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Zoznam pouzitych skratiek a symbolov

AA kyselina arachidonova

AF-1 aktivacna funkcia nezavisla na ligande

AF-2 aktivacna funkcia 2

Agtx2 alaninglyoxylataminotransferaza 2

APO A(1-5) apolipoprotein A(1-5)

Caco2 bunkova linia odvodend od l'udského kolorektdlneho adenokarcinomu
COX cyklooxygenazy

CYP P450 Cytochrom P450

DBD doména viazuca DNA

DEHP ester kyseliny ftalovej

dH20 destilovana voda

DHA dokosahexaénova kyselina

DHET dihydroxyeikosatriénové kyseliny
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO dimethylsulfoxid

EETs epoxyeikosatriénové kyseliny

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

EPA eikosapentaénova kyselina

FAT translokéza mastnych kyselin

FATP transportny protein mastnych kyselin
FBD flexibilna pantova doména D

FBS fetdlne bovinné sérum

Gls glutaminaza

Gotl aspartataminotransferaza

GPS2 supresor drahy G-proteinu 2

Gpt alaninaminotransferaza

GSTA glutation S-transferaza A

GSTs glutation S-transferazy

HAT histonacetyltransferazova aktivita
HDAC histondeacetylaza

HDL lipoprotein s vysokou hustotou

HETE 8(S)-hydroxyeicosatetraénova kyselina
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HRP
HT-29

LBD
LDL
LOX
LPL
MDR
MIST
NCoR
NRs
PBS
Pckl
Pcx
Pdk4
PFDA
PFOA
PFOS
PGC-1
PLA2
PPARs
PPRE
PPs
RAR
ROS
RXR
sEH
SMRT
SRC-1
TNF-a
TR
Tyr
Ugtla9
UGTs

chrenova peroxidaza

bunkov3 linia odvodena od l'udského kolorektalneho adenokarcindmu

leucin
doména viazuica ligand
lipoprotein s nizkou hustotou
lipooxygenaza
lipoproteinova lipaza
mnohopocetna liekova rezistencia
Magnetic Immuno Staining Tray
korepresor jadrového receptoru
jadrové receptory
fosfatovy pufor
fosfoenolpyruvatkarboxykinaza 1
pyruvatkarboxylaza
pyruvatdehydrogenazakinaza 4
kyselina perfluorodekanova
kyselina perfluorooktanova
perfluoroktansulfonat
koaktivator PPAR
fosfolipaza A2

receptory aktivované proliferatormi peroxizémov

element peroxizmalnej proliferacnej odpovede

peroxizémové proliferatory
receptory kyseliny retinovej
reaktivne druhy kyslika

receptor 9-cis retinovej kyseliny

solubilna (rozpustnd) epoxid hydrolaza

slencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptors

koaktivator steroidného receptoru
tumor nekrotizujtci faktor o
receptory tyroidnych hormonov
aminokyselina Tyrozin
UDP-glukuronozyltransferaza 1A
UDP-glukuronozyltransferazy



VEGF vaskularny endotelovy rastovy faktor
VLDL lipoprotein s vel'mi nizkou hustotou
WY-14643 kyselina pirixinova ([4-chloro-6-(2,3-xylidino)-2-pyrimidinylthio]octova kyselina)

X ina aminokyselina
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1 Uvod a ciele prace

Zhubné nadory st celosvetovo po kardiovaskularnych ochoreniach druhou
najcastejSou pricinou umrti a ich incidencia neustale narasta. Prudky rozvoj molekularno-
biologickych metdd viedol v poslednych rokoch k ziskaniu vel’kého mnozstva poznatkov
0 transformacii normalnych buniek na nadorové, o pri¢inach nddorového rastu, sposoboch
metastdzovania a 0 d’alSich charakteristikaich malignych ochoreni. LepSie pochopenie
tychto procesov umoznilo identifikovat nové ciele protinddorovej liecby a nové
prognostické a prediktivne faktory. Vzhl'adom na to, Ze nadorové ochorenia ¢reva su
Vv sticasnej dobe pomerne rozsirené v populacii, boli pri experimentalnej Casti diplomovej
prace pouzité bunkové linie odvodené od adenokarcindmu hrubého creva.

Kyselina arachidonova je ®-6-polynenasytena mastna kyselina, ktora sa do tela
dostava prostrednictvom potravy, alebo dochédza k jej syntéze zinych esencidlnych
mastnych kyselin (kyseliny linolovej a kyselina a-linolénovej). V minulosti bol skiimany
podiel kyseliny arachidonovej a jej derivatov na zapalovych procesoch. V sti¢asnosti je
vSak vyskum skor orientovany na ich suvislost s rozvojom rakoviny. Kyselina
arachidonova podlieha enzymatickej premene na biologicky aktivne molekuly lipidovej
povahy - eikosanoidy. Kyselina arachidonova je metabolizovana troma hlavnymi cestami:
cyklooxygenazami, lipooxygenazami a cytochromom P450. Systém cytochromu P450 je
komplexna skupina enzymov, ktord pozostava z dvoch hlavnych casti: z w-hydroxyldz
a z epoxygenaz. Epoxygendzy st enzymy kodované prevazne génmi CYP2C a CYP2J,
ktoré premienaji  kyselinu arachidonovii na epoxyeikosatriénové kyseliny (EETs).
Nasledne dochadza k premene EETs na kyseliny dihydroxyeikosatriénové (DHETS)
vplyvom solubilnej epoxidhydrolazy (sEH). Zatial’ o protektivne G¢inky CYP epoxygenaz
na kardiovaskuldrny systém boli predmetom rozsiahleho skumania, tloha CYP
epoxygenaz v nadorovych procesoch je nad’alej nedostatoéne charakterizovana avsak je
zname, ze ich pritomnost’” v nddorovom tkanive prispieva k rozvoju mnohopocetnej
liekovej rezistencie na protinadorové lieky.

Fibraty st latky patriace do skupiny hypolipidemickych liekov. Medzi klinicky
pouzivané fibraty sa zarad’uje klofibrat, fenofibrat, gemfibrozil, bezafibrat, ciprofibrat,
nafenopin, zatial' co medzi vyhradne experimentalne pouzivané patri WY-14643. Fibraty
su agonistami receptorov aktivovanych peroxizémovymi proliferatormi (PPARs), ktoré
funguju ako ligandom-aktivované transkripcné faktory regulujice rdézne biologické

procesy.
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Experimentalna cast’ diplomovej prace bola zamerana na ovplyvnenie
nediferencovanych a in vitro diferencovanych buniek bunkovych linii HT-29 a Caco2
dvoma roznymi koncentraciami fibratov (fenofibrat a WY-14643) s cielom sledovania
zmeny expresie enzymov CYP2C8, CYP2C9, CYP2J2 a solubilnej epoxidhydrolazy
pomocou In-Cell ELISy . Zaroven bola sledovana translokacia receptoru PPARa do jadra
bunky po ovplyvneni fibraitmi ato prostrednictvom analyzy obrazu po
imunocytochemickom farbeni.

Teoretickd cast’ diplomovej prace je rozdelend na 5 kapitol. Prva kapitola je
venovana receptorom aktivovanych peroxizémovymi proliferatoromi (PPARs). Pricom je
kladeny doraz hlavne na gény kodujuce PPARs, proteinovu Struktiru PPARs, expresiu
PPARs a ich ulohu v organizme. Nasledne je popisany mechanizmus aktivacie transkripcie
prostrednictvom PPARs acielové gény PPARa. Druhd kapitola strucne popisuje
problematiku vyznamu PPARo v diferenciacii a karcinogenéze. Tretia kapitola je
zamerand na metabolizmus kyseliny arachidonovej, pricom je zdorazneny vyznam
enzymov metabolizujucich kyselinu arachidonovi. Nasledne st popisané cytochrom P450
epoxygenazy a ich suvislost’ s karcinogenézou a zaver kapitoly je venovany liekovej
rezistencii spojenej s CYP epoxygenazami. Stvrta kapitola rozobera vztah PPAR o, CYP
epoxygendz a solubilnej epoxidhydrolédzy. Piata kapitola stru¢ne popisuje dve bunkové

linie (HT-29 a Caco2) nasledne pouzité v experimentalnej Casti diplomovej prace.
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2 Teoreticka cast’

2.1. Receptory aktivované peroxizomovym proliferatorom (PPARs)

Receptory aktivované peroxizomovym proliferdtorom funguju ako ligandom-
aktivované transkripéné faktory regulujuce rdzne biologické procesy (Soska, 2006). Nazov
receptorov aktivovanych proliferatormi peroxizomov (PPAR) vznikol na zafiatku ich
vyskumu (Isselman & Green, 1990), kedy pouzitie peroxizomovych proliferatorov na
hlodavce dramaticky ovplyvnilo proliferdciu peroxizomov v tkanivovych kultirach
mySich hepatocytov. PeroxizOmy st subcelularne organely, ktoré je mozné najst’ ako
Vv rastlinach tak aj u Zzivocichov. Obsahuju enzymy doleZité pri respirdcii a enzymy
podielajuce sa na metabolizme lipidov. Predpoklada sa, ze ucinok peroxizomovych
proliferatorov je sprostredkovany prave receptormi PPAR (Isselman & Green, 1990). St
zname tri izoformy PPARs: PPARa (NR1C1), PPARy (NR1C2) a PPARP/S6 (NR1C3),
pricom kazda z nich je kodovana rozdielnymi génmi. VSetky tri izoformy PPAR funguji
ako transkripéné faktory, riadia a reguluji expresiu vel'’kého mnozstva génov podiel’ajucich
sa na regulacii metabolizmu glukézy a lipidov, homeostazy, adipogenézy, inzulinovej

senzitivity, imunitnej odpovedi, bunkovom raste a diferenciacii (Monsalve et al., 2013).

2.1.1. Gény kédujuce PPARS a proteinova Struktira PPARS

Tri izoformy PPARs kédované rozdielnymi génmi a nachadzajuce sa na inych
chromozémoch ukazuju svoju vzdjomna odliSnost’ aj vich distriblcii v tkanivach
a fyziologickej funkcii (Robinson et al., 2014). LCudsky gén PPARa (NR1C1), ktory ma
velkost’ 93,2 kb, sa nachadza na chromozome 22 v pozicii 22q13.31, kdduje protein o 468
aminokyselinach aje zloZzeny zo 14 exdénov. Cudsky gén PPARYy je lokalizovany na
chromozome 3 V pozicii 3p25.2, mé velkost’ 85,6 kb a sklada sa z 11 exonov. Ked’ze gén
PPARY ma oddelené promotory a exdny na 5” konci dochadza k vzniku troch mRNA a to
PPARy1, PPARY2, PPARY3. Proteiny vzniknuté z mRNA PPARyl a mRNA PPARY3 st
identické zatial’ ¢o produkt PPARY2 obsahuje navySe NH2— terminalnu oblast’ zloZent1 z 30
aminokyselin (Janani & Kumari, 2015). Gén pre PPARp/3 sa nachadza na chromozome 6
v pozicii 6p21.31, ma velkost’ 183,6 kb a je zloZeny z 13 exénov (Obrazok 1) (Desvergne
& Wahli, 1999).
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Obrazok 1 Znazornenie pozicie génov PPAR na chromozémoch. Gén PPARa (Cervena farba) na
chromozome 22, gén PPARy na chromozoéme 3 a gén PPARPB/S na chromozoéme 6. Prevzaté a upravené z The

human gene database (Gene Cards).

V proteinovej Struktire PPARs je mozné rozoznat’ Styri funkéné domény nazyvané
A/B; C; D a E/F znazornené na Obrazku 2. Doména A/B na N-terminalnom konci obsahuje
aktivac¢nu funkciu 1 nezavisla na ligande (AF-1), ktora zodpoveda za fosforylaciu PPAR.
Doména A/B ma zaroven nizku troven zakladnej transkripénej aktivity (Desvergne &
Wahli, 1999).

Za A/B doménou nasleduje doména viazica DNA (DBD, DNA binding domain
alebo C doména), ktora sprostredkuje pripojenie PPAR na element peroxizmalnej
prolifera¢nej odpovede (PPRE, peroxisome proliferation response element) v oblasti
promotoru cielovych génov. Element peroxizmalnej prolifera¢nej odpovede je definovany
ako priama repeticia dvoch hlavnych rekogni¢nych motivov AGGTCA s medzerou
jedného nukleotidu tiez nazyvaného DR1 (Kota et al., 2005). Doména DBD je jednou
Z najviac konzervovanych spomedzi vsetkych jadrovych receptorov. Je tvorena dvomi
motivmi zinkovych prstov zloZenych do globularnej Struktury, ktora nasledne umoziuje
rozpoznat’ cielovii DNA zlozent z0 6 nukleotidov (Desvergne & Wahli, 1999). Vo vicsine
pripadov sa jadrové hormoénové receptory viazu ako diméry na dve kopie hlavnych
rekogni¢nych motivov, ktoré¢ tvoria funkény prvok hormonalnej odozvy. Rozostup tychto
dvoch motivov a ich relativna orientacia (priame repeticie, palindromatické repeticie alebo
obratena konfiguracia palindromatickych repeticii) urcuju, ktoré receptory sa viazu na dany
element hormonalnej odozvy (Glass, 1994). Clenovia podskupiny receptorov tyroidnych
hormonov (TR) a receptorov kyseliny retinovej (RAR) - TR/RAR, do ktorej patria aj
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PPARSs, rozpoznavaju prednostne hlavny hexanukleotidovy motiv AGGTCA a vyznacuju
sa tiez schopnostou tvorit heterodimér s receptorom 9-cis-retinoovej kyseliny RXR
(NR2B) (Desvergne & Wahli, 1999).

Vedl'a DBS sa nachadza flexibilna pantova doména D (alebo co-FBD), ktora spaja
DBD sdoménou E/F (Desvergne & Wahli, 1999). V oblasti domény D dochadza
k naviazaniu korepresorov (Dowell et al., 1999). Vazobné miesto korepresora sa zaroven
Ciastoéne prekryva s viazobnym miestom koaktivatora (Desvergne & Wahli, 1999).

Doména E/F alebo doména viazica ligand (LBD, ligand-binding domain) sa
nachadza na C-terminalnom konci receptoru. Pozostava z 13 a helixov a 4 B listov, ktoré
spolu vytvaraju miesto, kde sa naviaze ligand (Berger & Moller, 2002). Miesto vézby
ligandu je v porovnani s ostatnymi jadrovymi receptormi viésie (1,400 A), ¢o umoziuje
PPARs interagovat’ so Sirokou Skalou Strukturne odliSnych prirodnych a syntetickych
ligandov (Desvergne & Wahli, 1999; Xu et al.,2001; Berger & Moller, 2002). Stcast'ou
E/F domény je aktiva¢na funkcia 2 (AF-2), ktora je zavisla na ligande (Monsalve et al.,
2013). Aktivacna funkcia 2 je potlacena, az kym nedojde k védzbe ligandu. Po naviazani
ligandu prechddza doména AF-2 konformacnym posunom, ktory umoZiiuje tvorbu
vodikovych vizieb medzi Tyr-314 a Tyr-464 (Xu et al., 2001). Pritomnost’ konformacnej
zmeny V proteine umoziuje interakciu receptora (PPARa) s LXXLL motivom (L - leucin,

X - ind aminokyselina) pritomnym u koaktivatorovych proteinov (Xu et al.,2001).

Miesto vizby

2 motivy zinkovych prstov | 13 o helixov a 4 p listy . ligandu
DBD LEBD /
b
N-terminilny koniec | AF-1 C D E/F AF-2| C-terminilny koniec
| I L
Fosforylacia VizbanaDNA  Virba korepresorov Vizba koaktivatorov
(FFRE) Vizba ligandu .
Tvorba heterodimém s RXE. Korepresor

A Koaktivator

Obrazok 2 Schématické znazornenie funkénych domén recepotru PPARa. Prevzaté a upravené z Kota

et al., 2005; Pyper et al., 2010; Monsalve et al., 2013)

2.1.2. Expresia PPARs v organizme

Vsetky tri izoformy PPARs st kodované rozdielnymi génmi z zarovent dochadza aj
k ich odlisnej distribucii v tkanivach. VysSie hladiny expresie PPARa je mozné najst
v tkanive s aktivnym katabolizmom mastnych kyselin ako napriklad pecen, srdce, oblicky,

hnedé tukové tkanivo, kostrovy sval, tenké ¢revo a hrubé ¢revo (Bookout et al., 2006;
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Isselman & Green, 1990). Zatial’ co PPARa reguluje vel'a cielovych génov, expresia génu
samotného PPARa je pod kontrolou ostatnych transkripénych faktorov (Pineda Torra et
al., 2002). U hlodavcov je PPARa regulovany roznymi fyziologickymi podmienkami ako
napriklad stres, hormony (zahfnia rastovy hormoén, glukokortikoidy, inzulin, a leptin (Lee
et al., 2002; Inoue et al., 2008). Expresia PPARa je spojovana s procesom starnutia a je
indukovana pocas diferenciacie hnedych tukovych buniek - adipocytov (Pyper et al., 2010).

PPARP/S je exprimovany V réznych tkanivach a bunkach, relativne vysSia expresia
je pritomna v mozgu, adipocytoch a kozi (Kota et al., 2005)

PPARY je najcastejsie exprimovany v adipdéznom tkanive, imunitnych /zapalovych
bunkach (napriklad monocyty a makrofagy), sliznici hrubého a slepého ¢reva a v placente.
Izoforma PPARYI je exprimovana skoro vo vSetkych bunkach, zatial’ ¢o expresia PPARY2
je limitovana predovSetkym na adipozne tkanivo. Napriek tomu je izoforma PPARy2
povazovana za uspes$nejSi transkripény aktivator (Janani & Kumari, 2015). Expresia
PPARY je nizsia v kostrovych svaloch a pe¢eni (Monsalve et al., 2013).

PPARs hrajt dolezit ilohu pri vyvoji zarodo¢nych buniek a embryi. Kazda z troch
izoforiem PPAR je exprimovand v somatickych a zarodo¢nych bunkach semennikov
a vajecnikov (Rees et al., 2008). Existuje len malo informacii o expresii PPARs v
prenatalnom vyvoji u 'udi. Huin et al. zistoval odliSujtcu sa expresiu izoforiem PPARs v
gastrointestinalnom trakte u 'udskych plodov od 7 do 22 tyzdna. Bola zdokumentovana
pritomnost’ vSetkych troch izoforiem PPARs uz u7 tyZzdnového zarodku pricom S
vynimkou Zaludka bola PPARy prevladajucou izoformou v traviacom trakte (Huin et al.,
2000). Vysoka expresia PPARy bola tiez zdokumentovana v l'udskej placente, kde sa
podiel’a na diferenciacii a funkcii trofoblastu (Fournier et al., 2007). Abbott et al. skiimala
expresiu PPARa, PPARS a PPARy v ludskych fetalnych tkanivach. S pribidajucim
fetalnym vekom sa expresia mMRNA PPARa a PPARS zvysila v peceni, PPARS sa znizila
v srdci a éreve a PPARYy sa zniZila v nadobli¢kach (Abbott et al., 2010). Cizkova et al.
skamala expresiu PPARo v Tudskych embryonalnych/fetalnych c¢revach, pefeni a
oblickach od 5. do 20. tyzdina 'udského prenatalneho vyvoja. Expresiu PPARa bolo mozné
zistit uz v pociatocnych fazach prenatalneho vyvoja; uz v 7. tyzdni vnatromaternicového
vyvoja v Crevach, v 5. tyzdni vnutromaternicového vyvoja v pecCeni a 6. tyzdni
vnutromaternicového vyvoja v oblickach (Cizkova et al., 2015). Experimenty na
hlodavcoch tiez ukazali, ze PPARa sa podiela na neskorSom vyvoji koze (Michalik &
Wahli, 2007). PPARP/S sa podiel’a na vyvoji koze, vlasovych folikulov (Michalik & Wahli,
2007), svalov (Rees et al., 2008) a nervového systému (Hall et al., 2008). Podobne aj
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PPARY ma vplyv na vyvoj nervového systému a svalov (Michalik & Wahli, 2007; Rees et
al., 2008).

2.1.3. Uloha PPARs v organizme

PPARa sa podiela na regulédcii génov zahrnutych v oxidéacii mastnych kyselin,
ktoré sa vyskytuji v mitochondriach, peroxizomoch a mikrozémoch v peceni. PPAR« je
klai¢ovy faktor v riadeni adaptacie metabolizmu na vzrastajice mnozstvo mastnych kyselin
ateda zabezpeCuje homeostazu lipidov. ZvySenim [-oxidacie mastnych kyselin a
poskytnutim energie bunke PPAR« tiez odstraiiuje mastné kyseliny s dlhym retazcom, ¢im
brani akumuldcii a toxicite lipidov v bunkach. U transgénnych mysi s knockoutom génu
pre PPARa bola pritomnost’ receptoru zasadna pre reguldciu metabolickej adaptacie na
hladovanie. Nepritomnost’ génu pre PPARa sa prejavila znemoznenim vyuzitia mastnych
kyselin ako energetického substratu pri hladovani ¢o malo za nasledok zasadné
metabolické ddsledky na organizmus. PPARa zaroven zabezpecuje reguldciu expresie
génov zodpovednych za transport proteinov a enzymov, ktoré si zahrnuté v zapalovych
procesoch (Monsalve et al., 2013).

