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Souhrn:

Tato bakalafska prace se zabyva tématem endometriézy. Jedna se o estrogen-
dependentni, zanétlivé, systétmové a chronické onemocnéni, jehoz charakteristickym
znakem je pfitomnost ektopicky uloZenych endometrialnich zlazek a stromatu mimo dutinu
délozni. Patofyziologie vzniku tohoto onemocnéni je stale neznama. Existuje vsak stale vice
dikazl o propojenosti endometridzy s pritomnymi odchylkami mistni a systémové imunitni
odpovédi. Cilem této bakalaiské prace bylo shromazdit vzorky mononuklearnich lymfocyti
od pacientek s endometriézou a zdravych darkyn a provést zakladni charakteristiku souboru.
Ziskané mononuklearni lymfocyty byly zamrazeny a pfipraveny pro navazujici analyzy.
Parametry pacientek a zdravych kontrolnich darkyn byly vyhodnoceny a statisticky

zpracovany.



Abstract

Surname and name: Katefina Prazakova

Department: Department of Rescue Services, Diagnostic Fields and Public Health
Title of thesis: Endometriosis and subpopulation of immune cells
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Number of pages — numbered: 39

Number of pages — unnumbered: 21

Number of appendices: 0
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Summary:

This bachelor thesis deals with the topic of endometriosis. It is an estrogen-
dependent, inflammatory, systemic and chronic disease, characterized by the presence of
ectopically deposited endometrial glands and stroma outside the uterine cavity. The
pathophysiology of this disease is still unknown. However, there is growing evidence that
endometriosis is associated with local and systemic immune response abnormalities. The
aim of this bachelor thesis was to collect samples of mononuclear lymphocytes from patients
with endometriosis and healthy donors and to perform the basic characteristics of the group.
The obtained mononuclear lymphocytes were frozen and prepared for subsequent analyzes.

The parameters of patients and donors would be evaluated and statistically processed.
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UvVOoD

Endometriéza, znama jako ,,enigmatic disease* neboli zahadna nemoc je estrogen-
dependentni, zanétlivé, systémové a chronické onemocnéni, jehoz charakteristickym
znakem je pfitomnost ektopicky ulozenych endometrialnich zlazek a stromatu mimo dutinu
délozni. V soucasné dobé¢ se uvadi, Ze timto onemocnénim trpi asi 10 % Zen v reprodukénim

véku, ve skutecnosti toto ¢islo mlize byt ale jesté vyssi.

V teoretické Casti prace jsou zpracovany zakladni informace o tomto onemocnéni —
historie, epidemiologie, hypotézy patofyziologie, ale také klinické znamky onemocnéni,

diagnostika a 1écba.

V praktické ¢asti prace byly zpracovany anonymizované vzorky periferni krve, ze
kterych byly izolovany mononukledrni lymfocyty, které byly ndsledné zamrazeny. Vznikla
tak banka vzorki pro navazujici analyzy. Tato ¢ast prace byla provadéna v Biomedicinském
centru Lékafské fakulty v Plzni. Kromé& vzorki krve byla zpracovana i zakladni
charakteristika studovaného souboru — zikladni osobni informace, parametry krevniho

obrazu, diferencialniho poétu leukocyti a bunééné imunity.

Primarnim cilem prace bylo vytvofeni banky izolovanych mononuklearnich bun¢k
od pacientek sendometriozou a zdravych kontrol. S témito vzorky bude pracovano

V navazujicich studiich.
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TEORETICKA CAST

1 ENDOMETRIOZA

1.1 Definice

Endometrioza je definovand jako pfitomnost funkénich endometridlnich zldzek a
stromatu mimo jejich obvyklou lokalizaci, tj. v dutiné délozni. Na téchto nefyziologickych
mistech vyvolava chronickou zanétlivou odpovéd’ a jizveni. Mize byt postizen jakykoliv
organ, nejcastéji se vSak nachazi v lokalit¢ panve. Fyziologicky je endometrialni tkan
vylou¢ena béhem menstruace, ale v patologickych stavech toho neni schopna a dochazi zde
K jejimu hromadéni. Z toho vyplyvaji typické piiznaky, coz je zejména chronicka panevni
bolest, bolest pfi pohlavnim styku, abnormélni d€lozni krvaceni, bolestivd menstruace,
neplodnost ¢i spontanni aborty. Tyto pfiznaky maji negativni dopad jak na fyzickou, tak i
psychickou stranku Zeny. Onemocnéni postihuje cca 5-15 % Zen v reprodukénim véku, coz
predstavuje cca 180 miliond Zen na celém svété. (Fanta et al. 2012) Etiologie onemocnéni
neni dosud piesné zndma. Jednd se ziejm&€ o multifaktoridlni onemocnéni. Nékdy je
endometriéza svym chovanim srovndvana s malignim onemocnénim. Riziko maligniho

zvratu endometridzy je vsak pomérné nizké, a to kolem 1 %.

1.2 Historie

Poprvé se o tomto onemocnéni zminil vroce 1860 Karel Rokytansky, coz byl
vidensky patolog pochazejici z Cech. Pii své praci si viiml zvlastnich utvara na vaje¢nicich
zen, které obsahovaly délozni endometrium. Tyto struktury za¢lenil mezi sarkomy. Dale se
timto onemocnénim zabyval kanadsko-americky gynekolog Thomas Culen, ktery tuto
nemoc popsal a oznacil ji jako tzv. adenomyom. Pojmenovani endometriéza bylo pouzito az
0 nékolik let pozdé&ji (1927), Johnem Sampsonem, uznavanym profesorem gynekologie
v New Yorku. Tento 1ékai se pokusil vysvétlit i pavod vzniku tohoto onemocnéni, a to z
divodu pritomnosti retrogradni menstruace. V roce 1890 byla v USA zaloZena organizace
Endometriosis Association, ktera se zacala vénovat problematice této doposud neznamé
nemoci. Cilem této asociace byl a stale je vyzkum a propojeni gynekologt, zajimajici se o

tuto problematiku, s nemocnymi Zenami. (Batt 2011; HruSkova 2011)
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1.3 Epidemiologie

Endometriéza je tietim nejCastéjSim gynekologickym onemocnénim, které vede
k hospitalizaci zen. Obecné plati, ze Se jen vzacné objevi pfed menarche, nejcastéji postihuje
zeny do 40. roku zivota a jeji vyskyt klesa po menopauze. Nejmladsi znamé pacientce
s endometriozou bylo 7 let a nejstar$i 78 roki (Rozto¢il 2011; Dowlut-McEIroy a Strickland
2017). Zen s endometridzou neustale piibyva, a to i diky pokroku v diagnostice a zlep3eni

1ékatské péce o populaci.

Incidence a prevalence v populaci neni piesné znama vzhledem k Siroké klinické
manifestaci onemocnéni, ale i bezptiznakovym ptipadum. Odhaduje se vsak, ze postihuje 5-
15 % zen ve fertilnim véku, 50 % zen s bolestmi v panevni oblasti a u 25-40 % Zen
s poruchou plodnosti. U 30-50 % Zen s endometri6zou je narusena plodnost. (Zondervan et
al. 2020)

Mezi rizikové faktory vzniku onemocnéni patii napt. nizsi vaha pfi porodu, geneticka
predispozice, zvySeny pfijem alkoholu a kavy, gynekologické operace v minulosti,
piitomnost imunitniho onemocnéni, zrzavé vlasy a dysmenorea (rizikovy faktor, ale zaroven
i symptom tohoto onemocnéni Viz nize retrogradni menstruace). Naopak jako protektivni
faktory jsou uvadény kojeni, multiparita, pozdni menarche (po 14. roku véku), snizeny body
mass index (BMI), cvieni, zvySeny piijem ovoce a zeleniny, zdravy zivotni styl.

(Zondervan et al. 2020)

1.4 Etiopatogeneze

Prestoze prvni zminka o tomto onemocnéni se objevila jiz pred vice nez 100 lety,
neni jeho vznik zatim jednozna¢né objasnén. Béhem prvni poloviny 20. stoleti bylo
zformulovano nékolik teorii pojednavajici o vzniku tohoto onemocnéni. Klinické studie

nevyvraceji zadnou z teorii, naopak nevylucuji rizné moznosti kombinaci.

1.4.1 Sampsonova teorie neboli implantaéni teorie

Tato teorie se povazuje za jednu z nejstarSich, jelikoz pochazi uz zroku 1925.
Vysvétluje sice mechanismus vzniku 1ézi, ale nevysvétluje, pro¢ ke vzniku téchto 1ézi
dochazi. Zakladem teorie je pfitomnost tzv. retrogradni menstruace (jedna se o tok
menstruacni krve opaénym smérem nez je fyziologické — coz je ven z téla, krev v tomto
ptipadé mifi ptes tuby do dutiny bfisni, kde dochazi k jeji implantaci). (Sampson 1925).

