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Souhrn:

Cytochromy P450 hraji diilezitou roli v biotransformaci xenobiotik. Metabolismus 1&é¢iv
je v soucasnosti spojovan s mnohocetnou Iékovou rezistenci, ktera se stala problémem pfti
rezistenci rakovinnych bunék na chemoterapii. Zajimavou skupinou CYP enzymi jsou
CYP 450 epoxygenazy, do kterych patii rodiny CYP2C a CYP2J2. Tyto enzymy se
nachazeji zejména v jatrech, ale také v ledvinach, plicich, gastrointestinalnim traktu,
mozku atd. Podileji se na metabolizmu 20 % klinicky vyznamnych 1éCiv, ale také maji
vyznamné endogenni funkce, pfevadéji kyselinu arachidonovou na epoxyeicosatrienové
kyseliny (EETSs), které v bunikach podporuji proliferaci, brani apoptoze, ucastni se

bunécné signalizace, reguluji transport iontd, atd.

Receptory aktivované proliferatory peroxizomi (PPARSs) jsou transkripéni faktory, které
jsou zahrnuty v celé tadé biologickych procesti jako je napt. zanét, proliferace,
diferenciace, reguluji homeostdzu lipidi a glukézy. Diky jejich funkcim se staly
potencionalni pro chemoprevenci a terapii rakoviny. Experimentalni ¢ast diplomové
prace se vénuje vlivu PPARa na regulaci proteinu CYP2J2 v embryonalni ledvinové
bunécéné linit HEK293 a nadorové jaterni bunécné linii HepG2. Obég tyto linie byly
nejprve ovlivnény PPARa ligandy, fenofibratem, bezafibratem a gemfibrozilem. Pomoci

western blot analyzy byla detekovana exprese CYP2J2 proteinu.
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Summary:

Cytochromes P450 play an important role in the biotransformation of xenobiotics. Drug
metabolism is currently associated with multidrug resistance which has become a
problem in the resistance of cancer cells to chemotherapy. An interesting group of CYP
enzymes are CYP 450 epoxygenases, which belong to a family of CYP2C CYP2J2. These
enzymes are expressed in various tissues, especially in the liver but also in kidney, lung,
gastrointestinal tract, brain, etc. They are involved in the metabolism of 20% of clinically
important drugs. They also have important endogenous function. They convert
arachidonic acid to epoxyeicosatrienoic acid (EETSs), which are involved in regulation of

cell proliferation, avoiding to apoptosis, cell signaling, ion transport and etc.

Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARS) are transcription factors which are
included in a number of biological processes such as e.g. inflammation, proliferation,
differentiation, regulate lipid and glucose homeostasis. Their functions have become
potential for chemoprevention and cancer therapy. Experimental work is devoted to the
influence of PPARa in the regulation of protein CYP2J2 in embryonic kidney cell line
HEK?293 and liver tumor cell line HepG2. Both of these lines were initially affected
PPARGa ligands, fenofibrate, bezafibrate and gemfibrozil. Then, changes in expression of

CYP2J2 protein were estimated by western blot analysis.



Souhlasim, aby prace byla ptj¢ovana ke studijnim aéelim a byla citovana dle platnych

norem.



Prohlasuji, Ze jsem diplomovou praci vypracovala samostatné pod vedenim prof. MUDr.
Jitiho Ehrmanna, Ph.D. a uvedla v seznamu literatury vSechny pouzité literarni a odborné

zdroje.

Bc. Adéla Spi¢anova



Podékovani

Rada bych podékovala svému vedoucimu mé diplomové prace prof. MUDr. Jifimu
Ehrmannovi, Ph.D. za jeho odborné vedeni, pfipominky, cenné rady a pomoc pii
zpracovavani mé diplomove préace.

Déle bych chtéla podékovat sle¢né Mgr. Katefiné Cizkové za pomoc, ochotu a vedeni pii
realizaci celé experimentalni Casti. Také velké diky patii mé roding a ptiteli za podporu a

trpélivost pfi sepisovani své prace.



Obsah

Seznam pouzitych ZKIratek .........cccciviiiiiiiiiiiiii e 12
011 (ol [T 0] 0] 0010V o] (o SR 14
TEOTELICKA CASE ...ttt ettt ettt ebe e bt et e e nb e e saeeebeenbeeas 15
L UVOO. it 16
1.1, CytoChromy PAS0 ........cciiieiieie ettt nne e 17
1.1.1. Biotransformace XenODIOtIK..........ccvviiiiiiieiiiiiic s 20
1.1.2. Mnohocetna 1ékova rezistence @ CYP 450 .......ccccoovviiiiiiiiiiiiniceceeee 20
1.1.4. Cytochrom P450 EPOXYGENAZY ......ovvuirieieienienieenie et 23
1.2.  Receptory aktivované proliferdtory peroXizomul ............oceerverrereereenienneseennenns 26
1.2.1  Proteinova StruKtura PPARS ..o 27
1.2.2  Zpisob aktivace PPARS .......cocviiiiiiii i 27
1.2.3  1ZOIOPY PPARS ...ttt 29
124  Ligandy PPARS ..ottt 30
1.25 PPARs ve vztahu s CYP 450 epOXYQJENAZaMI......ccccovivereeeererieieeaiesieseenenes 32
EXPerimentalng CASt........cocuuiiiiiiiiiii e 33
2 MEBEOTIKA ......ceiiicie e 34
2.1 Experimentalni ovlivnéni exprese CYP2J2 riznymi ligandy receptoru PPRAa u
lidské bunécné linie HEK 293 a lidské nadorové bunécné linie HepG2 .........cccveenneee. 34
2.1.1  Biologicky MAterial ..........ccoooiiiiiiiiiiiecee s 34
2.1.2  PodminKy KUIIVACE .......coeivieiiieiccieee e 34
2.1.3  Piistrojova technika a pomuUCKY ........ccccviiiiiiiiiiiiii s 34
2.1.4  Chemikalie, roztoKy a pUfTY .......ccooieiiiiiiie e 35
2.1.5  POUZItE PIOtUALKY ....c.eiviiiiiiieiiieecee s 37
2.1.6  PraCOVNT POSTUD ...coveiiiiitisiisiesiie ettt bbbt 38
2.1.6.1  PasdzovaAni DUNCK .........ccccoiiiiiiiiiii e 38
2.1.6.2  Test Zivotaschopnosti bunck ...........ccccovviiiiiiiiiiiii 38
2.1.6.3  Priprava buné¢nych lyzath a proteinovych frakci pro western blot...... 40
2.1.6.4  SDS-PAGE a Western blot analyza ...........ccccevvviiiieiiiiniiiccee, 41

3 VYSIEAKY ..o nne s 43

3.2 Experimentéalni ovlivnéni exprese CYP2J2 riznymi ligandy receptoru PPRAa u
lidské bunécéné linie HEK 293 a lidské naddorové bunécné linie HepG2...........cceeenee, 43



4
5

3.21  Test zivotaschopnosti bBun€k..........ccooeviiiiiiiiiiiii 43

3.2.2  Ptiprava bunécnych lyzatl a proteinovych frakci pro western blot.......... ol
3.2.3  WesStern DIt @NalYZa.........cccvivieeieiieie e 53
DISKUZE ... 56
ZLAVET .ottt 58



Seznam pouzitych zkratek
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ROH
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Hydroxylova funkéni skupina

Thiolova funk¢ni skupina
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Dihydroxyeicosatrienove kyseliny

(Nuclear receptor) Jaderné receptory

(Peroxisome Proliferator-actived Receptor) Receptory
aktivované proliferatory peroxizomi

(PPAR Response Element) responzivni element pro PPAR
(Retinoid X Receptor) Receptor pro retinoid X
Tlumici mediator pro retinoidy a thyroidni receptor
Jaderny korepresor receptorti

Vazajici protein

Koaktivator steroidnich receptorti

CREB-vazajici protein
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Cile diplomové prace

Cilem teoretické ¢asti diplomové prace je sezndmit se s tématem ,,Vliv vybranych
agonisti PPRAs na regulaci CYP epoxygenaz®. Na toto téma sepsat literarni reSersi, ktera
seznami Ctenaie se samotnou definici cytochromti P450, jejich vztahem Kk mnohocetné
lékove rezistenci, CYP epoxygendzami a receptory aktivovanymi proliferatory
peroxizomu (PPAR), zejména s PPARa.

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na stanoveni viability u bunécné linie ledvin HEK293
a nadorové bunécné linie jater HepG2 po ovlivnéni ligandy PPARa (fenofibratem,
bezafibratem a gemfibrozilem). Poté byla stanovena exprese proteinu CYP2J2 v HEK293

a HepG2 po ovlivnéni ligandy PPARa.
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1 Uvod

Cytochromy P450 patti do skupiny hemoproteini (spolu s hemoglobinem, myoglobinem
atd.). Poprvé byly objeveny M. Klingenbergem roku 1958. Vyskytuji se takika ve v§ech
organizmech, nap¥. v bakteriich, rostlinach a zivociSich. V lidském genomu bylo
nalezeno 57 gent, fada z nich jsou v lidskych burikach vyuzivany k metabolismu steroidd,
prostaglandind, vitamini A a D. Primarné jsou vSak nejvice znamy jako metabolizatory
xenobiotik (IéCiva, drogy, rGzné chemikalie). Konkrétné se tucastni [ faze

biotransformace xenobiotik [1, 7].

