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Seznam zkratek 
 

 

11β-HSD  11β-hydroxysteroid dehydrogenáza 

ABC   "ATP binding cassette" - skupina transportérů vázajících ATP 

BCRP   "breast cancer resistance protein"  

CYP450  cytochrom P450 

GK   glukokortikoidy 

MDR   "multidrug resistance protein" 

MRP   "multidrug resistance related protein" 

NBD   "nucleotide binding domain" - nukleotidy vázající doména 

P-gp   P-glykoprotein 

RT-PCR "reverse transcription - polymerase chain reaction" - reverzní 

transkripce - polymerázová řetězová reakce  

TMB   "transmembrane domain" - transmembránová doména 
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1. Struktura a funkce placenty 

 

Placenta je specifický orgán mající tvar disku s charakteristickou lobulární 

strukturou, který přivádí do těsné blízkosti krevní oběh matky a plodu a zároveň 

vytváří mezi oběma krevními řečišti bariéru tak, ţe nedochází ke vzájemnému míšení 

krve. Placenta plní celou řadu vitálních funkcí, které jsou nezbytné pro správný 

vývoj plodu. Jedná se především o zajištění přísunu ţivin a kyslíku a současnou 

exkreci zplodin metabolismu. Vedle transportu látek probíhá v placentě syntéza celé 

řady hormonů, enzymů, regulačních faktorů a signálních molekul, které významně 

ovlivňují celkový průběh těhotenství.  

Základní struktura lidské placenty (Obr. 1) vzniká jak z mateřské tkáně - 

decidua bazalis, tak z tkáně plodové - chorion frondosum. Zralá placenta je funkčně 

rozdělena na 20 - 40 kotyledonů oddělených od sebe septy vybíhajícími z decidua 

bazalis. V kaţdém z kotyledonů se nachází tzv. choriové klky (Obr. 2, A) tvořené 

pojivovou tkání a hustou sítí kapilár, ve kterých proudí krev plodu přiváděná a 

odváděná pupečníkovými cévami. Povrch choriových klků je pokryt vrstvou 

trofoblastu, který je v přímém kontaktu s mateřskou krví přiváděnou spirálními 

arteriemi (Panigel, 1986; Enders and Blankenship, 1999).  

 

Obr. 1 Schématické znázornění struktury placenty. Převzato a upraveno z: 

www.biog1105-1106.org. 
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Podle počtu buněčných vrstev tvořících bariéru mezi mateřskou a fetální krví 

lze savčí placenty klasifikovat do tří skupin: a) typ hemochoriální (člověk, potkan, 

králík), b) typ endotheliochoriální (kočka, pes) a c) typ epiteliochoriální (ovce, prase, 

kůň). V lidské, hemochoriální, placentě tvoří bariéru oddělující krevní řečiště matky 

a plodu dvě buněčné vrstvy: trofoblast a endotel fetálních kapilár (Obr. 2, B). Na 

začátku vývoje placenty tvoří trofoblast především mitoticky aktivní jednobuněčný 

cytotrofoblast, který později fúzuje v mnohojaderný syncytiotrofoblast - hlavní 

sloţku placentární bariéry. Se vznikem syncytiotrofoblastu je spojeno i postupné 

zmenšování tloušťky placentární bariéry z počátečních 50 - 100 μm aţ na pouhých 4 

- 5 μm v pozdních stádiích těhotenství.  

 

 

Obr. 2 Schématické znázornění placentární bariéry. A – choriový klk a síť fetálních 

kapilár, B – vlastní placentární bariéra. Převzato a upraveno z: www. medical-

dictionary.thefreedictionary.com 

 

Plazmatická membrána syncytiotrofoblastu je polarizovaná. Na apikální 

membráně (orientované na mateřskou stranu) vytváří tzv. kartáčový lem s mnoţstvím 

mikroklků, které jsou omývány mateřskou krví. Kartáčový lem výrazně zvětšuje 

absorpční povrch trofoblastu. Bazální membrána (orientovaná na plodovou stranu) 

tyto mikroklky postrádá. Polarizace syncytiotrofoblastu je dále umocněna rozdílnou 

distribucí proteinů, především enzymů, receptorů a transportních proteinů, na obou 

stranách membrány (Syme et al., 2004; Ganapathy and Prasad, 2005). 
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2. Ochranná funkce placenty 

 

Jednou z významných fyziologických funkcí placenty je ochrana plodu proti 

potenciálně toxickým látkám přítomným v mateřské krvi. Vedle polutantů, toxinů či 

návykových látek, jsou to především léčiva, která jsou často během těhotenství 

podávaná za účelem terapie matky (infekční onemocnění, hypertenze, diabetes 

mellitus, epilepsie apod.) nebo plodu (antivirotika – omezení přenosu HIV, fetální 

tachykardie aj.). Převáţná většina látek prochází přes placentární bariéru prostou 

difúzí na základě koncentračního gradientu. Faktory, které limitují rychlost tohoto 

průchodu jsou především: fyzikálně-chemické vlastnosti dané molekuly (molekulová 

hmotnost, lipofilita, náboj, interakce s plazmatickými bílkovinami) a vlastnosti 

placentární bariéry (průtok krve placentou, velikost absorpčního povrchu, tloušťka 

bariéry, pH). Molekuly cizorodých látek mohou být také rozpoznávány jako 

substráty některých membránových přenašečů pro endogenní látky lokalizovaných 

na membránách syncytiotrofoblastu a endotelu fetálních kapilár. Transport těmito 

přenašeči probíhá buď usnadněnou difúzí nebo aktivním transportem za spotřeby 

energie (Ganapathy and Prasad, 2005). 

Ochrannou funkci placenty zajišťuje existence placentární bariéry, která je 

tvořena dvěma hlavními sloţkami - mechanickou a aktivní. Podstatou mechanické 

bariéry v hemochoriální placentě jsou dvě buněčné vrstvy oddělující krevní řečiště 

matky a plodu - mnohojaderný syncytiotrofoblast a endotel fetálních kapilár. 

Podobně, jako je tomu v jiných fyziologických bariérách (např. hemato-testikulární, 

hemato-mozková apod.) jsou i v placentě tyto buněčné vrstvy organizovány tak, ţe 

umoţňují pouze intracelulární průchod látek z jednoho kompartmentu do druhého. V 

placentě tak kaţdá látka při transportu z krve matky do krve plodu musí překonat 

nejprve apikální a bazální membránu syncytiotrofoblastu a následně endotel kapilár 

(Obr. 2, B).  

Aktivní sloţka placentární bariéry je realizována dvěma hlavními 

mechanismy: a) aktivitou efluxních lékových transportérů a b) aktivitou 

biotransformačních enzymů lokalizovaných v placentární bariéře. První z 

uvedených mechanismů má pravděpodobně z hlediska ochrany plodu převaţující 

význam, nicméně, i relativně bohatá metabolická aktivita probíhající v placentě 

zřejmě značně ovlivňuje průchod řady exogenních i endogenních látek přes 
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placentární bariéru. Studium aktivní sloţky ochranné placentární bariéry bylo 

hlavním cílem této disertační práce, proto budou tyto mechanismy podrobněji 

popsány v následujících kapitolách. 

