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1. Uvod

Placenta je organ, na kterém je zavisly kazdy savec pfed narozenim. Jeji
nazev pochazi z latinského vyrazu pro kola¢ a opravdu, u vétSiny druhd tvar
organu odpovida tomuto historickému pojmenovani. Placenty riznych druhl se
liSi nejen velikosti, ale i svou ultrastrukturou (Enders a Blankenship, 1999).
Souvisi to nejen s délkou gestace (21 den u krysy, 177 dnu u prasete, 270 dnl u
Clovéka), ale i s obvyklym poétem plodid. Mossman (1987) popisuje ve své
monografii placentaci jako ,pfiblizeni nebo kombinaci embryonalnich tkani
s rodiCovskymi, slouzici k fysiologické vymeéné®. Z toho vyplyva, ze a€ se placenty
v mnohych ohledech lisi, jejich funkce zUstavaji podobné: jsou jimi zejména
zajisténi  maximalniho pfiblizeni matefské a fetalni krve, ale zaroven jejich
oddéleni- interhemalni bariéra. Uzky kontakt matefského a fetalniho obéhu je
dalezity hlavné pro transportni funkce placenty: pfenos krevnich plynd, glukosy,
imunoglobuliny a dalSich latek, napf. Iékt. Oddéleni téchto dvou krevnich obéhd je
vSak nutné zejména zdlvodu zabranéni prestupu fetalnich erytrocytd do
matefského obéhu, ktery pfi inkompatibilité krevnich systémi matky a plodu
vyvola tvorbu protilatek proti ¢ervenym krvinkam plodu. Tyto protilatky se
dostavaji do fetalniho obéhu a mohou zpusobit az hydrops plodu (Gomella, 2004).

Jak zminéno vySe, jednou z hlavnich funkci placenty je vyména krevnich
plyn a zajisténi dostate¢né oxygenace fetalni krve. Hypoxie placenty pak muize
nastat z pfi¢in lokalnich (mistni postizeni cév, abrupce placenty) nebo celkovych,
napf. plicni nebo kardiovaskularni onemocnéni matky, komplikace diabetu Ci
pobyt ve vysoké nadmorské vySce. Pfedpoklada se, Zze nedostatek kysliku ve
fetoplacentarnim fecisti muze byt dudlezitym patogenetickym faktorem
preeklampsie. V pfipadé chronického nedostatku kysliku pak muize plod byt
postizen intrauterinni rustovou retardaci (IUGR). Jde o stav, kdy se plod narodi
mensi vzhledem k délce téhotenstvi (pod 5. percentil hmotnostnich grafd). Tyto
déti pak byvaji v détstvi i dospélosti (po vyrovnani pavodniho rastového deficitu)
vyznamné Castéji postizeny infekty, kardiovaskularnimi onemocnénimi, diabetem
a dalSimi onemocnénimi (Brodsky a Christou, 2004).

Je tedy pravdépodobné, Ze v placentarnim cévnim fecisti bude hypoxie

jednim z vyznamnych regulaénich i patofysiologickych faktord . Tato uvaha a
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téZz absence literatury zejména v oblasti patofysiologie vlivu chronické hypoxie
na placentarni cévy, byly vid¢imi divody k realizaci této prace.

2.Literarni prehled

2.1 Kratkodoba (akutni) hypoxie

Vétsina organl (a zvlasté vyrazné mozek, ledviny a srdce) reaguje na
lokalni pokles parcialniho tlaku kysliku vasodilataci. ZajiStuji si tim dostateCny
prutok krve a dodavku kysliku pfi momentalni hyposaturaci. Zcela opacné je
tomu jen ve dvou organech téla: v plicich a v placenté. Tyto dva organy jsou si
svymi vlastnostmi a funkci navzdory odliSnému tvaru v mnohém podobné. Jsou to
jediné organy zprostfedkovavajici oxygenaci krve a odstrafiovani CO, z krve.
Jsou to téz nizkotlaké systémy. Jejich cévy jsou velmi malo ( v pfipadé plic), Ci
vubec (v pfipadé placenty), ovliviiovany autonomnim nervovym systémem (Fox a
Khong, 1990). Na akutni hypoxicky podnét reaguiji plicni cévy vasokonstrikci
(hypoxicka plicni vasokonstrikce - HPV). Tento mechanismus pfevadi proud krve
z mist, kde je nedostateCné oxygenovana, do oblasti, kde bude okysli¢ena Iépe.
Ve vysledku tedy udrzuje pfiznivy pomér ventilace - perfuze.

Prfedpokladame, Z2e podobné tomu je i vplacenté. Zde téz za
hypoxickych  stavid dochazi k vasokonstrikci (hypoxicka fetoplacentarni
vasokonstrikce — HFPV) a pravdépodobné i zde ma tento mechanismus zajistit
dostate¢né kyslikové zasobeni plodu (Howard, 1987; Talbert a Sebire, 2004).

Vliv riznych podminek oxygenace prostfedi na kvalitu HFPV zkoumala
skupina Ramasubramaniana (2006) a pouzila pfi svém experimentu model
izolovaného, dvojité perfundovaného kotyledonu lidské placenty. Pouzivala
placenty z nekomplikovanych téhotenstvi a porodu. Kotyledon byl perfundovan
standardnim Krebsovym roztokem, ktery byl za kontrolnich podminek sycen smési
plynd s 21% Kkysliku. V experimentalni ¢asti pak porovnavali zmény perfusniho
tlaku na fetalni strané preparatu pfi poklesu obsahu kysliku v syticim plynu az na
0%. Zjistili, ze v lidské placenté dochazi k postupnému zvySovani perfusniho
tlaku, které je nepfimo umérné percentualnimu zastoupeni kysliku v sytici smési

plynu.
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Mechanismus HFPV je zatim minimalné prozkouman. Jednim z Ciniteld,
podilejicim se na mechanismu HFPV, by mohl byt oxid dusnaty (NO). O vysvétleni
mechanismu jeho mozného pusobeni se pokusila prace Byrneho a spol. (1997).
Ti experimentovali téZ s izolovanym perfundovanym kotyledonem lidské placenty.
Cévy perfundovali Earlovym roztokem a za normoxickych podminek sytili perfuzat
smési plynl s 95% O,. Oveérovali hypotézu, ze HFPV je zpusobena snizenou
produkci NO. Po prvni hypoxické zméné syceni perfuzatu v experimentalni
skupiné pak pfidali do perfuzatu N-nitro-L-arginin methyl ester (L-NAME),
blokator NO-syntazy. Po pfidani blokatoru se signifikantné zvysil perfuzni tlak a
dalsi hypoxicka odpoveéd v této skupiné byla zcela zablokovana. Hampl a spol.
(2002) vSak pfi podobném experimentu dosli k diametralné odliSnému
vysledku: stejné jako u Byrneho doslo ke zvySeni bazalniho perfuzniho tlaku, ale
zablokovani HFPV nenastalo. Tato zasadni diskrepance s vysledky predchoziho
pokusu nastala podle naseho nazoru z toho ddvodu, ze Byrne pouzil vyznamné
vyS8Si davku L-NAME - proto pak pravdépodobné mohlo dojit ke zkresleni
vysledkd znamymi nespecifickymi uc€inky blokatoru.

Hampl a spol. se ve zminéné praci zaméili jeSté na jiné mozné vysvétleni
vzniku HFPV. Vysli z podobnosti placentarniho fecisté s plicnim. V plicich hypoxie
pusobi inhibici napétové fizenych draslikovych kanall, coz vede k depolarizaci
membrany hladkého svalu cévy. Nasledkem toho dojde k influxu vapenatych iont(
z extracelularniho prostfedi a sarkoplasmatického retikula a k nasledné
vasokonstrikci.

Na tomto misté je vhodné zaradit kratky uvod do nomenklatury K kanali:
Na zakladé genetické analyzy napétové fizenych iontovych kanald se ukazalo,
Ze se jedna vlastné o tzv. nadrodinu ,voltage-gated-like* (Yu a spol., 2005). Do
této skupiny patfi celkem 7 rodin, zminime se zde ale pouze o nékolika. Nejvétsi
skupinu tvofi pfimo napétim fizené K, kanaly. Tato rodina zahrnuje 40 ¢lend
(Gutman a spol., 2005). V placenté se vyskytuje kanal K, 1.5, se specifickym
blokatorem 4-aminopyridinem (4-AP) a K, 2.1 s blokatorem baryem a 4-AP
(Hampl a spol., 2002). DalSi skupinou jsou vapnikem aktivované Kc, kanaly.
Dosud je jich znamo 8 a jsou pfedevSim aktivovany zvySenou koncentraci
vapniku, nékteré i napétim (Wei a spol., 2005). V placenté byl potvrzen kanal Kc,

1.1, starSim nazvem BKcg,, se specifickym blokatorem iberiotoxinem (Hampl a
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spol., 2002). Tretim vyznamnym ¢lenem nadrodiny voltage-gated-like K kanald,
jsou k ATP citlivé Karp kanaly. Tyto kandly jsou vlastné slozeny z komplexu
kanalu K; (inward rectifier) a receptoru pro sulfonylureu. Vyskytuji se v srde¢nim
svalu i hladkém svalu cév a v pankreatickych burikdch a jejich farmakologické
ovliviiovani ma velky vyznam v IéCbé ischemické choroby srdecni i diabetu
(Yokoshiki a spol., 2005). DalSi skupinou jsou jiz zminéné kanaly K Zname 6
zastupcld (Yu a spol.,, 2005). Posledni dvé skupiny nebyly dosud potvrzeny
v placenté na molekularni urovni. Méfeni metodou patch-clamp pfi uziti BaCl jako
blokatoru kanalu Ki; a glyburidu jako blokatoru Katp kanalu nepotvrdila jejich
podil na hypoxické odpovédi v tomto organu (Hampl a spol., 2002).