Metabolismus 1é¢iv je v soucasné dobé spojovan s problémem mnohocetné 1ékové
rezistence (MDR). Na vzniku MDR se tcastni mnoho faktori a mechanismu, které
zvySuji odolnost rakovinnych bunék vic¢i chemoterapii. Je znamo, ze CYP epoxygenazy
(CYP2C, CYP2J) metabolizuji okolo 20 % klinicky dilezitych 1é¢iv [6]. Kromé toho
CYP epoxygendzy maji dilezitou endogenni funkci, prevadéji kyselinu arachidonovou
na epoxyeicosatrienové kyseliny (EETs), 5,6-EET; 8,9-EET; 11,12-EET a 14,15-EET.
Zda se, Ze tyto slouceniny maji mnoho biologickych funkci, napt. v bunécéné signalizaci,

V mitogenesy, v zanétu, v regulaci cévniho fecisté a iontovych kanala [6].

Bylo prokazano, ze CYP epoxygenazy hraji dilezitou roli pfi aktivaci receptord
aktivovanych proliferatort peroxizomli (PPARs). PPARs patifi do rodiny jadernych
receptortl, které slouzi jako transkripéni regulatory a diky tomu se podileji na regulaci
biologickych procest jako je napf. vyvoj a diferenciace, metabolismus lipida a glukozy,
apoptoza, nadorové bujeni a regenerace tkané. Také bylo zjiSténo, ze reguluji fadu genti
ucastnici se biotransformace xenobiotik. Existuji tfi izotopy, jsou to PPARa, PPARP/S a
PPARYy. VSechny se od sebe 1isi svymi funkcemi, mirou exprese v riiznych tkanich a
vazbou ligandii [21]. PPARS receptory jsou aktivované pomoci PPAR ligandi. Ty se déli
na pfirodni a syntetické. Mezi ty ptirodni patii zejména mastné kyseliny a derivaty
mastnych kyselin [34]. Mezi syntetické ligandy patii thiazolidindiony (TZD) a
fenofibraty [21].
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1.1. Cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYP 450) patii mezi rodinu enzymu obsahujici hemovou skupinu [1].
Jejich nazev byl odvozen od skute¢nosti, ze v redukovaném stavu v komplexu s oxidem
uhelnatym (CO) absorbuji viditelné svétlo o vinové délce 450nm. Pismeno P znaci
pigment. Jiné enzymy obsahujici také hem jako napi. hemoglobin, peroxidazy, katalazy

a jiné absorbuji viditelné svétlo o jiné vinové délce [2].

Z fylogenetického hlediska se jedna o velmi starou skupinu, ktera se objevila zhruba pied
1,5 miliardami let. Béhem evoluce tyto enzymy podstoupily fadu zmén. Nové vznikaly a
vyvijely se takika ve vSech organismech, jak v prokaryotickych tak i eukaryotickych
bunkach jako jsou napf. archea, bakterie, rostliny, houby a zZivocichové. V soucasnosti
jich bylo nalezeno v bakteriich kolem 20, v rostlinach jich existuji stovky a u ¢lovéka jich
je kolem 60. V bunkach se vyskytuji zejména v endoplazmatickém retikulu, ale také

v mitochondriich [1, 3].

V lidském genomu bylo nalezeno 57 gent pro CYP 450, které se fadi do 18 rodin a 44
podrodin [6]. Dle nomenklatury se ¢lenové jedné rodiny znac¢i arabskymi ¢islicemi a musi
vykazovat minimaln¢ 40 % homologie (stejna sekvence v priméarni struktuie). Podrodiny
se zna¢i velkym tiskacim pismenem a jejich homologie musi byt nejméné 55 %.
potom muize vypadat napt. CYP2J2. CYP 450 se v lidském organismu vyskytuji zejména
v jatrech, ale také v ledvinach, mozku, plicich, placenté, gastrointestindlnim traktu (GIT),
ktzi a dalSich organech. Stru¢ny prehled CYP 450 vyskytujicich se v raznych typech
tkan¢ uvadi Tabulka 1.
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Cytochrom P450 Tkan

1A1 Plice, ledviny, jatra, GIT, placenta, kiize, lymfocyty
1B1 Ledviny, jatra, klize, prostata, d¢loha, lidsky plod
2A6 Plice, jatra

2B6 GIT, plice, jatra

2C Hltan, jatra, GIT, plice, srdce

2D6 GIT, jatra

2E1 Plice, placenta, jatra

2J2 Jétra, ledviny, plice, hypofyza, srdce

3A Jatra, ledviny, déloha, plod, plice, GIT, placenta

Tabulka 1. Tkdrova distribuce cytochromit P450 u ¢loveka (prevzato z Cit. [1, 6]).

Jedna se o monooxygenazy, které hraji klicovou roli v 1. fazi metabolismu xenobiotik
(cizorodé latky, 1éciva apod.). Monooxygenazy maji obecné za kol vazat a aktivovat
molekulu kysliku, ze které je jeden atom vkladan do substratu a druhy atom je redukovan
na vodu [6].

K aktivaci kysliku je zapotiebi reakce, pii které se hem v CYP vaze silné k thiolatové
sife v aminokyselin¢ cysteinu. Toto chovani odliSuje CYP od ostatnich hemoproteind
(maji jiné katalytické vlastnosti nez napf. hemoglobin). Substrdt RH se vaze na
oxidovanou formu Fe®*" za vzniku komplexu (RH)Fe®". Tohoto typu reakce se i¢astni
nikotinamidadenindinukleotid fosfat (NADPH), z néhoz dochazi k ptenosu elektronu na
komplex (RH)Fe** za vzniku redukovaného komplexu (RH)Fe?*, na ktery se vaze atom
kysliku. Vznika tak hydroxylovany produkt ROH. Jak jiz bylo zminéno, druhy atom
kysliku se stava soucasti vody [1].

Obecnou reakci substratu za ucasti CYP 450 lze popsat takto:

CY-P450
RH + O2+ NADPH + H" —> ROH + H20 + NADP*

Pribéh reak¢niho mechanismu reakce v zivé bunce je ovsem mnohem komplikovanéjsi
nez popisuje tato rovnice. Mezi¢lankem ptenosu elektronu z NADPH na CYP 450 je

enzym NADPH:cytochrom 450 reduktiza nachézejici se v endoplazmatickém retikulu.
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V mitochondriich se poté setkdme s ferredoxin reduktazou, nehemovym Fe-S proteinem.
Zdrojem elektroni pro redukci CYP ovsem nemusi byt jen NADPH, ale takée NADH.
CYP 450 nemusi k oxidativni reakci vyuzivat pouze molekularni kyslik, ale také kyslik

z peroxidu ¢i peroxokyselin [1]. Celkovy reak¢ni cyklus popisuje Obrazek 1.

ROH RH

Fe™
(ROH)Fe™ B é’nn:pﬂ;.—;- R'LOOH
i

@ @
{R-}{Fe-OH)*" (RH)Fe™ _ A'H+LO

a
2e- tiﬁ‘r ---¢ﬂ=
H,0 <= - RH{Fe-O* XOH XOOH % 2
H,0 5 (RH)Fel"(05)

M tm-nF-“mEi @ (RHIFe™(03)
oY ¢
[ 3

Obrézek 1. Reakcni cyklus CYP 450 (prevzato z Cit. [1])

N
o

RH — substrat, ROH — monooxygenacni produkt, R'LOOH — lipidicky hydroperoxid,
R'H+LO — redukcni produkty hydroperoxidu, XOOH — peroxy sloucenina (alternativni

donor kysliku), Fe — atom hemového Zeleza enzymu.
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1.1.1. Biotransformace xenobiotik

Xenobiotika jsou latky cizorodého ptvodu, mezi néz patii napt. 1éCiva, drogy,
pramyslové a farmaceutické chemikalie, environmentalni polutanty (znecist'ujici latky,
které maji Skodlivy vliv na zivé organismy) a dal$i. Tyto latky vstupuji do téla jednoduse
ptes vnéjsi bariéry, jako jsou kiize, plice a gastrointestinalni trakt (GIT). Krvi a tkanémi
se dostavaji az do jater, kde probiha jejich metabolismus. Diky jejich nepolarni povaze
jsou Spatné vylucovany ven z téla. Proto existuji specidlni metabolické drahy se
specialnimi enzymy, jejichz cilem je zajistit jejich pfeménu na latky polarnéjsi. Ty jsou

poté snadné&ji vylu¢ovany moci nebo stolici [1, 3].

Biotransformace zahrnuje tii faze. V |. fazi dochézi k vytvoteni a vneseni polarni funkéni
skupiny (-OH, -SH, -COOH, -NH2) do molekuly parentni latky, diky nimz se jejich
metabolity stavaji vice polarnimi. Vétsina reakci probiha v endoplazmatickém retikulu
buriky, kde se také nachazeji hlavni enzymy ucastnici se této faze a to monooxygenazy
cytochromy P450. Ve Il. fazi jsou produkty prvni faze konjugovany s vysoce polarni
skupinou, jejimZz donorem je konjugacni ¢inidlo, jako je napf. kyselina glukuronova,
octova ¢i gluthation. Béhem IIl. faze jsou konjugované metabolity molekul exportovany

z buniky pomoci mnoha specifickych transportért, napt. ABC transportéry [5, 6].

