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tehotnych zien s diagnostikovanou predcasnou ruptiarou plodovych obalov

Placenta je organ, ktory ma kI"i¢ovu ulohu pocas tehotenstva. Jednou z jej hlavnych
funkcii je transport latok medzi matkou a plodom. Tento prestup je zvelkej casti
uskutocnovany pomocou membranovych transportérov, nachadzajicich sa na apikdlnej alebo
bazalnej strane trofoblastu. Ich mnozstvo je ovplyvilované celu radou fyziologickych
i patologickymi faktorov, mimo iného ich pravdepodobe ovplyviiuje aj infekcia a zapalova
reakcia. Zapal je tiez jednym z rizikovych faktorov predcasnych porodov, a preto sa da
domnievat’, Ze pocas nich dojde ku zmene expresie placentarnych prendsacov.

Tato Studia bola uskuto¢iiovand na 51 placentach, ziskanych vo Fakultnej nemocnici
v Hradci Kralové od Zien, u ktorych doSlo k pred€asnému porodu, a na 15 placentach zien
s poérodom v termine. Na experiment bola pouzita kvantitativna RT-PCR metdda. Sledovala sa
mRNA expresia membranovych prenasacov  ABCB1, ABCG2, OATP1A2, OATPIB3,
OATP2A1, OATP2B1, OATP3Al1, OATP4Al, pricom sa tieto vysledky porovnavali
s expresiou vybranych prenasacov u nepatologickych placent.

Vyhodnotenim sa zistilo, Ze ku zmene expresie dochadza u placent zo skupiny
predcasnych ruptir plodovych obalov, a to konkrétne u transportérov OATP2A1 a OATP2BI.
Tieto transportéry boli exprimované vo vi¢Som mnozstve ako u terminovych placent. Naopak
znizenie bolo pozorované u expresie OATP1B3, v skupine predCasnych ruptir plodovych
obalov, tak spontannych predcasnych porodov, oproti terminovanym placentdm. Zmena v
expresii d’alSich vybranych membranovych prendSacov skupiny OATP a ABC medzi
jednotlivymi skupinami placent, nebola Statisticky vyznamnd. V ramci hodnotenej skupiny
vzoriek placent z predCasnych ruptir plodovych obalov, nebol pozorovany rozdil v zavislosti
na tom, ¢i se jednalo o placenty po diagnostikovanej histologickej chorioamnitide
s pritomnostou bakteridlnej infekcie, ¢i bez nej. Pre ziskanie validnych zaverov bude
nevyhnutné tuto kohortu hodnotenych vzoriek rozsirit, a zohladnit' tiez d’alSie faktory

prispievajuce k interindividualnej variabilite expresie.
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Placenta is a key organ for pregnancy maintenance. One of its main functions is
transport of compounds between mother and her fetus. The transplacental penetration is ensured
due to membrane transporters that are present in the apical or basal side of trophoblast. Their
expression level is affected by many physiological and pathological factors, among others it
can be influenced by infection and inflamatory reaction. Inflammation is also one of the risk
factors of preterm deliveries and it can be therefore assumed that these pathological states are
accompanied by changes in expression of placental transporters.

This study was performed using 51 placentas obtained from Faculty hospital in Hradec
Kralové from women who underwent preterm delivery and on 15 placentas delivered in term.
The study employed quantitative RT-PCR approach. The mRNA expression of membrane
transporters ABCB1, ABCG2, OATP1A2, OATP1B3, OATP2A1, OATP2B1, OATP3Al,
OATP4A1 was assessed and the results were compared to the expression of the transporters in
non-pathological placentas delivered in term.

Evaluation of the data revealed affected expression of OATP2A1 and OATP2B1 in the
group of premature ruptures of membranes. The level of transcripts for these transporters was
significantly higher than in the term placentas. Contrary, decreased expression of OATP1B3
was observed in the case of preterm deliveries when compared to term placentas. No statistical
significance among the placental groups was observed for the other evaluated OATP and ABC
transporters. Within the group of premature rupture of membranes, no difference was observed
among the placentas from women with/without diagnosed histological chorioamnitis and
with/without detected bacterial infection. In order to drive a valid conclusions, it would be
necessary to enlarge the cohort of analysed samples and take into consideration also other

factors, which might contribute to interindividual variability in the gene expression.
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1 ZOZNAM SKRATIEK
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DNA

ENT
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MDR
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»aqua pro injectione* — voda pre pripravu injekcii
adenosintrifostat

,»ATP-binding cassette sub-family B member 1%, P-
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ATP-binding cassette sub-family G member 2, Breast
cancer resistance protein (BCRP)

ATP-binding cassette sub-family C member 1

cluster of differentiation

,concentrative nukleoside transporter — koncentra¢né
nukleozidové transportéry

»cycle of treshold* — cyklus prahu

,deoxyribonucleic acid“ - deoxyribonukleova kyselina
»equilibrative nucleoside transporter — ekvilibra¢né

nukleozidové transportéry

,»histologic chorioamnionitis‘ - histologicka
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,»organic anion transporter - transportéry organickych
anionov

,»organic anion transporting polypeptide” - polypeptidy
transportujuce organické aniony

»organic cation transporter® - transportéry organickych
katidnov

,»organic carnitine transporter® - transportéry karnitinu
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PTL
qRT-PCR

RNA
RT
SLC
SLCO
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T4
WHO

YWHAZ

»preterm/prelabour premature rupture of membranes® —
predc¢asna ruptura plodovych obalov

,spontaneous preterm labour* — spontanny pred¢asny porod
»quantitative real time polymerase chain reaction® —
kvantitativna polymerazova retazova reakcia v redlnom
case

,ribonucleic acid® — ribonukleova kyselina

»reverse transcription — reverzna transkripcia

solute carrier transporters

solute carrier organic anion transporter

trijodtyronin

tyroxin

»World Health Organisation — Svetova zdravotnicka
organizacia

tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase

activation protein zeta
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2 UVOD

Tehotenstvo je obdobie, pocas ktorého sa v tele zeny vyvija embryo a nasledne plod.
Pre optimalny priebeh tehotenstva je dolezita spravna funkcia placenty. Placenta je doCasny
organ, ktory spaja vyvijajici sa plod s matkou, pricom umoziuje obom ponechat’ si samostatné

cirkulacie.

Medzi zakladné funkcie placenty patri vymena krvnych plynov (kyslika a oxidu
uhli¢itého), prenos dolezitych zivin od matky k plodu, exkrécia produktov metabolizmu
vznikajtcich v plode, tvorba hormoénov, ¢i imunologické bariéra (Staud and Ceckova, 2015).

Vsetky tieto ¢innosti st podmienené jej transportnou funkciou.

Prenos latok medzi organizmom matky a plodu, sa uskutociiuje niekolkymi
sposobmi. Latky dostato¢ne lipofilné, malé a nedisociované, prechadzaju cez placentarnu
bariéru I'ahko, priCom sa vyuziva transport pasivny. Pre prestup ostatnych latok je za potreby
vyuzit' transportné proteiny, lokalizované bud’ na apikélnej, alebo bazilnej membrane
trofoblastu (Cech et al., 2006; Staud et al., 2012). Z toho vyplyva, Ze schopnost’ placenty plnit
si svoju transportni funkciu zavisi aj na mnoZstve rdéznych transportérov, prenasajucich

endogénne (napr. ziviny) a exogénne (napr. toxiny, lie€iva) substraty.

ATP-dependentné (ABC) transportéry sluzia predovSetkym ako aktivna zlozka
placentarnej bariéry, chraniaca svojou efluxnou aktivitou plod pred potencialne toxickymi
xenobiotikami, ale tiez ako modulatory steroidogenézie a imunologickej odpovede (Ceckova-
Novotna et al., 2006, Hahnova-Cygalova et al., 2011). Sekundéarne aktivne SLC transportné
proteiny su obecne povaZované za transportéry zaistujuce predovSetkym prenos nutrientov
a esencialnych molekul, nevyhnutnych pre spravnu funkciu placenty, rast a vyvoj plodu (Staud

etal.,, 2012).

Expresia membranovych prenasacov je vyznamne regulovand, a meni sa ¢innostou
niektorych fyziologickych ¢i patologickych faktorov (Staud and Ceckova, 2015). Zapal
a infekcia patria medzi faktory, ktoré st schopné ovplyvnit’ expresiu transportnych proteinov,

a to aj v placente (Bloise et al., 2015).
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Endotoxinom indukovany zéapal viedol ku zmene expresie, a aj funkcie ABC
transportérov u potkanov (Wang et al., 2005; Petrovic et al., 2008), stimuldcia bakteridlnymi
a virovymi antigénmi potom v zdvislosti na gestatnom veku ovplyvnila expresiu ABC

transportérov v ex vivo explantoch 'udskych placent (Lye et al., 2015).

Celosvetovo se cca 15 mil deti narodi predcasne, o vedie ku zvySenej morbidite
aj mortalite deti do 5 rokov veku (WHO, 2018). Pocetnost’ pred¢asnych porodov kolise mezi 5-
18 % v zavislosti na vyspelosti krajiny, a dostupnosti zdravotnej starostlivosti. Zapal je
rizikovym faktorom predcasnych porodov, doprevadzajici aj d’alSie patofyziologické stavy v
tehotenstve. Na jeho podklade méze dojst napriklad ku ruptare plodovych obalov a
predc¢asnému odtoku plodovej vody (PPROM). Tento dej je pomerne komplexny, a moze
potencidlne ovplyviiovat’ aj transportnu funkciu placenty, no pripadnd zmena expresie a funkcie

placentarnych transportérov, moéze byt aj doprevadzajiicim javom, ¢i nasledkom.

Uvedena problematika nebola doposial’ detailnejSie skimana, preto sme sa na fu
zamerali v tejto praci, aStudovali expresiu vybranych ABC a SLC membranovych
transportérov v placentach tehotnych Zien s diagnostikovanou pred¢asnou ruptirou plodovych

obalov.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 PLACENTA

Povod slova placenta pochadza zrovnomenného latinského slova oznacujiceho
kolac¢, z gréckeho plakoenta/plakounta, v preklade ploché, a z nemeckého slova mutterkuchen,
matkin kolac. Vsetky pomenovania sa tykaji kruhového, plochého vzhl'adu I'udskej placenty

(Wang and Zhao, 2010).

Placenta je vysoko S$pecializovany organ tehotenstva, ktory zabezpecuje normalny
priebeh rastu a vyvoja plodu. Rast a funkcia placenty st presne regulované a koordinované. Jej
cielom je zabezpecit vymenu zivin a odpadovych produktov medzi materskym a plodovym
obehovym systémom. (Gude et al., 2004). Rast placenty kon¢i najcastejSie v priebehu 36. - 38.
tyzdna tehotenstva. Na konci tehotenstva ma kruhovity tvar, priemer priblizne 20 cm, hrubku 3

cm a vahu 500 g (Cech et al., 2006).

3.1.1 Stavba placenty

Placenta sa sklada z dvoch ploch, fetdlnej a materskej. Fetdlna plocha je obratend
smerom k plodu (pars fetalis placentae), a je tvorend choriovou platniCkou (chorion
frondosum). Materskda, je obratenej k deloznej stene (pars materna placentae), kde sa
rozprestiera decidudlna platni¢ka (decidua basalis). Medzi nimi sa nachadza intervilozny

priestor vyplneny materskou krvou.

Plodova plocha placenty ma hladku Struktiru a pokryva ju leskla blana — amnion, ta
vytvara tekutinou naplneny vak, v ktorom je uloZeny plod. Pod fiou sa nachadzaji pupocnikové
cievy, rozbiehajice sa po choriovej platnicke do okrajovych ¢asti placenty. Cievy, prenikajuce
choriovou platnickou, sa rozvetvuji do kotyledonov, oddelenych od seba decidudlnymi
septami. Jednotlivé kotyledony su zakoncené v tzv. klkoch (Obr. 1A). Ich povrch je tvoreny
syncytiotrofoblastom (Obr. 1B), pod ktorym sa nachadza vrstva cytotrofoblastu. Tieto klky su
obmyvané matkinou krvou, ktora je privadzana do intervil6zneho priestoru pomocou spiradlnych

artérii, a odvadzana odvodnymi materskymi vénami.

Materska plocha placenty je naopak nerovna, hubovitej struktiry (Cech et al., 2006;
Kittnar et al., 2011; Wang and Zhao, 2010).

