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SEZNAM ZKRATEK

ACTH — adrenokortikotropni hormon

AFP — alfa-fetoprotein

BF — body fluid

CNS - centralni nervova soustava

CRH — kortikotropni hormon, kortikoliberin
CYP — cytochrom P450

DHEA — dehydroepiandrosteron

DHEAS — dehydroepiandrosteron sulfat
DHT — dihydrotestosteron

DNA — deoxyribonukleova kyselina

E1 — estron
E2 — estradiol
E3 — estriol

FDA — Food and Drug Administration

GA — gestacni stari

GABA — y-aminomaselnad kyselina

HELLP — Hemolysis, Elevated Liver enzymes, Low Platelet syndrom
ICP — Intrahepatalni cholestaza téhotnych
IUFD — intrauterine fetal demise

IVF —in vitro fertilizace

LLR — log-likelihood ratio

NMDA — N-methyl-D-aspartat

OR — odds ratio

RDS — respiratory distress syndrome

SHBG — steroid hormone binding protein
TAPS — twin anemia polycythemia sequence
TRAP — twin reversed arterial perfusion

TTTS — twin-to-twin transfuzni syndrom



ABSTRAKT

Steroidy mohou byt dle mista plisobeni rozdéleny do 2 skupin —intracelularni a
extraceluldrni. Intraceluldrni funguji jako transkripcni faktory, ovliviiuji expresi gend. Maji
tzv. genomovy efekt, kterého Ucinek je pomaly. Extracelularni — negenomové steroidy po
vazbé na neurotransmiterové receptory na cytoplazmatické membrané ovliviuji
propustnost iontovych kanal(. Proto je ucinek rychlejsi. Oznacujeme je jako neuroaktivni
steroidy (produkované v riznych tkanich organismu nebo poddvané zevné) nebo
neurosteroidy (produkované burikami nervového systému).

Nékteré neuroaktivni steroidy a jejich metabolity (napt. progesteron) jsou dlleZitym
faktorem v procesu stabilizace téhotenstvi. Jiné poruchy steroid( se podileji na vzniku
celého spektra téhotenskych komplikaci, jako napfiklad pred¢asny porod, preeklampsie,
Intrahepatalni cholestaza v téhotenstvi apod.

Ve spolupraci s Oddélenim steroid( a proteofaktord Endokrinologického Ustavu v Praze se
zamérujeme na studium vicecetného téhotenstvi z pohledu steroidniho metabolomu.
Dosavadni dostupné prace neposkytly uceleny pohled na steroidom u matek a plod
vicecetného téhotenstvi. Nas vyzkum se snazil objasnit vztah mezi plody a matkou z pohledu

metabolismu steroida.

Klicova slova: steroidni metabolom, neuroaktivni steroidy, téhotenské komplikace,

viceCetné téhotenstvi



ABSTRACT

Steroid hormones can be divided into 2 groups — intracellular and extracellular, depending
on location of their activity. Intracellular ones influence expression of genes while acting as
transcription factors. This so-called genomic effect is very slow. Extracellular (non-genomic)
steroids bind to neurotransmitter receptors located on the cytoplasmic cell membrane and
thus affect ionic channels permeability. Their effect is faster. We refer to them as
neuroactive steroids (produced in different body tissues or administered externally) or
neurosteroids (synthetized in nervous system cells).

Some neuroactive steroids and their metabolites (e.g. progesterone) are crucial in stabilizing
the pregnancy. Other steroid disorders play their role in wide spectre of pregnancy
complications, such as preterm labor, preeclampsia, intrahepatic cholestasis in pregnancy
etc.

Our scientific interest in collaboration with the Department of Steroids and Proteofactors of
the Institute of Endocrinology in Prague is focused on investigation of multiple pregnancies
in term of steroid metabolome. Studies conducted so far have not provided

a comprehensive analysis of steroidome within mothers and fetuses of multiple
pregnancies.

The aim of our research is to clarify the relationship between fetuses and mother from the

point of view of steroid metabolism.

Key words: fetomaternal steroidome, neuroactive steroids, pregnancy complication,

multiple pregnancy



1 UVOoD

Komponenty steroidniho metabolomu a jejich syntéza v téhotenstvi byla podnétem
pro celou fadu studii. Steroidni metabolom a jeho zmény vyznamné ovliviuji priibéh
téhotenstvi, nacasovani porodu a vznik ptipadnych téhotenskych komplikaci. Tyto zmény jiz
byly pro pfipady jednocetného téhotenstvi popsany (viz dale v textu).

Zkoumani steroidniho metabolomu u téhotenstvi komplikovanych patologii je nezbytné
k pochopeni vztahu mezi patologii a zménami vnitfniho prostiedi. Soucasné je mozné dale

téhotenstvi terapeuticky ovliviiovat.

Vicecetné téhotenstvi je u ¢lovéka povazovano za zavaznou porodnickou komplikaci,

a je zatizeno vysokym rizikem vzniku téhotenskych komplikaci.

Dosavadni prace se steroidnimu metabolomu u viceCetného téhotenstvi vénovaly
pouze okrajové, nebo stanovovaly pouze omezeny pocet metabolitli (Houghton et al., 2019).
Také se podrobné nevénovaly tomu, zda existuji rozdily mezi steroidnim metabolomem

mezi viceCetnym a jednocetnym téhotenstvim.

V této praci jsme se proto ve spolupraci s kolegy vénovali podrobnému popisu
steroidniho metabolomu u vicecetného téhotenstvi. Soucasné jsme se s celym vyzkumnym
tymem snazili navazat na nasSe dosavadni studie matek a plodd jednocetného téhotenstvi.

Zejména se jednd o prace Paskové a Patizka (Paskova, 2013).
Predpokladame, Ze cilenym studiem steroidniho metabolomu u vicecetnych

téhotenstvi, konkrétné u dvojcat, ziskame presnéjsi pohled na endokrinologicky vztah mezi

plody a matkou a mezi plody navzajem.
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2 STEROIDNi METABOLOM

Steroidni hormony jsou lipofilni molekuly pldvodem z cholesterolu vznikajici
procesem steroidogeneze. Syntéza steroidnich hormon( probihd v tkanich kdry nadledvin,
mozku, gonad, jater a v placenté. Steroidy nelze ukladat do rezervy, po syntéze jsou
vylucovany pfimo do obéhu. V pfipadé potreby jsou proto syntetizovany vidy de novo.
Pojmem steroidni metabolom (také steroidom) oznacujeme soubor vSsech metabolitt

steroidd.

Zakladnim prvkem pro syntézu steroidu je cholesterol. V reakci katalyzované
cytochrom P450 dependentnim enzymem vznikd pregnanolon. Pregnenolon spole¢né se

jeho sulfatem jsou prekurzory vSech steroidnich hormond.

Pfehled syntézy steroidnich hormon( poskytuje obrazek €. 1 nize (Strauss, Barbieri,
2019). V ném skupina C21 oznacuje progestiny a adrenadlni kortikosteroidy, C19 jsou

androgeny a C18 estrogeny.

Cholesterol

P450scc Aldo

A 4

Pregnenolone

4. £
P450c17 3BHSD || P450c17 i
P450c11 : 6 :
| 170-Hydroxypregnenolone I—Pl 170-Hydroxyprogesterone }—b| 11-Desoxycortisol l—b
1P450r:17
3 HSD A "
=z = omatase
l Dehydroepiandrosterone I—»! Androstenedione lr—» Estrone
17BHSD l“ 17HSD C18 + 178HsD
Y
| Aromatase
Androstenediol [ Testosterone > [ 17B-Estradlol|
AS Al

Obr. 1: Prehled syntézy steroidnich hormona (Strauss, Barbieri, 2019).

Podrobnéjsi prehled syntézy steroidnich hormont vypracoval Hill (Hill et al., 2014).
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Obr. 2: Prehled syntézy steroidnich hormona (Hill et al., 2014).
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V cirkulaci se steroidni hormony vazou na tzv. binding proteiny. Jde o prenasecové
proteiny, jako napt. albumin, pohlavni hormony nebo kortikosteroidy vazajici globuliny atd.
Tato vazba zarucuje relativné dlouhy biologicky polocas. Volna frakce steroidld nevdzana na
proteiny je metabolicky Uc¢innd. Jde obvykle cca 10 % z celkového mnozstvi. Molekuly
steroidnich hormon jsou lipofilni a jsou tedy schopny snadnéji prechazet lipoproteinovymi
strukturami

Odbouravani steroidnich hormon( z obéhu probiha pomoci tzv. konjugace se
sulfatem nebo glukosiduronatem. Proces konjugace probihd zejména v jatrech a ledvinach.
Tim klesa lipofilie, zlepsSuje se rozpustnost ve vodé a usnadniuje se jejich vylucovani.

Vylu€ovani probiha vétSinou moci (asi 70 %), dale stolici a klzi.

2.1 Neuroaktivni steroidy

Steroidni hormony, které jsou syntetizované v tkanich nervového systému,
oznacujeme jako neurosteroidy. Neuroaktivni steroidy jsou vSechny steroidy
s neuroaktivnim ucinkem bez ohledu na misto jejich syntézy.
Do skupiny neuroaktivnich steroidd mohou patfit estrogeny, které vedle toho pUsobi i
genomové a ¢ast nadledvinovych androgen(. Kortikosteroidy na rozdil od nich plsobi pouze

genomove.

2.2 Steroidni hormony v téhotenstvi

V téhotenstvi jsou steroidni hormony dulezity faktor jiz od pocatku formovani
téhotenstvi, pro jeho udrzeni a v obdobi kolem porodu. Z neuroaktivnich steroid( maji
vyznam zejména progesteron a jeho metabolity (tzv. neuroaktivni steroidy pregnanového

typu). Jde konkrétné o allopregnanolon, isopregnanolon, pregnanolon a epipregnanolon.

Endokrinni funkce ve velké mire prebira tzv. fetoplacentarni jednotka, ktera je
v oblasti endokrinniho plsobeni nezavisla na materském systému. Endokrinni aktivita této
jednotky je velmi vysoka. Primarnim mistem syntézy steroidnich hormon( u plodu je tzv.
fetalni zéna fetdlni nadledviny. Aktivitu této zény stimuluje produkce placentarniho CRH
(kortikotropni hormon). Vzhledem k tomu, Ze ve tkanich placenty a u plodu chybi nékteré

enzymy, k dostatecné syntéze je v rdmci fetoplacentdrni jednotky nezbytny transport

13



hormon a jejich steroidl. Cilem celého procesu je syntéza adekvatniho mnozstvi
steroidnich hormon( nezbytnych pro vyvoj plodu (Pasqualini, Chetrite, 2016). Vystupem
nasich predchozich studii bylo vytvoreni ndvrhu schématu steroidogenezy ve fetoplacentarni

jednotce, jak je zndzornéno na obrazku 3 (Hill et al., 2010a).

CYP11A1, CYP17A1,

HSD3B2, CYP11B1, CYP11A1, CYP17A1,
CYP21A2, HSD11B1, HSD3B2, CYP11B2,
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1
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1
1
1
1
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STS, CYP11A1, CYP17A1, HSD3B1, CYP19A1 - Prog20a€Prog ]
{HSD17B1, AKR1C3, HSD17B7, HSD17B12}, M OT H E R Estradiol<Estrone  REDUCTION 1
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I
Maternal liver 5 :
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4 ; - — 9
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L 4 ’ t
sulfation, 20a, 50/, 3a § HSD382, CYP11B1, CYP11A1, CYP17A1, "
CYP21A2, HSD11B1, HSD3B2, CYP11B2, |
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Obr. 3: Prehled steroidogenezy v ramci fetoplacentarni jednotky (Hill et al., 2010a).
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2.3 Pfehled steroidogenezy zakladnich hormont v téhotenstvi

Do procesu steroidogenezy v téhotenstvi je zapojeno mnozstvi enzymovych systémd.
Porucha téchto enzym( mUZe vést ke vzniku celé fady téhotenskych patologii. Nasledovny
model syntézy a metabolismu jednotlivych steroidnich hormon je tedy popis fyziologickych

procesU. V pripadé vzniku komplikaci jsou tyto cesty poruseny (Morel et al., 2016).

2.3.1 Progesteron

Progesteron je hlavnim hormonem téhotenstvi. Je zodpovédny za udrzeni stability
téhotenstvi snizenim kontraktility myometria. Po poceti je produkce zabezpecena corpus
luteum, Zlutym téliskem, které vznika z folikulu po procesu ovulace. Zhruba mezi 6. a 8.
tydnem téhotenstvi dochazi k tzv. ,luteal-placental shift”, tedy momentu, pfi kterém je
syntéza progesteronu zabezpecdena z vétsi miry placentou.

Koncentrace cholesterolu v prlbéhu téhotenstvi roste, s maximem ve tfetim
trimestru. Prdmérni syntéza Cini asi 250mg/den. Zablokovani tvorby nebo ucinku
progesteronu je velmi efektivni metoda ukonceni téhotenstvi (Hinson et al., 2010).

Zakladnim prvkem pro syntézu je cholesterol. Ten pochazi z obéhu matky a soucasné

je produkovan i fetdlnimi nadledvinami plodu (Hill et al., 2014).

Samotna syntéza placentou se sklada z 2 krok(. V prvnim dochazi ke konverzi
cholesterolu na pregnenolon za pfitomnosti cytochromu P450 (CYP11A1). Reakce probiha
v mitochondriich za pomoci reduktazy. Druhym krokem je konverze pregnenolonu na
progesteron. Reakce je enzymaticky ovlivnéna 3R-hydroxysteroid reduktazou. Tento enzym
je pritomen na membrané mitochondrii a endoplazmatického retikula (Cherradi et al.,

1997).

2.3.2 Estrogen

Hlavnim zdrojem produkce estrogen(l v téhotenstvi je fetoplacentarni jednotka.
Nasledkem toho je ovaridlni materskd produkce estrogent prakticky nepotfebnd. Produkce
placentarnich estrogend je zavisla na fetalnich nadledvinach a jatrech.

Fyziologicky aktivni estrogeny jsou estron (E1), estradiol (E2) a estriol (E3).
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Fetalni nadledviny produkuji velké mnoZstvi DHEA a DHEAS. Tyto podstupuji 16a-
hydroxylaci v jatrech a nasledné je meziprodukt metabolizovan za vyuziti enzymu
placentdrni sulfatdza, 38-hydroxysteroid dehydrogendza, 17-hydroxysteroid oxidoreduktaza
a aromatdza. Vysledkem je produkce estriolu E3 jako hlavniho estrogenu (Pasqualini 2005).
V jatrech chybi 3R-hydroxysteroid dehydrogendaza a 17a-hydroxyldza/17,20 lyaza, proto je

k syntéze estrogenu v jatrech jako substrat vyuzit pouze fetalni testosteron (Voutilainen,
Miller 1986).

Estrogeny uvolfiované do obéhu se vazou na AFP a SHBG produkovanymi jatry, které
tak chrani plod pfed nadmérnou estrogenizaci bioaktivnimi — nevazanymi formami (Bader et
al., 2004).

Matefsky estriol je pfitomen pouze v obdobi téhotenstvi. Jeho syntéza zacind az v 8.
tydnu téhotenstvi po zacatku produkce DHEAS fetdlnimi nadledvinami. Ve 2. a 3. trimestru

funguje jako dobry marker funkce fetalnich nadledvin a funkce ACTH (Morel et al., 2016).

2.3.3 Androgeny

Biosyntéza testosteronu a jeho konverze na DHT je v téhotenstvi nezbytna ke
spravnému vyvoji muzského pohlavi. Produkce testosteronu zacina kolem 9. tydne
téhotenstvi v Leydigovych burkach a oznacuje ukonceni vyvoje fetalnich varlat (Morel et al.,
2014).

Tzv. ,klasickda” cesta syntézy testosteronu z cholesterolu cestou DHEA je jiz dobfe
popsana (Fluck, Pandey 2014).

