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Anotace:

Extracellular adenosine is a multi-potent signalling molecule implicated in many
physiological and pathophysiological conditions. The level of adenosine signalling seems to
be attenuated by te action of adenosine deaminases and adenosine uptake into the intracellular
space via nucleoside transporters. From many in vitro studies on both vertebrate and
invertebrate cell lines, adenosine is known to reduce cell survival. The mechanism of
adenosine action seems to be complex and largely cell type specific resulting from either
activation of specific adenosine receptors or adenosine uptake into cells. This study aimed to
elucidate the mechanisms of adenosine toxicity in fruit fly cell lines. Experiments showed that
adenosine toxicity correlated with the level of adenosine uptake, its adenosine kinase
mediated phosphorylation and incorporation into cellular ATP pool. Metabolical effects of
adenosine included elevation of cellular glucose level and were independent of AMP kinase
activation.
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1. UVOD

Adenosin je endogenni purinovy nukleosid ptitomny ve vSech buikach lidského téla
(Pelleg & Porter, 1990) a jako takovy m& mnoho funkci nejen jako strukturdlni komponenta
nukleovych kyselin a soucést energetickych nukleotidli (Dunwiddie & Masino, 2001). Volny
adenosin hraje predev§im vyznamnou roli ve vnitini 1 vnéj$i regulaci bunék zahrnujici
naptiklad regulaci krevniho tlaku, srde¢nich funkci, nervového pienosu, zanétu, renalnich
funkci, pfenosu bolesti (Ohkubo et al., 2007), proliferace ¢i bun&cné smrti (Borowiec et al.,
20006).

Adenosin ovlivituje buiky pfedevsim aktivaci specifickych membranovych receptorti
z rodiny GPCR (Cristalli & Volpini, 2003). Hladina extracelularniho adenosinu je regulovana
komplexni souhrou jeho deaminace, transportu do bunék a fosforylace (Sankar et al., 2002).
Transport adenosinu pies bunénou membranu je zivotné dulezity pro syntézu nukleovych
kyselin u bun¢k, které nedokazi syntetizovat purinové baze de novo (Podgorska et al., 2005),
u savclu napiiklad enterocyty nebo hematopoetické bunky (Griffith & Jarvis, 1996). Na
druhou stranu mohou nukleosidové transportéry pii vyS$Si koncentraci adenosinu
zprostiedkovat jeho toxicky vliv. Adenosinova toxicita a jeji mechanismy jsou do znacné
miry specifické pro rlizné typy bunék a jejich studium miZe pfinést nové poznatky o vlivu
adenosinu na energetickou homeostdzu bunék a jeho fyziologickych 1 patofyziologickych
funkcich.

Studium u¢inkti adenosinu u savci je pomeérné komplikované, vzhledem k existenci
nekolika adenosinovych receptort a nukleosidovych transportérii zprostiedkujicich pienos
adenosinu pfes bunéénou membranu. Genom Drosophila melanogaster (dale jen drozofila)
obsahuje vSechny geny adenosinové signalizace a metabolismu, hladina volného adenosinu v
hemolymf€ je podobnd jako v télnich tekutindch savch. Oproti lidskému genomu byl u
drozofily popsan pouze jeden gen kodujici adenosinovy receptor (Dolezelova et al., 2007) a
mensi pocet genid kodujicich nukleosidové transportéry. Vzhledem k mensi komplexité
komponent adenosinové signalizace a metabolismu tedy drozofila ptedstavuje vhodnou
alternativu pro studium vlivu adenosinu na rast a viabilitu bun¢k.

Cilem této prace bylo pfinést nové poznatky o mechanismu plisobeni adenosinu na hmyzim
modelu in vitro, navazat na ptredeslé vyzkumy drozofili bunééné linie Cl.8+ senzitivni k
adenosinu a sledovat zapojeni adenosinové kinazy a AMP kinazy v toxicité extracelularniho

adenosinu. Déle porovnat vliv extracelularniho adenosinu na bunééné linie C1.8+ s bunécnymi



liniemi Mbn-2 a Bg2-c2 k adenosinu rezistentnimi. V neposledni fadé u bunécné linie Mbn-2

sledovat mechanismus tolerance k extracelularnimu adenosinu.



2. LITERARNI PREHLED

2.1 Adenosin

Adenosin je nukleosid skladajici se z purinové baze adeninu a cukru ribdzy, navzajem
spojenymi glykosidickou vazbou (Livingston ef al., 2004). Prvni vyzkumy G¢€inki adenosinu
na srdce savcl provedli jiz v roce 1929 Drury & Szent-Gyorgyi. Vysledky ukdzaly, Ze injekce
adenosinu vyvoldva v pokusnych zvitatech snizeni toku krve v koronarnim systému, snizuje
tlukot srdce a vyvolava pokles krevniho tlaku. Od té doby bylo popsano, ze adenosin hraje
klicovou roli ve fyziologii u procest jako vazodilatace, uvolilovani hormonii a
neurotransmiterti, agregace krevnich desticek, lipolyza (Podgorska et al., 2005) ¢i bunécna
smrt (Borowiec et al., 2006), 1 patofyziologii pfi srde¢ni ischémii, hypoxii ¢1 zvySené srdecni
z4atézi (Rubio et al., 1973) a adenosinem zprosttedkovand apoptdza hraje také dulezitou roli v
patofyziologii svalové dystrofie (Jacobson et al., 1999).

Hladina adenosinu je za fyziologickych podminek velmi nizka, v fadu desitek az
stovek nM. V dusledku metabolického stresu dochazi k jeho vyrazné akumulaci (az desitky
uM). Hladina extracelularniho adenosinu se zvysSuje béhem epizod ischémie, hypoxie nebo
hyperkapnie (Dunwiddie & Diao, 1994; Dale et al., 2000; Frenguelli ef al., 2003; Dulla ef al.,
2005; Fredholm, 2007). Extracelularni adenosin miize pochazet z metabolismu adenosinovych
nukleotidd nebo miZe byt pfimo uvolhovan z bunék prostiednictvim specifickych
transportéri  (Fredholm, 1997). Hlavnim zdrojem extraceluldrniho adenosinu je ATP
uvoliované z bunék pii pfechodném ¢i trvalém poSkozeni bunééné membrany v disledku
traumatu nebo po elektrické stimulaci v mozku (Phillis et al., 1987; Pedata et al., 1991;
Zimmermann & Braun, 1999). ATP je postupné¢ degradovano na adenosin ekto-5'-
nukleotiddzami (James & Richardson, 1993). DalSim zdrojem extracelularné tvotfeného
adenosinu je cAMP uvolnované z bunék, které je v extraceluldarnim prostoru §tépeno ekto-
fosfodiesterazami na 5-AMP a dale ekto-5"-nukleotiddzami na adenosin. Adenosin muze
vznikat také intracelularné Stépenim AMP AMP-selektivni 5'-nukleotidazou nebo z IMP
IMP-selektivni 5 -nukleotiddzou (Latini & Pedata, 2001). Dale byl popsan vznik adenosinu
intracelularné z S-adenosylhomocysteinu (SAHC) SAHC hydrolazou (Jennings et al., 1998)
¢1 kompletni defosforylaci adeninovych nukleotida (Borowiec ef al., 2006).

Z extracelularniho prostoru je adenosin rychle odstranovan, biologicky polocas je v
fadu sekund (Jacobson & Gao, 2006), metabolizovan na kyselinu mocovou nebo reutilizovan

prosttednictvim adenosinové kinazy (AK). Katabolismus adenosinu probihd deaminaci na



inosin, pusobenim adenosin deaminaz, a dale pfeménou na hypoxantin, pisobenim
fosforylazy purinovych nukleosidii, xantin a konecny produkt kyselinu mocovou (Cristalli et
al., 2001). Alternativné¢ adenosin vstupuje do bunék prostiednictvim specifickych
nukleosidovych transportérii, v intracelularnim prostoru je plisobenim adenosinové kinazy
preménovan na AMP a znovu vyuzit (tzv. Gspornd, ,,salvage® draha) (Kong et al., 2004).
Ptisnd regulace adenosinové hladiny je kritickd pro preziti urcitych bunéénych typl a
potazmo celého organismu u tak evoluéné vzdalenych organismi jako je Cloveék, myS a

drozofila.
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Obr. 1. Metabolismus adenosinu. (Hermes et al., 2007).



2.2 Adenosin deaminazy a ADGF

Adenosin deamindaza (ADA) je enzym, ktery katalyzuje pfeménu nukleosidli
adenosinu a 2’-deoxyadenosinu (deoxyadenosin) na inosin a 2’-deoxyinosin (Hershfield &
Mitchell, 2001). Timto mechanismem chrani tkané¢ pfed zvySenou hladinou adenosinu a
deoxyadenosinu. Enzymy ADA se vyskytuji u vSech organismti (Dolezelova et al., 2005) a
nachazime je v cytosolu bun€k nebo jako vazané na membranu (Richard et al., 2002).
Absence téchto enzymi je letalni u mySi a drozofily, u clov€ka zpusobuje onemocnéni
imunitnitho systému zvané ,Severe Combined Immunodeficiency Disease” (SCID)
(Migchielsen et al., 1995; Dolezelova et al., 2005). V takto postizeném organismu se hromadi
adenosin/deoxyadenosin, coZ na nékteré¢ buiiky plsobi toxicky (Migchielsen et al., 1995).
Onemocnéni vyvolava ubyvani T a B lymfocytii a bunék NK (,,Natural killers®), coz ma za
nasledek naruseni imunity a snizeni produkce protilatek (Buckley et al., 1997). Postizeni
jedinci bez lé¢by umiraji na oportunni infekce beéhem nékolika prvnich mésicti Zivota
(Dolezal et al., 2005).

U Ccloveéka existuji dva typy ADA, ADAIL, jejiz deficience je spojovdna s
onemocnénim SCID (Valerio ef al., 1984), a ADA2, ktera je kodovana lidskym genem
CECRI1 (,,Cat Eye Critical Region 1) patficim do rodiny deamindz nazvanych ADGF
(,,Adenosine deaminase-related growth factors®) (Maier et al., 2005). Gen CECRI1 je
lokalizovan na 22. chromozému a jeho duplikaci vznikd onemocnéni zvané ,,Cat eye
syndrome* (Riazi et al., 2000), jehoz nejzndm¢jSimi projevy jsou ocni kolobom a analni
atrezie (Berends ef al., 2001).

Prohledanim databaze sekvenci kodovanych proteini u hmyzu bylo u drozofily
identifikovano Sest genii kodujicich proteiny s deamindzovou aktivitou, ADGF-A, ADGF-B,
ADGF-A2, ADGF-C, ADGF-D, ADGF-E (Zurovec et al., 2002) a jedna bona fide ADA
(Dolezelova et al., 2005). Nejvice exprimovany je gen ADGF-A nalezeny ve vSech stadiich
vyvoje drozofily. Jeho exprese byla zjiSténa pfevazné ve stievé a lymfatickych uzlinach.
Exprese ADGF-D byla nalezena pouze v postembryonickych stadiich s nizkou expresi v
larvalnim stadiu a stadiu kukly a s vyssi expresi v dospélych samcich. Nejvice je exprimovan
v tukovém télese a mozku. Ve stadiich sam¢ich dospélct byly nalezeny ADGF-B a ADGF-E
exprimované¢ v abdomenu, kde je také exprimovan ADGF-A2 popsany Matsushita et al.,
(2000) jako sam&i ADGF (, Male-specifec IDGF*, MSI) (Zurovec et al., 2002). Exprese genu
pro ADGF-C byla detekovana pfevazné¢ v samcich a jeho exprese se CasteCné prekryva s

ADGF-D (Dolezelova et al., 2007).



Zurovec et al., (2002) také zkoumali ADA aktivitu a mitogenni u¢inek na C1.8+ buiiky
in vitro. Tyto buiiky po aplikaci adenosinu do kultivacniho média bez dalSich pridavka (SFM-
,»Supplement-free medium*) méni svoji morfologii a do 24 hodin umiraji. Pfiddnim ADGF-A
nebo ADGF-D do SFM média buiiky ziskavaji sviij pivodni charakteristicky tvar a normalné
proliferuji.

Funkce ADGF-A, nejvice exprimovaného genu z ADGF rodiny, byla zkouména 1 s
pouzitim mutanti ADGF-A. Mutace v tomto genu vyvolava letalitu v larvalnim stadiu ¢i ve
stadiu kukly. Mutantni larva také vykazovala desintegraci tukového télesa a tvorbu malignich
tumorti. U mutanta pozorujeme zvySenou hladinu extracelularniho adenosinu, coZ je
spojovano s hyperglykémii a poruchou ukladani energie. V tomto piipadé pravdépodobné
funguje adenosin podobn¢ jako hormon glukagon. Pokud tato draha neni spravné regulovana,
muze dojit ke ztraté energetickych rezerv, az ke smrti organismu. (Dolezal et al., 2005;

Zuberova et al., 2010).

