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Po aplikaci 1é¢iva do téla dochdzi k interakci léCivo-organizmus, kterd urcuje
vysledny kvantitativni i kvalitativni terapeuticky efekt farmaka, pfipadné i rozsah
nezadoucich ucinkti. Pohyb IéCiva je znacné ovliviiovan a limitovan piitomnosti
télesnych bariér, diky nimz jsou od sebe separovany dva razné fyziologické
kompartmenty. Ptikladem takovychto bariér jsou napf. hematocerebralni (oddélujici
nervovou tkan mozku a krev v mozkovych kapilarach), hematotestikularni (oddé€luje

krev od zarode¢ného epitelu) nebo placentarni bariéra (oddéluje krev matky a plodu).

Predkladanad dizertaéni prace je zaméfena na studium bariéry placentdrni a
hematotestikularni. Spole¢nym rysem obou téchto systému je jejich podil na ,,ochrané
reprodukce®. V placenté se jedna o ochranu plodu, ve varleti o ochranu zarode¢nych
bunék pied ptisobenim toxickych latek z okoli. Pro metabolickou a detoxifikaéni funkci
placentarni bariéry je dulezitd zejména piitomnost transportéri a biotransformacnich
enzymu V trofoblastu. Odhaleni aspekt tykajicich se metabolické a ochranné funkce
placentarniho trofoblastu a znalost transplacentarni kinetiky latek by mohlo byt
ptinosem pro volbu vhodné terapie t€hotnych Zen s ohledem na potencialni rizika pro
plod. Ve varleti je ochrana zarodeénych bunek zaruéena zejména ptitomnosti tésnych a
adherentnich spojeni mezi Sertoliho buiikami. Jejich funkce je dilezitd zejména pro
zachovani zdarného vyvoje spermii. Studium poskozeni zarodecného epitelu a jeho
regenerace na molekularni Grovni ndm muze pomoci odhalit toxicky ucinek 1éciv ¢i
jinych latek na prib¢h spermatogeneze a mulZe pomoci také odhalit pficiny muzské

neplodnosti.

V ramci disertacni prace prezentuji vysledky tykajici se studia exprese a funkce
transportérii a nuklearnich receptorii na placentarnich modelech. Prezentuji zde vysledky
tykajici se studia exprese a aktivity receptoru pro vitamin D v placenté, izolovaném
trofoblastu a v choriokarcinomovych bunéénych liniich BeWo a JEG3. Dale se zabyvam
studiem exprese a funkce Breast cancer resistance proteinu v potkani placenté. V dalsi
Casti predkladam vysledky tykajici se studia hematotestikularni bariéry, resp. vlivu
poskozeni busulfanem a kryptorchismem na integritu adherentnich spojeni.

Prace je koncipovana jako soubor publikovanych védeckych praci doplnény
uvodem, obecnou ¢asti a komentafem. VSechny publikace jiz byly vydany v odbornych

recenzovanych impaktovanych casopisech. Piedklddané vysledky jsou soucasti
9



zakladniho vyzkumu, byly ziskany in vitro nebo na experimentalnim zvifecim modelu.

Experimenty byly navrhovany s ohledem na ptipadnou klinickou aplikaci ziskanych dat.
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2. OBECNA CAST A CILE PRACE
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1.1. STUDIUM EXPRESE A FUNKCE TRANSPORTERU A
NUKLEARNICH RECEPTORU NA PLACENTARNICH
MODELECH

1.1.1. PLACENTA, PLACENTARNI BARIERA

Placenta je specializovany organ vytvarejici oboustranné funk¢ni propojeni mezi
matkou a plodem. Zajistuje imunologickou ochranu plodu béhem t¢hotenstvi, transfer
zivin do plodu, vyménu respiracnich plynii mezi matkou a plodem a odvadi zplodiny

metabolismu.

Placenta piedstavuje prakticky kompletni hormonalni jednotku. Funguje jako
organ endokrinni produkujici hormony steroidni a peptidové povahy, je také zdrojem

rustovych faktori a cytokind (vcetné acetylcholinu, tachykininu, desti¢ky aktivujiciho

wewvr

vvvvvv

hCG). Je produkovan syncytiotrofoblastem a vyuziva se k diagnostice téhotenstvi a
monitorovani trofoblastové nemoci, a také jako marker zivotaschopnosti primarniho
trofoblastu v pribéhu kultivace (Kliman et al. 1986). Mezi steroidni hormony
produkované placentou patii progesteron a estriol, v men$im mnozstvi pak estron a 173-
estradiol (Sullivan 2004).

Strukturalni a funkéni rysy placenty zavisi na stupni jejiho vyvoje. Placentu tvofi
jak fetalni (choriovy plat a choriové klky), tak mateiska tkan (decidua basalis). Decidua
basalis vytvari septa, jez rozd€luji placentu na nékolik funk¢nich jednotek — kotyledont.
Kazdy kotyledon je tvofen rozvétvenym stromem choriovych klk, omyvanych
matefskou krvi, jez vystiikuje z maternalnich arterii do interviléozniho prostoru (van der
Aa et al. 1998; Enders & Blankenship 1999). Fetalni ¢ast (chorion) vytvaii choriovou
plotnu (membranu - Vv pfipadé choriové plotny se jednd o vazivo, ve kterém vedou
pupecnikové cévy), ze které vyrtstaji choriové klky. Tyto klky se skladdaji z vazivového
jadra, tvofeného extraembryondlnim mesenchymem, obklopeného  vrstvou
cytotrofoblastu a syncytiotrofoblastu. Choriové klky jsou bud’ volné, nebo jsou

zakotveny v decidua basalis. Povrch klkd je omyvan krvi z decidualnich lakun, ¢imz
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dochazi k intenzivni vyméné latek mezi matkou a plodem (Syme et al. 2004). Kyslik a
ziviny z mateiské krve pfestupuji trofoblastovou vrstvu choriovych klkt, vstupuji
do fetalni krve a do plodu jsou pfenaseny umbilikalni zilou. Odkysli¢ena krev je z plodu

odvadéna dvéma umbilikalnimi artériemi (obr.1) (Ceckova-Novotna et al. 2006).

Obrizek & 1: OBRAZEK pod OBRAZEK !!Schématicka struktura lidské placenty: (A)
Pti¢ny fez d€lohou na konci t€hotenstvi ukazujici spojeni plodu a placenty. V detailnim
schématu je znazornéna struktura kotyledonu, funkéni jednotky placenty. Chorion,
fetalni ¢ast placenty, se sklada z choriového platu a choriovych klku, které jsou
omyvany matefskou krvi. Ta vstupuje do intervilozniho prostoru z arterii v decidua
basalis. (B) Rez terminalnim klkem placenty ve tfetim trimestru. (C) Schématické

znazornéni terminalniho klku (Ceckova-Novotna et al. 2006).
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L Chorion Decidua basalis
/,‘/4’ 3 [ =
& /N b
f ,} / \
o !
| - ] =X z il
\ 2 7 £ | Chorionic villi
) T 4 e S
h N |
\ ! A
A £
R 4
k% j;’
Umbitical & Dl
cord )

Syncytiotrophoblast

Fetal capiltary endothelium

13



V lidské placenté je bariéra tvofena trofoblastem, pojivovou tkani a endotelem
kapilar (vSechny tkané¢ jsou fetalniho pivodu). Trofoblast je tvofen mnohojadernou
vrstvou syncytiotrofoblastu, kterda vznikd fazi pivodnich kmenovych bunéck
cytotrofoblastu. Vrstva syncytiotrofoblastu ptedstavuje bariéru limitujici mnozstvi
vétSiny latek transportovanych pres placentu. Toto soubuni méa povahu polarizované
vrstvy, ohrani¢ené na jedné stran€ mikrovil6zn¢ zvinénou apikalni membranou, ktera je
v ptimém kontaktu s matefskou krvi a bazalni membranou, obracenou smérem ke

krevnimu ob&hu plodu (obr. 2) (Ganapathy et al. 2000).

Obrazek ¢. 2: Schéma placentarni bariéry. ST — syncytiotrofoblast; CT — cytotrofoblast;
FC — fetalni cévy (Ganapathy et al. 2000)

Apikalni

membrana Maternalni krev

200

\ Fetalni
Bazalni krev

membrana FC

Ve struktufe placenty existuji vyrazné mezidruhové rozdily. Lidska placenta je tzv.
hemochorialniho typu - matetskd krev pfimo omyva trofoblast. Placenty savcl jsou
podle struktury tkanové bariéry mezi matetskou a fetalni krvi fazeny do tfi zékladnich
typt: (i) hemochorialni (¢lovek, potkan, mys, kralik); (ii) endoteliochorialni (kocka, pes)
a (ii1) epiteliochoridlni (ovce, prase, ktin). Hemochorialni typ placenty, kdy je mateiska

krev v piimém kontaktu s trofoblastem, se pak dale rozdéluje podle poctu vrstev
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trofoblastu na hemomonochoridlni (¢lovek), hemodichoridlni (kralik) a hemotrichorialni

(potkan, mys) (van der Aa et al. 1998; Enders & Blankenship 1999).

Nejcastéji vyuzivanym zvifecim modelem je placenta potkani. Doba biezosti u
potkana je cca 21 dni. Na zralé potkani placenté rozliSujeme 2 morfologicky odlisné
¢asti, spongiotrofoblast a takzvany labyrint. Spongiotrophoblast (neboli také junkéni
z6na) je zona obsahujici matetskou krev oddélenou trabekulami, které neobsahuji fetalni
kapilary. Jeji tloha spociva zejména v produkci hormont. Oproti tomu labyrint je
vlastnim mistem vymény nutrienti a odpadnich latek. Matetska krev je zde od fetalnich
kapilar odd¢lena trofoblastem, ktery ma u potkana 3 vrstvy (Enders & Blankenship
1999). Piivyuzivani zvifecich modelt je potiecba brat v avahu rozdily ve stavbé

placenty, které mohou mit vliv na transplacentarni transport latek (Ceckova-Novotna et
al. 2006).

1.1.2. PLACENTARNI MODELY

Z pohledu mozZnosti studia funkce je placenta jedinecnd, nebot” z etickych divoda
neexistuje moznost zkoumani na tchotnych matkach. Protoze se lidskd placenta
v mnohém li8i od placent ostatnich Zivoc¢iSnych druhti, pro studium placentarnich funkci
byla vyvinuta fada alternativnich in vitro metod zahrnujicich choriokarcinomové
bunééné linie, primarni kultury bunck izolovaného cytotrofoblastu z lidské placenty,
popiipadé vyuziti placentarnich explanti (Sastry 1999). V idealnim piipadé by tyto
modely mély mit vysokou Zivotnost a stabilni fenotyp konzistentni s parentnimi
bunikami placentarniho syncytiotrofoblastu nebo cytotrofoblastu. Ve skutenosti ovSem
metody pouzivané na prodlouzeni Zivotnosti bunék mohou pozménit funkce i expresi
urcitych genii. Pouziti jak bunécnych linii, tak primérnich kultur ma proto své prednosti i
sva omezeni (Syme et al. 2004). Existuji mnohé bunécné linie pro studium placentarni
funkce in vitro. K nejcastéji pouzivanym placentarnim bunéénym liniim v poslednich 30
letech patii choriokarcinomové linie BeWo, JAR a JEG-3 (Sullivan 2004; Syme et al.
2004). Pro studium transportnich vlastnosti zde existuje také moznost vyuzit dudlné
perfundovanou lidskou ¢i potkani placentu, poptipadé¢ perfundovany izolovany
kotyledon (Sastry 1999).
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JEG-3 bunky maji mnoho biologickych a biochemickych charakteristik
spole¢nych se syncytiotrofoblastem. Je u nich naptiklad zachovdna schopnost syntézy
steroidnich hormoni, enzymt a B-hCG (Sullivan 2004). Kromé téchto exprimuji také
napf. retinoidni receptory (RAR, RXRa), a proto mohou byt vyzity pfi studiu regulace
jejich exprese. Dale je lze také vyuzit pii studiu proliferace a diferenciace placentarnich
bunék (Blanchon et al. 2002).