 

2.1. Efluxní ABC transportéry 

 

Efluxní ABC (ATP Binding Cassette) transportéry patří mezi membránové 

transportní proteiny, které aktivně, za spotřeby ATP, "pumpují" substráty směrem 

ven z buňky proti koncentračnímu gradientu (eflux). Do dnešní doby bylo u člověka 

popsáno a klasifikováno 49 ABC transportérů. Vyskytují se v řadě tkání (mozek, 

varlata, placenta, játra, střevní epitel, ledviny apod.) (Langmann et al., 2003), kde 

modulací absorpce, distribuce a exkrece široké škály látek (produkty metabolismu, 

toxiny, léčiva, endogenní lipidy, nukleotidy, steroidní látky) plní především 

ochrannou a detoxikační funkci (Bodo et al., 2003; Leslie et al., 2005). U některých z 

těchto transportérů byla navíc popsána souvislost s fenoménem tzv. mnohočetné 

lékové rezistence především vůči cytotoxickým látkám uţívaným v léčbě rakoviny 

(Nooter and Stoter, 1996; Kuo, 2007; Sharom, 2008).  

Základní struktura efluxních transportérů je vţdy stejná. Tvoří ji různý počet 

transmembránových domén (TMD), z nichţ kaţdá se skládá z šesti 

transmembránových segmentů, a nukleotidy vázajících domén (NBD), 

nacházejících se na N- nebo C-konci molekuly proteinu (Obr. 3). Podle počtu domén 

mohou být efluxní transportéry klasifikovány buď jako „plné“ transportéry, tvořené 

dvěma aţ třemi TMD a dvěma NBD, nebo jako „polo-“ transportéry, které tvoří 

pouze jedna TMD a jedna NBD (Hyde et al., 1990). Transportéry z druhé zmíněné 

skupiny se skládají v homo- či heterodimery, tak aby byl vytvořen funkční 

transportér. Geny kódující ABC transportéry jsou podle podobnosti ve struktuře 

genu, pořadí domén a homologie TMD a NBD klasifikovány do sedmi podrodin (A – 

G) (Dean and Allikmets, 2001; Dean et al., 2001) (přehledné informace na: 

http://nutrigene.4t.com/human.abc.htm). Do skupiny ABC transportérů, 

označovaných jako lékové efluxní transportéry se v současné době řadí P-

glykoprotein (ABCB1, P-gp, MDR1), skupina tzv. „multidrug rezistance-

associated proteins“ (ABCC1-6, ABCC10-12; MRP 1-9) a „breast cancer 

resistance protein“ (ABCG2, BCRP) (Obr. 3). V současné době se předpokládá, ţe 
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nejdůleţitějšími efluxními transportéry placentární bariéry jsou P-gp a BCRP, tyto 

transportéry budou proto podrobněji popsány v následujícím textu.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr 3. Základní struktura ABC transportérů tvořená různým počtem TMD a NBD. 

Převzato z přehledové publikace autorů Schinkel a Jonker (Schinkel and Jonker, 

2003). 

 

2.1.1. P-glykoprotein 

 

P-glykoprotein (P-gp) je prvním objeveným lékovým transportérem a do 

dnešní doby i nejlépe prostudovaným. U člověka se vyskytují dvě varianty P-gp: 

MDR1 a MDR3, u hlodavců jsou to varianty tři: mdr1a, mdr1b a mdr2, přičemţ 

pouze geny MDR1, mdr1a a mdr1b kódují protein, který se chová jako lékový 

efluxní transportér. Molekula P-gp o velikosti 170 kDa se skládá ze dvou TMD, 

kaţdou z nich tvoří šest transmembránových segmentů a jedna NBD (Obr. 3). 

Charakteristickou vlastností P-gp je schopnost transportovat širokou škálu chemicky 

a strukturně odlišných látek. Substráty P-gp jsou především neutrální či mírně 

bazické látky o molekulové hmotnosti 200 - 1800 Da (Tab. 1). Ačkoliv byly popsány 
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i endogenní substráty P-gp (Huang et al., 1998; King et al., 2001; Raggers et al., 

2001), předpokládá se, ţe hlavní fyziologickou funkcí tohoto transportéru je ochrana 

buněk, tkání a orgánů před potenciálně škodlivými látkami z vnějšího prostředí 

(Ganapathy et al., 2000).  

Dosavadní poznatky o expresi, lokalizaci a funkci P-gp v placentě jsou 

přehledně shrnuty v článku M. Čečkové a kol. (Ceckova-Novotna et al., 2006). V 

placentě člověka byl P-gp detekován ve vrstvě syncytiotrofoblastu na úrovni mRNA 

i proteinu (Cordon-Cardo et al., 1989; Bremer et al., 1992), zatímco v endotelu 

kapilár choriových klků nebyla přítomnost P-gp potvrzena. Stejně tak, byla exprese 

P-gp prokázána i v placentě potkana (Leazer and Klaassen, 2003; Pavek et al., 2003). 

Imunohistochemické studie prokázaly lokalizaci P-gp výhradně na apikální 

membráně kartáčového lemu syncytiotrofoblastu (MacFarland et al., 1994). Tato 

lokalizace je příhodná pro plnění ochranné funkce P-gp, která vyplývá z aktivního 

transportu cizorodých látek směrem ven z plodu. Aktivita placentárního P-gp byla 

poprvé ověřena na membránových vezikulech připravených z trofoblastu lidské 

placenty (Nakamura et al., 1997). Funkční aktivita P-gp v placentě byla následně 

prokázána také v primární kultuře lidského trofoblastu a BeWo buněčné linii 

odvozené z choriokarcinomu placenty v in-vitro studiích vyuţívajících substráty a 

inhibitory P-gp (Ushigome et al., 2000; Utoguchi et al., 2000). Na polarizovaných 

BeWo buňkách rostoucích v monovrstvě bylo navíc jasně demonstrováno, ţe 

transport digoxinu, vinblastinu a vinkristinu (substrátů P-gp) je výraznější ve směru z 

bazolaterální strany na stranu apikální (Ushigome et al., 2000).  

