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ABSTRAKT
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Nézev diplomové prace: Hodnoceni exprese vybranych ABC transportérti v placenté

Placenta je doCasny organ, skrz ktery probiha zdsobovani plodu zivinami a kyslikem z matetské
krve, a naopak dochazi k odvodu odpadnich latek do matefské krve v prabéhu t€hotenstvi.
Ptestup latek pres placentu je komplexni proces fizeny fadou fyziologickych mechanismi, mezi
které je zahrnuta pasivni difuze, facilitovana diftze ¢i aktivni transport, jenz probiha pomoci
membranovych transportérii za spotieby energie. Pfitomnost aktivnich ABC efluxnich
transportérti v placenté je zndmad jiz dlouhou dobu a jejich funkce je spojovana predevSim
s limitaci vstupu Skodlivych latek do placenty a dale do plodu, ¢imz prispivaji k jeho ochrané.
Mezi nejlépe popsané transportéry spadajici do této skupiny fadime p-glykoprotein
(MDR1/4BCBI), ,,protein naddorové rezistence prsu“ (BCRP/ABCG?2) a ,,protein asociovany
s mnohocetnou lékovou rezistenci 2 (MRP2/4ABCC2), jejichz exprese byla potvrzena na
apikalni membran€ placentarniho syncytiotrofoblastu omyvaného matefskou krvi a dale
,protein asociovany s mnohocetnou lékovou rezistenci 1% (MRP1/4BCCI) lokalizovany na
opacné bazalni membrané. Patii sem ale i mén€ znamé transportéry jako ,,proteiny asociované
s mnohocetnou 1ékovou rezistenci 4 a 5“ (MRP4/4BCC4, MRP5/ABCCS). Exprese ABC
transportérti v placenté je velmi variabilni a mize se liSit jak z hlediska vyvoje placenty
(rozdilnd kvantitativni exprese v prubéhu 1. — 3. trimestru), tak zhlediska lokalizace
transportérti v riznych typech placentarnich bunék. V této praci jsme se zaméfili na porovnani
zmeény genové exprese Sesti vySe uvedenych ABC transportéri mezi vzorky ziskanymi
z placent po ukonceni nechténych téhotenstvi v prvnim trimestru a placent ziskanych po
ukonceni fyziologického té€hotenstvi na konci tfetiho trimestru. Signifikantni zména genové
exprese mezi trimestry byla pozorovana u MDR1, MRP1 a MRP2 transportéri. Naopak za
stabilni v pribchu t€hotenstvi lze povazovat expresi BCRP, MRP4 a MRPS5 transportérii. Déle
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byla porovnana exprese danych transportérti mezi bunkami izolovanych trofoblastii a fetalnich
endotelialnich bunék z termindlnich placent po porodu. Vyssi exprese v trofoblastech byla
detekovana pro MDR1, BCRP, MRP2 a MRP5 transportéry. MRP1 a MRP4 byly naopak ve
vysSi mife detekovany v endotelialnich bunkéach. Tyto vysledky mohou piispét k lepSimu
pochopeni pfestupu, ale i distribuce endogennich 1 exogennich latek skrz a uvnitt placenty

v pribéhu jejiho vyvoje.
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The placenta is a temporary organ through which the fetus is supplied with nutrients and oxygen
from the mother's blood and conversely waste substances are transferred into the mother's blood
during pregnancy. Substance transfer through the placenta is a complex process controlled by
a number of physiological mechanisms, including passive diffusion, facilitated diffusion or
active transport, which is realized by activity of membrane transporters with energy
consumption. Presence of active ABCs efflux transporters in the placenta has been known for
a long time and their function is associated primarily with limiting the entry of harmful
substances into the placenta and further into the fetus, thus contributing to its protection. Among
the best described transporters belong P-glycoprotein (MDR1/4BCB1), breast cancer resistance
protein (BCRP/ABCG?2) and multidrug resistance protein 2 (MRP2/4BCC?2), whose expression
has been confirmed in the apical membrane of the placental syncitiotrophoblast facing maternal
blood, and further multidrug resistance protein (MRP1/4ABCC1) located on the opposite basal
membrane. Nevertheless, it also includes less described transporters such as multidrug
resistance proteins 4 and 5 (MRP4/4ABCC4, MRP5/ABCCS). Expression of ABC transporters
in the placenta is very variable and may vary both in terms of placental development
(differential quantitative expression during the 1st - 3rd trimester), so in terms of localization
of transporters in different types of placental cells. In this thesis, we focused on comparing gene
changes expression of the six ABC transporters mentioned above between samples obtained
from the placentas after the termination of unwanted pregnancies in the first trimester and
placentas obtained after terminating of physiological pregnancy at the end of the third trimester.
Significant change of gene expression between trimesters was observed within MDR1, MRP1

and MRP2 transporters. On the contrary, the expression of BCRP, MRP4 and MRP5



transporters can be considered stable during pregnancy. Furthermore, we compared the
expression of the given transporters between the cells of isolated trophoblasts and fetal
endothelial cells from terminal placenta after delivery. Higher expression in trophoblasts was
detected for MDR1, BCRP, MRP2 and MRP5 transporters. On the other hand, MRP1 and
MRP4 were detected in the higher rate in endothelial cells. These results can contribute to a
better understanding of transfer as well as distribution of endogenous and exogenous substances

through and within the placenta during its development.
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1 SEZNAM ZKRATEK

ABC ATP — vazajici transportéry

BCRP/ABCG2 protein nddorové rezistence prsu/ kddujici gen

API voda pro pfipravu injekci

ATP adenosintrifosfat

cGMP cyklicky guanosinmonofosfat

DNA deoxyribonukleova kyselina

MDR1/4ABCB1 p-glykoprotein/ kodujici gen

MRP1-5/ABCCI-5 proteiny asociované s mnohocetnou Iékovou rezistenci 1-5/

kodujici gen

NBD (NBF) nukleotidy vazajici doména

PCR polymerazova fetézova reakce

RNA ribonukleova kyselina

SLC transportéry solutli

YWHAZ tyrosine  3-monooxygenase/ tryptophan 5-monooxygenase

activation protein zeta polypeptide



2 UVOD

V roce 2020 se v Ceské republice narodilo 110,2 tisice déti, z &ehoz piiblizné 8 tisic se narodilo
predcasné. Rovnéz bylo zaznamenéno 30,3 tisic potrati. V 56 % se jednalo o potraty vyvolané,
40 % bylo samovolnych a ve 4 % se jednalo o ukondeni mimodé&lozniho téhotenstvi (Cesky
statisticky urad, 2020). Fyziologické t€hotenstvi s nekomplikovanym prtibé¢hem je kli¢ové pro
spravny vyvoj plodu zakonc¢eny porodem v 38. — 40. tydnu od oplodnéni (Nedoklubko, 2021).
Samovolnym potratem se rozumi spontdnni ukonceni t€hotenstvi prevazné v prvnim trimestru
(do 12. tydne) z divodu poskozeni ¢i nespravného vyvoje plodu. Pozdé€jsi potraty jsou spise
indukované pii1 odhaleni vyvojového problému béhem téhotenského screeningu (Kovar Petr,
2021). Od 24. tydne tcéhotenstvi jiz nemluvime o potratu, ale o predCasném porodu

(Nedoklubko, 2021) .

Téhotenstvi ovlivituje cely organismus zeny a je regulovano fadou fyziologickych mechanismii.
Velmi dilezitou roli zde hraje placenta, jakozto do¢asny organ vznikajici na zacatku téhotenstvi
za Ucelem zajisténi komunikace mezi vyvijejicim se plodem a matkou. Zasadni ulohou placenty
je mimo jiné obousmérné kontrola a fizeni pfestupu zivin, kysliku, hormont, odpadnich latek i
xenobiotik aj. mezi krvi matky a plodu (Hajek Zdengk et al., 2014). Dtlezitym mechanismem
prestupu je pfenos pomoci membranovych transportéri, jejichz hojna ptitomnost byla popsana
pfedev§im v placentarnim syncytiotrophoblastu, jehoz apikalni membrana je v pfimém
kontaktu s matetfskou krvi. V poslednich letech se vSak zaind diskutovat 1 vyznamnost
transportérti piitomnych v endotelidlnich bunikach plodovych kapilar protkavajicich placentu,

v nichz proudi fetalni krev (Azzaroli et al., 2007; Walker et al., 2017).

