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1. Souhrn

Receptory pro nebezpe¢né vzory a prozanétové molekuly v pupecnikové krvi - vztah

k histologické chorioamnionitidé

Pupeénikova krev predstavuje nejcasnéjsi mozny biologicky vzorek plodu/novorozence
bez nutnosti invazivniho zakroku a bez jakychkoliv rizik pro matku i dité, ktery nam mize
béhem kratké doby poskytnout fadu informaci o jeho klinickém stavu.

Zvysené koncentrace prozanétovych markeri v pupe¢nikové krvi jsou pozorovany u
pfedCasného porodu a piedéasného odtoku plodové vody (PPROM) zkomplikovaného
intraamnialnim zanétem/infekci (IAI). IAI se manifestuje zanétem plodovych obald, placenty
funisitidou. Na zaklad¢ tohoto zjisténi jsme se rozhodli vySetfit v pupecnikové krvi
koncentrace interleukinu IL-6, IL-8, matrixové metaloproteazy 8 (MMP-8), pentraxinu 3
(PTX3), solubilniho Toll-like receptoru 2 (sTLR2) a solubilniho scavenger receptoru pro
hemoglobin (sCD163) a urcit jejich vztah k HCA.

Unikatnost predkladané prace spociva v identifikaci koncentraci sSTLR2, sCD163, PTX3 a
MMP-8 v pupecnikoveé krvi ve vztahu k HCA, coz dosud nebylo zkouméano.

Ukazalo se, ze hladiny IL-6 a sCD163 v pupecnikové krvi novorozencti Zen s PPROM a
s HCA byly vyznamné zvySené ve srovnani se vzorky bez HCA. Ve skupiné pacientek
s PPROM a s funisitidou byly signifikantné navySené koncentrace IL-6, IL-8, MMP-8 a
sCD163 v pupe¢nikové krvi oproti skupiné pacientek bez znamek zanétu. Naopak v
hodnotach sSTLR2 a PTX3 nebyly zaznamendny vyrazné zmény mezi skupinami pacientek.

Nejvyznamnéjsi korelace mezi jednotlivymi markery v pupe¢nikové krvi u zen s PPROM
as HCA iu Zen s funisitidou byly objeveny mezi IL-6 a IL-8 a mezi sCD163 a MMP-8.

Optimalni hrani¢ni hodnota IL-6 v pupeénikové krvi pro diagnézu funisitidy byla
stanovena > 13.9 pg/mL (senzitivita 92 %, specificita 77 %) pro IL-8 na 92.5 pg/mL
(senzitivita 77 %, specificita 80 %), pro sCD163 byla vypocitana na 1462.0 ng/mL
(senzitivita 85 %, specificita 70 %). Hladiny markert v pupe¢nikové krvi pro diagnézu HCA
a molekuly sTLR2, PTX3 a MMP-8 pro diagnostiku funisitidy u Zen s PPROM nespliovaly
pozadavek diagnostické efektivity testu (AUC nad 75 %).

formy HCA — funisitidy a pomoci pfi spravné 1ékaiské intervenci.



2. Summary

Levels of umbilical cord blood pathogen pattern receptors and proinflammatory

molecules — the relation to histological chorioamnionitis

The umbilical cord blood (UCB) represents the earliest biological sample of the
fetus/neonate without invasive intervention or any risk for mother and her child during
sampling. From the UCB we are able to determine a lot of information about the clinical
status of newborn.

The increased UCB levels of proinflammatory markers are associated with preterm birth
and preterm premature rupture of membranes (PPROM) with the complication of
intraamniotic infection/inflammation (IAI). IAI is manifested by the inflammation of the fetal
membranes and placenta like histological chorioamnionitis (HCA) or its the most severe form
— the inflammation of the umbilical cord, funisitis. Our aim was therefore to investigate the
relation of HCA and immunological parameters interleukin I1L-6, IL-8, matrix
metalloproteinase 8 (MMP-8), pentraxin 3 (PTX3), soluble form of Toll-like receptor 2
(sTLR2) and soluble form of scavenger receptor CD163 (sCD163) in the UCB

The strengths of our study include quantification of sTLR2, sCD163, PTX3 and MMP-8
in UCB and their relationship to HCA that has never been examined.

There was a significant increase in inflammatory markers IL-6 and sCD163 in UCB in
infants exposed to PPROM and HCA compared to those without HCA. There was significant
differences in UCB IL-6, IL-8, MMP-8 and sCD163 levels in women with PPROM and with
funisitis compared to those without inflammation. However, no significant differences were
observed between levels of sSTLR2 and PTX3 in UCB in subjects with and without IAI

The most important correlations in UCB were identified between the levels of IL-6 and
IL-8 and then sCD163 and MMP-8 in women with PPROM and HCA/funisitis.

The best cut-off point for the UCB IL-6 in the identification of PPROM women with the
presence of funisitis was found 13.9 pg/mL (sensitivity 92 %, specificity 77 %). The cut-off
level for the UCB IL-8 was determined 92.5 pg/mL (sensitivity 77 %, specificity 80 %) and
for the UCB sCD163 1462.0 ng/mL (sensitivity 85 %, specificity 70 %). The UCB levels of
markers for diagnosis HCA and molecules sTLR2, PTX3 and MMP-8 for diagnosis funisitis
did not meet the requirements for the diagnostic efficiency test (AUC over 75 %).

