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Deprese v téhotenstvi je stdle ¢astéjSim problémem a uvadi se, ze az 25 % téhotnych zen trpi depresi
a pfiblizné 13 % z nich jsou predepisovana antidepresiva. V soucasné dobé jsou v téhotenstvi nejcastéji
predepisovanymi antidepresivy selektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu (SSRI)
a inhibitory zpétného vychytavani serotoninu a noradrenalinu (SNRI). Bezpecnost této lécby je vsak
stdle spornd, protoZe u téhotnych Zen uZivajicich antidepresiva byly hlaseny nepfiznivé Ucinky na
prabéh téhotenstvi a vyvoj plodu, jako jsou organové malformace, zvyseny vyskyt neurologickych
poruch ¢i preeklampsie. Nicméné v soucasné dobé stéle chybi znalost zodpovédnych mechanism,
které doposud nebyly dostatecné zkoumany. PrestoZe vliv antidepresiv na dostupnost serotoninu
(5-HT), dopaminu (DA) a noradrenalinu (NA) v mozkové tkdni je v literatufe podrobné charakterizovan,
interakcim antidepresiv s placentdrnimi monoaminovymi transportéry nebyla do dnesni doby
vénovana pozornost. Spravna koncentrace monoaminu ve fetoplacentarni jednotce je vsak kriticka pro

spravny vyvoj placenty a plodu a jakékoliv naruseni mize vést ke zménam ve fetdlnim programovani.

Z tohoto dlivodu jsem se v této disertacni praci zabyvala akutnim a chronickym efektem antidepresiv
na fetoplacentarni homeostdzu monoamin(l. Pro splnéni téchto cili jsem nejprve stanovovala
transportni mechanismy, kterymi jsou monoaminy placentou vychytdvany z materské a fetdlni
cirkulace. Po identifikaci serotoninového transportéru (SERT), noradrenalinového transportéru (NAT)
atransportéru organickych kationtl 3 (OCT3), hlavnich transportéri zprostiedkovavajicich vychytavani
monoamind na mikrovilézni (MVM) a bazalni membrané (BM), jsem stanovila inhibi¢ni efekt
antidepresiv na jejich transportni funkci v placenté. Nasledné jsem potvrdila vhodnost pouZiti
potkaniho modelu pro studium vlivu dlouhodobé 1éCby paroxetinu na homeostazu monoamind
v placenté a fetalnim mozku a na uteroplacentdrni a fetoplacentdrni cirkulaci, ktera byla posledni ¢asti

mého vyzkumu.

K ziskani vysledkd bylo vyuZito Siroké spektrum experimentalnich metod, které zahrnovaly potkani
modely, konkrétné in situ dudlni a umbilikalni perfuze potkani placenty a dlouhodobou Ié¢bu brezich

potkanich samic paroxetinem. Dale byly vyuzity akumulaéni studie vyuzivajici ex vivo izolované lidské



placentarni membranové vezikuly, in vitro bunécné kultury (HRP-1, transfekované MDCKII), metody
molekuldrni biologie ke stanoveni relativni a absolutni genové exprese, qRT-PCR a ddPCR, a metoda
Western blotu ke stanoveni exprese proteinu. Na zavér, Dopplerovskd ultrasonografie, unikatni

zobrazovaci metoda, byla pouZita ke studiu rezistence uterinnich a umbilikalnich arterii.

Vysledky této disertacni prace poskytuji v prvni radé vhled do fyziologickych aspekt( transportu 5-HT,
DA a NA pres lidskou a potkani placentu a v druhé radé pfinasi dosud nepopsany mechanismus, kterym
akutné a chronicky podand antidepresiva béhem téhotenstvi narusuji fetoplacentarni homeostazu
téchto monoaminl: 1) Antidepresiva inhibuji vychytdvani monoaminl z matefské cirkulace
zprostfedkované SERT a NAT a zfetalni cirkulace zprostfedkované OCT3. 2) Paroxetin podavany
v pribéhu celé gestace u potkana ma za nasledek zvySenou rezistenci uterinnich
a umbilikalnich arterii, kterd mize byt zplsobena akumulaci monoamind v krevnim tecisti spolecné
s predominanci nevétviciho typu placentarni angiogeneze. 3) Paroxetin podavany v pribéhu celé
gestace u potkana down reguluje expresi viech gent dlleZitych pro placentarni homeostazu 5-HT, DA
a NA a up reguluje expresi dopamin-B-hydroxylazy (DBH) a transportéru aminokyselin typu L1 ve
fetdlnim mozku. Vzhledem ktomu, Ze v klinické praxi neexistuje momentdlné vhodnéjsi volba
antidepresivni terapie, jsou nase zjisténi farmakologicky relevantni pro zajisténi bezpecnosti uzivani

téchto IéCiv béhem téhotenstvi.
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Depression in pregnancy is an increasingly common problem and it is reported that up to 25 % of
pregnant women suffer from depression and approximately 13 % are prescribed antidepressants.
Currently, the most commonly prescribed antidepressants in pregnancy are selective serotonin
reuptake inhibitors (SSRIs) and serotonin-norepinephrine reuptake inhibitors (SNRIs). However, the
safety of these treatments is still controversial, as poor pregnancy outcomes such as organ
malformations, increased incidence of neurological disorders, and preeclampsia have been reported
in pregnant women taking antidepressants. However, knowledge of the responsible mechanisms is still
lacking at present as they have not been sufficiently investigated. Although the effect of
antidepressants on the availability of serotonin (5-HT), dopamine (DA) and norepinephrine in brain
tissue has been extensively characterized in the literature, the interactions of antidepressants with
placental monoamine transporters have not received attention to date. However, appropriate levels
of monoamines in the fetoplacental unit are critical for proper placental and fetal development, and

any disruption can lead to changes in fetal programming.

For this reason, in this dissertation | have investigated the acute and chronic effects of antidepressants
on fetoplacental monoamine homeostasis. To accomplish these goals, | first determined the transport
mechanisms by which monoamines are taken from the maternal and fetal circulation up. After
identifying serotonin transporter (SERT), norepinephrine transporter and organic cation transporter 3
(OCT3), the major transporters mediating monoamine uptake through microvillous (MVM) and basal
membrane (BM), respectively, | confirmed the acute inhibitory effect of antidepressants on their
transport function in the placenta. Subsequently, | confirmed the suitability of using a rat model to
study the effect of long-term paroxetine treatment on monoamine homeostasis in the placenta and

fetal brain and on uteroplacental and fetoplacental circulation, which was the last part of my research.

A wide range of experimental approaches has been used to obtain the results, including rat models,
specifically in situ dual and umbilical perfusion of the rat placenta and long-term treatment of pregnant

rats with paroxetine. In addition, accumulation studies using ex vivo isolated human placental



membrane vesicles, in vitro cell cultures (HRP-1, transfected MDCKII), molecular biology methods to
determine relative and absolute gene expression, gRT-PCR and ddPCR, and western blotting to
determine protein expression were used. Finally, a unique imaging technique, Doppler

ultrasonography, was used to study the resistance of the uterine and umbilical arteries.

The results of this dissertation thesis provide, first, insight into the physiological aspects of 5-HT, DA,
and norepinephrine transport across the human and rat placenta, and second, a previously
undescribed mechanisms by which acutely and chronically administered antidepressants during
pregnancy disrupt fetoplacental homeostasis of monoamine: 1) Antidepressants inhibit monoamine
uptake from maternal circulation mediated by SERT and norepinephrine transporter and from fetal
circulation mediated by OCT3. 2) Paroxetine administered throughout gestation in rats results in
increased resistance of uterine and umbilical arteries, which may be due to the accumulation of
monoamines in the bloodstream together with the predominance of the non-branching type of
placental angiogenesis. 3) Paroxetine administered throughout gestation in rats downregulates the
expression of all genes involved in placental homeostasis of 5-HT, DA and norepinephrine and
upregulates dopamine-B-hydroxylase (DBH) and L-type amino acid transporter expression in the fetal
brain. Given that there is currently no more appropriate choice of antidepressant therapy in clinical
practice, our findings are pharmacologically relevant to ensure the safety of using these drugs during

pregnancy.
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1. SEZNAM ZKRATEK

Seznam zkratek

5-HT
5-HIAA
A

ABC transportéry
ADHD
BCRP
BM
CNS
CoOMT
DA
DAT
DBH
ddPCR
IC50
MAO-A
MRP
MVM
NA
NAT
0OCT3
P-gp
PNMT
SERT
SLC
SNRI
SSRI
STB
TPH

VMAT

5-hydroxytryptamin; serotonin

5-hydroxyindol aminooctova kyselina

adrenalin

ATP-binding cassette transporters

porucha pozornosti s hyperaktivitou

breast cancer resistance protein

bazalni membrana

centralni nervova soustava
katechol-O-metyltransferdza

dopamin

dopaminovy transportér

dopamin-B-hydroxylaza

digitalni polymerazova retézova reakce

poloviéni maximalni inhibi¢ni koncentrace
monoaminooxidaza A

multidrug resistence-associated protein
mikrovilézni membrana

noradrenalin

noradrenalinovy transportér

transportér organickych kationtl 3
P-glykoprotein
fenyletanolamin-N-metyltransferaza
serotoninovy transportér

transportni membranové proteiny pro elektrolyty
inhibitory zpétného vychytavani serotoninu a noradrenalinu
selektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu
syncytiotrofoblast

tryptofan hydroxylaza

vezikuldrni monoaminovy transportér



Uvod

2. UvoD

Deprese je jednou z nejéastéjsich komplikaci v téhotenstvi. Odhady jeji prevalence se znacné lisi, ale
nejnovéjsi idaje uvadéji, ze depresi a/nebo Uzkosti trpi az 25 % téhotnych Zen [1]. Epidemiologické
studie navic zjistily negativni vliv nelééené deprese béhem téhotenstvi na vysledky téhotenstvi [2].
V soucasné dobé je tedy az 13 % téhotnych Zen predepisovdno jedno nebo vice antidepresiv, nej¢astéji
selektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu (SSRI) a inhibitory zpétného vychytavani
serotoninu/noradrenalinu (SNRI) [3, 4]. Tyto léky inhibuji zpétné vychytavani serotoninu (5-HT)
a noradrenalinu (NA) v neuronalnich burkach tim, Ze blokuji jejich specifické transportéry na
presynaptické membrané, a zvysuji tak extraneuronalni koncentrace 5-HT a NA v mozku [5]. SSRI/SNRI
jsou velmi lipofilni 1éCiva, kterd prochazeji placentarni bariérou a mohou ovliviiovat homeostazu
monoamind ve fetoplacentarni jednotce, ¢imZ ohroZuji placentarni funkce a vyvoj plodu [6].
V poslednich nékolika desitkach let pribylo epidemiologickych studii tentokrat se zamérujicich na
negativni vliv antidepresivni lé¢by na vysledky téhotenstvi. Velké mnozZstvi studii spojilo jejich
pouzivani s nepfiznivymi vlivy na télesny a neurologicky vyvoj plodu promitajici se kdykoliv béhem
Zivota [7, 8]. UZivani antidepresiv u téhotnych Zen proto zlstava kontroverzni. Mechanistické priciny

jejich nepfiznivého plsobeni vsak stale nejsou zcela objasnény.

5-HT, dopamin (DA) a NA jsou klicovymi monoaminovymi neuromodulatory a vyvojovymi signdlnimi
molekulami v centralni nervové soustavé (CNS). Reguluji proliferaci a migraci neurondlnich bunék
a zajistuji spravny vyvoj mozku. Zmény v jejich signalizaci ve fetdlnim mozku jsou spojeny s rdznymi
negativnimi neurologickymi nasledky [9, 10]. 5-HT je také dulezity pro vyvoj a funkci nékolika dalSich
organ( a télesnych systém, véetné srdce, plic, gastrointestinalniho traktu a hypotalamo-hypofyzarni
osy [11]. NA je klicovou latkou pro postnatalni adaptaci [12] a DA ma vliv na placentarni endokrinni
funkci [13, 14]. Pfisné kontrolované hladiny vSsech monoamin( ve fetoplacentdarni jednotce v priibéhu
celé gravidity jsou tedy klicové pro udrieni idealnich in utero podminek pro vyvoj plodu a fetalni
programovani. V disledku toho muzZe jakakoli inzultace homeostatickych mechanism@ 5-HT, DA a NA

béhem gestace zvysit riziko Spatnych vysledkid téhotenstvi.

PrestoZe placenta neni neuronalni tkan, ma podobny mechanismus homeostazy monoamin( jako
mozek. Bunky trofoblastu exprimuji serotoninovy transportér (SERT) [15] a noradrenalinovy
transportér (NAT) [16] na mikrovilédzni membrané (MVM) smétujici k matce a transportér organickych
kationt(i 3 (OCT3) na bazalni membrané (BM) smérujici k plodu [17, 18]. Kromé toho jsou lidské buriky
trofoblastu plné vybaveny enzymy produkujicimi 5-HT: tryptofan hydroxylazou (TPH) a monoaminy

degradujicimi enzymy: monoaminooxidazou A (MAQO-A) [19] a katechol-O-metyltransferazou (COMT)



Uvod

[20]. Enzymy produkujici DA a NA nejsou v lidskych burikdch trofoblastu exprimovany (nepublikovana
data, Karahoda a kol., 2023) [21]. VSechny tyto transportéry a enzymy spolupracuji za ucelem udrzeni
spravnych koncentraci 5-HT, DA a NA ve fetoplacentarni jednotce. Jejich zasadni role proti akumulaci
monoaminl v matefské a fetalni cirkulaci je podtriena zvySenou expresi SERT, OCT3, NAT a MAO-A

v pribéhu gestace [19, 21, 22].

Schopnost vybranych antidepresiv inhibovat SERT, NAT a OCT3 [23] byla v literatufe detailné popsana,
nicméné vyznam této interakce v placentdrni bariéfe nebyl dosud zkoumdn. V této disertacni praci
predpoklddame, Ze antidepresiva mohou zasahovat do prenatalni homeostazy monoamintd tim, Ze
ovliviiuji jejich placentarni clearance na materské i fetalni strané placenty, coz vede k suboptimalnim

koncentracim 5-HT, DA a NA ve fetoplacentarni jednotce.

Vysledky této prdce charakterizuji transport 5-HT, DA a NA pres lidskou a potkani placentu a déle
pfindsi nové mechanismy, jakymi je tento transport narusen akutnim a chronickym vlivem
antidepresiv. Navic, diky vyuZivani jak lidské tak i potkani placentarni tkané, ptinasime dulezité
informace o mezidruhovém porovndni, které podporuji vyuziti in situ dualni perfuze potkani placenty
ke screeningu toxicity |éCiv v téhotenstvi a dale vhodnost pouZivani potkanich model( k dlouhodobym

studiim zamérujicim se na homeostazu monoamind v placenté ¢i v plodu.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Placenta

Placenta je docasny, ale plnohodnotny fetalni organ, ktery predstavuje unikatni spojeni mezi matkou
a plodem a ktery spolecné s délohou tvofi nezbytny systém k udrZeni a ke zdarnému pribéhu
téhotenstvi. Placenta zajistuje fadu vitalnich funkci, ¢imz zastupuje nezralou vylucovaci, travici,
dychaci, endokrinni ¢i imunitni soustavu plodu. ProtoZe zadny jiny organ v lidském téle nezajistuje tolik
funkci, multifunkénost placenty je velmi unikdtnim jevem. Béhem téhotenstvi se placenta vyvine do
pramérné vahy 500 gram(, priméru 20 cm a Sifky 3 cm. Spravna velikost a vaha placenty je ukazatelem
spojena s negativnim vlivem na plod [24]. Placenta se postupné vytvari béhem prvnich tfi mésicQ
téhotenstvi, nasledné po ¢tvrtém meésici roste soubézné s vyvojem délohy, aZ je nakonec po porodu
vyloucena [25]. | pres zcela zdsadni roli ve vyvoji nového Zivota nebyla placentarnimu vyzkumu
v minulosti vénovana dostatecna pozornost. Ta se zacala zvySovat po roce 1993, kdy epidemiolog David
Barker se svymi kolegy prived| na svét novou teorii fetdlniho programovani. Hlavni myslenkou teorie
fetdlniho programovani je spojeni nepfiznivych in utero podminek béhem fetalniho Zivota se vznikem
strukturnich a funkénich zmén ve fetoplacentarni jednotce. Tyto adaptacni zmény umoznuji plodu
prezit, nicméné za cenu zvySené predispozice k rllznym patologickym jeviim v dospélosti, typicky
metabolickym, kardiovaskuldrnim onemocnénim ¢i poruchdm CNS [26-28]. Placenta tedy reguluje
nejen rdst a vyvoj plodu béhem téhotenstvi, ale také se podili na predurceni zdravotniho stavu

v pribéhu celého Zivota.