2.3 Adenosinovy receptor

Fyziologické ¢i patofyziologické (Cristalli & Volpini, 2003) ucinky adenosinu na
buiiku jsou piedevsim zprostiedkovany adenosinovymi receptory (AdoR) (Auchampach ef al.,
1997). AdoR jsou ¢leny velké rodiny membranoveé vazanych receptori sprazenych s G-
proteiny (GPCR — ,,G-protein-coupled receptors®), jejichZz hlavnim agonistou je adenosin, i
kdyZ byla popsana 1 jejich aktivace metabolitem adenosinu, inosinem (Jin et al., 1997;
Fredholm ef al., 2001). U savch rozeznavame 4 typy AdoR, A, Aza, Az a Az (Dal Ben et al.,
2005). Pavodné byly AdoR klasifikovany podle jejich afinity k adenosinovym analogiim a
metylxanthinovym antagonistim (Fredholm ef al., 1994). Jsou vSak také rozdélovany na
zéklad¢ uptednostiiovaného mechanismu signalni transdukce. A; a Az receptory interaguji s
G-proteiny senzitivnimi na pertusovy toxin (Feoktistov & Biaggioni, 1997), ¢imz inhibuji
adenylat cyklazu (Londos et al., 1980), zatimco A;x a A,p receptory adenylat cyklazu
stimuluji (Feoktistov & Biaggioni, 1997). Jednotlivé subtypy AdoR jsou riizné rozmistény po
celém organismu (Murphree & Linden, 2004; Jacobson & Gao, 2006). A je exprimovany v
mozku, srdci, tukové tkani, zaludku, chamovodu, varlatech, slezin€, ledvinach, mocovém
méchyti, aorté, jatrech, oku. Asa je vysoce exprimovany v riiznych ¢astech mozku, ve slezing,
thymu, imunitnich bufikach, srdci, plicich a cévach. Expresi A,g receptoru nachazime v

nizkych hladinach témét ve vSech tkanich a receptoru As v nizkych hladindch ve $§titné zlaze,



mozku, jatrech, ledvinach, srdci a ve stfevech. Tyto receptory maji sice odliSné funkce, ale
jejich exprese se prekryvaji (Nyce, 1999).

Aktivace drah A; receptoru ma ochranné uc¢inky pii ischémii a reperfuzi myokardu,
minimalizuje zatiZzeni srdce a nedostatek kysliku pti ischémii (Neely et al., 1996), snizuje
mortalitu mozkové ischémie a ma anti-kfeCovy vliv na nervovy systém. Mysi knockout
nevykazuje tubuloglomerularni zpétnou vazbu jako odpovéd’ na zvySeny pritok v Henleové
klicce ledvin, nachazime u n&j zvySenou plazmatickou reninovou aktivitu (Brown ef a/.,2001)
a vykazuje vysSi Uzkost a zvySenou citlivost vii¢i bolestivym podnétim (Johansson et al.,
2001). U pokusnych zvirat, ale také béhem klinickych studii, byly pouzity antagonisté A;
receptoru in vivo, coz zpusobovalo zvySené vylucovani vody a sodiku (Wilcox ef al., 1999;
Gottlieb et al., 2002). Experimenty prokdzaly, Ze A; receptor je dllezity pro
tubuloglomerularni odpovéd’ na zvySeny prutok s naslednym vlivem na retenci sodiku.

Aktivace A, receptoru zplisobuje vazodilataci véncitych tepen a zvySuje dodavku
kysliku hladkym svalovym a endotelialnim bunikdm, zlepSuje post-ischemicky obéh krve v
mozku a tim snizuje post-ischemické poSkozeni mozku, inhibuje agregaci krevnich desticek k
endotelidlnim bunkdm nebo pusobi protizanétlivé (Dal Ben et al., 2005). Mysi knockout
vykazuje poruchy v centrdlnim nervovém systému, jako sniZenou prizkumovou aktivitu,
zvySenou miru agrese a snizenou citlivost vii¢i bolestivym podnétim, dale zvySeny krevni
tlak, zvySenou srde¢ni frekvenci a zvySenou agregaci krevnich desticek (Ledent et al., 1997).

Asp receptor zprostiedkovava vazodilataci hladkého svalstva, inhibici funkce
monocytl a makrofagli nebo uvolnéni alergickych mediatort ze Zirnych bunék (Fredholm et
al., 2001). Mysi knockout vykazuje niz§i stupenn zadnctu a signifikantné vySsi ptilnavost
leukocytt k cévam (Yang et al., 2006).
aktivace eosinofilli, neutrofil, monocyti a makrofagii, zatimco v bazofilech a Zirnych
buinikach zprostiedkovava prozanétlivou odpovéd’. Aktivace A; receptoru také stimuluje
migraci bun¢k do mist zanétu a produkci zanétlivych cytokint (Spruntulis & Broadley, 2001).
Mysi knockout ztraci schopnost aktivovat antigenem zprosttedkovanou degranulaci zirnych
bunék (Salvatore et al., 2000) a vykazuje snizenou vazopermeabilitu (Tilley et al., 2000).

V genomu drozofily byl nalezen pouze jeden gen koédujici adenosinovy receptor
(CGY9753). Prohledanim proteinové databaze byla zjisténa 30 % strukturni homologie v
aminokyselinach CG9753 s lidskymi AdoR. Ptedpoklada se, ze CG9753 je protéjSkem
savciho A,p receptoru. Endogenni transkripce CG9753 byla nalezena v mozku, imagindlnich

terccich, kruhové zladze a slinnych zlazach tretiho larvalniho stadia drozofily. Pokusy na



buiikdach CHO (,,Chinese hamster ovary cells®) s transfekovanym AdoR z drozofily ukazuji, ze
adenosinem aktivovany receptor mize stimulovat drahy sekundarnich posli cAMP a Ca®”
(Dolezelova et al., 2007). Mutanti v AdoR piezivaji do dospélosti, dospélci vykazuji poruchy
asociativniho uceni (Knight et al., 2010). Mutace v adenosinovém receptoru c¢astecné
zachranuje fenotyp ADGF-A mutantd (Dolezal et al., 2005). Overexprese CG9753 in vivo
vyvolava letalitu nebo tézké vyvojové abnormality v zavislosti na pouzitém ,driveru*

(Dolezelova et al., 2007).
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2.4 Transport adenosinu do buiiky pomoci nukleosidovych transportérii

Adenosin je hydrofilni molekula a jako takovd neprochazi bunécnou membranou
prostou pasivni difizi (Arch & Newsholme, 1978). K pienosu slouzi nukleosidové
transportéry (NT) (Kiss et al., 2000). NT je skupina membranovych proteinti, které¢ jsou
potiebné pro zachranu endogennich nukleosidii nezbytnych jak pro tvorbu nukleotidid a
nukleovych kyselin, zejména u bun¢k nemajicich schopnost syntetizovat nukleosidy de novo
(Murray, 1971; Staub et al., 1995), tak pro syntézu ATP (Sankar ef al., 2002). NT se vyskytuji
u celé fady organismt a predeslé vyzkumy ukazuji, Ze mezi obratlovci a bezobratlymi je sice
mala podobnost v proteinové sekvenci, ale existuje zde konzervovana struktura NT (Machado
et al., 2007). Studium NT a pochopeni jejich funkce je dulezité z terapeutického hlediska.
Kromé¢ moznosti farmakologického ovlivnéni hladiny extracelularniho adenosinu, jsou NT
mistem vstupu nékterych lé¢iv pro lécbu rakoviny nebo parazitarnich infekci jako malarie
(Zhang et al., 2007; Downie et al., 2008).

Podle mechanismu transportu nukleosidi byly rozdéleny do dvou skupin. (1)
ekvilibrativni nukleosidové transportéry (ENT), které prenaseji nukleosidy usnadnénou difuzi
na zékladé¢ koncentra¢niho spadu. (2) koncentratni nukleosidové transportéry (CNT)
pfenalejici nukleosidy aktivné proti jejich koncentraénimu gradientu na zakladé kotransportu
s Na+ (Gray ef al., 2004) nebo H+ kationty (Wormit et al., 2004).

Doposud bylo u eukaryot objeveno 40 ¢leni ENT proteinové rodiny a piedpoklada se
evolucni ptibuznost s prokaryotickymi NT (Acimovic & Coe, 2002). ENT jsou obousmérné
transportéry, které umoziuji, aby byl adenosin z bunky bud’ uvoliiovan a byl pouzit jako
autokrinni/parakrinni hormon, nebo do buiky pfijiméan, aby obnovil zasoby adenosinovych
metaboliti v bunce, také reguluji hladinu adenosinu a tim AdoR signalizaci. V lidském
genomu byly popsany Ctyfi geny kodujici ENT. ENT1, ENT2 a ENT4 jsou lokalizovany v
plazmatické membrané, ENT3 se nachdzi spiSe ve vnitrobunécnych strukturéch (Young et al.,
2008). Vsechny tyto transportéry piendseji adenosin, avSak liS§i se ve schopnosti pfenaset
ostatni nukleosidy a nukleové baze (Baldwin et al., 2004; Kong et al., 2004). Nachdzime je u
rtiznych typti bunék a pocet prenaSenych molekul ptes urcity transportér zavisi na typu builky
a tkang, ve které se transportér nachazi. U €lov€ka jsou ENT ve velkém mnoZzstvi pfitomny v
kardiovaskularnim systému (Pennycooke et al., 2001). V klinickém vyuziti predstavuje
inhibice ENT pouZitim 1€kid jako dipyridamol, dilazep nebo draflazin podporu a udrZeni

zdravého kardiovaskularniho ustroji (Chaudary et al., 2004).



CNT proteiny byly nalezeny u mnoha druhti bakterii, u eukaryot jako Caenorhabditis
elegans, drozofila a téz u savcl (Huang et al., 1994). U Clovéka a hlodavci byly popsany tii
CNT (Huang et al., 1994; Che et al., 1995; Ritzel et al., 2001), CNTI1 ptenasSi purinové
nukleosidy, CNT2 pienasi pyrimidinové nukleosidy a CNT3 ptenasi purinové 1 pyrimidonoveé
nukleosidy (Wang & Giacomini, 1997).

U drozofily byly popsany tfi ENT, DmENT1 (CG11907), DmENT2 (CGI11045) a
DmENT3 (CG11010). Geny pro DmENT1 a DmENT2 jsou umistény na 2. chromozému, gen
pro DmENT3 na 3. chromozdému (Sankar et al., 2002). Pouze DmENT2 po expresi jeho genu
v oocytu Xenopus byl schopen piendsSet nukleosidy (Machado et al., 2007). V genomu
drozofily byly téZ nalezeny dva geny pro CNT, které zatim nebyly blize charakterizovany.
Knight et al., (2010) zkoumali tlohu ENT2 u drozofily. Zjistili, Ze mutanti, kterym chybi
tento transportér umiraji na konci larvalniho stadia ¢i na zacatku stadia kukly. Hypomorfni
mutantni alely ENT2 jsou zivotné, ale vykazuji poruchy asociativniho uceni, tento fenotyp byl

castecné zachranén, pokud byla mutace kombinovana s mutaci AdoR.

2.5 Vliv adenosinu na viabilitu bunék

Adenosin ovlivitluje bunénou viabilitu a proliferaci, v zavislosti na typu bun¢k mize
proliferaci podporovat (Meininger & Granger, 1990; Ethier et al., 1993) nebo naopak snizovat
i vyvolavat bunénou smrt (Zurovec et al., 2002; Ohkubo et al., 2007). Negativni vliv
adenosinu na bunécné déleni byl pozorovan u savci i hmyzu, jednotlivé typy bunck se v
citlivosti na adenosin zna¢né liSily. 3 uM koncentrace adenosinu byla toxickd pro lidské
makrofagy (Hasko et al., 2000), zatimco pro mysi neuroblasty byla toxickd az 100 pM
koncentrace adenosinu (Schrier et al., 2001). Mnohé sav¢i buiiky, naptiklad lymfocyty, jsou
vic¢i u€inklim adenosinu odolné. Podobné rozdily byly pozorovany i u hmyzich bunéénych
linii, linie S2 a CL.8+ z drozofily, NIHSAPE-4 z Sarcophaga (Zurovec et al., 2002), C-7 z
Aedes (Sherwood & Stollar, 1982), kdy se toxicita adenosinu projevila uz v koncentraci 10
uM. Naproti tomu bunécné linie neuroblasti Bcg-c6, hematopoetickych bunék Mbn-2 a
embryonalnich buné€k Kc167 z drozofily jsou resistentni vii¢i 100 uM koncentraci adenosinu.
Spoleénym mechanismem rezistence u savct 1 hmyzu je deaminace adenosinu pisobenim
adenosin deamindz, jejichz vysoka exprese ¢i aktivita byla u rezistentnich bun€k popsana
(Zurovec et al., 2002; Hershfield & Mitchell, 2001).

Na sav€ich tkanovych kulturach bylo zjisténo, Ze adenosin ovliviiuje savci bunky

dvéma zpisoby, v nizkych koncentracich (nM, uM) prostfednictvim aktivace specifickych
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membranovych receptort, pii vysokych koncentracich transportem adenosinu, ktery porusuje
jejich intracelularni homeostazu (Schrier et al., 2001; Merighi et al., 2002). Rada studii
prokézala, Ze adenosinova toxicita mize byt spojena s aktivaci AdoR vyvoldvajici buné¢nou
smrt u bunék nervové i imunitni soustavy, srde¢nich myocytl a fady nadorovych bunécnych
linii (Kohno et al., 1996; Hermes et al., 2007; Kizake et al., 1990; Szondy, 1994), a to jak
pres cAMP (Kizake et al., 1990), tak akumulaci Ca*" (Szondy, 1994). Piedev§im se uvaZuje o
roli Az receptoru v regulaci bunécného déleni a smrti. Bylo prokazano, Ze aktivace Aj
receptoru inhibuje bunécnou proliferaci u CHO bunck transfekovanych lidskym genem
koédujicim As receptor (Brambilla ef al., 2000) 1 u lidskych melanomovych bunék ovlivnénim
MAP kinazové kaskady (Merighi et al., 2005).