The markers measurement in UCB would be used in the early diagnosis of the most severe

form of HCA - funisitis and would be helped for appropriate medical intervention.

3. Uvod do problematiky

Imunitni systém udrzuje integritu organismu a je schopen rozpoznat nebezpecné a
Skodlivé podnéty od télu vlastnich a bezpecnych struktur a signalti. Ma také nezastupitelnou
funkci v Gsp&$ném prub&hu celého téhotenstvi, kde musi udrzovat toleranci vici plodu a
zérovenl ochranit plod pfed vstupem mikroorganismii. Ukonceni t¢hotenstvi porodem je
vysledkem mnoha faktord, z nichz vrozena imunita hraje dilezitou roli [1].
porodnictvi. Vyznamné se podili na perinatalni mortalité a morbidit¢ novorozencti. Pfed¢asny
odtok plodové vody (PPROM) je zodpovédny zhruba za jednu téetinu predCasnych porodd a
jeho piesna etiologie neni zcela objasnéna. PPROM je definovan jako poruSeni integrity
plodovych obald s naslednym odtokem plodové vody, ktery predchazi minimalné 2 hodiny
pred nastupem déloznich kontrakci. Dusledkem ztencujicich se plodovych oballi a nasledného
PPROM je usnadnén prunik bakterii do intrauterinniho prostoru. Rozvoj infekce, resp.
zanétlivé odpoveédi na infekci, je asociovan svice nez 50% ptipadi PPROM [2, 3].
Intraamnialni zanét/infekce (IAI) je nejcastéjsi rizikovy faktor asociovany s pied¢asnym
porodem a PPROM. Infekce byva asymptomaticka, zapficinéna ascendentni invazi bakterii
z vaginy [4]. Mikrobialni invaze do amnialni dutiny muize zpGsobit zvrat v doposud
bezproblémovém tehotenstvi a vést k intraamnialnimu zanétu, ktery je nasledovan rozvojem
odrazi zanétlivou odpovéd’ plodu [5, 6].

HCA je definovana histologickym prikazem zanétlivych zmén v placenté, kterou lze
odhalit az histopatologickym vySetfenim placenty po porodu. Typickym znakem HCA jako
projevu mateiské lokalni zanétlivé odpovédi je difuzni infiltrat zanétovych bunék, nekrotické
buriky, edém tkané ¢i stopy po jejim zhojeni. Pacientky s HCA jsou asymptomatické, bez
horecky, bolesti v podbiisku, matetské ¢i fetalni tachykardie. Jedna se o tzv. subklinickou
novorozence [7]. Prestup infekce na plod miize byt aspiracni nebo cévni cestou. Histologicky
nalez funisitidy, fetalni zanétlivé odpovédi, lze stanovit post partum a je stejné jako HCA
nejcéastéji hodnocena dle stupnice Salafia a kol. [8].

Prozatim neexistuje objektivni biomarker pouzivany v rutinni praxi, jehoz zména by
méla vyznacnou vypovidaci hodnotu v prenatalni diagnostice HCA u pacientek s t€hotenstvim

komplikovanym PPROM.



IAI spousti kaskddu zanétlivého procesu infiltraci leukocyti z intravaskularniho
prostoru do délozni dutiny. Vstup bunék je zavisly na sekreci chemokini, rodiné cytokinti o
nizké molekularni hmotnosti, které chemotakticky ptisobi na imunitni buiiky a podporuji je
v prozanétové aktivaci. Uvolnéni chemokinti pfedstavuje prvni biochemické propojeni mezi
infekci a naslednymi strukturalnimi modifikacemi plodovych obalti a délozniho ¢ipku, jenz
predchazi PPROM. Chemokin zodpovédny za vstup neutrofilt do tkéni chorionu, amnionu a
placenty se nazyva IL-8. Asociace mezi infekci a pfedCasnym porodem je zjevna a vétSina
studif se priklani k hypotéze, ze infekci indukovana lokalni exprese prozanétovych cytokini
IL-1B, IL-6, tumor nekrotizujiciho faktoru TNF-o a IL-8 v intraamnidlni dutin¢ vede ke
zvySené produkci prostaglandinti plodovymi obaly, které podnécuji matetské bunky
myometria ke kontraktilni aktivité¢ a indukuji zralost délozniho ¢ipku. Zaroven prozanétové
cytokinové prostedi aktivuje matrixové metaloproteazy (MMP) [9, 10].

V pupecnikové krvi jsou béhem HCA detekovatelné zvysené hodnoty proinflamacnich
cytokinu IL-1B, IL-6, IL-8 a TNF-a [11, 12]. Prozanétové cytokiny a MMP pisobi na plod
cytotoxicky a mohou rozvoliovat ptirozené bariéry organti. Dusledkem muze byt poskozeni
bilé hmoty mozku (mozkova obrna) [13] nebo chronicka plicni onemocnéni [14], ktera maji
dlouhodoby dopad na zdravi novorozence.

