Univerzita Karlova v Praze
2. lékarska fakulta

Studijni program: Fyziologie a patofyziologie ¢lovéka

MUDr. Petr Kafka

Mechanismy regulace fetoplacentarniho cévniho fecisté pii hypoxii

Regulatory mechanisms of fetoplacental vasculature in hypoxia

Dizerta¢ni prace

Skolitel: Prof. MUDr. Karel Cvachovec, CSc., MBA

Praha, 2016



Prohlaseni:

Prohlasuji, ze jsem zavérecnou praci zpracoval samostatné a Ze jsem fadné uvedl a citoval
vSechny pouzité prameny a literaturu. Soucasné prohlasuji, Ze prace nebyla vyuzita k ziskani

jiného nebo stejného titulu.

Souhlasim s trvalym ulozenim elektronické verze mé prace v databdzi systému
meziuniverzitniho projektu Theses.cz za uc¢elem soustavné kontroly podobnosti kvalifika¢nich

praci.

V Praze, 15. 5. 2016

MUDr. Petr Kafka



Identifika¢ni zaznam:

KAFKA, Petr. Mechanismy regulace fetoplacentarniho cévniho fecisté pii hypoxii.
[Regulatory mechanisms of fetoplacental vasculature in hypoxia]. Praha, 2016. 72 stran, 2
ptilohy. Dizertatni prace (Ph.D.). Univerzita Karlova v Praze, 2. lékaiska fakulta, Ustav

fyziologie 2. LF UK. Skolitel: Cvachovec, Karel.



OBSAH

Lo UVOD ..ot 5
2. LITERARNI PREHLED .......coeoiiiieieieeiecieseieee st sesae s aenes s s, 9
3. CILE A HYPOTEZY ..ottt 31
4. MATERIAL A METODY ....oooveieeieieieeeeeeeeees s seeseesassaes s sessessss s s 34
B VYSLEDKY ..ottt sseasss s s 42
B. DISKUZE ...ttt neanes 54
T ZAVER ..ottt 61
8. ABSTRAKT ...ttt s st ss st senneanes 62
9. LITERATURA .....ooveetee ettt saen s 64
10. PRILOHY oottt 72



1. UVOD

Placenta a jeji funkce

Placenta je jedine¢ny organ, jehoZz vyvoj a existence je omezena pouze na obdobi
t¢hotenstvi, tj. u Clovéka asi na 280 dni. Funkéné je placenta velmi slozity organ
nepostradatelny pro plod: 1. chové se jako plice pti vyméné kysliku a CO»; 2. pracuje jako
travici systém, zajist'ujici transfer potiebnych zivin pro vyvoj a rist plodu; 3. plni funkci
ledvin a odvadi zplodiny fetalniho metabolismu; a za 4. se chova jako imunitni bariéra, ktera
chréni rostouci plod béhem t¢hotenstvi proti imunologickému ataku matky, ale chrani
i novorozence kratce po porodu. Je selektivni bariérou pro molekuly, viry i bakterie. Kromé
toho je placenta také dulezity endokrinni organ pro vyrobu mnoha hormont a rastovych
faktori, které reguluji pribéh t€hotenstvi, podporuji rist plodu a vyvolavaji porod. Placenta je
schopna produkovat jak bilkovinné hormony (tato faze pfevazuje béhem prvniho trimestru),
tak i steroidni hormony (pfedevsim v pokrocilé fazi t€hotenstvi). Placenta je slozena z fetalni
¢asti (choriova ploténka a klky) obracené do nitra plodového vejce a mateiské ¢asti (bazalni
ploténka - decidua basalis) obracené ke stén¢ délozni. Funkéni jednotkou placenty je choriovy
Klk, ktery obsahuje vrstvy syncytiotrofoblastu, pod nim je nesouvislé vrstva cytotrofoblastu,
uvnitt je klk vyplnén fidkym vazivem s Hofbauerovymi buiikami (primitivni makrofagy) a siti
kapilar.

Lidsk& placenta je tedy hemochorialni - trofoblast klki je vystaven pfimo maternalni
krvi. Fetalni a matefsky ob&h v placenté vytvaii protiproudovy systém:

1. fetoplacentarni cirkulace (Obr. 1.1) - odkyslicena krev proudi z plodu do placenty
umbilikalnimi arteriemi v pupecniku. Na spojeni pupecniku s placentou se tyto arterie déli do
mnozstvi placentarnich arterii, které se voln¢ vétvi v choriové ploténce. Odtud pak pronikaji
doli do kmenovych klka a vétvi se ve stromovitém uspofddani postrannich klk doli do
kapilarni sité terminalnich klka. Okysli¢ena ven6zni krev se tenkosténymi zilkami vraci zpét
do choriové ploténky a déle do umbilikalni Zily, ktera vede krev pupeénikovou $ntrou do

ductus venosus plodu.
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Obr. 1.1 - Schématické znazornéni fetoplacentarniho ob&hu (Poston et al., 1995).

2. uteroplacentérni cirkulace - krev je vedena z obloukovych vétvi déloznich spiralnich
arterii skrz otvory v basalni ploténce a omyva placentarni klky. Krev se vraci dilatovanymi
zilami v decidua basalis.

Lidska placenta ma na konci gravidity tloustku 2-3 cm, primér cca 20 cm a hmotnost
500-600 g. Anatomicky je rozdélena na podjednotky variabilni hmotnosti (5 az vice nez 50 g)
nazvané kotyledony, které mohou byt laboratorné izolované a perfundované soucasné in vitro
z matefské 1 fetalni strany. Kotyledony jsou urcené kone€nymi vétvemi umbilikalni arterie.
Celkova délka tém&F 500 km kapilar piedstavuje plochu pro latkovou vyménu cca 15 m?.

Piedpokladem spravné cinnosti placenty je jeji normalni vaskularni vyvoj, jehoz
selhani je pficinou fetdlni a neonatéIni morbidity a mortality. Poruchy placentace, zhorSena
invaze trofoblastu do spiralnich arterii placentarniho ltizka ¢i selhani dostate¢né remodelace
spirdlnich arterii jsou Casto spole¢né znaky nepfiznivych vysledkt téhotenstvi, véetné
intrauterinni rustové retardace (IUGR) a preeklampsie.

Jak jiz bylo zminéno, jednou z hlavnich funkci placenty je vyména krevnich plynt
a zajisténi dostateCného okysliceni fetdlni krve. V dospélosti disponuje savéi organismus
samoziejmé hlavnim organem specializovanym na okysliCeni krve a odstranovani CO;
— plicemi. Prili§ proto nepitekvapuje, ze plicni a fetoplacentarni cévni fecisté maji fadu
podobnych vlastnosti, jimiz se odliSuji od cévniho zasobeni ostatnich orgént. Pratok krve
plicemi i placentou je podstatné vyssi nez v jinych organech, a to i pfi niz§im tlaku, ktery je
Vv plicnim ob&hu zhruba pét az Sestkrat nizsi nez ve velkém obé&hu (Harris a Heath, 1977;
Peacock et al., 2011). Cévni odpor v obou fecistich je tedy oproti systémové cirkulaci nizky.
To souvisi s tenkosténnou strukturou cév v obou téchto organech (Hislop a Reid, 1978), téméf

Uplnou absenci bazalniho tonu hladkého svalu plicnich cév (Emery et al., 1981) a s absenci



sympatického vazokonstrikéniho tonu (Peacock et al., 2011), tolik charakteristického
pro systémovy ob&h. Vysoky tlak v systémove cirkulaci je nezbytny pro efektivni transport
okyslicené krve i na velké vzdalenosti a proti gravitaci, coz odpada u plicniho ob¢&hu, kde by
naopak vysoky tlak vedl k poskozeni alveolokapilarni membrany (West et al., 1995).

Fetoplacentéarni tecist¢ ma maly hemodynamicky odpor. To je dano jednak odlisnou
morfologickou stavbou a jednak nizkym bazalnim tonem placentarnich arterii. Ackoli
placentarni arterialni krevni tlak nikdy nebyl pfimo zméifen, na zakladé dopplerovského
ultrazvukového méieni krevniho pritoku pupecnikem byl odvozen tlak v rozmezi od 65
mmHg pii pupe¢nikovem konci do 25 mmHg pti placentarnim konci (Kleiner-Assaf et al.,
1999). Z téchto informaci vyplyva, ze cévy choriové ploténky jsou vystaveny tlakim okolo
20 mmHg.

Anatomicky se fetoplacentarni ob¢h sklada z pupe¢nikovych arterii a zily, arterii a zil
na povrchu choriové ploténky, cév kmenovych klkli a cév termindlnich ¢asti klkd. Rizné
studie pétraly po nalezeni anatomického mista ve fetoplacentarni cirkulaci, které je
zodpovédné za zvySeni cévniho odporu a které je v ostatnich cévnich feciStich obecné
oznafovano jako ,rezistentni arterie“, tedy malé arterie (s vnitinim obvodem < 300 pm)
a arterioly. V placenté se jim nejvice podobaji malé arterie na povrchu choriové ploténky
(Mulvany a Aalkjaer, 1990), ale neni jasné, zda tyto cévy jsou mistem odporu celého cévniho
fecisté nebo zda se toto misto vyskytuje jesté po proudu v cévach kmenovych klka.

Funk¢ni odlisnost arterii fetoplacentarnich cév od ostatnich systémovych cév tkvi
V jejich strukturalni odli$nosti. Experimentalné byly srovnany izolované arterie choriovych
klka ze zdravych placent s arteriemi izolovanych z délohy a omenta t€hotnych Zen (Sweeney
et al., 2006). V placentarnich arteriich nebyla popsana vyraznd lamina elastica interna.
Predpoklada se, Ze to usnadniuje prinik vazoaktivnich latek pfenaSenych krvi pies cévni sténu
k hladkému svalu a ovliviiuje tak kontraktilitu arterie. Vzhledem k absenci vysokych tlaki
Vv placent¢ se ziejm¢e lamina elastica interna nedokazala vyvinout. Fetoplacentarni cévy mély
silnou vrstvu tunica media, narozdil od systémovych cév mély cirkularné¢ orientované,
atypické hladké svalové bunky (s dobfe vyvinutym drsnym endoplazmatickym retikulem
a malo ¢etnymi myofilamenty) oddélené velkym mnoZstvim mezibunééné hmoty.

Vratme se zpét k plicnimu obéhu. Zde je narozdil od cév velkého ob&éhu nervova
regulace mnohem méné vyznamna (Peacock et al., 2011) a je fizena prakticky vyhradné
na lokalni drovni. Vyznamnym faktorem ovliviiujici cévni tonus je hypoxie (Barer, 1979).
VétSina orgdnil reaguje na pokles parcialniho tlaku kysliku vazodilataci, coz jim umoziuje

zajistit si dostateny pratok krve a dodavku kysliku pfi momentalni hyposaturaci. Jiz vice nez
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pted pil stoletim bylo objeveno, Ze v plicnich cévach je tomu zcela opacné — na akutni
hypoxii reaguji vazokonstrikci (von Euler a Liljestrand, 1946). Tento mechanismus odklani
proud krve z oblasti, kde je nedostateéné oxygenovana, do mist, kde bude okysli¢ena 1épe.
Tato hypoxicka plicni vazokonstrikce (HPV) tim minimalizuje zilni pfimés a tedy
I optimalizuje okysliceni arteridlni krve. ZvySeni periferni cévni rezistence predevsim
zpusobuje konstrikce prekapilarnich malych arteriol (Peacock et al., 2011).

Rada reguladnich mechanismi, které funguji v plicich, ma obdobu i v regulaci cév
placentarnich (Barer, 1979). Jak jiz bylo zminéno, mezi fetoplacentarni a postnatalni plicni
cirkulaci existuje fada analogii. Fetoplacentarni cévy nejsou autonomné inervovany, proto
bude vyznamna regulace lokalnimi a/nebo humoralnimi mechanismy (Poston et al., 1995).
Roli budou hrat myogenni mechanismy a mistné produkované vazoaktivni latky (z krve,
endotelu, trofoblastické tkané€). Fetoplacentarni pritok tak podléha vice nepfimym vlivim
vcetné srde¢niho vydeje plodu, viskozity krve a zménam v krevnim tlaku matky. Stejné jako
vV malém ob¢hu, i v placentarnich cévach bude hypoxie vid¢im regulatorem fyziologickych
1 patofyziologickych pochodii. Na tomto misté¢ bych rozdélil ucinky akutni a chronické

hypoxie na placentarni cévy.



2. LITERARNI PREHLED

2.1 Vliv akutni hypoxie na fetoplacentarni cévy

Jiz v roce 1979 byla uveiejnéna prace, podle které by m¢l i v placentarnich cévach
existovat lokalni kompenza¢ni mechanismus regulujici krevni pratok podobny mechanismu
pro lokalni regulaci pratoku krve v plicich pti hypoxii (Rankin a McLaughlin, 1979). Tento
mechanismus by v matefské i fetalni Gasti placenty udrzoval konstantni perfuzné/perfuzni
pomé&r podobné jako mechanismus udrzujici konstantni ventilaéné/perfuzni pomér v plicich.
Jinymi slovy by oblasti placenty s nizkym fetalnim krevnim prutokem mély odpovidajici
nizky matefsky krevni pratok a naopak. Roli medidtoru by mél plnit prostaglandin E2, ktery
je produkovan ve velkém mnozstvi fetalni casti ov¢éi placenty a ktery by mél regulovat utero-
fetalni krevni prutok tak, aby ptsobil opaénym efektem na mateiské a fetalni strané placenty.
Tim by doSlo k normalizaci perfuzné/perfuzniho poméru a pupecnikovéd krev by byla
smérovana do lépe pefundovanych oblasti placenty (Rankin, 1976).

Rankin vychazel z vysledkt nékterych starSich experimentt. V prvnim z nich se autofi
zabyvali distribuci krevniho pritoku mezi matetské a fetalni placentarni cévy u brezich ovci
a psu (Power et al., 1967). Byly pouzity makroagregaty albuminu znaéené radioaktivnim
izotopem jodu. V prvnim piipadé zvifata dychala atmosféricky vzduch a pak jim byla
podvazana vétev umbilikalni arterie, ve druhém byla vystavena hypoxii (10-12% O;). V obou
ptipadech doslo Kk vyrovnani distribuce pritoktt mezi matkou a plodem, ¢imz se zvysila
ucinnost vymény kysliku v placentg.

V jiném star§im experimentu byla redukce pratoku krve délohou u ovci provazena
poklesem fetalniho priutoku placenty (Stock et al., 1980). Byla tak podpofena myslenka
lokalni regulace krevniho prutoku placentou, kde krevni prutok fetalni casti je zavisly
na sousedni matetské.

Howard (1987) navazuje na pfedchozi experimenty a teprve on je prvnim, ktery
popisuje, ze fetoplacentarni cévni rezistence je fizena lokalné a sice reverzibilni hypoxickou
fetoplacentarni vazokonstrikci (HFPV), ktera vznika jako odpovéd na snizenou dodavku
kysliku z mateiské ¢asti placenty. Vysledkem je redistribuce fetoplacentarniho krevniho
prutoku z hypoxickych do normoxickych nebo lépe perfundovanych oblasti placenty. Tento
mechanismus funguje proto, aby maximalizoval efektivitu vymény kysliku, nutrientd

a odpadnich latek mezi matefskou a fetalni krvi. Dojde K preferenéni distribuci pratoku krve
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do teéch oblasti fetalni ¢asti placenty, které maji odpovidajici nejlepsi perfuzi i na matefské
strang.

V experimentu na izolovaném, dvojité perfundovaném kotyledonu lidské placenty
bylo prokazano, ze HFPV je promptni reakci (nastava za 2 az 4 minuty po zahajeni perfuze
perfuzatem syceného smési plyni $94% N, a 6% CO,), reverzibilni do 2 az 4 minut
po ukonceni akutni hypoxie a opakuje se znovu pii opakovani hypoxického podnétu (Howard
et al., 1987). V pokusu byly pouzity placenty z nekomplikovanych te€hotenstvi, jako perfuzat
byl pouzit Earliv solny roztok s dextranem.

V pokusu Hampla et al. (2002) HFPV zacala béhem 5 minut po zahdjeni akutni
hypoxie a dosahla platé tlaku béhem 10 az 20 minut (Obr. 2.1). Byla ze zhruba 80%
reverzibilni béhem prvnich minut reoxygenace. Kvantitativné byla velikost vazokonstrikce
vyjadiena rozdilem fetoplacentarniho tlaku (za konstantniho pritoku) podstatné vétsi (> 20%)
ve srovnani se starSim experimentem Howarda (cca 10%) (Howard et al., 1987).

Pravdépodobné to bylo zptsobené optimalizaci experimentélnich podminek.

T Obr. 2.1 - Hypoxickd fetoplacentarni
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Ramasubramanian et al. (2006) se zabyval ucinkem slozeni hypoxické smési
v perfuzatu (0%, 5%, 12% a 15% koncentrace O, v5% CO, a N;) na zmény tlaku
v umbilikalni arterii. Zjistil, ze velikost HFPV zavisi na stupni hypoxie a je nepifimo imérna
procentudlnimu zastoupeni kysliku v sytici smési plynd.

HFPV byla experimentdlné prokazéna i na perfundované placenté laboratorniho
potkana (Jakoubek et al., 2008) - kvalitativn¢ byla odpovéd’ (métfena jako zména perfuzniho
tlaku za konstantniho pratoku) podobnad jako v izolovaném kotyledonu lidské placenty

(Hampl et al., 2002), kvantitativné byly ale odpovédi u kontrolnich potkant relativné mensi
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(o cca > 6%) ve srovnani s predchozimi pokusy na izolovaném kotyledonu lidské placenty
(Hampl et al., 2002). Lze to vysvétlit tim, Ze u potkana §lo o HFPV celé placenty a nikoliv jen
izolované casti; pro lidskou placentu mohl dale porod piedstavovat trauma s moznymi
naslednymi nezndmymi fyziologickymi zménami.

Na zakladé elektrofyziologickych méteni bylo prokazano, ze (Stejné jako v ptipadé
plic) vazokonstrikce jako reakce na hypoxii probiha v placenté v malych rezistentnich cévéch,
zatimco zcela chybi ve velkych cévach (Hampl et al., 2002). Vysvétlenim by mohlo byt to,
ze parenchym placenty odpovida na hypoxii uvolnénim konstrik¢énich faktorti, které nasledné
zvySuji cévni tonus. HFPV tudiZ nevznikne, pokud se velké cévy izoluji ve vodni lazni tak,
jak tomu bylo v pokusu (Hampl et al., 2002). Byla popsana i dilatace velkych cév v odpovédi
na hypoxii (Figueroa et al., 1993).

