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ABSTRAKT

Steroidy mohou byt dle mista plsobeni rozdéleny do 2 skupin — intraceluldrni a
extraceluldrni. Intraceluldrni funguji jako transkripcni faktory, ovliviiuji expresi gena. Maji
tzv. genomovy efekt, kterého Gcinek 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 rliznych tkanich organismu nebo podavané zevné) nebo
neurosteroidy (produkované burikami nervového systému).

Nékteré neuroaktivni steroidy a jejich metabolity (napt. progesteron) jsou dllezitym
faktorem v procesu stabilizace téhotenstvi. Jiné poruchy steroidd se podileji na vzniku
celého spektra téhotenskych komplikaci, jako naptiklad predc¢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

Biosyntéza steroidnich hormon( probiha v tkanich nadledvin, gonad, mozku, jater a
v placenté.
Prekurzorem pro jejich syntézu je cholesterol a jeho sulfat. Souhrn vSech metabolitd

steroidli oznacujeme jako steroidni metabolom i zkracené steroidom.

Mechanismus ucinku steroid( je troji:

1. genomovy, ,klasicky” — po vazbé na intraceluldrni receptory nebo pfimo na DNA.
Pasobi jako transkripéni faktory, aktivuji nebo potlacuji expresi gena. Vysledkem je
syntéza bilkovin. Efekt se projevi obvykle az za nékolik hodin nebo dni.

2. negenomovy — steroidy se vaZou na neurotransmiterové receptory (iontové kanaly)
lokalizované na cytoplazmatické membrané a tim ovliviiuji neuronalni excitabilitu.
Nastup ucinku je velmi rychly, projevuje se za radové sekundy az milisekundy.
Negenomovym ucinkem puUsobi tzv. neuroaktivni steroidy véetné neurosteroidd (ty
jsou syntetizované v nervovém systému).

3. V mozku nékteré steroidy, a to jak neurosteroidy pronikajici do mozku z cirkulace
pres hematoencefalickou bariéru, tak neurosteroidy v mozku syntetizované, pUlsobi
negenomovym ucinkem vazbou na membranové receptory (Rupprecht et al., 1993,

Tuem, Atey 2017).

Neurosteroidy jsou steroidni hormony syntetizované v tkanich nervového systému.
Neuroaktivni steroidy jsou vSechny steroidy s neuroaktivnim ucinkem bez ohledu na misto

jejich syntézy.

Neuroaktivni steroidy se vdZou na receptory typu A kyseliny y-aminomaselné (GABAa-
r) a N-methyl-D-aspartatové receptory (NMDA-r). Vazbou na GABAAa-r se uvolfuji chloridové
kandly, zatimco vazbou na NDMA-r kandly kalciové. Kromé CNS (centrdlni nervovy systém) se
receptory pro neuroaktivni steroidy nachazeji také na déloze, ¢imz se napfiklad vysvétluje

moznost ovlivnéni délozni kontraktility (Mitchell et al., 2005).



V pribéhu téhotenstvi je endokrinni aktivita fetoplacentarni jednotky velmi vysoka.
U plodu je primarnim mistem syntézy neuroaktivnich steroid( tzv. fetalni zéna fetdlni
nadledviny. Aktivita této zény je stimulovana produkci placentarniho CRH (kortikotropni
hormon). Vzhledem k absenci nékterych enzym( v placenté nebo naopak u plodu je nutny
transport hormont a jejich prekurzor( v ramci fetoplacentarni jednotky. Cilem je syntéza
dostatecného mnozstvi steroidnich hormonu pro vyvoj plodu (Pasqualini, Chetrite, 2016).

Komponenty steroidniho metabolomu a jejich syntéza v téhotenstvi byla podnétem
pro celou fadu studii. Steroidni metabolom a jeho zmény vyznamné ovliviuji pribéh
téhotenstvi, nacasovani porodu a vznik pfipadnych téhotenskych komplikaci. Tyto zmény jiz
byly pro pripady jednocetného téhotenstvi popsany.