Zajimavé je patologické plsobeni testosteronu v pripadé poruch enzym(
zpUsobujicich jeho nadprodukci. ZvySené hladiny androgent za normdlnich okolnosti
nezpUsobuji virilizaci matky, protoZe placentarni aromataza preménuje androgeny na
estrogen. Soucasné je matka chranéna vysokymi hladinami SHBG a progesteronu (Kanova,

Bicikova 2011).

Pozorovanim vzacnych pripad( téhotenskych hormonalné aktivnich nador(
produkujicich androgeny bylo zjisténo, Ze jejich nadprodukce muze zpUsobit virilizaci plodu i
matky. V téchto pfipadech nedoslo k pIné ochrané placentou. Déle bylo zjisténo, Ze po

porodu ale obvykle dochazi ke spontanni Upraveé hladin hormona (Bulun 2014).
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2.3.4 Glukokortikoidy

Kdra nadledvin je u plod( detekovatelna jiz 33 dni po poceti, 52 dni po poceti pak Ize
rozlisit definitivni a fetalni zonu (Goto et al., 2002).

Podle dostupnych studii je produkce fetdlnich glukokortikoid(i nezbytna mezi 8. a 12.
tydnem téhotenstvi. Biosyntéza kortizolu je v toto obdobi kriticky nezbytna pro normalni
vyvoj muzského genitdlu mediovaného androgeny a ochranu Zenského plodu citlivého na
virilizaci v obdobi predtim, nez se plné vyvine protektivni U¢inek placentdrnich aromataz.

Dllezitost fetdlni produkce po tomto datu je nejasna (Goto et al., 2006, Hanley, Arlt 2006).

2.4 Mechanismus uéinku steroidu

Steroidni hormony maji v organismu troji mechanismus ucinku:

1. genomovy, ,klasicky” — projevuje se po vazbé na intraceluldrni receptory nebo na
DNA. Timto mechanismem aktivuji nebo potlacuji expresi gend, ¢imZz mohou pusobit
jako transkripéni faktory. Vysledkem této vazby je syntéza bilkovin. Vzhledem
k mechanismu ucinku je efekt pomaly, projevuje se s odstupem rfadové nékolika
hodin az dni;

2. negenomovy — vazou se na neurotransmiterové receptory/iontové kanaly na
cytoplazmatické membrané bunék. Tim dochazi k ovlivnéni neuronalni excitability.
Ucinek se projevi rychle, za milisekundy aZ sekundy. Takto plsobi tzv. neuroaktivni
steroidy a neurosteroidy (steroidy syntetizované v nervovém systému);

3. Negenomovym ucinkem vazbou na membranové receptory mohou pusobit jak
neurosteroidy, které pronikaji do mozku z krevniho obéhu pres hematoencefalickou
bariéru, tak neurosteroidy syntetizované pfimo v mozku (Rupprecht et al., 1993,

Tuem, Atey 2017).

2.5 Receptory pro neuroaktivni steroidy

Neuroaktivni steroidy se vaZou na celou fadu receptor(l, zejména ale na 2 typy.
Prvnim typem jsou receptory typu A y-aminomadselné kyseliny (GABAa-r). Po vazbé na tento
receptor se uvoliuji chloridové kandly. Po vazbé nekonjugovanych metabolitl progesteronu
pozorujeme efekt endogenné analgeticky nebo hypnoticky. Konjugované metabolity maji

ucinek na stejném receptoru opacny.
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Druhym typem jsou N-methyl-D-aspartatové receptory (NMDA-r), které vedou k
uvolnéni kalciovych kanall. V ptipadé, Ze se na NMDA receptor vazou sulfaty redukovanych
progesteronovych metabolitli nasycenych v poloze 5a-, pak je u¢inek vazby endogenné

excitacni. V pripadé metabolitl nasycenych v poloze 5B-, je Ucinek antagonisticky.

Receptory pro neuroaktivni receptory jsou kromé jiného také na déloze. Timto lze

vysvétlit jejich ucinek na délozni kontraktilitu (Mitchell et al., 2005).

2.6 Analyza steroidniho metabolomu a neuroaktivnich steroidi

Stanoveni hladin neuroaktivnich steroidi Ize provést nékolika laboratornimi
metodami. Obvykle Ize vyuzit imunoanalytické nebo chromatografické metody.
Z chromatografickych napftiklad plynovou chromatografii s hmotnostni detekci (Krone et al.,
2010) nebo kapalinovou chromatografii s tandemovou hmotnostni detekci. Druha
jmenovana je dle nékterych autor( vice vhodna ke stanoveni metabolitl kortikosteroidu
(Haneef et al., 2013, Marcos et al., 2014). Jini autofi ale vyuzili tuto metodu ve studiich
k analyze steroidniho metabolomu u téhotnych nebo fertilnich Zen (Duskova et al., 2020,

Yuan et al., 2020).

Metody plynové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci byly také
vyvinuty ke kvantifikaci steroidomu v krvi téhotnych Zen a pupecnikové krvi plodu. Hillova
metoda (Hill et al., 2019) nabizi moZnost simultanni kvantifikace az 100 endogennich
steroidl. Tato metoda byla validovana i pro vyuZiti v analyze krvi netéhotnych Zen v riznych

fazich menstruacniho cyklu a u muzd (Hill et al., 2019).

Hill a kol. ve své studii (Hill et al., 2010b) na zakladé hladin endogennich steroidu
v rliznych kompartmentech (cirkulace matky, pupecnikova arterialni a vendzni krev plodu,
plodova voda) navrhl modely pro predikci ndstupu porodu. Ty ukdzaly, Ze v mechanismu
nastupu porodu se uplatiiuje cela rada endogennich steroidd.
V této studii se jako nejtésnéjsi jevili korelace pro pupecnikovou krev. Model zaloZzeny na

steroidomu v matefrské krvi byl velmi efektivni a tim i prakticky nejlépe vyuzitelny. Korelace
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se steroidy v plodové vodé byly o néco slabsi. Vzhledem k technické proveditelnosti a etické

otazce celé problematiky se pouziti materské krve jevi jako nejvhodnéjsi (Hill et al., 2010b).

2.7 Klinicky vyznam stanoveni a studia steroidniho metabolomu
2.7.1 Casovdni ndstupu porodu

Porucha stability fetoplacentarni jednotky mlze vést k rozvoji poruch téhotenstuvi,
v tomto pripadé zejména k rozvoji pfedéasného porodu. Neuroaktivni steroidy jsou
v procesu udrZeni stability velmi vyznamnym faktorem. Prace naseho tymu ukazaly, Ze
zmény koncentraci pfimo souvisi s ¢asovanim nastupu porodu (Paskova, 2013). Jiné prace
porovnavaly steroidni metabolom Zen po spontdnnim porodu v porovnani s Zenami po

cisarském rezu (Adamcova et al., 2018).

V mechanismu ¢asovani nastupu porodu je velmi dlleZity proteohormon
kortikoliberin (kortikotropni hormon, CRH). V téhotenstvi je produkovan zejména placentou.
Nékdy je oznacovany jako tzv. , placental clock” —jde o jeden z klicovych faktor(
ovliviujicich stabilitu fetoplacentarni jednotky a tim i trvani téhotenstvi. Hladiny CRH jsou
nejvyssi v dobé tésné predchazejici nastupu porodu. Koncentrace mohou byt dle nékterych
studii az deset tisickrat vyssi, nez jsou koncentrace na zacatku téhotenstvi (Ellis et al., 2002,
Hill et al., 2010b, McLean, Smith 2001). V pribéhu téhotenstvi je vyssi exprese isoforem
receptor(l pro CRH, které maiji vice relaxa¢ni ucinek na myometrium. Tésné pred porodem
dochazi ke konverzi na isoformy, které maji ucinek na konraktilitu myometria pozitivni.
Soucasné studie ukazuji, Ze funkce oxytocinu a prostaglandinu F2a jsou v pribéhu porodu
ovlivnény vysokymi hladinami CRH a tim se potencuje dalsi pozitivni U¢inek na kontraktilitu
myometria (Ravanos et al., 2015, Linton et al., 2001, Grammatopoulos et al., 1995).

Celym vySe popsanym procesem lze vysvétlit mechanismus endokrinniho nacasovani

porodu. Stejny mechanismus se uplatiuje i pfi pfedéasném nastupu délozni ¢innosti.

2.7.2 Poruchy jater v téhotenstvi
Intrahepatalni cholestaza téhotnych (ICP) je jednou z nejintenzivnéji studovanou
patologii v priibéhu téhotenstvi. Prace naseho tymu opakované popsaly souvislost mezi

vznikem ICP a steroidnim metabolomem. Podkladem pro vznik ICP je pravdépodobné
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porucha osy hypotalamus — hypofyza. (Pafizek et al., 2015, Pafizek et al., 2016, Simjak et al.,
2015). Na poruchu této osy poukazuje zejména fakt, Ze v pripadech ICP dochazi ke snizeni

produkce ACTH a kortizonu (Zhu et al., 2010).

2.7.3 Poruchy krevniho tlaku v téhotenstvi

Vztah mezi krevnim tlakem a neuroaktivnimi steroidy je studovan jiz delSi dobu.

Na regulaci systémového krevniho tlaku se podileji také pregnanové steroidy. V nékterych
studiich byla popsana vyssi sérova hladina allopregnanolonu u téhotnych s chronickou
hypertenzi nez u Zzen s normalnim krevnim tlakem. V téch pripadech, kdy se k chronické
hypertenzi pfidala preeklampsie, byla hladina allopregnanolonu jesté vyssi. Existuji studie,
které méfily hladiny steroidnich hormon( v plodové vodé. Ty potvrdily, Ze u Zen s pozdni
formou preeklampsie (tedy po 34. tydnu téhotenstvi), byly v plodové vodé hladiny
progesteronu vyssi (Parker et al., 1979, Luisi et al., 2000).

Preeklampsie je multifaktoridlni onemocnéni. Jednim z vyznamnych faktortd vzniku je
tzv. angiogenni dysbalance v placenté. Podkladem pro tuto dysbalanci je nerovnovaha mezi
angiogennimi faktory (napf. PIGF, VEGF, TGFb) a antiangiogennimi faktory (sFlt-1, sEng)
(Leahomschi, Calda 2016). K poruse angiogennich faktor( vede napftiklad porucha tvorby
estrogenu. Dysregulace tvorby estrogen( placentou se proto povaZzuje za jeden z faktor(

rozvoje preeklampsie (Berkane et al., 2017).

2.7.4 Vliv na nervovy systém

Predpoklada se, Ze aktivita CNS plodu je v priibéhu téhotenstvi potlacena a plod se
nachazi ve stavu permanentniho spanku. Neuroaktivni steroidy zde maji funkci
neuroprotektivnich faktora. Pri stresu vyvolaném akutni hypoxii rostou koncentrace
allopregnanolonu a tim chrani mozek plodu pfi porodu. Chronicka hypoxie tyto obranné
mechanismy nevyvoldva, proto je ni plod ohroZen vice (Hirst et al., 2014, Hirst et al., 2008,

Hirst et al., 2006).
Spole¢né s CNS ovliviuji neuroaktivni steroidy také periferni nociceptory. Zde blokuji

kalciové kanaly a tim pfispivaji k redukci vnimani bolesti. Tento mechanismus se uplatiiuje

v pfipravé téhotné ke snizeni vnimani porodnich bolesti (Todorovic et al., 2004).

20



Nizké hladiny nékterych neuroaktivnich steroidd mohou pfrispivat ke vzniku depresi
v téhotenstvi i po porodu (Deligiannidis et al., 2016, McEvoy et al., 2018). Pfimou souvislost
mezi hladinami allopregnanolonu a rozvojem depresi v téhotenstvi a Sestinedéli Ize ale

pozorovat azZ ve tfetim trimestru (Hellgren et al., 2017).

2.7.5 Fetdilni riistovd restrikce
Rust plodu in utero je rovnéz ovlivnén neuroaktivnimi steroidy. Ukazuje se, Ze zmény
steroidomu mohou k rozvoji fetalni ristové restrikce pfispét vyznamnou mérou (Baud et al.,

2019).

2.7.6 Endokanabinoidni systém

Mezi neuroaktivnimi steroidy a endokanabinoidnim systémem existuje systém
vzajemné signalizace. Progesteron a estrogen se pusobenim transkripénich faktor( podili na
metabolismu (tvorba a degradace) enzymd, které sale udrzuji hladinu anandamidu. Poruchy
jeho metabolismu maji tésnou souvislost s poruchami implantace embrya a pred¢asnym

porodem (Karasu et al., 2011, Santoro et al., 2021).

2.8 Moznosti terapeutického vyuziti

Jelikoz je fada neuroaktivnich steroid(i pri¢inou téhotenskych patologii, zacalo se

pfirozené uvazovat o jejich vyuziti k terapeutickému ovlivnéni.

Terapeuticky Ize pUsobit u celé fady psychiatrickych onemocnéni — deprese, migrény,
anxiozni poruchy osobnosti, panické ataky, nespavost a jiné.
V roce 2019 bylo v USA agenturou FDA schvaleno vyuziti brexanolonu (allopregnanolon)
ktery moduluje GABAA receptor (Belelli et al., 2019). Efekt na tento receptor lze vyuzit
k 1é¢bé anxiézniho syndromu a depresi (Zorumski et al., 2019).
Podobné byly neuroaktivni steroidy vyuZzity u IéCby zavislosti na kokainu a nikotinu. Tento

postup se ale v bézné klinické praxi nepouziva (Anker et al., 2010).

V nedavné minulosti probéhla experimentalni randomizovana studie, kterd sledovala

vyuziti brexanolonu pfi lé¢bé akutni respiracni tisné u pacientd s nemoci COVID-19 (Good
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Clinical Practice network). V dobé ptipravy této prace ale zatim nebyly vysledky studie

k dispozici.

Derivat allopregnanolonu (ganaxolon) byl experimentdlné vyuZit k moznému

ovlivnéni neurologického deficitu zplsobeného predcasnym porodem. Tato studie prokazala

jeho pfiznivy vliv, ale pouze na zvitecim modelu (Shaw et al., 2019).

22



3 VICECETNE TEHOTENSTVI

ViceCetnym téhotenstvim se rozumi pfitomnost vice neZ jednoho plodu v déloze

v pribéhu téhotenstvi.

V populaci je ¢etnost viceCetnych téhotenstvi vyjadrena priblizné matematicky
pomoci tzv. Hellinova pravidla. Podle tohoto pravidla se v populaci nej¢astéji vyskytuji
dvojcata, a to s ¢etnosti asi 1:89 (dle rlznych zdroju v priméru mezi 1:80-100), trojcata
s frekvenci 1:892, ¢tyFéata 1:893 atd (Fellman et al., 2009).

Tyto hodnoty vykazuji vyznamné regionalni odchylky, v rozvinutych krajinach je frekvence
vyssi z dvodu lepsi dostupnosti metod asistované reprodukce, vyssiho véku rodicek, indukci
ovulace apod. (Collins et al., 2007).

V Ceské republice byla dle dostupnych statistickych dat éetnost vice¢etného téhotenstvi

v roce 2022 1,27% (Sekce perinatologie a fetomaternalni mediciny 2023).

Soucasné Ize také fict, Ze ¢etnost od 80. let minulého stoleti kontinudlné rostla (Khalil
2021). V nékterych krajinach (Velka Britanie, USA) ale |ze pozorovat v poslednich letech
postupny pokles poctu viceCetnych téhotenstvi, zejména napf. po redukénich vykonech

(napf. z trojéat na dvojcata) (Khalil 2021).

3.1 Rozdéleni vicecetného téhotenstvi
Zakladni rozdéleni viceCetné téhotenstvi je podle nasledovnych znakd:

e zygozita — pocet oocytl, ze kterych téhotenstvi vznika (napf. monozygotické dvojcata
jsou tzv. jednovajecné, tedy vznikaji rozdélenim jednoho oplodnéného vajicka
jednou spermii; dizygotické jsou dvojvajecné atd.);

e chorionicita — pocet placent v téhotenstvi;

e amnionicita — pocet amnialnich vaku.