12



Uterus Placenta Umbilical cord
Chorion Decidua basalis
| | |
— J}
/' 5
Chorionic villi
-~
&
y |
4
~ /II
Umbilical =
cord

Syncytiotrophoblast

Stroma

Obr. 1: Detailne zndazornena stavba placenty. A — prierez delohy v obdobi tehotenstva, znazornujuci
plod spojeny s placentou pomocou pupocnej Snury, a detailna schéma zobrazujuca Strukturu
kotyledonu, B — hematoxylin-eozinom farbené parafinové rezy termindlnych klkov v tretom trimestri, C
— schematicky popis termindlnych klkov s lokalizdciou membrdanovych transportérov v placente

(prevzaté z prdace Ceckova-Novotna et al., 2006)

13



3.1.2 Funkcia placenty

Placenta je funk¢ne vel'mi komplexny mechanizmus. Vykonava pracu plic pri
vymene kyslika a oxidu uhli¢itého, pricom tuto vymenu zabezpecuje prostou difuziou, vdaka
gradientu odli$nych parcialnych tlakov medzi krvou matky a plodu (Kittnar et al., 2011). Dalej
pracuje ako traviaci systém, absorbuje vSetky ddlezité ziviny pre vyvoj a rast plodu, odstranuje
odpad ako oblicky, a chova sa ako imunitna bariéra, zaist'ujuca prevenciu imunitnej reakcie
matky voci antigénne odliSnému plodu. Na druht stranu je jej druhou imunologickou funkciou
aktivny transfer IgG protilatok z matky do plodu, poskytujuci plodu ochranu pred pripadnymi
patogénmi. Placenta je taktiez ddlezitym endokrinnym orgdnom, produkujicim mnozstvo
hormoénov a rastovych faktorov, ktoré reguluju priebeh tehotenstva, podporuju rast plodu

a spustaju porod (Wang and Zhao, 2010).

Jednym z hormoénov tvorenym v placente, presnejSie v choriovych klkoch, je
choriovy gonadotropin (hCG). Medzi jeho ucinky patria napriklad: pomoc pri diferenciacii
cytotrofoblastu na syncytiotrofoblast, podpora zltého telieska pri produkovani progesteronu,
imunosupresia a zablokovanie fagocytdzy invazivnych trofoblastovych buniek, podpora rastu
a diferencidcie fetalnych orgénov, a rast a vyvoj pupocnej Snury (Cole, 2010). Medzi hormény
produkované placentou patria aj progesteron a estradiol. Progesteron zniZuje tonus myometria,
podporuje rast pfs, a je tiez substratom pre tvorbu kortizolu v nadoblickach plodu. Estradiol
stimuluje rast pfs, a zvysuje produkciu prolaktinu. Dalsie hormény produkované placentou su
placentarny laktogén, ovplyviiujuci rast mliecnej zl'azy a tvorbu mlieka, vazopresin, folikuly
stimulujuci hormdn, adrenokortikotropny hormon a d’alSie (Evain-Brion and Malassine, 2003;

Kittnar et al., 2011).

3.1.3 Placentarny transport

Placentarny transport je hlavnym prostriedkom zaistujicim dodédvanie zivin
a odstranovanie metabolitov z plodu (Schneider, 1991). Priepustnost’ placenty je porovnatel'na
s inymi lipidovymi membranami. Permeabilita cez placentarnu membranu je zavisla na
velkosti molekuly, jej rozpustnosti, a elektrickom naboji. Najl'ahSie prechadzaji molekuly
malé, nedisociované, a dobre rozpustné v tukoch. Takéto molekuly prechddzaji skrz placentu

difaziou (Cech et al., 2006).
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Pasivna difuzia je najcastejsi sposob akym latky prestupuju cez biologické membrany.
Uplatiiuje sa pri nej Fickov zakon, ktory tvrdi, Ze prestup cez membrany zavisi na:
e difiznom koeficiente (schopnost’ latok difundovat cez biologické
membrany)
e rozdiele koncentracii na oboch stranach membrany
e velkosti plochy, cez ktortt musi latka prejst’

e hrubke membrany

K presunu latok dochddza z miesta o vyssej koncentracii do miesta s nizSou
koncentraciou. Latka prechadza dovtedy, pokym sa koncentracia na oboch stranach membrany

nevyrovnd. Tento mechanizmus je vhodny pre latky s vysSou lipofilitou.
Niektoré latky prechadzaji placentou pomocou Specifickych transportnych systémov.
Jedna sa o transport sprostredkovany prenasac¢mi. Tento sposob sa deli na facilitovant diftiziu

(A) a aktivny transport (B).

A. Facilitovand difuzia sa od prostej liSi tym, Ze k prenosu je potrebny membranovy

prenasac (protein, ktory umoziuje presun solutu iontového alebo neiontového
charakteru). U tohto typu transportu sa najcastejSie vyskytujli transportné proteiny
typu kanalov (membranovy protein, umoZiiujuci Specificky prenos iontov alebo
nenabitych molekul po koncentranom gradiente, ¢i na zaklade elektrochemického
potencidlu) a porov (neSpecifické membranové transportéry). Spoloénym znakom
s prostou difuziou ale ostdva pohyb latok po koncentracnom gradiente. Pomocou

facilitovanej difuizie je umozneny prestup aj hydrofilnej$im latkam.

B. Aktivny transport, tak ako facilitovana diftizia, je sprostredkovany membranovymi

prenaSacmi, ktoré su u aktivneho transportu vysoko Specializované pre urcity
transport latok. Hlavny rozdiel, akym sa odliSuje od facilitovanej difuzie je ten, ze
na aktivny transport je potrebna energia, ktord vznika spdsobmi ako je: hydrolyza
ATP na ADP, transport iontovymi kanalmi, pasivny prechod jednej latky, pricom
cast’ ziskanej energie z tohto prechodu sa pouzije na aktivny transport latky druhe;,
d’alej moze energia vznikat oxidacne-redukénymi reakciami alebo svetelnou

energiou.
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Transport moze prebiehat’ aj proti koncentracnému gradientu, a podl'a zdroja energie

sa deli na primarny (a) a sekundéarny (b).

a) U primarneho aktivneho transportu je potreba, aby bola pritomna vol'na energia.
Patria sem napriklad iontové pumpy (transmembranové proteiny najcCastejSie

oligomérnej povahy).

b) Sekundarny aktivny transport na svoju pracu energiu nepotrebuje, je ale spojeny
sinym systémom, ktory energiu vyuziva. Ak su prendSané¢ cez membranové
proteiny dve latky rovnakym smerom, jednd sa o symport, prikladom je transport
glukézy asodnych iontov. Opakom symportu je antiport, CiZze transportny
mechanizmus, kedy kazda latka putuje opaénym smerom. Patri sem napriklad

sodikovo-kalciovy vymennik (Trejtnar, 2016, Lodish et al., 2000).

Okrem vysie uvedenych typov transportu, mézu latky prekonavat’ placentarnu bariéru
aj mechanizmom transcytozy, kedy sa latka naviaze na membranu, d6jde ku jej vychlipeniu
a tvorbe mechurika. Podl'a smeru transportu latok (von ¢i dovnutra buniek) se oznacuje ako
endo- ¢i exocytdza. V placente potom zaistuje predovSetkym transport materskych

imunoglobulinov (IgG) do plodu (Saji et al., 1999).

3.1.4 Membranové transportéry v placente

Placenta exprimuje celil radu membranovych transportérov, zcastiujlcich sa prenosu
latok z matky do plodu (a naopak). Jednotlivé transportéry sa liSia svojou Strukturou, substratmi,

ktoré prenasaju, a tiez mechanizmom, akym to vykonavaju.

Podl'a smeru, ktorym transportéry prenaSaju svoje substraty (dovnutra ¢i von z bunky)

sa delia na influxné a efluxné.

Pre prenos latok z matky do plodu je kl'ai¢ova predovsetkym pritomnost’ transportérov
v polarizovanej vrstve trofoblastu. Transportné proteiny sa nachadzaji najma v mikrovil6zne;j
apikadlnej membrane trofoblastu, ktord je priamo omyvand materskou krvou. Radu
transportérov exprimuje i bazdlna membrana, obratena smerem k fetalnej cirkulacii (Schneider,

1991). Aktivitou transportnych membranovych proteinov, je zaistovany prestup esencidlnych
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latok, ako napriklad glukézy, aminokyselin, sodika, draslika ¢i horcika, z matky do plodu.
Zaroven niektoré, napr. effluxné transportéry v mikroviléznej membréne, tvoria ochranu pred

potencialne toxickymi xenobiotikami.

Membranové transportéry su aktudlne klasifikované do dvoch velkych rodin, ABC

a SLC, s celou radou zastupcov, nachadzajtcich sa aj v placente.

3.1.4.1 ABC transportéry

ABC transportéry, tzv. ,,ATP binding cassettes* su primarne aktivne transportné
proteiny, lokalizované v bune¢nej membrane, kde zaistuju vdaka svojej efluxnej aktivite
transfer latok von z buniek za spotreby ATP. Obsahujti 48 ¢lenov rozdelenych do 7 podrodin.

Sthrnne rozpoznavaji vel'mi Siroky rozsah substratov, vratane xenobiotik.

Transportéry ABC boli povodne objavené v nadorovych tkanivach, kde vytvaraja
rezistenciu na mnohé protirakovinové zluceniny. Néasledne sa vSak zistilo, Ze sa tieZ nachadzaju
v mnohych beznych tkanivach, ako st ¢reva, hematoencefalickd bariéra, pecen, oblicky, ¢i
placenta. Expresia ABC efluxnych transportérov v tychto fyziologickych tkanivach je tizko
spojend s absorpciou, distribiiciou, a elimindciou mnohych klinicky doélezitych lie€iv (Szakdcs

etal., 2008).

Transportéry ABC, ktorych expresia a funkcia v placente je zatial’ najviac popisana,

su P-glykoprotein (ABCB1) a BCRP protein (ABCG2).

Ich substraty su najmi lieciva, preto st povazované za tzv. liekové transportéry
placentarnej bariéry. Lokalizované st predovSetkym na apikdlnej mikroviléznej membrane
trofoblastu (Obr. 1C), kde svojou efluxnou aktivitou zaist'uju prestup svojich substratov spat

do materského obehu, ¢im poskytuju ochranu plodu.

P-glykoprotein (P-gp, MDR1, ABCBI)

P-glykoprotein je prvym objavenym membranovym transportérom. Jeho Struktura je
zloZena z polypeptidového retazca s 1280 aminokyselinami, dosahujticeho velkost’ 170kDa.
Tento transportér je u ¢loveka kédovany génom ABCBI. V organizme sa nachadza na mnohych

miestach, ako napriklad v apikdlnej membrane enterocytov tenkého creva, v bunkach
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proximalnych rendlnych tubulov, na apikalnom pdle pecenovych buniek, je sucastou
hematoencefalickej a hematotestikularnej bariéry, a vyznama je aj jeho expresia v placente
(Ceckova-Novotna et al., 2006). Jeho fyziologicka aktivita zahffia ochranu citlivych tkaniv pred
potencialne Skodlivymi xenobiotikami ¢i toxinmi, a to tak, ze brani ich absorpcii, néslednej
distribtcii, a nakoniec pomaha pri ich exkrécii eliminacnymi orgdnmi. Rozoznava velké
mnozstvo chemicky aj Strukturdlne odliSnych substratov. Substratmi su vicSinou neutrdlne
alebo hydrofilné pozitivne nabité molekuly (prehl'adne Tab. 2). P-glykoprotein sa nachadza aj
v bunkach nadorov, kde spdsobuje ich rezistenciu voéi cytostatikam (Ceckovd, 2017; Staud et
al. 2012), preto bol pdvodne oznaovany aj ako tzv. ,,multidrug resistance protein 1 (MDRI).
Je popisany napriklad u nadoroch prs, vajecnikov, hrubého Creva, obli¢iek, ¢i peCene, a tiez

u leukémiach (Callaghan et al., 2008; Chan et al., 1991, Penson et al., 2004).

BCRP (ABCG2)

BCRP protein bol prvykrat objaveny v rezistentnej linii buniek MCF-7 odvodene;j
od karcindbmu pfs, suCasne ale bola identifikovana ajjeho intenzivna expresia v placente
(Hahnova-Cygalova, 2011). Sklada sa z polypeptidického retazca s 655 aminokyselinami.
Jednd sa o efluxny transportér, nachadzajuci sa ako P-glykoprotein na apikalnej membrane
tkaniv. Jeho umiestnenie a tlloha je podobna P-glykoproteinu. Navyse plni tlohu v homeostaze
bunky, a v transporte hému a porfyrinu. Substraity BCRP zahfnaji ako endogénne, tak aj
exogénne latky (Tab. 2), a je napriklad tiez schopny vylu€ovat’ vitamin K, biotin a riboflavin

do materského mlieka (Ceckovd, 2017; Staud et al., 2012).