1.1.2. Mnohocdetna 1ékova rezistence a CYP 450

V soucasné dobé se stala rezistence rakovinnych bunék k chemoterapii zavaznym
problémem pii 1é¢bé pacientd s rtznymi typy nadord. Setkdvdme se schopnosti
nadorovych bunék odolavat G¢inktim cytostatickych latek. Mnohocetna 1ékova rezistence
(MDR) je zalozena na tzv. zkiizené rezistenci mezi protinadorovymi léCivy liSicimi se
jak strukturné, tak mechanismem ucinku. Se vznikem MDR je spojovano mnoho faktorti
a mechanismi, které zvysSuji odolnost bun€k vii¢i chemoterapii. Pti¢iny vzniku Iékové
interakce mohou byt napf. stav pacienta, Zivotni prostiedi av§ak nejéastéjsi zptisob vzniku
rezistence zahrnuje snizenou ¢i zvySenou expresi ¢i aktivitu enzymu podilejicich se na
detoxikaci léciv [6, 13].

Dalsi mozné piic¢iny vzniku mezilékovych interakcich jsou kompetice o gastrointestinalni

absorpci, interakce béhem membranového transportu, vazba k plasmatickym proteiniim,
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vazba k transportnim proteinim a P-glykoproteinim, farmakodynamické interakce na
receptorové urovni, inhibice metabolismu, indukce metabolismu a kompetice o aktivni

ledvinovou exkreci [14].

Cytochromy P450, zejména rodiny CYP1, 2 a 3 jsou znamy jako tzv. ,,metabolizatory
1€kt zodpovédné za 1. fazi metabolismu 1é¢iv [4]. Jak je popsano vyse, muze se stat, ze
néktera 1é¢iva mohou ovliviiovat (snizovat ¢i zvySovat jejich aktivitu) riazné formy CYP.
Zejména pii opakovaném podavani léku a soucasnym podavanim dvou i vice 1€ka
najednou. Pak se tyto Iéky mohou stat substratem, inhibitorem ¢i induktorem pro CYP.
Piehled substratd, induktort a inhibitort nejznaméjsich lidskych CYP v Tabulce 2.

vvvvvv

vyskytuje v jatrech, ale nalezneme ho také v tenkém stfevé, mozku, placenté a plicich.
Nejvyznamngj$imi induktory CYP3A4 jsou barbituraty, rifampicin nebo dexamethason
[15]. Na metabolizmu 1éka se vyznamné podili i CYP epoxygenazy. Podrodina CYP2C
predstavuje jaterni enzymy, které metabolizuji okolo 20 % klinicky dilezitych 1é¢iv. Na

metabolizmu 1€¢iv se podili i dalsi CYP epoxygenazy, CYP2J2 [6].

Ruzna exprese forem CYP mezi nadorovou a zdravou okolni tkani ma pro pacienta

nesmirnou diileZitost ve specifikaci terapie. Mohlo by to slouZit k vyvoji proléciv
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prodrugs), které jsou netoxické k normalnim zdravym buitkam a toxické k buitkam
nadorovym [6, 17].

CYP Substraty Induktory Inhibitory
450
1A2 Polycyklické aromatické PAH, Fluvoxamin,
uhlovodiky (PAH), dioxiny amiodaron
Aromatické aminy, kofein
2B6 Nikotin, metadon barbituraty ticlopidin
2C8 Retonoidy, taxol rifampin Gemfibrozil
2C9 Tolbutamin, diklofenak, Rifampicin, Flukonazol,
warfarin barbituraty Amiodaron,
fenofibrat
2C19 Omeprazol, diazepam Rifampicin,  Omeprazol, chloramfenikol
barbituraty
2D6 Antidepresiva, beta- Dexamethason,  Bupropion, histamin H1,
blokatory rifampin amiodaron
2E1 Ethanol, nitrosaminy, Ethanol, disulfiram
acetaminofen hladovéni
3A4,57 Steroidy, taxol, Steroidy, HIV antivirotika, imatinib,
acetaminofen, cyklosporin,  Barbituraty, grepfruitovy dzus, aj.
Rizné dihydropyridiny rifampicin

Tabulka 2. Vybrané lidské CYP 450 a strucny prehled jejich substrdti, induktorii a
inhibitoru [3, 15].
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1.1.4. Cytochrom P450 epoxygenazy

Zajimavou skupinou CYP enzymu jsou CYP epoxygenazy (podrodiny CYP2C a CYP2J).
Do podrodiny CYP2C patii celkem ¢tyfi homologni geny: CYP2C8, 2C9, 2C18 a 2C19.
Jsou lokalizované na chromozomu 10qg24. Tato podrodina reprezentuje okolo 18 % z
celkového obsahu cytochromii P450 v jatrech dospé€lého jedince. CYP2C jsou vysoce
polymorfni, coz stézuje u pomalych metabolizatorti nalézt optimalni davkovani 1é¢iv [3,

6].

Lidska podrodina CYP2J obsahuje pouze jeden gen ato 2J2. Exprese CYP2J2 je zvySena
ve zhoubnych nadorech jater, jicnu, prsu, plic a kolorektu. V jatrech pfedstavuje asi 1-2
% celkoveho obsahu cytochromi P450. Je lokalizovan na kratkém raménku chromozomu
1, konkrétné na 1p32.1 [6]

Kromé& metabolismu 1é¢iv maji CYP epoxygenazy vyznamnou endogenni funkci.
Ptrevadéji kyselinu arachidonovou na Ctyfi regioizomery epoxyeicosatrienové kyseliny
(EETS), konkrétné na 5,6-EET, 8,9-EET, 11,12-EET a 14,15-EET (popisuje Obrézek 2).
EETSs hraji dilezitou roli v mnoha biologickych procesech, jako je napi. mitogeneze,
ucinky a chrani pfed ischemii myokardu a mozku a snizuji krevni tlak. Maji také znaény
vliv na riist nadorovych bun€k. Mnoho studii zkoumalo moznou tc¢ast CYP2J2 a EETs
v mnoha procesech podporujici vznik nadorti. Rada experimentil prokézala, Ze tyto
enzymy jsou pozitivnimi regulatory proliferace nadorovych bunék, angiogeneze a
inhibuji apoptdzu [8-12]. Napf. ve studii od Jing et al. byla prokazana zvysena regulace
CYP2J2 v 77 % nadorové lidské tkan¢ a vyskytoval se v osmi ruznych lidskych
nadorovych linii [11].
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Obrézek 2. Uvolnéni kyseliny arachidonové z fosfolipidové membramy pomoci
fosfolipazy A2. Jeji nasledny prevod na ¢tyri regioizomery EETS pomoci CYP epoxygendz
(CYP2C a CYP2J2). (Prevzato z Cit. [6] a upraveno)
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EETs se vyskytuji uvniti v bufikach, ale také jsou zaclenéné do fosfolipidli a vaZou se na
cytosoloveé proteiny a jaderné receptory. Coz naznacuje, ze nékteré jejich funkce mohou

byt piimo ovliviiovany interakcemi s intracelularnimi efektorovymi systémy.

Rozpustné epoxid hydroxylazy (sEH) ptfevadéji EETs na dihydroxyeicosatrienové
kyseliny (DHETS), které jsou méné aktivni nez EETs. sEH zde vystupuji jako inhibitory
EETs, protoze tlumi jejich ucinky. Ve studii od Enayetallah et al. byla prokazana snizena
regulace sEH v nadorech ledvin a jater a naopak se vyskytovaly enzymy EETs [16].
Naopak jiné studie prokéazaly nalez sEH v cholangiokarcinomech, pokrocilé rakoviné
vaje¢niku ve srovnani s normalni tkani, nebo v pocate¢nim stadiu rakoviny [16]. Stejné
jako u CYP je tato kapitola stdle v mnoha smérech neprobadana a k pochopeni je

zapotiebi mnoho dal$ich studii [17].

EETs a DHET mohou slouzit jako ligandy pro receptory aktivované proliferatory
peroxizomu alfa (PPARa) a stimuluji vazbu heterodimeru PPAR/RXR na responzivni
elementy (PPRE). Dalsi EET-produkujici CYP jsou CYP4X1 a CYP2U1, ale ty maji

mensi dilezitost [6].
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1.2. Receptory aktivované proliferatory peroxizomu

Receptory aktivované proliferatory peroxizomi (PPARs) jsou ligandy aktivované
transkrip¢ni faktory. Patfi do rodiny jadernych receptorti (NR), do kterych nalezi také
napi. vitamin D, steroidni, thyroidni a retinoidni receptory. PPARs ligandy jsou jak
endogenni tak i exogenni slouceniny, které hraji kli¢ovou roli v regulaci dilezitych
biogennich funkci, jako je bunééna diferenciace a vyvoj, metabolismus glukézy a lipidd,
udrzovani homeostazy, tkanova regenerace, regulace zanétu, apoptézy a nadorového
bujeni. PPARs jsou zapojeny do fady chronickych nemocnéni jak je diabetes, obezita a

ateroskleréza [6, 18].

Peroxizomy jsou bunécné organely nachézejici se ve vétsin€ rostlinnych a zivocisnych
bunék, které se podileji zejména na B-oxidaci mastnych kyselin, ale také na syntéze
cholesterolu a Zluovych kyselin. Strukturalné rozdilné chemické latky, které indukuji
ucinky enzyml peroxizomii a tim metabolismus mastnych kyselin se nazyvaji
proliferatory peroxizomu (PPs) [21]. Prvni préce, které identifikovali a pojmenovali
PPARSs, probihaly na pocatku 90. let. Studie byly zaméfeny na hledani cilovych geni
latek aktivujicich proliferaci peroxizomi (PPs) u hlodavca [19]. V tom samém roce byl
Issemanem a Greenem naklonovan prvni PPAR z mysich jater, brzy na to nésledovalo
dalsich n€kolik druhit PPAR homologt.

