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Uvod

Receptory aktivované proliferatory peroxizomi, PPAR, fadime do skupiny
jadernych receptort. Tyto receptory se podili na regulaci celé fady biologickych funkci.

PPAR byly poprvé identifikovany v 90. letech a ndzev je odvozen od jejich
schopnosti proliferovat peroxizomy. Skupina PPAR zahrnuje tfi izoformy — PPAR-a,
PPAR-B/6 a PPAR-y. Jednotlivé izoformy se 1isi tkaiiovou expresi, biologickou funkci
1 specifitou k ligandim. PPAR jsou aktivované transkripcéni faktory a diky tomu se
podili na regulaci dtlezitych procest, jako je metabolizmus, apoptdza, nddorové bujeni
nebo regenerace tkdni. K samotné aktivaci receptorti dochazi po navazani specifické¢ho
ligandu a vytvofeni heterodiméru s receptorem pro retinoid X. Ten se véze na
specifickou sekvenci DNA cilového genu. Mezi pfirodni ligandy aktivujici PPAR
fadime napiiklad kyselinu linoleovou nebo prostaglandin J2 (15-d-PGJ2).
Nejvyznamnéjsi skupinu syntetickych liganda predstavuji tzv. thiazolidindiony (TZD) a
fibraty. [28]

Diive byly PPAR ligandy terapeuticky vyuzivany pii 1é€bé rezistence na inzulin
a to jako modulatory exprese gent, jejichz produkty se podileji na regulaci metabolismu
glukozy a lipidi. [9]

V soucasnosti PPAR receptory poutaji pozornost kvili moznému vyuziti v
protinddorové terapii. Ligandy PPAR jsou povazovdny za mozna protirakovinova
terapeutika s relativné nizkou toxicitou. Objevujici se dikazy antiproliferacnich,
PPAR ligandi. Mohou tedy byt zajimavymi kandidity nejen pro terapii, ale i pro
chemoprevenci nékterych typt rakoviny. Existuji ovSem 1 studie, které popisuji

nezadouci pronadorové piisobeni PPAR ligandi. [9]
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1. Jaderné receptory

Jaderné receptory patii mezi nejrozsitenéjsi skupinu transkripcnich reguldtorii u
mnohobunéénych organizmii a jsou charakteristické svou vysokou funkéni
ruznorodosti, pfi¢emz si zachovavaji jednotnou strukturni organizaci.

Jaderné receptory funguji jako transkripéni faktory, které jsou charakterizovany dvéma
vlastnostmi:
1. véazi se pomoci DNA-vazebné domény na specificky element umistény

v blizkosti promotoru cilovych gent téchto receptort

2. jsou aktivovany po navazani specifického ligandu

Hlavni funkei téchto receptorti je v dané buiice upravit genovou expresi na
zaklad¢ signali ptijimanych ve formé specifickych ligandi. Receptory mohou inhibovat
nebo naopak zvySovat transkripci cilovych genti, a to navazdnim fady proteind, tzv.
korepresort a koaktivétori, na transkripéni komplex. Analyzou lidského genomu bylo
identifikovano 48 genti kodujicich jaderné receptory, z nichz kazdy dé vzniknout vzdy
alespoit jedné izoformé. Jaderné receptory muzeme rozdélit do tfi samostatnych
skupin.[1], [7]

Mezi jaderné receptory s ligandy hormondlniho charakteru fadime klasické
steroidni hormony, napiiklad estrogeny, androgeny, glukokortikoidy, thyroidni
hormony T3/T4, retinoidy a vitamin D. Dals§i skupinou jsou tzv. ,,orphan® sirotci
receptory, doposud vSak nebyl identifikovan zadny jejich ligand. Pravdépodobné jde o
produkty intracelularniho metabolismu, které se bézné v buitkach vyskytuji. [3], [4]
Tteti skupinu receptori pfestavuji receptory, které pisobi jako senzory metabolismu.
Receptory vazi aktivované meziprodukty ¢i kone¢né produkty metabolismu, jako jsou
naptiklad mastné kyseliny, derivaty cholesterolu, Zlucové kyseliny a dalsi. [2] Mezi tyto
receptory fadime napiiklad HNF4 o (hepatic nuclear factor 4 o) a skupina PPAR
(peroxisome proliferator activated receptor), a v metabolizmu cholesterolu ptlisobici
LXR (liver X receptor) a FXR (farnesoid X receptor). [5]

Jaderné receptory, jako molekuly silné zapojené do metabolickych procest a
ontogeneze, mohou predstavovat potencionalni terapeutické cile u fady onemocnéni,
jako napftiklad onemocnéni srdce, endokrinnich a metabolickych poruch a u nddorovych

onemocnéni. [6]

13



2. Receptory PPAR

PPAR jsou receptory aktivované peroxizomovymi proliferdtory. PPAR ovliviiuji
expresi mnoha gend, jejichz produkty jsou zapojeny do metabolismu lipidd, rovnovahy
glukozy, regulace zanétu, imunitnich déjii, nadorového bujeni, bunécné diferenciace,
proliferace a apopt6zy. [9]

Nézev této skupiny litek byl odvozen od jejich schopnosti stimulovat proliferaci
peroxizomu, coZ bylo poprvé popsdno u mysi a potkand. [8] Peroxizomy jsou malé
kulovité bunééné organely, které se nachazeji v blizkosti endoplazmatického retikula.
Utastni se B-oxidace mastnych kyselin, metabolismu prostaglandinti a syntézy
cholesterolu a Zlu€ovych kyselin. Pfi proliferaci peroxizoml dochdzi k vyraznym
zméndm v morfologii, poctu i v jejich aktivité. S peroxizomy rovnéz souvisi celd fada
dédi¢nych onemocnéni, které mohou byt zptsobeny ztratou funkce enzymu piitomného

v peroxizomu. [28]

2. 1. Struktura PPAR

Receptory PPAR se sklddaji z n¢kolika funkénich a strukturnich domén, typické
pro vétsinu jadernych receptorti. Jak mizeme vidét na obrazku 1, PPAR obsahuji ¢tyfi
hlavni domény, které jsou kodovany Sesti exony (A-F). N-koncovd A/B doména je
nejvariabilngj$i oblasti, oznacovdna jako AF-1 (Ligand-Independent Activation
Function 1). DNA vézajici doména (DNA- Binding Domain, DBD), je naopak vysoce
konzervovanou oblasti. Diky ni receptor rozpoznd specifickou sekvenci DNA, na kterou
se navaze, tzv. PPRE ( PPAR Response Element). DBD hraje taky vyznamnou roli pfi
tvorbé heterodimerti s receptory pro retinoid X. [9],[31]

DNA vézajici doména je tvotfena 71 aminokyselinami, které formuji dva zinkové
prsty. Ty jsou pro jaderné receptory typické a nevyskytuji se u Zadnych jinych proteini
vazajicich se k DNA. [28]

Variabilni oblast D je oznaCovéana jako tzv. oblast ¢epu (hinge region). Tato
oblast slouzi jako spojka mezi DNA vdazajici doménou a ligand vazajici doménou.
Ligand vézajici doména, téz doména E (Ligand-Binding Domain, LBD), ptfedstavuje
multifunkéni doménu. Umozniuje vazbu ligandu a aktivaci receptoru, zprostfedkovava

heterodimerizaci a interaguje s heat-shock proteiny. [4], [32]
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LBD doména obsahuje COOH-koncovou doménu AF-2 (Ligand-Dependent Activation
Function 2). Ta je zodpovédna za transkripcni aktivitu a je dilezitd pro interakci
s koaktivatory. [28], [34]

LBD doména ma trojvrstvou strukturou, kterd je tvofena dvanacti a-helixy
(oznacovanymi H1-H12) a jednim B-skladanym listem. Soucésti této struktury je i

ligand vézajici kapsa (Ligand-Binding Pocket), do kter¢ se ligand vaze. [28], [34]

DNA vazajici doména Ligand vazajici doména

Sopaaa] EF A¥22

oblast Stépu

Obrazek 1: Schematické zndazorneéni struktury PPAR. [33], [1]

2. 2. Aktivace PPAR
K aktivaci PPAR dojde po navazani PPAR agonistt a to bud’ pfirodnich

nebo syntetickych. K aktivaci PPAR receptori dochdzi po tvorbé heterodiméru
s retionidnim jadernym receptorem X-RXR (retinoid X faktor), ktery je clenem
jadernych hormondlnich receptorii, zahrnujici tfi izoformy genit — RXR-a, RXR-8,
RXR-y. Vytvofeny heterodimér se navaZe do promotorové oblasti cilového genu na
specificky tsek DNA. Tyto useky se nazyvaji responzivni elementy pro peroxizomové
proliferatory (PPRE). [28] Na schématu 1 vidime vazbu heterodiméru na PPRE,
vedouci k aktivaci transkripce specifickych gent s naslednou syntézou pfislusnych
proteinti, které zprosttedkuji vlastni biologicky u€¢inek PPAR. [9]

PPARs bez navdzaného ligandu interaguji s korepresorovym komplexem. Ten
obsahuje histondeacetyldzu. V tomto komplexu brini korepresor receptorim vazbé na
DNA a inhibuje tim transkripci genu. Po vazbé ligandu dojde ke konformacnim
zménam, které zpusobi uvolnéni tohoto represoru a PPAR vytvofi heterodimer s
receptorem pro retinoid X (RXR). [28]

Tento heterodimér se po vazbé RNA polymerdzy II a koaktivitoru s
histonacetyltransferazovou aktivitou navaze na DNA cilového genu a to prostfednictvim
PPRE. Tim dojde ke zvySené transkripci tohoto genu. Mezi korepresory branici vazbé

PPAR na DNA fadime napt.:
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jaderny korepresor receptord (NcoR), thyroidni receptor (SMRT) nebo transkripcni
represor BCL-6. Mezi koaktivatory patii koaktivator steroidnich receptor (SRC-1),
PPAR vézajici protein (PBP). [28]

© Indukce apoptozy
© Inhibice bunécné proliferace
© Regulace bunécné diferenciace

.

