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ABSTRACT

Aim of the study: To establish endothelial activation markers which could uncover endothelial damage

during physiological pregnancy.
Type of study: Prospective study.

Method: We examined 403 pregnant women with a physiological pregnancy. Venous blood samples were
collected from the women at the beginning of the pregnancy, a second sample was collected in the interval
24-28 weeks gestation. Parameters were examined using methods: t-PA — ELISA, PAI-1 - ELISA, vWF
Ag - EIA ePCR - ELISA, MMP-2,9 — ELISA with fluorogenic detection, TIMP-2 — ELISA, endothelial
microparticles - flow cytometry.

Results: The level of vWF antigen increased during the entire course of pregnancy (in the I. trimester the
average level was 152,32%, in the II. and III. trimester 173.34% and 216.20% respectively). At the same
time, vWT activity also increased (I. trimester average level 130.20%, II. and III. trimester 150.09% and
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181.91% respectively). The level of thrombomodulin significantly increased during pregnancy
(L. trimester average level 19,05 ng/ml, II. and III. trimester 28,47 ng/ml and 39,86 ng/ml respectively).
The level of soluble form of EPCR increased during pregnancy (I. trimester average level 201.76 ng/ml,
II. and III. trimester 274.68 ng/ml and 324.07 ng/ml respectively). The level of PAI-1 increased during
the entire course of pregnancy (I. trimester average level 36.14 ng/ml, II. and III. trimester 50.07 ng/ml
and 60.12 ng/ml respectively). The level of t- PA did not change significantly during the course of
pregnancy (L. trimester average level 2.48 ng/ml, II. and III. trimester 2.97 and 3,34 ng/ml respectively).
The levels of MMP-2 (L. trimester average level 9043,76 RFU, II. and III. trimester 9315.38 and 8800.27
RFU respectively), MMP-9 (1. trimester average level 8371.90, II. and III. trimester 8290.81 and 7470.50
respectively), TIMP-2 (1. trimester average level 92.5 ng/ml, II. and III. trimester 98.5 and 96.5 ng/ml
respectively) or endothelial microparticles (I. trimester average level 3838.38 particles/ul, II. and III.
trimester 3836.59 and 3650.59 particles/pl respectively) did not change significantly throughout the
individual trimesters.

Conclusion: We confirmed the hypothesis regarding the significant influence pregnancy has on changes
in levels of these markers.

Key words: endothelium, pregnancy, activation, preeclampsia.

SOUHRN

Cil studie: Stanovit markery aktivace endotelu k odhaleni endotelialniho poskozeni béhem fyziologické
gravidity.

Typ studie: Prospektivni studie.

Metodika: VySet¥ili jsme 403 téhotnych Zen s fyziologickou graviditou. Zenam byla odebrana venézni
krev na zacatku gravidity, druhy odbér byl proveden v obdobi mezi 24.-28. tydnem. Parametry byly
vySetfovany metodikami: t-PA — ELISA, PAI-1 — ELISA, vWF Ag — EIA ePCR - ELISA, MMP-2,9 -
ELISA s fluorogenni detekci, TIMP-2 — ELISA, endotelialni mikropartikule — prutokova cytometrie.

Vysledky: Hladina antigenu vWf stoupala béhem celého téhotenstvi (v I. trimestru priimérna hladina
152,32 %, ve II., resp. IIL. trimestru 173,34, resp. 216,20 %). Soucasné stoupala aktivita vWI,
v L. trimestru priumérna hladina 130,20 %, ve IL., resp. I1I. trimestru 150,09, resp. 181,91 %). Hladina
trombomodulinu vyznamné stoupala béhem gravidity (v I. trimestru pramérna hladina 19,05 ng/ml, ve
II. resp. III. trimestru 28,47 ng/ml, resp. 39,86 ng/ml). Hladina solubilni formy EPCR stoupala béhem
gravidity (v L. trimestru priimérna hladina 201,76 ng/ml, ve IL., resp. III. trimestru 274,68, resp. 324,07
ng/ml). Hladina PAI-1 stoupala béhem celého téhotenstvi (v L. trimestru primérna hladina 36,14 ng/ml,
ve IL, resp. IIL. trimestru 50,07, resp. 60,12 ng/ml). Hladina t-PA se béhem gravidity vyznamnéji
nemeénila (v L. trimestru prumérna hladina 2,48 ng/ml, ve IL., resp. III. trimestru 2,97, resp. 3,34 ng/ml).
Hladiny MMP-2 (v L. trimestru primérna hladina 9043,76 RFU (fluorescenc¢nich jednotek), ve IL., resp.
III. trimestru, 9315,38 resp. 8800,27 RFU), MMP-9 (v L. trimestru primérna hladina 8371,90 RFU, ve
IL., resp. IIL. trimestru 8290,81, resp. 7470,50 RFU), TIMP-2 (v L. trimestru pramérna hladina 92,5
ng/ml, ve IL., resp. IIL. trimestru 98,5, resp. 96,5 ng/ml) ani endotelovych mikropartikuli (v I. trimestru
primérna hladina 3838,38 castic/ul, ve IIL., resp. IIL. trimestru 3836,59, resp. 3630,59 castic/pl) se
neménily vyznamné v jednotlivych trimestrech.