V plicich mechanismus HPV spociva v pfevedeni informace o hypoxii od senzoru
az k efektoru, ktery nakonec zajisti vysledny ucinek, tj. vazokonstrikci. Dle soucasného
vyzkumu, blize napf. viz review (Weir a Olschewski, 2006), je senzorem zména
tzv. redoxniho potencidlu, kdy hypoxie posune pomér oxidovanych forem k redukovanym
ve prospéch forem redukovanych (molekuly jako glutathion, GSH/GSSG nebo NADH/NAD),
a/nebo Utlum oxidativni fosforylace. Hypoxickou plicni vazokonstrikci pak zajistuje:
1. inhibice funkce a exprese O, senzitivnich draslikovych kanalli, zejména jejich podskupiny
fizenych napétim, coz vede ke zméné membranového potencialu - depolarizaci bunky
hladkého svalu perifernich plicnich arteriol, 2. otevieni napétové fizenych vapnikovych
kanald typu L (jako vysledek inhibice draslikovych kanali nebo jako primarni dgj),
3. uvolnéni Ca*" ze sarkoplasmatického retikula buiiky hladkého svalu pfes ryanodinovy
(RyR) a inositol-trisfosfatovy (IPs) senzitivni receptor, a za 4. Ca®* senzitizace zahrnujici Rho
Kindzu.

Kratce se zminime o nomenklatufe draslikovych kanala. Je to dalezité pro vysvétleni
mechanismu HFPV. Studie analyzujici jejich strukturu (Hebert et al., 2005) hovofii o existenci
tii velkych tifid. Prvni tfidu tvofi kandly, jejichz podjednotky maji Sest ¢i sedm
transmembranovych segmentii a jeden por. Patfi sem napf. napétim ovladané draslikové
kandly (K,) a draslikové kandly aktivované vépnikem (Kc,, téz star$im nazvem BKc,).
Druhou tfidou jsou kanaly nazyvané ,,inward rectifier channels* (Kj;). Jejich podjednotky maji
dva transmembranové segmenty a jeden por. Tato skupina zahrnuje kanaly citlivé na ATP
(Katp). Posledni a nejrozmanitéjsi tiidou jsou ,,two pore™ kanaly (2-P). Jejich podjednotky

maji dva pory a Ctyfi transmembranové segmenty.
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Nyni se budeme vénovat fidicim mechanismim HFPV.

V praci Hampla et al. (2002) se vychazelo z analogie placentarniho fecisté s plicnim
a piedpokladaly se podobné mechanismy HFPV jako ty, které zodpovidaji za HPV. Byly
vypreparovany fetoplacentarni arterie z fyziologickych téhotenstvi a z cév vyizolovana frakce
proteind, kterd obsahovala proteiny K, kanali. Po pfedchozim elektroforetickém rozdéleni
na polyakrylamidovém gelu byly pomoci specifickych protildtek metodou imunoblottingu
identifikovany jednotlivé typy kanalu. V placenté byly prokazany napét'ové fizené draslikové
kanaly Ky 1.5, K, 2.1 a K¢, 1.1, naopak nebyl prokazan kanal K, 1.2.

V plicnich cévach snizeni parcidlniho tlaku kysliku inhibuje jeden nebo vice
draslikovych kanald, coZ zpisobuje depolarizaci membrany, aktivaci Ca** kanalu
v sarkolemg, influx Ca®" a naslednou vazokonstrikci. Hampl predpokladal, Ze se O, senzitivni
draslikove kanaly podili i na mechanismu HFPV (Hampl et al.,, 2002). lIzolovany
perfundovany kotyledon lidské placenty zakanyloval z matefské i fetalni Casti a pefundoval
Earlovym solnym roztokem pii konstantnim pratoku. Perfuzat byl syceny smési plynt s 40%
O3, 5% CO; a 55% N». Hypoxicka vazokonstrikéni odpoveéd’ byla vyvolana vyménou smési
plynt sytici perfuzat za 95% Nz a 5% CO,. Prokazal, ze hypoxie v placenté inhibuje podobné
jako v plicich jen nékteré cleny velké rodiny napétové fizenych draslikovych kanald.
Specificka farmakologicka inhibice téchto kanalt vedla k poznani, ktery z nich se ucastni
klidového membranového napéti a ktery znich se podili na vzniku HFPV. V pokusu
po ovéfeni viability preparatu podanim angiotensinu Il do fetalniho ob&éhu a po provedeni
20minutového akutné hypoxického podnétu byl do perfuzatu piidan specificky inhibitor K
kanali 4-aminopyridin (4-AP). Doslo ke statisticky signifikantnimu vzestupu perfuzniho tlaku
podobné velikosti jako pfi akutni hypoxii. Hypoxicky podnét aplikovany v pfitomnosti 4-AP
jiz dal$i zvySeni tlaku nevyvolal. Naproti tomu dodatecné podani angiotensinu II ano.
Potlaceni HFPV v ptitomnosti 4-AP tedy nebylo v disledku dosazeni maxima
vazokonstrikce. Selektivni blokator K¢, kanala iberiotoxin nemél vliv na bazalni tlak a pouze
castetné redukoval HFPV. Hypoxickd inhibice K, kanali tedy hraje kli¢ovou roli
v mechanismu HFPV. Dojde pifi ni k depolarizaci buniky hladkého svalu cév. To vede
k otevieni nap&fové Fizenych vapnikovych kanald a k influxu Ca®" iontd. Jejich zvysena
koncentrace v cytoplazmé ptisobi vazokonstrikci. Vapnikem tizené draslikové kanaly (Kc,) se
rovnéz ucastni mechanismu HFPV, jejich podil je vSak podstatné¢ mensi. Méfeni metodou
patch-clamp nepotvrdilo podil Kj kanalu (pouzitim jejich inhibitoru BaCl) ani ATP
senzitivnich draslikovych kanala (Kate) (jejich inhibici glyburidem) na HFPV.
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Takeé v jiném pokusu byla prokédzana pomoci RT-PCR pfitomnost napétové tizenych
draslikovych kanald v lidské placenté - K, 2.1, K, 9.3, BKc,, Kir 6.1 (Katp) @ TASK 1
(Wareing et al., 2006). Malé arterie a vény choriové ploténky byly zkoumany pomoci
myografu za podminek rizného parcialniho tlaku Kysliku s pouzitim selektivnich blokator
zminénych kanald, tj. 4-AP pro K, kandly, iberiotoxinu pro BKc, kanaly, glibenklamidu
pro Katp kanaly, anandamidu pro TASK 1 kanély a agonisty pro Karp kanaly pinacidilu.
K porovnani cévni reaktivity byla podavana vzestupna koncentrace tromboxanového
mimetika U-46619. S podanim 4-AP byl zvySeny bazalni tonus fetoplacentarnich cév,
potencovany zvysujici se koncentraci mimetika. Iberiotoxin nezménil bazalni tonus
ani reaktivitu. Po podani pinacidilu doslo k poklesu cévniho tonu i ke snizeni odpovédi
na mimetikum.

Dal§im z moznych mediatord, ktery se u€astni mechanismu HFPV, by mohl byt oxid
dusnaty (NO). Jde o vyznamny regulator tonu a proliferace komponent cévni stény. Kvili
absenci inervace Ize v placenté ocekavat prominentni ulohu pravé lokalnich pusobkt jako
NO. Oxid dusnaty je tvofen v endotelu pfeménou L-argininu na L-citrulin enzymem NO
synthazou (NOS). Existuje jedna inducibilni forma NO syntazy a dvé formy konstitutivni:
endotelialni a mozkova. Pro regulaci cévniho tonu je dulezitd endotelialni NOS (eNOS).
Tvoti mensi mnozstvi oxidu dusnatého, které je regulovano hlavné intracelularni koncentraci
Ca?*. Inducibilni NO syntdza je nezavisla na kalciu a kalmodulinu. Je exprimovana hlavné
makrofagy ale i jinymi bunikami (napf. chondrocyty, neutrofily, hepatocyty, hladkymi
svalovymi buiikami) po stimulaci zanétlivymi cytokiny nebo lipopolysacharidem cévni stény.
V plicich ptsobi NO vazodilataci aktivaci cytoplazmatické formy guanylatcyklazy
a naslednym zvySenim intracelularni hladiny cGMP. Jeho produkce v plicnim obé&hu stoupa
pii HPV (Hampl et al., 1995) i pii chronické hypoxické plicni hypertenzi. V plicnim ob&hu
podani specifického inhibitoru NO syntdzy N-nitro-L-arginin metylesteru (L-NAME)
potencovalo hypoxickou plicni vazokonstrikci (Isaacson et al., 1994).

NOS je také soucasti endotelu mateiské i fetalni ¢asti placenty (Myatt et al., 1993).
Moznosti zapojeni NO pii HFPV se zabyval ve své préci Byrne et al. (1997). Ovéfoval
hypotézu, ze HFPV je zpusobena snizenou produkci NO. Pouzil preparat izolovaného, dvojité
perfundovaného kotyledonu lidské placenty. Experiment byl proveden ve dvou po sobé
jdoucich obdobich - v kontrolnim a v intervenénim. Placenta byla z matefské i fetalni casti
perfundovana Earlovym solnym roztokem sycenym smési 95% O, a 5% CO,. V obou
obdobich byly délohy po dobu 20 minut vystaveny akutni hypoxii tak, ze perfuzat byl sycem
smési 94% N, a 6% CO,. V kontrolnim obdobi byly vSechny placenty perfundované
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standardnim médiem, v intervenénim obdobi bylo bud’ pokracovano v této perfuzi, nebo
do spoleéného perfuzniho roztoku byl pfidan samotny blokator L-NAME, nebo samotny
nitroglycerin, nebo kombinace L-NAME a nitroglycerin. Po ptidani samotného L-NAME
se vyznamn¢ zvysil fetoplacentarni tlak a dalsi hypoxicka odpoveéd’ byla zcela zablokovéna.
Pfidani samotného nitroglycerinu ani kombinace L-NAME a nitroglycerinu na perfuzni tlak
nem¢lo vliv, ale také jiz nedoslo ke zvySeni tlaku pii akutni hypoxii.

OvSsem mozné zapojeni NO v mechanismu HFPV je sporné. Hampl ve své praci
(Hampl et al., 2002) dospél ke zcela opa¢nému vysledku - zablokovani produkce NO sice také
vedlo k vazokonstrikci pfi normoxii, ale zablokovani HFPV viibec nenastalo. Vysvétluje
to moznou stalou bazalni, “tonickou” produkci NO, jejiz inhibice zvySuje cévni tonus a ktera
neni ovlivnéna béhem akutni hypoxie. Hampl dale poukazuje na mnohem vyssi koncentraci
blokatoru pouzitou ve studii Byrneho (0,3 mM) (Byrne et al., 1997) oproti své studii (50uM)
(Hampl et al., 2002) a na niz$i dosazeny parcialni tlak kysliku ve vytokové kanyle pfi akutni
hypoxii v Byrneho studii, coz by mohlo vést k diskrepanci ve vysledcich navzajem mezi
témito dvéma studiemi.

Jednim  z dalsich moznych faktori ovliviiujici hypoxickou vasokonstrikci
fetoplacentarnich cév by mohla byt signalni drdha Rho kinazy.

Vratme se opét k plicnim cévam a vénujme nejprve pozornost roli vapniku pfi
hypoxické plicni hypertenzi. Kontrakce hladké svalové builky je obecné zprostfedkovéana
zvySenim intracelularni koncentrace Ca’* ([Ca®']). U izolovanych plicnich cév je priibéh
zvySeni tlaku pii akutni hypoxii bifazicky (Leach et al., 1994; Obr. 2.2). Prvni fazi je rychla
vazokonstrikce charakterizovana prudkym vzestupem [Ca*']; imé&mému sniZeni parcialniho
tlaku kysliku. Nasleduje postupné snizeni [Ca®*]; a jeho ustéleni na ur&ité hodnoté plato, ktera
je ale stale vys$i nez normoxicka klidova hodnota (Robertson et al.,, 1995). Pomala
vazokonstrikce béhem této druhé faze je zprostiedkovana zvysenim citlivosti (senzitivity) k
Ca?*. Vprvni fazi dochazi k mobilizaci Ca*" zintracelularnich zasob prostiednictvim
ryanodinovych (RyR) a inositol-trisfosfatovych (IP3) receptorti na sarkoplazmatickém retikulu
(Weigand et al., 2005). Ve druhé, setrvalejsi fazi hypoxické plicni vazokonstrikce dochazi
kinfluxu Ca®* z extracelularniho prostiedi, ktery je aktivovany prostfednictvim nap&tovée
fizenych vapnikovych kanali v bunétné membrané (voltage-operated calcium channels,
VOCC) nebo poklesem zéasob vapniku v sarkoplazmatickém retikulu (store-operated calcium
channels, SOCC). SOCC kanaly piimo pfispivaji nejen ke zvysené [Ca];, ale zajistuji
i opétovné plnéni sarkoplasmatického retikula vapnikem (kapacitivni influx vépenatych
iontl). Tyto kapacitivni kanaly ziejmé nalezi do rodiny TRP (transient receptor potential).
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Nézory o tom, zda je pti HPV hlavni zdroj Ca®* intra &i extracelularni ale dosud nejsou
jednotné (Sylvester et al., 2012).

Existuji dva typy napétové fizenych vapnikovych kanali v bunééné membrané - T
(tranzientni) a L (dlouhodobé, long-lasting). Byla prokazana vyznamna role kanald typu L
pfi HPV. Selektivni antagonisté téchto kanalti (napf. dihydropyridiny) blokuji nabo snizuji

intracelularni koncentraci vapniku pfi hypoxii.

faze 1 faze 2

velikost kontrakce

“Ca?* senzitizace”
(signalni draha Rho kinazy)

[Ca?];

!

hypoxie, ET-1, TXA,, 5-HT, aj.

Obr. 2.2 - Dvé faze hypoxické plicni vazokonstrikce. Ob& se vyznacuji zvySenim intracelularni

koncentrace Ca** ([Ca?'];), ale jsou zprostiedkovany riznymi mechanismy.

Kontrakce hladké svalové buiky muze byt regulovana dvéma zpisoby (Somlyo
a Somlyo, 1994) (Obr. 2.3). Pii zvySené intracelularni koncentraci se vapnik vaze
na kalmodulin, spole¢ny komplex Ca®*-kalmodulin se navaZe na kindzu lehkého Fetézce
myosinu (MLCK). Dojde k aktivaci kinazy a ta katalyzuje fosforylaci serinu 19 regula¢niho
lehkého fetézce myosinu (myosin LC - myosin LC-P). Fosforylace zptsobuje pohyb hlavy
myosinu, kterd& se diky tomu ocita v kontaktu s aktinem, =zaroven stimuluje
adenosintrifosfatdzovou aktivitu. ATP se $tépi za uvolnéni energie, kterd je vyuzita
k vzajemnému posunu aktinovych a myosinovych filament a tim ke kontrakci hladké svalové
bunky.

Zvysena fosforylace serinu 19 nemusi byt pouze disledkem aktivace MLCK, ale také
disledkem snizeného odbouravani fosforylovaného myosinu pii inhibici fosfatazy lehkého
fetézce myosinu (MLCP). Mira fosforylace lehkych fetézci myosinu (a tedy velikost tonu

cevy nebo vazokonstrikce) je dana rovnovahou aktivity téchto dvou enzymu. MLCK
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fosforyluje lehky fetézec myosinu a tim pusobi vazokonstrikci. MLCP odstépuje fosfat
z lehkého fetézce myosinu a tim brani konstrikci a ptisobi vazodilataci.

Zvyseni kontraktility pti dané konstantni hladiné intracelularniho vapniku je nazyvano
vapnikova senzitizace. Senzitivita (citlivost) hladké svalové bunky k vapniku je definovana
jako vztah mezi [Ca*]; a velikosti kontrakce (Obr. 2.2). Kontrakce hladké svaloviny cév je
tedy obecné vyvolana bud’ aktivaci MLCK ¢i vapnikovou senzitizaci (Obr. 2.3). MLCK je
v kone¢ném diisledku aktivovana zvySenim [Ca®]i pii hypoxii. Kontraktilni stav buiiky
hladké svaloviny cévy je tedy dan dynamickou rovnovahou mezi fosforylaci (enzym MLCK -

vede ke kontrakci) a defosforylaci (enzym MLCP - vede k relaxaci) lehkého fetézce myosinu

(myosin LC).
AKTIVACE CaZ* SENZITIVITA
1 Ca?* VRELAXACE RhoAl- GTP
Rho kinaza
B myosm LC I
myosin LC myosm LC myosin LC
L’ kinaza +——| fosfataza |—> fosfataza
(MLCK) \ (MLCP) ‘ (inhibovana)
myosm LC-P
KONTRAKCE

Obr. 2.3 - Ca* aktivace kalmodulinem (CaM) a Ca”* senzitizace. Kontraktilni stav bunék hladké
svaloviny cév je dan dynamickou rovnovahou mezi fosforylaci a defosforylaci lehkého regula¢niho
fetézce myosinu (myosin LC). Tuto rovnovahu zajistuji kinaza lehkého fetézce myosinu (MLCK) a

fosfataza lehkého fetézce myosinu (MLCP).

Rho kinaza (ROCK) je klicovym enzymem vapnikové senzitizace (Uehata et al.,
1997). Jde o serin/threonin kindzu, ktera je aktivovana malou monomerni GTPazou RhoA.
Inhibuje aktivitu enzymu MLCP (Fukata et al., 2001), ktery MLC defosforyluje. MLCP neni
zavisla na [Ca®"]i.

Rho kindzy maji vorganismu mnoho funkci a mohou pfispivat k riznym
fyziologickym a patologickych stavim v bunkach (napf. hypertenze, vazospazmy

cerebralnich i koronarnich cév, astma bronchiale nebo endotelialni dysfunkce). Hraji klicovou
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roli ve stavech pretrvavajici kontrakce hladkych svalovych bunék, vazokonstrikci nebo
pfi tvorbé strukturalnich komponent bunék. Existuji dvé isoformy téchto enzymi: ROCK T (13)
all (a).

Rada studii potvrdila vyznamnou roli Rho kindzy pii hypoxii v plicnim fedisti.
Pti akutni HPV inhibice Rho kindzové signdlni drahy zruSila inhibici MLCP, coz vedlo
k defosforylaci lehkych fetézct myosinu a tudiz k relaxaci hladké svaloviny (Wang et al.,
2001). Bylo také prokazano signifikantni oslabeni HPV v izolovanych perfundovanych
mysSich plicich po podani specifického inhibitoru Rho kinazy (Y-27632) (Fagan et al., 2004).

