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Abstrakt

Proteiny tepelného Soku zvySuji svou genovou expresi po vystaveni bunky,
respektive organismu, urcité¢ formé stresu, kterou mize byt vysoka teplota, infekce, zanét,
hypoxie, nedostatek zivin nebo vody. Stresovou situaci pro organismus jsou i t€hotenské
komplikace souvisejici s placentarni insuficienci — preeklampsie a intrauterinni ristova
retardace, ale i dalsi téhotenské komplikace jako fetalni rdstova retardace a gestacni
hypertenze. Proto jsem také ve své diplomové praci zjistovala, zda ma vyskyt
té¢hotenskych komplikaci (preeklampsie, fetalni ristova retardace, gestacni hypertenze)
vliv na genovou expresi proteind tepelné¢ho Soku.

Detekovala jsem 5 hsp systémi, kterymi byly Hsp27, Hsp60, Hsp70, Hsp90 a
HspBP1. Detekci jsem provadéla na vzorcich placentarni tkané a plné periferni krve
matky. K dispozici jsem méla vzorky jak od zen s fyziologickym prib&hem tehotenstvi,
tak od Zen, u kterych se béhem gravidity vyvinula uréita komplikace (PE, FGR, GH). Ze
vzorkd jsem izolovala RNA. Detekce hsp exprese byla provedena pomoci RT-PCR
V realném Case s vyuzitim komparativni Ct metody. Zjist'ovala jsem zmény genové exprese
testovaného vzorku oproti vzorku referenénimu. K posouzeni rozdilu exprese hsp mezi
fyziologickymi graviditami a graviditami s vybranymi téhotenskymi komplikacemi jsem
vyuzila analyzy rozptylu (ANOVA). Vysledky studie prokazaly, ze ve vzorcich placentarni
tkané doslo k signifikantnimu zvySeni exprese Hsp27 a Hsp90 u pacientek trpicich ¢istou
preeklampsii nebo v kombinaci s fetalni rdstovou retardaci. Dale jsem pozorovala
zvySenou expresi HspBP1 ve skupiné Zen S mirnou preeklampsii ve srovndni s Zenami s
preeklampsii zdvaznou a slabou negativni korelaci u HspBP1 a PI v arteria umbilicalis. Ve
vzorcich plné krve matky jsem zaznamenala up-regulaci Hsp60 ve skupiné¢ PE+/-FGR a
zaroven up-regulaci Hsp70 a down-regulaci Hsp90 ve vsech sledovanych skupinach,
jakoZto projev matetské systémové odpovédi na vyskytujici se onemocnéni. Také jsem
pozorovala zvySenou expresi Hsp60 u pacientek s oligo/anhydramnionem ve srovnani
S zenami s normalnim mnoZstvim plodové vody a slabé negativni korelace mezi expresi

Hsp27 a HspBP1 a Pl v arteria cerebri media.
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Abstract

Heat shock proteins increase their gene expression after exposure of cells or
organisms to some forms of stress, which may be high temperature, infection,
inflammation, hypoxia, lack of nutrients and water. Stressful situations for the body are
also pregnancy-related complications associated with placental insufficiency -
preeclampsia and IUGR, as well as other pregnancy-related complications such as fetal
growth restriction and gestational hypertension. Therefore, |1 examined whether the
occurrence of pregnancy-related complications (preeclampsia, fetal growth retardation,
gestational hypertension) affect the gene expression of heat shock proteins.

Five hsp systems was detected, namely Hsp27, Hsp60, Hsp70, Hsp90 and HspBP1 in
placental tissue samples and whole maternal peripheral blood. Samples came from women
with physiological pregnancy and from women with certain pregnancy-related
complications (PE, FGR, GH). RNA was isolated from the samples. Detection of hsp
expression was performed by using real-time RT-PCR and the comparative Ct method.
Changes in gene expression between the test samples and reference sample were
examined. To assess the difference between physiological pregnancies and pregnancies
with selected pregnancy-related complications, an analysis of variance (ANOVA) was
used. Results of the study showed a significantly increased expression of Hsp27 and Hsp90
in placental tissue derived from women suffering preeclampsia with or without FGR.
Increased expression HspBP1 in the group of women with mild preeclampsia compared
with women with severe preeclampsia and a weak negative correlation between HspBP1
gene expression and pulsatility index in the umbilical artery were also observed. Then up-
regulation of Hsp60 in group PE+/-FGR was identified while up-regulation of Hsp70 and
Hsp90 down-regulation in all treatment groups in the whole peripheral blood samples, as a
manifestation of maternal systemic response to the pregnancy-related disorder. Increased
expression of Hsp60 in patients with oligo/anhydramnion compared with women with
normal amniotic fluid volume and a weak negative correlation between the expression of

Hsp27 and HspBP1 and pulsatility index in the middle cerebral artery were also observed.
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1. Uvod

V soucasné dobé¢ se 1ékafi snazi o co nejcasnéjsi diagnostiku riiznych onemocnéni,
ve snaze zmirnit negativni vlivy dané nemoci na lidsky organismus. Proto byly a jsou
hledany nové markery, které poukazuji na rozvoj nemoci jesté v dobé, kdy pacient
nevykazuje zadné znamky onemocnéni. Stejné tomu tak je i v odvétvi prenatalni
diagnostiky. Z tohoto diivodu jsem ve své diplomové praci testovala vybrané markery ve
vztahu k t€hotenskym komplikacim (preeklampsie, fetalni rdstova retardace, gestaéni
hypertenze). Preeklampsie ma negativni vliv na rtst a vyvoj plodu a je jednou z hlavnich
pri¢in matefské morbidity a mortality béhem téhotenstvi. Proto je dilezita vCasna
diagnostika onemocnéni, kdy mtize byt téhotnd zena castéji sledovana v prenatdlni
poradné, kde je mimo jiné Zen¢ méten krevni tlak a také se zkouma ptitomnost bilkovin
v moci. Pokud je diagnostikovan vysoky krevni tlak a proteinurie a zaroven je vylouceno
jiné onemocnéni projevujici se témito ptiznaky, 1€kat mize nasadit pfisluSnou lécbu a zena
je zatazena do kategorie rizikového t€hotenstvi.

Vyziva plodu je béhem téhotenstvi zavisla na placent¢ a umbilikdlnich cévach,
které ptepravuji kyslik a ziviny z matei'ské krve smérem k plodu a odvadi oxid uhlicity a
odpadni produkty metabolismu plodu do krve matky. Placenta je doCasny orgén, jejiz
funkci je nejen vymeéna krevnich plynd a dodavani zivin plodu, ale také produkce hormont
nezbytnych pro udrZeni téhotenstvi, a dale pak funguje jako imunologicka bariéra. Pokud
nedojde ke spravné diferenciaci bun¢k trofoblastu, tak dochazi k nedostateéné remodelaci
matefskych spiralnich arterii, proto je placenta vystavena hypoxii a neplni spravné své
fyziologické funkce. Z toho vyplyvaji negativni vlivy jak pro nastavajici matku, tak pro
vyvijejici se plod. Vzhledem k tomu, Ze nastala situace je pro organismus znacné stresova,
piedpokladame zvySeni exprese proteini tepelného Soku (hsp) béhem manifestace téchto
komplikaci. Proteiny tepelného Soku jsou evolucné vysoce konzervované proteiny,
vyskytujici se jak u prokaryotickych, tak u eukaryotickych organismi. VétSina hsp se
v bunikach exprimuje béhem fyziologickych podminek a jejich exprese je vyrazné zvysena,
pokud jsou bunky vystaveny stresovym podminkam, kdy navic dochazi také k expresi
inducibilnich forem téchto proteint.

Ve své diplomové praci jsem sledovala expresi vybranych proteinti tepelného Soku,
jakozto moznych markerii pro v€asnou diagnostiku preeklampsie. Nejprve jsem expresi

hsp testovala na vzorcich placent. Nasledné jsem expresi stejnych proteinit zkoumala

10



Vv plné krvi matky, kde se jednalo o maternalné produkované hsp. Svou diplomovou préci
mam rozdélenou do dvou hlavnich oddild. Prvni ¢ast se zabyvé teoretickym uvodem
k dané problematice, kde popisuji, co jsou proteiny tepelného Soku, jakou maji funkci a do
jakych rodin se déli. Dale zde rozebiram téhotenské komplikace, v¢etné téch souvisejicich
s placentarni insuficienci a Vvliv téchto tehotenskych komplikaci na genovou
expresi proteint tepelného Soku. Druha ¢ast prace je vénovana vlastnimu vyzkumu, kde
jsem se mimo jiné pokusila zodpoveédét otazku tykajici se diagnostiky a prognostiky

téhotenskych komplikaci souvisejicich s placentarni insuficienci.
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2. Proteiny tepelného Soku

Proteiny tepelného Soku, neboli heat shock proteins (hsp), pati mezi nejrozsirené;jsi
proteiny v biosféte. Vyskytuji se vruznych variantach jak u prokaryotickych, tak u
eukaryotickych organismi. Konstitu¢ni formy téchto proteini jSou exprimovany bunkou za
fyziologickych podminek a jejich exprese se mnohondsobné zvysi, pokud je builka
vystavena nahlym zménam teploty anebo jinym formam stresu. Za téchto nefyziologickych

podminek je také indukovana exprese inducibilnich forem proteinti tepelného Soku.

2.1. Historie hsp

Bunéénou stresovou odpovéd popsal poprvé vroce 1962 Ritossa na zakladé
pozorovani chromozomu ze slinnych zlaz Drosophila melanogaster. Ritossa zjistil, Ze po
zvySeni teploty se v urcitych lokusech chromozomu tvofi charakteristické smycky, které
indikuji zvySenou transkripéni aktivitu (Ritossa, 1962). Proteiny kodovany geny v téchto
oblastech pojmenoval Tissiéres se svym tymem jako proteiny tepelného Soku, protoze
zvySeni jejich syntézy bylo dosazeno nahlym zvySenim teploty (Tissiéres et al., 1974).
Dalsi studie ukazaly, Ze zvySeni exprese hsp vyvolavd mnoho dalSich faktorii v burce.
Mezi tyto faktory patii naptiklad zména pH, osmolarita, radiace, vyssi koncentrace t€zkych
kovi, ethanol, antibiotika nebo reaktivni kyslikové formy (Donati et al., 1990, Boreham et
Mitchel, 1994, Sheikh-Hamad et al., 1994). Z tohoto divodu neni oznaceni ,,proteiny
tepelného Soku“ zcela pfesné, protoze ke zvySeni jejich exprese nedochazi pouze pii

zvyseni teploty. Tento nazev se vSak stale pouZziva.

2.2. Funkce hsp

Hsp maji dvoji roli vzavislosti na jejich intraceluldrni nebo extracelularni
lokalizaci. Intracelularni hsp maji ochrannou funkci a umoZziuji bunice piezit smrtici
podminky. Extracelularni hsp nebo hsp lokalizované na bunécné membrane
zprostiedkovavaji imunologické funkce a hraji klicovou roli pii stimulaci imunitniho
systému (Schmitt et al., 2007). U lidi je jejich pfitomnost v séru spojena s vyskytem
stresovych faktord, jako je naptiklad zanét, bakterialni nebo virova infekce.

Nekteti Clenové rodiny proteinii tepelného Soku jsou exprimovani pouze béhem

bunééného stresu, ktery miize byt vyvolany zménou teploty, pfitomnosti volnych
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kyslikovych radikald, virovou nebo bakterialni infekci, tézkymi kovy nebo ischemii (tzv.
inducibilni formy). Jini c¢lenové této rodiny jsou konstitutivné exprimovani za
fyziologickych podminek a jejich exprese se v neptiznivych podminkach zvysi (konstitucni
formy).

Béhem fyziologickych podminek se intracelularni proteiny tepelného Soku chovaji
jako molekularni chaperony a napomahaji nové vznikajicim nebo Spatné sbalenym
proteintim ziskat jejich nativni konformaci. Déale napomahaji inkorporaci polypeptidit do
intracelularnich membran nebo v transportu pies tyto membrany, a dale pak v degradaci
proteinti z&vislé na ubikvitinu.

Stresem vyvolana aktivace genl pro hsp se nazyva bunécna stresova odpovéd’. Tato
buné¢na stresova odpovéd’ je Casto nalézana b&hem klinickych obtizi, jako je naptiklad

ischemie, infekce nebo hemoragicky Sok.

2.3.  Hsp rodiny

Lidské hsp jsou rozdéleny do nckolika rodin na zdkladé jejich molekularni
hmotnosti métené v kDa. Témito rodinami jsou: rodina malych proteinti tepelného Soku,
Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90 a Hsp110. Kazda rodina se sklada z ¢lenti bud’ konstitutivné
nebo regulovan¢ exprimovanych hsp a je zaméfena na rizné subcelularni oddily.
Nomenklatura hsp neni v souc¢asné dob¢ jesté piesné standardizovana. Jednu z moznych
forem nomenklatury pro lidské hsp rodiny navrhl Kampinga se svym tymem (Kampinga et
al., 2009).

2.3.1. Rodina malych hsp

Rodina malych hsp je skupina proteini o velikosti 15-30 kDa, které maji podobnou
strukturu a biochemické vlastnosti, jako je fosforylace a oligomerizace. Malé hsp se Casto
nachazeji v oligomernich komplexech zahrnujicich jednoho nebo vice ¢lenli rodiny
(Kampinga et al., 2009). Jednim z dobfe prostudovanych ¢lent této rodiny je Hsp27.
Hsp27 je konstitutivné exprimovan v mnoha tkanich a jeho exprese je v nepiiznivych
podminkach zvySena. Pivodné byl povazovan za teplotné inducibilni protein, ktery
funguje jako chaperon a usnadiiuje spravné sbaleni poskozenych proteini. Dalsi studie

vSak ukézaly, ze Hsp27 reaguje také na jiné stresové podminky nez je teplotni Sok,
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napiiklad na oxida¢ni nebo chemicky stres (Rogalla et al., 1999). Hsp27 mize vytvaiet
oligomery o velikosti az 1000 kDa, pficemz zdkladnim stavebnim kamenem takovéhoto
multimerniho komplexu je dimer Hsp27. Oligomerizace Hsp27 je dynamicky proces
zavisly na fosforylatnim stavu proteinu a na vystaveni stresovym podminkédm. Lidsky
Hsp27 muze byt fosforylovan na tiech serinovych zbytcich - Serl5, Ser78 a Ser82 (Landry
et al., 1992). Fosforylace Hsp27 je reverzibilni proces katalyzovany MAPKAP kinazami 2
a 3, které mohou byt indukovany riznymi formami stresu. Fosforylace zapficifiuje rozpad
velkych oligomernich komplextit Hsp27 do mensSich jednotek, nejcastéji dimerti nebo
tetramerd, zatimco nefosforylované proteiny vytvaii velké oligomerni struktury (Rogalla et
al., 1999). Hsp27 je ATP — nezavisly chaperon a jeho hlavni chaperonovou funkci je
ochrana jinych proteint pted agregaci (Ehrnsperger et al., 1997). Béhem oxida¢niho stresu
funguje Hsp27 jako antioxidant, protoze snizuje hladiny reaktivnich forem kysliku diky
zvySovani koncentrace intracelularniho glutathionu a snizovani hladiny zeleza v buiice.
Exprese Hsp27 také chrani bunku pied apoptotickou bunécnou smrti vyvolanou riznymi
podnéty, jako naptiklad hypertermie, oxidacni stres nebo ligace APO-1 receptoru (Mehlen

et al., 1996). Proto muzeme Hsp27 oznacit také jako negativni regulator programované

bunééné smrti.

2.3.2. Hsp40 rodina

Rodina Hsp40 obsahuje proteiny o molekularni hmotnosti okolo 40 kDa. Jedna se
pravdépodobné o nejpocetnéjsi hsp rodinu u lidi. Charakteristickou vlastnosti této rodiny je
pfitomnost konzervované J-domény, kterd je zodpoveédnd za stimulaci ATPazové aktivity
Hsp70. Proteiny rodiny Hsp40 stimuluji hydrolyzu ATP u Hsp70 a tim reguluji interakce
klientského proteinu s Hsp70. J-doména je tvofena 70 aminokyselinami, pficemz je zde
nalézana sekvencni podobnost s proteinem Hsp40 z E. coli, znAamym také jako Dnal.
Proteiny zrodiny Hsp40 lze rozdélit do tfi podskupin na zékladé jejich homologie
s proteinem DnaJ z E. coli. Prvni podskupina (typ 1) je tvofena proteiny, které vykazuji
homologii s Dnal z E. coli a obsahuji N-terminalni J-doménu, oblast bohatou na glycin a
fenylalanin, oblast bohatou na cystein a variabilni C-termindlni doménu. Druhou
podskupinu (typ II) tvoii proteiny obsahujici N-termindlni J-doménu a glycin/fenylalanin
bohatou oblast. Posledni podskupinou (typ III) jsou proteiny obsahujici J-doménu, ktera se

nemusi nachazet na N-terminalnim konci proteinu (Cheetham et Caplan, 1998).
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2.3.3. Hsp60 rodina

Hsp60 rodina molekularnich chaperont, kterd je znama také jako tzv. chaperoniny,
hraje dulezitou ulohu ve sklddani proteinli a intracelularnim transportu bilkovin.
Chaperoniny jsou soudkovité komplexy, které vazou nesbalené polypeptidy do své
centralni dutiny a zprostiedkovavaji spravné sbaleni pomoci ATP-zavislého opétovného
navazovani a uvolfovani proteinu (Hartl et Martin, 1995). Lidska chaperoninova rodina
obsahuje jednak zastupce nachazejici se v mitochondriich (HSPD a HSPE) a jednak
zastupce nachazejici se v cytosolu (CCT) (Kampinga et al., 2009).

Funkce HspD (Hsp60) a HspE (Hsp10) byla nejlépe prostudovana u E. coli. HspD
je priblizné¢ 800 kDa protein s ATPazovou aktivitou, ktery je slozen ze dvou
sedmiclennych kruhti, jehoz podjednotky jsou veliké 57 kDa. Kazdy kruh obsahuje
centrdlni dutinu s hydrofobnim povrchem pro navazani rozloZenych nebo denaturovanych
proteinu (Braig et al., 1993). HspE funguje jako cochaperonin (Langer et al., 1992). Jedna
se o heptamericky prstencovy komplex, ktery je slozeny z 10kDa podjednotek a tvoii viko
HspD. Navazani klientské bilkoviny do centralni dutiny nejen chrani dany protein pted
agregaci, ale také urychluje proces skladani. Mitochondridlni chaperoniny katalyzuji
skladani proteini urenych pro mitochondridlni matrix a déale udrzuji proteiny
V nesbaleném stavu pro transport pies vnitini mitochondrialni membranu.

V cytosolu lidskych bunék se nachazi cylindrické proteiny znamé jako CCT. Jedna
se o heterooligomerické chaperoninové komplexy sloZzené z osmi riiznych podjednotek,
které hraji dilezitou roli ve sbalovani nové syntetizovanych cytosolickych proteinti, kromé
jinych také aktinu a tubulinu, a chrani bunky pied proteinovou agregaci (Kampinga et al.,
2009). Obdobné¢ jako mitochondrialni chaperoniny, tak i CCT vazi ATP a hydrolyzuji ho

béhem proteinového skladani.

2.3.4. Hsp70 rodina
Clenové této rodiny jsou znami zejména diky své schopnosti vazat peptidovy
tetézec. Proto hraji dilezitou roli pii ochrané¢ nové vznikajicich proteind, transportu
proteinli pfes membrany, opakovaném skladani nesloZenych proteini nebo pfi proteinové
degradaci (Frydman et al., 1994). Obecny mechanismus jejich ucinku je zaloZen na jejich

chaperonové aktivité, tzn. na jejich schopnosti rozpoznat a véazat hydrofobni peptidové
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segmenty, které se za normalnich okolnosti nevyskytuji ve vodném prostiedi, ale jsou
skryty uvniti daného proteinu.

Lidsky genom koduje 13 gend rodiny Hsp70, s vylouc¢enim mnoha pseudogenti
(BrOCChieri et al.,, 2008). Nejvice studovanymi geny v této rodiné jsou HSPAIA a

HSPAIB, jejichz produkty se lis§i pouze mezi dvéma aminokyselinami a spolu s HSPAG
jsou nejvice teplotn¢ indukovatelni ¢lenové této rodiny. Hsp70 interaguji s polypeptidy
béhem jejich skladani do nativni konformace a zabrafuji tak vzniku nefunkénich struktur.
Caste¢né neslozeny protein asociuje s C-termindlni doménou Hsp70, ¢imz dojde ke
zvySeni ATPazové aktivity N-terminalni domény Hsp70. K dalSimu zvySeni ATPazové
aktivity dojde po navazani cochaperonu, u eukaryot se jedna predevsim o Hsp40. To vede
ke konformacni zméné a ke vzniku Hsp70/ADP komplexu. Nasledné¢ dojde k disociaci
cochaperonu a k navazani proteinu zpusobujiciho vyménu ADP za ATP (napt. BAG-1,
HspBP1). Poté tento protein disociuje a také dojde k uvolnéni ptivodné Spatné sbalené¢ho
proteinu. VétSinou je potieba tento cyklus nékolikrat zopakovat, nez dojde ke sbaleni
proteinu do spravné nativni konformace (Bukau et Horwich, 1998).

Hsp70 funguje také jako negativni regulator programované bunééné smrti.
Naptiklad studie zroku 2000 ukéazala, ze Hsp70 miZze regulovat apoptézu inhibici
kaspazy-3, kterd tak nemuze nastépit DNA. Ze studie také vyplyva, Ze C-terminalni
doména, obsahujici peptid vazajici oblast, je postacujici pro zabranéni aktivace kaspazy-3
(Li et al., 2000).

