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2 Abstrakt

ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Farmakologie a toxikologie

Kandidat: Mgr. Lucie Stejskalova

Skolitel: Doc. PharmDr. Petr Pavek, Ph.D.

Nazev disertacni prace: Regulace exprese biotransformacnich enzymid a

transportérti placentarni bariéry

Placenta je jedineny organ komunikace mezi matkou a plodem. Je nezbytna pro
udrzeni téhotenstvi, vyvoj plodu, ochranu plodu a zajistuje fadu funkci, pfedevsim pak
vyménu latek a plynd mezi matkou a plodem. Vyznamna je také jeji endokrinni
a metabolicka funkce. Klicovou roli v ochrané plodu hraje vrstva syncytiotrofoblastu,
ktera funguje nejen jako fyziologicka bariéra, ale také jako metabolicka bariéra diky
expresi mnoha biotransformacnich enzymd a transportéru. Hladina jednotlivych
biotransformacnich enzymil se v pribchu t€hotenstvi méni. VEtSina enzymi ma velmi
nizké mnozstvi mRNA a v nékterych ptipadech nebyla zjisténa ani jejich vyznamna

hladina proteinu ¢i enzymova aktivita.

Cytochrom CYPIA1 je jediny placentarni enzym metabolizujici xenobiotika,
jehoz exprese a aktivita je signifikantni po celou dobu téhotenstvi. Navic se zjistilo, Ze
exprese a aktivita placentarntho CYP1Al je silné indukovana u matek kutacek
a v choriokarcinomovych bunéénych liniich BeWo a JEG-3 pfi jejich kultivaci s ligandy
arylhydrokarbonového receptoru (AHR). AHR receptor je aktivovan hydrofobnimi
aromatickymi slou¢eninami, mezi které patii napiiklad polycyklické nebo halogenované
aromatické hydrokarbony. Tyto latky se do ovzdusi uvoliluji béhem spalovani pevnych

odpadd, spalovani kamenouhelného dehtu a dieva nebo jsou soucasti tabakového koufe.

Jak exogenni, tak i endogenni glukokortikoidy se podileji na transkripéni regulaci
CYPIALI. Transplacentarni podavani glukokortikoidi pfed 35. tydnem téhotenstvi je

indikovano u Zen, u kterych hrozi ptedCasny porod. Antenatalni podani glukokortikoidii



ma piiznivy vliv na zrani plic a snizuje riziko vzniku syndromu respiracni tisné
(Respiratory distress syndrome, RDS) u pted¢asné narozeného ditéte. Kromé prevence
RDS chrani podavani glukokortikoidli novorozence také pied intraventrikularnim
krvacenim, nekrotizujici enterokolitidou a snizuje riziko systémové infekce v prvnich

hodinach Zivota novorozence.

V této disertacni praci jsme jako prvni zevrubné popsali expresi AHR a jeho
arylhydrokarbonového receptorového nuklearniho translokatoru (ARNT) v lidskych
a potkanich placentadch a zaméfili jsme se také na studium transkripcni aktivity lidského
placentarniho AHR pfi regulaci svych cilovych geni CYP1A1, CYP1A2, CYPIBI,
UGT1A1 a BCRP, které jsou dilezité pro metabolismus a transport endogennich
I exogennich latek pfes placentu. Vysledky ukézaly, ze vlivem modelovych AHR
ligandli je indukce CYP1Al mRNA v porovnani s dalS$imi AHR cilovymi geny
(CYPIA2, CYPIBI1, UGTI1A1, BCRP) statisticky signifikantni v primarnich kulturach
lidskych trofoblastii. Popsali jsme také placentarni lokalizaci AHR a ARNT proteint
v lidské placenté, kterd se shodné nachazi v prvnim a tietim trimestru predevsim
Vv syncytiotrofoblastu. Potkani placentdrni Ahr a Arnt proteiny jsou hlavné exprimované
v placentarnim trofoblastu. Jejich exprese na tUrovni proteinu je pak maximalni v 15.
a21. dni bfezosti potkana. Na zéklad€ tohoto zjiSténi miizeme usuzovat, ze u potkana

muze dochazet k rozdilné indukci Cyplal v pribehu biezosti.

V dal§im vyzkumu jsme se zaméfili na studium ucinki glukokortikoiddi na
indukci CYP1A1 a dalSich cilovych geni AHR receptoru vyvolanou AHR ligandem
3-metylcholantrenem (3MC) v primarnich kulturach lidskych trofoblastd. Vysledky
ukdzaly, ze vlivem samotného dexametazonu nedojde k signifikantnim zménam
v bazalni expresi u cilovych geni AHR receptoru (CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1,
UGT1Al1, BCRP) ani u geni pro AHR, ARNT a AHRR (arylhydrokarbonovy
receptorovy represor). Samotny dexametazon nezpusobil zmény na proteinové arovni
CYP1Al, ani na trovni enzymové (Etoxyresorufin-O-deetylaza, EROD) CYP1Al
aktivity. Naproti tomu indukce CYP1A1 mRNA vyvolana 3MC byla signifikantné
zvySena v lidské kultufe trofoblastu vlivem glukokortikoidt. U ostatnich AHR cilovych
gent @ AHR, ARNT a AHRR nebyla zména indukce statisticky signifikantni ve vSech
primarnich kulturdach lidskych trofoblasti. Dexametazon rovnéZz stimuloval nartst

enzymové aktivity CYP1A1 zptsobené 3MC v kulturach lidského trofoblastu.



vvvvvv

prace patfi popis exprese a aktivity AHR receptoru v lidské placenté a zjisténi, ze
glukokortikoidy stimuluji genovou regulaci nékterych cilovych genit AHR receptoru

Vv lidskych trofoblastovych kulturach.
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3 Abstract

ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department: Pharmacology and toxicology

Candidate: Mgr. Lucie Stejskalova

Supervisor: Doc. PharmDr. Petr Pavek, Ph.D.

Title of Doctoral Thesis: Gene expression regulation of biotransformation enzymes

and transporters in placental barrier

Placenta is a unique organ facilitating the communication between mother
and fetus. It serves as a respiratory, excretory, endocrine and metabolic organ during
intrauterine development of the fetus and is necessary for maintenance of pregnancy
and for the fetal protection. Syncytiotrophoblast is a single layer that represents the
critical morphological and metabolic component of the placental metabolic
and exchange barrier. The placental trophoblast contains multiple drug transporters
and metabolizing enzymes that form placental metabolic barrier. The levels of the
enzymes are not stable and fluctuate throughout pregnancy. Most of the enzymes are
expressed at very low mRNA levels, however, in some cases there is absence of any

relevant detectable protein or catalytic activity.

Cytochrome CYP1ALl is the only placental xenobiotic-metabolizing enzyme of
the cytochrome P450 superfamily for which significant expression and catalytic activity
have been conclusively demonstrated in placental trophoblasts throughout human
pregnancy. Many researches reported significant induction of placental CYP1Al
activity in women exposed to cigarette smoke and in choriocarcinoma cell lines BeWo
and JEG-3 exposed to Aryl hydrocarbon receptor (AHR) ligands. CYP1ALl is the
prototype target gene of AHR receptor, that binds hydrophobic aromatic molecules
including a wide variety of environmental contaminants (polycyclic aromatic
hydrocarbons, halogenated aromatic hydrocarbons) generated through solid waste

incineration, coal tar and wood burning and smoke exhaust.
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Both synthetic and endogenous glucocorticoids have been shown to be involved
in transcription regulation of CYP1ALl. Transplacentally administered glucocorticoid
therapy before 35 weeks of pregnancy has been distributed to pregnant women for
several years to enhance fetal pulmonary surfactant production and prevent respiratory
distress syndrome in premature newborns. Antenatal administration is associated not
only with reduction in respiratory distress syndrome, but also with reduction of other
pregnancy associated complications, such as intraventricular hemorrhage, necrotizing

enterocolitis, and systematic infection in the first hours of life.

In this dissertation thesis we described AHR and ARNT (Aryl hydrocarbon
receptor nuclear translocator) expression in human and rat placentas, and transcription
activity of AHR in the human placental trophoblast in regulating its target genes
CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1, UGT1Al and BCRP. These genes are involved
in metabolism and transport of exogenous and endogenous substances. We showed that
only CYP1A1 mRNA, but not CYP1A2, CYP1B1, UGT1A1, BCRP, AHR, ARNT
and AHRR (Aryl hydrocarbon receptor repressor) mRNAS, was significantly induced
in human placental trophoblast cultures after exposure to prototype AHR ligands. We
also described for the first time placental localization of human AHR and ARNT
proteins throughout pregnancy, which were present primarily in first-trimester and term
placenta in syncytiotrophoblasts forming the so-called placental morphologic
and metabolic barrier. Rat Ahr and Arnt proteins were mainly localized in placental
trophoblasts and reached maximum expression during 15 and 21 gestation days, which
might indicate a different response to Ahr ligands in placental Cyplal induction during

rat gestation.

The next study was focused on the effects of glucocorticoids on 3MC dependent
induction of CYP1Al and other AHR target genes in primary cultures of human
trophoblast. We showed that dexamethasone alone had no significant effect on mRNA
expression of AHR target genes (CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1, UGT1Al and BCRP)
and AHR, ARNT AHRR mRNA expression. The basal level of CYP1Al protein
and basal CYP1Al EROD (Ethoxyresorufin-O-deethylase) activity were not
significantly affected by dexamethasone. In contrast, we reported that 3MC-inducible
CYP1A1l mRNA, but not CYP1A2, CYP1Bl1, UGT1Al, BCRP, AHR, ARNT
and AHRR mRNAs, was significantly up-regulated by glucocorticoids in human
placental trophoblast cultures of the term placentas. EROD activity of the trophoblast

12



cultures treated with the combination of 3MC (3-methylcholanthrene)
and dexamethasone (betamethasone) was higher when compared to the enzyme activity
of 3MC-treated trophoblast cultures. Suprisingly, CYP1ALl protein level induced by

3MC was not significantly changed by usage of dexamethasone.

In conclusion, this dissertation thesis describes expression and transcription
activity of AHR receptor in human and rat placentas and clearly demonstrates effects of
glucocorticoids on gene regulation of AHR target genes in human primary trophoblast

cultures.
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Seznam zKratek

1EP

1PP

2PP

3MC

APbi

7, 12-DMBA
11B-HSD-2
AA

AHR

AIP

AR

ARNT
AHRR
ATP

BaP

BeWo
BCRP

BNF

CAR
DHES

DMSO

1-etynylpyren

1-(1-propyl)pyren

2-(1-propynyl)fenantren

3-metylcholantren

4-(1-propynyl)bifenyl
7,12-dimetylbenzantracen

11B-hydroxysteroid dehydrogenaza-2
Arachidonova kyselina

Arylhydrokarbonovy receptor

AHR interacting protein

Androstanovy receptor

Arylhydrokarbonovy receptorovy nuklearni translokator
Arylhydrokarbonovy receptorovy represor
Adenosin trifosfat

Benzo[a]pyren

Lidska choriokarcinomova bunécna linie BeWo
Breast cancer resistance protein

B-naftoflavon

Konstitutivni androstanovy receptor
Dehydroepiandrosteron sulfat

Dimetyl sulfoxid
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DRE
E:

E>

Es
EPA
ER
EROD
E1S

qd

GR
GST
hCG
HIF1p
HLH/PAS
HSP90
JAR
JEG-3
LBD
MDR
MRNA
MRP
NLS

NET

Dioxinovy responsivni element

Estron

17B-estradiol

Estriol

Eikosapentaenova kyselina

Estrogenovy receptor (ERa, ERP)
Etoxyresorufin-O-deetylaza

Estron 3-sulfat

den biezosti

Glukokortikoidni receptor

Glutathion S-transferaza

Choriovy gonadotropin

Hypoxii indukovany faktor 1j

Helix - smycka - helix/Per — ARNT - Sim
Heat shock protein 90

Lidské choriokarcinomové bunécnd linie JAR
Lidské choriokarcinomova bunécnd linie JEG-3
Ligand vazajici doména

Multidrug resistance phenomenon
messangerova ribonukleova kyselina
Multidrug resistance protein

Nuklearni lokaliza¢ni signal

Transportér pro norepinefrin
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OAT

OATP

OCT

OH-AA

PCB

PhIP

PR

Rb

RT-PCR

SAR

SER

SULT

TCDD

TR-H

TR-S

UGT

XAP2

XRE

Organic anion transporter

Organic anion-transporting polypeptide
Organic cation transporter

Hydroxy derivat kyseliny arachidonové
Hydroxy derivaty 17p3-estradiolu
P-glykoprotein

Polycyklické aromatické hydrokarbony
Polychlorované bifenyly
2-Amino-1-metyl-6-fenylimidazo[4,5-b]pyridin
Progesteronovy receptor

Retinoblastomovy protein

Polymerazova fetézova reakce v redlném case
Structure - activity relationship (vztah a¢inku a struktury)
Transportér pro serotonin

Sulfotransferaza
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin

Trofoblast od zdravé matky

Trofoblast od matky kutracky

UDP - glukuronosyltransferaza

Hepatitis B virus X-associated protein 2

Xenobioticky responsivni element
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4 Obecna Cast - prehled soucasného stavu resené
problematiky

4.1 Placenta

Placenta predstavuje specificky organ komunikace mezi matkou a plodem. Je
vyznamna fadou funkci, které jsou nezbytné pro udrzeni téhotenstvi a vyvoj plodu.
Zajistuje vymeénu plynt, kdy kyslik ptfechdzi z matky do plodu a oxid uhlicity je
vyluéovan zplodu do matky. Kromé zasobovani plodu kyslikem dodava placenta
do plodu také vyzivné latky (glukézu, aminokyseliny, vitaminy atd.) a na druhé strané
eliminuje odpadni latky a metabolity z plodu do cirkulace matky. Vyznamna je také
jako zdroj hormonii (hCG, estrogeny, progesteron atd.). Jednim z vyznamnych hormont
tvorenych placentou je choriovy gonadotropin (hCG). Je tvoien syncytiotrofoblastem
a jeho piitomnost v kKrvi a v mo¢i zen je dikazem t€hotenstvi a biomarkerem prubéhu
t€hotenstvi (Sullivan 2004). U primarnich kultur trofoblasti je pak hCG také dulezitym
ukazatelem zivotaschopnosti trofoblasti v pribéhu kultivace (Kliman et al. 1986). Dalsi
dilezita funkce placenty je metabolickd, kdy svymi enzymy metabolizuje hormony,
exogenni a endogenni slouceniny na méné toxické ¢i neaktivni metabolity, které jsou
dale eliminovéany. V porovnani s jaterni biotransformaci matky je vSak aktivita téchto

enzymil vyrazné mensi (Syme et al. 2004).

Placenta je tvofena fetalni (choriovy plat a choriové klky) a matefskou (decidua
basalis) tkani. Fetalni ¢ast je tvofena choriovou ploténkou (membranou) a choriovymi
klky. Choriova membrana je tvofena vazivem, ve kterém probihaji vétve cév pupecniku.
Povrch je kryt amniovym epitelem a vnitini plocha syncytiotrofoblastem. Na amniové
ploSe placenty se upina pupecnik. Choriové klky jsou zakotvené v bazalni ploténce
(decidua basalis) nebo bohaté rozvétvené v intervildoznich prostorech. Choriové klky
jsou sloZeny ze stromatu obklopeného vrstvou cytotrofoblastu a syncytiotrofoblastu.
Cast placenty zahrnujici oblast klku zakotveného v bazalni ploténce se nazyva
kotyledon (funkéni jednotka placenty). Jednotlivé kotyledony jsou mezi sebou
rozdéleny piepazkami (decidua septa). Lidskd placenta obsahuje asi 20 az 40
kotyledonii. Povrch klki je omyvan krvi, pficemz dochazi k intenzivni vyméné latek
mezi matkou a plodem (Obr. 1) (Enders and Blankenship 1999, Syme et al. 2004, van
der Aa et al. 1998).
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T povrch
Placenta

Obr. 1: Schématicka struktura lidské placenty (pFevzato z http://health.allrefer.com/health/placenta-

abruptio-anatomy-of-a-normal-placenta.html; http://www.biog1105-1106.0rg/demos/105/unit8/ovaryplacenta.html;

http://www.women-health-info.com/445-Pregnancy-late-bleeding.html).

Lidskd placenta je hemochoridlniho typu, coZ znamend, ze fétilni tkéan je
v pfimém kontaktu s matetskou krvi. Placentarni bariéra je tvofena endotelem fetalnich
kapilar, vrstvou cytotrofoblastu a syncytiotrofoblastu. Béhem druhého a tfetiho
trimestru se vrstva cytotrofoblastu stava nesouvislou a syncytiotrofoblast je rozhodujici

fyziologickou a metabolickou slozkou placentarni bariéry (Obr. 2) (Syme et al. 2004).

Materska
krev
Apikalni
membrana

Fetalni , Bazalni
krev e membrana

Obr. 2: Schématicka struktura lidské placentdrni bariéry. FC - endotel fetalnich cév;,
ST - syncytiotrofoblast; CT - cytotrofoblast (prevzato z (Ganapathy et al. 2000))
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Ve strukturach placent existuji rtizné mezidruhové rozdily. Placenty savci
mohou byt podle struktury bariéry mezi matetskou a fetalni krvi rozdéleny na tii typy:
1) hemochorialni typ (¢lovek, potkan, kralik, morce), 2) endoteliochorialni typ (kocka,
pes), 3) epiteliochorialni typ (ovce, prase, kan) (Syme et al. 2004). Podle poétu vrstev
trofoblastu mize byt dale hemochorialni typ délen na hemomonochorialni (¢lovek,
morce), hemodichorialni (kralik) a hemotrichorialni (mys, potkan) (Enders and
Blankenship 1999).

4.2 Placentdrni modely

Z hlediska studie funkce pfedstavuje placenta unikatni organ, jelikoz neexistuje
moznost zkoumani funkce placenty na té¢hotnych matkach kvtli etickym divodim. Pro
studium placentarnich funkci a transportu musela byt proto vyvinuta fada alternativnich
metod. Jednou z moznosti je vyuziti savéich zvifecich modelt, které jsou vyuzivany
jednak ke studiu placentarniho transportu, funkce, ale i toxicity (teratogenity). Ackoli
u téchto modelu existuje mnoho vyhod pro jejich vyuziti, byla vyvinuta i fada in vitro
alternativnich metod, protoze lidska placenta se v mnohém li§i od placent ostatnich
zivociSnych druhi (Syme et al. 2004). In vitro metody vyuZivaji choriokarcinomové
bunécné linie, primarni kultury bunék izolovaného cytotrofoblastu z lidské placenty
nebo 1 placentarni explanty. Ke studiu transportni funkce lze pak vyuZit dudlné
perfundovanou lidskou placentu, ¢i perfundovany placentarni kotyledon, ptipadné

dualné perfundovanou potkani placentu (Sastry 1999).

Mezi nejéastéji vyuzivané choriokarcinomové bunééné linie patii linie JEG-3,

BeWo a JAR (Sullivan 2004).

JEG-3 placentarni linie m& mnoho biologickych a biochemickych vlastnosti
spoleCnych se syncytiotrofoblastem. Linie byla vytvorena z BeWo bunécné linie
a vytvari multijaderna syncytia, ktera pfipominaji syncytia tvorena syncytiotrofoblastem
in vivo. Tato bunééna linie ma zachovanou tvorbu steroidnich hormont, enzymu, hCG
¢i laktogenu (Kohler and Bridson 1971, Sullivan 2004, Vahakangas and Myllynen
2006, Wadsack et al. 2003).
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BeWo bunééna linie je tvofena cytotrofoblastem bez diferenciace na syncytium
za normalnich podminek, coz je v kontrastu s primarni kulturou cytotrofoblastu, ktery
se shlukuje a tvofi syncytium. Pii stimulaci forskolinem maji pak bunky schopnost,
oproti bunééné linii JEG-3, tvofit syncytium morfologicky podobné syncytiotrofoblastu
placenty (Al-Nasiry et al. 2006). Bunky maji morfologické vlastnosti a expresi
biochemickych markeri podobnych trofoblastu. Pouzivaji se napiiklad ke studiu
metabolismu bunék a transportnich vlastnosti kvili jejich ristu v monovrstveé

(Vahakangas and Myllynen 2006, Wadsack et al. 2003).

Primarni kultura lidského trofoblastu je odvozena pifimo z placentarni tkané
asvymi vlastnostmi se nejvice blizi placentarnimu syncytiotrofoblastu. Pro izolaci
bunck trofoblastu se vyuziva mechanicka, enzymatickd digesce a nasledné pak dochazi
K separaci bun€k na Percollové gradientu. Béhem kultivace bunék dochazi
k vzajemnému splyvani a pfeméné na syncytiotrofoblast (syncytium) (Kliman et al.
1986). lzolace a nasledné kultivace primarniho trofoblastu je velmi naro¢na metoda.
Bunky primarniho trofoblastu maji nizkou Zivotaschopnost (asi 1 tyden) a kultura mtze
byt navic kontaminovana i jinymi typy bunék (napf. fibroblasty) (Vahakangas and
Myllynen 2006). Ve spolupraci s pracovistém Ernst-Moritz-Arndt-Universitit, Institut
fir Pharmakologie (Greifswald, Némecko) byla tato metoda izolace primdrniho
trofoblastu zavedena i na naSem pracovisti. Autorka této diserta¢ni prace se podilela na

jejim zavedeni a vyuzila ji pro klicové experimenty své disertacni prace.

Nejcastéji vyuzivany zvifeci model placenty pifedstavuje placenta potkana.
Délka biezosti potkana trva 21 dni a placenta je hemotrichoridlniho typu (obsahuje tfi
vrstvy trofoblastu). U vyvinuté placenty potkana lze rozlisit dvé morfologicky odlisné
vrstvy - labyrint a spongiotrofoblast. Spongiotrofoblast je tvofen trabekulami
naplnénymi matetskou krvi, které neobsahuji fetalni kapilary. Spongiotrofoblast neni
tedy mistem vymény odpadnich a vyzivnych latek. Naproti tomu labyrint obsahuje
matefskou krev, ktera je oddélena vrstvou trofoblastu od fetalni krve a dochazi zde tedy
k vyméné potiebnych latek (Enders and Blankenship 1999). Pii vyuziti zvifeciho
modelu je proto potieba brat ohled na anatomické a funkéni odlisnosti placent (Syme et
al. 2004).
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4.3 Biotransformacni a transportni funkce placenty

4.3.1 Transportni funkce

Driive se predpokladalo, ze placenta ptedstavuje jedine¢nou neproniknutelnou
bariéru, kterd zabrani prostupu cizich latek do plodu. Pozdéji se vSak ukazalo, ze tomu
tak neni a ze skoro vSechny latky podané v pribéhu téhotenstvi matce mohou V urcité
mife vstupovat do cirkulace plodu. Latky mohou prostupovat pies placentu pasivni
difuzi, aktivnimi transportéry, facilitovanou difuzi, pinocytézou a fagocytézou. Prichod
latky  pfes placentu  je ovlivnén  jejimi fyzikalné chemickymi
vlastnostmi - liposolubilitou, molekularni hmotnosti, Stupném ionizace a poptipadé jesté
vaznosti na bilkoviny krevni plazmy. VéEtSina nizkomolekuldrnich hydrofobnich
neionizovanych latek je schopna snadno prochdzet pies placentu pasivni difuzi
(Myllynen et al. 2007, Pacifici and Nottoli 1995, St-Pierre et al. 2002, Syme et al.
2004).

