky a pravo-levé zkratky na urovni srdecni sing.
Acidéza, hypoxie a zhorSena plicni latkova vyména brani postnatalné nastupujici tvorbé
surfaktantu de-novo®.

Lécba RDS miiZze byt symptomatickd, kterd spo¢iva v podani kysliku a umélé
plicni ventilaci, v infuzni terapii u ob&hové nestability a velmi dilezitd je Setrnd
manipulace s ditétem. Lécba muze byt 1 kauzalni, kterd predstavuje podani surfaktantu
vepirového nebo hovéziho. Po podéani surfaktantu dojde ke zlepSeni oxygenace a ke
zlepseni vymény krevnich plynil, snizuje se incidence pneumotoraxu a snizi se i

mortalita, kterd je spojena s RDS a vznikem bronchopulmondlni dysplasie®.
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Obr. 1: RTG snimek hrudniku novorozence s RDS pied podanim surfaktantu (a) a po podani
surfaktantu (b). Snimek "a" byl potizen 2 hod. po porodu a inkubaci, mlé¢na snizend transparence a
neostré kontury plic zna¢i syndrom dechové tisn€. Snimek "b" byl pofizen 4 hod. po podani
surfaktantu, zlepSeni transparence plic zna¢i klinické zlepSeni stavu. (upraveno dle )

1.2 Problematika potrati

Tehotenstvi ukonfené potratem je opakem fyziologického téhotenstvi. Potrat,
neboli také smrt plodu mtiZze nastat z rtiznych pficin a proto se potraty déli na nékolik
typt. Jednim z nich je spontanni potrat, jehoz pravym opakem je potrat indukovany (dale
rozepsano v kapitolach 1.2.3 a 1.2.5). Pfevazna vétSina potratl je zpiisobena jednou nebo
vice chromozomalnimi abnormalitami ve velmi ranych embryich. K tomu mutze dojit,
kdyz je abnormaélni vajicko oplodnéno normalni spermii, kdyz abnormdlni spermie
oplodni normalni vajicko, nebo kdyz dojde k chybé béhem déleni bun¢k po normalnim
oplodnéni®. Mezi potraty fadime i porod mrtvého plodu.

Potrat i porod mrtvého plodu ptfedstavuji ztratu t€hotenstvi, lisi se vSak podle toho,
kdy ke ztrat¢ doslo. Potrat je obvykle definovan jako ztrata ditéte pred 20. tydnem
téhotenstvi a porod mrtvého plodu je ztrata ditéte po 20. tydnu té¢hotenstvi - podle CDC,
USA'C,

1.2.1 Biochemicka gravidita

Biochemicka gravidita je stav, pfi kterém Zené vyjde pozitivné téhotensky test,
ale plod neni detekovatelny ultrazvukem. Ve skuteCnosti se jednd o velmi cCasny
spontanni potrat. T€hotenské testy jsou v dnesni dobé velmi citlivé, proto je mozné tento

jev sledovat!!,
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Soucasna generace testl je zaloZzena na monoklondlnich protildtkach proti
volné B podjednotce hCG, které prakticky eliminuji moznost kiizové reakce s
hypofyzarnim luteinizacnim hormonem a pravé tato vlastnost umoziuje vysokou
citlivost. Je vSak dulezité si uvédomit, ze protildtka proti volné  podjednotce hCG
reaguje jak s intaktnim hCG, ktery je hlavni slozkou t€hotenského séra, tak i s fragmenty
beta-podjednotky (beta-jadro), které jsou hlavni slozkou v mo¢&i'2.

Krev 1 mo¢ negravidnich Zen obsahuji mald mnozstvi hCG. Poprvé se hCG
objevuje v matefské krvi asi 6-8 dnil po oplodnéni, pfi¢emz jeho hladina rychle roste a
doséhne vrcholu po 7-10 tydnech. Vétsina soucasnych téhotenskych testli z moci miize
odhalit pozitivni vysledky 3—4 dny po oplodnéni'?.

Biochemicka t¢hotenstvi jsou povazovana za pomérné Castd, zahrnujici az
polovinu vSech téhotenstvi, ale pfesny pocet je t¢zké urcit, protoze vétSina zen, které

zazivaji biochemické téhotenstvi, si nikdy neuvédomi, Ze jsou téhotné!!.

1.2.2 Falesna gravidita

Falesna gravidita anebo pseudocyesis je stav, kde je zena, kterd neni t€hotna a
nejevi zndmky psychozy pevné presvédcena o tom, ze je t€hotnd, a vyviji se ji objektivni
znamky téhotenstvi'3.

Nejcastéjsim ptiznakem je vynechani nebo nepravidelnost menstruacniho cyklu,
obvykle po dobu deviti mésicii'*. Objevuje se také abdominalni zvétseni, ale bez
vystoupeni pupku. Zmény fader, které se vyskytuji u 80 % pacientek, zahrnuji také otoky
a svédivost, sekreci matefského mléka a areolarni pigmentaci. Pacientky Casto pocit'uji
pohyby plodu obvykle mnohem dfive nez u pravé gravidity'®. Mize se také vyskytnout
zvraceni, ranni nevolnosti, absence apetitu a pririistek hmotnosti'*. Stanoveni, zdali se
jedné o pseudocyesis, anebo pravou graviditu, je v dnesni dob¢ jednoduché diky moznosti
ultrazvukového vysetieni'®,

Fale$na gravidita miZe mit n€kolik druhti podle pfic¢iny jejiho vzniku. Jednim
podtypem pseudocyesis je také fingovand gravidita. Jednd se o pfedstirani t¢hotenstvi za
urcitym specifickym tcelem (napt. ziskani pozornosti, ziskani dovolené v praci nebo
dokonce vyhybani se vykonu trestu). Fingovanim gravidity si Zena dokaZze ptivolat urcité
symptomy t&hotenstvi'®,

Dalsim podtypem pseudocyesis je Couvadiv syndrom také zndmy jako

"Sympatické t€hotenstvi". V tomto stavu osoba, ktera je velmi blizkd k urcité t€hotné
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zen¢, muze pocitovat t€hotenstvi pfibuzné fyzické symptomy. Zajimavosti je, Zze ve

vétsing pripadii Couvadiiv syndrom zaZivaji muzsti partnefi t¢hotnych Zen'!”.

1.2.3 Spontanni potrat

Spontanni potrat je definovan rizné, ale obvykle se definuje jako spontanni
ukonceni t€hotenstvi, ke kterému dochazi ptred 20. tydnem t€hotenstvi Uplnym C¢i

neuplnym vyloudenim plodu z dé&lohy kviili poruchdm pfi vyvoji embrya'®,

Spontanni potrat zptisobuji pfedevsim tyto pii¢iny!’:
e Pozivani alkoholu a drog
e Pozivani tabdkovych vyrobka
e Expozice toxickym latkdm v okolnim prostiedi
e Poruchy hormonalni regulace
e Infekce
e Nadvéha
e Poruchy v ¢innosti reprodukénich organii zeny
e Problémy s imunitni odpovédi téla na plod

e Vazné chronické nemoci, jako naptiklad diabetes

Spontanni potrat se projevuje panevni bolesti, krvacenim a nakonec vylouc¢enim
plodu. Spontanni potrat v pozdéjsim tydnu te€hotenstvi mtize zacit odteCenim plodové
vody pii prasknuti nitrodélozni membrany. Krvéaceni je ziidka masivni. V takovém
piipadé je délozni hrdlo dilatované®’.

Potratu lze zabranit tzv. cerklazi (z ang. Cerclage) délozniho hrdla. Cervikalni
cerklaZ je dobfe znamy chirurgicky zdkrok provadény béhem téhotenstvi (Obr. 2).
Zahrnuje umisténi stehu kolem dé&loZniho hrdla s cilem poskytnout cervixu mechanickou

oporu a tim sniZit riziko pfedéasného porodu?'.
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EEVEE Zizeny cerviklni kandl
ut:tﬁln-‘ po utaieni stehu
Cervikilni Steh
kanil pred

utaZenim

Obr. 2: Provedeni cervikalni cerklaZe podle McDonalda: Na pravé ¢asti obrazku je mozné vidét
umisténi transvaginalniho cervikalniho stehu pred utazenim, tudiz na pravé ¢asti obrazku je cervikalni
kanal dilatovany. Na levé ¢asti obrazku je mozné vidét jiz utazeny transvaginalni cervikalni steh, ktery
707 cervikalni kandl. (upraveno dle *)

Pokud produkty poceti zistanou v dé€loze i po spontannim potratu, mize dojit k
vaginalnimu krvaceni, nékdy se zpozdénim v hodinach az dnech. Muze také vzniknout

infekce, ktera zptisobuje horecku, bolesti a v nékterych ptipadech dokonce otravu krve?’.

