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ABSTRACT

Aim of the study: To establish endothelial activation markers which could uncover endothelial damage
during physiological pregnancy. 

Type of study: Prospective study.

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

Results: The level of vWF antigen increased during the entire course of pregnancy (in the I. trimester the
average level was 152,32%, in the II. and III. trimester 173.34% and 216.20% respectively). At the same
time, vWf activity also increased (I. trimester average level 130.20%, II. and III. trimester 150.09% and
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ÚVOD

Fyziologická gravidita je provázena výraznými změ-
nami ve všech aspektech hemostázy. Změny zahrnují jak
zvýšení hladin většiny koagulačních faktorů (I, V, VII,
VIII, vWf, IX, X, XII), tak snížení hladiny či účinnosti
některých přirozených inhibitorů koagulace (hladina
proteinu S, snížená senzitivita vůči aktivovanému pro-
teinu C) a výrazně je modifikován i fibrinolytický systém
(snížení t-PA, zvýšení PAI-1, PAI-2) [8, 9].

V těhotenství dochází vlivem hormonálních a hemo-
dynamických změn také k významnému ovlivnění funk-

ce endotelu. Endotelové buňky tvoří spolu s buňkami
hladkého svalstva a fibroblasty cévní stěnu. Jsou umístě-
ny v jedné vrstvě na luminálním povrchu cév. Netvoří jen
pasivní výstelku cévního lumen, ale naopak jsou extrém-
ně metabolicky aktivním orgánem tvořícím bariéru mezi
krví a tkáněmi. Lze je považovat jak za senzorické struk-
tury přijímající hemodynamické a humorální signály, tak
za efektorové buňky, produkující celou řadu působků
s vlivem jak na sousední vrstvu svalových buněk, tak
cestou cirkulace na celý organismus. V organismu
dospělého člověka se nachází 6 trilionů endotelových
buněk, ty tvoří orgán vážící 1 kg a zaujímající plochu
5000 m2 [2].

Endotelové buňky obsahují na svém povrchu celou
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181.91% respectively). The level of thrombomodulin significantly increased during pregnancy
(I. trimester average level 19,05 ng/ml, II. and III. trimester 28,47 ng/ml and 39,86 ng/ml respectively).
The level of soluble form of EPCR increased during pregnancy (I. trimester average level 201.76 ng/ml,
II. and III. trimester 274.68 ng/ml and 324.07 ng/ml respectively). The level of PAI–1 increased during
the entire course of pregnancy (I. trimester average level 36.14 ng/ml, II. and III. trimester 50.07 ng/ml
and 60.12 ng/ml respectively). The level of t- PA did not change significantly during the course of
pregnancy (I. trimester average level 2.48 ng/ml, II. and III. trimester 2.97 and 3,34 ng/ml respectively).
The levels of MMP-2 (I. trimester average level 9043,76 RFU, II. and III. trimester 9315.38 and 8800.27
RFU respectively), MMP-9 (I. trimester average level 8371.90, II. and III. trimester 8290.81 and 7470.50
respectively), TIMP-2 (I. trimester average level 92.5 ng/ml, II. and III. trimester 98.5 and 96.5 ng/ml
respectively) or endothelial microparticles (I. trimester average level 3838.38 particles/μμl, II. and III.
trimester 3836.59 and 3650.59 particles/μμl respectively) did not change significantly throughout the
individual trimesters.

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

Key words: endothelium, pregnancy, activation, preeclampsia.

SOUHRN

Cíl studie: Stanovit markery aktivace endotelu k odhalení endoteliálního poškození během fyziologické
gravidity.

Typ studie: Prospektivní studie.

Metodika: Vyšetřili jsme 403 těhotných žen s fyziologickou graviditou. Ženám byla odebrána venózní
krev na začátku gravidity, druhý odběr byl proveden v období mezi 24.–28. týdnem. Parametry byly
vyšetřovány metodikami: t-PA – ELISA, PAI-1 – ELISA, vWF Ag – EIA ePCR – ELISA, MMP-2,9 –
ELISA s fluorogenní detekcí, TIMP-2 – ELISA, endoteliální mikropartikule – průtoková cytometrie. 

