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ABSTRAKT
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Skolitel: doc. PharmDr. Martina Ce¢kova, Ph.D.

Nazov diplomovej prace: Vplyv stimuldcie placentarnych buniek in vitro a ex vivo

na expresiu vybranych ABC a OATP transportérov

Placenta je organom, ktory hra kIi¢ovu tlohu v priebehu celého tehotenstva pre
spravny vyvin plodu. Jednou z délezitych funkcii, ktoré placenta poskytuje, je
transport latok medzi matkou a plodom. Tento prestup latok umoziuji prevazne
membranové transportéry, ktoré sa nachddzaji na apikdlnej a bazdlnej membrane
syncytiotrofoblastu. PocCas roznych fyziologickych alebo patologickych zmien
v I'udskom tele sa ich expresia a mnozstvo mdze menit. S tymito zmenami suvisia aj
zépalové reakcie, ktoré sa moézu v tehotenstve vyskytnut, apreto sme sa touto
problematikou zaoberali a domnievali, Ze tento stav moéZe zmenit' expresiu

placentarnych transportérov.

Cielom tejto prace bolo skiimat’ expresiu zmeny membranovych prenaSacov
pomocou placentarnych buniek na BeWo bunkovej linii a placentarnych viléznych
explantoch, ktoré boli stimulované prozapalovymi mediatormi. Skiimala sa zmena
expresie jednotlivych vybranych placentdrnych transportérov zo skupiny ATP-
dependentnych proteinov, konkrétne ABCBI a ABCG2, ajzrodiny tzv. SLC
transportérov, konkrétne SLCOI1A2, SLCO2A1, SLCO3A41, SLCO4A41, SLCOIBS3,
SLCO2BI.

Na zdklade naSich vyhodnotenych dat je pravdepodobné, ze prozapalova

stimulacia neviedla obecne k Statisticky vyznamnému ovplyvneniu expresie



placentarnych ABC a OATP transportérov. Napriek tomu, vysledky v nasej praci
naznacuji mozny narast expresie génov pre ABCG?2 a niektoré z OATP transportérov,
hlavne tych, ktori st zapojeni v transporte prostaglandinov, ak je placentarne tkanivo
stimulované pomocou prozapalovych cytokinov IL-6 ¢i INFy. Tieto vysledky by si
ziadali overenie pomocou dalSieho placentdrneho modelu, ato predovsetkym na

urovni vlastnych membranovych proteinov a ich funkcii.

KPacové slova: placenta, stimuldcia, transportér



ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmacology & Toxicology

Student: Simona Dudicova

Supervisor: Assoc. Prof. PharmDr. Martina Ce&kova, Ph.D.

Title of diploma thesis: The effect of in vitro and ex vivo placental cells stimulation

on expression of selected ABC and OATP transporters

The placenta is an organ that plays a key role throughout pregnancy for proper
fetal development. One of the important functions provided by the placenta is the
transport of substances between the mother and the fetus. This transfer of substances
enabled mainly by membrane transporters, which are located on the apical and basal
membranes of the syncytiotrophoblast. During various physiological or pathological
changes in the human body, their expression and amount can vary significantly.
Inflammatory reactions that may occur during pregnancy are also related to these
changes, and therefore we have addressed this issue and believed that this condition

may alter the expression of placental transporters.

The aim of this work was to investigate the changes in the expression of
membrane transporters using placental cells on BeWo cell lines and placental villous
explants that were stimulated by pro-inflammatory mediators. The change in the
expression of individual ATP-binding cassettes, namely ABCBI, ABCG2, and solute
carrier transporters SLCO1A42, SLCO2A41, SLCO3A1, SLCO4A41, SLCOIB3, SLCO2B1

was examined in the human placenta.

Based on our evaluated data, we can conclude that the pro-inflammatory
stimulation did not in general lead to a statistically significant effect on the expression

of placental ABC and OATP transporters. Nevertheless, the results of this preliminary



work indicate possible increase in the expression of ABCG2 and some of the OATP
transporters, mainly those involved in transport of prostaglandins, when the placental
tissue is exposed to potent pro-inflammatory stimulators such as IL-6 and INFy. These
results would, however, call for verification using another placental model, and

verifying the level of the membrane proteins and their functions.

Keywords: placenta, stimulation, transporter
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Z.0ZNAM SKRATIEK

ABC

API

ABCBI1

ABCC2

ABCG2

ATP
Ct

DMEM

DNA

E. coli
hCG
HMGBI1
IL-1pB
IL-6
INFy
LPS

PBS

ATP-binding  cassette, =~ ATP-dependentny  transportny

membranovy protein
aqua pro injectione, voda pre pripravu injekcii

ATP-binding cassette sub-family B member 1, P-glykoprotein,
(P-gp, MDRI)

multidrug resistance protein 2, membranovy protein z C rodiny

ABC transportérov (MRP2)

ATP-binding cassete sub-family G member 2, Breast cancer
resistance protein, protein rezistencie na rakovinu prsnika,

(BCRP)
adenozintrifosfat
cycle of treshold, cyklus prekro¢enia prahu fluorescencie

Dulbecco's Modified Eagle's Medium, rastové médium

cicav¢ich bunkovych linii

deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleové kyselina

teplom inaktivovany kmen baktérie Escherichia coli

human chorionic gonadotropin, 'udsky choriovy gonadotropin
High-mobility group box 1 protein

interleukin 13

interleukin 6

interferon gamma

lipopolysacharid

fosfatovy pufer
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qRT - PCR

RNA
RT
MDR
MM

MRP

NBD
SLC
SLCO
TMD

YWHAZ

quantitative real time polymerase chain reaction, kvantitativna

polymerazova retazova reakcia v redlnom Case
ribonucleic acid, ribonukleova kyselina

reverse transcription, reverzna transkripcia

multidrug resistance, mnohopocetna liekova rezistencia
TagMan™ Universal Master Mix II

multidrug resistence-associated protein, proteiny rodiny ABCC

transportérov

doména viazuca nukleotidy

solute carrier transporters, transportéry solutov
solute carrier organic anion transporter
transmembranova doména

tyrosine  3-monooxygenase/tryptophan  5-monooxygenase

activation protein zeta
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1 Uvop

Tehotenstvo je dolezity stav, pocas ktorého sa v tele matky vyvija plod. Normalna
dizka tehotenstva trva 280 dni +/- 14 dni, t.j. 40. tyzdiiov +/- 2. tyzdne. Za pred¢asny
porod sa povazuje porod pred 37. tyzdnom tehotenstva. Az 11,4 % zo vsetkych
tehotenstiev kon¢i pred¢asnym porodom. Celosvetovo to je viac ako 1 z 10
tehotenstiev. Pred¢asny porod moéze viest’ k zvySenej morbidite a mortalite deti.
Existuje aj mnozstvo inych faktorov, ktoré mozu tehotenstvo ovplyvnit’ alebo ohrozit’.
Pre adekvatny a optimalny vyvoj plodu je dolezitd spravna funkcia a rola placenty

a placentarnych membranovych transportérov.

Placenta je docasnym orgdnom, ktory sa nachddza a vyvija v maternici Zeny
pocas tehotenstva. Plni mnozstvo podstatnych funkcii a spdja vyvijajici sa plod
s matkou. Jednou z hlavnych funkcii placenty, ktord hra kI'acova ulohu pre zdravie
plodu a matky, je transportna funkcia. Pri transporte molektll medzi matkou a plodom
funguje placenta ako absorpény a vylucovaci organ. Pre plod poskytuje stabilny prisun
zivin a slazi k odstranovaniu metabolitov a odpadnych produktov. Tato transportna
schopnost’ je spojend s ¢innostou membranovych transportérov, ktoré su v placente
lokalizované na apikéalnej alebo bazalnej membrane syncytiotrofoblastu (Staud &

Ceckova, 2015).

ABC transportéry funguji ako efluxné transportéry, ktoré pre svoje fungovanie
vyuzivaji hydrolyzu ATP. PredovSetkym chrania plod, tym Ze obmedzuju prestup
potencidlne Skodlivych latok cez placentu smerom k plodu, a taktiez poméhaju
odvadzat’ metabolity smerom do krvi matky. SLC transportéry su prevazne sekundarne
aktivne transportéry, ktoré si zvicsa no nie vyluc¢ne, transportérmi absorpcie. Zaistuju
prestup nutrientov a d’alSich esencialnych latok ddlezitych pre rast, vyvoj plodu a pri
samotnej funkcii placenty (Staud & Ceckova, 2015; Nigam, 2015; Ceckova-Novotna
et al., 2006).

Rozne fyziologické alebo patologické zmeny v priebehu tehotenstva so sebou
mozu niest’ riziko potencidlneho ovplyvnenia expresie a aktivity membranovych

prenaSacov (Staud & Ceckova, 2015). Zapal a infekcia patria medzi patofyziologické

12



stavy, ktoré¢ sa pomerne Casto v tehotenstve vyskytuju a hrozi v ich dosledku prave

ovplyvnenie transportnej funkcie placenty (Bloise et al., 2016).

V tejto praci sme sa zamerali na Stadium vplyvu zmeny génovej expresie
vybranych placentdrnych membranovych transportérov pomocou prozapalovych
mediatorov s vyuzitim placentarnej bunkovej linie BeWo a kultivacii viléoznych

explantov l'udskych placent.
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2  TEORETICKA CAST

2.1 Placenta

Placenta je jednym z najdoélezitejSich I'udskych organov nielen pre zdravie plodu
a zeny pocas tehotenstva, ale aj pre ich celozivotné zdravie. Napriek svojej kI'icovej
ulohe v zdravi tehotnej Zeny a plodu je bohuzial’ stile najmenej chapanym l'udskym
organom s mnozstvom nedostatocnych informacii nielen v oblasti fyziologickej
funkcie, ale predovSetkym vtom, ako sa chova v okamihu vyvoja niektorych

patofyziologickych stavov (Guttmacher et al., 2014).

Placenta je prechodnym organom, ktory spolu s plodovymi membranami
a plodovou vodou podporuje normalny rast a vyvoj plodu. Rast a funkcia placenty je
presne regulovany a koordinovany proces. Akékol'vek zmeny pri vyvoji placenty
alebo pri jej fungovani maju dramatické az fatalne ucinky na plod (Gude et al., 2004).
Placenta dorastd az do 36. — 38. tyzdna tehotenstva, ma kruhovity tvar a hubovitu
konzistenciu. Sti€asne je poskytovatel'om zaznamu vnatromaternicového prostredia v
ktorom sa plod vyvija. Po pérode ndm poskytuje moznost’ Studovat’ a skiimat’ ju ako

celok (Cech et al., 2006).

2.1.1 Struktira placenty
Tvar a Struktira placenty, viaziica sa na maternicovl stenu, sa medzi ré6znymi
druhmi liSia. Cudska placenta ma diskoiddlnu a hemochorialnu Struktiru a obsahuje

fetalnu aj materska krv (Zhang et al., 2019).

Placentarna jednotka sa skladd jednak z fetdlneho tkaniva, ktoré pochadza
z chorionického vaku a taktieZ z materského tkaniva pochadzajuceho z endometria.
(Gude et al., 2004). Fetalne tkanivo (pars fetalis placentae) smeruje k plodu a je
tvorené chorionovou platni¢kou (chorion frondosum). Zatial ¢o materské tkanivo
(pars materna placentae) je orientované k maternici aje tvorené decidualnou
platnic¢kou (decidua basalis). Medzi tymito dvoma oblastami sa nachadza intervil6zny

priestor vyplneny materskou krvou. Decidualne septd, vytvorené decidudlnou
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platni¢kou, rozdel'uju placentu do samostatnych funkénych celkov znamych ako

kotyledény (Cech et al., 2006).