HspBP1, neboli Hsp70 vazebny protein 1, patii do rodiny eukaryotickych proteint
identifikovanych jako nukleotidovy vyménny faktor pro Hsp70 (Kabani et al., 2002).
HspBP1 je lokalizovan pfedev§im v cytoplazmé a v jadie, ale mizeme ho nalézt také
extracelularné. HspBP1 inhibuje HSPA1A chaperonovou aktivitu zménou konformace
ATP vazebné domény tohoto proteinu, ¢imz rusi vazbu s ATP (Raynes et Guerriero, 1998),

a tak HSPA1A nemtize uplatiiovat svou antiapoptotickou funkci.

2.3.5. Hsp90 rodina
Hsp90 rodina obsahuje ¢leny s primérnou molekuldrni hmotnosti 90 kDa, jejichz
asociace je dilezita pro udrzeni stability a funkce mnoha proteint. Jednd se o vysoce
konzervované molekuldrni chaperony, které tvoii 1-2 % vSech bunétnych proteini ve

vétsin€ bunék za fyziologickych podminek (Schmitt et al., 2007). Funkci téchto proteint je
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ucast na skladdani, sestaveni, maturaci a stabilizaci specifickych proteind. Lidsky genom
kéduje 17 gent Hsp90, pticemz u jedenacti z nich se jednéd pravdépodobné o pseudogeny
(Chen et al., 2005). Proteiny této rodiny se vyskytuji jak v cytosolu, tak v riznych
bunénych kompartmentech. NejznaméjSimi cytosolickymi izoformami jsou Hsp90a
(inducibilni a majoritni forma) a Hsp90f (konstitutivni a minoritni forma), které se lisi
svou funkci a bunéénou lokalizaci (Subbarao Sreedhar et al., 2004). 1zoforma Hsp90a se
nachazi také na bunéném povrchu a je secernovana do extracelularniho prostoru (Eustace
et al., 2004). U izoformy Hsp90p bylo prokazano, ze hraje vyznamnou roli v diferenciaci
trofoblastu. To dokazuje studie, ve které u Hsp90p deficientnich homozygotnich mysi
s normalni expresi Hsp90a nedochazelo k diferenciaci placentarniho labyrintu (Voss et al.,
2000). Hsp90 se v cytoplazmé nachazi ve form¢ dimeru, nejcastéji se jedna o homodimer
(aa nebo PP), ale heterodimery, monomery nebo vyssi oligomery také existuji. Kazdy
monomer je slozen ze tfech domén — N-terminalni, centralni a C-terminalni domény. N-
termindlni doména obsahuje ATP vazebnou kapsu, a tudiz zodpovida za vazbu a hydrolyzu
ATP. Centralni doména slouzi k rozliSeni typu klientskych proteinti (Hawle et al., 2006) a
C-terminalni doména je zodpovédna za dimerizaci proteinu (Minami et al., 1994). Stejné
jako dalsi hsp, tak i Hsp90 spolupracuji s riznymi cochaperony. Ptikladem cochaperonu
interagujicim s Hsp90 je imunofilin nebo p23 (Hawle et al., 2006). Za fyziologickych
podminek je Hsp90 asociovan s n€kterymi intracelularnimi proteiny, jako je kalmodulin,
aktin, tubulin ¢i nékterymi receptory. Piikladem receptori mohou byt receptory pro
steroidni hormony. Hsp90 se podili na stabilizaci neaktivni formy nékterych receptorti do

doby, nez se na receptor navaze piislusny hormon (Catelli et al., 1985).

2.3.6. Hspl110 rodina

110-kDa proteiny tepelného Soku (Hspl10) jsou jedny z hlavnich molekularnich
chaperonti sav¢ich bun¢k. Jedna se o rodinu, ktera je evoluéné spjata s rodinou Hsp70,
pricemz ¢lenové obou dvou rodin vykazuji vysokou homologii s vyjimkou existence delSi
domény lokalizované mezi N-terminalni ATPazovou doménou a C-terminalni substrat
vézajici doménou u Hspl10 rodiny (Kampinga et al., 2009). Clenové Hsp110 rodiny
zabranuji tvorbé proteinovych agregatli a udrzuji denaturované proteiny ve stavu vhodném
pro nasledné spravné slozeni (Oh et al., 1997). Takto denaturované proteiny jsou nasledné

skladany do nativni konformace pomoci Hsp70. Proteiny rodiny Hsp110 funguji také jako
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nukleotidovy vyménny faktor pro cytosolické Hsp70. Mutac¢ni analyza ukdzala, ze funkéni
ATPazova doména a C-terminalni doména jsou dtlezité pro nukleotid vymeénnou aktivitu

(Dragovic et al., 2006). V lidském genomu se vyskytuji 4 zastupci této rodiny.

3. Hypertenzni poruchy komplikujici téhotenstvi

Hypertenzni poruchy se vyskytuji u 6-8% téhotenstvi a vyznamné pfispivaji
k matetské, fetalni a neonatdlni morbidit¢ a mortalité. Nastavajici matky s vysokym
krevnim tlakem jsou nachylnéjsi k rozvoji potencialn¢ smrtelnych komplikaci, jako je
naptiklad predc¢asné odlucovani placenty, diseminovana intravaskularni koagulace, cévni

mozkova ptihoda, selhani jater nebo akutni rendlni selhani.

3.1. Klasifikace hypertenznich poruch béhem téhotenstvi

Ve své praci pouzivam Klasifikaci podle National High Blood Pressure Education
Program Working Group on High Blood Presure in Pregnancy z roku 2000. Podle této
klasifikace hypertenzni poruchy komplikujici téhotenstvi ¢lenime na 1. chronickou
hypertenzi, 2. gesta¢ni hypertenzi, 3. preeklampsii/eklampsii, 4. chronickou hypertenzi se
superponovanou preeklampsii (Gifford et al., 2000).

Chronicka hypertenze je definovana jako trvala systolicka a diastolicka hypertenze
(tlak krve vyS$i nez 140/90 mm Hg), kterd je ptitomna pied tchotenstvim nebo je
diagnostikovéana pfed 20. tydnem gestace. Jako chronicka hypertenze je také nazyvan stav,
kdy je hypertenze diagnostikovana poprvé béhem téhotenstvi, ale po porodu nevymizi.

Gestacni hypertenzi se nazyva stav, kdy je zjiSténa hypertenze v gravidité po 20.
tydnu te€hotenstvi, ale bez vyskytu proteinurie. Do 12 tydnil po porodu gestacni hypertenze
postupné vymizi. Pokud k poklesu tlaku po porodu nedojde, jednd se o hypertenzi
chronickou.

Preeklampsie je diagnostikovana tehdy, pokud se u doposud zdravé téhotné Zeny
komplikaci preeklampsie, pfi které dochazi k nedostatecnému okysliceni mozku a mize

vést ke smrti jak plodu, tak matky.
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Chronické hypertenze se superponovanou preeklampsii je stav, kdy se u zeny trpici
chronickou hypertenzi objevi po 20. tydnu téhotenstvi proteinurie a dalSi pfiznaky

preeklampsie.

3.2.  Gestacni hypertenze

Gestacni hypertenze je stav, kdy je vysoky krevni tlak diagnostikovan poprvé po 20.
tydnu téhotenstvi, ale nedochazi k vyskytu proteinurie. Tato nespecificka diagnéza
zahrnuje jednak Zeny s preeklampsii, u kterych se jesté proteinurie nerozvinula, a dale pak
hypertenzni téhotné Zeny bez preeklampsie. Definitivni urceni této diagnézy a zaroven
vylouceni preeklampsie je mozné az po porodu. Pokud hypertenze do n€kolika tydnti po
porodu nevymizi nebo se vysoky krevni tlak vyskytoval jesté pred 20. tydnem téhotenstvi,
tak se jedna o hypertenzi chronickou. Béhem fyziologické gravidity dochazi k podstatnym
zméndm kardiovaskularniho systému matky. Zvysuji se hodnoty tepového objemu a tepové
frekvence, na zakladé ¢ehoz dochazi ke zvyseni srde¢niho vydeje pfiblizné o 40%. Krevni
tlak je naopak v prubéhu téhotenstvi sniZzen ve srovnani s hodnotami pied graviditou.
K poklesu tlaku dochazi postupné od 12. do 26. tydne te¢hotenstvi, pficemz po 36. tydnu se
tlak vraci opét k hodnotam pred téhotenstvim. Toto kolisani tlaku se vyskytuje jak u
normotenznich, tak u hypertenznich zen. Plivodné byla hypertenze v t¢hotenstvi
diagnostikovéana na zdklad¢ zvyseni krevniho tlaku béhem druhého trimestru v porovnéani
s hodnotami z prvniho trimestru. V dne$ni dobé je vSak vysoky krevni tlak b&éhem
gravidity charakterizovan absolutnimi hodnotami. Jedna se o zvySeni systolického
krevniho tlaku nad hodnotu 140 mm Hg anebo zvyseni diastolického tlaku nad 90 mm Hg
(Gifford et al., 2000).

3.3. Preeklampsie
Preeklampsie je téhotensky specifické multisystémové onemocnéni, které¢ ohrozuje
zdravi a zivot jak matky, tak plodu. Ackoliv imrtnost zen v souvislosti s preeklampsii
VvV rozvinutych zemich klesd, v zemich tietiho svéta je mortalita diky nedokonalé
zdravotnické péci stale vysoka. Jedna se o onemocnéni vznikajici na zacatku t€hotenstvi,
pficemz ke klinickym projeviim dochézi ve druhé poloviné gestace. Pro preeklampsii je

charakteristicka sniZzena placentarni perfuze. Pokud nedojde ke spravné diferenciaci bun¢k
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trofoblastu, tak dochazi k nedostate¢né remodelaci matef'skych spiralnich arterii, a proto je
placenta vystavena hypoxii a neplni spravné vSechny své fyziologické funkce. Z toho
vyplyvaji negativni vlivy jak pro nastavajici matku, tak pro wvyvijejici se plod.
Charakteristickymi piiznaky preeklampsie jsou hypertenze, proteinurie a piipadné edémy
vyskytujici se po 20. tydnu gravidity. Po odstranéni placenty tyto pfiznaky postupné
Vymizi.

3.3.1. Rizikové faktory preeklampsie

Preeklampsie se vyskytuje zhruba u 2-5 % téhotenstvi v zavislosti na studované
populaci (WHO, 1988). Ackoliv se preeklampsie mize vyskytnout u kterékoliv gravidni
zeny, existuji zde urcité rizikové faktory, které zvysuji riziko vzniku preeklampsie.
Preeklampsie se vyskytuje dvakrat Castéji u prvorodicek, nez u Zen, které maji druhé nebo
dalsi téhotenstvi. Tento fakt je dan tim, Ze matetsky organismus reaguje na cizi fetalni
antigeny, ziskané od otce. Reakce matefského organismu muze byt sniZzena diky
dlouhodobé expozici otcovského antigenu, napiiklad na zékladé predchoziho téhotenstvi
(Trupin et al., 1996). Nicméné se zménou partnera Se riziko vzniku preeklampsie u zen
vicekrat téhotnych opét zvysi. Zeny s darovanym vajickem maji také zvysené riziko
rozvoje preeklampsie oproti Zenam s vlastnim oocytem (Salha et al., 1999). DalSimi
rizikovymi faktory je v€k matky nizs$i nez 20 let nebo naopak vyssi nez 35 let, nizky
socioekonomicky status, vicecetnd téhotenstvi, obezita, diabetes 1. typu, chronicka
hypertenze, genetické predispozice, preeklampsie v minulé gravidité, autoimunitni

choroby, renalni onemocnéni nebo antifosfolipidovy syndrom.

3.3.2. Priznaky preeklampsie
Hlavnimi ptiznaky preeklampsie jsou vysoky krevni tlak a vyskyt bilkovin v mo¢i
vyskytujici se po 20. tydnu téhotenstvi. Na zdkladé zdvaznosti téchto pfiznakl clenime
preeklampsii na mirnou a zavaznou.
Mirna preeklampsie je definovédna jako ptetrvavajici hypertenze, kdy je krevni tlak
vyssi nez 140/90 mm Hg, a to béhem dvou méfeni v rozmezi alesponl 6 hodin. Hypertenze

se objevuje obvykle po 20. tydnu gestace a je doprovazena proteinurii vyssi nez 0,3 g za 24
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hodin. Proteinurie u preeklampsie vznikd poskozenim bazalni membrany glomerult a
snizenim zpétné resorpce proteint v tubulech.

Zavazna forma preeklampsie je diagnostikovana na zakladé ptitomnosti jednoho
nebo vice nasledujicich kritérii: systolicky krevni tlak vy$si nez 160 mm Hg nebo
diastolicky krevni tlak vyssi nez 110 mm Hg naméteny ve 2 piipadech v rozmezi 6 hodin,
proteinurie vyssi nez 5 g za 24 hodin, oligurie (< 500 ml mo¢i za 24 hodin), plicni edémy
nebo cyandza, bolesti v epigastriu, porucha centralniho nervového systému (poruchy
zraku, t€Zké bolesti hlavy), porucha funkce jater, trombocytopenie (pokles trombocyti
v periferni krvi pod 100 000 bun&k/mm?®), vyskyt fetalni ristové retardace (Schroeder,
2002).

V souCasné¢ dobé je mozné rozdélit preeklampsii jeSté na zakladé vyskytu
klinickych obtizi na ¢asnou (vyskyt klinickych znaki pted 34. tydnem t€hotenstvi), stfedni
(vyskyt obtizi mezi 34. - 37. tydnem té¢hotenstvi) a pozdni preeklampsii, kdy se obtize
objevi po 37. tydnu gestace (Akolekar et al., 2011).

3.3.3. Etiologie a patofyziologie preeklampsie

Etiologie a patofyziologie preeklampsie nejsou v dnesni dobé¢ jesté piresné znamy.
Existuje n€kolik teorii o vzniku této choroby, pfi€emzZ se tyto teorie vzdjemné nevylucuji,
ale mohou spolu navzéjem interagovat.

Preeklampsie je charakterizovana placentarni hypoxii nebo ischemii, nadmérnym
oxidaénim stresem a endotelidlni dysfunkci. Ischemicka placenta uvoliiuje do krevni
plazmy matky faktory, které hraji dileZitou roli v endotelidlni dysfunkci, kterd je
nejvyznamnéjSim rysem tohoto onemocnéni, coZz ma za nasledek klinické projevy
preeklampsie jako je hypertenze, proteinurie nebo edémy. Endotelidlni dysfunkce u
preeklampsie vznika nasledkem nerovnovahy mezi pro-angiogenezi a anti-angiogenezi.
Béhem normalniho téhotenstvi dochdzi k narGstu pro-angiogenniho faktoru PIGF
(placentarni rGstovy faktor) v prvnich dvou trimestrech gravidity a nasledné se jeho
hladiny postupné snizuji. Hladina anti-angiogenniho faktoru sFIt-1 (solubilni Fms-podobna
tyrozinova kinaza 1) ztstava naopak v prvnich 2 trimestrech stabilni a na konci té¢hotenstvi
rovnomé&rné nartistd. AvSak béhem preeklampsie byly zjistény vyssi hladiny sFlt-1 a nizsi
hladiny PIGF ve srovnani s normalnim téhotenstvim. Solubilni Flt-1 pisobi jako inhibitor

PIGF a VEGF (vaskularni endotelialni rustovy faktor) na zaklad¢ vazby téchto molekul. A
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prave vyssi hladiny sFlt-1 béhem preeklampsie mohou prispivat k hypertenzi, proteinurii a
edémim (Maynard et al., 2003).

Jedna z teorii vzniku preeklampsie piedpoklada vznik této choroby v disledku
nedostateéné invaze trofoblastu do spiralnich arterii. To vede k nedostateénému zasobeni
placenty krvi a vzniku ischemie placenty, coz ma za nasledek dalsi komplikace.
Ischemicka placenta uvoliiuje do krevni plazmy matky rozpustné faktory, které hraji
ustfedni roli v nasledné endotelialni dysfunkci. Podle skupiny oxfordskych vyzkumnych
pracovnikil je preeklampsie dvoustupnové placentarni onemocnéni. V prvni fazi dochazi
k ovlivnéni spiralnich arterii, coZ ma za nasledek nedostate¢né prokrveni placenty. Druha
faze zahrnuje U¢inky plynouci z placentarni ischemie na matku a plod (Smarason et al.,
1993). Béhem fyziologického prubéhu téhotenstvi dochazi k diferenciaci trofoblastu na
cytotrofoblast (vnitini ¢ast) a syncytiotrofoblast (vnéjsi ¢ast). Syncytiotrofoblast je dilezity
pro naruseni sliznice dé€lohy pomoci proteolytickych enzymid a vstfebani vzniklych
produktti. To ma za nésledek jak vyzivu zarodku, tak nidaci. Nasledn¢ zacne cytotrofoblast
intenzivné proliferovat a prorista syncytiotrofoblastem. Vytvareji se tak bunétné sloupce
kryté syncytiem - primarni klky. Pokud nedojde ke spravné diferenciaci trofoblastu, tak
dochazi k nedostate¢nému prizpiisobeni spirdlnich arterii a nedostate¢nému krevnimu
zasobeni plodu kyslikem a zivinami. Preeklampsie je také spojena s akumulaci glykogenu
v syncytiotrofoblastu, ktery mize slouzit jako metabolicky maker nezralosti burky, ktera
neni schopna déleni (Arkwright et al., 1993).

Béhem preeklampsie dochazi ke zvysené cirkulaci volnych mastnych kyselin, a to
uz pred 20. tydnem gravidity, kdy jesté pacientka nevykazuje projevy onemocnéni
(Lorentzen et al., 1994). To zapfi¢ini vyss$i pomér volnych mastnych kyselin k albuminu,
jehoz funkci je také transport téchto kyselin. Pokud mé sérovy albumin hodnotu
izoelektrického bodu 5,6, mé antitoxické ucinky na endotelidlni buniky. Avsak vys$si podil
volnych mastnych kyselin k albuminu zpiisobi posun izoelektrického bodu albuminu
z hodnoty 5,6 na 4,8 a takovyto albumin ztraci svou antitoxickou plazmatickou aktivitu.
Pacientky s preeklampsii maji tudiz mensi mnozstvi antitoxické formy albuminu nez
normotenzni téhotné Zeny. Nizka ochrannd aktivita endotelidlnich bunék a vys$i pomér
VLDL pak zptsobuje cytotoxicitu a akumulaci triglyceridi v endotelialnich bunkéach.
Béhem kazdého téhotenstvi se zvySuji energetické pozadavky, které se projevuji zvySenim

koncentrace VLDL po celou dobu téhotenstvi, pficemz u zen s nizkou hladinou antitoxické
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formy albuminu je pravdépodobnost, ze se snizi jeho hladina az k bodu, kde se projevi
toxicita VLDL, coz vede k poskozeni endotelialnich bunék (Arbogast et al., 1994).

Podle imunologické teorie dochdzi béhem tchotenstvi k poruSeni imunologické
adaptace, konkrétnéji k intoleranci fetoplacentarni jednotky, pfi¢emz zde hlavni roli
sehrava inkompatibilita v HLA systému mezi matkou a plodem. Plod je z imunologického
hlediska tolerovanym Stépem, ktery obsahuje také paternalni antigeny. Pokud dojde
k poruSe této tolerance, dochazi pak ke zpomaleni invaze trofoblastu do myometria.
Vlivem nedostatecné tolerance placenty dochazi také k nastartovani kaskady zanétlivé
reakce a poSkozovani cévniho endotelu. Lidské jaderné bunky obsahuji na svém povrchu
glykoproteiny 1. tfidy (MHC L. tfidy), které se déli na klasické (HLA-A, HLA-B, HLA-C)
a neklasick¢é (HLA-E, HLA-F, HLA-G). Rodina klasickych MHC 1. tfidy koduje
glykoproteiny na povrchu bun¢k zahrnujici vysoce polymorfni transplantaéni molekuly,
které prezentuji na svém povrchu peptidové fragmenty produkované buiikou tak, aby byly
potencialné rozeznatelné T-lymfocyty. Neklasické MHC 1. tiidy se vyskytuji pouze u
nékterych typt bunék. HLA-E a HLA-F se vyskytuji v mnoha fetalnich i dospélych
tkanich, zatimco HLA-G se vyskytuji pouze na bunikach trofoblastu na materno-fetalnim
rozhrani, kde se klasické MHC molekuly nevyskytuji. Tento omezeny vyskyt HLA-G
naznacuje, ze jejich funkce spociva v udrzeni imunologické tolerance matky vici plodu
v prubéhu téhotenstvi. Na rozdil od klasickych MHC 1. tfidy se u HLA-G vyskytuje
polymorfismus ve velmi omezené miie (Morales et al., 1993). V rozporu s timto tvrzenim
je studie provadéna na afro-americké populaci, kde bylo nalezeno mnoho alel HLA-G, coz
naznacuje, ze HLA-G je potencidlné¢ schopen prezentovat velkou skalu peptidi a vyvolat
alogenni reakci, podobné jako klasické MHC 1. tfidy (van der Ven et Ober, 1994).
Nicméné toto tvrzeni zadna dalsi studie nepotvrdila. O imunologickém faktoru vzniku
preeklampsie vypovidaji také studie, které poukazuji na vysSSi vyskyt preeklampsie
v souvislosti s darovanym oocytem (Salha et al., 1999) nebo u prvorodicek ve srovnani
s vicerodickami, které maji stalého partnera (Trupin et al., 1996).