Rozdílná distribuce xenobiotik na obou stranách placentární bariéry 

způsobená aktivitou P-gp byla popsána také ve studiích s perfundovanou lidskou 

placentou in-vitro (Sudhakaran et al., 2005; Nekhayeva et al., 2006; Nanovskaya et 

al., 2008). Na zvířecích modelech geneticky modifikovaných mdr1a/b deficientních 

myší, postrádajících funkční P-gp, byl jednoznačně demonstrován význam tohoto 

transportéru v ochraně plodu před potenciálně toxickými a teratogenními látkami in-

vivo (Lankas et al., 1998; Smit et al., 1999). Konečně, s vyuţitím techniky duální 

perfúze placenty potkana in-situ byl přímo prokázán vliv aktivity placentárního P-gp 

na farmakokinetiku cyklosporinu (Pavek et al., 2001) a rhodaminu 123 (Pavek et al., 

2003).  
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2.1.2. BCRP 

 

Na rozdíl od P-gp, byl BCRP objeven relativně nedávno. Poprvé byl 

detekován v buněčné linii MCF-7 jako transportér způsobující rezistenci buněk vůči 

mitoxantronu a daunorubicinu (Doyle et al., 1998), odtud byl odvozen i jeho název – 

„breast cancer resistance protein“. BCRP transportér je kódován pouze jedním 

genem jak u člověka, tak u hlodavců (ABCG2/abcg2). Molekulu proteinu o velikosti 

cca 75 kDa tvoří pouze jedna TMD a jedna NBD, BCRP je tak typický „polo“-

transportér. Podobně jako P-gp je BCRP schopný přenášet širokou škálu strukturně 

různorodých látek. Pozoruhodný je částečný překryv v substrátové specifitě s P-gp 

(Tab. 1), nicméně oproti P-gp je BCRP schopen transportovat také kladně i záporně 

nabité molekuly, organické anionty a sulfátové konjugáty.  

Vysoká exprese mRNA BCRP v nenádorové tkáni byla poprvé detekována 

právě v placentě člověka (Allikmets et al., 1998) a později i v řadě dalších tkání 

(Maliepaard et al., 2001). Výsledky prací zabývajících se změnami exprese BCRP 

v průběhu zrání placenty se značně rozchází, zdá se ale, ţe nejvyšší hladiny BCRP 

v placentě jsou ve střední fázi gravidity a ke konci pozvolna klesají (Yasuda et al., 

2005; Meyer zu Schwabedissen et al., 2006; Cygalova et al., 2008). V placentě je 

BCRP lokalizován na apikální membráně trofoblastu a jeho úloha pravděpodobně 

spočívá, podobně jako u P-gp, v omezení průchodu cizorodých látek přes placentární 

bariéru. Kromě toho je v poslední době diskutována i fyziologická role BCRP 

v regulaci syntézy estrogenů v placentě (Grube et al., 2007) a ochraně trofoblastu 

před apoptózou (Evseenko et al., 2007a; Evseenko et al., 2007b).  

Aktivita placentárního BCRP byla studována jak na úrovni in-vitro tak in-

vivo. V membránových vezikulách izolovaných z lidské placenty byla potvrzena 

transportní aktivita BCRP s vyuţitím mitoxantronu a glyburidu a inhibitoru BCRP - 

novobiocinu (Kolwankar et al., 2005; Gedeon et al., 2008). Funkční aktivita BCRP 

byla potvrzena také s vyuţitím primární kultury placentárního trofoblastu (Evseenko 

et al., 2006) a BeWo buněčné linie (Ceckova et al., 2006). Ve studiích sledujících 

vliv BCRP na farmakokinetiku průchodu substrátů BCRP nitrofurantoinu a 

glyburidu přes placentu byl s úspěchem vyuţit in-vivo model Bcrp1 deficientních 

myší (Zhang et al., 2007; Zhou et al., 2008) a in-vitro duální perfúze lidské placenty 

(Kraemer et al., 2006). V naší laboratoři jsme prokázali vliv BCRP na 
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farmakokinetiku modelových substrátů in-situ s vyuţitím duálně perfundované 

placenty potkana (Staud et al., 2006b) – podrobněji v oddílu IV. této práce.  
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Tabulka 1 Vybrané substráty a inhibitory transportérů P-gp a BCRP. 

P-glykoprotein BCRP 

Substráty Inhibitory Substráty Inhibitory 

 

Cytostatika 

vinblastin, vinkristin 

paklitaxel, docetaxel 

doxorubicin, 

daunorubicin, 

epirubicin 

bisantren, mitoxantron 

etoposid, teniposid 

aktinomycin D 

metotrexat 

topotekan 

 

HIV proteázové 

inhibitory 
sakvinavir, ritonavir, 

nelfinavir, indinavir, 

lopinavir, amprenavir 

 

Imunosupresiva 
cyklosporin A, FK506 

 

Antibiotika 
erytromycin, 

valinomycin, 

gramicidin B,  

tetracyklin, ofloxacin 

 

H2-antihistaminika 
cimetidin 

 

Antiemetika 

domperidon, 

ondansetron 

 

Antiarytmika 

digoxin, verapamil 

 

Antiepileptika 
fenytoin 

 

Kortikoidy 
dexametazon, 

hydrokortizon, 

kortikosteron, 

triamcinolon 

 

Jiné 
Rhodamin 123 

Hoechst 33342 

 

valspodar (PSC 833) 

GF120918 

LY-335979 

MS-209 

R-101933 

tariquidar (XR-9576) 

mitotan (NSC-38721) 

 

 

Cytostatika 
mitoxantron, bisantren, 

BBR-390 

metotrexát 

topotekan, irinotekan, 

diflomotekan, SN-38 

azidothymidin 

NB-506, J-107088 

CI1033 

imatinib 

flavopyridol 

 

Antivirotika 
lamivudin 

 

H2-antihistaminika 
cimetidin 

 

Endogenní substráty 
estron-3-sulfát, 

17β-estradiolsulfát,  

17β-estradiol 17-(β-glu

kuronid) 

kyselina listová 

protoporfyrin IX 

(PPIX) 

 

Jiné 
BODIPY-prazosin 

Hoechst 33342 

 

GF120918 

Fumitremorgin C a 

jeho analoga 

gefitinib (Iressa, 

ZD1839) 

imatinib (STI571, 

Gleevec) 

biricodar (VX-710) 

EKI-785 

CI1033 

UCN-01 

novobiocin 

estron 

diethylstilbestrol 

tamoxifen a deriváty 

(TAG-11, TAG0139) 

reserpin 

tryprostatin A 

flavonoidy (chrysin, 

biochanin) 

ritonavir 

saquinavir 

nelfinavir 

omeprazol 

taxany (ortataxel, 

tRA96023) 

 

 

* Zpracováno a upraveno dle (Schinkel and Jonker, 2003; Hoffmann and Kroemer, 

2004; Mao and Unadkat, 2005; Staud and Pavek, 2005). 
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2.2. Biotransformační enzymy 

 

Během intrauteriního ţivota probíhá v placentě bohatá enzymatická aktivita, 

která se podílí na ochraně plodu před zvýšenou expozicí vůči rizikovým látkám 

přítomným v mateřské krvi. Ačkoliv placentární metabolický systém a substrátové 

spektrum jsou v porovnání s jaterní tkání výrazně redukované (tvoří cca 10% jaterní 

aktivity), v placentě byla prokázána přítomnost řady enzymů I. a II. fáze 

metabolismu. Některé enzymy katalyzují metabolismus endogenních látek, jiné 

rozeznávají jako substráty i pestrou škálu xenobiotik. Tyto enzymy tvoří spolu s 

transportními proteiny aktivní sloţku ochranné placentární bariéry (Marin et al., 

2004; Syme et al., 2004).  