I & mmzj RXRD c ﬂo“
\ PPRE _gen T.
AN

© PreruSeni bunééného cyklu

\/

v © Regulace metabolismu lipida

atd...

Jadro

Antikarcinogeneze

Bunécéna membrina

Schéma 1.: Aktivace PPAR a specifickych genii. Po vazbé prislusného ligandu vytvori
molekula PPAR heterodimér s molekulou retinoidniho receptoru X. V této aktivované
podobé se molekula PPAR vaze do oblasti promotoru riznych genii a ovliviiuje tak

Jjejich transkripci. Vazebné misto pro PPAR je oznacovano jako PPRE. [9], [16], [2]

K aktivaci PPAR muZe dochazet také naptiiklad fosforylaci nebo ubikvitinaci.
Vliv fosforylace zavisi na bunééném typu, typu receptoru a také na metabolizované
latce. Naptiklad fosforylace PPAR-a pomoci MAPK drahy vede v hepatocytech ke
zvyseni jeho aktivity. Fosforylace PPRA-y v adipocytech vede naopak k inhibici. [54]
Aktivita jadernych receptori miize byt déale regulovana ubikvitin-proteazomovym

degradacnim systémem. [15]

2. 3. Izoformy PPAR a jejich exprese ve tkanich

V soucasné¢ dob¢ jsou znamy tii izoformy, PPAR-a (téZ oznacovan jako
NRICI1). PPAR- B (NRI1C2) a PPAR-y (NR1C3), kédované tfemi riznymi geny.
Receptory se vzajemné 1181 svou funkci ve fyziologickych procesech, mirou exprese ve

tkdnich a specifitou k ligandiim. [28]
Gen pro PPAR-a byl objeven vroce 1990 u mysi a pozdéji i u cloveka. [8]

Tento gen je u cloveéka lokalizovan na 22. chromozoému. [10]
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Gen pro PPAR-y byl poprvé identifikovan u zaby drépatky (Xenopus laevis), u ¢lovéka
je lokalizovan na 3. chromozému. [8],[11] Gen pro PPAR-B je lokalizovdn na 6.
chromozému. [12]

Receptory PPAR jsou hojné exprimované ve tkanich a orgénech po celém téle.
Proto jsou ¢astymi cilovymi transkripénimi faktory mnoha signalnich drah. [28]

Diky tomu mohou regulovat transkripci genli zapojenych v celé tadé¢ dulezitych
metabolickych procesti. VSechny tfi izoformy jsou zapojeny piedevsSim v metabolismu
lipidt, glukozy a svou roli hraji také pti vyvoji nadort. [28]

Zvysena exprese PPAR byla nalezena v mnoha nadorovych bunécnych liniich, a
to v mozkovych, plicnich, prostatickych bunéénych linii, v liniich odvozenych od
nadord mlécné Zlazy, zaludku a tlustého streva. [15], [37],[38].[39],[40]

Hlavnimi misty exprese PPAR-a jsou jatra, srdce, pficné pruhované svalstvo,
ledviny a travici trakt, tedy mista, kde ve velké mife probiha B-oxidace mastnych
kyselin. Podili se na proliferaci peroxizomu, regulaci lipidového metabolizmu, snizuje
hladinu triglyceridi a podili se na regulacich zanétlivych reakei endotelovych bunék a
v patogenezi ateroskler6zy. [13]

PPAR-B se vyskytuje témét ve vSech tkéanich, nejvice se vsSak vyskytuji
v placenté, teném stieveé, sleziné a v nervovém systému. Tato izoforma se podili na
regulaci B-oxidace mastnych kyselin a zp&tném transportu cholesterolu, metabolizmu
glukézy a lipoproteinti. [28] Jejich dalsi vyznam je pfedev§im diferenciace bunék a
tkdni v embryondlnim vyvoji. [13]

Exprese PPAR-y se li§i v typu izoformy a tkané, v které se nachdzi. Izoforma
PPAR-y1 se nachazi v mnoha tkédnich, izoforma PPAR-y2 se nachézi pouze v tukové
tkdni a izoforma PPAR-y3 se hojné vyskytuje v tlustém stfevé a v bilé tukové tkani.
[28] Receptory se podili na ukladani triglyceridii, maji vliv na inzulinovou senzitivitu a
hraji dualezitou roli v zénétlivych onemocnénich, v kardiovaskuldrnich chorobéch,

v selhani Cinnosti srdce a v aterosklerdze. [14]

2. 3. Ligandy PPAR

Byla identifikovana celd tada pfirodnich (endogennich) a farmakologickych
(syntetickych) ligandt, aktivujicich PPAR. Krystalografickd analyza LBD domény
prokazala, ze ligand vazajici kapsa je u receptort PPAR-a a PPAR-y mnohem vétsi nez
u jinych receptorti. Tato skute¢nost mize byt jednim z vysvétleni schopnosti téchto

receptorll vazat skupinu jak ptirodné se vyskytujicich tak syntetickych latek. [28]
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2.3.1. Piirodni ligandy

Mezi piirodni ligandy, vazici se na vSechny izoformy PPAR, fadime celou skalu
volnych mastnych kyselin a jejich derivéty, tedy eicosanoidy a prostaglandiny. PPAR-a
je aktivovana mimo zminéné proliferatory peroxizomi, napiiklad esencidlnimi
mastnymi kyselinami, jako jsou kyselina palmitové, olejova, stearovd, arachidonovd
apod., nékter¢  eikosanoidy, prostaglandinem A, nebo  kyselinou 8-
hydroxyeicosatetraenovou (8-HETE). [15], [17], [28], [35]

Pfirozenymi ligandy PPAR-y je fada polynenasycenych mastnych kyselin a
jejich derivaty, véetné kyseliny linoleové, arachidonové a eicosapentaecnové. Tyto
kyseliny se vykytuji v lidském organismu v mikromoldrnich koncentracich v plazmé.
Dalsim ligandem je napiiklad prostaglandin D, (PGD,), 9- a 13-
hydroxyoktadekadienovd  kyselina  (9-HODE, 13-HODE), 12- a  15-
hydroxyeicosatetraenova kyselina (12-HETE, 15-HETE) a prostaglandinl5-deoxy-
A" prostaglandin J2 (15-d-PGJ2) [15],[35] Mezi pfirozené ligandy PPAR-B fadime
prostacykliny. [15]

C:/\/\/\/ CO,H CO,H

:

linolenova kyselina eicosapentaenova kyselina
CO_H
H "\é/_/— ‘ T
0
prostaglandin 15-deoxy-delta'"-J, 8(S)-HETE
CO,H COH
OH
HO
9-HODE 13-HODE

Obrazek 2: Struktura vybranych prirodnich ligandii PPAR. [35], [3]
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2.3.2. Syntetické ligandy

Syntetické ligandy zacaly byt vyrabény za ticelem 1écby onemocnéni, jako jsou
naptiklad cukrovka nebo metabolicky syndrom. [28]