Také BeWo bunky vykazuji morfologické vlastnosti a expresi biochemickych
markert podobné trofoblastu. PouZivaji se hojné napt. ke studiu metabolismu bunék a
transportnich vlastnosti, nebot’ rostou v monovrstvé (Sastry 1999; Ceckova et al. 2006;
Vahakangas & Myllynen 2006). Navic bunky této linie maji po stimulaci forskolinem
(aktivator cAMP) schopnost tvorit syncytium morfologicky velmi podobné
syncytiotrofoblastu placenty (Borges et al. 2003; Al-Nasiry et al. 2006). BeWo
exprimuji mnohé transportéry napt. BCRP. P-glykoprotein zde ovSem nenajdeme
(Ceckova et al. 2006).

Z potkanich placentarnich bunéénych linii je moZno pouzit naptiklad HRP-1, jez
se ziskava z labyrintu potkani placenty (Soares et al. 1987). Tato linie neexprimuje P-
glykoprotein, nicméné byla prokazana exprese Berpl jak na trovni mRNA, tak i
proteinu (Staud et al. 2006).

Primarni kultury trofoblastu jsou kultury odvozené piimo ze separovaného
vzorku tkané. Metoda izolace trofoblastu je zaloZzena na enzymatické digesci a
centrifugaci na Percollové gradientu. Mononuklearni trofoblasty v prib&hu kultivace in
vitro splyvaji a preménuji se na funkcni syncytiotrofoblast (Kliman et al. 1986).
Kultivace primarniho trofoblastu je metoda velice naro¢na. Nevyhoda spociva také
V nizké Zivotnosti a postupné apoptdze bunck. Tyto kultury Ize kultivovat fadove pouze
nékolik dni. Hrozi zde také kontaminace kultur jinymi typy bun¢k, napiiklad fibroblasty
(Vahakangas & Myllynen 2006). Nicméné, jejich izolaci a kultivaci ziskame model
vlastnostmi placenté nejblizsi. Metoda izolace primarniho trofoblastu byla ve spolupraci
s pracovistém Ernst-Moritz-Arndt-Universitét, Institut fiir Pharmakologie, Greifswald,
Némecko, zavedena na pracoviSti autorkou disertacni prace a vyuzita pro fadu

experimentu.
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1.1.3. METABOLICKA A DETOXIFIKACNI ULOHA PLACENTY

Placentarni bariéra je prostupnd pro celou fadu latek; z krevniho ob&hu matky do
plodu je normalné ptenasen kyslik, voda, elektrolyty, cukry, lipidy, vitaminy, hormony,
nékteré protilatky a 1é¢iva. Opacnym smérem prochazi CO,, voda, hormony a produkty
metabolismu plodu. VSechny latky jsou do urcité miry schopny proniknout do placenty
Vv zavislosti na jejich liposolubilité, molekularni hmotnosti, stupni ionizace, popiipadé
vazebnosti na bilkoviny krevni plazmy (Ceckova-Novotna et al. 2006). Neionizované a
lipofilni latky o molekulové hmotnosti do 600 kDa prochdzeji placentarni bariérou
prostfednictvim pasivni difuze. Léky a xenobiotika strukturdlné podobné endogennim
latkim mohou byt pifenaseny napf. prostfednictvim transportérit pro monoaminy,
karnitin, nukleotidy. Placentarni permeabilitu ovliviiuje pfitomnost pienaseci pro
facilitovany a aktivni transport, rozdil v elektrickém potencidlu na obou stranach bariéry,
stupenn prokrveni placenty apod. (van der Aa et al. 1998; Ganapathy et al. 2000;
Ceckova-Novotna et al. 2006).

Placentarni bariéra reprezentovana kontinudlni vrstvou syncytiotrofoblastu a
neuplnou vrstvou cytotrofoblastu je vybavena mmnoZstvim transportnich proteinti a
biotransformacnich enzymu (Syme et al. 2004; Myllynen et al. 2007). Tento fakt je
disledkem nutnosti intenzivni vymény latek, zivin, hormonl a iontd mezi matkou a
vyvijejicim se plodem. Klicovou tulohu v ochrané¢ plodu sehravaji pravé efluxni
transportéry nalezejici do skupiny ABC (ATP binding cassette) (Pavek et al. 2002;
Ceckova et al. 2006; Myllynen et al. 2007).

1.1.3.1. ABC TRANSPORTERY

Efluxni lékové ABC transportéry jsou transmembranové proteiny schopné
aktivné, za spotieby ATP, transportovat strukturalné odlisna 1éCiva a dalsi xenobiotika
pfes bunéénou membranu 1 proti vyraznému koncentracnimu gradientu a tim je ochranit
pted jejich toxickym plsobenim (Schinkel & Jonker 2003). Napadnou charakteristikou
ABC transportérQ je rozmanitost substrati, které mohou transportovat. Na druhou stranu
se mohou podilet na rezistenci bunék vic¢i Zadoucimu pilisobeni 1€ki, coz je velkou
komplikaci napft. pii 1é€bé nadorovych onemocnéni (Schinkel & Jonker 2003; Staud &
Pavek 2005).
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Rodina efluxnich 1ékovych ABC transportéri zahrnuje P-glykoprotein (P-gp,
MDRI1; ABCBI), devét transportnich proteintt nazyvanych ,,multidrug resistance-
associated proteins (MRP 1-9; ABC1-6, ABC10-12), relativné nedavno objeveny
,breast cancer resistance protein“ (BCRP; ABCG2) a dalSich piiblizn¢ 40 dosud
identifikovanych proteind. Z pohledu funkce ABC transportéri lokalizovanych

Vv placent¢ je v dnesni dob€ pozornost zamétena piedevsim na P-gp a BCRP.

P-GLYKOPROTEIN

Nejvice prostudovanym proteinem této skupiny je predevsim P-glykoprotein (P-
gp). Sklada se ze dvou homolognich symetrickych ¢asti, kazda z nich obsahuje Sest
transmembranovych domén a ATP hydrolyzujici doménu. P-gp (170kDa) je schopen
transportovat ~ Sirokou  Skdlu  strukturné = odlisSnych  1é¢iv  nejriznégjsich
farmakoterapeutickych skupin (antineoplastika, inhibitory HIV protedz, imunosupresiva
apod.) a také latky endogenniho ptvodu (interleukiny, steroidni hormony). P-gp
ovlivituje osud fady lé€iv v organismu tim, Ze omezuje jejich stfevni absorpci, brani
distribuci do nékterych tkani a urychluje exkreci téchto 1é¢iv z organismu; viz.
prehledové ¢lanky (Pavek et al. 2002; Lin & Yamazaki 2003; Ceckova-Novotna et al.
2006).

P-gp byl lokalizovan ve tkanich dileZitych pro dispozici 1é¢iv napt. ve stieve,
jatrech, ledvinach. Vyznam P-gp pro ochranu nervového systému, gonad a plodu
doklada jeho ptitomnost v endotelovych bunkéch kapilar mozku, kapilarach varlat a na
apikalni stran¢ syncytiotrofoblastu placenty (Pavek et al. 2002; Ceckova-Novotna et al.
2006). Exprese P-gp pravdépodobné podléha transkripéni regulaci zprostiedkované
nuklearnimi receptory (pregnanovy X receptor - PXR, konstitutivni androstanovy
receptor - CAR, receptor pro vitamin D - VDR) (Thummel et al. 2001; Urquhart et al.
2007).

MULTIDRUG RESISTANCE PROTEINY (MRPs)

Dal8imi objevenymi transportéry jsou MRPS, jejichz rodina zahrnuje minimalné
9 ¢lenti. MRP transportéry jsou schopny transportovat organické anionty, predev§im ve
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form¢ konjugatl s glutathionem, glukuronovou kyselinou ¢i sulfaty. Dale MRPs
transportuji endogenni latky jako leukotrien C4, konjugaty bilirubinu, prostaglandiny, a
nukleosidové analogy. Funkce jednotlivych MRP transportérii spociva piedevsim
Vv jaterni exkreci organickych iontl (v¢etné bilirubinu). V poslednich letech je pozornost
zameétena zejména na souvislost jejich exprese s rezistenci nadorti na cytostatickou 1é¢bu

(Borst et al. 1999; Schinkel & Jonker 2003; Zhou et al. 2008).

BREAST CANCER RESISTANCE PROTEIN (BCRP)

BCRP je poslednim z objevenych ABC transportérii. Byl popsan jako transportér
schopny zptisobovat rezistenci nadorovych bun€k viéi mitoxantronu, doxorubicinu a
daunorubicinu (Doyle et al. 1998). Krom¢ cytotoxickych chemoterapeutik zahrnuje
spektrum substrati BCRP transportéru i 1é€iva z dalSich farmakoterapeutickych skupin.
Podobné jako P-gp i BCRP transportér ma Sirokou substratovou specifitu k strukturalné
odliSnym latkam, jako jsou organické anionty i kationty a amfipatické slouceniny a

sulfatové konjugaty (obr. 3) (Schinkel & Jonker 2003; Staud & Pavek 2005).

BCRP protein je tvofen 655 aminokyselinami (72 kDa) tvoficimi Sest
transmembranovych domén a jednou hydrolytickou doménou pro ATP. Protoze BCRP
transportér obsahuje pouze 6 transmembranovych domén (na rozdil od napi. P-
glykoproteinu, ktery jich ma 12) a jelikoz dvé molekuly BCRP tvofi funkéni
homodimer, je tento transportér oznacovan jako ,,half* transportér a fazen do podrodiny

ABCG ABC transportéri (Staud & Pavek 2005).

BCRP, podobné¢ jako P-gp, je pfitomen ve tkanich daleZitych pro dispozici 1éciv
(viz obr. 3), predevsim V jatrech, ve stfevé, v placent¢ a hematoencefalické bariéte
(Staud & Pavek 2005). V lidské i potkani placenté¢ byl BCRP lokalizovan na apikalni
stran¢ syncytiotrophoblastu (Ceckova et al. 2006; Staud et al. 2006). Experimenty
S Bcrpl'/' knockoutovanymi mysSimi kmeny a experimenty na dudlné¢ perfundované
potkani placenté ukazaly, ze Bcrpl transportér chrani plod ptfed transplacentdrnim

prestupem jeho substrati (Jonker et al. 2002; Staud et al. 2006).
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Prestoze se substraty, tkanova lokalizace 1 predpokladana fyziologickd a
farmakotoxikologickd funkce transportéri zna¢né piekryvaji, BCRP se v né¢kolika
ohledech 1isi od P-glykoproteinu. Pfedevsim byla objevena dulezitd funkce BCRP a jeho
mysiho ortologu Bcerpl pii vyvoji krevnich kmenovych bunék, ktera pravdépodobné
souvisi s ochrannou funkci tohoto transportéru pied dietetickymi rozkladnymi produkty
porfyrint i jinymi xenobiotiky (Jonker et al. 2007).

