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1 UVOD

Receptory aktivované proliferatory peroxizomua (PPARs) jsou kromé energetické
homeostaze zapojeny do bunéénych procest jako jsou proliferace, diferenciace nebo
zanét, které se mohou potencionalné podilet na iniciaci karcinogeneze. Uloha PPAR«
v nadorech je stale kontroverznim tématem a jeho pfesna role neni dosud objasnéna,
jelikoz ucinky receptoru na proliferaci a diferenciaci v nadorovych bunkach vykazuji
pleitropni charakter u riznych modeld rakovin. VIiv PPARa na diferenciaci byl popsan
u fady buné¢nych linii jako jsou naptiklad osteocyty, keratinocyty, adipocyty nebo buriky
kostni dfené. Na druhé stran¢, vztah PPARa na proliferaci byl prokazan naptiklad
u potkanich hepatocytd a bun¢k mlécné zlazy. Zdali se PPARa podili na procesu

diferenciace u stievnich enterocytd neni zatim znamo.

PPARa byl identifikovan jiz na pocatku 90. let 20. stoleti. Za tuto dobu byla
publikovana fada studii, které zminuji ptirozené nebo syntetické agonisty receptoru
a popisuji jejich rozliéné funkce v metabolickych drahach. Naproti tomu existuje jen malo
védeckych ¢lankt, které se zabyvaji potencionalni protinadorovou aktivitou antagonistl
PPARa, ktefi jsou schopni potlacit aktivaci receptoru, a naruSit tim tak metabolismus
a zivotaschopnost rakovinnych bunék. Cileni a modulace aktivity PPARa tak Cini tento

receptor atraktivnim ndstroje k 1é€bé a prevenci rakoviny.



2 CILE PRACE

1. Stanovit proliferacni aktivitu nediferencovanych a diferencovanych bunék
nadorové linie Caco-2 po ovlivnéni GW6471 (inhibitor jaderného receptoru PPARa)

v koncentraci 1 pmol-1* a 10 pmol-17%.

2. Metodou In-Cell ELISA stanovit zménu exprese villinu, PPARa, CYP2J2
a solubilni epoxid hydrolazy (sEH) v nediferencovanych a diferencovanych bunkach

nadorové linie Caco-2 po ovlivnéni GW6471 v koncentraci 1 pmol-1" a 10 pmol-12.

3. Stanovit expresi PPARa ve vzorkach tkani kolorektalniho nadoru a zdravych

tkanich tlustého stfeva metodou imunohistochemie v kombinaci s programem ImageJ.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Kolorektalni karcinom

Kolorektalni karcinom (colorectal cancer; CRC) je nadorové onemocnéni tlustého
stieva, které v roce 2020 patiilo mezi tieti nej¢astéjsi maligni onemocnéni na svété —
1. rakovina prsu a 2. rakovina plic. V ramci CR se jednalo o druhé nejéastjsi nadorové
onemocnéni U Zen a rovnéz U muzi — 1. rakovina prsu u zen a prostaty u muzu
(GLOBOCAN, 2020). Lze to tak piic¢ist jako disledek celosvétoveé rostouci prumérné
délce Zivota, Spatnym stravovacim navykim (strava bohata na zivo¢isné tuky a chuda
na vlakninu) a narustu rizikovych faktorti, mezi které se fadi napiiklad koufeni cigaret,

konzumace alkoholu, nizka fyzicka aktivita @ mnoho dalsich (Kuipers et al., 2015).

Vétsina CRC se vyviji sporadicky (88-94 %), na pozadi dédi¢nych syndromu
rakoviny, tzv. hereditarni forma (5-10 %) nebo je asociovana s idiopatickymi stievnimi
zanéty (1-2 %). Sporadicky CRC vznika v dusledku postupné akumulace mutaci
(Fearon et Vogelstein, 1990), kdy nejvyznamngj$im endogennim rizikovym faktorem je
veék — nartst incidence CRC pozorujeme od 50. roku zivota (Kral et al., 2016).
Hereditarni formy vznikaji na zékladé zdédéné mutace (Bogaert et Prenen, 2014). Mezi
nejcastéj$i dvé autozomdaln€¢ dominantni dédicné onemocnéni fadime familidrni
adenomatdzni polypoézu (FAP), zpisobenou zarode¢nou mutaci v genu APC
(viz kapitola 3.1.2.1) a Lynchav syndrom, dfive nazyvany jako hereditarni nepolypdzni
kolorektalni karcinom (HNPCC), kdy vrozen4 mutace postihuje tzv. mutatorové geny,
které se podileji na opravach chybné sparovanych bazi (Chew et al., 2015). Mezi
zanétlivd onemocnéni stiev, ktera mohou dat zaklad vzniku CRC, fadime ulcerozni
kolitidu a Crohnovu chorobu. Riziko vzniku CRC signifikantné roste s délkou trvani

nemoci, jejim rozsahem a aktivitou zanétu (Weitz et al., 2005; Zavoral et al., 2013).

3.1.1 Patogeneze kolorektalniho karcinomu

Vnitini vystelka traviciho traktu je tvofena rychle proliferujicimi stfevnimi
bunkami umisténymi na bazi krypty, které slouzi k udrzeni homeostaze sliznice. Rychla
obnova stfevnich bun¢k v kombinaci s nepfiznivym prostredim, zahrnujici toxiny
a karcinogeny piitomné v natravenych potravinach, ¢ini zazivaci trakt idealnim mistem

pro vznik a vyvoj rakoviny (Thomas et Sobin, 1995).



Prevaznd vétSina CRC vznikéd uvnitt benignich prekancerdznich polypi. Jedna
se o vyrastky nebo agregace abnormalnich bunék, lokalizované ve stievni sliznici
a prominujici do lumen stieva. Podle histologické skladby délime adenomy na tubularni,
tubulovil6zni a vilozni. V tomto potadi se rovnéz zvysuje riziko maligniho zvratu. DalSim
dulezitym parametrem, dle kterého Ize usuzovat riziko malignity, je velikost polypu. Léze
do velikosti 10 mm oznacujeme jako ¢asné adenomy, zatimco adenomy nad touto hranici
za tzv. pokroc¢ilé adenomy s vy$§im malignim potencidlem (Zavoral et al., 2013).
Nadmérna proliferace bun¢k v polypu zpusobuje akumulaci genetickych mutaci
a epigenetickych zmén, které se odrazi na cytologické a histologické dysplazii a progresi
v adenokarcinom (Obrazek 1). Ten mize v prub&hu Casu ziskat schopnost napadnout
sténu stfev, pfipadné se roz$ifit do mistnich lymfatickych uzlin a metastazovat
do vzdalenych mist (Lochhead et al., 2014; Simon, 2016). Ackoli histologie konven¢nich
tubuldrnich adenomi je pomérné homogenni, na molekuldrni a genetické tirovni se jedna
veelku o heterogenni skupinu. To by mohlo vysvétlovat, pro¢ pouze cca 10 % polypt

ptechazi do stadia kolorektalniho karcinomu (Jones et al., 2008; Engeland et al., 2011).

Hyperplazie Adenomatézni polypy Dysplazie = Adenokarcinom  Kolorektalni karcinom

Abnormalni
Pokrocily adenom bunécny riist

BENIGN{ NADOR MALIGNI NADOR
Obrazek 1: Vyvoj kolorektalniho karcinomu.

(upraveno z ,,Benign and Malignant Colon Cancer®, BioRender.com (2020)).

Adenomatdzni polypy nejsou jediné 1éze schopné progredovat Vv rakovinu.
Nekteré rakoviny tlustého stieva a koneéniku se vyvijeji ze skupiny polypti nazyvanych
seratni nebo také pilovité adenomy, podle jejich pilovitého vzhledu. Tyto seratni adenomy
tvofi zhruba 5-10 % vSech polypa. Seratni polypy vznikaji molekularnimi
a histologickymi procesy, které jsou odlisné od tubularnich adenomd, a Ize je rozdélit
do tfech zakladnich kategorii: hyperplasticky polyp (HP, HPP), sesilni seratni
adenom/polyp (SSA/P) a tradi¢ni seratni adenom (TSA) (Jass, 2004; Goldstein, 2006;
Rex et al., 2012; Bettington et al., 2013; Obuch et al., 2015).
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3.1.2 Molekularni a geneticka podstata kolorektilniho karcinomu

CRC vznika vicestupniovym karcinogennim procesem, ktery zahrnuje postupnou
akumulaci genetickych mutaci a epigenetickych zmén, jenz vedou K pifeméné normalni
sliznice tlustého stieva v nadorovou tkan. Soucasti tohoto transformacniho procesu,
trvajiciho zhruba 10-15 let, je tzv. genomova nestabilita, ktera idi klicové molekularné-
patogenni kroky vedouci k iniciaci tumorigeneze (Grady et Carethers, 2008). Nejcastéjsi
genetické zmény, podilejici se na genomové nestabilité, zahrnuji chromozomalni

nestabilitu, mikrosatelitni nestabilitu a metylaci CpG ostriavka.

3.1.2.1 Chromozomalni nestabilita (CIN)

Jedna se o nejbéznéjsi typ genomové nestability (6570 %), zptisobené cetnymi
strukturnimi a numerickymi zménami chromozémii (Lengauer et al., 1997). Dusledkem
CIN je chybny pocet chromozomu (aneuploidie), chromozomalni amplifikace (zmnozeni
useku DNA) ¢i ztrata heterozygotnosti — LOH (ztrata jedné alely daného lokusu).
Nasledkem vétSinou byva aktivace proto-onkogent (KRAS, ...) nebo inaktivace tumor
supresorovych geni (APC, DCC, TP53, ...), coz vede ke vzniku tumorigeneze
(Markowitz et Bertagnolli, 2009; Pino et Chung, 2010; Al-Sohaily et al., 2012).

Typicky prvni mutace byva uvniti tumor supresorového genu APC (Adenomatous
Polyposis Coli), ktery se podili na proliferaci, diferenciaci, migraci, apoptdze a fizeni
bunééného cyklu (Kwong et Dove, 2009). Mutace se vyskytuje u ¢asnych stadiich nadoru
a zpravidla se jedna o bodovou mutaci nebo LOH. Obecné je k manifestaci mutace tumor
supresorovych gena dulezité, aby dle Knudsonovy hypotézy byly mutovany obé¢ alely
genu. Mutace postihujici pouze jednu alelu obvykle k progresi v rakovinu nestaci (Berger
etal., 2011).

Z hlediska posloupnosti je velmi ¢asto mutace v genu APC nasledovana mutaci
v proto-onkogenu KRAS. Produktem tohoto genu je membranovy protein S GTPazovou
aktivitou, ktery hraje roli v bunééné signalizaci ovliviiujici bunéény rust, preziti,
diferenciaci, proliferaci a fadu dalSich bunéénych dé&jt (Lamy et al., 2011). Mutovany
protein si zachovava aktivni formu, znemoziujici hydrolyzu GTP zpatky na GDP, coz ma

za nasledek stimulaéni efekt na proliferaci a rust bunék (Armaghany et al., 2012).



Gen DCC (Deleted in Colorectal Carcinoma) se fadi mezi tumor supresorové geny
a je zodpoveédny zejména za expresi transmembranového receptoru (Mehlen et Fearon,
2004). Ptirozenou funkci DCC je potlaceni rastu bunky v piipadé absence endogenniho
ligandu netrin-1, ktery je produkovan v kryptach kolorektalni sliznice (Mazelin et al.,
2004; Castets et al., 2011; Armaghany et al., 2012). V nepfitomnosti ligandu ma receptor
schopnost indukovat bunécnou smrt. V piipadé mutace DCC nedochazi k expresi
transmembranového receptoru, nasledkem toho nemize dojit K navozeni apoptozy
a bunka nadale proliferuje. Mutace v tomto genu se zpravidla objevuje az v pokro¢ilych

formach CRC, nikoliv na pocatku patogeneze (Kral et al., 2016).

Podobné byva v pozd¢jsi fazi vyvoje CRC pfitomna i mutace v genu TP53, ktera
obvykle vede k ptechodu adenomu na adenokarcinom (Kral et al., 2016). Postupny sled
udalosti vedouci ke vzniku maligniho nadoru je zobrazen na Obrazku 2. Protein TP53
funguje jako transkripéni faktor stumor supresorovou aktivitou, ktery je schopny
aktivovat fadu genu podilejicich se na regulaci bunétného cyklu (koordinace oprav
poskozené DNA), apoptdze a bunééném metabolismu. V piipadé, Zze nastane poskozeni
DNA, které nelze opravit, dochazi k iniciaci apoptozy. Gen TP53 byva zaroven nejéastéji
postizenym genem v mutagenezi mnoha nadorovych onemocnéni (Vogelstein et al.,

2000; Armaghany et al., 2012; Naccarati et al., 2012).
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Obrazek 2: Genetické zmény spojené s kolorektalni tumorigenezi.

(upraveno z ,,The Multi-Hit Model of Colorectal Cacner®, BioRender.com (2020)).



3.1.2.2 Mikrosatelitni nestabilita (MSI)

Mikrosatelitni nestabilita je zpisobena defektnimi geny, které jsou zodpovédné
zaopravu chybného parovani bazi (MisMatch Repair; MMR), naptiklad v misté
mikrosatelitu. Mikrosatelity jsou kratké sekvence opakujicich se nukleotidd, jenz
se vyskytuji v celém genomu. Tyto tiseky DNA jsou nachylné k chybam, ke kterym
ptirozen¢ dochazi béhem replikace DNA, kdy nejsou rozpoznany proof-reading aktivitou
DNA polymerazy. Mutace Vv tomto reparacnim systému mohou byt jak vrozené
(germinalni), tak i ziskané. Pravé vrozena mutace je kli¢ova pii vzniku onemocnéni

HNPCC (Markowitz et Bertagnolli, 2009; Al-Sohaily et al., 2012).

