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Adenosin je signalni molekula purinového charakteru, ktera se podili na syntéze
nukleovych kyselin. Transport hydrofilnich nukleosidii skrz plazmatickou a organelové
membrany je zajistén dvéma rodinami: SLC28 kddujici koncentracni nukleosidové transportéry
(CNTs) a SLC29 koédujici ekvilibraéni nukleosidové transportéry (ENTs). Placenta je
komplexni, rychle rostouci organ. Vykazuje urcitou podobnost s nadory s tim rozdilem, Ze rist
je plné kontrolovan. Bylo zji$téno, Ze u nddorovych, ale i nékterych typi nenadorovych bunck,
proliferaci podporuji extracelularni nukleosidy. Placenta exprimuje vysoké hladiny NTs, coz

naznacuje schopnost placenty pfijimat i vychytavat nukleosidy a vyuzivat je pro svij rist.

Cilem této prace je testovani vlivu adenosinu a dalSich nukleosidi na proliferaci
trofoblastu. Analyza byla provedena na JEG-3 bunécné linii odvozené od placentarniho
choriokarcinomu pomoci né€kolika metod monitorujicich zvySeni poc¢tu bunék na riznych
urovnich: 1) CCK-8 metody, ii) Click-It EdU, ii1) CyQuant a iv) analyzy proliferacniho markeru
MKI-67. Adenosin, ale 1 dalsi nukleosidy zvySovaly proliferaci bunécné linie JEG-3.
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JEG-3 bunék a pftispiva k porozuméni mechanismu vlivu nukleosidi na proliferaci bunééné
linie odvozené od placenty. Tato studie je prvnim krokem k navazujici studii, kterd by mé¢la byt

provedena na placentarnich explantech, u nichz je prokézana zachovana schopnost proliferace.
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Adenosine is a purinergic signaling molecule that is used in nucleic acid synthesis.
Transport of hydrophilic nucleosides through the plasma and/or organelle membranes is
provided by equilibrative nucleoside transporters (ENTs), members of the SLC29A transporter
family, and concentrative nucleoside transporters (CNTs), members of the SLC28A transporter
family. The placenta is a complex and rapidly growing organ. It shows some patterns similar to
tumors except for the fact that the placenta’s growth is fully controlled. It was found that
extracellular nucleosides support the proliferation of cancerous and some non-cancerous cells.
The placenta expresses high levels of NTs which indicates the placenta’s ability to take up the
nucleosides from circulation, however, the contribution of this process to placental growth is

known.

The diploma thesis aims to test the effect of adenosine and other nucleosides on
trophoblast proliferation. We evaluated whether adenosine and other nucleosides increase the
proliferation of the choriocarcinoma-derived JEG-3 cell line. We analyzed cell proliferation
using methods 1) CCK-8, i1) Click-It EdU, 1i1) CyQuant, and iv) analysis of proliferation marker
MKI-67.

We have shown the effect of adenosine and other nucleosides on the proliferation of
JEG-3 cells. Therefore, this diploma thesis helps to understand their mechanism of
proliferation. In the future, the results should be confirmed in explants known to maintain the

ability to proliferate.
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1 SEZNAM ZKRATEK

Ado adenosin

AMP adenosimonofosfat

API voda pro injekci

AR adenosinovy receptor

ATP adenosintrifostat

BSA bovinni sérovy albumin

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

cDNA komplementarni DNA

CNT koncentrac¢ni nukleosidovy transportér
CREB vazebny protein odpovidajici na cAMP
CTB cytotrofoblasty

DMSO dimethylsulfoxid

dNTP deoxynukleotidtrifosfat

ENT ekvilibra¢ni nukleosidovy transportér
Gua guanosin

hCG lidsky choriovy gonadotropin

HIF-1a hypoxii indukovatelny faktor 1 - alfa
IGF inzulinu podobny rtstovy faktor
MKI-67 proliferacni marker

NTs nukleosidové transportéry

PBS fosfatovy pufr (z angl. phoshate buffered saline)
PDE fosfodiesteraza

PKA proteinkinaza A



SLC z angl. solute carrier transporter
STB syncytiotrofoblast

WST-8 I-methoxyfenazinmethylsulfat



2 UVOD

Placenta je komplexni a rychle rostouci organ, ktery zamezuje piimému kontaktu krevniho
ob¢hu matky a plodu. Béhem téhotenstvi zastava pro vyvijejici se plod roli plic, ledvin, jater,
stfeva a placentou tvofené endokrinni plisobky a tim reguluji metabolismus a fyziologii matky;
napomahaji spravnému vyvoji a programovani plodu (Burton & Jauniaux, 2015). Placentarni
bariéra je tvofena polarizovanou vrstvou trofoblastu, ktera je slozend z kmenovych bun¢k,

cytotrofoblastu (CTB) a diferencovaného syncytiotrofoblastu (STB) (Nicholson R, 2013).

Transport zivin, endogennich latek do placenty a plodu nebo odvod odpadnich latek z plodu
zajist'uji transportéry lokalizované v cytoplasmatické membrané syncytiotrofoblastu (Gaccioli
& Lager, 2016a). Mezi takové transportéry patii napt. nukleosidové transportéry (NTs), které
zajistuji primarné prenos nukleosidii a latek strukturdlné od nich odvozenych (King et al.,
2006b). Placenta exprimuje vysoké hladiny NTs, coz naznacuje schopnost placenty piijimat
i vychytavat nukleosidy (Traut, 1994); placentarni tkan obsahuje velké mnozstvi nukleosidi

a jejich metabolitt.

NTs délime na ekvilibra¢ni (ENTs) a koncentracni (CNTs) (Young et al., 2013). CNTs jsou
influxni koncentra¢ni nukleosidové transportéry kodované solute-carrier gene 28 (SLC28)
a ENTs jsou kodované geny SLC29 a zajist'uji usnadnénou difuzi nukleosidi. SLC28 a SLC29
rodiny zahrnuji 3 a 4 podskupiny, které se od sebe odliSuji jejich substratovou selektivitou
a energetickou pottebou (Li et al., 2012). Tkanova distribuce téchto transportérii neni mezi
tkanémi rovnomérnd; navic jejich exprese miize byt regulovana (Molina-Arcas et al., 2009a).
Konkrétn€ u adenosinu NTs svym pienosem reguluji jeho extracelularni koncentraci, dokonce
1 jeho signalizaci pii zanétlivém a imunitnim procesu (Hasko et al., 2008). Extracelularni
adenosin je piedevs§im ziskany enzymatickou konverzi z adenosinu trifosfatu (ATP), ktery je
uvolnén z riznych druhi bunék (napt. platelety, neutrofily); nasledné piisobi skrz Ctyti druhy

adenosinovych receptort (AR) (Loffler et al., 2007).

Kazdy AR je charakterizovan unikatni bunéénou a tkanovou distribuci a fyziologickym
efektem, a proto jsou rozdéleny na Ctyfi podtypy Ai, Aza, Azza As(Young et al., 2013). A a As
aktivuji Gi a G,, nachazejici se na vnitini strané membrany, které signalizuji sniZeni aktivity
adenylat cyklazy a tim i cAMP hladiny. Zatimco A.a asociovany s G. proteinem vykazuje
opacny jev: zvysuje aktivitu adenylat cyklazy, tim i cAMP a PKA, ktera dokéaze fosforylizovat
fosfodiesterazu (PDE), receptory nebo cAMP response element-binding protein (CREB) (Ohta
& Sitkovsky, 2001). V jiné studii bylo popséano, Ze by placenta méla exprimovat vSechny ¢tyti



subtypy (Traut, 1994a). Vzhledem k Sirokému rozsahu ucinku adenosinu je vyznamné sledovat
jeho extracelularni koncentraci a ¢innost navazéni na jednotlivé podtypy ARs bchem
fyziologického i1 patofyziologického stavu. Bylo zjisténo, ze béhem téhotenstvi je hladina
adenosinu v trimestru téhotenstvi vyssi, avSak pfi preeklampsii je hladina snizena jak

v matetském, tak i fetoplacentalnim ob&hu (Espinoza et al., 2011).