Membranové transportéry fadime do dvou velkych nadrodin, které se nazyvaji transportéry
soluti (SLC) a ATP (adenosintrifosfat)-vazajici (ABC) transportéry, které jsou schopny
prenaset Sirokou Skalu endogennich i1 exogennich substratii (Walker et al., 2017). V této praci
jsme se zaméfili na 6 ¢lenl spadajicich do skupiny ABC efluxnich transportéri, které jsou
schopné odCerpavat své substraty ven z bun¢k do mimobunécnych prostor a pro svoji funkci
ziskavaji energii prostfednictvim hydrolyzy ATP (Trejtnar FrantiSek, 2016; Vasiliou et al.,
2009). Konkrétné se jedna o P-glykoprotein (MDR1/4BCB1), protein nddorové rezistence prsu
(BCRP/ABCG?2) a proteiny asociované s mnohoc¢etnou nadorovou rezistenci 1, 2 ,4 a 5 (MRP1,
2,4,5/ABCCI, 2, 4, 5). Ptitomnost ABC transportér v placenté se mtize liSit s postupujicim
téhotenstvim a rovnéz muze byt rozdilnad v jednotlivych typech placentarnich bunék (Joshi et
al., 2016). Znalosti o proménlivé expresi téchto transportérit mohou vést k lepSimu pochopeni

transplacentarniho ptestupu jejich substrath a téz jejich role vudrzeni fyziologického
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téhotenstvi. Z tohoto diivodu jsme se v této praci zaméfili na popsani genové exprese
uvedenych transportérii mezi placentami prvniho a ttetiho trimestru a dale mezi izolovanymi

bunikami trofoblasti a endotelialnich bunék fetalnich cév.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Placenta a jeji role v téhotenstvi

Placenta je doCasny organ, ktery hraje zasadni roli ve vyvoji plodu (Burton & Jauniaux, 2015).
Jejim hlavnim ukolem je zejména vymeéna metabolith a plynd mezi krvi matky a plodu
zajistujici optimalni pfivod Zivin a odvod odpadnich latek (Héajek Zden€k et al., 2014).
Zjednodusene¢ tak je mozné konstatovat, ze placenta plni béhem té€hotenstvi pro plod roli plic,
jater, stfev 1 ledvin. Slouzi také jako bariéra branici prestupu Skodlivych latek a jako organ,
ktery zajistuje produkci hormonti (Burton & Jauniaux, 2015). Dilezitou roli pro plod hraje téz
z hlediska imunity, kde zajist'uje prenos imunoglobulint z matky do plodu (Burton & Fowden,
2015). V pribéhu jednotlivych trimestrii prochazi placenta vyraznymi zménami, co se tyce

funkce 1 struktury (Burton & Jauniaux, 2015).

3.2 Vyvoj placenty

Vzniku placenty predchazi nékolik krokl: oplodnéni vajicka ve vejcovodu spermiemi, vznik
zygoty a nasledné ryhovani oplozeného vajicka. Ryhovanim vznikd morula (Obr. 1), kterd se
dale déli za vzniku blastocysty. Ta se poté dostava do délohy (Hajek Zdenck et al., 2014).
Postupné vyvoj vede ke gastrule a dal$i diferenciaci za vzniku embrya (Tonar, 2021). Po vstupu
blastocysty do d¢lohy se vylouci zona pellucida, kterd chrani vajicko a dochézi k zahnizdéni
blastocysty v déloze a k ndslednému vystaveni trofoblastu endometriu (Benirschke, 2004). Ten
se nachazi na povrchu blastocysty (Hajek Zdenck et al., 2014). Od vystaveni trofoblastu
endometriu dochazi k vyziveé pies matetskou krev (Benirschke, 2004). Dochazi k tomu tak, Ze
trofoblast vstupuje do decidua basalis a ni¢i endotel matefskych cév. Timto zpisobem se
matetskd krev dostava do kontaktu s choriem. Odtud také ndzev hemichoridlni placenta (Hajek

Zdengk et al., 2014).
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Obr. 1 - Vznik gastruly. Ryhujici se vajicko davéa vznik morule, nasledné blastocysté, kterd se

uhnizd'uje do délohy a konecné gastrule (Pfevzato z: Rambousek, 2021).

Trofoblasty tvofi spojitou sit' buiiek slozenou z cytotrofoblastd, které jsou kryté
syncytiotrofoblastem. Tyto klky patii mezi pocateéni vyvojové stadium a fadi se mezi klky
primarni. (Obr. 2 A) Postupujicim vyvojem dochézi k vristani mezodermu, coz jsou tzv. klky
sekundarni (Obr. 2 B) a nasledny vyvoj cév a kapilar v oblasti mezodermu a vznik klka
terciarnich (Obr. 2 C) (Héjek Zden¢k et al., 2014; Tonar, 2021). Choriové klky vybihaji do
intervilozniho prostoru, coz je prostor placentarni. Klky se déli na volné a uponové. Uponové
(placentarni) klky pevné vristaji do decidua basalis a dochazi k jejich vétveni. Tyto vétve, které
nezasahuji az do decidua basalis a nachazeji se v interviloznim prostoru se nazyvaji klky volné
neboli termindlni a jsou omyvany v matetské krvi. Tim dochazi k ptestupu zivin, kysliku a
odvodu zplodin (Sadler W. Thomas, 2010). Pii vyvoji klkt dochézi k jejich rozvétvovani a
soucasnému rozvetvovani cév. Arterie vznikaji z pupecnikovych tepen a vétvi se na kapilary
do jednotlivych klkli. V nich dochazi k okysli¢eni krve po pfedchozim omyvani klka
v matefské krvi a ptfechod do ven6zniho systému klku — vena umbilicalis. Choriové klky se
nachazeji na celém povrchu plodu. (Obr. 3 A). Decidua capsularis, ktera je zminéna nize ubyva,
dochazi k atrofii klkii v této ¢asti a vznika takzvany chorion leve (Obr. 3 B). Oproti tomu na
povrchu smérem k ¢asti decidua basalis, coz je maternalni strana dochazi k zmohutnéni klka a

vytvareni placenty. (Obr. 4)

Pro uptesnéni je decidua zevni vrstva obald plodu. DéEli se na decidua parietalis, ktera slouzi
jako de€lozni vystelka a decidua capsularis, ktera kryje povrch plodu (Hajek Zden€k et al.,
2014).
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Syncytiotrophoblast Mesoderm core Villous capillary

Cytotrophoblast

A Primary B Secondary
villus villus

Obr. 2 - Vyvoj placenty — vznik klkil. Cést A - znazoriujici cytotrofoblast a syncytiotrofoblast,

cast B - vrustajici mezoderm a C - vznik cév (Pievzato z: Slideplayer, 2021Db).

Amnion (arrows Amniotic sac

indicate expansion)

s Umbilical cord
Connecting stalk

Placenta

Embryonic gut (villous chorion)

Yolk sac remnant

Yolk sac

Chorionic cavity Amnion

A B (smoaoth chorion)

Obr.3 - Vyvoj placenty. A - zndzoriiuje ptitomnost klkli okolo celého plodu. B - oproti tomu

vznik chorion leve a chorion frondosum (Ptevzato z: llancheran et al., 2009)

Decidua basalis
) Placenta
Chaorion frondosum

I Jf—-- Decidua capsularis
: iterine cavity

Arnniotic cavity
Fused armnion & chorion lagve

Obr. 4 - Vyvoj placenty. Srustani decidua basalis s chorion frondosum za vzniku placenty.

(Ptevzato z: Lim Rebecca, 2015)
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3.3 Struktura placenty

Placenta ma zpravidla kulovity tvar a je houbovité konzistence. Je d€lena na cast fetalni, ktera
je obracena k plodové Casti a matefskou ¢ast, ktera je smérem k déloze. Na stran¢ plodu je
placenta krytda modroSedou blanou neboli amniem. Pod touto plochou se nalézd pleten
pupecnikovych cév, které se rozbihaji v celé placenté. Dulezitymi obéhovymi jednotkami jsou
kotyledony, které se nachdzeji na povrchu placenty. Kotyledontl je 15 — 20 a jsou od sebe
navzajem oddéleny piepazkami. Jsou slozeny z lobulli, jejichz pocet odpovidd mnozstvi
uteroplacentarnich cév, které pronikaji do intervilozniho prostoru. Cévy se rozvétvuji az na
termindlni klky. Klky maji na povrchu vrstvu trofoblasti, vétvi se z choriové desky a vstupuji
do intervilozniho prostoru, kde jsou nésledné omyvany matefskou krvi. Diky tomuto
mechanismu jsou ptfivadény ziviny, kyslik a dal$i potfebné faktory k plodu a odvadény zplodiny
metabolizmu. V tomto pfivodu a odvodu hraji zasadni roli pupecnikové cévy a to vena
umbilicalis a pupecnikova tepna (Obr. 5) U plodu odvadéji tepny krev odkyslicenou a zily
privadéji tu okyslicenou. Strana placenty ptivracend k déloze mé nasedlou barvu a na jejim
povrchu se nachazi decidua basalis. Z matetské Casti pritéka krev pomoci spiralnich arterii,
které naruSuji decidudlni vrstvu a pronikaji do intervilézniho prostoru, kde dochdzi k omyvani
klkii. Poté se vraci odkyslicena krev zpét k decidua basalis a proudi matefskymi vénami znovu

do mista okysliceni (Hajek Zden¢k et al., 2014).