Stejné jako piirodni ligandy, tak i1 syntetické, aktivuji receptory PPAR, tedy
prevadéji tyto receptory do transkripéné aktivnich forem. Nejstudovanéjsi skupinou
syntetickych ligandii jsou thiazolidindiony (TZD) glitazary a fibraty. VétSina TZD jsou
ligandy receptori PPAR-y. Mezi hlavni zéstupce tfadime pioglitazon, rosiglitazon,
troglitazon, ciglitazon a dal$i. Hlavnim ucinkem je snizovani koncentrace hladin
glukoézy v krvi, snizuji glykosylovany podil hemoglobinu, hladinu inzulinu v séru a také
krevni tlak. Pro sviij antidiabeticky ucinek jsou TZD uzivany pii 1é¢b¢ diabetu II. typu.
U ciglitazonu a troglitazonu byl prokdzan antiproliferacni u¢inek u buné¢nych linii
odvozenych od celé fady nddorti. Stejné jako u PPAR-a, tak u PPAR-y existuje fada
novych ligandi, naptiklad oxidované alkyl-fosfolipidy, ibuprofen, indometacin, ale také
xenobiotika, jako ftalaty, herbicidy, pesticidy a dalsi. [9], [15] Dalsimi ligandy PPAR-a
jsou napftiklad kyselina pseudolarova. [15], [28]

(@]
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H Q 5
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(@] 0 3‘4
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Obrazek 3: Struktura vybranych syntetickych ligandiit PPAR (TZD). [35], [4]
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2.3.2.1. Fibrdty

Fibraty patifi mezi skupinu syntetickych ligandii PPAR. Byly objeveny v 60.
letech pii experimentalnich vyzkumech zaméfenych na hledani latek snizujici sérové
koncentrace lipidii. Dnes je fadime mezi nejvyznamnéjsi skupinu 1€kt v této oblasti.
[35]

Mechanizmus ptsobeni je veden pies receptory PPAR. Pravé receptory PPAR- o
reguluji expresi gent, které ovlivituji dilezité enzymy a proteiny v metabolismu lipidu.
Hlavnim ucinkem fibratd je tedy snizeni triglyceridi a zvySeni ochranného HDL
cholesterolu. Fibraty pisobi pfiznivé na koagulacni faktory, dale byl prokézan vliv na
regresi ateroskler6zy v koronarnich tepnach a na zlepseni endotelidlni dysfunkce. [36]
Jako prvni byl v roce 1962 popsan klofibrat. Teprve dals§i vyzkumy vedly k vytvoteni
fady dalSich zastupct této 1ékové skupiny. [28], [35], [36]

Zminény klofibrat a nov¢jsi zastupci jako fenofibrat jsou agonisti PPAR-a a
PPAR-y, avSak afinita k PPAR-a je nékolikandsobné vyssi. DalSimi zastupci jsou
gemfibrozil a bezafibrat, ten je agonistou vSech tfi izoforem PPAR. Dalsi fibrat, WY-

1463, Casto pouzivany piedevsim v experimentdlnich studiich, je také agonistou PPAR-

a. [35], [36]

cl COOCH(CHa), 5 OXCOOH
‘ O H3c CH3 /©/L H3C CH3
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CH3 Q H3C N /N S\/ COOH
\l(
HaC o OH NN

HaC CHj &

Gemfibrozil WY-1463

Obrazek 4: Struktura vybranych ldtek ze skupiny fibratii. [35], [5]
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2.3.3. Dudlni agonisté

Dudlni agonisté jsou takové ligandy, které soucasné aktivuji vice izoforem
PPAR. [15] Duélni agonisté PPAR-a/y nabizeji terapeutické vyuziti. Tyto latky mohou
jednak snizovat hladinu glukézy, ale také omezovat vyvoj a vznik aterosklerozy. [15],
[18], [19]

Jak muzeme vidét na schématu 2, bézné uzivané thiazolidindiony jsou specifickymi
agonisty PPAR-y a vykazuji inzulin-senzitizujici efekt, ovSem témét zcela postradaji
ucinky na hladiny lipidu. [20]

Na druhé strané stoji fibraty, jejichz vyznamny hypolipidemicky ucinek, je
pfipisovan aktivaci PPAR-a. Oproti prokdzané ucinnosti agonisti PPAR-a na
parametry lipidového metabolismu, je jejich efekt na inzulinovou senzitivitu spiSe
opacny. [20] Z téchto pozorovani vyplyva hypotéza, ze pokud by bylo mozné cilené
syntetizovat latky s definovanou afinitou soucasné¢ k PPAR-ai PPAR-y, mohly by
pusobit soucasné jako antidiabetika a hypolipidemika. [20]

fibraty GLITAZARY thiazolidindiony

N s TR v

-0

PPAR-a
pGGTCANAGGTC4 P*CEGT(;ANAGGTC“1
cilové geny PPAR-t cilové geny PPAR-y
l
hypolipidemicky tcinek inzulin-senzitizujici G¢inek

Schéma 2: Dudlni agonismus PPAR-o/y [20], [6]
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3. PPAR v karcinogenezi a chemoprevenci

Nadorové onemocnéni je charakterizovano jako neregulovatelny rast bunék
spojeny s poruchami kontrolnich mechanizm@i a bunééné diferenciace.
Nekontrolovatelny rast bun¢k vede k zvétSeni poSkozené tkané, kterd mize stlacovat
okolni struktury nebo k postupné invazi do okolni tkané a vzniku metastdz. Ukdzalo se,
ze nador vznikd zjedné spolecné bunky. VétSinou trva desitky let, nez dojde k
mutagenni iniciaci a ke vzniku metastdzujictho nddoru. Maligni transformace této
buniky probihd pfes akumulaci mutaci ve specifickych genech kontrolujici bunéény
cyklus a DNA reparaci. Tento proces je také podporovan uvolnénim prozanétlivych
cytokinti, které spousti proliferaci a zaroven kontroluji ptezivani nddorovych bunck a
angiogenezi. [9], [41]

Protoonkogeny podporuji proliferaci buiiky, naopak nadorové supresorové geny
jeji rast inhibuji. Jestlize mutuji nebo jsou aktivovany, stivaji se protoonkogeny
karcinogennimi onkogeny. Mutace zplsobi, Ze protoonkogen vétSinou poskytuje ptilis
mnoho rist stimulujiciho proteinu nebo jeho nadmérné aktivni formu, kdezto nadorové
supresorové geny prispivaji k rakoving, jestlize jsou mutaci inaktivovany. [9], [41]
Predmétem studia jsou metody, které by vedly k inhibici procesu karcinogeneze. Mezi
tyto metody patii napiiklad indukce diferenciace nebo apoptdzy, inhibice angiogeneze a

inhibice proliferace. [9]

3. 1. Ligandy PPAR-a v karcinogenezi

Receptory PPAR jsou exprimovany v celé fadé nadord. Cetné studie dokazuji, ze
PPAR ligandy mohou byt zajimavym kandiditem nejen pro terapii, ale i pro
chemoprevenci nékterych typt rakoviny. [9], [18]

Do soucasnosti bylo publikovano nékolik studii dokladajicich piisobeni ligandi
PPAR-a na nddorova onemocnéni. Konkrétné, ligandy PPAR-a zabraiiuji riistu nékolika
nddorovym bun&cnym liniim, fadi se mezi n¢ bunétné linie odvozené¢ od nadort
tlustého stfeva, délohy, melanomu, karcinomu plic, glioblastomu a fibrosarkomu.
[21],[22],[23],[43]

Na piedestal se dostavd debata o potenciondlnim vyuziti fibrath na 1écbu
nadorovych onemocnéni. Fibraty podporuji epidermalni diferenciaci, zvySuji apoptozu a

inhibuji bunécnou proliferaci u normalnich a hyperproliferujicich mysich epidermt. [9]
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Prvnim a nejvyznamnéj$im zdstupcem je fenofibrat. Tento agonista PPAR-a byl
po desetileti vyuzivan k 1écbé hypertriglyceridémii a smiSenym dyslipidemii. Nedavné
studie ukézaly, Ze fenofibrat miize mit protinddorové ucinky, mechanismus ale neni
zcela objasnén. Tyto protinadorové ucinky byly prokédzany u B-bunécného lymfomu,
rakoviny prostaty, glioblastom, karcinom dlazdicovych bunék, hepatocelularniho
karcinomu, gliomu, melanomu, u rakoviny plic, fibrosarkomu.
[29]1,[42],[43],[44],[45],[46],[471,[48],[49] Bylo potvrzeno, ze fenofibrat pti koncentraci
nad 25 puM inhibuje proliferaci a zvySuje apoptézu rakovinovych endometrialnich
bunécnych liniii. Fenofibrat ma tedy pozitivni G€inky na progresi nddor. Rakovinové
buniky jsou jeho piisobenim oslabeny a vysledkem je inhibice rastu nadoru. [29],
[42],[44]

Bezafibrit je také agonistou PPAR- a, ktery snizuje hladinu cholesterolu a
triglyceridii v krvi, coz vede ke snizeni systémové dostupnosti mastnych kyselin. Tyto
ucinky ptispély také k inhibici ristu stfevnich nadoru u hlodavci a u ¢loveka. [51] Dale
bylo zjisténo, Ze svym pisobenim na bunécné linie akutni promyelocytarni leukémie,
vyvolava mitochondridlni poruchy. Toto zjiSténi naznacuje dal§i mozné terapeutické
vyuziti. [50]