PPARP/6 zohrava doélezitt tlohu pri vyvoji jedinca vzhl'adom k tomu, Ze pri
experimentalnom knockoute receptoru dochadza k vysokej fetalnej umrtnosti (Barak et al.,
2002). PPARP/S za zaroven podiela na diferenciacii koze a svalov. V pripade svalov
dochadza k podpore vyuzitia tukov a znizeniu tukovych depozitov. V kozi PPARB/S riadi
procesy apoptozy, proliferacie a diferenciacie. Rola PPARPB/6 bola najviac ozrejmena
v pripade PPARP/6 homozygotnych mysi, uktorych v porovnani s heterozygotmi
a normalnymi mySami nedochadzalo k hojeniu ran (Haluzik & Svacina, 2005). Zucastiiuje
sa tiez prostacyklinmi indukovanej apoptozy buniek a vyrazne vplyva na rozvoj mozgu,
napriklad pri diferenciacii oligodendrocytov.

PPARY je nevyhnutny pre diferenciaciu a fungovanie hnedych a bielych adipocytov
a zarovenn podporuje hromadenie lipidov v adipocytoch (Haluzik & Svacina, 2005).
Izoformy PPARyl a PPARy2 st nevyhnutné pre vyvoj tukového tkaniva a kontrolu

citlivosti na inzulin (Janani & Kumari, 2015).

2.1.4 Ligandy PPARa

Ligandy PPARa je mozné rozdelit do dvoch hlavnych kategorii: na syntetické

exogénne ligandy a prirodzené endogénne ligandy.
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PPARSs zodpovedaju za rozdielne tllohy v organizme hlavne prostrednictvom vizby
endogénnych ligandov, ktoré sa tvoria v metabolickych procesoch (pri spracovani
mastnych kyselin) a preto s zaroven nazyvané aj ako lipidové senzory (Grygiel-Gorniak,
2014). Charakteristickou vlastnostou PPAR miesta na vizbu ligandov je jeho velkost,
ktora je 3 - 4 krat vacsia ako u ostatnych jadrovych receptorov. Preto maju PPARs
schopnost’ naviazat’ na seba Sirokt $kélu prirodzenych (endogénnych) ale aj syntetickych
(exogénnych) ligandov. Medzi endogénne ligandy PPAR« sa radia nasytené a nenasytené
mastné kyseliny (Berget & Moller, 2002), ktoré maji vo svojom retazci jednu dvojita
viazbu (mononenasytené) a viac dvojitych vidzieb (polynenasytené). Z nasytenych ide
napriklad o kyselinu palmitovi. Z mononenasytenych ide napriklad o kyselinu olejova
a z polynenasytenych ide napriklad o kyselinu linolénovu, kyselinu arachidonova (Haluzik
& Svacina, 2005) d’alej kyselinu eikosapentaénovii (EPA) a kyselinu dokosahexaénovu
(DHA), ktoré patria medzi esencialne mastné kyseliny (Grygiel-Gorniak, 2014).
Esencialne mastné kyseliny su agonisti PPAR a podielaju sa na transkripcii génov
zahrnutych v homeostdze lipidov a glukézy. Omega-3-mastné kyseliny obsahuji tri
kl'icové elementy, ktoré umoziiuji optimalnu vézbu na receptor: polarna hlavicka
(karboxylova kyselina u DHA a eikosapentaénova kyselina (EPA), spojovaci region (dlha
cast’ uhlikového retazca) a hydrofobny chvost. Ked'ze sa omega-3 mastné kyseliny radia
K polynenasytenym, tak T'ahko podlichaju oxidécii a stimuluju PPARs. K endogénnym
ligandom PPAR patria tiez eikosanoidy ako napriklad leukotrién B4, ktory stimuluje
PPARa, alebo jeden z metabolitov lipooxygenazy (LOX) 8(S)-hydroxyeicosatetraénova
kyselina (HETE), ktora aktivuje PPARa uz v submikromolarnej koncentracii (Berger &
Moller, 2002; Haluzik & Svacina, 2005).

Syntetické ligandy zahffiaju hypolipidemické lieky ako napriklad klofibrat,
fenofibrat, gemfibrozil, bezafibrat, ciprofibrat, nafenopin a WY-14643. Zatial ¢o, klofibrat
a fenofibrat su relativne selektivne ligandy pre PPARa (maji 10x vySSiu afinitu k PPARa
nez k PPARYy), bezafibrat v rovnakej miere aktivuje vSetky tri izoformy PPAR (Haluzik &
Svacina, 2005). Fibrat WY-14643, analog klofibratu na baze 2- arylthiooctovej kyseliny,
je tiez relativne selektivny pre PPARa avSak ma 10x niZ8iu afinitu k PPARy. Fibrat WY -
14643 je sucCasne Casto vyuzivany v experimentalnych Stadidch, v klinickej praxi sa vSak
nepouziva (Haluzik & Svacina, 2005). Liecba fibratmi, Siroko pouzivanou triedou latok
modifikujucich lipidy, vedie k podstatnému znizeniu tukov (lipidov) konkrétne
cholesterolu a triglyceridov (triacylglycerolov) v krvi. Fibraty st agonistami receptorov

PPARs. Aktivaciou PPARs dochadza k urychleniu Stiepenia tukov a tym sa znizuje hladina
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cholesterolu a triglyceridov v plazme (Staels et al., 1998). Medzi exogénne ligandy PPAR«
d’alej patri skupina antikonvulziv ako napriklad kyselina valproova (pouzivana pri liecbe
epilepsie) a fenobarbital. Medzi polutanty z prostredia patria napriklad ftalaty a
perfluorooktanova kyselina (PFOA), ester kyseliny ftalovej (DEHP), perfluorodekanova
kyselina (PFDA), perfluorooktansulfonat (PFOS). Medzi exogénne ligandy PPARa je este
mozné zaradit’ kyselinu arachidonovill, Indometacin (nesteroidné protizapalové liecivo),
dehydroepiandrosteron (steroidni hormon produkovany vo velkej miere nadoblickami),
Telmisartan (metabolicky neutralne antihypertenzivum) a mnohé d’alsie (Vanden Heuvel
& Peters, 2010). Struktury vybranych syntetickych ligandov PPARa st uvedené v Obrazku
3.
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Obriazok 3 Struktiry syntetickych ligandov PPARa - fenofibrat, WY-14643, gemfibrozil a klofibrat.

2.1.5 Mechanizmus aktivacie transkripcie prostrednictvom PPARs

Vsetky tri izoformy PPARs (PPARa, PPARpS/6 a PPARy) zdielaji rovnaky
molekularny mechanizmus u¢inku prostrednictvom tvorby heterodiméru s receptorom
RXR (Rakhshandehroo et al., 2010). Receptor RXR je vyznamnym ¢lenom super rodiny
jadrovych receptorov (NRs, nuclear receptors), ktory funguje prostrednictvom
homodimerizécie so sebou samym alebo s d’al$imi jadrovymi receptormi. Zaroven zastava
funkciu transkripéného faktora, ktory sa podiela na vyvoji, bunkovej diferenciécii,

metabolizme a bunkovej smrti (Dawson & Xia, 2012). Proces transkripcie zaéina
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naviazanim endogénneho alebo exogénneho ligandu na receptor PPAR. Dochadza
k fosforylacii PPAR v cytoplazme a k uvol'neniu korepresorovych proteinov (Dowell et
al., 1999; Pyper et al., 2010) ako napriklad korepresorov jadrovych receptorov (NCoR,
nuclear receptor corepressors), histondeacetylazy (HDAC), supresoru drahy G-proteinu 2
(GPS2, G - protein pathway suppressor 2) a SMRT (silencing mediator for retinoid and
thyroid hormone receptors) (Dowell et al., 1999; Pyper et al., 2010), ktoré zastavaji ulohu
Vv inhibicii expresie cielovych génov. Nasledne dochadza k translokacii komplexu
receptor-ligand do jadra bunky, kde dochadza k tvorbe heterodiméru s retinoidnym X
receptorom (RXR) (Desvergne & Wahli, 1999). K aktivacii retinoidného X receptoru
dochadza pomocou endogénneho agonistu — kyseliny 9-cis-retinovej (Berger & Moller ,
2002). Heterodimér PPAR/RXR sa naviaze do oblasti elementu peroxizmalnej
prolifera¢nej odpovede PPRE, ktory sa nachddza v promotorovej oblasti cielovych génov
(Dowell et al., 1999; Pyper et al., 2010). Element PPRE pozostdva z dvoch kopii
konsenzualnej hexamérnej sekvencie AGG(A/T)CA s medzerou jedného nukleotidu DR-1
(Kota et al., 2005). Na heterodimér PPAR/RXR sa viaze RNA polymeriza II. a
koaktivatory ako napriklad koaktivator PPAR (PGC-1), histonacetyltransferaza p300
a koaktivator steroidného receptoru (SRC-1) (Dowell et al., 1999). Koaktivatory disponuju
histonacetyltransferazovou (HAT) aktivitou, ktord je schopnd remodelovat’ Struktaru
chromatinu a zvysit’ tak transkripciu cielovych génov. (Berger & Moller, 2002). Zaroven
obsahuju motiv LXXLL (L - leucin, X - ind aminokyselina) a viazu sa do hydrofobne;
Strbiny na povrchu nukledrnych receptorov. Tvorba aktivaéného komplexu PPAR vedie
k modifikacii histonov prostrednictvom acetylacie a dochadza k zmene expresie génov
zahrnutych v metabolizme mastnych kyselin, homeostazy tukov a diferenciécii adipocytov
(Pyper et al, 2010). Heterodimér PPAR/RXR je schopny prijat komplex
korepresorovych proteinov a inhibovat’ tak transkripciu cielového génu (DiRenzo et al.,

1997). Schématické znazornenie uc¢inku PPAR je zobrazené na Obrazku 4.
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Obrazok 4 Schématické znazornenenie ucinku PPAR. Po naviazani exogénneho (lieky) alebo
endogénneho ligandu (mastné kyseliny, prostaglandiny atd.) dochadza k uvolneniu korepresorov,
napojeniu koaktivatorov a k tvorbe heretodiméru s RXR. Komplex PPAR/RXR sa viaze na PPRE.
Aktivita PPAR je zaroven kontrolovana degradaciou proteinu a fosforylaciou. PPRE - element
peroxizmalnej prolifera¢nej odpovede, RA- Kyselina 9-cisretinova,RXR- retinoidny X receptor, U -

ubiquitin. (upravené podla Kota et al., 2005)

2.1.6 Ciel'ové gény PPARa

PPARa riadi biologické procesy zmenou expresie vel'kého poctu cielovych génov.
Stadie naznaduju, Ze existuju stovky cielovych génov PPARa (Kersten, 2014). Vplyv
PPARa na regulaciu génov je zavisly na tom, ¢i je PPARa aktivovany farmakologicky,
fyziologicky alebo nutri¢ne. Syntetické ligandy PPARa — fibraty sa viazu v porovnani
s mastnymi kyselinami na receptor lepSie. Zaroven pravdepodobne spdsobujii aj miernu
konformacénti zmenu v proteine PPARa, ¢o spolu vedie k zmenenej a vSeobecne silnejsej
indukcii cielovych génov fibratmi (Sanderson et al., 2008). Ukdzalo sa, ze fibraty
ovplyviluji expresiu génov prostrednictvom interakcie s receptorom PPAR o a
prostrednictvom aktivacie PPARa (Schoonjans et al., 1996). PPARa stimuluje
katabolizmus mastnych kyselin na viacerych urovniach. PPAR a ovplyviiuje transport
mastnych kyselin a cholesterolu v plazme tym, Ze zasahuje do metabolizmu lipoproteinov.
PPARa zvySuje transkripciu apolipoproteinov Al a A2 a preto zasahuje do reverzného

transportu cholesterolu sprostredkovaného lipoproteinmi s vysokou hustotou (HDL, high
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density lipoproteins) (Vu-Dac et al., 1994; Vu-Dac et al., 1995). Apolipoprotein Al je
hlavnym apolipoproteinom HDL a zohrava doélezitu ulohu v reverznom transporte
cholesterolu z periférnych buniek. Medzi gény zahrnuté v metabolizme lipidov
a metabolizme lipoproteinov u I'udi a regulované receptorom PPARa patria okrem APOA1L
(apolipoprotein A1) a APOA2 (apolipoprotein A2) aj APOAS (apolipoprotein AS5).
Aktivacia PPARa d’alej stimuluje expresiu lipoproteinovej lipazy (LPL) (Schoonjans et al.,
1996), ktory sa podiela na hydrolyze triglyceridov pritomnych v lipoproteinoch s vel'mi
nizkou hustotou (VLDL, very low density lipoproteins) a stimuluje prijem lipoproteinov
snizkou hustotou (LDL, low density lipoproteins). PPARa inhibuje expresiu
apolipoproteinu C3 v peceni ¢o ma dosledok na zvysenie aktivity LPL (Neve et al., 2000).
V srdci PPARa reguluje gény zodpovedné za prijem mastnych kyselin a ich oxidaciu ¢oho
sa dosiahne prostrednictvom zniZenia oxidacie mastnych kyselin a inhibicie LPL (Carroll
& Severson, 2001). Agonisti PPARa zaroven stimuluju bunkovy prijem mastnych kyselin
prostrednictvom zvysenia expresie transportného proteinu mastnych kyselin (FATP, Fatty-
Acid Transport Protein) a translokazy mastnych kyselin (FAT, Fatty-acid translocase)
(Motojima et al., 1998).

| ked’ je PPARa prevazne spdjany s metabolizmom mastnych kyselin, Stadie na
mySiach ukézali, 7¢ PPARa sa podiela aj na metabolizme glukézy v peceni
(Rakhshandehroo et al., 2010). Medzi gény zahrnuté v glukoneogenéze, ktoré boli
identifikované ako cielové gény PPARa«, patria fosfoenolpyruvatkarboxykinaza 1 (Pck1,
Phosphoenolpyruvate carboxykinase 1), pyruvatkarboxylaza (Pcx, Pyruvate carboxylase)
a laktat dehydrogenaza. PPAR«a zohrava ulohu v metabolickej konverzii glycerolu v pec¢eni
prostrednictovm priamej upregulacie expresie génov ako napriklad Gpdl, Gpd2, Gyk,
Agp3, a Agp9 (Patsouris et al., 2004). Okrem regulacie produkcie glukozy méze PPARa
tiez menit vyuzitie glukézy v mnohych tkanivach indukciou izoformy 4
pyruvatdehydrogenazykinazy 4 (Pdk4) (Wu et al., 2001).

Nedéavne vyskumy potvrdzuji rolu PPARa v regulacii metabolizmu aminokyselin
amocoviny (Kersten et al., 2001). Stadie na mysiach ukazali ¢ PPARa riadi
metabolizmus aminokyselin prostrednictvom potlacenia expresie génov zahrnutych
V procese transaminacie (aspartataminotransferaza (Gotl), alaninaminotransferaza (Gpt),
alaninglyoxylataminotransferaza (Agtx2)) a deaminacie (glutaminaza (Gls)), rovnako ako
aj génov, ktoré su sucast'ou mocovinového cyklu (Cpsl, Otc, Assl a Asl) (Kersten et al.,
2001).
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Okrem regulacie poc¢etnych metabolickych ciest, PPARa sa tieZ podiel'a na riadeni
zapalovych procesov a to downregulaciou génovej expresie prostrednictvom mechanizmu,
ktory sa vSeobecne nazyva ako transrepresia (Rakhshandehroo et al., 2010). Medzi
Specifické gény downregulované pomocou PPAR«a zucCastiiujice sa akttnej fazy zapalovej
odpovede patria napriklad fibrinogén, sérova amyloidna P-zlozka, lipokalin 2,
metalotioneiny a sérovy amyloid A2, u ktorych sa ukézalo, Zze su potlacené¢ vplyvom
agonistu PPARa WY-14643 u mysi (wild type) (Stienstra et al., 2007). Podobny vplyv ma
liecba fenofibratom na I'udi, kedy dochédza k znizeniu niekol’kych proteinov akutnej fazy
V plazme zahfnajuc C-reaktivny protein, fibrinogén o, fibrinogén B, a interleukin 6
(Gervois et al., 2001).

Detoxikacia endogénnych a exogénnych molekul z organizmu sa v§eobecne deli na
tri fazy biotransformécie. Reakcie prvej fazy zahfnaju zavedenie polarnej skupiny do
molekuly xenobiotika anasledni katalyzu prostrednictvom ¢lenov  superrodiny
cytochromu P450 (Rushmore & Kong, 2002). Enzymy II. fazy su zodpovedné za
kovalentné spojenie absorbovanych latok alebo produktov z fazy I. s latkami ako napriklad
glutation, kyselina glukuronova alebo aminokyseliny. Druha faza je sprostredkovana
pomocou enzymov sulfotransferaz, UDP-glukuronozyltransferaz (UGTs), glutation S-
transferaz (GSTs) a N-acetyl transferaz (Rushmore & Kong, 2002). Tretia faza pozostava
z eliminacie konjugovanych molekal zbuniek azich exkrécie do zl¢e alebo mocu
prostrednictvom Specifickych transportérov, ktoré prevazne patria do superrodiny ATP-
viaziicich kaziet (Bock, 2003). Stadie ukazuj{, Ze peroxizomové proliferatory moduluju
Cyp4a triedu monooxygendz (zahrnutu v metabolizme biologicky doélezitych zloziek ako
napriklad mastné kyseliny) u mysSi, zatial ¢o uludi reguluju dalSie CYP gény
V hepatocytoch ako napriklad podrodiny CYP1A, CYP2A, CYP2C, a CYP2E
(Rakhshandehroo et al., 2009). Gény ako napriklad Cyp2a5, Cyp2cll, Cyp2cl2, a
Cyp2c29, zahrnuté v prvej faze biotransformécie su downregulované prostrednictvom
PPARa umysi (Barclay et al., 1999). Pokial' ide o druhti fazu biotransformacie, bolo
preukazané, ze PPARa downreguluje glutation S-transferazu A (GSTA), co
pravdepodobne vedie k znizeniu exkrécie glutationovych konjugatov zl¢ou (Voskoboinik
etal., 1996). Expresia UDP-glukuronozyltransferazy 1A (Ugtla9), ktora sa spolu s d’al§imi
UGT enzymami podiela na glukoronidacii bilirubinu, kyseliny arachidonovej
a metabolitov kyseliny linoleovej je priamo stimulovana PPARa (Barbier et al., 2003).

Celkovo je zrejm¢é, ze PPARa je hlavnym regulatorom biotransformacnych enzymov a
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riadi expresiu mnohych cytochromov P450 a konjugujticich enzymov (Rakhshandehroo et
al., 2010).

2.2. Rola PPARa v diferenciacii a karcinogenéze

Kazdy z izotypov PPAR je v istej miere asociovany s procesom karcinogenézy
(Michalik et al., 2004). PPARs sprostredkovavaji t¢inky mastnych kyselin a ich derivatov
na transkripcnej urovni. Prostrednictvom tychto ciest m6zu PPARs regulovat’ proliferaciu,
diferenciaciu a prezitie buniek, a tak kontrolovat’ karcinogenézu v rdznych tkanivach.
Rastice dokazy naznacuju, ze kazdy z troch izotypov zohrava tlohu vo vyvoji nadorov v
roznych tkanivéch, ¢i uz posobi Skodlivo alebo prospesne (Michalik et al., 2004).