Zdver: Potvrdili jsme hypotézu o vyrazném vlivu gravidity na zmény hladin téchto markeri.

Klic¢ovd slova: endotel, téhotenstvi, aktivace, preeklampsie.

UvVOD

Fyziologicka gravidita je provdzena vyraznymi zmeé-
nami ve vSech aspektech hemostdzy. Zmény zahrnuji jak
zvySeni hladin vétSiny koagulacnich faktora (I, V, VII,
VIII, vW1, IX, X, XII), tak sniZeni hladiny ¢i a¢innosti
nékterych pfirozenych inhibitort koagulace (hladina
proteinu S, sniZend senzitivita vaci aktivovanému pro-
teinu C) a vyrazné je modifikovan i fibrinolyticky systém
(sniZeni t-PA, zvySeni PAI-1, PAI-2) [8, 9].

V téhotenstvi dochazi vlivem hormonélnich a hemo-
dynamickych zmén také k vyznamnému ovlivnéni funk-

ce endotelu. Endotelové buiiky tvofi spolu s buitkami
hladkého svalstva a fibroblasty cévni sténu. Jsou umisté-
ny v jedné vrstvé na luminalnim povrchu cév. Netvofii jen
pasivni vystelku cévniho lumen, ale naopak jsou extrém-
né metabolicky aktivnim organem tvoficim bariéru mezi
krvi a tkdnémi. Lze je povazovat jak za senzorické struk-
tury pfijimajici hemodynamické a humoralni signaly, tak
za efektorové bunky, produkujici celou fadu pasobkl
s vlivem jak na sousedni vrstvu svalovych bunék, tak
cestou cirkulace na cely organismus. V organismu
dospélého Cloveéka se nachazi 6 triliont endotelovych
bunék, ty tvofi organ véaZzici 1 kg a zaujimajici plochu
5000 m? [2].

Endotelové buriky obsahuji na svém povrchu celou
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fadu receptort, kterymi prijimaji jak hemodynamické
signdly (intenzitu pulzace, proudéni a roztazeni cévni
stény), tak humordlni pisobky (receptory cytokini,
rustovych faktor(l, bakteridlnich substanci, angiotenzinu
II, koagulacnich faktort II, V, IX, X apod.) [3]. Na zakla-
dé téchto podnétli dojde k aktivaci endotelu, coZ vede
k uvolilovani mnoha produktt, kterymi endotelové buii-
ky fidi vazomotoriku (cévni tonus, krevni tlak, perfuzi
organtl), koagulaci (adhezi a agregaci trombocytu, akti-
vaci koagulaéni kaskady a fibrinolyzy), udrZovani reolo-
gickych vlastnosti krve a v neposledni fadé zanétlivou
reakci (migraci a chemotaxi leukocytli, monocyti a mak-
rofagl, fagocytézu, cévni permeabilitu) [1, 3]. VSechny
tyto déje potom hraji kliCovou roli v regulaci bunécného
metabolismu.

V posledni dobé dochazi k prudkému rozvoji poznat-
ku o funkci produkti aktivace endotelovych bunék a sna-
ze vyvinout laboratorni metody k jejich detekci. Stejné
tak je zajem odbornikli zaméfen na vyznam stanoveni
téchto markera u patologickych stavii spojenych s posko-
zenim endotelu, jako jsou projevy aterosklerdzy (ische-
micka choroba srdecni a dolnich koncetin, ischemické
cévni mozkové piihody), vznik malignich nadort a jejich
metastazovani a v neposledni fadé nékteré patologické
stavy v téhotenstvi (preeklampsie).

