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Abstrakt
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Nazev diplomové prace: Studium regulace genové exprese nukleosidovych transportéra

v bunééné linii BeWo

Nukleosidové transportéry (NTs) lokalizované v syncytiotrofoblastu zprostfedkovavaji
vychytavani nukleosidi a podili se na placentarnim ptestupu od nukleosidit odvozenych
1é¢iv. Dysregulace NTs muze vést k ovlivnéni nukleosidové homeostdzy s negativnim
dopadem na vyvin placenty a plodu a miize vést ke zméné placentarni farmakokinetiky
1é¢iv. Proto je porozuméni exprese a funkce NTs nutnd pro ucinnou a bezpecnou
farmakoterapii v obdobi té¢hotenstvi. Cilem bylo studovat regula¢ni drahy genové exprese
koncentra¢niho nukleosidového transportéru 2 (CNT2) aktivované adenylatcyklazou
(AC). Ktomu byly pouzity dv€ metody, qRT-PCR a in vitro akumulacni zkousky
vyuzivajici modelovy substrat [*HJ-adenosin. Bun&¢na linie BeWo, odvozena od
lidského placentarniho choriokarcinomu, byla vystavena plsobeni aktivatoru AC,
forskolinu (50 pM) a/nebo inhibitor signalnich drah AC/cAMP/PKA a
AC/cAMP/MAPK (MEK1/2 a p38 MAPK), tedy inhibitoru PKA, KT 5720 (5 uM),
inhibitoru MEK1/2, U0126 (10 pM) a inhibitoru p38 MAPK, SB202190 (10 puM).
Indukce genové exprese CNT2 zplsobend forskolinem byla inhibovatelnd KT 5720 a
U0126. Aplikace jednotlivych inhibitor vSak neovlivnila expresi genu v buiikéch, které
nebyly vystaveny forskolinu. VSechny testované inhibitory ale zplsobily nizsi
vychytavani [*H]-adenosinu (inkubace 1 min), ale pii inkubaci 15 min byl tento jev
pozorovan pouze u KT 5720. Lze tedy ptedpokladat, ze inhibice drah cAMP/PKA,
cAMP/MEK1/2 a ¢cAMP/p38 MAPK vede k blokaci u¢inku forskolinu na CNT2 a
zaroven tyto inhibitory pravdépodobné ovliviiuji distribuci CNT2 do cytoplazmatické
membrany. Niz§i zastoupeni CNT2 v membrané¢ vSak ovliviluje pouze rychlost
vychytdvani adenosinu, nikoliv jeho kone¢nou intracelularni koncentraci v delSich
casovych tsecich. Nad ramec téchto zjisténi jsme také popsali, Ze koncentrace glukozy
¢i fetalniho séra v kultivaénim médiu neovlivituje expresi CNT2. Tato prace pfispéla

k porozuméni molekularnich mechanismii regulace CNT2 transportéru u BeWo linie.



Abstract

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmacology & Toxicology

Student: Sarka Strachofiové

Supervisor: PharmDr. Luka§ Cerveny, Ph.D.
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in BeWo cell line

Nucleoside transporters (NTs) localized in syncytiotrophoblast control placental uptake
of nucleosides. Dysregulation of NTs can disrupt nucleoside homeostasis with a negative
consequences on placental and fetal development and can lead to a change in placental
pharmacokinetics of nucleoside-derived drugs. Therefore, understanding the expression
and function of NTs is necessary for effective and safe pharmacotherapy during
pregnancy. The aim of this diploma thesis was to study the adenylate cyclase (AC)
activated regulatory pathways of gene expression of concentrative nukleoside transporter
2 (CNT?2). For this purpose, qRT-PCR and in vitro accumulation assays using the model
substrate [°H]-adenosine were employed. The human placental choriocarcinoma-derived
BeWo cell line has been exposed to an AC activator, forskolin (50 pM), and/or inhibitors
of AC/cAMP/PKA, AC/cAMP/MAPK (MEK1/2, p38 MAPK) signaling pathways, PKA
inhibitor, KT 5720 (5 uM), an inhibitor of MEK1/2, U0126 (10 uM) and an inhibitor of
p38 MAPK, SB202190 (10 uM). The application of inhibitors blocked the increase in
expression of CNT2 gene caused by forskolin, but revealed no effect on CNT2 mRNA
levels in FSK-nontreated cells. All tested inhibitors caused decrease in [°H]-adenosine
uptake (1 min incubation), but in longer 15 min incubation this effect was observed only
for KT 5720. In conlusion, inhibition of cAAMP/PKA, cAMP/MEK1/2, cAMP/p38 MAPK
pathways seems to block the effect of forskolin on CNT2, and these inhibitors likely affect
CNT2 distribution into the cytoplasmic membrane. We hypothesize that the decreased
levels of CNT2 in the membrane affects the rate of adenosine uptake, but not its final
intracellular concentration over longer time periods. In addition to these findings we have
also reported that the concentration of glucose or fetal serum in the culture medium
doesn't affect CNT2 gene expression. This work contributed to the unterstanding of the

molecular mechanism of CNT2 regulation in the BeWo cell line.
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1. SEZNAM ZKRATEK

AKAP
AMPK
API
B2M
cAMP
ATP
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MAPK
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MAPKKK
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nukleosidové transportéry

fosfatovy izotonicky pufr
proteinkinaza A

penicilin/streptomycin

P-glykoprotein

kvantitativni polymerazova fetézova reakce v redlném cCase
dodecylsiran sodny

solute carrier transporter



2. UVOD

Placentarni bariéra udrzuje v té€sné blizkosti krevni obéh matky a plodu tak, aby nedoslo
k jejich smiseni, a zarovei zajiStuje vymeénu zivin a jinych latek dtlezitych pro rast plodu
a placenty. Kromé& ulohy nutriéni a detoxifikacni mé vSak také funkci ochrannou
(Malassiné et al. 2005). Narusena funkce placenty mtize byt rizikem pro matku 1 plod,
proto je nutné, aby byl zajistén spravny placentarni vyvoj (Guttmacher et al. 2014). Ke
spravné funkci placentarni bariéry ptispivaji membranové nukleosidové transportéry
(NTs), které zajist'uji ptijem nukleosidl a podili se na udrzeni nukleosidové homeostazy
(Pastor-Anglada et Perez-Torras 2018, Jiraskova et al. 2018). Krom¢& fyziologickych
funkei umoziuji také membranovy pienos protirakovinnych ¢i protivirovych 1é€iv
odvozenych od nukleosidi a ovlivituji jejich farmakokinetiku (Molina-Arcas et al. 2009,
Jirdskova et al. 2018). NTs jsou rozdéleny do dvou skupin, a to koncentra¢ni (CNTs) a

ekvilibra¢ni (ENTs) nukleosidové transportéry (Molina-Arcas et al. 2009).

Exprese NTs miiZe byt ovlivnéna mnoha faktory (Staud et Ce¢kova 2015). Je zndmo, Ze
se exprese NTs v placentarni bariéfe v pribéhu t€hotenstvi méni a lisi se také mezi jedinci
v populaci (Ahmadimoghaddam et Staud 2013, Jiraskova et al. 2018). Exprese NTs miize
byt regulovana fyziologickymi zmé&nami, napt. hladinou glukézy (Huber-Ruano et al.
2010, Dulfot et al. 2004) ¢i patologickymi zménami, napt. hypoxii ¢i Crohnovou
chorobou (Wojtal et al. 2014, Perez-Torras et al. 2016). K variabilni expresi NTs,
konkrétné CNT2, miiZze pfispét 1 geneticky polymorfismus placentarnich transportérti
(Owen et al. 2005). Byla popsana i regulace NTs aktivaci adenosinovych receptorti véetné
vlivu extraceluldrni glukézy u hepatocyti (Duflot et al. 2004). NTs mohou byt
pravdépodobné regulovany také epigeneticky, napft. inhibici histondeacetylaz ¢i zménou
miry methylace DNA (Jiraskova et al. 2018). Tato diplomova prace navazuje na studium
mechanismt regulace exprese placentarnich NTs (Jirdskova et al. 2018). Hlavnim cilem
je dalsi rozsifeni znalosti o mechanismech regulace nejvyznamnéjSiho placentarniho
zastupce CNTs, a to CNT2. Jeho fyziologickd role tkvi zejména v regulaci
extracelularnich hladin purinového nukleosidu adenosinu (Aymerich et al. 2006, Duflot
et al. 2004). Poruchy homeostazy adenosinu jsou spojovany s riznymi patologickymi

stavy zahrnujici napt. preeklampsii v téhotenstvi (Iriyama et al. 2014).

Regulace CNT2 pomoci signalni drahy cAMP/PKA byla u bunék BeWo popséana teprve
nedavno (Jirdskova et al. 2018). Signalni draha cAMP/PKA je dobie prozkoumana a hraje



roli v procesu genové exprese, indukce bunécné fuze a diferenciace trofoblastu (Gerbaud
et al. 2015). V jinych studiich byl zjistén také velky vyznam signdlni drahy MAPK
v tomto procesu (Maymo et al. 2012, Delidaki et al. 2011). Je mozné, ze spolu tyto dvé
signalni cesty komunikuji, neni v§ak znamo, do jaké miry a na jaké trovni. Nejvice studii
bylo provedeno na neuronalnich buiikach, kde se zdd, ze MAPK drdha miize byt
aktivovana cestou PKA ¢i jinou cestou nezavisle na PKA (Kawasaki et al. 1998, Ravni et
al. 2008, Roberson et al. 1999, Zanassi et al. 2001, Gerdin et Eiden 2007, Enserink et al.
2002). U BeWo linie byla zjisténa aktivace drahy zavisle na PKA (Delidaki et al. 2011) 1
nezéavisle na PKA (Maymo et al. 2012). Cilem této diplomové préce je rozsifit znalosti o

molekularnich mechanismech podilejicich se na regulaci CNT2.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Vyvoj, struktura a funkce placenty

Placenta je vysoce specificky transientni orgéan, ktery vytvaii bariéru mezi obéhovymi
systémy matky a plodu. Aby byl zajistén rast a vyvoj plodu, disponuje placenta funkcemi
podobnymi jinym lidskym organtim, jako jsou napt. plice, ledviny ¢i endokrinni zlazy a
zprostiedkovava tak prenos plynii a metabolitl, exkreci odpadnich latek a ma endokrinni

a imunologickou funkci (Malassiné et al. 2005).

