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Souhrn

Receptory aktivované proliferatory peroxizomti (PPARs) jsou jaderné receptory, které
hraji dulezitou roli pfi vyvoji a diferenciaci organid. Tyto receptory se po aktivaci navazanim
specifickych ligandti mohou podilet na regulaci genti zapojenych v celé fadé biologickych
procest, jako je metabolismus, apoptoza ¢i nadorova transformace. Jedny z moznych gend,
na jejichz regulaci by se tyto receptory mohly podilet, jsou ABC transportéry zpusobujici
mnohocetnou 1ékovou rezistenci (MDR).

Tato diplomova prace se zabyva distribuci izoformy PPAR-y v embryonalnim lidském
stteveé v riznych fazich nitrod€élozniho vyvoje a roli téchto receptorti (a specifického ligandu
ciglitazonu) v nddorové bunécné linii HT-29 odvozené od adenokarcinomu stfeva. Soucasné
je studovan 1 vliv receptorti na regulaci ABC transportérii u téze linie.

Pro detekci PPAR-y v embryonalnim lidském stievé v riznych fazich nitrodélozniho
vyvoje byla zvolena dvoustupiiova imunohistochemicka metoda, diky niz se podafilo zjistit,
ze k expresi téchto receptorti dochazi jiz v 7. tydnu vyvoje a Ze mira jejich exprese je zavisla
na jednotlivych stadiich nitrodélozniho vyvoje. Na zdkladé provedeného testu
zivotaschopnosti bun€k byl potvrzen antiproliferacni uc¢inek ciglitazonu na nadorovou
bunécnou linii HT-29. K poklesu zivotnosti bun¢k doslo v zavislosti na pouzité¢ davce
ciglitazonu. Western blot analyzou byla prokazana zvysujici se exprese PPAR-y u nadorovych
bun¢k ovlivnénych ciglitazonem oproti kontrolnim neovlivnénym bunikdm. Zména exprese

ABCG2/BCRP a ABCC1/MRP1 u stejnych bunék nebyla pozorovana.



Summary

Peroxisome Proliferator-Activated Receptors (PPARs) are nuclear transcription factors
that play an important role in development and differentiation of organs. These receptors are
activated by specific ligands and they participate in regulation of genes involved in many
biological processes such as metabolism, apoptosis and neoplastic transformation. One of the
possible genes which can be regulated by PPARs are ABC transporters that causes Multi-
Drug Resistance (MDR).

These diploma thesis is focused on the distribution of the isoform PPAR-y in the
human embryonic intestine at different stages of intrauterine development (IUD) and the role
of these receptors (and their specific ligand ciglitazone) in the tumor cell line HT-29 derived
from human colon adenocarcinoma. At the same time this thesis studied the influence of these
receptors on the regulation of ABC transporters in the same cell line.

Detection of PAR-y in human embryonic intestine at different stages of [UD was
performed by two-step imunohistochemical method by which was found that the expression
of PPAR-y occurs in the 7th week of development and the rate of their expression depends
on various stages of I[UD. The anti-proliferative effect of ciglitazone on human tumour cell
line HT-29 was confirmed by the cell viability assay. Ciglitazone inhibited cell viability in a
dose-dependent manner. Western blot analysis demonstrated the increased expression of
PPAR-y in tumor cells affected by ciglitazone compared with control un-treated cells.
Changes in expression of ABCG2/BCRP and ABCCI/MRP1 in the same cells was not

observed.
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1 Cile prace

Cilem teoretické Casti této diplomové prace je vypracovani literarni reSerSe
na téma Role PPARSs ve vyvijejicim se lidském stievé.

Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace je imunohistochemickd detekce
PPAR-y v embryondlni tkéni stfeva (porovnani exprese v riznych stadiich
nitrodélozniho vyvoje) a ovlivnéni exprese tohoto receptoru ve stievni nadorové
bunécné linii prostiednictvim agonisty PPAR-y. Soucasné¢ byla experimentalni Cast
zaméfena na posouzeni ucinku agonisty PPAR-y na regulaci ABC transportéri

podilejicich se na vzniku mnohocetné 1€kové rezistence.



2 Uvod

Receptory aktivované proliferatory peroxizomti (PPARs) patii do skupiny
jadernych receptorti, kterd se podili na regulaci celé fady biologickych funkci. Jaderné
receptory piedstavuji jednu z nejrozSifenéjSich skupin transkripénich regulatort

u mnohobunéénych organizmd.

PPARs byly poprvé identifikovany v 90. letech a nazev dostaly podle jejich
schopnosti proliferovat peroxizomy. Skupina PPARs zahrnuje tfi izoformy — PPAR-q,
PPAR-B/6 a PPAR-y. Jednotlivé izoformy se 1isi tkdnovou distribuci, biologickou funkci
1 specifitou k ligandiim. PPARs jsou ligandy aktivované transkripéni faktory a diky
tomu se podili na regulaci dillezitych procest, jako je vyvoj, metabolizmus, apoptdza,
nadorové bujeni nebo regenerace tkéani. K aktivaci receptori dochazi po navazani
specifického ligandu a vytvofeni heterodimeru s receptorem pro retinoid X, ktery se
poté vaze na specifickou sekvenci DNA cilového genu. Mezi piirodni ligandy aktivujici
PPARSs patii naptiklad kyselina linoleova, prostaglandin A, (PGA;) nebo prostaglandin
I (15-d-PGJ;). Nejvyznamnéjsi skupinu syntetickych ligandii pifedstavuji  tzv.
thiazolidindiony (TZD), mezi néz patii naptiklad triglitazon, rosiglitazon ¢i ciglitazon.
TZD jsou v soucasné dobé pouzivany k 1¢cbé metabolického syndromu a cukrovky 2.
typu. VSechny tfiizoformy PPARs jsou exprimované v buiikach ektodermalniho,
mezodermalniho 1 entodermalniho embryondlniho ptvodu, pfi¢emz jejich exprese
u dospélych jedinct je odliSnd v Case 1 v prostoru. Prestoze je ziejma dilezita role
téchto receptort béhem diferenciace a vyvoje organl, o jejich distribuci a presné

funkci ve vyvijejicich se tkédnich neni dosud pfili§ znamo.

Kolorektalni karcinom (CRC) je jedno =z nejrozsifenéjSich nadorovych
onemocnéni v Ceské Republice. Ve srovnani s ostatnimi zemémi svéta zaujima CR
v incidenci CRC jednu z Celnich pti¢ek. Vysoké exprese receptorit PPAR (PPAR-y) byla
prokdzana u mnoha nadord, vcetné¢ kolorektadlniho karcinomu. Soucasné jsou tyto
receptory schopny po aktivaci nékterymi specifickymi ligandy inhibovat proliferaci,
zastavit bunécny cyklus ¢i indukovat apoptézu nadorovych bunék. Tato skutecnost by
mohla byt v budoucnu vyuzita k 1é¢bé nadorovych onemocnéni prostiednictvim PPARs.

Jedna zhlavnich pfi¢in selhdni chemoterapeutick¢ 1écby nadorovych
onemocnéni je mnohocetnd lékova rezistence (MDR), na jejimz vzniku se podili

i skupina transmembranovych proteinl, oznacovanych jako ABC-transportéry. Tyto
9



proteiny jsou schopny exportovat toxické latky (véetné cytostatik) ven ztéla atim
odoléavaji cytotoxickému ucinku protinddorovych 1é¢iv. Na zaklad€ n€kolika malo studii

se nabizi moznost regulovat tyto proteiny prostfednictvim aktivace PPARs.
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3 Soucasny stav FeSené problematiky

3.1 Jaderné receptory

Jaderné receptory jsou jednou z nejrozSifenéjSich skupin transkripcnich
regulator.  u mnohobunéénych organizmti. Rodina jadernych receptori je
charakteristicka vysokou funk¢ni riiznorodosti, pfi¢emz si tyto receptory zachovavaji
jednotnou strukturni organizaci (Wahli es Martinez, 1991). Jaderné receptory reguluji
celou fadu funkci, jako je reprodukce, diferenciace, vyvoj, metabolizmus, metamorfoza
a homeostaze. Funguji jako ligandy aktivované transkripéni faktory, a tvoii tak piimé
spojeni mezi signadlnimi molekulami (fidicimi tyto procesy) a transkripéni odpovédi
(Gronemeyer et Laudet, 1995).

Superrodina jadernych receptorti zahrnuje jaderné hormondlni receptory
(Nuclear Hormone Receptors, NHRs), jejichz ligandy jsou znamy, a jaderné orfanové
receptory (Nuclear Orphan Receptors), pro které nebyly jejich ptirozené ligandy
doposud identifikovany (Escriva et al., 2000). NHRs pfedstavuji skupinu fylogeneticky
ptibuznych proteinli a zahrnuji receptory pro hydrofébni molekuly, jako jsou steroidni
hormony (estrogeny, glukokortikoidy, progesteron, mineralokortikoidy, vitamin D3,
oxysteroly atd.), kyselina retinova, thyroidni hormony, mastné kyseliny
a prostaglandiny (Gronmeyer et Laudet, 2002).

Jaderné receptory jako transkripcni faktory mohou ovliviiovat transkripci gent
prostfednictvim riznych mechanizmu (Tsai et al., 1994; Horwitz et al., 1996; Li et al.,
1997). NHRs mohou inhibovat nebo naopak zvySovat transkripci cilovych gent, a to
navazanim fady proteind, tzv. korepresorti a koaktivatorti, na transkripcni komplex.
Prvni kompletni strukturu jaderné¢ho receptoru poskytla analyza genu kodujiciho
glukokortikoidni receptor (Weinberger et al., 1985), ktera rovnéz odhalila i pfibuznost
gent kodujicich steroidni receptory s virovym erbA onkogenem. Typicky jaderny
receptor se skladd z nékolika funkénich domén: NH2- termindlni oblast (A/B), DNA
vazajici doména (DBD, oblast C), variabilni oblast D, oblast E sligand vazajici
doménou (LBD) a COOH- terminalni oblast F (Krust ez al., 1986; Evans, 1988;
Mangelsdorf et al., 1995; Aranda et Pascual, 2001).
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3.2 Klasifikace jadernych receptori

Jaderné receptory mizeme na zaklad¢ fylogenetickych studii rozdélit do Sesti
ruznych podskupin (Nuclear Receptor Nomenclature Committee, 1999; Germain, 2006)
(viz Tab. I). Fylogeneticka pozice receptori je déna strukturnimi vlastnostmi DNA
vazajici domény a schopnosti dimerizace. Prvni podskupinu piedstavuje velkd skupina
receptorti zahrnujici receptory pro thyroidni hormony (Thyroide Hormone Receptors,
TRs), receptory pro retinovou kyselinu (Retinoic Acid Receptors, RARs), receptory
pro vitamin D (Vitamin D Receptors, VDRs), receptory aktivované proliferaty
peroxizomul (Peroxisome Proliferator-Activated Receptors, PPARs) a né&které orfanové
receptory. Druhou podskupinu reprezentuji naptiklad receptory pro retinoid X (RXRs)
a hepatocytarni jaderny faktor 4 (Hepatocyte Nuclear Factor 4, HFN4). Tieti skupina je
tvofena steroidnimi receptory, jako je androgenovy receptor (Androgen Receptor, AR),
glukokortikoidni receptor (Glucocorticoid Receptor, GR), progesteronovy receptor
(Progesterone Receptor, PR) a estrogenovy receptor (Estrogene Receptor, ER).

Do ctvrté, paté a Sesté skupiny fadime piedevs§im orfanové receptory.