Placantal
mermbrans

Fatal
vascular
andathelium

Cytotrophoblast

A Fatal capillarios B Synoytiofrophoblast

Obr. 5 - A - KIk ktery vede okysli¢enou krev do plodu pomoci vena umbilicalis a odvadi
odkyslicenou krev pupecnikovou tepnou. B — Prufez klkem, kde jsou zndzornény trofoblasty a

endotelialni bunky, které jsou diilezité pro prestup zivin (Pfevzato z: Medical dictionary, 2011).
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3.4 Transport pres placentu (Obr. 6)

Plod je propojen s placentou pomoci pupecni $iiliry, v niz se nachdzi pupecnikova Zzila (vena
umbilicalis), do které se sbihaji cévy z choriovych klkii s okyslicenou krvi a 2 pupecnikové
tepny (arteria umbilicalis), které vedou odkysli¢enou krev ze srdce plodu zpét do placenty.
Tyto cévy se smérem k placentarnim klktim vétvi na stale drobnéjsi vény a artérie a ve formé
drobnych kapilar se splétaji do termindlnich klkti. Matetska krev bohata na kyslik i ziviny je ze
spiralnich arterii dé€lozni strany placenty vstiikovana do interviloznich prostorti, kde dochazi
k omyvani choriovych klki (Sipek Antonin, 2021). Na jejich povrchu, ve vrstvé
syncytiotrofoblastu pak dochazi k vlastni vyméné plynti i zivin a jejich pfestupu do drobnych
kapilér sbihajicich se do pupecnikové zily (H4jek Zdengk et al., 2014). V opacném sméru je
z pupecnikovych tepen pies vétvené tepénky piivedena do terminalnich klkt odkysli¢end krev
bohata na zplodiny metabolizmu, kde tyto latky opét pfechazi vrstvu syncytiotrofoblastu a vraci

se do krevniho ob&hu matky pomoci maternalnich vén (Sipek Antonin, 2021).

Poche remplie de sang maternel

| Artére
maternelle

Cordon
ombilical Veine

maternelle

b Zone d'échanges
entre sang feetal
et sang maternel

Vaisseaux
sanguins

Fine membrane
| séparant le sang
| maternel

| etle sang fostal

@ Sang riche en
| oxygéne et en

nutriments

et pauvre

en dioxyde

| de carbone

Liquide amniotique
protégeant
le foatus

@ Sang pauvre en
oxygeéne
et en nutriments
et riche
en dioxyde
. de carbone

Placenta Muqgueuse utérine

Obr. 6 - Znadzoriuje vyse popsany transport pies placentu od matky k plodu a od plodu k matce
(pfevzato z: Soubhana Allah, 2015).

Ziviny a kyslik, pfestupujici z matky do plodu sméfuji k fetalnim jatrim (Obr.7). Zde se vena
umbilicalis vétvi na dvé ¢asti. Krev mlze prochazet ptimo jatry, ktera by ale Ziviny stravila a
nedovedla v dostateném mnoZstvi na potebné misto jako je mozek a dalsi organy. Proto jsou

fetalni jatra z ¢asti obchdzena pomoci spojky ductus venosus, coz je spojeni vena umbilicalis a
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vena cava inferior. Do jater vstupuje okysli¢ena krev a nasledné se misi s vendzni krvi plodu,
takze nasleduje krev smisena. Cast krve jde do pravé predsiné a nasledné prochazi pies foramen
ovale do levé predsing. Takto se vyhne krev plicim. Poté jde do levé komory a odtud vstupuje
do aorta ascendens, ktera zasobuje krvi hlavu a vrchni Casti téla. Touto cestou je také zajisténo
zasobeni krvi ve spodni ¢asti téla pomoci aorta descendens. Krev z vrchni Casti téla se dale
sbihda pomoci vena cava superior, jde do pravé piedsing, dale do pravé komory a poté do arteria
pulmonalis. Z tohoto mista piechdzi pomoci spojky ductus arteriosus Botali ptfimo do aorty
descendens. Odtud jde krev do pupecnikovych arterii a zpét do krevniho obéhu matky. Do plic
vstupuje jen malé mnozstvi krve a to kvili vysokému odporu plic, které jsou naplnéné tekutinou
(Hajek Zdengk et al., 2014). Krevni fe¢i§té matky a plodu se vzajemné nemisi (Sipek Antonin,

2021).

Ductus arteriosus

Odpadni latky

od plodu Placenta

Ovialné okénko

Plice

Ziviny a kyslik / Ledvina

od matky Pupecni

Zila pupecni

B Okysliéeni krev ! tepny

B Odkysli¢ena krev
W sitend krev

Obr. 7 - Zasobeni plodu kyslikem a zivinami — krevni obéh plodu. (Pfevzato z: Slideplayer,
2021a)

Pro pfestup mezi matkou a plodem musi latky prochézet skrz buné¢nou vrstvu trofoblastu a
endotel fetalnich kapilar. Transport skrz tyto casti je zprostiedkovavan zakladnimi
mechanismy, a to pasivni difuzi, pinocytézou, fagocytdzou, usnadnénym transportem a
aktivnim transportem pomoci pienaseclti — transportéri (Walker et al., 2017). Ptes placentu
pfechézi fada endogennich 1 exogennich latek. Mezi ty endogenni patii malé molekuly, jako je
glukoza, dale esencidlni aminokyseliny, vitaminy rozpustné ve vodé, vapnik, sodik, hoi¢ik,

proteiny, volné mastné kyseliny, krevni plyny, vysokomolekularni latky jako jsou fosfolipidy

17



a dalsi latky dtlezité pro plod a jeho vyvoj. Z exogennich latek k plodu miize pronikat fada

potencialné toxickych latek, ke kterym se fadi i 1é¢iva (Hajek Zdenék et al., 2014).

Transport latek pies membrany
Latky pirechazeji pfes membranu placenty v zavislosti na velikosti molekuly dané latky,

elektrickém naboji, rozpustnosti a pH (Hajek Zdenc€k et al., 2014). Napft. za béznych podminek
je pH plodu nizsi nez pH matky, kviili tomu se kumuluji v plodu slabé baze. Latky vazané na
proteiny maji také nizsi transport (Prinik Latek Placentou, 2021). Latky lipofilni jsou schopné
piechazet prfes membrany prostou pasivni difuzi bez spotfeby energie. Oproti tomu latky
hydrofilni jsou odkazany na pienos pomoci transportért (Trejtnar FrantiSek, 2016). Transport
pres membrany tedy délime na aktivni a pasivni. Mezi pasivni transport patii prosta a usnadnéna
difuze. Tento typ transportu neni zavisly na dodavce energie. Aktivnim transportem se mysli
transport proti koncentraénimu gradientu za dodani energie (Wikiskripta, 2020a). Sem se fadi
primarni aktivni transport a sekundérni aktivni transport. Smér transportu mize byt orientovan
bud’ dovnitf nebo vné bunék, dle toho rozliSujeme transport influxni a efluxni (Trejtnar
Frantisek, 2016). Vyznamnymi transportnimi systémy lidského organismu jsou ABC a SLC
transportéry (GollaBala et al., 2019) (Obr. 8). Mezi prvni dilezity transport tedy patii prosta
difuze, kterda umoznuje transport molekul po koncentracnim gradientu z prostfedi o vyssi
koncentraci do prostfedi o koncentraci niz$i. Tento d¢j probiha u malych molekul a plynt
(Hajek Zdenck et al., 2014). Molekuly mohou také pfechazet pomoci endocytdzy a exocytdzy.
Tento transport probihd pomoci vezikul. Endocytéza je proces, kdy se latka pfichyti na
bunéénou membranu, dojde k vychlipeni membrany a néaslednému vytvoteni vezikuly a
prostupu pies membranu. Opaény déj, kdy dochazi k prechodu z vnitiku buiiky do vnéjSiho
prostiedi je nazyvan exocytéza (Trejtnar FrantiSek, 2016). Dals$i moznosti piechodu jsou
pomoci membranovych pienasecli — proteinl. Tyto pfenaSece funguji na n€kolika principech
jako je facilitovana difuze, primarni aktivni transport a sekundarni aktivni transport.
Facilitovana neboli usnadnéna difuze je typ pasivniho ptestupu, kde je vyuzito k transportu pies
membranu transportnich proteini. Zde se latka nekovalentné navdze a dochazi k jejimu
prenosu. Tato difuze se mize také spojit s transportem dal$i latky v protisméru, coz se potom
nazyva antiport. Pfi primarnim aktivnim transportu je vyuzito energie ve form¢ ATP, ktera je
rozlozena na ADP a P;. Ziskand energie se potom vyuzije pro pifenos dané molekuly

oy e

sekundarniho aktivniho transportu neboli co-transportu je také vyuzito energie ve formé ATP,
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ale ne pfimo. Energii ve formé ATP vyuzije jiny pfenaSeC k pfenosu jiné latky za vniku
gradientu, ktery nasledn¢ popohéni pienos pfislusné latky danym pienaSecem (Wikiskripta,
2020a). Hlavnim tukolem transportérii je ptredevsim piivod, distribuce a odvod endogennich
slozek po celém organismu. Maji tedy zakladni funkci pfi udrzovani bunécné homeostazy.
Mimo to transportuji i fadu slozek exogennich, u nichz vétSinou limituji vstup do organismu

nebo urychluji jejich odchod z téla, jako je tomu i u 1é¢iv (Liu, 2019).

syncytiotrophoblast cell

maternal

-

SLC tes: nutritional

ABC substrales: ¢holesterol; nutitional 5LC sub npou
compounds; common drugs and sulfated steroids; thyroid hormones and

xenotoxicants : common drugs .