U tady buné¢nych linii bylo popsdno, ze efekt adenosinu byl blokovdn pouzitim
inhibitoru ekvilibrativniho nukleosidového transportu, dipyridamolu, a pro funkci adenosinu
je tedy v téchto piipadech dilezity jeho vstup do bunck (Brown et al., 2000; Wu et al., 2006;
Ohkubo ef al., 2007). Vliv adenosinu uvniti bunék miize byt zprosttedkovan jeho fosforylaci
na AMP pisobenim adenosinové kinazy (Barry & Lind, 2000), aktivaci AMPK (Aymerich ef
al., 2006), preménou adenosinu na S-adenosylhomocystein (SAHC) (Hermes et al., 2007)
nebo nedostatkem (hladovénim) pyrimidinii v bunice. Nedostatek pyrimidinovych nukleotida
byl primarnim pfedpokladem adenosinové toxicity (Green & Chan, 1973). U lidskych
lymfoblastii mize toxicky efekt adenosinu naopak zplisobovat absence aktivity adenosinoveé

kindzy (Hershfield et al., 1977).
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2.6 AMP kinaza

AMP kindza (AMPK) je soucasti proteinové kindzové kaskady, kde slouzi jako senzor
energetického zatizeni v sav¢ich buinikach (Hardie ef al., 1998; Kemp et al., 1999; Hardie &
Hawley, 2001) a ucastni se regulace energetického metabolismu bun¢k (Hardie ef al., 1999).
AMPK se sklada ze tti podjednotek, katalytické podjednotky a, regulacni  a y podjednotky
(Davies et al., 1994; Stapleton et al., 1994; Woods et al., 1996). Koexprese vSech
podjednotek je nezbytna pro vytvoieni fungujiciho stabilniho komplexu (Woods ef al., 1996;
Dyck et al., 1996). AMPK je aktivovdna v odpovéd’ na vyCerpani ATP, coz je spojeno s
narGstem intracelularntho poméru AMP:ATP. Spotiecba ATP miize byt zplsobena
patologickym bunécnym stresem jako je tepelny Sok, ischémie, ale také fyziologicka
kontrakce kosterniho svalu (Hardie et al., 2000), hyperglykémie (da Silva et al., 2006).
AMPK miZze byt také fosforylovana a aktivovana mechanismy nezavislymi na zménach
poméru AMP:ATP (Daniel & Carling, 2002). (1) alosterickd aktivace AMPK pomoci AMP,
(2) fosforylace aminokyseliny threoninu (Thr) 172 podjednotky o, katalyzovand jaterni
kinazou (LKB1) (Hawley et al., 1996; Stein et al., 2000).

Aktivovana AMPK spousti katabolické drahy vedouci k tvorbé ATP a blokuje drahy,
které spotiebovavaji ATP fosforylaci mnoha substrati. AMPK fosforyluje a reguluje
hydroxymetylglutraryl-CoA reduktazu a acetyl-Co-A karboxylazu (ACC) (klicové enzymy
pi1 syntéze steroli a mastnych kyselin) (Hardie & Carling, 1997). Podnécuje transport
glukdzy a oxidaci mastnych kyselin v kosternim svalstvu a je kandidatem pro 1é€bu diabetu 2.
typu (Rutter et al., 2003). AMPK nachazime v kosternim svalstvu, mozku, jatrech a slinivce
(Dagher et al., 1999). Enzym byl nalezen také v endotelialnich buikach, ¢imzZ se zabyvali da
Silva et al., (2006).

Pan & Hardie, (2002) identifikovali geny kddujici homology sav€ich o, B a vy
podjednotek AMPK u drozofily. Vysledky ukazaly, Ze AMPK je vysoce konzervovany enzym
a jeho regulace je shodna jak u savct, tak u hmyzu. Bylo také provedeno studium mutanti,
kterym chybéla AMPK. Tato mutace byla letalni v poloviné stadia kukly a zddna nevstoupila
do stadia dospélce. Z téchto vysledkl 1ze usuzovat, ze AMPK je esencidlnim enzymem v
normalnim vyvoji drozofily (Lee ef al., 2007). Johnson et al., (2010) sledovali fenotypové
projevy mutantl se snizenou AMPK signalizaci. U mutantli pozorovali vys$si pfijem potravy,
ale niz8i hladinu celkovych triglyceridi a sou€asné akumulaci tukii v metabolicky aktivnich
organech podobné¢ jako pifi hladovéni. Fenotyp mutanti potvrdil, ze AMPK prepina

energetické hospodafeni smérem k Setfeni energie za podminek omezenych zdroji potravy.
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Aktivaci AMPK po podani extracelularniho adenosinu sledovali Aymerich et al.,
(2006) na krysich intestindlnich epitelidlnich bunéénych liniich IEC-6, hepatocytech a
bunééné linii z hepatomu (,,Hepatoma cell line*) FAO. U vSech bunécnych typu byla
prokazana aktivace AMPK po podani extracelularniho adenosinu. Dalsi studie na lidskych
endotelidlnich bunikéch prokazala aktivaci AMPK kinazy a fosforylaci jejiho substratu ACC
nezavislou na aktivaci AdoR. Aktivace AMPK vyzadovala transport Ado do buiiky a jeho
naslednou fosforylaci a zfejmé byla potencovana pisobenim LKBI1 kinazy, jejimZ substratem
AMPK je (da Silva et al., 20006).

U CL8+ bunék je vliv adenosinu na jejich viabilitu zpusoben jeho transportem do
bunék, po kterém nasleduje rychly koncentraéné zavisly nartst hladiny ATP spojeny s
poklesem O2 v buiikach v disledku aktivace oxidativni fosforylace (Sandova, 2008). Piesny
fosforylaci Ado na AMP a moZnou roli AMPK v toxickém pitisobeni adenosinu u bunék

CL8&+.
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3. CILE PRACE

1. Na adenosin-senzitivnich buiikdch imagindlnich ter¢kt Drosophila melanogaster
CL8+ sledovat mechanismus, kterym extracelularni adenosin snizuje jejich viabilitu.
e Sledovat roli adenosinové kinazy v toxicité adenosinu.
e Sledovat zapojeni AMP kindzy v toxicité¢ adenosinu.
2. Porovnat ucinky extracelularniho adenosinu na bunééné linie s rGznou citlivosti k
adenosinu (buniky CL.8+, Mbn-2 a Bg2-c2).

3. Sledovat mechanismus tolerance bunééné linie Mbn-2 k extracelularnimu adenosinu.

14



4. MATERIAL A METODY

4.1 Bunécné kultury a média

V experimentech byla pouZzita adherentni buné¢na linie C1.8+ odvozend z kiidelnich
imagindlnich ter¢ki, Mbn-2 odvozena z nadorovych hematopoetickych bun¢k a Bg2-c2
odvozend z neuroblastti Drosophila melanogaster.

Ke kultivaci vSech bunécnych linii bylo pouzito kompletni médium, jehoz zédkladem je
Shields a Sang (Sigma, S 8398) 39,4 g/l. Pro buiikky CL.8+ bylo médium obohaceno o 0,5 g/l
KHCO;3, 2 % fetadlniho bovinniho séra (FBS) (Gibco 16140), 2,5 % extrakt z drozofily, 1 %
antibiotikum penicilin/streptomycin (10000 U/mg, Sigma P4333) a inzulin (125 U/l). Pro
buiiky Mbn-2 bylo médium obohaceno o 10% FBS a 0,125 IU inzulinu a pro buiiky Bg2-c2 o
10% FBS, kvasnicny extrakt (1g/l), pepton (2,5 g/l) a inzulin (0,3 IU/ml). Bunky byly
pasazovany kazdé¢ 2 dny. Médium bylo sterilizovano pomoci filtra s pérozitou 0,22 pm
(Nalgene). Na tomto misté bych rada podékovala Michalu Zurovcovi a Véaclavu Brozovi za

pomoc pii piipraveé bunck.

4.2 Chemikalie

V pokusech byly pouzity tyto chemikalie: adenosin (Ado), jodotubercidin (Itu),
oligomycin (Oligo) od firmy Sigma Aldrich CO a radioaktivn& znateny adenosin 2,8-"H (3H-
Ado) od firmy Moravek Biochemicals, Inc. Praskovy Ado byl uchovavan pfti teploté 4 °C,
zasobni roztok byl pifipraven rozpusténim v destilované vodé (dH,O) jako 10 mM a ihned
zpracovan. Praskovy Oligo 1 zdsobni 10 mM roztok v DMSO byl uchovéavan pfi teploté -20
°C. PraSkovy Itu byl uchovavan pfi teploté 4 °C, zdsobni 10 mM roztok v DMSO pfi teploté -
20 °C. Vysledna koncentrace DMSO v médiu nepiesahovala 0,002 %. 3H-Ado (koncentrace
I mCi/ml, specificka aktivita 12,8 Ci/mmol) byl uchovavan pii teploté -20°C. Ostatni
reagencie byly od firmy Sigma Aldrich CO, pokud neni uvedeno jinak.
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4.3 Rustové kiivky

C1.8+ buiiky byly nasazeny v kompletnim médiu do 12-jamkové misky v koncentraci
4 x 10° bundk/ml. Buiiky byly vystaveny témto chemikéliim o uvedenych koncentracich: 100
uM Ado, 200 uM Ado, 10 nM Itu, 200 nM Itu, 100 uM Ado + 10 nM Itu, 200 uM Ado + 200
nM Itu, a péstovany po dobu 3 dnl. V kombinacich Itu + Ado, byl proveden 20 minutovy
pretreatment Itu, poté byl pfidin Ado. Kontrolni vzorek predstavovaly normalné proliferujici
CL8+ buiiky bez pfidanych chemikalii. Proliferace bun€k byla hodnocena pfimym pocitanim
bunck na digitalnich fotografiich. Na kazdé misce byly oznaceny 3 body, které byly
opakovan¢ fotografovany kazdych 24 hodin pomoci mikroskopu Leica Microsystems, Type
090-135-001 a fotoaparatu Olympus Camedia C3030. Pocet bun¢k na fotografiich byl
piepocitan podle vychozi koncentrace bun¢k a hodnoty spolu se smérodatnymi odchylkami
byly vyneseny do grafu. Statisticky hodnoceny byly konecné nartsty ¢i ubytky v poc¢tu bunék,

tzn. 3. den pokusu.

4.4 Piiprava vzorkit pro Western immunoblotting

10x koncentrovany PBS pufr 80 g NaCl

2 g KCl

2,4 g KH2P04

14,4 g Na,HPO4, dH20 do 1000 ml
pH upraveno na 7,4 pomoci HCI

Nanaseci pufr 7 ml koncentracni pufr (viz nize)
3,6 mg glycerol

1 g SDS (dodecylsiran sodny)
0,93 g DTT (dithiothreitol)

1,2 mg bromfenolova modft
dH,0 do 10 ml

Tabulka 1: Reagencie k pripravé vzorkil pro metodou ,,Western immunoblotting*.

Buiiky C1.8+ v koncentraci 5 x 10° byly nasazeny do 6-jamkové misky a p&stovany v
kompletnim médiu pfes noc. Druhy den bylo buiikdim vyménéno médium a piidan 100 uM
Ado, 200 uM Ado nebo 100 nM Oligo na hodinu respektive na dvé hodiny. Kontrolni vzorek
ptedstavoval normalné proliferujici C1.8+ bunky bez ptidanych chemikalii. Po inkubaci byly
buiiky omyty 1x 500 pl PBS a bylo ptidano 100 pl nanaseciho pufru. Buiiky byly stazeny z
povrchu jamek umélohmotnou stérkou a pieneseny do mikrozkumavek. Vzorky byly vafeny

pi1 100 °C po dobu 5 minut a nasledné centrifugovany pfi maximalnich otackach 10 minut.
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Supernatant byl odebrdn do mikrozkumavek, ithned zpracovan nebo v 50 pl alikvotech
zmrazen na -20 °C. Béhem zpracovani byly vzorky drzeny na ledu.

Buitky Mbn-2 byly nasazeny do 6-jamkové misky v koncentraci 5 x 10° a péstovany v
kompletnim médiu pies noc. Druhy den bylo buitkdim vyménéno médium a byl ptidan 100
uM Ado a 100 nM Oligo na hodinu. Poté byly buiiky pipetou smyty z povrchu misky, s
médiem preneseny do mikrozkumavek a pti 3000 ot/min centrifugovany 5 minut. Poté bylo
médium odsato, buiiky promyty 500 ul PBS, znovu kratce centrifugovany, PBS bylo odsato a
k peletu ptiddno 100 pl nanaSeciho pufru. Dale byly buniky zpracovéany stejnym zpusobem
jako bunky Cl.8+.
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4.5 Western immunoblotting

Akrylamid

60 g akrylamid
1,6 g metylenbisakrylamid
dH,0O do 200 ml

Separacni pufr 181 g Tris

40 ml 10% SDS

800 ml dH,O

pH upraveno na 8,8 pomoci HCI
Koncentraéni pufr 30,25 g Tris

20 ml 10% SDS
pH upraveno na 6,8 pomoci HCI
400 ml dH,O

APS (persiran amonny)

0,2 g APS
2 ml dH,0

Separacni gel

1,873 ml 30% akrylamid
1,9 ml separacéni pufr
3,51 ml destilovana voda
11 ul TEMED

56 ul 10% APS

Koncentra¢ni gel

0,5 ml 30% akrylamid
0,94 ml koncentra¢ni pufr
2,25 ml destilovana voda
10 ul TEMED

30 ul 10% APS

10x koncentrovany elektroforeticky pufr

30,3 g Tris

144 g glycin

10 g SDS

dH,O do 1000 ml

Zebricek

,Prestained Protein Molekular
Marker*
Fermentas Life Sciences

Weight

Tabulka 2. Reagencie pro SDS-PAGE.
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Ptenosovy pufr

1,45 g Tris

7,2 g glycin

800 ml destilovand voda

pH upraveno na 8,3 pomoci HCI
200 ml metanol

10x koncentrovany TBS pufr

250 ml 1M Tris (pH 7,5)

150 ml 5SM NaCl
100 ml dH,O

Promyvaci pufr (TBS/T) 1000 ml 1x koncentrovany TBS pufr
1 ml Tween-20 (100%)

Blokaéni pufr 15 ml 10x TBS

135 ml dH,O
7,5 g odtucnéné suSené mléko
0,15 ml Tween-20 (100%)

Roztok pro fedéni protilatky

2 ml 10x TBS

18 ml dH,O

1,0 g BSA

20 ul Tween (100%)

Chemiluminiscen¢ni detek¢éni systém

,Extended Duration Substrate — SuperSignal
West Dura*
Thermo Scientific Inc.