Placentarni aktivni transportéry zahrnuji dvé skupiny proteint, a to
ATP - binding cassete (ABC efluxni transportéry) a ATP - nezavislé transportéry
z rodiny Solute Carrier transportérii - SLC. V placent€ jsou pak tyto aktivni transportéry
lokalizovany bud’ na apikalni (maternal-facing brush-border membrane) nebo na bazalni
(fetal-facing basolateral membrane) membrané syncytiotrofoblastu a/nebo v endotelu
fetalnich kapilar (Obr. 3) (Vahakangas and Myllynen 2009). K ATP - nezavislym
transportériim patii tieba transportéry pro prenos aniontd a kationtd (OATP - organic
anion-transporting polypeptide, OAT - organic anion-transporter, OCT - organic cation
transporter), nukleosidi a monoaminti (SERT - transportér pro serotonin a NET -
transportér pro norepinefrin) (Ni and Mao 2011). V ochran¢ plodu pak sehravaji
vyznamnou kli¢ovou tlohu ABC efluxni transportéry (P-gp, BCRP atd.) (St-Pierre et al.
2002, Syme et al. 2004).
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Obr. 3: Transportéry lidské placentarni bariéry. (A) Mikrostruktura placentdrni
bariéry. (B) Lokalizace hlavnich transportnich proteimi. BCRP - Breast cancer
resistance protein; MDR - Multidrug resistance protein; MRP - Multidrug
resistance-associated protein; NET - noradrenalin transporter; OAT - organic anion
transporter; OATP - organic anion-transporting polypeptide; OCTN - organic cation

transporter; SER - serotonin transporter (prevzato z (Vahakangas and Myllynen 2009)).

4.3.1.1 ABC efluxni transportéry

ABC efluxni transportéry jsou transmembranové proteiny, které za pomoci
energie ve formé¢ ATP pfendseji fadu strukturné odliSnych 1é¢iv a xenobiotik pies
membranu syncytiotrofoblastu, a to i proti koncentra¢nimu gradientu, a tim tak chrani
plod pted jejich skodlivym pisobenim (Ni and Mao 2011). ABC transportéry Se také
podileji na rezistenci nadorovych bunék vici cytostatikim (Schinkel and Jonker 2003).
Rodina ABC transportérii zahrnuje asi 52 proteini a mezi nejvice studované patii
P-glykoprotein (P-gp/ABCB1/MDR1), transportéry nazyvané Multidrug resistance
protein (MRP 1-3, ABCC1-3) a posledni objeveny ¢len Breast cancer resistance protein
(BCRP/ABCGZ2) (Ni and Mao 2011).
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4.3.1.1.1 P-glykoprotein a MRP transportéry

P-glykoprotein (P-gp, MDR1, ABCB1) je glykoprotein o molekulové
hmotnosti 170 kDa a patii zfejmé mezi nejvice prostudované ABC efluxni transportéry.
Kromé jeho ochranné funkce v bariérach (lokalizace v endotelovych buiikach kapilar
mozku, kapilarach varlat a na apikalni stran¢ syncytiotrofoblastu placenty) byla jeho
pfitomnost nalezena i1 v dalSich tkanich, napt. v epitelu tenkého a tlustého stieva,
v jaternich hepatocytech a v rendlnich proximalnich tubulech (Ceckova-Novotna et al.
2006, Vahakangas and Myllynen 2009). K substratim P-gp patii cela skala chemicky
a strukturné riznorodych latek, které jsou nejcastéji hydrofobni, bez ndboje nebo (lehce)
bazické. V souvislosti s P-glykoproteinem byl také nalezen transport latek s kyselou
povahou (metotrexat, fenytoin) (Schinkel and Jonker 2003). K substratim P-gp lze
zafadit imunosupresivni 1éCiva, antibiotika, HIV protedazové inhibitory, cytostatika

a také endogenni latky (steroidni hormony) (Schinkel and Jonker 2003).

Pro dalsi informace o P-gp odkazuji na ptehledové clanky Ni & Mao 2011
a Vahakangas & Myllynen 2009 (Ni and Mao 2011, Vahakangas and Myllynen 2009).

Multidrug resistance proteins (MRPS) podrodina je tvofena nejméné deviti
¢leny MRP. V placenté byla jejich pfitomnost nalezena jak na apikalni a bazalni
membrané syncytiotrofoblastu, tak 1 v endotelu fetalnich kapilar. V porovnani s P-gp
a BCRP je mnohem méné znam jejich funkéni vyznam. MRP transportéry pienaseji
anionty a endogenni latky (konjugaty bilirubinu, prostaglandiny, estrogeny) ve formé
konjugati s kyselinou glukuronovou, s glutathionem a sulfity. Funkce MRP
transportérti spociva predevsim v jaterni exkreci organickych ionti (v¢etné bilirubinu)

(Ni and Mao 2011, Schinkel and Jonker 2003, Vahakangas and Myllynen 2009).

Pro dalsi informace o MRP odkazuji na prehledovy ¢lanek Ni & Mao 2011 (Ni and Mao
2011).
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4.3.1.1.2 Breast cancer resistance protein (BCRP)

Lidsky BCRP piedstavuje druhého c¢lena G podrodiny ABC efluxnich
transportéru (ABCG2). Byl objeveny jako transportér schopny zpisobit rezistenci
nadorovych bun¢k na mitoxantron, doxorubicin a daunorubicin (Doyle et al. 1998, Ni et
al. 2010). Stejn¢ jako P-gp nebo MRP1 piedstavuje BCRP ATP dependentni efluxni
transportér pro fadu strukturné 1 chemicky vzajemné nesouvisejicich latek.
Mezi substraty BCRP transportéru patii nejen chemoterapeutické latky (mitoxantron,
metotrexat, topotekan, irinotekan, daunorubicin, doxorubicin atd.), ale i jina 1é¢iva jako
prazosin, glyburid, nitrofurantoin, dipyridamol, statiny. Vycet diverzity BCRP substrati
muze byt rozSifen 1 o neterapeutick¢ latky jako tfeba flavonoidy, porfyriny,

estron 3-sulfat a karcinogenni PhIP (Ni et al. 2010).

Lidsky BCRP gen je lokalizovan na 4q22 chromozomu a BCRP protein je
tvofeny 655 aminokyselinami (72 kDa). BCRP transportér muze byt oznacen jako
,»half transportér, nebot’ muze tvofit homodimer nebo oligomer (homotetramer) (Staud

and Pavek 2005, Vahakangas and Myllynen 2009).

Jeho vysoka exprese byla zjisténa podobné jako u P-gp Vtenkém stievée,
Vv jatrech, v mozkovém endotelu a v placent¢ (Ni et al. 2010). V lidské i potkani
placenté¢ byl BCRP lokalizovan na apikalni strané syncytiotrofoblastu (Ceckova et al.
2006, Staud et al. 2006). V lidské, mysi i potkani placenté se jeho exprese méni
v prubéhu te€hotenstvi. Lidska placenta ve 28. tydnu vykazuje dvojnasobnou expresi
v porovnani s placentou z 39. tydne (Meyer zu Schwabedissen et al. 2006). U mysi
a potkani placenty ma BCRP nejvyssi expresi kolem 14. a 16. dne a pak nasledné klesa
(Yasuda et al. 2005). BCRP exprese v pribéhu t€hotenstvi mize byt ovlivnéna zejména

zménou hladin steroidnich hormont (Ni and Mao 2011).

Nekolik publikovanych studii naznacuje, ze na regulact BCRP exprese by se
mohly také podilet AHR, HIFla, ERa a ERB (Ebert et al. 2005, Ee et al. 2004,
Krishnamurthy et al. 2004, Wang et al. 2006). Krom¢ ochrany plodu pied
potencionalnimi toxickymi latkami se také zvazuji jeho ptipadné dalsi fyziologické
funkce v placenté. Tento transportér by se napiiklad mohl podilet na regulaci syntézy

placentarniho estrogenu prostiednictvim dehydroepiandrosteron sulfatu (DHEAS)

24



a estron 3-sulfatu (E;S) (Grube et al. 2007). BCRP by mohl také hrat roli v kontrole
diferenciace cytotrofoblastu prostfednictvim intracelularniho sfingosin-1-fosfatu (Ni

and Mao 2011).

Pro dalsi informace o BCRP odkazuji na piehledové ¢lanky Ni et al. 2010; Staud
& Pavek 2005 (Ni et al. 2010, Staud and Pavek 2005).

4.3.2 Biotransforma¢ni funkce placenty

K dalsi dilezité funkci placenty patii metabolicka funkce, kdy svymi enzymy
metabolizuje endogenni a exogenni slouceniny a hormony na méné toxické ¢i neaktivni
latky, které jsou dale eliminovany (Syme et al. 2004). Nicmén¢ za uréitych podminek
jsou placentarni enzymy schopny aktivovat néktera xenobiotika na reaktivni toxické
latky, které pak maji nepiiznivy vliv na plod (Desforges and Sibley 2010, Myllynen et
al. 2005, Pasqualini 2005, Syme et al. 2004).

Nékteré enzymy z nadrodiny cytochromu P450, které metabolizuji latky v prvni
fazi Dbiotransformace, se nachazeji v bunkach trofoblastu. Enzymy 2z rodiny
CYP1 - CYP3 se podileji pfedevs§im na metabolizaci xenobiotik a enzymy z rodiny
cytochromi CYP4 - CYP27 se podileji hlavné na syntéze endogennich molekul
(Pasqualini 2005).

Hladina jednotlivych enzymt se v prubéhu t¢hotenstvi méni. Enzymy CYP1A1,
CYP1A2, CYP2C, CYP2D6, CYP2E1l, CYP2F1, CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7
a CYP4B1 byly na tirovni mRNA detekovany v prvnim trimestru a CYP1A1, CYP2EI,
CYP2F1, CYP3A3, CYP3A4, CYP3AS a CYP4B1 mRNA byly detekovany v placenté
na konci tietiho trimestru (Hakkola et al. 1996a, Hakkola et al. 1996b, Myllynen et al.
2007, Syme et al. 2004). Vétsina enzymi ma velmi nizkou tirovein mRNA a v nékterych
ptipadech nebyla zjisténa ani vyznamna hladina proteinu ¢i jejich katalyticka aktivita.
Jenom nékolik izoforem enzymil metabolizujicich xenobiotika je exprimovano v tfetim
trimestru v dob& porodu na trovni proteinu s detekovatelnou enzymatickou aktivitou.
K t¢émto enzymiim patii cytochrom CYP1Al, jehoz aktivita je signifikantni po celou

dobu téhotenstvi, ackoliv exprese tohoto enzymu musi byt indukovéana
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arylhydrokarbonovym receptorem AHR (Syme et al. 2004) (CYP1ALl viz kapitola 4.4.2
a AHR viz kapitola 4.4.3).

Kromé¢ enzymti, které se podileji na metabolismu xenobiotik, patii mezi dalsi
dilezit¢é enzymy placentarni bariéry 1 11B-hydroxysteroid dehydrogenaza-2
(11B-HSD-2), ktera metabolizuje kortisol a kortikosteron na jejich inaktivni 11-keto
formy (kortison a 11-dehydrokortikosteron). 113-HSD-2 timto zptisobem chrani plod
pted ucinky kortisolu od matky (Burton and Waddell 1999).

Zenzymu druhé biotransformacni faze byly v lidské placenté detekovany
UDP-glukuronosyltransferazy (UGT), sulfotransferazy (SULT) a glutathion
S-transferazy (GST) (Myllynen et al. 2007, Syme et al. 2004).

4.3.2.1 UDP-glukuronosyltransferazy

Uridin 5'-difosfat glukuronosyltransferazy jsou enzymy druhé biotransformacni
faze, které konjuguji xenobiotika s kyselinou glukuronovou. Takto vzniklé produkty
jsou hydrofilni, coz usnadfiuje jejich naslednou exkreci (Mackenzie et al. 1997).
Pfitomnost UGT enzym v placenté pfispiva k ochrané plodu béhem té¢hotenstvi
a k eliminaci tady latek (Collier et al. 2002a). 15 znamych izoforem enzymu UGT muize
byt rozdéleno do dvou podrodin UGT1 a UGT2. Geny UGTL jsou lokalizovany na
lidském chromozomu 2q37 a jsou kodovany 5-ti exony (Mackenzie et al. 1997), naproti

tomu UGT2 jsou lokalizovany na chromozomu 4 (Collier et al. 2002a).

Izoformy UGT2B4, 2B7, 2B10, 2B11, 2B15 a 2B17 byly detekovany na trovni
MRNA a proteinu v syncytiu placentarniho trofoblastu v prvnim a v tfetim trimestru
vV dobé porodu. UGT1A exprese na urovni mRNA a proteinu byla nalezena také
v syncytiu placent v prvnim trimestru, ale nebyla jiz zjisténa v placentach tietiho
trimestru v dob¢ porodu (Collier et al. 2002a, Collier et al. 2002b).

Bylo zjisténo, ze u matek kuracek, které¢ v pribéhu te€hotenstvi koufily, dochézi
ke zvySeni aktivit UGT enzymi v porovnani s matkami nekuiackami (Collier et al.
2002Db).
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4.4 CYP1 rodina biotransformacnich enzymii cytochromu P450

441 CYP1Alversus CYP1A2/CYP1B1

Do rodiny enzymti CYP1 nélezi CYP1Al, CYP1B1 a CYP1A2. Ackoli tyto
enzymy patii do stejné rodiny a maji fadu podobnych vlastnosti, a to subcelularni
lokalizaci, metabolizaci promutagenti a prokarcinogent na aktivni metabolity, regulaci
prosttednictvim arylhydrokarbonového receptoru, piesto existuje fada rozdilt, kterymi
se navzgjem lisi. Tyto rozdily mizeme najit tfeba V tkanové distribuci, substratové
preferenci a stereospecifické oxidaci (Don et al. 2003, Nebert et al. 2004, Neve and

Ingelman-Sundberg 2008).

CYPIA1 a CYPIA2 jsou totozné v aminokyselinové sekvenci asi z 80%
a CYP1A enzymy jsou asi z 40% identické s CYP1B1. Geny pro CYP1Al a CYP1A2
jsou lokalizovany na 15. chromozomu (15q22-qter) (Ikeya et al. 1989). CYP1B1 je
jediny znamy c¢len podrodiny CYPIB a je lokalizovan na chromozomu 2 (2q22-21)
(Doshi et al. 2006).

Spole¢nou vlastnosti cytochromit CYP1A1 a CYPIBI je metabolismus
polycyklickych aromatickych hydrokarbonti (PAH), zatimco substraty pro CYP1A2
jsou pievazné N-heterocykly a arylaminy (Dragin et al. 2006).

Vseobecné se predpoklada, ze cytochrom CYP1A2 je vylucné a konstitutivné
exprimovan v jatrech. Nicméné nékolik studii prokazalo jeho ptfitomnost i1 v plicich,
V jicnu, v mozku, V prostaté a v gastrointestinalnim traktu. Stejné jako CYP1Al je
i CYP1AZ2 indukovany pies arylhydrokarbonovy receptor. Bylo zjisténo, ze v nékterych
ptipadech muze dojit k indukci bez aktivace AHR (Wei et al. 2002). Exprese CYP1A2
mRNA byla zjisténa u placent z prvniho trimestru, ale v placentach tietiho trimestru jiz

exprese nebyla zaznamenana (Hakkola et al. 1996a, Hakkola et al. 1996b).

CYPI1B1 je enzym spojovany s nadory, jelikoz jeho znacna exprese byla
zaznamenana pravé unadorovych bunék, ackoli CYP1BI mRNA byla nalezena
I v normalni lidské tkani (ledviny, plice, stfevo, oko, prostata, délozni hrdlo, d€loha,

mozek, jatra). Pfitomnost odpovidajicitho proteinu vSak jiz v téchto tkanich nebyla

27



detekovana (Doshi et al. 2006). Stejn¢ jako u CYP1A1 je exprese tohoto enzymu
regulovana prostiednictvim arylhydrokarbonového receptoru. Konstitutivni exprese
CYP1B1 mRNA byla zaznamenana v placenté na nizké trovni jak v prvnim, tak i ve
tfetim trimestru a cigaretovy kouf u matek kutfacek nezplsobil indukci placentarni

CYP1B1 mRNA (Hakkola et al. 1996a, Hakkola et al. 1997, Hakkola et al. 1996b).

Piestoze tyto enzymy pochazeji ze stejné rodiny enzym, byl u téchto izoforem
zaznamenan rozdil v metabolismu estradiolu. Cytochrom CYP1B1 metabolizuje
17p-estradiol (E;) na karcinogenni 4-hydroxyestradiol (4-OH-E;), ktery tvoii adukty
s DNA (Cavalieri et al. 2000). Predpoklada se, ze by metabolicka aktivace estrogenu
enzymem CYP1B1 mohla hrat roli i ve vzniku prsnich nadort. Ve srovnani s CYP1B1,
CYP1A1 a CYP1A2 metabolizuji E; na nekarcinogenni 2-hydroxyestradiol (2-OH-E,)
a mohou tak chranit pfed E; indukovanou karcinogenezi. Pomér CYP1A1/CYP1BI1 by
mohl byt tudiz kriticky z hlediska vzniku karcinogeneze (Coumoul et al. 2001, Husbeck
and Powis 2002).

Posledni studie také naznacuji, ze regulace CYP1A1 a CYP1A2 nemusi probihat
jen pres arylhydrokarbonovy receptor. Pokusy na lidskych hepatocytech ukézaly, ze
konstitutivni androstanovy receptor (CAR) muze transaktivovat lidsky CYP1Al
a CYP1A2 prostiednictvim cis - elementu ER8. ERS8 je bohaté pfitomny v proximalni
sekvenci promotoru CYP1A1 u fady druht a Ize tedy navrhnout, ze CAR mize hrat
zakladni roli v xenobiotiky indukové expresi CYP1A1 a CYP1A2, ktera je nezavisla na
AHR (Yoshinari et al. 2010). Jelikoz vSak neni CAR receptor v placenté exprimovany,
je tudiz tento regula¢ni mechanismus nevyznamny pro fetoplacentarni jednotku (Pavek

and Dvorak 2008).

442 CYP1Al

Cytochrom CYP1Al, také znamy jako arylhydrokarbonhydroxylaza, se podili na
monooxygendzovych a  oxidoreduktdzovych reakcich a je lokalizovany

v endoplazmatickém retikulu (http://www.genecards.org/cgi-

bin/carddisp.pl?gene=cyplal). CYPIAl hraje vyznamnou roli v metabolismu

strukturné vzajemné nesouvisejicich latek jako tfeba mastnych kyselin, steroidnich latek
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a xenobiotik (Anzenbacher and Anzenbacherova 2001, Guengerich 2007). Vyznamna je
také jeho role v iniciaci karcinogeneze prostfednictvim tvorby vysoce reaktivnich

metaboliti, které mohou zpusobit ¢etné mutace (Androutsopoulos et al. 2009).

Prestoze byla zjisténa jeho exprese v jatrech, jsou jeho primarnim mistem
lokalizace extrahepatalni organy, nejcastéji plice, pokozka, ledviny, tenké stfevo
a placenta, kde je jeho konstitutivni exprese Vv podstaté nedetekovatelna, ale enzym je
tam vysoce inducibilni (Pavek and Dvorak 2008). Rada sloudenin a latek, které se
uvolnuji do ovzdusi a Casto jsou i samotnymi substraty tohoto enzymu, mohou zpisobit
indukci transkripce a to vazbou na cytosolicky AHR (Androutsopoulos et al. 2009,
Hankinson 1995, Stevens et al. 2009).

Lidsky CYPIA1 je lokalizovany na chromozomu 15 (15922-15q24)
as CYP1A2 maji vzajemné opacnou orientaci. CYP1A2 se nachédzi ve vzdalenosti asi
23kb od CYP1A1l (Corchero et al. 2001). CYPIAL gen je slozen z6 069 bazi
(72798936 bp - 72805 004 bp) a koduje protein o velikosti 58 kDa
(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=cyplal).

4.4.2.1 Indukce a genova regulace CYP1Al

Exprese genu CYPIAl mlZe byt silné indukovana polycyklickymi
aromatickymi hydrokarbony (PAH) (benzo[a]pyren, (3MC), (BNF)), polychlorovanymi
bifenyly (PCB), dioxiny (napt. TCDD) a jinymi latkami (Corchero et al. 2001,
Stejskalova et al. 2011a). Rada latek, které indukuji CYP1 enzymy pies vazbu na AHR
receptor, tak vlastné mohou indukovat sviij vlastni metabolismus (Westerink et al.
2008).

Za nejsilnéjsiho (nejucinnéjsiho) induktora CYP1Al enzymu je povazovan
TCDD. Spolu s dal§imi halogenovanymi aromatickymi hydrokarbony a polycyklickymi
aromatickymi hydrokarbony indukuje Siroké spektrum biologickych a toxickych ucinki,

napf. teratogeneze, imunosuprese, podpora nadorového bujeni (Riddick et al. 1994).
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Mezi dalsi CYP1A1 induktory patii i 1éCiva jako tfeba omeprazol. Presny
molekularni mechanizmus jeho indukce neni zcela zndm, jelikoZz nepatfi mezi tzv.
typické AHR ligandy (Tab. 1). Pfedpoklada se, ze omeprazol aktivuje AHR bez piimé
vazby na receptor (Yoshinari et al. 2008). Stejné jako omeprazol, tak i lansoprazol
a primachin jsou schopny indukovat CYP1A1 bez piimé vazby na AHR receptor (Curi-
Pedrosa et al. 1994, Werlinder et al. 2001). K ptirodnim latkam, které jsou ligandy
AHR a mohou vyvolat indukci CYPIAI a CYP1A2 patii tieba indirubin a indigo
(Sugihara et al. 2004).

