UNIVERZITA KARLOVA
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Studie ontogeneze enzymil zahrnutych v de novo syntéze nukleotidii a

jejich zachrannych reakcich v placenté

Diplomova prace

Jakub Tomek

V Hradci Kralové 2024

Vedouci prace: doc. PharmDr. Lukas Cerveny, Ph.D.

Konzultant prace: MSc. Mohammed Naji Husaen Ali



., Prohlasuji, ze tato prace je mym piivodnim autorskym dilem, které jsem vypracoval(a)
samostatné (pod vedenim konzultanta). Veskera literatura a dalsi zdroje, z nichz jsem pri zpracovani
Cerpal(a), jsou uvedeny v seznamu pouZzité literatury a v praci radné citovany. Prace nebyla vyuZita k

¢

ziskani jineho nebo stejného titulu.

V Hradci Kralové Jakub Tomek



Podékovani

Timto bych chtél viele pod&kovat svému skoliteli doc. PharmDr. Lukasi Cervenému, Ph.D. za piileZitost
podilet se na jedinecném vyzkumu placenty, moznost vyzkouset si praci v profesiondlnim védeckém
tymu pod jeho vedenim, praci a Cas, ktery vénoval na spolecné konzultace a kompletaci této diplomové
prace. Velké diky patii i neobycejné laskavému MSc. Mohammedu Naji Husaen Alimu, ktery mi
pomohl s laboratornimi pracemi, vyhodnocovanim vysledkd a mnohé mé naucil. Jako posledni bych

chtél podékovat i mé rodiné, ktera me podporovala po celou dobu studia, véetné psani diplomové prace.



Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra Farmakologie a toxikologie

Skolitel: doc. PharmDr. Lukas Cerveny, Ph.D.

Konzultant: MSc. Mohammed Naji Husaen Ali

Autor: Jakub Tomek

Nazev diplomové prace: Studie ontogeneze enzymu zahrnutych v de novo syntéze nukleotidu a jejich

zachrannych reakcich v placenté

Placenta je vysoce komplexni, multifunk¢éni organ, jehoz spravny rdst a vyvin je stézejni pro
nekomplikovany prubéh téhotenstvi, vyvin a programovani plodu. Nukleos(t)idy hraji zasadni roli
v riznych bunécnych procesech, véetné biosyntetickych reakei, stavby a funkei koenzymil a signalnich
mechanismi. Tyto mechanismy jsou obzvlast¢ vyznamné ve tkanich s vysokou proliferacni aktivitou,
jako je placenta. Nicméné naSe porozuméni dynamickym zménam v homeostdze nukleos(t)idl

v riznych fazich gestace a v prib&hu diferenciace trofoblastu ziistava omezené.

V této studii jsme zkoumali expresi gend zapojenych do de novo syntézy a zachrannych drah
purin/pyrimidini, adenosinového metabolismu a signalizaci u prvotrimestralnich placent, placent ze
spontannich pfedcasnych porodi, placent z donoseného téhotenstvi a u in vitro bunéénych modeli —
izolovanych primarnich bun¢k trofoblastu a bunééné linie BeWo. Pro zjisténi exprese definovanych
skupin genil jsme pouzili laboratorni metodu qRT-PCR. Nase vysledky ukazaly zvySenou expresi gent
kédujici enzymy zapojené do de novo syntézy a zachrannych reakci purinovych a pyrimidinovych
nukleos(t)idl, stejn¢ tak adenosinového metabolismu v placentach z donosenych t€hotenstvi. Zajimavé
zjisténi je, Ze placenty ze spontannich pfed¢asnych porodii vykazovaly zvySenou expresi gentl de novo
syntézy pyrimidind, purinovych zachrannych drah, adenosinového metabolismu, transportu a
adenosinovych receptort. U diferenciovanych primarnich bunék trofoblastu jsme pozorovali posun
v expresi gend tykajicich se zejména adenosinového metabolismu. NaSe vysledky naznacuji, Ze
metabolismus nukleos(t)idd je v pribéhu vyvinu placenty regulovan a Ze dysregulace tohoto
dynamického procesu miize byt spojena s pied¢asnym porodem, a to i ve smyslu kompenza¢nich
mechanismi. Déle zmény adenosinového metabolismu a signalizace, které jsme v nasi studii pozorovali,
poukazuji na klicovou fyziologickou roli tohoto nukleosidu. Je zapotiebi provést dalsi vyzkum k plnému
objasnéni mechanismii metabolismu nukleos(t)idit v lidské placenté a také jakym zplsobem je
placentarni metabolismus nukleos(t)idi ovliviiovan v potravé bézn¢ ptijimanymi methylxantiny (napf.
kofein), ¢i antiretroviralnimi 1é¢ivy (napt. abakavir) odvozenymi od nukleos(t)idi, které se v t€hotenstvi

vyuzivaji ve farmakoterapii HIV.
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The placenta is a highly complex, multifunctional organ, whose proper growth and development are
crucial for an uncomplicated pregnancy, fetal development, and programming. Nucleos(t)ides play a
fundamental role in various cellular processes, including biosynthetic reactions, the structure and
function of coenzymes, and signaling mechanisms. These mechanisms are particularly significant in
tissues with high proliferative activity, such as the placenta. However, our understanding of these

dynamic processes, even during trophoblast differentiation, remains limited.

In this study, we investigated the expression of genes involved in the de novo synthesis and salvage
pathways of purines/pyrimidines, adenosine metabolism, and signaling in first-trimester placentas,
placentas from spontaneous preterm births, term placentas, and in vitro cell models — isolated primary
trophoblast cells and the BeWo cell line. To determine the expression of defined gene groups, we used
the QRT-PCR laboratory method. Our results showed increased expression of genes encoding enzymes
involved in de novo synthesis and salvage pathways of purine and pyrimidine nucleos(t)ides, as well as
adenosine metabolism, in term placentas. An interesting finding was that placentas from spontaneous
preterm births exhibited increased expression of genes involved in pyrimidine de novo synthesis, purine
salvage pathways, adenosine metabolism, transport, and adenosine receptors. In differentiated primary
trophoblast cells, we observed a shift in the expression of genes particularly related to adenosine
metabolism. Our results suggest that nucleos(t)ide metabolism is regulated during placental
development and that dysregulation of this dynamic process may be associated with preterm birth mainly
with the compensatory mechanism. Furthermore, the changes in adenosine metabolism and signaling
observed in our study point to the critical physiological role of this nucleoside. Further research is
needed to fully elucidate the mechanisms of nucleos(t)ide metabolism in the human placenta and how
placental nucleos(t)ide metabolism is influenced by commonly ingested methylxanthines (e.g., caffeine)
or nucleos(t)ide-derived antiretroviral drugs (e.g., abacavir) used in HIV pharmacotherapy during

pregnancy.
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1. Seznam zKkratek

ABC ATP-binding cassette transporters

ADA Adenosin deaminaza

ADP Adenosindifosfat

AMK Aminokyseliny

AMP Adenosin-monofosfat

API Voda pro injekci (z angl. Aqua pro injectione)
AR Adenosinovy receptor

ATP Adenosintrifosfat

BM Bazalni membrana

C Cytidin

cAMP Cyklicky adenosinmonofosfat

CDP Cytidindifosfat

CD 39 Ekto-nukleosid Trifosfat Difosfohydrolaza
CD 73 Ekto-5'-nukleotidaza

cGMP Cyklicky guanosimonofosfat

CMP Cytidinmonofosfat

CNT Koncentra¢ni nukleosidovy transportér
CTB Cytotrofoblast

CTP Cytosintrifosfat

DMSO Dimethylsulfoxid

ENT Ekvilibra¢ni nukleosidovy transportér
EVT Extravilozni cytotrofoblast

eEVT Endovaskularni EVT

FFA Volné mastné kyseliny (z angl. Free fatty acids)
FSK Forskolin



FT
GLUT-1
GMP
GTP
hCG
HLA
iIEVT
IGF-1
IgG
IMP
LAT
mTOR
MVM
NT
NTP
PBS
P-Gp
PE
PRPP
PTB
RNR
SLC
SNAT
STB
TAG

TERM

Prvni trimestr (z angl. First trimester)

Glukoézovy transportér

Guanosinmonofosfat

Guanosintrifosfat

Lidsky choriovy gonadotropin (z angl. Human chorionic gonadotropin)
Lidsky leukocytarni antigen (z angl. Human leukocyte antigen)
Intersticiadlni EVT

Inzulinovy rastovy faktor 1 (z angl. Insulin like grow factor 1)
Imunoglobulin G

Inosinmonofosfat

L-typ amino-transportéru

Mammalian target of rapamycin

Mikrovilézni membrana (z angl. Microvillous-membrane)
Nukleotid(y)

Nukleosid trifosfat

Fosfatovy pufr

P-glykoproteein

Preeklamsie

5-fosforibosil-1-pyrofosfat

Spontanni pred¢asny porod

Ribonukleotid reduktaza

Solute carrier

A-typ amino-transportéru

Syncytiotrofoblast

Triacylglyceroly

Donosené té€hotenstvi



U Uridin
VEGFR-1 Vaskularni endotelidlni regulacni rastovy faktor 1 (z angl. Vascular endothelial

growth factor receptor 1)

UDP Uridindifosfat

UMP Uridinmonofosfat
UTP Uridintrifosfat

XMP Xanthosinmonofosfat
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2. Uvod prace

Placenta je multifunk¢éni organ poskytujici plodu optimalni podminky pro jeho riist, vyvoj a
fetalni programovani. Jako kontinualn€ vyvijejici se organ prochazi strukturalnimi, epigenetickymi a
transkriptomickymi zménami, aby se pfizptsobil svym vlastnim, matefskym a fetalnim pozadavkam.
V souladu s tim je béhem gestace ovlivnéno velké mnozstvi biologickych procesti a molekularnich a

metabolickych drah v¢etné syntézy a recyklace nukleos(t)ida (21).

Nukleos(t)idy jsou nepostradatelné biomolekuly pro Sirokou skalu biologickych procest, jako
je syntéza nukleovych kyselin DNA a RNA, energeticky metabolismus, imunitni funkce, komunikace
mezi plodem a matkou, tvorba kofaktorti (CoA, NAD™) a mnoho dal$ich (17). RozliSujeme purinové
(adenosin, guanosin) a pyrimidinové (cytidin, thymidin, uridin) nukleosidy jejichz fosforylaci ziskdme

piislusné mono-fosfat az tri-fosfatnukleosidy, tedy nukleotidy.

Biosyntéza nukleos(t)idii miiZze probihat dvéma metabolickymi drahami. Energeticky naro¢néjsi
syntézou de novo a syntézou pomoci zachrannych drah (z angl. salvage pathways). Syntéza de novo je
preferovana proliferujicimi rostoucimi tkanémi, zatimco v diferenciovanych tkanich jsou ptfevazné
vyuzivany zachranné drahy. Placenta a nadory jako rychle rostouci tkang, sdileji fadu podobnosti véetné
metabolickych narokt. Placenta na rozdil od nadorovych tkani roste kontrolované a jakakoliv odchylka
od tohoto procesu muze ohrozit vyvin a zdravi plodu. Nadory ¢asto upfednostiiuji de novo syntézu
nukleotidd, ale kviili vysokym energetickym naroktim této biosyntetické cesty mohou piepnout na
energeticky Setrnéjs$i zachranné reakce. U placenty doposud nebylo zjisténo, jakou metabolickou drahu,
¢i drahy v priibéhu gestace vyuziva a zmapovani metabolismu nukleos(t)idti by mohlo pfispét k lepSimu
pochopeni déji, ke kterym v placenté béhem t€hotenstvi dochazi. Tyto informace by mohly pomoci pii

feSeni t¢hotenskych komplikaci v klinické praxi (54, 60).
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3. Teoreticka Cast

3.1. Placenta

Placenta je vysoce specializovany organ, ktery se vyviji, roste a ndsledné zanika, a to béhem
pouhych 9 mésici. Sehrava zasadni roli pro spravny rust a vyvin plodu a také tzv. fetalni programovani
(fetal programing), coz je predpokladem dobrého zdravi novorozence a nekomplikovaného pribéhu
tehotenstvi (1). Jakékoliv naruSeni fyziologického vyvinu placenty mize vést k ovlivnéni plodu, at’ ve
smyslu pfimého ohrozeni (preeklampsie, omezeni intrauterinniho ristu, pfed¢asny porod, potrat), nebo
zvySenim rizika propuknuti kardiovaskularnich onemocnéni, psychickych onemocnéni ¢i diabetu
mellitu I pozdé&ji béhem zivota (2). Po porodu se placenta stdva nepotiebnou, a proto jako jediny lidsky

organ zanika a je béhem treti doby porodni z téla matky vyloucena (3).
3.2. Vyvin a stavba placenty

3.2.1. Implantace a invaze trofoblastu

Vyvin placenty je vysoce komplexni a regulovany proces. Samotny vyvin placenty zapo¢ina
paty den po vzniku zygoty, a to vznikem blastocysty. Tento Utvar je tvofen 32—64 embryonalnimi
buitkami, které se diferenciuji na vnitfni bunécnou masu a vnéjsi trofektoderm, z kterého vznika
trofoblast, zakladni struktura pro vznik placenty (4). Sesty den po oplozeni dochazi k rozpadu zona
pellucida, trofoblast interaguje s buitkami pokryvajici povrch endometria a dochdzi k nidaci
blastocysty do délozni sliznice. Osmy den bunky trofektodermu davaji vznik vnéj$i vrstveé
polynuklearniho syncytiotrofoblastu (STB) a wvnitini vrtsvé tvofené mononuklearnimi
cytotrofoblasty (CTB), které aktivné proliferuji (5). Od devatého do tfinactého dne CTB meénici se
na STB dale pronikd do délozni sliznice, kde formuje lakuny, které okolo 13. dne splyvaji a vytvari
intervilozni prostor, do ne¢hoz bude pfivadéna matcina krev a bude omyvat klky pokryté vrstvou

trofoblastu tvofenym proliferujicim CTB, ktery fuzuje a diferenciuje do vnéjsi vrstvy STB (6, 7).