V kazdom kotyleddne sa nachadza strom choriovych klkov (Ceckova-Novotna et
al., 2006), kde je fetalna krv uzavretd vo fetalnych cievach, a tym oddelend od
materskej krvi, ktord je do intervilézneho priestoru vstrekovana z decidualnych
spiralnych artérii a klky obmyva (Obr. 1A,B). Prave na povrchu choriovych klkov
dochadza k vymene zivin a odpadovych latok medzi matkou a plodom (Gude et al.,

2004).

Fetdlne membrany plodu sa skladaju z amnionu, ktory sa orientuje na plod
a chorionu orientovaného na matku. Amnion obsahuje pédt rdoznych vrstiev kde
najvnutornejSou vrstvou je samotny amnioticky epitel, ktory je v priamom kontakte
s plodovou vodou. Chorion sa sklada zretikularnej vrsty, bazalnej membrany
a trofoblastovej bunkovej oblasti. Fetdlne membrany nakoniec podliehaju
programovane] rupture pocas poslednej fazy tehotenstva. Taktiez ako placenta aj
fetalne membrany hraji doleziti ulohu pocas tehotenstva a pri vyvoji plodu (Gude et

al., 2004).

Spociatku sa placentarna bariéra sklada zo Styroch vrstiev, syncytiotrofoblastu,
vrstiev cytotrofoblastovych buniek a spojivového tkaniva klkov a endotelu (Obr. 1C).
V priebehu tehotenstva placenta prechadza niekol’kymi zmenami. Neskor sa bunkova
vrstva cytotrofoblastov mnohych choriovych klkov zoslabuje, mizne a stdva sa az
extrémne tenkou, kde syncytiotrofoblast prichadza do blizkeho kontaktu s endotelom
plodu (Gude et al., 2004). Celkovo sa placentarna bariéra Casom stava tenSou (A4l/-

Enazy et al., 2017).

Placenta je jedinym miestom kontaktu medzi fetdlnym a materskym krvnym
obehom (Huppertz, 2008). Krvny obeh plodu je rozdielny od krvného obehu dospelych
jedincov aje prisposobeny tak, aby zaistoval okyslicovanie krvi plodu priamo
v placente. Fetdlna krv je odvadzand ztela plodu pomocou dvoch umbilikdrnych
artérii, ktoré nesu odkysliceni krv a vedu az k placente kde sa rozvetvuju az na
kapilary terciarnych klkov. Kapilary prechddzaji do vendznych ciev, ktoré sa
postupne spajaju v jednu umbilikdrnu vénu nosiacu okysli¢ent krv (Obr. 1B) (Cech et

al., 2006).
15



Placenta

g@— Umbilical artery
f_-Umbilical cord
intervillous sp

Spiral artery

Chaorionic villi

Spiral arte
FARLELEE Flacental septum

C

Connective tissue

] Maternal blood

~Umbilical cord

Obr. 1: Schematické znazornenie anatomickej stavby ludskej placenty. A — plod
spojeny pomocou pupocnej Snury s placentou; B — anatomicka Struktura a zlozZenie
ludskej placenty; C — hlavné typy buniek a placentiarna bariéra zlozené zo

syncytiotrofoblastov, cytotrofoblastov a fetalnych endotelialnych buniek.

Prevzaté z: Zhang et al., 2019.

2.1.2 Funkcie placenty
Placenta je jedinecny orgén, na ktorom je plod pocas svojho vnitromaternicového
vyvinu absolutne zavisly. V priebehu svojej existencie vykondva mnoho funkcii

dolezitych pre vyvoj a rast plodu (Burton & Fowden, 2015).

Zabezpecuje vymenu zivin a odpadovych produktov a je jedinym zdrojom vyzivy
a kyslika pre plod. Metabolizuje mnozstvo produktov, chrani plod pred urcitymi
xenobiotickymi molekulami, infekciami a chorobami matky. Okrem iné¢ho uvoltuje
aj hormény do materského alebo fetdlneho obehu, ¢im ovplyviluje samotné
tehotenstvo, metabolizmus, rast plodu, porod a d’alSie funkcie. Pocas tehotenstva

dochadza k mnohym funkénym zmeném placenty (Gude et al., 2004).

Placentarne tkanivo produkuje tiez mnozstvo horménov, ktoré reguluju priebeh

tehotenstva. Jednym z nich je choriovy gonadotropin (hCG), ktory ma mnozstvo
16



funkcii, napr. podpora produkcie progesteronu v lutedlnych bunkéach, fuzia
cytotrofoblastovych buniek a diferencidcia a vyroba syncytiotrofoblastovych buniek,
podpora rastu maternice sucasne s rastom plodu, potldanie kontrakcii myometria
v priebehu tehotenstva, rast a diferencidcia pupocnej Snury, podpora rastu fetalnych
organov pocas tehotenstva a mnoho d’alSich (Cole, 2010). Medzi d’al§ie hormony
produkované placentou patria aj progesteron, estrogén, placentarny laktogén a iné

(Cech et al., 2006).

Placenta Ciasto¢ne plni funkciu ochrannej bariéry, tym ze obmedzuje priechod
xenobiotik a metabolitov k plodu, na druhu stranu pre plod zaistuje tiez prisun
vyzivovych a d’alSich esencidlnych latok z materskej krvi. Tieto transportné funkcie
su umoznené aj vd’aka expresii transportnych proteinov v trofoblaste a vo fetalnych
endotelidlnych bunkéch (Staud & Ceckova, 2015). Pacentarny transport je nevyhnutny

pre udrzanie homeostazy vo fetdlnom kompartmente (Schneider, 1991).

2.1.3 Mechanizmy placentirneho transportu

Akékol'vek endogénne zluceniny, xenobiotikd alebo lieky prechadzajice
placentarnou bariérou vstupujice do fetdlneho obehu, musia prechadzat’ vrstvou
syncytiotrofoblastov a cytotrofoblastov, bazdlnou membranou a fetdlnym kapildrnym
endotelom. Tieto zlu€eniny prechadzajuce placentou mézu byt dopravené roznymi
transportnymi cestami, ktoré st zavislé alebo nezavislé na priamom dodani energie

(Obr. 2) (Al-Enazy et al., 2017).
Medzi zakladné typy placentarneho transportu patri:
Pasivna difuzia

Pasivna difuzia je najcastejSim spdsobom prechodu latok cez biologické
membrany. Je vyhodna pre lieciva lipofilnej povahy, ktord im umoziuje prechadzat’
cez fosfolipidovii dvojvrstvu. Prestup latok sa uskutoctiuje po koncentracnom
gradiente, jedna sa otzv. pasivny transport bez pritomnosti ATP. Endogénne

zli€eniny moZzu touto cestou tiez vstupovat’ do fetalneho obehu (4/-Enazy et al., 2017).
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Facilitovana difuzia

Facilitovany transport sa od pasivneho 1isi tym, Ze prechod urcitych zlucenin cez
placentu je sprostredkovany bez priamej spotreby ATP po koncentratnom gradiente
za pomoci membranovych transportnych proteinov. Umozneny je aj prestup latok

hydrofilnejsej povahy (Al-Enazy et al., 2017).

Aktivny transport

Aktivny transport vyuziva energiu uvolnenu hydrolyzou ATP proti
koncentra¢nému gradientu. Je sprostredkovany membranovymi prenasacmi, ktoré si
vysoko Specializované pre ur€ity transport latok. Energeticky zavislé liec¢iva su do
znacnej miery riadené hlavne ATP-vdzbovymi kazetovymi proteinmi (ABC
transportérmi). Transport latok proti koncentracnému gradientu musi byt’ aktivny, teda
spotrebovava energiu, a to bud’ priamo (primarny aktivny transport) alebo nepriamo

(sekundarny aktivny transport) (Kittnar et al., 2011).

e Primarny aktivny transport — pre svoju pracu potrebuje pritomnu volnu
energiu. Jednd sa o tzv. uniport, zahfila spotrebu energie (zvycajne ATP) na
transport latok proti jej elektrochemickému gradientu. Prikladom priméarneho
aktivneho transportu su iontové pumpy, napr. Na'/K" pumpa, pritomna
prakticky vo vSetkych bunkovych membranach alebo napriklad ABC (ATP-
dependentné) efluxné transportéry, z nich niektorym sa venuje itato praca
(Stillwell, 2013, Kittnar et al., 2011).

o Sekundarny aktivny transport — samotny transport ATP nespotrebovava, ale
pracuje v spojeni s inym systémom, pre ktory je potrebné vyuzitie energie. Ak
sa pohyb latok uskutociiuje v rovnakom smere, jednd sa o tzv. symport.
Prikladom symportu je transport glukoézy. Ak ide o precerpavanie latok
opaénym smerom, jednd sa o tzv. antiport. Prikladom je sodikovo-kalciovy

vymennik (Stillwell, 2013, Kittnar et al., 2011).
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Transceluldarny transport

Transcelularny transport je aktivny proces, ktory zahfila mechanizmus
transcytozy zavisly na smere transportu latok. Jedna sa bud’ o transport von z buniek
(exocytéza) alebo smerom dovnutra (endocyt6za) mechanizmom vychlipenia
membrany a tvorbe mechurika. Endocytézu mozno rozdelit’ na fagocytozu (,,bunkové

stravovanie*) a pinocytézu (,,bunkové pitie*) (4/-Enazy et al., 2017; Zang et al.,2019).
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Obr. 2: Prehlad hlavnych transportnych procesov v ramci ludskej placentarnej

bariéry.

Prevzaté: Al-Enazy et al., 2017.

2.2 Transportné proteiny v placente

Placenta je dolezity orgéan, ktory sprostredkiiva vymenu Zivin a metabolitov
medzi plodom a matkou. Déleziti ulohu pri vymene latok hraju jednotlivé
transportéry, vratane ATP-viazicich kazetovych transportérov (ABC) a transportérov
solutov (SLC), pritomnych v bunkovych membranach trofoblastu. Niektoré SLC
transportéry ako napr. organické anidnové transportéry (OAT) a organické kationové
transportéry (OCT) sprostredkvaju prijem endogénnych latok. Naopak niektoré ABC
transportéry ako napr. P-glykoprotein (P-gp, ABCBI), ,breast cancer resistance
protein“ (BCRP, ABCG?2) a proteiny spojené s rezistenciou na viaceré liecky (MRP,
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ABCC) funguju ako efluxné transportéry, teda moézu vylucovat’ svoje substraty zo

syncytiotrofoblastov do materského obehu (Bai et al., 2016).

Placentarne transportéry sa nachadzaju jednak v apikalnej membrane trofoblastu,
obratenej smerom k materskej cirkuldcii, tak aj na bazalnej membrane obratenej
k fetdlnemu obehu a v endotelidlnych bunkéch fetalnych ciev placenty. Expresia
a aktivita placentarnych transportérov nie st jednotné pocas celej dizky tehotenstva.
Mo6zu byt ovplyvnené roznymi fyziologickymi alebo patologickymi zmenami

v priebehu tehotenstva (Bai et al., 2016).

2.2.1 ABC transportéry

Takzvané ,,ATP-binding casettes* st primarne aktivne transportné proteiny
lokalizované v bunkovych membranach. Uskuto¢iiujo nevyhnutné bunkové
transportné reakcie, ato pri efluxu toxickych molektl ale umoznuju aj transport

mnohych d’alsich fyziologickych substratov (Davidson et al., 2008).

Tieto transportéry tvoria jednu z najvicSich rodin membranovych proteinov
(Trowitzsch & Tampé, 2018). Zatial’ pozname viac ako 40 ABC proteinov zistenych
u Cloveka, ktoré su rozdelené¢ do 7 podrodin (ABCA az ABCG) (Wilkens, 2015).
Proteiny ABC, aZ na par vynimiek, umoZnuju translokéaciu réznych substratov cez
bunkové membrany proti koncentracnému gradientu za spotreby ATP. Tuto energiu

vyuzivaju na riadenie transportu ré6znych molekul (Sz6/l6si et al., 2018).