Existuji studie poukazujici na roli nukleosidl pro riist nadori. Placenta a nador vykazuji stejnou
aktivitu, a to schopnost napadat zdravé tkané, tvotit nové cévy a podporovat prostiedi chranéné
pied imunitnim systémem. Placentalni trofoblasty rychle proliferuji a napadaji matetské
deciduum (Costanzo et al., 2018b). Obecn¢ je jiz znamo, ze purinové nukleosidy a nukleotidy
maji vliv na proliferaci bun€¢k napft. lidské endotelidlni buiiky v mozku, astrocyty ¢i bunky
vaskuldrniho hladkého svalstva (Rathbone et al., 1992). Adenosin je za normalnich podminek
v extraceluldrni tekutiné ve velmi nizkych koncentracich (v fddech nM). Pii patologickych
procesech se jeho koncentrace zvySuje ve formé ATP (Leone & Emens, 2018). Na zaklad¢

zminovanych studii mizeme uvazovat dulezitost nukleosidl v placentarnim vyvoji.

Cilem této prace bude testovani vlivu adenosinu a dalsich nukleosidt na proliferaci trofoblastu
pomoci experimentd provedenych na JEG-3 bunécné linii. Pfedevs$im se budeme zamétovat na
adenosin, u které¢ho je jiz znama fyziologicka role, pfitomnost v cirkulaci a pisobeni skrz
adenosinové receptory. Proliferaci jsme sledovali na Grovni metabolické, syntetické aktivity

DNA a prolifera¢ni aktivity (pomoci markeru).

Pro studium placenty je mozné vyuZzit fadu modeld, které zahrnuji dudlni perfuze
lidské a potkani placenty, explanty, primarni trofoblasty, vilozni fragmenty, vezikuly a dalsi
(Staud & Ceckova, 2015). Role nukleosidii ve vyvinu placenty nebyla dosud studovéna.
V prvnim kroku jsme tedy potitebovali ovéfit hypotézu a zavést metodiku analyzy bunécné
proliferace v placenté. Experimenty jsme tedy provadeli na bunécné linii JEG-3, ktera patii
mezi zavedené in vitro modely a buiiky je jednoduché kultivovat (Miller et al., 2005). Bunky
JEG-3 jsou hypertriploidni, klonaln¢ odvozené bunky lidského kmenu izolované z Erwin-
Turnerovo nadoru. Vytvaii maligni nador shodny s choriokarcinomem a jsou schopné
exprimovat funkéni NTs (Cerveny et al., 2018; Darashchonak et al., 2014; Jiraskova et al.,
2018). Muize tedy platit hypotéza, ze influx nukleosidl slouzi pro tvorbu nukleotidi, prekurzort

pro DNA syntézu (Fernandez-Veledo et al., 2004) a tedy proliferaci téchto bunék.



3 TEORETICKA CAST

3.1. Placenta: funkce, vyvoj a struktura

Placenta je nezbytné diilezity organ pro spravny rust a vyvoj plodu. Jedna se o komplexni
systém, ktery zajistuje prestup kysliku a zivin z matky do plodu, exkreci odpadnich latek, dale
funkci imunologickou (Guttmacher et al., 2014) a hormonalni jako producent choriového
gonadotropinu HcGH, estrogenu a progesteronu (Staud & Karahoda, 2018). V neposledni fad¢
piedstavuje pro plod ochrannou bariéru pted vstupem mikroorganismt ¢i Skodlivymi latkami

uzivané matkou jako jsou alkohol, drogy, 1é¢iva (Nicholson, 2013).

Vyvoj placenty za€ina ve chvili, kdy dojde k zahnizdéni blastocysty do délohy. Blastocysta je
tvofena vnitinim embryoblastem a vné&j$i vrstvou trofoblastu, kterd zajist'uje nidaci a vyzivu,
pozd¢ji vznik vnitiniho mesodermu (Chang et al., 2018; Staud & Karahoda, 2018). Z vné&;jsi
vrstvy trofoblastu jsou odvozené cytotrofoblasty, které se nadale d€li na dva hlavni fenotypy:
nemigrujici vilozni trofoblasty (VT) a invazivni extravildzni trofoblasty (EVT). Jednim z tikola
EVT je invaze do matefské délozni tkdn€ a migrace k uterinnim spirdlnim artériim, kde se dale
diferencuji za vzniku endovaskuldrniho trofoblastu. VT jsou navadzané k viloézni bazalni
membrané a tvoii vrstvu epitelialnich bunék, které poté proliferuji, diferencuji a vytvari
syncytiotrofoblast (STB) pokryvajici cely povrch klku (Malassiné & Cronier, 2005). Hlavni
funkci STB je kontrola a zaji$téni pfenosu latek mezi matkou a plodem. Ptiklady jsou aktivni
transport aminokyselin, usnadnéna difuze gluko6zy ¢i syntéza B-hCG (beta podjednotka lidského
choriového gonadotropinu) (Huppertz, 2018). Mezitim se z povrchu chorionu z trofoblastu
formuji primérni choriové klky. Vyplnéni mesenchymem se vytvafi sekundarni klky [5];
s vyvojem plodového obéhového systému se formuji kapilary v klcich a davaji vzniku

tercialnim klkm (Nicholson, 2013).

Hlavnimi strukturami tvoficich placentu jsou matefskd a choriova ploténka oddélené
interviloznim prostorem, kde se rozkladad bohatd sit’ klkti. Povrch klku je tvofen vnéjSim
mnohojadernym STB, wvnitini vrstva jednojadernym CTB a fetalnimi cévami. Vlastni
placentarni bariéra je sloZend z bazalni membrany trofoblastu, fetdlnich cév a vazivové tkané.
Klky jsou omyvany volné cirkulujici matefskou krvi pumpovanou z endometria. Krev matky
a plodu se tedy nikdy nemisi. Vzdjemnd vymeéna plynd, Zivin a odpadnich latek probihd skrz

placentarni bariéru (Gaccioli & Lager, 2016b). Schéma struktury klku je zndzornéno na Obr. 1.
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Obr.1 struktura choriového klku: vnéjsi vrstva (zelend) z mnohojaderného STB a vnitrni (Zlutd)
jednojaderna CTB cast. Klk se nachazi v tzv. interviloznim prostoru, ktery je naplnen materskou krvi
(pumpovanou z endometria skrz artérie). Diky interviloznimu prostoru mize dochazet k vyméné plynii,
Zivin a odpadnich latek mezi fetalnimi kapilarami a materskymi cévami (modré Zily jako odvod a cervené
artérie jako privod). Prevzato a upraveno z: https://www.researchgate.net/figure/Villous-

cytotrophoblasts-yellow-fuse-to-form-the-syncytiotrophoblast-green-The_figl_258830792

Jakakoliv chyba pifi vyvinu placenty se muize odrazet u plodu na urovni anatomické,
molekularni ¢i metabolické. Barker et al. (1990,1993) publikoval prvni prace popisujici vztah
mezi velikosti placenty a plodu a zvySenym rizikem kardiovaskularnich a metabolickych
dysfunkci v dospélém zZivoté, ¢imz polozil zéklady konceptu tzv. fetdlniho programovani
(Staud & Karahoda, 2018). Konkrétné se jednalo o zvySeni poméru hmotnosti placenty vuci
porodni vaze plodu. V druhém trimestru roste placenta rychleji nez plod. Nutri¢ni deficit miiZe
ovlivilovat riist plodu a tim zménit komplexni interakce mezi plodem, placentou a matkou.
Mirna malnutrice miize vést ke zvétseni placenty, ale ne plodu; tento jev miize byt vysvétleny
jako adaptaéni mechanismus k udrZeni nutrici od matky. V jiné studii je uvedeno, Ze pfi
chybném vyvoji placenty miize nastat tzv. [IUGR (intrauterine growth restriction), coz op¢t
zvySuje nachylnost ke kardiovaskularnim a metabolickym onemocnénim v dospélém Zzivoté

(Nicholson, 2013).