Dalsi teorii vzniku preeklampsie je geneticka predispozice. U zavazné preeklampsie
a eklampsie byl pozorovan dédi¢ny charakter. Chesley se svym tymem zjistil 26%
incidenci preeklampsie u Zen, jejichZz matky preeklampsii trpély také a pouze 8% incidenci
u svych snach (Chesley et al., 1968). Podobného vysledku dosahla také studie z roku 2004,

ze které vyplynulo, Ze dcery a sestry preeklamptickych matek maji vyssi riziko vzniku
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preeklampsie nez nevlastni sestry, jejichz jeden rodi¢ je jiny. Vlastni sestry a dcery Zen
s preeklampsii maji také zvySené riziko vzniku gestaéni hypertenze v porovnani
s nevlastnimi sestrami (Nilson et al., 2004). Bylo navrzeno mnoho modelti dédi¢nosti
preeklampsie a také mnoho kandidatnich genti. Rozvoj preeklampsie tak muze byt zaloZzen
na jediném recesivnim nebo dominantnim genu s netplnou penetranci nebo se mutize jednat
také o multifaktoridlni dédic¢nost. Podle nekterych studii existuje zvysené riziko vzniku
preeklampsie v souvislosti s ur¢itymi HLA antigeny. Kilpatrick se svym tymem uvadi, ze
existuje vyznamna asociace mezi HLA-DR4 a preeklampsii (Kilpatrick et al., 1990).
Nicméné na zaklad¢é podrobné genetické analyzy byla asociace preeklampsie a HLA-DR4
vylouc¢ena (Hayward et al., 1992). V jiné studii bylo pozorovano, ze matky s haplotypy
HLA A23/29, B44 a DR7 maji vyssi riziko rozvoje preeklampsie a IUGR neZ matky bez
téchto haplotypu (Peterson et al., 1994). Jednim z dalSich kandidatnich genti byl navrzen
gen pro angiotenzinogen lokalizovany na chromozomu 1. Substituce aminokyseliny
methioninu za threonin na pozici 235 [T235] v aminokyselinovém fetézci vedla ke
zvySenému riziku vzniku preeklampsie, ale uz nekorelovala s vyskytem HELLP syndromu
(Ward et al., 1993). Jiné studie ale nenalezly asociaci mezi T235 a preeklampsii (Wilton et
al., 1995) a zda se, ze tato alela souvisi spiSe s vysokym krevnim tlakem nez s
preeklampsii. Dalsim piikladem mutze byt defekt lidského endogenniho retrovirového genu
pro syncytin. Syncytin je membranovy protein vyskytujici se v placenté, zejména
v syncytiotrofoblastu, kde se podili na fuzi bun¢k cytotrofoblastu. V oblasti kontaktu
s délozni sliznici tak vznik4 vrstva syncytidlnich bunck, kterd je zcela nezbytna pro
spravnou vymeénu zivin a plynit mezi krevnimi ob&hy matky a plodu. U preeklampsie a
HELLP syndromu byla nalezena sniZena placentarni exprese syncytinu oproti zdravym
t¢hotnym zenam, coz mize prispivat ke $patné funkci placenty (Knerr et al., 2002).

Zadny z navrhovanych modelti dédi¢nosti nebyl zatim jednoznaéné pfijat, nicméné se lze

domnivat, Ze alespoii z Casti je preeklampsie genetického pivodu.

3.3.4. Diagnostika a predikce preeklampsie
V soucasné dobé& jeSté neexistuje vySetfeni, které by spolehlivé rozpoznalo
preeklampsii v dostate¢ném predstihu pred vznikem klinickych ptiznakd. Preeklampsie je
tedy diagnostikovana az na zadkladé¢ vysokého krevniho tlaku a vyskytu proteinurie.

Nicméné existuje plno studii, které hledaji konkrétni markery pouZitelné pro zjisténi
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zvySeného rizika rozvoje preeklampsie. Marker pro diagnostiku preeklampsie by mél
splitovat ur¢ité podminky. M¢l by byt detekovatelny uz v prvnim trimestru (tedy jesté pied
projevem klinickych pfiznakt), spolehlivy, snadno méfitelny, finanén€¢ nenarocny a co
nejméné zatézujici pro t¢hotnou Zenu a jeji plod (embryo).

Nejcastéji studovanymi markery pro vcasnou diagnostiku preeklampsie jsou
biochemické markery. Jedna se o cirkulujici faktory, které mohou byt produktem bunék
trofoblastu nebo piilehlé délozni sliznice, které odrazeji placentarni dysfunkci. Déle jsou
vyuzivany zanétlivé a metabolické biomarkery, které vyplyvaji ze systémové reakce
matefského organismu na abnormalni tehotenstvi. Velkou hodnotu v diagnostice
preeklampsie ma také ultrazvukové vysetieni.

Jednim ze studovanych markeri je PAPP-A (plazmaticky specificky téhotensky
protein A). Jedna se o glykoprotein, ktery funguje jako proteaza IGFBP-4. Tento
glykoprotein je produkovany buitkami trofoblastu a vyuziva se jako biomarker Downova
syndromu. U plodi s normalnim po¢tem chromozomu je snizena hladina PAPP-A spojena
se zvySenym rizikem vzniku preeklampsie, a to zejména jeji Casné formy. Nicméné tento
marker neni az tak spolehlivy. Ze studie, kterou provedl Poon a jeho kolegové vyplyva, ze
pouze 21,9% zZen s preeklampsii s ¢asnym vyskytem (pfed 34. tydnem gestace) mélo
hodnoty PAPP-A pod hranici 5. percentilu. U preeklampsie, ktera se vyskytla po 34. tydnu
téhotenstvi, se hladiny PAPP-A pod hranici 5. percentilu vyskytovaly pouze u 6,5%
pacientek (Poon et al., 2009). V kombinaci s Dopplerovskym ultrazvukovym vysetfenim
se predikcni spolehlivost tohoto markeru zvysuje.

Placentarni protein 13 (PP13) byl také studovan jako mozny predikéni marker
preeklampsie. Jedna se o protein produkovany buiikami trofoblastu, ktery hraje roli pii
implantaci a remodelaci matetskych spiralnich arterii. Snizena hladina sérového PP13 na
konci prvniho trimestru v kombinaci s Dopplerovskym ultrazvukovym vySetfenim Vv
arteria uterina se jevi jako slibny marker pro predikci preeklampsie vyskytujici se pied 34.
tydnem gestace. Prediktivni hodnota se pohybovala okolo 90% s 6% falesné pozitivnich
vysledku (Nicolaides et al., 2006; Khalil et al., 2009).

Dalsi predikéni marker studovany v souvislosti s preeklampsii je cystatin C.
Cystatin je proteazovy inhibitor, ktery se pouziva jako citlivy marker funk¢nosti ledvin a
pro odhad glomerularni filtrace. BEhem preeklampsie dochazi ke zvySeni hladiny cystatinu

C vmatefské plazmé a studie ukézaly, Ze hladina cystatinu by mohla slouzit jako
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prediktivni marker této nemoci. Thilaganathan provedl studii, ve které¢ porovnaval hladinu
cystatinu C v matefském séru béhem prvniho trimestru u 30 Zen, které postupné rozvinuly
preeklampsii a u 90 fyziologickych gravidit. Stiedni hodnoty koncentraci cystatinu C na
zacCatku teéhotenstvi byly signifikantné vyssi u Zen, které nasledné vyvinuly preeklampsii
oproti zdravym kontroldm, ptic¢emz 47% preeklamptickych Zen mélo hladinu cystatinu C
nad 80. percentilem (Thilaganathan et al., 2009). Lepsi prediktivni hodnoty bylo docileno
pii kombinaci cystatinu C s dalSimi sérovymi markery a Dopplerovskym ultrazvukovym
vySetienim (Thilaganathan et al., 2010).

Inhibin A a activin A jsou studovany také jako predikéni markery preeklampsie.
Jedna se o glykoproteinové hormony, jejichz primarnim zdrojem bchem téhotenstvi je
placenta. Koncentrace inhibinu A v séru matky béhem rané faze t€hotenstvi postupné klesa
a v pribéhu druhého trimestru zlstavaji hladiny inhibinu A nizké. Ve tfetim trimestru pak
dochazi k vyraznému zvyseni hladin s maximalnimi hodnotami ve 36. tydnu (Muttukrishna
et al., 1995). Hladina sérového activinu A je béhem normalniho téhotenstvi vyssi nez u
net¢hotnych Zen. Nicméné béhem prvnich dvou trimestri jsou hladiny activinu A
konstantni. Ve tfetim trimestru pak dochdzi ke zvySeni hodnot sérové koncentrace tohoto
glykoproteinu (Muttukrishna et al., 1996). Muttukrishna sledovala sérovou koncentraci
inhibinu A a activinu A béhem druhého trimestru u Zen s preeklampsii ve srovnani
s fyziologickymi graviditami, pfi¢emz preeklamptické Zeny mély vyS$i hladiny
sledovanych glykoproteinli nez zdravé kontroly. AvSak prediktivni hodnota byla nizka (16-
59%). Opét platilo, Ze preeklampsie s Casnym nastupem byla 1épe predikovatelna nez
preeklampsie s pozdnim nastupem (Muttukrishna et al., 2000).

V pribéhu normalniho te¢hotenstvi dochdzi k neustalé remodelaci placenty a tim i
K uvolfiovani apoptotickych télisek odvozenych od bunék trofoblastu. V téchto
apoptotickych téliskach se nachazeji extracelularni nukleové kyseliny placentarniho
puvodu, které jsou detekovatelné v periferni krvi t€hotné Zeny (Lo et al., 1997). Béhem
placentarni insuficience dochdzi k nadmérnému uvolnovani apoptotickych télisek
trofoblastu a tim 1 ke zvySenému vyskytu fetdlnich nukleovych kyselin, které¢ by se mohly
stat dobrym predikénim markerem preeklampsie. Pomoci kvantitativni polymerazové
reakce a genu DYS14 jako markeru, ktery je lokalizovan na Y chromozomu, byla
sledovana volna fetalni DNA u t€hotenstvi s muzskymi plody. Do studie byly zahrnuty

téhotné Zeny s preeklampsii, fetalni ristovou retardaci a déle Zeny s normalnim pribéhem
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téhotenstvi, jako kontrolni skupina. Z vysledkt vyplynulo, Ze se hladina volné fetalni DNA
béhem normadlniho téhotenstvi zvySuje s narGstajicim stafim gestace. Vysledky dale
ukazaly signifikantné vyssi hladiny volné fetdlni DNA u Zen s preeklampsii a fetalni
rustovou retardaci ve srovnani s kontrolni skupinou. Vyssi hladiny byly také zaznamenany
u zavazné precklampsie ve srovnani s preeklampsii mirnou (Alberry et al., 2009). Jina
studie se zabyvala predikci preeklampsie na zékladé analyzy nékolika placentarnich
mRNA markeri z krve téhotnych zen v 15. - 20. tydnu gravidity. Do studie bylo zahrnuto
62 vzorkl krve od Zen, které v pribé¢hu gravidity vyvinuly preeklampsii. Tyto vzorky byly
porovnavany s 310 zdravymi kontrolnimi vzorky. Na vzorcich se testovala hladina exprese
mRNA deviti markert. Vysledky ukézaly signifikantné zvySené hladiny exprese mRNA
FIt-1 (Fms-podobna tyrozinova kindza 1), ENG (endoglin), P-selektinu a PLAC1
(placenta-specific 1) u pacientek s preeklampsii oproti kontrolni skupiné. Markery PIGF
(placentarni rastovy faktor) a HO-1 (hem oxygenaza-1) naopak vykazovaly sniZené
hladiny exprese. Zbylé tii markery, TGFB1 (transformujici ristovy faktor 1), VEGF
(vaskularni endotelialni rustovy faktor), SOD (superoxid dismutaza), byly beze zmény
oproti kontrolni skuping. Nejvyssi citlivost byla zaznamenana u markert Flt-1 a ENG,
pricemz nejlepsi predikéni hodnota vzniku preeklampsie (66%, 10% hladina vyznamnosti)
byla ziskana kombinaci markert Flt-1, ENG, PIGF a paritou (Sekizawa et al., 2010).
Angiogeneze béhem téhotenstvi vyzaduje komplexni interakci mezi pro-
angiogennimi faktory (VEGF, PIGF) a jejich receptory (Flt-1, VEGFR-2). Pravé tyto
faktory jsou také zkoumany jako moZné predikéni markery preeklampsie. Béhem
preeklampsie dochédzi ke sniZzeni hladiny sérového PIGF, kterd je detekovatelna uz na
konci prvniho trimestru. To dokazuje studie, porovnavajici hladiny sérového PIGF u
preeklamptickych Zen, Zen s gesta¢ni hypertenzi a zdravych kontrol na konci prvniho
trimestru (tyden gravidity 11+0 az 13+6). U Zen, které v pribchu gravidity rozvinuly
preeklampsii, byly zjiStény snizené hladiny sérového PIGF, ptficemz zde byla signifikantni
asociace mezi hladinou PIGF a zavaznosti preeklampsie. Autofi této studie sledovali také
matefskou charakteristiku. Zaméfili se na vék matky, rasovou pfislusnost, uzivani cigaret a
1ékd beéhem téhotenstvi, nemoci matky, zpisob oté¢hotnéni nebo ptedchozi téhotenstvi.
Podle této studie 1ze kombinaci matei'ské charakteristiky, hodnotou PI v arteria uterina a
hladinou PIGF v mateiském séru identifikovat okolo 90% pacientek, které rozvinou ¢asnou

preeklampsii a piiblizné 50% pacientek s pozdni preeklampsii (Akolekar et al., 2008).
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Toto byly pouze nékteré vybrané markery testované pro vcéasnou predikci
preeklampsie. Je vidét, ze v poslednich letech probiha mnoho studii, které se danou
problematikou zabyvaji. Zatim se vSak nenasel spolehlivy marker, ktery by saim o sob& m¢l
vysokou predik¢éni hodnotu, ale pii kombinaci vice marker najednou se predikéni hodnota

zvysuje.

3.3.5. Lécba preeklampsie

Hlavnim cilem 1é¢by preeklampsie je porodit pokud mozno zdravy plod a ochranit
matku pfed zbyteCnymi komplikacemi. Pacientkdm s diagnostikovanou preeklampsii je
proto lé¢en vysoky krevni tlak. K tomu jsou pouzivany antihypertensiva, kterd jsou
bezpecna v tehotenstvi. Obvykle se vyuzivaji pfipravky s ucinnou latkou methyldopa,
skupinou beta-blokatort nebo blokatory vapnikovych kanali. Dale se Zzenam
s preeklampsii podavaji antikonvulziva, tedy medikamenty slouzici k uvolnéni kiecovych
stavil, jako prevence eklamptickych zachvatl. Antikonvulzivni latkou podéavajici se Zenam
s preeklampsii je naptiklad benzodiazepin nebo magnézium sulfat (MgSO4) (Euser et
Cipolla, 2009). Pii tézkych formach preeklampsie, které zavazné ohrozuji plod nebo pfi
rozvoji eklampsie, je nutné ukonceni téhotenstvi, a to bud vyvolanim porodu anebo

cisafskym fezem.

4. Fetalni rustova retardace

Fetalni rustova retardace (FGR, fetal growth restriction) zahrnuje plody, jejichz
hmotnost se nachazi pod 10. percentilem pro dané gestacni stafi. Spadaji sem jak plody
trpici intrauterinni ristovou retardaci (IUGR), tak plody malé vzhledem ke svému
gestaénimu staii (SGA, small for gestational age). Tyto dva terminy se Casto zaménuji,
avSak termin IUGR znaci plody, které nedosahnou svého rastového potencialu v disledku
Sirokého spektra etiologickych faktort. Tyto plody maji zvySené riziko perinatalni
morbidity a mortality. Na druhou stranu SGA plody jsou konstitu¢n¢ malé, ale dosahuji
svého rastového potencialu, a tudiz maji dobrou prognézu.

Intrauterinni ristova retardace je dale Clenéna na dvé skupiny — symetrickd

(proporciondlni) IUGR a asymetrickd (dysproporciondlni) IUGR. Symetrickd ristova
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retardace tvoii 20 — 30% piipadii plodd s [IUGR. Dochézi pfi ni ke stejnému opozdéni
vSech ultrazvukovych biometrickych parametrt (biparietadlni praimér, obvod hlavy, obvod
bficha, délka stehenni kosti) oproti gestatnimu stafi. Symetricka rastova retardace obvykle
vznika vrané fazi fetalniho vyvoje a je obvykle spojena s dédicnou nebo vrozenou
poruchou. Faktory, které limituji jak rtst mozku, tak rust téla plodu, jsou chromozomalni
aberace, fetalni infekce, kongenitalni malformace a syndromy. Rust je snizen symetricky,
protoze negativni faktory ptisobi v dobé&, kdy dochazi predevsim k hyperplastickému ristu.

Béhem asymetrické rlstové retardace, kterd tvoti 70 — 80% vSech piipadi IUGR, je
ve Vvetsi mife omezen ndrdst obvodu bficha oproti rdstu obvodu hlavy a
muskuloskeletalnim rozmérim v disledku subnormdlni velikosti jater a nedostate¢nému
mnozstvi podkozniho tuku. K asymetrické ristové retardaci dochazi ke konci druhého
nebo ve tetim trimestru diky sniZzené dodavce kysliku a Zivin k plodu. Jedna se tedy o
dobu, kdy dochazi ptedevsim k hypertrofickému rastu bunék. V reakci na tuto situaci
dochazi ke kompenza¢nim mechanismim a preferencnimu toku krve k zivotné dilezitym
organum, jako jsou mozek, srdce a nadledviny (Resnik, 2002).

Rist plodu zavisi na n¢kolika faktorech, mezi které patti faktory mateiské, fetalni,
placentarni, ale také faktory vnéjsSiho prostfedi. Proto fetdlni riistova retardace neni
specificka nemoc, ale je projevem mnoha riznych moznych poruch matky i plodu, a proto
je dulezité, aby lékart zjistil co nejrychleji konkrétni pfi¢inu nedostate¢ného ristu a mohl ji
v€as feSit. Na zakladé fetalni anatomie, mnoZstvi plodové vody a Dopplerovském
hodnoceni priatoku v arteria umbilicalis, arteria uterina a arteria cerebri media Ize odlisit
fetalni rustovou retardaci zaloZzenou na funk¢éni nedostate¢nosti placenty od FGR
zpusobené aneuploidii nebo virovou infekci.

Existuje mnoho pfi€in vzniku fetdlni riistové retardace. Obecné l1ze rozdélit faktory
podilejici se na vzniku FGR na matetské, fetdlni a placentarni.

Mezi fetalni faktory zptsobujici FGR patti chromozomalni aberace, které zahrnuji
jak plody s aneuploidii (napf. Downtiv, Edwardstiv, Patauiiv nebo Turneriv syndrom), tak
strukturni zmény chromozomd, déale pak strukturdlni malformace, jako napiiklad srde¢ni
vady, renalni agenezi nebo anencefalii, virové infekce plodu nebo vicecetna t€hotenstvi.

Placentarni faktory zahrnuji abnormalni trofoblastickou invazi, placentarni infarkty,

veestné 1zko nebo chorioangiom.
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Nejobsahlejsi skupinou faktorti, podilejicich se na vzniku FGR jsou faktory
matefské. Jedna se o zdravotni stav matky (rliznd onemocnéni ledvin, cév nebo dychaci
soustavy), stravovani béhem té€hotenstvi, koufeni, uzivani nékterych navykovych latek a
1€kt nebo pobyt ve vysokych nadmotskych vyskach.

Jednim z faktord, ktery hraje dilezitou roli pfi vzniku fetalni ristové retardace je i
preeklampsie. Casny nastup zavazné preeklampsie a chronickd hypertenze se
superponovanou preeklampsii maji obvykle velmi vazny vliv na rust plodu. Odegard se
svym tymem sledoval porodni hmotnost u 307 déti, které se narodily po t¢hotenstvi
s preeklampsii ve srovnani s 619 zdravymi kontrolami. Vysledky studie ukazaly, ze
preeklampsie byla asociovana s 5% redukci novorozenecké vahy. Béhem gravidity se
zavaznou preeklampsii doslo ke 12% redukci hmotnosti a u ¢asného vyskytu preeklampsie
byla porodni hmotnost dokonce o 23% niz8i nez u zdravych novorozencu (Odegard et al.,
2000). Placenty plodu s fetalni riistovou retardaci maji obvykle abnormalni velikost nebo
funkci. To doklada studie, ktera se zabyvala hmotnosti placenty, porodni hmotnosti a jejich
pomérem u déti s fetalni riistovou retardaci, které mély klasickou chromozomovou vybavu
a novorozencl s normalni porodni hmotnosti. Déti s FGR mély o 24% mensi placentu nez
stejn¢ staré déti s normalni porodni vahou. A pii srovnani hmotnosti placenty s FGR a
zdravych novorozencli se stejnou porodni hmotnosti se ukazalo, Ze placenta od
novorozencll s FGR méla mensi hmotnost nez placenta zdravych jedincili, coZ naznacuje,
ze rust plodu zavisi na aktualni hmotnosti placenty (Heinonen et al., 2001).