Výsledky: Hladina antigenu vWf stoupala během celého těhotenství (v I. trimestru průměrná hladina
152,32 %, ve II., resp. III. trimestru 173,34, resp. 216,20 %). Současně stoupala aktivita vWf,
v I. trimestru průměrná hladina 130,20 %, ve II., resp. III. trimestru 150,09, resp. 181,91 %). Hladina
trombomodulinu významně stoupala během gravidity (v I. trimestru průměrná hladina 19,05 ng/ml, ve
II. resp. III. trimestru 28,47 ng/ml, resp. 39,86 ng/ml). Hladina solubilní formy EPCR stoupala během
gravidity (v I. trimestru průměrná hladina 201,76 ng/ml, ve II., resp. III. trimestru 274,68, resp. 324,07
ng/ml). Hladina PAI-1 stoupala během celého těhotenství (v I. trimestru průměrná hladina 36,14 ng/ml,
ve II., resp. III. trimestru 50,07, resp. 60,12 ng/ml). Hladina t-PA se během gravidity významněji
neměnila (v I. trimestru průměrná hladina 2,48 ng/ml, ve II., resp. III. trimestru 2,97, resp. 3,34 ng/ml).
Hladiny MMP-2 (v I. trimestru průměrná hladina 9043,76 RFU (fluorescenčních jednotek), ve II., resp.
III. trimestru, 9315,38 resp. 8800,27 RFU), MMP-9 (v I. trimestru průměrná hladina 8371,90 RFU, ve
II., resp. III. trimestru 8290,81, resp. 7470,50 RFU), TIMP-2 (v I. trimestru průměrná hladina 92,5
ng/ml, ve II., resp. III. trimestru 98,5, resp. 96,5 ng/ml) ani endotelových mikropartikulí (v I. trimestru
průměrná hladina 3838,38 částic/μμl, ve II., resp. III. trimestru 3836,59, resp. 3630,59 částic/μμl) se
neměnily významně v jednotlivých trimestrech.

Závěr: Potvrdili jsme hypotézu o výrazném vlivu gravidity na změny hladin těchto markerů.

Klíčová slova: endotel, těhotenství, aktivace, preeklampsie.
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řadu receptorů, kterými přijímají jak hemodynamické
signály (intenzitu pulzace, proudění a roztažení cévní
stěny), tak humorální působky (receptory cytokinů,
růstových faktorů, bakteriálních substancí, angiotenzinu
II, koagulačních faktorů II, V, IX, X apod.) [3]. Na zákla-
dě těchto podnětů dojde k aktivaci endotelu, což vede
k uvolňování mnoha produktů, kterými endotelové buň-
ky řídí vazomotoriku (cévní tonus, krevní tlak, perfuzi
orgánů), koagulaci (adhezi a agregaci trombocytů, akti-
vaci koagulační kaskády a fibrinolýzy), udržování reolo-
gických vlastností krve a v neposlední řadě zánětlivou
reakci (migraci a chemotaxi leukocytů, monocytů a mak-
rofágů, fagocytózu, cévní permeabilitu) [1, 3]. Všechny
tyto děje potom hrají klíčovou roli v regulaci buněčného
metabolismu. 

V poslední době dochází k prudkému rozvoji poznat-
ků o funkci produktů aktivace endotelových buněk a sna-
ze vyvinout laboratorní metody k jejich detekci. Stejně
tak je zájem odborníků zaměřen na význam stanovení
těchto markerů u patologických stavů spojených s poško-
zením endotelu, jako jsou projevy aterosklerózy (ische-
mická choroba srdeční a dolních končetin, ischemické
cévní mozkové příhody), vznik maligních nádorů a jejich
metastazování a v neposlední řadě některé patologické
stavy v těhotenství (preeklampsie). 

Bylo již potvrzeno, že v klinické fázi těchto one-
mocnění dochází k signifikantnímu zvýšení některých
látek, které signalizují poškození endotelu – endotelin,
vitronektin a endoteliální adhezivní molekuly VCAM-
1 (vascular cell adhesive molecules), ICAM-1 (inter-
cellular adhesive molecules) [7]. Nyní se rozvíjejí
laboratorní metody stanovující další markery aktivace
endotelu, např. t-PA, PAI-1, vWF, EPCR, metalopro-
teinázy a jejich inhibitory, trombomodulin a endotelo-
vé mikropartikule s prokoagulační aktivitou, jejichž
prediktivní klinický význam již byl prokázán např. při
alteraci endotelu následkem aterosklerózy, méně jsou
zatím prozkoumány jejich změny v průběhu těho-
tenství. 