Pro dvojcata (nejcastéjsi typ) existuji varianty:
e bichorialni biamnidlni — kazdy ze dvou plod(i ma vlastni placentu a vlastni plodové

obaly. Dvojc¢ata mohou byt jednovajecna nebo dvojvajecna.
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e monochoridlni biamnialni — spolecna placenta pro oba plody, kazdy z plodi ma
vlastni amnialni vak.

e monochoridlni monoamnialni — spole¢na placenta i amnidlni vak pro oba plody.

Jednovajeéna bichoridlni/biamnialni a obecné monochoridini dvoj¢ata maji z principu
stejnou genetickou informaci a jedna se o geneticky totozné jedince (D’Addario, Rossi,

2014).

Principy vzniku jednotlivych typl dvojcat popisuje tzv. Cornerova teorie. Ta nebyla pfimo
pozorovanad u ¢lovéka, pouze na zvirecim modelu (Blikstein, Keith 2007). Tato teorie tvrdi, Ze
chorionicita je uréena dnem, kdy dojde k ,,mechanickému” rozdéleni zygoty:

e do 3 dnu od oplodnéni — bichorialni biamnidlni dvojcata;

e mezi4.-7. dnem od oplodnéni — monochorialni biamnialni dvojcata;

e mezi8.-12. dnem od oplodnéni — monochoridlni monoamnialni dvojcata.

Pokud dojde k rozdéleni pozdéji, vznikaji tzv. srostlice (siamskd dvoj¢ata) (Corner, 1955).

Tyto principy jsou popsany na obrazku 4 (Bricker, 2016).
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3.2 Péce o viceCetné téhotenstvi
Vzhledem k vy$Simu riziku vzniku komplikaci u plod( i téhotnych existuji rozdily
v péci o viceCetné téhotenstvi v porovnani s jednocetnymi.

Zakladni rozdily v prabéhu téhotenstvi jsou:

e sledovani zkuSsenym porodnikem a odbornikem na ultrazvukovou diagnostiku,

e obvykle ¢astéjsi kontroly v prenatdini poradné,

e (astéjsi kontroly pomoci ultrazvuku véetné méreni biometrickych parametrd plod(i a
délky déloZzniho hrdla (cervikometrie) jako prediktivniho faktoru pred¢asného
porodu,

e sledovani vSech monochoridlnich téhotenstvi by mélo probihat v perinatologickém

centru vyssiho stupné.

Principy sledovani vice€etného téhotenstvi upfesiiuje doporuceny postup vydany Ceskou
gynekologicko-porodnickou spolecnosti (Doporuceny postup — Prenatdlni péce o viceCetna

téhotenstvi).

Nejmarkantnéjsi rozdily jsou ale v pravidlech pro samotné ukonceni téhotenstvi. Podle
narodniho doporuc¢eného postupu jsou téhotenstvi ukoncovana v tydnech téhotenstvi

e do 38+6 pro bichoriadlni/biamnialni;

e mezi 34+0 az 36+6 pro monochorialni/biamnidini;

e mezi 32+0 aZ 34+6 pro monochorialni/monoamnialni;

e do 35+6 dle chorionicity pro trigemini;

e quadrigemini a vice dle chorionicity.

Dvojcata bichoridlni/biamnialni a monochoridlni/monoamnialni Ize za spInéni nékterych
podminek porodit per vias naturales (Doporuceny postup — Vedeni porodu vice¢etného
téhotenstvi).

Dlavodem pro ukonceni téhotenstvi v ¢asnéjsich tydnech téhotenstvi je pozdéjsi prudky
narust rizika preeklampsie, placentarni insuficience a nitrodélozniho umrti plodu

(Dudenhausen, Maier, 2010, Cheong-See et al, 2016).
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V praxi je z dGvodu bezpecnosti ¢astéjsi porod plodl viceCetného téhotenstvi per
sectionem caesaream. Z pohledu analyzy steroidniho metabolomu je tento faktor dllezity

proto, Ze se tim obchdzi pfirozeny mechanismus nastupu délozni ¢innosti.

3.3 Komplikace vicecetného téhotenstvi

Pro vicecetnd téhotenstvi je v porovnani s jednocetnym téhotenstvim
charakteristické vyssi riziko vzniku téhotenskych komplikaci. Vyjimkou jsou rizika spojena
s poterminovym téhotenstvim a makrosomii plodd. Témi jsou vicecetnd téhotenstvi
ohroZzena méné. V porovnani s bichoridlnim téhotenstvim jsou monochorialni téhotenstvi
z pohledu perinatologa rizikova vice. Nékteré studie vykazuji vyssi riziko komplikaci u
téhotenstvi po metoddach IVF. Tyto data ale nejsou konzistentni a mohou byt asociovana
s infertilitou a morbiditou Zen pred snahou o koncepci.

Komplikace lze rozdélit dle plivodu na matefské a ze strany plodu.

3.3.1 Materské komplikace
Zmény hemodynamiky u téhotnych

U viceCetnych téhotenstvi jsou zmény v hemodynamice vyjadieny vice nez u
jednocetnych. Téhotné s dvojcaty maji az o 20% vyssi srdecni vydej a o 10-20% vyssi narust
objemu plazmy neZ s jednim plodem. Tyto faktory zvysuiji riziko vzniku edému plic v pfipadé
pfitomnosti jinych rizikovych faktor(. Fyziologickd anemie je vyjaddiena stejné jako u
jednocetnych, i kdyz se objem cervené krevni rfady zvySuje vic (Kametas et al., 2003, Rao et

al., 2004, Kuleva et al., 2011).

Gestacni hypertenze a preeklampsie

Studie a metaanalyzy jasné prokazuiji, Ze viceCetné téhotenstvi je rizikovym faktorem
pro vznik preeklampsie. Mira relativniho rizika oproti jednocetnému téhotenstvi pro vznik
preeklampsie se pohybuje mezi 1,2 — 5,1. Siroky rozptyl je dany zejména faktory jako je
parita, etnicita apod (Krotz et al., 2002).

Zavainé tézké formy preeklampsie jako HELLP syndrom nebo tézka preeklampsie

s organovym selhanim je rovnéz u dvojcat ¢astéjsi (Sibai, et al. 2000).
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Gestacni diabetes mellitus

Prace porovnavajici Cetnost téhotenské cukrovky u vicecetnych a jednocetnych
téhotenstvi jednoznaéné neprokazuji vyssi vyskyt u téhotnych s vice plody (Roach et al.,
1998, Buhling et al., 2003). Makrosomie plodu u téhotnych diabetic¢ek jako komplikace

téhotenstvi je méné Casta (Ashwal et al., 2021).

Jiné materské komplikace

U viceCetného téhotenstvi je vyssi vyskyt dalSich komplikaci, jako jsou akutni
steatdza jater, téhotenska cholestaza, hyperemesis gravidarum, abrupce placenty,
trombembolické ptihody nebo dermatitidy (Gonzalez et al., 1989, Campbell, Templeton,

2004).

3.3.2 Fetdlni komplikace
Pred¢asny porod
et al,, 2010, Sentilhes et al., 2015).

Cetnost predéasnych porodi pied 32. tydnem téhotenstvi je asi 10x vy33i u
vicecetnych nez u jednocetnych téhotenstvi (1:10 u vicecetnych proti 1:100 u jednocetnych)
(Blondel 2002). V Ceské republice bylo v roce 2022 celkem 6,98 % pied¢asnych porodd
(statistické udaje Sekce perinatologie a fetomaternalni mediciny 2023).

Velky podil na mitfe prfed¢asnych porodd maji v tomto pfipadé i jiné téhotenské
komplikace, pro které jsou tyto téhotenstvi ukonéované casnéji. DUvodem predcasného
porodu je v téchto pfipadech iatrogenni zasah. Rizikovymi faktory pro predéasny porod jsou
v téchto pripadech napriklad pfedéasny porod v anamnéze (OR 3,5) (Berveiller et al., 2020)
nebo i téhotenstvi s 2 plody muzského pohlavi (Tan et al, 2004). Pfitomnost plodu Zenského
pohlavi je dle nékterych praci povazovana za ochranny faktor (Melamed et al., 2009). Vyssi
cetnost spontannich predcasnych porodu se vysvétluje vyraznéjsi distenzi myometria

vedouci k jeho zvy$ené kontraktilité (Turton et al., 2013).

Nitrodélozni umrti plodu (intrauterine fetal demise, IUFD)
Vicecetné téhotenstvi je rizikovym faktorem pro nitrodélozni umrti plodu

(Townsend, Khalil, 2018). U jednoho z dvou plodl po 14. tydnu téhotenstvi postihuje 6 %
, , J p p Vi Y J
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téhotnych. Nasledné riziko predc¢asného porodu pro druhy plod je 58,5 % u monochorialnich
a 53,7 % u bichorialnich dvoj¢at (Mackie et al., 2019).

Zavazinéjsi je tato komplikace u monochoridlnich dvojcat z dlivodu pfitomnosti
vaskuldrnich anastomdz mezi obéma obéhy. Po umrti jednoho z ploda a poklesu tlaku krve
v jeho obéhu se u Zivého objevuje akutni hypotenze, anemie a ischemie tkani. Pfic¢inou je
presun krve od Zivého plodu do nizkotlakého recisté mrtvého plodu. Podobny mechanismus
neni pfitomen u bichoridlnich dvojéat. Po umrti jednoho z bichoriadlnich dvoj¢at ale mlze

dojit ke zméné nitrodéloZniho prostredi a tim ohroZeni zdravého plodu.

Rdstovd restrikce

Jde o stav, pfi kterém je odhadovana hmotnost plodu mensi nez 10. percentil
populacni rlstové krivky. Zvlastnim typem rlstové restrikce je tzv. selektivni rlstova
restrikce, ktera postihuje pouze jeden z plodu.
Rlstova restrikce se u monochoridlnich dvojéat vyskytuje podle dostupnych zdrojua asi ve
20% pfripadd, resp. 10% u bichorialnich (Coutinho Nunes et al., 2016). Vyssi ¢etnost u
monochorialnich dvojéat se vysvétluje pritomnosti twin-to-twin transfuznim syndromem

nebo jinou fetdlni anomalii.

Twin-to-twin transfuzni syndrom (TTTS)

Postihuje asi 10-15% monochoridlnich vicecetnych téhotenstvi. Podkladem jsou cévni
spojky mezi placentami plod(, kterymi na zakladé tlakového gradientu proudi krev
z jednoho plodu k druhému. Z dlivodu pretizeni obéhu bez adekvatniho zasahu (obvykle
laserova ablace cévnich spojek) akceptor odumira. Pokud nedojde k okamzitému zastaveni
obéhu, je nasledné nitrodéloznim umrtim ohrozen i plivodni donor (Bamberg, Hecher,
2019).

Variantou TTTS je tzv. twin anemia polycythemia sequence (TAPS). Pfi této neni
pritomna jedna masivni cévni spojka ale nékolik drobnych. Na jejich zakladé dojde k presunu
krve mezi plody. Jeden z nich je anemicky a druhy polycytemicky.

Pti TRAP (twin reversed arterial perfusion) sekvenci je jeden z plodl zasobuje krvi

druhy, neZivy, ktery je tzv. acardius.
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Respiratory Distress Syndrome (RDS)

Studie provadéné na dvojcatech dokazuji, Ze tyto plody jsou v porovnani s plody
jednocletnych téhotenstvi ohrozené RDS zejména Castéji (41% versus 25,3%) (Choi et al.,
2009). Soucasné plati, Ze vice ohrozen je z dvojice plodu ten, kterého poporodni hmotnost je

vyssi (Canpolat, Yurdakok, 2006).

Syndrom mizejiciho dvojcete

Jde o spontanni redukci dvojcetného na jednocetné téhotenstvi. V ptipadech
téhotenstvi po metodach IVF je ¢etnost mezi 7-36 % (Seong et al., 2020). U téhotenstvi po
spontanni koncepci je cetnost této komplikace neznama, jelikoz tyto jsou obvykle sledovany

aZz od vyssich tydnu téhotenstvi (Harris et al., 2020).

Jiné fetdlni komplikace

VicecCetné téhotenstvi kromé vySe uvedeného vykazuji relativné vyssi riziko pro vznik
vrozenych vyvojovych vad, poruch ve smyslu vzdjemného ,,zauzleni” pupecnik( u
monochorialnich dvojcat. Pfi poruchdch rozdéleni embrya v ¢asném embryonalnim stadiu

dochazi ke vzniku srostlic.

3.4 Endokrinologie viceCetného téhotenstvi

Historicky byla endokrinologie plodd a matek vicecetného téhotenstvi predmétem
vyzkumu nékolika studii. Podstatou téchto studii bylo popsat ovlivnéni jednotlivych plodu
pohlavnimi hormony.

Zakladem pro vyzkumy byla ve vétsiné pfipadu tzv. ,twin testosteron transfer”
hypotéza. Podle této hypotézy nadprodukce androgent plodem muzského pohlavi
negativné ovliviiuje druhy z plodd. U toho indukuje maskulinni vzhled, chovani a kognici. U
savcll Ize tento efekt ¢asto pozorovat napt. na nékterych mysich modelech (Tapp et al.,

2011).
Problematika ovlivnéni plodd zejména Zenského pohlavi muzskym plodem nebo

matkou byla studovana opakované. Jeden z vyzkumuU prokazal, Ze k ovlivnéni Zenskych plodu

ze smiSeného paru dvojcat matkou produkovanym testosteronem nedochazi. Jini autofi
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tvrdi, Ze testosteron pivodem od matky je v placenté plné konvertovan na estrogeny.
V pripadé patologického ovlivnéni plodu je zdroj androgen( fetdlni (Cohen-Bendahan et al.,
2005). Jiné studie ale tyto tvrzeni odmitaji nebo pfimo vyvraci (Tapp et al., 2011, Talia et al.,

2020).

Zavéry jinych autorl opakované prokazaly, Ze plody Zenského pohlavi ze smiSeného
paru dvojc¢at nejsou ovlivnény muzskym plodem vice, nez kdyby byl druhy plod rovnéz
Zzenského pohlavi. DalSim ze zavéra bylo také to, Ze i kdyZ téhotné s dvojcaty vykazovaly
vyssi hladiny estrogent a progesteronu, déti mély tyto hladiny v porovnani s jednocetnym
téhotenstvim nizsi. Potvrzuje to tedy, Ze tyto déti nejsou exponovany vyssim hladindm

pohlavnich hormon (Kuijper et al., 2015, Thomas et al., 1998).

Tématem stanoveni steroidniho metabolomu u matek a plodu vicecetného
téhotenstvi se v minulosti zabyval pouze omezeny pocet studii. Jednalo se vétSinou o studie,
které stanovovaly pouze omezeny pocet metabolitd steroid(l. Soucasné studie provadély
analyzu pouze ze smiSené krve a nerozliSovaly mezi arteridlni a venézni pupecnikovou krvi

(Houghton et al., 2019).

Nas tym ma z minulosti zkuSenosti se stanovenim steroidomu zvlast z arterialni a

venozni krve (Paskova et al., 2014).

Hodnoceni steroidniho metabolomu v rozsahu, v jakém jsme ho provadéli pomoci

nasich metod nebylo dosud publikovano.
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4 HYPOTEZA

Pro nase ucely jsme vyslovili ndsledovnou hypotézu:
Pritomnost 2 plodi jednoho téhotenstvi resp. 2 placent v pfipadé bichoridlnich téhotenstvi,

se projevi na hladindch steroid( v porovndni s jednocetnym téhotenstvim.

4.1 Cile

1. podrobné popsat korelace mezi komponenty steroidniho metabolomu u dvojcat;

2. nastinit rozdil mezi vice€etnym a jednocetnym téhotenstvim;

3. urdit, zda existuji rozdily v metabolismu steroidd mezi dvojcaty rlizné chorionicity
(tedy rozdil v pfipadé ,spole¢né” a ,,oddélené” placenty);

4. popsat, zda existuje rozdil v arterio-vendzni diferenciaci mezi vzorky u vice¢etného
téhotenstvi;

5. popsat mezipohlavni rozdily v metabolomu, jelikoz konverze prekurzor( u

jednotlivych pohlavi je rozdilna.