1.2.3.1 Imunitni reakce na plod

Dilezitym ptedpokladem pro Gispé$né té¢hotenstvi je to, Ze imunitni systém matky
neodmitne plod. Proto by mohla byt nezbytna regulace bunééné imunitni odpovédi
spojené s TH1 bunkami. Za pomoci prutokové cytometrie je mozné na bunécné Grovni
ukdzat, ze jak CD4+, tak CD8+ T buiky z periferni krve produkuji béhem normalniho
lidského tehotenstvi a kratce po porodu méné cytokini THI1 (tj. IFN-y a IL-2) a vice
cytokinti TH2 (tj. IL-4). Pomér cytokini TH1/TH2 v T bunikdch zen beéhem téhotenstvi a
po porodu je vyrazné niz§i, neZ u Zen, které zaZzili vice spontannich potratt. Tyto Zeny
mély pomér TH1/TH2 zvySeny na téméf normalni hodnotu, coZ naznacuje vyrazny posun
k THI imunit&®,

Exprese HLA-G molekul zvySuje schopnost mononuklearnich bun¢k produkovat
IL-3, IL-1B a IL-10 a naopak snizuje syntézu prozanétlivého cytokinu TNF-o.
Interleukiny IL-3 a IL-1f stimuluji rtst placenty, zatimco TNF-o miZe vést k zaniku

plodu. Navic molekuly HLA-G inhibuji 1 cytolytickou schopnost specifickych
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TC-lymfocytt (Obr. 3) a bunécnou aktivitu T-lymfocyti vici alogennim antigeniim a

plsobi na snizeni produkce IFN-y**,

Antigen prezentujici
(dendriticka) buiika

Pomocné T buiky uveliiuji cytokiny, které béhem infekee aktivuji
velkou ¢ast adaptivniho a neadaptivniho imunitniho systému

Cytokiny

Antigen Receptor T buiiky

Cytotoxické T buiky niéi infikované buiky uvoliiovinim enzymu, Které
narusuji bunééné membriny

DS
(b) MHC I

; ; _ Granzymy
Aktivovana TC buika

Infikovana .‘;’q %
[ ) ¢« ®
; A N
Perforiny

Antigeny  Receptor T buiiky

Obr. 3: Aktivacni a infekci potlacujici funkce pomocnych a cytotoxickych T bunék: Na zaklade
interakce s antigen prezentujicimi buiikami se CD4+ T bunky diferencuji na pomocné T burnky, které
produkuji cytokiny stimulujici jiné imunitni bunky, jako jsou zirné buiky a makrofagy (nejsou
ukazany). Po aktivaci, CD8+ cytotoxické T buiky uvoliuji vezikuly obsahujici enzymy jako jsou
perforiny a granzymy, které ni¢i infikované buiiky. (upraveno dle *)

Je predpokladano, Ze pifimy kontakt HLA-G molekul exprimovanych na
trofoblastu s matéinymi lymfocyty nebo makrofagy je nezbytny pro uspé$né udrzeni
t&hotenstvi**.

Na zaklad€ pfitomnosti cytokinii v placenté¢ dochdzi k vyrazné ptevaze TH2

subpopulace lymfocyti nad TH1-lymfocyty. Tato pfevaha ptispiva rovnéz k Gspésnému
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pocatku tehotenstvi a jeho udrzeni, protoze cytokiny, které jsou produkovéany
subpopulaci TH1, jako jsou IFN-y, TNF- a TNF-a, jsou povazovany za embryotoxické.
Na syntéze cytokinl udrzujicich pfevahu TH2-lymfocyt se podileji bunky trofoblastu,
buiiky imunity a hormondlni prostfedi. Hladina cirkulujiciho kortizolu v té€hotenstvi
stoupa, podobné i estrogen a progesteron®*.

Steroidy potencuji TH2 imunitni odpovéd’ a inhibuji sekreci prozanétlivych
cytokinti, jako jsou TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12 a INF-y. Estrogeny vedou ke
stimulaci dozravani B-lymfocytli s naslednou tvorbou blokujicich aloprotilatek.
Progesteron plisobi na lymfocyty a indukuje v nich produkci IL-4 a IL-10. Naopak zase
tyto cytokiny podnécuji buniky trofoblastu k produkci hCG a tim nepifimo 1 k syntéze
progesteronu. Choriovy gonadotropin uvoliiovany trofoblastem brani apoptoze corpus
luteum. Progesteron produkovany corpus luteum vede k pievaze cytokinl, které
podporuji diferenciaci lymfocyti do subpopulace TH2. Vzniké tak vzajemny soulad a
zavislost mezi produkci hormont a funkénim stavem imunity nastavenym s ohledem na

uspésné udrzeni semialogenniho plodu®*.

1.2.4 Zamlkly potrat

Zamlkly potrat je definovéan jako nezaznamenan4 intrauterinni smrt embrya nebo
plodu bez vylouceni produktt poceti z d€lohy. Zamlklym potratem konéi ptiblizné 15 %
klinicky diagnostikovanych téhotenstviZ®.

Starsi literatura uvadi, Ze je chirurgicka evakuace povazovana za standardni 1écbu
zamlklych potrat®’. Néklady na chirurgicky zakrok a hospitalizaci, jakoz i komplikace
spojené s chirurgickym zdkrokem a anestézii, jsou i dnes hlavnim problémem. Kromé
infekci a krvaceni mlze byt snizend plodnost zptsobena nitrodéloznimi adhezemi, proto
neni chirurgicky zakrok pro Zeny, které jesté dité nemaji, pfijatelnou volbou. Nekteré
studie tak naznacily, ze misto chirurgické evakuace mize byt vhodnéjsi béZna lékatska
péce?s2,

Resenim by mohla byt 1é¢iva zaloZzena na bazi misoprostolu, ktera byla rozséhle
studovana za ¢elem vylouceni produktl poceti z d€lohy po zamlklém potratu. VéEtSina
studii naznacuje, ze vétsi davka misoprostolu je ucinnéjsi nezZ mensi davka a vaginalni
nebo sublingualni podani je u¢inngjsi nez peroralni podani*’.

Nejvétsi randomizovand kontrolni studie provedena ve Spojenych statech

prokézala uplné vylouceni produktti poceti u 71 % Zen, které mély zamlkly potrat v
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prvnim trimestru, jiz 3. den po podani jedné davky (800 pg) vagindlné¢ podaného
misoprostolu. Usp&snost 1é¢by byla zvySena na 84 % po podani druhé davky
(800 pg, celkem 1,6 mg) vaginlné podaného misoprostolu’!.

Misoprostol je synteticky analog prostaglandinu E1, ktery byl ptivodné¢ vyvinut

za UCelem prevence pred Zzaludecnimi viedy u pacienti uzivajicich nesteroidni
----- 32,33

0
—

-

(L]

Onn

Hé OH H HO

Misoprostol PGE,

Obr. 4: Chemicka struktura misoprostolu (vlevo) a chemicka struktura prostaglandinu E1
(vpravo): Misoprostol se strukturalng lisi od prostaglandinu E1: pfitomnosti methylesteru na Cl,
pritomnosti methylové a hydroxylové skupiny na C16 ne na C15. Metylester na Cl zvySuje
antisekre¢ni Gc¢innost a trvani pisobeni misoprostolu. Pohyb hydroxylové skupiny z C15 na C16 a
pridani methylové skupiny na C16 zlepSuje aktivitu 1é¢iva po oralnim uZiti, prodluzuje dobu pisobeni
a zlepSuje bezpecnostni profil 1é¢iva. (upraveno dle **)

1.2.5 Indukovany potrat

Indukovany potrat neboli umysIné ukonceni t€hotenstvi patii mezi nejcastejsi
gynekologické postupy. Antropologové nasli dikazy o uméle vyvolanych potratech v
kazdé zndmé kultute. V pribchu staleti byla uznana rizna naboZenskd, socidlni a
politické natizeni, zakony a pfedpisy, které povoluji nebo omezuji potraty. Indukované
potraty byly a jsou kontroverzni otazkou?>.

V zavislosti na potratovych zdkonech specifickych pro danou zemi se li§i mira
restrikce indukovanych potratd, mizZou byt legalni nebo piisné omezené. Bezpecny
indukovany potrat v souladu se zdkonem je definovan jako postup povoleny zdkonem a
provadény autorizovanym lékafem nebo odpovidajicim zpisobem licencovanym
lékafem na stfedni Urovni, jednajicim pod dohledem opravnéného lékare s tmyslem
ukoncit tehotenstvi. Vyuziti pojmu ,bezpecny”“ nebo ,nebezpecny“ ve vztahu k
indukovanému potratu je dllezité, protoZe potrat v urcitych oblastech svéta nemusi vzdy
znamenat bezpecny potrat. Obecné plati, Ze pokud jsou zdkony o indukovaném potratu

vysoce restriktivni, pfibyva potratii nebezpecnych®.
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Nebezpecny indukovany potrat je tedy definovan jako:

Procedura urcend k ukonceni nechténé¢ho téhotenstvi, kterd je provadéna
jednotlivci bez nezbytnych dovednosti, nebo v prostfedi, které nespliiuje minimalni
lékai'ské standardy™.