Tkáňový aktivátor plazminogenu

Tkáňový aktivátor plazminogenu (t-PA) je detekova-
telný v celé řadě tělních tekutin (sliny, mléko, žluč,
cerebrospinální mok, moč [5]. Sekrece t-PA v klidovém
stavu je velmi nízká, stejně tak jako jeho hladina v cirku-
laci, odkud je rychle degradován, ale syntéza stimulova-
ná různými podněty je velmi rychlá. Endotelové buňky
jsou hlavním místem jeho produkce v organismu, dalším
zdrojem jsou aktivované monocyty a megakaryocyty [5].
T-PA je hlavním aktivátorem fibrinolýzy a jediným spe-
cifickým aktivátorem plazminogenu, který štěpí na aktiv-
ní molekuly plazminu [5]. Plazmin potom odbourává fib-
rin obsažený v trombech. V plazmě se t-PA nachází
v koncentraci 2–8 ng/ml, nicméně 95 % tohoto množství
je vázáno v komplexech s PAI-1 a pouze 5 % tvoří volná
forma. Zvýšené hodnoty t-PA nacházíme po chirurgic-
kých zákrocích, traumatech, při zánětech, postižení cév
aterosklerózou, léčbě heparinem, ale i po větší fyzické
zátěži a stresu.

Inhibitor aktivátoru plazminogenu 1

Inhibitor aktivátoru plazminogenu (PAI-1) je přiroze-
ný inhibitor t-PA a urokinázy a je produkován aktivova-
nými endotelovými buňkami, hepatocyty a megakaryo-
cyty [5]. V plazmě se vyskytuje ve dvou formách – ve
funkčně aktivní volné formě, která je stabilizována vaz-
bou na vitronektin a ve funkčně inaktivní formě v kom-
plexu s t-PA či urokinázou – 80 % celkového množství. 

Bazální hladina v plazmě je nízká, vykazuje diurnální
cyklus s ranním peakem. PAI-1 je „proteinem akutní
fáze“, jeho hladina se tedy zvyšuje při infekcích, malig-
nitách a v pooperačních stavech [4]. Zvýšená hladina
PAI-1 je nalézána u pacientů s projevy aterosklerózy, při
terapii heparinem, zánětech a v těhotenství. Fyziologická
koncentrace PAI-1 je za bazálních podmínek 7–23
ng/ml.

Von Willebrandův faktor

Von Willebrandův faktor (vWf) je produktem převáž-
ně endotelových buněk – 85 % celkového množství a je
pak skladován ve Weibelových-Paladeho tělískách, zbý-
vajících 15 % je tvořeno v megakaryocytech a a sklado-
váno v α-granulích trombocytů. Von Willebrandův faktor
hraje klíčovou roli v tvorbě primární hemostatické zátky
– umožňuje adhezi trombocytů k místu poškození cévní
stěny a dále stabilizuje koagulační faktor VIII, který
chrání před degradací. Fyziologická hladina antigenu
vWf je 61-158 % a zvyšuje se u celé řady stavů spoje-
ných s aktivací endotelu – trauma, operace, infekce,
malignity.

Trombomodulin

Trombomodulin (TM) je transmembránový glyko-
protein s významným inhibičním účinkem na proces
koagulace. Je exprimován na cévním endotelu a trofo-
blastu. Jeho solubilní forma v plazmě je považována za
indikátor endotelového poškození [9], při kterém je
z povrchu endotelových buněk uvolňován proteolytic-
kým štěpením elastázou neutrofilů [5]. Funkcí TM je
inhibice trombinu, se kterým vytváří po vazbě inaktiv-
ní komplex [4]. Další klíčovou roli v inhibici koagula-
ce hraje aktivací proteinu C, a to prostřednictvím kom-
plexu s aktivovaným koagulačním faktorem II [4].
Fyziologická koncentrace je u mužů 10–52 ng/ml,
u žen 10–42 ng/ml.

Endotelový receptor proteinu C

Endotelový receptor proteinu C (EPCR) je trans-
membránový glykoprotein primárně lokalizovaný na
endotelu velkých cév. Jeho funkce spočívá v umožně-
ní vazby proteinu C (PC) na endotel a zde jeho inter-
akci s komplexem trombin-trombomodulin, což
výrazně urychluje aktivaci PC (až pětinásobně) a sou-
časně propůjčuje PC jeho protizánětlivou aktivitu [4].
Fyziologické rozmezí solubilní formy EPCR je
65–230 ng/ml.
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Endotelové mikropartikule

Neporušený povrch endotelu hraje klíčovou roli v udr-
žování integrity cévní stěny a hemostázy. Při alteraci
endotelu a obnažení subendoteliálních struktur dochází
k adhezi leukocytů a trombocytů na postižené místo,
k aktivaci koagulačních faktorů a dalšímu poškozování
endoteliálních buněk, což má za následek uvolňování
jejich fragmentů (mikropartikulí) do cirkulace. Endote-
liální mikropartikule (EMP) jsou drobné (≤ 1 μm) vezi-
kuly, jejichž množství a struktura nám umožňuje posou-
dit míru a povahu endoteiálního poškození. Při vyšetření
EMP průtokovou cytometrií s použitím celé řady mono-
klonálních protilátek je za fyziologických poměrů nalé-
záno 1177–1765 částic/μl.