Ponceau

15 ml TCA (100%)
1 g praSkové ponceau

Pozitivni kontrola

,, T reated AMPK Control Cell Extracts*
Cell Signaling Technology®

Negativni kontrola

,,untreated AMPK Control Cell Extracts*
Cell Signaling Technology®

Tabulka 3. Reagencie pro metodu ,,Western immunoblotting®.
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Primarni protilatka proti fosforylované ,Phospho-AMPKa*“  (Thr172) (D79.5E)
a podjednotce AMPK (pAMPK) krali¢i monoklonalni protilatka

fedéni 1:1000

Cell Signaling Technology®

Primarni protilatka proti celkové AMPK | ,,AMPKa Antibody* (2532)
(tAMPK) (a-1 1 a-2 isoformy katalitické | krali¢i polyklonalni protilatka

podjednotky) fedéni 1:1000
Cell Signaling Technology®
Primarni protilatka proti a-tubulinu ,Monoclonal Anti-a-Tubulin“ T 9026

myS$i monoklondlni protilatka
fedéni 1:1000
Sigma-Aldrich, Inc.

Sekundarni protilatka proti krali¢i protilatce | ,,Goat Anti-Rabbit [gG — HRP: sc 2004
konjugovana s kienovou peroxidazou kozi protilatka

fedéni 1:2000

Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Sekundarni protilatka proti myS$i protilatce | ,,Donkey Anti-Mouse IgG — HRP: sc 2318
konjugovana s kienovou peroxidazou osli protilatka

fedéni 1:4000

Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Tabulka 4: Pouzité protilitky k detekci pAMPK a tAMPK a a-tubulinu metodou
»Western immunoblotting®.

»Western immunoblotting je biochemickd analytickd metoda, ktera umoznuje
interakci protilatka-antigen stanovit hledany protein v heterogenni smési proteinti ve vzorku.

Vzorky byly piipraveny postupem popsanym v kapitole 4.4. Heterogenni smés
proteinit ve vzorcich byla nejprve elektroforeticky rozdélena v polyakrylamidovém gelu za
denatura¢nich podminek (SDS-PAGE). Navazanim SDS k proteinim vzniknou na proteinech
shodné¢ pomeéry poctu naboji na jednotku hmoty, proteiny tak ziskaji podobny tvar a v
polyakrylamidovém gelu se déli na principu ,,molekulového sita®, tzn. jejich pohyblivost
klesa se stoupajici molekulovou hmotnosti.

K separaci proteini bylo pouzito 5 ml separacniho gelu ptevrstven¢ho 1 ml
koncentracniho gelu. VSe bylo ponofeno do 1x koncentrovaného elektroforetického pufru a
do jamek v koncentracnim gelu bylo naneseno 20 pl kazdého vzorku a 10 pl proteinového
zebticku. Elektroforéza probihala pti laboratorni teploté v koncentra¢nim gelu pti 40 V, v
separacnim gelu bylo napéti zvySeno na 120 V. Byla sledovdna migrace bromfenolové modii,
po dosazeni spodniho okraje separaniho gelu byla elektroforéza ukoncena.

Rozdélené proteiny byly z gelu pieneseny na PVDF membranu Hybond P

(Amersham). Pfenos proteinli z gelu na membranu probihal 1 hodinu pfi 300 mA v chladu.
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Uspé&snost pienosu proteinti na membranu byla ovéfena barvenim v Ponceau. Poté byla
membrana promyta dH,O a TBS/T. Nespecificka vazebnd mista na membrané byla blokovana
I hodinu v blokacnim pufru ptfi laboratorni teploté. Po hodiné¢ byla membrana 3x promyta
TBS/T.

K detekei fosforylované AMPK (pAMPK) byla pouZita krali¢i primarni monoklonalni
protilatka. Tato protilaitka se vaze na pAMPK pouze, je-li forforylovana na aminokyseliné
threoninu (172). Membréana byla s nafedénou protilatkou inkubovana pies noc pii 4 °C za
stalého michani. Druhy den byla membréana 3x promyta TBS/T. K detekci komplexu antigen-
protilatka byla membréana inkubovana se sekundarni proti-krali¢i protilatkou konjugovanou s
kienovou peroxidazou 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Po hodin€ byla membrana 3x promyta
TBS/T. Enzymatické aktivita peroxiddzy byla vizualizovana pomoci chemiluminiscencniho
detekéniho substratu ,Extended Duration Substrate — SuperSignal West Dura®“ a
vyfotografovana ptistrojem Lumino Imager LAS 3000 (Fuji).

Pro kvantifikaci vysledkii byly vyzkouSeny tfi alternativni metody: (1) metoda
Bradfordové (viz kapitola 4.6), (2) ,,immunoblotting* s protilatkou proti celkové AMPK, (3)
imunodetekce a-tubulinu. Celkova AMPK (tAMPK) byla detekovana pomoci krali¢i
monoklonalni protilatky vazici AMPK bez ohledu na jeji fosforylaci, pii 4 °C ptes noc. Jako
alternativni metoda kvantifikace byla pouzita mySi monoklondlni protildtka detekujici a-
tubulin. Pfed detekci druhého antigenu byla membrana s detekénim substratem promyta 1x
TBS/T a 0,5 hodiny promyvana v Ponceau, aby doSlo k odstranéni primarnich a sekundarnich
protilatek pouzitych pro detekci predeSlého antigenu. Nésledovalo 3x promyti membrany
TBS/T a opétovna blokace nespecifickych vazebnych mist v bloka¢nim pufru 1 hodinu pii
laboratorni teploté. V nafedéné primarni protilaitce proti o-tubulinu byla membrana
inkubovana 1 hodinu pfi laboratorni teploté. K detekci této protilatky byla pouzita sekundéarni
protilatka proti-mys$i protilatka konjugovana s kienovou peroxidazou.

V experimentech byly pouzity dvé pozitivni kontroly, kontrola doddvana vyrobcem,
ptipravena z extraktu C2C12 buné€k zpracovanych s pfidavkem séra a 10 mM peroxidu vodiku
na 5 minut, a oligomycin (100 nM), ktery blokuje syntézu ATP navdzanim na F, vazebné
misto ATPazy. Jako negativni kontrola byla pouzita vyrobcem dodavana negativni kontrola,
podobné jako u pozitivni kontroly ptipravend z extraktu C2C12 bunék zpracovanych s
piidavkem séra bez peroxidu vodiku. Kontroly od vyrobce byly pied pouzitim 5 minut

vafeny.
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Obr. 1. Pozitivni (+) a negativni (-) kontrola od vyrobce
k detekci pAMPK metodou ,,Western immunoblotting*
(Cell Signaling Technology®).

Intenzita signdlu byla hodnocena pomoci programu ImageQuant (Amersham
Biosciences). Vzhledem k moznym rozdilim v mnoZzstvi nanesenych proteinti v jednotlivych
jamkéch a odlisné celkové hlading signdlu u nezéavislych opakovani pokusu byla pro ucely
kvantifikace vysledkl intenzita signalu jednotlivych vzorka uvedena jako pomér pAMPK k a-

tubulinu normalizovany podle intenzity signalu kontrolniho vzorku bez ptidanych chemikalii.

4.6 Stanoveni koncentrace proteinii v buiikach metodou Bradfordové

Koncentrace proteini v buiikach byla stanovena pomoci ,,Bradford* kitu. Kalibracni
kiivka byla pfipravena do 96-jamkové mikrotitraéni desticky postupnym fedénim zdsobniho
roztoku BSA (0,2 mg/ml) na koncentrace 100-0,8 pg/ml (150 pl/jamku). K piipraveé
bunéénych lyzatd bylo pouzito 100 ul 1M NaOH, néasledované neutralizaci 25 pul SM HCL
Stanoveni mnozstvi proteinti bylo provedeno na zakladé¢ dvou paralelnich méfeni dvou
rtiznych fedéni bunééného lyzatu (150 pl/jamku). Jako blank byla pouzita dH,O. Do kazdé
jamky bylo pfidano 150 pl ,Bradford reagens. Reakce byly inkubovany 5 minut pti
laboratorni teploté. Vznikly barevny zékal, ptfimo umérny mnozstvi proteintt ve vzorku, byl
zméfen na piistroji Elisa-reader (SpectraMax 340 PC) pii vlnové délce 595 nm. Z
naméfenych hodnot byla v programu MS Excel sestrojena standardni kalibra¢ni kiivka a z
rovnice regrese byla vypocitdna koncentrace proteini ve vzorcich. Pokud nebyla kalibra¢ni

kiivka linearni byla pouZita logaritmické transformace dat.

4.7 Stanoveni koncentrace glukozy v bunkdach po podani adenosinu

Hladina glukézy v bunkach byla stanovena kolorimetricky pomoci kitu ,,Glucose
Assay Kit*“ (Abcam). Bunky byly nasazeny do 12-jamkové misky v kompletnim médiu v
koncentraci 5 x 10° bunék/ml. Druhy den bylo buitkim vyménéno médium a piidan adenosin
na 3 respektive 24 hodin. Poté byly buiikky promyty 2x 100 pl PBS a lyzovany 100 pl
»Glucose Assay Buffer”. Bunééné lyzaty byly pifeneseny do mikozkumavek a kratce

centrifugovany. Supernatant byl zfedén ,,Glucose Assay Buffer v poméru 1:10. Pro kalibraci
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vysledki byla z roztoku ,,Glucose Standard* (1 nmol/ul) dvojkovou fedici fadou piipravena 3
% 50 pl roztoku o koncentracich 0-10 nmol gluk6zy/jamku kalibraéni kiivka. Ke standardiim 1
vzorktim bylo pfidano 50 pl reakéni smési, obsahujici 46 ul ,,Glucose Assay Buffer®, 2 ul
,»Glucose Probe* a 2 pul ,,Glucose Enzyme Mix*“. VSe bylo inkubovéano v termostatu pfi teploté
37 °C bez ptistupu svétla, po 30 minutach byla zméfena absorbance pii vinové délce 570 nm
na prtistroji Elisa-reader (SpectraMax 340 PC). Z naméfenych hodnot byla v programu MS
Excel sestrojena standardni kalibra¢ni kiivka a vypocteno mnozstvi glukézy ve vzorcich,
které bylo vztaZeno na pg proteinu, podle mnozZstvi celkovych proteinli stanovenych metodou

Bradfordové (kapitola 4.6).

4.8 Méieni mnoZstvi ATP v buitkach

Mnozstvi ATP v bunkéch bylo méfeno pomoci kitu ,,CellTiter-Glo® Luminescent
Cell Viability Assay* (Promega). Tento test je zaloZen na vzniku luminiscencniho signalu pii
reakci katalyzované enzymem luciferazou (,,Ultra-Glo™ Recombinant Luciferase®).

Mnozstvi ATP ve vzorku je pfimo imérné vyzafenému luminiscenénimu signalu.

beeatle luciferin oxyluciferin

HO s N _COOH -0 s NO
TOH~<) — <
N S luciferase, Mg=* N S

+ATP+05 +AMP+PF+CO,
+LIGHT

Obr. 2. Luciferazova reakce. Oxygenace luciferinu katalyzovana luciferazou za ptitomnosti

Mg**, ATP a molekularniho O,.

4.8.1 Stanoveni mnoZstvi ATP v buiikidch po farmakologickém blokovani adenosinové
kinazy jodotubercidinem

Bunky byly nasazeny do 96-jamkové misky v kompletnim médiu v koncentraci 5 x
10°/ml. Druhy den bylo C1.8+ buitkam vymé&néno médium a byl pridan 100 pM Ado, 10 nM
Itu, 200 nM Itu a kombinace 100 uM Ado + 200 nM Itu a 100 uM Ado + 10 nM Itu s 20
minutovym pretreatmentem Itu na 1 hodinu. Bunky byly lyzovany 5 minut 100 ul ,,CellTiter-
Glo® Reagent* reagencii. Bunécné lyzaty byly pieneseny do 96-jamkové misky z bilého
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plastu, ktery pfi méfeni brani interferenci signalu mezi jednotlivymi vzorky. Luminiscence
byla méfena na ptistroji Luminometer Orion II se softwarem Simplicity 4. Kalibra¢ni kfivka
byla ptipravena fedénim zasobniho 10 mM roztoku ATP do rozmezi koncentraci ATP 10 uM-
100 nM. Mnozstvi ATP bylo vypocteno postupem popsanym v kapitole 4.6. V dalSim pokusu
byl k buiikdm CL8+, Mbn-2 a Bg2-c2 pfidan 200 uM Ado na 0, 2, 4 a 6 hodin. Déle byly

buiiky zpracovany postupem popsanym vyse.