3.1.2.3 Metylace CpG ostrivkii (CIMP)

Principem je aberantni hypermetylace promotorovych oblasti geni, tzv. CpG
Island Methylator Phenotype (CIMP). Jedna se o epigeneticky regulacni mechanismus,
kdy metylace CpG ostrivku sice nevede ke zméné DNA sekvence, ale ovliviiuje
promotorovou oblast daného genu, a tim jeho expresi. Zpravidla tak dochazi
k epigenetickému umlceni gent (Farkas et al., 2014), jenz zahrnuje kovalentni pfipojeni
metylové skupiny k poloze 5° cytosinu v opakujicich se CG nukleotidech, které jsou Casto
ptitomny pravé v promotorech gend (Al-Sohaily et al., 2012; Armaghany et al., 2012).
S touto epigenetickou zménou DNA se mizeme bézné setkat naptiklad u seratnich 1ézi

(Kang, 2011).
3.1.3 Grading a Staging

Stanoveni histologického typu, gradingu a stagingu CRC je zakladnim
pfedpokladem pro volbu optimalniho lécebného postupu. Jednotna klasifikace je zcela
zasadni pro posouzeni rozsahu nédorového onemocnéni, k predikci preziti, vybéru

vhodné terapie a k hodnoceni efektu 1é¢by (Zavoral et al., 2013).

Histologicky grading nadoru (G1— G4) urcuje mikroskopicky stupen diferenciace
nadorovych bunék, resp. glandularni komponenty tumoru. Oznaceni G1 udéava dobie
diferencovany nador a G4 nediferencovany. V piipad¢, Ze nelze urcit stupen diferenciace,
uziva se oznaceni Gx. Zaroven pied zahdjenim adekvatni terapie CRC je nezbytné
pacienta kompletné vysetiit pomoci zobrazovacich metod, stanovit staging (Tabulka 1)
a klinické stadium CRC dle TNM (z angl. Tumor, Nodes, Metastases) klasifikace (Sobin



et al., 2009). Zakladnim nastrojem stagingu je provedeni CT bficha, malé¢ panve

a hrudniku (Zavoral et al., 2013).

Tabulka 1: TNM Kklasifikace.

TX  nador nemiize byt vyloucen

TO  Zadny primarni nador

Ti Ca in situ, invaze do lamina propria mucosae — nové HG muko6zni
is
neoplazie

T T1  invaze do submukdzy

T2  invaze do muskuldris propria

T3  invaze pies muskuldris propria

T4a nador prorista na visceralni peritoneum

T4b  nador prorasta do okolnich organi

NX  postiZzeni uzlin nemtize byt vylouceno

NO  bez postizeni regionalnich lymfatickych uzlin

N1 postizeni 1-3 uzliny

Nla 1 uzlina
N Nilb 2-3uzliny

N1lc satelity v subserdze, bez postizeni regionalnich lymfatickych uzlin

N2  postizeni 4 a vice regiondlnich lymfatickych uzlin

N2a 4-6 uzlin

N2b 7 avice uzlin

Mx  vzdélené metastazy nemohou byt vylouceny

MO  bez vzdalenych metastaz

M1 vzdalené metastaze

M1 metastaze omezena na jeden organ (jatra, plice, vajecniky, neregionalni
a
lymfaticka uzlina)

M2b metastaza ve vice nez jednom organu nebo postiZeni peritonea




3.2 Receptory aktivované proliferatory peroxizomi alfa (PPARa)

Receptory aktivované proliferatory peroxizomu (Peroxisome Proliferator Activated
Receptors; PPARS) jsou ligandem aktivované transkripcni faktory patiici do rodiny
jadernych receptorti. Dosud byly u obratlovct identifikovany tfi izotypy PPARS (PPARa,
PPARP/S a PPARY), ktery sdileji vysoky stupent homologie, ale lisi se v tkanové distribuci
a specifité ligandu (Desvergne et Wahli, 1999; Berger et Moller, 2002). PPARa byl
prvnim identifikovanym PPARs (Issemann et Green, 1990) a jeho exprese probiha
prevazné ve vysoce energeticky naro¢nych tkanich (jatra, ledviny, tenké stfevo, srdce
nebo kosterni svaly), jenz vyZzaduji jako zdroj energie oxidaci mastnych kyselin (Escher
et al.,, 2001; Han et al., 2017). PPARa je aktivovan fadou endogennich ligandd,
odvozenych z metabolismu mastnych kyselin, a dal§imi slou¢eninami, které se piirozené
vyskytuji ve stravé, coz odpovida skutecnosti, ze PPARa reguluje expresi mnoha genti

podilejicich se na metabolismu glukozy a lipidu (Schupp et Lazar, 2010).

PPARs fidi ruzné bunééné procesy, jako je proliferace, diferenciace nebo
apoptoza, a jejich ucast je mimo jiné kliCova ve vyvoji gastrointestinalniho traktu.
Deregulace PPARSs zpiisobuje fadu patofyziologickych stavi, véetné chronického zanétu
nebo rakoviny (Fucci et al., 2012). Ptesna role PPARS v nadorech je vSak stale
kontroverzni, a doposud neni zcela znamo, zda tyto receptory funguji jako tumor
supresory nebo onkogeny — pleiotropni charakter v malignité. Prostfednictvim téchto
receptorii je regulovano velké mmnozstvi signalnich a metabolickych drah, jejichz
vzajemna provazanost a komplexita ¢ini bunky nachylnymi ke zméné v nador. Zapojeni
PPARs v tak Sirokém spektru drah poskytuje urcité vysvétleni pro rozlicné funkce
v riznych typech nadord. Vzhledem k tomu, Ze cileni PPARs muze zlepsit klinické
disledky metabolickych poruch, o nichZ je zndmo, Ze jsou spojeny se zvySenym rizikem
vzniku rakoviny (cukrovka, obezita, dyslipidemie, ...), ¢ini modulace aktivit PPARS

atraktivnim pristupem k 1é¢bé a prevenci rakoviny (Peters et al., 2012).

3.2.1 Molekularni mechanismus transkrip¢ni regulace

Ze strukturalniho hlediska maji PPARs spole¢nou obecnou receptorovou organizaci
s vyjimkou odlisné DNA vazebné domény (DNA Binding Domain; DBD) a domény
vazajici ligand (Ligand Binding Domain; LBD) (Renaud et Moras, 2000). Pti vazbé
endogenniho nebo syntetického ligandu do mista LBD, dochazi k aktivaci PPARS,



coz vyvola konformacéni zménu, ktera zptsobi uvolnéni korepresord s aktivitou histon
deacetylaz (HDAC). Nasledné dochazi k dimerizaci, tvorbé heterodimeru s receptorem
kyseliny 9-cis-retinové (PPAR:RXR), a DNA vazebna doména, tvoiena dvéma
zinkovymi prsty, rozpozna konsenzualni sekvenci DNA v promotorové oblasti cilovych
s aktivitou histon acetyltranferaz (HAT) vedou k remodulaci chromatinu, dochazi
k nasednuti RNA polymerazy Il a zahajeni transkripce daného genu (Desvergne et Wahli,
1999; Berger et Moller, 2002; Peters et al., 2012; Dubois et al., 2017).

Piestoze PPARo je tfazen mezi jaderné transkripéni faktory s konstitutivni
subcelularni lokalizaci v bunécném jadre, bylo prokdzano, ze se dynamicky pohybuje
mezi jadrem a cytoplazmou, a jeho jaderna lokalizace je podpotena vazbou ligandu
(Umemoto et Fujiki, 2012). Kyvadlova translokace mezi témito dvéma kompartmenty
neni ojedin€la a vyskytuje se rovnéz i u jinych jadernych receptort, jako je
progesteronovy receptor nebo receptor pro vitamin D (Kumar et al., 2006). Translokace
transkrip¢nich faktord do jadra je jednou ze zakladnich podminek, které umoznuji jejich
transkripéné-regulacni funkci. Naproti tomu jiné jaderné receptory, jako je estrogenovy
receptor nebo receptor kyseliny retinové, jsou lokalizovany vyhradné€ v bunééném jadie,

a to i za neptitomnosti ligandu (Hager et al., 2000).

Rozmanitost funkci, do kterych jsou PPARs zapojeny, se odraZi v rozmanitosti
ligandu, které se mohou vazat do LBD (Krey et al., 1997). Proteinova struktura LBD
obsahuje 12 a-helixt a 4 B-listy, které se skladaji a vytvaieji velkou hydrofobni dutinu
pro navazani ligandu (Nolte et al., 1998). Kli¢ovou roli v aktiva¢nim procesu hraje
substruktura LBD, helix 12 (H12), lokalizovana v doméné AF-2 na C-terminalnim
konci. Studie (Hashimoto et Miyachi, 2005) ukazala, Ze skladani H12 je zodpovédné
za globalni ucinek ligandd. Spravné skladani helixu totiz zajistuje aktivaci receptoru,
zatimco nespravné zabraniuje Dbiologickym ucinkim receptoru, coz vede
k antagonistickému chovani. Krom¢ vazby ligandu zajistuje LBD rovnéz hlavni povrch
pro dimerizaci a interakci s regula¢nimi proteiny, nazyvané kofaktory — korepresory
a koaktivatory (Feige et al., 2006).

3.2.1.1 Korepresory a koaktivatory

Proteiny, oznaCované jako korepresory nebo koaktivatory mohou potlacovat,

resp. zvySovat transkripéni aktivitu jadernych receptorti specifickou zménou
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chromatinové struktury. Mezi jaderné korepresory, interagujici s PPARa, fadime
napi. NCoR (Nuclear Receptor Corepressor) a SMRT (Silencing Mediator of Retinoid
and Thyroid receptors). Jejich represivni G¢inek je v zasadé zprostiedkovan aktivitou
histon deacetylaz (HDAC), kdy dochazi ke kondenzaci chromatinu v rdmci hypoacetylace
histontl. Tyto korepresory se podileji na potlaceni aktivity receptoru, v nepfitomnosti
ligandu nebo po vazbé antagonisty, do doby, nez vazba agonisty vyvola vyménu
za koaktivatorovy komplex s ucelem indukce transkripce (McKenna et O’Malley, 2002;
Hebbar et Archer, 2003).

Plsobeni korepresoru V reakci na vazbu antagonisty slibuje zajimavé terapeutické
aplikace z pohledu farmakologické inhibice PPARs. Specifi¢nost ptisobeni korepresort
dava moznost indukovat transkripéni umlcovani receptoru prostiednictvim vazby
antagonisty (Feige et al., 2006). Z tohoto hlediska je zajimava krystalova struktura ligand
vazebné domény PPARa S navazanym antagonistou GW6471 a korepresorem SMRT,
kterd naznacuje, Ze antagonisté podporuji konformaci receptoru, ktera brani spravnému
umisténi substruktury H12 do aktivni pozice a nasledné vazbé koaktivatoru (Xu et al.,
2002). Tato studie rovnéz ukazuje, ze motiv korepresoru SMRT brani receptoru v pievzeti
aktivni konformace, a navic je vazba korepresoru posilena ptitomnosti antagonisty, ktery

blokuje Sroubovici AF-2 v zaujmuti aktivni polohy.

Karboxylovd skupina agonisty GW409544, véazaného na PPARa, vytvafi
vodikovou vazbu v misté Y464 (Y = tyrozin) C-terminalni Sroubovice AF-2, jejichz
interakce stabilizuje receptor v aktivni konformaci (Xu et al., 2001). Na zakladé tohoto
pozorovani, byl navrZen antagonista PPARa, nazyvany GW6471, jehoz plivodni funkéni
karboxylova skupina byla nahrazena etylamidovou skupinou. Modifikovana amidova
skupina inhibitoru GW6471 zptsobuje konfiguraci, ktera jiz neni schopna vytvaret
vodikovou vazbu Vv mist¢ Y464 domény AF-2. Antagonista GW6471 timto naruSuje
interakci mezi PPARo a motivy koaktivatori odvozenych od SRC-1 (steroid receptor
coactivator-1) nebo CBP (CREB-binding protein), a zaroven podporuje vazbu
korepresori SMRT nebo NCoR. Vazebna afinita téchto korepresortt k LBD byla navic
zvySena pomoci inhibitoru GW6471. Tyto vysledky ukazuji, Ze antagonista GW6471

indukuje konformaci LBD, ktera Gi¢inné interaguje s korepresory (Xu et al., 2002).

Proteiny, které naopak zvySuji transkrip¢ni aktivitu a fadime je mezi koaktivatory,

mizeme rozdelit do dvou skupin podle mechanismu modifikace chromatinu. Prvni
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skupina zahrnuje komplexy, které méni umisténi nebo konformaci nukleozému
a remodeluji chromatin Vv zévislosti na ATP. Do této skupiny patii naptiklad komplex
SWI/SNF (switch/sucrose non-fermenting), ktery je konzervovanych u vSech
eukaryotnich organismu (Martens et Winston, 2003). Byli popsani tii ¢lenové rodiny
SWI/SNF interagujici s PPARa v komplexu PRIC (PPARa-interacting cofactor), jenz
obsahuje konzervativni motiv LXXLL (L = leucin; X = jakékoliv aminokyselina), ktery
je nezbytny pro vazbu sjadernymi receptory. Komplex PRIC zahrnuje celou fadu
koaktivatorti nebo proteind vazajici koaktivatory — CBP, SRC-1, PBP a mnoho dalSich
(Surapureddi et al., 2002). Komplexy SWI/SNF rovnéz hraji kli¢ovou roli v diferenciaci
adipocyti ve spolupraci s PPARy (Salma et al., 2004).