Preeklampsie je patologicky stav béhem téhotenstvi, kdy trofoblasty nespravné proristaji cévy.
Ve vysledku dochéazi k vasokonstrikci, omezeni prutoku krve mezi matkou a plodem [4].
Nastava stav hypoxie a hypovolémie, ktery zplsobuje zvySeni uvoliiovani katecholamina

a aktivaci krevnich desti¢ek kvtli poruse rovnovahy prostacyklinu a tromboxanu.



Edém, proteinurie a hypertenze jsou hlavnimi diagnostickymi znaky tohoto stavu. Vedle toho
lze predikovat preeklampsii pomoci proteinovych markertt v riznych fazich téhotenstvi
napt.: PAPP-A na konci prvniho trimestru, Cystatin C od 15. tydne a od tietiho trimestru
proangiogenni faktor PIGF (Sahai et al., 2017). Krom¢ molekularnich markert je preeklampsie
doprovazena zvysenou hladinou adenosinu v krvi matky (Espinoza et al., 2011) 1 placent¢, dale
abnormalni funkci ENTs ve fetoplacentalni jednotce (Salsoso et al., 2017c). Cilem bylo zjistit,
zda existuje pfima asociace mezi adenosinem a preeklampsii. Adenosin a purinovy
metabolismus je spojen s vysokou hladinou kyseliny mocové v plazmé u Zen s preeklampsii;
ATP infuze generuje v mySich onemocnéni podobné preeklampsii. Déle vime, Ze adenosin
indukuje vasodilataci i vasokonstrikci a reguluje angiogenezi, tudiz je mozné Ze zvySena
hladina adenosinu ve fetoplacentalni cirkulaci je adaptivnim krokem kvili zméné matetské
krevni cirkulace (Escudero & Sobrevia, 2012). Navic naruseni funkce adenosin kindzy (enzymu
regulujici adenosin) vede k dysregulaci fetalniho programovani a tento fakt méa poté vliv na

kardio-metabolické nasledky (Silva et al., 2020).

3.2 Placentarni modely

Placenta je evolu¢né diverzni organ u jednotlivych zvifecich druhi: kazdy je charakteristicky
svou morfologii a molekularnim mechanismem. Navic n€které znaky se striktné vyskytuji jen
u primati nebo lidské rasy. Z toho divodu se vyhledavaji a standardizuji nové a vhodné;jsi
in vitro techniky, které¢ by mohly nahradit in vivo modely. Momentaln¢ komeréné dostupné jsou
bunécné linie odvozené od trofoblastu, které jsou rozdéleny do tfi skupin: odvozené od

choriokarcinomu, hybridoma a buiiky u¢inéné nesmrtelnymi.

Pro placentalni vyzkumy jsou nejcastéji uzivané bunécné linie derivované od choriokarcinomu:
BeWo, JEG-3 a JAR (Pastuschek et al., 2021). BeWo byla prvni lidsk4d endokrinni bunééna
linie, které byla sériové pienesena z maligni tkané gesta¢niho choriokarcinomu. JEG-3 jako
sekundarni bunécna linie byla klonalné a sériové odvozena od choriokarcinomu. Obé¢ linie maji
stejny DNA profil a podobné sekrecni aktivity. BeWo jsou vsak citlivé k forskolinem-
indukované syncytializaci. Linie JAR byla derivované pfimo z placentalniho trofoblastického
nadoru a tim si zachovavda mnoho morfologickych a endokrinnich ryst, které se nachazi
v lidském trofoblastu (Gongalves et al., 2022). Shrnuti stromu rodovych linii je zndzornéno na

Obr. 2.
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Obr.2.: Shrnuti rodovych linii odvozené od trofoblastu. Zakladni rozdéleni na choriokarcinom,
hybridoma a nesmrtelné bunky. BeWo a JEG-3 jsou izolované z licniho vaku kireckii. ACI1-M32
a ACI-M59 jsou hybridomy, které vznikly fuzi ACI1-1 (=HPRT-defektniho mutanta JEG-3)
s extraviloznimi trofoblasty. ACH-3P jsou produktem fuze ACI-1 s trofoblasty z prvniho
trimestru. Nesmrtelné bunky se ziskaly zvécnénim primarnich trofoblastii. Prevzato a upraveno

z Reproductive Toxicology 112 (2022) 7-13 od (Gongalves et al., 2022)

3.3 Transport v placenté

Jednotlivé latky pfitomné v intervildézni krvi musi proniknout skrz placentalni bariéru, aby
dostahly fetalni cirkulace (Staud & Karahoda, 2018). Transport miZe probihat pasivni cestou,
a to prostou ¢i usnadnénou difuzi, nebo aktivnimi transportéry; né€ktere vétsi molekuly jsou pak
transportovany endocytézou (Syme et al., 2004). Transportéry exprimované v STB se lisi
substratovou specifitou, lokalizaci (na bazalni nebo apikélni membran¢), smérem transportu
a zavislosti na vnéjsi energii (Staud & Karahoda, 2018). Mnozstvi pfitomnych transportért je
ovlivnéno molekularnimi regulacemi, patologickymi dé&ji (naptf. preeklampsie) nebo

polymorfismy (Syme et al., 2004).



3.4 Nukleosidy
Nukleosidy nachazi svlij vyznam v oblasti nutricni, energetické a syntetické. Jednd se
o glykosidy, jejichz cukernou slozkou je D-ribdza nebo 2deoxy-D-rib6za a na ni je pfipojena

purinova baze adenin, guanin nebo pyrimidinova baze thymin, uracil nebo cytosin [1].
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Obr.3: Struktura purinovych a pyrimidinovych bazi. Prevzato a upraveno od

https://socratic.org/questions/what-is-difference-between-pyrine-and-pyrimidine

Jsou zakladnimi stavebnimi kameny nukleotidii, z nichZ jsou pak tvofeny nukleové kyseliny
(NK). Role NK spociva v uchovani a piekladani genetické informace v buiikach (Carrey et al.,
2013). Hlavnim mistem syntézy purinl jsou jatra. Ke konverzi purinovych bazi (adeninu,
hypoxantinu, guaninu) v adenosinmonofosfat(AMP),inosinmonofosfat(IMP) a guanosinmono
-fostat (GMP) je nutnd ptitomnost substratu fosforobisyl-1-pyrofosfatu (PRPP) a katalytického

enzymu fosforibosyl transferazu.

Syntéza probihd 1 v erytrocytech, zde vSak ne de novo kvili neptitomnosti glutamin-PRPP-
amidotransferazy; probihd pouze recyklace volnych purinovych bazi (adeninu, hypoxantinu,
guaninu) a nukleosidii (adenosinu/Ado, inosinu/Ino, guanosinu/Gua) za tvorby vysoce
energetickych molekul adenosindifosfatu (ADP) a adenosintrifosfaitu (ATP) za tcasti
adenylatkinazy, fosfoglyceratkindzy a pyruvatkindzy, guanosindifosfaitu (GDP) a
guanosintrifosfatu  (GTP) v pfitomnosti guanylatkindzy, nukleosidmonofosfatkinazy a
nukleosiddifosfatkinazy. Defosforylaci nukleotidl ziskame piislusné nukleosidy: AMP > Ado,
IMP > Ino, GMP > Gua; ty pak podléhaji deaminaci (Ado > Ino) nebo fosforolyze Ino > Hyp.
Hypoxantin a guanosin se uvoliuji jako finalni produkty katabolismu purinovych nukleotidi

v erytrocytech (Dudzinska et al., 2006).



3.4.1 Adenosin: funkce a syntéza

Adenosin je signalni molekula purinového charakteru, ktera se nachazi intra i extracelularné.
Extracelularni adenosin  vznikd hydrolyzou ATP uvolnéného zbunék pomoci
adenosintrifosfatazy (ATPazy), adenosindifosfatazy (ADPazy) a 5°‘-nukleotidazy. Adenosin
ovliviiuje vaskularni, nervovy, respiracni a endokrinni systém. Podili se na syntéze nukleovych
kyselin, ucastni se regulace imunitni odpovédi, zdnétu, trombozy a angiogeneze (Pelleg &
Porter, 1990). Jednd se tedy o klicovy element ucastnici se nejen fyziologickych, ale
1 patologickych procesii (Leiva et al., 2017); napiiklad dlouhodobé zvysend koncentrace
v plazmé pftispiva k rozvoji chronického zanétu, fibréze a dalSim orgdnovym poskozenim
(Borea et al., 2017). Je regulovan adenosin kinazou a jeho pusobeni je zprostiedkovano

metabotropnimi receptory: AiR, A>AR, A2B, A3 (Young et al., 2013).