Peroxizomové proliferatory (PPs) st chemicky nepribuzné molekuly, ktoré
zahfnaju prirodzene sa vyskytujuce steroidy a lipidy, ako aj xenobiotikd, ako su fibraty,
ftalaty, pesticidy a rozpustadla. Lock et al. vo svojej Studii opisuje, ze dlhodobé aktivacia
PPARa prostrednictvom peroxizomovych proliferatorov spusta rozvoj rakoviny pecene
u hlodavcov. Co zahfiia hypertrofiu a hyperplaziu peéene, proliferdciu peroxizomov,
aktivaciu transkripcie a zvySenu aktivitu enzymov, ktoré su zahrnuté v metabolizme
mastnych kyselin (Obrazok 5). V pripade mysi, u ktorych doSlo k cielenému naruseniu
génu pre PPARaq, bolo zistené, Ze pri podani fibratov (klofibrat a WY-14643) nenastal
rozvoj karcinomu pecene ateda bolo potvrdené, Ze prave PPARa sa podiela na
sprostredkovani rozvoja karcinomov pec¢ene u mysi (Lee et al, 1995). V navéznosti na to,
PPs indukuju replikaciu DNA a proliferaciu v hepatocytoch (Isenberg et al., 1997)
spdsobom zavislym na PPARa (Peters et al., 1997). Ugast’ PPAR« na represii apoptozy
prostrednictvom PPs je indikovana pouZzitim dominantného negativneho proteinu PPARa,
ktory tento ucinok eliminuje pri transfekcii do primarnych hepatocytov potkanov (Roberts
et al., 1998). Dokazy naznacuju, ze produkcia reaktivnych druhov kyslika (ROS, reactive
oxygen species) ako vedl'ajSich produktov B-oxidacnych reakeii, ktoré by mohli poskodit’
DNA a podporovat’ proliferaciu hepatocytov, sa tieZ podiel’a na hepatalnej karcinogenéze
sprostredkovanej agonistami PPARo (Yeldandi et al., 2000; Rusyn et al., 2000). Dalsie
Studie ukazujl, Ze je potrebnd aktivacia PPARa a té je aj pri€¢inou nepriaznivych t¢inkov
PPs na pecenn hlodavcov (Corton et al., 2000). Zakladné mechanizmy pravdepodobne
zahffiaji poruchu bunkového cyklu a produkciu reaktivnych druhov kyslika
v hepatocytoch (Boitier et al., 2003). V st¢asnosti su 'udia takmer neustale vystavenych

PPs - bud’ prostrednictvom lie¢by fibratmi (hypolipidemikami), alebo kontaktom so vsade
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pritomnymi pesticidmi. Avsak zivociSne druhy, odlisné od potkanov a mysi, nevykazuji
taky rozsah odpovede na PPs ako je to napriklad u hlodavcov (Corton et al., 2000).
Epidemiologické Studie nepreukdzali vyznamnu proliferaciu peroxizomov v peceni
pacientov, ktori boli lie¢eni hypolipidemikami (Corton et al., 2000; Boitier et al., 2003) a
studie vyuzivajuce bunkové kultiry naznacuji, ze ludské bunky vykazuju znizenu
transkripénu odpoved’ na aktivaciu PPARa v porovnani s potkanmi (Scotto et al., 1995).
Skorsie Studie uvadzaja, ze 'udské hepatocyty exprimuji iba 1-10% mnozstva PPARa,
ktoré bolo kvantifikované v hepatocytoch hlodavcov (Palmer et al., 1998). Avsak novsie
stadie (Rakhshandehroo et al., 2010) rozdiel medzi mnozstvom PPARo v l'udskych

a mysich hepatocytoch nepreukézali.

Peroxizomove Mechanizmus

proliferatory ZvjEenie replikacie DNA
Zvysenie proliferacie
Znizenie apoptozy
l . Vznik ROS
Pace hiodzves {poEkodenie DNA a proliferdcia) | Okamiity déinok
Aktivacia Transkripfna aktivdcia génov zahrnutych v
PPARQ metabolizme mastni'clj kyselin, v !Junl:mnm
cykle a v degradaci  endogénnych  a

exogennych zlofiek (Cytochrom P450)

Proliferacia peroxizomow
Proliferacia buniek

| Hypertrofia pecene

Dihodoby Gfinok

‘ Karcinam petene

Obriazok 5 Dosledky a mechanizmus aktivicie PPARa prostrednictvom peroxizémovych

proliferatorov v peceni hlodavca. Upravené podl'a Michalik et al., 2004.

V $tadiach bolo zistené, ze v nadorovych bunkach dochadza k expresii PPARa
(Collett et al., 2000; Suchanek et al., 2002) a zaroven, ze ligandy PPARo st schopné
potlacit’ rast niektorych rakovinovych bunkovych linii vratane hrubého ¢reva, prsnikov,
sliznice maternice (endometria) a koze in vitro (Maggiora et al., 2004; Saidi et al., 2006;
Panigrahy et al., 2008). Ligandy PPARa tiez potlacaju metastaticky potencial buniek
melandému in vitro a in vivo (Grabacka et al., 2004; Grabacka et al., 2006). Ligandy PPARa

d’alej znizuju vyvoj nadoru pri karcinogenéze hrubého ¢reva u mysi (Tanaka et al., 2001).
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Najnovsie, bolo zistené, ze agonista PPARa WY-14643 potlaca tumorogenézu sposobom
zavislym od PPARa (Pozzi et al., 2007). V naviaznosti na predchadzajice $tadie je zrejmé,
ze ligandy PPARa by mohli hrat’ dolezita tlohu ako protirakovinové ¢inidla (Panigrahy et
al., 2008). Expresia PPARa je pritomna nie len unadorovych bunick ale zaroven
u endotelovych buniek a zapalovych imunitnych buniek (Berger & Moller, 2002). Ligandy
PPARa mdézu inhibovat’ proliferdciu a migraciu endotelovych buniek a indukovat’ ich
apoptozu in vitro (Goetze et al., 2002; Varet et al., 2003). Zaroven, ligand PPARo —
fenofibrat (pouzivany k liecbe hyperlipidémii pri minimalnych vedlajSich ucinkoch
(Panigrahy et al., 2008)) redukuje angiogenézu a zapal u prasa¢icho modelu (Kasai et al.,
2006) a znizuje hladinu vaskularneho endotelového rastového faktoru (VEGF, Vascular
endothelial growth factor) u pacientov s hyperlipidémiou a ateroskler6zou (Blann et al.,
2001), ktory slizi ako klI'aicovy mediator pri procese vzniku a formovani novych krvnych
ciev.

Na druhej strane, Suchanek et al. zistil, ze u bunkovych linii rakoviny prsnika
(MCF7 a MDA-MB-231) dochadza k expresii PPARa a navyse, Zze PPARa je na urovni
mRNA dynamicky regulovany, a ze aktivacia receptoru vyvolava proliferaciu buniek
bunkovych linii rakoviny prsnika vplyvom pdsobenia ligandov PPARa. PPARa sa tiez
exprimuje v mlieénych zl'azach potkanov a mysi (Roberts-Thomson et al., 2000). Zatial’ ¢o
mRNA a protein PPARa sa exprimuju v epitelovych bunkach mlie¢nej Zl'azy normalnych
potkanov, v karcindmoch mlie¢nych Zliaz sa pozoruje vyznamné zvySenie expresie mRNA
PPARa, ¢o zvySuje pravdepodobnost, Ze PPARa ma Ulohu v karcinogenéze prsnych
zliaz (Roberts-Thomson et al., 2000). Pri vyskume efektu fibratov na proliferaciu
u bunkovej linie MCF7 (bunkova linia odvodena od karcindmu prsnika) bolo zistené, ze
ziskané vysledky su zavislé na koncentrécii fibratov. Pri nizkych koncentracidch fibratov
bol pozorovany ndrast bunkovej proliferacie, zatial ¢o u vysSich koncentréacii fibratov
doslo k zniZeniu proliferac¢nej aktivity buniek (Tauber et al., 2019). Totozné vysledky boli
dosiahnuté pri Stadii zameranej na efekty rozdielnych koncentrécii fibratov na proliferaciu
bunkovych linii HEK293, HepG2 a HT-29, kedy bolo zistené, Ze vplyvom nizkych
koncentracii fibratov dochadza k zvysSeniu proliferacie buniek, zatial’ o vplyvom vyssich
koncentrécii fibratov dochadza k potlageniu ich proliferacie (Cizkova et al., 2016).

Doposial’ bolo popisané vel’ké mnozstvo ucinkov PPARa na nadorové bunky (Lock
et al., 1989; Suchanek et al., 2002; Grabacka et al., 2004). Z tohto dovodu ostava presna

uloha PPARa a jeho ligandov v rakovinovych procesoch nejasna.
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2.3. Metabolizmus kyseliny arachidonovej
2.3.1. Charakteristika kyseliny arachidonovej

Kyselina arachidonova (5,8,11,14-cikosatetracnova kyselina; AA- arachidonic
acid) je m-6-polynenasytena mastna kyselina, ktora je tvorena 20 uhlikmi a 4 dvojitymi
vézbami. Do tela sa dostava prostrednictvom potravy, alebo dochadza k jej syntéze z inych
esencidlnych mastnych kyselin (kyseliny linolovej a kyselina a-linolénovej). Chemicka

Struktara AA, kyseliny linolovej a kyselina a-linolénovej je znazornena v Obrazku 6.

WOH

Kyselina linolova

(o)

OH

Kyselina a- linolénova

OH

Kyselina arachidonova

Obrizok 6 Struktiira Kyseliny linolovej, kyselina a- linolénovej a kyseliny arachidonovej.

Kyselina arachidonova sa ziskava z potravin zivociSneho pdvodu (exogénny zdroj) ako
napriklad hydina, vnutornosti, ryby, morské plody a vajcia (Abedi & Sahari, 2014).
Kyselina linolova sa naopak vyskytuje v olejoch rastlinného povodu ako napriklad olej zo
soje, kukurice, slnecnice popripade aj v oleji z vlasskych orechov (Zock et al., 2016). Pri
normalnych podmienkach je prevaznad cast’ kyseliny arachidonovej viazand vo
fosfolipidovej membrane buniek, pricom koncentracia vol'nej AA je nizka. Intracelulérne
hladiny AA su kontrolované prostrednictvom série reakcii, kedy dochadza k uvol'neniu AA
z fosfolipidovej membrany prostrednictvom cytozolovej formy fosfolipazy A2 (Hughes-
Fulford et al., 2005). Expresia a aktivacia fosfolipazy A2 (PLA2) moze byt dosledkom
odpovede organizmu na rozne bunkové aktivacné signaly, ako napriklad vézba tumor
nekrotizujuceho faktora a (TNF- a) na jeho receptor P75 a P55 ¢o indukuje uvoliiovanie

kyseliny arachidonovej z fosfatidylcholinu a fosfatidyletanolaminu (Jayadev et al., 1994).
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Volnd AA sa zarovein mdze difundovat do inych buniek, znovu sa zapracovat’ do
fosfolipidov, alebo metabolizovat' v organizme (Hanna & Hafez, 2018). Po uvol'neni
kyseliny arachidonovej z fosfolipidovej membrany dochadza k jej premene na biologicky
aktivne molekuly lipidovej povahy - eikosanoidy. Styri cis dvojité viazby nachadzajuce sa
v molekule AA sprostredkuju jej tendenciu reagovat’ s molekularnym kyslikom pdsobenim
troch typov oxygenaz : cyklooxygenazy (COX), lipooxygenaza (LOX) a cytochrému P450
¢o vedie k tvorbe rdznych typov eikosanoidov (Tallima & Ridi, 2018).

2.3.2. Enzymy metabolizujuce Kyselinu arachidonovi

Produkty —metabolizmu  kyseliny arachidonovej (eikosanoidy), vratane
prostaglandinov a leukotriénov, sa vytvaraji rdéznymi enzymatickymi systémami
iniciovanymi cyklooxygenazou a lipoxygenazou.

Existuje vSak d’alSia vyznamna enzymaticka cesta, pre ktoru je substratom kyselina
arachidonova: systém cytochromu P450 (CYP P450). Systém CYP P450 je komplexna
skupina enzymov, ktora pozostava z viac ako 102 zjavne funkénych génov u mysi a len
z 57 génov u 'udi (Wang et al., 2004). Enzymy cytochromu P450 sa prevazne nachadzaju
V peceni ale zaroven sa nachadzaju aj v ostatnych tkanivach tela. Syst¢tm CYP P450
pozostava z dvoch hlavnych casti: z -hydroxyldz, ktoré premienaji AA na
hydroxyeikosateraénové Kkyseliny (HETE) az expoxygenaz, ktoré konvertuji AA na
epoxyeikosatriénové kyseliny (EETs)(Panigrahy et al., 2013). o-hydroxylazy su kodované
génmi CYP4A a CYP4F a premienaju AA na 12-HETE, 19-HETE a 20-HETE. Kyselina
20-hydroxyekosatetraénova je hlavnou izoformou tejto drahy a vykazuje vazokonstrik¢énti
aktivitu (Hardwick et al., 1987). Epoxygenazy s kodované prevazne génmi CYP2C a
CYP2J) apremienaju AA na EETs, ktoré naopak preukazali vazodilatatné vlastnosti
(Zeldin, 2001). EETs sa potom nasledne metabolizuju hlavne rozpustnou
epoxidhydroldzou (sEH) na kyseliny dihydroxyeikosatriénové (DHET) (Obrazok 7), ktoré
sa tradi¢ne povazuju za menej aktivne ako EET (Panigrahy et al., 2010).
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Obrazok 7 Premena kyseliny arachidonovej na epoxyeikosatriénové kyseliny (EETs) a nasledne na
dihydroxyeikosatriénové Kkyseliny (DHET). Kyselina arachidonova je uvolnena z fosfolipidovej
dvojvrstvy prostrednictvom fosfolipazy A2 (PLA2). CYP epoxygendzy metabolizuju kyselinu arachidonova
na EETs. EETs su nasledne metabolizované solubilnou epoxidhydrolazou (sEH) na DHETS.
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K premene kyseliny arachidonovej na EETs dochadza vplyvom CYP epoxygendz
(hlavne podrodin CYP2C a CYP2J). Vznikaja Styri regioizoméry EETs: 5,6-EET, 8,9-
EET, 11,12-EET a 14,15-EET (Spector et al., 2004). Kazdy z regioizomérov mdze byt
vytvoreny ako enantiomér R, S, alebo S, R, pretoze epoxidova skupina sa moze viazat’ na
kazda z dvojitych vizieb v dvoch samostatnych konfiguraciach, ¢o vedie k celkom k
vzniku 6smich EETs. CYP epoxygenaza vklada atom kyslika na uhlik pripojeny k jednej z
dvojitych vézieb kyseliny arachidonovej a dvojita vézba sa redukuje za tvorby epoxidu
(Spector et al., 2009). Kazda CYP epoxygenaza produkuje niekolko regioizomérov EETS,
pricom obvykle prevazuje jedna forma. Izoforma enzymu CYP2CS tvori 14,15- a 11,12-
EETs v pomere 1,3 : 1,0 (Zeldin et al., 2001). CYP2C9 produkuje regioizoméry 14,15-,
11,12-, a 8,9-EETs v pomere 2,3 : 1,0 : 0,5, zatial' co izoforma CYP2J2 tvori 5,6-, 8,9-,
11,12-, a 14,15-EETSs s rovnakou uc¢innost'ou (Wu et al., 1996).

Okrem CYP2C a CYP2J moézu EET v roznych tkanivach a uréznych druhov
produkovat’ aj d’alsie CYP epoxygenazy. Tato aktivita bola preukazand u CYP1A2
a CYP2B6 (Roman, 2002). Nedavna S$tudia pripasta moznost, ze CYP2CS8 je hlavna
epoxygendza exprimovana v l'udskej peceni (Zeldin et al., 1996). Vyslo najavo, ze CYP2J2
poOsobi ako jeden zhlavnych enzymov zahrnutych v tvorbe EETS v extrahepatalnych
tkanivach u l'udi (Wu et al., 1996; Zeldin et al.,1997). Jeho expresia bola potvrdena
vV myocytoch, proximalnom tubule, zbernych kanalikoch v oblickach, v pankrease,
Vv plicach v tenkom ¢reve a v hrubom ¢reve (Wu et al., 1996; Roman, 2002). CYP2J2 sluzi
zaroven ako primarny enzym katalyzujuci tvorbu EETs v srdei, pricom EET znizuja
srdcovil  kontraktilitu inhibiciou otvarania sodikovych kandlov (Lee et al, 1999)
a kalciovych kanalov L-typu (Chen et al., 1999). EETs st biologicky viac aktivne molekuly
v porovnani s DHETS a Vv organizme sa podielaju na mnohych funkciach. Shen et al.
skiimal podporny ¢inok EET na proliferaciu nadorovych buniek. Styri nadorové bunkové
linie Tca-8113, A549, Ncl-H446 a HepG2 boli ovplyvnené rozdielnymi koncentraciami
EETs (8,9-EET, 11,12-EET a 14,15-EET). Bolo zistené, ze u vSetkych troch bunkovych
linii doslo k zvyseniu Grovne proliferacie nadoru v porovnani s kontrolnou skupinou. Ako
silnejSie stimulatory proliferacie posobili 11,12-EET a 14,15-EET v porovnani s 8,9-EET.
Bol zaroven objasneny mechanizmus zodpovedny za proliferaciu, kedy doslo k zvySeniu
fosforylacie ERK1/2 a PI3K (Shen et al., 2008). Stadie naznacuju, z¢ EET zohravaju
rozhodujticu ulohu pri endotelidlnej proliferacii, migracii a angiogenéze. Zistilo sa, Ze
exogénne pridanie EET a nadmernd expresia CYP epoxygenaz inhibuje apoptozu

endotelovych buniek a indukuje proliferaciu endotelovych buniek a angiogenézu
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prostrednictvom mechanizmu zahfiajiiceho ako aktivaciu drah ERK a PI3K / Akt, tak aj
transaktivaciu EGFR (Yan et al., 2008). Okrem zvySenia proliferacie buniek EET reguluju
zaroven procesy potencidlne relevantné pre vyvoj, ako je napriklad uvolnovanie
intracelularnych signalnych molekul, aktivita proteinkinaz a diferenciacia buniek. Dalej sa
zucastiuji angiogenézy, maju protizapalové uc¢inky a navysSe ovplyviiuju regeneraciu
tkaniv a apoptozu (Spector et al., 2004; Shen et al., 2008). Wei et al. vo svojej Studii zistil,
7e zvySené hladiny EET (konkrétne regioizoméru 14,15-EET) v nadorovych tkanivach
rakoviny pfs boli asociované s upregulaciou CYP epoxygenaz (CYP2CS8,CYP2C9,CYP2J)
a downregulaciou sEH ¢o bolo asociované s vyssou agresivitou nadoru u pacientov (Wei
etal., 2014).

Epoxidhydrolazy (EC 3.3.2.3) su skupinou enzymov, ktoré premieiiajii epoxidovil
skupinu chemickych zli€enin na prislusné dioly za pomoci pridavku vody. Rozpustna
(solubilnd) epoxidhydrolaza (sEH) je primarny enzym zodpovedny za konverziu EETs na
zodpovedajuce DHETSs. Aj napriek tomu, ze sEH je prevazne lokalizovana v cytozole
buniek, enzymaticka aktivita sEH a protein su tieZ pritomné v peroxizomoch (Eriksson et
al., 1991). U l'udi je sEH kodovana génom EPHX2, ktory sa nachadza na chromozéme 8
Vpozicii  8p21.12. Mutacie génu EPXH2 st asociované s familidrnou
hypercholesterolémiou (Oni-Orisan et al., 2018). sEH je vo vy$Sej miere exprimovana
V peceni, v mensej miere je exprimovand v leukocytoch, ¢ervenych krvinkach, bunkach
hladkého svalstva, adipocytoch a Vv proximalnom tubule. V Tudskom mozgu je enzym
Siroko distribuovany, via¢Sinou v tele neurénov, ako aj v astrocytoch a oligodendrocytoch.
Cicavéia sEH je homodimér a kazda podjednotka obsahuje karboxylové- a amino-
terminalne domény (Obrazok 8). Aktivne miesto pre hydrolyzu epoxidu sa nachadza v
karboxylovej termindlnej doméne. Nedavne zistenia dokazali, Ze amino- termindlna
doména sEH ma fosfatazova aktivitu (Cronin et al., 2003). Konverzia EETs na
zodpovedajuce DHETs pomocou sEH je regioselektivna, 14,15-EET je preferovanym
substratom v porovnani s 11,12- a 8,9-EET (Spector et al., 2004; Spector & Norris, 2007).

