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Seznam pouzitych zkratek

AC adenylate cyclase adenylat cyklaza

AMP adenosin monophosphate adenosin monofosfat

ARDS acute respiratory distress syndrome syndrom dechové tisné

ART assisted reproductive technology techniky asistované reprodukce

CAMP cyclic adenosine monophosphate cyklicky adenosin monofosfat

COH controlled ovarian hyperstimulation ~ kontrolovana hyperstimulace ovarii
FSH follicle stimulating hormone folikuly stimulujici hormon, folitropin
FSH-R follicle stimulating hormone receptor receptor folikuly stimulujiciho hormonu
GnRH gonadotropin-releasing hormone gonadotropiny uvoliiujici hormon
GPCR G-protein coupled receptor receptor sprazeny s G-proteiny

G-protein  guanine nucleotide regulatory protein regula¢ni protein obsahujici guanin

hCG human chorionic gonadotropin lidsky choriovy gonadotropin
insLQ insertion of leucine and glycine inzerce leucinu a glycinu

IVF in vitro fertilization in vitro fertilizace

LH luteinizing hormone luteiniza¢ni hormon, lutropin

LH/hCG-R luteinizing hormone/human chorionic receptor pro luteiniza¢ni hormon a

gonadotropin receptor lidsky choriovy gonadotropin
LH-R luteinizing hormone receptor receptor luteinizaéniho hormonu
LHp B subunit of luteinizing hormone B podjednotka luteiniza¢niho hormonu
LRR leucine-rich-repeats opakujici se oblasti bohaté na leucin
OHSS ovarian hyperstimulation syndrome  ovarialni hyperstimulaéni syndrom
PCOS polycystic ovary syndrome polycysticky ovarialni syndrom
SNP single nucleotide polymorphism jednonukleotidovy polymorfismus
Stp. Stop codon stop kodon, termina¢ni kodon
™ transmembrane domain transmembranova doména
TSH thyroid-stimulating hormone thyreotropin
VEGF vascular endothelial growth factor vaskularni endotelialni ristovy faktor
v-LHf variant 3 subunit of luteinizing variantni § podjednotka luteinizacniho
hormone hormonu



Abstrakt

Ovarialni hyperstimulaéni syndrom (OHSS) je iatrogenni komplikaci asistované
reprodukce (ART), ktera mize ohrozit Zivot pacientky. Je zplsobeny zvySenou citlivosti
ovarialnich receptorti na exogenni gonadotropiny pii kontrolované ovarialni hyperstimulaci
(COH), ktera je nezbytna pro uvolnéni vice nez jednoho oocytu. Lécba tohoto syndromu je
symptomatickd, proto je diraz kladen hlavné na prevenci. Cilem soucasné reprodukcni
genetiky je najit rizikové markery, pomoci nichz by bylo moZzné odhadnout citlivost
hormonalniho receptoru pro luteinizaéni hormon (LH-R) a receptoru pro folikuly stimulujici
hormon (FSH-R) jesté pied zapocetim 1é¢by. Individualizaci COH by se snizilo riziko nejen
OHSS, ale i riziko ukon¢eni COH z dtivodu pfilis slabé odezvy ovarii. Prozatim jsou ve vztahu
k zvySenému riziku rozvoje OHSS a jeho zavaznosti studovany pouze genotypy FSH-R. Cilem
dalsich studii bude zjistit mozny vliv genotypu LH-R a luteiniza¢niho hormonu (LH) na
vyslednou ovaridlni odpoveéd pti COH a dalsSich typech hormonalni 1é¢by. Tato bakalarska
prace shrnuje dosavadni poznatky o mozné spojitosti polymorfismit LH a LH-R s OHSS

V navaznosti na vysledky ziskané o FSH-R.

Klicova slova:

ART, folikuly stimulujici hormon, FSH receptor, in vitro fertilizace, luteinizacni hormon,

LH receptor, polymorfismy, ovarialni hyperstimula¢ni syndrom



Abstract

Ovarian hyperstimulation syndrome (OHSS) is an iatrogenic complication in an
assisted reproduction (ART), which can threaten the life of the patient. It is caused by an
increased sensitivity of ovarian receptors to exogenous gonadotrophins during controlled
ovarian hyperstimulation (COH) that is necessary for induction more than one oocyte.
Treatment for this syndrome is symptomatic hence the emphasis is primarily on the
prevention. The purpose of current reproduction genetics is to find risk markers, by which it
could be possible to assess the sensitiveness of a hormonal receptor for luteinizing hormone
(LH-R) and a receptor for follicle stimulating hormone (FSH-R) just before the start of the
therapy. Individualization of the COH would decrease the risk of both, the OHSS, and the risk
of canceling the COH through a poor ovarian response. Temporary, only FSH-R genotypes are
studied in relation to an increased risk of OHSS and its severity. The aim of further studies is
an ascertaining the possible impact of LH-R s and the luteinizing hormone’s (LH) genotype on
the final ovarian response during COH and other types of hormonal treatment. This bachelor’s
work summarizes the present knowledge of the possible connection of LH's and LH-R’s

polymorphisms to OHSS in continuum to findings gained about FSH-R.

Keywords:

ART, follicle stimulating hormone, FSH receptor, in vitro fertilization, luteinizing hormone,

LH receptor, polymorphisms, ovarian hyperstimulation syndrome



1. Uvod

In vitro fertilizace (in vitro fertilization, IVF), neboli ,,oplozeni ve zkumavce*, patii
mezi zdkladni techniky asistované reprodukce (ART). Pocatky IVF sahaji do doby pied vice
nez 25 lety a od t¢ doby se jeji metody neustale zdokonaluji. Provadi se u para, které maji
zZ riznych davodi problémy s ptirozenym pocetim ditéte, disfertilitou ¢i infertilitou.

V Ceské republice ma problémy s neplodnosti pfiblizné 15% part v reprodukénim
véku a vzhledem krozvoji ,civilizatnich chorob®“, jako je nadmérny stres, nezdrava
Zivotosprava, koufeni, uzivani drog ¢i genotoxickych 1ékli (napf. cytostatika) a nartistani
koncentrace hormondlnich disruptort v potravé a ve vodé (pseudoestrogeny) je
pravdépodobné, ze se toto Cislo bude zvySovat. Je proto zdsadni, aby IVF probihala co
nejefektivnéji a s co mozna nejveétsSim omezenim vSech moznych komplikaci.

IVF se sklada ze ctyi fazi: hormonalni stimulace, pii které se ve vajecnicich vyvola
tvorba a zrdni vice Graafovych folikult najednou (béZzn¢ dozrava kazdy mésic jeden folikul
S jednim vajic¢kem). Pro finalni maturaci oocyti a indukci ovulace se vétSinou aplikuje lidsky
choriovy gonadotropin (hCG). Po dosazeni optimalniho stupné vyvoje folikulli nasleduje
odbér vajicek (ovum pick-up) transvagindlni punkci vaje¢nikti jehlou a aspirace folikularni
tekutiny s vaji¢ky pod ultrazvukovou kontrolou Vv kratkodobé narkéze. Ziskana vajicka jsou
Vv laboratofi zkontrolovana a oplozena spermatem. Po n¢kolikadenni kultivaci (délka kultivace
se lisi dle pouzitého protokolu) jsou vétSinou 2-3 embrya prenesena tenkou kanylou do délohy
(embryotransfer). Kvalitni nadbytecnd embrya jsou zamrazena v tekutém dusiku
(kryoprezervovana) pro pozdéjsi pouziti.
syndrom (OHSS), ktery ve svych zavaznych stupnich mize ohrozit i Zivot pacientky. Jeho
presna patogeneze neni zcela objasnéna. Soucasna 1écba je symptomatickd, proto je diiraz
kladen pfedev§im na prevenci, k niZ patii i genotypizace zen pied kontrolovanou ovarialni
hyperstimulaci (COH).

Jednou z moznych pti¢in OHSS je zvysena citlivost receptoru pro folikuly stimulujici
hormon (FSH-R) a pravdépodobné i receptoru pro luteiniza¢ni hormon (LH-R) a vlastniho
luteinizaéniho hormonu (LH). Diky polymorfismim v genech pro FSH-R, LH-R a LH je
ovarialni odezva zcela individudlni. Stejna ddvka gonadotropinu proto muze byt spojena
u jedné pacientky se zvySenym rizikem zavazné formy OHSS, zatimco u jiné je spjata se
snizenou citlivosti receptoru k COH. Oba ptipady mohou byt diivodem k ukonceni probihajici
1é¢by. Ve snaze predejit neptfimeiené odpovédi na stimulaci se vyzkum zaméfil na identifikaci
faktorti, které silu odezvy ovliviiuji a mezi které patii i genetické markery. Molekularné
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geneticka vysetieni genotypu podminujicich citlivost hormonalnich receptorti jsou jednim ze
zékladl individualizace davkovani hormonalni terapie ve snaze vyuzit gonadotropiny ke
snizeni klinickych komplikaci a zvySeni jejich efektivity.