Klic¢ovou ulohu pfi priniku mikrobialni infekce mé vrozena imunita, ktera u clovéka
zaujima prvni obrannou linii. Jednd se o archaicky zplsob obrany, ktery je fylogeneticky
konzervovany na molekularni trovni [15]. Kromé klasickych membranové vazanych nebo
cytoplasmatickych receptorit (Toll like receptory - TLR, NOD like receptory), patii mezi
imunoregula¢ni molekuly vrozené imunity odstépené receptory z bunééného povrchu jako
solubilni TLR2 (sTLR2) nebo solubilni vychytdvaci receptor CD163 (sCD163). sTLR2
funguje zejména jako decoy receptor, jenz se poutd k mikrobidlnim komponentam a tim
kompetuje s TLR2 vizanymi na povrchu bunék o ligandy. Uginnost TLR2 signalizace je
redukovana [16]. Protein CD163 slouzi jako receptor pro vychytdvani haptoglobin-
hemoglobinovych (Hp-Hb) komplext, ktery je exprimovan vyhradné na makrofazich a
monocytech. Solubilni forma CD163 (sCD163) vznika odstépenim extracelularni casti
receptoru za pomoci metaloprotedzy [17]. ZvySené koncentrace obou solubilnich forem
receptoru byly nalezeny pfi zanétovém stavu organismu v periferni krvi [16, 18, 19]. Protein
akutni faze pentraxin 3 (PTX3) pfedstavuje rychlou lokalni odezvu na pfitomnou infekci a

jeho zvysené hladiny v plodové vodé doprovazeji IAI [20].

4. Cile disertaéni prace

Mezi hlavni cile disertacni prace patii:

e stanoveni koncentrace receptorti pro nebezpetné vzory v pupeénikové krvi u zen

s PPROM

0 zméfit hladiny solubilni formy Toll like receptoru 2

0 zméfit hladiny solubilniho vychytavaciho receptoru pro haptoglobin-
hemoglobinovy komplex (sCD163)

o0 zm¢fit hladiny pentraxinu 3

stanoveni koncentrace prozanétovych molekul v pupecnikové krvi u zen s PPROM
0 zméfit hladiny interleukinu 6
0 zméfit hladiny interleukinu 8

0 zméfit hladiny matrixové metaloproteazy 8

e zjiSténi vztahu stanovovanych markeri v pupecnikové krvi u zen s PPROM

0 k histologické chorioamnionitidé a

0 k funisitidé

urCeni prediktivni hodnoty stanovovanych molekul v pupecnikové krvi u zen
s PPROM
0 k diagnostice histologické chorioamnionitidy a

0 k diagnostice funisitidy.



5. Material a metodika
5.1. Soubor pacientek a metodika

5.1.1. Soubor pacientek

Studie byla schvélena Etickou komisi FN Hradec Kréalové. VSechny pacientky
podepsaly informovany souhlas. Celkem bylo odebrano 170 vzorkd pupecnikové krve na
porodnim sale Porodnické a gynekologické kliniky Fakultni nemocnice Hradec Kralové
v obdobi od kvétna 2008 do kvétna 2012 v gestaénim tydnu 24+0 az 36+6. Do studie byla
zafazena jednoCetnd téhotenstvi komplikovana PPROM s uréenym gestatnim stafim, bez
kongenitalnich abnormalit. Ze studie byly vylou¢eny pacientky s viceCetnym téhotenstvim,
s komplikovanym téhotenstvim (hypertenze, precklampsie, diabetes mellitus, nemoci §titné
zlazy, s prodélanym chirurgickym zékrokem béhem téhotenstvi a jiné) a/nebo s vrozenymi
vyvojovymi vadami plodu ¢i zndmkami neprospivani plodu (vaha plodu o 10% nizsi nez je
piedpoklad pro dané gestacni stafi, ureno ultrazvukovym vySetienim). Vaginalni vytok a
znamky hypoxie plodu byly rovnéz divody k vyfazeni ze studie.

Gestacni veék byl urcen na zékladé posledni menstruace a potvrzen biometrii plodu
v prvnim trimestru t€¢hotenstvi, tzv. CRL méfenim (Crown-Rump Length) — délka plodu od

temene ke kostréi.

5.1.2. Sbér vzorkiu

Vzorky pupecnikové krve byly odebirany z podvazaného pupeéniku novorozence pied
porodem placenty. Sbér pupecnikové krve probéhl pomoci uzavieného vakuového systému
pro odbér krve. Nasledné byly vzorky centrifugovany a séra uschovéna v polypropylenovych
zkumavkach pii — 70°C az do analyzy.

Po porodu byly placentarni tkané fixovany v 10% neutralné pufrovaném formalinu.
Standardné byly po fixaci odebirany k dalsimu zpracovani do parafinovych bloki minimalné
dva vzorky z placenty, dva vzorky z plodovych obalii a jeden vzorek z pupeéniku. Rezy byly

obarveny hematoxylin-eosinem.

5.2. Diagnostika

5.2.1. Stanoveni pred¢asného odtoku plodové vody

PPROM byl definovan jako poruseni integrity plodovych obalt s naslednym odtokem
plodové vody, ktery piedchazel minimalné 2 hodiny pfed nastupem déloznich kontrakci.
PPROM byl potvrzen Temesvaryho testem a pozitivnim testem na insulin-like growth factor-
binding protein (ACTIM PROM test, Medix Biochemica, Kauniainen, Finland) v poSevnim

hlenu.

