SOUHRN

Dizertacni prace

Mgr. Lenka Hahnova (roz. Cygalova)



Placenta predstavuje jedine¢né spojeni mezi matkou a plodem zajiSt'ujici fadu funkci
nezbytnych pro spravny pritbéh téhotenstvi a vyvoj jedince. Jednou z hlavnich funkci placenty
je vyména plynt, ptivod zivin do plodu a odvod jeho metabolickych zplodin. Mimoto plni
placenta také roli endokrinni, metabolickou a pfedev§im ochrannou, jelikoz matka je
v prubchu té€hotenstvi vystavovana, at’ uz nevédomé ¢i zdmeérné, celé skale pro plod toxickych
latek. Drive se ptedpokladalo, ze fyziologickou bariéru mezi cirkulacemi matky a plodu tvori
pouze bunéfné vrstvy syncytiotrofoblast a endotel fetdlnich kapildr. Nedavno vSak bylo
zjisténo, ze kromé této mechanické slozky disponuje placenta 1 ochrannou slozkou aktivni,
kterda je realizovana pusobenim efluxnich transportérii a biotransformacnich enzymu
lokalizovanych v polarizované vrstvé syncytiotrofoblastu.

Efluxni transportéry jsou membrdnové proteiny, které jsou diky své afinit¢ k ATP
schopny aktivné vypumpovavat velké mnozstvi riznorodych molekul ven z buiikky. Dosud
nejlépe prostudovanymi lékovymi efluxnimi transportéry jsou P-glykoprotein (P-gp) a ,,breast
cancer resistance protein“ (BCRP), které vyznamnym zplisobem ovliviiuji kinetiku transportu
latek ptes placentu. Hlavnim cilem této dizerta¢ni prace bylo studium exprese placentarnich
transportéra Berp a P-gp a jejich vlivu na transport farmak pies placentu.

V prvni praci jsme s vyuzitim metod RT-PCR, Western blottingu a imunohistochemie
prokazali pfitomnost Berp v termindlni potkani placenté 1 bunééné linit HRP-1. Pfi paralelnim
testovani P-gp jsme popsali znacnou expresi v placenté, avSak v placentarnich bunkach HRP-
1 nebyl tento transportér detekovan. Pfitomnost Berp v bunééné linii HRP-1 jsme potvrdili i
na urovni funkéni s vyuZzitim inhibitortt Ko143 a GF120918. Jejich u¢inkem jsme pozorovali
zvySeni akumulace fluorescenéné znacené¢ho substratu BODIPY FL prazosinu do bunék o
vice nez 100%. Stejné tak byla touto akumulacni studii prokézéana absence efluxni aktivity P-
gp, coz potvrdilo jeho nedetekovatelnost na irovni mRNA a proteinu. Dale jsme v této préci
studovali vliv Berp na transplacentdrni prostup modelového substratu cimetidinu s vyuzitim
metody dualné perfundované potkani placenty. Sledovani transportu latky ve sméru materno-
fetalnim a feto-maternalnim prokazalo zna¢nou asymetrii, ktera byla CasteCné snizena
piidanim BCRP inhibitorti fumitremorginu C a GF120918, a zcela eliminovana pti vysokych
koncentracich cimetidinu. Tato prace pfinesla dva zdkladni poznatky tykajici se protektivni
role BCRP v placenté, a to Ze transportér nejen redukuje prostup substrati z matky do plodu,
ale také aktivné odstranuje 1éCiva v cirkulaci plodu jiz ptitomna.

Prestoze ochrannd aktivita Berp vplacenté na konci bfezosti byla prvni studii
potvrzena, stale nebylo ziejmé, zda je transportér Berp ptitomen v placenté experimentalniho

zvitete po celou dobu biezosti a zda se jeho exprese a funkce v navaznosti na gestacni obdobi



méni. V nasi dalsi praci jsme tudiz sledovali expresi placentarniho Berp v prabéhu biezosti
potkana na urovni mRNA a pozorovali signifikantné vy$$i mnozstvi Berp transkripth v 15.
nez v12., 18. a 21. dni. V dal§i ¢asti této studie jsme ve fetdlni tkani kvantifikovali
sedminasobn¢ vyS§i expresi Bcrp mRNA ke konci gestace vporovnani s 12. dnem.
Ochrannou roli placentdrniho a fetalntho Bcerp jsme zkoumali sledovanim mnoZstvi
modelového Berp substratu cimetidinu ve fetalni tkani po infuzni aplikaci do krve matky. Ve
12. dni gestace jsme pozorovali desetinasobné vyssi expozice plodu cimetidinu vzhledem k
ostatnim sledovanym dniim. Navic srovnani postinfuzni hladiny substratu v plodu odhalilo
podstatné nizsi prilnik do mozku nez do celkové fetalni tkané. Tyto poznatky podpoftily nasi
hypotézu, ze rostouci exprese Bcerp ve fetdlni tkani muize s postupujicim téhotenstvim
posilovat protektivni roli placenty pted latkami pro vyvijejici se plod potencialné toxickymi.

Ptekryvajici se substratova specifita a podobna tkanova distribuce transportértt P-gp a
BCRP naznacuji také jejich spolecnou ulohu na detoxikacnich procesech placenty, proto jsme
se rozhodli na8i dal$i praci zaméfit na posouzeni efektu P-gp a Berp na transplacentarni
farmakokinetiku (PK) jejich substratti. S vyuzitim specifickych inhibitort, koncentracni Skaly
modelovych latek a PK vypoct na modelu dualné perfundované potkani placenty jsme
potvrdili u€inek P-gp a Berp ve smyslu omezeni materno-fetdlniho (mf) a urychleni feto-
maternalniho (fm) transportu. Otazku, zda pocet transportérti zapojenych do transferu latky
muze ovlivnit jeji transplacentarni PK, jsme se pokusili zodpovédét aplikaci dualniho
substratu P-gp a BCRP — BODIPY FL prazosinu (BP) na na§ model perfundované potkani
mezi sledovanymi latkami (cimetidin — 24,6; rhodamin 123 - 11,0; glyburid - 11,2).
Obdobnych vysledki bylo dosazeno také pii testovani eliminace tychz substrath z
kompartmentu plodu s vyuzitim recirkulace fetdlniho rezervoaru, coz naznacilo, ze vliv
fyzikalné-chemickych vlastnosti, zejména liposolubility, mize prevazit nad efektem proteinti
P-gp a Berp na transplacentarni transport BP. Tuto hypotézu jsme v nasi studii potvrdili PK
modelovanim. Ze vztahu mezi pasivnim/aktivnim transportem a liposolubilitou vyplynulo, Ze
vzestup rozpustnosti latky v tucich zvySuje pasivni difuzi a zaroven snizuje u¢innost lékovych
transportéra.

Zavérem lze konstatovat, ze vysledky naSich studii potvrzuji expresi a funéni aktivitu
Berp a P-gp v placenté potkana a kvantifikuji vliv téchto efluxnich transportér na ochranu a
detoxikaci plodu. Z posledni studie je vSak ziejmé, ze relativni efektivita efluxnich
transportéri v transplacentarni farmakokinetice mtize byt limitovana dal§imi faktory, jako je

lipofilita sledovanych molekul.



