UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE

2. LEKARSKA FAKULTA

Autoimunitni poSkozeni ovaria u dospivajicich divek,
vliv antiovarialnich protilatek na poruchy
menstruac¢niho cyklu a fertilitu

Disertacni prace

MUDr. Hana Kosova

skolitel: prof. MUDr. Jan Horejsi, DrSc.
skolitel specialista: prof. MUDr. JindFich Martinek, DrSc.

Praha, 2006



OBSAH

L IR, . 5 5 s i 5 0 RS 5 BN TR R ARG SS T S ST s 20 oo s s e s s anss 3
2. Seznam pouZitych zkrateK..............ooiiii i o
3. TEOTCHCRR CABE. cvvevuviivhiin tiisiame s as £ i 0 G Sw6 6308 = < < s b 0e o m s 1 s mamS e e s e s o s 6
4, BABRORY:. ..o cmvmmemines SN A B 508 GRS 8wt R « o o ¢ PN OIS E N GETG o o v 00 0 WEBEEI + a0 s anennrans 27
S. SKupiny pacientek. ... . ..ot 33
5.1. Skupiny kontrolnich pacientek....................oooiiiiiiiiii i 33
5.2. Skupina pacientek s poruchmi menstruaéniho eyklu................... 33
5.3. Skupina pacintek lé€enych pro sterilitu.......................... 35
5.4. Skupina pacientek indikovanych k ovarialni biopsii.................... 36
5.5. Skupina pacientek lé€enych HRT.......... ... 36
0. VYRBBHKY c v vovivisssiiisminn s s essts Gmesinn - « - - E¥imsawE §ai0ss - « =+ LawyaqEe oo nsasntrennnsars 38
6.1. Prevalence antiovarialnich protilatek v kontrolnich skupinach...... 38

6.2. Prevalence antiovarialnich protilatek ve skupiné pacientek
s poruchami menstruaéniho eyklu.....................o.o 39

6.3. Prevalence antiovarialnich protilatek u pacientek

lé€enych prosterilitu...............ooiiiiiiii i 47
6.4. Vysledky ovarialnich biopsii......................ooooiiiiii 50

6.5. Prevalence antiovarialnich protilatek u pacientek
lé€enyeh HRT ... .o oo e e e 56
T TRVEY ciiiaiciasi e oo v oo o AR R TR R 6 65541870 BTSN BVENB < < ¢ 6 12 e <o ensonennnsonannsss 59
B DISKUISE. ...ttt e 63
S0 1 5 L o O e PP 65
10. Podékovani a pouZité zdrojedat........................ 66
11. Seznam pouZité literatury ... 69
12. Obrazovapriloha. ... 78

13. Seznam publikaci, abstrakt a prezentaci disertantky se ve vztahem

K tEmMatun Prace. ... ..oo.oiiiti e 90



CONTENT

o PROROBMER ;< e 555555 500 i S e TR0 v 8 e e« w e e e s e naeesannnessssasnassenasnaresaesnnnnenesns 3
2. Abbreviations and SymDboOIS............oooiiiiiiii e o
e THEEORUCEROM o vvinunnunmsnioss vaiminms o Sins Voo s i st v s DR VLAl aa ki s S s s 6
G MEtOAS. ..o e e e e 27
D D UDICHL BURII-.o.carssecoirsernossons smcass 6:50100:5 BR84S BN SO CH A S AN o ¢ o « 2+« o aas 33
5.1. Control group of patients.................oooiiiiiiiiiiiiiiiiii 33
5.2. Group of patients with menstrual cycle disturbances.................. 33
5.3. Group of patients with infertility...........................o 35
5.4. Group of patients indicated for laparoscopic biopsy....................36
5.5. Group of patients treated with HRT....................................... 36
0. RIS v siv nmsismmsimmmasiss s oo i e M A DN Rinoo i M4 30 40 SNBSS 48 SRR SR e wTom e 38
6.1. Prevalence of antiovarian autoantibodies in control group............ 38
6.2. Prevalence of antiovarian autoantibodies in patients
with menstrual cycle disturbances...................cooociiiiiiiiiiiin 39

6.3. Prevalence of antiovarian autoantibodies in patients
WA IO GILIEY: .. v cosineimomsssmmonpmmisisineeis srruntmmarmsmenvmnmussnamenssmsaesodd
6.4. Results of examination of bioptic ovarian samples....................... 50

6.5. Prevalence of antiovarian autoantibodies in patients

treated with HRT . ..ci..ocic s vssmmmmssosisnmesonsas ssssmasesans s « oo onras 56
T ComCIUSION. ... e e e 59
B DISCUSSIOM. . . ...ttt et e e 63
Q. SUTAIRREY . < nsvnissm v s s oS 5o 2100 S S S S RS AR & VBT RS £ e« e o e s 65
10. Acknowledgement and origin materials.................... ... 66
I B B 1 1 11 PP 69
12 PACRETR .« vcci s i ot s s i sl s s « ¢ ¢ ¢ « SRASS R TTAREASESTER ¢ o v o « o 0 o SR EEHTUGEERE 78
13. Publications, presentations, abstracts of PGS student.............................. 90



1.0VvOD

Prace je vénovéana problematice autoimunitniho po§kozeni ovaria u dospivajicich
divek. Problematika autoimunitniho postizeni ovaria je nyni stale vice diskutovana
s pfibyvajicimi poznatky na poli imunologie, vSe vede kobjasnéni etiologie
onemocnéni, véasné a spravné diagnostice a tim k nalezeni adekvatni 1é¢by. VSechny
studie se dosud vénovaly autoimunitnimu onemocnéni ovarii jen u pacientek ve
fertilnim ve&ku, Zadna se nezabyvala touto problematikou u dospivajicich divek s
poruchami menstrua¢niho cyklu. Také vyzkum ovaridlni tkan€ na urovni svételné a
elektronové mikroskopie u postizenych pacientek je v literatufe ojedinély, Castéjsi je
vyzkum této problematiky na zvifecich modelech, které se mnohdy od situace u lidi
znaéné 1i8i. V soucasné dobé se intenzivné¢ diskutuji nasledujici otazky, které jsou
zahrnuty do cili naSeho projektu:

(1) Jaky je vyskyt protilatek proti ovaridlnim strukturam, které mohou indikovat
autoimunni poskozeni ovaria v populaci zdravych jedincd a u jedincd postizenych
poruchami menstruac¢niho cyklu.

(2) Jaky m4 toto onemocnéni vliv na fertilitu postiZzenych pacientek.

(3) Jaky je vilbec vyznam nalezenych protilatek a maji-li vztah k autoimunitnimu
poskozeni ovaria. Zakladni otazka je, zda jsou antiovarialni autoprotilatky pii¢inou nebo
jen nasledkem postiZeni ovaria.

(4) Jaky je vztah autoprotilatek proti ovariu k poruchdm jeho funkce, jak postihuji
folikularni aparat a dal8i ovarialni struktury.

(5) Jak spravne a véas toto zadvazné onemocnéni diagnostikovat.

(6) Jak spravné toto onemocnéni 1é€it a minimalizovat tedy nasledky postizeni ovaria

predev§im ve vztahu k budouci fertilit€ pacientky.



APC
APECED
AOP
cAMP
BSA
CD
Ced
cGMP
DC
DR, DQ, DP
DNA
E2
ELISA
EIA
ERT
ET
FasL
FSH
GnRh
HLA
hMG
HRT
ChA
IDDM
IFN, IFN-y
IgA
IgE
IgG
IgM
IL-16
IVF

2. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

buiika piedkladajici antigen (antigen-presenting cell)
autoimunitni polyendokrinopatie-kandiddza-ektodermalni dystrofie
antiovarialni protilatky

cyklicky adenosin monofosfat

hoveézi sérovy albumin

diferenciacni antigen (cluster of differentiation)

cysteinove proteazy

cyklicky guanosin monofosfat

dendriticka burika (dendritic cell)

MHC molekuly II. tfidy

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
estradiol

enzymovy imunologicky test ( enzym-linked imumunosorbent assay)
enzymovy imunologicky test

estrogenni substituéni lécba (estrogen replacement therapy)
embryo transfer

Fas-ligand, apoptoticky receptor

folitropin, folikuly stimulujici hormon

gonadoliberin (gonadotropins releasing hormon)

hlavni lidsky (histokompatibilitni) antigen (human leukocyte antigen)
lidsky menopauzalni gonadotropin

hormonalni substitu¢ni 1ééba (hormonal replacement therapy)
chromozomalni aberace

inzulin dependentni diabetes mellitus

interferon, interferon-y

imunoglobulin A

imunoglobulin E

imunoglobulin G

imunoglobulin M

interleukin 18

in vitro fertilizace

litr



LB
LH
LUF
MC

luteinni bunky
luteotropin, luteinizaéni hormon
syndrom neprasklého folikulu

menstruaéni cyklus

M30 CytoDeath  protilatka proti cytokeatinu 18, detekce programované bunééné smrti

MG
MHC
MIF
mg
NK
NO
NOS
00
OGTT
OSA
p 450
PA
PAE
PCO
pmol
POF
ROS
SA
SSLPs
Tc
TCR
TG
TH

TI
TNF, o8
TPO
TSH
TRAK
ZP

membrana granuloza

hlavni histokompatibilitni komplex

faktor inhibujici makrofagy (migration inhibiting factor)
miligramy

ptirozeny zabije¢ (natural killer)

oxid dusnaty

NO-syntetaza (nitrose oxide syntethasis)

oocyt, protilatky proti ooplasm

oralni glukozovy toleran¢ni test

oligomenorea a sekundarni amenorea

cytochrom p 450

primarni amenorea

butiky exprimujici periferni autoantigeny

syndrom polycystickych ovarii (hyperandrogenni syndrom)
pikomol

pred€asné ovarialni selhani (premature ovarian failure)
syndrom rezistentniho ovéaria (resistant ovary syndrome)
sekundarni amenorea

sekvence kratkych polymorfismu

cytotoxicky T lymfocyt

receptor T lymfocyti pro antigen

thyreoglobulin

pomocny T lymfocyt

théca interna

faktor nekrotizujici nadory (tumor necrosis factor)
thyroidealni peroxidaze

Stitnou zlazu stimulujici hormon

protilatky proti TSH receptoru

zona pellucida



3. TEORETICKA CAST
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| Schopnost Iééutdimunitniho systému rozpoznat antigeny vlastnich tkani a reagovat
snimi je fyziologickym jevem, uplatiiyjicim se v homeostatickych mechanismech. |
Pokud autoimunni reakce vede k pofkozeni tkéné, pak mluvime o autoimunitnim
onemocnéni (1).

Autoimunitni reakce muze byt jak humoralniho, tak bunécného typu. V pfipadé
humorélnich reakci dochazi k tvorb& autoprotilatek, vétSinou izot_ogi’l' IgG, které se na
tkanovém poSkozeni podileji bud cytotoxickymi mechanisrﬁy, nebo tvorbou a
ukladanim imunokomplext, v n€kterych piipadech plisobi autoprotilatka funkéni zmény
buriky nebo proteinu, na ktery se vaze. Bunééné zprostiedkované autoimunitni reakce
jsou charakterizovany poSkozujicim zanétem zpusobenym T. a Tyl-lymfocyty, jejich
cytokinovymi produkty a aktivaci makrofagi.

Podle klasickych kritérii 1ze onemocnéni klasifikovat jako autoimunitni tehdy,
kdyz je moZné charakterizovat autoantigen a kdyz lze poskozujici reakci reprodukovat
in vitro nebo in vivo (pienosem sérovych faktorti nebo bun€k na experimentalni zvie).
Tato kritéria v8ak spliiuje jen nékolik onemocnéni, u fady chorob je$t€ neni
identifikovan autoantigen nebo nelze onemocnéni vyvolat u experimentélnich zvirat.

Podminkou vzniku autoimunitni choroby je prolomeni autotolerance. Centralni
autotolerance se ustanovuje v thymu pro T-lymfocyty a v kostni dfeni pro B-lymfocyty.
V thymu probihéd pozitivni selekce, pii které jsou zachovany ty T-lymfocyty, jejichZ
komplex TCR je schopen rozpoznat (s nizkou afinitou) vlastni MHC molekuly
prezentujici vlastni peptidy a negativni selekce (klonalni delece), pri které jsou
eliminovany nebo inaktivovany ty lymfocyty, které rozpoznavaji komplexy MHC-
vlastni peptid s prili§ vysokou afinitou.

V thymu jsou dobfe prezentovany autoantigeny exprimované ve vSech typech
bunék, protoze zde existuji krom¢ bun¢k hemopoetického systému, predevsim antigen
prezentujicich dendritickych bun€k, 1 buiiky PAE, coZz jsou thymické epitelialni
medularni butiky, které exprimuji tkanove specifické antigeny. V nich ma kli€ovou
funkci gen AIRE, jehoZ porucha mizZe vyustit v selhani centralni tolerance a ke vzniku
autoimunitniho polyglandularniho syndromu. Produkt tohoto genu je transkripénim
aktivatorem, ktery reguluje thymovou expresi tkanov¢ specifickych antigend. Proces

centralni tolerance je vyznamné dopliovan mechanismy periferni tolerance, ktery je



zalozZen na tlumivych T-lymfocytech, které operuji pfimo ve tkanich nebo v regionéinich
uzlinach.

Periferni tolerance je udrZzovana né€kolika zpiisoby:
1) klonélni delece - autoreaktivni lymfocyty po aktivaci autoantigenem hynou
apoptdézou. Klonalni delece T a B-lymfocytli vSak neni zcela dokonala, protoze T a
B-lymfocyty specifické pro autoantigenni peptidy jsou nalézany i v cirkulaci. Tento jev
je Castecn€ vysvétlen tim, Ze ne vSechny autoantigeny jsou exprimovany v thymu a v
kostni dreni. Né&které autoantigeny jako napfiklad antigeny o¢ni Coclky, ale také
nekterych struktur ovéria jsou vy€lenény z imunitniho systému (tzv. privilegovana
mista). Jiné autoantigeny, napiiklad antigeny spermii jsou exprimovany aZz b&hem
pozdniho fetalniho Zivota nebo jen v dospélosti. Autoantigeny, které pravdépodobné
nikdy v thymu ani v kostni dfeni exprimovany nejsou, piredstavuji kryptické epitopy.
Kryptické epitopy jsou de novo exprimované epitopy autoantigeni a jejich vznik souvisi
se zménou antigenni prezentace napfiklad v ptipad€ zanétlivého procesu (2, 3).
2) klonalni anergie - lymfocyt rozpozna autoantigen, ale chybi kostimulaéni signal nutny
k aktivaci bunky, disledkem je funkéni UuUtlum. Indukce imunologické anergie
T-lymfocytti je zplsobena chybénim exprese sekundarnich signald antigen
presentujicimi buitkami (APC). Pokud je antigen prezentovan T-lymfocytiim
neprofesionalnimi APC, jako jsou napt. MHC I ttidy pozitivni epitelidlni buriky,
vznikajici nejéastéji vlivemn infekce, miize dojit ke klonalni anergii (4, 5). U nékterych
organove specifickych autoimunit (napf. autoimunitni IDDM a autoimunitni thyroiditis)
nachazime aberantni expresi MHC molekul II. t¥idy na epitelialnich buiikach
postiZzenych orgéanti (7). Zpocéatku byla tato aberantni exprese interpretovana jako impuls
k zvySené autoreaktivite, ale pozdé&ji bylo zjisténo, Ze aberantni exprese MHC II tfidy u
organove specifickych autoimunit mize vést prave k indukci klonalni anergie (8, 9).
3) klonalni ignorance - autoantigeny jsou exprimovany na vlastnich tkanich
v podprahovém mnozstvi, lymfocyty tedy autoantigeny nerozpoznaji.
4) suprese - potlaceni aktivity autoreaktivnich lymfocytil jinymi imunokompetentnimi
burikami a jejich produkty. Tento mechanismus je pravdépodobné nejdilezitéjsi, ale
dosud ne zcela objasnény. Mezi supresorové bunky patfi ne jen CD4+ a CD8+
T- lymfocyty, ale také supresorové makrofagy. Nejnove€jsi poznatky naznacuji Ze u
kazdého jedince existuje individualni rovnovdha mezi autoreaktivnimi efektory a

supresorovymi imunitnimi bunkami (10, 11). U zdravych jedincd je tato rovnovaha



naklonéna na stranu imunosuprese, u jedincii postizenych autoimunitnim onemocnénim
Je naopak priklonéna na stranu autoreaktivity.

Nejnovgjsi teorie pohliZeji na problém kontroly autoreaktivity z jiného thlu (12,
13). Autoimunni endokrinni onemocnéni s definitivnim selhanim cilové zlazy, jako je
napiiklad inzulin dependentni diabetes mellitus (IDDM), je zptisobeno Tyl-lymfocyty
zprostiedkovanou cestou, kdy endokrinni buiiky jsou znifeny <-IFN-aktivovanymi
scavangerovymi (uklizecimi) makrofagy. Tato teorie zdiraznuje reciproky vztah mezi
Tyl a Ty2 a je vsouladu se zjiSténim, Ze cytokiny produkované Tyl-lymfocyty dale
podporuji vyvoj Tyl-lymfocyti a siln€ inhibuji Ty2 a naopak. Zacne-li tedy Tyl
lymfocytarni odpoveéd’, bude mit silnou tendenci automaticky se stabilizovat a
potladovat konkurenéni Ty2 odpovéd a Tyl zprostiedkovana autoimunitni reaktivita
bude zvySena. Pti opaéné reakci je tato odpoveéd naopak sniZena. Autotolerance sice
neni nastolena, ale $kodliva autoimunitni reakce je pfesmérovana na mén¢ Skodlivou.
Existuji ovérené studie s pouzitim cytokinové 1€€by, které dokazaly, Ze cytokiny jsou
schopny vyvolat ptechod z Tyl na Ty2 zprostfedkovanou cestu, coz vede ke zlepSeni
endokrinni autoimunitni nemoci. Cirkulujici protilatky, jejichZ produkce je zvySena Ty2
burikami, zfejmé ale také prispivaji ke zniceni cilovych bun€k. Soucasné je ale znamo,
ze endokrinni autoprotilatky mohou existovat v cirkulaci mnoho let pred tim, nez se
endokrinni autoimunitni onemocnéni rozvine (14,15).

Vzhledem k redundanci mechanismi udrzujicich autotoleranci je k jejimu
prolomeni nutné pisobeni n¢kolika faktorti. Jedna se o kombinaci zevnich a vnitinich
faktorti (1). Mezi hlavni vnitini faktory ovlivilyjici vznik a pribéh autoimunitniho
onemocneéni patii:

1) asociace s MHC - u fady autoimunitnich chorob je znadma asociace s urcitym
haplotypem nebo ur¢itymi alelami MHC . a II. tfidy. V8echny studie ale svéd¢i o tom,
ze dédi¢ny je pouze sklon k onemocnéni, klinickd manifestace pak zalezena dalSich,
konkrétnich podminkach. Mechanismus tohoto fenoménu vSak neni znam, ovlivnéni
repertoaru TCR nebo selektivni prezentace peptidi (snad se jedna o podobnost
s urCitymi exoantigeny) vyvolavaji sndze autoimunitni reakce.

2) geny koédujici cytokiny - deficit nebo nadbytek urcitého cytokinu muze vyvolat
autoimunitu nejspiSe proto, Ze dojde k poruSe regulace Tyl a Ty2.

3) geny fidici a regulujici apoptézu - mutace v genech kodujicich molekuly, které se
G¢astni procesu apoptézy, tim dochdzi k poruSe procesu apoptézy aktivovanych

lymfocytii a adekvatni regulace.



4) asociace s imunodeficienci - vy$§i incidence autoimunitnich chorob je pozorovana
pfedev§im u bunéénych imunodeficienci, ale i humoralnich.

5) polymorfismus genil kédujicich TCR a H-fetézce imunoglobulint

6) faktory hormonalni - vétSina autoimunitnich chorob je az n¢kolikanasobné Castéjsi u
zen, jejich intenzita a incidence se zvySuje v dospivani a po porodu a snizuje b&éhem
t€hotenstvi. Jde zfejmé& o rozdilnou citlivost regulaénich T-lymfocyti k estrogenim u
Zen a u muZzi. >

Ze zevnich faktorii se nejvice uplatiuji infekce, stres, 1éky a jiné chemikalie.
Zejména infekcim je pfisuzovan nejveétsi podil na indukci autoimunity. Infekce se na
indukeci autoimunity muze podilet riznymi mechanismy, které se také mohou
kombinovat:

1) infekce odkryje kryptické antigeny - antigeny intracelulami ¢i z imunologicky
privilegovanych mist. Imunitni reakce proti primarnimu autoantigenu prohlubuje mistni
zané&t a odhaluje dalsi kryptické autoantigeny.

2) ektopicka exprese MHC II. tfidy - kterd vnika pod vlivem zanétlivych cytokind, coz
napomaha prezentaci peptidi, které jsou jinak imunitnimu systému nepfistupné.

3) exprese kostimulac¢nich molekul pod vlivem zanétlivych cytokinid néasledné stimulaci
anergickych autoreaktivnich lymfocyta.

4) infekéni agens mize wvyvolat tvorbu autoprotilatek mechanismem zvanym
molekularni mimikry.

S) n€které mikrobidlni superantigeny mohou vyvolat polyklonalni aktivaci velkého
poc¢tu T lymfocyti véetn€ autoreaktivnich.