Enzymy cytochromu P450 (CYP450) jsou součástí komplexního 

enzymatického systému, který zajišťuje oxidativní metabolismus endogenních i 

exogenních látek. Funkčně mohou být enzymy CYP450 rozděleny do dvou skupin: 

a) enzymy CYP5 - 27 se uplatňují v syntéze endogenních molekul, b) enzymy z 

rodiny CYP1 - 4 jsou zodpovědné za metabolismus xenobiotik. V placentě tvoří 

převáţnou většinu enzymů CYP450 enzymy katalyzující metabolismus endogenních 

steroidních molekul (především aromatáza - CYP19). Xenobiotika-metabolizující 

CYP450 jsou zde zastoupeny minoritně především enzymy: CYP1A1, CYP2E1, 

CYP2F1, CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 a CYP4B1 (Hakkola et al., 1996a; Hakkola 

et al., 1996b). Vedle CYP450 byla v placentě popsána exprese a aktivita řady 

enzymů II. fáze metabolismu, které katalyzují konjugační reakce: 

glukuronyltransferáza, N-acetyltransferáza, glutathion-S-transferáza, sulfotransferáza 

a epoxid hydroláza (Syme et al., 2004). Do jaké míry mají tyto enzymy význam 

v ochranné funkci placenty však dodnes není zcela jasné.  

Významnou sloţkou aktivní placentární bariéry je enzym 11β-hydroxysteroid 

dehydrogenáza (11β-HSD) zajišťující biotransformaci endogenních steroidů, 

především glukokortikoidů (GK). Je dobře známo, ţe GK mají zásadní vliv na 

dozrávání orgánů plodu, růst a načasování doby porodu. Na druhou stranu, vysoké 

hladiny GK v krvi plodu mohou způsobit růstovou retardaci (intra-uterine growth 

retardation) a následné zvýšené riziko výskytu metabolických a kardiovaskulárních 

chorob v dospělosti. V této souvislosti se dokonce často hovoří o jevu tzv. 

"prenatálního programování" (viz. přehledové články (Seckl, 2004; Seckl and 

Holmes, 2007)). Pro normální průběh těhotenství a zdravý vývoj jedince je proto 
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nezbytnou nutností velmi přesná regulace hladin GK v krvi plodu. Z tohoto pohledu 

je placentární 11β-HSD povaţována za klíčový enzym, který reguluje průchod GK 

přes placentu a tím zajišťuje udrţení optimálních koncentrací GK, kterým je 

vystaven vyvíjející se plod. 

 

2.2.1. 11β-hydroxysteroid dehydrogenáza 

 

11β-HSD katalyzuje oxidačně-redukční děje spojené s přeměnou metabolicky 

aktivních steroidů (kortisol, kortiksteron) a jejich neaktivních keto-derivátů 

(kortison, 11-dehydrokortikosteron). V současné době jsou známy dva enzymy, 

produkty dvou různých genů, které mají dehydrogenázovou aktivitu. 11β-HSD typu 

1 (11β-HSD1) je NADP
+
/H dependentní enzym s Km v mikromolární oblasti. 

Ačkoliv 11β-HSD1 je schopna katalyzovat oxidačně-redukční reakci v obou 

směrech, působí primárně jako reduktáza, tzn. katalyzuje tvorbu aktivních forem GK. 

Oproti tomu, 11β-HSD typu 2 (11β-HSD2) je NAD
+
 dependentní vysokoafinitní 

enzym (Km v nanomolární oblasti), který působí výhradně jako dehydrogenáza a je 

zodpovědný za inaktivaci aktivních forem GK. V placentě byla popsána dvojí role 

11β-HSD (Burton and Waddell, 1999). Za hlavní funkci se povaţuje vytváření 

aktivní bariéry proti endogenním GK a udrţování optimálních hladin GK ve fetální 

krvi zajišťujících normální vývoj plodu. Kromě toho, 11β-HSD významně moduluje 

účinky steroidních hormonů přes glukokortikoidní a mineralokortikoidní receptor. 

Tím ovlivňuje řadu buněčných funkcí v placentě, od diferenciace trofoblasu aţ po 

syntézu peptidových a steroidních hormonů.  

Z hlediska ochranné funkce se předpokládá, ţe dominantní formou 

placentární bariéry je 11β-HSD2 se svojí dehydrogenázovou aktivitou. Tento 

předpoklad potvrzují i studie zabývající se expresí a aktivitou obou typů 11β-HSD v 

placentě. Zatímco přítomnost 11β-HSD2 byla potvrzena v placentě člověka i potkana 

na úrovni mRNA i proteinu a v placentární bariéře lokalizována ve vrstvě 

syncytiotrofoblastu, exprese 11β-HSD1 byla v placentě člověka detekována pouze v 

endoteliálních buňkách a extravilózním trofoblastu (Sun et al., 1997; Driver et al., 

2001; Staud et al., 2006a). Na druhou stranu, u jiných ţivočišných druhů, např. u 

paviána či potkana, byla potvrzena přítomnost 11β-HSD1 také v placentárním 

syncytiotrofoblastu (Burton et al., 1996; Pepe et al., 1996). Ve studiích sledujících 
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oxidačně-redukční aktivitu 11β-HSD v placentách člověka i potkana byla 

pozorována převaţující dehydrogenázová aktivita 11β-HSD2, která se navíc 

v průběhu dozrávání placenty zvyšovala (Stewart and Krozowski, 1999). Nicméně, 

výsledky těchto studií můţe částečně zkreslovat fakt, ţe oxo-reduktázová aktivita 

11β-HSD1 v placentě je jen obtíţně detekovatelná díky její relativní nestabilitě 

(Burton and Waddell, 1999). Fyziologický význam 11β-HSD1 v metabolismu GK 

proto nelze zcela vyloučit.  

Ze současných poznatků vyplývá, ţe exprese, potaţmo aktivita, obou typů 

placentární 11β-HSD podléhá významným druhově-specifickým rozdílům. Navíc, 

podobně jako u řady jiných enzymů, není exprese a aktivita 11β-HSD v placentě v 

průběhu gravidity stabilní, coţ je pravděpodobně důsledek tkáňově specifické 

regulace nejen endogenními, ale i řadou exogenních látek, včetně léčiv (Hardy et al., 

1999; Tremblay et al., 1999; Lanz et al., 2003; Suzuki et al., 2003; Atanasov et al., 

2005). S ohledem na zásadní význam, který představuje placentární glukokortikoidní 

bariéra pro vývoj jedince, je nezbytné poznat a popsat vliv těchto látek na expresi a 

funkční aktivitu placentární 11β-HSD.  