4.4.2.2 Biotransformace exogennich latek enzymem CYP1A1

Cytochrom CYP1A1 se podili na metabolizaci chemickych latek vyuZivanych
ve farmakoterapii (napt. kafein (Balat et al. 2003), warfarin (Mehndiratta et al. 2010),
erlotinib a gefitinib (Li et al. 2007), imatinib (Abellar et al. 2009), debrisochin (Granvil
et al. 2002)), dale pak latek, které jsou soucasti potravy, a také toxickych latek, které
jsou pfitomny v Zivotnim prostfedi. CYP1Al méni tyto substraty na vice polarni
metabolity, ¢imZ umoziuje jejich dalsi exkreci. Oxidaci karcinogeni/prokarcinogenti
(PAH nebo heterocyklické aminy) vznikaji oxidované formy arent a epoxidi a dalsi
elektrofilni reaktivni produkty (kone¢né karcinogeny), které pak tvoii adukty s DNA

a proteiny, a tim tak vedou k iniciaci tvorby nadort a toxicité¢ (Ma and Lu 2007).

4.4.2.3 Aktivace prokarcinogenti

Benzo[a]pyren (BaP), ktery je zaroven ligandem AHR ze skupiny PAH patii
mezi nejznaméjsi prokarcinogeny a béhem metabolizace se aktivuje v koneCny
karcinogen. Béhem metabolismu dochazi k oxidaci BaP na oxidy, nasledné jsou tyto
oxidy hydrolyzovany epoxidhydrolazou na dva diolové enantiomery, které jsou déle
opét pomoci CYP1Al aktivovany na ctyii konecné karcinogeny BaP-diol-epoxidy
(podrobnéji Obr. 4). K dal§im slouceninam ze skupiny polycyklickych aromatickych
hydrokarbont,, které jsou metabolizovany timto enzymem, patii jeSté ticba

7,12-dimetylbenzantracen (7,12-DMBA) (Obr. 5), benz[a]antracen, benzo[b]fluoranten,
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benzo[c]fenantren, chrysen, benzo[g]chrysen a 5,6-dimetylchrysen (Shimada and Fujii-
Kuriyama 2004, Schwarz et al. 2001, Stejskalova and Pavek 2011).

Polycyklické aromatické hydrokarbony jsou souc¢asti ropnych produktii, uvolnuji
se do ovzdusi béhem spalovani, jsou soucasti cigaretového koufe a byly dokonce
nalezeny i v grilovaném mase a syrech. Clovék je tak vystaven jejich pisobeni, aniz by

si to ¢asto uvédomoval (Jernstrom and Graslund 1994, Stejskalova and Pavek 2011).
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Obr. 4: Schéma metabolismu benzo[a]pyrenu (BaP) enzymem CYPIAl na jeho
reaktivni metabolity (prevzato z (Stejskalova and Pavek 2011)).
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Obr. 5: Schéma metabolismu 7,12-dimetyl benzantracenu (7,12-DMBA) na reaktivni
metabolity (prevzato z (Stejskalova and Pavek 2011)).

PhIP  (2-Amino-1-metyl-6-fenylimidazo[4,5-b]pyridin) je pfedstavitelem
skupiny heterocyklickych amin a jeho pfitomnost byla zjiSténa v peceném mase
aVvrybach. Behem hydroxylace na atomu N2 kterou katalyzuje CYP1Al, dochazi
k tvorbé¢ hydroxy-PhIP, ktery je dale acetylovan nebo sulfatovan na produkt
(N%acetoxy-PhIP a N2sulfonyloxy-PhIP), ktery se miiZe vazat na DNA (Crofts et al.
1998, Thomas et al. 2006).

K dalsim chemickym slouc¢eninam, které jsou aktivovany pomoci CYPIAl patii

i N-nitrosaminy (Fujita and Kamataki 2001).

4.4.2.4 Biotransformace endogennich latech enzymem CYP1A1

Zatimco metabolismus exogennich latek enzymem CYPIA1l je vSeobecné
znamy, stale Casto se také diskutuje jeho role v metabolismu endogennich sloucenin,
obzvlast’ kdyz se zjistilo, Ze nekteré steroidni latky by mohly patfit k t€émto substratim.
Zjistilo se, ze CYP1A1 metabolizuje polynenasycené mastné kyseliny (kyselina

arachidonova a eikosapentaenova), které jsou nezbytné pro placentarni funkci a udrzeni
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téhotenstvi stejné jako pro samotny porod (Murphy et al. 2007, Pasqualini 2005,
Schwarz et al. 2004).

4.4.2.4.1 Metabolismus estrogenii

K zékladnim placentarnim hormontim patii také steroidni hormony (estrogeny,
progesteron). Estrogeny zahrnuji estriol (Es), estron (E;) a 17B-estradiol (E;), ktery
predstavuje biologicky aktivni formu estrogeni. E,; hraje vyznamnou roli
Vv placentarnim rastu, uhnizdéni vajicka v d€loze a v embryonalnim vyvoji (Pasqualini
2005, Rama et al. 2004). Jelikoz si lidska placenta neni schopna sama nasyntetizovat E;
z cholesterolu kvili absenci enzymu CYP17 (steroid 170-monooxygenaza), vyuziva
k tomu tedy dehydroepiandrosteron sulfat (DHEAS). DHEAS je syntetizovan plodem
a slouzi jako prekurzor pro placentarni estradiolovou syntézu (Pasqualini 2005, Samson
et al. 2009).

CYP1ALI a dalsi CYP enzymy metabolizuji E; a E; v riznych pozicich, coz vede
K tvorbé rizné¢ hydroxylovanych metaboliti. Placentarni CYP1A1 metabolizuje v lidské
placenté 17B-estradiol na fadu 2-, 4-, 6a- a 15a-hydroxylovanych metaboliti. 2-OH-E;
je hlavnim metabolitem, nasledovan pak 15a0-, 60-, 4-hydroxylovanymi metabolity.
Bylo zjisténo, ze u matek kutacek, které¢ koufily v pribéhu tehotenstvi, se soucasné
s indukci CYP1A1 zfetelné stimulovala i hydroxylace E; v pozicich 150-, 70- a 4a-
(Cavalieri et al. 2000, Zhu et al. 2002, Zhu and Lee 2005). 15a-hydroxylace E; byla
signifikantn¢ stimulovana Vv placentach téhotnych kutacek, coz koreluje s placentarni

mikrosomalni CYP1A1 aktivitou (Zhu et al. 2002).

4.4.2.4.2 Metabolismus kyseliny arachidonové

Nedavné studie ukazuji, Ze k substratim enzymu CYP1A1 muze patfit i kyselina
arachidonova (AA) a kyselina eikosapentaenova (EPA), které jsou timto enzymem
metabolizovany na oxidované metabolity. AA je pfevazné hydroxylovana na 19-OH-
AA (hlavni metabolit) a jiné hydroxy metabolity (16-, 17-, a 18-OH-AA). U EPA slouzi
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CYPIA1 jako epoxygenaza a oxiduje vice nez 68% na 17(R), 18(S)-
epoxyeikosatetraenovou kyselinu (Schwarz et al. 2004).

4.4.2.4.3 Metabolismus retinovych kyselin

Retinova kyselina ma vyznamné pleiotropni biologické t¢inky, mezi které patii
tteba klicova role v embryondlnim vyvoji nervového systému, v regulaci absorpce
vitaminu A, v regulaci proliferace lidskych neuroblastomovych bun¢k a dalsi (Zhang et
al. 2000). Krom¢ oxidativni biotransformace retinalu na kyselinu retinovou pomoci
cytosolické aldehyddehydrogenazy ma i lidsky CYP1Al, hepatalni 1 extrahepatalni,
spolu s dalsimi CYP izoformami schopnost zapojit se do této piemény. Fyziologicka

dulezitost tohoto metabolismu je vSak zatim nejasna (Zhang et al. 2000).

4.4.2.5 Inhibice CYP1A1l

Vzhledem ktomu, ze vétSina karcinogennich polycyklickych aromatickych
hydrokarbonll je pfevazné metabolizovana na reaktivni metabolity enzymy z rodiny
CYPI, ocekava se, Ze inhibitory téchto enzyml by mohly mit chemoprotektivni tc¢inky.
Bylo zjisténo, Ze a-naftoflavon, syntetické organoselenové slouceniny jako tieba 1,2-,
1,3-, a 1,4-fenylenbis(metylen)selenokyanat, dale pak vinylované a acetylované
polycyklické aromatické hydrokarbony jako tieba 1-(1-propyl)pyren (1PP),
2-(1-propynyl)fenantren (2PP), 1-etynylpyren (1EP) a 4-(1-propynyl)bifenyl (4Pbi)
inhibuji CYP1A1 aktivitu (Shimada 2006, Shimada and Guengerich 2006). Je zajimavé,
ze pro aktivaci 1PP, 1EP a 4Pbi je nejdiive nutnd metabolicka aktivace enzymem
CYPIAI, teprve takto vzniklé aktivni metabolity jsou schopny inhibovat samotny
CYP1AL. U 2EP tato aktivace neni nutna a CYP1A1 je inhibovan piimo (Shimada et al.
2007).

Ne&které piirodni latky mohou mit také inhibi¢ni u¢inky na CYP1Al. K témto
ucinnym inhibitorim patfi resveratrol a rapontigenin. Rapontigenin (3,3",5-trihydroxy-
4’-metoxystilben, izolovany z orientalni 1é¢ivé rostliny Rheum undulatum) piedstavuje

ucéinného a selektivniho inhibitora lidské CYP1A1. Selektivni inhibice na CYP1A1 mu
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piinasi vyhodnou pozici v uziti jako chemoprotektivniho prostiedku (Chun et al. 2001).
Resveratrol (trans 3,4",5-trihydroxystilben) je fytoalexin, ktery je obsazen v dzusech
a vinech, které jsou piipraveny z Cervenych hroznii. Stejn¢ jako rapontigenin také
resveratrol je selektivni lidsky inhibitor CYPIAI a jeho konzumace u lidi je
povazovana za G¢inné chemoprotektivum proti rakoviné (Chun et al. 1999). K dalsim
pfirodnim latkam s inhibi¢nimi vlastnostmi mohou byt zatazeny i flavonoidy, napft.

7-hydroxyflavon, chrysin nebo apigenin (Lautraite et al. 2002, Zhai et al. 1998).

Nedavno bylo paradoxné také zjisténo, Ze samy karcinogeny ze skupiny PAH
jako BaP a 5-metylchrysen jsou schopny inhibovat CYP1Al EROD aktivitu. Pokusy
na Salmonela typhimurium NM2009 ukazaly, Zze BaP a 5-metylchrysen inhibovaly
CYP1ALl a zabranily tak tvorbé koneénych karcinogennich produkti z BaP-7,8-diolu
a 5-metylchrysen-1,2-diolu (Shimada 2006, Shimada and Guengerich 2006). Toto je
velmi zajimavy fenomén, nebot’ PAH tak mohou inhibovat sviij vlastni metabolismus
a metabolismus jinych karcinogennich PAH, které jsou katalyzovany CYP1A1. Touto
vzajemnou inhibici CYP1A1 se mohou vysvétlit 1 pfipady, kdy smé&s fady latek (PAH)
ziskana z grilovaného jidla nebo z kamenouhelného dehtu je nekdy jako celek méné
aktivni v tvorbé nadorti nez Cisté jeden karcinogen podavany ve stejné davce, ve které

se nachazi v této smési s dalsimi karcinogeny (Shimada and Guengerich 2006).

4.4.2.6 Polymorfismus CYP1Al

Existuje nejméné 11 alel CYP1Al enzymu. Né&které varianty jsou vzacné

a sneznamym funkénim vyznamem (http://www.cypalleles.ki.se/cyplal.htm). Kromé

wild-type alely (CYP1A1*1) dalsimi nejvice béznymi alelami, které vedou
k aminokyselinové zaméné v pozicich Ile462Val nebo Thr642Asn a nebo k Mspl
restrikci jsou alely CYPIA1*2B a CYPIA1*2C, CYP1A1*4 a CYP1A1*2A. Cetnost
vyskytu jednotlivych alel neni zcela jednotna a mezi riznymi etniky se 1isi (Schwarz et
al. 2005, Zhou et al. 2009).

Pro dalsi informace o CYP1A1 polymorfismu odkazuji na ¢lanek Stejskalova & Pavek
2011 (Stejskalova and Pavek 2011).
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4.4.2.7 Exprese enzymu CYP1Al v placenté

Jak jiz bylo jednou zminéno, CYPIA1 je jediny placentarni enzym, ktery
metabolizuje xenobiotika a jehoz signifikantni exprese a inducibilita byly nalezeny
Vv lidském placentarnim trofoblastu po celou dobu téhotenstvi. CYPIA1 na urovni
mRNA, proteinu a specifické Kkatalytické aktivity (7-etoxyresorufin-O-deetylaza,
EROD) byl nalezen u fady placent v prvnim trimestru a v nékterych placentach z tietiho
trimestru v dobé terminu porodu (Czekaj et al. 2005, Hakkola et al. 1996a). EROD
aktivita vétsinou odrazi funkci CYP1Al enzymu v lidské placenté, ackoliv 1 jiné
enzymy z CYPI rodiny mohou zprostiedkovat EROD aktivitu v jinych tkanich
(Hakkola et al. 1996a, Hakkola et al. 1997, Hakkola et al. 1996b). CYP1A1 se nachazi
v syncytiu placentarniho choriového klku na maternofetalni strané a nebyl zjistén
ve fetilnim endometriu (Collier et al. 2002b). Také mikrozomy pfipravené
Z kultivovaného lidského trofoblastu izolovaného z placent nekutfacek mély zachovanou

nizkou CYP1A1 aktivitu (Avery et al. 2003).

Na CYPI1A1 aktivitu ma vliv vék matky v dobé téhotenstvi. V porovnani se
star§Simi matkami vykazuji mladé matky vyS$$i placentdrni CYP1Al aktivitu v dobé
prvniho trimestru. VEtsi aktivita CYP1A1 enzymu v placenté mladych matek mtize také
naznacCovat, ze placentarni funkce enzymu se snizuje s vékem matky (Collier et al.
2002b). Snizujici se funkce placentarnich enzymi by mohla mit souvislost
i s normalnim prib&hem téhotenstvi, které, jak je znamo, se s vékem matky komplikuje

(Collier et al. 2002Db).

4.4.2.8 Vliv koureni na placentarni CYP1A1

Cigaretovy kouf je smés CYP substratd, CYP induktort (heterocyklické aminy,
polycyklické aromatické hydrokarbony a pyridinovy alkaloid nikotin) a CYP inhibitora
(oxid uhelnaty a kadmium) (Czekaj et al. 2005).

Epidemiologické studie ukazaly, ze cigaretovy kout kromé vlivu na reprodukci
a vyvojové procesy muze ovliviiovat 1 dal§i komplikace, Casto intrauterinni ristové

retardace (IUGR), pfedcasné protrZzeni amniovych oball, pfedcasné narozeni ditéte,
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nizkou porodni vahu ditéte a malou délku ditéte, vrozené anomalie, nevyvinuté plice,
nahl¢ Gmrti novorozenci,, odtrzeni placenty, ektopické (mimodélozni) téhotenstvi
a spontanni potraty (Okey et al. 1997, Sanyal et al. 1994, Shiverick and Salafia 1999,
Wang et al. 2002).

Vyzkumy ukazuji, Ze placentarni CYP1Al aktivita u matek kufacek je
inducibilni jiz v prvnim trimestru (jiz v 8-11 tydnu) (Hakkola et al. 1996b, Juchau 1971,
Sanyal et al. 1993). U placent kufacek ¢i ex-kufacek ziskanych v dobé porodu byla
zjiSténa silnd indukce na irovni CYP1A1 mRNA a to metodami Northern blot, RT-PCR
(reverzni transkripéni polymerazova fetézova reakce) a microarray (Bruchova et al.
2010, Hakkola et al. 1996a, Huuskonen et al. 2008, Pasanen et al. 1990, Whyatt et al.
1998). S vyuzitim dalsich metod Western blotu nebo EROD eseje byla zjisténa indukce
i na urovni proteinu a CYP1A1 aktivity (Boden et al. 1995, Collier et al. 2002b, Czekaj
et al. 2005, Hakkola et al. 1997, Kaelin and Cummings 1983, Okey et al. 1997). Vliv
cigaretového koufe na indukci CYP1Al wuz ale nebyl pozorovan metodou

imunohistochemie (Sanyal and Li 2007).

Zjistilo se, ze souCasné piti alkoholu a koufeni b&hem tchotenstvi ma
synergisticky ucinek na lidsky CYP1A1l v placentdch Zen v prvnim trimestru.
Placentarni CYP1Al u Zen, které zaroven koufily a pily v pribéhu tehotenstvi,
vykazoval signifikantné vyssi aktivitu v porovnani s zenami, které nepily ani nekoutily,
a nebo s zenami, které bud’ jen pily, nebo koufily v pribéhu teéhotenstvi (Collier et al.
2002b). VIliv. AHR ligandi na CYPIAl byl potvrzen i v placentarnich
choriokarcinomovych bunéénych liniich JEG-3 a BeWo, kde CYP1AL1 byl také silné
indukovan ligandy arylhydrokarbonového receptoru (Avery et al. 2003, Hakkola et al.
1997).

Zajimavym faktem také zlstava, ze placentarni tkan ex-kufacek ma zvySenou
CYP1A1 mRNA vV porovnani s matkami nekufackami. Mnozstvi CYP1A1l mRNA je
signifikantné zvySeno a to jak u ex-kufacek, které prestaly koufit v pribéhu t¢hotenstvi,
tak i u téch zen, které prestaly koufit jesté pred zacatkem tehotenstvi (Hakkola et al.
1996a, Whyatt et al. 1995). Zvysené¢ mnozstvi CYP1A1 mRNA se sice sniZzuje po
skonéeni koufeni, pfesto ale neklesne na uroven, jakou maji matky nekutfacky (Whyatt
et al. 1995). Jedno z moznych vysvétleni tohoto jevu je, Ze polycyklické aromatické

hydrokarbony z cigaretového koute se ukladaji béhem koufeni v lidském téle v tucich
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anasledné jsou béhem tehotenstvi uvolnovany do krevniho obéhu matky a tim tak
zpusobuji indukci placentdrniho CYP1Al. Uzené maso, syry a ryby obsahuji také
polycyklické aromatické hydrokarbony, které se tam dostdvaji béhem procesu uzeni.
Tedy i1 konzumace téchto potravin signifikantné ovliviiuje placentdrni CYP1A1 mRNA
(Whyatt et al. 1995). Signifikantn¢ zvySenad placentarni CYP1A1 aktivita a zvySena
tvorba PAH-DNA aduktl v placenté byly pozorovany i u zen, které v prub&hu
téhotenstvi konzumovaly jidlo, které obsahovalo PCB, polychlorované dibenzofurany
(PCDF) a chlorované organické latky (Gallagher et al. 1994, Lagueux et al. 1999,
Lucier et al. 1990). Naproti tomu Pereg se svymi pracovniky nepotvrdil signifikantni
vliv PCB z konzumované stravy na placentarni CYP1A1 aktivitu a uvadi tak tabakovy

kouf jako hlavni modulujici faktor CYP1A1 aktivity (Pereg et al. 2002).

4.4.3 Arylhydrokarbonovy receptor (AHR)

Arylhydrokarbonovy receptor, znamy také jako dioxinovy receptor, patii do
bHLH/PAS rodiny transkripénich faktort, které reguluji expresi svych cilovych genli
(Song and Pollenz 2002). Do skupiny proteini s bHLH/PAS doménami patii proteiny
s dalezitou roli ve vyvoji organt (neurogeneze), v metabolismu toxind, pii kontrole
cirkadialniho rytmu a v adaptaci na hypoxii (snizeni obsahu kysliku) (Crews 1998).
Proteiny rodiny bHLH/PAS obsahuji zakladni strukturni motiv a-helix—smycka—a-helix
(basic helix loop helix, bHLH), ktery je lokalizovan na N-konci proteinu a PAS doménu
(Per-ARN-Sim), ktera se nachazi v centralni casti (Obr. 6). Ta byla puvodné
identifikovana u proteinu Per, ARNT a Sim, podle kterych dostala své jméno. Spole¢né
pak bHLH a PAS domény umoziiuji dimerizaci dvou proteini a nasledné 1 vazbu
transkripéniho komplexu na DNA (Jones 2004). Arylhydrokarbonovy receptor
dimerizuje s arylhydrokarbonovym receptorovym nuklearnim translokatorem (ARNT,
HIF 1pB), ktery je rovnéz ¢lenem bHLH/PAS rodiny (Fujii-Kuriyama and Kawajiri
2010). PAS doména je tvofena dvémi tseky znamymi jako PAS-A a PAS-B, které maji
délku asi 50-ti aminokyselinovych zbytkd (Jones 2004). Dalsi dilezitou doménou je
ligand vazajici doména (Ligand binding domain, LBD), ktera je lokalizovana v useku
mezi 230. - 421. aminokyselinou a ktera také zahrnuje PAS-B tusek. Interakce této

domény s heat shock proteinem (HSP90) je nezbytna pro tvorbu funkéniho ligand
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vézajiciho komplexu (Coumailleau et al. 1995). Rada piirozenych mutaci v této oblasti

snizuje vazebnou afinitu AHR ligandt (Pandini et al. 2007).

AHR:ARNT:XRE
tvorba komplexu

. bHL.H o PAS doména ;
L ] L |
NLS LBD Transaktivace

Obr. 6: Schéma domén arylhydrokarbonového receptoru AHR.

Arylhydrokarbonovy receptor poprvé identifikoval Poland se svymi kolegy
v mysich jatrech v roce 1976 za pomoci radioaktivné znaceného TCDD (Safe 2001).
Gen pro lidsky AHR se nachazi na chromozomu 7p15 (Micka et al. 1997), naproti tomu
jeho heterodimerizacni partner ARNT je lokalizovan na lidském chromozomu 1q21
(Johnson et al. 1993). Gen pro AHR je dlouhy asi 50 kb, obsahuje 11 exoni a koduje
protein o molekulové hmotnosti 96 kDa (Bennett et al. 1996, Dolwick et al. 1993).