5.2.2. Stanoveni HCA a funisitidy

Diagnéza HCA byla stanovena dle klasifikace Salafia a kol. (26), ktera hodnoti
intenzitu (stupné-grady 1-4) infiltrace neutrofily v konkrétnich kompartmentech placenty,
pupecniku a plodovych obali. HCA byla definovana jako: grade 1-4 ve tkanich amnia a/nebo
grade 3-4 ve tkanich choria a deciduy a/nebo grade 3-4 v choriové ploténce a/nebo grade 1-4
ve tkanich pupeéniku. Funisitida byla diagnostikovana pti nalezu v pupeéniku — grade 1-4.
Placenta bez leukocytarni infiltrace nebo s nalezem - grade 1-2 v choriové ploténce a/nebo
grade 1-2 ve tkanich choria a deciduy, byla definovéna jako placenta s absenci HCA. Vzorky

byly vyhodnoceny jednim patologem, ktery nebyl obeznamen s klinikou pacientek.

5.2.3. Stanoveni MIAC

MIAC byl stanoven na zéklad¢ positivni real-time polymerazové fetézové reakce
(PCR) v plodové vode, kde byla zjistovana piitomnost genitalnich mykoplazmat
(Ureaplasma spp., Mycoplasma hominis) a/nebo Chlamydia trachomatis. a/nebo pozitivnim
nalezem pfi aerobni ¢i anaerobni kultivaci. Vyjma nalezu koagulaza negativniho

Staphylococcus epidermidis, ktery je povazovan za kozni kontaminat.

5.3. Stanoveni koncentrace markeri v pupe¢nikové krvi
Koncentrace sTLR2 byla zjistovana metodou ELISA. Postup byl provadén podle
pokynl vyrobce komeréniho kitu pro lidsky sTLR2 (Uscn Life Science & Technology

Company, China). Detekéni limit pro sTLR2 byl 0.098 ng/mL.

Koncentrace sCD163 byla ur¢ena metodou ELISA. Postup byl proveden podle pokynti
vyrobce komeréniho kitu sCD163 (Macrol63™, Trillium Diagnostics, LLC, Brewer, USA).
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Detekéni limit pro sCD163 byl 0.23 ng/mL. VSechny vzorky pupeénikové krve byly nafedény
1:250.

Koncentrace PTX3 byla zjistovana metodou ELISA. Postup byl provadén podle
pokynt vyrobce komeréniho kitu pro lidsky PTX3 (Quantikine Human Pentraxin 3/TSG-14,
R&D Systems Inc., USA). Detekéni limit pro PTX3 byl 0.025 ng/mL.

Koncentrace IL-6 byla méfena metodou ELISA. Postup byl proveden podle pokynti
vyrobce komer¢niho kitu pro IL-6 (Human IL-6 Quantikine, R&D Systems Inc., USA).
Detekénti limit pro IL-6 byl 0.7 pg/mL.

Koncentrace IL-8 byla zjistovana metodou ELISA. Postup byl proveden podle pokyni
vyrobce komeréniho kitu pro lidsky IL-8 (Human CXCLS8/IL-8 Quantikine, R&D Systems
Inc., USA). Detekéni limit pro IL-8 byl 3.5 pg/mL.

Koncentrace MMP-8 byla méfena metodou ELISA. Postup byl proveden podle
pokynt vyrobce komeréniho kitu pro lidsky MMP-8 (Human Total MMP-8 Quantikine,
R&D Systems Inc., USA). Detekéni limit pro MMP-8 byl 0.02 ng/mL.

Vsechny absorbance byly méfeny na Multiskan RC ELISA readeru (Thermo Fischer
Scientific, USA) pfi vlnové délce 450 nm.

5.4. Statistika

Normalita dat byla testovana Kolmogorov-Smirnov testem. Demografické a klinické
charakteristiky znakti s kontinualni variabilitou byly hodnoceny parametrickym t-testem
(uvedeny jako pramér + smérodatna odchylka) nebo neparametrickym Wilcoxonovym testem
(uvedeny jako median [interkvartilovy rozsah]). Znaky s kategorickou binarni variabilitou
byly hodnoceny Fisherovym exaktnim testem a byly uvedeny jako pocet (%). Koncentrace
sTLR2, sCD163, PTX3, IL-6, IL-8 a MMP-8 v pupecnikové krvi byly hodnoceny
neparametrickym Wilcoxonovym testem. Za statisticky vyznamné byly povazovany rozdily s
p < 0.05. Vsechny p-hodnoty byly zpracovany v softwarovém programu MedCalc (MedCalc
Software, Mariakerke, Belgie).
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6. Vysledky

6.1. Demografické a klinické vysledky

Nabér vzorki probihal ve dvou etapach, proto je kohorta pacientek rozdélena na dvé
skupiny. Pacientky s PPROM byly roz¢lenény na zakladé ptitomnosti nebo absence HCA a

pritomnosti funisitidy.

6.1.1. Soubor pacientek pro analyzu interleukini IL-6, IL-8, matrixové
metaloproteazy 8, pentraxinu 3 a solubilni formy vychytavaciho receptoru CD163

V prvni skuping pacientek byla z celkovych 84 pacientek HCA diagnostikovana u 41
(49 %) zen a funisitida u 13 (15 %) Zen. Pouze HCA bez funisitidy byla stanovena u 28
pacientek (33 %). Bez znamek zanétu bylo 43 Zen (51 %). Median gestacniho stafi pacientek
s HCA pfi pfijeti na kliniku a pfi porodu byl niz$i nez u pacientek bez HCA. Také median
gestacniho stafi pacientek s funisitidou pfi pfijeti a pti porodu byl signifikantné nizsi nez u
zen bez znamek zanétu. Hmotnost novorozencii pacientek s funisitidou byla nizsi ve srovnani
s hmotnosti novorozencti zen bez HCA. MIAC byl diagnostikovan téméf u 70 % pacientek

s funisitidou, coz bylo podstatné vice v porovnani s pacientkami bez HCA.