Bylo jiz potvrzeno, Ze v klinické fazi téchto one-
mocnéni dochdzi k signifikantnimu zvySeni nékterych
latek, které signalizuji poSkozeni endotelu — endotelin,
vitronektin a endotelidlni adhezivni molekuly VCAM-
1 (vascular cell adhesive molecules), ICAM-1 (inter-
cellular adhesive molecules) [7]. Nyni se rozvijeji
laboratorni metody stanovujici dal$i markery aktivace
endotelu, napt. t-PA, PAI-1, vWEF, EPCR, metalopro-
teindzy a jejich inhibitory, trombomodulin a endotelo-
vé mikropartikule s prokoagulacni aktivitou, jejichZ
prediktivni klinicky vyznam jiz byl prokdzan napf. pii
alteraci endotelu nasledkem ateroskler6zy, méné jsou
zatim prozkoumdny jejich zmény v pribéhu t&ho-
tenstvi.

Tkanovy aktivator plazminogenu

Tkanovy aktivator plazminogenu (t-PA) je detekova-
telny v celé tadé télnich tekutin (sliny, mléko, Zluc,
cerebrospinalni mok, moc [5]. Sekrece t-PA v klidovém
stavu je velmi nizka, stejné tak jako jeho hladina v cirku-
laci, odkud je rychle degradovan, ale syntéza stimulova-
na riznymi podnéty je velmi rychlad. Endotelové bunky
jsou hlavnim mistem jeho produkce v organismu, dalSim
zdrojem jsou aktivované monocyty a megakaryocyty [5].
T-PA je hlavnim aktivatorem fibrinolyzy a jedinym spe-
cifickym aktivitorem plazminogenu, ktery $tépi na aktiv-
ni molekuly plazminu [5]. Plazmin potom odbourava fib-
rin obsaZzeny v trombech. V plazmé se t-PA nachazi
v koncentraci 2—-8 ng/ml, nicméné 95 % tohoto mnoZstvi
je vazéno v komplexech s PAI-1 a pouze 5 % tvofii volnd
forma. ZvysSené hodnoty t-PA nachazime po chirurgic-
kych zakrocich, traumatech, pti zanétech, postizeni cév
ateroskler6zou, 1écbé heparinem, ale i po vétsi fyzické
zAatéZi a stresu.

Inhibitor aktivatoru plazminogenu 1

Inhibitor aktivatoru plazminogenu (PAI-1) je pfiroze-
ny inhibitor t-PA a urokindzy a je produkovéan aktivova-
nymi endotelovymi buiikami, hepatocyty a megakaryo-
cyty [5]. V plazmé se vyskytuje ve dvou formach — ve
funk¢éné aktivni volné formé, ktera je stabilizovana vaz-
bou na vitronektin a ve funkéné inaktivni formé v kom-
plexu s t-PA ¢i urokinazou — 80 % celkového mnoZstvi.

Bazalni hladina v plazmé je nizk4, vykazuje diurnalni
cyklus s rannim peakem. PAI-1 je ,,proteinem akutni
faze®, jeho hladina se tedy zvySuje pii infekcich, malig-
nitdich a v pooperacnich stavech [4]. ZvySena hladina
PAI-1 je nalézéana u pacientl s projevy ateroskler6zy, pii
terapii heparinem, zanétech a v t€hotenstvi. Fyziologicka
koncentrace PAI-1 je za bazdlnich podminek 7-23
ng/ml.

Von Willebrandav faktor

Von Willebrandiiv faktor (vWf) je produktem pievaz-
né endotelovych bunék — 85 % celkového mnoZstvi a je
pak skladovan ve Weibelovych-Paladeho téliskéach, zby-
vajicich 15 % je tvofeno v megakaryocytech a a sklado-
vano v o-granulich trombocytd. Von Willebrandav faktor
hraje kli¢ovou roli v tvorbé primarni hemostatické zatky
— umoznuje adhezi trombocytd k mistu poskozeni cévni
stény a dale stabilizuje koagulacni faktor VIII, ktery
chrani pfed degradaci. Fyziologickd hladina antigenu
vWT je 61-158 % a zvySuje se u celé fady stavl spoje-
nych s aktivaci endotelu — trauma, operace, infekce,
malignity.

Trombomodulin

Trombomodulin (TM) je transmembranovy glyko-
protein s vyznamnym inhibi¢nim tG¢inkem na proces
koagulace. Je exprimovan na cévnim endotelu a trofo-
blastu. Jeho solubilni forma v plazmé je povaZovana za
indikator endotelového poskozeni [9], pifi kterém je
z povrchu endotelovych bunék uvoliiovan proteolytic-
kym Stépenim elastdzou neutrofild [5]. Funkci TM je
inhibice trombinu, se kterym vytvafi po vazb¢ inaktiv-
ni komplex [4]. Dalsi kli¢ovou roli v inhibici koagula-
ce hraje aktivaci proteinu C, a to prostfednictvim kom-
plexu s aktivovanym koagulaénim faktorem II [4].
Fyziologickd koncentrace je u muzii 10-52 ng/ml,
u Zzen 10-42 ng/ml.