Druha skupina koaktivatorovych proteini remodelujici chromatin zahrnuje
faktory, které kovalentné¢ modifikuji histonové konce prostiednictvim acetylace,
methylace, fosforylace nebo ubikvitinace (Feige et al., 2006). Kofaktory vybavené
aktivitou histon acetyltransferaz jsou napiiklad CBP (CREB binding protein) a protein
p300. Aktivace transkripce zprostfedkovana vazbou CBP/p300 je dana zvySenou
acetylaci histont. Protein p300 byl izolovan jako kofaktor, jenz se pomoci motivu
LXXLL vaZe na receptor v mist¢ LBD, a zvySuje tim tak transkrip¢ni aktivitu PPARa
a PPARYy.

3.2.2 Antagonisté PPARa a jejich biologické ucinky

Na rozdil od agonistii PPARa — nasycené a nenasycené mastné kyseliny a jejich
derivaty (Krey et al., 1997) — bylo doposud popsano pouze nékolik malo selektivnich
antagonistll. Ti se v§ak ukazuji jako uzite¢na strategie pro lepsi pochopeni metabolickych
drah regulovanych pravé prosttednictvim PPARa. Antagonisté PPARa jsou schopni
potlacit aktivaci receptoru, a narusit tim tak metabolismus a Zivotaschopnost rakovinnych
bunék. Aktivace PPARa totiz hraje rozhodujici roli v biologii nadort, takze jeho inhibice
pomoci antagonisti miize byt prospésna v potlaceni nadort, které nadmérné exprimuji
tento receptor. Represe PPARa by mohla nalézt vhodné vyuziti u riznych patologickych
jevi, avSak v ramci klinickych studiich dosud nebyli Zadni selektivni antagonisté PPAR«

testovani (Ammazzalorso et al., 2013; 2020; De Lellis et al., 2018).

Prvni antagonista PPARa, oznacovan jako MK886, byl ptivodn¢ identifikovan
jako silny inhibitor biosyntézy leukotrienu a byl pouZivan pro svou schopnost indukovat

apoptézu v nékterych biologickych systémech (Anderson et al., 1996). Behem studie
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(Kehrer et al., 2001), hodnotici mechanismus anti-apoptické aktivity, byla pozorovana
jeho nekompetitivni inhibi¢ni aktivita vi¢i PPARa, S minimalnim inhibi¢nim ucinkem
na izoformy PPARPB/6 a PPARY. Antagonista MK886 se uplatnil ve funkénich studiich,

zamé&fenych na ovéfeni zapojeni PPARa do riznych signalnich drah (Li et al., 2006).

Druhym popsanym antagonistou PPARa je jiz zminovany GW6471. Jak bylo
popsano V predchozi kapitole (3.2.1.1 Korepresory a koaktivatory), vazba inhibitoru
GW6471 do mista LBD zptsobuje konformaéni zménou receptoru, ktera podporuje
vazbu korepresoru, jenz zpusobi inaktivaci PPARa (Ammazzalorso et al., 2013).
Protinadorové uc¢inky GW6471 (Obrazek 3) byly studovany in vitro na bunééném
modelu RCC, odvozeného od karcinomu ledvinovych bunék, kde byla prokazana
schopnost inhibitoru zastavit bunéény cyklus ve fazi GO/G1 a indukovat apoptozu,
coz bylo asociovano s poklesem exprese proteini cyklin D1, CDK4 a c-Myc. Zaroven
GW6471 vykazuje synergické cytotoxické chovani, pokud je pouzit v kombinaci
s inhibitorem glykolyzy (Aboud et al., 2013; 2015). Podobné vysledky byly pozorovany
U paragangliomu hlavy a krku (Head and Neck ParaGangLiomas; HNPGL), kdy se jedna
0o vzécné neuroendokrinni nddory vykazujici vyraznou expresi PPARo. Béhem
experimentu agonista Wy-14 643 nevykazoval zadné uc¢inky na zivotaschopnost bunék
odvozenych od HNPGL, zatimco antagonista GW6471 snizoval viabilitu a rst bun¢k
interferenci s bunéénym cyklem a indukoval apoptdzu zavislou na kaspazach. Rovnéz
dochazelo k vyraznému snizeni exprese proteini CDK4, cyklinu D3 a cyklinu B1, spolu
se zvySenou expresi univerzalniho inhibitoru bunééného cyklu — protein p21. Kromé toho
se ukazalo, ze 1écba inhibitorem GW6471 ovliviiuje migraci bunék HNPGL.
Mechanismus, ovliviyjici ~ zivotaschopnost  téchto  bunék, zahrnuje represi
PI3K/GSK3p/B-kateninové drahy. Hladina intracelularniho B-kateninu je regulovana
fosfatidylinositol-3-kinazou (PI3K) prostfednictvim glykogensyntazy kinazy 33
(GSK3p), ktera fosforyluje p-katenin a podporuje jeho degradaci ubikvitin-proteazom.
Data ukazala, ze dochazelo ke snizeni exprese PI3K a B-kateninu spolu se zvysenim
exprese GSK3p, coz naznauje inhibicni U¢inek GW6471 na zivotaschopnost bunck
HNPGL, ktery je alespon ¢aste¢né zpusoben inhibici signalni drahy PI3K/GSK3p/B-
katenin (Florio et al., 2017).

13



| CyKlin D1 | PIBK t Kaspaza 3-7
1 Cyklin D3 l
| Cyklin B1
| CDK4 t GSK3p
1 p21 l
|

[ Viabilita bunk |

Obrazek 3: Protinadorové aktivity antagonisty PPARa GW6471.
Legenda: sniZzena exprese proteinu (| ); zvySena exprese proteinu (1)

(upraveno podle De Lellis et al., 2018; vytvoreno v BioRender.com)

Dalsim syntetickym antagonistou PPARa je tzv. AA452. Jedna
se 0 N-acylsulfonamidovy derivat, ktery se chova jako kompetitivni antagonista PPARa.
Byl testovan na rdznych bunéénych liniich in vitro a bylo prokézano, ze ovliviiuje
viabilitu rakovinnych bunék tlustého stéeva a slinivky btisni (Ammazzalorso et al., 2017).
V nedavné studii (Benedetti et al., 2017) byla tato sloucenina rovnéz testovana
na primarnich  bunkach lidského glioblastomu, coz vyvolalo silné ucinky
na zivotaschopnost, proliferaci a migraci bun€k souvisejici s mevalonatovou
drahou. Kromé toho je inhibitor AA452 schopen zvysit citlivost glioblastomu na radia¢ni

terapii, coZ otevird nové moznosti pro testovani této slouceniny v preklinickych studiich.

Posledni z fad selektivnich kompetitivnich antagonisti PPARa je NXT629. Tento
inhibitor byl testovan v souvislosti s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL), kdy bylo
prokdzano, Ze bunky CLL nadmérné exprimuji PPARa ve srovndni s normalnimi
B-bunkami. Antagonista NXT629, podobné jako antagonista MK886 (Spaner et al.,
2013), je schopny vyvolat apoptdzu a snizit pocet zivotaschopnych CLL bung¢k in vitro
ain vivo u mysich modeld (Messmer et al., 2015). Celkové vysledky této studie
naznacuji, Ze metabolismus mastnych kyselin podporuje pieziti a proliferaci primarnich
bunék CLL. Inhibice regulace genu PPARa by se tak mohla stat novym terapeutickym
pristupem Vv 1écbé CLL.
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Obrazek 4: Chemické struktury reprezentativnich antagonistii PPARa.

(prevzato z De Lellis et al., 2018)

Pii hledani novych ligandi PPARa byly identifikovany derivaty sulfonamidu,
které maji antagonistické vlastnosti v mikromolarnim rozmezi (Ammazzalorso et al.,
2011; 2012). Tyto molekuly rovnéZz vykazovaly antagonismus u PPARY, nikoliv vSak
u PPARB/6 (Ammazzalorso et al., 2016). V souladu s témito pozorovanimi byly
sulfonamidové derivaty schopny potlacit aktivitu karnitin palmitoyl transferazy 1
(CPT1A), coz je klicovy gen, fizeny PPARa a PPARY, zapojeny V transportu mastnych

kyselin do mitochondrii.

V posledni dob& rovnéz roste zdjem o moZznost interferovat s metabolickymi
drahami, aberantni glykolyzou a oxidaci mastnych kyselin, v rakovinnych burikach,
které vykazuji rizné energetické potieby k pieziti a proliferaci (Laurenti et al., 2011;
Martinez-Outschoorn et al., 2017). PPARa se tak pfirozené stavi do pozice,
kdy by potencionalné mohl byt schopny regulovat metabolické potieby rakovinnych
bun¢k, které vyuzivaji mastné kyseliny pro generovani ATP jako zdroje energie
pro buitku (Ammazzalorso et al., 2017). V piedklinickych studiich je inhibice PPARa
spojena se smrti rakovinnych bun¢k a zmensenim velikosti nadoru. Budouci pouziti
protinadorovych latek, zalozenych na antagonistech, by mohlo mit pozoruhodnou
terapeutickou hodnotu pfi 1€cbé nddort, které nadmérné exprimuji odpovidajici receptor
(De Lellis et al., 2018).
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3.2.3 Potencial pro prevenci a 1é¢bu rakoviny

Metabolicky syndrom, obezita, dyslipidémie, intolerance glukézy a chronicky
zanét jsou spojeny se zvySenym rizikem vzniku rakoviny (Tsugane et Inoue, 2010; Wolin
et al., 2010). Diive byly ligandy PPARS hojné asociovany s lécbou cukrovky,
hyperlipidémie a kardiovaskuldrnich onemocnéni, protoze moduluji expresi genti, které
se podileji na regulaci metabolismu glukozy a lipidi. V posledni dobé jsou vsak
povazovany za potencialni protirakovinné latky s relativné nizkou systémovou toxicitou
(Grabacka et Reiss, 2008). Nasvéd¢uje tomu fakt, ze PPARS se mimo jiné podili
na bunéénych procesech jako je proliferace, diferenciace nebo zanét, které mohou ptispéct
k tumorigenezi. Existuji proto dobré dtivody predpokladat, ze ligandy PPARS by se mohly
stat potencialnimi kandidaty pii 1é¢bé a prevenci rakoviny. Konkrétné izoforma PPARa
se stala cilem zajmu kvuli dukazim, které naznacuji, ze lidé jsou refrakterni vuci

hepatokarcinogennim G¢inkiim agonisti PPARa (Peters et al., 2012).

Aktivace PPARa mize inhibovat proliferaci rakovinnych bunék prostiednictvim
zatim nezndmého mechanismu a muze interferovat s prozanétlivou signalizaci
prostfednictvim trans-represe, ktera vede ke snizeni exprese anti-apoptickych
proteinit a tumor-podporujicich molekul. Naptiklad agonisté PPARa mohou zvysit
syntézu 15-deoxy-Al2-prostaglandinu J, (15d-PGJy), ktery slouzi zase jako agonista
PPARY, coz v koneéném disledku mize zpusobit inhibici bunééné proliferace a zvysit

apoptozu v nadorovych bunkach (Peters et al., 2012)

PPARa rovnéz hraje roli v regulaci enzymt podilejicich se na metabolismu
xenobiotik — cytochrom P450 (CYP). Konkrétné aktivace PPARo muze snizit expresi
enzymi CYP2C a CYP2J, jenz katalyzuji epoxidaci kyseliny arachidonové (AA) na ¢tyfi
regioizomery epoxyeikosatrienovych kyselin (EETs). Tyto Kkyseliny se tucastni
biologickych procesi a hraji roli pfi zanétu a angiogenezi. Nékteré studie ukazaly,
ze EETs podporuji rist nadord zvySenim bunééné proliferace a inhibici apoptozy (Jiang
et al., 2005; Shen et al., 2008). Nicméné EETSs jsou nasledné hydrolyzovany pomoci
solubilni epoxid hydrolazy (SEH) na mén¢ biologicky aktivni dihydroxyeikosatrienové
kyseliny (DHETS) (Spector et al., 2004). Snizeni hladiny EETs tak mtze vést Kk inhibici
proliferace endotelidlnich bun¢k, coz mize mit za nasledek snizeni angiogeneze (Pozzi
et al., 2007; Rakhshandehroo et al., 2010; Peters et al., 2012). Nedavna studie (Cizkova,
2018) navic ukazala, ze fibraty, které funguji jako aktivatory PPARa, reguluji expresi
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proteinti CYP2J2 a sEH v zavislosti na jejich koncentraci. Zmény poméru CYP2J2/sEH

vysvétluji odliSnou proliferacni odpovéd’ U testovanych bunéénych linii.