Mutace gonadotropini a jejich receptord jsou velmi vzacné a jsou pficinou
disfertility/infertility u muzii 1 zen. Individudlni variabilita je tak zplsobena spise
genotypickymi polymorfismy. Polymorfismy v gonadotropinech a jejich receptorech
prokazatelné ovliviiuji citlivost receptori na hormonalni stimulaci pfi COH, jak bylo
prokazano pii studiu biologického vyznamu polymorfismi FSH-R. Polymorfismus FSH-R
VvV pozici 680 podminuje rdznou citlivost receptoru. Homozygot Asn680Asn je spojen se
zvySenou citlivosti receptoru, zatimco homozygot Ser680Ser podmifuje sniZzenou citlivost.

Je pravdépodobné, ze podobny vliv bude mit i LH a LH-R, coz vzbudilo zdjem
1 soucasné reprodukeni genetiky.

Cilem této prace je shrnout zndmé poznatky o mozném spojeni polymorfismid LH a
LH-R s OHSS v navaznosti na ziskané vysledky o FSH-R. Je mozné ptedpokladat, Ze oba tyto
polymorfismy maji vliv na miru odezvy ovarii a mohou tedy ovliviiovat vysledek IVF, tiebaze

vyzkumy v této oblasti jsou teprve na poc¢atku a prvni vysledky jsou spiSe nejednoznacéné.



2. Ovarialni hyperstimulaéni syndrom

OHSS je zavaznd porucha spojena s patologickou reakci na COH exogennimi
gonadotropiny, ktera je nezbytna K ziskani vétsiho poctu folikuld pro tspésnou IVF. Jeji
vyskyt u vysoce rizikovych pacientek s hladinou estradiolu v krvi vyssi nez 2500 pg/ml se
pohybuje kolem 20% (Gera et al. 2010). Velmi vzacné¢ se vSak OHSS muze objevit
i spontann¢ bez COH. V téchto ptipadech je OHSS vzdy spojen s téhotenstvim (AbulLouz,
Ahmed and Swan 1997, Chae et al. 2001).

Vyskyt OHSS v ramci vSech IVF cykld se pohybuje mezi 3,3% a 7,6% (Serour et al.
1998, Mathur et al. 2000, Gera et al. 2010). Rozmezi je pomérné S$iroké i vzhledem
k subjektivnimu hodnoceni mirnych forem OHSS 1ékafti. Presto OHSS piedstavuje zdaleka
nejcastéjsi iatrogenni komplikaci spojenou s IVF.

Nejcastéji se jednd o mirnou formu OHSS, kterd u vétSiny Zen do nékolika dni
samovoln¢ odezni. V nékterych zavaznych ptipadech vSak mize OHSS trvat déle a rozvinout
se do stavu ohrozujici zivot pacientky 1 plodu, pokud probéhlo umélé oplodnéni uspesné. Jsou
znamy i ptipady, kdy na OHSS a s nim spojené dalsi komplikace pacientka zemftela (Serour et
al. 1998, Memarzadeh 2010). Incidence zavazné formy OHSS, ktera je spojena s hospitalizaci
pacientky v nemocnici, je vSak pomérné nizka — pohybuje se v rozmezi 1,7 — 4,2 % (Serour et
al. 1998, Enskog et al. 1999, Wang et al. 2002, Papanikolaou et al. 2006).

2.1 Klasifikace a pfiznaky OHSS
2.1.1 Klasifikace OHSS dle zavaznosti s uvedenim priznaku

Prvni detailni klasifikaci OHSS navrhl Rabau roku 1967 a zalozil ji na klinickych
a laboratornich nalezech (Rabau et al. 1967). Spolu s rozvojem transvaginalni ultrasonografie,
ktera umoznila méfeni velikosti folikulti, a nové vyvinutého postupu v méfeni koncentrace
estradiolu v séru a progesteronu, byla piivodni klasifikace n¢kolikrat prepracovana (Schenker
and Weinstein 1978, Golan 1989, Navot, Bergh and Laufer 1992, Mathur 2005) a stale se
vyviji (Golan and Weissman 2009a, Golan and Weissman 2009b, Mathur and Jenkins 2009).

Kralovska spole¢nost porodnikti a gynekologt (Royal College of Obstetricians and
Gynaecologists) ve své smérnici Green-top Guideline No.5 pro Spojené kralovstvi Velké
Britanie a Severniho Irska (RCOG 2006) doporucuje pouzivat systém klasifikace od Mathura
(Mathur 2005) s modifikovanou kategorii zavazného stupné podle Navota (Navot et al. 1992),
ktery ze zdvazného stupné vydeluje jesté 4. stupenn OHSS — kriticky (tabulka ¢.1).



Klasifikace OHSS dle zavaznosti

Stuperi OHSS PFiznaky

Zazivaci obtize
Mirny Mirna bolest bficha zplsobena zvétSenymi ovarii
Velikost vaje¢nikl obvykle do 8 cm

Stfedni bolest bficha

Nevolnost, zvraceni
Ultrasonografické znamky ascitu
Velikost vaje¢nik obvykle 8-12 cm

Stredni

Masivni ascites, nékdy hydrothorax
Oligurie

Tézky Hemokoncentrace — hematokrit > 45%
Hypoproteinemie

Velikost vaje¢nikl obvykle > 12 cm

Tézky ascites s hydrothoraxem
Hematokrit > 55%

Pocet leukocytt > 25 000/ml
Oligurie/anurie
Tromboembolické projevy
Syndrom dechové tisné (ARDS)

Kriticky

Tabulka 1: Klasifikace OHSS dle zdavaznosti podle smérnice Green-top Guideline No.5
(RCOG 2006). OHSS je dynamicky stav, ktery se v case rozviji a plynule meéni. Navic se u
pacientky mohou projevit pouze nékteré z obecné uznavanych priznakii, jejichz hodnoceni je
casto velmi individualni (napr. pacientcino ohodnoceni miry bolesti bricha). To stéZuje
moznosti jeho obecné klasifikace (prevzato z RCOG 2006).

Ascites je zpusoben zvySenou permeabilitou nové vytvaienych kapilar v ovariich.
Extravaskularni tekutina z kapilar bohatad na proteiny (exudat) se akumuluje ve tietim prostoru
a dale expanduje do dutin (bfi$ni, pohrudni¢ni, perikardialni). V zavaznych stavech OHSS
velky objem ovarii a vysokéd poloha branice pii ascitu pfispivaji k dusnosti pacientky, stejné
jako pleuralni ¢i perikardialni exudat, coz muze vést az k syndromu dechové tisné¢ (ARDS,
acute respiratory distress syndrome), zaroven se mize indukovat kaskada hemodynamickych
procestt vedoucich k trombodze (hemokoncentrace), nedostatku albuminu v krvi, k celkové
elektrolytické nerovnovaze a selhani jater a ledvin diky hypoperfuzi organti (Schenker and
Weinstein 1978, Gera et al. 2010).



2.1.2 Klasifikace OHSS dle doby projeveni syndromu

Klasifikace OHSS podle doby nastupu syndromu je uzite¢na zejména pro ur¢ovani
progndzy dalsiho vyvoje stavu pacientky.

OHSS je mozné rozdélit na ¢asnou a pozdni formu syndromu. Casny OHSS se projevi
do 10 dnti od odbéru oocytl, zatimco pozdni OHSS nastupuje od 10. dne déle. Rozdil mezi
hCG. Casny OHSS je vyvolan exogennim hCG, zatimco pozdni formy syndromu jsou
vyvolany endogennim hCG z implantovaného embrya (Mathur et al. 2000).

Casny OHSS se také cCastdji vyskytuje u pacientek s diagnézou polycystického
ovarialniho syndromu (PCOS, polycystic ovarian syndrome) a jeho ¢etnost roste s rostouci
hladinou estradiolu v séru (Mathur et al. 2000). Papanikolaou tuto formu syndromu dale
spojuje s vyssim rizikem potratu (Papanikolaou et al. 2005).

Pozdni OHSS a se castéji rozvine az do tézké formy a jeho incidence je vyssi
u viceCetnych téhotenstvi (Mathur et al. 2000, Papanikolaou et al. 2005). Jsou ale
dokumentovany dvé pacientky, u kterych se projevil pozdni OHSS, piestoze nebyly té¢hotné,
byly vsak 1éCeny dodate¢nym podanim hCG b&hem lutealni faze (Papanikolaou et al. 2005).