Existuje celd fada dlikazii podporujici tuto teorii. Patti sem naptiklad:
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a) zvysSené riziko vzniku endometridzy u Zen s vrozenymi abnormalitami vejcovodil

a panenské blany (Burney a Giudice 2012)

b) zvySené riziko vzniku endometridozy u zen s iatrogenné zpusobenou stenozou

vejcovodu (Burney a Giudice 2012)

c) identifikace zivotaschopnych endometrialnich bunék Vv menstruacni krvi a

Vv peritonealni dutiné (Burney a Giudice 2012)

U jinych Zivo¢isnych druht, u primatd, bylo mozné vyvolat endometriézu pouhym
naockovanim autolognich endometrialnich produktli simulujici retrogradni menstruaci
do peritonealni dutiny. Po prvnim naockovani endometrialnich bunék se vice nez u 46 %
testovanych zvitat objevily a rozvinuly endometrialni 1éze. Po druhém ockovani se 1éze
objevily u 100 % testovanych primati. Tyto endometrialni 1éze byly histologicky a klinicky
podobné lidskym. (Harirchian et al. 2012)

Tato teorie ma ale i vyznamné nedostatky, jelikoz nedokadze zcela vysvétlit
pfitomnost endometrialnich lozisek u divek pied jejich prvni menstruaci, dale u novorozencti
¢i U muzd. U divek by mohl byt tento stav pritomen vlivem pfitomnosti a nadsledného tbytku
matefskych hormonid v brzkém postnatalnim obdobi, ale u chlapct divod neni znamy
(Brosens a Benagiano 2013). Dale tato teorie nevysvétluje ptitomnost endometriozy jen u
malého procenta Zen, u kterych byla prokdzana pfitomnost retrogradni menstruace. Toto
zpétné zakrvaceni se nékdy vyskytlo az u 90 % Zen fertilniho v€ku a jen u malého procenta

dojde k vzniku endometridzy. (Sourial et al. 2014)

1.4.2 Dysfunkce imunitniho systému

O moznosti ucasti imunitniho systému v rozvoji endometridzy se uvazuje od roku

1987 (Dmowski 1987).

Od té¢ doby byla prokdzana existence propojenosti endometridozy s pritomnymi
odchylkami mistni i systémové imunitni odpovédi. U pacientek jsou nachazeny poruchy jak
humoralni, tak bunécné imunity, zahrnujici peritoneédlni infiltraci imunitnimi bunikami,
aktivaci makrofagi, redukovanou aktivitu cytotoxickych T-lymfocytl, posun Th1/Th2
smérem k Th2, produkci protilatek plazmatickymi buitkami (anti-endometridlni, anti-
fosfolipidové, anti-nuklearni) a také zejména snizeny pocet a aktivitu NK (natural Killer,

ptirozeny zabijec¢) a invariantnich NK bun¢k (Osuga et al. 2011).
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Nékteré studie naznacuji i souvislost endometriézy s autoimunitnimi chorobami
(Pasoto et al. 2005), néktera pozdéjsi zjisténi vsak tuto souvislost nepotvrdila (Matorras et

al. 2007). Jedna se stale o otevienou a diskutovanou otazku.
Zmény u vrozené imunity
Makrofagy

Makrofagy jsou nejpocetnéjSimi imunitnimi buiikami V peritonealni tekutiné (Ho et
al. 1997). Jejich funkci je fagocytoza cervenych krvinek, tkanovych fragmentd, bunéénych
zbytkd, ale 1 produkce celé fady cytokint, prostaglandinil ¢i enzymil. Prostiednictvim téchto
pusobktt mohou makrofagy regulovat zanét, podporovat opravu tkané a neovaskularizaci ¢i
mohou stimulovat aktivaci dalSich imunitnich bunék, jakymi jsou B a T lymfocyty

(Kralickova a Vetvicka 2015).

U Zen sendometridzou Se nachazi zvySeny pocet makrofagh a dale 1 jejich
vystupniovana aktivace a sekre¢ni schopnost (Oral et al. 1996). Ptestoze je jejich aktivace
zvysena, je jejich fagocytarni aktivita snizena, z tohoto divodu nejsou schopny eliminovat
ektopické endometrialni bunky, které se dostanou na endometrium s retrogradni menstruaci

(Kralickova a Vetvicka 2015).
NK bunky

NK buiiky jsou soucasti vrozeného imunitniho systému. Jsou schopny rozpoznat a
eliminovat stresované buiiky, buiikky napadené viry nebo nadorové zménéné bunky. Dale
vylucuji cytokiny, které se ti€astni formovani ziskané imunity a opravy tkani. Aktivita bunék

je regulovana skrze receptory — aktivaéni a inhibiéni (Sciezynska et al. 2019).

U Zen s endometridzou byl nalezen sniZzeny pocet NK bunck, dale i sniZeny pocet
aktiva¢nich znakt, a naopak zvySené mnozstvi znakt inhibi¢nich. Celkové je tedy u NK
bunék zen s endometridzou pozorovana jejich snizena cytotoxicka aktivita (Osuga et al.

2011).
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Zmény u ziskané imunity
B-lymfocyty

U pacientek s endometriézou byl pozorovan zvyseny pocet B-lymfocytu, dale i jejich
vystupiiovana aktivace a produkce protilatek (anti-endometrialni, anti-fosfolipidové, anti-

nuklearni) (Riccio et al. 2017).
T-lymfocyty

T lymfocyty pochazeji z kmenovych bunék z kostni dfené, odkud putuji do brzliku,
aby zde dokoncily sviij vyvoj. Jsou klasifikovany do nékolika podtypi, a to na cytotoxické
T-lymfocyty (CD8" T-lymfocyty), pomocné T-lymfocyty (CD4* T-lymfocyty) a regulaéni
T-lymfocyty (Treg). Pomocné T-lymfocyty jsou dale déleny na Thl a Th2 skupinu, kdy
kazda z nich vykazuje jinou funkci. Thl-lymfocyty podporuji diferenciaci cytotoxickych T-
lymfocytl, usnadiiuji bunééné zprostiedkovanou imunitu aktivaci monocyti a makrofagu.
Naopak Th2-lymfocyty aktivuji diferenciaci B-lymfocyti v plazmatické bunice, které tvoii
protilatky. Cytotoxické T-lymfocyty aktivuji makrofagy a usmrcuji butiky infikované viry
¢i intracelularnimi patogeny (Riccio et al. 2018).

U zZen sendometriozou byl prokdzadn zvySeny pomér CD4+/CD8+ bunck
v peritonealni tekutin€. Dale byla pozorovana redukovand aktivita cytotoxickych T-

lymfocytt a posun Th1/Th2 smérem k Th2 (Osuga et al. 2011).

1.4.3 Metaplasticka teorie

Dalsi teorie vzniku endometridézy predpokladad ptivod onemocnéni z extrauterinnich
bunék, u kterych doslo k transformaci na buitky endometrialni. Teorie coelomové metaplazie
predpoklada ptiivod onemocnéni ze specializovanych bunék mezotelialni vystelky pobfisnice
(Gruenwald 1942). Z téchto bunék vznikaji buniky podobné endometridlnim vlivem fady
hormonalnich a imunologickych faktor. Tato teorie by vysvétlovala piitomnost
endometriozy u divek pfed pubertou, na druhou stranu u té€chto divek chybi estrogen, jakozto
hlavni hnaci faktor ristu endometrialnich bunék (Figueira et al. 2011). Dal§i moznosti
vedouci ke vzniku onemocnéni je chyba v embryonalnim vyvoji, kdy dochazi k ptitomnosti
perzistujicich embryondalnich bunék Wolfovych a Miillerovych vyvodu a z téchto bunck
nasledné vznikaji endometrialni 1éze (Pitot et al. 2020). Ani tato teorie ale neni dokonala,
jelikoz nevysvétluje pritomnost endometrialni tkdané¢ mimo lokalitu vyvodd (Burney a
Giudice 2012).
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1.4.4 Hormonalni teorie

Jelikoz endometridza je onemocnénim zen v reprodukénim obdobi a nevyskytuje se
u Zen po menopauze (pokud u nich neprobiha hormonalni 1é¢ba), je predpokladan velky
podil pohlavnich hormonti na vzniku tohoto onemocnéni (Parente Barbosa et al. 2011).
Hlavni skupinou hormonti podporujici proliferaci endometridlnich bunék jsou estrogeny.
Progesteron naopak pusobi proti proliferaci a jednou z moznosti vzniku a rozvoje
endometriozy muze byt snizena citlivost endometrialnich bun¢k k tomuto hormonu (Kim et
al. 2013).

1.45 Geneticka teorie

Tato teorie je podporovéna ptitomnou rodinnou zatézi u ptibuznych prvniho stupné
a u dvojcat (Saha et al. 2015; Seli et al. 2003). Endometrioza ma polygenni zptisob
dédi¢nosti, kdy je postizeno vice lokusti. Mezi Zenami s endometriézou a bez endometridézy
byly nalezeny rozdily v genech kodujicich detoxikacni enzymy, estrogenovy receptor Ci

soucasti vrozeného imunitniho systému.

Geneticka predispozice muze zvysit poskozeni bunék, avSak mutace v genech
pomahaji k rychlej$imu rozvoji endometridzy, tzn. dochazi k rychlejsi adhezi ke sténé a

nasledné proliferaci bun¢k (Sourial et al. 2014).

