Univerzita Palackého v Olomouci

Bakalarska prace

Olomouc 2019 Katerina Koubova



Univerzita Palackého v Olomouci
Prirodovédecka fakulta

Katedra bunééné biologie a genetiky

Role solubilni epoxidhydrolazy
v diferenciaci strevnich bunék in vitro

Bakalai'ska prace

Katerina Koubova

Studijni program: Biologie
Studijni obor: Molekularni a bunééna biologie

Forma studia: Prezen¢ni

Olomouc 2019 Vedouci prace: Mgr. Katefina Cizkova, Ph.D.



Prohlasuji, Ze jsem tuto bakalafskou praci vypracovala samostatné za pouziti uvedenych

literarnich zdrojii a pod vedenim Mgr. Katefiny Cizkové, Ph.D.

V Olomoucidne........................ Podpis......ccoovvviiiiii



SOUHRN

Studium diferenciace bunék je dulezitym nastrojem k poznavani novych
mechanismi  metabolismu rtznych latek a také k vyvoji novych metod v 1é¢bé
onkologickych onemocnéni. V této bakalaiské praci byla experimentalné studovana role
enzymu solubilni epoxidhydrolazy v diferenciaci stievnich buné¢k in vitro na nadorové
bunéné linii HT-29. Bunky vriznych stupnich diferenciace byly inkubovany
s inhibitorem solubilni epoxidhydrolazy a jejich prolifera¢ni aktivita byla poté métena
spektrofotometricky. Déle se métila relativni exprese markerii diferenciace intestinalni
alkalické fosfatazy a villinu po ovlivnéni inhibitorem pomoci In Cell ELISy. Dal§im
krokem bylo semikvantitativni hodnoceni exprese solubilni epoxidhydrolazy, ktera
se hodnotila u vzorkli normalni a nadorové tkané¢ od pacientli s kolorektalnim
karcinomem. Po pouziti inhibitoru solubilni epoxidhydrolazy bylo pozorovano snizeni
proliferace u bun¢k nediferencovanych a béhem diferenciace. Relativni exprese markert
diferenciace byla u téchto bunék také snizena. V ramci semikvantitativniho hodnoceni
pak bylo prokazano snizeni exprese solubilni epoxidhydrolazy v nadorové tkani malo
diferencovanych nadoru oproti zdravé tkani u 6 z 8 pacientd. Mize se tak spekulovat
0 tom, ze solubilni epoxidhydroldza hraje zésadni roli pfi diferenciaci stfevnich bungk,
a ze by se jejich u€inki dalo vyuzit pro lokalni ovlivnéni nediferencovanych
nadorovych bunék, které predstavuji pro pacienta vétsi nebezpe€i a tyto nadory jsou

vice agresivni.



SUMMARY

Understanding of cell differentiation is an important tool for recognizing new
mechanisms of metabolism of various substances and for developing of potential new
treatments of oncological diseases. In this bachelor thesis, the potential role of soluble
epoxide hydrolase (sEH) in cell differentiation of intestinal cells in vitro was studied
using the tumor cell line HT-29. The cells in different stages of differentiation were
incubated with the inhibitor of soluble epoxide hydrolase and their proliferation activity
was measured by spectrophotometry. Then the relative expression of differentation
markers, intestinal alkaline phosphatase and villin, was measured by the In Cell ELISA
method. Moreover, the expression of soluble epoxide hydrolase in normal and tumor
tissue samples was detected immunohistochemically.

After the inhibitor treatment the decrease in proliferation of the undifferentiated
and differentiating cells was observed. Similarly, relative expression of intestinal
alkaline phosphatase and villin was lower in undifferentiated and differentiating cells
after sEH inhibitor treatment in comparison to control cells. Moreover, the statistically
significant decrease in SEH expression in tumor tissue in comparison to normal tissue
was observed in 6/8 patients with undifferentiated colorectal carcinoma. It can be
speculated that soluble epoxide hydrolase could play essential role during intestinal
cells differentiation and these effects could be wused for local treatment

of undifferentiated tumor cells, which represent higher risk for patients.
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SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO dimethylsulfoxid

FBS fetalni bovinni sérum

IAP intestindlni alkalicka fosfataza

ICE In Cell ELISA (ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay)
mM / uM milimolarni / mikromolarni (M = mol - dm™)

NaBt butyrat sodny

PBS phosphate buffered saline, fosfatovy pufr

PPARa peroxisome proliferator-activated receptor a, receptor aktivovany proliferatory

peroxizomu o

RT room temperature, pokojova teplota

SD standard deviation, smérodatna odchylka

SEH solubilni epoxidhydrolaza

TBS Tris buffered saline, Trisovy pufr

TPPU N-[1-(1-oxopropyl)-4-piperidinyl]-N"-[4-(trifluoromethoxy)phenyl]urea
TRIS tris(hydroxymethyl)aminomethan

U jednotka latky (U/ml = jednotek na mililitr)
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1 UvOD

Studium diferenciace lidskych bunck patii k dilezitym vyzkumnym aktivitam,
Které souvisi s objevovanim novych funkénich procesti v ramci jednotlivych bunék,
a také prispivaji ke zlepSovani 1é¢by nadorovych onemocnéni. V ramci stievnich bunék
se jedna o kolorektalni karcinom, ktery patii k nejcastéji se vyskytujicim nadortim
v Ceské republice.

Ke zkoumani byl vybran enzym bézné se vyskytujici v lidském téle solubilni
epoxidhydrolaza (sEH), ktery hraje duleZitou roli jak v metabolismu xenobiotik,
tak v metabolismu endogennich latek. Jeho i¢inky na diferenciaci stievnich bunek byly
zkoumany pouzitim inhibitoru sSEH na bunééné linii HT-29 odvozené
od adenokarcinomu tlustého stfeva. Dale byla porovnavana zména exprese sEH
ve zdravé a nadorové tkani od pacientti pomoci imunohistochemického barveni.

Ziskané vysledky mohou slouzit ke zlepSeni vybéru terapeutickych latek v ramci
lécby naddorovych onemocnéni tlustého stieva na zakladé histologického uréeni stupné
diferenciace nadorové tkan¢ a k pochopeni procest pusobeni sEH ve zdravé i nadorové

tkani.



2 CILE PRACE

Literarni piehled pro uvedenou tématiku.

Diferenciace bunééné linie HT-29 butyrdtem sodnym.

Ovlivnéni buné€k inhibitorem solubilni epoxidhydrolazy (sEH).

Stanoveni proliferacni aktivity bunék po ovlivnéni inhibitorem sEH
(WST-1 test).

Sledovani zmén v expresi markert diferenciace villinu a intestinalni alkalické
fosfatizy pomoci In Cell ELISy (stanoveni v nediferencovanych
a diferencovanych buiikdch a bunikdch béhem diferenciace).

Imunohistochemicka detekce a semikvantitativni hodnoceni exprese SEH

ve zdrave a nadorove tkani (kolorektalni karcinom).



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Histologicka stavba travici soustavy

Travici soustava patii mezi nejdalezitéjsi systém, kterym se télo dostava
do kontaktu swvngjSim prostfedim a diky kterému ziskdva energii. Stavba travici
soustavy tak v kazdé ¢asti musi byt ptizpisobena své funkci, obsahovat funkéni buiiky,
produkovat rizné chemické latky a hraje roli v imunité¢ organismu. Sténa travici
soustavy se sklada ze Ctyt hlavnich vrstev: sliznice (tunica mucosa), vrstva
podslizni¢niho vaziva (tunica submucosa), svalovad vrstva (tunica muscularis)
a adventicie nebo ser6za (tunica adventitia nebo tunica serosa) (Obr. ¢. 1) (Martinek
et Vacek, 2009; Mescher, 2010).