Endotelovy receptor proteinu C

Endotelovy receptor proteinu C (EPCR) je trans-
membranovy glykoprotein primarné lokalizovany na
endotelu velkych cév. Jeho funkce spociva v umozné-
ni vazby proteinu C (PC) na endotel a zde jeho inter-
akci s komplexem trombin-trombomodulin, coZ
vyrazné urychluje aktivaci PC (azZ pétinasobné) a sou-
¢asné propujcuje PC jeho protizanétlivou aktivitu [4].
Fyziologické rozmezi solubilni formy EPCR je
65-230 ng/ml.
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Endotelové mikropartikule

Neporuseny povrch endotelu hraje kli¢ovou roli v udr-
Zovani integrity cévni stény a hemostazy. Pfi alteraci
endotelu a obnaZeni subendotelidlnich struktur dochazi
k adhezi leukocytd a trombocytid na postiZzené misto,
k aktivaci koagulacnich faktord a dal§imu poskozovani
endotelidlnich bunék, coz ma za nasledek uvolnovani
jejich fragmentd (mikropartikuli) do cirkulace. Endote-
lidlni mikropartikule (EMP) jsou drobné (< 1 um) vezi-
kuly, jejichZ mnozZstvi a struktura ndAm umoziuje posou-
dit miru a povahu endoteidlniho poskozeni. Pri vySetfeni
EMP prttokovou cytometrii s pouZitim celé fady mono-
klondlnich protildtek je za fyziologickych pomérti nalé-
zano 1177-1765 castic/ul.

Metaloproteinazy a inhibitory metaloproteinaz

Metaloproteindzy (MMP) a jejich inhibitory (TIMP)
predstavuji skupinu proteolytickych enzymu, které §tépi
sloZky extraceluldrni matrix [6].

Pfi aktivaci MMP a TIMP jako nasledku aktivace
endotelovych bunék v duasledku jak fyziologickych
pochodi (rtst a diferenciace tkani a organt), tak patolo-
gickych procest (zanét, ischémie, nadorova transforma-
ce apod.) dochazi k modifikaci extracelularni subendote-
lidlni matrix témito enzymatickymi systémy, poté
k migraci endotelovych bunék s naslednou neovaskulari-
zaci ¢i zanikem cév v dané oblasti.

MMP a TIMP tedy hraji dtlezitou roli v procesu
remodelace cévni sté€ny, pii tvorbé kolaterdl v ischemizo-
vané tkani, pfi procesu metastdzovani a neovaskulariza-
ce nadorli a v neposledni fadé v ramci implantace
embrya do délozni sliznice a vyvoji utero-placentarni
jednotky.

CIL STUDIE

Cilem studie bylo urcit laboratorni vysetfovaci postup
k odhaleni endotelidlniho poSkozeni béhem fyziologické
gravidity stanovenim nékterych markert aktivace endo-
telu.

Na zakladé dostupné recentni literatury jsme naplano-
vali vySetfeni tkdnového aktivatoru plazminogenu, inhi-
bitoru aktivatoru plazminogenu 1, aktivity a antigenu
von Willebrandova faktoru, trombomodulinu, endotelial-
niho receptoru aktivovaného proteinu C a endotelidlnich
mikropartikuli.

SOUBOR ZEN A METODIKA

V obdobi let 2007-2009 jsme vySetfili na Porodnicko-
gynekologické klinice FN a LF UP Olomouc, FN Ostra-
va a UPMD Praha celkem 403 téhotnych Zen s fyziolo-
gicky probihajici graviditou. Vybér t€hotnych a jejich
zafazeni do studie probihalo formou ndhodného vybéru,

vSechny téhotné se zafazenim do studie souhlasily
a podepsaly informovany souhlas. Studie byla schvilena
etickymi komisemi vSech tfi instituci.