32



5 METODY

5.1 Pacientky

Studijni skupina zahrnovala 2 skupiny pacientek, které v obdobi od listopadu 2019 do
listopadu 2021 porodily na nasi klinice. Ve skupiné bylo 50 Zen s vicecetnym téhotenstvim
(49 dvojcat, 1 troj¢ata) a 20 Zen s jednocetnym téhotenstvim v kontrolni skupiné.

Do studie jsme oslovily vSechny Zeny nad 18 let, které splnily inkluzni kritéria.
Inkluzni kritéria byla:

- vicecetné téhotenstvi (pro studijni skupinu),

- porod na nasi klinice,

- porod planovanym cisaiskym fezem z indikace vice¢etné téhotenstuvi,

- souhlas se studii.

Vicecetnd téhotenstvi byly ukoncovana ve stari téhotenstvi a dle chorionicity dle
Doporuéeného postupu Ceské gynekologicko-porodnické spole¢nosti. Rozptyl pro gestaéni
stari ve studijni skupiné byl tyden téhotenstvi 32+4 az 39+3. Jednocetné téhotenstvi jsme
ukoncovali v tydnu 38+0 az 41+1.

V pripadé spontanniho nastupu porodu jsme pacientku nezaradili. Dlvodem bylo riziko
interference vysledk( vzhledem ke zménam steroidomu pred spontannim ndstupem délozni

cinnosti.

Z celé kohorty jsme nasledné vyradili ty rodicky, u kterych se objevilo exkluzni kritérium
s moznym ovlivnénim metabolismu steroida:

- diabetes mellitus,

- intrahepatdlni cholestaza téhotnych,

- preeklampsie,

- téhotné, které v prabéhu téhotenstvi uzivaly progesteron,

- Zeny s akutnim malignim procesem,

- téhotné se zdvaznou patologii — napf. twin-to-twin transfuzni syndrom,

- téhotné, kterym byly podany kortikosteroidy k indukci maturace plic ploda.
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Téhotenstvi po IVF nebylo povazovano za exkluzni kritérium. Rovnéz jsme nevyradili
pacientky s BMI v pasmu obezity. Dlvodem byl fakt, Ze viceCetné téhotenstvi vykazuji vyssi
narlst hmotnosti v pribéhu téhotenstvi a jako obézni bylo mozné hodnotit vysoky podil

téhotnych.

Kontrolni skupinu tvofily Zeny s jednocetnym téhotenstvim. Tyto Zeny mély planovany
cisarsky fez z jiné nez porodnické indikace (14x jizva na déloze po cisarském fezu, 2x poloha
plodu koncem panevnim, 1x primipara vetus, 1x neurologicka indikace, 1x o¢ni indikace a 1x
ortopedicka indikace). Exkluzni kritéria byly stejné jako u dvojcat.

Jedna téhotna z kontrolni skupiny byla soucasné i ve studijni skupiné.

Obé skupiny Zen mély screening v I. a Il. trimestru na nasi klinice, oba screeningy
s negativnim vysledkem.
Z testovaci skupiny byla vyfazena pacientka s trojcaty (2 plody s monochorialni
komponentou a 1 plod se samostatnou placentou) z dlivodu ukonceni téhotenstvi pro

preeklampsii.

Po vyrazeni pacientek s exkluznim kritériem jsme analyzovali 24 pacientek
s bichorialnim/biamnidlnim vicecetnym téhotenstvim, 10 pacientek
s monochoridlnim/biamnialnim téhotenstvim a 19 kontrolnich pacientek. Pacientku
s monochoridlnim/monoamnialnim téhotenstvim jsme ve skupiné neméli ani jednu.

Dlavodem bylo velmi malé mnoZstvi materialu, které od téchto plodu Ize k analyze ziskat.

Celkem jsme analyzovali 81 vzork(i materské vendzni a fetdlni arterialni a vendzni

krve ze skupiny dvojcat. Kontrolnich vzork(i od matek a plod(i jsme analyzovali 47.

5.2 Shér vzorkl

Sbér vzork(l probihal ve dvou fazich. K odbéru materské krve z kubitdlni vény doslo v
co nejkratsi moznou dobu pred zahajenim planovaného cisafského fezu a pred podavanim
medikace anesteziologem. Bezprostifedné po oddéleni novorozence od placenty byl

proveden separatni odbér arteridlni a vendzni pupecnikové krve kazdému z novorozenc.
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Krev byla odebirand z ¢asti pupecniku, ktera se upina na placentu. Novorozenec odbérem
ovlivnén nebyl. Pro ucéely odbérd byl pouzity BDVacutainer ® K2EDTA Vacutainer systém
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). Objem odebrané krve byl 3ml z kazdé

z pupecnikovych cév a 6ml od matky.

Vzorky byly zpracovany nejpozdéji do 2 hodin od odbéru. Po srazeni pfi pokojové
teploté byly centrifugovany pfi 2400rpm po dobu 10 minut. Ziskané sérum bylo do doby
analyzy zamrazeno na teplotu —20 °C a poté prevezeno do laboratore.

Nase zkusSenosti z minulych studii dokazuji, Ze takto zpracované vzorky jsou stabilni a
koncentrace steroidl se v nich ani po delsi dobé zmrazeni neméni. To dokazuji i studie Kleye

(Kley et al., 1984, Kley et al., 1985).

5.3 Klinicka data

Z dostupné dokumentace jsme extrahovali Udaje o anamnéze a téhotenstvi rodicky,

porodu a novorozenci.

Tyto data obsahovaly:

zakladni udaje o rodicce (vék, vzdélani, rasa, vyska, hmotnost pred téhotenstvim a

v dobé porodu),

- Udaje o anamnéze pred téhotenstvim,

- gravidita, parita,

- informace o koureni, abusus drog a alkoholu,

- zplsob poceti (spontdnni, metody asistované reprodukce),

- Udaje o prlbéhu téhotenstvi (jakékoliv komplikace téhotenstvi),

- vysledky vysetfeni z krve matky, pokud byly dostupné (krevni obraz, biochemie,
jaterni a renalni parametry, hladiny protilatek, krevni skupina),

- vysledky ultrazvukovych vysetreni z téhotenstvi,

- farmakologicka anamnéza,

- informace o porodu (hodnoty vitalnich funkci se zacatkem porodu, pribéh porodu),

- Udaje o novorozenci (pohlavi, délka, hmotnost, hodnoty APGAR skére, vysledky

Astrup vysetreni a pH),
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- prabéh poporodni adaptace,

- informace o kojeni.

5.4 Laboratorni analyza
Analyza vzork( byla provadéna v laboratofi Oddéleni steroid( a proteofaktor(
Endokrinologického Ustavu. PouZita byla metoda plynové chromatografie a tandemové

hmotnostni spektrometrie. Metodu analyzy vyvinul a popsal Hill (Hill et al., 2019).

Seznam stanovovanych komponentU steroidomu toto metodou uvadi Tabulka 1

(pfevzato z Hill et al., 2019).

5.4.1 Chemikalie a reagencie

Potfebné reagencie a chemikalie pochazely z firmy Steraloids (Newport, RI, USA).
Kortizon a trimethylchlorosilan uréené k hydrolyze konjugovanych steroid(i byly zakoupeny
u firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Ostatni rozpoustédla byla z firmy Merck (Darmstadt,

Némecko).

5.4.2 Pristroje

K méreni hladin steroidl byl po pfipravé vzorkd pouzity systém GCMS-TQ8040 od
firmy Shimadzu (Kjoto, Japonsko). Ten se skladd z plynového chromatografu s automatickou
kontrolou pratoku, autosamplerem AOC-20s a trojitym kvadrupdélovym detektorem
s nastavitelnym napétim 10-195 V.
Pro ucely analyzy slouZila kapilarni kolona RESTEK Rtx-50 (prlimér 0,25mm, délka 15 m, film
o tloustce 0,1 um. Pro méreni bylo pouZita ionizace dopadem elektron( ze zdroje o napéti
60 V a emisnim proudem 151 pA. Teploty injekéniho portu, iontového zdroje a rozhrani byly
nastaveny postupné na 220, 300 a 310 °C. Vzorky byly vstfikovany pod tlakem 200kPa po

dobu 1 min. Napéti detektoru bylo nastaveno na 2,2 kV.
5.5 Statisticka analyza dat

Ptred dalsi analyzou bylo nezbytné transformovat plvodné nesymetricka data

smérem k symetrii a konstantnimu rozptylu. Poté byly vyhodnoceny rozdily mezi
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jednocetnymi a viceCetnymi téhotenstvimi pro kazdy ze steroidi. Byl pouZit linedrni model,
ktery bral v potaz typ téhotenstvi (jednocetné vs. viceCetné) a pohlavi (muzské vs. Zenské).
Tento model byl upraven pro stafi rodicky a stafi téhotenstvi v dobé porodu. Simultanné
byly testovany tyto rozdily parametrd pro materskou zilni, arterialni pupec¢nikovou a vendzni
pupecnikovou krev za pouZiti vicerozmérného regresniho modelu s redukci dimenzionality
(ortogonalni projekce do latentni struktury OPLS, regresni analyza OMR).

Ke zpracovani byl pouzit statisticky software Statgraphics Centurion v. XVIIl od firmy

Statgraphics Technologies, Inc. (The Plains, Virginia, USA) a program SIMCA_P v. 12.0 od

firmy Umetrics AB (Ume3, Svédsko).

37



Tabulka 1: Seznam analyzovanych metabolitd a jejich zkratek

26

P3a5a

Allopregnanolone

Zkratka Nazev anglicky 27 | P3b5a Isopregnanolone
1 | Preg Pregnenolone 28 | P5b 5B-Dihydroprogesterone
2 | Pregl? 17a-Hydroxypregnenolone 29 | P3a5b Pregnanolone
3 | Pregl6a 16a-Hydroxypregnenolone 30 | P3b5b Epipregnanolone
4 | Preg20a 20a-Dihydropregnenolone 31 | P5a20a 50,20a-Tetrahydroprogesterone
5 | DHEA Dehydroepiandrosterone 32 | P3a5a20a 5a-Pregnane-3a,20a-diol
6 | DHEA7a 7a-Hydroxy-DHEA 33 | P3b5a20a 5a-Pregnane-3,20a-diol
7 | DHEA70 7-oxo-DHEA 34 | P5b20a 5B,20a-Tetrahydroprogesterone
g | DHEA7b 7B-Hydroxy-DHEA 35 | P3a5b20a 5B-Pregnane-3a,20a-diol
g | Adiol 5-Androstene-3, 17B-diol 36 | P3b5b20a 5B-Pregnane-3f3,20a-diol
10 | AT7a 5-Androstene-3B,7a,17B-triol 37| P3a5al7 17a-Hydroxyallopregnanolone
11 | AT7b 5-Androstene-3,78,17B-triol 38 | P3a5b17 17a-Hydroxypregnanolone
12 | AT16a 5-Androstene-3B,16a,17B-triol 39 | P3a5al7a20a 5a-Pregnane-3a,17a,20a-triol
13 | Prog Progesterone 40 | P3b5al7a20a 5a-Pregnane-3B,17a,20a-triol
14 | Progl7 17a-Hydroxyprogesterone 41 | P3a5b17a20a 5B-Pregnane-3a,17a,20a-triol
15 | Progl7a20a 17a,20a-Dihydroxy-4-pregnene-3-one 42 | A5a 5a-Androstane-3,17-dione
16 | Progléa 16a-Hydroxyprogesterone 43 | A3a5a Androsterone
17 | Prog20a 20a-Dihydroprogesterone 44 | A3b5a Epiandrosterone
18 | Adion Androstenedione 45 | A3a5b Etiocholanolone
19T Testosterone 46 | A3a5al7b 5a-Androstane-3a,173-diol
20| T16a 16a-Hydroxytestosterone 47 | A3b5al7b 5a-Androstane-3f,17B-diol
21 | DHT5a 5a-Dihydrotestosterone 48 | A3a5b17b 5a-Androstane-3a,17p-diol
22 | E1 Estrone 49| F Cortisol
23 | E2 Estradiol 50| E Cortisone
24 | E3 Estriol 51|B Corticosterone
25 | P5a 5a-Dihydroprogesterone 57 | DOF 21-Deoxycortisol




DOC

P5b20aC

53 11-Deoxycorticosterone 80 Conjugated 583,20a-tetrahydroprogesterone
54 | P3a5allb21 3a,5a-Tetrahydrocorticosterone 81 | P3a5b20aC Conjugated 5B-pregnane-3a,20a-diol

55 | P3a5b11b21 3a,5B-Tetrahydrocorticosterone 82 | P3b5b20aC Conjugated 5B-pregnane-3§3,20a-diol

56 | A211b 11B-Hydroxyandrostenedione 83 | P3a5al7C 17a-Hydroxyallopregnanolone sulfate

57 | A3a5allb 11B-Hydroxyandrosterone 84 | P3a5b17C Conjugated 17a-hydroxypregnanolone

58 | A3b5allb 11B-Hydroxyepiandrosterone g5 | P3a5al7a20a 5a-Pregnane-3a,17a,20a-triol

59 | A3a5bllb 11B-Hydroxyetiocholanolone 86 | P3b5al7a20a | 5a-Pregnane-3B,17a,20a-triol

60 | PregC Pregnenolone sulfate g7 | P3a5b17a20a | 5B-Pregnane-3a,17a,20a-triol

61 | Pregl7C 17a-Hydroxypregnenolone sulfate gg | A3a5aC Androsterone sulfate

62 | Preg20aC 20a-Dihydropregnenolone sulfate 89 | A3b5aC Epiandrosterone sulfate

63 | DHEAC DHEA sulfate g0 | A3a5bC Etiocholanolone sulfate

64 | AdiolC Androstenediol sulfate 91 | A3b5bC Epietiocholanolone sulfate

65 | AT16aC 5-Androstene-3B,16a,17B-triol sulfate g7 | AD3a5al7bC Conjugated 5a-androstane-3a,17f-diol

66 | Progl7a20aC Conjugated 17a,20a-dihydroxy-4-pregnen-3-one 93 | AD3b5a17bC Conjugated 5a-androstane-3f3,17B-diol

67 | Prog20aC Conjugated 20a-dihydroprogesterone 94 | AD3a5b17bC Conjugated 5B-androstane-3a,17B-diol

68| TC Conjugated testosterone g5 | AD3b5b17bC Conjugated 5B-androstane-3,17pB-diol

69 | EPITC Conjugated epitestosterone 96 | P3a5al1b21C | Conjugated 3a,5a-tetrahydrocorticosterone
70 | E1C Estrone sulfate g7 | P3a5b11b21C | Conjugated 3a,5B-tetrahydrocorticosterone
71 | E2C Estradiol sulfate 9g | A3a5allbC 11B-Hydroxyandrosterone sulfate

77 | E3C Estriol sulfate g9 | A3b5al1bC 11B-Hydroxyepiandrosterone sulfate

73 | P3a5aC Allopregnanolone sulfate 100 | A3a5b11bC 11B-Hydroxyetiocholanolone sulfate

74 | P3b5aC Isopregnanolone sulfate

75 | P3asbC Conjugated pregnanolone Tabulka 1: Seznam analyzovanych metabolit(, prevzato z Hill et al. 2019.
76 | P3b5bC Conjugated epipregnanolone

77 | P5a20aC Conjugated 5a,20a-tetrahydroprogesterone

78 | P3a5a20aC Conjugated 5a-pregnane-3a,20a-diol

79 | P3b5a20aC Conjugated 5a-pregnane-3,20a-diol
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6 VYSLEDKY

Ve studii jsme se zaméfili na analyzu sto endogennich steroid( a jejich analyzu

v arteridlni a vendzni krvi plodd a matek viceCetného téhotenstvi, resp. jednocetného

téhotenstvi (kontrola).

V dobé psani této prace byla v ¢asopise s IF publikovana cast vysledkd popisujici

bichorialni téhotenstvi (Cerny et al., 2024).