Zachyt adenosinovych koncentraci a vyuziti AR nabyvéa vyznamu k zachyceni a terapii riznych
onemocnéni (Liu & Xia, 2015); napt. A2aAR agonisté se jiz uplatiiuji pii terapii Parkinsonovy
a Huntingtonovy choroby. Na druhou stranu se ukazalo, ze ne vzdy je farmakologicky cilena
terapie zalozena na adenosinu a jeho receptorech spolehliva. Jak jiz bylo zminéno, AR se
nachézi v bunikach jak soucésti patologického, tak i fyziologického stavu. Problémem mohou

byt neselektivni agonisté, u nichz je vysledny ucinek tézko predvidatelny (Peleli et al., 2017).

V placenté téZ probihd metabolizace adenosinu intra i extracelularné. V intraceluldrnim
kompartmentu mize byt fosforylizovan adenosinkinazou; inkorporovan do tzv. ,,adeninové
nukleotidové nadrze* nebo deaminovan adenosindeaminazou na inosin (ten je defosforylizovan
na hypoxantin). Byla zpozorovand i rychld metabolicka transformace adenosinu na bazalni
strané placenty (Acevedo et al., 1995). V jiné studii adenosintrifosfataza, adenylatkindza a 5°-
nukleotiddza byly mnohem aktivnéj$i nez adenosinkinaza, adenosindeamindza
a nukleosidfosforyldza (Sim et al., 1972). Vysledky této studie poukazuji na to, ze tvorba
adenosinu z AMP nebo katabolismem je ovlivnéna hladinou ATP. Metabolické schéma

adenosinu vystihuje Obr. 4.
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Obr. 4: Obecné schéma syntézy adenosinu a jeho metabolické drahy uvniti a vné buiiky. Adenosin se
syntetizuje hydrolyzou AMP piisobenim cytosolické 5 ‘-nukleotidazy (cyto-5°NT), dale miize byt
fosforylovan adenosin kinazou (AK). Nasledné miize aktivovat AR a v pripadé nadbytku nevratné
konvertovan na inosin pusobenim adenosin deamindzou (ADA). ZvySenou spotrebou metabolické
aktivity jsou usnadnénou difuzi a sekunddarnim aktivnim transportem pumpovany ATP a adenosin do
extraceluldarniho prostoru. Miize tedy probihat odbourdavani ATP za vzniku adenosinu (Valdés et al.,
2018). V ramci buiiky jsou ATP a adenosin konstantné recyklovany defosforylaci a fosforylaci na
zdkladé energetické potreby. Prevzato od (Ham & Evans, 2012).

3.4.2 Nukleosidové transportéry

Transport hydrofilnich nukleosidi skrz plazmatickou a organelové membrany je zajistén dvéma
rodinami NTs: SLC28 kodujici Na-dependentni influxni koncentracni nukleosidové
transportéry (CNTs) a SLC29 kodujici ekvilibraéni nukleosidové transportéry (ENTs) fidici
usnadnénou difuzi nukleosid. Hraji klicovou roli ve vychytavani nukleosidii a v menSim
mnozstvi nukleovych bazi ¢i 1é¢iv od nukleosidi odvozenych. Mezi zastupce CNTs patii,

CNT2 a CNT3 a ENTs zahrnuji ENT1, ENT2, ENT3 a ENT 4 (Li et al., 2012).

Vsechny CNTs pienasi uridin. AvSak vici purinovym a pyrimidinovym nukleosidiim vykazuji
jednotlivé skupiny rtznou selektivitu. CNT1 ptednostné prenasi pyrimidinové, purinové
nukleosidy maji vysokou afinitu k CNT2, zatimco CNT3 transportuje pyrimidinové i purinové.
Tento poznatek byl vyuzit pro vyvoj strukturdlné podobnych protinddorovych a antivirovych
1€¢iv, kterd jsou prave transportovana pomoci CNT transportért. Jednotlivé druhy transportérti
jsou exprimované v odlisnych tkanich. CNT1 se nachéazi v ledvinach, jatrech a tenkém stievé
primarné v plazmatické membrané; CNT2 v srdci, kosternim svalstvu, placenté¢ ¢i mozku;
CNT3 jsou Siroce rozSifené, primarn¢ v plazmatické membrané, ale téz v nuklearni

a mitochondridlni membrané (Young et al., 2013).



ENT1 a ENT2 ptendsi pyrimidinové i purinové nukleosidy a purinové nukleosidy maji k témto
transportérim mirné vyssi afinitu. ENT1 a ENT2 se funkéné odliSuji pomoci inhibitoru
nitrobenzylmercaptopurine riboside (NBMPR), ktery v koncentracich <1 uM inhibuje ENT1
a ve vyssich koncentracich (>1 uM) inhibuje ENT2, ENT3 (Li et al., 2015). Dal§im rozdilnym
znakem mezi t€émito dvéma proteinovymi transportéry je fakt, ze ENT2 zajistuje 1 pienos
nukleovych bazi jako je hypoxantin (Robillard et al., 2008). VétSina adenosinového uptaku je
zprostiedkovano ENT1 a ENT2; jsou tedy funkéné nezbytnymi adenosinovymi transportéry ve
vetsing druhti tkani. U ENT3 a ENT4 je mechanismus transportu stale nejasny (Salsoso et al.,
2017). ENT3 se strukturné odliSuje od ENT1 a ENT2 (Young et al., 2013). Jedné se o pH-
dependentni transportér purinovych i pyrimidinovych substrati a uplatiiuje svou funkci
v membranach lyzozomt a pravdépodobné i mitochondrii (Singh et al., 2018). ENT4
zprostitedkovava vychytavani zejména serotoninu, a mén€ pak adenosinu. Vychytavani
adenosinu je posilovano kyselym extracelularnim pH, které je typické pro patologické situace

jako je napft. ischemie (Wang et al., 2012).
3.4.3 Exprese a lokalizace nukleosidovych transportéri v placenté

Placenta patii mezi organy s vySsi expresi ENTs. ENT1 a ENT2 jsou lokalizovany v apikalni
membrang, zatimco bazalni strana obsahuje ENT2 a ENT1 podobny transportér. Mnozstvi
mRNA ENTI1 a ENT2 se neli§i mezi prvnim a tfetim trimestrem, neuplatiiuje se u nich
epigeneticka regulace a jejich mnozstvi se neméni v priabéhu diferenciace CTB, nicméné byly
pozorovany inter-individudlni rozdily v expresi (Cerveny et al., 2018). Situace s CNT je
komplikovangj$i. Govindarajan a kol. nepozorovali CNT v placenté na proteinové urovni,
Errasti-Murugarren a kol. prokéazali proteinovou expresi CNT1. My jsme v naSich studiich
potvrdili genovou expresi SLC2842 a SLC28A43 ve vSech vzorcich placenty, zatimco minimalni
expresi SLC2841 jsme detekovali pouze u nékterych donorti. Nase doposud nepublikované data
naznacuji proteinovou expresi CNT2 v apikalni membran¢ a membrané jadra a potvrdili jsme,
ze genova exprese SLC28A42 je vyssi v diferencovaném STB (Jiraskova et al., 2018a). Genova
exprese SLC2841, SLC2842 a SLC28A43 se béhem t&hotenstvi zvySuje, pficemz i v jejich
pifipadé se zjistila vysokd mira interindividudlni variability; SLC28A2 dominoval v prvnim
trimestru a v placenté, kdezto SLCA2 se ukazal jen v ramci placenty (Jiraskova et al., 2018a).
Pro zajimavost byla v BeWO (lidské& odvozena choriokarcinomdlni bunécna linie) detekovéana
mRNA SLC28A2 a SLC28A3 (Jiraskova et al., 2018). Placentalni ENT1 je lokalizovan na

apikalni membrané, zatimco ENT2 se nachazi jak na apikdlni, tak bazalni strané



v trofoblastické vrstvé. CNTs byly zachyceny na urovni mRNA a CNT1 (Yamamoto et al.,
2007). U ENT3 se domniva, Ze se vyskytuje hojné v intracelularnim prostoru a jeho role neni
doposud tpln¢ znama (Beal et al., 2004). VSechny CNTs byly nachyceny na urovni mRNA

(Jiraskova et al., 2018a). Rozlozeni transportéra v placent¢ je znazornéno Obr. 5.
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Obr. 5: Schématickd ilustrace membrdanovych transportéru v placenté: Na apikalni strané
mikrovilozni membrany se nachazi OCTNs a ENT). Influx z bazalni strany je zajisten OCTs3
a OAT4. ENT2 je proliferovdan na obou strandch. Data ohledné exprese a lokalizace CNTs je

stale neznama. Inspirovano od (Cerveny et al., 2021) a upraveno dle sebe.