Dalsi zastupce, gemfibrozil, agonista PPAR- a, je Casto piedepisovan pacientim
ke snizeni hladiny triglyceridl. Tento 1€k snizuje riziko koronarnich srde¢nich
onemocnéni snizenim hladiny cholesterolu. Gemfibrozil vykazuje protizanétlivé ucinky.
Mechanismem tucinku je inhibice prozanétlivych cytokini. Predmétem vyzkumu bylo
ovlivnéni Zivotaschopnosti bun€k. Gemfibrozil v riznych pouZitych koncentracich
(100, 200, a 300 um) nesnizoval zivotaschopnost. Proto inhibice exprese prozanétlivych
molekul nebylo zptisobeno zménou v zivotaschopnosti bunék. [52]

Existuji ale rovnéZz studie, které popisuji nezddouci pronadorové plisobeni
PPAR-a ligandd. [9], [18] Bylo zjisténo, ze v karcinomu potkanich mléénych Zlaz
epitelidlnich bungk, byla vyznamné zvySena PPAR-a exprese mRNA, coZ naznacuje
moznou roli této izoformy v karcinogenezi prsni zldzy u hlodavci. Pro zjisténi
ptitomnosti PPAR- o v bunécnych liniich, byly pouzity ligandy WY-14643 a klofibrat.
Podpora proliferace v bunéénych liniich rakoviny prsu po aktivaci PPAR- a je v ostrém
kontrastu s u¢inky PPAR-y, které naopak snizuji proliferaci bunék u rakoviny prsu.
Tyto vysledky stanovily ptfitomnost PPAR-a v lidskych nadorovych bunécnych liniich

prsu a ukdzaly, Ze jejich aktivace vede k proliferaci. [53]
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3.1.1. Mechanismy puisobeni ligandit PPAR-a v nadorovych buiikdach

Nadorové bunky vykazuji stejné metabolické vlastnosti jako normadlni tkéané,
s charakteristicky zvySenou aerobni glykolyzou, glutaminazou a zvysSenou syntézou
lipidd. PPAR-a maji velky potencial, kterym se bézné dopliuji protinddorové 1écby
modulaci energetického metabolismu nadorovych bunék a signalnich drah. Tato
skutecnost je zalozena na nékolika pozorovani. PPAR-a zprostfedkovavaji inhibici dvou
vyznamnych onkogentli: c-myc a Akt. U této inhibice PPAR-a potlacuje tvorbu glukézy,
glutaminu v mitochondriich, a zaroven podporuje oxidaci mastnych kyselin. [30]

Byla identifikovdna zvySenéd exprese PPAR-a a sniZzena exprese retinoidniho X
receptoru d. [24] Agonisté RXR umociiuji inhibi¢ni vliv ligandi PPAR-a na rist bunék.
[22] Synergicky tc¢inek agonisti RXR a PPAR byl podobné popséan napiiklad u nadori
prsu. [23], [9]

Nekteré studie primo prokazuji spojeni mezi aktivaci PPAR-a a epidermalni
diferenciaci. Mysi s nddorovym bujenim byly vystaveny piisobeni selektivniho ligandu
PPAR-a, ¢imz doslo ke snizeni hladiny proangiogennich epoxygendzovych metabolitl a
nasledné redukci ristu nadoru. Tyto ucinky se neprojevily u téch mysi, u kterych byla
zjisténa absence PPAR-a. PPAR-a tedy inhibuji také angiogenezi. Tyto U¢inky jsou
zprostiedkovany inhibici proliferace endotelovych bunék a PPAR-a, zavislych na
regulaci cytochromu P450 CYP2C, coz je enzym, ktery katalyzuje epoxidaci kyseliny
arachidonové (AA) na Kkyseliny epoxyeicosatrienovd (EET), které podporuji
angiogenezi. PPAR-a ligandy mohou zvysit syntézu PPAR-y agonisti, napt. 15-deoxy-
delta-12,14-prostaglandin J2 (15d-PGJ2), ktery miZe zpiisobit inhibici buné&cné
proliferace a zvysit apoptézu v naddorovych buikéach.

K dispozici jsou dalsi potencionalni drahy, které mohou inhibovat vznik nadora
nebo nadorovy rust. Za prvé, PPAR-a inhibuje zanétlivé signalizace prostfednictvim
represivnich mechanismu zprosttedkovanych interakci s p65, podjednotkou NF-kB (jde
o transkripcni faktory, které se vazi na promotory RNA polymerazy II a ovliviuji tak
expresi geni dilezitych pro imunitu, zanétlivou odpovéd’, bunécny rlst a bunénou
smrt). Za druhé, agonisté PPAR-a také negativné ovliviiuji Warburgiiv efekt, zdsahem
do metabolickych drah. Némecky biochemik Oto Warburg zjistil, Ze nadorové bunky
metabolicky preferuji anaerobni glykolyzu, tedy Ze kone¢nym produktem metabolismu
glukézy je kyselina mlécna. Toto zjiSténi nasledné interpretoval tak, ze primdrni
pfi¢inou nddorl je mitochondridlni porucha metabolismu. Aktivace receptoru PPAR-a
muZe zvysit mitochondrialni oxidaci mastnych kyselin a inhibici exprese glutaminazy,
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hladiny glutaminu a omezuje tak rtst rakovinnych bunék. Mastné kyseliny a
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Schéma 3: Potencidlni cileni PPAR-a pro prevenci a lécbu nadoru. [26], [7]
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3. 2. Ligandy PPAR a chemoprevence

Bezpochyby nejucinnéjsi cesta k omezeni vyskytu nadorovych onemocnéni je
prevence vzniku. Celozivotni riziko vzniku nddorového onemocnéni je ptiblizné 40%.
Predpoklada se, ze prostd Uprava dietnich navykd, zména zivotniho stylu, udrzovéani
piiméfené télesné hmotnosti a dostatek télesné aktivity, by mohly vést ke snizeni
prevalence nadorovych onemocnéni o 30-40%. [27]

Chemoprevenci pak rozumime pouziti pfirozenych ¢i syntetickych latek za
ucelem prevence vzniku nadoru nebo jeho zpomaleni, zastaveni nebo zvratu jiz
zapocatého karcinogenniho procesu. [27]

Nejstudovanéjsi skupinou latek jsou retinoidy. Jde o pfirozené nebo syntetické
derivaty retinolu (vitamin A). Retinoidy do buniky pronikaji difuzi, v cytoplazmé mohou
ucinkem izomerdz vznikat jejich derivaty, které se po priniku do jadra vazi na
specifické jaderné receptory (RAR-retinoid acid receptor, RXR-retinoid X receptor).
Receptory pak vytvareji homo- a heterodiméry. RXR receptory vytvareji heterodiméry
s dal§imi jadernymi receptory, piikladem mohou byt pravé PPAR.

Retinoidy vykazuji  G€inky antiprolifera¢ni, diferenciani a proapoptické.
Chemopreventivni ucinek retinoid byl popsan jen u nékterych typi nadorovych

onemocnéni, napiiklad u akutni promyelocytarni leukémie. [27]
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4. Stanoveni viability u bunéénych linii HEK293 a Hel.a po
ovlivnéni riznymi koncentracemi ligandu jaderného

receptoru PPAR-a.

4. 1. Biologicky material

Bunécna linie lidskych epitelovych bunck Hela je odvozend od maligniho
karcinomu d¢lozniho ¢ipku Henrietty Lacksové, v roce 1951.
Bunééna linie HEK293 je odvozena z primarnich lidskych ledvinnych bunék
potracenych embryi. Poprvé byla vytvofena roku 1970 v Nizozemi Dr. Frankem

Grahamem. Jde tedy o nenddorovou linii.

4. 2. Pristrojové vybaveni

Termostat Series II water jacket CO2 Incubator (Thermo Scientific, USA), vodni
lazen (Julabo, USA), sterilni flowbox safety class II (Thermo Scientific, USA), inverzni
mikroskop Nikon Eclipse TS 100 (Nikon, Nizozemi), centrifuga (Jouan, USA), Elisa
reader Powerwave XS (Bio Tek Instruments, Inc., USA), analytické vahy (Sartorius,
Némecko) pocitac, pipetator s 5 a 10 ml sterilnimi sérologickymi pipetami, automatické
jednoduché pipety, multikandlové a opakovaci pipety, sterilni Spicky, kultivaéni
lahvicky, 10 a 15 ml zkumavky, 1,5 a 2 ml sterilni eppendrofky, Elisa desticky,
kalkulacka, pocitadlo.