U skupiny zdravych téhotnych bylo komplexné vySet-
feno poskozeni endotelu pomoci dostupnych markerd.
Zenam byla odebréina venézni krev standardnim zpiiso-
bem v obdobi téhotenskych odbéri na zacatku gravidity
(do konce I. trimestru). Druhy odbér byl proveden
v obdobi 24.-28. tydne. Ziskané krevni vzorky byly
nésledné zpracovany v koagulacni laboratofi Hemato-
-onkologické kliniky FN a LF UP Olomouc. V této labo-
ratofi byly uvedené parametry vySetfovany nasledujicimi
metodikami: t-PA — ELISA, PAI-1 — ELISA, vWF Ag —
EIA (imunologické stanoveni vyuZivajici imunoturbidi-
metrie), ePCR — ELISA, MMP-2,9 — ELISA s fluorogen-
ni detekci, TIMP-2 — ELISA, endotelidlni mikropartiku-
le — pratokovd cytometrie. Vzhledem k naro¢nosti
odbéru a preanalytické faze byly mikropartikule vySette-
ny pouze u pacientek sledovanych ve FN Olomouc. Pro
vySetieni bylo pouzito vzorkd vendzni krve odebrané do
0,129 M citratu sodného (Vacuette, Greiner). Pro samot-
né vysetfeni pak byla pouZita bezdestickovd plazma
(PPP), kterd byla ziskdna centrifugaci pti 3000 g po dobu
10 minut a uchovdna do doby vySetfeni pfi -80 °C. Pro
stanoveni EMP bylo pouZito vzorku vendzni krve ode-
braného do K;EDTA.

Tkanovy aktivator plazminogenu

Hladiny t-PA byly stanoveny ELISA metodou. Stano-
veni je zaloZeno na vazbé t-PA na specifickou polyklo-
nélni protilatku navdzanou na pevné fazi.

Vlastni stanoveni — vzorek 100 pl 5krat nafedéné PPP
byl inkubovan 1 hodinu s polyklonalni protildtkou za
fyziologické teploty. Nasledné po vazbé t-PA pfitomného
ve vzorku byla funk¢ni aktivita t-PA stanovena specific-
kym Stépenim plazminogenu v piitomnosti substritu
plazminu. MnoZstvi antigenu bylo stanoveno po promyti
pouZitim peroxiddzové znacené monoklondlni protilatky.

Inhibitor aktivatoru plazminogenu 1
Hladiny PAI-1 byly stanoveny ELISA metodou. Sta-

noveni je zaloZeno na vazbé na specifickou polyklonélni
protilatku navdzanou na pevné fazi.

Vlastni stanoveni — vzorek 100 pl Skrat nafedéné PPPpolyklonalni



byla kontinudlné métena absorbance pti 620 nm. Nameé-
fené hodnoty byly prepocteny pomoci kalibraéni kiivky
ziskané stanovenim riznych koncentraci purifikovaného
lidského vWF ptidaného k vzorku plazmy ziskaného od
pacientt s t€zkou formou vW choroby typu I, kde jsou
hladiny vWF pod 10 %.

Trombomodulin

Stanoveni trombomodulinu jsme provadéli technikou
mikro ELISA, kdy jsme na jamky potaZené monoklonal-
ni protilatkou proti trombomodulinu napipetovali vzorek
obsahujici trombomodulin. Dojde k navazani molekul
trombomodulinu na zakotvenou protildtku. Nésledné se
prida protilatka proti jinému vazebnému mistu trombo-
modulinu znacend peroxidazou. V kone¢né fazi se mnoz-
stvi navdzaného trombomodulinu stanovuje pfidanim o-
fenylendiaminu, ktery je v pfitomnosti peroxidu
rozklddan peroxiddzou za vzniku Zlutého zbarveni.

Endotelovy receptor proteinu C

Stanoveni EPCR jsme provadéli technikou mikro
ELISA, kdy jsme na jamky potazené monoklonalni pro-
tilaitkou proti EPCR napipetovali vzorek obsahujici
EPCR. Dojde k navazani molekul EPCR na zakotvenou
protilatku. Nasledn& se pfida protilatka proti jinému
vazebnému mistu EPCR znacCenda peroxidazou.
V konec¢né fazi se mnoZstvi navdzaného EPCR stanovu-
je pfidanim o-fenylendiaminu, ktery je v prfitomnosti
peroxidu rozkladdn peroxiddzou za vzniku Zlutého
zbarveni.

Endotelové mikropartikule

EMP byly kvantifikoviny ve vzorcich podle prace
Combese. Vzorky 40 ul plné krve byly inkubovany po
dobu 30 min za laboratorni teploty s 10 ul PE-konjugo-
vané CD144. Vzorky byly nasledné fedény s 1,0 ml PBS
pufru a zndmym mnozZstvim fluorescencnich latexovych
kulicek (Flowcount, Beckman Coulter Immunotech),
které slouzily jako standard pro pocet mikropartikuli pfi
analyze pratokovou cytometrii. EMP byly méfeny na
prutokovém cytometru Coulter Epics XL (Beckman
Coulter, Switzerland, Nyon). PouZiti 0,8 wm latexovych
kulicek ndm umoZznilo MP definovat jako Castice do
1 um pozitivné znacené PE-konjugovanou protilatkou
CD144. Vysledky byly vyjadieny jako pocet MP v ul
plné krve.