Geny pro AHR a ARNT najdeme ve vSech tkanich, jak v tkdni u dospélych
jedinct, tak 1 ve fetalnich. Vysoka exprese AHR a ARNT byla nalezena v jatrech,
plicich, ledvinach a placenté (Dolwick et al. 1993, Manchester et al. 1987, Yamamoto
et al. 2004).

Rada studii ukazuje, Ze arylhydrokarbonovy receptor ma vyznamnou roli
zprostfedkovatele toxického ucinku u fady xenobiotik (PAH, dioxiny, halogenované
bifenyly), které zptisobuji fadu neptiznivych G¢inka v organismu - vliv na reprodukci,
hormonalni poruchy, imunotoxicitu, iniciaci a progresi tumort, vyvojové vady (Dragin
et al. 2006, Gasiewicz et al. 2008). Studie ovSem také ukazuji, ze kromé receptoru
pro xenobiotika ma AHR i dilezitou roli v zakladnich bunénych procesech, vyvoji
a fyziologii (Harper et al. 2006). Studie na mysich s cilovou mutaci v genu pro Ahr
(Ahr null mice) ukazuji, ze AHR/Ahr hraje klicovou roli v normalnim vyvoji. U Ahr
deficientnich mysi (Ahr null mice) chybi indukce Ahr cilovych gent (Fernandez-
Salguero et al. 1995, Lahvis and Bradfield 1998, Mimura et al. 1997, Schmidt et al.
1996) a tyto mysi vykazuji také celou fadu fenotypovych abnormalit, ke kterym patii
fada abnormalit na Girovni imunitniho systému, srde¢ni hypertrofie s pfitomnosti fibrozy

v srde¢nim svalu, cévni hypertrofie v déloze, Zalude¢ni hyperplazie, kozni fibréza,
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hyperproliferace folikulli v srsti a zna¢né jaterni patologické zmény (Lahvis et al.
2000). Tyto mysi maji také nevyvinutou sinusiodalni architekturu v jatrech a trvalou
pfitomnost hyaloidnich arterii v oku dospé€lych jedinct (Lahvis et al. 2000). AHR
receptor ma vyznamnou ulohu iV bunééném cyklu (Elizondo et al. 2000, Ma and
Whitlock 1996, Puga et al. 2002).

4.4.3.1 Arylhydrokarbonovy receptorovy nuklearni translokator
(ARNT) a Arylhydrokarbonovy receptorovy represor (AHRR)

Arylhydrokarbonovy receptorovy nuklearni translokator, také nazyvany
jako hypoxii indukovany faktor 1B (HIF-1pB), je ¢len bHLH/PAS rodiny. ARNT neni
vyznamny jen jako dimerizani partner pro AHR signédlni cestu, ale také jako
dimeriza¢ni partner pro hypoxii indukovany faktor HIF-1a, se kterym tvoii komplex,
a ktery reguluje geny zprostiedkovavajici odpoveéd na hypoxii (Nie et al. 2001). Kromé
toho je ARNT schopny i homodimerizace se sebou samym (Sogawa et al. 19953,
Sogawa et al. 1995b). ARNT hraje vyznamnou roli v reakci na hypoxii a hypoglykémii,
v embryonalnim vyvoji a angiogenezi (Maltepe et al. 1997).

Lidsky arylhydrokarbonovy receptorovy represor je lokalizovany na
chromozomu 5p15.3. V buiice je ptitomen v jadie a konstitutivné interaguje s ARNT.
V porovnani s AHR se nevaze s HSP90. Exprese AHRR je indukovana komplexem
AHR/ARNT prostrednictvim vazby na enhancer sekvenci u XRE a AHR funkce je
regulovana zpétnovazebnou inhibici AHRR. AHRR polypeptid potlacuje transkripéni
aktivitu AHR receptoru diky soupefeni s AHR receptorem v tvorbé heterodimeru
s ARNT a vazbé s XRE sekvenci (Baba et al. 2001, Mimura et al. 1999).

4.4.3.2 AHR signalni cesta

Arylhydrokarbonovy receptor se bez navazaného ligandu nachazi v cytosolu
v komplexu s HSP90, immunophilin-like proteinem XAP2 (AIP) a p23 (Carver et al.
1998, Ma and Whitlock 1997, Meyer et al. 1998). Heat shock protein interaguje
s bHLH oblasti a maskuje tak nuklearni lokaliza¢ni signal (NLS) AHR receptoru, ktery
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je v N-terminalni oblasti receptoru, coz vede k udrzeni receptoru v cytoplazmé.
Navazanim ligandu na AHR dojde ke zméné konformace AHR/HSP90 komplexu
a k odhaleni NLS a k nuklearni translokaci komplexu do jadra (Lees and Whitelaw
1999).

Na AHR receptor se také vaze tada koaktivatorti, napt. ERAP140, RIP140,
CBP/P300, BRG-1, NcoA (SRC-1), NcoA2 (GRIP-1 a TIF-2) a NcoA3 (AIB-1, p/CIP,
a ACTR) (Ishimura et al. 2009).

Po navazani ligandu je aktivovany AHR receptor pfenesen do jadra, kde dojde
k oddéleni HSP90 a kdimerizaci AHR receptoru se svym heterodimerizaénim
partnerem ARNT. Oproti arylhydrokarbonovému receptoru se ARNT nachazi v jadie
Vv ptitomnosti i pfi absenci ligandu (Fujii-Kuriyama and Mimura 2005). Takto vznikly
komplex AHR/ARNT se véaze s vysokou afinitou na specificky xenobiotika responsivni
elementy (Xenobiotic response element, XRE) nebo na dioxin responsivni elementy
(Dioxin response element, DRE) v promotorové oblasti genu a nasledné dochazi
K transaktivaci  cilovych gen (Obr. 7). XRE/DRE oblast je slozena
z pentanukleotidového jadra 5-GCGTG-3’, které je nezbytné pro AHR/ARNT vazbu
(Mimura and Fujii-Kuriyama 2003, Safe 2001).

/@\\
N

CYP1A1
CYP1A2
CYP1B1
UGT1A1
UGT1A6

halogenated aromatic hydrocarbons
(TCDD, dibenzofurans)
polycyclic aromatic hydrocarbons
(benzo(a)pyrene, benzanthracenes)
drugs - omeprazole
edogenous ligands
(derivatives of tryptophan)
etc.

POPOTOPTEV p
DRE-binding site

(TNGCGTG) sm

Qucleus

\Cytoplasm Vﬁ/

Obr. 7: Molekularni mechanismus AHR dependentni regulace genové exprese. HSP90 -

heat shock protein 90; AIP - AHR interacting protein 2; DRE - dioxin responsivai

element, ARNT - arylhydrokarbonovy receptorovy nuklearni translokator; AHR —
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arylhydrokarbonovy receptor, AHRR - arylhydrokarbonovy receptorovy represor
(prevzato z (Pavek and Dvorak 2008)).

K cilovym gentim, které jsou regulovany AHR/ARNT komplexem, patii enzymy
prvni metabolické faze (cytochrom P450 - CYP1Al1, CYP1A2, CYP1B1) a enzymy
druhé metabolické faze jako GST1, UGT (UGT1Al, UGT1A6), NQO1
(NAD(P)H-dependentni chinon oxidoreduktaza 1), ALDH3AL (aldehyddehydrogenaza)
(Puga et al. 2009, Tirona and Kim 2005).

AHR receptor je nasledn¢ degradovan prostfednictvim 26S proteosomu a proces
degradace probiha mechanismem ubikvitinace béhem n¢hoz dochézi ke kovalentnimu
spojeni ubikvitinovych peptidi s cilovymi proteiny. Subcelularni lokalizace AHR
degradace neni zcela jasna (jadro versus cytoplazma) (Davarinos and Pollenz 1999,
Pollenz 1996, 2002).

4.4.3.3 Aktivace AHR ligandy

Vétsina molekul, které se vazi na arylhydrokarbonovy receptor a nasledné jej
aktivuji, jsou hydrofobni molekuly. Mnoho AHR agonistii pfedstavuje planarni
slou¢eniny. Nicméné SAR (structure-activity relationship) analyza ukazala, Ze absolutni
planarita neni nezbytné pro vazbu polychlorovanych bifenylli. Koplanarita ale ovliviiuje

prostorovou vhodnost ligandu pro vazbu na receptor (Stejskalova et al. 2011a).

Odhaduje se, ze rozméry molekul ligandl, které se vazou na AHR receptor,
by mély byt vrozmezi 12 A x 12 A x 5 A. Elektronegativita, hydrofobni a uhlikova
spojeni jsou dal$i vlastnosti, které mohou pfispét k afinité ligandii na receptor (Nguyen

and Bradfield 2008, Stejskalova et al. 2011a).

Ligandy, které se vazou na arylhydrokarbonovy receptor mohou byt
klasifikovany do dvou velkych skupin. Na ligandy, které se tvoii ¢i uvolnuji béhem
antropogennich aktivit (jde o syntetické exogenni slouceniny) a na druhou
skupinou - latky, které se tvofi pfirozenymi procesy v biologickych systémech. Tato

skupina muze byt jest¢ dale rozdélena na podskupinu endogennich fyziologickych
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ligandti a podskupinu ligandi, které jsou soucasti stravy (Denison et al. 2002, Fujii-

Kuriyama and Kawajiri 2010, Nguyen and Bradfield 2008).

Pro dalsi informace o AHR ligandech odkazuji na piehledovy ¢lanek Stejskalova et al.
2011 (Stejskalova et al. 2011a).

Pichled zakladnich ligandii v Tab. 1 a chemickych struktur v Obr. 8, 9, 10.

Klasifikace Typ Agonista/Antagonista Zdroj Reference
Ovoce;
] ) (Amakura et al.
Flavonoidy (napf. chrysin, agonista zelenina; celé
) o o 2003, Van der
galangin, baicalein, genistein, nesemleté obili; .
o o . Heiden et al.
Ligandy v daidzein, apigenin) antagonista ervené vino; 2000)
jidle caj
Indoly (prekurzor indol-3- Ruzickova (Denison et al.
carbinol (13C)-aktivni metabolit agonista kapusta; zeli; 2002, Wattenberg
indolo-[3,2-b] carbazol (1CZ)) kvétak and Loub 1978)
Hovézi sérum;
lidska moc¢;
fermentace (Adachi et al.
. . L agonista rostlin 2001, Nishiumi et
Indigové derivaty (indigo a
o Polygonum al. 2008, Peter
indirubin) . . . .
antagonista tinctorium, Guengerich et al.
Isatis tinctoria a 2004)
Indigofera
tinctoria
o . Mo¢ biezich (Jinno et al.
Equilenin agonista .
klisen 2006)
. A (Phelan et al.
, Metabolity hemu (bilirubin, . .
Endogenni . ] ] agonista Plazma 1998, Sinal and
. biliverdin, hemin)
ligandy Bend 1997)
o ) Arachidonova (Schaldach et al.
Lipoxin A4 agonista .
kyselina 1999)
Prostaglandiny (Bs, D3, Fs,, Gy, . Arachidonova (Seidel et al.
agonista .
Hi a Hy kyselina 2001)
Metabolity tryptofanu (Heath-Pagliuso
(tryptamin, indoloctova agonista Plazma et al. 1998, Miller
kyselina) 1997)
UV foto produkty tryptofanu Pasobeni UV-B o
) (Diani-Moore et
(6-formylindolo[3,2-b]carbazol a pusobeni .
. al. 2006, Katiyar
(FICZ) and 6,12- agonista sluneéniho .
) ) et al. 2000, Wei
diformylindol[3,2-b]carbazol svétla na
et al. 1998)
(dFICZ2)) tryptofan
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Exogenni

ligandy

Polycyklické aromatické
hydrokarbony (PAH)

agonista

Vypalovani lest
a pad; unik a
prosakovani

olejl;
vulkanické
erupce;
spalovani
fosilnich paliv,
kamenouhelnéh
o dehtu, dieva;
mazaci oleje;
spalovani
pevnych
komunalnich
odpadui; unik
ropy; uzené a
grilované jidlo;

cigaretovy kouf

(Haritash and
Kaushik 2009)

Polychlorované bifenyly (PCB)

agonista

Oleje do
transformatort,
hydraulické
kapaliny,
lubrikacni
(mazaci) oleje,

plasticizéry

(La Rocca and
Mantovani 2006,
Nguyen and
Bradfield 2008,
Safe et al. 1985)

Halogenované dioxiny a
piibuzné slouceniny
(halogenované dibenzo-p-
dioxiny, dibenzofurany,

azo(xy)benzeny, naftaleny)

agonista

Spalovani;
béleni celuldzy;

chlorace fenola

(Hayes et al.
2007, Vickers et
al. 1985)

Tab. 1: Exogenni a endogenni aktivatori AHR receptoru (prevzato z (Stejskalova and
Pavek 2011)).
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naphthalene anthracene fluorene phenanthrene

benzo(a)pyrene benzo(a)anthracene benzo(c)phenanthrene

seel
pyrene chrysene 3-methylcholanthrene

Obr. 8: Chemicka struktura nékterych polycyklickych aromatickych hydrokarbonii
(PAH): Naftalen, antracen, fluoren, fenantren, benzo(a)pyren, benzo(a)antracen, pyren,

chrysen, 3-metylcholantren (prevzato z (Stejskalova and Pavek 2011)).

Cl (0] Cl Cl Cl
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) 2,3,6,7-tetrachloronaphthalene

Cl
Cl
(¢]]
3 X o
cl Ney, o O
Cl
Cl
3,37,4,4"-tetrachloroazoxybenzene 3,3',4,4',5-pentachlorobiphenyl

Obr. 9: Exogenni halogenovani agonist¢ AHR: 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin
(TCDD), 2,3,6,7-tetrachloronaftalen, 3,3",4,4 -tetrachloroazoxybenzen,
3,3",4,4", 5-pentachlorobifenyl (prevzato z (Stejskalova and Pavek 2011)).
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Obr. 10: Endogenni slouceniny schopné aktivovat AHR (prevzato z (Stejskalova and
Pavek 2011)).

4.4.3.4 AHR polymorfismus

Ruzné genetické odchylky v AHR struktufe jsou nasledné pak zodpovédné za
rozdilnou vnimavost k fadé xenobiotik (Kawajiri et al. 1995). K dnesnimu dni bylo
objeveno 8 moznych AHR  polymorfismi  vlidském  AHR  genu
(http://www.pharmgkb.org/).

Pro dalsi informace o AHR polymorfismu odkazuji na ¢lanek Stejskalova & Pavek
2011 (Stejskalova and Pavek 2011).
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4.4.3.5 Exprese AHR a ARNT v placenté

V poslednim trimestru v dobé porodu ma lidska placenta velké mnozstvi AHR
proteinu. V porovnani s receptorem u hlodavet ma lidsky placentarni AHR receptor

niz8i afinitu k AHR ligandiim a je méné stabilni (Manchester et al. 1987).

Exprese AHR receptoru a jeho dimeriza¢niho partnera ARNT je v lidské
placenté nezavisle regulovana. Existuji také zna¢né interindividualni rozdily v AHR
expresi na rozdil od ARNT, kde tyto rozdily nebyly pozorovany. Tento rozdil v expresi,
kdy ARNT je exprimovan s mnohem mensi variabilitou nez AHR vede Kk piedpokladu,
ze ARNT zaujima nezbytnou funkci v regulaci vyvoje a v homeostaze placentarnich
bun¢k. Behem téhotenstvi nedochazi ke zménadm placentarni exprese téchto dvou
faktorii u ¢loveka. Naproti tomu u potkanich placent byl pozorovan rozdil exprese Ahr
a Arnt proteint v prib&hu biezosti (Carver et al. 1994, letta et al. 2006). Tento rozdil je
pravdépodobné zptisoben mezidruhovymi rozdily v regulaci téchto gend (Hakkola et al.
1997).

Cigaretovy koui u matek kutacek nebo in vitro kultivace choriokarcinomové
linie JEG-3 s AHR ligandem TCDD nema signifikantni vliv na expresi AHR receptoru
a ARNT translokatoru (Hakkola et al. 1997). Stejny vysledek ukazaly i pokusy na
potkanech a mysich. Holzman a Sprague-Dawley potkani byli vystaveni puisobeni
TCDD, ktery nemél na AhR mRNA expresi vliv (Kawakami et al. 2006). Také zadné
signifikantni rozdily nebyly rovné€z pozorovany na Urovni placentarni AhR mRNA
U dvou linii mysi s rozdilnou citlivosti k TCDD (TCDD citlive C57BL/6J a méné¢ citlivé
DBA/2J) (Li et al. 1994).

V mysich placentach bylo pozorovano, Ze AHR mRNA signifikantné koreluje
s mRNA hladinou transportéru BCRP, a proto se ptedpoklada, Zze Ahr pravdépodobné
ovliviiuje regulaci BCRP genu (Wang et al. 2006). Vliv AHR receptoru na regulaci
BCRP genu byl potvrzen v Caco2 bunééné linii (linie odvozena z nadoru tlustého
stieva), kde byla pozorovana indukce exprese BCRP na trovni mRNA a proteinu
vlivem riznych AHR ligandd (TCDD, BaP, 3MC, oltipraz, ICZ) (Ebert et al. 2005).
Stejné jako v Caco?2 stfevni bunééné linii, tak i v dalsi linii odvozené od nadoru tlustého

stteva LS174T byla potvrzena indukce BCRP a to AHR dependentnim zplisobem
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(Tompkins et al. 2010). Indukci exprese BCRP mRNA vlivem AHR ligandu 3MC jsme
mohli také pozorovat v nasich experimentech v primarnich Kulturach lidskych
trofoblasta (Tab. 3). (Stejskalova et al. 2011b). Navic tato indukce BCRP mRNA byla

potenciovana vlivem soucasného ptisobeni 3MC a glukokortikoidu (Tab. 3).

4.4.3.6 Cross-talk AHR a GR nuklearnich receptori

Stejné jako u ostatnich receptori i AHR muze ovliviiovat jiné signalni drahy.
Muize to byt signalni draha estrogenového receptoru (ER), glukokortikoidniho receptoru
(GR), progesteronového receptoru (PR), androgenového receptoru (AR), tyroidalniho
receptoru (TR), signalizace hypoxie (Gradin et al. 1996) nebo faktort NF-«B (Tian
2009) a Rb (Elferink et al. 2001). Snad nejvice studovanym cross-talkem (¢esky preklad
by mohl byt spoluovlivnéni) s AHR receptorem je pro receptory steroidnich hormont
(ER, AR, TR, GR) (Monostory et al. 2009, Swedenborg and Pongratz 2009).

Glukokortikoidni hormony jsou steroidni hormony tvofené kirou nadledvin.
ucinek), metabolismus glukézy, proteint a lipidd. Hlavnim glukokortikoidem u lidi je
kortisol (Wang et al. 2009). U plodu jsou glukokortikoidy nezbytné pro vyvoj a zrani
fetalnich organt (Murphy et al. 2007). Transplacentarni podavani glukokortikoidd
(dexametazon, betametazon) pied 35. tydnem téhotenstvi zaujima dualezité misto
V perinatologii. Antenatalni podavani glukokortikoidii je indikovano u Zen, u kterych
hrozi predcasny porod velmi nezralého ditéte. Antenatalni podani glukokortikoidi ma
tak pfiznivy vliv na zrani plic a sniZzuje riziko vzniku syndromu respiraéni tisné
(Respiratory distress syndrome, RDS). Kromé prevence RDS chrani podavani
glukokortikoidii novorozence také pred intraventrikularnim krvacenim, nekrotizujici
enterokolitidou a systémovou infekci v prvnich hodinach zivota novorozence (Ballard

and Ballard 1995, Hallman et al. 2010, Paakki et al. 2000, Roberts and Dalziel 2006).

Endogenni a exogenni glukokortikoidy se vazi na GR, ktery se nachazi
Vv dostate¢ném mnozstvi v syncytiotrofoblastu a cytotrofoblastu lidské placenty (Lee et

al. 2005, Pavek et al. 2007) a v placentach hlodavct (Waddell et al. 1998).
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Vliv glukokortikoidli na expresi CYP1A1 byl prokazéan u fady bunck (lidskych
I potkanich). Glukokortikoidy snizuji/zvysuji indukci CYP1A1 zprostiedkovanou AHR
ligandem v zavislosti na typu bunék a to na urovni mRNA, proteinu i EROD aktivity

(Dvorak et al. 2008, Monostory et al. 2005, Vrzal et al. 2009).

Napiiklad v kultufe primarnich lidskych hepatocyti  jsme v naSich
experimentech pozorovali, Ze dexametazon nemél signifikantni vliv na indukci
CYPIA1 mRNA zprostiedkovanou TCDD a 3MC, naproti tomu indukce CYP1A2
mRNA zprostiedkovana TCDD a 3MC byla piisobenim dexametazonu potenciovana.
Bazalni exprese CYPIA1 a CYPIA2 mRNA vSak nebyla ovlivnéna plsobenim
samotného dexametazonu (Vrzal et al. 2009). Zcela opaény vliv dexametazonu jsme
pozorovali na urovni enzymové aktivity. Dexametazon zpusobil zna¢ny pokles jak
bazalni, tak i indukované¢ EROD aktivity. EROD aktivita v primarni kultuie lidskych
hepatocyti odrazi CYP1A1 a CYP1A2 enzymovou aktivitu (Vrzal et al. 2009).
Pusobeni dexametazonu ovlivnilo také expresi samotného AHR receptoru.
Dexametazon zptsobil signifikantni pokles AHR mRNA, coz nésledné korelovalo
I s mnozstvim AHR proteinu, a také zpisobil nesignifikantni zmény v expresi ARNT
mMRNA (Vrzal et al. 2009).

Potenciace TCDD dependentni indukce vlivem dexametazonu byla pozorovana
i u exprese Cyplal, Cypla2, Cyplbl a Ahr mRNA v potkani H4lle buné&cné linii.
Stejny ucinek na expresi téchto genii ale jiz nebyl pozorovan v lidskych bunécnych
liniich HepG2 a T47D (Sonneveld et al. 2007). Stejné jako v potkani H4lle bunécné
linii, tak i v dalsich potkanich bunkach bylo pozorovano zvySeni indukce Cyplal
vlivem glukokortikoid (Monostory et al. 2005, Sherratt et al. 1990, Xiao et al. 1995).
Dalsi Ahr cilové geny, kde bylo mozné pozorovat zvySeni indukce plsobenim
glukokortikoidd, byly geny pro Gst (Sherratt et al. 1990, Sonneveld et al. 2007, Xiao et
al. 1995) a Ugt (Xiao et al. 1995). Naproti tomu negativni regulace glukokortikoidy
byla zaznamenana u Qor a Aldh3c genu (Xiao et al. 1995).