 

3. Metody studia placentární bariéry 

 

Těhotné ţeny jsou denně vystavovány působení rostoucího mnoţství 

cizorodých látek pocházejících z ovzduší, jídla, pití, léků apod. Účinky těchto látek 

na průběh těhotenství a vývoj plodu nejsou v převáţné většině případů známy, stejně 

jako kinetika jejich průchodu přes placentární bariéru. Z etických důvodů nelze 

provádět studium rizik spojených s působením cizorodých látek přímo na těhotných 

ţenách. Omezené je také zařazování gravidních ţen do klinických studií 

vyhodnocujících účinky jednotlivých léčivých látek. Většina informací je proto 

získávána ze studií prováděných na zvířecích modelech a/nebo s vyuţitím 

alternativních technik a modelů placentární bariéry, které umoţňují sledovat 

transport a metabolismus látek v placentě za fyziologických či experimentálních 

podmínek (viz. podrobné přehledové články (Bourget et al., 1995; Sastry, 1999; 

Vahakangas and Myllynen, 2006)). Tyto studie jsou prováděny buď v podmínkách 

in-vivo, in-vitro nebo in-situ. 
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3.1. Metody in-vivo 

 

Řada in-vivo technik vyuţívá pro studium placentární bariéry březí 

experimentální zvířata. Na těchto modelech se sledují potenciální teratogenní účinky 

testovaných látek, jejich vliv na fertilitu, růst, vznik malformací a celkové přeţití 

plodu. Analýzou koncentrací testované látky v krvi a v jednotlivých orgánech lze 

získat informace o distribuci látky v těle matky či plodu. S vyuţitím radioaktivně 

značených látek lze navíc sledovat distribuci pomocí autoradiografie. Pro objasnění 

fyziologických funkcí vybraných transportérů či metabolických enzymů v placentě 

se také vyuţívají geneticky manipulovaná experimentální zvířata, nejčastěji myši či 

potkani, postrádající gen kódující vybraný protein. Na těchto modelech lze pak v 

porovnání se zvířaty standardního fenotypu sledovat rozdíly v průběhu gravidity a 

vývoji plodu.  

U lidí je moţné odhadovat míru průchodu sledované molekuly do krve plodu 

na základě porovnání koncentrací v krvi matky a v pupečníkové krvi odebírané těsně 

po porodu. Další informace o rychlosti a směru transportu molekul mohou být 

získány selektivním odběrem a analýzou krve z pupečníkové arterie a ţíly. Tento 

způsob však neposkytuje komplexní informace, které by zohledňovaly změny 

průchodu látek přes placentu např. v průběhu těhotenství, při různých patologických 

stavech nebo vlivem jiné medikace. 

 

3.2. Metody in-vitro 

 

Široce rozšířeným modelem materno-fetální bariéry jsou in-vitro buněčné 

kultury odvozené z placentárního trofoblastu lidského nebo zvířecího původu. 

Ačkoliv data získaná ze studií prováděných v podmínkách in-vitro nereflektují plně 

fyziologické a biochemické změny probíhající v placentě, poskytují cenné informace 

zejména při provádění pilotních experimentů s novými typy molekul. Navíc mohou 

částečně nahradit zvířecí modely, čímţ významně omezují počty experimentálních 

zvířat v jednotlivých studiích. Pro in-vitro experimenty se vyuţívají jak primární 

kultury placentárního trofoblastu tak nádorové buněčné linie, například BeWo, Jeg-3, 

JAr, HRP-1 apod. Tyto buňky mají podobnou expresi transportních proteinů a 

metabolických enzymů jako původní trofoblast a jsou proto vhodné pro sledování 
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transportu a biotransformace látek v placentární bariéře. Pro tyto účely lze vytvořit 

jednoduchý model placentární bariéry kultivací buněk v polarizované monovrstvě na 

speciálních membránách.  

Transportní mechanismy uplatňující se v placentě lze v in-vitro podmínkách 

sledovat také s pomocí membránových vezikul izolovaných z placentárního 

trofoblastu. Ke studiu enzymatické aktivity a metabolismu látek v placentě se 

vyţívají placentární mikrosomy, připravené diferenciální centrifugací placenty. 

Výhodou mikrosomů je moţnost sledovat metabolickou aktivitu v placentách jak 

v časných tak v pozdních stádiích těhotenství.  

 

3.3. Metody in-situ  

 

Relativně náročná, avšak velmi cenná je metoda duální perfúze lidské či 

zvířecí placenty, vhodná pro přímé studium kinetiky průchodu látek přes placentární 

bariéru. Tato technika umoţňuje sledovat transport vybraných molekul v materno-

fetálním směru a také odhadnout velikost placentární clearance dané látky jiţ 

přítomné v cirkulaci plodu. S vyuţitím specifických substrátů či inhibitorů lze na 

tomto modelu studovat význam jednotlivých transportních proteinů nebo 

metabolických enzymů v placentární bariéře a ochraně plodu před cizorodými 

látkami.  

Extrapolace dat získaných z perfúzí celých placent není vţdy jednoznačná. 

Aktivita enzymů a transportních proteinů v lidské placentě na konci těhotenství 

nemusí odpovídat stavu v prvním či druhém trimestru. Navíc, během porodu dochází 

k poškození tkáně, které můţe ovlivnit funkčnost celého systému. Při perfúzích 

zvířecích placent je zase nutné brát v úvahu mezidruhové odlišnosti ve struktuře 

placentární bariéry. Na druhou stranu, nespornou výhodou zvířecích modelů je 

moţnost sledovat změny v transportní a metabolické aktivitě placentární bariéry 

způsobené například prenatální terapií vybranými lékovými induktory či inhibitory, 

coţ u člověka není z etických důvodů moţné.  

V této disertační práci byla ke studiu kinetiky transportu a metabolismu 

vybraných molekul v placentě vyuţívána metoda duální perfúze placenty potkana. 

Tato technika bude proto podrobněji popsána v následující kapitole. 
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3.4. Duální perfúze placenty potkana  

 

Metoda duální perfúze placenty potkana je cenná technika umoţňující 

studovat v podmínkách in-situ aktivitu jednotlivých sloţek placentární bariéry a 

jejich vliv na kinetiku transportu různorodých látek přes placentu. Průchod substrátů 

transportních proteinů či metabolických enzymů přes placentu lze sledovat jak ve 

směru z matky do plodu (materno-fetální) tak ve směru opačném (feto-maternální). 

