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SOUHRN

Cytochrom P450 (CYP) epoxygenazy, konkrétné podrodiny CYP2C a CYP2J,
hraji nezanedbatelnou ulohu v metabolizmu 1é¢iv. Jejich aktivni pfitomnost (spolu
s dalsimi CYPs) v nadorovych tkanich mutze mit negativni dopad na ucinnost
chemoterapie, protoze deaktivuji protinadorova 1éCiva a tim pfispivaji k rozvoji
mnohocetné 1ékoveé rezistence u pacientl s riznymi typy naddort. Neméné vyznamna je
jejich endogenni role. CYP epoxygenazy preménuji arachidonovou kyselinu na Ctyfi
regioizomery epoxyeikosatrienovych kyselin (EETs). Jde o vysoce aktivni molekuly,
které se ucastni tfady biologickych procest, mimo jiné ovliviiuji procesy, které jsou
relevantni pro vyvoj jedince, jako je regulace a uvoliiovani intracelularnich signalnich
molekul, proteinkindzové aktivity, bunéénd diferenciace a mitogeneze.EETs jsou dale
metabolizovany  solubilni  epoxid hydroldzou (sEH) na méné aktivni
dihydroxyeikosatrienové kyseliny (DHETs). CYP epoxygenazy a sEH patii mezi cilové
geny jaderného receptoru PPARa.

Cilem této dizertatni prace je zmapovat expresi CYP epoxygendz, sEH
ajaderného receptoru PPARa ve stfevech, jatrech a ledvindch béhem prenatalniho
vyvoje ¢loveka a nasledné ovérit regulaci exprese CYP epoxygenaz a sEH v bunéénych
liniich odvozenych z téchto organii ovlivnénych ligandy PPARa.

Vysledky dosaZené studiem lidskych embryondlnich a fetalnich vzorkl tkani
prokazuji pfitomnost CYP epoxygenaz, sEH a PPARa jiZ v ranych stadiich prenatalniho
vyvoje. Distribuce CYP epoxygenaz a sEH také ukazuje na mozny vliv téchto enzymu

a jejich metabolith v diferenciaci bunék.

NEPUBLIKOVANE VYSLEDKY

Kli¢ova slova: CYP epoxygenazy, solubilni epoxid hydroldza, prenatilni vyvoj
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SUMMARY

Cytochrom P450 (CYP) epoxygenases, namely CYP2C and CYP2J, play non-
negligible role in drug metabolism. Their activity (together with other members of CYP
superfamily) in tumour tissue may have negative impact on sucesfull chemotherapy.
They can deactivate antitumour drugs and thus contribute to multidrug resistance
in cancer patients. CYP epoxygenases have also important endogennous role. They
convert arachidonic acid into four regioisomers of epoxyeicosatrienoic acids (EETS).
EETs are biologically active molecules with many functions in organism. Besides other
things, they regulate a variety of processes potentially relevant to development such as
releasing of intracellular signaling molecules, activity of proteinkinases, cellular
proliferation and differentiation. EETs are metabolized to less active
dihydroxyeicosatrienoic acids (DHETSs) by soluble epoxide hydrolase (sEH). CYP
epoxygenases and sEH are target genes of nuclear receptor PPARa.

The aim of this disertation thesis is investigation of expression profiles of CYP
epoxygenases, SEH and PPARa in intestines, liver and kidney during human prenatal
development and examine regulation of expression of CYP epoxygenases and sEH by
ligands of PPARGa.

The results show that CYP epoxygenases, SEH, and PPARa are present early in
prenatal development. Expression patterns of studied proteins indicate their possible

influence in cellular differentiation.

NEPUBLIKOVANE VYSLEDKY

Key words:CYP epoxygenases, soluble epoxide hydrolase, human prenatal

development, proliferation, differentiation, peroxisome-proliferator activated receptor a
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1 UVOD

I kdyz to nemusi byt na prvni pohled patrné, vyvoj embrya a nadord se
v mnohych aspektech podobaji. Poprvé s myslenkou podobnosti embryi a nadora pfisli
jiz v 19. stoleti Joseph Claude Anselme Recamier (1829) a Robert Remak (1854), ktefi
popsali, ze nadorova tkan vypada jako tkan embryonalni (Sell, 2009). Progres v oblasti
molekularni biologie, nadorové imunologie, vyvojové biologie a experimentalni
embryologie vede Kk nashromazdéni fady dukaz, které podobnost embryogeneze
a tumorigeneze potvrzuji.

Moderni vyvojova biologie studuje genetickou kontrolu rastu, diferenciace
a morfogeneze. Tyto procesy davaji vznik tkdnim a organim. Klicovym problémem
vyvojové Dbiologie je tedy diferenciace. Z pohledu diferenciace piedstavuje
tumorigeneze naruSeni normalniho diferenciaéniho procesu, ktery je regulovan fadou
onkogenll a tumorsupresorti; gent, jejichz mutace vede ke vzniku a rozvoji nadorového
onemocnéni.

Propojeni vyvojové a nadorové biologie tak umoziuje lepsi pochopeni procesi,
které se odehravaji béhem prenatalniho vyvoje. Tyto poznatky potencialné oteviraji
moznosti vyvoje nové generace prognostickych a terapeutickych pfistupi v 1é¢be
nadord. A zpétn¢ znalosti ziskané studiem rtiznych typi nadorti ndm mohou pomoci
porozumét normalnimu embryonédlnimu vyvoji (Ma et al., 2010).

Tato dizertacni prace se zaméfuje na proteiny, které se Gcastni metabolizmu
xenobiotik, v prenatalnim vyvoji a jejich regulaci. Jedna se o skupinu cytochrom P450
epoxygendz. Ty se v organizmu UcCastni metabolizmu kyseliny arachidonové, ktera je
nedilnou soucasti vyzivy, ale také predstavuji jeden z mechanizmi, kterymi nadorové
bunky ziskavaji rezistenci na léciva. Zjisténé tidaje mohou ptispét nejenom k pochopeni
jejich ulohy béhem prenatdlniho vyvoje, ale také ptispét k pochopeni vzniku

mnohocetné 1ékové rezistence u pacientli s nddorovym onemocnénim.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

21 PODOBNOST MEZI EMBRYONALNIM VYVOJEM
A TUMORIGENEZI

Vyvoj casného embrya a nadorova transformace bunc¢k vykazuje ftadu
podobnosti jak na molekularni urovni, tak na urovni chovani bunc¢k. Vyznamné
podobnosti lze nalézt v migraci a invazivnim chovani bunck, jejich expresnich
a proteinovych profilech, aktivnich signalnich drahach, bunééné diferenciaci, zptisobech
uniku pred rozpoznani imunitnim systémem, atd (Ma et al., 2010).

Embryo se vyviji z embryonalnich kmenovych bunék. V dospélosti se v tkanich
vyskytuji dospélé kmenové bunky, které zajistuji doplnéni novych bunék do tkani
a jejich opravu. Pro kmenové bunky je charakteristickd schopnost sebeobnovy a také
schopnost diferencovat do riznych specializovanych bunécnych typt (Yu et al., 2012).
Embryonélni kmenové buiiky i dospélé kmenové buniky maji mnoho mechanizmi, které
je chrani pted potencidlnimi mutagennimi mechanizmy spojenymi se zdnétem, infekci
atoxiny ze stravy (Baguley, 2010). V roce 1994 byla poprvé potvrzena teorie, Ze
existuji nadorové kmenové buiiky. Jde o malou skupinu dormantnich bunék, které maji
podobné vlastnosti jako dal$i typy kmenovych bunck, zejména schopnost sebeobnovy
a diferenciace, neomezeny proliferacni potencial, aktivované mechanizmy obrany proti
xenobiotikiim (Park et al., 2009; Yu et al., 2012).

V embryonélnich a nadorovych bunikach se exprimuji geny, které se ucastni
deprogramovani, proliferace a dediferenciace. Tyto geny nejsou viibec nebo jen ziidka
exprimovany v somatickych bunkach, které podléhaji diferenciaci a senescenci. Jde
Casto o protoonkogeny a ristové faktory, které jsou béhem embryonalniho vyvoje
exprimovany v uréitych tkanich a urcitém vyvojovém obdobi, napt. c-myc, c-Kit, c-src,
fgf-2 (Papaioannou, 1993; Baudino et al., 2002; Dvorak et al., 2006). Béhem cCasné
embryogeneze se exprimuje gen OCT4. Tento gen je také exprimovan v nadorové tkani
na rozdil od tkani zdravych, kde nebyl prokdzan. (Monk et Holding, 2001). Kromé
jednotlivych genti jsou pro tumorigenezi klicové také evoluéné konzervované vyvojové
signdlni dradhy, hlavné Wnt, FGF, Notch, BMP a Hedgehog. Ty jsou nezbytné pro
synchronizaci fady bunécnych aktivit a morfogeneze. (Wang et Steinbeisser, 2009).
Embryondlni a nddorové bunky jsou také charakteristické vysokym stupném proliferace

(Baudino et al., 2002).
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Podobnosti mezi embryem a nadorovou tkani Ize nalézt také v jejich
proteinovém profilu. Syntéza nékterych proteinti, které se vyskytuji pouze béhem
prenatalniho vyvoje, byla prokazana i u pacienti s nékterymi typy nadorti. Oznacuji se
jako onkofetalni proteiny a vyuzivaji se jako biomarkery pro diagnostiku, 1écbu
aprognézu tady nadorovych onemocnéni. Mezi onkofetdlni biomarkery patii
karcinoembryonalni antigen (CEA), a-fetoprotein, survivin a fada dal§ich (Chen et al.,
1997; Duffy, 2001; Megliorino et al., 2005; Ma et al., 2010).

Podobnosti mezi embryogenezi a tumorigenezi lze nalézt také na epigenetické
urovni. Pro ¢asnou embryogenezi a tumorigenezi je typickd demetylace genomu (Mayer
et al., 2000; Sharma et al., 2010). V obou piipadech byla prokdzana vysoka hladina
DNA metyl transferaz. Privodnim jevem je i zvySena exprese a transpozice
retrotranspozontl, pravdépodobné jako duseledek demetylace (Monk and Holding,
2001).

Vyraznou podobnost lze pozorovat mezi chovanim invazivnich bunék
trofoblastu pfi implantaci embrya a vyvoji placenty a invazivnimi nadorovnimi
buitkami. Nadorové bunky vyuzivaji stejnych mechanizmt, ve kterych hraji roli
integriny a dal$i adhezivni molekuly, mezibuné¢nd hmota a matrixové metaloproteindzy
pii tvorbé metastaz. Pro vyvijejici se embryo i pieziti nadoru je kriticka angiogeneze.
Endotelie vyuzivaji podobné bunééné mechanizmy k rozlozeni okolni matrix, migraci
a formovani novych cév (Murray and Lessey, 1999).

Embryo jako ,,cizorody $tép* v t€le matky a builkky nadorové tkané vyuzivaji
obdobné obranné prostiedky jako napt. rezistence vi¢i imunitnimu systému. Jde
O ztratu  antigenicity, nedostatenou  expresi HLA-lI  molekul, produkci
imunosupresivnich cytokini, snizeni exprese kostimula¢nich molekul v antigen
prezentujicich buiikdch a indukci apoptdzy u infiltrujicich lymfocytt (Ridolfi et al.,
2009).

Ackoliv se embryonalni vyvoj a tumorigeneze v mnoha aspektech podobaji,
nékteré charakteristiky téchto procesit jsou odlisSné. Dcefiné buiky odvozené
z embryondlnich kmenovych bun€k nakonec vytvati zralé, pln€ diferencované bunky
a davaji vznik novému organizmu. Dcetiné bunky odvozené od nadorovych kmenovych
bunék vytvaii neustale se délici progenitorové buiky, které nedozravaji. Tumorigeneze
je také cCasto provazena instabilitou genomu, kterd pfispiva k aktivaci onkogenti

a inaktivaci tumorsupresorovych genti (Ma et al., 2010).
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2.2 MNOHOCETNA LEKOVA REZISTENCE A METABOLIZMUS
XENOBIOTIK

Nédorové, ale i jiné typy bun€k (napf. bakteridlni), vykazuji schopnost odolavat
cytotoxickym vliviim urcitych 1éCiv. Rezistence se mlze objevit jiz pii prvnim podéani
1éCiva. V tomto pripad¢ se jedna o rezistenci primarni (pfirozenou). Pokud se rezistence
vyvine az v prubéhu 1écby, jde o rezistenci sekundarni (ziskanou). V ptipade
mnohocetné 1ékové rezistence (MDR) jsou buiiky rezistentni na Sirokou Skalu 1ékt
odlisnych strukturné i mechanizmem uc¢inku. MDR pfedstavuje zdvaznou komplikaci
pii 1écbeé nadorovych onemocnéni (Noskova et al., 2000; Baguley, 2010).

Existuje Siroké spektrum mechanizmtt MDR, které se pravdépodobné vyvinuly
vV normalnich bunkach jako obranné mechanizmy proti karcinogeniim z prostfedi. Rtizné
mechanizmy MDR shrnuje Tab. 1. (Baguley, 2010; Mellor and Callaghan, 2008; Gillet
and Gottesman, 2010)
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MECHANIZMUS MDR

POPIS

transport 1é¢iv do bunky

snizena exprese transportéra piijimajicich léky
(redukované folatové pirenaSeCe) a zmeény
V lipidovém metabolizmu méni biofyzikalni
vlastnosti lipidové dvojvrstvy a ovliviuji
transport 1é¢iva do buiky

aktivace detoxika¢nich enzymu

inaktivace 1éCiv enzymy I a II. faze
metabolizmu xenobiotik

zachyceni léciva

lé¢iva mohou byt zachycena Vv bunéénych
organelach, jako jsou lysozomy a endozomy,
a nasledn¢ vylouceny z bunky

nastdva nejcastéji pfes mitochondridlni dréhu;

vwhnuti se apontéze naruseni rovnovahy mezi pro-
y pop a antiapoptotickymi  faktory vede k pfeziti
nadorovych bunék
builkky s poskozenou DNA se vyhybaji

zesileni oprav DNA

senescenci, apoptdze a nekroze

zvySena exprese membranovych
prenaseci

zvyseny eflux 1é¢iv pomoci ABC transportérti

zmény cilovych molekul

metylace DNA, mutace topoizomerazy I a 11

mikroprostiedi

pH, hypoxie, pfitomnost klidovych bunék
(,,quiescent cells®)

zmény signalnich drah

blok apoptézy a exprese genl UCastnicich se
oprav DNA a efluxnich pump

Tab. 1: Souhrn mechanizmi MDR.

2.2.1 DETOXIKACNI PROCES

Detoxikacéni

mechanizmy se v organizmu Ucastni

metabolizmu fady

endogennich a exogennich molekul. Detoxikace probihd ve tfech fazich: 1. a II. faze

metabolizmu xenobiotik (biotransformace) a vylouceni metaboliti z buiikky (shrnuje

Obr. 1). Vétsina xenobiotik jsou latky nepolarni. Jejich metabolizmus vede ke zvyseni

polarity téchto latek, a tim usnadnéni jejich exkrece moci ¢i stolici z organizmu.
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|, faze Il. faze . faze

UGT
SULT
GST ABC
. . CcYP NAT transportéry
endogenni substraty nukleofily lug
R —lp- L — kOnjugaty >
xenobiotika elektrofily moé

funkcionalizace konjugace exkrece

Obr. 1. Detoxika¢ni proces. Za 1. fazi biotransformace jsou zodpovédné hlavné
cytochrom P450 (CYP). II. fazi biotransformace katalyzuji rizné konjugacni enzymy
jako  glutathion-S-transferaza  (GST),  UDP-glukuronysyltransferaza  (UGT),
sulfotransferaza (SULT) a arylamin N-acetyltransferaza (NAT). Ve III. fazi je molekula

vylouéena z buiiky pomoci ABC transportéra (upraveno podle Barbier et al., 2004).

Reakce 1. faze metabolizmu xenobiotik (biotransformace) jsou katalyzovany
hlavné cytochromy P450 (CYP) a epoxid hydrolazami. V tomto kroku probihaji reakce
oxidoredukéni a hydrolytické. Ve vétsing pfipadi vedou reakce 1. faze biotransformace
k detoxikaci. V jinych ptipadech mohou tyto reakce vést k metabolické aktivaci 1é¢iv
najejich aktivni formu. Transformaci na elektrofilni latky mohou ale také vznikat
aktivni Skodlivé molekuly (napf. potencialni karcinogeny). Reverzibilni a ireverzibilni
inhibice CYPs zptlisobuje nezadouci interakce mezi 1éCivy ¢i mezi 1éCivy a potravou
(Barbier et al, 2004; Brown et al., 2008).

Reakce II. faze detoxikace je konjugace reaktivnich produkti vzniklych béhem
I. f4ze s riznymi nabitymi molekulami, jako je glutathion, glukuronova kyselina, sulfat
¢1 glycin. V této fazi biotransformace vznikaji hydrofilni konjugaty. Tyto reakce
katalyzuji enzymy jako glutathion-S-transferazy (GST), sulfotransferazy (SULT), UDP-
glukuronysyltransferazy (UGT) a arylamin N-acetyltransferazy (NAT).
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Béhem III. faze dochézi k vylouceni konjugované molekuly ven z buiikky pomoci
ruznych prenasecl. Nejvyznamngjsi skupinou prenaseci jsou ABC transportéry (ATP
binding cassette transporters) (Barbier et al, 2004; Brown et al., 2008).

Biotransformac¢ni procesy neprobihaji u vSech jedinct stejné. Metabolizmus
xenobiotik ovliviiuje fada faktort, jako je ve€k, pohlavi a v neposledni tad¢é také

polymorfizmus v enyzmech zodpovédnych za biotransformaci (Dostalek, 2006).

2.2.2 ORGANY ZAHRNUTE V METABOLIZMU XENOBIOTIK

Xenobiotika v organizmu podstupuji ¢tyfi zakladni procesy: absorpci, distribuci,
metabolizmus a eliminaci. Téchto procesi v téle se UiCastni fada organil.

Mezi hlavni organy zahrnuté v absorpci, distribuci, metabolizmu a eliminaci
xenobiotik nalezi tenké stievo, jatra a ledviny. Tenké stfevo slouzi primarné pro
absorpci zivin a vody, ale dochézi zde také ke vstiebavani xenobiotik. V epitelu tenkého
stteva byla prokdzdna exprese fady enzymii faze I a II biotransformace, spolu
s asociovanymi proteiny (Kaminsky et Zhang, 2003). Metabolicka kapacita tenkého
stteva je ale niz§i nez metabolicka kapacita jater, kterd predstavuji centralni
organ metabolizmu xenobiotik. Hladké endoplazmatické retikulum hepatocytti obsahuje
Sirokou Skélu biotransformacni enzymu. Vzniklé metabolity poté pfechdzeji do Zluce ¢i
krve. Vyznamnym eliminacnim organem jsou ledviny, protoze vétSina 1é¢iv se vylucuje
z organizmu moci (Dostalek, 2006).

Kromé téchto organli se na metabolizmu xenobiotik podili také dal§i organy,

jako plice, kiize a placenta.