BCRP  transportér je rovnéz regulovan na transkripéni tdrovni jinymi
mechanizmy nez P-gp. Vyznamnou roli pfi tom hraje estrogenni receptor (odtud rozdily
V expresi zavislé na pohlavi) a HIF1 transkripcni faktor indukujici BCRP za
hypoxickych podminek (Staud & Pavek 2005). Studie z poslednich let ukazuji moznou
transkripéni regulaci prostfednictvim PPARY/RXRa (Szatmari et al. 2006). Pro dalsi
informace o BCRP odkazuji na ptehledovy ¢lanek Staud & Pavek 2005 (Staud & Pavek
2005).

Obrazek 3. Tkanova distribuce, genova regulace a substraty a inhibitory BCRP
transportéru. Pifevzato z prace (Staud & Pavek 2005).
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1.1.3.2. BIOTRANSFORMACNI ENZYMY

Hlavni detoxikac¢ni systém pro metabolizaci lipofilnich substrati rozlicnych
struktur v jatrech piedstavuji enzymy cytochromu P450 (CYP 450). Spolu
s dehydrogendzami, reduktdzami a oxiddzami patii CYP450 ke skupin€ jaternich
detoxifika¢nich enzymu, které jsou zodpovédné za prvni modifikace lipofilnich
sloucenin (faze 1 biotransformace). Také ostatni tkané (gastrointestinalni systém,
ledviny, plice, kiize, mozek, placenta) exprimuji enzymy podilejici se na metabolizaci

1é¢iv (Pavek & Dvorak 2008).

V placenté jsou na materno-fetalnim rozhrani zakotveny metabolické enzymy I. a
II. faze biotransformacnich reakei, které limituji prostup 1é¢iv a xenobiotik do plodu
(Pasanen 1999). mRNA n¢kolika typt CYP enzyml byla detekovana v lidském
placentarnim trofoblastu, pouze nékteré z nich vykazuji enzymatickou aktivitu (Pavek &
Dvorak 2008). V placenté byly nalezeny aktivni izoformy cytochromu P450 (CYP1A a
CYP2E1), a aktivni enzymy faze II (napt. sulfotransferazy, glutathion-S-transferazy,
uridindifosfat-glukuronosyltransferazy nebo N-acetyltransferazy) (Syme et al. 2004).
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nez 50% léCiv a ostatnich xenobiotik. Exprese CYP3A4 byla v lidské placenté
detekovana na trovni mRNA i proteinu, nicméné aktivita zatim prokazana nebyla
(Pavek & Dvorak 2008). Bazalni i indukovana exprese CYP3A4 vykazuje velmi Sirokou
interindividudlni variabilitu a je regulovana prostiednictvim nukledrnich receptord,

zejména VDR, PXR a CAR (Tirona & Kim 2005; Urquhart et al. 2007).

1.1.4 REGULACE GENOVE EXPRESE
1.1.4.1 NUKLEARNI RECEPTORY A TRANSKRIPCNI FAKTORY

Genova exprese (tj. piepis genetické informace ulozené v sekvenci DNA na
mechanizmy patii transkripéni regulace zprostifedkovand nuklearnimi receptory a
transkripénimi faktory, epigeneticka regulace, regulace na urovni stabilizace/degradace

mRNA, regulace na urovni degradace proteinu atd (Perdew 2006).

Dominantnim mechanizmem genové regulace enzymu 1. a II. faze biotransformace

a vyznamnych Iékovych transportérii je transkripni regulace prostfednictvim
21



nuklearnich receptora (tzv. trans faktor) a odpovidajicich responzivnich cis elementt
(z angl. response element) v promotorovych regulac¢nich sekvencich gent. Jako
nuklearni receptory se oznacuji transkripcni faktory, které se po navazani specifického
ligandu vazi na regulacni misto v promotorové oblasti cilového genu (na responzivni
element) a zahajuji transkripéni aktivaci a piepis genetické informace do mRNA.
Soucasti procesu je uvolnéni korepresorovych proteinii a navazani koaktivatori na
ligandem obsazeny nukledrni receptor a rozvolnéni struktury histony/DNA (Tirona &

Kim 2005; Nakata et al. 2006; Urquhart et al. 2007).

Protein nuklearniho receptoru je slozen z péti funkénich domén: z N-terminalni
aktivaéni funkéni domény (AF-1), modulatorové domény interagujici s modula¢nimi
proteiny (koaktivatory), domény (A/B), domény rozpoznavajici specifické sekvence
promotorové DNA (DBD — DNA binding domain), spojovaci struktury (,,hinge*
zavésny region) a domény vazajici ligand (LBD — ligand binding domain), jejiz C-konec
ma také aktivaéni ucinky (AF-2). DBD svoji specifitou k promotorové sekvenci uréuji
Skalu gent, které jsou regulovany. LBD tvofi kapsu, kde ligandy nekovalentné interaguji
s aminokyselinovymi skupinami LBD domény na zdklad¢ jejich chemické struktury

(obr. 4) (Pavek 2005).

Ligandy nuklearnich receptord jsou vétSinou malé, lipofilni slouceniny, coz jim
umoznuje difundovat do bunék. Je znamo asi 49 ¢lenli nadrodiny nuklearnich receptorii
(Urquhart et al. 2007). V zavislosti na charakteru ligandu muZzeme zjednodusené
nuklearni receptory rozdé¢lit do dvou skupin. Prvni skupina zahrnuje receptory pro
klasické hormony, vcetné¢ glukokortikoidii, mineralokortikoidii, adrogenii, estrogent,
progesteronu, hormont §titné Zldzy, vitaminu D. Druhd skupina receptorii se obecné
nazyva ,,orphan‘ (sirot¢i) receptory, nebot’ jejich ligandy byly zpoc¢atku neznamé. Z 36
orphan receptorti lidského genomu byly odhaleny ligandy pro 14 znich. Orphan
receptory zahrnuji receptory pro mastné kyseliny (PPAR — receptory aktivované
peroxisomovymi proliferatory, typ a, B a y), zluCové kyseliny (FXR - farnesoidni X
receptor), metabolity cholesterolu (LXR — jaterni X receptor a a ) a lipofilni latky
(PXR - pregnanovy X receptor) (Nakata et al. 2006).
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Proces aktivace nuklearnich receptori je velice komplikovany a vyzaduje
pfitomnost mnoha koaktivatori a proteini s enzymovou aktivitou ovlivilujici
chromatinovou strukturu DNA (Pavek 2005). Aktivace nuklearniho receptoru probiha
vétSinou v cytoplazmé, kde se jeho volna forma nachazi v komplexu s korepresory a
histon deacetyldzami. Po navazani ligandu dojde disociaci toho komlexu a vcestovani do
jadra, kde dojde k asociaci s koaktivatory (popf. RXRa) a navazani na responzivni

element v regula¢ni oblasti promoteru cilového genu (Urquhart et al. 2007).

1.1.4.2. RECEPTOR PRO VITAMIN D

Receptor pro vitamin D (VDR, NR1I1) je steroidni receptor ptibuzny PXR
(NR112) a CAR (NR1I3 a NR1I4). Na urovni transkripéni regulace genové exprese
ovliviiuje expresi mnoha genil regulujicich kostni metabolismus, mineralni homeostazu
(zejména Ca®"), autokrinnich/parakrinni funkce, bundnou proliferaci a diferenciaci
(Christakos et al. 2003; Nezbedova & Brtko 2004; Dusso et al. 2005). Jisté prace hovofi
o VDR také jako o spoustéci inducibilni exprese genti cytochromu P450 (napf.
CYP3A4, CYP2B6, CYP2C9), piipadné P-glykoproteinu v jatrech a tenkém stievé
(Thummel et al. 2001; Drocourt et al. 2002). Podobna funkce v placenté dosud nebyla

popsana.

Lidsky VDR je vysokoafinitni receptorovy protein (427 aminokyselin DeLuca
2004) o molekulové hmotnosti 48-55kD, primarné lokalizovany v jadie. Byla prokdzana

i ptitomnost cytoplazmatického receptoru (Nezbedova & Brtko 2004).

Ligandem VDR je biologicky aktivni metabolit vitaminu D, 1le,25-
dihydroxyvitamin D3z (10,25(OH);D3). Ten aktivuje VDR fadové jiz
Vv subnanomolarnich koncentracich (Reschly & Krasowski 2006). 90 — 100% vitaminu D
vznika ze 7-dehydrocholesterolu plisobenim ultrafialového zatreni v kizi, jeho naslednou
aktivaci v jatrech a ledvinach la-hydroxylasou dochazi ke vzniku aktivni formy
1a,25(0OH),;D3. Koncentrace aktivni formy vitaminu D v plazmé se pohybuje v rozmezi
0,05-0,15 nmol/l (odpovida 20-60 pg/ml). V téhotenstvi se sérové hladiny 1a,25(0OH),D3
V prvnim trimestru zdvojnasobuji, pretrvavaji do porodu, kdy dochdzi k ndvratu na

puvodni hodnoty (Kovacs & Kronenberg 1997). Také exprese VDR a 1a-hydroxylasy
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Vv placenté je nejvyssi v prvnim a druhém trimestru (Evans et al. 2004). V dnesni dobé

zname vice nez 2000 syntetickych analogt 10,25(OH),D3 (Carlberg & Molnar 2006).

Dalsim piirozenym identifikovanym ligandem VDR je ,sekundarni ZzluCova
kyselina, kyselina lithocholova (LCA) a jeji metabolity (napf. 3-ketolithocholova
kyselina), jejimz prostfednictvim se VDR podili na metabolismu Zlu¢ovych kyselin
(Makishima et al. 2002; Reschly & Krasowski 2006). Afinita VDR k LCA je tadoveé
niz8i nez k 1a,25(0OH),D3, k aktivaci dochazi az v koncentracich LCA pohybujicich
v mikromolech (Reschly & Krasowski 2006). Bylo prokazano, Ze aktivace VDR
prostiednictvim LCA ovliviiuje také transkripéni regulaci exprese CYP3A4 napf.
vV bunéénych liniich jaternich HepG2 a stfevnich LS174T (Makishima et al. 2002;
Matsubara et al. 2008).

Obrizek & 4. Ligandy VDR — 10,25(0H),D; a LCA.

HOY"

H

10,25(0H);D;3 LCA

Ligandem aktivovana forma VDR vytvaii ve vétSiné pripadt heterodimer
sreceptorem pro 9-cis-retinovou kyselinu (RXRa), ktery se nasledné vaze
K responzivnimu elementu v promotorové oblasti cileného genu a spousti jeho
transkripci (Christakos et al. 2003; Hewison et al. 2004). Mimo genomicky efekt mutize
mit ov§em vitamin D také negenomové Géinky na VDR nezavislé (Inoue et al. 2008).
Existuje totiz také membranovy receptor pro vitamin D (1,25D3-MARRS), jehoz

prostfednictvim dochazi k aktivaci mitogeny aktivovanych proteinovych kinaz
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(MAPKSs) a tim k regulaci genové exprese (Khanal & Nemere 2007). Podrobnéji je

mechanismus u¢inku VDR popsan na obrazku 5.