Ve všech studiích této práce byla duální perfúze prováděna u zvířat v 21. dnu 

březosti. Jednotlivé experimenty probíhaly ve dvojím moţném uspořádání. Pro 

studium farmakokinetiky průchodu modelových substrátů přes placentu bylo pouţito 

otevřené uspořádání (Obr. 4), ve kterém byly obě strany placenty (mateřská a 

fetální) perfundovány bez recirkulace. Sledovaný substrát byl v tomto případě přidán 

do rezervoáru na mateřské (materno-fetální transport) či plodové (feto-maternální 

transport) straně a analyzován v daných časových intervalech ve vzorcích perfuzátu 

vytékajícího z pupečníkové cévy na straně plodu. Pro studium schopnosti BCRP 

transportéru eliminovat substrát z krve plodu proti koncentračnímu gradientu byl 

pouţit polouzavřený systém. V tomto uspořádání byl do mateřského i plodového 

zásobníku přidán substrát o stejné koncentraci, přičemţ fetální perfuzát byl po 

určitou dobu recirkulován. Změny v koncentraci substrátu byly analyzovány ve 

vzorcích sbíraných v daných časových intervalech z obou zásobníků. 
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Obr 4. Schématické uspořádání duální perfúze placenty potkana v otevřeném 

uspořádání bez recirkulace. 

 

3.4.1. Farmakokinetická analýza aktivity efluxních transportérů v 

placentě 

 

Pro matematický popis farmakokinetiky průchodu modelových substrátů 

transportních proteinů jsme pouţili koncept placentární clearance. Pro kalkulaci 

celkové materno-fetální (ClTmf) a feto-maternání (ClTfm) clearance normalizované k 

hmotnosti placenty byly pouţity následující matematické vztahy: 

 

p

r
Tfm

fa

fvfa

pma

ffv
Tmf

w

QER
Cl

C

CC
ER

wC

QC
Cl












  

 



                                                                                                            Úvod a cíle práce 

 23 

kde Cfv je koncentrace substrátu v perfuzátu sbíraném z pupečníkové ţíly, Qf rychlost 

průtoku pupečníkovou arterií, Cma koncentrace substrátu v zásobníku na mateřské 

straně, wp váha placenty, ER extrakční poměr znázorňující schopnost placenty 

odstraňovat substrát z cirkulace plodu a Cfa koncentrace substrátu v zásobníku na 

plodové straně.  

Pro rozlišení mezi příspěvkem pasivní difúze a aktivního transportu na 

celkovou placentární clearance jsme vycházeli z úvahy, ţe celkový průchod 

modelového substrátu přes placentu je funkcí pasivní difúze a aktivního transportu. 

Potom lze vyjádřit celkovou placentární clearance následujícími vztahy: 

 

ClTmf = Clpd - Clefflux 

 

ClTfm = Clpd + Clefflux 

 

kde Clpd je clearance pasivní difúze a Clefflux vyjadřuje aktivitu efluxního 

transportéru.  

Protoţe aktivní transport prostřednictvím efluxního transportéru je nelineární 

proces, po dosaţení hraniční koncentrace substrátu dojde k vysycení transportéru a 

celková clearance se pak bude blíţit clearance pasivní difúze. Kinetiku tohoto 

nelineárního děje lze popsat Michaelis-Mentenovou rovnicí. Po jejím dosazení do 

výše uvedených vztahů jsme získali rovnice pro vyjádření hodnot clearance v 

závislosti na koncentraci substrátu: 
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kde Vmax je maximální rychlost transportu dané látky, Km koncentrace substrátu při 

které je dosaţeno poloviny maximální rychlosti transportu a Cma(fa) je koncentrace 

v mateřské či plodové krvi. 
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3.4.2. Analýza aktivity 11β-hydroxysteroid dehydrogenázy v placentě 

 

Při hodnocení metabolické aktivity 11β-hydroxysteroid dehydrogenázy typu 

2 (11β-HSD2) v placentě potkana byl jako modelový substrát pouţit kortikosteron. 

Průchod kortikosteronu přes placentu byl sledován v materno-fetálním směru, jeho 

metabolismus v placentě pak vyhodnocován na základě analýzy kortikosteronu a 

jeho metabolitů v perfuzátu sbíraném na fetální straně v daných časových 

intervalech. Z naměřených hodnot pak byla kalkulována konverzní kapacita enzymu 

11β-HSD2 (EChsd) podle následujícího vztahu: 

 

ms

m
hsd

CC

C
EC


  

 

kde Cm je koncentrace metabolitu (11-dehydrokortikosteron) a Cs koncentrace 

substrátu (kortikosteron) ve vzorcích perfuzátu. 
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4. Cíle předkládané disertační práce: 

 

Hlavním cílem předkládané práce bylo studium role efluxních transportérů a 

biotransformačních enzymů v detoxikační funkci placenty. Jmenovitě: 

 

1. Studium exprese a transportní aktivity BCRP v buněčné linii HRP-1 a jeho 

vlivu na intracelulární kumulaci farmak. 

 

2. Studium exprese a transportní aktivity BCRP v placentě potkana, především 

vlivu BCRP na farmakokinetiku průchodu léčiv přes placentu. 

 

3. Studium vlivu 11β-HSD na hladiny GK v krvi plodu v průběhu březosti 

potkana. 

 

4. Sledování vlivu syntetických GK podávaných matce na konci březosti na 

funkční expresi 11β-HSD v placentě potkana. 

 

 

5. Podíl práce doktorandky v předkládaných publikacích 

 

U kapitoly IV. je předkladatelka této disertační práce první autorkou, v případě 

kapitol II. a III. spoluautorkou. 

 

V práci uvedené v části II. se autorka podílela na provádění experimentů s duální 

perfúzí placenty potkana, odběru vzorků, jejich zpracování a analýze. Pomocí 

zavedené metody real-time RT-PCR analyzovala expresi genu pro BCRP v placentě 

potkana a placentární buněčné linii HRP-1.  

Ve studii III. zavedla autorka metodu pro studium průchodu kortikosteronu přes 

placentární bariéru in-vivo v různých stadiích březosti. 

Ve studii uvedené v části IV. této práce koordinovala provádění funkčních 

experimentů, prováděla odběr vzorků placent, jejich zpracování a následnou analýzu 

exprese 11β-HSD na úrovni mRNA metodou real-time RT-PCR. 
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Autorka disertace sepsala rukopis práce uvedené v kapitole IV. Ve studii II., kde je 

uvedena jako spoluautorka, se podílela na sepsání částí týkajících se metody real-

time RT-PCR a v práci III. sepsala metodickou část in-vivo studia průchodu 

kortikosteronu přes placentu potkana.  

 

Autorem systémů pro real-time RT-PCR detekci a kvantifikaci genové exprese je 

PharmDr. Antonín Libra, PhD. (Generi Biotech s.r.o.) 