2.2.3 EMBRYONALNI VYVOJ STREV, JATER A LEDVIN
2.2.3.1 Stievo

Ontogeneze stfeva probiha ve tfech po sobé¢ jdoucich stadiich: nejprve dochdzi
k bunécné proliferaci a morfogenezi, poté nasleduje bunécna diferenciace, pii které
vznikaji jednotlivé bunécné typy charakteristické pro stfevni epitel. Posledni fazi je
funk¢éni dozravani.

Ve 3. tydnu intrauterinniho vyvoje (IUV) dochazi v dasledku ristu a vyvoje

mozkovych vacki a somitli k ohybani ptivodné plochého zarode¢ného terciku. Tim
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dochazi k postupnému vtahovani stale vétsi Casti dutiny Zloutkového vacku do téla
zarodku. Vznika tak zéklad pro budouci travici trakt, primitivni stievo. Kratce po svém
vzniku je primitivni stfevo tvoifeno jednou vrstvou cylindrického entodermu
obklopeného mezodermem splanchnopleury, ze kterého se diferencuje vazivo,
svalovina a peritoneum. V hlavové ¢asti embrya se vytvaii predni stievo, v kaudalni
&asti zadni stievo. Cast mezi nimi se oznaduje jako stiedni stievo a piechodné ziistava
ve spojeni se zloutkovym vackem prostiednictvim ductus omphaloentericus (Sadler,
2011).

Z distélni casti predniho stfeva se vyviji proximalni ¢ast duodena a velké zlazy
traviciho traktu — jatra a pankreas. Ze stfedniho stfeva vznikd zbyld ¢ast duodena,
jejunum, ileum, slepé stfevo, processus vermiformis, colon ascendens a cast colon
transversum. Ze zadniho stfeva se vyviji zbyld c¢ast colon transversum, colon
sigmoideum, rektum a horni ¢ast analniho kanalu (Sadler, 2011).

Identita organu, ktery se z primitivniho stieva vyvine, je dana jiz v dob¢, kdy se
embryo ohyba v transverzalni roviné a uzavira se piedni strana trupu. Specifikace je
dana koncentracnim gradientem kyseliny retinové, jejiz koncentrace se zvySuje
kaudalnim smérem. Tento gradient fidi expresi specifickych transkripénich faktort
v entodermu (Gilbert, 2010). Hranice jednotlivych organd stabilizuje epitelovo-
mezenchymalni interakce, ktera je nezbytna pro regulaci morfogeneze, proliferace
a diferenciace (Ménard et al., 2006). Jakmile jsou stanovené hranice jednotlivych
organll, muze zacit jejich diferenciace.

Stfevni epitel se vyviji z jednovrstevného cylindrického entodermu. Zacatkem
2. mésice IUV epitel rychle proliferuje a vytvaii se epitel vrstevnaty. Béhem
6.a 7. tydne IUV dochazi k do€asnému uzavieni lumina tenkého stieva.

Histogeneze sliznice stfeva probihd v kraniokaudalnim sméru. V 8. tydnu IUV
se zainaji v duodenu a proximalnim jejunu formovat klky. Spolu s vyvojem klkii
dochéazi k reorganizaci vrstevnatého epitelu na jednovrstevny cylindricky a iniciaci
diferenciace bunck na jednotlivé bunéfné typy charakteristické pro stfevni epitel.
Lieberkiihnovy krypty se formuji pozd¢ji. Jejich vyvoj zacind mezi 10. a 12. tydnem
IUV. Klky se béhem prenatalniho vyvoje vytvareji i v tlustém stieveé. V 14. — 16. tydnu
IUV je klky pokryta cela sliznice tlustého stteva. Po 30. tydnu IUV klky z tlustého
stiteva mizi. Mezi 18. a 20. tydnem IUV se v epitelu stieva objevuje apoptoza (Ménard

et al., 2006; Carlson, 2013).
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V kryptach se nachdzi kmenové buiiky, které davaji vznik novym buitkdm. Nové
vzniklé builkky migruji smérem nahoru a diferencuji v enterocyty a buiiky sekrecni
(poharkové a enteroendokrinni). Na vrcholu klku podléhaji apoptoze a uvoliuji se
z epitelu. Epitel stieva se obnovuje po cely zivot (Sancho et al., 2004).

Organogeneze stieva je kompletni kolem 13. tydne IUV (Montgomery et al.,
1999) a nasledn¢ zacina jeho funkéni maturace, i kdyz traveni a resorpce zivin zacina
az po narozeni. Pfiblizn¢ kolem 14. tydne vyvoje zacinaji byt aktivni enzymy
kartaCového lemu. Nizsi aktivita enzymu kartdCového lemu je pfitomna i v tlustém
stitevé. Ta ale mizi spolu se zanikem klk (Ménard et al., 2006). Béhem 4. mésice [UV
se objevuje také peristaltika a plod zacind polykat amniovou tekutinu (Montgomery

etal., 1999).

2.2.3.2 Jatra

Jatra jsou derivatem pifedniho stfeva. Zéklad jater, hepatické divertikulum, se
objevuje na kaudalni ¢asti pfedniho stieva v poloviné 3. tydne IUV. Buniky endodermu
proliferuji a vrastaji do septum transversum, které oddé€luje dutinu perikardu a stopku
zloutkového vacku. Spojeni zakladu jater s duodenem se postupné zuzuje a vznika
ductus choledochus. Na ventralni strané ductus choledochus se vytvaii mala vychlipka,
ze které vznika zluénik a ductus cysticus (Sadler, 2011).

Béhem proliferace se epitelové buiky formuji do tramct. Ty se dostavaji
do kontaktu svenae omphalomesentericae a venae umbilicales, které tvoii jaterni
sinusoidy. Epitelové buiky se diferencuji na hepatocyty a vystélku intrahepatalnich
Zlucovodu.

Hlavni funkci embryonélnich jater je hematopoéza, kterd zacind v 6. tydnu IUV.
Krvetvorné bunky a Kupferovy bunky vznikaji z mezodermu septum transversum.
Hematopoetické buniky se vyviji ve skupinkdch mezi trdmci jaterniho parenchymu
asténou cév. Hematopoéza v pribéhu poslednich dvou mésicii prenatalniho vyvoje
ustava a pii narozeni jsou v jatrech pfitomny jen malé krvetvorné ostrivky.

Piiblizné ve 12. tydnu IUV zacinaji hepatocyty tvofit zlu¢. Vyvodné Zlucové
cesty jsou v tomto obdobi jiz vyvinuté a zlu¢ mize odtékat do duodena. Obsah duodena
tak ziskava zelenou barvu. Béhem prenatalniho vyvoje hepatocyty postupné ziskéavaji
kapacitu pro biochemické funkce charakteristické pro diferencovanou jaterni tkan

(Carlson, 2013).
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2.2.3.3 Ledviny

Béhem prenatidlniho vyvoje se u ¢lovéka postupné tvoii v kraniokaudalnim
sméru tfi z¢asti se piekryvajici systémy exkrecnich organti: pronefros, mezonefros
a metanefros.

Zaklady pronephros (pfedledvina) vznikaji na zacatku 4. tydne IUV jako shluky
buné¢k v cervikalni oblasti, které¢ formuji kanalky pronephros v kraniokaudalnim potadi.
U clovéka se jedna o rudimentarni vyluCovaci jednotky, které na konci 4. tydne IUV
zanikaji.

Béhem zaniku pronephros se v prub¢hu 4. tydne IUV vyvijeji v hrudni a horni
bederni oblasti primitivni vylu¢ovaci kandlky mezonephros (prvoledvina)
z mezonefrogenniho blastému (ktery vznikd splynutim nefrotomt), které vyustuji
do ductus mezonephricus (ductus Wolffi) ptvodné vytvofeného pro pronephros.
Mezonephros jsou funkcni jen v kratkém tuseku casného fetdlniho obdobi, vétSina
kanalkd zanika (Sadler, 2011).

Metanephros (definitivni ledvina) se zacina vyvijet v 5. tydnu IUV. Vylucovaci
jednotky metanephros se vyvijeji z metanefrogenniho blastému, tvofici bunéény pas
mezodermu v rozsahu 3. — 5. lumbalniho prvosegmentu. Vyvoj vylucovacich jednotek
ledvin znazornuje Obr. 2. Sbéraci kanalky defintivni ledviny se vyvijeji z ureterového
pupene, ktery je, kromé& sbéraciho systému, zékladem pro mocovod, renalni panvicku,
rendlni kalichy. Ureterovy pupen vznikd 28. den IUV  jako vychlipka ductus
mesonephricus, vrustd do tkané metanephros a postupné se vétvi. Metanefrogenni
blastém vytvari v ledviné nefrogenni zonu. Je to vné&jsi ¢ast klry ledviny, kde vznikaji
nové nefrony. Buiikky metanefrogenniho blastému se na koncich vétveni ureterového
pupenu kondenzuji a vytvari CepiCky mezodermu. Z nich se postupné vyviji vétSina
epitelu nefront. Tyto buniky musi nejdiive projit mezenchymalné-epitelidlni tranzici.
Spolu s aktivaci epitelialnich genti dochazi k morfologickym zméndm. Cepicky
metanefrogenniho blastému tvoii nejdiive malé vacky, které postupné meéni tvar
na mésicity (,,comma-shaped bodies). Z nich se postupné vytvaii kanalky ve tvaru S
(,,S-shaped bodies®). Z proximalni ¢asti kanalku se vytvaii Bowmanovo pouzdro, ze
sttedni Casti kanalku vznikaji proximalni tubuly a z distalni ¢asti se vytvari distalni
tubuly, které se napojuji na sbéraci kanalky. Proti Bowmanovu pouzdru roste klubicko
kapilar, které je nakonec do pouzdra zavzato a vytvaii glomerulus. Poté vylucovaci
kanalek roste do délky a diferencuje se na proximalni stoceny kanalek, Henleovu klicku

a distalni stoceny kanalek (Faa et al., 2012).
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Nefrony se formuji béhem prenatalniho vyvoje az do 36. tydne IUV.
Diferencujici nefrony se posunuji do hlubSich vrstev kiry (Faa et al., 2012). Pocet
nefronti kolisa od 300 000 do 1800 000 v kazdé ledvin¢ v zavislosti na genetickych
predpokladech a také faktorech okolniho prostiedi, které nastanou béhem téhotenstvi
(Georgas et al., 2009).

Ledviny zacinaji pracovat mezi 9. a 12. tydnem IUV. V prenatdlnim obdobi
neslouzi jako hlavni vylu€ovaci organ zplodin metabolizmu, protoze tuto funkci plni
placenta. Fetalni mo¢ je hypotonicka, jelikoz resorpéni mechanizmy koncentrovani
moci v renalnich tubulech nejsou jesté funkéné zcela diferencované. Vznikla moc€ je
odvadéna do amniové dutiny, kde se misi s amniovou tekutinou (Sadler, 2011; Carlson,
2013).
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Obr. 2: Vyvoj vylucovacich jednotek ledvin (pievzato z Sadler, 2011).
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2.3 ENZYMY 1. FAZE BIOTRANSFORMACE

Za reakce 1. faze metabolizmu xenobiotik jsou zodpovédné hlavné cytochromy

P450 a epoxid hydrolazy.

2.3.1 CYTOCHROMY P450

Cytochromy P450 (CYPs) jsou enzymy piitomné u zivoc¢ichd, rostlin i bakterii.
Mnoho genti pro CYPs jsou vysoce konzervované napii¢ riiznymi druhy (Stoilov,
2001). Cytochromy P450 ziskaly sviij nazev na zaklad¢ silné absorpce redukované diky
formy enzymu v komplexu s CO pii 450 nm (Dostalek, 2006). V lidském organizmu
zahrnuje nadrodina cytochromti P450 57 enzymi, které se déli do 18 rodin a 44
podrodin na zékladé podobnosti v primarni struktutfe. V lidském genomu se nachazi
také 58 pseudogent (Nelson, 2009).

CYPs jsou globularni hemoproteiny. Spole¢nou vlastnosti vSech cytochromi
P450 je ptitomnost hemu, jehoz patym ligandem je thiolatovy (merkaptidovy) aniont
pochézejici z cysteinu. Sestym ligandem hemu se v priibdhu reakce stiva molekula
kysliku (Dostalek, 2006). CYPs jsou v eukaryotnich bunkach
lokalizovany vV mitochondriich a endoplazmatickém retikulu. Mitochondrialni CYPs se
ucastni  pfevazné¢  metabolizmu  endogennich  substrat, zatimco  CYPs
endoplazmatického retikula (mikrozomalni) metabolizuji endogenni i exogenni
substraty. Tyto enzymy funguji primarn¢ jako monooxygenazy. CYPs vnasi jeden atom
z molekuly kysliku do substratu a druhy do vody. Tyty reakce obvykle vedou ke zméné
hydrofobnich molekul na polarni latky, coz zvySuje jejich rozpustnost ve vodé. Reakce
vyzaduje zdroj elektron. Jako zdroj elektronli se v endoplazmatickém retikulu
uplatiiuje NADPH cytochrom P450 reduktaza, v mitochondriich ferredoxin (Brown
etal, 2008; Gillet and Gottesman, 2010). Reakéni cyklus cytochromi P450 ukazuje
Obr. 3.

Pfitomnost aktivnich CYPs v nadorovych tkanich mize mit negativni dopad
na ucinnost chemoterapie, protoze deaktivuji protinddorova léciva. Cytochromy P450
skupinou enzymu je podrodina CYP3A, hlavné enzym CYP3A4 (Brown et al. 2008).
Rozdilna exprese CYPs v nadorové a okolni zdravé tkdni mtize byt potencialné vyuzita
pro specifickou nadorovou terapii. Téchto poznatki lze vyuZit pfi vyvoji proléciv

(,,prodrugs®), které jsou netoxické pro normdlni zdravé buiky. V nadorové tkani se
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aktivuji na cytotoxické formy specifickymi CYPs exprimovanymi nadorovymi
bunikami. Preferencni exprese nékterych CYPs v nadorech by mohla také slouzit jako cil

pro nadorovou imuoterapii (McFadyen et al., 2004)
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Obr. 3: Schéma reakce katalyzované cytochromem P450. Substrat (RH) se vaze na
oxidovanou formu cytochromu. Vazba substratu vede ke konformacni zméné, ktera
usnadni transport elektronu z NADPH pomoci NADPH cytochrom P450-reduktazy
aredukci Fe3* na Fe**. Na volné koordina¢ni misto hemového Zeleza se vaze kyslik.
Naésleduje ptijem dal$iho elektronu od NADPH cytochrom P450-reduktazy. Komplex
reaguje se dvéma protony za vzniku vody. Kyslik vazany na Zelezo se navaze na
substrat, ¢imz vznika produkt reakce. Nasleduje uvolnéni produktu a enzym se vraci do

ptuvodniho stavu (pievzato z Dostélek, 2006).
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2.3.2 ROLE CYTOCHROMU P450 V PRENATALNIM VYVOJI

Ackoliv jsou cytochromy P450 jsou znamé prevazné jako metabolizatory 1€Civ,
jejich vyznam je rovnéz spojovan stadou vyznamnych endogennich funkci. Tyto
enzymy se u riznych organizmii vyskytovaly miliony let pfed primyslové vyrabénymi
1é¢ivy a znec€iSténim prostredi (Stoilov, 2001).

Nékteré cytochromy P450 mohou také hrat roli v prenatdlnim vyvoji tim, ze se
ucastni regulace zakladnich vyvojovych procesi, jako je vytvareni vzora (,,pattern
formation‘), morfogeneze, bunécné diferenciace a rustu. Dulezitost CYPs v prenatalnim
vyvoji podporuje také fakt, ze homozygotni delece NADPH-cytochrom P450 reduktazy,
primarniho zdroje elektront pro CYPs, je béhem organogeneze letdlni (Shen et al.,
2002). Cytochromy P450 metabolizuji fadu molekul, které mohou mit podle teorie
pozi¢ni informace funkci morfogenu (Stoilov, 2001).

Teorii pozi¢ni informace piedstavil v roce 1969 Lewis Wolpert jako univerzalni
mechanizmus pro ptevedeni genetické informace do prostorového uspotadani bunécné
diferenciace (viz. Obr. 4A). Podle této teorie se v embryu ustavuje gradient morfogenu
synchronizovanou c¢innosti bun€k, které morfogen produkuji (zdroj) a bunék, které
morfogen degraduji (sink). Buniky v urcité oblasti reaguji na rozdilné koncentrace
morfogenti spusténim specifickych vyvojovych programti (Wolpert, 1969). Morfogeny
jsou malé, spiSe hydrofobni signdlni molekuly, které jsou schopné se z mista vzniku §ifit
difuzi.

Znamym morfogenem je kyselina retinova. Na udrzovani gradientu kyseliny
retinové podél anterior-posteriorni osy embrya se podili CYP26. Na metabolizmu
kyseliny retinové se ucastni také CYPIBI, ktery je nezbytny pro spravny vyvoj
lidského oka. V takovém ptipad¢ je nezbytna piisnad Casoprostorova kontrola exprese
téchto CYPs. Pokud by doslo béhem vyvoje k naruseni tohoto rozloZeni, mohlo by to

mit pro vyvijejici se organizmus fatalni nasledky (viz. Obr. 4B) (Stoilov, 2001).
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Obr. 4: Vliv gradientu morfogenii na diferenciaci bunék. A) Cinnosti bungk, které
produkuji morfogen a buné¢k, které produkuji morfogen degradujici enzymy (véetné
CYP) vznikéd gradient morfogenu. Na ten reaguji cilové bunky diferenciaci v rizné
bunécné typy. B) Xenobiotika mohou narusit expresi enzymu, které udrzuji gradient

morfogenu, coz muze mit za nasledek naruSeni vyvoje (upraveno podle Stoilov, 2001).
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233 CYTOCHROM P450 EPOXYGENAZY A SOLUBILNIi EPOXID
HYDROLAZA

Enzymy, které nalezi k podrodinam CYP2C a CYP2J se oznacuji jako CYP
epoxygenazy. U cCloveéka tvofi podrodinu CYP2C c¢tyfi vysoce homologni enzymy:
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18 a CYP2C19. Geny pro tyto enzymy jsou lokalizované
v asi 500-kb velkém klastru na velkém raménku chromozomu 10 v lokusu 10q24.
Podrodina CYP2C piedstavuje asi 18 % celkového mnozstvi CYPs v lidskych jatrech
(Koukouritaki et al., 2004). Enzymy podrodiny CYP2C jsou vysoce polymorfni.
CYP2J2 predstavuje jediného ¢lena CYP2J u ¢lovéka. Gen pro CYP2J2 je lokalizovan
na kratkém raménku chromozomu 1 v lokusu 1p32.1. CYP2J2 tvoii 1 — 2 % celkového
obsahu CYPs v jatrech. Jeho exprese je ale vysoka v extrahepatalnich tkénich (Lee et
al., 2010; Nelson, 2009; Narjoz et al., 2014).

Podrodina CYP2C hraje nezanedbatelnou ulohu v metabolizmu [é¢iv. Tyto
enzymy metabolizuji ptiblizné¢ 20 % klinicky uzivanych 1é¢iv (Koukouritaki et al.,
2004). Z protinadorovych 1é¢iv patii mezi substraty CYP2C paklitaxel, bexaroten,
cyklofosfamid, ifosfamid, imatinib mesylat, idarubicin, tamoxifen a tretionin (Scripture
et al., 2005). CYP2J2 se také podili na metabolizmu xenobiotik. Mezi jeho substraty
patii inhibitory tyrozin kinaz, jako je dasatinib, imatinib, nilotinib apod. (Lee et al.,
2010; Narjoz et al., 2014).