Tab. I: Rozdéleni jadernych receptorii do jednotlivych podskupin (upraveno dle
Aranda et Pascual, 2001)

Oznaceni receptoru Cesky nazev receptoru
TR Receptor pro thyroidni hormony
RAR Receptor pro retinovou kyselinu
VDR Receptor pro vitamin D
PPAR Receptor aktivovany proliferatory peroxizomu
PXR Pregnanovy X receptor
I. podskupina CAR Konstitutivni androstanovy receptor
LXR Jaterni X receptor
FXR Farnesoid X receptor
RevErb Reverzni erbA
RZR Receptor pro retinoid Z
UR Ubikvitinovy receptor
RXR Receptor pro retinoid X
COUP TF *
II. podskupina HNF-4 Hepatocytarni jaderny faktor 4
TLX *
PNR *
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Oznaceni receptoru Cesky nazev receptoru
TR2 Testikularni receptor 2
GR Glukokortikoidni receptor
AR Androgenovy receptor
I11. podskupina PR Progesteronovy receptor
ER Estrogenovy receptor
ERR Estrogen-related receptor
IV. podskupina NGFI-B NGF-indukovany klon B
V. podskupina SF-1 Steroidogenni faktor 1
VI. podskupina GCNF Jaderny faktor zarode¢nych bunék

Legenda: * = pro tyto receptory neni zaveden Cesky nazev

3.3 PPARs

Receptory aktivované proliferatory peroxizomti (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptors, PPARS) jsou ligandy aktivované transkripcni faktory, které fadime
do skupiny jadernych receptorti (Laudet ez al., 1992). Hraji dalezitou roli v regulaci celé
fady biologickych procest, jako je metabolizmus lipidii, bunécna diferenciace, vyvoj,
apoptoza, nadorové bujeni, udrzovani homeostaze glukozy, regulace zanéti
a regenerace tkani.

Tyto receptory byly poprvé identifikovany na pocatku 90. let u hlodavct a nazev
dostaly podle jejich schopnosti stimulovat proliferaci peroxizomu (Isseman et Green,
1990). Peroxizomy jsou malé¢ bunécné organely, ohrani¢ené jednoduchou membranou,
vyskytujici se hojné v tkdnich zapojenych v metabolizmu tukd. Pojem peroxizom byl
zaveden vroce 1966 (de Duve et Baudhuin, 1966) ztoho divodu, ze v téchto
organelach dochédzi plsobenim enzymii kataldz aoxiddz soucasné¢ ke tvorbé
1 k degradaci peroxidu vodiku. Peroxizomy se ucastni B-oxidace mastnych kyselin,
metabolizmu prostaglandinl, syntézy cholesterolu a zlucovych kyselin. Proliferatory
peroxizoml predstavuji riiznorodou skupinu latek, které zvySuji pocet i velikost
peroxizomll aindukuji enzymy zapojené v metabolizmu mastnych kyselin.
Pti proliferaci peroxizomi dochéazi k drastickym zménam v morfologii, poctu
1 v enzymatické aktivité peroxizomut (Lock ez al, 1989). S peroxizomy rovnéz souvisi
cela fada dédi¢nych chorob, které mohou byt zplisobeny ztratou funkce enzymu

ptitomného v peroxizomu, nebo neschopnosti tvofit peroxizomy (Singh, 1997).
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Struktura PPARs

PPAR se skladad z nékolika funk¢nich a strukturnich domén, které jsou typické
pro vétSinu jadernych receptorti (Evans, 1988). Tyto receptory obsahuji ¢tyfi hlavni
domény, které jsou kodovany Sesti exony (A-F) (Obr. 1). N-koncova A/B doména je
nejvariabilngj$i oblasti jadernych receptorti ajeji soucasti je ina ligandu nezdvisla
aktivacni doména oznacovana jako AF-1 (Ligand-Independent Activation Function 1),
jejiz pritomnost byla poprvé prokazana Wermanem et al. (1997). DNA vézajici doména
(DNA-Binding Domain, DBD) je naopak vysoce konzervovanou doménou, diky niz
receptor rozpoznava specifickou sekvenci DNA, na kterou se poté vaze (tzv. PPAR
Response Element, PPRE). DBD hraje rovnéz roli pfi tvorbé heterodimerii s receptory
pro retinoid X (Ijpenberg et al., 1997). 3D struktura této domény byla odvozena
na zéklad¢ krystalografickych a magnetickych analyz provadénych
u glukokortikoidnich a estrogenovych receptorti (Hérd ez al., 1990; Schwabe et al, 1990;
Luisi ef al, 1991). DNA vézajici doména je tvofena 71 aminokyselinami formujicimi
dva zinkové prsty, kde Ctyfi cysteinové zbytky obklopuji zinkovy iont. Motiv zinkovych
prsti je pro jaderné receptory typicky anevyskytuje se u zadnych jinych proteina
vazajicich se k DNA.

Variabilni oblast D ptedstavuje tzv. oblast ¢epu (hinge region), ktera slouzi jako
spojka mezi DNA vézajici doménou a ligand vazajici doménou. Ligand vazajici doména
neboli doména E (Ligand-Binding Domain, LBD) pfedstavuje multifunkéni doménu,
ktera umoznuje vazbu ligandu a aktivaci receptoru, zprosttedkovava homo
a heterodimerizaci a interaguje s heat-shock proteiny (Mangelsdorf ez al., 1995; Aranda
et Pascual, 2001). LBD doména obsahuje COOH-koncovou doménu AF-2 (Ligand-
Dependent Activation Function 2), kterd je zodpovédnd za transkripéni aktivitu a je
dalezitd pro interakce s koaktivatory (Wurtz et al., 1996). Ligand vazajici doména
vytvaii trojvrstvou strukturu, ktera je tvoiena dvanacti a-helixy oznacenymi H1 az H12
a jednim B-skladanym listem (Moras et Gronmeyer, 1998). Soucésti struktury je i ligand
vazajici kapsa (Ligand-Binding Pocket), do které se vaze ligand.

PPAR-y (jedna z izoforem PPARSs) se svou strukturou vyrazné 1isi od ostatnich
jadernych receptort. Nolte et al. (1998) zjistili na zakladé krystalografické analyzy, ze
PPAR-y mad ve své struktufe jeden o-helix navic (oznaceny jako H2"). Odlisné

uspofadani tfinacti a-helixt tak umoziiuje lepsi pfistupnost pro ligand.
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DNA vazajici doména ligand vazajici doména

D E/F Ak2

oblast 5tépu

Obr. 1: Schématické znazornéni struktury PPARs (upraveno dle Kota er al., 2005)

Aktivace a mechanizmus piisobeni PPARs

K aktivaci téchto receptorti dochdzi po navazani exogenniho ¢i endogenniho
ligandu, apo tvorbé heterodimeru s receptorem pro retinoid X (RXR) (Obr. 2).
Heterodimer PPAR/RXR se poté vaze do promotorové oblasti cilového genu
na specifickou DNA sekvenci oznaCovanou jako responzivni element pro PPAR (PPAR
Response Element, PPRE). Sekvence PPRE byla poprvé identifikovana Ijpenbergem et
al. (1997). Jedna se o dva opakujici se hexanukleotidy AGGTCA, které jsou oddélené
jednim nukleotidem (oznaceni DR-1) (Ijpenberg et al., 1997).

PPARs bez navazaného ligandu interaguji s korepresorovym komplexem, ktery
obsahuje histondeacetylazu (Peters et al., 2012). V tomto komplexu brani korepresor
receptorim vazbé na DNA ainhibuje transkripci genu. Po vazbé ligandu dojde
ke konformac¢nim zméndm, které zplsobi uvolnéni tohoto represoru a PPAR vytvofi
heterodimer s receptorem pro retinoid X (RXR). Tento heterodimer se po vazbé RNA
polymerézy II a koaktivatoru s histonacetyltransferazovou aktivitou navaze na DNA
cilového genu prostfednictvim PPRE, dojde k pfestavbé chromatinu a ke zvySené
transkripci tohoto genu. Mezi korepresory branici vazbé PPAR na DNA patii napf.:
jaderny korepresor receptori (NcoR), tlumici mediator pro retinoidy a thyroidni
receptor (SMRT) nebo transkripéni represor BCL-6 (Horlein et al., 1995; Chen et
Evans, 1995). Mezi koaktivatory patii koaktivator steroidnich receptori (SRC-1), PPAR
vazajici protein (PBP) nebo PPAR interak¢ni protein (PRIP) (Onate et al., 1995; Zhu et
al., 1997; Zhu et al., 2000).

Jsou znamy 1 alternativni mechanizmy vedouci k aktivaci PPAR, ato aktivace
prostiednictvim fosforylace ¢i aktivace heterodimeru po navéazani ligandu na RXR

(Desvergne et Wahli, 1999).
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Obr. 2: Mechanizmus piisobeni receptorii PPAR (upraveno dle Stulc e Ceska)

Izoformy PPARSs

Do rodiny PPARs v sou¢asné dobé zahrnujeme tfi izoformy, a to PPAR-a (neboli
NRIC1), PPAR-B (n¢kdy rovnéz oznaCovany jako PPAR-6, NR1C2) a PPAR-y
(NR1C3). Receptory se vzajemné 1isi svoji tilohou ve fyziologickych procesech, mirou
exprese v ruznych tkanich i specifitou k ligandim. Izoformy jsou kédované odliSnymi
geny, jejichz lokalizace na chromozomech byla definovana u mysi i u ¢lovéka. Jones et
al. (1995) lokalizovali geny pro PPAR-a, PPAR-B/6, aPPAR-y na mySich
chromozomech 15, 17 a 6. Gen pro lidsky PPAR-a byl lokalizovan na chromozomu 22
v oblasti 22q12 — ql3.1 a gen pro PPAR-y byl lokalizovan na chromozomu 3
v pozici 3p25 (Greene et al., 1995). Jako posledni se podafilo identifikovat pozici genu
pro lidsky PPAR-B/5, a to na 6. chromozomu v oblasti 6p21.1 — p21.2 (Yoshikawa et al.,
1996). V dalsich letech bylo zjisténo, Ze mysi ilidsky gen pro PPAR-y obsahuje
tfi rizné promotory, a rozliSujeme tak tfi dalsi izoformy PPAR-y1, PPAR-y2 a PPAR-y3
(Fajas et al., 1997, Fajas et al., 1998).

Tkanova distribuce a fyziologicka funkce

Receptory PPARSs jsou hojné exprimované ve tkdnich a orgédnech po celém téle
ajsou Castymi cilovymi transkripénimi faktory mnoha signalnich drah. Diky tomu
mohou regulovat transkripci genii zapojenych v celé fadé dulezitych biologickych
procest, napiiklad genii energetického metabolizmu (Kota et al., 2005). VSechny
tfi 1izoformy PPARs jsou zapojeny pfedevSim v metabolizmu lipid a glukozy a jejich
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role byla prokazana i pfi vyvoji nddord. PPAR-a je nejvice exprimovan ve tkanich,
ve kterych ve velké mife probihd B-oxidace mastnych kyselin, jako jsou hnédéa tukova
tkan, jatra, srdce, ledviny, jicen ¢i svalova tkan. Hlavni funkci téchto receptort je
regulace exprese genli zapojenych v metabolizmu lipidi a genii pro kontrolu
homeostdze v jatrech. Napiiklad béhem hladovéni (nebo pii zvySeném fyzickém
¢i psychickém stresu) dochazi k uvolnéni adrenokortikoidniho hormonu, ten stimuluje
uvolnéni glukokortikoidl, coz vede ke zvySené expresi PPAR-a v jatrech (Kota et al.,
2005).

PPAR-B/d je exprimovan ve vSech tkanich, pfi¢emz hladina jeho exprese neni
ve tkénich konstantni a do znacné miry se muze lisit. Tento izotyp rovnéz reguluje
B-oxidaci mastnych kyselin a zpétny transport cholesterolu, metabolizmus glukézy
a lipoproteint nebo proliferaci a diferenciaci keratinocyti v pritb¢hu hojeni ran (Kota
et al., 2005).