Na konci prvniho trimestru se EVT uskupuje v bunécné sloupce, jejichz bazalni ¢ast je
tvotena z proliferativniho EVT a distalni ¢ast z invazivniho EVT. Invazivni EVT pronikajici do
decidua nazyvame intersticialni EVT (IEVT), je zakladem pro vznik uponovych klki a komunikuje
1 s imunitnim systémem matky. Druhym typem invazivniho EVT je endovaskularni EVT (eEVT),
ktery migruje do spiralnich artérii matky, kde se spolupodili na transformaci hladkého svalstva a
endotelu spirdlnich artérii. Vysledkem je remodelace spiralnich artérii s vysokym krevnim odporem
na uteroplacentarni artérie se zvySenou propustnosti a kapacitou (8, 9). Remodelace artérii
paradoxn¢ zamezuje vylévani matetské krve do intervilézniho prostoru, a to z dtivodu ochrany proti
kyslikovym radikalim. V prvnim trimestru se placenta vyviji v hypoxickém prostfedi diky

uzavienym spiralnim artériim a pfisun nutrientl je zajiStovan endometridlni sekreci neboli
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hystotrofni vyzivou. Koncem prvniho trimestru se plné rozviji uteroplacentarni krevni obéh a

choriové klky jsou omyvané matetskou krvi (10).

.y Trofektoderm

{ \ Vnitini  Hypoblast D&lozni tkar
| / bun&&né masa Epiblast

-"' = ‘I'-E‘:.:‘.'._ . - :'F'K‘;;‘_%‘_
% \!.l.i. s T _y-‘-':-i'-
'/-_\) .: ’ ‘
- ‘-.I_— g (Q: ‘
=
Cyrotrofoblast (CTB) \ ~e 7 ‘7 (Y
_ a8/
Syncytiotrofoblast (STB) | akuny v &
J
Decidua Primarni klky
Den 6 Den 7-8 Den 9 Den 10-12

Obr. 1 Implantace blastocysty a ¢asna placentace ukazujici vyvoj prvnich linii trofoblastu
(11). Znazorneni implantace blastocysty na pocatku gestace. Z bunéek trofektodermu vznikd
trofoblast (CTB a STB), jez dal roste, vyviji se a postupné formuje placentu. Vnitrni bunécna masa

se diferenciuje na hypoblast a epiblast, ze kterych pozdeéji vznika embryo.

3.2.2. Placentarni bariéra

Od konce prvniho trimestru je placenta sloZzena z monovrstvy STB naléhajici na kontinualni
vistvu CTB, pod kterou uz je vaskularizovany mesoderm. STB je vysoce specializovany
polynuklearni bunéény utvar, ktery pokryva povrch choriovych klki, na néz se vyléva matcina krev.
STB tvoii bariéru mezi krevnimi cirkulacemi matky a plodu, umoziuje transport dychacich plynd,
nutrientll a odpadnich produktt, syntetizuje fadu peptidi a steroidnich hormond, jez ovliviiuji vyvoj
placenty, plodu a ovliviiuji metabolismus matky a plodu. Apikalni membrana vyvinut¢ho STB
smeétujici do intervilézniho prostoru nazyvame mikrovilézni (MVM) a na opacném poélu je bazalni
membrana (BM) (8, 5, 9). Vrstva CTB neni po celou dobu gestace kompaktni, smérem ke konci
gestace se pomér CTB/STB zmensuje. Ubytek CTB umozituje lepsi transport potiebnych latek pies

placentarni bariéru po zapo¢nuti proudéni mat¢iny krve do intervilézniho prostoru (2).

Po vyvinuti HEB a stfevni bariéry plodu se snizuje integrita STB usnadnuje pruchod latek
pies placentu. Na konci téhotenstvi naopak miizeme pozorovat snizeni transportu pres placentu, a to
kvili vazivovaténi klkti a choriové plotny, zesilovani stén fetalnich kapilar a celkovému

pfipravovani placenty na porod a nasledné odlouceni (5).
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3.3. Funkce placenty

Placenta predstavuje bariéru mezi matkou a plodem, ktera na jedné stran¢ oddéluje jejich krevni
obéhy a na stran¢ druhé predstavuje vitalni funkcéni spojeni. Zprostfedkovava vymeénu ¢i prechod
nutrientt, metabolitd, dychacich plynd, odpadnich latek a zaroven plni funkci metabolickou, imunitni,

humoralni a ochrannou. Vyznamnou roli zde sehrava vrstva STB (12).

3.3.1. Transportni funkce

Mezi zakladni funkce placenty patii transportni funkce. V prvnim trimestru vyvijejici se
placenta tvofena trofoblasty transportuje up-takem produkty endometrialni sekrece, jako je
glykogen, glykoproteiny a lipidové kapénky (13, 14). V tomto obdobi je vétSina nutrientti vyuzivana
samotnou placentou pro jeji rist a vyvoj. Okolo 10—12 tydne t€hotenstvi jsou uz dostatecné vyvinuté
choriové klky pokryté souvislou vrstvou STB, ktery obsahuje mnoho transportért (GLUT-1, NTs,
FATPs, LATs, ad.) na MVM a BM, dochézi k uvolnéni spiralnich artérii a je jiz zajiStén dostatecny
pfisun matciny krve do intervilézniho prostoru. Diky t€mto pfirozenym zménam je placenta schopna

na plno pfevzit transportni funkce (1, 8).
3.3.1.1. Transport dychacich plyni

Placenta je vysoce propustna pro dychaci plyny a k jejich difuzi dochazi velice snadno.
Kyslik pfechazi z matCiny krve do krve plodu a oxid uhli¢ity naopak. Déje se tak diky tomu, Ze
fetalni hemoglobin ma vyssi afinitu ke kysliku, a naopak nizsi afinitu k oxidu uhli¢itému, nez

matka (1).
3.3.1.2. Transport sacharidi

Glukoéza je hlavnim sacharidem, ktery musi byt transportovan z matky do plodu, protoze
plod nema dostatecnou glukoneogenezi (1). Maternalni glukéza je tak pro plod primarnim zdrojem
energie a participuje v fad¢ anabolickych procest. K jejimu transportu dochazi prostiednictvim
facilitované difuze, kdy klicovou roli sehravaji glukézové transportéry (GLUTSs) (4). GLUTs jsou
exprimovany na obou poélech placenty po celou dobu gestace. Na zacatku t€hotenstvi pfenos
glukézy z matky do plodu zajiStuje vétSina podtypt GLUTSs transportéra (GLUT 1, 3, 4, 12),
zatimco na konci gestace tuto funkci plni jiz jen GLUT1. Expresi téchto pfenasect a tim i transport

Glu ovliviuyje inzulin, IGF-1, mTOR a leptin (1, 3, 8).
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3.3.1.3. Transport aminokyselin

Aminokyseliny (AMK) jsou prekurzory pro syntézu proteind plodu a zdrojem energie jak
pro placentu, tak i plod (3). Koncentrace AMK je v obéhu plodu okolo 12. — 17. tydne gestace
vys$$i nez u matky, a proto dochdzi kjejich transportu z matky do plodu prostfednictvim
specifickych pfenasecil, jejichz syntézu ovliviiuji nékteré hormony (rdstovy hormon, TSH),
cytokiny, leptin a mTOR (3, 8). Dilezitym faktorem pro expresi AMK transportérd je kaskada
mTOR. Pfi jeji abnormalni funkci muze dojit k patologickym staviim, jako je obezita matky,
makrosomie plodu, gestacni diabetes pii hyperaktivité kaskady, hypoxie, malnutrice, ¢i [IUGR pii
inhibici kaskady. (8, 15). Mezi tyto transportéry fadime Systém L = LAT (L-type amino-
transporter), zodpovidajici za sodik-independentni pfenos velkych neutralnich AMK a Systém A
= SNAT (A-type amino-transporter), ktery zajistuje sodik-dependentni pfenos malych neutralnich
AMK (6, 8).

3.3.1.4. Transport lipidi

Mezi lipidy fadime volné mastné kyseliny (FFAs), triacylglyceroly (TAG), fosfolipidy,
glykolipidy, cholesterol a jeho derivaty (1). Jsou dilezité pro rast plodu, spravny vyvoj mozku,

jsou zdrojem energie a slouzi jako prekurzory pro syntézu prostanoidd a steroidnich hormoni (3).

Mastné kyseliny mohou prochazet pres placentu nasledujicimi zptsoby. Pokud se
vyskytuji v podobé lipoproteinti, je nutné, aby nejdiive doSlo k jejich hydrolyze na FFAs
prostiednictvim placentarni lipazy (8, 15). Poté snadno prochazi pies STB prostou difuzi. Dale
jsou transportovany pomoci FFAs transportnich proteint, nicmén¢ prevazné prechazi difuizi. Mezi
tyto pienaseCe fadime membranové a cytosolické transportni proteiny FFAs (1). Jejich exprese a
aktivita je ovliviiovdna insulinem, IGF-1, mTOR a leptinem (8). Ackoliv placenta je schopna
syntézy vlastniho cholesterolu, za normalnich podminek je jeho zdrojem matka. Pomoci LDL

receptorti na povrchu STB dochazi k vychytavani cholesterolu a nasledné utilizaci (3).
3.3.1.5. Transport nukleosidu

Bunky STB exprimuji na MVM ekvilibra¢ni nukleosidové transportéry (ENTs), konkrétné
ENT1 a na BM transportéry ENT2. Placenta obsahuje mRNA koncentrac¢nich nukleosidovych
transportérii (CNTs), ale proteiny oproti BeWo buiikam nejsou detekovatelné (16). Nicméné je
ziejmé, ze se podileji na farmakokinetice 1é¢iv odvozenych od nukleosidl (protinadorova Iéciva,

nektera antivirotika) (8).
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3.3.1.6. Transport vody, iontii a minerali

Prechod vody pies placentu zavisi na hydrostatickém a osmotické tlaku. Pfedpokladame,
ze voda prochazi pasivné pomoci water channel-forming integral protein, které jsou exprimovany
v trofoblastu. Koncentrace sodnych a chloridovych iontl jsou v cirkulaci matky a plodu podobné,
zatimco hladiny draselnych, vapenatych a fosfatovych ionti jsou u plodu ve vyssi koncentraci.
K transportu iontti dochazi ptrevazné aktivnim transportem, a to pomoci Na+/K+ ATPazy, Ca2+

ATPazy, Na+/H+ vyméniky ad (1).

3.3.1.7. Transport Zeleza
Zelezo je prenaseno z obéhu matky do krevniho fe¢isté plodu endocytézou. V krvi matky je
Zelezo navazano na transferin, ktery interaguje s transferinovym receptorem (TfR1) na MVM a
dochazi k uzavieni komplexu do endosomu. Uvnitt bunék STB se zelezo uvoliuje z vazby na
transferin a endosomu a mize byt uloZzeno v podobé feritinu, vyuzito pro bunéc¢né potieby, nebo je

pomoci ferroportinu transportovano ptes BM do ob&hu plodu (3, 6, 13).
3.3.2. Metabolické funkce

Placenta je metabolicky velmi aktivni organ a ma vysoké energetické naroky. Terminalni
placenta spotiebuje denné i pies 2,5 kg ATP. Musi zajistit mnoho energeticky naro¢nych ukolu, jako
je transport zivin, biosyntéza nukleovych kyselin a proteinil, na kterou je spotiebovano okolo 50 %
vytvofeného ATP. Glukéza je hlavnim zdrojem pro tvorbu energie v placenté, pficemz 50 %
glukézy je vyuzito samotnou placentou a pouhych 20 % je pieneseno do plodu (17). V porovnani
s jinymi tkanémi placenta potiebuje velké mnozstvi kysliku, ktery je v mitochondriich vyuzivan pro
oxidativni fosforylaci. Metabolismus placenty se v pritbé¢hu gestace proméiuje a musi byt schopen
reagovat na pozadavky a stresové situace u matky i plodu (mnozstvi zivin, pfisun kysliku, ad.).
Klicovou roli zde sehrava hlavni regulator energetické homeostazy adenosinmonofosfat-kindza
(AMPK). AMPK katalyzuje ptimou fosforylaci metabolickych enzymt, fosforylaci transkripcnich
faktorti, koaktivatori a korepresorti. Aktivuje se pfi zvySeni poméru AMP k ATP (18, 19, 17).

Vrstva STB produkuje béhem gestace fadu latek vcetné steroidnich hormoni, jez jsou
vyluCovany do krevniho fecist¢ matky, ¢imz ovliviuji fyziologii matky, a i do krevniho ob&hu plodu,
kde se podileji na regulaci spravného vyvoje a fetalniho programovani. Placenta syntetizuje
progesteron a estrogeny, zatimco fetdlni organy jsou zdrojem androgent a kortikosteroidd.
Nejnovejsi vyzkumy naznacuji, Ze metabolicky aktivni je i CTB, ne-li aktivnéjsi nez vrstva STB,

coz zvysuje pozornost na fyziologicky vyznam CTB pro celkovy metabolismus placenty (20).