SloZeni pacientek ve studijni a kontrolni skupiné po ocisténi od exkluznich kritérii

popisuje Tabulka 2. V kohorté neni téhotnd s troj¢etnym téhotenstvim. Jedna z pacientek byla

v kohorté s dvojéaty a nasledné jako jednocetnd kontrola. Vic podobnych pacientek jsme po

dobu sledovani neméli, proto jsme zvlastni statistickou analyzu pro tento pripad neprovadéli.

Typ téhotenstvi

Charakteristika Bichorialni/biamnialni | Monochorialni/biamnidlni Kontroly
Pocet pacientek 24 10 19
Primérny vék v dobé porodu 32 (27, 44) 30.3 (22, 42) 36.9 (22, 45)
Parita 0.71 (0, 4) 0.7 (0, 2) 0.79 (0, 1)
Spontanni koncepce 17 9 15
Koncepce po metodé IVF 7 1 4
Primérna hmotnost pfed téhotenstvim (kg) 73.9 (53, 112) 63.4 (47, 76) 66.6 (49, 122)
Priimérna hmotnost v dobé porodu (kg) 94.2 (70, 117) 79.5 (60, 95) 80.1 (65, 118)

Primérna vyska (cm)

164 (155, 186)

168 (150, 180)

165.9 (145, 180)

Gestacni stafi v dobé& porodu

37.99 (35+3, 39+3)

36,51 (35+5, 37+3)

38.34 (38+1, 41+1)

Pocet novorozencl muzského pohlavi 30 10 9

Pocet novorozencl Zenského pohlavi 18 10 10
Priimérna hmotnost novorozence (g) 2775.5 (1780, 3570) 2301.25 (1930, 2630) 3391.6 (2780, 4050)
Priimérna délka novorozence (cm) 48.1 (43, 51) 44.45 (44, 48) 49.8 (47, 51)

Tabulka 2: Charakteristika studijni a kontrolni kohorty.
Pozn.: délka novorozence byla mérena pouze v pripadech naléhdni plodu hlavickou. Méreni plodu v poloze
podélné koncem pdnevnim se provddi s ¢asovym odstupem od porodu, proto nebyly tyto plody do pruméru

pocitany.

Kompletni vysledky laboratorni analyzy metabolitl steroidd predkladame ve formé

pozitivnich a negativnich korelaci mezi jednotlivymi skupinami. Tabulka 3 ukazuje na korelace

mezi bichoridlnim a jednocetnym téhotenstvim (kontroly). Tabulka 4 ukazuje na korelace mezi
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monochorialnim a jednocetnym téhotenstvim. Tabulka 5 nabizi porovnani bichoridlnich a
monochorialnich gravidit mezi sebou.

V tabulkach je pro prehlednost pozitivni korelace oznacena Zlutou barvou a negativni korelace
modrou barvou.

Proménné, které ve statistickém zpracovani nebyly relevantni jsme z prehledu odstranili.

Soucdsti vysledkU je korelace ve vztahu k arterio-vendzni diferenciaci pupecnikové krve.

Metabolity fetdlniho plvodu (arteridlni krev) jsou oznaceny indexem A, metabolity

placentdrniho plvodu (vendzni krev) maji oznaceni V. Materska krev ma oznaceni M.

Oznaceni * nebo ** oznacuje vyznamnost daného parametru. Velmi vyznamny parametr se

silnou korelaci je oznaden **, vyznamny parametr je oznacen *.

Podrobnéjsi vyklad predklddame v kapitole Diskuse.
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Tabulka 3: Korelace bichoridlnich dvoj¢at s jednocetnymi kontrolami. Evaluace provedena pomoci OPLS

modelu a vicedimenzionalni regrese.

OPLS, predictive component

Multiple regression

42

] » € »n c = »
=2 £ £E & ¥5 %
Proménna z £ * ] * < S ®
SC spont 0,46 2,60 * 0,033 2,35 0,180 * 0,019 2,44 *
nMalef 1,1967 581 ** 0,082 531 0,488 ** 0,093 4,15 **
GA 1,1959 4,87 ** -0,080 -4,80 -0,471 ** -0,027 -1,77
Preg_A 0,8637 3,10 ** 0,060 2,75 0,359 * 0,030 2,05 *
PregC_A 1,0218 4,86 ** -0,067 -3,95 -0,430 ** -0,028 -2,35 *
Preg20a_A 1,1698 4,40 ** 0,082 3,80 0,513 ** 0,046 520 **
Preg20aC_A 0,5182 1,97 * -0,033 -1,50 -0,213 0,007 0,35
Pregl7_A 0,6186 2,01 * 0,045 1,74 0,296 0,001 0,05
Pregl7C_A 0,5813 5,39 ** -0,039 -4,66 -0,244 ** 0,014 0,96
Pregl6a_A 1,1095 2,94 * 0,079 2,59 0,520 * 0,033 2,42 *
DHEAC_A 1,0389 5,26 ** -0,069 -4,01 -0,439 ** -0,037 -2,96 *
DHEA70_A 0,8805 3,04 ** 0,064 2,85 0,415 * 0,022 2,06 *
AT16aC_A 0,6182 2,30 * -0,040 -1,77 -0,269 0,019 0,83
Prog20a_A 0,9058 3,72 ** 0,064 3,56 0,423 ** -0,023 -1,12
Progl7_A 0,6119 235 * 0,044 2,50 0,269 * -0,011 -1,58
Progl7a20a_A 0,6378 4,02 ** 0,049 4,36 0,308 ** 0,008 0,41
A2_A 0,4604 4,92 ** 0,035 6,36 0,227 ** 0,001 0,06
Tl6a_A 0,3874 2,32 * 0,028 1,98 0,171 * -0,006 -0,49
P5a_A 1,2055 4,66 ** 0,086 4,61 0,561 ** -0,019 -0,88
P3aba_A 1,0575 4,27 ** 0,073 3,76 0,485 ** -0,031 -2,30 *
P3a5aC_A 0,6691 3,88 ** (0,050 3,46 0,360 ** 0,006 0,91
P3b5a_A 1,4334 595 ** 0,100 5,70 0,657 ** 0,014 1,15
= P5a20a_A 1,2454 5,20 ** 0,087 4,91 0,578 ** -0,027 -2,22 *
X P3a5a20a_A 1,0735 4,24 ** 0,074 4,11 0,490 ** -0,020 -1,66
*g P3a5a20aC_A 0,8328 3,40 ** 0,059 3,07 0,400 ** 0,009 0,52
e P3b5a20a_A 1,501 6,34 ** 0,106 6,47 0,688 ** 0,006 0,39
g P3b5a20aC_A 0,9434 4,43 ** 0,067 4,49 0,465 ** 0,035 2,10 *
E P3b5b20aC_A 0,5204 2,44 * 0,038 2,47 0,258 * 0,040 2,49 *
E— P3a5al7_A 0,7379 2,01 * 0,052 1,93 0,356 * -0,015 -0,56
§ P3a5al7C_A 0,404 1,93 * 0,032 1,97 0,237 * 0,003 0,26
% P3a5bl17_A 0,5443 2,02 * 0,036 1,72 0,249 0,013 0,58
o« P3a5b17C_A 0,7646 2,86 * 0,056 2,60 0,374 * 0,024 0,87
A3b5aC_A 0,8891 3,05 ** -0,057 -2,38 -0,356 * -0,013 -1,73
A3a5al7bC_A 0,736 2,31 * 0,055 2,38 0,376 * 0,024 1,16
F RIA_A 0,5272 2,58 *  -0,037 -2,21 -0,233 * -0,041 -2,81 *
B_A 0,5507 4,20 ** 0,040 3,02 0,265 ** 0,013 1,14
DOF_A 1,0105 5,40 ** 0,069 5,12 0,469 ** 0,053 3,61 **
DOC_A 0,9325 3,41 ** 0,069 3,59 0,438 ** -0,005 -0,18
T1lb_A 0,4818 2,96 * 0,036 2,61 0,220 * 0,011 0,67
T11bC_A 1,1152 535 ** -0,076 -5,18 -0,506 ** -0,018 -1,38
P3a5b11b21 A 1,7419 11,31 ** 0,122 10,08 0,769 ** 0,022 1,59
A3a5allb_A 0,385 2,18 * 0,031 2,02 0,214 * -0,027 -2,37 *
A3b5allb_A 0,6042 3,97 ** 0,044 3,91 0,299 ** -0,005 -0,90
A3b5allbC_A 0,689 2,69 * 0,050 2,75 0,346 * 0,030 1,66
Preg_V 0,9234 3,44 ** 0,068 3,09 0,403 ** 0,040 2,41 *
PregC_V 1,0652 6,19 ** -0,070 -5,18 -0,422 ** -0,038 -1,55
Preg20a_V 0,7685 4,69 ** 0,058 3,52 0,352 ** 0,035 2,40 *
Preg20aC_V 0,6872 3,10 ** -0,045 -2,60 -0,268 * 0,013 0,64
Pregl7_V 0,4248 2,19 * 0,033 2,14 0,212 * 0,008 0,62
Pregl7C_V 0,5292 2,48 * -0,034 -2,23 -0,200 * 0,023 1,28
Pregléa_V 1,0076 4,60 ** 0,074 481 0,453 ** 0,021 1,16
DHEAC_V 1,0958 4,88 ** -0,074 -4,17 -0,453 ** -0,034 -2,16 *
AT7b_V 0,6015 2,56 * 0,044 2,34 0,278 * 0,044 1,60
AT16aC_V 0,8958 6,15 ** -0,062 -4,54 -0,369 ** 0,022 1,14
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Progl7a20aC_V
Progl6a_V
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1,223
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1,1756
0,9788

1,92
2,50
2,63
2,01
2,01
1,91
2,68
2,87
2,45
16,26
6,76
12,99
2,12
3,05
2,53
7,76
4,34
6,06
2,27
3,27
2,31
2,21
2,39
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4,15
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17,20
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2,74
6,96
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2,60
2,98
2,67
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5,97
15,05
3,02
4,67
3,26
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0,045
0,093
0,045
0,061
0,063
0,060
0,108
0,071
0,097
0,063
0,119
0,074
0,107
0,043
0,030
-0,028
-0,040
0,030
-0,041
0,045
-0,050
-0,053
-0,095
-0,052
-0,083
-0,061
-0,057
-0,101
-0,052
-0,046
-0,053
-0,091
-0,094
-0,057
-0,087
-0,078
-0,051
-0,030
-0,074
-0,066
-0,055
-0,069
-0,050
-0,088
-0,067
-0,075

4,18
4,30
3,88
16,89
12,08
14,87
5,83
8,01
3,16
4,47
5,99
4,18
6,79
5,38
4,09
1,62
2,69
2,23
5,12
1,94
2,75
4,41
2,72
5,42
4,00
16,30
3,49
7,96
3,16
7,13
3,04
2,21
-1,97
-2,00
2,36
2,21
3,06
6,78
-4,21
-6,74
2,08
2,87
-4,32
-4,35
-4,79
-3,48
-2,07
2,41
-4,35
-3,98
-2,65
-3,97
-4,07
-3,45
-1,79
-2,63
-4,40
-2,49
-3,31
2,32
-5,75
2,79
-3,31

0,252
0,399
0,310
0,688
0,701
0,798
0,613
0,613
0,450
0,487
0,475
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0,507
0,456
0,365
0,273
0,300
0,270
0,552
0,268
0,366
0,360
0,343
0,695
0,428
0,633
0,383
0,738
0,479
0,689
0,226
0,194
-0,184
-0,246
0,190
-0,263
0,309
-0,322
-0,344
-0,546
-0,301
-0,497
-0,356
-0,308
-0,592
-0,300
-0,272
-0,318
-0,528
-0,561
-0,339
-0,512
-0,464
-0,298
-0,191
-0,441
-0,393
-0,337
-0,449
-0,307
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-0,397
-0,454
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0,000
0,008
-0,019
0,004
0,006
0,040
0,029
0,028
0,031
-0,013
0,012
0,032
0,001
-0,010
0,004
0,034
0,000
0,003
0,023
0,037
0,018
-0,041
-0,037
-0,005
0,052
0,018
0,001
0,019
0,008
0,009
-0,006
-0,033
-0,006
-0,008
0,001
-0,075
0,019
-0,004
-0,016
-0,021
0,038
0,000
0,011
0,006
-0,053
-0,022
0,020
-0,017
-0,021
-0,057
-0,008
0,015
-0,018
0,006
-0,006
0,022
0,017
-0,041
-0,013
-0,012
-0,034
0,003
-0,018

0,03
0,54
-1,79
0,84
0,75
11,90
3,23
1,73
1,74
-0,79
1,54
1,62
0,05
-1,28
0,26
2,41
-0,01
0,29
3,31
1,99
1,10
-3,14
-1,96
-0,26
2,59
1,69
0,15
1,26
0,35
0,69
-0,45
-0,86
0,31
0,32
0,04
2,78
0,48
-0,44
-0,98
-1,39
3,17
-0,03
1,12
0,62
2,57
-1,96
0,99
-1,99
-1,55
-4,10
-0,67
1,17
-1,90
1,26
-0,66
0,79
1,90
2,68
-0,89
-0,74
2,67
0,30
-1,54
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P3b5bC_V%M 0,9127 2,72 * -0,062 -2,43 -0,369 * -0,004 -0,30

P5a20a_V%M 1,3326 6,73 ** -0,094 -7,24 -0,544 ** -0,009 -0,83
P3a5a20a_V%M 0,8928 2,93 * -0,062 -2,98 -0,350 * -0,017 -0,63
P3b5a20a_V%M 1,2435 531 ** -0,087 -460 -0,511 ** -0,041 -2,99 *
P5b20a_V%M 1,1629 3,81 ** -0,084 -4,23 -0,493 ** -0,029 -1,86
P3a5b20a_V%M 1,0165 2,99 * -0,078 -3,49 -0,466 ** -0,024 -1,26
P3b5b20a_V%M 0,9379 2,84 *  -0,067 -2,61 -0,386 * -0,019 -0,94
P3a5al7_V%M 0,8297 2,71 *  -0,066 -2,35 -0,325 * 0,011 0,68
P3a5al7C_V%M 0,8667 2,41 * -0,059 -2,20 -0,358 * -0,001 -0,03
P3a5b17_V%M 0,9616 2,66 * -0,072 -2,47 -0,437 * -0,039 -2,08 *
P3a5al7a20a_V%M 1,1328 6,15 ** -0,081 -585 -0,473 ** 0,027 3,17 **
P3a5b17a20a_V%M 0,9783 4,11 ** -0,070 -4,13 -0,414 ** -0,010 -0,68
P3a5b17a20aC_V%M 0,8178 3,08 ** -0,058 -2,88 -0,344 * -0,034 -1,38
A3a5a_V%M 0,8526 2,08 * -0,061 -2,08 -0,369 * -0,044 -1,84
A3b5a_V%M 0,8903 3,35 ** -0,061 -2,78 -0,344 * -0,020 -1,57
A3a5b_V%M 0,7605 2,85 * -0,057 -3,36 -0,343 ** -0,033 -1,61
A3a5b17bC_V%M 0,8571 2,51 * -0,057 -2,16 -0,347 * 0,002 0,09
S_V%M 1,081 3,38 ** .0,072 -2,83 -0,423 * 0,033 229 *
DOC_V%M 0,9969 3,24 ** -0,068 -2,79 -0,435 * -0,001 -0,07
T1lb_V%M 0,8975 4,85 ** -0,061 -3,83 -0,425 ** -0,022 -1,70
T11bC_V%M 1,0356 6,40 ** -0,071 -540 -0,418 ** -0,013 -1,29
P3a5b11b21_V%M 1,0202 2,34 * -0,072 -2,20 -0,438 * -0,003 -0,10
A3a5allb_V%M 0,7945 2,74 * -0,060 -2,63 -0,322 * -0,053 -3,72 **
X con_LLR -0,707 -59,55 -0,988 **
(matrix Y) o
bi_bi_LLR 0,707 59,55 0,988 **
Explained variability 97,6% (83,8% after cross-validation)

9R...Korelacni koeficient s prediktivni komponentou, *p<0.05, **p<0.01
Zkratky: V - venozni krev, A - arteridini krev, M - materskad krev, GA - gestacni stafi; LLR - log-likelihood ratio

Tabulka 3 vySe popisuje korelace mezi skupinou bichoridlnich téhotenstvi a

jednocetnou kontrolou.