Nyni se zamé&fme bliZe na podil Ca** v mechanismu HFPV. Jakoubek et al. (2006) se
zabyval objasnénim podilu extracelularniho Ca®*. Vychézel z hypotézy depolarizace bundéné
membrany hladkého svalu snizenim aktivity draslikovych kanalll a nasledné aktivaci napétim
fizenych vapnikovych kanalii typu L a priniku Ca?* do buiiky. Potvrdil tuto hypotézu -
podanim selektivniho inhibitoru téchto kanald nifedipinu zcela zablokoval HFPV. Naproti
tomu v kontrolni skupiné velikost HFPV ovlivnéna nebyla. Jiz v ptedchozich pracich byla
prokazana pfitomnost L typu napétové fFizenych vapnikovych kanalt (rodiny Cayl)
vV bunécné membrané lidskych fetoplacentarnich cév (Hampl et al., 2002). Pokus provadél
na izolovaném, dvojit¢ perfundovaném kotyledonu lidské placenty. Autofi pfipustili,
ze vzhledem k pfitomnosti mnoha molekul vazicich Ca v cytoplazmé by se extracelularni
Ca?* vstupujici skrze kanaly nemusely dostat aZ ke kontraktilnimu aparétu, ktery je relativné
zna¢né vzdalen od plasmatické membrany, v dostatecném mnozstvi. Dostatek vapniku
na uskuteénéni kontrakce by tak mohlo zajistit jeho sekundarni uvolnéni
ze sarkoplasmatického retikula vyvolané vtokem vapniku pies kanaly L typu v bunécné
membrané. Vychazi se zanalogie plicnich cév, kde byla prokazana pomocna role
sarkoplasmatického retikula na hypoxické kontrakci buiniky hladkého svalu, V literatufe
ale panuje nejednotnost, zda je pii HPV hlavni zdroj vapenatych ionti intra ¢i extraceluldrni
(Sylvester et al., 2012). Deplece zasob vapniku v sarkoplasmatickém retikulu vede aktivaci
TRP kanald kinfluxu Ca®* a op&tovnému plnéni sarkoplasmatického retikula vapnikem
(tzv. kapacitivni influx vapenatych ionttr). Tyto kanaly jsou pfitomné v placentarnich cévéch,
ale nejsou citlivé na nifedipin a vysledky pokusu tak nepodporovaly vyznamnou roli TRP
kanalt a kapacitivniho influxu v mechanismu HFPV. Krom¢ svého hlavniho G¢inku by mohl
blokator vapnikovych kanald ve vys§ich davkach uvoliiovat Ca** ze sarkoplasmatického
retikula, avSak vzhledem k Uplnému zablokovani HFPV v tomto pokusu ve zcela minimalni

mife, i diky pouzité velmi malé koncentraci nifedipinu (1nM).
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DalSim zmoznych faktord, které se mohou ucastnit reakce placentarnich cév
na hypoxii, jsou metabolity kyseliny arachidonové - prostaglandiny, prostacykliny,
thromboxany a leukotrieny. Maji celou fadu funkci, zajist'uji bunéfnou signalizaci, také
ovliviiuji kontrakci a relaxaci hladké svaloviny. Hampl se zabyval hypotézou, zda inhibice
cyklooxygendzy a tim i produkce vazodilata¢nich prostaglandinli nemtize ovliviiovat
v placenté odpoveéd’ na hypoxii (Hampl et al., 2002). Podani blokatoru (meklofenamatu) ale
nem¢lo vliv ani na bazalni fetoplacentarni perfuzni tlak ani na velikost HFPV. Tento vysledek
je konzistentni s vysledkem jiného pokusu, ve kterém zablokovani enzymu cyklooxygenazy
nem¢lo vliv na fetalni perfuzni tlak a ani nezesilovalo ucinek analoga thromboxanu U-46619
v perfundované casti lidské placenty (King et al., 1995). Ani v jiném pokusu podani
prostacyklinu u ovce in vivo nezpusobilo vyznamnou zménu fetoplacentarniho cévniho
odporu (Parisi a Walsh, 1989).

Jednim z poslednich moznych humoralnich regulacnich C¢initeld v placenté bude
systém renin-angiotensin (RAS). Fetoplacentarni jednotka ma vlastni RAS se v8emi svymi
soucastmi. Podani bolusu angiotensinu II do fetalniho ob&hu vyvolalo prudkou, reverzibilni
vazokonstrikci v izolovaném preparatu dvojité perfundované placenty laboratorniho potkana
(Jakoubek et al., 2008).
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2.2 Vliv chronické hypoxie na fetoplacentarni cévy

Casny vyvoj lidské placenty (do 8. - 10. tydne téhotenstvi) probiha v hypoxickych
podminkéach (parcialni tlak kysliku pO, je 15-20 mmHg nebo ~2% O,), kdy obstrukci
uteroplacentarnich cév je oddé€len intervildzni prostor od délohy. Toto hypoxické prostredi je
kritické pro ¢asny embryonalni vyvoj. V 8. - 10. tydnu gestace nésleduje endovaskularni
invaze. Je znamo, Ze pO; tento proces reguluje. S invazi se zvySuje pO, Vv intervil6znim
prostoru na 55-60 mmHg (~8% O,). Na konci 3. trimestru klesd pO, na 40 mmHg jako
nasledek zvysujicich se naroku placenty a plodu (Soleymanlou et al., 2005).

Hypoxie placenty mize byt zptsobena chronickymi cévnimi onemocnénimi matky
(pti hypertenzi, diabetu, renalnich onemocnénich), hypoxémii matky (zejména perzistujici
maternalni hypoxémie ve vysoké nadmoiské vySce, t€zka plicni ¢i kardialni onemocnéni,
anémie), poruchami placentace (piedev$im abnormalni trofoblasticka invaze, kalcifikace nebo
infarzace) nebo poruchami prokrveni placenty (Brodsky a Christou, 2004). Tato chronicka
hypoxie je povazovana za klicovy faktor vzniku preeklampsie u matky a véaznych
novorozeneckych poruch, zejména intrauterinni rustové retardace (IUGR) (Brodsky
a Christou, 2004; Kingdom a Kaufmann, 1997). IUGR plod ma prenatalni vahovy deficit.
Jeho vahovy odhad (EFW - estimated fetal weight) se vyskytuje pod 10. percentilem
pro dany gestacni v€k a obvod bticha (AC — abdominal circumference) je pod percentilem 2,5
(Peleg et al., 1998).

Vliv chronické hypoxie na placentarni cévy je prozkoumadn v mnohem mensi mife
nez vliv akutni hypoxie. Lze ocekavat, Ze intrauterinni hypoxie povede K naristu
fetoplacentarnino cévniho odporu (podobné jako hypoxicka vazokonstrikce v plicich)
a nasledné¢ k placentarni hypoperfuzi a tedy zhorSeni vyzivy plodu a zbrzdéni jeho rustu.
Dopplerovskym méfenim pratoku v umbilikélni arterii u matek plodi s ITUGR se ve Ill.
trimestru téhotenstvi zjistila zvySena fetoplacentarni rezistence Vv porovnani s plody
u normélniho téhotenstvi (Arbeille, 1997). Hodnoty pulsatilniho indexu PI se zvysily.
Enddiastolicky tlak klesl na nulu a v kone¢nych stadiich se registroval dokonce zpétny tok
v umbilikalni arterii.

V rozvinutych zemich je incidence IUGR 5-7 % =ze vSech narozenych déti,
v rozvojovych zemich az 30%, piedstavuje tedy, zvlasté v kombinaci s nedonosenosti, velky
problém soucasné neonatalni péce (Brodsky a Christou, 2004). Je spojena s vyznamnym

zvySenim perinatalni morbidity (vy$S$i vyskyt bronchopulmonalni dysplazie, respiratory
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distress  syndromu, hypoglykémie, trombocytopenie, nekrotizujici  enterokolitidy,
hyperbilirubinémie a retinopatie) i mortality (Aucott et al., 2004). Neptiznivé dusledky TUGR
ale nezlstavaji omezeny pouze na détsky vék, ale i v dospélosti vedou k vyssimu riziku
diabetu, hypertenze, infarktu, hypercholesterolémie a obezity (Barker et al., 2002). Tato
Barkerova hypotéza fetalniho pivodu nemoci piedpokladala zménu v programovani
metabolickych a endokrinnich procest souvisejici se zpomalenim rtstu plodu (Barker et al.,
2002). Dale bylo zjisténo, Ze piitomnost prenatalni hypoxie ovliviiuje vyvoj plicnich cév
a cévni reaktivitu v dospélosti (Hampl et al., 2000). Je proto piekvapujici, ze vliv chronické
hypoxie byl dosud minimalné studovan. Jeji mechanismus plsobeni a moznosti kauzalni
intervence nejsou zcela jasné.

Dosud v literatute chybél vhodny experimentalni model, ktery by potvrdil spojeni
mezi hypoxii matky na strané jedné a fetoplacentarni vazokonstrikci a podvyzivou plodu na
strané druhé. Jakoubkova studie se vibec poprvé v literatuie zabyvala vlivem chronické
hypoxie na fetoplacentarni cévy (Jakoubek et al., 2008). Pokus byl proveden na izolované,
dvojit¢ perfundované placenté laboratorniho potkana, pfi¢emz pokusna skupina stravila
poslednich 7 dni btezosti (z celkovych 21 dni) v hypoxické izobarické komoie s 10% O,.
Jako perfuzat byl pouzit Krebstv roztok, probublavany normoxickou smési plynu s 21% O,
5% CO, a 74% N,. Po pocateéni stabilizaci preparatu bylo provedeno meéteni zavislosti
pratoku na tlaku, kdy pii zakladnim pritoku 1 ml/min byla na fetalni strané nejprve
na nékolik desitek sekund zcela zastavena perfuze, a pak byl postupné pritok zvySovan
stupiiovit¢ po 0,2 ml/min az na 1,8 ml/min, kdy kazdy krok trval cca 2 min. Pak byl
do perfuzatu pridan silny vazodilatator nitroprusid sodny (SNP) a podruhé byl zmétena
zavislost tlaku na pritoku.

Ve druhém pokusu byl preparat stabilizovan a poté pii bazalnim pritoku 1 ml/min
byly intervalech aplikovany 3 davky angiotensinu Il za sebou. Pak byl proveden prvni
hypoxicky stimulus zménou smési plynt probublavajici perfuzat na 95% N, + 5% CO,. Poté
byla vracena smés plynil zpet na normoxickou a poté byl proveden druhy hypoxicky stimulus.
Bylo zjisténo signifikantni zvySeni fetoplacentarniho tlaku u chronicky hypoxické skupiny
ve srovnani s kontrolni normoxickou a to jak pii bazalni perfuzi, tak pfi zvySujicim se pratoku
(Obr. 2.4A). Toto zvySeni cévni rezistence pii chronické hypoxii bylo alespon zcasti
rezistentni jak vuci akutni reoxygenaci, tak béhem normoxické perfuze i k podanému
vazodilatacnimu SNP — bylo tak vylouceno, ze by se na zvySeném perfuznim tlaku
u hypoxické skupiny podilel zvySeny cévni tonus. P¥idani SNP do perfuzatu totiz nezménilo

v kontrolni ani experimentalni skupiné€ cévni odpor (Obr. 2.4B, C). Dale bylo zjisténo zvyseni
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vasokonstrikéni reaktivity placentarnich cév v chronické hypoxii a to jak v reakci
na angiotensin 11, tak v odpovédi na akutni hypoxicky podnét.

A —{— Normoxia B —&—  Normoxia-control C —&— Hypoxia-control
120 120 120
= —@— Hypoxia —_ --%---  Normoxia-SNP = --¥¢--- Hypoxia-SNP.
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Obr. 2.4 - Vztah tlak - prutok méfeny na fetalni strané placenty (Jakoubek et al., 2008). Kiivka
u skupiny s chronickou hypoxii se vyznamné li§i od kontrolni skupiny (A). SNP nemél vliv na kiivku

u normoxické skupiny (B), ani u hypoxické skupiny (C). p < 0.05, ANOVA pro opakovana méfeni.

V systémové cirkulaci vede chronickd hypoxie k tvorbé novych kapilar a tedy spise
k poklesu periferniho odporu. V plicich zpisobuje chronickd hypoxie plicni arterialni
hypertenzi, ktera je charakteristickd trvalou strukturalni remodelaci stény cév a kde zvySeni
tlaku pretrvava i béhem akutni reoxygenace (Reeves a Herget, 1984). Na vzniku hypoxické
plicni hypertenze se podili dva za&kladni mechanismy - vazokonstrikce a morfologicka
prestavba cévni stény. Vazokonstrikce ma na zvySeni cévni rezistence podil v inicialni fazi
vystaveni hypoxii, postupem Casu je vyznamnéjsi fixni, remodelacni slozka. Méni se stavba
cévni stény, zveétSuje se mnozstvi hladkého svalu ve sténé prealveolarnich plicnich arterii
a venul (Reid, 1986), hladky sval v medii hypertrofuje a proliferuje smérem k mensim
plicnim arteriim, pfi t€z8ich formach plicni hypertenze hladky sval proliferuje az do intimy.
Je zvysen metabolicky obrat bilkovin pojivové tkan¢ a dochazi k fibroze prevazné adventicie
a také medie (Bishop et al., 1990). Hemodynamickym nasledkem morfologické piestavby
je zuzeni lumen a snizeni poddajnosti perifernich plicnich cév.

Zatimco v plicnim cévnim feCiSti nastavaji chronickym plisobenim hypoxie
morfologické zmény stény cév se zvySenim arterialniho tlaku a vznikem hypoxické plicni
hypertenze, puasobeni chronické hypoxie na fetoplacentarni cévy bylo popsano jako
uteroplacentarni ischemie s trvalym sniZzenim nebo zastavenim fetalniho krevniho prutoku

do chronicky hypoxickych oblasti se zvySenim fetoplacentarni cévni rezistence (Howard,
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1987). Vzhledem ke kolateralnimu pratoku krve v placenté zde zvySena fetoplacentarni
rezistence vyusti v redukci pratoku krve spiSe neZz k hypertenzi (jak je tomu pii sériovém
prutoku v plicich). Bude pravdépodobné, ze u fetoplacentarnich tepen muze dojit
k remodelaci stén podobné¢, jako k tomu dochazi u plicnich tepen v ptipadé hypoxické plicni
hypertenze.

Teprve nedavny vyzkum (Hvizdosova - Kles¢ova et al.,, 2013) potvrdil trvalé
strukturalni zmény cévni stény chronicky hypoxickych placent - signifikantni zzeni vnitinich
prumérid intraplacentarnich (prelabyrintnich) arterii (IPA) i arterii choriove ploténky (CPA)
u obou pohlavi a nepravidelné zesilené sektory arterialnich stén IPA pouze u samci
odpovidajici ztlusténi tunica adventitia. V pokusu byli pouziti biezi potkani, ktefi stravili
celkem 14 dni (6. - 19. den biezosti) v hypoxii (10% O;) v hypoxické izobarické komoie.
Po vyjmuti z komory byla zvifata usmrcena a placenty vypreparovany. Rezy placenty byly
fixovany formalinem a histochemicky zpracovany. Morfometricky byly zhodnoceny pocty
CPA i IPA. Byla posouzena také tloust’ka jejich stény a vnitini prasvit. Po¢et CPA na jednom
fezu byl u hypoxickych placent signifikantné nizsi jak u samcich, tak samiéich placent.
V poctu IPA na jednom fezu se hypoxické a normoxické placenty neliSily. Vnitini primeéry
u CPA i u IPA byly u hypoxickych placent vyznamné mensi u obou pohlavi. Svételnou
a emisni elektronovou mikroskopii byla zkoumana tunica media a adventitia. Nepravidelna
ztlusténi a ztenceni arterialnich stén tvofila nahromadéni vlaknité (kolagenni a retikularni)
i amorfni slozky mezibunééné hmoty. Morfologicky obraz se podobal znakim
pii fibromuskularni dysplazii cévni stény, zejména fibroplazii adventicie. V placentarnim
labyrintu nebyla ve sténé cév nalezena téméf Zadna hladka svalova vlakna, lze ale spiSe
uvazovat o vyznamu pericytl (jako kontraktilnich element), které byly u arteriol Cetné
ptitomny. Uvedeny morfologicky nalez je v souladu s fyziologickym méfenim (Jakoubek
et al., 2008) a alespon ¢astecné by vysvétloval pozorované zvyseni fetoplacentarniho cévniho
odporu pfi chronické hypoxii.

V lidskych hypoxickych placentach, pochazejicich s vysoké nadmotiské vysky, byla
popsédna nizS§i Cetnost bunéfnych elementli (pericyty nebo hladké svalové bunky)
v dilatovanych fetoplacentarnich kapilarach (Zhang et al., 2002). Reakce arterii a kapilar
na hypoxii se tedy zda byt odlisna.

Placenty rustové retardovanych plodu vykazuji pod elektronovym mikroskopem
morfologické zmény - ztlusténi cévni stény tercialnich kmenovych klki, zuzeni prusvitu, kIky
jsou §tihlé, méné vétvené a se zvySenymi depozity kolegenu a lamininu ve stromatu. Tyto

zmény by mohly pfispivat ke zvyseni cévniho odporu.
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Presné anatomické umisténi mista zodpovédného za regulaci fetoplacentéarni perfuze
neni stale jasné. Je mozné, ze lezi mezi klky kmenovymi a terminalnimi (Poston et al., 1995),
piicemz signifikantné vétsi mnozstvi hladkych svalovych bunék, identifikovanych nikoli
svételnou, ale transmisni elektronovou mikroskopii, obsahuji pouze stény cév v kmenovych
kicich a jejich bezprosttednim vé&tveni, coz u laboratorniho potkana odpovida
intraplacentarnim arteriim. Mnozstvi hladkych svalovych bunék bylo také popsano ve sténach
lidskych arterii choriové ploténky, mély dobfe vyvinuté endoplazmatické retikukulum, haie
vyvinuta myofilamenta, chybéla lamina elastica interna (Sweeney et al., 2006).

Matka a plod tvofi rovnocennou soucast fetoplacentarni jednotky, a proto je nutné
pro uplnost tohoto pichledu se zde je$té zminit o aspektech placentace a poruchéach
uteroplacentarniho fecisté. Toto téma je v literatufe dobie popsano a jiz bylo zminéno
v Uvodu. Pti fyziologickém téhotenstvi trofoblasticka invaze do deciduy zpusobuje, Ze pramér
spiralnich arterii vypliiuje intervilozni prostor a tyto artérie ztraci hladkou svalovinu, elastické
laminy a kontraktilitu. Jde o tzv. konverzi ¢i remodelaci spirdlnich arterii. Je klicem
k Gspésnému tehotenstvi. Probihd ve dvou vlnach. Zacina v 8. tydnu gravidity a kompletni je
ptiblizn¢ v 18. tydnu. Patologicka remodelace, tzn. mélka invaze fetalnimi trofoblasty
v matefskych spiralnich artériich, zpusobi ptetrvavani hladké svaloviny a schopnosti
kontraktility, tedy selh&ni konverze, coz vede k redukci uteroplacentarni perfuze a vzniku
placentarni hypoxie (Kingdom a Kaufmann, 1997). SniZena perfuze byla spojena se zvySenim
zanétlivych procest, oxida¢niho stresu a infarktii placenty. Nedostatek konverze je povazovan
za jeden z divodu nedostate¢né vyzivy a oxygenace plodu a s tim spojenych komplikaci jako
je preeklampsie a IUGR. V disledcich dominuje vV poSkozeni reologie placentarnich cév vice
nez chronickd hypoxie (Burton et al., 2009). Matetské cévni onemocnéni, zminénd na zacatku
kapitoly, rovnéZz snizuji uteroplacentarni perfuzi a mohou byt pifi¢inou IUGR.

V ptipad¢ preeklampsie nelze jednoznacné urcit, zda se jedna o disledek nebo piic¢inu
placentarni hypoxie (nebo oboji). Experimentalné¢ byla srovndna globalni exprese gent
v placentach matek, které prozily téhotenstvi a porodily ve vysoké nadmoiské vysce,
s tkanovymi kulturami placent kultivovanych za hypoxickych (3% O,) i normoxickych (21%
O,) podminek (Soleymanlou et al., 2005). Déale byly srovnany placenty pacientek postizenych
preeklampsii s obéma zminémymi typy tkanovych kultur. Vysledky ukazaly podobnost
globalni genové exprese mezi obéma modely placentarni hypoxie (in vivo a in vitro)
s preeklamptickymi placentami.