Diagnostika fetalni riistové retardace vzniklé na zaklad¢ placentarni insuficience je
dalezita pro spravné odliseni téchto plodt od jinych, které jsou naptiklad konstituéné€ malé
(SGA) nebo maji jinou etiologii FGR. Pfi diagnostice fetalni riistové retardace hraje
klicovou roli ultrazvukové vySetieni. Pomoci ultrazvuku urci 1ékat spravné gestacni stafi
plodu. V prvnim trimestru se pro ureni gestaniho stafi sleduje temeno-kostréni délka
(crown-rump length, CRL). Ve druhém trimestru se pak provadi biometrické vysetieni
plodu, na zaklad¢ kterého se provede vahovy odhad plodu. Pokud je odhadovana hmotnost
plodu pod 10. percentilem, ale nebyly zjiStény Z4dné vrozené vyvojové vady ani
abnormalni mnozstvi plodové vody, pouziva se Dopplerovské ultrazvukové vySetteni,
které¢ odliSi plody konstituéné¢ malé od téch, u kterych se vyskytuje placentarni
insuficience. Pomoci Dopplerovského vysetfeni pratokovych parametri cév 1ékat zjisti

pfipadné zmény v cirkulaci krve ve fetoplacentarni jednotce. Pro zjisténi funkcénosti
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placenty se sleduji prutoky v arteria umbilicalis a arteria uterina. Béhem normalniho
téhotenstvi dochazi ke kontinualnimu diastolickému pritoku v arteria umbilicalis, ktery
narQsta se stafim gestace. Pii rozvoji placentarni dysfunkce dochéazi ke zvyseni vaskularni
rezistence v arteria umbilicalis, coZ se projevi poklesem toku v diastole a tim i zvySenim
signalizuje tézkou placentarni insuficienci, kdy dochdzi k redukci poctu arteriol
v terciarnich klcich. Krev tedy proudi v malém mnozstvi proti vétSimu odporu a dochazi
Kk poruse vymény mezi matkou aplodem. Dalsi vySetiovanou cévou pomoci
Dopplerovského vySetieni je arteria cerebri media. Behem FGR dochazi k redistribuci
krevniho obé¢hu s preferenci zivotné diilezitych organti, jako jsou naptiklad mozek, srdce
nebo nadledviny. Dochazi tak ke snizeni vaskularni rezistence v arteria cerebri media,
zvySeni krevniho toku v diastole a snizeni indexu pulsatility. Pomérem PI v arteria
umbilicalis a arteria cerebri media vznikne cerebroplacentarni pomér (CPR), ktery ma
vyssi prediktivni hodnotu pro hypoxii plodu nez samotné priutoky v obou tepnach

(Harkness et Mari, 2004).

5. Exprese proteini tepelného Soku béhem téhotenstvi

Proteiny tepelného Soku jsou aktivovany v bunikach vétSiny organismu jako reakce
na zvySenou teplotu nebo jinou formu stresu. Shah se svym tymem zkoumal pomoci
imunohistochemické detekce lokalizaci proteint tepelného Soku (Hsp27, Hsp60, Hsp70 a
Hsp90) v délozni sliznici a placenté béhem normalniho téhotenstvi. VSechny sledované
proteiny tepelného Soku detekoval ve stromalnich bunikach délozni sliznice po celou dobu
téhotenstvi. Na zdklad¢ intenzity zbarveni nezaznamenal Zadné zmény behem gestace u
Hsp27 a Hsp60. U zbylych dvou proteini (Hsp70 a Hsp90) zaznamenal snizeni intenzity
barveni s postupujicim stafim gestace. Co se tyce lokalizace v burice, tak Hsp60 a Hsp90
byly lokalizovany ptevazné v jadre, zatimco Hsp70 byl rovnomérné rozmistén v jadre i
v cytoplazmé. Hsp27 byl lokalizovan ptevazné v cytoplazmé. V placenté byly Hsp60,
Hsp70 a Hsp90 lokalizovany v cytotrofoblastu, syncytiotrofoblastu, intermedidlnim
trofoblastu, Hofbauerovych a endotelidlnich bunkach, pficemz Hsp60 a Hsp90 byly

lokalizovany primarné v jadie a Hsp70 se nachazel jak v jadre, tak v cytoplazmé. Hsp27
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byl detekovan pouze v bunikach syncytiotrofoblastu a intermedialniho trofoblastu, a to
pouze Vv prvnich dvou trimestrech (Shah et al., 1998).

V roce 2004 skupina japonskych védct sledovala proteinovou expresi vyse
zminovanych proteinti tepelného Soku u riiznych patologickych nalezli na placentach ploda
S intrauterinni rdstovou retardaci. Ve studii imunohistochemicky analyzovali 27 placent
s IUGR, pficemz se na placentdch nachézely riizné patologie — krevni sraZeniny, infarkty,
ukladani fibrinu, chorangiodzy, avaskuldrni klky a nadmérné syncytialni uzly. Kontrolni
skupinou byly placenty z fyziologického t€hotenstvi. Vysledky tykajici se exprese Hsp60,
Hsp70 a Hsp90 na vzorcich fyziologickych gravidit byly v souladu se studii provedenou
Shahem. Co se tyce Hsp27, tak Shah zaznamenal pouze slabou detekci Hsp27
Vv syncytiotrofoblastu, zatimco v této studii byla ve stejné oblasti placenty zaznamenéana
silnd detekce. Autofi se domnivaji, ze rozdil mize byt zplsoben v rozdilu senzitivity
specifickych protilatek. Dale autofi prokazali zvySenou expresi vSech sledovanych hsp u
placent s krevni srazeninou, avaskularnimi klky a nadmérnymi syncytialnimi uzly a naopak
snizenou expresi hsp u placent s infarktem oproti fyziologickym placentam. Z toho
vyplyva, Ze bunky choriovych klki reagovaly na stresové podminky (napf. hypoxii)
zvySenou nebo snizenou expresi hsp (Wataba et al., 2004).

Ve studii z roku 2006 byla sledovana exprese Hsp90f v lidskych endotelovych
buiikach pupecnikové zily, a to jak na genové, tak na proteinové urovni. Do této studie
bylo zahrnuto 12 Zen s preeklampsii (z toho 11 pacientek trpélo preeklampsii vaznou) a 30
zen s normalnim pribéhem téhotenstvi. Z vysledkt vyplynulo, ze exprese mRNA Hsp90p
byla mirné&, ale nesignifikantné sniZena, zatimco proteinova exprese byla down-regulovana
statisticky vyznamné. Studie dale ukazala, ze inhibice Hsp90 pomoci geldanamycinu vedla
ke zvySené produkci superoxidu, coz naznacuje, Ze sniZzena exprese Hsp90 muze pfispivat

k oxida¢nimu stresu endotelovych bunék (Gu et al., 2006).

5.1. Hladiny Hsp70 béhem fyziologického téhotenstvi
Hsp70 je nejvice studovany protein tepelného Soku béhem téhotenstvi. Obvykle je
povaZovan za intracelularni protein, ktery funguje jako molekuldrni chaperon a ma
cytoprotektivni funkci. Nicméné Hsp70 (HSPA1A) je také pritomen v periferni cirkulaci
zdravych té€hotnych i1 netéhotnych jedincti. Béhem normalniho téhotenstvi je hladina

cirkulujictho Hsp70 oproti zdravym netéhotnym Zenam sniZena a vykazuje pozitivni
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korelaci s gestacnim stafim matky a negativni korelaci s vékem matky. To znamena, Ze se
koncentrace Hsp70 v séru zvySuje s délkou gestace, ale také klesa s rostoucim vékem
matky (Molvarec et al., 2007). Ackoliv intracelularni Hsp70 ma protizanétlivé ucinky,
extracelularni Hsp70 vyvolava piirozenou a adaptivni prozéanétlivou imunitni odpovéd’,
coz muze byt béhem téhotenstvi Skodlivé a mize vést k matetské imunitni rejekei plodu.

Vzhledem k tomu, Ze polovina HLA antigent plodu pochazi od otce a plod je tedy
semialogenni, musi existovat urCit¢ mechanismy, které udrzuji imunologickou toleranci
matky k embryu/plodu béhem téhotenstvi. Béhem téhotenstvi dochazi k pfechodu imunitni
reakce od Thl typu ktypu Th2 a dochazi tak k upfednostiiovani humoralni imunity a
bunéénd (cytotoxickda) imunitni odpovéd’, kterd by mohla byt Skodliva pro plod je
potlac¢ena. Imunitni reakce typu Thl je pro plod nebezpecnd z toho diivodu, ze Thl buiky
secernuji cytokiny, jako napiiklad interleukin 2 (IL-2), interferon y (IFN- y ), tumor
nekrotizujici faktor (TNF), které ohrozuji téhotenstvi. Naopak Th2 buiky produkuji
cytokiny, které inhibuji sekreci Th1 cytokini (Wegmann et al., 1993).

Extracelularni Hsp70 zplsobuje mimo jiné pfeménu tolerogennich nezralych
dendritickych bunék na imunogenni zralé¢ dendritické buriky, které jsou povazovany za
nejucinnéjsi bunky prezentujici antigen (a ziejmé hraji klicovou roli v kontrole matetské
imunitni odpovédi na plod), dale pak stimulaci cytolytické aktivity NK bun¢k a y/6 T
bunék, coz mize vést az k rejekcei plodu matetskym imunitnim systémem.

Béhem fyziologické gravidity dochazi tudiz ke sniZzeni extracelularniho Hsp70
pomoci pfirozenych imunitnich mechanismd, pficemz snizena cirkulace Hsp70 pomaha
podporovat udrzeni imunologické tolerance k plodu. Béhem normalniho téhotenstvi je
aktivovan pfirozeny imunitni systém matky, ktery zahrnuje zvySeni poctu a aktivaci
monocytd a granulocyttl, aktivaci komplementu a produkci proteinti akutni faze (Sacks et
al., 1999). Aktivované monocyty a makrofagy obsahuji na svém povrchu scavengerové
receptory, jako napiiklad LOX-1, které vazi Hsp70 (Theriault et al., 2005). Dalsi moznosti,
jak snizit hladiny Hsp70, je eliminace pomoci piirozené se vyskytujicich protilatek anti-

Hsp70 (Molvarec et al., 2009).

5.2. Hladiny Hsp70 béhem preeklampsie
Intracelularni exprese Hsp70 miize byt vyvolana ischemii, reaktivnimi formami

kysliku, zanétlivymi cytokiny nebo hemodynamickym stresem. Pficemz béhem
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preeklampsie dochazi jak k placentarni ischemii a oxida¢nimu stresu, nadmérné systémové
zanétlivé odpovédi matky, tak k hemodynamickému stresu. Z téchto divoda bylo také
pozorovano signifikantni zvySeni Hsp70 Vv placenté u zen s téhotenskymi komplikacemi
souvisejicimi s placentarni insuficienci — preeklampsie a/nebo fetalni rGstova retardace
(Liu et al., 2008). A to jak na zaklad¢ studia mRNA, tak béhem studia na proteinové
urovni. Hnat se svym tymem provedl imunohistochemickou analyzu exprese Hsp70,
jakozto markeru oxida¢niho stresu na vzorcich placent normotenznich zen, Zen
s preeklampsii a zen s intrauterinni ristovou retardaci. Avsak vysledky neprokazaly
signifikantni rozdil mezi fyziologickymi t¢hotenstvimi a téhotenstvimi s preeklampsii,
resp. IUGR (Hnat et al., 2005). Nicmén¢ zvySené hladiny Hsp70 v placent¢ béhem
preeklampsie potvrdila i studie z roku 2008, ktera sledovala expresi jak konstitutivni, tak
stresové indukované formy Hsp70 v reakci na oxidaéni stres (Padmini et Geetha, 2008).
Jedna z nejnovéjsich studii, zabyvajici se expresi Hsp70 béhem preeklampsie, také
poukazuje na signifikantni zvySeni proteinové exprese Hsp70 v placent¢ b&hem
preeklampsie a porodu, pfiemz exprese tohoto proteinu se liSi v rGznych oblastech
placenty (Abdulsid et al., 2013). ZvySena genova exprese Hsp70 diky teplotné
indukovanému stresu byla pozorovéna také v lymfocytech periferni krve u lidi s hypertenzi
oproti normotenzni skupin¢ (Kunes et al., 1992). Z toho vyplyva, ze systémovy zanét a
oxidativni stres jsou alesponl z ¢asti zodpovédné za zvySené hladiny Hsp70 be&hem
preeklampsie. Studie zabyvajici se cirkulaci Hsp70 v krvi nebo séru téhotnych zen také
ukazuji zvySené hladiny tohoto proteinu béhem preeklampsie. Jirecek se svym tymem
sledoval sérové hladiny Hsp70 u Zen se zavaznou preeklampsii, které si jesté rozd¢lil podle
tydne porodu na ¢asné a pozdni formy preeklampsie. U pacientek s ¢asnym nastupem
zavazné preeklampsie pak pozoroval vyssi hladiny Hsp70 nez u zdravych t€hotnych zen
(Jirecek et al., 2002). Fukushima také zaznamenal signifikantné vyssi hladiny sérového
Hsp70 u preeklampsie (Fukushima et al., 2005). ZvysSena cirkulace Hsp70 nemusi slouZit
pouze jako marker preeklampsie, ale mize hrat roli také v jeji patogenezi. Extracelularni
Hsp70 produkované stresovanymi a poskozenymi buiikami muze vyvolat prozanétlivou
(Th1l) imunitni odpovéd. A pravé systémova zanétlivd odpovéd matky se zda byt

zodpovédna za nékteré piiznaky preeklampsie.
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6. Kvantifikace hsp genové exprese pomoci RT-PCR

V realném case

Metoda polymerazové tetézové reakce slouzi k amplifikaci specifického useku
DNA. Tento usek musi byt lemovan sekvenci, kterou zname, abychom mohli navrhnout
vhodnou dvojici primerti, komplementarnich k lemujici sekvenci. Jedna se o velice citlivou
metodu, kterd umoznuje detekovat a amplifikovat i velmi malé mnozstvi DNA. Za
objevitele PCR je pokladan americky biochemik Kary Mullis, ktery tuto metodu
publikoval v roce 1986 (Mullis et al., 1986). Od této doby doslo k mnoha zdokonalovanim
PCR a vynalezu riznych modifikaci klasické PCR.

PCR v redlném case je modifikaci klasické polymerazové tfetézové reakce, ktera
umoziiuje monitorovani fluorescence emitované behem PCR jakozto indikatoru
amplifikace pozadovaného fragmentu v kazdém cyklu. V piipadé RT-PCR Vv redlném case
se jedna o metodu, ktera nam v prvnim kroku piepiSe mRNA do komplementarni DNA
(cDNA) a ve druhém kroku se tato cDNA amplifikuje pomoci PCR. Vyhodou této metody
je jeji rychlost, citlivost a spolehlivost detekce a kvantifikace specifického useku RNA.
Vysledky kvantifikace mohou byt vyjadieny v absolutnich hodnotach, kde se determinuje
vychozi pocet kopii cilovych molekul na zdkladé odectu ze standardnich kiivek. Dalsi
moznosti je vyuziti relativni kvantifikace, kde se porovnava relativni zména genové
exprese testovaného vzorku oproti vzorku referen¢nimu.

Enzymy, které prepisuji mRNA do cDNA se nazyvaji reverzni transkriptazy (RT),
coz jsou RNA dependentni DNA polymerazy. RNA transkripty mohou tvofit vyznamné
sekundarni struktury, které pak dale ovliviiuji funkci reverznich transkriptaz, coz by mélo
negativni vliv na pribéh RT-PCR. Bézn€ pouzivanymi reverznimi transkriptdzami jsou
reverzni transkriptazy z viru ptac¢i myeloblastozy (AMV-RT) nebo Molonayova mysiho
leukemického viru (MMLV-RT). AMV-RT je robustnéjsi nezli MMLV-RT a zachovava si
vyraznou polymeracni aktivitu i pfi vy$si teploté oproti MMLV-RT, pficemz vyssi teplota
je dulezita pro odstranéni problémi se sekundarni strukturou RNA. Naopak MMLV-RT a
jeji derivaty maji podstatné niz§i RNase H aktivitu (Gerard et al., 1997) oproti AMV-RT,
ktera degeneruje RNA templat. V dneSni dob¢ jsou komeréné dostupné i mutované verze
obou enzymt, které maji vyssi teplotni stabilitu a inhibovanou RNasovou aktivitu. Jako
primery béhem reverzni transkripce se pouzivaji: 1) oligo(dT) primery, které se vazi na

polyA konec mRNA, 2) sekven¢né specifické primery, které se vazi pouze k nami zvolené
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sekvenci nebo 3) nahodné hexanukleotidové primery, které jsou schopny vazat a zahajovat
syntézu cDNA na mnoha mistech podél celého RNA templatu.

Druhym krokem reakce je samotna PCR. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o PCR
Vv realném cCase, tak je nezbytnou podminkou pfitomnost fluorescencniho substratu, ktery se
vaze na cDNA. Uroven detekované fluorescence pak odrazi mnoZstvi nasyntetizované
nukleové kyseliny. Existuje nékolik moznosti jak detekovat amplifikovany produkt. Lze
vyuzit DNA vazebné fluorescenéni barvy (SYBR Green 1), které se navazuji na nové
syntetizujici vlakno DNA, a tim stoupa jejich fluorescen¢ni aktivita. Dal$i moznosti jsou
hybridiza¢ni sondy. Pfi této metod¢ se vyuzivaji 2 oligonukleotidové sekvence znacené
fluorescen¢nimi barvami. Prvni z nich obsahuje na svém 3° konci fluorescein a druha
obsahuje na svém 5” konci jinou fluorescencni barvu. Béhem anelaéni faze PCR dochazi
Kk hybridizaci obou oligonukleotidi k DNA tak, aby obé& fluorescen¢ni barvy nasedaly do
své tésné blizkosti. Po hybridizaci a excitaci fluoresceinu pomoci svételného zdroje
dochézi k emisi zeleného fluorescenéniho svétla. Cast excitaéni energie je pfevedena na
ptilehlou fluorescencni barvu, kterd nasledné emituje fluorescencni svétlo del§i vinové
délky. A praveé toto svétlo je méfeno fotodiodou (Wittwer et al., 1997).

Dalsi detekéni metodou pro PCR v redlném case je vyuziti tzv. molekuldrnich
majacklt (molecular beacon). Molekularni majacek je oligonukleotid, ktery obsahuje na
jednom konci fluorescencni marker a na druhém konci zhaSe¢ (quencher). Zhasec je
nefluorescencni chromofor, ktery odvadi energii pifijatou od fluoroforu ve formé tepla.
V roztoku tvoii molekularni majacky vladsenkové uspotadani, pii kterém se fluorescencni
marker 1 zh4Se¢ dostanou do té€sné blizkosti a v takovémto uspofadani nedochdzi
k fluorescenci. Nicméné béhem anelacni teploty dojde k hybridizaci ke komplementarnimu
useku DNA, oddaleni fluorescenéni znacky a zhaseCe a tim i k obnoveni fluorescence
(Tyagi et Kramer, 1996).

Jinou metodou detekce amplifikovaného produktu béhem PCR v realném Ccase,
kterou jsem b&éhem své prace pouzivala i ja, je vyuziti hydrolyza¢ni TagMan sondy. Tato
metoda je zaloZena na 5" nukledzové aktivit¢ DNA polymerdzy (naptf. Taq polymeraza),
ktera rozstépi a nahradi sondu hybridizovanou k cilové sekvenci DNA. Oligonukleotidova
sonda, ktera je obvykle dlouha 20-30 nukleotidt, obsahuje na svém 5" konci fluorescencni
barvu oznacovanou jako reportér a na 3” konci je fluorescencni barva oznacovana jako

zhase¢. Pokud je sonda vcelku, zhdse¢ redukuje fluorescencni signdl reportéru. Pokud
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ovSem béhem anelacni faze PCR dojde k hybridizaci s templatovou DNA, tak v nasledné
elongac¢ni fazi reakce, kdy DNA polymeraza syntetizuje novy fetézec, dojde K rozstépeni
sondy polymerazou. Po rozstépeni sondy nedochdzi k redukci fluorescencniho signalu
reportérové barvy, ¢imz je umoznéna fluorescence, ktera je nasledné detekovana (Heid et
al., 1996).

Ve své praci jsem pouzivala 5'FAM/3'TAMRA znacené sondy. FAM (6-
carboxyfluorescein) slouzi jako reportér, ktery emituje pii 520 nm a jedna se o jeden
ZnejCastéji  pouzivanych  fluorofort pro PCR  vredlném case. TAMRA
(tetramethylrhodamine) funguje jako ucinny zhase¢ fluorescence FAM. K uvolnéni
fluorescence dochazi prostfednictvim 5° exonukledzové aktivity Taq polymerazy, ktera
odstépi FAM ze sondy hybridizované k cilové sekvenci DNA. Dalsi reportérovou barvou,
kterou jsem b&hem své prace vyuzivala k detekci beta-aktinu, byla VIC (4,7,2'-trichloro-7'-
phenyl-6-carboxyfluorescein). Posledni typ sond, které jsem pouzivala, byly MGB (minor
groove binder, elementy vazajici se do tzkého Zlabku DNA) sondy. Jedna se o sondy,
které obsahuji na 5" konci reportérovou fluorescenéni barvu (napt. FAM) a na 3" konci
zhase¢ a MGB skupinu. Zhase¢ muze byt jak fluorescen¢ni (Kutyavin et al., 2000), tak
nefluorescencni (de Kok et al., 2002). Vyhodou nefluorescen¢niho zhasece je, ze nabizi
niz8i fluorescenéni pozadi, coz vede k lepsi presnosti detekce (Obrazek ¢. 1). MGB
skupina stabilizuje hybridizované sondy a u¢inné zvysuje teplotu tani, z ¢ehoz vyplyva, ze
MGB sondy mohou byt krat§i nez klasické dvojit€¢ znafené sondy a jejich délka se

pohybuje do 20 nukleotidi.
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Obrazek ¢. 1: Detekce amplifikace cilové sekvence DNA s vyuzitim MGB sondy
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Fluorescence neporusené sondy je zhasena pomoci zhasece na 3" konci sondy. Béhem posledniho
kroku PCR cyklu (syntéza DNA), dochazi krozstépeni hybridizované sondy pomoci 5°
exonukleazové ¢innosti Taq polymerazy a uvolnéni fluorescencniho signalu, ktery je monitorovan
pfisluSnym zafizenim. MGB skupina zvySuje Tm, coz umoziiuje pouziti krat$i, sekvencné
specifické sondy (Kutyavin et al., 2000).
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7. Cile prace

Cilem mé diplomové prace bylo zjistit vztah mezi expresi proteinii tepelného Soku a
téhotenskymi komplikacemi asociovanymi s placentarni insuficienci (preeklampsie,
intrauterinni rustova retardace). Cil prace jsem si vytvofila na zakladé hypotézy, ktera
predpokladd zvySenou expresi proteinti tepelného Soku u pacientek s t€hotenskymi
komplikacemi souvisejicimi S placentarni nedostatecnosti oproti zenam s fyziologickym
pribéhem téhotenstvi. Expresi hsp jsem sledovala na vzorcich periferni krve a placentarni
tkdn€. Detekovala jsem 5 hsp systéma — Hsp27, Hsp60, Hsp70, Hsp90 a HspBP1.
Vysledky exprese jsem interpretovala pomoci komparativni Ct metody s vyuzitim beta-
aktinu (housekeeping genu) a referen¢niho vzorku. Jednotlivé soubory vzorkd, roziazené
podle diagnoéz, jsem porovnavala pomoci analyzy rozptylu (ANOVA). Sledovala jsem
jednak zménu genové exprese jednotlivych hsp systémit u konkrétnich diagndéz oproti
fyziologické skupiné a dale jsem se také zaméfila na sledovani zmén exprese hsp
Vv zavislosti na zavaznosti konkrétni patologie. Specificky jsem se zamétila na zavaznost
preeklampsie (mirna/zavazna), tyden porodu (pfed/po 34. tydnu téhotenstvi) nebo na
pfitomnost oligohydramnionu.