V této skupiné gestacni stari (GA) vykazuje negativni korelaci ve vztahu k jednocetnym,
protoze se dvojcata rodily drive nez kontroly. Pro vétsi pocet muzskych plodl je zde vyjadrena
pozitivni korelace (nMalef). Tato je ale ddna pouze slozenim kohorty, na které jsme neméli

vliv.
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Tabulka 4: Korelace monochoridlnich dvojéat s jednocetnymi kontrolami. Evaluace provedena pomoci OPLS
modelu a vicedimenzionalni regrese.

Multiple regression
OPLS, predictive component

© = 85 = & S 2 B
58 g £8 g 5% B
- =gk 5~ z s I
Proménna = ]
nMalef 0,623 3,67 ** 0,049 2,46 0,338 * 0,008 0,94
GA 1,8084 8,08 ** -0,133 -7,08 -0,923 ** -0,033 -4,83  **
Age 0,6093 3,75 ** -0,033 -3,24 -0,227 ** -0,011 -1,56
PregC_A 1,2912 506 ** -0,097 -5,26 -0,682 ** -0,011 -1,60
Preg20a_A 0,5746 3,82 ** 0,047 3,32 0,333 ** 0,010 1,41
Preg20aC_A 1,301 7,98 ** -0,099 -7,04 -0,693 ** -0,013 -1,58
Pregl7C_A 1,0691 7,20 ** -0,088 -7,21 -0,618 ** -0,004 -0,58
Pregl6a_A 0,6378 2,23 * 0,048 2,21 0,334 * 0,010 0,78
DHEAC_A 1,3221 6,62 ** -0,099 -7,56 -0,692 ** -0,014 -195 *
DHEA70_A 0,6781 2,13 * 0,054 1,74 0,357 -0,002 -0,25
AdiolC_A 0,8408 3,56 ** -0,062 -3,42 -0,436 ** -0,004 -0,42
AT16aC_A 1,2496 6,07 ** -0,093 -6,75 -0,650 ** -0,008 -1,40
Prog_A 0,6556 195 * 0,051 1,87 0,355 0,002 0,30
Prog20a_A 0,905 349 ** 0,074 3,54 0,517 ** 0,004 0,38
Progl7_A 0,5849 2,20 * 0,041 1,88 0,280 0,000 0,03
Progl7a20a_A 0,5569 3,18 ** 0,039 3,04 0,261 ** 0,006 0,72
Progl7a20aC_A 0,6793 2,40 * -0,057 -2,81 -0,402 * -0,010 -0,97
T16aC_A 0,6412 2,34 * -0,059 -2,96 -0,420 * -0,003 -0,30
EpiTC_A 0,7178 2,36 * -0,057 -2,85 -0,400 * -0,005 -0,58
E2_RIA_A 0,6703 2,32 % 0,048 2,81 0,333 * 0,013 1,31
E3C_A 0,5132 2,48 * -0,038 -1,86 -0,271 -0,011 -1,70
P5a_A 0,9654 3,11 ** 0,071 2,92 0,484 * 0,000 -0,05
= P3a5a_A 0,9675 4,10 ** 0,070 4,18 0,479 ** -0,002 -0,28
Z P3a5aC_A 0,9503 521 ** 0,069 4,14 0,479 ** 0,003 0,43
E P3b5a_A 1,053 4,74  ** 0,076 4,46 0,525 ** 0,005 0,59
- P3b5aC_A 0,659 2,20 * -0,050 -2,15 -0,360 * -0,015 -1,78
g P5a20a_A 1,1382 594 ** 0,086 6,90 0,593 ** 0,001 0,18
% P3a5a20a_A 0,8986 3,04 ** 0,064 2,97 0,444 * 0,011 1,32
E— P3a5a20aC_A 0,9966 3,12  ** 0,076 2,86 0,538 * 0,010 0,99
E P3b5a20a_A 1,2089 563 ** 0,091 5,90 0,629 ** 0,005 0,66
% P3a5b17a20aC_A 0,6882 3,96 ** -0,058 -4,04 -0,407 ** -0,018 -2,70 *
« AS5a_A 0,7161 3,40 ** -0,060 -3,19 -0,423 ** -0,021 -2,80 *
A3a5a_A 0,4988 2,20 * -0,044 -2,52 -0,316 * -0,016 -2,00 *
A3b5aC_A 1,1658 3,66 ** -0,087 -3,90 -0,617 ** -0,017 -3,90 **
A3a5bC_A 0,8307 239 * -0,064 -2,50 -0,450 * -0,009 -1,64
A3a5al7bC_A 0,9871 3,19 ** 0,062 2,72 0,434 * 0,019 2,07 *
A3a5b17bC_A 0,977 3,79 ** -0,077 -4,39 -0,542 ** -0,004 -0,49
F_RIA_A 1,0213 290 * -0,079 -3,49 -0,551 ** -0,012 -1,41
F_A 0,6776 4,80 ** -0,051 -6,50 -0,350 ** -0,009 -2,06 *
DOCC_A 0,7903 1,92 * -0,056 -1,81 -0,388 -0,010 -2,36  *
T11bC_A 1,529 10,94 ** -0,108 -10,33 -0,757 ** -0,023 -3,36  **
P3a5b11b21_A 1,3162 12,30 ** 0,099 9,58 0,671 ** 0,017 2,74 *
A3b5allb_A 1,0392 468 ** 0,075 3,93 0,486 ** -0,004 -0,73
A3b5allbC_A 0,7288 2,80 * 0,051 2,94 0,331 * -0,005 -0,78
A3a5b11bC_A 0,885 2,87 * -0,061 -2,13 -0,427 * -0,017 -1,77
PregC_V 1,3442 553 ** -0,097 -5,70 -0,675 ** -0,013 -1,27
Preg20a_V 0,7344 2,58 * 0,055 2,00 0,385 * 0,008 0,95
Preg20aC_V 1,3307 8,00 ** -0,100 -7,62 -0,694 ** -0,011 -1,69
Pregl7C_V 0,9274 563 ** -0,073 -6,99 -0,506 ** -0,005 -0,59
Pregl6a_V 0,9592 3,90 ** 0,067 3,36 0,486 ** 0,003 0,38
DHEAC_V 1,3577 526 ** -0,098 -6,22 -0,681 ** -0,018 -2,30 *
DHEA70_V 0,6158 2,64 * 0,042 2,11 0,308 * 0,002 0,31
AdiolC_V 1,0021 2,94 % -0,074 -2,94 -0,515 * -0,006 -0,43
AT16aC_V 1,198 515 ** -0,086 -5,63 -0,594 ** -0,008 -1,28
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Prog20a_V
Progl7_V
T16aC_V
EpiTC_V
E2_RIA_V
P5a_V
P3a5a_V
P3a5aC_V
P3b5a_V
P3b5aC_V
PSb_V
P3a5b_V
P5a20a_V
P3a5a20a_V
P3a5a20aC_V
P3b5a20a_V
P5b20aC_V
P3a5al7_V
A3a5a_V
A3b5aC_V
A3a5b_V
A3a5bC_V
A3a5b17bC_V
F_RIA_V

F_V

DOC_V
T11bC_V
P3a5b11b21_V
A3b5allb_V
A3a5b11bC_V
Preg_M
Preg20a_M
Preg20aC_M
Pregl6a_M
DHEA70_M
DHEA7b_M
AT1l6a_M
Prog_M
Prog20a_M
Prog20aC_M
Progl7_M
Progl7a20a_M
Progl6a_M
A2_M

T_M

T16a_M
E1C_M
E2_RIA_M
P5a_M
P3a5a_M
P3a5aC_M
P3b5a_M
PSb_M
P3a5b_M
P3b5b_M
P5a20a_M
P3a5a20a_M
P3b5a20a_M
P5b20a_M
P3a5b20a_M
P3b5b20a_M
P3a5al7_M
P3a5al7C_M

0,8906
0,7203
0,7466
0,7732
1,0681
1,2572
0,9501
0,8381
1,1405
0,7569
0,8138
0,678

1,2771
0,9188
0,7674
1,1691
0,718

0,7938
0,416

1,3127
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0,725

1,3056
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1,2265
1,1666
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3,23
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2,51
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4,46
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2,11
4,36
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2,21
2,23
2,54
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2,01
4,19
8,70
6,22
2,69
7,02
3,15
2,15
5,57
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2,14
4,25
13,32
16,74
3,57
8,43
9,14
2,60
3,19
3,40
2,92
2,64
3,53
5,51
3,39
2,16
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0,066
0,047
-0,060
-0,053
0,073
0,087
0,063
0,062
0,076
-0,053
0,058
0,048
0,089
0,064
0,059
0,081
-0,049
0,052
-0,036
-0,092
-0,047
-0,056
-0,063
-0,071
-0,075
0,060
-0,073
0,107
0,077
-0,055
0,114
0,094
-0,051
0,124
0,107
0,068
0,073
0,113
0,117
0,077
0,103
0,107
0,079
0,078
0,062
0,073
0,066
0,072
0,079
0,067
0,072
0,092
0,064
0,059
0,045
0,093
0,094
0,109
0,082
0,089
0,075
0,082
0,085

3,11
2,78
-2,80
-1,87
4,16
3,67
2,58
2,07
2,86
-1,90
2,22
2,46
6,35
5,84
2,03
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P3a5b17_M
P3a5al7a20a_M
P3a5b17a20a_M
A3a5aC_M
A3b5a_M
A3b5b17bC_M
B_M

S_M

DOC_M
A211b_M
T1lb_M
P3a5b11b21_M
A3a5allb_M
A3b5allb_M
A3a5b11bC_M
DHT5a_A%V
P3a5a_A%V
P3b5a_A%V
P5a20a_A%V
P3b5a20a_A%V
P3a5al7_A%V
A5a_A%V
A3a5b_A%V
A3b5b17bC_A%V
E_A%V
DOCC_A%V
T11bC_A%V
P3a5b11b21_A%V
A3b5allb_A%V
Preg_ V%M
PregC_V%M
Pregl17C_V%M
DHEA70_V%M
DHEA7b_V%M
AdiolC_V%M
AT16a_V%M
Prog_V%M
Prog20a_V%M
Prog20aC_V%M
Progl7_V%M
Progl7a20a_V%M
A2_V%M
TC_V%M
T16a_V%M
T16aC_V%M
P3b5a_V%M
P3b5aC_V%M
PSb_V%M
P3b5bC_V%M
P5a20a_V%M
P5b20a_V%M
P3a5b20a_V%M
P3b5b20a_V%M
P3a5al7_V%M
P3a5al17C_V%M
P3a5al7a20a_V%M
P3a5b17a20a_V%M
A3a5a_V%M
A3b5aC_V%M
F_V%M

E_V%M

B_V%M

S_V%M

0,7627
0,9343
0,7894
0,571
1,0184
0,2956
0,6755
1,3842
1,3198
0,9245
0,8585
1,4876
0,8812
1,4878
1,1172
0,8885
0,5023
0,8003
0,7538
0,424
0,8557
0,6553
1,3195
0,6682
0,3279
0,6665
0,7815
0,8
0,7976
1,0582
0,9473
0,949
1,2822
1,1384
0,9303
0,8099
0,7072
0,9909
1,1343
0,9811
1,3164
1,0065
0,8415
0,8246
0,8681
0,6504
0,9707
0,8049
0,9272
0,6895
1,0198
0,6548
0,8812
0,9208
0,8483
1,1025
1,1524
0,7991
0,9886
0,7584
0,8896
0,6453
1,3223
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2,01
12,07
3,89
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10,76
2,52
7,05
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4,39
2,14
3,86
4,58
2,51
3,47
2,31
8,19
3,40
2,43
2,51
5,45
2,29
3,68
3,34
3,36
2,31
2,42
2,72
2,88
2,85
2,29
3,92
4,57
3,38
4,94
2,73
2,64
3,11
3,05
3,28
3,98
3,29
3,25
6,67
2,62
2,43
3,16
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2,02
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0,054
0,063
0,056
0,043
0,073
-0,026
0,057
0,097
0,099
0,075
0,071
0,107
0,068
0,106
-0,075
-0,062
-0,036
-0,057
-0,051
-0,028
-0,060
-0,056
0,094
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-0,024
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-0,085
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2,19
-3,51
-3,90
-2,02
-2,80
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6,47
2,39
2,75
-2,01
-3,29
2,13
-3,67
-3,02
-3,91
2,76
2,71
-3,04
-2,66
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-4,20
-3,59
-5,13
-2,51
-2,88
-3,54
-3,33
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-3,64
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-2,40
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-2,64
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-4,43
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0,436
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-0,024
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DOC_V%M 0,9319 390 ** -0,070 -3,61 -0,487 ** 0,004 0,43
A211b_V%M 1,4643 8,09 ** -0,111  -9,48 -0,766 ** -0,024  -3,69 **
T11lb_V%M 0,8407 3,26 ** -0,069 -3,61 -0,480 ** -0,008  -0,93
T11bC_V%M 0,8019 336 ** -0,063 -3,36 -0,423 ** 0,001 0,16
A3a5allb_V%M 1,2046 298 * -0,092 -3,31 -0,623 ** -0,027  -3,67 **
A3a5b11bC_V%M 0,8758 295 * 0,060 2,27 0,416 * 0,014 1,49

. con_LLR -0,707  -50,90 -0,966 **

(matrix Y) .

mo_bi_LLR 0,707 50,90 0,966 **

Explained variability

93,3% (79,4% after cross-validation)

9R...Korelacni koeficient s prediktivni komponentou, *p<0.05, **p<0.01

Zkratky: V - venozni krev, A - arteridini krev, M - materska krev, GA - gestacni stari; LLR - log-likelihood ratio

Tabulka 4 vySe popisuje korelace mezi skupinou monochoridlnich téhotenstvi a

jednocetnou kontrolou.

v

Zakladni popis je obdobny jako pro skupinu bichoridlnich dvojcat. Gestacni stafi (GA)

vykazuje vyraznéjsi negativni korelaci ve vztahu k jednocetnym. Dvojcata se spolecnou

placentou se dle doporuceni rodi jesté dfive nez bichoridlni. MuZské plody jsou rovnéz

v pozitivni korelaci (nMalef). Vyznamné zde vychazi vék rodi¢ek. Ten ovlivnit nelze, ale rozdil

mezi studijni a kontrolni skupinou je zde vyraznéjsi.

V této skupiné je viditelny vyznamny rozdil ve skupiné metabolitd popsané jako V%M.

Jedna se o poméry mezi hladinami ve fetalni vendzni krvi a arterialni krvi matky. Ten je dan

zejména pfitomnosti jedné placenty a tim nizsi koncentraci konvertovanych metabolitd

smérem od placenty k plodu.
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Tabulka 5: Korelace mezi skupinami monochoridlnich a bichoridlnich dvoj¢at. Evaluace provedena pomoci
OPLS modelu a vicedimenzionalni regrese.