Nyni opustime K kanaly, ale dale zlistaneme v nadrodiné voltage-gated-like
kanall. DalSi skupinou spadajici do této nadrodiny jsou kanaly TRP ( transient
receptor potential). Jedna se o vapnikové kanaly, které se aktivuji poklesem
intracelularni hladiny vapniku a v placenté dosud nebyly potvrzeny. Jejich vyznam
je v8ak jiz rozpoznan v plicich ( Kunichika a spol., 2004).

Zminili jsme, Ze po depolarizaci membrany dojde k influxu vapenatych iont(
do bunky, ktery je nasledovan vasokonstrikci. Déje se tak skrze dalSiho Clena
zminéné nadrodiny, kanaly Ca, Vapenaté ionty tak reguluji nitrobunécné procesy
jako kontrakce, sekrece, nervovy pfenos atd. a vzhledem k zaméreni této prace
se nyni 0 nich zminime podrobné&ji. Jsou to komplexni proteiny, slozené ze 4-5
subjednotek. Nejvétsi z nich je 0 1 subjednotka , kterd se na podkladé genetické
analyzy déli do tfi podrodin. Na zakladé tohoto déleni byla vytvofena soucasna
nomenklatura: Kanaly jsou oznaceny Ca, dle druhu iontu a otevirajiciho impulsu-
napéti (voltage). Cislovka pak uréuje zafazeni do podrodiny na zakladé
genetického kédu 0 1 subjednotky.

Vapnikové proudy prochazejici kanaly maji v rdznych burikach razné
na nich. Typ L vyzaduje pro otevieni pomérné silnou depolarizaci a proud iont(
trva dlouho (long-lasting). Vyskytuji se pfevazné ve svalovych bunkach, za ukol
maji pfevazné zprostfedkovani kontrakce svall a maji své specifické antagonisty,
jak je uvedeno v tabulce ¢. 1. Proudy typu P/Q, N a R se inaktivuji v zasadé
rychleji nez typ L a vyskytuji se prfevazné v nervovych burikach. Kanaly

zprostfedkujici tyto proudy vyzaduji téz silnou depolarizaci, odliSuji se vSak
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vyznamné svymi antagonisty, kterymi jsou rdzné hmyzi a hadi toxiny a jejich
ukolem je pfevazné uvolfiovani neurotransmiterd. Kanaly typu T vyzZaduji ke své
aktivaci pouze slabou depolarizaci; vyskytuji se téz v neuronech, ale i
kardiomyocytech - vétSinou v burikach, fungujicich jako pacemaker. Neni u nich
dosud znam zadny specificky antagonista. Strucny prehled napétové fizenych
vapnikovych kanall s jejich specifickym antagonistou uvadi tabulka 1 (Caterrall a

spol., 2005).

kanal proud lokalizace antagonista
Ca1.1 L Kosterni svaly, T- tubuly | Dihydropyridiny,fenylalkylaminy,
Benzothiazepiny
Ca,1.2 L Kardiomyocyty, hladky | Dinydropyridiny,fenylalkylaminy,
sval, téla neuront Benzothiazepiny
Ca,1.3 L Endokrinni  buriky, téla| Dihydropyridiny,fenylalkylaminy,
neurond, atrialni | Benzothiazepiny
kardiomyocyty,
kochlearni vliaskové bb
Ca,1.4 L TycCinky sitnice, | Dihydropyridiny,fenylalkylaminy,
micha,nadledviny, Zzirné | Benzothiazepiny
bb
Ca,2.1 P/Q Nervova zakonceni, | Agatoxin IVA
dendrity, neuroendokrinni
bb
Ca2.2 N Nervova zakon¢eni, | Conotoxin- GVIA
dendrity, neuroendokrinni
bb
Ca2.3 R Téla neuronu, dendrity SNX 482
Ca,3.1 T Téla neurond, dendrity, | zadny
srdecni a hladké svalové
bb
Ca,3.2 T Téla neurond, dendrity, | zadny
srde¢ni a hladké svalové
bb
Ca,3.3 T Téla neuronu, dendrity zadny
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Tab. 1: Prehled napétové Fizenych vdpnikovych kanall. Vysvétleni
k pojmim uvedenych v tabulce: “kanal* jedinecné pojmenovani kanalu v ramci
uvedené skupiny;‘proud“vapnikové proudy zaznamenané v ruznych burikdach jsou
rozdéleny na zakladé svych farmakologickych a fysiologickych viastnosti a

lokalizace.

Hampl a spol. (2002) nejprve pomoci polymerazové retézové reakce
s reverzni transkripci (RT-PCR) z homogenatu perifernich placentarnich cév
ovéfili pfitomnost K, a BKca kanall. Pak pouzili stejny preparat jako Byrne, za
normoxickych podminek byl vSak perfuzni roztok sycen smési plynd jen s 40% O
(nikoliv 95% jako u Byrneho). Po ovéfeni viability preparatu podanim bolusu
angiotensinu Il do fetalniho obéhu a provedeni 20 minutového akutniho
hypoxického podnétu pfidali do perfuzatu v experimentalni skupiné specificky
blokator K, kanall 4-aminopyridin (4-AP). DoSlo pak k signifikantnimu vzestupu
perfusniho tlaku — podobnému jako pfi hypoxické vasokonstrikci. Hypoxicky
podnét aplikovany za pfitomnosti 4-AP jiz dalSi zvySeni tlaku nevyvolal.
Selektivni blokator BKca kanall iberiotoxin  nemél vliv ani na basalni tlak, ani na
HFPV. Hypoxicka inhibice K, kanall je tedy esencialnim prvkem mechanismu
HFPV.

Zajimavy pokus zejména z hlediska metodiky provadéli Bachmaier a spol.
(1997), kdyz zkoumali morfologické zmény lidské placenty po dlouhodobé dvoijité
perfuzi. Placenty byly perfundovany 6 hodin, v kontrolni skupiné byl maternaini
okruh perfundovan vzduchem a fetaini 95% N, a 5% CO, a v experimentalni
skupiné byly touto smési perfundovany oba okruhy. V kontrolni skupiné nebyly ve
struktufe placent po ukoncéeni perfuze zaznamenany témér zadné zmeény. Naproti
tomu v experimentalni skupiné doSlo k zuzeni lumin cév terminalnich klkd,
poruseni spojeni endotelialnich bunék a elektronovym mikroskopem bylo vidét
velké mnozstvi vakuol v terminalnich kicich a zna¢né rozSifeni endoplasmatického
retikula. Tyto zmény mohou podle autorl mit vliv nejen na rheologické vlastnosti
cév, ale mohou byt pfi¢inou mirné zvySeného perfusniho tlaku v hypoxickych

placentach.
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Na HamplUv pokus navazali Warening a spol. (2006a; 2006b) , ktefi pomoci

RT-PCR nejprve ovéfovali pfitomnost dalSich draslikovych kanalu. Kromé jiz
zminénych K, a BKca i K atp kanaly. Cévy z fysiologickych placent (zvlast artérie a
vény) zkoumali pomoci myografu a vlastnosti kanalu zjiStovali farmakologicky pfi
riznych parcialnich tlacich kysliku.
Po natazeni cév na myograf pfidavali do lazné selektivni blokatory zminénych
kanalu, iberiotoxin pro BKca kanaly, 4-AP pro K, kandly a glybenklamid pro Karp
kandly a dale agonistu K atp kanall pinacidil. Porovnavali pak cévni reaktivitu po
podani vzestupnych koncentraci tromboxanového mimetika U46619.

Po podani 4-AP doslo u artérii i vén k signifikantné vétSim odpovédim na
podani U46619 a rovnéz i vychozi napéti pfed podanim mimetika bylo vysSi.
Podobné jako u Hampla a spol., iberiotoxin nezménil vyznamné reaktivitu ani
vychozi napéti cév. Podani glybenklamidu vsSak nezpusobilo oéekavané zvyseni
vasokonstrikénich odpovédi, ale posun dose-response kfivky smérem doprava.
To naznaduje, Ze glybenklamid zde pUsobi spiSe nez jako blokator K atp kanald,
jako kompetitivni antagonista receptord pro mimetika tromboxanu. Podanim
pinacidilu doslo jak ke snizeni pasivniho napéti cévy, tak i k snizeni odpovédi na
U 46619.

Jednim z dalSich moznych faktorll, které se mohou uc€astnit na reakci
placentarnich cév na hypoxii, je i aktivita angiotensinu Il. Tato vazoaktivni latka
vznika v organismu vramci renin-angiotenzinového systému a jeho pfeména
z angiotenzinu | je katalyzovana angiotenzin konvertujicim enzymem (ACE).
Aktivita ACE se sniZzuje za hypoxickych podminek v plicnim i systémovém
recisti. Davidson a spol.(1981) méfili aktivitu ACE v placentarnim fecisti za
normalnich a hypoxickych podminek. Pracovali s modelem perfundované morceci
placenty. Placenta byla perfundovana in situ cestou a. umbilicalis solnym
roztokem, ktery byl probublavan smési plynt s 13 (,normoxie“) resp. 3 % kysliku
(hypoxie). Z pupecni vény byly odebirany vzorky perfuzatu a byla v nich mérena
aktivita ACE. Matka byla zaintubovana a napojena na ventilator a byla ventilovana
smési plyna s 40% resp. 8% O,. Jak bylo pfedpokladano, pfi poklesu koncentrace
kysliku (na 8% u matky a 3% u plodu) doslo k signifikantnimu snizeni aktivity
ACE. Za normoxickych podminek se opét zvysila. Autofi uzaviraji, ze promptni

reakce aktivity ACE na zménu parcialniho tlaku kysliku hraje vyznamnou roli

10
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zejména v perinatalnim obdobi, kdy zvySeni aktivity ACE po porodu zabrariuje
systémové hypotenzi plodu. Pfi experimentu autofi méfili téz perfuzni tlak v
ubilikalni arterii i véné, avSak nikde nezaznamenali vyznamnou hypoxickou

zménu perfusnich tlaka.