3.5 Regulace NTs (ENT, CNT) a AR a jejich vz4jemna interakce

Ptfesné mechanismy regulace NTs v placenté jesté nebyly dosud pln€ probadany. Jiraskova et
al. (2018) pozorovala vliv aktivace adenylatcyklazy, aktivace receptoru pro retinovou kyselinu
a tieba epigenetikych faktori na miru genové exprese nukleosidovych transportéric SLC2842

(kédujici CNT2) a SLC2843 (kodujici CNT3).

Existuji 1 dalsi studie zkoumajici principy téchto transportéri, avSak na neplacentarnich typech
bunék. Napft. ve studii vyuZzivajici hepatocyty od Duflota popsali mechanismus regulace CNT2
A1AR (Duflot et al., 2004). V praci (Medina-Pulido et al., 2013) konstatuji, ze CNT3 interaguje
s AR pii signalizaci adenosinem; v dalSi studii konstatuji, ze A2BAR reguluje ENTI
v placentalnim mikrovaskuldrnim endotheliu. Byla rovnéZ nalezena souvislost mezi aktivaci
A2aAR a zvysenou expresi ENT2 (Godoy et al., 2014), pticemz o ENT2 je znamo, Ze zvySuje

nabidku nukleosidi, coz se podili na zefektivnéni syntézy DNA a postupu bunécného cyklu



(Grafi¢-Boladeras et al., 2016). Dale se konstatuje, ze stimulace proteinkinazy C zplsobi
zvysenou aktivitu ENT1 (Coe et al., 2002) nebo ze faktor indukovany hypoxii 1o (HIF-1a)
stejn¢ jako prozanétlivé cytokiny mohou negativné regulovat ENT1 expresi (Leisewitz et al.,

2011).

Exprese adenosinovych receptorti (AR) byla nalezena v riznych karcinomovych bukach:
v lidském kolorektalnim adenokarcinomu nebo lidském melanomu linie A375. V lidskych
bunkach kolorektalniho karcinomu se aktivaci A1AR a bunééné kaspazoveé signalizace reguluje
apoptoza. V jiné studii se zjistila vysoka koncentrace A1AR v bunéénych liniich odvozenych
od prsniho nadoru (Mirza et al., 2005). A2aAR byl vysoce exprimovan napt. v Jurkatovych
leukemickych T-buiikach nebo plicnim karcinomu, kde ovlivituje kromé bunécné proliferace

1 dalsi d¢je (Sheth et al., 2014).

Podtyp A2BAR je povazovadn za proangiogenni. Aktivace tohoto receptoru stimuluje
neovaskularizaci skrz produkci vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru (VEGF)
v lidskych retindlnich-endotelidlnich buiikdch (Sheth et al., 2014). Exprese AxgAR je
regulovana HIF v bunkach kolorektalniho karcinomu (Kong et al., 2006; Sheth et al., 2014).
Inhibici A2sAR se vyrazné€ snizi bunécna proliferace v hypoxickém prostiedi (Ma et al., 2010;
Sheth et al., 2014). Transportéry a receptory hraji roli v regulaci zdravych bunék i naruSenych
(¢asto nadorovych) bunék. Mohou byt regulovany nespocetnymi drahami, proto identifikace

receptoru a pochopeni jeho mechanismu miiZe byt pilifem pro vyvoj nové terapie onemocnéni.

Doposud expresi AR v placenté fesi pouze jedna prace od (Darashchonak et al., 2014a). Expresi
a funkci by tedy bylo vhodné potvrdit stejn¢ jako expresi a funkci AR v bunéénych liniich

odvozenych od chorikarcinomu.



4 HYPOTEZA

Placenta je komplexni, rychle rostouci organ, ktery se velmi intenzivné stara, aby se plod
spravné vyvijel. Placenta vykazuje ur¢itou podobnost s nadory, s tim rozdilem, ze rist je pln¢
kontrolovan. Ptedpokladd se, Ze proliferace placenty je stejné jako u nddorové tkané
podporovana vicero mechanismy (Costanzo et al., 2018; Oliveira et al., 2021). U nadorovych,
ale 1 n¢kterych typt nenadorovych bunck proliferaci podporuji extracelularni nukleosidy
(Fernandez-Gallardo et al., 2016; Rathbone et al., 1992.; Merighi et al., 2002). STB je pln¢
vybaven pro transmembranovy pirestup nukleosidl, zaroven intracelularni molekularni déje
mohou byt regulovany extracelularnim adenosinem skrze vazbu na AR (Staud & Karahoda,
2018); Errasti-Murugarren et al., 2011; Jiraskova et al., 2018b). Adenosin je pfitomny
v krevnim zésobeni placenty a jeho koncentrace smérem ke konci gestace roste. I ostatni

nukleosidy jsou piitomné v krevni cirkulaci (Dudzinska et al., 2010; Traut, 1994b).



5 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo studovat vliv adenosinu na proliferaci bunééné linie JEG-3
pomoci CCK-8 metody (analyza metabolické aktivity), Click-It EdU (méfeni syntetické
aktivity DNA), CyQuant (stanoveni celkového mnozstvi DNA) a analyzy proliferaéniho
markeru MKI-67 pomoci qRT-PCR.



6 EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Chemikalie a reagencie

Reagencie pro kultivaci:

e PBS (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
e Trypsin (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
e Nutrient Gibco Opti-MEM I (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

Reagencie pro CCK-8:

e CCKS8 roztok — WST-8 (1-methoxyfenazin methylsulfat)

Reagencie pro Click-iT EdU

e HRP-azide
¢ dimethylsulfoxid (DMSO)
e Click-iT EdU fixative
e Click-iT EdU master mix
e Click-iT EdU reaction additive
e Click-1T EdU was buffer additive
e Amplex Ultrared reaction buffer
e Amplex Ultrared reagent a Amplex Ultrared stop reagent
e peroxid vodiku H>O»
Dalsi potiebné latky, které nebyly soucasti kitu:
® 95% ethanol
e 1,5% roztok BSA (bovine serum albumin) v PBS
e deionizovand voda

e PBS (phosphate-buffered saline)



Reagencie pro RT-PCR:

e TRIREAGENT ® RT (Molecular Research Center, Cincinnati, Ohio, USA)
e DMSO (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

e TagMan ® Universal Master Mix II, no UNG (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA)

e Master Mix pro reverzni transkripci (Reverse Transcription Master Mix) (Generi

Biotech s.r.0., Hradec Kralové, CR)
e Voda pro injekce/API
e Chloroform (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

e Isopropanol (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

Ethanol (Merck, USA)

6.2 Pfistroje

e Laminarni box: BioUltra Telstar Class II Cabinet

e Thermal Cycler T-100 (Bio-Rad, Hercules, Kalifornie, USA)

e QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, Rockford,
USA)

e Centrifuga: HERMLE Labortechnik GmbH, typ: Z 326 K (Wehingen, Némecko)

e Spektrofotometr: NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA)

e Destickovy spektrofotometr: GENios Spectra FLUOR Plus (TECAN, Rakousko)



6.3 Kultivace bunééné linie JEG-3

Bunky JEG-3 jsou lidské hypertriploidni, klondln€¢ odvozené buiky izolované z Erwin-
Turnerova nddoru. Buné¢na linie vytvaii maligni nddor shodny s choriokarcinomem. Tato linie
produkuje choriovy gonadotropin, somatotropin a progesteron. Bunky jsou schopné preménit
steroidni prekurzor na estron a estradiol [2]. Jednd se o dostupnou bunécnou linii, ktera
exprimuje jak NTs tak AR (Cerveny et al., 2018; Darashchonak et al., 2014b; Jiraskova et al.,
2018a).