Zkoumanim steroidniho metabolomu u téhotenstvi komplikovanych patologii je nezbytné
k pochopeni vztahu mezi patologii a zménami vnitfniho prostredi. Soucasné je moziné dale
téhotenstvi terapeuticky ovliviiovat.

Dosavadni prace 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 préci jsme se proto ve spolupraci s kolegy vénovali podrobnému popisu
steroidniho metabolomu u vice¢etného téhotenstvi. Soucasné jsme se s celym vyzkumnym
tymem snazili navazat na naSe dosavadni studie matek a plodd jednocetného téhotenstvi.
Zejména se jednd o prace Paskové a Parizka (Paskovd, 2013).

Predpokladame, Ze cilenym studiem steroidniho metabolomu u vicecetnych
téhotenstvi, konkrétné u dvojcat, ziskdame presnéjsi pohled na endokrinologicky vztah mezi

plody a matkou a mezi plody navzajem.

Ke stanoveni se kromé rutinnich imunoanalytickych metod vyuzZivaji metody
chromatografické, jako je plynova chromatografie s hmotnostni detekci (Krone et al., 2010),
¢i kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci. Podle nékterych autorl je
tato metoda vhodnéjsi ke stanoveni metabolitl kortikosteroidl (Haneef et al., 2013, Marcos
et al., 2014). Existuji i studie, které vyuzivaji tuto metodu k analyze steroidniho metabolomu

u fertilnich nebo téhotnych Zen (Duskova et al., 2020, Yuan et al., 2020).



Pro komplexni kvantifikaci steroidomu u téhotnych Zen a plodl byly také vyvinuty metody
plynové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci. Tyto metody nabizeji moznost
simultanni kvantifikace az 100 endogennich steroidll. Kromé analyzy steroidomu v
pupecnikové krvi byl tento postup nedavno validovan i pro analyzu v krvi téhotnych Zen a déle

v krvi netéhotnych Zen v obou fazich menstruaéniho cyklu a v krvi muz (Hill et al., 2019).

1.1 Klinicky vyznam stanoveni a studia steroidniho metabolomu
Casovdni ndstupu porodu

Porucha stability fetoplacentarni jednotky muiZe vést k rozvoji celé rady poruch,
v tomto pripadé zejména k rozvoji predc¢asného porodu. Neuroaktivni steroidy jsou
v procesu udrzeni stability velmi vyznamnym faktorem. Prace naseho tymu ukdzaly, Ze
zmény koncentraci pfimo souvisi s ¢asovanim nastupu porodu (Paskova, 2013). Jiné prace
porovnavaly steroidni metabolom Zen po spontannim porodu v porovnani s Zenami po
cisarském fezu (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
receptorl pro CRH, které maji vice relaxacni 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 nac¢asovani

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



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
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).

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 Zen s normalnim krevnim tlakem. V téch ptipadech, kdy se k chronické
hypertenzi pridala preeklampsie, byla hladina allopregnanolonu jesté vyssi. Existuji studie,
které méfrily 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 multifaktorialni onemocnéni. Jednim z vyznamnych faktord 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 faktort vede napfiklad porucha tvorby
estrogenu. Dysregulace tvorby estrogen( placentou se proto povaZuje za jeden z faktoru

rozvoje preeklampsie (Berkane et al., 2017).

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. Pfi stresu vyvolaném akutni hypoxii rostou koncentrace
allopregnanolonu a tim chrani mozek plodu pfi porodu. Chronicka hypoxie tyto obranné
mechanismy nevyvolava, proto je ni plod ohroZen vice (Hirst et al., 2014, Hirst et al., 2008,

Hirst et al., 2006).



Spolecné s CNS ovliviuji neuroaktivni steroidy také periferni nociceptory. Zde blokuji
kalciové kanaly a tim pfispivaji k redukci vnimani bolesti. Tento mechanismus se uplatniuje

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

Nizké hladiny nékterych neuroaktivnich steroidd mohou pftispivat 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).