Tabulka 1 Mutace v genech, které mohou zpiisobit endometriozu

GEN FUNKCE
17B-HSD-2 hydroxysterid dehydrogenaza
BCL-2 protiapoptoticky gen
CYP19 aromatazovy enzym
HOXA10 transkrip¢ni faktor
IL-6 cytokin
KRAS onkogen
MMP-3,7 matrix metalloporteinaza
NF-KB transkrip¢ni faktor
PGE2 prostaglandin
PTEN tumorsupresorovy gen
TGF-B cytokin
TNF-A cytokin

Zdroj: Kralickova Milena a Vdclav Vétvicka 2015 (Kralickova a Vetvicka 2015)
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1.4.6 Oxidativni stres a zanétlivé zmény

Zvysena oxidace lipoproteinli je spojovana s patogenezi endometridzy. Volné
radikaly zpiisobuji oxida¢ni degradaci lipidl, coz vede k poskozeni DNA endometridlnich
bunék (Wang et al. 1997). Zdrojem volnych radikali je peritonealni tekutina. Ta navic
obsahuje i vysoké mnozstvi zeleza ptivodem z hemoglobinu rozpadlych ¢ervenych krvinek,
coz opét vede ke vzniku redoxnich reakci (Kumar a Bandyopadhyay 2005). Vlivem
uvolnénych prozanétlivych pusobkii a signali oxida¢niho stresu dochazi k aktivaci
lymfocytd a makrofagl, jejichz cytokiny podporuji endotelidlni rist. Vlivem zvysené
produkce kyslikovych radikald dochazi k poklesu antioxidantl, které za normalni situace

tyto prozanétlivé pusobky eliminuji. (Burney a Giudice 2012)

Zanét je charakteristicky pro endometrialni tkan, je spojen se zvySenou produkci
prostaglandinli, metaloprotedz, chemokinti a cytokini. Endometridlni buiilky maji
nastavenou rovnovahu mezi apoptdzou, angiogenezi a imunitni odpovédi trochu jinak nez
ostatni bufiky, to umoznuje jejich dortstani a odlupovani se v cyklech. Rozdil mezi
fyziologickou a patologickou funkei je tvorba estrogenu, prostaglandini a rezistence na
progesteron. V Zenském téle je estrogen tvofen vajecniky, tukovou tkani, kiizi a samotnymi
endometrialnimi lozisky. Prostaglandiny se tvoii lokaln¢ a podileji se na ptitomnosti zanétu
a bolesti (maji schopnost vyvolavat délozni kontrakce ptispivajici k dysmenoree nebo
vyvolavat piimo bolest spojenou s endometriozou). Progesteron ovliviiuje dozravani
stromdlnich a epitelidrnich bun¢k endometria. U Zen s vyskytem endometridzy je jeho

hladina prudce snizena (Sourial et al. 2014)

1.4.7 Teorie potlacené apoptozy

Hlavni myslenkou této teorie je, Ze aby endometrialni buiiky v peritoneéalni dutiné
prezily a dale se mnozily, tak je dilezité potlacit jejich schopnosti apoptézy a naopak
upfednostnit jejich proliferaéni aktivity (Hapangama et al. 2010). Ustfedni roli v téchto
zménénych vlastnostech bun¢k by mohl mit enzym telomeraza. V apoptotické draze bunék
endometriozy byla prokazana zvysena up-regulace antiapoptotickych geni a naopak down-
regulace gend proapoptotickych (Ferryman a Rollason 1994). Inhibice apoptozy
endometridlnich bunék mutze byt zprostfedkovana transkripci pomoci aktivace gent, které

normaln¢ podporuji zanét, angiogenezi a proliferaci bunék.
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1.4.8 Kmenové buiky

Jednd se o nejmodernéjSi a nejnovéjsi teorii, ktera pojednava o moznostech
diferenciace endometrialni tkané v nejruznéjSich lokalitach téla. Tato teorie vychazi z
ptitomnosti cirkulujicich kmenovych krevnich bun€k z kostni dfené. Dikazem této teorie je
identifikace velkého mnozstvi endometrialnich bunék darce u ptijemce kostni diené (Sourial

et al. 2014).

Kmenové buiiky jsou nediferencované buiikky schopné své samo obnovy a
diferenciace do riznych typu specializovanych bun¢k (Kato 2012). Dukazem existence
kmenovych buné¢k je schopnost endometria kazdomésicni regenerace, dale jeho schopnost
obnovy po porodu, potratu ¢i jinych chirurgickych vykonech (Tsuji et al. 2008).
Predpokladem je, ze tyto obnovujici se kmenové buiniky sidli v bazalni vrstvé endometria.
Skutecnost, ze nékteré z endometridlnich kmenovych buné€k maji piivod v kostni dfeni,

podporuje moznost krevniho Sifeni bun¢k do ektopickych lokalit (Maruyama et al. 2010).
Tabulka 2 shrnuje hlavni teorie vzniku endometridzy.

Tabulka 2 Shrnuti teorii vzniku endometriozy

Teorie Princip teorie
Sampsonova teorie retrogradni menstruace
Dysfunkce imunitniho systému poruchy nebo snizeni po¢tu bun€k imunitniho systému
Metaplasticka teorie transformace bun¢k
Hormonalni teorie pusobeni pohlavnich hormontl na endometrialni bunky
Geneticka teorie mutace v genech
Oxidativni stres a zanétlivé zmény  vzniK volnych radikald, které poskozuji DNA
Teorie potlacené apoptozy inhibice apoptozy

diferenciace kmenovych bunék na buniky endometrialni

Teorie kmenovych bunék kdekoliv v téle

Zdroj: viastni
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1.5 Klasifikace

Nejcastéji se setkavame s endometridézou V oblasti panve na sakrouterinnich vazech
a na vajeCnicich. Muze se ovSem vyskytnout kdekoliv po téle — naptiklad v mozku,
spojivkovém vaku, plicni tkani atd. Byla zjisténa ve vSech tkanich kromé srdce a sleziny.

(Hanagek J. 2012)

15.1 Zakladni déleni

Podle Mezinarodni klasifikace nemoci a pridruzenych zdravotnich problémi
(MKN-10) z roku 2020 se toto onemocnéni fadi do skupiny ,,Nezanétlivych onemocnéni
7enského pohlavniho ustroji“ (N80) a dile se d&li do 9 zikladnich skupin (Ustav
zdravotnickych informaci a statistiky 2020).

I.  Endometrioza délohy — Adenomydza
Il.  Endometriza vaje¢niku — Sampsonova cysta
1. Endometri6za vejcovodu
IV.  Endometridéza panevni pobftiSnice

V.  Endometrioza rektovaginalni pfepazky a pochvy

VI. Endometridza stfeva
VIl.  Endometridza v jizveé klize
VIIl.  Jind endometridza — Endometridoza hrudniku

IX.  Endometridza nervového systému

1.5.2 Podle rozsahu onemocnéni

Z mnoha systému, které byly navrzeny, byl pfijat pouze jeden — American Fertility
Society system (ASRM) z roku 1985. Ten déli endometriézu do 4 kategorii a to podle miry
postizeni reproduk¢nich organd v malé panvi. Prvni kategorie zna¢i minimalni postizeni a
naopak ¢tvrta kategorie je charakterizovana jiz velmi zavaznym postizenim. Klasifikace je
zalozena na bodovém hodnoceni stupné poSkozeni peritonea podle danych kritérii

(Janouskova K. et al. 2018).

Hodnoceny jsou nasledujici parametry:
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a) Velikost a vzhled peritonealnich a ovarialnich implantata

b) ptitomnost, rozsah a typ loZisek: Cervena, bila a Cerna

C) piitomnost, rozsah a typ adnexialnich srustti a stupné ztraty pruchodnosti

vejcovodu

Tento klasifikaéni systém nebere v tvahu plodnost, a proto byl v roce 2010 vytvoien
index plodnosti (The endometriosis fertility index — EFI), ktery vychazi z poctu t€hotenstvi
bez asistované reprodukce po chirurgickém odstranéni endometridlnich sristi. Dale
nehodnosti hlubokou infiltrujici endometridzu, ktera se hodnoti podle klasifikace ENZIAN
z roku 2005 (Obrazek 1). ENZIAN neni skore jako ASRM, ale morfologicky popis 1ézi,

véetné jejich velikosti, pfipomina staging onkologickych diagnoz. (Janouskova K. et al.

2018)
Obrazek 1 Klasifikace dle ENZIAN z roku 2012
ENZIAN 2012
Classification of Deep Infiltrating Endomeltriosis (according to the Endometriosis Research Foundation, SEF)
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Zdroj: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6480968/figure/f3/?report=objectonly
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1.5.3 Podle pfiznaki

Dalsi déleni endometriozy je podle piipadné pfitomnosti ptiznaki. Dle tohoto

kritéria je rozliSovana forma symptomatickad a asymptomaticka. (Hanéacek J. 2012)

1.5.4 Z klinického hlediska
Ovarialni — nejCastéjsi vyskyt (55 % vsech endometri6z). Vétsina téchto cyst je
vyplnéna tzv. ,,Cokolddovou naplni, kterd vznika vlivem menstruacniho krvéceni.

Peritonealni — déleni do nejméné patnacti dalSich typl (podle barvy, vzhledu, atd.)

Hluboka infiltrujici (retrovaginalni) endometrioza — vyskytuje se u 25-30 % zen.
Nejcastéji se loziska nachédzeji v rektovaginalnim septu a infiltruji do okolnich orgéani

(mocovy méchyt, sakrouterinni vazy, rektum a pochva). (Janouskova K. et al. 2018)

Obrazky 2 az 5 zobrazuji pohled na endometridlni tkan pii laparoskopickém

vySetieni.