Autoimunitni onemocnéni lze rozdélit na systémova a organoveé specificka.
Hranice mezi témito chorobami neni ostra. celkova incidence autoimunnich chorob
v populaci je kolem 5%. 14 Ly

Zvifeci modely autoimunitniho IDDM a thyroiditis, které jsou autoimunitnimu
poskozeni ovarii nejblize a Casto se stimto onemocnénim asociuji ukazuji, ze
patogeneze autoimunniho selhani endokrinni Zlazy je slozity, n€kolikastupiiovy proces.
Rozvoj onemocnéni pobiha v téchto fazich: 1) inicidlni faze akumulace APC a
ptidatnych bun€k (DC, podtiidy makrofagi) v postizené endokrinni tkani, 2) pozdni
faze nekontrolované proliferace autoreaktivnich CD4+ a CD8 + lymfocytl a protilatek
tiidy - IgG v drénujicich lymfatickych uzlinach, 3) dalsi faze, kdy se stava cilova
endokrinni tkan citlivd na autoimunitni T-lymfocyty a protilatky, coz vede ke

kone¢nému vysledku - destrukci cilové tkan€ (16, 17, 18).



Pii modelovéni autoimunitni endokrinopatie na zvifecim modelu je inicialni
akumulace makrofagli a APC v postizené zlaze nasledovana fazi nekontrolované
klonalni expanze autoreaktivnich T a B-lymfocyti s produkci autoprotilatek
v drénujicich lymfatickych uzlinach. K modelovani autoimunit se pouzivaji specialné
upravené kmeny krys a mysi, jejichz ddlezitym znakem je geneticky vazana
systematickd imunodysregulace, ktera vede k lokalni nadprodukci T a B-lymfocyti a
IgG protilatek proti riznym autoantigenim. Tato systémova imunitni abnormalita je
¢asto asociovana s pritomnosti konkrétnich haplotypi MHC 1. a II. tiidy a zda se, Ze jeji
ptitomnost vede k abnormalni stimulaci a diferenciaci bunék, které se ucastni indukce
tolerance jako jsou APC, makrofagy a T-lymfocyty (16). Naptiklad APC u studovanych
zvitat vykazuji defekt ve schopnosti stimulovat T supresorové buriky nebo zcela chybi
regulaéni populace T-lymfocyti. V nékterych situacich jsou tyto zvifeci modely
podobné vrozenym defektiim imunity a autoimunitnim onemocnénim u lidi. Mnohé
prace totiz vykazuji jak pocetni tak funkéni deficit systému supresorovych bunék u

pacientil s autoimunitni thyroiditidou a IDDM (18, 20) viz. schéma ¢. 1.

Schéma ¢. 1

AUTOIMMUNE_ENDOCRINE DISEASE

aberrant enhanced accu-
mulation of dendritic celis:

1. neoantigens (viral, drugs,
etc)

N

. high metabolism, growth
rate of endocrine cells

. abnormal homing of dendri-
tic cells due to vascular
abnormalities

w

aberrant regulation of
immune response:

1. defects in T cell deiletion

2. defects in T-suppressor cell
circuits

3. defects in T cell anergy

aberrant susceptibility of
endocrine cells for cytoki-
nes and/or autoantibodies

Ptevzato z Hoeck a spol. 1997 (120)
Tti vyvojova stadia autoimunitni endokrinni nemoci.
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Pro multifaktorialni charakter autoimunity svédéi vysledky sledovani incidence
daného onemocnéni mezi pary jednovajeénych dvojcat nebo to, Ze u geneticky
definovanych experimentalnich zvitat (inbredni kmeny) dochéazi k onemocnéni ¢asto jen
v urCité frakci celkové populace a v zavislosti na vnéjSich podminkach. Klinické
onemocnéni stejného charakteru u riznych jedinci muZe byt zplsobeno rliznymi
pfi€¢inami a naopak, stejny geneticky defekt miize mit rizné klinické manifestace
v zavislosti na dal$ich faktorech.

V soucasnosti existuje dostatek presvéd€ivych dikazii pro vztah mezi
predispozici k endokrinni autoimunit¢ a konkrétnimi TCR haplotypy nebo
polymorfismy, imunoglobulinovymi alotypy a idiotypy nebo cytokinovymi geny.
U lidské thyroiditidy a IDDM a Addisonovy choroby a také u pacientek s autoimunitnim
postiZenim ovaria jsou ¢astéji postizeni jedinci s HLA DR3, DR4 a DRS haplotypy.
Peptidy glandulamich autoantigenti mohou byt vazany vice pravé s t€émito konkrétnimi
MHC molekulami nez s jinymi. Bez ohledu na tyto mechanismy je zfejmé, Ze urcité
MHC haplotypy nejsou samy o sobé jedinou podminkou pro vyvoj endokrinni
autoimunitni nemoci, cozZ je dokumentovano faktem, Ze s autoimunitou asociované HLA
haplotypy nalézdme 1 u zcela zdravych lidi. Také na zvifecich modelech se ukazuje, ze
pritomnost ur¢itych MHC molekul nemusi vést u téchto zvifat k rozvoji autoimunitni
endokrinopatie (21).

Jednou z moZnosti vysvétleni této skute¢nosti, kterd je v soucasnosti intenzivné
studovana je vyzkum mikrosateliti neboli jednoduchych sekvenci kratkych
polymorfismii (SSLPs), coZ jsou opakujici se sekvence, které se projevuji vysokym
stupném polymorfismu mezi jednotlivymi jedinci a pocet opakovani je dan
chromozomalni plochou. SSLPs nach4zime v genomu mnoho (>100.000) a jsou v ném
nahodile rozptyleny. Specifické SSLP lokusy mohou byt lehce definovany pomoci PCR
pouzitim oligonukleotidovych primert specifickych pro konzervované sekvence
charakterizované individualnim opakovanim a délka polymorfismid mezi jedinci se
identifikuje elektroforézou na agarézovém nebo polyakrylamidovém gelu. Todd et al.
(22) pouzivali mikrosatelity k definovani genii asociovanych s diabetem u specialnich
kment mysi, ¢imz ziskali 10 odlinych lokust (Idd-1 do 1dd-10) které u mysi ovliviuji
rizné imunopatologické reakce. Vysetfenim urcitych Idd bylo identifikovano nékolik
alel, které vedou k riznému stupni rezistence k IDDM. Tento model je nyni intenzivné
zkouman u lidi bez diabetu mellitu s MHC haplotypy, které predisponuji tyto jedince
k vyvoji diabetu mellitu (22,23).
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Lidské ovarium miZe byt cilem autoimunniho utoku za nejriiznéjsich okolnosti,
zahmujicich rizné organové-specifické nebo systematické autoimunni onemocnéni.
Klinicky se prezentujici ovaridlni dysfunkce je ¢asto vystiidana pfedéasnym ovarialnim
selhani, ale 1 jinym onemocnénim vajecniku, jako jsou nevysvétlitelna sterilita,
polycystickd ovaria a endometriosa, u kterych je mozny vyvoj &asto davan do
souvislosti s autoimunitou (25,26).

Diagnéza autoimunitniho mechanismu u téchto patologii je zaloZzena na
dlouhodobé detekci antiovarialnich protilatek, 1 kdyZz v posledni dobé se pozornost
soustfedi vice na bunéfnou komponentu autoimunitni odpovédi, piestoze o
molekularnim cili autoimunnich efektorti je zndmo jen malo a formalné bylo doposud
identifikovano jen velmi malo antigenti (27,28).

Sledovani prevalence antiovarialnich protilatek bylo provedeno v mnoha studiich
u pacientek s predCasnym ovaridlnim selhanim, ale vysledky rznych studi se stale
rozchazeji, Casteéné pro riznost metod uZivanych k jejich diagnostice. Nicméné
lokalizace téchto protilatek pomoci nepfimé imunoflorescence umoinilolidentiﬁkovat
cile autoprotilatek na buné€né urovni, a v soucasnosti se stale vice dafi charakterizovat
tyto cile na molekularni irovni.

Detekce autoprotilatek namifenych proti riznym ovaridlnim strukturdm silné
podporuje hypotézu autoimunitni etiologie POF. Prvni nélez antiovaridlnich protilatek
byl popséan poprvé prave u pacientek s POF asociovanym s Addisonovou chorobou (29).
U téchto pacientek byly zjistény protilatky proti riznym typtim steroidy produkujicich
bungk nadledvinové kiry, testes, placenty a ovarii. Prevalence téchto protilatek je
popisovana v 60% u pacientek s polyglandularnim syndromem I. (viz déle), ve 25-40%
u polyglandularniho syndromu II., ale nejvyssi prevalence 78-100% je pozorovéna u
pacientek s Addisonovou chorobou a POF (30, 31) V jedné dlouhodobé studii bylo
vySetfeno 33-34% normaln¢ menstruujicich pacientek s polyendokrinopatiemi a
nalezem protilatek proti steroidy produkujicim buintkam, rozvoj POF u téchto pacientek
byl popsan po 8-15 letech trvani nemoci. Pfitomnost AOP je tedy rizikovy faktor pro
vyvoj POF (32).

Neptima imunoflorescence je nej€astéji pouzivana metoda k detekei AOP v séru.
V laboratotich se b&zn¢ pouziva k detekci AOP lidské nebo zvifeci ovaria. Takto se da
detekovat lokalizace protilatek v riznych histologickych kompartmentech ovaria (33).V
literatufe se popisuje pouZiti riznych tkani, které zahrmuji lidské, opici, praseci, hovézi,

krysi, morceci a kralici ovaria, coZ by mohlo vysvétlit variabilitu ziskanych vysledki
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prevalence, lokalizace a specificity detekovanych protilaitek. Mimoto ovarialni tkan
muze pochazet od Zen nebo zvifat v riizném véku a v riznych fazich menstruaéniho
cyklu, coZ také prispiva k variabilit€¢ dosazenych vysledkl (34). Poslednim faktorem,
ktery pfispiva ke kontroverznim zévérim riznych studif je, Ze neexistuji kritéria pro
zatazeni pacientek do studie ani pro kontrolni subjekty. Proto v mnohych studiich mélo
pozitivni zachyt antiovarialnich protilatek vice nez 38% zdravych kontrolnich pacientek
(39).

Abnormality v bunééné imunité, napf. v T-lymfocytech, makrofazich a
dendritickych burikach hraji dileZitou roli v autoimunitni reakci, konkrétn€ v rozvoji
autoimunitnich 1ézich. Neékteré tyto abnormality byly popsany u POF a tak opét
podporuji autoimunni mechanismus této nemoci (36).

Jako u jinych autoimunit, byl nalezen zvys$eny pocet a procento perifernich
krevnich T-lymfocyti hlavné CD4+ u pacientek s POF. Mnozi autori (36,37) pouZivali
priitokovou cytometrii k imunofenotypizaci podskupin perifernich lymfocyti u POF,
ale zavéry téchto studii byly velice rozporuplné. Nékteti autofi zjistili u POF pacientek
nizké hladiny CD 8+ T-lymfocyti a celkoveé vyssi pomér CD4+/CD8+, Chemyshov (36)
zase popisuje vzestup hladin CD4+, dal$i skupina popisovala pomér CD4+/CD8+
sniZzeny, acfkoliv tento popisovany pokles u pacientek s POF miZze byt zplsoben
chronickym hypoestrinismem (37). U pacientek s POF je také dokumentovan zvySeny
pocet cirkulujicich B buné&k a vysoké procento CD19+/CDS5 (B-lymfocyty souvisejici s
autoimunitou).

Alterace bun&éné imunity byla také popsana u kutdnni kandidézy testem
opozdéné hypersenzitivity, ktery byl negativni u 50% POF pacientek. Konecné€ vysledky
vyzkumu ukazuji, Ze krevni monocyty u 20-46% pacientek vykazuji abnormalni
odpovéd’ na chemotaktické faktory, a dendritické burniky u 36 % pacientek vykazovaly
redukovanou kapacitu agregovat s T-lymfocyty (38). Podobné nalezy byly nalezeny i u
jinych autoimunit jako IDDM a Graves-Basedovova choroba (39).

Také mnozstvi NK bunék se zda byt u pacientek s POF redukovéno. Koexistence
autoimunitniho ovaridlniho zanétu a poSkozené bunéfné imunitni odpovédi dale
ilustruje komplexni defekt imunitni regulace v ptipad¢ autoimunitniho poskozeni ovaria.

Pouha piitomnost autoprotilatek v séru pacientek vSak neni totozna s patogennim
vyznamem protilatek, protoze autoprotilatky mohou byt také nasledek bunééné
destrukce, jak lze dokumentovat na rostouci hladiné anti-myokardialnich protilatek po

destrukci myokardialnich bunék pii infarktu myokardu (40). Ukazuje se nicméné, Ze
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sérové antiovarialni protilatky u pacientid s polyglanduldmim syndromem typu I. a
Addisonovou chorobou, jsou cytotoxické pro kulturu granulézovych bunék pii soucasné
pfitomnosti komplementu. Komplement dependentni cytotoxicita antiovaridlnich
protilatek miiZze byt jednim z mechanismi vedouci k destrukci steroidy produkujicich
bun€¢k in vivo a tak kovaridlnimu selhani, i kdyZz novéj$i studie cytotoxicitu
antiovarialnich protilatek popiraji (41).

Bylo zjisténo, Ze hlavnimi cili antiovarialnich protilatek jsou cytochrom P 450 a
21-hydroxylaza (ktera konvertuje 17-o~progesteron a progesteron na 11-deoxykortizol a
deoxykortikosteron) (42, 43, 44).

Zakladem normalni reprodukce jsou procesy folikulogeneze, kterymi zadina
folikularni riist od stadia primordialniho az po stadium zralého Graafova folikulu, ktery
dospiva v ovulaci. VétSina rostoucich folikuli vSak svilj vyvoj nedokonci a degeneruje.

Oocyty vznikaji z kmenovych bunék extragonadaln¢ v entodermu Zloutkového
vacku. Objevuji se ve Ctvrtém f}'/dnu gestatniho ve&ku, nasledné migruji améboidnim
pohybem podél stény zadniho stfeva a dosahuji genitalnich vali. Po celou dobu se
intenzivné déli mitézou a tim dochézi k rychlému zvySovani jejich poctu. V interfazi,
kterd nasleduje posledni mitotické déleni mezi tfetim aZz sedmym mésicem gestace je
oogomnie transformovana v oocyt a je obklopena granulozovymi butikami a za¢ina proces
meiotického déleni. Oocyt po dosaZeni diploténniho stddia meidzy se ocitd v klidové
fazi, ve které setrva aZ do dospélosti jedince. Tvorba oocytl kon¢i v sedmém mésici
gestace a nikdy jiz nepokracuje, 1 kdyZ nejnové¢jsi studie transplantace kmenovych
bunék ozafenym mySim se snazi tento fakt vyvratit. Béhem ristu oocytu pii vyvoji
folikulu vnikaji 1 sekreéni produkty, zejména glykoproteiny, které tvoii zonu pellucidu.
Kompletni vyvo] oocytu konéi v obdobi formace sekundarniho folikulu. Dalsi vyvoj
folikulu nasleduje jiZ po ukon€eni rlistu oocytu (45, 46).

Po narozeni obsahuji ovaria novorozence asi 2 miliény folikuld, ze kterych
pouze okolo 400 folikulil dosahne ovulace. Procesu atrézie tedy podlehne asi 99% vSech
folikult. Pficiny, které stoji za timto plyvanim nejsou jasné a zdkladni podstatu tohoto
procesu je nutné dale objasnit. Studium procesu atrézie je komplikovano piitomnosti
velkého poétﬁ folikulil v jednotlivych stadiich vyvoje a obtiZnym poznanim zaéinajicich
fazi atretickych pochodu. Folikuly mohou podlehnout atrézii at’ jiz patfi k nerostoucim
folikulim nebo rostouci zasob&. Degenerativni proces muze postihnout folikul pred

nebo v prub&hu rekrutace do procest folikulogeneze. Folikularni atrézie tedy doprovazi
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vSechny faze ovarialniho cyklu a stadia Zivota (i perinatdlné kdy je ztrata folikultu a
oocytl zvlast’ vysokd).

Menopauza, ¢ili ukon¢eni menstruace na zakladé vyhasnuti ovarii se u zapadnich
Zen se objevuje ve veku asi 50 let (47, 48, 49). MnozZstvi primordialnich folikuli se
zmensSuje v€kem a konecné vymizeni folikuld v ovariu se povazuje za hlavni pti¢inu
sniZzeni ovarialni funkce v menopauze (50, 51). Pfesto 1 v ovariu postmenopauzalnich
Zen lze najit primordialni folikuly, coZ dava tusit, Ze vymizeni folikuli nemusi byt
jediny faktor vedouci k vzniku menopauzy. Jedna z hypotéz predpoklada, ze zbyvajici
folikuly u postmenopauzdlnich Zen jsou malo senzitivni na vysoké hladiny
gonadotropint (52, 53).

Piedéasné ovaridlni selhani (POF) je onemocnéni definované jako
nefyziologické ukonceni menstruaéniho cyklu po puberté a pied 40 rokem. Frekvence
tohoto onemocnéni je vpopulaci asi 1%. Hormonalni hladiny vykazuji
hypergonadotropni hypoestrismus (FSH vétsi nez 40 [U/I). Nastup onemocnéni muze
byt pozvolny. Nej€astéji se setkavame s tim, Ze po menarché a pravidelnych cyklech
nasleduji poruchy cyklu typu oligomenorey aZz po sekundarmi amenoreu.
V reproduk¢nim obdobi se onemocnéni muze projevit jako sterilita ¢i infertilita . Jednou
z ptiéin vzniku pfed¢asného ovaridlniho selhani je autoimunni poskozeni ovara, které
muze nastoupit kdykoliv od puberty po reprodukéni obdobi.

Syndrom pfed¢asného ovaridlniho selhani byl prvn€ diagnostikovan po roce
1939, kdy byla poprvé u €asti pacientek stanovena vysoka hladina gonadotropini v mo¢i
(54). POF jako klinicky syndrom byl poprvé popsan 1950 Atriou (56). Tento autor
zkoumal skupinu Zen mladSich 35 let se sekundarni amenoreou, navaly horka,
infertilitou a nalezem atrofického endometria. Retrospektivng lze fict, Ze §lo o piipady
POF, ackoliv v té dobé se rutinné gonadotropiny nevysetiovaly (55, 56).

Klinicky obraz Zen sPOF je zpocatku onemocnéni velmi nenapadny.
Onemocnéni se miiZe prezentovat dle literatury nejcastéji jako infertilita zplisobena
snizenim ovarialni funkce. Tyto Zeny maji v anamnéze normalni menarché, nasleduje
pravidelny menstruaéni cyklus (57, 58). Onemocnéni se pozd€ji projevuje
oligomenoreou az sekundarni amenoreou. Amenoreu ¢asto vidime u téchto pacientek po
ukondeni 1é¢by hormonalni antikoncepci. Ojedinéle nachazime u pacientek pozitivni
rodinnou anamnézu. 50% 2z nich ma vasomotorické symptomy typické pro
postmenopauzalni obdobi — navaly horka, zvySené poceni zplisobené hypoestrinismem.

Dalsi vaznéjsi piiznaky jsou atrofickd vulvovaginitis, cystitis, dyspareunie (58, 59, 60).
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Vzacné se stimto onemocnénim milzeme setkat i u adolescentnich divek.
Nejcastéji nasleduje po menarché a né€kolika normalnich, pravidelnych cyklech
oligomenorea az sekundarni amenorea. Mlizeme se vSak setkat 1 s amenoreou primarni
srizné¢ pokrocilym vyvojem sekunddrnich pohlavnich znakl, coZz  vypovidd o
nedostateéné ovaridlni hormonalni produkci, kterd trvala po rizné dlouhou dobu
v obdobi puberty. Typicky nachazime hypergonadotropni hypoestrinismus (61, 62).

Diagnéza POF zavisi na piitomnosti klinického obrazu a zvySené hlading
gonadotropind (63). Hladina FSH je disproporciondlné vyssi neZz LH, sérova hladina
FSH je vy3si nez 40 IU/], toto jsou hlavni znaky POF. VysSetieni hladiny gonadotropini
by mélo byt provedeno opakované, nejméné€ 2x az 3x za sebou, protoZe hladina
gonadotropinii miiZe rast a klesat (64, 65, 66). Zacatek onemocnéni Ize jen téZko urdit.
Nemoc miuZe mit fluktuujici priibéh s vysokymi hladinami gonadotropint, které se
pozdé&ji mohou normalizovat a nasleduji opé&t normalni ovula¢ni cykly s moZnosti
tehotenstvi (67, 68, 69). Piikladem je v literatufe zmin€nd prace zabyvajici se 65
pacientkami, které byly zarazeny do studie pro podezieni na POF (70). U vSech
pacientek byl diagnostikovany hypergonadotropni hypoestrinismus. Pacientky byly
béhem dvou mésicli kazdy tyden vySetfovany, byla stanovena hladina gonadotropini,
estradiolu a bylo provadéno pravidelné ultrazvukové vysetfeni. V 50% piipadi byla
zastiZena b&hem studie folikularni aktivita, v 16% pripadl byly zjistény sekreéni zmény.
Ovariaini biopsie byly provedeny u 6 pacientek s nalezem luteinizovaného Graafova
folikulu. 7,5% pacientek ztohoto souboru bylo po stanovani diagndézy schopno
ot€hotnét.