Dalsim ptikladem metabolické aktivity placenty je syntéza tryptofanu. Tato aminokyselina
je nezbytna pro syntézu proteinl a také je prekurzorem nékolika biologicky aktivnich metabolita.

Tryptofan je placentou syntetizovan prostfednictvim serotoninové, nebo kynureninové metabolické
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drahy a mezi jeho biologicky aktivni metabolity fadime napt. melatonin, ktery se podili na fizeni
cirkadianniho rytmu, riistu plodu a regulaci placentarni funkce. Béhem té€hotenstvi ma tryptofan

s jeho metabolity zasadni vyznam pro placentaci, vyvoj plodu a imunitni regulaci (21).

3.3.3. Humoralni funkce

Dalsi funkci, kterou ma placenta je funkce endokrinni. Béhem tc¢hotenstvi zajiStuje
energeticky a nutricné naro¢nou syntézu Siroké Skaly hormont, a to — estrogentl, progesteronu,
lidského choriového gonadotropinu (hCG), placentarniho ristového hormonu, ristovych faktori
(epidermalni rustovy faktor, insulin-like growth factors (IGF)), cytokinti, chemokintl, prostanoidd,
vazoaktivnich latek a mnoho dal$ich. Udrzuji t€¢hotenstvi, moduluji metabolismus matky i plodu a

na konci gestace indukuji porod (6).

Progesteron je vyluCovan do krve plodu i matky a mezijeho hlavni U€inky patii
antikonvulzivni uc¢inek na délohu a lokaln¢ imunosupresivni u¢inek. Umoziuje spravnou implantaci

embrya diky podpote vyzivy a tim i piipraveé bunek decidua (15).

Placenta se také stdva hlavnim zdrojem estrogenti — estron, estradiol, estriol. Estradiol
podporuje rist matéinych pohlavnich organti, moduluje expresi geni, které ovliviuji vyvoj a
diferenciaci endometria. Navozuje vazodilataci placentarnich i déloznich cév a tim upravuje pratok

krve témito organy (3, 15).

Lidsky choriovy gonadotropin (hCG) je dimericky glykoprotein syntetizovany buiikami
STB. Je vylu¢ovan pievazné do matliny cirkulace, kde ho mizeme detekovat osm dni od oplozeni
vajicka, Cehoz vyuzivame pro detekcei t¢hotenstvi (22). hCG stimuluje sekreci progesteronu zlutym
téliskem a pozdé&ji i placentou, angiogenezi, formaci vrstvy STB spolecné s celymi choriovymi klky

a podili se na modulaci imunotolerance matky (15, 22).

Placenta je b¢hem téhotenstvi také zdrojem leptinu, jez ovliviluje hematopoeticky,
reproduktivni, neuroendokrinni, imunitni funkce a v neposledni fad¢€ i placentarni funkce. Leptin se
ucastni regulace implantace vajicka, embryogeneze, proliferace a diferenciace placenty, spravného

vyvoje trofoblastu, lokalni imunosuprese pro ochranu plodu (3, 23).

3.34. Imunologicka funkce

Placenta je komplexni organ slozeny z riznych typu bunék, ktery je dulezity z pohledu
prevence rejekce plodu a ochrang plodu proti infekcim. Trofoblast sehrava esencialni roli ve smyslu
modulace imunitni reakce matky vici plodu a samotné placenté (24). Produkuje peptidy, exozomy
obsahujici miRNA specifické pro placentu, interleukiny, chemokiny a cytokiny, pomoci kterych
komunikuje s imunitnimi buitkami matky (NK buiiky, makrofagy, T-lymfocyty) a bunkami decidua,

reguluje komplement a apoptdzu a tim udrzuje materno-fetalni imunotoleranci. V piipadé naruseni

17



¢i neuplné imunotoleranci se zvysuje riziko preeklampsie, ptedcasného porodu, potratu a dalSich

komplikaci (25).

Plod je pro mat€in imunitni systém cizi kviili odliSnosti lidského leukocytarniho antigenu
(HLA, z angl. human leukocyte antigen). Bunky EVT exprimuji povrchové molekuly HLA-C, E, G,
které snizuji imunitni odpovéd’ napf. inhibici receptor pro NK bunky. Pokud by neexistoval
protektivni mechanismus zprostiedkovany HLA-G a dal$imi molekulami, plod by byl matkou

eliminovan (24, 26, 27, 28).
3.3.5. Ochranné funkce placenty

Placenta pfedstavuje ochrannou bariéru proti piestupu nékterych xenobiotik, bakterii, vira
a prvokd. Mnoho malych molekul xenobiotik ovSem pies placentu volné prechazi pasivni diftizi
nebo transcelularné pomoci pienaSeci a mohou pusobit jako teratogeny (ethanol, warfarin,
thalidomid, isotretionin, néktera antiepileptika) (1). Na druhou stranu buitky STB obsahuji nékteré
protektivni efluxni transportni systémy, které za spotfeby energie omezuji prechod fadé latek a tim
chrani plod (29). Diilezitou skupinou efluxnich transportéri jsou ATP vazajici transportéry (ABC
transportéry). Hlavnim zastupcem je produkt P-glykoprotein, ktery je lokalizovany na MVM a
transportuje lé¢iva (napf. digoxin, saquinavir) a dal$i latky z intracelularniho prostoru STB do
intervilozniho prostoru. Dal§imi dilezitymi efluxnimi transportéry jsou breast cancer resistance

protein (BCRP/ABCG?2) a multi-drug resistance-associated proteins (MRP/ABCC) (8, 30).

MRP také zodpovidaji za odstranovani odpadnich produkti metabolismu placenty a plodu.
Placenta vedle téchto transportér obsahuje také enzymy z rodiny cytochromu P450 (CYP1A2, 2E1,
2D6, ad.), které metabolizuji xenobiotika proslé pies placentarni bariéru v prvni fazi metabolismu

(1, 29).

Proteiny normalné pies placentu neprochazi, ov§em vyjimkou jsou imunoglobuliny IgG.
Molekuly IgG jsou v matcing krvi ve vysSich koncentracich (10-20 mg/ml), ta omyva choriové klky
a buiky STB pomoci endocytdzy uzaviraji IgG molekuly do endosomti. V endosomech se za mirn¢
kyselého pH = 6,0 vazou pomoci Fc fragmentl na pfislusné Fc receptory (FcRn). Poté jsou tyto
vezikuly transportovany transcytdozou k BM, kde se endosom rozpada, dochazi ke zméné pH na
fyziologické (pH = 7,4), coz vede k uvolnéni IgG molekul z jejich vazby na FcRn a prechodu do
fetalni cirkulace. Imunoglobuliny IgG novorozenci poskytuji pasivni imunitni ochranu do té doby,

nez jeho imunitni systém zacne tvofit vlastni protilatky (31).
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3.4. Patofyziologie a onemocnéni placenty

Jakékoliv odchyleni od fyziologického vyvoje placenty zvySuje riziko vzniku te€hotenskych
komplikaci jako napft. preeklampsie, ¢i spontanni potrat. Dal§im rizikem tohoto odchyleni je negativni
ovlivnéni fetalniho programovani plodu, coz se mize projevit pozdéji béhem zivota daného jedince
propuknutim DOHaD (developmental origins of health and disease) jako napf. kardiovaskularni
onemocnéni, diabetes mellitus I, psychicka onemocnéni, ADHD a CNS poruchy. Mezi rizikové
faktory patii koufeni, alkohol, chronicky stres, vyssi vék matky, arteridlni hypertenze u matky, nékteré

16¢ivé latky a dalki (2).
34.1. Preeklampsie

Preeklampsie (PE) je zavazné onemocnéni postihujici celosvétové 5—7 % téhotnych Zen.
Mezi hlavni projevy patii hypertenze s proteinurii objevujici se okolo 20. tydne téhotenstvi a
multiorganovd hypoperfuze v disledku systémového zanétu, endotelidlni dysfunkce a
generalizované vazokonstrikce. Tyto procesy vedou ke snizenému zasobovani plodu a placenty
potfebnymi nutrienty, coz se mnohdy projevuje snizenym ristem plodu. Pokud se toto onemocnéni
neodhali v¢as, mize dojit k vaznym dozivotnim komplikacim, ¢i smrti plodu/matky/obou (32).
Etiopatogeneze zatim neni zcela objasnéna. Nicméné vime, ze dochéazi ke vzniku silné¢ hypoxického
prostiedi (1 % O3), remodelaci spirdlnich artérii, zvySené tvorbé a neschopnosti odstranovat
reaktivni formy kysliku (ROS) a ischemii placenty diky nadmémé vaskularizaci. Aktivuje se
integrovana draha stresové odpovédi (UPR), ¢imz placenta reaguje na hypoxii, nedostatek AMK a
dalsi stresory (33). Lze pozorovat zvySené hladiny adenosinu a vys$si expresi VEGFR-1. Také
dochazi ke snizeni exprese transkripcniho faktoru ovliviiujici invazi trofoblastu (FOXM1) z diivodu
vyrazné hypoxického prostiedi (34). Nékteré studie poukazuji na korelaci mezi zvySenymi
hladinami adenosinu v mateiské/fetalni cirkulaci a zavaznosti PE. Hladiny adenosinu a VEGFR-1
se pouzivaji k diagnostice PE. Lécba PE spociva v kontrole hypertenze a udrzovani krevniho pritoku

placentou (35, 36).
3.4.2. IUGR, SGA

Snizeny rtst plodu pozorujeme piiblizné u 10 % te€hotenstvi. U vétSiny piipadi se jedna o
konstituéné maly plod (Small for Gestational Age), ktery je na sviij v€k mensi, nez by mélo byt.
Nicméné u téchto plodl nepozorujeme piitomnost jakychkoliv patologii a jejich prognoza je oproti
plodiim s IUGR podstatné lepsi (37). IUGR (z angl. intrauterine growth restriction) je patologicka
rastova restrikce plodu, ktera je spjata se zvySenou perinatalni a neonatalni morbiditou a mortalitou
(az 10x vyssi). Castou predispozici IUGR je preeklampsie, pii které se plodu nedostava dostatku
zivin. Pfi IUGR placenta vykazuje fadu abnormalit — neadekvatni remodelace spiralni artérie,

snizené vétveni choriovych klkt, mensi kapilami sit’ v termindlnich klcich, tvorba fibrinoidnich
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plaki. Zaroven je prokazatelné€ snizen objem trofoblastu a dochazi k naruSeni rovnovahy mezi
tvorbou a zdnikem bunck trofoblastu diky zvySené expresi proapoptickych proteinti p53, p21 a Bax
zejména ve vrstvé STB. PfedCasné starnuti/senescence se také podili na IUGR. Senescentni buiky
jsou vysoce metabolicky aktivni, coz vede ke zvySeni bunécného AMP, které prokazatelné vyvolava
pfedcasné starnuti, zvySené sekreci metaloproteindz a prozanétlivych cytokinti. Tento proces
pozorujeme hlavné u vrstvy STB, kterd nema bunécné hranice, coz predstavuje riziko velmi
rychlého Sifeni starnuti syncytia (33, 38). Pfi IUGR dochazi u plodu k centralizaci ob&éhu kvili
hypoxii, coz vede k ischemii stfev, ledvin a nedovyvinuti plic. Rovnéz dochazi k disregulaci Zilniho
navratu u plodu tim, Ze nartista pritok ductus venosus, coz k poklesu pratoku krve jatry, naruseni
jaternich funkci, snizené tvorbé glykogenu a mize vyustit az v srde¢ni selhani a smrt. Zmény
krevniho pratoku lze efektivné diagnostikovat pomoci Dopplerovského ultrazvukového vysetfent,

ale 1é¢ba zatim neni zcela znama (39, 37).