4.9 Transport adenosinu do bunék

Toluen : triton 1:1

PPO 43140-25G 2,5-difenyloxazol | 3,8 g/1000 ml

POPOP 15080-5G 1,4-bis(4-metyl-5- | 0,2 g/1000 ml
fenyl-2oxazol) benzen

Tabulka 5. Scintila¢ni roztok. SloZeni scintilacniho roztoku pro méteni transportu Ado do
bunék.

Mnozstvi adenosinu vstupujiciho do bunék bylo méfeno pomoci adenosinu zna¢eného
radioaktivnim triciem (3H-Ado). Buiiky C1.8+, Mbn-2 a Bg2-c2 v koncentraci 5 x 10> byly
nasazeny do 24-jamkové misky. Druhy den byl k bunkam ptidan radioaktivné znaceny
adenosin v minimdlnim médiu, k 50 uM Ado byl ptidan 3H-Ado o aktivit¢ 1 pCi/jamku (78
pmol/jamku). V €asech 0, 20, 40 a 60 minut bylo médium odsato a pro dikladné odstranéni
média obsahujiciho znaceny 3H-Ado byly bunky dvakrat promyty Cerstvym médiem, poté
lyzovany 200 pl IM NaOH a neutralizovany 50 ul SM HCI. 100 ul vzorku bylo pfeneseno do
mikrozkumavky a byl pfidan 1 ml scintilaéniho roztoku. Mikrozkumavky byly nasledné
vloZeny do scintila¢nich nddobek, ve kterych probihalo métfeni. Radioaktivita byla méfena na
scintilaénim pfistroji ,,Liquid Scintillation Analyzer TRI-CARB 2900TR*. Specificka aktivita
1 nmolu Ado byla vypocitana jako podil celkové aktivity a poctu molti Ado v jamce. Celkova
aktivita byla ziskdna ze dvou paralelnich méfeni 20 pl vzorkl kultivaéniho meédia se
znaCenym Ado. Vysledna radioaktivita byla vypocitdna jako podil hodnot namétenych
ptistrojem a specifické aktivity. Pro porovnani hladiny transportu u jednotlivych bunéénych
linii bylo latkové mnozstvi transportovaného Ado pfepocteno na pg proteinu. Pro porovnani
miry transportu jednotlivych bunéénych linii byly pro jednotlivé ¢asové body vypocitany

smérnice piimky a statisticky vyhodnoceny.
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4.10 Statistika

Pro statistick¢é hodnoceni dat byl pouZzit program Statistica 6.0 (StatSoft Inc). Byla
pouzita One-way ANOVA, nasledné¢ Tukeyho post-hoc test pro mnohonasobné porovnani
vzorkt. Jako signifikantni byly hodnoceny vysledky na hladiné¢ vyznamnosti P < 0,05; * P <
0,05 ve srovnani s bunikami kontroly, ** P < 0,05 ve srovnani s builkami s piidanym

adenosinem. U kazdého experimentu byly statisticky hodnoceny vysledky tii opakovani.
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5. VYSLEDKY

Ve své praci jsem sledovala mechanismy toxického pusobeni adenosinu u tfech
drozofilich buné&€nych linii s rtiznou citlivosti k adenosinu, u linie CL.8+ citlivé k adenosinu a
linii Mbn-2 a Bg2-c2 k adenosinu tolerantnich (Hola, 2009; Zurovec et al., 2002).

Prokazala jsem, Ze pro toxicitu adenosinu je klicova jeho fosforylace katalyzovana
adenosinovou kinazou, fosforylace adenosinu na AMP ovSem nevyvolavala aktivaci AMP
kindzy. O metabolickych zméndch indukovanych extracelularnim adenosinem svéd¢ilo
pozorované zvySeni hladiny glukozy v buiikach. Srovndnim tfi bunécnych linii s rGznou
citlivosti k adenosinu jsem ukézala korelaci toxicity adenosinu s mirou jeho vstupu do bunck
a nasledné fosforylace. Prekvapivé byla na rozdil od bun¢k CL8+ aktivace AMPK pozorovéana

u bunék Mbn-2 k adenosinu tolerantnich.

5.1 Mechanismus toxicity extracelularniho adenosinu u bunék imagindlnich

tercku CL 8+

5.1.1 Farmakologické blokovani adenosinové kinazy chrani buiiky CL8+ pred toxicitou

adenosinu

Toxicita adenosinu pro bunky CL8+ je =zavislda na jeho vstupu do bunky
prostiednictvim ekvilibrativniho transportu a jeho pfeméné na ATP, jak je patrné z
experimentl s dipyridamolem, inhibitorem transportu Ado do bunék, ktery blokoval projevy
toxického ptisobeni Ado u CL.8+ bunék (Sandova, 2008). Zvyseni hladiny ATP po aplikaci
Ado predpoklada zapojeni adenosinové kinazy, toto ovSem nebylo testovano. Sledovala jsem
tedy vliv inhibitoru AK, jodotubercidinu, na proliferaci a morfologii bunék a na hladinu ATP
v buikach. Na zakladé piedeslych experimentt (Sandova, 2008; Hola, 2009) jsem zvolila
koncentrace Ado 100 a 200 uM, které zcela blokuji déleni bunék C1.8+ (obr 3a). Buiiky jsem
inkubovala se 100 uM Ado, 200 uM Ado, 10 nM Itu, 200 nM Itu a s kombinaci 100 uM Ado
+ 10 nM Itu a 100 uM Ado + 200 nM Itu po dobu 3 dnii. Bez ptidavku chemikalii doslo po
ttech dnech kultivace ke 2,3-nasobnému zvySeni poctu bunék. Aplikace 100 uM 1 200 uM
Ado zcela zastavila bunécné déleni a n€které buiiky apoptovaly (27% 100 uM Ado, 34 % 200
pM Ado) (obr. 3a). 10 nM koncentrace Itu neméla na zastavu déleni zpisobenou 100 uM Ado
signifikantni vliv (obr. 3b). Vyssi pouzita koncentrace, 200 nM Itu, samotna sniZovala

proliferaci (o 37 %) (Obr. 3b). V kombinaci se 100 uM Ado Itu signifikantné zvySoval
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proliferaci bunék oproti kultivaci se samotnym 100 uM Ado (P=0,000159) na hodnoty
podobné kontrolnim buiikam (obr. 3b).

Obr. 3a. Vliv adenosinu na proliferaci
—o— Kontrola
bunék CL8+. 100 i 200 uM Ado
—8—Ado100 . . v . . y
12 signifikantné snizuje proliferaci bunék.
« 109 A— Ado200 Hodnoty jsou uvedeny s + smérodatnymi
58 . . 1
= odchylkami. Vysledky byly srovnany
= 6 -
2 4 Tuckeyho post-hoc testem, * P < 0,05 v
S *
= 2+ * porovnani s kontrolnimi buiikami.
0 T T 1
1 2 3 4
Dny
—e—Kontrola —8— Ado100 Obr. 3b. Vliv jodotubercidinu na
—%—TItul0 —8— Ado100+tul0 . v . PN
1200 Adol 00410200 adenosinem zprostredkovanou inhibici

proliferace bunék CL.8+. Aplikace 200
nM Itu v kombinaci se 100 uM Ado,

2 oproti podani samotného 100 uM Ado,

)é signifikantné  zachrafiuje  proliferaci

g bunék. Hodnoty jsou uvedeny s =+

07 | | | smérodatnymi  odchylkami. Vysledky
1 2 3 4

byly srovnany Tuckeyho post-hoc testem,
Dny

** P < 0,05 v porovnani s butkmami s

Ado.
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Vliv Itu byl krom¢ bunécného déleni patrny i na jejich morfologii, jak dokumentuji
fotografie (obr. 4). Buinky kontroly (A) byly vétSinou protahlé a vytvarely pseudopodia,
vlivem adenosinu (B,C) se buiiky zakulacovaly. Oproti ovlivnéni proliferace byl u morfologie
bunék patrny vliv Itu jiz pii nizsi koncentraci. Kombinace 10 nM Itu + 100 uM Ado (F) z
¢asti zachranil piivodni tvar bunék, v této kombinaci bylo pozorovano pouze 53 % kulatych
bunék oproti 88,5 % kulatych bunék po aplikaci 100 pM Ado (obr. 5). Vyssi koncentrace Itu
(200 nM) v kombinaci se 100 uM Ado (G) zcela potlacovala vliv Ado na morfologii bunék.
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Obr. 4. Vliv jodotubercidinu na
adenosinem zprostiedkovanou
inhibici  proliferace a  zménu
morfologie Cl.8+ bunék. Fotografie
byly pofizeny 3. den inkubace.
Kontrolni bunky bez pfidani chemikalii
(A), 100 uM Ado (B), 200 uM Ado
(C), 10 nM Itu (D), 200 nM Itu (E), 100
uM Ado + 10 nM Itu (F), 100 uM Ado

+200 nM Itu (G).

Obr. 5. Ovlivnéni morfologie bunék po
aplikaci adenosinu a jodotubercidinu.
Pocet kulatych bunék CL8+ z celkového
poctu bunék v % po podani 100 uM Ado,
10 nM Itu, 200 nM Itu a kombinace 100
uM Ado + 10 nM Itu a 100 pM Ado + 200
nM Itu. Hodnoty jsou uvedeny s +
smérodatnymi odchylkami. * P < 0,05 v
porovnani s kontrolnimi buiikami, ** P <

0,05 v porovnani s buitkami s Ado.



5.1.2 Farmakologické blokovani AK sniZuje adenosinem indukovanou syntézu ATP

Vliv blokovani AK jodotubercidinem jsem sledovala i méfenim hladiny ATP v
buiikach (obr. 6). Inkubace bun¢k se 100 uM Ado vyvolala signifikantni zvySeni hladiny ATP
(P=0,000310), jak jiz bylo diive popsano (Sandova, 2008). Po aplikaci 10 nM Itu + 100 pM
Ado sice dochdzi k mirnému poklesu hladiny ATP, avsak tento vysledek je oproti 100 uM
Ado statisticky neprukazny (P=0,979819). Naproti tomu po aplikaci 200 nM Itu + 100 uM
Ado k bunikdm dochazi k signifikantnimu sniZzeni mnozZstvi ATP v téchto bunkach oproti

buiikdm inkubovanym pouze se 100 uM Ado (P=0,025).

Obr. 6. Vliv jodotubercidinu na
120 tvorbu ATP v buiikich CL8+ po
aplikaci adenosinu. Po aplikaci 200
3k

nM Itu v kombinaci se 100 uM Ado se

110 signifikantné snizuje mnozstvi ATP v

ATP (pmol)

buiikach, oproti inkubaci bunck se

samotnym  Ado. Vysledky  byly

1007 srovnany Tuckeyho post-hoc testem, *

P < 0,05 v porovnani s kontrolnimi

buiikkami a ** P < 0,05 v porovnani s

bunkami s Ado.
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5.1.3 Adenosinova toxicita pro C1.8+ bunécnou linii je nezavisla na aktivaci AMP kinazy

Pomoci metody ,,Western immunoblotting® byla sledovdna fosforylace AMP kinazy
po podani Ado k bunkdm. K prikazu jsem pouzila monoklonalni protilatku proti
fosforylované a podjednotce AMPK.

Pro kvantifikaci vysledka byly testovany rizné metody stanoveni celkového mnozstvi
proteinit ve vzorku. Vzhledem k pfitomnosti detergentii ve vzorcich, nebylo mozné pouzit
metodu Bradfordové, ktera byla uzita pro kvantifikaci vysledki u dalSich metod. Pan &
Hardie, (2002) vztahovali silu signdlu fosforylované AMPK k celkové hladiné AMPK
detekované protilatkou anti-QSSM (peptidovy zbytek aminokyselin 375-388 ptedpokladané a
podjednotky drozofili AMPK s pifipojenyn N-termindlnim cysteinem). Tato protilatka podle
udaji vyrobce nebyla testovana pro pouziti u drozofily a v naSich podminkach nefungovala,
proto byla pro kvantifikaci pouzita exprese house-keeping genu a-tubulinu (obr. 7b).

I ptes opakované¢ pokusy a testovani nckolika koncentraci Ado v raznych casovych
intervalech se nepodatilo prokazat aktivaci AMPK v bunikach po podani Ado (obr. 7a). K
signifikantni aktivaci AMPK dochazi pouze po aplikaci Oligo (P=0,000177) (obr. 8).

K U Al A2 A3 A4

62 kDa

Obr. 7a. Detekce pAMP-kinazy v buiikich CL.8+ po aplikaci adenosinu. Neprokazala
jsem fosforylact AMPK. Kontrolni buiiky bez ptidani Ado (K), pozitivni kontrola - buiiky s
oligomycinem (O), 100 uM Ado za 1 hodinu (Al), 100 uM Ado za 2 hodiny (A2), 200 uM
Ado za 1 hodinu (A3), 200 uM Ado za 2 hodiny.