O putsobeni chronické hypoxie na uteroplacentdrni cévy mame pomérné dostatek

cey

informaci. Placenty matek Zijicich ve vysoké nadmoiské vySce piedstavuji experimentalni
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model placentarni hypoxie. Morfologicky maji placenty matek pochézejicich z vysokych
nadmoiskych vySek také snizeny pocet remodelovanych cév stejné jako placenty plodi
s IUGR (Tissot van Patot et al., 2003). Déle maji tyto placenty zvySenou vaskularizaci klka
a vetsi pramér kapilar v Klcich, coz pravdépodobné slouzi jako kompenzatorni mechanismus
pfi hypoxii. Tyto zmény by podle ofekdvani mély spiSe snizit nez zvysit odpor na Grovni
kapilar. Tyto zmény ale nemusi odrdzet zmény v odporové ¢asti feciste. Globalni zvyseni
odporu prokazané Jakoubkem (Jakoubek et al., 2008) by mohlo byt na Urovni rezistentnich
arteriol. Jejich zmény pfi chronické hypoxii bohuzel nejsou zndmy. Pii chronické plicni
hypertenzi je pramér lumen odporovych arteriol snizeny navzdory vyssi kapilarité (Farber
a Loscalzo, 2004).

Roli v regulaci placentace hraje roli mimojiné také rodina transkrip¢nich faktort HIF
(hypoxia-inducible factor) (Zamudio et al., 2007b). Jde o molekularni senzor v trofoblastu,
ktery registruje zmény parcialniho tlaku kysliku. Skrze svou transkrip¢ni aktivitu fidi zasadni
procesy placentace - erytropoezu a angiogenezu. Sklada se z heterodimeri slozenych z jedné
nebo tiech o podjednotek (HIF-1a, HIF-20 a HIF-3a) a BB podjednotky oznacované jako aryl
hydrocarbon nuclear translocator (ARNT). Aby se stal komplex funk¢éni, musi se obé
podjednotky spojit. Degradace HIF-1a proteinu je inhibovana pti hypoxii, protein se hromadi
se v jadfe, kde je navazan na ARNT. Pfi normoxii je HIF-1la protein naopak rychle rozlozen
a/nebo inaktivovan. U preeklampsie 1 v placentach pochdzejicich z vysoké nadmoiské vysky,
tedy pfi stavech placentarni hypoxie, byla prokazana dysregulace HIF regulovanych proteind.
Byla prokazana zvySena exprese HIF-la v placentach pochézejicich z nadmotské vysky >
2700 m n.m. (Zamudio et al., 2007b). Na zvySeném oxida¢nim stresu se z rodiny HIF
proteini podili HIF-2a.

Dulezité misto v utero a fetoplacentarni cirkulaci a ve vyvoji plodu mé peptid
endothelin (Paradis a Zhang, 2013). Endothelin-1 (ET-1) je nejsilnéj$i soucasné znamou
vazokonstrikéni latkou, hraje roli v placenté v odpovédi na hypoxii a podili se na uzavieni
ductus arteriousus po narozeni. Nadmérna exprese ET-1 byla pozorovana u preeklampsie
v t€hotenstvi a pfi [IUGR u plodil i matek.

Ridici mechanismy vlivu chronické hypoxie na fetoplacentérni fegi§té nejsou znamy.
Zvyseni cévni rezistence fetoplacentarniho obéhu vlivem chronické hypoxie nelze vysvétlit
jednoduchou hypoxickou vasokonstrikei, nebot’ do ur€ité miry pfetrvava 1 po obnoveni
normalniho tlaku okolniho prostfedi (Jakoubek et al., 2008). Pravdépodobnd je ucast
podobnych faktort, které hraji roli i pti chronické hypoxické plicni hypertenzi. Zahrnuji

radikalové poSkozeni stén Cév reaktivnimi slouceninami kysliku a dusiku s naslednou
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akumulaci extracelularni matrix, zprostfedkovanou ¢asteéné zirnymi buitkami, Rho kindzou
zprostfedkovanou vapnikovou senzitizaci, NO, zvySeni mnozstvi zirnych bunék, zvyseni
aktivity chymazy a marker zanétu, produkci reninu Zirnymi bufikami s naslednou aktivaci
renin-angiotensinového systému, depolarizaci membrany buniky pii poklesu aktivity
nékterych draslikovych kandlii anebo zmény v serotoninové signalizaci (Jakoubek et al.,
2008).

Nyni se budeme vénovat blize jednotlivym patofyziologickym mechanismim
pusobeni chronické hypoxie na fetoplacentarni cévy.

NO je nestabilni radikal a velmi u¢inny vazodilatator, ktery hraje vyznamnou roli
v regulaci tonu systémového feisté. Pfi expozici chronické hypoxii v inicialni fazi chronickée
plicni hypertenze roste syntéza NO v plicich pti zvySeni inducibilni NO syntazy,
ve vydechovaném vzduchu laboratornich potkanii byl naméfen vyznamny vzestup
koncentrace NO béhem prvniho tydne expozice chronické hypoxii (Hampl et al., 2006). NO
zde mize mit dva protikladné GCinky - vazodilatacni a antiproliferativni ucinky mohou
omezovat rozsah elevace plicni cévni rezistence a/nebo mize piispivat k oxida¢nimu
poskozeni stén plicnich cév, coz mize zahajit jejich morfologickou remodelaci (Hampl et al.,
2006). Ve fetoplacentarnich cévach se predpoklada, ze za fyziologickych podminek udrzuje
bazalni produkce zavisla na aktivité endotelialni NO syntazy nizky cévni tonus. Pti hypoxii
byla prokazana snizena produkce endotelialni NO syntazy (Bibova et al., 2005), coz by mohlo
pfispivat ke zvySeni cévniho odporu a sniZeni pritoku placentou pii chronické hypoxii.
Potkan byl v této studii vystaven hypoxii (10% O;) v hypoxické izobarické komoie
poslednich 10 dna bfezosti. Exprese eNOS byla imunodetekovana krali¢i protilatkou
a kvantifikovana denzitometrii. Endotelialni NO syntdza hraje u potkana vyznamnou roli
zhruba az do 19. dne biezosti, kdy je jeji vliv pfevySen inducibilni NO syntazou, ktera muze
hrét roli pii nariistajici hypoxii v placenté podobné jako v plicich.

Uloha Rho kinazy v regulaci senzitivity k vapniku v hladké svalové buiice plicnich
cév je v uvodu jiz popsana. Dosud existuje pouze malo literarnich udaju, které nastinuji roli
Rho kinazové signalni drahy v placentarnich cévach pii normalnim i patologickém
t€hotenstvi. Friel et al. (2008) zkoumal metodou RT-PCR hladinu exprese mRNA Rho kinaz
na vzorcich zdravych placent a srovnal je se vzorky placent Zen postizenych preeklampsii.
Dale zkoumal, zda vliv isoprostanii na odpor placentarnich a myometralnich cév je
zprostfedkovan Rho kindzami. Vychazel z mysSlenky, Ze Rho kindzou zprostfedkovana
vapnikova senzitizace je spojena s pietrvavajici kontrakci hladkého svalu. Stejné tak

pii preeklampsii dochézi k intenzivni a setrvalej$i vazokonstrikci. Naméfil vyznamné vyssi
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expresi MRNA Rho kinaz z preeklamptickych placent ve srovnani s kontrolnimi. Zjistil,
ze vazokonstrikéni vliv isoprostant byl antagonizovan inhibitorem Rho kindzy (Y-27632)
pouze V placentarnich cévach, nikoli v myometralnich. Rho kinazovad draha tedy
pravdépodobné stoji za modulaci placentarnach cév u precklampsie. V jiné praci (Ark et al.,
2005) byla prokazana zvySena exprese isoenzymu ROCK Il v bunikach syncytiotrofoblasu
placent rodicek s preeklampsii, coz by mohlo pfispivat k etiologii nebo patogenezi této
patologie.

Expozice hypoxii vede k oxidativnimu poskozeni, které je zpiisobeno peroxidaci
lipidid. V casnych fazich expozice hypoxii se tvofi v izolovanych bunkéch riznych tkani
véetné bunék endotelu reaktivni formy kysliku (ROS), coz je skupina radikald, ktera zahrnuje
superoxid, peroxid vodiku a hydroxylovy anion. V perifernich plicnich cévach je poskozeni
radikaly pfi¢inou zvySeni jejich tonu, oxidacni poSkozeni stény prealveoldrnich cév je navic
pfi¢inou jejich strukturalni piestavby (Novotnd a Herget 2002). Nabizi se paralela,
ze 1 v placentach bude chronicka hypoxie zvySovat oxidaéni stres. Vanderlelie et al. (2005)
zkoumal ze vzorku normalnich a preeklamptickych placent tkanové hladiny endogennich
antioxida¢nich proteind (superoxiddismutazy, glutathionperoxidazy, thioredoxinreduktazy
a thioredoxinu) a stupen peroxidace lipidi a oxidace proteinti. Prokéazal snizenou antioxidaéni
schopnost a zvySenou peroxidaci lipida a oxidaci proteind u preeklamptickych placent.

V jiném pokusu byly srovndny placenty matek pochéazejicich z vysoké nadmotské
vysky (3100 m n.m.) s kontrolnimi (z vysky 1600 m n.m.) (Zamudio et al., 2007a). Jako mira
oxida¢niho stresu se méfila oxidace proteinti a peroxidace lipidd. Jako markery antioxidacni
aktivity slouzila aktivita superoxiddismutazy, glutathiontransferdzy a thioredoxinu. Jako
marker apoptozy slouzila aktivita kaspasy 3. Jako marker nitrace bilkovin byl zkouméan
nitrotyrosin. Byla prokazana snizena aktivita antioxidacnich enzymi a zjisténo vyznamné vice
nitrotyrosinu predevsim v syncytiotrofoblastu placent pochazejicich z vysoké nadmotské
vySky ve srovnani s kontrolnimi. Naopak oxida¢ni stres byl sniZen, stejné¢ tak ani nedoslo
k vétsi apoptdze u téchto chronicky hypoxickych placent. Snizend koncentrace antioxidantt
by mohla pfispivat k rozvoji preeklampsie u t€hotnych Zen ve vysoké nadmoiské vysce.

Chronicka hypoxie v lidské placent€ tedy zvysila nitracni stres.
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2.3 Vliv hyperglykémie matky na fetoplacentarni cévy

v

Diabetes mellitus je nejcastéjsi interni komplikaci v téhotenstvi a jeho incidence dale
stoupa se zvysujicim se vyskytem obezity v populaci. Diabetes je ¢lenén na pregestacni
diabetes (tj. 1. a 2. typu), gesta¢ni diabetes a specifické typy (sekundérni diabetes). Daéle
se budeme v praci zabyvat mechanismy u gesta¢niho diabetu.

Gestacni diabetes je kazda porucha metabolismu cukru poprvé zjisténa v téhotenstvi,
0 niz neni znamo, Ze byla piitomna pied t€hotenstvim. Spontanné odezni béhem Sestinedéli.
Vyskytuje se az u 14% vsech téhotenstvi rocné (DeSisto et al., 2014). Diabetické matky maji
zvySené riziko hypertenze a preeklampsie béhem téhotenstvi a diabetu mellitu 2. typu
po konci te€hotenstvi. Novorozenci diabetickych matek maji vyssi riziko mnoha komplikaci
souhrnné oznacovanych jako diabeticka fetopatie (napf. makrosomie, respiratory distress
syndrom, hypoglykémie, hyperbilirubinémie, hypokalcémie, kardiomegalie). Maji riziko
zvyseného vyskytu obezity a diabetu 2. typu v dospé€losti (American Diabetes Association
2004).

Glukoéza v krvi matky velmi dobie prochazi placentou do krve plodu. Hyperglykémie
plodu zptsobuje hypertrofii fetilnich ostrivki B-bunék pankreatu a rozviji se fetalni
hyperinzulinismus. Inzulin jakozto bilkovina makromolekularni struktury nemuze prostoupit
ptes placentu do krve matky. Dochazi k,,vychytavani glukozy z krve matky a aktivaci
nadmérnych anabolickych dé&ju, pii kterych roste tukova tkan, svaly a kosti plodu. Aktivuje
se metabolismus, stoupa spotieba kysliku a dochazi k relativni hypoxeémii. Existuji dtkazy,
ze u diabetickych téhotenstvi plod podstupuje chronickou hypoxii. Erytropoetin nepiestupuje
placentarni bariérou a byl popsan jeho vyssi obsah v plodech matek s gestacnim diabetem
(Salvesen et al., 1993a). Vede k vystupnované erytropoeze, ktera muze byt detekovana
zvysenym poctem retikulocytti (Mimouni et al., 1986), dale v pupecniku plodu diabetickych
matek byl prokazan vyssi hematokrit i hemoglobin (Salvesen et al., 1993a; Salvesen et al.,
1993b). Piimy diikaz o niz$i saturaci hemoglobinu v pupeénikové Zilni krvi pfi diabetu popsal
Taricco et al. (2009). Autofi odebirali krev ihned po vybaveni plodu z umbilikalni Zily
a prokazali zaroven i snizeny obsah kysliku, hyperglykémii a hyperlaktatémii.

Podobné jako hypoxie, i1 diabetes indukuje oxidacni stres. Pravé oxidacni stres je
Maritim et al., 2003). Na toto téma existuje velké mnozstvi literatury a neni ucelem této prace

popsat vSechny znamé mechanismy. Zminime se jen o nékterych aspektech. Vyvolavacim
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faktorem zmén je chronickd hyperglykémie (Rolo a Palmeira, 2006; Obr. 2.5), ktera pisobi
na krevni elementy, endotel a nepiimo i na fibroblasty a buiky interstitia. Podstatou zmén
je samotna struktura glukézy, ktera umoznuje, aby reagovala s proteiny a meénila jejich
vlastnosti anebo aby se spontanné oxidovala a vytvarela tak reaktivni meziprodukty a pfitom
umoznila vznik reaktivnim formam kysliku (ROS). Oxida¢ni stres je vyjadfenim nepoméru
mezi tvorbou ROS a jejich ,,odklizenim* scavengerovym systémem. Pfi hyperglykémii dojde
k piestupu glukézy do cytoplazmy endotelové burky, coz vystupiiuje glykolyzu s naslednym
zpracovanim pyruvatu v Krebsové cyklu. Tim se zvysi nabidka elektronti pro dychaci fetézec
vV mitochondriich, snizi se gradient napéti na membrané mitochondrie a nadbytecné elektrony
vytvateji z kysliku superoxidovy radikal. Ten aktivuje polymerazu ADP-ribdzy, ktera blokuje
klicovy enzym glykolyzy — glyceraldehydfosfatdehydrogenazu, coz ve svém duasledku vede
K fetézci reakci, na jejimz konci stoji inhibice glykolyzy. Pak dochéazi ke kumulaci
nezmetabolizovanych substratl, které se mohou zpracovat v alternativnich cestach, které jsou
patogenetickymi mechanizmy rozvoje komplikaci (neenzymova glykace s tvorbou
pokrocilych produktt glykace (AGEs), aktivace proteinkinazy C (PKC), hexozaminova cesta
a polyolova cesta). Stejnym mechanismem jako hyperglykémie ptisobi volné mastné kyseliny,

které jsou vlivem inzulinové rezistence rovnéz zvySené (Giacco a Brownlee, 2010).

hyperglykémie volné mastné kyseliny

mitochondrie

4

pokrocilé produkty €———o—— 02"
glykace (AGEs)

polyoly proteinkinaza C (PKC) nuklearni faktor NF-kappa B
hexosamin
NAD(P)H oxidaza iNOS eNOS
02 NO
\ Pd
adhezivni molekuly peroxynitrit
cytokiny i \
\ nitrotyrozin poskozeni DNA
e
il endotelova dysfunkce

-

diabeticka angiopatie

Obr. 2.5 - Vliv hyperglykémie a volnych mastnych kyselin na tvorbu superoxidoveho radikéalu (O,)

a jeho vztah k reaktivnim formam dusiku.
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Antioxidacni mechanismy (scavengerovy systém) udrzuje hladinu oxidacniho stresu
na fyziologické hladiné. Vice antioxidantli mize vyvazit mirny oxidaéni stres. Zablokovani
tvorby superoxidového radikalu pifidanim enzymu superoxiddismutazy (SOD) vedlo
k poklesu tvorby produkti oxidac¢niho stresu. Hyperglykemie zvySovala genovou expresi
antioxidacnich enzymu (Ceriello et al., 1996).

Vlivem zvysené koncentrace glukézy reaguje NO v bunce endotelu se superoxidovym
radikdlem za vzniku peroxynitritového radikalu. Ten reaguje s tyrosinem za vzniku
nitrotyrosinu, ktery ma cytotoxické ucinky. Pomoci specifickych protilatek bylo metodou
imunohistochemie prokdzdno vyznamné zvySeni nitrotyrosinu v endotelu cév
syncytiotrofoblastu a stromatu klkd placent matek s diabetem (Lyall et al., 1998).

Zatimco radikalové poskozeni endotelu cév pii hyperglykémii je tedy relativné dobie
popsano a je dolozeno, ze plod je pii zvySené glykémii matky ohrozen hypoxii,
neprozkoumanou otazkou zistava vliv gestaéniho diabetu na rezistenci placentarnich cév.
Mohli bychom ocekavat zvysenou rezistenci podobnou té, kterda nastdva pii plisobeni
chronické hypoxie na fetoplacentarni cévy, coz je spojeno také s radikdlovym poskozenim
i s alteraci rdstu plodu. Piesto, Ze gestatni diabetes je zavaznou a Castou komplikaci
téhotenstvi s vyznamnou perinatologickou 1 matefskou morbiditou, doposud nebyla
publikovana zadna prace tykajici se vlivu hyperglykémie matky na odpor fetoplacentarnich
Cév.

Voditkem by mohly byt zmény Vv utero a fetoplacentarnim pritoku krve pii gestacnim
diabetu. Prostfednictvim radionuklidem oznacenych mikrokuli¢ek bylo zméteno vyznamné
sniZzeni uteroplacentarniho pratoku krve u potkand s experimentalné vyvolanym diabetem
ve srovnani s normalnimi zvitaty (Eriksson a Jansson, 1984). Také u diabetickych mysi bylo
prokdzano sniZeni uteroplacentarni perfuze s vyznamnyn naristem odporu v délozni arterii
(Stanley et al, 2011). Bylo popsano snizeni pratoku krve V pupecnikové Zile
u hyperglykemickych ovci (Crandell et al., 1985). Dopplerovské ultrazvukové méfeni
prutokovych poméri v cévach u téhotenstvi s gestaénim diabetem ale piineslo rozporuplné
vysledky. Abnormalni flowmetrie pupe¢nikové tepny u téhotnych se Spatnou kontrolou
glykémie naznaCovala zvySenou cévni rezistenci (Bracero et al., 1986), zatimco dobie
kontrolované diabeticky mély normalni fetalni dopplerovskou flowmetrii (Salvesen et al.,
1993b). I vjiné studii byl abnormalni fetoplacentarni pratok krve popsan pouze u 5%
diabetickych rodicek (Pietryga et al., 2006).