N-terminilny koniec C-terminalny koniec

Fosfatizova aktivita sEH aktivita

Obriazok 8 Bifunkéné domény sEH
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Nedavne studie s bunkovymi liniami ukazuji, ze EETs maji pozitivny vplyv na
cievny systém, srdce, oblicky a nervovy systém. Pricom inhibicia SEH zvySuje prevaznu
¢ast’ funkénych efektov EETs (Fang et al., 2001). V sucasnej dobe je preto kladeny doraz
na inhibiciu sEH, ktora by mohla sluzit’ ako terapeutické stratégia na zvySenie prospesnych
ucinkov EETs. V navdznosti na to bolo zistené, ze inhibicia sEH nie len zvySuje, ale
zaroven aj predlzuje funkéné efekty EETs (Spector et al., 2009).V pripade, ze je konverzia
EETs na DHET inhibovana tak dochaddza ku akumulacii EETs v bunkéach. V dosledku ¢oho
sa zvySuje dostupnost EETs na inkorporaciu do fosfolipidov a na interakcie s ibnovymi
kanalmi, signalnymi drahami a transkripénymi faktormi (Spector et al., 2009). Doposial’
nebola zistena Ziadna esencialna funkcia DHETs (Roman, 2002) a vSeobecne sa
predpokladd, Ze inhibicia sEH nie je Skodliva. AvSak Lu et al. kladie déraz na to, ze 11,12-
DHET aktivuje Ca?* aktivované draslikové kanaly s vysokou vodivostou v koronarnych
artériach myocytov a spdsobuje koronarnu vazodilataciu. Navyse 14,15-DHET stimuluje
PPARa sprostredkovanu transkripciu V bunkach COS-7 - génového expresného systému
(Fang et al., 2006). Inhibitory sEH boli povodne vyvinuté ako antihypertenziva, ale
najnovSie udaje naznacuju, Ze tiez brania srdcovej hypertrofii, zniZzuji proliferaciu
hladkych svalov ciev, zlepSuji hemodynamiku obli¢iek a znizuji hypertenzivne

poskodenie obliciek (Xu et al., 2006; Ng et al., 2006; Huang et al., 2007)

2.3.3. CYP epoxygenazy a ich sivislost’ s karcinogenézou

Zmeny uUrovne expresie a distribicie enzymov zapojenych do biosyntézy
eikosanoidov mézu mat’ vyrazny vplyv na homeostazu tkaniv a mozu prispiet’ k patogenéze
mnohych choréb. To mdze byt zvlast’ dolezité¢ pri karcinogenéze, kde zmeny expresie
a aktivity enzymov (COX a LOX) sa podielaji na roznych druhoch rakoviny u l'udi
a hlodavcov (Shappell et al., 2003). Zatial' ¢o protektivne G¢inky CYP epoxygenaz na
kardiovaskularny systém boli predmetom rozsiahleho skiimania, iloha CYP epoxygenaz
v nadorovych procesoch je nad’alej nedostatocne charakterizovand (Chen & Wang, 2013).

Niekol'’ko laboratorii nedavno ukazalo, ze kyselina arachidonova a metabolity CYP
epoxygenaz hraju vyznamnu ulohu v zapalovych procesoch a rakovine (Panigrahy et al.,
2011; Chen & Wang, 2013). Bola zistena stvislost medzi CYP epoxygenazami
a nadorovym fenotypom (Jiang et al., 2005; Jiang et al., 2007; Panigrahy et al., 2012).
Néslednd praca so syntetickymi inhibitormi CYP epoxygendz ukazala, ze CYP

epoxygenazy, najmd CYP2J2, m6zu byt sl'ubnym terapeutickym cielom lie¢by rakoviny
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(Chen et al., 2011; Pozzi et al., 2010). Hromadiace sa udaje ukazali, ze gény CYP
epoxygendz mozu byt nielen asociované s rizikom rakoviny, ale zaroven su tiez délezitymi
faktormi tumorogenézy (Rodriguez-Antona et al., 2010).

Expresia CYP epoxygenaz bola v stvislosti s rakovinou skiimana vo vel’kom pocte
studii. Guengerich & Turvy zistili, ze expresia CYP2C bola zvySena v metastatickych
pecenovych tkanivach v porovnani s normélnymi peceniovymi tkanivami. Zistilo sa, Ze
dochadza k selektivnej expresii CYP2C9 epoxygenazy V cievach l'udskych nadorov
obliciek (Pozzi et al., 2010). Nedavno bola kvantitativnou RT-PCR a
imunohistochemickym farbenim stanovena tkanivova distribucia a iloha CYP2CS, 2C9,
2J2 asEH v karcinogenéze prsnika (Wei et al., 2014). Vysledky ukazali, ze zvySené hladiny
EETs v tkanivach rakoviny prsnika boli spojené s upregulaciou CYP2CS, 2C9 a 2J2 a
downregulaciou sEH, boli tieZ spojené s agresivnym spravanim buniek u pacientov s
rakovinou prsnika (Wei et al., 2014). Hoci je malo zname o tlohe signalizacie CYP2C
epoxigenazami Vv progresia rakoviny, objavujice sa dokazy naznacuju, ze CYP
epoxygenazy a metabolity, ktoré produkuju, st zapojené do bioldgie nadorov (Chen &
Wang, 2015). Priame ulohy CYP2 epoxygenaz boli prvy krat podrobené vyskumu v roku
2005 kedy Jiang et al. zistil vel'mi silnt a selektivnu expresiu CYP2J2 v tkanivach
karcinomu u 101 zo 130 pacientov (77%), ako aj v 8 bunkovych liniach ludského
karcinomu. AvSak nedetekovateIné hladiny boli zistené unormalnych tkaniv
anenadorovych bunkovych linii pomocou metody Western blot, RT - PCR
a imunohistochemického farbenia (Jiang et al., 2005). Nedavno bolo zistené, Zze EET sa
podielaji na mnohych procesoch, ktoré su relevantné v patogenéze rakoviny vratane
reguldcie intracelularnych signalnych drah, génovej expresie, proliferacie nadorovych
buniek a metastaz prostrednictvom aktivacie MAPK a PI3K / Akt drah ako aj fosforylacie
receptoru epidermalneho rastového faktoru (EGFR, Epidermal growth factor receptor)
(Cheng et al., 2010). Okrem toho metaloproteiny aktivované prostrednictvom EETS v
rakovinovych bunkdch moézu viest k EET-indukovanej transaktivacii EGFR, ktora
nasledne uvolniuje proangiogénny faktor HB-EGF v rakovinovych bunkovych linidch
(Cheng et al., 2010). Tieto vysledky silne naznacuju, ze CYP epoxygenaza 2J2 hra doteraz
nezndmu ulohu pri propagécii neoplastického bunkového fenotypu a pri patogenéze
roznych typov rakoviny u l'udi (Chen & Wang, 2015). Neskor sa zistilo, Ze nadmerna
expresia CYP epoxygendzy alebo posobenie EETs podporovali metastazy nadoru nezavisle
od ucinkov na rast nadoru (Jiang et al., 2007). Navyse Jiang et al. zistil, Ze cielena nadmerna

expresia CYP2J2 alebo pdsobenie EETs na bunkové kultry Tca-8113 in vitro znacne
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urychlili proliferaciu buniek a zaroven ochranili bunky pred apopt6zou indukovanou tumor
nekrotickym faktorom o (TNF-a) v bunkovych linidch. Bolo zaroven ukazané, ze CYP2J2
a EET su pozitivne regulatory proliferacie rakovinovych buniek a inhibuji apoptédzu.
CYP2J2 podporuje tvorbu nadoru v in vivo u mysicho modelu a jeho expresia je zvySena
v pouzitych bunkovych liniach I'udského karcindmu. Navyse u buniek, u ktorych doslo
k obmedzeniu apoptoézy indukovanej TNF-a doslo k tomu, Ze sa u nich zvysila expresia
NF-kB a antiapoptickych proteinov Bcl-2 a Bcl-X a teda, Ze doslo k naruSeniu rovnovahy
medzi proapoptickymi a antiapoptickymi proteinmi (Jiang et al., 2005; Jiang et al., 2007).
Spomenuté pozorovania naznacuju, ze CYP2J2 podporuje neoplasticky fenotyp
rakovinovych buniek a teda by mohol predstavovat’ novy biomarker a potencialny ciel’ pri

lie¢be rakoviny u l'udi (Jiang et al., 2005).

2.3.4. Liekova rezistencia u CYP epoxygenaz

Aj napriek tomu, ze sa chemoterapia stala na prelome 60. a 70. rokov rovnocennou
liecbou v porovnani S chirurgickym zasahom a radioterapiou tak ostava stile v popredi
problém tykajici sa odhadu ucinnosti cytostatickej liecby v lie€be nadorov a sucasnej
miery toxicity pre pacienta (Noskova et al., 2000; Gottesman et al., 2002). Medzi jednu
Z najzavaznejSich komplikacii, ktord je spojend s pouzitim protinddorovej lieCby
a najdolezitejSiu pricinu jej zlyhania patri samotna schopnost’ nddorovych buniek odolat’
ucinkom cytotoxickych latok. Zhubné populdcie nadorovych buniek moézu vykazovat
rezistenciu voCi chemoterapii uz pri prvej liecbe, vtedy ide o primarnu (prirodzenu)
rezistenciu. Na druhej strane sekundarna (ziskana) rezistencia vznika az v priebehu
samotnej cytostatickej liecby, kedy sa povodne citlivé bunky stanu rezistentnymi a tym
padom sa udinnost’ cytostatickej lie¢by znizuje (Noskova et al., 2000). Dalsim moznym
pripadom je tzv. skrizend rezistencia kedy pri strate citlivosti k jednému pripravku vznika
stiCasne rezistencia na iné, ale vic¢sinou Struktarou podobné cytostatikum. V pripade, ze
dochadza k skriZzenej rezistencii medzi protinadorovymi liekmi, ktoré sa odliSuju ako
Struktarou, tak zaroven aj mechanizmom uéinku, vtedy ide 0 mnohopocetnt liekovu
rezistenciu (MDR, multidrug resistance) (Noskova et al., 2000; Baguley, 2010).

Existuje mnozstvo §tadii, ktoré podrobne opisuju expresiu réznych izoforiem
cytochromu P450 (CYP) vnddorovom tkanive. Niektoré znich boli spomenuté

v predchadzajucej podkapitole 2.3.3. CYP2C8 a CYP3A4, ktoré su znadme tym, Ze

34



metabolizuju protinddorové lieky, boli medzi tymi, ktoré sa exprimuju v nddoroch a navyse
bolo zistené, Ze zohravaju ulohu pri predpovedani cytotoxicity lieckov (Dhaini et al., 2003).
CYP epoxygenazy su druhou najddlezitejSou skupinou enzymov podielajucich sa na
biotransformécii liekov. Metabolizujii priblizne 20-30% klinicky vyuZivanych liekov,
zatial' co CYP3A4 sa podiel'a na biotransformacii 70-80% liekov (Zanger & Schwab,
2013). Podrodiny CYP2A, CYP2B, CYP2C, CYP2D a CYP3A st zodpovedné hlavne za
metabolizmus protinadorovych liekov. Priklady protinadorovych liekov a izoenzymov,
ktoré ich metabolizuju st uvedené v Tabulke 1. Je dobre zname, ze aktivita CYP
epoxygendz je ovplyvnena niekolkymi faktormi vratane genetickych polymorfizmov,
zmeny fyziologickych podmienok ako je vek a chorobné stavy, prijem urcitych liekov,
potravin, alebo iné faktory ako je napriklad fajcenie (Wilkinson, 2005). Navyse, niekedy
st zaroven pozorované velké interindividudlne rozdiely v expresii CYP epoxygenaz
v hepatocytoch. Zmeny aktivity CYP epoxygenaz v dosledku tychto faktorov mozu
sposobit’ zmeny vo farmakokinetike protinadorovych liekov (Rochat, 2005).

Tabul’ka 1 Protinadorové latky ako substraty cytochromu P450. CYP epoxygendzy zahrnuté
v experimentalnej Casti tejto diplomovej prace si zvyraznené tuénym pismom. Upravené podl'a Scripture et
al., 2005.

Protirakovinové latky ~ Izoenzymy cytochrému P450 zahrnuté v metabolizme
Bexarotene 2C9, 3A4
Cyclophosphamide 2B6, 2C9, 3A4

Idarubicin 2D6, 2C9

Ifosfamide 2A6, 2B1, 2B6, 2C9, 2C18, 2C19, 3A4, 3A5
Imatinib 1A2, 2C9, 2C19, 2D6, 3A4

Paclitaxel 2C8, 3A4, 3A5

Tamoxifen 1A1, 1A2, 1B1, 2B6, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1, 3A4, 3A5
Tretinoin 2C8, 2C9, 2E, 3A4

2.4. Vztah PPARa, CYP epoxygenaz a solubilnej epoxidhydrolazy

V bunkovom jadre existuji Specifické receptory PPARs, ktoré reguluju expresiu
niektorych génov a ktoré mozu sprostredkovat’ cely rad ucinkov endogénnych aktivnych
latok (napriklad steroidnych popripade tyroidnych hormonov), ako aj niektorych

xenobiotik (Soska, 2006). PPARs zodpovedaju za rozdielne ulohy v organizme hlavne
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prostrednictvom vizby endogénnych ligandov, ktoré sa tvoria v metabolickych procesoch
(pri spracovani mastnych kyselin) a preto st zaroven nazyvané aj ako lipidové senzory
(Grygiel-Goérniak, 2014). Izoforma PPARa sa podiela na regulacii expresie enzymov
zahrnutych v metabolizme xenobiotik (I a II. faza biotransformacie). V poslednych rokoch
bolo realizovanych niekolko $tadii ¢i uz na zvieracich modeloch, alebo na l'udskych
bunkovych liniach, ktoré objasnili vztahy medzi PPARa, CYP epoxygenazami a SEH. Je
zname, ze ligandy PPARa reguluju expresiu CYP epoxygenaz ako u hlodavcov tak aj
u ¢loveka avsak rozdielnym sposobom.

CYP epoxygendzy aich metabolity (napriklad. kyseliny epoxyeikosatriénové
(EETS)) st proangiogénne a znizenie ich biosyntézy pomocou ligandov PPARa znizuje
angiogenézu a rast nadoru. Bolo zistené, Ze u my$i s knockoutom génu Cyp2c44 dochadza
k zna¢nej redukcii objemu nadoru, hmoty a vaskularizacie, priCom je zname, ze mySia
Cyp2c44 je katalytickym homolégom I'udskych enzymov CYP2CS8 a 2C9. Mysia Cyp2c44
tvori regioizoméry 11,12- a 14,15-EET ako hlavné produkty je exprimovana
v endotelovych bunkach a podlieha transkripénej kontrole PPARa (Pozzi et al., 2005;
Pozzi et al., 2007; Pozzi et al., 2010). Za tG¢elom Stidia ulohy receptoru PPARa a jeho
cielového génu epoxygenazy Cyp2c pri tumorogenéze bol mySiam podany synteticky
fibrat WY-14643, ktory vyrazne znizil rast nddorov a ich vaskularizaciu. Navyse bola
zistend zniZzena syntéza EETs umyS$i prostrednictvom zniZenia expresie Cyp2c44.
Pozorovany efekt je teda zavisly na PPARGa, pri¢om k nemu dochéddza aj u mysi, ktoré mali
I'udsky gén pre PPARa (Pozzi et al., 2007; Pozzi et al., 2010). Indukcia expresie SEH (v
peceni a oblickach) u hlodavcov bola zase pozorovana po liec¢be s klofibratom (Pinot et al.,
1995). Expresia SEH mRNA je vysoko citliva na oSetrenie fibratmi a WY-14643 (Kimura
etal., 1989; Tolletetal., 1994; Pinot et al., 1995). Expresia sEH je upregulovana aktivaciou
PPARa u hlodavcov. Hladiny sEH mRNA v peceni mysi sa zvysili 8-krat po podani
klofibratu- hypolipidemického lieku, ktory spdsobuje peroxizomalnu proliferaciu. K
zvySeniu hladin sEH mRNA dochéadza tiez v oblickdch a srdci vplyvom pdsobenia
klofibratu (Johansson et al., 1995).

Prueksaritanont et al. pri $tudii na 'udskych hepatocytoch zistil, Ze pdsobenim
klofibratu, fenofibratu dochadza k indukcii expresie CYP2CS8. Gemfibrozil zase posobil
ako induktor a zaroven inhibitor u CYP2C8 (Prueksaritanont et al., 2005). Gemfibrozil
zase inhiboval aktivitu CYP2C9 pri pouziti klinicky relevantnych koncentracii (Wen et al.,
2001).
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Kyselina arachidonova sa vplyvom CYP epoxygendz metabolizuje na EETs,
nasledne dochédza vplyvom sEH k premene EETs na DHETS, ktoré si vo vSeobecnosti
menej biologicky aktivne molekuly v porovnani s EETs (Ng et al., 2007). Nedavna $tudia
dokazala, ze EETs navySe posobia ako ligandy s vysokou afinitou pre PPARa (Cowart et
al., 2002). Ng et al. dalej demonstroval, ze 11,12-EET, 14,15-DHET, and 20-HETE
pdsobia ako u¢inné aktivatory PPARa. Co podporuje vysledky d’alsieho vyskumu, kedy
bolo zistené, Ze expresia CYP2J2 in vitro vedie k aktivacii PPARa reakcii s osobitnou
preferenciou pre PPARa navyse, Zze produkty CYP2J2 8,9-EET a 11-12-EET tiez aktivuju
PPARa (Wray et al., 2009). V studii pri ktorej boli vyuzité potkanie hepatocyty (Ng et al.,
2007) bolo zistené, ze expresia CYP2C epoxygenaz, ktoré su zodpovedné za tvorbu EETs,
bola downregulovana po aplikécii vyssSej koncentréacie fibratov. Eikosanoidy sa viazu na
PPARa, aktivuji ho ato vedie k modulacii expresie cielovych génov PPARa. Navyse
eikosanoidy indukuju expresiu sEH a CYP2C11 ¢o naznacuje, ze mozu regulovat’ svoje
vlastné hladiny (Ng et al., 2007). Vzhl'adom na to, ze eikosanoidy maji mnohopocetné
kardiovaskularne ucinky, moéze farmakologickd modulacia ich tvorby popripade

degradacie priniest’ terapeutické vyhody (Wray et al., 2009).

2.5.Vybrané bunkové linie

Pri $tadiu diferencovaného statusu buniek je dolezité aby doslo k spravnemu vyberu
bunkovej linie ato tak, aby boli zachované podobné podmienky ako sa nachadzaju
V Zijucom organizme (Cizkova et al., 2020). Kauffman et al. zistil, Ze po izolacii l'udskych
epitelidlnych buniek ¢reva si zachovavaji in vivo anatomické a biochemické
charakteristiky avsak je zjavné, Ze dochadza obmedzeniu ich viability a navySe je podstatne
tazsie ich aj kultivovat. V navidznosti na predoslé zistenia, doslo k zvySeniu pouZivania
imortalizovanych Tl'udskych bunkovych linii odvodenych od adenokarcindmu hrubého
¢reva. NavySe 3D in vitro modely, nazyvané organoidy, maja tiez schopnost’ dlhodobého
rastu a preto moézu byt tiez vyuzivané. In vitro organoidné kultury st ziskané z kmeniovych
alebo progenitorovych buniek. Vratane schopnosti dlhodobého rastu maju taktiez
schopnost’ bunkovej diverzity a priestorovej organizacie Specifickej pre organ, ktory
reprezentuju (Dedhia et al., 2016).

Bunkové linie, odvodené od kolorektalneho adenokarcinomu, Caco2 a HT-29
predstavuju cenny nastroj pri Studiu bunkovej diferenciacie, zarovei je ich mozné pouzit

aj pri vyskume, ktory sa tyka stravy, farmakologie, toxikologie, alebo pri vyskume
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rakoviny. Vplyvom beznych podmienok kultivacie bunkovych linii nedochadza
k diferenciacii buniek, avSak vplyvom zmenenych podmienok bunkové linie vykazuja
znaky diferenciacie, ktoré su pritomné u zrelych ¢revnych buniek ako napriklad
mucinéznych érevnych buniek alebo enterocytov (Simon-Assmann et al., 2007; Cizkova

et al., 2020).

2.5.1. Bunkova linia Caco?2

Bunkové linia Caco2 bola odvodend zrelativne dobre diferencovaného
adenokarcinomu hrubého ¢reva. Caco2 spontanne podlieha typickej diferenciacii, ktora je
pritomna u enterocytov (Hara et al., 1993). V skorych $tadiach rastu kultiry su bunky
nediferencované, no po dosiahnuti konfluencie tvoria polarizované monovrstvy buniek,
ktoré su medzi sebou spojené tesnymi spojmi a prezentuju tak dobre vyvinuté apikalne
mikrovili (Simon - Assmann et al., 2007). Aj napriek tomu, ze je bunkova linia Caco2
odvodend od dospelého T'udského hrubého cEreva kde nie st pritomné mikrovildrne
hydrolazy, bunky Caco2 exprimuju disacharidazy a peptidazy, ktoré st typické pre
normalne bunky klkov tenkého creva (Simon- Assmann et al., 2007). Zaroven su
zodpovedné za transport idnov a vody smerom k bazolateralnej membrane (Pinto et al.,
1983). Diferenciaciu u buniek Caco2 je mozné indukovat pomocou induktorov
diferenciacie, napriklad butyratom sodnym (Rickard et al., 1999). Fenotyp buniek
diferencovanych post-konfluentnym rastom a indukovanym butyratom sodnym sa ale 1isi

(Mariadason et al., 2000; Cizkova et al., 2020).