Metaloproteinaza 2 a 9

Aktivita MMP-2 a MMP-9 ve vzorcich plazmy byla
stanovena ELISA metodikou s pouZitim EDANS/
/DABCYL FRET peptidu (AnaSpec, USA, CA). Na
zakladé Stépeni FRET peptidu pomoci MMP na separat-
ni fragmenty vznikly samostatné molekuly EDANS, kte-
ré jsou fluorescencné aktivni. Jejich aktivita byla stano-
vena excitaci/emisi = 340 nm/490 nm na fluorimetru
TECAN Genios.

Tkanovy inhibitor metaloproteinazy 2

Aktivita TIMP-2 ve vzorcich plazmy byla stanovena
ELISA metodou (R&D Systems, USA). Metoda vyuziva
protilatku proti rekombinantnimu lidskému TIMP-2 pro-
teinu. Samotné stanoveni vyuzivd vazby TIMP-2 na
monoklonalni protilatku imobilizovanou na mikrotitrac-
ni desticce. Dojde k navazani molekul TIMP-2 na zakot-
venou protilatku. Nésledné se pfida protilatka proti jiné-
mu vazebnému mistu TIMP-2 znaCend peroxidazou.
V konecné fazi se mnoZzstvi navdzaného TIMP-2 stano-
vuje pridanim o-fenylendiaminu, ktery je v pfitomnosti
peroxidu rozklddan peroxidazou za vzniku Zlutého zbar-
veni.

Statistické metody

Veskeré kalkulace byly provedeny za pomoci SPSS
software (Statistical Package for the Social Sciences,
SPSS Inc., Chicago, USA). Pro analyzy byly pouZzity
Kruskaliv-Wallistv test, Studentiv t-test, chi-squared
test nebo Fishertiv exact test.

VYSLEDKY

V obdobi let 2007-2009 byly analyzoviny krevni
vzorky celkem 403 t€hotnych. Rodicky zatazené do této
skupiny mély negativni osobni a bezvyznamnou rodin-
nou anamnézu, 298 Zen, tj. 74 %, byly primipary, 72 Zen,
tj. 18 %, byly secundipary, 33 Zen, tj. 8,1 %, byly terci-
pary. Primérny vék téhotnych Zen byl 27,6 let (4,5 let).
Primérna hmotnost rodicek na zacatku gravidity byla
62,6 kg (8,8 kg). Primérny vahovy prirtstek Cinil
10,03 kg (+4,4 kg), primérna vyska rodicek byla 167 cm
(5,6 cm).

Z. celkového poctu 403 Zen se u 38 (9,4 %) vyvinul
lehéi az stfedné té€zky stupeni preeklampsie, u 8 rodicek
(1,9 %) byl diagnostikovin HELLP syndrom s rdznou
tizi klinické manifestace. Celkem 28 rodicek (7 %) poro-
dilo predcasné pred ukoncenym 37. tydnem gravidity.
Pét téhotenstvi (1,2 %) bylo ukonceno z genetické indi-
kace pro vrozenou vadu plodu. Kompletni protokol stu-
die (odbéry ve vsech tfech trimestrech) tedy absolvovalo
358 téhotnych.

Laboratorni vysledky

Kompletni vysledky jsou uvedeny v tabulce 1 a gra-
fech 1-10.

Hladina antigenu vWf stoupala béhem celého tého-
tenstvi (v I. trimestru primérna hladina 152,32 %, ve
IL., resp. 1. trimestru 173,34, resp. 216,20 %), v nasSem
souboru jsme prokdzali statisticky vyznamny rozdil
hladin mezi II. a III. trimestrem, rozdil mezi 1. a II. tri-
mestrem byl na hranici statistické vyznamnosti. Sou-
Casné stoupala aktivita vWf (v L. trimestru primérna
hladina 130,20 %, ve II., resp. III. trimestru 150,09,
resp. 181,91 %), v nasem souboru jsme prokdzali statis-
ticky vyznamny rozdil hladin mezi II. a III. trimestrem,
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Graf 7. Endotelové mikropartikule