2.2 Chronicka hypoxie

Je znamo, Ze placenta se v prvnim obdobi gestace (do 10. tydne) vyviji
v téméf anoxickém prostfedi (Rodesch a spol.,, 1992). Do té doby zatky
cytotrofoblastu uzaviraji materské spiralni artérie, které zasobuji misto placentace.
Lokalni parcialni tlak kysliku se pak v 11. tydnu zvySuje z pfiblizné 18 na 60
mmHg

Na toto téma existuje znaéné mnozstvi literatury a neni uc¢elem této prace
popsat vSechny doposud znamé aspekty placentace. Domnivam se vsak, ze je
vhodné alespon ve zkratce se o nékterych faktorech zminit a ukazat moznou Sifi
problému, jehoz dilCi freSeni hodlame nalézt studiem vlastnosti placentarnich cév.

Jak popisuje Aplin (2000) ve svém komentafi, regulaéni pochody zavislé
na parcialnim tlaku kysliku v trofoblastu nejsou doposud zcela znamy; vyznamnou
roli v regulaci vSak hraje ,hypoxia inducible factor“-HIF. Jedna se o molekularni
senzor v trofoblastu pro registraci zmén v parcialnim tlaku kysliku. Skrze svou
transkripCni aktivitu fidi zasadni procesy placentace-angiogenezu, erytropoezu a
migraci a diferenciaci. Fryer a Simon (2006) ve svém experimentu pouzili mysSi
s vyfazenym genem pro subjednotku HIF 10 a HIF 20. Plody téchto mySi nepfezily
10. den gestace a v histologickém vySetfeni placent pak byla patrna zuzena vrstva
spongiotrofoblastu a nedostatecna chorio-allantoicke fuze.

HIF 1 detekovali v mySi placenté vystavené hypoxii i Schaffer a spol.
(2006). Detekovali ho zejména v periferii placent, naproti tomu labyrintni Cast
nebyla (na zakladé zkoumani architektury tkané a exprese hypoxickych markeru-
napf. vaskularni endotelialni rastovy faktor-VEGF) hypoxii zasazena. Po té co
vSak podanim L-NAME zablokoval NO syntasu, byla hypoxickymi zmé&nami
postizena placenta cela.
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Na molekularni urovni se chronickou hypoxii zabyvali Soleymanou a spol.

(2005) v souvislosti s preeklampsii. Toto onemocnéni postihuje vyznamny pocet
téhotenstvi. V pfipadé preeklampsie zatim nelze jednoznacéné urcit, zda jde o
dasledek nebo pfi€inu placentarni hypoxie (anebo oboji). K tomuto problému téz
existuje zna¢né mnozstvi literatury a zde se o ném zminim pouze kratce
v souvislosti se zminovanym pokusem. Preeklampsie je onemocnéni, které
pravdépodobné vznika jiz v dobé invaze trofoblastu do délohy poruchou
spiralnich artérii  a jak se pfedpoklada, naslednou placentarni hypoxii. Ve
zminéné praci se autofi rozhodli porovnat globalni expresi gend v placentach
pacientek postizenych preeklapsii se dvéma dalSimi skupinami. Jednou byla
tkanova kultura z prvotrimestralnich placent, kdy bunky byly kultivovany jak za
hypoxickych podminek ( 3% O), tak za normoxickych (21% O;). Druhou
srovnavaci skupinou byly placenty matek, které prozily téhotenstvi a porodily ve
vysoké nadmofské vySce. Tyto placenty vlastné slouzi jako ,in vivo* model
placentarni hypoxie.
Vysledky této studie ukazaly, Zze globalni genova exprese u téchto dvou modelu
placentarni hypoxie (in vivo a in vitro) byla ve srovnani s preeklamptickymi
placentami vyznamné podobna. Tato skute¢nost neni zajimava jen sama o sobé,
ale slibuje do budoucna moznosti v dalsim vyzkumu mechanismu téchto
onemocnéni a potencialni terapeutické intervence.

DalSim faktorem, ktery hraje dulezitou roli v patofysiologii hypoxii
indukované IUGR, je silny vasokonstriktor endotelin 1 ( EDN 1) . Zabyvali se jim
Theate a spol. (2007) v experimentu s gravidnimi samicemi potkana. Brezi
samice byly 18.-21. den gravidity umistény v normobarické komofe s 12% kysliku.
21. den pak byly krysy usmrceny a byly vypreparovany placenty a délohy.
Metodou RT-PCR byla posouzena exprese mRNA pro EDN 1 a jeho receptory.
V chronicky hypoxickych placentach byla signifikantné zvySena exprese EDN1
mRNA, naproti tomu v délohach dochazelo k jejimu snizeni. Pro mRNA receptor(
nebylo nalezeno signifikantni zvySeni. EDN1 tedy maze hrat roli v odpovédi
placenty na hypoxii a snizena exprese vdéloze je pravdépodobné
kompenzatorni mechanismus. Tato studie nazorné ilustruje opacnou odpoveéd na
hypoxii na matefské strané (v déloze), ktera se chova podobné jako ostatni

systémova fecisté (pfi poklesu EDN1 Ize oCekavat pokles cévniho odporu), oproti
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strané fetalni, ktera se chova podobné jako postnatalni plicni cirkulace (pfi vzrustu
EDN1 Ize ¢ekat zvySenou cévni rezistenci).

Nabizi se otazka, zda v placenté, podobné jako v plicich, chronicka hypoxie
méni morfologii cévniho feCisté.

O posouzeni vlivu vysoké nadmofrské vysSky na morfologii placentarnich cév
se pokusili Espinosa a spol. (2001). Porovnavali morfologii placent z normalnich
téhotenstvi a placent matek, které stravily téhotenstvi ve vysoké nadmorské
vySce. Zjistili, ze percentualni zastoupeni cév v poméru k oblasti zastizené v fezu
klkem placent z vysoké nadm. vySky a i prumér kapilar je signifikantné vétsi ve
srovnani s placentami matek z vysky pfi hladiné more. Tento vysledek ponékud
kontrastuje s popisovanymi nalezy u placent, kde byla sniZzena placentarni
perfuze z duvodu S$patné invaze trofoblastu do matefskych spiralnich artérii
(preeklampsie), kde dochazi spise k snizeni vaskularizace v terminalnich kicich a
zmenseni primeéru kapilar (Fox, 1997). Mozna to souvisi s tim, ze jde vlastné o
rizné druhy hypoxie. V pfipadé nedostateCné invaze se jedna o hypoxii
ischemickou, kdy je povSechné snizena distribuce kysliku ke tkanim. Naproti tomu
v pfipadé téhotenstvi z vysSich nadmorskych vysek jde o hypoxii hypoxemickou a
je tedy mozné snizeny obsah kysliku nahradit zvySenym krevnim pratokem .

Vliv vysoké nadmorskeé vysSky na morfologii zkoumali téz Tissot van Patot a
spol. (2003). Srovnavali morfologii a morfometrii placent zen, které prozily
téhotenstvi v 1600 a 3100 m.n.m. V souladu s pfedchozimi autory potvrdili
signifikantné zvySenou kapilarni denzitu u placent z 3100 m.n.m. Déle se vSak
také zabyvali posuzovanim remodelace cév, tj. zda cévy vykazuji znaky
charakteristické pro invazivni trofoblast a zda nezlstavaji pouze ve stadiu
klidového trofoblastu. Nedostatek invazivity je povazovan za jeden z divodi
nedostate¢né vyzivy a oxygenace plodu a s tim spojenych komplikaci. V souladu
se svoji hypotézou pak autofi potvrdili signifikantné snizeny pocet remodelovanych
cév u placent z vysoké nadmorské vySky. Da se tak také vysvétlit jiz dfive
popisovany snizeny prutok, méfeny v placentach téchto matek ultrazvukem
(Zamudio a spol., 1995).

Otazku, zda chronicka hypoxie zvySuje oxidativni stres v placentach,
zkoumali Zamudio a spol. (2007). Jako v pfedchozich experimentech slouzila i

zde vysoka nadmofrska vyska jako experimentalni prostredi. V tomto experimentu
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se jako mira oxida¢niho stresu méfila oxidace proteinl a peroxidace lipida. Aktivita
superoxid dismutasy, glutathion transferasy a thioredoxinu slouzily jako markery
antioxidacni aktivity placenty. Jako marker apoptosy slouzila aktivita kaspasy 3.
Navzdory oCekavani experiment nepotvrdil, Ze chronicka hypoxie placenty zvySuje
oxidativni stres. Markery oxida¢niho stresu ve srovnani s kontrolami nebyly
zvysSené. NedosSlo ani k vétsi apoptose u téchto chronicky hypoxickych placent.
Nicméné, aktivita antioxidacnich enzymU ve srovnani s kontrolami byla snizena.
V tomto pfipadé se mizeme domnivat, Ze tato sniZzena koncentrace antioxidantu
by mohla pfispivat k rozvoji napf. preeklampsie u zen téhotnych ve vysoké
nadmorské vySce, ale z dosavadnich vysledkl neni zfejmé, ze by Slo o hlavni
etiologicky faktor.

Morfologii preeklamptickych placent zkoumali Resta a spol. (2006). Vzorky
placent z normalnich a preeklamptickych téhotenstvi byly ulozeny do formolu a
byly z nich pfipraveny parafinové rezy. Ty pak byly inkubovany s monoklonalni
protilatkou proti endotelu s navazanou imunoflorescenéni barvou. Takto
pfipravené preparaty byly potom zkoumany konfokalnim laserovym skenovacim
mikroskopem. Pomoci posouzeni intenzity signalu a imunoflorescencni amplitudy
byl popsan zvysSeny pocet kapilar u preeklamptickych placent, nicméné celkova
intenzita signalu je u téchto vzorkl niz8i. To znamend, Ze lumina téchto cév jsou
uzSi a i celkova plocha umoznujici fetomaternalni vymeénu je mensi.