K O Al A2 A3 A4

50 kDa

Obr. 7b. Detekce a-tubulinu v buiikach C1.8+ po aplikaci adenosinu. Kontrolni buiiky bez
pfidani Ado (K), pozitivni kontrola - buiiky s oligomycinem (O), 100 uM Ado za 1 hodinu
(A1), 100 uM Ado za 2 hodiny (A2), 200 uM Ado za 1 hodinu (A3), 200 uM Ado za 2
hodiny.
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Obr. 8. Kvantifikace vysledkiit WB.
Kvantifikace ziskanych hodnot byla
provedena pomoci a-tubulinu.
Signifikantni zvySeni aktivity pAMPK
oproti kontrole je vidét po aplikaci Oligo,
po aplikaci Ado zvySeni nebylo zjiSténo.
Vysledky byly srovnany Tuckeyho post-
hoc testem, * P < 0,05 v porovnani s

kontrolnimi bunikami.



5.1.4 Adenosin zvySuje mnoZstvi glukézy v buiikiach CL8+

Metabolicky efekt adenosinu jsem sledovala méfenim hladiny glukézy v bunkach po
aplikaci 100 uM a 200 pM Ado. Vysledky ukazuji, ze koncentrace glukoézy v buiikach
signifikantné stoupala po 24 hodinovém plisobeni Ado. Obr. 9a dokumentuje signifikantni
zvySeni hladiny gluk6zy po plisobeni 100 uM Ado o 65 % (P=0,001628) a 200 uM Ado o 56
% (P=0,004275). V dalsim pokusu byl ¢as ptisobeni Ado zkracen na 3 hodiny a byla pouzita
pouze koncentrace 100 uM Ado, po tfihodinovém cCasovém intervalu nebylo zvySeni hladiny

gluko6zy signifikantni (P=0,050145) (obr. 9b).

25 Obr. 9a. Koncentrace glukézy v buiikiach

CL8+ po aplikaci adenosinu na 24 hodin.

* *
! Dochazi k signifikantnimu zvyseni glukozy
5] po aplikaci 100 a 200 uM Ado. Hodnoty
jsou uvedeny s +  smérodatnymi
a odchylkami. Vysledky byly srovnany
0s ] Tuckeyho post-hoc testem, * P < 0,05 v
| porovnani s kontrolnimi bunikami.
04 ” : : ‘

Ado100 Ado200

pg glukdzy na pg proteinu

Obr. 9b. Koncentrace glukozy v
buiikach CL8+ po aplikaci adenosinu
na 3 hodiny. ZvySeni glukézy po
aplikaci 100 pM Ado na 3 hodiny

W
.

nebylo signifikantni. Hodnoty jsou

uvedeny s + smérodatnymi odchylkami.

pg glukozy na pg proteinu

=l
wn

Vysledky byly srovnany Tuckeyho post-

hoc testem

K Ado100
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5.2 Porovndni bunécnych linii s riiznou citlivosti k extracelularnimu
adenosinu
5.2.1 Citlivost bunécnych linii k adenosinu Kkoreluje s rychlosti transportu adenosinu do

bunék

Na bunéénych liniich citlivych k Ado (CL8+) a tolerantnich k Ado (Mbn-2 a Bg2-c2)
jsem sledovala rychlost transportu Ado do bun€k pomoci triciem zna¢eného nukleosidu. Po
aplikaci 50 uM znacené¢ho Ado, byla v intervalech 0, 20, 40, 60 minut méfena radioaktivita v
bunéénych lyzatech. U bunck Cl.8+, které byly pi1 vypoctech pouzity jako referencni, byl
pozorovan linearni narist radioaktivity v buiikach. Za hodinu bylo pfeneseno na pg proteinu
47,8 pmoli Ado (0,3% ptidaného Ado). Obr. 10 ukazuje porovnani miry transportu Ado do
bunék CL8+, Mbn-2, Bg2-c2. Smérnice ptimky vypoctena pro jednotlivé ¢asové body byla u
bunck CL8+ v porovnani s Mbn-2 (P=0,002757) a Bg2-c2 (P=0,001627) signifikantné vyssi.
Ob¢ adenosin-resistentni linie se navzdjem v mife transportu neliSily. Porovnani miry
transportu pro jednotlivé Casové intervaly a linie (C1.8+: Mbn-2: Bg2-c2) bylo nasledujici: ¢as
0 min - 1: 0,83: 0,61; ¢as 20 min — 1: 0,52: 0,52; ¢as 40 min — 1: 0,54: 0,5; ¢as 60 min — 1:
0,5:0,41.

Uptake Ado
(pmol /ng proteinu)

0 10 20 30 40 50 60

Cas (min)

Obr. 10. ,,Uptake* adenosinu u riznych bunéénych linii v ¢ase 0, 20, 40 a 60 minut. Linie
Mbn-2 a Bg2-c2 vykazuji oproti linit CL.8+ signifikantné niZ§i transport Ado. Hodnoty jsou
uvedeny s + smérodatnymi odchylkami. Vysledky byly srovnany Tuckeyho post-hoc testem,

* P<0,05 v porovnani s bunkami Cl.8+.
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5.2.2 Citlivost buné¢nych linii k adenosinu koreluje s jeho fosforylaci na ATP

Fosforylaci Ado na ATP jsem sledovala po podani 200 uM Ado k buitkam Cl.8+,
Mbn-2 a Bg2-c2 na 0, 2, 4 a 6 hodin, kdy bylo u predeSlych experimentii pozorovano
maximum hladiny ATP po aplikaci 200 uM Ado (Sandova, 2008). Obr. 11 ukazuje nartst
ATP u jednotlivych typt bunék po aplikaci Ado. U bunék Cl.8+ a Bg2-c2 doslo k
signifikantnimu zvySeni Ado jiz po dvou hodinach po aplikaci 200 uM Ado (pro Bg2-c2
P=0,0343; pro Cl.8+ P=0,000176). U Mbn-2 doslo k signifikantnimu naristu ATP po 4
hodinach (P=0,000961). Po Sesti hodinach byl pozorovany nariist u bunck C1.8+ témét 10-
nasobnému nartstu hladiny. Akumulace ATP v bunkdch CI1.8+, charakterizovand smérnici
pfimky, byla vys§i nez u bun€k k adenosinu tolerantnich (P=0,000227) (obr. 11). Po Sesti

hodinach byl pozorovany nartst u bunék CL8+ téméf 10-ndsobny. U bunék Bg2-c2 se zvysila

v v

10

mClL8+K
6 | B CI8.+ Ado200
EMbn2 K
& Mbn-2 Ado200
* EB2-2K
* B Bg2-c2 Ado200

Pririastek ATP

Cas (hod)

Obr. 11. Priristek ATP u bunéénych linii CL.8+, Mbn-2 a Bg2-c2 po podani 200 uM
adenosinu. Hodnoty jsou normalizovany ke kontrolni hodnoté 1. Hodnoty jsou uvedeny s +

smérodatnymi odchylkami. Vysledky byly srovnany Tuckeyho post-hoc testem, * P < 0,05 v

porovnani s buitkami CL8+.

35



5.3 Mechanismus tolerance adenosinu u bunék Mbn-2

5.3.1 Fosforylace AMP kindzy u bunék Mbn-2

Fosforylovana AMPK byla detekovana v bunkach Mbn-2 po aplikaci 100 uM Ado na
1 hodinu (obr. 13). AMPK byla detekovana stejnym zplisobem popsanym v kapitole 5.1.3.
Byl pozorovén 3,6-nasobny nartst fosforylace AMPK po aplikaci Oligo, zvySeni fosforylace
AMPK po aplikaci 100 uM Ado bylo 2,4-nasobné (P=0,03206).

m & Ado .

Obr. 12a. Detekce pAMPK v buiikich Mbn-2 po aplikaci adenosinu. Prokazala jsem
signifikantné fosforylaci AMPK po podani Ado. Kontrolni buiiky bez piidani Ado (K),
pozitivni kontrola - bunky s oligomycinem (O), 100 uM Ado za 1 hodinu (Ado).

o = . -

Obr. 12b. Detekce a-tubulinu v buiikdch Mbn-2.. Kontrolni buniky bez ptidani Ado (K),

pozitivni kontrola - bunky s oligomycinem (O), 100 uM Ado za 1 hodinu (Ado).

6 Obr. 13. Kvantifikace vysledki WB.
" Kvantifikace vysledki byla provedena
pomoci o-tubulinu. Signifikantni zvySeni
aktivity pAMPK oproti kontrole je vidét

po aplikaci 100 nM Oligo 1 100 uM Ado

, | na hodinu. Hodnoty jsou uvedeny s +
smérodatnymi odchylkami. Vysledky byly
14
srovnany Tuckeyho post-hoc testem, * P <
0 . .

Oligo Ado100 1 hod 0,05 ve srovnani s kontrolnimi buntkami.
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6. DISKUZE

V této praci jsem se zabyvala ucinky extracelularniho adenosinu in vifro na bunécné
linie Drosophila melanogaster s riznou senzitivitou k adenosinu a studiem mechanismu jeho
pusobeni u téchto linii. V pokusech byly pouZzity drozofili buné¢né linie C1.8+, Mbn-2 a Bg2-
c2. Cilem prace bylo na buinikach senzitivnich k adenosinu CL8+ sledovat zapojeni
adenosinové kinazy a AMP kindzy v toxicit€ adenosinu, dale porovnat citlivost rtiznych
bunéénych linii (CL.8+, Mbn-2, Bg2-c2) k adenosinu a u adenosin-tolerantni linie sledovat

mechanismus jeji tolerance k adenosinu.

6.1 Toxocita adenosinu u bunék CIL8+ bunék

Adenosin ma in vivo protektivni UCinek pi1 metabolickém stresu jako je
ischémie/reperfuze, hypoxie, hyperkapnie (Dunwiddie & Diao, 1994; Dale et al., 2000;
Frenguelli et al., 2003; Dulla et al., 2005; Fredholm, 2007), prostiednictvim fady mechanismi
zahrnujicich 1 ovlivnéni bunééné proliferace. In vitro byl pozorovan pozitivni i negativni efekt
Ado na bunécnou proliferaci a smrt. Lidské endotelidlni a mezangidlni buiky jsou
stimulovany k proliferaci 10 uM koncentraci adenosinu (Ethier ef al., 1993; MacLaughlin et
al., 1997). Vyssi koncentrace Ado (100 uM) zptsobuje apoptézu u endotelidlnich bunék
(Rounds et al., 1998). U raznych typti bun€k bylo pozorovano, ze je Ado toxicky a ze
mechanismus jeho toxicity zavisi na typu bunck. V nizkych koncentracich (nM, uM) pusobi
Ado pfes adenosinové receptory, ve vysokych koncentracich (mM) vstupuje Ado do bunék
prosttednictvim nukleosidovych transportérti (Schrier et al., 2001; Merighi et al., 2002;
Hermes et al., 2007). Uvnitt bunék mize byt toxicita Ado zplsobena jeho fosforylaci AK,
aktivaci AMPK, naptiklad u lidské bunécné linie hepatoblastomu HepG2, pteménou Ado na
S-adenosylhomocystein (Hermes et al., 2007) nebo nedostatkem pyrimidinti v buiice (Green
& Chan, 1973). Ptresny mechanismus cytoprotektivnich €inkl ani cytotoxicity Ado na riizné
typy bunék neni pfesné znam.

U drozofily nebylo popséano, Ze by Ado stimuloval proliferaci, ale n¢které bunky Ado
toleruji, pro jiné je ve vysSich (nefyziologickych) koncentracich toxicky. Zapojeni AdoR v
toxicit¢ Ado u bunck CL8+ je nepravdépodobné, nebot’ jeho exprese je nizkd (Kucerova,
nepublikovdno). Jeden z navrZzenych mechanismi toxicity Ado pochdzi ze studie na krysich
gliomovych buiikach C6, a sice vyvolanim hladovéni pyrimidint (Ohkubo et al., 2007). To

ovSem nebylo potvrzeno, protoZe nebyl prokézan pozitivni vliv prekultivace s uridinem, jako
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alternativnim zdrojem pyrimidint (Hola, 2009). Toxicita Ado u bunck CL8+ je ziejmé
zpusobena jeho transportem do bunék a naslednou akumulaci ATP (Sandova, 2008). Zvyseni
ATP po vstupu Ado do bunck predpoklada zapojeni AK. V této praci jsem tedy za pomoci
farmakologického inhibitoru AK, jodotubercidinu, ovétila zapojeni AK v toxicité Ado. AK je
hlavni komponentou tzv. ,salvage drahy reutilizujici adenosin z extracelularniho prostoru a
jako takovy je tento enzym velmi zajimavy pro farmakologii. Bylo zjiSténo, ze oproti
blokovani adenosin deamindz, inhibitory adenosinové kindzy vyrazné zvysSuji hladinu
extracelularniho adenosinu a vyznamné tak potencuji adenosinovou signalizaci bez ohledu na
typ adenosinového receptoru. U drozofily jsou popsany ti1 geny pro AK CG11255, CG1851,
CG3809 s blize nezkoumanymi funkcemi (www.flybase.org). Vzhledem k vyznamu ve
farmakologii je popsano vice inhibitord AK; napiiklad A-134974, A-286501, ABT-702
(Jarvis et al., 2002). Pro tuto praci jsem si vybrala Itu, protoze jiz byl publikovan v souvislosti
s efektem Ado (Aymerich et al., 2006). V literatute se uvadi efekt Itu pii koncentracich 3-200
nM (Wakade, ef al., 1995; Aymerich et al., 2006). Testovala jsem tedy vliv dvou koncentraci
Itu (10 nM a 200 nM) na zmény v proliferaci bunck, jejich morfologii a akumulaci ATP
podminéné aplikaci Ado do kultivaéniho média. Pfi vyssi koncentraci se projevil mirné
toxicky efekt Itu, ktery ale nebyl ve studii Aymerichové zminovan. V literature je popsano, ze
Itu blokuje 1 dalsi proteinové kinazy, z ¢ehoz muze jeho efekt pramenit (Massillon et al.,
1994). Itu pridany pied aplikaci Ado ve vysSi koncentraci zcela blokoval jeho efekt na
proliferaci. NiZz8i koncentrace Itu tento efekt neméla (obr. 3b), ale srovnanim s morfologii
bunc¢k bylo pozorovano signifikantni snizeni poctu kulatych bunék (bun€k nastupujicich
drdhu apoptozy), 1 kdyz nedosahovalo procenta jako u kontrolnich bun¢k (obr. 5). Lze tedy
usuzovat, ze 1 niz8i koncentrace Itu méla pozitivni efekt na viabilitu bunék CL8+, ale neméla
tak silny inhibi¢ni efekt na AK, aby vysledné snizeni Ado fosforylace vedlo k obnoveni
proliferace.