Exprese PPAR-y se 1isi podle typu izoformy a typu tkéné. Izoformu PPAR-yl
muzeme najit v mnoha tkéanich, zatimco izoforma PPAR-y2 je striktné¢ exprimovana
pouze v tukové tkani. PPAR-y3 je hojné zastoupen v tlustém stfeve, v bilé tukové
tkdni a v makrofazich (Kota et al., 2005). Tyto receptory se podili na ukladani lipida
v tukové tkani, maji dilezitou roli v diferenciaci a v metabolizmu adipocytl, a rovnéz
a antiprolifera¢ni ucinek. S poruchou funkce PPAR-a a PPAR-y souvisi nékolik

metabolickych chorob, jako je ateroskler6za, cukrovka ¢i obezita (Tan et al., 2005)

Ligandy PPARs

Do dnesni doby byla identifikovana celd tada piirodnich (endogennich)
a farmakologickych  (syntetickych) ligandd aktivujicich PPARs (Obr. 3).
Krystalograficka analyza ligand vézajici domény odhalila, Ze ligand vézajici kapsa je
u receptort PPAR-y a PPAR-f/6 mnohem vétsi nez u jinych jadernych receptori (Xu et
al., 2001). Tato skutecnost je tak jednim z moznych vysvétleni schopnosti téchto

receptort vazat tak rozmanitou skupinu piirodné se vyskytujicich i syntetickych latek.
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Pfirodni ligandy

Mezi pfirodni ligandy vézajici se ke vSem tfem izoformam PPARs patii cela
fada mastnych kyselin a jejich derivatl (Desvergne e Wahli, 1999). PPAR-o a PPAR-f3
jsou aktivovany nasycenymi 1 nenasycenymi mastnymi kyselinami, jako je kyselina
linolenova, arachidonova C¢i kyselina palmitova. Piirodnim ligandem PPAR-a je
napiiklad 8-hydroxyeicosatetraenova kyselina (8-HETE), leukotrien B4 (LTB4) nebo
prostaglandin A, (PGA;). Endogennimi ligandy PPAR-y jsou 9- a 13-
hydroxyoktadekadienova  kyselina  (9-HODE, 13-HODE), 12- a 15-
hydroxyeicosatetraenova kyselina (12-HETE, 15-HETE), prostaglandinl5-deoxy-A'*'*,
prostaglandin J2 (15-d-PGJ2) nebo prostaglandin D2 (PGD2) (Desvergne et Wabhli,
1999).

Syntetické ligandy

Syntetické ligandy se zacaly vyrabét zejména za ucelem 1éCby chronickych
onemocnéni, jako je metabolicky syndrom ¢i cukrovka. Existuje vSak 1 fada chemikalii
a latek kontaminujicich prostiedi, které PPARs rovnéz aktivuji - napf.:. ftalaty,
trichlorethylen ¢i kyselina perfluoroctanovd. Nejrozmanitéjsi skupinu syntetickych
ligandli pfedstavuji thiazolidindiony (TZD) putsobici stimulaéné na PPAR, pficemz
vétsina thiazolidindionti jsou selektivnimi ligandy receptorac PPAR-y (Lehmann ez al.,
1995). Mezi TZD tadime pioglitazon, rosiglitazon, troglitazon, ciglitazon a dalsi. TZD
predstavuji skupinu latek, kterd zvySuje inzulinovou resistenci, snizuje hladinu gluko6zy
v krvi a krevni tlak u pacientl s cukrovkou 2. typu. U ciglitazonu a troglitazonu byl
prokazan i antiproliferacni tc¢inek u bunéénych linii odvozenych od celé fady nadort
(Kubota et al., 1998, Tsubouchi et al., 2000). Vyzkumy v dalSich letech odhalily, ze
PPAR-y mohou byt aktivovany i latkami s mnohem vyssi afinitou (napf.: aryl-
tyrosinovymi derivaty), které se strukturné€ zcela li§i od TZD (Brown et al., 1999).

Fibraty jsou syntetické ligandy PPARs fungujici jako hypolipidemika
a zpusobujici nizkou koncentraci HDL-cholesterolu (Vamecq et Latruffe, 1999).
Mezi fibraty tadime klofibrat, fenofibrat, bezofibrat a fadu dalSich. Klofibrat spolu
s fenofibritem jsou ligandy PPAR-o i1 PPAR-y, avSak afinita k PPAR-a je
nckolikandsobn¢ vyssi. Bezofibrat aktivuje vSechny tfi izotypy téchto receptori.
Velmi G¢innym selektivnim ligandem pro PPAR-a ze skupiny fibrati je WY 14643
(Fruchart et al., 1999).
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Glitazary jsou latky, které soucasn¢ pisobi na oba typy receptori - PPAR-a
a PPAR-y, kombinuji vlastnosti fibrati a thiazolidindionli, a jsou proto oznacovany
jako dudlni agonist¢é PPARs (Nomura et al., 1999). Mezi glitazary patfi mura-, raga-,
tesa- a faglitazary. Tyto latky se liSi svou afinitou k receptorim, a tim i svym kone¢nym

ucinkem (Tenenbaum et al., 2005).
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Obr. 3a: Endogenni PPAR ligandy (upraveno dle Escher er Wahli, 2000)
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Obr. 3b: Syntetické ligandy-TZD
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3.4 PPARs ve vyvijejicim se lidském stievé

Receptory aktivované proliferdtory peroxizomtii jsou zapojeny v rozli¢nych
biologickych mechanizmech probihajicich v cel¢ tadé¢ tkdni a organh, avsSak
o distribuci a fyziologické funkci téchto receptorti ve vyvijejicich se tkanich neni pfilis
znamo. Vsechny tfi izoformy PPARs jsou exprimované v riznych typech bunék
embryonalniho pivodu, pficemz jejich exprese je odlisna jak v Case, tak i v prostoru.
Dosavadni vysledky  poukazuji na dalezitou roli téchto receptorti

v regulaci diferenciace tkani a vyvoje organt.

Prenatalni vyvoj

Prenatalni vyvoj je pojem, ktery oznacuje vyvoj zarodku organizmu (embrya)
a plodu (fétu) vtéle matky az do doby, kdy je schopen samostatného Zivota.
Embryondlni obdobi zahrnuje faze od rozdé€leni zygoty na dvoubunééné embryo az po
konec osmého tydne (Malinsky er Lichnovsky, 2006). V tomto obdobi dochazi
k vyraznym morfologickym zménam, pii kterych vzniknou tfi zarodecné listy, z nichz
se postupné diferencuji tkan¢ a orgdny. Embryonalni obdobi kon¢i okolo 56. dne, kdy
jsou vytvoreny zéklady vSech organi, jimiz je Clovék v dospélosti vybaven. Pocatkem
devatého tydne =zaCina obdobi fetalni, ve kterém pokracuji zmény zapocaté
v embryondlnim vyvoji procesem histogeneze. Tyto zmény se projevuji predevSim
morfologickym a funkénim dozravdnim, maturaci ¢i diferenciaci tkani a orgéni.
Ve fetalnim obdobi se organy chovaji ¢asto odlisn€ nez u narozenych jedincti, protoze se
plod nachazi v prostiedi plodové vody a vyména dychacich plynt a latek se déje

prostfednictvim placenty.

Embryonalni vyvoj stieva

Vsechny tkan¢ a organy v lidském téle vznikaji ze tii zédkladnich zarodecnych
listlh — ektodermu, entodermu a mezodermu. Z entodermu vznika stievni epitel a zlazy,
zatimco vazivo, svalovina ¢i peritoneum stieva vznikaji ze splanchnopleury (Sadler,
2004). Diferenciace stieva a jeho derivatdi zavisi na vzdjemnych interakcich
mezi entodermem a mezenchymem (Sadler, 2004). Epitelo-mezenchymova interakce je
zahajena prostiednictvim exprese proteinu Sonic Hedgehog (SHH) ve stievni trubici,
ktera nasledné vede k expresi HOX geni (homeobox geny). Siroké spektrum HOX
gend urcuje identitu jednotlivych oddila stieva a jejich derivati.
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Ve 4. tydnu se vytvari primitivni stfevo a ¢ast zloutkového vacku je vtahovana
do téla zarodku. Ve 4. tydnu rovnéz dochézi k determinaci, ve ktery oddil se konkrétni
Cast stievni trubice vyvine. Na primitivnim stievé se daji velmi brzo rozpoznat
tfi Gseky, a to predni, stfedni a zadni stfevo. Pfedni stfevo tvoii zaklad jicnu, zaludku
a dvanactniku az k vyusténi zlu€ovodu. Ze stfedniho stfeva vznika ¢ast dvanactniku,
pupecni klicka, c¢ast pficného traéniku a apendix. Mezi 6. a 7. tydnem IUD dochazi
k vysunuti stfevni klicky mimo bfiSni dutinu (tzv. fyziologicka pupecni hernie).
V prib¢hu 8. a 12. tydne dochazi k opétovnému névratu (repozici), pricemz klicka
rotuje o 270° a vytvari tak tvar pismene U. Ze zadniho stfeva se zaklad4d druhd c¢ést
pfi€ného tracniku, tracnik sestupny, esovity usek andlniho kandlu a rektum. Analni
kanal je v prvnich fazich ptferusen kloakalni membranou, ta se vSak na konci 8. tydne
rozpada (Sadler, 2004).

Od 5. tydne vyvoje dochazi v epitelu a v piiléhajicim mezenchymu stfevnich
klicek ke zménam, které vedou k tvorbé specifickych utvari tenkého (prenatilné
1 tlustého) stfeva — stievnich klka (Sadler, 2004). Klky vytvateji vicetady cylindricky
(u baze klki) a jednoduchy cylindricky epitel (v horni Casti). Ve 13. tydnu se zacina

vyvijet slizni¢ni svalovina, kterd ve 20. tydnu zformuje funk¢ni sliznici.

Exprese PPAR ve vyvijejicim se stievé

Prvni experimenty provadéné za Gcelem zjistit expresi PPARs v embryonalnich
tkanich byly provadény u hlodavct, pfesnéji na mySich a krysach (Braissant et al.,
1996; Braissant et Wahli, 1998). Experimenty provadéné u téchto druhiti poukazuji
na stejné vysledky. K expresi PPAR-a a PPAR-y béhem zarodecného vyvoje dochazi
v pozdéjsich stadiich nez k expresi PPAR-B/6. PPAR-a byl pfitomen v jatrech,
v ledvinach, ve stfevé, v srdci, ve svalech i ve slinivce. PPAR-y byl pfitomen vyhradné
v hnédé tukové tkani a v centralni nervové soustavé a posledni z receptort PPAR-B/6
byl exprimovan ve velké mife ve vSech zkoumanych organech.

V dalsich letech se vyzkum zaméfil na expresi PPARs ve vyvijejicich se
lidskych tkénich. Huin ez al. (2000) studovali distribuci vSech tii izotypl
PPARs v pribéhu vyvoje lidského traviciho traktu pomoci imunohistochemické
detekce se specifickymi polyklondlnimi protilatkami. Pro experiment si vybrali vzorky
zaludku, jicnu a stfeva ze dvaceti tfi lidskych plodl ve véku 7 az 22 tydna. V tlustém

stieveé doslo k rozdilné distribuci vSech tii izotypt. Izotypy PPAR-o a PPAR-B/3 byly
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v Casnych stadiich lokalizovany v jadfe i v cytoplazmé bunék, v pozdéjSich stadiich
byly lokalizovany pouze v jadie. Mirna exprese PPAR-a ve stfevé byla detekovana v 8.
tydnu v epitelovych bunikach, ve 14. tydnu byla detekovana slabd exprese v klcich
stteva a ve 20. tydnu byla exprese jiz velmi slaba, pficemz pozitivni bunky byly
velmi nerovnomérné rozptyleny. Exprese PPAR-B/& byla dobie pozorovatelna
v ruznych vrstvach stieva v 8. 1 20. tydnu vyvoje, avSak ve 14. tydnu byly tyto
receptory exprimované ve velmi malé mife. Pro detekci PPAR-y bylo pouzito vice
protilatek (pro PPAR-y, PPAR-y;/y, a PPAR-y;), které poskytly stejné vysledky
v distribuci v priibéhu vyvoje. K vyrazné expresi PPAR-y ve stifevé doSlo v 8.1 ve 14.
tydnu ve vétsSin€ jader epitelovych a mezenchymovych bun¢k, ve 20. tydnu vyvoje byla
exprese vyssi, a to predevSim v buiikkach tvoficich lumen stieva. Exprese PPAR-y
1 v ostatnich orgénech (s vyjimkou zaludku) byla ze vSech tfi izotypl nejvyssi, a tak se
predpoklada jeho prominentni role ve vyvoji traviciho traktu vcetné tenkého a tlustého
stieva. Rozdilna exprese tii izotypli PPARs v jednotlivych strukturach a stadiich vyvoje
stteva tak poukazuje i na jejich rozdilné funkce ve stievé.