Agonist¢ PPARa  negativné ovliviuji  Warburgtiv  efekt interferenci
s metabolickymi drahami — oxidace mastnych kyselin a glutaminolyza. Warburgova
hypotéza naznacuje vyraznou zavislost metabolismu nadorovych bunék na glykolyze,
I navzdory tomu, Ze je K dispozici dostate¢né mnozstvi kysliku pro G¢inngjsi oxidacni
fosforylaci (Warburg, 1956; Weinhouse et al., 1956). Tendence nadorovych bunék
ke glykolyze je pohanéna hlavné mitochondrialni dysfunkci nebo onkogenni aktivitou
proteinti Akt, Ras nebo Myc (Degenhardt et al., 2006; Shaw, 2006). Aktivace PPARa
by mohla cilit u nadorovych bunék na zvySeni mitochondridlni oxidace mastnych
kyselin, jenz by méla za nasledek snizeni hladiny lipidi v dasledku zvySeného
katabolismu (Aoyama et al., 1998). Spole¢né s inhibici MYC-indukovaného zvyseni
glutaminolyzy (Kersten et al., 2001), vedouci ke sniZeni hladiny glutaminu, by tak
dochazelo ke spotiebé substrati, které jsou vyzadovany pro rlst a proliferaci

rakovinnych bun¢k (Koppenol et al., 2011; Peters et al., 2012)

Dalsi drahou zavislou na PPARa, ktera by mohla inhibovat tumorigenezi nebo
rust nadoru, je zaloZena na inhibici zanétlivé signalizace prostfednictvim represivnich
mechanisml. Ty jsou zprostiedkovany interakci s p65 podjednotky NF-kB (jaderny
faktor kappa B) nebo snizenim aktivity proteinu c-JUN. Inhibice signald zavislych
na NF-kB, jako je TNF (faktor nadorové nekrozy) nebo IL-6 (interleukin 6), mize
ucinné inhibovat rast vice typt nadora (Balkwill, 2006). Potencionalni modulace vSech
zminénych metabolickych a signalnich drah v souvislosti S PPARa jsou souhrnné

zaznamenany na Obrazku 5.
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Obrézek 5: Potencial PPARa pro prevenci a 1é¢bu rakoviny.
Legenda: kyselina arachidonova (AA); mastné kyseliny (MK); aminokyseliny (AMK)

(upraveno podle Peters et al., 2012; vytvofeno v BioRender.com)

Mezi dal$i potencialni protirakovinné u¢inky PPARa patii potladeni zanétu
a upregulace rozpojovacich proteinii (uncoupling proteins; UCP), coz ma za nasledek
snizeni produkce mitochondrialnich reaktivnich forem kysliku (reactive oxygen species;
ROS) a buné¢nou proliferaci. PPARa rovnéz spolupracuje s AMP-aktivovanou protein
kinazou (AMPK) na procesech jako je potlacovani onkogenni aktivity proteinkinazy B
(PKB), téZz oznaCované jako AKkt, inhibice bunééné proliferace nebo donuceni
rakovinnych bunék zavislych na glykolyze piejit do tzv. ,metabolické katastrofy*
(Grabacka et Reiss, 2008).

Ve stavu vyCerpani energie, zpusobené napiiklad omezenou dostupnosti glukozy,
mohou normdlni bunky pfepinat mezi energetickymi metabolickymi drahami,
aby podpotily své ptreziti. AMP-aktivovana protein kinaza (AMPK) hraje vyznamnou roli
v reakci na hladovéni tim, Ze hlida pomér AMP/ATP a vypind anabolické procesy naroné
na spotiebu ATP, jako jsou syntéza proteint a lipidii nebo replikace DNA. AMPK muze
indukovat nékolik zachrannych drah, které zvySuji pteziti buné€k bchem deprivace
glukozy (Obrazek 6). Jedna z téchto drah zahrnuje kontrolni bod zavisly na p53, ktery
blokuje bunéény cyklus, podporuje oxidaci mastnych kyselin a podili se na autofagie jako
alternativnim zdroji zisku energie pro bunku (Buzzai et al.,, 2005).Je zajimavé,

ze rakovinné bunky s nedostatkem proteinu p53 jsou velmi citlivé na nedostatek glukozy,
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a vzhledem k tomu, Ze nejsou schopné autofagie, dochdzi u téchto bunék rovnou
k apoptoze (Jones et al., 2005). AMPK je silny inhibitor PI3K/Akt signalizace, zejména
Akt-indukované glykolyzy a syntézy proteini. Onkogenni Akt je zodpovédny
za zvySenou aktivitu MTOR (mammalian target of rapamycin Kkinase), savcich
serin/threoninovych kinaz, které se pfirozené podili na regulaci bunétného ristu,
metabolismu a odpovédi na ptitomnost zivin (Elstrom et al., 2004; Plas et Thompson,
2005). AMPK antagonizuje Akt/mTOR aktivaci pomoci aktivace tumor supresorového
proteinu tuberinu (tuberous sclerosis complex 2; TSC2), ktery inaktivuje G-protein Rheb.
V dusledku deaktivace proteinu Rheb nemuze byt aktivovan mTOR a tim padem

nedochazi k biosyntéze proteinti de novo (Garami et al., 2003).

Aktivace PPARa inhibuje Akt fosforylaci a snizuje metastaticky potencial bunék
mysiho melanomu (Grabacka et al., 2006). To mize poskytnout zajimavou synergii mezi
AMPK a PPARa smérem k inhibici mTOR a aktivaci autofagie. Mechanismus, kterym
ligandy PPARa snizuji Akt fosforylaci, je stale pfedmétem vyzkumu. AMPK
jeregulovan tumor supresorem LKBI1 (liver kinase Bl, rovnéz znamy jako
serine/threonine kinase 11; STK11), ktery koordinuje rizné bunééné procesy, jenz mohou
mit antineoplastické wcinky (Alessi et al., 2006).Jednim ztéchto procesi
je jiz zminovana autofagie, nazyvana také jako programovana bunééna smrt typu II. Jedna
se o lysozomalné zprostiedkovanou digesce postradatelnych bunéénych slozek pro zisk
energie a preziti buniky. Defektni autofagie vsak muize vést k progresi v rakovinu (Edinger
et Thompson, 2003).

Ackoli aktivace Akt poskytuje rustovou vyhodu, soufasné v reakci
na metabolicky stres zhorSuje autofagii a odsuzuje burniky k nekrotické smrti. Nekroza
stimuluje zanét a zvySena infiltrace makrofagi do nadoru muze nasledné urychlit
nadorovy rast (Degenhardt et al., 2006). Tato zjisténi podporuje piedstavu, Ze ztrata
schopnosti autofagie v buikach nekompetentnich pro apoptézu muize mit GcCinky
na podporu malignity. K tomuto muze dojit v bunkach s konstitutivné aktivovanym Akt.
V téchto bunkach je spousStén silny antiapoptoticky signal, ktery zahrnuje zejména
inaktivaci pro-apoptického proteinu BAD (Bcl-2 associated death promotor)
a transkrip¢niho faktoru FOXO (Forkhead box O) (Vivanco et Sawyers, 2002).

Pii nedostatku zivin AMPK indukuje autofagii zpisobem zavislym na p53

a vyvolava apoptozu serinovou fosforylaci IRS-1 (insulin receptor substrate-1), ktery
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inhibuje signalni drahu PI3K/Akt (Tzatsos et Tsichlis., 2007). V tomto ohledu inhibice
Akt prostfednictvim fenofibratu, vyznamné potlacuje migraci bun€k in vitro. Existuje
studie (Grabacka et al., 2004), kdy 1é¢ba fenofibratem snizila metastatické Sifeni bunék
melanomu do plic na modelu kiecka. Tato inhibice bunétné migrace a naruSena
invazivity bunék byla pravdépodobné spojena se zménami ve struktuie cytoskeletu.
Je zajimavé, ze AMPK se rovnéz podili na udrzovéni polarity epitelidlnich bunck
ovlivnénim distribuce aktinovych vlaken bé&hem energetické deprivace (Grabacka
et Reiss, 2008).
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Obrazek 6: Aktivita PPARa a AMPK v rakovinnych buiikach vystavenych
energetickému stresu.

(upraveno podle Grabacka et Reiss, 2008; vytvoieno v BioRender.com)

V souvislosti s PPARa bylo dale prokazano, ze se podili na regulaci
melanogeneze, kde negativné ovliviiuje syntézu melaninu v bunikach. Hladina exprese
PPARa Vv bunééné linii B16F10, odvozené od mysiho melanomu, nepiimo koreluje
S obsahem melaninu, tedy bunky s nizsi expresi PPARa jsou tmavé kvuli silné pigmentaci
a bunky se zvySenou hladinou PPARa jsou slabé pigmentované nebo bez pigmentu. Bylo
zjisténo, ze fenofibrat snizuje obsah melaninu v bunkach bez ohledu na hladinu exprese
PPARa. To poukazuje na fakt, ze depigmentacni ucinek fenofibratu je nezavisly
na PPARa. Studie totiz dale uvadi, ze fenofibrat potlacuje melanogenezi prosttednictvim
down-regulace genové exprese receptoru melanokortin 1 (MC1R), ktery hraje rozhodujici
roli v regulaci pigmentace. Snizena hladina melaninu je paralelné doprovazena poklesem
aktivity tyrozinazy, kterd fidi pfeménu tyrosinu na melanin. Navic bunécné linie reagovali

na fenofibrat zastavenim rustu bez znamek cytotoxicity nebo bunééné smrti. Inhibice
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melanogeneze Vv melanovych bunkach B16F10 je vysledkem nezavislého uc¢inku
jak fenofibratu, tak PPARa (Huang et al., 2013; Grabacka et al., 2017).

Deregulace lipidového metabolismu, projevujici se hyperlipidemii, byla popsana
jako vyznamny rizikovy faktor pro vznik kolorektalniho karcinomu (McKeown-Eyssen,
1994). U pacientid s familiarni adenomat6zni polypdzou byla pozorovana v séru zvysSena
hladina triglyceridi a cholesterolu. Studie u mysi s deficienci proteinu APC ukazala,
ze pti 1é¢be bezafibratem, ligandem PPAR« a zaroven 1ékem normalizujici hladinu lipid,
dochazi k vyrazné niz§imu vzniku stfevnich polypid. Toto ochranné ptisobeni agonista
PPARa se jevi z terapeutick¢ého hlediska jako slibné fteSeni proti kolorektalni
karcinogenezi. Pro pacienty s FAP mize byt pfinosem nejenom normolipidemicka

aktivita PPARa, ale zaroven jeho antineoplastické a¢inky (Niho et al., 2003).

3.2.4 PPARa a iniciace karcinogeneze

Nadmérna exprese PPARa vede k progresi ristu nadoru u fady rakovin, vcetné
rakoviny ledvin, hepatoceluldrniho karcinomu, rakoviny prsu a glioblastomu
(De Lellis et al., 2018). Mezi aktivatory PPARa tzv. proliferatory peroxizémd, fadime
mimo jiné naptiklad herbicidy (laktofen), zmekcovadla (estery ftalatt) nebo rozpoustédla
(trichlorethylen), tedy latky, které jsou znamé jako kontaminanty podzemnich vod,
ale jejich dopad na lidské zdravi je zatim nejasny (Pyper et al., 2010). Na druhou stranu
jsou prokazanymi negenotoxickymi karcinogeny hlodavel, zpisobujici nepfimou
buné¢nou transformaci (Rakhshandehroo et al., 2010; Peters et al., 2012). Bylo zjisténo,
ze podavani proliferatord peroxizomu potkantim, zvysuje expresi n¢kolika proteinti bézné
spojenych s bunéénym délenim. Predpoklddda se, Ze mechanismus ucinku
nongenotoxickych karcinogenii je zplsoben mitogennim U€inkem doprovazenym
genetickymi zménami, které vznikaji spontdnné. Genetické poSkozeni muze byt
vysledkem chyb béhem replikace DNA nebo piimého poskozeni zptisobeného elektrofily
generovanymi  bunéénym metabolismem. V. pfipadé¢ proliferatort peroxizomi
by se mohlo jednat 0o poskozeni DNA zplsobené prostiednictvim piebytku H202
(Gonzalez et al., 1998).

Bylo prokazano, ze PPARa zprostfedkovava hepatokarcinogenezi vyvolanou
dlouhodobym podavéanim fibrath na modelech hlodavch. Dochazi k jaterné specifické
odpovédi vedouci k peroxizomalni proliferaci, hepatomegalii, a nakonec

Kk hepatocelularnimu karcinomu (Lee et al., 1995). Indukce proliferace peroxizomu
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a rozvoj rakoviny jater u primatd ani lidi nebyl dosud prokazan (Ahmad et al., 2017).
Mechanismus, ktery je zakladem druhové specifické hepatokarcinogeneze,
je zprostiedkovan mysi PPARa-dependentni regulaci mikroRNA, ktera vede ke zvySené
expresi onkoproteinu MY C. Souc¢asny zajem zaméfit se na PPARa pro prevenci uréitych
druhii rakovin, v¢etné tlustého stfeva a leukémie, je zalozen na studiich, které ukazuji,
ze agonist¢ PPARa inhibuji proliferaci endotelidlnich bun¢k a potencialné interferuji

s Warburgovym efektem (Peters et al., 2012).

Nékteré studie na potkanech uvadéji, ze zména exprese PPARa a/nebo aktivace
PPARo mize vyvolat karcinogenezi i U jinych organti neZ pouze u jater, a to napiiklad
varlat (Leydigovy bunky) nebo slinivky bfisni. Nadory Leydigovych bunék
a pankreatickych acinarnich bunék byly pozorovany pouze u potkani, ale nikoliv u mysi
(Klaunig et al., 2003). Dalsi studie popisuji reprodukéni a vyvojovou toxicitu fibrati,
konkrétné klofibratu a gemfibrozilu, béhem bfezosti U potkanii a mysi. Vlivem téchto
latek muze dochazet k atypické zméné jater jak u matky, tak i u plodu, jenz mohou
souviset s proliferaci peroxizémi po aktivaci PPARa (Cibelli et al., 1988; Wilson et al.,
1991), avsak davka potiebna k vyvolani téchto Géinkt je podstatné vyssi nez terapeuticky
pouzivana, a zadné dikazy o zjevné teratogenezi vyvolané fibraty nebyly nalezeny

(Pantaleoni et Valeri, 1974; Fitzgerald et al., 1987).