Fetdlni riistovad restrikce
RUst plodu in utero je rovnéZ ovlivnén neuroaktivnimi steroidy. Ukazuje se, ze zmény
steroidomu mohou k rozvoji fetalni ristové restrikce prispét vyznamnou mérou (Baud et al.,

2019).

Endokanabinoidni systém

Mezi neuroaktivnimi steroidy a endokanabinoidnim systémem existuje systém
vzajemné signalizace. Progesteron a estrogen se pusobenim transkrip¢nich faktord podili na
metabolismu (tvorba a degradace) enzym, které sale udrzuji hladinu anandamidu. Poruchy
jeho metabolismu maji tésnou souvislost s poruchami implantace embrya a predéasnym

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

1.2 Vicecetné téhotenstvi

ViceCetnym téhotenstvim se rozumi pfitomnost vice nez jednoho plodu v déloze
v prlibéhu téhotenstuvi.

V populaci je Cetnost vicecetnych téhotenstvi vyjadiena pfiblizné matematicky
pomoci tzv. Hellinova pravidla. Podle tohoto pravidla se v populaci nej¢astéji vyskytu;ji
dvojcata, a to s etnosti asi 1:89 (dle riznych zdroji v priiméru mezi 1:80-100), trojcata
s frekvenci 1:892, ¢tyfcata 1:893 atd (Fellman et al., 2009).

Tyto hodnoty vykazuji vyznamné regionalni odchylky, v rozvinutych krajinach je frekvence
vy$si z divodu lepsi dostupnosti metod asistované reprodukce, vyssiho véku rodicek, indukci

ovulace apod. (Collins et al., 2007).
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V Ceské republice byla dle dostupnych statistickych dat éetnost vice¢etného t&hotenstvi
v roce 2022 1,27% (Sekce perinatologie a fetomaterndalni mediciny 2023).

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

(napft. z trojéat na dvojéata) (Khalil 2021).

1.2.1 Rozdéleni vicecetného téhotenstvi

Zakladni rozdéleni viceCetné téhotenstvi je podle nasledovnych znak:

e zygozita — pocet oocytd, 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 vaka.

Pro dvojcata (nejCastéjsi typ) existuji varianty:
e bichoridlni biamnidlni — kazdy ze dvou plodi ma vlastni placentu a vlastni plodové
obaly. Dvojc¢ata mohou byt jednovajecna nebo dvojvajecna.
e monochoridlni biamnialni — spole¢na placenta pro oba plody, kazdy z plodi ma
vlastni amnialni vak.

e monochoridlni monoamnidlni — spole¢nd placenta i amnidlni vak pro oba plody.

Jednovajecna bichorialni/biamnidalni a obecné monochorialni dvoj¢ata maji z principu
stejnou genetickou informaci a jedna se o geneticky totozné jedince (D’Addario, Rossi,

2014).

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

e do 3 dnl od oplodnéni — bichoriadlni biamnidlni dvojcata;

e mezi4.-7. dnem od oplodnéni — monochorialni biamnialni dvojcata;
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e mezi8.-12. dnem od oplodnéni — monochoridlni monoamnialni dvojcata.

Pokud dojde k rozdéleni pozdéji, vznikaji tzv. srostlice (siamska dvojcata) (Corner, 1955).

1.2.2 Péce o vicecetné téhotenstvi
Principy sledovani viceCetného téhotenstvi upresniuje doporuceny postup vydany

Ceskou gynekologicko-porodnickou spoleénosti (Doporuceny postup — Prenatalni péce o
vicecetnd 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 bichorialni/biamnidlni;

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

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

e do 35+6 dle chorionicity pro trigemini;

e quadrigemini a vice dle chorionicity.

Dvoijcata bichorialni/biamnidlni a monochorialni/monoamnialni |ze za splnéni nékterych
podminek porodit per vias naturales (Doporuceny postup — Vedeni porodu vicecetného
téhotenstvi).