6.1.2. Soubor pacientek pro analyzu solubilni formy Toll like receptoru 2

V druhé skuping pacientek byla z celkovych 86 pacientek HCA diagnostikovana u 61
(71 %) zen a funisitida u 18 (21 %) Zen. Pouze HCA bez funisitidy byla stanovena u 43
pacientek (50 %). Bez znamek zanétu bylo 25 zen (29 %). Vékovy pramér zen postizenych
HCA byl vyssi v porovnani s zenami bez HCA. Median gesta¢niho stafi pacientek s HCA pfi
prijeti na kliniku a pfi porodu byl nizsi nez u pacientek bez HCA. Rovnéz median gestacniho
stafi pacientek s funisitidou pii pfijeti a pfi porodu byl signifikantné niz$i nez u zen bez
znamek zanétu. Vzhledem k nizkému gestaénimu veéku pacientek s funisitidou byly vétsiné
podany kortikosteroidy (89 %). Hmotnost novorozenci pacientek s funisitidou byla nizsi ve

srovnani s hmotnosti novorozenct zen bez HCA.
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6.2. Koncentrace identifikovanych markeru v pupecnikové krvi - grafovy prehled
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Hodnaty IL-8 v pupeenikové krvi 6.3. Vzajemna korelace identifikovanych markeri v pupe¢nikové krvi
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Pomoci ROC byly vyhodnoceny pouze ty ukazatele v pupeénikové krvi, jejichz p
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ROCkrivka molekul IL-6, IL-8, sCD163 a MMP-8 v pupecnikove krvi
ke stanovenifunisitidy
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Graf prahové operacni charakteristiky (Receiver Operating Characteristic, ROC) pro molekuly
interleukinu 6 (A), interleukinu 8 (B), solubilni formy vychytavaciho receptoru CD163 (C) a
matrixové metaloprotedzy 8 (D) v pupecnikové krvi k uréeni pfitomnosti funisitidy.

A. Plocha pod ROC kfivkou (Area Under the Curve, AUC) interleukinu 6 zaujima 92 %;

p<0.0001.

B. AUC interleukinu 8 zaujima 80 %; p = 0.0001.

C. AUC solubilni formy vychytavaciho receptoru CD163 zaujima 75 %; p = 0.0003.

D. AUC matrixové metaloprotedzy 8 zaujima 69 %; p = 0.03.

17

7. Diskuse

Celosvétoveé narlstajici pocet piedcasnych porodid vede fadu védeckych skupin
k badani nad molekularnimi pfi¢inami této velmi zavazné komplikace. Jeho management je
mnohdy zkomplikovan pfitomnosti IAI, ktery koreluje s HCA a/nebo s funisitidou. Zanétové
zmény Vv intraamnidlni dutiné se siln¢ podili na zvyseni perinatilni morbidity a mortality
novorozenctl.

AC placenta predstavuje fyzikalni a imunologickou bariéru proti vstupu infekénich
agens, jeji ochrannd funkce neni zcela bezvyhradni. Proto imunitni systém matky
v téhotenstvi 1 nezraly imunitni systém plodu jsou zpusobili k obranné reakci pfi
ascendentnim ¢i retrogradnim priniku mikroorganismtt do amnidlni dutiny. V obrané
na pritomnost mikroorganismt. Rozpoznani patogent receptory pro nebezpecné vzory (PRR)
na povrchu bunék je prvni krok k jejich eliminaci. Patogenni bakterie stimuluji hostitelské
tkan¢ a infiltrujici imunokompetentni bunky pfes PRR k navyseni produkce proteinti akutni
faze CRP, PTX3 a prozanétovych cytokint IL-1f, IL-6, TNF-a a IL-8. Tyto pusobky slouzi
jako primérni signalni sit’, kterd nasledné podnécuje zejména buniky myometria k produkeci
efektorovych molekul jako jsou prostaglandiny nebo MMPs. Trofoblastové bunky pod vlivem
cytokinll zvysuji tvorbu prostaglandint, cyklooxygenazy a oxytocinovych receptort, coz ve
vysledku mize vést k predCasnému porodu [9]. Probihajici imunitni odpovéd’ je nutné
usmérnovat, aby reakce pfili§ neposkodila tkané matky a plodu. Jako jeden z regulatort
imunitni odpovédi slouzi rozpustné formy receptori, jez brani nepfiméiené zanétové reakci.

Koncentrace vyse uvedenych prozanétovych a regulaénich molekul je mozné sledovat
v plodové vodé¢, kde maji vétsi ¢i mensi vypovidaci hodnotu o pfitomnosti IAL I nase skupina
zkoumala hladiny fady markerti v plodové vodé, které vyrazné korelovaly s piitomnou HCA
a/nebo s funisitidou, napt. IL-8 [21]. Nevyhodou je nutnost provést invazivni vySetfeni
k ziskani plodové vody, které s sebou nese uréité riziko pro matku a jeji dité. Namisto toho
odbér a nasledné sledovani vytipovanych markerd v pupeénikové krvi je naprosto
bezbolestna, bezrizikova procedura, z které muzeme rychle ziskat informace o klinickém
stavu plodu i matky.