Zvysena hladina exprese mRNA PPARa je dulezitym determinantem jaterni
tumorigenicity u hladovci. Podobny trend byl pozorovan i U izolovanych epitelovych
bunék mlécné Zlazy potkani, kde v karcinomech mlécné Zlazy byla detekovana zvySena
hladina PPARa ve srovnani s normalnimi buikami (Roberts-Thomson et Snyderwine,
2000). V souladu s touto studii byla potvrzena ptitomnost PPARa rovnéz u bunéénych
linii lidského karcinomu prsu, kdy aktivace PPARa ligandem Wy-14 643 vedla
ke zvySené proliferaci bun€k. Podpora proliferace v bunécnych liniich rakoviny prsu
po aktivaci PPARa byla v ostrém kontrastu s ucinky ligandd aktivujicich PPARYy, které

naopak proliferaci bunék snizovaly (Suchanek et al., 2002).

3.25 Role PPARa v diferenciaci

Zapojeni PPARa V procesu diferenciace byla prokazédna u fady nezavislych

vvvvvv

ze ligandy PPARa stimuluji diferenciaci a inhibuji bunéénou proliferaci v kultivovanych

lidskych keratinocytech (Hanley et al., 1998). V navaznosti na tuto studii bylo testovano,
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zda maji aktivatory PPARa stejny efekt i na intaktni mysi pokozku in vivo. Po 1é¢bé
agonisty PPARa, konkrétn¢ klofibratem a WYy-14 643, doslo v obou pfipadech
k vyraznému snizeni tloustky epidermis ve srovnani s neoSetienymi kontrolnimi misty.
To miize byt disledek inhibice proliferace epidermalnich keratinocytii nebo zvysSené
rychlosti apoptozy bunék v pokozce. Rovnéz bylo mozné po oSetfeni aktivatory PPARa
pozorovat signifikantni zvySeni exprese markerd diferenciace pro keratinocyty
v epidermis. Tomu, ze PPARa hraje roli vregulaci diferenciace epidermalnich
keratinocytil, naznacuji i experimenty s knock-out genem pro samotny PPARo U mySich
modelt (Komiives et al., 2000). Ligandy receptoru vedou K rychlejsi regeneraci pokozky
po mechanickém poskozeni, coz by mohlo byt prospésné v klinické praxi a mohlo
by tak dojit ke snizeni koznich abnormalit (Komiives et al., 2000). NaruSeni pokozky totiz
stimuluje produkci epidermalnich cytokinti (Wood et al., 1992), které mohou vést
ke koznimu zanétu, a zaroven pii obnoveé pokozky dochazi ke stimulaci syntézy DNA

(Proksch et al., 1991), coz miZze mit za nasledek epidermalni hyperplazii.

PPARa zaroven pomaha udrzovat kostni homeostazi a podporuje tvorbu kosti.
Studie (Gong et al., 2017) uvadi, Ze PPARa podporuje osteogenni diferenciaci
prostiednictvim signalni drahy zavislé na sirtuin-1 (Sirtl). Sirtuiny patiéi do rodiny
NAD*-dependentnich proteinovych deacetylaz, které hraji vyznamnou roli v modulaci
transkripénich faktorti (Wang et al., 2011). Podpora osteogenni diferenciace osteoblastl
by mohla v budoucnu cilit na diabetickou osteoporozu, ktera je zptisobena ubytkem kostni

hmoty.

Diferenciace adipocytl je povétSinou davana do souvislosti s PPARy (Evans et al.,
2004), ktery se podili na akumulaci energie v tukové tkani indukci odpovidajicich gent.
Jeho dlouhodoba aktivace miize zpusobit tézkou obezitu a inzulinovou rezistenci (Rocchi
et al., 2001). Na druhé strané stoji PPARGa, ktery je zapojen do opa¢ného procesu, tedy
regulace spotieby energie. Obecné aktivaci PPARa dochazi ke zvysené oxidaci mastnych
kyselin v perifernich tkanich, jako jsou jatra, srdce nebo kosterni svalstvo (Lefebvre et al.,
2006). Podobné jako v hepatocytech nebo myocytech mizeme podobny trend pozorovat
I v pfipadé adipocytu, kde se navic PPARa zapojuje v procesu diferenciace. Dochazi
zde ke zvysené expresi mRNA adipocytovych markerovych genti, které jsou
pod kontrolou PPARY a jejichz promotory obsahuji sekvenci PPRE. Na rozdil od regulace
diferenciace prostiednictvim PPARY neni u PPARa pozorovano signifikantni zvySeni

mnozstvi akumulovanych lipid. Neni vSak znamo, pro¢ pouze PPARa mutze indukovat
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oxidaci mastnych kyselin, zatimco aktivace PPARa, stejné jako aktivace PPARy, mohou
indukovat diferenciaci adipocytt. Jednou z moznosti se nabizi, ze sekvence PPRE
Vv promotorové oblasti gent souvisejici s oxidaci mastnych kyselin vykazuje vyssi afinitu
k PPARa nez k PPARYy. Role PPARa v diferenciaci a oxidaci mastnych kyselin v lidskych
adipocytech by mohla zlepsit rezistenci na inzulin bez akumulace lipid. Toho by se dalo
vyuzit pro zvladnuti diabetickych stavi, které jsou Casto doprovazeny obezitou, protoze
agonist¢ PPARy, pouzivané jako antidiabetika, vykazuji krom¢ zlepSeni inzulinové

rezistence také nadmérnou akumulaci lipida v adipocytech (Lee et al., 2011).

Metabolicky syndrom je komplexni porucha zahrnujici obezitu, hyperglykemii,
hypertenzi ¢i hyperlipidemii, coz ma za nasledek zvySeni hladiny glukézy v krvi,
inzulinovou rezistenci, dyslipidémii a zhorsenou schopnost obnovy endotelu (Eckel et al.,
2005; Sorrentino et al., 2007). Tyto metabolické dysfunkce maji negativni vliv
na diferenciace a funk¢énost endotelidlnich progenitorovych bunék (EPC), odvozenych
z kostni dfené. Existuje nedavna studie (Vergori et al., 2018), ktera uvadi,
ze mikrocastice, malé membranové vezikuly nesouci PPARa, jsou schopné u mysi
krmenych stravou bohatou na tuky, pteprogramovat diferenciaci hematopoetickych
bun€k a obnovit tim tak naruSenou funkénost angiogenni aktivity, ktera je spojena

s tvorbou novych krevnich cév.

O roli PPARa v diferenciaci stievnich bunék neni zatim mnoho znamo. V ramci
ptedchozi prace (Hanyk, 2019) na bunééné linie HT-29, odvozené od adenokarcinomu
tlustého stieva, bylo pozorovano sniZeni prolifera¢ni aktivity a narlst exprese markert
diferenciace (villin a intestinalni alkalicka fosfataza), po ovlivnéni bunék fenofibratem,
V porovnani s kontrolnimi butikami. Tyto vysledky by tak mohly naznacovat, ze PPARa

hraje v procesu diferenciace bunék stievniho epitelu ur¢itou roli.
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material

Pro experimentalni ¢ast byla pouzita adherentni nadorova buné¢na linie Caco-2,
odvozena od lidského kolorektalniho adenokarcinomu (ECACC 86010202). Bunééna
linie byla autentizovana pomoci STR lokusii na Ustavu klinické genetiky, Fakultni

nemocnice Olomouc.

Vzorky tkané tlustého stieva a kolorektalniho karcinomu (Tabulka 3; Piilohy),
pochézejici vzdy od stejného pacienta, byly ziskdny zarchivu Ustavu klinické

a molekularni patologie, Lékaiské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie:

— Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Sigma Aldrich, kat.¢. D6171)

— fetalni bovinni sérum (HyClone, kat.¢. SH 30249.01)

— penicilin-streptomycin (ThermoFisher Scientific, kat.¢. 15140163)

— 100 nmol-I pyruvat sodny (ThermoFisher Scientific, kat.¢. 11360070)

— glutamax (ThermoFisher Scientific, kat.¢. 35050061)

— 0,25% Trypsin-EDTA (ThermoFisher Scientific, kat.¢. 25200-056)

— 15 mmol-I"* GW6471 (Sigma Aldrich, kat.&. G5045)

— Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche, kat.¢. 11 644 807 001)

— 30% H202 (Sigma Aldrich, kat.¢. H1009)

— primarni krali¢i polyklonalni protilatka villin (GeneTex, kat.c. GTX110034)

— primarni krali¢i polyklonélni protilatka PPARa (GeneTex, kat.c. GTX28934)

— primarni mysi monoklonalni protilatka CYP2J2 (Novus Biologicals, kat.c. NBP2-
01178)

— primarni krali¢i polyklonalni protilatka solubilni epoxid hydrolaza (GeneTex,
kat.c. GTX84570)

— hematoxylin (Supelco, kat.¢. H9627)

— xylen (Sigma Aldrich, kat.¢. 534056)

— montovaci médium (Pertex, kat.¢. HI-00801)
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Pouzité soupravy:

— Pierce Colorimetric In-Cell ELISA kit (Thermo Fisher Scientific, kat.¢. 62200)
— detekéni systém Dako Real™ EnVision™, Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse
(Dako, kat.¢. K5007)

Pouzité roztoky a jejich priprava:

— 10x PBS: 80 g NaCl; 2 g KCI; 32,1 g Na2HPO4 a 2 g KHPO4; doplnit na objem
11dH20

— 10% dimethylsulfoxid (DMSO): 100 ul DMSO; doplnit na objem 1 ml dH20

— 1X Tris Buffered Saline (TBS): 2,5 ml 20X TBS; doplnit na objem 50 ml dH.O

— 4% formaldehyd: 36-40% formaldehyd fedit do 1X TBS

— 1X permeabilizaéni pufr: 0,11 ml Thermo Scientific™ Surfact-Amps™ X-100
Detergent; 11 ml 1X TBS

— Quenching roztok: 0,38 ml 30% H2>02; 11 ml 1X TBS

— oplachovaci pufr: 7,5 ml 20X TBS; 1,5 ml Surfact-Amps 20 Detergent; doplnit
na objem 150 ml dH.O

— diluent pro protilatky: blokovaci pufr a oplachovaci pufr v poméru 1:1

— Diluted HRP konjugat: 30 ul HRP konjugat; 12 ml oplachovaciho pufru

— citratovy pufr (pH 6,0-6,2): roztok A — 10 mmol-1* kyseliny citrénové (10,505 g
kyseliny citronové v 500 ml dH,0); roztok B — 10 mmol-I? citronan sodny
(14,705 g v 500 ml dH20); smichat 9 ml roztoku A a 41 ml roztoku B; doplnit
na objem 500 ml dH20

— 0,5M TRIS pufr (pH 7,6): 61 g TRIS BASE + 1 | dH20; tGprava pH pomoci
koncentrované HCl

— 0,5M TRIS + Tween 20 (0,05%): 500 ul Tween na 11 TRIS pufru
4.3 Seznam pouZzitych pristroji a zarizeni

— flowbox — MCS-Advantage (Thermo Scientific)
— inkubator s atmosférou CO> (HeraCell)

— vodni lazen — TW8 (Julaba)

— inverzni mikroskop — Eclipse TS100 (Nikon)

— centrifuga — MR22i (Jouan)
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— ELISA reader — PowerWave XS (Bio-Tek)

— tkanovy mikroprocesor — HistosPro (Milestone)
— lednicka (4 °C) a mrazak (Gorenje)

— svételny mikroskop — BX40 (Olympus)

— orbitalni tfepacka — 3005 (GFL)

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy
4.4.1 Kultivace bunééné linie Caco-2 a aplikace inhibitoru GW6471

Bunky nadorové linie Caco-2 byly péstovany v kultivaénich lahvich v inkubatoru
za standardnich podminek pti 37 °C a 5% CO:2 v atmosfére. Zakladnim kultivacnim
médiem pro linii Caco-2 je Dulbecco’s Modified Eagle medium (DMEM). Kompletni
riistové médium navic obsahovalo 15% fetalni bovinni sérum, penicilin (100 U-ml?),
streptomycin (100 mg-1"%), 1% pyruvét sodny a 1% glutamax. Buiiky byly pasdzovany

2X tydné standardnim postupem pii konfluenci ptiblizn€ 80 %.

Inhibitor PPARa GW6471 byl testovan ve dvou riaznych koncentracich
(1 umol-It a 10 pmol-1%) a aplikovan na nediferencované a diferencované buiiky.
Bunécénd linie Caco-2 je charakteristickd schopnosti spontanni diferenciace

pti dlouhodobé kultivaci po dosaZeni konfluence za normalnich kultivacnich podminek.

4411 Nediferencované buiky

Bunky byly vysety na 96-jamkovou kultivacni desti¢ku Vv triplikatech pro WST-1
test a v doubletech pro ICE (In-Cell ELISA) o hustoté¢ 6 500 bunék/jamka v 80 ul
kultivacniho média. Bunky ptfes noc adherovaly v inkubatoru pii standardnich
podminkach (37 °C a 5% COy).