Udavana hranice 40 let po diagnézu POF byla stanovena arbitrazné. Kinch (71)
byl prvni kdo rozli§il 2 zdkladni formy POF — folikularni a afolikularni. Deplece
ovaridlnich folikuli je vnejéastéji nalézdna u pacientek s gonadalni a ovarnalni
dysgenezi, setkat se sni miZzeme také u pacientek hermafroditickych. Genetické a
chromozomalni abnormality jsou nejéastéjs$i znamou pfi¢inou nedokonalého vyvinuti a
vymizeni germi-line bunék. Akcelerovana atrézie folikuli vedouci k POF je zachytitelna
pfedev&im u jedincd s mozaikovym karyotypem — 45 X0/46 XX, 47 XX atd. Chybéni
migrace germ line bunék, nebo porucha vyvoje folikulii ve vznikajici gonadalni tkani
vede k vyvoji prouzkovitych gonadd. U pacientek s mozaikovym karyotypem a
dysgenetickymi gonadami se POF vyviji nejcast&ji jiz pfed pubertou, ale o tom

rozhoduje predevs§im aktualni pocet primordialnich folikuld v ovarialni tkani (71).
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U folikularni formy jsou folikularni struktury stale zachovany, proto existuje
moznost spontanniho nebo indukovaného névratu ovarialni funkce (72). Folikulamni
forma miZe byt rozdélena na :

1. oophoritis
2. ovaria s malym mnoZstvim normaln¢ reagujicich folikuld
3. nereagujici ovarium s velkym po¢tem folikulii tzv. rezistent ovary syndrom (ROS)

Ackoli histologicka klasifikace ostfe oddéluje folikularni a afolikularni formu, je
ziejmé, Ze nekteré piipady POF které zacinaji jako folikuldrni forma prechazeji do
formy afolikularni. Vysledky vyzkumu poslednich let ukazuji, Ze ovarialni autoimunita
je mozna pti¢ina obou forem onemocnéni - folikuldrni 1 afolikularni formy POF (73,
74).

Autoimunni poskozeni postihujici ovaridlni hormonalni produkci, fadi toto
onemocnéni mezi autoimunitni endokrinopatie, zpisobené piimou destrukci cilové
tkan¢ jako je thyroiditida, inzulin dependentni diabetes a Addisonova choroba (75, 76,
77). Modelovani téchto onemocnéni na zviratech prokazaly, Ze manifestaci choroby
ptedchazi slozity n€kolikastupiiovy proces, ktery je dan genetickymi a imunologickymi
faktory a také vlivy zevniho prostiedi. Tkanové poskozeni u téchto chorob vyvolavaji
bud’ autoreaktivni T-lymfocyty nebo autoprotilatky, které maji cytotoxicky ucinek, nebo
ovliviiyji funkei cilové struktury. Pritomnost autoprotildtek je velmi dilezitym
diagnostickym znakem, zatimco autoreaktivni T-lymfocyty se laboratorné prokazuji
velmi tézko.

Pomémeé dlouho se popisuje spojeni POF se riznymi organ-specifickymi
autoimunitnimi nemocemi. Nejlépe prozkoumana (ackoliv nejméné Castd) je asociace
s Addisonovou chorobou. Spojeni mezi ovaridlnim selhanim a nadledvinovou
autoimunitou byla poprvé prezentovana pired 70 lety u 2 pacientek s Addisonovou
chorobou a atrofickymi ovarii. Tato asociace je prokazana v mnoha klinickych
piipadech publikovanych pied rokem 1950 a nékteré tyto pifipady byly asociovany i
s jinymi endokrinnimi chorobami, jako je hypthyreoidismus a diabetes mellitus (77,78).
Pozdéji byla nalezena asociace s dalsimi organoveé specifickymi nemocemi jako je
Hashimotova struma, Graves-Basedovova choroba, myastenia gravis, revmatoidni
artritida, perniciozni anemie, vitiligo, Crohnova choroba, roztrousena skleroza a nékteré
systémové autoimunitni nemoci jako systémovy lupus erythematodes nebo idiopatickd
trombocytopenie. Castd asociace vice endokrinnich chorob byla postupné definovana

jako polyglandularni syndrom. V sou¢asné dob€ jsou rozeznavany 3 zakladni typy:
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1) Polyglandularni syndrom I, také zvany APECED (autoimunitni polyendokrinopatie-
kandidioza-ektodermalni dystrofie) je vzacné autozomaln€ recesivni onemocnéni
zpuisobené mutaci genu AIRE (autoimunni regulator). Diagnéza je stanovena nejcastéji
v détstvi pii ndlezu nadledvinové a parathyroidedlni autoimunity, &asto je toto
onemocnéni asociovano sbunéénym defektem imunity, zplsobujicim chronickou
superficialni kandidézu, nachazime také ektodermalni defekty, dentdlni hypoplasii nebo
nehtovou dystrofii (80). Prevalence POF u tohoto typu polyglandularniho syndromu se
popisuje ve 39% do 15 let a 72% do 40let (81).

2) Polyglandulami syndrom II, zvany Schmidt—Carpenter syndrom, zahrnuje
Addisonovu chorobu, autoimunitni onemocnéni $titné Zlazy a diabetes mellitus Ltypu.
Tento syndrom je mnohem vice frekventovany nez I.typ, ale klinické znamky
onemocnéni se objevuji aZ v dospélosti (82). Prevalence POF v tomto ptipad€ je jen
v 10% do 40 let. Na rozdil od I. typu neni asociovan s konkrétnim genem ale s ur€itymi
alelami MHC (HLA DR a DQ), které jsou spojeny s vysokou vnimavosti k autoimunitni
chorobé (83).

3) Polyglandularni syndrom III je ¢aste€né podobny typu II., ale nenachazime

Addisonovu chorobu, ale jiné autoimunity jako perniciézni anemii nebo vitiligo (82).

Prevalence asociovanych autoimunit u POF pacienti je asi 10-20%, v riznych
studiich az 40% nebo 55 % (83). Je znamo, ze v piipadé POF jsou nejcastéjSimi
doprovodnymi chorobami nemoci §titné zlazy (Hashimotova struma 15-37 %, Graves-
Basedovova choroba 7-18%). Na druh¢ stran€ u pacientli s manifestnim autoimunitinim
postiZzenim $titné Zlazy se nasledné ptidruzuji poruchy ovaridlni funkce a to az v 30 %
(84, 85). V 18% piipadi nachdzime rodinou anamnézu autoimunitniho onemocnéni
§titné zlazy, proto by podrobnd anamnéza a rutinni skrining funkce $titné Zlazy mély
patfit mezi zakladni vySetfovaci metody u vSech pacientek s POF (86, 87).

Néktefi autoii testovali séra idiopatickych POF pacientli na velké mnoZstvi
organové¢ specifickych a nespecifickych protilatek. Tento skrining nema podle mnohych
autori vyznam pro diagnézu autoimunitni formy POF pro nizkou specificitu, ale
ilustruje to frekvenci autoimunitniho onemocnéni pii diagnostice ovaridlnich patologii
(88, 89).

U polyglandularniho syndromu typu I jsou autoprotilatky namirené proti jinym

¢lenim cytochrom P 450 enzymové rodiny, a to jmenovité proti p 450- side- chain
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cleavage enzymu (p450-scc), proti 17-o-hydroxylaze a proti nejasné vymezenému 51-
kDa proteinu. Enzym p450 a 21-hydroxylaza jsou specifické pro nadledvinu, 17-o-OH
je exprimovana jak nadledvinou, tak gonadami, zatimco p450-scc je produkovan
v nadledving, gonadidch a placente (91, 92). Protein 51-kDa je produkovén
Langerhansovymi ostrivky, granulézovymi buitkami a placentou (93, 94, 95).

Velmi tzky vztah k reprodukénim netspéchiim, ale i poruchdm menstruac¢niho
cyklu maji nalezy protilatek proti §titné Zlaze. Jsou to protilatky proti TSH receptoru
(TRAK), charakteristické pro hyperthyreozu (Graves-Basedovova choroba). Protilatky
proti tyroglobulinu (TG) a proti thyroideéalni peroxidaze (TPO), které se objevuji jak pii
hyper tak pii hypothyreoze (Hashimotova struma). Nalez protilatek proti §titné Zlaze je
vyznamnym markerem opakovanych t€¢hotenskych ztrat. Jak prokézaly in vitro studie je
trijodtyronin dfilezity pro proliferaci a diferenciaci bun¢k membrana granuloza.
Nasledkem hypothyreozy miize proto dojit k poklesu konverze ovarialnich hormoni,
coZ vede k nedostateéné lutedlni fazi (96).

Makroskopicky vzhled ovarii s lymfocytarni oophoritis byva dle literatury bud’
cysticky (50% piipadll), s malymi a vét§imi cystami nebo normalni. Cysticka formace je
vysvétlovana jako diisledek zvySenych hladin gonadotropinii u postiZenych pacientek
97).

Ve vétsing piipadi jsou primordidlni folikuly nedotéené, stejné jako kiira ovaria.
Jsou to vyvijejici se folikuly, které jsou prevazné infiltrované mononuklearnimi
zanétlivymi buitkami (98). Preantralni folikuly jsou ohrani¢eny malymi lemy lymfocyti
a plazmatickych bun€k, zatimco vét§i folikuly maji vyraznou zanétlivou celulizaci
externi a interni thékalni vrstvy. Granulozova vrstva je béZn¢ usetiena tohoto procesu az
do ovulace, kdy se objevuje degenerace folikulu. Pfi studiu postiZzenych ovarii
nachazime zfetelnou infiltraci leukocytli ve stén€ cyst s destrukci lemujicich bunck.
Atretické folikuly a jsou-li pfitomny, corpora lutea a albicantia jsou také infiltrovany.
Mirnd infiltrace miiZe byt v dfeni a hilové €asti ovarii.

Imunohistochemicka analyza lymfocytarni oophoritidy odhalila, Ze zéanétlivé
buriky patii ptevazné do skupiny T-lymfocytli (CD4+ a CD8+) s velkym mnoZstvim
plazmatickych bunék, v malém mnoZstvi jsou nalezeny také makrofagy a NK bunky.
Plazmatické buiiky hlavné sekretuji IgG, ale také IgA nebo IgM. Participace
T-lymfocytd u lidské oophoritis je prokazatelnda z piipadli pacientek s autoimunitni
thyroiditis, adrenalitis a POF, u kterych byl nalezen migration inhibiting faktor (MIF)

produkovany perifernimi T-lymfocyty, namifenymi proti ovarialnim a testikularnim
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antigentim (99). MIF test je senzitivni antigen-specificky test produkce cytokind,
perifernimi krevnimi T-lymfocyty kdyZ jsou kultivovany za pFitomnosti specifickych
antigend. Bylo zji$t€no, Ze granulozové buiky u POF pacientek jsou vice senzitivni na
¥IFN, ajiné T-lymfocytami cytokiny, nezZ normalni granulézové buiiky(100).

Estrogenni substituce prokazatelng sniZuje podet aktivovanych perifernich T
lymfocytii u pacientek s POF, a€koliv ne k normalnim hladindm. Ho a spol. (117) také
demonstroval dileZitost urcité estrogenni hladiny pro urcité zastoupeni subpopulaci
perifernich lymfocyti. Mnozi autofi proto povazuji hypergonadotropni hypoestrinni stav
u POF pacientek a postn&enopauzélnich Zzen za konkrétni pfi¢inu zvySeného poctu
aktivovanych T-lymfocyti.

Vyzkumy provadéné u pacientek s POF potvrdily, Ze se tedy patogeneticky
miiZze na onemocnéni podilet autoimunitni poskozeni ovaria, které fadi toto onemocnéni
mezi autoimuniini endokrinopatie a tento zé}véf je podporovan: 1) pritomnost
autoprotilatek proti steroidy produkujicim bunkam v séru postiZenych pacientek, 2)
histologickym obrazem ovarii u n€kterych ptipadt (lymfoplasmacelularni infiltrat kolem
steroidy-produkujicich buné€k).

Asi 60% zkoumanych piipadi pacientek s POF v riiznych studiich postradalo
ovarialni folikuly a byly nalezeny jen fibrotické ovaria. U 40% pacientek byly folikuly
detekovany jak v malém mnoZstvi, tak v normalnim poctu. Asi 10% folikulamich
pfipadi mélo velké mnoZstvi primordidlnich folikuld, tato skupina patii do obrazu
syndromu rezistentniho ovaria (ROS) (viz vyse) (101).

V 1969 Jones (102) a Moreas Ruehsen (103) jako prvni informovali o tfech
pacientkadch s ROS, také zvanych Savageové syndrom dle jména prvni pacientky.
Syndrom byl definovan jako soucasna pritomnost mnoha primordidlnich folikuld
v ovariich a hypregonadotropni hypoestrinismus a hyporeceptivita na vysoké davky
exogennich gonadotropini, které byly podany kindukci ovulace u postizenych
pacientek. ROS pacientky se sekundami amenoreou byly prezentovany jako pacientky
s POF (102, 103). Etiologie syndromu je neznama, jakkoliv bylo vysloveno mnoho
hypotéz. Pfi¢inou miZze byt chybéni gonadotropinovych ¢&i estrogennich receptort,
postreceptorova chyba, pfitomnosti gonadotropinii s inadekvatni bioaktivitou nebo
imunitni faktory jako jsou protilatky proti gonadotropinovym receptori (104).

Postupné bylo stale jasng€j$i zmnoha studii zabyvajicich se pfitomnosti
antiovanialnich protilatek, Ze klinicky obraz POF nekoreluje ptfimo s pfitomnosti

protilatek v séru. Mimo to vysledky dokazuji stile vice a vice, Ze ackoliv protilatky proti
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ovarialnim antigentiim jsou bézné& nalézdny u pacientek s POF, jejich patogenni role je
diskutabilni. SpiSe se zd4, Ze mohou byl nasledkem vice neZ pfi¢inou nemoci.
Konfliktni vysledky byly také ziskany pfi vySetieni antireceptorovych protilatek. Tyto
protilatky mohou napodobovat akci hormont, jestlize maji podobnou specificitu a
afinitu pro receptor. Stimulujici protilatky proti TSH receptoru jsou pfiéinou
hyperthyreoidismu a strumy u pacienttd s Graves-Basedovovou chorobou, nebo mohou
blokovat akci korespondujiciho hormonu, tim Ze stile obsazuji receptor. Blokovani
receptoru jako pfi¢ina nemoci je popsano napiiklad u myastenie gravis a nékterych
forem inzulin-rezistentniho diabetu a primarniho hypothyreoidismu (105).

V jedné studii byly pouzity rekqmbinantni lidské humanni receptory k detekci
idajné pfitomnosti imunoglobulinii _proti gonadotropinil nebo jejich receptorum v séru
pacienti s POF. Autoft v8ak nebyli schopni demonstrovat pritomnost blokujicich
protilatek proti LH nebo FSH receptoriim ani u jedné z 38 POF sledovanych pacientek
(106). Ziskané data o receptorovych protildtkach u POF nejsou ptresvédciva, protilatky
proti LH a FSH receptorim mohou existovat, ale jejich pfesnd role a prevalence se dale
musi zkoumat (107).

Velmi dileZitou roli hraji dle litearnich ddajd protilatky (AOP) proti zona
pellucida (ZP). ZP je aceluarni matrix, kterd ohranicuje vyvij;jici se a ovulujici oocyty a
je také detekovatelnd v atretickych folikulech. AOP proti ZP jsou popisovany jako
pfi€ina nevysvétlitelné sterility Zen, kde jsou tyto AOP prokazatelné v 5,6% piipadd,
zatim co u normalnich kontrol byla pozitivita nalezena jen u v 1,7 % pftipadd (108,109).
Autoprotilatky proti ZP napadné interferuji se spermie-oocytarni interakei a takto zfejmé
mohou indukovat sterilitu. Pozitivita téchto autoprotilatek vedla u zvifecich modelt
k folikulami depieci a amenoree. Dean a spol. (110) zabyvajici detekci téchto protilatek
pomoci ELISA metody detekoval pozitivitu AOP ZP u 3 z 34 sledovanych POF
pacientek. Ale 3 z 6 postmenopauzalnich Zen byly také pozitivni, proto jsou ziejmé
AOQOP proti ZP vysledkem ovarialniho selhéani a ne jejich piicinou (110).

U vétSiny sledovanych pacientek v8ak chybi typicky histologicky obraz
lymfocytarni oophoritis. Hypoteticky mohou byt pfitomny antiovaridlni autoprotilatky
v ovariu bez dosazeni detekovatelnych hladiny v séru nebo vyvolani lokélniho zanétu.
Histologie POF tedy sama od sebe nemiize souZzit k diagnostice autoimunitni patogeneze
ovarialniho selhani. To se vztahuje k ndlezu ovarialni atrofie u vétSiny pripadu, coZ
muzZe reprezentovat posledni stddium autoimunitniho procesu proti ovarialnim

strukturam (podobné na zvifecim modelu), ale mize také reprezentovat finalni deplect
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oocytll zplisobenych genetickymi vlivy ¢i vlivy zevniho prostredi. K diagnostice je tedy
nutna kombinace pritomnosti antiovarialnich protilatek a histologického nalezu biopsie
ovéria.

Nejéastéji nachazime v ovarialnich biopsiich postizenych pacientek nalez
vystuptiovaného zaniku folikulé. Folikularni atrézie je pfitom nejtypictéjsim prikladem
programovan¢ bunééné smrti, ktera probihd v ovariu fyziologicky. U pacientek
s autoimunitnim onemocnénim s tvorbou autoprotilatek proti ovariu nachazime
v ovarialnich biopsiich obraz vystupfiované bunééné smrti, apoptozy v rliznych stadiich
vyvoje. Ve folikulech lze pozorovat opozdénou tvorbu zona pellucida -v intercelularnich
prostorech mezi cytoplazmatickou membranou oocytu a folikularnimi bunkami,
agregaci intermedidlnich filament, akumulaci mitochondrii, hyperchromatinizaci jadra
atd..

Jak jiz bylo fefeno, onemocnéni se prezentuje nejcastéji jako ovaridlni
dysfunkce. Patofyziologicky se na ovaridlni dysfunkci ale také podili napf.
chromozomalni aberace (ovarialni, gonadalni dysgenese, Turneriv syndrom), které
vedou ke zm&nam exprese membranovych antigend, coZ stimuluje apoptoézu a zaroven s
depleci receptort v postizenych folikulech sniZuje ovariadlni odpoveéd’ na hormondlni
stimulaci. Poruchy signalni drahy se uplatiuji zvySenymi hladinami ,,second
messengeri‘, predev§im cAMP a cGMP coz vede ke stimulaci programované bunééné
smrti, predevéim ve vrstvé granulézovych bunék. Abnormalni hormonalni stimulace
(napt. hyperandrogenismus) zvySuje apoptotické procesy a akceleruje folikularni atrézii.
Prekonani fagocytarni bariéry ovaria iniciuje vznik endogennich antigennich
determinant, coZ vede k rozvoji autoimunitniho onemocnéni a k produkci ovaridlnich
protilatek. Hlavni efekt signalnich molekul, ptedevSim oxidu dusneho (NO) a aktivnich
kyslikovych radikéld (ROS) je, ze plsobi proapoptoticky, ale uplatiuji se 1 v antigenni
prezentaci. Zejména oxid dusny a jeho syntetaza (NOS) je velmi zajimava i z hlediska
prikazu inicialnich stadii apoptozy folikuld. Oxid dusny plisobi v nizkych koncentracich
antiapoptoticky v koncentracich vysokych proapoptoticky. Tyto vSechny etilogické
¢initele vedou spole¢né k akceleraci programované bunééné smrti, nasledované restrikci
a vymizenim folikularniho aparatu, Odlisit tedy pfi¢inu vystupfiované smrti v ovariu
v autoimunitnim postiZeni ovaria je proto velmi slozité a k detekci tohoto onemocnéni
zd4 se miiZe prispét sledovani hladin antiovarialnich protilatek.

Apotoza je v dneSnim pojeti zanik buriky zptsobeny aktivaci Ced cysteinovych

protedz a nasledné pak jadernych endonukledz s atakou DNA, po ¢emZ nasleduje
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vyhasnuti a zanik veSkerych biosyntetickych funkci buiiky. V patogenetickém fetézci
apoptozy, ktery je pravdépodobné spoleény jak fyziologické regulaci, tak indukci za
patologickych stavli se rozliSuji 3 zakladni etapy: Etapa prva: nastartovani
apoptotického procesu podnétem pochéazejicim jak z extracelularniho tak
intracelularniho prosttedi, etapa druha: aktivita systémt zachycujicich tento signal a
ptedavajicich pfislusny signal déale a tieti etapa: aktivita vlastniho centralniho
efektrorového systému apoptdzy, prestavovana skupinou Ced. Kli€ovou roli ve vyvoji

apoptotického procesu hraje kaspasa 3 (viz. schéma €. 2).