2.5.2. Bunkova linia HT-29

Ludské bunkov4 linia adenokarcinomu HT-29 sa povaZzuje za pluripotentnu ¢revnua
bunkovu liniu, ktora zaroven obsahuje bunky produkujuce mucin. Ukazalo sa, ze bunky
HT-29 maju vel'mi vysokt mieru spotreby glukozy. V pritomnosti glukdzy a v pritomnosti
séra (klasické Standardné podmienky) su bunky HT-29 nediferencované. Rastu ako
viacvrstvové nepolarizované, nediferencované bunky a neexprimuji markery funkénych
epitelovych buniek. AvSak bunky HT-29 s schopné exprimovat’ rozne diferenciacné
charakteristiky pod vplyvom zmien kultivaéného média alebo induktorov diferenciacie ako

je napriklad butyrat sodny (Rickard et al., 1999; Simon- Assmann et al., 2007).
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3 Experimentalna cast’

3.1 Material

3.1.1. Bunkové linie HT-29 a Caco-2

Experimentalna Cast’ diplomovej prace zahfna pouzitie dvoch bunkovych linii HT-
29 a Caco-2. Bunkové linie pochadzaja z American Type Culture Collection a boli
odvodené od l'udského kolorektdlneho adenokarcindmu. Bunkové linie boli autentizované
pomocou STR profilu na Ustave klinickej genetiky Lekarskej fakulty Univerzity Palackého

v Olomouci.

3.1.2. Protilatky pouzité pri metéde In-Cell ELISA a imunocytochemickom farbeni
PPARa

K detekeii proteinu CYP2C8 a CYP2C9 bola pouzita neznacend primarna kralicia
polyklonalna protilatka, ktora bola riedena do Antibody diluentu. Dal3imi stanovovanymi
proteinmi boli CYP2J2 a EPHX2 (sEH), pri ktorych boli pouzité primarne mysSie
monoklonalne protilatky, riedenie bolo opat’ prevedené za pouzitia Antibody diluentu.
K vizualizacii receptoru PPARa pri imunocytochemickom farbeni bola pouzita primarna
protilatka PPARa riedena do DAKO antibody diluentu. Popis jednotlivych primarnych

protilatok je znazorneny v Tabulke 2.

Tabulka 2 Pouzité primarne protilatky, ich oznacenie, vyrobca, povod, klonalita a riedenie. Mono-

monoklonalna protilatka, Poly- polyklonalna protilatka.

Protilatka (oznacenie; vyrobca) Pévod/klonalita Riedenie protilitky v

pomere
CYP2CS8 Kralik/Poly 1:1000
(GTX 113666; GeneTex)
CYP2C9 Kralik/Poly 1:1500
(AP14731PU-N; Acris Antibodies)
CYP2J2 My$/Mono 1:1000
(NBP2-01178 (2A9); NovusBiologicals)
EPHX2 (sEH) Mys$/Mono 1:50
(GTX 84570 (1A6); GeneTex)
PPARa Kralik/Poly 1:100

(GTX 28934; Gene Tex)
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3.1.3. Pristrojové vybavenie

Centrifiiga mini spin, Eppendorf (Nemecko)

Centrifuga MR 22i, Jouan SA (Francuzsko)

FlowBox MSC-Advantage, Thermo Fisher Scientific (USA)
Hlbokomraziaci box ARCTIKO, Trigon plus (Ceska republika)
Chladnicka a mraznicka, Gorenje (Slovinsko)

Inkubator Heracell CO2, Thermo Fisher Scientific (USA)

Inverzny mikroskop ECLIPSE TS 100, Nikon (Japonsko)

Laboratorna vaha KERN 440-33, Kern & Sohn (Nemecko)
Laboratorna vyveva

Spektrofotometer PowerWave XS , Biotek (Kanada)

Svetelny mikroskop BX 40, Olympus (Japonsko)

Tkanivovy histoprocesor HISTOS PRO-RAPID MICROWAVE, Milestone Medical
(Taliansko)

Viacrychlostna centrifuga IEC CL 31R, Thermo Fisher Scientific (USA)
Vodna kupel’ Julabo TW 8, Julabo Labortechnik (Nemecko)

3.1.4 Pomécky

Automatické pipety eppendorf Research plus, Eppendorf (Nemecko)
Biirkerova pocitacia komorka, MEOPTA (USA)

Injek¢na ihlal00 STERICAN, Braun (Nemecko)

Krycia f6lia Parafilm, PARAFILM (USA)

Kryoskiimavky CryoTube Vials, Thermo Fisher Scientific (USA)
Kultivacna fTasa s filtrovym uzaverom, NUNC (Nemecko)
Magnetic Immuno Staining Tray (MIST),CELL PATH (Velka Britania)
Miska na tkanivové kultary, TPP(Svajéiarsko)

Odmerné valce

Opakovacia pipeta Multipette Plus Pipette, Eppendorf (Nemecko)
Pipeta pippetus-akku, Hirschmann Laborgerite (Nemecko)

Plastové mikrosktimavky, Eppendorf (Nemecko)

Serologicka pipeta, TPP (Svajéiarsko)

Sklo podlozni SuperFrost Plus, Thermo Fisher Scientific (USA)
Sterilné skimavky 15ccm PS, GAMA (Ceska Republika)
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Sterilné Spicky, Eppendorf (Nemecko)
Testovacia doska pre tkanivové kultary-96 jamick, TPP (Svajéiarsko)

3.1.5. Chemikalie

1-methylethyl ester (fenofibrat), Cayman Chemical Company (USA)
Butyrat sodny (98%), Sigma Aldrich (Nemecko)

Citronan sodny, PENTA (Ceska republika)

Dezinfekcia Softasept N, Braun (Nemecko)

Dimetylsulfoxid (DMSO), WAK-Chemie Medical GmbH (Nemecko)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium ( DMEM), Sigma Aldrich (Nemecko)
Etanol, PENTA (Ceska republika)

Fetalne bovinné sérum FetalClone II Hyclone, Biosera (USA)
GlutaMAX, gibco (USA)

Hematoxylin, Fluka (Nemecko)

Hydrogénfosfore¢nan draselny, PENTA (Ceska republika)
Hydrogénfosfore¢nan sodny, PENTA (Ceska republika)
Hydroxid amoénny, PENTA (Ceska republika)

Chlorid draselny, PENTA (Ceska republika)

Chlorid sodny, PENTA (Ceska republika)

Jodi¢nan sodny, Fluka (Nemecko)

Kyselina citronova, PENTA (Ceské republika)

Kyselina chlorovodikova, PENTA (Ceska republika)
Kyselina pirixinova (WY-14643), Sigma Aldrich (Nemecko)
Kyselina vinna, PENTA (Ceska republika)

Paraformaldehyd, ICN Biomedicals (USA)
PEN-STREP(penicilin/streptomycin), Lonza (Nemecko)
Peroxid vodika, PENTA (Ceska republika)

Pertex,, HistoLab (Svédsko)

Siran hlinito-draselny, PENTA (Cesk4 republika)

Sterilna deionizovana voda ddH.O

Sterilna destilovana voda dH20

Trypsin, PAA (Rakousko)

TWEEN 20, Sigma Aldrich (Nemecko)
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Xylén, PENTA (Ceska republika)

3.1.6. Pouzité sapravy

Detekény systém Dako Real™ - EnVision™, Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse, Dako
(Dansko)
In-Cell ELISA Colorimetric Detection Kit, ThermoFisher Scientific (USA)

3.1.7. ZloZenie roztokov

Roztoky pouzité pri imunocytochemickom farbeni PPARa

Citratovy pufor (pH 6,0 - 6,2)
Bolo zmieSanych 41 ml roztoku citratu sodného (29,41 g citronanu sodného v 1 1 dH20)
a 9 ml roztoku kyseliny citronovej (21,01 g kyseliny citronovej v 1 | dH20). Nasledne bol

objem vzniknutého roztoku doplneny do 0,5 1 destilovanou vodou (dH20).

0,5M TRIS pufor (pH 7,6) (premyvaci pufor)

Bolo zmiesanych 61 g TRIS-(hydroxymetyl)aminometatu s 1 | dH2O. pH roztoku bolo
upravene pomocou koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej. Pripraveny roztok sluzil ako
zasobny (10x), z neho bol d’alej pripraveny 1x TRIS pufor (0,05M) zmie$anim 0,5M TRIS

zasobného pufru a 900 ml fyziologického roztoku.

TRIS+TWEEN 20 pufor
Bolo zmieSanych 0,5 1 1x TRIS pufru s 250 ul TWEEN 20.

Cpavkova voda

Bolo zmieSanych 100 ml destilovanej vody a 6 kvapiek hydroxidu aménneho.

Kamencovy hematoxylin
Bolo zmieSanych 0,4 g hematoxylinu; 400ml destilovanej vody; 20 g siranu hlinito-

draselného; 0,08 g jodicnanu sodného a 0,4 g kyseliny vinne;.
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Roztoky pouzité pri In-Cell ELISE

1x TBS pufor
Pufor bol pripraveny pomocou 2,5 ml 20 x TBS pufru a nasledného doplnenia na objem 50

ml destilovanou vodou.

1x Oplachovaci pufor (Washing Buffer)
Bolo zmiesanych 7,5 ml 20 x TBS pufru; 141 ml destilovanej vody a 1,5 ml Surf-Amps 20
Detergentu (sucast’ In-Cell ELISA Colorimetric Detection Kit)..

Permeabiliza¢ny pufor
Pufor bol pripraveny zmieSanim 99 ul Surfact-Amps X-100 Detergentu a 10 ml 1x TBS
pufru (101x riedenie).

Quenching solution

Roztok bol pripraveny zmieSanim 333,3 pl peroxidu vodiku (30%) a 9,7 ml TBS pufru.

ATB diluent na protilatky

Diluent na protilatky bol pripraveny zmieSanim blokovacieho pufru (Blocking Buffer)
a oplachovacieho pufru (Washing Buffer) v pomere 1:1. Na pripravu 20 ml ATB diluentu
na protilatky bolo zmiesanych 10 ml oplachovacieho pufru (Washing Buffer) a 10 ml
blokovacieho pufru (Blocking Buffer).

Nariedeny konjugat chrenovej peroxidazy (HRP)
Do 12 ml oplachovacieho pufru (Washing Buffer) bolo pridanych 30 ul HRP konjugatu.

Roztoky pouZité pri priprave 96-jamkovych testovacich dosiek k naslednej In-Cell
ELISE

10% DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (pre bunkovu liniu HT-29)
Kultiva¢né médium pre bunkovu liniu HT-29 obsahovalo 10 % (v/v) fetalneho bovinného
séra (Hyclone, SV30160.03), glutaMAX a PEN-STREP. Na pripravu 1 1 10% DMEM bolo
zmieSanych 880 ml DMEM média; 100 ml fetdlneho bovinného séra (Hyclone,
SV30160.03); 10 ml PEN-STREP (penicilin (5000 U Penicilin/ml) /streptomycin (5000
U Streptomycin/ml)) a 10 ml glutaMAXu.
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15% DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (pre bunkovu liniu Caco-2)
Kultivacné médium pre bunkovu liniu Caco-2 obsahovalo 15 % (v/v) fetalneho bovinného
séra (Hyclone, SV30160.03), glutaMAX a PEN-STREP. Na pripravu 1 1 15% DMEM bolo
zmieSanych 830 ml DMEM média, 150 ml fetdlnecho bovinného séra (Hyclone,
SV30160.03); 10 ml PEN-STREP (penicilin (5000 U Penicilin/ml) /streptomycin (5000
U Streptomycin/ml)) a 10 ml glutaMAXu.

Fosfatovy pufor (10x PBS)
Zasobny roztok fosfatového pufru bol pripraveny rozpustenim 80g NaCl; 2g KCl; 32,1 g
Na;HPOsa 2 g KHPO4. Objem roztoku bol doplneny na 1 1 s pouzitim destilovanej vody.

3.2. Metddy prace
3.2.1 Kultivacia a pasiaZovanie bunkovych linii HT-29 a Caco-2

Bunkové linie HT-29 a Caco-2 boli kultivované v 10% alebo 15% DMEM médiu,
ktoré obsahovalo 10% (v/v) (HT-29) alebo 15% (v/v) (Caco-2) fetalneho bovinného séra
(FBS glutaMAX a PEN-STREP. Bunkové linie boli inkubované v inkubatore pri teplote
37 °C a pri 5% CO: a boli pasazované dvakrat do tyzdna.

Bunkové linie HT-29 a Caco-2 su adherentné bunkové linie, na ktoré bol pouzity
nasledujuci postup pasazovania buniek. Zo stredne velkej kultivacnej flase s bunkovou
liniou HT-29 alebo Caco-2 bolo odsaté kultivatné médium. Pomocou predhriateho
sterilného fosfatového (PBS) pufru (na teplotu 37 °C) boli bunky oplachnuté jedenkrat za
ucelom odstranenia zvySkov média obsahujuceho inhibitory trypsinu. Do stredne velkej
kultivacnej fTaSe bol néasledne napipetovany 1 ml trypsinu, fl'aSa bola umiestnend na dobu
5 minut do inkubatoru pri 37 °C na zaistenie optimalnych podmienok trypsinu. Po uvol'neni
buniek vplyvom trypsinu k nim bolo pridanych 9 ml kompletného kultivaéného média 10%
DMEM (Caco-2 15 %). Nasledne boli bunky jemne rozsuspendované opakovanym
nasavanim média s bunkami do serologickej pipety. V kultivacnej fTasi bol ponechany 1
ml bunkovej suspenzie a k nemu bolo pridanych este 12 ml cerstvého kultivaéného média.
Inkubacia kultivaénych flias prebiehala pri 37°C v inkubatore. Bunkové linie boli
pasazované v laminarnych boxoch kde pradenie sterilného vzduchu zaist'ovalo prostredie

bez mikroorganizmov.
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3.2.2. Poclitanie buniek

Z kultivacnej fl'ase bolo odsaté médium. Bol pridany 1 ml trypsinu a bunky boli
kultivované v inkubdatore pri teplote 37 °C. K bunkédm, ktoré sa uvolnili bolo pridané
Cerstvé kultivatné médium. Cely obsah kultivacnej fl'aSe bol nésledne prevedeny do
sterilnej skumavky. Potom boli bunky centrifugované pri 1200 rpm po dobu 5 minnt.
Supernatant bol vyliaty do odpadovej fl'ase a k peletu bol pridany 1 ml ¢erstvého média.
Na okraj krycieho sklicka Biirkerovej komdrky bolo napipetovanych 10 pl suspenzie

buniek. Nasledne bol stanoveny pocet buniek v 1 ml bunkovej suspenzie.

3.2.3. Priprava 96-jamkovych dosiek na In-Cell ELISA

Bunkové linie HT-29 a Caco-2 boli pasazované podl'a postupu z podkapitoly 3.2.1
Kultivacia a pasdzovanie bunkovych linii HT-29 a Caco-2. Nasledne boli bunky spocitané
za pomoci Biirkerovej komorky. Na zaklade celkového poctu buniek bolo vypocitané,
kol'ko povodnej bunkovej suspenzie bude pridanych do média, ktoré bude pouzité. V
pripade bunkovej linie HT-29 boli bunky vysadené v hustote 10 000 buniek/jamku
a v pripade bunkovej linie Caco-2 boli vysedené v hustote 6 500 buniek/jamku. V pripade
bunkovej linie Caco-2, Ktora mala byt nechana k post-konfluentnému rastu, boli bunky
vysadené v hustote 11 000 buniek/jamku. Vo vsetkych pripadoch boli bunky vysadené
v objeme 80 pl média na jamku.

Bunky boli inkubované cez noc v inkubatore pri 37 °C a pri 5% CO2 a Vv pripade
pripravy diferencovanych bunkovych linii boli bunky osetrené butyratom sodnym (HT-29)
popripade u nich prebichala spontanna diferenciacia (Caco2). Bol pripraveny 0,5M roztok
butyratu sodného. Bunky boli kultivované s butyratom sodnym v SmM koncentracii.
Bunky boli inkubované 72 hodin pri 37 °C a pri 5% COa2. V pripade post- konfluentné¢ho
rastu boli bunky Caco-2 inkubované 14 dni po dosiahnuti konfluencie (rastové médium
bolo pocas tejto doby vymienané dvakrat do tyzdna).

Podrl'a navrhnutej schémy boli bunky nasledne oSetrené réznymi koncentraciami
fenofibratu a kyseliny pirixinovej (WY-14643). Pouzité koncentracie boli stanovené
pomocou WST-1 testu v predoslych experimentoch. Predchadzajiice S$tadie totiz
preukazali, ze nizSia koncentracia fibratov viedla K zvySeniu proliferacnej aktivity
nediferencovanych buniek, zatial’ ¢o vysSia koncentracia fibratov znizovala prolifera¢nt
aktivitu u nediferencovanych buniek (Cizkova et al. , 2016; Tauber et al., 2019; Suchanek

et al., 2002). Pomocou odsavacej ihly bol odsaty cely obsah kazdej jamky. Nasledne bolo
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do kazdej jamky napipetovanych 80 pl kultivaéného média. Dalej bol pripraveny 0,1%
roztok DMSO (kontrola), 25uM roztok fenofibratu, 150uM roztok fenofibratu (pre Caco2
200 uM roztok fenofibratu), 25uM roztok Wy-14643 a 200uM roztok Wy-14643. Prehl'ad
koncentracii jednotlivych aktivnych latok sa nachadza v Tabulke 3. Do kazdej jamky bolo
podl'a schémy prenesenych 20 ul aktivnej latky. Nésledne prebehla inkubacia buniek

s aktivnou latkou po dobu 72 hodin.

Tabul’ka 3 Prehl’ad pouzitych koncentracii fenofibratu a WY-14643 u bunkovych linii HT-29 a Caco2.
Pouzité koncentracie boli ziskané pomocou WST-1 testu v predoslych experimentoch, zaroven bola
stanovena prislusna proliferatna aktivita u nediferencovanych buniek (Cizkova et al. , 2016). P- prolifera¢na

koncentracia fibratov, I-inhibi¢na koncentracia fibratov.

Prolifera¢na aktivita

Bul?li(iova Aktivna latka IF:ouznflfkonvce'n trz'lcm' [EIVM! nediferencovanych buniek
a -prolifera¢na, I-inhibi¢na [% Kontroly] & SD

Fenofibrat 25 (P) 136,5+ 21,9

HT-29 150 (1) 90,0+4,1
WY-14643 25 (P) 116,4 £ 11,5

200 (1) 828+78
Fenofibrat 25 (P) 119,3+£ 27,1

Caco2 200 () 80,7 £ 10,2
WY-14643 25 (P) 128,0 £ 16,7

200 (1) 91,7147

Dosky boli nasledne zafixované. Bol odsaty obsah jamiek za pomoci odsavacej
ithly. Do kazdej jamky bolo nésledne prenesenych 100 pl 4% roztoku paraformaldehydu v
TBS. Paraformaldehyd bol nechany posobit po dobu 10 minut. Nasledne bol
paraformaldehyd odstraneny a dosky boli dvakrat oplachnuté 1x TBS pufrom. Dosky boli

zamrazené alebo ponechané priamo k In- Cell ELISE.

3.2.4.1In - Cell ELISA

In - Cell ELISA je metoda pouzivana na kvantifikaciu cielového proteinu, alebo
pripadne post-translacnych modifikacii cielového proteinu priamo V kultivovanych
bunkach bez nutnosti lyzy buniek. Metéda umoziuje merat’ cielové analyty in situ v
adherentnych aj v suspenznych bunkach.

Z 96-jamkovej dosky, pripravenej v predchadzajucej kapitole 3.2.3. bol odstraneny
1x TBS pufor. Nasledne bolo do kazdej jamky pridanych 100 pl permeabilizacného pufru
za ucelom odmytia lipidov z plazmatickej membrany buniek a doska bola inkubovana pri

laboratornej teplote po dobu 15 minut. Po odstraneni permeabiliza¢ného pufru boli jamky
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oplachnuté 1x TBS pufrom. TBS pufor bol odstraneny a do kazdej jamky bolo pridanych
100 pl Quenching solution. Po odstraneni Quenching solution boli jamky oplachnuté 1x
TBS pufrom. TBS pufor bol odstraneny a bolo pridanych 100 pl blokovacieho pufru
(Blocking Buffer). Doska bola inkubovana po dobu 60 mintt pri laboratornej teplote.
V medzi¢ase boli nariedené jednotlivé protilatky CYP2C8, CYP2J2, CYP2C9 a EPHX2
(sEH) do ATB diluentu podl'a Tabul'ky 2. Blokovaci pufor bol odstraneny a boli pridané
prislusné nariedené protilatky, k negativnym kontrolam bol pridany iba ATB diluent bez
protilatky. 96-jamkova doska bola zalepena ainkubovana cez noc pri teplote 4 °C
Vv chladnicke.