3.4.3. Predcasny porod (PTB)

Za predCasny porod povazujeme porod pred 37. tydnem téhotenstvi a jeho plvod je
multifaktorialni. Patogeneze PTB je spojovana hlavné se zanétem, jez je zplsoben naruSenim
komunikace mezi plodem a matkou prostfednictvim signalnich molekul — hormoni (progesteron),
cytokint, nukleovych kyselin a extracelularnich vezikul. Narusenim dojde k aktivaci receptord TLR
(toll-like receptors), které predstavuji zakladni iniciacni slozku zanétlivé drahy a indukuji produkci
prozanétlivych cytokini (TNFa, IL1B, IL6, ad.), volné cirkulujici (cf)DNA indukujici zdnét a porod
a dalSich mediatori zanétu. Spekuluje se, Ze Spatna imunitni adaptace od pocatku gestace,
neschopnost vybudovat si imunitni toleranci nebo utlumit nadmérny zanét mize vést k PTB. Stres
matky, infekce, endokrinni dysfunkce, ¢i metabolické dysregulace zhorsuji zanétlivou zatéz a
zvySuji pravdépodobnost PTB (40). Pied¢asny porod je hlavnim rizikovym faktorem pro tmrti
plodu a plati nepfima uméra mezi vékem plodu a mortalitou (primérné mortalita u 75 % piipadl).
Pokud plod piezije, hrozi u néj propuknuti neurologickych, respira¢nim a gastrointestinalnich
komplikaci (41). Jakmile je porod neodvratny je nutné ho oddalit. K tomuto ti¢elu slouzi tokolytika
— ritodrin, atosiban, nifedipin, glycerol-trinitrat, magnesium sulfat a indometacin, kter¢é mohou
porod oddalit maximalné o 72 h. Béhem této doby je dilezité, aby byly systémové podany
kortikosteroidy pro dovyvinuti dychaci soustavy plodu. V pfipadé, ze plod porod piezije je nutné

mu nasledné vénovat specialni péci (42, 43).
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3.5. Nukleosidy

Nukleosidy po jejich fosforylaci na nukleotidy tvoii zakladni stavebni jednotky nukleovych
kyselin — DNA, RNA. Zaroven plni dulezité funkce na bunécné urovni, a to funkci energetickou
(ATP), signalni (cGMP, cAMP) a jsou soucasti riznych kofaktord (NAD*, CoA). V posledni dobé se
zjistilo, Ze nukleos(t)idy ziskané z kazdodenni vyzivy vstupujici do krevniho ob&hu jsou vyuzivany
jako novy zdroj energie ve tkanich s omezenym pfisunem glukoézy, napf. v mistech infekce, nebo
nadorovych tkanich. Pomoci nukleosidfosforylaz se znukleos(t)idi uvoliuje ribézova cukerna
skupina, ktera vstupuje jako substrat do pozd¢jSich fazi glykolyzy. Ziskana energie muize byt
vyuzivana napf. buitkami imunitniho systému v misté infekce/tumoru (44, 45). Nukleosidy se skladaji
z aromatické baze a cukerné slozky, kterou je bud’ ribdza (pro RNA), nebo redukovana deoxyriboza
(pro DNA). Na zaklad¢€ aromatické baze rozliSujeme purinové nukleosidy — adenosin, guanosin, inosin
a pyrimidinové nukleosidy — cytidin, thymidin a uridin. Nukleosidy je mozné fosforylovat na mono-
(NMP), di- (NDP) a trifosfaty (NTP) a reakce mtize probihat i opacnym smérem pomoci specifického
enzymatického aparatu. NejznaméjSim NTP je molekula ATP, ktera obsahuje makroergni vazbu, jez

je zékladnim zdrojem energie. Mezi dal$i NTP fadime GTP, CTP, UTP a ITP (44, 46).

Fundamentalni roli pyrimidinovych nukleosidi je stavba nukleovych kyselin. Zaroven se podili
na biosyntéze a metabolismu sacharidi napf. molekula UMP je §té€pena uridinfosforylazou na
nukleobazi a ribosu-1-fosfat, kterd je metabolizovana na ribosu-5-fosfat a nasledné vstupuje do
pozdéjsi faze glykolyzy. Uridin je nezbytny pro signalizaci TLR (foll-like receptor), ptiCemz tyto
receptory rozpoznavaji cizi nukleové kyseliny a vyvolavaji prozanétlivou reakci pii infekci.
Pyrimidinové nukleosidy jsou také vyuzivany pro syntézu a metabolismus a lipidd (syntéza

glycerofosfolipidii pomoci CDP-diacylglycerolu) (47, 45).

Purinové nukleosidy se také podili na tvorbé DNA/RNA a v podobé¢ prislusnych nukleotidi
interaguji s purinovymi receptory patiicimi do rodiny P2, které miizeme rozd¢lit na 2 hlavni podtypy
—P2X a P2Y. Receptory P2X.7 jsou selektivné aktivovany ATP a jsou spfazené s iontovymi kanaly.
Receptory P2Y jsou metabotropni spfazené bud’ s Gi nebo Gq. Tento typ receptord mtize byt aktivovan
molekulami ATP, ADP, UTP a UDP (48, 49). Aktivaci receptoriit P2X a P2Y dochazi k regulaci mnoha
bunécnych de¢ji, jako napt. proliferace, diferenciace a bunééna smrt. Vyskytuji se a spolupodili se na
regulaci funkci mozku, plic, ledvin, imunitni odpovédi, jsou souc¢asti vaskularniho systému, a ovliviiuji

agregaci (49, 50).

Adenosin ma své metabotropni receptory z rodiny P1 (49). RozliSujeme celkem 4 typy AR —
Ai, Aza, Azp, Aj, které jsou kodovany geny ADORA. Receptory A a Az jsou spfazené s Gi-proteinem
(inhibice adenylatyklazy a snizeni cAMP), zatimco Aza a A s Gsproteinem (aktivace
adenylatcyklazy a zvySeni cAMP). VSechny receptory maji vysokou afinitu k adenosinu kromé

podtypu Asg, ktery vyzaduje pro svou aktivaci hladiny adenosinu v fadech uM, jak tomu je pii
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zminénych patologiich. Aktivace AR vede ke snizeni zanctlivych procesi, aktivaci imunitniho
systému, angiogenezi, snizeni narokli na kyslik a zaroveinl zvySeni jeho ptisunu. VSechny Ctyfi podtypy

AR se vyskytuji ve vétSin€ tkani, véetné placenty (36, 51, 52).
3.5.1. Metabolismus a funkce adenosinu

Adenosin je nukleosid, ktery je pfitomny v extracelularnim i intracelularnim prostoru t€meéft
vSech tkani naSeho téla. Koncentrace adenosinu v plasmé se za fyziologickym podminek pohybuji
mezi 20-300 nM, ale pii bunéfném stresu spjatém s nedostatkem energie, hypoxii, zanétem a
poskozenim tkané se jeho koncentrace prechodné zvySuji az na desitky uM (51, 52). Z toho plyne,
ze adenosin ma protektivni u¢inky na mnoho typl bun€k napi. neurony, kardiomyocyty, ¢i bunky

trofoblastu, a to prostfednictvim interakci s adenosinovymi receptory (AR) (52).

Adenosin muize vznikat extracelularné a intracelularn€. Ke vzniku extraceluldrniho
adenosinu dochazi defosforylaci jeho prekurzori — ATP, ADP a AMP. Defosforylaci ATP na
ADP/AMP katalyzuje ekto-nukleosidtrifosfatdifosfohydroliazou (CD39)' a naslednou preménu
AMP na adenosin ekto-5"-nukleotidaza CD73 (36). Hladiny extracelularniho adenosinu jsou
udrZzovany v rovnovaze pomoci (ADA) adenosindeaminazy, ktera katalyzuje pfeménu adenosinu
na inosin. Na pomezi extracelularniho a intracelularniho prostoru se nachdzi prenaSece CNTs a
ENTs. ENTs umoziuji piesun nukleosidii véetné adenosinu do i z bunék, na zakladé aktualni
potieby a koncentra¢niho gradientu adenosinu. CNTs zajist'uji aktivni influx nukleosidt za vyuziti

sodikovych ionti (51).

Uvniti bun¢k je hladina adenosinu udrzovana tfemi enzymy — ADA, AHCY (S-
adenosylhomocysteinhydrolaza) konvertuje adenosin na S-adenosylhomocystein a ADK
(adenosinkinaza), kterd katalyzuje navazani gama-fosfatu ATP na adenosin za vzniku AMP a
udrzuje tim nukleotidovou rovnovahu. Molekula AMP mtize prechazet na ADP pomoci enzymu AK
(adenylatkinaza) a na ATP za pfitomnosti NDPK (nukleosiddifosfatkinaza). I uvniti bunck se
AMP preménuje zpét na adenosin. Déje se tak za katalyzy intracelularnich nukleotidaz, mezi které

fadime napt. NT5C (cytosolova 57,3 -nukleotidaza) (36).

L'V této kapitole jsou enzymy zvyraznény tucné.
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3.6. Syntéza a metabolismus nukleos(t)idu

Hladiny purinovych a pyrimidinovych nukleotidd jsou udrzovany dvéma zpisoby.
Prostednictvim syntézy de novo a pomoci recyklacnich zachrannych drah. Zachranné drahy jsou

oproti syntéze de novo energeticky méné narocné (53).
3.6.1. Syntéza purinii de novo

Syntéza purini de novo probiha ve dvou fazich. Prvni fazi je jedenactistupiiova biosyntéza

inosin-monofosfatu (IMP) ? za spotfeby 6 molekul ATP a pfitomnosti aminokyselin aspartatu s

glutaminem, jako donordi dusikovych heteroatomi. Vychozi slouceninou je ribosa-5-fosfat z
pentosového cyklu, ktera je v prvnim kroku za degradace ATP na AMP aktivovana enzymem

PRPSAP (fosforibosylpyrofosfatsyntetaza) na S5-fosforibosil-1-pyrofosfat (PRPP). Nasleduje

druhy a zcela zasadni regula¢ni krok specificky pro syntézu purint, a to zavedeni purinového atomu
No. Kli€ovou roli sehrava enzym PPAT (amidofosforibosyltransferasa), ktery katalyzuje
substituci difosfatové skupiny PRPP amidovym dusikem glutaminu za vzniku S-fosforibosylaminu.
Treti, ctvrty a Sesty krok katalyzuje trifunkéni enzym trifGART. Ve tietim kroku z 5-

fosforibosylaminu za katalyzy GARS (fosforibosylglycinamidformylsyntaza) vznikda GAR

(glycinamin ribonukleotid) zavedenim atomu Ca, Cs a N7. Ctvrty krok spo¢iva v zavedeni formylu
jako atomu Cs do molekuly GAR za katalyzy GART (fosforibosylglycinamidformylsyntaza) a
vzniku FGAR (fosforibosyl-N-formylglycinamid). V patém kroku dochazi k navazani atomu N3 a
konverzi FGAR na FGAM (5-fosforibosylformylglycinamid) za piitomnosti enzymu PFAS
(fosforibosylformylglycinamidinsyntiza). Sesty krok ma na starosti enzym AIR-synthetase
(fosforibosylformylglycinamidincykloligaza), ktera katalyzuje cyklizaci a vznik purinového
imidazolového kruhu v podobé AIR (5-aminoimidazolribotid). Sedmy krok spoc¢iva v pfeméné AIR
na CAIR (karboxyaminoimidazolribotid) za katalyzy multifunkénim enzymem PAICS
(fosforibosylaminoimidazolkarboxylaza) a tim zavedeni atomu Cs. V osmém kroku se v
piitomnosti enzymu PAICS podjednotkou, a to SACAIR synthase
(fosforibosylaminoimidazolsukcinokarboxamidsyntaza) pripojuje na CAIR atom N1 za vzniku

SACAIR (fosforibosylaminoimidazolsukcinokarboxamid). Devaty krok ma na starost enzym ADSL

(adenylosukcinatlyaza), jez katalyzuje oddé€leni fumaratu, jako zbytku po aspartatu a vzniku

ACAIR (5-aminoimidazol-4-karboxamidribonukleotid). Desaty a jedenacty krok katalyzuje
bifunkéni enzym ATIC (inosinmonofosfatsyntaza). Sklada se z ACAIR transformylazy, ktera

2 Vtéto a i v ndsledujicich kapitoldch jsou enzymy zvyraznény tucné a metabolity jsou podtrzené pro

snadnéjsi orientaci v textu.
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katalyzuje konverzi ACAIR na FAICAIR (5-formaminoimidazol-4-karboxamidribonukleotid) a
IMPcyklohydrolazy, jez za odlouceni molekuly vody katalyzuje vznik IMP (46, 48, 53, 54).

Druhou fazi je syntéza AMP a GMP z nichZ obé¢ jsou dvoustupiiové. Vznikld molekula IMP
se za pfitomnosti aspartatu, GTP a katalyzy ADSS (adenylosukcinatsyntetiza) méni na
adenylosukcinat a ten za pfitomnosti ADSL a odlouc¢eni fumaratu utvaii molekulu AMP. Molekula
AMP mize za katalyzy AMPD2/3 (adenosinmonofosfatdeaminaza) prechazet zpét na IMP.
Syntéza GMP také zatinda u molekuly IMP. Ta je za katalyzy IMPDH1/2
(inosinmonofosfatdehydrogenaza) a piitomnosti kofaktoru NAD" konvertovana na XMP

(xantosinmonofosfat). Nasledné je molekula XMP konvertovana na GMP za katalyzy GMPS

(guanosinmonofosfatsyntaza) a piitomnosti glutaminu a ATP. Z téchto ribonukleotidi v podobé
difosfatu  pomoci enzymu RNR (ribonukleotidreduktaza) mohou vznikat pfislusné

deoxyribonukleotidy, které poté slouzi pro syntézu DNA (46, 48, 53, 54).

Z purinovych NMP vznikaji NDP pomoci specifickych nukleosidmonofosfat kindz napf.
AK (adenylatkinaza) (AMP+GTP - ADP+GDP). Vznik NTP je katalyzovan nespecifickymi
NDPK (nukleosiddifosfatkinaza) (GDP+ATP - GTP+ATP) jako napt. ATPsyntaza. Prvni faze,
syntéza IMP je zpétne regulovana ve svych dvou prvnich krocich, pficemz ADP a GDP inhibuji
ribosafosfat-difosfokinazu a AMP, ADP, ATP, GMP, GDP, GTP inhibuji PPAT. V druhé fazi GTP
stimuluje syntézu AMP a ATP stimuluje syntézu GMP (46, 54, 55).