Na zékladé mnoha dikazi (spotteba kysliku pti hyperglykémii sekundarné se vznikem

hypoxie, radikalové poskozeni jako pii hypoxii, vliv na rust plodu) se Ize domnivat,
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ze gestatni diabetes bude mit stejné¢ jako chronickd hypoxie vliv na hemodynamiku

fetoplacentarnich cév.
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3. CILEAHYPOTEZY

Hlavnim cilem feSeni prace je vyzkum mechanisml regulace fetoplacentarniho
cévniho tecisté pfi hypoxii. Dle studia literarnich prament je oblast regulace placentarnich
cév prekvapivé neprobadana oblast a vliv hypoxie malo znamy, piestoze poruchy dodavky
okysli¢ené krve do placenty vzacné nejsou a predpoklada se, Ze jsou podkladem vyznamnych
poruch prenatalniho vyvoje. Pfedpokladame, Ze na§ vyzkum mize piispét k terapeutickému
feseni poruch vyvoje plodu béhem patologického téhotenstvi (intrauterinni ristové retardace

(IUGR), preeklampsie a gesta¢ni diabetes).

Rho kindzy v mechanismu HFPV

Signalni draha Rho kinaza hraje dileZitou roli v regulaci senzitivity cévniho hladkého
svalu k intracelularnim iontim Ca?*. Cestou inhibice myosinové fosfatazy zvy3uje fosforylaci
lehkych fetézcti myosinu a pisobi vazokonstrikci (Fukata et al., 2001). Rho kindzy mohou byt
inhibovany fasudilem. Rho kindzy maji vyznamnou roli pfi hypoxické plicni vazokonstrikci

i hypoxickeé plicni hypertenzi.

Fetoplacentarni cévy reaguji na akutni hypoxii vazokonstrikci (Hampl et al., 2002).
Domnivame se, Ze aktivace Rho kindzové signalni drahy ve fetoplacentarnich cévach piispiva
k akutni hypoxicke fetoplacentarni vazokonstrikci (HFPV). Domnivame se, ze HFPV je
pietrvavajici reakci zprostiedkovanou zvysenim citlivosti (senzitivity) k Ca®*. Analogicky
v plicnich cévéch se v této fazi jiz snizuje intracelularni koncentrace Ca®* a ustali se na urcité
hodnoté (platd), ktera je ale stale vyssi nez klidova normoxicka hodnota (Robertson et al.,
1995). Plicni a fetoplacentarni cévy hraji podobnou roli v oxygenaci dospé€lé, respektive
fetalni krve. Vzhledem Kktéto funkéni podobnosti plicni a placentarni cirkulace
pfedpokladdme ucast podobnych mechanismi v odpovédi na hypoxii u obou fecist.
Domnivame se, ze inhibice Rho kinazy redukuje bazalni cévni rezistenci a vazokonstrik¢éni
odpovéd’ na hypoxii na fetalni stran¢ placenty. Pfi testovani hypotézy se zamétime na vztah

perfuzniho tlaku na zvysujicim se pritoku Vv izolované, dvojité¢ perfundované placente.
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ZvySeni fetoplacentarniho cévniho odporu p¥i chronické hypoxii

Chronickd hypoxie za podminek pritoku solného perfuzniho roztoku pusobi trvalé
zvySeni fetoplacentarniho cévniho odporu, které je alespon z&asti rezistentni k akutni
reoxygenaci (Jakoubek et al., 2008). Neni zptisobené jenom prostou vazokonstrikci. Nicméné
numericky rozdil v rezistenci hypoxickych a normoxickych placent (a¢ statisticky vyznamny),
byl ve studii Jakoubka et al. (2008) relativn¢ maly (pouze kolem 20% pii nejvys$$im
nastaveném stupni prutoku). Neni zatim znamo, jaky odpor klade fetoplacentarni cévni fecisté

za fyziologickych podminek, tedy pti perfuzi krvi.

Zvyseni fetoplacentarniho cévniho odporu pii chronické hypoxii je v souladu
se vSeobecné piijimanou, byt dosud experimentalné nedostate¢né podlozenou predstavou,
7e hypoxické omezeni prutoku fetalni stranou placenty je podkladem ITUGR (Kingdom
a Kaufmann, 1997).

Domnivame se, ze perfuze fetoplacentarnich cév nikoli solnym roztokem,
ale roztokem o vysoké viskozité, napt. krvi, zvysi rozdily v cévnim odporu u chronicky
hypoxickych placent ve srovnani s placentami kontrolnimi normoxickymi. Tuto hypotézu
budeme testovat na modelu placenty zvifat vystavenych chronické hypoxii + perfundované
krvi. Experimentalni uspofadani bude 1épe odpovidat skute¢nym fyziologickym pomériim

v placenté.

Zména fetoplacentarniho cévniho odporu pri hyperglykémii matky

Hypoxie pusobi radikalovy stres. Pfedchozi experimenty naznalily, ze by se tento
radikalovy stres mohl podilet na zvySeni fetoplacentarniho cévniho odporu pi#i chronické
hypoxii. Diabetes mellitus je onemocnéni, jehoz privodnim znakem je také radikalovy stres.
Byla popséna hypoxémie v umbilikalni zile plodt diabetickych matek (Taricco et al., 2009).
Hypoxicka hypoperfuze fetalni ¢asti placenty se pravdépodobné podili na syndromu rtstové
retardace plodu. Hypoxie tedy ovliviiuje fetalni rast a jak je prokazano i fetoplacentarni

hemodynamiku. Gestacni diabetes mellitus je také znamym faktorem ovliviujici rist plodu.

Domnivame, ze i diabetickd hyperglykémie bude mit vliv na fetoplacentarni
hemodynamiku a ze plody diabetickych matek potkanti budou mit ve fetoplacentarnim

cévnim fecisti zvySeny odpor. Dale se domnivame, ze oxidacni stres béhem hypoxie bude
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potencovan oxida¢nim stresem pii gestatnim diabetu a to bude mit aditivni u¢inek
na rezistenci fetoplacentarnich cév. K prikazu této hypotézy bude pouzit model vyvolani
diabetu streptozotocinem, ktery ma toxické G¢inky na pankreatické 3 bunky (Hellerstrom
etal., 1985).
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4. MATERIAL AMETODY

K prikazu hypotézy nasi prace byl zvolen experimentalni model placenty
laboratorniho potkana. S nim méla nae laboratoi Ustavu fyziologie 2. 1ékatské fakulty UK jiz
delsi zkuSenost i adekvatni instrumentélni vybaveni (Jakoubek et al., 2008). Model mohl byt
také pouzit k posouzeni vlivu chronické hypoxie na placentu, kde z etickych davodu lidsky
model nebyl akceptovatelny.

Vsechny pokusy byly provadény po schvaleni Odbornou komisi pro ochranu zvirat
2. lékarské fakulty UK podle vyhlasky ¢. 207/2004 Sb. a v souladu s pravidly Smérnice
Evropského parlamentu a rady 2010/63/EU ze dne 22. zati 2010 o ochrané zvifat pouzivanych

pro védecké ucely.
4.1 Laboratorni zvirata

K pokusiim byli pouziti bfezi samice potkanti kmene Wistar z chovu firmy BioTest
(Konarovice) (Experiment 1 + 2) a firmy Velaz (Praha) (Experiment 3A + 3B). Zvitata byla
umisténa do na$i laboratofe k aklimatizaci 2 tydny pied pldnovanym terminem porodu.
Po celou dobu méla volny pfistup k vod¢ a standardni laboratorni stravé. V mistnosti,
kde byla chovana, byla udrZzovana stala teplota 22 + 2 °C a osvétleni s 12 hodinovym

rezimem stfidani svétla a tmy.
4.2 Isolovand, dvojité perfundovana placenta laboratorniho potkana

Den pied planovanym terminem porodu (tj. 20. den gravidity) byl potkan uveden
do anestézie jednorazovym intraperitonealnim podanim Thiopentalu (Valeant, Praha) v davce
50 mg/kg a byl fixovan v lazni s Ringerovym roztokem ohiivaném na teplotu 37 °C. Bfiezi
samice potkantl byly preparovany dle jiz diive popsaného postupu (Stulc a Stulcova, 1986).
Ze stfedni laparotomie byly vybaveny oba rohy délohy, jeden z nich byl vypodlozen vihkym
mulem a byl ponechan ¢aste¢né ponofeny do Ringerova roztoku. Vizualné byla objasnéna
kazda jednotka placenta — plod a byla zvolena jedna, kterd byla dale soucasti experimentu.
Do uterinni arterie, ktera vedla k nami zvolené placenté, byla zavedena i.v. kanyla o velikosti
24 G a pak byla zahajena perfuze matetské ¢asti placenty Krebsovym roztokem (Krebs-
Henseleitovym roztokem; K-H roztokem) o slozeni (mmol/l): NaCl 118,0, KC1 4,7, MgSO,
1,2, NaHCO3; 25,0, KH,PO, 1,2, CaCl, 1,25 a dextroza 7,0. Roztok byl udrzovan
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pti konstantni teploté 37 °C a byl syceny normoxickou smési plynt (se slozenim 21% O,
5% CO; a 74% N,) ve spoleéném rezervoaru. Prutok byl postupné navySovan na 1 ml/min
a poté udrzovan konstantni. Uterinni zila za zvolenou placentou a ostatni cévy oddélujici
zvolenou feto-placentarni jednotku byly soucasn¢ podvazany a pred podvazem propichnuty
jehlou, aby se zabranilo hromadéni perfuzatu v placenté. Poté byla rozruSena délozni sténa
a byly obnazeny jednotlivé plody. Dale byl vybaven pupecnik a ozfejmeny pupecnikové cévy
(u potkana jsou pouze 2). Umbilikalni arterie zvolené feto-placetarni jednotky byla
zakatetrizovana opét kanylou o velikosti 24 G a fetalni Cast placenty byla perfundovana
stejnym perfuzatem jako matefska ¢ast ze spoleéného rezervoaru pratokem 1 ml/min.
Umbilikalni zila pak byla zakatetrizovana obdobnym zpisobem a byla ponechana oteviena
v urovni placenty, aby umoznila volny odtok perfuzatu. Byla vyuzita také pro odbér vzorka
na vySetfeni pH, pO, a pCO; (ABL 5, Radiometer, Kodan, Dansko). Vsechny plody poté byly
utraceny nadmérnou davkou Thiopentalu. Perfuzni tlak na obou stranach placenty (fetalni
i matetfské) byl méfen v realném case pomoci transduceru (PowerLab, ADInstruments,
Spechbach, Némecko). Zmény naméfeného perfuzniho tlaku pii konstantnim pratoku
odpovidaly zménam rezistence fetoplacentarnich cév. Na konci kazdého pokusu byly matky
utraceny nadmérnou davkou Thiopentalu. Dale byly zvazeny matky, plody i placenty a byly
srovnany hmotnosti placent, které byly soucasti pokusu, s hmotnostmi ostatnich placent.

Pted zacatkem pokusu byl kazdy den pfipravovan Cerstvy perfuzni roztok.

4.3 Experiment 1 - Vliv inhibice Rho kinaz na reaktivitu fetoplacentarnich cév pri
normoxii a akutni hypoxii

Potkani byli nahodné rozdéleni do dvou skupin: kontrolni (n = 11) a experimentalni
(n = 11), kdy do perfuzniho roztoku byl ptidan inhibitor Rho kinazy fasudil (HA-1077,
Dihydrochlorid Salt; LC Laboratories, Woburn, Massachusetts, USA) v cilové koncentraci
10 uM. Poté, co byla zahajena perfuze obou ¢asti placenty ze spoleéného rezervoaru, jsme
postupovali podle experimentalniho protokolu (Obr. 4.1). Akutni hypoxicky podnét byl
vyvolan vyménou normoxické smési plyni saturujici perfuzat za hypoxickou smés (slozeni
95% N, + 5% CO;) (Hampl et al., 2002). Stimulus trval 15 min, nez se perfuzni tlak
stabilizoval, a poté byla smés plyni zménéna na pivodni. K posouzeni odporovych vlastnosti
placentarnich cév byla méfena zavislost fetoplacentarniho tlaku a pratoku (P/Q) v akutni
hypoxii. Perfuzni pumpa byla nejdiive zcela zastavena. Po ustdleni perfuzniho tlaku

(cca za dobu 5-10 s) byl pratok perfuzniho roztoku na fetalni strané placenty kontinualné
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zvySovan od 0 do 2 ml/min béhem 2 min a byly zaznamenavany odpovidajici zmény

perfuzniho tlaku. Z téchto hodnot byla vypracovana zavislost tlaku na zvysujicim se prutoku

(Obr. 4.2), z jejichz parametri 1ze porovnat kriticky uzaviraci tlak a vaskularni rezistenci.

Byly porovnany parametry pifimky P/Q obou skupin. V experimentdlni skupin¢ byl po

provedeni P/Q vyménén perfuzét, ktery obsahoval fasudil, za Cisty perfuzat bez fasudilu

a pokracovali jsme v méfeni. Smés plynii saturujici perfuzat byla vyménéna za plivodni

normoxickou, na samém konci pokusu byl navozen posledni druhy hypoxicky stimulus.

Kontrolni
skupina

Experimentalni
skupina

Sbér dat

K-H roztok
NORMOXIE NORMOXIE HYPOXIE NORMOXIE HYPOXIE
K-H roztok Fasudil + K-H roztok K-H roztok
< :v ‘,: >
NORMOXIE + HYPOXIE +
NORMOXIE FASUDIL FASUDIL NORMOXIE HYPOXIE
Fetoplacentarni Fetoplacentarni Fetoplacentarni Fetoplacentarni Fetoplacentarni
tlak tlak tlak, tlak tiak
pH, pO;, pCO; pak P/Q
PH, pO;, pCO;
| | | | | |
15 30 45 60 75
Cas (min)

Obr 4.1 - Experimentalni protokol - rozdéleni skupin a ¢asovy prubéh experimentu. Nad ¢asovou osou

jsou uvedeny Sipky, kdy byla odec¢itana méfena data (K-H roztok - Krebs-Henseleitiv roztok).

A.

P (mmHg)

Q (ml/min)

it
Ww/ﬂ / by

|

¢as (min)
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P (mmHg) |

prusecik s osouy
(intercept)
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(slope)
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Obr. 4.2 - Zavislost P/Q. Kopie ¢asti experimentalniho zaznamu, ktera ukazuje zaznam fetalniho

perfuzniho tlaku (nahote) v zavislosti na zvySujicim se pratoku (dole) (A). Hodnoceni parametri
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zavislosti P/Q (B). Pro kazdy preparat bylo statisticky testovano, zda vztah mezi prutokem krve
a perfuznim tlakem je linearni. Protoze v rozmezi pouzivanych pritokd tomu tak bylo pii vSech
meétenich, byla pro kazdou skupinu konstruovana jedna regresni piimka. Ta je hodnocena pomoci
dvou parametrii: smérnice (sklon, slope) a priseciku s osou perfuzniho tlaku (intercept). Pro kazdou

skupinu byla vypoctena primérna hodnota smérnice a praseciku.
4.4 Hypoxické izobarickd komora

Bfezi samice byly vystaveny izobarické hypoxii (10% O,) po dobu 7 dnu Vv izobarické
komote v poslednim trimestru gravidity. Toto poslouzilo k vytvofeni podminek chronického
nedostatku kysliku ve fetoplacentarnich cévach (Hampl a Herget, 1990). Jedna se
o vzduchotésnou komoru, opatienou vikem, vstupni prichodkou a ptetlakovym ventilem,
ke které je pfipojen analyzator kysliku a ¢erpadlo vzduchu. K vystupu je pfipojena nadoba
s hydroxidem draselnym a odlu¢ova¢ vodnich par. Vzniku pietlaku uvnité komory brani
vodou naplnéna drazka dosedaci plochy vika komory. V komoie byla udrzovana konstantni
frak¢éni koncentrace kysliku ve vdechovaném vzduchu, v naSem ptipadé 10%. Vyhodou je,
Ze zafizeni pracuje automaticky S minimalnimi naroky na udrzbu a dohled, udrzuje stalou
vlhkost a teplotu vzduchu, pfi poklesu koncentrace kysliku pod nastavenou mez dojde
automaticky k zapnuti ¢erpadla, které docerpa do komory vzduch, dokud obsah kysliku znovu
nedosahne poZadované urovné. Samice snasely pobyt v této komoie dobie. Nebyla tieba

adaptace zvifat tak, jak by to bylo nutné u hypobarické expozice.

4.5 Experiment 2 - VIiv chronické hypoxie na periferni cévni odpor placenty
laboratorniho potkana p¥i perfuzi krvi

Potkani byli rozdéleni do dvou skupin. Normoxicka kontrolni skupina (n = 6) byla
po celou dobu biezosti chovana za standardnich, normoxickych podminek (FO, = 0,21),
zatimco hypoxicka skupina (n = 8) stravila poslednich 7 dnti biezosti v hypoxické izobarické
komote (FiO; = 0,1). V den pokusu byly samice z komory vyjmuty a ihned pouzity k pfipraveé
preparatu izolované, dvojité perfundované placenty stejnym jiz popsanym postupem (kapitola
4.2). Po 15minutové stabilizaci preparatu byl Krebsiv roztok nahrazen heparinizovanou plnou
krvi, ktera byla kontinualné saturovana rovnéz normoxickou smeési plynt (o slozeni 21% O,,
5% CO; a 74% Ny), promichavana ve spolecném rezervodru a udrZovana o stalé teploté 37 °C.
Z rezervoaru byly nabirany vzorky pro méfeni pH, pO; a pCO; (ABL 5, Radiometer, Kodan,
Déansko). Jako darci krve byli pouziti dospéli samci potkant, ktefi byli uvedeni do inhala¢ni

anestézie v narkotiza¢ni komote s malym mnoZzstvim éteru. Do preheparinizovanych stiikacek
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jim bylo kardialni punkci odebrano cca 15-25 ml krve ur¢ené pro perfuzi. Po 10 min perfuze
krvi byl ke zhodnoceni odporovych vlastnosti fetoplacentdrnich cév odecten perfuzni
fetoplacentarni tlak (méfeny béhem pokusu kontinudln€) pti konstantnim bazéalnim pratoku
1 ml/min u obou skupin potkanii. Poté byla zméfena zavislost pratoku na tlaku stejnym

zpusobem jako v predchozim pokusu (kapitola 4.3).

4.6 Experiment 3A — Vliv diabetu matky na fetoplacentarni cévni rezistenci

V tomto pokusu byl studovan vliv hyperglykémie matky na fetoplacentarni cévni
odpor na modelu diabetického bieziho potkana (Schroeder et al., 1997, Damasceno et al.,
2013). Byly pouzity 2 skupiny potkant: kontrolni a diabeticka. K indukci diabetu byl pouzit
streptozotocin (STZ; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA) rozpustény ve 20 mM
roztoku pufru citratu sodného (pH 4,5; Sigma-Aldrich, Mnichov, Némecko), byl jednorazové
podan biezim samicim v davce 50 mg/kg intraperitonealné 14. den biezosti. Kontrolni
skupiné (K, n = 7) bylo aplikovano adekvatni mnozstvi rozpoustédla. Opakovang, a to 16.
a 20. den bfezosti byla kontrolovdna glykosurie a ketonurie diagnostickymi prouzky, také
glykémie biezich matek glukometrem. Krev byla ziskdna odfiznutim S$picky ocasu
a odkapanim. Do diabetické skupiny (D, n = 7) byly zahrnuty v8echny bfezi samice, které
mély glykémii v den pokusu > 10 mmol/l (Thamotharan et al., 2003). Den pied planovanym
terminem porodu (tj. 20. den bfezosti) byl proveden vlastni pokus na izolované, dvojité
perfundované placenté (den pareni = den 0).