Metaloproteinázy a inhibitory metaloproteináz

Metaloproteinázy (MMP) a jejich inhibitory (TIMP)
představují skupinu proteolytických enzymů, které štěpí
složky extracelulární matrix [6]. 

Při aktivaci MMP a TIMP jako následku aktivace
endotelových buněk v důsledku jak fyziologických
pochodů (růst a diferenciace tkání a orgánů), tak patolo-
gických procesů (zánět, ischémie, nádorová transforma-
ce apod.) dochází k modifikaci extracelulární subendote-
liální matrix těmito enzymatickými systémy, poté
k migraci endotelových buněk s následnou neovaskulari-
zací či zánikem cév v dané oblasti. 

MMP a TIMP tedy hrají důležitou roli v procesu
remodelace cévní stěny, při tvorbě kolaterál v ischemizo-
vané tkáni, při procesu metastázování a neovaskulariza-
ce nádorů a v neposlední řadě v rámci implantace
embrya do děložní sliznice a vývoji utero-placentární
jednotky.

CÍL STUDIE

Cílem studie bylo určit laboratorní vyšetřovací postup
k odhalení endoteliálního poškození během fyziologické
gravidity stanovením některých markerů aktivace endo-
telu.

Na základě dostupné recentní literatury jsme napláno-
vali vyšetření tkáňového aktivátoru plazminogenu, inhi-
bitoru aktivátoru plazminogenu 1, aktivity a antigenu
von Willebrandova faktoru, trombomodulinu, endoteliál-
ního receptoru aktivovaného proteinu C a endoteliálních
mikropartikulí. 

SOUBOR ŽEN A METODIKA

V období let 2007-2009 jsme vyšetřili na Porodnicko-
gynekologické klinice FN a LF UP Olomouc, FN Ostra-
va a UPMD Praha celkem 403 těhotných žen s fyziolo-
gicky probíhající graviditou. Výběr těhotných a jejich
zařazení do studie probíhalo formou náhodného výběru,

všechny těhotné se zařazením do studie souhlasily
a podepsaly informovaný souhlas. Studie byla schválena
etickými komisemi všech tří institucí. 

U skupiny zdravých těhotných bylo komplexně vyšet-
řeno poškození endotelu pomocí dostupných markerů.
Ženám byla odebrána venózní krev standardním způso-
bem v období těhotenských odběrů na začátku gravidity
(do konce I. trimestru). Druhý odběr byl proveden
v období 24.–28. týdne. Získané krevní vzorky byly
následně zpracovány v koagulační laboratoři Hemato-
-onkologické kliniky FN a LF UP Olomouc. V této labo-
ratoři byly uvedené parametry vyšetřovány následujícími
metodikami: t-PA – ELISA, PAI-1 – ELISA, vWF Ag –
EIA (imunologické stanovení využívající imunoturbidi-
metrie), ePCR – ELISA, MMP-2,9 – ELISA s fluorogen-
ní detekcí, TIMP-2 – ELISA, endoteliální mikropartiku-
le – průtoková cytometrie. Vzhledem k náročnosti
odběru a preanalytické fáze byly mikropartikule vyšetře-
ny pouze u pacientek sledovaných ve FN Olomouc. Pro
vyšetření bylo použito vzorků venózní krve odebrané do
0,129 M citrátu sodného (Vacuette, Greiner). Pro samot-
né vyšetření pak byla použita bezdestičková plazma
(PPP), která byla získána centrifugací při 3000 g po dobu
10 minut a uchována do doby vyšetření při -80 °C. Pro
stanovení EMP bylo použito vzorku venózní krve ode-
braného do K3EDTA.

Tkáňový aktivátor plazminogenu

Hladiny t-PA byly stanoveny ELISA metodou. Stano-
vení je založeno na vazbě t-PA na specifickou polyklo-
nální protilátku navázanou na pevné fázi. 