V soucasné dobé€ jsou znamy tfi rizni ¢lenové PPARs rodiny, kodovani pomoci riiznych
samostatnych genti: PPARa, PPARP (nebo se take setkavame s pojmenovanim PPARS)
a poslednim ¢lenem je PPARY. VSechny se od sebe 1isi svymi funkcemi, mirou exprese

Vv riznych tkanich a vazbou liganda [21].
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1.2.1 Proteinova struktura PPARS

PPARs sdili spole¢né strukturdlni a funkéni domény s vétSinou jadernych receptort.
Celkem existuje pét odlisSnych domén: A/B, C, D, E a F (Obrazek 3.). N-koncova A/B
doména obsahuje aktiva¢ni oblast AF-1 (Ligand-independent Activation Function-1).
Tato oblast ma nizkou transkrip¢ni aktivitu a funk¢éné je nezavisla na vazb¢ k ligandu
[22]. Po ni nasleduje vysoce konzervativni DNA-vazebna doména (DNA-Binding
Domain, DBD), kter& obsahuje motiv dvou zinkovych prstl, coZ je pro NR typické. Tato
domena rozpoznava specifickou sekvenci DNA, na kterou se pak vaze [22]. Nasleduje D
doména (Hinge Domain), ktera spojuje DNA-vazajici doménu s ligand-vazajici doménou
(Ligand-Binding Domain, LBD) [22]. LBD, doména E umozZiuje vazbu ligandu a
aktivaci receptoru. LBD obsahuje koncovou aktiva¢ni oblast zavislou na ligandu, doménu
AF-2 (Ligand-dependent Activation Function 2). AF-2 doména je slozena ze dvou a-
helixt a jednoho B-skladaného listu, soucast struktury je i ligand vazajici kapsa (Ligand-
Binding Pocket), do které se vaze ligand. Tato doména je potlacena dokud nedojde
k vazbé¢ ligandu [22].

1.2.2 Zpisob aktivace PPARs

Po navézani ligandu na PPARs a vytvoreni heterodimeru s receptorem pro retinoid X
(RXR) vznikne aktivovany komplex PPAR/RXR. Ten se poté vaze do promotorové
oblasti cilovych gent na responzivni elementy pro PPAR (PPRE). Tato vazba nasledné
vede k aktivaci transkripce specifickych gend, coz zpusobi samotnou aktivitu PPARS.
Pokud se nenavaze ligand, pak PPAR interaguji s mnoha korepresorovymi proteiny, které
brani vazb¢ receptori k DNA a inhibuji tak transkripci genii. Korepresorem miize byt
napt. SMRT (tlumici mediator pro retinoidy a thyroidni receptor) a N-CoR (jaderny
korepresor receptort). Naopak proteiny stimulujici expresy PPAR cilovych genu jsou
koaktivatory, napt. PBP (vazajici protein), SRC-1 (koaktivator steroidnich receptorti),
CBP (CREB-vazajici protein) a PGC-1a (PPARy koaktivator 1a). Jako i jiné jaderné
receptory jsou PPARs fosfoproteiny. Z toho diivodu mtze byt jejich transkripcni aktivita
ovlivnéna prostfednictvim fosforylace AF-1 domény, kterd neni zavisla na ligandu
(Obrazek 4.) [6, 20, 22].
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Struktura domeény PPARs
1 AIB 101 c 166 D 244 EIF 468

| I I I |

A AF1 DBD Hinge LED/AF2

Obrézek 3. Schéma struktury domény PPARs. (Prevzato z cit. [20] a upraveno)

AF1 — ligand nezavisla aktivacni doména 1 (A/B), DBD — DNA-vazebna doména (C),
Hinge — D doména, LBD/AF2 — ligand-vazajici doména/ligand-zdvisia aktivacni doména
(E/F)

Fosforvlace a Kofaktory
612 21 179 230
o T [ 2
SMRT PEP
. N-CoR SRC-1
CEBP
PGC-lu
4+ Fosforylace ® Korepresor
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Obrézek 4. Schématické zndzornéni aktivace ¢i inhibice PPARs pomoci fosforylace,
koaktivatorii a korepresorii. (Prevzato z cit. [20] a upraveno)
Fosforylace je znacena Zlutou hvézdickou, korepresory cervenym ovalkem a koaktivatory

Jsou znaceny modrym Sestiuhelnikem.
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1.2.3 lzotopy PPARs

Jak jiz bylo uvedeno, PPARs existuji ve tiech izotopech: PPARa, PPARpB/S a PPARY.

PPARa byly prvni receptory PPARSs, které byly v 90. letech identifikovany. Nejprve byly
nalezeny na mysim chromozomu 15, pozd¢ji byly lokalizovany na lidském chromozomu
22 na pozici 22q12-q13.1[19, 23]. Vysoka hladina exprese PPARa se vyskytuje zejména
ve tkanich s aktivnim katabolismem mastnych kyselin, jako jsou napi. jatra, ledviny,
srdce, hnéda tukova tkan, svaly, tenké a tlusté stievo [19, 24, 25]. Jejich hlavni funkce je
zejména regulace metabolismu lipidi a homeostazy v jatrech. Expresi PPARa reguluji
nékteré fyziologické podnéty jako je stres, hormony, glukokortikoidy, inzulin a leptin
[20]. Kersten et al. (1999) prokazal, ze hladina exprese PPARa v mysich jatrech béhem
hladovéni vzrostla, coz vedlo ke zvySeni exprese PPARa cilovych genti a tim se zvysil
pfisun mastnych kyselin [26]. V lidskych jatrech se hladina exprese PPARa mize
individudlné odliSovat, avSak bylo zjiSténo, Ze tato hladina je nizsi, nez bylo prokazéno u

hlodavcu [20].

PPARP/S byl nalezen na 17. my$im chromozomu a 6. lidském chromozomu na pozici
6p21.1 —p21.2 [27]. Tyto receptory se také ti¢astni katabolizmu, ale jejich ucinky se vice
vztahuji ke svalim a srdci, ackoli také reguluji nékteré geny v jatrech [28]. Také bylo
zjisténo, ze PPRAP/S hraji roli ve vyvoji kize, vlasovych folikul, svalti a nervového

systému [29, 30].

PPARy jsou lokalizovany na 6. mySim chromozomu. Gen pro lidsky receptor byl
lokalizovan na chromozomu 3 v oblasti 3p25 [31]. PPARY obsahuji tii rizné promotory,
které davaji vznik tfem riznym mRNA izoformam: PPARy1, PPARy2 a PPARY3. AvSak
Chen et al. popsal dalsi tfi izoformy v lidskych THP-1 makrofazich: PPARy4, PPARYS5,
PPARY7. Pouze PPARY4 je poklddan za novou izoformu proteinu, PPARyS a PPARY7
jsou ptekladany do proteinu PPARyI1 [32]. Exprese izoforem PPARY se vyskytuje téméft
ve vSech tkanich, zalezi na typu izoformy. Jsou to nejvyznamnéjSich regulatorem
diferenciace tukové tkané, podili se na metabolismu lipidd, zanétlivych onemocnéni a

v kardiovaskularnich chorobéach [22].
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1.2.4 Ligandy PPARs

PPARs ligandy jsou riizné chemické latky, které aktivuji PPARs svou vazbou na ligand
vazajici se kapsu nachazejici se v ligand vazajici doméné. DéEli se na syntetické

(exogenni) a ptirodni (endogenni) biologické molekuly.

1.2.4.1 Ptirodni ligandy

Mezi endogenni ligandy patii zejména mastné kyseliny a derivaty mastnych kyselin.[3!
Specifickym ligandem pro PPARa je 8-hydroxyeicosatetraenova kyselina (8-HETE),
prostaglandin A nebo leukotrien B4 (LTB4). Nasycené a nenasycené mastné kyseliny,
napt. kyselina palmitova, linolenova, arachidonova a olejova a eicosanova kyselina jsou
ligandy pro PPARa a PPARP/S. Piirodnimi ligandy pro receptor PPARy jsou
prostaglandiny D2 a J2, 9- a 13-hydroxyoktadekadienovd kyselina a 12- a 15-
hydroxyeicosatetraenova kyselina (12-, 15-HETE) [22].

1.2.4.2 Syntetické ligandy

Thiazolidindiony (TZD) jsou ligandy s velmi vysokou afinitou k PPARy. Na zakladé¢
jejich schopnosti snizovat hladinu gluk6zy a hladinu cirkulujicich mastnych kyselin byly
puvodné vyvinuty ke snizeni inzulinové rezistence a 1écb¢ diabetes mellitus 2. typu. TZD
prostfednictvim jejich terapeutickych u¢inkt hraji kli¢ovou roli v regulaci glukozy a
homeostazy. AvSak v posledni dobé bylo prokazano, Ze maji dulezitou ulohu v bunécné

proliferaci a malignité [21]. Mezi TZD patii ciglitazon, pioglizaton, rosiglitazon aj.