Skupina védct kolem Barbary D. Abbott (Abbott et al., 2010) se zaméfila
na sledovani exprese PPAR-a, PPAR-B/6 a PPAR-y mRNA a proteint v lidskych tkanich
pomoci g-PCR a western blottingu. V tomto experimentu byly pouZzity rtizné tkané
lidskych embryi/plodi (Zaludek, jatra, ledviny, stfevo atd.) ve v€ku 54 az 125 dni.
Proteiny a mRNA pro vSechny tfi izotypy byly detekovany ve vSech zkoumanych
tkdnich. Exprese PPAR-a a PPAR-y mRNA v lidském stfeveé se neménila se zvySujicim
se vékem plodd, zatimco exprese PPAR-B/0 méla klesajici tendenci (ke snizené
expresi dosSlo u tficeti dvou plodi ve véku 54 az 120 dni). Naproti tomu exprese
proteinu PPAR-a se s rostoucim vékem zvySovala, zatimco exprese proteintt PPAR-/6
a PPAR-y ziistala u vétSiny plodi nezménéna. Hladina exprese PPAR mRNA u plodi
a mRNA tenkého ¢i tlustého stieva dospclého jedince nevykazovala signifikantni

rozdily.

3.5 PPARs v dospélém strevé

Do dnes$ni doby bylo prokazano, ze PPAR-y ma klicovou roli v procesu
adipogeneze, stejné¢ tak se podili na regulaci metabolizmu lipidd ve zralych
adipocytech. Tento fakt souvisi s objevem vysoce afinitnich ligandi PPAR-y, tzv.

thiazolidindiont, které se vyuzivaji predevs§im jako léky pro 1écbu cukrovky (Lehmann
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et al., 1995). Izoforma PPAR-y je ve vysoké mife exprimovana v travicim traktu, avSak
funkce téchto receptori v tenkém a tlustém stievé neni dosud znama. Lefevbre et al.
(1999) zjistovali hladinu exprese PPAR-y mRNA, a to v lidskych epitelovych bunkach
tenkého a tlustého stieva. Exprese PPAR-y mRNA byla detekovana v tenkém 1 tlustém
stieve, pricemz hladina exprese v tenkém stievé byla podstatné niz§i nez ve stfeveé
tlustém. Nejvyssi hladina exprese PPAR-y byla detekovéna v epitelovych buikach
proximalniho tlustého stfeva, zatimco ve stfedni a koncové ¢asti tlustého stieva byla
hladina exprese nizsi (Lefevbre et al., 1999).

Su et al. (2007) se zaméfili na imunohistochemickou detekci PPAR-y
v epitelovych buiilkéch izolovanych z mySiho proximalniho a distalniho stfeva. V tomto
ptipadé¢ byl PPAR-y detekovan rovnéz napfi¢ celym tlustym stfevem,
s velmi vyraznym barvenim proximalni ¢asti. V této Casti byla vyrazna pozitivni jadra
1 cytoplazma vSech vysoce diferencovanych bunék nachazejicich se ve stievnich
kryptach. Oproti tomu barveni v distalni Casti tlustého stieva poskytlo slaby signal

u epitelovych buné¢k (na stejné tirovni diferenciace) jen v bazalni vrstve stievnich krypt.

PPARs a kolorektalni karcinom

Kolorektalni karcinom je civilizatni onemocnéni, které¢ je nejvice rozsSirené
pfedevS§im ve vyspélych zemich. Az 95% kolorektdlnich karcinomi vznika
z adenomovych polypti v priibéhu dlouhého obdobi 10 az 15 let. Soucasné statistiky
(dostupné k roku 2008) uvadgji v Ceské Republice incidenci 79 piipadt/100 000
obyvatel a mortalitu 41 ptipadi/100 000 obyvatel. Tato data se v pribehu nékolika let
prakticky neméni a Ceska republika tak zaujima piedni mista mezi Evropskymi staty
(Urban et al., 2008; Zavoral et al., 2011).

Receptory PPARs jsou hojné exprimované v celé¢ fadé nadord a na zakladé
dosavadnich studii se nabizi moZnost vyuZzivat je jako potencialni cile pii 1écbé
nadorovych onemocnéni, vcetn¢ kolorektalniho karcinomu. Do soucasnosti bylo
publikovano nékolik praci dokladajicich zvySenou expresi PPARs, konkrétné PPAR-y,
v nadorovych bunkach stfeva, pficemz role téchto receptorii je stale kontroverzni
(DuBois et al. 1998; Brockman et al., 1998; Sato et al., 2000; Gupta et al., 2001;
Shimada et al., 2002 a Shen er al.,, 2007). Saraf et al. vroce 1999 jako prvni
demonstrovali, Ze rakovina tlustého stfeva souvisi se somatickymi mutacemi vedoucimi

ke ztraté funkce tohoto receptoru (Sarraf et al., 1999).
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Mnoho autorti provadgjicich studie in vitro prokazalo antiproliferacni ucinek
nékterych specifickych ligandti PPAR-y (jako je ciglitazon ¢i rosiglitazon), kdy aktivaci
PPAR-y prostfednictvim téchto ligandii dochazi k inhibici proliferace, k zastaveni
bunécného cyklu nebo k indukci apoptoézy u stievnich nadorovych linii (Brockman et
al., 1998; Sarraf et al., 1998; Kitamura et al., 1999; Yang et Frucht, 2001; Shimada et
al., 2002 a Shen et al., 2007). Agonisté PPAR-y moduluji expresi rozli¢énych regulatorti
bunécného cyklu a proteinli ucastnicich se signalnich drah vedoucich k apoptéze.
Ptikladem miuze byt regulace exprese cyklinu DI, inhibitorti cyklin-dependentnich
kindz p21 a p27, nadorového supresoru PTEN, apoptickych geni BAX a BCL-2
¢i inhibice aktivity PI3 kindzové drahy (Peters et al., 2012).

PPARs a lékova rezistence

PPARs se jakozto transkripéni faktory podili na regulaci celé fady dilezitych
gentl, véetn¢ genl kodujicich 1€kové transportéry (ABC transportéry), jejichz zvysSena
exprese vede ke vzniku mnohocetné 1¢kové rezistence. Mnohocetna 1ékové rezistence
(Multi-Drug Resistance, MDR) je bunéény mechanizmus, pomoci néhoz je nadorova
bunika schopna odolavat cytotoxickému tuc¢inku skupiné strukturné a funkcéné
nesourodych latek soucasné (Dean et al., 2001). Lékova rezistence tak piedstavuje
jednu z nejvétsich prekazek v 1écbeé nadorti prostiednictvim chemoterapie. Na 1ékové
rezistenci vuc¢i protinddorovym lé¢ivim se podili celd fada faktorti, které zahrnuji
aktivaci  detoxifikacnich enzymi, zvySeny odtok (,eflux®) I1éCiv z bunky
prostiednictvim membranovych transportéra, aktivaci DNA reparacnich mechanizmu

¢i zmény v bunécném cyklu a zablokovani apoptdzy.

ABC transportéry

Jednim z mechanizmd, jak mize buiika odoldvat cytotoxickému uc¢inku 1éciva,
je zvySena exprese proteinli asociovanych s MDR. Prvnim objevenym a klinicky
nejvyznamnéjSim je membranovy glykoprotein, nazyvany P-glykoprotein, ktery je
kodovan MDR1 genem (Riordan et al., 1985). Tento glykoprotein je ATP-dependentni
transmembranovy protein, ktery je schopen exportovat toxické latky z burky.
P-glykoprotein spolu s ostatnimi transmembranovymi proteiny, oznacovanymi také jako
MDR pumpy, patii do skupiny ABC transportnich proteinii, ktera zahrnuje okolo

padesati protein. ABC transportéry maji Sirokou substratovou specifitu a ve své
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struktufe obsahuji ATP-vazebnou doménu (ATP-Binding Casette, ABC) - odtud ABC
transporteéry.

Existuje 48 lidskych gent kodujicich ABC transportéry, které délime do sedmi
skupin oznacovanych ABCA-G. Pfima souvislost s lékovou rezistenci byla nalezena
u tii z téchto ABC transportéra, a to u ABCB1/Pgp/MDR1, ABCC1/MRP1 (Multi-Drug
Resistance Protein) a ABCG2/MXR/BCRP (Breast Cancer Resistance Protein) (Dean et
al., 2001).

Regulace ABC transportéra prostiednictvim PPARs

Do dnesni doby bylo provedeno nékolik experimenti, které ukazuji na to, ze
ABC transportéry mohou byt aktivovany ¢i deaktivovany i prostfednictvim PPARs.
Szatmari et al. (2006) demonstrovali, Ze agonisté PPAR-y (rosiglitazon, troglitazon
a T0901317) transkripéné indukuji expresi ABCG2/BCRP v lidskych dendritickych
a myeloidnich builkkach. Pomoci experimentu identifikovali a charakterizovali
konzervovanou oblast o velikosti 150 parti bazi obsahujici tfi funkcéni responzivni
elementy pro PPAR (PPRE), které jsou ulozeny v protisméru od lidského ABCG2 genu
a specificky vazou heterodimer PPAR-y/RXR (Szatmari et al., 2006).

Ogata et al. se v roce 2009 zaméfili na ovlivnéni genové exprese ABCA1. Pro
ovlivnéni si vybrali n€kolik specifickych PPAR agonistl (fenofibrat, bezafibrat,
pioglitazon atd.), pfi¢emz ke zvySeni hladiny exprese ABCA1 mRNA doslo po pouziti
vSech vybranych agonisti (Ogata et al., 2009). Steenpaal et al. (2010) pouzili pro sviij
experiment bunky lidské stfevni a jaterni nadorové linie, aby zjistili, zda agonisté
PPAR-a (Wy-14643 a GW-7647) ovliviiuji expresi transportéru ABCCI1/MRPI.
Zméneéna hladina exprese tohoto transportéru nebyla prokdzéana a na regulaci MRP1 se

tak agonisté PPAR-a ziejmé nepodileji (Steenpaal et al., 2010).
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4  Experimentalni ¢ast

4.1 Imunohistochemicka detekce PPAR-y v lidském embryonalnim

stirevé

4.1.1 Biologicky material

Pro imunohistochemickou detekci PPAR-y byly vybrany vzorky lidského
embryonalniho stfeva (fixované ve formolu nebo methacarnu a zalit¢ do parafinu)
v riiznych stadiich nitrodélozniho vyvoje z archivu Ustavu histologie a embryologie LF
UP v Olomouci. Oznaceni vybranych parafinovych blokt, ptiblizné stati jednotlivych

vzorkll a pouzité fixativum je uvedeno v tabulce (Tab. II).