Nejbeznéjsi procedurou je vakuova kyretdz v prvnim trimestru. Pfed samotnou
procedurou se musi zabezpecCit bezbolestnost zdkroku. Tlumeni bolesti je c¢asto
zabezpeceno paracervikalnim blokem, kterému pfedchéazi podani nesteroidnich analgetik
a utlumeni vniméni. Nésledné se dilatuje délozni hrdlo za pomoci konvencnich
roztahovacl, hygroskopickych roztahovacli anebo za pomoci misoprostolu. Dvanact
procent indukovanych potrati se provadi ve druhém trimestru a to vétSinou dilataci a
evakuaci (D&E). Pfed D&E se cervikalni injekci zavede vazopresin, ktery snizuje
krvaceni. Evakuace dé€lohy se provadi t€Zkymi kleStémi, které jsou rozsifeny o vakuové
kanyly o priméru 14-16 mm?.

Jelikoz v souvislosti s manualnim vykonem indukovaného potratu jsou spojeny
komplikace, v dnesni dob¢ se indukovany potrat castéji vykonava medicinalni formou,
pii niz se o komplikacich ziidka hovofi. Indukovany potrat v ¢asnych tydnech gravidity
se vykonava za pomoci kombinaci mifepristonu/misoprostolu a v pozd¢jsich tydnech za

pomoci dinoprostonu*®.
1.2.5.1 Indukovany potrat a legislativa Ceské republiky

Zeny v Ceské republice mohou prava na interrupci legalné vyuzivat od roku 1958.
zakona ¢. 68/1950 Sb., jenz povoloval vedle spontdnnich potratli pouze interrupce ze

zdravotnich davoda?®’.

Podle Ceského statistického tifadu lze potratovost rozdélit na tyto obdobi®:

1. obdobi (do roku 1958): Zakon nepovoluje uméle vyvolany potrat. Oficialni
statistika pro toto obdobi neexistuje. Odhaduje se, Ze indukované potraty byly provadény
pokoutné.

2. obdobi (/958 - pocatek 70. let): Zakon o umélém preruseni téhotenstvi
(¢. 68/1957 Sb.) zlegalizoval uméle vyvolany potrat. Spolecnost uznala tento zplsob

ukonceni t¢hotenstvi za mravné nezavadny. Spolu s tim, ze spolehlivd antikoncepce
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nebyla dostupnd a omezovani plodnosti bylo zddouci, doslo k vyznamnému rozsiteni

indukovanych potrat.

3. obdobi (prvai polovina 70. let): Ptijeti propopulacnich opatieni a zajem o
rodinu se odrazil v poklesu poctu potratti. V roce 1974 se narodilo nejvice déti v historii
CR. Pfesto bylo evidovano pies 78 tisic potratii celkem a piiblizné pétina t&hotenstvi
kon¢ila indukovanym potratem. Stimuly populacni politiky neplisobily dlouho. Do konce

70. let se potratovost vratila na piivodni tiroven a navic dale rostla.

4. obdobi (/987 - 2008): Nahly nariist poctu potratli v roce 1987 byl zpisoben
ptijetim vyhlasky, ktera zrusSila interrupéni komise. Rozhodnuti o umélém potratu ziistalo
pouze na svobodné volbé Zeny.

Na pielomu 80. a 90. let téméf polovina téhotenstvi byla ukoncena potratem.
Tento rapidni narast potratli byl pouze doCasnym jevem. Vyvoj potratovosti v prvni
poloving 90. let byl ve znameni vyrazného poklesu. Potratovost klesala az do roku 2006,
kdy bylo dosaZeno nejniz§i irovné potratovosti od konce padesatych let®.

V letech 2007-2008 se pokles zastavil a pocet potratii zacal stagnovat. V roce
2008 podstoupilo potrat 41446 zen. Vyvoj umélé potratovosti v 90. letech byl ovlivnén
zejména rozsifenim antikoncepce. V roce 2008 uzivala hormonalni ¢i nitrodélozni
antikoncepci vice nez polovina zen ve fertilnim véku, zatimco na konci 80. let byl podil
Zen uzivajicich tyto spolehlivé antikoncepéni metody ptiblizn€ 20 %. Vyvoj potratovosti
v devadesatych letech dokazuje, Ze pfimo umérny vztah mezi potratovosti a plodnosti
nemusi byt pravidlem?®,

V soucasné dobé€ se k potratim vazi tyto pravni normy: zakon ¢. 66/1986 Sb. o
umélém preruseni t€hotenstvi, vyhlaska ¢. 75/1986 Sh. o umélém preruseni t€hotenstvi a
vyhlaska ¢ 11/1988 Sb. o povinném hlaSeni ukonceni t€hotenstvi, imrti ditéte a tmrti

matky?.
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Znéni vybranych paragrafii zdkona CNR ¢ 66/1986 Sh. platného od 3. 11. 1986,

v u¢innosti od 1. 1. 1987 o umé&lém pieruseni t&hotenstvi’:

Udel zakona
§1
Zakon upravuje umélé preruseni t€hotenstvi a se zietelem na ochranu zivota a zdravi zeny

a v z4jmu planovaného a odpovédného rodicovstvi stanovi podminky pro jeho provadéni.

Podminky pro umélé pieruseni téhotenstvi

§4

Zené se uméle prerusi téhotenstvi, jestlize o to pisemné pozada, nepresahuje-li téhotenstvi
dvanact tydnli a nebrani-li tomu jeji zdravotni divody.

§5

Zené lze uméle pierusit téhotenstvi ze zdravotnich diivodii s jejim souhlasem nebo z
jejiho podnétu, jestlize je ohrozen jeji zivot nebo zdravi nebo zdravy vyvoj plodu nebo
jestlize jde o geneticky vadny vyvoj plodu.

§6

(1) Zeng, ktera nedovrsila Sestnacti let, Ize uméle pierusit tdhotenstvi podle §4 se
souhlasem zakonného zéstupce, poptipadé toho, jemuz byla svéfena do vychovy.
(2) Jestlize bylo podle §4 umeéle pieruseno teéhotenstvi zené¢ ve véku od Sestnacti do

osmnacti let, vyrozumi o tom zdravotnické zafizeni jejiho zakonného zastupce.
1.3 Problematika potrati v Ceské republice a v zahraniéi

Problematika mezindrodniho srovnani potratovosti je komplikovéna odliSnou
pravni ipravou v rtiznych zemich. Zakroky, které jsou v Ceské republice klasifikované
jako “miniinterrupce”, jsou v zahrani¢i povazovany za regulace menstruace. Zatimco v
Ceské republice je podminkou pro takovy zakrok (odséti obsahu délozni dutiny kratce po
vynechani menstruace) zjisténi t€hotenstvi, ve vétsing jinych zemi je regulace menstruace
ambulantné provadena, aniz by se zjisStovalo, jde-li o Zenu té€hotnou. Proto regulace
menstruace nejsou ve vetsingé zemi povazovany za pieruSeni t€hotenstvi, a to ani u
tehotnych Zen. V Ceské republice totozné zakroky jsou za preruSeni thotenstvi
pokladany a jsou tak i statisticky sledovany. Proto pfi porovnavani poctu potrati a

zejména umélych preruseni t&hotenstvi je postaveni Ceské republiky zkresleno. Nelze
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ovSem s jistotou predpokladat, ze vSechny zemé, které miniinterrupci nepokladaji za
preruseni t¢hotenstvi, zahrnuji do svych statistik pouze interrupce provedené jinou
technikou. SpiSe je nutno respektovat, ze legislativa potratl a umélych pieruseni
téhotenstvi, formovand nékde i mistnimi politickymi tlaky, je rtiznoroda, a ze proto
definice potratu a interrupce v riznych zemich se mohou odliSovat a statistiky lze proto
porovnavat jen velmi opatrn&®,

Potraty nebo umeéla preruseni t¢hotenstvi nejsou vSak pravidelné sledovany vSemi
statnimi statistickymi sluzbami. Ceskéa republika spolu se Slovenskem, Mad’arskem a
Rumunskem jsou v Evropé zemémi, kde je statistika potratti nejuplnéjsi. Nékteré zemé
(Svycarsko, Belgie) statisticky potraty viibec nesleduji, protoze je pokladaji za piisné
soukromou zalezitost zeny, o niz neni nikdo opravnén vyzadovat informace. V Irské
republice a od neddvna v Polsku jsou uméla preruseni té¢hotenstvi zdkonem zakazana.
Zatim co Irsko ve svych statistikach v kolonce “legélni potraty ” uvadi nulu, Polsko urcity
velmi maly pocet interrupci (zcela vyjimecné jsou tam povolovany) vykazuje. Velmi
nizky pocet umélych preruseni t€¢hotenstvi vykazuje rovnéz Rakousko. Jiz z uvadénych
¢isel je zfeymé, Ze zadna z téchto zemi nevykazuje samovolné potraty, informuji pouze o
interrupcich — a pokud v nékteré zemi nejsou povoleny, potraty se v ni podle oficialnich
statistik prosté viibec nevyskytuji*’.