JiZz bylo zminéno, Ze jednim z nasledkil chronické hypoxie plodu mize byt i
IUGR. Cévy placent z takto postizenych téhotenstvi mohou pak jiz mit zménéné
vlastnosti v porovnani s normoxickymi cévami. Wareing a Baker (2004) nejprve
porovnavali na myografu vlastnosti placentarnich cév, jejichz vzorky byly ziskany
z placent normalnich téhotenstvi a téhotenstvi postizenych IUGR. Pfi experimentu
byla navozovana vasokonstrikce pfidanim tromboxanového mimetika U46619 do
média. Vysledkem pokusu bylo zjisténi, Ze vasokonstrikce u IUGR-cév je
signifikantné sniZzena oproti cévam z normalnich téhotenstvi. V dalSim pokusu
pak méfili vliv rizného stupné hypoxie na reaktivitu cév placent postizenych IUGR
(Wareing a spol., 2006c). Arterie a vény ztéchto placent zkoumali pomoci
myografu za situace, kdy bylo médium syceno smeési plynd s 20%, 7% a 2% O..
Pak se iniciovala vasokonstrikce postupné se zvySujici koncentraci

tromboxanového mimetika U46619. Vasokonstrikce u vén byla pfi koncentracich
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kysliku v médiu 7% a 2% signifikantné vyssi, nez za normoxickych podminek. U
artérii nebyl zjistén signifikantni rozdil. Pokud se vSak vasokonstrikce artérii u
placent z IUGR porovnala s placentami z normalnich téhotenstvi, kdy experiment
probihal za stejného protokolu, byl pfi syceni média 21% kysliku rozdil zjistén i
zde. Jak jiz bylo feCeno v uvodu, v membrané hladkého svalu placentarni cévy se
na hypoxické vasokonstrikci podileji napétové fizené draslikové kanaly, jejichz
blokddou dojde k depolarizaci membrany a nasledné vasokonstrikci. V dalSi ¢asti
experimentu autofi do média pfidali 4 aminopyridin- selektivni blokator téchto
kanall. Bazalni napéti artérii a vén se signifikantné zvysilo a stejné tomu bylo i pfi
reakci na podani tromboxanového mimetika.

Metodou myografu pracovali i Jain a spol. (2006). Ve své praci se rozhodl
overit vliv erytropoetinu na cévy placent postizenych IUGR. Erytropoetin je hormon
tvofeny v ledvinach jako odpovéd na hypoxii a anémii. V prabéhu téhotenstvi je
v materské cirkulaci mnozstvi erytropoetinu zvySeno az 3 x a jesté se navySuje za
podminek hypoxie (Irelad a spol., 1992); jako vyznamny producent v tomto
pfipadé slouzi trofoblast. Cévy tfetiho fadu byly preinkubovany 24 hodin v médiu
obsahujicim erythropoetin. Pak byla zkoumana jejich reaktivita po pridani
tromboxanu a endotelinu 1. Ve srovnani s kontrolami byla reaktivita cév
inkubovanych za pfitomnosti erytropoetinu signifikantné nizsi. To by znamenalo,
Ze sekrece erytropoetinu v téhotenstvi je souc¢asti adaptivnich mechanismu plodu

na hypoxické prostfedi a snazi se zajistit plodu optimalni oxygenaci.

Dosud tedy vime, ze na akutni hypoxicky podnét reaguji placentarni cévy
vasokonstrikci, ktera je tim vétsi, ¢im nizSi pO, cévy obklopuje. V mechanismu
HFPV hraje zasadni roli depolarizace membrany hladkého svalu placentarnich
cév, zplsobené inhibici K, kanali. NO ma sice vliv na tonus placentarnich cév,
jeho role v HFPV je vSak nejasna.

Na regulaci placentarniho cévniho recisté se podili HIF a EDN 1, kterézto
latky jsou v placentach vystavenych hypoxii ve zvySené mife exprimovany. Jako
model dlouhodobé hypoxie ,in vivo® je znam pobyt ve vysoké nadmorské vysce.
V téchto placentach byla zjisténa vyssi vaskularizace, ktera pravdépodobné slouzi
jako kompenzatorni mechanismus pfi snizeném pO, Tyto cévy vSak také vykazuji

morfologické zmény, svédCici pro nedostatek invazivity, ktera muze byt
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podkladem nedostate¢né vyzivy plodu. Morfologické zmény cév byly nalezeny i
v placentach preeklamptickych matek, u nichz bylo nalezeno zmenseni celkové
plochy pro fetomaternalni vyménu. Zmény vlastnosti vykazuji i cévy placent
téhotenstvi postizenych IUGR; jedna se zejména o zvySenou reaktivitu vén za
hypoxickych podminek.
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3.Cile prace

Z literarniho prehledu je patrné, Zze plsobeni hypoxie na fetoplacentarni
cévy - jakkoliv klinicky vyznamné - je v sou€asnosti znamo pouze rudimentarné.
Tato prace se proto zabyvala dvéma aspekty této problematiky: mechanismem
akutni HFPV a plsobenim chronické hypoxie. U akutni HFPV jsme vychazeli
z predpokladu, ze podobné jako v plicnich cévach, hypoxicka inhibice K kanall
(a tedy depolarizace bunky cévniho hladkého svalu) vede k vasokonstrikci
prostfednictvim napétové fizenych Ca kanalu.

U chronické hypoxie bylo nasim cilem prokazat, jak ovliviiuje odpor a
reaktivitu fetoplacentarniho cévniho fecisté.

Specificky tedy bylo cilem prace testovat dvé hypotézy:

1) Zablokovanim Ca, kanall typu L zabranime HFPV v lidské placenté.

2) Chronicka hypoxie zvySuje odpor a meéni reaktivitu fetoplacentarniho
cévniho recisté laboratorniho potkana.
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4. Metody

Volba metod, pomoci kterych byly feSeny ukoly této prace, odpovida
stanovenym cilim. K experimentim, kieré byly zaméfeny na vyzkum placenty
za fysiologického stavu, jsme mohli pouzit preparat z lidské placenty, nebot' tam
nebylo nutno zasahovat do prabéhu téhotenstvi. Bylo tedy mozno maximalizovat
relevanci pouzitého preparatu pro humanni fyziologii, potazmo medicinu. Pro
posouzeni vlivu chronické hypoxie na placentu pak bylo nutno uzit zvifeci model,
protoze experimentalni navozeni chronické hypoxie u lidi by nebylo eticky
akceptovatelné. Jako pfijatelny jak z hlediska nakladl, tak proveditelnosti, se
ukazal byt preparat izolované krysi placenty, kdy krysy pfed porodem byly
umistény v hypoxické komore.

4.1 lzobaricka hypoxicka komora

V experimentech byla k vytvoreni podminek chronického nedostatku kysliku
ve fetoplacentarnim fecCisti pouzita izobaricka hypoxicka komora. Jedna se o
uzavieny systém, ve kterém vzduch cirkuluje rychlosti 6-8 I/min okruhem, ktery
slouzi k odstranovani vihkosti, CO, a tepla vznikajicich metabolismem zvifat. CO,
je absorbovano v nasyceném roztoku hydroxidu draselného a ve vrstvé
natronového vapna, vilhkost je odstrafiovana pruchodem vzduchu vrstvou
silikagelu a ochlazenim. Obsah kysliku v hypoxické komofe je trvale sledovan
Clarkovym cidlem, které pfi poklesu koncentrace kysliku pod libovolné
nastavitelnou mez samocinné zapne Cerpadla, ktera doCerpaji do komory vzduch,
dokud obsah kysliku v komofe nedosahne nastavené urovné. Vzniku pfetlaku
v komofe brani vodni ventil. Zafizeni nevyZaduje dohled ani zvlastni
bezpecénostni opatfeni. S minimalnimi naroky na udrzbu muaze byt v provozu po
dobu rady tydnd. V naSem pripadé komora udrzovala obsah kysliku na 10%. Brezi
potkani samice snasSely pobyt v 10% hypoxii velmi dobfe. To je vyhoda
normobarické komory oproti hypobarické expozici, kterd neni tolerovana bez
nékolikadenni adaptace ( ktera by pfi délce brezosti potkana nebyla pro nase

pokusy mozna).
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4.2 lzolovany, dvoijité perfundovany kotyledon lidské placenty

Priprava preparatu

K experimentim byly pouzivany placenty matek, které porodily mezi 38. a
42. tydnem téhotenstvi spontdanné nebo podstoupily elektivni cisarsky rez.
S pfipravou preparatu bylo zapoc¢ato nejpozdéji do 10 minut po porodu placenty,
po rychlém transportu z porodniho salu. Byl vybran zjevné intakini kotyledon a do
jeho privodné arterie a vény bylo vstfiknuto 2500 jednotek heparinu. Arterie i véna
byly nakanylovany a byla zahajena perfuse preparatu Krebsovym roztokem
se 4% dextranu a 17 mM meklofenamatu o teploté 38 °C . Rychlost perfuse byla
nejprve cca 2ml/min a po dokoné&eni pfipravy preparatu se postupné béhem cca
10-15 minut zvySovala na 8 ml/min. Byly podvazany vSechny viditelné cévy
odstupujici z kmene pfivodné arterie. Perfuzat vytékajici z venosni kanyly byl
nejprve vylévan a po viditelném odbarveni od zbytkl krve posléze recirkulovan.
Roztok byl probublavan smési plynd s40 % O, 5% CO, a 55% N,. Takto
perfundovany kotyledon byl pak odstfizen od zbytku placenty, umistén na
draténou mfizku  materskou stranou doli a zakryt prohfivanym sklenénym
krytem, majicim uprostied otvor. Timto otvorem byly do placentarnich
maternalnich lakun naslepo zapichnuty 3 jehly, zasobujici perfusnim roztokem
materskou stranu preparatu. . Perfusni okruh byl sestaven ponejvice z tygonovych
hadiCek, které se ukazaly jako nejméné propoustéjici vzduch pfi zachovani
pozadované flexibility. Ke vtokové kanyle na fetalni i maternalni strané byla

pfipojena tlakova ¢idla, méfici a zaznamenavajici perfusni tlak v realném Case.

