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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Studentka: Helena Turkova
Skolitel: prof. PharmDr. Frantisek Staud, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Placentarni transport dopaminu a noradrenalinu

Béhem tchotenstvi je striktni placentdrni homeostdza monoamind serotoninu (5-HT),
noradrenalinu (NA) a dopaminu (DA) kli¢ova pro spravnou funkci placenty a vyvoj plodu.
Vsechny monoaminy jsou duilezité neuromodulatory, které zasahuji do bunécéné proliferace,
diferenciace a neurdlni migrace. Vysokd sekrece monoamini b&hem gestace vyzaduje
mechanismy zajiStujici jejich clearance, jelikoZz porusSeni jejich rovnovédhy miize vést
k dlouhodobym zménam ve struktuie a funkci mozku, vedouci déle naptiklad k vyS$imu riziku
poruch pozornosti s hyperaktivitou (ADHD), autismu ¢i deprese. Nicméng, transport NA a DA
skrze fetoplacentarni jednotku nebyl dosud plné€ a podrobné popsan. Proto se v této diplomové
praci zabyvame transportem NA a DA skrze ex vivo izolované vezikuly mikrovilozni (MVM)
a bazalni membrany (BM) ze zdravych lidskych terminalnich placent. Nase vysledky ukazuji,
ze transport NA a DA je zprostiedkovan vysoko-afinitnim a nizko-kapacitnim serotoninovym
(SERT) a noradrenalinovym transportérem (NAT) skrze MVM a nizko-afinitnim a vysoko-
kapacitnim transportérem organickych kationtd 3 (OCT3) skrze BM. Exprese dopaminového
transportéru (DAT) je zanedbatelnd a nehraje tedy Zadnou roli v placentarnim transportu
monoamind. Diky spole¢nému zapojeni SERT a NAT v transportu NA 1 DA skrze MVM
odhalujeme promiskuitu monoaminil také v placentarni tkdni. Tato diplomova prace poskytuje

doposud neznamy, uceleny piehled o transportu NA a DA skrze ob¢ placentarni membrany.



ABSTRACT
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Student: Helena Turkova
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Title of diploma thesis: Placental transport of dopamine and norepinephrine

During the whole course of pregnancy, it is important to maintain proper monoamine
homeostasis, namely serotonin (5-HT), norepinephrine (NE), and dopamine (DA), which are
crucial for proper placental function and fetal development. Monoamines are important
neuromodulators, involved in cell proliferation, and differentiation. and neuronal migration.
High fetal monoamine secretion during gestation demands a responsible clearance mechanism,
as disruption of their balance may lead to long-lasting changes in brain structure and function,
provoking a higher risk of attention deficit hyperactivity disorder (ADHD), autism or
depression. However, uptake of NE a DA through the fetoplacental unit has not been fully and
in detail described. Therefore, in this diploma thesis, we focus on the uptake of NE and DA
through ex vivo isolated vesicles of microvillous (MVM) and basal (BM) membranes from
healthy human term placentas. Our results show that NE and DA uptake is mediated via high-
affinity and low-capacity serotonin (SERT) and norepinephrine (NET) transporters in MVM
and via low-affinity and high-capacity organic cation transporter 3 (OCT3) in BM. DAT
expression in human placental tissue is negligible and excludes any DAT involvement in
placental monoamine uptake. Thanks to the joint involvement of SERT and NET in NE and
DA uptake through MVM, we reveal monoamine transporter promiscuity also in placental
tissue. This diploma thesis provides an unknown, comprehensive overview of the NE and DA

uptake through both placental membranes.
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1 SEZNAM ZKRATEK

5-HT
ABC transportéry
ADs
BM
COMT
KORT
D22
DA
DAT
ddPCR
GBR
hCG
MAOA
MVM
NA
NAT
NIS
OCT3
PAR
SERT

SLC transportéry

serotonin

ATP-vézajici transportéry
antidepresiva

bazalni membrana
katechol-O-methyltransferaza
kortisol

decynium-22

dopamin

dopaminovy transportér
digitalni droplet PCR
GBR12935

lidsky choriovy gonadotropin
monoaminooxidaza A
mikrovil6zni membrana
noradrenalin
noradrenalinovy transportér

nisoxetin

transportér organickych kationtl 3

paroxetin

serotoninovy transportér

transportni membranové proteiny pro elektrolyty



SNRI inhibitory zpétného vychytavani serotoninu a noradrenalinu

SSRI inhibitory zpétného vychytadvani serotoninu
STB syncytiotrofoblast

VEN venlafaxin

WB Western blot
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2 UVOD

Placenta je jedine¢ny multifunkéni organ spojujici matku a dité devét mésicti. Mezi jeji hlavni
funkce patii privod zivin a kysliku, odvod odpadnich latek, imunitni ochrana a endokrinni
aktivita (1). Hlavnim sekre¢nim mistem je syncytiotrofoblast (STB) produkujici hormony a
neurotransmitery zasadni pro vznik endometria, implantaci embrya, udrzeni t€hotenstvi, vyvoj
plodu a porod (1). Dopamin (DA) a noradrenalin (NA) jsou velmi dilezité monoaminy pro
spravny vyvoj plodu a jako neuromodulatory maji vliv na vyvoj mozkovych struktur. Mimo to
ma DA endokrinni funkci, kdy reguluje placentarni produkci lidského choriového
gonadotropinu a placentarniho laktogenu (2). NA je nepostradatelny pro postnatalni adaptaci a
spravny vyvoj kardiovaskuldrniho systému a plic (3). Proto béhem celého prabéhu t€hotenstvi
musi byt koncentrace obou monoamini ve fetoplacentarni jednotce piisné regulovana.
Nicméné, rovnovdha DA a NA mulze byt naruSena vnéjSimi i1 vnitinimi faktory jako jsou
napiiklad infekce, stres, podvyziva, uzivani navykovych latek ¢i 1ékl, coz mlze vést az
k nespravnym koncentracim DA a NA ve fetoplacentarni jednotce (4, 5). Ackoliv se na tyto
faktory plod a placenta snazi reagovat adaptanimi mechanismy, mize dochazet k poskozeni
placentarni funkce a k poruseni vyvoje mozku plodu (6). To vSe vede ke zvySenému riziku
nemoci v prubéhu celého zivota jedince (1, 4, 5, 6, 7, 8). Jedna se piedevsim o neurologické
poruchy jako je autismus ¢i predispozice k depresi (8, 9, 10). Navzdory vyznamu DA a NA pro
vyvoj plodu, nebyl do dne$ni doby jejich placentarni transport podrobné popsan a veskera
literatura zkouma pouze transport skrze materndlni stranu. Proto se v této diplomové praci
zabyvame rliznymi aspekty transportu DA a NA (zapojeni pasivni difuze/ vazba na vezikuly,
efekt intrabuné¢ného K, uréeni zodpovédnych transportérii) nejen na maternalni, ale také na

fetalni strané.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Placenta

Placenta je doCasny, ale zasadni orgén pro spravny vyvoj plodu (11). Béhem téhotenstvi slouzi
k vyzivé a okysliceni plodu, vylouceni odpadnich latek a imunitni ochrané (1, 12). Placenta ma
taktéz endokrinni funkci, syntetizuje neurotransmitery a hormony dilezit¢é pro vznik
endometria, implantaci embrya, udrzeni t€hotenstvi, spravny ruast a vyvoj plodu a na zavér

porod, pfi némz je vypuzena z délohy a stava se z ni biologicky odpad (1, 11).

Lidské placenta je hemochoridlniho typu, kdy choriové klky prortstaji endotelem mateiskych
cév, coz zpusobi piimy kontakt trofoblastu s matetskou krvi (12, 13). Toto usporadani je klicové
pro spravny pienos latek mezi matkou a plodem. Plod je spojen s placentou skrze pupecnik
(umbilicus), ve kterém je pupecnikova Zila (vena umbilicalis) a dvé pupecnikové tepny (arteria
umbilicalis). Pupeénikova zila privadi okysliCenou krev a latky zplacenty do plodu.
Pupecnikové tepny odvadi z fetdlniho ob&hu pies terminalni ¢asti choriovych klkti do placenty

odkyslicenou krev a odpadni latky (12).

3.1.1 Funkce placenty
Jak jiz bylo zminéno, placenta mé velké mnozstvi funkci potfebnych pro spravny vyvoj plodu.
Jedna z hlavnich funkci je pfenos zivin a kysliku z matefské cirkulace k plodu a odvod
katabolit a oxidu uhli¢itého z fetalni cirkulace do placenty (12). Kyslik a oxid uhlidity
ptestupuji skrze placentu pasivni difuzi. Glukdza, aminokyseliny a mastné kyseliny pfestupuji
pomoci specifickych transportérii (14).
V ramci rozsahlé ochranné funkce, placenta zabranuje Skodlivému piisobeni imunitniho
systému matky. STB exprimuje transportéry a enzymy, které omezuji ptestup xenobiotik k
plodu. Tuto funkci zajistuji pfedev§im ATP-dependentni transportéry (ABC transportéry)
(12).
Endokrinni funkce STB zahrnuje syntézu dileZitych hormont, naptiklad lidského choriového
gonadotropinu, placentarniho laktogenu, riistovych hormonii a adipokind, progesteronu a
estrogenu (1, 11).