MRP transportéry (ABCCs)

V placente a izolovanych trofoblastovych bunkach sa tiez detekovalo niekol’ko ¢lenov
transportnych proteinov, viazicich sa na multirezistenciu (MRP), ako MRP1, MRP2, MRP3,
MRPS5. Tieto transportéry okrem niektorych lie€iv prenasaju tiez konjugaty, ako xenobiotik,

tak aj endogénnych latok.

3.1.4.2 SLC transportéry

Skupina transportérov oznacovanych ako ,,solute carriers*, SLC, sa sklada z viac ako

300 ¢lenov, delenych do viac ako 50 skupin.
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Tato skupina transportérov bola identifikovand v réznych tkanivach po celom tele.
Mnohé transportéry SLC st substratovo Specifické, rozpoznévajice a transportujuce urcité

endogénne zluceniny, ako su cukry, aminokyseliny alebo nukleozidy.

Niekol’ko dalSich clenov vsSak vykazuje Siroku substratovi Specificitu, pricom
rozoznava $iroké spektra molekdl s roznymi Struktirami a rozmermi. Potvrdilo sa, Ze tieto
,»polySpecifické” transportéry su exprimované v mnohych fyziologickych lokalitach, a
zohravaju hlavna ulohu vo farmakokinetickych udalostiach, najmé pri vylucovani obli¢iek a

zl€ovych ciest.

Transportéry SLC su prevazne sekundéarne aktivne transportné nosice, ktoré vyuzivaji
koncentracné gradienty inych substancii na transport svojich substratov, napriklad lieciv, ktoré

su typicky hydrofilné, alebo su to nabité molekuly (kationy a aniony).

Priebeh transportu sprostredkovaného SLC je Casto, ale nie vylu¢ne, smerovany z
extracelularneho priestoru do buniek (influxny transport). Niektoré transportéry SLC vsak
moZu transportovat’ svoje substraty z vnutra bunky do extraceluldrneho priestoru. Jednym
takymto transportérom je protein MATE (multi-antimicrobial extrusion protein) exprimovany

v obli¢kach, peceni a placente.

Transportéry SLC, o ktorych je zndme, Ze si exprimované v placente zahfaju:

a) transportéry organickych kationov (organic cation transporters, OCT)

b) transportéry organickych anidonov (organic anion transporters, OAT)

¢) transportéry karnitinu (carnitine transporters, OCTN)

d) koncentratné nukleozidové transportéry (concentrative nucleoside
transporter, CNT)

e) ekvilibratné nukleozidové transportéry (equilibrative nucleoside
transporters, ENT)

f) polypeptidy transportujuce organické aniony (organic anion-
transporting polypeptides, OATP)

g) nedavno objavené MATE proteiny (multidrug and toxic compound

extrusion).
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Tieto transportéry ulah€uji prechod substratovych molekil cez membrany

trofoblastov (Obr. 2).

SLC transporters

maternal circulation
fetal circulation

-

= [

i :
w
a8

Obr. 2: Schematické znazornenie SLC membranovych transportérov v trofoblaste, MATE 1 - multidrug

and toxic compound extrusion 1, OCTN2 - carnitine transporter 2, CNTI - concentrative nucleoside
transporter 1, OATP4Al - organic anion-transporting polypeptide 441, OATP2B1 - organic anion-
transporting polypeptide 2B1, ENTs - equilibrative nucleoside transporters, OCT3 - organic cation
transporter 3, OAT4 - organic cation transporter 4 (prevzaté z prdce Staud et al., 2012)

V tejto praci sme sa zamerali viac na Stadium skupiny OATP transportérov,
zaradenych v ramci SLC klasifikace ako SLCO rodina. OATP transportéry zahfnaji influxné
transportéry s expresiou v roznych tkanivach, ako napriklad v hepatocytoch, enterocytoch, ¢i
hematoencefalickej bariére. V 'udskom tele je popisanych jedenast’ ¢lenov, a ich tlohou je
hlavne transport organickych aniontov cez bunecni membrénu, distribucia a exkrécia

(Kalliokoski et al., 2009). Vyskyt niektorych OATP transportérov bol popisany aj v placente.
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OATP1A42 (SLCOI1A42)

Tento transportér bol prvym objavenym c¢lenom zo skupiny poplypeptidov
transportujucich organické anionty. Nachadza sa napriklad v mozgu, peceni, oblickach ci
crevach (Kullak-Ublick et al., 1995; Glaeser et al., 2007). Jeho endogénne substraty zahfiiaju
zICové kyseliny, thyroidné hormoény, steroidné hormony, aich konjugaty. NavySe st jeho
substratmi aj niektoré lieciva (Tab. 3) (Kullak-Ublick et al., 1995, 1998, Bossuyt et al., 1996;
Fujiwara et al., 2001).

OATPI1B3 (SLCOIB3)

Nachadza sa najmi na sinusoidnej membrane hepatocytov (Konig et al., 2000b, Abe
et al., 2001), a medzi jeho endogénne substraty patri bilirubin, ZI¢ové kyseliny, eikosanoidy,
tyroidné hormoény, cholecystokinin. Medzi jeho exogénne substraty patri napriklad digoxin ¢i
paklitaxel (Tab. 3) (Konig et al., 2000b; Abe et al., 2001; Cui et al., 2001, Kullak-Ublick et al.,
2001; Ismair et al., 2001).

OATP2A41 (SLCO241)
Je pritomny v Sirokej Skéale réznych tkaniv, aplni ulohu prostaglandinového

transportéru (Lu et al., 1996). V sucasnej dobe ale Ziadne lie€ivo nie je jeho substratom.

OATP2B1 (SLCO2B1)

Je lokalizovany na sinusoiddlnej membrane hepatocytov, Criev, srdca, atieZ na
bazalnej membrane syncytiotrofoblastu. Medzi jeho substraty patri napriklad prostaglandin E2,
estron, dehydroepiandrosteron (Tamai et al., 2000; Kullak-Ublick et al., 2001; Kobayashi et
al., 2003; Grube et al., 2006), a tiez niektoré lie€iva popisané v Tab. 3.

OATP3A1 (SLCO3A41), OATP4A1 (SLCO4Al)
Tito dvaja zastupcovia SLCO rodiny transportuja estrogény, prostaglandiny, tyroidné
hormoény, vazopresin, a z lie¢iv benzylpenicilin (Tamai et al., 2000, Huber et al., 2007,

Fujiwara et al., 2001; Gao et al., 2005).
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Tabulka 1: Typické charakteristiky transportérov ABC a SLC v placente (Staud and Ceckova, 2015)

ABC

SLC

Lokalizacia v bunke

Typ transportu

Smer transportu

Substratova Specificita

Zastupcovia v ludskej placente

Najmé apikalna membrana
(smerujuca k matke)

Aktivny transport zavisly na
energii

Eflux z buniek, spét’ do
materského obehu

Prevazne hydrofébne exogénne
molekuly (lieciva, toxiny,
metabolity, konjugaty)
Apikalna membrana:
P-glykoprotein,

ABCG2

ABCC2

Bazalna membrana:
ABCCI1
Iné MRP transportéry

Umiestnené na oboch stranach
membrany, apikalnej (smerujlce;j
k matke) aj bazalnej (smerujtcej
k plodu)

Sekundarne aktivny transport,
niektoré facilitovanou difuziou
Influx do vnutra buniek, niektoré
ul'ahcujt eflux alebo prenos
oboma smermi

Hydrofilné alebo nabité molekuly,
endogénne aj exogénne molekuly

Apikalna membrana:
OCTNI1, 2

CNT1

OATP4A1

ENT2

MATE], 2

Bazalna membrana:
OCT1,2,3

OAT4

OATP2B1

CNT1

ENTI, 2

22



3.1.4.3 Prehlad vybranych membranovych transportérov

Tabul’ka 2: Prehl’ad vybranych ABC transportérov Studovanych v ramci tejto diplomovej prace, ich expresia, funkcia a vybrané substraty (NIH, U.S. National Library of
Medicine, 2019; Staud and Pavek, 2005; Staud et al., 2012; Szakacs et al., 2008; van Herwaarden and Schinkel., 2006, Bloise et al., 2015)

Nazov DalSie pomenovania UloZenie Funkcia Substraty
transportéru
ABCBI1 ATP-binding cassette, sub- Apikalne, Efluxny transportér, ul'ahcuje exkréciu Farmakologické substraty:
family B, member 1; P- epitel tenkého Creva, placenta, na apikalnej eliminaénymi organmi, brani prechodu digoxin, rosiglitazon, abakavir, tenofovir disoproxil fumarat,
glykoprotein 1 (P-gp); strane buniek hepatocytov a proximalneho xenobiotik do citlivych tkaniv, zacastiiuje efavirenz, nevirapin, ritonavir, lopinavir, indinavir, saquinavir,
multidrug resistance protein 1 tubulu obli¢iek, sucast’ endotelidlnych buniek sa na liekovej rezistencii fenytoin, fenobarbiral, lamotrigin, levetiracetam,
(MDR]1); cluster of hematotestikularnej a hematoencefalicke;j karbamazepin, ondansetron, daunorubicin, doxorubicin,
differentiation 243 (CD243) bariéry docetaxel, erytromycin, chinidin, vinkristin, vinblastin
Fyziologické substraty:
17-hydroxyprogesteron, aldosteron, protizapalové cytokiny
(IL-4), chemokiny (CCL2), endogénne (cortisol) a syntetické
glukokortikoidy, estradiol-17b-glukuronid, estriol, estron,
flavonoidy, PAF, pregnenolon, prozapalové cytokiny (IL-1b,
IL-2, IL-6, IFNg, GM-CSF, TNF-a), sfingomyelin a
fosfolipidy s kratkymi ret'azcami
ABCG2 ATP-binding cassette super- Apikalne, Efluxny transportér, ochrana pred Farmakologické substraty:

family G member 2, Breast

cancer resistance protein

(BCRP), M338 (CD338)

Membrana kmerniovych buniek, placenta, epitel
tenkého ¢Ereva, sicast’ endotelialnych buniek
hematotestikularnej a hematoencefalickej
bariéry, apikalna membrana renalnych
proximalnych tubulov a zl¢ovych kanalikov

hepatocytov

toxickym posobenim latok, pri laktacii
vyluéuje do materského mlieka vitaminy
ako riboflavin, biotin a vitamin K,
sposobuje rezistenciu nadorovych buniek
voci mitoxantronu, topotekanu a

irinotekanu

zidovudin, lamivudin, abacavir, efavirenz, delaviridin,
lopinavir, ritonavir, nelfinavir, saquinavir, atazanavir,
etoposid, irinotekan, atorvastatin, ciprofloxacin, furosemid,
vitamin K

Fyziologické substraty:

estradiol-17b-glukuronid, dehydroepiandrosteron, estron-3-

sulfat, folat, porfyrin, sfingolipidy, prostaglandiny
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Tabul’ka 3: Prehl'ad vybranych SLC transportérov Studovanych v ramci tejto diplomovej prace, ich expresia, funkcia a vybrané substraty (Franke et al., 2009, Huber et al.,
y y p y ) p ) P p Y Yy
2007; Kalliokoski et al., 2009, Konig et al., 2006, Nakanishi et al., 2018, NIH, U.S. National Library of Medicine, 2019, Staud et al., 2012)