Sliznice zahrnuje epitelialni vystelku (lamina epithelialis), ktera je vSeobecné
charakterizovand apikobazalni polarizaci, funkénim uspofddanim, mezibunéénym
kontaktem pomoci bunéénych spoji a bazalni membranou (lamina propria), na niz je
epitel ukotven. Na zaCatku a konci travici soustavy, tedy v dutin€ ustni, jicnu a analni
oblasti, se nachazi vrstevnaty dlazdicovy epitel, ve zbytku travici trubice je epitel

jednovrstevny cylindricky (Obr. €. 2) (Liillmann-Rauch, 2012).
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Obrazek €. 1: Struktura travici trubice (pfevzato a upraveno dle GetRevising).
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Obrazek ¢. 2: Kryci epitely travici soustavy, a) schéma epitelt (pfevzato a upraveno

dle Owilcation), b) mikrofotografie epiteld (Z: 200x).

Funkci epitelu travici soustavy je poskytnuti selektivné propustné membrany,
umoznéni pfenosu a traveni potravy, umoznéni absorpce produktii traveni, produkce
hormonti, které ovliviiuji aktivitu travici soustavy a tvorba hlenu pro snazsi prichod
potravy a ochranu samotného epitelu. Bunéény kontakt mezi bunikami epitelu vytvaii
spojovaci komplex, ktery je slozen ze za sebou uspofadanych mezibunécnych spojt:
zonula occludens, zonula adhaerens a desmosom. Spojovaci komplex spole¢né s tight
junctions (tésné spoje) slouzi jako difuzni bariéra. V piipadé kryciho epitelu sliznic
dochazi ke konstantni bunééné obnové, kterd je regulovana proliferaci, diferenciaci
a apoptozou bunék. Nové buiiky vznikaji proliferaci kmenovych bunék. Po zahajeni
diferenciace se burika blizi k apoptdze (Mescher, 2010; Lillmann-Rauch, 2012).

Sliznice obsahuje po vrstvé epitelu dale slizniéni vazivo (lamina propria
mucosae) a slizniéni svalovinu (lamina muscularis mucosae), kterd se nachazi jen
Vjicnu, zaludku a stfevu. Pod témito vrstvami se nachazi podsliznicni vazivo,
které obsahuje krevni a lymfatické cévy a také pleteni autonomnich nervi (plexus
submucosus). Dale se zde nachazi svalova vrstva s buikami hladké svaloviny,
které jsou spiralovité ulozené a rozdé€luji se do dvou dalSich casti. Vnitini Cast

(sméfujici do lumen) je cirkularni (stratum circulare), vngjsi cast longitudindlni



(stratum longitudinale). Mezi témito vrstvami je pruh cévné zasobené tkang, ve které
se nachazi myentericka pleteri autonomnich nervii (plexus myentericus). S nervovymi
pletenémi, které dohromady tvofii entericky nervovy systém, jsou spojeny i intersticialni
Cajalovy bunky, které jsou spojeny s bunkami hladké svaloviny, a vytvari depolariza¢ni
viny. Cajalovy buniky jsou inervovany z enterického nervového systému a zptisobuji tak
kontrakce svaloviny ve stfevech (Mescher, 2010; Liillmann-Rauch, 2012).

Na povrchu se nachazi ser6za, kterd je tenkou vrstvou tkané bohaté na cévni
zasobeni. Je pokryta plochym jednovrstevnym epitelem — mezotelem (mesothelium),
ktery je podloZen vrstvou vaziva (lamina propria serosae). Ser0za je navazana v brisni
dutiné na mezenteria a je tak napojena na pobfiSnici (peritoneum). Adventicie je silna
vrstva vaziva, kterd neobsahuje mezotel a nahrazuje serézu v mistech, kde jsou organy
ptipojeny k okolnim strukturam (napf. Cast jicnu a dvanactnik) (Martinek et Vacek,
2009; Mescher, 2010; 2018; Lillmann-Rauch, 2012).

3.1.1 Tenké stievo

Tenké stfevo je hlavnim organem, ve kterém probihd vstfebavani travené
potravy. Jeho délka je cca 3 m a sklada se z dvanactniku (duodenum), la¢niku (jejunum)
a kyCelniku (ileum). Vnitini sténa stfeva se sklada ze stalych cirkularnich zahybu
(plicae circulares), které jsou tvofeny sliznici a podslizni¢nim vazivem. Povrch tenkého
stieva je pokryt klky (villi intestinales), které jsou vysoké 0,5-1,5 mm a vystupuji
do lumen stifeva. Ve stromatu klki se nachazi krevni a lymfatické (chylové) cévy,
buniky vaziva a imunitni buiiky. Klky jsou pokryté¢ jednovrstevnym cylindrickym
epitelem. Buiky epitelu piedstavuji enterocyty, poharkové buriky, enteroendokrinni
buriky a Panethovy buiiky (Obr. €. 3) (Mescher, 2010; 2018; Lillmann-Rauch, 2012).

Enterocyty jsou buriky nachazejici se na klcich, kazda s ovalnym jadrem, které
se nachazi v bazalni ¢asti buniky. Vrcholova ¢ast enterocytd je pokryta mikroklky, které
tvoii tzv. kartaCovy lem kryty glykokalyxem. KartaCovy lem jesté vice zvétSuje povrch
tenkého stfeva, a tak dochazi k efektivnéjSimu vstiebavani (resorpci) rozloZené potravy.
Produkované disacharazy a peptidizy umoziuji rozklad disacharidd a peptidd
na zdkladni Casti téchto molekul (monosacharidy a aminokyseliny). Traveni tukt
je vysledkem ptisobeni lipazy z pankreatu a zZlu¢i z jater. Mezi enterocyty se s mensi
frekvenci nachazeji poharkové bunky, které produkuji glykoproteinové muciny chranici

vnitini povrch stfeva. Ve stfevé se dale nachdzeji Lieberkithnovy krypty



(cryptae intestinales), vnichz dochazi k diferenciaci novych stfevnich bunék
z multipotentnich kmenovych bunék. Na jejich dné Gsti vyvody pro Brunnerovy Zlazy,
které produkuji mucin a hydrogenuhli¢itanové ionty (HCO3). V bazalni ¢asti
Lieberkiihnovych krypt pod trovni kmenovych bunék se nachéazeji Panethovy buiiky,
exokrinni buiky, které ve své cytoplasmé obsahuji velka eosinofilni sekreéni granula.
Tato granula pomoci exocytdzy vypoustéji lysozym, fosfolipazu A2 a defenziny, které
napadaji membrany mikroorganismii a bakteridlni stény (Mescher, 2010;
Lullmann-Rauch, 2012).

Bunky epitelu tenkého stieva ziji cca 5 dni, proto dochazi v kryptach
k diferenciaci novych stfevnich bunék. Na dné€ krypt se aktivuji kmenové bunky, které
piechazi do mitdzy a diferencujici se bunky stoupaji po stén¢ krypty k lumen stteva.
V prubéhu apoptdzy je buiika uvolnéna z bazadlni membrany (Mescher, 2010; 2018;
Lullmann-Rauch, 2012).

Mikroklky (kartacovy lem)

Enterocyty

Mizni céva
Poharkova buitka—__ &

Kapilary
Lymfaticky uzel -

Enteroendokinni butiky
Lieberkiihnova krypta :
Slizniéni svalovina ——— s Yo
. : =—— Mizni céva
Duodenalni Zlaza — & 7 Podslizni¢ni vazivo

Obrazek ¢. 3: Struktura tenkého stieva s klky (villi) (pfevzato a upraveno dle DictBridgat).

Enteroendokrinni buniky se nachazeji podél celého tenkého stieva, sekretuji
sttevni hormony (enterohormony) a tvoii zde difuzni neuroendokrinni systém.
Produkované peptidy maji rizné funkce jako kontrolu peristaltiky (gastrin, serotonin),
regulaci sekrece hormont potiebnych pro traveni (sekretin) a také navozeni pocitu
nasyceni po jidle (cholecystokinin). V ileu se nachazeji dalsi specializované bunky

tzv. M bunky, které piekryvaji lymfoidni uzliky (Peyerovy plaky). Tyto buiky jsou



charakteristické ptitomnosti invaginaci bazalni membréany, které obsahuji mnoho
intraepitelidlnich lymfocytd a antigen-prezentujicich bun€k. M bunky selektivné
pohlcuji endocytézou antigeny, které transportuji do makrofagi a lymfocyth.
Makrofagy a lymfocyty pak putuji do lymfoidnich uzlin, kde se zahajuje odpovéd’ proti
nasbiranym antigentim (Mescher, 2010; Liillmann-Rauch, 2012).