4. 3. Pouzité chemikalie
Standardni kultivacni médium DMEM 10%
Slozeni: Dulbecco’s Modified Eagle Medium, 100 IU/ml penicilin, 100 pg/ml
streptomycin, 10% (v/v) fetdlni sérum, 0,25 mg/ml glutamin
Pro ptipravu 500 ml 10% DMEM bylo sterilné pfidano k 440 ml DMEM média 50 ml

fetdlniho séra, 5 ml penicilinu/streptomycinu a 5 ml glutaminu.

PBS

Slozeni: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na,HPO, . 12 H,0; 2 mM KH,PO4

Pro piipravu 11 10x PBS bylo smichano 32,1 g Na,HPOy; 2 g KH,POy; 80 g NaCl; 2 g
KCl a rozpusténo v 950 ml dH,O. Hodnota pH byla upravena na 7,6. Roztok byl
doplnén do objemu 11 dH,0.
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WST

[2-(4-Iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium]. Dod4dvan
firmou Roche, Svycarsko.

Trypsin, doddvéan firmou PAA, Rakousko.

CryoSure DMSO, dodavan firmou WAK-Chemie Medical GmbH, Némecko.
Fenofibrat, dodavan firmou Cayman Chemical, USA. Bylo navazeno 5,3 mg fenofibratu
a rozpusténo v 1,5 ml DMSO.

Gemfibrozil, dodavan firmou Sigma Aldrich, USA. Bylo navéazeno 3,75 mg
gemfibrozilu a rozpusténo v 1,5 ml DMSO.

Bezafibrat, dodavan firmou Cayman Chemmical, USA. Bylo navazeno 5,41 mg

bezafibratu a rozpusténo v 1,5 ml DMSO.
4. 4. Pracovni postup

4.4.1. Kultivace bunék
Bunééné linie HelLa a HEK293 byly kultivovany v CO;, inkubdtoru
v kultivaénich lahvich v kultiva¢nim médiu 10% DMEM pii teplot¢ 37 °C a obsahu

CO, 5 %. Byly pasédzovany 3x tydné, za pouziti standardnich trypsinizacnich metod.

4.4.2. Stanoveni IC[90] pro rizné ligandy PPAR-a v bunécnych liniich

HEK293 a HelLa
Buiikky HeLa a HEK293 byly v kultivacni nddobé ztrypsinizovany a splachnuty
médiem do 15 ml sterilni zkumavky a stoCeny na centrifuze (1200 rpm, 5 min).
Supernatant byl odsan a pelet byl rozpuStén kultivatnim médiem DMEM na objem 1
ml. Nésledné¢ bylo odebrano 10 pl wvzniklé suspenze a pieneseno do sterilni
eppendorfky, poté bylo pfidano 90 pl kultivatniho média DMEM. VSe bylo fadné
rozsuspendovano. Ze vzniklé suspenze bylo odebrano 10 pl a pteneseno do Biirknerovy
komurky, kde byly buiiky spocitany a nafedény na pozadovanou koncentraci. Pro
HEK293 byla pozadovana koncentrace 62 500 bun&k/ 1 ml, u HeLy byla pozadovana
koncentrace 125 000 buné€k/ 1 ml. Bunky o dané koncentraci byly vyfedény na jamku
s 80 pul média a vysety na 96 jamkovou mikrotitratni desticku. Do jamek slouzicich
jako blank bylo pipetovano pouze ¢isté kultivatni médium o objemu 80 pl, do jamek
slouZzici jako pozitivni kontrola byly pipetovany buiiky, které nebyly nasledné ovlivnény
fibraty. Po 24 hodindch od vysevu byly k bunkdm ptidany fenofibrat, bezafibrat a
gemfibrozil o riznych koncentracich. Inkubace probihala 72 hodin pfi teploté 37 °C. Po
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inkubaci bylo do kazdé jamky pifidano opakovaci pipetou 10 ul WST, dle pokynt
vyrobce. Nasledovala inkubace 1-1,5 hodiny. Absorbance byla métena na Elisa readeru
pii vinové délce 450 nm. Test viability (Zivotaschopnosti bunék) byl provadén ve tfech
opakovanich. Na zdklad¢ ziskanych primérnych hodnot absorbanci byly stanoveny
hodnoty IC[90].

Principem metody je posouzeni G¢inku vybranych fibrati na bunécéné linie HeLa
a HEK93. Pro stanoveni inhibi¢ni koncentrace (IC[90]) byla pouzita modifikovana
metoda kolorimetrickeho MTT testu s pouzitim tetrazoliové soli [2-(4-iodophenyl)-3-
(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium] (WST). MTT test slouzi
k méfeni cytotoxicity latek. Podstatou testu je redukce tetrazoliové soli na barevny, ve
vod¢ nerozpustny formazan. Pfeména probihd pouze u metabolicky aktivnich, tedy
zivych bunék, za pfitomnosti mitochondridlnich enzymi, pfi¢emZz mnozZstvi
vznikajiciho formazanu je pfimo umeérné poctu bunék, které piezily. Intenzita zbarveni

formazanu je métena spektrofotometricky.

4.4.2. Stanoveni nejvyssi viability bunécnych linii

Princip metody zastava stejny jako u MTT testu. Pozadovana koncentrace pro
HEK293 byla 62 500 bun¢k/ 1 ml, u HeLy byla pozadovana koncentrace 120 000
bunck/1 ml. Po vyseti na 96 jamkovou mikrotitraéni desticku, byly buiikky po 24
hodinach ovlivnény fenofibritem, bezafibritem a gemfibrozilem o rOznych
koncentracich. Inkubace probihala 72 hodin pfti teplot¢ 37 °C. Po inkubaci bylo do
kazdé jamky pfidano opakovaci pipetou 10 ul WST, dle pokynli vyrobce. Nésledovala
inkubace 1-1,5 hodiny. Absorbance byla méfena na Elisa readeru pfi vinové délce 450
nm. Test byl provadén ve tfech opakovanich. Na zakladé ziskanych primérnych hodnot
absorbanci, byly stanoveny hodnoty nejvyssi viability bunéénych linii, které byly

pouzity pfi imunocytochemii.
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5. Stanoveni exprese vybranych antigenii pomoci
imunocytochemie v bunéénych liniich po ovlivnéni ligandy

PPAR-a

5. 1. Biologicky material

Bunécéné linie lidskych epitelovych bunék HelLa je odvozend od maligniho
karcinomu déloZniho ¢ipku Henrietty Lacksové, v roce 1951.
Bunééna linie HEK293 je odvozena z primdrnich lidskych ledvinnych bunék
potracenych embryi. Poprvé byla vytvofena roku 1970 v Nizozemi Dr. Frankem

Grahamem. Jde tedy o nenddorovou linii.

5. 2. Pristrojové vybaveni

Termostat Series II water jacket CO2 Incubator (Thermo Scientific, USA), vodni
lazen (Julabo, USA), sterilni flowbox safety class II (Thermo Scientific, USA), box
s lamindrnim proudénim vzduchu (Merci, CR), magnetické michadlo (Laboratorni
pfistroje, Praha), Rapid Microwave Histoprocessor (Milestone, USA), mikroskop
s CCD kamerou (Olympus DP71, Japan), pocita¢, podlozni skla, kryci skla, Petriho
misky, barvici kyvety, hydrofobni fix, pipetator s 5 a 10 ml sterilnimi sérologickymi
pipetami, automatické jednoduché pipety, sterilni $picky, kadinky, odmémé valce, 1,5 a

2 ml sterilni eppendorfky, filtra¢ni papir, buni¢ina, kalkulacka, pocitadlo.

5. 3. Pouzité chemikalie
Standardni kultivacni médium DMEM 10%
Slozeni: Dulbecco’s Modified Eagle Medium, 100 IU/ml penicilin, 100 pg/ml
streptomycin, 10% (v/v) fetdlni sérum, 0,25 mg/ml glutamin
Pro ptipravu 500 ml 10% DMEM bylo sterilné pfidano k 440 ml DMEM média 50 ml

fetalniho séra, 5 ml penicilinu/streptomycinu a 5 ml glutaminu.
Citratovy pufr, pH 6

Slozeni: 9 ml 0,1 M C¢HgO; . H,O a 41 ml 0,1M CgHsO;Na3 . 2H,0, doplnéno do
objemu 0,5 1 dH,O
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PBS

SloZeni: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na,HPO, . 12 H,0; 2 mM KH,PO,

Pro ptipravu 11 10x PBS bylo smichéno 32,1 g Na,HPOy; 2 g KH,POy4; 80 g NaCl; 2 g
KCI a rozpusténo v 950 ml dH,O. Hodnota pH byla upravena na 7,6. Roztok byl
doplnén do objemu 11 dH,0.

Primarni protilatky:

Cyklin A, rabbit polyclonal IgG;

Cyklin E, mouse monoclonal IgG;

Cdc25A, mouse monoclonal IgG;

vSechny dodavany firmou Santa Cruz Biotechnology Inc., USA.
Sekundarni protilatka:

DAKO REAL EnVision HRP Mouse/Rabbit, dodavana firmou DAKO, USA.