Placentarni bariéra ma rovnéz zasadni vyznam pfti pfenosu patogenti (15).
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3.1.2 Morfologie placenty
Terminalni placenta vazi primérné 500 g, je vysoka asi 2-3 cm a jeji prumér je 15-20 cm (14).
Na placenté rozliSujeme maternalni stranu, které je naklonéna smérem k dé€loze a fetalni stranu,
ktera je naklonéna smérem k plodu. Maternalni stranu tvoii decidua basalis. Na fetalni strané
nalezneme choriovou ploténku. Decidua basalis rozdéluje placentu do mensich funkcnich
jednotek, kotyledonii (15-20), které jsou omyvany matetskou krvi. Kotyledony jsou tvoteny
choriovymi klky, které vybihaji z fetalni choriové ploténky (Obr. 1). Kazdy choriovy klk je
tvofen vrstvou trofoblastu a fetdlnimi cévami s endotelovymi buiikami a tvoii hlavni misto
transportu latek mezi matefskou a fetdlni krvi. Jejich zvrstveni zvétSuje plochu urcenou

k ptenosu latek (11, 16).

Vrstva trofoblastu v choriovych klcich se sklada z wvnitini vrstvy mononuklearniho

cytotrofoblastu, ktery se diferencuje do vnéjSiho syncytiotrofoblastu (12).

3.1.3 Syncytiotrofoblast
STB se sklada ze dvou odlisSnych membran. Mikrovilézni membrany (apikalni) sméfujici
k matce a bazalni membrany smétujici k plodu (12). Spole¢né vytvaii hlavni bariéru pro pienos
endo-/exogennich molekul. Mikrovil6zni a bazalni membrana se 1i8i nejen zvrstvenim, kdy

mikrovilézni membrana je vice zvrstvena, ale také expresi transportérii a enzymil.

Béhem vyvoje placenty se trofoblast diferencuje a proliferuje za vzniku bunék trofoblastu
dvojiho fenotypu. Prvni, vilézni fenotyp, se diferencuje do mnohojaderného STB. STB tvofi
hlavni pfestupni bariéru. Druhy, extravilozni fenotyp, se diferencuje do intersticidlniho

trofoblastu iIEVTs, ktery je dilezity pro remodelaci materndlnich spiralnich arterii (1).

STB obsahuje aktivni enzymy schopné metabolizovat rizné molekuly a je hlavnim sekrecnim
mistem placenty (1, 17). Produkuje steroidni hormony — estrogen a progesteron, proteinové
hormony — lidsky choriovy gonadotropin, riistové hormony, adipokiny a také neurotransmitery,

dopamin (DA), noradrenalin (NA) a serotonin (5-HT) (1, 6, 11).
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PLACENTA

decidua basalis

choriova ploténka

myometrium
intervilézni prostor

pupecnik: Zila a dvé tepny

CHORIOVY KLK

|—— syncytiotrofoblast

tepenny odvod I | cytotrofoblast
odpadnich latek
aCO2zplodu .. . ..
Zilni privod
do krve matky e RTal02z

Zila s okysli 1 krvi

tepna

|—— choriova ploténka

Zilni odvod odpadnich latek a CO2 z plodu intervilézni prostor

do krve matky . .
— decidua basalis

tepenny pfivod Zivin a 02 z krve matky do
plodu

Obrazek 1. Shrnuti morfologie placenty a choriového klku. Vné&j$i mikrovilé6zni membrana
syncytiotrofoblastu je omyvana matetskou krvi, kdezto vnitini bazalni membrana je situovana

smérem k plodu.

3.2 Monoaminy

Monoaminy jsou zakladnimi medidtory zndmymi pro svou neurotransmiterovou funkci
v nervovém systému. Jsou vSak také nepostradatelné pro spravnou funkci placenty a vyvoj
plodu, vcetné bunécné proliferace a diferenciace (10, 18, 19). Vyvoj mozku je vysoce
organizovany proces s nacasovanymi fazemi (18). Dochdzi k neurogenezi (tvarovani a
propojovani nervové soustavy), migraci a diferenciaci neuroni, tvorbé dendriti a
synaptogenezi (18). Neurony se utvafi a propojuji v ranych fazich vyvoje, tj. béhem kritického
obdobi. Jejich nespravna tvorba mlize zménit mozkové funkce a promitnout se v dospélosti

zménou chovani (20).

Proto po celé téhotenstvi musi byt udrzovana spravna fetoplacentarni homeostdza monoamind.
I jen pfechodné naruseni rovnovahy NA a DA miize vést k trvalym zméndm ve struktufe a

funkci mozku, promitajici se do dospélosti. V disledku zménéné homeostazy dochazi po
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porodu k vysSimu riziku neurologickym poruch, jako je schizofrenie, porucha autistického

spektra, porucha pozornosti s hyperaktivitou ¢i deprese (18, 19, 21, 22).

Monoaminy jsou v mozku uvolilovany depolarizaci z presynaptické casti do synaptické
Stérbiny, kde po predani signalu jsou presynaptickymi membranovymi transportéry odCerpany
zpet, tak aby mohlo dojit k desenzibilizaci receptort. Transportéry zodpovédné za transport
monoamind v neurdlni tkdni jsou vysoko-afinitni a nizko-kapacitni serotoninovy transportér
(SERT), noradrenalinovy transportér (NAT) a dopaminovy transportér (DAT) a vysoko-
kapacitni a nizko-afinitni transportér organickych kationtd 3 (OCT3). Dtlezita je také role
degradujicich enzymi, monoaminooxiddzy A (MAOA) a katechol-O-methyltransferazy
(COMT), které udrzuji spravnou koncentraci na synapsi. Piestoze placenta neni neuralni tkan,
exprimuje podobné transportéry a enzymy k regulaci monoamint jako tkan neuralni. NAT a
SERT byly detekovany na mikrovildzni strané STB (23, 24), zatimco OCT3 byl detekovéan na
bazalni stran¢ STB (25). DAT zatim nebyl detekovan v placentarni tkdni (26, 27). STB kromé
transportérii exprimuje MAOA a COMT, které metabolizuji pfenesené monoaminy v STB a

zabranuji jejich akumulaci (28).

Primarni fetdlni zdroj monoaminti, extraadrendlni chromafinni tkan, dozrava okolo 11. tydne
gestace, zatimco dien nadledvin pozdéji okolo 14. tydne (29). V prubéhu téhotenstvi spole¢né
s vyvojem dien¢ nadledvin se zvySuje fetalni produkce monoamint skrze tyrosin hydroxylazu
(30). Na konci gestace bylo ukézano, Ze navzdory vysoké fetalni produkci monoamind, je

koncentrace monoamint ve fetalni cirkulaci nizka a to diky vysoké fetoplacentarni clearance

(31).

Po porodu se signifikantné zvySuje koncentrace cirkulujicich monoamint u novorozence,
jelikoz jsou vitalni pro kardiovaskularni, pulmonalni, metabolickou a endokrinni adaptaci. Pi
porodu cisaiskym fezem nejsou hladiny katecholaminti tak vysoké jako pii pfirozeném

vaginalnim porodu, protoZze nedochdzi k tak stresové udalosti (3).

3.2.1 Noradrenalin a vyvoj plodu
NA v dospélém mozku urcuje behavioralni i fyziologické procesy jako je uceni, pamét,
pozornost, nalada, reaktivita k stresu, chut’ k jidlu ¢i vzruSeni (32). Kromé jiz zminéné role ve
vyvoji fetdlniho mozku je NA klicovy monoamin pro kardiovaskularni systém plodu, funkci

plic, mobilizaci glukézy a postnatalni adaptaci, béhem které dochézi k redistribuci srde¢niho
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vydeje, absorpci alveolarni tekutiny, podpofe dychani, energetické autonomii a regulaci teploty.
V druhé poloviné téhotenstvi dochazi ke zvySovani katecholaminii a jejich metaboliti
v placentarni vod¢, coz dokazuje postupné zrani sympatoadrenalniho systému plodu. Tento
systém spolec¢né s dalSimi faktory spousti nejen porod, ale taktéZ postnatalni adaptaci. Z tohoto
davodu jsou hladiny katecholamini v pupe¢nikové krvi nékolikanasobné vyssi nez v krvi
matky a to hlavné v pfipadé ptirozeného vagindlniho porodu spojeného s hypoxii a naslednou
redistribuci srde¢niho vydeje. Oproti tomu pii porodu pomoci cisaiského fezu, kdy nedochazi

k hypoxii, jsou katecholaminy v pupecnikové krvi zvySeny pouze mirn¢ (3, 33).

3.2.2 Dopamin a vyvoj plodu
DA ma v dospélém mozku behavioralni a kognitivni funkce, ¥idi pohyb, pocit odmény, emoce,
uceni, pamét, myslenky (34). Ve vyvoji plodu mé zésadni roli ve vytvareni typické mozkové
struktury a funkce, je zodpoveédny za diferenciaci pfedniho mozku, modulaci migrace neuronti
a dendriticky riist pfed synaptogenezi (34). Stimulovany D»-receptor pii vyvoji zvySuje pocet
bodl vétveni a prodluzuje délku neuritt (19). DA ovliviiuje endokrinni funkei placenty, a to
vazbou na placentarni Dr-receptory. Tato vazba vede k inhibici bazdlni a hormondlné
stimulované produkce placentarniho laktogenu a choriového gonadotropinu (hCG) (2, 35).
Placentarni laktogen se postupné zvySuje az do porodu a je zodpovédny za rlst a vyvoj plodu
a za metabolismus bilkovin a sacharidi v ném (36). Naopak v rané fazi gestace je dilezity hCG,
ktery stimuluje Zluté télisko tvofici progesteron a estrogen. Pozdéji dochazi k degeneraci
zlutého téliska a sekre¢ni funkci piebira placenta (37). V piipad€ poSkozeni rovnovahy DA ve
vyvijejicim se mozku dochazi k neurologickym onemocnénim typu schizofrenie, ADHD a
zvysuje se pravdépodobnost mikroskopickych neuroanatomickych abnormalit zptisobujicich
poruchy autistického spektra, pro néz je typické naruseni vzajemné socialni interakce a potize

s verbalni a neverbalni komunikaci (8, 22, 38).