Protokol pokusu

Po stabilizaci preparatu byl podan bolus angiotenzinu Il (ANG Il) do
pfivodné kanyly (0,15 0g) a nasledné byl preparat vystaven 2x v intervalu cca 10
min. hypoxickému podnétu (zména plynu probublavajicich perfuzat na smeés
95% Nz + 5% CO,) (Hampl a spol., 2002) . Stimulus trval cca 10-15 min, nez se
perfusni tlak stabilizoval, a pak byla smés plyni zménéna na puvodni. Punkci

vytokové kanyly byly pravidelné odebirany vzorky perfuzatu ke stanovovani pO,,
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pCO2 a pH. Po té byl do perfuzatu pfidan selektivni inhibitor Ca kanali typu L ze
skupiny dihydropyridind -nifedipin (vysledna koncentrace perfuzatu byla 1 nM) a
navozen dalSi hypoxicky stimulus. Davka nifedipinu byla ur¢ena na podkladé
literatury, kdy pfi obdobném pokusu s izolovanymi plicemi byly uzity vysledné
koncentrace az 0,1 IM (Morio a McMurtry, 2002) V kontrolni skupiné byl misto
nifedipinu do perfuzatu prfidavan dimethylsulfoxid (DMSQO), rozpoustédio
nifedipinu, k vylou€eni jeho pfipadnych nespecifickych u¢inka (byl rozfedén
v poméru 1:10° ve vodé a 10l tohoto roztoku byl pfidavan do 1ml perfuzatu). Po
ukonceni tohoto hypoxického podnétu byl perfuzat vyménén za Cerstvy, bez
nifedipinu ¢i DMSO, a na samém konci pokusu navozen posledni hypoxicky

stimulus.

4.3 lzolovana, dvojité perfundovana placenta laboratorniho potkana

Priprava preparatu

K experimentim byly pouzivany bfezi samice potkand kmene Wistar
zakoupené od firmy Biotest Konarovice. Zabfeznuti bylo kontrolovano vytérem
z pochvy. Samice byly tyden az 14 dni pfed planovanym porodem pfevezeny do
nasi laboratofe pro zajisténi odpovidajici aklimatizace. Den pred planovanym
terminem porodu ( 21. den bfezosti), jsme samici anestezovali Thiopentalem
(50mg/kg i.p.) V dal§i preparaci jsme postupovali dle Stulce a spol.(1990): Po
uvedeni do anestesie jsme zvife uloZili do lazné s Ringerovym roztokem, ktery byl
po celou dobu experimentu udrzovan na teploté 37°C. Provedli jsme stfedni
laparotomii a pronikli do peritonealni dutiny. Zde jsme manualné vybavili délohu
s plody a umistili je pfed bfisni sténu. Zakanylovali jsme pfivodnou délozni arterii
kanylou o sile 24 jednotek, zajistili ligaturou a zacali perfundovat Krebsovym
roztokem, probublavanym smési plynd s 21% O, 5% CO, a 74% N,. Rychlost
perfuse se postupné zvySovala na 1 ml/ min. Podvazany byly téz cévy zasobuijici
placenty v fadé za nasi zvolenou. K zajisténi venosniho odtoku jsme délozni zily
po zakanylovani artérie na nékolika mistech propichli. Po té jsme nastfihli délozni
sténu a z plodovych obalu vybavili plod a ozfejmili pupecnikové cévy (u potkana
jsou pouze 2). Kanyly stejné velikosti jako u déloznich cév jsme zavedli do
pupecénikové artérie a vény a venosni cestou jsme zapocali s perfusi fetalni strany

preparatu ze spole¢ného rezervoaru rovnéz rychlosti 1 ml/min. Arterialni kanyla
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slouzila k odbéru perfuzatu ke stanoveni hodnot krevnich plynd. Plody u zvolené
placenty i ostatni byly usmrceny nadmérnou davkou anestetika.

Protokol pokusu

V obou pokusech stimto preparatem terminované zabrezlé samice
stravily poslednich 7 dni bfezosti (z celkového 21 dne) v hypoxické normobarické
komorfe s 10% kysliku. Kontrolni skupina samic travila celou dobu bfezosti ve
standardnich , normoxickych podminkach. 21. den bfezosti byly samice z komory
vyjmuty a bezprostfedné pouzity k pfipravé preparatu perfundované placenty.

V prvnim experimentu jsme po 15 minutové stabilizaci preparatu provedli k
posouzeni odporovych vilastnosti placentarnich cév méreni kfivky zavislosti
prutoku na tlaku. P¥i pritoku 1 ml/ min jsme na fetalni strané nejprve na nékolik
desitek vtefin zcela zastavili perfuzi, a pak jsme postupné zvySovali prutok
stupriovité po 0,2 ml/min az na 1,8 ml/min, kdy kazdy krok trval cca 2 min. Po
provedeni prvniho méfeni jsme do perfuzatu pfidali nitroprusid sodny (SNP) ve
vysledné koncentraci 60 mM a podruhé zméfili zavislost tlaku na pritoku. SNP je
silnd vasodilatacni latka jejimz prostfednictvim jsme chtéli zjistit, do jaké miry je
pfipadny hypoxicky posun kfivky tlak - pritok ovlivnén aktivni vasokonstrikci.

Ve druhém experimentu jsme po stabilizaci preparatu pfi pratoku 1mi/min
v obou perfuznich okruzich do pfivodné fetalni kanyly aplikovali bolusové
postupné 3 davky ANG Il - 0,1; 0,15 a 0,2 ug v pfiblizné 10 minutovych
intervalech. Pak jsme zménou smési plynd probublavajici perfuzat na 95%
N2+5%CO; provedli prvni hypoxicky stimulus, trvajici asi 10 min. Po té jsme opét
zmeénili smés plynd na normoxickou. Po 15 minutovém zotaveni jsme pak

stejnym zpusobem provedli druhy hypoxicky stimulus.

4.4. Statisticka analyza

Vysledky jsou uvadény jako primér + SE. Kanalyzam jsme pouzivali
program StatView 5.0.1. Hodnoty tlaku pfed a po podani nifedipinu ¢ DMSO a
hmotnosti placent od stejné matky byly zpracovany uzitim parového t-testu.
Neparovy t-test jsme pouzivali napf. pro porovnani hmotnosti zvifat mezi
skupinami. Hodnoty bazalniho perfuzniho tlaku, zmény tlaku pfi hypoxii, kfivky
vztahu tlak-pritok a zmény reaktivity byly porovnavany mezi skupinami uzitim
analyzy rozptylu( ANOVA) pro opakovana méreni. Jako statisticky signifikantni

jsme povazovali hladinu vyznamnosti P<0,05.
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5. Vysledk

5.1  Napétové Ffizené vapnikové kanaly zprostiedkovavaji hypoxickou

vasokonstrikci v lidské placenté.
(pfiloha A)

V této studii, jejimz cilem bylo pomoci inhibitoru L- kanall nifedipinu zjistit
jejich roli v mechanismu HFPV, se kontrolni a experimentalni skupina od sebe
béhem celého experimentu nelisily v hodnotach bazalniho perfusniho tlaku. Pred
podanim nifedipinu nebo DMSO se skupiny také neliSily odpovédich na ANG Il a
hypoxii (obr.1). Hypoxické stimuly zpusobily v obou skupinach pokles pO, (z 86 =
3 k58 + 5 mmHg) a pH (z7,40 = 0,01 k7,30 + 0.02) perfuzatu ve vytokové
kanyle. Podani nifedipinu ani DMSO nezpUsobilo samo o sobé zménu perfuzniho
tlaku. Po pfidani nifedipinu do$lo ke kompletnimu zablokovani vasokonstrikéni
odpovédi na hypoxicky stimulus. Naproti tomu v kontrolni skupiné velikost HFPV

ovlivnéna nebyla (obr.1).
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A perfuzniho tlaku pfi hypoxii
(% bazalniho tlaku

40 - D Kontrolni skupina (s DMSO)
. Experimentalni skupina (s nifedipinem)

|
I

10 4
* +
0 T T + T
Pied Pied Po podani  Po
podanim podanim nifedipinu/ vyméné
nifedipinu/ nifedipinu/ DMSO perfuzatu

DMSO DMSO

Obr. 1. Podani nifedipinu zcela zablokovalo HFPV. Hodnoty v tomto grafu
znazornuji zmény perfuzniho tlaku, navozenych hypoxii, vyjadfenych jako
procento bazalniho perfuzniho tlaku pred hypoxickym stimulem. Po tretim
hypoxickém stimulu byl perfuzat vyménén za Cerstvy, bez nifedipinu ¢i DMSO. To
vedlo ke kompletnimu obnoveni hypoxické vasokonstrikce.* P < 0,05 po podani
nifedipinu ve srovnani se vsemi odpovéd'mi bez podani nifedipinu v experimentaini
skupiné. + P < 0,05 nifedipin ve srovnani s kontrolni skupinou.

Zmeéna perfuzniho tlaku pfi hypoxii byla pfed podanim nifedipinu 13,6 +
3,7 mmHg a po podani pak -0.6 + 1,0 mmHg (P < 0,05), zatimco velikost HFPV
byla pfed podanim DMSO 11,9 + 2,9 mmHg a po podani 13,9 + 3,0 mmHg (P >
0,05).