DAB (Liquid DAB+ Substrate Chromogen System), doddvan firmou DAKO, USA
ProteinBlock DAKO, dodavan firmou DAKO, USA.
DAKO antibody diluent, doddvan firmou DAKO, USA.

Hematoxylin Mayertv (Cerstvé pfipraveny, na 100 ml destilované vody: 0,1 g
hematoxylin, 0,02 g jodi¢nan sodny, 5 g siran hlinito-draselny, 0,1 g kys. citronovd, 5 g

chlorhydrat)

CryoSure DMSO, dodavan firmou WAK-Chemie Medical GmbH, Némecko.
Fenofibrat, dodavan firmou Cayman Chemical, USA. Bylo navéazeno 5,3 mg fenofibratu
a rozpusténo v 1,5 ml DMSO.

Gemfibrozil, dodavan firmou Sigma Aldrich, USA. Bylo navéazeno 3,75 mg
gemfibrozilu a rozpusténo v 1,5 ml DMSO.

Bezafibrat, doddvan firmou Cayman Chemmical, USA. Bylo navaZzeno 5,41 mg

bezafibratu a rozpusténo v 1,5 ml DMSO.
xylen (Chemopol, Praha), etanol (Penta, Chrudim), methanol (Penta, Chrudim), aceton

(ML chemica, Troubsko), Tween (Sigma-Aldrich), dH,0O, peroxid vodiku (Lach-Ner),

pertex
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5. 4. Pracovni postup

5.4.1. Imunocytochemie

Bunécné linie HEK293 a Hela byly vysety na sterilni podlozni skla v Petriho
miskach, pozadovana koncentrace pro HEK293 byla 120 000 bun¢k/ 1 ml, u HeLy byla
pozadovana koncentrace 240 000 bun¢k/1 ml. Po dobu 6 hodin buiiky adherovaly na
podlozni skla v termostatu o teploté¢ 37°C. Poté byly buniky ovlivnény fenofibratem,
gemfibrozilem a bezafibratem o koncentracich, stanovenych na zaklad¢ testu nejvyssi
viability bunéénych linii a IC[90]. Pak byly Petriho misky pielity DMEM. Po 72
hodinach byla skla oplachnuta PBS a nésledn¢ vlozena do kyvety, kde byla po dobu 15
minut fixovdna ledovou smési metanol/aceton v poméru 1:1. Po tomto kroku lze
bunécné linie uchovat pro pozdéjsi analyzu pii — 20°C.

Podlozni skla byla po dobu 5 min oplachovédna pod tekouci vodou. Poté 0,3%
H,0, (fedénym v destilované vod¢), byla blokovana endogenni peroxidaza, po dobu 15
minut. Pak byly preparaty opldchnuty pod tekouci vodou. Nasledoval krok antigen
retrieval, skla byla vlozena do nddoby s citrdtovym pufrem o pH 6 a vloZena do
ptistroje Histos pro/Rapsial Microwave Histoprocessor na dobu 15 minut. Poté byla
skla oplachnuta 5 minut pod tekouci vodou a 5 minut v PBS. Skla byla osusena
buni¢inou a okoli preparatu bylo oznaceno hydrofobnim fixem. Nespecifické pozadi
bylo blokovano ProteinBlock DAKO po dobu 10 min. Nasledné byly aplikovany
primérni protilatky cyklin A, cyklin E a Cdc25A. Protilatky byly fedény s DAKO
antibody diluentem v poméru cyklin A 1:100, cyklin E 1:50 a Cdc25A 1:50. Inkubace
probihala za laboratorni teploty po dobu 1 hodiny. Po inkubaci byly preparaty
oplachnuty 3x5 minut v PBS. Nasledné byla aplikovéana ptislusnd sekundarni protilatka
DAKO REAL EnVision HRP M/R. Inkubace probihala pti laboratorni teploté¢ po dobu
30 minut. Poté byla skla oplachnuta v PBS. Na skla byl aplikovan Cerstvé pfipraveny
DAB (na 1 ml substratového pufru 1 kapka chromogenu), po dobu 5 minut. Poté byla
skla oplachnuta 5 minut pod tekouci vodou. Jadra byla kontrastné¢ dobarvena
Mayerovym hematoxylinem po dobu 10 minut. Poté byla skla ponechdna v kyveté pod
tekouci vodou po dobu 5 min, aby doSlo ke zmodrani jader. Néasledné byla skla
odvodnéna vzestupnou fadou alkoholu (1x5 min. 70% alkohol, 1x5 min. aceton),
pfevedeny do xylenu (1x5 min. smés aceton-xylen 2:1) a projasnény (1x5 min. xylen 3,

1x5 min. xylen 4). Poté byly vzorky montovany pertexem a uzavirdny pod kryci
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sklicko. Ze vzorki byly CCD kamerou Olympus DP71 pofizeny fotografie, pti zvétSeni
200x.
Z fotografii bylo urCeno procento bunék, které exprimuji studované proteiny a nasledné
byla zména exprese vyjadiena pomoci fold change. Fold change je parametr, ktery
udava kolikrat se v poméru ke kontrole zvysila/ snizila sledovana protilatka.
Imunocytochemicka analyza se vyuzivd kdetekci proteinit v bunéénych
preparatech. Metoda vyuziva vazby primarni protilatky na studovany protein (antigenni
determinant). Na primarni protilatku se nasledn¢ vaze protilatka sekundarni, ktera je
znacena kienovou peroxidasou (HRP). HRP pieménuje substrdt DAB (3,
3’diaminobenzidin) na hnéd¢ zbarveny produkt. Jadra dobarvena hematoxylinem maji

barvu modrou.
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6. Vysledky

6. 1. Stanoveni viability u bunéénych linii HEK293 a HeLa po
ovlivnéni riiznymi koncentracemi ligandi jaderného receptoru

PPAR-q.

6.1.1. Stanoveni IC[90] pro ruzné ligandy PPAR-a v bunécnych liniich
HEK?293 a HeLa
Test viability bunék byl proveden ke stanoveni hodnot IC[90] pro bun&cné linie
HEK?293 a HeLa. Z primérnych hodnot namétenych absorbanci pii vinové délce 450
nm, byly stanoveny pocty piezivsich bun€k pro kazdou koncentraci. Grafy 1-6 ukazuji,
ze k inhibici viability bun¢k dochézi v zavislosti na pouzité koncentraci daného fibratu.
Z rovnic byla vypoctena hodnota IC[90]. Primérné hodnoty inhibi¢ni koncentrace
IC[90] pro studované buné&cné linie jsou shrnuty v tabulce 1. Stanovené primeérné
hodnoty IC[90] byly pouZity pro ovlivnéni bun&k pro nésledné stanoveni zmény exprese

vybranych regulac¢nich proteinti bunécného cyklu pomoci imunocytochemie.

Tabulka 1: Priumeérné hodnoty absorbance 1C[90] pFi pouZiti riiznych koncentract

vybranych fibratii na bunécné linie HEK293 a HeLa.

HEK?293 HeLa

I1C[90] I1C[90]
Fenofibrat 14 uM £ 0.098 312 uM £ 0.034
Bezafibrat 106 uM + 0.036 182 uM + 0.029
Gemfibrozil 122 uM = 0.121 265 uM £0.119
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Graf la: Zavislost viability bunécné linie HEK293 na ruznych koncentracich

fenofibrdtu, 1. meéreni.
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Graf 1b: Zavislost viability bunécné linie HEK293 na ruznych koncentracich

fenofibratu, 2. mereni.
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Graf 1c: Zavislost viability bunécné linie HEK293 na ruznych koncentracich

fenofibratu, 3. meéreni.
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Graf 2a: Zavislost viability bunécné linie HEK293 na riiznych koncentracich

bezafibratu, 1. meéreni.
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Graf 2b: Zavislost viability bunécné linie HEK293 na riznych koncentracich

bezafibrdtu, 2. mereni.
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Graf 2c: Zavislost viability bunécné linie HEK293 na ruznych koncentracich

bezafibratu, 3. meéreni.
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Graf 3a: Zavislost viability bunécné linie HEK293 na riiznych koncentracich

gemfibrozilu, 1. mérent.
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Graf 3b: Zavislost viability bunécné linie HEK293 na riznych koncentracich

gemfibrozilu, 2. méreni.
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Graf 3c: Zavislost viability bunécné linie HEK293 na ruznych koncentracich

gemfibrozilu, 3. méreni.
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Graf 4a: Zdvislost viability bunécné linie Hela na ruznych koncentracich fenofibratu,
1. méreni.
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Graf 4b: Zavislost viability bunécné linie Hela na riiznych koncentracich fenofibratu,
2. méreni.
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Graf 4c: Zdvislost viability bunécné linie Hela na riiznych koncentracich fenofibratu,
3. méreni.
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Graf 5a: Zdvislost viability bunécné linie Hela na ruznych koncentracich bezafibratu,