Druhou vyznamnou skupinou syntetickych ligandu jsou fenofibraty. Jsou to strukturalné
ruzné slouCeniny, které jsou nejvice vyuzivany jako hypolipidemicka lIé¢iva pro zvySeni
hladiny triglyceridi v plasmé (a tim snizeni LDL ¢astic v seru). Vysoce selektivnimu
ligandy pro PPARa jsou fenofibrat (Obrdzek 5) a klofibrat. Bezafibrat (Obréazek 5)
aktivuje vSechny tfi izoformy PPARs ve stejné mife. Dal$im velmi u¢innym fibratem je

napi. gemfibrozil nebo WY 14643 [21, 22] (Obrazek 5).
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Obrazek 5. Schématické zndzornéni struktury vybranych ligandii PPARs. (Vytvoreno

pomoci datasheetu).
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1.2.5 PPARs ve vztahu s CYP 450 epoxygenazami

Bylo prokazano, ze PPARa se krom¢ dalSich procesti Ucastni i biotransformace.
V lidskych hepatocytech tyto receptory aktivuji ¢leny podrodin CYPIA, CYP2A,
CYP2B, CYP2C, CYP2E, CYP2J2 a CYP3A a né¢které konjugacni enzymy (EPHX2,
GSTA) [33].

In vivo a in vitro studie na zvirecich modelech.

Bylo prokazano, ze PPARa ligandy maji zna¢né ucinky na CYP2C v lidskych a mysich
bunikach. Nicméné lidské cytochromy mohou mit odliSnou cestu pisobeni nez mysi.
EDM392949 je ligandem pro PPARa a PPARYy. Bylo prokazano, ze po dlouhodobém
uc¢inku byla zvysena exprese CYP2C9 v krysich hepatocytech [40]. Naopak 1é¢ba timto
ligandem v lidskych jatrech prokazuje silnou indukci CYP2C8 [40].

Mysi epoxgenazy a jejich metabolity maji pro-angiogenni funkce. Studie s my$im
CYP2C44 (katalyticky homolog lidskych CYP2CS8 a 2C9) prokazuji, Ze CYP2C44 je
cilovy gen pro PPARa. WY-14643 (PPARa ligand) snizuje regulaci CYP2C44, coz
redukuje syntézu EETS, ktera nasledné vede k snizeni nadorové masy, objemu a
vaskularizaci (prokrveni) nadorového $tépu. Stejné vysledky byly ziskany z mysich
s lidskym PPAR genem [35, 36].

In vitro studie s lidskymi burikami.

Bylo zjisténo, ze EETs produkované pomoci CYP2C a 2J2 jsou schopné aktivovat
PPARa v lidské bunééné linii HepG2 (jaterni nadorova bunééna linie) [37]. Wray et al.
potvrzuji nalez aktivovanych PPARa pomoci CYP2J2 produkti v bunécéné linii HEK293
(embryonalni bunééna linie ledvin) [38]. Jejich vysledky ukazuji, ze aktivace PPARa se
ucastni 8,9-EET, 11,12-EET, ale uz ne 14,15-EET.

Prueksaritanont et al. studovali uc¢inek klofibratu, fenofibratu a gemfibrozilu (ligandy
PPARa) v lidskych hepatocytech. VSechny tii fibraty zvysovali hladinu mRNA CYP2CS8.
Klofibrovd a fenofibrova kyselina zvySovala aktivitu CYP2CS, avSak 1écba

gemfibrozilem vedla ke snizeni aktivity CYP2CS [39].
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Experimentalni ¢ast
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2 Metodika
2.1 Experimentalni ovlivnéni exprese CYP2J2 riuznymi ligandy
receptoru PPRAa u lidské bunécéné linie HEK 293 a lidské nadorové

buné¢éné linie HepG2

2.1.1 Biologicky material

Pro experimentalni ¢ast této prace byly pouzity dvé lidské bunééné linie:
HEK 293, ktera je odvozena od embryonalni ledvinové tkan¢ a

HepG2, ktera je odvozena od nadorové tkan¢ jater.

2.1.2 Podminky kultivace

Linie bunék byly kultivovany v DMEM médiu. Buiiky byly inkubovany v termostatu pti
37°C a v 5% COa,. Tii dny v tydnu byla provadéna pasaz, pti které se bunkam vymeénilo

medium, a pocetné byly buriky redukovany, aby mohly nartist nové.

2.1.3 Pristrojova technika a pomicky

Termostat Series Il water jacket CO. Incubator (Thermo Scientific, USA), sterilni box
Mars safety class Il (Scanlaf, Dansko), vodni lazen (GFL, Némecko), centrifuga IEC
L31R Multispeed centrifuge (Thermo Scientific, USA), minicentrifuga MiniSpin
Eppendorf, Némecko), invertovany mikroskop Primo Vert (Zeiss, Némecko), Elisa
reader Power wave XS (Bio Tek Instruments, Inc., USA), Pocita¢, aparatura pro
vertikalni elektroforézu (Scie-Plas, UK), zdroj napéti EV 261 (Consort, Belgie),
termoblok AccuBlockTM- digital dry bath (LabNet, USA), transferova aparatura V10
SDB Semi-dry (Scie-Plas, UK).

Pipetator s 5 a 10 ml sklenénymi $pickami, automatické jednoduché pipety 10, 20, 200,
1000 a 5000, multikanalové 200 a opakovaci 20 pipety, Sterilni $picky 10, 200, 1000 a
5000, sterilni $picky s filtry 200 a 1000 a loudovaci $picky 200, kultivaéni lahvicky, 10 a
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15 ml zkumavky, 1,5 a 2 ml eppendrofky, Elisa desti¢ky, kultiva¢ni misky (6 cm), 250
ml odmérné valce, nitrocelulozovda membrana Amersham Hybond™ ECL™,

fotograficky film (oboji GE Healthcare, UK), po¢itadlo a kalkulacka.

2.1.4 Chemikalie, roztoky a pufry

2-[4-(4-chlorobenzoyl)phenoxyl]-2-methyl-propanova kyselina, 1-methylethyl ester
(fenofibrat, Cayman Chemical Company, USA), 2-[4-[2-(4-
chlorobenzoyl)amino]ethyl]phenoxyl]-2methyl-propanovéa kyselina (bezafibrat, Cayman
Chemical Company, USA), 5-(2,5-dimethylphenoxy)-2,2dimethylpentanova kyselina
(gemfibrozil, Cayman Chemical Copmany, USA), DMSO (Wak-Chemie Medical,
Némecko), 1x a 10x PBS pufr, Trypsin (PAA, Rakousko), [2-(4-lodophenyl)-3-(4-
nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium] (,WST-1, Roche, Svycarsko), TRIS
hydroxymethylaminomethan (P-LAB, CR), Tween 20 (Dako, Déansko), RIPA pufr,
Inhibitory fosfataz (F1) a proteinaz (P1) Complete (Roche, 30 Svycarsko), hovézi sérovy
albumin (BSA), dodecylsulfat sodny (SDS), N,N,N',N'-Tetramethyl-ethylenediamine
(TEMED), amonium persulfat, 30% bis-akrylamid (vSe Serva electrophoresis GmbH,
Némecko), molekulovy marker Full-Range Rainbow Molecular Weight Marker (GE
Healthcare, UK), vzorkovaci roztok LSB, 0,2% roztok Ponceau S solution for
elecetrophoresis (Serva electrophoresis), susené odtuénéné mléko, chemiluminiscenéni
kit SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate (Thermo scientific, USA),
vyvojka, pferuSovac, ustalovac¢ (vSe Agfa-Gevaert N. V. Belgie), dH20
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DMEM Kkultivaéni_ médium 10%: Dulbecco’s Modified Eagle Medium, 100 1U/ml

peniciclin, 100pg/ml streptomicin, 10% (v/v) fetalni sérum, 0,25 mg/ml glutamin: na 500
ml 10% DMEM: 440 ml DMEM, 50 ml fetalni sérum, 5 ml penicilin/streptomycin, 5 ml
glutaminu

10x PBS pufr pH 7,6 (10x): 80 g NaCl; 2 g KCI; 32,1 g Na2HPO4; 2 g KHPO4; doplnit
do11dH20

RIPA lyzaéni pufr: Obsahuje mix FI: jedna tableta se rozpusti v 1 ml dH20 — fedi se

10x, PI: jedna tableta se rozpusti ve 2 ml dH20 — fedi se 25x.

1.0M TRIS-HCI pufr pH 6,8: 121,1 g TRIS rozpustit v 1 | dH20, upravit pH pomoci
konc. HCl na 6,8

1,5M TRIS-HCI pufr pH 8,8: 181,65 g TRIS rozpustit v 1 | dH20, upravit pH pomoci
konc. HCl na 8,8

5x ELFO pufr: 15,1 g TRIS; 5,09 g SDS; 72 g glycinu; doplnit do 1 | dH20
Vzorkovaci pufr LSB 4x: na 8 ml roztoku: 3,5 ml ddH20, 0,5 ml 1M TRIS pH 6,8, 1,6
ml glycerolu, 1,6 ml 10% SDS, 0,4 ml B-merkaptoethanolu, 0,4 ml 0,5% btomfenolové

modie

20x transferovy pufr: 2,9 g glycinu; 5,8 g TRIS; 0,37 g SDS; 200 ml methanolu;
doplnit do 1 I dH20

MIéény pufr: 5 % mléko v 1x PBS: 5 g susené odtu¢néné mléko, doplnit do 100 ml
1x PBS pufrem

Blokovaci pufr: 5 % mléko v 1x PBS + Tween 20: 5 g susené odtu¢néné mléko,
doplnit do100 ml 1x PBS pufrem a piidat 100 pl Tween20
Bradfordové roztok: 0,02 g Coomassie Brilliant Blue G250; 10 ml ethanolu; 20 ml

kyseliny orthofosfore¢ne; doplnit do 40 ml dH20
Fenofibrat: 5,3 mg rozpusténo v 1,5 ml DMSO