V pokusné skupiné, v niz byla HFPV kompletné zablokovana nifedipinem,
doSlo po jeho odstranéni (po vyméné perfuzatu) ke kompletni obnové HFPV. V
kontrolni skupiné, kde HFPV nebyla podanim DMSO zménéna, nevedlo ani jeho
odstranéni vyménou perfuzatu k zadné zméné  velikosti HFPV. Hodnoty
perfuzniho tlaku pfed podanim nifedipinu ¢ DMSO se neliSily od hodnot po
vyméné perfuzatu. Pokles pO2 v perfuzatu pfi hypoxickych podnétech nebyl

ovlivnén podanim nifedipinu ani DMSO.

23



Disertacni prace Mechanismus vlivu hypoxie na fetoplacentarni cévni fecisté

5.2 Chronickda hypoxie zvySuje odpor a reaktivitu k vasokonstrikCnim latkam

v cévach placenty laboratorniho potkana.
(pfiloha B)

Zjistili jsme podle o¢ekavani, ze hmotnost plodud i matek po tydnu v hypoxii

byla signifikantné nizSi nez u normoxickych kontrol. Hmotnosti placent se

vyznamné neliSily (viz tab. 2).

hmotnosti |vihka vihka fetalni
. tél hmotnost | hmotnost hmotnost
skupina
matek placent po | neperfundo- | (Q)
(9) perfusi vanych
(mg) placent
(mg)

normoxické | 426+31 562+151 647+75 4,08+0,0
kontroly 5

tydenni

hypoxie 323:11 |496+54 67571 3,26+0,1

6
hodnoty P
(normoxické
oproti 0,012 0,43 0,82 <0,0001
hypoxickym)

Tab. 2: Hmotnosti matek, placent a plodu. Cisla jsou uvddéna jako
prumér + SE. Parovym t-testem nebyl prokdazan rozdil mezi hmotnostmi

perfundovanych a neperfundovanych placent.

V prvnim pokusu byl perfusni tlak pfi bazalnim pratoku 1ml/min u
hypoxickych placent 64 + 3 mmHg, v kontrolni skupiné pak 53 + 4 mmHg -
rozdil mezi skupinami byl tésné za nami pfedem stanovenou hranici
statistické vyznamnosti (P= 0,056). Cela kfivka P/Q byla ovSsem u

hypoxickych placent signifikantné posunuta k vy§§im tlakim (obr. 2).
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Obr. 2. Vztah tlak-pritok méreny na fetalni strané placenty. Kfivka u skupiny
vystavené chronické hypoxii se vyznamné lisi od kontrolni skupiny (* P<0,05,
ANOVA pro opakovana méreni) .

Pro posouzeni podilu aktivniho napéti cévni stény na zvySeny tlak jsme
porovnavali v obou skupinach kfivku P/Q pfed a po podani nitroprusidu.
V normoxické skupiné jsme nepozorovali mezi kfivkami rozdil. Co ale bylo
ponékud prekvapujici byla skuteCnost, Ze ani v experimentalni skupiné se kfivky
pfed a po podani nitroprusidu prakticky neliSily. Na zvySeném perfusnim tlaku se
tedy nepodili trvald vasokonstrikce. Abychom si byli jisti, Ze tento vysledek nebyl
dan napf. chybénim enzymatického aparatu v myocytech fetoplacentarnich cév,
zodpovédného za uvolnéni NO ze SNP (a tedy za vasodilataci), provedli jsme
jesté dodatec¢ny pokus, kdy jsme porovnali reakci cév na ANG Il u normoxickych
placent pred a po podani nitroprusidu. Prvni reakce na ANG Il zvysSila perfusni
tlak o 15 %, po podani nitroprusidu pak zvySeni tlaku nebylo vétsi nez 5 %.
Nitroprusid je tedy schopen redukovat ceévni tonus ve fetoplacentarnich cévach
tohoto druhu.

V druhém pokusu, zaméreném na akutni vasokonstrikCni reaktivitu, presahl
oproti pfedchozimu pokusu rozdil mezi skupinami v perfuznich tlacich na zaCatku
pokusu pfi bazalnim prdtoku 1 ml/min hranici statistické vyznamnosti. U chronicky
hypoxickych placent byl perfuzni tlak 48+ 3 mmHg, u kontrolni skupiny pak 36 + 3
mmHg (P = 0,0048). Pokud se data o bazalnim perfusnim tlaku analyzuji spole¢né

(to je mozné vzhledem k identickému prabéhu obou pokusu az do stadia méfeni
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této hodnoty), rozdil mezi skupinami je signifikantni ( P=0,04). Pfedstavuje to
podpurny argument pro existenci zvySeni fetoplacentarniho cévniho odporu
chronickou hypoxii.

VSechny tfi odpovédi na ANG Il byly téméf kompletné reversibilni.
V experimentalni skupiné byly (vyjadfeno v absolutnich Cislech) signifikantné
vySSi, nez ve skupiné normoxické. Pfi vyjadfeni odpovedi v % bazalniho tlaku se
skupiny neliSily (obr. 3). V rozmezi pouzitych davek ANG Il nebyla velikost zavisla

na davce.

AP/ mmHg AP/ % bazalniho

A tlaku B

0.1 0.15 0.2 0.1 0.15 0.2
ANG II (ug) ANG I (ug)

Obr.3. Chronicka hypoxie zvysSuje vasokonstrikéni odpovéd na podani
angiotensinu Il. Zvyseni perfusniho tlaku navozené ANG Il za konstantniho
pratoku bylo vy$si u hypoxickych oproti normoxickym placentam. (* P<0,05) (A).
Odpovédi na ANG Il vyjadrené ve vztahu k bazalnimu perfuznimu tlaku pred
podanim ANG Il se mezi skupinami signifikantné nelisily (B).

Odpovédi na akutni hypoxickeé stimuly byly signifikantné vetsi
v experimentalni skupiné .U prvniho hypoxického stimulu byla zména perfuzniho
tlaku 9,8+1,7mmHg u chronicky hypoxickych placent oproti 4,7+1,1mmHg u

kontrol ( vyjadfeno jako procento bazalniho tlaku byla u chronicky hypoxickych
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placent zména tlaku 24+ 3,5% a 12,5+4,8% u kontrol, P<0,05 ). U druhého
hypoxického stimulu byla v experimentalni skupiné zména tlaku 9,1+ 0,7mmHg
(21,5+3,5%) a v kontrolni skupiné 5,9+1,1mmHg (14,2+2%) (obr.4)

(P<0,05). Opakovani podnétu nemélo vliv na velikost

odpovédi.
P/ mmHg AP/ % bazalniho tlaku
14 % A 30~ B
*
104 I _T_ |:| Normoxie o5 —|_ ‘T
10- 1 I:] Hypoxie l
20 l
8-
T 154 1
6 i 1 1
T 104 | |
4 1
2- 51
0 0
1 2 1 2
Akutni hypoxicky stimulus Akutni hypoxicky stimulus

Obr. 4. Chronicka hypoxie zvétSuje vasokonstrikéni reakci na akutni hypoxické
stimuly. Zvy$eni perfuzniho tlaku za konstantniho pratoku pfi opakovanych
hypoxickych stimulech je vy$$i u hypoxickych placent (A). Je tomu tak i pokud
zménu vyjadfime ve vztahu k bazalnim tlaku pred hypoxickym stimulem (B)

(* P<0,05).

Béhem hypoxickych podnétd  poklesl vyznamné pO, ve vzorcich
perfuzatu z fetalni vytokové kanyly u normoxické skupiny (ze 117 £+ 3 k81 + 2
mmHg) i hypoxické skupiny (ze 119 = 3 k84 + 3 mmHg) Ve srovnani
s odpovédmi na ANG Il bylo zvySeni perfusniho tlaku relativné pomalejsi, trvalo
po celou dobu hypoxie a po navratu k normoxii se pak perfuzni tlak vratil blizko
pavodni urovni (reverzibilita byla vétSi nez 85%).
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6. Diskuse

6.1  Napétové fizené vapnikové kanaly zprostfedkovavaji hypoxickou

vazokonstrikci v lidské placenté

Tato studie prokazala zasadni roli napétové fizenych vapnikovych kanall
typu L v mechanismu HFPV. V plicnim cévnim recCisti prokazali podobnou roli jiz
McMurtry a spol. (1976) na preparatu izolovanych perfundovanych plic, kdy
zablokovali hypoxickou vasokonstrikci podanim verapamilu.

V placenté byly nalezeny kanaly z rodiny Ca,1.1 (Hampl a spol., 2002).
Jejich specifickymi antagonisty jsou m.j. dihydropyridiny — v na$i studii jsme pouzili
nifedipin. Vzhledem k pfitomnosti mnoha molekul vazicich Ca v cytosolu by se
extracelularni vapenaté ionty vstupujici skrze tyto kanaly nemusely dostat az
ke kontraktiinimu aparatu, ktery je relativné znaCné vzdalen od plasmaticke
membrany, v dostate€ném mnozstvi. Dostatek vapniku na uskute¢néni kontrakce
by tak mohlo zajistit jeho uvolnéni ze sarkoplasmatického retikula, jak je to bézné
pfi odpovédi na celou fadu vasokonstrikénich podnétd (Mc Donald a spol., 1994;
Pozzan a spol., 1994). Obé hlavni rodiny vapnikovych kanald sarkoplasmatického
retikula (IP3 a ryonadinové receptory) reaguji na zvySené mnozstvi
intracelularniho vapniku a uvolnuji do cytoplasmy dalSi vapenaté ionty ( CICR —
Calcium —induced Ca release). Ty pak se Sifi ke kontraktilnimu aparatu buriky.