2.1.3 Klasifikace OHSS jako syndrom brisniho pretlaku
Grossmann pfisSel roku 2010 s novou myslenkou, Ze vzhledem ke stejnym piiznakim
OHSS a syndrom bfisniho ptetlaku by mél byt OHSS ve svych stfedné tézkych a zdvaznych

formach posuzovan jako syndrom bfisniho pietlaku (Grossman et al. 2010).

2.2 Rizikové faktory
Americka spoleénost pro reprodukéni medicinu (The American Society for

Reproductive Medicine) ve svém edukacnim piehledu uvadi nasledujici rizikové faktory
(ASRM 2008):

e PCOS

e vyskyt OHSS v anamnéze pacientky

e nizky v€k

e nizka télesnd vadha

e vyssi davka exogennich gonadotropint pfi stimulaci

e vysoka absolutni hladina estradiolu v séru nebo jeji prudky nartst



Vétsina téchto rizikovych faktori byla zjiSténa empiricky, proto se o jejich
spolehlivosti predikovat rozvoj OHSS vedou diskuse. Bez vyhrad jsou vSeobecné Siroce
uznavané rizikové faktory pouze PCOS a piedchozi epizody OHSS u pacientky (Wiser et al.
2005, Swanton et al. 2010).

V poslednich letech se objevuji i nové zplisoby, jak odhalit zvySujici se riziko rozvoje
OHSS u pacientky. Patii mezi né¢ stanovovani koncentrace vaskularniho endotelidlniho
rustového faktoru (VEGF, vascular endothelial growth factor) v den administrace hCG
(Manau et al. 2007) a sledovani hladiny Anti-Miillerialniho hormonu v bazalnim séru
(Nakhuda et al. 2006, Leeh et al. 2008). Tyto indikatory jesté potebuji validovat.

DalSim rizikovym faktorem pro rozvoj ¢asné formy OHSS se u bélocht zd4 byt krevni
skupina A (Binder et al. 2008b) a alergie, kterymi signifikantné castéji trp€ly pacientky,
u kterych se rozvinula kriticka forma OHSS (Enskog et al. 1999).

2.3 Lécba OHSS

Protoze jesté neni uspokojivé objasnén mechanismus vedouci k rozvoji tézké a kritické
formy OHSS, je 1écba symptomaticka. Velky diraz je proto kladen na informovanost obou
partnerti a zkuSenosti oSetfujiciho 1ékate, ktery by mél strategii COH individualizovat dle
rizikovych markerti a v€as rozeznat zhorSujici se pifiznaky syndromu piipadné a pterusit

stimulaci a ziskané oocyty ¢i embrya zamrazit.

2.4 Patogeneze OHSS

I pfes intenzivni vyzkum neni pfesnd pii¢ina OHSS zcela objasnéna. K nejdulezitéjsim
komponentam piispivajicim K rozvoji tohoto syndromu patii zvétSena ovaria a akutni zvysena
kapilarni permeabilita, muze byt vSak zahrnuta i porucha funkce renin-angiotensinového
systému a dal§i mechanismy.

Za hlavni pficinu zvySené permeability kapilar pti OHSS je povazovan VEGF
(McClure et al. 1994), ktery bézné stimuluje proliferaci endotelu a angiogenezi (Levin et al.
1998). Hlavnim zdrojem cirkulujiciho VEGF v téle jsou vaje¢niky, které takto pravdépodobné
pomahaji k vaskularizaci d¢lozni sliznice a jejimu piipraveni na implantaci embrya (Wang et
al. 2002). VEGF je tedy zasadni pro normalni ovarialni funkci. Pokud dojde k oplozeni, je
VEGF spolu shCG produkovan trofoblastem a hraje klicovou roli v synchronizaci

angiogeneze mezi embryem a délozni sliznici (obr.1) (Berndt et al. 2006).
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TROFOBLAST BUNKY ENDOTELU
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EPITELIALNi BUNKY DELOZNi SLIZNICE
Obr. 1: hCG hraje klicovou roli v synchronizaci trofoblastu, endotelu a epitelu délozni
sliznice. Angiogenicka aktivita hCG béhem implantace: 1) primy efekt hCG pres interakci
S hCG/LH receptory na povrchu endotelu na angiogenezi. 2) neprimy efekt hCG na
angiogenezi pres smycku zahrnujici zvySenou produkci VEGF delozni sliznici. 3) pridavny
efekt hCG a VEGF ve stimulaci rustu kapilar (prevzato z Berndt et al. 2006).

Lee s kolegy zaznamenal produkeci signifikantniho mnozstvi VEGF lidskymi
luteinizovanymi granuldéznimi bunkami, které byly pfimo reguloviany mnoZstvim hCG.
Zhorseni klinického pribéhu OHSS v brzkém tchotenstvi tedy spojuje s podanim hCG a tim
zvysenou produkci VEGF ze Zlutého téliska (Lee et al. 1997)

Casovou i davkovou zavislost exprese VEGF na hCG doklada i Wang (Wang et al.
2002). Vysoka hladina VEGF v séru oproti kontrolam byla navic pozorovana u vSech
pacientek s t€Zkou formou OHSS (Abramov et al. 1997, Wang et al. 2002).

Zda se tedy, Ze intenzita syndromu je spojena se stupném ovaridlni odezvy
na stimulaci. Hlavni roli nejspiSe hraje hCG pouzity k findlni maturaci oocyti a indukci
ovulace, ktery u n€kterych pacientek reguluje nadprodukci VEGF vice folikuly a tim zvySuje
kapilarni permeabilitu (Wang et al. 2002). Navic nékteré studie ukazuji, ze produkce VEGF
muze byt indukovana nejen hCG, ale i LH a folikuly stimulujiciho hormonu (FSH)
(Christenson and Stouffer 1997).
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3. Gonadotropiny a jejich receptory

Luteiniza¢ni hormon patii mezi gonadotropinové hormony (gonadotropiny), coz jsou
hormony glykoproteinové povahy ovlivitujici vyvoj a ¢innost gonad (vaje¢niku, varlat), zrani
pohlavnich buné¢k a tvorbu pohlavnich hormont (steroidu).

Mezi gonadotropiny patii FSH (folikuly stimulujici hormon), LH (luteinizacni
hormon) a hCG (lidsky choriovy gonadotropin). FSH a LH jsou Vv pulsech produkovany
prednim lalokem hypofyzy (podvésku mozkového) pod vlivem gonadotropiny uvolnujiciho
hormonu (GnRH, Gonadotropin-releasing hormone) (shrnuto v Simoni, Gromoll and
Nieschlag 1997, Buffet et al. 1998, Ciccone and Kaiser 2009), zatimco hCG je z hypofyzy
produkovan jen v malém mnozstvi (Cole, Khanlian and Muller 2008) a pochazi ptevazné
z placenty (shrnuto v Cole 2010).

Gonadotropiny spolu s thyreotropinem (TSH) patii mezi glykoproteinové hormony.
Jsou to heterodimery skladajici se ze spole¢né a-podjednotky a unikatni B-podjednotky
(obr. 2) (Ji, Grossmann and Ji 1998). Kazda z podjednotek ma dvé N-glykosilaéni mista.
Glykosilace ma vliv na stabilitu, bioaktivitu a zivotnost hormonu v obéhu (Fox, Dias and Van
Roey 2001). Ctyii dalsi O-vazané glykosilace na C-konci hCG mohou za delsi polo¢as Zivota
hCG v plazmé a za jeho zvySenou bioaktivitu oproti LH (Olijve et al. 1996).

a - podjednotka

FSH

LH
hCG

B - podjednotky song

FSH
30 115 AA
LH
Ser
Ser 138
( e ) 12
5D 5= ¥
Y AN W N ae
s _T < % S
\sI L - A%
13 Asn 7 < Ser !
hCG 30 121

145 AA
Obr. 2: Schematické zndazornéni proteinové primarni struktury a glykosilacnich mist o. a 8

podjednotek gonadotropinii S uvedenim poctu aminokyselin jednotlivych podjednotek
(prevzato z Olijve et al. 1996).
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Glykoproteinové hormony jsou nejvétsSimi (30-40 kDa) a nejkomplexnéjSimi ligandy
receptoru spiazenymi s G-proteiny (GPCR, G-protein = guanine nucleotide regulatory protein)
(shrnuto v Ji et al. 1998).

3.1 Struktura a funkce gonadotropint

Béhem cyklu zacne sviij vyvoj v ovariu Zeny né€kolik folikulli, z nichz velka vétSina
zanikne diky apoptdze. Zlstane jen malé mnozstvi téch, které jsou schopné v dostatecné mite
reagovat na FSH, které ptsobi jako antiapoptoticky faktor a zaroveil podporuje jejich finalni
maturaci. FSH ma tedy zasadni vliv na vybér a maturaci dominantniho folikulu.