Detekci proteinu metodou Western blot a imunohistochemickou lokalizaci BCRP v 

placentě potkana prováděli PharmDr. Martina Čečková, PhD. z Katedry 

farmakologie a toxikologie a Mgr. Kateřina Pospěchová z Katedry lékařských věd 

Farmaceutické fakulty. 

Expresi 11β-HSD na úrovni proteinu metodou Western blot prováděla RNDr. Karla 

Vágnerová, PhD. z pracoviště Fyziologického ústavu AV ČR vedeného Prof. RNDr. 

Jiřím Páchou, DrSc. Analýzu kortikosteronu metodou HPLC ve vzorcích perfuzátů 

prováděl Ing. Ivan Mikšík, PhD. z Fyziologického ústavu AV ČR. 
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Placenta je jedinečný orgán zajišťující řadu vitálních funkcí, které jsou nezbytné pro 

správný průběh těhotenství a vývoj jedince. Vedle hlavní funkce přísunu ţivin, 

odvodu zplodin metabolismu a výměny plynů plní placenta také úlohu endokrinní, 

metabolickou a především ochrannou. Placenta je povaţována za jednu z 

fyziologických bariér organismu, která zásadním způsobem reguluje transport 

endogenních i exogenních látek mezi dvěma kompartmenty - krevním oběhem matky 

a plodu.  

Do nedávné doby se předpokládalo, ţe placentární bariéru tvoří především 

buněčné vrstvy oddělující krev matky a plodu - syncytiotrofoblast a endotel fetálních 

kapilár. V současné době se však stále více ukazuje, ţe vedle této mechanické sloţky 

se na placentární bariéře podílí i sloţka aktivní, realizovaná činností efluxních 

transportérů a biotransformačních enzymů lokalizovaných ve vrstvě 

syncytiotrofoblastu. Efluxní transportéry jsou membránové proteiny, které aktivně 

(za spotřeby ATP) "pumpují" širokou škálu substrátů ven z buňky. Kinetiku 

transportu látek přes placentu ovlivňují zásadním způsobem především dva 

transportéry: P-glykoprotein (P-gp) a "breast cancer resistant protein" (BCRP). 

Oproti transportérům tvoří biotransformace látek v placentě pravděpodobně 

minoritní, avšak nezanedbatelnou sloţku aktivní bariéry. Jedná se zejména o enzymy 

cytochromu P450, konjugační enzymy II. fáze metabolismu a enzymy uplatňující se 

v metabolismu steroidních molekul. 

V rámci této disertační práce byly studovány obě sloţky aktivní placentární 

bariéry - transportní i metabolická. Z efluxních transportérů se naše pozornost 

soustředila na transportér BCRP jehoţ expresi a aktivitu jsme studovali na modelu 

placenty potkana v podmínkách in-vitro a in-situ. Přítomnost BCRP jsme potvrdili v 

potkaní placentární buněčné linii HRP-1 i v placentě potkana na konci březosti a to 

jak na úrovni mRNA tak na úrovni proteinu s vyuţitím metod real-time RT-PCR, 

Western blottingu a imunohistochemie. Paralelně s BCRP jsme sledovali také expresi 

P-gp, který byl detekován pouze v placentě potkana, zatímco v buněčné linii HRP-1 

nebyl přítomen. Aktivitu BCRP v podmínkách in-vitro jsme potvrdili s vyuţitím 

fluorescenčně značeného substrátu BCRP - BODIPY FL prazosinu a inhibitorů 

BCRP - GF120918 a Ko143. V souladu s výsledky expresních studií jsme v linii 

HRP-1 nepozorovali ţádnou aktivitu P-gp. Dále jsme studovali vliv BCRP na 

farmakokinetiku transportu léčiv přes placentární bariéru s vyuţitím duální perfúze 

placenty potkana in-situ. Jako modelový substrát BCRP jsme zvolili cimetidin, jehoţ 
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průchod přes placentu jsme sledovali jak v matero-fetálním tak feto-maternálním 

směru. Pro ověření BCRP specifického transportu byly pouţity inhibitory BCRP - 

GF120918 a fumitremorgin C. S pomocí tohoto modelu se nám podařilo prokázat, ţe 

BCRP hraje v kinetice přestupu látek přes placentu dvojí roli: 1) omezuje průchod 

substrátů z krve matky do plodu a 2) aktivně urychluje vylučování léčiva jiţ 

přítomného v krvi plodu.  

V dalších dvou studiích jsme se zaměřili na sledování exprese a aktivity 

enzymu 11β-hydroxysteroid dehydrogenázy (11β-HSD) jako feto-placentární bariéry 

průchodu glukokortikoidů (GK) z krve matky do plodu. První práce se zabývá rolí 

placentární 11β-HSD v metabolismu GK v průběhu březosti potkana a dále vztahem 

mezi aktivitou placentární a fetální 11β-HSD a jejich vlivem na poměr mezi 

aktivními a neaktivními formami GK v krvi plodu. Nejprve byl sledován profil 

exprese a aktivity placentární 11β-HSD typu 1 a 2 mezi 13. a 21. dnem březosti 

potkana. U obou typů placentární 11β-HSD byl pozorován pokles v expresi, avšak s 

odlišným profilem. Zatímco hladiny mRNA 11β-HSD1 nejprve prudce poklesly 

mezi 13. a 14. dnem březosti a poté zůstávaly víceméně konstantní, exprese 11β-

HSD2 v poslední třetině gravidity pozvolně klesala a vţdy převaţovala nad 

11β-HSD1. Pokles 11β-HSD2 v placentě ke konci posledního trimestru byl dále 

potvrzen i na úrovni proteinu. Pokles exprese 11β-HSD1 byl doprovázen také 

poklesem její aktivity. Oproti tomu, NAD
+
 dependentní dehydrogenázová aktivita 

11β-HSD2 analyzovaná v tkáňových homogenátech se ke konci gravidity zvyšovala. 

Tyto výsledky naznačují existenci posttranslačního regulačního mechanismu, který 

ovlivňuje aktivitu placentární 11β-HSD2. Ze studia aktivity 11β-HSD2 v přítomnosti 

dithiotreitolu in-situ vyplynulo, ţe tento mechanismus je pravděpodobně odlišný od 

procesu aktivace a deaktivace 11β-HSD2 reverzibilní dimerizací. Dále jsme sledovali 

hladiny kortikosteronu a 11-dehydrokortikosteronu v krvi plodu a porovnávali je s 

aktivitou placentární a plodové 11β-HSD. Z výsledků vyplývá, ţe na regulaci 

metabolismu GK a jejich hladin v krvi plodu se významně podílí aktivita plodové 

11β-HSD a to především ke konci gravidity.  