1. méreni.
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Graf 5b: Zavislost viability bunécné linie Hela na riiznych koncentracich bezafibratu,
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Graf 5c: Zdvislost viability bunécné linie Hela na ruznych koncentracich bezafibratu,

3. meéreni.
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Graf 6a: Zdvislost viability bunécné linie Hela na riiznych koncentracich gemfibrozilu,

1. méreni.
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Graf 6b: Zdvislost viability bunécné linie Hela na riiznych koncentracich gemfibrozilu,

2. meéreni.
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Graf 6c¢: Zdvislost viability bunécné linie Hela na ruznych koncentracich gemfibrozilu,

3. méreni.
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6.1.2. Stanoveni koncentrace ligandit s nejvyssi viabilitou bunécnych
linii
Ptredchozi testy viability ukézaly, ze fibraty v nizkych koncentracich zvysSuji
viabilitu bunék. Proto se stanovila kromé& IC[90] 1 koncentrace fibrati, pii které byla
viabilita bunéénych linii HEK293 a HeLa nejvyssi. Z primérnych hodnot naméfenych
absorbanci pfi vinové délce 450 nm, byly stanoveny pocty ptezivsich bunék pro kazdou
koncentraci. Grafy 7-12 ukazuji, Ze k proliferaci bun¢k dochdzi v zavislosti na pouzité
koncentraci daného fibratu. V grafech byla hodnota nejvyssi viability bunéénych linii
barevné zvyraznéna. Tyto hodnoty byly nasledné pouzity pro ovlivnéni pro stanoveni
zmén exprese vybranych regulacnich proteini bunééného cyklu pomoci
imunocytochemie.
Primérmé hodnoty proliferacni koncentrace pro studované bunécné linie jsou

shrnuty v tabulce 2.

Tabulka 2: Nameérené hodnoty absorbance nejvyssi viability pri pouziti ruznych

koncentraci vybranych fibratii na bunécné linie HEK293 a HelLa.

HEK293 HelLa
NejvysSi viabilita Nejvyssi viabilita
Fenofibrat 3pM £0.122 30 uM + 0.084
Bezafibrat 20 uM £0.184 50 uM £ 0.107
Gemfibrozil 30 uM £ 0.038 50 uM £ 0.066
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Graf 7a: Stanoveni nejvyssi viability bunécné linie HEK293 pri riiznych koncentracich

fenofibratu, 1. mereni.
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Graf 7b: Stanoveni nejvyssi viability bunécné linie HEK293 pri riznych koncentracich

fenofibratu, 2. méreni.
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Graf 7c: Stanoveni nejvyssi viability bunécné linie HEK293 pri ruznych koncentracich

fenofibratu, 3. méreni.
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Graf 8a: Stanoveni nejvyssi viability bunécné linie HEK293 pri riiznych koncentracich

bezafibratu, 1. meéreni.
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Graf 8b: Stanoveni nejvyssi viability bunécné linie HEK293 pri riznych koncentracich

bezafibrdtu, 2. merent.
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Graf 8c: Stanoveni nejvyssi viability bunécné linie HEK293 pri ruznych koncentracich

bezafibratu, 3. mereni.
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Graf 9a: Stanoveni nejvyssi viability bunécné linie HEK293 pri riiznych koncentracich

gemfibrozilu, 1. méreni.
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Graf 9b: Stanoveni nejvyssi viability bunécné linie HEK293 pri riznych koncentracich

gemfibrozilu, 2. méreni.
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Graf 9c: Stanoveni nejvyssi viability bunécné linie HEK293 pri riiznych koncentracich

gemfibrozilu, 3. méreni.
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Graf 10a: Stanoveni nejvyssi viability bunécné linie Hela pri riiznych koncentracich

fenofibratu, 1. mereni.
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Graf 10b: Stanoveni nejvyssi viability bunécné linie Hela p7i riiznych koncentracich

fenofibratu, 2. mereni.
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Graf 10c: Stanoveni nejvyssi viability bunécné linie Hela pri riiznych koncentracich

fenofibratu, 3. méreni.
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Graf 11a: Stanoveni nejvyssi viability bunécné linie Hela pri riiznych koncentracich

bezafibratu, 1. meéreni.
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Graf 11b: Stanoveni nejvyssi viability bunécné linie Hela p7i riiznych koncentracich

bezafibrdtu, 2. meéreni.
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Graf 11c: Stanoveni nejvyssi viability bunécné linie Hela pri riiznych koncentracich

bezafibratu, 3. méreni.
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Graf 12a: Stanoveni nejvyssi viability bunécné linie Hela pri riiznych koncentracich

gemfibrozilu, 1. méreni.
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Graf 12b: Stanoveni nejvyssi viability bunécné linie Hela p7i riiznych koncentracich

gemfibrozilu, 2. mérent.
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Graf 12c: Stanoveni nejvyssi viability bunécné linie Hela pri riiznych koncentracich

gemfibrozilu, 3. méreni.
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6.2. Stanoveni exprese vybranych antigeni pomoci
imunocytochemie v bunéénych liniich po ovlivnéni ligandy

PPAR-q.

6.2.1. Imunocytochemie

K potvrzeni exprese vybranych antigeni v bunéénych liniich HEK293 a HeLa, byla
vybrdna metoda imunocytochemie. Primérné hodnoty proliferacnich koncentraci a IC[90]
po ovlivnéni fenofibratem, bezafibratem a gemfibrozilem, byly pouzity pro ovlivnéni
bunék po jejich vyseti na podlozni skla. Nasledn¢ byla u téchto bunc¢k detekovana
zména exprese cyklinu A, cyklinu E a Cdc25A. Soubézné byly zpracovavany kontroly,
které poslouzily k vypoctu fold change. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 3 a v grafech
13-18.

ZvySena exprese u bunééné linie HEK293 byla detekovana u cyklinu A a
cyklinu E. Nejvy$$i pocet buné€k, které exprimuji cyklin A, byl zjistén u bunck
ovlivnénych gemfibrozilem, jak pii pouziti koncentrace IC[90], tak koncentrace
snejvyssi viabilitou. NejvySsi pocet bunék s expresi cyklinu E, byl detekovan
v buiikach ovlivnénych bezafibratem v koncentraci, kdy je viabilita bun¢k nejvyssi. U
bun¢k ovlivnénych koncentracemi IC[90], byl nejvyssi pocet bun€k exprimujici cyklin
E detekovan po ovlivnéni gemfibrozilem. Naopak u bunécné linie HEK293 byla
detekovana sniZena exprese proteinu Cdc25A.

U bunécné linie HeLa byla v bunikach ovlivnénych riznymi ligandy PPAR-a
detekovéana zvySena exprese u cyklinu A a cyklinu E. Nejvyssi pocet bun¢k pozitivnich
na cyklin A byl detekovan u bun¢k ovlivnénych fenofibratem pii koncentraci s nejvyssi
viabilitou a gemfibrozilem pfi koncentraci IC[90]. Nejvyssi pocet bunck s expresi
cyklinu E, byl detekovdn v buiikach ovlivnénych fenofibratem v koncentraci, kdy je
viabilita bunék nejvyssi. U bunék ovlivnénych koncentracemi IC[90], byl nejvyssi pocet
bunck detekovan po ovlivnéni bezafibratem. Snizena exprese byla detekovana u

Cdc25A.
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Tabulka 3: Vysledné hodnoty fold change pro zménu exprese cyklinu A, cyklinu E a

Cdc25A po pusobeni vybranych fibrati ve dvou riznych koncentracich (IC[90] a

koncentrace s nejvyssi viabilitou bunék) v bunécnych liniich HEK293 a Hela.