Solubilni epoxid hydrolaza (sEH) se také ucastni I. faze metabolizmu
xenobiotik. Lidskd sEH je kodovana genem EPHX2, ktery je lokalizovan
na chromozomu 8 v lokusu 8p21-p12. Jde o bifunkéni enzym. Jeho N-koncova doména
ma fosfatdzovou aktivitu, zatimco C-koncova doména ma epoxid hydroldzovou aktivitu,
ktera katalyzuje hydrolyzu fady endogennich a exogennich epoxidi na ptislusné dioly
pfidanim vody. Produkty reakce mohou byt poté konjugovany v II. fazi
biotransformace. Stejné¢ jako CYP epoxygenazy, i sEH je polymorfni (Spector et al.,
2004; Harris et Hammock, 2013).

2.3.3.1 Endogenni funkce CYP epoxygenaz a sEH

Nemeéné¢ dulezitd je endogenni funkce CYP epoxygendz. Tyto enzymy preménuji
arachidonovou kyselinu na Ctyfi regioizomery epoxyeikosatrienovych kyselin (EETs),
konkrétn¢ 5,6-EET, 8,9-EET, 11,12-EET a 14,15-EET. Kazda CYP epoxygendza
produkuje vSechny regioizomery, ale jeden nebo dva obvykle ptevladaji. EETs jsou

vysoce aktivni molekuly, které se ucastni fady biologickych procesti. EETs maji
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protizanétlivé Ucinky, reguluji tonus v cévach srdce a ledvin a i€astni se angiogeneze.
Ovliviuji také proliferaci, apoptdzu a regeneraci tkani. sEH metabolizuje EETs tvotené
CYP epoxygenazami na dihydroxyeikosatrienové kyseliny (DHETS), které jsou méné
aktivni nez EETs. Metabolizmu arachidonové kyseliny na EETs a DHETSs znazoriiuje

Obr. 5. (Spector et al., 2004; Shen et al., 2008; Panigrahy et al., 2010; Panigrahy et al.,
2013).

extraceluldrni prostor

membranové
fosfolipidy
intracelularni prostor fosfolipaza A2
— — COOH
CH,§
arachidonova kyselina
CYP2C CYP2)
[o}
o COOH — COCH
8,9-EET O 14,15-EET
N — — COOH
— COOH
m/;m m% AKTIVNI METABOLITY
— o 11,12-EET
5,6-EET
SsEH
OH OH
— COOH — COOH
CH, o CHy
OH OH
_ coon 8,9-DHET HOHO 14,15-DHET
CHy —_—_ = COOH
- CH “NE i
5 6-DHET W s MENE AKTIVNI METABOLITY

OH OH 11,12-DHET

Obr. 5. Konverze Kkyseliny arachidonové na EETs a DHETSs. Fosfolipaza A2
uvoliiuje arachidonovou kyselinu zvazby na membranové fosfolipidy. CYP

epoxygenazy metabolizuji arachidonovou kyselinu na EETs a ty dale sEH na DHETS.
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Cast EETs je také inkorporovana do membranovych fosfolipidi, nebo vstupuje
do dal$ich metabolickych drah, jako je castecnd P-oxidace, prodluzovani fetézce,
oxidace cyklooxygenazami, lipoxygenazami a CYP w-0Xida¢nimi enzymy a konjugace
s glutationem. Krom¢ CYP epoxygendz se na tvorbé¢ EETs podili také¢ CYP4X1
a CYPUL. Jejich vliv je ale minoritni (Spector et al., 2004; Panigrahy et al., 2010).

2.3.4 EXPRESE CYP EPOXYGENAZ A sEH V NORMALNi A NADOROVE
TKANI

Mnozstvi cytochromit P450 v jednotlivych tkanich neni absolutni, jejich obsah
zavisi na genetickém polymorfizmu, vlivu latek z vnéjSiho prostiedi, vyzive, uzivanych
lécich, v€ku, pohlavi, apod. (Dostalek,, 2006).

Exprese CYP epoxygenaz a sEH byla detekovana v fad¢ lidskych normalnich
i nadorovych tkanich. Enayetallah et al., (2004) detekovali CYP epoxygenazy CYP2CS,
2C9 a 2J2 a sEH v riznych tkénich pomoci imunohistochemie. Bieche et al., (2007)
studovali expresi riznych CYPs na trovni mRNA v fadé tkani. Lapple et al., (2003)
studovali expresi CYP2C na urovni mRNA a proteinti v tenkém stfevé a jatrech.
Expresi CYP epoxygenaz a sEH na Grovni mRNA a proteintl shrnuje Tab. 2. Zatimco
enzymy podrodiny CYP2C jsou exprimovany pievazné v jatrech, CYP2J2 je detekovan
hlavné v ostatnich tkanich (Bieche et al., 2007). Expresi riznych CYP mRNA v plicni
tkani studovali Leclerc et al. (2010) Prokazali expresi CYP2C8, 2C9, 2C18 a 2C19
Vv bronchidlni sliznici a parenchymovych burnkach.

CYP2C se exprimuje také v nadorové tkani. CYP2C9 byl detekovan
v cholangiokarcinomu, adenokarcinomu Zaludku a plic, karcinomu prsu,
dlazdicobunééném karcinomu ustni dutiny, jazyka, hltanu a hrtanu a bazocelularnim
karcinomu ktze. V téchto tkanich nebyla ale prokdzana exprese CYP2CS.
V adenokarcinomu prostaty a karcinomu endometria byla prokazana exprese CYP2C9
I 2C8 (Enayetallah et al., 2006). CYP2C8 se exprimuje také ve vét§iné nadortu vajeénikt
bez ohledu na jejich histologicky typ a stupeni diferenciace (DeLoia et al., 2008).
Snizend exprese CYP2C mMRNA vV porovnani se zdravou tkani byla detekovana

v dlazdicobunééném karcinomu plic (Leclerc et al., 2010).
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TKAN PROTEIN

Travici systém

MRNA

slinné Zlazy CYP2C8, 2C9, sEH CYP2C8, 2C18, 2C19, 2J2
zaludek CYP2C9, sEH

jatra CYP2C9, 2C19, 2J2, sEH CYP2CS, 2C9, 2C18, 2C19, 2J2
slinivka bfi8ni CYP2C9, 232, sEH

tenké stfevo CYP2CS, 2C9, 2C19, 2J2,sEH  CYP2C8, 2C9, 2C18, 2C19, 2J2
tlusté stfevo CYP2CS8, 2C9, 232, sEH CYP2C8, 2C9, 2C18, 2C19, 2J2

Vylucovaci systém

mocovy meéchyt

CYP2C8, 2C18, 2J2

ledviny CYP2CS8, 2C9, 2J2, sEH

CYP2CS, 2C9, 2C18, 2C19, 2J2

Endokrinni systém

nadledviny CYP2C8, 2C9, sEH CYP2C8, 2C9, 2C18, 2C19, 2J2

hypofyza CYP2C9, 2J2, sEH CYP2C8, 2C9, 2C18, 2J2
Kardiovaskularni systém

myokard CYP2C9, 2J2, sEH CYP2C8, 2J2
Lymfaticky systém

mandle CYP2CS8, 2C9, sEH

slezina CYP2C9, sEH CYP2CS8, 2C9, 2C18, 2C19, 2J2

L-‘Vzﬁr%ﬁ‘:ké CYP2C9, sEH

thymus CYP2C8, 2C9, 2C18, 2C19, 2J2
Dychaci systém

trachea CYP2C8, 2C9, 2C18, 2C109, 2J2

plice CYP2C9, 232, sEH CYP2C8, 2C9, 2C18, 2C19, 2J2
Kuze

epidermis CYP2C9, sEH

mlécéna zlaza

CYP2C8, 2C9, 2C18, 2C19, 2J2

Reprodukéni systém

endometrium CYP2C9, sEH

vajecniky

CYP2C8, 2C9, 2C18, 2C19, 2J2

déloha

CYP2C8, 2C9, 2C18, 2C19, 2J2

placenta

CYP2C8, 2C9, 2C18, 2C19, 2J2

prostata CYP2C9, sEH

CYP2CS, 2C9, 2C18, 2C19, 2J2

varlata

CYP2CS, 2C9, 2C18, 2C109, 2J2

Muskuloskeletalni systém

kostni dfen

CYP2C8, 2C18, 2J2

kosterni sval

CYP2CS, 2C9, 2C18, 2C19, 2J2

Tab. 2: Exprese CYP epoxygenaz a sEH v riizych tkanich.



Jiang et al. (2005) pfi porovnani nadorové a okolni nenadorové tkané prokazali
zvySenou expresi CYP2J2 v nadorech jicnu, plic, prsu, zaludku, jater, tlustého stfeva
a ledvin. Zvysenou expresi CYP2J2 v karcinomu ledvin oproti okolni nenadorové tkani
prokazali také Narjoz et al. (2014). Exprese CYP2J2 v hepatocelularnim karcinomu
byla v porovnani s okolni nenadorovou tkani naopak snizena. Enayetallah et al. (2006)
také prokazali niz$i hladinu exprese CYP2J2 v karcinomu jater. Na rozdil od vySe
zminénych praci ale stanovili snizenou expresi CYP2J2 u karcinomu ledvin v porovnani
s okolni nenadorovou tkani. Navic nedetekovali protein CYP2J2 v adenokarcinomu
prostaty a pankreatu. V ptipadé dlazdicobunééného karcinomu plic a adenokarcinomu
plic byla exprese CYP2J2 detekovana jen v nékterych piipadech (Enayetallah et al.,
2006). Leclerc et al. (2010) prokazali zvySenou expresi CYP2J2 v plicnim
adenokarcinomu, ale v ptipadé dlazdicobunééného karcinomu plic byla detekovana
nizsi hladina CYP2J2 mRNA. Zvysena exprese CYP2J2 byla prokdzana také u nadort
vajecnikll (Freedman et al. 2007). Selektivni exprese CYP2J2 byla zjisténa také
u hematologickych malignich onemocnéni (Chen et al., 2011). Exprese CYP2J2 byla
také prokdzana v nddorovych bunéénych liniich, zatimco nenddorové bunécné linie byly
negativni (Jiang et al. 2005).

Exprese sEH byla detekovana v cholangiokarcinomu, adenokarcinomu zaludku,
plic a prostaty, karcinomu prsu, dlazdicobunééném karcinomu ustni dutiny, jazyka,
hltanu a hrtanu a bazocelularnim karcinomu ktze. Exprese sEH byla doprovazena
expresi alesponi jedné z CYP epoxygendz. U karcinomu endometria nebyla exprese sEH

prokazana (Enayetallah et al., 2006).

2.3.4.1 Utinek CYP epoxygeniz EETs na nadorovou tkaii

Zmény v tvorbé EET sehravaji dalezitou roli v rdmci vyvojé nadorové tkané.
CYP epoxygendzy a jejich metabolity se icastni angiogeneze, kterd je pro rist, preziti
a metastaticky potencidl nadori nezbytna. Proces, jakym se EETs ucastni angiogeneze
neni zcela objasnén. V endotelidlnich bunkach se EETs ucastni né€kolika signalnich
drah, v¢etné PI3K/Akt, ERK1/2 a Src/STAT-3. 11,12-EET aktivuje sfingosin kindzu
latim aktivuji Akt kindzu a transaktivaci receptoru pro epidermalni ristovy faktor
(EGFR) (Yan et al., 2008). 11,12-EET, stejn¢ jako zvySena exprese CYP2C9 vede ke
zvySeni exprese EphB4, coz je dilezity faktor ovlivilujici vyvoj cév bé&hem
embryogeneze (Webler et al., 2008a). 14,15-EET indukuje expresi VEGF a angiogenezi
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zprostiedkovanou pres Src-STAT-3 (Cheranov et al., 2008). VEGF také stimuluje
fosforylaci AMP-aktivované proteinkinazy, coz vede kindukci exprese CYP2C
(Webler et al, 2008b). Dalsim faktorem, ktery indukuje expresi CYP2CS8 a 2C9, je
hypoxie.

CYP2J2 zvysuje metastaticky ~ potencidl  upregulaci matrixové
metaloproteinazy 9 (MMP9) (Jiang et al., 2007). Navic EETs podporuji rist nadoru
zvySenim proliferacni aktivity pies PI3K a MAPK signalni dréhu a také transaktivaci
EGFR. Navic inhibuji apoptézu nddorovych bunck (Shen et al., 2008). ZvySena exprese
CYP2C8, 2C9 a 2J2 a zaroven snizena exprese SEH u karcinomu prsu zvysuje hladinu
regioizomeru 14,15-EET. Toto zvyseni je spojené s vyssi agresivitou nadoru (Wei et al.,
2014).

DalS§im zplsobem, jakym CYP epoxygenazy a jejich metabolity ovliviiuji
nadorovou tkan, je modulace imunitni odpovédi. Vysoky stupeil imunosuprese
v bunikach u lidské akutni monocytické leukemie miize souviset s vysokou expresi

CYP2J2 (Bystrom et al., 2011).

2.35 EXPRESE CYP EPOXYGENAZ A sEH BEHEM PRENATALNIHO
VYVOJE U CLOVEKA

Expresi CYP epoxygenaz béhem prenatalni vyvoje u ¢lovéka se zabyva nékolik
studii. V nejstarSi praci Treluyer et al. (1997) studovali enzymy podrodiny CYP2C
na arovni mRNA a proteinti ve fetalnich jatrech v obdobi mezi 16. a 40. tydnem IUV.
V této studii byly prokazany CYP2C8, 2C9 a 2C18 mRNA a to v mnozstvi, které
odpovida asi 10 % obsahu téchto mRNA detekovaném Vv dospélé tkani. Proteiny
aproteinova aktivita detekovandny nebyly, coz naznaCuje moznou posttranslacni
modifikaci.

V novéjsi studii byla prokazana exprese proteinu CYP2C9 a 2C19 ve fetalnich
jatrech v obdobi mezi 8. az 24. tydnem IUV. Mnozstvi detekovaného proteinu
odpovidalo 1 - 2 % detekovaného u dospélych jedinci. Exprese CYP2C9 narGsta
s vékem plodu, v pribéhu 3. trimestru dosahuje asi 30 % v porovnani s dospélymi.
Protein CYP2C19 byl rovnéz prokazan. Na rozdil od jater dospé€lych jedinc byla
exprese proteinu CYP2C19 ve fetdlnich jatrech vyS$i nez exprese CYP2C9
(Koukouritaki et al., 2004). Expresi CYP2C8, 2C9, 2C18 a 2C19 mRNA ve fetalnich
jatrech potvrdil také Bieche et al. (2007).
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V jatrech a dalSich organech lidskych zarodkl byla prokdzana také exprese
CYP2J2 mRNA (Biéche et al., 2007; Gaedigk et al., 2006). CYP2J2 mRNA je
detekovatelna jiz v 11. tydnu IUV. Nejvyssi exprese CYP2J2 béhem prenatalniho
vyvoje je v jatrech a srdci, a to ve srovnatelném mnozstvi. Niz§i mnozstvi transkriptl
CYP2J2 bylo také prokazano ve stfevech, plicich, ledvinach, nadledvinach, varlatech
a mozku. Na hladin¢ mRNA byla pozorovana pouze nizka interindividudlni variabilita,
zatimco na proteinové urovni je interindividualni variabilita vice patrnd (Gaedigk et al.,
2006). Velké mnozstvi CYP2J2 mRNA je pfitomné také v placenté (Bieche et al.,
2007).

Informaci o expresi sEH v pribéhu lidského prenatalniho vyvoje je k dispozici
jen malo. Pacifici et al. (1988) ve své praci prokdzal aktivitu sEH ve fetdlnich jatrech,
nadledvinach, ledvinach, plicich a stfevech. Aktivita sEH byla také prokézana

Vv placenté (Wixtrom et al., 1988).

2.3.5.1 Potencialni ic¢inek EETs v prenatalnim vyvoji

EETs se ucastni procesu, které jsou relevantni pro vyvoj organizmu, jako je
regulace a uvolnovani inracelularnich signalnich molekul, proteinkinazové aktivity,
bunécnd diferenciace a mitogeneze. Celkovée je ucinek EETs cytoprotektivni. EETs jsou
malé, vysoce aktivni molekuly, které by mohly byt morfogenem podle teorie pozi¢ni
informace (Stoilov, 2001).

EETs vznikaji z kyseliny arachidonové (AA). AA je polynenasycena w-6 mastna
kyselina. Organizmus savcd si neni schopny syntetizovat ®-3 a ®-6 mastné kyseliny
de novo. Proto vSechny tyto kyseliny v plodu musi byt pievzaté z organizmu matky
pfenosem pies placentu. AA je odvozena z kyseliny linolové, coz je esencidlni mastna
kyselina tvofici se v rostlinach a pfijimana potravou. Koncentrace AA v plazmé plodu
je vys$si nez v plazmé matky, coZ poukazuje na vyznamnou roli této mastné kyseliny
pro vyvijejici se organizmus. Transport mastnych kyselin pfes placentu je umoznén
na membranu vazanymi a cytosolickymi proteiny vazajicimi mastné kyseliny (FABPs).
Tyto pienasSeCe upfednostiiuji ®-6 mastné kyseliny nad neesencidlnimi mastnymi
kyselinami a AA pted jejim prekurzorem - linolovou kyselinou (Haggarty, 2002; Innis,
2005).
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2.3 RECEPTORY AKTIVOVANE PROLIFERATORY
PEROXIZOMU (PPARs)

2.3.1 ZAKLADNI CHARAKTERISTIKA, FUNKCE A STRUKTURA

Receptory aktivované proliferatory peroxizomi (PPARs) jsou transkripcni
faktory zavislé na ligandech. Mezi jejich ligandy patii fada endogennich a exogennich
latek, jako jsou napf. nasycené a nenasycené mastné Kkyseliny, eikosanoidy,
hypolipidemika, ftalaty, nesteroidni antiflogistika a dalsi (Vanden Heuvel et Peters,
2010).

Rodina jadernych receptorit PPARs se sklada ze tii ¢leni: PPARa (NR1C1),
PPARPB/d (NR1C2) a PPARy (NR1C3), které jsou koédovany riznymi geny. Kazdy
z téchto receptorti ma odlisné ligandy, cilové geny a biologické funkce. Jejich exprese je
Vv riiznych tkénich variabilni. PPARa se exprimuje hlavné v bunikdch s vysokou oxidaci
mastnych kyselin, jako jsou hepatocyty, kardiomyocyty, enterocyty a buiky
proximalnich tubuld ledvin. Exprese PPARP/S je ubikvitini a jeji hladina je ¢asto vyssi
nez hladina exprese PPARa a PPARY. PPARY se exprimuje hlavné v tukové tkani a také
Vv buikdch imunitniho syst¢ému. PPARs jsou dllezité pro energetickou homeostazu,
vyvoj, diferenciaci, apoptozu, neoplastickou transformaci, zanétlivou odpoved
aregeneraci tkani. Hraji také dutlezitou roli v chronickych onemocnénich jako je
diabetes mellitus, obezita a atherosklerdza (Kota et al.,2005; Chen et al., 2006; Vanden
Heuvel et Peters; 2010).