Bola odstrdnena primarna protilatka anasledne bol trikrdt urobeny oplach
oplachovacim pufrom (100 pl/jamka). Oplachovaci pufor bol odstraneny a do kazdej
jamky bolo pridanych 50 pl Diluted HRP konjugéatu. Nasledne bola doska inkubovand 30
minut pri laboratornej teplote. Nariedeny HRP konjugat bol odstraneny a bol trikrat
urobeny oplach oplachovacim pufrom (200 pl / jamka). Oplachovaci pufor bol odstraneny,
do kazdej jamky bolo pridanych 50 pl TMB substratu a doska bola inkubovana 15 minut
pri laboratornej teplote v tme. Nasledne bol pridany TMB Stop Solution (50 pl / jamka)
abola odmerana absorbancia pri 450 nm (signal protilatky) na spektrofotometri
PowerWave XS. Roztoky z dosky boli odstranené abol urobeny dvakrat oplach
destilovanou vodou (200 pl / jamka). Destilovana voda bola odstranena a bolo pridanych
50 pl Janus Green Whole-Cell Stain do kazdej jamky. Doska bola inkubovana 5 minut pri
laboratornej teplote a nasledne bol opat’ urobeny oplach destilovanou vodou (tri az patkrat)
za ucelom odstranenia zvyskov farbiva. Destilovana voda bola odstranena a bol pridany
Elution Buffer (50 pl / jamka). Doska bola inkubovana 10 mintt pri laboratérnej teplote
a bola odmerand absorbancia pri 615 nm (nafarbenie celych buniek) pomocou
spektrofotometra.

Pri vyhodnocovani vysledkov bol najskor urobeny priemer hodnot absorbancie pri
450 nm pre negativne kontroly a nasledne bola tidto hodnota odc¢itana od vsetkych
absorbancii pri 450 nm pre jednotlivé jamky. Dalej boli znormalizované absorbancie pri
450 nm apri 615 nm (pre kazda jamku A=Auss0/Ae15). Normalizované hodnoty pre
jednotlivé aktivne latky (doublety) boli spriemerované. Nasledne bol ur¢eny fold change

ako podiel absorbancie aktivnej latky a absorbancie kontroly.
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3.2.5. Imunocytochemické farbenie (ICC) proteinu PPARa v bunkovej linii HT-29
a Caco2

Skla, ktoré boli pripravené ako nater z bunkovej suspenzie s bunkovou liniou Caco-
2 alebo HT-29 boli najskor nechané po naneseni bunkovej suspenzie zaschnut’ na vzduchu
a boli fixované 'adovo vychladenym metanol : acetonom (1 : 1) po dobu 15 minat. Bunky
pre ICC boli ovplyvnené rovnako ako v pripade In-Cell ELISy. Skla boli po vyschnuti,
pred samotnym farbenim, uchovavané v mraznicke pri -20 °C. Nasledne boli oplachnuté
destilovanou vodou (rehydratacia) po dobu 5 mintt, d’alej boli umiestnené do tkanivového
histoprocesoru HISTOS PRO-RAPID MICROWAVE na 15 mintt k revitalizacii antigénu
posobenim tepla (120 °C), zvySeného tlaku a za pouzitia citratového pufru (pH 6). Vzorky
boli nechané na vychladnutie a oplachnuté destilovanou vodou. Bola u nich zablokovana
endogénna peroxidaza pomocou 1% roztoku peroxidu vodika aby sa predislo falos$nej
pozitivite (15 minat). Vzorky boli oplachnuté destilovanou vodou a dvakrat po dobu 5
minat preplachnuté 0,05M TRIS pufrom. Dalej boli po dobu 5 minit oplachnuté
TRIS+TWEEN 20 pufrom. Dalej bol na vzorky naneseny Protein Block Serum Free,
vzorky boli inkubované v komore Magnetic Immuno Staining Tray (MIST) po dobu 10
minut za G¢elom predidenia neSpecifického zafarbenia pozadia.

Nasledne boli skla nechané odtiect’ od Protein Block Serum Free na bunkovej vate
a inkubované s primarnou protilatkou riedenou pomocou DAKO antibody diluentu
v pomere 1:100 (1000 ul DAKO antibody diluentu + 10 pl primarnej protilatky PPARa )
po dobu 60 minut. Dalej boli oplachnuté dvakrat 0,05M TRIS pufrom po dobu 5 minut
a potom oplachnuté raz TRIS+TWEEN 20 pufrom po dobu 5 mintt s cielom odstranit’
zvySky primarnej protilatky.

Nasledne boli inkubované so sekundarnou enzymaticky znacenou protilatkou Dako
En Vision + Dual Link System- HRP po dobu 30 minit. Dalej boli oplachnuté dvakrat
0,05M TRIS pufrom po dobu 5 minut a potom oplachnuté raz TRIS+TWEEN 20 pufrom
po dobu 5 mintt s ciel'om odstranit’ zvysky sekundérnej protilatky. Pri procese vizualizacie
bol na vzorky aplikovany roztok substratového pufru s chromogénom (1 ml Dako Substrate
Buffer + 1 kvapka (20 ul) Dako DAB* Chromogen) po dobu 5 minut. Skla boli nasledne
oplachnuté pomocou tecucej vody po dobu 5 mintit a destilovanej vody. Nasledne prebehlo
dofarbenie jadier buniek hematoxylinom (2 - 4 minuty). Skla boli potom oplachované
te¢ticou vodou po dobu 10 minut a d’alej ¢pavkovou vodou. Potom boli skla oplachované

3 mintty te¢ucou vodou a nésledne destilovanou vodou.
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Dalej boli skla odvodnené a prejasnené pomocou alkohol-xylénovej rady oplachov.
Najprv boli skla umiestené do kyvety s 96% alkoholom na dobu 5 minut. Pouzity alkohol
bol vyliaty a nahradeny acetonom na dobu 3 minut, aceton-xylénom (v pomere 1:1) na
dobu 5 minut a ¢istym xylénom na dobu 5 mintt. Potom bolo pouzit¢ montovacie médium
PERTEX ktrvalému prilepeniu kryciecho skla. Pouzit¢ protilatky pre metodu

imunocytochemického farbenia su uvedené v Tabulke 4.

Tabul’ka 4 Pouzité protilaitky pre metédu imunocytochemického farbenia. Typ protilatky,

nazov protilatky, pripadné riedenie a doba inkubacie s jednotlivou protilatkou.

i . . Doba
Typ Nazov Riedenie inkubicie
Prima PPARa, 1:100 1 hodina
rimarna

, Dako En Vision + Dual .,
Sekundarna Link System- HRP - 30 minut

3.2.6. Analyza translokacie receptoru PPARa po ovplyvneni fibratmi

Bola overend translokdcia receptoru PPARa po ovplyvneni fibratmi
prostrednictvom analyzy obrazu po imunocytochemickom farbeni. Vychadzalo sa z toho,
7e neaktivny receptor sa nachadza v cytoplazme, po naviazani ligandu sa vSak presuva do
jadra a spust’a expresiu. Pri analyze bol vyuzity program ImageJ s rozSirenim IHC Profiler
pluginu. Jednotlivé snimky boli zhotovené za pomoci svetelného mikroskopu BX 40
(Olympus) s kamerou DP71 (Olympus) zo skiel, ktoré boli pripravené ako nater z bunkovej
suspenzie anasledne zafarbené pomocou imunocytochemického farbenia. Najskor bol
vyhodnoteny celkovy pocet buniek na snimke, nasledne boli uréené tie bunky s jadrovou
pozitivitou. Bolo vypocitané percento pozitivnych buniek, nésledne boli medzi sebou

spriemerované jednotlivé snimky z rovnakej série.

3.2.7. Statisticka analyza

Relativna expresia proteinov bola vyjadrena ako fold change* 100 [%] + SD. Pre
Statistické vyhodnotenie bol pouzity 1-vyberovy t-test. Ak bola p < 0,05 tak sa relativna
expresia proteinov signifikantne liSila od buniek kontroly pricom p < 0,05 bolo oznacené

ako *, p < 0,01 bolo oznacené ako **, p < 0,001 bolo oznacené ako *** a p < 0,0001 bolo
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oznadené ako ****_ Statistické vyhodnotenie vysledkov bolo urobené za pomoci programu
Graph Pad Prism 8.

Analyza jadrovej pozitivity bola uskutoénena pomocou programu Imagel a bola
vyjadrend ako jadrova pozitivita [%] += SD. Pre Statistické vyhodnotenie bol pouzity
viacparametrovy test ANOVA nasledovany Dunnnovou metédou mnohondsobného
porovnavania. Dalej na porovnanie diferencovanych a nediferencovanych buniek bol
pouzity neparametricky test Mann Whitney. Ak bola p < 0,05 tak sa jadrova pozitivita
PPARa signifikantne lisila od buniek kontroly pricom p < 0,05 bolo oznacené ako *, p <
0,01 bolo oznac¢ené ako **, p < 0,001 bolo oznacené ako *** a p < 0,0001 bolo oznacené
ako ****_Statistické vyhodnotenie vysledkov bolo urobené za pomoci programu Graph
Pad Prism 8.

3.3 Vysledky

3.3.1. Zmena expresie CYP epoxygenazy asEH u bunkovych linii HT-29

a Caco2 po ovplyvneni fibratmi pocas diferenciacie ¢revnych buniek in vitro

Vysledky ziskané pri spracovani tejto diplomovej prace nadvézuju na vysledky
ziskané v predoglych stadiach (Cizkova et al., 2015; Cizkova et al., 2016; Cizkov4, 2018;
Cizkova et al., 2020).

V pripade bunkovej linie HT-29 boli zistované zmeny expresie CYP epoxygendz
asEH u nediferencovanych a diferencovanych buniek pri pouziti dvoch odlisnych
koncentracii fenofibratu a WY-14643 ako ligandov PPARa. Nizsia koncentrécia ligandov
mala proliferacny u¢inok na nediferencované bunky zatial’ ¢o vyssia koncentracia posobila
inhibi¢ne (Cizkova et al., 2016). Cizkova et al. pri svojom vyskume stanovila, Ze hladina
CYP epoxygenaz a sEH sa lisi aj medzi diferencovanymi a nediferencovanymi bunkami.
Pricom u diferencovanych bunick HT-29 bol stanoveny 1,8-nasobny narast expresie
CYP2C9 a sEH; 1,3-nasobny narast v expresii CYP2C8 a 13,2-nasobny narast v expresii
CYP2J2 v porovnani s nediferencovanymi bunkami (Cizkova et al., 2020).

Zmeny vexpresii CYP2C8 u nediferencovanych buniek neboli vyrazné.
U nediferencovanych buniek sa expresia vyrazne neliSila od buniek kontroly, zatial' ¢o
u diferencovanych buniek bol pozorovany mierny, ale vSak nesignifikantny narast
expresie. Zmeny expresic CYP2C8 su znazornené v Grafe 1A al1lB. P-hodnoty

signifikancie st zndzornené v Tabulke 5.
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Graf 1A a 1B Relativna expresia CYP2C8 u bunkovej linie HT-29 u nediferencovanych (A)
a diferencovanych (B) buniek pri pouZiti dvoch odliSnych koncentracii fenofibratu a WY-14643. Na
bunky kontroly bolo aplikované 0,1% DMSO. Relativna kvantifikacia proteinov bola uskuto¢nena
prostrednictvom In-Cell ELISy s naslednou spektrofotometrickou analyzou. Relativna expresia proteinov
je vyjadrena ako fold change* 100 £ SD. Pre Statistické vyhodnotenie je pouzity 1-vyberovy t-test. Ak je
p < 0,05 tak sa relativna expresia proteinov signifikantne 1i§i od buniek kontroly pri¢om p < 0,05 je
oznacené ako *, p < 0,01 je oznacené ako **, p <0,001 je oznacené ako *** a p < 0,0001 je oznacené ako

**** N - nediferencované bunky, D-diferencované bunky.

Expresia CYP2C9 vykazovala rovnaky trend u nediferencovanych aj
diferencovanych buniek. Ako u nediferencovanych tak aj diferencovanych buniek sa
expresia CYP2C9 po ovplyvneni nizSou (proliferacnou) koncentraciou ligandov nemenila.
K signifikantnej zmene doslo iba uniz$ej (proliferaénej) koncentracie WY-14643
u nediferencovanych buniek. Zaroven vSak doSlo k signifikantnému narastu expresie
CYP2C9 u vyssej (inhibi¢nej) koncentracie oboch ligandov U nediferencovnych buniek.
K signifikantnému zvyseniu expresie CYP2C9 u diferencovanych buniek doslo iba
u vysSej koncentracie fenofibratu ateda vykazuju rovnaky trend zmeny expresie ako
nediferencované bunky avSak zmena v expresii je mensia. Zmeny expresie CYP2C9 su

znazornené v Grafe 2A a 2B. P-hodnoty signifikancie st znazornené v Tabulke 5.
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Graf 2A a2B Relativna expresia CYP2C9 u bunkovej linie HT-29 u nediferencovanych (A)
a diferencovanych (B) buniek pri pouziti dvoch odliSnych koncentracii fenofibratu a WY-14643.
Na bunky kontroly bolo aplikované 0,1% DMSO. Relativna kvantifikacia proteinov bola uskuto¢nena
prostrednictvom In-Cell ELISy s naslednou spektrofotometrickou analyzou. Relativna expresia proteinov
je vyjadrena ako fold change* 100 = SD. Pre Statistické vyhodnotenie je pouZity 1-vyberovy t-test. Ak je
p < 0,05 tak sa relativna expresia proteinov signifikantne 1i§i od buniek kontroly pri¢om p < 0,05 je
oznacené ako *, p < 0,01 je oznacené ako **, p < 0,001 je oznacené ako *** a p < 0,0001 je oznacené

ako **** N - nediferencované bunky, D-diferencované bunky.

V pripade expresie CYP2J2 bola odpoved’ buniek na podanie fibratov odlisna.
Zatial’ ¢o u nediferencovanych buniek viedla nizSia (proliferacna) koncentracia fibratov
k narastu expresie, vyssia (inhibi¢na) koncentracia fibratov expresiu CYP2J2 znizovala aj
napriek tomu, Ze ziskané vysledky boli nesignifikantné. V pripade diferencovanych buniek
viedla naopak vyssia koncentracia pouzitych fibratov k narastu expresie CYP2J2
V porovnani s bunkami nediferencovanymi. Zistilo sa, ze u vysSej koncentracie fenofibratu
doslo k signifikantnému narastu expresie CYP2J2. Zmeny expresie CYP2J2 st zndzornené

v Grafe 3A a 3B. P-hodnoty signifikancie si znazornené v Tabulke 5.
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Graf 3A a 3B Relativna expresia CYP2J2 u bunkovej linie HT-29 u nediferencovanych (A)
a diferencovanych (B) buniek pri pouZiti dvoch odliSnych koncentracii fenofibratu a WY-14643.
Na bunky kontroly bolo aplikované 0,1% DMSO. Relativna kvantifikacia proteinov bola uskuto¢nena
prostrednictvom In-Cell ELISy snaslednou spektrofotometrickou analyzou. Relativna expresia
proteinov je vyjadrena ako fold change* 100 + SD. Pre Statistické vyhodnotenie je pouzity 1-vyberovy
t-test. Ak je p < 0,05 tak sa relativna expresia proteinov signifikantne lisi od buniek kontroly pricom p
< 0,05 je oznaené ako *, p < 0,01 je oznacené ako **, p < 0,001 je oznatené ako *** a p < 0,0001 je

oznacené ako **** N - nediferencované bunky, D-diferencované bunky.

Expresia sEH vykazovala rovnaky trend u nediferencovanych aj diferencovanych
buniek. Vseobecne doslo u nizsej (proliferacnej) koncentracie k zniZzeniu expresie sEH
zatial' ¢o vysSia (inhibi¢nd) koncentracia fibratov expresiu zvySovala. Expresia sEH,
u nediferencovanych buniek, bola signifikantne vyssia u vyssej (inhibi¢nej) koncentracie
WY-14643. U diferencovanych buniek doslo tiez k signifikantnym zmenam v expresii.
Signifikantné zniZenie expresie bolo pritomné u nizsej koncentracie oboch ligandov, zatial’
¢o signifikantné zvySenie expresie sEH bolo pritomné u vySSej koncentracie fenofibratu.
Zmeny expresie sEH su znazornené v Grafe 4A a4B. P-hodnoty signifikancie st

znazornené v Tabulke 5.
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Graf 4A a4B Relativna expresia sEH ubunkovej linie HT-29 u nediferencovanych (A)
a diferencovanych (B) buniek pri pouziti dvoch odlisnych koncentracii fenofibratu a WY-14643. Na
bunky kontroly bolo aplikované 0,1% DMSO. Relativna kvantifikacia proteinov bola uskutocnena
prostrednictvom In-Cell ELISy snaslednou spektrofotometrickou analyzou. Relativna expresia
proteinov je vyjadrena ako fold change* 100 + SD. Pre Statistické vyhodnotenie je pouzity 1-vyberovy
t-test. Ak je p < 0,05 tak sa relativna expresia proteinov signifikantne 1isi od buniek kontroly pricom p
< 0,05 je oznacené ako *, p < 0,01 je oznaené ako **, p < 0,001 je oznacené ako *** a p < 0,0001 je

oznacené ako **** N - nediferencované bunky, D-diferencované bunky.
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Tabulka 5 Statistické vyhodnotenie signifikancie zmeny expresie CYP epoxygenaz a SEH u bunkovej

linie HT-29 . Signifikantné vysledky (P-hodnota) st uvedené tu¢nym pismom.

Koncentracia

Bunkova linia HT-29 Protein Aktivna latka [uM] P-hodnota
CYP2C8 Fenofibrat 25 0,8031
Nediferencované bunky WY-14643 25 0,5445
Fenofibrat 150 0,8110
WY-14643 200 0,4439
CYP2C9 Fenofibrat 25 0,1420
WY-14643 25 0,0405
Fenofibrat 150 0,0076
WY-14643 200 0,0085
CYP2J2 Fenofibrat 25 0,0736
WY-14643 25 0,0615
Fenofibrat 150 0,0576
WY-14643 200 0,2428
SEH Fenofibrat 25 0,2185
WY-14643 25 0,0722
Fenofibrat 150 0,0274
WY-14643 200 0,0941
CYP2C8 Fenofibrat 25 0,3988
Diferencované bunky WY-14643 25 0,5518
Fenofibrat 150 0,1032
WY-14643 200 0,1171
CYP2C9 Fenofibrat 25 0,9125
WY-14643 25 0,1221
Fenofibrat 150 0,0423
WY-14643 200 0,2138
CYP2J2 Fenofibrat 25 0,2154
WY-14643 25 0,7519
Fenofibrat 150 0,0018
WY-14643 200 0,0751
SEH Fenofibrat 25 0,0318
WY-14643 25 0,0286
Fenofibrat 150 0,0199
WY-14643 200 0,3913

V pripade bunkovej linie Caco2 boli zistované zmeny expresie CYP epoxygenaz
asEH u nediferencovanych a diferencovanych buniek pri pouziti dvoch odlisnych
koncentracii fenofibratu a WY-14643 ako ligandov PPARa. Cizkova et al. pri svojom
vyskume stanovila, Ze hladina CYP epoxygenaz a sEH sa 1isi aj medzi diferencovanymi
a nediferencovanymi bunkami. U spontanne diferencovanych buniek Caco2 bol stanoveny

1,3-nésobny pokles expresie CYP2CS8; 1,8-nasobny pokles expresie CYP2C9; 2,9-nasobny
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narast expresie CYP2J2 al5-nasobny narast expresiec sEH v porovnani
s nediferencovanymi bunkami (Cizkova et al., 2020).

Expresia CYP2C8 vykazovala rovnaky trend u nediferencovanych aj
diferencovanych buniek. VSeobecne doslo u nizsej (proliferaénej) koncentracie k zvySeniu
expresie CYP2C8 zatial’ ¢o vyssia (inhibi¢na) koncentracia fibratov expresiu znizovala.
Zmeny expresie vSak v oboch pripadoch neboli signifikantné. Zmeny expresie CYP2C8 st

znazornené v Grafe 5A a 5B. P-hodnoty signifikancie su znazornené v Tabulke 6.
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Graf 5A a 5B Relativna expresia CYP2C8 u bunkovej linie Caco2 u nediferencovanych (A)
a diferencovanych (B) buniek pri pouZiti dvoch odliSnych koncentracii fenofibratu a WY-14643.
Na bunky kontroly bolo aplikované 0,1% DMSO. Relativna kvantifikacia proteinov bola uskuto¢nena
prostrednictvom In-Cell ELISy snaslednou spektrofotometrickou analyzou. Relativna expresia
proteinov je vyjadrena ako fold change* 100 + SD. Pre Statistické vyhodnotenie je pouzity 1-vyberovy
t-test. Ak je p < 0,05 tak sa relativna expresia proteinov signifikantne 1iSi od buniek kontroly pricom p
< 0,05 je oznagené ako *, p < 0,01 je oznacené ako **, p < 0,001 je oznatené ako *** a p < 0,0001 je

oznacené ako **** N - nediferencované bunky, D-diferencované bunky.