3.1.1 Vyvoj placenty

Po oplodnéni vajicka spermii vznikd zygota. BEhem prvniho tydne se v prlbéhu ryhovani zygota
pretvafi v morulu, kterd postupem casu obsahuje kompaktni shluk bunék a na povrchu ma zonu
pellucidu. Ve chvili, kdy morula vstupuje kolem ¢tvrtého dne do délozniho prostoru, zona pellucida se
stava propustnéjsi, morula prijima tekutinu ze svého okoli a stdva se z ni blastocysta. Ta se implantuje
do délozni deciduy pFiblizné osm dni po oplodnéni. V blastocysté se z vnitfni buné¢né hmoty vyviji
embryoblast a z vnéjsi bunééné hmoty trofoblast, ktery obklopuje celé embryo. Po implantaci dochazi
k intenzivni proliferaci a diferenciaci bunék a trofoblast se rozdéluje na dvé vrstvy, cytotrofoblast,
vnitfni vrstvu, a syncytiotrofoblast (STB), vnéjsi vrstvu. STB tvofi enzymy, které dale narusuji délozni
sliznici, a embryo se zanofuje hloubéji. V syncytiu se ddle tvofi dutinky, které se postupné spojuji do
vétsich lakun. Buriky STB pronikaji stale hloubéji do déloZni stény a narusuji endotelidlni vrstvu krevnich

kapildr, v dlisledku ¢ehoz dochazi ke vstupu matefské krve do lakun. Diky tomu vznika uteroplacentarni
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cirkulace a embryo mUze zadit Cerpat Ziviny z materské cirkulace. Kolem 11.-16. dne po oplodnéni se
zacinaji formovat primarni choriové klky. Jsou tvofené cytotrofoblastem, ktery je pokryt vrstvou STB.
V pozdéjsim stadiu, okolo 16.-21. dne téhotenstvi, ale degeneruji a zlstavaji pouze v oblasti proti
decidue basalis, ¢imz vznikaji sekundarni choriové klky, které na rozdil od primarnich klk( obsahuji
navic mesoderm. Konecné, kolem 21. dne po oplodnéni, vznikaji tercidlni choriové klky. BEhem tohoto
stadia prorUstaji vétve umbilikalnich cév do mezodermu; tim dochazi k vaskularizaci choriovych klk(.
Tercialni choriové klky obsahuji trofoblast, mesoderm a cévy. Embryondlini krev je do klk( pfivadéna
vétvemi umbilikalnich arterii a po cirkulaci pres choriové klky se vraci umbilikalni vénou zpét do
embrya. Kolem 4.-5. mésice se placenta rozdéluje na strané deciduy basalis do kotyledonu, co? je

provazeno definitivnimi zménami v histologické stavbé choriovych klk( [25, 29-31].

3.1.2 Morfologie placenty

vvvvv

z rlznych hledisek, kdy zejména histologicka struktura je obecné povaZovana za jednu z nejcastéjsSich
klasifikaci pro funkéni popis placentarniho typu. Dle histologického hlediska rozezndvame tti typy
placenty v zdvislosti na typu bunécnych vrstev tvoficich interhemalni oblast. Prvni je epitelochoridlni
typ, ktery je typicky pro koné, prasata a prezvykavce. Je to nejjednodussi typ, postradajici vyznamnou
déloZni invazi. Takzvané kapsy trofoblastu jsou pfiloZzeny k mateifskému endometridlnimu epitelu.
Dalsim typem je endoteliochoridlni typ, ktery nalezneme u masozravcl. Zde délozni epitel a pojivova
tkan po implantaci mizi a trofoblast se dostava do pfimého kontaktu s materskou délohou. Poslednim
placentarnim typem je hemochoridlni typ. Tento typ placenty je nejvice invazivni. VSechny vrstvy
materské tkané zanikaji a dochazi k pfimému spojeni choria s matefskou krvi. Podrobnéji mizeme
rozlisit hemochorialni typ dle poctu bunécnych vrstev v interhemalni oblasti, ktery urcuje ptenos Zivin
mezi materskou a fetdlni cirkulaci. Dle pocCtu vrstev trofoblastu ho tedy délime na hemomonochorialni
(typicky pro primaty), hemodichoridlni (typicky pro kraliky) a hemotrichorialni (typicky pro
potkany/mysi). Dle hrubé morfologie rozdélujeme ctyfi typy placenty: difdzni, multikotyledonarni,

zonarni a diskoidni [32].

Dulezité je také, jakym usporadanim tvofi materska a fetalni tkan placentu. U hlodavcl a nizsich
primatd nalezneme labyrintové usporadani, v némzZ materska krev cirkuluje pavucinovitymi kanaly
uvnitt fetdlniho STB [32, 33]. Naproti tomu u ¢lovéka fetalni choriové klky jsou v pfimém kontaktu

s prostorem vyplnénym materskou krvi, coZ je popisovano jako vildzni typ [34].

Lidska placenta je hemochoridlniho, diskoidniho typu. Na placenté rozliSujeme deciduu basalis na

materské strané a choriovou ploténku na fetalni strané (obrazek 1). Decidua basalis rozdéluje
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placentarni tkan do mensich funkénich jednotek, kotyledonU. Kazdy kotyledon je tvofen choriovymi
klky, které vyristaji z choriové ploténky. Pravé v terminalnich oblastech téchto choriovych klk( dochazi
k vyméné mezi matkou a plodem. Mezi témito dvéma oblastmi se nachazi takzvany intervilézni prostor.
Cirkulujici materska krev vstupuje do tohoto prostoru spirdlnimi endometridlnimi arteriemi, omyva
klky a odtéka zpét endometridlnimi vénami. Krev plodu s nedostatkem kysliku pfichazi dvéma
umbilikdInimi arteriemi a rozvétvenymi choriovymi arteriemi do rozsahlého arteriokapildrné-
vendzniho systému uvnitf choriovych klk(. Okyslicena fetalni krev v kapilarach se vraci do plodu

rznymi choriovymi vénami a jedinou umbilikalni vénou [35].

placenta choriovy klk

uterinni decidua
arterie basalis

umbilikalni véna
umbilikalni arterie

uterinni véna

chorda MVM BM
umbilicalis

matefska krev
v intervildznim

prostoru choriova

ploténka matefska ‘
krev

fetalni
krev

syncytiotrofoblast

Obrazek 1: Struktura placenty a choriového klku sndhledem do STB. Vytvofeno pomoci
BioRender.com.

Zkratky: BM — bazdlni membrdna, MVM — mikrovilézni membrdna, STB — syncytiotrofoblast.
3.1.3 Bunky trofoblastu

Proces placentace u ¢lovéka zahrnuje obdobi od invaze endometria blastocystou po tvorbu spirdlnich
arterii. Prvnimi burikami, které se diferencuji z oplozeného vajicka, jsou buriky trofoblastu, které na
zaCatku téhotenstvi tvofi vnéjsi vrstvu blastocysty, ktera zasobuje embryo Zivinami a z niz se vyviji velka
Cast placenty. Béhem implantace bunky trofoblastu pronikaji do matefského endometria. Jako vysoce

proliferativni buniky davaji zaklad pro vznik trofoblastu dvojiho fenotypu, vilézniho a extravildzniho.



Teoreticka cdst

Vilézni fenotyp vznika spojovanim mononukledrnich bunék cytotrofoblastu, tvoticich vnitfni vrstvu
klkd, za vzniku vicejadernych bunék STB, tvoficich vnéjsi vrstvu choriovych klk(. STB je ohrani¢en MVM,

smérujici k matce, a BM, smétujici k plodu, a tvofi rozhodujici ¢ast placentarni bariéry.

U extravilézniho fenotypu se burky trofoblastu presouvaji do deciduy. Tyto buriky se diferencuji
v intersticialni ¢i endovaskuldrni trofoblast. Intersticidlni trofoblast pronikd do materské deciduy,
interaguje s déloZznimi bunkami, coZ je nezbytné pro uchyceni embrya a imunologickou akceptaci.
Endovaskuldrni trofoblast na zacatku téhotenstvi vytvari zatku v materskych spirdlnich arteriich, aby
se tak zabranilo pfed¢asnému pratoku krve. Po vzniku krevniho obéhu nahrazuje endotelové buriky ve
spirdlnich arteriich a preménuje je na nizko odporové, vysoce kapacitni cévy. Tento proces se nazyva
remodelace matefskych spiralnich arterii. Spravny proces a hloubka invaze je zasadni pro placentarni

vaskulaturu a zajisténi spravného prisunu krve, kysliku a Zivin v téhotenstvi [36-39].

3.1.4 Funkce placenty

Placentarni tkan ma mnoho funkci nezbytnych pro spravny vyvoj plodu. Kritickym mistem je STB, ktery
tvori rozhrani matky a plodu a vykazuje vysokou metabolickou aktivitu [40]. Jeho hlavni roli je tedy
transportni a metabolicka funkce. Ziviny a kyslik jsou prenaseny smérem k plodu a odpadni latky, oxid
uhlicity a metabolity jsou prenaseny smérem z plodu do matefské cirkulace. Kyslik a oxid uhlicity jsou
malé molekuly, které snadno prochdzi placentou prostfednictvim pasivni difuze. Transport Zivin je
zprostredkovan specifickymi transportéry exprimovanymi na MVM a BM. Jsou to napfiklad
transportéry pro glukdzu, mastné kyseliny, lipoproteiny ¢i aminokyseliny. Mensi molekuly, jako jsou
ionty, jsou transportovany pasivni difuzi. Nicméné napfiklad vapnik, Zelezo a vitaminy jsou
transportovany aktivnim transportem. Voda se pohybuje prostou difuzi podle hydrostatického

a osmotického gradientu. Navic se zapojuji nékteré vodni kanaly [35, 41, 42].

STB hraje také hlavni roli v ochrané plodu proti xenobiotikiim, ¢asto lipofilnim latkam, které prochazeji
placentdrni bariérou pasivni difuzi po koncentraénim gradientu [36]. Tyto latky vSak mohou byt
rozpoznany ABC transportéry (ATP-binding cassette transporters) exprimovanymi na MVM a vraceny
zpét do materského obéhu, ¢imz chrani plod pred skodlivymi Ucinky. Nejlépe charakterizovanymi ABC

transportéry v placenté jsou P-glykoprotein (P-gp) [43] a breast cancer resistence protein (BCRP) [44].

Endokrinni funkce placenty je naprosto nezbytna po celou dobu téhotenstvi. Mezi hlavni produkty patti
lidsky choriovy gonadotropin, placentarni laktogen, estrogen a progesteron. Lidsky choriovy
gonadotropin je produkovany od zacatku téhotenstvi STB a jeho produkce vrcholi kolem 8. tydne
téhotenstvi, jeho hlavni funkci je stimulace produkce progesteronu a estrogen( zlutym téliskem.

Rovnéz lidsky placentarni laktogen je produkovan STB a sniZuje materskou citlivost k inzulinu, coz vede
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ke zvySeni hladin glukdézy v materské krvi. Dale stimuluje produkci plicniho surfaktantu a syntézu
adrenokortikotropnich hormont a podporuje tvorbu matefského mléka. Do konce 8. tydne téhotenstvi
Zluté télisko produkuje progesteron a estrogeny. Nicméné tuto roli postupem casu prebira placenta.
Progesteron zabrafiuje déloZznim stahlim a nastupu porodu. Funkci estrogenl je pak stimulovat rist
délohy a vyvoj mléénych Zlaz. Mezi dalsi produkty pak patfi rlstové hormony, steroidni hormony

a neurotransmitery [35, 45].

DulezZita je také imunitni funkce placenty, kterd chrani plod pfed atakem imunitniho systému matky.
Kromé toho také hraje roli v pfenosu imunoglobulinu G smérem k plodu, ¢imz plod chrani a pfipravuje

jej na postnatalni obdobi, kdy nema novorozenec zraly imunitni systém [46].

V neposledni fadé, jak jiz bylo zminéno v Uvodu teoretické Casti, placenta predisponuje zdravotni stav

jedince v dospélosti, a to diky kritické roli ve fetdlnim programovani plodu [28].

3.2 Placentarni transport

Placenta funguje jako bariéra mezi materskou a fetdlni cirkulaci, ktera prisné kontroluje prestup latek
smérem k plodu. Ty jsou transportovany na zakladé rdznych transportnich mechanisma. K vyméné pres
placentdrni membranu muiZe dochazet tfemi hlavnimi procesy: pasivhim transportem, aktivnim
transportem ¢i endo-/exocytdzou. Pro transport jakékoliv latky musime brat také v Gvahu miru jeji
vazby na plasmatické proteiny a jeji fyzikalné-chemické vlastnosti. Zakladnimi typy pasivniho
transportu jsou prostd a facilitovana difuze. Prostou difuzi prechazi malé nenabité latky ve sméru
elektrochemického gradientu a bez spotieby energie ve formé ATP. Rychlost difuze nenabité molekuly
je uréena Fickovym difuznim zakonem a je tedy umérna plose povrchu pro vyménu dané molekuly
a jejimu koncentranimu gradientu a nepfimo Umérna difuzni vzdalenosti mezi obéhy [47]. Difuze
malych, relativné hydrofobnich molekul, jako jsou dychaci plyny, probiha rychle a je udriovana vyssi
afinitou kysliku k fetalni krvi a vysokou koncentraci fetdlniho hemoglobinu, Bohrovym efektem,
dvojitym Bohrovym efektem a priatokem krve [35, 48]. Odstranovani oxidu uhli¢itého je udrZzovano
také pritokem krve, Haldaneovym a dvojitym Haldaneovym efektem [48]. Poskozeni uterinniho nebo
umbilikdlniho obéhu proto mlze mit zasadni vliv na rychlost rlstu plodu. DalSimi typickymi latkami

vyuzivajicimi pasivni difuzi jsou sodik, draslik, kyslik a oxid uhlicity [47].

Facilitovana difuze probiha také ve sméru elektrochemického gradientu a bez spotrfeby energie,
nicméné pomoci membranovych transportérli. Zapojeni transportéru slouzi k usnadnéni vymény
hydrofilnich nebo nabitych molekul. Transportni proteiny tvofi velkou a rdznorodou rodinu, ale maji

spolecné rysy, jako je substratova specifita, kinetika nasyceni a schopnost kompetitivni inhibice. Jejich
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vyuziti urychluje vyménu po koncentraénim gradientu. Klasickym ptikladem v placenté jsou rodiny

transportéra glukodzy, transportéry organickych aniont(i a OCT [49-51].

Aktivnim transportem jsou prfenaseny vétsSi molekuly proti koncentraénimu gradientu za hydrolyzy
ATP. Tento typ prenosu zprostfedkovavaji ABC transportéry a nékteré transportni membranové
proteiny pro elektrolyty (SLC transportéry). ABC transportéry se chovaji jako efluxni pumpy, ¢imz snizuji
prestup predevSim xenobiotik z matefské do fetalni cirkulace. Nicméné hraji roli i v pfenosu
endogennich latek, napfiklad lipoprotein [52]. Nejzndméjsimi zastupci jsou transportéry s Sirokou
substratovou specifitou, a to P-gp, multidrug resistence-associated protein (MRP) a BCRP [53]. Aktivni
transport mlzZe byt primarni a sekundarni. U primarniho transportu je pfenasena pouze jedna ¢astice.
U sekundarniho transportu je jako zdroj energie vyuZito sprazeni s prenosem dalsi jiné latky ve sméru
koncentra¢niho gradientu. Takto pasivné prenesena Castice vytvori energii uloZzenou v gradientu a ta
je nasledné vyuzita pro transport proti koncentracnimu gradientu. Typické rozdéleni aktivniho
transportu je dle poctu pfenasenych castic na uniport (jedna molekula) a kotransport (dvé a vice
molekul). Kotransport mize byt dale délen dle vzajemného sméru prenasenych latek na symport

(stejny smér) a antiport (opacny smér) [54].

Endocytdza je proces, pri kterém se na apikdlnim povrchu bunky vytvareji invaginace, které se
odstépuji a pronikaji hloubéji do cytoplazmy. Tam mohou splynout s vezikulami lysozomalni cesty nebo
projit burikou a splynout s bazalnim povrchem v procesu exocytdzy. Prvni zpUsob dodava Ziviny
k rozkladu proteolytickymi enzymovymi molekulami a vyuZiti bunikou, zatimco druhy predstavuje
transportni cestu. Oba zpUsoby jsou aktivni v lidském placentarnim STB [55]. BEhem prvniho trimestru
se tak v amniové tekutiné hromadi fada proteint materského plivodu [56], zatimco v pozdéjsich fazich

téhotenstvi timto mechanismem prochdazi placentou imunoglobulin G [47].

Vradmci mé disertacni prace jsem se zamérovala vyhradné na SLC transportéry zodpovédné za
placentarni transport monoaminli. Proto se budu v nasledujicich odstavcich vénovat vybranym

transportérim relevantnim pro tuto disertaéni praci.

3.2.1 SLC transportéry

SLC transportéry jsou transmembranové proteiny, které reguluji transport Siroké skaly substrat(
(cukrd, aminokyselin, nukleotidd, anorganickych kationtG/aniontl, kovd, léciv) pres biologické
membrany. Hraji dlileZitou roli ve fyziologickych procesech, od bunécéného prijmu Zivin aZ po absorpci
|éCiv a jinych xenobiotik. Organizace pro lidsky genom zaradila celkem 396 gent pro SLC transportéry
u Clovéka, které byly dale rozdéleny do 52 rodin na zékladé jejich sekvencni podobnosti a substratové

pfibuznosti [57]. SLC transportéry maji riznou specificnost - od vysoce selektivnich transportér(, které
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interaguji s Uzkou skupinou substrat(, jako jsou napf. transportéry monoamin( z rodiny SLC6, aZ po
transportéry, které prijimaji Sirokou Skalu chemicky rlznorodych substratl, jako jsou napf.

transportéry z rodiny SLC22 [50].