Struktarne obsahuju vietky transportéry ABC dve transmembranové domény
(TMD) a dve nukleotidy viazice domény (NBD). St to tzv. Gplné transportéry ale
existuju aj polovi¢né transportéry zlozené z jednej TDM a jednej NBD. Tie sa vSak
musia aktivovat’ vytvorenim homodiméru alebo heterodiméru. TMD prebieha
konforma¢nymi zmenami aby viazal substrat na jednej strane membrany a uvolnil ju
na druhu. NBD podporuje transport substratu prostrednictvom vézby a hydrolyzy
dvoch molekul ATP prostrednictvom ATPazy, ¢im vyvolava konforma¢né zmeny v
TMD. U&inné spojenie transportu s vizbou ATP vyzaduje prenos substratu z NBD na
TMD (Obr. 3) (Sz6ll6si et al., 2018; Chen et al., 2016, Beis, 2015).
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Obr. 3: Mechanizmus aktivacie ABC transportérov. Transportéry ABC su energeticky
zavislé transporteéry, vykazuju konformacnu zmenu po vizbe na substrat a hydrolyze

ATP, ktora riadi transportny proces substratu proti koncentracnému gradientu.

Prevzaté z: Chen et al., 2016.

Efluxné membranové transportéry hraji dolezitl rolu v exporte dolezitych latok
vratane cholesterolu, sterolov, lipidov, zlI¢ovych kyselin, derivatov kyseliny retinove;j,
zlcovej kyseliny, Zeleza, peptidov, nukleozidov, vyzivnych latok a réznych liekov
(Wilkens, 2015). ABC transportéry su obecne substritovo neSpecifické a mozu
prenasat’ Siroku Skalu Struktirne a chemicky rozmanitych substratov (Ween et al.,
2015). Nachadzaju sa v roznych Castiach tela ako su pecen, oblicky, mozog, ¢revo,
hematoencefalicka, placentarna a hematotestikularna bariéra kde hraju délezitu ulohu

pri absorpcii, distribucii a vylu€ovani lieciv (Obr. 5) (Szakdcs et al., 2008).

ABC transportéry st nevyhnutné pre mnoho procesov v bunke a nespravne
fungovanie tychto transportérov spdsobuje alebo prispieva k viacerym ludskym
genetickym porucham vratane cystickej fibrozy, Tangierovej a Stargardtovej choroby,
neurologického ochorenia, degenerécie sietnice, defektov transportu cholesterolu a

zl¢e, anémie a mnoho d’alSich (Dean et al., 2001; Wilkens, 2015).

Medzi najznamejSie placentarne transportéry ABC radime P-glykoprotein
(4BCBI, P-gp, MDRI1), BCRP (ABCG2) a MRP2 (ABCC?2) nachéadzajice sa na
apikalnej membrane syncytiotrofoblastu, ktoré plnia tzv. ,,ochranni rolu voci plodu
(Obr. 4).
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Obr. 4: Schematické zndazornenie lokalizacie hlavnych ABC efluxnych transportérov,

P-gp, BCRP a MRP2 v apikalnej membrane placentarneho syncytiotrofoblastu.

Prevzaté: Mao, 2008.

2.2.1.1 P-glykoprotein (ABCBI1, P-gp, MDR1)

P-glykoprotein (ABCBI) je prvym objavenym c¢lenom B rodiny ABC
transportérov. Identifikovany bol v roku 1976 a jeho velkost’ dosahuje 170 kDa. P-gp
je apikalny membranovy transportér, ktory sa exprimuje na ¢revnej sliznici, epiteli
oblickovych proximalnych tubulov, peceni, placente, nachiddza sa aj na
hematoencefalickej bariére a hematotestikularnej bariére, ktoré chrani pred
xenobiotikami a roznymi bunkovymi toxinmi. Okrem identifikacie na fyziologickych,
nenddorovych tkanivach sa vyskytuje aj v bunkach nadorov, kde spdsobuje ich
rezistenciu voci cytostatickym liekom, a preto ho pozname aj pod ndzvom multidrug
resistance protein 1 (MDRI1). Nachéadza sa napriklad u nadorov hrubého ¢reva, pfs,
vajeCnikov, obli¢iek, pecene a taktiez u leukémii (Staud et al., 2012; Mao, 2008,
Ceckova-Novotna et al., 2006, Silva et al., 2015; Chen et al., 2016).

P-gp ma vel'mi Siroké substratové spektrum sprostredkujice export réznych

liekov. Medzi tieto substraty patria okrem inych aj chemoterapeutika, imunosupresiva,
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inhibitory HIV-protedzy, antiarytmika, blokatory kalciovych kandlov, analgetika,
antihistaminikd, antibiotika, antiepileptika, opioidy, antiemetikd a mnoho d’al§ich
vratane diagnostickych farbiv. Vac¢sina substratov je neutralna alebo sa moze jednat’ o

kationové hydrofobne molekuly (Mao, 2008; Staud et al., 2012).

V placente je P-gp lokalizovany hlavne na apikalnej membrane trofoblastu, kde
chrani plod pred xenobiotikami z materského obehu, odstranuje tiez substraty, ktoré
sa dostani do fetalneho obehu a vracia ich spdt do materského obehu (Ceckova-

Novotna et al., 20006).

2.2.1.2 Breast cancer resistance protein (BCRP, ABCG2)

BCRP je poslednym objavenym membranovym ABC transportérom. Bol
identifikovany v bunkovej linii MCF-7 odvodenej z rezistentnej rakoviny prsnika a to
v roku 1998, vd’aka ¢omu ziskal aj svoj nazov. Podobne ako P-gp je aj ABCG2
efluxnym  transportérom, ktory sa nachddza na apikdlnej membrane
syncytiotrofoblastu. Tento transportér je Siroko distribuovany v ¢reve, peceni,
obli¢kach, mozgu a hré nezastupitel'nt tlohu aj v placente. Prispieva k ochrane tkaniv
pred toxinmi a xenobiotikami branenim ich absorpcie, distribucie a nakoniec poméha
pri eliminacii lie¢iv a endogénnych & exogénnych toxickych zlti¢enin (Ceckovd,

2017; Staud et al., 2012; Chen et al.,2016, Mao, 2008).

Rovnako ako aj P-gp, BCRP transportuje Siroku Skélu substratov, ako napr.
antivirotikd, chemoterapeutikd, antibiotikd atd’. Okrem svojej efluxnej funkcie
reguluje bunkovi homeostdzu transportom hemu a porfyrinu. NavySe modze

sekretovat’ riboflavin, biotin a vitamin K (t Ceckova, 2017, Staud et al., 201 2).

2.2.1.3 Multidrug resistance protein 2 (MRP2, ABCC2)

MRP2, tiez znamy ako ABCC2, je druhym c¢lenom podrodiny MRP (proteiny
spojen¢ s rezistenciou na viacero lie€iv), ktory bol prvykrat objaveny v roku 1996. Jeho
zastipenie je prevazne na apikdlnej membrane hepatocytov, rendlnych proximalnych
tubuloch, tenkého ¢reva ale i v placente. MRP2 je v placente lokalizovany podobne ako

P-gp a BCRP na apikédlnej membrane trofoblastov. Na izolovanych trofoblastovych

23



bunkach iv placente sa pozorovala placentdrna expresia aj inych transportnych
proteinov MRP ako napr. MRP1, MRP3, MRP5 ¢i MRPS. Okrem toho sa exprimuje aj
v ZI¢éniku, kde hraje doéleziti ulohu v exkrécii celej rady toxinov a xenobiotik.
Podstatnym rozdielom od MDR1 a BCRP je fakt, ze u MRP2 nebola potvrdena rola
v rezistencii nadorovych buniek (Ceckovd, 2017; Chen et al., 2016; Staud et al., 2012).

2.2.2 SLC transportéry

Skupina SLC transportérov, tzv. ,,solute carriers®, je jednou z dvoch hlavnych
rodin I'udskych génov kodujucich transportéry endogénnych a exogénnych zlucenin.
Povazuje sa za najvacsiu rodinu transportérov zloZent z viac ako 300 membranovych
transportnych proteinov klasifikovanych do 52 podrodin na zéklade ich Strukturnej
podobnosti sekvencii. Su Siroko exprimované v rdéznych tkanivach po celom tele,
najmé v epiteli hlavnych organoch, ako st obli¢ky, pecen, mozog, ¢revo, placenta,
semenniky a zohravaji dolezitu tlohu pri udrziavani homeostazy organizmu (Obr. 5)

(Staud et al.,2012).

Ulah¢ujt transport Sirokého spektra substratov cez biologické membrany - hraju
zasadnu Ulohu vo fyziologickych a farmakologickych procesoch od bunkového prijmu
Zivin aZ po absorpciu liekov a inych xenobiotik (Schaller & Lauschke, 2019; Lin et
al., 2015). Niektoré z €lenov su substratovo Specifické, pomahaju tak transportovat’
endogénne zlu¢eniny ako napr. aminokyseliny, cukry, nukleozidy. Ini ¢lenovia st
Siroko substratovo S$pecifické, tzv. ,polySpecifické”, ¢im rozpoznavaju Siroké

spektrum réznych molekul (Staud et al.,2012).
Medzi SLC transportéry identifikované v placente patria:

e organické kationové transportéry, tzv. ,,organic cation transporters® —
OCT;

e organické anidnové transportéry, tzv. ,,organic anion transporters® —
OAT;

e karnitinové transporéry, tzv. ,,carnitine transporters — OCTN;

e koncentra¢né nukleozidové transportéry, tzv. ,,concentrative nucleoside

transporters® - CNT;

24



e ckvilibracné nukleozidové transportéry, tzv. ,equilibrative nucleoside
transporters® — ENT;

e polypeptidy transportujlice organické anidny, tzv. ,,organic anion-
transporting polypeptides® — OATP;

e proteiny extrudujuce viac lieciv a toxinov, tzv. ,multidrug and toxic

compound extrusion“ — MATE.

Vcelku SLC transportéry v placente vicSinou vyuZivaji energeticky nezavisly
transport bud’ hydrofilnych alebo nabitych molekul (katidony, anidny). MdZe sa jednat’
o influxny transport (smer transportu z extracelularneho prostredia do buniek) alebo
o efluxny transport (smer transportu z buniek do extracelularneho priestoru) (Staud et

al., 2012).
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Obr. 5: Lokalizacia ABC a SLC transportérov v roznych orgdnoch. Influxné SLC
transportéry su oznacené zltym kruhom a efluxné SLC transportéry su oznacené
zelenym kruhom. Niektoré SLC transportéry poskytuju obojsmerny transport, su
oznacené modrym kruhom. Transportéry ABC su zndzornené ciernym kruhom. Smer

Sipok urcuje smer transportu.

Prevzaté z: Li & Shu, 2014.
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2.2.2.1 OATP transportéry

OATP su membranové influxné transportéry, reguluji prijem mnohych
endogénnych zlucenin a dolezitych lieciv. Medzi OATP zistenych v l'udskom tele
radime 11 ¢lenov: OATPIA2, I1B1, 1B3, I1C1, 241, 2B1, 341, 441, ACI, 541 a 6A1.
Jednotlivé cleny sa nachadzajii v roznych tkanivach avyznacuju sa Sirokou
substratovou Specifickostou (Obr. 6) (Kalliokoski & Niemi, 2009). V ramci
predchadzajtcich studii v nasom laboratériu boli nasledujice transportéry, ktoré sme
sktimali aj v tejto diplomovej praci, potvrdené v placentarnych bunkach trofoblastu tak

1 v endotelidlnych bunkéch placentarnych ciev (Tupova et al., 2020).

SLCOIA2 (OATPI1A2)

Je prvym objavenym c¢lenom OATP transportérov. Je exprimovany v mozgu,
peceni, oblickach av ¢revach. Ma Siroku substratova Specificitu a to vratane
endogénnych substratov ako su napr. zl¢ové kyseliny, steroidné hormony a ich
konjugaty, hormony §titnej Zl'azy, prostaglandiny, neuropeptidy. Jeho substratmi su aj
niektoré terapeutické lieciva ako napr. antibiotikd, chemoterapeutikd, B-blokatory,

inhibitory HIV proteazy a d’alSie (Kalliokoski & Niemi, 2009; Chan et al., 2015).