V pripade expresie CYP2C9 bola odpoved” buniek na podanie fibratov odlisna.
Zatial’ ¢o u nediferencovanych buniek viedla nizsia (proliferacna) koncentracia fibratov
K narastu expresie, vys$ia (inhibi¢na) koncentracia fibratov expresiu CYP2C9 znizovala.

Vynimku predstavovalo signifikantné znizenie expresie CYP2C9 u nediferencovanych

56



buniek u nizsej (proliferacnej) koncentracie WY-14643. U diferencovanych buniek bol
pozorovany mierny, avSak nesignifikantny ndrast expresie. Zmeny expresie CYP2C9 su

znazornené v Grafe 6A a 6B. P-hodnoty signifikancie su znazornené v Tabulke 6.
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Graf 6A a 6B Relativna expresia CYP2C9 u bunkovej linie Caco2 u nediferencovanych (A)
a diferencovanych (B) buniek pri pouziti dvoch odliSnych koncentracii fenofibratu a WY-14643.
Na bunky kontroly bolo aplikované 0,1% DMSO. Relativna kvantifikacia proteinov bola uskuto¢nena
prostrednictvom In-Cell ELISy snaslednou spektrofotometrickou analyzou. Relativna expresia
proteinov je vyjadrena ako fold change* 100 + SD. Pre $tatistické vyhodnotenie je pouzity 1-vyberovy
t-test. Ak je p < 0,05 tak sa relativna expresia proteinov signifikantne 1i§i od buniek kontroly pri¢om p
< 0,05 je oznacené ako *, p < 0,01 je oznacené ako **, p < 0,001 je oznafené ako *** a p < 0,0001 je

oznacené ako **** N - nediferencované bunky, D-diferencované bunky.

Expresia CYP2J2, u nediferencovanych buniek, bola signifikantne nizsia u vyssej
(inhibi¢nej) koncentracie fenofibratu, Kk zvySeniu expresiec doslo tiez u vyssej
(proliferacnej) koncentracie fibratov, zmeny vsak neboli signifikantné. U diferencovanych
buniek signifikantnd zmena expresie CYP2J2 nebola zistend. Zmeny expresie CYP2J2 st

znazornené v Grafe 7A a 7B. P-hodnoty signifikancie st znazornené v Tabulke 6.
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Graf 7A a 7B Relativna expresia CYP2J2 u bunkovej linie Caco2 u nediferencovanych (A)
a diferencovanych (B) buniek pri pouziti dvoch odliSnych koncentracii fenofibratu a WY-14643.
Na bunky kontroly bolo aplikované 0,1% DMSO. Relativna kvantifikacia proteinov bola uskuto¢nena
prostrednictvom In-Cell ELISy s naslednou spektrofotometrickou analyzou. Relativna expresia
proteinov je vyjadrena ako fold change* 100 = SD. Pre $tatistické vyhodnotenie je pouzity 1-vyberovy
t-test. Ak je p < 0,05 tak sa relativna expresia proteinov signifikantne li$i od buniek kontroly pricom p <
0,05 je oznacené ako *, p < 0,01 je oznaCené ako **, p < 0,001 je oznacené ako *** a p < 0,0001 je

oznacené ako **** N - nediferencované bunky, D-diferencované bunky.

Vysledky ukazuju, ze v pripade nediferencovanych buniek doslo k signifikantnému
zvySeniu expresic SEH uvy$Sej (inhibi¢nej) koncentracie oboch ligandov.
U diferencovanych buniek signifikantnd zmena expresie sEH nebola zistend, avSak
vykazovali rovnaky trend zmeny expresie ako nediferencované bunky, teda zvySenie
expresie SEH u vyssej koncentracie ligandov. Zmeny expresie SEH st znazornené v Grafe

8A a 8B. P-hodnoty signifikancie st znazornené v Tabulke 6.
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Graf 8A a8B Relativna expresia sEH u bunkovej linie Caco2 u nediferencovanych (A)
a diferencovanych (B) buniek pri pouZiti dvoch odliSnych koncentracii fenofibratu a WY-14643.
Na bunky kontroly bolo aplikované 0,1% DMSO. Relativna kvantifikacia proteinov bola uskuto¢nena
prostrednictvom In-Cell ELISy snaslednou spektrofotometrickou analyzou. Relativna expresia
proteinov je vyjadrena ako fold change* 100 = SD. Pre $tatistické vyhodnotenie je pouzity 1-vyberovy
t-test. Ak je p < 0,05 tak sa relativna expresia proteinov signifikantne lisi od buniek kontroly pricom p <
0,05 je oznacené ako *, p < 0,01 je oznacené ako **, p < 0,001 je oznacené ako *** a p < 0,0001 je

oznacené ako **** N - nediferencované bunky, D-diferencované bunky.
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Tabulka 6 Statistické vyhodnotenie signifikancie zmeny expresie CYP epoxygeniz a SEH u bunkovej

linie Caco2. Signifikantné vysledky (P-hodnota) su uvedené tu¢nym pismom.

Bunkova linia Caco2 Protein Aktivna latka KO“FSﬁ;aCIa P-hodnota
CYP2C8 Fenofibrat 25 0,7307
Nediferencované bunky WY-14643 25 0,2600
Fenofibrat 200 0,1079
WY-14643 200 0,1703
CYP2C9 Fenofibrat 25 0,7261
WY-14643 25 0,0045
Fenofibrat 200 0,6496
WY-14643 200 0,7870
CYP2J2 Fenofibrat 25 0,0933
WY-14643 25 0,7163
Fenofibrat 200 0,0093
WY-14643 200 0,0972
SEH Fenofibrat 25 0,6053
WY-14643 25 0,8887
Fenofibrat 200 0,0211
WY-14643 200 0,0275
CYP2C8 Fenofibrat 25 0,7307
Diferencované bunky WY-14643 25 0,2600
Fenofibrat 200 0,1079
WY-14643 200 0,1703
CYP2C9 Fenofibrat 25 0,3418
WY-14643 25 0,1529
Fenofibrat 200 0,4590
WY-14643 200 0,2931
CYP2J2 Fenofibrat 25 0,1620
WY-14643 25 0,3654
Fenofibrat 200 0,4426
WY-14643 200 0,5333
SEH Fenofibrat 25 0,2792
WY-14643 25 0,9704
Fenofibrat 200 0,1866
WY-14643 200 0,1527

3.3.2. Pritomnost’ receptoru PPARa v jadre bunky

V pripade bunkovej linie HT-29 boli zistované zmeny v translokacii receptoru
PPARa do jadra (jadrova pozitivita) u nediferencovanych a diferencovanych buniek pri
pouziti dvoch odlisnych koncentracii fenofibratu a WY-14643 ako ligandov PPARGa.

U nediferencovanych buniek ovplyvnenych dvoma koncentraciami fenofibratu boli
najdené signifikantné rozdiely v jadrovej pozitivite medzi kontrolou a nizSou
koncentraciou fenofibratu. Zaroven boli najdené signifikantné rozdiely v jadrovej
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pozitivite medzi kontrolou a vyssou koncentraciou fenofibratu. V oboch pripadoch doslo
k zvySeniu jadrovej pozitivity voci kontrole. U diferencovanych buniek ovplyvnenych
dvoma koncentraciami fenofibratu boli najdené signifikantné rozdiely v jadrovej pozitivite
medzi kontrolou a nizSou koncentraciou fenofibratu. Zaroven boli najdené signifikantné
rozdiely v jadrovej pozitivite medzi kontrolou a vyssou koncentraciou fenofibratu.
V oboch pripadoch doslo k zvyseniu jadrovej pozitivity voci kontrole. Kontrola v pripade
nediferencovanych buniek predstavovala hodnotu jadrovej pozitivity 37,36 %, zatial’ ¢o
u diferencovanych buniek to bolo 45,33 %. A teda u bunkovej linie HT-29 vykazovali
diferencované bunky vyssSiu jadrovu pozitivitu PPARa ako u nediferencovanych buniek
pri¢om rozdiel nebol signifikantny. Zmeny jadrovej pozitivity st znazornené v Grafe 9A

a 9B. P-hodnoty signifikancie st znazornené v Tabulke 7.

A B
Translokacia receptoru PPARa HT-29 N Transiokacia receptoru PPARa HT-29 D

*
BE'- *f Eu_ .
— ,#' - —
) 32
60+ = &0~
g 1 g
3 40- =
‘:. g_ 40
3 o
= E 204
- =
0-
o-
& ﬁ:";& a‘g & & &
£ W & x5 & s
€ & & &
ai.\ {\é@ 5% g\@
& «a ((ﬁ Qa{\

Aktivna latka Aktivna latka

Graf 9A a9B Translokicia receptoru PPARa do jadra ubunkovej linie HT-29
U nediferencovanych (A) a diferencovanych (B) buniek vplyvom dvoch koncentracii fenofibratu.
Na bunky kontroly bolo aplikované 0,1% DMSO. Analyza jadrovej pozitivity bola uskutoénena pomocou
programu ImageJ a je vyjadrena ako jadrova pozitivita [%] £ SD. Pre Statistické vyhodnotenie je pouzity
viacparametrovy test ANOVA nasledovany Dunnnovou metédou mnohonasobného porovnavania. Ak je
p < 0,05 tak sa jadrova pozitivita PPARa signifikantne 1isi od buniek kontroly pricom p < 0,05 je
oznacené ako *, p < 0,01 je oznacené ako **, p < 0,001 je oznacené ako *** a p < 0,0001 je oznacené

ako **** N — nediferencované bunky, D-diferencované bunky.
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U nediferencovanych buniek ovplyvnenych dvoma koncentraciami WY-14643
boli najdené signifikantné rozdiely v jadrovej pozitivite medzi kontrolou a vyssou
koncentraciou WY-14643. Vysledky ukazuju, ze doslo k zvySeniu jadrovej pozitivity voci
kontrole. U diferencovanych buniek ovplyvnenych dvoma koncentraciami WY-14643
neboli ndjdené signifikantné rozdiely v jadrovej pozitivite medzi kontrolou a nizSou alebo
vysSou koncentraciou WY-14643. Zmeny jadrovej pozitivity su znazornené v Grafe 10A

a 10B. P-hodnoty signifikancie st znazornené v Tabulke 7.
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Graf 10A a10B Translokicia receptoru PPARe do jadra u bunkovej linie HT-29
u nediferencovanych (A) a diferencovanych (B) buniek vplyvom dvoch koncentracii WY-14643. Na
bunky kontroly bolo aplikované 0,1% DMSO. Analyza jadrovej pozitivity bola uskutocnend pomocou
programu ImageJ a je vyjadrena ako jadrova pozitivita [%] = SD. Pre Statistické vyhodnotenie je pouzity
viacparametrovy test ANOVA nasledovany Dunnnovou metdédou mnohonasobného porovnavania. Ak je p
< 0,05 tak sa jadrova pozitivita PPARa signifikantne 1isi od buniek kontroly pri¢om p < 0,05 je oznacené
ako *, p <0,01 je oznacené ako **, p <0,001 je oznacené ako *** a p < 0,0001 je oznacené ako **** N —

nediferencované bunky, D-diferencované bunky.
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Tabulka 7 Statistické vyhodnotenie rozdielov v jadrovej pozitivite medzi kontrolou a aktivnou latkou
a zaroven medzi dvoma aktivhymi litkami navzajom u bunkovej linie HT-29 . Signifikantné vysledky

(P-hodnota) st uvedené tu¢nym pismom

Bunkova linia HT-29 Aktivna latka P-hodnota

Nediferencované bunky Fenofibrat 25 uM vs. Kontrola 0,0272
Fenofibrat 150 uM vs. Kontrola 0,0022
Fenofibrat 25 uM vs. Fenofibrat 150 uM 0,4356
WY-14643 25 uM vs. Kontrola 0,5507
WY-14643 200 uM vs. Kontrola 0,0170
WY-14643 25 uM vs. WY-14643 200 uM 0,1352

Diferencované bunky Fenofibrat 25 uM vs. Kontrola 0,0383
Fenofibrat 150 uM vs. Kontrola 0,0126
Fenofibrat 25 uM vs. Fenofibrat 150 pM 0,8165
WY-14643 25 uM vs. Kontrola 0,2025
WY-14643 200 uM vs. Kontrola 0,0797

WY-14643 25 uM vs. WY-14643 200 uyM  0,8815

Na rozdiel od bunkovej linie HT-29 bola jadrova pozitivita u linie Caco2 rovnaka
u nediferencovanych aj diferencovanych buniek. Vplyvom fibratov vsak doslo k narastu
jadrovej pozitivity PPARGa, tak ako to bolo aj v pripade bunkovej linie HT-29.

U nediferencovanych buniek ovplyvnenych dvoma koncentraciami fenofibratu boli
najdené signifikantné rozdiely v jadrovej pozitivite medzi kontrolou a niZSou
koncentraciou fenofibratu. Zaroven boli najdené signifikantné rozdiely v jadrovej
pozitivite medzi kontrolou a vysSou koncentraciou fenofibratu. V oboch pripadoch doslo
k zvySeniu jadrovej pozitivity voci kontrole. U diferencovanych buniek ovplyvnenych
dvoma koncentraciami fenofibratu boli najdené signifikantné rozdiely v jadrovej pozitivite
medzi kontrolou a vysSou koncentraciou fenofibratu. Vysledky ukazuji, ze doslo
k zvySeniu jadrovej pozitivity voci kontrole. Kontrola v pripade nediferencovanych buniek
predstavovala hodnotu jadrovej pozitivity 34,29 %, zatial’ ¢o u diferencovanych buniek to
bolo 34,70 %. Zmeny jadrovej pozitivity su znazornené v Grafe 11A a 11B. P-hodnoty

signifikancie st zndzornené v Tabulke 8.
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Graf 11A al1lB Translokicia receptoru PPARa do jadra ubunkovej linie Caco2
u nediferencovanych (A) a diferencovanych (B) buniek vplyvom dvoch koncentracii fenofibratu.
Na bunky kontroly bolo aplikované 0,1% DMSO. Analyza jadrovej pozitivity bola uskuto¢nena pomocou
programu ImagelJ a je vyjadrena ako jadrova pozitivita [%] + SD. Pre $tatistické vyhodnotenie je pouzity
viacparametrovy test ANOVA nasledovany Dunnnovou metédou mnohonasobného porovnavania. Ak je
p < 0,05 tak sa jadrova pozitivita PPARa signifikantne 1i§i od buniek kontroly pricom p < 0,05 je
oznacené ako *, p < 0,01 je oznafené ako **, p < 0,001 je oznacené ako *** a p < 0,0001 je oznacené

ako **** N — nediferencované bunky, D-diferencované bunky.

U nediferencovanych buniek ovplyvnenych dvoma koncentraciami WY-14643 boli
najdené signifikantné rozdiely v jadrovej pozitivite medzi kontrolou a vyssou
koncentraciou WY-14643. Vysledky ukazuju, Ze doslo k zvySeniu jadrovej pozitivity voci
kontrole .U diferencovanych buniek ovplyvnenych dvoma koncentraciami WY-14643 boli
najdené signifikantné rozdiely v jadrovej pozitivite medzi kontrolou a nizSou
koncentraciou WY-14643 a zaroven rozdiely v jadrovej pozitivite medzi kontrolou
a vyssou koncentraciou WY-14643. Zmeny jadrovej pozitivity si znazornené v Grafe 12A

a 12B. P-hodnoty signifikancie su znazornené v Tabulke 8.
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Graf 12A a 12B Translokacia receptoru PPARe do jadra u bunkovej linie HT-29 u nediferencovanych
(A) a diferencovanych (B) buniek vplyvom dvoch koncentracii WY-14643. Na bunky kontroly bolo
aplikované 0,1% DMSO. Analyza jadrovej pozitivity bola uskutonena pomocou programu Imagel] a je
vyjadrena ako jadrova pozitivita [%] £ SD. Pre Statistické vyhodnotenie je pouZzity viacparametrovy test
ANOVA nasledovany Dunnnovou metoédou mnohonasobného porovnavania. Ak je p < 0,05 tak sa jadrova
pozitivita PPARa signifikantne 1i$i od buniek kontroly pri¢om p < 0,05 je oznacené ako *, p < 0,01 je oznacené

ako ** p < 0,001 je oznacené ako *** a p < 0,0001 je oznacené ako **** N — nediferencované bunky, D-

diferencované bunky.
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Tabulka 8 Statistické vyhodnotenie rozdielov v jadrovej pozitivite medzi kontrolou a aktivnou latkou

a zarovein medzi dvoma aktivnymi latkami navzajom u bunkovej linie Caco2 . Signifikantné vysledky

(P-hodnota) st uvedené tu¢nym pismom.

Bunkova linia Caco2 Aktivna latka P-hodnota

Nediferencované bunky Fenofibrat 25 uM vs. Kontrola 0,0107
Fenofibrat 200 uM vs. Kontrola 0,0003
Fenofibrat 25 pM vs. Fenofibrat 200 uM 0,3482
WY-14643 25 uM vs. Kontrola 0,1549
WY-14643 200 uM vs. Kontrola 0,0097
WY-14643 25 uM vs. WY-14643 200 uM 0,3987

Diferencované bunky Fenofibrat 25 uM vs. Kontrola 0,1433
Fenofibrat 200 uM vs. Kontrola 0,0013
Fenofibrat 25 uM vs. Fenofibrat 200 uM 0,0680
WY-14643 25 uM vs. Kontrola <0,0001
WY-14643 200 uM vs. Kontrola <0,0001
WY-14643 25 uM vs. WY-14643 200 uM  0,0637
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Vyhodnotenie pritomnosti receptoru PPARa v jadre buniek bolo zaistené pomocou
vyuzitia programu ImageJ. Na vybranych fotografiach (Obrazok 9- Obrazok 23) je mozné
pozorovat’ pritomnost’ receptoru v jadre bunky (tmavo modro-hneda farba, ¢ervena Sipka

na obrazku), popripade je mozné vidiet’ pritomnost’ receptoru v cytoplazme bunky (hneda

farba, modra $ipka na obrazku) u dvoch bunkovych linii (HT-29 a Caco2).

Obrazok 9 Expresia PPARa u bunkovej linie
HT-29 bunky
fenofibratom 150 pM). Bunky

pozitivitou (pritomnost’ receptoru PPARa v jadre

(diferencované ovplyvnené

s jadrovou

bunky) st oznacené cervenou Sipkou. Pouzité

zvacSenie 200x.

Obrazok 11 Expresia PPARao u bunkovej linie

HT-29 (nediferencované bunky ovplyvnené
fenofibratom - 25 pM). Bunky s jadrovou
pozitivitou (pritomnost’ receptoru PPARa v jadre
bunky) st oznacené cCervenou Sipkou. Pouzité

zviacsenie 200x.

Obrazok 10 Expresia PPARa u bunkovej linie
HT-29 (nediferencované bunky ovplyvnené
0,1% DMSO-kontrola).

pozitivitou (pritomnost’ receptoru PPARa v jadre

Bunky s jadrovou
bunky) su oznacené cervenou Sipkou, pozitivita
cytoplazmy  (pritomnost’  receptoru PPARa
v cytoplazme bunky) je oznacena modrou $ipkou.

Pouzité zviacsenie 200x.

Obrazok 12 Expresia PPARa u bunkovej linie

HT-29 (diferencované bunky ovplyvnené 0,1%
DMSO - kontrola). Bunky s jadrovou pozitivitou
(pritomnost’ receptoru PPARa v jadre bunky) su
oznacené cCervenou Sipkou. Pouzité zvécSenie

200x.
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Obrazok 13 Expresia PPARo u bunkovej linie
HT-29 (diferencované

25 pM)

bunky ovplyvnené

fenofibratom - .Bunky s jadrovou
pozitivitou (pritomnost’ receptoru PPARa v jadre
bunky) st oznacené Cervenou Sipkou, pozitivita
cytoplazmy PPARa

(pritomnost’  receptoru

Vv cytoplazme bunky) je oznafend modrou Sipkou.

Obriazok 15 Expresia PPARa u bunkovej linie
HT-29 (diferencované bunky ovplyvnené WY-
14643 - 25 uM). Bunky s jadrovou pozitivitou
(pritomnost’ receptoru PPARa v jadre bunky) st
oznaCené cervenou Sipkou. Pouzité zvicsSenie

200x.