3.1.2 Tlusté stievo

Tlusté stievo je dlouhé asi 1,3 m a sklada se ze slepého stfeva s apendixem
(intestinum caecum), tra¢niku (colon a sigmoideum), kone¢niku (rectum) a analniho
kanalu (analis canalis). V tlustém stievu se jiZz nenachazeji klky, ale je zde velké
mnozstvi  hlubokych Lieberkithnovych krypt. Povrchovy epitel je tvofen
jednovrstevnym cylindrickym epitelem, jehoZ buiiky (kolonocyty) maji na apikalni ¢asti
mikroklky. Mezi kolonocyty je vice poharkovych buné€k nez v tenkém stfevu, takze
dochézi k vyssi produkci hlenu na povrch stieva. Déle jsou zde ve zvySené miie velké
lymfatické uzliky, které se rozsituji do podslizni¢niho vaziva. Na povrchu se nachazi
také endokrinni buniky (EC-bunky). Sliznice a podslizni¢ni vazivo tvofi cirkuldrni fasy,
které ¢asto méni svou polohu podle kontrakci svaloviny. Tra¢nik ma ve své podélné
svaloviné tii pruhy tzv. taenie, které rozd€luji svalovinu na tfi tenké pruhy. Ve slepém
sttevu a v kone¢niku se toto rozdéleni svaloviny nenachazi. Povrch tlustého stieva
je pokryty adventicii nebo serdzou, coz zalezi na konkrétnim misté tlustého stieva.
V subserdznim vazivu se nachazeji tukové buiky, které v misté taenii tvoii tukové
piivésky (appendices epiploicae) (Obr. ¢. 4) (Martinek et Vacek, 2009;
Lillmann-Rauch, 2012).

Tlusté stievo slouzi pro vstiebavani vody a soli z potravy. Vstfebavani vody
zaji$tuji kolonocyty mechanismem resorpce sodnych a chloridovych ionti (Na* a CI).
Mucin, ktery je produkovan poharkovymi buiikami, zde slouzi jako silna vrstva proti
bakteriim 1 jako mechanické ochrana epitelu. Tlusté stievo vSak obsahuje 1 komensalni
bakterie, které nezpusobuji zanétlivou reakei (Liillmann-Rauch, 2012).

Kolonocyty maji Zivotnost cca 6 dnu a k jejich vzniku dochazi v kryptach.
V bazdlni ¢asti krypt se nachazi kmenové bunky, jejichz dcetfiné butiky postupuji vyse
podél stény krypty za soucasné diferenciace a po apoptoze dochazi k jejich uvolnéni

do lumen stfeva (Young et al., 2006; Lillmann-Rauch, 2012).
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Obrazek ¢. 4: Struktura stény tlustého stieva (pievzato a upraveno dle Droualb Faculty).

3.2 Kolorektalni karcinom

Rakovina tlustého stfeva a kone¢niku je tteti nejCastéj$i nadorové onemocnéni
na celém svété a v Ceské republice je na prvnim misté mezi muzi. Faktory ve vzniku
kolorektalniho karcinomu mohou byt dédi¢né (hereditarni) 1 ziskané (exogenni). Mezi
hereditarni faktory patéi familiarni ademat6zni polypoza nebo Lynchuv syndrom,
k exogennim faktorim patii nevhodné sloZeni stravy (nadbytek tukd, malo vlakniny),
koufeni a konzumace alkoholu. Pfed vznikem karcinomu se mohou nachéazet u pacienta
predisponujici zmény, které zvySuji riziko maligniho zvratu. Mezi tyto zmény patii
dysplastické 1éze, kdy dochdzi ke hromadéni aberantnich krypt, vzniku polypi
a adenoml (nezhoubnych nadori). Mezi dal§i zmény patfi ulcerdzni kolitida
a Crohnova choroba. Kolorektalni karcinomy piedstavuji z 80 % sporadické formy
a 20 % jsou formy familiarni. U sporadickych forem dochazi k vyfazeni obou alel genu
z funkce, k cemuz je tieba jesté vznik dvou mutaci v somatické bunice. U familiarni
formy je zarodeCna mutace pfitomna ve vSech buikach jedince. V tomto piipadé
je k rozvoji nadorového bujeni tieba jen jedna mutace v somatické bufice, proto se také
pravdépodobnost vzniku posouva k mladSim vékovym kategoriim

(Holubec et al., 2004; Lipska et al., 2009).



Geneticky model vzniku predpokladd mutaci protoonkogent a inaktivaci tumor
supresorovych gend. Protoonkogeny jsou aktivovany mutaci jedné alely a aktivované
protoonkogeny se pak nazyvaji onkogeny, které narusSuji normalni bunécny rlst
a bunécnou diferenciaci. V piipadé kolorektalniho karcinomu ma nejvétsi dalezitost
mutace genu K-ras, kterd zpusobuje vznik dysplazii a karcinomu. Produkty tumor
supresorovych genti kontroluji normalni buné¢nou proliferaci a diferenciaci a inaktivace
obou kopii supresorovych geni ma velky vyznam pravé v kancerogenezi. Jedna
se hlavné o gen p53 (na kratkém raménku 17. chromozomu), APC gen (na dlouhém
raménku 5. chromozomu) a DCC gen (na dlouhém raménku 18. chromozomu). Mutace
nebo delece téchto gend se podileji na pfeméné adenomu v karcinom. U sporadickych
karcinomu hraji také vyznamnou roli geny MLH1, MSH2, MSH6, PMS1 a PMS2. Tyto
geny koduji proteiny, které opravuji chybné sefazeni nukleotid (mismatch repair),
které vznikaji b€hem replikace DNA. U 90 % familidrnich nepolyp6znich karcinomt
se vyskytuje mikrosatelitova nestabilita (MSI) (Holubec et al., 2004).

Kolorektalni karcinom nejcastéji vznika zadenomu, ktery se tvoii
nahromadénim aberantnich krypt v epitelu tlustého stfeva. Tento jev se nazyva
»feld defect, ktery je pocateCnim stddiem vzniku nadoru. Je charakterizovan
proliferaci a odchylnou diferenciaci epitelu krypt a kromé vzniku adenomu muze
dochazet také ke vzniku dysplazie (Obr. €. 5). Adenom je benigni intramukdzni nador
epitelového piivodu, ktery mize byt charakterizovan jako polypdzni nebo plocha léze.
Po vzniku adenomu dochazi k jeho rustu a zvySuje se riziko maligniho zvratu, jehoz
vysledkem je adenokarcinom. Nejcastéji se nachazi v oblasti rektosigmoidea, ale také
byva pozorovan v tra¢niku. Karcinom je maligni epitelovy nador, ktery se vyznacuje
penetraci do stievni stény (submukozy). Mlze nabyvat rlznych tvarli, i pfesto,
7ze vznikd stejnym zpiisobem, tedy jako polypdzni adenom. Jako 1éCba se provadi
resekce nadoru, ale také adjuvantni 1éCba, jako chemoterapie, kterd ma za cil zlikvidovat
latentni nddorovou populaci, dfive nez vzniknou klinicky manifestni metastazy.
Systémova adjuvantni chemoterapie je zalozena na podavani 5-fluorouracilu
a leukovorinu. Dale se pouziva také radioterapic (Jablonska et al.,, 2000;

Lipska et al., 2009).



Adenokarcinom

Adematozni

polypy Dysplazie

Benigni Maligni

Obr. ¢. 5: Vyvoj kolorektalniho karcinomu (pfevzato a upraveno dle BMJ).