V plicich, jako vjediném dalSim organu schopném hypoxické
vasokonstrikce, byla prokazana pomocna role sarkoplasmatického retikula na
hypoxické kontrakci buriky hladkého svalu (Morio a Mc Murtry, 2002). Pfi hypoxii
vSak po depolarizaci membrany (vyvolané inhibici K, kanal() zfejmé dochazi
nejprve Kk uvolnéni vapniku z extracelularniho prostfedi. Tento influx zfejmé
pfedstavuje hlavni zdroj vapniku pro naslednou vasokonstrikci ( Moudgil a spol.,
2004). K udrzeni hladiny intracelulrnino vapnku pak pfi hypoxii pfispivaji vyse
zminéné zasoby v sarkoplasmatickém retikulu. Nazory, zda je pfi HPV hlavni zdroj
vapenatych iontl intra- ¢i extracelularni, neni dosud jednotné, presvédcivéjsi jsou

zatim vSak argumenty, které uvadéji za hlavni, roli extracelularniho vapniku

28



Disertacni prace Mechanismus vlivu hypoxie na fetoplacentarni cévni fecisté

(Moudgil a spol., 2004). V této souvislosti je tfeba jesté zminit influx vapenatych
iontd kanaly aktivovanymi poklesem zasob vapniku v sarkoplasmatickém retikulu.
Tyto kandly nejenze pfimo pfispivaji ke zvySené hladiné vapniku v bunce, ale i
zajistuji opétovné plnéni sarkoplasmatického retikula vapnikem (kapacitivni influx
vapenatych iontl) (Salvaterra a Goldman, 1993; Post a spol.,1995). Zda se, zZe
tyto kapacitivni kanaly nalezi do rodiny TRP (transient receptor potential).

( Kunichika a spol., 2004). Tyto kandly nejsou citlivé na blokatory odvozené
z dihydropyridinu (jako je napf. nifedipin, pouzity v nasi studii) ( Pozzan a
spol.,1994; Parekh a Putney, 2005). NasSe vysledky tedy nepodporuji vyznamnou
roli TRP kanall a kapacitivniho influxu v mechanismu HFPV.

Kromé svého hlavniho ucinku blokatory kanall typu L mohou ve vySsich
davkach uvolnovat Ca ze sarkoplasmatického retikula (Jabr a spol., 1997). Pokud
by tomu tak bylo i v nasem pokusu s nifedipinem, z retikula by se uvolnilo vice
vapniku a nasledovala by vétsi kontrakce. Naproti tomu jsme po podani nifedipinu
pozorovali kompletni zablokovani hypoxické vasokostrikce. Tato skute¢nost
naznacuje, ze pokud po podani nifedipinu k néjakému uvolnéni vapniku ze
sarkoplasmatického retikula doSlo, bylo nejvySe minimalni. Jako dulezitou
okolnost je tfeba zminit i fakt, Ze jsme zdlvodu =zabranéni moznym
nespecifickym ucinkd nifedipinu (napf. vliv na sarkoplasmatické retikulum) pouzili
velmi nizkou davku (1nM) coz je fadové méné , nez v jinych studiich (napf. Moiro
a McMurtry, 2002).

Jiz bylo feCeno, ze fetoplacentarni cévy maji minimalni klidovy tonus
(Hampl a spol., 2002). Proto neni pfekvapiva skuteCnost, Ze nifedipin jiz déale
nesnizil bazalni perfusni tlak. V. mnoha cévnich myocytech je klidovy membranovy
potencial zapornéjsi, nez prah aktivace kanall typu L (Archer a spol., 1996).
Pravdépodobnost otevieného stavu téchto kanall je za téchto okolnosti miziva a
nemuze byt tedy blokatory dale vyznamné snizena.

Metodologickou limitaci tohoto a podobnych experimentl je skute¢nost, Ze
parcialni tlak kysliku v preparatu je vy8Si nez v placenté za fysiologickych
okolnosti. Je to zpusobeno predevsim difuzi molekul kysliku skrze sténu hadicek,
z nichz je sestaven perfuzni okruh, i difuzi tkani samotnou. Vénovali jsme se
pomeérné dukladné moznostem omezeni tohoto problému a Ize fici, ze dosazeny

stav je maximum mozného, s vyjimkou umisténi celé experimentalni aparatury do
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silné hypoxického prostfedi. To by ov8em pokusy zasadné prodrazilo. Relativhé
zvy$ena hladina oxygenace muze byt vyznamna z hlediska kvantifikace absolutni
velikosti HFPV. Hlavni zavér této studie, Zze vasokonstrikce zplsobena poklesem
parcialniho tlaku O, je zdsadné zavisla na vapnikovych kanalech typu L, tim
ovSem neni narusen. Snizeni parcialniho tlaku kysliku béhem hypoxickych zmén
bylo signifikantni a podobné v experimentalni i kontrolni skupiné.

V pribéhu hypoxickych stimull doSlo k malému, ale statisticky
vyznamnému poklesu pH. Neni znam primy efekt malych zmén pH na cévni
napéti. Bylo vSak jiz dfive dokazano, Zze na HFPV nema vliv hyperkapnie (Hampl a
spol., 2002), a proto inhibici Ca kanall typu L pulsobi snizeny pO2 a nikoliv

snizené pH.

6.2 Chronickda hypoxie zvySuje odpor a reaktivitu k vasokonstrikCnim latkdm

v cévach placenty laboratorniho potkana

Tato studie ukazala, Zze chronicka hypoxie zvySuje odpor a reaktivitu ve
fetoplacentarnim cévnim fecisti. PfestoZze se néco takového prfedpoklada jako
jeden z mechanismu vzniku IUGR a nékdy i preeklampsie (Myatt, 1992; Poston a
spol., 1995; Reynolds a spol., 2006; Brodsky a Christou, 2004), nebyla dosud
existence tohoto jevu prokazana. NaSe vysledky tedy doplnily pfedpokladany
fetézec udalosti, kdy chronicka hypoxie zvySuje fetoplacentarni cévni odpor a tim
nadale zhorSuje hypoperfuzi placenty, ktera se projevi nasledné nedostate¢nou
vyzivou a rustem plodu.

V naSich experimentech uzivame pojem ,chronicky“ pro dobu , jiz se
v humanni mediciné popisuje mnohem delSi ¢asovy usek. Dopoustime se této
,nepresnosti“ s argumentaci, Ze tyden hypoxie u potkana predstavuje plnou
tfetinu celkové doby gestace. Ekvivalentem u Clovéka by tedy byl cely posledni
trimestr a ten jisté definici chronicity splfiuje. Vybrali jsme tuto dobu s ohledem na
to, Ze jsou jiz vytvofeny vSechny organy a i plné funkéni placenta. NaSe vysledky
odrazi tedy spiSe vliv hypoxie na jiz vyvinuté, nez na vyvijejici se cévni fecisté. To
v8ak nevylucuje moznost ovlivnéni funkéniho vyzravani téchto cév.

Dllezita je téz skuteCnost, Ze pozorované zvySeni cévniho odporu

fetoplacentarnich cév zplsobené chronickou hypoxii je trvalé a neni mozné jej
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snizit akutni reoxygenaci. Tuto skute¢nost odvozujeme z faktu, Zze kfivka vztahu
tlak-pritok u chronicky hypoxickych placent byla na vysSich tlacich nez u kontrol i
pfi normoxické perfuzi.

Relativné vysoka davka nitroprusidu sodného (SNP) pfidana do perfuzatu
nezménila v experimentalni skupiné cévni odpor. Toto pozorovani naznacuje, ze
ke zvySeni cévni resistence v chronicky hypoxickych placentach, naméfeném za
normoxickych podminek, nepfispiva aktivni napéti cévni stény. Nicméné je
pravdépodobné, Ze in vivo, tedy za podstatné nizSiho pO,, je rozdil mezi
normoxickymi a chronicky hypoxickymi placentami dale zvySovan pritomnosti
hypoxické vasokonstrikce u chronicky hypoxické skupiny. Ukazali jsme, Ze
hypoxicka vasokonstrikéni reaktivita je chronickou hypoxii dokonce zvySena.

Normoxickymi ( ve skute¢nosti ve srovnani se situaci in vivo spiSe
hyperoxickymi) podminkami perfuze Ize také vysvétlit skuteCnost, ze rozdil
v rezistenci hypoxickych a normoxickych placent (a¢ statisticky vyznamny), byl
relativné maly. Predpokladame, Zze dals$im divodem muze byt fakt, ze pfi
experimentu byl pouzit perfuzat o velmi nizké viskozité (bez pfidavku napf.
dextranu jako v pokusu s lidskou placentou). Diky tomu i rezistence byla nizka a
téz jeji zmény, Ciselné vyjadfeny, pomérné malé. V kazdém pfipadé jsme
potvrdili, Ze chronicka hypoxie vede ke zvySeni fetoplacentarni cévni rezistence,
které je (minimalné z ¢asti) odolné vici akutni reoxygenaci a béhem normoxické
(resp. relativné hyperoxické) perfuze i k podanym vasodilatacnim latkam. Pfiinou
zvySené rezistence, naméfené za normoxickych podminek, by pak mozna mohla
byt morfologicka prestavba placentarni tkané.

Vliv chronické hypoxie na morfologii uteroplacentarniho recisté je pomeérné
dobfe znam (Moore, 2003). Méné se vSak vi o zménach fetoplacentarniho fecCisté
navozené chronickou hypoxii. Jak bylo feeno v literarnim pfehledu, vysoka
nadmorska vyska slouzi v pfeneseném slova smyslu jako laboratof pro zkoumani
vlivu chronické hypoxie na Clovéka. Chronicka hypoxie vysoké nadmorské vysky
zvySuje vaskularizaci klka, zvétSuje prdmér kapilar v kicich, ztencuje jejich
membranu (Espinosa a spol., 2001; Khalid a spol., 1997; Tissot van Patot a
spol., 2004; Zamudio, 2003). O veétsSiné z téchto zmén by se predpokladalo, ze
bude spiSe snizovat nez zvySovat odpor na kapilarni urovni. Morfologické zmény

na urovni kapilar ovSem nemusi odrazet zmény v odporové ¢asti recisté. Napf. pfi
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chronické hypoxické plicni hypertenzi je prdmér lumen odporovych plicnich
arteriol snizen, navzdory zvySené kapilarni denzité (Farber a Loscalso, 2004;
McLauhglin a McGoon, 2006).