Schéma €. 2
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Tento slozity enzym je ovladan fadou jinych kaspaz. Obecné lze fict, Ze existuji
dvé hlavni cesty stimulace kaspazy 3. Interni formu pifedstavuje generovani zdroje
signalu v mitochondriich, coz vede k aktivaci kaspazy 3. Externi cesta je piedstavovana
membranovymi recepto_;}/ (FASL, TNF} rustové faktory, perforiny atp.), pies které se
dostava proapoptoticky signal do buiik. Po proniknuti signalu ptes receptor do buiiky

dojde k aktivaci second messengerti s naslednou aktivaci kaskady kaspaz a v kone¢ném
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stadiu k aktivaci kaspazy 3. Ta se uplatiluje ve Stépeni cytokeratinu 18, ktery je soucasti
intermedialnich filament. Pokud si oznaime monoklonalni protilatku proti St€pnym
produktiim cytokeatinu 18, miiZeme sledovat kaspazovou aktivitu v mistech, kde
dochézi k agregact intermedialnich filament. Tim miZeme jiz na trovni svételné
mikroskopie sledovat inicialni stadia apoptodzy, zjistitelna dosud jen morfologickymi
zménami na urovni elektronového mikroskopu. Mista aktivity kaspazy 3 lze tedy
sledovat na elektronmikroskopické trovni pii morfologické analyze ovarialnich biopsii
jako agregaty intermedialnich filament (111).

Jak jiZ bylo fe€eno inadekvatni biologicka odpoveéd’ ovarii na gonadotropinovou
stimulaci a nésledné¢ zvySeni gonadotropinii vede v ovariu k folikularni restrikci a
k akcelerované apoptéze. Velmi sloZity je proto tento problém u pacientek sterilnich a
lé¢enych pro sterilitu. Obecn€ jsou pacientky s antiovarialnimi protilatkami typicky
tzv.”“ low respondefi* pii stimulaci ovulace gonadotropiny. Také zisk oocyti u téchto
pacientek je velmi nizky, ziskané oocyty se Spatnég fertilizuji a pocet ziskanych embryi je
také velmi nizky. Tento fakt jsme dokazali predev$im v nasi studii u pacientek lécenych
pro sterilitu, v literatufe se podobné udaje vyskytuji jen sporadicky.

U postizenych pacientek se ani vysoké hladiny FSH jiZz nemohou vyrazngji
uplatnit v pokracovani folikulogeneze. U skupin pacientek s poruchami menstruaéniho
cyklu lze pozorovat abnormalni lokalizaci gonadotropinovych receptori. Jako
opodstatnéna se zda predstava, Ze se mizZe jednat o poruchu recyklace cytoplastmatické
membrany, a proto nejsou uvedené receptory vystavené na povrchu oocytu. Je ale také
nutné vzit v uvahu moznou genetickou mutaci receptprli, ktera je dle literatury
popisovana ptedevsim u muzi. Receptorovy deficit pak mizZe byt pri€inou nedostacujici
odpovédi ovaria na hormonalni signal zakladniho systému fizeni na ose hypotalamus-
hypofyza-ovéarium z toho rezultujici syndrom rezistentniho ovaria, vysoké hladiny FSH
tedy nejsou provazeny pokraovanim folikulami diferenciace, ba naopak mohou byt
startovacim mechanismem kaskady procesu programované bunécéné smrti - apoptdzy.

Zatimco receptory pro FSH hraji rozhodujici roli v inicialni stimulaci primarnich
folikulti pi1 vstupu do diferencia¢niho procesu vyvoje folikulu sekundarnich a
terciarnich. Receptory LH se pak rozhodujicim zplsobem uplatiiuji pii vybéru
dominantniho folikulu a v procesu pfemény primamniho oocytu v sekundarni, tedy
odbrzdéni meiotického déleni a vzniku polového téliska. V obou piipadech jde o dgje
multifaktorialni pro jejichZ nastup i prokraCovani musi byt vytvofeny podminky. Ve

sfefe neurohumoralni regulace gonad jsou to snad na prvnim mist€ receptorové
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zprostfedkované ucinky nadledvinovych androgenti a gestagend, jakoz i steroidni
hormony ovarialni provenience.

S rozvojem detekce autoimunitniho postiZeni ovaria byly zahgjeny pokusy o
1é¢bu tohoto onemocnéni. Mozny efekt imunosuprese pomoci kortikosteroidi na
opétovné zahajeni ovarialni funkce byl doporuden nékolika autory a dokumentovan
studiemi, zaroven s konstatovanim, ze jde o dikaz autoimunitni etiologie tohoto
onemocnéni. V literatute §lo v8ak vZdy jen o kazuistiky, neni piitomna souvisla studie u
vice pacientek a proto byly zkouSeny riizné typy a schémata terapie, coZ piispiva
k rozportim mezi jednotlivymi studiemi. U dvou pacientek se sekundarni amenorheou,
zvySenymi gonadotropiny a perifolikularmi lymfocytarni infiltraci, se menstruace
objevila po 1 mésici kortikosteroidni terapie, ale pacientky neotéhotnély (112). Jina
kazuistika uvadi pacientku, ktera byla léCena estrogen-replacement terapii pro POF >15
let, s rozvinutou Adissonovou nemoci, vysledkem bylo spontdnni a fyziologické
téhotenstvim po jednom roce kortikosteroidni terapie (113). V dalsi studii dvé pacientky
s dokumentovanym POF otéhotnély a porodily zdravé déti po vysoké davce
kortikosteroidi, ale v obou piipadech se po t€hotenstvi POF vratilo (114). Dalsi studie u
2 z 11 idiopatickych POF pacientek po podani vysoké davky kortikosteroidi popisuje po
15 dnech navrat ovaridlni funkce a nasledné t€hotenstvi. V jinych pokusech 15 POF
pacieniek vybranych pro sdruZené autoimunitni onemocnéni bylo 1ééeno hMG a
kortikosteroidy po hypofyzémi desenzitizaci pomoci GnRh agonistli. Osm z nich
ot€hotnélo nejméné jednou a celkove bylo popsano 14 tehotenstvi, porozeno bylo 10
deti. Véechh;/ tyto t€hotenstvi nastaly v pribe¢hu 3 mésicli od zacatku 1é¢by (115).

Pokud lze tuto 1&Ebu tolerovat a uzit, pak ziejmée jen v kratkém obdobi, kdy Zzena
chce otéhotnét, dlouhodobobou kortikoidni 1é€bu vSak pro své vedlejsi ucinky (zejm. na
kostru) nepovaZzujeme za vhodnou. Na druhé strané spontanni téhotenstvi byla
popisovana u POF pacientek 1 pii chybéni jakékoliv terapie (118).

Ve velké vétSing€ ptipadl nezndme primarni pficinu autoimunitnich chorob, proto
je jedinou moznosti jejich 1é€by pouziti imunosupresivnich latek, které nespecificky
potladuji aktivitu lymfocyti a plisobi protizdnétlivé. Imunosupresivni 1é€ba se pouziva
pfevazné u pacientl se systémovymi autoimunnimi chorobami. U autoimunnich chorob
organové specifickych, mezi kterd zda se patii 1 autoimunitni poSkozeni ovéria se
imunosupresivni latky aplikuji jen omezen€. Manifestace téchto onemocnéni je obvykle
vysledkem ireverzibilniho zni¢eni tkané€ autoimunitnim procesem a proto je na misté

1écba substituéni. Imunoterapie je dosud jen experimentalni zptsob 1€€by, ktery se nyni
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ovéfuje na zvifecich modelech. Nejvice se zatim pouZivaji inhibitory TNF, at’ uz je to
solubilni receptor pro TNF (ethanercept) nebo monoklonalni protildtka proti TNF
(infliximab). Nevyhodou 1é€by inhibitory TNF je fakt, Ze po pteruseni 1é¢by dojde opét
k relapsu onemocnéni. Vedlej§imi ucinky lé€by je sniZeni antiinfekéni obrany pacienta,
zejména reaktivace tuberkulozy (1).

Cilem na8i studie bylo zmapovani vyskytu organové specifickych autoprotilatek
proti sloZkdm ovaria u divek a Zen sledovanych pro poruchy menstrua¢niho cyklu,
sterilitu a infertilitu ve srovnani s vyskytem antiovaridlnich protilatek v populaci
zdravych Zen. Byly sledovany protilatky proti zarode€nym bunkam a steroidy
produkujicim buiikdm (116). V indikovanych piipadech u divek s pozitivitou
antiovarialnich protilatek, bylo v ramci biopsie ovaridlni tkdn€ provedeno 1 vySetfeni
ovarialni tkan€ pomoci imunohistochemickych metod, jeZz umoznily pozorovat
morfologické zmény ovaria u postizenych zen (119, 120). U pacientek 1éCenych pro
infertilitu a sterilitu do IVF programu jsme korelovali hladinu AOP protilatek
s Gsp&Snou fertilizaci a ot¢hotnénim pacientek (121). V Sestimési¢nim odstupu po
zavedeni 1éCby, kterd nastartovala arteficidlni cyklické zmény, bylo u skupiny divek
léCenych pro poruchy menstruaéniho cyklu provedeno kontrolni vySetfeni hladiny

antiovaridlnich protilatek

26



4. METODY

Standardnim postupem kiery jsem v nasi studii pouZili pro stanoveni protilatek
(Jako mnozi autofi) metoda neptfimé imunoflorescence. Jako cilovy organ byla pouzita
ovaria pohlavné zralych krys kmene Wistar, zpracovana s pouZitim Tisue-tec media
v kryostatu na fezy o sile 6-8um. Po ovéfeni zachovani antigennich determinant u
riznych fixaénich postupll (formaldehyd, glutaraldehyd, metanol) byla jako rutinni
pouzita modifikovana aldehydova smés podle Karnovského (2% formaldehyd, 2,5 %
glutaraldehyd v 0,08 M Na-kakodylatovém pufru pH 7,4 s25 mg CaCl, na 100 ml
smési). Vyhodou tohoto postupu bylo 1 simultanni vyuZiti této smési jako prvniho
fixaéniho kroku pti zpracovani materialu pro elektronovou mikroskopii. Souéasné s fezy
ovaria byly zpravidla lepenim 1% kamencovou Zelatinou na podloZi sklo zachyceny i
fezy z nadledviny pro ovéfeni reaktivity dalSich steroidy-produkujicich bunék. fezy byly
aZ do pouziti uchovavany pii teploté -15°C.

Po opakovaném ovéfeni byla rovn&Z pouzita parafinova technika a kromé
imunofluorescenéniho pukazu ovaridlnich protilatek (obr. & 1 a 2) aplikovéana
imunohistochemicky metodika se sekundarni protilaitkou znafenou kienovou
peroxidazou (obr. ¢&. 3). Parafinové fezy byly lepeny 1% Zelatinou k popotlaceni
ptipadné interference vazebnych mist pii lepeni smési bilku s glycerinem.

Technika parafinového postupu byla rovnéz pouZita pro zpracovani bioptickych
vzorki lidskych ovarii ziskanych v indikovanych pfipadech pii laparoskopicka biopsii
ovaria. Cast materidlu byla soudasné zpracovana pro _elektronoifou mikroskopii po
dvojité fixaci (Kamovského smés, 1,33% OsO4 v 0,66 m Na-kakodylatovm narazniku
pH 7,4) zalitim do Eponu 912.

RovnéZ eponové polotenké fezy byly pouzity pro detekei vazebnych mist pro
autoprotilatky ve vlastnim séru pacientky po ,,deeponovani etanoldtem sodnym.
Podobné byly ultratenké fezy vyuzity pro zjisténi lokalizace antigennich determinant pro
autoprotilatky ,,postembedding technikou* s pouZitim koziho protilidského séra
znac¢encho definovanymi ¢asticemi koloidniho zlata.

Z hlediska pristupnosti antigennich determinant ve vysetfovaném vzorku byla
rovnéZ aplikovana zalévaci média typu derivati kyseliny akrylové. V naSem ptipadé
jsme pouzili média LR White, které navic dovoluje provedeni dehydratace 1 prosyceni
médiem pii snizené teploté. Polymerace byla iniciovana UV zafenim v chladicim boxu

pii teplotach -5° az -15 °C.
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Kryostatové neparafinované fezy byly vprvnim kroku inkubovany
s vySetfovanym sérem. V bézZném postupu bylo pouZzivano sérum nefedéné, pozdéji jsme
vychazeli ze zakladniho fedéni 1:1 (PBS). 30 min. inkubace probihala ve vlhké komirce
pii pokojové teploté. Po dikladném opakovani vyprani v PBS nasledovala postinkubace,
prokazujici navazané sérové protilatky na cilové struktury. Pro omezeni moZnosti
nespecifickych vazeb detekéni protilatky na struktury v fezu je vyhodné jejich vysyceni
5% hovézim sérovym albuminem (BSA). Tento postup vSak bylo tfeba pouZit pouze pfi
testovani na neparafinovanych fezech.

Zpocatku jsme k detekei antiovaridlnich protilatek pouzivali vzorky lidskych
ovérii, ale pro jejich nedostatek jsme se snaZili najit dosupn&jSi material. V literatufe je
uvedeno velké mnoZstvi informaci o pouZitych cilovych organech k detekci protilatek
proti ovéariu, od opi€ich az po mysi. My jsme pro snadnou dostupnost zvolili pravé
ovaria pohlavné zralych krys. Po dikladné kontrole, kdy jak pii pouziti lidskych 1
krysich ovarii jako cilovych organl ziskali naprosto identické vysledky jsme dale
uzivali jiZ jen krysi ovaria.

K postinkubaci byla rutinné uZita prase¢i protildtka proti lidskému
imunoglobulinu znadena fluoroisothiocyanatem (SwAHu/Ig FITC) s PBS v pomérul:20
(1:50). Pro kazdou novou frakci bylo testovano optimalni fedéni. Detek¢ni sérum bylo
aplikovano s 0,01 % Evansovy modii a postinkubace trvala opét 30 min. V rutinnim
postupu byl uzivan Ig komplex (IgG, M, A) pro upfesnéni tfid imunoglobulint byly
pouzita protilatky proti IgG, IgA, IgM a v omezeném meéfitku i IgE. Kazdé stanoveni
protilatek bylo doplnéno pozitivni a negativni kontrolou. Po opétovném dikladném
vyprani byly fezy montovany do Mowiolu a vySetfovany ve fluorescenénim mikroskopu
FLUOVAL (Zeiss) a Leova DMLS pii vinové délce excitacniho svétla 490 nm. Na
ovariu se vyhodnocovaly nasledujici struktury:

1. ooplasma OO

2. zona pellucida ZP

3. buriky membrana granuloza MG

4. burniky theca folliculi interna (TI)

5. luteinni buiiky LB
Kromé jednotlivych pozitivit byl pro kazdé vySetfované sérum stanoven sumar pozitivit
(SU) jako soucet struktur, jehoz dimenze byly mezi 0-5.

U  c&asti  vySetfovanych  sér  bylo rovnéZz  pouzito  klasického

imunohistochemického prikazu, pfi némz byla sekundami protilatka (SwWAHU/Ig Pox)
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znaCend peroxidazou a pro specifickou vazbu protilatek proti zona pellucida pak i
monoklonalni protilatky ptipravené ve FU AV CR.

Ultratenké fezy, pfipravené z eponovanych nebo LR Whitovych bloki, a
zachycené na niklovych sitkach byly po pfedchozim plisobeni tritonu X 100 (0,5%)
inkubovany na kapce vySetfovaného séra (1:1) po dobu 60 min. Po dikladném vyprani
sittk v destilované vodé nasledovala postinkubace na kapce koziho protilidského
imunoglobulinu (1:20), ktery byl znaden koloidnim zlatem (GAHu Ig/10 nm Au). Po
opétovném duikladném vyprani nasledovalo bézné kontrastovani uranylacetitem a
citronanem olova a vySetieni v elektronovém mikroskopu JEM 100 B a Tesla BS 500
(obr.[C. 4). ,j

Submikroskopické nélezy zmnoZeni  cytoskeletovych ~ komponent ve
folikularnich bunkach i oocytech nas vedl k zavéru, ze bude tieba vénovat soustfedénou
pozornost procestim zaniku sledovanych bunéénych slozek. Proto jsme se v dal$im
vyzkumu orientovali na pritkaz apoptotickych procesti a to v prvni etapé sledovanim
kaspézy 3. Pomoci protilatky M 30 CytoDeath byly detekovany degrada¢ni produkty
| cytokeratinu 18, Stépnych produktl kaspazy 3, jak ve folikuldrnich bunikach tak 1
oocytech. Kolokalizace imunopozitivity ve zminénych strukturach tak mohla byt
akceptovana jako doklad apoptotického procesu, ktery predstavuje nejéastejsi
mechanismus zaniku bunéénych elementi a jejich produktd v kiife ovaria.

Zameéfili jsme se tedy na sledovani prdcesﬁ programované buné¢né smrti na
tirovni submikroskopické a prilkkaz pomoci imunohistochemicky’detekce pouzivanych
markerti (TUNEL-fragmentace DNA M30. CytoDeath- prilkaz Stépeni cytokeratinu 1
aktivovanou kaspéazu 3, Annexin V) (obr: €. 5 a 6).

TUNEL (terminal deoxynukleotid transferase (TDT)-mediated dUTP nick-end-
labelling), metoda vyuZivajici enzym (TDT), ktery prodluZuje prerusené fetézce
templai-nezavislou cestou (na rozdil od DNA polymerazy). V reakéni smési jsou
mlklec)-\tidy konjugované s epitopem detegpvany. Retézec navézanych nukleotidd
detegovanych pomoci monoklonalni protilatky znacené kienovou perixidazou je pak
pii¢inou pozitivniho, typicky hnédo-Eerveného zbarveni apoptotickych jader (obr. €. 6).

Pro vysvétleni rychlého nastupu deplece folikularmiho aparatu ovaridlni kiry
jsme se pokusili nalézt mozny signalni mechanismus, ktery by se ucastnil pfi
nastartovani zmén bunééného cyklu germinatvniho epitelu 1 stromalnich bun¢k. Ukazalo
se, ze takovou signalni strukturou by mohl byt oxid dusnaty (NO), €i presné&ji Nitric

oxide synthase (NOS), proto jsme se zaméfili na imunohistochemicky prikaz

29



pfitomnosti NOS ve strukturach kiiry ovéria. Pokusili jsme se tedy dete/kovat NOS
pomoci protilatek znaenych opét kienovou peroxidazou (viz. obr. 8). |

Dale jsme se pokusili vysledovat expresi FSH, LH, estrogennich a
progesteronovych receptori v ovaridlnich komponentach, 1 kdyz jejich vyskyt a
regulaéni vyznam je témér ubikviterni (nosni sliznice, slinné Zlazy, tonsily, svalova
tkan, endometrium). Sledovani FSH receptori bylo moZné na kryostatovych,
parafinovych 1 polotenkych deeponig'vh;’zch fezech (Obr. €. 9). U LH receptort jsme
mohli prakticky vyuzit jen fezli kryostatovych, kdy ani technika vystaveni antigennich
determinant receptorli varem v citrdtovém pufru v mikroviné troubé nepfinesla
podstatny efekt. Je v8ak tfeba vzit v uvahu, Ze jejich exprese je Casové limitovana
oc¢ekavanym vrcholem uvoliliovani LH za situace, kdy je v ovariu pfipravena skupina
terciarnich folikuld, coZ bylo u naSich postiZzenych pacientek velmi vzacné. DalSim
limitem byla velikost vzorku ziskan¢ho pif1 laparoskopickém odbéru, ktery po
zpracovani pro elektronovou mikroskopii neposkytuje realnou Sanci kryostatového
zpracovani.

Na rozdil od FSH a LH receptoril se steroidni receptory vyskytuji predevs$im ve
frakei cytosolové a nukledrni.Jejich membranova lokalizace je stale jeSté diskutovana
jako spomd a to vzhledem k jejich solubilit€¢ ve fosfolipidové komponenté biologické
membrany a tedy jejich rychlé a bezproblémové¢ internalizaci. Pro imunodetekci bylo
pouzito Mouse Anti-Human Estrogen (pfipadné progesterone) Receptor Monoclonal
antibody (Chemicon USA) s fluorochromem znacenym Goat Anti-Mouse IgG Cy 3
Conjugate (Zymed Laboratoriem, USA), ptipadné Texas Red (Obr. €. 10). Pouziti Cy3
fluorochromu (Obr. €. 11 a 12) nabizi moZnost podstatné del$i expoziéni identifikace ve
fluorescencnim mikroskopu v porovnani s FITC.

Hormonalni  hladiny byly stanovovany metodou EIA (ABBOTT)
imunoanalytické laboratore Kliniky nuklearni mediciny FNM.

Ke statistickému zpracovani dat byl pouZit test shody parametri 7l a 72
alternativniho rozd¢€leni (relativnich ¢etnosti vyskytu jednotek s ur€itou vlastnosti ve
dvou souborech— oba soubory musi byt nezavislé). Na 5% hladin¢ vyznamnosti
zamitame testovanou hypotézu (7 1= 7 2), ve prospéch alternativni hypotézy, tzn., Zze 7 1
<72

Testovali jsme hypotézu, kde Hy: mp = 73, tj. podil pozitivnich zdravych

pacientek v kontrolni skupin€ je stejny jako ve skupiné nemocnych pacientek, proti
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alternativni hypotéze H;: za < 75, kde podil pozitivnich zdravych pacientek v kontrolni
skuping je mensi nez ve skupin€ nemocnych pacientek.