3.2.1 Klasifikace nadori

Klasifikace nadori probihd podle anatomické lokalizace, kdy se udava misto
vyskytu. Dale se pouziva staging nadort, kdy se hodnoti stupen penetrace nddoru
sttevni sténou, stupenn postizeni regionalnich uzlin a pfitomnost ¢i nepfitomnost
vzdalenych metastdz. V ramci staging hodnoceni se pouzivaji rizné systémy. Nejstarsi
je Dukesova klasifikace, ktera rozd€luje pacienty na stadia A—D. NejpouzivanéjSim
syst¢tmem je TNM klasifikace (Tumor, Node, Metastasis), nékdy také oznacovana
PTNM (patologické hodnoceni). V této klasifikaci se pouziva ¢islovani pro kazdé
pismeno zvlast, takze existuji kategoriec TO-T4 (TX, Tis) (Obr. ¢. 6), NO-N3 (NX)
a MO-M1 (MX). Jednotlivé skupiny jsou dale rozdéleny do stadii 0—IV. Staging patii
mezi nejdalezitéjsi prognostické faktory. Urcuje se zde pétileté preziti pacienti podle
typu stadia od stadia I, kde je pteziti 80 % az po stadium IV, kde je pteziti 5 %. Pokud
je nador v podslizniénim vazivu (submukoéza), odpovida stupni T1, ve stievni sténé
muscularis propria T2, v subser6zni vazivové tukové tkani T3, v ser6ze nebo okolnich
organech T4. Hloubka, do které nddor zasahuje, pak souvisi s metastatickou infiltraci
lymfatickych uzlin a vzdalenych organt. Nadorovéa infiltrace lymfatickych uzlin
se oznacuje pismenem N a vzdilené metastdzy pismenem M. DalSim hodnocenim
je histopatologicky grading, ktery urCuje stupent diferenciace nddorovych bunék.
Stupen 1 (grade 1) odpovida dobie diferencovanému adenokarcinomu s pravidelnym
tubularnim nebo papilarnim uspotadanim. Stupen 2 (grade 2) je stfedné diferencovany
adenokarcinom, ktery vytvari nepravidelné zlazové struktury. Nizkému stupni
diferenciace odpovidd stupenn 3 (grade 3), ktery je charakteristicky difiznim nebo

solidnim ristem. Karcinomy s dobrou a stfedni diferenciaci jsou oznaCovany jako nizce
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maligni, malo diferencované nadory jsou pak vysoce maligni. Nadory se rozd¢luji také
podle histogenetického typu na epitelové a neepitelové. Epitelové naddory predstavuji
adenomy, karcinoidy, adenokarcinomy a neuroendokrinni karcinomy. Mezi neepitelové
patii lipomy, hemangiomy, neurinomy, GIST (gastrointestindlni stromdlni tumor),

maligni lymfomy a sarkomy (Jablonska et al., 2000; Holubec et al., 2004).

T4

13

T2

Tl
Tis

Sliznice

Submukoza

Svalovina

Ser6za

Obr. €. 6: Klasifikace nadoru podle hloubky proristani tkdni (pfevzato a upraveno

dle Macmillan).
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3.3 Modely pro studium diferenciace

Pro studium diferenciace se pouzivaji ruzné bunéné kultury ziskané
bud’ z odebranych organt, nebo z jejich nadord. Primdrni kultury lze imortalizovat
pomoci virovych onkogenli. Mezi pouzivané linie patfi netransformované epitelidlni
bunééné linie, které jsou ziskdvany ze zvifeciho stfevniho traktu. Lidské bunky
stitevniho traktu se kromé vyjmutych organti také odebiraji z plodi starych 17—19 tydnt.
Tyto bunky ale nejsou schopny projit diferenciaci in vitro. Proto se pro simulaci
podminek in vivo vyuziva spojeni bunék s mezenchymem, ktery dokaze vyvolat
diferenciaci. Jako 3D in vitro modely se pouzivaji intestinalni organoidy, které pochazi
Z kmenovych bun€k nebo Lieberkiihnovych krypt a izoluji se na zédkladé¢ markeru Lgr5
(Simon-Assman et al., 2006; Sato et al., 2009).

Nadorové bunééné linie tlustého stieva byly poprvé vyuzity vroce 1964,
kdy Jorgen Fogh uvedl prvni bunécnou linii adenokarcinomu tlustého stieva HT-29.
V dalsich letech bylo odvozeno od nadort tlustého stieva vice bunécnych linii s riznym
stupném diferenciace. Bunééné linie maji mezi sebou velkou diverzitu v metabolismu
bungk, proliferaci i diferenciaci, které odpovidaji diverzit¢ v nadorech a jejich ptivodu.
VétSina  nadorovych bunéénych linii  vSak stile neni schopnd diferenciace
za standardnich kultiva¢nich podminek. Diferenciace se u nich vyvolava uméle
napt. butyratem sodnym. Nékteré bunééné linie jsou po uméle indukované diferenciaci
schopné produkovat bunky podobné normalnim intestinalnim bunkam, jako enterocyty
nebo poharkové bunky. Mezi tyto nadorové bunécéné linie patii napt. Caco-2
nebo HT-29. V ptipad¢ linie Caco-2 lze ale také diferenciace docilit pfirozené
po dosazeni konfluence bunék, u uméle vyvolané diferenciace se u této linie vyuziva
laminin 1 ¢i vySe zminény butyrat sodny. Kromé jiz zminéného butyratu sodného
se k jeji diferenciaci mohou vyuzit forskolin nebo metotrexat. Bunééné linie HT-29
a Caco-2 se také pouzivaji spole¢né jako kokultura. Bunénou linii HT-29 lze také
in vitro diferencovat na buriky tvofici muciny (Simon-Assman et al., 2006; Martinez-
Maqueda et al., 2015; Ferraretto et al., 2018).

3.4 Metabolismus kyseliny arachidonové
Kyselina arachidonova je polynenasycena n-6 mastna kyselina, kterou si zadna
sav¢i buiika neumi syntetizovat de novo. Proto je do organismu dodavéna z rostlinné

potravy, kde je ve formé kyseliny linolové a kyselina arachidonové je od ni odvozena.
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Kyselina arachidonovd muze byt metabolizovana tfemi hlavnimi cestami: pomoci
cyklooxygendz (COX), lipoxygendz (LOX) a cytochrom P450 (CYPs) (Obr. ¢. 7).
Cyklooxygendzy metabolizuji arachidonovou kyselinu na prostacyklin D. Druhou
cestou je pfeména na leukotrien C4 pomoci lipoxygenazy (LOX). Cytochromy P450
mohou tvofit bud’ 19- a 20-hydroxyeicosatrienovou kyselinu (19-HETE, 20-HETE),
nebo epoxyeicosatrienové kyseliny (EETs). HETEs jsou produktem CYP4A a CYP4F,
zatimco EETs jsou tvofeny pomoci CYP epoxygendz, hlavné¢ CYP2C a CYP2J. Pomoci
téchto enzyml vznikaji celkem 4 regioizomery epoxyeicosatrienovych kyselin
(5,6-EET, 8,9-EET, 11,12-EET a 14,15-EET). Vzniklé regioizomery EETS jsou poté
metabolizovany  solubilni  epoxidhydrolazou (SEH) na své  dioly,
dihydroxyeicosatrienoické ~ kyseliny  (DHETS), nebo  jsou inkorporovany
do membranovych fosfolipidi (Zhang et al., 1999; Cizkova et al., 2014; 2016;
Tripathi et al., 2018).

Arachidonova kyselina

Necall
i Leukotrien C4 _

Prostacyldin |

. DHETs _

Obr. ¢. 7: Pfehled metabolismu kyseliny arachidonové (pievzato a upraveno

dle Tripathi et al., 2018).