Nejnizsi indikovana potratovost, s vyjimkou zemi, kde jsou interrupce zakazany
nebo kde nejsou vykazovany, je v Nizozemsku. Postaveni Nizozemska je paradoxem,
protoze je zde ptistup k preruSeni téhotenstvi naprosto liberalni. Jejich nizky pocet ziejmé
plyne z vSeobecného rozsifeni kvalitni hormonalni antikoncepce a pravdépodobné i z
neuplného vykazovani. S vyjimkou Polska a Chorvatska je indikovand potratovost v
niz§i nez na Slovensku. Pokud by za pferuseni t&hotenstvi nebyly povazovany
miniinterrupce, zafadila by se Ceska republika mezi zemé s nejnizsi indikovanou
potratovosti vitbec. Od roku 1994 ¢&ini v Ceské republice pocet umélych pieruseni
téhotenstvi provedenych tradi¢nimi technikami (bez miniinterrupce) méné nez 10 na 100

narozenych*’,
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Pro srovnani potratovosti v letech 1958 - 2014 viz Tab. 1 z dat ze CZSO*’:

Tab. 1: Ukoncena téhotenstvi v minulosti podle zpiisobu: Pocet umélych pieruseni t¢hotenstvi az
do konce osmdesatych let 20. stoleti v podstaté neptimo koreloval s poctem narozenych déti. Klesl v
poloving sedmdesatych let za viny vysoké natality, na maximum vzrostl koncem osmdesatych let, kdy
podil téhotenstvi, ukoncenych interrupci, ptesahl 40 % a pocet umélych ukonceni t€hotenstvi se témet
vyrovnal s poctem narozenych déti. Ekonomick4 opatfeni, stimulujici porodnost v sedmdesatych
letech, ztratila uCinnost a mira vyuZzivdni moderni antikoncepce, jeZ by branila nechténym
otéhotnénim, byla v této dobé relativné nizkd. K vyvojovému zlomu indikované potratovosti doslo v
devadesatych letech 20. stoleti. Podil interrupci z ukoncenych téhotenstvich zacal vyrazné klesat a od
t€hotenstvi prob&hl v dobé, kdy se vyrazné snizovala porodnost, interrupce vak ubyvaly rychleji nez
porody. Nekdejsi situace, kdy se ubytek narozenych preléval do ptiristku interrupci, se neopakovala.

(upraveno dle *°)
Rok Lkaonéené’ Narozeni Potraty Z toho indukované
téhotenstvi

1958 210894 143 251 67 643 49 035
1959 209579 130 310 79 269 61914
1960 215374 130 161 85213 67 550
1961 219563 132 201 87 362 70 062
1962 218 260 134 695 83 565 66 031
1963 221739 150 062 71677 51470
1964 226 554 155 666 70 888 51524
1965 224 886 148 545 76 341 58 554
1966 225522 142 206 83316 65818
1967 226 144 139413 86 731 69 850
1968 227 485 138 396 89089 72488
1969 235243 144 155 91 088 74 263
1970 238 402 148 893 89509 71893
1971 241685 155 233 86 452 68 652
1972 249 565 164 744 84 821 65079
1973 259939 182 953 76 986 55898
1974 273 557 195 427 78130 56 969
1975 269 211 192 869 76 342 55511
1976 266 430 188 522 77 908 56 889
1977 264 521 182 865 81656 61114
1978 263933 180 018 83915 63 904
1979 256 708 173 084 83624 64 505
1980 241168 154 665 86 503 68 930
1981 234 559 145 186 89373 71574
1982 234 049 142 518 91 531 74 531
1983 230165 138132 92 033 75037
1984 234 225 137 587 96 638 79534
1985 235845 136 488 99 357 83042
1986 233394 133942 99 452 83 564
1987 258 159 131 469 126 690 109 626
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Tab. 1: (pokr.)

Rok tl;rliztnecr?sr:vai Narozeni Potraty Z toho indukované
1988 262 587 133 238 129 349 113730
1989 255 388 128 881 126 507 111 683
1990 257 149 131 094 126 055 111 268
1991 249900 129 850 120 050 106 042
1992 231423 122 142 109 281 94 180
1993 206 915 121 470 85 445 70634
1994 174 349 106 915 67 434 54 836
1995 157 987 96 397 61 590 49 531
1996 150 725 90763 59 962 48 086
1997 147 903 90930 56 973 45022
1998 146 483 90 829 55654 42 959
1999 141 877 89774 52103 39382
2000 138 539 91 169 47 370 34 623
2001 136 035 90978 45 057 32528
2002 136 790 93 047 43743 31142
2003 136 261 93 957 42 304 29298
2004 139 253 97 929 41 324 27 574
2005 142 521 102 498 40023 26 453
2006 146 089 106 130 39959 25352
2007 155 864 114 947 40 917 25414
2008 161 288 119 842 41 446 25760
2009 159195 118 667 40 528 24 636
2010 156 719 117 446 39273 23998
2011 147 854 108 990 38 864 24 055
2012 146 688 108 955 37733 23032
2013 144 804 107 117 37 687 22714
2014 147 208 110 252 36 956 21893

1.4 Moznosti diagnostiky a prevence potrati a jejich vyvoj v

case

Novodobym standardem pro diagnostiku potratu je panevni sonografie, kterd se

doporucuje v ptipadé krvaceni nebo bolesti v prvnim trimestru t€hotenstvi. Sonografické

vySetieni se doporucuje také v pfipadé€, Ze ma lékar obavy o bezpecny pribéh gravidity.

Za pomoci této metody lze zjistit, zdali doslo k potratu, pficemz dikazem je pfitomnost

gestacniho vaku (vétSiho nez 25 mm) bez embrya a s zZloutkovym vakem nebo bez néj,

jakozto i pfitomnost gestatniho vaku s embryem (vétSim nez 7 mm) bez srdecni

aktivity*!,
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V dnesni praxi se pro feSeni a 1é€bu potratii v prvnim trimestru vyuzivaji tyto tfi
postupy: Iékatské oSetfeni, medicindlni 1é¢ba nebo chirurgicky zakrok. U
asymptomatickych zen se zpravidla medicinalni 1é¢ba nepraktikuje, aby se tak predeslo
pripadnym nezadoucim komplikacim. V piipadé, kdy ztstanou produkty poceti v déloze
a samovolné se neodstrani, je lepsi volbou operativni hysteroskopie*!.

V ptipadé, ze Zena opakované potraci (tfi a vicekrat), mize byt provedena piisna
1ékatska diagnostika abnormalit, které mohou byt opraveny, aby se zabranilo dalSimu

potraceni*!.

1.4.1 Screeningové testy v 1. trimestru a genetické poruchy

Prenatalni diagnostika je zaloZend na komplexni spolupraci nékolika
medicinskych oborti — klinické genetiky, gynekologie a porodnictvi, ultrazvukové
diagnostiky a klinické biochemie. Vzhledem k naroc¢nosti takovéto integrace je vyhodné
provadet prenatalni diagnostiku v multidisciplinarnich centrech s nepostradatelnym
zastoupenim klinické genetiky. Miize se zdat, ze hlavnim tkolem prenatalni diagnostiky
je v€asné zachyceni abnormalit ve vyvoji plodu a nabidka umélého ukonceni patologicky
probihajiciho téhotenstvi. V névaznosti na klinicko-genetické poradenstvi je zde vSak

ukolt vice*?:

1. Poskytnout partim s rizikem narozeni ditéte s vadou moznost informovaného vybéru

dalsiho postupu.

2. Psychologicky podpofit rodice, zvlaste u ptipadii zavaznych diagnéz ¢i vysokych rizik.

3. Umoznit partim s konkrétnim rizikem vrozené vady zapocit t¢hotenstvi s védomim, ze

piipadné postiZeni plodu je diagnostikovatelné jesté pfed narozenim.

4. Poskytnout pariim v situaci pfed narozenim postizené¢ho ditéte optimalni postup z

hlediska t€hotenské péce, vedeni porodu a postnatalni péce.