3.6.2. Zachranné drahy purinii

Purinové nukleosidy adenosin, guanosin jsou méné casto pfimo transformovany na
prislusné NMP. Proto musi nejdiive dojit k jejich katalyze na piibuzné baze adenin, guanin za
katalyzy PNP (purinnukleosidfosforylaza). Formovani danych NMP probiha prostfednictvim
PRPP-dependentni reakce. AMP vznika transferem PRPP na adenin pomoci APRT
(adeninfosforibosyltransferaza). Ke vzniku IMP, kterému piedchazi pteména adenosinu na inosin
pomoci ADA (adenosindeaminidza) a GMP dochazi taktéz prenosem PRPP za katalyzy HPRT
(hypoxantinguaninfosforibosyltransferaza) (46, 53, 54).

Purinové deoxyribonukleosidy dA a dG mohou byt pfimo transformovany na ptislusné
dNMPs. Tuto pfeménu katalyzuje DCK (deoxycytidinkinaza), jak pro dAMP, tak i pro dGMP.
Zaroven katalyzuje vznik dCMP z dC v zachrannych drahach pyrimidini. Tyto dNMPs jsou
fosforylovany na dNTP a nasledné vyuzity pro syntézu DNA (46, 53).
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Obr. 2 De novo syntéza a zachranné drahy purind (53). Enzymy purinové syntézy de novo
Jjsou znaceny modrie a zelené jsou oznaceny enzymy zachrannych reakci purinii. Prvnich jedendct
krokii de novo syntézy vede ke vzniku molekuly IMP, kterad je prekurzorem pro vznik AMP, XMP a
GMP. V zachrannych drahach jsou nukleosidy adenosin a guanosin za katalyzy PNP preménény na
prislusné baze adenin a guanin a nasledné konvertovany na AMP pomoci APRT a GMP za katalyzy
HPRT. Adenosin miize byt preménén na AMP za katalyzy ADK, nebo pomoci PNP na hypoxantin a
za katalyzy ADA na inosin, ze kterého vzmnika IMP v pritomnosti HPRT. Purinové
deoxyribonukleotidy dA a dG jsou recyklovany pomoci DCK na dAMP a dGMP. De novo syntéza
purinii: Riboza-5-fosfat (R5P), fosforibosylpyrofosfatsyntetaza (PRPSAP), fosforibosylpyrofosfat
(PRPP), amidofosforibosyltransferdza (PPAT), S-fosforibosylamin (5-PRA),
fosforibosylglycinamidformyltransferdza (GART), glycinamid ribonukleotid (GAR), fosforibosyl-N-
formylglycinamid (FGAR), fosforibosylformylglycinamidinsyntiza (PFAS), 35-
fosforibosylformylglycinamidin (FGAM), S-aminoimidazol ribotid (AIR), 5-
fosforibosylaminoimidazolkarboxylaza  (PAICS), S-fosforibosyl-4-karboxy-5-aminoimidazol
(CAIR), fosforibosylaminoimidazolsukcinokarboxamid (SAICAR), adenylosukcinatlyaza (ADSL), 5-
aminoimidazol-4-karboxamid ribonukleotid (AICAR), S-aminoimidazol-4-karboxamid
ribonukleotid  formyltransferdaza/IMP  cyklohydrolaza  (ATIC), inosinmonofosfit  (IMP),
inosinmonofosfatdehydrogendza (IMPDH), xanthosinmonofosfat (XMP), guaninmonofosfatsyntdza
(GMPS), guanosinmonofosfat (GMP), guanosindifosfat (GDP), guanosintrifosfat (GTP),
ribonukleotidreduktiza (RNR), deoxyguanosindifosfat (dGDP), deoxyguanosintrifosfat (dGTP),
adenylosukcinatsyntaza (ADSS), adenosinmonofosfat (AMP), adenosinmonofosfatdeamindza
(AMPD),  adenosinkinaza  (AK), adenosindifosfat  (ADP),  adenosintrifosfat  (ATP),
deoxyadenosindifosfat (dADP), deoxyadenosintrifosfit (dATP). Zdachranné drahy pruinii: purin
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nukleosid fosforyliza (PNP), adeninfosforibosyltransferaza (APRT), adenosinkindza (ADK),
adenosindeamindaza (ADA), hypoxanthinfosforibosyltransferaza (HPRT), deoxycytidinkinaza
(DCK).
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3.6.3. Syntéza pyrimidint de novo

Syntéza pyrimidinti de novo narozdil od purini za¢ina sestavenim pyrimidinového cyklu a
az poté se na n¢j napojuje ribosa v podobé PRPP. SpoleCnym a fundamentalnim rysem syntézy de
novo purini a pyrimidintl je Gcast aminokyselin aspartitu a glutaminu. Prvni, druhy a tfeti krok
katalyzuje trifunk¢ni klicovy enzymovy komplex CAD, jehoz expresi zvySuje mTOR (53). Prvnim

krokem je biosyntéza karbamoylfosfatu za pfitomnosti 2 ATP, glutaminu a molekuly HCOs™ za

katalyzy CPSII (karbamoylfosfatsyntetaza II). V druhém kroku dochazi k navazani aspartatu a

vzniku karbamoylaspartatu pomoci ATCase (aspartattranskarbamoylaza). Nasledn¢ se uzavira
heteroaromaticky kruh v pfitomnosti DHOase (dihydroorotaza) a vzniku dihydroorotatu. V dal§im
kroku za katalyzy DHODH (dihydroorotiatdehydrogenaza) vznika orotat. Nasledujici dva kroky
katalyzuje bifunk¢éni enzym UMPS (uridinmonofosfatsyntetaza). V prvnim z nich dochazi PRPP-
dependentni reakci, a to navazani fosforibosilu vzniklého z ribozy-5-fosfat pomoci enzymu
PRPSAP (fosforibosylpyrofosfatsyntetiaza), ktery je spolecny pro de novo syntézu purini a
pyrimidind. V dal§im kroku, jez katalyzuyje UMPS dochdzi k dekarboxylaci a wvzniku
uridinmonofosfatu (UMP). Nasleduje konverze UMP na UDP za piitomnosti CMPK

(cytidin/uridinmonofosfatkinaza). Syntéza UTP probiha pomoci NDPK
(nukleosiddifosfatkinaza) a zapojuje se do utvaieni RNA (46, 47). Molekula UTP muze byt
konvertovana na CTP pomoci CTPS (cytidintrifosfatsyntaza) v ATP dependentni reakci, za
piitomnosti glutaminu jako donoru dusiku a podilet se na RNA syntéze (47, 53, 54).

UDP a CDP mohou byt za katalyzy RNR (ribonukleotidreduktaza) prevedeny na dUDP
a dCDP. Molekula dCDP je ptevedena pomoci NDPK na dCTP a slouzi pro synt¢zu DNA. dUDP
je degradovano pomoci dUDPazy na dUMP, ktery je substrdtem pro enzym TYMS
(thymidylatsyntaza), ktery umoziuje zformovani deoxythymidinmonofosfitu (dTMP). Enzym

TYMS je zavisly na DHFR (dihydrofolatreduktaza), ktery obnovuje 5, 10 MTHF (5, 10-

methylentetrahydrofolat) z néhoz TYMS napojuje methyl a dva vodiky na dUMP za vzniku dTMP.
Molekula dTMP je fosforylovana na dTDP za katalyzy TK (thymidinkinaza) a nasledné¢ pomoci
NDPK na dTTP pro naslednou syntézu DNA (46, 47, 54).

3.6.4. Zachranné drahy pyrimidini

Molekuly UMP a CMP vzniklé RNA katabolismem mohou byt rovnou konvertovany za
katalyzy CMPK (cytidin/uridinmonofosfatkinaza) a NDPK (nukleosiddifosfatkinaza) na UTP a
CTP. Nukleosid cytidin mize byt transformovan na uridin pomoci CDA (cytidindeaminaza). Oba
tyto nukleosidy jsou substrdty UCK (uridincytidinkinaza), jez katalyzuje vznik UMP a CMP.
Molekula UMP je poté katalyzovana stejnymi enzymy jako v de novo syntéze a umoznuje vznik
UTP, CTP a dCTP, zatimco CMP je pieménéno na UMP enzymem DCTD
(deoxycytidilatdeaminaza), jez zaroven katalyzuje pfeménu dCMP na dUDP (46, 47).
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Zachranné drahy pyrimidinovych deoxyribonukleosidi dU, dC a dT se probihaji
nasledovné. Molekula dU je konvertovana na dC pomoci CDA. Molekula dC je pfeménéna na
dCMP pomoci DCK a poté existuji dvé moznosti. V prvni se dCMP méni na dUMP v pfitomnosti
DCTD a v druhé je dCMP fosforylovano na dCDP a nasledn¢ dCTP. Posledni z deoxypyrimidini
dT je transformovan na dTMP za katalyzy TK (thymidinkinaza). Poté je fosforylovan enzymy ze
syntézy de novo na dTTP a spolecné s dCTP slouzi pro syntézu DNA (46, 47).

Cytidin » CMP
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Obr. 3 De novo syntéza a zachranné drahy pyrimidin (53). Enzymy pyrimidinové de novo
syntezy jsou znaceny modie a zachranné drahy pyrimidinii jsou oznaceny zelené. V ramci de novo
syntézy je nukleosid UMP syntetizovan z glutaminu, aspartdtu a ribozy-5-fosfat za pomoci CAD,
DHODH, PRPSAP a UMPS. Enzym CMPK katalyzuje vznik UDP. UDP muize byt fosforylovano
na UPT a pomoci enzymu CTPS dochdazi k transformaci na CTP, které spolecné s UTP slouzi pro
syntezu RNA. Ribonukleotidy UDP a CDP mohou byt preménény za katalyzy na
deoxyribonukleotidy dUDP a dCDP. dUMP je v pritomnosti TYMS a kofaktoru 5, 10-MTHF,
premeénéno na dTMP, které po fosforylaci na dTTP slouzi s dCTP pro syntézu DNA. Klicovy
kofaktor 5, 10-MTHF je regenerovan pomoci enzymu DHFR. U zachrannych drah pyrimidinii je
eytidin premeénén na uridin pomoci CDA. Cytidin a uridin je transformovan na CMP a UMP za
katalyzy UCK. CMP se méni na UMP pomoci enzymu DCTD. dT je recyklovan na dTMP pomoci
TK. dC je preménen na dCMP enzymem DCK a nasledné na dCDP. dU je transformovan na dC
za katalyzy CDA a dC na dCMP pomoci DCK. dCMP je preménén na dUDP pomoci DCTD. De
novo syntéza pyrimidinii: Karbamoylfosfatsyntetiza 2, aspartattranskarbamoyldaza a

dihydroorotiza (CAD), dihydroorotat (DHO), dihydroorotatdehydrogendaza (DHODH), riboza-
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5-fosfat (R5P), fosforibosylpyrofosfatsyntetiza (PRPSAP), fosforibosylpyrofosfat (PRPP),
uridinmonofosfatsyntetiza (UMPS), uridinmonofosfat (UMP), cytidin/uridinmonofosfatkinaza
(CMPK), uridindifosfat  (UDP), uridintrifosfat (UTP), cytidintrifosfatsyntiza (CTPS),
oytidintrifosfat (CTP), cytidindifosfat (CDP), ribonukleotidreduktaza (RNR), deoxycytidindifosfdt
(dCDP), deoxycytidintrifosfat (dCTP), deoxyuridindifosfat (dUDP), deoxyuridinmonofosfat
(dUMP), thymidylatsyntiza (TYMS), deoxythymidinmonofosfat (dTMP), deoxythymidintrifosfat
(dTTP), dihydrofolatreduktiza (DHFR), dihydrofolat (DHF), tetrahydrofolat (THF), 5,10-
methylentetrahydrofolat (5,10-MTHF). Zachranné drahy pyrimidinii: cytidindeamindza (CDA),
uridin-cytidinkinaza (UCK), cytidinmonofosfat (CMP), deoxycytidylatdeamindza (DCTD),
deoxyuridin (dU), cytidindeaminaza (CDA), deoxycytidin (dC), deoxycytidinkindza (DCK),
deoxycytidinmonofosfat (dACMP), deoxythymidin (dT), thymidinkindza (TK).

29



3.7. Placentarni modely
Placentarni modely jsou dilezité, protoze studovat lidskou placentu v pribéhu t€hotenstvi neni

z etickych divod mozné nebo jen velmi obtizné (56).

In vivo lze placentu zkoumat na zvifecich modelech. Hlavni nevyhodou této metody je eticka
stranka (snaha o redukci poctu pokusnych zvitat) a fakt, ze placenta je mezidruhove nejvice rozdilny
organ z pohledu své morfologie a molekularniho metabolismu. Z tohoto diivodu jsou pro zakladni i

aplikovany vyzkum dtlezité in vitro metodiky (57).

Mezi in vitro modely trofoblastu se fadi izolované primarni bunky trofoblastu a bunécné linie
odvozené od placentirnich nadorti. Primarni buiiky trofoblastu se ziskavaji izolaci z placenty z
donoseného téhotenstvi a kultivuji se v monovrstvach nebo konvencnich platech. Pouzivaji pro
vyzkum trofoblastu ve stdidiu CTB a STB. Stadium CTB je reprezentovano primarnimi buiikami
trofoblastu, které jsou kultivovany po dobu 8 h, zatimco staddium STB vznika spontanni fizi po 72 —

96 h kultivace. (104, 105).

Dals8im casto pouzivanym in vitro modelem je bunécna linie BeWo. Buiky BeWo jsou schopny
v pritomnosti aktivatoru adenylatcyklazy a forskolinu fizovat a diferenciovat do jednolité vrstvy
napodobujici vrstvu STB. Jsou vhodnym in vifro modelem pro vyzkum transcelularnich distribuce
nutrientll a 1é¢iv ptes placentarni trofoblast a humoralni funkce typické pro STB, jako produkce napf.

hCG, progesteronu (58).