Vlastní stanovení – vzorek 100 μl 5krát naředěné PPP
byl inkubován 1 hodinu s polyklonální protilátkou za
fyziologické teploty. Následně po vazbě t-PA přítomného
ve vzorku byla funkční aktivita t-PA stanovena specific-
kým štěpením plazminogenu v přítomnosti substrátu
plazminu. Množství antigenu bylo stanoveno po promytí
použitím peroxidázově značené monoklonální protilátky. 

Inhibitor aktivátoru plazminogenu 1

Hladiny PAI-1 byly stanoveny ELISA metodou. Sta-
novení je založeno na vazbě na specifickou polyklonální
protilátku navázanou na pevné fázi. 

Vlastní stanovení – vzorek 100 μl 5krát naředěné PPP
byl inkubováno 1 hodinu s polyklonální protilátkou za
fyziologické teploty. Následně po vazbě PAI-1 vázaného
do komplexu s t-PA přítomným ve vzorku byla funkční
aktivita PAI-1 stanovena pomocí peroxidázově značené
monoklonální protilátky. Stanovení je specifické pro
PAI-1 bez interference s PAI-2 (5 U/mL) a PAI-3 (5.5
μg/ml). 

Von Willebrandův faktor

Hladina vWF antigenu byla stanovena enzymovou
imunoanalýzou. Celkem 20 μl bezdestičkové plazmy
bylo inkubováno s polyklonální protilátkou po dobu
5 minut za fyziologické teploty a v průběhu inkubace

95

Gynekol 2-010  16.4.2010  14:20  Str. 95



byla kontinuálně měřena absorbance při 620 nm. Namě-
řené hodnoty byly přepočteny pomocí kalibrační křivky
získané stanovením různých koncentrací purifikovaného
lidského vWF přidaného k vzorku plazmy získaného od
pacientů s těžkou formou vW choroby typu I, kde jsou
hladiny vWF pod 10 %. 

Trombomodulin

Stanovení trombomodulinu jsme prováděli technikou
mikro ELISA, kdy jsme na jamky potažené monoklonál-
ní protilátkou proti trombomodulinu napipetovali vzorek
obsahující trombomodulin. Dojde k navázání molekul
trombomodulinu na zakotvenou protilátku. Následně se
přidá protilátka proti jinému vazebnému místu trombo-
modulinu značená peroxidázou. V konečné fázi se množ-
ství navázaného trombomodulinu stanovuje přidáním o-
fenylendiaminu, který je v přítomnosti peroxidu
rozkládán peroxidázou za vzniku žlutého zbarvení.

Endotelový receptor proteinu C 

Stanovení EPCR jsme prováděli technikou mikro
ELISA, kdy jsme na jamky potažené monoklonální pro-
tilátkou proti EPCR napipetovali vzorek obsahující
EPCR. Dojde k navázání molekul EPCR na zakotvenou
protilátku. Následně se přidá protilátka proti jinému
vazebnému místu EPCR značená peroxidázou.
V konečné fázi se množství navázaného EPCR stanovu-
je přidáním o-fenylendiaminu, který je v přítomnosti
peroxidu rozkládán peroxidázou za vzniku žlutého
zbarvení.

Endotelové mikropartikule

EMP byly kvantifikovány ve vzorcích podle práce
Combese. Vzorky 40 μl plné krve byly inkubovány po
dobu 30 min za laboratorní teploty s 10 μl PE-konjugo-
vané CD144. Vzorky byly následně ředěny s 1,0 ml PBS
pufru a známým množstvím fluorescenčních latexových
kuliček (Flowcount, Beckman Coulter Immunotech),
které sloužily jako standard pro počet mikropartikulí při
analýze průtokovou cytometrií. EMP byly měřeny na
průtokovém cytometru Coulter Epics XL (Beckman
Coulter, Switzerland, Nyon). Použití 0,8 μm latexových
kuliček nám umožnilo MP definovat jako částice do
1 μm pozitivně značené PE-konjugovanou protilátkou
CD144. Výsledky byly vyjádřeny jako počet MP v μl
plné krve.

Metaloproteináza 2 a 9

Aktivita MMP-2 a MMP-9 ve vzorcích plazmy byla
stanovena ELISA metodikou s použitím EDANS/ 
/DABCYL FRET peptidu (AnaSpec, USA, CA). Na
základě štěpení FRET peptidu pomocí MMP na separát-
ní fragmenty vznikly samostatné molekuly EDANS, kte-
ré jsou fluorescenčně aktivní. Jejich aktivita byla stano-
vena excitací/emisí = 340 nm/490 nm na fluorimetru
TECAN Genios.