Nazov Dalsie pomenovania UloZenie Funkcia Substraty
transportéru
OATP1A2 Organic anion transporting polypeptide 1A2, Apikalne, enterocyty a cholangiocyty, Influxny transportér, reabsorpcia erythromycin, fexofenadin, imatinib, levofloxacin a d’alSie
Solute carrier organic anion transporter family ~ hematoencefalicka bariéra, pl'ica, oblicky  latok, ktoré boli vylicené do ZlCe, fluorochinolény, lopinavir, metotrexat,
member 1A2 (SLCO1A2) reabsorpcia alebo vyluCovanie latok  rocuronium, statiny (rosuvastatin, pitavastatin), ouabain,
do mocu, prenos cholovych kyselin,  saquinavir, deltophorin II, DPDPE, sulfobromophthalein,
bilirubinu, T3, T4, prostaglandinu unaproston, acebutolol, atenolol, atrasentan, celiprolol,
E2 sotalol, talinolol, tebipenem, pivoxil
OATP1B3 Organic anion transporting polypeptide 1B3, Bazolateralna membrana hepatocytov, Influxny transportér, prenasa zICové  statiny, fexofenadin, valsartan, telmisartan, enalapril,
Solute carrier organic anion transporter family v menSom mnozstve aj v prostate, hrubom  kyseliny, bilirubin, cholecystokinin,  erythromycin, mykofenolova kyselina, tacrolimus
member 1B3 (SLCO1B3) Creve steroidné hormony
OATP2A1 Organic anion transporting polypeptide 2A1, Apikalna membrana, $titna zl'aza, pluca, Hra kl'a¢ovu ulohu v uvolnovani Latanoprost a iné prostanoidy
solute carrier organic aion transporter family mocovy mechr, placenta, srdce, oblicky, a distribucii novo syntetizovanych
member 2A1 (SLCO2A1), prostaglandin slezina prostaglandinov (napr. PGE2,
transporter (PGT) PGF,,, PGD2, TxB2), a tiez aj v ich
odstraneni z obehu
OATP2B1 Organic anion transporting polypeptide 2B1, Bazolateralna membrana hepatocytov, Influxny transportér, prenasa zlcové  Glyburid, repaglinid, fexofenadin, pravastatin, lopinavir,
solute carrier organic anion transporter family apikalna membrana enterocytov, srdce, kyseliny a steroidné hormony saquinavir, nelfinavir,
member 2B1 (SLCO2B1) pliica, slezina, placenta
OATP3A1 Organic anion transporting polypeptide 3A1, Ma dve varianty, prva sa nachadza Transport prostaglandinov (PGE1, Benzylpenicilin
solute carrier organic anion transporter family v sirokej Skale tkaniv, ako napr. v PGE2), T4, vazopresinu
member 3A1 (SLCO3A1) semennikoch, plicach, slezine, mozgu,
Stitnej zl'aze, pricom druhd sa nachadza
najmi v semenikoch a mozgu
OATP4A1 Organic anion transporting polypeptide 4A1, Apikalne, srdce, placenta, pluca, pecen, Transport estrogénov, Benzylpenicilin

solute carrier organic anion transporter family

member 4A1 (SLCO4A1)

kostrové svalstvo, oblicky,

gastrointestinalny trakt

prostaglandinov, T3, T4
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3.1.4.4 Regulacia expresie membranovych transportérov v placente

Tehotenstvo je dynamicky stav, ktory si vyzaduje prisposobenie sa placentarneho
tkaniva na rozne vlastné (genetické a vyvojové) a vonkajsie (okolité) stimuly. Prave preto je
aktivita aexpresia placentarnych transportérov vysoko regulovand fyziologickymi

a patologickymi faktormi.

Transkripcné faktory regulujuce expresiu membranovych transportérov v placente

Je zname, ze expresia génov kodujiicich membranové transportéry je regulovana
skupinou nuklearnych receptorov a transkripénych faktorov, ktoré zahfhaju aryl
hydrokarbonovy receptor (AHR), konStitutivny androstanovy receptor (CAR), pregnan X
receptor (PXR), vitamin D3 receptor (VDR), PPAR-a, farnesoid X receptor (FXR) a
glukokortikoidny receptor (GR).

Transkripéna regulacia génov, kodujucich P-gp, BCRP, OATP transportnych
proteinov, bola sledovana hlavne na hepatocytoch a tumorovych bunkach, avSak regulacia

transportnych prenasacov v placente zatial’ nie je Uplne zndma (Staud and Ceckova, 2015).

Expresia P-glykoproteinu mdze byt zniZzena cez aktivaciu PXR, regulovana je tiez
pomocou histon deacetylazy (HDCA)-2. Efekt glukokortikoidov na expresiu ABCBI génu
kodujiceho P-glykoprotein, je zjavne odliSny v zavislosti na zivo¢iSnom druhu

a experimentalnom modele (Han et al., 2018).

Regulacia BCRP expresie bola skimana niekol’kymi Stadiami, ktoré naznacuji, Ze
by sa na nej mohli podiel'at’ AHR, HIFla, ERa a ERPB (Ebert et al. 2005, Ee et al. 2004,
Krishnamurthy et al. 2004, Wang et al. 20006).

Bolo zistené, Ze 'udské transportéry OATP st regulované tiez Specifickym spdsobom
na urovni bunky a tkaniva, aktivaciou jadrovych receptorov FXR, PXR, CAR a HNF-4
(Svoboda et al., 2011). Relevantnost’ tychto regulacnych ciest k placentdrnemu tkanivu vSak
zostava sporna v dosledku nepritomnosti, alebo vel'mi nizkej expresii tychto jadrovych

receptorov v placente. (Staud and Ceckova, 2015).
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Zmeny expresie membrdanovych transportérov vplyvom patofyziologickych zmien v placente
pocas tehotenstva

Existuje niekol’ko ochoreni a patoldgii stvisiacich s graviditou, ktoré moézu
ovplyvnit’ expresiu a funkciu placentarnych transportérov. Deje sa tak v dosledku zmien v
homeostaze (a teda v hladinach horménov, cytokinov a medidtorov) alebo v désledku liekov,

ktoré su pouzivané na lieCbu tychto stavov (Staud and Ceckova, 2015).

Zapal je priznakom mnohych patologickych stavov tykajicich sa tehotenstva,
vratane infekcii, preeklampsie a gestacného diabetu. Zapalova reakcia ¢asto zahfiia indukciu
endogénnych prozapalovych cytokinov, ktoré ovplyviiuju expresiu génu. Wang a kol. (2005)
preukézali, ze funk¢énd aktivita P-glykoproteinu v placente a mozgu je u endotoxemickych
potkanov zmenend, podobné vysledky neskor opisali Petrovic et al. (2008), ktori preukézali,
ze zapal vyvolany endotoxinom u potkanov sposobuje vyrazné zniZenie placentarnej
expresie niekolkych transportérov lie¢iv z rodiny ABC a SLC vratane P-glykoproteinu,
BCRP a OATP1A4, OATP2B1 a OATP4Al. Bakteridlny a virovy antigén ovplyvnil
expresiu ABCB1 a ABCG2 v explantoch z I'udskych placent prvého, resp. treticho trimestru
(Lye et al., 2015). Uvedena praca tak naznacuje, ze bakteridlne infekcie mézu ovplyvnit
expoziciu zarodku toxinom v priebehu tehotenstva, virova infekcia naopak naruSuje ochranu

plodu regulaciou ABCBI1 a ABCG2 skor v pozdnych fazach tehotenstva.

Medzi ochorenia schopné ovplyviiovat’ endogénne procesy patri aj gestacny diabetes
mellitus (GDM). Javi sa, Ze matersky diabetes ovplyviluje tieto procesy pravdepodobne
prostrednictvom epigenetickych modifikacii (Ruchat et al., 2013). V §tadii, kde sa sledovala
mRNA a proteinové expresia réznych ABC transportérov v placentach zdravych a inzulinom
riadenych diabetickych tehotenstiev ukazala, Ze hladiny P-glykoproteinu, BCRP nie su
zmenené, ked’ je hyperglykémia dobre kontrolovana. Zmeny v expresii BCRP nastali u zle

riadené¢ho diabetu (Anger et al., 2012).

Dal§im stavom schopnym ovplyvnit expresiu membranovych transportérov je
hypoxia. Vysledkom s§tadii, ktoré boli nedavno vypracované bolo, ze hypoxické stavy v
placentaich prvého trimestra st aspoil cCiastoéne zodpovedné za silni expresiu P-
glykoproteinu a BCRP (Javam et al., 2014, Lye et al., 2013). V praci Igbal et al. (2012) sa
zamyslali, Ze regulacné ucinky hypoxie moézu vysvetlit' relativne vysoké hladiny

transportérov v slabo vaskularizovanych preeklamptickych a pred¢asnych tehotenstvach.
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Okrem toho sa predpoklada, Ze hypoxia ovplyviiuje epigenetické mechanizmy placenty,

spdsobuje obmedzenie rastu plodu, preeklampsiu a diabetes (Yuen et al., 2013).

Intrahepatalna cholestaza je castym ochorenim, postihujucim tehotné zZeny.
OATP1A2 mRNA bola upregulovana v placentach Zien s intrahepatalnou cholestazou oproti
placentdm zdravych zen (Cui et al., 2009). Expresiu BCRP transportérov moze ovplyvnit’ aj
kyselina ursodeoxycholova, pouzivana na pri lieCbe intrahepatalnej cholestazy (Azzaroli et

al., 2007, Azzaroli et al., 2013).

Zmena v expresii membranovych transportérov sa tiez zistila u HIV pozitivnych Zien.
Mnohé zo zlucenin pouzivanych pri tejto liecbe st substratmi, inhibitormi alebo induktormi
placentarnych transportérov a tak moduluji protektivne Gc€inky prenasacov na plod. Bolo
zistené, ze expresia ABCB1 mRNA a P-glykoproteinu v placentach HIV pozitivnych matiek
je vyznamne vysSia ako u HIV negativnej skupiny (Camus et al., 2006). Zaverom bolo, ze
infekcia HIV priamo indukuje expresiu ABCB1. Dal§im dévodom pre¢o to nastalo, mohla
byt antiretrovirusovéa liecba poddvana gravidnym HIV pozitivnym Zendm, pretoze vacsina

z nich bola liecena zidovudinom, potvrdenym induktorom ABCBI1 (Papp et al., 2008).

Medzi patologie, ktoré by mohli byt’ schopné menit’ fyziologické transportné funkcie
placenty, sa radia aj nadorové ochorenia. Mnohé cytostatické zluceniny pouzivané na liecbu
nadorov, st substratmi, inhibitormi, alebo induktormi placentarnych transportérov lieCiv, a

moZu tak sposobit’ interakcie medzi liekmi, alebo inak ovplyvnit’ ich funkciu.

Zmeny expresie membranovych transportérov v placente v priebehu tehotenstva
Endogénne faktory ovplyviiuju to, v akej miere sa jednotlivé placentarne prenaSace
vyskytuju, pricom sa tato miera meni gestacnym vekom. Medzi tieto faktory patria hormény

produkované matkou a placentou (estrogén, glukokortikoidy) (Staud and Ceckova, 2015).

Bolo preukazané, ze expresia transportéru ABCBI1 a jeho proteinu P-glykoproteinu,
sa znizuje od prvého do tretieho trimestra (Mathias et al., 2005, Gil et al., 2005, Sun et al.,
2006). Taktiez sa mnozstvo P-glykoproteinu zvysilo pri nedostatku kyslika v placentarnom

tkanive (Lye et al., 2012, Javam et al., 2014).
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Naopak, hladina ABCG2 je stala pocas celého tehotenstva, a jeho mnozstvo je
omnoho vyssie v ¢ase porodu, ako mnozstvo ABCB1 (Mathias et al., 2005, Yeboah et al.,
2006). Avsak, jeho protein BCRP, sa vyskytoval vo vyssej miere na konci tehotenstva ako
na zacCiatku. Tento jav je pripisovany post-transkripénym zmenam spdsobenymi vysSSou
hladinou estrogénu a progesteronu na konci tehotenstva (Yeboah et al., 2006). V inej stadii
sa ale zistilo zniZenie expresie ABCG2 a jeho proteinu v 39. tyzdni tehotenstva oproti 28.
tyzdiu tehotenstva. Autor tento jav pripisoval ako adaptacnu odpoved’ na zvySené naroky

vyvijajaceho sa plodu pre zachovanie folatovej homeostazy (Meyer et al., 2006).

Mnozstvo SLC transportérov ako SLC22A2, SLC22A3, SLC47A1, SLC47A2 so
zvySujucim sa gestatnym vekom klesd. Hladina SLC22A1 je stala (Lee et al., 2013,
Ahmadimoghaddam et al., 2013).
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3.2 PREDCASNY POROD

Porod je proces, ktorym sa oznacuje kazdé ukoncené tehotenstvo, pri ktorom plod
opusti matkinu delohu, pricom vazi minimalne 500 g, v pripade nizSej hmotnosti je
podmienkou, aby novorodenec prezil viac ako 24 h. Ak dojde ku porodu medzi 38. - 42.

tyzdiiom tehotenstva, hovori sa o porode v termine alebo véasnom porode (partus maturus).

Pred¢asny porod (partus praematurus) je klasifikovany ako narodenie zivého alebo
mftveho plodu pred 37. tyzdiiom tehotenstva (Cech et al, 2006). Podla vysledkov
zverejnenych na strankach Ceské neonatologické spoleénosti podiel deti narodenych

s pérodnou hmotnost'ou niz§ou ako 2500 g v roku 2017 dosahoval 7,42 % (CNeoS, 2017).