SLCO2A1 (OATP241)

Tento transmembranovy protein je Siroko exprimovany v réznych tkanivach
a posobi ako transportér prostaglandinov. Podiela sa na réznych fyziologickych
a patofyziologickych procesoch v mnohych organoch (Nakanishi & Tamai, 2017).

Doposial nie je popisané ziadne lie¢ivo, ktoré by bolo jeho vyznamnym substratom.

SLCO3A1 (OATP3Al)

Je zastupcom, ktory je exprimovany v srdci, semennikoch a mozgu. Transportuje
estrogény, prostaglandiny, hormony S§titnej Zl'azy, vazopresin a je substrdtom pre

liecivo benzylpenicilin (Huber et al., 2007, Tamai et al., 2000).
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SLCO4A1 (OATP4Al)

Tento transportér taktiez ako SLCO3A1 transportuje estrogény, prostaglandiny,
thyroidné hormoény. Podiela sa aj na transporte taurocholatu, benzylpenicilinu

a unoprostonu (Kalliokoski & Niemi, 2009, Tamai et al., 2000).

SLCOIB3 (OATPIB3)

Transportér je exprimovany na sinusoidnej membrane hepatocytov tak ako
transportér OATPIBI. Taktiez jeho endogénne substraty su podobné substratom
OATPIBI ako napr. bilirubin, zI¢ové kyseliny, konjugované steroidy, eikosanoidy,
hormoény Stitnej zl'azy ale aj cholecystokinin, ktory je transportovany len pomocou
OATPIB3. Taktiez transportuje mnozstvo lie¢iv ako OATPIBI1, avSak ako jediny
pecenovy OATP transportér transportuje digoxin, docetaxel a paklitaxel (Kalliokoski
& Niemi, 2009; Meyer zu Schwabedissen et al., 2011).

SLCO2B1 (OATP2BI)

Tento membranovy transportér je lokalizovany hlavne na sinusoidalnej
membrane hepatocytov, taktiez ma vysokl expresiu v slezine, placente, pltcach,
oblickach, srdci, vajecnikoch, tenkom ¢reve avmozgu. K jeho endogennym
substratom patria prostaglandiny a niektoré lieiva vratane benzylpenicilinu,
niektorych statinov a mnoho d’alSich (Kalliokoski & Niemi, 2009; Kullak-Ublick et al.
2001; Tamai et al., 2000; Grube et al., 2006).
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Obr. 6: Schematické zndzornenie membranovych transportérov umiestnenych
v syncytiotrofoblaste ludskej placenty a ich smer transportu. SLC (oranzova) a ABC
(modra) sa nachddzaju na apikdlnej (materskej) a bazalnej (fetdalnej) membrane.
Transportér exprimovany na oboch membranach je vyznaceny Sedou prerusovanou

ciarou.

Prevzaté z: Walker et al., 2017.

2.3 Predcasny porod

Porod je klasifikovany ako synchronizovany dej, pri ktorom plodové vajce (plod,
placenta, pupocnik, plodova voda, plodové obaly) opustaji matkin organizmus.
Fyziologicky porod je stav, kedy k pocatiu ddjde v priebehu 38. — 42. tyzdia
tehotenstva. Jedna sa o porod v termine alebo o poterminovy pdrod. Je spustany bud’

maternicovymi kontrakciami alebo rupturou plodovych obalov (Roztocil et al., 2008).

Pred¢asny porod je charakterizovany ako porod pred 37. ukoncenymi tyzdinami
tehotenstva. Moze sa jednat o nepriaznivy vysledok tehotenstva (ak plod nie je
schopny dokoncit’ svoj rast) alebo o preferovany vysledok (napriklad tspe$Snym
zabranenim potratu). M6ze byt’ spontanny a to v dosledku spontannych maternicovych

kontrakcii alebo spontanneho pretrhnutia membran. Méze byt aj poskytovatel'om
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iniciovany ato napriklad cisarskym rezom z ddvodu preeklampsie, eklampsie,
placentarneho prerusSenia alebo kvoli obmedzeniu vnutromaternicového rastu (Vogel

etal., 2018).

Pred¢asné narodenie a nizka poérodna hmotnost’ su hlavnymi pri¢inami detske;j
umrtnosti a chorobnosti pocas detstva na celom svete. Celosvetovo sa priblizne 15 mil
deti narodi predcasne, z toho 80 a viac % predcasnych porodov sa neocakdva, asi 45-
50 % predcasnych porodov je idiopatickych, 30 % suvisi s pred¢asnym prasknutim
membran acca 15-20 % sa pripisuje lekarsky indikovanym alebo samovol'nym

pred¢asnym porodom.

Jednou z pri¢in predcasného pdrodu moze byt bakteridlna infekcia a nasledna
zapalova reakcia. NajcastejsSim spustacom predCasného poérodu je prave
chorioamnitida (Ategeka et al., 2019). Medzi komplikéacie u pred¢asne narodenych
deti patri zvySené riziko novorodeneckych respiraénych stavov, enterokolitida, sepsa,
neurologické stavy, enoxické hypofyza, problémy so zrakom a sluchom, problémy so

spravanim a mnozstvo d’alSich (Vogel et al., 2018).

2.4 Chorioamnitida

Chorioamnitida je perinatdlny stav, ktory je definovany ako zapal
amniochorionickych (fetdlnych) membran a to bud’ mikrobidlnou invaziou, kde sa
jedna o tzv. infekény zépal alebo ako nasledok iného patologického procesu, tzv.
sterilny zapal obalov bez pritomnosti infek¢nych agens. Fetalne membrany hraju
dolezit ulohu pri ochrane plodu proti vonkajs$im ¢initelom (najmé mikroorganizmami
a toxinmi), ktoré mozu ohrozit’ tehotenstvo. Bez ohl'adu na jej infekéntl etioldgiu, je
vyzvou pre funkénu integritu membran, €o ich robi zranitelnymi voci inym
environmentalnym Skodam s patologickymi nasledkami pocas tehotenstva (Menon et

al., 2009).

V zavaznych pripadoch moZe chorioamnitida dokonca spdsobit’ rdzne
nepriaznivé novorodenecké nasledky az novorodenecku sepsu ale aj rizikové néasledky

postihujuce matku (Peng et al., 2018).
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Bakteridlna chorioamnitida je najcastejSie sposobend intrauterinnou infekciou
ato ascendentym prienikom mikroorganizmov z dolného genitdlneho traktu.
Hematogénne Sirenie sa vyskytuje len vel'mi zriedkavo. Moze vzniknut aj iatrogénne
ato napriklad pri amniocentéze. Predpokladanou a najmenej beznou je vSak aj
anterogradna infekcia z pobrusnice cez vajcovody (Obr. 7) (Ericson & Laughon,

2015).

Pritomnost’ infekénych agens vyvolava zépalova odpoved’ matky a plodu, pri
ktorej sa uvolnuju rdézne kombindcie prozapalovych a inhibiénych cytokinov
a chemokinov. M6ze dojst’ nielen k priamej infekcii plodu a k sepse, ale aj k poraneniu
bielej mozgovej hmoty, ¢o mdze mat’ za nasledok mozgovl obrnu a iné neurologické

deficity (Tita & Andrews., 2010).

Najdolezitejsim klinickymi priznakmi chorioamnitidy je horucka, tachykardia
matky a plodu, hnisava alebo Spinava plodova voda a citlivost’ maternicovej fundacie.
AvsSak subklinickd chorioamnitida nevykazuje vysSie uvedené priznaky ale moze sa
prejavit ako predCasna poérodna sila alebo zvycajne ako pred¢asné pretrhnutie

membran (Tita & Andrews., 2010).

Ak sa jedna o infekény zapal tak mozeme chorioamnitidu povaZovat za
polymikrobidlnu infekciu zahrilujucu zvacSa dva alebo viac organizmov. Medzi
najznamejSie organizmy sposobujuce chorioamnitidu patria tzv. genitdlne
mykoplazmy ako je Ureaplasma urealyticum a Mycoplasma hominis. Dalsimi
beZznymi organizmami st anaerdby ako je Gardnerella vaginalis, aerdby vratane
streptokokov skupiny B a gramnegativne tyCinky vratane Escherichia coli.
NajznamejSim organizmom pomocou hematogenné¢ho Sirenia bakteridlnej alebo

virusovej infekcie na placentu je Listeria mopnocytogenes (Tita & Andrews., 2010).
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Obr. 7: Potencidlne cesty bakterialnej infekcie v maternici.

Prevzaté: Goldenberg et al., 2000.

2.5 Prehlad prozapalovych mediatorov

Zapalova reakcia je komplexnou odpoved’ou tkani na skodlivé zapalové latky.
Patri medzi jeden z najdolezitejSich procesov potrebnych na ochranu buniek pred
ur¢itymi poraneniami alebo mikrobidlnymi infekciami. Téato reakcia zahfiia bunky
imunitného systému, konkrétne bunky leukocytov — makrofagy, lymfocyty
a neutrofily, tiezZ zname ako zépalové bunky. V priebehu reakcie na zapalovy proces,
tieto bunky uvoliiuju Specializované latky, ktorymi st vazoaktivne aminy a peptidy,
eikozanoidy, prozapalové cytokiny a proteiny akutnej fazy. V priebehu zapalového
procesu zabranuju dalSiemu poskodeniu tkaniva a vedu k samotnému hojeniu

a obnoveniu funkcie tkaniva. PrediZeny zapalovy proces vedie k chronickym
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chorobnym procesom, ktoré moézu vyustit do zlyhania az poskodenia orgénov

(Abdulkhaleq et al., 2018).

Medzi prozapalové meditaroy, ktoré sme pouzili v nasej experimentalnej praci

patria:

e Lipopolysacharid (LPS)

e Interleukin-1p (IL-1pB)

e Interleukin 6 (IL-6)

e Interferon gamma (IFNy)

e Teplom inaktivovana (Heat-inactivated) Escherichia coli (E.coli)

e High-mobility group box 1 (HMGB1)
Lipopolysacharid (LPS)

LPS je velky glykolipid, ktory je hlavnou zlozkou vonkajSich bunkovych
membran gramnegativnych baktérii. Vykonéava niekol'ko funkcii, z nich predovsetkym
vytvara tzv. bariéru priepustnosti, ktord chrani bunku pred vstupom toxickych
molekul. LPS je primérna bakteridlna zlozka, s ktorou sa stretdva imunitny systém
hostitel’a, a preto hra ¢astu tlohu v bakteridlnej patogenite. Pretoze LPS zdobi povrch
mnohych bakteridlnych patogénov, vyvinul sa imunitny systém hostitela tak, ze
dramaticky aZ toxicky reagoval na jeho pritomnost’ silnou imunitnou reakciou. Z toho
dévodu sa LPS nazyva ,,endotoxin® v suvislosti s bunkovou (endo) toxicitou, ktora
bola pozorovana u mnohych gramnegativnych organizmov (7ang et al., 2019; Bertani

& Ruiz, 2018).

Interleukin-1p (IL-1p)

IL-1PB je jednym z najsilnejSich prozapalovych cytokinov, indukujici zapalové
reakcie prakticky vo vSetkych tkanivach a organoch. IL-1f je ¢lenom interleukinu 1
rodiny z cytokinov. Tento prozapalovy medidtor je produkovany aktivovanymi
makrofdgmi a je zapojeny do roznych bunkovych aktivit, vratane bunkovej
proliferacie, diferenciacie a apoptézy. Je skutocne nevyhnutny pre spravnu akutnu

zapalovu reakciu a zaistuje zotavenie z infekcie. Cytokin poskytuje aj patogénnu
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ulohu pri mnohych chronickych ochoreniach ako st napr. cukrovka, ateroskleroza a

nadorové ochorenia (Piccioli & Rubartelli, 2013).