Tkáňový inhibitor metaloproteinázy 2

Aktivita TIMP-2 ve vzorcích plazmy byla stanovena
ELISA metodou (R&D Systems, USA). Metoda využívá
protilátku proti rekombinantnímu lidskému TIMP-2 pro-
teinu. Samotné stanovení využívá vazby TIMP-2 na
monoklonální protilátku imobilizovanou na mikrotitrač-
ní destičce. Dojde k navázání molekul TIMP-2 na zakot-
venou protilátku. Následně se přidá protilátka proti jiné-
mu vazebnému místu TIMP-2 značená peroxidázou.
V konečné fázi se množství navázaného TIMP-2 stano-
vuje přidáním o-fenylendiaminu, který je v přítomnosti
peroxidu rozkládán peroxidázou za vzniku žlutého zbar-
vení. 

Statistické metody
Veškeré kalkulace byly provedeny za pomoci SPSS

software (Statistical Package for the Social Sciences,
SPSS Inc., Chicago, USA). Pro analýzy byly použity
Kruskalův-Wallisův test, Studentův t-test, chi-squared
test nebo Fisherův exact test. 

VÝSLEDKY

V období let 2007–2009 byly analyzovány krevní
vzorky celkem 403 těhotných. Rodičky zařazené do této
skupiny měly negativní osobní a bezvýznamnou rodin-
nou anamnézu, 298 žen, tj. 74 %, byly primipary, 72 žen,
tj. 18 %, byly secundipary, 33 žen, tj. 8,1 %, byly terci-
pary. Průměrný věk těhotných žen byl 27,6 let (±4,5 let).
Průměrná hmotnost rodiček na začátku gravidity byla
62,6 kg (±8,8 kg). Průměrný váhový přírůstek činil
10,03 kg (±4,4 kg), průměrná výška rodiček byla 167 cm
(±5,6 cm). 

Z celkového počtu 403 žen se u 38 (9,4 %) vyvinul
lehčí až středně těžký stupeň preeklampsie, u 8 rodiček
(1,9 %) byl diagnostikován HELLP syndrom s různou
tíží klinické manifestace. Celkem 28 rodiček (7 %) poro-
dilo předčasně před ukončeným 37. týdnem gravidity.
Pět těhotenství (1,2 %) bylo ukončeno z genetické indi-
kace pro vrozenou vadu plodu. Kompletní protokol stu-
die (odběry ve všech třech trimestrech) tedy absolvovalo
358 těhotných. 

Laboratorní výsledky

Kompletní výsledky jsou uvedeny v tabulce 1 a gra-
fech 1–10.

Hladina antigenu vWf stoupala během celého těho-
tenství (v I. trimestru průměrná hladina 152,32 %, ve
II., resp. III. trimestru 173,34, resp. 216,20 %), v našem
souboru jsme prokázali statisticky významný rozdíl
hladin mezi II. a III. trimestrem, rozdíl mezi I. a II. tri-
mestrem byl na hranici statistické významnosti. Sou-
časně stoupala aktivita vWf (v I. trimestru průměrná
hladina 130,20 %, ve II., resp. III. trimestru 150,09,
resp. 181,91 %), v našem souboru jsme prokázali statis-
ticky významný rozdíl hladin mezi II. a III. trimestrem,
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Graf 3. Trombomodulin

Tab.1. Porovnání hladin markerů aktivace endotelu v jednotlivých trimestrech

Marker aktivace
endotelu

I. trimestr 
průměrná hladina

II. trimestr 
průměrná hladina

III. trimestr
průměrná hladina

Srovnání 
I. vs. II. trimestr

Srovnání 
II. vs. III. trimestr

vWf  antigen 152,32 173,34 216,20 0,048 0,000

vWf aktivita 130,20 150,09 181,91 0,074 0,001

trombomodulin 19,05 28,47 39,86 0,000 0,000

ePCR 201,76 274,68 324,07 0,017 0,660

PAI - 1 36,14 50,07 60,12 0,000 0,012

EMP 3838,38 3836,59 3630,59 0,412 1,000

MMP - 2 9043,76 9315,38 8800,27 1,000 0,972

MMP - 9 8371,90 8290,81 7470,50 1,000 0,084

TIMP - 2 1,85 1,97 1,93 0,506 1,000

t-PA 2,48 2,97 3,34 0,85 0,96

Graf 2. Aktivita von Willebrandova faktoruGraf 1. Antigen von Willebrandova faktoru