4.1.2 Pristrojové vybaveni

Mikrotom Ergostar HM 200 (Mikrom, Némecko), mikrovinny histoprocesor
Histos Pro (Milestone, USA), orbitalni tiepacka OS-10 (BioSan, Loty$sko), analytické
véhy Alj220-4 (Kern, Némecko), vortex PV-1 (P-Lab, CR), laminarni box CLF
(Schoeller Instruments, CR), vihka komirka Magnetic Immuno Staining Tray (CellPath,
UK), mikropipety (Eppendorf, Némecko), mikroskopicka skla (Menzel-Gliser,
Némecko), mikroskop OLYMPUS BX40 (Olympus, Japonsko) + CCD kamera
OLYMPUS DP71 (Olympus, Japonsko).

4.1.3 Chemikalie

30% peroxid vodiku (Penta, CR), 96% ethanol (Penta, CR), xylen (Penta, CR),
aceton (Penta, CR), 3,3’ diaminobenzidin (DAB) (Liquid DAB+ substrate chromogen
substrate, Dako, Dénsko), Antibody Diluent (Dako, Dénsko), parafin (Penta, CR),
Entellan® (Merck, USA), TRIS(hydroxymethyl)-aminomethan (P-LAB, CR), EDTA (P-
LAB, CR), Tween 20 (Dako, Dansko), koncentrovana HCI (P-LAB, CR), destilovana
voda (dH,0O)

kamencovy hematoxylin: 0,4g hematoxylin monohydrat (Merck, USA), 20 g siran
hlinito-draselny, 0,08 g jodi¢nan sodny, 0,4 g kyselina vinna, 400 ml dH,O
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4.1.4 Pufry
1x TRIS-EDTA pufr pH 8,6: 1,21 g TRIS; 0,37 g EDTA; 500 ul Tween 20; doplnit
dH,0 do 1 [; aprava pH pomoci konc. HCl na 8,6

0,5 M TRIS-HCI pufr pH 7,6: 61 g TRIS do 11 dH,O; uprava pH pomoci konc. HCI
na 7,6

4.1.5 Protilatky

K detekci antigenu byla pouzita neznacena primarni protilatka (PPAR-y, klon
E-8, mysi monoklonalni IgG;, Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA) a polymer
konjugovany s peroxiddzou, ktery mnese protilaitky proti krali¢im a mySim

imunoglobuliniim (Dako REAL™ EnVision™ HRP Rabbit/Mouse, Dako, Dansko)

4.1.6 Pracovni postup

Bloky se vzorky stfeva byly krdjeny na mikrotomu na fezy o tloustce 3 pm.
Rezy byly naneseny na silanizovana mikroskopicka skla a inkubovéany 1 den pii 58 °C,
aby dobfte pfilnuly. Skla s fezy byla postupné promyta ve dvou laznich xylenu po 5
minutach, v 100% a v 96% ethanolu (v kazdém 5 min), aby doSlo k odparafinovani
a hydrataci fezl. Nasledné byly promyty v tekouci vodé (5 min) a v destilované vod¢
(dH20) po dobu 30 vtetin. Pro zpfistupnéni epitopt pro primarni protilatku (tzv. epitope
retrieval) byla skla s tkanémi pfevrstvena 250 ml TRIS-EDTA pufru a umisténa
do specialniho mikrovinného histoprocesoru k odmaskovéani antigenti. Nasledovalo
ochlazeni studenou vodou a skla byla opét promyta v dH,O. K inaktivaci endogenni
peroxidazy byla skla inkubovéna v 5% H,O,. Po tficeti minutidch inkubace byla skla
promyta nejprve v dH,O, a poté byla promyta dvakrat po 5 minutach v TRIS-HCI pufru
(0,05 M, pH 7,6).

Primérni protilatka byla fedéna v poméru 1:100 a nanesena na skla s fezy. Skla
byla umisténa do vlhké komiirky a inkubace s primarni protilatkou probihala 60 minut
pii RT. Po této dobé byla skla promyta v TRIS-HCI pufru (2x5 min). Na skla byl
nanesen nefedény polymer konjugovany s peroxidadzou a inkubace ve vlhké komurce
probihala 60 minut pii RT. Po inkubaci byla skla opét promyta v TRIS-HCI pufru
(2x5min).

K vizualizaci byl jako chromogen pouzit 3,3’ diaminobenzidin, ktery se nechal
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pusobit po dobu cca 10 minut. Skla byla poté vyjmuta z vlhéené komory, promyta
v tekouci vodé¢ (5 min) a v dH,O, preparaty byly dobarveny pomoci kamencového
hematoxylinu. Pro odvodnéni preparatii byla skla promyta v 100% ethanolu a poté
v acetonu (po dobu 3 min). K projasnéni byla skla promyta ve dvou laznich xylenu (2x5
min). Na zavér byly tkdané¢ montovany komerénim montovacim mediem Entellan®
a prekryty krycim sklickem. Jako negativni kontrola imunohistochemické detekce byl
pouzit vzorek, na ktery nebyla nanesena primarni protilatka, nybrz pufr. Pro kontrolu
spravnosti provedeného barveni (pozitivni kontrola) byl pouzit fez placenty. Nabarvené
preparaty byly pozorovany pod mikroskopem a zdokumentovany CCD kamerou
Olympus DP71.

K hodnoceni exprese PPAR—y ve vzorcich lidského embryonalniho stieva byla
pouzita semikvantitativni metoda, kdy symbol + odpovidal slabé pozitivité, tzn. nizké
expresi PPAR—y, symbol ++ a +++ odpovidal stfedné¢ vysoké, resp. vysoké
expresi PPAR—y. Za negativni byly oznaceny vzorky stieva bez zietelné (detekovatelné)

exprese PPAR—y.

Tab. II: Oznaceni parafinovych bloku se vzorky lidského embryonalniho streva,

r~r

priblizné stari jednotlivych vzorki a pouzité fixativum

Stari vzorkd | Oznadeni Stari vzorki | Oznaceni
fixace fixace
[tyden] blokii [tyden] blokii
5. 1324 formol 2112/4A methacarn
6. 1372 formol 12. 2170/4 methacarn
1077/1 formol 2172/21 methacarn
- 1642/A1 formol 2196/5 methacarn
1080/1 formol 13. 2151/42 methacarn
2092/6 formol 14, 2086/2 formol
1117 formol 2171/57 methacarn
8. 1274/2 formol 1609/10 formol
2113/8B | methacarn 16. 1609/29 formol
1159/2 formol 2043/2 formol
9. 2079/6 formol 17. 2047/3 formol
2180/5 methacarn 2128/2 methacarn
10. 2091/1 formol 18. 2155/27 methacarn
2158/1 methacarn 2188/3 formol
1. 2156/6 methacarn 19. 2095/3 formol
2167/5 methacarn 20. 2187/3 formol

28



4.2 Experimentalni ovlivnéni exprese PPAR-y, ABCG2/BCRP
a ABCC1/MRP1 v nadorové bunééné linii HT-29

4.2.1 Biologicky material
Pro experiment byla pouzita lidskd bunéénd linie HT-29, odvozena
od adenokarcinomu tlustého stieva. Tato linie byla zakoupena z American Type Culture

Collection (ATCC, USA).

4.2.2 Podminky kultivace

Bunky byly kultivovany v RPMI-1640 Médiu (PAA, Rakousko) s 15% fetalnim
bovinnim sérem, L-glutaminem o vysledné koncentraci 1 mmol/l, pyruvatem sodnym
o vysledné koncentraci 1 mmol/l a s 0,01% roztokem antibiotik (penicilin
a streptomycin) (vSe Sigma-Aldrich, USA). Kultivace bunék probihala v termostatu pii
37°C a v 5% CO,. Pasaz buné€k byla provadéna kazdé 3 dny.

4.2.3 Pristrojové vybaveni

Termostat Series II water jacket CO, Incubator (Thermo Scientific, USA),
sterilni box Mars safety class II (Scanlaf, Dansko), centrifuga IEC CL31R Multispeed
centrifuge (Thermo Scientific, USA), vodni ldzen (GFL, Némecko), invertovany
mikroskop Primo Vert (Zeiss, Némecko), Elisa reader Power wave XS (Bio Tek
Instruments, Inc., USA), aparatura pro vertikalni elektroforézu (Scie-Plas, UK), zdroj
napéti EV 261 (Consort, Belgie), termoblok AccuBlock™- digital dry bath (LabNet,
USA), transferova aparatura V10 SDB Semi-dry (Scie-Plas, UK), minicentrifuga
MiniSpin (Eppendorf, Némecko), nitrocelulézova membrana Amersham Hybond™

ECL™, fotograficky film (oboji GE Healthcare, UK)

4.2.4 Chemikalie
5-{4-[(1-methylcyclohexyl)methoxy]benzyl}-1,3-thiazolidine-2,4-dione
(Ciglitazon, Cayman Chemical Company, USA), [2-(4-Iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-
5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium] (WST-1, Roche, Svycarsko), trypsin (PAA,
Rakousko), pyruvat sodny (Sigma-Aldrich, USA), TRIS hydroxymethylaminomethan
(P-LAB, CR), Tween 20 (Dako, Dansko), Inhibitory proteaz Complete (Roche,
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Svycarsko), barvivo Coomassie Brilliant Blue G250 (Sigma-Aldrich, USA), SDS,
N,N,N',N'-Tetramethyl-ethylenediamine (TEMED), glycin, amonium persulfat, 30%
bis-akrylamid (vSe Serva electrophoresis GmbH, Némecko), vzorkovaci roztok Tris-
Glycine/SDS sample buffer (Sigma-Aldrich, USA), molekulovy marker Full-Range
Rainbow Molecular Weight Marker (GE Healthcare, UK), 0,2% roztok Ponceau
S solution for elecetrophoresis (Serva electrophoresis), chemiluminiscencéni kit
SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate (Thermo scientific, USA),
vyvojka, pferusovac, ustalovac (vSe Agfa-Gevaert N.V, Belgie), methanol, absolutni

ethanol, glycerol, kyselina o-fosfore¢na (vse Penta, CR), dH,0

4.2.5 Pufry a roztoky

10x PBS pufr pH 7,6 (10x): 80 g NaCl; 2 g KCI; 32,1 g Na,HPOy; 2 g KHPOy; doplnit
do 11dH,0O

Chro-IP lyzaéni pufr: 20 ml Hepes-KOH 0,5 mol/l, pH 8,0; 400 ul 0,5 mol/l EDTA;

1 ml 0,1 mol/l EGTA; 28 ml NaCl; 20 ml 100% glycerolu; 1 ml NP-40; 500 pl Triton-X
100; doplnit do 200 ml dH,O

1,0M TRIS-HCI pufr pH 6,8: 121,1 g TRIS rozpustit v 1 1 dH,0, upravit pH pomoci
konc. HCl na 6,8

1,5SM TRIS-HCI pufr pH 8,8: 181,65 g TRIS rozpustit v 1 1 dH,O, 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 1 dH,O

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

mléény pufr (5% mléko v 1x PBS): 50 g suSené¢ odtu¢néné mléko, doplnit do 1 1
1x PBS pufrem
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blokovaci pufr (5% mléko v 1x PBS + Tween 20): 50 g susené¢ odtucnéné mléko,

1 ml Tween20, doplnit dol I Ix PBS pufrem

Bradfordové roztok: 0,02 g Coomassie Brilliant Blue G250; 10 ml ethanolu; 20 ml
kyseliny orthofosfore¢né; doplnit do 40 ml dH,O

4.2.6 Test zivotaschopnosti bunék

Pro posouzeni uc¢inku ciglitazonu na lidskou nadorovou bunécnou linii HT-29
a stanoveni jeho inhibi¢ni koncentrace (IC[50] a IC[90]) byla pouzita modifikovana
metoda kolorimetrického MTT testu s pouzitim tetrazoliové soli [2-(4-iodophenyl)-3-
(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium] (WST-1). MTT test slouzi
k méfeni cytotoxicity latek a podstatou testu je redukce tetrazoliové soli na barevny,
ve vod¢ nerozpustny formazan. Pfeména probihd pouze u metabolicky aktivnich
(zivych) bunék za pfitomnosti mitochondrialnich enzymi, pificemz mnozstvi
vznikajiciho formazanu je pfimo umérné poctu bunck, které prezily. Intenzita zbarveni
formazanu je métena spektrofotometricky.

