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Placenta je jedinecny organ zajistujici fadu vitalnich funkci, které jsou nezbytné pro
spravny prubéh téhotenstvi a vyvoj jedince. Vedle hlavni funkce pfisunu zivin,
odvodu zplodin metabolismu a vymény plyni plni placenta také tlohu endokrinni,
metabolickou a pifedevsim ochrannou. Placenta je povaZzovana za jednu z
fyziologickych bariér organismu, kterd zdsadnim zpisobem reguluje transport
endogennich i exogennich latek mezi dvéma kompartmenty - krevnim obéhem matky
a plodu.

Do nedavné doby se piedpokladalo, ze placentarni bariéru tvoii predevSim
bunééné vrstvy oddé€lujici krev matky a plodu - syncytiotrofoblast a endotel fetalnich
kapilar. V soucasné dob¢ se vSak stale vice ukazuje, ze vedle této mechanické slozky
se na placentarni bariéfe podili 1 slozka aktivni, realizovana c¢innosti efluxnich
transportéri. a  biotransformacnich  enzyml lokalizovanych ve  vrstvé
syncytiotrofoblastu. Efluxni transportéry jsou membranové proteiny, které aktivné
(za spotieby ATP) "pumpuji" Sirokou Skalu substrati ven z bunky. Kinetiku
transportu latek ptes placentu ovliviiuji zdsadnim zplsobem predev§im dva
transportéry: P-glykoprotein (P-gp) a “breast cancer resistant protein” (BCRP).
Oproti transportérim tvofi biotransformace latek v placenté pravdépodobné
minoritni, av§ak nezanedbatelnou slozku aktivni bariéry. Jedna se zejména o enzymy
cytochromu P450, konjugaéni enzymy II. fize metabolismu a enzymy uplatiujici se
v metabolismu steroidnich molekul.

V rémci této disertacni prace byly studovany ob¢ slozky aktivni placentarni
bariéry - transportni i metabolickd. Z efluxnich transportérii se nase pozornost
soustiedila na transportér BCRP jehoz expresi a aktivitu jsme studovali na modelu
placenty potkana v podminkach in-vitro a in-situ. Pfitomnost BCRP jsme potvrdili v
potkani placentarni bunécéné linii HRP-1 i v placenté potkana na konci biezosti a to
jak na trovni mRNA tak na Grovni proteinu s vyuzitim metod real-time RT-PCR,
Western blottingu a imunohistochemie. Paraleln¢ s BCRP jsme sledovali také expresi
P-gp, ktery byl detekovan pouze v placenté potkana, zatimco v bunééné liniit HRP-1
nebyl pritomen. Aktivitu BCRP v podminkach in-vitro jsme potvrdili s vyuzitim
fluorescencné znaceného substratu BCRP - BODIPY FL prazosinu a inhibitort
BCRP - GF120918 a Ko0143. V souladu s vysledky expresnich studii jsme v linii
HRP-1 nepozorovali Zadnou aktivitu P-gp. Daéle jsme studovali vliv BCRP na
farmakokinetiku transportu l1éCiv ptfes placentarni bariéru s vyuzitim dudlni perfize

placenty potkana in-situ. Jako modelovy substrat BCRP jsme zvolili cimetidin, jehoz
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pruchod pies placentu jsme sledovali jak v matero-fetalnim tak feto-maternalnim
sméru. Pro ovéteni BCRP specifického transportu byly pouzity inhibitory BCRP -
GF120918 a fumitremorgin C. S pomoci tohoto modelu se ndm podatilo prokazat, ze
BCRP hraje v kinetice piestupu latek ptes placentu dvoji roli: 1) omezuje prachod
substratt z krve matky do plodu a 2) aktivné urychluje vylucovani léciva jiz
ptitomného v krvi plodu.