PPARs se skladaji ze &tyf funkénich domén. Strukturu receptoru PPARa
znazornuje Obr. 6. N-terminalni doména A/B je nejméné konzervovana a obsahuje
aktivaéni funkci 1 (AF-1). Jde o sekvenci zodpovédnou za aktivaci receptoru nezavisle
na ligandu (napft. fosforylaci od MAPK). C doména je nejvice konzervovana. Je to
doména vazajici DNA (DBD), kterd obsahuje 2 motivy zinkovych prstl, které zajistuji
vazbu receptoru na DNA. D doména zajistuje flexibilni spojeni mezi DBD a LBD.
E/F doména je doména vazajici ligand (LBD) zodpovédna za ligandovou specifitu.
13 o helixii a 4 B listy vytvaii kapsu pro vazbu ligandu. Také se zde nachazi aktivacni
funkce 2 (AF-2), ktera je na ligandu zavisla (Aranda et Pascual, 2001; Pyper et al.,
2010; Vandern Heuvel et Peters, 2010).
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Obr. 6: Struktura jaderného receptoru PPARa (upraveno podle Pyper et al., 2010;
Vandern Heuvel et Peters, 2010).

2.3.2 MECHANIZMUS UCINKU PPARs

Po vazbé ligandu dojde v PPARs ke komformac¢nim zmeéné, kterd vede
K uvolnéni histondeacetylazy (HDAC) a korepresoru. To umoznuje heterodimerizaci
PPARS s retinoidnim X receptorem (RXR). Na heterodimer se vaze RNA polymeraza I1
a koaktivatory s histonacetyltransferdzovou (HAT) aktivitou. Mezi koaktivatory PPARs
patii PPAR vazajici protein (PBP), SRC-1, p300, CBP, PGC-1a. Cely komplex se vaze
na promotor cilovych geni na sekvenci PPRE (responzivni element proliferatorti
peroxizomul). Poté dochédzi k remodelaci chromatinu a zvySeni transkripce cilovych
geni. PPARs mohou také snizovat genovou expresi interferenci s dalSimi proteiny
a transkripnimi faktory mechanizmem transreprese. Expresi cilovych gent inhibuji
korepresory jako SMRT a N-CoR. PPARa a v mensi mife PPARP/S jsou asociované
s komplexy heat shock proteinli (Kota et al., 2005; Vandern Heuvel et Peters, 2010;
Peters et al., 2012).

Stejné jako dalsi jaderné receptory jsou PPARs fosfoproteiny. Z tohoto divodu
muze byt jejich transkripéni aktivita ovlivnéna fosforylaci a defosforylaci. Vliv
fosforylace zavisi na bunééném kontextu, izoformé& receptoru a metabolizované latce.
Napiiklad MAPK draha v hepatocytech aktivuje PPARa, ovSem v adipocytech naopak
inhibuje aktivitu PPARY (Burns et Vanden Heuvel, 2007).
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2.3.3 EXPRESE PPARs V PRENATALNIM VYVOJI

PPARs hraji dalezitou roli ve vyvoji pohlavnich bunék a embryi. VSechny tfi
izoformy PPARs jsou exprimované v zarode¢nych buinikach vaje¢niki a varlat (Rees
etal., 2008). PPARB/6 a PPARY jsou také nezbytné pro spravnou implantaci embrya
do délozni sliznice (Nadra et al., 2006). Homozygotni delece PPARy zptsobi smrt
U mysich embryi 10. den prenatalniho vyvoje. Dochazi u nich k abnormalnimu vyvoji
fetalnich 1 matefskych cév v placenté, zdvaznému ztenceni myokardu a celkové riistové
retardaci (Barak et al., 1999; Kubota et al., 1999). Homozygotni delece PPARB/S je
u vétsiny mysich embryi také letdlni v 10. dni vyvoje z divodu selhani placenty.
PPARP/S tidi diferenciaci bun¢k trofoblastu. PPARy a PPARPB/S jsou také nezbytné pro
akumulaci lipidovych kapének v placenté (Barak et al., 1999; Nadra et al., 2006).

Pokusy na hlodavcich ukazaly, Ze PPARa participuje pii vyvoji kiize (Michalik
et Wahli, 2007). PPARP/S je davana do souvislosti s vyvojem kize a vlasovych
folikult, svald a nervového systému (Michalik et Wahli, 2007; Hall et al., 2008; Rees
etal., 2008). Vyvoj nervového systému a svall ovliviiuje také PPARy. PPARP/6
a PPARYy spole¢né ovliviiuji diferenciaci tukové tkané.

Béhem lidského prenatdlniho vyvoje dochazi k vysoké expresi PPARy
Vv placenté, kde je nezbytna pro diferenciaci a funkci trofoblastu (Fournier et al., 2007).
Pfitomnost jednotlivych izoforem PPARs byla v prenatalnim vyvoji prokazana v srdci,
plicich, Zaludku, jatrech, stievech, nadledvinach, ledvinach, sleziné a thymu (Huin

et al., 2000; Abbott et al., 2010).

2.4 VZTAH CYP EPOXYGENAZ, sEH A PPARa

PPARs jsou znamé jako senzory lipidového metabolizmu. PPARa reguluje také
expresi fady enzymu I. a II. faze biotransformace. I kdyz jsou in vitro a in vivo studie na
zvifecich modelech v mnoha pfipadech velmi uZite€nym nastrojem, jsou znamy rozdily
v metabolizmu xenobiotik mezi hlodavéimi a lidskymi buikami. Ligandy PPARa

reguluji expresi CYP epoxygendz jak v ¢loveka, tak u hlodavcet, ale jinym zplisobem.
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2.4.1IN VITRO A IN VIVO STUDIE NA ZVIRECICH MODELECH

2.4.1.1 Mys

V mysich jatrech vede aktivace PPARa ke snizeni exprese CYP2C11, 2C12
a2C29 (Rakhshandehroo et al., 2010). CYP epoxygenazy a jejich metabolity maji
U hlodavet (stejné¢ jako u cloveéka) podporuji angiogenezi. Mysi CYP2C44 je
katalyticky homolog lidskych enzymi CYP2C8 a 2C9. Experimenty na mySich
s knokautovanym genem pro CYP2C44 prokazaly, ze CYP2C44 je cilovym genem pro
PPARa. Ligand PPARa WY-14643 snizuje u mys$i syntézu EETS sniZzenim exprese
CYP2C44 a vede ke znacnému zmensSeni velikosti a vaskularizace xenograftovych
nadort. Tento efekt je zavisly na jaderném receptoru PPARa a nastavd i u mysi
S lidskym genem pro PPARa (Pozzi et al., 2007; Pozzi et al., 2010).

Ligandy PPARa u mysi ovliviyji také sEH. WY-14643 zvySuje expresi sEH
MRNA v mysich hepatocytech (Anderson et al., 2004). Podavani klofibratu v potravé
zvySuje expresi SEH mRNA ve stfevech, ledvinach, srdci a jatrech (Johansson et al.,

1995) a aktivitu SEH v jatrech a ledvinach (Pinot et al., 1995).

2.4.1.2 Potkan
In vitro experimenty s potkanimi hepatocyty ukazuji, ze fenofibrat i EMD
392949 (ligand PPARa i PPARY) snizuji expresi CYP2C (Richet et al., 2008). Efekt

snizuje expresi proteinu CYP2C11 (Corton et al., 1998). Nov¢jsi studie popisuje, Ze
WY-14643 a endogenni ligandy 11,12-EET a 14,15-DHET zvySuji expresi sEH
a CYP2C11v potkanich hepatocytech, rovnéz byl zde také detekovan slaby nardst
exprese CYP2C23 (Ng et al., 2007).

Pokles exprese enzymt CYP2C v jatrech potkand byl prokazan v souvislosti
s oralni aplikaci riznych ligandi PPARa in vivo. Klofibrat snizuje expresi CYP2C11
snizenim transkripéni aktivity STATS5b (Shaban et al.,, 2005). Expresi CYP2CI11
Vv jatrech snizuje také WY-14643, gemfibrozil a fenofibrat (Corton et al., 1998; Veceta
et al.,, 2011). Fenofibrat také v mensi mife snizuje expresi CYP2C6 mRNA (Vecera
etal., 2011). Naproti tomu fenofibrat u potkanii zvySuje expresi proteinu CYP2C23
v kiife ledvin a epitelu rendlnich arteriol (Zhao et al., 2008). Rozdilny efekt ligandi
PPARa miiZze byt zplisoben pouzitim riznych kmenl potkant a také podavanim rizné

vysokych davek testovanych ligandti PPARa (Ng et al., 2007).
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2.4.1.3 Primati
U makaki vede ordlni podavani EMD 392949 naopak ke zvySeni exprese
CYP2C9. Po ukonceni podavani byl pozorovan navrat k pivodnim hodnotam (Richert

et al., 2008).

2.4.2 IN VITRO STUDIE NA LIDSKYCH BUNKACH
Stejné jako u laboratornich zvitat, ligandy PPARa v lidskych buiikach ovliviiuji

expresi CYP epoxygenaz a sEH. Jejich vzajemny vztah znazornuje Obr. 7.
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Obr. 7: Vzajemny vztah PPARa, CYP epoxygenaz a sEH. Aktivace PPARa vede
k expresi CYP epoxygenaz (CYP2C, CYP2J) a sEH. CYP epoxygenazy metabolizuji
arachidonovou kyselinu na EETs, které maji cytoprotektivni efekt. sSEH pfevadi EETs
na DHETs. EETs a DHETs mohou slouZit jako ligandy PPARa. CYP epoxygenazy

a SEH také metabolizuji xenobiotika.
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V lidskych hepatocytech zvysuje ligand PPARo WY-14643 expresi CYP2CS8,
2C9 a 2J2 mRNA (Rakhshandehroo et al. 2010). Expresi CYP2C8 mRNA v lidskych
hepatocytech zvysuji také klofibrat, fenofibrat a gemfibrozil (Richet et al., 2003;
Prueksaritanont et al., 2005). Klofibrat a fenofibrat zvysuji také aktivitu tohoto
enzymu. Gemfibrozil naopak snizuje aktivitu CYP2C8, CYP2C9 a CYP2C19 (Wen
etal., 2001; Prueksaritanont et al., 2005). V lidskych hepatocytech rovnéz dochazi
k silné indukci CYP2C8 po ovlivnéni EMD 392949 (Richert et al., 2008).

EETs a DHETs, které vznikaji z arachidonové kyseliny pomoci CYP
epoxygendz a sEH, pusobi také jako ligandy PPARa. PPARa miize na oplatku
regulovat expresi enzymu zodpovédnych za tvorbu téchto eikosanoidii. To ukazuje na
mechanizmus zpétné vazby (Ng et al., 2007; Wray et al., 2009).

PPARa u ¢loveéka se podili na regulaci sEH (Rakhshandehroo et al. 2010).
Oblasti 5S'UTR genu pro sEH ale neobsahuje PPARa responzivni element (Tanaka
et al., 2008).
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3 CiLE PRACE

1. Stanoveni profilu exprese CYP epoxygendz (CYP2CS, 2C9, 2C19 a 2J2), sEH
a jadern¢ho receptoru PPARa ve vzorcich stfev, jater a ledvin ziskanych
Vv raznych stadiich prenatalniho vyvoje ¢lovéka a jejich srovnani s expresi téchto

proteinii u dospélych.

2. Stanoveni koncentraci ligandi PPARa (fenofibratu, bezafibratu, gemfibrozilu
aWY-14643), které¢ jsou vyznamné pro viabilitu bunéénych linii HEK293,
HepG2 a HT-29.

3. Sledovéani zmén exprese CYP2CS8, 2J2 a sEH v bunéénych liniich HEK293,
HepG2 a HT-29 po ovlivnéni dvéma riznymi koncentracemi ligandit PPARa

(fenofibratu, bezafibratu, gemfibrozilu a WY-14643).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 IMUNOHISTOCHEMICKA DETEKCE CYP EPOXYGENAZ,
sEH a PPARa V LIDSKYCH PRENATALNICH A DOSPELYCH
TKANICH

Imunohistochemické detekce (IHC) slouzi k vizualizaci sledovaného proteinu
(antigenu) v tkanovych fezech pomoci specifické primarni protilatky. Pro dosaZeni
dostateCné sily signalu se vyuziva nepifima dvoj- a trojstupiiova metoda, kdy se
na primarni protilatku vaze znaCend protilatka sekundarni, respektive biotinylovana
sekundarni protilatka a na ni se vdze komplex streptavidin-peroxidaza (Ramos-Vara,

2005).

4.1.1 BIOLOGICKY MATERIAL PRO THC

Pro ucely této prace byly jako vhodné organy vybrany stieva, jatra a ledviny,
protoze jde o hlavni organy, které se ucastni absorpce, distribuce, metabolizmu
a eliminace xenobiotik.

Vzorky lidskych embyonalnich a fetalnich tkani byly ziskany z archivu Ustavu
histologie a embryologie Lékaiské fakulty Univerzity Palackého. Vzorky tkani byly
fixovany ve formolu nebo methacarnu a zality do parafinu. Pocet vzorkii embryonalnich
a fetdlnich jater, stfev a ledvin v jednotlivych stafich prenatdlniho vyvoje shrnuje
Tab. 3. Vyuziti tkanovych blokt bylo schvaleno Etickou komisi Fakultni nemocnice
a Lékatske fakulty Univerzity Palackého.

Vzorky dospélych tkani duodena, jater a ledvin pro porovnéni expresnich profil
mezi dospélou a nezralou tkani byly ziskany z archivu Ustavu klinické a molekularni
patologie Lékatské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Jde o vzorky pacientt,
ktefi podstoupili biopsii za Ucelem diagnostiky a jejichZ histologicky obraz byl

normalni. Pocet vzorki a jejich zékladni charakteristika je uvedena v Tab. 4.
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CYP epoxygenazy sEH PPARa

vék [ stieva jatra ledviny | stfeva jatra ledviny | stieva jatra ledviny
5 - 1 - - - - - 1 -
6 - 3 2 - 1 - - 2 1
7 4 2 1 2 2 1 2 2 1
8 2 1 3 2 - 1 2 1 3
9 3 - 1 1 3 - 1 2 -
10 2 2 3 2 5 3 2 2 1
11 4 3 1 3 2 1 3 2 -
12 3 2 4 1 2 2 1 2 4
13 - - 2 1 - 1 1 - 1
14 2 3 2 2 3 3 2 2 2
15 - - - - - - - - -
16 3 2 - 3 1 - 3 2 -
17 1 1 - 1 1 - 1 1 -
18 3 2 5 2 2 3 2 2 4
19 1 - - 1 1 - 1 1 -
20 1 1 1 - 1 - - 1 -
celkem | 29 23 25 21 24 15 21 23 17

Tab. 3: Pocet embryonalnich a fetalnich tkani pouzitych pro imunohistochemickou

detekci studovanych antigenii. VEk je v tydnech IUV.

organ pohlavi vék celkem
duodenum 1;;112 ‘;’ ég gg 5
Lt muz 2 16 -42 5
Jatra yena 3 33-73
ledvina 1;;1; ‘11 375'976 5

y muz 3 29-47

i duodenum —ena 2 39- 59 >

o st muz 2 16 4

;. jatra Jena 2 41-73

» ledvina Sena 1 59 5

Tab. 4: Pocet a zakladni charakteristika tkani ziskanych od dospélych jedinci.
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4.1.2 IMUNOHISTOCHEMICKE BARVENI
Pouzité primarni protilatky a detekéni systémy shrnuje Tab. 5. Redéni

primarnich protilatek bylo stanoveno barvenim ptislusnych pozitivnich kontrol.

PROTILATKA DRUH/  serneni POZITIVNI  DETEKCNI
(oznaéeni, vyrobce) KLONALITA KONTROLA SYSTEM
CYP2C8 11 . .

(16546-1-AP, Proteintect)  <Talik /poly  1:50 jatra DAB
CYP2C9 s . .,

(AP7881c, Abgent) kralik / poly 1:50 Jatra DAB
CYP219 .

(NBP1-19698, kralik / poly 150 hepl(eltoqelulaml AP
NovusBiologicals) arcinom

CYP2J2 (s )

(ab69651, Abcam) kralik /poly ~ 1:50 srdce AP
sEH . _ L

(sc-166961, Santa Cruz) mys$/mono  1:200  tenké stfevo DAB
PPARq kralik / poly ~ 1:50 jétra DAB

(ab8934, Abcam)

Tab. 5. Pouzité primarni protilatky, jejich puvod, klonalita, Fedéni, pozitivni
kontrola a pouzity detekéni systém. mono — monoklondlni protilatka, poly —
polyklonalni protilitka, DAB - EnVision™ Detection Systém, Peroxidase/DAB,
Rabbit/Mouse (DAKO), AP - EnVisin™ GI2 System/AP, Rabbit/Mouse-Permanent
Red (DAKO).

Z parafinovych blokl byly ptipraveny 4 um silné fezy a nataZzeny na podlozni
skla SuperFrost Plus® (Thermo Scientific, MA, USA). Rezy byly nasledn& ponechiny
pfes noc v termostatu pii 56°C, aby tkan ke sklu 1épe pfilnula.

Rezy byly deparafinovany ve dvou laznich xylenu po 5 min a poté
rehydratovany v fadé lazni: etanol 96 %, etanol 80 % a destilované vodé, vzdy
po 5 min. Nasledovalo odmaskovani antigenu v citratovém pufru (pH 6) pfi teplote
120°C a zvySeném tlaku po dobu 15 min (Histos Pro, Milestone). Po vychladnuti fezl
byla u protilatek detekovanych pomoci DAB po dobu 30 min blokovana aktivita
endogenni peroxiddzy v5% H,O, vV destilované vodé. Rezy byly oplachnuty
Vv destilované vodé a poté v pufru: 2 x 5 min v 1x TRIS a 5 min v 1x TRIS + Tween20.
Pro zajisténi zablokovani nespecifického pfibarvovani pozadi byly fezy inkubovany

30 min v Protein Block serum free (DAKO) pii pokojové teploté. Poté byly fezy
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inkubovany 60 min s primdrni protilatkou v pfislusném fedéni. Protilatky byly fedény
v Dako REAL™ Antibody Diluent (DAKO). Nasledoval opét oplach v pufru (2 x 5 min
v IX TRIS a5 min v 1x TRIS + Tween20).

U protilatek detekovanych pomoci DAB (viz. Tab. 5) nasledovala inkubace
s EnVision™ Detection System, Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse (DAKO) po dobu
60 min. Nasledn¢ byly fezy opét oplachnuty pufrem (2 x 5 min v 1x TRIS a 5 min v 1x
TRIS + Tween20). U protilatek detekovanych pomoci alkalické fosfatazy byl pouzit
detekéni kit EnVisin™ GI2 System/AP, Rabbit/Mouse-Permanent Red (DAKO) podle
navodu vyrobce (Rabbit/Mouse LINK (vial 1) 30 min, 2x 5 min oplach 1x TRIS, AP
enzyme ENHANCER (vial 2) 30 min, 2 x 5 min oplach 1x TRIS). Nésledovalo pfidani
chromogenu k tezim (DAB nebo Permanent Red (soucast detekéniho kitu)), oplach
vodou a destilovanou vodou.