Obrazek 5. A) Klasicky ucinek 10,25(OH);D3 je zprostiedkovan vazbou
heterodimeru VDR s RXRa na vitamin D responzivni element (VDRE). Transkripéni
aktivace zahrnuje fadu koaktivatori a faktorti pro acetylaci histoni pro rozvolnéni
chromatinu. B) OPRAVIT VETU Napojeni VDR interagujiciho proteinu 205
(DRIP205) s aktiva¢ni doménou VDR a RXRa, tim aktivuje DRIPs ptremostujici
mediatorovy komplex VDR-RXR-NcoA62-SKIP-DRIP205 s transkripénim faktorem
2B (TF2B) a RNA polymerazu II (RNA poly II), tim se aktivuje transkripce. Ptitomnost
multiproteinového komplexu zvySuje transkripci genid jako napt. CYP24Al (koduje 24-
hydroxylazu), CDKN1A (koduje cyklin-dependentni kindzovy inhibitor p21) a SPP1
(koduje osteopontin). C) 1x,25(0OH),Ds3- zprostiedkovana transkripéni represe zahrnuje
asociaci VDR-RXR heterodimeru s VDIR (VDR interagujici represor) a dal$imi
proteiny napt. histon deacetylazovymi koprepresory (HDAC). Cela tato kaskada vede
k represi genti jako napt. CYP27Bl (koduje la-hydroxylazu) a PTH (koduje
parathormon). D) Negenomicka rychla akce 1,25(OH),D3 — navazani na membranovy
(memVDR) popiipad¢ cytosolicky (VDR) receptor pravdépodobné aktivuje mitogeny
aktivované proteinkinazové kaskady (MAPK), napi.  extracelularnimy signaly

regulovanou kaskadu (ERK) a tim reguluje transkripci genti (Deeb et al. 2007)
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VDR je masivné exprimovan v ledvinach, jatrech a tenkém stieve, méné

Vv ostatnich tkanich. V lidské placenté byl VDR detekovan na trovni mRNA (Nishimura
et al. 2004; Pavek & Dvorak 2008) i proteinu (Barrera et al. 2008; Pospechova et al.
2009). Placenta je mimo jiné zdrojem aktivni formy vitaminu D 1a,25(OH),D3 (Diaz et

2000). VDR mRNA exprese byla detekovana také v primarnich kulturach

izolovaného trofoblastu v pribéhu diferenciace (formovani syncytia) (Avila et al. 2004;

Pospechova et al. 2009). Piedpoklada se podil VDR na regulaci produkce placentarniho

laktogenu, lidského choriogonadotropniho hormonu trofoblastem, calbindinu-D28k

regulaci decidualizace endometria a regulaci metabolismu vapniku v placenté (Tuan et
al. 1991; Stephanou et al. 1994; Belkacemi et al. 2005; Pospechova et al. 2009). Dale

bylo prokazano, ze 1a,25(OH);D; se v placenté¢ podili na regulaci exprese la-
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hydroxylasy a 24-hydroxylasy, klicovych enzymu podilejicich se na syntéze a inaktivaci
vitaminu D (Avila et al. 2007). Uvazuje se také o imunosupresivnich G¢incich vitaminu
D a jeho uloze v regulaci syntézy nékterych cytokini (Brown & Slatopolsky 1999),
¢imz by se mohl podilet na utvafeni a udrzeni fetoplacentarni jednotky (Avila et al.

2004). Nicméng, uloha VDR v placent¢ zustava stale zahalena tajemstvim.

Exprese VDR v choriokarcinomovych liniich BeWo a JEG-3 je stale sporna, coz
limituje vyuziti tohoto bunééného modelu pro studium molekularné biologickych
vlastnosti VDR. Belkacemi se spolupracovniky popsal regulaci exprese kalbindinu-
D28K prostfednictvim VDR, detekoval také ptfitomnost VDR za pouziti Western
blottingu (Belkacemi et al. 2005). Nicméné v dal$ich studiich bylo nutné provést
transfekci JEG-3 expresnim EBV-episomalnim plasmidem pMEP4-VDR za ucéelem
ziskéani klonu exprimujiciho VDR (Pedigo et al. 2003). Za pouziti Western blotu, real-
time RT-PCR a genovych reportérovych studii bylo u BeWo a JEG3
choriokarcinomovych linii zjisténo, ze exprese a aktivita VDR (mMRNA i proteinu) je

velmi nizka ve srovnani s placentou a izolovanym trofoblastem (Pospechova et al.
2009).

1.1.4.3. PREGNANOVY X RECEPTOR

Pregnanovy X receptor (PXR, NR1I2) nalezi také do rodiny ligandem
aktivovanych nuklearnich receptort, ovliviiuje genovou expresi rovnéz prostrednictvim
heterodimeru s RXRa (Kliewer et al. 2002). K ligandim PXR nalezi farmaka z fady
terapeutickych skupin, nékteré toxiny i endogenni steroidy. Ligandy maji velice
raznorodou chemickou strukturu a fyzikalné¢ chemické vlastnosti molekul. Tim se PXR
odlisuje od ostatnich nuklearnich receptord, napft. estrogenniho receptoru nebo VDR.
Diky této Siroké specifité ligandi 1 mnozstvi regulovanych biotransformac¢nich enzymu
ovlivilyjicich farmakokinetiku mnoha 1é¢iv (Pascussi et al. 2001). Ligandy PXR jsou
Casto znamymi induktory CYP3A4, jedna se napiiklad o rifampicin, taxol, hyperforin,
LCA (Kliewer et al. 2002).
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PXR je exprimovan nejvice V jatrech a ve stfevé. Tato lokalizace vyznamné
koreluje s expresi cytochromu CYP3A4 a P-glykoproteinového transportéru (Pavek
2005). Existuje mnoho studii potvrzujicich ulohu PXR v regulaci exprese CYP3A4
pravé v téchto tkanich (LeCluyse 2001; Kliewer et al. 2002; Kliewer 2003).

1.1.4.4. CROSS-TALK VDR A PXR

Studie z poslednich let ukazuji, ze VDR a PXR maji spole¢ny puvod a Ze se ve
svych ucincich ¢asto prekryvaji (Reschly & Krasowski 2006). U lidi se PXR v placenté
neexprimeje. Oproti tomu VDR je v placenté¢ exprimovan ve velké mife (Tab.l)
(Nishimura et al. 2004; Pavek & Dvorak 2008). Jak jiz bylo zminéno vyse, PXR se
podili na transkripéni regulaci CYP3A4 a P-gp Vv jatrech a ve stievé (LeCluyse 2001;
Kliewer et al. 2002; Kliewer 2003; Reschly & Krasowski 2006). Nabizi se otazka, zda
by v placenté jejich tlohu mohl pievzit pravé VDR. VDR a PXR maji navic spole¢ny
ligand, a to kyselinu lithocholovou, ¢imz jsou zapojeny do regulace metabolismu
zlucovych kyselin a ochrané organismu pied jejich toxickym plsobenim, a to zejména

ve stievé (Reschly & Krasowski 2006). Jak je to v placenté, neni dosud znamo.

Tabulka 1 Relativni exprese VDR, PXR a RXRa v placenté, jatrech a tenkém
sttevé, na arovni mRNA. +++>++> + enzym exprimovan, - mRNA nedetekovéna;
exprese porovnana s jatry nebo s jinym organem, ktery exprimuje nejvice dany gen

(+++). Pfevzato z (Nishimura et al. 2004).

Nuklearni receptor (gen) Placenta Jadtra Tenké stievo
VDR (NR1I1) ++ + +++
PXR (NR1I2) - +++ ++
RXRa (NR2B1) ++ +H+ ++
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1.15. METODY VYUZITE PRO STUDIUM EXPRESE
NUKLEARNICH RECEPTORU, TRANSKRIPCNI AKTIVITY A
INTERAKCE LIGANDU S RECIPIENTNI STRUKTUROU

Pro studium exprese transportéric a nuklearnich receptorti v placenté, primarnim
trofoblastu a choriokarcinomovych liniich BeWo a JEG3 byla vyuzita reverzni
trankriptazova polymerazova fetézova reakce v realném case (real time RT-PCR),
Western blot a imunohistochemické metody. Pro studium transkripéni aktivity VDR
Vv choriokarcinomovych liniich BeWo a JEG3 byly vyuZity moderni metody molekularni
farmakologie. Jednalo se pfedev§im o genové reporterové studie. Jako reporterovy
plasmid pro VDR byl v nasem ptipad¢ pouzit pDR3-luc obsahujici regulacni elementy
promotorové oblasti genu pro lidsky kalbindin, o némz je znamo, ze jeho exprese je
indukovéana prostfednictvim VDR. Model genového reporterového experimentu pro

testovani VDR zprostiedkované aktivace gent je popsan na obrazku 6 (predeélat s VDR).

Obrazek €. 6. Schéma reporterového genového experimentu (gene reporter assay),
ktery byl pouzit naptiklad pro studium interakce 1a,25(OH);D3 s VDR. Cely systém byl
zalozen na soucasné inkorporaci dvou plazmidd do buiiky. Jednalo se o reporterovy
plazmid nesouci dulezité responzivni elementy specifické pro VDR (v naSem piipadé
DR3 sekvenci genu pro lidsky kalbindin) a dale strukturni gen pro luciferazu, jehoz
exprese byla fizena interakci VDR s DR3 sekvenci. Druhym plazmidem byl expresni
vektor, ktery nesl virovy promotor (napt. SV-40) fididi silnou expresi genu studovaného
nukledrniho receptoru (v tomto piipadé VDR). Takto ptfipravené bunky byly posléze
vystaveny pusobeni testované latky (10,25(0OH);D3, resp. LCA). Po 24 hodinach byly
buniky lyzovany a klyzatu byl pfidan luciferin - substrat luciferazy. Luciferin je
luciferazou biotransformovan a vysledny produkt jevi luminescenci, ktera je ptistrojove

kvantifikovatelna (napt. multifunkénim luminometrem Genios Plus)

29



Bunka

Rifampicin

()
Protein

N y +
e
Q‘Ry
o THIN
flori PSVAUSNAD ort /7 Promotor N
/[/"mi AN
«/,/ pGL3-Basic \\\|
Plazmid  jyc+
Amp'

Transfekce
reporterovym
plazmidem

Kotransfekce

Cytoplazma
expresnim vektorem

Kromé choriokarcinomovych linii BeWo a JEG3 byly ke studiu exprese
nuklearnich receptorii pouzity také primarni kultury lidského trofoblastu. Izolace
primarniho trofoblastu byla provedena na zakladé protokolu popsaného Klimanem
(Kliman et al. 1986), dale modifikovaném dle Meyer von Schwabedissen (Meyer Zu
Schwabedissen et al. 2005). Metoda je zalozena na enzymatické digesci placentarni
tkdné (trypsin, DNAsa) a nasledné centrifugaci na Percollové gradientu. Izolovany
trofoblast je mozZno kultivovat cca 5-7 dni. Tato metoda byla zavedena a optimalizovana
na naSem pracoviSti autorkou této disertani prace ve spolupraci s Dr. Karen May

(Universitit Greifswald) a Mgr. Lucii Stejskalovou.

Studium transportnich vlastnosti Berp v placentarni bariéfe potkani placenty bylo
provadéno za pouziti metody dualné perfundované placenty (Pavek et al. 2003; Staud et
al. 2006). Pracovisté Katedry farmakologie a toxikologie Farmaceutické fakulty UK je
V soucasnosti jedinym pracovi§tém na svété, které rutinné tuto metodu provadi. U
dudlné perfundované placenty jsou vytvoreny dvé artificialni cirkulace, maternalni a
fetdlni. Tento pfistup proto umoznuje studovat nejen maternofetalni, ale také
fetomaterndlni pfestup 1é¢iv v riznych Casovych intervalech, za rtiznych koncentraci

substrat (studovanych 1¢é¢iv nebo modelovych latek) a inhibitori sledovanych
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transportérti. Schéma metody dudlné perfundované placenty potkana je na obrazku 7.
Pro stanoveni exprese Berp byly pouzity metody real-time RT-PCR, Western blotting a

imunohistochemie.