5. UmozZnit ptipadnou prenatdlni 1é€bu postizeného plodu. Ta je zatim k dispozici pouze
pro velice maly pocet vrozenych vad a onemocnéni. Napiiklad ultrazvukové

diagnostikovana vyznamnd infravezikdlni obstrukce mocovych cest, kde zavedeni
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trubicky do mocovych cest miize zabranit nezvratnému postizeni vyvijejicich se plic a
ledvin.

Mezi genetikou a prenatadlnim vyvojem lidského jedince existuje velmi slozity
vztah, ktery ma zdsadni a praktické disledky pro lidské zdravi a lidské nemoci.
Pochopeni normalnich vyvojovych mechanismi a jejich genetické kontroly je nezbytné
pro porozuméni vzniku vrozenych vyvojovych vad a geneticky podminénych
onemocnéni. Pro uspésné zavedeni preventivnich a terapeutickych postupid je potom
nezbytné co nejleps$i porozumeéni patogenezi onemocnéni na molekularné-genetické
urovni. Jedinci s vrozenymi chromozomalnimi aberacemi pfedstavuji v souc¢asné dobé
nadale zavazny zdravotnicky, socidlni, eticky, ale 1 ekonomicky problém. Vrozené vady
stale patii k vyznamnym p¥i¢indm perinatalni, novorozenecké a kojenecké timrtnosti*?.

Chromozomalni aberace pfedstavuji odchylky karyotypu ve smyslu
nestandardniho po¢tu chromozomu (numerické aberace), ¢i ve smyslu narusené struktury
jednotlivych chromozomi (strukturdlni aberace). Tyto odchylky se mohou tykat jak
nepohlavnich (autozomalni aberace), tak i1 pohlavnich chromozoml (gonozomalni
aberace). Mezi klinicky definovanymi syndromy zpiisobenymi autozomalnimi aberacemi
pievazuji trizomie — Downiv syndrom (trizomie 21. chromozomu), Edwardstiv syndrom
(trizomie 18. chromozomu) a Patautiv syndrom (trizomie 13. chromozomu). V pfipadé
syndromil zptisobenych gonozomalnimi aberacemi jde pievazné o znasobeni poctu
gonozomu — syndrom Klinefeltertv (47, XXY), syndrom 47, XXX ¢i1 47, XYY, ptipadné

vvvvvv

prislusnymi klinickymi diagndézami mohou skryvat mozaikové karyotypy, parcidlni
duplikace &i delece nebo jiné strukturalni abnormality zodpovédnych chromozomii*?.
Cilem primarniho screeningu je identifikace t€hotenstvi s vy$$im rizikem vrozené
vady a poskytnuti cilené prenatalni diagnostiky. Screeningova vysetfeni sice nedokaZzou
urcit, zdali je plod skute¢né postizen, ale pomohou zzit okruh téhotnych se zvySenym
rizikem. V soucasné dobé neexistuje zadny univerzalni screeningovy test, ktery by byl
schopen odhalit vSechny druhy mozZného postiZzeni plodu. Z tohoto diivodu v praxi
vyuzivame v prenatdlni péci rizné screeningové strategie, které se navzajem dopliuji.
Indikaci ke stanoveni karyotypu mohou byt**:

a) v€k matky, anamnestické Udaje z rodinné anamnézy, nalez balancované

chromozomalni aberace
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b) pozitivita kombinovaného testu v I. trimestru (stanoveni rizika chromozomalni aberace
na zékladé kombinace ve€ku matky, hladin volné [ podjednotky hCG a
PAPP-A a hodnoty tzv. §ijového ztlusténi u plodu v 11.—13. tydnu téhotenstvi)

¢) pozitivita biochemického screeningu ve II. trimestru (alfafetoprotein, choriovy

gonadotropin, estriol)

d) ptitomnost ultrazvukovych markeri chromozomalnich aberaci pti ultrazvukovém
vySetieni ve II. trimestru.

Pro diagnézu chromozomalnich aberaci je standardem cytogenetické vySetieni, t].
vySetfeni karyotypu. Pro ziskdni materidlu k vySetfeni se v rdmci prenatalni diagnostiky
potad uplatiuji klasické invazivni metody — amniocentéza, odbér choriovych klki a
kordocentéza. V postnatalni diagnostice se v drtivé vétSin¢ piipadid jednd o odbér
periferni krve. Mimo standardni cytogenetické analyzy se vyuzivaji 1 metody
molekuldrné  cytogenetické. Stale vétsi uplatnéni v prenatdlni diagnostice
chromozomalnich aberaci nachazi tzv. rychl4 diagnostika pomoci metody kvantitativni
fluorescenéni PCR (QF-PCR), byt v urcitych oblastech (zejména v diagnostice

strukturalnich abnormalit) zatim nemtZe klasické vysetfeni karyotypu nahradit*?.

1.5 Biochemické markery

Biochemicky marker je definovan jako, jakékoli slouCenina (napi. antigen,
protilatka, abnormalni enzym nebo hormon), které hladina je v nemoci znacn€é zménéna.
Tato latka slouZzi jako objektivni nastroj pii diagnostice nebo predpovidani nachylnosti k

urdité patologii®.

1.5.1 Annexin V a jeho rodina

Annexiny jsou skupinou proteinti, které se v pritomnosti Ca** a K* vdZou na
kyselé fosfolipidy (biologické membrany)*. Kazdy annexin, krom& ANXAG6 ktery se
sklada ze dvou struktur prepojenych kratkym peptidovym fetezcem, obsahuje jadro

slozené ze &tyf domén slozenych ze 70 aminokyselin®.
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Interakce téchto proteint s biologickymi membranami vedla k domnénce, Ze tyto
proteiny mohou hrat roli pfi procesech spojenych s membranovym ptenosem, jako je

exocytéza, endocytdza a adheze dvou bungk*,

Annexin I:

Annexin 1 (ANXAL1) je prvnim charakterizovanym ¢lenem annexini. ANXA1
muZe byt indukovan podobné jako glukokortikoidy v zanétlivych buiikach a sdili s témito
léky mnoho protizanétlivych ucinkd. ANXAT1, ptvodné popsany jako inhibi¢ni protein
fosfolipasy A2 (PLA2), mize kromé& metabolismu kyseliny arachidonové ovlivnit mnoho
jinych slozek zanétlivé reakce*S.

Nedavna studie ukézala, Ze ANXA1 mize specificky uc¢inkovat na cytosolicky
PLA2 ptimou inhibici enzymu. Také inhibuje expresi a aktivitu jinych zanétlivych
enzymi, jako je napf. synthasa oxidu dusnatého v makrofazich a cyklooxygenasa v
aktivovanych mikrogliich. Inhibice exprese NOS je pravdépodobné zpiisobena ANXA 1
indukovanou produkei IL-10 v makrofazich*®.

Stejné jako glukokortikoidy md ANXA1 vyrazné inhibi¢ni ucinky na migraci
neutrofilt a monocytl pi1 zanétu. K inhibi¢nimu G¢inku na bunéfnou migraci muize
prispét aktivace receptorii, jako je formylpeptidovy receptor a lipoxinovy receptor.
Annexin I byl identifikovan jako jeden ze signala ,,eat-me* na builkkach v procesu
apoptozy, které maji byt rozpoznavany fagocyty, protoze bylo zjisténo, Zze podporuje

zénétlivou bunéénou apoptdzu spojenou se zvysenim hladiny intracelularniho vapniku*®.

Annexin II:

Annexin II (ANXA2) milZe existovat jako monomer, heterodimer nebo
heterotetramer. Schopnost tetrameru annexinu II pfemostovat sekrecni granule a
plazmatickou membranu naznaduje, Ze tento protein miize hrat roli v Ca®>" dependentni
exocytoze, také byl prokdzan na extracelularni urovni nékterych metastatickych bunék,
kde zprosttedkovava vazbu urcitych metastatickych bun€k na normalni bunky. Tetramer
annexinu II je hlavnim bunéénym substratem proteinové kinasy C a transformacéniho
virdlniho proteinu Rousova sarkomu (pp60src). Transformacni protein pp60src je
fosfoprotein s enzymatickou schopnosti fosforylovat tyrosin v proteinovém substratu

annexinu 114,
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Annexin V:

Annexin V patifi mezi annexiny, které jsou pfitomny extracelularné i
intracelularné. V devadesatych letech 20. stoleti byl annexin A5 zkouman jako
molekularni zobrazovaci ¢inidlo pro vizualizaci bunék exprimujicich fosfatydilserin v
procesu apoptdzy na zvirecich modelech a také na lidech®’.