Placenta je tvoiena matefskou bazalni a fetalni choriovou ploténkou, mezi kterymi se
nachdzi intervilozni prostor, do kterého proudi krev matky. Matefska krev omyva
vybézky chorionu, tzv. choriové klky, uvnitt kterych se nachézi fetalni cévy. Tak dochazi
k vymén¢ dulezitych Zivin mezi matkou a plodem. Choriové klky mohou byt volné ve
viloznim prostoru nebo zakotvené v bazalni ploténce matky (Bienertova Vaska).
Choriové klky jsou pokryty trofoblastem, ktery se skldda z jednojadernych
cytotrofoblastli a mnohojaderného syncytia neboli syncytiotrofoblastu. RozliSujeme tedy
dva fenotypy trofoblastl: vilozni fenotyp tvofeny syncytiotrofoblasty vznikly fuzi
cytotrofoblastli a extravilozni fenotyp tvofeny cytotrofoblasty, které se odd¢luji od
placentarnich klka a diferencuji se v intersticialni trofoblasty prortistajici do decidua a
endovaskularni trofoblasty Gi€astnici se remodelace matefskych spiralnich tepen (Chang
et al. 2018, Staud et Karahoda 2018). Schéma struktury placenty je znizornéno na

obrazku 1 a 2.
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Plodova ¢ast placenty Matefrska cast placenty
(chorion) Intervilézni prostor {endometrium)
— A A

Embryc Placenta = T T N
e Déloha y

Pupeéni &fitra

r Pupecnikové tepny
Amnion

Pupecnikova Zila

Choriovy klk Matefskd 3ila Matefska tepna

Obrazek 1: Struktura placenty. Placenta se sklada z materské (bazalni) a choriové (fetdlni)
ploténky, mezi kterymi je vytvoren intervilozni prostor. Do tohoto prostoru vybihaji z chorionu
choriove klky, které jsou omyvany materskou krvi, jez je do prostoru vstrikovana z endometria
matky. Uvniti klkit se nachazi fetalni cévy. Tim miize dochazet k latkové vymeéné dvou krevnich
obéhii, matky a plodu. Prevzato a upraveno z:
http.://www.macmillanhighered.com/BrainHoney/Resource/6716/digital_first_content/trunk/test/
hillis2e/asset/img _ch38/c38_figl9.html, s pristupem 9. 11. 2018.

Endometrium matky Choriové klky
|

Obr. 2: Bunéénd struktura placenty. Choriové klky jsou tvoreny syncytiotrofoblasty vzniklymi
fuzi cytotrofoblastii (tzv. vilozni fenotyp), zatimco cytotorofoblasty oddélujici se od choriovych
klkii se diferencuji v intersticialni trofoblasty proristajici do endometria matky a endovaskuldarnt
trofoblasty v materskych tepndch (tzv. extravilozni fenotyp). CTB, cytotrofoblasty; STB,
syncytiotrofoblasty; BM, bazalni membrana; MVM, mikrovilozni membrana, iEVT, intersticialni
extravilozni trofoblast;, eEVT, endovaskularni extravilozni trofoblast; FC, fetalni kapilara; SA,

spirdlni tepna. Prevzato a upraveno: Staud et Karahoda (2018).
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Vyvoj placenty zac¢ina usednutim blastocysty na délozni epitel, tzv. endometrium. V této
fazi blastocysta obsahuje vnéjsi vrstvu jednobunéénych epitelidlnich bun¢k (trofoblast) a
vnitini vrstvu mezodermalnich bunék. Dohromady tyto vrstvy tvoii chorion. Trofoblasty
proliferuji a vznikaji choriové klky (obr. 3 A). Jednojaderné vilozni cytotrofoblasty dale
vytvareji pomoci fuze mnohojaderné syncytium, tzv. syncytiotrofoblast. Pfedpoklada se,
ze na diferenciaci vildznich trofoblastii se podili gap junctions (mezerové spoje), které
jsou slozeny z konexint a konkrétné konexin 43 je potfebny pro fuzi predevs§im viloznich
trofoblasti vedouci k tvorbé syncytia (Malassiné et al. 2005, Aplin et al. 2009). Klky
trofoblasti mohou penetrovat do matetského endometria, kde vytvari kontakt se
sousednimi klky a vytvaii se tak trofoblastovy obal tvotici intervildzni prostor, do kterého
je vstiikovéna krev z matetského ob&hu. Plodova krev je tedy od matetské krve oddélena
placentdlni bariérou, ktera je slozena zbuné€k syncytiotrofoblastu, cytotrofoblastu,
endotelu fetalnich kapilar (obr. 3 B) a z bazalni (matetské¢) membrany. Kromé této
mechanické slozky disponuje placenta také aktivni slozkou predstavovanou transportéry
a biotransforma¢nimi enzymy (Hahnovéa L. 2010). Na zacéatku téhotenstvi je mnozstvi
bunck cytotrofoblastu véEtsi oproti pozdnimu stddiu  téhotenstvi a se vznikem
syncytiotrofoblastu se tloust’ka placentarni bariéry zuzuje (Syme et al. 2004, Gabbe et al.
2016). Hlavni sloZkou bariéry je syncytiotrofoblast, ktery syntetizuje a sekretuje choriovy

gonadotropin, riistové a steroidni hormony (Staud et Karahoda, 2018).

Mezodermalni

Tepna 7 intersticium
R Zila Plodové kapilary

Placentarni
bariéra

plodovych kapiléar

Cytotrofoblast

RBdenss gl lans Syncytiotrofoblast

Obr. 3: Schematické znazornéni placentdrni bariéry. Placentdrni bariéra oddéluje krevni obéh
matky a plodu a je sloZena z nékolika vrstev: bazalni (materska) membrana, syncytiotrofoblasty,
cytotrofoblasty a endotel fetalnich kapilar. A — choriovy klk, B — prifez choriovym klkem.
Prevzato a upraveno z: Dorland's Medical Dictionary for Health Consumers (2007).
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Syncytiotrofoblast pfedstavuje polarizovanou vrstvu. Apikalni membréana orientovana na
matefskou stranu je tvofena tzv. kartdCovym lemem mikroklkl, které zvétSuji jeho
povrch, a bazalni membrana sméfujici na plodovou stranu klky postrada. Membrany
syncytiotrofoblastu se 1i§i expresi transportérti a enzymt, které se podili na pienosu latek

mezi matkou a plodem (Rodeck et al. 2008).

Placentarni dysfunkce mize ovlivnit zdravi matky i plodu. Mezi jeji projevy patii
inzulinova rezistence, preeklampsie, eklampsie, gestacni hypertenze, neurodegenerativni
abnormality ¢i predCasny porod (Guttmacher et al. 2014). Ukazuje se, ze chybné fetalni
programovani muze vést prostiednictvim riznych regula¢nich, endokrinnich a
metabolickych cest k onemocnénim v dospélosti, mezi které patii kardiovaskuldrni,
metabolickymi ¢i CNS poruchy. Chybné programovani plodu miiZze byt zpiisobeno

podvyzivou matky, stresem, hypoxii & zanétem (Staud et Karahoda 2018).

Transport ptfes placentu mlze probihat pasivné, aktivné ¢i  endocytozou.
Nejvyznamnéj$im typem transportu v placenté je pasivni transport, ktery pobihd ve sméru
koncentra¢niho gradientu a nepotiebuje ke své funkci energii. Prvnim typem pasivniho
transportu je pasivni difuze, kterd neni saturabilni, a tudiz ji nelze kompetitivné inhibovat.
Pasivni difuzi prochdzi membranou latky lipofilni, s nizkou molekulovou hmotnosti a
neionizované. Druhym typem pasivniho transportu je facilitovana difize pomoci
membranovych prenasecd. Na rozdil od pasivni difuze je saturabilni a tudiz
inhibovatelna. Facilitovanou diftzi prochézi pies placentu endogenni latky jako
hormony, nukleosidy (Syme et al. 2004) nebo také glukéza (Lager et Powell 2012). Na
rozdil od pasivniho transportu aktivni transportéry vzdy vyzaduji energii ve form¢ ATP
(Syme et al. 2004). Primarng aktivni transportéry maji ve své struktufe hydrolytické misto
pro ATP a mohou tak uvoln€nou energii vyuzit piimo pro pienos ptislusné latky. U
sekundarné€ aktivnich transportéri je energie ATP vyuzita nepfimo k pienosu latky jiné,
napf. sodnych, chloridovych ¢i vodikovych iontl, ¢imZ vznika koncentracni nebo
elektrochemicky gradient, ktery je hnaci silou pro transport jiné latky (Lager et Powell
2012). Aktivni transportéry prenaseji své substraty jednosmérné a proti koncentraCnimu
gradientu. Stejné jako u facilitované diflize jsou aktivni transportéry saturabilni a
inhibovatelné. Aktivni transportéry jsou lokalizovany na apikdlni i bazéalni strané
syncytiotrofoblastu a v zavislosti na typu proteinu pumpuji latky dovnitf bunék (influx)
nebo ven z bunky (eflux). Prikladem efluxniho transportéru je P-glykoprotein chranici

plod pied skodlivymi xenobiotiky (Syme et al. 2004). Nejmensi vyznam ma endocytdza,
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jelikoz probiha pfili§ pomalu, nez aby méla velky vyznam na pienos 1é¢iv (Syme et al.

2004). Ptehled mechanismi transportu pfes membranu vystihuji obrazky 4 a 5.
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Obr. 4: Prehled mechanismit transportu pies membrdnu. Ldtky mohou prestupovat pres
membranu prostou difuzi primo pres lipidovou dvojvrstvu nebo pres membranovy kandl.
Molekuly, které neprojdou prostou difuizi, mohou byt preneseny prenasecovym proteinem. Pokud
prenos probiha ve sméru koncentracniho ¢i elektrochemického gradientu a neni k nému potieba
energie, jednd se o facilitovanou (usnadnénou) difuzi. Je-li k prenosu potieba energie a probiha-
li dej proti koncentracnimu gradientu, pak se jednd o transport aktivni. Prevzato z:
http://www.jergym.cz/wp-content/uploads/2017/12/membr%C3 %A 1nov%C3 %BD-
transport.pdf, s pristupem 2. 2. 2019.
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Obr. 5: Schéma primdrné a sekunddrné aktivniho transportu. Pro prenos latek aktivnim
transportem je vzdy potieba energie a probiha proti koncentracnimu gradientu. Pri primarné
aktivnim transportu je energie uvolnéna hydrolyzou ATP primo vyuZita na prenos latky, zde pro
sodné a draselné ionty. U sekundarné aktivniho transportu (ko-transportu) je jina molekula (zde

sodny iont) prenesena ve sméru koncentracniho gradientu, ktery se stane hnaci silou prislusné
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latky, napr. glukozy, kterd je prendSena proti sméru koncentracniho gradientu. Prevzato a
upraveno z: http://www.jergym.cz/wp-content/uploads/2017/12/membr%C3 %A 1nov%C3%BD-
transport.pdf, s pristupem 2. 2. 2019.

3.2 Nukleosidové transportéry (NTs)

3.2.1 Funkce a typy NTs

Nukleosidy jsou dulezité prekurzory pro syntézu nukleovych kyselin, které jsou nutné
pro rist bunck, a jsou nezbytné pro energeticky metabolismus (ATP) nebo bunécnou
signalizaci (cAMP). Jelikoz jsou nukleosidy hydrofilni, potfebuji pro sviij piestup ptes
lipofilni membranu NTs. U savci rozeznavame dveé skupiny NTs, a to CNT/SLC2S8 a
ENT/SLC29 (Molina-Arcas et al. 2009).