Dalsi vyuzivanou metodou je vyzkum viléznich explantatl. Je ¢asové naro¢na, jelikoz po
ziskani placenty je nutné okamzitého pouziti bun¢k v experimentu. Jeji vyhodou je, Ze umoziuje
zkoumani placenty jiz od prvniho trimestru. Naopak nevyhody jsou spjaté s procesem odbéru placenty

od darcu a jejich heterogenitou (59).
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4. Hypotéza

Placenta je komplexni rychle rostouci organ zajistujici fyziologicky vyvoj a rast plodu
Samotny vyvoj placenty je spjat s mnoha metabolickymi procesy, z nichz nékteré jsou podobné
procestim v nadorovych tkanich, pficemz hlavnim rozdilem mezi vyvojem placenty a nadoru je, Ze rtst
placenty je vysoce regulovany a fizeny d¢j. Placenta od prvniho do tfetiho trimestru hospodafi
s nukleos(t)idy, které si je schopna sama syntetizovat de novo, nebo je recykluje v zachrannych reakci
nukleos(t)idii. Doposud piesné nevime, zda v n¢jaké fazi t€hotenstvi prevladad dand metabolickd draha

a zda dochazi ke zménam v potiebach nukleos(t)idi v placentach ze spontannich pred¢asnych porodd.

5. Cil prace

Cilem této diplomové prace je stanoveni rozdili exprese genti enzymu podilejicich se na syntéze
de novo a zachrannych drahdch purini a pyrimidinii a adenosinového metabolismu v prabéhu
ontogeneze placenty. Bude porovnavana exprese danych geni u vzorki placent z prvniho a posledniho
trimestru a také z placent pfedcasnych porodt a opét placent z posledniho trimestru. Zarovein se budeme
snazit stanovit zmény exprese genli béhem diferenciace cytotrofoblastu (CTB) na syncytiotrofoblast
(STB) pomoci primarnich buné€k izolovanych z trofoblastu a také prostfednictvim simulace tohoto déje

bunkami BeWo.
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6. Experimentalni ¢ast

6.1.Chemikalie a reagencie

6.1.1. Systémy pro kvantifikaci genové exprese
Gene Gene name Gene code Gene Gene name Gene code
symbol symbol
1 | PRPSAPI | Phosphoribosyl Hs01048899 ml1 | 17 AK1 Adenylate kinase Hs00176119 m1
pyrophosphate 1
synthetase
associated protein 1
2 | PRPSAP2 | Phosphoribosyl Hs00160482 m1 | 18 AK2 Adenylate kinase Hs01650722 ml
pyrophosphate 2
synthetase
associated protein 2
3 PPAT Phosphoribosyl pyr | Hs00601264 m1 | 19 GART Phosphoribosylgl | Hs00894582 m1l
ophosphate ycinamide
amidotransferase formyltransferase
4 DHFR Dihydrofolate Hs00758822 s1 | 20 PFAS Phosphoribosylfo | Hs00389822 ml
reductase rmylglycinamidin
e synthase
5 AMPD?2 | Adenosine Hs00187821 ml1 | 21 PAICS Phosphoribosyla Hs00935017 gH
monophosphate minoimidazole
deaminase 2 carboxylase
6 AMPD3 Adenosine Hs00983048 m1 | 22 PAICS Phosphoribosyla Hs00272390 ml
monophosphate minoimidazole
deaminase 3 carboxylase
7 PNP Purine nucleoside Hs00165367 m1 | 23 ASL Adenylosuccinate Hs01075807 _ml
phosphorylase lyase
8 GDA Guanine deaminase | Hs00393722 ml | 24 ATIC 5- Hs00269671 ml
aminoimidazole-
4-carboxamide
ribonucleotide
formyltransferase/
IMP
cyclohydrolase
9 HPRTI Hypoxanthine Hs02800695 m1 | 25 ADSS 2 Adenylosuccinate | Hs00765651 ml
phosphoribosyltran synthase 2
sferase 1
10 CAD Carbamoyl- Hs00983188 m1 | 26 ADSSLI Adenylosuccinate | Hs00411846 ml
phosphate synthase
synthetase 2 like 1
11 | DHODH | Dihydroorotate Hs00361406_m1 | 27 CDA Cytidine Hs00156401_ml1
dehydrogenase deaminase
12 UMPS Uridine Hs00923517 ml | 28 DCTD dCMP deaminase | Hs01126095 m1
monophosphate
synthetase
13 CTPSI CTP synthase 1 Hs01041851 ml | 29 DCK Deoxycytidine Hs01040726_m1
kinase
14 CTPS2 CTP synthase 2 Hs00219845 ml | 30 TK1 Thymidine kinase | Hs01062125 ml
1
15| CMPKI Cytidine/Uridine Hs01074420 g1 | 31 TK2 Thymidine kinase 2 | Hs01013364 ml
monophosphate
kinase 1
16 CMPK?2 Cytidine/Uridine Hs01013364 ml1 | 32 TYMS Thymidilate Hs00176119 m1
monophosphate synthetas
kinase 2
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33 | IMPDHI | Inosine Hs01650722 ml | 46 | ADORAI Adenosine Hs00181231 _ml
monophosphate receptor Al
dehydrogenase 1
34 | IMPDHI | Inosine Hs00357247 g1 | 47 | ADORA2A | Adenosine Hs00169123 ml1
monophosphate receptor A24
dehydrogenase 1
35 IPDH2 Inosine Hs00269500 m1 | 48 | ADORA2B | Adenosine Hs00386497 ml1
monophosphate receptor A2B
dehydrogenase 2
36 RRM1 Ribonucleotide Hs00274359 ml | 49 ADORA3 Adenosine Hs00181232 m1
reductase receptor 34
regulatory subunit
Ml
37 RRM?2 Ribonucleotide Hs00357247 g1 | 50 ENT-1 Equilibrative Hs01085704 gl
reductase nucleoside
regulatory subunit transporter-1
M2
38 GMPS Guanine Hs00269500 m1 | 51 ENT-2 Equilibrative Hs00155426 ml1
monophosphate nucleoside
synthase transporter-2
39 NT5C 5", 3"-nucleotidase, Hs00274359 m1 | 52 CNT-1 Concentrative Hs00984391 ml
cytosolic nucleoside
transporter-1
40 NT5C2 S"-nucleotidase, Hs01056741 m1 | 53 CNT-2 Concentrative Hs00188407 ml
cytosolic 11 nucleoside
transporter-2
41 | NT5C3b | S-nucleotidase, Hs00369454 m1 | 54 CNT-3 Concentrative Hs00223220 ml1
cytosolic IIIB nucleoside
transporter-3
42 ADK Adenosine kinase Hs00417073_ml
Referencni geny
43 ADA Adenosine Hs01110945 m1 | 55 BM?2 Beta-2 Hs00187842 ml
deaminase microglobulin
44 AHCY Adenosylhomocyste | Hs00898137 gl | 56 GAPDH Glcyceraldehyde- | Hs02758991 gl
inase 3-phosphate
dehydrogenase
45 AHCY Adenosylhomocystei Hs00898135 gH | 57 YWHAZ Hs00755072_m1

nase
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6.1.2.

Klinické parametry darkyn a prisluSnych placent a plodi

Hmotnost Hmotnost
Vék Vyska matky [kg]| matky [kg]| BMI pied BMI pied | Hmotnost | Pohlavi
matky [em] pred pred téhotenstvim | porodem [g] plodu plodu
téhotenstvim porodem
Prvotrimestralni placenty

1 35 - - - - - - -
2 38 - - - - - - -
3 41 - - - - - - -
4 21 - - - - - - -
5 25 - - - - - - -
6 36 - - - - - - -
7 26 - - - - - - -
8 21 159 55,00 - - - -

9 20 161 73,00 - - - - -
10 19 165 64,00 - - - - -

Kohorta pro porovnani prvotrimestralnich placent a piirozené porozenych placent
1 39 183 95 110 28 33 3300 M
2 39 173 71 90 24 30 3000 M
3 31 170 59 71 20 25 3060 Z
4 39 166 59 72 21 26 4160 Z
5 38 170 65 75 22 26 3270 Z
6 38 164 71 86 26 32 3610 M
7 31 174 81 93 27 31 3280 Z
8 35 168 110 125 39 44 3850 7
9 38 172 65 82 22 28 3090 M
10 37 165 54 71 20 26 3790 M
Placenty spontinniho piedéasného porodu
1 162 51 57 19,43 21,72 1100 M
2 166 67 77 24,31 27,94 1000 Z
3 168 85 85 30,12 30,12 1850 M
4 158 54 62 21,63 24,84 1640 Z
5 160 64 72 25,00 28,13 2730 M
6 168 60 71 21,26 25,16 1890 M
7 170 72 81 24,91 28,03 2280 Z
8 162 51 63 19,43 24,01 1890 M
9 168 51 55 18,07 19,49 620 Z
10 165 55 63 20,20 23,14 1600 Z
Kohorta pro porovnani placent spontinniho pfed¢asného porodu a pfirozené porozenych placent

1 33 158 67 80 27 32 3430 M
2 38 179 70 82 22 26 2200 Z
3 31 167 102 102 37 37 4120 M
4 33 164 64 73 24 27 3650 M
5 33 164 64 73 24 27 2560 Z
6 36 165 63 74 23 27 2800 Z
7 36 168 55 79 19 28 4180 M
8 30 154 48 65 20 27 3280 Z
9 30 168 100 104 35 37 3710 M
10 35 170 94 110 33 38 3060 M

34




6.1.3. Reagencie pro qRT-PCR

2-propanol (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

Aqua pro injectione (API) (Braun, Melsungen, Némecko)

Dimethyl-sulfoxid (DMSO, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
Dulbecco’s Phosphste Buffered Saline (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
Ethanol (Merck, USA)

Glycogen (Mannheim, Némecko)

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

iScriptTM Advanced cDNA Synthesis Kit for RT-PCR

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

Nutrient Mixture F-12 Ham (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

FBS (fosfatovy oufr) (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

TagMan ® Universal Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
TRI REAGENT ® RT (Molecular Research Center, Cincinnati, Ohio, USA)

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

6.2.Pristroje

Laminarni box (Joujan SA, St. Herblain, France)

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

QuantStudio ™ 5 Real-Time PCR Instrument (Industrial Estate Road 3, Singapur)
Centrifuga: HERMLE Labortechnik GmbH, typ: Z 326 K (Wehingen, Némecko)

Spektrofotometr: NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts)
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6.3. Kultivace bunécné linie BeWo

Bunky BeWo (bunky odvozené od lidského choriokarcinomu) byly ziskany z ECACC
(European Collection of Authenticated Cell Cultures, UK). BeWo bunky byly kultivovany v médiu
Ham F-12 obohacenym o's 10 % FBS za téchto podminek — 37 °C, 5 % CO2, 95 % N2 s kazdodenni
vyménou média. Pro zahdjeni diferenciace bunék a tim simulace vzniku STB byly buniky bunécné linie
BeWo vystaveny forskolinu (FSK, 50 uM) po dobu 48 h. Jako kontrolu a simulaci CTB byly BeWo
bunky vystaveny dimethyl-sulfoxidu (DMSO) v koncentraci 0,05 %.

6.4. 1zolace RNA

RNA byla izolovana z prvotrimestralnich a poporodnich placent ze spontannich pfed¢asnych
porodii a placent z donoSen¢ho tehotenstvi, nediferenciovanych (CTB) a diferenciovanych (STB)
bunék priméarniho trofoblastu a bun&tné linie BeWo. Nejprve byla tkai (cca lem?)/bufiky omyty
pufrem PBS a nasledné homogenizovany v pfitomnosti TRI REAGENT®RT (Molecular Research)

za vzniku bunécnych lyzati s naslednou chloroformovou extrakci a precipitaci isopropanolem.

Lyzaty byly rozmrazeny a centrifugovany pii teplot¢ 4 °C. V dal§im kroku bylo pfidano k
homogenizovanému vzorku 200 pl chloroformu a po dobu 15 vtefin byl vzorek intenzivné
prottepavan. Nasledn¢ byl vzorek centrifugovan za podminek 12 000 g, 4 °C, 15 min. Centrifugaci byl
vzorek rozdélen na tfi viditelné faze, pficemz v dalSich krocich jsme pracovali pouze se svrchni vodnou

vrstvou obsahujici RNA.

Pro precipitaci RNA z odebrané svrchni vrstvy bylo pouzito 500 ul isopropanolu. Po ptidani
precipitacnich agens byly vzorky dobfe protiepany a poté se nechaly ustalit (10 min) pii pokojové

teploté s naslednou centrifugaci (12 000 g, 4 °C, 10 min).

Supernatant byl odsan a peleta byla omyta 1 ml 75 % ethanolu pro kvalitnéj$i precipitaci.
Vzorky se poté znovu centrifugovali pii 12 000 g, 4 °C po dobu 5 min. Tento krok byl pro dosazeni

Cisté pelety opakovan dvakrat. V poslednim kroku se nechala peleta vysusit pfi laboratorni teploté.