Annexin V je protein o velikosti 35,7 kDa, ktery se reverzibiln¢ vaze na
membrany nesouci fosfatidylserin*®. Terciarni struktura rozpustné formy annexinu V
byla zjisténa rentgenovou krystalografii*. Rentgenova krystalografie odhalila, Ze se
terciarni struktura annexinu V skladda ze ¢ty domén, které jsou cyklicky uspotfadéany.
Toto usporadani udava molekule annexinu V mirn€ zakfiveny, konkavni tvar. Vazebna
mista pro vapenaté ionty a fosfatidylserin jsou umisténa na konvexni strané proteinu
smérujici k membrang>°.

Na zaklad¢ fluorescencnich méteni bylo zjisténo, Ze annexin V méni konformaci,
kdyZ se navaze tryptofanovy zbytek lokalizovany na jeho ¢tvrté doméné na membranovy
fosfatidylserin’!. Data ziskan4 elektronovou krystalografii viak ukézala, Ze membranové
vazana forma monomeru annexinu V ma témeéf stejnou strukturu jako jeho rozpustna
forma®?. To znamend, e forma vazana na membranu ma konvexni tvar na strand
obsahujici fosfolipidova vazebna mista. To také ukazuje, ze riizné¢ domény molekuly
annexinu V maji nerovnomérnou vzdalenost od povrchu membrany za predpokladu, ze
povrch membrany neni ohnuty. Jak elektronova krystalografie, tak atomova mikroskopie
naznacuji, ze doména III je nejvzdalenéj$i od povrchu membrany a doména II je
nejblizsi*>3.

Elektronova krystalografie membranové vazaného annexinu V prokdzala, ze
molekuly annexinu V se mohou navzijem asociovat prostfednictvim interakci protein-
protein®®. V roztoku jsou molekuly annexinu V ve formé monomeru, ale po navazani na
membranu exprimujici fosfatidylserin se samy sestavi do trimerli, po ¢emz nasleduje

tvorba dvourozmérné krystalové miizky (Obr. 5 - b).
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Obr. 5: Trirozmérna struktura annexinu V (a) a dvourozmérna struktura Kkrystalové mrizky
sloZzené z jednotek annexinu V (b): (a) Pohled na molekulu annexinu V z konkavni strany molekuly.
Annexin V je tvofen Ctyfmi a-helikdlnimi doménami, ¢islovanymi -1V, které tvoifi konzervované
jadro. Molekula je pozorovana podél tzv. dvoji osy symetrie (tmava elipsa), kterd se vztahuje k
modulu (I + IV) a k modulu (Il + III)*. (b) Pohled na dvourozmérnou krystalovou strukturu
membranoveé vazaného annexinu V. Pfi vazbé na membranu se molekuly annexinu V samy sestavuji
do trimert a 2D krystal@i trimer( s réiznymi uspoiadanimi®>-~%%7. Tato ¢4st obrazku piedstavuje hlavni
2D krystalické usporadani tvofené trimery annexinu V. Trimer annexinu V je zobrazen s jednim
¢ervenym a dvéma modrymi monomery. (upraveno dle %)

Role annexinu V na povrchu bunék v procesu apoptozy:

Spravné (fyziologické) usporadani bunécné membrany je znacné asymetrickeé,
coz se znacn¢ méni kdyz buinka vykonava apoptozu. Tento apopticky stav je mozné
detekovat za pomoci molekul silné¢ a specificky interagujicich s fosfatidylserinem. V
procesu apoptdzy je fosfatidylserin exprimovany na vnéj$i strané membrany a je mozné
ho detekovat za pomoci fluorescenéné znaceného annexinu V>°.

Fosfatidylserin exprimovany na povrchu bunék v procesu apoptdzy slouzi jako
signdl ,,eat me* jak pro fagocyty, tak i pro makrofagy®’. Fosfatidylserin na apoptickych
buikdch ma také dilezitou roli pfi potlaCovani autoimunitni odpovédi proti
autoantigeniim fagocytované umirajici buiiky®'. Imunoregula¢ni aktivita fosfatidylserinu
pravdépodobné vyplyva z jeho schopnosti modulovat produkci fagocytarnich cytokini®?.
Fosfatidylserin spousti fagocytézu prostifednictvim piimé aktivace fosfatidylserinovych
receptori na makrofagu nebo prostfednictvim mustkovych molekul, napt. laktadherin,

beta-2-glykoprotein 1 a annexiny I a I16%%4,
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Také bylo zjisténo, Ze annexin V inhibuje fagocytézu umirajicich bunék®. Kromé
inhibice fagocytozy buiilky v procesu apoptdzy bylo také popsano, ze vazba annexinu V

na povrch buiiky ovlivituje také proces jeji smrti®®.

1.5.2 PAPP-A

Pappalysin-1, jinak znamy jako PAPP-A, je kli¢ovym regulatorem biologické
dostupnosti inzulinu podobného riistového faktoru, ktery je nezbytny pro normalni vyvoj
plodu. V matetské krvi se béhem téhotenstvi hladina tohoto proteinu zvySuje a po porodu
rychle klesd. V klinické praxi se PAPP-A rutinné¢ pouZziva pro screening Downova
syndromu v prvnim trimestru tchotenstvi, protoze jeho pokles ve srovnani s
fyziologickym t&€hotenstvim naznacuje zvySené riziko jak chromozomalnich anomalii,

tak i jinych patologii®’.
1.5.3 hCG a volna B podjednotka hCG

Lidsky choriovy gonadotropin je hormon produkovany primarné
syncytiotrofoblastickymi bunikami placenty béhem téhotenstvi. HCG stimuluje corpus
luteum, aby produkoval progesteron k udrzeni t€hotenstvi. Mensi mnozstvi hCG se také
produkuje v hypofyze, jatrech a tlustém stieve®®,

Samotny hCG je glykoprotein sloZeny z o a B podjednotky (Obr. 6)°®. Béhem
téhotenstvi se v krevnim séru a moci vyskytuje vice forem, véetné intaktniho hormonu.

Lidsky choriovy gonadotropin je

- podjednotka

primarné¢ katabolizovan jatry a

ledvinami. Celkem 20 % hCG je

C- termindlni konec

vyluc¢ovano moci.

\ Volna B podjednotka hCG je

Vazebnd mista
pro receptor
0-cHo degradovéna v ledvinach za vzniku
fragmentu, ktery je méfen testy na

pritomnost hCG v mo¢i®’.

Obr. 6: Glykosylovany lidsky choriovy gonadotropin
(hCG). Na obrazku je mozné vidét a (Cervend) a B
podjednotku (modra) hCG. (upraveno dle ™)
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Testy hCG z krevniho séra:

Testy na pfitomnost hCG v krevnim séru vyuzivaji dvé protilatky, jednu
fixovanou a druhou radioaktivné¢ znacenou. Tyto protilatky se vaZou na rizna mista v
molekule hCG a tim ji imobilizuji. Takto imobilizovanou molekulu hCG je mozné
detekovat’!. Testy na pifitomnost hCG v krevnim séru zahrnuji vymyti nadbyte¢nych

slozek séra a méfeni mnoZstvi zbyvajiciho radioaktivng znateného hCG®.

Testy hCG z moci:

Mocové testy se provadéji podobné jako sérové, ackoliv jsou méné citlivé’?.
Mnozstvi testli na ptitomnost hCG v moci nedetekuje hyperglykosylovany hCG, ktery je
v Casném téhotenstvi nejpocetnejsi formou, coz ma za nésledek velké rozdily v citlivosti

mezi testy z krevniho séra a testy z mo&i®’.
1.6 Vliv toxoplazmoézy na prabéh gravidity

Toxoplasma gondii je parazit, kterym je nakaZena az tietina svétové populace.
Timto parazitem je mozné se nakazit hlavné pozitim potravy nebo vody, kterd je
kontaminovéana oocystami (roznaseji je kocky), nebo konzumaci nedostatecné tepelné
upraveného nebo syrového masa obsahujiciho tkanové cysty. Primarné je infekce timto
parasitem subklinickd, ale u nékterych pacienti se mize objevit cervikalni
lymfadenopatie nebo onemocnéni oc¢i. U pacientl s oslabenou imunitou mtize reaktivace
latentniho onemocnéni zpusobit zivot ohrozujici encefalitidu. Infekce toxoplazmoézou
béhem téhotenstvi miize zplsobit vazné poskozeni plodu’.

Toxoplazméza mize byt diagnostikovdna piimou detekei parazita nebo
sérologickymi technikami. Nej€astéji pouzivanym a pravdépodobné i nejucinnéj$im
terapeutickym postupem je vyuziti kombinace pyrimethaminu se sulfadiazinem a

kyselinou folinovou’.

Prubéh infekce Toxoplasma gondii:
Po vstupu parazita do organismu jsou vnéjsi stény oocyst naruSeny enzymatickou

degradaci a net¢inné faze (bradyzoity a sporozity) jsou uvolnény do sttevniho lumenu.

vvvvv

parazita je ndsledovano jeho uvolnénim z narusenych buné€k, s naslednou invazi
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sousedicich bun¢k a krve. Protoze toxoplazméza mulze infikovat prakticky vSechny
butiky a tkang, je jeji Sifeni znaéné rychlé™.