Obrazek 2 Endometriom vlevo — pohled pred zacatkem vykonu

e

Zdroj: Gynekologické oddéleni FN Plzein, MUDr. Lukas Prajka
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Obrazek 3 Endometriom vlevo po rupture, vytéka typicky ,, cokoladovy obsah

30
Zdroj: Gynekologické oddeéleni FN Plzen, MUDr. Lukas Prajka

Obrazek 4 Peritonedlni endometrioza — shluky endometridlnich bunék

Zdroj: Gynekologické oddeleni FN Plzen, MUDr. Lukas Prajka
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Obrazek 5 Peritoneadlni endometrioza

Zdroj: Gynekologické oddéleni FN Plzen, MUDr. Lukds Prajka
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1.6 Klinicky obraz

Zeny s timto onemocnénim maji velmi rozdilné symptomy, které se vztahuji k dané
lokalizaci ektopického endometria. Na druhou stranu asi 30 % Zen nepocituje zadné
pfiznaky (jsou zcela asymptomatické) a endometridza je u nich objevena az pii operacnich
intervencich z odlisného diivodu. Diagnostika endometridzy neni viibec snadna, mnohdy se
prekryva i s jinymi onemocnénimi, a proto muze trvat nékolik let. Od prvni registrace

ptriznakt do finalni diagndzy miize ubéhnout i 6 az 8 let.

Bolest a neplodnost patii mezi nejcastéjsi projevy endometridozy. Bolest omezuje
zeny jak v jejich osobnim tak i v sexudlnim zivoté. Toto mize byt pro pacientky velmi
sklicujici. Statistiky uvadéji, ze az u 80 % zen, které trpi chronickymi panevnimi bolestmi,

se vyskytuje endometrioza (Parasar et al. 2017).

Stupe bolesti je riizny, stejné tak jeji vyskyt. Casto se projevuje jako silna cyklicky
se objevujici panevni bolest (dysmenorea — udava ji az 80 % pacientek), v panvi vznikaji
srusty, které se mohou projevovat necyklickou chronickou panevni bolesti tzv. pelipathia,
dale se muize objevovat bolest pii pohlavnim styku (dyspareunie), bolest pii vyprazdnovani
(dyschezia) nebo bolest pii mocéeni (dysuria). Tyto bolesti maji dvé teorie vzniku — jednak
vlivem prortstani endometrialnich lozisek do okolnich zdravych tkani s naslednym vznikem
fibrozy a druhy, neptimy zpusob, je vlivem vyplavovani cytokinti a dal§ich lokalnich faktort
buiikami, kdy tyto pisobky drazdi nervova zakonceni. (Maruyama et al. 2010; Hanacek J.

2012)

Sterilita mize mit mnoho pficin spojenych s endometriézou. Statistiky ukazuji, Ze
12-40 % vsech neplodnych Zen trpi endometriézou. (Tomes$ a Novotny 2013) Napt. pokud
Jsou zasazeny vajecniky, tak se muze objevit porucha ovulace ¢i hormonalni dysbalance,
ktera narusi fyziologicky menstruacni cyklus. Pfi postiZzeni vejcovodi muze dojit ke vzniku
mechanického bloku pro spojeni spermii s vajickem nebo k poruse kontraktilnosti svaloviny

vejcovodll a myometria.

Mezi dal$i mozné ptiznaky miZze patfit krvdceni mimo cyklus, silné menstruacni
krvaceni, chronicka Unava, pfitomnost krve ve stolici nebo v moci, nevolnost, zvraceni,

opakované spontanni potraty atd. (Grycova 2015; Wilson 2018)

Vsechny vyse vyjmenované piiznaky se vSak mohou objevovat i u jinych

onemocnéni, tudiz piesny klinicky obraz této nemoci neni déan.
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1.7 Diagnostika
Diagnostika endometridozy neni viibec jednoducha vzhledem k rozdilnym piiznakim
a nejasné etiologii, proto se jeji diagnostikovani mize protahnout i na nékolik let. (Grycova

2015)

Prvnim ptiznakem, ktery zeny piivede ke gynekologovi, je panevni bolest. Coz
ovSem nemusi jednozna¢né znamenat, ze zena trpi endometridozou. Ignorovani téchto
pfiznakli muze vést az k nemoznosti poceti, coz je dalsi velmi Casty divod navstévy

gynekologa.

1.7.1 Gynekologické vySetieni

Lékai provede podrobnou anamnézu a zjisti navaznost klinickych projevi na

menstruaéni cyklus.

Prvnim krokem je palpac¢ni vySetfeni, kde mize byt pfitomen nalez fixované,
retrovertované délohy, zhrub&lych a citlivych sakrouterinnich vazi, dale pfitomnost
bolestivych uzlt v oblasti rektovaginalniho septa ¢i zvétSenych a omezené pohyblivych

vajecnikd.

Dalsim krokem je provedeni vaginalniho 1 rektovagindlniho vySetieni, které je
soucasti kazdé preventivni gynekologické prohlidky. Nicméné malokdy je objevena
patologie tykajici se endometriézy. Hlubokd infiltrujici endometriéza se diagnostikuje
béhem vysetfeni u probihajici menstruace. V dob& menstruace jsou endometridlni uzly veétsi
a vice prokrvené. (Hanacek J. 2012) Viditelna jsou modrava prosvitajici nepravidelna

loziska endometridzy, v zadni klenbé jizevnatd a vztazend loziska. (Tomes a Novotny 2013)

1.7.2 Laboratorni markery

Endometriéza nema zadné specifické laboratorni markery, avSak zjistila se jista
spojitost pacientek s endometriézou a zvySenou hladinou antigenu Ca-125. Jeho specifita i
senzitivita je ale nizka a neda se proto pouzit jako spolehlivy marker. Nicméné jeho hladina

mize byt sledovana v reakci na terapii.

TNF-alfa je ptitomen v séru ve vysokych koncentracich na zacatku onemocnéni,
avSak srozvojem endometriozy V dalSich stadiich klesa. Neni spolehlivym markerem.

(Tomes a Novotny 2013)
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V minulosti byly dale sledovany hladiny sérovych cytokint, rastovych faktori,

matrix metaloproteinazy, adhezivnich molekul, markery peritonealni angiogeneze a zanétu.

Probihaji dalsi studie testujici spojitost nasledujicich cytokinli s onemocnénim.
Testuji se: rustové faktory, TNF-beta, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-13 a hormony
s antiapoptotickym t¢inkem (prolaktin, leptin). (Fassbender et al. 2015)

Potencidlni biomarkery, které by se mohli v budoucnu pouzit pro diagnostiku

endometridzy, jsou shrnuty v Tabulce 3 (Parasar et al. 2017).

Tabulka 3 Potencialni diagnostické biomarkery pro diagnostiku endometriozy

Skupina Biomarker
IL-1B, IL-6, IL-8, IL-17, IL-21, RANTES, TNF-o, INF-
gamma, MCP-1, MIF, CRP

Zanétlivé markery, cytokiny

Steroidy a hormony ERs, 17BHSD, aromataza
Ristové faktory IGF, Activin, TGF B1, HGF, annexin-1
Adheze bu’nelf a . Integriny, vimentin, E.cadherin, osteopontin, CD 54, -
extracelularni matrix .
catenin, FAK
molekuly

VEGF, NGF, FGF-2, leptin, IGFBP-3, glycodelin, M-CSF,

AR angiopoetin-1 a 2, MVD, endoglin, trombospondin-1

Apoptozy a kontrola aktivita telomerazy, Pak-1, cyklin D+, survivin, BCL-2,

bunécného cyklu MCL-1, Bax, BCL-xI, BCL-xs

Markery kmenovych bunék  CD9, CD34, Oct-4

Genomika HOXA10, 3p, 54, 7p, 9p, 11q, 16q, 179, 18q, 19p, 19q

Sl analy;aoa rozdil exprese urcitych ednometrialnich peptida a
proteinu

Prestavba tkané MMP-2, MMP-9, TIMPs, urokinaza

Zdroj: vlastni dle predlohy (Parasar et al. 2017)

Nedavné studie ukdzaly, Ze zanét vede ke zvySenym hodnotdm komponenti
signalnich drah jako je napi. MAPK, coz by mohl byt potencialni cil pro diagnostiku a terapii
endometriozy. (McKinnon et al. 2016)

1.7.3 Sonografie

Umoznuje lepsi pohled na endometrium, délohu a ovaria. Mohou byt vyuzity rtizné

metody skenovani (abdominalni, transvaginalni a transrektalni) nebo 3D ultrazvuk.
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ZlepSeni zobrazeni umoziiuje Sonovaginografie. Tato metoda kombinuje
transvaginalni sonografii a aplikaci fyziologického roztoku Foleyovym katetrem do pochvy.
Tato tekutina rozsifi poSevni stény a zlepSuje zobrazeni 1ézi v rektovaginalni oblasti.

(Indrielle-Kelly et al. 2019a, 2019b)

1.7.4 Nuklearni magneticka rezonance

Vyuziva se pro hlubokou infiltrujici endometriozu. Detekuje pritomnost
degradac¢nich produktd hemoglobinu v T1 a T2 vazenych obrazech a tim identifikuje loziska
endometridzy. Pro ostatni typy endometridzy se pouziva spiSe jako doplikové vySetfeni

z dtivodu nakladnosti a dostupnosti. (Janouskova K. et al. 2018)

1.7.5 Laparoskopie

Toto vySetieni se povazuje za zlaty standard diagnostiky. Avsak i zde je tfeba zvazit
provedeni tohoto vySetfeni z diivodu hrozicich srlistl a moznosti rozsifeni endometriozy.
Metoda umoznuje piimy pohled do dutiny bfi$ni, odebrani vzorku pro histopatologické
vySetieni, ale zaroven i odstranéni pritomnych endometrialnich lozisek. Je to tedy metoda

nejen diagnosticka, ale i terapeuticka. (Parasar et al. 2017)

Pouzivany opticky systém umoznuje az desetinasobné zvétSeni, nicméné

mikroskopicka loziska mohou byt prehlidnuta i pfi laparoskopii.