Test se provadi na zakladé testového kritéria

U= pl—p2 :
n, +n,

JpA-p) |2

n -n,

kde pl:ﬁ, pzzﬁ jsou vybérové podily v prvnim a ve druhém vybéru a
n ",

m, + m, )

n o+ n,

p:

Volime 5% hladinu vyznamnosti (tj. 5% riziko omylu, na které jsme ochotni pii

testu pfistoupit — test tedy provadime s 95% spolehlivosti), zna¢ime « = 0,05. Kriticky

obor pro levostranny test (). pro za < mg) je Wy = {U; U < -u)_o}, kde \-uo,95 =-1] ,64486’

je kvantil normovaného norméalniho rozdé€leni neboli kriticka hodnota.
Alternativnim zplGsobem je vypolet tzv. ,vypo€itané hladiny vyznamnosti

((HV), P-value). Pro tento zpisob plati nasledujici - jestlize HV < ¢, zamitame H,,

HV =P(U < -8,05283) = 0,00000, takze HV = 0,00000 < = 0,05
Zaveér: U=-8,05283 [0,00000] zamitame testovanou hypotézu H,,.

Ke statistickéhu zpracovani dat ziskanych od pacientek 1é€enych 6 mésicti HRT
jsme pouzili McNemariv test (test pro vyznamnost zmén), ktery byl pouzit proto, Ze se
jedna o ptipad zavislych vybéri. Zde sledujeme u kazdé pacientky vyskyt uvedenych
protilatek pted 1éCbou a po 1é€be.

Hy: "Procento pozitivniho vysledku pied lécbou je stejné jako po 1écbe."

Hy: "Procento pozitivniho vysledku pied 1é¢bou neni stejné jako po 1é¢bg."

po léCbé
pred IéCbou 0 1 Celkem
0 a b a+b
1 c d c+d
Celkem a+c b+d n
2 _(b- c)’
£ b+c
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Testovana hypotéza se zamita pokud %* > %%.(1), kde p¥i 5% hlading vyznamnosti je

le-a(l) = xzo,gs(l) =3,84.

Ke statistickému zhodnoceni hladin FSH,LH a jejich poméru jsme vyuZili

analyzu rozptylu.

Testuje se hypotéza, Ze stiedni hodnoty v riiznych vybérech jsou stejné

Ho:m ==
HIZ non Ho
k
Sim ;(xi -X)’n,
O
Y.y ZZ(xij _f’_)Z
n—k ==
n—k

W AF, F>F 1. Jk-1,n-k)

F~F(k-1n—k),
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5. STUDOVANE SOUBORY PACIENTEK
5.1. Kontrolni skupiny zdravych Zen a divek

Jako kontrolni skupina byly vybrany t¥i skupiny Zen a divek. U&elem bylo zjistit
prevalenci antiovaridlnich protilatek ve zdravé populaci a tim 1 diikaz vztahu ovarialni
patologie a vyskytu antiovaridlnich protilatek. V literatufe panuje velké mnoZstvi
kontroverznich nélezii pti zjist'ovani piitomnosti antiovaridlnich protilatek jak ve zdravé
populaci zen, tak ve skupiné pacientek nemocnych, coZ souvisi mimo jiné s rozdilnymi
postupy vySetfovani hladin autoprotilatek u jednotlivych autori a riznymi a rtzné
definovanymi soubory vysetiovanych pacientek (117).

Prvni skupinu tvofilo 41 darkyn krve, primémy vék 32,3 roky (rozmezi 32-39
let). Prekvapivy vyskyt autoprotilatek u zdravych Zen nas vedl k provedeni
retrospektivni analyzy anamnestickych dat a po individudlnim ovéreni se ukazalo, Ze
jedna z Zen méla spontanni potrat na konci 2. meésice t€hotenstvi gravidity, druha
vyhledala antisterilni poradnu pro potiZe s ot€hotnénim, dal$ich 6 Zen uvadélo poruchy
menstruacniho cyklu (4x nepravidelny cyklus, 2x oligomenorea). Tyto Zeny byly proto
z kontrolni skupiny vyfazeny. Pouze u jedné Zeny nebylo nalezeno Zadné vysvétleni pro
pozitivitu protilatek proti LB buikam.

K ovéfeni v literatufe uvadéné S % pozitivity antiovarialnich protilatek
v populaci zdravych Zen jsme provedli vySetfeni prevalence téchto protilatek v dalSich
skupinach zdravych Zen a divek. Druhou kontrolni skupinu proto tvorfily pacientky
ambulance gynekologie déti a dospivajicich pred zavedenim hormonalni antikoncepce.
Vysetieno bylo 30 pacientek, primémy vek 21,3 roky (rozmezi mezi 16-24 let).

Ve treti skupiné pacientek pied podanim hormonalni antikoncepce bylo
vysetfeno 23 dospélych pacientek gynekologické ambulance Gynekologicko-porodnické
kliniky UK 2.LF a FN v Motole, primémy vek 32,08 rokii (rozmezi 21-38 let). U viech
53 pacientek z t€chto dvou skupin jsme provedli odbér krve k detekci antiovaridlnich

protilatek v ramci preventivniho vySetfeni pred zavedenim hormonalni antikoncepce.
5.2. Skupina divek s poruchami menstruac¢niho cyklu

Tato skupina pifedstavovala hlavni vySetfovany soubor. Po dobu mého

postgraduédlniho studia bylo vySetfeno 110 pacientek, které byly hospitalizované nebo
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ambulantné 1éené na Gynekologicko-porodnické klinice a Klinice gynekologie déti a
dospivajicich UK 2.LF a FN v Motole. Z tohoto souboru bylo 63 pacientek vySetfovano
pro priméarni amenoreu a 47 pacientek pro oligomenoreu ¢i sekundami amenoreu.

Vysetieni antiovaridlnich protilatek jsme zahrnuli do zakladniho vySetfeni, které
provadime na naSem pracovisti u pacientek se zadvaznou poruchou menstruaéniho cyklu.
Odbér je soudasti rutinniho vySetfovani v ramci tzv. estrogenového testu neboli testu
funké¢nosti pozitivni zpétné vazby.

Priméarni amenorea je stav, pii kterém pacientka nemenstruuje po 15 roce Zivota.
V naSem souboru trpé€lo touto poruchou 63 pacientek, primémy vek 15,2 let (rozmezi
10-23 let). Ze skupiny jsme vyloucili vSechny pacientky s fyziologicky pozdéjsim
nastupem puberty, kde bylo mozno anamnesticky zachytit hereditarné pozdni vyskyt
menarché v roding, pfedevs§im u matky a babicek. Pacientky s primdrni amenoreou byly
standardné vySetfeny gynekologicky s posouzenim vyvoje sekundarnich pohlavnich
znaki, nasledovalo vySetieni vyvoje vnitiniho genitdlu palpaci a ultrazvukem. Dalsi
soudasti vySetfeni bylo hodnoceni ochlupeni pomoci skére podle Ferriman-
Gallwyerove, byl proveden odbé&r krve ke stanoveni hormonalniho profilu (hladin FSH,
LH, estradiolu, progesteronu a proiaktinu). Ke zhodnoceni stavu periferni estrogenizace
pouzivame hormonalni funkéni poSevni cytologii, jako jednoduchou a rychlou klinickou
metodu hodnotici G¢inek hormond (pfedev$im estrogenti) na snadno dostupnou cilovou
tkan - na pochvu (viz. obr. &. 15, 16), proto soucasti vysetfeni byl odbér hormonalni
poSevni cytologie. Rentgenovym vysSetfenim ruky jsme hodnotili kostni veék podle
Tannera a Whitehouse. Nasledné byl pacientkdm aplikovan Agofollin i.m. v davce 2,5-
3 mg apoté byl proveden odbér FSH a LH za tfi a ¢tyii dny po aplikaci k zjisténi, zda je
j1z funkéni pozitivni zpétna vazba. Pri odbéru krve prvni den testu byl rovnéz odebran
vzorek krve, ze kterého se néaslednou centrifugaci oddélilo sérum a to bylo po zmraZeni
na -20 “C pouzito ke stanoveni vyskytu antiovarialnich protilatek.

Pacientky s oligomenoreou a sekundarni amenoreou piedstavovaly pestry soubor
pacientek. Soubor sestaval ze 47 pacientek primémeého véku 15,9 let (rozmezi 13-22).
Cést souboru tvorily divky s mentalni anorexii (n=10) s prudkym poklesem vahy a tim
rezultujici sekundarni amenoreou, nebo divky s postupné se zhorSujici oligomenoreou
az se sekundarni amenoreou, pii soucasném nalezu hypoestrinismus (hormonalni
hladina, poSevni hormonalni cytologie atd.). U tii pacientek jsme v prib&hu vysetfovani
zjistili poruchu $titné Zlazy s naslednou 1éébou v Endokrinologickém Ustavu AVCR v

Praze. V8echny pacientky byly vySetfeny stejné jako pacientky s primarni amenoreou.
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Nejprve bylo provedeno gynekologické vySetfeni zahrnujici vySetfeni palpacni a
ultrazvukové ke zhodnoceni event. hypoplazie vnitiniho genitdlu, zhodnoceni
pfitomnosti involuce sekundarnich pohlavnich znaki (v désledku hypoestrinismus),
vySetfili jsme hormonalni hladiny (hladina FSH, LH, estradiolu, pogesteronu a
prolaktinu) a funk¢éni hormondlni poSevni cytologii. Ph odbéru krve vramci
hormonélniho profilu byl proveden odbér krve, zkteré se naslednou centrifugaci

oddélilo sérum a to bylo opét po zmrazeni pouZito k detekci antiovaridlnich protilatek.

5.3. Skupina pacientek 1é&enych pro sterilitu

Ke zjisténi vyskytu protilatek proti jednotlivym ovaridlnim strukturam a vztahu
jejich pfitomnosti k reprodukénimu uspéchu bylo vySetfeno 90 Zen s reprodukénim
problémem sledovanych a lé€enych v antisterilni poradné Gynekologicko-porodnické
kliniky FN v Motole, u nich byla 1é¢ebnou metodou in vitro fertilizace (IVF).Vék
sledované skupiny byl 28 let (rozmezi 22-34 let) let a klic¢em k zatazeni bylo potadové
¢islo pii indikaci této léCebné metody. U vSech pacientek byla vySetfena hladina
antiovaridlnich protilatek v séru a ve folikularni tekuting proti jednotlivym strukturam
ovaria (proti OO, ZP, M@, T, LB).

K hodnoceni prevalence antiovaridlnich protilatek v séru byly pacientky
rozdéleny nejprve do dvou skupin, na pacientky, které ot€hotn€ly (n=27) a na ty, které
neotehotnély (n=63).

Hodnoceni dale vychazelo ze vztahu koncepéniho uspéchu, a proto jsme podle
vysledku pacientky rodélili do 4 skupin:

- otéhotnéni (n=27)

- fertilizace, ale bez t€hotenstvi (n=40)

- oocyt se nepodafrilo fertilizovat (n=15)

- neziskan zadny oocyt (n=8)

a vtéchto jednotlivych skupinidch jsme sledovali piitomnost protilatek ve
folikuldrni tekutiné proti jednotlivym strukturam ovaria. .

V ramci zakladniho vySetfeni byly tyto pacientky v ambulanci pro poruchy
plodnosti vySetfeny tak, Ze bylo provedeno vySetfeni hladin FSH, LH, estradiolu a

progesteronu, odbér byl proveden 8. den menstruaéniho cyklu.
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5.4. Pacientky indikované k laparoskopické biopsii ovaria

Po vysetfeni hladin antiovaridlnich protilatek a funkénich testi u pacientek

s primarni a sekundarni amenoreou, které odhalily hormonalni poruchu na urovni ovaria

byla ¢ast pacientek indikovana k laparoskopické biopsii ovaria. V této skupiné bylo 30

pacientek, z nichZz 17 bylo indikovano pro primarni amenoreu a 13 pro sekundarni

amenoreu. Primérny v€k pacientek byl 18 let. Zakladni spektrum vySetfeni téchto

pacientek je shrnuto v tabulce €. 1

syndrom testikularni

diagnostikovali mozaikovy karyotyp, nejcastéji 46 XX/45 X0 a 46 XX, 21 ps.

Z tohoto souboru jsme po vySetieni karyotypu diagnostikovali v jednom piipadée

feminizace, u péti pacientek s primarni

amenorcou jsme

Tab. ¢. 1
ré. | vk | bg |oo| zp | MG| T1 | LB | su karyotyp FSH LH E2 PRL | Prog
xt [178]0osal ol o o 1|1 ]2 46 XX 3.4 77 1,8 7,2
x2 |175]0sa|l o | o | 1 N 46 XX 5,3 37,0 0.4 14,0
X3 |2 pAl o 1| 1 1] 1| o4 46 XX 7,5 13,0 0,3 6,9
x4 |238|0sa|l o | o | 1 I t | 3 34 6,5 1,9 12,0
xs | 182 PA] o o] o | 2| 46xx6%45% | 730 | 390 21,0
x6 |82l pal ol of 1t ] 1| 1]3 46 XX 42 11,0 35,0
X7 175! sa|lofo ] o] 1] 1]2 46 XX 10,0 | 10,0 0,3 0,8
x8 [172]sa | o o 1 Ll 1] 3 33 0,0 2,9
X9 |159]|o0sal 1 | 1 1 1| 1] s 8,1 17,0 072 5,4
xi0 | 182 pal 0| 0| 1 ] ] 3 72 58 | 1000 | 3790 | 12
it |23l paflofof o o] 1|1 46 XX 3,1 13 0,0 8,0 0,0
12 [2850 sa | o | 1| 1 1l 1] 4 800 | 680 | 1100 | 300 3,9
X13 | 34 | sa s60 | 380 | 610 | 160
X4 {195/ paf oo o 1| 1|2 46 XX 2,0 04 | 1490 | 16, 0.4
x15 [16alsalofoflof 1] 1|2
xi6 |242| PAl o | o | 1t | o 1| 2] axxs5%46x | 865 | 595 | 720 0,5 0,3
X17 [274] sa | 1 | 1] 1 1] 1| s 8,1 27 420 | 2210 | 03
x18 [268| pA L 0ol o o] o o] o 46 XX 13 04 367 | 3070 | 08
X19 |312] SA| O 0 1 1 1 3
X20 | 18,1] SA 0 0 0 0 1 1
X2 irions X30

5. 5. Skupina pacientek vySetfovanych opakované a Ié¢enych hormonalni

substitucni terapii

V soucasné détské gynekologii je kromé& kauzalniho a rekonstrukéniho

chirurgického piistupu metodou volby také ,.estrogen replacement therapy* a ,,hormone
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replacement therapy* (ERT/HRT). To vychazi z pfedpokladu, Ze hormonalni substitu¢ni
terapie uvede ovarium do funkéniho klidu a jako kazda substituéni 1é¢ba endokrinniho
organu vede k jeho inaktivit¢ s eliminaci antigenni imunizace, u ovaria navic 1 k zastavé
ristu folikulli. Protoze prave rostouci folikuly jsou nejéastéji zdrojem autoantigennich
epitopll, nejcastéji zde nachazime monocyto-makrofagovou infiltraci, uvedeni ovaria do
klidu mize vést k snizovani urovné antigennich podnétl, coZ se projevi snizenim
mnoZstvi autoprotilatek.

Léceny soubor se skladal ze 42 pacientek v primérném ve&ku 15,9 let (rozmézi
11-23 let). Pacientky v tomoto souboru trpély poruchou menstruaéniho cyklu, 25
pacientek se 1é€ilo pro primarni amenoreu, 17 pro oligomenoreu a sekundarni amenoreu.
25 pacientek z tohoto souboru bylo indikovano k laparoskopické biopsii ovéria (viz.
soubor 5.4.).

Davkovani a postup pii podavani ERT/HRT vychazi z obecné uznavaného
principu ,tailor made therapy®“. Tento postup spociva v podavani malych davek
estrogentit za pravidelnych kontrol. Ke zhodnoceni udinku estrogend pouzivame
hormonalni funkéni poSevni cytologii, jako jednoduchou a rychlou klinickou metodu
hodnotici u¢inek hormont (pfedevsim estrogent). DosaZeni obrazu pozdni proliferace
pak urcuje okamzik, kdy rezim pouze estrogenové terapie ménime na bifazickou
estrogen-progesteronovou HRT. Pfiznivym jevem jsou nejen zmény a ipravy klinického
stavu (navozeni imeélého cyklu s piiznivym vlivem na délohu, télesny vyvoj a vzhled
pacientky), ale pfedevS§im coz nas u dospivajicich hypoestrinnich pacientek trapi
nejvice, vliv na kostni metabolismus. Zaroven predpoklddame zmenSeni a vymizeni
antigennich podngtli, to se projevuje poklesem protilatek proti ovariu coZ jsme na
zakladé opakovaného dobéru krve k detekei antiovaridlnich protilatek potvrdili.

Po vySetieni pacientek z tohoto souboru a po laparoskopické biopsii ovaria
v indikovanych pfipadech, byly tyto pacientky zatazeny do lééebného schématu, kdy se
v prvni fazi aplikoval estradiolum hemihydriate (Estrofem 1-2mg tbl.) denné ¢i ob den
za pravidelné kontroly hormondlni cytologie a ultrazvukového zméfeni vySky
endometria. Po nastupu zndmek pozdni proliferace (obr. ¢.17) v hormonalni cytologii a
pii vySce endometria alespoil 6 mm (viz. schéma €. 3) byl nasazen gestagenni preparat
(Provera 10 mg ¢i Duphaston 10 mg) nejcastéji v rezimu ob den 8-10 dni, po vysazeni
terapie se dostavilo menstruaéni krvaceni. VSechny pacientky souboru byly po 6

mésicich 1é¢by opakovan¢ odebrany k zjiSténi prevalence antiovarialnich protilatek.
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6. VYSLEDKY

6.1. Prevalence antiovarialnich protilatek u kontrolni skupiny Zen a divek

V prvni skupiné darkyn krve (n=41) byla zachycena pozitivita antiovarialnich
protilatek (AOP) u 9 Zen. Prekvapivy vyskyt autoprotilatek u zdravych Zen, ktery byl
v rozporu s Gdaji z literatury, kde vyskyt protilatek proti ovariu v populaci zdravych zen
byl udavan kolem 5 %, i kdyZ v nékterych studiich az v 38%, nas vedl k provedeni
retrospektivni analyzy anamnestickych dat a po individualnim ovéfeni se ukazalo, Ze
jedna z Zen méla spontanni potrat na konci 2. mésice t€hotenstvi, jedna Zena se 1éc¢ila
pro primamni sterilitu, dalSich 6 Zen uvad€lo poruchy menstruaéniho cyklu (4x
nepravidelny cyklus, 2x oligomenorea), proto byly tyto pacientky z kontrolni skupiny
zen vytazeny. Pouze u jedné Zeny nebylo nalezeno Zadné vysvétleni pro pozitivitu
protilatek proti LB burikdm, to odpovida v dané skuping€ Zen 3 %, coZ zcela souhlasi s
vétSinou literarnich idajl o prevalenci protilatek proti ovariu ve zdravé populaci.

Vsechny vytazené Zeny (n=8) mély pozitivitu autoprotilatek proti LB burnkam,
¢tyii Zeny mély pozitivitu protilatek jen proti jedné struktufe ovaria, dvé proti dvéma
strukturam a dvé Zeny mély pozitivni nalez protilatek proti tfem strukturam ovéaria. Ani
u jedné Zeny z této kontrolni skupiny nebyly nalezeny protilatky proti germinalnim
sloZkéam ovaria (ooplasma, zona pellucida). Zpétnym vySetfeni jsme zjistili, ze dvé Zeny,
které vykazovaly pozitivitu protilatek proti tfem strukturam ovaria (protilatky proti MG,
TI, LB burikdm) - jedna spontanné€ potratila a druha se neuspé$né snazi o graviditu (graf
¢. D).

V dalsich dvou kontrolnich skupindch Zen a divek (n=53) pred nasazenim
hormonaln{ antikoncepce byl nalez protilatek proti LB buitkdm podobny jako ve skuping
darkyn krve (4. 5,6%). U 4 pacientek z obou souboril byla zji§téna pozitivita protilatek,
jednou byla zji§téna pozitivita protilatek proti TI a LB burikam a 3x byla nalezena
izolovana pozitivita proti LB buitkdm. U pacientky, ktera méla dva pozitivni nalezy
protilatek (TI, LB) jsme dodatecné zjistili, Ze je sice po porodu, ale usp&€snému
te€hotenstvi pfedchazely spontanni potraty, proto byla tato pacientka opét z kontrolniho
souboru vytazena.

Prevalenci antiovarialnich protilatek ve vSech tfech kontrolnich skupinach jsme
shruli do grafu €. 2, u téchto zdravych Zen a divek (n=85) jsme nalezli pozitivitu

protilatek jen proti luteinnim buiikdm a to u 4,7% z nich.
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Graf. ¢. 1

Prevalcence AOP u vyiazenych darkyn krve
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Graf ¢. 2
Prevalence AOP u skupiny kontrolnich zdravych zen
a divek
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6.2. Prevalence antiovarialnich protilatek ve skupiné divek s poruchami

menstruaéniho cyklu

Vysledek prevalence antiovarialnich protilatek u pacientek s primarni amenoreou
(n=63) je uveden v grafu ¢. 3 a tab. ¢. 2. Ve srovnani s kontrolni skupinou, kde byl
vyskyt antiovarialnich protilatek nalezen jen u 4,7 % Zen a jen proti luteinnim burikam
ovaria, je pozitivita protilatek u pacientek s primarni amenoreou proti viem slozkam
ovaria statisticky vyznamné zvySena U = -8,05283 [0,00000], v této skupin€¢ byla
celkova pozitivita antiovarialnich protilatek prokazatelna u 66,78 % pacientek. Obecné
jsme v této skupiné v porovnani se skupinou pacientek se sekundarni amenoreou
zachytili vice protilatek proti germindlnim slozkam ovériai{ (obr. €. /1 a 3). Zcela

vyjimeéné byla u pacientek z toho souboru (n=4) nalezena pozitivifa protilatek proti
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struktufe zona pellucida. Nejvice byly zastoupeny protilatky proti luteinnim burikam, ale
méné neZ u pacientek s oligomenoreou/sekundarni amenoreou coZ zcela koreluje

s nalezy ovarialnich biopsii (kap. 6.4).