Obr. 8 - Znéazornéni ABC a SLC transportéri v placenté (Pfevzato z prace: Walker et al., 2017).

fetal

Rodina ABC efluxnich transportéri
ABC transportéry (ATP-binding cassette transporters) se vyskytuji v prokaryotickych

bunkach, rostlinach i u savct vcetné lidi (DrugAgency, 2021). Patii mezi primarné aktivni
transportéry, zavislé na spotiebé energii ve form& ATP. V lidském genomu je celkem 49 genti
ABC, které jsou fazeny do 8 podskupin (Vasiliou et al., 2009). Obecné rysy struktury téchto
membranovych proteint byly objasnény na zakladé studie MDR 1, prvniho identifikovaného a
dosud nejlépe popsaného transportéru. Typicky je transportér slozen ze dvou polovin, které
maji vysokou sekvencni podobnost. Kazda polovina je z jedné hydrofobni transmembranové
domény, tzv. TMD a jedné hydrofilni nukleotidy véazajici domény, tzv. NBD (NBF) (Obr. 9).
Cely protein tedy obsahuje ¢tyii domény, dvé hydrofobni a dvé hydrofilni (Choudhuri &
Klaassen, 2006). Tyto transportéry maji schopnost odcerpavat substraty ven z burky, a to i proti
koncentraénimu gradientu. Jejich exprese je vysokd predevSim v jatrech, stievech,
hematoencefalické bariéie, ledvinach a také v placenté. Transportuji celou fadu endogennich
substratii, anorganickych aniontli, iontl kovu, peptidd, aminokyselin, cukri, hydrofobnich
sloucenin a metabolit,, cholesterol a fosfolipidy. Mutaci nékterych téchto geni dochazi

k zdvaznym dédicnym onemocnénim. Hlavni fyziologickou funkci pfipisovanou MDRI1 i
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dalsim ABC transportérim je ochrana organizmu a jeho citlivych tkani pfed potencialné
toxickymi latkami a produkty metabolismu (Vasiliou et al., 2009). Podobné¢ jsou né¢které ABC
transportéry rozpoznany i jako mechanismy navozeni rezistence nadorovych bunék vici
cytostatikim a jako markery negativni prognozy, napt. u pacientii s diagnostikovanou akutni
myeloidni leukémii (Joshi et al., 2016). S ohledem na roli v transportu fady endogennich
sloucenin 1 signalnich molekul (cytokint a prostaglandin®) je zfejmé, Ze minimalné nékteti
zastupci rodiny ABC transportérti plni i dalsi dilezité, byt dosud ne jednoznacné popsané

funkce (Vasiliou et al., 2009).

™D Transmembrane
segment
Extracellular ‘/
Yo Lipid Bilayer
Intracellular
COOH

NH,

NBD

Obr. 9 - ABC transportér — jeho slozZeni z transmembranovych a nukleotidy vazajicich domén

(Prevzato z prace: Walker et al., 2017)

ABC transportéry v placenté
Pfitomnost a exprese ABC transportérti v placenté je Casto diskutovanym tématem. Dlouhou

dobu se pozornost upinala pfedevS§im na transportéry lokalizované smérem k matei'ské krvi na
apikalni membrané syncytiotrofoblastu, jakozto ochranné bariéry limitujici pestup potencialné
Skodlivych latek k plodu. Mezi tyto transportéry patii MDR1, BCRP a MRP2, které jsou
povazovany za nejvyznamngjsi zastupce ABC rodiny transportérii v placenté. Mimo to je
v placenté hojné zastoupen 1 MRP1 transportér, jehoZ funkce vSak neni stale zcela pochopena,
pravdépodobné 1 z divodu jeho opacné lokalizace na bazalni membrané smérem k plodu (Obr.
10). A vneposledni fad¢ byla v placenté potvrzena pfitomnost i méné prozkoumanych
transportérti, jako jsou napt. MRP4 nebo MRPS5 (Walker et al., 2017). Exprese ABC
transportérti v placenté¢ neni rovnomérné rozprostiend a muize se vyznamné liSit mezi
individudlnimi placentarnimi jednotkami a rovnéz dochéazi ke zméndm exprese v jednotlivych
fazich tehotenstvi, ¢i v zavislosti na riznych typech patologii provazejicich komplikovana

téhotenstvi (Joshi et al., 2016).
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Obr. 10 — Rozdé¢leni membrany na ¢ast basalni, coz je smérem k plodu a ¢ast apikalni, smérem

k matce (Pfevzato z prace: Azzaroli et al., 2007).

V nasi studii jsme se zamérili na nasledujici ABC transportéry:

e P-glykoprotein, MDR1 (kodovany genem ABCBI)
e BCRP, (kédovany genem ABCG2)
e MRPI, (kddovany genem ABCCI)
e MRP2, (kodovany genem ABCC2)
e MRP4, (kdodovany genem ABCC4)
e MRPS, (kédovany genem ABCCS)
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MDR1
P-glykoprotein patii do podrodiny ABCB transportért a je jednim z nejlépe prostudovanych

ABC transportérii kviili jeho zapojeni do 1ékové rezistence (Walker et al., 2017). Jeho hlavni
fyziologické funkce jsou bariérova a exkre¢ni. Pro bariérovou funkci je dulezité umisténi
transportéru na tzv. biologickych bariérach, jako jsou hematoencefalicka a testikularni bariéra
a také placenta (DrugAgency, 2021). Svou efluxni aktivitou brani pfenosu fady lipofilnich latek
z krve do citlivych tkani, jako neuronalni tkan, zarodecny epitel ¢i vyvijejici se plod, a tyto tim
chrani. VétSina substratt MDR1 je kationtova a lipofilni, ale je i par substratd, které jsou
aniontové nebo neutrdlni (Joshi et al., 2016). Mezi fyziologické substraty se fadi ptirodni
lipofilni xenobiotika, kterd jsou v potravé, dale riizné endogenni slouceniny latek jako steroidy
a zanétlivé cytokiny (DrugAgency, 2021). Mezi konkrétni ptiklady patii naptiklad konjugaty
estrogenu, endorfin, glutamat, beta-amyloid, steroidy a PAF (faktor aktivujici desticky)
(Medalova Jifina, 2016). MDRI je velice diilezity pro placentu, a to proto, Ze se zde nachazi ve
veliké mife. Proto se také MDR1 fika ,,ABC placenta transportér®, ktery byl objeven jako prvni,
jenz poskytuje ochranu proti toxickym latkdm (Walker et al., 2017). MDRI1 se nachdzi na
apikdlni membrané syncytiotrofoblastu, kde pisobi jako pumpa, ktera zabranuje vstupu
potencidlné toxickych latek do placentarni tkané a tim smérem k plodu a vraci je zpét do
matetského krevniho ob&hu (Staud et al., 2012). Pocet molekul transportérového proteinu se
zvySuje vystavenim nejen xenobiotikiim, ale napiiklad i hypoxii, tepelnému Soku a ionizaénimu
zéateni (DrugAgency, 2021). Zmény exprese MDRI1 a jeho kodujiciho ABCB1 genu nastavaji i
fyziologicky v pribéhu téhotenstvi (Walker et al., 2017).

BCRP
BCRP patii mezi transportéry ABCG rodiny a popsan byl pro svou vysokou expresi v placenté

jako placentarni ABC transportér. Tento transportér, je ¢asto spojovan s Iékovou rezistenci
(Mao, 2008). Je to oproti ostatnim ABC transportérim polovic¢ni, tzv. half transportér, ktery
obsahuje 6 transmembranovych segmentl a jeden NBD na N-termindlnim konci (Choudhuri &
Klaassen, 2006). BCRP je lokalizovan pfedevsim na apikalni membrané syncytiotrofoblasti
(Evseenko et al., 2007). Je také povazovan za tzv. placentarni ,,faktor preziti“ béhem dozravani
placenty a zajiSt'uje ochranu proti cytokiny indukované apoptdze (Walker et al., 2017). BCRP
muze transportovat jak hydrofobni, tak hydrofilni substraty, které jsou nebo nejsou

konjugované. Mezi konjugované substraty patii sulfitované a glukuronidované konjugaty
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(Mao, 2008). Ptiklady fyziologickych substratti jsou vitaminy jako je riboflavin a biotin,
porfyriny a konjugaty estrogenu (Medalova Jifina, 2016). Placenta je orgdn, ktery zajiStuje
syntézu steroidnich hormont v priibéhu té¢hotenstvi. Mezi tyto hormony patii progesteron a
estrogen. Dehydroepiandrosteron a jeho sulfatovany konjugat jsou dilezité prekurzory pro
syntézu estrogenu a dale estron — 3 sulfat je estrogenovy metabolit. Bylo zjisténo, ze BCRP
mize regulovat syntézu placentdrniho estrogenu Upravou koncentrace estronu — 3 sulfatu a
dehydroepiandrosteronového konjugatu (Mao, 2008). Distribuce BCRP v tkani se vyrazné
piekryva s distribuci MDR1, coz nasvédcuje tomu, Ze maji podobnou, jak roli pii ochran¢

citlivych tkéani a celého organizmu pied toxiny, tak farmakologickou funkci (Liu, 2019).