Zasobni roztok GW6471 o koncentraci 15 mmol-1" byl pfipraven rozpusténim
v DMSO. Po adhezi bylo k bunkam pfidano 20 pl roztoku GW6471 roziedéného
v kultivaénim médiu tak, aby bylo v jamkach dosaZeno finalni koncentrace — 1 umol-1?
a 10 umol-1"%. Finalni objem v jamce kultiva¢ni desti¢ky ¢inil 100 pl. Kontrolni vzorky
obsahovaly 0,1% DMSO v kultiva¢nim médium. Bunky byly s inhibitorem GW6471
inkubovany 72 hod za standardnich podminek a nasledné byl proveden proliferac¢ni

WST-1 test nebo fixace bun¢k pro ICE.
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/ vyseti bunék / aplikace GW6471
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Obrazek 7: Schéma ovlivnéni nediferencovanych bunék inhibitorem GW6471.

(vytvoreno v BioRender.com)

4.4.1.2 Diferencované bunky

Buriky byly vysety na 96-jamkovou kultivaéni desticku obdobnym zpisobem jako
v piipadé¢  nediferencovanych bun¢k, pouze sSrozdilem hustoty bunék —
12 000 buné¢k/jamka v 80 pl kultiva¢niho média. Po dosazeni konfluence (den 0),
kontrolované pomoci svételného mikroskopu, byly buiiky dale kultivovany 14 dni pro
dosazeni diferencovaného stavu. Buitkdm bylo ménéno kultivaéni médium 2x tydné.
V den 14 bylo buikam vyménéno kultivacni médium a na buiiky stejnym zptisobem
aplikovan inhibitor GW6471, piipadné 0,1% DMSO u kontrolnich vzorku, po dobu
72 hod za standardnich podminek.

vyseti bunék
= = DOSAZENI =
/ ' ADHEZE : N KONFLUENCE (.~ )
| ——— P — )
, pfes noc
den 0
aplikace GW6471
— e L —
14 dnf 72 hod \ == FIXACE NA ICE

Obrazek 8: Schéma ovlivnéni diferencovanych bunék inhibitorem GW6471.

(vytvoreno v BioRender.com)

4.4.2 Test proliferace (WST-1 test)

Jedna se o kolorimetricky test pro spektrofotometrickou kvantifikaci bunécné
proliferace a Zivotaschopnosti bunééné populace. Princip metody je zaloZen na Stépeni
tetrazoliové soli (WST-1 reagent) na rozpustny formazan pomoci enzymu sukcinat
dehydrogendza (EC 1.3.99.1). Enzym je pfirozenou soucésti dychaciho fetézce
mitochondrii a je aktivni pouze v metabolicky intaktnich buikach. Hodnota absorbance

ptimo koreluje s poctem zivotaschopnych bunék.
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Na bunky ovlivnéné inhibitorem GW6471 bylo aplikovano 10 ul WST-1 reagentu
(Roche) a nasledné byly inkubovany 30—60 min v inkubatoru za standardnich podminek
(37 °C, 5% COz2). Nakonec byla spektrofotometrem zmétena absorbance pti vinové délce
450 nm.

Vyhodnoceni:

— Zprumérovat hodnoty absorbanci Vv triplikatech.
— Odecist pramérné hodnoty slepého vzorku (vzorek bez bunék) od primérnych
hodnot kontroly a bun€k ovlivnénych inhibitorem.

— Vypocet proliferacni aktivity:

. . absorbance oy livnene buitk
prolifera¢ni aktivita [%] = Y % 100
absorbance ynirola

— Kontrola se rovna 100 %. Hodnoty ovlivnénych bunék pod 100 % znaci zastavu
proliferace nebo umrti bunék, zatimco hodnoty nad 100 % podporu proliferace

bunék.

4.4.3 In-Cell Elisa (ICE)

Imunocytochemicka metoda pouzivana ke kvantifikaci cilového proteinu — villin,
PPARo, CYP2J2 a sEH — piimo V kultivovanych bunkach. Kolorimetricka detekce
je zalozena na sekundarni protilatce znaCené enzymem — kienova peroxidaza,
HRP (EC 1.11.1.7), ktera hydrolyzuje = chromogenni  substrat TMB
(3,3¢,5,5¢-tetrametylbenzidin) na barevny produkt. Hodnota absorbance ptimo koreluje

s koncentraci detekovaného proteinu.

Po ukonceni stanovené doby inkubace bunék s inhibitorem GW6471 nasleduje
fixace bungk, kdy nejprve dochazi k odstranéni média a oplachu pomoci PBS. Fixace
bunék se provadi 80-100 pul 4% formaldehydu v 1X TBS po dobu 15 min. Po uplynuti
této doby se odstrani formaldehyd a provede se 2x oplach 1X TBS (100 ul/jamka).

V tomto kroku je mozné bunky uchovavat v mrazaku pti -20 °C.

Pii samotné In-Cell ELISA dochazi k odstranéni 1X TBS a pfidani permeabiliza¢niho
pufru (100 pl/jamka), inkubace 15 min. Nasleduje odstranéni permeabilizacniho pufru
a oplach 1X TBS. Ptidani Quenching solution (100 pl/jamka), obsahujici 1% H202 v 1X
TBS pro vysyceni endogenni peroxidazy, inkubace 20 min a poté oplach 1X TBS.
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Nasleduje pridani blokovaciho pufru (100 pl/jamka) a inkubace 60 min.

Aplikace primarni protilatky (pfedem nafedéné prostiednictvim diluentu
pro protilatky podle Tabulky 2) do pfislusnych jamek (50 pl/jamka) a K negativnim
kontrolam pouze diluent pro protilatky. Vzorky s primarnimi protilatkami zalepit a nechat

inkubovat pies noc Vv lednici pii 4 °C.

Tabulka 2: Pomér Fedéni pro primarni protilatky pouzité p¥i ICE.

protein pomér Fedéni
villin 1:1500

PPAR« 1:1000

CYP2J2 1:1000
sEH 1:50

Dalsi den odstranit primarni protilatky a provést 3x oplach oplachovacim pufrem
(100 pl/jamka). P¥idani HRP konjugatu (100 pl/jamka), enzymaticky zna¢ena sekundarni
protilatka, inkubovat 30 min a poté 3x oplach oplachovacim pufrem (200 pl/jamka).
Pridat TMB substrat (100 pl/jamka), inkubovat ve tmé 15 min — dochazi k tvorbé
modrého produktu. Nasledné piidat TMB Stop solution (100 pl/jamka), obsahujici
kyselinu sirovou, kterd ptevadi modry produkt na zluty, zméfit absorbanci pifi 450 nm
(pozn. do 30 min od pfidani roztoku). Po naméfeni absorbanci odstranit roztoky
z kultivacni desticky a provést 2x oplach dH20 (200 upl/jamka). Pfidat Janus Green
Whole-Cell Stain (100 pl/jamka), inkubovat 5 min. Barvivo odstranit pomoci 3-5 oplachu
dH20. Nakonec pfidat eluéni pufr (100 pl/jamka), inkubovat 10 min a zméfit absorbance

pii 615 nm.

Pokud neni uvedeno jinak v§echny kroky In-Cell ELISA jsou provadény pii pokojové
teploté.

Vyhodnoceni:

— Zprumé&rovat hodnoty absorbanci pti vinové délce 450 nm pro negativni kontroly.

— Primérmou hodnotu absorbance pro negativni kontroly odecist od hodnot
absorbanci pti vinové délce 450 nm u bun€k ovlivnénych inhibitorem.

— Znormalizovat absorbance namétené pii vinové délce 450 nm (A450) s hodnotami
naméfenymi pii vinové délce 615 nm (A615), tj. A450/A615.
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— Zpramérovat znormalizované hodnoty v doubletech.

— Vypocet exprese zvoleného markeru:

absorbance ,yjiyngns buiik
y
exprese markeru [%] = x 100
absorbance nirola

4.4.4 Imunochemické barveni

Metoda slouzi k identifikaci a detekci antigenu (PPARa) Vv tkanovych fezech
(normélni tkan a adenokarcinom tlustého stfeva) nebo potvrzeni piitomnosti
a subcelularni lokalizace v bunéénych liniich (Caco-2), pomoci specifické vazby antigenu
a protilatky. Pfitomnost antigenu PPARa je detekovana prostiednictvim sekundarni
protilatky znacené kienovou peroxidazou (EC 1.11.1.7) s chromogennim substratem
DAB (3,3‘-diaminobenzidin), za vzniku hnédé srazeniny v misté navazani primarni
protilatky. Jadra bun€k jsou pro lepsi orientaci dobarvena hematoxylinem, ktery vytvoii

modré zbarveni.

44,41 Imunohistochemické barveni

Imunohistochemick4 detekce byla provedena ve 4 pm tenkych fezech tkani
fixovanych ve formolu a zalitych v parafinu. Pfed samotnym imunohistochemickym
barevnim je tfeba provést odparafinovani a rehydrataci tkan¢, z divodu provadéni metody
ve vodném prostedi a zaroven tkan prosycenou parafinem nelze obarvit. Dochdzi tak
k namaceni vzorki do ptislusnych 1azni po dobu 5 min v nasledujicim potadi — xylen 1,
xylen 2, 96% etanol a 80% etanol. DalSim krokem je revitalizace antigenu teplem
(120 °C; 15 min) pomoci citratového pufru (pH 6,0) v tkanovém mikroprocesoru
HistosPro (Milestone), za G¢elem Gspé$ného rozpoznani antigenu protilatkou a rozruseni
mustkll mezi proteiny vzniklé pii fixaci formolem. Poté nechat vzorky zchladnout
a aplikovat po dobu 15 min 5% H»O3, aby bylo docileno vysyceni endogenni peroxidazy
a zabranéno fale$né pozitivité. Nasleduje oplach pod tekouci vodou, zhruba 5 min, poté
v samotném pufru TRIS av pufru TRIS s Tween 20 (5 + 5 min). Aplikovat Protein Block
Serum Free (Dako) a nechat inkubovat ve vlh¢ici komofe po dobu 10 min,
aby se zabranilo vzniku nespecifického pozadi. Poté aplikovat primarni protilatku PPARa
—fedéni 1:100 v Antibody diluent (Dako) — a inkubovat opét ve vlh¢ici komote po dobu

60 min.
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Po inkubaci byly provedeny oplachy, 2x TRIS pufr a poté¢ 1x v pufru TRIS
s Tween 20 (2x5 + 5 min), aby bylo docileno fadného odstranéni zbytki nenavazanych
protilatek. Nasleduje inkubace po dobu 30 min s enzymaticky znacenou sekundarni
protilatkou (Dako, EnVision-HRP). Po inkubaci byly provedeny stejné oplachy jako
po inkubaci s primarni protilatkou, tj. 2x pufr TRIS a poté 1x pufr TRIS s Tween 20
(2x5 + 5 min). Pro vizualizaci byl pouzit roztok substratového pufru (Real substrate
buffer; Dako) o objemu 1 ml a chromogenu (Real DAB* chromogen; Dako) o objemu
20 ul, po dobu 2-10 min, rekce byla kontrolovana pod svételnym mikroskopem. Vzorky

poté promyt pod tekouci vodou, zhruba 5 min.

Nakonec byla jadra vzorkd dobarvena roztokem hematoxylinu (1-10 min)
avzorky byly promyty pod tekouci vodou, zhruba 5 min. Na zavér bylo provedeno
odvodnéni vzork — 96% etanol (5 min), aceton (3 min) — a jejich projasnéni — xylen 3
(5 min) a xylen 4 (5 min). Projasnéni xylenem doda tkanovym feziim index lomu velmi
blizky indexu lomu skla. Pomoci montovaciho média byly vzorky trvale uzavieny krycim

sklem.

4.4.4.2 Imunocytochemické barveni

Pro imunocytochemické barveni bunétné linie Caco-2 byly pouZity kontrolni
bunky (ovlivnéné 0,5% DMSO) a buiky ovlivnéné inhibitorem GW6471 o koncentraci
10 umol-1* po dobu 72 hod. Buriky byly vysety na sterilni 8-jamkova kultiva¢ni skla (SPL
Life Sciences, kat.¢. 30108) ve 200 ul kultivaéniho média poc¢tu 18 000 bun¢k/jamka
a nechaly se ptes noc adherovat. Nasledujici den bylo k buitkdm ptidano 50 pl roztoku
GW6471 v kultivaénim médiu tak, aby findlni koncentrace byla 10 umol-1". Butiky byly
kultivovany 72 hod za standardnich podminek, nasledné oplachnuty PBS a fixovany

15 min 4% roztokem paraformaldehydu v TBS. Skla je mozné uchovavat pii -20 °C.

Pied samotnym barvenim byly vzorky rehydratovany vodou po dobu 5 min,
permeabilizovany 0,1% roztokem Tritonu-X v TBS po dobu 15 min, po ¢emz nasledovalo
blokovani endogenni peroxidazou pomoci 0,3% H2O2 po dobu 15 min a oplach
pod tekouci vodou. DalSim krokem byla revitalizace antigenu teplem (120 °C; 15 min)
pomoci citratového pufru (pH 6,0) v tkanovém mikroprocesoru HistosPro (Milestone).
Nasledovaly 5 min oplachy v pofadi — H20; TRIS pufr; TRIS pufr s Tween 20. Poté,
aby se zablokovalo nespecifické pozadi barveni, byly vzorky inkubovany s Protein Block

Serum Free (DAKO) po dobu 10 min pfi pokojové teploté.
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Pozadovany proteinovy antigen (PPAR«) byl detekovan pomoci primarni kralici
polyklonalni protilatky PPARa, ktera byla nafedéna v Antibody Diluent (DAKO)
v poméru 1:100. Inkubace s primarna protilatkou probihala po dobu 1 hod. Nasledoval
2x5min oplach TRIS pufrem a 1x5min TRIS pufr s Tween. Vizualizace PPARa byla
provedena pomoci detekéniho systému Dako Real™ EnVision™, Peroxidase/DAB,
Rabbit/Mouse, ktery zahrnoval inkubaci se sekundarni protilatkou po dobu 30 min
a vizualizaci s chromogennim substratem. Mezi témito kroky byl proveden oplach —
2x5 min TRIS pufr (pH 7,6) a 1x5 min TRIS pufr s Tween. Jadra vzorka byla dobarvena
hematoxylinem a na zavér bylo provedeno odvodnéni, projasnéni a montovani stejny

postupem jako v piipadé 4.4.4.1 Imunohistochemické barveni.