Obrazek ¢ .7. Schematické zndzornéni metody dudlné perfundované placenty potkana.
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22. VLIV BUSULFANOVEHO A KRYPTORCHICKEHO
POSKOZENiI NA MORFOLOGII VARLETE POTKANA

2.2.1. VARLE, SERTOLIHO BUNKA, HEMATOTESTIKULARNI
BARIERA

Dv¢ zakladni funkce varlat, spermatogeneze a steroidogeneze, se odehravaji ve
dvou riznych kompartmentech, které jsou od sebe morfologicky i funkéné odlisné, ve
své¢ cCinnosti vSak na sebe uzce navazuji. Spermatogeneze probihd v tubuldrnim
kompartmentu — Vv zarodeéném epitelu semenotvornych kanalki, steroidogeneze
pfevazné v intersticialni tkani mezi kanalky (Junnqueira 1999; Cihak 2002).

Podstatou endokrinni aktivity muzského reprodukéniho systému je tvorba
testosteronu a dihydrotestosteronu Leydigovymi builkami intersticia a fizeni jejich
tvorby luteinizacnim hormonem (LH) hypofyzy. Folikulostimulujici hormon (FSH)
adenohypofyzy stimuluje Sertoliho buiiky k sekreci vazebného proteinu pro androgeny a
slouzi k dosahovani nezbytnych koncentraci testosteronu v tubuli seminiferi contorti.
Sertoliho bunky dale vylucuji peptid inhibin, ktery omezuje syntézu i uvoliovani FSH
Vv pfednim laloku hypofyzy.

Spermatogeneze se objevuje s nastupem pohlavni zralosti a je nezbytnym
pfedpokladem plodnosti muZe. Je fizena pfevazné prostfednictvim FSH a testosteronu
(Lee & Cheng 2004). Proces ma nékolik etap, pfi nichz se bufiky pfesouvaji od baze
semenotvornych kanédlki do lumen. Jednotlivé bunécné faze zahrnuji spermatogonie,
spermatocyty, spermatidy a spermie. Tyto bunky jsou seskupeny v 4 — 8 tadach, které
zaujimaji prostor mezi bazalni laminou a prlsvitem tubulu. Spermie se uvoliuji ze
zarode¢nych kanalkli a shromazd'uji se v nadvarleti, kde dale dozravaji. Cely proces
spermatogeneze trvd u c¢lovéka cca 64 dni. Spermatogeneze neprobihd u vSech
semenotvornych kanalkli synchronizované, nybrz ve vinach. To vysvétluje nesourody
vzhled kanalkd, vnichz kazda cast reprezentuje jinou fazi spermatogeneze. Tuto
sekvenci maturacnich zmén, které se odehravaji v dané oblasti zadrodecného epitelu,
oznaujeme jako cyklus semenotvorného epitelu. Semenotvorny cyklus je zcela
evidentni u hlodavct, kde bylo popsano 14 vyvojovych stadii (Leblond & Clermont
1952). U ¢lovéka existuje takovychto stadii 6 (Junngueira 1999).
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Sertoliho buiiky semenotvornych kanalkii zastavaji roli pfedev§sim v podpofe,
ochran¢ a regulaci vyzivy vyvijejicich se spermii. Jsou to podlouhlé elementy, které
obklopuji bunky semenotvorné linie. Jejich baze pfisedaji k bazalni laminé
semenotvorného kandalku, volné apikalni konce vyc¢nivaji do lumen semenotvorného
kanalku. Jsou nepravidelného tvaru a u potkana zaujimaji kolem 17-19% Ilumen
semenotvorného tubulu, zbytek je tvofen bunikami spermatogenni fady (Mruk & Cheng
2004). Sertoliho bunky ¢lovéka a ostatnich savct se béhem reprodukéniho obdobi
nedéli. Jsou neobycejné odolné vaci nepiiznivym podminkam, jako je infekce,
malnutrice, radiace a pfezivaji insulty daleko sndze nez bunky spermatogenni linie.
Kudrzeni tvaru, ukotveni, transportu organel a stabilizaci membrany v misté
mezibunéénych kontaktd slouzi cytoskelet Sertoliho bunék. Cytoskelet umoznuje také
posun zarodeénych bun¢k v pribéhu spermatogeneze a koneéné uvolnéni zralych
spermii do lumen stoCeného kanalku (Mruk & Cheng 2004). Cytoskelet je tvofen
aktinem, intermediarnimi filamenty a mikrotubuly. Aktin je zasadni pro zachovani
struktury, je také soucasti tubulobulbarnich komplexii a ektoplazmatickych specializaci
(specialni typ adhezivnich spojeni typicky pro varle), a tim se podili na pohybu
zarode¢nych bunék epitelem. Intermediarni filamenta se nachdzeji mezi desmosomy a
hemidesmosomy (mezi  Sertoliho  buinkami, mezi Sertoliho bunkami a
spermatocyty/spermatidami), pravdépodobné se taktéz podili na zachovani integrity
semenotvorného epitelu. Mikrotubuly jsou tvofeny tubulinem. Jsou soucasti
ektoplazmatickych specializaci. Pfisuzuje se jim funkce zachovani valcovitého tvaru
Sertoliho bunék, transport a fixace organel, translokace zarodecnych bunék, stabilizace
membrany Sertoliho bunky a ukotveni spermatid (Mruk & Cheng 2004).

Hematotestikularni bariéra je tvofena zejména systémem tésnych spojeni
(tight junctions, TJ) vytvofenym mezi Sertoliho buitkami (u potkana se vytvaii kolem
15-17 dne Zivota zvitete). Tésnd spojeni ve varleti jsou soustiedéna pii bazi Sertoliho
bunék, narozdil od ostatnich tkani (v apikalni Casti epitelu). Dle lokalizace tésnych
spojeni muzeme v kandlku rozliSit kompartment bazalni, obsahujici spermatogonie,
preleptotenni a leptotenni spermatocyty, a adlumindlni, obsahujici meiotické
spermatocyty a spermatidy. Spermatogonie lezici v bazalnim kompartmentu maji volny

pristup klatkam obsazenym v Krvi. V pribéhu spermatogeneze potomstvo
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spermatogonii prostupuje timto systémem mezibunénych kontakti a ocitd se
V kompartmentu adluminalnim. V ném jsou pokrocilejsi stadia bun¢k spermatogenni
linie chranény pted produkty piinaSenymi krvi (Junnqueira 1999). Vzhledem k tomu, ze
spermatocyty, spermatidy a spermie jsou izolovany od krevniho zasobeni
hematotestikularni bariérou, vyziva téchto elementl zavisi zcela na schopnosti Sertoliho
bunék zprostiedkovat vyménu nutri¢nich latek a metaboliti (Mruk & Cheng 2004).
Hematotestikularni bariéra patii mezi nejtésnéjsi bariéry v téle savcl. Tvorfi
mechanickou ochranu, reguluje prostup molekul do nitra tubulu, tvoii také
imunologickou bariéru. Spermatozoa maji totiZ na svém povrchu exprimovany antigenni
struktury, které se nevyskytuji v jinych tkanich. Fyziologicky vSak nedochazi k indukci
imunologické reaktivity, namifené proti pohlavnim buitkkdm. Mezi ochranné faktory
dozravajicich spermii patii chybéjici znaky HLA 1. a velmi nizké koncentrace HLA 11
exprimované na jejich povrchu (Krejsek et al, rok). Nesporna je i uloha exprese
Apo/FasL na povrchu zarode¢nych bunék (pocinaje spermatidami) (Riccioli et al. 2003).
Na funkci hematotestikularni bariéry se podileji také efluxni transportéry jako
napi. P-gp, MRP-1 (multidrug resistance protein) (Bart et al. 2002), jejichz funkci je
odstraniovat z bun€k cizorodé molekuly, které se do bun€k dostavaji prostou difuzi
(Schinkel 2001). Nicméng, zasadnimi strukturami zajistujicimi bariérovou funkci jsou

mezibunétna spojeni, a to ptedevsim spoje tésné a adherentni.

2.2.2. MODELY VYZKUMU HEMATOTESTIKULARNI BARIERY

Pro studium regulac¢nich mechanisml dynamiky tésnych a adherentnich spojeni
Vv pribéhu spermatogeneze 1 za patologickych stavli byla vyvinuta celd fada
experimentélnich modeli. Casto pouzivanymi experimentalnimi zvifaty jsou hlodavci,
zejména laboratorni potkani. Existuji zde ovSem urcité rozdily, které je nutno brat
V potaz pii extrapolaci vysledki. U clovéka napiiklad trvd proces spermatogeneze
pfiblizné 64 dni, kdeZto u potkana kmene Wistar pfiblizn¢ 42 dni. Leblond & Clermond
(1952) rozlisili u potkana 14 stadii (charakteristickych konfiguraci jednotlivych generaci
zarode¢nych bun€k) semenotvorného epitelu (Leblond & Clermont 1952), zatimco u

¢loveéka se téchto stadii rozlisuje Sest (Junnqueira 1999).
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Operativné navozeny kryptorchismus a expozice vici toxickym latkdm umoziuji
studium adheznich markeri za podminek porusené spermatogeneze. Busulfan je
cytotoxicka alkylaéni latka, pouziva se k 1é¢b¢é myeloidni leukémie, polycythemia vera a
primarni trombocytézy. U experimentdlnich zvifat brani busulfan spermatogenezi.
Vysoké davky busulfanu zcela eliminuji kmenové zarode¢né bunky, ¢imz navodi u
pokusnych zvitat trvalou sterilitu. Podani davek nizkych (10mg/kg) redukuje pouze ¢ast
spermatogonii a po odeznéni expozice vucéi toxickému agens, dojde k obnoveni
spermatogeneze z piezivsich spermatogonii (Jiang 1998; Choi et al. 2006). Tento model
je vhodny pro studium procesii vyskytujicich se v prib¢hu poskozeni a znovuobnoveni
spermatogeneze V semenotvorném kanalku. Vyuzivd se také casto pro vyzkum
degenerativnich zmén v semenotvorném epitelu a pii studiu funkce kmenovych

zarode¢nych bunék (Kanatsu-Shinohara et al. 2003).

Dalsim vhodnym modelem se jevi operativné navozeny Kryptorchismus.
Vrozeny kryptorchismus je vyvojova abnormalita zpisobena nesestoupenim testes do
skrota. Mize byt jednou z pfi¢in muzské neplodnosti. Vede k poruse spermatogeneze,
spojené s defekty v proliferaci a diferenciaci Sertoliho a Leydigovych bunék. Dochazi
k redukci pocétu diferencovanych Sertoliho bunék a tim k porusenému vyvoji
hematotestikularni bariery (Lui et al. 2003). PoSkozeni hematotestikularni bariéry je
vV tomto pfipadé nevratné. Chirurgicky navozeny kryptorchismus u experimentalnich
zvitat zpisobuje rychlou degeneraci zarode¢nych bunék a infertilitu (Ishikawa et al.
2005; Rossi et al. 2005), proto je pouzivan jako model pro sledovani mechanismu
vedoucich k poSkozeni spermatogeneze. Pficinou poskozeni zarodecného epitelu je vliv
riznych faktor v kombinaci s vyssi teplotou v bfisni dutiné. Mechanismy vedouci
k poskozeni nejsou dosud plné osvétleny, svou roli zde sehrava pravdépodobné

apoptoza zarode¢nych bunék (Yin et al. 2002).