3.3 Fetalni vyvoj a programovani

Spravny vyvoj plodu zavisi na in utero podminkach. Jakykoliv vnéj$i zasah v pribéhu
téhotenstvi mize vést ke komplikacim, napiiklad preeklampsii, zpomaleni riistu a vyvoje plodu,
malformacim ¢i k chybnému fetalnimu programovani. Vyraz fetalni programovani popisuje

jev, pti némz se plod adaptuje na rtizné exogenni faktory (infekce, stres, organické polutanty,
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koufeni, podvyziva, navykové latky), aby piezil (4, 5). Tato adaptace ovsem muze ovlivnit
morfologii, endokrinni a metabolické funkce plodua zplsobit vyssi predispozici
k patologickym staviim v dospélosti (9). S touto hypotézou poprvé piisel David Barker, ktery
predpokladal, Ze nepfiznivd vyziva v t€hotenstvi muze zvysit nachylnost k hypertenzi,
hyperlipidémii a obezit¢ v dospé€losti (8, 9). Tento mechanismus, pfi nespravné homeostaze
monoamint v prib¢hu gestace, je zodpovédny za jiz zminéné vyssi riziko psychiatrickych

nemoci pretrvavajici i v dospélosti.

3.4 Placentarni transport

Placentarni bariérou prochdzi ziviny, hormony, plyny, odpadni latky, ale i xenobiotika (39).
Mira pfestupu zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech latky, vazbé na plazmatické
bilkoviny a expresi transportért pro danou latku. Lipofilni latky pfestupuji pies placentu pasivni
difuzi bez spotieby ATP. Hydrofilni latky vyuzivaji k pfestupu transportéry. V pribchu
téhotenstvi vzniké vétsi mnozstvi klkti na MVM, ¢imz se zvétSuje plocha pro transport, déle se
meéni exprese transportéri a enzymi (40). Latky pronikaji z plodu do krevniho ob&hu matky a
naopak, nékteré jsou metabolizovany v placenté a nékteré se v ni kumuluji (39). Jakymkoliv
naruSenim homeostdzy dochazi kovlivnéni funkce placenty. Hlavnimi ochrannymi
mechanismy jsou aktivni eflux latek proti koncentratnimu gradientu a jejich degradace

aktivnimi enzymy (40).

Existuje nékolik typl transportu pies placentu, které¢ miiZzeme rozdélit na aktivni a pasivni
transport. Pod pasivni transport patii pasivni difuze, ktera probihéd po koncentracnim gradientu
bez spotieby energie a jsou tak transportovany hlavné malé (do 500 Da) molekuly jako kyslik,
oxid uhlic¢ity, sodik, ¢i draslik. Rychlost prichodu ovlivituje také rychlost pritoku krve a
acidita latky (pH krevniho fecisté plodu je kyselejsi, tudiz slabé kyselé latky budou mit tendenci
se vném kumulovat). Dal$im typem pasivniho transportu je facilitovana difuze, ktera je
zprostiedkovana transportérem, ovSem bez spotieby ATP a po koncentra¢nim gradientu. Timto
mechanismem funguji napiiklad OCT transportéry. Aktivni transport je zprostfedkovan po
koncentra¢nim gradientu za spotfeby energie a déli se na primarni a sekundarni aktivni
transport. Jako primarni aktivni transport funguji napiiklad ABC transportéry. ABC
transportéry jsou efluxni pumpy, které ziskavaji energii rozstépenim ATP. Mezi tyto pumpy
patii P-glykoprotein (ABCB1) pienaSejici pfevazné lipofilni, mirné nabité slouCeniny, jehoz

exprese je nejvyssi v prvnim trimestru a s gestaci klesd. DalSim zastupcem jsou BCRP
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(ABCGI) a MRP (ABCC 1-6, 10-11). BCRP jsou polymorfni a odstranuji konjugaty i
nekonjugovana xenobiotika. MRP odstraiiuji z plodu endogenni konjugované lipofilni
molekuly, anionty, nekonjugovany bilirubin, zlucové kyseliny a jejich substratem je napf. i
kyselina listova a jeji antagonista methotrexat (39, 40). Dalsim mechanismem pienosu latek je
endocytdza a exocytoza (39, 40). Receptorem zprostiedkovanou endocytézou prochazi napt.
protilatky imunoglobulinu G obéma sméry (39, 41). Piikladem sekundéarniho aktivniho
transportu jsou SLC transportéry, které pienaseji predevsim hydrofilni a nabité molekuly bez
spotfeby ATP. Jejich substraty jsou aminokyseliny, glukdza, vitaminy, mastné kyseliny,
hormony, ¢i monoaminy (42) a jsou bud’ Sirokospektré (transportéry organickych kationti-
OAT) nebo vysoce selektivni (transportéry AMK). Superrodina SLC transportérii ma tedy
vyznamnou roli od bunééného piijmu zivin az po absorpci 1éCiv, transport neurotransmiterti a
udrzeni homeostazy (43). Exprimované jsou v celém téle, ale hlavné v epitelu jater, stiev,
ledvin a orgdnt s bariérovou funkci jako je napft. placenta, mozek ¢i varle (43). Existuji vSak i
organove specifické SLC transportéry. Typy SLC transportérti maji velkou rozmanitost, ktera
zatim neni pln¢ prozkoumana. Pfenos muze probihat facilitovanym (pasivnim) transportem,
kdy je ptfenaSena pouze jedna molekula v termodynamicky pfiznivém sméru. Dal§im typem
pfenosu je jiz zminény sekundarni transport, ktery je nejcastéjsi. Jedna se o pfenos dvou a vice
latek. V tomto piipad¢ se jedna latka prenasi po elektro-chemickém ¢i iontovém gradientu za
vzniku volné energie, jez je spotfebovana na prenos druhé latky ve stejném (symport) ¢i
opacném sméru (antiport). Pfedpokladdanym mechanismem je sttidavy ptistup vazebného mista
pro ligand mezi stranami membrany zménou konformace transportéru. Afinita k substratu,

rychlost transportu a jeho aktivita je urena riiznymi posttranslaénimi modifikacemi (44).

3.5 Noradrenalinovy transportér (NAT)

NAT je transportér z rodiny SLC, konkrétné¢ SLC6A2, nachazejici se v neuronech, dieni
nadledvin, plicich a na mikrovil6zni membran¢ placenty (24, 45). Jedna se o sekundarné aktivni
transport, coZ znamenda, Ze vyuzivd gradient vznikly pfi energeticky naroném primarné
aktivnim transportu (46). Influx substratu skrze NAT je zavisly na Na®, Cl" gradientu. Jeho

zvyseni lIze dosdhnout pii kyselejsim pH a intrabunééném K' gradientu (uvniti > ven) (47, 48).

NAT je elektrogenni transportér, stimulovany vnitinim negativnim membranovym
potencidlem. Pfi jeho vnitini konformaci, NAT vaze K, ale nedochazi k jeho antiportu. Jeste

pied navratem do vnéjsi konformace dochdzi k jeho uvolnéni (49).
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Prvnim krokem pro spravnou funkci NAT je vytvoieni gradientu pomoci Na*/K* ATPazy, ktera
za pouziti energie pienese dvé molekuly K" dovnitf a tfi molekuly Na* ven skrze membranu.
NAT je otevien na extracelularni strané, kde navaze Na', Cl" a spolecné se substratem je
transportuje dovnitt. NAT transportuje kromé NA, v zavislosti na tkéani, také DA a 5-HT (50,

51, 52). Tomuto fenoménu se fikd promiskuita monoaminovych transportéri.

3.6 Dopaminovy transportér (DAT)

DAT (SLC6A3) je stejn¢ jako NAT napétové fizeny, sekundarné aktivni, elektrogenni
transportér zavisly na transmembranovém gradientu Na®, CI° (49). V lidském téle je
exprimovan centralné i perifern€. Jeho dysfunkce je spojena s ADHD, Parkinsonovou nemoci

a 1ékovou zavislosti (53). Jeho placentdrni exprese nebyla nikdy popséana (27).

3.7 Serotoninovy transportér (SERT)

SERT, dalsi transportér z SLC skupiny transportérti, SLC6A4, je také sekundarné aktivni
transportér a stejné jako NAT a DAT potiebuje Na", CI" gradient pro svoji spravnou funkci.
Ovsem na rozdil od nich se jedna o elektroneutralni transport. Po transportu 5-HT, Na*, CI" do
buiiky je K™ antiportovan ven. Diky tomu nedochazi ke zméné v transmembranovém gradientu
a tento transport je elektroneutralni a nezavisly na napéti. Intrabunééna koncentrace K* zvysuje
influx substratu nezavisle na vytvotreném gradientu (48, 49, 54). Také pro SERT byla potvrzena

tzv. promiskuita transportéra, tedy transport DA a NA pomoci SERT (55, 56).