Graf¢. 3
Prevalence antiovarialnich protilatek u pacientek s
primarni amenoreou (PA)
v, 80,70 : g:
607"
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ok | : @msu
Pacientky s PA (n=63) H neg.

OO ooplasma, ZP zona pellucida, MG membrana granuloza, TI théca interna,
LB luteinni buriky, neg negativni pacientky, SU suméf, neg. negativni protilatky

Tab. ¢.2 Priméarni amenorea

Ab % FSH IU/1 LH JU/ FSH/LH
00 Ab 14,28 35,88 19,03 1,9
ZP Ab 6,34 22,3 16,6 1,3
MG Ab 15,89 23 17,47 1,3
TI Ab 36,51 18,5 14,5 1,3
LB Ab 58,7 16,7 13,64 1,2

Pii vySetfeni hladin gonadotropinii jsme prokazali u pacientek s primarni
amenoreou vyrazn€¢ vys$si hladiny FSH ve srovnani s hladinami FSH, LH a jejich
pomeéru u kontrolni skupiny - viz graf. ¢. 4. Pii statistickém zpracovani dat jsme zjistili,
7e hladina FSH u pacientek s PA s protilatkami proti OO, ZP, MG, TI a LB pii 5%
hladiné vyznamnosti byla statisticky vyznamné zvySena proti hladiné¢ FSH u zdravych
divek a Zen kontrolni skupiny, u jednotlivych priméri hladin FSH F = 1,57 [0,1904].
Hladina LH u pacientek s PA a pozitivitou protilatek proti OO, ZP, MG, TI a LB pfi 5%
hladiné vyznamnosti byla prokéazateln€ rovnéZz vyssi, statisticky vyznamna odliSnost
jednotlivych primért hladin LH F = 0,79 [0,5361] (graf ¢.5)

Také pii srovnani hladin FSH, LH a jejich poméru u pacientek s primarni

amenoreou a oligomenoreou/sekundarni amenoreou je hladina  gonadotropini u
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pacientek s primarni amenoreou vys$i (graf. ¢. 6), i kdyz i u pacientek s oligomenoreou
nebo sekundarni amenoreou je hladina gonadotropind ve srovnani s kontrolni skupinou

Zen také zvySena (tab. ¢. 3).

Graf. ¢. 4

Hladiny FSH, LH a FSH/LH u autoprotilatky-pozitivnich
a negativnich pacientek s primarni amenoreou
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Graf. &. 5
Hladiny FSH, LH a FSH/LH u pacientek s primarni amnoreou
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mFSH
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OO-PA ooplasma, ZP-PA zona pellucida , MG-PA membrana granuloza
TI-PA théca interna, LB-PA lutealni buiiky

Vysoka hodnota FSH nasvédéuje primarni poruse na urovni oocytu. Takovéto
nereagujici folikuly s defektnimi germinalnimi buiikami zfejmé nedokazi dostate¢né
reagovat na bézné hladiny FSH a proto zpétna vazba v hypotalamo-hypofyzarnim

systému vede k aktivaci produkce FSH buiikami hypofyzy.
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Graf. ¢. 6

Hladiny FSH, LH a pomér FSH/LH
u pacientek s primarni amenoreou a oligo-/sekundarni amenoreou
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LB-OSA luteélni buniky

U 17 pacientek z tohoto souboru bylo provedeno vySetieni karyotypu, u péti
pacientek byly nalezeny chromozomalni aberace (viz kap. 5.5.). Prevalence
antiovarialnich protilatek u téchto pacientek ve srovnani s pacientkami s primarni a
sekundarni amenoreou bez soucasn€ pfitomné chromozomalni aberace je graficky
vyjaddfena v grafu & 7. Chromozomalni aberace (ChA) prezentujici se ovaridlni
dysfunkci vedou ke zménam exprese membranovych antigend, coz stimuluje apoptoézu a
zaroven se depleci receptori v postizenych folikulech sniZuje ovaridlni odpovéd na
hormonalni stimulaci. Tyto abnormalni ovaridlni struktury pravdépodobné zptisobuji
tvorbu novych antigennich determinant a to stimuluje tvorbu autoprotilatek.

Graf ¢. 7

Prevalence antiovarialnich protilatek u pacientek s primarni
amenoreou, oligo-/sekundarni amenoreou, chromozomalni aberaci a u
kontrolni skupiny
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Hladina antiovarialnich protilatek u skupiny pacientek s primarni amenoreou a
chromozomalni aberaci ve srovnani s kontrolni skupinou Zen je statisticky vyssi
U =-6,90268 [0,00000]. I v porovnani s vyskytem antiovarialnich protilatek u pacientek
s poruchami cyklu bez chromozomalni poruchy je prevalence autoprotilatek v této
skupiné vyssi, 1 kdyZz zde muZe hrat roli soubor o malém poctu pacientek. U jedné
pacientky jsme diagnostikovali syndrom testikularni feminizace.

Téchto 17 pacientek vySetfenych geneticky bylo indikovano k laparoskopické
biopsii ovarii. VSechny bioptick¢é vzorky byly spolu se standardnim histologickym
vysetifenim zkoumény po imunohistochemickém zpracovani.

U pacientek s oligomenoreou a sekundarni amenorecou (n=47) jsem zachytili
proti skupin€ pacientek s amenoreou primarni vyznamné vyssi hladiny antiovaridlnich
protilatek proti steroidy produkujicim bunkam (obr. €. 2) a opét statisticky vyznamné
vy$8i prevalenci antiovarialnich protildtek proti skupiné zdravych Zen a divek -7,438
[0,00000]. Vyskyt antiovarialnich protilatek v této skupiné shrnuje graf €. 8.

Také u této skupiny jsme, jak jiZ bylo zmin€no, v porovnani s kontrolni skupinou
zachytili vyrazné vyssi hladiny FSH proti zdravym Zenam - viz tab. ¢. 3 a graf. ¢. 9. Pti
stastickém zpracovéni dat byla hladina FSH u pacientek s OSA a pozitivitou protilatek
proti OO, ZP, MG, TI a LB na 5% hladin€ vyznamnosti prokazatelné statisticky
vyznamné zvySend proti hladin€ FSH u zdravych Zen, u jednotlivych primérd hladin
FSH F =0,12[0,9740], hladina LH u pacientek s protilatkami proti OO, ZP, MG, Tl a
LB na 5% hladiné vyznamnosti byla také prokazatelng statisticky vyznamné zvysena u
jednotlivych praméri hladin LH F = 0,61 [0,6605] proti kontrolni skupin¢ zdravych Zen

a divek.

Tab €. 3 Oligomenorea a sekundarni amenorea

AB % FSHIU/ |LHIU/A | FSH/LH
00 Ab 10,63 7.4 10,9 0,67
ZP Ab 8,5 6,2 10,22 0,6
MG Ab 23,4 5,7 8,5 0,67
TI AB 40,4 6,8 8,7 0,78
LB Ab 59,6 6,6 9,4 0,7
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Graf. ¢. 8

Prevalence antiovarialnich protilatek u pacientek s oligo-
Isekundarni amenoreou (OSA)
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Graf. ¢. 9

Hladiny FSH, LH a FSH/LH u OSA pacientek
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Hladiny estradiolu u obou skupin pacientek s poruchou menstruaéniho cyklu

shrnuje graf. €. 10.

Graf. ¢. 10
Hladiny estradiolu u pacientek s PA a OSA
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Vybranych 13 pacientek ze skupiny divek s oligo/sekundarni amenoreou bylo
indikovano k laparoskopické biopsii ovaria podobné jaké ve skupiné pacientek
s amenoreou primarni. V této skupiné byl také vySetfen karyotyp pacientek, bez nalezu
chromozomalni aberace.

Vzhledem k podobnosti autoimunitniho pos§kozeni ovéria s inzulin dependentnim
diabetes mellitus bylo provedeno vySetfeni antiovaridlnich protilaitek u skupiny
pacientek 1é€enych pro IDDM v ramci feSeni grantovych ukolld IGA ¢&. 2866-3 a 1155-3
vletech 1992-1997 (viz. kap. 10) na nasem procovisti. Vysledky jsme pouZili
retrospektivné ke srovnani prevalence antiovarialnich protilatek u nami sledované
skupiny pacientek s poruchami menstruaé¢niho cyklu bez IDDM.

VysSetfena skupina pacientek II.détské kliniky UK 2.LF a FN v Motole 1é¢ené
pro IDDM byla rozdé€lena podle toho, zda jiZ pacientky menstruovaly (n=96) ¢i zda byly
premenarcheélni (n=10), pokud menstruovaly, pak byly rozd€leny podle toho, jestli
pravidelné¢ (n=67) ¢i nepravidelné¢ (n=29) (nejcastji trpély oligomenoreou, nebo
sekundarni amenoreou).

Prevalenci protilatek u pacientek premenarchealnich predstavuje graf. ¢. 11.
Srovnani prevalence antiovarialnich protilatek u pacientek s IDDM premenarchealnich
s pacientkami menstruujicimi se vyznacuje vyssi pozitivitou proti germinalnim buiikam.
Tyto nalezy nasvédcuji podobnosti s nasimi vysledky prevalence protilatek proti ovariu

u divek s primarni amenoreou bez IDDM.

Graf. ¢. 11

Prevalence antiovarialnih protiliatek u premenarchealinich
pacientek s IDDM
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V Cetnosti  vyskytu autoprotilatek proti ovariu jsou mezi ob&€ma skupinami
pacientek s IDDM menstruujicimi pravideln€ a nepravidelné zietelné rozdily vazané na
typ menstrua¢niho cyklu. Zatimco vyznamné vys§i prevalence protilatek proti ooplasmé,
membran¢ granuloze a luteinnim buitkdm charakterizuje skupinu s nepravidelnou
menstruaci, u pacientek s pravidelnou menstruaci byla zjisténa vyssi prevalence naopak
proti ZP struktufe.

Ponékud zvla$tni postaveni zaujimaji folikuldrni buitkky membrany granulozy,
protoZe u nich se steroidogeneze dostavuje s vyvojem folikulu a proto se pfitomnost
protilatek proti membrana granuloza miiZe nepiiznivé uplatnit pii kavitaci ovaridlniho
folikulu, coZ je spojeno s moznym ovlivnénim priibéhu cyklu. Souhrn nalezenych
protildtek viz tab. ¢. 4. Z toho prehledu, predevS§im z hodnot HbAlc je ziejmé, Ze
poruchy menstruaéniho cykiu u pacientek s IDDM souvisi jak s hladinou antiovanalnich

protilatek tak predevsim s dekompenzaci diabetu mellitu.

Tab.¢. 4 Souhrn pacientek s IDDM

podatek
cyklus n {vék m.cyklus j diabetu | HbA1c | OO ZP MG Tl LB
pravidelny 67 |17,842,5]|29+2 10+4,1 [9,8+1,7 | 8,10%(8,10%| 2,70% | 40,50% | 48,60%
nepravidelny 29|17,8+3,4 | 34+9 8,6+3,5 110,5¢2,1|23,50% | 2,10% | 23,50% | 41,20% | 64,70%
remenarchealni | 10| 12,7+2,8 0]7,843,8 19,9+1,4 20%| 10% 0 30%

Zajimavé je srovnani prevalence antiovaridlnich protilatek proti jednotlivym
strukturdm oocytu u pacientek sprimarni amenoreou, sekundadrmni amenoreou,
chromozomalnimi aberacemi a inzulin dependentnim diabetem mellitem s populaci
zdravych zena a divek - viz graf. €. 12. Z tohoto grafu vyplyva, Ze nejvyssi prevalenci
antiovarialnich protilatek vykazuji pacientky s chromozomalni aberaci, dale pacientky
s primarni amenoreou. U pacientek s oligo/sekundarni amenoreou a IDDM je hladina
autoprotilatek proti ovariu srovnatelna. Tato skuteCnost dale podporuje hypotézu, zZe
antiovarialni protilatky jsou spiSe vysledkem nez pii¢inou poskozeni ovaridlnich

struktur.
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6.3. Prevalence antiovarialnich protilatek u pacientek 1é¢enych pro sterilitu

Dle uspéchu v nésledném programu IVF byly nejprve pacientky rozdéleny do

dvou skupin na pacientky, které po zafazeni otéhotnély a na pacientky které ziistaly

sterilni,

13.
Graf. ¢.

%

vyskyt antiovarialnich protilatek v séru u této skupiny pacientek shrnuje graf. ¢.
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Hodnoceni vyskytu antiovarialnich protilatek ve folikularni tekutiné vychéazelo
ze vztahu koncepéniho uspéchu, fertilizace oocytu bez nasledujici gravidity,
nefertilizované¢ho oocytu, neuspéchu pii zisku oocytu, k pritomnosti protilatek proti
jednotlivym ovarialnim strukturam, takto byly tedy pacientky rozd€leny do 4 skupin.
Prevalence antiovarialnich protilatek u téchto pacientek je shrnuta v tab. ¢. 5 a grafu

¢.14alb

Pfi statistickém hodnoceni dat ziskanych pii vySetfeni folikuldrni tekutiny jsme
neméli srovnani s vysledky folikuldrni tekutiny zdravych Zen. Z nasich vysledki je
zachycena pozitivita autoprotilatek proti ovariu ve folikularmi tekuting u pacientek, u
kterych se zdatilo t€hotenstvi, statisticky vyznamné mens$i nez ve skuping€ pacientek, u
kterych se zdafila fertilizace oocytu, ale které neotéhotnély U = -3,40298 [0,00033].

Velkym prekvapenim pro néas bylo zjiSténi, Ze celkové mnozstvi pozitivnich
autoprotilatek u pacientek, u kterych se zdarilo t€hotenstvi je stejny jako ve skuping
pacientek, u kterych se nezdafila fertilizace oocyti U = -0,95299 [0,170297] a stejny
jako ve skupiné pacientek bez zisku oocytd, U =-0,79423 [0,786488].

Tab.¢. 5 Prehled pozitivity AOP pacientek rozdélenych do 4 skupin

Podskupina 00 VA MG TI LC

n 90/ 100%
Gravidita n 27/30% 3,7 0 18,5 37,0 70,4
Fertilizace n 40/44,4% 25,0 2,5 17,5 87,5 100,0
Bez fertilit. n 15/16,7% 40,0 20,0 66,7 73,3 80,0
Bez oocytu n 8/ 8,9% 50,0 12,5 25,0 87,5 87,5

Tyto vysledky nas vedly k podrobn&jsi analyze wvyskytu antiovarialnich
protilatek v séru a ve folikulamni tekutiné vzhledem k uspéchu fertilizace. Proto jsme
retrospektivné srovnali data ziskana pii feSeni grantového ukolu &. Z 2866-3, kde bylo
vySetieno 12 Zen, u kterych byla odebirana folikularni tekutina z jednotlivych folikuli
(n=114), o objemu od 1 do 11 ml (primér 4,2 1) se sou¢asnym odberem krve k detekci
hladin antiovarialnich protilatek. Z téchto dat je zfejmé, Ze nélez nizkého fertilizacniho
uspéchu se shodoval pfedevsim s vyskytem protilatek proti ooplasmé jak v krvi tak ve
folikularni tekutiné postiZenych pacientek, na rozdil od protilatek proti jinym strukturam

ovaria (tab. ¢. 6).
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Tab. €. 6 Protilatky proti ooplasmé a fertilizacni tspéch

Ooplasma pozitivni N pacientek
Fertiliza¢ni uspéch 100% 1 pacientka
Fertiliza¢ni uspéch < 100% 5 pacientek

Ooplasma negativni
Fertiliza¢ni uspéch 100% 5 pacientek
Fertiliza¢ni uspéch < 100% 1 pacientka

Dale byla u sterilnich pacientek hodnocena hladina FSH, LH a jejich pomeéru
z krve, estradiolu a progesteronu, odbér byl proveden 8. den menstruaéniho cyklu.
Vysledky vysSetfeni hladin FSH, LH a FSH/LH jsou shrnuty v grafu ¢&. 16, vysledky

zjisténych hladin estradiolu a progesteron shrnuje tab. ¢. 7

Graf. ¢. 14
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Graf. ¢. 16
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Tab. ¢. 7 Hladiny estradiolu a progesteron u sterilnich pacientek
rozmezi primér

Estradiolu 8.den MC 0,6-1,0 0,47
Progesteron 8.den MC 0,16-300 66,85

Z rozboru vyskytu ovarialnich protilatek vyplyva, Ze pro uspé€Snou graviditu je
rozhodujici nepfitomnost protildtek proti germindlnim strukturam, zejména proti
ooplasmé. Dale plati, Ze fertilizace oocytu a jeho nasledné ryhovani je mozné i pii
vyskytu protilatek proti ooplazmé, ale zvySena frekvence protilatek proti germinalnim
ovaridlnim slozkam, a to zvlast¢ pokud jde o protilatky proti zona pellucida, mize byt
vyznamna pro samotnou fertilizaci. Lze se domnivat, Ze ZP protilatky vazané na zona
pellucida mohou obsahovat receptory pro navazani spermie. Kone¢né 50% piitomnost
OO protilatek ve skupiné bez zisku oocytu pfi aspiraci miize byt vyrazem defektni

maturace oocytu.

6.4. Vysledky vySetreni ovaridlnich biopsii

Svételné mikroskopické nalezy lze shrnout tak, Ze v pifipadech primarni
amenorey prevladaly nalezy spiSe jednotlivych primérnich folikuli a méné€ casto
stimulované folikuly se dvéma vrstvami folikuldrnich bun€k a zcela ojedinéle jsme
nalézali corpus luteum. Lymfocytarni infiltrace byla vtéto skupin€ pacientek

diagnostikovana jen v jednom ptipadé (obr. €. 18). Sekundarni amenorea byla oproti
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tomu charakterizovana rozsédhlejsi fibrotizaci kiry ovaria a profidlym folikularnim
aparatem. Pouze u jedné pacientky z této skupiny byla zachycena rozsahlejsi skupina
primarnich folikuli. Jednou byl v klinicko-patologickém nalezu diagnostikovan
syndrom polycystickych vaje¢nikd, jednou PCO s vyjadfenim mononukleami infiltrace
(obr. ¢. ‘8)/.‘,Na zakladé tohoto nalezu a dat ziskanych z literatury, kde mnoho autori
uvadi jakc; pfi¢inu PCO syndromu autoimunitni onemocnéni ovaria, jsme zpé&tné
dovysetfili pacientky svysokym skoére Ferrimana-Galweyerové se zvySenym
ochlupenim a nélezem hyperandrogennich buné€k v hormondlni cytologii. Pomoci
vySetfeni androgenniho spektra a rozsifeného OGTT testu s prikazem inzulinové
rezistence jsme vy€lenili dalsi skupinu. Celkovy pocet pacientek v této skupingé
s diagnostikovanym hyperandrogennim ovaridlnim syndromem bylo 5, ztoho 4
pacientky byly sledovany pro oligomenoreu ¢i sekunddrmi amenoreu, jedna pro
amenoreu primarni. Srovnani hladin antiovarialnich protilatek u téchto pacientek uvadi
graf ¢. 17. Ztohoto grafu vyplyva, Ze prevalence antiovaridlnich protilatek u této
skupiny pacientek se neli§i vyznamné od pacientek s oligomenoreou a sekundarni
amenoreou bez hyperandrogenniho syndromu, ale vysledek miZe byt samoziejmé

zatizen chybou malych ¢isel.

Graf ¢. 17
Prevalence antiovarialnich protilatek u pacientek s primarni
amenoreou, oligo/sekundarni amenoreou a PCO syndromem
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Analyza bioptickych vzorkii ovaria jiZ na trovni svételné mikroskopie prinesla

tyto zavéry: na urovni polotenkych fezli bylo mozné v obalu oocytl tvofeném plochymi

51



folikularnimi  bunikami pozorovat vyskyt elementd snapadné silngi barvitelnou
cytoplazmou (obr. ¢. 19 a 20). Kromé toho se v cytoplasmé svétlejsich folikularnich
bunék i v ooplasmé nalézaji Casto rozméma téliska, u nichz submikroskopicka struktura
potvrzuje zafazeni K sekundarnim lysosomim (Obr.¢. 21). U dvou pacientek s primarni
amenoreou se ve stromatu na polotenkém fezu podafilo identifikovat mononuklearni
infiltraci (obr. ¢. 18), kterd byla potvrzena spolu s pritomnosti dendritickych bunék i
submikroskopicky. V né€kolika pripadech byly nalezeny u PA pacientek stimulované
folikuly s kubickymi folikuldrnimi buitkami kde ani elektronmikroskopicky obraz
neprokazal tvorbu zona pellucida. Tento nalez koresponduje s niz$i prevalenci protilatek
praveé proti této struktufe v krvi postizenych pacientek (obr. ¢. 1). Oproti normadlni
situaci zde totiZ bohaté ¢lenéné membrany oocytu i folikularnich bunék uzavirali jen
nepatrny intercelularni prostor bez ukladani materidlu zona pellucidu. Folikularni buriky
maji ¢asto méné€ denzni cytoplasmu nez oocyt a jejich tmavé mitochondrie s nazna¢enim
tabuldrniho typu krist by mohly nasvédcovat zvySené steroidni stimulaci (obr. ¢. 4).
K typickému znaku alterovanych primarnich folikul pii elektronmikroskopickeé
morfologické analyze patii vyrazné zlusténi a nepravidelnost Slavjanského membrany
(obr. ¢. 22). a pocatek atretického procesu pak dokresluje vzestup denzity ooplasmy a
také hluboké invaginace oolemy s douhymi vybézky folikularnich bunék (obr.¢. 23).
Pouziti séra, ziskaného od pacientky (pozitivni MG, TI, LB), k navazani na epitopy
v ultratenkém fezu lze sledovat jejich lokalizaci pomoci sekundami protilidské
protilatky znacené kloidnim zlatem. Tento pfipad dokumentuje obr.¢.4 agregacemi 10
nm velkych partikuli v mitochondriové matrix v blizkosti krist (enzymy steroidogeneze)
i v ooplasmé zvIast€ u formaci skeletu.