Z imunocytochemického barveni bylo stanoveno % bunék s jadernou pozitivitou
PPARa. Vysledné % jaderné pozitivity bylo stanoveno z celkového poctu bun&k

Z 5 nezavislych zornych poli. Mikrofotografie byly pofizeny pfi zvétSeni 400x.

4.4.5 Imunohistochemicka kvantitativni analyza

Imunohistochemie (IHC) je molekularni technika, ktera se pouziva
pro kvalitativni hodnoceni a nové se zavadi i pro kvantitativni analyzu pomoci programu
ImageJ s pluginem IHC Profiler. Pro identifikaci PPARa a kvantitativni hodnoceni
imunohistochemicky barvenych preparati byly pouZity vzorky normalni tkan¢ tlustého

stieva a kolorektalniho karcinomu, oba vzorky vZdy ziskané od stejného pacienta.

Pro kazdy vzorek byly pomoci svételného mikroskopu s kamerou poftizeny
mikrofotografie z péti riznych zornych poli pfi zvétseni 200x, tzn. pét mikrofotografii
normalni tkané a pét mikrofotografii tkan€ nadorové. Pouzit byl softwarovy program Cell
Sens 3.1 (Olympus), ktery je schopny standardizovat hustotu barev a vyvazit bilé pozadi.

Vsechny ziskané mikrofotografie byly ulozeny ve formatu JPEG.

Samotna analyza fotografii tkdniovych vzorki probihala v softwarovém programu
ImageJ s pluginem IHC profiler, podle postupu popsaném V praci Mane et al., 2017.
Pro hodnoceni byl pouzit rezim IHC profileru oznaéeny jako jaderny, piestoze lokalizace
PPARa vykazovala jadernou i cytoplazmatickou pozitivitu. Jaderny rezim umoziuje
oznaCit DAB pozitivni oblasti na zakladé stanovené¢ho tresholdu bez ohledu
na subcelularni lokalizaci, zatimco cytoplazmaticky rezim detekuje DAB pozitivni oblast

automaticky. Plugin IHC zaroven umoznuje dekonvoluci barev, ktera poskytuje analyzu
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pouze DAB pozitivnich oblasti. Vysledkem kvantifikace imunoreakce je logaritmické
skore vysoké pozitivity, pozitivity, nizké pozitivity a negativity. Samotné histoskore

se stanovuje jako procentualni podil (%) nizké pozitivity, pozitivity a vysoké pozitivy.
Histoskore = 1 % % nizké pozitivity + 2 x % pozitivity + 3 x % vysoké pozitivity

Z vyslednych hodnot histoskore byl vypocitan aritmeticky pramér pro jednotlivé
pacienty, zvlast’ pro normalni tkan a nadorovou tkan. Pacienti byli dale rozd¢leni podle
stupné diferencovanosti nadoru (grade) do trech odpovidajicich skupin podle Tabulka 3,

ktera je soucasti ptilohy.
4.4.6 Statistické hodnoceni

Experimenty byly provadény v doubletech pro ICE a triplikatech pro WST-1 test.
Relativni hodnoty ze tfi nezavislych méteni pro WST-1 (n = 3) a Sesti nezavislych méfeni
pro ICE (n = 6) jsou uvedeny jako prumér + smérodatna odchylka (SD). Statisticka
analyza byla provadéna pomoci softwaru GraphPad Prism 8 a hodnocena
jednovybérovym t-testem (Studentiv t-test), vztazenym na stiedni hodnotu kontroly, ktera
predstavovala 100 %. Pro vyhodnoceni histoskore pacientskych vzorki normalni
a nadorové tkan¢ byl pouzit parovy t-test. VSechna statisticky signifikantni data (P < 0,05)
byla oznacena piislusnym poétem hvézdicek (*) [P < 0,05 (*); P < 0,01 (**); P < 0,001
(**%)].
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5 VYSLEDKY

5.1 Hodnoceni proliferace a zmény exprese sledovanych proteini

V nediferencovanych a diferencovanych buiikiach Caco-2

Vliv PPARa na diferenciaci bunééné linie Caco-2 byl hodnocen na zakladé
prolifera¢niho testu s vyuzitim WST-1 reagentu a metody In-Cell ELISA. Data z téchto
méfeni byla mezi sebou nésledné porovnana. Testovani probihalo zvlast
na nediferencovanych a diferencovanych bunkach in vitro, které byly ovlivnény
inhibitorem GW6471, jenz funguje jako antagonista PPARa. Inhibitor GW6471 byl
na buiiky aplikovan ve dvou riznych koncentracich — 1 pmol-1ta 10 pmol-1?. Vybrané
koncentrace byly zvoleny na zaklad¢ predchoziho experimentu, kdy byla stanovena
viabilita bun¢k spole¢né s hodnotou IC50 a IC10 pro jednotlivé testované koncentrace

(data z toho méfeni nejsou soucasti diplomové prace).

Metoda In-Cell ELISA slouzila ke kvantifikaci cilovych proteini s vyuzitim
enzymaticky znacenych specifickych protilatek. Kromé sledovani zmény exprese
samotného PPARa, byla diferenciace bun¢k Caco-2 indikovana zménou proteinové
hladiny villinu (molekularni marker kartdCového lemu stfevnich epitelidlnich bunék).
Soucasné s villinem byla sledovana hladina cytochromu P450 CYP2J2 (epoxygenaza)
spole¢né se solubilni epoxid hydrolazou, jenz maji potencionalni roli Vv regulaci

diferenciace stievnich bunék.

Nediferencované bunky linie Caco-2 po ovlivnéni inhibitorem GW6471
vykazovaly pokles v proliferacni aktivite (Obrazek 9). Snizeni proliferacni aktivity
nastalo v ptipadé obou pouzitych koncentracich, kdy v ramci vyssi koncentrace inhibitoru
(10 umol-1"t) dochazi k signifikantnimu poklesu proliferace 72,93 % + 3,45 (P = 0,0054)
oproti nediferencované kontrole. Zaroven stim pii stejné koncentraci dochazi
k signifikantnimu naristu vSech ¢tyf sledovanych proteini. Vyznamny narast proteinové
hladiny zaznamenal villin 132,6 % + 8,53 (P = 0,0002) a PPARa S naristem
na 159,1 % + 30,54 (P = 0,0051) oproti nediferencované kontrole.
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Obrazek 9: Graf proliferacni aktivity spolecné s grafem exprese zvolenych proteinii
V nediferencované bunécné linie Caco-2.
Vysledky graft zaznamenany jako pramér + SD prolifera¢ni aktivity (n = 3) a zmény

exprese (n = 6) vztazené K relativni hodnoté kontroly 100 %.

Diferencované bunky linie Caco-2 vykazuji obdobny prolifera¢ni a expresni
proteinovy profil jako v pfipadé nediferencovanych bunck (Obrazek 10). Mirné
(nesignifikantni) sniZeni proliferacni aktivity bylo ptfedpokladano, jelikoz diferencované
bunky ztraci délivou schopnost vramci funkéni a morfologické specializace.
V diferencovanych buiikach k vyznamnym zméndm exprese sledovanych proteinti
nedochéazelo. Jedinou vyrazné€j$i zmé&nou byl ndrlst exprese sEH, ale ani ten nebyl

statisticky signifikantni.
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Obrazek 10: Graf prolifera¢ni aktivity spole¢né s grafem exprese zvolenych

proteint v diferencované bunéc¢né linie Caco-2.
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5.2 Imunochemicka analyza

Imunohistochemicka analyza byla pouzita ke kvantitativnimu porovnani vzorka

normalni tkané tlustého stfeva a tkané kolorektalniho karcinomu. Oba vzorky

vzdy pochazely od stejného pacienta a jeho obecna charakteristika, jako je pohlavi, vék,

diagndza, hodnoceni a stanoveni TNM jsou shrnuty v Tabulce 3, ktera je soucasti prilohy.

Celkoveé bylo porovnavano 64 histologickych vzorkii od 32 pacienti (n

s prumérnym vékem 65 let (median 69 let). Z toho muzi tvorili 65,6 % (n

32)
21)

z celkového poctu analyzovanych vzorki a zeny 34,4 % (n = 11). Primérny vék muze

¢inil 65 let (median 69 let) stejné jako v piipadé Zen, kde byl primérny vék rovnéz 65 let

(median 68 let).

Pokles exprese PPARa Vv nadorové tkani oproti tkani normalni byl pozorovan

ve 20/32 ptipadi (62,5 %). Dalsich 11 pacientt (34,4 %) naopak vykazovalo nartst

proteinové hladiny PPARa a v jednom ptipadé (3,1 %) ke zméné exprese PPARa nedoslo.

Individualni distribuce naméfenych hodnot histoskére pro jednotlivé vzorky normalni

tkané (median 77,5) a nadorové tkan¢ (medidn 61,5) jsou zaznamenany na Obrazku 11.

Pti porovnani vysledkl nebyl potvrzen statisticky vyznamny rozdil.
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Obrézek 11: Individualni hodnoty histoskére jednotlivych pacientskych vzorkii.

Pro pfehlednéjsi usporadani zmeén exprese PPARa, V rdmci normalni a nddorové

tkan¢, byli pacienti rozdéleni do tii skupin podle gradingu (stupné diferencovanosti

nadoru), ktery byl stanoven patologem pii odbéru tkané. Z celkového poctu pacientt

(n = 32) bylo klasifikovano 6 pacientt jako G1 (18,75 %), 18 pacientt jako G2 (56,25 %)
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a 8 pacientt jako G3 (25 %). V prvni skupiné pacientti G1 ¢inil pokles exprese PPARa
vV nddorové tkani 66,7 % (n = 4). Ve druhé skupiné pacientd G2 byl pokles exprese
v 72,2 % piipadt (n = 18) a tieti skupina G3 zaznamenala pokles u 37,5 % (n = 3)
a Vv jednom piipadé (12,5 %) ke zméné proteinové hladiny nedoslo (Obrazek 13). Zmény
narGstu/poklesu exprese PPARa jsou nezavislé na stupni diferencovanosti
adenokarcinomu a nevykazuji zadny jednotny profil. Toto zaroven potvrzuje exprese
PPARa Vv normalni anadorové tkani demonstrované nareprezentativnich
mikrofotografiich (Obrazek 12). Fotografie zdravé tkané zachycuje krypty tlustého
stteva s intenzivnim hnédym zbarvenim (DAB), detekujici pfitomnost PPARa,
a doprovodné modré zbarveni (hematoxylin) pro snazsi orientaci a vizualizaci bunéénych
jader. Fotografie nadorové tkan¢ zachycujici adenokarcinomy tlustého stieva v rizném

stupni gradingu, které vykazuji obdobnou intenzitou hnédého zbarveni.
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Obrazek 12: Reprezentativni mikrofotografie (zvétseno 100x; métitko 100 pum)
exprese PPARa v normalni tkani tlustého stieva a pri rizném stupni gradingu
kolorektalniho karcinomu (G1, G2 a G3) spole¢né s hodnotami histoskore pro

jednotlivé pacientské vzorky.
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Imunocytochemické barveni slouzilo pro potvrzeni ptitomnosti a urceni
subcelularni lokalizace PPARa v bunééné linii Caco-2. Imunobarveni bylo provedeno
na kontrolnich bunikach (ovlivnéné 0,5% DMSO) a bunkach ovlivnénych inhibitorem
GW6471 o koncentraci 10 pmol-1?. Tato metoda slouzila pro aditivni potvrzeni,
ze inhibitor GW6471 skute¢né interaguje s PPARa a inhibuje jeho translokaci
z cytoplazmy do jadra bunky. Imunoexprese PPARa byla detekovana v kontrolnich
bunikach Caco-2 i Vv bunkach ovlivnénych inhibitorem (Obrazek 13). Subcelularni
distribuce PPARa byla potvrzena v jaderném i cytoplazmatickém kompartmentu bunky.
Zaroven vyssi jaderna pozitivita byla detekovana u kontrolnich bunék (0,5% DMSO)
oproti buiikkdm ovlivnénych inhibitorem GW6471. U kontrolnich bun€k byla jaderna
pozitivita PPARa detekovana u 40,2 % bunék (n = 453). Po aplikaci inhibitoru jaderna
pozitivita klesla na 18,8 % (n = 405).

GW6471

PPARa Caco-2

Obrazek 13: Reprezentativni mikrofotografie (zvétSeno 400x) exprese PPARa
V bunééné linii Caco-2 po ovlivnéni inhibitorem GW6471.