3.8 Transportér pro organické kationty 3 (OCT3)

OCT je rodina polyspecifickych transportérii superrodiny SLC (57). Jsou to nizko-afinitni,
vysoko-kapacitni a obousmérné facilitované difuzni systémy nezavislé na K" a Na* (57, 58).
Tyto transportéry jsou saturabilni tzn., Ze rychlost pienosu se zvysuje az do doby, kdy dosdhne
nasyceni substratem, pii kterém se jiZ rychlost dale nezvySuje (46). OCT slouZi naptiklad ke

stfevni absorpci, transportu latek jatry a vyluovani kationtli ledvinami (57).

OCT3 je transportér organickych kationtd 3 vyskytujici se v riznych tkanich mj. 1 v mozku a
na BM placenty (40). M4 afinitu ke vS§em monoaminiim a slouzi k modulaci neurotransmise

jejich zpétnym vychytdvanim ze synaptické Stérbiny do vezikuldi v presynapsich (57, 59).
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V synapsich tedy ur¢uje maximalni koncentrace monoamint a tim trvani a Sifeni vzruchu (58)
OCT3 v priibéhu téhotenstvi zvySuje svou expresi na irovni mRNA a proteinu na BM, coz

dokazuje jeho protektivni funkci (60, 61).

3.9 Inhibitory monoaminovych transportért

Jak jiz bylo zminéno, transportéry zodpovédné za facilitovanou difuzi, tak i aktivni transportéry
lze inhibovat. SERT, NAT a DAT jsou sensitivni na inhibici psychostimulacnimi latkami a
antidepresivy (62, 63, 64, 65). OCT3 transportér je inhibovatelny D22, kortizolem a také

antidepresivy.

Pti nasi hypotéze, Ze jsou SERT, NAT a OCT3 zodpoveédné za transport DA a NA v placenté,
cirkulaci. Jakékoliv naruSeni regulace monoaminli je spojené s dysfunkci placenty a
naslednymi patofyziologickymi poruchami. Jelikoz jsou monoaminy vazoaktivni, zvyseni
jejich koncentrace v obou cirkulacich mize mit za néasledek vasokonstrikei, kterd narusuje
pratok krve fetoplacentarni jednotkou, ¢imz se zhorSuje ptenos Zivin a okysli¢eni plodu. To by
mohlo vést k retardaci plodu, zpomaleni jeho rdstu a vyvoje. Vysoké hladiny mohou také

potencovat kontrakce, ¢imZ zplsobi predasny porod (66).

V naSich experimentech jsme pouZili jako kontrolni inhibitory pro OCT3 kortisol (KORT) (57),
decynium 22 (D22) (67) a paroxetin (PAR) (68, 69). Pro inhibici SERT jsme pouzili PAR (69)
a venlafaxin (VEN) (70). Pro inhibici NAT jsme pouzili VEN (71) a nisoxetin (NIS) (72). Jako
kontrolni inhibitor DAT byl pouzit GBR12935 (GBR), ktery je mj. pouzivan ve vyzkumu
Parkinsonovy choroby. Pouziti ADs je farmakologicky relevantni, jelikoz az 10 % té¢hotnych
zen s depresi bere ADs a jako kontrolni inhibitory jiz byly pouzity v nasi pfedchozi studii

zabyvajici se transportem 5-HT skrze MVM a BM (73).

3.10 Experimentalni metody

Pouziti lidské placenty k experimentim musi byt v souladu s etikou, tudiZ je mozZné vyuzit
terminalni placenty po porodu pouze se souhlasem rodicky. Placenta se zpracovava riznymi
kroky v¢etné homogenizace a sériové centrifugace, poté se MVM a BM vezikuluji a vzorky se
uchovavaji pii -80 °C. Mezi stézejni kroky patii jisté etické ziskani placenty a jeji okamzité
zpracovani, které je casové naro¢né a musi probihat pii 4 °C. Vyhodou pouziti vezikult je

umoznéni studia transportu na jednotlivych membranach, tedy zvlast na maternalni a fetalni
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stran¢. Nicmén¢ pro spravny transport musi byt zvolena spravna koncentrace proteinu, vezikuly
musi mit sprdvnou orientaci a musi se dbat spravnému zachédzeni, aby se vezikuly opét
neoteviely. Nedodrzeni spravné prace by mohlo vést k faleSnym vysledkim. Pro
potvrzeni/vyvraceni exprese transportérii na mRNA urovni jsme pouzili metodu digitalniho
droplet PCR. Vyhodou této metody je jeji vynikajici sensitivita, kterd ndam umoznuje odhalit
expresi gent, které by metodou kvantitativni PCR nebyly stanoveny. Nejvétsi prednost této
metody ovSem tkvi v poskytnuti absolutnich hodnot genové exprese. Nevyhodou muize byt
vyssi finan¢ni narocnost experimentu a sensitivita vzniklych droplet na okolni teplotu a pohyb,
kdy pfi vyssi teploté a prudSich pohybech maji droplety tendenci se degradovat. Tato metoda
se mimo jiné vyuziva k métfeni cilové DNA napfi. pii genetickych abnormalitach, ale i pii
analyze virové a bakteridlni zatéze. Posledni pouzitou metodou je metoda Western blotu, ktera
nam umoznuje detekovat a kvantifikovat specificky protein ve smési dalSich proteini. Tato
metoda je jednoduché a pomérné finanéné nenarocna. Nicméné absolutné stézejni pro ziskani
spravnych vysledkt je spravné a precizni zvoleni podminek pro jednotlivé protilatky, blokovani
a dalsi jednotlivé kroky této metody. Také kvantifikace musi byt velice peclivé vyhodnocena,

aby nedochazelo k neptesnym vysledktim.
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4 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace je podrobné popsat transport DA a NA skrze MVM a BM, které
jsou izolované z terminalni lidské placenty. K tomu bylo potieba urcit zodpoveédné transportéry
pro transport DA a NA na obou placentarnich membranach a stanovit mozné zapojeni pasivni

difuze a/nebo nespecifické vazby na vezikuly.
K dosaZzeni tohoto cile bylo potieba:

e Izolovat MVM a BM ze zdravé lidské termindlni placenty

e Stanovit zapojeni nespecifické vazby a/nebo pasivni difuze v transportu DA a
NA pifes MVM a BM

e Urcit efekt intrabun&éného K™ na transport DA a NA pfes MVM a BM za
ucelem rozliSeni neuralnich a extra-neuralnich transportért

e Potvrdit/vyvratit pfitomnost transportéri pomoci kontrolnich selektivnich
inhibitord

e Potvrdit/vyvratit expresi transportérii na urovni mRNA pomoci metody ddPCR

e Potvrdit/vyvratit expresi dopaminového transportérii na irovni proteinu pomoci

metody Western blotu
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Materidly

5.1.1 Biologicky material
Terminalni placenty od zdravych rodi¢ek byly poskytnuty Fakultni nemocnici v Hradci
Kralové. VSechny Zeny se zucastnily této studie v souladu s etickymi standardy stanovenymi
Helsinskou deklaraci a vSechny zeny daly podepsany informovany souhlas. Protokol studie byl

schvalen Etickym vyborem pro vyzkum univerzitni nemocnice (201006 S15P).

5.1.2 Chemikalie

o (+)-Sodium L-ascorbate, Sigma-Aldrich

o 1,1°-diethyl-2,2¢-cyanine iodide, Sigma-Aldrich

o 2-Mercaptoethanol, Bio-rad

o 30% Acrylamide/Bis solution 37.5:1, Bio-rad

o 4x Laemmli sample buffer, Bio-rad

o Albumin from bovine serum, minimum 98% electrophoresis, Sigma-Aldrich

o Ammonium persulfate, Bio-rad

o anti-DAT, 1:1000, Sigma-Aldrich

o anti-NET, 1:500, Abcam

o ARTO0172 Norepinephrine (0.2NHOAc:EtOH 9:1) 1mCi/ml, American Radiolabeled
Chemicals

o ART0760 Dihydroxyphenylethylamine (EtOH:02.NHOAc¢ 1:9) 1mCi/ml, American
Radiolabeled Chemicals

o ARTI1551 5-Hydroxytryptamine 3H trifluoroacetate
(H20O:EtOH:TFA:Mercaptoethanol 98:2:0.1:0.2) 1mCi/ml, American Radiolabeled
Chemicals

o ddPCR GEX assay B2M,Hsa, Bio-rad

o ddPCR Supermix for probes (no dUTP) 500 RXns, Bio-rad

o Dimethyl sulfoxide for molecular biology (DMSO), Sigma-Aldrich

o Droplet Generation oil for probes, Bio-rad
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Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N‘,N*-tetraacetic acid (EGTA), Sigma-
Aldrich

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), Sigma-Aldrich

GBR 12935 dihydrochloride, Sigma-Aldrich

Glycin, Penta chemicals unlimited

HEPES, Sigma-Aldrich

Hydrocortisone, Sigma-Aldrich

Hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrat Cisty, Penta chemicals unlimited
Kyselina chlorovodikova, Sigma-Aldrich

Chlorid draselny, Penta chemicals unlimited

Chlorid hotec¢naty, Sigma-Aldrich

Chlorid sodny, Penta chemicals unlimited

Chlorid vépenaty dihydrat, Penta chemicals unlimited

iScript Advanced cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
Methanol, Honeywell