Ve vSech pripadech byla jadra bunék dobarvena pomoci kamencového
hematoxylinu po dobu 1 az 2 min. Poté se fezy praly 5 min v tekouci vodé. Rezy, ve
kterych byly sledované antigeny vizualizovany pomoci DAB, byly odvodnény v lazni
96 % etanolu a acetonu po 5 min a projasnény ve dvou laznich xylenu po 5 min. Rezy,
u kterych byla k detekci pouzita alkalickd fosfatdza, se nechaly uschnout na vzduchu

(instrukce vyrobce detek¢niho kitu). VSechny fezy byly zamontovany do Entellanu®.

4.1.3 HODNOCEN{

Hodnoceni exprese sledovanych proteinli v jednotlivych strukturach tkéni bylo
semikvantitativni: '-" negativni vysledek, '+ slaba exprese, "++ stfedné silnd exprese
a ‘+++’ silna exprese proteinu. U proteinu PPARa byla hodnocena i jeho subcelularni
lokalizace: C — cytoplazmaticka pozitivita, N — jaderna pozitivita, PM — pozitivni
plazmatickd membrana.

V piipadé CYP epoxygendz bylo navic ve vySe uvedenych vzorcich organil
uréeno histoskore pro vybrané struktury. Histoskore se urcuje jako intenzita exprese
vynasobena podilem pozitivnich bunék. Intenzita exprese byla hodnocena nésledovné:
0 = negativni struktura, 1 = slaba exprese, 2 = stfedn¢ silna exprese, 3 = silnd exprese.
Podil pozitivnich bun¢k byl rozd€len do téchto kategorii: 0, pokud bylo pozitivnich
bun¢k méné€ nez 5 %, 1 pro 5 — 30 % pozitivnich bunék, 2 pro 30 az 60 % pozitivnich

bun¢k a 3, pokud bylo v dané struktuie vice nez 60 % pozitivnich bun¢k. Maximalni
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mozné histoskore je tedy 9. Primérné histoskore pro jednotliva stddia IUV v zavislosti
na gestanim véku zndzornuji grafy. Pro porovnani jsou zobrazeny také primeérné

hodnoty ziskané pro dospélou tkan.

4.1.4 ROZTOKY POUZITE PRO IHC

citratovy pufr (pH 6,0)

Bylo smichano 9 ml roztoku A (21,01 g kyseliny citronové v 1 | ddH20) a 41 ml
roztoku B (29,41 g citratu sodného v 1 | ddH20). Nasledovalo doplnéni ddH.O
do 500 ml.

TRIS pufr (pH 7,6)
Zasobni roztok 10x TRIS byl pfipraven rozpustéenim 61 g TRIS-
(hydroxymetyl)aminometatu v1 | ddH2O. Hodnota pH byla upravena pomoci
koncentrované HCI.

Ix TRIS + Tween20 se pfipravuje pfidanim 500 pul Tween20 do 11 1x TRIS.

4.2 TEST VIABILITY BUNEK WST-1

Kolorimetrické stanoveni viability za pomoci WST-1 je zalozeno na principu
premény tetrazoliové soli WST-1 na rozpustny formazan enzymy zivych bunck.
MnozZstvi vzniklého formazanu koreluje s mnoZstvim metabolicky aktivnich bun&k

Vv kultufe (Berridge et al., 2005).

4.2.1 BUNECNE LINIE A KULTIVACNI PODMINKY

Bunécéné linie pouzité v této praci jsou odvozené od stieva, jater a ledviny.
Bunécéna linie HEK293 (human embryonic kidney) je odvozena z bunck fetdlni ledviny
transfekci adenovirem 5 (Stepanenko et Dmitrenko, 2015). HepG2 (hepatocellular
carcinoma) je bunécna linie odvozena z bun€k hepatocelularniho karcinomu. Linie je

vhodna pro studium enzymii metabolizujicich xenobiotika (Wilkeming et al., 2003).
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Linie HT-29 (human colorectal adenocarcinoma) je odvozena z kolorektalniho
adenokarcinomu a je vhodna pro studium diferenciace stievniho epitelu in vitro (Simon-
Assmann et al. 2006).

HEK293 a HepG2 byly péstovany v DMEM (HyClone), buniky HT-29 byly
péstovany v RPMI-1640 (Sigma Aldrich), obé s 10 % fetdlnim bovinnim sérem (FBS;
HyClone), penicilinem (100U/ml) a streptomycinem (100 mg/l). Buiky byly
inkubovany pii 37°C a 5 % COz2 v atmosféfe. Pasaz byla provadéna 2x tydné. VSechny
3 bun&éné linie byly autentizovany pomoci jejich STR profili na Ustavu klinické

genetiky Lékatské fakulty Univerzity Palackého.

4.2.2 POUZITE LIGANDY PPARa.

Pomoci WST-1 se stanovoval vliv ¢tyt ligandi PPARa: fenofibratu (Cayman),
bezafibratu (Cayman), gemfibrozilu (Sigma Aldrich) a WY-14643 (Sigma Aldrich).
Vzorce pouzitych ligandi PPARa ukazuje Obr. 7. Zligandu byl pfipraven zasobni
roztok o koncentraci 10 mM v DMSO. Fenofibrat, bezafibrat a gemfibrozil jsou
klinicky Siroce vyuzivana hypolipidemika (Pitha, 2001). WY-14643 je specificky
aktivator PPARa vyuzivany experimentalné (Ng. et al., 2007).

cl COOCH(CHa), 5 OXCOOH
‘ O HiC CH, /@/J\N HC CHy
|
H
o cl

fenofibrate bezafibrate
CH, T
CHs
0 HaC N N S\/COOH
X “ T
HaC O/\/Y\OH N
HaC CH, o
gemfibrozil WY-14643

Obr. 7: Vzorce pouzitych ligandi PPARa.
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4.2.3 STANOVENI KONCENTRACE S MAXIMALNI VIABILITOU, IC10
A IC50 VYBRANYCH LIGANDU PPARa V BUNECNYCH LINIICH

Bunky byly vysazeny do  96-jamkovych  desti¢ek v koncentraci
5000 bunék / jamka u linie HEK293 a 10000 bun¢k / jamka u HepG2 a HT-29. Bunky
adherovaly pifes noc a nasledujici den byly ovlivnény rtiznymi koncentracemi
fenofibratu, bezafibratu, gemfibrozilu a WY-14643. Celkovy objem kultiva¢niho média
s ligandem v jamce byl 100 pl. Buiikky byly inkubovany 72 hod pii 37°C a 5 % CO>
v atmosféie. Nasledné bylo do kazdé jamky pfidano 10 pl reagentu WST-1 (Roche).
Buriky byly s reagentem inkubovany dalSich 90 min za standartnich podminek. Poté se
m¢éfila absorbance desticek na ELISA readeru (Power Wave XS, Bio-Tek) pti vinové
délce 450 nm.

Koncentrace s maximalni viabilitou, IC10 a IC50 byly stanoveny za pomoci MS
Excel 2010. Koncentrace vSech ligandli ve vSech sledovanych liniich byly stanoveny

ve tiech nezavislych opakovanich a nésledné zprimérovany.

4.3 WESTERN BLOTTING

4.3.1 PRIPRAVA VZORKU

Buniky HEK293 v koncentraci 4 x 10° / miska a HepG2 a HT-29 v koncentraci
6x 10° / miska byly vysazeny do 6 cm kultivaénich misek, adherovaly pies noc
anasledujici den byly ovlivnény jednotlivymi ligandy PPARa V koncentracich
s maximalni viabilitou a IC10 stanovenych pomoci WST-1 testu. Buiky byly
inkubovany s ligandy v testovanych koncentracich po dobu 24 a 72 hod za standartnich
podminek. Bunky slouzZici jako kontrola (neovlivnéné) byly vysety na stejné misky
ve stejnych koncentracich a péstovany v médiu.

Po uplynuti doby inkubace byly buniky ztrypsinizovany a stoeny 5 min pfi
1200 rpm pfti RT. Peleta byla promyta studenym PBS. Nasledovalo opét sto¢eni 5 min
pii 1200 rpm. K peleté byl na ledu ptidan lyza¢ni Ripa pufr. Vzorky byly zvortexovany
a ponechany 20 min na tfepacce na ledu. Poté byly vzroky centrifugovany 15 min pfi
15000 rpm pfi teploté¢ 4°C. Supernatant obsahujici proteiny byl pfeveden do Cistych
mikrozkumavek. Manipulace se vSemi vzorky probihala na ledu. Vzorky byly

uchovavany pfii -80°C.
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Koncentrace protein v jednotlivych vzorcich byla stanovena pomoci metody
Bradfordové. Byla piipravena koncentracni fada BSA (bovinniho sérového albuminu)
fedéného v dH20 o koncentracich 0 (blank), 100, 200, 300, 400 a 500 pg/ml. Na
mikrotitra¢ni desticku bylo naneseno 10 pl standardi koncentraci a jednotlivych vzorkt
(1 pl lyzatu + 9 pl ddH20), vSe v duplikdtu. Po 10 min inkubaci byla zmétena
absorbance na ELISA readeru (Power Wave XS, Bio-Tek) pti 595 nm. Za pomoci MS
Excel 2010 byla sestavena kalibra¢ni pfimka a zni odeCtena koncentrace proteini

Vv jednotlivych vzorcich.

4.3.2 SDS-PAGE, PRENOS PROTEINU NA MEMBRANU A JEJICH DETEKCE

Proteiny ve  vzorcich  byly  separovany  pomoci  elektroforézy
V polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE). Slozeni 10% separa¢niho a 5% zaostfovaciho
gelu ukazuje Tab. 6.

10% SEPARACNI 5% ZAOSTROVACI

SLOZKA GEL (10 ml) GEL (2 ml)
dH20 4,0 14
30% akrylamid 3,3 0,33
1,5M TRIS-HCI pH 8,8 2,5 -

1,0 M TRIS-HCI pH 6,8 - 0,25
10% SDS 0,1 0,02
10% amonium persulfat 0,1 0,02
TEMED 0,004 0,002

Tab. 6: SloZeni 10% separac¢niho a 5% zaostirovaciho polyakrylamidového gelu.

Uvedené objemy jsou v ml.

Vzorky byly pfed nanesenim do  gelu  smichany v poméru
4:1 s 4x koncentrovanym LSB pufrem tak, aby kazda jamka obsahovala 20 pg proteint.
Vzorky byly zvortexovany a zahfaty na 1 min na 95°C. Poté byly naneseny do gelu.
Elektroforeticka separace probihala v 5x koncentrovaném ELFO pufru pfi napéti
110 V po dobu 120 min.
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Po dokonceni separace byla z gelli odstranéna zaostfovaci ¢éast. Gely byly
promyvany 20 min na tfepacce v 20% transfer pufru. V 20% transfer pufru byly
promyty i blotovaci papiry (Bio-Rad) a membrana Amersham Hybond-ECL (GE
Healthcare). Nasledné probihal polosuchy pienos proteint (Semi-Dry Electrophoretic
Transfer Cell, Bio-Rad) 50 min pfi 10 V. Pro potvrzeni pfenosu byly membrany 5 min
barveny pomoci Ponceau S (Serva) a nasledné oplachnuty dH-O.

Sucha membrana byla rozdélena na 2 ¢asti t€sné nad urovni 38 kDa podle
hmotnostniho markeru Amersham Full-Range Rainbow Molecular Weight Marker (GE
Healthcare). Cast membrany s proteiny o velikosti nad 38 kDa byla pouzita k detekci
sledovancyh proteinti (CYP2C8, 2J2, sEH — velikost okolo 50 kDa), zbyla ¢ast slouzila
k detekci GAPDH (velikost okolo 36 kDa), ktery byl vyuzit jako endogenni kontrola.
Membrany byly blokovany v blokovacim pufru na tiepacce po dobu 60 min. Poté byla
na membrany nanesena primdrni protildtka v pfisluSném fedéni, které je uvedeno
v Tab. 7. VSechny protilatky byly fedény v blokovacim pufru bez Tween20. Inkubace
probihala pfes noc pii 4°C.

PROTILATKA POUZITI DRUH/  wrpeni POUZITY
(oznadeni, vyrobce) KLONALITA PUFR
CYP2C8 primarni kralik / poly 1:1000 TBS
(GTX113666, GeneTex)

CYP2J2

(NBP2-01178, primarni myS / mono 1:1000 PBS
NovusBiologicals)

SEH primarni mys / mono 1:500 PBS
(sc-166961,Santa Cruz)

GAPDH primérni my$/mono  1:25000 PBS

(G8795, Sigma Aldrich)

anti-mouse 19G, o N
HRP-linked sekundarni kan 1:6000 PBS/TBS

(7076, Cell Signalling)

anti-rabbit 1gG, o
HRP-linked sekundarni koza 1:5000 PBS/TBS

(7074, Cell Signalling)

Tab. 7: Protilatky pouZité na western blot, jejich klonalita, Fedéni a pouZity

pufrovy systém. mono — monoklonélni protilatka, poly — polyklonalni protilatka.
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Nasledujici den byly membrany 3x 5 min promyvany v promyvacim pufru 1x
PBS + Tween20 nebo 1x TBS + Tween20 (v zavislosti na pouzité primarni protilatce)
anasledné na né byla nanesena sekundarni protilatka. Inkubace se sekundarni
protilatkou probihala 60 min pii RT. Membrany byly opét 3x 5 min promyvany
V promyvacim pufru.

K vizualizaci bylo vyuZzito chemoluminiscence. Membrany byly inkubovany
5 min ve tm¢ s chemiluminiscen¢nim substratem Femto nebo Duro (Thermo Scientific).
Vysledky byly zachyceny ve fotokomotfe na fotograficky papir. Suché filmy byly

naskenovany pomoci denzitometru GS-700 (BioRad).

4.3.3 ROZTOKY POUZITE PRO WESTERN BLOTTING

zasobni 10x koncentrovany PBS pH 7,6

V dH20 bylo rozpusténo 80 g NaCl, 2 g KClI, 32,1 g Na2HPO4 a 2 g KHPO4. Nasledné
byl objem doplnén do 1 | dH20.

zasobni 10x koncentrovany TBS

V piiblizn¢ 700 ml ddH20 bylo rozpusténo 24,2 g TRIS a 80,0 g NaCl. Nasledné bylo
upraveno pH koncentrovanou HCI na hodnotu 7,6. Objem byl doplnén pomoci ddH>O
doll

1,0M TRIS-HCI pufr pH 6,8
V1 | dH20 bylo rozpusténo 121,1 g TRIS. Poté bylo upraveno pH pomoci

koncentrované HCl na 6,8.

1,5M TRIS-HCI pufr pH 8,8:
V1 | dH2O bylo rozpusténo 181,65 g TRIS.Poté bylo upraveno pH pomoci

koncentrované HCl na 8,8.
5x koncentrovany elektroforeticky pufr:

V dH20 bylo rozpusténo 15,1 g TRIS, 5,09 g SDS a 72 g glycinu. Objem byl doplnén
pomoci dHO na 1 1.
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Ripa pufr:

Bylo smichano 1,66 ml 50mM TRIS-HCI pH 8,0, 7,5 ml 1M NacCl, 500 ul NP-40, 5 ml
5% deoxycholatu sodného, 500 ul 10% SDS a 34,84 ml ddH20. K roztoku byly pfidany
2 tablety cOmplete (Roche) a 3 tablety PhosSTOP (Roche). Vse se necha rozpustit na
tiepacce. Alikvoty po 1 ml a 1,5 ml byly uchovavany pii -20°C. Rozmrazeny pufr se

Znovu nezmrazoval.

vzorkovaci pufr 4x LSB:
Smichalo se 3,5 ml ddH-20, 0,5 ml 1M TRIS pH 6,8, 1,6 ml glycerolu, 1,6ml 10 % SDS,

0,4 ml B-merkaptoetanolu a 0,4 ml 5% bromfenolové modre.

20% transferovy pufr:
Bylo smichano 2,9 g glycinu, 5,8 g TRIS, 0,37 g SDS a 200 ml metanolu. Nésledné se
byl pomoci dH20 doplnén objemna 1 1.

blokovaci pufr:
Slo o 5% roztok mléka v 1x PBS nebo 1XTBS s Tween20 (v zavislosti na pouZité
primarni protilatce). 5 g suseného odtu¢néného mléka bylo rozpusténo ve 100 ml

ptislusného pufru. Nasledné bylo pfidano 100 pul Tween20.
roztok Bradfordové:

Bylo smichano 0,02 g Coomassie Brilliant Blue G250, 10 ml etanolu a 20 ml kyseliny
orthofosfore¢né. Nasledné byl doplnén objem do 40 ml dH20.
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5 VYSLEDKY

5.1 EXPRESE CYP EPOXYGENAZ BEHEM PRENATALNIHO
VYVOJE A V DOSPELOSTI

Vsechny sledované CYP epoxygenazy (CYP2C8, 2C9, 2C19 a 2J2) vykazovali
cytoplazmatickou pozitivitu.  Semikvantitativni  hodnoceni intenzity  barveni

jednotlivych CYP epoxygenaz ve studovanych tkanich ukazuji Tab. 8 — 10.

5.1.1 STREVO

Ve sledovaném obdobi prenatdlniho vyvoje byla prokazéna exprese CYP
epoxygendz (Obr. 8). Krom¢ semikvantitativniho hodnoceni intenzity IHC barveni byla
exprese CYP epoxygendz v buiikach stfevniho epitelu hodnocena pomoci histoskore.
Zavislost histoskore na stafi lidskych zarodk znazorfiuje Obr. 9. Od 7. do 16. tydne
IUV byl pozorovan nértst expreseCYP2C8v cytoplazmé enterocyt. Exprese CYP2C19
byla nejslabsi, prechodné se zvysila mezi 11. a 14. tydnem vyvoje. EXxprese CYP2J2
byla po celé sledované obdobi na stejné urovni. CYP2C8 a 2C9 jsou silngji
exprimovany v oblasti mezi klky. Poté, co se vyvinou krypty, je zde exprese
sledovanych proteint intenzivnéjsi neZ v apikalni ¢asti klkl. V pribéhu 4. mésice [lUV
byla zaznamenana zména v distribuci proteini CYP2C19 a 2J2 (Obr. 8). V casnéj$im
obdobi vyvoje byla prokazana stejna intenzita exprese CYP2C19 a 2J2 jak v oblasti
budoucich krypt a v kryptach, tak v apikalni ¢asti klku. V prib&éhu 4. mésice doslo
k vymizeni exprese CYP2C19 a 2J2 v oblasti krypt, a to 2C19 ve 14. tydnu a 2J2 v 16.
tydnu TUV. Slaba exprese CYP epoxygenaz byla detekovana také ve vyvijejicich se
vrstvach svaloviny a Vv krevnich cévach. Ve vazivu stfev nebyl zaznamenan
signifikantni prikaz exprese sledovanych proteint.