Posileni u¢inku AHR ligandu vlivem dexametazonu bylo zaznamenano také
u choriokarcinomové bun&tné linie BeWo. U této bunécné linie doSlo plsobenim
dexametazonu k potenciaci B-naftoflavon dependentni indukce EROD aktivity (Avery
et al. 2003).
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5 Experimentalni ¢ast - pouzité metody a chemikalie
V nasledujicich kapitolach uvadim struény popis nejdalezitéjSich metod
pouzivanych pfi piipravé této disertatni prace. Pro detailni informace odkazuji na

publikace ptilozené k této disertacni praci (Prilohy str. 124).

5.1 Chemikadlie

Dimetyl sulfoxid (DMSO), 3-metylcholantren (3MC), dexametazon (DEX),
betametazon (BETA), B-naftoflavon (BNF), omeprazol (OME), lansoprazol, resveratrol
a buné&¢na média byla zakoupena od renomované firmy Sigma-Aldrich (St.Louis, MO,
USA) a 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) od firmy Ultra Scientific (North
Kingston, USA). Finalni koncentrace rozpoustédla DMSO v médiich bunéénych kultur

ve vSech experimentech byla mensi nez 0,1% (V/v).

5.2 Bunécné linie a zviieci model

Ke studiu exprese a indukce byly vyuzity placentarni choriokarcinomové linie
JEG-3 a BeWo. Bunky JEG-3 byly kultivovany v MEM médiu, ke kterému byly
ptidany 1% neesencialnich aminokyselin (NEAA), 1 mM sodium pyruvat (Sigma
Aldrich) a 10% fetalniho hovéziho séra (FBS) (PAA, Pasching Austria). BeWo bunky
byly kultivovany v Ham’s F12 médiu s 10% FBS. Ob¢ bunécné linie byly ziskany
z Evropské kolekce bunécénych kultur, byly kultivovany bez pfitomnosti antibiotik
a nebyly pouzivany déle nez do 25. pasaze. Experimenty pak byly provadény v médiu

bez fenolové cervené (Invitrogen/Gibco, Carlsbad, CA, USA) se strippovanym FBS.

Pro samotné experimenty byly subkonfluentni JEG-3 nebo BeWo bunky
kultivovany s danou testovanou latkou (napi. 3MC, TCDD nebo DEX) a rozpoustédlem
DMSO jako kontrolni latkou po dobu 12 nebo 24 hodin v zavislosti na zvoleném
experimentu. Po skonceni kultivace byly bunky omyty roztokem fosfatového pufru
(PBS) a opét podle zvolené¢ho experimentu byl k buitkkam pfiddn RIPA pufr (Western
blot) nebo Trizol Reagent (RT-PCR) (BioTech, Praha, Ceska republika).
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Kromé placentarnich choriokarcinomovych linii JEG-3 a BeWo byly ke studiu
exprese a indukce transkripcnich faktori a enzymu pouzity primarni kultury lidského
trofoblastu. Izolace primarniho trofoblastu byla provedena na zakladé protokolu
popsaného Klimanem (Kliman et al. 1986) a dale upravena podle Meyer von
Schwabedissen (Meyer Zu Schwabedissen et al. 2005). Po mechanické a enzymové
digesci (DNAsa, Trypsin) placentarni tkan¢ jsou buiiky trofoblastu nasledné separovany
na Percollové gradientu. Izolovany trofoblast Ize kultivovat 5 - 7 dni. Ke kultivaci se
pouziva medium M199 obohacené o 20% FBS, 100 U/ml penicilin/streptomycin
a5ng/ml epidermalni rastovy faktor (EGF). Primarni kultura je Kkultivovana
Vv inkubatoru pii 37°C s 5% CO,. Cytotrofoblast béhem kultivace fizuje v syncytium
(syncytiotrofoblast). Zivotaschopnost se u primarni kultury cytotrofoblastu kontroluje

méfenim sekrece hCG do kultivaéniho média.

Tato metoda byla zavedena a optimalizovana na nasem pracovisti autorkou této
disertaéni prace ve spolupraci s Dr. Karen May (Universitdt Greifswald) a PharmDr.

Katefinou Pospéchovou Ph.D.

Vsechny placenty byly ziskany ihned po porodu od matek, které porodily mezi
37 - 40. tydnem téhotenstvi, nemély komplikace v pritbéhu té¢hotenstvi, netrpély vdznou
nemoci, nekoufily, nepily, nebraly drogy, neuzivaly Zadn¢ 1éky a neporodily cisaiskym
fezem. Pro srovnani exprese/indukce byly ziskany i placenty od matek kutacek. Odbér

a experimenty byly schvaleny ptislusnou etickou komisi.

Kultivace trofoblastli s testovanymi latkami probihala podobné jako
u choriokarcinomovych bunéénych linii. Kontrolni latka DMSO (rozpoustédlo)
a testované latky (3MC, TCDD, BNF, OME, DEX, BETA atd) obsazené v médiu byly
s trofoblasty kultivovany po dobu 24 ¢i 48 hodin v zavislosti na experimentu a na konci
experimentu byly omyty roztokem PBS. Nasledné byl ptidan RIPA pufr ¢i Trizol
Reagent podle typu zpracovani vzorku. Trofoblasty byly v kultufe ponechévany
vetsinou po dobu 3 - 4 dni a béhem kultivace bylo odebirdno médium pro stanoveni

hCG.

Ke studiu exprese v prub&hu biezosti potkana byly pouzity placenty Wistar
potkanii. Biezi potkani byli ziskani od firmy Biotest Konarovice (Ceska republika) a ve

vivariu byli udrzovani za standardnich podminek (12 hodin svétlo a 12 hodin tma),
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s dostatkem vody a pelet s jidlem. Pro dané experimenty pak byly odebrany placenty ve
12., 15., 18. a 21. dni bfezosti, popiipade v 16., 18., a 22. dni biezosti. Pfed odebranim
placent byl potkanim aplikovan pentobarbital k anestezii a vypreparované placenty pak
byly dany do kapalného dusiku. VSechny experimenty byly provadény se souhlasem
Etické komise Farmaceutické fakulty UK a v souladu s Evropskou imluvou na ochranu

obratlovct pouzivanych pro pokusné a jiné védecké ucely.

5.3 Molekularné biologické metody

Zéakladem experimentalnich praci byly in vitro molekularni biologické metody.
Jedna se zejména o real-time RT-PCR, Western blot, 7-etoxyresorufin-O-deetylazovou
(EROD) esej, imunohistochemii a genovou reportérovou studii. V8echno to jsou metody

znamé a bézné€ pouzivané v laboratotich, takZe neni tfeba je detailngji popisovat.

5.3.1 REAL-TIME RT-PCR

Real time RT-PCR je moderni metoda molekularni biologie, kterda umoziuje
citlivou, rychlou a spolehlivou detekci a kvantifikaci mMRNA sledovaného genu
a kvantifikaci zmény tohoto mnozstvi v disledku ptitomnosti 1é¢iva. Kvantitativni real-
time RT-PCR (gRT-PCR) je zaloZena na principu sledovani priabéhu PCR piimo béhem
reakce (v realném case) pomoci fluorescen¢nich sond nebo barviv, které detekuji
mnozstvi PCR produktu béhem reakce zvySenim své fluorescenéni aktivity. Pomoci
termostabilni DNA polymerazy procesem ,cykleni“ dochazi v prib&éhu reakce
k opakované replikaci daného useku DNA. Tento Usek je ohraniCeny specifickymi
primery a v kazdém cyklu se idealné zdvoji a mnozstvi tak exponencialné roste. Cim
diive pak amplifika¢ni kiivka dosahne exponencialni faze a zvoleného detekéniho prahu
(Ct), tim vice startovnich templatovych molekul bylo ve vzorku na pocatku reakce.
Kazdy cyklus zahrnuje denaturaci DNA, annealing (pfipojeni primert) a extenzi
(Obr. 11).
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Obr. 11: Schéma RT-PCR s Vyquil‘l'm sond (prevzato z hitp://www.dnassequencing.com/tag/real-time-per-

machine/).

Kvantitativni RT-PCR analyzu u placentarnich choriokarcinomovych linii
a kultury primarniho trofoblastu jsme provedli pro cilové geny arylhydrokarbonového
receptoru - CYP1A1, CYP1A2, CYPIBI, UGT1A1, BCRP a také pro AHR, ARNT
a AHRR. Jako referen¢ni gen jsme zvolili HPRT, ktery je exprimovan konstitutivné.
U potkanich vzorkl pak byly zvoleny geny pro Ahr, Arnt a Cyplal. VSechny primery
(primer - probe mix) byly ziskany od firmy GENERI Biotech (Hradec Kralové, Ceska
republika). Exprese kazdého genu byla provedena v triplikatu soucasné s negativni
kontrolou. Metoda RT-PCR byla provedena v souladu s protokolem publikovanym

v ¢lanku Pospechova et al. (Pospechova et al. 2009).

Pied samotnym provedenim gRT-PCR bylo nejdiive potieba vyizolovat mRNA
ze vzorku a tu nasledné prepsat do cDNA. U primarnich kultur lidskych trofoblastt
nebo u choriokarcinomovych linii byly bunky nejdiive omyty PBS roztokem a pak
seSkrabany. K buitkam byl nakonec pfidan Trizol Reagent. U placentarni tkané (lidské
I potkani) jsme nejdiiv museli provést dezintegraci tkané a stejné jako u bunck byl

nasledn¢ pfidan Trizol Reagent. Izolace celkové mMRNA byla provedena podle
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ptiloZzeného protokolu u Trizol Reagentu. mRNA studovanych genti obsazena v celkové
izolované RNA byla nasledné ptepsdna do cDNA pomoci reverzni transkripce. Takto

ziskand cDNA byla dale nafedéna a pouzita do qRT-PCR.

5.3.2 Western blot

Mectoda Western blot (imunoblot) je analyticka metoda pouzivana k detekci
specifického proteinu ze smési proteinti. Sklada se z nékolika krokl. Proteiny jsou
nejdiive rozdéleny podle své molekulové hmotnosti pomoci SDS-PAGE (elektroforéza
Vv polyakrylamidovém gelu). Nasledné jsou proteiny pieneseny (blotovany) z gelu na
povrch nitrocelul6zové membrany (nebo PVDF membrana) a na jejim povrchu jsou

detekovany pomoci specifické protilatky pro dany protein (Obr. 12).
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) - migrate into it at different
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Obr. 12: Schéma metody Western blot (pievzato

Z http://www.cyanagen.it/index.php?option=com_content&view=article&id=2&Itemid=144).
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Metodou Western blot jsme detekovali expresi proteini Ahr, Arnt v potkanich
placentaich, AHR a ARNT v choriokarcinomové linii JEG-3 a CYP1Al u primarni
kultury lidského trofoblastu. Detekce jednotlivych proteinti byla provedena podle
protokolu publikovaného v ¢lancich Vrzal et al. a Novotna et al. (Novotna et al. 2004,
Vrzal et al. 2009). Pied vlastni detekci proteind bylo potieba nejprve ptipravit vzorky

proteini. Jednotlivé vzorky byly pfipraveny z lyzati bunék ¢i tkani.

Totalni potkani/trofoblastovy lyzat byl pfipraven v RIPA lyzacnim pufru
(150 mM NacCl, 25 mM Tris-HCI, 1% Nonidet P-40, 1% deoxycholat sodny a 0,1%
SDS, pH 7,6) sptidavkem proteazovych inhibitori od firmy Roche (Praha, Ceska
republika). Buiiky primarniho lidského trofoblastu byly seskrabany do RIPA pufru
a potkani placenty byly nejdiive dezintegrovany a poté lyzovany v RIPA pufru. Vzorky
byly zvortexovany a zcentrifugovany. Supernatant ze vzorkli byl piepipetovan
do novych zkumavek a byla zmétena koncentrace proteinii pomoci Bicinchoninic Acid
Assay (BCA, Pierce), kde jako standard byla pouzita koncentra¢ni fada BSA (hovézi

sérovy albumin). Vzorky byly nasledné nafedény na stejnou koncentraci.

Pro ziskéani celuldrnich frakci u JEG-3 linie byly buniky lyzovany v lyza¢nim
pufru (100 mM HEPES, 15 mM MgCl, a 100 mM KCI, pH 7,9) s proteazovymi
inhibitory a ditiotreitolem. Lyzat byl zcentrifugovan a odebrany supernatant slouzil jako
cytoplazmatickd frakce. Pelety byly déale resuspendovany v extra¢nim pufru (20 mM
HEPES, 1.5 mM MgCl,, 0.42 M NaCl, 0.2 mM EDTA, 25% Glycerol, pH 7.9)
s ditiotreitolem a proteazovymi inhibitory. Po centrifugaci byl opét odebran supernatant,
ktery pfedstavoval nuklearni frakci. Byla opét zjisténa koncentrace proteinli pomoci
BCA a vzorky byly natedeny na stejnou koncentraci. Takto pfipravené vzorky byly

pfipraveny pro Western blot.

Western blot byl provadén ve spolupraci s Katedrou bunécné biologie a genetiky
Piirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci spomoci Prof. RNDr.
Zdenka Dvotéka, Ph.D. a Doc. Ing. Radima Vrzala, Ph.D.
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5.3.3 7-etoxyresorufin-O-deetylazova (EROD) esej

EROD aktivita nam v podstat¢ odrazi funkci CYPIAl enzymu v placenté.
7-etoxyresorufin slouzi jako substrat pro CYP1A1 enzym, ktery ho metabolizuje na resorufin
(Obr. 13). Katalyticka aktivita vuci substratu je indikatorem mnozstvi pfitomného enzymu a je

méfena fluorimetricky jako koncentrace tvofeného resorufinu.

7-etoxyresorufin

Fluorescence

NADPH +H", O,

N HyC

resorufin

Obr. 13: Metabolismus 7-etoxyresorufinu na resorufin.

Pro zjisténi aktivity CYP1A1 enzymu Vv primarni kultufe lidského trofoblastu
byly buiiky nejdiive omyty PBS roztokem a dale kultivovany v mediu Opti-MEM, které
obsahovalo 8 uM 7-etoxyresorufin (Sigma) a 10 pM dikumarol (Sigma).
Po 30 minutach inkubace pii 37°C bylo odebrano 75 ul média do jamek nového plata
a k tomuto vzorku bylo pfidano 100 pl metanolu a probé&hla kvantifikace resorufinu

zméfenim fluorescence pii excitaéni vlnové délce 535 nm a emisni vinové délce

590 nm.
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5.3.4 Imunohistochemie

Imunohistochemie je metoda, pii niz se ve ,vySetfovaném® vzorku tkan¢
prokazuje pritomnost urcitych antigenti pomoci specifickych protilatek s navazanymi
chemickymi slouceninami, které umoziuji jejich prikaz. Tuto vazbu si mizeme
predstavit jako vztah specifického klice (protilatky, kterd je zpravidla volnd) k zamku
(tkdanovému antigenu, jenz je zpravidla pevné fixovan na urcitou strukturu). Obecné
schéma imunohistochemie zahrnuje tyto postupy: odbér a fixace vzorkl, krajeni
a napinani fezi, optimalizace prezentace Ag, blok aktivity endogennich enzym, blok

pozadi, vazbu primarni a pak sekundarni protilatky, vizualizace.

K imunohistochemické detekci jsme pouzili parafinové blocky potkanich
a lidskych placent. Antigeny (AHR, ARNT, CYP1A) byly odmaskovany zahfatim
vzorku v sodium citratovém pufru v mikroviné troubé pii vykonu 750W. Pro vazbu
primérnich protildtek byly vzorky inkubovédny pies noc s kralicimi polyklonalnimi
primarnimi protilatkami pro AHR, s krali¢imi polyklonalnimi primarnimi protilatkami
pro ARNT a skralicimi polyklondlnimi primarnimi protilatkami pro CYP1AL.
Nasledné byly vzorky vyvijeny se sekundarni protildtkou. K vizualizaci byl pouzit
diaminobenzidin. Pro piehlednost bylo pouzito histologické jaderné barveni

hematoxylinem.

Placenty Zen zprvniho trimestru byly ziskdny béhem potrati a placenty
z posledniho trimestru byly ziskdny po pfirozeném porodu. Potkani placenty byly
ziskany v 16., 18., 22. dni bfezosti potkana. Metodou imunohistochemie jsme zjistovali
lokalizacit AHR/Ahr a ARNT/Armt v lidskych a potkanich placentach. V lidské placenté

jsme navic jesté lokalizovali CYP1AL.

Imunohistochemické vySetteni provadéla Mgr. Lenka Zemankova ve spolupraci
s Doc. PharmDr. Petrem Nachtigalem, Ph.D. z katedry biologickych a lékatskych véd

Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy.
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5.3.5 Metoda genové reportérové studie (gene reporter assay)

Metoda gene reporter assay, neboli genova reportérova studie, ptredstavuje
molekularni metodu, kterd umoznuje studovat schopnost testovanych latek aktivovat
dany promotor prostiednictvim sledovaného nuklearniho receptoru, piipadné podil
nuklearnich receptorti na tomto procesu aktivace. Metoda je zalozend na vneseni
plazmidové DNA do bunky pomoci lipozomi (pfi pouziti transfekéni smési
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, California) v choriokarcinomové bunécné
linii BeWo) nebo pomoci kladn¢ nabitych komplexu, které interaguji se zaporné
nabitymi proteoglykany na povrchu bunék (pfi pouziti transfekéni smési jetPEl

(Polyplus Transfection, Illkirch, Francie) v choriokarcinomové bunééné linii JEG-3).

V naSich experimentech byly buiiky transfekovany reportérovym plazmidem
pPXRE-luc, ktery obsahuje tfi DRE sekvence myssiho Cyplal genu a také strukturni gen
pro luciferazu (Firefly luciferase), jehoz exprese je dana interakci AHR s XRE. Bunky
byly dale kotransfekovany expresnim plazmidem pro nukledrni receptor GR
(pSG5-hGR) a expresnim plazmidem pro jiny typ luciferazi (pRL-TK) (Renilla
luciferase), ktery se vyuziva pro standardizaci G¢innosti transfekce. Dal$im vyuzivanym
reportérovym plazmidem muze byt také plazmid pCYP1Al-luc, ktery obsahuje
ptiblizn¢ 2kb promotorové oblasti lidského CYP1A1 s pfislusnymi DRE elementy.
Dalsimi expresnimi plazmidy, kterymi mohou byt buiniky kotransfekovany jsou
plazmidy pAHR, pARNT. Takto transfekované bunky byly nasledné kultivovany
S testovanymi latkami a po 24 hodinach inkubace byly bunky lyzovany. K lyzataim byl
nasledné pfidan substrat pro Firefly luciferazu — luciferin, ktery je luciferazou
metabolizovan a vysledny produkt jevi luminiscenci, kterd se ptistrojové kvantifikuje.
Nasledné dochazi ke zhaSeni tohoto signalu a k iniciaci pfemény substratu Renilla
luciferdzou a vysledny produkt, ktery jevi také luminiscenci, je opét kvantifikovan.
Podily téchto hodnot ziskanych z 1é¢iv ovlivnénych vzorkl a neolivnéné kontroly byly

nasledné porovnavany.
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Obr. 14: Schéma genové reportérové studie.

TCDD - 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin; 3MC - 3-metylcholantren; AhR -
arylhydrokarbonovy receptor; ARNT - Arylhydrokarbonovy receptorovy nukledrni
translokator.

5.3.6 Analyza dat

K primarnimu grafickému zpracovani dat byl pouzit program Microsoft Excel.
Vsechny grafy ukazuji primérmé hodnoty se standardnimi odchylkami (SD).
Ke statistické analyze byly pouzity one-way ANOVA test, Dunnettiiv test a neparovy
Studentiv t-test za vyuziti programu GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA).
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7 Vysledky a diskuze

Na zacatku svého doktorského studia jsem spolu s kolegyni PharmDr. Katetinou
Pospéchovou Ph.D. ve spolupréaci s Dr. Karen May (Universitit Greifswald) zavedla
a optimalizovala na naSem pracovisti metodu izolace a kultivace priméarniho lidského
trofoblastu. Kultura lidského trofoblastu se pak stala bezné vyuzivanym bunéénym
modelem pro vétSinu experimentl, nebot’ svymi vlastnostmi se tento model nejvice blizi

lidskému placentarnimu syncytiotrofoblastu.

V ramci svého doktorského studia jsem se zabyvala studiem exprese a indukce
cilovych genti arylhydrokarbonového receptoru AHR a také studiem exprese samotného
receptoru, jeho translokatoru ¢i represoru v placentarni bariéfe. Pivodni zijem
o indukci CYP1A1 mRNA v placentarni bariéfe jsem rozsifila i o transportér BCRP
aostatni enzymy (CYP1A2, CYPIB1 a UGTI1Al), které jsou také regulovany
prostfednictvim AHR receptoru a jejichz exprese byla v placenté pozorovana. O funkci
a expresi CYP1Al enzymu a AHR receptoru Vv placentarni bariéte a o endogennich
a exogennich ligandech AHR receptoru jsem napsala ptehledové c¢lanky, ze kterych
bylo Eerpano pii psani teoretického tvodu. U obou odbornych praci jsem uvedena jako
prvni autorka (viz Seznam publikovanych védeckych a odbornych praci - P2, P3 str. 96
a Prilohy str. 124).

Kapitola Vysledky a diskuze je rozdélena na dvé hlavni témata. Prvni ¢ast se
zabyva expresi AHR a ARNT v lidské a potkani placenté a také jejich transkripcni
aktivitou v primarni kultufe lidského trofoblastu. Druhd cast se zabyva vlivem
glukokortikoidii na indukci CYPIA1 a dalSich cilovych genl regulovanych AHR
receptorem v lidském syncytiotrofoblastu. Vysledky z prvni ¢asti jiz byly publikovany
vV mezinarodnim odborném casopise a u tohoto ¢lanku jsem uvedena jako prvni autorka
(viz Seznam publikovanych védeckych a odbornych praci - P1 str. 96 a Ptilohy
str. 124). Vysledky z druhé ¢asti jsou v dobé vzniku disertacni prace ptipravovany pro
tvorbu ¢lanku, kde jsem také prvni autorkou. Kromé zminénych dvou piehledovych
¢lankt (P2, P3) a jednoho experimentalniho ¢lanku (P1) jsem spoluautorkou dalSich

Ctyf publikaci (S1-S4).