Nisoxetine hydrochloride, Sigma-Aldrich

Paroxetine hydrochloride, Sigma-Aldrich

Phenylmethansulfonyl fluoride (PMSF), Sigma-Aldrich

Pierce BCA protein assay kit, Thermo scientific

Polyclonal Rabbit Anti-Mouse immunoglobulins/HRP, Dako
Polyclonal Swine Anti-Rabbit immunoglobulins/HRP, Dako
Sacharosa, Penta chemicals unlimited

Siran hofec¢naty heptahydrat, Penta chemicals unlimited

SLC6A2, SLC6A3, SLC6A4, SLC22A43, B2M, Net, Dat, Sert, Oct3, Ywhaz, Thermo
Fisher Scientific

Sodium dodecyl sulfate (SDS), Sigma-Aldrich

Temed, Bio-rad

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, Penta chemicals unlimited
Tween 20, Sigma-Aldrich

Venlafaxine hydrochloride, Sigma-Aldrich

B-aktin (Abcam, Ab8226)
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5.2 Piistroje

ChemiDoc MP Imaging (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
Mini-PROTEAN System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
Multidetekeni destiCkovy systém Hidex

Multiple Punch Assembly (Merck Millipore)

MultiScreen 96 well plate vacuum filtracni systém (Merck Millipore)
PX1 PCR Plate Sealer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

QX200TM Droplet generator (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
QX200™ Droplet Reader+ softwaru QuantaSoft™

Sorvall WX 80 (Thermo Fisher Scientific, USA)

T100TM Thermal Cycler (Bio-Rad Hercules, CA, USA)
Trans-Blot Turbo Transfer Systém (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
Tri-Carb 2910 TR instrument (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA)

TyCovy mixér
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5.3 Exvivo izolace mikrovil6zni a bazalni membrany ze zdravé terminélni

placenty
5.3.1 Slozeni roztoku
Tabulka I- Placentarni roztok 1
Slozka: Finalni koncentrace:
Tris Hepes 1M pH 7,2 50 mM
. i EGTA 100 mM 5 mM
PLACENTARNI EDTA 100 mM 5 mM
ROZTOK 1 PMSF 1 mM
Sacharo6za 250 mM
Tabulka 2- Placentarni roztok 2
Slozka: Finalni koncentrace:

PLACENTARNI

ROZTOK 2

Tris Hepes IM pH 7,2

Sacharoza

10 mM

250 mM

Tabulka 3 — Sacharozovy gradient

Slozka: Finalni koncentrace/  Slozka: Finalni koncentrace/
hustota 1,165 g/cm? hustota 1,19 g/cm?
100ml 50 ml

Sacharoza 42,206 g Sacharoza 2439 ¢

Tris Hepes 1M 1 ml Tris Hepes 1M 0,5 ml
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Tabulka 4- Extravezikularni pufi, intravezikularni pufr

100ml
5 mM Tris 0,06 g
M HEPE 12
EVB + NaCl o m > O-12¢
145 mM NacCl 0,85¢
5 mM Tris 0,06 g
VB 5 mM HEPES 0,12 ¢
290 mM Sacharéza 993 g
PH 7,4 docileno pomoci HCI
Tabulka 5 — Stop roztok
21
130 mM NacCl 1522 ¢
10 mM Na,HPO,4 2,84 ¢
Stop roztok
4,2 mM KCl 0,63 g
1,2 mM MgSO4 0,59 g
0,75 mM CaCl; 0,22 ¢g

PH 7,4 docileno pomoci HCI pii 4 °C
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5.3.2 Postup izolace

Kroky izolace mikrovilézni a bazalni membrany z éerstvé lidské placenty

Obrazek 2. Jednotlivé kroky izolace MVM a BM z termindlni, zdravé placenty, pocinajici
jejim roziezanim na mensi dily a naslednou Gpravou v¢. odstranéni cév a kalcifikaci. Dal§imi

kroky jsou homogenizace a centrifugace.

wev

placenty je udrZovat studené prosttedi, aby nedoslo k degradaci tkdné€. To znamena dodrZzovani
prace na ledu, predchlazeni centrifugy a uchovani potfebnych roztokd v lednici. Placenta je
tésné po porodu premisténa do laboratote, kde je roziezana na 4-5 mensich dilt. Tyto dily jsou
promyty fyziologickym roztokem (0,9 % NaCl) a uchovavany v tomto roztoku na ledu. Déle se
na chlazenych Petriho miskach odstrani fetdlni choriovd membrana a materndlni decidua
basalis. Zbylou tkan nizkami nastithdAme na kousky cca 0,5cm x 0,5cm. Tuto tkan opét
promyjeme fyziologickym roztokem, dokud piestane byt krvavd a odstranime cévy a
kalcifikace. Poté ji zvdZime a resuspendujeme v placentarnim roztoku 1 (Tab. 1) a
homogenizujeme 3 minuty pomoci ruéniho mixéru. Homogenat piefiltrujeme pies dvojité
sloZzenou gazu. 2 ml tohoto homogenatu uloZime do lednice pro pozdéjsi charakterizaci
vezikull. Zbytek odstfed'ujeme 15 minut pii 10 000 x g ve 4 °C. Vysledny supernatant (S1)
uchovame na ledu a peletu resuspendujeme v co nejmensim mnozstvi placentarniho roztoku 1
(Tab. 1) a homogenizujeme pomoci homogenizitoru s teflonovou Spickou (8x). Opét
odstfed’'ujeme 15 minut pii 10 000 x g ve 4 °C a vysledny supernatant (S2) spojime s prvotnim
(S1) a filtrujeme skrz dvojité sloZenou gazu. Piefiltrovany supernatant vznikly po tomto kroku

se znovu odstfed’uje, tentokrat 60 minut pti 47 500 x g pti 4 °C a vznikla peleta se resuspenduje
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v 2 x 600 ml placentarniho roztoku 1 (Tab. 1) a 2-3x homogenizuje pomoci homogenizatoru
s teflonovou Spickou. Odebereme alikvotni Cast suspenze a stanovime koncentraci proteinu
pomoci BCA testovaciho kitu, abychom mohli vysledny protein nafedit na 10-15 mg/ml.
K naSemu vzorku ptidame Cerstvé ptipraveny roztok 12 mM MgCl, a nechdme 20 minut na
ledu za stalého michani. Vzorek poté odstied’'ujeme 15 minut pii 2500 x g pii 4 °C, ¢imz dojde

k oddé&leni MVM (supernatant) a BM (Mg?* vytvofi peletu).

Supernatant s MVM odstied'ujeme 30 minut pii 47 500 x g pii 4 °C. Vznikly supernatant
zlikvidujeme a peletu resuspendujeme v placentdrnim roztoku 2 (Tab. 2). Tento krok
opakujeme jest¢ 2x. Konecnou peletu resuspendujeme v IVB (Tab. 4) (objem zavisi na
mnozstvi proteinu) a pomoci malého sklenéného ruéniho homogenizatoru zhomogenizujeme

suspenzi a ur¢ime koncentraci proteinu pomoci BCA testovaciho kitu. Uchovavame pfti -80 °C.

BM peletu resuspendujeme v placentarnim roztoku 2 (Tab. 2) a 2-3 x homogenizujeme pomoci
homogenizatoru s teflonovou $pickou. Odebereme ¢ast suspenze, uré¢ime koncentraci proteinu
a zfedime suspenzi na 1.5-2 mg/ml. Pfipravime sachar6zovy gradient (Tab. 3) a odstfed'ujeme
v ultracentrifuze s rotorem T865 (Sorvall) 70 minut pii 141 000 x g. Po centrifugaci odebere
pruh B (BM) (Obr. 2) a resuspendujeme v maximalnim mnozstvi placentarniho roztoku 2 (Tab.
2) a odstfed'ujeme 30 minut pii 47 500 x g. Vzniklou peletu resuspendujeme v IVB (Tab. 4)
odstfed’ujeme stejnym zptisobem. Dale homogenizujeme pomoci malého sklenéného ru¢niho

homogenizatoru, ur¢ime koncentraci proteinu a uchovame pii -80 °C.

Poslednim krokem zpracovani vzorki je vezikulace membran pomoci 25 g jehly, kterou 20 x

natdhneme ¢ast vzorku MVM ¢i BM. Tento krok délame v den experimentu.

5.4 Ex vivo transport DA a NA pfes mikrovilozni a bazalni membranu

Pted samotnym experimentem si pfipravime vSechny potifebné roztoky a nafedime protein na
10mg/ml pomoci IVB (Tab. 4). Déle piipravime roztoky *H-DA, 20 uCi/ml (112 nM) a *H-
NA, 20 uCi/ml (332 nM) v EVB Na* (Tab. 4). K roztoktim pfidame 1mM Kkyselinu askorbovou,

abychom zabranili neenzymatické oxidaci DA a NA.