Vliv Itu byl prokdzan i na rovni méteni hladiny ATP. Farmakologické blokovani AK
tedy prerusilo syntézu ATP, které se pod vlivem podaného Ado v bunce hromadi a
pravdépodobné vede k energetickému vyéerpani buiiky (Sandova, 2008). Efekt Itu se podobné
jako u proliferace projevil az pi1 vySsi koncentraci (obr. 6). Snizeni hladiny ATP po aplikaci
Itu nebylo piekvapiv€é moc vyrazné. PiedeSld studie zkoumajici vliv Itu na hladiny
energetickych nukleotidd v bunikdch zjistila, Ze vliv Ado je nejvice patrny u ADP, méné na
hladiné AMP a ATP, coz je ziejm¢e dusledkem kompenzacnich mechanismii buiiky (Aymerich
et al., 2006). Pfi téchto reakcich miZe ze dvou molekul ADP vznikat jedna molekula AMP a
ATP (Hardie & Carling, 1997).
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AK katalyzuje fosforylaci Ado na AMP (Borowiec et al., 2006). Aktivace AMP
predstavuje dilezity ukazatel energetického stavu bun¢k a ma za nasledek aktivaci AMPK
(Aymerich et al., 2006), ktera je zndma jako senzor energetického zatizeni v sav¢ich buiikach
(Hardie ef al., 1998). Tento enzym je aktivovan v odpoveéd’ na energetické hladovéni, coz je
spojeno s nartistem intracelularniho poméru AMP:ATP (Hardie et al., 2000). Aktivovana
AMPK vypiné anabolické procesy ATP spottebovavajici a spousti katabolické procesy ATP
produkujici (Hardie et al., 1998). K aktivaci AMPK mulze dochazet i mechanismy
nezavislymi na zméné poméru AMP:ATP po plsobeni stimulil jako je osmoticky Sok, zmény
pH 1 nékteréd farmaka (Fryer et al., 2002).

Pro prikaz aktivace AMPK se pouzivaji rtizné modifikace metod zalozenych na
detekci protilatkou specifickou pro jeji fosforylovanou formu (,,Western immunoblotting*)
nebo detekce fosforylace jejiho substratu acetyl-CoA karboxylazy. Dal§i moznosti je métfeni
jeji aktivity metodou ,,SAMS peptide assay* (Pan & Hardie, 2002) kde je k purifikované
AMPK piidavan jeji substrat (SAMS peptid) a méfena mira jeho fosforylace. Méteni aktivity
je sice ptimé metoda, ale vyZaduje praci s radioaktivnim fosforem. Vzhledem k praci s
radioaktivitou a dostupnosti protilatky detekujici fosforylovanou a podjednotku AMPK u
drozofily (Pan & Hardie, 2002), jsem zvolila pro detekci AMPK metodu ,,Western
immunoblotting* s protilatkou detekujici fosforylovanou a podjednotku AMPK. Funkcnost
metody 1 protilatky byla ovéfena pomoci komeréné dostupnych bunécénych lyzath i ptimo v
buiikach CL.8+ pozitim oligomycinu, znamého aktivatoru AMPK (Pan & Hardie, 2002), ktery
vyvolaval reproducibilni 5-ndsobné zvySeni fosforylace AMPK (obr. 8). Na rozdil od diive
publikovanych vysledka na nékterych sav€ich bunéénych liniich (Aymerich et al., 2006; da
Silva et al., 2006) nebyla po aplikaci Ado v buitkach CI.8+ aktivace AMPK pozorovana. Lze
tedy usuzovat, ze AMPK neni zahrnuta v cytotoxickém piisobeni Ado u bun¢k CL.8+. Mozné
vysvétleni mize byt (1) rychld fosforylace AMP na ADP adenylat kinazou (Lu & Inouye,
1996). (2) v souvislosti s pozorovanou akumulaci ATP v buice lze také usuzovat, ze po
podani Ado se méni vnitini pomér AMP:ATP, ktery neodpovida poméru potiebnému pro
aktivacit AMPK, a AMPK tedy neni aktivovana. (3) MoZna je i rychld deaminace AMP na
IMP (Borowiec et al., 2006), kterou nemizeme uplné¢ vyloucit, ale je nepravdépodobna,
protoze vysoka mira akumulace ATP svéd¢i o tom, ze tato cesta nebude dominantni. da Silva
et al., (2006) popisuji, ze po aplikaci Ado prekvapivé nepozorovali vyrazny nartst poméru
AMP:ATP, cozZ bylo podobné jako v ptipad€ bunék Cl.8+ dano zvySenim hladiny ATP. Presto
autofi nemohli vyloucit aktivaci AMPK puasobenim nové tvofeného AMP, kterému je v

nekterych studiich pfipisovana role senzoru energetického stresu spiSe nez poméru AMP:ATP
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(Witters ef al., 2006). I pomérné nevyrazné zvyseni hladiny AMP mohlo hypoteticky zvysit
citlivost AMPK k jejim ,,upstream* aktivatorim, jako je CaMKK, PI3K a LKBI1. Autofi
prokazali ucast LKB1 na aktivaci AMPK piisobenim adenosinu.

Vliv Ado na energetické hospodafeni v buiice jsem sledovala méfenim hladiny
glukozy v bunkkach po aplikaci Ado. ZvySenou hladinu glukézy jsem detekovala po 24
hodinovém plisobeni 100 uM a 200 pM Ado, bez patrné koncentracni zavislosti. Absence
nartstu hladiny glukézy po aplikaci 200 puM Ado oproti 100 uM mize pramenit z faktu, ze
pfi této koncentraci Ado jiz po 24 hodinach bunky umiraji. Po tfech hodinach nebyl
pozorovan signifikantni efekt Ado. Hodnota P=0,050145 je vSak na hran€ prokazatelnosti a
bylo by potteba pokus zopakovat. ZvySeny transport glukdzy do bunék byl popsan in vivo 1 in
vitro, napiiklad v tukové tkani pst (Martin & Bockman, 1986) a v izolovanych srdcich krys
(Angello et al., 1993). Adenosin je zapojen do inzulinem aktivované stimulace transportu
gluk6zy do svalovych bunék kosternich svalt i srdce (Law & Raymond, 1988), alespoii v
nekterych pripadech prostifednictvim A; receptoru (Vergauwen et al. 1994). Jiz diive bylo
prokéazano, ze aktivace AMPK v kosternim svalstvu vyvoland svalovou kontrakci zvySuje
hladinu gluk6zy v téchto buiikach (Hayashi et al., 1998) prosttednictvim GLUT4 transportéru
(Ojuka, 2004). Naopak, transport Ado do bunék a jeho pfeména na AMP snizoval vstup
gluk6zy do 3T3 bunck (Barnes ef al., 1978). ZvySena hladina glukdzy pozorovand v Cl.8+
buiikdich by mohla byt v souladu s vysledky Sandové (2008) kterd pozorovala zvyseny
metabolismus bun¢k CL.8+ po aplikaci Ado. /n vivo u mutanti s vysokou hladinou Ado v
hemolymfé (ADGF-A) byla nalezena vysokd hladina gluk6ézy v hemolymfé a Ado zfejmé
funguje spise jako glukogon u savci, coZ neodpovida nasim vysledklim in vitro, vzhledem k
tomu, ze glukagon intracelularni hladinu gluk6zy snizuje (Sato ef al., 1990), ovSem
extrapolace dat z jedné bunécné linie na cely organismus je obtiznd. Kontroverzni vysledky

svédéi o rizném uéinku adenosinu v zavislosti na typu bundk (Zuberova et al., 2010).

6.2 Rizné bunécné linie odpovidaji odli§né na extraceluldarni adenosin

Citlivost k Ado se do zna¢né miry li§i u rGznych bunécnych linii, jak u savct tak u
hmyzu. Pro lidské makrofagy je toxickéd koncentrace Ado 3 uM (Hasko ef al., 2000), pro mysi
neuroblasty koncentrace 100 uM Ado (Schrier et al., 2001).

Jiz diive byl testovan ufinek Ado na rtizné bunécéné linie drozofily. Efekt Ado je
zavisly na typu bunék a kultivaénim médiu. U bunék C1.8+ byl pozorovan toxicky efekt Ado

od 50 uM vyse pfi pouziti minimalniho média a 200 uM Ado pfi pouZiti kompletniho média
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(Zurovec et al., 2002; Sandova, 2008), naproti tomu u buiiky Bg2-c2 a Mbn-2 jsou rezistentni
viuci 100 uM Ado (Dolezelova et al., 2005). To, zda citlivost bun¢k k Ado koreluje s rychlosti
transportu Ado do bunék, jsem sledovala pomoci radioaktivné zna¢eného Ado (3H-Ado). V
tomto experimentu byl méfen ,,uptake* 50 uM 3H-Ado do bunék po 0, 20, 40 a 60 minutach.
U vSech linii byla pozorovana rostouci akumulace Ado a jeho metabolickych produktt v
buiikach (obr. 10), ,,uptake* Ado byl ale signifikantn¢ vyssi u bunék CL8+ citlivych k Ado
nez u bun¢k k Ado rezistentnich. U linii Mbn-2 a Bg2-c2 byl narist intraceluldarniho Ado

oproti buitkdm C1.8+ asi polovicni (49,7 %) (obr.14).

Obr. 14. MnozZstvi

100 - . w1
adenosinu v  bunkach

Mbn-2 a Bg2-c2 ve
80
srovnani s buikami CL.8+

v %. Hodnoty jsou uvedeny
60 |

m s + smérodatnymi
® Mbn .
w B2 odchylkami.

Transportovany Ado (%)

20 +
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Jiz dtive bylo popsano, Ze adenosinova rezistence drozofilich bunck koreluje s
aktivitou jejich endogenni ADA (Zurovec et al., 2002). Na zakladé mych vysledk Ize
uvazovat o dalSim mechanismu snizujicim pfijem Ado do adenosin-rezistentnich bunék.
Transport Ado do adenosin-rezistentnich bunék byl v porovnédni s C1.8+ bunkami nizsi o 50
%, coz mize byt dano sniZenou vychozi koncentraci extracelularniho Ado plisobenim
adenosin deaminaz, coZ je ale malo pravdépodobné, nebot pokusy s vyménami média
ukézaly, Ze adenosin deaminazy hraji druhofadou roli (Zurovec ef al., 2002), a/nebo rozdily v
intracelularnim metabolismu Ado. 50 % snizeni transportu Ado oproti témét 80 % rozdilu v
produkci ATP (obr. 15) milzZe svédC€it o zapojeni dalSich intracelularnich protektivnich

mechanismi. Niz8i transport Ado do bun€k Mbn-2 a Bg2-c2 mlZe byt obrazem jejich nizsi
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aktivity AK a naslednych fosforyla¢nich reakci porusSujicich energetickou homeostazu bunék.
ZvySovani rozdilu mezi adenosin-senzitivnimi a adenosin-tolerantnimi buitkami s ¢asem by
mohlo byt dano schopnosti adenosin-rezistentnich bunék aktivovat kompenzacni
mechanismy. Na urovni genové transkripce toto podporuje fakt, Ze u adenosin-rezistentnich
bunc¢k dochdzi ke snizeni exprese genli kodujicich adenosinové kindzy a naopak zvyseni

exprese genil pro nékteré z genit ADGF rodiny (Kucerova, nepublikovano).

Obr. 15. MnozZstvi
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z  Mbn-2
;E 20 @Bx-2 | uvedeny s + smérodatnymi
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20
0 4
2 4 6

Reutilizace extracelularniho Ado je potfebnd zejména pro bunky, které nedokazi
syntetizovat purinové baze de novo (Podgorska et al., 2005), ale 1 pro ostatni bunky vzhledem
k jeho fyziologickym ucinkiim na bunky jako naptiklad neurony, krevni desticky, Zirné
buiiky, bunky hladkého svalstva (Borowiec et al., 2006). Vys$$i mira transportu je vSak pro
nékteré bunky toxickd. Rovnovdha mezi foforylaci a deaminaci Ado je rozhodujici pro
fungovani bunék, tak aby neztracely Ado, ktery potiebuji pro sviij nukleotidovy ,,pool®, a aby
se zabranilo toxickému plsobeni Ado, pokud dojde k jeho lokdlnimu zvySeni napf.
poskozenim bun€k pii1 hypoxii ¢i ischémii (Latini & Pedata, 2001). Tim dochazi ke zvySeni
koncentrace Ado nad fyziologickou hladinu a k uplné saturaci AK adenosinem, ktera je timto
efektem blokovana. Protoze Km AK je nizs$i nez Km ADA, uplatiiuje se za fyziologickych
koncentracich Ado (nM) v metabolismu Ado spiSe AK. ADA se uplatiiuje pfi vysSich
koncentracich Ado, naptiklad pfi ischémii (Latini & Pedata, 2001). Bunky CI8+ ziejmé
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nejsou schopné efektivné regulovat rovnovahu mezi deaminaci a fosforylaci Ado, at’ jiz na
urovni transkripce deaminaz a adenosinovych kinaz, ¢i na irovni aktivity téchto enzymu coz
ma za nasledek deregulaci energetické homeostazy, zastavu bunéného déleni, popiipadé

bunéénou smrt.