3.2.1 Klasifikacia predéasného porodu

Pred¢asny porod je mozné rozdelit’ do niekol’kych skupin podl'a r6znych kritérii:

1. Vo vieobecnosti sa deli podl'a dizky trvania tehotenstva na:
A. extrémne predcasny porod (porod prebieha pred alebo pocas 27. tyzdna
tehotenstva)

B. vel'mi pred¢asny pdrod (pérod medzi 28. - 31. tyzdilom tehotenstva)

O

mierne pred¢asny porod (porody medzi 32. - 36. tyzdiiom tehotenstva)

D. oneskoreny pred€asny porod.

2. Podrla sposobu vyvolania predc¢asného porodu sa deli na:
A. spontanny, tvori 70-80 % vsetkych predcasnych porodov.

Ten sa d’alej mdze rozdelit’ na:

a) spontanny predcasny pdérod so zachovanymi plodovymi obalmi
(PTL), ktory je definovany ako podrod, pri ktorom nastupuji
pravidelné kontrakcie pred koncom 37. tyzdina tehotenstva,
pricom plodové obaly zostdvaji neporusené, priblizne 40-50 %
spontannych pred¢asnych porodov

b) spontannu predc¢asnu rupturou plodovych obalov (PPROM), je to
stav, kedy dochadza ku rupture obalov spolu s odtokom plodove;j
vody viac ako hodinu pred tym, ako nastapia kontrakcie (Goldenber

et al., 2008), priblizne 20-30 % spontannych predcasnych porodov
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B. iatrogénny (lekarsky ukonceny porod), vykonany cisarskym rezom alebo
vyvolanim. Ilatrogénny predCasny pdérod moze nastat’ vplyvom
komplikacii stavu matky (preeklampsia, eklampsia, ruptara placenty,
patologické uloZenie placenty) alebo stavu dietat’a (intrauterinna rastova
retarddcia), za ucelom zachovania zdravia matky a plodu (Vogel et al.,

2018, Roztocil et al., 2008).

3.2.2 Rizikové faktory

Rizikové faktory predcasného porodu sa podla Roztocila (2008) daju rozdelit’ na:
, rizikd zo strany matky, ktoré mézu byt ovplyvnitelné alebo neovplyvnitelné. Dalej sa moze
jednat o rizikd z reprodukcnej anamnézy matky, ovplyvnitelnych a neovplyvnitelnych

tehotenskych komplikacii.

Medzi neovplyvniteI'né rizika zo strany matky sa radi:
e vek, menej ako 18, alebo naopak viac ako 35 rokov
e 7I¢ socidlne podmienky, ako napriklad nezamestnanost’, absencia partnera,
nizke vzdelanie
u Zien s vyS§im vzdelanim sa riziko pred¢asného pdérodu znizuje (Smith et
al., 2007)
e primigravidita, multigravidita (viac ako 5 deti)

e afroamerickd rasa (Hamilton et al., 2005)

OvplyvniteI'nymi rizikovymi faktormi zo strany matky mozu byt
e body mass index (BMI) mensi ako 20%
e fyzicky narocna praca, ktort musi gravidna Zena vykonavat’
e fajCenie pred a pocas gravidity
e uzivanie drog a alkoholu

e nadmerny stres
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Do skupiny rizik z reprodukénej anamnézy matky patria:
e dva spontanne potraty v prvom alebo druhom trimestri
e umelé ukoncenie gravidity v prvom trimestri

e predCasny porod v anamnéze tehotne;j

K rizikim predcasného podrodu z doévodu neovplyvnitelnych tehotenskych
komplikacii sa radia: viacpocetné tehotenstvo, t'azsie ochorenia matky, ktoré zhfiaji akttne
ochorenia a systémové infekcie, vrodené vyvojové vady plodu, d’alej je to hypertenzia, ¢i

renéalne ochorenie matky. (Roztocil et al., 2008).

Medzi rizikd prameniace z ovplyvnite'nych tehotenskych komplikacii sa uvadzaju:
infekcie urogenitdlneho systému, zahfiiajlice napriklad bakteridlnu vaginézu, infekcie
streptokokmi skupiny B, sexudlne prenosné choroby (STD), a tiez tu patri inkompetencia

delozného hrdla. (Roztocil et al., 2008).

Medzi najvyznamnejsie rizikové faktory patri bakteridlna vaginoza, jedné sa o stav,
pri ktorom sa naru$i mikroflora poSvy, a zniZi sa ochrannd bariéra pdorodnych ciest.
Dochadza aj ku zniZeniu obsahu acidofilnych baktérii (lactobacillus acidophlus), ktoré

zaist'uju prirodzene nizke pH prostredia (Koucky et al., 2014).

Pred¢asné porody byvaju CastejSie aj u Zzien, ktoré podstupili umelé vyvolanie
ovulécie alebo asistovant reprodukciu. Po asistovanej reprodukcii je riziko trojndsobne

vacsie ako po spontdnnom pocati (Helmerhorst et al., 2004).

3.2.3 Patofyziolégia predéasného poérodu

Pred¢asny porod aj porod v termine st odbornostou povazované za rovnaké procesy,

ktoré sa ale vyskytuji v inych gestacnych obdobiach.
Ako u predcasného porodu, tak aj updrodu v termine, dochddza ku zmenam

v kontraktilite myometria, dozrievaniu delozného hrdla, a ku aktivécii plodovych obalov

(Koucky et al., 2014).
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Najpodstatnej§im rozdielom je ich aktivacia. Pri porode v termine dochadza
k fyziologickej aktivacii, priCom hlavnu ulohu zohrava hypothalamo-hypofyzarna osa
(Liggins and Thornburn, 1994, Flint et al., 1975). U predCasného pdrodu je aktivacia
patologicka.

Pri¢iny pred¢asného poérodu nie su Gplne zname. Za spustace sa povazuju:

e infekcie,

uteroplacentdrne ischémie a decidualne hemoragie

e abnormalne poésobenie progesteronu

e alergie, matersky a fetalny stres

e nadmerné rozSirenie delohy, inkompetencia delozného hrdla

e porucha imunologickej tolerancie plodu matkou (Koucky et al., 2014)

Infekcie
Za najvyznamnejSie pri¢iny predCasného porodu sa pokladaji infekcie. Ich

prevalencia sa pohybuje medzi 2540 % vsetkych predcasnych porodov.

Amnioticka dutina za normalnych okolnosti neobsahuje baktérie detekovatelné
kultivacnymi metoédami alebo molekuldrne mikrobiologickymi metdédami. Rovnako nie st

pritomné ani biele krvinky.

NajcastejSimi  povodcami  byvaju  ureaplasmata  a mykoplasmata.  Tieto
mikroorganizmy mozu spdsobit’ niekol’ko zadvaznych chordb, a ohrozit’ tak matku ¢i plod
(fetdlna zapalova odpoved’ (FIRS). Patria sem:

A. mikrobidlna invdzia amniotickej dutiny (MIAC), definovand ako
pritomnost’ organizmov v amniotickej tekutine, ktorej vzorka sa ziska
pomocou amniocentézy aje detekovana kultivatnymi metdédami
a molekularne mikrobiologickymi technikami

B. intraamnioticky zéapal, pri ktorom je zvySena koncentracia zapalovych
biomarkrov (IL-6), alebo sa tu vyskytuji zdpalové bunky

C. intraamniotickd infekcia, toto pomenovanie sa pouziva, ak sa preukaze
mikrobidlna invadzia amniotickej dutiny spolu s intraamniotickym

zépalom
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D. sterilny intraamnioticky zapal, tymto terminom sa mysli stav, pri ktorom
chyba vyskyt mikroorganizmov

E. klinicka chorioamnionitida, oznacujuca zépal plodovych obalov spolu so
zépalom amnionu

F. akuatna histologickd chorioamnionitida, typickd tym, ze su pritomné
neutrofily v membrane chorioamnionu alebo chorioamninitickej

platnicke. (Romero et al., 1998, Koucky et al., 2014, Polin et al., 2017).

Bakterialne produkty a prozéapalové cytokiny (IL-1p, TNF-a) sa potom mozZu
realizovat’ ako parakrinné alebo autokrinné signdly pre metalloproteazu 9 (MMP-9). U Zien
s mikrobidlnou invéaziou amniotickej dutiny bol potvrdeny vyssi vyskyt tohto enzymu.
MMP-9 je zapojend do mechanizmu ruptiry membran, tym ze narusa kolagénovu siet’ vo
fibroblastoch a Spongiovej vrstve, a tym meni membranovu morfologiu (7chirikov et al.,

2018)

Uteroplacentarne ischémie a decidudalne hemoragie

Tieto spustace st spdsobené poruchami zraZanlivosti krvi, ¢i uZ vrodenymi, alebo
ziskanymi. V tele dochaddza k nadmernej tvorbe trombinu, ¢oho nasledkom je vznik
mikrotrombov v cievach placenty, sposobujice ischémiu a oxidativny stres, zaroven tiez
moze dojst’ az ku odlaceniu placenty na podklade decidudlnej hemoragie (Koucky et al.,

2014).

Progesteron
Za najdolezitejSi hormon pre udrzanie tehotenstva sa povaZuje progesteron, ktory
zaist'uje remodeléaciu delozného hrdla. Progestron je schopny ovplyviiovat’ napitie deloznej

svaloviny a udrziavat’ ju v kl'ude, takisto moZze aktivovat’ plodovy vak a obaly.

Gestagény, najma progesteron, mézu sposobit’ zvySenu expresiu génov pre claudiny
(transmembranové proteiny, vytvarajuce gap aj tight junctions, atym ovplyviiujice
vlastnosti epitelu). Pri ich neprimeranej expresii méze ddjst ku predCasnej prestavbe

delozného hrdla (Balkovetz, 2006).

Progesteron je tiez inhibitorom prozapalovych cytokinov (IL-6, IL-8) a inhibitorom
tvorby prostaglandinov (Shields et al., 2005, Koucky et al., 2014).
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Alergie a matersky, ci fetdalny stres

Obe maju podobny mechanizmus, ktory sa uplatiiuje pri aktivacii pred¢asného
porodu. V oboch pripadoch hraju vyznamni ulohu prostaglandiny, ktoré sa u alergii
vyplavuji po degranuldcii mastocytov. Pri strese je ich produkcia stimulovana
kortikoliberinom. Maju schopnost’ menit’ kontraktilitu myometria, remodelovat’ delozné
hrdlo a tiez m6zu aktivovat’ plodovy vak a obaly (Ritchie et al., 1984, Rajabi et al., 1991,
Romero et al., 1994). Pri strese sa tiez uvolnuju prozapalové markry (IL-1, IL-6, TNFa)
(Coussons-Read et al., 2005, Coussons-Read et al., 2007).

Nadmerne rozpdtie délohy a inkompetencia delozného hrdla

Pred¢asny porod mdze byt zapri¢ineny aj nadmernym rozpitim delohy, ¢o spdsobi
mechanické naruSenie plodovych obalov, alebo inkompetenciou delozného hrdla, kedy je
jeho uzatvéracia schopnost’ porusend. Dévodom mézu byt vrodené vady, ako hypoplazia
delozného hrdla, alebo napriklad vystavenie matky diethylstiblestrolom v prvom trimestri,

intrauterinne infekcie, ¢i opakované prerusenie tehotenstva, a stym spojend dilaticia

delozného hrdla (Koucky et al., 2014).

3.2.4 Klinicky obraz predéasného poérodu

Predc¢asny porod sa deli na indikovany pred¢asny porod, ktory tvori priblizne 25 %
z celkového poctu Zien, a spontanny pred¢asny porod, predstavujtici priblizne 75 % vSetkych

zien.

Indikovany pred¢asny porod je iniciovany v pripade, ak by mohlo dgjst’ ku ohrozeniu
na strane matky (zavazné ochorenie maty), plodu (napr. intrauterinna rastova restrikcia alebo
hypoxia plodu), popripade oboch (napr. predcasné odlucovanie placenty) (Meis et al., 1995,
Meis et al., 1998).
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Klinicky obraz spontanneho predcasného porodu sa da rozdelit’ do piatich foriem:

1. spontanny predcasny porod s kontrakciami je charakterizovanymi takym typom

kontrakcii, ktoré nastupuju v pravidelnych intervaloch, a dochddza ku zmenam

na deloznom hrdle (Koucky et al., 2014)

2. predterminovy pred¢asny odtok plodovej vody sa zistuje pomocou ultrazvuku,

pricom sa sleduje skratenie delozného hrdla, a biochemickymi metodami, napr.