Davodem pro ukonceni téhotenstvi v ¢asnéjsich tydnech téhotenstvi je pozdéjsi
prudky narUst rizika preeklampsie, placentdrni insuficience a nitrodélozniho umrti plodu
(Dudenhausen, Maier, 2010, Cheong-See et al, 2016).

V praxi je z divodu bezpecnosti ¢astéjsi porod plodl vice¢etného téhotenstvi per
sectionem caesaream. Z pohledu analyzy steroidniho metabolomu je tento faktor dllezity

proto, Ze se tim obchazi ptirozeny mechanismus nastupu délozni ¢innosti.

1.2.3 Komplikace vicecetného téhotenstvi

Pro vice¢etnd 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 viceCetna téhotenstvi
ohroZzena méné. V porovnani s bichoridlnim téhotenstvim jsou monochorialni téhotenstvi

z pohledu perinatologa rizikova vice. Nékteré studie vykazuji vyssi riziko komplikaci u
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téhotenstvi po metodach 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 materské a ze strany plodu.

K nejzavaznéjsim materskym komplikacim patfi napf. zmény hemodynamiky u téhotnych,
gestacni hypertenze a preeklampsie, gestacni diabetes mellitus.

rdstovou restrikci, respiratory distress syndrom (RDS), syndrom mizejiciho dvojcete, vyssi
riziko vrozenych vyvojovych vad a twin-to-twin transfuzni syndrom (TTTS) véetné jeho
variant jako TAPS (twin anemia polycythemia sequence) nebo TRAP (twin reversed arterial

perfusion) sekvenci.

1.2.4 Endokrinologie viceCetného téhotenstvi

Endokrinologie plodu viceCetného téhotenstvi byla predmétem vyzkumu nékolika
studii. Cilem bylo popsat vliv pohlavnich hormon na jednotlivé plody. Podkladem pro tyto
studie byla obvykle tzv. ,twin testosteron transfer” hypotéza. Ta tvrdi, Ze nadprodukce
androgen( muzskym plodem ovliviiuje negativné druhy plod a indukuje u néj maskulinni
chovani, vzhled a kognici. Tento efekt je casty u mysiho modelu nebo u nékterych nizsich
savcu (Tapp et al., 2011).

Nizozemsti autofi prokdzali, Ze nedochazi k ovlivnéni Zenskych plodd ze smiSeného
paru dvojcat testosteronem produkovanym matkou. Nékteri autofi tvrdi, Ze androgeny
matky jsou placentou plné konvertovany na estrogeny. Zdroj androgend je v pfipadé
patologického ovlivnéni plodu fetalni (Cohen-Bendahan et al., 2005). Dalsi studie tuto
hypotézu nepotvrzuji nebo pfimo vyvraci (Tapp et al., 2011, Talia et al., 2020).

Zavéry jinych projektd opakované prokazaly, Ze divky ze smiSeného paru dvojcat
nejsou ovlivnéna muzskym sourozencem vice v porovnani se situaci, kdy jsou oba sourozenci
divky. Zjistilo se také, Ze zatimco téhotné Zeny s dvojcaty mély vyssi hladiny estrogen( a
progesteronu, u déti byly hladiny v porovnani s jedno¢etnym téhotenstvim nizsi. Je to dlikaz
toho, Ze tyto déti nejsou exponovany vyssim hladindm pohlavnich hormon( (Kuijper et al.,

2015, Thomas et al., 1998).
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Dosavadni studie provadéné na plodech vice¢etného téhotenstvi stanovovaly pouze
omezeny pocet steroidnich metabolitl, a to vétSinou pouze ze smiSené pupecnikové krve.
Nas tym se v minulosti zabyval otazkou rozliSovani mezi arteridlni a vendzni pupecnikovou
krvi (Paskova et al., 2014). Podrobné hodnoceni steroidniho metabolomu u viceCetného

téhotenstvi zatim nebylo publikovano.
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2 HYPOTEZA

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

se projevi na hladindch steroidi v porovndni s jednocetnym téhotenstvim.