- Multiple regression
OPLS, predictive component

8 8 Sw 8 5§ 8
Qo © k] c c 2 5 L kA
S5 B g% 5 = I
g3 2 E S 2 2 g 2
Variable E - 8 - x © -
GA 1,8446 536 ** 0,182 -6,68 -0,685 ** 0,058 -3,63 **
Preg20aC_A 1279 4,47 ** 0,137 -3,62 -0,498 ** 0,027 -326 **
Pregl7C_A 0,7013 2,23 *  -0,083 -2,92 -0,291 * 0,001 0,11
DHEAC_A 1,0338 2,56 * -0,111 -2,58 -0,393 * -0,011 -1,22
DHEA7a_A 1,2029 4,15 ** -0,150 -4,27 -0,559 ** -0,022 -2,16 *
DHEA7b_A 0,7522 2,29 * -0,108 -3,03 -0,409 ** -0,010 -1,09
AT7a_A 1,0387 4,31 ** 0,116 -3,27 -0,438 ** 0,031 -3,96 **
AT16aC_A 1,4487 3,92 ** 0,133 -4,11 -0,488 ** 0,047 -3,16 **
Tl6a_A 0,8528 3,47 ** -0,098 -3,12 -0,363 ** -0,019 -1,22
E3C_A 0,8017 3,06 ** -0,056 -1,71 -0,196 -0,026 -3,35 **
P3b5aC_A 0,8423 4,16 ** -0,087 -597 -0,295 ** 0,003 0,35
P3a5bC_A 0,9124 5,78 ** -0,084 -6,48 -0,286 ** -0,001 -0,27
P3b5a20aC_A 0,9495 3,33 ** -0,095 -4,45 -0,341 ** -0,014 -1,07
P3a5al7_A 0,943 3,59 ** 0,071 -1,93 -0,243 * -0,022 -1,76
P3a5b17C_A 1,1762 6,41 ** -0,115 -6,90 -0,406 ** -0,016 -1,86
P3a5al7a20a_A 0,7075 5,66 ** -0,081 -563 -0,284 ** 0,001 0,17
P3a5b17a20a_A 1,005 4,49 ** .0,092 -3,79 -0,324 ** -0,020 -1,90 *
P3a5b17a20aC_A 1,5732 5,23 ** -0,153 -5,54 -0,551 ** -0,034 -2,99 *
A5a_A 0,9695 3,40 ** -0,105 -5,25 -0,373 ** -0,009 -0,83
A3b5aC_A 1,124 2,66 * -0,131 -3,18 -0,472 ** -0,009 -0,98
A3a5bC_A 1,0148 3,33 ** -0,116 -3,25 -0,420 ** -0,012 -1,30
A3a5b17bC_A 1,5729 4,67 ** -0,170 -4,64 -0,624 ** -0,036 -4,20 **
= DOF_A 1,0754 6,39 ** -0,102 -4,52 -0,367 ** -0,023 -2,37 *
X A211b_A 0,8964 3,38 ** -0,111 -4,61 -0,407 ** -0,013 -0,86
é T1lb_A 0,8707 3,39 ** -0,102 -3,29 -0,376 ** -0,016 -1,16
- T11bC_A 1,2299 560 ** -0,139 -7,89 -0,528 ** -0,041 -3,10 **
g A3a5allb_A 1,0866 4,82 ** -0,131 -495 -0,471 ** -0,006 -0,37
E A3a5allbC_A 0,9053 5,44 ** -0,092 -431 -0,321 ** -0,002 -0,23
E— Preg20aC_V 1,0234 3,39 ** -0,111 -2,78 -0,419 * -0,028 -2,90 *
§ Pregl7C_V 0,7023 2,54 * -0,080 -3,38 -0,302 ** -0,012 -1,49
% DHEA7a_V 0,8706 3,34 ** -0,117 -4,78 -0,441 ** -0,008 -0,51
< AT16aC_V 0,8743 3,36 ** -0,077 -2,71 -0,287 * -0,036 -8,00 **
E2_RIA_V 1,0914 4,55 ** 0,117 4,44 0,467 ** 0,046 3,39 **
P3a5bC_V 0,5853 2,68 * -0,058 -2,17 -0,221 * 0,006 0,47
P3a5b17C_V 0,6652 4,64 ** -0,065 -3,34 -0,246 ** -0,002 -0,19
A3b5aC_V 0,778 2,90 * -0,091 -2,70 -0,340 * -0,014 -2,43 *
A3a5b17bC_V 0,952 2,77 * -0,105 -2,39 -0,397 * -0,019 -2,50 *
F_V 0,8065 2,39 * -0,106 -2,67 -0,400 * -0,012 -0,77
SV 0,7483 2,52 * 0,104 3,77 0,392 ** 0,039 3,57 **
A3a5allb_V 0,8695 3,21 ** -0,091 -3,41 -0,347 ** -0,005 -0,35
Pregl7_M 1,0338 5,11 ** -0,100 -5,04 -0,378 ** -0,042 -4,55 **
Pregl6a_M 0,7823 3,85 ** -0,086 -3,37 -0,329 ** -0,002 -0,19
AT7a_M 0,8501 3,80 ** -0,087 -3,48 -0,327 ** -0,029 -4,23 **
Prog20aC_M 0,7579 2,20 * -0,063 -1,59 -0,237 -0,014 -0,88
Progl7a20aC_M 15059 6,35 ** -0,149 -7,19 -0,561 ** -0,028 -2,23 *
Progl6a_M 0,832 449 ** 0,086 -4,11 -0,329 ** -0,001 -0,08
T16aC_M 1,3224 7,30 ** -0,139 -6,28 -0,524 ** -0,020 -1,64
EpiTC_M 1,2788 8,32 ** -0,108 -13,11 -0,409 ** -0,026 -3,20 **
E3C_M 0,7702 3,46 ** -0,059 -3,20 -0,224 ** -0,016 -1,06
P3a5bC_M 1,1763 4,64 ** -0,114 -435 -0,433 ** -0,018 -1,56
P5a20aC_M 0,7642 3,04 ** -0,080 -2,14 -0,303 * -0,010 -1,27
P3a5a20a_M 0,9224 2,16 * -0,078 -1,58 -0,293 -0,022 -1,86
P3b5a20a_M 0,9357 5,52 ** -0,115 -5,38 -0,437 ** -0,024 -4,36 **
P5b20aC_M 0,9099 3,06 ** -0,095 -2,34 -0,359 * -0,021 -2,14 *
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P3a5b17C_M 1,3959 10,26 ** -0,136 -8,22 -0,518 ** -0,030 -5,99 **

P3a5b17a20aC_M 1,5034 4,76 ** 0,137 -532 -0,520 ** -0,043 -4,34 **
A3a5b17bC_M 1,5091 6,69 ** -0,151 -4,72 -0,570 ** -0,048 -7,52 **
S M 0,8476 5,15 ** 0,098 5,22 0,364 ** 0,048 6,16 **
DOCC_M 0,7677 3,25 ** -0,082 -4,27 -0,309 ** -0,008 -0,66
T1lb_M 1,1833 3,12 ** -0,107 -2,35 -0,430 * -0,029 -1,43
T11bC_M 0,79 2,63 * -0,067 -2,32 -0,285 * -0,013 -1,34
A3a5al1bC_M 0,9674 2,23 * -0,118 -2,78 -0,449 * -0,002 -0,08
A3a5b11bC_M 0,9671 2,05 * -0,096 -1,96 -0,363 * -0,030 -2,37 *
Preg_A%V 0,602 3,82 ** -0,0/79 -4,00 -0,320 ** -0,035 -3,96 **
Preg20a_A%V 0,4968 2,76 * -0,069 -3,11 -0,287 ** -0,036 -5,69 **
DHEA70_A%V 0,7816 3,50 ** -0,107 -4,65 -0,421 ** -0,033 -2,97 *
Prog20a_A%V 1,0321 3,04 ** -0,127 -3,36 -0,488 ** -0,037 -3,74 **
T16a_A%V 0,6459 1,94 *  -0,089 -2,55 -0,358 * -0,035 -2,12 *
DHT5a_A%V 0,6477 5,62 ** -0,079 -3,30 -0,317 ** -0,035 -4,23 **
E1_A%V 0,7725 2,55 * 0,067 1,98 0,246 * 0,028 2,15 *
P3b5a20a_A%V 0,6483 3,64 ** -0,091 -4,65 -0,361 ** -0,033 -2,78 *
P3a5al7_A%V 1,1356 3,12 ** -0,122 -2,83 -0,475 * -0,055 -3,43 **
P3a5al7a20aC_A%V 0,9134 3,71 ** -0,103 -3,74 -0,380 ** -0,019 -3,07 **
A3a5b_A%V 0,7752 4,05 ** 0,082 210 0,308 * 0,027 3,29 **
DOF_A%V 1,0019 3,47 ** -0,113 -3,68 -0,422 ** -0,025 -2,25 *
T11bC_A%V 0,6601 3,13 ** -0,078 -3,91 -0,291 ** -0,028 -3,96 **
P3a5b11b21_A%V 0,9934 2,43 * -0,100 -1,96 -0,423 * -0,056 -3,85 **
DHEA70_V%M 0,8892 3,80 ** 0,117 4,25 0,444 ** 0,030 2,68 *
Progl7a20aC_V%M 1,1622 3,73 ** 0,097 3,00 0,368 ** 0,040 5,31 **
DHT5a_V%M 0,5697 3,73 ** -0,022 -1,17 -0,077 -0,043 -3,48 **
P3b5a_V%M 1,0889 3,57 ** 0,150 3,48 0,565 ** 0,027 220 *
P5a20a_V%M 0,8666 2,97 * 0,105 3,23 0,399 ** 0,014 1,03
P3a5a20a_V%M 0,8316 2,20 * 0,089 2,30 0,337 * 0,021 1,35
P3b5a20a_V%M 1,1412 3,27 ** 0,148 3,71 0,557 ** 0,040 4,98 **
P3a5al7a20aC_V%M 0,7766 3,32 ** 0,072 2,65 0,275 * 0,018 1,71
P3a5b17a20aC_V%M 1,1332 3,41 ** 0,109 3,09 0,413 ** 0,040 1,98 *
A211b_V%M 1,1079 3,98 ** -0,116 -3,02 -0,435 ** -0,044 -2,95 *
T11b_V%M 0,6974 5,25 ** 0,076 4,83 0,285 ** 0,027 2,48 *
A3b5allb_V%M 1,0797 439 ** 0,139 4,60 0,511 ** 0,045 597 **
A3b5al1bC_V%M 1,0512 3,69 ** 0,092 3,17 0,342 ** 0,032 2,79 *
. bi_bi_LLR -0,707 -36,40 -0,887 **
(matrix Y) -
mo_bi_LLR 0,707 36,40 0,887 **
Explained variability 78,6% (69,9% after cross-validation)

9R...Component loadings expressed as a correlation coefficients with predictive component, *p<0.05, **p<0.01

Zkratky: V - vendzni krev, A - arteridini krev, M - materskd krev, GA - gestacni stdri; LLR - log-likelihood ratio

V Tabulce 5 popisujeme korelace mezi jednotlivymi studijnimi skupinami. Negativni korelace

je vyjadiena smérem k monochorialnim dvojc¢atlim.

Tato analyza poukazuje na rozdil mezi téhotenstvimi s jednou a dvéma placentami. Pocet

plodu je pritom totozny. Vice placent (u bichoridlnich) se projevi vyssi enzymatickou aktivitou

a naslednym rozdilem ve steroidnim metabolomu.
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V druhé ¢asti vysledk( nabizime podrobnéjsi analyzu u nékterych vyznamnych metabolit(.
PfiloZzené grafy jasnéji ukazuji rozdily vyplyvajici z rozdilného mnozZstvi placent, plodd,

enzymatické placentarni aktivity a arterio-vendzni diferenciace.

Tabulka 6: Podrobna analyza pregnenolonu
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BF: F=80, p<0.001, Np2=0,51; PT: F=17,5, p<0.001, np2=0,185; BF x PT: F=6,1, p<0.001, np2=0,137; nMF: F=0,5, p=0,591, np2=0,0068;
GA: F=0,1, p=0,779, np2=0,000514;

, M<V, M<A, d>s, m>s, Ad>Ac, Am<Ad, Md>Ms, Mm>Ms, Ms<Vs, Md<Vd, Mm<Vm, Ms<As, Md<Ad, Mm<Am
BF=body fluid, A=umbilical artery, V=umbilical vein, M=maternal venous blood, PT=pregnancy type, s=singleton pregnancy, d=twin

diamniotic-dichorionic pregnancy, m=twin diamniotic-monochorionic pregnancy; M=male gender, F=female gender, nMF=number of
male fetuses

Graf v tabulce 6 popisuje hladiny pregnenolonu, ktery je fetdlniho plivodu. Rozdil v hladinach
u plodu a v materské cirkulaci je velmi vyznamny (BF). Ddle je patrny statisticky vyznamny
rozdil mezi jednoletnym a vice€etnym téhotenstvim. Ackoliv statisticky nevyznamny,
pozorujeme rozdil v hladindch mezi bichoridlnim a monochorialnim téhotenstvim. Tento fakt
je dany pfitomnosti jedné placenty oproti dvéma. Ta je ale relativné vétsi nez placenta

kontrolni skupiny. Posledni ¢ast grafu vyjadfuje vztah k po¢tu muzskych plodi. Nejedna se o

steroid, ktery je zavisly na pohlavi plodu, proto zde neni statisticky vyznamny rozdil.
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Tabulka 7A: Podrobna analyza estronu
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BF: F=11,9, p<0.001, np2=0,133; PT: F=3,5, p=0,033, np2=0,0429; BF x PT: F=0,2, p=0,932, np2=0,0054; nMF: F=0,7, p=0,511,
np2=0,00863; GA: F=0,1, p=0,805, np2=0,000393;

, V>A, M<V, d>s, Vd>Ad

BF=body fluid, A=umbilical artery, V=umbilical vein, M=maternal venous blood, PT=pregnancy type, s=singleton pregnancy, d=twin
diamniotic-dichorionic pregnancy, m=twin diamniotic-monochorionic pregnancy; M=male gender, F=female gender, nMF=number of
male fetuses
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Tabulka 7B: Podrobna analyza estriolu
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BF: F=60,2, p<0.001, np2=0,439; PT: F=1,5, p=0,234, np2=0,0187; BF x PT: F=0,4, p=0,832, np2=0,00944; nMF: F=2,4, p=0,095,

np2=0,0302; GA: F=0, p=0,919, np2=0,0000677;
, V>A, M<V, M<A, Vc>Ac, Ms<Vs, Md<Vd, Mm<Vm, Ms<As, Md<Ad, Mm<Am

BF=body fluid, A=umbilical artery, V=umbilical vein, M=maternal venous blood, PT=pregnancy type, s=singleton pregnancy, d=twin
diamniotic-dichorionic pregnancy, m=twin diamniotic-monochorionic pregnancy; M=male gender, F=female gender, nMF=number of

male fetuses

Nékteré publikované prace (Kuijper et al., 2015) v minulosti prokazaly vyssi hladiny estronu a

estriolu v materském séru u viceCetného téhotenstvi (Tabulky 7A, 7B). Pro pupecénikovou krev

se nam ale vysledky predchozi studie zopakovat vysledky nepovedlo.
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Tabulka 8: Podrobna analyza testosteronu
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BF: F=83,6, p<0.001, np2=0,519; PT: F=1,8, p=0,168, np2=0,0228; BF x PT: F=0,5, p=0,735, np2=0,0128; nMF: F=26, p<0.001, np2=0,251;
GA: F=0,1, p=0,726, np2=0,000793;

, V<A, M>V, M>A, Vd<Ad, Ms>Vs, Md>Vd, Mm>Vm, Ms>As, Md>Ad, Mm>Am, M1>M0, M2>MO

BF=body fluid, A=umbilical artery, V=umbilical vein, M=maternal venous blood, PT=pregnancy type, s=singleton pregnancy, d=twin
diamniotic-dichorionic pregnancy, m=twin diamniotic-monochorionic pregnancy; M=male gender, F=female gender, nMF=number of
male fetuses

Nékteré ze steroidnich hormond jsou zavislé na pohlavi plodu. V pfipadech, kdy je plod
muzsky, Ize pozorovat statisticky vyznamny narUst hladin testosteronu v mateirské krvi.
Dlavodem je steroidogeneze v testes plodu. V posledni ¢asti grafu v tabulce (nMF) je patrné,
Ze rozdil je tim vyznamnéjsi, ¢im je vyssi pocet muzskych plod(. MnozZstvi testosteronu

nebylo zavislé na typu téhotenstvi, co tuto teorii podporuje.
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Tabulka 8: Podrobna analyza progesteronu
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BF: F=36,6, p<0.001, np2=0,321; PT: F=2,7, p=0,069, np2=0,0338; BF x PT: F=0,2, p=0,96, np2=0,00401; nMF: F=1,3, p=0,274,
np2=0,0165; GA: F=1,3, p=0,262, np2=0,00812;
, V>A, M<V, M<A, m>s, Vd>Ad, Ms<Vs, Md<Vd, Mm<Vm, Ms<As, Md<Ad
BF=body fluid, A=umbilical artery, V=umbilical vein, M=maternal venous blood, PT=pregnancy type, s=singleton pregnancy, d=twin
diamniotic-dichorionic pregnancy, m=twin diamniotic-monochorionic pregnancy; M=male gender, F=female gender, nMF=number of
male fetuses
U progesteronu, jako u jednoho z nejd(lezitéjsich steroidnich hormonu, neni statisticky
vyznamny rozdil v hladindch mezi bichorialnim a monochoridlnim téhotenstvim. Rozdil je
vyznamny mezi jednocetnym a viceCetnym téhotenstvim. Ddvodem je taktéz pfitomnost
dvou plod( (dva pavodci prekurzor() a dvou, resp. jedné objemové vétsi placenty.