Rozeznavame tii subtypy CNT (CNTI1/SLC2841, CNT2/SLC2842 a CNT3/SLC28A3)
zprostiedkovavajici aktivni influx nukleosidii zavisly na sodiku. Ve skupiné ENT existuji
dva duleziti zastupci (ENT1/SLC29A41 a ENT2/SLC29A2) kontrolujici usnadnénou difuzi
nukleosidi. Selektivita jednotlivych zastupcti NTs se lisi. CNT1 pfednostné transportuje
pyrimidiny, zatimco CNT2 je preferen¢nim transportérem purinit a CNT3 pfenasi jak
puriny, tak i pyrimidiny (Molina-Arcas et al. 2009, Lu et al. 2004). Transportéry CNT1 a
CNT2 vykazuji stechiometrii 1:1, jedna se tedy o symport jednoho kationtu sodiku a jedné
molekuly nukleosidu, zatimco stechiometrie CNT3 je 2:1 (Na': nukleosid). ENTI a
ENT?2 ptenasi puriny 1 pyrimidiny, ale maji k nim obecné niZsi afinitu nez CNTs (Pastor-

Anglada et Pérez-Torras 2018, Molina-Arcas et al. 2009).

Klinicky vyznam NTs spocivd v jejich schopnosti transportovat protinddorova ci
antivirovd lé¢iva odvozend od nukleosidd, ¢imZz signifikantné ovliviiuji jejich
farmakokinetiku a mohou se stat mistem vzniku farmakokinetickych 1ékovych interakci
(Molina-Arcas et al. 2009). Substraty a inhibitory dilezitych NTs ukazuje obrazek 6
vcetné potencidlnich ¢i1 pouzivanych 1éciv. Piikladem je antivirotikum zidovudin
inhibujici aktivitu CNTs a ENT2, cévni vazodilatans dipyridamol inhibujici aktivitu
ENTs nebo cytostatikum gemcitabin inhibujici CNT1, CNT3 a ENTs.
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CNT1 CNT2 CNT3 ENT1 ENT2
Substraty Cytidin Uridin Cytidin Cytidin Cytidin
(nukleosidy) | Thymidin Guanosin Thymidin Thymidin Thymidin
Uridin Adenosin Uridin Uridin Uridin
Inosin Guanosin Guanosin Guanosin
Adenosin Adenosin Adenosin
Inosin Inosin Inosin
Substraty Cytostatika: | Cytostatika: Cytostatika: | Cytostatika: | Cytostatika:
(1é¢iva) Gemcitabin Cladribin Gemcitabin Gemcitabin Gemcitabin
Cytarabin Mizoribin Fludarabin Cladribin Fludarabin
Mizoribin Clofarabin Pirarubicin Fludarabin Cytarabin
Trifluridin Fluoropyrimidin | Cladribin Cytarabin Cladribin
Floxuridin Cytarabin Capecitabin
Antivirotika: Floxuridin Antivirotika:
Zidovudin Antivirotika: Antivirotika: | Zidovudin
Lamivudin Ribavirin Antivirotika: | Ribavirin Vidarabin
Zalcitabin Zidovudin Ribavirin Fialuridin
Stavudin Didanosin Didanosin Antibiotika:
Trifluridin Maribavir Zidovudin Tubercidin
Zalcitabin
Antibiotika: Jiné:
Fosfomycin B Jiné: Formycin B
5- 2-
fluorouridin chloroadenosin
Zebularin
Inhibitory Phloridzin KGO-2142 Phloridzin NBMPR NBMPR
(Castecna KGO-2173 (Castecna Dipyridamol | Dipyridamol
inhibice) inhibice) Dilazep Dilazep
Draflazin Draflazin
Ticagrelol Soluflazin
STI-571 Mioflazin

Obr. 6: Vybrané substraty a inhibitory transportérii NTs. Zpracovano a upraveno dle:

Transporters A-Z, Human Transporters (2019) a Hiratochi et al. (2012).
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3.2.2 Tkanova distribuce NT's

Siroka tkatiova distribuce NTs pfispiva k regulaci nukleosidové homeostazy. CNT1 je
lokalizovéan hlavné v epitelialnich bunikach ledvin, jater a tenkého stieva, zatimco CNT2
a CNT3 maji $irsi distribuci. CNT2 je lokalizovan v placenté, jatrech, ledvinéch, srdci,
slinivce bfiSni, stieve, kosternim svalstvu a mozku a CNT3 se nachazi v kostni dfeni,
plicich, placenté, prostaté, jatrech nebo v prsni zlaze (Gray et al. 2004). Specifické
rozlozeni NTs hraje diilezitou roli pifi toku nukleosidi z extracelularniho prostfedi do
nitra buniky (Lu et al. 2004, Molina-Arcas et al. 2009). CNTs jsou nejcastéji detekovany
na apikdlni membrané, zatimco ENTs se ¢astéji objevuji v bazélni membrané. ENTI1 je
distribuovan témét vSudypiitomné v lidskych a hlodav¢ich tkanich, ackoli se jeho hojnost
1isi. ENT2 je exprimovan v Sirokém spektru tkani véetné mozku, srdce, slinivky, ledvin,
prostaty a placenty, a pfedevS§im v kosternim svalstvu (Baldwin et al. 2004).

Pravdépodobné rozlozeni NTs v syncytiotrofoblastu znazornuje obrazek 7.

T W Apikalni membrana
F — I _‘
?

Syncytiotrofoblast

?
. ENT2 —@
Fetalni strana

Obr. 7: Pravdépodobna distribuce NTs v syncytiotrofoblastu. CNT1, Koncentracni nukleosidovy

?

Bazalni membrana

transportér 1; CNT2, Koncentracni nukleosidovy transportér 2; ENTI, Ekvilibracni nukleosidovy
transportér 1; ENT2, Ekvilibracni nukleosidovy transportér 2. Zdroje: Jiraskova et al. 2018,
Cerveny et al. 2018, Errasti-Murugarren et al. 2011, Govindarajan et al. 2007, Staud et al. 2012.

Oproti ENTs je proteinova exprese CNTs mnohem méné prozkoumana v lidske placenté.
Dle studie Errasti-Murugarren et al. (2011), kterd byla provddéna na bunkach
syncytiotrofoblastu bylo zjisténo, ze se v placenté nachézi transkripty gentt SLC2841,
SLC2842, SLC28A43, SLC29A41 i SLC29A42. CNT1 stejné jako ENT2 byl prokdzan na
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obou polech syncytiotrofoblastu, zatimco ENT1 se zda byt lokalizovan pouze v apikalni
membrané. CNT2 ani CNT3 vSak na urovni proteinu detekovany nebyly. Existuji ale i
dalsi studie popisujici odlisSnou expresi a distribuci NTs v placenté. Govindarajan et al.
(2007) prokazali expresi SLC28A42, SLC29A1 a SLC29A2, ale na urovni proteinu
detekovali pouze ENTI. V souladu s touto praci, studie autoris Cerveny et al. (2018)
prokdzala funkéni expresi pouze ENTs v apikalni membrané syncytiotrofoblastu lidské
placenty. Z genti kodujicich CNTs pak detekovali v placent¢ odebrané po porodu
cisafskym fezem pouze SLC28A42 a SLC28A3. Naproti tomu funk¢ni exprese CNT2 byla
sledovéna v bunééné linii BeWo ve studii Jiraskova et al. 2018. Dalsi vysledky ziskané
na potkanim in vivo modelu diabetu typu I ukazuji, ze Cnt2 hraje dilezitou roli pii Na'-

dependentnim apikalnim uptaku adenosinu (Nishimura et al. 2012).

3.3 Vyznam a metabolismus adenosinu

Adenosin je purinovy nukleosid, ktery se sklada z adeninu a ribdzy. Adenosin nemiize
voln¢ prochdzet pies biologické membrany a jeho bunécné vychytivani je tedy
regulovano prostfednictvim transportnich proteinil. Proto jsou transportni procesy pies
membranu dileZitymi modulatory hladin adenosinu. Mira regulace hladin adenosinu je
v zavislosti na expresi NTs specificka pro urCity typ bunék (Pastor-Anglada et Pérez-

Torras 2018).

Zdrojem extracelularniho adenosinu je ATP nebo cAMP, ale muize vznikat takeé
intracelularné z AMP, inositolmonofosfaitu nebo defosforylaci adenosinovych
nukleotidii. Z extraceluldrniho prostoru je adenosin odbouravan pies inosin na kyselinu
mocovou nebo je preménovan zpét na AMP. Tato regulace hladin adenosinu v buiice je
dalezitda pro zivot urcitych typt bunc€k. V lidské placenté najdeme vSechny typy
adenosinovych receptori, a to Al, A2A, A2B 1 A3. Jejich exprese je nejvyssi
v preeklampsii (Von Versen-Hoynck et al. 2009). Mechanismus adenosinovych receptorti
je spojen s G-proteiny, jejichz vyslednou funkci je modulace adenylatcyklazy (AC) nebo
fosfolipazy C, ¢imz je ovlivnéna koncentrace cAMP. Krom¢é toho mohou byt ovlivnény
mitogenem aktivované protein kinazy (MAPK), které¢ aktivuji transkripéni faktory a tim
se podili na diferenciaci a proliferaci bunék. Kazdy adenosinovy receptor mize aktivovat
ruzné cesty MAPK, a zd4 se, ze se mechanismy li§i v riznych typech bunék (Schulte et

Fredholm 2003).
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Extracelularni adenosin reguluje protizanétlivou signalizaci (Thiel et al. 2005),
energetické cesty vtéle (Duflot et al. 2004, Aymerich et al. 2006), poskytuje
kardioprotektivni ti¢inek béhem ischemie nebo zatéze myokardu (Shryock et al. 1997) a
pusobi proti neuronalnimu poskozeni zpiisobené metabolickym nebo fyziologickym

stresem (Cunha et al. 2001).

Akutné a rychle zvySena hladina adenosinu je prospé$na, jelikoz aktivuje bunécnou
odezvu na hypoxii ¢i posSkozeni tkani. Oproti tomu chronicky zvySeny adenosin je spojen
s patologickymi stavy, napt. s onemocnénim ledvin. Bylo také zjisténo, ze vysoké hladiny
extracelularniho adenosinu v matetské ¢i fetalni cirkulaci se vyskytuji u pacientek s
preeklampsii. Preeklampsie je syndrom specificky pro t€hotenstvi s vysokym vyskytem
mateiské a détské morbidity a mortality. Uloha zvySeného adenosinu v patofyziologii

preeklampsie dosud neni pln€ objasnéna (Iriyama et al. 2014).

Hladiny extracelularniho adenosinu jsou regulovany mnoha faktory, zahrnujici tvorbu
adenosinu z ATP ¢i bunééné vychytavani nukleosidovymi transportéry (Iriyama et al.
2014), predevsim CNT2 transportérem (Nishimura et al. 2012). Adenosin je substrat
s vysokou afinitou k CNT2 a CNT3 a ma nizkou afinitu k ENTs (Pastor-Anglada et Pérez-
Torras 2018).