2.1 Cile
1. podrobné popsat korelace mezi komponenty steroidniho metabolomu u dvojcat;
2. nastinit rozdil mezi viceCetnym a jedno¢etnym téhotenstvim;
3. urcit, zda existuji rozdily v metabolismu steroidd mezi dvojcaty rlizné chorionicity
(tedy rozdil v pripadé ,spolec¢né” a ,,oddélené” placenty);
4. popsat, zda existuje rozdil v arterio-vendzni diferenciaci mezi vzorky u vicecetného

téhotenstvi;

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

jednotlivych pohlavi je rozdilna.
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 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 trojcata) a 20 Zzen 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 cisarskym rfezem z indikace vicecetné téhotenstvi, souhlas se studii.

Vicecetnd téhotenstvi byly ukoncovéna ve stari téhotenstvi a dle chorionicity dle
Doporuceného 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 nastupem délozni
¢innosti.

Z celé kohorty jsme nasledné vyradili ty rodicky, u kterych se objevilo exkluzni kritérium
s moznym ovlivnénim metabolismu steroidi: diabetes mellitus, intrahepatalni cholestaza
téhotnych, preeklampsie, téhotné, které v pribéhu téhotenstvi uzivaly progesteron, Zzeny
s akutnim malignim procesem, téhotné se zavaznou patologii — napf. twin-to-twin transfuzni
syndrom, téhotné, kterym byly podany kortikosteroidy k indukci maturace plic plod(.
Téhotenstvi po IVF a BMI v pasmu obezity nebyly povazovany za exkluzni kritérium.
Kontrolni skupinu tvofily Zeny s jednocetnym téhotenstvim. Tyto Zeny mély planovany
cisarsky fez z jiné nez porodnické indikace. Jedna téhotna z kontrolni skupiny byla sou¢asné i
ve studijni skupiné.

Po vyfazeni pacientek s exkluznim kritériem jsme analyzovali 24 pacientek
s bichorialnim/biamnialnim viceCetnym téhotenstvim, 10 pacientek
s monochoridlnim/biamnialnim téhotenstvim a 19 kontrolnich pacientek. Celkem jsme
analyzovali 81 vzorkd materské vendzni a fetalni arteridlni a vendzni krve ze skupiny dvojcat.

Kontrolnich vzorkd od matek a plod(i jsme analyzovali 47.
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3.2 Sbér a analyza vzorka

Sbér vzorkl probihal ve dvou fazich. K odbéru materské krve z kubitdlni vény doslo v
co nejkrats$i moznou dobu pred zahajenim planovaného cisafského fezu a pred podavanim
medikace anesteziologem. Bezprostfedné po oddéleni novorozence od placenty byl
proveden separatni odbér arteridlni a vendzni pupecnikové krve kazdému z novorozencd.
Krev byla odebirana z ¢asti pupecniku, ktera se upind na placentu. Novorozenec odbérem
ovlivnén nebyl. Pro ucely odbérl 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. Tyto byly centrifugovany a odebrané sérum jsme

zamrazené na —20 °C prevezli do laboratore

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

a novorozenci.

Analyza vzorkU byla provadéna v laboratori Oddéleni steroid(l a proteofaktoru
Endokrinologického Ustavu. PouzZita byla metoda plynové chromatografie a tandemové
hmotnostni spektrometrie. Metodu analyzy a seznam analytl vyvinul a popsal Hill (Hill et al.,
2019).

Ziskana data jsme nasledné statisticky zpracovali.
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4 VYSLEDKY

Ve studii jsme se zaméfili na analyzu sto endogennich steroidd 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 ¢ast vysledkd popisujici

bichorialni téhotenstvi (Cerny et al., 2024).

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

popisuje Tabulka 1. Jedna z pacientek byla v kohorté s dvojcaty a nasledné jako jednocetna

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
Priimérny 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
Priimérna hmotnost pred téhotenstvim (kg) 73.9 (53, 112) 63.4 (47, 76) 66.6 (49, 122)
Priimérnd 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)

Gestaéni stafi v dobé& porodu

37.99 (35+3, 39+3)

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

38.34 (38+1, 41+1)

Pocet novarozenct 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 1: Charakteristika studijni a kontrolni kohorty.
Pozn.: délka novorozence byla mérena pouze v pfipadech naléhdni plodu hlavickou. Méreni plodu v poloze
podélné koncem pdnevnim se provddi s casovym odstupem od porodu, proto nebyly tyto plody do priméru

pocitdany.