LH je nepostradatelny pro termindlni maturaci preovulacnich folikuli, syntézu
androgenii a pro indukci vlastni ovulace. Dominantni folikul pod vlivem FSH konvertuje
androgeny na estrogeny véetné estradiolu, ktery ptisobi na déloZni sliznici a pfipravuje ji na
implantaci. Po ovulaci dochazi pies indukci exprese VEGF k migraci luteinizovanych
granuloznich bun¢k, a to diky zvysSené expresi integrini asP; a asPs. To pomaha vytvoreni
a udrzeni corpus luteum. Pro vznik a udrZeni corpus luteum je nezbytny také LH, ktery
sekretuje progesteron a tim podporuje Casnou fazi té¢hotenstvi a spolu s dalSim latkami se
podili i na synchronizaci vyvoje d¢lozni sliznice a oocytu (Piersma et al. 2007a, Rolaki et al.
2007 a shrnuto v Buffet et al. 1998).

V ramci IVF programu se gonadotropiny vyuzivaji ke stimulaci rlistu a maturace
folikula (Olijve et al. 1996, Yilmaz et al. 2010). Kazda Zena je k nim jinak citliva, proto se
predem té€zko odhaduje pfiméfena davka k vyvolani potiebné stimulace (Mathur et al. 2000,
Papanikolaou et al. 2006). Problémem je jak piili§ slaba odezva ovarii, kdy se po stimulaci
vyvine pouze n¢kolik malo folikulll (tfi a mén¢), které mohou byt nasledn¢ odebrany pro IVF

(Livshyts et al. 2009), tak i pfilis silna odezva vedouci k OHSS (Kaiser 2003).

3.1.1 Folikuly stimulujici hormon

Krystalickou strukturu FSH (obr. 3B) se podatilo objasnit roku 2001. Ziskana data
potvrdila stavbu hormonu ze dvou podjednotek — o a B spojenych S-S mistky. Obé
podjednotky jsou si navzajem podobné a velmi pevné spolu asociuji (obr. 3A a B) (Fox et al.
2001, Fan and Hendrickson 2005b). Krystalizace FSH spolu s hormon-vazebnou doménou
FSH-R (FSH receptor) ukazala, ze se na specifit¢ vazby hormonu na receptor podili obé

podjednotky hormonu (spole¢na o i specificka B). Vzhledem k velké sekvenéni podobnosti
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glykoproteinovych hormonut se predpoklada, ze se vSechny vazi na své receptory stejnym
zpusobem jako FSH (Fan and Hendrickson 2005b).

Molekuly FSH se vazi na FSH-R. Ty jsou u Zen exprimované v gonadach na povrchu
folikularnich bunék (shrnuto v Simoni et al. 1997). Zde je FSH nezbytny pro terminalni
maturaci folikulti a zaroven chrani dominantni folikul pfed apoptoézou (shrnuto v Simoni et al.

1997, Buffet et al. 1998).

B rn
{ ]’f" g_r/c-l? aL:}
N7
@4
- AN )
ol dAv |

hCG FSH FSH-FSHRus
Obr. 3: Krystalicka struktura volného lidského hCG (A), volného lidského FSH (B) a lidsky

FSH vdzany na hormon-vazebnou doménu FSH-R (C). Zluté jsou naznaceny karbohydraty,
na obrdzku vazaného FSH jsou cerné S-S mustky (prevzato z Fan and Hendrickson 2005a).
3.1.2 Luteiniza¢ni hormon

Izolace a kompletni aminokyselinové sekvence B-podjednotky LH byla objasnéna jiz
roku 1975 (Sairam and Li 1975), ale krystalizovat se LH jesté nepodatilo. Gen pro spole¢nou
o podjednotku je umistén na 6. chromozomu (6q12.21), zatimco specificka  podjednotka LH
je umisténa na 19. chromozomu (19¢13.32) (www.ncbi.nlm.nih.gov).

LH ma spole¢ny receptor (LH-R) s hCG, proto je nékdy LH-R také oznacovany jako
LH/hCG receptor (LH/hCG-R). Je exprimovan na membranach granuléznich bunék na
povrchu preovula¢nich folikuli (shrnuto v Buffet et al. 1998), ale byl zjistén i na mnoha
riznych buikach mimo gonady — napt. v lidské kazi (Pabon et al. 1996), v lidskych
nadledvinach (Chui et al. 2009) a na dalSich mistech (shrnuto v Ascoli, Fanelli and Segaloff
2002). Fyziologicky vyznam LH-R na jinych mistech nez v gonadach je pfedmétem vyzkumu
(Chui et al. 2009, shrnuto v Ascoli et al. 2002).

V Zenskych gonadach je LH nezbytny pro findlni maturaci folikul(i, navozeni ovulace
a nasledné pro vznik a udrZeni corpus luteum (zlutého téliska), ktery sekretuje progesteron

a tim podporuje Casnou fazi t€hotenstvi (shrnuto v Buffet et al. 1998).
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3.1.3 Lidsky choriovy gonadotropin

Lidsky hCG je velmi podobny LH a oba sdili i spole¢ny receptor (LH-R nebo také
LH/hCG-R). Nejvétsi rozdil mezi LH a hCG je v polocasu zivota obou hormont. LH obiha
vtéle pouze 25-30 min, zatimco hCG v téle pisobi piiblizné 37 hodin. Jak elegantné
formuloval Cole, v mnoha ohledech je hCG ,,super LH* produkované béhem t¢hotenstvi s 80X
vétsi biologickou aktivitou nez LH (shrnuto v Cole 2010).

Trojrozmérna struktura hCG (obr. 3A) ukazuje podobnou stavbu jako FSH — hCG se
také skladd ze dvou topologicky velice podobnych podjednotek spojenych tiemi S-S mistky
(Lapthorn et al. 1994). Rozdily mezi FSH a hCG byly pfi podrobnéj$im srovnani nalezeny
zejména v B-podjednotce. Nalezené odlisnosti mohou byt dilezité zejména pro specifitu vazby
hormonu na receptor a pro prenos signalu (Fox et al. 2001).

V téle Zeny se hCG podili na produkci testosteronu, stimulaci angiogeneze,
podpoie spojeni trofoblastu s placentou, modulaci imunitniho systému, rtistu placenty spolu
s plodem v pribéhu téhotenstvi, potladovani svalovych kontrakci v prub&hu té¢hotenstvi a na
dalsich procesech (shrnuto v Cole 2010).

Jedna z novych studii doklada biologickou funkci nékterych oligopeptidii odvozenych
od hCG. Vybrané oligopeptidy interferuji s expresi nékterych genli a tim mohou zastavit
zavazné zancty, zaCatek diabetu typu I, selhani jater a tvorbu nadorti. Otevird se mozna cesta

vyvoje novych 1€kt zalozenych na regulacnich oligopeptidech (Khan and Benner 2011).

3.2 Gonadotropinové receptory

Gonadotropinové receptory se fadi do malé skupiny GPCR, ktera se vyznacuje 8-9
opakujicimi se oblastmi bohatymi na leucin (LLR, leucine-rich-repeats) ve velké N-terminalni
doméné. Pravé velkou extracelularni doménou s LRR se tyto receptory lisi od béznych GPCR
(Hsu 2003).

Receptory glykoprotein (receptory pro FSH, LH, hCG a TSH) jsou si sekvencné
velice podobné (Minegish et al. 1990, Sprengel et al. 1990), coz ukazuje na jejich spolec¢ny
evoluéni pavod (Hsu 2003). Skladaji se z velké extracelularni N-terminalni domény s LRR,
ktera zajiStuje vazbu hormonu, a Z transmembranové domény podobné rodopsinu. Ta sestava
ze 7 transmembranovych o-helixd propojenych smyckami a z C-termindlniho segmentu

Vv cytoplazmé buriky, slouziciho k pfenosu signalu (obr. 4).
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Po vazb¢é hormonu na receptor projde N-termindlni segment hormonu konformaéni
zménou a nasledné interaguje 1 s exosmyckou transmembranové domény receptoru, ¢imz

generuje signal (shrnuto v Ji et al. 1998).

N-terminalni segment

A - B

Receptory glykoproteinovych
hormon (LH, FSH, hCG, TSH)

HhRAE <2 = o

R

C-terminalni segment

Obr. 4: Obecnda stavba receptorii sprazenych s G-proteiny (A). Glykoproteinové hormony, LH,
FSH, hCG a TSH se vazi na N-termindlni segment receptoru. Hormon-vazebny segment
S navdzanym ligandem interaguje s €X0-smyckami transmembrdanové domény a generuje
signal (B). TM oznacuje transmembranové domény (prevzato z Ji et al. 1998).