Bezafibrat: 5,41 mg rozpusténo v 1,5 ml DMSO
Gemfibrozil: 3,75 mg rozpusténo v 1,5 ml DMSO
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2.1.5 Pouzité protilatky

K detekci proteinu CYP2J2 byla pouzita nezna¢end mysi monoklonalni protilatka (fedi
se 1:1000 do mlé¢ného pufru, Novus Biologicals NBP2-01178). Dal§im stanovovanym
proteinem byl GAPDH, ktery slouzi jako endogenni kontrola, zda se nachazi
v jednotlivych proteinovych frakci stejné mnozstvi proteint (fedéni 1:25 000, Sogma
aldrich, cat. no. G8795). Sekundarni protilatka je polymer konjugovany s kienovou
peroxidazou, ktery nese anti-mysi imunoglobuliny (fedi se 1:6000, Dako REAL™
EnVision™ HRP Mouse, Dako, Déansko).
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2.1.6 Pracovni postup

2.1.6.1 Pasazovani bunék

Z kultivacni lahvicky bylo vylito médium a lahvicka byla 3x proplachnuta PBS. Poté byl
do lahvi¢ky napipetovan 1 ml trypsinu a lahvicka byla dana na 3-5 min do termostatu. Po
inkubaci bylo do lahvi¢ky napipetovano 9 ml ¢istého média DMEM. Obsah celé lahvicky
byl prepipetovan do zkumavky a stocen V centrifuze 5 min pti 1000 rpm. Buiiky na dné
zkumavky byly rozsuspendovany v 1 ml, objem byl doplnén ¢istym médiem na 10 ml.
1,5 ml bun€k v médiu bylo vraceno do kultiva¢ni lahvicky a objem byl doplnén na 10 ml.

Lahvicka byla ponechana v termostatu do ptisti pasaze.

2.1.6.2 Test zivotaschopnosti bunék

Po pasazi bunék byly zbylé buriky stoc¢eny, médium bylo odlito a do zkumavky k nim byl
pfidan 1 ml ¢istého média. Bunky byly rozsuspendovany a 10 pl bylo napipetovéano k 90
Ml ¢istetho média do eppendorfky. Z tohoto mnozstvi bylo odebrano 10 ul bunék do
Burkerovy komurky. Pod mikroskopem bylo napocitano mnozstvi bun¢k ve 25 ¢tvercich

a nasledné vypocitana koncentrace bunécéné suspenze.

Dle ptedchozich vypoctl byly na 96-jamkovou desticku vysazeny bunky o mnozstvi 5000
(pro HEK293) a 10 000 (pro HepG2) bun¢k na jamku. Po 24 hodinach od vysevu byl
k bunkam pridan fenofibrat, bezafibrat a gemfibrozil. Koncentrace jednotlivych ligandu
v roztoku jsou uvedeny v Tabulce 4. V jamkach slouzici jako blank bylo pouze
¢isté kultivaéni médium a v jamkach slouzici jako kontrola byly neovlivnéné bunky s
médiem. Inkubace probihala 72 hod v termostatu pii 37°C. Po inkubaci bylo do vsech
jamek pfidano 10 pl reagentu WST-1 a nasledovala dalsi inkubace 1 hod. Poté byla
méiena absorbance na Elisa readeru pii 450 nm.

Test zivotaschopnosti byl proveden ve tfech opakovanich. Ze ziskanych praimérnych

hodnot absorbanci byla vypocitana koncentrace jednotlivych latek (fenofibrat, bezafibrat,
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gemfibrozil), pfi které doglo k 10% inhibici viability bungk (IC90). [IC90] byla stanovena
minimalné ve tfech opakovani pro jednotlivé latky u obou bunéénych liniich a byla

stanovena jejich primérna hodnota, ktera byla pouzita pii dalSim testu.

HEK293 HepG2

F B G F B G
Koncentrace | 1 80 50 25 100 100
v UM 2,5 110 80 50 150 150

5 140 120 100 200 200
10 170 150 150 250 250
15 200 180 200 300 300
20 230 210 250 400 400

Tabulka 3. Koncentrace pro jednotlivé ligandy u HEK293 a HepG2.

F je fenofibréat, B je bezafibrat a G je gemfibrozil

Princip metody:

Test zivotaschopnosti bunék se vyuZziva pro posouzeni u¢inkt fenofibratu, bezafibratu
a gemfibrozilu na lidskou buné¢nou linii HEK 293 a lidskou nadorovou bunéénou linii
HepG2 a stanoveni jejich inhibi¢ni koncentrace [IC90]. Podstatou je pouziti tetrazoliové
soli [2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium] (WST-
1), ktera je $tépena na ve vode nerozpustny barevny formazan, pomoci mitochondrialnich
dehydrogenaz. Tato metoda slouzi k méfeni toxicity latek, kdy tato reakce probiha pouze
u metabolicky aktivnich buné¢k, pfi¢emz mnoZstvi vznikajiciho formazanu je pfimo
umérny poctu bunék, které prezily. Intenzita zbarveni formazanu se provadi

spektrofotometricky.
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2.1.6.3 Piiprava bunéénych lyzati a proteinovych frakei pro western

blot

Dle ptedeslého postupu byly buiky spocitany v Blrkrové komirce pod miskroskopem.
Podle vypoéti byly vysety do kultivaénich misek 0 priméru 6 cm v koncentraci 4x10°
bundk na misku (HEK293) a 8x10° bunék na misku (HepG2), na objem 2.7 ml
kultivacniho média. Po 24 hod byly k bunkam pfidany ligandy (fenofibrat, bezafibrat,
gemfibrozil) o pramérné koncentraci [IC90] ve 300 pl média. V miskach slouzici jako
kontrola bylo pouze Cist¢é médium s bufikami. Inkubace probihala 24 a 72 hodin
v termostatu pti 37°C. Poté byly buiniky 3x promyty PBS pufrem, byl na né¢ nanesen
trypsin a byly inkubovany 3-5 min v termostatu pii 37°C. Poté k nim bylo pfidano
médium, cely obsah byl pienesen do eppendorfek a byly stoceny na 5 min, 1000 rpm pfi
pokojové teploté (RT). Poté byly oplachnuty studenym PBS pufrem a byly stoeny na 5
min, 1000 rpm pii RT. Supernatant byl odsat a pelety byly uchovany na -80°C.

K peleté na ledu byl pfidan lyzaéni pufr Ripa (dle velikosti pelety). Vzorky byly
zvortexovany a ponechany 30 min na tfepacce na ledu. Poté byly vzorky stoceny na 15

min, 15 000 rpm pii 4°C. Supernatant byl odpipetovan do novych eppendorfek.

Mezitim byla do mikrotitraéni desticky pfipravena kalibra¢ni fada pomoci BSA a dH20.
Poté byl do mikrotitracni desticky pfipraven vzorek na méfeni koncentrace proteint
metodou Bradfordové. Pied méteni byly vSechny vzorky po pfidani pufru Bradfordové
inkubovany 10 min pii RT. Absorbance byla méfena na Elisa readeru pii 595 nm

Vzorky byly poté uchovany pii -80°C.

Princip metody dle Bradfordové:

Principem je adsorpcni vazba barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 (vaze bazické a
aromatické aminokyseliny v proteinech) na molekulu proteint. Po reakci se zméni hnéda
barva na intenzivné modrou, jejiz maximalni vinova délka je 595 nm. Po zméfeni
absorbance se zkonstruuje kalibracni kiivka a vypoctem z rovnice kalibra¢ni kiivky se

zjisti koncentrace proteint v lyzatu.
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2.1.6.4 SDS-PAGE a Western blot analyza

Nejprve byly piipraveny 10 % separacni a 5 % zaostfovaci gely (Tabulka 5). Jednotlivé
vzorky byly smichany 4:1 se vzorkovacim pufrem LSB (pfimou tmérou se zvySuje
pom¢ér), dle vypocti z predeslého stanoveni koncentrace proteint v lyzatech metodou
Bradfordoveé. Poté byla sestavena separa¢ni aparatura, kam byl pfidan 5x fedény ELFO
pufr. Vzorky byly zahiivany 80 s pti 95°C. Do krajnich jamek byly nejprve napipetovany
2 ul hmotnostniho markeru. Do ostatnich jamek byl nanesen smichany roztok vzorku a
LSB dle vypocti z predesiého stanoveni koncentrace. Separace probihala pii napéti 110

V po dobu 120 min.

Po separaci byl gel promyvan v transfer pufru a byl ponechan 20 min na tfepacce. Na
poslednich 5 min byly v transfer pufru také namoceny filtraéni blotovaci papir a
membrany. Poté bylo blotovano pfi napéti 10 V 50 min, béhem ¢ehoZ byly proteiny
pteneseny z gelu na membranu. Membréany byly barveny 5 min v roztoku Ponceau a

oplachnuty dH20.