MRP1
Podrodina ABCC obsahuje 7 proteinil asociovanych s MDR, kter¢ transportuji konjugované a

nekonjugované organické ionty a soucasné piisobi jako efluxni pumpy 1ékti. Transportér MRP1
je kodovan genem ABCCI. Tento transportér je hojn¢ zastoupen v placenté (Walker et al.,
2017). Nachazi se na bazalni membrané a v endotelialnich buiikach a z mensi ¢asti i na apikalni
membrané syncytiotrofoblastii (St-pierre et al., 2000). MRP1 také pomaha vyluCovat latky
obsahujici zlu¢ zjater plodu do krevniho obéhu matky, diky ¢emuz dochazi k zabranéni
hromadéni $kodlivin. Dtlezitym substraitem ABCC rodiny transportéra je také folat, ktery je
nezbytny proto, aby bylo zabranéno defektu neurdlni trubice u plodu. Pfi doporucené
suplementaci t¢hotné Zeny kyselinou listovou je to pak zejména MRP1 spolu s MRP2, které
hraji vyznamnou roli pfi transportu folath pfes placentu. Zatim vSak neni jejich funkce Uplné
jasna (Walker et al., 2017). Pojem gestacni v€k znazoriiuje dobu, jakou dité stravi v déloze pred
narozenim (Co Je to Maly Gestacni Vék?, 2021). Exprese MRP1 se mliZe ménit v zavislosti na
gestatnim véku (Walker et al., 2017). Je dokladano, Ze exprese MRPI1 je vyssi ve tfetim
trimestru oproti prvnimu (Pascolo et al., 2003). Fyziologické substraty MRP1 transportéru jsou
naptiklad konjugaty glutationu a glukuronidu s leukotrienem C4, bilirubinem a zlu¢ovymi
solemi (Medalova Jifina, 2016). Mezi dalsi substraty patii také mimo jiné léky a riizné toxiny.
Dale bylo zjisténo, Ze vysokd exprese MRP1 ve fetdlnich endotelidlnich bunikach muize také
vytvafet mistni bunéénou ochranu pred oxidativnim stresem pomoci exportu glutathionu

disulfidu (Joshi et al., 2016).

MRP2
MRP2, kdédovany genem ABCC2 ma velmi podobnou selektivitu substratl jako MRP1, avsak

1181 se v tkdnové distribuci (Liu, 2019). Je umistén predevSim na apikdlni strané membrany
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placentarnich syncytiotrofoblastii, podobné jako MDRI1 a BCRP (St-pierre et al., 2000).
Substratova selektivita MRP2 je odlisné oproti MDR1 a BCRP. Zde je nejvyssi selektivita pro
aniontové substraty, které jsou hydrofilnéjsi diky tvorbé glukuronidovych, glutathionovych a
sulfatovych konjugati. Funkce MRP2 je poskytnout ochranu pro plod, a to pred Skodlivymi
latkami, xenobiotiky a endogenimi latkami, které jsou pro plod toxické. Tyto skodlivé latky
jsou odvadény z plodu do krevniho obéhu matky. MRP2 stejné tak jako MRP1 se podili na
transportu bilirubinu a konjugovanych zlu¢ovych kyselin, ¢imz je zapojen do pfenosu
endogennich sloucenin, které jsou syntetizované fetdlnimi jatry placentalniho
syncytiotrofoblastu. Je tak ukazana vyznamna role MRP2 v exkreci konjugati zluCovych
kyselin v placenté. Ddle mize i zanét negativné ovlivnit expresi MRP2 v placenté. Pfi

chorioamnionitidé¢ je zvySena exprese MRP2 mRNA v placenté (Liu, 2019).

MRP4
MRP4, ktery je kdédovany genem ABCC4, se nachdzi na apikdlni membrané placentarnich

syncytiotrofoblastli (Azzaroli et al., 2007). MRP4 je také dulezity transportér pro odtok
zlucovych soli, cyklickych nukleotida jako je cyklicky adenosinmonofostat (cAMP) a cyklicky
guanosinmonofosfat (cGMP), uratd, steroidnich konjugati, nukleosidovych analogl — adefovir,
tenofovir a prostaglandinii. Je potieba jesté dalsSich vyzkum, pro zjisténi presnéjsiho vyznamu
MRP4 u ¢loveéka (Liu, 2019). Nemoci, které jsou spojeny s defektem genu 4BCC4 jsou
onemocnéni Zluovych cest a Dubintiv-Johnsonliv syndrom (Weizmann Institute of Science,
2021). Tento syndrom patii mezi geneticky podminéné poruchy spojené se Zloutenkou. Dochazi

k mutaci genu, ktery je dilleZity pro pienos bilirubinu z jater do Zluée (Stefanek Jii, 2021).

MRPS
MRPS, ktery je kodovany genem ABCCS je protein o velikosti 190 kDa a nachazi se u mysi a

v lidskych placentach (Liu, 2019). MRPS5 je umistén z nejvétsi Casti v bazalni membrané a
z ¢asti 1 v apikalni membrané syncytiotrofoblastli (H. E. U. Meyer Zu Schwabedissen et al.,
2005). K jeho detekci doslo také pobliz cévy plodu a na povrchu amniotického epitelu lidi.
Mnozstvi téchto transportnich proteinii postupné klesd s nariistajicim gestatnim veékem.
Exprese MRPS5 proteinti klesa u placent déti narozenych v terminu oproti pfedasné narozenym
détem. MRPS5 protein je zapojen do transportu cyklickych nukleovych analogl zavislych na

ATP. Ma také vyznam v pfenosu signalu, ktery je zprostfedkovany cGMP, v exportu
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organickych aniontl a nukleosidovych monofosfatii a dale v protinadorové a antivirové terapii

(Liu, 2019).

Zmény exprese transportéri v placenté v priibéhu téhotenstvi
Placenta prodélava zmény béhem jednotlivych fazi t¢hotenstvi a s tim se také méni pozadavky

na transportni funkci. V zavislosti na tom se méni i exprese jednotlivych transportértt béhem

téhotenstvi (Joshi et al., 2016).

MDRI1 v placenté byl hodnocen v nékterych studiich, které se shoduji ze dochéazi k poklesu
exprese na mRNA 1 proteinové urovni od prvniho trimestru smérem k porodu (Gil et al., 2005;
Sun et al., 2006). Moznym davodem pro¢ dochazi béhem téhotenstvi ke snizovani
placentarniho MDR1 by mohla byt jeho casna potieba odvadét toxiny (léky, chemikalie)
predevsim béhem obdobi, které je kritické pfi organogenezi, a to tedy ze zacatku téhotenstvi
(Walker et al., 2017), zatimco v obdobi blizkém porodu, uz je plod sam vybaven svou expresi
MDRI1 a potencialné toxické latky, které by ptipadné piestoupily pfes placentu, je schopny
rychleji eliminovat a omezit i jejich intestindlni absorpci a distribuci do svych citlivych tkani

(van Kalken et al., 1992).

Zmény exprese BCRP v placenté jsou sporné. Jedna ze studii udava, ze BCRP je v placenté
v pritbéhu té¢hotenstvi nizsi v ranych fazich te¢hotenstvi a s pfiblizujicim se porodem exprese
doklada, Zze maji vyznamny ochranny mechanismus pro vyvijejici se plod (Hahnova-Cygalova

etal., 2011).

Exprese MRP1 transportérii se méni v zavislosti na gestacnim véku (Walker et al., 2017). Je
dokladano, Ze exprese s gestacnim veékem roste (Pascolo et al., 2003). Stejn¢ tak u MRP2 bylo
zjiSténo, ze jejich exprese roste se zvysSujicim se gestatnim vékem (H. E. Meyer Zu

Schwabedissen et al., 2005).

MRP4 se nachdzi na apikdlni membrané termindlnich placentarnich syncytiotrofoblast

(Azzaroli et al., 2007). Informace o zméné€ exprese béhem gestacniho véku se zatim nevi.

MRPS5 transportér je na stran¢ piivracené k plodu a ma se tedy za to, ze nehraje roli v ochrané
plodu pted piichozimi latkami (Walker et al., 2017). Exprese tohoto transportéru béhem
t€hotenstvi postupné klesa (H. E. U. Meyer Zu Schwabedissen et al., 2005).

25



4 CiLE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo (1) porovnani genové exprese Sesti nejvyznamnéjsSich ABC
efluxnich transportéri v prvotrimestralnich a terminalnich placentdch ziskanych po
fyziologickém porodu Ci cisafském fezu. DalSim cilem (2) bylo identifikovat a porovnat v rdmci
terminalnich placent expresi téchto transportérii v izolovanych trofoblastech a ve fetalnich

endotelialnich buikach, jakozto hlavnich mistech vymény latek a pfestupu zivin ptes placentu.
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5 PRAKTICKA CAST

5.1 Material a metodika

Odbéry placent

Ttinact vzorkll prvotrimestralnich placent bylo ziskano pro védecké ucely z Porodnicko-
gynekologické kliniky Fakultni nemocnice v Hradci Kralové po provedeni pldnovaného

ukonceni fyziologického téhotenstvi (na zadost t¢hotné).