JEG-3 byly kultivovany v médiu MEM (Minimum Essential Medium Eagle), tj. bez pfitomnosti
nukleosidi, a udrzovany pii teploté¢ 37 °C v atmosféie 5 % CO,. Po dosazeni 70-80 %
konfluence byly buitky omyty PBS, trypsinizovéany, resuspendovéany a transferovany do nové

kultivacni ldhve v poméru 1:3.

6.4 Ptiprava JEG-3- bunék pro proliferacni testy

Bunky nasazovany na 96-jamkovou desticku s tim, ze kazda jamka obsahovala 5000 (CCK-8
test, Click-iT EdU) nebo 15000 (CyQuant, Click-iT EdU) bunék a 100 pl kompletniho média.
Po 24 hodinach bylo kompletni medium nahrazeno médiem Opti-MEM obsahujicim
testované nukleosidy; buiiky byly v tomto médiu kultivovany po dalSich 24 nebo 48 hodin.
Poté byly provedeny analyzy proliferace pomoci CCK-8, CyQuant a Click-iT EdU testovani.
V ptipadé testovani pomoci qRT-PCR, buiiky byly kultivovany v lahvich (25 cm?). Pro analyzu
exprese NT byly vyuzity buiiky v konfluenci 80 % kultivované v kompletnim médiu. Pro
analyzu exprese MKI-67 byly buiiky trypsinizovany a po 24 hodinach kultivace bylo kompletni
médium nahrazeno mediem Opti-MEM u kontrolnich buné€k a Opti-MEM s testovanou

koncentraci adenosinu.



6.5 Metodika CCK-8

Cell Counting Kit-8 (CCK-8) je urena ke zkoumani indukce a inhibice bunécné proliferace.
Zakladem je ve vodé rozpustnou tetrazolova stl (WST-8), ktera je redukovana mitochondrialni
dehydrogenazou a dava vzniku zluté¢ zbarvenému formazanu, jenz je rozpustny ve vod¢, to
znamend 1 v kultivatnim médiu. Mnozstvi vzniklého formazanového zbarveni odpovida
mnozstvi zivych bun€k s enzymatickou aktivitou [3]. Deska se po 24 / 48hodinov¢ inkubaci s
nukleosidy omyla pomoci PBS, nasledn¢ byl pfidan Opti-MEM 100 pl a piedpfipraveny roztok
z CCK-8 kitu, nechal inkubovat 4 hodiny a nasledn¢ méti absorbance ve spektrofotometru pii

vlnové délce 650 nm.

6.6 Metodika CyQUANT Cell Proliferation

Principem metody je uziti CyQUANT GR barviva a detekce fluorescence pifi vazbé na
bunécnou nukleovou kyselinu, kterd proporéné odpovida mnozstvi DNA, a tedy i bun¢k. Timto
zpiisobem lze zjistit mnoZzstvi DNA. Jedna se o senzitivni, rychlou a praktickou metodiku.
Veskery postup byl proveden dle protokolu od Thermo Fisher Scientific. Zamrazené bunky se
rozmrazi, lyzuji s pfidavkem CyQUANT GR barviva a nasledné se pfimo méii fluorescence
(jejiz excitaéni vlnova délka je 480nm a emisni maximum okolo 520nm). Metoda nevyZaduje

dlouhé¢ inkubace, omyvani ¢i vyménu kultivaéniho média.

6.7 Metodika Click-1T EAU

Tato metoda je zalozen4 na zéklad€ schopnosti nukleosidového analogu EdU (5-ethynyl-
2’deoxyuridin) se inkorporovat do dvousroubovice bun¢k béhem jeji syntézy. Inkorporované
EdU ma ve své struktufe pfitomnou alkylovou skupinu, které se kovalentné vaZze na HRP
(horseradish/kfenova peroxidaza) tzv. , klik* reakci mezi azidem a alkylem. Pfitomnost
peroxidu vodiku a pfidavkem Amplex™ UltraRed reagencie vznika fluorescenéni produkt
excitujici pfi vlnové délce 568 nm a emitujici pfi 585nm. Veskery postup byl proveden dle
protokolu od Thermo Fisher Scientific. Postup analyzy spociva ve ptfidavani reagencii (10pM
roztoku EdU; Click-iT EdU fixative k fixaci; omyti Click-1T EAU wash buffer; 200 ul 1,5 %
BSA; Amplex UltraRed mixture; Amplex Ultra red stop roztok k zastaveni reakce) a nasledné
jejich odsati. Konecnym krokem je meéfeni na spektrometru pii vinové délce 568 nm —
kvantifikujeme mnozstvi DNA v proliferujicich buiikdch. Jedna se o metodu citlivou na svétlo,
tudiz od procesu piipravy roztokli, po piidavani a méfeni je vhodné pracovat v temnéjSim

prostiedi.



6.8 Metodika RT-PCR

Nejdtive bylo odstranéno kultivaéni médium a buniky byly omyty PBS. Izolace mRNA byla
provedena v malé kultivacni lahvi dle protokolu Molecular Research Center pomoci TRI
REAGENT®RT a chloroformové extrakce a precipitace isopropanolem. Cistota izolované
RNA byla zkontrolovand pomérem A260/280 a RNA integrita byla potvrzena elektroforézou
na 1 % agarovém gelu. Koncentrace RNA se spocitala na zakladé méteni A260. Pro reverzni
transkripci byl vyuzit gb Basic Reverse Transcription Kit od Generi Biotech s.r.o. Reverzni
transkripce byla provedena s 1 ug celkové RNA ve 20ul reakci pfi teplotnim profilu 42 °C po
dobu jedné hodiny na pfistroji Bio-Rad T100 Thermal Cycler. Pro analyzu RT-PCR jsme
pouzili desticku s 384 jamkami. Kazda jamka obsahovala 5 pl reak¢éni smési slozené z 2,5 ul
TagMan Universal Master Mix II, no UNG, 1 pl cDNA (ng), 1,25 pul API a 0,25 pl expresniho
systému (Tab. 1). Kazda vzorek byl amplifikovany v triplikat pouzitim PCR cycling profilu: 95
°C na 3 minuty, nasledné 40 cykla pii teploté 95 °C na 15s a 60°C na 60 s. Ziskand data byla
normalizovand na expresi dvou referencnich genit GAPDH a B2M. Vysledky jsou vyjadieny

jako ,,arbitrary units®.

Tab.1: Piehled expresnich systémi a jejich kodli pro analyzu exprese SLC284, SLC29A4,
MKI-67 a referencnich geni GAPDH a B2M

SLC29A41 Hs01085704_gl1 SLC29A1
SLC2942 Hs01546959_g1 SLC29A2
NTs SLC28A41 Hs00984403_m1 SLC28A1
SLC2842 Hs00188407_m1 SLC28A2
SLC2843 Hs00910439_m1 SLC28A3
MKI-67 MKI-67 Hs01032443_m1 MKI67
Referencni geny « GAPDH Hs02758991_gl

B2M Hs00984230_m1



6.9 Statistickd analyza dat

Vysledky jsou prezentovany jako aritmeticky prumér hodnot ze 3-6 zméfenych jamek a n
poctem nezavislych experimentl. Statistické analyzy byly provedeny parovym t-testem a one-
way ANOVA s post hoc Dunnettovym testem (Dunnett’s multiple comparisons test). Za

statisticky signifikantni jsou povazovany *p < 0,05; **p <0,01; ***p <0,001.