Z membran byly vyfezany prouzky (stripy) dle molekulovych hmotnosti detekovanych
proteini (CYP2J2 okolo 50kb a GAPDH okolo 30kb). Stripy byly blokovany 1 hodinu
v blokovacim pufru. Mezitim byla primarni protilatka pro CYP2J2 nafedéna v mlééném
pufru. Ob¢ primarni protilatky byly naneseny na stripy a inkubovany ve vlhké komtrce
ptes noc v chladni¢ce. Druhy den byly prouzky promyvany 3x po 5 min v roztoku 1XPBS
s Tween 20. Sekundarni protilatka byla fedéna v mlééném pufru, poté byla nanesena na
prouzky a inkubace probihala 1 hod ve vlhké komtrce za RT. Po inkubaci byly stripy
opét promyvany 3x po 5 min v roztoku 1xPBS s Tween 20. K chemiluminiscenéni detekci
se nechal 5 min plsobit chemiluminiscencni kit DURA (zesiluje signal). Poté byly stripy
vlozeny do nasvicené kazety a byly pfeneseny do fotokomory. Tam byl ke stripim pro
GAPDH piilozen fotograficky papir na 10 s a film byl vyvolan a vysuSen. Pro CYP2J2
byl fotograficky papir ponechan 20 min a poté byl také vyvolan a vysuSen.
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Slozka v ml 10% separacéni 5 % zaostrovaci
gel (10 ml) gel (2 ml)

dH20 4,0 1,4

30 % akrylamid 3,3 0,33

1,5 M TRIS (pH 8,8) 2,5 0,25

10 % SDS 0,1 0,02

10 % amonium persulfat | 0,1 0,02

TEMED 0,004 0,002

Tabulka 4. Slozeni separacniho a zaostrovaciho gelu v SDS-PAGE. Objemy jsou
uvedeny v ml.
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3 Vysledky
3.2 Experimentilni ovlivnéni exprese CYP2J2 ruznymi ligandy
receptoru PPRAa u lidské bunécéné linie HEK 293 a lidské nadorové

buné¢éné linie HepG2

3.2.1 Test zivotaschopnosti bunék

Test Zivotaschopnosti bunék byl proveden ke stanoveni inhibi¢ni koncentrace [IC90] pro
lidskou buné¢nou linii HEK 293 a lidskou nadorovou buné¢nou linii HepG2 po ovlivnéni
ligandy PPARa (fenofibratem, bezafibratem a gemfibrozilem). Z praimérnych hodnot
naméfené absorbance pii vinové délce 450 nm byl sestaven graf v zavislosti viability
bunék (%) na koncentraci jednotlivych latek (UM). Do grafu byla piidana spojnice trendu,
ze které byla stanovena rovnice, z niz bylo vypo¢itano [IC90]. Experiment byl provadén

ve tiech opakovanich a primérna hodnota [IC90] byla pouzita pro dalsi test.

Primérné hodnoty inhibi¢ni koncentrace [IC90] jednotlivych latek, pro bunéénou linii
HEK 293 jsou uvedeny v Tabulce 5 a pro nadorovou buné¢nou linii HepG2 v Tabulce 6.
Grafy 1a, b, ¢ jsou vysledkem absorbance pro bunéénou linii HEK293 ovlivnénou
fenofibratem. Grafy 2a, b, ¢ pro HEK 293 ovlivnéné bezafibratem a grafy 3a, b, ¢ pro
HEK293 ovlivnéné gemfibrozilem. Pro bunéénou nadorovou linii HepG2 ovlivnénou
fenofibratem jsou grafy 4a, b, ¢, pro bezafibrat grafy 5a, b, ¢ a pro gemfibrozil grafy 6a,
b, C.
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HEK?293

Fenofibrat Bezafibrat  Gemfibrozil

[1C90] 17,16 121,7 88,2
15,8 98,3 104,5
18,1 99 80,5

Primérna [1C90] | 17,02 +0,94 106,3+10,87 91,1+ 10,01

Tabulka 5. Hodnoty vypocitanych [IC90] pro bunécnou linii HEK293.

HepG2
Fenofibrat  Bezafibrat Gemfibrozil
[1C90] 85,76 160 129
123,8 194 142
95,13 154 129
Priamérna [1C90] | 101,6 £ 16,18 169+17,61 133+6,13

Tabulka 6. Hodnoty vypocitanych [IC90] pro nadorovou bunécnou linii HepG2.

44



Fenofibrat

1.400

1.200 . °

1000 | Tt

ogo | Tgre.e

0.600 °
0.400 y =-0,0214x + 1,2672

Viabilita [%]
°
‘e

0.200
0.000
0 5 10 15 20 25 30 35

Koncnetrace v [UM]

Graf la. Zavislost viability bunek HEK293 na koncentraci fenofibratu, [1C90] je 17,16.
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Graf 1b. Zavislost viability bunek HEK293 na koncentraci fenofibratu, [1C90] je 15,8.
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Graf 1c. Zavislost viability bunek HEK293 na koncentraci fenofibratu, [IC90] je 18,1.
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Graf 2a. Zavislost viability bunék na koncentraci bezafibratu, [1C90] je 121,7.
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Graf 2b. Zavislost viability bunék na koncentraci bezafibratu, [1C90] je 98,3.
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Graf 2c. Zavislost viability bunék na koncentraci bezafibratu, [1C90] je 99.
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Gemfibrozil
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Graf 3a. Zavislost viability bunek HEK293 na koncentraci gemfibrozilu, [1C90] je 88,2.
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Graf 3b. Zavislost viability bunék HEK293 na koncentraci gemfibrozilu, [IC90] je
104,5.
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Graf 3c. Zavislost viability bunek HEK293 na koncentraci gemfibrozilu, [1C90] je 80,5.
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Graf 4a. Zavislost viability bunek HepG2 na koncentraci fenofibratu, [IC90] je 85,76.
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Graf 4b. Zavislost viability bunék HepG2 na koncentraci fenofibratu, [1C90] je 123,8.
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Graf 4c. Zavislost viability bunék HepG?2 na koncentraci fenofibratu, [1C90] je 95,13.
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Graf 5a. Zavislost viability bunék HepG2 na koncentraci bezafibratu, [1C90] je 160.
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Graf 5b. Zavislost viability bunek HepG2 na koncentraci bezafibratu, [1C90] je 194.
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Graf 5¢. Zavislost viability bunék HepG?2 na koncentraci bezafibratu, [1C90] je 154.
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Graf 6a. Zavislost viability bunék HepG2 na koncentraci gemfibrozilu, [1C90] je 129.
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Graf 6b. Zavislost viability bunek HepG2 na koncentraci gemfibrozilu, [1C90] je 142.
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Graf 6¢. Zavislost viability bunek HepG2 na koncentraci gemfibrozilu, [1C90] je 129.
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3.2.2 Priprava bunéénych lyzati a proteinovych frakei pro western blot

Pro ovlivnéni buné¢k bunécné linii HEK293 a bunééné nadorové linii HepG2 byly pouzity
vysledné primérné koncentrace jednotlivych latek. Poté byly pfipraveny bunééné lyzaty.
Pomoci metody Bradfordové byla naméfena koncentrace jejich proteind. Byla sestavena
kalibracni kiivka, diky niz byly vypocitany objemy vzorki, které byly pouzity na SDS-
PAGE a Western blot analyzu. Naméifené hodnoty pro HEK293 jsou uvedeny v Tabulce
7 a namé&fené hodnoty pro HepG2 jsou uvedeny v Tabulce 8.

HEK?293
F24H B 24H G24H Kontrola F72H B72H G 72H
Asgs 0,727 0,743 0,827 1,18 0,988 0,88 0,893
0,713 0,677 0,831 1,212 0,988 0,73 0,634
Pramér 0,72 0,71 0,829 1,196 0,988 0,805 0,7635
po/pul  |3,337754 3,249337 4,301503 7,546419 5,707339 4,089302 3,72237
na 20 pug |95,992053 6,155102 4,649538 2,650264 3,50426 4,890811 5,372922
4xLSB ]0,834439 0,812334 1,075376 1,886605 1,426835 1,022325 0,930592
Objem |6,826492 6,967436 5,724913 4,536868 4,931095 5,913136 6,303514

Tabulka 7. Hodnoty namérenych absorbanci [A595], koncentraci proteinii ve vzorcich
[ug/ul] a objemii vzorkii [ul] pro SDS-PAGE. Bunécnd linie HEK293.

F je fenofibréat, B je bezafibrat a G je gemfibrozil.

24H je oznaceni pro buiiky, které byly oviivneny 24 hodin.

72H je oznaceni pro bunky, které byly ovlivnény 72 hodin.
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HepG2

F24H B 24H G24H Kontrola F72H B72H G 72H

Asgs

Prumér
Hg/pL
na 20 ug
4xL.SB
Objem

0,561 0,629 0,55 1,015 0,606 0,765 1,032

0,592 0,581 0,68 1,02 0,633 0,776 1,041

0,5765 0,605 0,615 1,0175 0,6195 0,7705 1,0365
1,725605 1,963303 2,046706 5,40367 2,550401 3,897413 6,270294
11,59014 10,18692 9,771801 3,701188 7,841903 5,131609 3,189643
0,431401 0,490826 0,511676 1,350917 10,6376 0,974353 1,567574
12,02154 10,67774 10,28348 5,052106 8,479503 6,105962 4,757217

Tabulka 8. Hodnoty namérenych absorbanci [A595], koncentraci proteinii ve vzorcich
[ug/uL] a objemii vzorkii [ul] pro SDS-PAGE. Nadorova bunécnd linie HepG2.

F je fenofibrat, B je bezafibrat a G je gemfibrozil.

24H je oznaceni pro bunky, které byly ovlivnény 24 hodin.

72H je oznaceni pro bunky, které byly ovlivnény 72 hodin.
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3.2.3 Western blot analyza

K hodnoceni zmén hladin exprese CYP2J2 po ovlivnéni PPARa v bunénych liniich
HEK?293 a HepG2 byla pouzita western blot analyza. Exprese proteini CYP2J2 byla
detekovana pomoci primarni a sekundarni protilatky. Jako endogenni kontrola pro
ovéfeni stejného mnozstvi proteint v jednotlivych vzorcich byla provedena detekce
GAPDH proteinu. Detekce proteinti byla stanovena u vSech proteinovych frakei, u

kontrolnich (neovlivnénych) tak i u ovlivnénych bunéénych linii po 24 a 72 hodinach.