3.4.1 Solubilni epoxidhydrolaza

Solubilni epoxidhydrolaza (seH, EC 3.3.2.10) je enzym skladajici se ze dvou
monomeri o molekulové hmotnosti 60 kDa spojenych miistkem obsahujicim prolin
(Obr. ¢. 8). Lidska sEH je kédovana genem EPHX2, ktery se nachdzi na chromosomu 8.

Enzym obsahuje C-terminalni doménu s epoxidhydrolazovou aktivitou a N-terminalni
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doménu s fosfatdzovou aktivitou. C-terminalni doména hydrolyzuje ruzné endogenni
i exogenni epoxidy na latky, které mohou vstupovat do druhé faze metabolismu
xenobiotik. Vyznamnym endogennim substratem SEH jsou epoxyeicosatrienové
kyseliny (EETS), které jsou v organismu tvofeny pomoci nékterych cytochromt P450
(CYPs). Metabolismu epoxidi se krom¢ sEH tucastni také mEH nebo ChEH, sEH
je vsak jedina, ktera krom¢& toho hydrolyzuje epoxymastné kyseliny (EFAS).
EFAs pfispivaji k utlumeni zanétlivé reakce, k vazodilataci a ke zrychleni regenerace
(Butov et al., 2016; Cizkova et al., 2016; Huang et al., 2016).

Byly vsak pozorovany 1 pozitivni u€inky po inhibici sEH, pii kterych dochazelo
ke snizeni krevniho tlaku a dalSich nemoci. Exprese sEH byla detekovana v riznych
lidskych tkanich, nejvetsi exprese byla pozorovana napft. v jatrech, stievech, ledvinéach,
nadledvinkach a cévach. Naproti tomu v nadorech jater, ledvin i tlustého stieva byla
exprese SEH snizena nebo upIné vymizela. V naddorech varlat a v cholangiokarcinomech
byla exprese sEH zvySena, oproti jeji nizké expresi v téchto zdravych tkanich

(Enayetallah et al., 2004; 2006; Butov et al., 2016; Tripathi et al., 2018).

Obr. €. 8: Krystalicka struktura dimeru solubilni epoxidhydrolazy se zvyraznénymi doménami

(ptevzato a upraveno dle Harris et Hammock, 2013).
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3.4.3 Diferenciace bunék a sEH

Zda se, ze sEH a CYP epoxygenazy hraji roli i pfi diferenciaci bunék.
U nediferencovanych adipocytti odvozenych od mezenchymovych kmenovych bunék
byla pozorovana vyssi exprese CYP enzymt a EETs v porovnani s diferencovanymi
butkami. Také byla pozorovana niz§i exprese sEH nez u diferencovanych bunék.
Pfi pouziti inhibitoru sEH pak byla snizena diferenciace adipocyti, coz podporuje
hypotézu o Uloze sEH v diferenciaci bun¢k (Kim et al., 2010).

CYP epoxygendzy a sEH pravdépodobné hraji roli také v diferenciaci stfevnich
bunck. V embryondlnich a fetalnich tkanovych vzorcich, stejné jako ve vzorcich zralého
duodena, byla pozorovana odlisnd sila exprese sEH v buiikkach nediferencovanych
a diferencovanych. V Lieberkiihnovych kryptach, kde se v bazalni casti nachazeji
nediferencované buiiky, byla exprese sEH slabsi nebo z4dna, na rozdil od apikalni ¢asti,
kde se nachazi jiz buiiky diferencované (Cizkova et al., 2016).

Zvyseni exprese sEH také doprovazi diferenciaci bunéénych linii HT-29
a Caco-2 in vitro. Diferenciace byla navozena inkubaci s butyratem sodnym a u linie
Caco-2 také spontanné kultivaci po dosazeni konfluence. Jako markery diferenciace
byly vyuzity intestinalni alkalicka fosfataza (IAP) a villin, které se nachazi v apikalnich
castech diferencovanych bunék. Exprese sEH byla u diferencovanych bunék také
zvysena (Cizkova et al., 2019).

Naproti tomu EETs, substraty sEH, proliferaci bunék podporuji a brani
apoptoze. To bylo potvrzeno nejenom experimenty in vitro na buné¢nych liniich,
ale také u nadort prsu, kde bylo zjisténo, ze snizeni exprese sEH ¢i nartst EETs jsou
spojeny s veétsi agresivitou nadoru. Zda se, ze exprese SEH, stejné jako
CYP epoxygendz je pod kontrolou jaderného receptoru PPARa (peroxisome
proliferator-activated receptor a, receptor aktivovany proliferatory peroxizomu o),
coz je na ligandu zavisly transkripcni faktor. Mezi ligandy PPARa patfi mimo jiné
mastné kyseliny, véetné kyseliny arachidonové a jejich metaboliti. Ovlivnéni
nediferencovanych bunék HT-29 ruznymi fibraty, ligandy PPARa, v zavislosti
na pouzité koncentraci ovliviluje proliferaci bunék. ZvySena proliferace bunck
je doprovézena pravé snizenim sEH a narustem exprese CYP2J2. Pouziti inhibi¢ni
koncentrace fibrati pak vede k zastaveni proliferace a k nartstu exprese sEH
(Shen et al., 2008; Wei et al., 2014; Cizkova, 2018).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Pro experimentalni ¢ast bakalaiské prace byla pouzita bunééna linie odvozena
od adenokarcinomu lidského tlustého stteva HT-29 (American Type Culture
Collection). Bun&éna linie byla autentizovana pomoci STR profilu na Ustavu klinické
genetiky Lékatské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. VVzorky adenokarcinomu
tlustého stfeva pro hodnoceni exprese solubilni epoxidhydrolazy (sEH) byly ziskany
z archivu Ustavu klinické a molekularni patologie Lékaiské fakulty Univerzity

Palackého v Olomouci.

4.2 Pouzité chemikalie, roztoky a soupravy

e Pouzité chemikalie a roztoky

Aceton, butyrat sodny (NaBt, Sigma Aldrich, B5887), deionizovand voda,
destilovana voda, hemathoxylin, montovaci médium (PERTEX), krali¢i polyklonalni
primarni protilatky pro intestinalni alkalickou fosfatazu (IAP, GeneTex, GTX112100)
a villin (GeneTex, GTX110034), mysi monoklonalni protilatka sEH (Santa Cruz,
sc-166961), TPPU (N-[1-(1-oxopropyl)-4-piperidinyl]-N"-[4-
(trifluoromethoxy)phenyljurea, Sigma Aldrich, SMLO0750), trypsin, WST reagent
(Cell Proliferation Reagent WST-1, Roche, cat. no. 11644807001), xylen

o Citratovy pufr (pH 6-6,2) — pfiprava: bereme 9 ml roztoku A a 41 ml
roztoku B, doplni se vodou do 500 ml (roztoky A, B viz nize)

o 10% DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Sigma Aldrich,
D6171, obsahuje 10 % fetalniho bovinniho séra (Hyclone, SV30160.03),
1 % penicilin/streptomycin, 1 % pyruvat sodny, 1 % glutamax)

o 10% DMSO (dimethylsulfoxid)

o 70%, 80%, 96% ethanol

o 10% formol (formol fedény do 1x TBS)

o 1xPBS

o Roztok A pro piipravu citratového pufru (10mM kyselina citronova) —
ptiprava: 10,505 g kyseliny citronové/500 ml destilované vody

o Roztok B pro pfipravu citratového pufru (10mM citronan sodny) —

ptiprava: 14,705 g citronanu sodné¢ho/500 ml destilované vody
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o roztok peroxidu vodiku — ptiprava: 10 ml 30% peroxidu vodiku a 50 ml
destilované vody

o 1IxTBS

o 0,05% TRIS + Tween pufr — piiprava: 500 ul Tween20/1 1 pufiru

o 0,5M zasobni TRIS pufr (pH 7,6 10x) — piiprava: 61 g TRIS Base a 1 1

destilované vody, Uprava pH pomoci koncentrované HCI)
e PouZité soupravy
o Pierce Colorimetric In-Cell ELISA Kit (Thermo Scientific; 62200)

o Detekéni systém Dako Real™ - EnVision™, Peroxidase/DAB,
Rabbit/Mouse (DAKO, K5007)