Signal je ptes G-proteiny prendsen dal a generuje tvorbu cAMP (cyklicky adenosin
monofosfat), ktery indukuje signaliza¢ni kaskadu. Zda se, ze¢ FSH-R pies G-proteiny aktivuje
pouze adenylat cyklazu, ktera vede k produkci CAMP (shrnuto v Simoni et al. 1997), zatimco
LH-R pomoci G-proteinti aktivuje nejen adenylat cyklazu, ale i fosfolipazu C (shrnuto

v Ascoli et al. 2002).

3.2.1 Receptor folikuly stimulujiciho hormonu

Gen pro FSH-R se u lidi nachazi na chromozomu 2p21 (Gromoll et al. 1994). Sklada se
z 10 exonll a 9 intrond. Zatimco 1. - 9. exon kdéduji velkou extracelularni doménu, 10. exon
koduje C-termindlni Cast extracelularni domény, transmembranovou i intracelularni doménu
(obr. 5). Celkove¢ je lidsky gen pro FSH-R dlouhy 54 kbp a kdduje 695 aminokyselin, véetné
signalniho peptidu o délce 18 aminokyselin (Gromoll, Pekel and Nieschlag 1996).

exony (bp)
251 72 75 75 72 78 69 75 186 >1234

0 ——

>15 >10 28 3 1.8 47 01 11
introny (kbp)

Obr. 5: Organizace lidského genu pro FSH-R. Exony jsou naznaceny zaramovanim. Velikost
kazdého exonu je v pb napsana nad kazdym exonem, délka intronii je v kbp napsana pod
introny (prevzato z Simoni et al. 1997).
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3.2.2 Receptor luteinizacniho hormonu

Gen pro LH-R je u lidi lokalizovanan, stejné jako gen pro FSH-R, na chromozom 2p21
(Rousseaumerck et al. 1990), coz podporuje myslenku, ze se oba v evoluci vyvinuly ze
spole¢ného predka (Hsu 2003). Celkové je gen pro LH-R dlouhy pies 70 kbp a sklada se z 11
exonl a 10 introniti. Prvnich 10 exoni a cast 11. exonu koduje extraceluldrni doménu
receptoru, zbyld ¢ast exonu 11 koduje 1 zbyvajici casti receptoru - transmembranovou
a intracelularni doménu (Atger et al. 1995) Konecny protein pak obsahuje 699 aminokyselin
(www.ncbi.nlm.nih.gov).

LH-R je vlidskych Iluteinizovanych granuldéznich bufikaich a corpus luteum
exprimovan ve Ctyfech rtiznych sestfihovych variantach. Zkracené varianty mohou urcovat
mnozstvi receptoru na bunééném povrchu a aktivitu pln¢ dlouhého LH-R (Dickinson et al.
2009).

Napt. LH-R bez 9. exonu ma nejspiSe fyziologicky vyznam a diky alternativnimu
sestfihu je produkovan v ovariu zdravych Zen s pravidelnym menstruaénim cyklem (Minegishi
et al. 1997). Zkraceny LH-R je schopen v endoplazmatickém retikulu tvofit komplexy
s nematurovanym standardnim LH-R a redukovat tak jejich expresi na povrch bunky.
Komplex takovychto dvou receptorti je v lysozomu degradovan (Nakamura et al. 2004).
Sestfihova varianta LH-R bez exonu 9 je schopnd modulovat aktivitu LH-R b&hem
menstruacniho cyklu (Minegishi et al. 1997, Nakamura et al. 2004).

Oproti tomu varianty LH-R bez exonu 8 ¢i 10 maji zavazny vliv na fertilitu
postizenych jedincti (Laue et al. 1996, Gromoll et al. 2000). Zajimavy je piipad muze
s deletovanym 10. exonem. Tento pacient byl postizen hypogonadismem, avSak po 1é¢bé hCG
Vv dospélosti se jeho stav zlepsil a muz zacal produkovat fertilni spermie. Exon 10 je zfejmé
dilezity pro rozliSeni receptoru mezi hCG a LH, pfi¢emZ v jeho nepfitomnosti neni receptor
schopen na LH reagovat. Diky matefskému hCG produkovanému v t€hotenstvi se tak vyvinuly
normalni muzské znaky plodu, LH vSak nebyl schopen stimulovat receptor béhem puberty

(Gromoll et al. 2000).
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4. Gonadotropiny a rozvoj OHSS

Gonadotropiny a jejich receptory hraji klicovou roli ve vyvoji pohlavnich bun¢k
I v prub¢hu téhotenstvi, véetné jeho pocatecnich fazi. Pro uspésnou implantaci trofoblastu
a pozd¢ji 1 vyvoj embrya je nezbytnd extenzivni angiogeneze endometria v blizkosti mista
implantace. Tvorba novych kapilar je stimulovdna trofoblastem jesté pfed implantaci, a to ptes
systém zahrnujici hCG a VEGF (obr. 1) (Berndt et al. 2006). VEGF je pfitom v soucasnosti
povazovan za hlavni, tfebaze ne jedinou, pfi¢inu zvySené permeability kapildr piispivajici
k OHSS (McClure et al. 1994).

Rozvoj OHSS souvisi se stupném ovaridlni odezvy na gonadotropiny. Zndmé rizikové
faktory v soucasné dob& nejsou schopné vysvétlit, pro¢ jsou nékteré zeny na jejich ptisobeni
citlivéjsi a OHSS se u nich rozvine a u jinych ne. Moznym vysvétlenim se zdaji byt genetické
predispozice konkrétni Zeny. Protoze OHSS je vyrazem piehnané reakce na gonadotropiny,
jsou tyto hormony a jejich receptory dobrymi kandidatnimi geny pro urCovani individualni
citlivosti zeny na stimulaci (Kerkela et al. 2007). Tuto hypotézu navic podpofilo spojeni
spontanni formy OHSS s aktiva¢nimi mutacemi Thr449lle a Asp567Asn v FSH-R (obr. 6)
(Kaiser 2003, Smits et al. 2003, Vasseur et al. 2003).

Naopak u Zen, u kterych se rozvinula spontanni forma OHSS a nemé¢ly FSH-R
mutovany, mohla byt pfehnand odezva ovarii zpisobend abnormalné¢ vysokou hladinou hCG
v téle, v dusledku téhotenstvi. V téchto ptipadech mize byt specifita FSH-R obejita prave
vysokou koncentraci hCG (Kaiser 2003).

Iatrogenni forma OHSS se od spontanni ale li§i. U iatrogenni formy se rozvoj
a zvétSeni vice folikuli objevi diky stimulaci exogennimi gonadotropiny. Oproti tomu
u spontanni formy OHSS se symptomy objevi az pozd¢ji, diky stimulaci FSH-R pomoci hCG
uvoliiovaného béhem tehotenstvi. Je také mozné, Ze se stimulace mutovaného receptoru objevi
az po dosazeni urcité koncentrace hCG (Delbaere et al. 2004).

Aktivacni mutace v genu pro FSH-R ale nevysvétluji vSechny ptipady OHSS. Studium
FSH-R gent 29 brazilskych pacientek s iatrogenni formou OHSS v téchto genech neodhalilo
zaddnou mutaci. A presto se u kontrolni skupiny 50 fertilnich Brazilek, které byly vystaveny
vysokym hodnotam hCG béhem t&€hotenstvi, OHSS nerozvinul (d'Alva et al. 2005). Pficina
iatrogenni formy OHSS neni piesn€ objasnéna. Je ale pravdépodobné, Ze za individudlni
senzitivitu ke gonadotropinové stimulaci mohou spiSe drobné rozdily v genech pro
gonadotropiny a jejich receptory, zatimco mutace jsou vétSinou charakterizované jasnymi

fenotypy (Kerkela et al. 2007). U Zen jsou aktiva¢ni mutace v FHS-R spojeny se spontannim
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a tvorbu vice€etnych folikuld : v, &
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iice / 'Ti: receptor
FSH
Zadné bunééné signaly vyvolané hCG, hCG vyvolava bunécné signaly,
které by indukovaly folikularni proliferaci které vedou k proliferaci folikulu
Cyklické AMP

Mutace v FSH
receptoru

Signalizace
pres hCG

Normalni FSH receptor Mutantni FSH receptor

Obr. 6: Patogeneze dédicné spontdnni formy ovaridlniho hyperstimulacniho syndromu
spojeného s tehotenstvim. Buiiky syncytiotrofoblastu vyvijejici se placenty v tehotenstvi
syntetizuji hCG, které piisobi na ovaria. V bézném téhotenstvi je piisobeni hCG limitovano LH-
R. Stimulace LH-R v corpus luteum vede ke konstitutivni produkci progesteronu a tim
Kk podpore pritbéhu tehotenstvi. Obé dvé mutace (oranzovy a cerveny bod) v receptoru pro
folikuly stimulujici hormon umozni stimulaci FSH-R pomoci hCG v granuloznich burnkach
vyvijejiciho se folikulu. To vede K prehnanému vyvoji a zvétseni folikulii. AC oznacuje adenyldt
cyklazu a o,f,y podjednotky G-proteinii (prevzato z Kaiser 2003).
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OHSS (Smits et al. 2003, Vasseur et al. 2003), naopak inaktivaéni mutace v FSH-R
s piedCasnym ovarialnim selhanim (Aittomaki et al. 1995).