Tyto dva modely se od sebe li§i v charakteru a také délce trvani poskozeni. U
modelu busulfanového dochazi k toxickému plsobeni dané latky zejména na
spermatogonie a po odeznéni ufinkl xenobiotika k opétovné regeneraci zarode¢ného
epitelu z prezivsich spermatogonii (Jiang 1998). U modelu kryptorchického je

degenerace zplsobena spi§ teplotnim stresem a apoptotickym mechanismem a
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K opétovné regeneraci zarodecného epitelu nedochazi (Yin et al. 2002; Rossi et al.
2005).

Nejvyraznéjsim morfologickym znakem posSkozeni zarodecného epitelu je
odtrzeni zarodecnych bunék z epitelu do lumen kanalku. Predpoklada se, ze oddéleni
zarodecnych bunek od Sertoliho bunék je disledkem poskozeni proteint
specializovanych adherentnich mezibunéénych spojeni (zonula adherens) a/nebo jejich
pozménéné interakce se strukturami cytoskeletu bunék (Wang et al. 1998; Johnson &
Boekelheide 2002). Zaroven dochazi k poskozeni i dalsich typt mezibunéénych spojeni
— next (Defamie et al. 2001), a zejména tésnych spojeni mezi sousednimi Sertoliho

bunkami, které jsou soucasti hematotestikularni bariéry (Cheng & Mruk 2002).

2.2.3. MEZIBUNECNE SPOJE VE VARLETI

Mezi bunkami navzajem a mezi buitkami a extracelularni matrix existuji rizné
typy mezibunéénych spojeni. RozliSuji se tfi morfologicky a funkéné odlisné
mezibunécné epitelidlni spojeni, jedna se o:

1) tésné spoje (tight junctions, TJ)

2) adherentni spoje (adherens junctions, AJ)

3) nexy (spojeni komunikacéni, gap junctions, GJ).

Ve varleti nachazime vsechny tyto typy (obr. 8) (Cheng & Mruk 2002).

Obr.8.  Schematické  znazornéni  mezibunéénych  spojeni v prubéhu

spermatogeneze a spermiogeneze (Cheng & Mruk 2002).
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2.2.3.1 TESNE SPOJE

Téesné spoje (tight junctions, TJ) ve varleti zaujimaji oblast t€sného kontaktu mezi
plazmatickou membranou sousednich bun¢k, kompletné obkruzuji bazalni ¢ast Sertoliho
bunc¢k. Tim se také t&sné spoje liSi od ostatnich epitelii, kde zaujimaji své misto
v apikalni ¢asti epitelu. TJ tvofi hematotestikularni bariéru a rozdéluji semenotvorny
kanalek na kompartment bazadlni a adluminalni. Pasdz molekul do adluminélniho
kompartmentu zavisi hlavné na molekulové hmotnosti a chemické povaze latky, mize
byt regulovana také riiznymi faktory a zménami fyziologickych podminek. K proteinim
tvoficim TJ fadime ZO-1, ZO-2, ZO-3, ocludin, claudiny, junk¢ni adhezni molekuly
(JAMs) (Cheng & Mruk 2002).

Pro té€sna spojeni ve varleti je specifické, ze v ur€itém stadiu vyvoje zarode¢nych
bun¢k dochazi k jejich restrukturalizaci, a tim dovoluji prostup zarodeénych bunék

(preleptotenni/leptotenni spermatocyty ve stadiu VII-1X) z kompartmentu bazalniho do
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adluminélniho. Cely tento proces se d&je spolu s restrukturalizaci adherentnich spojil

Vv prubéhu spermatogeneze (Cheng & Mruk 2002; Mruk & Cheng 2004).

Obr.9. Schematické zobrazeni molekularni struktury téi multiproteinovych

komplexti pfitomnych v mezibunéénych tésnych spojenich tvoticich hematotestikularni

bariéru. Zobrazeny jsou tii hlavni multiproteinové komplexy: 1) okludin — ZO-1/Z0O-2;
2) klaudin — Z0O-1/20-2; 3) JAM — ZO-1 (Mruk & Cheng 2004).
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2.2.3.2 ADHERENTNI SPOJE

Adherentni spoje tvoii spojeni mezi sousednimi bunkami a jsou zodpovédné za
udrzeni integrity tkani. Ve wvarleti se spolu s tésnymi spoji také podili na tvorbé
hematotestikularni bariéry. Dynamicky charakter adherentnich spoji ve varleti
umoziiuje posun zarodeénych bunék v prubéhu spermatogeneze z kompartmentu
bazalniho do adluminalniho (Mruk & Cheng 2004).

Existuji ¢tyfi typy adherentnich spojeni, jedna se o 1) zonula adherens (adherentni
spoje); 2) fokalni spoje; 3) desmosomy a 4) hemidesmosomy. Adherentni a fokalni
spoje se vazi na aktinova filamenta, zatimco desmosomy a hemidesmosomy vyuZzivaji
intermediarnich filament. Ve varleti existuji navic dva modifikované typy adherentnich
spoju a to ektoplazmatické specializace a tubulobulbarni komplexy (Mruk & Cheng
2004).
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Adhezivni spoje (anchoring junctions, AJ) propojuji cytoskeletarni struktury mezi
buiikkami navzajem, resp. s extracelularni matrix a tim vytvareji sité¢ zachovavajici
integritu systému (Junnqueira 1999). Mohou fungovat také jako signaltransdukéni
kaskady regulujici zakladni bunééné procesy, jako proliferaci a diferenciaci (Vleminckx
& Kemler 1999).

Dosud byly identifikovany 4 typy na aktin napojenych jednotek adherentnich
spojeni a to: 1) kadherin — catenin; 2) nektin — afadin — ponsin; 3) integrin — laminin; 4)
vezatin — myosin. Ve varleti vSak byly detekovany pouze prvni tii typy (Mruk & Cheng
2004).

Obrazek ¢. 10. Schematické zobrazeni molekularni struktury &tyf

multiproteinovych komplexti pfitomnych v adherentnich spojeni mezi Sertoliho

buitkami a zarodeCnymi bunikami. Zobrazeny jsou c&tyfi hlavni multiproteinové
komplexy: 1) kadherin — katenin; 2) nektin — afadin — ponsin; 3) integrin — laminin; 4)
vezatin — myosin. Stale neni uplné znamo, zda vezatin (partner myosinu) je ve varleti

exprimovan (Mruk & Cheng 2004).
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Specialnim typem adherentnich spojeni jsou ektoplazmatické specializace a

tubulobulbarni komplexy. Jedna se o modifikované na aktin vazané adherentni spojeni

39



pfitomné pouze ve varleti (Vogl et al. 2000; Mruk & Cheng 2004). Od klasickych
adherentnich spojii se 1isi tim, ze se jednd o dynamické struktury ménici se v prubéhu
spermatogenniho cyklu. Ektoplazmatické specializace se nachazeji pii bazi
semenotvorného epitelu, jejich hlavnim tkolem je zprostifedkovani soudrznosti mezi
Sertoliho bunkami a regulace prichodu bunék spermatogenni fady z departmentu
bazalniho do adluminalniho skrz hematotestikularni bariéru. Tubulobulbarni komplexy
najdeme v apikalni ¢asti epitelu, zprostiedkovavaji ukotveni spermatid k Sertoliho

bunkam a podileji se na regulaci uvoliiovani spermatozoi do lumen tubulu (Vogl et al.
2000).

Vyvijejici se zarode¢né bunikky musi migrovat z departmentu bazéalniho do
adluminalniho tak, aby ,,zralé* spermie mohly byt uvolnény do lumen a transportovany
dale. Bez tohoto ¢asové zavislého procesu neni mozna spermatogeneze a naruSeni
prub&éhu muze vést az k infertilité (Lee & Cheng 2004). V prubéhu dochazi k prichodu
spermatocytl skrz HTB a restrukturalizaci jak adherentnich tak tésnych spoji. Dulezitou

roli v tomto procesu hraji molekuly kadherind.

KADHERINY

Kadheriny jsou Ca?*-dependentni transmembranové adhezni proteiny (115-
140kDa) zprostfedkovavajici mezibunétnou interakci. VétSina kadherini se sklada
z n¢kolika domén: 1) intracelularni, 2) transmembranové, 3) pét kalcium vazicich
domén (EC1-5). Kalcium stabilizuje multidoménovou strukturu kadherint, pii jeho
nedostatku jsou kadheriny nefunkéni a podléhaji proteolyze (Cheng & Mruk 2002).
Cytoplazmatickd doména (-COOH konec) interaguje s cytoplazmatickymi proteiny
z “armadillo” rodiny nazyvanymi cateniny, konkrétné s -cateninem a y-cateninem
(Rowlands et al. 2000; Lee et al. 2003). Tento komplex se vaze s a-cateninem, ktery

zprosttedkovava vazbu s aktinovymi vlakny. I tento proces vyzaduje piitomnost Ca®* a

je regulovan GTPazami (Nachtigal et al. 2001; Cheng & Mruk 2002).
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Obrazek ¢. 11. Molekula klasickych kadherind se svou a) intracelularni doménou,
b) transmembranovou doménou a c) extracelularni doménou tvoienou péti kalcium

vazicimi doménami.
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Kromé tvorby mezibunéénych spojeni, maji kadheriny také funkci signalizaéni,
prenaseji signaly do nitra bunék (Vleminckx & Kemler 1999). Kadheriny tvofi
nadrodinu o 6 podrodinach, které se rozliSuji na zakladé slozeni proteinové domény,
genomické struktury a fylogenetické analyzy sekvence proteinu. Tyto podrodiny
zahrnuji klasické kadheriny (typ | - E-, N-, R-, P-kadherin), atypické kadheriny (typ Il -
Kadherin-6, -7, -8, -10), desmozomalni kadheriny (desmokoliny, desmogleiny),
protokadheriny (Protokadherin-1, -2, OL-protokadherin, CNR protokadheriny), a
Flamingo kadheriny (Nachtigal et al. 2001). Nejvice prozkoumanou skupinou jsou
kadheriny klasické (E-, P- a N-kadherin). Ve varleti bylo detekovano 24 rGznych
kadherini na trovni mRNA, véetné¢ P-, N- a E-kadherinu (Johnson & Boekelheide
2002).

P-kadherin (placentarni kadherin) je 118 kD protein. Jeho struktura je podobna
ostatnim klasickym kadherinim, ale od E- a N-kadherinu se li§i imunologickou
specifitou a molekulovou hmotnosti. Jeho exprese byla poprvé popsdna v mysi

placentarni tkani (Nose & Takeichi 1986). Navzdory svému nazvu neni pfitomen
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v lidské placenté (Shimoyama et al. 1989). Exprese P-kadherinu je typicka pro buiky
s prolifera¢ni aktivitou, jeho exprese klesa s diferenciaci buné¢k (Shimoyama et al.
1989). Exprese P-cadherinkadherinu se dava do souvislosti se $patnou prognézou pfi

rakovin¢ prsu (Paredes et al. 2007).