Interleukin 6 (IL-6)

IL-6 je multifunkény prozapalovy cytokin, ktory je najlepSie rozpoznavany ako
primarny mediator reakcie akutnej fazy. Je produkovany mnohymi bunkovymi typmi
vratane imunitnych buniek, buniek adipocytov, kostrovych svalov a buniek hladkého
svalstva. Vo svojej zapalove] reakcii, sprostredkuje zépalové kaskady vratane
produkcie C-reaktivneho proteinu a fibrinogénu. Poskytuje rozne signaly na regulaciu
rastu buniek, sekrécie proteinov v akutnej faze a v imunitnych reakciach. Zohrava
kl'icové tlohy v obrane hostitel'a, zapaloch, bunkovom raste a rakovine (Lin et al.,

2014; Didion, 2017).

Interferon gamma (IFNy)

IFNYy je dimérny rozpustny cytokin. Tento cytokin je produkovany predovsetkym
prirodnymi zabija¢skymi (NK) a prirodnymi zabija¢skymi T (NKT) bunkami a CD4
a CD8 cytotoxickymi T lymfocytmi. Ma zékladny vyznam pre prirodzenu i ziskanu
imunitu proti virovym, bakteridlnym ¢i protozoalnym infekciam. Ma rozhodujicu
ulohu pri rozpozndvani a eliminacii patogénov a moéze koordinovat mnoZstvo
antimikrobidlnych funkeii. Jedna sa o doélezitého aktivatora makrofagov. Nepochybne
jeho nadmerna aktivita sposobuje nadmerné poSkodenie tkaniva, nekrozu a zapal, ¢im

moze prispievat’ k patologii chordb (Kak et al., 2018, Schoenborn & Wilson, 2007).

Heat-killed Escherichia coli (E.coli)

Escherichia coli je klasifikovana ako ty€inkovitd gramnegativna baktéria z cel'ade
Enterobacteriaceae, ktord obyva, ako komenzalny organizmus, hlavne dolny ¢revny
trakt teplokrvnych Zivocichov vratane I'udi. Jedna sa o aer6bny organizmus Zijuci v
symbidze s hostitel'om Avsak E.coli sa vyvinula do patogénu dobre prispdsobenému

pre svojho hostitel’a a niektoré patogénne kmene sposobuju infekcie mocovych ciest,
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mikkych tkaniv a centralneho nervového systému (Jang et al, 2017; Nicolas-

Chanoine et al., 2014).

High-mobility group box 1 (HMGBI)

High-Mobility Group (HMG) je skupina nehistonovych jadrovych proteinov
s vysokou elektroforetickou pohyblivostou. Tieto HMG proteiny zahfnaju tri
superrodiny oznacovan¢ HMGB, HMGN aHMGA. Znich HMGBI1 je
najStudovanej$im proteinom HMG. Jadrova HMGBI1 je zapojena do mnohych udalosti
spojenych s aktivitou DNA. Okrem svojej jadrovej funkcie hra extracelularnu ulohu
pri zépaloch, imunite, raste buniek, mnozeni buniek a bunkovej smrti. Snima
a koordinuje stresovu reakciu, je udrziavatel'om autofagie ale aj ochrafuje bunky pred
apoptickou smrt'ou. HMGBI1 sekretuje bunky imunitného systému ako si makrofagy,
monocyty, dendritické bunky (Kang et al., 2014; Vijayakumar et al., 2019, Klune et
al., 2008).

2.6 Modely vyuzivané pri Stadiach placentarneho transportu
Z etickych dovodov je klinicky vyskum prevadzany na tehotnych Zenach vel'mi
zriedkavo. Aby Stadie mohli vyhodnocovat’ placentarny transport, musia pouZzivat

alternativne modely, ktoré napodobtiuju materno-fetalne rozhranie (Staud et al., 2012).

Okrem pocitacovych in silico modelov sa v sucasnosti vyuZivaji modely
zvieracich placent in vivo, bunkovych linii in vitro aludska placenta ziskana po

porode, popripade v priebehu tehotenstva.

Problémom vyuZitia zvieracich modelov a zvieracich placent je, Ze Ziadna zo
zvieracich placent nie je Strukturdlne a funk¢ne identickd s lI'udskou placentou.
Vyuzitie tak maji v dostatocnej miere pouzivané bunkové linie odvodené z maligneho
alebo normalneho placentarneho l'udského tkaniva odvodeného od trofoblastu (napr.
BeWo, JEG-3, Jar) alebo Zivo¢isneho tkaniva (napr. HRP-1). Ich vyhodou je pomerne
I'ahk4 manipulacia. Ziskané tidaje z bunkovych linii su ale obmedzené skuto¢nostou,
ze ich expresné transportéry nemusia odrazat’ expresiu transportérov v placentarnom
tkanive (Staud & Ceckova, 2015, Staud et al., 2012).
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Ak je to mozné, tak sa zvac¢sa dava prednost’ I'udskym placentdm poskytnutych
priamo po pdrode, ktoré si zachovavaju tkanivovu Struktiru. Optimalnym modelom
na predpovedanie transportu je izolovany l'udsky placentarny lalok perfundovany ex
vivo. Tento sposob ndm poskytne jedineCnt prilezitost’ skiimat’ transplacentarnu
farmakokinetiku priamo v I'udskej placente. Zivo¢isne placenty mozu byt
perfundované in sifu, kde sa stidle udrzuje kontakt s materskym organizmom.
Nevyhodou je viacmennej vel'kd poziadavka na technicku zrucnost’ a s nim i suvisiaca
pomerne nizka uspeSnost’ perfuzii. Za vel'mi elegantnu variantu je preto povazovana
i moznost’ kultivacie malych kuskov placentarneho vilézniho tkaniva, tzv. explanty
vilézneho tkaniva a pripadnd izolacia urcitych typov buniek ako su trofoblastové
bunky, endotelidlne bunky fetadlnych ciev alebo Hofbauerové bunky (Staud &
Ceckova, 2015, Staud et al., 2012).

Vysledny pohlad’ na dianie v placente je potom dany kombinaciou poznatkov

ziskanych jednotlivymi metoédami.
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3 CIEL PRACE

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo zistit, ¢i stimulacia placentarnych buniek v
BeWo bunkovej linii a na placentarnych viléznych explantoch pomocou
prozapalovych mediatorov viedla k zmene expresie vybranych ABC a SLC, konkrétne

OATP, placentarnych transportérov.
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1

Material a chemikalie
Aqua pro injectione (API)
CMRL médium (explanty), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Chloroform
DMEM médium, Dulbecco's Modified Eagle's Medium (BeWo b30), Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA)
ELISA Kit (Human Chorionic Gonadotropin Beta Polypeptide, CGb, Wuhan
P.R. China):
o koncentrovany roztok konjugovanej biotinovej protilatky (100x)
o koncentrovany roztok streptavidin-HRP (100x)
o lyofilizovany Standard
o premyvaci pufer (30x)
o roztok konjugovanej biotinovej protilatky (R2)
o stop roztok
o streptavidin - HRP roztok (R3)
o Standard/ riediaci roztok (R1)
o TMB (tetrametylbenzidin) substratovy roztok
Ethanol 75%
Fosfatovy pufer (PBS), Lonza (Walkersville, MD,USA)
Gb Reverse Transcription Kit (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR)
Isopropanol
PCR gene expression assays (Applied Biosystems™, Thermo Fisher
Scientific, MA USA)
o gény kbédujuce nasledujtce transportéry: ABCB1, ABCG2, SLCOIBS3,
SLCO241, SLCO2BI1, SLCO3A1, SLCO4A41, SLCOI1A2
o housekeepingovy gén: YWHAZ
Stimulétory:

o Heat-killed Escherichia coli (E. coli), Invivogen (Baria)
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o High-mobility group box 1 protein (HMGB), R&D Systems (Bio-
Techne)

o Interleukin 1B (IL-1p), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

o Interleukin 6 (IL-6), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

o Interferon y (INFy), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

o Lipopolysacharid (LPS), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
e TagMan™ Universal Master Mix II (Applied Biosystems™, Thermo Fisher

Scientific, MA USA) - MM

e TriReagent (TR 118, Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, OH, USA)
e Trypsin, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

4.2 Pouzity biologicky material

V tejto diplomovej praci boli pouzité dva placentarne modely (1) bunkova linia
choriokarcinomu Tl'udskej placenty BeWo, konkrétne klon b30 ziskany od prof.
Christiane Albrecht (University of Bern, Switzerland) s laskavym dovolenim, Dr.
Alana Schwartze (Washington University, St. Louis, MO) a (2) placentarne vil6zne
explanty ziskané po porode zo zdravych placent od rodi¢iek z Fakultnej nemocnici
v Hradci Kralové na zéklade informovaného suhlasu (schvéleného etickou komisiou

¢. 201006S15P) vd’aka spolupraci s prof. MUDr. Maridnom Kacerovskym, Ph.D.

4.3 Metodika

4.3.1 Kaultivacia bunkovych linii BeWo b30

V experimentalnej Casti diplomovej prace sa pouzivali bunkové linie BeWo b30,
ktoré sa kultivovali v kultivacnom médiu DMEM s 10 % FBS bez pritomnosti
antibiotik pri teplote 37 °C. Pri kultivacii bunkovych linii je doleZité sterilné prostredie
za pomoci prace v lamindrnom boxe, s pouzitim rukavic a laboratorneho plasta.
Vsetky potrebné materialy, ktoré sa pri kultivacii pouzivali sa pred pouZitim ostriekali
70 % ethanolom, aby sa prediSlo kontaminacii. Pred samotnou pracou sa vysvietil
laminarny box UV ziarenim. Zaroven sa zahrialo PBS, trypsin a médium v prehriate;j

vodnej 1azni na 37 °C. Pred zacatim pasdzovania sa mikroskopicky skontrolovala ¢i
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konfluencia buniek na dne kultivacnej fl'ase dosiahla ziadanych 70 — 90 %. Najprv sa
pri sterilnych podmienkach odsalo médium a pridanim 10 ml PBS sa bunky premyli
a zbavili sa pripadnych necistot. Potom sa PBS odsalo a pridalo sa 1,5 ml trypsinu.
Kultiva¢na fl'aSa bola premiestnena do inkubatora na ¢as potrebny k oddeleniu buniek
od dna nadoby. Opit’ sa bunky mikroskopicky skontrolovali ¢i uz su dostatocne
oddelené od dna nadoby. K 1,5 ml trypsinu sa pridalo 8,5 ml média a dostato¢ne sa
premiesalo, ¢im sa trypsin deaktivoval a bunky resuspendovali. Adekvatne mnozstvo
suspenzie sa pridalo do kultiva¢nej komoérky so 7 ml média. Kultivatna komorka sa
opat’ umiestnila do inkubatora a nechala inkubovat’. Pasdzovanie sa opakovalo kazdé

3, resp. 4 dni podl'a konfluencie rastu buniek.

4.3.2 Prozapalova stimulacia BeWo b30

Nakultivované BeWo b30 bunkové linie sa v dostatoénom objeme za sterilnych
podmienok pridali do 12 jamkovej titracnej dosticky a nechali naréast’ 48 hodin do cca
70-80% konfluencie. Potom sa ku vSetkym jamkam aplikovali konkrétne stimulatory
E.coli, IL-1PB, IL-6, INFy, LPS, ktoré¢ sa vopred nariedili a ¢isté médium sluziace ku
kontrole. Dané dosti¢ky sa nechali inkubovat’ 24, 48 a 72 hodin. Chronologicky sa
suspenzie stiahli do mikroskimaviek anasledne sa do jamiek pridalo dostato¢né
mnozstvo TriReagentu k poZzadovanej 1yze buniek. Nakoniec sa suspenzie a lyzaty
ponechali v mrazdku pri -80 °C do doby izolacie RNA. Tato stimuléacia sa opakovala

viackrat s rdznymi stimulatormi v r6znych ¢asovych intervaloch.