Patnact vzorkl bylo odebrano z mikrovil6zni ¢asti placent do 30 minut po spontdnnim porodu
nebo cisafském fezu na konci tretiho trimestru. VSechny placenty pfitom pochézely z

fyziologického t€hotenstvi bez komplikaci a bez medikace.

Odbeéry placentarnich vzorkl prob&hly na zdklad€ udéleni informovaného souhlasu v souladu

s platnym schvalenim etickou komisi ¢. 201706 S17P.
Odebrané vzorky byly do zpracovani uchovavané v hluboko mrazicim boxu (-80°C).
Vzorky mRNA trofoblasti a endotelialnich bunék

P&t vzorkil izolované mRNA z endotelidlnich bun¢k fetdlnich cév a dvou trofoblastl bylo
poskytnuto pro védecké ucely zlaboratofe Assoc. Prof. Christiana Wadsacka
z Gynekologického ustavu na Lékatrské Univerzité v Grazu. Dalsi dva vzorky trofoblasti (a
nasledné mRNA) byly vyizolovany na Katedie farmakologie a toxikologie Farmaceutické

fakulty v Hradci Kralové (Tupova et al., 2020).
Chemikalie

e fosfatovy pufr, PBS (Lonza, Basilej, Svycarsko)

e TRI Reagent (Molecular Research Center, Cincinnati, OH, USA)

e chloroform (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

e 2-propanol (Sigma Aldrich)

e (isty ethanol (Sigma Aldrich)

e voda pro injekce — API (B. Braun Medical, Melsungen, Némecko)

e Gb Basic Reverse Transcription kit (Generi Biotech, Hradec Kralové, Ceska republika)
e TagMan® Universal Master Mix II (ThermoFirsher Scientific, Waltham, USA)

e Taq Man® Real Time Expression PCR assays (ThermoFirsher Scientific)
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e ABCBI (Hs00184500 ml)

e ABCG2 (Hs01053790 ml)
e ABCCI (Hs01561483 ml)
e ABCC2 (Hs00960488 m1)
e ABCC4 (Hs00988721 ml)
e ABCCS5 (Hs00981089 ml)

Homogenizace tkané

Z kazdé terminalni placenty byl odebran ze tfi odlisSnych mist vzorek vilozni tkané. Tkan byla
nejprve omyta od zbytkové krve pomoci ledového PBS a nésledné rozstiihana na drobné
kousky do ¢isté 2 ml mikrozkumavky. Zpracovani tkan¢ probiha na ledu, aby se zabranilo
degradaci RNA. Vysledné kousky vzorkl pak byly spojeny (,,poolovany*) a nasledné z nich
bylo pouzito cca 80 — 100 mg pro izolaci RNA. Ke tkani byl pfidan 1 ml TRI Reagentu, poté
byla smés zhomogenizovana pomoci ty¢ového homogenizatoru (TRI REAGENT®, 2017).

Postup izolace RNA z homogenizované tkané

Izolace RNA (Obr. 11) je zalozena na principu fenol-chloroformové extrakce. Ke
zhomogenizovanému vzorku byl pfidan chloroform (200 ul/1 ml), se kterym byl vzorek
promisen. Nasledné byly vzorky centrifugovany na 12 000 otacek pii 8°C po dobu 15 minut,
diky ¢emuz byly v mikrozkumavce vytvoteny 3 vrstvy. V horni ¢iré vodné vrstvé se nachazi
rozpuSténd RNA, spodni organickd faze obsahuje proteiny a lipidy a mezi nimi se nachézi bily
prstenec, vnémz je zachycena deoxyribonukleova kyselina (DNA). Pro na$ pokus byla
ziskavana Cistd RNA tak, aby nedoslo k naruseni vrstvy DNA. K ziskavani RNA byla pouzZita
mikropipeta, pomoci které¢ bylo odebirdno co nejvétsi mnozstvi vodné vrstvy s rozpuSténou

RNA do dal$i mikrozkumavky. Pti naruseni vrstvy byl vzorek opét centrifugovan.

Ziskanda RNA byla smisena s 2-propanolem (500 ul/1 ml TRI Reagentu) pro naslednou
precipitaci RNA (inkubace 10 minut pii laboratorni teplot€). Po zvortexovani byl vzorek vloZen
do centrifugy, ktera byla opét nastavena na 8§°C, 12 000 otackach, 5 minut. Béhem toho procesu
vytvari RNA bilou peletku. Supernatant byl odstranén pomoci pipety a peletka RNA oplachnuta
pomoci 75% ethanolu (1ml/1ml TRI Reagentu) s kterym byla centrifugovéana opét pii 12000

ota¢kach po dobu 5 minut pti 8°C. Cisténi RNA pomoci ethanolu bylo provadéno dvakrat pro
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zvyseni Cistoty a jeho zbytky byly odpafeny na vzduchu. Nasledné byla peletka rozpusténa ve
20 ul API (TRI REAGENT®, 2017).

L b

Zhomogenizovany vzorek Separace do 3 vrstev Vytvotena peletka

Obr. 11 — Princip izolace RNA z homogenizované tkané (Pfevzato a pfepracovéano dle:

Medplus, 2021).

Méreni Cistoty RNA

Koncentrace a Cistota izolované mRNA byla méfena pomoci pfistroje nanodrop (ND 1000,
Thermo Fisher Scientific), ktery pracuje na principu spektrofotometrie. Nejprve byly ocistény
kontaktni plochy nanodropu, na které se nanasi vzorek (1 pul), a také API, kterd soucasné slouzi
jako slepy vzorek. Na tomto piistroji métime koncentraci RNA v ng/ul na zdkladé absorbance
pii vlnové délce 260 nm a absorp¢ni pomér 260 nm/ 280 nm, ktery znazorfiuje Cistotu daného
vzorku. Absorbance pii vlnové délce 260 nm znézoriuje koncentraci RNA a pti 280 nm je
znazornena jeji Cistota. (Barbas et al., 2007). Absorp¢ni pomér a tudiz Cistota RNA by méla byt
pfiblizné rovna 2. NiZ§i absorp¢ni pomér naznacuje kontaminaci vzorku proteiny nebo fenoly.
Po zjisténi koncentraci jednotlivych vzorki byly tyto vyfedény na vyslednou koncentraci RNA

500 ng/ul a uchovany pfti -80 °C (Thermo Fisher Scientific, 2010).

Reverzni transkripce

Pro umoznéni kvantifikace genové exprese pomoci polymerazové tetézové reakce (PCR) je
nutné ziskanou RNA piepsat do podoby komplementdrni DNA (cDNA). K tomuto dochazi
pomoci enzymu reverzni transkriptazy, tzv. RNA-dependentni DNA polymerazy. Sekvence
RNA zde slouzi jako Sablona pro reverzni transkriptdzu, vznikld cDNA, je pak vyuzita jako

templat pro PCR. Reverzni transkriptdza naseda na jednotetézcovy usek RNA. Aby mohl piepis
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zacit, je tfeba, aby byl pfitomen ndhodny primer (ve formé oligonukleotidu poly(dt) a/nebo
hexameru), ktery je komplementarné navazan na dany fetézec RNA a také nukleotidy slouzici
jako stavebni kameny nov¢ vznikajiciho vldkna. Diky komplementarité je pak syntetizovana

cDNA (LabGuide, 2021b; Thermo Fisher Scientific, 2014).

Real-time PCR

PCR neboli polymerazova fetézova reakce je metoda umoziujici exponencialni amplifikaci
specifické nukleové kyseliny. Amplifikace DNA pomoci PCR je docileno po né€kolika cyklech
replikace DNA in vitro (Kuslich et al., 2019). V této klasické PCR dochazi k detekci a
kvantifikaci amplifikované DNA az na konci reakce (Thermo Fisher Scientific, 2014). PCR se
skladd z cyklicky se opakujici denaturace, annealingu a elongace. Denaturaci se rozumi
oddéleni vldken dvousroubovice DNA piisobenim tepla. Naslednym krokem je annealing, diky
kterému dochazi na zdkladé komplementarity k pfipojeni primerd k DNA. A poslednim,
klicovym krokem je elongace, pii které dochazi k prodlouzeni primert pomoci DNA

polymerazy (Zdenkova Kamila, 2014).