Graf 4. Tkáňový aktivátor plazminogenu
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rozdíl mezi I. a II. trimestrem nebyl statisticky význam-
ný. Hladina trombomodulinu významně stoupala
během gravidity (v I. trimestru průměrná hladina 19,05
ng/ml, ve II. resp. III. trimestru 28,47 ng/ml, resp.
39,86 ng/ml), v našem souboru jsme prokázali statistic-
ky významný rozdíl hladin mezi I. a II. i II. a III. tri-
mestrem. Hladina solubilní formy EPCR stoupala
během gravidity (v I. trimestru průměrná hladina
201,76 ng/ml, ve II., resp. III. trimestru 274,68, resp.
324,07 ng/ml), v našem souboru jsme prokázali statis-
ticky významný rozdíl hladin mezi I. a II. trimestrem,
rozdíl mezi II. a III. trimestrem nebyl statisticky
významný. Hladina PAI-1 stoupala během celého těho-
tenství (v I. trimestru průměrná hladina 36,14 ng/ml, ve

II., resp. III. trimestru 50,07, resp. 60,12 ng/ml),
v našem souboru jsme prokázali statisticky významný
rozdíl hladin mezi I. a II. i II. a III. trimestrem. Hladina
t- PA se během gravidity významněji neměnila (v I. tri-
mestru průměrná hladina 2,48 ng/ml, ve II., resp. III.
trimestru 2,97, resp. 3,34 ng/ml). Neprokázali jsme sta-
tisticky signifikantní rozdíl v hladinách MMP-2 (v
I. trimestru průměrná hladina 9043,76 RFU (fluores-
cenčních jednotek), ve II., resp. III. trimestru 9315,38
resp. 8800,27 RFU), MMP-9 (v I. trimestru průměrná
hladina 8371,90 RFU, ve II., resp. III. trimestru
8290,81, resp. 7470,50 RFU), TIMP-2 (v I. trimestru
průměrná hladina 92,5 ng/ml, ve II., resp. III. trimestru
98,5 resp. 96,5 ng/ml) ani endotelových mikropartikulí
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Graf 5. Inhibitor aktivátoru plazminogenu Graf 6. Endotelový receptor proteinu

Graf 7. Endotelové mikropartikule Graf 8. Metaloproteináza 2
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(v I. trimestru průměrná hladina 3838,38 částic/μl, ve
II., resp. III. trimestru 3836,59, resp. 3630,59 částic/μl)
v jednotlivých trimestrech.

DISKUSE

Osud těhotenství a stav plodu závisí rozhodující
měrou na správné funkci uteroplacentární jednotky, kte-
rá je ovlivněna hemostázou jak mateřské, tak fetální stra-
ny. Fyziologické těhotenství je spojeno se změnami ve
všech složkách koagulace. Dochází k vzestupu většiny
koagulačních faktorů, klesá koncentrace některých přiro-
zených inhibitorů koagulace a významně je ovlivněna
i aktivita fibrinolýzy. Tyto změny umožňují dostatečnou
funkci fetoplacentární jednotky a správný vývoj plodu.
Vychýlení v jakékoli složce tohoto složitého systému
může způsobit jak krvácení, tak trombotické komplikace
v placentární oblasti.

V těhotenství dochází vlivem hormonálních a hemo-
dynamických změn také k významnému ovlivnění funk-
ce endotelu. Mezi markery aktivace endotelu, k jejichž
významným změnám dochází během gravidity, patří
např. t-PA, PAI-1, vWF, EPCR, metaloproteinázy a jejich
inhibitory, trombomodulin a endotelové mikropartikule
s prokoagulační aktivitou. 

Faktory prokoagulační

V těhotenství stoupají signifikantně hladiny koagulač-
ních faktorů V, VII, VIII, IX, X, XII a vWf. Tyto změny
jsou doprovázeny vzestupem hladiny fibrinogenu, který
stoupá až na dvojnásobek oproti období mimo graviditu.
V souladu s literárními údaji jsme i v našem souboru pro-
kázali signifikantní nárůst aktivity i antigenu vWf [11].

Faktory antikoagulační

Systém přirozených inhibitorů koagulace hraje v udr-
žení gravidity klíčovou roli. Solubilní forma trombomo-
dulinu v plazmě může být využívána jako významný
marker endoteliálního poškození. Hladina TM v průběhu
gravidity stoupá signifikantně v jednotlivých trimest-
rech. Z její hladiny ve 12. týdnu nelze predikovat poten-
ciální ohrožení těhotenství, avšak náhlé zvýšení hladiny
by mohlo indikovat závažnou placentární komplikaci
gravidity [10]. 