Béhem pokusu byl méfen perfuzni tlak na fetalni 1 matefské strané placenty
(PowerLab, ADInstruments, Némecko). Po 15minutové normoxii, kdy byl perfuzat (K-H
roztok) na obou strandch placenty sycen normoxickou smési plynl, byl zaznamenan
fetoplacentarni tlak pii klidovém bazalnim pritoku 1 ml/min (Obr. 4.3). Poté bylo provedeno
méfeni zavislosti tlaku na pratoku - na fetalni strané byla nejprve zcela zastavena perfuze
a pak postupné prutok zvySovan nikoli kontinualng, ale stupnovité po 0,2 ml/min az na 1,8
ml/min, kdy kazdy jednotlivy krok trval 1 min. Po provedeni méfeni byla zménéna smés
plynt syticich perfuzat za hypoxickou (slozeni 95% N; + 5% CO,). Po 15 min hypoxie byl
op¢t zaznamenan fetoplacentarni tlak pfi bazalnim pritoku. Poté byla zménéna smés plynt

syticich perfuzat zpét na normoxickou a po 15 min byl opét zaznamenan fetoplacentarni tlak.
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Obr. 4.3 - Protokol experimentu 3A.

4.7 Experiment 3B — Vliv diabetu matky a chronické hypoxie na fetoplacentarni cévni
rezistenci (neonatalni model diabetu)

V tomto pokusu byly pouzity 4 skupiny potkani: prvni skupina méla experimentalni
diabetes (D, n = 9), druh& byla vystavena chronické hypoxii (H, n = 9), tfeti méla diabetes
a soucasné byla vystavena hypoxii (DH, n = 9) a ¢étvrta skupina zahrnovala zdrava kontrolni
zvitata zijici v normoxii (K, n = 10). K indukci experimentalniho diabetu byl pouzit model
regenerace R-bunék pankreatu po neonatalni aplikaci STZ (King, 2012). K indukci diabetu byl
pouzit STZ v davce 100 mg/kg rozpustény ve 20 mM roztoku pufru citratu sodného, ktery byl
podan mlad’atim subkutanné 2. nebo 3. den po jejich narozeni. Kontrolnim zvifatim bylo
aplikovano adekvatni mnozstvi rozpoustédla. K potvrzeni diabetu byla kontrolovana glykémie
glukometrem v obdobi mezi 6. - 10. postnatdlnim tydnem. Dle literarnich udaja
se hyperglykémie objevuje az od 6. tydne po podani STZ v disledku malého mnoZstvi
R-bunék a jejich dysfunkce (Bonner-Weir et al., 1981). Krev byla ziskana odfiznutim $picky
ocasu a odkapanim. Primérna glykémie u potkanti je dle literatury 6,5 mmol/l (Braslasu et al.,
2007) a horni limit normalni postprandialni glykémie je 7,9 mmol/l (Wang et al., 2010).
Do diabeticke skupiny byla v pokusu zatazena pouze zvitata s glykémii > 8 mmol/I
naméfenou aspon jednou béhem daného obdobi. V dospélosti (11. tyden zivota) byly samice
s diabetem i bez diabetu piipustény pies noc s nediabetickymi samci. Pokud doslo k biezosti,
samice byly ndhodné rozdéleny na 2 podskupiny: normoxicka stravila celou dobu biezosti
v normoxickych podminkach (FiO, = 0,21), hypoxickéa podskupina stravila poslednich 7 dnt
biezosti v hypoxické izobarické komote (FiO, = 0,1). Vlastni experiment byl proveden
na preparatu izolované, dvojité perfundované placenty podle jiz popsaného postupu den pied
planovanym terminem porodu.

Na zacatku pokusu po 15minutové normoxii, kdy byl perfuzat na obou stranach

placenty sycen normoxickou smési plynt, byl zaznamenan perfuzni fetoplacentarni tlak (Obr.
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4.4). Byla zachovana konstantni hodnota pratoku. Poté byla zméfena zavislost perfuzniho
tlaku na zvySujicim se pritoku, kdy pritok byl zvySovan kontinualné od 0 do 2 ml/min béhem
120 s. Dale byl prutok perfuzatu vracen zpét na 1 ml/min a byla zméfena reaktivita k akutni
hypoxii, byla zménéna smés plynt, ktera probublavala perfuzat, na hypoxickou smés plynii,
ktera tedy obsahovala 95% N, a 5% CO,. Po 15 min akutni hypoxie byl opét zaznamenan
fetoplacentarni  tlak. Ke zhodnoceni  vazokonstrikéni ~ komponenty  zvySeného
fetoplacentarniho odporu byl do spoleéného perfuzatu pii akutni hypoxii pfidan inhibitor Rho

kinazy fasudil (10 uM). Po 20 min perfuze byl pak zaznamenan posledni fetoplacentarni tlak.

Fasudil

A 4
NORMOXIE (21% 0O,) HYPOXIE (0% O5)
Sbér dat: Fetoplacentarni tlak Fetoplacentarni tlak Fetoplacentarni tlak
-—
P/Q
I I
0 10 20 30 40 50 60

&as (min)

Obr. 4.4 - Protokol experimentu 3B.

Na zacatku kazdého méfeni byly ze Spi€ky ocasu odebrany vzorky krve na zméteni
hematokritu a glykémie. Z fetalni krve, odebrané z t¢l fétt po jejich dekapitaci, byla metodou
ELISA méfena koncentrace sérového 3-nitrotyrosinu (3NT) jako indikatoru reaktivnich
substanci kysliku a dusiku, pfedev§im peroxynitritu (Fisarkova et al., 2004) jako markeru

oxidac¢niho stresu.
4.8 Statistické hodnoceni

Naméfené vysledky jsou uvadény jako prumérné hodnoty + stiedni chyby priméru
(SEM), n oznacuje pocet zvitat ve skupin€. K analyze dat byl pouzit program StatView 5
(SAS Institute, Cary, NC, USA). Statisticka vyznamnost rozdili mezi skupinami byla uréena
pomoci parového t-testu respektive jednocestné analyzy variance (one-way ANOVA)
a Fisherova PLSD post hoc testu. K analyze dat ziskanych z méfeni zavislosti tlaku a pratoku
pro kazdy preparat byla pouzita linearni regrese a jeji parametry (slope a intercept) byly
porovnany mezi skupinami pouzitim neparového t-testu. Rozdily mezi daty stejné skupiny

byly porovnany péarovym t-testem. Pro srovnani hodnot perfuzniho tlaku a pratoku
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mezi skupinami ziskanych pii méfeni zavislosti P/Q v experimentu 3A byla pouzita ANOVA
pro opakovana méfeni. Jako statisticky vyznamna byla povazovana hladina vyznamnosti

p < 0,05.
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5. VYSLEDKY

5.1 Experiment 1 - VIiv inhibice Rho kindz na reaktivitu fetoplacentarnich cév

pFi normoxii a akutni hypoxii
(ptiloha 1)

V tomto pokusu se kontrolni ani experimentalni skupina mezi sebou navzajem nelisila
v hmotnostech tél matek, placent ani ploda (Tab. 5.1). K vylouc¢eni edému placent béhem
perfuze byly mezi sebou porovndny hmotnosti perfundovanych placent (na konci
experimentu) a hmotnosti ostatnich neperfundovanych placent (které nebyly soucasti naseho
experimentu) v obou skupinach. Nebyl mezi nimi vyznamny rozdil (kontrolni skupina

p = 0,16, experimentalni skupina p = 0,26) (Tab. 5.1).

Tab. 5.1 - Hmotnosti t&€l matek, placent a plodu.

VIhk& hmotnost Vihka hmotnost
Hmotnost tél neperfundovanych  Hmotnost

skupina matek (g) perfundovanych (nepokusnych) plodi (g)
placent (mg)
placent (mg)
Kontrolni 438 + 12 580 + 22 591 +19 4,782 £ 0,613
Experimentalni 440 + 12 645 + 45 668 + 33 5,718 + 0,158
hodnoty p
(kontrolni vs. 0,8855 0,2423 0,0760 0,1405

experimentalni)

Hypoxické stimuly zpusobily v obou skupindch pokles pO, (0 48 + 11 mmHg
v kontrolni skupiné a 0 43 + 5 v experimentalni skuping, p = 0,72) perfuzatu ve vytokove
kanyle, totéz plati pro pH (pokles o 0,05 + 0,18 mmHg v kontrolni skupin¢ a o 0,04 + 0,18
mmHg v experimentalni skuping, p = 0,24) (Tab. 5.2).
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Tab. 5.2 - Vlastnosti perfuzatu z vytokové kanyly zavedené do v. umbilicalis.

Normoxie Akutni hypoxické challenge
Skupina P ombg @ty PY g g
Kontrolni 76?32“: 9316 32+1 762,(?; 46+5 361
Experimentalnf 762,3; 92+3 310 2%2:5 49+4”  35+1"

" p <0,05 vs. kontrolni skupina pii normoxii. ~ p < 0,01 vs. experimentalni skupina pii normoxii.

Podle predpokladu se na zafatku pokusu kontrolni a experimentalni skupina
mezi sebou nelisila v hodnotach bazélniho perfuzniho fetoplacentarniho tlaku (Obr. 5.1).
Pfidani fasudilu do perfuzniho roztoku zpusobilo statisticky vyznamny pokles
fetoplacentarniho tlaku pii normoxii (z 38 + 3 mmHg na 31 £ 3 mmHg, p <0,01) a kompletné
zablokovalo vazokonstrikéni odpovéd” na akutni hypoxii (perfuzni tlak 31 mmHg
pred hypoxii vs. 31 mmHg pti hypoxii). U kontrolni skupiny naproti tomu dle ocekavani
velikost HFPV ovlivnéna nebyla. V experimentalni skupiné doSlo po odstranéni fasudilu
(po vyméné infuzniho roztoku) ke kompletni obnové HFPV. V kontrolni skupiné nevedla
vyména perfuzatu k zadné zméné velikosti HFPV. Velikost fetoplacentarniho tlaku
pred podanim fasudilu se nelisila od velikosti tlaku po vyméné perfuzatu. Podani fasudilu

nemélo vliv na pokles pO, v perfuzatu pii hypoxickych podnétech.
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Obr. 5.1 - Fetoplacentarni perfuzni tlak pifi bazalnim pratoku. Na pocatku pokusu se tlak nelisil
mezi obéma skupinami (p = 0,62). Fasudil zptsobil snizeni tlaku pfi normoxii. Akutni hypoxie
vyvolala HFPV v kontrolni skupiné (p < 0,01), ale nikoli v experimentalni skupiné s fasudilem.
Po vyméné perfuzatu s fasudilem za Cisty bez fasudilu byla pfitomna HFPV podobného rozsahu
v obou skupinéch.

Specifikace perfuzniho roztoku: KN, Krebsiv roztok pti normoxii (saturovan smési s 21% O,, 5%
CO; a 74% N,); FN, Krebsuv roztok s fasudilem pti normoxii; KH, Krebstv roztok pii hypoxii
(saturovan smési s 95% N, + 5% CO,); FH, Krebsiav roztok s fasudilem pti hypoxii. * p < 0,05,
“p<0,01.

Kompletni inhibice HFPV fasudilem byla rovnéZ potvrzena daty z méteni zavislosti
tlaku na pratoku (béhem hypoxického stimulu) (Obr. 5.2). Vztah byl u obou skupin linearni
(linearni regresni koeficient r* > 0,95 u kontrol a r> > 0,94 v experimentalni skuping).
Na ptfimce zavislosti P/Q mulzeme hodnotit dva parametry — smérnici ptimky (slope)
a hodnotu prisec¢iku s osou perfuzniho tlaku (intercept). Smérnice odpovida odporu, ktery
kladou fetoplacentarni cévy zvySujicimu se prutoku, hodnota priseciku s osou perfuzniho
tlaku odpovida kritickému uzaviracimu tlaku. Smérnice byla vyznamné nizsi u experimentalni
skupiny ve srovnani s kontrolni (0,098 + 0,007 vs. 0,125 £ 0,009 mmHg/ml/min, p < 0,05).

Skupiny se mezi sebou navzajem nelisily v hodnoté interceptu s osou perfuzniho tlaku.
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Obr. 5.2 - Vysledky linedrni regresni analyzy vztahu fetoplacentarniho perfuzniho tlaku a kontinualné
se zvysujiciho pratoku perfuzatu (P/Q) béhem akutni hypoxické challenge. Jsou znazornéna namétrena
data slozena z 11 placent, u kazdé skupiny zvitat prolozena piimkou. Kolisani kiivky je dano
mechanikou perfuzni pumpy. Smérnice P/Q pfimky byla vyznamné sniZzena u experimentalni skupiny
(perfundované s fasudilem) ve srovnani s kontrolni skupinou (0,098 + 0,007 vs. 0,125 + 0,009
mmHg/ml/min, “p < 0,05). Extrapolovany intercept s osou perfuzniho tlaku se mezi ob&ma skupinami

signifikantné nelisil (p = 0,13).

5.2 Experiment 2 - VIiv chronické hypoxie na periferni cévni odpor placenty

laboratorniho potkana p¥i perfuzi krvi
(ptiloha 2)

Podle ocekavani mély matky i plody, které byli vystavené 7 denni hypoxii v komofte,
vyznamné niz§i télesnou hmotnost nez kontroly. Hmotnosti perfundovanych placent
po dokonceni pokusu se vyznamné neliSily od neperfundovanych, nepokusnych placent
(p = 0,791 u normoxické skupiny, p = 0,071 u hypoxické skupiny, Tab. 5.3). Byl tak vylouc¢en

vznik edému placent béhem perfuze.
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Tab. 5.3 - Hmotnosti matek, placent a plodu.

VIhka hmotnost Vihka hmotnost
Hmotnost tél neperfundovanych  Hmotnost

skupina matek (g) perfundovanych (nepokusnych) plodu (Q)

placent (mg)

placent (mg)

Normoxické 430 + 17 504 + 13 498 + 15 39+0,1
Hypoxicka 338+12 549 + 16 506 + 12 32+0,1
hodnoty p
(normoxicka
VS. < 0,001 0,093 0,723 < 0,001
hypoxicka)

Pii srovnani hematokritu, pH, pO, a pCO, perfuzatu (alogenni krve) u obou skupin
potkanti nebyl statisticky vyznamny rozdil (Tab. 5.4).

Tab. 5.4 - Hodnoty hematokritu, pH, pO, a pCO, perfuzatu.

skupina hematokrit pH pCO; (mmHg) pO, (mmHQ)
Normoxicka 47 +2 7,38 £ 0,02 38+3 113+ 11
Hypoxicka 45+1 7,42 £ 0,04 384 94 +5
hodnoty p

(normoxicka

., 0,3372 0,3857 0,9198 0,2069
vs. hypoxicka)

Zjistili jsme, Ze b&hem pocatecni perfuze Krebsovym roztokem byl bazalni
fetoplacentarni perfuzni tlak (pii pritoku 1 ml/min) vyznamné vyssi u chronicky hypoxickych
potkant (34 + 2 mmHg) neZ u kontrol (23 + 2 mmHg, p < 0,01, Obr. 5.3). Po vyméné
perfuzniho roztoku s nizkou viskozitou za plnou krev doSlo podle o¢ekavéani k vyraznému

zvySeni fetoplacentarniho tlaku u obou skupin. Rozdil mezi kontrolni normoxickou (77 £ 5
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mmHg) a chronicky hypoxickou skupinou (94 + 6 mmHg, p < 0,05, Obr. 5.3) byl o néco vétsi
nez v prub&hu perfuze solnym roztokem (11 vs. 17 mmHg).

Pfed méfenim zavislosti tlaku na pritoku doslo ke kratkému pferuseni perfuze,
kdy perfuzni tlak dosahl stabilni, kladné hodnoty, ktera se neliSila mezi skupinami (22 +

3mmHg v normoxicke oproti 17 £ 3 mmHg v hypoxické skuping, p = 0,30).

ONormoxie ®Hypoxie 1 tyden

#

100

80
60
%

40 -

20 A

Fetoplacentarni tlak (mmHg)

solny roztok krev

Obr. 5.3 - Fetoplacentarni perfuzni tlak pfi chronické hypoxii v izolované placenté potkana b&hem
perfuze (pti konstantni rychlosti prutoku 1 ml/min) Krebsova roztoku (vlevo) nebo pIné krve (vpravo).
**p<0,01,*p<0,05.

Perfuzni tlaky se téméF nelisily mezi obéma skupinami pfi nizkych hodnotach prutoku
béhem P/Q, zhruba az do prutoku 0,8 ml/min (Obr. 5.4). Nad touto rychlosti pritoku perfuzni
tlaky rostly mnohem strméji se zvySujicim se pritokem u hypoxickych potkanti nez u kontrol.
Data z méfeni zavislosti tlaku na prutoku nicméné dobfie zapadaji u obou skupin do linearniho
regresniho modelu - linearni regresni koeficient byl 0,91 + 0,03 u kontrolni a 0,94 + 0,01
u chronicky hypoxické skupiny. Smérnice piimky byla vyznamné vy$$i u chronicky
hypoxické skupiny ve srovnani s kontrolni (0,29 + 0,01 vs. 0,24 + 0,01 mmHg/ml/min,
p < 0,05, Obr. 5.4). Prusec¢ik s osou perfuzniho tlaku se mezi skupinami nelisil (normoxicka

sk. 36 £ 8 mmHg vs. hypoxicka sk. 30 £ 5 mmHg, p = 0,49).
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Obr. 5.4 - Vztah perfuzniho tlaku a pratoku méfeny na fetdlni strané placenty. Kfivky jsou
zprumérovana méteni P/Q zavislosti pro kazdou skupinu, zatimco pfimky jsou jejich linearni regrese.

*p < 0,05 pro sklony regresnich piimek.

5.3 Experiment 3A — Vliv diabetu matky na fetoplacentarni cévni rezistenci

Uspé&s$nost v navozeni diabetu byla 56% ze vsech potkand, kterym byl podén STZ.
Diabetes matky nemél vliv na télesnou hmotnost v den pokusu, hmotnost plodii diabetickych
potkanii byla vyznamné niz§i nez u kontrol (Tab. 5.5). Nebyl prokazin Zzadny rozdil
mezi hmotnostmi placent. Podle ocekavani, glykémie diabetickych matek byla zvysena
ve srovnani s kontrolami. Hmotnosti pokusnych placent se nelisily ve srovnani s hmotnostmi
placent, které nebyly soucasti tohoto experimentu (p = 0,1805). Nedoslo tedy k edemu placent

béhem perfuze.
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Tab. 5.5 - Hmotnosti matek, placent, plodi a glykémie matek (* p < 0,001).