Mira exprese pro GAPDH protein je ve v§ech bunikach u obou buné¢nych linii po 24 i 72
hodin inkubace stejna (Obrazek 6).

U nadorové bunécné linie HepG2 po ovlivnéni bunék fenofibratem v inhibi¢ni
koncentraci [1C90] byla mira exprese pro stanovovany protein CYP2J2 téméf stejna po
24172 hodinové inkubaci, oproti neovlivnénym buitkdm nenastala zadna zietelna zména.
Po pouziti [IC90] bezafibratu je mira exprese neovlivnénych bunék oproti buikam po 24
hodinové inkubaci rovnéz stejnd. Po 72 hodinové inkubaci je mira exprese proteinu
CYP2J2 zietelné nizsi. Po pouziti [IC90] gemfibrozilu nenastala zména v expresi u bun¢k
inkubovanych 24 hodin. Po inkubaci 72 hodin je mira exprese proteinu CYP2J2 nepatrné
snizend. Jedina vyraznéj$i zména v expresi proteinu CYP2J2 je pokles exprese po

ovlivnéni bunék HepG2 bezafibratem po 72 hodinové inkubaci. Demonstruje obrazek 7.

U neovlivnénych (kontrolnich) bunék HEK293 byla exprese proteinu CYP2J2 téméf
nedetekovatelna. Celkové se hladina tohoto proteinu vyrazné zménila po ovlivnéni bunék
studovanymi latkami. Po ovlivnéni [IC90] fenofibratem byla po 24 hod inkubaci exprese
proteinu CYP2J2 velmi nizka, av§ak po inkubaci 72 hodin se exprese proteinu rapidné
zvysila. Po pouziti [1C90] bezafibratu byla exprese proteinu vyssi po inkubaci 24 hodin,
po inkubaci 72 hodin se exprese snizila. Po ovlivnéni bun¢k [IC90] gemfibrozilem byla
exprese proteinu CYP2J2 opét vyssi po inkubaci 24 hodin, po 72 hodinoveé inkubaci se
exprese snizila. Nejvyssi exprese proteinu CYP2J2 byla detekovana u fenofibratu po 72
inkubaci a u neovlivnénych bunék se exprese témet neprojevila. Ve demonstruje obrazek
8.
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Obrazek 6. Exprese proteinu GAPDH v proteinové frakci kontrolnich bunék a bunck

ovlivnénych PPARa.
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Obrézek 7. Exprese proteinu CYP2J2 v proteinovych frakci kontrolnich bunék a bunek
ovlivnénych PPARo.
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Obrézek 8. Exprese proteinu CYP2J2 v proteinovych frakci kontrolnich bunék a bunck
ovlivnénych PPARa.

Legenda k obrazkim 6 — 8

K —kontrola, F 24H — burnky ovlivnené [1C90] fenofibratem, po inkubaci 24 hodin,

B 24H — buriky oviivnené [1C90] bezafibratem po 24 hodinové inkubaci, G 24H — buriky
ovlivnené [1C90] gemfibrozilem 24 hod od ovlivnéni, F 72H — bunky ovilivnéné [1C90]
fenofibratem po 72 hod. inkubaci, B 72H — buiiky oviivnené [1C90] bezafibratem 72 hodin
od ovlivnéni, G 72H — bunky ovlivnéné [1C90] gemfibrozilem 72 hod. od ovlivnéni.
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4 Diskuze

Tato diplomova prace demonstruje vliv PPARa na regulaci proteinu CYP2J2. Pro
experiment byla vybrana lidska embryonalni bunééna linie ledvin HEK293, jde tedy o
nenadorovou buné¢nou linii, a lidska nddorova bunécna linie jater HepG2. Pro ovlivnéni
bun¢k byly vybrany tyto ligandy PPARa: fenofibrat, bezafibrat a gemfibrozil. Jde o
syntetické ligandy PPARa, které jsou Siroce vyuzivany v klinické praxi pro 1é¢bu
dislipidemii [21].

Prosttednictvim testu zivotaschopnosti se potvrdilo, ze po ovlivnéni bun¢k fenofibratem,
bezafibratem a gemfibrozilem dochazi k poklesu zivotnosti bunék a to v zavislosti na
pouzité koncentraci (Grafy 1la-6¢). Také byl tento test proveden za Géel stanoveni hodnot
inhibi¢ni koncentrace [IC90] pro vSechny tfi ligandy, pro nasledné ovlivnéni bunéénych
linii. Tento test také potvrzuje fadu studii, které popisuji schopnost PPARSs jako inhibitory
ristu nadorovych bunék, jejich proliferaci a induktory apoptozy [11,39,41].

Exprese proteinu CYP2J2 byla detekovana v fadé tkani lidského téla, napt. v myokardu,
jatrech, pankreatu, tenkém a tlustém stievé, ledvinach, hypofyze a plicich. [6] K jeho
expresi také dochazi v prib&éhu embryonalniho vyvoje [16]. Zvysena exprese CYP2J2
v porovnani s okolni nenadorovou tkani byla prokazéana u karcinomu endometria, jazyka,
hltanu, hrtanu, jicnu, plic, prsu, zaludku, jater a tlustého stieva [11,16]. Exprese CYP2J2
byla také prokazana u rtznych nadorovych bunénych linii, ale ne v nenadorovych
bunécnych liniich. Na zakladé téchto vysledkl autoti predpokladaji, ze exprese CYP2J2
by mohla byt potencionalnim biomarkrem vyuzitelnym v diagnostice a cilené 1é¢bé
nadora [11].

CYP2J2 patii mezi CYP epoxygenazy. Jde o proteiny, které metabolizuji pfeménu
kyseliny arachidonové na cCtyfi rlizné regioizomery epoxyeicosatrienovych kyselin
(EETs). Tyto EETs zvysuji proliferaci bunék, brani apoptdze a podporuji metastazovani
[11,41].

Vysledky ukazuji, ze exprese CYP2J2 je ovlivnéna ligandy PPARa. Tuto regulaci
potvrzuji i studie jinych autort [37,38]. Western blot analyza byla provedena ke sledovani
zmén miry exprese u proteinu CYP2J2 po ovlivnéni jednotlivymi PPARs ligandy
v bunécné linii HEK293 a nadorové bunééné linii HepG2. Vysledky této prace ukazuji,
ze k expresi CYP2J2 dochézi u obou bunécnych linii. OvSem mira exprese CYP2J2 u
neovlivnénych bunék je u nenadorové linie HEK293 v porovnani s nadorovou linii
HepG2 velmi slaba, coz odpovida studii provedenou Jinag et at. 2005. U nadorove linie
HepG2 se exprese CYP2J2 po ovlivnéni riznymi ligandy vyrazné neménila. Jedinou
vyjimkou bylo sniZzeni exprese tohoto proteinu u bun¢k ovlivnénych bezafibratem po 72
hodinové inkubaci. U HEK293 bunécné linie byla nejnizs$i mira exprese stanovena u
gemfibrozilu po 72 hodinovém ovlivnéni a nejvyssi exprese byla detekovana u
fenofibratu po 72 hodinovém ovlivnéni.
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Pro kontrolu stejného mnozstvi proteini ve vSech vzorcich byla provedena detekce
GAPDH proteinu. Mira exprese u proteinu GAPDH, ktery slouzil jako kontrola, zda je
ve vSech proteinovych frakcich stejné mnozstvi, byla stejnd u HEK293 i HepG2.

Vysledky této prace ukazuji, ze ligandy PPARa se ucastni regulace exprese CYP2J2.
Pro pIné pochopeni mechanizmu, jakym fibraty reguluji zménu exprese CYP2J2 a
dalSich epoxygenaz v nadorovych a nenadorovych bunkéch, je ale tfeba fada dalSich
studi.
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5 ZAavér

Pomoci testu zivotaschopnosti byl prokazan ucinek fenofibratu, bezafibratu a
gemfibrozilu na buné&né linii HEK293 a nadorové bun&éné linii GepG2. S rostouci
koncentraci latek klesala viabilita bunék u obou buné¢nych linii. Tento test také pomohl
stanovit inhibi¢ni koncentrace latek, které byly pouzity v dal$im testovani. Exprese
proteint CYP2J2 po ovlivnéni danymi latkami byla stanovena z proteinovych frakci
ziskanych z lyzati bunéénych liniich HEK293 a HepG2. Exprese byla detekovana

pomoci western blot analyzy.

Mira exprese CYP2J2 u bunécné nddorové linie HepG2 se po ovlivnéni testovanymi
latkami vyrazné nemeénila s vyjimkou snizeni exprese CYP2J2 u bunék po inkubaci 72
hodin s bezafibrdtem. Vyrazné zmény v expresi CYP2J2 po ovlivnéni riznymi fibraty
byly prok&zany v bunééné linii HEK293. U neovlivnénych bun¢k byla hladina CYP2J2
sotva detekovatelna. Po ovlivnéni bunék fibraty obecné doslo k nardstu exprese tohoto

proteinu.

Pochopeni mechanizmu, jakym ligandy PPARa reguluji expresi CYP2J2 a dalSich

epoxygenaz by mohlo pfispét ke zlepSeni 1é¢by onkologickych pacienta.
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