SLC transportéry jsou prevazné facilitani nebo sekundarné aktivni; to znamen3, Ze se spoléhaji bud na
elektrochemicky gradient, ktery usnadriuje pohyb substratll pres membranu, nebo na iontové
gradienty vytvarené ATP-dependentnimi pumpami, které pfenaseji substraty proti koncentraénimu
gradientu. Tercidarné aktivni prenasecle, jako je transportér organickych aniontd 1, spoléhaji na
gradienty generované sekunddrné aktivnimi prenaseci a mohou své substraty prenaset také proti
koncentracnimu gradientu. Mnoho SLC prenasecli mlze fungovat jak pfi influxu, tak pti efluxu svych
substratd a Cisty smér toku pres bunéénou membranu zavisi na gradientu substratu (nebo v pfipadé
sekundarnich &i terciarnich prenasecd na gradientu spolupfenasenych nebo protiprenasenych iontd)

[58].

Pro tuto disertacni praci jsou nejdulezitéjsi transportéry monoamind, kam patfi serotoninovy
transportér, noradrenalinovy transportér, dopaminovy transportér a nové také transportér
organickych kationtl 3. Tyto transportéry jsou cilem antidepresivni farmakoterapie, jelikoz jejich
inhibice sniZuje clearance neurotransmiter( na synapsich, ¢imZ se prodluZuje doba jejich setrvani
v synaptické stérbiné. Vysledna zvySend koncentrace monoaminl v synaptické Stérbiné zvySuje
obsazenost postsynaptickych receptorl, coZ vede ke zvySené aktivaci iontovych kanall vazanych na
ligandy a modulaci signalizace receptor( sprazenych s G-proteiny. Nasledné mechanismy, diky kterym
tyto léky nakonec plsobi antidepresivné (coz se mlze projevit az po nékolika tydnech), vSak zatim

nejsou detailné popsany [58].

Zastupci SLC transportérid relevantni pro tuto disertacni praci budou popsany v zavislosti na expresi

v STB.

10
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3.2.2 SLC transportéry exprimované na mikrovilézni membrané
3.2.2.1 SLC6A4 — serotoninovy transportér

SLC6A4 (solute carrier family 6 member 4), jinak znamy jako serotoninovy transportér (SERT), je
integralni transmembrdanovy protein, ktery hraje Ustfedni roli v regulaci homeostazy 5-HT. Ta souvisi
s fizenim ndlady a socialniho chovani, spanku, chuti k jidlu, paméti, tradveni a sexualni touhy [59]. SERT
je nejcastéji exprimovan v mozkové tkani [60], gastrointestindlnim traktu [61], chromafinnich bunkach
nadledvin [62], Zirnych bunkach a krevnich desti¢ckach [63], plicich [64] a koZnich bunkach [65] a na

mikrovilézni membrané placenty [15].

SERT je vysokoafinitni, nizkokapacitni transportér zavisly na koncentraci nitrobunééného
K* a mimobunétného Na* a CI [66]. Zprostfedkovava sekunddrné aktivni transport pohanény
transmembranovym elektrochemickym gradientem Na*, ktery slouzi jako primarni zdroj energie a je
generovan sodno-draselnou pumpou. Na* navic stabilizuje otevienou konformaci transportéru
smérem ven a tim zvySuje afinitu 5-HT k transportéru. Misto pro vazbu substratu se nachazi ve stfedu
transportéru, v poloviné membrany. Transportni cyklus vedouci k vychytavani 5-HT je zahdjen
navazanim substratu a spole¢né pfenasenych iontd Na* a CI' v konformaci oteviené smérem ven. Uplné
sestaveni transportniho komplexu sestavajiciho z navazanych iontll a 5-HT vede nejprve k okluzi 5-HT
v misté vazby substratu, po niz nasleduje prfechod do konformace oteviené dovnitf, z niz se substrat
a ionty uvolnuji do cytosolu [67]. Navrat do konformace oteviené smérem ven je usnadnén antiportem
K* nebo H* ven z bunky. Diky tomu je transport zprostfedkovany SERT elektroneutralni, jelikoz
nedochdazi ke zméné v transmembranovém gradientu. Zaroven nitrobunéénd koncentrace K* tedy
zvysuje transport substrat(, a to nezavisle na jeho membranovém gradientu [68]. Mimo to transport

je zesilen také kyselejSim nitrobunécnym pH [69].

Hlavni funkci SERT na synapsich je zpétné vychytavani 5-HT ze synaptické stérbiny do presynaptického
nervového zakonceni, ¢imZz je ukoncena probihajici serotoninergni neurotransmise. V souladu
s monoaminovou hypotézou deprese je inhibice SERT hlavnim cilem farmakologické antidepresivni
|éCby, ale také cilem mnoha psychostimulancii, kterd vedou ke zvySeni dostupnosti 5-HT v synaptické
Stérbiné. Vsouladu stim zménéna funkce tohoto transportéru mulze vést k neurologickym
onemocnénim vcetné deprese, Uzkosti, poruch nalady a poruchy pozornosti s hyperaktivitou (ADHD)

[59].

Lidsky SERT je kdédovan jedinym genem (SLC6A4), ktery se nachazi na dlouhém raménku
17. chromozomu (17q11-17g12). Nejvice zkoumanou oblasti genu SLC6A4 je promotorova oblast genu

pro serotoninovy transportér (5-HTTLPR), ktera se nachazi 1 kb prfed mistem iniciace transkripce genu
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SERT. 5-HTTLPR byl pfedmétem velké pozornosti kvlli funkénimu polymorfismu, ktery je tvoren
deleci/inzerci 44 part bazi v 5' regulacni oblasti. Varianta s inzerci 44 pard bazi se oznacuje jako dlouha
(L) alela, zatimco varianta bez 44 par0 bazi se nazyva kratka (S) alela. Bylo prokazano, Ze kratka varianta
zvysenym rizikem deprese, at uz jako kandidatniho genu nebo v interakci se stresovymi udalostmi.
Kratka alela byla také spojena se zvySenym rizikem poruch pfijmu potravy, posttraumatické stresové
poruchy a zavislosti na alkoholu. Naproti tomu zvySené riziko obsedantné-kompulzivni poruchy bylo

spojeno s vyskytem dlouhé alely [70].

Ackoliv byl SERT povazovan za specificky transportér pro 5-HT, v poslednich letech se prokazalo, Ze
v zavislosti na misté exprese a podminkach mize SERT prenaset také dalsi neurotransmitery, NA a DA
[71]. To bylo prokazano naptiklad u NAT-/- knockoutovanych mysi, kde vychytavani NA v mozkové
tkani bylo inhibovatelné SSRI [72].

SERT nefidi homeostdzu 5-HT pouze centralné na synapsich, ale také periferné vcetné lidské placenty,
kde je exprimovan na MVM [15]. Placentarni SERT je absolutné nezbytny pro transport 5-HT z mateiské
cirkulace smérem k plodu, a to predevsim na zacatku téhotenstvi, kdy je plod zavisly na matefském
a placentdrnim serotoninovém zdroji [17]. Vychytavani 5-HT z matefské cirkulace je ovSsem také
kritické pro spravnou regulaci uteroplacentarniho krevniho pritoku, jelikoz 5-HT, jako vazoaktivni
latka, pUsobi jako silny vazokonstriktor v uterinnich cévach [73]. Podobné pUlsobi také v umbilikalnich
cévach [74, 75]. DuleZitost funkce SERT potvrzuje jeho zvysujici se placentarni exprese na Urovni

proteinu s pribéhem gestace [22].

3.2.2.2 SLC6A2 — noradrenalinovy transportér

SLC6A2 (solute carrier family 6 member 2), jinak zndmy jako noradrenalinovy transportér (NAT),
je transmembranovy protein, ktery hraje dileZitou roli v regulaci dostupnosti NA v synapsich
prostfednictvim jeho zpétného vychytavani ze synaptické stérbiny zpét do presynaptického zakonceni.
Gen pro noradrenalinovy transportér (SLC6A2) se nachazi na chromozomu 16q12.2, ktery se rozklada
pfiblizné na 45 kb a sklada se ze 14 exonu [76]. Jeho nejvyssi exprese byla potvrzena v mozkové tkani,
dreni nadledvin [77] a v placenté [16]. Nejvyssi hustota distribuce NAT v mozku je v oblasti locus

coeruleus [78].

Transport substratu skrze NAT se vyznacuje vysokou afinitou a nizkou kapacitou. Transport je
sekundarné aktivni a zavisly na vnéjsim Na* a CI gradientu a nitrobunécném K* a H* gradientu. Vétsina
tohoto transportéru je v cytoplazmé volné pohybliva, jakmile se vsak na néj navazie Na*, tato

pohyblivost se ztrati. Lokalizace NAT na bunécné membrdané je tedy zavisla na pritomnosti vnéjsiho
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Na* gradientu, ktery vytvali sodno-draselnd pumpa. Vazba Na* a ClI" na transportér také snizuje
Michaelisovu konstantu (Km) pro transport NA, ¢imz se zvysuje jeho afinita k transportéru. Na*je tedy
vyzadovan jak pro lokalizaci v membrané, tak pro samotny transport. NAT také vyzaduje pro svoji
funkci volné disulfidové skupiny a lipidy, jelikoz se na bunéénou membranu rekrutuje prostiednictvim

N-vazané glykosylace [79].

Transport substratl je elektrogenni, stimulovany zapornym vnitfnim membranovym potencidlem. Po
navazani Na* a Cla substratu ve stechiometrii 1 : 1 : 1 prechazi transportér do vnitfni konformace,
béhem které uvolfiuje substrat sionty a dochazi k navazani nitrobunécného K*. Ten ale neni
antiportovdn, jako tomu je u SERT, protoZe pred prechodem transportéru do vnéjsi konformace je
K* opét uvolnén. Aktivita transportéru je tedy stimulovana nitrobunéénym K* gradientem [68, 80].

Mimo to byl popsdn také stimulujici vliv nitrobunécného kyselého pH [81].

Fyziologicky je NAT zodpovédny za zpétné vychytavani NA ze synaptické Stérbiny do presynaptickych
neuronll. Regulaci koncentrace NA v synaptické stérbiné hraje NAT klicovou roli v mnoha centralnich
a perifernich mechanismech, jako jsou behaviordlni procesy nebo kardiovaskularni ucinky. Jeho
zménéna aktivita pravdépodobné prispiva k rozvoji ADHD. NAT inhibitory se vyuZivaji pfi Iécbé rdznych
poruch CNS, jako je ADHD, panické a sebevrazedné poruchy, deprese ¢i Alzheimerova choroba [82].
Dysfunkce NAT se muze také projevit jako onemocnéni kardiovaskularniho systému. Pokles

vychytavani NA je pozorovan u hypertenze, diabetu, kardiomyopatie a srde¢niho selhani [83].

Jako ostatni monoaminové transportéry i NAT je promiskuitni a mlzZe prenaset DA se stejnou, nebo
dokonce lepsi kapacitou nez dopaminovy transportér (DAT) [81, 84]. Proto je NAT klicovym hracem,
ktery reguluje intenzitu a trvani nejen signalizace NA, ale také signalizace DA, zejména v oblastech
mozku, kde je DAT oproti NAT malo exprimovan [85]. Také jeho afinita k pfenosu 5-HT byla v literature

jiz popsana [86].

Nejbéznéjsim typem genetické variability NAT jsou jednonukleotidové polymorfismy. Nejvyznamnéjsi
funkéni dasledky zplsobuji predevsim zménami v sekvenci a strukturfe protein [83]. Molekularni
studie ukdazaly, Ze NAT je regulovan prostfednictvim povrchové exprese a vnitini katalytické aktivity
transportéru. Regulaéni mechanismy zahrnuji fosforylaci transportéru a regulované asociace

akcesornich protein0 [76].

Také NAT je exprimovan na MVM placenty, kde vychytava predevsim NA a DA z materské cirkulace. To
je dllezité na zacatku gestace, predtim nezZ je plod schopny vlastni syntézy, ale ve fetadlnim mozku jiz
nalezneme monoaminové receptory [87]. Navic vychytdvani NA a DA z matefské cirkulace pfedchazi

jejich akumulaci v uterinnich cévach a vazokonstri¢nimu plsobeni NA [88].
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3.2.2.3 SLC6A3 — dopaminovy transportér

SLC6A3 (solute carrier family 6 member 3), jinak zndmy jako dopaminovy transportér (DAT), je
transmembranovy protein, ktery fidi dynamiku neurotransmise DA tim, Ze zprostfedkovdva jeho
zpétné vychytavani z extracelularniho prostoru zpét do presynaptickych neuronll a tim reguluje
dopaminergni signalizaci. Také DAT spada do stejné homologni rodiny symportérd SLC6, ktera
transportuje substraty pres plazmatickou membranu v zavislosti na vnéjsSim Na* a Cl" gradientu [89],

ackoliv diikazy naznacuji, Ze CI proudy nejsou zasadni pro stechiometrii, ale jsou spise modulaéni [90].

Nejvétsi distribuce DAT v mozku se nachazi v dopaminergnich oblastech, jako je nigrostriatalni,
mezolimbickd a mezokortikalni draha [91]. Jen madlo je znamo o funkci periferné exprimovaného DAT,

nicméné vime, Ze je exprimovan v lymfocytech a monocytech/makrofazich [92].

DAT je vysokoafinitni a nizkokapacitni transportér zprostifedkovavajici elektrogenni a sekundarné
aktivni transport DA. Po prechodu do vnitini konformace sice dochazi k vazbé K*, ale jesté pred
prechodem do vnéjsi konformace je K* opét uvolnén. Aktivita transportéru je tedy stimulovana

nitrobunéénym K* gradientem [68].

Dysregulovana aktivita DAT je spojena s rlznymi neurologickymi poruchami (ADHD, Parkinsonova
porucha) a neuropatologiemi [93], a proto je DAT jednim z hlavnich cil(i psychostimulancii, antidepresiv
a léka pouzivanych pfri terapii ADHD zaloZenych na posileni dopaminergni signalizace potla¢enim
zpétného vychytdvani transmiteru pomoci DAT. Navic je cilem navykovych latek véetné kokainu,
amfetaminu a metamfetaminu. Tyto léky ovliviiuji DAT dvéma zp(soby. Nékteré, jako napftiklad kokain,
se vazou na protein a inhibuji transport, zatimco jiné, jako napfiklad amfetamin
a metamfetamin, jsou transportovany a stimuluji eflux nitrobunécného DA. Oba procesy vyvoldavaji

pretlak DA, ¢imz se fidi sila jeho signalizace béhem zneuZivani drog a terapeutické lécby [92].

Také DAT muzZe prendset i jiné substraty v zavislosti na lokalizaci [94]. Pomoci sensitivhi metody
digitdlni polymerazové fretézové reakce (ddPCR) jsme detekovali zanedbatelnou expresi DAT
v placentarnich homogenatech. Nicméné, na rozdil od zbylych dvou monoaminovych transportér(
nehraje DAT Zzadnou funkéni roli v placentarnim transportu monoamini a momentalné nezndme
vyznam jeho zanedbatelné exprese. Za vychytavani DA z materské cirkulace jsou zodpovédné spolecné

SERT a NAT [18].

14



Teoreticka cdst

3.2.3 SLC transportéry exprimované na bazalni membrané
3.2.3.1SLC22A3 — transportér organickych kationtt 3

SLC22A3 (solute carrier family 22 member 3), jinak znamy jako transportér organickych kationt( 3, je
extraneuralni monoaminovy transportér. Oznaceni transportéru jako extraneuralniho je stale
pouzivané, nicméné je jiz neptesné, jelikoz exprese OCT3 v nervové tkani a jeho funkéni zapojeni byly
potvrzeny [95]. V lidské rodiné SLC22 bylo charakterizovano Sest prenasec( organickych kationtl
s ohledem na jejich pFislusné substraty. OCT3 je kddovan genem SLC22A3 [96]. S blizkymi OCT1 a OCT2
je identicky z 50 % a 43 % [97].

Jeho Siroka tkanova distribuce byla pozorovana v nadledvindch, prostaté, slinnych zlazach a kosternim
svalstvu [98] a v placenté [99]. Nizsi, ale zfetelnd exprese byla zjisténa v tukové tkani, kostni dreni,
tlustém strevé a jatrech, plicich, Zaludku, tenkém strevé, srdci, varlatech, prldusnicich, stitné Zlaze,
déloze a placenté, zatimco méné OCT3 bylo pozorovano v rliznych jinych organech, véetné mozku,
ledvin a ledvinového systému, moc¢ového méchyie a v monocytech [97]. V mozku je OCT3 exprimovan
na gliovych bunkach a neuronech, byl detekovan také na presynaptické membrané [100]. OCT3

prispiva k neuronalni i extraneuronalni clearance monoamind.

OCT3 je polyspecificky transportér s Sirokou substratovou afinitou. Jeho substraty jsou vSudypritomné
organické kationty, které se podileji na mnoha fyziologickych procesech, nebo nenabité slouceniny,
které jsou pti fyziologickém pH kladné nabité [95]. Tyto latky vyzaduji pro ucinny prinik membranou
nezbytné transportni systémy. Vyznamnymi substraty OCT3 jsou kreatinin, DA, adrenalin (A), NA,
histamin a 5-HT [97]. Objev, Ze OCT3 prenasi monoaminy, i kdyZ s mnohem nizsi afinitou nez klasické
monoaminové transportéry, oteviel nové perspektivy pro identifikaci novych mechanismu fidicich
neurotransmisi a pro terapeutické inovace. Ze skupiny léciv je dllezitym substratem metformin [97].
Nakonec v literature se Casto setkdme s pouzitim prototypového substratu 1-methyl-4-fenylpyridiniia

(MPP+) [101].