4.3 Seznam pouZzitych pristroji a zarizeni
o Centrifuga (Jouan MR22i)
o ELISA reader (Bio-Tek Power Wave XS)
o Flowbox (Thermo Scientific MSC-Advantage)
o Inkubéator (HeraCell)
o Inverzni mikroskop (Nikon Eclipse TS100)
o Lednicka (4 °C) + mrazak (Gorenje)
o Pikofuga (Eppendorf)
o Svételny mikroskop (Olympus BX)
o Tkanovy histoprocesor (Histos, Milestone)
o Vodni lazen (Julaba TWS)

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

Buné¢na linie HT-29 byla kultivovana za standardnich podminek, tj. 37 °C
a 5% COz2. Pro hodnoceni prolifera¢ni aktivity (viability) bun¢k po ovlivnéni TPPU byl
pouzit WST-1 test a In Cell ELISA (ICE). K hodnoceni exprese sEH v kolorektalnim
karcinomu (adenokarcinomu) a normalni intestinalni tkani pacientd bylo vyuZito
semikvantitativni hodnoceni pomoci svételného mikroskopu. Byly pouzity preparaty
nabarvené pomoci imunohistochemického barveni. Pro statistické vyhodnoceni
byl pouzit MS Excel 2010 a R Studio 3.5.1.
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4.4.1 Kultivace bunéé¢né linie HT-29

Kultivace bunééné linie HT-29 probihala za standardnich podminek
pro kultivaci bunéénych linii, tj. 37 °C, 5% CO2. Bylo pouzito kultivaéni médium
DMEM obsahujici 10 % fetdlniho bovinniho séra (FBS), penicilin (100 U/ml)
a streptomycin (100 mg/l). Pasaz se provadéla dvakrat tydné. Pro dosazeni diferenciace
byly buniky kultivovany s 5mM butyrdtem sodnym po dobu 72 hod
(Cizkova et al., 2019).

4.4.2 Aplikace inhibitoru solubilni epoxidhydrolazy

Inhibitor solubilni epoxidhydrolazy, N-[-1-(1-oxopropyl)-4-piperidinyl]-N"-[-4-
(trifluoromethoxy)phenyl]urea (TPPU), se aplikoval na adherované bunky bunééné linie
HT-29 ve dvou riznych koncentracich (IuM a 10uM). Sledovaly se uc€inky
na nediferencované buiiky, diferencované buiiky a na bunky béhem jejich diferenciace.
Bylo vyseto 10000 bunék na jednu jamku v 96jamkové mikrotitracni desticce do 80 pl
média v tripletech pro WST-1 test a v doubletech pro In Cell ELISu. Pouzival se
zasobni roztok butyratu sodného o koncentraci 0,5 M v 10% DMSO ve sterilni
deionizované vod¢ a zasobni roztok TPPU o koncentraci 25 mM v DMSO.

Pti ovlivnéni nediferencovanych bunék se buiiky vysadily a adherovaly pfes noc
(37 °C, 5% CO2). Poté se ovliviiovali butyratem sodnym, DMSO (jako kontrola)
a TPPU podle nize uvedenych tabulek ¢. 1 a 2 v objemu 20 pl.

Tabulka ¢. 1: Pouzité objemy butyratu sodného, DMSO a TPPU v tripletu.

Koncentrace v jamce Koncentrace Objem zasobniho  Objem média [ul]
zasobniho roztoku roztoku [ul]
5mM NaBt 25mM NaBt 4,2 80
1uM TPPU 5uM TPPU 0,4 80
10uM TPPU 50uM TPPU 4,2 80
0,2% DMSO 1% DMSO 0,8 80
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Tabulka €. 2: Pouzité objemy butyratu sodného, DMSO a TPPU v doubletu.

Koncentrace v jamce Koncentrace Objem zasobniho  Objem média [ul]
zasobniho roztoku roztoku [ul]
5mM NaBt 25mM NaBt 3,1 60
1uM TPPU 5uM TPPU 0,3 60
10pM TPPU 50uM TPPU 3,2 60
0,2% DMSO 1% DMSO 0,6 60

Buiky se nechaly inkubovat 72 hod (37 °C, 5% CO2) a poté se provedlo
vyhodnoceni WST-1 testem nebo pomoci In Cell ELISy. V ptipadé ovlivnéni
diferencovanych bunc¢k se nediferencované bunky po vyseti a adherovéani pfes noc
vystavily na 72 hod ptisobeni SmM butyratu sodného. Poté se médium s butyratem
sodnym odsalo a ptidalo se 80 ul ¢erstvého média. Buriky se dale ovliviiovaly TPPU
a kontrolni bunky 0,2% DMSO ve stejnych koncentracich a objemech jako
u nediferencovanych bunék. TPPU a 0,2% DMSO u kontrolnich bun€k se nechali
inkubovat s buiikami 72 hod a poté se provadél WST-1 test nebo In Cell ELISA.

Buiiky ovlivilované béhem diferenciace se nechaly adherovat pies noc
a inkubovat 72 hod v médiu s butyratem sodnym, do kterého se fedily zasobni roztoky
TPPU a DMSO ve stejnych objemech a koncentracich jako u nediferencovanych

a diferencovanych bun¢k.

4.4.3 WST-1 test

WST-1 test prolifera¢ni aktivity bunék hodnoti Zivotnost bun¢k na zikladé
funk¢nosti jejich mitochondrialnich dehydrogenaz. WST reagent, ktery se aplikoval
do kazdé jamky po 10 pl, obsahuje tetrazoliové soli, které byly §té€peny na formazan
mitochondridlnimi  dehydrogenazami a  kvantifikace méfeni se provadéla
spektrofotometricky. Desticky se nechaly inkubovat 30-60 min v inkubéatoru (37 °C,
5% CO3) a poté se méfila absorbance pii vinové délce 450 nm.

Byla provedena 3 nezéavislda méfeni jednotlivych ovlivnéni, kazdé provedeno
v tripletu. Z hodnot absorbance v tripletu se vypocital aritmeticky pramér, od hodnot
kontroly a ovlivnéni se odecetla absorbance slepého vzorku a poté se spocital pomer

ovlivnéni/kontrola. Kontrolni vzorky se rovnaji 100 %. Hodnoty nad 100 % znaci
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zvySenou nebo nezménénou proliferaci bun¢k a hodnoty pod 100 % zastavu proliferace

nebo smrt bunék (v tomto piipadé mrtvé bunky plavou v médiu).

4.4.4 In Cell ELISA

Dalsi pouzitou metodou byla In Cell ELISA. Jednd se o metodu, kterou
se kvantifikuji proteiny piimo v bunkach. Bunky z linie HT-29 byly vysety
do 96jamkové mikrotitra¢ni desticky v doubletech a hodnotily se v riznych stupnich
diferenciace. Po 72 hod inkubace (37 °C, 5% CO3) s butyrdtem sodnym, TPPU nebo
DMSO se odstranilo médium a provedl oplach PBS. Bunky se fixovaly 10% formolem
15 min pti pokojové teploté (RT, ~ 23 °C). Poté se formol odstranil, burniky se dvakrat
oplachly 1x TBS (100 ul/jamka) a po jeho odstranéni se ptidal permeabiliza¢ni pufr
obsahujici TritonX (100 pl/jamka), ktery se nechal inkubovat 15 min pifi RT.
Po oplachu 1x TBS se k bunkam ptidal Quenching solution (100 pl/jamka) obsahujici
1% H>0, v 1x TBS a nechal se inkubovat 20 min pii RT. Po odstranéni Quenching
solution se provedl jedenkrat oplach 1x TBS. Poté se bunky nechaly inkubovat 60 min
s Blocking Buffer (100 pl/jamka) pii RT.