Unikatnost ptedkladané prace spociva v identifikaci koncentraci sTLR2, sCD163,
PTX3 a MMP-8 v pupecnikové krvi ve vztahu k HCA, které zatim nikdy nebyly zkoumany

v této tekuting. Jako dal§i markery jsme zvolili typické predstavitele prozanétovych cytokind
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IL-6 a IL-8. Ve vsech testovanych vzorcich byly detekovany vSechny zminované markery.
Jejich vztah k HCA byl pomérné rozmanity.

Nejvétsim piinosem prace je bezesporu objeveni silné zavislosti mezi pfitomnou HCA
a koncentraci sCD163. Signifikantni nartst primarniho vychytavaciho receptoru pro
hemoglobin v pupecnikové krvi byl zaznamenan u pacientek s PPROM a s HCA a/nebo
pupecniku byly asociovany s nejvyssimi hodnotami sCD163 v pupecnikové krvi.

K tomu aby doslo k vyraznému navyseni sCD163 je tfeba delsiho trvani zanétu. Az v
pozdni fazi akutniho zanétu je v monocytech a makrofazich indukovéana exprese CD163, ktera
je zapfic¢inéna zvySenou hemolyzou a potfebou degradovat Hp-Hb komplexy [22]. Vysoké
hodnoty proteolyticky odstépené formy CD163 byly nalezeny v plasmé béhem bakterialni
sepse a mnoha jinych akutnich i chronickych zanétovych stavech, kde jsou plné aktivované
monocyty/makrofagy [18, 23]. Prozanétové vlastnosti CD163 jsou ziejmé i hlavnim diivodem
jeho odstépovani z povrchu monocytti/makrofagl, zptisob regulace vlastni aktivity v pozdni
fazi zanétové reakce.

Zda ¢ast sCD163 neni ptivodu matetského nelze stoprocentné vyloucit, jelikoz aktivni
ptestup této molekuly transportnimi systémy z mateiské krve nebyl nikdy zkouman. Nicméné
dvé prace Vogelové a kol. se zabyvaly koncentracemi sCD163 v periferni krvi pfed¢asné
rodicich zen. Mediany sCD163 dosahly hodnot 2.4 mg/mL a 3.4 mg/mL [24, 25]. Pfi srovnani
s hodnotami v pupeénikové krvi (1168.0 ng/mL bez HCA, 1626 ng/mL s funisitidou) mizeme
alesponl vyloucit prestup sCD163 pies placentu pasivni difazi.

Prekvapeni nastalo pfi hodnoceni vysledkti koncentraci sTLR2 v pupecnikové krvi u
pacientek s PPROM a s HCA nebo s funisitidou, kde nebyl potvrzen vyznamny narist jeho
hladin oproti Zendm bez zanétu. Pritom nartst koncentraci sTLR2 byl zaznamenan v plodové
vodé pii Al a také v pfipadé jinych zanétlivych onemocnéni byly naméfeny vyrazn¢ vyssi
hladiny sTLR2 [26-28].

Shen a kol. zjistili, Ze exprese TLR2 na monocytech izolovanych z pupecnikové krve
ihned po vaginalnim porodu vykazovala signifikantni navySeni oproti vzorkim odebranych
z pupecniku po cisaiském fezu. Nadchazejici pfirozeny porod je zfejmé spojovan s konceptem
,.piipravy* pfirozen¢ho imunitniho systému plodu na obranu pfi prvnim kontaktu s externim
prostfedim [29]. ZvySeni exprese TLR2 na monocytech podporuje také prostiedi znacné
bohaté na imunomodula¢ni hormony, jez byly v pupe¢nikové krvi objeveny (endorfin,

katecholamin, kortizol) [30].
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Také u PTX3 se nepotvrdilo vyznamné navySeni hladiny v pupe¢nikové krvi u
pacientek s PPROM a s HCA a/nebo s funisitidou v porovnani s pacientkami beze stop
zanétu. Mediany koncentrace PTX3 byly u vSech skupin naméteny na podobnych hodnotach.

Produkce PTX3 by mohla byt snizena pusobenim mediatoru prostaglandinu E2, ktery
béhem porodu dominuje v krevni cirkulaci matky a ktery, jak bylo zjisténo, inhibuje TLR-
indukovanou produkci PTX3 v myeloidnich DC. Dalsi molekulou inhibujici produkci PTX3
je IFN-y, jenz je uvolnovan pii rozpoznani infikovanych bunék zejména fetalnimi Thl
lymfocyty [31, 32].

Nebylo velkym piekvapenim, ze nejsignifikantnéjsi rozdil koncentraci v pupecnikové
krvi mezi pacientkami s PPROM a s HCA a/nebo s funisitidou ve srovnani s pacientkami bez
zanétu byl zaznamenan u IL-6. Bylo mozné pozorovat odstupniovanost jeho koncentraci
v zavislosti na klinickém stavu pacientky a novorozence.

Koncentrace IL-6 v pupecnikové krvi byly zkoumany jiz vice védeckymi skupinami.
Zavéry jsou shodné snasimi vysledky. Pfi potvrzené HCA a/nebo funisitidé dochazi ke
zvySené produkci IL-6 v pupeénikové krvi [6, 33-35].