OCT3 se podili na absorpci, distribuci a eliminaci téchto kationtovych latek véetné endogennich amin(
a xenobiotik v tkanich, jako jsou jatra, ledviny a placenta. Kromé této detoxifikacni funkce byla rodina
OCT navrzena jako zastupce uptake 2 pro odstranovani katecholaminl v perifernich a neuralnich

tkanich, ¢imz hraje dileZitou roli v jejich regulaci [101].

Druhem transportu je elektrogenni facilitovana difuze nezavisld na dostupnosti H+, Na+ ani CI.
Substraty jsou pohanény membranovym potencidlem a svym koncentra¢nim gradientem, diky ¢emuz
mlzZe transport probihat obousmérné [50, 95]. Na rozdil od neurdlnich vysokoafinitnich,

nizkokapacitnich monoaminovych transportérd je OCT3 systém vysokokapacitni a nizkoafinitni.
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DuleZitd pro rozliseni od ostatnich zastupcl OCT rodiny je selektivni inhibice kortikosteroidy

a O-metylovanymi katecholaminy [95].

Funkéni exprese OCT3 byla potvrzena na fetalni strané placenty [99]. V této disertacni praci mj. popisuji
funkci tohoto transportéru ve vychytavani monoamind z fetalni cirkulace, ¢imzZ udrzZuje jejich spravné
hladiny nezbytné pro vyvoj plodu [17, 18]. Exprese OCT3 se zvySuje s pribéhem téhotenstvi [22], coZ

naznacuje jeho kritickou protektivni roli proti akumulaci monoamind ve fetalni cirkulaci.

3.3 Fyziologie monoaminl: vyznam v téhotenstvi

Monoaminy jsou ddleZité neurotransmitery a neuromoduldtory. Radime sem 5-HT a katecholaminy
DA, A a NA. Spolecné se svymi receptory fidi prenos informaci mezi neurony, ktery je realizovan
chemickou cestou. Jejich vyznam ovsem saha daleko za tento znamy Ucinek. Pfedevsim jejich dileZitost

pro vyvoj plodu se stala v poslednich letech predmétem mnoha vyzkum{.
3.3.1 Serotonin

5-HT, zndmy jako hormon stésti, je kliCcovy neurotransmiter, ktery moduluje Zivotné dileZité procesy
v téle a mozku. U ¢lovéka hraje dvé dulezité role, centralni a periferni. Funkce 5-HT v CNS jsou velmi
Siroké a souviseji s plisobenim serotonergniho systému na predni mozek, mozkovy kmen a mozecek.
Projekce z rostrélnich jader raphe nuclei pomahaji regulovat teplotu, chut k jidlu, spankové cykly, emezi
a sexudlni chovani. Projekce z kaudalnich jader se podileji na nocicepci a motorickém tonu. Klinicky
nejvyznamnéjsim aspektem je role 5-HT u psychickych poruch [102, 103]. Obecné paradigma popisujici
vztah mezi 5-HT a chovanim je, Ze jeho hladiny pomahaji zlepSovat naladu a kontrolovat agresivni,
uzkostné a impulzivni chovani. Jakakoliv odchylka, ktera méni miru jeho signalizace, ma vliv na chovani
jedince. Proto jsou jeho nespravné hladiny spojovany s vyskytem obsedantné kompulzivni poruchy,
alkoholismu, tzkosti, afektivnich poruch, manii a depresi. Uplné pochopeni serotonergnich systémd
v CNS je velice sloZité a ve vétsiné pfipadd nejsou pfi¢inné mechanismy znamy. Pravdépodobné nejvice
studovanym genem v problematice chovani je gen pro SERT. Ten je také nejbéZnéjSim cilem

farmakoterapie, napfiklad ¢asto pouZivanych SSRI a dalSich farmakologickych latek [104].

Periferné je 5-HT spojovan s funkci motorického systému, respiracni stabilitou, embryonalnim
vyvojem, srdecni frekvenci ¢i vazokonstrikci cév. Dale hraje zdsadni roli v endokrinni sekreci, v fizeni
energetické rovnovahy a metabolismu, jakoZ i v regulaci homeostazy glukdzy a metabolismu lipidQ
[105] a reguluje témér vSechny imunitni bufiky v reakci na zanét v navaznosti na aktivaci krevnich
desticek [63]. | pfes jeho vyznam v CNS se vétSina 5-HT nachazi v gastrointestindlnim traktu, kde

reguluje motorické a sekre¢ni funkce [106].
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3.3.1.1 Syntéza serotoninu

5-HT se nachdzi predevsim v serotonergni nervové siti CNS, v gastrointestinalnim traktu a v krevnich
destickach, kde je ukladan. Vétsina jeho produkce vsak probiha v enterochromafinnich burikdch strevni
sliznice [107]. Stfevo je nejvétsi endokrinni orgdn v lidském téle a produkuje témér 95 % veskerého
5-HT [106]. Tato syntéza je spousténa v reakci na acetylcholin, neurondlni stimulaci, zvyseni

intralumindlniho stfevniho tlaku nebo nizké luminalni pH stfeva [108].

Periferni 5-HT syntetizovany enterochromafinnimi burikami je vychytdvan a ukladan do krevnich
desti¢ek [106]. Krevni desticky pfijimaji 5-HT z krevniho obéhu prostfednictvim SERT na membrdané
a ukladaiji jej v hustych granulich ptsobenim vezikularniho monoaminového transportéru (VMAT) a tim
reguluji jeho periferni hladiny. Za normalnich podminek se hladina 5-HT v krvi udrZuje na urovni

1-5 ng/ml, ale pfi aktivaci trombocytl v reakci na zanét se muize zvysit az 1000nasobné [63, 105, 108].

V CNS je 5-HT prevazné produkovan serotonergnimi neurony umisténymi v raphe nuclei v mozkovém
kmeni. Syntéza probiha ve dvou krocich z esencidlni aminokyseliny, tryptofanu. Prvnim a limitujicim
enzymatickym krokem je hydroxylace TPH za vzniku 5-hydroxytryptofanu. DalSim krokem je pfeména
na 5-hydroxytryptamin pomoci dekarboxyldzy aromatickych L-aminokyselin. 5-HT je poté
transportovan do vezikul pomoci VMAT, cozZ zabranuje jeho rychlé degradaci MAO-A. Ta rozkladd 5-HT
za vzniku kyseliny 5-hydroxyindol aminooctové (5-HIAA), ktera se vyluduje predevsim modi. Z vezikuld
je 5-HT uvolriovan do extracelularniho prostoru v zavislosti na paleni neurond, odkud je po ukonceni
neurotransmise vychytavan zpét do presynaptického zakoncéeni pomoci SERT. 5-HT nemZe prochazet
hematoencefalickou bariérou, a proto centrdlni a periferni 5-HT tvofi dva odlisné pooly. Syntéza 5-HT
zavisi na hladiné cirkulujicitho tryptofanu prijatého ze stravy, ktery mulze prechazet pres

hematoencefalickou bariéru plsobenim specifického transportéru pro aminokyseliny typu L [108].

3.3.1.2 Serotonin a vyvoj plodu

V poslednich desitkach let se zaméfila pozornost na vyznam 5-HT ve vyvoji plodu. Jako trofického
faktoru jsou jeho primérené hladiny v obéhu plodu béhem téhotenstvi nezbytné pro spravny vyvoj
a programovani plodu [36]. Hromadici se dlikazy naznacuji, Ze nesprdvné perinatdlni hladiny 5-HT
pfispivaji k rozvoji dusevnich onemocnéni v détstvi a dospélosti [109, 110] (obrazek 2). Pfedpoklada
se, ze k tomu dochazi diky schopnosti 5-HT modulovat vyvojové procesy, jako je proliferace a migrace
bunék [111], zrani, rlst axon(l a synaptogeneze [110, 112]. Plasticita v perinatalnim obdobi je nezbytna
pro adaptaci vyvijejictho se mozku na ménici se prostredi, ale otevirad okno, ve kterém mohou vnéjsi
faktory narusit neurondlni obvody a vést k maladaptivnimu chovani. Toto perinatalni ¢asové okno je

kritickym obdobim, kdy serotonergni aktivita mize formovat vyvoj neurondlnich obvod(, a to
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konkrétné emocnich neuroobvodi [110]. Vedle geneticky podminénych zmén muze také dochazet ke
zménam hladin 5-HT béhem vyvoje plsobenim exogennich faktord, jakymi jsou naptiklad stres [113],

zanét [114] i xenobiotika [115].

Vyznam prenatdini serotonergni signalizace potvrzuji anatomické studie ukazujici wvyskyt
serotonergnich neuron( ve vyvijejicim se mozku jiZz kolem 10.-12. embryonalniho dne [116, 117].
Ackoliv skutecné uvolfiovani 5-HT syntetizovaného rostoucimi axony dorsal raphe v ¢asném fetalnim
obdobi nebylo nikdy jasné prokdzano, predpokladd se, Ze poskytuji 5-HT fetalnimu pfednimu mozku
a plni jeho ontogenetické role [117]. Neddvno bylo ddle dokdzano, Ze fetdlni pfedni mozek selektivné
akumuluje 5-HT pochazejici z placenty béhem pocatecniho rlstu axonl [118]. Tyto Udaje naznacuji, Zze
urcité vyvijejici se okruhy ve fetalnim mozku jsou béhem pocdatecni ontogeneze citlivé na placentarni
5-HT, proto naruseni jeho hladin ve fetoplacentarni jednotce mize mit hluboké a dlouhodobé dusledky

pro vyvijejici se plod [9].

—— Anxiety-like behaviors
- = - Depressive-like behaviors

Behavioral measures as adult

Perinatal serotonin level
Low 5-HT High 5-HT

Fluoxetine
-Infant abuse

Obrazek 2: Vztah mezi perinatalnimi hladinami 5-HT a chovanim v dospélosti je nelinedarni. Pfevzato od
Shah a kol., 2018 [110].

Zkratky: 5-HT — serotonin.

Na zacatku téhotenstvi je plod zavisly na matefském a placentdrnim zdroji 5-HT. Placenta totiz
exprimuje TPH, coZ umoziuje syntézu 5-HT ztryptofanu dopraveného z materské cirkulace. Také
samotny 5-HT muiZe byt transportovan z materské cirkulace skrze SERT exprimovany na MVM.
Nicméné kvali vysoké aktivité placentarni MAO-A se velka ¢ast 5-HT metabolizuje jesté v placenté na
5-HIAA a ta je vychytavana MRP2 do matefiské cirkulace (nepublikovana data, Staud a kol., 2023) [119].
V pozdéjsich stadiich téhotenstvi je plod schopny své syntézy 5-HT z matefského zdroje tryptofanu.

Hlavni roli ve vychytavani 5-HT z fetdlni cirkulace do STB pak hraje OCT3 na BM [17].
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3.3.2 Dopamin

DA byl poprvé pfipraven dlouho predtim, nez byl objeven jeho vyznam jako neurotransmiteru.
Pivodné byl syntetizovan v roce 1910 kvali silnym fyziologickym ucinkim, ale vzhledem k jeho
relativné nizkému Gcinku na krevni tlak byl vétSinou prehlizen. Plvodné se predpokladalo, Ze DA je
pouze prekurzorem A a NA nebo Ze je meziproduktem pfi odbourdvani tyrosinu. Teprve pozdéji byl DA

uznan jako samostatny neurotransmiter [120].

DA je katecholamin, ktery se uplatfiuje jako neurotransmiter na periferii i v CNS. Ridi mnoho funkci
vCetné motoriky, poznavani, nalady, systému odmén a ovliviiuje cirkadianni cyklus. Je zndmo, Ze se
také podili na kognitivnich funkcich skrze Cinnost prefrontalni kdry. Také DA pfrispiva k synaptické
plasticité v oblastech mozku, jako je striatum a prefrontdlni klra [121]. DA pUsobi také periferné
a reguluje dllezité fyziologické funkce, jako je krevni tlak, metabolismus glukdzy a jeji hladina v plazmé,
endokrinni funkce, imunitni a neuroimunitni regulace [122, 123]. Periferni DA ma nékolik rdznych

zdrojl a lidsky gastrointestinalni trakt je idajné jednim z vyznamnych zdrojl [123, 124].

Je zndmo, Ze dysfunkce dopaminergnich systém0 je spojena s rlznymi poruchami. Jeho zvysené
mnozZstvi je pozorovano u pacientl se schizofrenii a dalsimi typy psychéz [125]. Naopak ztrata DA je
pfi¢inou ztraty motorické kontroly pozorované u pacientll s Parkinsonovou chorobou [126].
Abnormadlni regulace uvolfiovdni a zpétného vychytdvani DA je také naznacena u Tourettova syndromu
[127]. Nakonec DA je dulezZity pti zprostfedkovani sexualnich reakci [128]. Z tohoto dlvodu je
dopaminergni systém cilem farmakoterapie, ale také mnohych psychostimulancii, které vyuzivaji

zvyseni jeho extraceluldrnich hladin za u¢elem navozeni euforie [129].

3.3.2.1 Syntéza dopaminu

Ackoli je DA dUlezitym neurotransmiterem v mozku, podstatna cast celkového mnoizstvi DA v téle je
produkovdana mimo mozek v mezenterickych orgdnech. KdyZ se zaméfime na neurdini tkan,
dvoustupriova biosyntéza DA probiha v cytosolu nervovych zakonéeni a zac¢ina hydroxylaci prekurzoru
L-tyrosinu tyrosinhydroxylazou za vzniku L-3,4-dihydroxyfenylalaninu. Tyrosin se prenasi pres
hematoencefalickou bariéru a v nervovém zakonceni se uklada jako tyrosin pool. Tato hydroxylace je
silné regulovdna a zdvisi na tetrahydrobiopterinu jako kofaktoru, ktery je syntetizovan
z guanosintrifosfatu. Dllezitd je také neobvykla vlastnost tyrosin hydroxylazy, enzymu limitujiciho
rychlost syntézy DA, a to, Ze je inhibovan svym vlastnim substratem. L-3,4-dihydroxyfenylalanin je
nasledné preménovan na cytosolicky DA dekarboxyldzou aromatickych aminokyselin. Cytosolické
koncentrace DA jsou obvykle pomérné nizké, protoze jeho vétsina se nachazi ve vezikulech, kam je

transportovan pomoci VMAT. Z vezikul( je DA nasledné uvolfiovan do extracelularniho prostoru
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rychlosti Umérnou rychlosti vypalovani neuronu (pfichod akéniho potencidlu). Po excitaci
dopaminergnich neuron( se synaptické vezikuly vyprazdnuji do synaptické Stérbiny, kde interaguji
s postsynaptickymi DA receptory nebo regulaénimi presynaptickymi DA autoreceptory. Aby se
signalizace zastavila, musi byt extraceluldrni DA ze synaptické Stérbiny zpétné vychytavdn pomoci DAT

a recyklovan nebo degradovan metabolizujicimi enzymy COMT a MAO [130].

3.3.2.2 Dopamin a vyvoj plodu

Vyznam DA béhem téhotenstvi nebyl doposud podrobné studovdn, predevsim ve srovnani se 5-HT.
Nicméné DA hraje zdsadni roli v endokrinni funkci placenty pfimou interakci s D2 receptory, ktera

inhibuje produkci lidského placentarniho laktogenu [14] a choriového gonadotropinu [13].

Navic se DA a jeho receptory objevuji ve vyvijejicim se mozku jiz vembryonalnim obdobi pred zacatkem
synaptogeneze [87, 131]. Proto se zda pravdépodobné, Ze hraje DA duleZitou roli ve vyvoji mozku,
kterda mlZe byt nezdvisla na jeho Uloze na synapsich ve zralém mozku. Aktivace dopaminovych
receptorl ovliviiuje proliferaci bunék frontalni kliry u embryonalnich mysi [132, 133]. Jejich aktivace
také ovliviiuje migraci GABA neuron( z bazalniho pfedniho mozku do mozkové kiry [134] a diferenciaci
kortikalnich a striatalnich neuron( [135]. DA tedy také hraje dlleZitou roli v bunééné proliferaci
a diferenciaci. Proto je pravdépodobné, ze i pfechodnd nerovnovaha hladin DA ve vyvijejicim se mozku
se mUZe projevit trvalymi poruchami struktury a funkce mozku a vyssim vyskytem neurologickych

onemocnéni.