Odborna prace Vrzal et. al (viz Seznam publikovanych védeckych a odbornych
praci — S4 str. 96 a Prilohy str. 124), kde jsem uvedena jako druhy autor, a ktera je
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Vv této praci n€kolikrat citovana, se zabyva obdobnou problematikou, jakou jsem se
zabyvala v této disertacni praci. Tato prace studuje cross-talk AHR a GR nuklearnich
receptort v kultufe primarnich lidskych hepatocytu a jejich vlivy na genovou regulaci
enzymli CYPIA1 a CYP1A2. Dalsi prace (S1-S3) maji blizky vztah k tématu disertacni
prace. VSechny tyto odborné publikace jsou zaméfeny na genovou expresi
biotransformacnich enzymt cytochromu P450 prostfednictvim nukledrnich receptorti

(viz Seznam publikovanych védeckych a odbornych praci S1-S3 str 96).

7.1 Exprese AHR a ARNT v lidské a potkani placenté a transkripcni
aktivita AHR v primadrni kultuie lidského trofoblastu

Exprese AHR, ARNT, AHRR a CYP1A1 mRNA v lidské placenté, primarni
kultuie lidského trofoblastu, choriokarcinomovych liniich JEG-3 a BeWo

aV izolovanych lidskych primarnich hepatocytech.

V prvni sérii experimentll jsme se zamé&fili na porovnani relativni exprese AHR,
ARNT a AHRR mRNA mezi placentou zdravé matky nekufacky (PL-H (29)),
primarnimi kulturami trofoblastii izolovanych z placent zdravych matek (TR-H (21),
(24), (25)) a matky kutacky (TR-S (18)), nejbéznéjSimi choriokarcinomovymi liniemi
BeWo a JEG-3 a nakonec i izolovanymi lidskymi hepatocyty. Jelikoz jsme méli
k dispozici kulturu trofoblastu od matky kufacky, zaméfili jsme se také na moznou
indukci genu CYP1Al na turovni mRNA vlivem cigaretového koufe. Exprese
testovanych mRNA gent byla vztaZzena k celkovému mnozstvi mRNA a hodnota

exprese u placenty PL-H (29) byla brana jako referen¢ni s hodnotu 1.

Jak je z grafu patrné (Obr. 15), AHR mRNA byla v izolované trofoblastové
kultufe od nekuracek, kufacky i v izolovanych hepatocytech niz§i nez v referenénim
vzorku PL-H (29). V choriokarcinomovych bunénych liniich JEG-3 a BeWo byla
AHR mRNA exprese na velmi nizké arovni. Naproti tomu u ARNT mRNA (Obr. 15)
byla exprese vyssi v izolovaném trofoblastu. V choriokarcinomovych bunéénych liniich
BeWo a JEG-3 pak byla ARNT mRNA exprese skoro pétinasobné vyssi v porovnani

s referen¢nim placentarnim vzorkem. Exprese AHRR mRNA byla vyssi v izolovanych
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kulturach trofoblastii a v JEG-3 bunikéch. Nejvyssi expresi AHRR mRNA jsme ovSem
pozorovali u BeWo bun¢k (Obr. 16).

Cigaretovy kouf pak v izolované kultufe trofoblastu kutacky zpiisobil indukci
CYP1A1 mRNA v porovnani s referenénim vzorkem i v porovnani s ostatnimi vzorky

(Obr. 15).
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Obr. 15: Relativni exprese AHR, ARNT a CYP1Al mRNA v lidské placenté od zdravé
darkyne, nekuracky, bez vazné nemoci a bez medikace PL-H (29); Vv primdrni kulture
lidského trofoblastu od kuracky TR-S (28) a zdravych nekuracek TR-H (21), TR-H (24)
a TR-H (25); v choriokarcinomovych liniich BeWo a JEG-3; ve vzorku lidskych
hepatocytu. AHR, ARNT a CYPIAI mRNA byly vyhodnoceny qRT-PCR a vztazeny
k celkovému mnozstvi mMRNA. Exprese vV placentarnim vzorku PL-H (29) byla nastavena

na hodnotu 1.
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Obr. 16: Relativni exprese AHRR mRNA v lidské placenté od zdravé darkyne,
nekuracky, bez vazné nemoci a bez medikace PL-H (29); Vv primdrni kulture lidského
trofoblastu od kuracky TR-S (28) a zdravych nekuracek TR-H (21), TR-H (24)
a TR-H (25); v choriokarcinomovych liniich BeWo a JEG-3; ve vzorku lidskych
hepatocytii. AHRR mRNA byla vyhodnocena qRT-PCR a vztazena k celkovému mnozstvi
MRNA. Exprese Vreferencnim placentirnim vzorku PL-H (29) byla nastavena

na hodnotu 1.

Utinek typickych AHR ligandi na mRNA expresi cilovych genii
arylhydrokarbonového receptoru CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1, UGT1Al, BCRP,
AHR, ARNT a AHRR v lidské kultute izolovanych trofoblastii

Dale jsme studovali vliv 3MC (5 uM, typicky ligand AHR receptoru) na expresi
cilovych genit AHR receptoru (CYP1A1l, CYP1A2, CYP1B1, UGT1Al a BCRP)
ve Ctyfech primarnich kulturach trofoblastt (TR-H (21), TR-H (22), TR-H (24),
TR-H (25)). Exprese CYPIAI mRNA byla signifikantn¢ indukovana (p<0,001)
pasobenim 3MC a indukce byla skoro 2000-krat vétsi vzhledem ke kontrole (Obr. 17).
Pti soucasném studiu exprese CYP1A1 proteinu v kultuie trofoblastu pti ptisobeni 3MC

(5 uM) po dobu 24 hodin jsme zjistili indukci CYP1A1 proteinu (Obr. 17; vlozeny
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Western blot). Indukce CYP1A2, CYP1B1, UGT1A1 a BCRP mRNA nebyly statisticky
signifikantni (Obr. 17; n = 4), ackoliv byla pozorovana lehce zvysena regulace téchto
cilovych geni. Jelikoz byla exprese CYP1A2 mRNA metodou nasi qRT-PCR na tGrovni
detekce, je aktivita indukovaného CYP1A2 pravdépodobné nesignifikantni.

Za stejnych podminek (24 hodin, 3MC 5 uM) jsme studovali 1 ucinek 3MC
na expresi AHR, ARNT a AHRR mRNA metodou qRT-PCR. Z grafu je patrné, ze 3MC
neovlivnil signifikantné expresi AHR, ARNT a AHRR mRNA (Obr. 17).

Kromé indukce typickym AHR ligandem 3MC jsme analyzovali i u¢inek jinych
ligandi AHR receptoru v reprezentativni kultuie izolovaného trofoblastu TR-H (25).
Z grafu (Obr. 18) lze vycist, ze vSichni aktivatofi AHR receptoru, kromé lansoprazolu
a resveratrolu, signifikantné indukovali CYP1A1 mRNA. Navic v tomto trofoblastovém
vzorku byl 3MC schopny signifikantné indukovat (p<0,05) CYP1A2 mRNA (Obr. 18),
ackoliv ucinek 3MC nebyl ve vSech trofoblastech (n = 4) statisticky signifikantni. Tento
vysledek v indukci CYP1A2 muze byt zpusoben interindividualni rozdilnosti v citlivosti
k AHR ligandam. (Obr. 18).
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Obr. 17: Ucinek typického AHR ligandu 3-metylcholantrenu (3MC; 5 uM) na mRNA
expresi cilovych genit AHR receptoru (CYP1AL, CYP1A2, CYP1B1, UGT1Al a BCRP)
a na AHR, ARNT a AHRR mRNA expresi v primdrnich kulturdach lidského trofoblastu
(TR-H (21), TR-H (22), TR-H (24), TR-H (25)). Trofoblast byl kultivovin s 3MC po

dobu 24 hodin. Pro zjisténi ucinku byla vyuzita metoda gRT-PCR a exprese testovanych
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genit v kontrolnim vzorku (DMSO) byla nastavena na hodnotu 1. Graf vyjadruje
priumeérné hodnoty se smerodatnymi odchylkami ze 4 nezavislych izolaci primdrnich
trofoblastii. Vlozené vysledky z Western blotu ukazuji vysledek indukce CYP1Al
proteinu po expozici trofoblastu (TR-H (26)) ldtkou 3MC (5 uM). *p<0,05;
**p<0,01;*** p<0,001; N.S. statisticky nesignifikantni rozdily vzhledem ke kontrole
(DMSO).
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Obr. 18: Ucinky AHR ligandii  3-metylcholantrenu  (3MC; 5  uM),
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinu  (TCDD; 5 nM), omeprazolu (25 uM),
lansoprazolu (25 uM), resveratrolu (25 uM) a [-naftoflavonu (BNF; 5uM) na expresi
CYP1AL, CYP1A2 a CYP1B1 mRNA u reprezentativniho vzorku trofoblastu TR-H (25).
Trofoblast byl exponovan testovanym latkam po dobu 24 hodin a pro zjisteni ucinku
byla vyuzita metoda qRT-PCR. Exprese testovanych genii v kontrolnim vzorku (DMSO)
byla nastavena na hodnotu 1 a data jsou vyjadiena jako priimerné hodnoty tiech
nezavislych vzorkii se smérodatnymi odchylkami z reprezentativnzho trofoblastu.
*p<0,05;** p<0,01;*** p<0,001; N.S. statisticky nesignifikantni rozdily vzhledem
ke kontrole (DMSO).
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Z ptedchozich vysledkli zabyvajicich se indukci cilovych genl je patrné, Ze
vlivem typickych AHR ligandi dojde v kulturach izolovaného lidského trofoblastu
k signifikantni indukci jenom v piipadé CYP1Al mRNA Vv porovnani s ostatnimi
publikovanymi vysledky, které ukazuji, ze matky kufacky maji silnou indukci
placentarniho CYP1A1 (Bruchova et al. 2010, Whyatt et al. 1998). V ptipad¢ dalsich
gent regulovanych ptes AHR (CYP1A2, CYP1BI1, UGT1A1 a BCRP) nebyla indukce
jejich mRNA po plsobeni 3MC ve vSech trofoblastovych kulturach statisticky
signifikantni (Obr. 18). Ptestoze je CYP1A2 pievazné jaterni enzym byla nalezena jeho
MRNA exprese i v prvnim trimestru, ale uz ne v placentach ziskanych v dobé porodu
(Hakkola et al. 1996a, Hakkola et al. 1996b). CYP1A2 mRNA exprese V naSich
experimentech (metodou qRT-PCR) byla také na hranici detekovatelnosti u vsech
V prvnim trimestru, ale ne v placentach v dobé porodu. Navic byla také zjisténa
signifikantné&jsi placentarni UGT aktivita u matek kutacek (Collier et al. 2002a, Collier
et al. 2002b). V rozporu stémito vysledky jsme pozorovali v kulturdch primarnich
lidskych trofoblastti jen lehkou statisticky nesignifikantni indukci v mnozstvi UGT1A1
mRNA vlivem 3MC (Obr. 17). Navic bazalni UGTIA1 mRNA exprese v trofoblastu

z placent v dob¢ porodu byla na vysoké urovni detekce.

CYPIBI mRNA je obecné konstitutivné exprimovan v lidské placenté na nizké
urovni jak v prvnim trimestru, tak i ve tfetim trimestru v dobé porodu (Hakkola et al.
1997). Nase vysledky ukazaly, ze CYP1B1 mRNA indukce v pfitomnosti 3MC neni
statisticky vyznamna (Obr. 17 a 18). Tyto vysledky odpovidaji i diivéjsim studiim, které
ukazuji, ze CYP1B1 mRNA neni v placenté indukovana cigaretovym koufem (Hakkola
et al. 1997). Naproti tomu nedavna studie zjistila, ze koufeni b&hem téhotenstvi
vyvolava signifikantni (12-ti nasobnou) indukci placentarni CYP1B1 mRNA (Bruchova
et al. 2010). Nase vysledky také ukazaly, Ze exprese AHR, ARNT a AHRR mRNA neni
v primarni kultufe lidského trofoblastu signifikantné ovlivnéna ptisobenim AHR ligandu
3MC (Obr. 17). Toto zjisténi je shodné i s dfivejsimi vysledky, které ukazaly, ze
cigaretovy kour u matek kufaek neovliviiuje expresi placentarni mRNA u AHR
a ARNT gent (prvni trimestr 1 tieti trimestr v dobé porodu) a taky, ze AHR a ARNT
MRNA v choriokarcinomové bunééné linii JEG-3 nebyla ovlivnéna ptisobenim AHR

ligandu TCDD (Hakkola et al. 1997). Stejné vysledky bylo mozné pozorovat
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I u potkanich placent. Pisobeni TCDD u Holtzman a Sprague-Dawley potkani nemélo
zadny vliv na Ahr mRNA expresi a nezpisobilo signifikantni indukci v Ahrr mRNA
(Kawakami et al. 2006).

Je také dobré si povs§imnout, ze TCDD (5 nM) zpusobuje v kultufe primarniho
lidského trofoblastu mensi indukci CYPIA1 mRNA v porovnani se stejnou koncentraci
3MC (5 nM) (Obr. 19). V rozporu stémito vysledky jsou nase piedchazejici data
ziskana na primarnich kulturach lidskych hepatocytl, kde jsme pozorovali silngjsi
ucinek TCDD (5 nM) v porovnani s 3MC (5 uM) na CYP1A1 mRNA indukci (Vrzal et
al. 2009). Podle téchto vysledku lze tudiz navrhnout moznou tkanovou specifitu ucinku
typickych AHR ligandi na CYP1AT1 expresi. Mizeme piepokladat, ze by to mohlo byt
zpiisobeno nizkou afinitou s jakou se [*H]TCDD vaze k AHR v lidském placentarnim
cytosolu (Manchester et al. 1987).
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Obr. 19: Relativni exprese CYPIAl mRNA v lidské placentarni kulture trofoblastu
TR-H (26). Busiky byly kultivovany s 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinem (TCDD;
5 nM) a 3-metylcholantrenem (3MC; 5; 50; 500; 5000 nM) a s vyuzitim gRT-PCR jsme
kvantifikovali CYP1A1 mRNA. Exprese byla vztazena kK HPRT genu (housekeepingovy
gen). Exprese CYP1A1 mRNA po indukci TCDD byla nastavena na hodnotu 100%.
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Lokalizace AHR a ARNT v lidské placenté

S vyuzitim imunohistochemie jsme lokalizovali AHR a ARNT expresi
v lidskych placentdich a to ve dvou placentich z prvniho trimestru a ve ctyfech
placentach z ttetiho trimestru v dobé porodu. V prvnim trimestru byla nalezena
pozitivni exprese AHR proteinu v trofoblastovych buiikach sekundarniho choriového
klku (Obr. 20). Pozitivni zbarveni bylo spiSe pozorovano v jadrech vnéjsi vrstvy
(syncytiotrofoblastu) nez ve vnitini vrstvé (cytotrofoblastu). V prvnim trimestru byla
ARNT exprese zjisténa v bunkach trofoblastu, a to vétSinou v cytoplazmé (Obr. 20).
V placentach tietiho trimestru pak AHR a ARNT exprese byla detekovana v jadrech
syncytiotrofoblastu ve fetalnim choriovém klku. Pozitivni exprese pro oba proteiny

nebyla pozorovana ve fetalnich kapilarach.
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Obr. 20: Reprezentativni obrdzek imunohistochemického barveni AHR a ARNT v lidské
placenté v prvnim trimestru a ve tretim trimestru v dobé porodu. V prvnim trimestru
byla nalezena AHR exprese v trofoblastu v sekunddarnim choriovém klku. Zabarveni
bylo pozorovano iV jadie vnéjsi vrstvy bunék (syncytiotrofoblast) (viz Sipky). U ARNT
byla pozitivita pozorovdna prevazné v cytoplazmé trofoblastii (viz Sipky). V tretim
trimestru  vdobé porodu byla AHR a ARNT exprese detekovana V jadrech
syncytiotrofoblastu ve fetalnim choriovém klku (Sipky), ale ne ve fetalnich kapilarach.

NC negativni kontrola.
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Lze fici, ze nase lokalizace lidského placentdirniho AHR proteinu pievazné
v syncytiotrofoblastu, a to jak v prvnim trimestru, tak i ve tfetim trimestru placent, je
shodna s nedavnou studii od Jiang et al. (Jiang et al. 2010), ktery nasel také za pomoci
imunohistochemie pozitivni reaktivitu pro lidsky placentarni AHR v syncytiotrofoblastu
u placent ziskanych v dobé porodu. Navic my jsme poprvé popsali placentarni
lokalizaci ARNT v syncytiotrofoblastu v lidské placenté ziskané v dobé porodu
a zarovén jsme presné stanovili i lokalizaci placentdrnich Ahr a Arnt v potkanich
placentach béhem biezosti potkana, ktera byla pozorovana v trofoblastovych vrstvach
tvoricich maternofetalni bariéru (viz Lokalizace Ahr a Arnt v potkanich placentach
a Obr. 22). Mizeme tedy proto predpokladat, ze specificka lokalizace a transkripcni
aktivita AHR/Ahr a ARNT/Arnt v syncytiotrofoblastovych vrstvach, tvoticich souvislé
rozhrani oddé€lujici matefskou a fetdlni cirkulaci, mlze pfispét k fyziologické,
metabolické a biotransformacni funkci placentarni bariéry. Dalsi studie by mély potvrdit
tuto hypotézu a zaméfit se na prozkoumani AHR funkce v trofoblastové biologii
a CYP1A1l funkce v xenobiotickém a endobiotickém metabolismu a v metabolické

aktivaci prokarcinogentl.

Indukce CYP1A1 mRNA a EROD aktivity v choriokarcinomové buné¢éné linii
JEG-3

V dalsi sérii experimentti jsme studovali indukci CYP1A1 mRNA zptsobenou
vlivem AHR ligandi TCDD (5 nM) a 3MC (5 uM) v lidské choriokarcinomové
bunééné linii JEG-3, pfedpokladané alternativy primarnich kultur trofoblastu pro
studium indukce CYP1Al. Oba AHR ligandy zpisobily signifikantni indukci
v CYP1A1 mRNA expresi (Obr. 21A).

V piitomnosti 3MC (0,5; 1; 5 uM) a TCDD (5 nM) doslo také k signifikantni
indukci EROD CYP1A1l aktivity v JEG-3 bunkach, ackoliv 3MC ve vyssich
koncentracich zaroven aktivitu inhiboval (Obr. 21B), coz mtze byt v dusledku jeho
inhibi¢éniho ucinku na aktivitu CYP1Al (Delescluse et al. 1997, Shimada and
Guengerich 2006).
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Dale jsme porovnavali expresi AHR proteinu V lyzatu z lidské placenty vzhledem
klyzatim  zlidskych  hepatocelularnich ~ karcinomovych  bunék  HepG2
a choriokarcinomovych bunék JEG-3 a BeWo. V souladu s indukénimi studiemi jsme
potvrdili AHR expresi v JEG-3 burikach, ktera byla nicméné mensi nez v placentarnim
vzorku (Obr. 21C).

Pii potvrzeni exprese AHR proteinu v JEG-3 buikach, jsme se zaméfili na
studium nuklearni translokace proteinu v pfitomnosti AHR ligandu 3MC (5 pM)
v JEG-3 bunkach. Po ptfidani AHR ligandu 3MC jsme pozorovali snizenou regulaci
cytosolického AHR a zvySenou regulaci nuklearniho AHR, ale ne ARNT. (Obr. 21D).

Vysledky u dalsi choriokarcinomové linie BeWo ukézaly v porovnani s primarni
kulturou lidského trofoblastu a JEG-3 bunikami, ze indukce CYP1A1 mRNA pii uziti
stejnych koncentraci 3MC (5 uM) a TCDD (5 nM) jsou fadové niz$i (data nejsou

ptilozeny).

Podle vysledkti experimentli lze tedy navrhnout, ze JEG-3 choriokarcinomova
bunécna linie ma funkéni AHR a CYP1AIl, a Ze napodobuje indukéni vlastnosti
primarnich lidskych trofoblastti po expozici bunék typickymi AHR ligandy. JEG-3 linie
by mohla byt tedy vhodnym modelem pro dals$i zkoumani placentarni AHR funkce.
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Obr. 21: (A) Ucinek 3-metylcholantrenu (3MC) a 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinu
(TCDD) na CYP1A1 mRNA expresi v choriokarcinomové bunécné linii JEG-3. Bunky
byly kultivovany po dobu 24 hodin s ligandy AHR - 3MC (5 uM), TCDD (5 nM)
a DMSO jako kontrolou. K porovnani exprese byla pouzita metoda gRT-PCR a hodnoty

+ -+ - +

3aMC5uM =

byly vztazeny k housekeepingovému genu HPRT. Graf vyjadiuje prumérné hodnoty
a smérodatné odchylky dvou nezavislych experimentu (n=2), které byly provedeny
V triplikdtu s negativni kontrolou. (B) Ucinek 3MC a TCDD na EROD CYPIAI aktivitu.
JEG-3 bunky byly vystaveny pusobeni 3MC (0,5; 1 a 5 uM), TCDD (5 nM) a DMSO
jako kontrolou po dobu 24 h. EROD aktivita byla zmerena spektrofotometricky. Graf
ukazuje priumeérné hodnoty a smérodatné odchylky dvou nezavislych experimentii. (C)
Exprese AHR proteinu v lidské placente, v lidskych hepatomovych buitkiach HepG2
a lidskych choriokarcinomovych liniich JEG-3 a BeWo. Pro detekci AHR proteinu ze
vzorkui totalnich lyzatii byla pouzita primarni kralici polyklonalni protilatka proti AHR
(H-211 X, Santa Cruz Biotechnology). (D) Exprese AHR a ARNT proteinu v JEG-3
choriokarcinomové linii. Bunky byly kultivovany po dobu 24 hodin s 3MC (5 uM)
a DMSO jako kontrolou. Byla vyizolovana cytosolicka, nuklearni a totalni frakce
a k detekci AHR a ARNT proteinu metodou Western blot byly pouzity primdarni kralici
protilatky proti AHR (H-211) a ARNT (H-172) (Santa Cruz Biotechnology).
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Lokalizace Ahr a Arnt v potkanich placentach

Pro detekci lokalizace potkaniho Ahr a Arnt proteinu v placentach potkani jsme
méli k dispozici placenty ziskané v 16., 18. a 22. dni biezosti potkana a méli jsme

k dispozici vzdy tii placenty z kazdého dne.