Kizolaci mRNA z placent a stejné tak ze vzorkl periferni krve jsem pouZivala
QlAamp RNA Blood Mini Kit. Izolovanou RNA jsem kvantifikovala a detekovala pomoci

reverzné-transkriptazové polymerazové fetézové reakce v redlném case.
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8. Material a metody

8.1. Material

Ve své praci jsem pracovala se vzorky placentarni tkan¢ a plné periferni krve
matky. Vzorky placentarni tkané byly pribézné ziskavany z Ustavu pro pééi o matku a ditd
(UPMD) v Praze - Podoli. Jednalo se jak o vzorky placent zdravych kontrol, tak o vzorky
od pacientek s placentarni insuficienci (preeklampsie, [IUGR) nebo gesta¢ni hypertenzi, ¢i
SGA. Vzorky byly skladovany v médiu RNAlater pfi teploté -20 °C.

Vzorky periferni krve téhotnych Zen byly ziskavany z Fakultni nemocnice v Motole
(vzorky fyziologickych gravidit) a z UPMD (vzorky patologickych gravidit). Zilni krev,
kterou jsem analyzovala ve své diplomové praci, byla nabirana u zdravych zen v 36. tydnu
téhotenstvi a u patologickych gravidit v dobé manifestace klinickych ptiznak.

Vsechny Zeny, které se zucastnily této studie, poskytly pisemny informovany souhlas.

8.1.1. Placentarni tkan

Kazdy vzorek placentarni tkan¢ byl nejprve zbaven krve promytim v roztoku PBS a
V lyza¢nim roztoku. Nasledné byly vzorky uchovany v mediu RNAlater pro dalsi pouZiti.

Do své diplomové prace jsem zahrnula celkem 207 vzorkii placent. Z toho 42 vzorka
bylo odebrano z placent fyziologickych téhotenstvi a 165 vzorkt z placent s t€hotenskymi
komplikacemi. Zeny s fyziologickym téhotenstvim byly definovany jako ty, které nemély
zadné zdravotni, téhotenské ani chirurgické komplikace v pribéhu gravidity, a které
porodily zdravé dité vazici vice nez 2500 grami po ukonceném 37. tydnu gestace. V rdmci
patologickych gravidit se jednalo o pacientky s preeklampsii (PE), fetalni rastovou
retardaci (FGR) a hypertenzi, které byly jesté dale ¢lenény podle zavaznosti onemocnéni a
tydne porodu. Ve skupiné preeklampsii jsem analyzovala celkem 80 vzorkt, pfi¢emz u 9
Z nich se jednalo o mirnou preeklampsii s porodem pred 34. tydnem téhotenstvi, 27 vzorkl
bylo klasifikovano jako mirna preeklampsie s porodem po 34. tydnu t&hotenstvi, 20 vzorki
bylo zafazeno do skupiny zavazné preeklampsie s porodem pied 34. tydnem té€hotenstvi a u
zbylych 24 vzorkd se jednalo o zavaznou formu preeklampsie s porodem po 34. tydnu
téhotenstvi. Dalsi skupinu tvofily pacientky s preeklampsii a zaroven fetalni ristovou
retardaci. V této kategorii bylo celkem 15 pacientek, pficemz 10 z nich rodilo pied 34.

tydnem tehotenstvi a zbylych 5 po 34. tydnu t€hotenstvi. Skupina fetalni ristové retardace
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obsahovala 39 vzorkl, pfi¢emz 7 vzorkl placent bylo ziskdno ptfed 34. tydnem t&hotenstvi
a 32 vzorkd po 34. tydnu téhotenstvi. U pacientek s hypertenzi se jednalo pievazné o
hypertenzi gestacni, kam bylo zafazeno 23 vzorki, dale v této kategorii bylo 7 vzorkl
placent od pacientek s esencialni hypertenzi a 1 vzorek od pacientky s hypertenzi
sekundarni, vSechny tyto pacientky rodily po 34. tydnu téhotenstvi. Pro ptehlednost jsou

pocty jednotlivych vzorki placent uvedeny v tabulce €. 1.

Tabulka ¢. 1: Poéty analyzovanych vzorku placent v jednotlivych skupinach

porod pied 34. tt porod po 34. tt
Fyziologicka t€hotenstvi 0 42
) mirna 9 27
Preeklampsie
zavazna 20 24
Preeklampsie + fetalni mirna 3 4
ristova retardace ZAvarna 7 1
Fetalni ristova retardace 7 32
Gestacni
0 23
hypertenze
Esencialni
Hypertenze 0 7
hypertenze
Sekundarni
0 1
hypertenze

8.1.2. PIna periferni krev matky

Do analyzy jsem zahrnula 129 vzorkl plnych perifernich krvi matky. 32 z nich bylo
odebrano zenam s fyziologickym pribéhem tchotenstvi a 97 vzorkd bylo od Zzen
s pfislusnou téhotenskou komplikaci. T¢hotenské komplikace byly rozfazeny do
jednotlivych kategorii obdobné jako vzorky placent. Vzorkd s preeklampsii jsem
zpracovala celkem 47, pficemz u 4 vzorkd se jednalo o mirnou preeklampsii s nutnosti
porodu pted 34. tydnem, u 15 vzorkt se jednalo 0 mirnou preeklampsii s porodem po 34.
tydnu, 13 vzorkl bylo od pacientek se zavaznou preeklampsii vyzadujici porod pied 34.

tydnem a 15 vzorkii obsahovalo zavaznou preeklampsii manifestovanou po 34. tydnu.
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Sedm pacientek manifestovalo jak preeklampsii, tak rdstovou retardaci plodu pred 34.
tydnem téhotenstvi a po 34. tydnu se preeklampsie spojend s fetalni ristovou retardaci
vyskytovala u dvou piipadi. Samotna fetalni rdstova retardace se vyskytovala u 22
piipadt, u 8 z nich se vyskytovala pred 34. tydnem a u zbylych 14 vzorkl se jednalo o
vyskyt po 34. tydnu. V kategorii pacientek s hypertenzi se jednalo pievazné o gestaéni
hypertenzi, kam spadalo 17 ptfipadt. U dvou pacientek se jednalo o hypertenzi esencialni.
Tabulka ¢. 2 ukazuje poéty analyzovanych vzorkd plnych perifernich krvi matky

Vv jednotlivych skupinach.

Tabulka ¢. 2: Pocty analyzovanych vzorkt perifernich krvi matky v jednotlivych skupinach

porod pied 34. tt porod po 34. tt
Fyziologicka te¢hotenstvi 0 32
) mirna 4 15
Preeklampsie
zavazna 13 15
Preeklampsie + fetalni mirna 0 0
ristova retardace ZAvarna 7 2
Fetalni ristova retardace 8 14
Gestacni
2 15
hypertenze
Hypertenze
Esencialni
0 2
hypertenze
8.2. Metody

8.2.1. lzolace RNA z placenty
RNA z placentarni tkané byla izolovdna pomoci QIAamp RNA Blood Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Germany) podle protokolu od vyrobce. Na jednu izolaci bylo pouZito 20-
30 mg placentarni tkang, ktera byla homogenizovana spolu s 600 ul nafedéného pufru RLT

(fedeéni: 990 pl pufru RLT + 10 pl beta-mercaptoetanolu). Vznikly lyzat byl centrifugovan

3 minuty pii 14500 rpm a dale byl pouzit jen Cisty supernatant. K supernatantu bylo
pfidano 600 pl 70% etanolu a vznikla smés byla dikladné promichana. Nasledné byl

vzorek prepipetovan na QIAamp spin kolonku a centrifugovan 30 s pii 14500 rpm.
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K odstranéni necistot byly pouzity promyvaci pufry RW1 a RPE. Nejprve byl vzorek
promyt 700 ul RW1 pufru a poté dvakrat 500 pul RPE pufru. Po kazdém ptidani pufru byl
vzorek centrifugovan 30 spii 14500 rpm s vyjimkou posledni centrifugace, ktera byla
provedena pii 20000 X g, 20 °C a po dobu 4 minut. Pro odstranéni zbytkového pufru byl
vzorek jeSté jednou centrifugovan pii 20000 X g pii 20 °C po dobu 2 minut. RNA byla
eluovana 50 pl RNase-free vody. Na zavér bylo ke vzorku pfidano 5 ul DNAse 1
(Fermentas International, Ontario, Canada) a 5 pl 10x reaction buffer s MgCl, (Fermentas
International, Ontario, Canada) a po 30 minutové inkubaci pii 37 °C jesté¢ 5 ul 50mM
EDTA (Fermentas International, Ontario, Canada). Nasledovala 10 minutova inkubace pfi
65 °C. Koncentrace izolované RNA byla zmétena pomoci spektrofotometru (NanoDrop-

1000; Witec AG, Littau, Switzerland). Izolovand RNA byla uchovavana pfti -20 °C.

8.2.2. lzolace RNA z plné periferni krve

RNA z plné periferni krve byla izolovana pomoci QIAamp RNA Blood Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Germany) podle protokolu od vyrobce. Na jednu izolaci bylo pouzito 200
ul periferni krve v chelata¢nim ¢inidle EDTA. Tento objem byl smichan s 1000 pl pufru
EL. Nasledné byl vzorek 10 — 15 minut inkubovan na ledu. Poté byl vzorek 10 minut
centrifugovan pii 400 X g a teploté 4 °C. Ke vznikl¢é peleté bylo pfidano 400 pl pufru EL a
op¢t nasledovala centrifugace (400 X g, 4 °C, 10 min). K peleté¢ bylo pfiddno 350 pl
fedéného pufru RLT (fedéni: 990 ul pufru RLT + 10 pl beta-mercaptoetanolu). VVzorek byl

ptepipetovan na kolonku QIAshredder spin column a centrifugovan pti 14500 rpm po dobu
3 minut. Klyzatu bylo pfidano 350 ul 70% etanolu a cely vzorek byl aplikovan na
QlAamp spin kolonku a centrifugovan 30 s pii 14500 rpm. K odstranéni necistot byly
pouzity promyvaci pufry RW1 a RPE. Nejprve byl vzorek promyt 700 pl RW1 pufru a
poté dvakrat 500 pl RPE pufru. Po kazdém ptidani pufru byl vzorek centrifugovan 30 s pfi
14500 rpm s vyjimkou posledni centrifugace, kterd byla provedena pti 20000 x g, 20 °C a
po dobu 4 minut. Pro odstranéni zbytkového pufru byl vzorek jesté jednou centrifugovan
pii 20000 X g pii 20 °C po dobu 2 minut. RNA byla eluovana 50 pl RNase-free vody. Na
zaver bylo ke vzorku pridano 5 ul DNAse I (Fermentas International, Ontario, Canada) a 5
ul 10x reaction buffer s MgCl, (Fermentas International, Ontario, Canada) a po 30
minutové inkubaci pii 37 °C jesteé 5 ul SOmM EDTA (Fermentas International, Ontario,

Canada). Nasledovala 10 minutova inkubace pii 65 °C. Koncentrace izolované RNA byla
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zméfena pomoci spektrofotometru (NanoDrop-1000; Witec AG, Littau, Switzerland).

Izolovana RNA byla uchovéavana pii -20 °C.

8.2.3. RT-PCRV realném case

Reverzné-transkriptazova polymerazova ftetézova reakce v realném cCase byla
stéZejni metodou mé diplomové prace. Vyuzivala jsem ji k detekci mRNA pro hsp a beta-
aktin z izolované celkové RNA. Analyza vzorkll byla provadéna na 7500 real-time PCR
systétmu (Applied Biosystems, Branchburg, New Jersey, USA). Ve vzorcich jsem
detekovala 5 hsp systému — Hsp27 (HSPB1, délka amplikonu 67 bp), Hsp60 (HSPD1,
délka amplikonu 69 bp), Hsp70 (HSPA1A, délka amplikonu 87 bp), Hsp90 (HSP9OAAL,
délka amplikonu 85 bp), HspBP1 (HSPBP1, délka amplikonu 66 bp) a beta-aktin (ACTB,
housekeeping gen, délka amplikonu 70 bp). PCR probihala v duplexu, pfi¢emz v kazdé
jamce jsem vzdy detekovala jak beta-aktin, tak jeden konkrétni hsp. Reakéni objem PCR
smési byl 25 pl, pficemz 20 pl tvofila reakéni smés a 5 pl tvofil templat. Vyjimkou byla
analyza vzorkl plné periferni krve matky na systémech Hsp60 a HspBP1, kde z divodu
navySeni obsahu templatu bylo k analyze pouzito 19,625 pl reakéni smési a 5,375 ul
templatu pro systém Hsp60 a 18 pl reakéni smési a 7 pl templatu pro systém HspBP1.
Analyza vzorkll byla provadéna v osmijamkovych stripech. VSechny vzorky byly
analyzovany v duplikatech, vzorek referen¢ni placenty byl analyzovén v triplikatu. Vzorky
byly fedény DEPC — Treated Water (Ambion, Foster City, California, USA) v zavislosti na
typu analyzovaného vzorku a na systému hsp. Vzorky placentarni tkdné byly nafedény na
finalni koncentraci 2 ng/pl pro Hsp27, Hsp70 a Hsp90. Pro systémy Hsp60 a HspBP1 byly
vzorky fedény na 100 - 200 ng/ul, v zavislosti na pocate¢ni koncentraci RNA v daném
vzorku. Vzorky plné periferni krve byly fedény pro systémy Hsp27, Hsp70 a Hsp90 stejné
jako vzorky placent na 2 ng/ul. Pro zbylé dva systémy bylo provedeno fedéni v poméru
1:1. Reaké¢ni smés pouzita pro RT-PCR Vv realném case obsahovala TagMan One-Step PCR
Master Mix Reagents ve slozeni 2x Master Mix a 40x MultiScribe and RNase Inhibitor
Mix (Applied Biosystems, Branchburg, New Jersey, USA), optimalizované primery (pro
hsp a beta-aktin), TagMan sodu (pro hsp a beta-aktin) a vodu. VSechny primery byly
nafedény na koncentraci 10 uM. Sondy byly nafedény na koncentraci 20 uM. Reakéni

smési pro jednotlivé hsp systémy byly pfipraveny podle tabulek ¢. 3 a 4. Podminky PCR
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byly nastaveny podle manualu vyrobce. Prvnim krokem byla reverzni transkripce, ktera

probihala pii 48 °C 30 minut. Nasledovala desetiminutova preinkubace pii 95 °C nutné pro

aktivaci AmpliTag Gold DNA polymerazy. Nasledn¢ probéhlo 50 cykla dvoukrokové

PCR. V prvnim kroku, ktery probihal pii 95 °C a trval 15 sekund, doslo k denaturaci

cDNA. Druhy krok, trvajici 1 minutu pfi 60 °C, pfedstavoval anelaci primeri a syntézu

DNA. Tabulka ¢. 5 znazoriiuje sekvence primert a sond pouzivanych v analyze.

Tabulka ¢. 3: Priprava reakéni smési pro detekci jednotlivych hsp systému v placenté,

rozpis na 1 jamku, veskeré objemy jsou uvadény v pl.

Hsp27 Hsp60 Hsp70 Hsp90 HspBP1
MM 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
DEPC voda 0.25 0,375 3,375 3,375 2
40XRT 0,625 0,625 0,625 0,625 0,625
hsp (F+R) 225+225 | 225+225 | 0,75+0,75 | 0,75+0,75 | 1,75+ 1,75
hsp sonda 0,375 0,25 0,25 0,25 0,25
beta-aktin (F+R) | 475+0,75 | 0,75+0,75 | 0,75+0,75 | 0,75+0,75 | 05+05
beta-aktin sonda 0,25 0,25 0,25 0,25 0,125
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Tabulka €. 4: Priprava reakéni smesi pro detekci jednotlivych hsp systému ve vzorcich plné

periferni krve, rozpis na 1 jamku, veskeré objemy jsou uvadény v pl.

Hsp27 Hsp60 Hsp70 Hsp90 HspBP1
2XMM 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
DEPC voda 0.25 0 3,375 3,375 0
40XRT 0,625 0,625 0,625 0,625 0,625
hsp (F+R) 225+2,25 | 2,25+2,25 | 0,75+0,75 | 0,75+0,75 | 1,75+ 1,75
hsp sonda 0,375 0,25 0,25 0,25 0,25
beta-aktin (F+R) 0,75+0,75 | 0,75+0,75 | 0,75+0,75 | 0,75+0,75 | 05+05
beta-aktin sonda 0,25 025 0,25 0,25 0,125

Tabulka €. 5: Sekvence primert a sond pouzivanych pii analyze

informace o genu

sekvence piimého (forward) primeru

gen — NCBI, Entrez
Gene sekvence zpétného (reverse) primeru
HSPBL, ID genu | 5- TCC CTG GAT GTC AAC CAC TTC -3’
Hsp27 3315 5"-TCT CCA CCA CGC CAT CCT -3’
HSPDL, ID genu | 5'- GAT GTT GAT GGA GAA GCT CTA AGT ACA -3’
Hsp60 3329 5"-TGC CAC AAC CTG AAG ACC AA -3’
HSPAIA, ID | 5- ACC AAG CAG ACG CAG ATC TTC -3°
Hsp70 genu 3303  [5-GCC CTC GTA CAC CTG GAT CA -3’
HSPO0AAL, ID | 5'- TGC GGT CAC TTA GCC AAG ATG -3’
Hsp90 genu 3320 [ 5- GAA AGG CGA ACG TCT CAA CCT -3’
HSPBPL, ID genu | 5'- TGG CCG ACC TGT GTG AGA 37
HspBP1 23640 5'-GCA GGT GCA TGC CAG ACA -3’
beta- | ACTB, IDgenu | 5'- CCT GGC ACC CAG CAC AAT -37
aktin 60 5’- GCC GAT CCA CAC GGA GTACT -3°
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gen sekvence sond

Hsp27 | 5'- (6FAM) CCC CGG ACG AGC TGA CGG TC (TAMRA) - 37

Hsp60 | 5'- (6BFAM) TCG TCT TGA ATA GGC TAA AG (MGB) -3’

Hsp70 | 5'- (6BFAM) CCT ACT CCG ACA ACC AAC CCG GG (TAMRA) - 37

Hsp90 | 5'- (6FAM) CCC AGA CCC AAG ACC AAC CGA TGG (TAMRA) - 37

HspBP1 | 5'- (6FAM) CAT GGA CAA TGC CG (MGB) -3~

beta-aktin | 5°- (VIC) ATC AAG ATC ATT GCT CCT CCT GAG CGC (TAMRA) - 3’

8.2.4. Komparativni Ct metoda a statistické vyhodnoceni vysledki

224 algoritmus,

Pro analyzu relativnich zmén v genové expresi jsem pouzila
znamy také jako komparativni Ct metoda. Hodnota Ct, neboli cycle threshold (prahova
hodnota), udava cyklus, ve kterém amplifikaéni kiivka poprvé piekroc¢i dany fluorescencni
prah umistény do exponencialni faze reakce.

Komparativni Ct metoda vyzaduje pouziti housekeeping genu, ktery je trvale
exprimovan ve vSech studovanych vzorcich stejné tak, jako v referenénim vzorku. Béhem
své prace jsem pouzivala beta-aktin jako housekeeping gen. Genovou expresi testovanych
vzorkid jsem pak srovnavala s genovou expresi vzorku referen¢niho, tzn. porovnavala jsem
relativni zménu genové exprese v testovaném vzorku vici vzorku referenénimu.

Pro zjisténi zmény genové exprese u testovaného vzorku oproti referenénimu
vzorku jsem pouzila nasledujici rovnici (Livak et Schmittgen, 2001):

R = 2 -AACt
kde

AACt = (Ct pgp - Ct peta-aktin) testovaného vzorku — (Ct psp — Ct peta-akiin) referenéniho vzorku

Rozdil hodnot Ct hsp & Ct peta-aktin slouzi k eliminaci rusivé variability uvnitf dané reakce,
jako je pipetovani a rizné podminky analyzy.