Nafedéni primarnich protilatek villinu a intestindlni alkalické fosfatazy se
provadelo pomoci diluentu pro protilatky (roztok Blocking Buffer a Washing Buffer
v poméru 1:1). Redéni villinu bylo 1 : 1500 a intestinalni alkalické fosfatazy 1 : 500.
Nafedéné primarni protilatky se pridavaly po odstranéni Blocking Buffer v objemu
50 pl/jamka a k negativnim kontrolam se ptidaval pouze diluent bez protilatek. Desticka
se zalepila originalni folii a nechala se inkubovat pies noc pii 4 °C.

Po inkubaci se odstranila primarni protilitka a provedl tiikrat oplach
oplachovacim pufrem (100 pl/jamka). Poté se k bunikam piidala sekundarni protilatka
znaCena kienovou peroxidazou (HRP, fedéni 1 : 400, 100 ul/jamka) a nechala
se inkubovat 30 min pfi RT. Po odstranéni sekundarni protilatky se provedl ttikrat
oplach oplachovacim pufrem (200 pl/jamka) a do jamek se pfidal TMB substrat
(100 pljamka), ktery se nechal inkubovat 15 min pfi RT. Poté se pfidal TMB stop
solution (100 pl/jamka) a zméfila se absorbance pii vinové délce 450 nm. Roztoky
se po metfeni absorbance odstranily a desticka se dvakrat oplachla deionizovanou vodou
(200 pl/jamka). Do jamek se piidal Janus Green Whole-Cell Stain (100 pl/jamka)
a nechal se inkubovat 5 min pii RT. Jamky se vymyly deionizovanou vodou
a po odstranéni vody se do jamek pridal Elution Buffer (100 pl/jamka), nechal

se inkubovat 10 min pii RT a poté se zmétila absorbance pii vInové delce 615 nm.
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Pro wvypocet relativni exprese villinu a intestindlni alkalické fosfatazy
z namétenych absorbanci se vypocitaly aritmetické priméry absorbanci doubletl
pti 450 nm pro negativni kontroly a tyto hodnoty se odecetly od ptisluSnych absorbanci
pti 450 nm u jednotlivych jamek ovlivnénych butyratem sodnym a TPPU. Pro kazdou
jamku se provedla normalizace absorbance naméfené pfi 450 nm na absorbanci
naméfenou pii 615 nm pomérem téchto dvou hodnot. Z normalizovanych hodnot
absorbanci se vypocitaly aritmetické priméry pro jednotlivé doublety a urcila se zména
Vv expresi (fold change) jako pomér mezi hodnotami absorbance ovlivnénych bunék

a absorbanci kontroly.

4.4.5 Imunohistochemickeé barveni

Pro identifikaci antigend sEH v tkani adenokarcinomu tlustého stieva
se pouzivala imunohistochemickd metoda barveni zalozena na specifické vazbé
antigenu a protilatky. Na primarni protilatku se vaze sekundarni protilatka, na které
je Jjiz navéazany enzym kienovd peroxidaza (EC 1.11.1.7). Po pfidani substratu
s chromogenem dochazi ke vzniku hnédé¢ srazeniny na mistech, kde se primarni
protilatka navazala. Pro lepSi orientaci se pak pouzivd obarveni jader hematoxylinem
na modro.

Tkan€¢ se nejprve zbavily parafinu pomoci dvou lazni xylenu a nasledné
rehydratovaly sestupnou fadou alkohol (96%, 80%, 70%) a vodou (kazdy krok trva
5 min). Dale bylo tieba zrusit zesitovani methylenovymi mitstky, které vznikd fixaci
tkané 10% formolem. Pro uspéSné rozpoznani antigenu protilatkou se pouzilo
natravovani v citratovém pufru (pH 6) pii zahiivani na teplotu 120 °C po dobu 15 min
pti zvySeném tlaku pomoci tkanového histoprocesoru Histos. Poté se vzorky nechaly
zchladnout a oplachly se destilovanou vodou. Vzorky se nechaly 30 min inkubovat
v roztoku H20., aby se zabranilo falesné pozitivit¢ vysledki. Provedl se oplach
destilovanou vodou, dvakrat TRIS pufrem po dobu 5 min a 5 min v TRIS + Tween
pufru. Po oplachnuti se na vzorky nanesl Protein Block Serum Free (DAKO) a nechal
se inkubovat ve vlh¢ici komofe 30 min, aby se piedeSlo nespecifickému zbarveni
pozadi. Skla se oklepala do buni€iny a bez oplachu se pak aplikovala primarni protilatka
SEH (Santa Cruz) fedéna 1 : 200 v Antibody diluent (DAKO) a inkubovala se po dobu
60 min.

Po inkubaci se provadély oplachy dvakrat TRIS pufrem a jednou TRIS + Tween

pufrem kazdy po dobu péti minut. Poté probihala inkubace vzorkli s enzymové
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znaCenym polymerem (DualLink EnVision-HRP, DAKO) 60 min. Po inkubaci
se provedly oplachy dvakrat 5 min TRIS pufrem a jednou 5 min TRIS + Tween pufrem.
Pro vizualizaci se na vzorky aplikoval roztok substrdtového pufru a chromogenu
(1 ml Real substrate buffer a 1 kapka Real DAB* chromogen, DAKO) po dobu 5 minut.
Déle se vzorky promyly pod tekouci vodou a dobarvily se pomoci roztoku
hematoxylinu. Vzorky se znovu promyly pod tekouci vodou, provedlo se odvodnéni
a projasnéni pomoci fady 96% alkoholu, acetonu a dvou 14zni xylenu. Dale se provedlo

montovani, diky kterému se vzorek trvale uzaviel krycim sklem.

4.4.6 Hodnoceni exprese solubilni epoxidhydrolazy v tkani kolorektéalniho
karcinomu a normalni intestinalni tkani

Pro semikvantitativni hodnoceni imunohistochemicky barvenych preparatti byly
pouzity vzorky adenokarcinomu tlustého stfeva a normalni tkané z archivu Ustavu
klinické a molekularni patologie LF UP. Od kazdého pacienta byla vzdy k dispozici
nadorova i normalni tkan. Charakteristiky jednotlivych vzorka jsou uvedeny v tabulce

¢. 3.

Tabulka ¢. 3: Charakteristika pacienti, od kterych byly ziskany vzorky adenokarcinomu

tlustého stfeva a zdravé tkane.

Cislo Pohlavi Vék Diagnoza Lokalizace Stadium Stadium Stadium Grade
vzorku T N M
1 muz 66 adenokarcinom sigmoideum T3 NO MO G3
2 Zena 50 adenokarcinom sigmoideum T3 N2b M1b G3
3 muz 77 adenokarcinom sigmoideum T3 NO MO G3
4 Zena 39 adenokarcinom sigmoideum T3 Nla MO G3
5 muz 63 adenokarcinom  sestupny T3 N2b MO G3
nizce tracnik,

diferencovany rektum

6 Zena 70 adenokarcinom  sestupny T3 N2a MO G3
tracnik,
rektum
7 muz 76  adenokarcinom sigmoideum T3 NO MO G3
8 muz 69 adenokarcinom sigmoideum T3 NO MO G3
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Preparaty se hodnotily pomoci mikroskopu a pro hodnoceni se pouzivala
stupnice  intenzity hnédého zbarveni znalici intenzitu exprese solubilni
epoxidhydrolazy. Pro negativni preparaty se pouzil znak -, pro lehké zbarveni +,
pro stfedni zbarveni ++ a pro silné zbarveni +++. VSechny vzorky se hodnotily dvakrat

V rizném ¢ase.