Kompletni vysledky laboratorni analyzy metabolitl steroid( jsou v disertacni préci

predloZeny ve formé pozitivnich a negativnich korelaci mezi jednotlivymi skupinami.

Soucasti vysledkl je korelace ve vztahu k arterio-vendzni diferenciaci pupecnikové krve.
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Ve skupiné bichoridlnich téhotenstvi v porovnani s kontrolou vykazuje gestacni stari
(GA) vykazuje negativni korelaci ve vztahu k jednocetnym, protoZe se dvojcata rodily dfive nez
kontroly. Pro vétsi pocet muzskych plod( je zde vyjadrena pozitivni korelace (nMalef). Tato je
ale dana pouze slozenim kohorty, na které jsme neméli vliv.

Pro skupinu monochorialnich téhotenstvi je zakladni popis obdobny jako pro skupinu

bichoridlnich dvojcat. Gestacni stari (GA) vykazuje vyraznéjsi negativni korelaci ve vztahu
k jednocetnym. Dvojcata se spole¢nou placentou se dle doporuceni rodi jesté dfive nez
bichorialni. MuZské plody jsou rovnéz v pozitivni korelaci (nMalef). Vyznamné zde vychazi vék
rodicek. Ten ovlivnit nelze, ale rozdil mezi studijni a kontrolni skupinou je zde vyraznéjsi.
V této skupiné je viditelny vyznamny rozdil ve skupiné metabolitl popsané jako V%M. Jedna
se o poméry mezi hladinami ve fetalni vendzni krvi a arteridlni krvi matky. Ten je dan zejména
pritomnosti jedné placenty a tim nizsi koncentraci konvertovanych metabolitli smérem od
placenty k plodu.

V posledni ¢3asti porovnavame jednotlivé studijni skupiny mezi sebou. Negativni
korelace je vyjadrena smérem k monochorialnim dvoj¢atim. 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.

V druhé &asti vysledkl nabizime podrobnéjsi analyzu u nékterych vyznamnych metabolitd.
Pregnenolon:

Rozdil v hladindch pregnenolonu (fetdlniho plvodu) u plodu a v materské cirkulaci je velmi
vyznamny (BF). Ddle je patrny statisticky vyznamny rozdil mezi jednocetnym a vice¢etnym
téhotenstvim. Ackoliv statisticky nevyznamny, pozorujeme rozdil v hladinach mezi
bichorialnim a monochoridlnim téhotenstvim. Tento fakt je dany pfitomnosti jedné placenty
oproti dvéma. Ta je ale relativné vétsi nez placenta kontrolni skupiny. Nejednd se o steroid,
ktery je zavisly na pohlavi plodu, proto zde neni statisticky vyznamny rozdil v souvislosti

s poctem muzskych plodi
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Estron, Estriol:
Nékteré publikované prace (Kuijper et al., 2015) v minulosti prokazaly vyssi hladiny estronu a
estriolu v materfském séru u viceCetného téhotenstvi. Pro pupecnikovou krev se nam ale

vysledky predchozi studie zopakovat vysledky nepovedlo.

Testosteron:

Nékteré ze steroidnich hormonu jsou zavislé na pohlavi plodu. V ptipadech, kdy je plod
muzsky, Ize pozorovat statisticky vyznamny nar(st hladin testosteronu v materské krvi.
Dlavodem je steroidogeneze v testes plodu. Z vysledkd je dale patrné, Ze rozdil je tim
vyznamnéjsi, ¢im je vyssi poCet muzskych plodl. MnoZstvi testosteronu nebylo zavislé na

typu téhotenstvi, co tuto teorii podporuje.