K posouzeni rozdilu exprese hsp mezi fyziologickymi graviditami a graviditami s
t€hotenskymi komplikacemi jsem vyuzila program Statistica 9.0 (Statsoft, Tulsa, OK,
USA), a analyzy rozptylu (ANOVA). Dale jsem pomoci Spearmanova korela¢niho
koeficientu hodnotila vztah mezi expresi jednotlivych hsp systém a Dopplerovskymi
ultrazvukovymi parametry. Spearmantv korelac¢ni koeficient jsem pocitala v programu

KyPlot version 2.0 beta 13. Vsechny grafy jsem vytvarela v programu Statistica 9.0.
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9. Vysledky

Vysledky RT-PCR vredlném c¢ase jsem vyjadiovala na zakladé relativni
kvantifikace. Vyuzila jsem ktomu komparativni Ct metodu, pomoci které jsem
porovnavala relativni zménu genové exprese hsp V testovaném vzorku (vzorek placentarni
tkdn€ nebo plné periferni krve) vici vzorku referencnimu, kterym byl jeden ndhodné
vybrany vzorek placentarni tkan¢ z fyziologické gravidity. Hodnoty Ct amplifika¢ni kiivky
pro jednotlivé hsp systémy jsem normalizovala oproti Ct beta-aktinu (housekeeping gen).

Dosazené vysledky jsem nasledné statisticky zpracovala.

9.1. Vysledky exprese hsp v placentarni tkani

9.1.1. Exprese hsp v jednotlivych skupinach téhotenskych patologii

Pomoci jednofaktorové analyzy rozptylu (One-Way ANOVA) jsem provedla
skupinovou analyzu. VSechny patologické vzorky jsem rozdélila podle diagnézy do tfech
skupin. Prvni skupinu tvofily vzorky od Zen s preeklampsii a preeklampsii asociovanou
s fetalni ristovou retardaci (PE+/-FGR). Do této kategorie spadalo celkem 95 vzorki.
Dalsi skupinou byly vzorky od zen trpicich hypertenzi. Nejvétsi zastoupeni zde méla
gestacni hypertenze, nicméné zde byly zafazeny i Zeny s hypertenzi esencidlni a
sekundérni. Do této kategorie spadalo celkem 31 vzorkil. Posledni skupinou byly vzorky s
rastovou retardaci plodu (FGR). Do této skupiny spadaly pievazné vzorky s intrauterinni
ristovou retardaci, ale bylo zde také nekolik SGA vzorkd. Celkové tato skupina
obsahovala 39 vzorkli. VSechny tii skupiny jsem porovnavala se 42 fyziologickymi
vzorky. U vSech skupin jsem sledovala expresi 5 hsp systémt — Hsp27, Hsp60, Hsp70,
Hsp90 a HspBP1 a dale pak pomér HspBP1/Hsp70. ANOVA prokazala statisticky
signifikantni zvySeni exprese Hsp27 a Hsp90. Pomoci nasledné post-hoc analyzy
s vyuzitim Bonferonniho testu jsem zaznamenala jak u Hsp27, tak u Hsp90 zvySeni
exprese hsp ve skupiné PE+/-FGR. Silu testu jsem pro zjednoduSeni uvadéla pouze u
statisticky signifikantnich vysledkt. Vysledky analyzy: Hsp27 (F= 2,4221, df 3,203, p=
0,046; PE+/-FGR: 95% CI: -1,65058 az —0,046021, p= 0,032; hypertenze: 95% CI:
—-1,45147 az 0,588754, p= 1,0; FGR: 95% CI: —1,53717 az 0,378880, p= 0,652) sila testu
byla 65,46% (a= 0,05), Hsp60 (F= 1,0823, df 3,203, p= 0,358; PE+/-FGR: 95% CI:
-1,39676 az 0,672008, p= 1,0; hypertenze: 95% CI: —1,85862 az 0,784976, p= 1,0; FGR:
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95% CI: —2,05948 az 0,423219, p= 0,484), Hsp70 (F= 1,5929, df 3,203, p= 0,192; PE+/-
FGR: 95% CI: -1,85115 az 0,460570, p= 0,663; hypertenze: 95% CI: —1,37240 az
1,581647, p= 1,0; FGR: 95% CI: —-2,08926 az 0,684996, p= 1,0), Hsp90 (F= 3,2597, df
3,203, p= 0,016; PE+/-FGR: 95% CI: -0,578121 az —0,000635, p= 0,048; hypertenze:
95% CI: —0,349841 az 0,384442, p=1,0; FGR: 95% CI: -0,482930 az 0,206663, p= 1,0),
sila testu byla 78,04% (o= 0,05), HspBP1 (F= 1,3794, df 3,203, p= 0,250; PE+/-FGR:
95% CI: =9,4995 az 8,704952, p= 0,534; hypertenze: 95% CI: —13,2383 az 6,145842, p=
1,0; FGR: 95% CI: —-12,4501 az 2,719217, p= 1,0), pomér HspBP1/Hsp70 (F= 1,1959, df
3,203, p= 0,312; PE+/-FGR: 95% CI: —-11,9897 az 3,211336, p= 0,753; hypertenze: 95%
Cl: —13,1322 az 6,292516, p= 1,0; FGR: 95% CI: =9,2302 az 9,012283, p= 1,0). Pro lepsi
ptehlednost jsem uvedla vysledky také do tabulky €. 6, kde tuéné oznacené hodnoty znaci
signifikantni zménu exprese hsp, Sipka pak zna¢i zvySeni nebo snizeni exprese. Vysledky
jsem také uvedla do grafické podoby (Graf ¢. 1), kde jednotlivé krabicové grafy (A-F)
znaci konkrétni hsp systém, pti¢emz vzdy prvni box znaci fyziologicka t€hotenstvi, druhy

PE+/-FGR, tfeti FGR a posledni hypertenzi.

Tabulka ¢. 6: Skupinova analyza vzorkt placentarni tkan¢ (ANOVA)

Hsp27 F=2,4221 df (3,203) | p=0,046
sila testu (95% CI): 65,46%
post-hoc analyza Bonferonniho test Cl (confidence interval,
interval spolehlivosti)
) FG x PE+/- FGR p= 0,032 -1,65058 az —0,046021
FG x hypertenze p=1,0 —-1,45147 az 0,588754
FG x FGR p= 0,652 —-1,53717 az 0,378880
Hsp60 F=1,0823 df (3,203) | p=0,358
sila testu (95% CI): 29,02%
post-hoc analyza Bonferonniho test Cl
FG x PE+/- FGR p=1,0 -1,39676 az 0,672008
FG x hypertenze p=1,0 —-1,85862 az 0,784976
FG x FGR p= 0,484 —-2,05948 az 0,423219
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F=1,5929 df (3,203) | p=0,192
Hsp70
sila testu (95% CI): 41,53%
post-hoc analyza Bonferonniho test Cl

FG x PE+/- FGR p= 0,663 -1,85115 az 0,460570
FG x hypertenze p=1,0 —-1,37240 az 1,581647
FG x FGR p=1,0 —-2,08926 az 0,684996
Hsp90 F=3,2597 df (3,203) | p=0,016
sila testu (95% CI): 78,04%
post-hoc analyza Bonferonniho test Cl

FG x PE+/- FGR p= 0,048 -0,578121 az —0,000635
FG x hypertenze p=1,0 —0,349841 az 0,384442
FG x FGR p=1,0 —-0,482930 az 0,206663
HspBP1 F=1,3794 df (3,203) | p=0,250
sila testu (95% CI): 36,35%
post-hoc analyza Bonferonniho test Cl

FG x PE+/- FGR p=0,534 =9,4995 az §8,704952
FG x hypertenze p=1,0 —13,2383 az 6,145842
FG x FGR p=1,0 -12,4501 az 2,719217
HspBP1/Hsp70 F=1,1959 df (3,203) | p=0,312
sila testu (95% CI): 31,83%
post-hoc analyza Bonferonniho test Cl

FG x PE+/- FGR p=0,753 —-11,9897 az 3,211336
FG x hypertenze p=1,0 —-13,1322 a7 6,292516
FG x FGR p=1,0 -9,2302 az 9,012283

Po zhodnoceni exprese hsp v jednotlivych skupinach jsem se detailnéji zaméfila na
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9.1.2. Vztah mezi expresi hsp v placentarni tkani a zavaZnosti preeklampsie

konkrétni patologie. Nejprve jsem podrobné analyzovala kategorii PE+/-FGR. Sledovala
jsem, zda se li§i exprese proteind tepelného Soku S ohledem na zavaznost preeklampsie

podle klinickych symptomu, tedy zda existuje rozdil v expresi hsp mezi mirnou a zavaznou




preeklampsii. Dale jsem sledovala, zda se 1i§i exprese jednotlivych hsp v zavislosti na
zavaznosti patologie s ohledem na tyden porodu. V tomto piipadé jsem vzorky rozdélila do
dvou kategorii podle nutnosti pired¢asného ukonceni té¢hotenstvi — porod pied a po 34.
tydnu gestace. Vzorki s mirnou preeklampsii jsem méla k dispozici 43 a zbylych 52 Zen
trpélo preeklampsii vaznou. Porod pied 34. tydnem vyzadoval stav u 39 pacientek a 56 zen
rodilo po 34. tydnu gestace. Pro statistické zhodnoceni vysledkii jsem pouzila
dvoufaktorovou analyzu rozptylu (Two-Way ANOVA), kde F1 zna¢i rozdéleni
preeklampsie na mirnou a zavaznou a F2 znaci zavaznost patologie podle tydne porodu
(pted vs. po 34. tydnu téhotenstvi). Vysledky ukézaly, ze zavaznost preeklampsie ve
skupin¢ PE+/-FGR nema vliv na expresi Hsp27 (F= 0,95861, df 1,91, p= 0,330; F1=
1,9702, df 1,91, p= 0,16383; F2= 2,5680, df 1,91, p= 0,113), Hsp60 (F= 0,96640, df 1,91,
p= 0,328; F1= 0,03440, df 1,91, p= 0,853; F2= 2,0236, df 1,91, p= 0,158), Hsp70 (F=
2,1954, df 1,91, p=0,142; F1=1,4253, df 1,91, p= 0,236; F2= 0,46193, df 1,91, p= 0,498),
Hsp90 (F= 0,847, df 1,91, p= 0,360; F1= 3,4008, df 1,91, p= 0,068; F2= 0,08213, df 1,91,
p= 0,775). Ani pomér HspBP1/Hsp70 neukazal Zadny signifikantni rozdil (F= 0,02738, df
1,87, p= 0,869; F1=1,3779, df 1,87, p= 0,244; F2= 0,70623, df 1,87, p= 0,403). Nicmén¢
v ptipadé¢ HspBP1 (F= 0,00023, df 1,87, p= 0,988; F1= 7,6298, df 1,87, p= 0,007; F2=
0,02905, df 1,87, p= 0,865) byla zjisténa vyssi exprese U pacientek s mirnou preeklampsii
ve srovnani s pacientkami s preeklampsii zavaznou. Sila testu F1 byla 77,98% (a= 0,05).
Graf ¢. 2 ukazuje zvySenou expresi HspBP1 u mirné preeklampsie ve srovnani
s preeklampsii zavaznou. Z grafu je dale patrné, ze tyden porodu nema vliv na expresi

HspBP1.

9.1.3. Exprese hsp vplacentarni tkani u PE+/-FGR ve vztahu Kk
vyskytu predchozi hypertenze

Déle jsem se zaméfila na sledovani exprese proteint tepelného Soku ve skuping
PE+/-FGR ve vztahu k pfedchozi hypertenzi. Pacientky jsem rozdélila do dvou skupin na
zéklad¢ toho, zda se u nich vyskytovala hypertenze uz pred tchotenstvim, tzv.
preeklampsie nasedajici na ptedchozi hypertenzi nebo zda u nich doslo k nahlému rozvoji
preeklampsie az beéhem téhotenstvi. Z 95 pacientek s preeklampsii, poptipadé preeklampsii
asociovanou s fetalni rastovou retardaci nemélo 70 pacientek pfedchozi hypertenzi. U

zbylych 25 Zen se objevila preeklampsie nasedajici na pfedchozi hypertenzi. K analyze
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jsem vyuzila jednofaktorovou analyzu rozptylu. Z vysledkti vyplynulo, Ze vyskyt
pfedchozi hypertenze ve skupiné PE+/-FGR nema vliv na expresi hsp V placentarni tkani.
Hsp27 (F= 0,98597, df 1,93, p= 0,323; 95% CI: -0,463967 az 1,392017), Hsp60 (F=
0,35559, df 1,93, p= 0,552; 95% CI: —-0,512265 az 0,951953), Hsp70 (F= 0,27467, df 1,93,
p=0,601; 95% CI: —0,925026 az 1,588350), Hsp90 (F= 1,8893, df 1,93, p= 0,173; 95% CI:
-0,101299 az 0,556873), HspBP1 (F= 1,1271, df 1,89, p= 0,291, 95% CI: —-0,478569 az
1,576709), pomér HspBP1/Hsp70 (F= 2,8647, df 1,89, p= 0,094; 95% CI: —0,079487 az
0,993290).

9.1.4. Exprese hsp v placentarni tkani ve vztahu k zavaznosti riastové retardace
plodu
Porovnévala jsem hsp expresi v placentarni tkani mezi té¢hotenstvim s vyskytem
oligohydramnionu, popiipadé anhydramnionu a téhotenstvim S normalnim mnoZstvim
plodové vody. Dale jsem rozd¢lila pacientky podle tydne porodu. Opét podle toho, zda byl
indikovan porod ptfed nebo az po 34. tydnu té€hotenstvi. Z celkového poctu 39 pacientek
s diagn6zou FGR, mélo 14 Zen oligohydramnion nebo anhydramnion a 25 Zen mélo
normalni mnozstvi plodové vody. Po rozdéleni pacientek podle tydne porodu spadalo 7
vzorkd do skupiny porodl pted 34. tydnem a zbylych 32 Zen po 34. tydnu téhotenstvi.
K analyze jsem pouzila dvoufaktorovou analyzu rozptylu, kde F1 znac¢i rozdéleni podle
vyskytu oligohydramnionu/anhydramnionu a normalniho mnozstvi plodové vody a F2
znali zavaznost patologie podle tydne porodu (pfed vs. po 34. tydnu gestace). Z vysledk
vyplyva, ze zédvaznost fetalni ristové retardace nema vliv na expresi proteinti tepelného
Soku Vv placentarni tkani: Hsp27 (F= 0,92801, df 1,35, p= 0,342; F1= 0,55710, df 1,35, p=
0,460; F2= 0,06144, df 1,35, p= 0,806), Hsp60 (F= 0,10715, df 1,35, p= 0,745; F1=
0,56617, df 1,35, p= 0,457; F2= 0,42806, df 1,35, p= 0,517), Hsp70 (F= 0,21534, df 1,35,
p= 0,645; F1=0,01157, df 1,35, p= 0,915; F2= 0,67405, df 1,35, p= 0,417), Hsp90 (F=
0,32178, df 1,35, p= 0,574; F1= 0,68621, df 1,35, p= 0,413; F2= 0,53675, df 1,35, p=
0,469), HspBP1 (F= 0,50771, df 1,35, p= 0,48085; F1= 0,25765, df 1,35, p= 0,615; F2=
1,4209, df 1,35, 0,24127), pomér HspBP1/Hsp70 (F= 0,20273, df 1,35, p= 0,655; Fl=
0,23435, df 1,35, p= 0,631; F2=0,57795, df 1,35, p=0,452).
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9.15. Exprese hsp vplacentarni tkani ve vztahu Kk Dopplerovskym
ultrazvukovym parametrim

Ve své praci jsem se zameétila také na sledovani vztahu mezi expresi proteinil
tepelného Soku V placentarni tkani a klinickymi daty ziskanymi z Dopplerovského
ultrazvukového vysetieni. Jednalo se o hodnoty indexu pulsatility (P1) v arteria umbilicalis
a arteria cerebri media a dale pak 0 cerebroplacentarni pomér (CPR). Index pulsatility
slouzi k posuzovani toku krve cévou ve smyslu posouzeni periferniho odporu cévni stény.
Je definovan jako rozdil rychlosti toku krve pii systolickém vrcholu a rychlosti toku na
konci diastoly déleno stfedni pritokovou rychlosti za jeden srdecni cyklus. Diky méteni
indexu pulsatility v arteria umbilicalis, jehoz hodnoty jsou charakteristické pro dané
gestacni stafi, mizeme posoudit funkcni stav placenty. Pfi fyziologickém tchotenstvi
dochazi k postupnému snizovani hodnot PI v arteria umbilicalis v zavislosti na gesta¢nim
stafi plodu. Behem rozvoje t€hotenské komplikace asociované s placentarni insuficienci
ovSem dochazi ke zvySeni PI nad 95. percentil pro dané gesta¢ni stati. U arteria cerebri
media, ktera nejspolehlivéji odrazi uroven pritokovych pomérd v oblasti cerebralniho
fe¢isté, dochazi pii rozvijejici se hypoxii plodu k vazodilataci, na zakladé ¢ehoz dojde
k poklesu hodnot PI. Kritické hodnoty jsou uvadény pod 5. percentilem pro dané gesta¢ni
staii (Parra-Cordero et al., 2007). Cerebroplacentarni pomér udava podil indexu pulsatility
v arteria cerebri media a v arteria umbilicalis. Pro zji§téni vztahu mezi expresi hsp a
hodnotami Pl v arteria umbilicalis, arteria cerebri media a jejich pomérem ve skupiné
patologickych vzorkli (PE+/-FGR, FGR) jsem vyuzila jednofaktorovou analyzu rozptylu a
Spearmantiv korela¢ni koeficient.

Nejprve jsem se zaméfila na posouzeni vztahu indexu pulsatility v arteria
umbilicalis kexpresi hsp v placentarni tkani. K dispozici jsem méla celkem 99
patologickych vzorkli (PE+/-FGR, FGR), u kterych byly zaroven uvedeny hodnoty PI v
arteria umbilicalis. 71 téchto vzorkt vykazovalo normalni hodnoty PI a u zbylych 28 se
vyskytoval abnormalni pratok. Po provedeni jednofaktorové analyzy rozptylu jsem
nezaznamenala signifikantni rozdil mezi expresi hsp V placentdrni tkdni a normalnimi
anebo abnormalnimi Pl v arteria umbilicalis ani u jednoho systému: Hsp27 (F= 0,00408,
df 1,97, p= 0,949; 95% CI: -0,576590 az 0,614939), Hsp60 (F= 0,48700, df 1,97, p=
0,487; 95% CI: —0,778462 az 1,622759), Hsp70 (F= 1,4307, df 1,97, p= 0,235; 95% CI:
-0,437754 az 1,765632), Hsp90 (F= 0,10693, df 1,97, p= 0,744; 95% CI: —0,301756 az
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0,216387), HspBP1 (F= 0,240, df 1,97, p= 0,625; 95% CI: —7,85491 az 4,745900), pomér
HspBP1/Hsp70 (F= 0,35720, df 1,97, p= 0,551; 95% CI: -8,18771 az 4,397814).
Spearmantiv korela¢ni koeficient poukazoval na slabou negativni korelaci mezi PI v
arteria umbilicalis a HspBP1 a také mezi pomérem HspBP1/Hsp70. Vysledky
Spearmanova korela¢niho koeficientu jsou uvedeny v tabulce ¢. 7, tu¢né jsou vyznaéeny
hodnoty vykazujici statisticky signifikantni vysledek. Grafy ¢. 3 a 4 ukazuji slabou
negativni korelaci mezi hodnotami PI v arteria umbilicalis a expresi HspBP1 (graf ¢. 3) a
pomérem HspBP1/Hsp70 (graf €. 4).