Na zacatku téhotenstvi m(ize byt DA pfendsen z matefské cirkulace pomoci SERT a NAT exprimovanych
na MVM [18]. Co se tyce placentdrniho zdroje, lidska placenta neexprimuje tyrosin hydroxylazu ani
DOPA dekarboxylazu, dalezité enzymy pro syntézu DA ztyrosinu, ktery prechazi pres placentarni
bariéru skrze transportér aminokyselin typu L1. Nicméné potkani placenta exprimuje vSechny geny pro
syntézu DA z tyrosinu, coZ naznacuje vyznamnou mezidruhovou variabilitu mezi dvéma hlavnimi druhy
vyuzivanymi k placentdrnimu vyzkumu (nepublikovand data, Karahoda a kol., 2023)[21]. V lidské
placenté je tedy na zacatku téhotenstvi zdroj DA transportovan z materské cirkulace pomoci NAT
a SERT, zatimco v potkani placenté se k této cesté pridava také samotna placentarni syntéza. Obé tkané
ovsem hojné exprimuji degradujici enzymy MAO-A a COMT, proto je vétSina tohoto DA rychle
degradovana v placenté. V pozdéjsich stadiich je plod schopny vlastni syntézy DA [136]. Vychytdvani
DA z fetalni cirkulace zprostfedkovava OCT3 na BM [18].
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3.3.3 Noradrenalin

Noradrenalin je neurotransmiter poprvé identifikovany ve 40. letech 20. stoleti Svédskym fyziologem
Ulfem von Eulerem. NA hraje zasadni roli v regulaci vzruseni, pozornosti, kognitivnich funkci, emoci,
vnimani bolesti a stresovych reakci. Jako periferni hormon funguje také jako soucast sympatického
nervového systému pfi reakci ,,bojuj nebo utec¢”. Pti stavech stresu nebo Uzkosti se uvoliiuje spole¢né
s A, vaZe se na adrenergni receptory v celém téle a plisobi napfiklad na rozsiteni zornic a pridusek,
zvysSeni srdecni frekvence a staZzeni cév, zvySeni sekrece reninu z ledvin a inhibici peristaltiky. Dale hraje
roli v metabolickych ucincich, jako je stimulace glykogenolyzy a glukoneogeneze a indukce ketogeneze
a lipolyzy [137]. NA se také podili na autonomni kontrole prostfednictvim svého plsobeni v mozkovém
kmeni a jako primdrni neurotransmiter. Obecné plati, Ze receptory a-1 a B zvySuji neurotransmisi
a plasticitu, ¢imz podporuji stimulac¢ni cinky na CNS, zatimco receptory a-2 maji v CNS inhibi¢ni ucinky,

napriklad snizZuji uvolriovani NA a snizuji excitabilitu neurond [138].

Noradrenergni systém se podili na patogenezi nékterych vyznamnych neuropsychiatrickych
a kardiopulmonalnich poruch. Pfikladem mduZe byt Alzheimerova porucha [138], ADHD [139],
schizofrenie, [140] deprese [141] a srdecni selhdni [142].

Sympaticky nervovy systém a neuroendokrinni chromafinni buriky jsou primarné zodpovédné za

syntézu a exocytézu NA do krevniho obéhu [143].

3.3.3.1 Syntéza noradrenalinu

Prekurzorem pro syntézu NA je jako u DA tyrosin. Jak jiz bylo zminéno, tato aromatickd aminokyselina
prechazi hematoencefalickou bariérou a je transportovdna do neurond v presynaptickém terminalu,
kde slouzi jako prekurzor pro syntézu katecholamin(. Zvysena hladina tyrosinu v CNS funguje jako
spoustéc. Jelikoz dalezitym meziproduktem pro syntézu NA je DA, zacatek syntézy probiha tak, jak jiz
bylo popsano u syntézy DA. Po transportu DA do vezikul(, mize byt v noradrenergnich neuronech,
které obsahuji dalsi enzym, dopamin B-hydroxyldzu (DBH), preménén DA na NA. NA se pak mlze
uvolnit z presynaptického termindlu do synaptické Stérbiny prostfednictvim exocytdézy nebo se
preménit na A v neuronech, které obsahuji enzym fenyletanolamin-N-metyltransferazu (PNMT). Mimo
tyrosin, fenylalanin je dalsi aminokyselina, kterd mize byt rovnézZ pouZita pro syntézu katecholamini

poté, co je fenylalaninhydroxylazou pfremeénéna na tyrosin [137].

V perifernim nervovém systému syntetizuji NA chromafinni bunky ve dfeni nadledvin stejnym
zpUsobem, jak je uvedeno vySe. Po syntéze se NA uklada do chromafinnich granuli. NA mizZe byt

uvolnén do krevniho obéhu nebo mizZe byt pfeménén na A pomoci PNMT [144].
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3.3.3.2 Noradrenalin a vyvoj plodu

Také NA hraje zasadni roli ve vyvoji a programovani plodu. NA plsobi jako neurotroficky faktor
a interaguje s dalSimi neurotransmiterovymi systémy, coz pfispiva ke sprdvnému vyvoji mozku. Navic
ovliviiuje plasticitu nezralého mozku a podili se na utvareni a zapojovani nervového systému
v kritickych obdobich vyvoje a poruchy v tomto procesu mohou zménit vyvojovou trajektorii mozku,
coz muZe zpUsobit dlouhodobé, a dokonce trvalé zmény ve funkci mozku a v chovani v pozdéjsim véku
[145]. NA je navic zasadnim monoaminem pro kardiovaskularni systém plodu, funkci plic, mobilizaci
glukdzy a je klicovy v postnatalni adaptaci [12, 146]. Studie vyuZivajici bfezi mysi ukdzala, Ze plody bez
schopnosti syntézy NA a nemoznosti vyuZiti mateiského zdroje zemfeli in utero, a to pravdépodobné
na selhani srdce [146]. UvaZuje se, Ze NA mGzZe mit i dalsi funkce, véetné zprostfedkovani , brain sparing

efektu”, tedy redistribuce krevniho pritoku béhem hypoxie [147].

Jak jiz bylo zminéno u syntézy DA, lidska placenta neexprimuje enzymy pro syntézu DA a ani DBH, ktera
konvertuje DA na NA. Na zacatku téhotenstvi je tedy plod zavisly pouze na materském zdroji NA, ktery
je prenasen skrze NAT a SERT [18], ale nasledné podléha metabolické degradaci placentarnimi MAO-A
a COMT. Lidska placenta nicméné exprimuje PNMT, ktery konvertuje NA na A. Jelikoz potkani placenta
exprimuje veskerou masinérii pro syntézu DA a také DBH, k matefskému zdroji NA pfispiva u potkana
také placentarni zdroj. V pozdéjsich stadiich gestace je plod zavisly na své produkci NA, kterd je Zivotné
dllezitd (nepublikovana data, Karahoda a kol., 2023) [21, 146]. NA je nasledné vychytavan z fetalni
cirkulace pomoci OCT3 na BM [18].

Nakonec, NA je vazoaktivni ldtka a jeho nepfiméfené hladiny mohou souviset se zménami
v uteroplacentarni [88, 148] a fetoplacentarni cirkulaci [149], které mohou vést k hypoxii Ci

pred¢asnému porodu.

3.4 Deprese v téhotenstvi a jeji lécba

Depresivni onemocnéni je rozSifena dusevni porucha, jejiz prevalence se kazdym rokem zvysuje.
Celosvétové trpi depresi vice nez 300 milion( lidi vSech vékovych kategorii [150]. Pfedpoklada se, Ze
do roku 2030 bude deprese druhou a treti nejcastéjsi pricinou zatéZze nemocemi v rozvojovych zemich
a v zemich s nizkymi pfijmy [151]. BohuZel, prevalence deprese je vyssi v téhotnych populacich ve
srovnani s béznou populaci Zen, coZ je ¢asto zplisobeno hormonalnimi zménami béhem téhotenstvi
[152]. Uvadi se, Ze aZ 25 % téhotnych Zen trpi depresi [1], z nichZ 13 % je kompenzovano farmakoterapii
[3]. Studie uvadi triadovy vzorec incidence deprese béhem téhotenstvi zahrnujici narlst onemocnéni
béhem prvnich tydnl, pokles v poloviné téhotenstvi a dalsi narlst opét v poslednich tydnech

téhotenstvi [153]. Pfedporodni deprese je spojena také s obecné horsim zdravotnim stavem matky,
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nedostatecnou péci o sebe, se zvySenym uzivanim cigaret a alkoholu a se zvySenym rizikem poporodni

deprese a sebevrazednych sklont [154-156].

Patofyziologie deprese je multifaktoridlni, nicméné i pfes nékteré vyhrady pretrvava tzv. monoaminova
teorie zakladajici se na deficitni neurotransmisi predevsim 5-HT a NA, v mensi mife DA. Z tohoto
dlvodu se zaméruji vtéto disertacni praci pouze na mechanismy relevantni pro homeostazu

monoamind.

U depresivnich téhotnych Zen je duleZité rozlisit pacientky s jiz predchozi diagnézou a nové
diagnostikované pacientky, u kterych je nastup deprese primo spjat s téhotenstvim. U téch mohou hrat
roli kromé béinych rizikovych faktorl také specifické faktory, napriklad nechténé téhotenstvi,
nedostatec¢na socialni podpora, matka samoZivitelka a v neposledni fadé hormonalni zmény. U Zen s jiz
diagnostikovanou depresi je pak v pribéhu téhotenstvi zvysené riziko relapsu, a to predevsim

v pfipadé preruseni farmakoterapie [157, 158].

Nejbéznéjsimi priznaky jsou depresivni ndlada, pocit viny a bezcennosti, ztrata zajmu, nizké
sebevédomi, nesoustfedénost a pokles sexudlni aktivity. Mimo emocni ptiznaky se deprese projevuje
fadou somatickych symptomd, napfiklad zménami apetitu, obtizemi s dostate¢nym spankem, Gnavou
¢i zménami hmotnosti. Nékteré somatické priznaky se prekryvaji s béZnymi projevy téhotenstvi, coz
nasledné ztéZzuje v€asné odhaleni deprese, a to predevsim v prvnim trimestru, kdy byvaji projevy

téhotenstvi nejvyrazné;jsi [153, 157].

Diagnéza se casto stanovuje béhem klinickych rozhovord za pouziti kritérii popsanych v rlznych
dotaznikovych manudlech, kterych existuje pomérné velké mnozstvi. Pro prehled bych rada zminila
PGQ-9 (Patient Health Questionnare) [159], diagnosticky a statisticky manual dusevnich poruch, ¢tvrté
vydani, textova revize (DSM-IV-TR) [160]. Dale byly vyvinuty screeningové metody, jako je Edinburska
Skala poporodni deprese (EPDS) [161], ktera je vhodna predevsim u velké depresivni poruchy. Mezi
dalsimi je také Beck(v inventar deprese (Beck Depression Inventory, BDI) [162], ktery se ale zamétuje
spiSe na somatické priznaky. | pres velké mnozZstvi dostupnych dotaznik( by bylo vhodné vyvinout nové
screeningové nastroje zohlednujici komplexnost projevd téhotenské deprese, jelikoz vcéasna

diagnostika a Iécba predporodni deprese je zasadni pro zdravy pribéh téhotenstvi.

Po potvrzeni diagndzy musi lékafi zahrnout pacientky do analyzy rizik a pfinost a peclivé nastinit
dlsledky nelécené deprese pro matku i dité. U lehké aZ stfedné tézké deprese by méla byt nejprve
navrhnuta nefarmakologickd 1é¢ba a nabidnuto doporuceni k psychologovi, je-li k dispozici. U vaznéji
nemocnych pacientek mlzZe byt samotna psychoterapie nedostatecna a hlavni roli hraje
farmakoterapie [157]. Spravna volba terapie je kritickd, jelikoZz nekompenzovand deprese béhem

téhotenstvi je spojena s negativnim vlivem na vyvoj plodu. Studie ukazuji spojeni s nizkou porodni
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vahou, vyskytem predcasnych porodd, porodem mrtvého ditéte [2, 163-165], ale také se zhorsenym
neurologickym vyvojem ditéte, ktery se projevuje snizenymi kognitivnimi funkcemi a vys$Sim vyskytem
dusevnich onemocnéni v prlibéhu Zivota [166, 167]. Navic nelééena deprese v téhotenstvi zvysuje
riziko prechodu do poporodni deprese [2]. Ackoliv depresivni onemocnéni nelze v soucasné dobé
vylécit, jeho pfiznaky Ize u vétSiny pacientd zvladnout vhodnymi nefarmakologickymi,
farmakologickymi pfistupy nebo jejich kombinaci [168]. U téhotnych Zen trpicich depresi je hlavnim
cilem 1é¢by dosazeni nebo udrzeni euthymie matky, ¢imz se omezi vystaveni matky i plodu skodlivym
vlivim zvySeného stresu. Ve skutecnosti znacny pocet téhotnych Zen ma prospéch z antidepresivni
farmakoterapie. Lékari a pacientky se proto potykaji s rozporuplnymi tdaji a ndzory odbornik( ohledné
bezpecénosti antidepresivni farmakoterapie béhem téhotenstvi. Na zavér, jakékoliv nekompenzované
chronické onemocnéni v prlibéhu téhotenstvi mize byt ¢asovanou bombou a je velmi daleZité pro

zdravi matky i ditéte nepodcenit zdravotni stav a snazit se najit nejlep$i mozna reseni.

V soucasné dobé existuje nékolik terapeutickych skupin antidepresiv liSicich se mechanismem ucinku,
nicméné se stejnym cilem zvyseni dostupnosti neurotrasmiter 5-HT, NA, ¢i DA na synapsich. Jejich
vyvoj zapocal zcela ndahodnym objevem antidepresivniho Ucinku iproniazidu a imipraminu v 50. letech
20. stoleti, ¢imzZ pfinesl I. generaci tvofenou nyni jiz méné pouzivanymi tricyklickymi antidepresivy
a inhibitory monoaminooxidazy. Dalsi, Il. generace je pak tvorena pouze nékolika zastupci objevenymi
v mezidobi . a lll. generace. DuleZitym objevem byla Ill. generace antidepresiv, selektivné inhibujici
vychytavani vidy jednoho neurotrasmiteru, v 80. letech minulého stoleti nebo zac¢atkem 90. let, kam
patfi frekventované vyuzivané SSRI. Po nich nasledovala IV. generace tvorend dudlnimi inhibitory SNRI
a dalsimi ,atypickymi antidepresivy”, kam pat#i naptiklad inhibitory zpétného vychytavani DA a NA (i
noradrenergni a specifickd serotoninergni antidepresiva [5]. PfestoZe k inhibici dochazi okamzité,
terapeuticky ucinek ma zpozdéni 2—4 tydn(l. Proto se uvaZuje, ze dllezitéjsSim efektem pro klinicky
ucinek maze byt down regulace presynaptickych inhibi¢nich receptor( a zvySena syntéza a vyplavovani
neurotransmiter do synaptické stérbiny [5, 169]. Prvni volbou farmakoterapie v dnesni dobé jsou SSRI

a SNRI, a to také v pribéhu téhotenstvi [3].

3.4.1 Selektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu — SSRI

Mechanismem ucinku této skupiny |éCiv je inhibice zpétného vychytavani 5-HT do presynaptického
zakonceni neuronu pomoci SERT a nasledné zvySeni koncentrace dostupného 5-HT v synaptické
stérbiné. Klinicky uZivanymi latkami patficimi do této skupiny jsou citalopram, sertralin, fluoxetin,
fluvoxamin a paroxetin. Nej¢astéjSimi nezadoucimi Ucinky jsou nauzea, diarea a insomnie, léciva jsou

nicméné obecné dobfe snaSena. Mimo depresi se indikuji také pro |é€bu Uzkostnych poruch &i bulimie.
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Hlavnimi metabolizujicimi enzymy jsou CYP2D6, CYP2C19 a CYP3A4. Terapeuticky ucinné metabolity
vznikaji u citalopramu, fluoxetinu a sertralinu. Biologicky polocas se lisi napftic¢ skupinou, od nejkratsiho
fluvoxaminu (13—-15 hodin) po nejdelsi citalopram (36 hodin). Zajimavosti je, zZe, pfestoze dle nazvu by

skupina méla cilit pouze na SERT, byla zjiSténa afinita také k DAT, NAT a OCT3 [23, 170-172].

3.4.2 Inhibitory zpétného vychytdvani serotoninu a noradrenalinu — SNRI

Tato skupina antidepresiv je mechanismem ucinku blizka tricyklickym antidepresiviim, nicméné
neinhibuje postsynaptické receptory (al, muskarinové, histaminové), diky cemuz vykazuje vyrazné
mensi mnoZstvi nezadoucich Gginkd, které jsou podobné jako u SSRI. U&innymi latkami patficimi do
této skupiny jsou venlafaxin, duloxetin a milnacipran. SNRI jsou indikovédny pro fadu komplikaci,
konkrétné: uzkostné poruchy, obsedantné-kompulzivni poruchy, ADHD ¢i chronickou neuropatickou
bolest. Hlavnimi metabolizujicimi enzymy jsou CYP2D6, CYP2C19 a CYP3A4. U&inny metabolit vznika
pouze u venlafaxinu. Biologicky polocas je kratSi oproti SSRI, a to 2—7 hodin u venlafaxinu a 8 hodin

u milnacipranu [170, 173].

3.4.3 Nezadouci ucinky antidepresiv v téhotenstvi

Pouzivani antidepresiv v téhotenstvi musi byt vzdy peclivé zvazeno, jelikoz antidepresiva jsou silné
lipofilni [atky schopné prestupovat placentdrni bariéru a dosahovat terapeutické ¢i toxické koncentrace
také ve fetalni cirkulaci [6, 174]. Obecné plati, Ze expozice léky mlze vést k naruseni organogeneze
a naslednym malformacim plodu a/nebo k narusenim neurologického vyvoje a programovani plodu
[175]. Na zakladé soucasné literarni reserse existuji pochybnosti o bezpecnosti antidepresivni 1éCby
pro plod. Podle Kievet a kol., (2013) [176] existuji tfi moZnosti vysvétleni toxického pulsobeni
antidepresiv. Prvni uvadi vyskyt abstinenéniho syndromu u novorozenc(l z divodu rychlého poklesu
plazmatické koncentrace léku po porodu [177]. Takto se projevuji predevsim léciva s kratkym
biologickym polo¢asem. Oproti tomu léciva s delSim biologickym polo¢asem mohou pUsobit toxicky na
novorozence kvuli pretrvavajicim vyssim koncentracim v obéhu. Posledni mechanismus predpoklada
prenatalni vliv antidepresiv na vyvoj a fetdlni programovani plodu, ktery se mlze promitnout
v jakémkoli véku [176]. BohuzZel, na zakladé jakych mechanismi antidepresiva narusuji fetaIni vyvoj

a programovani neni znamo, a proto se timto tématem zabyvdm v mé disertacni praci.