Nyni miZeme zacit s experimentem. Nejprve si pfipravime prvni mikrotitracni desticku

s triplikaty vzorki MVM/BM (10mg/ml), EVB Na" a *H-DA nebo *H-NA. Viechny roztoky

zvlast. Do druhé¢ titracni desticky odebereme pomoci multipipety vzdy do kazdé jamky 3 pL

MVM/BM. K nim pfiddme 3 uL EVB Na" (s inhibitorem/bez inhibitoru). V pfipad& inhibitort
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nechame preinkubovat 10 minut. Reakci za¢neme piidanim 3 pl *H-DA ¢&i *H-NA a nechame
inkubovat 1 minutu. Experiment provadime v technickém triplikatu. Dbame na dostatecné
promichani opétovnym nasatim a vypusténim tekutiny z pipety. Reakci zastavime ptidanim 200
ul studeného stop roztoku (Tab. 5) ke kazdému vzorku a nésledné téchto 200 pul pfeneseme do
1,8 ml stop roztoku vychlazeného na ledu. Piefiltrujeme pies vakuovy filtracni systém (0,45
pum mixed cellulose ester filter (Merck Millipore, Burlington, MA, USA); cat. no.
nespecifické vazby radioaktivni latky na filtr. Abychom zjistili vazbu radioaktivni latky na filtr,
piipravime vzdy kontrolni triplikat bez MVM/BM (NPC — no protein control) z EVB Na" a
radioaktivné znaceného monoaminu v poméru 6:3 a postupujeme stejnym zpuisobem. Poté
vyrazime jednotlivé filtry do vialek se scintila¢ni tekutinou (MultiScreen Multiple Punch
system (Merck Millipore, Burlington, MA, USA)) a pomoci radioluminiscence zméfime
radioaktivitu scintilatorem. Z vysledné hodnoty odecteme zjist€énou vazbu na filtr (NPC) a

vypocitdme hodnotu transportu (pmol/mg proteinu).

5.4.1 Stanoveni vazby a/nebo pasivni difuze DA a NA

pies mikrovildzni a bazalni membranu
Pro posouzeni vazby *H-DA a *H-NA na MVM/BM a/nebo pasivniho transportu *H-DA a *H-
NA pfes MVM a BM byl experiment proveden ve studeném prostiedi na led€. PouZité roztoky
byly pfedchlazeny. Inkubace trvala 0 minut a 1 minutu. Vysledky byly porovnany s vysledky

provedenymi za pokojové teploty.

5.4.2 Vliv intrabuné¢ného K" na transport DA a NA

ptes mikrovil6ézni a bazalni membranu

Pro vyhodnoceni efektu intrabunééného K* na transport *H-DA a *H-NA skrze MVM/BM byly
vezikuly preinkubovany se 140 mM KCl ptes noc pii 4 °C. Zbytek experimentu probihal stejné.
Vysledek byl vztazen k experimentu bez preinkubace se 140 mM KCI.
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5.4.3 Efekt kontrolnich inhibitort na transport DA a NA pfes

mikrovilozni a bazalni membranu
K uréeni transportéri zodpovédnych za transport *H-DA a *H-NA skrze MVM a BM byly
pouzity nasledujici inhibitory. Paroxetine 100 pM (SERT, OCT3 inhibitor), venlafaxin 100 pM
(SERT, NAT inhibitor), nisoxetin 20 nM (NAT), GBR12935 50 nM (DAT), kortisol 100 uM
(OCTS3 inhibitor), decynium-22 10 uM (OCT3 inhibitor).

Na rozdil od piedchozich experimentt si pfipravime roztoky jednotlivych inhibitori v DMSO
(dimethylsulfoxid), jehoz obsah musi byt dostatecné nizky, aby neptisobil toxicky (<2 %).
Vysledek je vztazen k transportu bez inhibitord, ktery je pfipraven se stejnym mnozstvim

DMSO.

5.5 Digitélni droplet PCR

5.5.1 Reakéni smés

Tabulka 6- Priprava vzorkii pro ddPCR

Slozka: MnoZstvi:

2X supermix 11 pl
Vzorky pro ddPCR FAM esej 1,1 pl

HEX esej 1,1 pul

¢DNA (25 ng/ ul) 1,1 pl

Voda pro inj. 7,7 ul

5.5.2 Postup
smes ze supermixu (DNA polymeraza prodluzujici fetézec DNA), FAM eseje (SERT, NAT,
DAT, OCT3, Sert, Nat, Dat, Oct3), HEX eseje (housekeeping gen, pro lidi B2M, pro potkany
Ywhaz), cDNA (vzorek) a vody pro injekce (Tab. 6). Poté vlozime 70 pul oleje do spodnich
direk desticky urCené do generatoru droplet a do prostfednich direk napipetujeme 22 pl
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piipravené smési vzorkli. Nechame generator vytvofit droplety, které jsou velmi senzitivni,
proto musime pracovat velmi opatrné a v pokojové teploté. Specidlni pipetou je prevedeme do
dalsi desticky a zakryjeme folii, kterou pfitavime béhem 5 sekund v PCR plate sealeru. Desticku
vlozime do termocykléru na 2 hodiny. Polymerazova ftetézova reakce probihd v kazdé
jednotlivé dropleté a piistroj nam spocita presny pocet molekul (PCR pozitivnich a PCR
negativnich droplet) pomoci fluorescence ve dvou optickych kanélech. Pozitivni droplety
(obsahujici gen FAM/HEX) maji zvySenou fluorescenci oproti tém negativnim. Do vysledki

zahrnujeme pouze hodnoty s vygenerovanymi 13 000 dropletami a vice.

5.6 Western blot

5.6.1 Roztoky

Tabulka 7 — 1,5M a 0,5M Tris- HCI

Slozka: MnoZstvi:
Tris base 36,330 g
Destilovana voda 150 ml

1,5M Tris- HC1
HCl do pH 8,8 X ml + destil. voda do 200ml
Tris base 3,0275 g

. Destilovana voda 35ml

0,5M Tris- HCI

HCl do pH 6,8 X ml + destil. voda do 50ml
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Tabulka 8- Priprava gelit

Slozka: MnoZstvi:
Destilovana voda 0,955 ml
30% akrylamid 0,203 ml
10% SDS 16 ul
Horni vrstva 0,5M Tris-HCl (pH 6,8) 0,391 ml
»stacking® gelu 10% APS 32 4l
Temed 1,6 ul
Destilovana voda 1,77 ml
30% akrylamid 2,325 ml
10% SDS 55,5 ul
Spodni/separalni | s\ /i 1l (pH 8,8) 1,4 ml
vrstva gelu 10% APS )
12,5% pro DAT  Temed 3,75 ul
Tabulka 9 - Pracovni roztok
Slozka: MnoZstvi:
Tris base 15,1 ¢
5x Pracovni roztok Glyein 2e
SDS S5¢g
Destilovana voda 900 ml

Pracovni roztok

HCl do pH 8,3

5x pracovni roztok

Destilovana voda

X ml + destil. vodado 11

200 ml
800 ml
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Tabulka 10 - Blotovaci roztok, pH 8,3

Slozka: Mnozstvi
Tris base 3,0275 g
. Glycin 14,2633 g
Blotovaci roztok
Destilovana voda 800 ml
Methanol 200 ml
Tabulka 11 - TBST
Slozka: Mnozstvi:
Tris base 24 ¢
NaCl 88 ¢g
10x TBS
Destilovana voda 900 ml
HCl do pH 7,6 X ml + destil. voda do 11
10 x TBS 100 ml
TBST Destilovana voda 900 ml
Tween 20 1 ml

5.6.2 Gelova SDS-PAGE elektroforéza

Prvotnim krokem je pfiprava spodni vrstvy gelu (Tab. 8) zdestilované vody, cerstvé
piipraveného roztoku amonium persulfatu (10% APS), dodecylsiranu sodného (10% SDS),
TRISu (1,5M pro separacni spodni vrstvu s pH 8,8 a 0,5M pro horni vrstvu s pH 6,8) (Tab. 7)
a tetramethylethylendiaminu (Temed), ktery spousti polymerizaci. Po naliti 12,5% separa¢niho
gelu mezi skla, pouzZijeme isopropanol k urovnani hladiny smési/okraje gelu a ¢ekame na
ztuhnuti. Poté ptfidame,,stacking® gel, do kterého zabotime hiebinek vytvarejici jamky uréené
pro aplikaci jednotlivych vzorkl. Mezitim, co gely tuhnou, si pfipravime vzorky. Pomoci pipety
diikkladné promichame vzorky s lyzaénim pufrem a Laemmli pufrem. Vzorky nechame 5 minut
pii 95 °C. Elektroforeticky systém naplnime pracovnim roztokem (Tab. 9). Do jamek
napipetujeme 5 pL standardu a 10 pL vzorkl. Kdyz mame hotovo, zapneme pfistroj nejprve na
25 minut pii 80 V a nasledné¢ 90 minut pii 120 V a ¢ekame, az se vyvine Skéla standardu.
Stejnosmérnym elektrickym polem dojde k separaci proteinti dle molekulové hmotnosti.
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5.6.3 Ptenos proteint z gelu na membranu
Po separaci proteinti pomoci SDS-PAGE elektroforézy nasleduje pieneseni proteinil z gelu na
polyvinylidendifluoridovou (PVDF) membranu. Navrstvime houbu, 3 filtracni papiry, PVDF
membranu, gel a na to opét 3 filtracni papiry a houbu. Membranu aktivujeme 10 s v metanolu,
nasledné ji oplachneme 5 s v destilované vodé a nechame v blotovacim pufru (Tab. 10). Aby
nam gel pti praci nevyschl, mizeme si jej ponechat v blotovacim pufru do doby, nez jej budeme
potfebovat k vrstveni. Pti sklddani vrstev se snazime opatrné vytlacit vzduchové bublinky
pomoci valecku. VSe umistime do blotovaciho zafizeni, kde ptiisobenim elektrického proudu 40
minut pii 25 V jsou proteiny obalené SDS (zaporné nabité) unaSeny k anod¢ smérem dolli a tim

pfeneseny z gelu na membranu.