Peleta RNA byla rozpuiténa ve 20 ul API. Cistota a koncentrace izolované RNA byla zji§téna
pomérem A260/280 a rezidua organickych solventii pomérem A260/230 za pouziti ND-1000

spektrofotometru.
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6.5. Reverzni transkripce RNA do cDNA

Vzorky po izolaci obsahovali 5 ug RNA v 20 ul. Pro reverzni transkripci bylo pouzito pro kazdy
vzorek 4 pl 5x iScript Advanced Reaction Mix (obsahujici dNTPs, oligo(dT) plus primery) a 1 pl
iScript Advanced Reverse Transcriptase (reverzni transkriptaza), ktera umoznila vytvoieni cDNA. Po
promiseni reverzni transkripce probihala v pfistroji Thermal Cycler Bio-Rad T-100 s nasledujicim
protokolem 20 min pfi teploté 46 °C a ihned poté byla na 1 min teplota zvySena na 95 °C, aby doslo k
zastaveni funkce enzymu. cDNA byla skladovana pti -20 °C a vzorky byly nésledné fedény API

v takovém poméru, abychom ziskali koncentraci cDNA 12,5 ng/pl.

6.6. qPCR

Pomoci této metody qPCR (kvantitativni PCR) jsme se snazili zjistit genovou expresi enzymu
ucastnicich se komplexniho metabolismu nukleos(t)idt v placenté, primarnich buiikach trofoblastu a
BeWo burikach. Pro samotnou analyzu qPCR byla pouzita desticka se 384 jamkami. Do kazdé jamky
bylo pfidano 5 ul reakéni smési. Ta byla pfipravena smisenim z 2,5 ul TagMan™ Fast Advanced
Master Mix, 1,25 pl API, 0,25 pl systémem pro kvantifikaci genové exprese a 1 pl cDNA. Celkové
mnozstvi cDNA v reakci bylo 12,5 ng. Po naplnéni jamek byla desticka centrifugovana a pfesunuta do
piistroje QuantStudio ™ 5 Real-Time PCR Instrument. Nastaveni PCR teplotniho profilu: (1)
polymerazova aktivace 20s pii teploté 95 °C; (2) nasleduje 40 cykld, kdy byla stfidana teplota 95 °C
po dobu 3 s (denaturace) a 60 °C po dobu 30 s (elongace). Zméiena data byla normalizovana na expresi

ttech referen¢nich gent — GAPDH, B2M a YWHAZ (101).

6.7. Analyza dat

Pro analyzu dat bylo rozdéleni genti do definovanych skupin nasledujici. De novo syntéza
purint/pyrimidind, zachranné drahy purind/pyrimidint, adenosinovy metabolismus, adenosinové
receptory, geny uUcastnici se de novo syntézy purinli a pyrimidinti oznaCené jako nezafazené,
transportéry a referencni geny. Adenosin, jeho metabolismus a receptory jsme v nasi studii analyzovali
separatné kvili jeho vyznamné roli v fadé patofyziologickych (preeklampsie) a fyziologickych
procest, jako regulace krevniho tlaku a modulace funkci nekterych organt a tkéni vcetné placenty

(52).

Data byla analyzovdna pomoci pomoci statistického softwaru R a funkci programu tidyverse.
Grafy byly vytvofeny pomoci programil ggplot2, ggbeeswarm, ggpubr, ggprism, ggrepel a ggtext.
Statistické hodnoceni bylo provedeno pomoci funkci R stat nebo programu rstatix. Data genové
exprese byla zpracovana pomoci delta-delta Ct metody. Tzv. interplate kalibrace byla analyzovéana v
kazdém béhu ve trojim opakovani a primérna hodnota byla odectena od hodnot Ct ve vSech analyzach,
¢imz byly generovany hodnoty dCt. Pro normalizaci byl pouzit primér hodnot dCt exprese

referencnich gentt B2M, GAPDH a YWHAZ. Normalizované hodnoty dCtNORM byly ziskany
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odectenim hodnoty dCt cilového genu od hodnoty dCt referencniho genu. Tyto hodnoty byly vztazeny
na median referen¢ni skupiny a tim se ziskali hodnoty ddCt. Hodnoty ddCt mezi skupinami vzorkt
byly hodnoceny Wilcoxonovym testem (Mann-Whitney). Statistické testy v programu rstatix byly
pouzity v R. p-hodnoty byly vypocteny pomoci funkci rstatix a vysledky byly vykresleny pomoci
funkce ggheatmap z programu heatmaply. Za statisticky signifikantni jsou povazovany hladiny

vyznamnosti *(p < 0,05), **(p < 0,01), ***(p < 0,001), ****(p<0,0001).
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7. Vysledky

7.1. Porovnani exprese zkoumanych genii v prvotrimestralni placenté (FT)

s placentou z donoSeného téhotenstvi (TERM)

Zpocatku nasi studie jsme se zaméfili na zmény genové exprese mezi placentou z prvniho
trimestru a placentou z donoseného t€hotenstvi. Pomoci Wilcoxonova rank-sum testu jsme zjistili, Ze
exprese vSech definovanych skupin genti byla snizena v FT placent¢ ve srovnani s TERM placentou
(Obrazek 44, 4B). Konkrétné byly snizeny geny pro adenosinové receptory (ADORA2A) (Obrazek
54), adenosinovy metabolismus (ADK, AHCY, AK1, NT5C2 a NT5C3B) (Obrdzek 5B), geny oznaené
jako nezatazené (PRPSAPI, PRPSAP2 a DCK) (Obrazek 5C), de novo syntézu purini (ADSL, ADSS1,
ADSS2, AMPD2, GMPS, AMPD3, IMPDHI, IMPDH?2 a PPAT) (Obrazek 5D), zachranné drahy
purind (APRT, GDA a HPRTI) (Obrazek 5E), de novo syntézu pyrimidint (CAD, CMPK1 a CTPS)
(Obrdzek 5F) a zachranné drahy pyrimidint (CMPK2, DCTD a TK2) (Obrazek 5G).
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Obr. 4 Srovnavaci analyza genové exprese mezi prvotrimestralni placentou (FT) a
placentou z donoSeného téhotenstvi (TERM). Volcano graf (A) zmnazorniuje srovnani genové
exprese provtrimestralni placenty (FT) s placentou z donoseného tehotenstvi (TERM). Krabicové
grafy (B) popisuji rozdily genové exprese definovanych skupin mezi FT a TERM placentou. Hodnoty
log2 exprese pro vSechny definované skupiny byly zprimeérovany a prezentovany jako prumer log2
exprese ve srovnani k medianu TERM. Statisticka analyza byla provedena pomoci Wilcoxonova rank-

sum testu (¥p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001 ve srovnani s TERM).
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Obr. 5 Porovnani genové exprese u FT a TERM placenty centralizované na median
TERM. Jednotlivée geny byly zarazeny do skupin — adenosinové receptory (A), adenosinovy
metabolismus (B), nezarazené geny (C), de novo syntéza purinii (D), zachranné drahy purinii (E), de
novo syntéza pyrimidinii (F), zachranné drahy pyrimidinu (G), referencni geny (H). Data jsou
prezentovana pomoci krabicovych grafii jako log2 exprese priuméru TERM. Statisticka analyza byla
provedena pomoci neparového dvouvybérového Wilcoxonova testu (Mann-Whitney), (*p < 0.05; **p

< 0.01; ¥**p < 0.001; ****p < 0.0001 ve srovnani s TERM).
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7.2. Porovnani exprese zkoumanych geni v placenté ze spontanniho
pred¢asného porodu (PTB) s placentou z donoSeného téhotenstvi

(TERM)

V nasledujicim kroku jsme porovnavali expresi stejné sady gentt v PTB a TERM placenté.
Pomoci Wilcoxonova rank-sum testu jsme zjistili, ze exprese genti kddujici proteiny zapojené do
homeostazy nukleos(t)idi byla zvysena v PTB placenté ve srovnani s TERM placentou (Obrdzek 64),
exprese veétSiny definovanych skupin genti byla zvySena v PTB placent¢ (Obrdzek 6B). To plati
konkrétn€ pro geny adenosinovych receptortt (ADORA2B a ADORA3) (Obrazek 74), adenosinového
metabolismu (4DA, ADK, AHCY, ENTPDI1, NT5C2, NT5C3B a NTSE) (Obrazek 7B). Ze skupiny
nezafazenych genti byla exprese RRM2 v PTB placenté¢ zvySena, a naopak u PRPSAPI byla snizena
(Obrazek 7C). Dale zvysenou expresi v PTB placenté¢ prokazovali geny purinové syntézy de novo
(AMPD?2 a PPAT) (Obrazek 7D), zachrannych drah purini (4PRT, HPRT a PNP) (Obrazek 7E),
pyrimidinové syntézy de novo (CAD, CMPKI1, CTPSI, CTPS2, DHODH a UMPS) (Obrdzek 7F),
pyrimidinovych zachrannych drah (CMPK?2) (Obrdzek 7G) a transportért (SLC28A42, SLC29A1 a
SLC29A42) (Obrazek 7H).
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Obr. 6 Srovnavaci analyza genové exprese mezi PTB placentou a TERM placentou.
Volcano graf (A) zndzornuje srovnani genové exprese placenty ze spontanniho predcasného porodu
(PTB) s placentou z donoseného téhotenstvi (TERM). Krabicové grafy (B) popisuji rozdily genové
exprese definovanych skupin mezi PTB a TERM placentou. Hodnoty log2 exprese pro vSechny
definované skupiny byly zpriimérovany a prezentovany jako primeér log2 exprese ve srovnani k
medianu TERM. Statisticka analyza byla provedena pomoci Wilcoxonova rank-sum testu (*p < 0,05;

¥ < 0,01; ¥**p < 0,001; ****p < 0,0001 ve srovnani s TERM).
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Obr. 7 Porovnani genové exprese u PTB a TERM placenty centralizované na median
TERM. Jednotlivé geny byly zarazeny do skupin — adenosinové receptory (A), adenosinovy
metabolismus (B), nezarazené geny (C), de novo syntéza purinit (D), zachranné drahy purinii (E), de
novo syntéza pyrimidinit (F), zachranné drahy pyrimidini (G), transportéry (H), referencni geny ().
Data jsou prezentovana pomoci krabicovych grafii jako log2 exprese priméru TERM. Statistickad
analyza byla provedena pomoci nepdarového dvouvybérového Wilcoxonova testu (Mann-Whitney),

(*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001 ve srovnani s TERM).
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7.3. Porovnani exprese zkoumanych genii v lidském primarnim

trofoblastu (CTB) a syncytiotrofoblastu (STB)

Jelikoz jsme predpokladali posun v expresnim profilu béhem piechodu kmenovych bunck
podobnych CTB na fizovany, diferenciovany stav STB, provedli jsme analyzu genové exprese u
Cerstvé izolovanych bunék trofoblastu (CTB) a u bunék po ¢tyfech dnech spontanni diferenciace
(STB). Nase analyza neprokazala zddné zmény v expresi danych skupin gent (Obrdzek 8B) az na
snizenou expresi (ADA, ADK a AK2) a zvySenou expresi (4KI) genli adenosinového metabolismu
(Obrazek 9B). To poukazuje na dynamické zmény v prib&hu procesu diferenciace. Dale byly v STB
zvySeny geny de novo syntézy purintt (PPAT) (Obrazek 9D) a pyrimidint (CTPSI a CTPS2) (Obrdzek

9F). Exprese jednotlivych genli souhrnné znazornény na Obrdzku 8A.
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Obr. 8 Porovnani genové exprese mezi STB a CTB stidiem lidského primarniho
trofoblastu. Volcano graf (A) znazoriiuje geny vykazujici vyrazné zmény v genové expresi pri
porovnani primdrnich bunék CTB a STB. Krabicové grafy (B) zobrazuji porovnani genové exprese
definovanych skupin mezi primarnimi buitkami CTB a STB. Data genové exprese jsou centralizovana
na primer genové exprese CIB a jsou prezentovana jako primer log2 exprese. Statisticka analyza

byla provedena pomoci neparového t-testu. Nebyla zjisténa Zadna statisticka vyznamnost.
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D PURINE DE NOVO
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Obr. 9 Porovnini genové exprese u CTB a STB primarnich bunék trofoblastu
centralizované na priamér CTB. Jednotlivé geny byly zarazeny do skupin — adenosinové receptory
(A), adenosinovy metabolismus (B), nezarazené geny (C), de novo syntéza purinit (D), zdachranné
drahy purinit (E), de novo syntéza pyrimidinu (F), zachranné drahy pyrimidinii (G), referencni geny
(H). Data jsou prezentovana pomoci krabicovych grafii jako log2 exprese pruméru CTB. Statisticka
analyza byla provedena pomoci t-testu, (*p < 0.05; **p < 0.01, ve srovnani s CTB).
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7.4. Porovnani exprese zkoumanych genii v BeWo buiikach kultivovanych

v pritomnosti forskolinu (FSK) a dimethylsulfoxidu (DMSO)