Rozsah moznych nasledkl po IéCbé antidepresivy béhem téhotenstvi je Siroky. MlzZeme je rozdélit na
Ctyfi skupiny: a) strukturalni malformace, b) neurologicka a dusevni onemocnéni, c) negativni vystupy
porodu a novorozence, d) hypertenzni onemocnéni, konkrétné preeklampsie a fetalni plicni

hypertenze [172]. Pokud jde o strukturdlni malformace, pfimy teratogenni Uc¢inek antidepresiv je stale
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sporny; in utero expozice SSRI riziko strukturalnich malformaci vyznamné nezvysuje [178]. Jedinou
vyjimkou jsou dva zastupci, paroxetin a fluoxetin, jejichz podavani béhem prvniho trimestru gravidity
zvysuje riziko srdecnich a plicnich malformaci [179-183]. Dalsi zastupce SSRI sertralin zvysuje riziko
malformaci nervového a obéhového systému a zvySuje prevalenci kraniosynostdzy, omfalokély [181],
defektl septa a komorovych defektl [184]. Citalopram zvysuje riziko muskuloskeletalnich malformaci
v prvnim trimestru [179]. VysSi vyskyt neurologickych a duSevnich onemocnéni je hlasen pro obé
skupiny, SSRI a SNRI, konkrétné nalezneme spojitost s rizikem poruch autistického spektra, ADHD,
depresi Ci epilepsie [109, 185-190]. Ve skupiné negativnich porodnich a novorozeneckych vystup( se
objevuje nizkd porodni hmotnost, vyskyt predcasného porodu a nizsi skore dle Apgarové [191-193].
Posledni skupina spojuje pouziti antidepresiv v téhotenstvi s vyskytem hypertenznich onemocnéni

s multifaktoridlni patofyziologii, kde hladina monoamind muze hrat roli [194-197].

Z vyse uvedeného je zfejmé, Ze terapie antidepresivy béhem téhotenstvi musi byt peclivé zvazena
s prihlédnutim k poméru benefitu a rizika pro pacientku a plod. Nicméné v situacich, kdy je pacientka
dlouhodobé lé¢ena a kompenzovdna antidepresivy, neni vysazeni farmakoterapie doporucovano.
Obecné, jako u jinych chronickych onemocnéni, je dobré téhotenstvi planovat predem s osetfujicim
|ékarem. Je ovsem také nutno zdUraznit, Ze u mnoha Zen nem4 antidepresivni terapie negativni vliv na
plod. Téma pouZivani antidepresiv v téhotenstvi je velmi kontroverzni a vzbuzuje stale dalsi diskuze
mezi odbornou spolec¢nosti a bude potieba dalSich vyzkum k dosazeni co nejlepsiho terapeutického

planu pro téhotné Zeny trpici depresi.

3.5 Experimentalni metody pro studium vlivu antidepresiv na placentarni
homeostazu monoaminti

Studium vlivu antidepresiv na vyvoj a programovani plodu in vivo u clovéka je komplikované
technickymi a etickymi faktory a proto je ve vyzkumu nutno spoléhat na alternativni experimentalni
pristupy. V této disertacni praci bylo pouzito Siroké spektrum in vitro, ex vivo a in vivo metod, jejichz

struény seznam uvadim nize:

3.5.1 Exvivo izolace membran lidské placenty

Pro studium transportu monoaminli a inhibicniho efektu antidepresiv byly izolovany ex vivo
mikrovilézni a bazalni vezikuly z Cerstvé lidské, zdravé, termindlni placenty. Tato technicky a casové
velmi naro¢nd metoda umoznuje studium vychytavani monoamin( z maternalni i fetalni cirkulace
a vlivu inhibitora (antidepresiv). Limitaci m{Ze byt naro¢na, ne vidy Uspésna izolace a tendence vezikul

otevirat se pfi opakovaném rozmrazeni/zmrazeni.
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3.5.2 In vitro bunécné modely

V této disertacni préci byly pouzity také in vitro bunééné modely. Prvni bunécnou linii byly MDCKII
burniky transfekované P-gp, BCRP a MRP2 a péstované v systému Transwell. Po vytvofeni bunécné
monovrstvy byly MDCKII buriky vyuZity ke studiu interakci antidepresiv se zminénymi efluxnimi
transportéry. Dale byla vyuZita HRP-1 bunécna linie. U té jsme ale zjistili vyznamnou odliSnost oproti
potkani placenté na transkripéni a funkéni drovni, a proto ji ke studiu monoaminové homeostazy
nedoporucujeme. In vitro modely jsou frekventované pouzivanou technikou pro preklinicky vyzkum.
Bunécné modely jsou citlivé na toxické plsobeni studovanych latek a predpovédét z vysledk( toxické

plUsobeni u ¢lovéka je nepresné.
3.5.3 Inssitu perfuze potkani placenty

Dalsi vyznamnou metodou pro studium placentarniho transportu je perfuze placenty. Celosvétoveé je
pouzivana predevsim ex vivo perfuze lidské placenty. Nicméné, na nasi katedie je zavedena in situ
perfuze potkani termindlni placenty. Jedna se o unikatni a velmi technicky ndroénou metodu, diky které
muUzeme sledovat transport latek mezi materskou a fetalni cirkulaci a také studovat placentarni
metabolismus. Tato metoda je skvélym preklinickym modelem ke screeningu toxicity lé¢iv poddvanych
v téhotenstvi. V nasem vyzkumu jsme pomoci této metody stanovili inhibi¢ni potencidl antidepresiv na
vychytavani monoamin( zfetdlni cirkulace a dale jejich interakce s placentarnimi efluxnimi
transportéry. Limitaci metody muzZe byt nelspésna kanylace uterinnich a umbilikalnich cév a nestabilni

tlak v obou cirkulacich v pribéhu experimentu.

VyuiZiti lidské a potkani placentarni tkdané nam umoznilo mezidruhové srovndni placentarniho

transportu monoamind, které ukazalo prenositelnost dat mezi obéma druhy.

3.5.4 Invivo chronicka lécba brezich potkanich samic

Dalsi metodou pouZitou pfi vypracovavani této disertacni prace byla chronicka |é¢ba bfezich potkanich
samic paroxetinem. U dlouhodobych studii je zdsadni spravna volba administrace |éCiva, ktera zajisti
ekvivalentni davkovani a neohrozi zdravi plodu. Z tohoto dlivodu jsme zvolili orédlné poddvané susenky
napusténé zvolenou davkou paroxetinu. Pfed zacatkem lécby byly potkani samice navyknuty na
susenky a nasledné podani u nich nezplisobovalo stres. V den pfipusténi byla samicim mérena
vaginalni impedance a uUspésnost pripusténi byla potvrzena nasledujici den vaginalnim stérem
k identifikaci spermii. Diky vyuziti potkaniho modelu k chronické lécbé paroxetinem jsme mohli
odebrat vzorky placent, fetalnich a materskych organt pro dalsi analyzu relativni genové exprese
pomoci gRT-PCR a metabolomickou analyzu pomoci LC/MS. Zaroveri byla odebrana matefska a fetalni

krev pro nasledné zméfeni plasmatickych hladin paroxetinu. Limitaci této metody mohou byt
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mezidruhové rozdily v placentarni morfologii a urcité vyvojové odliSnosti dané jinou délkou gestace
u potkana a ¢lovéka. Nicméné v naSem pripadé jsme v predchozi studii potvrdili pfenositelnost dat

mezi potkani a lidskou placentou ve studiu fetoplacentarni monoaminové homeostazy.

3.5.5 Invivo Dopplerovska ultrasonografie

Unikatni Dopplerovska ultrasonografie byla vyuZita u projektu dlouhodobé Iécby bfezich potkanich
samic paroxetinem. 20. den bfezosti byly naméfeny pritoky uterinnich, umbilikalnich cév, arteria
cerebri media a ductus venosus a vypocitan index pulzatility odrazejici rezistenci mérenych cév. Diky

této metodé jsme mohli sledovat efekt chronicky podavaného paroxetinu na klinické arovni.

3.5.6 Metody molekularni biologie

Pro stanoveni relativni genové exprese a absolutni genové exprese byly vyuZity gRT-PCR a ddPCR a pro

stanoveni exprese na Urovni proteinu byl vyuzit Western blot.
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4. CiLE PRACE

Tato disertacni prace zkoumad na bunécné a organové urovni interakce antidepresiv s monoaminovymi
transportnimi systémy a jejich vliv na placentdrni homeostazu 5-HT, DA a NA. Konkrétnimi cili mé prace
bylo:

1) Charakterizovat fyziologickou roli membranovych transportérti, SERT, DAT, NAT a OCT3
v placentarni homeostaze 5-HT, DA a NA u ¢lovéka a potkana.

2) U vybranych, klinicky uZivanych antidepresiv (citalopram, sertralin, fluoxetin, fluvoxamin,
paroxetin a venlafaxin) popsat jejich inhibi¢ni efekt na placentarni transport 5-HT, DA a NA
pres materskou i fetdlni membranu.

3) Oveéfit vhodnost potkaniho modelu ke studiu vlivu dlouhodobé lécby paroxetinem na
homeostazu 5-HT, DA a NA v placenté a v plodu.

Nad ramec stanovenych cilll jsem nasledné sledovala vliv chronické prenatélni 1écby paroxetinem na
homeostdzu 5-HT, DA a NA v placenté a fetalnim mozku a na uteroplacentarni a fetoplacentarni
cirkulaci u potkana. Design této studie a dosazené vysledky jsou ¢astecné prezentovany v kapitolach
5.5a6.
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5. KOMENTARE K JEDNOTLIVYM PUBLIKACIiM A PODIL KANDIDATKY

Tato disertacni prace je komentovanym souborem ctyr praci, které byly publikovany v zahraniénich
casopisech s impakt faktorem. Kandidatka je prvni autorkou tfi publikovanych praci a spoluautorkou

jedné publikace a pfipravovaného manuskriptu.

5.1 Serotonin homeostasis in the materno-foetal interface at term: Role of
transporters (SERT/SLC6A4 and OCT3/SLC22A3) and monoamine oxidase A
(MAO-A) in uptake and degradation of serotonin by human and rat term placenta

Rona Karahoda, Hana Horackovd, Petr Kastner, Andreas Matthios, Luka$ Cerveny, Radim Kucera,
Marian Kacerovsky, Jurjen Duintjer Tebbens, Alexandre Bonnin, Cilia Abad, Franti$ek Staud

Acta Physiologica (Oxf), 2020 Aug;229(4):e13478, (IF = 5.87/Q1/D1, AIS = 1.212/Q1)
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Obrazek 3. Graficky abstrakt zobrazujici homeostazu 5-HT v potkani a lidské placenté (C)
a morfologické mezidruhové rozdily v placentarnich modelech pouzitych ve studii 5.1 (A, B).

Zkratky: 5-HIAA — 5-hydroxyindol aminooctovd kyselina, 5-HT — serotonin, AAT — transportér
aminokyselin, BM — bazdini membrdna, FV — fetal vessels (fetdlni cévy), JZ — junctional zone
(spongiotrofoblast), MAO-A — monoaminooxiddza A, MVM — mikrovilozni membrdna, OCT3 —
transportér organickych kationt( 3, SERT — serotoninovy transportér, TPH — tryprofan hydroxyldza, TRP
— tryptofan.

5-HT je klicovy neuromoduldtor v mozku a jeho spravné koncentrace ve fetdlni cirkulaci jsou zasadni
pro vyvoj plodu. Hlavni zdroj na zacatku téhotenstvi je materského a placentarniho pUvodu.

V pozdéjsich fazich téhotenstvi si vSak plod vyrabi vlastni 5-HT z tryptofanu pochazejiciho od matky.
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Dosavadni studie fetoplacentarni homeostazy 5-HT maji rozporuplné vysledky a neposkytuji Zadné
informace o clearance 5-HT z fetdlni cirkulace. NaSe studie ptindsi novy model homeostdzy 5-HT

v termindlni lidské a potkani placenté.

V této publikaci za poutziti in situ a ex vivo metod potkani a lidské placenty ukazujeme, Ze transport
5-HT z materské do fetdlni cirkulace je zanedbatelny na konci téhotenstvi z dlvodu vysokého
placentarniho metabolismu zprostfedkovaného MAO-A. Nicméné nasSe vysledky potvrzuji rapidni
maternofetalni prestup tryptofanu a na ném zavisly narust 5-HT ve fetalni cirkulaci. Dale jako prvni
odhalujeme ochrannou roli OCT3 pred toxickou akumulaci 5-HT ve fetalni cirkulaci. Zajimavym
zjisténim je, ze vychytdvani 5-HT z fetalni cirkulace zprostfedkované OCT3 je zavislé na pohlavi plodu,
kdy samci plody vykazuji vyssi clearance 5-HT ve srovnani se samic¢imi plody. Tento transportni
mechanismus je saturovatelny a inhibovatelny endogennimi a exogennimi latkami, jeho funkce muze

byt tedy narusena suprafyziologickymi koncentracemi substrat( ¢i podavanim léciv cilicich na OCT3.

Na zakladé téchto zjisténi prichdzime s novym modelem homeostazy 5-HT v termindlni placenté, ve
které hraje hlavni roli synchronni aktivita SERT, OCT3 a MAO-A. Tento systém vSak muzZe byt narusen
inhibi¢nimi molekulami OCT3, jako jsou glukokortikoidy nebo antidepresiva (obrazek 3). Nase zjisténi
oteviraji nové moznosti zkoumani dfive netusenych/nevysvétlenych komplikaci béhem téhotenstvi,
véetné prenatalniho nadbytku glukokortikoid(l a farmakoterapeutickych rizik 1é¢by téhotnych Zen

inhibitory OCT3.

Podil kandidatky na publikaci:

e Provadéni experimentd, konkrétné:
o Podil nain situ perfuzich terminalni potkani placenty
o Podil na ex vivo izolacich placentarnich membranovych vezikul z termindlni lidské
placenty
o Podil naizolaci RNA

e Podil na analyze a interpretaci vysledki

Prace je dostupna online: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32311818/

Publikace v tisténé formé je uvedena jako pfiloha ¢islo 1.
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5.2 Functional characterization of dopamine and norepinephrine transport across
the apical and basal plasma membranes of the human placental

syncytiotrophoblast

Hana Horackova, Rona Karahoda, Veronika Vachalova, Helena Turkova, Cilia Abad, Frantisek Staud

Scientific Reports, (2022) Jul 8;12(1):11603, (IF = 4.997/Q2, AlS = 1.208/Q2)
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Obrazek 4: Graficky abstrakt zobrazuje transportni systémy 5-HT, DA a NA v STB popsané ve studii 5.2.

Zkratky: COMT — katechol-O-metyltransferdza, MAO-A — monoaminooxiddza A, NET — norepinephrine
transporter (NAT), SERT — serotoninovy transportér, OCT3 —transportér organickych kationti 3.

Lidska placenta predstavuje jedinecnou non-neurondlni tkan schopnou exprese monoaminovych
transportérl s patofyziologickym vyznamem v prenatalnim obdobi. Monoaminy (5-HT, DA, NA) jsou
klicové neuromodulatory pro spravnou funkci placenty a vyvoj plodu, véetné bunécné proliferace,
diferenciace a neurondini migrace. Hromadici se dlkazy naznaduji, Ze i prechodné naruseni
fetoplacentarni monoaminové homeostazy béhem téhotenstvi mlze vést k trvalym zménam ve
struktufe a funkci mozku plodu, které se promitaji az do dospélosti. Navzdory zvysujici se fetdlni
produkci monoaminl smérem k terminu porodu byl pfenos DA a NA pres placentarni STB jen velmi

malo zkouman, a proto jsou vysledky této studie velmi aktudlni.

S vyuzitim metody ex vivo izolovanych membran z lidské terminalni placenty jsme v této studii vymezili
transportni mechanismy podilejici se na prechodu DA a NA pres MVM a BM. Dokazali jsme, Ze

placentarni vychytdvani DA a NA zmateiské cirkulace je zprostfedkovano vysokoafinitnimi
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a nizkokapacitnimi transportéry SERT a NAT. Exprese transportéru DAT v lidské placenté byla
zanedbatelnd a na zakladé vysledkd z funkcnich studii mdZzeme potvrdit, Ze se DAT nepodili na
vychytavani monoamini v placentarni tkani. Na BM bylo placentarni vychytavani obou monoamind
fizeno transportérem OCT3, ktery zprostfedkovava vychytdvani také 5-HT zfetdlni cirkulace.
Placentarni clearance monoaminl je tedy primarné zprostfedkovana mechanismy zavislymi na
transportéru. Nicméné dlkazy naznacuji, Ze monoaminové transportéry jsou promiskuitni a je tedy
logické predpokladat moznou substratovou kompetici na MVM a BM. Proto jsme se zaméfili pomoci
ex vivo izolovanych membran z lidské terminalni placenty také na interakce mezi 5-HT, DA
a NA. Vysledky potvrdili, Ze placentarni monoaminové transportéry sdili afinitu ke vSem studovanym
substratim. Nicméné nami vypocitané poloviéni maximalni inhibi¢ni koncentrace (IC50) jsou vyrazné
vysSi nez fyziologické plazmatické koncentrace monoaminl u zdravych téhotnych Zen. Presto
monoaminové interakce mohou byt vyznamné u placentarnich patologii, jako je preeklampsie spojena
se zménénou expresi monoaminovych transportérd a zvySenymi plazmatickymi koncentracemi
monoaminU. Navic inhibice SERT, NAT a OCT3 endogennimi a exogennimi latkami mGze ohrozit hladiny

monoaminl ve fetoplacentarni jednotce a pfispét k neptiznivému vlivu na vyvoj a programovani plodu.