Progesteron:

U progesteronu, jako u jednoho z nejdalezitéjsich steroidnich hormond, neni statisticky
vyznamny rozdil v hladinach mezi bichorialnim a monochoridlnim téhotenstvim. Rozdil je
vyznamny mezi jednocetnym a viceCetnym téhotenstvim. Dlvodem je taktéZ pritomnost
dvou plodd (pGvodci prekurzorll) a dvou, resp. jedné objemové vétsi placenty. Statisticky
vyznam ma i arterio-venodzni rozdil — vendzni krev z placenty ma hladiny pochopitelné

vyrazneé vyssi. Mezipohlavni rozdily v tomto pripadé nepozorujeme.
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5 DISKUSE A ZAVER

Steroidogeneze a transport steroidll ve fetoplacentarni jednotce jsou podrobné
popsany v dostupné literatute (Pasqualini, Chetrite, 2016, Paskovd, 2013). Podrobnéjsim
zkoumdnim vysledk( vidime, Ze nekonjugované C21 A° steroidy a vétsina jejich
nekonjugovanych A*a 5a/B-redukovanych metabolitd, podobné jako 5a/B-redukovanych
steroidll a estradiolu, vykazuji vyssi pozitivni korelaci v pupecnikové vendzni a arteridlni krvi
dvojcat a zejména v krvi jejich matek. Ddvodem tohoto pozorovani je to, Ze bichoridlni
biamnidlni dvojcata maji dvé fetdlni nadledviny a dvé placenty. Podobny efekt je patrny u

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

Fetalni nadledvina je primarni zdroj C21 A° steroidt v téhotenstvi, zatimco
placentdrni steroidsulfatdza pro C21 A*steroidy. V placenté dochazi k hydrolyze sulfat( C21
A’ steroidu fetdlniho pavodu 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 piivodu konvertovan na pregnenolon a znovu na progesteron. Ten je
nasledné v placenté, materském a fetalnim kompartmentu metabolizovan na C21 5a
redukované metabolity a ve fetalnich jatrech na C21 5B redukované metabolity. Tento rozdil
je dany absenci aktivity 5B8-reduktazy v placenté (na rozdil od 5a-reduktdzy).

Z C21 A’ steroidu je rozdil nejvice vyjadfen u 16a-hydroxypregnenolonu, vzhledem
k vysoké aktivité 16a-hydroxylazy CYP3A7 ve fetalnich jatrech.

Mensi rozdil byl pozorovan u 20a-dihydrometaboliti C21 steroid( v pupecnikové
krvi. Tento byl ovlivnén tendenci k jejich konverzi na 20-oxo analoga ve sméru placenta-
plod. Vice je vyjadfen 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 vyssi hladiny v materském séru, ale soucasné jsme

tento rozdil vidéli i v pupeénikové vendzni krvi. Pro estron a estriol v materském séru se
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nase vysledky shoduiji s praci Kuijpera. Tito popisuji vyssi hladiny v materské krvi u
vicecetnych téhotenstvi v porovnani s jednocetnymi (Kuijper et al., 2015). Vysledky
z pupecénikové krve se s predchozi studii neshoduji.

Hlavni divod absence rozdila v pupecnikové krvi u 17-hydroxymetabolitt C21
steroidli mGze souviset se zanedbatelnou aktivitou CYP17A1 v placenté v porovnani s plody
a matkou, efekt 2 placent zde neni pfitomny. U matek dvojcat jsou rozdily pozorovatelné
nejvic — dochazi k aditivnimu efektu za prispéni obou plodu.

Pro mnohé volné androgeny, estrogeny, 11-deoxykortikoidy a 11j3-
hydroxyandrogeny a kortikosteron pozorujeme jasny trend smérem k vy$sim hladinam u
dvojcat a zejména u jejich matek.