5.6.4 Blokovani a inkubace s primarni a sekundarni

protilatkou
Membranu vlozime do zkumavky s 5% BSA (hovézi sérovy albumin) a nechdme promyvat 1
hodinu, ¢imz zablokujeme nespecifickd mista na membrang. Poté membranu 3 x proplachujeme
10 minut s 5 ml TBST (Tab. 11). Nakonec nechdime membranu inkubovat s primarni protilatkou
k nami hledanému proteinu (anti-DAT, 1:1000, Sigma-Aldrich) a inkubuji celou noc pii 4 °C,
¢imz se protilatka navaze na antigenni epitopy proteinii vzorku. Druhy den, opét 3 x po 10
minutich, promyjeme membranu pomoci 5 ml TBST a poté nechdme membranu inkubovat se
sekundarni protilatkou (Polyclonal swine anti-rabbit immunoglobulins/HRP, 1:20 000, Dako)
v 3% BSA, kter4 se navaZe na primarni protilatku. Nakonec 5x promyji 5 ml TBST a mohu

detekovat.

5.6.5 Detekce

Membranu se snazim polozit bez bublinek do detekéniho pfistroje, kde kontroluji jeji pozici.
Pokud je v méficim poli, nakapu na ni chemiluminiscenéni smés Amersham™ ECL™ Prime
(GE Healtcare life Science), piikryji prihlednou fo6lii a detekuji nestabilni substrat,
stabilizovany vyzafenim kvanta svétla. Dle molekulové hmotnosti standard uré¢im ,,pruhy*
nami hledaného proteinu. Po detekci Ize membranu uchovavat v roztoku TBST (Tab. 11)
v lednici pro dalsi ptipadné potieby.

35



5.6.6 Kvantifikace proteinu
Membranu promyji 3 x TBST po 5 minutach a necham jednu hodinu inkubovat s f-aktinem
v 3% BSA v poméru 1:10 000 (Abcam, Ab8226). Poté 4x promyji TBST po 10 minutach a 1
hodinu inkubuji membranu se sekundarni protilatkou (specific anti-mouse HRP protilatkou,
1:20 000, Dako) v 3% BSA. Opét 6x promyji TBST po 10 minutich a detekuji. B-aktin je
protein s konstantni expresi, k némuz mizeme kvantitativné porovnat mnoZzstvi proteinu

v naSem vzorku.

5.7 Statistickd analyza

Efekt teploty na *H-DA a *H-NA transport skrze MVM a BM byl hodnocen pomoci 2Way
ANOVA testu. Efekt intrabun&¢ného K" na *H-DA a *H-NA transport skrze MVM a BM byl
hodnocen pomoci Mann-Whitneyho testu. K vyhodnoceni efektu inhibitorti na *H-DA a *H-NA
transport skrze MVM a BM jsme pouzili Kruskal-Wallis test. Statistickd analyza byla
vyhodnocena pomoci programu GraphPad prism 9.3.1 software (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA, USA). Hvézdicka v popisku grafii znac¢i uroven signifikance: * (p < 0,05), ** (p <
0,01), and *** (p < 0,001).

6 VYSLEDKY

6.1 Transport DA a NA pfies ex vivo izolovanou mikrovildzni a bazalni

membranu

6.1.1 Transport DA a NA pies mikrovilozni a bazalni

membranu ve 4 °C
Ke zjisténi mozné nespecifické vazby *H-DA a *H-NA na MVM a BM a/nebo zapojeni pasivni
difuze jsme provedli experimenty za laboratorni teploty a ve 4 °C v ¢ase 0 minut a 1 minuty.
Transport *H-DA v &ase 0 byl na obou membranach zanedbatelny. I minutovy transport *H-DA
ve 4 °C ve srovnani s transportem za pokojové teploty byl 17,9% na MVM a 36,3% na BM.

Tento vysledek naznacuje zapojeni nespecifické vazby a/nebo pasivni difuze v transportu
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3H-DA, s vyrazng&j$im vysledkem na BM (Obr. 3A). Transport *H-NA ve 4 °C byl podobny na
MVM i BM. Navic hodnoty transportu jsou srovnatelné v obou zkoumanych ¢asech (Obr. 3B).
Tyto vysledky naznacuji zapojeni nespecifické vazby a/nebo pasivni difuze pro *H-NA na obou

membranach.
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Obrazek 3. Zapojeni nespecifické vazby a/nebo pasivni difuze v transportu *H-DA (A) a *H-
NA (B) ptes MVM (Cervend/modrd) a BM (bild). Data jsou prezentovana jako median + IQR,
n=4. Statistickd analyza byla provedena pomoci 2Way ANOVA testu: * (p < 0,05), ** (p
<0,01), *** (p <0,001).

6.1.2 Efekt intrabuné¢ného K' na transport DA a NA pies

mikrovilozni a bazalni membranu
Abychom rozlisili neuralni (SERT, NAT, DAT) a extra-neuralni (OCT3) monoaminové
transportéry na MVM a BM, zkoumali jsme vliv intrabunééného K* na *H-DA a *H-NA
transport, jelikoZ pouze neurdlni monoaminové transportéry jsou zavislé na Na'/Cl a
intrabun&¢ném K koncentraénim gradientu. Inkubace se 140 mM K signifikantné zvysila
transport *H-DA a *H-NA pouze na MVM. Median transportu *H-DA se zvysil 0 42,5 % a *H-
NA 0 88,0 %. Inkubace s K" neméla na transport skrze BM Zadny vliv (Obr. 4).
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Obrazek 4. Efekt intrabunééného K™ na transport *H-DA (A) a *H-NA (B) pfes MVM a BM.
Data jsou prezentovana jako medidn + IQR transportu s Na® (Eervend/modrd) a K (bila

s teCkami), n=4. Statistickd analyza byla provedena pomoci ne-parametrického Mann-Whitney

testu: * (p <0,05), ** (p <0,01), *** (p <0,001).

6.1.3 Vliv inhibitora na transport DA, NA ptes mikrovilozni a
bazalni membranu

Kontrolni inhibitory neurdlnich (SERT, NAT, DAT) a extra-neuralnich transportérd (OCT3)
byly testovany, abychom ur¢ili zodpovédné transportéry pro transport *H-DA a *H-NA skrze
MVM a BM. Jelikoz vysledky efektu intrabunééného K' vyluGuji zapojeni neuralnich
transportéri na BM, byly zde testovany pouze kontrolni inhibitory pro OCT3. Vysledky
ukazuji, Ze paroxetin, venlafaxin a nisoxetin signifikantn& inhibuji *H-DA (Obr. 5A) a *H-NA
(obr. 5C) transport skrze MVM. SERT a NAT jsou tedy zésadni transportéry pro transport DA
a NA na maternalni strané placenty. Dale paroxetin a kortisol slabé a ptesto signifikantné
inhibovali transport *H-DA (Obr. 5B) a *H-NA (Obr. 5D) skrze BM. Transport *H-DA skrze
BM byl navic inhibovan D22 (Obr. 5B). Vysledky naznacuji, Ze transport obou monoamind
skrze BM je zprostfedkovan OCT3.
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Obrazek 5. Vliv inhibitorti na transport *H-DA skrze MVM (A) a BM (B) a *H-NA skrze
MVM (C) a BM (D). Iminutovy transport *H-DA a *H-NA byl hodnocen v pfitomnosti 100
uM paroxetinu (PAR), 100 pM venlafaxinu (VEN), 20 nM nisoxetinu (NIS), 50 nM
GBR12935 (GBR), 100 uM kortisolu (KORT) a 10 uM decynia-22 (D22). Vysledky jsou
prezentovany jako % transportu vztaZzené k transportu bez inhibitorii. Data jsou prezentovana
jako median + IQR, n >4. Statistick4 analyza byla provedena pomoci Kruskal-Wallis testu: *
(p <0,05), ** (p<0,01), *** (p <0,001).

6.1.4 Exprese monoaminovych transportéri v lidské a potkani

placenté pomoci ddPCR

K urceni a porovnani exprese neurdlnich a extra-neuralnich transportérii na urovni mRNA jsme
pouzili metodu ddPCR. V lidské placenté byl nejvice exprimovan NAT, 24,20+161,20
transkripti/ng transkribované RNA. SERT a OCT3 byly srovnatelné expresi 16,00£36,00 a
5,00+13,00 transkripti/ng transkribované RNA. Oproti tomu DAT exprese byla zanedbatelna,
0,07+0,87 transkriptii/ng transkribované RNA (Obr. 6A). V potkani placenté byl také nejvice
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exprimovan Nat, 213,14+124,50 transkripti/ng transkribované RNA. Sert a Oct3 byly
exprimovany 26,09+99,18 a 62,73+144,00 transkriptii/ng transkribované RNA, respektive. Dat
exprese byla 1,5143,10 transkripti/ng transkribované RNA (Obr. 6B). Placentarni exprese

vSech zkoumanych transportért je tedy srovnatelnd u obou druhd.
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Obrézek 6. Exprese monoaminovych transportérti v lidské (A) a potkani (B) placenté pomoci

metody ddPCR. Vysledky jsou prezentovany jako pocet transkriptii/ng transkribované RNA.