3.4 Koncentracni nukleosidovy transportér 2 (CNT2)

Vyznam CNT2 spociva predev§im v regulaci extracelularnich hladin adenosinu, jeho
vysoce afinitniho substratu (Aymerich et al. 2006, Duflot et al. 2004). CNT2 hraje roli
v potencidlni 1é€bé hyperurikémie, jelikoz inhibice absorpce purini ve stfeve
prostiednictvim CNT2 muze snizit vyluovani kyseliny mocové, konecného produktu
degradace purinti (Hiratochi et al. 2012). Dilezitymi substraty CN'T2 jsou protivirova a
protirakovinna nukleosidova analoga. Naptiklad mira exprese CNT2 ovliviiuje citlivost

leukemickych bunék vi€i fluoropyrimidinovym nukleosidiim (Lang et al. 2001).

Zastupce CNTs, konkrétné CNT1 je povazovan za transceptor, tedy molekulu
kombinujici vlastnosti transportéru a receptoru, jak ukazuje obrazek 8 (Pastor-Anglada et
Pérez-Torras 2018). CNT2 zatim za transceptor povazovan neni, jelikoZ nebyly
provedeny dostatecné studie, nicméné autofi Pastor-Anglada et Pérez-Torras (2018) se

priklani k moznosti, ze CNT2 taktéz plni roli transceptoru. Nicmén¢ je znamo, ze CNT2
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kontroluje expozici bun¢k adenosinu a tim i jeho funkce (Duflot et al. 2004; Huber-Ruano

et al. 2010, Aymerich et al. 2006).

Transportér Transceptor

Extracelularni prostfedi

Intracelularni prostredi

Buné&ny cyklus ;
Signalizace Migrace lRust nadoru
Zivotaschopnost bunék

Obr. 8: CNTI jako transceptor. CNTI je diky konformacnim zmendm schopen prendset své
substraty na druhou stranu membrany. Kromé transportni funkce piitsobi jako receptor a podili
se na regulaci bunécného cyklu, migraci a bunécné smrti. Zdroj: Pastor-Anglada et Pérez-

Torras 2018

3.5 Molekularni mechanismy regulace exprese CNT2

Studie dle Duflot et al. (2004) popsala mechanizmus regulace CNT2 cestou aktivace
adenosinovych Al receptorli (A1R) u hepatocytil. Tato regulace pravdépodobné probiha
pies aktivaci K* kanalt citlivych na ATP (KATP), kdy otevieni té&chto kanalti zpisobi
zvyseni absorpce adenosinu zprostiedkované pfes CNT2. Aktivace A1R tedy vede ke
zvyseni absorpce nukleosidu pfes CNT2 u hepatocytii. Purinergni aktivace pies CNT2 se
zdd byt ovlivnéna koncentraci extracelularni glukézy. Bunky hepatocyti byly
kultivovany pii koncentraci glukézy 5 mM a 10 mM a po piidani agonisty Al receptoru
byla pozorovana zvySena aktivita CNT2 (Duflot et al. 2004). Dle nékolika studii tedy
hraje roli v aktivaci CNT2 ptfedchozi aktivace Al adenosinovych receptori (AIR)
pomoci agonisty (Pastor-Anglada et Pérez-Torras 2018, Nishimura et al. 2012, Duflot et
al. 2004). Spoluprace adenosinového receptoru a CNT2 se zda byt dilezitd v jatrech,
avSak dosud nejsou dostatecné znamy mechanismy regulace exprese CNT2 v placent¢.

Extracelularni adenosin aktivuje také AMP-dependentni kindzu (AMPK), ktera by mohla
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hrét roli v modulaci energetického metabolismu (Pastor-Anglada et Pérez-Torras 2018,

Aymerich et al. 2006).

CNT2 tedy moduluje purinergni signalizaci ve stievnich a jaternich buiikach (Duflot et
al. 2004, Aymerich et al. 2006), ale byla zjisténa i jeho dalsi funkce. Bylo zjisténo, Ze
CNT?2 souvisi s energetickym metabolismem, jelikoz jeho N-terminalni konec vyuzivaji
dva proteiny, protein 58 regulovany gluk6zou (GRP58) a aldoldza B, tcastnici se procesu
glykolyzy a glukoneogeneze, u bun¢k karcinomu délozniho ¢ipku (Huber-Ruano et al.
2010). Tim se da ptredpokladat interakce mezi dostupnosti bunécnych zivin a funkci
CNT2. Za stresovych podminek nizké hladiny glukozy byla exprese GRP58 zvySena,
zatimco aktivita CNT2 sniZena. Naopak za zvySené hladiny glukoézy se exprese GRP58
sniZila a aktivita CNT2 zvysila. GRP58 se tedy jevi jako negativni efektor funkce CNT?2.
Interakce mezi aldolasou B a CNT2 vedla ke zvySené afinité substrati, a tedy zvysené

transportni aktivité¢ konformacni zménou CNT2 (Huber-Ruano et al. 2010).

Dalsi regulace CNT2 byla zjisténa v reakci na vysokou nadmotskou vysku. Hladina
mRNA CNT2 klesa v lidském dvanéctniku tenkého stieva ve vysoké nadmoiské vysce.

Mechanismus vSak neni znam (Pastor-Anglada et al. 2018).

Exprese transportéru CNT2 je regulovana také patologickymi zménami, napt. hypoxii. V
lidskych intestinalnich T84 buiikach doSlo pfi kyslikové deprivaci k poklesu mRNA
CNT2. Dopad na biologickou funkci CNT2 vSak neni zndm (Wojtal et al. 2014). U
pacienti s Crohnovou chorobou, tedy se zanétem stfevni sliznice, bylo zjiSté€no, Ze
hladina mRNA CNT?2 je vyznamné sniZena. SniZzena hladina mRNA CNT2 by mohla byt
v souladu se snizenou schopnosti odstranit adenosin z lumen stiev a tim 1 zvySenou
hladinou extracelularniho adenosinu a zvySenou expresi adenosinovych receptortil.
Snizena hladina CNT2 muze byt chipana jako kompenzacni mechanismus podporujici
protizanétlivou odpoveéd’. Zda se, ze CNT2 moduluje stievni funkce béhem zanétu, ale

jednoznaény dikaz nebyl dosud poskytnut (Perez-Torras et al. 2016).

Exprese gent kddujicich transportéry 1éiv mize byt regulovana jadernymi receptory a
transkripénimi faktory. Transkripéni regulace genl koédujicich transportéry CNTs byly
Casto studovany v hepatocytech a nddorovych buiikach, avSak o této regulaci transportéra
v placenté je znamo velmi malo. Nékteré jaderné receptory byly detekovany v placent¢,
av$ak ve velmi nizkych hladinach (Staud et Ceckova 2015). K variabilni expresi a funkci

transportéri. muze prispet 1 geneticky polymorfismus, jelikoz jsou znami tisice

22



polymorfismi spojenych s placentarnimi transportéry (Staud et Cekova 2015). Nékteré
polymorfismy proteinu CNT2 mohou ovlivnit nukleosidovou homeostdzu, jak zjistila
studie od Owen et al. (2005), ktera v ramci etnicky riiznorodé populace objevila 10 variant
kodovani CNT2. Variantou Phe355Ser byl snizen uridinovy transport, ale na transport

ribavirinu Zadny vliv polymorfisml pozorovan nebyl (Owen et al. 2005).

V regulaci genové exprese hraje roli také epigenetika. Mezi hlavni epigenetické
mechanismy, které transkripcné tidi diferenciaci trofoblastu, patii modifikace histonu a
DNA methylace. Tyto mechanismy fidi genovou expresi zménou struktury chromatinu,
ovliviuji pristupnost DNA nebo modifikuji vazebna mista transkripcnich regulacnich
podjednotek (Kohan-Ghadr et al. 2016). V placenté¢ je zaznamenana methylace
cytosinovych zbytkli v CpG ostrovech vedouci obvykle k potlaceni genové transkripce a
acetylace histonu vedouci k aktivaci genové transkripce (Jiraskova et al. 2018). Proces
adenylatcyklazy, nebo kyselina trans-retinovd (ATRA) — agonista nukledrni retinové
kyseliny indukujici diferenciaci v nadorovych liniich (Jirdskova et al. 2018). Prace
Jiraskova et al. (2018) pfinesla prvni diikkaz, ze methyla¢ni stav a aktivace receptoru

kyseliny retinové ovliviiuji placentarni transkripci SLC2842, genu kodujiciho CNT?2.

3.6 cAMP/PKA signalni draha

Mnoho signalnich latek v téle vyuZziva k prenosu informaci jako druhého posla cyklicky
adenosinmonofosfat (cAMP), ktery reguluje mnoho bunéénych procesti jako diferenciaci,
proliferaci, pfenos nervovych impulzil a transkripci gent zejména skrze aktivaci cAMP-
dependentni proteinkindzu A (PKA) (Skalhegg et Tasken 2000). Rozhodujici tlohu pii
indukci bunééné fize ma pravé draha cAMP/PKA. Aktivace této drahy vede k fosforylaci
cilovych proteini a aktivaci genové transkripce vcetné¢ fusogennich genti, které
zajistuji tvorbu syncytiotrofoblastu (Gerbaud et al. 2015). Signalni drdha cAMP/PKA
zacina aktivaci receptorii spojenych s G-proteinem (napt. receptory pro lidsky choriovy
gonadotropin), které aktivuji slozku Gsa, a ta nasledné aktivuje adenylatcyklazu (AC),
kterd pfeméni adenosintrifosfat (ATP) na cAMP (Weedon-Fekjar et al. 2012). cAMP
aktivuje PKA tim, ze se navaZze na jeji dvé regulacni podjednotky (R), coz zplsobi
konforma¢ni zménu a uvolnéni dvou katalytickych podjednotek PKA (C), které

fosforyluji specifické cilové proteiny v plazmatické membrané, cytoplazmé a jadie.
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V jadie je fosforylovan transkripéni faktor CREB (vazebny protein odpovidajici na
cAMP), ktery reguluje expresi gentl, diferenciaci a proliferaci (viz obr. 9) (Zhou et al.
2014, Wen et al. 2010). Draha cAMP/PKA je regulovana na jedné strané syntézou cAMP
pomoci adenylatcyklazy (AC) a na strané druhé degradaci cAMP pomoci fosfodiesteraz
(PDE) (Gerbaud et al. 2015).
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Obr. 9: Schéma signdlni drahy cAMP/PKA v savéich buiikach. Lidsky choriovy
gonadotropin (hCG) produkovany trofoblasty se vaze na receptor spojeny s G-proteinem
(GPCR), ¢imz dojde k aktivaci slozky Gso a dale adenylatcyklazy (AC), ktera premeéni
adenosintrifosfat (ATP) na cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP). cAMP je degradovano
fosfodiesterazou (PDE) na adenosinmonofosfat (AMP). cAMP dale aktivuje proteinkindzu A
(PKA) vazbou na jeji dve regulacni podjednotky (R), a tim dojde k uvolnéni dvou katalytickych
podjednotek (C), které fosforyluji cilové proteiny v jadre, cytoplazmé a membrané. PKA je
ukotveno na A-kindazovych kotevnich proteinech (AKAP). V jadre dochazi k fosforylaci
transkripcniho faktoru CREB (vazebny protein odpovidajici na cAMP), v membrané se aktivuji
napi. ATP-senzitivni K= kandly (KATP) ¢&i vapenaté kandly (CaV). Pfevzato a upraveno z: Yang
et Yang 2016 s pristupem 10.12.2018.