Ve varleti byl P-kadherin detekovan u mysi do 8. dne postnatalné v peritubularni
myoidni tkani (Lin & DePhilip 1996). Za pouziti PCR a Western blotu byl P-kadherin
detekovan také v potkanim varleti (Cyr et al. 1992; Johnson et al. 2000). P- a N-
kadheriny jsou ve varleti potkana rizné exprimovany v priubéhu postnatalniho vyvoje.
Zatimco mRNA P-kadherinu je nejvyssi v dobé tvorby hematotestikularni bariéry a poté
dochazi k poklesu hladin na méné neZ polovi¢ni uroven, hladina mRNA N-kadherinu
stoupa az do 42. dne po narozeni (uvolnéni prvnich spermatid z epitelu do lumen
kanalu), poté dochazi k mirnému poklesu a hladina se jiz drzi na konstantni urovni (Cyr
et al. 1992). Exprese P-kadherinu v potkanim varleti na uGrovni proteinu byla
imunohistochemicky potvrzena v semenotvorném kanalku varlete, exprese byla zavisla
na stadiu semenotvorného epitelu (Pospechova et al. 2007). V lidském varleti nebyl P-
kadherin detekovan (Andersson et al. 1994).

N-kadherin (neuronalni kadherin) je 130kDa velky protein masivné exprimovan
v embryu, v dospélosti je jeho exprese omezena na nervovou tkan, retinu, endotelové
buiiky, fibroblasty, osteoblasty, myocyty, chrupavku, oocyty, spermatidy a Sertoliho
buniky (Derycke & Bracke 2004). Jeho zvySena exprese je spojovana s vy$si motilitou a
metastatickou aktivitou nadorovych bunék (Suyama et al. 2002). Ve varleti je N-
kadherin exprimovan Sertoliho i zarode¢nymi bunikami (spermatocyty a spermatidy) a
vytvaii zde komplex s B-cateninem u potkanti i u lidi (Andersson et al. 1994; Chung et
al. 1998). Podili se na ukotveni zarodeénych bunék v epitelu a na jejich transportu
epitelem (Newton et al. 1993; Chung et al. 1998). V intersticiu nebyl N-kadherin
prokazan v Leydigovych ani v peritubularnich myoidnich buikach (pouze v endotelu
testikularnich kapilar) (Byers et al. 1994).
E-kadherin (epitelialni kadherin) zprostfedkovava mezibunécné interakce
zejména mezi epitelovymi buiikami, je zasadni pro diferenciaci bun€k, jeho exprese
klesa se zvySujici se motilitou a invazivitou bunék (Wheelock & Johnson 2003). Jeho

exprese byla potvrzena v fadé epitelti, mimo jiné také v placentarnim cytotrofoblastu
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(Getsios et al. 2000). V nasSich studiich palcentarniho trofoblastu jsme ho pouzivali jako
marker diferenciace primarnich kultur trofoblastu. U lidi neni E-kadherin ve varleti
vibec exprimovan (Andersson et al. 1994). Ve varleti potkana se E-kadherin
v zarode¢ném epitelu nevyskytuje (v pribéhu vyvoje varlete ani v dospélosti), ale je
pritomen v intersticidlni tkani jak ve fetalnich Leydigovych bunkach, tak i v dospélosti

(Byers et al. 1994; Chung et al. 1998).

Kateniny jsou proteiny interagujici s kadheriny a zprostiedkovavajici jejich
spojeni s cytoskeletem bunék. B- a x-catenin se vazi s cytoplazmatickou doménou
kadherind, a-catenin zajiStuje spojeni bud’ pifimo nebo pies aktin-vazajici proteiny
(napf. o-actinin, vinculin, ZO-1) (Watabe-Uchida et al. 1998; Cheng & Mruk 2002).
Kadheriny, cateniny a komplex kadherin/catenin maji dvé hlavni funkce. Jsou
zodpovédné za mezibunéénou adhezi a podileji se na pfenosu signalu v bunice. Adhezni
a signalizacni vlastnosti téchto molekul nemohou byt oddéleny. Variabilita interakci
kadherinti a cateninti umoziuje vytvoreni riznych signaliza¢nich systému v odlisnych
tkanich (Nachtigal et al. 2001; Cheng & Mruk 2002). Ve varlatech jsou cateniny
exprimovany v Sertoliho i v zarodeénych bunkach v komplexu s kadheriny napt. jako

soucast ektoplasmatickych specializaci (Lee et al. 2003).

DALSI TYPY ADHERENTNICH SPOJU

Kromé¢ klasickych adherentnich spoji nachazime ve varleti také spoje fokalni,

desmosomy a hemidesmosomy.

Fokalni spoje existuji mezi buitkami a extracelularni matrix, jsou napojena na
aktinova filamenta. V téchto spojich se nachazeji ptedevsim integriny, vinkulin, padolin
(Mruk & Cheng 2004), podileji se na ném také proteiny bazalni membrany jako laminin,
fibronektin atd. (Segretain & Falk 2004).

Desmosomy (neboli macula adherens) jsou slozité diskoidni struktury na povrchu
bunék, vytvarejici mezibunécné kontakty napojené na intermediarni filamenta. Nejlépe
prostudovany jsou v epidermis, kde vytvareji jediny typ spojeni v plochém

vicevrstevném epitelu a zajistuji zde obzvlasté pevnou mechanickou sourznost bunck
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(Junnqueira 1999). Desmosomy jsou tvoieny kadheriny (desmokoliny, desmogleiny),

armadillo proteiny a plakiny (Mruk & Cheng 2004).

Hemidesmosomy jsou V testes soustiedény v bazalni ¢asti, kde zprostiedkovavaji
spojeni Sertoliho bun¢k a bazalni membrany. Jsou napojeny na intermediarni filamenta

a tvofeny integriny a dal§imi dosud neidentifikovanymi proteiny (Mruk & Cheng 2004).

2.2.3.3. NEXY

Nexus (angl. gap junction, komunika¢ni spoje, GJ) se vyskytuje prakticky
kdekoliv podél bocnich membran vétSiny epitelovych bun¢k. Nexy jsou
charakterizované tésnym piimknutim (2 nm) sousednich bunécnych membran. Proteiny
next (konexiny) vytvaieji hexamery s hydrofilnim poérem o praméru kolem 1,6 — 2,0
nm, umisténym ve stfedu, tato jednotka se nazyva konexon. Jedna se o o intracelularni
kanaly, které dovoluji vyménu iontt i vétSich molekul do hmotnosti cca 1 kDa - ionty,
aminokyseliny, malé peptidy, druzi poslové (cAMP, IPs, Ca’") a daldi metabolity
(Shibata et al. 2001; Lampe & Lau 2004).

Naptiklad v srdci dovoluji nexy rychly mezibunéény transfer akénich potenciali,
zajiStuji  koordinovanou kontrakci kardiomyocyti. Jsou také odpovédné za
neurotransmisi ve specializovanych ,.elektrickych® synapsich. V nevzruSivych tkanich,
jako jsou napf. jatra nebo cévni sténa, je jejich funkce méné probadéana. Predpoklada se,
ze prechodem druhych posli pfes nexy dochéazi ke koordinaci funkce bunék v téchto
tkanich (Willecke et al. 2002; Lampe & Lau 2004). Ve varleti zprostiedkovavaji ptenos
signali mezi Sertoliho buiikkami a builkami zarode¢nymi, ¢imZ se podileji na na
koordinaci pohybu zéirodec¢nych bunék semenotvornym epitelem. Nejcastéji se
vyskytujicim proteinem ve varleti je connexin 43. Je exprimovan jak v Leydigovych
bunkach intersticia, tak Vv bazalnim kompartmentu semenotvornych tubuli mezi
Sertoliho bunikami a spermatogoniemi i spermatocyty a mezi sousednimi Sertoliho

bunkami (Batias et al. 1999).

2.2.4. Metody vyuzité pro studium exprese P-kadherinu
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Ke studiu vlivu kryptorchismu a busulfanového poskozeni na morfologicky obraz
tkdn¢ varlete potkana (stav zarodecného epitelu 1 intersticidlni tkdn€¢ mezi
semenotvornymi kanalky) a na spermatogenezi byly pouzity zékladni histologické
techniky (barveni hematoxylin eosin). Pro studium exprese P-kadherinu ve zdravém,
busulfanové a kryptorchickém varleti byly pouzity imunohistochemické metody na

parafinovych fezech.

CILE SEPARATNE NA STRANKU

2.3. CILE DISERTACNI PRACE

1) zavést na pracovisti metodu izolace a kultivace primarniho trofoblastu

2) odhalit ulohu VDR v lidské placenté za pouziti placentarnich modeld, odhalit pfic¢inu
nizké exprese VDR v choriokarcinomovych liniich BeWo a JEG-3

3) studovat expresi a transportni aktivitu Bcrp v potkani placenté a na potkanich
bunécnych placentarnich modelech

4) posoudit vliv modelového xenobiotika - busulfanu a vliv operativné navozeného
jednostranného kryptorchismu na morfologicky obraz tkané varlete potkana a na

spermatogenezi

5) za pomoci imunohistochemickych metod zhodnotit zmény v expresi proteinii
adheznich mezibunéénych spoji (P-kadherin) mezi jednotlivymi populacemi

testikularnich bunék po kryptorchickém a busulfanovém poskozeni.

2.4. PODIL DOKTORANDKY NA PREDKLADANYCH
PUBLIKACICH:

U kapitoly 4.1. a 4.3. je predkladatelka této disertacni prace prvni autorkou,
Vv pfipadé 4.2. kapitoly pak spoluautorkou. Autorka disertace sepsala rukopisy, u nichz je
prvni autorkou. U prace, kde je spoluautorkou (4.2), se podilela na ¢asti tykajici se

imunohistochemické detekce Berp v potkani placenté.

Ve studii uvedené v Casti 4.1. provadéla veskeré genové reporterové studie, real
time RT-PCR analyzy vzorkii a imunohistochemické studie. Také izolace a kultivace

primarniho lidského trofoblastu byly provedeny autorkou disertacni prace, a to ve
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spolupraci s Mgr. Lucii Stejskalovou a Dr. Karen May (University of Greifswald).
Western blot analyza byla provedena Mgr. Radimem Vrzalem z Ustavu lékaiské chemie
a biochemie Lékatské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Téma tohoto projektu
bylo zaddno Doc. PharmDr. Petrem Péavkem, Ph.D., ktery mi byl zarovein ve vSech

smérech ndpomocny i pfi vlastni realizaci studii.

Ve studii uvedené v ¢asti 4.2. této prace autorka provadéla odbéry potkanich
placent v pribéhu biezosti potkana a analyzu exprese Berp v téchto vzorcich pomoci
imunohistochemie. Transportni studie za pouziti dualn¢ perfundované placenty potkana
a studie s bunéénymi liniemi byly realizovany Doc. PharmDr. F. Staudem, Ph.D. a
ostatnimi spoluautory. Toto téma bylo zaddno autorem projektu Doc. PharmDr.

Frantiskem Staudem PhD.