Data jsou prezentovana jako median + IQR, n>12.

6.1.5 Exprese dopaminového transportéru na trovni proteinu

v lidskych a potkanich placentarnich homogenatech
Vysledky ddPCR naznacuji pouze zanedbatelnou expresi DAT na tirovni mRNA. Jelikoz DAT
zatim nebyl v lidské ani potkani placenté detekovan, stanovili jsme jeho expresi také na Grovni
proteinu. Proteinova exprese DAT byla detekovana v lidské i v potkani placenté, ale na rozdil
od exprese na uUrovni mRNA, lidskd placenta vykazovala signifikantné vyssi relativni

proteinovou expresi (0,5 a.u.) nez potkani placenta (0,16. a.u.) (Obr. 7).
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Obrazek 7. Exprese dopaminového transportért v lidské a potkani placenté pomoci metody
Western blotu. Data jsou prezentovana jako median + IQR, n>6. Statistickd analyza byla
provedena pomoci ne-parametrického Mann-Whitneyho testu: * (p < 0,05), ** (p <0,01), *¥**

(p < 0,001).
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7 DISKUZE

Tato diplomova prace se zabyva mechanismy transportu monoaminu skrze lidské placentarni
membrany, které jsou hlavnim mistem piestupu latek mezi maternalni a fetalni cirkulaci.
Transport DA a NA byl prozatim vyhradné zkouman na MVM. Navzdory zvysujici se fetalni
produkci monoaminti smérem k porodu, fetalni extrakce skrze BM nebyla doposud popsana
(31). Navic vétsina dostupnych studii je vice jak 20 let stara. Z tohoto ditvodu pomoci ex vivo

vvvvv

DA a NA na obou strandch placenty (Obr. 8).
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Obrazek 8. Shrnuti transportu DA a NA skrze lidské placentarni membrany. Aktivni transport
skrze MVM je zprostfedkovan pomoci vysoko-afinitnich a nizko-kapacitnich SERT a NAT
transportérti. Na fetalni stran€ je transport zprostfedkovan nizko-afinitnim a vysoko-kapacitnim

OCT3 transportérem. Pfevzato z Horackova a kol. (2022) (74) .

Pomoci vysoce sensitivni metody ddPCR jsme detekovali expresi NAT, SERT a OCT3 v lidské
placenté. Prekvapivym vysledkem byla exprese DAT, kterd je ovSem zanedbatelna diky velmi
nizkému poctu transkriptli/ng RNA. Placentarni tkan tedy exprimuje neuralni (SERT, NAT) a

extra-neuralni (OCT3) transportéry. K jejich rozliSeni na jednotlivych placentarnich
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membranach jsme vyuzili jejich rozdilného vyuziti vnitiniho K* gradientu (49). Jednozna¢ny
vliv intrabuné&ného K* pouze na transport skrze MVM potvrdil expresi neuralnich transportéra

(SERT, NAT) jen na maternalni strané syncytiotrofoblastu.

V ramci transportu monoamint je v literatufe popsana v placentarni tkani na materndlni strané
pritomnost vysoko-afinitnich a nizko-kapacitnich monoaminovych transportérti, NAT a SERT
(23, 75), nicméné exprese DAT nebyla nikdy potvrzena (26, 27). Specificky, transport NA skrze
MVM byl do dnes$ni doby pfipisovan pouze NAT (47). V naSich experimentech kontrolni
inhibitory NAT, VEN a NIS signifikantn¢ inhibovali transport NA skrze MVM. Nicméné,
kontrolni inhibitor SERT, paroxetin, také signifikantné inhiboval transport NA skrze MVM.
Z téchto vysledkl vyplyva, ze NAT a SERT jsou spolecné zodpovédny za transport NA skrze
MVM. Zjisténi této zkiizené substratové afinity jiz neni ni¢im ptekvapivym. Takzvana
promiskuita téchto vysoko-afinitnich monoaminovych transportéri a uvolnéni NA skrze SERT

byly jiz diive popsany, v zavislosti na lokalizaci v tkani (55).

Na rozdil od NA, exprese specifického dopaminového transportéru v lidské placenté je
zanedbatelnd. V literatute byl transport DA skrze MVM pftisuzovan také NAT (26). Dle nasich
experimentll, sensitivita DA transportu k inhibici paroxetinem 1 nisoxetinem ukazuje
piekryvajici se substratovou specifitu, kdy SERT 1 NAT pfispivaji k transportu DA na
maternalni strané placenty. Selektivni inhibitor DAT nemél Zadny efekt na transport DA a NE.
Afinita DA k témto transportérim v neuralni tkani byla jiz v literatufe popsana, kdy naptiklad
transport DA ve frontdlnim kortexu byl zavisly na funkci NAT (76). Nicménég, zplsob

translokace substratu obéma transportéry se 1i§i mechanismem (77).

Jelikoz byl v nedavné studii popsan OCT3 jako hlavni mechanismus transportu 5-HT z fetalni
cirkulace (25), a také byla popsana jeho afinita k DA a NA v neuralni tkani (57), domnivali
jsme se, ze bude OCT3 zodpoveédny také za jejich transport v placentdrni tkani. Pomoci
nékolika kontrolnich OCT3 inhibitori, PAR, D22 a KORT, jsme potvrdili zapojeni tohoto
transportéru v placentarnim transportu fetalniho DA a NA. Nicméné, ve srovnani se 5-HT, byl

inhibi¢ni potencial vSech zkouSenych latek na transport DA a NA slabsi.

I kdyZ se do dnesniho dne nesetkavame Casto s moznosti pasivniho transportu DA a NA skrze
biologické membrany a jejich transport je skoro vzdy ptipisovan aktivnimu transportu, objevilo
se v odborné literatufe nékolik studii, které popisuji zapojeni pasivniho transportu pro DA a
NA (78, 79). Navic v placenté je tento mechanismus skrze BM bézné diskutovan diky jeji vyssi

propustnosti ve srovnani s MVM (80). Proto jsme dal$imi experimenty chté€li zjistit, zda mtze
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pasivni transport hrat také roli v placentdrnim pfenosu monoamind. Proto jsme provedli
experimenty ve 4 °C. K nasemu piekvapeni jsme objevili zapojeni bud’ nespecifické vazby
a/nebo pasivniho transportu pro oba monoaminy, s vét§im vlivem na transport DA skrze BM.
Je ovSem nutné zdlraznit, ze 1 nespecificka vazba radioaktivné znacené latky na vezikuly se
muze zvySovat s Casem. Tento vysledek vysvétluje slabsi efekt inhibitori na transport DA a

NA skrze BM, oproti tfetimu monoaminu, 5-HT, ktery byl studovan v jiné praci (25).

Dale jsme stanovili expresi SERT, NAT, DAT a OCT3 v potkani placenté za ucelem zjisténi
jeji vhodnosti ke studiu transportu monoaminti. Vysledky ukazuji stejny trend v expresi Nat,
Sert, Dat a Oct3. Potkani placenta je tedy vhodna pro studium transportu monoaminti, alespoii

z pohledu srovnatelnosti exprese monoaminovych transportért.

Zaroven jsme stanovili expresi DAT také na irovni proteinu v lidské placenté. Nicméné tento
transportér z funkéniho hlediska nehraje Zadnou roli v transportu DA a NA v termindlni lidské
placenté, coz vidime diky nesignifikantni inhibici DA transportu pomoci kontrolniho DAT

inhibitoru. Pfi¢ina jeho nizké exprese v lidské placenté mlize byt tedy cilem dal$iho vyzkumu.

Zavérem lze fici, Ze placenta poskytuje funkéni transportni systém pro DA a NA clearance
z materndlni a fetalni cirkulace. Nicméné tento systém miiZze byt v t¢hotenstvi ovlivnén bézné
pouzivanymi antidepresivy, paroxetinem a venlafaxinem, jejichZ inhibici SERT, NAT a OCT3
muze dochazet k dysregulaci monoaminové homeostazi ve feto-placentarni jednotce, kterad

muze vést k naruseni vyvoje plodu a jeho fetdlniho programovani.
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8 ZAVER

V této diplomové praci jsme popsali transport DA a NA pies materndlni a fetdlni stranu
terminalni lidské placenty. Vysledky ukazuji, ze DA a NA jsou transportovany pomoci
neurdlnich transportéri, SERT a NAT, skrze MVM a pomoci extra-neuralniho transportéru,
OCT3, skrze BM. Spole¢né zapojeni SERT a NAT v transportu obou monoaminti odhaluje
jejich promiskuitni chovani také v placentdrni tkéni. Na druhou stranu vysledky vylucuji
funk¢ni zapojeni DAT v transportu monoamin. Mimo aktivni transport nase experimenty
navrhuji zapojeni nespecifické vazby a/nebo pasivni difuze v transportu obou monoaminti skrze
MVM a BM. Nakonec, podobna mezidruhova exprese transportérti nabizi moznost vyuziti

potkani placenty k dal§imu studiu placentarniho transportu monoamind.

Vysledky této diplomové prace byly vyuzity v publikaci Horackova H., Karahoda R.,
Vachalova V., Turkova H., Abad C., Staud F.: Functional characterization of dopamine and
norepinephrine transport across the apical and basal plasma membranes of the human placental

syncytiotrophoblast. Sci Rep. 2022 (74).
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