V následující práci jsme se zabývali vlivem prenatálně podávaných 

syntetických steroidů (dexametazonu a betametazonu) na expresi a konverzní 

kapacitu placentární 11β-HSD typu 2. Ke studiu byl opět pouţit model potkaní 

placenty. GK byly podávány březím samicím ve dvou různých dávkách (nízká nebo 

vysoká) v průběhu 16. - 20. dne březosti. Exprese 11β-HSD v placentách odebraných 
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21. den březosti byla analyzována s pomocí metod real-time RT-PCR a Western 

blottingem. Konverzní kapacita 11β-HSD2 byla hodnocena pomocí duální perfúze 

placenty potkana, jako modelový substrát pro 11β-HSD2 byl pouţit kortikosteron. 

Naše výsledky ukázaly, ţe ačkoliv vliv prenatální terapie syntetickými GK na 

expresi 11β-HSD je minimální nebo, v případě dexametazonu, omezený na 

transkripční úroveň, konverzní kapacita tohoto enzymu je oběma podávanými GK 

významně sníţená. Narušení placentární bariéry tvořené 11β-HSD2 jsme 

zaznamenali nejen u vysokých dávek GK, ale také u nízkých dávek dexametazonu. 

Tato pozorování naznačují, ţe syntetické steroidy ovlivňují aktivitu 11β-HSD2 

především na posttranslační úrovni. Naše výsledky také zdůrazňují význam 

funkčních studií při hodnocení vlivu exogenních látek na aktivitu enzymů placentární 

bariéry. 
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Placenta is a unique organ which ensures a number of vital functions 

necessary for normal course of pregnancy and development of a new individual. In 

addition to its main function of oxygen supply and nutrient and waste product 

exchange, placenta also serves as an endocrine, metabolic and protective organ. 

Placenta is considered to be one of the physiological barriers of the organism which 

regulates transport of both endogenous and exogenous compounds between two 

compartments - maternal and fetal blood circulations. 

Up to recently, the placental barrier was supposed to be formed only by 

cellular layers which separate maternal and fetal blood - syncytiotrophoblast and 

fetal capillary endothelium. However, it has been demonstrated that the activity of 

placental efflux transport proteins and metabolic enzymes contributes considerably to 

the protective function of placental barrier. Efflux transporters are membrane 

proteins which actively (along with consumption of ATP) "pump" a diversity of 

substrates out of the cell. It has been shown that the kinetics of transport of various 

substances across the placenta is affected predominantly by two transporters: P-

glycoprotein (P-gp) and breast cancer resistance protein (BCRP). Compared to these 

transporters, placental biotransformation enzymes are considered to be a minor, but 

an important part of active placental barrier. Several placental enzymes were 

suggested to have an impact on the kinetics of transplacental passage of various 

molecules. These are in particular: cytochrome P450 enzymes, conjugation enzymes 

of phase II. metabolism and enzymes involved in biotransformation of steroid 

molecules. 

In this work both components of the active placental barrier - transport and 

metabolic - were studied. From the group of efflux transporters we focused on BCRP 

transporter whose expression and activity was studied using a model of the rat 

placenta in-vivo and in-situ. The presence of rat BCRP mRNA and protein were 

confirmed in both rat placental trophoblast cell line HRP-1 and the rat placenta at the 

end of pregnancy. Simultaneously, we analyzed the expression of P-gp which was 

detected in the rat placenta but not in HRP-1 cell line. Activity of BCRP in-vitro was 

confirmed in accumulation studies with fluorescently labeled substrate of BCRP- 

BODIPY FL prazosine. In consistence with the results of expression studies no 

activity of P-gp was observed in the HRP-1 cell line. Furthermore, we investigated 

the impact of BCRP activity on the pharmacokinetics of drug transport across the 

placenta using dually perfused rat placenta. Transport of a model substrate of BCRP 
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- cimetidine - was studied in both materno-fetal and feto-maternal directions. To 

verify the specifity of BCRP-mediated transport two BCRP inhibitors GF120918 and 

fumitremorgin C were used. Our results demonstrated that BCRP plays two distinct 

roles in the kinetics of placental transport of drugs: 1) reduces the passage of drugs 

from the mother to the fetus and 2) actively accelerates the excretion of the drug 

already present in the fetal blood. 

In the following two studies we investigated the expression and activity of the 

enzyme 11β-hydroxysteroid dehydrogenase (11β-HSD) which acts as a placental 

barrier to endogenous glucocorticoids (GC). In the first work we explored the role of 

placental 11β-HSD in the metabolism of GC in the course of rat pregnancy and the 

relationship between placental and fetal 11β-HSD activities and their effect on the 

ratio of active and inactive forms of GC in the fetal circulation. At first the 

expression and activity profiles of placental 11β-HSD type 1 and 2 during 13. and 

21. day of pregnancy were studied. Expression of both types of 11β-HSD decreased 

at the end of pregnancy, however with different profiles. Dramatic decrease of 

mRNA levels of 11β-HSD1 was observed between 13. and 14. day of pregnancy 

followed by smaller reduction towards term. On the contrary, 11β-HSD2 was more 

abundantly expressed and decreased slowly from 13. to 21. day of gravidity. Decay 

of placental 11β-HSD2 in the last third of pregnancy was further confirmed on 

protein level. The decrease in 11β-HSD1 expression was followed by the drop in its 

activity. In contrast, an increase in NAD
+
-dependent dehydrogenase activity of 11β-

HSD2 was found in placental homogenates. These observations suggest the existence 

of an unknown posttranslational regulation mechanism which affects the activity of 

placental 11β-HSD2. The results from the functional studies with dithiotreitol in-situ 

revealed that this mechanism is presumably distinct from the process of activation 

and deactivation of 11β-HSD2 by reversible dimerization. Furthermore, the levels of 

corticosterone and 11-dehydrocorticosterone in the fetus were investigated and 

correlated with the activity of placental and fetal 11β-HSD. The results suggest that 

the activity of fetal 11β-HSD participates considerably on the regulation of GC levels 

in fetal blood, particularly at the end of pregnancy. 

In the following study we examined the impact of antenatal GC 

administration on expression and conversion capacity of placental 11β-HSD type 2. 

Again rat placenta was chosen as an experimental model. Synthetic GC 

(dexamethasone and betamethasone) were administered to pregnant rats in two doses 
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(low or high) during 16. and 21. days of pregnancy. The expression of 11β-HSD in 

term placentas was analyzed by real-time RT-PCR and Western blotting. Conversion 

capacity was assayed by dually perfused rat placenta in-situ with corticosterone as a 

model substrate of 11β-HSD2. Our results showed that although the impact of 

antenatal steroid therapy on expression of 11β-HSD2 is negligible or, in the case of 

dexamethasone, limited to transcriptional level, conversion capacity of this enzyme 

is considerably decreased. The alteration in placental GC barrier was apparent not 

only at high doses of GC but also at low doses of dexamethasone. These observations 

suggest that synthetic steroids modulate the activity of 11β-HSD2 on the post-

translational level. Furthermore, these results highlight the importance of functional 

analysis in the investigation of the effects which various exogenous compounds 

could have on the activity of placental enzymes.  
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