Nekteré studie ukazuji vétSi pfitomnost nervovych vladken v endometriu. Tato
skutecnost se dad zjistit jednoduchym testem, kdy se pii laparoskopii odebere vzorek
endometria a ten je nasledné imunochemicky analyzovan. Tento test byl schopen
diagnostikovat endometriozu s mnohem vétsi senzitivitou a specifitou nez marker Ca-125.

(Hanacek J. 2012)

1.7.6 Dalsi diagnostické metody

Kolonoskopie je vyuzivana k zobrazeni proristani hluboké infiltrujici endometriozy.

Tato metoda je urCena pro pacientky s enteroragii a hematochezii.

Transvaginalni hydrolaparoskopie je ambulantni endoskopické vysetieni malé panve
u zen provadéné pres zadni klenbu posevni, které je doplnéné o peritonealni dispenzi
fyziologickym roztokem. Vyuziva se primarné ke zjisténi prichodnosti vejcovodu. (Tomes

a Novotny 2013)

Hysteroskopie dopliiuje ostatni vySetieni. (Tomes a Novotny 2013)
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K pacientkdm je potfeba pii diagnostice pfistupovat individualné a volit zpisob

diagnostiky s ohledem na riizné ptiznaky onemocnéni.

1.8 Terapie

Volba 1é¢by zavisi na mnoha faktorech a aktualnim stavu pacienty. Nékteré piipady
se samy spontanné vyléci, ale u vétsiny pacientek tomu tak neni. Cilem 1é¢by je zmirnéni
panevni bolesti, predejit vzniku srustt, zachovat nebo navratit plodnost a zpomalit ¢i zastavit

progres onemocnéni. (Tomes a Novotny 2013)

1.8.1 Medikamentdzni terapie

Pusobi i na minimalni 1éze a je neinvazivni. Dochazi pfi ni K ovlivnéni hladiny

zenskych pohlavnich hormont, coz ovliviiuje i toto hormonaln¢ zavislé onemocnéni.

Endometrioza reaguje na cyklickou estrogenni aktivitu, coz znamena, ze se uméle
snazime navodit hormonalni stav pifi téhotenstvi nebo menopauze. Dal§i moznosti je
podavani hormondlni substituéni terapie (HRT), tato moznost se uplatiiuje u pacientek po

recidivité nemoci.

Cilem medikament6zni terapie je zmirnit bolest, sniZit cyklickou ovarialni produkci

hormonii a zmenSit ¢i Gplné€ inhibovat menstrua¢ni krvaceni. (Kucera 2008)

Medikamentozni 1é€bu lze rozdé€lit na dva druhy. Prvni skupina je tvotfena léky
schvalenymi pro terapii endometridozy. Do této skupiny patii napt. GnRH agoniste,
androgeny (Danazol) a nékteré progestiny. Druhou skupinou jsou tzv. off-label Iéky, které
nejsou primarné urceny pro 1écbu endometridzy a patii sem napt. antiflogistika (NSAID) a

kombinovana hormonalni antikoncepce. (Fanta et al. 2012)

1.8.2 Inhibitory aromatazy

V nékterych piipadech je indikovana 1é¢ba pomoci inhibitorti aromatazy (enzym s
rozhodujicim krokem v biosyntéze estrogent, Vvyskytuje se ve velkém mnozstvi v

endometriomech). Tato 1é¢ba je doporucena pii selhani hormonalni a chirurgické 1é¢by.

Cilem této 1écby je zmenSeni endometrialnich lozisek. Nevyhodou této 1écby je Casta
recidivita onemocnéni a vedlejsi ucinky 1€kt (navaly horka, ptfibyvani na vaze, hormonalni

nerovnovaha). (Fanta et al. 2012)
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1.8.3 Chirurgicka terapie

Nabizi moznost okamzitého feseni, avSak je radikalni oproti medikamentdzni 16Cbe.
RozliSujeme tfi druhy:

a) konzervativni lécba — odstranéni lozisek se snahou zachovani plodnosti (u

zen planujicich t€¢hotenstvi)
b) semikonzervativni lécba — odstranéni délohy se zachovanim adnex

C) radikalni lécba — odstranéni délohy, bilateralni ovarektomie, odstranéni
vSech lozisek endometridzy. Tato 1écba je u pacientek s tézkymi ptiznaky,

které jiz neplanuji té¢hotenstvi a nereaguji na ptedchozi 1écbu.

K nejbéznéjsim chirurgickym zakrokiim patii excize, fulgurace, laserova ablace

lozisek, preruseni nervovych drah a 1yza adhezi.

Cilem této 1écby je odstranéni vSech lozZisek. Procento uspé&Snosti zalezi na
specializaci pracovisté, z tohoto divodu je vhodné pacientku odeslat na specializované

pracovisté, kde se zabyvaji touto 1écbou.

Chirurgické zakroky u hluboce infiltrujici endometriézy patii mezi jedny

wev

rektovaginalniho septa. Pacientka musi byt seznamena s vaznymi riziky operace — nejcastéji

poranéni stfeva feSené¢ stomii. (Fanta et al. 2012; Janouskova K. et al. 2018)

1.8.4 Kombinovana lééba

Pti 1écbé endometridzy je Casto vyuzivano vice typt terapie. I tak je 1écba ve vétsSing
ptipadi pouze docasna a je tieba myslet na moznou recidivitu onemocnéni. Endometridza
by méla byt povazovéana za chronické onemocnéni, které vyzaduje 1écbu po cely zivot.

(Hruskova 2011)

1.8.5 Dopliikova alternativni terapie

Do alternativni terapie se fadi homeopatie, reflexologie, tradi¢ni ¢inska medicina,
akupunktura, uprava zivotospravy a dietni opatfeni — vyS$i pfisun Mg, vit. B, E a C.
(Hruskova 2011)
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1.9 Rizikové faktory

S endometri6zou byva spojovana celd fada rizikovych faktort. Je vSak nutné, brat je
s urCitou rezervou vzhledem ke stale neobjasnéné pti¢iné vzniku tohoto onemocnéni. Mezi

rizikové faktory patii:

e vek— endometridza se vyskytuje nejcastéji u zen ve fertilnim véku (od 20 do 45 let),

po prodélané menopauze Cetnost onemocnéni klesa (Tomes a Novotny 2013)
o kratky menstruacni cyklus — pod 27 dni (Wilson 2018)

e pozdni tehotenstvi nebo nulipara (Zena, ktera dosud nebyla téhotna a nerodila) —
zeny, které jiz rodily, maji snizeny odpor v déloznim ¢ipku pro odtok menstruacni

krve (Janouskova K. et al. 2018)

e (Qenetickad predispozice — pokud se jiz toto onemocnéni v roding objevilo u matky, je

vys$i riziko vzniku i u deery (Wilson 2018)

e Zivotni styl — rizikove€j$i skupinu piedstavuji Zeny S vysSim piijmem alkoholu, kéavy,
zeny uzivajici navykové latky a s nedostatkem pohybu. Zvlastnim faktorem je
koureni, ackoliv je zdravi Skodlivé, v nékterych studiich je spojeno se snizenym
vznikem endometriézy diky svym anti-estrogennim ucinkiim. (Janouskova K. et al.

2018)

e Socialni stav — cCastéji se onemocnéni vyskytuje u Zen vyss§i socialni tfidy, tato
statistika muze byt zkreslena faktem, Ze Zenam z vysSich vrstev byva vénovano vice

pozornosti hlavné€ zZ divodu problémt s ot¢hotnénim

o dalsi faktory — za zvysené riziko byva povazovano i Spojeni s jinou nemoci (napf.
alergie, astma, autoimunitni onemocnéni, rakovina prsu a vajecnikd), dale
dlouhodoby kontakt s chemikéliemi vetné ftalati a dioxinii (vyskytujici se napf.

v herbicidech), ¢i predchozi zanéty, operace, tirazy v panevni oblasti (Grycova 2015)

Stejn¢ tak se muZeme setkat s faktory, u kterych se ukazuje, Ze mohou mit
protektivni u¢inek na vznik endometriézy. Patii sem napt. dlouhodobé kojeni, opakované
téhotenstvi, pozdni menarché a uzivani hormonalni antikoncepce. (Janouskova K. et al.
2018) Dale je paradoxné riziko vzniku endometridzy niz$i u zen s vyssi télesnou hmotnosti

(Tomes a Novotny 2013).
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PRAKTICKA CAST

2 CIL A UKOLY PRACE

2.1 Hlavni cil

Hlavnim cilem na$i prace bylo shromazdit vzorky mononuklearnich lymfocytt od

pacientek s endometriézou a zdravych darkyn a provést zakladni charakteristiku souboru.

2.2 Diléi cile
1. Izolace mononuklearnich lymfocyti z periferni krve od pacientek trpicich endometri6zou

a od zdravych darkyn.
2. Ziskané vzorky zamrazit a vytvofit banku vzorkl pro néasledné analyzy.