Jeji modifikaci tedy vznikéa Real-time PCR, coz je tedy klasicka PCR, ale oproti ni zde dochazi
ke kvantifikaci DNA v kazdém cyklu. Pro tuto reakci je dilezity fluorescencni substrat, ktery
se navaze na DNA a nasledné vyzafuje fluorescenci (Obr.12). Je zde také detektor, ktery
zaznamenava fluorescenci, a tim nadm umoziuje zjistit mnozstvi DNA v naSich vzorcich
(LabGuide, 2021a). Nami provadény pokus byl provadén na destiCkach s 384 jamkami. Jako
zdroj fluorescence zde byly pouzity TagMan sondy (=oligonukleotidy). Do reakce se vkladaji
primer a oligonukleotid, ktery je na jednom konci fluorescen¢né oznacen a na druhém konci
ma zhaSe¢. PCR reakce probihd vzdy béZznym zplsobem, dokud DNA polymeraza syntetizujici
novy fetézec nenarazi na tento oligonukleotid. Poté ho vytésni z templatu a $tépi ho. Diky tomu
uz neni fluorescencni sonda ve zkumavkach vézana ¢imz je umoznéno zméfit fluorescenci v
jednotlivych zkumavkach (Wikiskripta, 2020b). Se zvySujicim se poctem opakovani danych

cyklt se zvysuje fluorescencni signal (LabGuide, 2021c¢).
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JPlateau” faze

Linearni faze
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Obr.12 - PCR soustava - V exponencialni fazi dochdzi k naristu DNA a s nim taky spojené
fluorescence, ale ten neni jeste tak velky, aby mohl byt zachycen detektorem. Postupné dochazi
ke zvyseni intenzity fluorescence a soucasn¢ i DNA a naslednému strmému vzestupu — tzv.
linearni faze, coz uz je detektorem zachyceno. Posledni fazi je tzv. ,,plateau faze. Zde je velké
mnozstvi DNA, ale postupné dochazi k vycerpavani a zpomalovani reakce. Proto se uz tato faze

nepouziva pro vyhodnocovani mnozstvi DNA (Pfevzato z: LabGuide, 2021a).

Vypocet vlastni genové exprese

Pro tento vypocet je vyznamnd C; hodnota, coz je takzvana prahova hodnota. (Obr. 11)
Zachycuje, v kterém cyklu dojde k nartistu fluorescence do takové miry, Ze je mozno ji zachytit
detektorem. Cim je Ci hodnota nizsi, tim vice je v reakci templatové DNA a &im je hodnota C;
vy$si, tim méné DNA se v reakci nachazi. Abychom mohli reakci kvantifikovat, potfebujeme
tzv. vnitini kontrolu. Diky ni jsme schopni fici, jestli bylo pouzito u jednotlivych vzorki
srovnatelné mnozstvi vstupniho materialu. Vnitini kontrola je vZdy néjaky gen, jehoZ mnoZstvi
by mélo byt u vSech vzorki, které testujeme stejné (LabGuide, 2021a). Jako vnitini kontrolu

jsme uzivali tzv. referen¢ni ,,housekeeping™ gen YWHAZ.

U kazdého genu byl spocitan primér z Ct hodnot, které byly zjiStény pfi real-time PCR. Na
plato byly vzorky pipetovany v duplikatech, takZze byl priimér stanovovan ve vétSing€ ptipadi

ze dvou hodnot. Nasledné doslo k vypoctu Act = Oct vzorku-Oct YWHAZ. Tento vysledek byl
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poté pouzit pti dalsim vypoctu: 22, Poslednim krokem byl prepocet na placentu 50 dle vzorce:
28 yzorku/22vz. Ctrl50. Tyto hodnoty byly nasledn& vyuzity pro grafické znazornéni a

stanoveni statistické vyznamnosti.

5.2 Statisticka analyza

Pro zpracovavani vysledka byl pouzit program GraphPhad Prism, verze 9.1.

Pro urcenti statistické vyznamnosti byl v piipad€ porovnani genové exprese mezi prvnim a
tretim trimestrem pouzit neparametricky neparovy test Man Whitney: P* < 0,05; P** <0,01;
P*** <0,001. Pro nedostatek vzorkl izolovanych trofoblastti nebylo mozné pro geny ABCC?2,
ABCC4 a ABCCS urdit statistickou vyznamnost mezi genovou expresi v buiikach trofoblastu a

endotelialnimi bunikkami.
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6 VYSLEDKY

1. Genova exprese ABC transportéru v placentach prvniho a tietiho trimestru

Po vyhodnoceni dat jsme pozorovali signifikantné rozdilnou genovou expresi mezi placentami

prvniho (n = 13) a tietiho trimestru (n = 15) celkem u tfi testovanych gent.

Vyssi exprese v prvnim trimestru byla detekovana pro ABCB1 (3,6 krat, P*** <0,001) a ABCC2
(2,8 krat, P*** <0,001). Tento trend byl pozorovéan i pro ABCC4 (2,8 krat, ns.), z divodu
vysokého rozptylu vS§ak nebylo dosazeno statistické vyznamnosti. Naopak exprese ABCC/ byla

signifikantn€ zvysena ve tretim trimestru (3,4 krat, P*** <0,001).

Pomeér genové exprese (prvni/tieti trimestr) pro ABCG2 (0,8) a ABCC5 (1,5) byl blizko jedné a
expresi lze pokladat za stabilni v pritbéhu téhotenstvi (Obr. 13).
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Obr. ¢. 13 - Porovnani genové exprese ABC transportérii v placentach prvniho a tfetiho
trimestru. Vysledky byly hodnoceny pomoci neparametrického neparového Man Whitney testu,
p#** <0,001).
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2. Genova exprese ABC transportéru v trofoblastech a endotelialnich burikach

Statistickou vyznamnost pro porovnani genové exprese transportérit mezi buiitkami trofoblastu
(n =4) a endotelidlnimi bunikami fetalnich cév (n = 5) bylo mozné hodnotit pouze pro tfi geny:

ABCBI1, ABCG2 a ABCBI1. Ve vsech ptipadech bylo dosazeno statisticky vyznamné rozdilnosti.

Exprese ABCBI byla 48,9 krat (P* < 0,05) a exprese ABCG2 18,1 krat (P* < 0,05) vyssi
v bunkéch trofoblastu nez endotelidlnich buiikach. Naopak exprese ABCC1 byla vyssi (6,5 krat,
P* <0,05) v endoteliadlnich bunikach.

Statistickou vyznamnost nebylo mozné hodnotit u gentt ABCC2, ABCC4 a ABCCS z divodu
nedostatecného poctu vzorkt izolovanych trofoblast (n = 2). Nicméné byla pozorovana vyssi
exprese ABCC2 (5,2 krat) v bunkédch trofoblastu a vyssi exprese ABCC4 (13,8 krat)
v endotelidlnich buiikéach. Expresi pro ABCCS neni mozné hodnotit z diivodu velkého rozptylu

dat mezi dvéma vzorky trofoblastil, jez byly ke studii pouzity (Obr. 14).
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Obr. €. 14 - Porovnani genové exprese ABC transportéri v izolovanych bunkach trofoblast a
endotelialnich bunék z fetalnich cév. Vysledky byly hodnoceny pomoci neparametrického

neparového testu Man Whitney, P* < 0,05).
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7 DISKUZE

Placenta je organ, ktery je diilezity pro plod z hlediska jeho vyvoje. Klicovou funkci je zdsobeni
plodu zivinami, kyslikem a odvod odpadnich latek (H4jek Zdenc¢k et al., 2014). Placenta se
meéni béhem jednotlivych trimestra jak z hlediska struktury, tak i funkce (Burton & Jauniaux,
2015). Transport latek ptes placentu je zprostiedkovan mnoha mechanismy, pficemz velmi
dilezity je transport pomoci proteinovych prenasect (Walker et al., 2017). Exprese téchto
transportérti se mize meénit v zavislosti na fazi t¢hotenstvi a rovnéz se lisi dle lokalizace
v jednotlivych typech placentarnich bunék (Joshi et al., 2016). V rdmci nasi prace jsme se
zamg¢fili na variabilitu exprese Sesti ABC efluxnich placentarnich transportéria: MDR1, BCRP,
MRPI1, MRP2, MRP4 a MRPS5 s cilem porovnat jejich genovou expresi mezi placentami
prvniho (< 13 tt., n = 13) a tfetiho (= 38 tt., n = 15) trimestru a mezi bunkami trofoblastl a

fetalnich endotelialnich kapilar izolovanych rovnéz z placent tietiho trimestru.

MDRI1 koédovany genem ABCBI je nejdéle znamym a dosud nejlépe popsanym ABC
transportérem (Joshi et al., 2016). Jeho zvySend placentarni exprese v prvnim trimestru
s postupnym poklesem smérem k porodu na genové i proteinové urovni byla popsana jiz mnoho
let zpatky (Gil et al., 2005; Sun et al., 2006; Mathias et al., 2005). Podobny trend jsme
vyhodnotili i vnasi praci, kdy jsme pozorovali 3,5nasobné snizeni exprese ABCBI
v terminalnich placentach oproti prvotrimestralnim, ¢imz jsme téZ nepfimo ov¢fili na§ spravny

ptistup a metodiku pro hodnoceni studované problematiky (Obr. 13 A)

Exprese BCRP transportéru kodovaného genem ABCG2 je vramci lidského organismu
nejvyssi pravé v placenté (Mao, 2008). Prestoze piipadné zmény v pribehu teéhotenstvi byly
Casto studovany, vysledky jsou dosud nejednotné a ve svych zaverech se rozchazi. Snizujici se
expresi BCRP transportéru smérem k porodu popsal napt. (Petrovic et al., 2015; Williams et
al., 2012), jejich zavéry vSak castecné vychazi z porovnavani zdravych termindlnich placent a
placent ziskanych po pfedCasnych porodech komplikovanych napt. bakteridlnim zanétem ci
pre-eklampsii, coz jsou situace, které rovnéZ mohou ptispét k ovlivnéni exprese (Petrovic et al.,
2015). Naopak Yeboah et al., 2006 popsal zvySenou expresi v tfetim trimestru, av§ak beze zmén
na trovni mRNA. Zcela stabilni expresi BCRP v pribéhu t€hotenstvi pak pozoroval Mathias et

al., 2005, coz se shoduje 1 s naSimi daty (Obr. 13 B).