3.7 MAPK signalni draha

Mitogenem aktivované protein kinazy (MAPK) je skupina serin/threonin kindz, ktera
zprostiedkovava intracelularni signalizaci a fidi tak mnoho biologickych procest véetné
proliferace, diferenciace ¢i bunééné smrti. Byly charakterizovany tti hlavni rodiny MAPK

— extracelularné regulované kinazy (ERK), Jun kindzy (JNK) a p38 MAPK. ERK se
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aktivuji mitogenni stimulaci (napt. rastovymi faktory), JNK a p38 MAPK se aktivuji
stresem ¢i zanétem zprostiedkovanym cytokiny. V kazdé kaskadé proteinkinaz dochazi
k postupné fosforylaci a tim k aktivaci MAPK. MAPKKK (MAPK kinazové kinadzy)
fosforyluji MAPKK (MAPK kindzy), které fosforyluji a aktivuji MAPK, tj. ERK, p38
MAPK a JNK (Pollheimer et Knoéfler 2005). MAPK nasledné zprostredkovava
fosforylaci mnoha substratt, tzv. MAPK-aktivovanych proteinkinaz (MK), které zajist'uji
biologickou odpovéd’ regulaci transkripce, translace, proliferace a bunécného pieziti

(Roux et al. 2004). Schéma této slozité sit¢ zobrazuje obrazek 10.

V této diplomové praci se autorka zabyva dvéma rodinami MAPK — ERK1/2 (kaskada
Ras/Raf/MEK/ERK) a p38 MAPK (Daoud et al. 2005).

Stimul Mitogeny Stres/Cytokiny
g b l
MAPKKK Raf
l § v
MAPKK MEK1/2 MEK3/6

1 v 1
0 d

MK
\ /odpovéd‘ na stres

regulace transkripce, mRNA translace,
bunécné preiiti, proliferace

Obr. 10: Schéma drahy ERK1/2 (MAPK) a p38 MAPK. Obecna struktura ERK (MAPK) drahy
zahrnuje G protein (Ras) a t7i proteinkindzy (Raf, MEK, ERK). Kindzy jsou enzymy, které
katalyzuji prenos fosfatove skupiny z donoru na akceptor. Cely proces zacina vazbou signadlni
molekuly (napr. ristového faktoru) na tyrosinkindzovy transmembrdnovy receptor. Obecna
struktura p38 MAPK (MAPK) drahy zahrnuje aktivaci tii proteinkindz odliSnych od drahy
ERK1/2. MAPK je translokovan do jdadra, kde aktivuje MK (MAPK-aktivované proteinkindzy),
které zajisti bunecnou odpoveéd’ na mitogeny ¢i stresové podnéty (McCain 2013, Roux et Blenis

2004). Prevzato a upraveno z: (Roux et Blenis 2004) s pristupem 19.12.2018
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3.8 Vztah mezi drahami cAMP/PKA a MAPK

Nejvice studii zkoumajici vztah mezi drahami cAMP/PKA a MAPK bylo provedeno na
neuronalnich bunéénych liniich. Existuje hypotéza, ze komunikace mezi obéma cestami

muze byt specifickd pro rizné staii bunék (Vogt Weisenhorn et al. 2001).

Zda se, ze propojeni obou signalnich cest miize byt na vice mistech. Ve dvou studiich se
autofi zminuji, ze cAMP muze aktivovat kaskadu MAPK nezdvisle na PKA cestou
cAMP/Rapl/MEK/ERK (Kawasaki et al. 1998, Ravni et al. 2008). V jinych studiich
(Roberson et al. 1999, Zanassi et al. 2001) autofi pisi, ze MAPK cesta je aktivovana az
pfes PKA také prostfednictvim Rap-1. Rap-1 je tedy potencialni regulator MEK a ERK,
ktery je aktivovan pfes cAMP prostiednictvim jak PKA-dependentnich, tak PKA-
nezavislych drah (York et al. 1998; Gerdin and Eiden 2007). Podle studie Enserink et al.
(2002) se MEK/ERK aktivuje pomoci cAMP dokonce nezavisle na Rapl. Na to
poukazuje i studie dle Ravni et al. (2008), ktera popisuje dvé cesty aktivace MAPK, a to
cAMP/Rapl i cAMP/MEK. Celkem by se tedy jednalo o tfi rizné mozZnosti aktivace
MAPK pocinajici aktivaci cAMP — ptes cAMP/Rapl/MEK/ERK a dale vedouci k
aktivaci cAMP/PKA/Rapl/MEK/ERK nebo cAMP/MEK/ERK (Kawasaki et al. 1998,
Ravni et al. 2008, Roberson et al. 1999, Zanassi et al. 2001, Gerdin et Eiden 2007,
Enserink et al. 2002, Ravni et al. 2008). Na linii BeWo byla provedena studie, ktera
poukazuje aktivaci cesty MAPK prostfednictvim PKA (Delidaki et al. 2011), ale v jiné
studii byla popséna aktivace MAPK nezédvisle na PKA, cestou cAMP/Rapl/MEK
(Maymo et al. 2012).
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3.9 Latky ovlivitujici cAMP/PKA a MAPK signalni drahy

3.9.1 Forskolin

Forskolin (FSK) je modelovy aktivator adenylatcyklazy, ktera preménuje ATP na cAMP,
a tim aktivuje cAMP/PKA kaskadu (Yan et al. 2016). Forskolin MAPK signalni drahu
aktivuje ¢i inhibuje v zavislosti na typu bunécné kultury. Aktivacni vliv forskolinu na
MAPK drahu byl zjistén u hipokampdélnich neuronti (Roberson et al. 1999) nebo u
neurondlnich PC12 bun¢k (Hansen et al. 2000). U bunék kostni dfen¢ HOB byl zjistén
naopak inhibi¢ni vliv na MAPK cestu (Chaudhary et al. 1998). V BeWo bunécné linii
forskolin MAPK aktivuje (Delidaki et al. 2011, Maymo et al. 2012).

3.9.2 KT 5720

KT 5720 je modelovym inhibitorem proteinkinazy A (PKA). Pasobi jako kompetitivni
antagonista ATP na vazebném misté katalytické podjednotky PKA, ¢imz je blokovéana

fosforylace cilovych proteinti (Murray, 2008).
3.9.3 00126

U0126 je vysoce selektivni inhibitor MEK1 a MEK?2, které patii mezi MAPK kinazy.
Zvazuje se také, zda U0126 neovliviiuje 1 PKA, ale dle studie Roberson et al. (1999) nema

vliv na aktivitu tohoto enzymu.

3.9.4 SB202190

SB202190 je inhibitor MAPK drahy, konkrétn¢ inhibuje p38 MAPK (izoformu p38a a
B). Zda se, ze nizké koncentrace (5 pM) inhibuji jen p38 MAPK, zatimco vysoka
koncentrace (50 pM) zplisobi také inhibici ERK1/2 (Diizgiin et al. 2017).
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4. HYPOTEZA

Membranové nukleosidové transportéry (NTs) lokalizované v syncytiotrofoblastu
zajisStuji piijem nukleosidl a podili se na udrzeni nukleosidové homeostazy (Pastor-
Anglada et Pérez-Torras 2018, Molina-Arcas et al. 2009, Jiraskova et al. 2018). Bylo
zjisténo, Ze v placenté¢ exprimovan transportér CNT2, ktery je dominantnim zastupcem
CNTs v placenté (Jiraskova et al. 2018) a hraje dulezitou roli v modulaci extracelularnich
hladin adenosinu (Aymerich et al. 2006, Duflot et al. 2004). Nedavno byla popsana
interindividualni a intraindividualni variabilita CNT2 v placent¢ a byla navrzena regulace
tohoto transportéri pomoci cAMP/PKA signalni cesty (Jiraskova et al. 2018). V této praci
FSK zvySoval funkéni expresi CNT2 (Jiraskova et al. 2018). Tento jev vSak nebyl plné
inhibovan KT 5720, proto lze predpokladat jesteé jiny ,,aditivni* regulaéni mechanismus
spoustény aktivaci adenylatcykldzy. Roli by mohla mit MAPK signélni draha aktivovana
FSK prostiednictvim PKA (Delidaki t al. 2011) ¢i nezavisle na PKA (Maymo et al. 2012)

v bunééné linii BeWo.
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5. CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo studovat regulaci koncentraéniho nukleosidového

transportéru SLC2842/CNT2 na molekuldrni Grovni v bunééné linii BeWo.

V ramci experimentalni ¢asti bylo ukolem osvojeni si metod qRT-PCR v redlném case a

in vitro akumulaénich zkousek.

Diplomova prace je rozdélena do nékolika ¢asti, které byly feseny jednotliveé. Jednotlivé

cile experimentalni Casti jsou:

1. Analyza vlivu FSK, KT5720, U0126 a SB202190 na genovou expresi
SLC28A2 v bunétné linii BeWo.

2. Analyza vlivu FSK na genovou expresi SLC2842 v placentarni bunécné linii
BeWo, jaterni HepG2 a krevni leukemické bunééné linii HL-60.

3. Akumulaéni experimenty s radioaktivné znaéenym [*H]-adenosinem,
substratem CNT2 transportéru, s pouzitim inhibitort KT 5720, U0126 a
SB202190 ke zjisténi vlivu na funkéni expresi CNT2 ve dvou riiznych ¢asech
akumulace.

4. Analyza vlivu riznych koncentraci FBS (10 %, 15 %) a rtzné molarni

koncentrace glukozy (5 mM, 10 mM, 15 mM) na genovou expresi SLC28A2.
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6. EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Chemikalie a reagencie

Reagencie pro kultivaci:

Nutrient Mixture F-12 Ham (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) s
pfidanim 10 % FBS a 1 % P/S

PBS (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

Trypsin (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

Reagencie pro PCR:

TRI REAGENT ® RT (Molecular Research Center, Cincinnati, Ohio,
USA)
FSK (MedChemExpress, USA)
KT 5720 (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
SB202019 (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
U0126 (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
DMSO (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
TagMan ® Universal Master Mix II, no UNG (Thermo Fisher Scientific,
Rockford, USA)
Master Mix pro reverzni transkripci (Reverse Transcription Master Mix)
(Generi Biotech s.r.0., Hradec Kralové, CR)
Gene expression assays/ testy genové exprese (Thermo Fisher Scientific,
Rockford, USA)

- referen¢ni geny: B2M (Hs00984230 _m1)

GAPDH (Hs02758991 g1)
- cilené geny: SLC2842 (CNT2, Hs00188407 ml)

Voda pro injekce/API
Chloroform (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
Isopropanol (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
Ethanol (Merck, USA)
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Reagencie pro akumulaéni zkousky:
e Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Rockford,
USA)
e SDS 0,02%
e transportni Na" pufr (sloZzeni dle Yamamoto et al. 2007)
e [?H]-adenosin (Hartmann Analytic, Germany)

e Ultima Gold™ LSC Cocktail (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

6.2 Pristroje

Laminarni box: BioUltra Telstar Class II Cabinet

Termocyklér: BIO RAD T100™ Thermal Cycler (Hercules, Kalifornie, USA)
QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, Rockford,
USA)

Centrifuga: HERMLE Labortechnik GmbH, typ: Z 326 K (Wehingen, Némecko)
Spektrofotometr: NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA)
Destickovy spektrofotometr: GENios Spectra FLUOR Plus (TECAN, Rakousko)
Kapalinovy scintila¢ni analyzator: TRI-CARB 2900TR Liquid Scintillation Analyzer
(PerkinElmer, Waltham, MA, USA)

6.3 Kultivace bunéc¢né linie BeWo

Bunééna linie BeWo odvozena od lidského choriokarcinomu byla ziskdna z European
Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC, Salisbury, Wiltshire, UK). Bunky
byly kultivovany v médiu Nutrient Mixture F-12 Ham obohaceném o 10 % fetélni
bovinni sérum (FBS) a 1 % penicilin/streptomycin (P/S) a udrZzovany pfi teploté 37 °C v
atmosféie 5 % CO,. Po dosazeni 80-100 % konfluence byly bunky omyty PBS,

trypsinizovany, resuspendovany a vlozeny do nového kultivaéniho média v poméru 1:5.