Legenda: jadernd pozitivita (¢ernd Sipka); cytoplazmaticka pozitivita (bila Sipka)
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6 DISKUZE

Tato diplomova prace se zabyva u¢inkem ligandu GW6471 na proces diferenciace
nadorové bunécné linii Caco-2, ktera je odvozend od lidského kolorektalniho
adenokarcinomu. Rada studii naznaduje potencionalné piiznivé chemopreventivni G&inky
ligandi PPARa pii karcinogenezi tlustého stieva (Tanaka et al., 2001; Niho et al., 2003;
Kohno et al., 2005), zatimco jiné poukazuji na tendenci ligandd podporovat progresi
nadoru (lkawa et al., 2001; Oshio et al., 2008). Ligand GW6471 funguje jako selektivni
inhibitor PPARa s antagonistickym ucinek, ktery je zprostiedkovan konformaéni zménou
receptoru, jenz podporuje vazbu korepresort azamezuje tim nasledné transkripéni
odpovédi (Xu et al., 2002).

Bunééné linie Caco-2 a HT-29, obé odvozené od lidského kolorektalniho karcinomu,
se mohou za vhodnych kultivacnich podminek diferencovat na buiikky podobné stievnim
enterocytim a simulovat podminky zivého organismu in vitro. Oproti bunééné linii
HT-29, ktera potiebuje k procesu diferenciaci induktor ve form¢ butyratu sodného
(Kovarikova et al., 2000), disponuje nadorova linie Caco-2 schopnosti podstupovat
spontanni diferenciaci po dosazeni konfluence bez pritomnosti induktoru, coz sniZuje
potencionalni riziko interference (Matsumoto et al., 1990). Ob¢& bunécné linie,
Caco-2 a HT-29, jsou prokazatelné vhodnymi modely pro studium diferenciace stfevnich
bunék (Cizkova et al., 2019).

V ramci experimentu, pii sledovani u¢inku GW6471 na bunééné linii Caco-2, byly
pouzity dvé riizné koncentrace inhibitoru PPARa. Nizsi koncentrace (1 pmol-17), ktera
neovliviiovala proliferaéni aktivitu ani viabilitu bunék a vyssi koncentrace
(10 umol-1"), jenz méla pouze mirny inhibi¢ni u¢inek na proliferaci bungk Caco-2

nezévisle na jejich diferencia¢nim statusu.

Proces diferenciace enterocytii souvisi s morfologickymi a funkénimi zménami na
jejich apikalnim povrchu. Enterocyty patii mezi absorpcni bunky, které vytvari Cetné
mikroklky a jejich strukturni stabilita je zajiSténa prostiednictvim villinu, ktery vaze
F-aktin. Diferencované stievni bunky vykazuji zvySenou hladinu villinu, a proto se tento
protein vyuziva jako jeden z markert diferenciace (Wang et al., 2008; Schimpel et al.,
2015). Aplikace inhibitoru GW6471 vedla k nartistu exprese villinu v nediferencovanych

bunikach Caco-2, zatimco v diferencovanych buiikach jeho hladina touto latkou ovlivnéna
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nebyla. Z uvedenych vysledku, popisujicich pokles prolifera¢ni aktivity bun¢k a nartst
exprese villinu, by se dalo usuzovat, ze inhibice PPARa je jednim z faktord, které
podporuji diferenciaci stfevnich bun¢k. Ziskana data jsou vSak V rozporu s domnénku
o roli PPARa v diferenciaci enterocyti, ktera byla naznacena v piedchozi praci (Hanyk,
2019). Ta mela za cil sledovat ucinky fenofibratu, syntetického agonisty PPARa,
na bunécné linii HT-29, kdy po ovlivnéni bunék fenofibratem dochézelo ke zvysené
expresi villinu, podobn¢ jako intestinalni alkalické fosfatazy — dalsi marker diferenciace.
Ukéazalo se, ze aktivator i inhibitor PPARa maji na expresi villinu stejny efekt,

coz nasvédcuje tomu, Ze diferenciace stfevnich bunék je na PPARa nezavisla.

Nezavislost tohoto procesu podporuje i jaderna lokalizace PPARa. S vyuzitim
imunocytochemického barveni bunééné linie Caco-2 byla zjisténa cytoplazmaticka
i jaderna lokalizace PPARa. Buiiky po ovlivnéni inhibitorem vSak vykazovaly niZsi
jadernou pozitivitu ve srovnani s kontrolnimi buitkami, coz nasvédcuje interakci ligandu
GW6471 s receptorem a jeho inhibici translokace z cytoplazmy do bunééného jadra.
Umemoto et Fujiki, 2012 popsali dynamicky pfesun mezi témito dvéma bunétnymi
kompartmenty. Ve své praci prokazali, ze jadernou pozitivitu PPARa zvySuje pritomnost
liganddi, coZ bylo potvrzeno i v pfedchozi praci (Hanyk, 2019), kdy se jaderna pozitivita
PPARa po aplikaci fenofibratu zvySovala.

PPARa se podili na regulaci exprese enzyml cytochrom epoxygenazy 2J2
(CYP2J2) asolubilni epoxid hydrolazy (sEH), jenz maji potencionalni roli
v proliferaci/diferenciaci stfevnich bunék. Jedna ze studii (Cizkova, 2018), provadénych
na buné¢né linii HT-29, poukazala na to, Ze fibraty ovliviiuji hladinu proteint CYP2J2
a sEH v zavislosti na davce. Rizné koncentrace fibratt jsou tak spojeny se zménami
v expresi téchto enzymu a jejich pomér CYP2J2/sEH tzce souvisi s proliferaci stfevnich
bunék. Niz§i koncentrace fibrati (Cizkova et al., 2016) vedly ke zvyseni bundéné
proliferace. Toto je spojeno s narGstem exprese CYP2J2 a downregulaci SEH. Na druhé
stran¢ pouziti inhibi¢ni koncentrace (IC10) fibrati, kdy bunky dosahuji
90% zivotaschopnosti ve srovnani s kontrolnimi bunikami a nedochazi tak k proliferaci,
se ukazala vyrazné vyssi exprese v piipadé sEH, doprovazena nizsi hladinou CYP2J2.
bunééné proliferace nez samotna troven exprese jednotlivych proteind. Zména poméru
Vv expresi téchto enzyml ma totiz za nasledek odlisnou hladinu pfislusnych metabolitd.

Koncentrace fibratd, ktera je doprovazena nartistem exprese CYP2J2 a poklesem sEH,
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pravdépodobné vede k vyssi hlading eikosatrienovych kyselin (EETS), které podporuji
proliferaci bunék (Shen, 2008), zatimco inhibi¢ni koncentrace fibrata (IC90), pti které
je potlacena proliferace bunék, ma za nasledek narust sEH, jenz hydrolyzuje EETs

na odpovidajici DHETS, které jsou mén¢ biologicky aktivni.

Role inhibitoru GW6471 vedla u nediferencovanych buné¢k ke spole¢nému
signifikantnimu nartstu hladiny obou enzymu (CYP2J2 a SEH) ve srovnani s kontrolnimi
buiikami. V ptipadé diferencovanych bunék byl pozorovan vyrazné&jsi narast pouze sEH
v porovnani s CYP2J2 a kontrolnimi bufikami. To by mohlo souviset s tim, Ze hladina
EETs budou pravdépodobné udrzovana ve vys$si koncentraci v nediferencovanych
bunkach, z divodu potencionalni ucasti na bunééné proliferaci, coz je v souladu,
s jiz zminénou studii Cizkova, 2018. Kromé toho, inhibice PPARa, prostfednictvim
ligandu GW6471, v nediferencovanych bunikach vedla k vyraznému zvySeni exprese
samotného receptoru, coz nebylo pozorovano v piipadé¢ diferencovanych bungk.
To by mohlo naznacovat, ze PPARa hraje dulezitgjsi roli v nediferencovanych buikach

stfevniho epitelu nez u bunék diferencovanych.

PPARa je ve sliznici tlustého stieva pritomen od raného stadia vyvoje a jeho
exprese se v prubéhu embryogeneze postupné méni (Huin et al., 2000). Hladina proteinu
PPARa kolorektalniho nadoru, odebraného pacientim v riznych stadiich rakoviny, byla
po imunochemickém barveni métena prostfednictvim softwarového programu Imagel
s pluginem IHC Profiler. Vysledky ukazuji, Ze zmény v expresi PPARa mezi normalni
a nadorovou tkani nevykazuji zadny signifikantni rozdil s jednotnym profilem exprese.
Nezavislost proteinové hladiny PPARa v adenokarcinomu je pozorovéana i v piipadé
rizného stupné diferencovanosti nadoru. V nasem ptipad¢ byl pokles exprese PPARa
Vv nadorové tkani, bez ohledu na grade, sledovan u vice jak poloviny pacientskych vzorkd,
konkrétn¢ v 62,5 % piipadt. V soucasné dobé neexistuje shoda ohledné toho, zda jsou
PPARa v kolorektalnim karcinomu up- nebo downregulovany. Dikazem toho jsou dvé
na sob& nezavislé studie, kdy jedna (Luo et al., 2019) uvadi vyznamné snizeni exprese
PPARa u vzorki adenokarcinomu, zatimco druha (Yaghoubizadeh et al., 2020) naopak
vykazuje vyrazné zvysenou hladinu PPARa v nadorové tkani kolorektalniho karcinomu
VvV porovnani S odpovidajici normalni tkani. V souladu suvedenymi vysledky a vyse
zminénymi studiemi, lze tedy predpokladat, ze deregulace exprese PPARa hraje urcitou

roli v CRC, ackoliv jeho pfesny mechanismus V tumorigenezi je stale neznamy.
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7 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo sledovat vliv inhibitoru PPARa na proces diferenciace
nadorové bunééné linie Caco-2, kterd je odvozena od lidského kolorektalniho karcinomu.
Vysledna data ziskana z méfeni proliferacni aktivity a exprese zvolenych proteini,
po aplikaci inhibitoru GW6471, z poc¢atku naznacovala, ze inhibice PPARo by mohla byt
jednim z faktord podporujici diferenciaci stievnich bunék, ale na zakladé konfrontace
s predchozi praci 0 vlivu fenofibratu, podpofené o vysledky subcelularni lokalizace
receptoru po vazbé ligandd, navrhujeme, Ze G¢inky fenofibratu a GW6471 v diferenciaci

stfevnich bunék in vitro jsou na PPARa nezavislé.

Nejasnou roli  PPARa v diferenciaci  stfevnich  bunék  podporuje
I imunohistochemicka analyza proteinu PPARa V kolorektalnim karcinomu a zdravé
tkani. Bez ohledu na stupeni gradingu nadoru byla detekovana jak nizsi, tak vyssi hladina

PPARa. Celkové se vSak hladina PPARa v nddorové a zdravé tkani nelisila.
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9 PRILOHA

Tabulka 3: Charakteristika vzorku tkané tlustého sti‘eva a kolorektalniho karcinomu pro imunohistochemické barveni.

vzorek pohlavi vék diagnoza lokalizace stadium T stadium N stadium M grade
1. muz 71 adenokarcinom sigmoideum T3 NO MO G2
2. Zena 66 adenokarcinom sigmoideum T3 NO MO G2
3. muz 66 adenokarcinom sigmoideum T3 NO MO G3
4. muz 51 adenokarcinom sigmoideum T2 NO MO G2
5. Zena 63 adenokarcinom sestupny tra¢nik, rectum T3 N1 M1 G2
6. muz 72 adenokarcinom sestupny tracnik, rectum T2 NO MO G2
7. muz 70 adenokarcinom sestupny tra¢nik, rectum T3 NO MO G2
8. Zena 74 adenokarcinom sestupny tra¢nik, rectum T2 NO MO G2
9. muz 76 adenokarcinom sigmoideum T4a NO MO G2
10. Zena 50 adenokarcinom sigmoideum T3 NO MO Gl
11. muz 72 adenokarcinom sigmoideum T3 Nla MO G2
12. Zena 50 adenokarcinom sigmoideum T3 N2b M1b G3
13. muz 77 adenokarcinom sigmoideum T3 NO MO G3
14. muz 69 adenokarcinom ascendens T3 N2b MO G2
15. muz 64 adenokarcinom sigmoideum T2 NXx Mx Gl




Pokracovani Tabulka 3: Charakteristika vzorkii tkané tlustého stfeva a kolorektalniho karcinomu pro imunohistochemické barveni.

vzorek pohlavi vék diagnoza lokalizace stadium T stadium N stadium M grade
16. muz 34 adenokarcinom pravé colon T2 NX MO Gl
17. Zena 79 adenokarcinom ascendens T2 NX MO Gl
18. muz 83 adenokarcinom sestupny tra¢nik, rectum T2 NX MO Gl
19. muz 70 adenokarcinom sigmoideum T4a NO Mla G2
20. muz 57 adenokarcinom sigmoideum T2 NX Mx G2
21. muz 71 adenokarcinom sigmoideum T2 NO MO G2
22. muz 54 adenokarcinom sigmoideum T2 NO MO G3
23. Zena 68 adenokarcinom ptechod IC T2 NO MO G2
24, muz 60 adenokarcinom stiedné dif sigmoideum T4a N2a MO G2
25. Zena 39 adenokarcinom sigmoideum T3 Nla MO G3
26. muz 47 adenokarcinom sigmoideum T3 NO MO G2
217. Zena 70 adenokarcinom sestupny tracnik, rektum T3 N2a MO G3
28. Zena 73 adenokarcinom sestupny tracnik, rektum T2 NO MO G2
29. Zena 84 adenokarcinom sestupny tra¢nik, rektum T3 NO MO Gl
30. muz 76 adenokarcinom sigmoideum T3 NO MO G3
31. muz 55 adenokarcinom sigmoideum T3 N2b MO G2
32. muz 69 adenokarcinom sigmoideum T3 NO MO G3