rozdil mezi I. a II. trimestrem nebyl statisticky vyznam-
ny. Hladina trombomodulinu vyznamné stoupala
béhem gravidity (v I. trimestru primérna hladina 19,05
ng/ml, ve II. resp. III. trimestru 28,47 ng/ml, resp.
39,86 ng/ml), v naSem souboru jsme prokazali statistic-
ky vyznamny rozdil hladin mezi I. a IL. i II. a IIL. tri-
mestrem. Hladina solubilni formy EPCR stoupala
béhem gravidity (v I. trimestru primérna hladina
201,76 ng/ml, ve IL., resp. III. trimestru 274,68, resp.
324,07 ng/ml), v naSem souboru jsme prokdizali statis-
ticky vyznamny rozdil hladin mezi I. a II. trimestrem,
rozdil mezi II. a III. trimestrem nebyl statisticky
vyznamny. Hladina PAI-1 stoupala béhem celého tého-
tenstvi (v L. trimestru primérnd hladina 36,14 ng/ml, ve
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Graf 8. Metaloproteindza 2

II., resp. III. trimestru 50,07, resp. 60,12 ng/ml),
v nasem souboru jsme prokazali statisticky vyznamny
rozdil hladin mezi I. a II. i II. a III. trimestrem. Hladina
t- PA se béhem gravidity vyznamnéji neménila (v 1. tri-
mestru pramérnd hladina 2,48 ng/ml, ve II., resp. IIL.
trimestru 2,97, resp. 3,34 ng/ml). Neprokazali jsme sta-
tisticky signifikantni rozdil v hladinich MMP-2 (v
I. trimestru primérnad hladina 9043,76 RFU (fluores-
cencnich jednotek), ve II., resp. III. trimestru 9315,38
resp. 8800,27 RFU), MMP-9 (v 1. trimestru primérna
hladina 8371,90 RFU, ve II., resp. IIl. trimestru
8290,81, resp. 7470,50 RFU), TIMP-2 (v I. trimestru
pramérna hladina 92,5 ng/ml, ve II., resp. III. trimestru
98,5 resp. 96,5 ng/ml) ani endotelovych mikropartikuli
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(v L. trimestru primérnd hladina 3838,38 cCastic/ul, ve
IL., resp. III. trimestru 3836,59, resp. 3630,59 Castic/pl)
v jednotlivych trimestrech.

DISKUSE

Osud téhotenstvi a stav plodu zavisi rozhodujici
mérou na spravné funkci uteroplacentarni jednotky, kte-
ré je ovlivnéna hemostiazou jak matetské, tak fetalni stra-
ny. Fyziologické t€hotenstvi je spojeno se zménami ve
vSech slozkach koagulace. Dochazi k vzestupu vétSiny
koagulac¢nich faktord, klesa koncentrace nékterych pfiro-
zenych inhibitorti koagulace a vyznamné je ovlivnéna
i aktivita fibrinolyzy. Tyto zmény umoziuji dostate¢nou
funkci fetoplacentarni jednotky a spravny vyvoj plodu.
Vychyleni v jakékoli sloZce tohoto sloZitého systému
miZe zpusobit jak krvaceni, tak trombotické komplikace
v placentarni oblasti.

V téhotenstvi dochazi vlivem hormondlnich a hemo-
dynamickych zmén také k vyznamnému ovlivnéni funk-
ce endotelu. Mezi markery aktivace endotelu, k jejichZ
vyznamnym zménam dochazi béhem gravidity, patii
napt. t-PA, PAI-1, vWF, EPCR, metaloproteinazy a jejich
inhibitory, trombomodulin a endotelové mikropartikule
s prokoagulacni aktivitou.

Faktory prokoagulac¢ni

V téhotenstvi stoupaji signifikantné hladiny koagulac-
nich faktora V, VII, VIIL, IX, X, XII a vW{. Tyto zmény
jsou doprovazeny vzestupem hladiny fibrinogenu, ktery
stoupd azZ na dvojnisobek oproti obdobi mimo graviditu.
V souladu s literarnimi idaji jsme i v naSem souboru pro-
kazali signifikantni narast aktivity i antigenu vWT [11].
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Graf 10. Tkanovy inhibitor metaloproteinazy 2

Faktory antikoagulacni

Systém prirozenych inhibitorti koagulace hraje v udr-
Zeni gravidity klicovou roli. Solubilni forma trombomo-
dulinu v plazmé muiZe byt vyuZivdna jako vyznamny
marker endotelidlniho poskozeni. Hladina TM v prabéhu
gravidity stoupd signifikantné v jednotlivych trimest-
rech. Z jeji hladiny ve 12. tydnu nelze predikovat poten-
cidlni ohroZeni t€hotenstvi, av§ak nahlé zvyseni hladiny
by mohlo indikovat zdvaznou placentarni komplikaci
gravidity [10].