Buitky o koncentraci 2x10° na jamku v 90 pl média byly vysety na 96
jamkovou mikrotitrac¢ni desticku. Po 24 hod od vysevu byl k buitkam ptidan ciglitazon
(o vysledné koncentraci ciglitazonu v roztoku: 1 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM, 25 uM,
30 uM, 35 uM, 40 uM a 45 pM) Do jamek slouzicich jako kontrola (blank) bylo
pipetovano pouze 10 pl cistého kultivaéniho média. Inkubace probihala 48 hod
pii 37°C. Po inkubaci bylo do kazdé¢ jamky ptidano 10 ul WST-1 (dle pokynua
vyrobce) a nasledovala inkubace 1 hodinu. Absorbance byla métfena na Elisa readeru
pfi vinové délce 405 nm. Test zivotaschopnosti bunék byl proveden ve trech
opakovanich. Na zdklad¢ ziskanych primérnych hodnot absorbanci byly stanoveny
hodnoty IC[90] a IC[50] (koncentrace ciglitazonu, pii které doSlo k 10% a k 50%
inhibici viability bunék). Ve vSech tfech opakovanich byla rovnéz zavedena pozitivni

kontrola — tzn. buiiky nebyly ovlivnény ciglitazonem.

Priace s bunéénymi lyzaty a priprava proteinovych frakci pro western blot
analyzu
Buitky byly vysety na Petriho misky (o priméru 3 cm) v koncentraci 2x10°

bunck na 2 ml kultivaéniho média. Nasledujici den byl k buiikdm ptidan ciglitazon

31



o koncentraci IC[90] a IC[50] ve 2 ml média. Do misek s buitkami slouzicimi jako
kontrola bylo pipetovano pouze 2 ml kultivacniho média. Inkubace buné€k probihala 24,
48 a 72 hodin. Po inkubaci byly buiiky 2x promyty 1x PBS pufrem a byl na né nanesen
Chro-IP lyzacni pufr s inhibitory protedz a fosfatdz (Complete, Roche). Bunky byly
sesbirdny do zkumavek a inkubace probihala 1 hod na ledu. Vzorky byly
centrifugovany pii 4°C a 15 000 RPM po dobu 30 minut. Supernatant byl opatrné
odpipetovan do ¢istych zkumavek a takto pfipravené proteinové frakce byly uskladnény
v — 80°C. Koncentrace proteinti byla stanovena metodou Bradfordové. Absorbance byla

métena na Elisa readeru pfi vlnové délce 595 nm.

4.2.7 SDS-PAGE a Western blot analyza

Proteiny byly elektroforeticky separovany v 10% nebo 8% separa¢nim a v 5%
zaostfovacim gelu (Tab. Illa, b). Jednotlivé vzorky byly smichany se vzorkovacim
roztokem v poméru 4:1. Do krajnich jamek byly nejprve naneseny 2 pl hmotnostniho
standardu (Full-Range Rainbow Molecular Weight Marker; GE Healthcare, UK).
Vzorky byly fedény tak, aby v pipetovaném objemu bylo vzdy 30 ug proteinu. Separace
probihala pfi napéti 111V po dobu 2,5 hodiny. Po separaci byl gel promyvan 10 minut
v transferovém pufru a proteiny byly pfeneseny na nitrocelulézovou membranu pomoci
semi-dry blottingu. Blotting probihal pfi napéti 11V 70, popf. 90 minut. Membrany
byly 5 minut promyvany v roztoku Ponceau S. Z membrany byly vyfezany useky
(stripy), které odpovidaly molekulovym hmotnostem detekovanych proteint.

Membranové stripy byly blokovany 2,5 hodiny v blokovacim pufru. Primarni
protilatky byly fedény mléénym pufrem a naneseny na stripy. Inkubace s primarni
protilatkou probihala ve vlhké komtrce ptes noc pii 4°C. Vybrané primarni protilatky
a jejich fedéni jsou uvedeny v Tab. IVa. Nasledujici den byly stripy promyvany 1 hod
v PBS+Tween 20 (0,1% Tween 20 v Ix PBS). Sekundarni protilatka byla fedéna
mléénym pufrem (Tab. IVb), nanesena na stripy, a inkubace probihala 1 hod ve vlh¢ené
komoie pfi RT. Po inkubaci byly stripy promyvany 60 min v PBS+Tween 20, pficemz
puft byl ménén kazdych 15 minut. K vizualizaci byl pouzit chemiluminiscen¢ni
detek¢ni kit, ktery se nechal plsobit 5 min ve tmé. Ve fotokomote byl ke stripim

pfiloZen fotograficky film, ktery byl nasledné vyvolan a ususen.
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Tab. Il1a: SloZeni 10% a 8% separacniho gelu (10 ml):

10% gel 8% gel
Slozka Objem [ml] Objem [ml]
dH,0 4,0 4,6
30% akrylamid 3.3 2,7
1L,SM TRIS (pH 8,8) 2,5 2,5
10% SDS 0,1 0,1
10% amonium persulfat 0,1 0,1
TEMED 0,004 0,006
Tab. I1Ib: SloZeni 5% zaostrovaciho gelu (5 ml):
Slozka Objem [ml]
dH,0 3.4
30% akrylamid 0,83
1,OM TRIS (pH 6,8) 0,63
10% SDS 0,05
10% amonium persulfat 0,05
TEMED 0,005

Tab. IVa: Primarni protilatky

Protilatka Velikost [kDa] Redéni Vyrobce
PPARY' 54/57 1:200 Santa Cruz Biotechnology, Inc.
MRP1' 190 1:100 Santa Cruz Biotechnology, Inc.
ABCG2' 72 1:200 Santa Cruz Biotechnology, Inc.
p-aktin’ 43 1:500 Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Legenda: ' = mysi monoklonélni
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Tab. IVb: Sekundarni protilatka

Protilatka Znaceni Vyrobce

Goat anti-mouse IgG kfenova peroxidaza (HRP) Santa Cruz Biotechnology, Inc
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5  Vysledky

5.1 Imunohistochemicka detekce PPAR—y v lidském embryonalnim

stievé

Vysledky imunohistochemické detekce PPAR—y jsou piehledné shrnuty
v tabulce (Tab. V) a v Grafu 1. Z celkového poctu 32 vzorki lidského embryonélniho
stteva v riznych stadiich nitrodélozniho vyvoje byla u 13 vzorkii detekovéana exprese
receptori PPAR-y a tyto vzorky byly oznaCeny za pozitivni. 19 vzorkd bylo
negativnich, tzn. exprese PPAR—y nebyla u téchto vzorkii detekovéna. U vSech
pozitivnich vzorkl se receptory PPAR—y nachazely v epitelovych bunkach zakladajicich
se stievnich klkti. V Casnych stadiich embryonélniho vyvoje (7. tyden) byly pozitivni
receptory pozorovany pouze Vv cytoplazmé, od 8. do 13. tydne byly receptory
exprimovany v jadrech i v cytoplazmé a od 14. tydne byly receptory exprimovany opét
pouze v cytoplazmé epitelovych bunék.

Nizka exprese PPAR—y byla detekovéna u 8 vzorkid vyvijejiciho se lidského
stteva. Receptory byly slabé exprimovany v 7., 11., 12., 14., 16. a v 18. tydnu vyvoje.
Stiedné vysoka exprese PPAR—y byla pozorovana v 8., 13. a 20. tydnu embryonalniho
vyvoje a vysoce exprimované receptory byly detekovany v 9. tydnu embryondlniho
vyvoje. Z vybranych vzorkli byly CCD kamerou Olympus DP71 potizeny ilustracni
fotografie pii zvétSeni 200x, resp. 400x. Vzhledem k nizkému poctu vzorka

vykazujicich pozitivitu, nebylo provedeno statistické hodnoceni.

35



Tab. V: Vysledky imunohistochemické detekce PPAR-y v lidském embryonalnim

stievé v riznych stadiich nitrodéloZzniho vyvoje

Stari vzorki Oznaceni
Exprese PPAR-y Lokalizace pozitivnich PPARy
[tyden] vzorki
5. 1324 -
6. 1372 -
1077/1 -
- 1642/A1 -
1080/1 + cytoplazma epitelovych bunék
2092/6 -
1117 -
8. 127472 ++ cytoplazma epitelovych bun¢k
2113/8B 4+ jadra epitelovych bunék
115972 +++ jadra a cytoplazma epitelovych bunck
9. 2079/6 -
2180/5 -
10. 2091/1 -
2158/1 -
1 2156/6 -
2167/5 + jadra a cytoplazma epitelovych bunck
2112/4A + jadra epitelovych bunék (fokaln¢)
12, 2170/4 -
2172/21 -
2196/5 -
13. 2151/42 ++ jadra a cytoplazma epitelovych bunck
14, 2086/2 + cytoplazma epitelovych bunék
2171/57 + cytoplazma epitelovych bunck
1609/10 + cytoplazma epitelovych bunck
16. 1609/29 + cytoplazma epitelovych bun¢k
2043/2 -
17. 2047/3 -
2128/2 -
18. 2155/27 + cytoplazma epitelovych bun¢k (fokalng)
2188/3 -
19. 2095/3 -
20. 2187/3 ++ cytoplazma epitelovych bunék

Legenda: + = slaba pozitivita, ++ = stfedni pozitivita, +++ = silnd pozitivita, - = negativita
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Graf 1: Zavislost exprese PPAR-y na stadiu nitrodéloZniho vyvoje

3 |

exprese PPAR-y

I I I I I I I I
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

stadium nitrodélozniho vyvoje [tyden]

Obr. 4a,b: Imunohistochemicka detekce PPAR-y v placenté (pozitivni kontrola).

a: zvétSeni 200x; b: zvétsSeni 400x

Obr. 5, 6: Imunohistochemicka detekce PPAR-y v embryonalnim stievé.
5: 16. tyden, vzorek 1609/10, slab¢ pozitivni cytoplazma, zvétseni 200x;

6: 12. tyden, vzorek 2112/4A, slab¢ pozitivni jadra (fokaln¢), zvétseni 400x
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Obr. 7a,b Imunohlstochemlcka detekce PPAR-fy v embryonalmm streve. 8. tyden |
vzorek 1274/2, stfedné pozitivni cytoplazma

a: zveétSeni 200x; b: zvétSeni 400x

Obr. Sa,b Imunohlstochemlcka detekce PPAR-fy v embryonalmm stievé. 9. tyden,
vzorek 1159/2, siln€ pozitivni cytoplazma

a: zveétSeni 200x; b: zvétSeni 400x

Obr. 9, 10: Imunohistochemicka detekce PPAR-y v embryonalnim stievé.
9: 17. tyden, vzorek 2047/3, negativni, zvétSeni 400x;
10: 9. Tyden, vzorek 2079/6, negativni, zvétSeni 400x

38



5.2 Experimentilni ovlivnéni exprese PPAR—y, ABCG2/BCRP
a ABCC1/MRP1 v bunééné linii HT-29

5.2.1 Test zivotaschopnosti bunék

Test zivotaschopnosti bunék byl proveden ke stanoveni hodnot IC[90] a IC[50]
pro nadorovou bunécnou linii HT-29. Z primérnych hodnot namétfené absorbance
pii vinové délce 405 nm byl stanoven pocet prezivSich bun¢k pro kazdou
koncentraci (viz Tab.VI). Grafy 2a, 2b, 2c ukazuji, Ze k inhibici viability bunék
dochdzi v zavislosti na pouzité koncentraci ciglitazonu. Z rovnice byla vypoctena
hodnota IC[90], ztéto hodnoty byla poté vypoctena i hodnota IC[50]. Pramérna
hodnota inhibi¢ni koncentrace IC[90] ciglitazonu na nadorovou bunécnou linii HT-29
je 37,1 uM. Primérna hodnota inhibi¢ni koncentrace ciglitazonu IC[50] na tuto linii je

66,8 UM.