Vsechny sledované CYP epoxygendzy byly detekovany také ve vzorcich
z duodena ziskanych od dospélych jedincti (n = 5). Obecné byla intenzita barveni
Vv kryptach a v apikalnich ¢astech klkt srovnatelna. Intenzita barveni byla u jednotlivych
vzorkd variabilni. CYP2J2 nebyl detekovan ve vSech vzorcich — pozitivita byla

prokazana ve 3 vzorcich z 5.
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7. tyden IUV 16. tyden IUV
(embryonalni obdobi) (fetalni obdobi)

-2 +- - R e oo -

CYP2C8

CYP2C9

CYP2C19

CYP2J2

Obr. 8: Srovnani exprese CYP epoxygenaz ve stifevé v embyronalnim a fetalnim
obdobi. Béhem 4. mésice IUV mizi z oblasti krypt pozitivita CYP2C19 a 2J2. ZvétSeni
100x (1 - 4A, 1 - 4D), detaily apikalni ¢asti klku (1 - 4B, 1 - 4E) a krypt (1 - 4C, 1 - 4F)
400x.
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CYP2C8

oy EPITEL o
TARI KREVNI

(ty,sdny vy N kiky  krypry VAZIVO SOl SVALOVINA
7 4 + + -[+ + +
8 2 + ++ -[+ - -
9 3 + ++ -[+ - -
10 2 + ++ -+ - -
11 4 + ++ -[+ - -
12 3 + ++ - + -
13 1 +/++ ++ -+ -[+ -
14 2 ++ ++/+++ -+ -[+ +
16 3 ++ ++/+++ -[+ + +
17 1 ++ ++/+++ -+ + +
18 3 +++ +++ -1+ + -
19 1 +++ +++ -+ + +
20 1 +++ +++ -+ + -

dospélost 5  ++/+++ ++/+++ -/+ - -

B

8 2 ++ ++/+++ -+ + +
9 3 ++ ++/+++ -+ + +
10 2 ++ ++/+++ - -+ +
11 4 ++ ++/+++ - + +
12 3 ++ ++/+++ -+ + +
13 1 ++ ++/+++ - + -+
14 2 +++ +++ -+ + +
16 3 +++ +++ -+ -1+ +
17 1 +++ +++ - + +
18 3 +++ +++ -+ + -+
19 1 +++ +++ - + +
20 1 +++ +++ -+ +

dospélost 5 +++ +++ - +

Tab. 8: Semikvantitativni hodnoceni exprese CYP epoxygenaz ve stfevech. '-
negativni struktura, '+' slaba pozitivita, '++' stiedni pozitivita, '+++' silna pozitivita, n —

pocet vzorki.

51



CYP2C19

EPITEL

ARI KREVNI
oty N (kY  krypy VAZIVO CLpill SVALOVINA
7 4 + + -1+ - -
8 2 + + - - -+
9 3 + + -1+ -[+ -
10 2 +++ + - - -
11 4 ++ ++ - + +
12 3 ++ ++ - + +
13 1 ++ ++ -/+ + +
14 2 ++ ++ - + +
16 3 + - - - +
17 1 +/++ - - -+ +
18 3 +++ -1+ - + -1+
19 1 + - - - +
20 1 + - - - -
dospélost 5 +/++ - - -
74 ++ o+ -
8 2 ++ ++ + + -
9 3 ++ ++ -+ + -
10 2 ++ ++ - -[+ -
11 4 ++/+++ ++ -/+ + +
12 3 ++ ++ -[+ + +
13 1 ++ ++ -1+ - -1+
14 2 ++ - - + +
16 3 ++ - - + +
17 1 ++ - - -+ i}
18 3 ++ - - + -
19 1 ++ - - + +
20 1 ++ - - I+ -
dospélost 5 -+ -/+ - - -

Tab. 8 — pokracovani: Semikvantitativni hodnoceni exprese CYP epoxygenaz
ve stievech. '-' negativni struktura, '+' slaba pozitivita, ++' stiedni pozitivita, '+++' silna

pozitivita, n — pocet vzorkd.
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CYP2C8 CYP2C9
prenatalni obdobi dospélost prenatdini obdobi dospélost

9 9 9 ] a a o-a °
8 8 8 8
o 7 v 7 { @ 7 v 7
g s 2 6 S s| oo oooo g s
25 § s 2 s § 5
2 4 R o4 a4
T 3 <= 3 = 5 = 3
2 2 2 2
1 1 1 1
[ 0 0 0
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
stafi (tydny IUV) stari (tydny IUV)
CYP2C19 CYP2)2
prenatalni obdobi dospélost prenatalni obdobi dospélost
9 9 9 9
8 8 8 8
v 7 o 7 o 7 o 7
2 6 2 6 E 6 2 6
: . ‘_‘_‘/—-—-—\/\_‘3 5 Z s 4 s
B s G a 2 a o oa
< 3 < 3 £ 3 < 3
2 2 2 2
1 1 1 1
1] 0 ] 0
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
stafi (tydny IUV) stari (tydny IUV)

Obr. 9: Exprese CYP epoxygenaz ve stifevnim epitelu béhem intrauterinniho vyvoje
a Vdospélosti. Grafy ukazuji primérné histoskore, chybové usecky reprezentuji

standartni odchylku.

5.1.2 JATRA

Exprese CYP epoxygenaz v hepatocytech hodnocend pomoci histoskore
Vv zavislosti na gestacnim v€ku ukazuje Obr. 10. Exprese CYP2C8, 2C9 a 2J2 ve
vzorcich z embryonalni jaterni tkané byla pfitomna jiz v 5. tydnu IUV. V 6. tydnu [UV
byla prokazana exprese CYP2C19. Narust intenzity exprese CYP2C8 byl pozorovan do
7. tydne UV, hodnoty exprese ziistaly pro nasledujici casové obdobi beze zmén. Nartst
exprese CYP2C9 byl sledovan do 6. tydne, poté se intenzita exprese jiz dale neménila.
Intenzita exprese CY2J2 byla mezi jednotlivymi vzorky rizna (slaba nebo stiedni).
Slaba exprese CYP epoxygenaz byla rovnéz detekovana v nékterych vyvijejicich se
krevnich elementech. Expresi CYP2C8 a 2C9 v embryonalnim obdobi ukazuje Obr. 11.

Vsechny vzorky jaterni tkdn¢ od dospélych jedincl byly pozitivni na vSechny
testované proteiny. V piipad€ proteini CYP2C19 a 2J2 nebyla prokézana pozitivita
u vSech hepatocytii. Podil pozitivnich jaternich bunék se pohybuje v rozmezi 30 — 60 %.

Jednotlivé vzorky také vykazovaly odliSnou intenzitu barveni.
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CYP2C8 CYP2C9 )
prenatalni obdobi dospélost prenatalni obdobf dospélost
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Obr. 10: Exprese CYP epoxygenaz v hepatocytech béhem intrauterinniho vyvoje
a Vv dospélosti. Grafy ukazuji primémé histoskére, chybové tUsecky reprezentuji

standartni odchylku.

CYP2C8

CYP2C9

Obr. 11: Exprese CYP2C8 a 2C9 v prenatalnim obdobi v jatrech v 7. tydnu IUV.
Zvétseni 100x (1A, 2A), detaily (1B, 2B) 400x.
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CYP2C8

ART KREVNI

( ty,sdfl;“l%lv) n HEPATOCYTY _ 'C\2ycs, VAZIVO
5 1 +/++ -+ -
6 3 +++ -/+ -
7 2 ++ -+ -
8 1 ++ -/+ -
10 2 ++ + -
11 3 ++ + -
12 2 ++ -/+ -
14 3 +/++ + -
16 2 ++ -/+ -
17 1 ++ -+ -
18 2 ++ -[+ -
20 1 ++ -[+ -

dospélost 5 ++/+++ X -
5 1 + -[+ -
6 3 ++ -[+ -
7 2 ++ -[+ -
8 1 ++ -[+ -
10 2 ++ + -
11 3 ++ -[+ -
12 2 ++ -/+ -
14 3 ++ -[+ -
16 2 ++ -+ -
17 1 ++ + -
18 2 ++ -[+ -
20 1 ++ -+ -

dospélost 5 ++/+++ X -

Tab. 9: Semikvantitativni hodnoceni exprese CYP epoxygenaz v jatrech. '-
negativni struktura, '+' slaba pozitivita, ++' sttedni pozitivita, +++' silna pozitivita, X —

struktura se ve vzorku nenachazi, n — pocet vzork.

55



CYP2C19

ARI KREVNI

( ty,sdfl;“l%lv) n HEPATOCYTY _ 'C\2ycs, VAZIVO
5 1 - - -
6 3 -/+ - -
7 2 + - -
8 1 + -[+ -
10 2 + -1+ -
11 3 + -/+ -
12 2 + -[+ -
14 3 + -/+ -
16 2 + -[+ -
17 1 + - -
18 2 + - -
20 1 + - -

dospélost 5 ++ X -

cvean

5 1 + - -
6 3 + -/+ -
7 2 + -[+ -
8 1 + -[+ -
10 2 +++ -1+ -
11 3 +/++ -[+ -
12 2 ++ -1+ -
14 3 +/++ -[+ -
16 2 + -+ -
17 1 + -/+ -
18 2 +/++ -[+ -
20 1 + -/+ -

dospélost 5 ++ X -

Tab. 9 — pokracovani: Semikvantitativni hodnoceni exprese CYP epoxygenaz
Vv jatrech. '-' negativni struktura, '+' slaba pozitivita, ++' sttedni pozitivita, '+++' silna

pozitivita, X — struktura se ve vzorku nenachazi, n — pocet vzorkd.
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5.1.3 LEDVINA

CYP epoxygenazy byly detekovany pfevazné v tubularnim systému ledvin (Obr.
12). Zavislost histoskére na gestaénim véku v proximalnich tubulech a ve zbytku
tubularniho sytému (Henleova klicka, distalni tubuly, sbéraci kanalky) je zobrazena
na Obr. 13.

V 7. tydnu IUV byl pozorovan nartst exprese CYP2CS8 v cytoplazmé bunék
proximalnich tubuld, poté jiz zadna zména exprese pozorovana nebyla. Ve zbytku
tulubarniho systému byla v porovnani s proximalnimi tubuly zji$téna nizsi intenzita
exprese CYP2C8. Hlavni CYP epoxygenazou v tubuldrnim systému ledviny je
CYP2C9. Od 7. tydne IUV byla v proximalnich tubulech detekovana vyssi exprese
CYP2C9 nez ve vzorcich zralého rendlniho parenchymu. Ve zbyvajicich usecich
tubularniho systému byla exprese CYP2C9 slabsi. Exprese CYP2C19 je v tubularnim
systému ledvin nizkd. V celém tubularnim systému dochazi také v 10. tydnu IUV ke
zvySeni exprese CYP2J2. V rozmezi 10. — 20. tydne IUV je tak exprese tohoto enzymu
vys$si nez v dospélé tkani.

Slaba exprese CYP epoxygendz byla prokdzana také v rendlnich téliskach,
piedevsim v parietalnim listu Bowmanova pouzdra. V glomerulech byla exprese CYP
epoxygendz sotva detekovatelna. Slaba az stfedni intenzita exprese CYP epoxygenaz
byla prokazana také v neogenni zoné ledvin. Vazivova tkan byla negativni.

V dospélé tkani byly prokazany vsechny sledované CYP epoxygenazy. Intenzita
barveni se liSila mezi jedinci. Silngjsi exprese CYP2C8 a 2J2 byla detekovana
v proximalnich tubulech na rozdil od zbytku tubularniho syst¢ému. U CYP2C9 a 2C19
byl expresni profil opacny. Exprese CYP2J2 byla ve vzorcich zrdlého rendlniho

parenchymu v porovnani s prenatalnimi vzorky nizsi.
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CYP2C8

CYP2C9

Obr. 12: Exprese CYP2C8 a 2C9 v prenatalnim obdobi v ledvinach (8. tyden IUV).
Zvétseni 100x (1A, 2A), detaily glomerult, tubularniho systému (1B, 2B) a neogenni
z6ny (1C, 2C) 400x.
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CYP2C8 CYP2C9
prenatalni obdobi dospélost prenatéini obdobi dospélost
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Obr. 13: Exprese CYP epoxygenaz v proximalnich tubulech (A) a v dalSich ¢astech
tubularniho systému (B) béhem prenatialniho vyvoje a v dospélosti. Grafy ukazuji

primé&rné histoskore, chybové Gsecky reprezentuji standartni odchylku.
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CYP2C8

STARI =~ RENALNi PROXIM. OSTATNI NEOGENNI | .-

(tydny IUV) TELISKA TUBULY TUBULY ZONA
6 2 -/+ + + + _
7 1 -/+ ++ ++ 4+ B
8 3 + ++ + +/++ -
9 1 + ++ + n 3
10 3 +++ ++ +++ ++ +
11 1 + ++ + n i
12 4 -1+ ++ + T i
13 2 -+ ++ +/++ + -
14 2 -1+ ++ + T -
18 5 -+ +/++ ++ + -
20 1 -1+ ++ ¥ T -

S

7 1 ++ +++ +++ + -+
8 3 + ++/+++ +++ ++ -+
9 1 + ++ + + -
10 3 +/++ ++/++ ++ A+ n
11 1 + +++ ++ -+ N
12 4 + +++ ++ n i
13 2 + +++ ++/+++ +/++ +
14 2 + +++ ++ n +
18 5 + ++/+++ +/++ +/++ -+
20 1 + +++ ++ + +

dospélost 5 + ++ ++/+++ X N

Tab. 10: Semikvantitativni hodnoceni exprese CYP epoxygenaz v ledvinach. '-'
negativni struktura, '+' slaba pozitivita, '++' stfedni pozitivita, +++' silna pozitivita, X —

struktura se ve vzorku nenachazi, n — pocet vzorkd.
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CYP2C19

STARI =~ RENALNi PROXIM. OSTATNI NEOGENNI | .-

(tydny IUV) TELISKA TUBULY TUBULY ZONA
6 2 -[+ + + + -[+
7 1 -+ + + + -
8 3 -[+ + + + -
9 1 -+ + + + -
10 3 +/++ + +/++ +/++ -[+
11 1 -+ + ++ + -
12 4 -1+ + + + -
13 2 -+ + + + -
14 2 -I+ + + + -
18 5 -+ -+ + -/+ -
20 1 -+ + + -1+ -
7 1 -+ +/++ +/++ -+ -
8 3 + +/++ +/++ ++ -
9 1 + ++ ++ ++ +
10 3 +/++ ++ ++ +/++ +
11 1 +/++ ++ ++ + +
12 4 + ++ ++ + -
13 2 + ++ ++ +/++ -
14 2 + ++ ++ + -
18 5 + ++ ++ +/++ -
20 1 + ++ ++ + -+

dospélost 5 -1+ +/++ -1+ X -

Tab. 10 - pokracovani: Semikvantitativni hodnoceni exprese CYP epoxygenaz
Vv ledvinach. '-' negativni struktura, '+' slaba pozitivita, '++' stfedni pozitivita, +++' silna

pozitivita, X — struktura se ve vzorku nenachazi, n — pocéet vzorka.
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5.2 EXPRESE SEH V PRENATALNIM VYVOJI A V DOSPELOSTI

Vyskyt sEH v cytoplazmé byla prokazana jak v embryondlnich a fetalnich
tkanich (Obr. 14), tak v tkanich dospélych. Semikvantitativni hodnoceni intenzity
exprese sEH béhem prenatalniho vyvoje a v dospélosti shrnuji Tab. 11 - 13. V piipadé

sEH nebyla detekovéana zavislost intenzity exprese tohoto proteinu na gestacnim véku.

stfevo jatra ledvina

7. tyden IUV
(embryonalni obdobi)

UV

v

4. m

ésic
(fetalni obdobi)

Obr. 14: Exprese sEH ve sti‘evech, v jatrech a v ledvinach v embryonalnim (7.
tyden IUV) a fetalnim obdobi (4. mésic IUV). Zvétseni 100x (1A, 2A, 3A, 1D, 2C,
3C). 1B, 1E — detail krypty, 1C, 1F — detail sliznice apikalni ¢asti klku, 2B, 2D — detail
hepatocytil, 3B, 3D — detail neogenni zony, zvétseni 400x.
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5.2.1 STREVO

Byly prokéazany rozdily v distribuci exprese sEH v bunkach stfevniho epitelu
mezi oblastmi krypt a apikalnimi ¢astmi klkd. Siln€jsi exprese sEH byla piitomna
v apikalni casti klki nez v Kkryptach. V pojivové tkani, v krevnich cévach a ve
svaloving byla exprese sEH sotva detekovatelna.

V ptipadé vzorkd duodena ziskanych od dospélych osob se intenzita exprese
pohybovala od stfedni (++) po silnou (+++). RozloZzeni exprese v jednotlivych

strukturach bylo obdobné jako v prenatalnim vyvoji.

f EPITEL KREVNI

( ty,sdflfy*ll}}v) N iky  krypry VAZIVO CCpult SVALOVINA
7 2 +++ ++ - -+ -
8 2 +++ ++ - - -
9 1 +++ + - - -
10 2 +++ ++ - - -
11 3 /44t +/++ - - -+
12 1 +++ ++ - - -+
13 1 +++ ++ - -+ -+
14 2 +++ ++ - - -+
16 3 +++ ++ - R _
17 1 +++ ++ - - -+
18 2 +++ ++ - R -
19 1 +++ + - - i

dospélost 5  ++/+++ +++ - - -

Tab. 11: Exprese SEH ve stievé. '-' negativni struktura, '+' slaba pozitivita, '++' stiedni

pozitivita, '+++' silna pozitivita, X — struktura se ve vzorku nenachazi, n — pocet vzorkd.

5.2.2 JATRA

Intenzita exprese SEH v hepatocytech se béhem prenatalniho vyvoje pohybovala
od sttedni (++) po silnou (+++). Vyvijejici se krevni elementy byly negativni, stejné
jako pojivova tkan.

Ve zralé jaterni tkani ¢ast hepatocytl (20 - 40 %) vykazovala vysokou pozitivitu

(+++), ve zbytku hepatocytd dosahovala intenzita exprese sEH stiednich hodnot (++).
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STARI KREVNI

(tydny IUV) n HEPATOCYTY ELEMENTY VAZIVO
6 1 +++ - -
7 2 +++ - -
9 3 ++/+++ - -
10 5 ++ - -
11 2 ++/+++ - -
12 2 ++/+++ - -
14 3 ++ - -
16 1 ++ - -
17 1 ++ - -
18 2 ++ - -
19 1 +++ - -
20 1 +++ - -

dospélost 5 ++/+++ X -

Tab. 12: Exprese SEH v jatrech. '-' negativni struktura, '+' slaba pozitivita, '++' stfedni

pozitivita, '+++' silna pozitivita, X — struktura se ve vzorku nenachazi, n — pocet vzorkd.

5.2.3 LEDVINA

sEH se exprimuje pievazné v tubularnim systému. Vys$s$i exprese sEH byla
prokazana v proximalnich tubulech Vv porovnani s ostatnimi useky renalnich tubult.
V renalnich téliskach bylo slabé pozitivni Bowmanovou pouzdro. Neogenni zoéna

ledviny byla sEH negativni.