VIhk& hmotnost

Hmotnost  VIhk& hmotnost ; Glykémie
- . neperfundovanych Hmotnost
. tél matek perfundovanych . o matky
skupina @) lacent (mg) (nepokusnych) plodi (g) (mmolll)
g P g placent (mg)
] 48+0,1(n
Kontrolni 345+ 18 456+ 8 517 £14 (n=21) _28) 45+0,3
. L 41+£01* 20,317
Diabeticka 335+9 476 + 26 477 16 (n=21)

(n=27) *

Fetoplacentarni tlak pii bazalni perfuzi 1 ml/min pfi normoxii byl vyznamné vyssi
u diabeticke skupiny ve srovnani s kontrolni (26 oproti 22 mmHg, p < 0,01; Obr. 5.5A). Cela
P/Q kiivka pfi normoxii byla u diabetickych placent posunuta k vys§im tlakiim ve srovnani
s kontrolami, nicméné rozdil nepfesahl hladinu statistické vyznamnosti (p = 0,0951). Akutni
hypoxie bé&hem bazédlniho pritoku vyvolala reverzibilni zvySeni fetoplacentarniho tlaku
Vv kontrolni skupiné (0 22%, p < 0,001) a statisticky vyznamné méné také v diabetické skupiné
(0 8%, p < 0,05; Obr. 5.5 B). Fetoplacentarni tlak po 15 min trvajici akutni hypoxii se nelisil
mezi obéma skupinami (Obr. 5.5B). Zvyseni tlaku vyvolané hypoxii bylo signifikantné¢ mensi
u diabetickych (2 + 0,5 mmHg) nez u kontrolnich potkant (5 £ 0,7 mmHg, p < 0,001; Obr.

5.6). Neprokazali jsme rozdil mezi P/Q kiivkami obou skupin ani pfi akutni hypoxii.
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Obr. 5.5 - Fetoplacentarni tlak pii pratoku 1ml/min u obou skupin potkani v normoxii (A) a pfi akutni

hypoxii (B). “signifikantn& rozdilné od kontrolni skupiny, “p < 0,01.
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Obr. 5.6 - Velikost HFPV. “signifikantng
rozdilné od kontrolni skupiny
('p < 0,001).
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5.4 Experiment 3B - Vliv diabetu matky a chronické hypoxie na fetoplacentarni cévni

rezistenci (neonatalni model diabetu)

cvwr

nez kontrolni skupina, ale experimentalni diabetes hmotnost matky vyznamné neovlivnil
(Tab. 5.6). Télesna hmotnost plodti nebyla ovlivnéna samotnou hypoxii ani diabetem,
ale kombinace diabetu plus hypoxie méla za nasledek vyznamné mensi plody. Hmotnosti
placent se mezi skupinami nelisily, placento-fetalni pomér byl vyssi u DH skupiny nez u tfech
zbyvajicich skupin. U vSech skupin se hmotnosti perfundovanych a neperfundovanych placent
mezi sebou neliSily. Podle ocekavani byl hematokrit matek podobné zvySen v obou
hypoxickych skupinach, ale nebyl ovlivnén diabetem. Glykémie potkanti obou diabetickych
skupin (D a DH) méfena pied zabfeznutim byla v rozmezi 8,3 - 25,1 mmol/l, coz bylo
vyznamné vice nez v nediabetickych skupinach. Pred zacitkem kazdého méfeni byla
glykémie matek stale vy$si u diabetickych potkant D ve srovnani s obéma nediabetickymi

skupinami (které se mezi sebou navzajem nelisily), ale glykémie nebyla vyssi u DH potkant.
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Tab.5.6 - Charakteristika skupin.

skupina
K H D DH
Hmotnost t€l matek (g) 348 £ 10 311477 346 £ 10 31047
VIhka hmotnost
perfundovanych placent 521+ 35 518 + 38 574 + 30 543 £ 20
(mg)
VIhka hmotnost
neperfundovanych 533+ 12 565 + 19 537 £ 22 525+ 16
(nepokusnych) placent (mg)
Hmotnost plodii (g) 46+03" 43%0,3 45+03" 3,6+0,3
Placento - fetalni pomér 0,12 +0,006 ' 0,137 £ 0,005 0,124 +0,01 7 0,150 £ 0,011
< — ,

Pocet mlad’at (median 14 13 12 1
hodnot)
Hematokrit 21412 | 488157 | 4a40+10 | W9ELT

6 - 10 tyden 6,5+ 0,4 62+03 13623 |121+18 "
Glykémie | oku
(mmol/l) 16 - 20 _tyden

véku (tj. den 52+0,2" 48+02" 12,0£3,0 6,4+11"

experimentu)

“signifikantné rozdilné od K skupiny (‘p < 0,05, “p < 0,01, "p < 0,001), od H skupiny (°p < 0,05,
"5 < 0,01), *od D skupiny (‘p < 0,05, *p < 0,01), od DH skupiny ('p < 0,05).

Fetoplacentarni perfuzni tlak pfi konstantnim bazalnim pratoku 1 ml/min (pfimo
odrazejici cévni rezistenci) pfi normoxickych podminkéach se nelisil mezi skupinami H, D
a DH a ve vSech tfech skupinach byl vyznamné vyssi nez v kontrolni (K) skupiné (Obr.
5.7A). Podrobnéjsi analyza odporovych vlastnosti fetoplacentarni cirkulace métenim P/Q
potvrdila vyssi odpor u skupin H, D a DH neZ u kontrol (Obr. 5.8A). Vztah mezi perfuznim
tlakem a prutokem krve byl linearni (linearni regresni koeficient > 0,985), pro kazdou skupinu
byla konstruovana regresni pifimka. Tyto pfimky byly hodnoceny pomoci dvou parametrii:
smérnice (sklonu, slope) a priseciku s osou tlaku (intercept). Chronicka hypoxie bez diabetu
(H) zpisobila paralelni posun P/Q piimky smérem k vy$$im tlakiim (vys$$i hodnota pruseciku
s tlakovou osou ve skupiné H nez u kontrolni skupiny, beze zmény smérnice), experimentalni
diabetes bez hypoxie (D) zvysil strmost P/Q piimky (vy$§i smérnice ve skupiné D
nez u kontrolni skupiny, beze zmény hodnoty interceptu). Kdyz byla hypoxie v kombinaci
s diabetem (skupina DH), smérnice byla podobné zvysena jako ve skupiné D, zatimco
intercept nebyl vyznamné odli$ny od skupiny H (Obr. 5.8B, C).
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Obr. 5.7 — Fetoplacentarni perfuzni tlak béhem konstantniho prutoku pfi normoxii (A), akutni hypoxii
(B) a akutni hypoxii po podani fasudilu (C). *signifikantné rozdilné od kontrolni (K) skupiny
(*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001).
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Obr. 5.8 — Zavislost tlaku na pritoku (P/Q) vsech skupin pti normoxii. Zvyseni perfizniho tlaku bylo
vyvolano kontinualnim zvySovani prutoku (b&hem 120 sekund). Piimky jsou linearni regrese
pro kazdou skupinu (A). Smérnice (B) a hodnoty prise¢iku P/Q piimek s osou perfuzniho tlaku (C).
“signifikantng rozdilné od kontrolni (K) skupiny (*p < 0,05), *signifikantn& rozdilné od hypoxické (H)
skupiny (*p < 0,05, *p < 0,01).

Ve vSech skupinach vyvolala akutni hypoxickd vyzva (pii konstantni rychlosti
prutoku) statisticky vyznamny nartst perfuzniho tlaku (Obr. 5.7B). Relativni velikost této
akutni hypoxickeé fetoplacentarni vazokonstrikce (HFPV), vyjadiena jako % bazélniho
perfuzniho tlaku v normoxii, byla snizena podobné chronickou hypoxii, experimentalnim
diabetem i jejich kombinaci (Obr. 5.9).
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HFPV byla zcela zrusena podanim inhibitoru Rho kindzy fasudilu, a to ve vsech
skupinach. Ve skute¢nosti perfuzni tlak poklesl dokonce pod normoxickou hodnotu (asi
0 13% ve vsech skupinach) (Obr. 5.7C). | po podani fasudilu ptetrvaly rozdily v perfuznim

tlaku mezi skupinami stejné tak, jak byly naméfeny béhem normoxie (Obr. 5.7A).

Fetalni plazmatické koncentrace 3-nitrotyrosinu byly vyznamné zvySeny ve vSech
experimentélnich skupinach (H, D, DH) ve srovnani s kontrolami (Obr. 5.10).

*kk * *
12 1

10 1

3-nitrotyrosin {(ug/ml)

Obr. 5.10 - Mg¢éfeni koncentrace 3-

nitrotyrosinu ve fetalni krvi. *signifikantné
K H D DH rozdilné od kontrolni (K) skupiny (*p < 0,05,
Skupiny **xp < 0,001).
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6. DISKUZE

6.1 Experimentélni model

Placenta potkana je vzhledem k ¢etnym podobnostem (konverze spiralnich arterii,
hloubka invaze endovaskularniho trofoblastu) velice vhodnym pokusnym modelem

pro studium normalniho i patologického t€hotenstvi u ¢loveka (Caluwaerts et al., 2005).

6.2 Experiment 1 - Inhibice Rho kinazy fasudilem oslabuje akutni hypoxickou

fetoplacentarni vazokonstrikci u potkana

Tato studie prokazala podstatnou roli Rho kindzové signalni drdhy v mechanismu
HFPV. V piedchozich experimentech na lidské placenté dokonce i velmi nizka davka
nifedipinu (1nM) - selektivniho blokatoru L-typu napétové fizenych vapnikovych kanalt
buné¢né membrany - zcela zablokovala HFPV (Jakoubek et al., 2006). To dokazalo zasadni
roli téchto kanalti v mechanismu HFPV. Zvyseni intracelularni koncentrace vapenatych iontd
pfi HFPV v kone¢ném duasledku aktivuje kindzu lehkého fetézce myosinu (MLCK), kterd
fosforylaci lehkého fetézce myosinu (MLC) umoznuje kontrakci hladké svalové bunky
v cévni sténé a tim vazokonstrikci. Z plicnich cév je ale zndmo (Leach et al., 1994),
Ze udrzeni vazokonstrikce (iniciované nejprve vtokem vapenatych iontll) je moZné 1 jinym
mechanismem. Hlavnim zndmym mechanismem trvalé fosforylace MLC je inhibice enzymu
fosfatazy lehkého ftetézce myosinu (MLCP), ktery MLC defosforyluje, prostiednictvim
systému Rho kinzy - jde o Ca** senzitizaci (Somlyo a Somlyo, 1994; Sylvester et al., 2012).
Také nase studie potvrzuje, ze aktivita Rho kinadzy je pfedpokladem pro HFPV. S nejvétsi
pravdépodobnosti je pro HFPV nezbytny jak Ca* influx pies L-typy kanalii (Jakoubek et al.,
2006), tak Rho kindzou zprostfedkovana Ca’* senzitizace (tato studie). Tento zavér jsme
ale postavili na vysledcich dvou experimentd, Které byly provedeny na odlisnych druzich
(Jakoubek provedl pokus na preparatu lidské placenty, nase studie byla provedena na placenté
(Jakoubek et al., 2006), zatimco Ca?* senzitizace pievlada v mechanismu HFPV u placenty
potkana (nase studie), nepovazujeme tento mezidruhovy rozdil za pravdépodobny.

Pro podrobnéjsi zhodnoceni podani fasudilu béhem doby hypoxické expozice
na fetoplacentarni hemodynamické parametry jsme zvolili hodnoceni vztahu P/Q na preparatu

izolované, dvojit¢ perfundované placenty. Zatim v literatuie zcela chybi fyziologicka
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interpretace zavislosti tlaku na pritoku (P/Q) v placenté. Vychdzime z podobnosti
fetoplacentarnich cév s plicnimi. Jednalo se o linedrni zavislost, v plicnich cévach
ji charakterizuji dva parametry - smérnice neboli sklon ptimky (slope) a hodnota prasecéiku
s osou perfuzniho tlaku, ktery vznikne extrapolaci pfimky k nulovému pratoku (Obr. 4.2).
Podle Starlingova modelu rezistoru (Herget a Hampl, 1995) miZeme zjednodus$ené fici,
ze hodnota slope odpovida prirastkovému odporu, ¢ili odporu, ktery klade plicni cévni feciste
zvysujicimu se prutoku. Vyssi hodnota slope mize byt zplisobena snizenou poddajnosti cév
nebo zmensSenim celkové plochy jejich prufezu. Hodnota interceptu je interpretovana
silami pusobicimi proti kolapsu stfedniho kolapsibilniho segmentu (intravaskularni tlak)
a silami uzavirajici tento segment (perivaskularni tlak, intraalveolarni tlak a aktivni tonus stén
cév). Koreluje s bazalnim tonem plicnich cév. Méfeni zavislosti tlaku na pratoku podpofilo
zaveér nasi prace, tedy ze HFPV lze zabranit blokadou signalni drahy Rho kinazy. Mechanické
vlastnosti placentarnich cév byly podanim fasudilu zménény. V pokusu vyslo, ze béhem celé
doby trvani akutni hypoxické challenge byly u skupiny s fasudilem hodnoty fetoplacentarniho
tlaku vzdy nizsi pro danou velikost pritoku nez tomu bylo u kontrol. Navic vyslo, Ze rozdil
mezi skupinami nebyl kvuli velikosti interceptu, v ném mezi skupinami nebyl vyznamny
rozdil. Naproti tomu skupina s fasudilem méla vyznamné mensi smérnici zavislosti P/Q
ve srovnani s kontrolni skupinou. V plicnich cévach tento parametr odpovida odporovym
vlastnostem cév, které se nachazi pied kolapsibilnim segmentem (Mitzner a Huang, 1987).
Analogicky se tedy domnivame, Zze misto HFPV citlivé k inhibici Rho kindzy tak lezi vzhiru
od nejperifernéjSich kolapsibilnich cév. Pro ptesnou lokalizaci plsobeni HFPV bude
ale zapotiebi dalSich studii.

Fetoplacentarni obéh je zcela odlisny od jinych cévnich fecist’ tim, ze za normélnich
okolnosti ma minimalni klidovy cévni tonus. Podoba se tim dospélému plicnimu cévnimu
fe¢isti. Hampl (Hampl et al., 2002) v pokusu na izolovaném perfundovaném kotyledonu
lidské placenty piidal do perfuzatu silnou vazodilatacni latku nitroprusid sodny ve vysoké
davce a jejim prostiednictvim chtél zjistit stupeni aktivniho napéti cévni stény za klidovych
podminek. Neprokazal zadnou zménu, nitroprusid jiz nebyl schopen redukovat cévni tonus
ve fetoplacentarnich cévach toho druhu. Je zajimavé, Ze v nasi praci po podani fasudilu doslo
k vyznamnému sniZeni klidoveho cévniho odporu, o cca 18%. Podobné pusobil v plicich
inhibitor Rho kinazy Y-27632, ktery také snizil bazalni perfuzni tlak (Nagaoka et al., 2004).
Fasudil se tedy zd4d byt mnohem siln€j$im vazodilatatorem neZz nitroprusid. V naSem

experimentu 3B byl fasudil piidan do perfuzatu na izolované potkanni placenté pii akutni
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hypoxické challenge. Doslo nejen ke kompletni reverzi HFPV, ale perfuzni tlak se snizil
o taktka 15% pod troven bazalniho tlaku u kontrolni skupiny pti normoxii.

Na konci pokusu byl perfuzat s fasudilem vyménén za Cerstvy, bez fasudilu, pii akutni
hypoxii pak doslo k plnému obnoveni HFPV. Tim byla vylou¢ena moznost, ze by inhibici
HFPV fasudilem zplsobil edém nebo jiny artefakt zplisobeny prolongovanou perfuzi
preparatu.

Tato studie ukazala, ze Rho kinazou zprostfedkovana Ca®*" senzitizace prispiva
k udrzeni klidového fetoplacentarniho cévniho odporu a hraje klicovou roli v mechanismu
HFPV. Inhibitory Rho kindzy by tak mohly potencialné byt uzite¢né v terapii onemocnéni
jako je intrauterinni rustova restrikce, kde je HFPV povazovana za kli¢ovy patofyziologicky

faktor.

6.3 Experiment 2 - Chronicka hypoxie zvyS$uje periferni cévni odpor placenty potkana

pri perfuzi krvi

Tato studie prokazala, ze hypoxie béhem posledni tfetiny délky biezosti potkana vede
ke zvyseni cévniho odporu na fetdlni strané placenty perfundované krvi. Tento vysledek je
v souladu s ptfedchozim pokusem zna$i laboratofe, kde byl ale preparat perfundovany
Krebsovym roztokem (Jakoubek et al., 2008). Rozdil v perfuznim tlaku mezi skupinami
Vv absolutnich hodnotach (mmHg) byl sice zvySen ndhradou malo viskozniho Krebsova
roztoku krvi o mnohem vyssi viskozité, ale relativni zvySeni (vyjadiené % tlaku kontrolni
skupiny) bylo ve skute¢nosti nizsi. Je vSak ziejmé, ze perfuze krvi odrazi klinicky relevantni
situaci 1épe nez perfuze Krebsovym roztokem. Nicméné naSe vysledky ukézaly,
ze pro studium ucinkd hypoxie na fetoplacentdrni cévni rezistenci neni nutné pouZzivat
perfundované placenty; dostatecny byl model placenty perfundované Krebsovym roztokem.

Byla pouzita krev z dospé€lych darct namisto fetalni krve, ktera je ve fetoplacentarnich
cévach in vivo. Timto by vSak nemélo dojit ke zkresleni vysledkil, nebot’ obé krve maji
podobnou viskozitu. Fetalni krev ma ponc¢kud vyssi hematokrit, ale zase nizsi viskozitu
plazmy (Linderkamp et al., 1992; Reinhart et al., 1985).

Mechanismy pisobeni chronické hypoxie na fetoplacentdrni cévy byly dosud
minimalné¢ prozkoumany. Jednou z moznosti je zvySené napéti cévniho hladkého svalu.

AvSak ani vysoka davka ucinné vazodilata¢ni latky (nitroprusid sodny) nesnizila vysoky
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fetoplacentarni cévni odpor u chronicky hypoxickych matek (Jakoubek et al., 2008).
V experimentu 3B jsme prokazali, ze jina silnd vazodilata¢ni latka fasudil (inhibitor Rho
kinazy) snizila pouze ¢aste¢né cévni odpor. U chronicky hypoxické skupiny ztstal vyznamné
zvySeny ve srovnani s kontrolni normoxickou skupinou. Je vSak mozné, ze vazomotoricka
slozka zvyseného odporu muize byt vyssi v podminkach in vivo, protoze nase méteni byla
provedena za normoxickych podminek (napf. pO; byl vyssi nez v déloze). Vzhledem k tomu,
7e akutni hypoxie zpusobuje fetoplacentarni vazokonstrikci (Hampl et al., 2002, Jakoubek
et al., 2006), je mozné, ze za hypoxickych podminek v déloze mize byt vazokonstrik¢ni
slozka jesté vyssi.