Kromé trombomodulinu patii do systému proteinu C
dale protein S, jehoZz hladina v pritbéhu gravidity kles4,
C4b vazebny protein a aktivovany protein C (APC).
Aktivita tohoto systému je zahijena ihned po navazani
trombomodulinu na trombin, tato vazba je zprostfedko-
véana endotelidlnim receptorem proteinu C, ktery je rov-
néz vyznamnym markerem aktivace endotelu. V souladu
s literarnimi udaji [9] jsme prokazali vzestup hladiny
EPCR béhem gravidity.

Fibrinolyza

Aktivita fibrinolytického systému je v pribéhu tého-
tenstvi redukovéna, zlistdva sniZzena béhem porodu, ale
promptn€ se vraci k normé bezprostredné po porodu
[11]. Hladina tkanového aktivatoru plazminogenu se
béhem gravidity v naSem souboru neménila, tento vysle-
dek je v souladu s literarnimi ddaji [12]. Hladiny t-PA
nejsou ovlivnény pouze vzestupem hladiny PAI-1, ktery
jsme prokazali se statistickou vyznamnosti i v nasem
souboru, ale hlavné zvySenim hladiny PAI-2, pochézeji-
cim z placentarni tkdné. Hladina PAI-1 ve III. trimestru
dosahuje nékolikandsobku vychozi hladiny na zacatku
téhotenstvi a vraci se k norméalu bezprostfedné po poro-
du [3].
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Endotelové mikropartikule

Fyziologické té€hotenstvi je charakterizovano zvyse-
nim hladiny jak destickovych, tak endotelovych mikro-
partikuli. Jejich role v etiopatogenezi porodnickych
komplikaci zstava nejasna [14]. Vanwijk et al. prokaza-
li, Ze mikropartikule u Zen s preeklampsii, av§ak nikoli
od zdravych téhotnych Zen, vyvolavaji na izolovanych
myometridlnich arteriich posSkozeni endotelu [15].
V naSem souboru jsme ve shod¢ s literaturou prokazali
nartst endotelovych mikropartikuli béhem té€hotenstvi,
i kdyZ bez statistické vyznamnosti.

Systém metaloproteinaz

Rovnovaha mezi MMP a TIMP hraje dileZitou roli pti
cévni remodelaci, angiogenezi a déloZni a systémové
vazodilataci béhem téhotenstvi. Porucha této rovnovahy
souvisi s celou fadou zavaznych klinickych stava, v t€ho-
tenstvi pak zejména s hypertenzi a preeklampsii. V 1. tri-
mestru t€hotenstvi byla popsana exprese MMP-2 prevaz-
né v extraviloznim trofoblastu, zatimco MMP-9 hlavné
ve viléznim cytotrofoblastu. Aktivita MMP-2 je pozoro-
véana az do terminu porodu, invazivita cytotrofoblastu je
inhibovdna aktivitou TIMP-2 a protilatkami anti-
-MMP-2. Vzestup v plazmatické hladiné¢ metaloprotei-
naz byl také popsan v pribéhu fyziologické gravidity a je
davan do souvislosti s cévnimi zménami, které probihaji
zejména na zacitku gravidity [16]. V na$i studii jsme
potvrdili konstantné zvySenou hladinu MMP-2, MMP-9
i TIMP-2 bez signifikantni zmény béhem celé gravidity.

ZAVER

Tehotenstvi vede k fyziologickému vystupiiovani pro-
koagulacnich procest, které jsou nezbytné pro spravny
vyvoj fetoplacentarni jednotky i jako ochrana pted peri-
partalnim krvacenim. Dochézi ke vzestupu koagulacnich
faktord, potlaceni aktivity pfirozenych antikoagulancii,
zménam fibrinolytické aktivity a také aktivaci endotelu
a slozitého systému metaloproteindz a jejich inhibitord.
V nasi studii jsme se zaméfili na vyzkum zmén nékte-
rych metapoproteindz a markerli aktivace endotelu.
Potvrdili jsme hypotézu o vyrazném vlivu gravidity na
zmény hladin téchto markert. Do budoucna bude nutné
dalsi studium k urceni klinického vyznamu téchto zmén
a jejich prediktivniho potencidlu k urceni rizika vyvoje
zavaznych komplikaci t€hotenstvi, a tim moZnosti jejich
v€asné terapie.

Prace je podpoiena grantem Ministerstva zdravot-
nictvi CR IGA NR 9282-3/2007 a NS10319-3/2009.
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