STARI RENALNI PROXIM. OSTATNI NEOGENNI ATTVIE

(tydny IUV) TELISKA TUBULY TUBULY ZONA
7 1 -/+ +++ + _ I+
8 1 ++ +++ +[++ i _
10 3 -[+ ++ +/++ - N
11 1 - ++ n N :
12 2 + ++ ++ B J+
13 1 + +4+ ++ _ -+
14 3 + +++ +++ -+ J+
18 3 + +++ +++ - -1+

dospélost 5 - +4H[+++ 4+ X 3

Tab. 13: Exprese SEH v ledvinach. '-' negativni struktura, '+' slaba pozitivita, '++'
stiedni pozitivita, '+++' silna pozitivita, X — struktura se ve vzorku nenachazi, n — pocet

vzorku.
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Ve vzorcich zralé tkan€ byly nejvice pozitivni strukturou, podobné jako

Vv prenatalnim obdobi, proximalni tubuly. Na rozdil od prenatalniho vyvoje byla renalni
téliska SEH negativni.

5.3 SROVNANI EXPRESE CYP EPOXYGENAZ A sEH BEHEM
PRENATALNIHO VYVOJE

Zatimco exprese CYP epoxygenaz se béhem prenatdlniho vyvoje pievazné
zvySuje, exprese sEH nevykazuje signifikantni zavislost na stafi zarodku. Intenzita

exprese CYP epoxygenaz a sEH se v pribéhu prenatilniho vyvoje ve sledovanych
strukturach stiev, jater a ledvin lisi.

Buiiky stfevniho epitelu v apikdlnich ¢éastech klkti vykazovaly slabsi intenzitu
exprese CYP2C8 a 2C9 na rozdil od bunc¢k v ostatnich tsecich stfevni vystelky.

Distribuce sEH je opacna. V oblasti budoucich a vyvinutych krypt byla exprese nizsi,

smérem k apikalni ¢asti klka byl pozorovan jeji nartst (Obr. 15).

16. tyden 1UV

organ se tvoii organ je funkcné aktivni

A

v

N’
N g
=
=1 .
=] DIFERENCOVANE |  KLK
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= & —
- 5 —
= $ DIFERENCUJICT
=) (3 BURIKY
:: KRYPTA
S

PROLIFERUJICT
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CYP2C8
CYP2C9
sEH
CYP2C8
sEH

CYP2C19

CcYpP22
CYP2Co
CYP2C19
cYpa)2

Obr. 15: Srovnani expresniho profilu CYP epoxygenaz a sEH v epitelu stieva
Vv prenatalnim obdobi. V oblasti budoucich krypt a pozdé&ji v kryptach je silnéjsi

exprese CYP2CS8 a 2C9, zatimco exprese sEH je niz8i v porovnani s apikalni ¢asti klku.
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Hepatocyty byly pozitivni jak na CYP epoxygenazy, tak na sEH. Rozdily 1ze
nalézt u vyvijejicich se krevnich elementli. Zde byla zjisténa pouze exprese CYP
epoxygenaz. Exprese sSEH ve vyvijejicich se krevnich elementech prokazana nebyla
(Obr. 16).

Vyznamnym rozdilem v ledvinach je odlisna exprese CYP epoxygenaz a sEH
vV neogenni zén€. Tato oblast vykazovala pozitivitu na CYP epoxygenazy, exprese sEH

zde prokazana nebyla (Obr. 17).

HEPATOCYTY

VYVIJEJICI SE KREVNI ELEMENTY

Cyp2)2 NN [

cYpP2ce |

CYp2cs NN [
|
CYP2c19 IINNNNNN [N

Obr. 16: Srovnani expresniho profilu CYP epoxygeniaz a sEH v jatrech
vV prenatalnim obdobi. V hepatocytech jsou exprimovéany jak CYP epoxygenazy, tak

sEH. Ve vyvijejicich se krevnich elementech se exprimuji jen CYP epoxygendzy.
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NEOGENNI ZONA NEFRON

_ ) distalni Sraci
vznik novych rendlni |proximalni tubuly ljber?c;(
nefrond télisko tubulus anaie
{ Henleova 1 'Ir
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CYP2C8 s [ —
CYP2CY | | | |

CYP2C19 I
CYP2)2 I R
sEH [

Obr. 17: Srovnani expresniho profilu CYP epoxygenaz a sEH v ledviné béhem
prenatalniho obdobi. CYP epoxygendzy a sEH jsou exprimovany pievazné
V tubularnim systému ledvin. V neogenni zoné€ se exprimuji pouze CYP epoxygenazy,

exprese SEH zde prokazana nebyla.
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5.4 EXPRESE PPARo, V PRENATALNIM VYVOJI
AV DOSPELOSTI

Distribuci PPARa v jednotlivych strukturdch studovanych tkani a jejich
subcelularni lokalizaci shrnuji Tab. 14 — 16 a Obr. 18.

5.4.1 STREVO

Hlavnim misto exprese PPARa je stievni epitel. Béhem prenatalniho vyvoje
expresni profil PPARo vykazoval zmény intenzity exprese V jednotlivych usecich
sttevniho epitelu — od krypty po apikalni ¢ast. Do 11. tydne byla exprese silngjsi
v mistech budoucich krypt, ve vy$Sich vyvojovych stadiich byla intenzita exprese
PPARa srovnatelna jak v kryptach, tak v apikalnich ¢astech klku. Kromé intenzity se
meéni  také subcelularni lokalizace receptoru. PPARa byl prokdzadn prevazné
V cytoplazmé, jaderna pozitivita byla rovnéz detekovatelna. Jadra enterocytt
vykazovala pozitivitu ptevazné v epitelovych bunkach kryjici apikalni casti klku.
Krevni cévy a svalové buiniky byly také pozitivni na PPARa, pojivova tkan byla
negativni.

Ve vzorcich dospélé tkané bunky stievniho epitelu na povrchu apikalnich ¢asti
klkd vykazovaly silngjsi intenzitu exprese PPARa V porovnani s epitelovymi bunikami

v oblasti krypt. Exprese byla detekovatelna jak v cytoplazmé, tak v jadte.

5.4.2 JATRA

V 18. tydnu IUV byl pozorovan narust exprese PPARa v hepatocytech. Silna,
pfevazné jadernd, pozitivita byla detekovana v nékterych vyvijejicich se krevnich
elementech (30 — 50 %). Vazivova tkan byla PPARa negativni.

Slaba intenzita exprese PPARa byla prokdzana ve vSech hepatocytech ve
vzorcich jaterni tkané od dospélych jedinci. Cast hepatocyti (30 — 40 %) vykazovala

intenzitu vyssi (++). Vazivova tkan byla negativni.
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5.4.3 LEDVINA

Silna intenzita exprese PPARa byla prokdzana v proximalnich tubulech. Stiedni
intenzita exprese byla detekovdna ve zbytku tubularniho systému (Henleova klicka,
distalni tubuly, sbéraci kanalky) a také v neogenni zoné ledvin. V renalnim télisku byla
exprese PPARa prokazana jak v glomerulu, tak v Bowmanové pouzdie. V glomerulech
byl po 12. tydnu IUV pozorovan narust intenzity exprese PPARa.

V dospélé tkani se proximalni tubuly barvily s niZsi intenzitou nez ostatni ¢asti

tubularniho systému. Renalni téliska byla negativni.

stfevo jatra ledvina

7. tyden IUV
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Obr. 18: Exprese PPARav embryonalnim (7. tyden IUV) a fetilnim obdobi
(5. mésic IUV). Zvétseni 100x (1A, 2A, 3A, 1D, 2C, 3C), 1B, 1E — detail krypty, 1C,
1F — detail sliznice apikalni ¢asti klku, 2B, 2D — detail hepatocyti, 3B, 3D — detail

neogenni zény, zvetSeni 400x.
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EPITEL

STARI KREVNI
(tydny TUV) KLKY KRYPTY VAZIVO CEVY SVALOVINA
++ +++ -[+ +/++ +/++
! €N €N €N (€N CN)
++ +++ -[+ +/++ +/++
° CNM)  €CN)  (€CN)  (CN) CN)
++ +++ -[+ +/++ +/++
i CNM)  €CN)  (CN)  (CN) CN)
++ +++ -[+ +/++ +/++
10 CNM) CN)  (€CN)  (CN) CN)
++ ++ -+ +/++ +/++
H CNM) €N €N (CN) CN)
++ ++ -+ +/++ ++
2 CNM) (€N CN) €N (€N
13 ++ ++ -+ +/++ ++
(CNM)  (CN) (C.N) (C.N) (C.N)
14 ++ ++ -+ +/++ +/++
(CNM)  (CN) (C.N) (C.N) (C.N)
++ ++ -+ +/++ +/++
10 €N CN €N (€N CN)
++ ++ -+ +/++ +/++
Y €N CN €N (€N CN)
++ ++ - +/++ +/++
10 €N CN €N (€N CN)
19 ++ ++ -[+ +/++ +/++
(C.N) (C.N) (C.N) (C.N) (C.N)
. ++/+++ +/++
dospélost (CN) (CN) - - X

Obr. 14: Exprese PPARa ve stievé.

L)

negativni struktura, '+' slaba pozitivita, '++'

sttedni pozitivita, +++' silnd pozitivita, X — struktura se ve vzorku nenachazi, C —

cytoplazmatickd lokalizace, N — jaderna lokalizace, M — pozitivni plazmaticka

membrana, n — pocet vzorku.
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STARI KREVNI

(tydny TUV) n HEPATOCYTY ELEMENTY VAZIVO
++ +
° : CN) (CN) '
5 9 ++ ++/+++ )
(C.N) (C.N)
7 9 ++ ++/+++
(CN) (CN) i
8 1 ++ ++/+++
(CN) (CN) i
9 9 ++ ++/+++
(CN) (CN) i
++ ++/+++
oo CN) CN) :
++ ++/+++
Hoo2 (CN) (CN) '
++ +++
o2 (CN) (CN) '
++ +++
Mool CN) (CN) ‘
++ +++
o2 CN) (CN) ‘
++ +++
oot CN) (CN) ‘
+++ +++
B2 CN) (CN) ‘
++ +++
Bt CN) (CN) ‘
+++ +++
° 0 (CN) (CN) :
dospélost 5 (-l(-:/:l-,\-:-) X -

Tab. 15: Exprese PPARa V jatrech. '-' negativni struktura, '+' slaba pozitivita, '++'
sttedni pozitivita, '+++' silnd pozitivita, X — struktura se ve vzorku nenachazi, C —
cytoplazmatickd lokalizace, N — jaderna lokalizace, M — pozitivni plazmaticka

membrana, n — pocet vzorki.
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STARI RENALNi PROXIM. OSTATNI NEOGENNI | .-/
(tydny IUV) TELISKA TUBULY TUBULY  ZONA
+ ++ +/++ +
° CN) €N (N (CN) '
+ +++ +/++ ++
! CN)  (©CN) (N (CN) '
+ +++ ++ ++
8 CN) (€N (N (CN) '
+ +++ ++ ++
10 CN) (€N (N (CN) '
+ +++ ++ ++
12 CN)  (©CN) (N (CN) '
+/++ +++ ++ ++ -+
13 CN)  (©CN) (N (CN) (CN)
+/++ +++ ++ ++ -+
14 (CN) (CN) (CN) (CN) (CN)
++ +++ ++ ++ -[+
18 CN) €N (N (CN) (CN)
dospélost - o o X -
(CN) (CN) (CN)

Tab. 16: Exprese PPARa V ledviné. -' negativni struktura, '+' slaba pozitivita, '++'

sttedni pozitivita, +++' silnd pozitivita, X — struktura se ve vzorku nenachézi, C —

cytoplazmaticka lokalizace, N — jadernd lokalizace, M — pozitivni plazmaticka

membrana, n — pocet vzorki.

5.5 VIABILITA BUNEK PO OVLIVNENI RUZNYMI LIGANDY

PPARa

NEPUBLIKOVANE VYSLEDKY
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56 ZMENA EXPRESE CYP EPOXYGENAZ A sEH
V BUNECNYCH LINIICH PO OVLIVNENI LIGANDY PPARg,
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6 DISKUZE

Cytochromy P450 (CYPs) jsou dobie znamé pro svoji roli v metabolizmu 1é¢iv.
Bylo ale prokazano, Ze nékteré CYPs jsou nezbytné pro spravny prenatalni vyvoj
(Stoilov, 2001). Prvnim krokem v identifikaci CYPs, které se vyvoje organizmu ucastni,
je stanoveni jejich pfitomnosti a expresniho profilu v embryonalnich a fetalnich tkanich.
V nezralé tkani stfev, jater a ledvin byl stanoven profil exprese CYP2C8, 2C9, 2C19,
2J2, sSEH a PPARa. Stati vzorkt se pohybovalo od 5. do 20. tydne IUV. Toto obdobi
pokryva konec organogeneze (konec 8. tydne), kdy se jednotlivé organy tvoii a zacatek
fetalniho obdobi, kdy builky a orgény dozravaji funkéné. Vybrané organy piedstavuji
hlavni organy, které se ucastni absorpce, distribuce, metabolizmu a eliminace
xenobiotik.

CYP epoxygendzy a sEH jsou enzymy I. faze metabolizmu xenobiotik. Kromé
toho se podili na metabolizmu arachidonové kyseliny. Jde o w-6 mastnou kyselinu,
ktera je pro prenatalni vyvoj velmi dulezita. Jeji transport pies placentu ma prednost
pted transportem linolové kyseliny a neesencialnich mastnych kyselin. Koncentrace
arachidonové kyseliny v krevni plazmé plodu je dokonce vys§i nez koncentrace
v plazmé¢ matky (Innis, 2005). CYP epoxygenazy (CYP2C, CYP2J) konvertuji
arachidonovou kyselinu na Ctyfi regioizomery epoxyeikosatrienovych kyselin (EETs).
Jde o vysoce aktivni metabolity, které se uCastni mimo jiné regulace proliferace
a diferenciace bunék. Tyto epoxidy jsou nasledné za ucasti SEH rychle metabolizovany
na piislusné dioly (DHETS), které jsou méné aktivni (Spector et al., 2004). Objevil se
také nazor, ze EETs by mohly béhem vyvoje hrat roli morfogenu podle teorie pozi¢ni
informace (Stoilov, 2001).

CYP epoxygenazy a sEH patii mezi geny, jejichZ expresi fidi transkripéni faktor
PPARa, ktery je aktivovan fadou endogennich a exogennich ligandli, mezi které patii
také vySe zminéna arachidonova kyselina a jeji metabolity (EETs a DHETS) (Ng et al.,
2008; Raksandehroo et al., 2010).

Ontogeneze tenkého stieva se sklada ze tii po sobé jdoucich fazi: morfogeneze
a bunécné proliferace, bunécné diferenciace a funkéni maturace. Organogeneze stieva je
kompletni ptiblizn€ ve 13. tydnu IUV (Montgomery et al., 1999). Nové bunky stfevniho
epitelu vznikaji v kryptach z kmenovych bunék, migruji smérem nahoru a diferencuji se

v enterocyty a v sekrecni buniky. Na apikdlnim povrchu klku se uvoliuji a podléhaji
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apoptdze (Sancho et al., 2004). Tento proces probihd nejen v prenatdlnim obdobi, ale
obnova stievniho epiteluje timto zpisobem zajisténapo cely zivot jedince.

Nase vysledky ukazuji, Ze se v pribé¢hu vyvoje stfeva zvySuje intenzita exprese
CYP2CS8 a 2C9. Béhem 4. mésice IUV (CYP2CS8 v 16. tydnu a CYP2C9 ve 14. tydnu)
dosahuje intenzity srovnatelné s expresi v dospélé tkani. Intenzita exprese CYP2J2 je
V prenatalnim obdobi vysSi nez v dospélosti a ve sledovaném obdobi prenatdlniho
vyvoje se dale neméni. Vyssi exprese CYP2J2 v porovnani se zdravou tkani byla
potvrzena Vv ruznych typech nadorti a nadorovych bunécnych liniich (Jiang et a., 2005),
coz poukazuje na dal$i podobnosti mezi prenatdlnim vyvojem a tumorigenezi.
Pfitomnost transkriptii tohoto enzymu ve vyvijejicim se lidském stfevé potvrdil také
Gaedigk et al. (2006). Naproti tomu intenzita exprese SEH neni zavisld na gestatnim
veku.

Rozlozeni exprese studovanych enzymu se v jednotlivych oblastech stievniho
epitelu 1isi. CYP2CS8 a 2C9 vykazuji silnou expresi v oblasti budoucich krypt a pozdé&ji
v pln¢ diferencovanych Lieberkhinovych kryptach. Na druhou stranu je exprese
CYP2C19 a 2J2 v oblasti budoucich krypt ana apikalnich ¢astech klkt srovnatelna. Toto
rozlozeni se méni v pribéhu 4. mésice IUV. Ve 14. tydnu mizi exprese CYP2C19
z oblasti krypt, k eliminaci exprese CYP2J2 dochazi v 16. tydnu. 1 kdyz v literatuie
neexistuje jednotny ndzor, kdy stfevo zacind byt funkéni, dochazi k tomu ve 4. mésici
prenatalniho vyvoje. V tomto obdobi za¢inaji byt funk¢éni enzymy, dochazi k sekreci
Zluce a je detekovatelna peristaltika. Fétus polyka plodovou vodu, ktera je absorbovana
pravé stfevnim epitelem a recyklovana v ledvindch. V dospélosti je exprese
sledovanych CYP epoxygenaz v oblasti krypt a na apikalnich ¢astech klkt srovnatelna.
Distribuce exprese sEH také neni ve stievnim epitelu jednotnd. V oblasti budoucich
krypt je slabsi nez nez v apikalnich ¢astech klki. Toto rozlozeni je stejné i v dospélosti.

Béhem prenatdlniho vyvoje stfeva se také méni rozlozeni exprese PPARa. Do
11. tydne IUV je exprese tohoto receptoru silnéjsi v oblasti budoucich krypt nez
na apikalnich castech klkii. Poté je exprese jak v kryptach, tak na apikalnich ¢astech
klkt srovnatelna. V dospélé tkani je exprese PPARa siln€jsi na apikalnich ¢astech klkd.
Kromé rozlozeni intenzity exprese se také méni subcelularni lokalizace receptoru.
Lokalizace PPARa je Casto popisovana jako jaderna, v nékterych typech bunék byly
PPARa prokazany také v cytoplazmé (Chinetti et al., 1998; Bordji et al., 2000;

Reynders et al., 2006). Nedavno byl popsdn vzijemny pifenos receptoru mezi
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cytoplazmou a jadrem, ktery je regulovan fadou drah. Jadernou lokalizaci PPARa
zvysuje pritomnost jeho ligandu (Umemoto et Fujiki, 2012). Ve vzorcich stieva embryi
a féth byl PPARalokalizovan pievazné v cytoplazmé. Jadernd pozitivita byla
detekovana a to pievazné v epitelovych burikach apikalnich ¢asti klkt, coz muze byt
spojeno s diferenciaci.