Produkce IL-6 je indukovana IL-1p a TNF-a. Aktivuje buiikky imunitniho systému a
podporuje prozanétovy stav v organismu (napf. produkci proteini akutni faze, produkci
protilatek). Navic jeho vliv pfesahuje hranice imunity a je schopen stimulovat buiky
myometria k expresi oxytocinovych receptorti. Tim dochézi ke zvysené odpovidavosti tkané
na oxytocin a uspiSeni procesu porodu [36]. Na druhou stranu je tieba zminit i pozitivni
ucinek IL-6 u predCasné narozenych déti. ZvySené koncentrace IL-6 urychluji dozravani
fetalni plicni tkan€ stimulaci alveolarnich bunék typu II k expresi surfaktantového proteinu A
(SP-A), jehoz hladiny koreluji se zralosti plodu a iniciaci porodu. Hlavni funkci SP-A je
snizovani povrchového napéti na styku vodni faze a vzduchu v alveolech. Tim IL-6 nepfimo
prispiva ke sniZeni incidence syndromu dechové tisné novorozencii [37].

DalS$im prozanétovym cytokinem, ktery byl stanoven v pupecnikové krvi u zen
s PPROM, byl IL-8. Bylo objeveno jeho signifikantni zvySeni u Zen s funisitidou oproti
zenam bez zanétovych zmén a oproti zenam pouze s HCA. Vyrazny rozdil v hodnotach IL-8
v pupecnikové krvi mezi zenami s HCA a bez HCA nebyl zjistén.

IL-8 byl jiz dtive identifikovan jako potencialni marker HCA v plodové vodg, kde jsou
jeho hladiny zna¢né navySeny v porovnani s pacientkami bez HCA [21, 38]. V pupecnikové
krvi D'Alquen a kol. hodnotili hladinu IL-8 ve vztahu k HCA u pifed¢asné rodicich Zen.
Median koncentrace IL-8 byl v ptipadé HCA téméf sedminasobné a v ptipadé funisitidy az

devitinasobné zvySen ve srovnani s kontrolni skupinou bez zanétovych zmén [39].
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K podobnym vysledktim dospéli Witt a kol., ktefi srovnavali koncentrace IL-8 v pupeénikové
krvi u Zen s mikrobialni invazi amnialni dutiny (ptitomna Ureaplasma urealyticum) se
skupinou bez invaze patogent [40]. V pupecnikové krvi byl IL-8 také zkouman v souvislosti
s preeklampsii, kde jeho hodnoty vyznamné ptevySovaly normalni stav u zdravych zen [41].

Zvysena koncentrace IL-8 souvisi s aktivaci fetalnich monocyti, makrofagt a
endotelovych bunék v pupecniku, které IL-8 produkuji [42, 43]. Zasadni u¢inek IL-8 spociva
v atrahovani neutrofilli do mista zanétu. V piipadé funisitidy je pii histologickém vysetieni
nalezen infiltrat neutrofilti v pupecniku.

Nejsignifikantnéjsi rozdil koncentraci v pupecnikové krvi mezi pacientkami s a bez
funisitidy byl v této praci zaznamenan u IL-6 a IL-8. To koresponduje s poznatky nedavné
studie, ktera prokazala, ze pupecnikova krev ma vyrazné vétsi schopnost produkovat IL-6 a
IL-8 nez krev dospélych. Vysoké hladiny prozanétovych cytokinti mohou hrat roli ve zvysené
morbidité a mortalité€ novorozenct, jez piisli do styku s infekei [44].

Posledni stanovovanou molekulou byla matrixovd metaloproteaza MMP-8. Zde bylo
objeveno signifikantni zvySeni MMP-8 v pupecnikové krvi u zen s PPROM a s funisitidou
oproti zenam bez zanétu a oproti zenam pouze s HCA. Vyrazny rozdil v koncentracich MMP-
8 v pupeénikové krvi mezi Zenami s HCA a bez HCA nebyl zjistén.

V pupecnikové krvi byla MMP-8 identifikovana pouze vtéto praci. V jinych
kompartmentech vSak byla pfitomnost MMP-8 zkoumana. Pomérné rozsahla studie Maymona
a kol. se zaméfila na hladiny MMP-8 v plodové vodé u pacientek si bez IAl rodicich
predcasné i terminové. Vysledky ukazaly, ze spontanni pfedcasny i terminovy porod byl spjat
se signifikantnim zvySenim koncentrace MMP-8 v plodové vodé, a tyto hodnoty jesté
né¢kolikandsobné vzrostly pti potvrzené mikrobialni invazi amnialni dutiny u zen s PPROM i
u zen s pfedCasnym porodem a neporuSenymi plodovymi obaly. Samotny PPROM byl
asociovan se znacn¢ zvySenym mnozstvim MMP-8 v plodové vodé v porovnani s pacientkami
s rupturou plodovych oball v terminu porodu [45].

Vliv kortikosteroidi na produkci stanovovanych molekul byl vyloucen bud’ na zakladé
sTLR2 a PTX3) [46, 47].