AZ na vyjimky nelze v bioptickém materidlu u postizenych pacientek zachytit
znamky rozvinuté autoimunitni rekace, coz zcela odpovida v literatufe uvedenym
faktim (Hoek a spol - 3% 118, 119, 120). Jedinym znakem tu byvaji necetné nalezy
mononuklearnich elementi mezi folikularnimi bufikami sekundarnich folikulqd, které lze
povaZovat za NK bunky. Nejcastéji nachazime vystuptiované procesy vedouci k zaniku
folikuli. Lidské ovéarium ma ale fyziologicky vytvoreny obecné znamé mechanismy
regulujici pocet folikuli v cyklickém procesu stimulace, ristu a zrani. Plati v8ak a tato
prace je toho dikazem, Ze v atrézii folikuli plsobi spise projevy apoptézy nez jiné
zanikové jevy. Soudime, Ze pokud dojde k autoimunitni reakci, je jeji pribéh ¢asove
omezen a dalsi zmény jiZ pripominaji vystupfiované procesy atrézie. Na celé situaci se

také mohou vyznamné podilet také ziejme sekundarmné vznikajici protilatky, které
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mohou vést k dalS$imu poskozeni, event. obsazeni uritych epitopi prisluSnou
protilatkou muze vyrazné zménit reaktivitu aktualniho systému. Vysledkem je naruseni
harmonie souhry regula¢nich mechanismi, kterd se projevi nejen ve funkéni ale Casto 1
morfologické oblasti.

V priib&hu vyzkumu nds zmnozZeni cytoskeletovych komponent ve folikularnich
burikéch 1 oocytech (obr. ¢€.23) vedl k nazoru, Ze je tfeba zvySenou pozornost vénovat
procesim zaniku sledovanych bunéénych slozek, jak jiZz bylo zminéno. Proto jsme se
orientovali na dikaz apoptotickych procesti a to v prvni etapé€ sledovanim kaspazového
systému 3 (schéma €. 3). Pomoci protilatky M 30 CytoDeath (obr. ¢.5, 13, 26) byly
detekovany degradaéni produkty cytokeratinu 18, jak ve folikularnich buiikach, tak i
v oocytech. Kolokalizace imunopozitivity ve zmin€nych strukturach, doloZzena 1
akumulaci intermedialnich filament na elektronmikrospkopické urovni, kdy zmnozeni
cytoskeletu na elektronmikroskopické tirovni (obr. €. 23) zcela koreluje s pozitivitou
znacené protilatky M 30 CytoDeath proti §t€pnym produktii cytokeratinu 18 (obr. 10,

~11), mize byt akceptovana jako doklad apoptotického procesu, ktery prestavuje
ﬁej ¢astéj$i mechanismus zaniku bunéénych elemeniﬁ a jejich produkti v kife ovaria.

ApOplotick‘y charakter téchto procesu Ize tedy prokazat jak na urovni svéteine,
tak elektronové mikroskopie provedcn;ﬁlﬁ‘!!morfologické analyzy (viz obr.C. 24, 25).
Kondenzace chromatinové struktury pfi jaderném obalu spolu je spolu sjeho
invaginacemi a redukci celkového objemu bunéCnych jader aZ po pyknotické formy
jednim s nej€astéjSich nalezl (obr. ¢. 14). DalSim dikazem apoptotického charakteru
atrézie folikuld v postizeném ovariu lze najit na druhé strané fragmentaci DNAv piipadé
karyohexe (obr. ¢. 6). Toto jsou zdkladni morfologické znaky apoptozy, které pochézeji

s'pionyrskych dob identifikace programované bunééné smrti jiz na poc¢atku minulého
stoleti.

Pro vysvétleni rychlého nastupu deplece folikularniho aparatu ovariaini kiry
jsme se pokusili nalézt mozny signalni mechanismus, ktery by se ucastnil pii
nastartovani zmén bunééného cyklu germinatvniho epitelu i1 stroméalnich bun€k. Ukazalo
se, Ze takovou signalni strukturou by kromé ocekéavanych signélnich proteind z rodiny
cytokinil (Epidermal a Fibroblast Gowth Factor, TNF «, Transforming Growth Factor,
interleukiny..) mohl byt oxid dusnaty (NO), ¢i ptesngji NO synthaza (NOS) jako enzym
NO produkujici. O jeho vyznamné rdli v regulacnich procesech diferenciace bunek byla
vénovana fada experimentalnich studii, také o jeho proapoptotické i antiapoptotické

funkci bylo jiZ mnoho napsano. Proto jsme se zaméfili na imunohistochemicky prikaz
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pritomnosti NOS ve strukturdch kiry ovéria. Ze ziskanych vysledki vyplyva, Ze jak
v ooplasmé, tak 1 v cytoplasmé folikuldrnich bunék poc¢inaje primarnimi az tercidrnimi
folikuly je vyznamné& zastoupena predevSim endotelova isoforma NO syntézy (NOS 3),
kdezto inducibilni NO syntéza (NOS 2) nebyla dosud v ovariu prokdzéna. Také
isoforma NOS 1 jako neuronﬁlni typ se vovariu nevyskytuje. Zajimava byla také
loziskova kolokalizace tohoto enzymu s vysledky imunodetekce aktivni kaspazy 3
v cytoplasmé folikularnich bunék oocytech terciarnich folikuld pacientek s OSA (obr. €.
5, 6 a 8). Dilezitou funkci NOS 3 (endotelovda NOS) je produkce NO, ktery ma
vyznamnou vasoregulaéni roli, protoZe pisobi na svalovinu medie arterii. Také se vSak
podili na procesech angiogenense, coz ve fyzickych procesech masivni proliferace pii
vyvoji folikull 1 rozvoji corpus luteum a zaji$téni jeho enokrinni funkce je tloha velmi
dalezita.

Bé&hem feSeni vyzkumu bioptickych vzorkii ovaria pacientek s poruchami
menstruacniho cyklu a pozitivitou antiovarialnich protilatek nés také zaujala lokalizace
jak gonadotropnich, tak estrogenovych a progesteronovych receptori. Jak jiZz bylo
zminéno v teoretick€ ¢&asti, vyzkum protildtek proti steroidnim receptorim a proti
gonadotropinovym receptorim v analogii s jinymm autoimunitami (Graves-Basedovova
choroba, myastenia gravis) (105, 106, 107), nebyl usp&sny. Bé¢hem vyzkumu jsme ale
narazili na jiné zajimavé odliSnosti u pacientek s ovaridlnim onemocnénim. Za
vyznamnou povazujeme skutecnost, Ze u skupiny divek trpicich primami amenoreou
p-fevlédala oproti povrchové zpravidla intraooplazmaticka lokalizace FSH receptori
(obr.¢. 9), kdeZto u oligo/sekundarni amenorey nepotvrdili nalezy tuto variantu
jednoznaéné. Jako opodstatnénd se zda predstava, Ze se mize jednat o poruchu
recyklace cytoplazmatické membrany, a proto nejsou uvedené receptory vystaveny na
povrchu oocytu. Je také nutno vznit v uvahu moZnou mutaci receptori, jejichz
intracytoplasmatickd doména miZe byt vyznamnéji vazana na struktury uvnitf
ooplasmy, a to pfedevsim transportni slozky cytoskeletu. Receptorovy deficit by pak
mohl byt pfi¢inou nedostacujici odpov&di ovéria na hormondalni signdl zékladniho
systému Tizeni na ose hypotalamus-hypofyza-ovarium a ztoho rezultujici syndrom
rezistentniho ovaria (102, 103). Na druhé stran€ plati, Ze ani vysoké hladiny FSH nejsou
provazeny pokracovanim folikularni diferenciace, ba naopak mohou byt startovacim
mechanismem kaskéady procesti programované buné¢né smrti.

Zatimco sledovani vyskytu a distribuce FSH receptori pfineslo pfinejmensim

v jejich internalizaci v ooplasm€ mozné vysvétleni neadekvatniho u€inku 1 znaéné
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vysokych hladin FSH ve skupin€ pacientek s primarni i oligo/sekundarni amenoreou
(viz graf. ¢.6), vysledky vyhodnoceni exprese receptori LH jsou znacné nejednotné.
Takeé sledovani té€chto repcetpril imunohistochemicky bylo sloZité, protoze zatimco FSH
receptory bylo mozné sledovat na kryostatovych, parafinovych 1 polotenkych
deeponizovanych fezech, u LH recpetori jsme prakticky mohli vyuzit vazby
monoklonalnich protilatek proti LH receptordm jen u fezi kryostatovych. Ani technika
vystaveni antigennich determinant receptori varem v citratovém pufru v mikrovinné
troub& tu neprinesla podstatny efekt. Na druhé stran¢ je v8ak nezbytné vzit v uvahu, Ze
jejich exprese je Casové limitovand ofekdvanym vrcholem uvoliiovani LH za situace,
kdy je v ovariu pfipravena skupina tercialnich folikulli, coZ je u sledovanych skupin
pacientek a primarni amenoreou a oligo/sekundarni amenoreou situace spise vyjimeéna.

Dal§im limitujicim faktorem je velikost odebraného vzorku pfi laparoskopickém odbéru,
ktery po zpracovani pro elektronovou mikroskopii neposkytuje realnou Sanci zachovani
tkané ke kryostatovému zpracovani.

Na rozdil od membranové lokalizace FSH a LH receptori se estrogenni a
progesteronové receptory vyskytuji predevsim ve frakei cytosolové a nuklearni.
Vychazeli jsme z predpokladu, Ze jsou to pfedevsim steroidni receptory, které se mohou
uplatnit ve stimulaci proteosyntetické aktivity bunék a jei j_sou cilem autoprotilatek, a
proto nachazime u sledovanych pacientek pifevahu autoprotilatek proti strukturdm
rostoucitho folikulu. To je podloZeno vyznamnou proliferaéni aktivitou predevsim
folikularnich bunék stimulovanych folikulll, po¢inaje od stadia pfechodu primarniho
folikulu v sekundarni, kde je manifestovand transformace jednovrstevného obalu
folikularnich bun€k v mnohovrstevny a tedy i vy$$i ofekavana konverze estrogent.
Dokladem této skuteénosti jsou poletné nalezy nuklearni frakce estrogennich receptorti
ve folikularnich bunikach 1 oocytech bez znamek atrézie nebo dokonce
hyperestrogennich novotvarti (obr. 11, 12). Naproti tomu produkt luteinnich bunék —
progesteron, ktery se pres progesteronové receptory uplatiuje spise jako inhibi¢ni faktor
procesu transkripce a tedy nasledné proteosyntézy a v kombinaci s estrogennim vlivem,
podporuje vyluéovani sekretu. Ve srovnani se estrogennimi receptory jsme nuklearni
frakei progesteronovych receptorti nachazeli podstatné vzacné&ji. V piipadé rozsahlejsi
atrézie folikuld a frekventn&jSich projevii apoptozy bun€k je nuklearni vyskyt frakce
estrogennich receptori omezen pouze na jednotlivé jadra a to dokonce v takové mire, ze
v nékterych folikulech zcela chybi a ve stromélnich elementech ovarialni kiiry jsou jen

ojedinéla (obr. €.10). Cytosolova frakce estrogennich receptorti vSak byla detekovana
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alesponl v limitované mire témer pravidelné.

V souboru pacientek, u kterych bylo provedeno bioptické vySetfeni ovarialni
tkané pro zavaznou poruchu menstruaéniho cyklu bylo zajimavé srovnani vyskytu
steroidnich receptorii s dvéma divkami s nalezem hormonaln€ aktivniho tumoru (2x
nador z bun¢k granulozy, hormonalné aktivni s rozvojem predcasné puberty). Zde se
nam podafilo prokazat nejen extrémné vysoké pocty priméamich folikuld v ovaridlni
kire, ale také vysokou incidenci atretickych procesi v oocytech a folikularnich
bunikach, ale také v porovnani s dospivajicicmi i rozdilnou expresi estrogennich
receptorii. Zatimco u prepubertalnich a pubertélnich divek byla zji§téna pozitivita téchto
receptori jak vjadrech folikularnich bun€k (nuklearni receptory) tak i v jejich
cytoplasmé (cytosolové receptory) a stejné¢ tak i vooplasme i jadru oocytu, ve
zminénych vzorcich nadorem zmeénénych ovarii byla exprese estrogennich receptort
minimalni a to jen v jadru oocytu.

Spise kazuisticky nélez pak predstavovala biopsie 16-ti leté divky u niz bylo
geneticky zjiSténo pro primarni amenoreou a opozdény vyvoj puberty chromozomova
vada 46 XY. V operanim nalezu dominovala hypoplasticka déloha s vejcovody a spise
jen prouzkovitymi gonadami. Mikroskopické vySetinei poskytlo obraz, loziskovité
pfipominajici ovotestis s projevy kalcifikace primitivnich kanalkil, zatimco na jinych
mistech gonady byly zastoupeny okrouhlé eosinofilni masy obklopené prakticky
nediferencovanymi butikami coelomového epitelu jako vyraz folikularniho uspofadani.
Vedle toho byly masy se znaky gonocyti je nepravidelné ohrani¢ené coelomovymi

burikami, bliZicimi se morfologii seminomu (obr. €. 28).

6.5. Prevalence antiovariilnich protilatek ve skupiné pacientek lécenych

hormonélni substitu¢ni terapii

Pacientky z tohoto souboru (n=41) byly po =zakladnim vySetfeni, pritkazu
pozitivity antiovarialnich protildtek a vétsinou po laparoskopické biopsii ovaria
zatazeny do terapeutického schématu s pouZitim hormonalni substituéni  1éCby.
Davkovaci schéma vychazelo s obecné uznavaného moderniho principu ,taylor made
therapy”. Spoéiva v podavani malych dévek estrogenti za pravidelnych kontrol
hormondlni funkéni poSevni cytologie (viz obr. 29). Dosazeni obrazu pozdni proliferace
(obr. ¢.17 ) pak urCuje okamzik, kdy reZim pouze estrogenové terapie meénime na

bifazickou estrogen-progesteronovou HRT (obr. €. 29). PHiznivym efektem je také vliv
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této terapie na de€lohu (riist, zpétna rekonstrukce involvované délohy v disledku
dlouhodobéjsiho hypoestrinismu), télesny vovoj (sekundarni pohlavni znaky), a na
metabolismus, predev§im kostni (u velké ¢asti naSich pacientek byla prokazana pred
lécbou osteopenie pii vySetfeni konstni densitometrii, u malé ¢asti dokonce i
osteoporo6za), ale pfedevsim, tim, Ze hormondlni substituce uvede ovarium do funkéniho
klidu, snaslednym sniZzenim aZ vymizenim antigennich determinant. Po 6 mésicich
terapie byly pacientky opakované odebrany ke zjisténi prevalence antiovarialnich
protilatek.

V nasi skupiné€ pacientek (n=41), u 2,38% pacientek se hladiny antiovarialnich
protilatek zvysily, u 26,19% pacientek nedo$lo ke zméné a u 40,46 % se vyrazné
hladiny autoprotilatek snizily nebo protilatky ve 30,94% zcela vymizely — viz graf. ¢.
18, 19.

QGraf. ¢. 18
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Na zaklad¢ McNemarovova testu (testu pro vyznamnost zmén) bylo zjisténo, ze:
u pacientek s pozitivitou protilatek proti strukturam OO a ZP po 6mésicich 1écby byla
hladina antiovarialnich protilatek statisticky signifikantné snizena * = 5,00 [0,0253], u
pacientek s pozitivitou protilatek proti MG byly hladiny také snizeny y° = 15,21
[0,00009], u pacientek s pozitivitou protilaitek proti byla hladina po 1é¢bé také
signifikantn& niz3f % = 13,76 [0,00021] a u pozitivity proti LB také ¥* = 9,00 [0,00269]
tim zamitame testovanou hypotézu, tzn. Ze procento pozitivniho vysledku pied 1€¢bou

neni stejné jako po 1é¢bé.
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7. ZAVER

Jednou z pri¢in vzniku pfed¢asného ovaridlniho selhani je autoimunni poskozeni
ovaria. Nastup onemocnéni je velmi pozvolny, kdy po menarché a zprvu pravidelnych
menstruaénich cyklech nasleduji poruchy cyklu, nejcastéji typu oligomenorey az
sekundarni amenorey. Toto onemocnéni je velice zavazné a miZe nastoupit kdykoliv od
puberty po celé reprodukéni obdobi a miiZe byt pfi€inou sterility postiZené Zeny, vzacné
je popisovan u dospivajicich divek.

Panuji veliké rozpory a rozpaky, zda vibec toto onemocnéni fadit mezi
autoimunitni choroby, ¢i co je pfi¢inou onemocnéni, zda kolujici autoprotilatky ¢i
bun&éna slozka imunity. Casto kladenou otazkou je také vyznam detekce a vyskytu
antiovarialnich protilatek, zda jde o pfi€inu onemocnéni ¢i zda se jednd o vysledek
vlastniho postiZeni ovarii.

V nadi studil jsme se pokusili zmapovat vyskyt antiovaridlnich protilatek u
pacientek s poruchami menstruacniho cyklu, pacientek 1é€enych pro sterilitu a porovnat
je s vyskytem téchto protilatek ve zdravé populaci Zen a divek. Sou€asné jsme provedli
-morfologickou a imunohistochemickou analyzu bioptickych vzorkd, které¢ byly
odebrany u indikovanych pacientek s t€émito zaveéry:

1. ve skuping zdravych Zen jsme zachytili pozitivitu antiovarialnich protilatek jen
proti luteinnim bunkam a to kolem 3-6%. To zcela odpovida v literatufe uvadénym
hodnotam vyskytu ve zdravé populaci. Vyskyt protilatek v prvni skupiné darkyn krve
vsak byl nejprve kolem 20%. Toto zjisténi nés vedlo kretrospektivni analyze
anamnestickych dat darkyn krve, 8 pacientek s pozitivitou protilatek mélo poruchy
menstruacniho cyklu nebo koncepéni neuspéchy a proto jsme tyto Zeny z kontrolni
skupiny vytadili.

V hlavni vySetfované skuping pacientek s poruchami menstrua¢niho cyklu byl
vyskyt protilatek velmi vysoky, ve skupin€ pacientek s primami amenoreou byl nalez
autoprotilatek kolem 67 % ve skupiné pacientek s oligo/sekundarni amenoreou kolem
64 %. U pacientek sprimarni amenoreou jsme zachytili vice autoprotilatek proti
germinalnim slozkdm ovéria, zejména proti ooplazmé, coz souvisi s atrézii folikuli jiz
v asném stadiu vyvoje. Soucasné jsme v této skupiné zachytili vysokou hladinu FSH
v porovnani se skupinou zdravych Zen a divek. Tento stav je zfejm¢ zplisoben

neadekvatni odpovédi folikuld. Pfi vySetfovani pacientek z toho soouboru jsme u §
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pacientek narazili na chormozomalni abnormality. U jedné pacientky s prikazem
syndromu androgenové rezistence (testikulérni feminizace pii karyotypu 46,XY) jsme
nezjistili pozitivitu protilatek proti strukturam ovaria. Naopak u skupiny pacientek
s mozaikovym karyotpem jsme zachytili nejvy$si prevalenci antiovarialnich proilatek ze
vSech nami sledovanych skupin. Tento fakt sice je zatizen chybou malych &isel, ale
podporuje hypotézu, Ze antiovarialni protilatky nejsou pfimou piicinou, ale vysledkem
onemocneéni.

Ze sérovych protilatek jsme nejcastéji zachytili v obou skupinach protilatky proti
steroidy produkujicim butikdm, coz zcela odpovida literarnim udajim, Ze jsou to praveé
vyvijejici se folikuly, které jsou prevazné infiltrované mononuklearnimi zanétlivymi
bunkami (98). Preantralni folikuly jsou ohrani¢eny malymi lemy lymfocyti a
plasmatickych bunék, zatimco vétsi folikuly maji vyraznou zanétlivou celulizaci externi
a interni thékalni vrstvy. Tento zavér opét koresponduje snaSim nalezem vysoké
prevalence protilatek proti buikdm theca folliculi interna. Jen v 15.6 % u pacientek
s primarni amenoreou a u 23% pacientek s oligo/sekundarni amenoreou byly zjistény
protilatky proti builkam membrana granulosa, coz koresponduje s morfologickym
obrazem atrézie folikulll jiZ v rannych stadiich diferenciace. Granulozova vrstva je
bézné usetfena lymfocytarni infiltrace aZz do ovulace, kdy se objevuje degenerace
folikulu.