Pii zahdjeni nového experimentu byly builkky nasazeny na 24 jamkovou desticku
v koncentraci 300 000 bunck/jamku. Builkky byly kultivovany v rlstovém médiu
s testovanou latkou nebo bez ni (kontrola) a obsahem DMSO 0,1 % po dobu 48 hodin;

medium bylo kazdy den vyménovano. Koncentrace testovanych latek byly nasledujici:
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FSK (50 uM), KT 5720 (5 uM), SB202190 (10 uM), U0126 (10 uM). Experiment byl
ukonéen omytim bun¢k pomoci PBS a pifidanim roztoku TRI REAGENT ® RT
(200 pl/jamku) a desticka byla uchovavana pfi teploté -20 °C.

6.4 Metodika PCR

6.4.1 Izolace RNA a reverzni transkripce na cDNA

Vzorky byly rozmrazeny a mechanicky zhomogenizovany. Vznikly lyzat byl
z jednotlivych jamek pifenesen do RNase-free zkumavek v triplikatech (3 jamky/l
zkumavku). Izolace byla provedena podle protokolu vyrobce Molecular Research Center.
Byly pouzity chemikalie TRI REAGENT ® RT, chloroform, isopropanol, 75 % ethanol,
API a pro centrifugaci byla pouzita centrifuga HERMLE Labortechnik GmbH, typ
Z 326 K.

Mezifaze s DNA

Organicka faze s lipidy, proteiny

Obr. 11: Oddélené vrstvy p¥i izolaci RNA dle protokolu vyrobce Molecular Research Center.
Pri izolaci RNA odebirame vrchni vodnou vrstvu s RNA. Dalsi vrstvy tvori mezifaze s DNA a

spodni organicka faze obsahujici lipidy a proteiny. Zdroj: autorka

Koncentrace a Cistota takto izolované RNA byla stanovena pomoci spektrofotometru

NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA).

Izolovand RNA (obr. 11) byla zfedéna na koncentraci 50 ng/pl. Nasledné byl 1 pg RNA
piepsan na cDNA za pouziti Reverse Transcription Master Mix (Generi Biotech s.r.o.,

Hradec Kralové, CR) dle protokolu vyrobce. Reverzni transkripce probihala na piistroji
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BIO RAD T100™ Thermal Cycler (Hercules, Kalifornie, USA) po dobu 60 minut pii
teploté 42 °C. Takto ptipravena cDNA byla uchovavana pfi teploté -20 °C.

6.4.2 Kvantitativni RT-PCR analyza

Pro kvantitativni analyzu exprese genu SLC2842 byla pouzita metoda polymerazové
fetézové reakce v redlném case (QRT-PCR), ktera probihala na piistroji QuantStudio™ 6
Flex Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA) na 96 jamkové
desticce. Amplifikace cDNA kazdého vzorku probihala za téchto teplotnich podminek:
95 °C (3 min), 40 cykla 95 °C (15 sekund) a 60 °C (60 sekund).

Cilovy gen, ktery byl analyzovan, byl gen SLC2842. Jako referen¢ni geny, tzv.
housekeeping geny, pro normalizaci genové exprese byly pouzity geny pro
beta-2-mikroglobulin (B2M) a glycealdehyd-3-fosfat dehydrogendzu (GAPDH)
(Jiraskova et al. 2018).

Do reakce o celkovém objemu 10 pl bylo pfidano 0,25 pl expresni assaye SLC2842
(Hs00188407 _ml), B2M (Hs00984230 m1) nebo GAPDH (Hs02758991 gl) (Thermo
Fisher Scientific, Rockford, USA), 2,5 ul TagMan ® Universal Master Mix II, no UNG
(Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA), 6,25 ul vody pro injekce a 1 ul cDNA
(25 ng).

Vysledna data byla zpracovana pomoci komparativni AAC; metody.

6.5 Metodika akumula¢nich zkouSek

6.5.1 Princip akumula¢ni zkousky

Akumulac¢ni zkouska je in vitro metoda zaloZenéd na analyze intraceluldrni koncentrace
testované latky po expozici bun€k (obr. 12). V naSem piipad€ jsme sledovali akumulaci
radioaktivné znadeného [*H]-adenosinu (substratu CNT2) v BeWo buiikdch
kultivovanych v pfitomnosti specifickych induktori a inhibitori PKA a MAPK cest
vedouci ke zméné genové exprese SLC28A42. Pomoci této zkouSky lze kvantifikovat

zménu funkce CNT2, a to i v ptipadé¢ zdsahu do regulace jeho genové exprese.
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@ adenosin

Obr. 12: Akumulace [>HJ-adenosinu v buiikich BeWo pomoci influxniho CNT2 transportéru.
Adenosin je nukleosid, jehoz extracelularni koncentrace jsou regulovany predevsim CNT2

transportérem (Aymerich et al. 2006, Duflot et al. 2004). Zdroj: autorka

6.5.2 Postup akumulaénich studii

Experimenty byly provedeny podle publikace Yamamoto et al. (2007) s menSimi
zménami. Buniky BeWo byly nasazeny na 24 jamkovou desticku v hustoté 300 tisic
bunék/jamku. Kultivaéni média obsahujici/neobsahujici FSK (50 uM) nebo inhibitory
KT 5720 (5 uM), SB202019 (10 puM), U0126 (10 uM) byla ptidana po 24 hodinach a
bunky byly kultivovany po nasledujicich 48 hodin, pfisluSné ristové medium bylo

vyménovano kazdy den.

Akumulacni experimenty byly provadény v akumulaénim transportnim pufru, ktery
obsahoval 140 mM NaCl, 1,8 mM CaCly, 5,4 mM KCI, 0,8 mM MgS04, 5 mM glukézy
a 25 mM Tris, pH bylo upraveno na 7,4 pomoci HEPES (Yamamoto et al. 2007).

Po 48 hodinov¢ kultivaci s testovanymi latkami bylo odsato médium a buniky BeWo byly
oplachnuty transportnim pufrem (0,5 ml). Nasledovala inkubace bun¢k v 0,25 ml
transportniho pufru, ktery obsahoval [*HJ-adenosin o celkové aktivité 0,4 uCi/ml, coz
odpovidalo koncentraci 17,4 nM. Akumulace byla ukoncena po 1 nebo 15 minutach
odsatim pufru a dvojim omytim 0,75 ml Cistym transportnim pufrem. Nasledné byly

buiiky lyzovany pomoci 0,25 ml 0,02 % SDS.

Koncentrace akumulovaného [*H]-adenosinu byla stanovena pomoci kapalinového
scintilaéniho analyzatoru TRI-CARB 2900TR Liquid Scintillation Analyzer
(PerkinElmer, Waltham, MA, USA) metodou LSC (liquid scintillation counting) ve
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100 ul vzorku, ke kterému byl pfiddan 1 ml scintilaéniho roztoku Ultima Gold™ LSC
Cocktail (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) a normalizovana na obsah proteinu
(pmol/mg proteinu) pomoci Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific,
Rockford, USA). Vznikl¢é zbarveni bylo stanoveno pomoci destickového
spektrofotometru  GENios Spectra FLUOR Plus (TECAN, Rakousko) méfenim

absorbance pii 590 nm.

6.5.3 Analyza dat

Pro statistické vyhodnoceni a grafické vyjadfeni namétenych hodnot byl pouzit program

GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, California, USA).

K analyze byl pouzit test one-way ANOVA nésledovana Dunnettovym testem (Dunnett’s
multiple comparisons test), ktery porovnava jednotlivé hodnoty vici kontrole. Vysledky

jsou prezentovany jako aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou (+ SD).

Za statisticky signifikantni jsou povazovany naméiené rozdily, jsou-li hodnoty p < 0,05
(™), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***). Je-li hodnota p > 0,05 (ns), je to povazovano za

statisticky nevyznamny rozdil.
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7. VYSLEDKY

7.1 Vliv inhibitori PKA a MAPK na genovou expresi SLC28A42

Testovali jsme vliv vybranych inhibitorti signdlnich drah cAMP/PKA a MAPK na
genovou expresi SLC2842 v BeWo linii. Nebyl zjistén zadny statisticky signifikantni
efekt SB202190 (10 uM), U0126 (10 uM) a KT 5720 (5 uM) v porovnani s kontrolnim
vzorkem (obr. 13).

1.51

relativni mRNA exprese SLC28A2

Obr. 13: Vliv inhibitori SB202190 (10 uM), U0126 (10 uM) a KT 5720 (5 uM) na genovou
expresi SLC28A2 transportéru. Vysledky jsou uvedeny jako relativii mRNA exprese SLC28A42.
Nameérené hodnoty jsou prezentovany jako aritmeticky priumeér se smerodatnou odchylkou (= SD)
ze tFi nezavislych experimentii. K analyze byl pouzit test one-way ANOVA s post hoc Dunnettovym

testem (Dunnett’s multiple comparisons test). Nebyly pozorovany zZadné statisticky vyznamné
rozdily.
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7.2 Vliv inhibitori PKA a MAPK na FSK-indukovanou genovou
expresi SLC28A42

Dale jsme testovali vliv inhibitor na FSK-indukovanou expresi SLC2842. Vzhledem
k tomu, ze uc¢inek FSK je pfisuzovan pfevazné aktivaci signalni drahy cAMP/PKA
(Jiraskova et al. 2018), testovali jsme, zda inhibitor PKA, KT 5720 (5 uM), mtze zvratit
pozorovanou indukci exprese SLC2842 zpusobenou FSK (50 uM). Déle jsme testovali
hypotézu, Ze na regulaci exprese SLC28A42 v bunécné linii BeWo se podili i MAPK dréahy.
Pro tento ucel jsme pouzili inhibitory cest MAPK — SB202190 (10 uM) a U0126 (10 uM).