V této souvislosti je tfeba zminit dosud nepublikované vysledky skupiny
doc. MVDr. Vajnera, CSc. z Ustavu histologie a embryologie nasi fakulty, na nichz
jsem spolupracoval (zejména pfi pripravé preparati a nékterych mérenich). Pri
téchto experimentech byly bfezi samice vystaveny poslednich 14 dni brezosti
hypoxii (10% 0O2) v normobarické hypoxické komofe. Po vyjmuti z komory 21.
den bfezosti byly samice usmrceny a placenty byly fixovany formolem a
histologicky zpracovany.

PocCet artérii odstupujicich z pupeénikové artérie (chorionic plate artery-
CPA) na jednom fezu byl u hypoxickych placent statisticky vyznamné redukovan
jak u samcich, tak samicich placent. V poc¢tu prelabyrintnich arterii (intraplacentar
artery- IPA) na jednom fezu nedoslo u hypoxickych placent ke statisticky
vyznamné zméné. Vnitini prameéry jak u CPA, tak u IPA byly u hypoxickych
placent vyznamné mensi u obou pohlavi.

U hypoxickych placent nalezla skupina doc. Vajnera v arterialnich sténach
nepravidelné zesilené nebo ztencené sektory. Zesilené sektory stény hypoxickych
IPA byly signifikantné silnéjSi nez stény normoxickych artérii, ale pouze u samcu.
Naproti tomu byly ztenéené sektory stén [PA signifikantné ten¢i v hypoxickych
placentach, a to u obou pohlavi. U CPA se od kontrol statisticky vyznamné liSila
tloustka pouze ztenéenych sektorl u obou pohlavi. Tato morfometricka data jsou
konzistentni s nasSimi fysiologickymi zavéry a mohla by tedy byt minimalné
casteCnym vysvétlenim nami pozorovaneého zvySeni odporu fetoplacentarniho
reCisté pfi chronické hypoxii.

Cilem naSsi studie bylo prokazani existence zvySeni cévniho odporu ve
fetoplacentarnim recisti po chronické hypoxii. Pro objasnéni mechanismu tohoto
jevu bude tfeba dalSich studii. V této chvili 1ze jen na z&kladé paralel (zejména
s hypoxickou plicni hypertenzi) uvést nékolik moznych faktorti. Jedna se napf. o
aktivaci Rho kinasy (Fagan a spol., 2004; Nagaoka a spol., 2004; Stenmark a
McMurtry, 2005) nebo depolarizaci buné¢né membrany skrze pokles aktivity
(resp. exprese) nékterych draslikovych kanali (Hampl a spol., 2003; Hong a spol.,

2004; Mandegar a Yuan, 2002). DalS$im z moznych mechanismu je oxidaéni
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postizeni cévni stény kyslikovymi radikély (Lachmanova a spol., 2005; Liu a spol.,
2006) a mozna oxidem dusnatym (Hampl a spol., 2006; Hampl a Herget, 2000)
s naslednou akumulaci extracelularni matrix (Herget a spol., 2003; Zaidi a spol.,
2002), zprostiedkovanou c¢aste¢né zirnymi bunikami (Vajner a spol., 2006).
Uvazovat Ize téZ i o roli serotoninové signalizace (Bélohlavkova a spol.,2001;
Keegan a spol., 2001; Launay a spol., 2002; Marcos a spol., 2003).

HFPV byla v naSi praci poprvé prokazana u jiného druhu nez u Clovéka.
Kvalitativné byla odpovéd, méfena jako zména perfuzniho tlaku za konstantniho
prutoku, podobna jako v izolovaném kotyledonu lidské placenty (Byrne a spol.,
1997; Challis a spol., 2000; Hampl a spol., 2002; Howard a spol., 1987;
Ramasubramanian a spol., 2006). V obou pokusech jsme pozorovali pomaly rist
tlaku, nasledovany viceméné stabilni fazi plateau a témér kompletnim navratem
k pavodnimu tlaku po reoxygenaci. Kvantitativné byly odpovédi u kontrolnich
potkand relativné mensi ve srovnani s pfedchozimi pokusy na izolovaném
kotyledonu lidské placenty (Hampl a spol., 2002). Je v8ak nutné zminit jesté fakt,
Ze se jedna o prvni zaznam HFPV celé placenty a nikoliv jen izolované ¢asti a ze
preparace nebyla ovlivnéna porodem, ktery mulze byt pro placentu relativné
traumaticky a Ize se domyslet, ze v ni mize vyvolavat v tuto chvili neznamé
fysiologické zmény.

DalSim novym poznatkem této prace je zvySeni vasokonstrikéni reaktivity
placentarnich cév v chronické hypoxii a to jak v reakci na ANG Il, tak v odpovédi
na akutni hypoxicky podnét. Odpovédi na ANG Il byly u hypoxickych zvirat
zvySeny proporcionalné k preexistujici urovni cévniho odporu. Z jinych organd
(napf. z plic) je dobfe znamo, ze vasokonstrikéni reaktivita na ANG Il zavisi na
klidovém tonu cévni stény. Jak ov8em ukézala reakce na podani SNP v nasem
pokusu, u chronicky hypoxickych placent klidovy tonus zvySeny nebyl. Misto
zvySeného klidového tonu Ize tedy jako o dlvodu zvysSené reaktivity na ANG Il
uvazovat o zvétSeném mnozstvi svalové tkané v cévni sténé. S ohledem na
zminény vyzkum Vajnera a spol., kdy v placentarnim labyrintu nebyla ve sténé
cév nalezena témér zadna svalova vlakna, Ize vSak spiSe uvazovat o vyznamu
pericytu, které byly u arteriol ¢etné pfitomny. ZvySeni reaktivity na ANG Il by
mohlo zhorSovat placentarni hypoperfuzi a fetélni vyzivu pfi chronické hypoxii,

pokud by soucasné byla zvySena koncentrace cirkulujiciho ANG Il. Nicméné
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v pfipadé potkana byla maxima odpovédi na ANG Il pfili§ mala na to, aby se daly
Cekat néjaké zavaznéjsi funkéni dusledky. ANG Il proto pravdépodobné neni
idealnim prostfedkem pro zkoumani vasoreaktivity ve fetoplacentarnich cévach
laboratorniho potkana.

Na rozdil od reaktivity na ANG Il byla HFPV zvySena chronickou hypoxii
nejen absolutné, ale i relativné. To implikuje, Ze pusobeni chronické hypoxie na
tyto dva vasokonstrikéni mechanismy se liSi. Mechanismus HFPV zahrnuje
inhibici draslikovych kanalt (Hampl a spol., 2002), depolarizaci membrany a, jak
jsme dokazali v prvni Casti této disertace, otevieni vapnikovych kanalu typu L.
Mozna je také ucast NO signalizace (Byrne a spol., 1997).

Metodologicky je prace s placentou potkana, stejné jako studie na lidské
placenté, limitovana praktickou nemoznosti dosahnout podobné nizkého pO. ,
jaké ma plod v déloze - okolo 30 mmHg (Abman a spol.,1987; Alonso a spol.,
1987; Jackson a spol., 1987; Kitanaka a spol., 1989, Rurak a spol., 1990 a; Rurak
a spol., 1990 b; Sherman a spol., 1991). P¥icinou je difuse molekul kysliku skrze
stény hadicek, které zejména v tomto velmi malém preparatu musi byt zna¢né
subtilni. Dychani hypoxické smeési matkou snizilo fetalni arterialni pO, in vivo u
riiznych druhu (hlavné ovci) o 25-30% (Abman a spol., 1987; Alonso a spol., 1987;
Jackson a spol.; 1987; Kitanaka a spol., 1989; Rurak a spol., 1990 a; Rurak a
spol., 1990 b; Sherman a spol., 1991). V nasich pokusech pfedstavoval hypoxicky
podnét snizeni pO2 o 30%. V tomto smyslu Slo tedy o fysiologicky relevantni

podnét .
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7. Zavér

Experimenty popsané v této disertacni praci pfinesly tyto nové poznatky:

1)

2)

3)

Napétoveé fizené vapnikové kanaly jsou esencialni pro HFPV. Toto zjisténi
doplfiuje predpokladany fetézec déju pfi HFPV vtom smyslu, ze
v dusledku hypoxické inhibice draslikovych kanall dojde k depolarizaci
membrany, coZz predstavuje potfebny stimulus k otevieni napétové
fizenych vapnikovych kanall. Nasleduje influx vapenatych iontl, které
(pfipadné posileny o sekundarni uvolnéni Ca ze sarkoplasmatického
retikula) aktivuji kontraktilni aparat bunky. Ten pak je efektorem HFPV.

Chronicka hypoxie zvySuje odpor fetoplacentarnino cévniho recisté
v placenté laboratorniho potkana. Toto zvySeni je rezistentni vUCi
reoxygenaci a - alespofi béhem nomoxické perfuze - se na ném nepodili

zvySeny cévni tonus.

Chronicka hypoxie zvySuje reaktivitu na ANG Il a zejména na akutni

hypoxické podnéty.

Je pravdépodobné, Ze nami popsané zmeény pfi chronické hypoxii mohou vést

k hypoperfuzi placenty a nasledné k nedostatecné vyzivé plodu. Ta je pak pfiinou

jeho nedostate¢ného ristu a podkladem klinickych jednotek jako napf. IUGR.
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