4.3.3 Kaultivacia a prozapalova stimulacia placentarnych explantov

Z poskytnutej zdravej placenty sa pomocou noznic a pipety odstrihli obaly
placenty a odobrali sa 3 vacsie kusy tkaniva z 3 rozli¢nych miest v placente do vacSich
skimaviek s vopred prehriatym médiom. Nésledne sa odobralo niekol'ko malych
kusov tkaniva apo trojnasobnom oplachu v PBS sanechalo zamrazit v

kryoskumavkach pri -80 °C.

Tkaniva vo velkych skumavkach sa d’alej spracovali. Pri vopred prehriatom

fosfatovom pufre sa viackrat tkaniva oplachli v Petriho miskach pre odstrdnenie
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zvySkov materskej krvi a krvnych elementov. Nasledovalo strihanie malych kaskov
tkaniv do 3 rozli¢nych misiek s pufrom. Nasledne sa vybrali vhodné nastrihané kusky
tkaniv do jednej Petriho misky s pufrom, ¢im sa docielilo zmieSanie explantov z 3
roznych miest v placente a dosledné premytie. Pripravila sa 12 jamkova dosticka
s insertmi, do ktorych sa vlozili 3 explanty, rozmiestnené tak aby sa nedotykali. Pridalo
sa 1,5 ml média a dosticka s explantmi sa nechala inkubovat’. Do mikroskimaviek sa
nasledne zbieralo médium 5 dni po 24 hod a to tak, aby sa dodrzal presny Casovy
interval. V 5. den sa pridavali vopred nariedené stimuldtory a nimi boli IL-1p, IL-6,
INFy, LPS, HMGB a ¢ist¢ médium sliziace na kontrolu. Po 48 hod sa odobrali
explanty do mikroskimavky s TriReagentem pre izolaciu RNA. Do doby izolacie boli
vzorky v Trizolu uchovédvané a zamrazené pri -80 °C. Tento pokus sa opakoval trikrat

z troch poskytnutych zdravych placent, vzdy v duplikéatoch pre dany stimulétor.

4.3.4 Izolacia RNA
Vlastnd RNA izolacia prebiehala podla protokolu vyrobcu TriReagentu na

principe fenol-chloroformovej extrakcie (Obr. 8).
Homogenizacia vzoriek

Vzorky s TriReagentom sa nechali rozmrazit’ pri pokojovej teplote a pripravila sa
centrifuga na 12 000 g a4 °C. Ak sa pracovalo s placentarnymi explantmi, tak sa
vzorky najprv zhomogenizovali pomocou homogenizatoru dvakrat po sebe, na 'ade
s odstupom 20 sekund, aby sa udrzala nizka teplota pred prevenciou z prehriatia
tkaniva ateda RNA degradiaciou. Ak sa pracovalo s BeWo bunecnou liniou

homogenizacia vzoriek nebola nutna.
Separacna faza

K vzorkdm sa pridalo pozadované mnozstvo chloroformu (200 pl/1 ml
TriReagentu) a dokladne sa suspenzia pretrepala po dobu najmenej 15 sektnd
a nechala stat’ 5 az 15 minat. Vzorky sa vloZili do predpripravenej centrifigy na 15
minut. Nasledne sa suspenzia rozdelila do troch rozdielnych faz. Vrchna faza, tzv.
vodna faza alebo priehl'adna faza obsahovala RNA. Interfaza alebo biela faza

obsahovala DNA a dolna faza, tzv. organicka faza, sfarbena do ruzova, obsahovala
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proteiny a lipidy. Do novej mikroskiimavky sa opatrne pomocou pipety zozbierala

vodna faza a to tak, aby sa neporusili d’alSie dve fazy. Ostatné fazy sa zlikvidovali.
RNA precipitacia

K vodnej faze sa pridalo pozadované mnozstvo isopropanolu (500 pl/1 ml
TriReagentu) a vzorky sa ponechali stat’ pri pokojovej teplote 10 minit. Néasledne sa
vzorky jemne pretrepali a nechali scentrifugovat’ pri 12 000 ga 4 °C po dobu 10 minqt.

RNA precipitaciu sme pozorovali ako bielu peletu na stenach mikroskumaviek.
Oplach RNA pelety

Opatrne sa odstranil isopropanol bez porusenia RNA pelety a peleta sa oplachla
so 75% ethanolom (1 ml/1 ml TriReagentu). Opit’ sa nechali vzorky scentrifugovat’
pri 12 000 ga 4 °C po dobu 5 mintt. Tento krok sa zopakoval eSte raz pre dokonalé

ocistenie pelety.
RNA solubilizacia

Pomocou pipety sa odstranil ethanol a zvySny ethanol sa nechal odparit’ z pelety.
Dolezité je aby sa nenechala peleta uplne vyschnut’. Po odpareni zvy$ného ethanolu sa

pridalo k pelete 20 pl API na rozpustenie pelety.

Homogenizacia Separa¢na faza RNA precipitacia RNA solubilizacia
Chloroform *_Isopropanol API
{ | \\ ‘\ ;," '\‘.\ ‘;,
TriReagent VA " RNA peleta

\ vodna faza: RNA
interfaza: DNA
organicka faza: proteiny, lipidy

Obr. 8: Izoldacia RNA.
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Meranie cistoty a koncentrdcie RNA pomocou spektrofotometru NanoDrop

Do novej mikroskiumavky sa odpipetovalo 2 ul izolovanej RNA. Zvysné
mnozstvo vzoriek sa zamrazilo v -80 °C. Do spektrofotometru sa aplikoval 1 pl RNA
a za pomoci programu Nucleic acid — RNA 40 sa zmerala koncentracia RNA v ng/pl
a rozsah absorbancie pri vlnovych dizkach. Absorbancia nam odraza &istotu vzorku.
Ak ja absorbancia 260/280 nm mensia ako 1,8 tak je vzorka kontaminovana proteinmi
a DNA, ak je absorbancia 260/230 nm menSia ako 1,7 tak je vzorka kontaminovana

organickymi rozpustadlami.

4.3.5 Reverzna transkripcia
Vzorky s RNA (1 pg) sa pomocou reverznej transkripcie prepisali do
komplementarnej DNA tzv. cDNA. Do 0,2 ml mikroskimavky sa pridalo:

e 10 pl pripraveného RT kitu
e 2 ul RNA roztoku (c =200 ng/ul)
o 8ul API

OTM

Vzorky sa vloZzili do pristroja Bio-Rad T100"" thermal cykléru pri teplote 42 °C

na poZadovanu dobu k transkripcii. Ziskana cDNA sa uskladnila pri teplote -20 °C.

43.6 qRT-PCR

Pomocou qRT-PCR (kvantitativna polymerazova retazova reakcia) bola cDNA
amplifikovand a expresia transportnych proteinov kvantifikovand v redlnom case.
Princip PCR je zaloZeny na amplifikécii vlakna urcitého useku DNA za pomoci DNA
polymerazy. Usek DNA (amplikon) je ohrani¢eny dvojicou primerov, ktoré su totozné,

tzv. komplementarne s vldknom DNA, potrebného na amplifikaciu.
Pocas celého priebehu PCR sa cyklicky opakuji nasledovné kroky (Obr. 9):

e denaturacia dvojvldknovej DNA — prerusenie védzieb medzi ret'azcami tepelnou
denaturaciou templatovej DNA zohriatim reakénej zmesi na teplotu >90 °C;

e hybridizacia — za poklesu teploty na 45-65 °C dochadza k pripojeniu primerov
s DNA vldknom na komplementarnych miestach;
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e polymerizdcia — zvySenim teploty na 72 °C zacina Tag-polymeraza

syntetizovat’ nové komplementarne DNA vlakna.

Vysledkom celého priebehu PCR je zndsobenie poctu DNA na 2" krat (n = pocet

cyklov).
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Obr. 9: Schématické znazornenie cyklu PCR. 1 — denaturdcia, 2 — hybridizacia; 3 —

polymerizacia.

Kvantitativna PCR (qPCR) alebo PCR v redlnom ¢ase sa pouZziva na kvantifikaciu
génovej expresie konkrétnych génov. Principom je pridanie fluorescencného farbiva
do reak¢nej zmesi, ktoré fluoreskuje pri naviazani len na dvojvldknové DNA. Za
pomoci Specidlneho termdlneho cykléru s detektorom fluorescencie zaznamenava

mnozstvo DNA pocas kazdého cyklu.

Priebeh qPCR graficky znazornuje amplifikacné krivka. Kazda qPCR sa sklada
zo 4 faz (Obr. 10):

e |. faza — nizka intenzita fluorescencie je spdsobena malym mnoZstvom DNA,
¢im neddjde k presahu pozadia a intenzita je pod tzv. detekénym limitom;

e 2. faza (exponencidlna fdza) — fluorescencia presahuje florescencny prah
(aroven pozadia) sposobend mnozstvom DNA, ktoru je schopné detekovat.
V tejto faze dochadza k zdvojnasobeniu mnozstva amplikonu po kazdom

cykle. Narast DNA dosahuje az 2" (n = pocet cyklov);
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e 3. faza (linedrna faza) — dochddza k nelimerne narastajlicemu mnozstvu
amplikonu a teda k prudkému narastu fluorescencie;

o 4. faza (faza plateau) — mnozstvo amplikonu sa uz nezvySuje vdaka
spotrebovaniu niektorych zloziek reakcie, kinetika reakcie sa spomali a

amplikony sa zacinaji rozpadat’.

faza plateau

|
S linearna faza
9 0,75
2
g 0,5
= fluorescenény prah

0,025 F-----mmmmmmm e R R
exponencialna faza
0 5 10 Ct1s 20 25 30

cyklus

Obr. 10: Grafické zndzornenie amplifikacnej krivky a priebehu gPCR.

Vysledkom PCR st hodnoty Ct (cycle of treshold). Hodnota Ct odraza cyklus
v ktorom d6jde k nérastu amplifikac¢nej krivky nad fluorescenény prah a zaroven ju je
mozné detekovat. Cim je hodnota Ct vyssia, tym menej templatovej DNA bolo na

zaCiatku reakcie.

Pre PCR reakciu musi byt’ koncentracia cDNA 25 ng/ul. Do kazdej jamky na 384

jamkovej mikrotitra¢nej dostiCke sa pridalo 5 pul suspenzie:

e 25 ul Master Mix;

o 1,75 ul API;

e 0,25 ul PCR génovej expresnej eseje;
e 0,5 ul cDNA.
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Vsetky vzorky boli analyzované v duplikatoch a profil PCR amplifikacie vyzeral
nasledovne: 10 minut pri 95 °C, 40 cyklov pri 95 °C na 15 s a 60 °C po dobu 1 minuty.
Pre kazdy gén sa pouzili negativne kontroly, ktoré obsahovali API bez cDNA.
Expresia génov sa urcila za pomoci komparativnej Ct metédy. Analyzovana bola
expresia 8 génov pre membranové transportéry (ABCBI, ABCG2, SLCOIBS3,
SLCO2A1, SLCO2B1, SLCO3A1, SLCO4A4 , SLCO1A42) a jeden housekeepingovy gén
(YWHAZ). Pri jednotlivych génoch sa vypocitala ACt hodnota a to tak, ze sa hodnota
daného vzorku odc¢itavala od prislusnych housekeepingovych génov. Nasledne sa
vypocitala AACt za pomoci kontrolnych roztokov ato tak, ze sa ACt vypocitana
v predchadzajicom kroku od¢itala od ACt kontrolného vzorku. Zavere¢na hodnota

bola vloZena do vzorca 2-24¢,

4.3.7 Stanovenie hCG (ELISA test)

ELISA (enzyme-linked immuno sorbent assay) alebo EIA (enzyme
immunoassay) je dolezitd analytickd metdda pre stanovenie antigénov. Dochadza
k interakcii antigénu a protilatky, pri¢om je na protilatke kovalentne naviazany enzym
(najcastejSie peroxiddza). Priebeh reakcie je zaisteny enzymom, ktory katalyzuje
chemickll premenu substratu, pridaného do reakcie na produkt, ktory je farebny.