3. Provést zakladni charakteristiku sledovaného souboru — ziskat zakladni osobni informace,

parametry krevniho obrazu, diferencidlniho poctu leukocytli a buné€né imunity.
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3 METODIKA PRACE

3.1 Charakteristika studovaného souboru

Krev byla ziskavana od pacientek Endokrinologické ambulance Gynekologicko-
porodnické kliniky Fakultni nemocnice V Plzni. Jednalo se o zeny s prvozachytem
endometridzy, tyto zeny tedy nebyly na toto onemocnéni dosud lé¢eny. Diagnoza
endometridzy byla stanovena na zéklad¢ klinického obrazu a sonografického vySetteni.
Vsechny pacientky i zdravé darkyné podepsaly informovany souhlas se zpracovanim vzorku
krve. Od kazdé zeny byly ziskany zakladni informace — vék, vaha, vyska, narodnost, uzivani

cigaret, nejvyssi dosazené vzdélani, menarché, délka cyklu a délka menstruace.

Vzorky krve byly ziskany od 10 pacientek a 3 zdravych darkyn. Primémy vek
pacientek byl 33,1 let (SD =+ 8,26), u darkyn se jednalo o 36,0 let (SD + 9,53). Z krevniho
vzorku byly stanoveny parametry krevniho obrazu, diferencialni pocet leukocytii a bunééna
imunita. Dale byly izolovany mononuklearni bufiky, které byly zamrazeny pro nasledné

podrobné;jsi zpracovani.

3.2 lzolace mononuklearnich bunék

Periferni krev byla odebrana do zkumavky Vacuette® K3EDTA o objemu 6 ml.

Cely proces zpracovavani vzorku probihal v laminarnim boxu, aby bylo zabranéno
kontaminaci vzorku. Pro praci vlaminarnim boxu je klicova dezinfekce veskerého
materialu, ktery je do boxu umist'ovan a se kterym je pracovano. Pro zpracovani vzorku byly

potieba nasledujici pomucky:

e zkumavky o objemu 15ml a 50ml, kryozkumavky
e stojanek na zkumavky
e pipety a Spicky
e pasteurky
e sérologické pipety
e vzorky krve ve zkumavkach KsEDTA
e chemikalie:
o Separacniho médium Ficoll-Paque
o fosfatovy pufr (PbS)

o rozvolnovaci médium (60 % albumin + 40 % PbS)
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o kryo médium (40 % albumin + 40 % PBS + 20 % DMSO)

Pro kazdy vzorek krve byly ptipraveny 2 zkumavky o objemu 15 ml. Do zkumavek
bylo napipetovano 6 ml separaéniho média Ficoll-Paque. Vzorek krve byl nafedén s PbS
v poméru 1:1 a opatrné promichan. Poté byla nafedéna krev velmi pomalu a opatrné
navrstvena na piipraveny Ficoll-Paque a to opét v poméru 1:1 (6 ml krve bylo navrstveno na
ptipravenych 6 ml média Ficoll-Paque). Vysledny vzhled ptipraveného vzorku je nazorné

ukazan na Obrazku 6.

Obrazek 6 Vysledny vzhled pripraveného vzorku

Zdroj: vlastni

Takto piipravené zkumavky byly umistény do centrifugy a peclivé vyvazeny.
Centrifugace probihala 30 minut pfi rychlosti 300 ¢ S rychlosti rozjezdu a brzdéni na nule.
Pokud bychom zkumavky nedali do centrifugy ihned, mizeme si vS§imnout, jak Cervené

krvinky zac¢inaji postupné sedimentovat ke dnu zkumavky (Obrazek 7).
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Obrazek T Sedimentujici cervené krvinky

Zdroj: vlastni

Vlivem centrifugace doslo k rozdéleni obsahu zkumavky, kdy nejspodnéji jsou
umistény erytrocyty, nad nimi separacni roztok Ficoll, ddle prstenec S mononukledrnimi

lymfocyty a nejvyse je plazma. Vzhled obsahu zkumavky po centrifugaci je na Obrazku 8.

Obrdzek 8 Vzorek po centrifugaci

Zdroj: vlastntni
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Zkumavky byly nasledné opatrné premistény do lamindrniho boxu, pomoci
pasteurky byl odebran vznikly prstenec a piendan do nové zkumavky o objemu 50 ml a byl

ptidan fosfatovy pufr do vysledného objemu vzorku 30 ml.

Nasledné byl vzorek opét centrifugovan a to pii rychlosti 480 g, ¢as 10 minut a stupen
rozjezdu a brzdy 9 (maximum). Po centrifugaci byl vzorek opét pfenesen do laminarniho
boxu a byl odebran supernatant, aby ve zkumavce zlstaly pouze vyizolované mononuklearni
bunky (Obrazek 9). Peleta bun¢k byla rozvolnéna v 1 ml rozvolnovaciho média (60 %
albumin + 40 % PbS) a pomoci Biirkerovy komurky bylo spocitano mnozstvi ziskanych
bunék (Obrazek 10).

Obrazek 9 Peleta bunek na dné zkumavky

Zdroj: vlastni
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Obrazek 10 Pocitani bunék v Biirkerove komurce

Zdroj: vlastni

3.3 Zamrazeni mononuklearnich bunék

Pro zamrazeni bun&€k bylo pfipraveno médium, do kter¢ho byly buiky
prepipetovany. Toto médium bylo tvofeno albuminem (40 %), fosfatovym pufrem (40 %) a
DMSO (20 %). Do zamrazovaci zkumavky bylo pfeneseno 0,5 ml vzorku v rozvoliiovacim
médiu a nasledné bylo pfidano 0,5 ml zamrazovaciho média. Vzorek byl umistén do
zamrazovaciho kontejneru a prenesen do mrazaku s teplotou -96°C. Po 24 hodinach byl

vzorek pienesen do tekutého dusiku.
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3.4 Laboratorni analyza
Zenam byla pii jejich nav§tévé Gynekologicko-porodnické kliniky odebrana krev, ze
které byly stanoveny parametry krevniho obrazu, diferencialu bilych krvinek a hodnoty

bunécné imunity. Stanovované parametry a jejich referenéni hodnoty jsou shrnuty

Vv tabulkach 4, 5 a 6.

Tabulka 4 Referencni hodnoty sledovanych parametrit — krevni obraz

KREVNI OBRAZ
LABORATORNI PARAMETR REFERENCNi HODNOTA
Leukocyty 4-10 x 10%/1
Erytrocyty 3,8-5,2 x 109/
Hemoglobin 120-160 g/l
Hematokrit 0,35-0,47
Objem erytrocytt 82-98 fl
Hemoglobin v erytrocytech 28-34 pg
Koncentrace hemoglobinu 320-360 g/l
Erytrocytarni kiivka 10-15,2 %
Trombocyty 150-400 x 1091
Stfedni objem trombocyti 7,8-11 fl
Normoblasty — absolutni pocet 0-0,02 x 10%1
Normoblasty — relativni pocet 0-0,003

Zdroj: vlastni
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Tabulka 5 Referencni hodnoty sledovanych parametru — diferencidalni rozpocet leukocytii

DIFERENCIALNI ROZPOCET LEUKOCYTU

LABORATORNI PARAMETR REFERENCNi HODNOTA
Segmenty 0,45-0,7
Lymfocyty 0,2-0,45
Monocyty 0,02-0,12
Eozinofily 0-0,05

Bazofily 0-0,02
Segmenty — absolutni pocet 2-7 x 1091
Lymfocyty — absolutni pocet 0,8-4 x 101
Monocyty — absolutni pocet 0,08-1,2 x 1091
Eozinofily — absolutni pocet 0-0,5 x 1091

Bazofily — absolutni pocet 0-0,2 x 1091

Zdroj: viastni

Tabulka 6 Referencni hodnoty sledovanych parametrii — bunécna imunita

BUNECNA IMUNITA
LABORATORNI PARAMETR REFERENCNi HODNOTA
Granulocyty, Monocyty 2,4-6 x 1091
CD3* (%) 63-85 %
CD3* 0,8-2,2 x 10%I
CD4* 31-57 x 1091
CD4* (%) 0,309-1,571 %
CcD8* 19-48 x 10%1
CD8* (%) 0,282-0,999 %
CD4*/CD8* 0,7-2,3
CD19* (%) 7-23 %
CD19* 0,1-0,5 x 10%I
CD3*/HLA DR* (%) 1,14-7,81 %
CD3*/HLA DR* 0,02-0,12 x 10%/I
NK buiiky (%) 5-26 %
NK buiiky 0,072-0,543 x 101

Zdroj: viastni




3.4.1 Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni bylo zpracovano pomoci metody dvou vybérového t-testu.

Za statisticky vyznamny rozdil byla povazovana hladina vyznamnosti 5 % (p <0,05)
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4 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

4.1 Charakteristika sledovaného souboru

V obdobi od dubna 2020 do konce ledna 2021 bylo do studie zatazeno 10 pacientek
z Endokrinologické ambulance Gynekologicko-porodnické kliniky Fakultni nemocnice
Vv Plzni a dale 3 zdravé darkyné (Zeny bez endometridzy). Primérny vék pacientek byl 33,1
let (SD + 8,26), u kontrol se jednalo 0 36,0 let (SD + 9,53). Tento mensi pocet zafazenych
Zen bylo zpuisobeno tim, Ze do studie byly zafazeny pouze Zeny, které s ucasti dobrovolné
souhlasily, dale se muselo jednat o pacientky, které nebyly diive s endometriozou léceny
(farmakologicky ani chirurgicky) a jako typ endometriézy byl u nich diagnostikovan
endometriom. Niz§i pocet Zen ovlivnila i celkova situace spojena s onemocnénim Covid-
19, kdy byly uzavieny specializované gynekologické ambulance. Od zen byly ziskany
zakladni osobni informace — vék, vaha, vyska, narodnost, uzivani cigaret, nejvyssi dosazené

vzdélani, menarché, délka cyklu a délka menstruace.