U placent v 16. dni biezosti jsme zaznamenali expresi pro Ahr i pro Arnt protein
jak v jadre, tak i v cytoplazmé bunék, které tvoii labyrintovou zénu (Obr. 22). 18. den
bfezosti potkana se v pozitivni expresi Ahr a Arnt podobal vysledkiim z 16. dne. Ahr
a Arnt protein mél pozitivni zbarveni v syncytiotrofoblastu, ale nikoliv ve fetalnich
kapilarach v labyrintové zoné (Obr. 22). Ve 22. dni jsme pak pozorovali expresi Ahr
a Arnt proteinu v syncytiotrofoblastu tercialniho choriového klku labyrintové zony
(Obr. 22).

Nyas
) ft“

Obr. 22: Reprezentativni obrazek imunohistochemického barveni Ahr a Arnt exprese
v potkani labyrintové zoné v 16., 18. a 22. dni brezosti potkana. Potkani Ahr a Arnt
proteiny byly pozorovany v jdadrech labyrintu (Sipky). Pozitivita pro Ahr a Arnt byla
V 18. dni brezosti také detekovana V syncytiotrofoblastu (Sipky), ale ne ve fetdalnich
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kapilarach labyrintu. Navic ve 22. dni byla pozitivita nalezena jak pro Ahr, tak pro
Arnt v syncytiotrofoblastu tercidlniho choriového klku Vzoné labyrintu (Sipky).

Ve fetdlnich kapildarach nebyla nalezena. NC negativné kontrola.

Exprese Ahr, Arnt a Cyplal na urovni mRNA a proteinii v potkanich placentach

S vyuzitim metody qRT-PCR jsme zjistovali mRNA expresi u Ahr, Amt
a Cyplal gent v potkanich placentach v prubéhu biezosti potkana a to ve 12., 15., 18.
a2l. dni biezosti. 21.den biezosti potkana byl také dnem vrhu mladych potkant.
mRNA exprese testovanych gent byla vztazena k celkovému mnozstvi mMRNA
Vv jednotlivych dnech a referenéni mMRNA exprese testovaného genu ve 12. dni byla

nastavena jako hodnota 1.

Jak mizeme vidét v grafu (Obr. 23A), MRNA exprese u potkaniho Ahr dosahla
maximalnich hodnot v 18. dni bfezosti a tato exprese byla signifikantné vyssi (p<0,01)
v porovnani s 12. dnem (Obr. 23A). U Arnt mRNA jsme mohli také pozorovat
maximalni expresi v 18. dni bfezosti, ale v porovnani s Ahr tato exprese nebyla
statisticky vyznamnd (ANOVA). Profil u Ahr i Arnt mRNA exprese pak dobfie
koreloval sexpresi u Cyplal genu, ktery m¢l také nejvyssi miru exprese v 18. dni
(Obr. 23A).

Metodou Western blot jsme porovnavali 1 expresi potkanich Ahr a Arnt proteint.
Exprese Ahr proteinu v potkanich placentach dosahla maxima v 15. dni bfezosti
potkana. Naproti tomu signifikantni exprese placentarniho Arnt proteinu byla zjisténa
jen ve 21. dni (Obr. 23B).
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Obr. 23: Exprese Ahr, Arnt a Cyplal mRNA a Ahr, Arnt proteinu Vv potkanich
placentach v 12., 15., 18. a 21. dni brezosti. (A) K expresi Ahr, Arnt a Cyplal mRNA
byla vyuzita metoda QRT-PCR a referencni mRNA exprese testovaného genu ve 12. dni
brezosti byla dand na hodnotu 1. Graf predstavuje primérné hodnoty a smérodatné
odchylky z peti az sedmi placent 0d nejméné 4 samic pro kazdy den brezosti. **p<0,01
statisticky signifikantni rozdily vzhledem ke 12. dni brezosti (B) Western blot proteinova
analyza exprese Ahr, Arnt a B-actinu (vnitini kontrola) v lyzdtu potkanich placent
béhem brezosti potkana. K expresi byly pouzity kralici polyklondlni protilatky AHR
(H-211 X) a ARNT (H-172) (Santa Cruz Biotechnology), n=2-6 placent nejméné
od 4 samic pro kazdy den brezosti. ,, * *-znamend nespecifickou imunodetekci;

., +“ - Znamena Arnt pozitivni kontrolu.
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Jak ukazuji vysledky, mél Ahr protein maximalni expresi v 15. dni biezosti
potkana a Arnt exprese byla maximalni ve 21. dni. Naproti tomu mRNA u obou geni
dosahovala maximalni exprese v 18. dni bfezosti potkana. Lze piedpokladat, ze vztah
stupen biezosti - specificka exprese téchto transkripcnich faktort v pribéhu biezosti
muze souviset se zménami na Urovni gestacnich hormont nebo na parakrinni urovni.
Podle rozdilné exprese transkripénich faktorti v lidské a potkani placenté lze také
navrhnout moznost rozdilnych reakci Ahr/AHR ligandu pii indukci Cyplal/CYP1Al
genu a rozdilnou metabolickou indukci béhem biezosti/t€hotenstvi s vyznamnymi
disledky pro metabolismus endogennich (estradiol) a exogennich (PAH

prokarcinogeny) latek (Pavek and Dvorak 2008).

Stejné jako my také Carver et al. (Carver et al. 1994) pozoroval, Ze placentarni
Ahr a Arnt genova exprese je v prubéhu biezosti potkana rozdilna. Carver zjistil, ze
potkani placenty v 16. dni biezosti vykazuji nizkou Ahr a vysokou Arnt expresi.
Rozdilnost v expresi potkani Arnt mRNA a proteinu v pribc¢hu bfezosti je také
vrozporu slidskym ARNT, jelikoz jak ARNT mRNA, tak protein se v prib&hu
t¢hotenstvi neméni (letta et al. 2006). Rozdilnost v AHR/Ahr a ARNT/Arnt expresi je
pravdépodobné zptisoben mezidruhovou rozdilnosti v regulaci gent. Navic rozpor mezi
mRNA a proteinovou expresi muze byt také zptisoben tfeba i1 jinymi mechanismy

genové regulace nez je transkripcni regulace, ¢asto protein a mMRNA degradaci.

7.2 Uéinek glukokortikoidii na inducibilitu CYP1A1 a dalsich
cilovych gent AHR receptoru v placentarni bariére

Utinek dexametazonu a betametazonu na CYP1Al a BCRP mRNA indukci

v primarni kultuie lidského trofoblastu

V prvni sérii experimentt tohoto vyzkumného projektu jsme pozorovali vliv
glukokortikoidi (DEX; 50 nM a BETA; 100 nM, 200 nM) na expresi CYP1A1 a BCRP
mRNA pi#i absenci nebo v ptitomnosti typického AHR ligandu 3MC (5 uM) po dobu
24 hodin v primarnich kulturach lidskych trofoblasti, které byly ziskany od osmi
darkyn. Trofoblast TR-S (18) byl ziskan od matky kufacky a trofoblast TR-S (36) byl
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ziskan od matky kutacky, ktera méla diabetes mellitus. Trofoblasty TR-H (21), TR-H
(22), TR-H (24), TR-E (31), TR-H (34), TR-H (35) byly ziskany od nekutacek, pticemz
matka u TR-E (31) trpéla epilepsii.

Ptitomnost ligandu 3MC zpulsobila signifikantni indukci CYPIA1T mRNA
(p<0,001), ktera byla navic je$té potenciovana piitomnosti glukokortikoidi a to jak
dexametazonu, tak i betametazonu (Tab. 2). Potenciace CYP1A1 mRNA v ptitomnosti
glukokortikoidi a 3MC byla asi dvojnasobné vyssi a statisticky signifikantni (p<0,05)
vzhledem Kk indukci zpisobené jen 3MC. Zména bazalni exprese CYP1A1l mRNA

nebyla v pfitomnosti betametazonu nebo dexametazonu statisticky signifikantni.

Dale jsme zjistovali vliv glukokortikoidl spolu s 3MC na expresi transportéru
BCRP (Tab. 3). Indukce BCRP mRNA pisobenim samotného 3MC byla statisticky
signifikantni (p<0,05). Naproti tomu samotny dexametazon nebo betametazon
nezpusobil signifikantni indukci u BCRP genu. Ackoliv bylo mozné pozorovat lehce
zvysenou indukci BCRP mRNA v piitomnosti DEX a 3MC a nebo v piitomnosti BETA

a 3MC, oproti samotnému 3MC nebyla tato indukce statisticky vyznamna.
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Tab. 2: CYP1A41 mRNA indukce v kulture primdrniho lidského trofoblastu (n = 8). Buiiky trofoblastu byly kultivovdny s 3-metylcholantrenem (3MC; 5 uM),
glukokortikoidy (betametazon (BETA), dexametazon (DEX)) nebo v kombinaci s 3MC a glukokortikoidy po dobu 24 hodin. U kazdého vzorku byly vysledky

vztazeny ke kontrole (DMSO).

Darkyné statisticka TR-S (18) TR-H (21) TR-H (22) TR-H (24) TR-E (31) TR-H (34) TR-H (35) TR-S (36)
signifikance kuFacka nekuiacka nekuracka nekufacka nekufacka nekuracka nekufacka kuracka
epilepsie diabetes
glukokortikoidy DEX 50 nM DEX 50 nM DEX 50 nM DEX 50 nM DEX 50 nM BETA 100nM  BETA200nM  DEX 50 nM
N.s*4 0,5 13 2,2 4,4 4,4 4,1 4,0 1,63
3MC 5 pM hAo,oo_D 47,6 151,1 489,7 55074 1048,8 2209,8 2457,1 13642,2
3MC/glukokortikoid  p<0,05* k 3MC 75,3 380,2 2228,1 5084.,5 3895,2 4071,0 4231,7 32518,5

* statisticka analyza pro data s DEX 50 nM u nekuracek; A statisticka analyza vztazena ke kontrole (DMSO)

Tab. 3: BCRP mRNA indukce v kulture primdrniho lidského trofoblastu (n = 8). Buriky trofoblastu byly kultivovdny s 3-metylcholantrenem (3MC; 5 uM),

glukokortikoidy (betametazon (BETA), dexametazon (DEX)) nebo v kombinaci s 3MC a glukokortikoidy po dobu 24 hodin. U kazdého vzorku byly vysledky

vztazeny ke kontrole (DMSO).

Dérkyné statisticka TR-S (18) TR-H (21) TR-H (22) TR-H (24) TR-E (31) TR-H (34) TR-H (35) TR-S (36)
signifikance kuFacka nekuFacka nekufacka nekuracka nekuracka nekuracka nekufFatka kuracka
epilepsie diabetes
glukokortikoidy DEX 50 nM DEX 50 nM DEX 50 nM DEX 50 nM DEX 50 nM BETA 100nM BETA200nM  DEX 50 nM
N.§*A 0,6 1,5 1,9 42 5,3 0,8 82 3,3
3MC 5 pM .qume, 1,3 1,6 2,8 5,7 1,9 L7 13,6 2.4
3MC/glukokortikoid N.S.*k 3MC L5 0.4 3,7 6,6 89 1,8 36,2 12,8

* statistickd analyza pro data s DEX 50 nM u nekuradek; A statistickd analyza vztazena ke kontrole (DMSO)
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Utinek dexametazonu na expresi CYP1A2, CYP1B1, UGT1Al a AHR, ARNT,
AHRR mRNA pfiabsenci ¢ v pritomnosti AHR ligandu 3-metylcholantrenu

v primarni kulture lidskeho trofoblastu

V navazujicich experimentech jsme studovali také vliv dexametazonu na expresi
ostatnich AHR cilovych geni (CYP1A2, CYPIBI, UGTI1A1) (Obr. 24A, B, C).
Primarni kultury lidského trofoblastu byly kultivovany po dobu 24 hodin bud’ se
samotnym DEX (50 nM) nebo v pfitomnosti 3MC (5 uM) a jako kontrola byl zvolen
DMSO. Samotny DEX ve ¢tyfech kulturach primarniho lidského trofoblastu (n = 4) mél
maly vliv na CYP1A2 (Obr. 24A), CYP1B1 (Obr. 24B) a UGT1A1 (Obr. 24C) mRNA
expresi a tato zmeéna exprese nebyla statisticky signifikantni. 3MC nezpiisobil
signifikantni zménu exprese u CYPIB1 a UGT1A1 mRNA, ackoliv jsme mohli vidét
zvysenou expresi (Obr. 24B, C). Naproti tomu u CYP1A2 mRNA jsme mohli pozorovat
signifikantni (p<0,05) indukci zptsobenou 3MC (Obr. 24A). Spole¢né pusobeni DEX
a3MC zpusobilo statisticky signifikantni potenciaci indukce u CYP1A2 mRNA
(p<0,05) (Obr. 24A) a statisticky nesignifikantni potenciaci UGT1A1 mRNA
(Obr. 24C). Jelikoz vsak exprese CYP1A2 mRNA byla na hranici detekce (metodou
gRT-PCR) lze tedy aktivitu indukovaného CYPI1A2 povaZovat za nevyznamnou.
V kontrastu K témto vysledkim jsme u CYPIB1 mRNA pozorovali mirny pokles
indukce zprosttedkovanou 3MC vlivem dexametazonu ve vsech kulturach primarnich
lidskych trofoblastt (Obr. 24B). U reprezentativniho vzorku primarni kultury lidského
trofoblastu TR-H (22) (Obr. 24D) jsme vSak mohli pozorovat zvySeni indukce tohoto
genu vlivem pfitomnosti DEX a 3MC v porovnani se samotnym 3MC. Tento rozdil

v indukci CYP1B1 miiZe byt zptisoben interindividudlnimi rozdily.

Piestoze DEX a 3MC nebyly schopny signifikantni indukce UGT1AT mRNA ve
vSech Ctyfech kulturach primarnich trofoblasti (n = 4), u reprezentativniho vzorku
primarni kultury lidského trofoblastu TR-H (22) (Obr. 24D) jsme mohli pozorovat, ze
samotny dexametazon zpusobit signifikantni indukci (p<0,05) bazalni exprese UGT1A1
mRNA. Samotny DEX také signifikantn¢ indukoval (p<0,05) bazalni expresi
u CYP1A2 mRNA. U 3MC jsme mohli pozorovat statisticky signifikantni indukci jak
uCYP1A2 mRNA (p<0,01), tak u CYP1B1 a UGT1Al (p<0,05) (Obr. 24D).
U indukované CYPIA2 a UGTIA1l mRNA exprese pak dexametazon zpisobil
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signifikantni zvySeni (p<0,05). Tyto rozpory v indukci mohou byt zpisobené

interindividudlni rozdilnosti v citlivosti k AHR a GR ligandiim.
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Obr. 24: Ucinek dexametazonu (DEX; 50 nM) a 3-metylcholantrenu (3MC; 5 uM) na
CYP1A2 (A), CYP1B1 (B) a UGT1Al (C) mRNA expresi Vv kulture lidskych primdrnich
trofoblastii. Trofoblasty byly kultivovany po dobu 24 hodin s latkami a mRNA byla
vyhodnocena metodou QRT-PCR. Exprese testovanych genii byla vztaZena
ke kontrolnimu vzorku, ktery byl nastaveny na hodnotu 1. Graf obsahuje primérné
hodnoty a smérodatné odchylky ctyr nezavislych trofoblastovych kultur (n = 4,
TR-H (21), TR-H (22), TR-H (24), TR-H (34)). (D) Ucinek DEX a 3MC na CYPIA2,
CYPIBI a UGTIAI mRNA u reprezentativniho vzorku trofoblastu TR-H (22). mRNA
byla vyhodnocena metodou gRT-PCR a exprese testovanych gemit byla vztazena ke
kontrolnimu vzorku, ktery byl nastaveny na hodnotu 1. *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001; N.S. statisticky nesignifikantni vzhledem ke kontrole (DMSO).
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Za stejnych kultiva¢nich podminek (DEX 50 nM; 3MC 5 uM, 24 hodin
kultivace) jsme se zaméfili i na studium vlivu dexametazonu a 3MC na AHR, ARNT
a AHRR mRNA expresi. Z experimentd na péti kulturdch primarnich lidskych
trofoblastd jsme pozorovali, ze samotny DEX a samotny 3MC nesignifikantné
indukovali expresi u AHR, ARNT i AHRR mRNA. Kombinace DEX a 3MC také
nem¢la statisticky signifikantni vliv na AHR, ARNT a AHRR mRNA indukci

(Obr. 25A, B, C).
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Obr. 25: Ucinek dexametazonu (DEX; 50 nM) a 3-metylcholantrenu (3MC; 5 uM) na
AHR (A), ARNT (B) and AHRR (C) mRNA v kulturach primarnich lidskych trofoblasti.
Trofoblasty byly kultivovany po dobu 24 hodin s latkami a mRNA byla vyhodnocena
metodou QRT-PCR. Exprese testovanych genii byla vztazena ke kontrolnimu vzorku
DMSO, ktery byl nastaveny na hodnotu 1. Graf obsahuje primérné hodnoty
a smerodatné odchylky péti nezavislych trofoblastovych kultur (m=5; TR-H (21),
TR-H (22), TR-H (24), TR-H (34), TR-H (25)).
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Z vysledki zabyvajicich se vlivem glukokortikoidl na expresi/indukci cilovych
AHR genti Vprimarnich kulturach lidského trofoblastu je patrné, Ze samotny
dexametazon Ci betametazon nevyvold statisticky signifikantni indukci CYP1A1
CYPI1A2, CYPIBI, UGT1A1 ani BCRP mRNA ve vsech trofoblastovych kulturach,
ackoliv jsme mohli pozorovat indukci u CYP1A2 a UGT1A1l mRNA v jednom
ze vzorku trofoblastu (Obr. 24D). Naproti tomu piitomnost glukokortikoidii spolu
s 3MC zpusobila signifikantni potenciaci indukce u CYP1A1 mRNA (Tab. 2)
aCYP1A2 mRNA (Obr. 24A) prostiednictvim 3MC ve vSech trofoblastovych
kulturach. CYP1A2 mRNA exprese v nasich experimentech (metodou qRT-PCR) byla
vSak na hranici detekovatelnosti u vSech trofoblastovych vzorkt. V jednom ze vzorkt
trofoblastu (Obr. 24D) jsme také mohli pozorovat statisticky signifikantni potenciaci
u UGT1A1 genu.

Vysledky pokust na tUrovni mRNA exprese nemame moZnost porovnat
urovni mRNA nebyl doposud studovan v placentdrni bariéte (choriokarcinomové linie,
primarni kultura trofoblastu, potkani placenty). Vliv dexametazonu na indukci CYP1Al
byl zaznamenan jen na irovni EROD CYP1A1 enzymové aktivity v choriokarcinomové
buné&éné linii BeWo, kde doslo pusobenim dexametazonu k potenciaci B-naftoflavon
dependentni indukce EROD aktivity (Avery et al. 2003).

Pro srovnani na urovni mRNA si musime zvolit vysledky experimenti
provadénych u jinych bunéénych ¢i tkanovych modeld. Pfikladem mohou byt primérni
kultury lidskych hepatocytli, na kterych jsme také studovali vliv dexametazonu na
expresi a aktivitu CYP1Al a CYP1A2. V porovnani se signifikantni potenciaci indukce
placentarni CYP1A1 mRNA prostiednictvim 3MC (Tab. 2) jsme u lidskych hepatocytt
nezjistili signifikantni vliv dexametazonu na 3MC a TCDD indukovanou expresi
CYP1ALl genu. Naproti tomu u hepatocytarni exprese CYP1A2 mRNA dexametazon
zpusobil signifikantni nariist indukce u TCDD az o 73% a u 3MC az o 110%. Bazalni
exprese hepatocytarni CYP1A1 a CYP1A2 mRNA pak nebyla pfitomnosti samotného
DEX signifikantn¢ ovlivnéna (Vrzal et al. 2009).

Znacny synergisticky uc¢inek dexametazonu na Ahr ligand dependentni indukci
Cyplal mRNA byl pozorovan také uprimarni kultury potkanich hepatocytl
(Monostory et al. 2005) a v potkani hepatokarcinomové linii H4lle, kde tento vliv byl

zavisly na posttranskripcnich procesech (Lai et al. 2004, Sonneveld et al. 2007).

83



V potkanich H4lIle buiikach byl pozorovan i nartist TCDD zavislé indukce Cypla2 a
Cyplbl mRNA v piitomnosti DEX (Sonneveld et al. 2007). Naproti tomu TCDD
dependentni indukce Cyplbl mMRNA upotkanich prsnich fibroblasti byla
dexametazonem potlacena (Brake et al. 1998).

Nase vysledky také ukazaly, ze exprese AHR, ARNT a AHRR mRNA neni
v primarni kultufe lidského trofoblastu signifikantn¢é ovlivnéna pisobenim samotného
dexametazonu nebo v kombinaci s 3BMC (Obr. 25A, B, C). Stejné jako primarni kultury
trofoblast také mnozstvi hepatocytarni ARNT mRNA nebylo v naSich experimentech
pfitomnosti samotného dexametazonu ovlivnéno. Naproti tomu samotny DEX zpusobil
signifikantni pokles AHR exprese v primarni kultuie hepatocytd (Vrzal et al. 2009).
Stejny G¢inek dexametazonu na bazalni AHR mRNA byl zji$tén i v hepatokarcinomové
bunééné linii HepG2 (Dvorak et al. 2008). Bylo také zjisténo, ze v fadé lidskych
karcinomovych bunéénych liniich (HO23, 293T, HelLa a HepG2) dochazi vlivem
dexametazonu k inhibici AHR ligand dependentni indukci MRNA (Dvorak et al. 2008,
Wang et al. 2009). Naproti tomu u potkani H4Ile bunééné linie zpasobil dexametazon
az 6 krat vétsi narist TCDD indukované exprese Ahr mRNA (Sonneveld et al. 2007).

Podle vysledki 1ze predpokladat, Ze komunikace mezi AHR a GR in vitro mtze
byt ovlivnéna fadou faktorti. Prvnim je tfeba zména bunécnych signalti a komunikace
mezi normdlnimi a malformovanymi bunkami, kde vlivem nadorové premeény se méni
signalni komunikace a regula¢ni mechanizmy v porovnani s normalnimi bunikami. Déle
zmény stability, transkripéni aktivity, fosforylace a ligand vazajici schopnosti u AHR
a GR receptort, které kolisaji béhem bunécného cyklu, a které se 1i8i u proliferujicich se
a neproliferujicich se bun¢k, mohou byt faktory ovliviiujici tento fenomén (Bonzo et al.
2005, Scholler et al. 1994). Dalsim moznym faktorem jsou mezidruhové rozdily pfi
regulaci cilovych geni AHR/Ahr receptort (Sonneveld et al. 2007).