V dalsich dvou studiich jsme se zaméfili na sledovani exprese a aktivity
enzymu 11B-hydroxysteroid dehydrogenazy (11B-HSD) jako feto-placentarni bariéry
pruchodu glukokortikoidti (GK) z krve matky do plodu. Prvni prace se zabyva roli
placentarni 11B-HSD v metabolismu GK v pribéhu biezosti potkana a dale vztahem
mezi aktivitou placentarni a fetdlni 11B-HSD a jejich vlivem na pomér mezi
aktivnimi a neaktivnimi formami GK v krvi plodu. Nejprve byl sledovan profil
exprese a aktivity placentarni 11B3-HSD typu 1 a 2 mezi 13. a 21. dnem bfezosti
potkana. U obou typt placentarni 113-HSD byl pozorovan pokles v expresi, avsak s
odlisnym profilem. Zatimco hladiny mRNA 11B3-HSD1 nejprve prudce poklesly
mezi 13. a 14. dnem bfezosti a poté zistavaly viceméné konstantni, exprese 1103-
HSD2 v posledni tfetin¢ gravidity pozvolné klesala a vzdy ptevazovala nad
11B-HSD1. Pokles 11B-HSD2 v placenté¢ ke konci posledniho trimestru byl dale
potvrzen i na Urovni proteinu. Pokles exprese 11B-HSD1 byl doprovazen také
poklesem jeji aktivity. Oproti tomu, NAD" dependentni dehydrogenazové aktivita
11B-HSD2 analyzovana v tkanovych homogenatech se ke konci gravidity zvySovala.
Tyto vysledky naznacuji existenci posttranslacniho regula¢niho mechanismu, ktery
ovlivituje aktivitu placentarni 11B-HSD2. Ze studia aktivity 113-HSD2 v pfitomnosti
dithiotreitolu in-situ vyplynulo, Ze tento mechanismus je pravdépodobné odlisny od
procesu aktivace a deaktivace 11B-HSD2 reverzibilni dimerizaci. Dale jsme sledovali
hladiny kortikosteronu a 11-dehydrokortikosteronu v krvi plodu a porovnavali je s
aktivitou placentarni a plodové 11B-HSD. Z vysledkd vyplyva, ze na regulaci
metabolismu GK a jejich hladin v krvi plodu se vyznamné podili aktivita plodové
11B-HSD a to predevsim ke konci gravidity.

V nasledujici praci jsme se zabyvali vlivem prenatalné podavanych
syntetickych steroidii (dexametazonu a betametazonu) na expresi a konverzni
kapacitu placentarni 118-HSD typu 2. Ke studiu byl opét pouzit model potkani
placenty. GK byly podavany biezim samicim ve dvou riznych davkach (nizka nebo

vysoka) v pribéhu 16. - 20. dne biezosti. Exprese 113-HSD v placentach odebranych
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21. den bfezosti byla analyzovana S pomoci metod real-time RT-PCR a Western
blottingem. Konverzni kapacita 113-HSD2 byla hodnocena pomoci dualni perfiuze
placenty potkana, jako modelovy substrat pro 113-HSD2 byl pouzit kortikosteron.
NaSe vysledky ukazaly, Zze ackoliv Vvliv prenatalni terapie syntetickymi GK na
expresi 11B-HSD je minimalni nebo, v piipadé¢ dexametazonu, omezeny na
transkripéni troven, konverzni kapacita tohoto enzymu je obéma podavanymi GK
vyznamné snizena. NaruSeni placentarni bariéry tvoiené 11B-HSD2 jsme
zaznamenali nejen u vysokych davek GK, ale také u nizkych davek dexametazonu.
Tato pozorovani naznacuji, ze syntetické steroidy ovliviiuji aktivitu 11B-HSD2
pfedev§im na posttranslacni Grovni. Nase vysledky také zdlraznuji vyznam
funk¢nich studii pti hodnoceni vlivu exogennich latek na aktivitu enzymu placentarni

bariéry.
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