V této parazitemické fazi dochdzi k nakazeni placenty, pfiCemz po urcité dobé
mtize dojit k nakaZeni samotného plodu. Cas mezi po&ate¢ni placentarni a skute¢nou
fetalni nakazou zéavisi na nékolika faktorech, jako je velikost inokula, virulence kmene
toxoplazmoézy a vyvojova faze placenty. Optimalni podminky pro pienos na placentu
zahrnuji nastup parazitémie pfed rozvojem humoralni nebo bunééné imunity u matky a

dobfe rozvinuty placentarni krevni tok, jaky je pfitomen v druhé &asti t&hotenstvi’*.

Je-li nakaza roxoplasma gondii ziskana pted 10. tydnem gravidity, pfenos parazita
na plod je mén¢ Casty a pokud je toxoplazmoéza ziskana pied pocetim, ptenos na plod je
vzacny. Vyskyt fetdlni infekce souvisi se stadiem téhotenstvi, v kterém téhotnd Zena
infekci ziska. Bez 1écby, je incidence 10-15 % pro ziskani béhem prvniho trimestru, 30

% pro druhy trimestr a 60 % pro tfeti trimestr’*,
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2 Cile prace

Cilem této bakalaiské prace bylo podat piehled informaci z literatury,
vztahujicich se k problematice potratovosti se zvlastnim zietelem ke spontannim
potratim. Cilem experimentalni ¢asti prace je ovéfit, nakolik je annexin V vhodnym

biochemickym markerem pro ¢asné stanoveni a prevenci potratu.
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3 Material a metody
3.1 Pouzity material a pomticky

Chemikalie:

- Standardni kalibra¢ni roztoky: - 6,25 U/ml
- 12,5 U/ml
- 25,0 U/ml
- 50,0 U/ml
- 100,0 U/ml
- Pozitivni kontrola
- Negativni kontrola
- Roztok konjugatu proti lidskému IgG, IgA a IgM o objemu 15,0 ml
- Roztok substratu (1,2 mM 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin a 3,0 mM peroxid vodiku)
- Zted’'ovaci fosfatovy pufr
- Terminacni roztok (0,5 M kyselina sirova)
- Promyvaci roztok (TRIS pufr)

- Destilovana voda

Pristroje a pomiicky:

- Centrifuga MPW - 310

- ELISA ctecka Metertech M960

- Pipety znacky Eppendorf Research Plus

- Evakuované zkumavky na srazlivou krev

- Zkumavky podle Eppendorfa o objemu 1,5 ml
- Kadinky

- Mikrotitra¢ni desticka s foliovym piekrytim
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3.2 Priprava krevniho séra pro analyzu

a) Byla odebrana krev intravendzné z periferni krve do evakuovanych zkumavek

b) Krev byla ponechana delsi dobu (~ 4 hod.) za laboratorni teploty pro oddéleni
erythrocytl a krevniho séra

c¢) Po sedimentaci byly zkumavky s krvi centrifugovany 10 min. na stolni centrifuze
MPW - 310 s vykyvnym rotorem pii 1300 RPM.

d) Po centrifugaci byl supernatant (tj. leukocytarni sérum) rozalikvotovan do
mikrozkumavek po objemu 400,0 pl.

e) Alikvoty byly oznaeny a uskladnény pro vlastni analyzu hlubokym zmrazenim v

- 80 °C.

3.3 ELISA testy krevnich sér pro stanoveni annexinu V

a) Vzorky krevnich sér byly pfed analyzou ponechdny za laboratorni teploty, aby se
vytemperovaly na teplotu 25 °C.

b) Béhem temperovani krevnich sér byla zapnuta ELISA ¢tecka Metertech M960 aby se
vytemperoval. Byl na ném ptedpfipraven program pro méteni sér, aby se zkratila doba
mezi terminaci reakce a samotnou analyzou.

¢) Fosfatovy pufr (zfed’ovaci roztok) byl pied pouzitim 20x ziedén destilovanou vodou.
d) Vzorky byly ziedény fosfatovym pufrem, a to pfiddnim 1,0 ml roztoku pufru do
10,0 pl krevniho séra.

e) Do kazd¢ z jamek mikrotitra¢ni desticky bylo pipetovano 100,0 ul ziedéného krevniho
séra.

f) Do prvnich dvou sloupcti mikrotitracni desticky byly v duplikatech pipetovany
kalibra¢ni roztoky, pozitivni kontrola a negativni kontrola. Objem pipetovanych sloZzek
¢inil téz 100,0 pl.

g) Mikrotitra¢ni desticka byla poté prekryta adhezivni folii a byla inkubovéana 60 min. za
laboratorni teploty.

h) Po inkubaci byly roztoky z desticky vylity a desticka byla osuSena jemnym poklepanim
po platku buniciny.

1) Jamky mikrotitracni desticky byly promyty tfikrat 300,0 ul promyvaciho pufru a
nasledné byla desticka osusena stejné¢ jako v kroku h).

j) Do kazdé jamky bylo pipetovano 100,0 pl roztoku konjugatu, desticka byla prekryta

adhezivni folii a byla inkubovéana 30 min. za laboratorni teploty.
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k) Po inkubaci byla desticka promyta stejn¢ jako v kroku 1)

1) Do jamek mikrotitracni desticky bylo pipetovano 100,0 ul roztoku substratu, byla
prekryta adhezivni folif a byla inkubovéana 10 min. za laboratorni teploty. Pfidani roztoku
substratu do jamek bylo doprovazeno vznikem modrého zabarveni.

m) Po inkubaci bylo do jamek pipetovano 100,0 pl termina¢niho roztoku. Ukonceni
reakce bylo doprovazeno zménou barvy z modré na zlutou.

n) Okamzit€ po terminaci byla na ELISA ¢tecce zméfena absorbance pii 450 nm. ELISA
¢teCka automaticky na zaklad€ kalibrace piepocitala absorbance na koncentrace

annexinu V.

3.3.1 Charakteristika vybérového souboru

Ziskana data byla naméfena ze vzorkl krevnich sér pacientek vybranych na
zéklad¢ nésledujicich kritérii:
- v§echny pacientky byly v ¢ase odebrani vzorku v prvnim trimestru gravidity
- pacientky z kontrolniho souboru normalné porodily zdravého dité
- pacientky ze souboru reprezentujiciho patologii prodélaly spontanni potrat

Pacientkdm v kontrolnim souboru byly odebrany a zpracovany vzorky krve v
rozmezi od 7. do 10. tydnu gravidity. Tyden ukonceni gravidity porodem zdravého ditéte
u zen v kontrolni skupiné€ byl v rozmezi od 36. do 40.

Pacientkdm v souboru reprezentujicim patologii byly odebrany a zpracovany

vzorky krve v rozmezi od 7. do 10. tydne gravidity.

3.4 Statistické zpracovani dat

Statistické zpracovani dat zahrnovalo vypocet:

a) Aritmetického priméru hodnot kontrolni skupiny podle vzorce:
_ in
X =— (1)

n

kde: x ... aritmeticky primér hodnot kontrolni skupiny [U/ml], x; ... hodnota koncentrace annexinu V i-té
slozky kontrolniho souboru [U/ml], n ... pocet pacientek v daném souboru.
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b) Aritmetického priméru hodnot patologické skupiny podle vzorce:
_ Xy
== ()

n

kde: ¥ ... aritmeticky praimér hodnot patologické skupiny [U/ml], y; ... hodnota koncentrace annexinu V
i-té slozky patologického souboru [U/ml], 7 ... pocet pacientek v daném souboru.