7 VYSLEDKY

7.1 Analyza exprese nukleosidovych transportéri v JEG-3 bunécné linii

V bunééné linii JEG-3 jsme detekovali genovou expresi nukleosidovych transportérit SLC29A4 1
(ENT1), SLC29A42 (ENT2) a SLC2843 (CNT3). Exprese SLC2843 (CNT3) byla na pomezi
detekce zvolené metody. Dalsi NTs SLC2841 (CNT1) a SLC2842 (CNT2) nebyly detekovany

vibec a v Obr. 6 nejsou uvedeny.
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Obr. 6: Data znazornuji miru exprese ENTs a CNT3. Vysledky jsou prezentované jako priimeér
(,, arbitrary units “ a.u) ze tri nezavislych méreni se smerodatnou odchylkou.

7.2 Analyza vlivu nukleosidl na proliferaci JEG-3 bunééné linie pomoci CCK8

Metoda CCK-8 vyuziva mitochondridlni reduktazu za vznik formazanu. Absorbance barevného
produktu je umérnd mnozstvi zivych bunék. Obr. 7 znédzoriiuje (A) vliv adenosinu pfi
koncentracich 0,1 uM, 1 puM, 10 uM a 100 uM; (B) vliv guanosinu v koncentraci 1 uM a 10
uM; (C) vliv pyrimidinovych nukleosidi (cytidinu, uridinu a thymidinu) v koncentracich 1 uM
a 10 uM na metabolickou aktivitu JEG-3. Po 48hodinové expozici adenosinem (Obr. 7A) doslo
k narGstu ve vSech koncentracich krom& 100 pM. Stejny efekt vykazoval guanosin
v koncentracich 1 pyM a 10 pM (Obr. 7B). Pyrimidinové nukleosidy nebyly v obou

koncentracich v metabolické Girovni zpozorovany (Obr. 7C)
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Obr. 7: Vliv adenosinu (A) guanosinu (B) a pyrimidinovych nukleosidii (C) na pozorovanou
aktivitu mitochondridlni oxidoreduktazy. Data v bunécné linii JEG-3 ziskana metodou CCKS.
Nameérené hodnoty jsou prezentovany jako aritmeticky prumeér hodnot ze 3 az 6 zmérenych
jamek a n poctem nezavislych experimenti. U experimentu s adenosinem (A4)
v koncentraci 0,1 uM je n=2, proto jsme statistiku jsme nepocitali. Statisticka analyza byla
provedena pdarovym t-testem. Za statisticky signifikantni jsou povazovany *p <0,05;

5 <0,01.



7.3 Analyza vlivu nukleosidl na proliferaci JEG-3 bun¢k pomoci Click-IT EdU

Jedna se o velice citlivou metodu, ktera je zalozena na schopnosti nukleosidového analogu EAU
(5-ethynyl-2’'deoxyuridin) se inkorporovat tzv. ,.click reakci® mezi azidem a alkylem do
dvousroubovice bunék beéhem jeji syntézy. Obr. 8 znazornuje (A) vliv adenosinu pii
koncentracich 0,1 uM, 1 uM, 10 uM a 100 uM; (B) vliv guanosinu pii koncentracich 0,1 uM,
1 uM a 10 uM; (C) vliv pyrimidinovych nukleosidt v koncentracich 0,1 uM, 1 uM, 10 uM na
miru syntézy DNA. Adenosin zvySoval syntetickou aktivitu DNA ve vSech testovanych
koncentracich krom¢ 100 uM (Obr. 8A). U druhého purinového nukleosidu guanosinu
v koncentracich 0,1 uM, 1 uM a 10 uM jsme také vypozorovali elevaci (Obr. 8B). ZvysSena
synteticka aktivita byla prokazana i u bun¢k kultivovanych v médiu se smési pyrimidinovych

nukleosidii v koncentracich 0,1 uM, 1 uM, 10 uM (Obr. 8C).
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Obr. 8: Vliv adenosinu (A), guanosinu (B) a pyrimidinovych nukleosidii(C) na mnoZstvi DNA
v bunécné linii JEG-3 méiené pomoci metody Click-iT EdU. Namérené hodnoty jsou
prezentovany jako aritmeticky priumeér hodnot ze 3 az 6 zmérenych jamek a n poctem nezavislych
experimenti. Statisticka analyza byla provedena pdrovym t-testem. Hodnota *p <0.05;
**p <0.01 jsou relativni vuci kontrole.



7.4 Sledovani vlivu nukleosidl na proliferaci JEG-3 pomoci metody Cyquant

Principem metody je uziti CYQUANT GR barviva, které vyzatuje silnou fluorescenci pii vazbé
na bunécénou nukleovou kyselinu. Obr. 9 zndzoriiuje (A) vliv adenosinu v koncentracich
0,1uM, 1 uM, 10 uM a 100 uM; (B) vliv guanosinu v koncentraci 0,1 pM;
(C) vliv pyrimidinovych nukleosidi 0,1 pM, 1 pM, 10 pM na celkové mnozstvi DNA.
Zaznamenali jsme staticky vyznamnou elevaci u purinovych nukleosidi adenosinu
v koncentracich 0,1 a 1 uM (Obr. 9A) a u guanosinu v koncentraci 0,1 puM (Obr. 9B).
Pyrimidinové nukleosidy zatim nebyly statisticky nevyhodnocené, protoze byl doposud

provedeny jeden experiment ptesto trendem u vSech koncentraci je nartst (Obr. 9C).
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Obr. 9: Vliv adenosinu (A), guanosinu (B) a pyrimidinovych nukleosidii (C) na mnozstvi
DNA v bunécné linii JEG-3 méiené pomoci metody CyQuant. Data znazornujici celkove
mnozstvi DNA v JEG-3 po 48hodinové inkubaci. Namérené hodnoty jsou prezentovany jako
aritmeticky prumer hodnot ze 3 az 6 zmérenych jamek a n poctem nezavislych experimentil.
Statisticka analyza byla provedend parovym t-testem. Hodnota *p <0.05; **p <0.01 jsou

relativni viici kontrole.



7.5 qRT-PCR analyza vlivu adenosinu na genovou expresi MKI-67 a ARs

Pomoci této metody jsme testovali genovou expresi proliferacniho markeru MKI-67 po ptidani
adenosinu 0,1 uM; 1 uM; 100 uM. Testované koncentrace adenosinu po 48hodinové inkubaci

nem¢ly signifikantni vliv na hladiny MKI-67 mRNA (Obr. 10).
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Obr. 10: Mira genové exprese proliferacniho markeru MKI-67 v pritomnosti adenosinu.
Vysledky jsou prezentované jako prumeér (,,arbitrary units* a.u) ze tri nezavislych mereni se
smerodatnou odchylkou. Analyza byla provedena s one-way ANOVA s post hoc Dunnettovym
testem (Dunnett’s multiple comparisons test). Ve vSech pripadech byl efekt adenosinu

nesignifikantni.



Déle jsme charakterizovali JEG-3 bunécnou linii z pohledu genové exprese AR podtypl A,
Ass, Ass a Ans (Obr. 11). JEG-3 exprimovaly pouze A, AR (Obr. 11C). V dal$im kroku jsme se
zamétili na to, zda 48hodinova expozice adenosinu ovliviluje mnozstvi adenosinovych
receptorti. Zpozorovali jsme zvySeni u vSech koncentraci a nejvyraznéji u adenosinu 100 uM.
A, AR aktivuje signalizaci cAMP/PKA/CREB, ktera se podili na bunééné proliferaci (Casana
et al., 2008).
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Obr. 11: Data zndzoriuji miru exprese ARs. Vysledky jsou prezentované se smérodatnou

odchylkou. Vzdy se jednd o tri nezavislé experimenty. Analyza byla provedena s one-way

ANOVA s post hoc Dunnettovym testem (Dunnett’s multiple comparisons test).