. HEK?293 HeLa
Cyklin A
Nej. viabilita 1C90 Nej. viabilita 1C90
Fenofibrat 1.91 1.15 1.56 1.12
Bezafibrat 1.94 1.22 1.48 1.3
Gemfibrozil 1.99 1.4 1.52 1.19
Cyklin E HEK?293 HeLa
Nej. viabilita 1C90 Nej. viabilita 1C90
Fenofibrat 1.14 1.43 1.6 1.28
Bezafibrat 1.87 1.07 1.21 1.61
Gemfibrozil 1.66 1.58 1.37 1.29
Cdc25A HEK293 HeLa
Nej. viabilita 1C90 Nej. viabilita 1C90
Fenofibrat 0.64 0.93 0.6 0.59
Bezafibrat 0.71 0.6 0.67 0.59
Gemfibrozil 0.84 0.79 0.43 0.57
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Graf 13: Zména exprese cyklinu A v bunecné linii HEK293 po pusobent studovanych

latek.
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Graf 14: Zména exprese cyklinu E v bunecné linii HEK293 po pusobent studovanych

latek.
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Graf 15: Zména exprese Cdc25A v bunécné linii HEK293 po piisobeni studovanych
ldtek.
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Graf 16: Zmeéna exprese cyklinu A v bunecné linii HeLa po piisobeni studovanych latek.
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Graf 17: Zména exprese cyklinu E v bunécné linii HeLa po piisobeni studovanych latek.
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Graf 18: Zmeéna exprese Cdc25A v bunecné linii HeLa po puisobent studovanych latek.
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7. Diskuse

PPAR, ligandy aktivované transkripénimi faktory, se ucastni celé¢ ftady
biologickych procesu. Jejich role byla prokdzdana mimo jiné také v rozvoji riznych typa
nador. Rada autordi publikovala mnoho &lanku, které poukazuji na schopnost ligandi
PPAR potladovat bunécny riist, proliferaci a diferenciaci nadorovych buné¢k. [9], [18],
(28]

Test viability bunéénych linii byl proveden za tucelem posouzeni vlivu
vybranych zastupcti fibrati na bunéénou linii HEK293 a nadorovou linii HeLa, pro
stanoveni jejich inhibi¢nich koncentraci IC[90]. Bunécné linie HEK293 je odvozena
z primarnich lidskych ledvinnych bun¢k a nddorové linie HeLa je odvozena z maligniho
karcinomu dé€lozniho ¢ipku. Fenofibrat, bezafibrat a gemfibrozil jsou vybrani zastupce
ze skupiny fibrati. Fibraty jsou syntetické ligandy, které jsou schopné aktivovat PPAR.
Prostiednictvim testu se podafilo prokazat, ze po pisobeni vybranych fibrati dochdzi
k poklesu zivotaschopnosti jak nenaddorovych, tak nddorovych buné€k, v zdvislosti na
experimenty provadéné u nadori tlustého stfeva, délohy, melanomu, karcinomu plic,
glioblastomu a fibrosarkomu, které rovnéz popisuji efekt ligandi PPAR-a na
zivotaschopnost bunék. [21],[22],[23],[43] Diky témto vysledkiim se nabizi moznost
vyuZivat receptory PPAR-a jako novou cilenou 1é¢bu pro prevenci a 1é¢bu rakoviny.

Protoze test viability ukazal, Ze pfi1 niZSich koncentracich fibratd dochazi nejprve
ke zvySeni proliferace bun€k, nez jejich viabilita zacne klesat, stanovovala se takova
koncentrace fibratd, pfi které byla viabilita bunék HEK293 a HeLa nejvyssi. Stanovené
koncentrace IC[90] a koncentrace snejvyssi viabilitou pro jednotlivé fibraty byly
vyuzity pro ovlivnéni bunck urenych pro sledovani zmén exprese vybranych
regulatorit bunééného cyklu.

Bunéény cyklus je posloupnost vzajemné koordinovanych procest, ktery je
definovan obdobim od vzniku bunky, az do stadia, kdy dojde k dalSimu rozdéleni na
dv¢ bunky dcefiné. Regulace bunécného cyklu je klicova a poruchy mohou vést az
k nddorovému bujeni. Kontrolni systém bunécéného cyklu je zaloZen na rostouci nebo
klesajici aktivité pfislusnych kindzovych podjednotek, které jsou proto nazyvany
cyklin-dependentni kindzy (CDK), ty vytvafeji kompexy s cykliny. Funkce cyklini je
zaloZen na skute€nosti, Ze v pribéhu bunééného cyklu dochazi k cyklickym zméndm

jejich koncentrace v disledku ménici se miry jejich exprese a degradace.
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V bunéénych liniich HEK293 a HeLa byla sledovana zména exprese cyklinu A,
cyklinu E a Cdc25A. Exprese proteini cyklin A, cyklin E a Cdc25A byla v experimentu
zaznamenana ve vSech analyzovanych vzorcich.

Cyklin A je jediny cyklin, ktery reguluje bunécny cyklus vice kroky, a to
prostfednictvim interakci s cyklin-dependentnimi kindzami. Vazba cyklinu A na CDK2
je nutna pro pruchod buiiky do S-faze a vazba na CDK1 je nutné pro vstup buiniky do M-
faze. Rada publikaci naznaduje, Ze by mohl hrat roli v regulaci proliferace, kterd souvisi
napf. s kontrolou kontaktni inhibice. SniZzena exprese cyklinu A a s tim souvisejici
pokles aktivity CDK?2, hraje velmi vyznamnou roli v navozeni a udrzeni inhibice. Bylo
také prokazano, ze uméle navozena exprese cyklinu A miizeme sama o sob¢ nastartovat
bunécnou proliferaci. [56] Hladina exprese proteinu cyklin A byla viici kontrole zvySena
u koncentraci s nejvyssi viabilitou i u koncentraci IC[90], jak u buné¢né linie HEK293,
tak u bunééné linie HeLa.

Cyklin E hraje klicovou roli v komplexu s CDK2 pro spravny ptechod bunky
s G1 faze do S-faze. Jeho zvysenad exprese vede k poruse regulace bunééného cyklu a
muze tedy dojit ke vzniku nadorové bunky. [55] U cyklinu E byla hladina exprese
zvySend vici kontrole u koncentraci s nejvyssi viabilitou 1 u koncentraci IC[90], jak u
bunécéné linie HEK293, tak u bunééné linie HeL a.

Protein Cdc25A, €len rodiny proteintt Cdc25, je nutny pro postup builkky z G1
faze do S-faze bunééného cyklu, ale také ve stabilizaci bunck v M-fazi. Cdc25A byva
povazovan za onkogen. ZvysSena exprese byla analyzovana naptiklad u rakoviny prsu,
proto jeho nadmérna exprese miZze byt diisledkem vzniku nddorového onemocnéni. [55]
Exprese proteinu Cdc25A byla v obou bunéénych liniich po ovlivnéni fibraty sniZena.
Protein Cdc25A je schopen nékolika nezavislymi cestami zastavit bunény cyklus. Tato
downregulace by mohla hrit vyznamnou roli v prevenci a vzniku nddorového
onemocnéni. [57]

Prostfednictvim imunocytochemie se prokazalo, Ze fibraty, syntetické ligandy
PPAR, ovliviiuji expresi proteint regulujicich bunéény cyklus. Vzhledem k tomu, Ze pfi
nizkych koncentracich byla proliferace bun¢k zvySena, musi byt jejich potenciondlni

vyuZiti pro lé¢bu nadori dikladné prozkouméano.
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Zavér

Agonisté vSech tfi izoforem PPAR mohou vyvolat mnoho fyziologickych zmén,
vcetné zvySené oxidace mastnych kyselin, kterd pfispiva ke snizeni hladiny lipida
v séru, zlepSeni inzulinové rezistence a inhibici zanétlivé signalizace. Metabolicky
syndrom, obezita, dyslipidémie, nesnasenlivost glukdzy a chronické zanéty jsou spojeny
se zvySenym rizikem rakoviny. To je také divod, pro¢ uvazovat o agonistech PPAR
jako o potencidlnich kandidatech pro Ié¢bu a prevenci rakoviny.

Test zivotaschopnosti bunék prokdzal ucinek vybranych fibrati na zivotnost
bunééné linie HEK293 a lidské nadorové linie HelLa, odvozené od karcinomu dé€lozniho
¢ipku. Pisobenim vybranych fibrath doslo k poklesu zivotaschopnosti bunék, a to v
zdvislosti na pouzité ddvce fibrdtu. Tento experiment tedy potvrdil jejich
antiproliferacni ucinky.

Exprese proteini cyklin A, cyklin E a Cdc25A byla zaznamendna ve
vSech analyzovanych vzorcich. Hladina exprese proteinu cyklin A a cyklin B byla vici
kontrole zvySend u koncentraci s nejvyssi viabilitou i u koncentraci IC[90], jak u
bunééné linie HEK293, tak u bunécné linie HelLa. Exprese proteinu Cdc25A byla
v obou bunénych liniich po ovlivnéni fibraty sniZend. Jelikoz se pfi nizkych
koncentracich proliferace bunék zvySovala, otvird se zde novy prostor pro dalsi
vyzkumy.

Receptory PPAR jsou pokladany za terapeutické cile v 1é¢bé jak inzulinové
rezistence, tak nadorového bujeni. Velké nadéje jsou proto vkladany do pokracujiciho
vyzkumu. Po objasnéni ptesného mechanismu protinddorovych, proapoptickych,
protizanétlivych a antiproliferacnich ucinkii receptort PPAR, se vyzkum v
protinadorové terapii miize téSit velkému pokroku a v budoucnu mohou byt PPAR

receptory bézné vyuzivany jako protinadorova terapeutika.
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