Kultivace BeWo bun¢k v DMSO (nediferenciovany stav) a FSK (diferenciovany stav) stejné
jako u primarnich bunék trofoblastu neptinasi zmény v genové expresi vSech skupin gent (Obrdazek
10B). Jednotlivé snizenou expresi jsme pozorovali v diferenciovanych BeWo bunkach u geni
adenosinového metabolismu (ADK a NT5C3B) (Obrazek 11B) a nezatazenych genti (DCK) (Obrazek
11C). U transportérii byly v diferenciovanych BeWo buiikach snizené hladiny SLC2843, a naopak
zvySené hladiny SLC28A42 (Obrdzek 11H). Exprese jednotlivych genidl znazomény na Obrdzku 10A.
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Obr. 10 Porovnani genové exprese mezi BeWo buiikami v pi‘itomnosti FSK (uM) a DMSO
(0,05 %). Volcano graf (A.) znazornuje geny vykazujici vyrazné zmény v genové expresi pri porovndni
BeWo bunéek ve FSK a DMSO. Krabicové grafy (B.) zobrazuji porovnani genové exprese definovanych
skupin mezi BeWo buitkami v pritomnosti FSK a DMSO. Data genové exprese jsou centralizovana na
primeér genové exprese DMSO a jsou prezentovana jako priimeér log2 exprese. Statisticka analyza byla

provedena pomoci t-testu. Nebyla zjisténa zadna statisticka vyznamnost.
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Obr. 11 Porovnani genové exprese u BeWo bunék kultivovanych v piitomnosti FSK (50
pM) a DMSO (0,05 %) centralizované na pramér DMSO. Jednotlivé geny byly zarazeny do skupin
— adenosinové receptory (A), adenosinovy metabolismus (B), nezarazené geny (C), de novo syntéza
purinii (D), zachranné drahy purinii (E), de novo syntéza pyrimidinii (F), zachranné drahy pyrimidinu
(G), transportéry (H), referencni geny (I). Data jsou prezentovana pomoci krabicovych grafii jako
log2 exprese primeru DMSO. Statisticka analyza byla provedena pomoci t-testu, (*p < 0.05; **p <
0.01, ve srovnani s DMSO,).
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8. Diskuse

Nukleos(t)idy jsou zékladni biomolekuly, které hraji zdsadni roli v bunéénych procesech, jako
je syntéza nukleovych kyselin, funkce koenzymd, prevence senescence a signalni drahy. Enzymy
zapojené do regulace téchto molekul, napiiklad ty v de novo a zachrannych drahach, jsou nezbytné pro
rast bun¢k (54, 61, 62). Vysoka potieba téchto metabolickych cest v rychle se délicich buiikach, jako
jsou rakovinné bunky, zduraznuje jejich vyznam pro rist a vyvoj. Podobnost placenty s nadorovymi
bunikami a jeji rychly rist naznacuji, Ze naroky na nukleos(t)idy budou zvysené i v této tkani (63-65).
Nedavno jsme demonstrovali, Ze hladiny nukleos(t)idit v placentach pfedCasn€ narozenych déti jsou
odli$né od placent z porodti donosenych téhotenstvi (66). Cilem této studie bylo studium ontogeneze
biochemickych cest zapojenych v homeostaze nukleos(t)idii béhem gestace a diferenciace trofoblasti.
Zkoumanim tohoto procesu mizeme lépe pochopit jedine¢né metabolické pozadavky a mechanismy

adaptace placenty béhem t€hotenstvi.

Placenta kontinualné roste az do konce té€hotenstvi (67). Lze tedy predpokladat zvySenou
aktivitu metabolickych procesti smérem ke konci gestace (13, 68). Zrald placenta na konci gestace
vykazuje zvySenou genovou expresi ve vSech metabolickych drahach nukleos(t)ida a signalnich drahach
adenosinu, jak ukazuje Obrdazek 4 A-B. Zvlaste vyrazné je zvySeni placentarnich enzymu, které
produkuji adenosin ve zralé placenté na konci gestace, zatimco degradace adenosinu ziistava
konzistentni, coz mize pfispivat ke zvysenym hladinam adenosinu pozorovanym v plazmé t€hotnych

zen po porodu (69).
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I kdyz placenta obvykle roste konzistentnim tempem (67), naSe zjisténi prekvapiveé odhaluji, ze
placenty ze spontannich ptfedCasnych porodi vykazuji zvySené hladiny gent pro klicové slozky
homeostazy nukleos(t)idii, adenosinového metabolismu a adenosinovych receptortt (podrobnosti na
Obrazku 6 A-B). Jak syntetické, tak i rozkladné drahy adenosinu byly up-regulovany ve srovnani
s placentou z donoSeného t€hotenstvi, coz naznaCuje na intenzivné probihajici adenosinovy

metabolismus v placenté spontinniho pred¢asného porodu (23).
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Absence kontrolni skupiny se stejnym gestatnim vékem nam brani v pifimém propojeni
pozorovanych zmén v genové expresi s pfirozenym prubéhem patologie pfed¢asného porodu (70, 71).
Nicméné, zvySené hladiny gend zapojenych do homeostdzy nukleos(t)idd byly difive spojeny s
patologickymi procesy v riznych organech, v¢etné placenty. Zvysené ADORA2B, ADORA3 a NTSE
v placentach s preeklampsii (72-74) a zvySené hladiny ADA a AHCY byly pozorovany v séru pfi
vyskytu preeklampsie (75, 76). Enzym ADA metabolizuje adenosin na inosin, na rozdil od NT5E a
AHCY, které jsou zapojeny do produkce adenosinu (78, 72). Epigenetické modifikace placenty, jako je
metylace DNA a modifikace histond, ovliviiuji fetalni programovani, které mulize vyustit
v onemocnénim objevujici se pozdéji béhem zivota (79, 80). Enzym AHCY hraje klicovou roli v
produkci S-adenosylmethioninu (SAM), donoru methylové skupiny, kterd ovliviluje methylaci v
placenté. V nasi studii jsme pozorovali vyssi hladiny mRNA AHCY v placentach z pfedcasnych porodi,
coz je v souladu s pfedchozim vyzkumem. To naznacuje moznou zménénou methylacni kapacitu, ktera
muize ovlivnit zasadni placentarni procesy (81). Dale byly hladiny SAM spojeny s velikosti

novorozence, coz dale podtrhuje dtlezitost tohoto enzymu pro fetalni vyvoj (81). Enzym AMPD?2, jehoz

~~~~~

rrrrr

Vétsina zmén expresi enzymi koédovanych analyzovanymi geny byla objevena v kontextu
nadorid. Naptiklad ADSL a PPAT byly nadmérné exprimované u kolorektalniho karcinomu a karcinomu
Stitn¢ zlazy. ADSL je zapojen do syntézy a reparace DNA, zatimco oba enzymy ADSL i PPAT moduluji
bunécnou proliferaci, migraci a invazi (83, 84). To naznacuje, Ze jejich zvySené hladiny v placenté
mohou byt souc¢asti §ir§i bunécné odpoveédi k udrzeni bunéénych funkci za neptiznivych podminek. Dale
je nadprodukce CAD nezbytna pro karcinogenezi a tvorbu metastaz (85). Inhibice CTPS! v bunécnych
liniich mnohocetného myelomu (MM) zastavuje proliferaci, coz zdlraziuje jeji klicovou roli v rlstu

bunck (86). CTPS2 se podili na odpovedi na posSkozeni DNA interakci s proteinem Breast Cancer 1 pti
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chronické lymfocytarni leukémii, coz naznacuje jeho zapojeni do stabilizace a reparace genomu (87).
Nadméma exprese RRM2 byla nalezena jako piicina Spatnych vysledkt pacientii s rakovinou prostaty,
jelikoz je to limitujici enzym Gcastnici se reparace a syntézy DNA (88). Dale, inhibice DHODH narusuje
proliferaci nadoru in vitro (89). Vysoka exprese UMPS v tkani maligniho pleurdlniho mezoteliomu
zdlraziuje vyznamnou roli pii podpote rychlého ristu bunek prostiednictvim zvySené biosyntézy
bun¢k na 5-fluorouracil (5-FU) a zvySené hladiny aktivity APRT, ktery katalyzuje zachranné reakce,
¢imz je omezena potieba de novo syntézy purind v rakovinnych buiikach (91). Dale je HPRT nadmérné
exprimovan na povrchu nadorovych bunék prostaty a hraje kli¢ovou roli v regulaci imunitniho systému
a produkci adenosinu a guanosinu (92, 93). Nedavné in silico analyzy ukazaly, ze exprese PNP je
vyznamné vys$$i u pacientll s kolorektalnim karcinomem a rakovinou prsu ve srovnani se zdravymi
jedinci. Tato nadmérna exprese neni jen charakteristickym znakem téchto karcinomd, ale je také spojena
s Urovnémi agresivity a §patné progndzy u pacientil s témito onemocnénimi. Pyrimidinové nukleosidy
mohou slouzit jako alternativni zdroj energie v ptipad¢ nedostatecného ptisunu zivin (45, 94). Navic
inhibice CMPK1 snizuje proliferaci a migraci bunék (95) a genové exprese CMPKI a CMPK?2 byly
spojeny se $patnou prognézou u triple negativniho karcinomu prsu a karcinomu délozniho ¢ipku (96,
97). Posun smérem k zachrannym purinovym draham je také pozorovan v placentach pii pred¢asném

porodu (Obrdazky 6 A-B), coz naznaCuje moznou mitochondrialni dysfunkci (98).

V poslednim kroku nasi studie jsme se zaméfili na otdzku, zda existuje posun v expresnim
profilu zkoumanych genti mezi izolovanymi bunikami trofoblastu CTB a fizovanymi diferencovanymi
bunkami STB v primarnich buiikach trofoblastu (Obrdzek 8 A-B). Kvuli tomu, Ze primarni buitkky CTB
neproliferuji, vyuzili jsme posléze jeSté dalsi in vitro model placenty, a to BeWo builky oSetfené
forskolinem, ktery indukuje fuzi a diferenciaci BeWo bun¢k za vzniku vrstvy podobné STB (Obrdzek
10 A-B) (99). Navzdory obecnému piesvédceni, ze proliferujici buniky spoléhaji na de novo syntézu a
diferencované tkané spoléhaji na zachranné drahy (61, 100), jsme pozorovali jen malé zmény béhem
pifechodu CTB/STB v primarnich a BeWo bunkach. To naznaduje, ze nukleos(t)idy jsou dulezité pro
jak proliferujici, tak diferencované bunky. V obou modelech jsme pozorovali snizeni hladin ADK, ktera
je nezbytna pro regulaci koncentrace extracelularniho adenosinu a intracelularnich adeninovych
nukleotidd, a tim hraje dalezitou roli v homeostaze bunécné energetické a riznych fyziologickych
procesech. Snizené hladiny ADA v primarnich STB také signalizuji niz8i schopnost pfemény adenosinu
na inosin, coz mize nakonec vést ke zvyseni bun&énych/extracelularnich hladin adenosinu. Udaje také
naznacuji mozné zvyseni produkce purind a pyrimidind, o nichz se uvadi, Ze maji ochranné funkce, nebo

mohou slouzit jako zdroj energie (70, 102, 103).
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9, Zavér

Exprese gent kodujicich enzymy klicové pro adenosinovy metabolismus, purinové a
pyrimidinové drahy se zvySuji smérem ke konci tehotenstvi. Diulezité je, ze placenty ze
spontannich pfedcasnych porodl vykazuji zvySenou expresi nékterych genil ve srovnani s placentami
z donoseného téhotenstvi a mnoho z téchto gentl je spojeno s patologickymi a/nebo repara¢nimi procesy,
coz naznacuje, ze placenta aktivuje nukleos(t)idové metabolické drahy pro rist, opravu nukleovych
kyselin, imunitni mechanismy a pfipadné zpomaleni senescence bunék. Sit’ drah pro syntézu de novo a
zachranu nukleotidi je tzce propojena a expresni hladiny genli mezi sebou pozitivné koreluji,
pravdépodobné s cilem udrzeni nukleos(t)idové rovnovahy a pokryti potieb placentarni tkan€. Adenosin
je vSestranny a fyziologicky dilezity nukleosid ovliviiujici funkce n€kterych organti a tkani vcetné
placenty. V placenté ze spontinniho pfedcasného porodu dochazi k vyznamnéjsi degradaci adenosinu
oproti placenté¢ z donoSeného tehotenstvi, z cehoz mlzeme usuzovat, ze ho jeho hladiny budou
prekvapivé v placenté¢ pred¢asného porodu nizs$i. Deplece placentarniho adenosinu mize pfispivat
k rozvoji pred¢asného porodu, zatimco zvysena exprese genti purinovych zachrannych drah (/MPDH,
PNP, APRT, HPRTI) muze slouzit jako ochranny mechanismus placenty. Genova exprese sledovanych
genu se zasadné neméni v pribéhu pfemény izolovanych lidskych primarnich bun¢k trofoblastu CTB
na STB, nicméné exprese gend podilejicich se na metabolismu adenosinu jsou snizené a draha pro
syntézu purini je posilena, coz naznacuje potencialné zvySenou potfebu adenosinu. Zavérem lze fici, Ze
tato studie poukazuje na vyznam nukleos(t)idi pro spravny vyvoj placenty, ale na druh¢ stran¢ také na
potiebu dalSiho vyzkumu, ktery by ptinesl podrobné poznatky o nukleos(t)idech a jejich plném vyznamu
pro dobro placenty. To se tyka i dal§iho vyzkumu vlivu antiretroviralnich latek odvozenych od
nukleos(t)id (napf. abakavir ¢i tenofovir), které jsou beéhem tehotenstvi chronicky vyuzivané ve
farmakoterapii HIV, ¢i kofeinu jako antagonisty adenosinovych receptori a obsahové latky bézné
uzivanych potravin. Vzhledem k diikaziim popisujicim negativni vliv téchto latek na placentu, vyvijejici
se plod a porod, 1ze dosud jen spekulovat, Ze tyto laky negativng interferuji s homeostazou nukleos(t)idi

v placent¢.
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