Tabulka ¢. 7: Vztah mezi hodnotami PI v arteria umbilicalis a expresi hsp v placenté

Hsp Spearmaniiv korela¢ni koeficient
p P korelace
Hsp27 -0,003 0,974
Hsp60 -0,019 0,848
Hsp70 -0,078 0,441
Hsp90 0,068 0,502
HspBP1 -0,253 0,013 slaba negativni korelace
HspBP1/Hsp70 -0,207 0,042 slaba negativni korelace

Nasledné jsem posuzovala vztah mezi expresi hsp a PI v arteria cerebri media.
Celkem jsem méla k dispozici 61 vzorkd, opét od Zzen s preeklampsii nebo fetalni ristovou
retardaci. 43 ztéchto vzorkli mélo normalni hodnoty indexu pulsatility a 18 vzorka
vykazovalo abnormalni hodnoty. Jednofaktorova ANOVA neprokazala vliv patologickych
¢i normalnich hodnot Pl v arteria cerebri media na expresi hsp: Hsp27 (F= 0,02071, df
1,59, p= 0,886; 95% CI: —0,829758 az 0,718413), Hsp60 (F= 1,0309, df 1,59, p= 0,314,
95% CI: -0,912027 az 2,791023), Hsp70 (F= 0,838, df 1,59, p=0,365; 95% CI: —0,603660
az 1,617756), Hsp90 (F= 0,02324, df 1,59, p= 0,879; 95% CI: -0,300781 az 0,350394),
HspBP1 (F= 1,0878, df 1,57, p= 0,30136; 95% CIl: -0,260679 az 0,827408),
HspBP1/Hsp70 (F= 0,87186, df 1,57, p= 0,354; 95% CI: —0,743658 az 0,270680). Ani
Spearmantiv korela¢ni koeficient neprokazal Zadnou zavislost mezi uvedenymi veli¢inami

(Tabulka ¢. 8).
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Tabulka ¢. 8: Vztah mezi hodnotami Pl v arteria cerebri media a expresi hsp v placenté

Hsp Spearmaniiv korela¢ni koeficient
p p
Hsp27 -0,240 0,063
Hsp60 -0,101 0,435
Hsp70 0,085 0,508
Hsp90 -0,187 0,147
HspBP1 -0,001 0,992
HspBP1/Hsp70 -0,061 0,639

Nakonec jsem opét pomoci jednofaktorové analyzy rozptylu a Spearmanova
korela¢niho koeficientu zkoumala vztah mezi cerebroplacentarnim pomérem a expresi
proteind tepelného Soku Vv placentarni tkani. Do analyzy jsem pouzila 61 patologickych
vzorkd (PE+/-FGR, FGR), u kterych jsem znala jak hodnotu PI v arteria cerebri media,
tak PI v arteria umbilicalis. Z téchto 61 vzorkti mélo 43 normalni hodnoty a zbylych 18
vzorkll vykazovalo abnormalitu v hodnot¢ CPR. ANOVA neprokézala Zadny statisticky
signifikantni rozdil v expresi hsp mezi skupinami pacientek s normalni ¢i abnormalni
hodnotou CPR: Hsp27 (F= 0,00131, df 1,59, p= 0,971; 95% CI: —0,756627 az 0,729723),
Hsp60 (F= 1,6316, df 1,59, p= 0,206; 95% CI: -0,639571 az 2,897375), Hsp70 (F=
2,4102, df 1,59, p= 0,126; 95% CI: —0,235898 az 1,868927), Hsp90 (F= 0,27685, df 1,59,
p=0,601; 95% CI: —0,229866 az 0,393871), HspBP1 (F= 0,15485, df 1,59, p= 0,695; 95%
Cl: -11,6460 az 7,818203), HspBP1/Hsp70 (F= 0,26167, df 1,59, p= 0,611; 95% CI:
—-12,2467 az 7,259967). Ani Spearmaniv korelani koeficient neprokazal statisticky
vyznamnou korelaci mezi hodnotami CPR a expresi hsp V placentarni tkani (Tabulka ¢. 9).
To znamena, ze pritoky v arteria cerebri media, arteria umbilicalis a CPR nemaji vliv na
hsp expresi v placenté, nicméné byla zjisténa slaba negativni korelace u HspBP1 a Pl v

arteria umbilicalis, se stoupajici hodnotou PI v arteria umbilicalis klesa exprese HspBP1.
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Tabulka €. 9: Vztah mezi hodnotami CPR a expresi hsp v placenté

Hsp Spearmaniiv korela¢ni koeficient
p p
Hsp27 -0,111 0,391
Hsp60 -0,072 0,576
Hsp70 0,078 0,544
Hsp90 -0,211 0,103
HspBP1 0,077 0,560
HspBP1/Hsp70 0,002 0,988

9.2. Vysledky exprese hsp v pIné periferni krvi matky

9.2.1. Exprese hsp v jednotlivych skupinach téhotenskych komplikaci

Nejprve jsem pomoci jednofaktorové analyzy rozptylu provedla skupinovou
analyzu. VSechny vzorky patologickych gravidit jsem rozd¢lila do tfech skupin. Prvni
skupina obsahovala vzorky s ¢istou preeklampsii nebo preeklampsii asociovanou s fetalni
rastovou retardaci (skupina PE+/-FGR), pficemz zde bylo zahrnuto 56 vzorkiu. Druha
skupina zahrnovala vzorky s hypertenzi, a to jak gestacni, tak esencialni hypertenzi. Do
této skupiny spadalo 19 vzorkd. Posledni skupina obsahovala 22 vzorkt s fetalni ristovou
retardaci (FGR). Kazdou skupinu vzorkl jsem porovnavala se skupinou 32 fyziologickych
(FG) gravidit. U kazdého vzorku jsem analyzovala stejné jako u placentarni tkan¢ 5 hsp
systémid — Hsp27, Hsp60, Hsp70, Hsp90, HspBP1 a dale pak pomér HspBP1/Hsp70.
Sledovala jsem zde, jak se liSi exprese jednotlivych hsp u riznych skupin patologickych
vzorkll ve srovnani se vzorky fyziologickymi. Po provedeni analyzy rozptylu jsem dale
provedla post-hoc analyzu pomoci Bonferonniho testu. Analyza Hsp27 neprokazala
signifikantni rozdil mezi jednotlivymi skupinami téhotenskych komplikaci a
fyziologickymi graviditami (F= 1,5123, df 3,125, p= 0,215; PE+/-FGR: 95% CI: —0,0004
az 0,0002, p= 1,0; hypertenze: 95% CI: —0,0006 az 0,00014, p= 0,539; FGR: 95% CI:
-0,0006 az 0,00014, p= 0,568). U Hsp60 jsem ziskala statisticky signifikantni zvySeni
exprese ve skupiné¢ PE+/-FGR ve srovnani s FG skupinou, ostatni téhotenské patologie
byly ve srovnani s fyziologickou skupinou bez signifikantni zmény (F= 3,6351, df 3,120,
p= 0,015; PE+/-FGR: 95% CI: —0,030684 az 0,002780, p= 0,010; hypertenze: 95% CI:
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-0,026801 az 0,009168, p= 1,0; FGR: 95% CI: -0,031378 az 0,003501, p= 0,204), sila
testu byla 78,57% (a= 0,05). U skupiny Hsp70 doslo ke statisticky signifikantnimu
zvyseni exprese u vSech 3 skupin v porovnani s fyziologickymi vzorky (F= 14,568, df
3,125, p< 0,001; PE+/-FGR: 95% CI: -0,364653 az 0,144750, p< 0,001; hypertenze:
95% CI: -0,380729 az —0,093326, p< 0,001; FGR: 95% CI: -0,382315 az —0,107482, p<
0,001), sila testu Vv této analyze byla 99,99% (a= 0,05). Hsp90 vykazoval ve vSech
skupinach signifikantni snizeni exprese oproti FG skupiné (F= 9,6514, df 3,124, p< 0,001,
PE+/-FGR: 95% CI: 0,038289 az 0,131083, p< 0,001; hypertenze: 95% CI: 0,035970 az
0,157247, p< 0,001; FGR: 95% CI: 0,013338 az 0,130936, p= 0,008), sila testu byla
99,71% (o= 0,05). U HspBP1 se neprokazal zadny signifikantni rozdil ve srovnani
s fyziologickymi graviditami (F= 1,1631, df 3,118, p= 0,327; PE+/-FGR: 95% CI:
-0,106490 az 0,045703, p= 1,0; hypertenze: 95% CI: —0,163399 az 0,032057, p= 0,443;
FGR: 95% CI: -0,136699 az 0,055667, p= 1,0). Pomér HspBP1/Hsp70 poukazal na
signifikantni pokles ve skupiné¢ PE+/-FGR, ostatni skupiny nezaznamenaly zadnou zménu
oproti fyziologické skupiné (F= 2,6028, df 3,118, p= 0,055; PE+/-FGR: 95% CI: 0,02445
az 1,954520, p= 0,041; hypertenze: 95% CI: —0,44198 az 2,036742, p= 0,521; FGR: 95%
Cl: -0,52155 az 1,917980, p= 0,763), sila testu byla 62,62% (a= 0,05). Vysledky jsem
uvedla také do tabulky ¢. 10, kde tuéné oznacené hodnoty znaci signifikantni zménu
exprese hsp, Sipka pak znaci zvySeni nebo snizeni exprese u dané té¢hotenské komplikace.
Vysledky jsou také zanesené do grafu €. 5. Jednotlivé grafy (A-F) znaci konkrétni hsp
systémy, pfi¢emZ vzdy prvni box znali fyziologicka téhotenstvi, druhy preeklampsie +/-

fetalni ristové retardace, tieti fetalni riistové retardace a posledni hypertenze.

Tabulka ¢. 10: Skupinova analyza vzorkt plné periferni krve matky (ANOVA)

Hsp27 F=1,5123 df (3,125) | p=0,215
sila testu (95% CI): 39,15%
post-hoc analyza Bonferonniho test Cl
FG x PE+/- FGR p=1,0 —0,0004 az 0,0002
FG x hypertenze p= 0,539 —0,0006 az 0,00014
FG x FGR p= 0,568 —-0,0006 az 0,00014
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Hsp60 F=3,6351 df (3,120) | p=0,015
sila testu (95% CI): 78,57%
post-hoc analyza Bonferonniho test Cl
FG x PE+/- FGR p= 0,010 —-0,030684 az 0,002780
FG x hypertenze p=1,0 —-0,026801 az 0,009168
FG x FGR p= 0,204 —0,031378 az 0,003501
Hsp70 F= 14,568 df (3,125) [ p<0,001
sila testu (95% CI): 99,99%
post-hoc analyza Bonferonniho test Cl

FG x PE+/- FGR p< 0,001 —-0,364653 az 0,144750
FG x hypertenze p< 0,001 -0,380729 az —-0,093326
FG x FGR p< 0,001 -0,382315 az -0,107482
Hsp90 F=9,6514 df (3,124) | p<0,001
sila testu (95% CI): 99,71%
post-hoc analyza Bonferonniho test Cl

FG x PE+/- FGR p< 0,001 0,038289 az 0,131083
FG x hypertenze p< 0,001 0,035970 az 0,157247
FG x FGR p= 0,008 0,013338 az 0,130936
HspBP1 F=1,1631 df (3,118) | p=0,327
sila testu (95% CI): 30,62%
post-hoc analyza Bonferonniho test Cl

FG x PE+/- FGR p=1,0 —-0,106490 az 0,045703
FG x hypertenze p= 0,443 -0,163399 az 0,032057
FG x FGR p=1,0 -0,136699 az 0,055667

HspBPL/Hsp70 F=2,6028 df (3,118) | p=0,055

sila testu (95% CI): 62,62%
post-hoc analyza Bonferonniho test Cl

FG x PE+/- FGR p= 0,041 0,02445 az 1,954520
FG x hypertenze p=0,521 -0,44198 az 2,036742
FG x FGR p=0,763 —-0,52155 az 1,917980
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9.2.2. Vztah zavaznosti preeklampsie a exprese hsp v periferni krvi matky

Dale jsem se zaméfila na skupinu preeklampsii a preeklampsii asociovanych
s fetalni rastovou retardaci. Zde jsem sledovala vztah mezi zavaznosti patologie a expresi
hsp v periferni krvi matky jednak podle klinickych symptomi (zda se jedna o preeklampsii
mirnou nebo zavaznou), a dale pak podle tydne porodu (pfed a po 34. tydnu téhotenstvi).
Dohromady jsem méla skupinu 56 vzork s preeklampsii. U 19 z nich se jednalo o mirnou
preeklampsii a 37 z nich vykazovalo preeklampsii zavaznou. Co se ty¢e rozdéleni podle
tydne porodu, tak 32 Zen rodilo po 34. tydnu téhotenstvi a stav u 24 zen vyzadoval
ukonceni tehotenstvi pred 34. tydnem gestace. Pro statistickou analyzu vysledkd jsem
pouzila dvoufaktorovou analyzu rozptylu, kde F1 znaci rozdéleni preeklampsie na mirnou
a zavaznou a F2 znaéi zévaznost patologie podle tydne porodu (pted/po 34. tydnu).
S vyjimkou Hsp90 jsem u zadného dalSiho hsp systému nezaznamenala signifikantni rozdil
Vv expresi proteind tepelného Soku ve vztahu k zavaznosti preeklampsie podle klinickych
piiznaku a tydne porodu. Vysledky u jednotlivych systému: Hsp27 (F= 0,5648, df 1,52, p=
0,456; F1= 0,0074, df 1,52, p= 0,932; F2= 0,8548, df 1,52, p= 0,359), Hsp60 (F= 0,0102,
df 1,48, p=0,920; F1=0,01099, df 1,48, p= 0,917; F2= 0,16827, df 1,48, p=0,683), Hsp70
(F= 0,06847, df 1,52, p= 0,795; F1= 0,14974, df 1,52, p= 0,700; F2= 0,00429, df 1,52,
0,948), HspBP1 (F= 0,079, df 1,47, p= 0,779; F1= 0,14204, df 1,47, p= 0,708; F2=
0,40568, df 1,47, p=0,527), HspBP1/Hsp70 (F= 0,02151, df 1,47, p=0,884; F1= 0,08136,
df 1,47, p= 0,777; F2= 0,00235, df 1,47, p= 0,962). Systém Hsp90 vykazoval statisticky
signifikantni interakci mezi dvéma sledovanymi faktory (F= 5,2436, df 1,52, p= 0,026).
Nicméné ani rozdéleni preeklampsie na mirnou a zavaznou (F1= 0,82122, df 1,52, p=
0,369) ani zavaznost patologie podle tydne porodu (F2= 0,06928, df 1,52, p= 0,793)

nevykazovaly zadny statisticky signifikantni efekt.

9.2.3. Exprese hsp vplné periferni krvi u PE+/-FGR ve vztahu k
vyskytu predchozi hypertenze

Dale jsem se zam¢éfila opét na skupinu PE+/-FGR, kde jsem tentokrat sledovala vliv

predchozi hypertenze na expresi hsp v periferni krvi matky. Pacientky jsem rozdélila do

dvou skupin podle toho, zda preeklampsie nasedala na ptedchozi hypertenzi nebo se

vyskytla u diive normotenzni zeny. Z 56 Zen s Cistou preeklampsii nebo v kombinaci s

fetalni rustovou retardaci, bylo 43 Zen bez piedchozi hypertenze a u 13 Zen Se jednalo
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preeklampsii nasedajici na pfedchozi hypertenzi. Analyzu jsem provadéla pomoci
jednofaktorové analyzy rozptylu. Vysledky exprese Hsp27 (F= 0,36739, df 1,54, p= 0,547;
95% CI: —0,000285 az 0,000153), Hsp60 (F= 0,25974, df 1,50, p= 0,613; 95% CI:
-0,025651 az 0,015268), Hsp90 (F= 0,77411, df 1,54, p= 0,383; 95% CI: -0,0602 az
0,023478), HspBP1 (F= 0,02682, df 1,49, p= 0,871; 95% CI: —0,086542 az 0,101898) a
HspBP1/Hsp70 (F= 1,0894, df 1,49, p= 0,302; 95% CI: —-0,421643 az 0,133377) neukazaly
zadny signifikantni rozdil mezi Zenami, které byly hypertenzni jesté pied vznikem
preeklampsie a zenami snormalnim tlakem pfed rozvojem klinickych ptiznakt
onemocnéni. Nicméné u t€hotenstvi s nahlym vznikem preeklampsie v té¢hotenstvi byla
prokazana vyssi hladina exprese Hsp70 (F= 3,8329, df 1,54, p= 0,055; 95% CI: —0,002849
az 0,239735) ve srovnani s té¢hotenstvim s preeklampsii nasedajici na piedchozi hypertenzi,

nicméné sila testu byla pouze 48,53% (o= 0,05).

9.2.4. Exprese hsp v plné periferni krvi matky a zavainost ristové retardace
plodu

Dalsi skupinou, kterou jsem podrobnéji zkoumala, byla skupina t€hotnych Zen s
prokazanou fetalni ristovou retardaci. V této kategorii jsem rozdélila pacientky do skupin
podle toho, zda se u nich vyskytoval oligohydramnion, popiipadé anhydramnion a nebo
mély normalni mnozstvi plodové vody. Dale jsem pak pacientky rozdélila podle tydne
ukonceni tehotenstvi (pfed 34. tydnem a po 34. tydnu). Celkem jsem méla k dispozici 22
vzorkl, pficemz 8 vzorkll pochédzelo od Zen, u kterych se vyskytoval oligohydramnion
anebo anhydramnion a 14 vzorkd bylo od Zen s normalnim mnozstvim plodové vody. Co
se tyCe tydne porodu, tak u 8 Zen z této kategorie bylo téhotenstvi ukonceno pied 34.
tydnem a 14 zen rodilo po 34. tydnu gestace. K analyze vysledkli jsem pouzila
dvoufaktorovou analyzu rozptylu, kde F1 sleduje zavaZnost patologie podle mnoZstvi
plodové vody (ptitomnosti a absence oligohydramnionu, poptipadé¢ anhydramnionu). F2
sleduje zavaznost patologie podle tydne porodu (pfed/po 34. tydnu). Ve skupiné
téhotenstvi s FGR nebyl nalezen vztah mezi expresi hsp Vv periferni krvi matky a zavaznosti
této patologie (mnozstvi plodové vody, porod pied a po 34. tydnu): Hsp27 (F= 0,16307, df
1,18, p= 0,691; F1= 0,33915, df 1,18, p= 0,568; F2= 0,00521, df 1,18, p= 0,943), Hsp70
(F=0,92996, df 1,18, p= 0,348; F1=0,43247, df 1,18, p= 0,519; F2= 0,53715, df 1,18, p=
0,473), Hsp90 (F=0,45085, df 1,17, p= 0,511; F1=1,7598, df 1,17, p=0,202; F2= 0,43903,
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df 1,17, p= 0,517), HspBP1 (F= 2,3676, df 1,16, p= 0,143; F1= 1,3169, df 1,16, p= 0,268;
F2= 1,2060, df 1,16, p= 0,288), HspBP1/Hsp70 (F= 1,0681, df 1,16, p= 0,317; Fl1=
0,04948, df 1,16, p= 0,827; F2= 0,0018, df 1,16, p= 0,967). Vyjimku tvofil systém Hsp60
(F=0,09212, df 1,17, p= 0,765; F1=7,7386, df 1,17, p= 0,013; F2= 0,38509, df 1,17, p=
0,543), kde doslo ke =zvySeni exprese ve skupiné FGR s oligohydramnionem/
anhydramnionem ve srovnani se skupinu FGR s normalnim mnozstvim plodové vody, sila
testu F1 byla 74,6% (a= 0,05). Graf ¢. 6 ukazuje zvySenou expresi Hsp60 u Zen
s vyskytem oligohydramnionu/anhydramnionu ve vztahu k tém, které mély normalni

mnozstvi plodové vody. Z grafu je déle patrné, Ze tyden porodu nemd vliv na expresi

Hsp60.

9.2.5. Vliv Dopplerovskych ultrazvukovych parametrii na expresi hsp v plné
periferni krvi matky

Ve své praci jsem dale sledovala vztah mezi expresi proteini tepelného Soku
v periferni krvi matky a indexem pulsatility v arteria umbilicalis a arteria cerebri media, a
dale pak vztah mezi expresi hsp a cerebroplacentarnim pomérem. Nejprve jsem pomoci
jednofaktorové analyzy rozptylu hledala vztah mezi expresi konkrétnich hsp systémut
v periferni krvi matky a patologickymi nebo naopak fyziologickymi hodnotami indext
pulsatility. Nasledné jsem vyuzila Spearmanova korela¢niho koeficientu, pomoci kterého
jsem sledovala expresi hsp ve vztahu ke konkrétnim hodnotam PI v arteria umbilicalis a
arteria cerebri media a CPR. Vzhledem k tomu, Zze ne u vSech analyzovanych pacientek
jsem méla k dispozici klinickd data ultrazvukovych parametrti, tak jsou pocty vzorki v této
analyze nizs$i, nez je celkovy pocet vzorkli v dané skuping.

Nejprve jsem se zaméfila na hodnoceni vztahu mezi indexem pulsatility v arteria
umbilicalis a expresi jednotlivych hsp Vv periferni krvi matky. K dispozici jsem méla 43
vzorkl s preeklampsii +/- FGR, pfi¢emz u 31 z nich byl naméfen normalni pritok a u 12
z nich byl zjistén abnormalni prutok v arteria umbilicalis. Dalsich 21 vzorkd pochazelo od
pacientek s fetalni rtstovou retardaci. 6 z nich mélo priatok krve v arteria umbilicalis
V normée a u zbylych 15 se jednalo o abnormalni pritok. Vysledky jednofaktorové analyzy
rozptylu neukazaly Zadnou statisticky signifikantni zévislost ani u jednoho hsp systému:
Hsp27 (F= 0,73459, df 1,62, p= 0,395; 95% CI: —0,000431 az 0,000172), Hsp60 (F=
0,00435, df 1,58, p=0,948; 95% CI: —0,015469 az 0,014481), Hsp70 (F= 0,63199, df 1,62,
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p= 0,430; 95% CI: -0,146882 az 0,063296), Hsp90 (F= 0,00092, df 1,61, p= 0,976; 95%
Cl: —0,0340 az 0,032982), HspBP1 (F= 0,004, df 1,56, p= 0,950; 95% CI. —0,077874 az
0,073105), HspBP1/Hsp70 (F= 0,28526, df 1,56, p= 0,595; 95% CI: —-0,528987 az
0,306288). Ani Spearmanuv korela¢ni koeficient neprokazal korelaci mezi hodnotami PI
v arteria umbilicalis a expresi proteint tepelného Soku V periferni krvi matky. Vysledky

jsem pro pichlednost uvedla do tabulky (Tabulka ¢. 11).

Tabulka ¢. 11: Vztah mezi hodnotami PI v arteria umbilicalis a expresi hsp Vv periferni Krvi

matky
Hsp Spearmaniiv korela¢ni koeficient
p p
Hsp27 0,037 0,768
Hsp60 0,078 0,547
Hsp70 0,116 0,358
Hsp90 -0,140 0,269
HspBP1 -0,019 0,884
HspBP1/Hsp70 -0,072 0,589

Nasledn¢ jsem sledovala vztah mezi Pl v arteria cerebri media a expresi hsp
v periferni krvi matky. Do analyzy jsem zahrnula 25 vzorki s preeklampsii, poptipadé
preeklampsii asociovanou s fetdlni rdstovou retardaci. U 17 Zen ztéto skupiny se
vyskytovaly normalni hodnoty PI a u zbylych 8 vzorkli byl naméfen abnormalni pritok.
Dale jsem do analyzy zahrnula 20 vzorkl od Zen s fetalni ristovou retardaci, pficemz 11
pacientek mélo hodnoty PI v arteria cerebri media v normé u 9 pacientek byl naméfen
abnormalni pratok. Jednofaktorova ANOVA opét neprokédzala zadnou statisticky
signifikantni zavislost mezi srovndnim s normélnimi nebo abnormalnimi hodnotami PI v
arteria cerebri media. Hsp27 (F= 0,00287, df 1,43, p= 0,958; 95% CI: —0,000396 az
0,000418), Hsp60 (F=1,3466, df 1,41, p= 0,253; 95% CI: —0,019925 az 0,005383), Hsp70
(F=0,05089, df 1,43, p= 0,823; 95% CI: —0,146888 az 0,117333), Hsp90 (F= 0,00000, df
1,42, p= 1,0; 95% CI: -0,037823 az 0,037886), HspBP1 (F= 2,3259, df 1,39, p= 0,135;
95% CI: —0,1459 az 0,020464), HspBP1/Hsp70 (0,00426, df 1,39, p= 0,948; 95% CI.