Nejsignifikantnéjsi korelace mezi stanovovanymi markery v pupecnikové krvi byla
objevena mezi IL-6 a IL-8 u pacientek s PPROM a s HCA i u pacientek s funisitidou. K
obdobnému vysledku dosla recentni prace, jez prokazala silnou korelaci koncentraci IL-6 a

1L-8 v pupeénikové krvi u vice jak 200 novorozencti [48].
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Limitaci na$i prace je mensi pocet pacientek ve skupiné zen s PPROM a funisitidou a
to u obou kohort pacientek. Dale u zadné ze stanovovanych molekul nemizeme vyloudit
omezeny prestup pies placentu z matetské krve, 1 kdyz u nékterych molekul je tato moznost
eliminovana poznatky dfivéjsich studii. Zmény koncentraci stanovovanych markert mohou
byt také ovlivnény uvolfiovanymi endogennimi signaly nebezpeéi tzv. DAMP (Damage-
Associated Molecular Pattern), které nejsou v praci zohlednény. Prace je zaméfena na
pritomnost exogennich faktort.

Pokud bychom chtéli naméfené koncentrace markerti v pupecnikové krvi aplikovat pti
diagnostice HCA, musi jejich plocha pod ROC kiivkou (AUC) dosahnout miniméalné 75 %. U
IL-6 a sCD163 nebylo této hranice dosazeno pro stanoveni HCA a proto jej nelze v klinické
praxi pouzit. Skupiné Tasci a kol. se podafilo u IL-6 dosahnout vétsi senzitivity a specificity
pro diagnézu HCA (hrani¢ni bod > 29 pg/ml, senzitivita 74 %, specificita 77 % vs. nase
vysledky: hrani¢ni bod > 6.8 pg/ml, senzitivita 63 %, specificita 70 %) [34].

Pro stanoveni funisitidy zkoncentrace markerd v pupe¢nikové krvi byla AUC
vypocitana nad 75 % u IL-6, IL-8 a sCD163. Nejlepsich prediktivnich vysledkd bylo
dosazeno u IL-6, kde hrani¢ni koncentrace pro stanoveni funisitidy byla vypocitana na > 13.9
pg/ml (senzitivita 92 %, specificita 77 %). Napiiklad Yoon a kol. stanovili hrani¢ni bod pro
diagnoézu funisitidy na > 17.5 pg/mL (senzitivita 70 %, specificita 78 %) [49].

Také dalsi prozanétovy cytokin IL-8 Ize vyuzit pfi stanoveni funisitidy z pupecnikové
krve u zen s PPROM. Hrani¢ni koncentrace pro diagnézu funisitidy byla v této praci
vypocitana na > 92.5 pg/mL (senzitivita 77 %, specificita 80 %). Jiz diive byl IL-8 zkouman
jako molekula vhodna k predikci IAI. Santana a kol. stanovili hodnotu IL-8 v pupeénikové
krvi vhodnou pro stanoveni IAI a ¢asné bakteridlni neonatlni infekce na > 111.7 pg/mL
(senzitivita 78 %, specificita 91 %), coz jsou vysledky obdobné nasim [50].

Za velky pfinos této prace povazujeme objeveni molekuly sCD163 jako potencialniho
markeru funisitidy v pupecnikové krvi. JelikoZ tento solubilni protein nebyl diive nikdy
zkoumén v souvislosti s HCA, neni mozno nase vysledky porovnat s jinymi. Mezni
koncentraci sCD163 v pupecnikové krvi pro diagnostiku funisitidy byla ustanovena na >

1462.0 ng/mL (senzitivita 85 %, specificita 70 %).
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8. Zavér

Byly stanoveny koncentrace receptorii pro nebezpecné vzory, konkrétné solubilni
forma Toll like receptoru 2, solubilni vychytavaci receptor pro haptoglobin-hemoglobinovy
komplex (sCD163) a pentraxin 3, a koncentrace prozanétovych molekul interleukinu IL-6, IL-
8 a matrixové metaloproteazy MMP-8 v pupe¢nikové krvi u zen s PPROM. V kazdém vzorku
pupeénikové krve byly detekovany vSechny zmifiované molekuly metodou ELISA.

Zjistili jsme, ze u pacientek s PPROM s potvrzenou HCA byly mediany IL-6 a
sCD163 v pupecnikové krvi signifikantné zvySené oproti skupiné bez HCA. U zen s PPROM
s funisitidou byly vyznamné zvy$ené mediany IL-6, IL-8, sCD163 a MMP-8 ve srovnani se
skupinou pacientek beze stop zanétu. Nebyly objeveny signifikantni rozdily v hladinach
molekul sSTLR2 a PTX3 mezi pacientkami s HCA, bez HCA a s funisitidou.

Markery v pupecnikové krvi vhodné k diagnostice funisitidy u Zzen s PPROM se
ukazaly byt IL-6, IL-8 a sCD163. Hrani¢ni hodnota IL-6 pro stanoveni funisitidy u zen
s PPROM byla vypocitana na > 13.9 pg/mL (senzitivita 92 %, specificita 77 %, LR+ 4.10,
AUC 92 %), pro IL-8 na > 92.5 pg/mL (senzitivita 77 %, specificita 80 %, LR+ 3.90, AUC 80
%) a pro sCD163 byla stanovena na > 1462.0 ng/mL (senzitivita 85 %, specificita 70 %, LR+
2.86, AUC 75 %). Markery v pupecnikové krvi pro diagnézu HCA u zen s PPROM nesplnily
podminky efektivity testu (AUC nad 75 %).

Cile disertacni prace povazujeme za splnéné.
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