Actim Prom testom, ktory hodnoti pritomnost’ insulin-like growth factor binding

protein 1 (IGFBP) alebo Amnisure testom, hodnotiacim placental alpha

mikroglobulin-1 (PAMG-1), ¢i fetdlnym fibronektinom (fFN) (Doporucené

postupy CGPS CLS JEP, 2017), PPROM je nutné odlisit od inych stavov, ktoré

mdzu mat’ podobny klinicky obraz, napr. vaginalny vytok, ¢i inik mocu

3. cervikdlnou inkompetenciou sa nazyva stav, kedy dochadza ku skrateniu (<25

mm) alebo dilatacii delozného hrdla (>10 mm) (Crane and Hutchens, 2008)

4. chorioamnionitida sa klinicky diagnostikuje pomocou tzv. Gibbsovych kritérii:

vzostup teploty matky nad 38 °C, doprevadzané vyskytom minimalne dvoch z

nasledujucich kritérii: tachykardia matky/plodu, hypertonus delohy, zapachajici

poSevny vytok, vzostup CRP/leukocytov nad 18 tis v krvi matky (Gibbs and Duff,

1991).

5. nevysvetliteI'né krvacanie z delohy (Ananth and Vintzileos, 2006)
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3.2.5 Doésledky predéasného pérodu

Podla Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO) umrie kazdoro¢ne priblizne 1
milion deti na nasledky pred¢asného pérodu, pricom nedonosenost’ je jednym z najcastejsSich

dévodov umrtia deti pod 5 rokov (WHO, 2018).

Medzi najcastejSie dosledky predcasnych porodov patri:

e novorodenecka morbidita, ktora je zapri¢inena nevyzrelostou ich organovych
systémov

e vnutrokomorové krvacanie (IVH) alebo periventrikularna leukomalacia
(PVL), postihujuce centralny nervovy systém, ktoré by mohli neskor
sposobit’ mentdlnu retardaciu alebo detsku mozgova obrnu (DMO)

e syndromom dychovej tiesne (RDS), ohrozujtci pliica, ktory moze viest’ ku
rozvoju bronchopulmonalnej dyspldzie (BPD), nekrotizujucej enterokolitide,

¢i retinopatii (Koucky et al., 2014)
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4 CIEL PRACE

Cielom tejto diplomovej prace bolo zistit, ¢i sa liSi expresia vybranych
membranovych transportérov medzi placentami tehotnych zien s diagnostikovanou ruptirou
plodovych obalov, u Zien, u ktorych nastal spontanny predcasny porod, ¢ize plodové obaly

zostali neporusené, a u zien, ktoré rodili v termine.
Placenty tych zien, ktorym bola preukdzana ruptara plodovych obalov, sa naviac

rozdelili do skupin podl’a toho, ¢i im bola diagnostikovana HCA, MIAC, oba stavy alebo ani

jeden z uvedenych.
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5 EXPERIMENTALNA CAST

5.1

MATERIAL A CHEMIKALIE

TriReagent ® (TR 118, Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, OH, USA)
Chemikalie pre izolaciu RNA a agar6zovu elektroforézu:
o Izopropanol
o Chloroform
o Ethanol
Aqua pro injectione
Agardza
Tris
EDTA
o kyselina octova (vsSetko v Cistote pre molekularnu biologiu, dodavatel’ fi
MERCK/Sigma (Darmstadt, Nemecko))
o GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Inc., Fremont, CA USA)
Gb Reverse Transcription Kit (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR)
PCR gene expression assays (Applied Biosystems™, Thermo Fisher Scientific, MA
USA) pre kvantitativnu PCR analyzu
o génov kodujucich nasledujuce transportéry: ABCBI, ABCG2, OATPIBI,
OATPIB3, OATP2A1, OATP2BI1, OATP3A1, OATP 441
o referenénych génov: HPRT, beta-2-microglobulin, YWHAZ, ubiquitin,
GAPDH
TagMan™ Universal Master Mix II (Applied Biosystems™, Thermo Fisher
Scientific, MA USA)

38



5.2 METODIKA

Prvotné spracovanie placentdarnych tkaniv

Placenty boli poskytnuté tehotnymi Zenami vo Fakultnej nemocnici v Hradci Kralové
spolu s informovanym suhlasom, schvalenym etickou komisiou FN HK. Malé kusy
vilozneho tkaniva sa odobrali z troch odlisnych kotyledonov do 30 minut od porodu,

nasledne boli bud’ rovno spracované, alebo zamrazené pri -80 °C.

Celkom bolo hodnotenych 51 placent pred¢asnych porodov a 15 placent ziskanych
po spontdnnom pdrode v termine. Klinické idaje ohl'adom diagnostikovanej histologicke;j
chorioamnitidy a pritomnosti mikrobidlnej infekcie boli ziskané od doc. MUDr. Mariana
Kacerovského, Ph.D. Mikrobidlna infekcia pritom bola hodnotenad na zéklade pozitivnej
PCR analyzy pre gény identifikujuce Ureaplasma species, M. hominis ¢i C. trachomatis

alebo na zéklade pre gén kodujucu 16S rRNA po kultivacii vzorky plodovej vody.

Izoldacia RNA z placentarnych tkaniv (fenol-chloroformova extrakcia)

Jednotlivé placentarne vzorky boli rozmrazené, a z celkového mnoZstva sa odobralo
50 — 100 mg tkaniva pre izolaciu RNA, toto tkanivo sa 3x oplachlo vo fosfatovom puftre pre
odstranenie zvySkov materskej krvi a krvnych elementov. Oddelen¢ tkanivo bolo vlozené do
vialky s TRI reagentom (1ml TRI reagentu odpoveda 100 mg tkaniva) a homogenizované
pomocou homogenizatoru na I'ade dvakrat po sebe, v dvadsat’ sekundovych pulzoch (aby

nedoSlo k prehriatiu tkaniva).

Ku zhomogenizovanym vzorkam sa pridal chloroform (200 pl chloroformu
odpoveda 1 ml pouzitého TRI reagentu). Vzorky boli dokladne pretrepané po dobu 15 s
a centrifugované pri 12 000 g po dobu 15 min pri 4 °C. Pocas centrifugacie sa oddelili 3
fazy: vodna faza, obsahujuca RNA, medzifaiza s DNA, aorganicka faza s proteinmi

a lipidmi (Obr. 3).
Do Eppendorfovych skimaviek bola odobratd vodna faza. Ku prenesenej faze sa

pridal izopropanol (500 pl izopropanolu odpoveda 1 ml pouzitého TRI reagentu). Takto

pripravena zmes bola premieSand a inkubovana pri laboratérnej teplote pre precipitaciu
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RNA. Po uplynuti 10 min boli vzorky vlozené do centrifugy pri 12 000 g po dobu 10 min
pri 4 °C, ¢im doslo ku vytvoreniu bielej pelety RNA na stenach skiimaviek (Obr. 3).

Nasledne bol izopropanol odsaty, pelety premyté 75 % etanolom (1 ml etanolu
odpoveda 1 ml pouzitého TRI reagentu), a centrifugované pri 12 000 g pri 4 °C. Tento krok
bol opakovany dvakrat. Po 5 min sa za pomoci pipety odstranil etanol, a zvySna cast’ sa

nechala odparit’.

Nakoniec boli pelety rozpustené v 10 - 40 ul APIL. Cely proces separacie prebiehal na
'ade, aby nedoslo ku degradacii RNA.

Homogenizacia RNA extrakcia RNA precipitacia RNA solubilizacia
S . —

vodna faza obsahujuca RNA

interfaza obsahujica DNA

organické faza obsahujica proteiny a lipidy

Obr 3: Izolacia RNA

Meranie cistoty a koncentrdcie RNA
Koncentrécia a Cistota vyizolovanej RNA sa merala na spektrofotometre NanoDrop.
Koncentracia bola merand v ng/ul, Cistota zasa pomerom absorbancii pri Specifickych

vinovych dizkach.

Pomer absorbancii pri 260 a 280 nm sa pohyboval v intervale hodnot 1.8 - 2.2, ¢im
sa vylucila kontamindcia proteinmi a DNA. Pomer absorbancii pri vinovej dizke 260 a 230
nm sa zasa pohyboval nad hodnotu 1.7, niz§i pomer signalizoval kontaminaciu organickymi

latkami.
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Pred reverznou transkripciou boli vzorky nariedené na koncentraciu ~ 500 ng/pl

pomocou API, a znova zmerané na NanoDrope (Thermo Scietific).

Agarozova elektroforéza
Elektroforéza na 1,5 % agar6zovom géle bola pouzitd pre overenie integrity RNA

a pripadnej kontaminacie DNA.

Tento gél sa pripravil rozpustenim:
e 0.6 gagardzy
e 40 ml TAE pufru (4 mM Tris, | mM disodnéa sl EDTA, 2 mM ladovej
kyseliny octovej, destilovanej vody)

e 4 ul Gel Red

Vzorka pre elektroforézu sa pripravila zmieSanim:
e 3ulAPI
e 1 pl Gel Loading Dye Blue
o 2 ulizolovanéRNA (ried. 500 pg/ul)

Do kazdej jamky v stuhnutom géle sa napipetovalo 6 pul pripravenej vzorky, ktoré sa

nasledne vyvijali pribliZzne po dobu 1 h.

Vysledky boli zobrazené a vyhodnocené na BIO-RAD ChemiDoc™MP Imaging
System (Obr. 4).
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Obr. 4: Elektroforéza RNA na agarozovom géle. Zobrazeny je vysledok piatich nahodnych vzoriek

RNA izolovanych z placent, s rozliSenim vzorky s intaktnou RNA, a pravdepodobne do urcitej miery

degradovanou RNA.

Reverznd transkripcia
Vsetky vzorky s vyizolovanou neporusenou RNA boli pomocou reverznej
transkripcie prepisané do komplementarnej DNA za pomoci:
e 10 pl RT kitu
e 2 ul RNA (¢=500 ng/ul — celkovo 1000 ng v reakcii)
o 8ulAPI

Reverzna transkripcia bola realizovanad jednokrokovo pri teplote 42 °C pomocou
Bio-Rad T100™ thermal cykléru. Po dokongeni sa pripravena cDNA zriedila na

koncentraciu 25 ng/ul pre PCR.

qRT-PCR (kvantitativna polymerazova retazova reakcia)
Prepisand cDNA bola amplifikovand pomocou PCR, a expresia génov koédujucich

Studované transportné proteiny bola kvantifikovana v redlnom case.
Principom PCR je replikacia urcitého useku nukleovej kyseliny. Tento tusek

(amplikon) je ohrani¢eny dvojicou primérov, ktoré sit komplementarne s isekom ciel'ového

geénu.
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Pocas PCR sa cyklicky opakuju 3 kroky (Obr. 5):

1. denaturdcia dvojvlaknovej chromozomalnej DNA - ddjde ku preruseniu

vizieb medzi ret'azcami

2. hybridizacia - pripojenie primérov

3. polymerizécia - syntéza novych vlaken

Povodna DNA

’&{._ ol

DNA primer
nukleotid

00000
5 3 5 g L i
X /,m&i = R &
M3. & s A
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s 3 ® o
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Obr. 5 Schematické znazornenie cyklu PCR (graficky upravené podla AIDSinfo)

Vysledkom je znasobenie povodného poétu na 2" krat (n = pocet cyklov) (Smarda et

al., 2005, Kremen and Stibrna, 1998).

Pri kvantitativnej PCR v redlnom case sa vyuZiva cyklér, ktory zaznamendva

mnozstvo DNA pocas kazdého cyklu.

Tento proces je mozné rozdelit’ do Styroch fazi (Obr. 6):

1.

faza — malé mnozstvo DNA spdsobuje nizku intenzitu fluorescencie, a
tym nedochédza k presahu pozadia

faza = exponencidlna — DNA je v takom mnoZstve, ze fluorescencia
presahuje uroven pozadia (fluorescencény prah) a je schopné ju detekovat’.
Idedlnym stavom je narast DNA ako 2" (n = pocet cyklov). MnoZstvo
templatovej DNA sa zistuje podla intenzity fluorescencie a mnozstva
DNA.

faza = linearna — vtejto faze dochddza ku prudkému narastu
fluorescencie, vd’aka vel'kému mnoZzstvu uvolnenej génovo Specifickej

sonde a teda poctu templatov DNA
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Intenzita fluorescencie

4. faza = plateau — pritomné je velké mnozstvo templatovej DNA, ale
kinetika reakcie sa spomali, pretoze dochddza ku spotrebovaniu

niektorych zloziek reakcie.