Tab. VIa: Naméiené hodnoty absorbance pii pouZiti riznych koncentraci

ciglitazonu, pocet prezivSich bunék vyjadreny v %

Koncentrace Absorbance namérena O absorbance [
ciglitazonu | v jednotlivych jamkach [A4s] [Ag0s] Prezivii buitky” [%]

K" 1,320 1,010 1,303 1,211 100
1M 1,655 1,496 1,574 1,575 130
5uM 1,531 1,497 1,515 1,514 125
10 pM 1,277 1,334 1,134 1,248 103
20 pM 0,930 1,258 1,487 1,225 101
30 pM 0,959 1,102 1,396 1,152 95

Legenda: K" = pozitivni kontrola, ' = hodnoty vztazené vzhledem ke K', kde K™ = 100 %

prezivsich bunék
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Tab. VIb: Naméfené hodnoty absorbance pri pouziti riiznych koncentraci

ciglitazonu, pocet prezivsich bunék vyjadreny v %

Absorbance naméiena
Koncentrace @ absorbance .
v jednotlivych jamkach Piezivsi buiiky [%]
ciglitazonu [Aygos]
[Asos]
K* 1,440 1,894 1,964 1,766 100
25 uM 1,655 1,776 1,686 1,705 97
30 pM 1,664 1,611 1,693 1,656 94
35uM 1,613 1,448 1,750 1,604 91
40 pM 1,570 1,422 1,714 1,570 89

Legenda: K' = pozitivni kontrola, ' = hodnoty vztazené vzhledem ke K', kde K™ = 100 %

prezivsich bun¢k

Tab. VIc: Namérené hodnoty absorbance pri pouziti riznych koncentracich

ciglitazonu, pocet prezivSich bunék vyjadreny v %

Absorbance naméi-ena
Koncentrace @ absorbance L
v jednotlivych jamkach Prezivsi buiiky [%]
ciglitazonu [Asos]
[A405]
K* 2,904 3,041 2,972 100
30 pM 2,283 2,147 2,215 75
35 uM 2,789 2,694 2,742 92
40 pM 2,833 2,523 2,678 90
45 uM 2,838 2,878 2,858 96

Legenda: K" = pozitivni kontrola, ' = hodnoty vztazené vzhledem ke K', kde K™ = 100 %

prezivsich bunék
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Tab. VII: Primérna inhibi¢ni koncentrace ciglitazonu (IC[90] a IC[50])

viabilita bunék [%]

Koncentrace ciglitazonu [pM]
IC[90] 37,1
IC[50] 66,8
fix) = -0,77x + 117,47
135
|
125 |
15—
105 T
n " -
95 R B
85
0 5 10 15 20 25 30 35

koncentrace Ciglitazonu [uM]

Graf 2a: Zavislost viability bunék HT-29 na koncentraci ciglitazonu

viabilita bunék [%]

f(x) = -0,26x + 101,06

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

koncentrace Ciglitazonu [uM]

Graf 2b: Zavislost viability bunék HT-29 na koncentraci ciglitazonu
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Graf 2c: Zavislost viability bunék HT-29 na koncentraci ciglitazonu

5.2.2 Ptiprava bunéénych lyzati a stanoveni koncentrace proteinii

Ziskané inhibi¢ni koncentrace ciglitazonu byly pouzity pro ovlivnéni bunék

nadorové bunécné linie HT-29 a pro piipravu bunéénych lyzati. Koncentrace proteint

v téchto

lyzatech byly

stanoveny metodou Bradfordové. Naméfené hodnoty

demonstruje Tab. VIII

Tab. VIII: Hodnoty namérenych absorbanci a koncentrace proteint ve vzorcich

stanovené metodou Bradfordové, celkové objemy vzorkii pro SDS-PAGE

Koncentrace
Vzorek Absorbance [Asos] O absorbance proteinu Objem vzorku
[ng/mi] tull
K* 24 hod 0,551 0,524 0,538 1337,50 22,43
K" 48 hod 0,664 0,552 0,608 1925,00 15,58
K" 72 hod 0,775 0,764 0,770 3270,83 9,17
IC[90] 24 hod 0,547 0,547 0,547 1416,67 21,18
IC[90] 48 hod 0,662 0,649 0,656 2320,83 12,93
IC[90] 72 hod 0,758 0,695 0,727 2912,50 10,30
IC[50] 24 hod 0,583 0,580 0,582 1704,17 17,60
IC[50] 48 hod 0,596 0,574 0,585 1733,33 17,31
IC[50] 72 hod 0,676 0,617 0,647 2245,83 13,36
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5.2.3 Western blot analyza

Pro hodnoceni zmény hladiny exprese u vybranych proteinti bunék nadorové
bunécné linie HT-29 byla provedena western blot analyza. Exprese proteini PPAR—y,
ABCG2/BCRP a ABCCI1/MRP1 byla detekovana pomoci piislusnych specifickych
primarnich a sekundarnich protilatek (viz Tab. IVa a IVb). Detekce proteinu B-aktin
byla provedena pro kontrolu stejného mnozstvi proteinii v jednotlivych proteinovych
frakcich (Obr. 11).

Exprese proteinu PPAR—y byla detekovana u vSech proteinovych frakci, a to jak
u kontrolnich, tak i u ovlivnénych bunék nddorové bunééné linie HT-29 (Obr. 11). Mira
exprese tohoto proteinu u kontrolnich, tzn. neovlivnénych bunék byla po 24, 48 1 72
hodinach inkubace stejnd. Pfi pouziti inhibi¢ni koncentrace ciglitazonu IC[90] byla
pozorovana zvySena exprese PPAR—y po 24, 48 i 72 hodinach od ovlivnéni vzhledem
ke kontrolnim neovlivnénym buitkkdm. Nejvyssi hladina exprese PPAR—y byla
pozorovana po 72 hodindch od ovlivnéni ciglitazonem. Pfi pouziti inhibicni
koncentrace ciglitazonu IC[50] byla rovnéz pozorovana zvySend exprese tohoto
proteinu, a to u vzorkl ziskanych po 24, 48 1 72 hodinach, pfi¢emz nejvyssi hladina
exprese PPAR—y byla pozorovéna po 72 hodinach od ovlivnéni.

Exprese proteinu ABCG2/BCRP byla detekovana rovnéz ve vSech vzorcich, tzn.
v kontrolnich proteinovych frakcich i ve frakcich po ovlivnéni ciglitazonem (Obr. 11).
Hladina exprese proteinu BCRP byla v ptipad¢ kontrolnich bun¢k stejnad ve vSech tiech
vzorcich (po 24, 48 a 72 hodinach inkubace). Po ovlivnéni buné¢k a ziskani proteinovych
frakei pfi pouziti inhibi¢nich koncentraci ciglitazonu IC[90] a IC[50] nebyla
pozorovana zména hladiny exprese proteinu BCRP u zadného ze vzorkt. Hladina
exprese tohoto proteinu byla neménna po 24, 48 1 72 hodinach od ovlivnéni.

K expresi proteinu ABCC1/MRP1 doslo jak u kontrolnich, tak i u ovlivnénych
bun¢k HT-29, pfiCemz zména hladiny exprese tohoto proteinu nebyla pozorovana u
zadné z proteinovych frakci (Obr. 11). Mira exprese proteinu MRP1 byla stejna po 24,
48 1 72 hodindch od ovlivnéni ciglitazonem s pouzitim obou inhibi¢nich koncentraci

1C[90] a IC[50].
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g oD EE —s5ixv PPARy
Kl K2 K3 Al A2 A3 Bl B2 B3

b <72 kb ABCGY/BCRP

K1l K2 K3 Al A2 A3 Bl B2 B3

- .4
c M -- <«+—190 kb ABCC1/MRP1

Kl K2 K3 A1l A2 A3 Bl B2 B3

(S ——— < 43 kb B-actin
Kl K2 K3 Al A2 A3 Bl B2 B3

Obr. 11: Exprese PPAR-y, ABCG2/BCRP, ABCC1/MRP1 a B-actinu v proteinové

frakci kontrolnich bunék a bunék ovlivnénych ciglitazonem
Legenda: K1, K2, K3 = kontrolni bunky; Al, A2, A3 = buiiky ovlivnéné ciglitazonem IC[90] - 24, 48 a 72
hod od ovlivnéni; B1, B2, B3 = buiiky ovlivnéné ciglitazonem IC[50] - 24, 48 a 72 hod od ovlivnéni
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6 Diskuse

Pro detekci receptori PPAR-y ve vyvijejicim se lidském stfevé byla pouzita
nepiimad dvojstupfiovd imunohistochemickd metoda. Z celkového poctu 32 vzorkl
lidského embryondlniho stieva v rliznych stadiich nitrodélozniho vyvoje byla u 13
vzorkli zaznamendna exprese PPAR—y, zatimco 19 vzorka bylo negativnich (pozitivni
reakci tedy poskytlo 41 % analyzovanych vzorkd). Pozitivni detekce PPAR—y
Braissant et Wahli (1998), Huin et al. (2000) a Abbott et al. (2010), pti kterych byly
tyto receptory detekovany ve stejné tkani.

Receptory PPAR-y jsou hojné exprimovany v tlustém i tenkém stfevé, avSak
o jejich distribuci ve vyvijejicim se stievé nebylo dosud mnoho zjisténo. Primitivni
stievo se zakladd ve ¢tvrtém tydnu embryonalniho vyvoje. V tomto experimentu byla
prvni pozitivni reakce zaznamenana v 7. tydnu vyvoje, kdy byly receptory PPAR—y
exprimovany v epitelovych bunkéach zakladajicich se stfevnich klkt (Tab. V, Graf 1).
Skutecnost, Ze k expresi PPAR—y dochazi v tak casnych fazich vyvoje stieva,
poukazuje na dileZitou roli téchto receptorii ve vyvoji ive fyziologii stieva.
Nasledné byly receptory detekovany v 8. az 14. tydnu, v 16., v 18. a ve 20. tydnu
vyvoje. Huin et al. (2000) imunohistochemickou detekci (s pouzitim polyklonalnich
protilatek proti PPAR-a, PPAR- a PPAR-y1/y2) provadénou u 23 plodu ve stafi 7 az
22 tydni rovnéZ prokazali, Ze k expresi receptori PPAR dochdzi jiz v 7. tydnu vyvoje.
Dalsi exprese PPAR-y byla v tomto pfipadé detekovana shodné v 8., 12., 14. i ve 20.
tydnu [UD.

Receptory PPAR—y se u vSech pozitivnich vzorkd nachazely v epitelovych
bunkach zakladajicich se stfevnich klkti. V 7. tydnu embryonédlniho vyvoje byly
pozitivni receptory pozorovany pouze v cytoplazmé, od 8. do 13. tydne byly receptory
exprimovany v jadrech i v cytoplazmé a od 14. tydne byly receptory exprimovany opét
pouze v cytoplazmé epitelovych bunc¢k. Huin ez al. (2000) ve své praci uvadéji, ze
k expresi PPAR-y dochazi v epitelovych 1 mezenchymovych builkdch a jsou
lokalizovany ve vét$iné jader téchto bunck.