U bichorialnich dvoj¢at 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 placentdrni sulfatazy. Tato
aktivita vede k nizs$im hladinam konjugovanych steroid( ale jejich zvyseni jejich volnych
analogll u viceetnych téhotenstvi. Popisovany trend je zd(iraznén 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 jednocetnym a viceCetnym
téhotenstvim u arteridlni pupecnikové krve (senzitivita = 0.962(0.888-1, jako prliimér s 95%
konfidencnim intervalem), specificita = 1(1-1)), dobrou selektivitu pro venézni pupecnikovou
krev (senzitivita = 0.943(0.866-1), specificita = 0.8(0.598-1)) a absolutni selektivitu pro
matefskou krev (senzitivita = 1(1-1), specificita = 1(1-1)). Vysledky ukazuji, Ze celkové
zdvojeni efektu fetalni a placentarni tkané je nejvice patrné v materskeé krvi, i kdyz nékteré
ze steroid(l jsou v materskeé krvi se signifikantné nizsi hladinou v porovnani s pupecnikovou

krvi.

V souvislosti s rozdilem v pohlavi nase vysledky ukazuji zvySeni hladiny testosteronu,
S5a-dihydrotestosteronu a 5-androsten-3f3, 16a, 17B-triol sulfatu. Ten je metabolitem
jednoho z prekurzor(l testosteronu androstendiolu. Soucasné jsme pozorovali sniZzeni hladin

jiného prekurzoru testosteronu androstendionu v arteridlni a venézni pupecnikové krvi. Tyto
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mohou souviset se steroidogenezi v testes muzskych plod(. 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 materské krvi zlistavaji predmétem diskuse budoucich studii.

PFi zaméreni se na rozdily mezi analyty v rozli¢nych télnich tekutinach jsme prokazali
méneé patrné rozdily mezi arteridlni a vendzni krvi. Velmi vyznamné rozdily jsme ale
pozorovali mezi pupeénikovou vendzni a matefskou 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 nastupem porodu nepopisovali. Dlvodem bylo
pldnovani cisafského rfezu u vSech téhotnych. Tak mohou byt vysvétleny také nékteré
z negativnich korelaci hladin steroid(i s gestacnim starim. Gestacni stafi bylo v nasem
modelu zahrnuto jako jedna z proménnych. Vétsina porodu cisafskym rezem se planuje pred
vypocitanym terminem porodu. Stejné vysledky byly pozorovany v kontrolni skupiné (47
plodu).

JelikozZ jsme z kohorty vyloucili vSechny Zeny s faktory, které mohly ovlivnit vysledky,
nase data nejsou asociované s téhotenskymi patologiemi. Tyto rovnéz z(stavaji predmétem

zaméreni budoucich praci.

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 plodl 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 dvojcat:
Korelace mezi komponenty steroidniho metabolomu jsme popsali. Pro jednotlivé
skupiny (bichoridlni, monochoridlni, 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:
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Tento cil se ndam splnit povedlo. Zasadnim rozdilem mezi studijni a kontrolni
skupinou je pfitomnost dvou plod jako plvodct prekurzor(l. Zaroven je v pripadech
viceéetnych téhotenstvi vyrazné zvySena enzymaticka aktivita v pfipadé dvou
oddélenych (bichorialni) nebo jedné, obvykle vétsi (monochorialni), placenty.

3. urcit, zda existuji rozdily v metabolismu steroidt mezi dvojcaty rtizné chorionicity
(tedy rozdil v pfipadé ,spolecné” a ,,oddélené” placenty):
Pro tento ptipad jsme sestavili model porovnavajici monochoridlni a bichorialni
téhotenstvi. Pocet pavodcl prekurzorl (plodl) je v tomto pripadé stejny a proto
predpokladame, Ze podkladem pro pritomné rozdily v metabolomu je odlisny pocet
placent.

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

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

pohlavi.

Tato prace poukazuje na moznost dalSiho studia viceCetného téhotenstvi. Nasledujicim
krokem by méla byt analyza steroidniho metabolomu u vice€etnych téhotenstvi se
spontannim za¢atkem porodu, dale s patologiemi jako napfiklad preeklampsie nebo

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

pomoci analyza zaloZena na nasi studii.
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