Statisticky vyznam ma i arterio-vendzni rozdil — vendzni krev z placenty ma hladiny

pochopitelné vyrazné vyssi. Mezipohlavni rozdily v tomto pfipadé nepozorujeme.

56



7 DISKUSE

Vzhledem k vyznamné roli placenty v metabolismu steroid(i jsme povazovali za
nezbytné rozliSovat mezi arterialni a vendzni krvi plodu. Nase studie proto analyzovala tyto
krevni vzorky oddélené. Takto podrobna analyza na takto velkém souboru metabolit( dosud

nikdy nebyla popsana.

Steroidogeneze a transport steroidd ve fetoplacentarni jednotce jsou podrobné
popsany v dostupné literature (Pasqualini, Chetrite, 2016, Paskova, 2013). Podrobnéjsim
zkoumanim vysledk( vidime, Ze nekonjugované C21 A° steroidy a vétsina jejich
nekonjugovanych A*a 5a/B-redukovanych metabolitd, podobné jako 50/B-redukovanych
steroid(l a estradiolu, vykazuji vyssi pozitivni korelaci v pupecénikové vendzni a arteridlni krvi
dvojcat a zejména v krvi jejich matek. Divodem tohoto pozorovani je to, Ze bichorialni
biamnialni dvoj¢ata maji dvé fetdlni nadledviny a dvé placenty. Podobny efekt je patrny u

monochorialnich dvoj¢at. Rozdil je zde v enzymatické aktivité jedné placenty.

Fetalni nadledvina je primarni zdroj C21 A® steroid( v téhotenstvi, zatimco
placentdrni steroidsulfatdza pro C21 A*steroidy. V placenté dochdzi k hydrolyze sulfatd C21
A’ steroidd fetdlniho pGvodu na jejich nekonjugované metabolity a poté pomoci HSD3B1 ke
konverzi na jejich A* metabolity. Hlavnim produktem téchto pochodU je progesteron.
Soucasné placenta konvertuje cholesterol a cholesterolsulfat (materského plivodu) na
pregnenolon, ktery je nasledné preménovan na progesteron. Kromé toho je cholesterol a
jeho sulfat fetalniho pdvodu konvertovan na pregnenolon a znovu na progesteron. Ten je
nasledné v placenté, mateifském a fetalnim kompartmentu metabolizovan na C21 5a
redukované metabolity a ve fetdlnich jatrech na C21 5B redukované metabolity. Tento rozdil
je dany absenci aktivity 5B8-reduktazy v placenté (na rozdil od 5a-reduktazy).

Z C21 A°steroidU je rozdil nejvice vyjadien u 16a-hydroxypregnenolonu, vzhledem
k vysoké aktivité 16a-hydroxyldzy CYP3A7 ve fetdlnich jatrech.

Mensi rozdil byl pozorovan u 20a-dihydrometabolitl C21 steroid( v pupecnikové

krvi. Tento byl ovlivnén tendenci k jejich konverzi na 20-oxo analoga ve sméru placenta-
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plod. Vice je vyjadien rozdil v materské krvi z divodu opacné tendence ve sméru placenta-
matka. Tento fenomén jsme popsali v jedné z dfivéjsich praci (Paskova, 2013).

V rdmci analyzy testosteronu se hladiny mezi jednocetnym a viceCetnym
téhotenstvim vyznamné nelisi. Tyto data jsou v souladu se studii Houghtona (Houghton et
al., 2019). Obdobné nevidime rozdily ani pro androstendion. Pro estradiol jsme, stejné jako
autofi popisované studie, pozorovali vy$si hladiny v matefském séru, ale souc¢asné jsme
tento rozdil vidéli i v pupecnikové vendzni krvi. Pro estron a estriol v materském séru se
nase vysledky shoduji s praci Kuijpera. Tito popisuji vyssi hladiny v materské krvi u
vicecetnych téhotenstvi v porovnani s jednocetnymi (Kuijper et al., 2015). Vysledky
z pupecnikové krve se s predchozi studii neshoduiji.

Hlavni ddvod absence rozdild v pupecnikové krvi u 17-hydroxymetabolitd C21
steroid(l mlzZe souviset se zanedbatelnou aktivitou CYP17A1 v placenté v porovndni s plody
a matkou, efekt 2 placent zde neni pfitomny. U matek dvojcat jsou rozdily pozorovatelné
nejvic — dochazi k aditivnimu efektu za ptispéni obou plodu.

Pro mnohé volné androgeny, estrogeny, 11-deoxykortikoidy a 113-
hydroxyandrogeny a kortikosteron pozorujeme jasny trend smérem k vy$sim hladinam u
dvojcat a zejména u jejich matek.

U bichorialnich dvojéat maji nekonjugované steroidy na rozdil od konjugovanych
tendenci ke zvySenym hladinam u dvojcat a zejména u jejich matek. Tento fenomén muze
byt vysvétlen efektem dvou placent a tim celkové vyssi aktivitou placentarni sulfatazy. Tato
aktivita vede k niz8im hladinam konjugovanych steroid( ale jejich zvySeni jejich volnych
analogll u viceetnych téhotenstvi. Popisovany trend je zdtraznén nejen pro C21 A° steroid
pregnenolon sulfat, ale také pro C19 A° steroid DHEA sulfat. V nékterych pfipadech se

projevuje i u jinych konjugatl steroidd.

Zavéry OPLS analyzy ukazuji efektivni selektivitu mezi jednoéetnym a viceéetnym
téhotenstvim u arteridlni pupecnikové krve (senzitivita = 0.962(0.888-1, jako prliimér s 95%
konfiden¢nim intervalem), specificita = 1(1-1)), dobrou selektivitu pro vendzni pupecnikovou
krev (senzitivita = 0.943(0.866-1), specificita = 0.8(0.598-1)) a absolutni selektivitu pro
matefrskou krev (senzitivita = 1(1-1), specificita = 1(1-1)). Vysledky ukazuji, Ze celkové

zdvojeni efektu fetalni a placentarni tkané je nejvice patrné v materské krvi, i kdyz nékteré
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ze steroid(l jsou v materské krvi se signifikantné nizsi hladinou v porovnani s pupecnikovou
krvi.

Rozdilné hladiny steroid( (€asto bioaktivnich) v jednocetném a viceCetném
téhotenstvi ovliviiuji celou radu fyziologickych a patofyziologickych proces(. Steroidy plsobi
na mnozstvi iontovych receptord a receptor( v jadie buriky. Mohou pozitivné ¢i negativné
ovliviiovat aktivitu detoxikacnich enzym( (Honcu et al., 2019) a tim ovliviiovat mnoZstvi
téhotenskych patologii, jako naptiklad intrahepatalni cholestazu v téhotenstvi (Pafizek et al.,
2016), gestacni diabetes (Shin et al., 2021), preeklampsii (Luisi et al., 2000, Parker et al.,
1979, Berkane et al., 2017), fetalni rastovou restrikci (Baud, Berkane, 2019), akutni hypoxii
plodu (Hirst et al., 2006, Hirst et al., 2008, Hirst et al., 2014) a postpartalni depresi (McEvoy
et al., 2018). Souvislost mezi depresi a hladinami allopregnanolonu pozorujeme ve tfetim
trimestru a pozdéji (Deligiannidis et al., 2016), u zmén transmise a percepci bolesti
(Todorovic et al., 2004, Honcu et al., 2019), poruchou délky téhotenstvi (Paskova, 2013),
zménou v imunitni odpovédi (Honcu et al., 2019, Solano, Arck, 2019) a pravdépodobné také

v programovani invidudlniho vyvoje détstvi a dospélosti (Vo, Hardy, 2012).

V souvislosti s rozdilem v pohlavi nase vysledky ukazuji zvySeni hladiny testosteronu,
S5a-dihydrotestosteronu a 5-androsten-3, 16a, 17B-triol sulfatu. Ten je metabolitem
jednoho z prekurzor( testosteronu androstendiolu. Soucasné jsme pozorovali sniZzeni hladin
jiného prekurzoru testosteronu androstendionu v arteridlni a vendzni pupecnikové krvi. Tyto
mohou souviset se steroidogenezi v testes muzskych plodu. Literarni zdroje poukazuji na
nezavislost mezi steroidy v materské krvi a pohlavim plodu (Cohen-Bendahan et al., 2005).
Interpretace snizenych hladin ostatnich steroidd v pupecnikové krvi muzskych plodu a

signifikantni rozdily v matefské krvi zUstavaji predmétem diskuse budoucich studii.

Pfi zaméreni se na rozdily mezi analyty v rozliénych télnich tekutinach jsme prokazali
méné patrné rozdily mezi arteridlni a vendzni krvi. Velmi vyznamné rozdily jsme ale
pozorovali mezi pupecnikovou vendzni a materskou krvi. Tyto jsou v souladu s nasimi

predchozimi vyzkumy.

Steroidni metabolom je velmi Uzce spjat s ¢asovanim porodu. V nasi kohorté jsme

rozdily spjaté se zménami v souvislosti s ndstupem porodu nepopisovali. Dlvodem bylo
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planovani cisarského rezu u vSech téhotnych. Tak mohou byt vysvétleny také nékteré
z negativnich korelaci hladin steroid( s gestacnim stafim. Gestacni stari bylo v nasem
modelu zahrnuto jako jedna z proménnych. Vétsina porod( cisafskym fezem se planuje pred
vypocitanym terminem porodu. Stejné vysledky byly pozorovany v kontrolni skupiné (47
plodu).

JelikoZ jsme z kohorty vyloucili vSechny Zeny s faktory, které mohly ovlivnit vysledky,
naSe data nejsou asociované s téhotenskymi patologiemi. Tyto rovnéz z(istavaji predmétem

zaméreni budoucich praci.

Limitace studie

Prace byla limitovana faktory, které zde zminfiujeme. Jednim z nich byla relativné
Siroka variabilita gestac¢niho stafi v dobé porodu v ramci skupiny a mezi skupinami navzajem.
Tato byla vyrazné ovlivnéna doporucenim Ceské gynekologicko-porodnické spole¢nosti.

V nékterych pripadech mensich plod( jsme byli omezeni objemem vzorku krve —
pupecnikové cévy u téchto plodl jsou vyznamné kiehdi. Ke srazeni krve v nich dochazi
prakticky okamzité po oddéleni plodu od placenty. Pro sprdvnou analyzu jsou potfeba
alespon 3 ml arteridlni, resp. vendzni krve. Odebrani tohoto objemu je v téchto pripadech
technicky velmi obtizné.

V pfipadech, kdy dojde k rozdéleni embrya ¢asné po splynuti spermie s vajickem,
vznikne monozygotické bichorialni biamnidlni téhotenstvi. Tyto plody jsou v priibéhu
téhotenstvi povaZovana za oddélené jednotky, ale maji identickou genetickou vybavu. Podil

genetickych vlivl, zejména enzymatické aktivity, proto miZeme hodnotit pouze teoreticky.
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8 ZAVER

Tato disertacni prace se sousttedila na popis steroidniho metabolomu u vice¢etného

téhotenstvi (dvojcata).

Zamérem prace bylo odpovédét na vyslovenou hypotézu a splnit stanovené cile. Pomoci
pouzitych metod a analyzou ziskanych vysledkd jsme jednoznacné potvrdili vyslovenou
hypotézu. Pfitomnost dvou plodu jednoho téhotenstvi, resp. dvou placent v pfipadé

bichoridlniho téhotenstvi se projevi na hladinach steroidd.

Dil¢i cile prace byly:

1. podrobné popsat korelace mezi komponenty steroidniho metabolomu u dvojéat:
Korelace mezi komponenty steroidniho metabolomu jsme popsali. Pro jednotlivé
skupiny (bichoridlni, monochorialni, jednocetné kontroly) jsme vytvofili fadu
pozitivnich a negativnich korelaci, které popisuji vztahy mezi nimi a kontrolami a

mezi studijnimi skupinami navzajem.

2. nastinit rozdil mezi viceCetnym a jednocetnym téhotenstvim:
Tento cil se ndm splnit povedlo. Zasadnim rozdilem mezi studijni a kontrolni
skupinou je pritomnost dvou plodu jako plvodcd prekurzor(l. Zaroven je v pripadech
vice€etnych téhotenstvi vyrazné zvysena enzymaticka aktivita v pfipadé dvou

oddélenych (bichorialni) nebo jedné, obvykle vétsi (monochoridlni), placenty.

3. urcit, zda existuji rozdily v metabolismu steroidt mezi dvojcaty rizné chorionicity
(tedy rozdil v pripadé ,spolecné” a ,,oddélené” placenty):
Pro tento pfipad jsme sestavili model porovndvajici monochorialni a bichorialni
téhotenstvi. Pocet plvodcl prekurzord (plodu) je v tomto pripadé stejny a proto
predpokladame, zZe podkladem pro pfitomné rozdily v metabolomu je odlisSny pocet

placent.
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4. popsat, zda existuje rozdil v arterio-venozni diferenciaci mezi vzorky u vicecetného
téhotenstvi:
Pro tzv. arterio-vendzni diferenciaci jsme prokazali méné patrné rozdily mezi
arterialni a vendzni krvi. Velmi vyznamné rozdily jsme pozorovali mezi pupecnikovou
vendzni a materskou krvi. Tyto poznatky jsou ale v souladu se zavéry predchozich
vyzkum( ¢len naseho tymu. Podle zjisténi ma vyznam rozliSovat mezi arterialni a

venozni pupecénikovou krvi.

5. popsat mezipohlavni rozdily v metabolomu, jelikoZ konverze prekurzort u
jednotlivych pohlavi je rozdilnag:
Mezipohlavni rozdily jsou pozorovatelné zejména v téch pfipadech, ve kterych jsou
plody muzského pohlavi. Tento efekt ma souvislost se steroidogenezi v testes
muzskych plodl. U ostatnich hormonU nepozorujeme vyznamnou zavislost na

pohlavi.

Tato prace poukazuje na moznost dalSiho studia vice¢etného téhotenstvi. Nasledujicim
krokem by méla byt analyza steroidniho metabolomu u vicecetnych téhotenstvi se
spontannim zacatkem porodu, dale s patologiemi jako naptiklad preeklampsie nebo

s pfiznaky predéasného porodu. K pochopeni patofyziologie zminénych patologii by mohla

pomoci analyza zaloZena na nasi studii.
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9 SHRNUTI ZAVERU PRACE

Vysledky prezentované v této praci pfinesly unikatni zobrazeni steroidniho metabolomu u
vicecetného téhotenstvi. Sledovali jsme hladiny steroid(i v obdobi porodu u bichoridlnich a
monochorialnich dvojcat u plodd a matek. Zmény hladin u vice¢etnych v porovnani

s jednocCetnym téhotenstvim jasné poukazuji na metabolicky vyznam pfitomnosti dvou
plodu a 2 placent. Dalsi studium vztahu matky a plodd vicecetného téhotenstvi by vedlo

k pochopeni patofyziologie téhotenskych komplikaci.
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