Nejlépe prozkoumany je vztah OHSS k polymorfismiim pravé FSH-R. Zastoupeni
jednotlivych polymorfismt se pfitom velmi lisi dle etnické piislusnosti vySetfovanych osob
(Mayorga et al. 2000, Jun et al. 2006, Macek et al. 2010). Ptitomnost serinu na 680.
aminokyselinové pozici (exon 10, intracelularné na konci C-terminalni domény receptoru)
misto asparaginu je spojena s nizkou odpovédi ovaria na stimulaci exogennim FSH (Jun et al.
2006, Loutradis et al. 2006), s polycystickymi ovarii (Gu, Park and Baek 2010) a s delsim
menstruaénim cyklem (Greb et al. 2005). FSH-R se Ser680 ma nejspise vyssi prah FSH pro
svou aktivaci (Greb et al. 2005). Naopak Asn alela, zvlasté u homozygotnich pacienttl, je
spojena S vyssi senzitivou a nejveétsi zavaznosti rozvinutého OHSS. Tato alela tedy
nepredikuje jen zvySeny risk k rozvinuti OHSS, ale také jeho klinickou zavaznost (Daelemans
et al. 2004, Macek et al. 2010). Zaroven zeny homozygotni pro Asn ¢astéji klinicky otéhotni
(Jun et al. 2006). Nicmén¢ nékteré studie tato pozorovani nepotvrzuji (d'Alva et al. 2005,
Kerkela et al. 2007).

S polymorfismem Asn680Ser je Vv genové vazbé dalsi polymorfismus FSH-R:
Ala307Ser (Greb et al. 2005, Achrekar et al. 2009a). Thr307 (exon 10, extracelularni doména
pfed zacatkem prvniho transmembranového helixu) je spjat se silnou odpovédi ovarii na
stimulaci (Achrekar et al. 2009a). Polymorfismy Ala307Ser a Asn680Ser se nejéastéji
Vv populaci vyskytuji ve spojeni Thr307 — Asn680 a Ala307 — Ser680 (Greb et al. 2005).

Dulezity je také AA genotyp na -29 pozici FSH-R (obr. 7), ktery je asociovan se slabou
odpovédi ovaria, nejspiSe ovlivnénim exprese receptoru (Achrekar et al. 2009b). Tento
polymorfismus se totiz nachazi v konzervované sekvenci pro vazbu transkripcniho faktoru a je
zkouman zejména ve spojeni S polymorfismy na pozicich 307 a 680. V promotorové oblasti
FSH-R genu byla nalezena jesté polymorfni oblast liSici se v po¢tu adenosint v sekvenci za
sebou (A-box). Jeji vliv na citlivost receptoru jesté¢ nebyl ovéfen (shrnuto v Gromoll and
Simoni 2005).
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Obr. 7: Schematické zndazornéni promotorové oblasti FSH-R genu. Modre je zndzornéna
konzervovanda sekvence zvand E-box, na kterou nasedaji transkripcni faktory typu USF. Sedé
je znazornéna iniciacni sekvence (Inr) s pocatkem transkripce, zluté jsou oznaceny
polymorfismy: -29 SNP a variabilni oligo-A usek (prevzato z Gromoll and Simoni 2005).

Gen pro FSH-R byl skenovan i pro pritomnost jinych polymorfismti a mutaci, které by
mohly mit vliv na ovarialni stimulaci v rdmci ART, zadné dalsi vSak nedosahly statistické
vyznamnosti (Binder et al. 2008a). Vliv polymorfismi FSH-R na ovarialni odezvu se zda byt
dostate¢né prozkouman a proto je mozné Asn680Ser zacit pouzivat jako predpovédni faktor
Vv klinické praxi (Moron and Ruiz 2010). Sila ovarialni odezvy je sice regulovana mnoha
genetickymi 1 enviromentalnimi vlivy, pfesto by tento biomarker mohl pomoci pfi urovani
rizika pfilis silné ¢i slabé odezvy pacientky na 1écbu.

Dalsimi kandidatnimi geny jsou polymorfismy LH a LH-R. Podileji se na luteinizaci
hyperstimulovanych ovarii, coz mlize vést k velkému uvoliiovani vazoaktivnich mediatort,
jako je VEGF a dalsi, a nasledné k rozvoji OHSS (McClure et al. 1994). Bylo zjisténo, Ze
u primati ptimo stimuluje syntézu VEGF granul6znimi bunikami nejen hCG (Berndt et al.
2006), ale i FSH a LH (zjisténo na makacich, Christenson and Stouffer 1997).

4.1. Polymorfismy receptoru luteinizaéniho hormonu

Obdobné jako u FSH-R, i mutace v LH-R jsou vétSinou charakteristické jasnym
fenotypem, ktery narusuje normalni pubertdlni vyvoj. Mutace zplsobujici konstitutivni
aktivaci LH-R vedou k pfed¢asné puberté u chlapci, takze nastupuje jiz v détském veku
(Nagasaki et al. 2010). Inaktiva¢ni mutace maji za nasledek muzsky pseudohermafroditismus
(Zenské zevni pohlavni orgéany, sterilitu a genotyp 46 XY), v ,,leh¢ich* ptipadech maji pacienti
mikropenis (Latronico et al. 1996, Qiao et al. 2009). Ve vétsiné piipadi se jedna o recesivni

homozygoty s ptibuzensky sptiznénymi rodici.

21



Byla zaznamenédna i mutace LH-R na rozhrani 10. intronu a 11. exonu spojena se
spontanni formou OHSS (Akerman, 2000), tato souvislost vSak u jinych spontannich piipada
OHSS nebyla potvrzena (d'Alva et al. 2005, Kerkela et al. 2007).

Mezi nejvyznamngjsi polymorfismy LH-R patii zejména insLQ, zpusobena inzerci
Sesti nukleotidi CTCCAG za 54. nukleotidem vedouci k vlozeni dvou aminokyselin leucinu
a glycinu za 18. pozici blizko N-konce proteinu (obr. 8). Tuto inzerci popsal jiz roku 1995
Atger skolegy pii sekvenovani LH-R genu (Atger et al. 1995). Frekvence insLQ alely
V populaci je etnicky zavisla a pohybuje se v rozmezi od 0% u Japonct do 28% u zdravého
bélosského obyvatelstva (Wu et al. 1998, Rodien et al. 1998, Kerkela et al. 2007). U pacientek
postizenych OHSS je prevalence této alely vyssi, az 40,5 % (Kerkela et al. 2007).
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Obr. 8: Mutace a polymorfismy ménici sekvenci aminokyselin v genu pro LH-R. Zelend
kolecka zobrazuji aktivacni mutace, cervené ctverecky inaktivacni mutace a cerné hvezdicky
polymorfismy, Stp. znaci vznik stop kodonu (prevzato z Themmen 2005).

22



Piestoze in vitro studie zadné strukturni rozdily mezi krats$i a delsi variantou LH-R
neodhalila (Rodien et al. 1998), piedpoklada se vliv polymorfismi na funkci LH-R.
Polymorfismus insLQ je umistén v t€sném sousedstvi predpokladané signalni sekvence, mize
tedy interferovat se syntézou LH-R proteinu a jeho umisténim na cytoplazmatickou membranu
(Kerkela et al. 2007). Navic delsi, 11 aminokyselinova inzerce do stejného mista jako insLQ,
ktera nezplsobuje posun cteciho rdmce, ma za nasledek muzsky pseudohermafroditismus
(Richter-Unruh et al. 2002).

InsLQ ziejmé zvySuje aktivitu LH-R a tim produkci estrogenti, coz miize mit
karcinogenni u¢inky na prsni tkan (Piersma et al. 2006). U zen s rakovinou prsu je pfitomnost
insLQ asociovana s niz§im vékem, kdy je rakovina prsu diagnostikovana (obr. 9) a také s jeji
agresivnéj§i formou, prestoZze insLQ samostatné riziko vzniku rakoviny prsu nezvysuje
(Powell et al. 2003, Piersma et al. 2006). U pacientek sinsLQ pfed menopauzou byla
zaznamenana rychlejsi recidiva této nemoci (Piersma et al. 2007Db).