Vysledny produkt sa stanovuje spektrofotometricky.

Pre stanovenie hCG horménu sme vyuZzili tzv. sendvicova ELISU, ktord

pozostavala z niekol’kych krokov (Obr. 11):

e pridanie vzorku do mikrotitracnej dosti€¢ky so zakotvenou protildtkou na
nerozpustnom nosi¢i. Inkubdcia zaisti vznik vézby antigen-protilatka
a nésledné odsatie nenaviazaného antigénu;

e pridanie druhej protilatky, tzv. detekcénej protilatky viazlicej rovnaky antigén,
inkubécia a odsatie nadbytocnej detekénej protilatky;

e pridanie enzymu, inkubécia a odsatie nadbyto¢ného enzymu;

e pridanie substratu, ¢im sa zaisti priebeh enzymom katalyzovanej reakcie;

e zastavenie reakcie a meranie absorbancie.
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Vlastné stanovenie hCG horménu prebiehalo podl'a protokolu ELISA KITS. Pre
stanovenie hCG hormoénu je potrebny ELISA kit, ktory obsahoval prislusné reagencie.
Pred samotnym zaCatim sa vybrali vSetky reagencie a nechali stat’ pri pokojovej
teplote. Taktiez sa vzorky so supernatantmi nechali rozmrazit, po rozmrazeni sa
zvortexovali a dali do centrifigy na 20 min pri 4 °C a 1 000 g. Pomocou prislusnych

reagencii sa nariedili a vytvorili kalibracné roztoky.

Prvym krokom bolo pridanie 1 ml Standardu/riediaceho roztoku (R1) do
lyofilizovaného Standardu, ktory sa jemne premieSaval 15 minut a pripravil sa tak
roztok 100 ng/ml. Postupne sa nariedili kalibra¢né roztoky na 50; 25; 12,5; 6,25 ng/pul,
z ktorych sme neskor zhotovili kalibra¢ni krivku. Na mikrotitracna dosticku sa
postupne pipetovalo 100 pl rozdielnych vzoriek do kazdej jamky a 100 pl Standardu
s kalibracnymi roztokmi v duplikatoch. Takto napipetovana dosticka sa nechala
inkubovat’ 1 hodinu pri 37 °C. Po hodine sa odsali Standardy a vzorky, dosticka sa
nepremyvala. Pridalo sa 100 pl nariedeného koncentrovaného roztoku konjugovane;j
biotinovej protilatky (100x) s roztokom konjugovanej biotinovej protilatky (R2).
Takto nariedeny roztok sa pripravil apouzil do 30 minat. Dosticka sa nechala
inkubovat’ 1 hodinu pri 37 °C. Po hodine sa dosticka oplachovala trikrat pomocou
nariedeného premyvacieho pufra (30x). Pridalo sa 100 pl nariedeného
koncentrovaného roztoku streptavidin - HRP (100x) so streptavidin - HRP roztokom
(R3). Takto nariedeny roztok sa pripravil a pouzil do 30 minuat. Nasledne sa dosticka

inkubovala 30 minut pri 37 °C. Opit’ nasledoval oplach, tentokrat vSak patkrat.

Po dokladnom oplachnuti dosticky sa pridalo 90 pl TMB substratového
roztoku, krytim pred svetlo a doslednym prepipetovanim a ndslednym vytvorenim
modrej farby v jamkach. Opat’ nasledovala inkubacia 15-20 min. Pocas inkubacie sa
nastavil a prehrial spektrofotometer Hidex na meranie absorbancie. Pridalo sa 50 pl
Stop roztoku a modré farba v jamkéch sa zmenila na zIti. Po€as 5 minut sa zmerala

absorbancia pri 450, 570, 630 nm.
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Analyt Biotin Streptavidin - HRP TMB substrat
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Obr. 11: Detailny popis Elisa testu. A — prichytenie analytu na protilatku, vopred
potiahnutu v plate; B — pridanie druhej protilatky znacenej biotinom (detekcna
protilatka), ktory sa viaze na zachyteny analyt; C — naviazanie Streptavidinu — HRP
polyméru na detekcénu protilatku;, D — do jamiek sa prida roztok substrdtu
tetrametylbenzidinu (TMB); E — vytvorenie modrej farby v pomere k mnoZstvu analytu
pritomného vo vzorke po pridani TMB substratu,; F — vyvoj modrej farby sa zastavi po

pridant Stop substratu a farba v jamkdch sa zmeni na zltu.

Zo zmeranej absorbancie sa vypocitala hodnota AA, ktord sa vypocitala ako
rozdiel absorbancie pri 450 nm a absorbancie pri 570 nm. Z kalibra¢nych roztokov sa
zhotovila kalibra¢na krivka. Nasledne sa pomocou kalibra¢ného vzorca vypocitali
hodnoty hCG horménu v 2. a 5. dni pre kazdy jeden explant zvlast. Na zdklade prace
s l'udskymi vzorkami, kde automaticky nemdzeme predpokladat’ Gaussovskeé
rozdelenie, sa zvolil pre vypocet median. Nasledne sa vypocital median pre 2. a 5.
denl. Nakoniec sa vypocital celkovy medidn produkcie hCG stanovenej v médiu pre 2.
deni (poslednych 24 hodin od 1. dna) a celkovy median produkcie hCG pre 5. den
(produkcie hCG za poslednych 24 hodin od 4. diia kultivacie) v jednotkach (ng/ml) na
1 explant. Pre overenie zivotaschopnosti naSich explantov sa vypocital tento pomer,
ktory udava ndrast dennej produkcie hCG horménu mezi 5. a 2. dilom kultivéacie

explantov.

Referencé hladiny hCG produkcie by mali viest’ k trojndsobnému alebo vyssiemu

narastu mezi 5. a 2. diiom kultivacie explantov (Turner et al., 2006).
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Priebeh poklesu a narastu hCG hladin sa mdéze graficky znazornit, priCom
produkcia hCG v 1. dni rapidne klesd, v 2. dni sa produkcia ustali na urcitej hladine
a s d’alsimi dnami v sulade s obnovou buniek trofoblastu produkcia rastie a nadobuda
najvyssie hodnoty priblizne v 5. alebo niekedy v 6. dni. Po 5. alebo 6. dni opéat
produkcia hCG klesa (Obr. 12).

hCG

¢as (den)

Obr. 12: Grafické zndzornenie referencnych hladin hCG produkcie na zaklade clanku
(Turner et al., 20006).

4.4 Statisticka analyza

K vyhodnoteniu Statistickej analyzy a grafického spracovania bol pouzity
program GraphPad Prism 8. Déta génovej expresie s interpretované ako priemer
minimalne troch nezavislych merani + smerodajnd odchylka. Pre hodnotenie
Statistickej vyznamnosti bol pouzity t-test. V pripade produkcie hCG u explantov bola

tato hodnota uvedena vo forme medianu.
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5 VYSLEDKY

Tato kapitola zahffia vysledky expresie vybranych ABC a SLC, konkrétne OATP,
transportérov pomocou prozapalovej stimuldcie BeWo bunkovej linie a placentarnych
viloznych explantov. Vysledkova ¢ast’ zahiiia aj stanovenie hCG produkcie viléznych

explantov pre overenie stavu tkaniv v priebehu experimentov.

V jednotlivych podkapitoldch sa nachédzaju vysledky z vykonanych metod
detailnejSie uvedenych v experimentalnej ¢asti. Uvedené grafy zobrazuji zmenu
expresic ABC a OATP membranovych prendSacov v zdvislosti na rozli¢nych

prozapalovych stimuldtoroch.

5.1 Vysledky expresie transportérov

Na hodnotenie expresie vybranych transportérov bola pouzita metdéda qRT-PCR.
Tato metodda je normalizovand k expresii referencného génu YWHAZ a vyjadrend ako
pomer k nestimulovanej kontrole. Referencny, tzv. housekeepingovy gén bol zvoleny
na zéklade predchadzajucich experimentdlnych vysledkov a naslednej analyzy

pomocou programu RefFinder (Michalska, 2019).

5.1.1 Expresia ABC transportérov po stimulacii prozapalovymi cytokinmi
v bunkovej linii BeWo
Expresia ABCBI nebola detekovana v Ziadnej, kontrdlnej ani stimulovanej
vzorke. Vo vSetkych vzorkdch sme pozorovali zmeny expresie ABCG2 v case.
ZvySenie expresie ABCG2 nad dvojnasobok kontroly moéZeme vidiet' v reakcii na
expoziciu endotoxinu LPS po 48 hod, IL-6 po24 hod aINFy po 48hod, hoci

v poslednom pripade vykazala zmena vysoku variabilitu (Obr. 13).
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Obr. 13: Grafické znazornenie vysledkov BeWo expresie ABCG2 efluxného
transportéru na zaklade vybranych prozapalovych stimulatorov v roznych casovych
intervaloch. Prezentované ddata odpovedaju priemernej hodnote minimdlne 3
nezavislych biologickych pokusov prevedenych a stanovenych v duplikatoch +

smerodajna odchylka.

5.1.2 Vysledky expresie OATP transportérov

Z naSich vybranych OATP transportérov sme expresiu SLCOIB3 nedetekovali
v Ziadnej nastimulovanej vzorke. Rovnako takto bola u vidcSiny vzoriek
nedetekovatelnd expresia génu SLCO3A41 po vystaveni stimulatorom. Nadprahovu
hodnotu dvojndsobku kontroly dosiahla expresia  SLCO4A41 po vystaveni
stimulatorom INFy a LPS po dobu 48 hod (Obr. 14D). Vysoké zvySenie expresie
mdzeme pozorovat' v géne SLCO2A41 za pomoci stimulatoru INFy, a to po 24, 48 1 72
hod a mierne zvySenie expresie za pomoci stimulatoru E. coli po 72hod (Obr. 14B).
V géne SLCO2B1 pozorujeme zvySenu expresiu po vystaveni stimulatorom E.coli po

dobu 48 hod, avsak tato expresia bola medzi vzorkami vysoko variabilna (Obr. 14E).
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Obr. 14: Grafické znazornenie vysledkov BeWo expresie vybranych OATP
transportétov — SLCO1A2, SLCO2A41, SLCO3A41, SLCO4A41, SLCO2BI na zaklade
vybranych prozapalovych stimulatorov v roznych casovych intervaloch. Prezentované
data odpovedaju priemernej hodnote minimalne 3 nezavislych biologickych pokusov

prevedenych a stanovenych v duplikatoch + smerodajna odchylka.

5.2 Vysledky zmeny produkcie hCG placentarnych explantov

Pomocou naSich pouZitych vzoriek sa vypocitali hodnoty produkcie hCG
pomocou postupu uvedeného v experimentélnej ¢asti. Celkovy median produkcie hCG
pre 2. deni vySiel 7,6 ng/ml a celkovy median pre 5. deii vysiel 97,4 ng/ml na 1 explant.
Celkovo doSlo u vSetkych explantov v priemere k 12,8-ndsobnému zvySeniu
produkcie hCG medzi 5. a 2. diiom kultivacie, ¢o potvrdzuje viabilitu a funkénost’

kultivovanych tkaniv.
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5.3 Expresia Studovanych transportérov na placentarnych explantoch
Pri hodnoteni expresie vybranych transportérov na viloznych explantoch sa pouzil
rovnaky postup, ktory bol pouzity pri hodnoteni vysledkov BeWo expresie.

Nasledujuce grafy boli opit’ rozdelené podl'a jednotlivych génov.