Signifikantni hodnoty byly zjistény u FSK (50 uM) a u kombinace FSK (50 uM) +
SB202190 (10 uM) (p < 0,05). Nase vysledky potvrdily u¢inek FSK (50 uM) na zvySeni
exprese SLC28A42. Naopak inhibitor SB202190 (10 pM) nemél zadny vliv na potlaceni
FSK-indukované exprese. Uginek inhibitortt U0126 (10 pM) a KT 5720 (5 uM) a jejich
kombinace na FSK-indukovanou expresi SLC28A42 nebyl signifikantni (viz obr. 14).
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Obr. 14: Vliv FSK (50 uM) a inhibitorii SB202190 (10 uM), U0126 (10 uM) a KT 5720 (5 uM)
na genovou expresi SLC28A2 transportéru. Vysledky jsou uvedeny jako relativni mRNA exprese
SLC2842. Namérené hodnoty jsou prezentovany jako aritmeticky primeér se smérodatnou
odchylkou (£ SD) ze tii nezavislych experimentii. K analyze byl pouzit test one-way ANOVA s post
hoc Dunnettovym testem (Dunnett’s multiple comparisons test). Za statisticky signifikantni jsou
povazovany namérené rozdily, jsou-li hodnoty p < 0,05 (*).
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7.3 Vliv inhibitori PKA a MAPK na bunécnou akumulaci
[*H]-adenosinu

V této ¢asti jsme zkoumali vliv inhibitort PKA a MAPK na vychytavani [°H]-adenosinu

(17,4 nM), vysoce afinitniho substratu CNT2. SniZena funkce CNT2 by se projevila ve

snizené akumulaci modelového substratu adenosinu. Zvolili jsme dva casové intervaly

pro akumulaci, a to 1 minutu a 15 minut (obr. 15 A4, B).

Pti jednominutové akumulaci (obr. 15 A) SB202190 (10 uM) (p <0,01), U0126 (10 uM)
(p <0,05), KT 5720 (5 uM) (p < 0,05) a kombinace U0126 (10 uM) + KT 5720 (5 uM)
(p < 0,05) snizily akumulaci [*H]-adenosinu v BeWo linii, pravdépodobné& snizenim

funkéni exprese CNT2 transportéru nebo inhibici distribuce CNT2 do membrany.

Po 15 minutidch inkubace (obr. 15 B) statisticky signifikantni sniZzeni akumulace
adenosinu zptsobil pouze inhibitor KT 5720 (5 uM) (p <0,05). Tyto vysledky naznacuji,
ze PKA a MAPK inhibitory pravdépodobné ovliviiuji rychlost vychytdvani, ale maji jen

omezeny efekt na celkové mnozstvi vychytaného adenosinu.
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Obr. 15: Grafické zobrazeni akumulace [FHj-adenosinu (17,4 nM) v PpFitomnosti inhibitori
SB202190 (10 uM), U0126 (10 uM) a KT 5720 (5 uM) pii inkubacni dobé 1 minuta (A) a 15
minut (B) v bunécné linii BeWo. Buiiky byly osetreny diferenciacnimi cinidly po dobu 48 hodin
a poté inkubovany s [PHJ-adenosinem (17,4 nM = 0,4 uCi/ml). Vysledky jsou uvedeny jako
relativni bunécna akumulace, ktera je vztazena ke kontrole = 1. Namérené hodnoty jsou
prezentovdany jako aritmeticky priimér se smérodatnou odchylkou (£ SD) ze t7i nezavislych
experimenti. K analyze byl pouzit test one-way ANOVA s post hoc Dunnettovym testem
(Dunnett’s multiple comparisons test). Za statisticky signifikantni jsou povazovany namérené
rozdily, jsou-li hodnoty p < 0,05 (*) ap < 0,01 (**).
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7.4 Vliv inhibitori PKA a MAPK na buné¢nou akumulaci
[*H]-adenosinu v piitomnosti FSK

Dale jsme zjistovali, zda-li inhibitory SB202190 (10 uM), U0126 (10 uM) a KT 5720

(5 uM) zvrati FSK (50 uM)-indukovanou expresi SLC2842 a zda se to projevi ve

snizeném vychytavani [*H]-adenosinu (17,4 nM) v BeWo buiikach (obr. 16 A4, B).

Pii jednominutové akumulaci (obr. 16 A) vSechny inhibitory signifikantné snizily
akumulaci [*H]-adenosinu. Nejvice signifikantni snizeni vii¢i kontrole bylo vyhodnoceno
u kombinace FSK (50 uM) + U0126 (10 uM) + KT 5720 (5 uM) (p <0,001), dale pak u
FSK (50 uM) + SB20190 (10 uM) a FSK (50 uM) + KT 5720 (5§ uM) (p £0,01), a také
u FSK (50 uM) (p < 0,05). Nejvice signifikantni snizeni akumulace adenosinu vii¢i FSK
bylo pozorovano u kombinaci FSK (50 uM) + SB202190 (10 uM), FSK (50 uM) + KT
5720 (5 uM), FSK (50 uM) + U0126 (10 uM) + KT 5720 (5 uM) (p <0,001). Vyznamna
byla také hodnota FSK (50 uM) + U0126 (10 uM) (p < 0,05). Vysledky naznacuji, ze
blokada PKA a MAPK snizuje vychytavani [*’H]-adenosinu i v buiikach, u nichz je CNT2
indukovano FSK (50 uM).

V 15 minutovém akumulaénim experimentu (obr. 16 B) doslo ke statisticky signifikantni
zméng pouze u kombinace FSK (50 uM) + KT 5720 (5 uM) (p < 0,05). Podobné jako
v kapitole 7.3 1 tyto vysledky naznacuji, Ze PKA a MAPK inhibitory pravdépodobné
ovliviiujyi rychlost vychytdvani, ale maji jen omezeny efekt na celkové mnoZstvi

vychytaného adenosinu.
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Obr. 16: Grafické zobrazeni akumulace [HJ-adenosinu (17,4 nM) v pFitomnosti inhibitori
SB202190 (10 uM), U0126 (10 uM) a KT 5720 (5 uM) p¥i inkubacni dobé 1 minuta (A) a 15
minut (B) v bunécéné linii BeWo. Buiiky byly osetreny diferenciacnimi cinidly po dobu 48 hodin
a poté vystaveny akumulaci [?H]-adenosinu (17,4 nM = 0,4 uCi/ml). Symbol hvézdicky (*) se
vztahuje ke kontrole, symbol hashtagu (#) se vztahuje k FSK. Vysledky jsou uvedeny jako relativni
bunécna akumulace, ktera je vztazena ke kontrole = 1. Namérené hodnoty jsou prezentovany jako
aritmeticky prumer se smérodatnou odchylkou (= SD) ze tri nezavislych experimentii. K analyze
byl pouzit test one-way ANOVA s post hoc Dunnettovym testem (Dunnett’s multiple comparisons
test). Za statisticky signifikantni jsou povazovany namérené rozdily, jsou-li hodnoty p < 0,05 (*),
p <001 (**%), p <0,001 (**%*). Statisticky nevyznamnd hodnota je pri p > 0,05 (ns).
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7.5 Vliv FBS a glukozy na genovou expresi SLC28A42

Protoze fyziologicka role adenosinu uzce souvisi s energetickym metabolismem a byly
publikovany experimentalni prace popisujici vliv glukézy na expresi nukleosidovych
transportérti (Huber-Ruano et al. 2010, Duflot et al. 2004), testovali jsme vliv zvySené
koncentrace fetdlniho bovinniho séra (FBS) (15 %) a snizené a zvySené koncentrace

glukozy (5 mM a 15 mM) na genovou expresi SLC2842 v bunécné linii BeWo.

Nebyla zjisténa zadna statistickd vyznamnost naméfenych hodnot, tudiz FBS ani glukéza
neméa ve zvolenych koncentracich vliv na expresi SLC2842. Kontrola odpovida

koncentracim bézné€ uzivanych v médiu pro BeWo kulturu (obr. 17).

3-

relativni mRNA exprese SLC28A2

Obr. 17: Grafické zobrazeni vliivu FBS (10 %, 15 %) a glukozy (5 mM, 10 mM, 15 mM) na
genovou expresi SLC28A2 transportéru. Kontrola obsahovala médium s 10 % FBS a 10 mM
glukozou. Vysledky jsou uvedeny jako relativni genova exprese SLC28A2. Namérené hodnoty jsou
prezentovdany jako aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou (£ SD) ze t'i nezavislych
experimentit. K analyze byl pouzit test one-way ANOVA s post hoc Dunnettovym testem
(Dunnett’s multiple comparisons test). Mezi testovanymi kultivacnimi podminkami nebyl
statisticky signifikantni rozdil.
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8. DISKUZE

Dysregulace NTs muze vést ke zméné placentarniho vychytdvani nukleosidi (mj.
adenosinu) s negativnim dopadem na vyvin placenty a plodu, ale také miize vést ke zméné
placentarni farmakokinetiky od nukleosidii odvozenych 1é¢iv (Hiratochi et al. 2012). Ve
studii Jiraskova et al. (2018) bylo zjisténo, Ze se v lidské placenté exprese CNTs
v zé&vislosti na délce gestace méni. CNT2 je dominantnim subtypem v prvnim a tfetim
trimestru, zatimco CNT1 vykazuje zanedbatelnou expresi v prib¢hu celého t¢hotenstvi a

CNT3 je exprimovan jen béhem tietiho trimestru (Jiraskova et al. 2018).

Jelikoz nelze provadét placentarni experimenty in vivo, byly vyvinuty in vitro modely pro
studium placentarnich  funkci. Z bunéénych linii jsou nejcastéji  uzivany
choriokarcinomové linie BeWo, JEG-3 a JAR, které maji mnoho morfologickych 1
biochemickych vlastnosti podobnych placentarni bariéfe. Vyhoda BeWo linie spociva
v jednoduchém provedeni experimentii a ve schopnosti rychlého ristu a klonovani
(Mathiesen et al. 2014, Kovo et Golan 2008). Nevyhodou BeWo linie je to, ze mtze byt
citlivéjsi na toxickée latky a nemuze zajistit komplexni funkei placentarni bariéry, jelikoz
neobsahuje endotel fetalnich kapilar a pojivovou tkan jako v lidské placenté. BeWo linie
je tvofena monovrstvou cytotrofoblasti s t€snymi spoji, ktera se spontanné nediferencuje
na syncytiotrofoblasty (Mathiesen et al. 2014). Také je nutné rozliSovat dva fenotypy
trofoblastu, vilozni a extravilozni, jelikoZ se li§i svymi vlastnostmi a funkcemi. BeWo
linie je pouZivana jako model vil6zniho trofoblastu, protoZe ma podobné vlastnosti véetné
fize na syncytiotrofoblast a sekreci lidského choriového gonadotropinu (Orendi et al.

2011).