Obrazok 14 Expresia PPARa u bunkovej linie
HT-29 (diferencované bunky ovplyvnené WY-
14643 - 200 pM). Bunky s jadrovou pozitivitou
(pritomnost’ receptoru PPARa v jadre bunky) sa
oznacené Cervenou Sipkou, pozitivita cytoplazmy

(pritomnost’

Obrazok 16 Expresia PPARa u bunkovej linie

receptoru PPARo v cytoplazme

Caco2 (diferencované bunky ovplyvnené WY-
14643 - 25 pM). Bunky s jadrovou pozitivitou
(pritomnost’ receptoru PPARa v jadre bunky) st
oznacené Cervenou Sipkou, pozitivita cytoplazmy
(pritomnost’  receptoru PPARa v cytoplazme
bunky) je oznaCend modrou Sipkou. PouZité

zvacsenie 200x.
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Obriazok 17 Expresia PPARo u bunkovej linie
Caco2 (diferencované bunky ovplyvnené
fenofibratom - 25 uM). Bunky s jadrovou
pozitivitou (pritomnost’ receptoru PPARa v jadre
bunky) st oznacené Cervenou. Pouzité zvicsenie

200x.

Obrazok 18 Expresia PPARa u bunkovej linie
Caco2 (diferencované bunky ovplyvnené WY-
14643 - 200 pM). Bunky s jadrovou pozitivitou
(pritomnost’ receptoru PPARa v jadre bunky) su

oznacené ¢ervenou Sipkou. Pouzité zvacsenie 200x.

Obrazok 19 Expresia PPARa U bunkovej linie
Caco2 (nediferencované bunky ovplyvnené
0,1% DMSO-kontrola). Bunky s jadrovou
pozitivitou (pritomnost’ receptoru PPARa v jadre
bunky) st oznacené cervenou Sipkou. Pouzité

zviacsSenie 200x.

Obriazok 20 Expresia PPARa u bunkovej linie
Caco2 (nediferencované bunky ovplyvnené
fenofibratom - 25 puM). Bunky s pozitivitou
cytoplazmy  (pritomnost receptoru PPARa
V cytoplazme bunky) st oznac¢ené modrou Sipkou.

Pouzité zviac¢Senie 200x.

68



Obrazok 21 Expresia PPARa u bunkovej linie
Caco2 (nediferencované bunky ovplyvnené
fenofibratom - 200 pM). Bunky s jadrovou
pozitivitou (pritomnost’ receptoru PPARa v jadre
bunky) st oznacené Cervenou Sipkou. Pouzité

zvacSenie 200x.

Obrazok 23 Expresia PPARa u bunkovej linie

Caco2 (nediferencované bunky ovplyvnené WY-
14643 - 200 pM). Bunky s jadrovou pozitivitou
(pritomnost’ receptoru PPARa v jadre bunky) su
oznaCené Cervenou Sipkou, pozitivita cytoplazmy

(pritomnost’ receptoru PPARa v cytoplazme bunky)

je oznacend modrou Sipkou.
200x.

Pouzité zvicSenie

Obrazok 22 Expresia PPARa u bunkovej linie
Caco2 (nediferencované bunky ovplyvnené
WY-14643 - 25 uM). Bunky sjadrovou
pozitivitou (pritomnost’ receptoru PPARa v jadre
bunky) st oznacené cervenou Sipkou. Pouzité

zvacSenie 200x.
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3.4 Diskusia

Cielom diplomovej prace bolo sledovanie zmeny expresie enzymov CYP2CS,
CYP2C9, CYP2J2 a solubilnej epoxidhydrolazy u nediferencovanych a in vitro
diferencovanych buniek bunkovych linii HT-29 a Caco2 vplyvom dvoch roéznych
koncentraciami fibratov (fenofibrat a WY-14643) pomocou In-Cell ELISy. Zaroven bola
sledovana translokéacia receptoru PPARa do jadra bunky po ovplyvneni fibratmi a to
prostrednictvom analyzy obrazu po imunocytochemickom farbeni.

V prvej casti diplomovej prace bola sledovand zmena expresie CYP epoxygenaz
(CYP2C8, CYP2C9, CYP2J2) asolubilnej epoxidhydrolazy (sEH) u bunkovych linii
Caco2 a HT-29 (diferencovanych a nediferencovanych) pri pouziti dvoch koncentracii
fibratov (fenofibrat a WY-14643). CYP epoxygenazy metabolizuju kyselinu arachidonova
na S$tyri regioizoméry epoxyeikosatriénovych kyselin (EETs). EETs sa nésledne
metabolizuji  hlavne  solubilnou  epoxidhydroldzou  (sEH) na  kyseliny
dihydroxyeikosatriénové (DHET), ktoré sa tradi¢ne povazuju za menej aktivne ako EETS
(Panigrahy et al., 2010). Predoslé experimenty dokézali, ze nizSia koncentracia ligandov
PPARo mala prolifera¢ny u¢inok na nediferencované bunky, zatial’ ¢o vyssia koncentracia
posobila inhibiéne (Cizkova et al., 2016). Jednym zmoznych vysvetleni rozdielnej
odpovede je zmena pomeru CYP epoxygenaz a SEH, vd’aka rozdielnej hladine EETSs, ktoré
maju cytoprotektivny uc¢inok. Hladiny EETs su regulované prostrednictvom rovnovahy
medzi syntézou EET (vplyvom CYP epoxygendz) a hydrolyzou EETs (vplyvom sEH).
A teda moduldciou pomeru medzi CYP epoxygendzami a sSEH moéZe nastat’” zvySenie,
alebo znizenie hladin EETs v navaznosti na to, su nizsie koncentracie fibratov asociované
s vysSou koncentraciou EETs v bunkach, zatial’ Co vysSie koncentracie fibratov zvySuji
hydrolyzu EETs na DHET (Cizkova, 2018). Bolo to vSak popisané iba
Vv nediferencovanych bunkach HT-29 atato diplomova praca vyskum rozSiruje aj na
bunkovu liniu Caco2 a zaroven diferencovany status buniek. Pricom hladina expresie
sledovanych proteinov sa vSeobecne lisi ako medzi oboma bunkovymi liniami, tak aj medzi
diferencovanymi a nediferencovanymi bunkami (Cizkova et al., 2020).

V pripade expresie CYP2C8 a CYP2C9 sa odpoved’ buniek na aplikaciu fibratov
lisila medzi HT-29 a Caco2, zatial’ ¢o v pripade CYP2J2 boli zmeny v expresii u oboch
bunkovych linii veI'mi podobné. U bunkovej linie HT-29 nedoslo k vyraznym zmendm
expresie CYP2C8 ako u nediferencovanych, tak diferencovanych buniek. Expresia

CYP2C8 u bunkovej linie Caco2 vykazovala rovnaky trend u nediferencovanych aj
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diferencovanych buniek. VSeobecne doslo u prolifera¢nej (nizsej) koncentracie k zvySeniu
expresie CYP2CS8, zatial’ ¢o inhibi¢na (vyssia) koncentracia fibratov expresiu znizovala.
narast hladin mRNA CYP2C8 po posobeni WY-14643, bezafibratu, klofibratu,
fenofibratu, gemfibrozilu a EMD 392949 (Richert et al., 2003; Prueksaritanont et al., 2005;
Rakhshanderoo et al., 2009; Makia & Goldstein, 2016). Cizkova et al. vo svojej praci
naopak pozorovala downregulaciu expresie CYP2C8 po ovplyvneni fibratmi. Expresia
CYP2C9 u HT-29 vykazovala rovnaky trend u nediferencovanych aj diferencovanych
buniek, a to narast expresie CYP2C9 po ovplyvneni vy$$ou koncentraciou fibratov. Tieto
zmeny boli viac zjavné u nediferencovanych buniek. U nediferencovanych buniek Caco2
bol zisteny mierny pokles expresie CYP2C9, zatial’ ¢o u diferencovanych buniek doslo
K miernemu narastu expresie aj napriek tomu, ze zmeny boli vdéSinou nesignifikantné.
V pripade CYP2C9, Rakhshanderoo et al. popisala nérast expresie tohto enzymu po pouziti
nizkej koncentracie (10 uM) fibratu WY-14643. Rozdielna odpoved’ buniek mohla byt
spdsobend pouzitim réznych koncentrécii pouzitych fibratov. Ako bolo spomenuté vyssie,
rozne koncentracie fibratov viedli k roznej proliferacnej odpovedi buniek atd bola
sprevadzana prave zmenami V expresii CYP epoxygendz a sEH, ktord je zavisla na
koncentracii (Cizkova et al. 2018). Dal$ou pri¢inou rozdielnej odpovede buniek by mohla
byt’ rozna citlivost’ pouzitej metody, alebo to, ze zmena expresie bola nesignifikantna
(pokles ¢o mdze byt v ramci odchylky). Rozdielna zmena expresie CYP2C8 a CYP2C9
v nediferencovanych bunkéch a diferencovanych bunkich oboch linii mohla byt tiez
spOsobend rozdielmi medzi samotnymi bunkovymi liniami navzajom. Aj napriek tomu, ze
su obe bunkové linie odvodené od l'udského kolorektalneho adenokarcinomu, hladina
expresie CYP2C8 a CYP2C9 sa v nediferencovanych bunkach 1isi: zatial’ ¢o v pripade linie
HT-29 bola vyssia hladina CYP2C9, v pripade bunkove;j linie Caco2 bola vyssia hladina
CYP2C8. Pocas diferenciacie sa zmeny expresie enzymov CYP2C8 a CYP2C9
v bunkovych liniach tiez liSia. Pocas diferenciacie u buniek HT-29 expresia oboch
enzymov Mmierne rastla, zatial' ¢o u spontanne diferencovanych buniek Caco2 hladina
oboch proteinov klesala. Z pohl'adu CYP epoxygenaz a SEH sa diferencované bunky HT-
29 podobali svojou expresiou dospelému hrubému ¢revu a spontanne diferencované bunky
Caco2 odpovedali svojou expresiou fetdlnemu &revu (Cizkova et al., 2020).

U oboch bunkovych linii v nediferencovanom stave bol pozorovany rovnaky trend,
kedy doslo k poklesu expresie CYP2J2 u inhibi¢nej (vyssej) koncentracie fibratov. Nizsia

koncentracia fibratov viedla k miernemu narastu expresie CYP2J2. Ziskané vysledky
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odpovedaju studii, kedy bolo zistené, Ze fibraty ovplyviuja expresiu CYP2J2 v zavislosti
na ich koncentracii. Hladiny CYP2J2 sa zvysili u vSetkych testovanych bunkovych linii
(HEK293, HepG2 a HT-29) po pouziti nizSich koncentracii fibratov, zatial’ ¢o vySSie
koncentracie fibratov viedli k navratu na povodnu hladinu expresie, alebo dokonca kK jej
poklesu (Cizkova, 2018). V pripade diferencovanych buniek doslo k narastu expresie
CYP2J2 u buniek HT-29, zatial’ ¢o u bunkovej linie Caco2 sa expresia vyrazne nemenila.
Zatial’ ¢o expresia CYP2C8 a CYP2C9 sa medzi nediferencovanymi a diferencovanymi
bunkami spravala opacne u linie HT-29 a Caco2, expresia CYP2J2 sa v oboch pripadoch
zvysovala, aviak u linie Caco2 bol narast expresie ovel'a vyssi (Cizkova et al., 2020).

Vysledky ukazuji, ze fibraty ovplyviuji expresiu sEH v zavislosti na ich
koncentracii, ale nie na diferenciacnom stave buniek. V pripade proliferacnej (nizsej)
koncentracie sa expresia sEH nemenila, alebo dokonca znizovala. Na rozdiel od toho
inhibi¢na (vyssia) koncentracia fibratov viedla u oboch bunkovych linii k narastu expresie
SEH ako u buniek nediferencovanych, tak diferencovanych. Bolo dokazané, ze narast
expresie sSEH doprevadza diferenciaciu oboch bunkovych linii (Cizkova et al. 2020).

Ziskané vysledky naznacuj, Ze regulacia expresie CYP epoxygenaz a sEH fibratmi
je zavisla na jadrovom receptore PPARa. Receptory aktivované peroxizémovym
proliferatorom (PPAR) funguju ako ligandom-aktivované transkripéné faktory regulujuce
rozne biologické procesy. Receptor PPARa sa podiela na reguldcii lipidového
a energetického metabolizmu (Monsalve et al., 2013), zapalovych procesov a metabolizme
xenobiotik (Soska, 2006; Pyper et al., 2010). K aktivacii PPARa dochadza vplyvom
roznych endogénnych a exogénnych zloZiek.

Aby PPARs fungovali ako transkripéné faktory, musi dojst’ k translokéacii PPARs
do jadra, kde sa spajaju s transkripénym aparatom. Tauber et al. v jeho praci demonstroval
ako cytoplazmaticku tak jadrovi pritomnost’ receptoru PPARa v bunkovej linii MCF7 za
pouzitia imunocytochemickej metody. Dalej zistil, ze celkova hladina expresie PPARa sa
neliSila od kontroly po aplikécii nizkej koncentracie fibratu WY-14643. Preukazal zaroven
Statisticky vyznamny presun PPARo do jadra naznadujuci jeho aktivaciu. Cizkova et al.
tiez detekovala presun PPARa do jadra po stimulécii buniek (HEK293, HepG2 a HT-29)
nizkymi koncentraciami fibratov. Umemoto & Fujiki dokazali, ze PPARa (aj PPARY) sa
dynamicky presuvaju medzi jadrom a cytoplazmou, hoci sa prevazne vyskytuju v jadre.
Zaroven zistili, ze transport receptoru PPARa je urychleny vizbou prislusného ligandu.
Vysledky dosiahnuté v tejto praci ukazuju, ze k vysSSiemu presunu receptoru do jadra

dochadzalo v zavislosti na koncentracii pouzitych fibratov. Navyse bolo zistené, ze vyssia
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jadrova pozitivita bola pozorovand u diferencovanych buniek v porovnani
s nediferencovanymi u linie HT-29, zatial’ ¢o u linie Caco2 sa neliSila. Bolo zistené, Ze so
zvysujucou sa koncentraciou pouzitého fibratu dochadza k navySeniu jadrovej pozitivity
u oboch pouzitych bunkovych linii (HT-29 a Caco2). Ziskané vysledky teda odpovedaju
vyssie spomenutym vysledkom (Tauber et al., 2019; Cizkova et al., 2016, Umemoto &
Fujiki. 2012).

Na zaklade toho je mozné usudzovat’, ze regulécia expresie CYP epoxygenaz a SEH
je zéavisla na PPARa. Reguldcia expresie tychto proteinov by mohla byt jednym
z mechanizmov akymi sa PPARa podiel’a na regulacii proliferacie a diferencidcie buniek.
Rozdielna zmena expresie CYP epoxygendz a sEH po ovplyvneni r6znymi koncentraciami
fibratov viedla pravdepodobne K rozdielnej koncentracii metabolitov kyseliny
arachidonovej tvorenymi tymito enzymami. Predchadzajuce prace popisovali, Ze nizsie
koncentracie fibratov boli asociované s vysSou proliferacnou aktivitou buniek
a pravdepodobne na zaklade pomeru CYP epoxygenaz a SEH aj s vy$Sou koncentraciou
EETs v bunkach, zatial’ ¢o vysSie koncentracie fibratov zniZovali prolifera¢na aktivitu
buniek a zaroven zvysovali ich hydrolyzu solubilnou epoxidhydrolazou (Suchanek et al.,
2002; Cizkova, 2018; Tauber et al. 2019). Wei et al. zérove zistil, Ze vyssia expresia sSEH
inhibovala proliferaciu tak ako aj migraciu buniek rakoviny prsnika. ZvySenie expresie
sEH po ovplyvneni vys$Sou koncentraciou fibratov viedlo pravdepodobne k vysSej
hydrolyze EETs a tym K zvySeniu koncentracie DHETSs. ZvySenie expresie sEH a tym aj
DHETs je dolezité pri diferenciacii adipocytov z mezenchymalnych kmenovych buniek
(Kim et al. 2010) a tiez doprevadza diferencidciu buniek HT-29 a Caco2 in vitro (Cizkova
etal. 2020). V diplomove;j praci bolo dokazané zvysenie expresie SEH u oboch testovanych
nadorovych ¢revnych bunkovych linii po aplikacii vysSich davok fibratov, ¢o by mohlo
naznacovat rolu tychto latok v diferenciacii buniek. Na overenie tohto predpokladu by bolo
vhodné sledovat’ expresiu niektorého z diferenciaénych markerov ako napriklad villinu,
alebo alkalickej fosfatazy.

Fibraty su agonistami receptorov PPARa a maju Siroké vyuzitie v klinickej praxi
ako hypolipidemika. NavySe, je potrebné upriamit’ pozornost’ na vplyv polutantov z
prostredia ako napriklad ftalatov, herbicidov, kyseliny perfluorooktanovej (PFOA), esteru
kyseliny ftalovej (DEHP), kyseliny perfluorodekanovej (PFDA), perfluorooktansulfonatu
(PFOS) ako u l'udi, tak aj u hlodavcov, alebo vtakov (Berger & Moller, 2002; Haluzik &
Svacina, 2005; Takacs & Abbott, 2007; Cwinn et al, 2008; Abbott et al., 2010; Cizkova,

2018). Spomenuté environmentalne faktory aktivujuce PPARa a spust’ajiice transkripciu
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rdznych génov by mohli hrat’ dolezitu tlohu v rozvoji nadorovych ochoreni a ich progresii
(Lock et al., 1989; Suchanek et al., 2002; Grabacka et al., 2004; Leclerc et al., 2010). Preto

by objasnenie role PPARa malo byt predmetom d’alSieho vyskumu.
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3.5 Zaver

PredloZena diplomova praca bola zamerana na ovplyvnenie nediferencovanych a in
vitro diferencovanych bunick bunkovych linii HT-29 a Caco2 dvoma rdznymi
koncentraciami fibratov (fenofibrat a WY-14643) s cielom sledovat’ zmenu expresie
enzymov CYP2C8, CYP2C9, CYP2J2 a solubilnej epoxidhydrolazy pomocou In-Cell
ELISy . Zarovenn bola sledovana translokacia receptoru PPARa do jadra bunky po
ovplyvneni fibratmi ato prostrednictvom analyzy obrazu po imunocytochemickom
farbeni.

Na zaklade série experimentov vykonanych v experimentalnej Casti prace bola
preukdzana tuloha fibratov v regulacii expresie CYP epoxygenaz a solubilnej
epoxidhydrolazy ako u nediferencovanych tak u in vitro diferencovanych buniek HT-29
a Caco2.

Na rozdiel od sEH sa regulacia expresic CYP2C8, CYP2C9, CYP2J2 ako v ramci
bunkovych linii HT-29 a Caco2, tak v roznych diferencia¢nych stavoch lisila. Rozne
vysledky hladin expresie medzi liniami mohli byt sposobené tym, Ze diferencované bunky
HT-29 sa podobali svojou expresiou dospelému hrubému ¢revu a spontanne diferencované
bunky Caco2 odpovedali svojou expresiou fetalnemu ¢revu aj napriek tomu, ze obe linie
st odvodené od 'udského adenokarcindmu hrubého Creva.

V pripade expresie sEH bolo spoloénym rysom oboch bunkovych linii v oboch
diferenciacnych stavoch zvySenie jej expresie po ovplyvneni vy$Sou (inhibi¢nou)
koncentraciou fibratov. NizSia (proliferatnd) koncentracia fibratov viedla k zniZeniu
expresie alebo sa v porovnani s kontrolou nemenila.

Dalej bola zistend na koncentracii zavisla vyssia jadrova pozitivita buniek po
ovplyvneni fibratmi. To by mohlo naznaCovat, Ze reguldcia expresie CYP epoxygenaz
a sEH pomocou fibratov by mohla byt’ zdvisla na PPARa.

Vzhl'adom na to, ze nadorové ochorenia Creva su v suCasnej dobe pomerne
roz$irené v populécii, boli pri experimentélnej Casti diplomovej prace pouzité bunkové
linie odvodené od adenokarcindému hrubého creva. Kyselina arachidonova je ddlezitou
zloZkou potravy. Zaroven sluzi ako substrait CYP epoxygendz. Kyselina arachidonova
d’alej patri k agonistom receptoru PPARa rovnako ako jej metabolity EETs a DHETS. Na
expresiu CYP epoxygendz a SEH vplyva rada roznych faktorov: lieky- fibraty, ktoré¢ maju
hypolipidemicky uc¢inok, alebo moze byt expresia ovplyvnena aj polutantmi z prostredia.

Preto je porozumenie vzajomnych vztahov PPARa, CYP epoxygenaz a solubilnegj
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epoxidhydroldzy v popredi vedeckého a medicinskeho zadujmu. Vysledky tejto diplomovej
prace by mohli sluzit’ ako podklad pre d’alsi vyskum.
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