5.3.1 Expresia ABC transportérov v placentarnych explantoch

V expresii ABCBI a ABCG2 mo6zeme pozorovat’ urCiti tendenciu k ndrastu
hodnét v pritomnosti stimulatorov IL-1f, IL-6 a INFy. Data vSak vykazovali pomerne
vysoku variabilitu medzi experimentmi a pozorované zmeny tak nedosiahli Statistickej
vyznamnosti. U ABCG2 bolo zrejmé zvySenie expresie po stimulacii prostrednictvom

IL-6 (Obr. 15).
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Obr. 15: Grafické znazornenie vysledkov vybranych ABC transportérov na expresii
viloznych explantov, konkrétne ABCBI a ABCG2 efluxnych transportérov pomocou
vybranych prozapalovych stimulatorov. Prezentované ddta odpovedaju priemernej

hodnote 3 nezavislych merani + smerodajna odchylka.
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5.3.2 [Expresia OATP transportérov v placentarnych explantoch

Expresia SLCO1A42 a SLCOIB3 sa nedetekovala v ziadnom z placentarnych
explantov, ani po stimulécii prozépalovymi latkami. U ostatnych OATP génov,
konkrétne SLCO2A41, SLCO3A41, SLCO4A1 a SLCO2BI1 sme nepozorovali zmenu
expresie v pritomnosti stimuldtoru LPS modelujiceho bakteridlnu stimulaciu, zmeny
nenastali ani v pritomnosti IL-1p, INFy ¢i HMGBI. Tendenciu ku zvySenej expresii
sme pozorovali u génov SLCO3A41 a SLCO2BI po stimulacii explantov pomocou

prozapalového stimulatoru IL-6 (Obr. 16).
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Obr. 16: Grafické znazornenie vysledkov vybranych OATP transportérov na expresii
viloznych explantov, konkrétne SLCO2A1, SLCO3A1, SLCO4A1, SLCO2BI na
zdklade vybranych prozapalovych stimuldatorov. Prezentované data odpovedaju

priemernej hodnote 3 nezavislych merani = smerodajna odchylka.
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6 DISKUSIA

Pocas tehotenstva sa placentarne tkanivo musi prispdsobit’ réznym genetickym,
vyvojovym ¢i inym vonkajsim stimulom. Spravne fungovanie placenty je nevyhnutné
pre vyvoj arast plodu. Expresia membranovych transportérov je vo vSeobecnosti
ovplyviiovana a regulovana kvantom vonkajsich a vntitornych faktorov. Tieto faktory
mozu navodit’ zmeny a sposobit’, Ze expresia transportérov sa moze v priebehu

tehotenstva menit’.

V nasej praci sme sa zamerali na ABC transportéry, ktoré v placentarnom tkanive
plnia predovsSetkym protektivnu ulohu pred Skodlivymi latkami, ktoré sa modzu
vyskytovat’ v krvi matky. Zna¢nu Cast’ sme venovali aj OATP transportérom, ktoré
maju tiez doleziti tlohu v placente, hlavne pri prijme mnohych nenahraditelnych

zlucenin pre vyvoj plodu.

V tele matky moéze dochédzat’ k roznym zmendm v priebehu tehotenstva.
Expresia transportérov a tym aj samotnd funkcia placenty, méze byt ovplyvnena
patologickymi faktormi a liekmi pouzivanymi pocas tehotenstva. Medzi najznamejsie
patofyziologické zmeny v tehotenstve patri hypoxia, preeklampsia, intrauterinna
rastova restrikcia (Han et al., 2018; Staud & Ceckova, 2015; Javam et al., 2014),
gestany diabetes mellitus (Ruchat et al., 2013, Anger et al., 2012), intrahepatalna
cholestaza (Cui et al., 2009), HIV (Camus et al., 2006) ¢i samotné nadorové ochorenia
(Staud & Ceckova, 2015). Jednou z cCastych zmien vyskytujucich sa prave
v tehotenstve, je zapalova infekcia. V tejto praci sme sa zamerali na $tidium zmeny
expresiec ABC a OATP transportérov pomocou prozdpalovych mediatorov, ato na
urovni mRNA expresie analyzovanej pomocou qRT-PCR. Zvolili sme si preto
modely, ktoré su vyuzivané pri Studiach placentarneho transportu ato konkrétne

nadorovi bunkovt liniu BeWo a explanty vilézneho tkaniva.

Vysledky z BeWo nadorovej bunkovej linie, boli v skutku rozdielne v r6znych
casovych intervaloch pri réznych pokusoch. Da sa teda diskutovat’, ¢i je tento model
vhodny pre Studovanie zmien expresie transportérov. Jedna sa o nadorovu liniu a rada

regulacnych mechanizmov v nej prebieha odliSne nez vo fyziologickych bunkach
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trofoblastu. Nase vysledky potvrdili skor pozorovant absenciu expresie ABCB1 v tejto
bunkovej linii odvodenej od choriokarcinomu placenty (Ceckova et al., 2006; Tupova
et al., 2020). Avsak expresia ABCBI nebola nasledne pozorovana ani po expozicii

buniek prozapalovymi cytokinmi.

Explanty vilézneho tkaniva odrazaju zndmu expresiu ABCBI v placentdrnom
tkanive a celkovo st povazované za relevantnejsi model pre Studovanie zmien expresie

transportérov, pretoze pochadzaju z fyziologicky zdravych placent rodiciek.

Zmena expresie v ABC transportéroch vplyvom prozapalovej stimulacie

Mason et al. (2011) vo svojej praci naznacuje, Ze prozapalové cytokiny mézu byt
zapojené do ciest regulujucich ABCBI a ABCG2. Vo svojej praci pozoroval vySsiu
expresiu ABCB1 a ABCG2 u placent ziskanych z pred¢asnych poérodov, kde mohla byt
pritomna zapalova reakcia. V nasej praci vSak zmena expresie ABCBI uBeWo
bunkovej linii vobec nenastala. V pripade 4BCG2 pozorujeme zvySenu hladinu
expresie u explantov vystavenych niektorym prozapalovych medidtorom (Obr. 13). Na
rozdiel pri pouziti viléznych explantov ex vivo doSlo k miernym (nie vyrazne
signifikantnym) zmendm zvySenia expresie tychto transportérov. NajvysSiu mieru
stimuldcie v naSich vzorkach vykazoval IL-6 (Obr. 15), ktory je ako prozapalovy
cytokin jednym z markerov chorioamnitidy aje detekovatelny pri takychto
zéapalovych stavoch vo vzorkach plodovej vody. Kacerovsky et al. (2018) a Petrovic
et al. (2015) vo svojej praci preukazali, Ze expresia prozapalového mediatoru IL-6 sa
zvySuje pri zapalovych infekcidch. Samotné stimuldtory FE.coli a LPS by mali
simulovat’ infekény zapal, no k Ziadnej vyraznej zmene v expresii v naSich vzorkach
nedoslo, co naznacuje, Ze v pripade bakteridlnej infekcie agens exprimujicom LPS vo
svojej bunkovej stene k zmenam expresie transportérov, a tym k transportnej funkcii
placenty nenastava. K vyraznej zmene expresie av§ak nedochadzalo ani pri pouzitom

HMGBI, ktory mal stimulovat’ sterilny zépal.
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Zmena expresie hCG explantov v priebehu kultivacie

Na overenie zivotaschopnosti placentdrnych explantov sme vyuzili metdédu
stanovenia hCG produkcie pomocou ELISA testu. Turner et al. (2006) vo svojej praci
preukazal na zmeny expresie hCG explantov v priebehu kultivacie a hlavne nérast
medzi 2. a 5. dilom kultivacie. Pomer v produkcii hCG za poslednych 24 hodin medzi
diniom 5. a ditlom 2. sluzi ako rozhodujace kritérium pre odhad rekonstitacie trofoblastu
placentarneho tkaniva v kulture a sprostredkovanie 1 viability explantov v priebehu
experimentu. NaSim vysledkom produkcie explantov sme zistili, ze sa hodnoty
medidnu zvysili v priemere o viac ako 12x a teda mézeme konstatovat’, ze placentarne
explanty produkovali hCG hormén pocas celej kultivacie podobne ako pri
fyziologickej produkecii. Tymto vysledkom sme si potvrdili, Ze priebeh celej kultivacie
prebiehal v poriadku. Vzorky boli zdravé a tym sme ich mohli vyuzit' pri d’al§ich

stimulacnych experimentoch.

Zmena expresie v OATP transportéroch vplyvom prozdpalovej stimuldcie

Membranové transportéry patriace do skupiny OATP sa oproti ABC
transportérom v placente vyskytuju v mensej miere. Bohuzial, aj preto nemame
dostatok informacii oh'adom zmeny expresie z predchadzajtcich Studii. V nasej Stadii
sme poukazali na narast expresie SLCO241 v BeWo bunkéch pri stimulacii pomocou
INFy (Obr. 14B). INFy je cytokin, ktory zohrdva dolezita tlohu v aktivacii
makrofagov. V stlade s naSim pozorovanim, Blitek & Szymanska (2020) poukazali vo
svojej praci na zvySenu expresiu SLCO2AI pri sucasnej zvySenej hladine INFy.
V placenarnych explantoch sme vSak toto pozorovanie uz nepotvrdili a
vyznamnu zmenu expresie SLCO241 po 48-hodinovej stimulacii pomocou INFy
nepozorovali. ZvySend expresia vplyvom stimulatoru INFy atiez LPS bola
pozorovand aj pre gén SLCO4A1 (Obr. 14D). Opit, toto pozorovanie bolo viazané
hlavne na BeWo bunky a u placentarnych explantov nebolo viditeI'né Ziadne zvySenie.
Stimulacie pomocou E.coli, ktora indukuje rovnako ako samotna baktéria zapal,
naznacila moznost zvySenia expresie SLCO2B1 v BeWo bunkach, avSak tento
transportér mal zvySeni expresiu predovSetkym vplyvom IL-6 u placentarnych

explantov, podobne ako gén SLCO3A1.

59



Vzhl'adom na vysSie preukdzané data, mézeme hypotetizovat’, Ze model BeWo
bunkovej linii vykazoval vel'mi rozli¢cné vysledky, ¢o mohlo byt spdsobené, ze sa
jednalo o nadorovi liniu, a preto uprednostiiujeme model viléznych explantov
ziskanych priamo z 'udského placentarneho tkaniva. VSeobecne stimuléacie na IL-6
vedu k miernej zvySenej expresie niektorych z OATP transportérov. Domnievame sa,
Ze tato expresia je spojena s transportom prostaglandinov, ktoré st prozapalovymi
cytokinmi. Pre ziskanie validnych zaverov by bolo potrebné rozsirit pocet
hodnotenych vzoriek viléznych explantov, ktoré su na kultivaciu a vyhodnotenie
pracné a ¢asovo naro¢né. Ziskané vysledky by sa mali potom overit' aj na Grovni

proteinov a priamo na urovni transportérovej funkcie.
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7 Z.AVER

Membranové transportéry lokalizované v placentarnej membrane plnia
vyznamna ulohu pri transporte endo- ¢i exogénnych substratov. Hlavne ABC
transportéry hraji aj vyznamnu protektivnu rolu, v podobe efluxu potencialne

skodlivych latok.

Tato diplomova praca sa zaobera Studiom konkrétnych ABC a OATP
placentarnych transportérov aich moznou zmenou génovej expresie za pomoci
stimuldcie prozapalovymi medidtormi. Praca obsahuje zékladné informécie o tychto

transportéroch a detailné postupy prace pri samotnom ziskani vysledkov.

Vysledky predlozené v tejto praci poukazuji na to, ze priama prozapalova
stimulacia, jednak stimulatormi napodobnujucimi prozépalova stimuléciu (LPS, IL-1
B, IL-6, INFy, E.coli), tak aj tymi ktori stimuluju sterilny zadpal (HMGB1) neviedla
k zretelnému konzistentnému ovplyvneniu expresie placentarnych transportérov
v oboch modeloch. Mézeme tvrdit, Ze ochranna funkcia ABC transportérov bude na
rovnakej trovni ako u fyziologickych placentich a nebude obmedzeny alebo zvyseny
transport prostrednictvom OATP transportérov. Zaujimavym vysledkom bola
stimulacia IL-6 a INFy, kde sme pozorovali ur¢itu zmenu, ktord moze byt’ v suvislosti

s transportom prostaglandinov ako zapalovymi cytokinmi.
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