Ze zaveru grantovych zprav feSenych na naSem pracovisti v letech 1992-1997
(kap. 10.) byla prevalence protilatek u pacientek sinzulin dependentnim diabetes
mellitus premenarcheédlnich podobna nalezu prevalence protildtek u nasi skupiny
pacientek sprimammi amenoreou. Skupinu pacientek sIDDM a s nepravidelnou
menstruaci charakterizuje vyznamné vys§i prevalence protilatek proti ooplasmé,
membrané granuloze a luteinnim burikdm, u pacientek s pravidelnou menstruaci byla
zji§téna vyssi prevalence proti struktufe zona pellucida. Z hodnot HbAlc vSak vyplyva,
ze poruchy menstruaéniho cyklu u pacientek s IDDM souvisi jak s hladinou
antiovarialnich protilatek tak predevsim s dekompenzaci diabetes mellitus.

2. Z rozboru vyskytu ovaridlnich protilatek u sterilnich pacientek je zfejmé, Ze
pro uspésnou graviditu je rozhodujici nepfitomnost protilatek proti germ-line strukturam
(00,ZP). Déle plati, ze fertilizace oocytu a jeho nasledné ryhovani je moZzné 1 pii
vyskytu protilatek proti ooplazmg, ale jejich zvySena frekvence, a to zvlasté pokud jde o
protilatky proti zona pellucida, miZe byt vyznamna pro samotnou fertilizaci. Lze se

domnivat, Ze protilatky vazané na zona pellucida mohou obsahovat receptory pro
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navazani spermie. Konecné 50% pritomnost OO-protilatek ve skupin€ bez zisku oocytu
pii aspiraci miZe byt vyrazem defektni maturace oocytu.

3. Ackoliv-bylo ovarium povazovano za organ chranény imunoprotektivni
batiérou, coz je pochopitelné vzhledem k pfitomnosti bun€k pohlavni linie (germ-line
cells), 1ze oCekavat, Ze pr1 masivni atrézii folikuld nebo zaniku corpus luteum muze byt
tato hematoovarialni bariéra piekonana, s naslednou aktivni ucasti aktivovanych
makrofagl (celularni imunita). Pravé takova situace nabizi nejsnadné&jsi vysvétleni
moznosti vzniku autoimunitniho onemocnéni na zékladé zvySené hladiny endogennich
ovarialnich antigenl, ktera je predpokldddnou pfi¢inou syndromu primarniho
ovarialniho vyhasnuti. Proti tomuto faktu vSak zdanlivé sv&€d¢i nalez mononuklearni
infiltrace ovarialni kiiry v naSem souboru jen u dvou pacientek z 30 pacientek
indikovanych k ovarialni biopsii, coz podporuje 1 literarni nalez mononuklearni
infiltrace kiry ovaria u 3 % pacientek s pfed¢asnym ovaridlnim selhanim. AvSak prave
takovad situace nabizi nejsnadn€j$i vysvetleni moznosti vzniku autoimunitniho
onemocnéni na zakladé zvySeni hladiny endogennich ovaridlnich antigenG a jejich
dostupnosti imunitnimu systému. Ze ziskanych vysledki se zda, ze akutni
autoimunitnimi burikami zprostfedkované onemocnéni je jev ¢asové velmi omezeny, po
kterém nasleduje vznik endogennich antigennich determinant a to vede k sekundarni
tvorbé antiovaridlnich protilatek, které se nasledné podileji na zvySené afrézii folikuld,
coz je postupné nasledovéano vymizenim folikuldrniho aparatu. AZ po vyznamném
snizeni mnozstvi folikulii v ovariu se projevi onemocnéni klinicky (viz. analogie
s IDDM).

4. Dle naSich vysledkid se domnivame, Ze na zaklad€ sledovani sé€rovych
antiovaridlnich protilatek, hladin hypofyzamich, ovaridlnich hormonid a bioptickych
nalezii 1ze konstatovat, Ze je mozné interpretovat aktualni stav neurohumoralni regulace,
imunni odpovéd’ organismu a také odhadnout stav postizenych gonad. Zatimco vlastni
priub&h autoimunitniho onemocnéni ovaria lze tedy zachytit jen ve vyjimecnych
pripadech, prakticky ve vech ptipadech je zfejma stimulace atretickych procesi a to aZ
po uplny deficit rozvoje folikularniho aparatu. Tyto procesy, provazené az vymizenim
germ-line komponent v kiite ovaria, jsou asociovany s fibrotizaci stromatu kiry ovaria,
v némz prevlada sloZka mezibunééné hmoty. Aplikace imunohistochemické detekce
apoptozy pomoci prikazu kaspazového G¢inku na cytokeratin 18 prokézala v souladu

s aktualnimi literarnimi daty apoptotickou povahu atrézie folikuld.
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5. Vétsina pacientek soustfedénych v dispenzami péci byla na zadklade vySetfeni
hladin gonadotropnich (FSH,LH) a ovaridlnich hormonl (E2 a progesteronu) lé¢ena
nahradni hormonalni 1é¢bou (hormonal replacement therapy), jako analogie jinych
autoimunitnich endokrinopatii (1é¢ba inzulinem u IDDM, lé¢ba onemocnéni Stitné Zlazy,
atd.). Nejcastéj$im pouzivanym schématem bylo zpravidla podani Estrofemu 1-2 mg ob
den do vyvolani prolifera¢niho efektu a naslednd Ié¢ba Proverou 10mg ob den. To
umoznilo nastartovat zprvu arteficialni cyklické procesy postmenarchalniho obdobi, ale
také vyhodnotit autoimunni odpovéd’ organismu na ovarialni antigenni determinanty.
Uspésnost zvoleného terapeutick¢ho postupu se odrazila i v profilu vyskytu
antiovarialnich protilatek, kdy ve 40,46% piipadi se hladina autoprotilatek vyrazné
snizila a ve 30,94% protilatky uplné vymizely po nejméne 6 meési¢nim odstupu od
uvodniho stavu. Jsme si védomi toho, Ze se nejedna o kauzalni terapii, ale jen o 1é¢bu
substituéni, ale pfedpokladame, Ze substituéni terapii miZzeme oddalit pfe€asné ovarialni
selhani. Vzhledem k tomu, Ze cilem autoimunitniho udtoku jsou predevSim rostouci
folikuly, pokud uvedeme ovarium pomoci substitu¢ni lé€by do klidového stavu, snizime
dalsi poSkozovéni ovaria. Touto praci bychom chtéli zddraznit nutnost v€éasné a spravné
diagnostiky a v€asné lécby poruch menstrua¢niho cyklu u dospivajicich divek, které
jsou mnohdy lékafi podcefiovany, a které pii tom mohou byt znamkou zévaZného

postiZzeni ovaria.
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8. DISKUSE

Jak jiz bylo mnohokrat uvedeno, existuje velké mnozstvi kontroverznich nazoru
na autoimuntni piiéinu pofed€asného ovaridlniho selhani a na roli a wvyskyt
antiovarialnich prolitaitek u vsech autord, ktefi se timto problémem zabyvaji ¢i se
zabyvali. Ruznost nalezi i nazort vyplyva mimo jiné s riznych metod detekce hladin
antiovarialnich protilatek i sledovani bunééné slozky autoimunity i pouziti téchto metod
u riiznych, ¢asto nejasné definovanych souborii pacientek.

My jsem se zamérili na detekci autoprotilatek proti ovariu v nékolika zakladnich
skupinach, v&etné skupiny kontrolni. K korelaci vysledki antiovarialnih jsme u &asti
pacientek, které byly indikovany k laparoskopické biopsii ovaria provedli také
morfologicky a imunohistochemicky vyzkum ovarialnich bioptickych vzorkd.

JiZ na zacatku vyzkumu, ktery probiha na gynkologicko-porodnické klinice UK
2.LF a FN v Motole v od r. 1992 (1, 2) byla poloZena otazka, jaky cilovy organ pouZzit
pfi detekei antiovaridlnich proilatek. I v tomto ohledu panuje v literatuie velké mnoZstvi
nesourodych informaci. Po diikladném vykumu jsme zacali k detekci vyuzivat ovaria
pohlavné zralych krys, kdy jsme srovnavali vysledky zjisténé prevalence autoprotilatek
soucasné proti vzork(im lidskych ovarii. Vzhledem ktomu, Ze vSechny kontrolni
vysledky byly zcela shodné, zacali jsme prakticky vyuzivat k detekci autoprotilatek proti
ovariu jen krysi ovaria, kterd jsou na rozdil od lidskych snadno dostupna.

Dalsi problém nastal pii vyzkumu prevalence antiovarialnich protilatek jiz
v kontrolni skupiné zdravych Zen, kdy jsme ve skupiné darkyn krve zachytili prevalenci
autoprotilatek proti ovariu az u 20% Zen. Vedlo nas to kretrospektivni analyze
anamnestickych dat darkyn krve a posléze jsme zjistili, Zze 8 Zen z 9 pozitivnich mélo
gynkologické problémy — predevsim poruchy menstruaéniho cklu a poruchy fertility.
Nasledné vysledky dalsich kontrolnich skupin jiZ podpoiili v literatufe nejcastéji
uvadéné mnozstvi 5% vyskytu prevalence autoprotilatek proti luteinnim bunkam 1 ve
zdravé populaci bez subjektivnich i objektivnich obtiZi.

Ve zkoumaném hlavnim souboru divek s poruchami menstruaéniho cyklu jsme
prokazali statisticky vyznamy vyskyt protilatek proti ovarialnim strukturam korelujicich
s klinickym obrazem. Nejvyssi hladiny autoprotilatek jsme vsak nalezli u skupiny divek

s chromozomaini aberaci (n=5). Ziskané vysledky sice mohou byt zatiZeny chybou

vvvvvv

63



protilatek u 41 pacientek s Turnerovym syndromem lééenych na ambulanci gynekologie
déti a dospivajicich UK 2.LF a FN v Motole a v endokrinologické ambulanci II. détské
kliniky UK 2.LF a FN v Motole (kap. 10., 20, 21). Tato v&t8i skupina fakt nejvyssi
nalezené prevalence prave u divek s chromozomalni aberaci potvrdila a svéd¢i o tom, Ze
hladina antiovarialnich protilatek je spiSe vysledkem neZli pfi¢inou postizeni ovéria a
podporuje fakt primarné buné¢né ptiiny autoimunitniho onemocnéni.

Proti tomuto faktu zase svéd¢i jen vyjimeény néalez mononukledrni infiltrace
kliry ovaria bioptovanych pacientek. Tyto ojedinélé néalezy si vysvéltujeme tak, Ze
akutni autoimiunitni onemocnéni je ¢asov€ omezeny jev, ktery je naledovan chronicky
vystupiiovanou programovanou bunéénou smrti folikull v ovariich, coZz vede postupné
ke snizeni az vymizeni germ-line bunék sto se projevi nejéastéji oligomenoreou az
sekundarni amenoreou, vzacnéji amenoreou primarni. V dob&, kdy se onemocnéni
projevi jiz prakticky nenalézdme akutni stav charakterizovany bunéfnou imunitni
infiltraci ovaria, ale jen vystupfiovanymi procesy fibrotizace kliry ovéaria. Zanik folikula
probiha pfi tom apoptdzou, coz jsme prokazali, ¢ili je prakticky stejny, jako dé&j, kterym
zanikaji fyziologicky folikuly v ovériu i u zcela zdravych jedincid, avS8ak u naSich

pacientek byl tento stav vzhledem k véku vystupiiovany.

Pii statistickém hodnoceni dat ziskanych pii vySetreni folikularni tekutiny jsme
neméli srovnani s vysledky folikularni tekutiny zdravych Zen. Velkym piekvapenim tak
pro nas bylo zjisténi, Ze celkovy podil pozitivnich autoprotilatek u pacientek, u kterych
se zdafilo t€hotenstvi je stejny jako ve skupiné pacientek, u kterych se nezdafila
fertilizace oocytl a stejny jako ve skupin€ pacientek bez oocyti. Tyto vysledky nas
vedly k podrobné&jsi analyze vyskytu antiovarialnich protilatek v séru a ve folikularni
tekutiné vzhledem k uspéchu fertilizace, pfi tom jsme zjistili, ze nalez nizkého
fertilizacniho uspéchu se shodoval predevSim s vyskytem protilatek proti ooplasmeé jak
v krvi tak ve folikularni tekutingé postizenych pacientek, na rozdil od protilatek proti
jinym strukturam ovaria. Proto prav€ ve skupné pacientek od nichZ nebyl ziskan ani
jeden oocyt byla hladina protilatek proti této struktute ovéria nejvyssi.

Dal&im dillezitou sou¢asti nasi prace byla snaha o zjisténi nejlepsi terapie pro
na8e pacientky. V literutufe opé€t existovaly rtizné studie s riznymi vysledky, které se
¢asto rozchazely. Ve veétSin€ studii byly pouzity k terapii koritkosteroidy. Vzhlem
k riznosti vysledkil pouziti této 1é€by v riiznych studiich a jejich nezddoucim ucinkim,
predevsim pii dlouhodobém pouZiti a pouziti u dospivajicich divek jsme se v nasi studii

rozhodli, Ze v analogii k nejéast&ji se vyskytujicicm soub&€Znym atuoimunitam (IDDM,
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Graves-Basedovova choroba atd.) pouZijeme hormonalni substituéni lé€bu. V nasem
pfipadé¢ jsme pouZili ,taylor made therapy*, tedy podavani malych, kontrolované
individudlnich davek estrogenii, nasledovanych po 2zjiSténi pozdni proliferace
v hormonélni funkéni cytologii progesteronem. O tspéchu nasSi terapie jsme se
presvedEili po 6 mésicich 1é€by pomoci detekce hladiny antiovaridlnich protilatek, kdy
jsme v 40,46 % zaznamenali sniZzeni a u 30,94% pacientek vymizeni protilatek. Tento
fakt je doloZen i tim, Zze u vétSiny pacientek pfi této terapii se objektivné zlepsil stav
vnitinich rodidel, sekundamich pohlavnich znaku. Za zcela zasadni povazujeje soucasne

zlep$eni kostni density.

9. SHRNUTI

Vysledky nasi studie a mapovani vyskytu sérovych antiovarialnich protilatek
nas vede k presvédCeni, Ze vyskyt autoprotilatek proti ovariu koresponduje s diive ¢i
pozdgji se prezentujicimi klinickymi pfiznaky. Onemocnéni mtiZe propuknou v obdobi
od puberty po celé reprodukéni obdobi. Zavedeni adekvatni 1é¢by (v na$i studii se
osveédcilo pouziti HRT) podle naSich poznatkl vedlo ke sniZeni autoimunniho poskozeni
ovaria na minimum, k zachovéni jeho horrnonélnich funkci a predevSim k zachovani
zdravé ovarialni tkan&, nezbytné pro budouci fertilitu pacientky. Nase studie tedy
potvrdila nepochybné obrovsk)" vyznam vcéasné diagnostiky a 1é¢by autoimunitniho
onemocnéni ovaria. Z vysledki vySetfeni hladin antiovaridlnich protilatek ve folikularni
tekutiné pacientek zafazenych od IVF programu vyplyva, Ze pii feSeni neplodnosti je

tieba myslet i na tuto pfi¢inu sterility spojenou s mensimi uspéchy v IVF programu.
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12. OBRAZOVA PRILOHA
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Pouziti monoklondlnich protilatek znacenych fluoroscianatem proti ovarialnim
strukturam pohlavné zralych krys. Prikaz protilatek proti zona pellucida. 300x

Obr. €. 2

Detail tercialniho folikulu, pozitivita AOA proti théca luteinnim bunikdm a granul6za
luteinnim burnkam. 90x
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Obr. ¢. 3

Monoklonalni protilatky barvené kienovou peroxidazou s typickym &erveno-hnédym
zbarvenim - pozitivita protilatek proti zona pellucida. 300x

Obr. ¢. 4
‘ .

Detail ooplasmy rostouciho folikulu. Ve skupiné mitochondrii agregacecastic zlata.
Lokalizace protisteroidnich protilatek. 15 600x
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Obr. ¢. 6

Obr. 5. Detekce apoptdzy pomoci M30 CytoDeath. Sekundarni folikul. 180 x.
Obr. 6. Prukaz apoptotické fragmentace jaderné DNA. Metoda TUNEL. Znaceni
kienovou peroxidazou. Terciarni folikulu. 180 x.

Obr. 7 Folikularni buiika v pokroc¢ilém stadiu apoptdzy. Hyperchromatinizace jadra,
hluboké invaginace jaderné membrany, denni cytoplasma. 2700 x
Obr. 8 Prikaz NOS 3 jako producenta NO v primarnim folikulu. 230x
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Imunofluorescenéni pritkaz FSH receptorii. Sipky demonstruji intracytoplasmatickou
lokalizaci v ¢asném stimulovaném folikulu (sekundarni folikul). FITC. Prim. zv.450 x.

Obr. €. 10.

Imunofluorescenéni detekce nukledrnich estrogenovych receptorit v kife ovaria
(sipky). Oocyt i folikularni bunky negativni. Texas Red. 450 x.
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Distribuce cytosolovych a nuklearnich estrogenovych receptorii v ¢asném
sekundarnim folikulu. V oocytu lze zachytit jen cytosolovou frakci. Exprese je patrna
v jednotlivych burikach kiiry ovaria. Kryostatovy fez, znaceni kifenovou peroxidazou.
250 x.

Obr. ¢. 12.

V zanikajicim c. luteum (vpravo) jsou pouze cytosolové receptory, zatimco ve
folikularnich burikéch l1ze zachytit i nuklearni frakci (vlevo). Kienova peroxidaza.
180 x.

83



Obr. €. 13 Obr. ¢. 14

Obr. 13. Detail primarniho folikulu s pozitivitou M30 CytoDeath v ooplazmé. 270 x.
Obr. 14. Elektronmikroskopicky obraz anulate lamellae v paranuklearni lokalizaci
v oocytu primarniho folikulu spolu s ¢etnymi lysosomy. 6 200 x.

Obr. ¢. 15. Obr.c. 16
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Obr. 15. a 16. Hormonalni funkéni oSevni cytologie. Ranna proliferace na obou
snimcich. Natér obsahuje parabazalni a nejnizsi intermedidlni buriky. Znamka té¢Zkého
hypoestrinismu v oblasti cilové tkan¢ - pochvy.
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Pozdni proliferace. Natér obsahuje ptevahu superficialnich poSevnich epitelii, 70%
eosinofilii. Je znamkou hyperestrinismu, nutno podat gestageny.

Obr. ¢. 18

Polotenky fez. Detail kiry ovaria s mononuklearni infiltraci. Vazivové buiky stromatu
jsou bohaté na jadra s jemnou chromatinovou strukturou. 1400x




Obr. &. 19 Obr. &. 20

Obr. 19. a 20. Polotenké eponové fezy. Na prvnim snimku skupina primarnich
folikulti, ale jiz v téchto folikulech Ize vidét folikularni buriky s denznim jadrem
(incip. stadium bunééné smrti). Vpravo skupina stimulovanych folikuli,
charakterizovanych zvétSovanim bunécnych vrstev opét s ¢asti folikularnich bunek
s denznim jadrem. Toluidinova modi. 180x

Obr.C. 21.

Detail folikularni bunky s velkym mnozstvim sekundéarnich a terciarnich lysosomtl,
jadro s hlubokymi invaginacemi - pokrocilé stadium bunééni smrti. 6200x
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Periferni oblast sekundarniho folikulu vykazuje zfetelné nepravidelné ztlustélou
Slavjanského membranu. Jedna z folikularnich bunék ma napadné denni cytoplazmu a
znamky kondenzace chromatinu pfi karyolemé s hlubokymi invaginacemi. 6 200 x

Obr. ¢. 23

Agregace intermediarnich filament v cytoplazmé folikularnich bun€k sekundérniho
folikulu. Podle jejich zakotveni k cytoplazmatické membrané lze soudit, ze jde o
cytokeratin. 8 400 x.

87



Obr. 24. Polotenky eponovy fez. Skupina primarnich folikuld s apoptotickymi oocyty
(Sipky). Také néekteré folikuldrni bunky maji jadra s kondenzovanym chromatinem
zietelnymi invaginacemi jaderného obalu. Toluidinova modf. 180x.

Obr. 25. Apoptoticka téliska po oocytu v obalu folikularnich bunék. 2 800 x.

Obr.¢.26

Imunofluorescencni prikaz $tépeného cytokeratinu 18 pomoci M30 CytoDeath
protilatky dokumentuje probihajici apoptocké procesy ve folikularnich bunkach i
ooplasmé primarnich folikult. FITC. 90 x

88



Obr.¢c.27.

Obraz gonadalni dysgenese pii kofiguraci XY heterosomi pfipomina ,,ovotestis® se
zachovanymi gonocyt a dosud nediferencovanymi bunkami coelomového epitelu
v pruhovitych formacich, oddélenych pruhy hustého kolagenniho vaziva. Parafinovy
fez, HE. 150 x.

Obr.¢. 28
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Obr. 28 Kalendafové schéma ERT a nasledné HRT. E = Estrofem 1-2 mg tbl. ob den,
P = Provera 10 mg tbl. ob den, ? = kontrolni funkéni poSevni cytologie, ?! nalez
pozdni proliferace v hormonalni funkéni cytologii.
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