¢) Smérodatné odchylky kontrolni skupiny podle vzorce:

—~\2
S, =+ /Z—“‘i; %) 3)

kde: S, ... smérodatna odchylka [U/ml], X ... aritmeticky primér hodnot kontrolni skupiny [U/ml],
x; ... hodnota koncentrace annexinu V i-té€ slozky kontrolniho souboru [U/ml], z ... pocet pacientek v daném
souboru.

d) Smérodatné odchylky patologické skupiny podle vzorce:

—7\2
5y =+ 2 (4)

kde: S, ... smérodatnd odchylka [U/ml], ¥ ... aritmeticky primér hodnot patologické skupiny [U/ml],

y; ... hodnota koncentrace annexinu V i-té slozky patologického souboru [U/ml], # ... pocet pacientek v
daném souboru.

e) Hodnoty smérodatné odchylky priméru kontrolni skupiny podle vzorce:

Sx
Sf = —= (5)
Vn

kde: Sz ... smérodatna odchylka praiméru [U/ml], S, ... smérodatna odchylka [U/ml], 7 ... pocet pacientek
v daném souboru

f) Hodnoty smérodatné odchylky priméru patologické skupiny podle vzorce:
S

kde: Sy ... sm€rodatna odchylka priméru [U/ml], S, ... smérodatnd odchylka [U/ml], 7 ... poCet pacientek

v daném souboru

g) Hodnoty Studentova t-testu podle vzorce:

.
¢t = |x=7I @)
’S%+S§—21xy5757

kde: 7 ... hodnota Studentova testu, Sz ... smérodatna odchylka praméru [U/ml], X ... aritmeticky pramér
hodnot kontrolni skupiny [U/ml], Sy ... smérodatna odchylka priméru [U/ml], y ... aritmeticky primér

hodnot patologické skupiny [U/ml], y; ... hodnota koncentrace annexinu V i-té slozky patologického
souboru [U/ml], 7 ... poCet pacientek v daném souboru, I, ... index korelace.
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Tabelovana kritickd hodnota Studentova t-testu’”> pro hladinu vyznamnosti

a = 0,20 a 21 stupnd volnosti ¢ini ty,.;; = 1,32.

4 Vysledky

Ptipravena krevni séra (kapitola 3.2; na str. 35) byla podrobena analyze ELISA
(kapitola 3.3; na str. 35-36). Pfi analyze krevnich sér byla nejdfive zméfena jejich
absorbance pii 450 nm. Hodnoty absorbanci ELISA ¢teCka prepocitala na koncentrace za
pomoci kalibracnich roztokil (kapitola 3.1; na str. 34). Naméfené hodnoty koncentrace
annexinu V kontrolni (Tab. 2) a patologické skupiny (Tab. 3) jsou uvedeny v tabulkach.
V kazdé zkoumané skupiné byl vypoclitany aritmeticky primér nameétenych hodnot
annexinu V, ktery €inil 22,0 U/ml v kontrolni a 27,6 U/ml v patologické skupiné. Pro
grafické znazornéni rozdilu aritmetickych primért hodnot v jednotlivych skupinach viz
Obr. 7. Namétené hodnoty byli statisticky zpracovany (kapitola 3.4; na str. 36-38).
Statistickym zpracovanim dat (Tab. 4) byla zjisténa nerovnost: t = 1,51 > ¢, = 1,32.
Na zéklad¢ této nerovnosti mizeme zamitnout nulovou hypotézu Ho a rozdil mezi
aritmetickymi primeéry kontrolni a patologické skupiny je vyznamny na hladiné
vyznamnosti ¢ = 0,20. Tudiz mizeme tvrdit, Ze annexin V je v prvnim trimestru

vhodnym markerem pro ¢asnou detekci a prevenci potrati, a to s 80 % spolehlivosti.

Tab. 2: Tabulka naméienych hodnot annexinu V kontrolni skupiny. Sloupec s oznacenim tyden
gravidity oznacuje v kterém tydnu gravidity byl vzorek odebran.

Pacientka ¢. Tyden gravidity Koncentrace Annexinu V [U/ml]
1 7 13,9
2 7 33,6
3 9 10,2
4 8 13,2
5 10 39,5
6 9 22,1
7 9 28,7
8 10 15,2
9 10 18,9
10 11 30,0
11 8 19,5
12 10 30,7
13 7 26,3
14 10 14,9
15 8 13,0

Pramér 22,0
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Tab. 3: Tabulka naméFenych hodnot annexinu V skupiny s patologii (potratem). Sloupec s
oznacenim tyden gravidity oznacuje v kterém tydnu gravidity byl vzorek odebran.

Pacientka ¢. Tyden gravidity Koncentrace Annexinu V [U/ml]

1 8 25,7
2 9 19,8
3 9 55,9
4 7 32,6
5 9 15,2
6 10 29,7
7 8 13,2
8 10 28.8

Pramér 27,6

35,0

30,0

25,0

b2
=]

=]

¢ (Annexin V) [U/ml]
O
[=)

10,0

5,0

0,0

Kontrolni sk.

Patologicka sk.

Obr. 7: Grafické znazornéni rozdilu mezi aritmetickym primérem hodnoty annexinu V mezi
kontrolni a patologickou skupinou.

Tab. 4: Vypocitané hodnoty aritmetickych primeéri, smérodatnych odchylek a primérnych
smérodatnych odchylek Kkontrolni a patologické skupiny. Hodnoty uvedené v tabulce byly

vypocteny na zakladé vztahi v kapitole 3.4 na str. 36-37.

% [U/ml] S, [U/ml] Se [U/ml]
22,0 8,64 2,23
y [U/ml] S, [U/ml] Sy [U/ml]
27,6 12,5 4,42
Ly
0,550 1,51
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5 Diskuze

Fyziologické gravidita je pfirozeny proces. Jeho opakem je t¢hotenstvi ukoncené
potratem. Problematika potratti je v dnesni dob¢ porad aktualnim tématem, i kdyz to neni
nic nového. Nejcastéji jsou potraty zplisobeny chromozomalnimi abnormalitami ve velmi
ranych embryich. Jiné divody patologického vysledku te€hotenstvi mohou byt napf.
syndromy LUTO a RDS®®, Syndrom RDS vznika na zékladé nedostatku surfaktantu na
plicich®. V b&zné klinické praxi se hovoii o nékolika typech potratii a to, spontdnni,
zamlkly a indukovany.

Porovnani potratovosti v Ceské republice s jinymi staty neni uplné mozné a to
vzhledem k tomu, ze jiné zemé nevedou tak podrobnou evidenci. Nékteré zemé jako
Mad’arsko, Slovensko a Rumunsko jsou zemémi kromé Ceské republiky s nejuplnéjsi
statistikou ohledné potratii, zatim co zemé jako Svycarsko a Belgie statistiky ohledné
potratii viibec nevedou™.

K fteSeni dané problematiky se dostavdme az nyni, s vyuzitim moderni
technologie. Pro vylou¢eni produktu poceti z d€lohy bez chirurgického zakroku se pti
zamlklém potratu vyuZziva synteticky analog prostaglandinu E1 - misoprostol*’. Mezi
chirurgické metody, kterymi je mozné zabranit potratu patii napt. cervikalni cerklaz,
ktera umozni donoSeni ditéte’!. Diagnostika a prevence potratd je mozna za pomoci
sonografického piehledu, vysSetfeni plnosti moCového méchyie plodu a screeningové
testy pro odhaleni chromozomalnich aberaci.

Mezi potencionalni biomarkery byly zafazeny annexin V, PAPP-A a hCG.
Annexin V byl zkouman jako potenciondlni marker pro vizualizaci bunék v procesu
apoptozy*’. Pappalysin 1, znamy i jako PAPP-A je regulatorem exprese riistového faktoru
nezbytného pro normalni vyvoj plodu®’. V klinické praxi se PAPP-A vyuzivé na detekci
Downova syndromu v prvnim trimestru gravidity®’. Lidsky choriovy gonadotropin je
vyhodnym markerem pro zji$téni zdali je Zena téhotnd, je méfitelni z krevniho séra i z
moci.

V praktické ¢asti bylo testovano zdali je annexin V vhodnym biomarkerem, jehoz
vy$$i hladiny by poukazovaly na zvySené riziko potratu. Na zdkladé ELISA testl
krevnich sér bylo zji§téno a statisticky vypocteno, Ze rozdil mezi aritmetickym prumérem
kontrolni a patologické skupiny byl statisticky vyznamny na hladin€¢ vyznamnosti
a = 0,20. TudiZ mizeme tvrdit s 80 % spolehlivosti, ze annexin V je vhodnym

biomarkerem pro detekci a prevenci potrati. BéZné¢ se v klinické praxi stanovuje
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statisticky vyznamny rozdil na hladiné¢ vyznamnosti @ = 0,05. V naSem piipad¢ tuto
hladinu vyznamnosti nebylo mozné pouzit vzhledem k malému poctu pacientek v
jednotlivych souborech. Maly pocet zkoumanych vzorkl byl zpiisoben ptisnymi kritérii
pii vybéru pacientek do jednotlivych soubort tak, aby vybérovy soubor charakterizoval
primarni soubor. TéZ nebylo mozné vyuzit a« = 0,05 kvuli nepfesné naméfenym
hodnotam annexinu V. Nepiesnosti mohly byt zplisobeny del$im uskladnénim vzorkd,
delSim uskladnénim soupravy pro stanoveni annexinu V, nedokonalym pipetovanim a

také dlouhodobé¢ nepouzivanou ELISA ¢teckou vzorkd.

6 Souhrn

Za pomoci analyzy ELISA bylo experimentalné zjisténo a statisticky vypocteno,
ze annexin V je v prvnim trimestru vhodnym markerem pro ¢asnou detekci a prevenci

potratil a to s 80 % spolehlivosti.
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