Nase zjisténi tak poskytuji vhled do fyziologickych aspektl transportu DA a NA pres materskou i fetalni
stranu placenty (obrazek 4). Vzhledem k tomu, Ze monoaminové transportéry predstavuji cile pro
nékolik neuroaktivnich Iéciv, jako jsou antidepresiva, jsou nase zjisténi farmakologicky relevantni pro

zajisSténi bezpecnosti uzivani 1éCiv béhem téhotenstuvi.

Podil kandidatky na publikaci:

e Provadéni experimentd, konkrétné:
o Exvivo izolace placentarnich membranovych vezikul z terminalini lidské placenty
o Akumulacni studie s vyuZitim ex vivo izolovanych placentdrnich membranovych
vezikul z termindlni lidské placenty
o lzolace RNA, reverzni transkripce
o ddPCR analyza

o Kompletni analyza dat, interpretace a vizualizace vysledku
e Pfiprava manuskriptu

Prace je dostupna online: https://www.nature.com/articles/s41598-022-15790-7

Publikace v tisténé formé je uvedena jako pfiloha Cislo 2.
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5.3 Effect of Selected Antidepressants on Placental Homeostasis of Serotonin:
Maternal and Fetal Perspectives

Hana Hordckova, Rona Karahoda, Luk4$ Cerveny, Veronika Vachalova, Ronja Ebner, Cilia Abad,
Franti$ek Staud

Pharmaceutics, 2021 Aug 20;13(8):1306, (IF = 6.321/Q1; AIS = 0.903/Q2)
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Obrazek 5: Graficky abstrakt zobrazuje, jakym zplsobem narusuji studovana antidepresiva placentarni
homeostazu 5-HT.

Zkratky: 5-HIAA — 5-hydroxyindol aminooctovd kyselina, 5-HT — serotonin, ADs — antidepresiva, LAT —
transportér aminokyselin, MAOA — monoaminooxiddza A, OCT3 — transportér organickych kationtu 3,
SERT — serotoninovy transportér, TPH — tryptofan hydroxyldza, TRP — tryptofan.

Deprese je rozSifené onemocnéni, které postihuje az 25 % téhotnych Zen. Proto jsou vice jak
13 % z nich predepisovdna antidepresiva, predevsim SSRI a SNRI. Zakladni mechanismus, kterym
antidepresiva inhibuji vychytavani 5-HT na synapsich, je dobfe popsan. Hlavnim cilem je kompetitivni
inhibice SERT a NAT, vysokoafinitnich a nizkokapacitnich transportér(l. V posledni dobé se oviem
ukazalo, Ze ke klinickému ucinku muze pfispivat také inhibice OCT3 transportéru, polyspecifického
vysokokapacitniho transportéru. V nasi predchozi studii jsme prokazali, Ze lidska i potkani placenta
vychytdvd 5-HT z matefské cirkulace prostfednictvim SERT transportéru a zfetalni cirkulace
prostfednictvim OCT3 transportéru. Potenciadlni schopnost vybranych antidepresiv inhibovat funkci
placentarniho SERT a OCT3 a vyznam této inhibice nebyly doposud predmétem zadného vyzkumu.
V této studii jsme predpokladali, Ze antidepresiva mohou zasahovat do prenatalni homeostazy 5-HT
tim, Ze ovliviuji jeho placentarni clearance jak na materské, tak na fetalni strané placenty, coZz by

nasledné vedlo k suboptimalni koncentraci 5-HT ve fetoplacentarni jednotce.
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K ovéreni této hypotézy jsme pouZili ex vivo membrdnové vezikuly izolované z lidskych termindlnich
placent a hodnotili jsme UcCinky v téhotenstvi béiné uzivanych SSRI (paroxetinu, citalopramu,
fluoxetinu, fluvoxaminu, sertralinu) a jednoho SNRI (venlafaxinu) na vychytavani 5-HT pifes MVM a BM.
Dale za pouziti in situ umbilikalni perfuze potkani terminalni placenty jsme hodnotili ucinky téchto léciv

na placentarni extrakci 5-HT z fetdlni cirkulace se zamérenim na rozdily mezi pohlavimi plodu.

Vsechna testovana antidepresiva vyznamné inhibovala SERT a OCT3 zprostfedkované vychytavani
5-HT v zavislosti na davce. Vypocitané IC50 byly v rozmezi terapeutickych plazmatickych koncentraci.
Pomoci modell in vitro a in situ jsme dale prokazali, Ze placentarni efluxni transportéry nesnizuji
transport antidepresiv z matky k plodu a tim potvrdili, Ze IC50 hodnoty jsou terapeuticky dosazitelné

také ve fetalni cirkulaci.

V této publikaci jako prvni popisujeme mechanismus, jakym antidepresiva ovliviiuji homeostdzu 5-HT
v placenté, pokud jsou poddvana v terapeutickych davkach (obrdzek 5). Inhibice vychytavani 5-HT
mUze vést k jeho akumulaci v obou cirkulacich, kde 5-HT, jako vazoaktivni latka, mlZe plsobit jako
vazokonstriktor. Zajimavym zjiSténim je, Ze Ucinek antidepresiv na vychytavani 5-HT z fetdlni cirkulace
pomoci OCT3 transportéru u potkanl byl zavisly na pohlavi. Samci byli vice nachylni k inhibici
antidepresivy nez samice. Vzhledem k tomu, Ze spravné fetdlni programovani vyzaduje optimalni
hladinu 5-HT ve fetoplacentarni jednotce po celou dobu téhotenstvi, inhibice SERT-/OCT3
zprostfedkovaného vychytavani 5-HT muZe byt jednim z mechanism( podilejicich se na vzniku

hlasenych negativnich vysledk( po uZivani antidepresiv v pribéhu téhotenstvi.

Podil kandidatky na publikaci:

e Provadeéni experimentd, konkrétné:
o Insitu dudlini a umbilikalni perfuze termindlni potkani placenty
o Exvivo izolace placentarnich membranovych vezikul z terminalni lidské placenty
o Inhibi¢ni studie s vyuZitim ex vivo izolovanych placentarnich membranovych vezikul
z termindlni lidské placenty
RNA izolace, reverzni transkripce
ddPCR analyza
Western blot
Hodnoceni peroxidace lipida v potkanich placentarnich homogenatech
In vitro bunécéné experimenty s transfekovanymi MDCKII burikami

O O O O O

e Kompletni analyza dat, interpretace a vizualizace vysledki
e  Pfiprava manuskriptu

Prace je dostupna online: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/34452265/

Publikace v tisténé formé je uvedena jako pfiloha Cislo 3.
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5.4 Perfused rat term placenta as a preclinical model to investigate placental
dopamine and norepinephrine transport

Hana Horackova, Veronika Vachalova, Cilia Abad, Rona Karahoda, Frantisek Staud

Clinical Science (London), 2023 Jan 4;CS20220726, (IF = 6.876/Q1, AIS = 1.458/Q1)
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Obrazek 6: Technické schéma dualni pefuze (A) a umbilikdlni perfuze (B) potkani placenty, dvou
stéZejnich metod pouZitych ve studii 5.4. Vytvoreno pomoci BioRender.com.

Zkratky: DA — dopamin, NE — norepinephrine (NA).

Placenta predstavuje non-neuronalni organ schopny pfenaset a metabolizovat monoaminy. Vzhledem
k tomu, Ze se tyto bioaktivni molekuly podileji na mnoha procesech nezbytnych pro fyziologii placenty
a plodu, muze jakakoli nerovnovaha v jejich hladinach béhem téhotenstvi ovlivnit vyvoj mozku plodu
a nasledné vést k vyssimu riziku poruch chovani v détstvi a dospélosti. Vzhledem k tomu, Ze vyzkum na
téhotnych Zenach predstavuje znacna eticka omezeni, jsou ke studiu monoaminové homeostazy jako
mechanismu podilejiciho se na programovani plodu hojné vyuzivany zvifeci modely. Ackoli je potkan
nejcastéji pouzivanym zvifecim modelem v neurovyvojovych a behavioralnich studiich, transport DA
a NA pres placentu potkana nebyl dosud charakterizovan. Navic neni dostatecné stanovena

porovnatelnost s lidskym placentarnim monoaminovym systémem, a tedy neni zfejma mezidruhova
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prenositelnost dat. Proto tato studie pfinasi pohled na transplacentarni dynamiku monoamin( mezi

materskym a fetalnim obéhem v potkani termindlni placenté.

Nase vysledky ziskané pomoci in situ dualnich perfuzi potkani termindini placenty ukazuji, Ze transport
NA z matky do plodu je mensi nez 4 % v dUsledku vysokého metabolismu v trofoblastu. Naproti tomu
transport DA z matky do plodu presahuje 25 %, pravdépodobné diky zapojeni pasivniho transportu
pfes membranu. Kromé toho jsme prokazali pomoci in situ umbilikdlnich perfuzi potkani terminalni
placenty vysokou clearance NA a DA z fetdlniho obéhu zprostfedkovanou OCT3 transportérem, a to
v priméru 50 %. Tyto vysledky odpovidaji na transkripéni a funkéni arovni nasim dfive publikovanym
udajim mérenych v lidské placenté. Na rozdil od potkani placentarni tkané se in vitro vysledky
z bunécné linie HRP-1 (populace trofoendodermadlnich kmenovych bunék odvozenych z potkani
placenty) vyrazné lisi v genové expresi a funkénich vlastnostech, a proto jeji pouziti, na rozdil od in situ
perfuze potkani placenty, nedoporucujeme ve vyzkumu monoaminl. Pro jednodussi pochopeni

technického provedeni dualnich a umbilikalnich perfuzi potkani placenty je vloZen obrazek 6.

Celkové v této studii predkladame transkripc¢ni a funkéni dlikazy, Ze potkani placentérni tkan a metoda
in situ perfuze potkani placenty predstavuje vhodny model pro studium vlivu exogennich latek na

homeostdzu monoamina v placenté.

Podil kandidatky na publikaci:

e Provadéni experiment(, konkrétné:
o Invitro bunécné experimenty s HRP-1 burfikami
o Insitu dudini a umbilikalni perfuze termindlni potkani placenty
o RNAizolace, reverzni transkripce
o ddPCR analyza

e Kompletni analyza dat, interpretace a vizualizace vysledk{
e Pfiprava manuskriptu

Prace je dostupna online: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36598165/

Publikace v tisténé formé je uvedena jako pfiloha Cislo 4.
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5.5 Effects of prenatal paroxetine treatment on monoamine homeostasis in the rat
fetoplacental unit

Hana Horackova, Jaroslav Stranik, Cilia Abad, Rona Karahoda, Mireia Vinas, Eva Cifkova, Veronika
Vachalovd, Kasin Anandam, Ramon Portillo, Daniel Heblik, Morgane Robles, Miroslav Lisa, Ivana
Kacerovska Musilova, Martin Stérba, Frantisek Staud

Vysledky studie jsou v soucasné dobé pfipravovdny pro zasldani do ¢asopisu
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Obrazek 7: Schéma dlouhodobé Iécby brezich potkanich samic paroxetinem a prehled pouzitych
metod. Vytvofeno pomoci BioRender.com.

Zkratky: GD — gestacni den, PGD — pregestacni den, qRT-PCR — kvantitativni PCR reverzni transkripce.

V nasich predchozich studiich [18, 198] jsme paroxetin identifikovali jako nejsilnéjsi inhibitor
placentarniho vychytdvani monoamin(i z materské i fetalni cirkulace. Vzhledem ke klicové roli
monoaminl ve funkci placenty a vyvoji plodu, pfechodné naruseni jejich homeostazy miize ovlivnit
neurologicky vyvoj plodu, promitajici se do dospélosti. Monoaminy navic pUsobi jako vazoaktivni latky,
proto jejich akumulace mlze vést k vazokonstrikci a zméné placentarni perfuze. Proto jsme v této
studii zkoumali ucinky chronické |é¢by brezich potkanich samic paroxetinem na placentarni perfuzi

a homeostazu monoamint v placenté a mozku plodu.
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Bfezim potkanim samicim kmene Wistar byl po celou dobu bfezosti podavan ordlné paroxetin
(15 mg/kg nebo 50 mg/kg). 20. gestacni den byly pomoci Dopplerovské ultrasonografie zméreny
pratoky uterinni arterie, umbilikalni arterie, arteria cerebri media a ductus venosus. Déle byla pouZita
gRT-PCR ke zjisténi zmén relativni genové exprese v placenté a mozku plodu mezi skupinami. Nakonec
pomoci LC/MS byla provedena metabolomickd analyza poldrnich metabolitl ve vzorcich placent

a fetalnich mozkd (obrazek 7).

Chronicka lécba paroxetinem ovlivnila uterinni a umbilikalni perfuzi, prezentovanou zvySenym
indexem pulzatility, indikujicim vyssi rezistenci téchto cév. Ta mlzZe byt zplsobena akumulaci
monoamind v krevnim fecisti spolecné s predominanci nevétviciho typu placentarni angiogeneze,
daného nizsi expresi vaskularniho endotelového ristového faktoru na Urovni mRNA v placenté. Dale
|é¢ené skupiny vykazovaly vyznamné nizsi placentarni a fetdlni hmotnost. Nakonec byly po Ié¢bé
paroxetinem pozorovany vyznamné zmény v relativni genové expresi dllezitych transportérud

a enzym( podilejicich se na homeostaze monoamin( v placenté a fetalnim mozku.

V této praci jsme prokazali, Ze chronicka IéCba paroxetinem béhem téhotenstvi ma vliv na homeostazu
monoamind ve fetoplacentarni jednotce. Lécba paroxetinem navic vedla ke zvy$Senému odporu
uterinni a umbilikalni cirkulace, kterd mlze zplsobovat placentarni malperfuzi a mizZe se projevit na
klinické urovni v prlibéhu téhotenstvi. Nase vysledky tak zdlraznuji bezpecnostni obavy tykajici se
|écby antidepresivy béhem téhotenstvi a potvrzuji spojeni hlasenych nezadoucich efektl

antidepresivni lécby s dysregulaci homeostazy monoamin( ve fetoplacentarni jednotce.

Podil kandidatky na publikaci:

e Provadéni experimentd, konkrétné:
o Dlouhodoba lé¢ba brezich potkanich samic paroxetinem
Disekce placent a fetalnich mozkl, odbér materské a fetaini krve, pfiprava vzorki
Asistence pti Dopplerovské ultrasonografii
Podil na RNA izolacich
Podil na gRT-PCR

O O O O

e Vyhodnocovani dat, interpretace a vizualizace vysledki
e Pfiprava manuskriptu
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6. ZAVER

Antidepresiva, zejména SSRI a SNRI, predstavuji bézné uzivanou farmakoterapii béhem téhotenstvi.
Bohuzel jejich pouZivani predstavuje zvySené riziko pro fetdlni vyvoj a budi stale vice kontroverze. Na
rozdil od pfibyvajiciho poctu epidemiologickych studii nebyla zatim vénovana dostatecnd pozornost
vyzkumu zadkladnich mechanismi, kterymi mohou antidepresiva zplsobovat hlasené negativni
vysledky. Nicméné bez jejich porozuméni jim nemlzZeme zabranit ani nemUZeme zavadét cilené
intervence proti toxickému plsobeni této skupiny léciv. JelikoZz antidepresivni terapie kontroluje
dostupnost 5-HT, DA a NA, zabyvam se ve své disertacni praci placentarni homeostazou téchto tfi

monoamind a mechanismy, kterymi antidepresiva jejich homeostazu narusuiji.

Prvnim krokem mého vyzkumu bylo popsat fyziologickou homeostazu 5-HT, DA a NA v placenté.
Doposud nejvice zkoumanym monoaminem je jednoznacné 5-HT. AvSak dosavadni vysledky studii
neposkytovaly ucelenou predstavu o jeho transportu skrze placentdrni bariéru a nezamérovaly se na
transport skrze BM. V mé spoluautorské publikaci (Karahoda, Horackova a kol., 2020, pfiloha 1) [17]
jsme se proto zaméfili na nedostatky ve vyzkumu 5-HT a pfinesli ucelenou studii popisujici jeho
maternofetdIni transport a vychytdvani z fetdlni cirkulace. V této studii potvrzujeme kritickou roli
placentarniho metabolismu 5-HT pomoci MAO-A, diky které 5-HT z matefské cirkulace neprestupuje
k plodu v dobé terminu porodu, coZ potvrzuje zavislost plodu na vlastni syntéze 5-HT z matefského
tryptofanu. Jako prvni popisujeme OCT3 jako hlavni mechanismus, kterym je 5-HT vychytavan z fetdlni
cirkulace, ¢imz udrzuje jeho presné koncentrace pro spravny vyvoj plodu. Diky pouziti paroxetinu jako

inhibitoru SERT a OCT3 nam tato studie navic pfindsi novy cil antidepresiv pro dalsi vyzkum.