V BeWo linii byla detekovana mRNA gent kodujicich CNT2 a CNT3 (Jirdskova et al.
2018). CNT2 je znam pro svou vyznamnou roli v regulaci extracelularnich hladin
adenosinu, ktery reguluje mnoho pochodt v téle, napt. energeticky metabolismus (Duflot
et al. 2004, Aymerich et al. 2006), ma kardioprotektivni G€¢inek (Shryock et al. 1997),
reguluje protizanétlivou signalizaci (Thiel et al. 2005) ¢i plisobi proti poskozeni nervil
metabolickym stresem (Cunha et al. 2001). Adenosin je substrat s vysokou afinitou k
CNT2 (Pastor-Anglada et Pérez-Torras 2018), proto se CNT2 zda byt hlavnim
regulatorem expozice bun¢k adenosinu. O lokalizaci CNT2 neni pfili§ zndmo a obecné je
lokalizace vice probadand u ENTs. CNTs jsou Castéji detekovany na apikélni strané

membrany (Molina-Arcas et al. 2009). Ze skupiny CNTs transportérit byl na tGrovni
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proteinu detekovan v apikdlnim i bazalnim polu syncytiotrofoblastu CNT1 (Errasti-
Murugarren et al. 2011), nicméné tento ndlez nebyl potvrzen zadnou dalsi studii. CNT2
a CNT3 byly prokdzany v placenté pouze na urovni mRNA (Govindarajan et al. 2007,
Cerveny et al. 2018), ale nelze vyloucit funkéni expresi CNT2 v bazalni membrané

syncytiotrofoblastu.

V experimentalni ¢asti jsme se zabyvali regulaci exprese SLC2842/CNT2. Testovali jsme
vliv FSK, aktivatoru adenylatcyklazy, a inhibitort signalnich drah AMP/PKA a MAPK,
konkrétné¢ KT 5720, U0126 a SB202190 na genovou expresi SLC2842 v bunétné linii
BeWo. Nase vysledky potvrdily u¢inek FSK (50 pM) na zvySeni exprese mRNA
SLC28A42 (obr. 14), jak bylo také provedeno ve studii Jirdskova et al. (2018). Inhibitory
drah cAMP/PKA a MAPK nesnizili dostate¢né expresi SLC28A42 (obr. 13). U bunék
indukovanych FSK, byla zvysend exprese SLC2842 potlacena pridanim inhibitorat PKA
a MAPK (obr. 14), avSak ne v dostatecné mife. Indukce SLC2842/CNT2 v BeWo
buiikach vystavenych puasobeni FSK (50 uM) byla parcidlné inhibovatelnd KT 5720
(5 M), coz by naznacovalo ucast dalsSich cAMP-dependentnich mechanismii podilejicich
se na regulaci exprese SLC2842 (Jiraskova et al. 2018). Existuje né€kolik studii na
neuronalnich liniich, které poukazuji na vztah cest cAMP/PKA a MAPK, a dokonce se
zda, Ze propojeni cest je na vice mistech. Nekteré studie se priklani k tomu, Ze cAMP
aktivuje MAPK dréhu zévisle na PKA (Roberson et al. 1999, Zanassi et al. 2001), dle
jinych studii cAMP aktivuje MAPK drahu nezavisle na PKA (Kawasaki et al. 1998,
Ravni et al. 2008). Existuje také hypotéza, ze by komunikace mezi cestami mohla byt
specificka pro rizné staii bunék (Vogt Weisenhorn et al. 2001). Na buiikdch BeWo byly
provedeny dvé studie popisujici odliSny molekularni mechanismus propojeni drah. Studie
od Delidaki et al. (2011) se ptiklani k aktivaci MAPK prostfednictvim PKA, zatimco
studie od Maym¢ et al. (2012) popisuje aktivaci MAPK nezéavisle na PKA cestou
cAMP/Rap1/MEK. Pokud by PKA aktivovala také cestu MAPK, pak by inhibice PKA
vedla nejen k potlaceni genové exprese cestou cAMP/PKA, ale také MAPK. To by mohlo
naznacovat nejsiln€j$i ucinek KT 5720 (inhibitoru PKA) v naSich experimentech. Takeé
pfi pouziti kombinace KT 5720 (inhibitor PKA) a UO0126 (inhibitor MEK1/2) lze
pozorovat silné€jsi potlaceni exprese SLC2842 (obr. 14, 16 A), coz by se dalo vysvétlit

inhibici obou signalnich drah.

Dale jsme testovali vliv FSK (50 uM) na expresi SLC2842 u jinych bunécnych linii, a to
krevnich HL-60 a jaternich HepG2 (vysledky nejsou graficky zpracovany). U krevnich
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leukemickych bun¢k HL-60 se ndm nepodafilo izolovat RNA. Diivodem byl ziejmée fakt,
ze jsme RNA izolovali z nedostate¢ného mnozstvi bun¢k (80 tis. bun¢k/jamku a 100 tis.
bunék/jamku). Doporucujeme pokus zopakovat s vétsSim poctem bunck. U jaternich
HepG2 bun¢k nemél FSK vliv na expresi SLC2842, ktery je u této kultury exprimovan
(Fernandez-Veledo et al. 2006). Je tedy mozné, ze cAMP/PKA dependentni regulace
SLC28A4A2/CNT2 je specificka pro placentarni bunky, ale aby bylo mozné ud¢lat

definitivni zavér, bude potieba otestovat vliv FSK na dalSich buné¢nych liniich.

V této praci jsme také testovali u¢inek SB202190 (10 uM), ktery mél na expresi SLC2842
nejmensi vliv. Na bunkdch prsniho karcinomu bylo prokazano, ze SB202190 ve
vysoké koncentraci (50 pM) inhibuje nejen p38 MAPK, ale také ERK1/2 (Diizgiin et al.
2017). Existuji ctyfi isoformy p38 (alfa az delta) a mira jejich inhibice zadvisi na
koncentraci a typu bunécné linie. Vzhledem k tomu, Ze v naSich experimentech mé¢l
SB202190 (10 uM) nejmensi inhibi¢ni ucinek, lze spekulovat, ze v této koncentraci

inhibuje pouze p38 MAPK u bunck BeWo.

Je také diskutovéano, zda by nemohl byt U0126 cytotoxicky, jelikoz zesiluje bunécnou
cytotoxicitu jinych latek u nddorovych bunék kostni diené (Ramakrishnan et al. 2012),
leukemickych bunék (Su et al. 2014), bun¢k nadoru jater (Quan et al. 2009) nebo bun¢k
karcinomu prsu (Nagaria et al. 2017). Dle téchto zdrojii se se zd4, ze U0126 potencuje
cytotoxickou Ucinnost, ale sam cytotoxicky v testované koncentraci (10 pM) neni.
Samotny U0126 v jednotkdch mikromold nejevi znamky cytotoxicity, ta se pozvolna
zvySuje u bunécné linie karcinomu prsu az do koncentrace 100 uM, kterd vykazovala
60 % cytotoxickou aktivitou (Nagaria et al. 2017). V BeWo linii nebyla cytotoxicita
U0126 meéfena, tudiz jsme zvolili koncentraci pouZitou v dfive publikované praci
(Delidaki et al. 2011). Aby byl zjiS§tén mozny cytotoxicky tc¢inek U0126 u BeWo linie,

navrhujeme provést cytotoxicky test v zavislosti na koncentraci.

Dale jsme zjistovali, zda se FSK-indukovana ¢i neindukovand inhibice exprese mRNA
SLC28A42 odrazi ve snizené funkci CNT2. Inhibice jednoho transportéru nemusi nutné
zplisobit vyznamné sniZeni transplacentarniho pfechodu substratu, jelikoz jiné
transportéry mohou kompenzovat inhibovany substrat. Vyuzili jsme proto akumula¢ni
zkousky pomoci [*H]-adenosinu (17,4 nM). Po jednominutové akumulaci [°H]-adenosinu
naSe vysledky naznacuji, ze FSK (50 uM)-indukovana i neindukovana blokada PKA
(pomoci 5 uM KT 5720) a MAPK cest (pomoci 10 uM U0126 a 10 uM SB202190) mtize
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mit za nasledek snizeni funkéni exprese CNT2 transportéru nebo inhibici distribuce
CNT2 do membrany (obr. 154, 164). Presny molekularni mechanismus je vSak tfeba
objasnit. Po 15 minutové akumulaci mély inhibitory nizsi u¢innost, coz naznacuje, Ze
PKA a MAPK inhibitory ovliviiuji rychlost vychytdvani a maji jen omezeny efekt na

celkové mnozstvi vychytaného adenosinu (obr. 15B, 16B).

Jelikoz jsme potvrdili hypotézu, ze je CNT2 regulovan drahami cAMP/PKA a MAPK
podilejicimi se také na diferenciaci a proliferaci, mohl by byt CNT2 s témito d¢&ji uzce
spojen a lze spekulovat, ze by mohl mit funkci transceptoru, tedy vlastnosti transportéru

1 receptoru, jako je tomu u CNT1 (Pastor-Anglada et Pérez-Torras 2018).

Potvrdili jsme roli signalnich drah cAMP/PKA a MAPK, ale nemiizeme vyloucit zapojeni
cAMP-dependentnich vyménnych proteinti (Epac) (Gerbaud et al. 2015, Yoshie et al.
2010), které byly detekovany v placenté i BeWo linii (Yoshie et al. 2010). Vyznam Epac
byl donedavna neznamy, ale nyni se ptfedpokladd, ze napoméaha bunécéné fizi, diferenciaci
a ovliviluje transkripci genti (Chang et al. 2011, Yoshie et al. 2010). Jelikoz se zda, ze
Epac a PKA pracuji synergicky (Gerbaud et al. 2015), bylo by vhodné studovat mozny

vliv Epac na expresi NTs.

K zé&véru prace jsme analyzovali vliv FBS a gluk6zy ptidavanych do kultivaéniho média
na expresi mRNA SLC2842 a zjistili jsme, Ze se na expresi nepodili nebo podili, ale
v nedostate¢né mife ve vybranych koncentracich. FBS slouZi jako zdroj rtstovych a
adhezivnich faktorti, glukéza je zdrojem energie (Zheng et al. 2006). Dle nékolika studii
na jinych bunécnych kulturdch hraje roli v aktivaci CNT2 ptedchozi aktivace Al
adenosinovych receptorii (Pastor-Anglada et Pérez-Torras 2018, Nishimura et al. 2012) a
ziejmée 1 metabolismus glukézy (Duflot et al. 2014, Huber-Ruano et al. 2010). U bunék
karcinomu délozniho ¢ipku bylo zjisténo, ze aktivita CNT2 je regulovana proteinem 58
regulovanym glukézou (GRP58) a aldoldzou B a nadbytek glukozy zplisobi zvyseni
aktivity CNT2 a naopak (Huber-Ruano et al. 2010). Pro zjisténi vlivu gluk6zy na expresi
SLC2842/CNT2 u BeWo linie by bylo vhodné experiment zopakovat s vyS$Simi

hodnotami koncentraci glukozy.
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9. ZAVER

Tato prace je prvni, kterd prinasi vysledky o mozném spoleéném zapojeni signalnich cest
cAMP/PKA a MAPK v regulaci genové exprese CNT2 po akumulaci adenosinu v BeWo
linii. Inhibice té€chto dvou signalnich drah pravdépodobné snizuje funkéni expresi CNT2
nebo zabranuje distribuci CNT2 do membrany buné€k, av§ak omezenou rychlosti. Piesny

molekularni mechanismus je vSak tieba objasnit.

Tato prace ptispivda k porozuméni molekularnich mechanismi regulace CNT2
transportéru u choriokarcinomové BeWo linie. Porozuméni exprese a funkce
placentdrnich transportérii je nutné pro ucinnou a bezpecnou farmakoterapii béhem

téhotenstvi.
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