Intenzita exprese pozitivnich receptorii se ménila v zavislosti na jednotlivych
stadiich nitrod€lozniho vyvoje (viz Graf 1). Slabé exprimované receptory byly
detekovany v 7., 11., 12, 14., 16., 18. a ve 20. tydnu vyvoje (viz Tab. V). Stfedné

vysokd exprese byla pozorovéana v 8., 13. a ve 20. tydnu, a silné¢ exprimované byly
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receptory v 9. tydnu vyvoje. Zmény v hlading exprese PPAR—y ve své praci potvrzuji
taktéz Huin er al. (2000). Abbott et al. (2010) studovali expresi PPAR v riznych
tkdnich (vCetné tenkého stfeva) u plodld ve véku 54 az 125 dni embryonalniho vyvoje.
Exprese PPAR—y ve vyvijejicim se stieve byla v této praci prokézana, hladina exprese
se vSak s rostoucim vékem neménila. Imunohistochemické metody jsou jedny
ze zékladnich metod pouzivanych k lokalizaci a vizualizaci pfislusnych tkanovych
antigenti. Kritickym krokem imunohistochemického protokolu je fixace tkané, kterad
muze vyznamnou meérou ovlivnit vysledek detekce (Ramos-Vara, 2005). V nasem
ptfipad¢ byly tkdné¢ embryondlniho stfeva fixovany ve dvou riznych fixativech, a to
ve formolu a v methacarnu. Zvolené fixativum na provedenou detekci nemélo vyrazny
vliv — pozitivni vysledky podaly jak vzorky fixované ve formolu, tak v methacarnu.
K hodnoceni exprese receptoru PPAR-y ve vyvijejicim se stievé byla pouzita
semikvantitativni metoda kiizkdi. Hodnoceni pomoci ,,H-skére* nebylo provedeno.
Z diivodu malého poctu vzorkl se taktéz neprovadélo statistické hodnoceni. Posouzeni
intenzity zbarveni pozitivnich bun¢k byva v mnoha ptipadech velmi subjektivni, coz
muZze byt znacnou nevyhodou.

PPARs jakozto ligandy aktivované transkripéni faktory se ucastni celé fady
biologickych procesti a jejich role byla prokdzana mimo jiné i v rozvoji mnoha nadori.
Cela tada autorii svymi pracemi prokazala schopnost nékterych ligandi PPARs
potlacovat bunécny ruast, proliferaci a diferenciaci nddorovych bunék (Sarraf ef al.,
1998; Tsubouchi et al., 2000; Chang et Szabo, 2000; Yang et Frucht, 2001; James et
al., 2003; Liu et al., 2004; Leung et al., 2004). Test zivotaschopnosti bunék byl
proveden za ucelem posouzeni vlivu ciglitazonu na nddorovou linii stfeva HT-29
a pro stanoveni hodnot jeho inhibi¢ni koncentrace IC[90] a IC[50] pro nasledné
ovlivnéni bunécné linie. Pro experiment byla vybrana bunécna linie HT-29. Tato linie je
lidska bunécna linie odvozend od adenokarcinomu tlustého stfeva. Ciglitazon je
synteticky ligand PPAR-y, ktery fadime spolu s troglitazonem ¢i rosiglitazonem
mezi tzv. thiazolidindiony — syntetické ligandy, které jsou schopny aktivovat PPARs.
Prosttednictvim testu se podafilo prokazat, ze ptisobenim ciglitazonu dochazi k poklesu
zivotnosti nddorovych buné€k, a to v zavislosti na pouzité¢ davce ciglitazonu (viz Graf
Brockman et al. (1998), Kitamura et al. (1999) Yang et Frucht (2001), Shimada et al.
(2002) nebo Shen et al. (2007), ktefi rovnéz popsali efekt ligandt PPARs na Zivotnost
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bun¢k u linii odvozenych od nadort tlustého stieva. Ve vSech ptipadech doslo
pfi pouziti specifickych ligandli k inhibici ristu naddorovych bunék v zéavislosti na
pouzité koncentraci (ddvce) daného ligandu. Yang et Frucht (2001) také jako prvni
popsali schopnost ciglitazonu indukovat apoptézu bunék nddorové bunécné linie
HT-29. Diky témto vysledkiim se tak nabizi moZnost vyuZivat receptory PPARs
jako nové cile pro prevenci a lécbu rakoviny tlustého sti-eva.

Western blot analyza byla provedena za ucelem sledovani zmény hladiny
exprese PPAR-y po ovlivnéni ciglitazonem ve stfevni nadorové linii HT-29. Exprese
PPAR-y v nadorovych buiikach stfeva byla prokézana jiz diive (DuBois et al. (1998),
Brockman et al. (1998), Sato et al. (2000), Gupta et al. (2001), Shimada et al. (2002)
a Shen et al. (2007)). Nase vysledky ukazuji, Ze k expresi PPAR-y ve stfevni nadorové
linii HT-29 po ovlivnéni ciglitazonem (za pouziti obou inhibi¢nich koncentraci) rovnéz
dochdzi (viz Obr. 11). Hladina exprese PPAR-y méla v obou piipadech zvySujici se
tendenci, pficemz ke zvySeni hladiny exprese doslo po 24, 48 i 72 hodinach
od ovlivnéni. Tento vysledek potvrzuje, ze ciglitazon funguje jako specificky ligand
aktivujici receptor PPAR-y.

Pomoci western blot analyzy jsme také sledovali zmény v hladin€ exprese
ABCG2/BCRP a ABCCI1/MRP1 ve stfevni nddorové linii HT-29 po ovlivnéni
ciglitazonem. Tyto proteiny oznacované jako ABC transportéry jsou zapojeny v MDR
a jejich zvySena exprese vede k rezistenci nadorovych bunc¢k vic¢i protinadorovym
1é¢ivam, a tim ke snizeni GispéSnosti 1éCby nadord (Dean et al., 2001). Jedny z moznych
cilovych gent, jejichz transkripce mize byt regulovana prostiednictvim PPARs jsou
geny kodujici tyto proteiny. Regulaci ABC transportéri prostfednictvim ligandi
PPARs prokézali ve svych experimentech Szatmari e al. (2006), Hirai et al. (2007)
¢1 Ogata et al. (2009). Steenpaal et al. (2010) naopak tyto vysledky svymi experimenty
nepotvrdili.

Exprese proteini ABCG2/BCRP a ABCC/MRPI1 byla v naSem experimentu
zaznamenana u vSech analyzovanych vzorkl, avSak hladina exprese u obou proteina
zlustala nezménéna, a to po 24, 48 1 72 hodinach od ovlivnéni (pfi pouziti obou
inhibi¢nich koncentraci ciglitazonu) (viz Obr. 11). NaSe vysledky se neshoduji
s vysledky publikovanymi Szatmari et al. (2006), kteti demonstrovali, ze troglitazon
a rosiglitazon (syntetick¢é ligandy patfici spolu s ciglitazonem do skupiny

thiazolidindionti)  transkripéné  indukuji ~ expresi ABCG2/BCRP v lidskych
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dendritickych a myeloidnich bunikach. NaSe data naopak podporuji vysledky Steenpaal
et al. (2010), jez vliv agonisti PPAR-a na regulaci exprese ABCC1/MRP1 neprokézali.
MozZnost regulace ABC transportért v nadorovych buiikach stfeva prostiednictvim
ciglitazonu nebyla naSimi experimenty potvrzena. Timto se vSak nabizi moZnost
dalSiho studia aktivace a pisobeni téchto receptori, napriklad role

koaktivatoru/korepresorii ¢i role posttranskripénich modifikaci.
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7 Z.aveér

K detekci receptorti PPAR-y v lidském embryondlnim stievé v riznych fazich
nitrodélozniho vyvoje byla pouzita imunohistochemickd detekce. Touto metodou se
podarilo prokdzat, ze k expresi téchto receptori ve vyvijejicim se stievé dochéazi od 7.
tydne vyvoje, pfiCemz mira exprese receptori zavisi na jednotlivych stadiich
nitrodélozniho vyvoje. Tyto vysledky, v korelaci s n¢kolika malo autory, ktetfi se
rovnéz zabyvali distribuci a funkci receptori PPAR-y ve vyvijejicim se stievé,
poukazuji na dileZitost t€chto receptorti pii vyvoji a diferenciaci stieva.

Test zivotaschopnosti bunék prokazal Ucinek ciglitazonu na zivotnost bunék
lidské nadorové linie HT-29 odvozené od adenokarcinomu tlustého stfeva. Pisobenim
ciglitazonu doslo k poklesu Zivotnosti bun¢k, a to v zdvislosti na pouzit¢ davce
ciglitazonu. Tento experiment tak potvrdil jeho antiproliferaéni Uc¢inek. Exprese
receptori PPAR-y byla detekovana pomoci western blot analyzy u proteinovych frakci
ziskanych lyzou bunék lidské nadorové linie HT-29 ovlivnénych ciglitazonem. Timto se
potvrdilo, ze ciglitazon funguje jako specificky ligand aktivujici PPAR-y. Receptory
PPAR-y mohou piedstavovat nové cile pfi 1écbé rakoviny tlustého stieva.

Exprese proteinit ABCG2/BCRP a ABCC/MRPI u stejnych vzorkl byla rovnéz
western blot analyzou zaznamenana. Ke zméné hladiny exprese téchto proteinti vSak
na regulaci ABC transportérii prostfednictvim receptorit PPARs, zlstava vSak velky
prostor pro dal$i vyzkumy, napiiklad studium koaktivatori a korepresorit nebo

posttransla¢nich modifikaci PPARs.
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8 Seznam zkratek

12-HETE

13-HODE

15-dPGJ2

15-HETE

8-HETE

9-HODE

AR

BCRP

DBD

ER

GR

HFN4

HRE

LBD

LTB4

MDR

MRP

NcoR

NHR

12-hydroxyeicosatetraenova kyselina
13-hydroxyoktadekadienova kyselina

Prostaglandin J2

15-hydroxyeicosatetraenova kyselina
8-hydroxyeicosatetraenova kyselina
9-hydroxyoktadekadienova kyselina

Androgen Receptor (androgenovy receptor)

Breast Cancer Resistance Protein

DNA-Binding Domain (DNA vazajici doména)
Estrogene Receptor (estrogenovy receptor)
Glucocorticoid Receptor (glukokortikoidni receptor)
Hepatocyte Nuclear Factor 4 (hepatocytarni jaderny faktor 4)

Hormone Response Element (responzivni element pro

hormony)

Ligand-Binding Domain (ligand véazajici doména)
Leukotrien B4

Multi-drug Resistance (mnohocetna 1€kova rezistence)
Multi-drug Resistance protein

Nuclear Receptor Co-repressor (jaderny korepresor

receptoril)

Nuclear Hormone Receptor (jaderny hormonalni receptor)
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PBP

PGA2

PGD2

Pgp

PPAR
PPRE
PR
PRIP
RAR

RXR

SHH

SMRT

SR

SRC-1
TR
TZDs

VDR

PPAR Binding Protein (PPAR vazajici protein)
Prostaglandin A2

Prostaglandin D2

P-glykoprotein

Peroxisome Proliferator-activated Receptor (receptor

aktivovany proliferatory peroxizomii)

PPAR Response Element (responzivni element pro PPAR)
Progesterone Receptor (progesteronovy receptor)

PPAR Interacting Protein (PPAR interak¢ni protein)
Retinoic Acid Receptor (receptor pro kyselinu retinovou)
Retinoid X Receptor (receptor pro retinoid X)

Sonic Hedgehog Homolog (protein Sonic hedgehog
homolog)

The Silencing Mediator of Retinoid and Thyroid Receptors

(tlumici medidtor pro retinoidy a thyroidni receptor)
Steroid Hormone Receptor (steroidni hormonalni receptor)

Steroid Receptor Co-activator (koaktivator steroidnich

receptoril)
Thyroid Receptor (thyroidni receptor)
Thiazolidindions (thiazolidindiony)

Vitamin D Receptor (receptor pro vitamin D)
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