Otdzkou ovsem zlstavalo, jakymi transportnimi mechanismy prechazi placentu DA a NA. Proto jsem se
v dalsi studii (Horackova a kol., 2022, ptiloha 2) [18] zaméfila na vyzkum homeostazy téchto dvou
dalsich monoamin( v lidské placenté. Zjisténim této studie bylo, Ze do transportu DA a NA na MVM
jsou zapojeny dva transportéry soucasné, SERT a NAT, a na BM sdili monoaminy afinitu k OCT3. Funkéni
zapojeni DAT v placentarni tkdni bylo vylouéeno. JelikoZ monoaminy maji do urcité miry afinitu ke véem
zminénym transportériim, provedli jsme také experimenty ke zjisténi jejich vzadjemnych interakci a ty
potvrdily, Ze 5-HT, DA a NA jsou substraty placentarnich SERT, NAT a OCT3 a Ze tyto transportéry jsou
tedy naprosto zasadnimi pro udrzZeni jejich spravnych hladin ve fetoplacentarni jednotce. V této studii
jsme poutili jako inhibitory SERT, NAT a OCT3 paroxetin a venlafaxin. JelikoZ i v této studii paroxetin
a venlafaxin vyznamné inhibovaly vychytdavani DA a NA na MVM a BM, ziskali jsme findlni potvrzeni

o afinité antidepresiv k placentarnim monoaminovym transportérim.
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Proto jsme se v dalsim vyzkumném projektu zaméfili na inhibi¢ni vliv Sesti béZné pouZivanych
antidepresiv v téhotenstvi (paroxetinu, citalopramu, fluoxetinu, fluvoxaminu, sertralinu a venlafaxinu)
na transport 5-HT pres mikrovildzni i bazalni membranu lidské a potkani placenty (Horackova a kol.,
2021, ptiloha 3) [198]. 5-HT byl vybran, jelikoz vliv antidepresiv na jeho vychytavani vykazoval ve
srovnani s DA a NA nejsilnéjsi efekt. Pomoci experimentd koncentraéni inhibi¢ni zavislosti na MVM
a BM izolovanych z lidské placenty jsme vypocitali IC50 pro vSechna studovand antidepresiva. Hodnoty
IC50 vykazovaly silnou inhibici vychytavani 5-HT z materské a fetdlni cirkulace, dosazitelnou béznymi
terapeutickymi ddvkami antidepresiv. Silna inhibice vychytdvani 5-HT zfetalni cirkulace vsemi
studovanymi antidepresivy byla rovnéz potvrzena u potkana. Velice zajimavym vysledkem této studie
bylo zjisténi, Ze inhibice placentarniho OCT3 vSemi antidepresivy u potkanu byla vyraznéjsi u samcu
neZ u samic. To muZe alespon ¢astecné vysvétlovat rozdily v zavislosti na pohlavi plodu pozorované ve
studiich behavioralnich ucink( prenataini 1écby antidepresivy [199] a vyssi riziko neurovyvojovych
poruch po prenatalnim uzivani antidepresiv pozorované u muzl [200]. Vysledky ziskané na lidskych
placentiach jsme nemohli rozdélit dle pohlavi plodu, kvidli nedostatecnému poctu biologickych
replikatd. Tato studie pfinesla dosud nezndmy mechanismus, jakym mohou antidepresiva narusovat

fetoplacentarni homeostazu 5-HT.

Limitaci této studie bezpochyby bylo sledovani pouze akutniho efektu antidepresiv, |éCiv, kterd jsou
podavana vyhradné chronicky. Proto jsme v zavislosti na jejich vysledcich pfipravili dlouhodobou lé¢bu
samic potkana nejsilnéjSim inhibitorem, paroxetinem. Nicméné pred zahdjenim tohoto komplexniho
projektu bylo zapotiebi stanovit prenositelnost dat z potkaniho modelu na ¢lovéka. Zvifeci modely jsou
prvni volbou pro behavioralni a neurovyvojové studie, které jsou spojeny s onemocnénimi, jejichz
patofyziologie z velké miry zasahuje do monoaminové homeostdzy. Proto jsme chtéli v dalSim projektu
stanovit, zda transport DA a NA probiha z transkripéniho a funkéniho hlediska podobné v potkani
a lidské placenté (Horackova a kol., 2023, ptiloha 4) [201]. Nase vysledky potvrdily vhodnost pouZziti
potkaniho modelu pro dlouhodobé studium efektu antidepresiv na monoaminovou homeostazu. Navic
v zavislosti na vysledcich této studie doporucujeme in situ potkani perfuze jako vhodny preklinicky

model pro véasny screening toxicity farmakoterapie podavané v priibéhu téhotenstvi.

Po potvrzeni vhodnosti potkaniho modelu ke studiu vlivu dlouhodobé |écby paroxetinem na
homeostdzu 5-HT, DA a NA v placenté a fetalnim mozku a na uteroplacentarni a fetoplacentarni
cirkulaci jsme s timto projektem mohli zacit. JelikoZ tento projekt je v soucasné dobé ve fazi pfipravy
manuskriptu, rada bych jeho metodiku a vysledky pfibliZila v této ¢asti zavéru. Bfezim samicim potkana
kmene Wistar jsme podavali paroxetin ve dvou davkach (15 mg/kg, 50 mg/kg) orédlné ve formé nami
pfipravené susenky. Tento typ administrace nezpUlsoboval samicim Zadny stres, ktery by kromé

paroxetinu mohl také mit vliv na ndmi zkoumané vysledky. Lé¢ba zacala 7 dnl pfed zacatkem gestace
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a trvala po celou dobu brezosti. Dvacaty den brezosti byly samice uspany a ve spolupraci s gynekology
z Fakultni nemocnice Hradec Krdlové byla zmérena Dopplerovska ultrasonografie uterinnich
a umbilikdlnich cév a ddle arteria cerebri media a ductus venosus. Diky této unikatni zobrazovaci
metodé jsme ziskali hodnoty maximalni prdtokové rychlosti a indexu pulzatility, které odrazeji
rezistenci namérenych cév. Dle nasSi hypotézy by totiZz paroxetin mohl vést k lokalni akumulaci
vazoaktivnich monoamind jak na materské, tak fetdlni strané placenty, kterd by mohla zplsobovat
vazokonstrikci v placentarni cirkulaci. NaSe vysledky z Dopplerovské ultrasonografie naznacuji
zvySenou rezistenci uterinnich a umbilikdlnich cév bez efektu na arteria cerebri media a ductus venosus
po podavani paroxetinu v davce 15 mg/kg. Dale vypocitany cerebro-placentarni pomér nepotvrdil
zapojeni ,brain-sparing” efektu. Pro lepsSi porozuméni placentdrni angiogeneze po poddavani
paroxetinu jsme ndasledné analyzovali relativni expresi dvou zasadnich faktor(, vaskularniho
endotelového ristového faktoru a hypoxii indukovaného faktoru. Signifikantni down regulace exprese
vaskularniho endotelového rlistového faktoru a hypoxii indukovaného faktoru na urovni mRNA
v placenté u obou davkovych schémat naznacuje prevladajici nevétvici typ angiogeneze na ukor
vétviciho typu [202], pravdépodobné v dlsledku placentarni hyperoxie. Nedostatecné vétveni cév
v placentarni tkani ma za nasledek zvySenou rezistenci cév odpovidajici nasim vysledkdim
z Dopplerovské ultrasonografie. Navic zvyseny odpor cévniho fecisté mlZe sniZovat transport kysliku
k plodu, na ktery placenta reaguje adaptacné zvySenim gradientu kysliku vedoucimu k jiz zminéné

placentarni hyperoxii [203].

Kromé Dopplerovské ultrasonografie bylo dalsi ¢asti tohoto projektu studium zmén v expresi gent
zapojenych do homeostazy 5-HT, DA a NA (Sert, Net, Dat, Oct3, Tphl, Tph2, tyrosin hydroxyldza,
dopamin dekarboxyldza, Dbh, Pnmt, transportér pro aminokyseliny typu L1, transportér pro
aminokyseliny typu L2, MaoA, MaoB, Comt) v placenté a fetdlnim mozku. Nase vysledky ukazuji
signifikantni down regulaci véech genl zapojenych do homeostazy monoamin( v placenté u 15 mg/kg

i 50 mg/kg a up regulaci Dbh a Lat1 ve fetalnim mozku pouze u 50 mg/kg.

Abychom |épe pochopili pozorované zmény zplsobené paroxetinem, probihd v soucasné dobé
metabolomickd analyza polarnich metabolitd v placentach a fetdlnich mozcich ve spolupraci
s Pfirodovédeckou fakultou Univerzity Hradec Kralové. Tyto vysledky nam poskytnout informace
o dusledcich zménéné exprese enzym( a transportérd na rovni mRNA. Vysledky této studie potvrzuji
vliv paroxetinu podavaného po celou dobu gestace na homeostazu monoamind v placenté a fetalnim

mozku a vliv na uteroplacentarni a fetoplacentarni obéh.

Tato disertacni prace pfinasi nové poznatky a dosud nepopsané mechanismy, jakymi bézné pouzivana

antidepresiva v téhotenstvi mohou narusit fetoplacentarni homeostazu monoamind a tim prispivat
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k rozvoji hlasenych negativnich vystupll (obrazek 8). Véfim, Ze nami ziskané znalosti poslouzi k dalsimu
studiu této problematiky a spolecné s dalsimi vyzkumnymi projekty pomuZou zlepsit bezpecnost

uzivani antidepresiv v téhotenstvi.
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Predispozice k autismu,
Plice ADHD, depresi Nizké porodni hmotnost Fetélni plicni hypertenze

Nizké skoére dle Apgarové

Obrazek 8: Negativni vliv antidepresiv na vyvoj plodu. Schéma zahrnuje vysledky epidemiologickych
studii spolecné s hlavnimi zjisténimi této disertacni prace. Vytvofeno pomoci BioRender.com.

Zkratky: 5-HT — serotonin, DA — dopamin, NA — noradrenalin.
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7. SEZNAM DALSICH VYSTUPU KANDIDATKY

7.1 Seznam publikaci kandidatky nesouvisejicich s tématem disertacni prace

e Rona Karahoda, Cilia Abad, Hana Horagkova, Petr Kastner, Jonas Zaugg, Lukas Cerveny,
Radim Kuéera, Christiane Albrecht, Frantisek Staud: Dynamics of Tryptophan Metabolic
Pathways in Human Placenta and Placental-Derived Cells: Effect of Gestation Age
and Trophoblast Differentiation; Frontiers in Cell and Developmental Biology, 2020; 8:
574034, (IF=6.081/Q2, AIS=1.281/Q2)

e (Cilia Abad, Rona Karahoda, Petr Kastner, Ramon Portillo, Hana Horackova, Radim Kucera,
Petr Nachtigal, Franti$ek Staud: Profiling of Tryptophan Metabolic Pathways in the Rat
Fetoplacental Unit During Gestation; International Journal of Molecular Science, 2020 Oct
14;21(20):7578, (IF=4.556/Q1, A1S=0.943/Q2)

e Rona Karahoda, Morgane Robles, Julia Marushka, Jaroslav Stranik, Cilia Abad, Hana
Horackova, Jurjen Duintjer Tebbens, Cathy Vaillancourt, Marian Kacerovsky, FrantiSek
Staud. Prenatal inflammation as a link between placental expression signature
of tryptophan metabolism and preterm birth, Human Molecular Genetics, 2021 Nov,
1;30(22):2053-2067, (IF=6.150/Q1, AlIS=2.007/Q1)

e Hana Horackova, Maria-Jose Yanez, Lorena Paz Carvajal, Claudette Cantin, Macarena
Aguilera, Pedro Leiva, Jaime Gutierrez, Andrea Leiva: Cholesterol-induced changes of
placental AMPK expression and activation during maternal supraphysiological
hypercholesterolemia; effect of HDL, LDL, ox-LDL and MET in BeWO and PHT cells,
(Zasldno do casopisu, leden 2023)

e Lukas Cerveny, Sara Karbanova, Rona Karahoda, Hana Horackova, Lucie liraskova,
Mohammed Ali, Franti$ek Staud: Transport of anti-hepatitis B drug entecavir across the
rat and human placenta: roles of nucleoside and ATP-binding cassette drug efflux
transporters (Zasldno do ¢asopisu, listopad 2022)

e Frantiek Staud, Xin Pan, Rona Karahoda, Xiaojing Dong, Petr Kastner, Hana Horackova,
Veronika Vachalova, Cilia Abad: Characterization of a human placental clearance system
to prevent vascular effects of serotonin in the umbilical circulation (Zasldno do ¢asopisu,
prosinec 2022)

7.2 Prezentace dat na odbornych konferenci

Nasledujici seznam Ustnich a posterovych prezentaci ziskanych dat béhem doktorandského studia na
domdcich a mezindrodnich odbornych konferencich je uveden chronologicky dle data konani
konference.
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7.2.1

Seznam dalsich vystupt kandiddtky

Ustni prezentace

Hana Horackova, Rona Karahoda, Luka$ Cerveny, Cilia Abad, Frantisek Staud: OCT3 role in
placental serotonin handling; effect of fetal sex and inhibition by endo- and exogenous
substances; 69. Cesko-slovenské farmakologické dny, Praha, 2019

Hana Horackova, Effect of antidepressants on 5-HT homeostasis in placenta; 13. European
Placental Perfusion Workshop, virtual, 2020

Hana Horaékova, Rona Karahoda, Veronika Vachalovd, Lukas Cerveny, Cilia Abad, Frantisek
Staud: Effect of antidepressants on placental handling of serotonin; 10. Postgradudini
a 8. Postdoktorandskad védeckd konference Farmaceutické fakulty UK, Hradec Krdlové, 2020

Hana Horackova, Rona Karahoda, Cilia Abad, Luka$ Cerveny, Veronika Vachalovd, Frantisek
Staud: Effect of antidepressants on placental serotonin homeostasis; importance of fetal
sex; 25. Interdisciplinary Toxicology Conference/TOXCON, Praha, 2020

Hana Horackova, Rona Karahoda, Veronika Vachalova, Lukas Cerveny, Cilia Abad, Frantisek
Staud: The inhibitory effect of antidepressant drugs on placental homeostasis of
monoamine; XX. Interdisciplinary meeting of young life scientist, virtual, 2021

Hana Horackova, Rona Karahoda, Veronika Vachalovd, Lukas Cerveny, Cilia Abad, Frantisek
Staud: Effect of antidepressants on placental serotonin homeostasis; importance of fetal
sex; 11. Postgradudini a 9. Postdoktorandskd védeckd konference Farmaceutické fakulty
UK, Hradec Krdlové, 2021

Hana Horackova, Cilia Abad, Rona Karahoda, Veronika Vachalova, Helena Turkova, Kasin
Anandam, Ramon Portillo, Morgane Robles, Mireia Vinas-Noguera, Martin Stérba, Jaroslav
Stranik, lvana Kacerovskd Musilova, Franti$ek Staud: Effect of prenatal antidepressant use
on monoamine homeostasis in the feto-placental unit; transcriptomic and ultrasound
studies; 12. Postgradudini a 10. Postdoktorandskd védeckd konference Farmaceutické
fakulty UK, Hradec Krdlové, 2022

Hana Horacékova, Rona Karahoda, Luka$ Cerveny, Veronika Vachalova, Ronja Ebner, Cilia
Abad, Franti$ek Staud: Effect of Selected Antidepressants on Placental Homeostasis of
Serotonin: Maternal and Fetal Perspectives; 70. Cesko-slovenské farmakologické dny,
Bratislava, 2022

Hana Horackova, Maria-Jose Yanez, Lorena Paz Carvajal, Claudette Cantin, Macarena
Aguilera, Pedro Leiva, Jaime Gutierrez, Andrea Leiva: Effect of cholesterol on AMPK protein
expression and activation in human MSPH placentas, BeWo, and PHT cells; 18th European
Placenta Group Meeting, Jouy en Josas, France, 2022
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7.2.2 Posterové prezentace

e Hana Horackova, Jaroslav Stranik, Cilia Abad, Veronika Vachalovda, Rona Karahoda,
Mohammed Ali, Kasin Anandam, Ramon Portillo, Mireia Vinas, Morgane Robles, Martin
Stérba, Ivana Kacerovskd Musilova, Frantisek Staud: Effect of prenatal paroxetine
treatment on monoamine homeostasis in the rat fetoplacental unit; transcriptomic and
ultrasound studies; DOHaD world congress, Vancouver, 2022

7.3 Zahranicni staze

e Osmimési¢ni védecka stdaZz na Univerzité San Sebastian, Santiago, Chile, Lékarska
a prirodovédecka fakulta, Skolitelka Dr. Andrea Leiva

7.4 Ocenéni ziskana béhem doktorského studia

e 1. misto v Angelini University Award (tymova souté?) — Angelini Pharma Ceska Republika —
2020

e Cena Ceské spole¢nosti pro experimentalni a klinickou farmakologii a toxikologii za
publikaci v oboru toxikologie, 2022, Effect of Selected Antidepressants on Placental
Homeostasis of Serotonin: Maternal and Fetal Perspectives: Hordckova H., Karahoda R.,
Cerveny L., Vachalova V., Ebner R., Abad C., Staud F: Pharmaceutics

7.5 Grantové projekty

e Grantova agentura Univerzity Karlovy (GAUK 1464119), 2019-2021, hlavni fesitelka,
Nazev: Antidepressants in pregnancy; mother-to-fetus transport and effect on placental
transport and metabolism of serotonin

e Program START/MED/069, 2021-2023, hlavni fesitelka, Nazev: Pregnancy disorders;
effect on fetal development and programming
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