Bylo prokazano, ze CYP epoxygenazy i1 PPARa se ve stievé ucastni fady
fyziologickych procesii. CYP2J2 ovliviiuje cévni tonus a také se pravdépodobné ucastni
uvoliiovani neuropeptidii, kontoly motility a modulace transportu stfevnich tekutin
a elektrolytt (Zeldin et al., 1997). PPARa se ucastni regulace oxidace mastnych
kyselin, toku cholesterolu, transportu a metabolizmu karbohydrati a aminokyselin,
motility stfeva a také snizovani oxida¢niho stresu (deVogel-van den Bosh et al., 2008).

Distribuce CYP epoxygenaz a sEH v jednotlivych ¢astech stievniho epitelu vede
pravdépodobné k rozdilné koncentraci regioizomertt EETs. Kazdd CYP epoxygenaza
produkuje nékolik regioizomerl, pficemz jeden z nich obvykle ptevazuje. CYP2C8
a2C9 produkuji hlavné 14,15- a 11,12-EET. CYP2C19 produkuje hlavné 8,9-EET
aCYP2J2 je nejméné regioselektivni epoxygenaza, ktera vytvaii vSechny
4 regioizomery (Zeldin, 2001). V oblasti krypt, kde vznikaji nové buiky stievniho
epitelu, je silna exprese CYP2CS8 a 2C9. Experimenty provadéné na bunéénych liniich
prokazaly, ze regioizomery 14,15- a 11,12-EET jsou silngjsi stimularoty proliferace nez
regioizomer 8,9-EET. Proliferace nastava zvysenim fosforylace ERK1/2 a PI3K (Shen
et al., 2008). Rozlozeni exprese CYP2C8 a CYP2C9 mé za nasledek pravdépodobné
niz$i koncentraci 14,15- a 11,12-EET v epitelovych buiikéach na apikalnich ¢astech klka
nez v oblasti krypt. Riizn4d koncentrace EETs ve stfevnim epitelu je navic podpofena
rozlozenim exprese sEH, ktera je v oblasti krypt niz§i nez na apikalnim useku klku.
Ackoliv sEH ptfevadi vSechny EETs na pfislusné DHETs, jejim preferovanym
substratem je pravé regioizomer 14,15-EET, ktery ma nejvyssi proliferacni potenial
(Spector et al., 2004). Popsané rozlozeni riznych EETs v rtiznych oblastech stfevniho
epitelu spolu s faktem, Ze pro diferenciaci epitelovych bunék je nezbytna inaktivace
drahy ERK1/2 a PI3K (Aliaga et al., 1999; Laprise et al., 2002) podporuje ndzor, ze
zvySujici se exprese sEH je spojend s diferenciaci.

Vliv CYP2J2, sEH a jejich metabolith na diferenciaci byl prokazan
u mezenchymovych kmenovych bunék a 2z nich derivovanych adipocytt.

V nediferencovanych bunikach je vyssi exprese CYP2J2, vyssi hladina EETs a nizsi
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hladina sEH a DHETs nez v buiikdch diferencovanych. Navic bylo prokézano, ze
zablokovani aktivity sEH nedovoluje kmenovym bunkam se diferencovat (Kim et al.,
2010).

Jatra plni v organizmu fadu metabolickych funkci, vcetné Stépeni zivin
a detoxikacnich procesi. Béhem prenatalniho obdobi navic slouzi jako hematopoeticky
organ. Jiz v 5. tydnu prenatalniho vyvoje je mozné v hepatocytech detekovat CYP2CS,
2C9 a 2J2. Exprese CYP2C19 zacind o tyden pozdéji. Expresi transkripti CYP2C
Vv jatrech béhem prenatalniho vyvoje potvrdilo vice praci (Koukouritaki et al., 2004;
Bieéche et al., 2007; Treluyer et al., 1997). Studie, kterou provedli Treluyer et al. (1997)
ovSem neprokdzala pfitomnost proteini ani enzymatickou aktivitu. Pfitomnost
a enzymatickou aktivitu CYP2C9 a 2C19 pozdéji prokazali Koukouritaki et al. (2004).
Detekovali zvySujici se mnozstvi proteinu CYPY2C9 v rozmezi 8. az 24. tydne IUV.
Mnozstvi proteinu CYP2C19 se ve sledovaném obdobi neménilo. Nase vysledky
ukazuji zvySujici se mnozstvi proteinu CYP2C9 pouze v obdobi mezi 5. a 6. tydnem
IUV. Tato neshoda mtze souviset s rozdilnou citlivosti pouzitych detekénich metod.
Expresi CYP2J2 na urovni mRNA a proteind v prenatdlnim obdobi se zabyvali Gaedigk
et al. (2006). Zjistili, ze exprese CYP2J2 na urovni proteinti vykazovala zna¢nou
interindividualni variabilitu, na arovni mRNA byla variabilita niz8i. Intenzita exprese
CYP2J2 v hepatocytech v nasich vzorcich vykazovala nejvys$si interindividualni
variabilitu ze studovanych CYP epoxygenaz. Exprese sEH se v hepatocytech béhem
prenatalniho vyvoje vyrazné neméni. Kromé CYP epoxygenaz a SEH se v hepatocytech
exprimuje i receptor PPARa. Jeho exprese je detekovatelna jiz v 5. tydnu a zvySuje se
az do 18. tydne IUV. PPARa je centralni hra¢ v katabolizmu mastnych kyselin
a udrzovani homeostazy glukézy (Peeters et Baes, 2010). Interakce PPARa s ligandy
béhem prenatalniho vyvoje muze byt dulezitda v adaptaci chromatinové struktury
na ptisun zivin, kterym bude potomek vystaven po narozeni. Nevhodné metabolické
naprogramovani, napf. nevyvazenou stravou matky béhem téhotenstvi, je spojovano
S vys§im rizikem vzniku kardiovaskularnich a metabolickych chorob potomkul
v dospélosti (Rees et a., 2008).

ProtozZe jatra béhem intrauterinniho vyvoje plni hematopoetickou funkci, nachéazi
se zde velké mnozstvi vyvijejicich se krevnich elementd. U nékterych krevnich
elementl jsme prokazali slabou expresi CYP epoxygenaz a silnou, pfevazné jadernou,
expresi PPARa. Exprese sEH zde detekovana nebyla. Nedavné studie prokazaly vliv

CYP epoxygenaz a SEH na hematopoézu a na angiogeneziu embryi ryby Danio rerio
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(,,zebrafish®). Li et al. (2015) prokazali, ze 11,12-EET je nezbytny pro zahdjeni
specifikace hematopoetickych kmenovych a progenitorovych bunék. Frémel et al.
(2012) prokazali, ze inhibice aktivity sEH u rybich embryi vede k poklesu mnozstvi
hematopoetickych progenitorovych bun¢k a K alteracim ve vyvoji zilniho systému
(kaudalniho plexu), zmény Ve vyvoji arterii prokazany nebyly. Embrya s nedostatkem
sEH také maji mensi oci.

Vsechny sledované proteiny byly detekovany také v ledvinach. Béhem
prenatalniho vyvoje se vnéjsi ¢ast kury ledvin oznacuje jako neogenni zoéna. Je to misto
vzniku novych nefrond. V této oblasti jsou exprimovany vSechny studované
epoxygenazy. Exprese sEH zde ovSem prokazana nebyla. Tato oblast je rovnéz
pozitivni na PPARa.

Hlavnim mistem exprese CYP epoxygenaz V ledvindich béhem prenatalniho
obdobi 1 v dospclosti je tubuldrni systém. Nejvice exprimovanou izoformou
Vv prenatalnim obdobi je CYP2C9. Exprese CYP2C8 a 2C9 je vyssi v proximalnich
tubulech nez ve zbytku tubularniho systému (Henleové klicce, distalnich tubulech
a sbéracich kanalcich). Exprese CYP2C19 a 2J2 je vcelém tubularnim systému
srovnatelnd. Exprese CYP2J2 je mezi 10. a 20. tydnem IUV vy$§i Vv porovnani
s dospélou tkani. ZvySeni exprese CYP2J2 nastava pfiblizn€¢ v dobé, kdy zacina
ultrafiltrace. Expresi CYP2J2 v ledvinach na irovni mRNA b&hem prenatalniho vyvoje
potvrdili Gaedigk et al. (2004). Nase vysledky ukazuji, Ze v dosp€losti je exprese mezi
jednotlivcei variabilni. Exprese CYP2CS8 a 2J2 je vyssi v proximalnich tubulech nez ve
zbytku tubularniho systému, rozlozeni exprese CYP2C9 a 2C19 je opacné. Stejné jako
CYP epoxygenazy, nejvyssi exprese sEH je detekovana v tubuldrnim systému.
Proximalni tubuly vykazuji vysSi intenzitu exprese nez zbytek tubularniho systému.
V proximalnich tubulech je také vyssi exprese PPARa nez ve zbytku tubularniho
systému.

EETs maji v ledvinach specifické funkce. Reguluji pritok krve glomerulem,
uvoliiovani reninu, transport iontli a rovnéZz stimuluji proliferaci rendlniho epitelu
(nejucinngjsi je regioizomer 14,15-EET) (Capdevila et al., 2000). Dal$im moznym
vysvétlenim zvySené exprese CYP2J2 v ledvindch zarodkl oproti dospélym muze byt
urcita souvislost mezi CYP2J2 aaktivitou metaloproteinaz (MMP). Na mysich
s deficienci MMP-9 bylo prokazano, ze MMP-9 je hlavnim regulatorem poctu nefront,

protoze zabranuje apoptoze nefrond béhem vyvoje (Arnould et al., 2009). Jiang et al.,
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(2007) prokazali, ze CYP2J2 a jeho metabolity Vnadorovych buinkach zvysuji
metastaticky potencidl pravé zvySenim exprese a aktivity MMP-9. Mysi ortolog enzymu
CYP2J, Cyp2j5, je regulovan béhem vyvoje (Ma et al., 1999).

V renalnich téliskach byla slaba exprese CYP epoxygendz a sEH prokéazéana
v Bowmanové pouzdie. Exprese PPARa byla prokazana v glomerulech i Bowmanové
pouzdie. Po 12. tydnu vyvoje se exprese PPARa v glomerulech zvySuje. K tomu
dochazi piiblizné v dobé, kdy v ledvinach za¢ina ultrafiltrace. PPARa v ledvinach se
ucastni metabolizmu mastnych kyselin a podileji se na regulaci homeostazy vodniho
hospodaistvi (Tachibana et al., 2006). PPARa také zvySuje expresi nefrinu, ktery je
nezbytny pro spravnou funkci filtra¢ni bariéry (Ren et al., 2005).

Jak bylo uvedeno vyse, PPARa se podili na regulaci exprese CYP epoxygenaz
a sEH (Rakhshandehroo et al., 2010). Vyznamnou skupinu ligandd PPARa ptedstavuji
fibraty. Fenofibrat, bezafibrait a gemfibrozil se vyuzivaji v klinické praxi k lécbé
hyperlipidémii. Fibrat WY-14643 je experimentalné pouzivan ke specifické aktivaci
PPARa (Ng et al., 2008).

NEPUBLIKOVANE VYSLEDKY
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CYP epoxygenazy se ucastni také metabolizmu 1é¢iv a jejich zvySena exprese
v naddorech muze pfispivat k mnohocetné Iékové rezistenci inaktivaci protinadorovych
1é¢iv (Gillet et Gottesman, 2010). CYP2C metabolizuji ptiblizné¢ 20 % klinicky
uzivanych 1é¢iv, v¢etné protinadorovych jako je paklitaxel, bexaroten, cyklofosfamid,
ifosfamid, imatinib mesylat, idarubicin, tamoxifen a tretionin (Scripture et al., 2005).
Ackoliv metabolizmus xenobiotik cytochromy P450 ptedstavuje urCity typ ochrany
bunék proti potencionalné Skodlivym molekulam, jejich exprese v prenatadlnim vyvoji
muze byt zodpovédnd za vyvojovou toxicitu 1éCiv a polutantii z prostfedi. Zmény
Vv expresi téchto CYPs zplisobené xenobiotiky mohou mit pro vyvijejici se organizmus
fatalni nasledky.

Exprese CYP epoxygendz je ovlivnéna jadernym receptorem PPARa. Mezi
ligandy PPARa patii také fada polutantti z prostedi, jako jsou ftalaty, trichloretylen,
aindustrialné  vyuzivané  surfaktanty,  naptf.  perfluorooktanovd  (PFOA)
a perfluorononanové kyselina (PFNA) a perfluorooctansulfat (PFOS), které se vyuZivaji
napf. pro povrchovou upravu textilii, v kosmetice, lubrikantech, zpomalovacich hofeni
a neptilnavych povrSich na nadobi (Abbott et al., 2007; Wolf et al., 2010). Vyse
jmenované prumyslové surfaktanty maji negativni dopad na prenatalni vyvoj mysich
zarodkd, zprostiedkovan pravé PPARa. U mysi s lidskym PPARa tento efekt
pozorovan neni. Je ovSem znamo, ze lidsky PPARa vyzaduje k aktivaci vyssi
koncentrace ligandil nez my$i PPARa (Albrecht et al., 2013).

Vyse zminény ligand PPARa trichloretylen je znamy teratogen. Bylo prokazano,
ze béhem embryonalniho vyvoje kufete zpUsobuje trichloretylen zmény v expresi
CYP2C, které maji za nasledek nespravny vyvoj srdce U zarodki (Makwana et al.,
2013). Zda je ale tato zména exprese CYP epoxygendz zpusobena aktivaci receptoru

PPARa neni jasné.
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7 ZAVER

e Na zakladé fady laboratornich pokust, uvedenych v experimentalni ¢asti, byla
prokazana exprese CYP2C8, 2C9, 2C19 a 2J2, sEH a PPARa b&hem prenatalniho
vyvoje clovéka v obdobi od 5. do 20. tydne IUV.

e Exprese CYP2J2 je béhem prenatalniho vyvoje ve stievnim epitelu a tubularnim
systétmu ledvin vyssi nez v dospélosti. V dospélosti nebyla prokazana exprese
CYP2J2 u vsech jedinct. Béhem prenatdlniho vyvoje dochazi ke zvySeni exprese

CYP2J2 v tubularnim systému ledvin pfiblizné v dob¢, kdy zacina ultrafiltrace.

e Rozlozeni exprese CYP epoxygenaz a SEH v bunkach stfevniho epitelu a v renalnim
parenchymu naznacuje, Ze tyto enzymy a jejich metabolity ovliviyji diferenciaci
bun¢k. Malo diferencované bunky ve stfevnich kryptach exprimuji CYP2C8 a 2C9
vice, nez diferencované bunky v apikélnich ¢astech klku. Distribuce sEH je opacna,
Vv oblasti krypt je slabsi nez v apikalnich ¢astech klku. Buniky neogenni zény ledvin
predstavuji buiiky nediferencované, ze kterych vznikaji nové nefrony. Tato oblast

vykazuje expresi CYP epoxygenaz, ale je negativni na sEH.
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Perspektivy do budoucna:

Na zaklad¢ profili exprese CYP epoxygendz, sEH a PPARa v prenatalnim
obdobi je mozné se domnivat, Ze tyto proteiny a jejich metabolity hraji ve vyvoji ur¢itou
roli v diferencia¢nim procesu jednotlivych tkani a organt. Kyselina arachidonova je pro
prenatalni vyvoj Cloveéka nezbytna. Je to nedilna soucast lidské stravy, je substratem
CYP epoxygendz a zéarovenn ligandem PPARa, stejné jako jeji metabolity EETs
a DHETSs.

Protoze exprese CYP epoxygenaz a sEH muize byt potencialné ovlivnéna fadou
1é¢iv a polutantil z prostredi, je dalsi vyzkum ptesné role téchto proteinti béhem

prenatalniho vyvoje velmi Zadouci.
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8 SEZNAM ZKRATEK

AA

ABC
AF-1
AF-2

AMP

BMP

CEA

CBP
CYP/CYPs
DAB

DBD
ddH20
dH20
DHET
DNA
EET/EETs
EGFR

EMD 392949
EphB4
EPHX2
ERK1
FABP

FGF

GST

HAT

HDAC
HEK293

HepG2

arachidonova kyselina
ATP-vazajici kazeta (ATP- binding cassette)
aktivacni funkce 1

aktivaéni funkce zavisla na vazbé ligandu (ligand-dependent
activation function 2)

adenosinmonofosfat

kostni morfogeneticky protein (bone morphogenic protein)
karcinoembryonalni antigen

CREB-binding protein

cytochrom P450 / cytochromy P450

3,3 ’-diaminobenzidin

vazebna doména pro DNA (DNA-binding domain)
deionizované voda

destilovana voda

dihydroxyeikosatrienové kyseliny

deoxyribonukleova kyselina

epoxyeikosatrienova kyselina / epoxyeikosatrienové kyseliny

receptor pro epidermdlni ristovy faktor (epidermal growth factor
receptor)

(S)-4-o-tolylsulfanyl-2-(4-trifluormethyl-phenoxy)butyric acid
efrinovy receptor B4 (ephrin type-B receptor 4)

epoxid hydrolaza 2

extracellular signal-regulated kinase

protein vazajici mastné kyseliny (fatty acid binding protein)
rustovy faktor fibroblastt (fibroblast growth factor)
glutathion-S-transfferaza

histon acetyl transferaza

histon deacetylaza

bunécna linie odvozend z lidské embryondlni ledviny (human
embryonic kidney 29)

bunécénd linie odvozena z lidského hepatocelularniho karcinomu
(hepatocellular carcinoma)
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HLA-1
HT-29

UV
LBD
MAPK

MDR
MMP9
MRNA
NADPH
NAT
N-CoR
NR1C1
OCT4

PAGE
PBP
PFNA
PFOA
PFOS
PGC-la
PI3K
PPAR
PPRE
RXR
SDS
sEH
SMRT

Src
STAT

SULT

hlavni histokompatibilni komplex

bunééna linie dovozena z lidského kolorektralniho
adenokarcinomu (human colorectal adenocarcinoma)

intrauterinni vyvoj
vazebna doména pro ligand (ligand-binding domain)

mitogenem aktivovana protein kinaza (mitogen activated-protein
kinase)

mnohocetna 1ékova rezistence (multidrug resistance)
matrixova metaloproteinaza 9

mediatorova RNA

nikotinamidadenindinukleotidfosfat

arylamin N-acetyltransferaza

jaderny korepresor receptort (nuclear receptor corepressor)
jaderny receptor 1C1

oktamer-vazajici protein 4 (octamer-binding transkription factor
4)

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
PPARs vézajici protein

perfluorononanova kyselina
perfluoroktanova kyselina
perfluorooctansulfat

PPARY coactivator la

fosfoinositol-3-kinaza

receptor aktivovany proliferatory peroxizomi
responzivni element proliferatori peroxizémi
retinoidni X receptor

sodium dodecyl sulfat

solubilni epoxid hydrolaza

tlumici mediator pro retinoidy a thyroidni hormony (silencing
mediator for retinoid and thyroid hormone receptor)

Src kinaza

prenasece signalu a aktivatory transkripce (signal transducers and
activators of transcription)

sulfotransferaza
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UGT uridin difosfo-(UDP) glukuronyltransferaza
UTR netranslatovany region (untranslated region)

VEGF vaskularni endotelidlni ristovy faktor (vascular endothelial
growth factor)

WY-14643 pirixinova kyselina ([4-chloro-6-(2,3-xylidino)-2-
pyrimidinylthio]acetic acid)
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