6.3 Aktivace AMPK u bunék Mbn-2

Pro¢ jsou builky Mbn-2 rezistentni ke zvySené koncentrace Ado neni jasné. Na
rezistenci se ziejmé uplatiiuje deaminace Ado (Zurovec et al., 2002). Na zakladé mych
vysledkl vSak nelze vyloucit podil dalSich mechanismii. U bunék Mbn-2 jsem po aplikaci
Ado detekovala zvySeni hladiny pAMPK (obr. 13). Rozdily v aktivact AMPK mezi butkami
CL8+ a Mbn-2 jsou konzistentni s dalSimi zjiSténimi, Ze hladina intraceluldrniho AMP je po
aplikaci Ado signifikantng vy$§i u bunék Mbn-2 nez u bunék CL8+ (Zurovec,
nepublikovano). To, zda je aktivace AMPK kli¢ova v rezistenci Mbn-2 k Ado, nelze pouze na
zakladé€ tohoto experimentu urcit. Aktivace AMPK by mohla pfepinat metabolismus smérem
ke katabolismu a zvysit zasobovani mitochodrii gluk6zou. Pokud se pfi rezistenci uplatiiuje 1
aktivace AMPK, by bylo nutné potvrdit dal§imi experimenty. Do budoucna lze uvazovat o (1)
blokovani exprese AMPK v buiikich Mbn-2 pomoci RNA interference (RNAi) nebo (2)
pouziti aktivaitoru AMPK AICAR (Tao et al., 2010) u bun¢k Cl.8+ a hodnoceni vlivu téchto

zéasahtli na viabilitu bun¢k po aplikaci adenosinu.
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7. ZAVER
V této praci jsem prokézala ze:

1. extracelularni adenosin ovlivituje viabilitu CL8+ bunék prostfednictvim aktivace
adenosinové kindzy

2. pusobenim adenosinu nedochazi u bunék CL8+ k aktivaci AMP kinazy

3. senzitivita bunék k extraceluldrnimu adenosinu koreluje s mirou transportu adenosinu
do bungk a jeho inkorporaci do ATP

4. extracelularni adenosin vyvolava aktivaci AMP kindzy u bun€k Mbn-2 k adenosinu

rezistentnich.

Vysledky byly prezentovany na 86. Fyziologickych dnech Fyziologického ustavu 1. LF UK v

Praze ve dnech 9. — 11. 2. 2010 formou posterového sdéleni (ptiloha I).
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACC — Acetyl-Co-A karboxylaza

ADA — Adenosinova deaminaza

ADGF — ,,Adenosine deaminase-related growth factors*

Ado — Adenosin

AdoR — Adenosinovy receptor

ADP — Adenosindifosfat

AICAR — 5-aminoimidazol-4-karboxamid-1-B-D-ribofuranosid, aktivaitor AMPK
AK — Adenosinova kinaza

AMP — Adenosinmonofosfat

APS — Persiran amonny

ATP — Adenosintrifosfat

Bg2-c2 — Bunééna linie odvozené od neuroblastt Drosophila melanogaster
BSA — Bovinni sérovy albumin

CaMKK - Kalcium/kalmodulin dependentni proteinova kinaza
cAMP — Cyklicky adenosinmonofosfat

CECRI1 — ,,Cat Eye Critical Region* 1

Cl1.8+ — Bunécna linie odvozena od imaginalnich tercktt Drosophila melanogaster
CNT - Koncentra¢ni nukleosidové transportéry

DCF — Deoxycoformycin

dH,O — Destilovana voda

DMSO — Dimethylsulfoxid

dNTP — Deoxyribonukleotid trifosfat

DTT — Dithiothreitol

ENT — Ekvilibra¢ni nukleosidové transportéry

FAO — Krysi buné¢na linie z hepatomu

FBS — Fetalni bovinni sérum

GLUT4 — Glukozovy transportér

GPCR —,,G-protein-coupled receptors*

H3-Ado — Radioaktivné triciem znaeny adenosin

HepG2 — Lidské bunécna linie hepatoblastomu

HUVEC - Lidské endotelidlni buniky
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IDGF — ,,Imaginal disc growth factor*

IEC — Krysi intestinalni epitelidlni bunééné linie

IMP — Inosinmonofostat

Itu — Jodotubercidin

LKB1 — ,Liver kinase B1*

Mbn-2 — Buné¢na linie odvozena od nadorovych hematopoetickych bun€k Drosophila
melanogaster

MSI — , Male-specific IDGF*

NK —,,Natural killers*

NT — Nukleosidové transportéry

Oligo — Oligomycin

pAMPK — Fosforylovanda AMP kinaza

PBS — Fosfatovy pufr

PI3K — Fosfatidylinositol-3 kindza

POPOP — 1,4-bis(4-methyl-5-phenyl-2o0xazol) benzen

PPO - 2,5-diphenyloxazol

PVDF — Polyvinylidenfluorid

S2 — Bunécna linie odvozena od embrya Drosophila melanogaster
SAHC — S-adenosylhomocystein

SCID — ,,Severe Combined Immunodeficiency disease*

SDS — Dodecylsiran sodny

tAMPK — Celkova AMP kinaza

TBS — Tris pufr obsahujici chlorid sodny (,,Tris Buffer Saline*)
TBS/T — Tris pufr obsahujici chlorid sodny (,,Tris Buffer Saline*) + Tween
TCA — Trichloroctova kyselina

TEMED — N,N,N*,N*-tetramethylendiamin

Thr — Threonin

UI —,,International Unit*

3T3 — Buné¢na linie odvozend od mysich fibroblasti
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PRILOHA I

Vliv extracelularniho adenozinu na metabolizmus
Brejchova L., Fleischmannova J., Kuéerova L., Zurovec M.

Prirodovédecka fakulta Jihoéeské univerzity a Entomologicky ustav Biologického centra, v.v.i, Ceské Bud&jovice

Adenozin hraje ddleZitou dlohu v fadé fyziologickych procestl, volny i jako sougast nukleotidii. Za patologickych podminek (zanét, ischemie) dochazi k hromadéni
volného adenozinu v extracelularnim prostoru spojenému s aktivaci specifickych receptori spojenych s G-proteiny. Hladina extracelulérniho adenozinu je regulovana
¢&innosti adenozinovych deamingz deaktivujicich adenozin na inosin spolu s transportem adenozinu do bunék nukleosidovymi transportéry. Poruchy této regulace vedou
k patologickym stavim v&etné t&2ké imunodeficience. Bylo zjisténo, Ze aplikace adenozinu vede k zastavé bunééného cyklu nebo indukci apoptézy u vétsiny bunétnych
linif obratlovel i bezobratlych. Mechanismus plsobeni adenozinu je pomémé komplikovany (obr 2) a do zna&né miry specificky pro nizné typy bun&k. Detailn&jsi
informace o mechanismu indukee apoptézy piisobenim adenozinu, mohou pfinést nové vysledky aplikovatelné pro farmakologii, zejména pro syntézu novych biologicky
aktivnich nukleosidovych analog(i. Drozofila ma pouze jeden typ adenozinového receptoru a men&i po&et gen kédujicich nukleosidové transportéry, pfedstavuje tak
vhodny model pro studium funkce a metabolismu adenozinu (obr 6).

Toxicita adenozinu u bunék imaginainich tergkd

drozofily je zplisobena ovlivn&nim energetického o Ad > F Savci Drosophila

metabolismu bunék. Tento proces jezfejméneza-
visly na aktivaci adenozinového receptoru, ale
zavisi na transportu adenozinu dovnitf bunék
prostfednictvim ekvilibrativnich nukleosidovych
transportert a jeho nasledné inkorporaci do
nukleotidového poolu bunsk.

Rozdilné tolerance riznych bunéénych typld k
adenozinu je dana rozdilnou rovnovahou mezi
recyklaci adenozinu fosforylaci na AMP a jeho
deaminacinainosin. U hmyzich bun&k, které ve

4 typy P1 receptort

1 P1 receptor

6 typl P2X receptort

7 typa P2Y

2-3 adenosin deaminazy

7 adenosin deaminaz

4 typy ENTs

3 ENTs

3 typy Nacoupled NTs

2 Na coupled NTs

2 adenosin kinazy

3 adenosine kinase

velké mife nejsou schopné de novo syntézy purin(i, pfedstavuje inkorporace extracelulamiho adenozinu do bunék a jeho nasledna fosforylace dileZitou drahu recyklace
nukleotid(i. Adenozin kindza je na rozdil od adenozin deaminaz aktivni jiZ pfi velmi nizkych fyziologickych hladinach adenazinu. Ve velké mife ovSem miZe fosforylace
adenozinu interferovat s homeostazou nukleotidd v burice, jejimu vy&erpani a zéstavé bunééného cyklu nebo bun&éné smrti v zévislosti na mnoZstvi dostupnych
energetickych zdroji.

Pfili8né mife inkorporace adenozinu do bunék, potaZmo jeho inkorporaci do nukleotidového poolu bréni pii vysokych nefyziologickych hladindch adenozinu aktivace:
adenozin deamindz a deaminace adenozinu v extracelulamim prostoru na inosin, ktery neinterferuje s buné&nou homeostazou. Neschopnost efektivné deaminovat
vysoké koncentrace extracelulamiho adenozinu je zodpové&dna za toxicitu adenozinu in vitro. Mechanismus plsobeni adenozinu ovlivnénim zakladni homeostazy
energetickych nukleotidd v bufice miZe pfedstavovat evolugné konzervovany mechanismus dileZityi pro savéi a lidskou fyziologii.

Adenozin je toxicky
pro bufiky Cie,

buiiky lze zachranit
zablokovanim transportu

Obr. 1: Buky C18+ byly odvazany z imaginamich terek larev tetio
instaru drozafily (Curie, Milner, Evans, 1988). Tyto bufika umirajl v cha]
piitomnosti 20 uM adenozinu v mediu. Bufiky S2 byly odvozeny z

drozofilich embil na koni embrionainihio vjvoje (Schneider, I. (1871)
Snéen! koncentrace adenozinu 100 M | vice. Bufky Mbn-2 jsou
hematopoelické bufiky odvozené z necplazmalické limfatické Hazy
mutanta i(3jmbn (Samakowlis, C., Asling, B_, Boman, H. G, Gateff, E. &
Hultmark, D.(1992) SnaSent kancentrace adenozinu 200 uMvice.

| [ado+DiPy]

Obe. 2: Plezivani a morfologie bundk po piidani adenozinu. K bufikdm byl
pfidan 100 :M adenozin, agonista adenczinového receploru (CHA 100 uM)
a antagonista adenozinového tansportu (DiPy 10 M). Po 72 hodinach
kullivace se bisiky poOpTidani adenceiny p s

Buiiky Clé+ a Mbn2
‘se liSi mnoZstvim Hiadina ATP wivo-
ATP vytvolensha faného v bufikich CIB+ jo

pod vivem ’ mnoho-nascbnd vysti
extraceldaming R neZ tato Hadina za
stejnjch podminek u
hematopoetickyjch bunék
Mbn2
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Obr 3: Transport znateného adenozinu do bundk. Adenozin senzitivmi
buftky majl vjraznd wyS&i pijem adenozinu do bundk v porovndni s
adenazin tolerantnimi bufkami.

Obr. 4: 2vyeni hiadiny ATP po aplikaci adenezinu. Inkorporace rdioakting
ho adenezinu do adenozin bunék vede k viraznému
tasové akoncentratng zavislémuzvySen hiadinyATP.

Produkca ATP u
bundk Cig+
ovlivndné
adenozinem
vede k vyberpani a
buné&né smri

MinoZstvi bundk
Relativni exprase

Bufiky CIB+, citlivé k
vysoké kencentraci

Obr 5: Analjza vitalniho barveni mitochondril pomoc! TMRE a pritckové.
cytometrie. Kontrola je zndzorndnd modfe, Pik 1 jsou mitvé bufiky, Pik 2
umirajici & Pl 3 Zivé bubky. Na ose X je intenzita zbarveni, na ose y
Eetnost bundk. ObrazkyA, B, G ukazuil viiv koncenirace adenozinu 10, 30,
100 uM po 16 hodinach pasobeni. Obrizek D ukazuje viiv kontralnich
induktord bundéné smali (cykloheximid a LV zafeni) po 4 hodinach

‘adenozinu maji
velmi nizkou expres|
adenozinového
receplon

P |f. i ll.l. F

Obr 6: Porovnani exprese gendi iastnicich se adenazinové signalizace a
metabolismu pomocireal time RT-PCRu bunék GI8+, S2, Mbn2.
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Obr. 15. Vysledky byly prezentovany na 86. Fyziologickych dnech Fyziologického tstavu 1.
LF UK v Praze ve dnech 9. — 11. 2. 2010 formou posteru.
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