Neni tedy pravdépodobné, Ze by prosta vazokonstrikce byla hlavni pfic¢inou
pozorovaného zvySeného cévniho odporu. Jako jiné mozné vysvétleni zlstava morfologicka
ptestavba fetoplacentarnich cév pii chronické hypoxii podobna té, kterd se pii hypoxii
odehréava v plicnim fecisti. Popsana byla v ivodu prace. Nedavna prace HvizdoSové-Kles¢ové
popsala morfologické zmény, které mohou mit za nasledek zvySeny cévni odpor
(Hvizdosova-Kles¢ova et al., 2013).

Zvyseni fetoplacentarniho cévniho odporu pfi chronické hypoxii bylo spiSe v diisledku
zvySeni smérnic (sklonu) P/Q pfimek nez jejich paralelniho posunu (tj. zvySené hodnoty
pruse¢iku s osou perfuzniho tlaku). Tento nas vysledek je ve shodé s praci Jakoubka
(Jakoubek et al., 2008), ve které se vSak zavislost tlaku na pritoku méfi jinak: nikoli
kontinudlnim zvySovanim pritoku az na dvojnésobek, ale postupnym zvySovanim pritoku
stuptiovité po 0,2 ml/min az na 1,8 ml/min, kdy kazdy krok trval cca 2 min. Rozdily mezi
skupinami byly vyhodnoceny uzitim analyzy rozptylu (ANOVA) pro opakovana méieni,
proto smérnice a hodnota pruseciku s osou perfuzniho tlaku nebyly uréeny. Tvar a vzajemna
poloha P/Q kiivek normoxické a chronicky hypoxické skupiny jsou podobné jako v nasi
studii s tim rozdilem, ze ale samoziejmé kazda hodnota pritoku odpovidala niz§imu tlaku
v placenté perfundovane Krebsem (Jakoubek et al. 2008) nez krvi (nase studie).

Jak jiz bylo zminéno, pii fyziologické interpretaci smérnice a hodnoty priseciku
sosou perfuzniho tlaku P/Q ptimek vychézime z analogie plicnich cév (Herget a Hampl,
1995). Zvyseny sklon P/Q pfimky miize odpovidat snizené poddajnosti fetoplacentarnich cév
nebo Ubytku celkoveé plochy jejich prifezu.

Metodologickym omezenim této prace bylo, Ze jsme nedosahli podobné velikosti pO,
jako u plodu v déloze (Rodesch et al., 1992). To by vSak mélo spiSe snizit nez zvysit rozdily
v cévnim odporu mezi chronicky hypoxickou a normoxickou skupinou. V podminkach

in vivo (tedy za signifikantné niz§iho pO;) by se dalo oc¢ekavat, ze rozdil mezi skupinami
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bude jesté vétsi kvali piitomnosti hypoxické vazokonstrikce u chronicky hypoxické skupiny.
Je znamo, Zze hypoxickd fetoplacentarni vazokonstrikce je potencovana chronickou hypoxii
(Jakoubek et al., 2008). Chronicka hypoxie v déloze také vyvolava polycytémii u féta
(Postigo et al., 2009; Soothill et al., 1987), kterd rovnéz zvysi rozdil mezi hypoxickymi
a kontrolnimi potkany ve srovnani s naSim pokusem, kde jsme perfundovali
normocytémickou krvi dospélych darcti.

V tomto experimentu byli potkani vystaveni vlivu chronické hypoxie b&hem
posledniho tydne s celkovych 3 tydna trvani biezosti. Je to srovnatelné s posledni tiéetinou
téhotenstvi u ¢lovéka. K hypoxii tak doslo v dobé, kdy jiz byla dokon¢ena embryogeneze,
a proto jde jen o vliv chronické hypoxie na jiz plné vyvinuty fetoplacentarni cévni systém.

Chronicka hypoxie béhem posledni tfetiny biezosti vedla k signifikantnimu zvySeni
fetoplacentarniho cévniho odporu v izolované, krvi perfundované placenté. Potvrdili jsme tim
na$i hypotézu, nebot’ rozdil v perfuznim tlaku mezi kontrolni a chronicky hypoxickou
skupinou byl vyssi pii perfuzi krvi nez pti perfuzi méné visk6znéjsim Krebsovym roztokem.
Vyjadiime-li ale tento rozdil jako procenta tlaku kontrolni skupiny, je ve skutecnosti mensi
v krvi perfundovanych preparatech nez v preparatech perfundovanych Krebsovym roztokem.
zddné jasné vyhody pro studium uc¢inki hypoxie na fetoplacentarni cévy ve srovnani
s jednodussi perfuzi Krebsovym roztokem. ZvySeni fetoplacentarni cévni rezistence o 22%
v naSem pokusu zpusobené chronickou hypoxii matky patrné snizi perfuzi placenty, to bude
mit za nasledek podvyzivu plodu a pravdépodobnou rlistovou restrikci se vSemi znamymi

neonatalnimi 1 dlouhodobymi Skodlivymi nésledky.

6.4 Experiment 3A + 3B - Diabetes matky a chronicka hypoxie zvySuji fetoplacentarni

cévni rezistenci u potkant

Chronicka hypoxie vyvolala zvyseni fetoplacentarni cévni rezistence, tento vysledek je
v souladu s pokusem Jakoubka (Jakoubek et al., 2008) i snasimi daty (Experiment 2).
Vyznamné vyssi fetoplacentarni tlak pti konstantnim bazalnim pratoku byl namétfen u plodi
diabetickych matek jak na modelu neonatalniho diabetu (Experiment 3B), tak tehdy, pokud
byl streptozotocin aplikovan jiz bifezim samicim (Experiment 3A). Neprokazalo se, ze by
se ucinek chronické hypoxie a diabetu scital. Moznym vysvétlenim je, ze na zvySeni
fetoplacentarniho odporu u hypoxie i diabetu se podili podobné mechanismy. Dalsi

pravdépodobné vysvétleni vychazi z analogie s plicnim cévnim feciStém. Je zndmo, Ze

58



chronicka hypoxie zpusobuje plicni arteridlni hypertenzi (Reeves a Herget, 1984). U diabetu
bylo prokazano zvyseni vendzniho vazomotorického tonu (Russ a Tobin, 1996). Jestlize tedy
dojde v disledku chronické hypoxie pii zvySovani pritoku k otevieni mensiho poctu arteriol
ve srovnani s normoxickou placentou, potom zazeni navazujicich vén v ¢asti distalné
od tohoto Useku jiz nijak neovlivni celkovy placentarni odpor. Pfedpokladame, ze v dusledku
diabetu dojde k zZeni ve venodzni ¢asti u vSech cév (zvyseni perfuzniho tlaku u diabetické
skupiny D), avsak na navySeni celkového odporu u skupiny s diabetem + hypoxii (DH) se
podili pouze ty vény, které navazuji na oteviené arterioly. Zvyseni celkového odporu DH
placenty v dasledku diabetu je tedy relativné malé. S tim pfesné koresponduji nase vysledky,
kdy u skupiny s kombinovanym poskozenim (DH) doslo k mirnému, avsak nesignifikantnimu
narustu perfuzniho tlaku oproti skupinam D a H.

K popisu vlastnosti cévniho fe€isté byla pouzita zavislost tlaku na kontinualné
se zvySujicim prutoku. Chronicka hypoxie zpUsobila paralelni posun P/Q piimky
a signifikantn¢ zvysila hodnotu interceptu s osou perfuzniho tlaku, kterd odpovida kritickému
uzaviracimu tlaku. Diabetes v nasem neonatdlnim modelu (Experiment 3B) naproti tomu
zvysil smérnici pfimky P/Q, aniz by signifikantné¢ posunul hodnotu interceptu (kriticky
uzaviraci tlak).

V obou experimentech (3A + 3B) akutni hypoxicka challenge vyvolala vazokonstrikci,
ktera byla ale u vSech experimentalnich skupin vyznamné mensi nez u kontrol. Je znamo, ze
u pokusu s izolovanymi plicemi bylo pfidani glukozy do perfuzatu spojeno se snizenou
tlakovou odpovédi na hypoxii (HPV) (Rounds et al., 1981). Naopak perfuze bez glukozy
potencovala hypoxickou vasokonstrikci (Stanbrook a McMurtry, 1983). V citovanych
pokusech se ale jednalo o vliv akutni glykémie na HPV, nikoli o nasledek diabetu. Uéinek
diabetu na vazomotorickou odpovéd plicnich cév okrajoveé zminuji Russ a Tobin (1996), kdyz
u diabetickych potkani uvadéji  signifikantn€ sniZenou presorickou odpovéd
na vazokonstrikéni stimulus vyvolany analogem tromboxanu U-46619. Nizs§i reaktivitu
na vazokonstrikéni podnéty u lidského fetoplacentarniho cévniho fecisté pii diabetu prokézali
I Kossenjans et al. (2000). Nase zjisténi zcela odpovidaji literarnim tdajim. Kossenjans et al.,
(2000), ale i dalsi autofi (Lyall et al., 1998; Myatt a Cui, 2004) davaji zménu vaskularni
reaktivity pii diabetu do souvislosti se zvySenou produkci peroxynitritu a naslednym
oxidatnim poskozenim cévni stény. Pokud se tykd poskozeni placentarni cirkulace
chronickou hypoxii, ndlezy se rozchazeji. Vétsi odpoveéd fetoplacentarnich cév na akutni
hypoxickou challenge v Jakoubkové studii (Jakoubek et al., 2008) by mohla byt ovlivnéna

rozdilnym experimentalnim protokolem, kde akutni hypoxii pfedchazela opakovana aplikace
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angiotensinu |1, ktery nebyl podavéan v nasi studii. Nicméné vliv chronické hypoxie na akutni
hypoxickou challenge jesté musi byt osvétlen. Pfi spoletném vlivu diabetu a hypoxie se
HFPV jesté snizila, ale rozdil oproti HFPV u potkanu s diabetem nebo u potkanii vystavenych
pouze chronické hypoxii nebyl signifikantni.

Pfidani silného vazodilatitoru fasudilu do perfuzatu zplisobilo sniZeni
fetoplacentarniho tlaku pod bazalni troven. To je v souladu s vysledkem experimentu 1, kde
fasudil navic kompletné¢ zabranil HFPV. Fasudil jsme pouzili k priikkazu toho, jaky je podil
vazokonstrikce na zvySeni fetoplacentarniho cévniho odporu. Po podani fasudilu doslo
u vSech experimentalnich skupin ke snizeni tlaku jen pomérné, nikoliv na uroven tlaku
u kontrolni skupiny. Z toho vyvozujeme, ze zvySeni bazalniho tlaku u v§ech experimentalnich
skupin neni zptsobeno jenom vazokonstrikci, ale i jinymi mechanismy, které bohuzel nejsou
znamy. Mohlo by jit o morfologickou ptestavbu cévniho ftecisté. Jiz byly popsany
morfologické zmény u chronicky hypoxickych placent (HvizdoSova-Klescova et al., 2013),
které by mohly zpusobovat zvySeny fetoplacentarni odpor. Jsou popsany i morfologické
zmény ve fetalni Casti diabetickych placent - ztluSténi bazalni membrany, syncytiotrofoblast
s fibrinovymi depozity, hyperplazie cytotrofoblastu (al-Okail a al-Attas, 1994), fibrinoidni
nekrozy a cévni léze (Daskalakis et al., 2008). Zavazné degenerativni cystické léze
v spongiozni vrstvé placenty byly také popsany v placenté potkana s diabetem (Prager et al.,
1974). 1 tyto morfologické zmény by mohly byt pticinou zvySeného fetoplacentarniho odporu.

Piitomnost oxida¢niho stresu u fétt vSech experimentalnich skupin v pokusu 3B jsme
prokazali vyznamné zvySenou hladinou nitrotyrosinu v jejich plazmé. To je v souladu
s literarnimi Gdaji, které prokazaly zvyseny nitrotyrosin v endotelu i ve stromatu diabetickych
placent (Lyall et al., 1998) a v plazmé¢ laboratornich potkani pii chronické hypoxii (Hodyc
etal., 2012).

Neonatalni model diabetu u potkana byl popsan jako vhodny experimentalni model
diabetu 2. typu (King, 2012), velmi podobny realnému diabetu u t€hotnych (Sinzato et al.,
glykémii v den pokusu kvuli snizenému piijmu potravy béhem prvnich dni chronické

hypoxické expozice.
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7. ZAVER

Tato prace se zabyva mechanismy, které ovlivituji reaktivitu fetoplacentarnich cév

na hypoxii. Vysledky této dizerta¢ni prace ptinesly nésledujici nové poznatky:

Prokazali jsme hypotézu, ze Rho kinadzova signalni drdha se podili na zméné
periferniho odporu pii HFPV. Inhibice Rho kinaz fasudilem zpisobila signifikantni pokles
bazélniho tonu fetoplacentarnich cév. Fasudil inhiboval akutni hypoxickou fetoplacentarni
vazokonstrikci u laboratorniho potkana. Latky typu inhibitoru Rho kindzy by tedy mohly byt

uziteCnym nastrojem v terapii poruch spojenych s hypoxii placenty.

Nase vysledky rovnéz podporuji hypotézu, Ze chronicka hypoxie zvysuje cévni odpor
na fetalni strané placenty pii perfuzi krvi u laboratorniho potkana. Toto zvySeni je alespoii
zCasti rezistentni vici akutni reoxygenaci (pfi normoxickych podminkéch perfuze). Nepodili
se na ném zvyseny cévni tonus. Pouziti slozit€jsi perfuze krvi nepfineslo zadné jasné vyhody
pro studium ucinkG hypoxie na fetoplacentdrni cévy ve srovnani s laboratorné

a metodologicky jednodussi perfuzi Krebsovym roztokem.

Vysledky dale potvrzuji hypotézu, ze diabetes matky zvySuje fetoplacentarni cévni
odpor. Na tomto zvySeni se nepodili jen prostd vazokonstrikce. Velikost akutni hypoxické
fetoplacentarni  vazokonstrikce je signifikantn€ mensi u diabetickych  potkani
neZ u kontrolnich potkant. Spolecné plsobeni diabetu a chronické hypoxie nema aditivni
u¢inek na odpor fetoplacentarnich cév. Za nejpravdépodobnéjsi vysvétleni povazujeme to,
ze v disledku diabetu dojde k ziZeni ve vendzni Casti cévniho fecisté, zatimco v disledku
chronické hypoxie dojde ke konstrikci rezistentnich arteriol. Zizeni ve vendzni Casti cév jiz

dale nesnizi prutok, ktery byl omezen konstrikci v arterialni ¢asti cév chronickou hypoxii.

Problematika vlivu hypoxie na fetoplacentarni cévni systém a jeji farmakologické
ovlivnéni nebyly podle literarnich udaju dosud dostate¢né studovany a ziskané vysledky by

mohly doplnit pfedstavy o vzniku intrauterinni ristové retardace (IUGR) a preeklampsie.
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8. ABSTRAKT

Placenta a plice jsou jediné organy, které plni funkci okyslicovani krve a maji
spole¢nou vlastnost - vazokonstrikci jako akutni reakci na hypoxii. Reaguji tedy opacné
nez systétmové cévy. V prezentované praci jsme se zaméfili na mechanismy regulace
fetoplacentarnich cév pfi stavech spojenych s hypoxii. Byl pouzit experimentalni model
izolované, dvojité perfundované placenty potkana.

Nase vysledky prokazuji vyznamnou roli signalni drahy Rho kindzy v mechanismu
této hypoxickeé fetoplacentarni vazokonstrikce (HFPV).

Chronické ptisobeni hypoxie na fetoplacentarni cévy vede k trvalému zvySeni odporu
cévniho fecCisté. Toto bylo prokazano v experimentu s perfuzi fetoplacentarnich cév malo
viskéznim solnym roztokem. Nase vysledky ukazuji vyznamné zvySeni fetoplacentarniho
odporu cév pfi perfuzi krvi, tedy za podminek, které se blizi situaci in vivo. ZvySeni odporu
muze vést k placentarni hypoperfuzi a néasledné¢ k podvyzivé plodu, coz je povaZzovano
za jednu z klicovych pfi¢in vaznych fetdlnich a novorozeneckych morbidit, zejména
intrauterinni rustové retardace.

Diabetes mellitus je znamych faktorem ovliviiyjicim rast plodu. Stejné jako
pfi chronické hypoxii, tak 1 pfi diabetu plsobi na stény cév radikélovy stres. Plody
diabetickych matek maji fadu znakd svéd¢icich pro hypoxii. Pisobeni diabetu
na fetoplacentarni hemodynamiku vSak dosud neni zndmo. NaSe vysledky prokazuji
vyznamné zvySeni fetoplacentarniho odporu cév pii diabetu matky. Neni zpiisobené jen
vazokonstrikci. Spolecné plisobeni diabetu a chronické hypoxie nemélo aditivni u¢inek, coz
by mohlo svédCit o Ucasti podobnych mechanismli na zvySeni fetoplacentarniho odporu
a/nebo o poskozeni riznych oddila (arteridlni nebo vendzni) fetoplacentarniho cévniho feciste
pii chronické hypoxii a pfi diabetu.

Poznani mechanismil U¢inkd hypoxie na fetoplacentarni cévy milze pomoci v terapii

stavil, na jejichZ vzniku se podili chronickd intrauterinni hypoxie.

Klicova slova: placenta, hypoxicka fetoplacentarni vazokonstrikce, Rho kindza, hypoxie,

intrauterinni riistova retardace, diabetes, radikalovy stres
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ABSTRACT

The placenta and the lungs are the only organs that perform a function of blood
oxygenation and have a common characteristic - vasoconstriction in response to acute
hypoxia. Thus the reaction is in an opposite manner than smooth muscle of systemic arteries
does. In this study we focused on the mechanisms that regulate fetoplacental blood vessels
in conditions associated with hypoxia. An experimental model of isolated dually perfused rat
placenta was used.

Our findings demonstrate an essential role of Rho kinase signaling pathway
in the mechanism of this hypoxic fetoplacental vasoconstriction (HFPV).

Chronic exposure to hypoxia causes a sustain elevation of vascular resistance
on fetoplacental blood vessels. It was demonstrated in experiment with low-viscosity salt
solution perfusion. Our current results show a significant increase of the fetoplacental
vascular resistance with blood perfusion which better reflects in vivo conditions. An increase
in fetoplacental vascular resistance may lead to placental hypoperfusion and consequent fetal
undernutrition, which is considered one of the key causes of serious fetal and neonatal
problems, especially intrauterine growth restriction.

Diabetes mellitus is a well-known factor affecting fetal growth. Both chronic hypoxia
and diabetes act on vessels partly through redox alterations. The fetuses of diabetic mothers
have a number of characteristics indicative of fetal hypoxia. However the effects of diabetes
on the fetoplacental hemodynamics are not yet known. Our results show a significant increase
of fetoplacental vascular resistance in diabetic mothers, not only due to vasoconstriction.
Diabetes and chronic hypoxia together do not have an additive effect on fetoplacental vessel
resistance which could indicate the involvement of similar mechanisms of the elevation of
fetoplacental resistance and/or impairment of different sections (arterial or venous) of
fetoplacental vascular bed in chronic hypoxia and diabetes.

Understanding the mechanisms of the effects of hypoxia on fetoplacental vessels thus
might ultimately facilitate new treatments of impairments where chronic intrauterine hypoxia

is involved.

Key words: placenta, hypoxic fetoplacental vasoconstriction, Rho kinase, hypoxia,

intrauterine growth restriction, diabetes, oxidative stress
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