1 faza plateau
0.75
0,5 linearna faza
0,028 1 il s e fluorescenény prah
exponencialna faza
of 5 10 ct15 20 25 30 g

Pocet cyklov

Obr. 6: Styri fizy v priebehu PCR

Vysledkom PCR st hodnoty Ct (cycle of treshold), odrazajuci cyklus, v ktorom dojde

k narastu fluorescencie nad prah pozadia, pricom je mozné ju detekovat’. Obecne plati, Ze

¢im je hodnota Ct vysSia, tym menej templatovej DNA bolo v reakeii.

Rozne vzorky sa daju porovnavat’ pomocou hodnoét Ct, vysledkom je ACt (Ctyzorka ¢.1

- Ctyzorka ¢2). Za pouzitia vhodného referen¢ného génu (tzv. ,,housekeeping gén*, ktoré¢ho

transkripcia je priblizne rovnaka u vSetkych testovanych vzoriek) ako kontroly, sa ACt

vypocita ako Ctyzorka - Ctreferencny gen @ Nasledne sa tato hodnota vlozi do vzorca

2 -ACt

Aby sa dali jednotlivé vzorky medzi sebou porovnavat’, vyberie sa jedna referen¢na

vzorka, na ktora sa vztiahnu vSetky ostatné vzorky za pouZitia vzorca 2 2y oma/2 eferencna

vzorka (LAB Gulde)

K jednotlivym cDNA (1 pl) boli pridavané tieto zlozky:

e 5 ul TagMan™ Universal Master Mix 11

e (.5 ul PCR genova expresni esej 3.5 ul API
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Vsetky vzorky boli analyzované v triplikdtoch, a profil PCR amplifikacie bol
nasledujuci: 95 °C 10 minut, nasledne 40 cyklov pri 95 °C na 15 s, a 60 °C po dobu 60 s.
Pre kazdy gén sa pouzili negativne kontroly, obsahujuce API bez cDNA, a ndhodne vybrana

referencna vzorka placenty (kalibrator), opakovana pri vSetkych analyzach.

Expresia jednotlivych génov sa stanovila pomocou komparativnej Ct metody.
Analyzovana bola expresia celkem 8 génov pre membranové transportéry (ABCBI,
ABCG2, OATPIB3, OATP1A2, OATP2A1, OATP2B1, OATP3A1, OATP4Al) a5 tzv.
houskeeping génov (ubikvitin, YWHAZ, B2M, GAPDH, HPRT).

Pri kazdom géne boli spocitané Ct hodnoty, ktoré sa porovnali s housekeeping
génami, s vysledkom ACt. Findlna hodnota bola vypoéitanda pomocou vzorca 22¢,

a nasledne porovnana s referencnou vzorkou (kalibratorom).

5.3 STATISTICKA ANALYZA

Ku grafickému spracovaniu a vyhodnoteniu Statistickej analyzy bol pouZity program
GraphPad Prism 8. Statistickd vyznamnost bola hodnotenid pomocou neparametrického

Kruskal-Wallis testu a Dunnovho post testu, popr. Mann-Whitney testu.
Za $tatisticky vyznamné sa povazuju hodnoty, u ktorych je p < 0,05 (*), p < 0,01

(**), p <0,001 (***), p < 0,0001 (****). Hodnoty, u ktorych je p > 0,05, su Statisticky

nevyznamné.
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6 VYSLEDKY

6.1 STANOVENIE VHODNEHO REFERENCNEHO GENU

Kvantitativna polymerazova retazova reakcia je ucinnym nastrojom na stanovenie
hladiny génovej expresie na urovni mRNA. Vytvorenie spolahlivych vysledkov si vSak
vyzaduje niekol’ko krokov, ktoré musia byt’ dodrzané. Dolezitym krokom je vyber stabilnych
referenénych génov mRNA, aby bola dosiahnutd presna normalizacia. Nespravny vyber

referenéného génu by mohol viest’ ku nepresnym vysledkom.

Referenc¢né gény su nevyhnutné pre normalnu funkciu buniek. Ocakéva sa, Ze tieto
gény budu mat’ stabiln Groven expresie mRNA vo vSetkych testovanych typoch buniek
a podmienkach (St-Pierre et al., 2017). Stabilita referencného génu je vsak relativna, a
uroven expresie pouzité¢ho referencného génu moze byt za réznych podmienok nestabilna

(Gutierrez et al., 2008).

Na vyhodnotenie variability referen¢nych génov sa pouziva niekol’ko softvérovych
moznosti ako BestKeeper, geNorm, NormFinder ¢i Delta Ct. V tejto praci bol pouzity
internetovy nastroj RefFinder, ktory kombinuje vSetky spominané metddy, a umozZiiuje tak

vyhodnotit’ najstabilnejsi gén.

6.1.1 Stanovenie vhodného referenéného génu metédou BestKeeper

Metoda BestKeeper odhaduje stabilitu expresie referenénych génov vypoctom a
porovnanim odchylok, pouzitim varia¢ného koeficientu (CV) a Standardnej odchylky (SD).
Najstabilnejsi referencny gén sa vyberie na zéklade velkosti SD hodnoty. Hodnoty SD
referenénych génov boli negativne korelované so stabilitou génu, ¢o naznacuje, Ze najnizsia

hodnota SD vykazuje najvyssiu stabilitu (Pfaffl et al., 2004, Wang et al., 2017).
Pri porovnavani génov YWHAZ, ubikvitin, B2M, HPRT, GAPDH metodou

BestKeeper, vysiel ako najstabilnejs$i gén YWHAZ, za nim nasledoval ubikvitin, B2M,
HPRT, a ako najmenej stabilny gén sa ukazal gén GAPDH (Obr. 7).
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Obr. 7: Stanovenie vhodného referencného génu pomocou metody BestKeeper

6.1.2 Stanovenie vhodného referenéného génu metédou geNorm

Dalsou metodou na uréenie vhodného referenéného génu bola metoda geNorm. Této
metoda urCuje najstabilnej$i gén pomocou porovnania normalizacného faktoru kazdého
génu. geNorm definoval hodnotu M, ako mieru stability expresie, ktord opisuje priemerna
parovl varidciu jedného vybraného génu, vzhladom na vSetky ostatné Studované gény.
Testovany gén vzorky s najnizSou hodnotou M vykazuje najstabilnejSiu expresiu a naopak

(Vandesompele et al., 2002; Wang et al., 2017).
V pripade génov, Studovanych v ramci tejto prace, vysli ako najstabilnejSie gény

hned’ dva, a to YWHAZ a ubikvitin. Za nimi nasledoval B2M, HPRT a nakoniec GAPDH
(Obr. 8).
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Obr. 8: Stanovenie vhodného referencného génu pomocou metody GeNorm

6.1.3 Stanovenie vhodného referenéného génu metédou NormFinder

NormFinder metdda bola tretou metddou v poradi, ktord bola pouZita na stanovenie
vhodného referencného génu. Je zalozend na odhade intra- a inter-skupinovych varidcii.
Predpoklada sa, ze gén s najnizSou hodnotou stability vykazuje najstabilnejSiu expresiu

a naopak (Andersen et al., 2004; Wang et al., 2018).

Tato metoda povazovala za najstabilnejsi gén YWHAZ, rovnako, ako to stanovili
ostatné metddy. Zmena nastala na druhom a tretom mieste, kde si vymenili poradie B2M

a ubikvitin. Medzi najmene;j stabilné gény patrili HPRT a GAPDH (Obr. 9).
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Obr. 9: Stanovenie vhodného referencného génu pomocou metody NormFinder

6.1.4 Stanovenie vhodného referenéného génu metédou Delta Ct (ACt)

Porovnavacia metdoda ACt identifikuje optimalne referencné gény porovnanim
relativnej expresie paru génov v kazdej vzorke. Ak hodnota ACt medzi tymito dvoma génmi
zostava konStantna, potom st oba gény stabilné. Ak vSak hodnota ACt koliSe, potom jeden,

alebo oba gény maju nestabilnu expresiu (Silver et al., 2006, Wang et al., 2018).
Porovnavacia metdda ACt vyhodnotila za najstabilnejs$i gén YWHAZ, za nim B2M,

ubikvitin, HPRT anakoniec GAPDH (Obr. 10). Vysledky boli rovnaké ako

u predchadzajiicej NormFinder metddy.
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Obr. 10: Stanovenie vhodného referencnéeho génu pomocou metody ACt

6.1.5 Komplexné hodnotenie vhodného referenéného génu

Komplexné hodnotenie referencnych génov vyuziva vysledky poradi
z predchadzajucich Styroch metod (BestKeeper, geNorm, NormFinder a komparativna ACt
metoda), a z tychto vysledkov pomocou geometrického priemeru uréi vlastné poradie (Chen

etal, 2011; Wang et al., 2018).

Zo vsetkych merani vysiel najlepSie YWHAZ. Na d’alSom mieste bol ubikvitin,

nasledoval B2M, HPRT, a za najmene;j stabilny gén je povazovany GAPDH (Obr. 11).
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Obr. 11: Stanovenie vhodného referencného génu pomocou komplexného hodnotenia

Na zaklade jednotlivych vysledkov z pouzitych metod, bol za vhodny referenény gén

vybrany YWHAZ.

6.2 VYSLEDKY EXPRESIE JEDNOTLIVYCH TRANSPORTEROV

Pri hodnoteni expresie jednotlivych génov bola pouzita metéda qRT-PCR. Vysledky
ziskané z tejto metddy, Ct hodnoty, sa prepocitali na referencny gén (YWHAZ), a nasledne

boli vztiahnuté na referencnu vzorku, aby ich bolo mozné medzi sebou porovnavat’.

Placenty boli rozdelené do skupin podl'a toho, ¢i boli ziskané z PTL, PPROM, alebo
to boli placenty zdravych rodiciek, ktoré rodili v termine. Celkovo bolo hodnotenych 41

placent pre PPROM, 10 placent pre PTL a 15 terminovych placent.

6.2.1 Vysledky expresie ABC transportérov

Expresia ABCBI bola detekovana vo vSetkych vzorkach placent, PPROM, PTL
aj placent zpdrodu vtermine. Obdobne sme pozorovali vo vSetkych vzorkach
analyzovanych placent aj expresiu ABCG2. Medzi jednotlivymi hodnotenymi skupinami

vSak nebola pozorovana ziadna S$tatistickd vyznamnost’ v expresii ABCBI ani ABCG2 (viz

Obr. 12).
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Obr. 12: Grafické spracovanie vysledkov expresie ABC transportérov, rozdelenych do troch skupin
PPROM, PTL a pérod v termine. PPROM — predcasna ruptura plodovych obalov, PTL — spontanny
predcasny porod. Statisticka vyznamnost bola zhodnocovand pomocou neparametrického Kruskal-

Wallis testu, nasledovany Dunnovym testom.

6.2.2 Vysledky expresie OATP transportérov

Pri hodnoteni expresie OATP transportérov bol pouZzity rovnaky postup, ako
u hodnotenia expresie ABC transportérov. Expresia OATP1A42 bola detekovana vo vSetkych
placentach terminovych pdérodov, u predc¢asnych porodov bola pozorovana u 7 z 10 vzoriek
PTL, au 40 z 41 vzoriek PPROM. Transkripty pre O4ATP1B3 boli tiez pritomné vo vSetkych
placentach odoberanych na konci 3. trimestru, u pred¢asnych pdrodov vSak neboli
detekované u piatich, tj. polovice placent z PTL, au 10 placent z PPROM. Expresia
OATP2A1 aj OATP2BI1 potom bola najdend vo vSetkych hodnotenych placentach
predcasnych i terminovych porodov. Transkripty pre OATP3A1 i OATP4AI sme potom
detekovali vo vSetkych placentach porodov v termine, a chybali vzdy po jednom zo vzoriek

PTL a PPROM.