LH-R genotyp a vék v dobé diagnozy rakoviny prsu
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Obr. 9: LH-R genotyp a priimérny vék zen v dobé diagnozy rakoviny prsu. Zeny homozygotni
pro alelu charakterizovanou inzerci LQ do genu pro LH-R (na obrdzku znacena LH-R insLQ)
byly v dobé diagnozy rakoviny prsu mladsi primérné o 8,3 let oproti pacientkam
homozygotnim pro béznou LH-R alelu (prevzato z Powell et al. 2003).

Spojitost LH-R polymorfismu insLQ ve vztahu k odpovédi na COH vramci IVF
programu studoval §védsky tym v ¢ele s doktorkou Kerkélovou na 21 pacientkach, u kterych
se rozvinul zavazny stupeit OHSS, a u 51 kontrol, u kterych se béhem ovaridlni stimulace
OHSS nerozvinul. Piestoze byla insLQ alela u pacientek castéjsi (42,5%) nez u kontrol
(27,5 %), spojitost insLQ s rozvojem OHSS nedosahla statistické vyznamnosti. U deseti
pacientek a deseti kontrol bylo pfitom provedeno sekvenovani vSech 11 exoni LH-R bez

nalezu zadné spolecné varianty. U dalSich 11 pacientek a 41 kontrol byl vyzkum zaméfen na
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cilené hledani pritomnosti insLQ (Kerkela et al. 2007). Tento jev mohl byt z ¢asti zptsoben i
malym mnozstvim pacientek v testovaném souboru.

Vyznamnym jednonukleotidovym polymorfismem (SNP) je i Asn291Ser, zptusobeny
zaménou A/G na 872. nukleotidu 10. exonu. Alelickd frekvence Ser alely je siln¢ etnicky
zavisla. V bélosské populaci se vyskytuje az v 6% (Wu et al. 1998, Piersma et al. 2007b).
Strukturni rozdil mezi témito dvéma formami receptoru je zpusoben chybé&jici glykosilaci na
serinu oproti asparaginu. Ser291 je asociovan se zvySenou citlivosti receptoru. Presto Ser
nema vliv na rozvoj rakoviny prsu (Piersma et al. 2007b).

Dalsim dulezitym polymorfismem je Ser312Asn, jehoz alelickd frekvence je obdobné
jako Asn291Ser, silné zavisla na etnickém puvodu. Vyskyt Asn alely se celkové pohybuje
mezi 0 % (asijské obyvatelstvo) a 72% (Afro-Ameri¢ané), v bélosské populaci mezi 40 — 44%
(Wu et al. 1998, Piersma et al. 2007b). Tento SNP je zptisoben zaménou A/G na nukleotidové
pozici 935 v 10. exonu genu LH-R. Asn alela byla identifikovana jako rizikovy faktor pro
vznik rakoviny prsu (Piersma et al. 2007b) a je spojovana s poruchou spermatogeneze
u chlapcu (Simoni et al. 2008).

Gen pro LH-R byl také v neddvné velké nizozemské asociacni studii zaméfené na
hledani genii spojenych s pfedCasnym ovaridlnim selhdnim vyhodnocen jako jeden z Sesti
kandidatnich gent (Knauff et al. 2009).

Varianty LH-R mohou ovlivnit funkci receptorti a diky tomu i produkci pohlavnich
hormonti, coZ ma vliv i1 na dalsi tkdn€ a procesy. Polymorfismy tak nasledné ovliviiuji nejen
klinicky vysledek ovarialni stimulace pii IVF, ale i prognézu pacientky s rakovinou prsu.
Vétsina pacientek ve Svédské studii neméla mutaci nebo spole¢ny polymorfismus, ktery by
zvySoval riziko rozvoje OHSS (Kerkela et al. 2007). To mlze naznacovat zmény v dalSich
regionech LH-R genu, jako jsou introny nebo promotorova oblast. Ovarialni odezva na
stimulaci je navic uréovana vice faktory, napiiklad interakci LH-R s LH. V neposledni fadé
mohou v sile ovarialni odezvy hrat roli i somatické mutace, jejichz pifitomnost by ovSem

mohla byt otestovana pouze odbérem DNA piimo z ovaria.

4.2. Polymorfismy LH
4.2.1 a podjednotka
Pfirozené se vyskytujici variace v a podjednotce LH receptoru, kterd je zaroven

spolecna pro FSH, hCG a TSH, nebyly zatim popsany. Je mozné, ze takovato mutace by byla
kvili soucasné blokaci hCG, TSH, LH a FSH pro ¢lovéka letalni.
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Byla vsak popsana somatickd mutace ve spole¢né o podjednotce ektopicky
sekretovaného hCG z nediferencované¢ho karcinomu. Mutace byla zpiisobena jednobazovou
substituci vedouci k zaméné Glu56Ala, diky €emuZ byla pozménéna tercidlni struktura

a podjednotky, takze nemohla asociovat s § podjednotkou (Nishimura et al. 1986).

4.2.2 B podjednotka

Ani u specifické B podjednotky LH nejsou Casté mutace, protoze vazné ovliviuji
plodnost postizenych osob (Achard et al. 2009). Prvni inaktivaéni mutace v 3 podjednotce LH
byla dokonce u zeny popsana teprve roku 2007. Homozygotni mutace u brazilské pacientky
zasahovala 5 sestfihové misto v nekodujici intronové oblasti, takzZe intron mezi 2. a 3. exonem
nebyl vystépen. Navic doslo k posunu ¢teciho ramce ve tfetim exonu, coz sice neovlivnilo
pubertalni vyvoj zeny, ale diky absenci funkéniho LH byla neplodna (Lofrano-Porto et al.
2007).

V B podjednotce se vSak vyskytuje 1 né€kolik polymorfnich sekvenci, které mohou mit
rizné silny vliv na aktivitu LH (obr. 10). Polymorfismus Ser102Gly, zpisobeny jednobazovou
zaménou ve 3. exonu, je spojovan s poruchami menstrua¢niho cyklu (Ramanujam et al. 1999)
a s predispozici k neplodnosti u Zen (Mafra et al. 2010), piestoze ptesny mechanismus vlivu

tohoto polymorfismu jesté neni znamy.

Y Y
Co. 52 78
1 T 92
Glu56Ala

LHB

A * 121

Ala-3Thr  1yhgArg lle15Thr Ser102Gly
Gly36Asp  Glu54Arg

Obr. 10: Znazornéni zndmych mutaci a polymorfismii v genech pro spolecnou a podjednotku
gonadotropinii a v f podjednotce LH. Sipky naznacuji polymorfismy, tecky inaktivacni mutace
(prrevzato z Themmen 2005).

Dalsim detekovanym polymorfismem je zaména v 35" nepieklddané oblasti
B podjednotky LH i FSH, kter¢ jsou pravdépodobné spojené s piedéasnym pocatkem puberty
u ¢inskych divek, tj. pocatek puberty pied 8. rokem zivota (Zhao et al. 2010).

Nejrozsifenéj$im polymorfismem jsou dva SNPs ve druhém exonu genu pro LH,
vedouci ke vzniku tzv. v-LHp (variabilni B podjednotky LH, obr. 11) (Nilsson et al. 1997,

Elter et al. 1999). Tento polymorfismus byl pivodné popsan jako imunologicky Spatné
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detekovatelna populace LH (Pettersson and Soderholm 1991). Frekvence v-LHf se vyrazné
odliSuje ve zkoumanych populacich. Nejvétsi zastoupeni spolecné homozygotl a heterozygot
bylo popsdno u Australskych Aboriginct (53,5 %), naopak nejniz$i frekvence byla
zaznamenana v Jizni Indii (0%) a u Mexickych Mayu (5%) (Nilsson et al. 1997, Nilsson et al.
1998). V Ceské republice je frekvence v-LHp ptiblizné 17,5 % (Starka et al. 1999).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
hCGRB TCC AAG GAG CCG CTT CGG CCA CGG TGC CGC CCC ATC AAT GCC ACC CTG GCT GTG GAG AAC
Ser Lys Glu Pro Leu Arg Pro Arg Cys Arg Pro lle Asn_Ala Thr Leu Ala Val Glu Lys

LHB-V  TCC AGG GAG CCG CTT CGG CCA CGG TGC CAC CCC ATC AAT GCC ACC CTG GCT GTG GAG AAG
Ser Arg Glu Pro Leu Arg Pro Arg Cys His Pro Ile Asn__Ala_Thr Leu Ala Val Glu Lys

LHB I'CC AGG GAG CCG CTT CGG CCA TGG TGC CAC CCC ATC AAT GCC ATC CTG GCT GTG GAG AAG
Ser Arg Glu Pro Leu Arg Pro Trp Cys Iis Pro lle Asn Ala Ile Leu Ala Val Glu Lys

Obr. 11: Aminokyselinova sekvence casti p podjednotek hCG, LH a v-LHp. Dva SNPs na
pozicich 8 a 15 u v-LHp jsou zvyraznény tucné, rozdily mezi hCG a LH jsou oznaceny
kurzivou, konzervovana glykosilacni sekvence na pozici 13 je podtriena. Ze sekvenci je videt,
Ze v-LHP je strukturné vice podobnda hCG. Mohlo by se proto jednat o evolucné starsi formu
LH, kterd ma blize k predku dnesnich variant LH a hCG (prevzato z Nilsson et al. 1998).