Ve studii uvedené v ¢asti 4.3. se autorka disertacni prace podilela na ptipravé
vzorkd a provadéla imunohistochemickou detekci P-kadherinu. Prace se zvifaty byla
provedena PharmDr. Martinem Kopeckym, Ph.D a Doc. RNDr. Vladimirem Semeckym,
CSc. Téma tohoto projektu bylo zadano Doc. RNDr. Vladimirem Semeckym, CSc.
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3. SOUHRN/SUMMARY
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Souhrn

Hlavnim limitujicim faktorem pro distribuci 1é¢iv v téle je piitomnost
fyziologickych bariér. Placentarni a hematotestikularni bariéra k nim bezesporu patii.
Placenta je dulezity endokrinni organ zprostiedkovavajici kontakt mezi matkou a
plodem. Krom¢ dodavky zivin plodu a odvodu zplodin metabolismu z plodu hraje
placenta dilezitou roli téz v ochrané plodu. Klicovou roli roli v ochran¢é plodu hraje
vrstva syncytiotrofoblastu, kterd funguje nejen jako mechanicka bariéra, ale také diky
expresi biotransformacnich enzyml a transportérit jako tzv. metabolickd bariéra.
Syncytiotrofoblast exprimuje téz nukledrni receptory, jez reguluji transkripci gent
podilejicich se na vyzivé, minerdlnim metabolismu, proliferaci a diferenciaci, nebo
mohou regulovat také expresi enzymu a transportérd. Ve varleti se na ochrang
zarodeénych bun€k podili hematotestikularni bariéra tvofena zejména tésnymi a
adheznimi spoji mezi Sertoliho bunkami. Mezibunééné spoje mezi Sertoliho bunikami a

buitkami zarode¢nymi jsou zasadni také pro zachovani zdarného vyvoje spermii.

Vramci disertatni prace jsme se zaméfili na studium VDR v placenté,
placentarnim trofoblastu a choriokarcinomovych liniich BeWo a JEG3. VDR je
exprimovan jak v placenté (exprese na urovni mRNA 1 proteinu), tak v kulturach
primarniho trofoblastu. Nicméné, jeho funkce v placentarni fyziologii neni zcela jasna.
U BeWo a JEG3 choriokarcinomovych linii jsme zjistili, ze exprese VDR je velmi nizka
ve srovnani s placentou a izolovanym trofoblastem. Za pouziti riznych ptistupli jsme se
snazili odhalit pfi¢inu nizké exprese VDR ve studovanych placentarnich liniich. BeWo
a JEG3 jsme inkubovali s latkami podporujicimi diferenciaci bunék (jednalo se o 17f-
estradiol a forskolin), dale s inhibitory deacetylas (trichostatin, sodium butyrat) a
inhibitory DNA-metylas (3-deoxy-5-azacytidin). Zjistili jsme, ze exprese VDR je
castecné obnovena po inkubaci placentarnich bunéénych linii BeWo a JEG-3
S butyratem sodnym a 3-deoxy-5-azacytidinem. Tyto vysledky svym zplsobem
vysvétluji pfi¢inu nedostatecné exprese VDR v choriokarcinomovych liniich
(epigeneticka regulace). Mimo genomicky efekt jsme prokdzali, Ze vitamin D ma také
negenomové UCinky na VDR nezavislé. Ukazali jsme, ze 1a,25(0OH),D3; stimuluje

fosforylaci ERK1/2 kin4z v chorikarcinomové linii JEG-3, coz by mohlo mit za
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nasledek ovlivnéni genové exprese nezavisle na pfitomnosti VDR. Tato prace ma

zasadni vyznam pro dalsi studium funkce VDR v placentarni fyziologii a metabolismu.

Dalsi publikovana prace se zabyva expresi a funkci BCRP Vv placenté potkana.
Cilem této studie bylo popsat roli Berp v placentarni farmakokinetice, a to za pouZiti
potkani trofoblastové bunécné linie HRP-1 a dualné perfundované potkani placenty. Za
pouziti real time RT-PCR a Western blotu byla potvrzena exprese BCRP v HRP-1 a
potkani placenté. Imunohistochemické analyza potvrdila pfitomnost placentdrniho Berp
v trofoblastu labyrintové zony placenty. Data tak naznacuji, ze BCRP je pfitomen
Vv trofoblastu placenty a miize tak plnit svou ulohu v transplacentarni farmakokinetice u
experimentalniho zvifete. Transportni studie za pouziti dualn€ perfundované placenty
potkana potvrdila, ze BCRP, podobn¢ jako P-glykoprotein, brani vstupu modelovych
substrati z matetského kompartmentu do plodu a zaroven se podili na eliminaci latek
transportovanych BCRP/Bcrpl z plodu do matetské cirkulace. Jelikoz placentarni
,bariéra® potkana je morfologicky i funkéné v mnoha ohledech velmi podobné lidské
placenté, vysledky maji velkou prediktivni hodnotu pro transplacentarni

farmakokinetiku 1 u ¢lovéka.

Dalsi prace je zaméfena na studium exprese P-kadherinu ve zdravém varleti
potkana. Sleduje rovnéz zmény tykajici se morfologického obrazu varlete a exprese P-
kadherinu v pribéhu poskozeni operativné navozenym kryptorchismem a busulfanem.
Charakter exprese P-kadherinu v semenotvorném tubulu zdravého varlete se ménil
V zavislosti na stadiu semenotvorného epitelu. Expozice busulfanem a také
kryptorchismus vedly k destruktivnim zménam semenotvornych tubult, spolu se
snizenim exprese P-kadherinu. Z vyse uvedeného vyplyva, ze P-kadherin se podili na
struktufe adherentnich spoji ve varleti potkana a hraje dilezitou roli pro udrzeni
normdlni spermatogeneze. Jak kryptorchismus tak busulfanové poskozeni vede

k desintegraci adherentnich spoji.

Zaveérem lze fici, Ze studie tykajici se exprese VDR V placentdrnich bunécnych
liniich pomliZe mnohym dal$im badatelim objasnit funkci VDR v placentarni fyziologii.
Predmétem dalSiho studia bude naptiklad ovéfit, zda se VDR podili na transkripcni

regulaci konkrétnich biotransformacnich enzymi (CYP3A4) ¢i transportérti (P-gp), at’
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jiz v placenté ¢i jinych organovych systémech. Jiz v soucasné dob¢é pracujeme na studii
transkripéni regulace vybranych biotransformacnich enzymt a transportérii prave
prostiednictvim VDR, PXR a CAR, a to nejen na placentarnich, ale také na jaternich a
sttevnich bunécnych modelech. Z vysledkii dalsi studie vyplyva, ze efluxni 1ékovy
transportér BCRP exprimovany v placenté je vyznamnym faktorem ovliviiujicim
prostup 1é¢iv z matky do plodu. Znalost jeho substratové specifity a funkcéni aktivity by
mohlo byt vyuzito v optimalizaci farmakoterapie u téhotnych zen. Odhaleni tlohy P-
kadherinu pfi narusené spermatogenezi nabizi moznost objasnit nékteré z pficin a
mechanismt muzské neplodnosti, a to zejména ve spojeni se studiem dalSich proteint
podilejicich se na tvorbé mezibunécnych spoji (t€snych, adhezivnich spojl, nexi),

cytoskeletu ¢i bazalni membrany.
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Summary:

The main limiting factor of distribution of the drugs in the body is the presence of
physiological barriers. Placental and blood-testis-barrier are two barriers that were
studied in this thesis. The placenta is an important endocrine organ bringing maternal
and fetal blood into proximity, allowing exchange of nutrients and waste products. In
addition, the placenta acts as the barrier between the mother and fetus, and plays an
important role in fetal protection. The key rate-limiting layer in the placenta is the single
layer of syncytiotrophoblast. The placental trophoblast contains multiple drug
transporters and metabolizing enzymes that control maternofetal exchange of nutrients
and hormones, or which form placental “metabolic” barrier. Moreover, several members
of the nuclear receptor superfamily are expressed in placental trophoblasts. They
regulate transcription of the genes involved in nutrient transport, mineral metabolism,
proliferation and differentiation. Moreover it was suggested that they control expression
of placental drug transporters and xenobiotic metabolizing enzymes. Germ cells in the
testis are protected mainly by the presence of blood testis barrier, formed by the tight or
adherens junctions between Sertoli cells. Moreover, intercellular junctions between

Sertoli and germ cells are pivotal for spermatogenesis.

In this dissertation we focused on the expression and activity of VDR in human
placenta, isolated trophoblast and in choriocarcinoma cell lines BeWo and JEG3. VDR
is expressed (at the mRNA and protein level) in the human placenta and in the cultures
of primary trophoblasts as well. However, its function in placental physiology is still
unknown. We revealed that BeWo and JEG-3 choriocarcinoma cell lines express low
levels of VDR in comparison with isolated cytotrophoblasts or human placenta. In order
to elucidate the mechanism of VDR gene suppression in JEG-3 and BeWo cell lines, we
used several approaches to stimulate differentiation of the cytotrophoblast cell lines and
to restore expression of VDR in the placental cell lines. We used prototype
differentiation agents forskolin and 17p-estradiol, histone deacetylase inhibitors sodium

butyrate and trichostatin A and DNA methylase inhibitor 5-deoxy-3"-azacytidin.

We showed that VDR mRNA expression is restored after treatment of BeWo and

JEG3 cells with sodium butyrate and 5-deoxy-3’-azacytidine. It means that VDR
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expression is suppressed epigenetically in choriocarcinoma cell lines, which results in
low transactivation activity of VDR in the cells. Finally, we observed a non-genomic
effect of 1a,25(0OH),D3 in JEG-3 cells and the activation of the extracellular signal-
regulated kinase (ERK) signaling pathway. We revealed that 1a,25(OH),D3 stimulates
phosphorylation of ERK1/2 kinases in JEG3 cells, what could affect gene expression
independently on VDR expression. These results should be considered in future studies
regarding the biological function of VDR and 1a,25(OH),Ds in the normal and tumour
placental trophoblast.

The next study was focused on the expression and function of BCRP in
transplacental pharmacokinetics of rat. Employing real-time RT-PCR and Western
blotting established expression of BCRP in rat placenta and in rat placental cell line
HRP-1. Immunohistochemical analysis confirmed the presence of BCRP in trophoblast
of labyrinth zone of the placenta. Our data thus indicate that BCRP is expressed in the
placenta and therefore can play a role in transplacental pharmacokinetics. Using dually
perfused rat placenta, we confirmed that BCRP (similarly to P-gp) reduces the passage
of its substrates from mother to the fetus and also removes the drug already present in
the fetal circulation. The rat placental barrier is morphologically and functionally similar
to human placenta, the results obtained here might have a high predictive value for the

transplacental pharmacocinetics in humans.

The next study was focused on the expression of P-cadherin in normal,
busulphan treated and cryptorchid rat testis. The pattern of expression of P-cadherin in
the seminiferous epithelium changed with the stage of the seminiferous epithelium. Our
experiments revealed that the busulphan treatment and cryptorchism led to destructive
changes in the structure of seminiferous tubules, together with the decrease of the P-
cadherin expression. We suggest that P-cadherin participates in the architecture of
adherens junctions in testis, plays an important role in maintaining normal
spermatogenesis and that cryptorchism and busulphan treatment lead to adherens
junction disintegration.

In conclusion, the efflux drug transporter BCRP expressed in placenta is the
important factor affecting penetration of drugs from mother to fetus. Knowledge of its
substrate specifity and functional activity could be used in optimalization of
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pharmacotherapy of pregnant women. The study concerned with the expression of VDR
in placental cell lines could help to other investigators to elucidate the role of VDR in
placental physiology. The aim of next study will be to verify if VDR transcriptionally
regulates the expression of biotransformation enzymes (CYP3A4) or transporters (P-gp).
Presently we are working on the study of transcriptional regulation of CYP3A4 via
VDR, PXR and CAR using placental, hepatic and intestinal cell lines. Elucidation the
role of P-cadherin in normal and injured spermatogenesis could help us to clarify some
of the reasons and mechanisms of man infertility, especially in connection with a study
of other proteins participating in forming intercellular junctions (tight, adherens,

communicative junctions, cytoskeleton or basement membrane.
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