Zaroven sme pozorovali rozdielnu expresiu troch zo Siestich OATP medzi
placentami PPROM a z terminovych porodov. Konkrétne u OATP2A1 a OATP4Al, bola
vyraznejSia expresia v placentaich na konci tehotenstva oproti PPROM, zatial ¢o
u transportéru OATP1B3 bola naopak vysSia expresia v terminalnych placentach oproti PTL

1 PPROM (Obr. 13). U zvysnych troch OATP transportérov, konkrétne OATPIA2,
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OATP2B1 a OATP3AI nebol pozorovany ziadny rozdiel v expresii medzi jednotlivymi
skupinami placent (Obr. 13).
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Obr. 13: Grafické spracovanie vysledkov expresie OATP transportérov, rozdelenych do troch
skupin PPROM, PTL a porod v termine. PPROM — predcasna ruptura plodovych obalov, PTL —
spontdnny predcasny porod. Statistickd vyznamnost bola zhodnocovand pomocou neparametrického
Kruskal-Wallis testu, nasledovana Dunnovym testom. Za Statisticky vyznamné sa povazZovali

hodnoty, u ktorych p<0,05(*); p<0,01(**); p<0,001(***).
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6.3 VYSLEDKY EXPRESIE JEDNOTLIVYCH TRANSPORTEROV V
RAMCI PODSKUPINY PPROM

6.3.1 Vysledky expresie ABC transportérov

Expresia jednotlivych transportérov ziskanych z placent, pri ktorych nastala
predCasna ruptira plodovych obalov, sa navySe hodnotila aj v rdmci troch skupin podl’a toho,

¢1 bol pritomny zapal alebo nie, a ¢i bola detekovana aj mikrobialna infekcia alebo nie.

Postup celého hodnotenia expresie ABC transportérov bol rovnaky, ako v predoslych
dvoch pripadoch. U expresie transportérov ABCBI a ABCG2 sme nepozorovali medzi

jednotlivymi skupinami Ziadnu Statisticka vyznamnost’ (Obr. 14).
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Obr. 14: Grafické spracovanie vysledkov expresie ABC transportérov, rozdelenych do troch skupin
podla pritomnosti zdpalu plodovych obalov a mikrobidlnej invazie plodovej vody. HCA-MIAC-,
HCA+MIAC-, HCA+MIAC+. HCA — histologicka chorioamnionitida, MIAC — mikrobialna invazia
amniotickej dutiny. Statistickd vyznamnost bola zhodnocovanda pomocou neparametrického Kruskal-

Wallis testu, nasledovana Dunnovym testom.

6.3.2 Vysledky expresie OATP transportérov

Rovnaky postup bol zopakovany aj u experimentu s OATP transportérmi. Opét’ sa
nepreukazala Ziadna vyznamnost medzi zmenou expresie u jednotlivych skupin OATP

transportérov za pomoci neparametrického Kruskal-Wallis testu a Dunnovho testu (Obr. 15).
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7 DISKUSIA

Placenta, a jej nalezita funkcia, je pre spravny vyvoj plodu nevyhnutna. Medzi jednu
z jej klacovych funkcii patri transportna funkcia, ktord ma zabezpecovat’ vymenu latok
medzi matkinym organizmom a organizmom plodu (Smith et al., 1992; Ganapathy et al.,
2000). Tento dej sa uskutociiuje pomocou niekolkych mechanizmov, pricom jednym
z najvyznamnejSich je prestup s pomocou membranovych transportnych proteinov. Zatial
¢o ABC transportéry plnia predovsetkym ochranni tlohu plodu pred potencialne skodlivymi
latkami pritomnymi v krvi matky, SLC transportéry su pokladané za kl'uCova cestu pre
detoxikaciu plodu od latok povahy organickych aniontov, a transport steroidnych horménov,

prostaglandinov i tyroidalnych horménov cez placentu.

Membranové transportéry su vo vsSeobecnosti ovplyviiované a regulované radou
vnutornych a vonkajsich faktorov, ¢o znamena, ze ich expresia sa pocas tehotenstva moze
menit’. Tieto zmeny mézu odrazat’ fyziologické prispdsobenie sa organizmu na meniace sa
poziadavky voci ochrane plodu, najmi na zaciatku tehotenstva (Staud and Ceckova, 2015;

St-Pierre et al., 2004).

Miera expresie a funkcie placentarnych transportérov sa meni v zavislosti na
gestatnom veku. Pokym expresia ABCBI, a nim kdédovaného P- glykoproteinu, viditel'ne
klesa na konci tehotenstva (Mathias et al. 2005, Sun et al., 2006), Stadie na ABCG2 nie su
uplne jednotné a naznacuju, ze by sa mnozstvo ABCG2 transportérov pocas tehotenstva
nemalo nijako prili§ menit, a na konci tehotenstva by malo byt vysSie ako u ABCBI
(Mathias et al., 2005; Yeboah et al., 2006). Naopak, jeho protein sa vyskytoval na konci
tehotenstva vo vicSej miere ako na zaciatku, o Yeboah et al. (2006) pripisal post-
transkripénym zmenam, kde hlavnu tlohu zohravaju estrogén a progesteron. Ina Stadia ale
ukazala, ze expresia ABCG2 sa gestatnym vekom znizuje (Meyer et al., 2006). Taktiez
u OATP transportérov boli pozorované zmeny v priebehu gestacie v zavislosti na rozvoji

expresie priamo v tkanivach plodu (St-Pierre et al., 2004).

Na zmene expresie membranovych transportérov sa vo vSeobecnosti podielaju aj
patofyziologické zmeny v organizme. To plati aj u placenty. Dovodom preco to tak je, moze
byt’ samotna patoldgia, ktora spdsobi zmenu vniitorného prostredia, alebo je to kvoli liekom,

pouzivanych na liecbu tychto patologii (Staud and Ceckova, 2015). Expresia transportérov,
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a tym aj transportna funkcia placenty, tak moze byt’ ovplyvnena faktormi, ako je hypoxia,
v priebehu preeklampsie, ¢i intrauterinnej rastovej restrikcie (Han et al., 2018; Staud and
Ceckova, 2015; Javam et al., 2014, Lye et al., 2013). Dal3ie patologie, ktoré by mohli
ovplyvnit’ expresiu su gestacny diabetes mellitus (Ruchat et al., 2013, Anger et al., 2012),
intrahepatalna cholestaza (Cui et al., 2009), HIV (Camus et al., 2006), ¢i nadorové ochorenia
(Staud and Ceckova, 2015).

Pred¢asny porod je problém, ktory sa objavuje u 5-18 % tehotenstiev a predstavuje
jeden z hlavnych dévodov perinatdlnej mortality i morbidity. Intrauterinne infekcie, ¢i
chorioamnionitida, su zodpovedné az za 40 % vsetkych pripadov predcasnych porodov
(Koucky et al., 2014, Challis at al, 2009). Zéapal ainfekcie pritom predstavuji jeden
z faktorov, ktoré by mali mat" schopnost ovplyvnit expresiu predovSetkym ABC
transportérov v placente (Bloise et al., 2016).

V tejto praci sme sa zamerali na Studium expresie ABC transportérov a OATP
transportérov v placentach predcasnych poérodov, ato na uUrovni mRNA expresie
analyzovanej pomocou kvantitativnej RT-PCR. Jej zédkladom je aj volba vhodného
referenéného génu. Preto jednym z hlavnych ciel'ov bolo tieZ porovnanie expresie piatich
Casto pouzivanych houskeeping génov v celej kohorte Studovanych vzoriek. Pomocou
metdd BestKeeper, geNorm, NormFinder ¢i Delta Ct sme identifikovali ako najstabilnejsi
gén YWHAZ, naopak, ako najmenej stabilny (s najvysSou variabilitou) sa ukéazal gén

GAPDH. Tieto udaje st v sulade s nedavnou Stadiou Imperio et al. (2018).

Hlavny faktor, ktory bol sledovany bol zapal. Placenty ziskané z predCasnych
porodov boli rozdelené na ziklade toho, ¢i bola unich preukdzand histologicka
chorioamnionitida, mikrobiologickd invazia amniotickej dutiny, obe uvedené alebo ani
jedna. Mason et al. (2011) pozoroval relativne vyssiu expresiu ABCB1 a ABCG2 u placent
ziskanych z pred¢asnych porodov, ako u tych, ktoré pochadzali z poérodov v termine. My
sme na rozdiel od nej, nepozorovali vyznamni zmenu v expresii ABCBl a ABCG2
transportérov medzi tymito skupinami placent. Podobne tato praca nepotvrdila, Ze by
dochadzalo ku zmenam expresie pocas uvedenych stavov. Jednym z dovodov, pre¢o mohlo
dojst’  k odlisnostiam vo vysledkoch, je napriklad sposob, akym boli placenty
diagnostikované a ziskavané. O tychto tdajoch nemame presné informacie. Mohlo dojst’

k tomu, Ze doSlo k odtoku plodovej vody, kedy boli odobraté aj vzorky pre zistenie
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pritomnosti infekcie, ale nepreukédzala sa bakteridlna infekcia, a tak poérod nemusel byt
vyvolany. Nasledne po porode (kedy sa ziskala placenta) sa uz nemuseli nadobudnuté
vysledky zhodovat’ s realitou. Dal§im dévodom by mohol byt napriklad rozdiel v pouZitom
referenCnom géne, ktory sa vyuzil pre vypocet expresie. Mason et al. (2011) vo svojej Studii
pouzili 18s rRNA. Dalsim dolezitym faktorom mébze byt’ zavislost na gestaénom veku a tieZ
na pohlavi dietat’a, ktoru sme v nasej $tadii nezohl'adnili, a tiez celkovy, relativne nizky,

pocet analyzovanych vzoriek.

O membranovych prenasacoch zo skupiny OATP v suvislosti s placentou toho vela
nevieme. Vie sa, ze su vo vel'kej miere pritomné v tkanivach ako hepatocyty, enterocyty ¢i
hematoencefalick4 bariéra, a Ze sa jedna o influxné transportéry, ktorych ulohou je transport,
najmé endogénnych latok, cez membrany smerom do vnutra (Kalliokoski et al., 2009).
V placente sa oproti ABC transportérom nachadzaji v mensej miere. Ich expresia je
ovplyviiovana aktivaciou jadrovych receptorov FXR, PXR, CAR a dalSich (Staud and
Ceckova, 2015). Petrovic et al. (2008) skimal OATP2B1 a OATP4A1l u potkanov
v stvislosti so zmenou ich expresie v pritomnosti zapalu sposobené¢ho endotoxinom. Jeho
vysledkom bolo, Ze sa ich expresia znizuje. V naSom pripade ku zmene doSlo u transportéru
OATP4A1 a OATP3ALl, kde ale bola expresia u skupiny PPROM vysSia, no nepotvrdilo sa,
Ze by to suviselo so zapalom. V stvislosti s preukazanou fyziologickou funkciou oboch
OATP transportérov (Lofthouse et al., 2018), tento vysledok naznacuje moznost’ zmeny
v transporte tyroidnych aj steroidnych hormoénov v priebehu predcasnych ruptar plodovych
obalov. V pripade nizSej expresie OATP1B3 u pred¢asnych porodov, bez ohladu na
pritomnost’ zapalu ¢i infekcie, méZeme hypotetizovat’ skor o tlohe gestaéného veku, nez
patofyziologického faktoru. AvSak pre ziskanie validnych zaverov bude nevyhnutné rozsirit’
pocet hodnotenych vzoriek, a zohladnit tiez dalSie faktory prispievajuce

k interindividualnej variabilite expresie.
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8 ZAVER

Membranové transportéry v placente plnia doleziti ulohu pri transporte
endogénnych a exogénnych substratov, atiez zastavaju funkciu ochranni, v podobe

efluxnych transportérov.

Tato diplomova praca sa zaobera najmé Studiom membranovych transportérov zo
skupiny ABC a OATP, a ich moznou zmenou expresie v placente u predcasného porodu.
V predlozenej praci boli zhrnuté zakladné poznatky o tychto transportéroch, spolocne

s problematikou pred¢asnych porodov.

Z vysledkov, ktoré boli ziskané pomocou metody predloZzenej v tejto préci, sa da
domnievat’, ze pocas pred¢asnych porodov nedochadza ku zmene expresie vybranych ABC
membranovych transportérov. Zmena, ktord nastala u jednotlivych skupin placent, bola
Statisticky nevyznamnd, ¢im sa nepotvrdili vysledky ziskané stadiou Mason et. al. (2011),
ktoré preukdzali zmenu expresic ABCB1 a ABCG2 transportéru. TaktieZ u membranovych
transportérov OATP1A2, OATP2B1 a OATP3A1 nebol pozorovany signifikantny rozdiel
v ich expresii. AvSak, u transportérov OATP2A1 a OATP4A1 dochédza ku zmene expresie
v placentach zo skupiny PPROM. Naopak, u OATP1B3 bola vysSia expresia u placent
z terminovych pdrodov oproti PPROM, a aj oproti PTL, ¢o by mohlo znamenat’, Ze expresia
OATPI1B3 sa zvySuje gestatnym vekom. Vysledky zmeny expresie OATP transportérov
nebolo mozné porovnat’ s vysledkami inych Studii, pretoze sa touto problematikou podla

dostupnych zdrojov zatial’ nikto nezaoberal.
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