Zajimavé jsou také vysledky ziskané na pokusech v choriokarcinomové linii
JEG-3. Metodou qRT-PCR (Obr. 26B) a genovou reportérovou studii (Obr. 26D) jsme
pozorovali potla¢eni TCDD dependentni indukce CYPIA1 mRNA a transkripéni
CYP1Al aktivity v pfitomnosti dexametazonu. Tyto vysledky se zna¢né lisi
od vysledki experimentl provedenych v dalsi choriokarcinomové bunééné linii BeWo
(Obr. 26A) a primarnimi kulturami lidskych trofoblastt (Tab. 2), kde jsme na mRNA
urovni pozorovali potenciaci CYP1A1 indukce zprosttedkovanou TCDD ¢i 3MC

vlivem dexametazonu.
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Navic v choriokarcinomové bunééné linii BeWo jsme také tuto potenciaci mohli
pozorovat pii vyuziti genové reportérové studie (Obr. 26C). U obou genovych
reportérovych studii byly bunky transfekovany reportérovym plazmidem pXRE-luc
a expresnim plasmidem pro glukokortikoidni receptor pSG5-hGR. Jak uz bylo zminéno,
DEX v kombinaci s 3MC zpusobil potenciaci G¢inku v bunééné linii BeWo na rozdil
od bunééné linie JEG3, kde potenciace zplsobena 3MC byla piitomnosti DEX
potlacena.

V prvni experimentalni ¢asti jsme navrhovali choriokarcinomovou linii JEG-3
jako vhodny model pfi studiu placentarni funkce AHR, nebot svymi vlastnostmi
napodobuje indukéni vlastnosti primarnich lidskych trofoblasti. Z experimentalnich
vysledku studia cross-talku vSak vyplyva, Zze vhodnégjsi linii pro studium spoluovlivnéni
AHR a GR nuklearnich receptori je bunétna linie BeWo, ktera 1épe napodobuje profil
indukce u primarnich lidskych trofoblasti. Jeji nevyhodou vsak je nizka inducibilita

CYPI1AI1 prostfednictvim AHR ligandi.
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Obr. 26: (A) Ucinek dexametazonu (DEX) a 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinu
(TCDD) na CYP1A4l mRNA expresi v choriokarcinomové linii BeWo. Bunky byly
kultivovany po dobu 12 hodin s roztoky dexametazonu (50 nM), TCDD (5 nM), DEX
aTCDD, DMSO jako kontrolou. Druhy vzorek byl kultivovany po dobu 24 hodin
S roztokem DEX nebo DMSO, nasledné bylo médium vyménéno za strippované médium.
Po 12 hodinach bylo médium vyménéno za roztoky DMSO, DEX, TCDD. CYP1Al
mRNA byla vyhodnocena metodou QqRT-PCR. Data byla vztazena kHPRT
housekeepingovému genu. Graf vyjadiuje prumerné hodnoty a smérodatné odchylky
ze dvou nezavislych experimentii (n=2). (B) Ucinek dexametazonu (DEX; 50 nM)
a 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinu (TCDD; 5 nM) na expresi CYP1A1 mRNA
V choriokarcinomové linii JEG-3. JEG-3 bunky byly kultivoviny po dobu 24 hodin
v pritomnosti DMSO jako kontroly, DEX, TCDD, DEX a TCDD. Vzorky byly
vyhodnoceny metodou QRT-PCR a graf ukazuje priimérné hodnoty a smérodatné
odchylky dvou nezavislych experimentii (n=2). (C) Vliv dexametazonu (DEX, 50 nM)
a 3-metylcholantrenu  3MC, 5 uM) na transkripcni  aktivitu CYPIAI
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V choriokarcinomové bunécné linii BeWo. Bunky byly transfekovany plazmidy
pXRE-luc, pRL-TK a pSG5-AGR a kultivovany po dobu 24 hodin s testovanymi latkami.
(D) Vliv dexametazonu (DEX, 50 nM) a 3-metylcholantrenu (3MC, 5 uM) na
transkripcni aktivitu CYPIAI v choriokarcinomové bunécné linii JEG-3. Bunky byly
transfekovany plazmidy pXRE-luc, pRL-TK a pSG5-AGR a kultivovany po dobu

24 hodin s testovanymi latkami.

Potenciace CYP1A1 indukce dexametazonem v choriokarcinomové linii BeWo

Jak jiz bylo zminéno vyse, potenciaci indukce zptsobené vliivem AHR ligandu
TCDD jsme studovali i u choriokarcinomové bunééné linie BeWo, ktera piedstavuje
jednu z moznych alternativ primarnich kultur trofoblastu pro studium genové CYP1A1
exprese a Vporovnani slinii JEG-3 u ni nedochazelo vlivem DEX a TCDD

k inhibi¢nimu U&inku.

Buiky byly kultivovany po dobu 12 hodin v ptitomnosti DEX (50 nM), TCDD
(5 nM), DEX a TCDD a DMSO jako kontrolou. DEX nemél vliv na CYP1A1 mRNA
expresi, naproti tomu TCDD zptisobil 100-nasobnou indukci CYP1A1 mRNA.
U vzorku, ktery byl kultivovany v pfitomnosti DEX a TCDD jsme mohli pozorovat
zvySenou indukci CYPIAIl. Potenciace indukce byla asi 2,7-krat vét$i v porovnani
s TCDD indukci (Obr. 26A).

Zaroven jsme provedli experiment, kdy jsme bunky nejdiive kultivovali
Vv piitomnosti samotného DEX (50 nM) nebo DMSO. Po 24 hodinach jsme vyménili
médium za médium se strippovanym FBS. Po 12 hodinéach kultivace jsme toto médium
vyménili za DMSO, DEX a TCDD (5 nM) a buiiky s témito latkami byly kultivované
po dobu 12 hodin (schéma pokusu Obr. 27).

DEX AE_IK\ ﬁm ﬂgx\ 24 hodin
(strip. méﬂium) (sirip. médium) (strip. médium) (sirip. méd.imn) 12 hodin
DMSO W W w 12 hodin

Obr. 27: Pritbéh pokusu na choriokarcinomové bunéecné linii BeWo.
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Stejn¢ jako v minulém experimentu samotny DEX mél minimélni vliv na
CYP1A1 mRNA expresi. Ve vzorku s pfitomnosti DMSO v médiu pied kultivaci
TCDD jsme mohli pozorovat asi 50-ti nasobnou indukci CYP1Al mRNA exprese.
Expozice bunék DEX a nasledné¢ TCDD zpusobila stejnou indukci (asi 50-ti nasobnou)
CYP1A1 mRNA jako u vzorku DMSO/TCDD (Obr. 26A).

Lze tedy fici, ze k potenciaci AHR dependentni indukce vlivem dexametazonu
je potieba, aby byly v médiu ptitomny ob¢ latky soucasné. Expozice bun¢k samotnému
DEX a nasledné expozice samotnému TCDD zpiisobily stejnou indukei jako pfitomnost
samotného TCDD a lze tedy navrhnout, Ze samotny dexametazon neovliviiuje
expresi/indukci AHR receptoru, jeho kofaktort ¢i dalsSich transkripcnich faktort, které
by pak nasledné vedly v ptitomnosti AHR liganda (TCDD, 3MC) k potenciaci tohoto

ucinku.

Vliv dexametazonu a 3-metylcholantrenu na EROD katalytickou aktivitu a expresi
CYP1AL1 proteinu v primarni kultufe lidského trofoblastu

V kombinaci s dexametazonem muizeme pozorovat potenciaci indukce
katalytické aktivity CYP1AL zapfi¢inéné 3MC. Primarni kultura lidského trofoblastu
byla kultivovana po dobu 24 a 48 hodin v pfitomnosti latek DEX (50 nM), 3MC
(5 uM), DEX a 3MC a DMSO jako kontroly (Obr. 28A). Vysledky u kontrolniho
vzorku byly nastaveny na hodnotu 100%. Pfitomnost 3MC v kultufe zpusobila 3-krat
(24 hodin) a 3,5-krat (48 hodin) vétsi EROD aktivitu. Samotny DEX zmény aktivity
u CYP1A1 enzymu nezplsobil. Nicméné pfitomnost obou latek v médiu vedla k 5-krat
(24 hodin) a5,5-krat (48 hodin) vétsi indukci enzymové aktivity v porovnani
s kontrolou. Synergisticky uU¢inek vzhledem k samotnému 3MC byl 1,6-krat vétsi
u obou ¢asovych period (Obr. 28A). Podobné vysledky miizeme pozorovat i u druhého
glukokortikoidu betametazonu (100 nM), ktery také zpusobil potenciaci 3MC
indukované CYPIAI1 aktivity (1,2-krat) vzhledem k 3MC indukci jak ve 24, tak
ve 48 hodinovém casovém intervalu. Stejné jako samotny DEX také u betametazonu

nepozorujeme zvysSenou bazalni enzymovou CYP1AL aktivitu (Obr. 28A).

Metodou Western blot jsme také zkoumali vliv DEX a 3MC na expresi
CYP1Al na proteinové urovni. Primarni kultura lidského trofoblastu byla kultivovana
po dobu 24 hodin s latkami DEX (50 nM), 3MC (5 uM) a DMSO jako kontrolou. Jak je
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z vysledki patrné (Obr. 28B), exprese CYP1AL proteinu v kontrolnim vzorku (DMSO)
byla na velmi nizké Grovni, ale jesté byla dobfe stanovitelna a DEX samotny neovlivnil
expresi CYP1AL proteinu. Naproti tomu 3MC indukoval CYP1AL proteinovou expresi.
Pfidani DEX k bunikdm pak nevedlo k signifikantni zméné v expresi CYP1AL proteinu,
jehoz exprese byla indukovana piitomnosti 3MC (Obr. 28B).
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Obr. 28: (A) Vliv dexametazonu (DEX) a 3-metylcholantrenu (3MC) na EROD aktivitu
v kulture primdrniho lidského trofoblastu. Primdrni kultura lidského trofoblastu byla
kultivovdna po dobu 24 a 48 hodin s testovanymi latkami DEX (50 nM), 3MC (5 uM)
a DMSO jako kontrolou. CYP1Al aktivita (7-etoxyresorufin-O-deetyldza, EROD) pak
byla zmérena fluorimetricky. (B) Western blot proteinova analyza CYPI1AI a f-actinu
(vnitrni kontrola) z lyzati primarni kultury lidského trofoblastu. Bunky trofoblastu byly
kultivovany po dobu 24 hodin s latkami DEX (50 nM), 3MC (5 uM) a DMSO jako
kontrolou. K expresi CYPIAI byla pouzita primarni kozi polyklonadlni protilatka pro
CYP1A1 (G-18; Santa Cruz Biotechnology).
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Experimenty na CYP1A1 EROD aktivitu ukazaly, Ze dexametazon je schopny
potenciovat aktivitu CYP1Al enzymu indukovanou AHR ligandem v primarni kultufe
lidského trofoblastu. Tyto vysledky jsou shodné s diivéjsi studii na choriokarcinomové
bunééné linii BeWo. V této studii byla zaznamenana potenciace [-naftoflavon
dependentni indukce EROD aktivity vlivem pusobeni dexametazonu (Avery et al.
2003). Zvyseni aktivity V kultufe trofoblastu muze byt disledkem vzrastu CYP1Al
proteinu diky indukci mRNA specifickych pro tvorbu tohoto cytochromu. Tato
potenciace aktivity glukokortikoidy mize mit pak vyznamny vliv na funkci cytochromu

in vivo, zvlasté v projevu toxickych reakci nebo ochrané pred toxickymi latkami.

Pfi studiu EROD aktivity na primarni kultufe lidskych hepatocytt, kterd tady
odrazi aktivitu CYP1A2 a CYP1AIl enzymu, dexametazon zpusobil drastické snizeni
bazalni i 3MC zavislé indukce EROD aktivity (Vrzal et al. 2009). Naproti tomu bazalni
aktivita u hepatokarcinomové linie HepG2 nebyla dexametazonem ovlivnéna.
Kinhibici zvySené aktivity vlivem AHR ligandu vSak dochazi i u HepG2 bunék
(Dvorak et al. 2008, Monostory et al. 2005). V potkanich hepatocytech nebo v jatrech
u potkani s vyjmutymi nadledvinkami doslo vlivem glukokortikoidi (DEX)
k potenciaci 3MC/benzantracenem dependentni CYP1A1 aktivity (Monostory et al.
2005, Prough et al. 1989).

Jelikoz vysledky EROD aktivity naznacuji moZnost narstu mnozstvi CYP1Al
proteinu, metodou Western blot jsme se tedy zaméfili 1 na proteinovou expresi.
Nicméné Western blot analyzou proteinu CYP1A1l jsme zjistili, ze vysledek je
v nesouladu s aktivitou. 3MC sice indukoval mnozstvi CYP1Al enzymu, ale
ptitomnosti dexametazonu nedoSlo k jeho potenciaci. Pfitomnost dexametazonu
neovlivnila expresi indukovaného CYP1A1 proteinu. Rozpor mezi mnoZstvim mRNA,
EROD aktivitou a mnozstvim proteinu muze byt vysvétlen nejspi§ rozdilnymi
urovnémi/mechanismy pusobeni dexametazonu, a to tfeba na transkripéni

¢1 posttranslacni urovni.

Lokalizace CYP1Al v lidské placenté

Krom¢ studia exprese CYP1AL na urovni proteinu a mRNA jsme také zkoumali

lokalizaci tohoto proteinu v placentach v dobé tietiho trimestru. Jak mizeme vidét na
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obrazku (Obr. 29), CYPIAl se nachazi v placentaich tfettho trimestru
Vv syncytiotrofoblastu tercidlnich choriovych klki. Navic pozitivni zbarveni jsme

detekovali také v endotelu fetalnich kapilar.

Obr. 29: Reprezentativni obrazek exprese CYP1Al V termindlni placenté. Exprese
CYPIAI byla detekovana v syncytiotrofoblastu terciarnich choriovych klkii (konce
Sipek) a také v nékterych fetalnich kapilarach (Sipky). Rezy jsou dobarveny

hematoxylinem. Zvetseni 400x.
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vvvvvv

imunohistochemickou studii, ve které Collier se svymi kolegy pozoroval pozitivni
zbarveni CYPIA proteinu v syncytiu choriovych klka v placentach ziskanych z prvniho
trimestru. Dale v téchto placentdch nepozorovali signifikantni pozitivni zbarveni ve
fetalnim endotelu a mezenchymu v choriovém klku (Collier et al. 2002b). Sanyal a Li
zjistili, ze cigaretovy kouf signifikantné¢ zvysil intenzitu zbarveni CYP1A1 proteinu
Vv syncytiotrofoblastu v dob¢ tretiho trimestru jen v nékterych placentach. V fadé dalSich
placent ale nebyl vliv cigaretového koufe na CYP1A1 indukci pozorovan (Sanyal and
Li 2007). Piitomnost CYP1Al v syncytiu placenty, ktery piedstavuje fyziologickou
a metabolickou bariéru, ukazuje na jeho vyznamnou roli v metabolismu latek, kterym je

matka vystavena v dob¢ téhotenstvi.
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8 Zavér

Tato disertacni prace shrnuje v teoretické Casti souCasny stav studované
problematiky. Je zde popsana funkce placenty, mozné placentarni modely, placentarni
transportéry a xenobiotické enzymy placenty, charakteristika CYP1 rodiny enzymu.
Jedna kapitola je vénovéna cytochromu CYP1A1l a dalsi arylhydrokarbonovému
receptoru. Cast vysledky a diskuze je pak rozdélena na dvé hlavni témata. Prvni ast se
zabyva expresi AHR a ARNT v lidské a potkani placenté a také jejich transkripcni
aktivitou v primarni kultufe lidského trofoblastu. Druhd c¢ast se zabyva vlivem
glukokortikoidii na indukci CYPIA1 enzymu a dalSich cilovych geni regulovanych

AHR receptorem v placentarni bariéte.

vvvvvv

téhotenstvi zajist'uje nejen vymeénu dychacich plyni, ale také vyménu pottebnych Zivin,
vitaminti, cukri,, aminokyselin, stopovych prvki a odpadnich latek. Nezanedbatelna je
také jeji role endokrinni, metabolickéd a ochrannd. Vyznamnou roli v ochrané plodu pak
hraje vrstva syncytiotrofoblastu, ktera funguje nejen jako mechanicka, ale 1 jako
metabolicka bariéra diky expresi biotransformacnich enzyml a transportéru.
Naregulaci exprese téchto enzymii a transportéri se podileji nékteré nuklearni
receptory a transkrip¢ni faktory, které jsou rovnéz exprimované v syncytiotrofoblastu.
Hladina jednotlivych enzymut kolisa v pribéhu tehotenstvi a vétSina z nich byla
detekovana na velmi nizké mRNA urovni. V nékterych piipadech nebyla dokonce

zjisténa vyznamna hladina proteinu, ani jejich enzymova aktivita.

K vyznamnym placentarnim enzymim patii cytochrom CYP1Al, jehoz
signifikantni aktivita byla zjisténa po celou dobu té€hotenstvi. Na jedné strané tento
cytochrom metabolizuje endogenni a exogenni latky na méné aktivni metabolity,
na druhé hraje vyznamnou roli V iniciaci karcinogeneze prostfednictvim tvorby vysoce
reaktivnich metabolitd, které mohou zpisobit ¢etné mutace. Rada latek (polycyklické
aromatické hydrokarbony, halogenované aromatické hydrokarbony) ptitomnych
v cigaretovém koufi a V Zivotnim prostfedi predstavuje Casto substraty tohoto
cytochromu, ale hlavné jsou to latky, které vazbou na arylhydrokarbonovy receptor
indukuji transkripéni aktivitu tohoto enzymu. Navic se zjistilo, ze pravé exprese

a aktivita placentarniho CYP1AL1 je siln¢ indukovana u matek kutacek.
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Tato disertacni prace je zaméfena na arylhydrokarbonovy receptor a vliv ligandu
tohoto receptoru na cytochrom CYP1Al a mozny cross-talk s glukokortikoidnim
receptorem. Prvni Cast disertacni prace se komplexn¢ vénuje transkripcni aktivit¢ AHR
Vv lidském primarnim trofoblastu v regulaci svych cilovych geni CYP1Al, CYPIA2,
CYPIBI, UGT1A1l a BCRP, které se podileji na metabolismu a transportu mnoha
exogennich a endogennich latek. Ukazali jsme, Ze jenom CYP1Al mRNA, ale ne
CYP1A2, CYP1B1, UGT1A1, BCRP, AHR, ARNT a AHRR mRNA je signifikantné
indukovana v lidské primarni kultufe trofoblastu, izolovaného z placent ziskanych
vV dobé porodu pifi piisobeni modelovych AHR ligandi. Také jsme poprvé popsali
placentarni lokalizaci lidského AHR a ARNT v prvnim trimestru a v tfetim trimestru
v dobé porodu, které jsou pfitomny piedevSim v prvnim a tfetim trimestru
Vv syncytiotrofoblastu, ktery tvofi tzv. placentarni bariéru. Potkani Ahr a Arnt proteiny
byly také prevazné¢ lokalizovany v placentarnim trofoblastu a dosahovaly maximalni
exprese béhem 15. a 21. dne bfezosti potkana, coz mize mit vliv na rozdilnou indukci

placentarniho Cyplal pfi piisobeni Ahr ligandi béhem potkani bfezosti.

Druha c¢ast disertacni prace se vénuje ucinkim glukokortikoidd na expresi
aindukci CYP1A1 a dalsich AHR cilovych gent zprostiedkovanou ligandem 3MC
v primarni kultufe lidského trofoblastu. Glukokortikoidy jsou steroidni hormony
nezbytné pro vyvoj a zrani fetalnich organti a transplacentarni podavani glukokortikoidt
pied 35. tydnem téhotenstvi zaujima vyznamné misto v perinatologii. Podavaji se
zenam, kterym hrozi ptedCasny porod ditéte s nevyvinutymi plicemi a s rizikem
syndromu respira¢ni tisné. Jejich véasné podani pak dokaze vyvoj plic urychlit a zvysit
tak novorozenci Sanci na preziti. Glukokortikoidy jsou navic také soucasti
farmakoterapie Vv 1é¢bé ekzémi (topické podani), 1é€bé astmatu (inhalace)
a autoimunnich onemocnéni (systémové podani). V této Casti disertatni prace jsme
ukazali, ze samotné glukokortikoidy nezpisobily signifikantni zmény v expresi mMRNA
jak u CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, UGT1Al a BCRP, tak u AHR, ARNT a AHRR.
Samotny dexametazon také neovlivnil proteinovou expresi CYP1Al, ani EROD
CYPIAL1 aktivitu. Ukézali jsme, Ze jenom indukce CYPIA1 mRNA zéavisla na 3MC,
ale nikoli indukce CYP1A2, CYP1B1, UGT1A1, BCRP, AHR, ARNT a AHRR mRNA
je signifikantné potenciovana vlivem glukokortikoidd v priméarni kultufe lidskych
trofoblastl izolovanych z placent ziskanych v dob& porodu. Mohli jsme také pozorovat,

ze enzymova CYPlAl aktivita indukovand vlivem 3MC byla plsobenim
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glukokortikoida zvysena. Prekvapive, exprese CYP1A1 indukovaného proteinu nebyla
ovlivnéna pfitomnosti dexametazonu. Také jsme popsali placentarni lokalizaci lidského
CYPIALI proteinu, ktery je pfitomen vV dobé porodu Vv placentarnim syncytiu, ktery tvoii

placentarni bariéru.

Zaveérem lze tici, Ze jsme poprvé popsali expresi, lokalizaci, funkci AHR/Ahr
a ARNT/Arnt a systematicky charakterizovali indukci hlavnich placentdrnich AHR
cilovych gent (CYP1Al, CYP1A2, CYPIB1, UGTIA1l, BCRP) v lidském
placentarnim trofoblastu, ktery tvoii maternofetalni bariéru. Vysledky tak podporuji
predstavu, Ze placentarni bariéra neni jenom fyziologickd bariéra, ale také misto
metabolismu mezi plodem a matkou jak u lidi, tak u potkant. Navic jsme i popsali
glukokortikoidy zprostiedkovanou potenciaci indukovaného CYP1Al. Pfi relativné
Castém podavani glukokortikoidl v t€hotenstvi a také intenzivni expozici t€¢hotnych zen
cigaretovému koufi a environmentdlnim kontaminantim mohou naSe data poskytnout
nové dilezité nadhlédnuti (porozuméni) do farmakoterapie glukokortikoidy u t€hotnych

Zen.
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