-0,592651 az 0,555604). Nicmén¢ Spearmantv korela¢ni koeficient poukazal na slabou
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negativni korelaci mezi expresi proteinii tepelného Soku a hodnotou indexu pulsatility v
arteria cerebri media u systému Hsp27, HspBP1 a u poméru HspBP1/Hsp70. Vysledky
jsem opét pro piehlednost uvedla do tabulky (Tabulka ¢. 12). Tuéné jsou vyznaceny
hodnoty vykazujici slabou negativni korelaci. Statisticky signifikantni vysledky jsem
uvedla do grafu. Graf ¢. 7 ukazuje slabou negativni korelaci mezi PI v arteria cerebri
media a expresi Hsp27. Vliv indexu pulsatility v arteria cerebri media na expresi HspBP1
ukazuje graf ¢. 8. Graf ¢. 9 pak poukazuje na slabou negativni korelaci mezi PI v arteria

cerebri media a pomérem HspBP1/Hsp70.

Tabulka ¢. 12: VVztah mezi hodnotami Pl v arteria cerebri media a expresi hsp Vv periferni

krvi matky
Hsp Spearmaniiv korelaéni koeficient
p P korelace
Hsp27 -0,383 0,011 slaba negativni korelace
Hsp60 -0,146 0,343
Hsp70 -0,077 0,608
Hsp90 -0,171 0,363
HspBP1 -0,346 0,029 slaba negativni korelace
HspBP1/Hsp70 -0,322 0,042 slaba negativni korelace

Nakonec jsem sledovala vztah mezi expresi hsp Vv periferni krvi matky a
cerebroplacentarnim pomérem. Opét jsem pracovala s 25 vzorky s preeklampsii +/- fetalni
ristovou retardaci, pficemz 18 z nich mélo hodnoty CPR v normé a u 7 se vyskytovaly
hodnoty abnormalni. Dale zde bylo 20 pacientek s fetalni ristovou retardaci, kde 11 Zen
mélo normalni hodnoty CPR a 9 Zen hodnoty abnormalni. Pro vyhodnoceni jsem pouzila
jednofaktorovou analyzu rozptylu, kterd opét neprokazala statisticky signifikantni rozdil
mezi pacientkami s normalnimi ¢i abnormalnimi hodnotami cerebroplacentarniho poméru:
Hsp27 (F= 3,2418, df 1,43, p= 0,079; 95% CI: -0,000043 az 0,000752), Hsp60 (F=
3,7447, df 1,41, p= 0,060; 95% CI: —0,000528 az 0,024729), Hsp70 (F= 0,03632, df 1,43,
p=0,850; 95% CI: -0,146477 az 0,121184), Hsp90 (F= 0,58377, df 1,42, p= 0,44911; 95%
Cl: -0,023997 az 0,053238), HspBP1 (F= 1,0409, df 1,39, p= 0,314; 95% CI: —0,043083
az 0,130778), HspBP1/Hsp70 (F= 2,1920, df 1,39, p= 0,147; 95% CI: -0,154037 az
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0,995365). Ani Spearmaniv korela¢ni

koeficient neprokazal

Zadnou

statisticky

signifikantni korelaci mezi hodnotami CPR a expresi hsp. Vysledky Spearmanova

korelaéniho koeficientu jsou uvedeny v tabulce ¢. 13.

Tabulka ¢. 13: Vztah mezi hodnotami CPR a expresi hsp V periferni krvi matky

Hsp Spearmaniiv korela¢ni koeficient
p p
Hsp27 -0,284 0,060
Hsp60 -0,261 0,091
Hsp70 -0,105 0,485
Hsp90 -0,015 0,920
HspBP1 -0,088 0,577
HspBP1/Hsp70 -0,033 0,833
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10. Diskuze

V poslednich letech se mnoho védeckych tymi zabyva hledanim novych markera
vhodnych pro diagnostiku a predikci t€hotenskych komplikaci asociovanych s placentarni
insuficienci, jako je preeklampsie a intrauterinni ristova retardace (Sekizawa et al., 2010;
Thilaganathan et al., 2010; Poon et al., 2009). V¢asné urCeni diagndzy, jesté pred
manifestaci klinickych ptiznakid, by tak mohlo vést k odpovidajici 1écbé a predevSim
K prodlouzeni trvani gravidity. VeétSina téchto marker je zaloZzena na neinvazivni
prenatalni diagnostice, kde se hladiny jednotlivych markert sleduji z periferni krve matky,
respektive z plazmy nebo séra.

Exprese proteint tepelného Soku mulze byt vyvolana ischemii, reaktivnimi formami
kysliku, zanétlivymi cytokiny nebo hemodynamickym stresem. Pficemz behem
t€hotenskych komplikaci asociovanych s placentarni insuficienci dochazi jak k placentarni
ischemii a oxida¢nimu stresu, nadmérné systémové zanétlivé odpovédi matky, tak
k hemodynamickému stresu, z tohoto divodu piedpokladame zvyseni exprese hsp béhem
manifestace téchto komplikaci.

Ve své diplomové praci jsem testovala genovou expresi vybranych proteint tepelného
Soku — Hsp27, Hsp60, Hsp70, Hsp90, HspBP1 jakozto moznych markert pro diagnostiku
téhotenskych komplikaci asociovanych s placentarni insuficienci. V soucasné dobé zatim
neexistuje mnoho studii, které by se zabyvaly studiem proteinti tepelného Soku pravé
v souvislosti s placentarni nedostateénosti. Z tohoto divodu jsem si zvolila tuto malo
probadanou problematiku pro svoji praci.

Pro zjisténi vztahu exprese jednotlivych hsp systému v souvislosti s hypoxii placenty
jsem vyuzila vzorky placentarni tkané. Po provedeni skupinové analyzy, kde jsem
porovnavala genovou expresi hsp u fyziologickych vzorkd placent se vzorky
patologickymi (preeklampsie, popiipadé preeklampsie v kombinaci fetalni rastovou
retardaci, hypertenze a fetalni rlstova retardace), bylo zjisténo statisticky signifikantni
zvySeni exprese Hsp27 a Hsp90 ve skupiné PE+/-FGR ve srovnani s fyziologickymi
vzorky. Ostatni hsp systémy byly beze zmény hsp exprese oproti fyziologické skuping a ve
skupin¢ hypertenzi a fetdlni rlstové retardace také nebyly detekovany statisticky
signifikantni zmény oproti kontrolni skupiné ani u jednoho hsp systému. Tento vysledek je
Vv rozporu se studii z roku 2008, ve které bylo zjisténo signifikantni zvySeni exprese Hsp70

Vv placenté, a to jak na irovni mRNA, tak na proteinové trovni, u pacientek s preeklampsii
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a/nebo fetdlni rGstovou retardaci oproti kontrolni skupiné. Statistickd analyza byla
provedena pomoci Studentova t-testu a bivariaéni korelace (Liu et al., 2008). Nicmén¢ je
tteba podotknout, Ze do této studie bylo zahrnuto pouze 28 patologickych vzorki, pficemz
18 z nich mélo diagnostikovanou preeklampsii, 6 vzorkit mélo preeklampsii a zaroven
fetalni rastovou retardaci a 4 vzorky vykazovaly fetalni ristovou retardaci. Navic vSechny
tyto vzorky byly hodnoceny v ramci jedné skupiny. ZvysSena hladina Hsp70 v placenté
béhem preeklampsie byla také zjisténa ve studii, kterou provedli Padmini a Geetha v roce
2008. Ti sledovali expresi Hsp70 na proteinové urovni u 20 preeklamptickych pacientek ve
srovnani s 20 normotenznimi zenami (Padmini et Geetha, 2008). Obdobného vysledku
dosahla 1 studie z roku 2013, ve které byla také zjisténa signifikantné zvySena proteinova
exprese Hsp70 v placenté béhem preeklampsie (Abdulsid et al., 2013). Na druhou stranu
Hnat se svym tymem provedl imunohistochemickou analyzu exprese Hsp70, jakozto
markeru oxida¢niho stresu na vzorcich placent normotenznich Zen, zen s preeklampsii a
zen s intrauterinni rustovou retardaci. AvSak vysledky neprokazaly signifikantni rozdil
mezi fyziologickymi téhotenstvimi a t€hotenstvimi s preeklampsii, resp. IUGR (Hnat et al.,
2005). Nicmén¢ i do této studie bylo zahrnuto malé mnozstvi vzorkd — 5 vzorkt v kazdé
skuping.

Pii sledovani exprese hsp v placenté ve vztahu k zavaznosti preeklampsie nebyla
nalezena zadna asociace mezi expresi Hsp27, Hsp60, Hsp70 a Hsp90 a zavaznosti
preeklampsie, a to jak vzhledem ke klinickym ptiznakim onemocnéni (mirna/zavazna
preeklampsie), tak vzhledem Kk nutnosti pted¢asného ukonceni téhotenstvi. Nicméné
v piipadé¢ HspBP1 jsem zaznamenala vyssi expresi ve skupin€ Zen s mirnou preeklampsii
ve srovnani s preeklampsii zavaznou.

Dale jsem porovnavala, jaky ma vliv vyskyt pfedchozi hypertenze u pacientek
s preeklampsii na expresi jednotlivych hsp v placentarni tkéni. Z vysledk vyplyva, Ze
vyskyt chronické hypertenze ve skupiné PE+/-FGR nema vliv na hsp expresi Vv placentarni
tkani.

Ani zavaznost fetalni rdstové retardace Sohledem na mnozstvi plodové vody
a/nebo tyden ukonceni téhotenstvi (pfed vs. po 34. tydnu), neprokazala vliv na expresi
proteinti tepelného Soku v placenté.

Dale jsem hodnotila expresi hsp ve vztahu k pratokiim krve v arteria cerebri media

a arteria umbilicalis a k cerebroplacentarnimu poméru (CPR). Pratoky cévami byly
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hodnoceny pomoci Dopplerovského ultrazvukového vySetfeni. Z vysledkid je patrné, Ze
prutoky Vv arteria cerebri media, arteria umbilicalis a CPR nemaji vliv na hsp expresi
Vv placenté, nicméné¢ jsem prokazala slabou negativni korelaci u systému HspBP1 a
indexem pulsatility v arteria umbilicalis, kde s rostouci expresi HspBP1 klesal index
pulsatility v arteria umbilicalis. Slabou negativni korelaci jsem ziskala také mezi pomérem
HspBP1/Hsp70 a P1 v arteria umbilicalis.

HspBP1 inhibuje Hsp70 chaperonovou aktivitu zménou konformace ATP vazebné
domény Hsp70, ¢imz rusi vazbu s ATP (Raynes et Guerriero, 1998), a tak Hsp70 nemtize
uplatiiovat svou antiapoptotickou funkci. Zvyseni genové exprese HspBP1 v placenté u
skupiny zen s mirnou preeklampsii, ve srovnani s preeklampsii zdvaznou, je ve shodé se
slabou negativni korelaci nalezenou mezi timto systémem a indexem pulsatility v arteria
umbilicalis. Vzhledem ktomu, Ze se kritické hodnoty indexu pulsatility v arteria
umbilicalis nachazi nad 95. percentilem a v mém piipad¢ dochazelo ke zvySovani exprese
HspBP1 se snizujicimi se hodnotami PI, tak mohu fici, ze ke zvySeni exprese HspBP1
dochazi ptfi méné zavaznych stavech, jako je naptiklad mirnd preeklampsie ve srovnani
s preeklampsii zavaznou.

V dalsi casti mé diplomové prace jsem se zameéfila na sledovani exprese
jednotlivych hsp v plné periferni krvi matky, kde jsem sledovala systémovou reakci
matefského organismu na zmény V placentarni tkani. U systéml Hsp27 a HspBP1 jsem
nezaznamenala Zadnou signifikantné vyznamnou zménu exprese u patologickych vzorka
Vv porovnavani s fyziologickou skupinou. U Hsp60 doslo k signifikantnimu zvyseni genové
exprese ve skupiné PE+/-FGR Vv porovnani s pruibéhem fyziologického te€hotenstvi. Dale
jsem zaznamenala signifikantni zvySeni exprese Hsp70, a to ve vSech skupinach (PE+/-
FGR, hypertenze i FGR) v porovnani s normalnim téhotenstvim. Vétsina praci je zaméfena
pouze na studium proteinové exprese Hsp70. Jirecek se svym tymem pozoroval vyssi
hladiny sérového Hsp70 u pacientek s Casnym nastupem zavazné preeklampsie oproti
zdravym téhotnym Zenam (Jirecek et al., 2002). Fukushima také zaznamenal signifikantné
vyssi hladiny sérového Hsp70 u preeklampsie (Fukushima et al., 2005). ZvySena genova
exprese Hsp70 diky teplotné indukovanému stresu byla pozorovana také v lymfocytech
periferni krve u lidi s hypertenzi oproti normotenzni skupiné (Kunes et al., 1992). Nicméné
tato studie zahrnovala pouze jedince s hypertenzi a ne téhotné zeny. Posledni testovany

systém na periferni krvi matky, kterym byl Hsp90, vykazoval ve vSech studovanych
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skupinach signifikantni snizeni exprese oproti fyziologické skupiné. Hsp90 je molekularni
chaperon, ktery hraje roli pfi sklddani, maturaci a stabilit¢ konkrétnich klientnich proteini,
jenz se podileji naptiklad pii kontrole bunécného cyklu a pfenosu signalu. Vzhledem k
tomu, Ze funguje jako negativni regulator programované bunécné smrti, tak se jeho
zvySena exprese vyskytuje u ruznych nadort (Biaoxueet et al., 2012). Naopak snizena
exprese Hsp90 byla pozorovéana u pacientek s preeklampsii ve srovnani s kontrolni
skupinou. Ve studii z roku 2006 byla sledovana exprese Hsp90p v lidskych endotelovych
bunkach pupecnikové zily, a to jak na genové, tak na proteinové urovni. Exprese mRNA
Hsp90pB byla mirné, ale nesignifikantné snizena, zatimco proteinova exprese byla down-
regulovana statisticky vyznamné. Studie déle ukazala, Ze inhibice Hsp90 pomoci
geldanamycinu vedla ke zvySené produkei superoxidu, coz naznacuje, Ze snizend exprese
Hsp90 muize piispivat k oxidaénimu stresu endotelovych bunék (Gu et al., 2006).

Pomér HspBP1/Hsp70 poukazal na signifikantni pokles ve skupiné PE+/-FGR, coz
odpovida zvysené expresi Hsp70 v periferni krvi matky béhem preeklampsie.

Pti hledani vztahu mezi expresi jednotlivych hsp systémil v periferni krvi matky a
zavaznosti preeklampsie nebyla nalezena Zadna statisticky signifikantni zavislost. Ani pii
sledovani hsp exprese ve vztahu k pfedchozi hypertenzi ve skupiné PE+/-FGR jsem
nenasla zadny rozdil oproti fyziologické skuping.

Pti porovnavani exprese hsp ve vztahu k zavaznosti fetalni ristové retardace, ktera
byla hodnocena na zakladé mnozstvi plodové vody a tydne ukonceni té€hotenstvi, jsem
zjistila zvySeni exprese Hsp60 ve skupiné vzorki s oligohydramnionem/anhydramnionem
ve srovnani se vzorky s norméalnim mnozstvim plodové vody.

Pii porovnani exprese hsp Vplné periferni krvi matky shodnotami ziskanymi
Dopplerovskym ultrazvukovym vySetienim jsem zjistila, ze pratoky krve v arteria
umbilicalis a arteria cerebri media a cerebroplacentarni pomér nemaji vliv na expresi
proteini tepelného Soku. Nicméng jsem objevila slabé negativni korelace mezi expresi a PI
arteria cerebri media u Hsp27, HspBP1 a pomérem HspBP1/Hsp70.

Z vysledkll na$i studie je patrné, Ze matefskd systémova odpovéd se projevuje
zvySenou expresi Hsp60 v krvi u Zen s preeklampsii a preeklampsii asociovanou s fetalni
rastovou retardaci, dale pak zvySenou expresi Hsp70 v reakci na jakoukoliv t€hotenskou
komplikaci souvisejici s vVysokym krevnim tlakem nebo rlstovou retardaci plodu a

snizenou expresi Hsp90 také v souvislosti s téhotenskymi komplikacemi souvisejicimi
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s vysokym krevnim tlakem nebo ristovou retardaci plodu. Vzhledem k tomu, ze v placenté
doslo k signifikantnimu zvySeni exprese u Hsp27 a Hsp90 ve skupiné¢ PE+/-FGR a v plné
krvi matky nebylo zaznamenano zadné zvySeni exprese ani u jednoho z téchto dvou
systémt, lze tyto dva markery pouzit pro dalsi testovani. V plazmach téhotnych Zen,
budeme sledovat pritomnost placentarni MRNA téchto hsp, ktera by mohla odrazet stav
v placent¢ aktualni genovou hsp expresi, pfiCemz piedpokladame zvyseni hladiny
cirkulujicich mRNA pro oba systémy. V piipadé potvrzeni této hypotézy by Hsp27 a
Hsp90 mRNA mohly ptedstavovat nové markery pro neinvazivni sledovani stavu placenty

u téhotenskych komplikaci.
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11. Zavér

Ve své praci jsem zjiStovala vztah mezi expresi protend tepelného Soku a vybranymi
téhotenskymi komplikacemi. Z vysledkti ziskanych na placentarni tkani vyplyva, ze
téhotenské komplikace souvisejici s placentarni nedostate¢nosti (konkrétné preeklampsie a
preeklampsie asociovana s fetalni ristovou retardaci) maji vliv na zvySeni exprese Hsp27 a
Hsp90. Vztah mezi expresi jednotlivych hsp v placenté a zavaznosti preeklampsie jsem
nepotvrdila. Nicméné v piipadé HspBP1 jsem zaznamenala vyssi expresi ve skupiné mirné
preeklampsie oproti preeklampsii zavazné. Stejné tak jsem nepotvrdila vztah mezi expresi
jednotlivych hsp a vyskytem piedchozi hypertenze ve skupiné PE+/-FGR. Na expresi hsp
Vv placenté také nema vliv zavaznost rustové retardace plodu. Pii sledovani vztahu mezi
expresi hsp a Dopplerovskymi ultrazvukovymi parametry jsem zaznamenala slabou
negativni korelaci mezi HspBP1 a Pl v arteria umbilicalis a dale také mezi pomérem
HspBP1/Hsp70 a indexem pulsatility v arteria umbilicalis.

V plné periferni krvi matky jsem zaznamenala statisticky signifikantni zvySeni exprese
Hsp60 ve skupin¢ PE+/-FGR a Hsp70 ve vSech sledovanych skupindch (PE+/-FGR,
hypertenze, FGR), a dale pak snizeni exprese Hsp90, opét u vsech sledovanych skupin a
snizeni hodnot poméru HspBP1/Hsp70 ve skupiné PE+/-FGR. Tyto zmény v genové
expresi se vyskytuji jako projev matetské systémové odpovédi na té¢hotenskou komplikaci
souvisejici s vysokym krevnim tlakem anebo ristovou retardaci plodu. Obdobné jako u
exprese hsp v placenté, tak ani v periferni krvi jsem nenalezla vztah mezi hsp expresi a
zavaznosti preeklampsie ani vyskytem ptedchozi hypertenze ve skupiné PE+/-FGR. Pii
sledovéani vlivu zavaznosti fetalni ristové retardace na expresi hsp v periferni krvi jsem
objevila pouze zvysenou expresi Hsp60 ve skupiné FGR s oligohydramnionem ve srovnani
se skupinou pacientek s ristovou retardaci plodu a normalnim mnozstvim plodové vody.
Dopplerovské ultrazvukové parametry také nemaji vliv na expresi hsp v krvi matky,
nicméné jsem objevila slabou negativni korelaci mezi expresi Hsp27, HSpBP1 a pomérem
HspBP1/Hsp70 a indexem pulsatility v arteria cerebri media.

Testovani markert,, které maji zvySenou genovou expresi Vv placenté a zaroven
nevykazuji rozdilnou expresi v plné periferni krvi matky (Hsp27) a nebo vykazuji snizenou
expresi (Hsp90) béhem preeklampsie, bude predmétem dalsiho studia na plazméach

té¢hotnych zen, kde predpokladame zvysSeni exprese obou systému, jakozto odraz stavu hsp
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exprese V placentarni tkani. V pfipad¢ potvrzeni této hypotézy by Hsp27 a Hsp90 mRNA

mohly slouzit jako nové predikéni markery preeklampsie.
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13. P¥ilohy

Graf ¢. 1: Exprese hsp v placenté u fyziologickych a patologickych gravidit
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Graf ¢. 2: Vztah mezi expresi HspBP1 v placentarni tkdni a zavaznosti preeklampsie
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Graf ¢. 3: Vztah mezi hodnotami PI v arteria umbilicalis a expresi HspBP1 v placentarni

tkani
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Graf ¢. 4: Vztah mezi hodnotami PI v arteria umbilicalis a pomérem HspBP1/Hsp70
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Graf ¢. 5: Exprese hsp v plné periferni krvi matky u fyziologickych a patologickych
gravidit
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Graf ¢. 6: Exprese hsp60 v plné krvi matky ve vztahu k zavaznosti FGR
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Graf ¢. 7: Vztah mezi hodnotami Pl v arteria cerebri media a expresi Hsp27 v plné

periferni krvi matky
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Graf ¢. 8: Vztah mezi hodnotami PI v arteria cerebri media a expresi HspBP1 v plné

periferni krvi matky
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Graf ¢. 9: Vztah mezi hodnotami PI v arteria cerebri media a pomérem HspBP1/Hsp70
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