Z podrodiny MRP transportéri patii mezi nejlépe popsané na placenté piedevsim MRPI a
MRP2 transportér (Pascolo et al., 2003; H. E. Meyer Zu Schwabedissen et al., 2005; St-pierre

et al., 2000). Zatimco MRP2 transportér je ko-lokalizovdn a Casto spojovan piedevSim
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s obdobnou protektivni funkci placenty jako MDR1 a BCRP (Leslie et al., 2005), naopak
lokalizace MRP1 byla jiz nékolikrat potvrzena na bazalnich membranach s protichidnym
smérem transportu (Evseenko et al., 2006; Nagashige et al., 2003). Z hlediska gesta¢niho véku
jsme pozorovali signifikantni zmény v genové expresi jak pro MRP1 (kédovany ABCC1), tak
pro MRP2 (kédovany ABCC?2) transportér V piipadé MRP1 se nase vysledky ukazujici vyssi

genovou expresi v placentach tietiho trimestru shoduyji s jiz diive publikovanou studii (Pascolo

zvysujici se genova exprese MRP2 smérem k porodu. Nicméné terminalni placenty byly
porovnavany s placentami z predCasnych poroda (23 — 37 tt.) (H. E. Meyer Zu Schwabedissen
et al., 2005), nikoliv s placentami prvniho trimestru jako v nasi studii, kdy jsme naopak

pozorovali vyssi genovou expresi MRP2 v prvnim oproti tfetimu trimestru (Obr. 13 D).

Dosavadni znalosti o expresi a funkci MRP4 a MRPS5 transportéri jsou oproti vyse
diskutovanym zastupclim zna¢n¢ protidlé, coz miize souviset napiiklad i s niz§im potencidlem
téchto transportéri pro interakce s 1é¢ivy (Giacomini et al., 2021). AvSak stale se rozvijejici
poznatky o zapojeni ABC transportérii i do fady fyziologickych a patofyziologickych procesi
obraci pozornost i k t¢émto dosud mén¢ studovanym clentim. V nasi studii jsme pozorovali
pokles genové exprese obou transportérti smérem k porodu (2,8 -krat pro ABCC4 a 1,5 -krat
pro ABCCS), avSak vzhledem k vysokému rozptylu vysledkd nebylo ani v jednom ptipadé
dosazeno statistické vyznamnosti. Zatimco podobné tendence byla pro MRP5 popséna i ve
dvou ptedchozich studiich (Pascolo et al., 2003; H. E. U. Meyer Zu Schwabedissen et al., 2005)
v ptipadé¢ MRP4 se jedna o prvni porovnani genové exprese v lidské placenté v pribchu

gestacniho véku (Obr. 13 E, F).

Ve druhé ¢asti této prace jsme se zaméfili na porovndni genové exprese zde studovanych ABC
transportért mezi bufikami trofoblastu (n = 4) a fetilnich endotelidlnich bun¢k (n = 5)
izolovanych z termindlnich placent. Zatimco bunky trofoblastu se nachézi na pomysiném
vrcholu choriovych klkii a v podobé mnohojaderného syncytiotrofoblastu jsou v pfimém
kontaktu s matefskou krvi (Hajek Zdenck et al., 2014), endotelidlni buiiky tvoii vystelku
fetalnich kapilar, ve kterych proudi krev plodu (Blaschitz’ et al., 1997). Za velmi zajimavé,
avSak vcelku logické lze povazovat zjiSténi, ze genova exprese ABC transportért
v trofoblastech je v podstaté srovnatelnd s genovou expresi detekovanou ze vzorkii odebranych
z vilozni tkdné€ placenty, kterd je z velké miry tvofena pravé trofoblasty (Benirschke, 2004).

Avsak endotelidlni buniky zaujimaji v celkové hmoté placenty pouze nepatrnou ¢ast a mira
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zastoupeni jednotlivych ABC transportériit se projevila, az pfi porovnani genové exprese

vychazejici z mRNA izolované a piepsané piimo z vyizolovanych endotelidlnich bunék.

Za velmi zanedbatelnou lze v endotelidlnich bunkach povazovat genovou expresi ABCBI a
ABCG2, jelikoz jejich zastoupeni v trofoblastech bylo 48,9-krat vyssi v ptipadé¢ ABCBI (Obr.
14 A) a 18,1-krat vyssi pro ABCG2 (Obr. 14 B). Naopak exprese ABCCI (6,5-krat) byla
signifikantné vyssi v endotelidlnich bunkéach (Obr. 14 C). Bohuzel z divodu nedostatecného
mnozstvi izolované mRNA mame tdaje o expresi ABCC2, ABCC4 a ABCCS5 stanovené u
trofoblastl izolovanych pouze ze dvou rtiznych placent, a proto jsme nebyli schopni v dobé
kompletace diplomové prace stanovit u téchto gent statistickou signifinkanci. Nicméné pilotni
data naznacuji vyznamné;jsi expresi ABCC?2 v bunikach trofoblastu (5,2-krat vyssi) (Obr. 14 D)
a pro ABCC4 naopak v endotelialnich bunkach (13,9-krat) (Obr. 14 E). Vzhledem k vysokému
rozptylu v pilotnich datech nelze hodnotit genovou expresi ABCCS pro jednotlivé bunky (Obr.
14 F). Ackoliv naSe vysledky reflektuji pouze pomér genové exprese ABC transportérii
v trofoblastech a endotelialnich buiikach a nikoliv jejich lokalizaci, na zdklad¢ fady odbornych
publikaci mizeme predpokladat lokalizaci MDR1, BCRP, MRP2 a MRP4 transportéru spise
na apikalnich membranach (Staud et al., 2012; Evseenko et al., 2007; St-pierre et al., 2000;
Azzaroli et al., 2007) a naopak MRP1 a MRP5 na membranéch bazélnich (St-pierre et al., 2000;
H. E. U. Meyer Zu Schwabedissen et al., 2005). V tomto kontextu ndm mohou naSe data ptispét
k lepsSimu pochopeni vyznamu funkci jednotlivych ABC transportéri v konkrétnich ¢éastech
placenty a vzhledem k proménlivé expresi v priabéhu gesta¢niho veéku i k lepSimu pochopeni

jejich zapojeni do fyziologického fizeni t€hotenstvi.
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8 ZAVER

ABC transportéry pfispivaji vyznamnou mérou k regulaci a fizeni prestupu latek ptes placentu,
¢imz napomahaji spravnému prabéhu téhotenstvi. Kromé ochranné funkce, kdy odcerpéavaji
z placentarnich bun¢k cizorodé a potencidlné skodlivé latky, jsou zapojeny 1 do odvodu
odpadnich latek smérem z plodu do mateiské krve a dale poméhaji regulovat piestup a
distribuci fady endogennich latek. V piipad€ nutnosti farmakoterapie mohou téz ovliviiovat
materno-fetalni farmakokinetiku podavanych 1é¢iv béhem tchotenstvi (Hajek Zdenck et al.,

2014; Walker et al., 2017).

Exprese ABC transportért v placenté je proménliva s postupujicim t¢hotenstvim a rovnéz se
1181 mezi jednotlivymi typy bunck formujicich placentu, coz je nutné brat v tivahu pii hodnoceni

ptestupu jednotlivych latek ptes placentu (Joshi et al., 2016).

V této praci jsme popsali a porovnali genovou expresi Sesti ABC transportérii mezi placentami
prvniho a tfetiho trimestru a dale mezi izolovanym buiilkami trofoblastu a endotelialnich bunék
fetalnich kapilar. Za stabilni v prubéhu téhotenstvi lze povazovat expresi BCRP, MRP4 a
MRPS5 transportérii. Naopak signifikantni zmény byly pozorované v genové expresi MDR1,
MRP1 a MRP2 transportért, pricemz exprese transportért lokalizovanych primarné na apikalni
membrané trofoblastu, MDR1 a MRP2 se ke konci t€hotenstvi vyrazné snizuje. Naopak,
exprese MRP1 lokalizovaného na membrané bazalni s dozravanim placenty stoupa. Vyznam

téchto zmén pro distribuci xenobiotik a ptipadné konjugati latek pies placentu zlistava otazkou.

Genova exprese detekovana v bunkach izolovanych trofoblasti korelovala s hodnotami
ziskanymi po vyhodnoceni mRNA exprese ze vzorkil plnych placent tietiho trimestru. Nase
prace dale odhaluje pomérné vysokou expresi MRP1 a MRP4 ve fetalnich endotelovych
bunikach ve srovnani s bunikami trofoblastu. Role této vyssi exprese a funkce uvedenych MRP
transportérti pro prestup latek z matky do plodu, ¢i v opacném sméru pfitom neni ziejma a pro
plné pochopeni transportnich funkci placenty by mély byt tyto proteiny pfedmétem dalSich

studii.
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