8 DISKUSE

Na zaklad¢ vysledkli miizeme shrnout, ze purinové nukleosidy adenosin a guanosin zvySovaly
proliferaci bun¢k JEG-3 bez ohledu na pouzitou metodu (Obr. 7,8,9). Nesignifikantni efekt byl
v ptipad¢ adenosinu pozorovan pro koncentraci 100 uM u vSech pouzitych metod a 10 uM
v ptipad¢ metody CyQuant. To miize byt zpisobeno pozorovanou vétsi variabilitou vysledkt
nebo popsanym ristové negativnim pisobenim nukleosidl pfi vysokych koncentraci (Sawa et
al., 2021). Guanosin nebyl testovan v koncentraci 100 pM. Zatimco u adenosinu muze
transientn¢ dojit k dosaZeni této koncentrace; bazalni koncentrace se pohybuje v rozmezi 30-
200 nmol/L (Chen et al., 2013; Fredholm, 2014; Salsoso et al., 2017b), guanosin téchto
plazmatickych koncentraci nedosahuje. Uginek pyrimidinovych bazi se vak mezi metodou
CCK-8 a Click-iT Edu neshodovaly. To mlze byt ovSem zpiisobeno rozdilnou citlivosti
pouzitych metod (Romar et al., 2016). ENT1 je relativné vysokokapacitni, obvykle zajist'uje
pfenos hlavné adenosinu a guanosinu, hodné malo cytidinu a thymidinu (Molina-Arcas et al.,
2009b). ENT2 jako mén¢ specificky a velkokapacitni transportér uskutectiuje pienos
purinovych i pyrimidinovych bazi v podobné mite. V JEG-3 se nachazi transportéry ENT1
(graf ¢.1), které pfenaseji pfevazné purinové baze. To mize byt odiivodnénim pro¢ v JEG-3 se
proliferacni aktivita zvySila v pfitomnosti adenosinu a guanosinu, zatimco u smési
pyrimidinovych bazi byl nartist detekovany pouze pti pouziti citlivé metody Click-iT EdU.
U analyzy téchto transportéri nebyla provedena proteinova analyza, nicméné protoze se jedna
o linii odvozenou od placenty, pfedpokladame funkéni stav. Tuto nasi domnénku potvrzuji data
popisujici zvySenou proliferaci v pfitomnosti nukleosidi a existuji prace, kde inhibice

nukleosidovych transportérii vede k niz§imu uptaku v JEG-3.

Konstatuje se, ze aktivace A2AR receptoru piispiva k proliferaci nadorovych bun¢k (Rathbone
etal., 1992). Pomoci kofeinu, neselektivniho antagonisty AR jsme se pokusili zjistit roli Aa2AR
a jeho stimulace adenosinem v proliferaci JEG-3, nicméné dosud dosazené vysledky nejsou
konkluzivni (graf neni uveden). Domnivame se, Ze zvySena proliferace je podminéna zvySenou
nabidkou nukleosidu a jejich vychytavanim bunkami. Pfedpokladame, Ze variabilita vysledka
dosazenych s kofeinem muze byt zplisoben tim, Ze kofein jako neselektivni inhibitor
fosfodiesteraz stimuluje zvySeni hladiny cAMP, ¢imzZ ptsobi protichiidné proti inhibici A2aAR.
V budoucnu bude tedy vhodné zvolit konkrétni selektivni agonisty a antagonisty AR bez vlivu

na fosfodiesterazy.



Pomoci gqRT-PCR jsme sledovali proliferaci pomoci markeru MKI-67, po 48hodinové inkubaci
testované koncentrace adenosinu zvysilo mnozstvi MKI-67. Obecné se tento marker ucastni
v bunééné fazi G2 a S, kdy jeho proliferacni aktivita bude nejvyssi, a naopak v M fazi rapidné
klesa. Piestoze bunky byly kultivovany za ¢astecné nutri¢ni deprivace (medium Opti-MEM),
je mozné, ze béhem nekolika nezavislych experimentl jsme analyzovaly bunky v riznych fazi
bunééného cyklu. Dal§im odivodnénim muze byt to, ze pii hladinach 100 uM se burika nachazi
v patologickém stavu, tudiz bunécna regulace do n¢jaké miry selze a tim padem se miize spustit
nadmérna proliferace. Dalsi pfi¢inou nejednoznacnych vysledkii mize byt doba inkubace,
nebot’ exprese MKI-67 se cyklicky méni a je mozné, ze je nutné zvolit kratS$i dobu inkubace.

Tuto hypotézu momentaln¢ testujeme [6].

Kazd4 metoda méla své limity (Tab.2), tudiz za ucelem vzniku fale$né pozitivnich/negativnich
vysledkt pti detekci nartistu bunééné linie jsme sledovali proliferaci na vice Grovnich. Prokézali
jsme roli nukleosidi pro proliferaci JEG-3. Pro plné ovéteni bude potfeba provést experimenty
i na modelech ptipravenych z lidské placenty (placentarni explanty). Pokud dojde k potvrzeni
naSich vysledk, bude dal§im krokem studium interference 1é¢iv odvozenych od nukleosidii

s uptakem nukleosidii a dopadem na proliferaci.



Tab. 2: Piehled vyhod a limiti jednotlivych metod

CCKS8

CyQuant

Click-it EAU

qRT-PCR

VYHODY

nizka toxicita (WST-8 neni bunééné
propustny); pti redukci je produkovan
ve vod¢ rozpustny formazan, ¢imz je

usSetfen jeden krok rozpousténi [7].

citliva, jednoducha a rychla (neni tteba
dlouhé doby inkubace, omyvani ¢i

vyména média) [8]

pfimé méteni mnozstvi DNA: barvivo
se piimo navaze na misto ve
dvousroubovici; Setrna (neni potieba
napt. denaturace DNA, lepsi
prezervace bunék, antigenni struktura)
[9]

rychla metoda, vysoka detekce a
kvantifikace ptislusSné DNA sekvence
v riznych matricich; snizené doba
amplifikace a schopnost nasobit

amplifikaci [10]

Prevzato z [7], [8], [9], [10], [11]

LIMITY

redukce substrati v eseji je ovlivnéna
zménami intracelularni metabolické
aktivity, ktera nema piimy efekt na

celkovou bunécnou viabilitu [7].

drahd; zmrazeni a vymrazeni buné¢k
nasledné zlyzovani bunék; assay miize
interferovat s pfitomnymi latkami

v kultivaénim médiu (napft. fenolova

Cerven) [8]

toxicka pro buiiky, citliva na svétlo (prace

v temném prostiedi) [9]

genova exprese nemusi odpovidat
proteinu; nevypovida o absolutni kvantité
daného genetického materidlu; markert
detekce pomoci qRT-PCR je omezené
mnozstvi; problematické izolace celkové
RNA ptfimo ze vzorku (RNA je labilni

s kratkym polocasem); RNA vzorek musi

byt nekontaminovany DNA [11]



9 ZAVER

Tato prace piinasi vysledky vlivu nejen adenosinu, ale i ostatnich nukleosidii na proliferaci
JEG-3 bun¢k. Ptestoze buiiky rostou i bez ptitomnosti nukleosidii, naSe experimenty prokézaly,
ze nukleosidy zrychluji jejich rist a lze tak spekulovat, ze pfitomnost nukleosidi miize
napomahat ristu a obnové placentarni bariéry. Adenosin pii koncentraci 1 puM, ktera je
fyziologicky dosazitelna, vykazuje nejvysSi proliferacni aktivitu. Vysoka koncentrace
adenosinu pfi expozici 48 hodin nem¢éla vliv na expresi AR. Bude vSak nutné analyzovat vliv
adenosinu a specifickych agonistii/antagonisti AR na expresi nukleosidovych transportérii a
proliferaci JEG-3. Vysledky této studie by prispély k popisu molekularni regulace
nukleosidovych transportérii a jejich funkéni propojeni v JEG-3 bun&éné linii. Buniky rostou i
bez pfitomnosti nukleosidli, nicméné nase experimenty prokazaly, ze nukleosidy zrychluji
jejich rist a Ize tak spekulovat, Ze pritomnost nukleosidii Do budoucnosti by mohla napomoct
k pochopeni role nukleosidovych transportérti a AR v riistu placenty, ptipadné ke studiu mozné
interference 1é¢iv odvozenych od nukleosidii s vychytavanim nukleosidii v placenté Cci

methylxantinl s buné¢nou signalizaci adenosinu.
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