In vitro je LH s v-LHP G¢inngjsi v produkci progesteronu nez standardni LH, polocas
zivota LH s v-LHp v obé&hu je ale kratsi (Suganuma et al. 1995). Mezi obéma populacemi LH
pritom nebyl pozorovan rozdil ve frekvenci pulzii vylucujicich LH z hypofyzy do obé&hu
(Haavisto et al. 1995).

Odlisna aktivita v-LHP je castecné kompenzovana polymorfnimi zménami
vV promotorové oblasti genu pro v-LHP, zptasobené osmi SNPS. Tyto substituce pozménuji
vazebna mista pro nékteré transkripéni faktory a proto je tento promotor transkripcné
aktivnéjsi (Jiang et al. 1999, Nilsson et al. 2001). Diky zvysené bioaktivité in vitro, ale
snizenému poloc¢asu zivota v obéhu, mohou kratké, ale vysoce aktivni pulzy LH zplisobovat
zmény pozorovatelné ve funkci gonad.

Standardni a variabilni alela LH (s v-LHp) tedy rozdiln¢ odpovidaji na stimulaci GnRH
(Nilsson et al. 2001, Takahashi et al. 2004). Kratsi polocas Zivota v-LHf} v ob&hu je u nich
kompenzovan brzkou a vysokou hladinou v-LHp, pficemz tato vysoka hladina trva delsi dobu.
U Zen je ptitom zvySena sekrece LH spojovana s neplodnosti a potraty (Takahashi et al. 2004).

Ohledné¢ v-LHP a jeho vztahu k plodnosti Zen jsou publikované vysledky spise
protichiidné. Obecné se v-LHp Castéji vyskytuje u zen s ovulacnimi poruchami (Ramanujam
et al. 1999), u neplodnych zen (Takahashi et al. 2004), u chlapct je spojovana s pomalym
tempem pubertalniho vyvoje, pfestoze doba pocatku puberty u nich neni zasazena (Raivio
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et al. 1996). Zvysena frekvence v-LHP alely u obéznich pacientek s PCOS pozorovana na
zenach ve Velké Britanii (Rajkhowa et al. 1995) nebyla na populaci tureckych Zen potvrzena
(Elter et al. 1999). Tento rozdil mize byt zpisoben pomérné nizkym poétem studovanych
vzorkl zejména u turecké studie (30 pacientek s PCOS a 30 kontrol). Souvislost polymorfniho
LH s PCOS by byla zajimava zejména proto, ze PCOS je obecné uznavanym rizikovym
faktorem pro rozvoj OHSS (Swanton et al. 2010). Piesto jsou doloZzeni i zjevné zdravi
homozygoti pro v-LHp (Haavisto et al. 1995).

Cramer s kolegy studoval vliv v-LHB na plodnost Zen u pievazné zidovské populace
z Bostonu a ze ziskanych vysledkl spojuje pfitomnost v-LHp spiSe se snizenou plodnosti, nez
s neplodnosti. Zajimavé bylo také zjisténi, ze zeny nesouci alespon jednu v-LHp alelu Casté&ji
trpély depresemi a naopak byly méné Casto kuiackami (Cramer et al. 2000).

Zménéna bioaktivita a kinetika LH s v-LHP indukuje jemné zmény v LH funkci, které
mohou predisponovat ¢i ochranovat své nositele pfed chorobami spojenym s LH aktivitou
(Haavisto et al. 1995).

Jak bylo zjisténo, pro n€které pacientky podstupujici IVF je prospésné pozdé€jsi podani
davky LH v ptipad¢, Ze nedostatecné odpovidaji na stimulaci pomoci FSH. Zda se, Ze podany
rekombinantni LH je schopny optimalizovat folikularni maturaci snizovanim poc¢tu malych
folikult. Timto zplsobem je mozné ,,zachranit™ stimulacni cyklus u mladych Zen s plivodné
ptili$ nizkou odezvou na stimulaci (De Placido et al. 2004). Zajimavé je, ze nékteré Zeny pro
optimalni stimulaci Zadné podani exogenniho LH nepotifebuji, naopak pro jiné pacientky je
dilezity. To mtze byt zpisobeno tim, ze aktivita LH spadne pod pomyslnou hladinu, kdy je
jesté aktivni, nebo pfitomnosti méné aktivni izoformy LH, kterd je sice kompatibilni
s normalnim spontdnnim ovula¢nim cyklem, ale pro udrZeni vicendsobného folikularniho riistu
indukovaného béhem IVF neni dostacujici (De Placido et al. 2004).

Vztah v-LH alely s vysledky IVF byl studovan na italské populaci Alviggim s kolegy.
V-LHP se pfitom mnohem castéji vyskytovala u Zen s nizkou ovaridlni odezvou ke stimulaci.
Pomoci v-LHB polymorfismu by tak bylo mozné identifikovat skupinu pacientek
predisponovanych k nizké ovaridlni odezvée, které by mohly benefitovat z podani LH béhem
stimulace (Alviggi et al. 2009). Zaroven je pravdépodobné, Ze takovato skupina ma snizené
riziko k rozvoji OHSS.
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5. Zaver

Byly identifikovany polymorfismy FSH-R, které¢ pokud ptimo nezvysuji riziko vzniku
OHSS, ptispivaji k vetsi zavaznosti jiz rozvinutého syndromu. Dal$imi kandidatnimi geny jsou
ty pro LH a LH-R, protoze se oba také zasadné podili na maturaci folikula a ovulaci. Cilem
této bakalatrské prace bylo shrnout poznatky tykajici se mozného spojeni téchto dvou genu
s rozvojem OHSS.

Gen pro LH-R se vyskytuje v n¢kolika variantach, z nichz nejdilezitéjsi je insLQ.
InsLQ ziejme zvySuje aktivitu LH-R a tim produkci estrogenti, coz mize mit vliv nejen na
rozvoj OHSS, ale napf. i na rozvoj rakoviny prsu. Zatim jedina provedena studie zaméfena na
polymorfismy LH-R ve vztahu k rozvoji OHSS s nim ale nenaznacuje zadnou spojitost. Tato
studie vSak byla provedena na pomérné malém poctu pacientl, bylo by proto vhodné ji
zopakovat a spojit se soucasnym genotypovanim variant LH, nebot’ pfenos signidlu mize
spolecné modulovat receptor i jeho ligand.

LH se nejcastéji vyskytuje ve dvou variantach lisicich se svou aktivitou - klasicka alela
a v-LHB. Typ varianty LH mé vliv na tvorbu steroidi a tim dale ovliviluje predispozici
pacientii k dal§im nemocem, jako je PCOS (polycysticky ovarialni syndrom), menstruacni
poruchy ¢i rychlost pubertalniho vyvoje u chlapcti. Vztah PCOS s variantami LH je zajimavy
zvlasté proto, ze tento syndrom vyrazné zvysuje riziko rozvoje OHSS. Pilotni studie
Alviggiho a kolegt navic ukazuje spojeni polymorfni alely LH se slabou odpovédi ovarii na
stimulaci. Bézna alela by tedy mohla predisponovat naopak k ochotnéjsi odpovédi ovarii
a potazmo ve spojeni s dalsimi faktory k OHSS.

Rada otazek tykajicich se genetickych vlivi na rozvoj OHSS zistava
nezodpovézenych, napf. ovlivnéni citlivosti ovarii vzdjemnym pusobenim rtznych
polymorfism LH i FSH gent a jejich receptoril a to i v nekddujicich oblastech genti. Nesmi
se zapominat také na environmentalni vlivy, v€k, vahu ¢i dalsi nemoci pacientky.
pozorovani oSetfujictho I€kafe, stejné jako odborné pouceni pacientek o moznych

komplikacich.
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