U pacientek byla primérna vaha 75,8 kg (SD +21,93) a vyska 171,9 cm (SD + 7,99).
Devét Zen bylo ¢eské narodnosti, 1 zena slovenské. VétSina zen (90,0 %) byly nekutacky.
Nejcastéji se jednalo o Zeny se stiedoskolskym vzdélanim s maturitou (60,0 %), dvé Zeny
(20,0 %) byly vyuceny, 1 Zena mé¢la dokoncené zakladni vzdélani a jedna vysokoskolské. Z
gynekologickych informaci bylo zji§té€no, Ze primérna délka cyklu zen je 28,0 dni, délka

menstruace 6,7 dni a prvni menstruaci mély zeny prumérné ve 12,8 letech.

U kontrolnich darkyn byla primérna vaha 84,33 kg (SD + 12,09) a vyska 169,33 cm
(SD = 14,36). Dv¢ Zeny byly Ceské narodnosti a jedna némecké. VSechny zeny byly
nekuracky a jejich nejvyssi dosazené vzdelani bylo vysokoskolské (2 zeny) nebo vyssi
odborné (1 Zena). Primérna délka délozniho cyklu byla 28,17 dni, délka menstruace 5 dni a

menarché v 12,67 letech.

o 24
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Tabulka 7 Charakteristika souboru

CHARAKTERISTIKA SOUBORU

SLEDOVANY PARAMETR | PACIENTKA (n = 10) KONTROLA (n =3)
Vek 33,1 let (SD =+ 8,26) 36,00 let (SD +9,53)
Vaha 75,8 kg (SD +21,93) 84,33 kg (SD £ 12,09)
Vyska 171,9 cm (SD £ 7,99) 169,33 cm (SD + 14,36)
Nérodnost

o (eska 9 Zen (90,0 %) 2 zeny (66,67 %)

e slovenska 1 Zena (10,0 %) 0 zen (0 %)

e jind 0 zen (0 %) 1 zena (33,33 %)

Uzivani cigaret

e kufacka

1 zena (10,0 %)

0 zen (0 %)

e nekufacka

9 Zen (90,0 %)

3 zeny (100 %)

Nejvyssi dosazené vzdélani

e vysoka Skola

1 Zena (10,0 %)

2 zeny (66,67 %)

e vyssi odborna skola 0 zen (0 %) 1 Zena (33,33 %)

* stiedni Skola s 6 7en (60,0 %) 0 7en (0 %)
maturitou

e stfedni odborné uciliste 2 zeny (20,0 %) 0 zen (0 %)

e zakladni Skola 1 Zena (10,0 %) 0 zen (0 %)

Menarché

12,80 let (SD + 1,39)

12,67 let (SD = 0,58)

Dé¢lka cyklu

28,0 dni (SD + 0)

28,17 dni (SD =+ 2,25)

Délka menstruace

6,7 dni (SD £ 1,97)

5 dni (SD = 1,0)

Zdroj: viastni
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4.2 Ptehled sledovanych laboratornich parametru

4.2.1 Krevni obraz

V den navstévy Endokrinologické ambulance byla Zzenam odebrana zkumavka

periferni krve, kde byly stanovovany parametry krevniho obrazu, a to konkrétné pocet

leukocytdl, erytrocyt, trombocytl, dale hemoglobin, hematokrit, objem erytrocyti,

hemoglobin v erytrocytech, koncentrace hemoglobinu, erytrocytarni kiivka, stfedni objem

trombocytu a absolutni a relativni pocet normoblastti. Tabulka 8 ukazuje pramérné hodnoty

téchto stanovovanych parametri u pacientek a kontrol. Statisticky vyznamny rozdil (p <

0,05) byl nalezen u hodnoty leukocyttl, kdy primérna hodnota u pacientek byla 6,48 x 10%/1
(SD + 1,14) a u kontrol 8,86 x 10%1 (SD =+ 2,04).

Tabulka 8 Vyhodnoceni krevniho obrazu

KREVNI OBRAZ
L‘?,BA(F’J;‘:ATE%%NI PACIENTKA (n = 10) KONTROLA (n = 3)
Leukocyty 6,48 x 10%1 (SD + 1,14) 8,86 x 10%1 (SD < 2,04)
Erytrocyty 4,74 x 10%1 (SD £ 0,60) 4,60 x 10%1 (SD + 0,33)
Hemoglobin 134,11 g/l (SD + 14,43) 133,33 g/l (SD +2,89)
Hematokrit 0,41 (SD £ 0,04) 0,40 (SD £ 0,008)

Objem erytrocytu

86,00 fl (SD = 5,59)

87,33 fl (SD = 4,50)

Hemoglobin v erytrocytech

28,46 pg (SD + 2,29)

29,00 pg (SD £ 1,57)

Koncentrace hemoglobinu

331,33 g/l (SD + 12,06)

332,33 g/l (SD + 4,04)

Erytrocytarni kiivka

14,39 % (SD + 1,74)

13,46 % (SD + 0,66)

Trombocyty

268,11 x 1091 (SD + 66,99)

345,66 x 1091 (SD + 111,39)

Stiedni objem trombocytu

8,27 fl (SD = 1,00)

7,90 f (SD + 0,60)

Normoblasty — absolutni
pocet

0,01 x 10%1 (SD £ 0,01)

0,02 x 10%/1 (SD + 0,02)

Normoblasty — relativni
pocet

0,00 (SD + 0,001)

0,002 (SD + 0,002)

Zdroj: viastni

49




4.2.2 Diferencidlni pocet leukocyti

Zenam byla odebrana také zkumavka krve pro stanoveni diferencialniho rozpoétu

leukocytt. Byly stanovovany jak absolutni, tak relativni hodnoty, a to u segmentq,
lymfocytd, monocytl, eozinofili a bazofilt. Tabulka 9 ukazuje primérné hodnoty téchto

sledovanych parametr u pacientek a kontrol. Statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) byl

nalezen u hodnoty lymfocytii, kdy primérna hodnota u pacientek byla 1,71 x 10%1 (SD +
0,45) a u kontrol 2,90 x 10%1 (SD + 0,43).

Tabulka 9 Vyhodnoceni diferencidlniho rozpoctu leukocytii

DIFERENCIALNI ROZPOCET LEUKOCYTU

LABORATORNI
PARAMETR

PACIENTKA (n = 10)

KONTROLA (n = 3)

Segmenty — absolutni pocet

4,02 x 10%1 (SD + 1,21)

5,07 x 10%1 (SD + 1,75)

Segmenty — relativni pocet 0,61 (SD £ 0,09) 0,57 (SD £ 0,07)
Lymfocyty — absolutni poéet | 1,71 x 10%1 (SD £ 0,45) | 2,90 x 10%1 (SD + 0,43)
Lymfocyty — relativni pocet 0,27 (SD £ 0,08) 0,27 (SD £ 0,45)
Monocyty — absolutni pocet 0,49 x 10%1 (SD £ 0,15) 0,6 x 1091 (SD = 0,1)
Monocyty — relativni pocet 0,08 (SD £ 0,02) 0,068 (SD + 0,02)
Eozinofily — absolutni pocet 0,21 x 101 (SD £0,30) | 0,17 x 10%1 (SD + 0,21)
Eozinofily — relativni pocet 0,03 (SD £ 0,04) 0,02 (SD £+ 0,02)
Bazofily — absolutni pocet 0,01 x 10%1 (SD +0,03) | 0,03 x 10%1 (SD + 0,05)
Bazofily — relativni pocet 0,01 (SD £ 0,002) 0,009 (SD + 0,004)

Zdroj: vlastni
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4.2.3 Bunééna imunita

Zjiz nabrané krve byla také stanovena bunécna imunita. Konkrétné pocet T-
lymfocyti (CD3"), dale jejich podtypt — Tw lymfocyty (CD4*, helpery), Tc lymfocyty
(CD8", cytotoxické), jejich vzajemny pomér (CD47/CD8"), pocet aktivovanych T lymfocyti
(CD3*/HLA DR™), NK bun¢k (CD3/CD56") a B lymfocytt (CD19%). U pacientek byl zjistén
statisticky niz§i pocet T-lymfocyti (CD3") a to konkrétn& 1,32 x 10%1 oproti kontrolam, kde
byl pramémy pocet 2,16 x 10%/1. Dale byl u pacientek nalezen statisticky vyznamné snizeny
pocet Ty — lymfocytii (CD4+) (0,83 x 10%1 versus 1,52 x 10%1 u kontrol), B — lymfocyti
(CD19"%) (0,13 x 10%I versus 0,41 x 10%1 u kontrol) a aktivovanych T — lymfocytd
(CD3*/HLA-DR") (0,06 x 10%1 oproti 0,13 x 10%I u kontrol). Tyto hodnoty podrobnéji
ukazuje Tabulka 10.