Kromě trombomodulinu patří do systému proteinu C
dále protein S, jehož hladina v průběhu gravidity klesá,
C4b vazebný protein a aktivovaný protein C (APC).
Aktivita tohoto systému je zahájena ihned po navázání
trombomodulinu na trombin, tato vazba je zprostředko-
vána endoteliálním receptorem proteinu C, který je rov-
něž významným markerem aktivace endotelu. V souladu
s literárními údaji [9] jsme prokázali vzestup hladiny
EPCR během gravidity. 

Fibrinolýza

Aktivita fibrinolytického systému je v průběhu těho-
tenství redukována, zůstává snížena během porodu, ale
promptně se vrací k normě bezprostředně po porodu
[11]. Hladina tkáňového aktivátoru plazminogenu se
během gravidity v našem souboru neměnila, tento výsle-
dek je v souladu s literárními údaji [12]. Hladiny t-PA
nejsou ovlivněny pouze vzestupem hladiny PAI-1, který
jsme prokázali se statistickou významností i v našem
souboru, ale hlavně zvýšením hladiny PAI-2, pocházejí-
cím z placentární tkáně. Hladina PAI-1 ve III. trimestru
dosahuje několikanásobku výchozí hladiny na začátku
těhotenství a vrací se k normálu bezprostředně po poro-
du [3].
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Graf 9. Metaloproteináza 9 Graf 10. Tkáňový inhibitor metaloproteinázy 2
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Endotelové mikropartikule

Fyziologické těhotenství je charakterizováno zvýše-
ním hladiny jak destičkových, tak endotelových mikro-
partikulí. Jejich role v etiopatogenezi porodnických
komplikací zůstává nejasná [14]. Vanwijk et al. prokáza-
li, že mikropartikule u žen s preeklampsií, avšak nikoli
od zdravých těhotných žen, vyvolávají na izolovaných
myometriálních arteriích poškození endotelu [15].
V našem souboru jsme ve shodě s literaturou prokázali
nárůst endotelových mikropartikulí během těhotenství,
i když bez statistické významnosti.

Systém metaloproteináz

Rovnováha mezi MMP a TIMP hraje důležitou roli při
cévní remodelaci, angiogenezi a děložní a systémové
vazodilataci během těhotenství. Porucha této rovnováhy
souvisí s celou řadou závažných klinických stavů, v těho-
tenství pak zejména s hypertenzí a preeklampsií. V I. tri-
mestru těhotenství byla popsána exprese MMP-2 převáž-
ně v extravilózním trofoblastu, zatímco MMP-9 hlavně
ve vilózním cytotrofoblastu. Aktivita MMP-2 je pozoro-
vána až do termínu porodu, invazivita cytotrofoblastu je
inhibována aktivitou TIMP-2 a protilátkami anti-
-MMP-2. Vzestup v plazmatické hladině metaloprotei-
náz byl také popsán v průběhu fyziologické gravidity a je
dáván do souvislosti s cévními změnami, které probíhají
zejména na začátku gravidity [16]. V naší studii jsme
potvrdili konstantně zvýšenou hladinu MMP-2, MMP-9
i TIMP-2 bez signifikantní změny během celé gravidity. 

ZÁVĚR

Těhotenství vede k fyziologickému vystupňování pro-
koagulačních procesů, které jsou nezbytné pro správný
vývoj fetoplacentární jednotky i jako ochrana před peri-
partálním krvácením. Dochází ke vzestupu koagulačních
faktorů, potlačení aktivity přirozených antikoagulancií,
změnám fibrinolytické aktivity a také aktivaci endotelu
a složitého systému metaloproteináz a jejich inhibitorů.
V naší studii jsme se zaměřili na výzkum změn někte-
rých metapoproteináz a markerů aktivace endotelu.
Potvrdili jsme hypotézu o výrazném vlivu gravidity na
změny hladin těchto markerů. Do budoucna bude nutné
další studium k určení klinického významu těchto změn
a jejich prediktivního potenciálu k určení rizika vývoje
závažných komplikací těhotenství, a tím možnosti jejich
včasné terapie.

Práce je podpořena grantem Ministerstva zdravot-
nictví ČR IGA NR 9282-3/2007 a NS10319-3/2009.
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