Tabulka 10 Vyhodnoceni bunécné imunity

BUNECNA IMUNITA

L‘?,’Z%%‘:ATEOTIENI PACIENTKA (n = 10) KONTROLA (n = 3)
Granulocyty, Monocyty 4,76 x 1091 (SD = 1,30) 5,96 x 10%1 (SD = 1,61)
CD3* 1,34 x 1091 (SD + 0,46) 2,16 x 101 (SD = 0,10)
CD3* (%) 76,40 % (SD + 11,18) 75,15 % (SD =+ 7,12)
CD4* 0,83 x 1091 (SD = 0,26) 1,52 x 101 (SD = 0,07)
CD4* (%) 48,88 % (SD =+ 6,73) 53,23 % (SD =+ 7,87)
cDs* 0,44 x 10%/1 (SD + 0,23) 0,57 x 10%1 (SD =+ 0,12)
CD8* (%) 23,94 % (SD + 8,92) 19,83 % (SD + 4,43)
CD4*/CD8* 2,31 (SD + 0,86) 2,78 (SD = 0,84)
CD19* 0,13 x 101 (SD = 0,07) 0,41 x 101 (SD = 0,19)
CD19* (%) 8,09 % (SD + 4,24) 13,86 % (SD + 4,26)
CD3*/HLA DR* 0,06 x 10%/1 (SD = 0,04) 0,13 x 101 (SD = 0,02)
CD3*/HLA DR* (%) 3,97 % (SD + 2,06) 4,91 % (SD + 1,40)
NK buriky 0,23 x 10%1 (SD = 0,12) 0,30 x 10%1 (SD =+ 0,15)
NK buiiky (%) 15,12 % (SD + 0,12) 10,00 % (SD + 3,52)

Zdroj: viastni
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4.3 lIzolace a zamrazeni mononuklearnich lymfocytia

Vyse popsanym zpisobem bylo izolovano a zamrazeno 13 vzorka (deset vzorka od
pacientek a tfi vzorky od kontrol). Tyto vzorky jsou uchovany v tekutém dusiku a budou
pouzity pro podrobnéjsi analyzu leukocytll, a to zejména s diirazem na funk¢ni parametry

NK bun¢k (aktivacni receptory).
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5 DISKUZE

Endometridza patii k onemocnénim, u kterych stale neni znam mechanismus vzniku,
coz ovliviiuje a komplikuje nejen terapii, ale zejména znemoznuje prevenci tohoto
onemocnéni nebo recidivé. Zasadni ulohu ve vzniku a rozvoji onemocnéni bude hrat
imunitni systém. U pacientek jsou nachdzeny poruchy jak humoralni, tak bunécné imunity
zahrnujici peritonedlni infiltraci imunitnimi bunikami, aktivaci makrofagl, redukovanou
aktivitu cytotoxickych T-lymfocytli, posun Th1/Th2 smérem k Th2, produkci protilatek
plazmatickymi builkami (anti-endometridlni, anti-fosfolipidové, anti-nukledrni) a takeé

zejména snizeny pocet a aktivitu NK a invariantnich NKT bun¢k. (Osuga et al. 2011)

V této bakalatské praci jsme se zaméfili na porovnani rozdili parametrit krevniho
obrazu, diferencialniho poctu lymfocyti a bunééné imunity u pacientek S endometriézou a
u zdravych kontrol.?? Dale jsme nas sledovany soubor charakterizovali z pohledu nékterych
udajii osobni a gynekologické anamnézy — vék, véha, vyska, narodnost, uzivani cigaret,

nejvyssi dosazené vzdelani, menarché, délka cyklu a délka menstruace.

U pacientek byl zjistén statisticky niz$i pocet T-lymfocytd (CD3"), dale Th —
lymfocytii (CD4+), B — lymfocyti (CD19%) a aktivovanych T — lymfocytd (CD3*/HLA-

DR™). Tato skute¢nost miize byt zplisobena malymi studovanymi soubory.

Do skupiny T lymfocytd patii cytotoxické Tc-lymfocyty (CD8%) a pomocné Th-
lymfocyty (CD4"). Tc jsou zodpovédné za kontrolu bunék v organismu a v piipadé, Ze je
zahdjeni specifické imunitni odpovédi a produkei cytokind. Vyznam bunééné imunity pro
umoznéni implantace endometrialnich bunck v ektopickych lokalitich prokazal jiz
Dmowski na pocatku 80. let 20. stoleti. (Dmowski et al. 1981) Ten provedl studii na opicich
Macacus rhesus, kterym byla vpravena do téla injekce vlastnich endometrialnich bunék a
s odstupem 48 hodin sledovana imunitni odpovéd. U zvifat postizenych endometri6zou
doslo k vzniku vyrazn¢ mensi odpovédi imunitniho systému nez u zdravych jedinct. Tato

skute¢nost byla potvrzena i u zen. (Gilmore et al. 1992)

V periferni krvi pacientek s endometriozou bylo detekovano snizené mnozstvi CD3”*
lymfocytd a aktivovanych T-lymfocytd (CD3*/HLA-DR™) v porovnani se zdravymi
kontrolami. (Wu et al. 1996) Stejn¢ tak se ukazuje, Ze U pacientek s endometriozou je

pfitomen niz§i pocet CD4" Tw-lymfocyti. (Osuga et al. 2011) Tuto skute¢nost jsme
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pozorovali i v nasem sledovaném souboru, kde pacientky vykazovaly niz§i primérny pocet

jak ve skupiné T-lymfocyti, aktivovanych T-lymfocytt, tak v subtypu CD4".

Kromé rozdilti v poc¢tu bunék, byla u pacientek s endometriézou identifikovana

zvysena hladina celé fady cytokini véetné TNF-a, IL-1, IL-6 ¢i IL-8. (Agic et al. 2006)

U B-lymfocytl byl v n¢kterych studiich zjistén jejich snizeny pocet, ale jiné studie
toto vyvratily. (Osuga et al. 2011) Tento rozpor by mohl byt zpusoben rozdilnym stadiem
onemocnéni ve sledovanych souborech — Zzeny s mens$im postizenim na rozdil od Zen v
pokrocilém stadiu. (Osuga et al. 2011) V nasem sledovaném souboru byl niz§i pocet B-
lymfocyt oproti kontrolni skuping, coz neodpovida piedpokladu, jelikoz u zen v nasem

souboru byla pfitomna niz8i mira postizeni (ovarialni endometriom).

Dalsi buiiky imunitniho systému, NK buiiky, maji za ukol rychle zabijet infikované
nebo poskozené buniky pomoci degranulace specifickych enzymi (perforiny, granzymy).
Tato skupina bun¢k bude mozna klicova pro umoznéni rozvoje endometridzy. U postizenych
Zzen se nachazi jejich snizeny pocet a to zejména v peritonedlni tekutiné a to v dobé
folikularni faze ovaridlniho cyklu, tedy v dobé&, kdy by mély byt usmrceny endometridlni

bunky z ptipadné retrogradni menstruace. (Oosterlynck et al. 1992)

Bunky imunitniho systému hraji tedy velmi vyznamnou roli v patogenezi
endometriozy. Jejich fyziologickou ulohou by mélo byt znemoZznéni pieziti a uchyceni
ektopicky ulozenych endometridlnich bun¢k. U nékterych Zen, z prozatim nezndmého
divodu tomu tak ale neni, imunitni buiiky umozni proliferaci endometrialnich bun¢k mimo

dutinu délozni a rozvoj onemocnéni.

PrestoZe je dneSni moderni medicina velmi pokrocild a na vysoké urovni, v oblasti
této nemoci trva diagnostika mnohdy i n€kolik let. Vyvoj potencidlnich biomarkert by
rychlejsi diagnostika by uleh¢ila zivot mnoha Zenam, uSetfila by je bolesti spojenych s touto
nemoci a snizila trapeni s pfipadnou neplodnosti. Jednou z moznosti by mohla byt funkéni
Charakterizace imunitnich bun¢k, které se budou nejspiSe ucastnit patogeneze tohoto
onemocnéni. Na tuto charakterizaci bychom se chtéli zaméfit v navazujicich studiich, kdy
kromé rozsiteni sledovaného souboru, budou ziskané zamrazené mononuklearni lymfocyty

podrobné charakterizovany.
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6 ZAVER

Hlavnim cilem na$i prace bylo ziskat, vyizolovat a zamrazit vzorky
mononukledrnich lymfocytt od pacientek s endometriézou a zdravych darkyi, a tim vytvofit
materidl pro navazujici studie. Prozatim se podafilo zpracovat 10 vzorki od pacientek a 3
vzorky od kontrol. U obou dvou téchto souborti byla zaroven provedena i jejich zakladni

charakteristika.

Byl nalezen statisticky signifikantni rozdil v poctu T-lymfocyti, aktivovanych T-
lymfocyt, podtypu CD4" T-lymfocyti a i B-lymfocyti. Tyto skupiny bun&k byly u
pacientek snizené v porovnani s kontrolami, coz ale mtize byt zpusobeno prozatim malym

poctem sledovanych Zen.

V navazujicich studiich je v planu rozsifeni souboru pacientek i kontrol a

podrobng;jsi charakteristika parametri imunitnich bunék.

Endometridéza je Casté onemocnéni a pocet pacientek stile nartistd, a i pres tuto
skuteCnost je 0 ni stale malé povédomi, proto nepsanym cilem mé prace bylo vytvofit

uceleny piehled o endometridze a shrnout informace z vice zdrojt.
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