4.4.7 Statisticke hodnoceni

Zmény v proliferacni aktivit€é a zmény exprese intestinalni alkalické fosfatazy
a villinu mezi kontrolnimi burikami a bunikami ovlivnénymi TPPU byly hodnoceny
pomoci jednovybérového t-testu. Porovnani exprese solubilni epoxidhydrolazy
ve zdravé a nadorové tkani ve vzorcich ziskanych od pacienti byly hodnoceny pomoci
Wilcoxova testu. VypoCty pro t-test byly provadény pomoci MS Excel 2010,

Wilcoxuv test v R Studiu (verze 3.5.1.), vSechny s hladinou signifikance P < 0,05.
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5 VYSLEDKY

V této kapitole jsou shrnuty vysledky provedenych experimentl na bunééné linii
HT-29, a to formou méteni proliferace (viability) pomoci WST-1 testu, zmény exprese
markeri diferenciace villinu a intestinalni alkalické fosfatazy (IAP) a hodnoceni exprese
enzymu solubilni epoxidhydrolazy (sEH) u pacientt v kolorektalnim karcinomu

a normalni intestinalni tkani.

5.1 WST-1 test

Pomoci WST-1 testu se méfila prolifera¢ni aktivita bunék z bunééné linie
HT-29, které byly ovlivnény butyritem sodnym a TPPU v riznych stupnich
diferenciace. K diferenciaci bunék HT-29 byla pouzita inkubace 72 hod s butyratem
sodnym v koncentraci 5mM. Jeho vliv na proliferaci bunék shrnuje graf ¢. 1. Proliferace
bunék vtomto piipadé¢ dosahovala 87,07 % v porovnani s kontrolou. Toto sniZzeni

prolifera¢ni aktivity ale nebylo statisticky signifikantni (P = 0,195).

Graf ¢. 1: Proliferace bunék HT-29 ovlivnénych SmM butyratem sodnym. Proliferac¢ni
aktivita je vztazena ke kontrole (100% proliferace). Data jsou prezentovana jako

prumér £+ SD ze tfi nezavislych pokust.
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Vliv inhibitoru sEH na proliferaci nediferencovanych bunék, diferencovanych
bun¢€k a bun¢k béhem diferenciace shrnuje graf ¢. 2 (a, b, ¢). Obecné byla v porovnani
s kontrolou u nediferencovanych bunék a bunék béhem diferenciace pozorovana zastava
rastu bunék. Naopak u bunék diferencovanych doslo k nartstu proliferace v porovnani

s kontrolou. V piipadé nediferencovanych buné¢k HT-29 je snizena proliferace zavisla
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na pouzit¢é koncentraci. Niz§i koncentrace TPPU (1uM) nepisobila
u nediferencovanych bunék oproti kontrole zménu. Proliferace byla 99,3 % (P = 0,909).
Vyssi koncentrace TPPU (10uM) snizuje proliferaéni aktivitu bunék na 88,0 % vuci
kontrole a toto snizeni je statisticky signifikantni (P = 0,010).

U bunék ovlivnénych béhem diferenciace je viditelné mirné snizeni proliferace
(98,3 a 91,3 %) pri pouziti obou koncentraci TPPU. Rozdil oproti kontrole ale opét neni
statisticky vyznamny (P = 0,713, P = 0,097).

U diferencovanych bunék Ize naopak pozorovat, ze proliferace bunéck
je v piipadé pouziti obou koncentraci TPPU mirné vyssi nez 100 %, konkrétné 111,9 %
pro koncentraci 1uM a 109,4 % pro koncentraci 10uM, ale rozdil oproti kontrole neni
statisticky signifikantni (P = 0,442, P = 0,555).

Graf ¢. 2: Proliferace bun¢k HT-29 ovlivnénych TPPU. Data jsou prezentovéana jako
pramér = SD ze tii nezavislych pokust. Statisticky signifikantni vysledky jsou oznaceny
* (P < 0,05). Legenda: a) nediferencované buiky, b) buiiky béhem diferenciace,

¢) diferencované burnky.
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5.2 In Cell ELISA

Pomoci metody In Cell ELISA se sledovala relativni exprese markera
diferenciace villinu a alkalické fosfatazy buné€k HT-29 po ovlivnéni TPPU v riznych
stadiich diferenciace.

U diferencovanych bun¢k je v porovnani s nediferencovanymi patrny statisticky
vyznamny narust exprese obou markert diferenciace. Exprese IAP je 226,6 %
(P =0,048) a exprese villinu je 186,7 % (P = 0,014). Vysledky shrnuje graf ¢. 3 (a, b).
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Graf ¢. 3: Zména exprese markeru diferenciace TAP a villinu v diferencovanych
buiikdch HT-29 (5mM NaBt). Data jsou prezentovana jako prumér = SD ze tii
nezavislych pokusi. Statisticky signifikantni vysledky jsou oznaceny * (P < 0,05).
Legenda: a) IAP, b) villin.
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U nediferencovanych bunék ovlivnénych TPPU je relativni exprese IAP i villinu
niz§i oproti kontrole pii pouZziti obou koncentraci TPPU (1uM a 10uM). U IAP
je statisticky signifikantni exprese po ovlivnéni 1uM TPPU, exprese IAP je 81,6 %
(P =0,003). U villinu je statisticky vyznamna zmé&na exprese po ovlivnéni 10uM TPPU,
exprese je 85,6 % (P = 0,014). Vysledky jsou shrnuty v grafu ¢. 4 (a, d).

Bunky HT-29 ovlivnéné TPPU béhem diferenciace maji expresi IAP
v porovnani s kontrolou, coz jsou bunky diferencované SmM butyratem sodnym,
snizenou v obou piipadech koncentrace TPPU (1uM a 10uM), exprese IAP je 97 %
(P = 0,696) a 73,5 % (P = 0,038). Exprese villinu je vtomto piipadé vyssi oproti
kontrole i IAP (108,6 a 93,4 %), ale vysledky nejsou statisticky vyznamné (P = 0,483,
P =0,646). Vysledky jsou shrnuty v grafu ¢. 4 (b, e).
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U diferencovanych buné¢k je exprese IAP vyssi nez kontrola u obou koncentraci

TPPU. Pti porovnani téchto dvou koncentraci (IpM a 10uM) je exprese IAP
po ovlivnéni 10uM TPPU vyssi nez po 1uM TPPU, exprese je 156,6 % (P = 0,023).

Exprese villinu je niz$i nez kontrola (96,2 a 93,6 %), ale rozdil neni statisticky

vyznamny (P = 0,829, P = 0,654). Shrnuti vysledku je zndzornéno Vv grafu ¢. 4 (c, f).

Graf ¢. 4: Zména exprese markerti diferenciace IAP a villinu v buiikkach HT-29

po ovlivnéni TPPU v koncentracich 1uM a 10uM. Data jsou prezentovana jako

pramér + SD ze tii nezavislych méfeni. Statisticky signifikantni vysledky jsou oznaéeny

* (P < 0,05). Legenda: a) IAP nediferencované, b) IAP béhem diferenciace,

c¢) IAP diferencované, d) villin nediferencované, e) villin béhem diferenciace, f) villin

diferencované.

120 120
100 100 -
= =
2 2
£ 80 £ 80
2 2
= B Kontrola X B Kontrola
[ @
$ 60 1 = 1uM TPPU $ 60 - = 1uM TPPU
o o
H = 10uM TPPU H ® 10uM TPPU
S 40 S 40
k] k]
[ [
o o
20 20 -
0 0
120 140
) 100 120
= =
£ 2 100 -
£ 80 - S
L L
x B Kontrola X 80 4 B Kontrola
@ @
& 60 B 1uM TPPU H B 1uM TPPU
s s
x ¥ 10puM TPPU s 607 ¥ 10uM TPPU
5 40 5
k] & 40
[ [
o o
20 20 -
0 0
200 140
C) 180 f)
120
_. 160 .
= =
£ 140 £ 100
< <
2 L
S 120 = Kontrola R 80 = Kontrola
@ @
& 100 ® 1uM TPPU H ® 1uM TPPU
s s
3 a0 = 10uM TPPU 3 60 1 = 10uM TPPU
= =
2 H
£ 60 B 40
& &
40
20
20
o o

28




5.3 Hodnoceni exprese solubilni epoxidhydroldzy v tkéani kolorektélniho
karcinomu a normalni intestinalni tkani

Exprese solubilni epoxidhydrolazy (sEH) u 8 pacientt v nddorové (grade 3)
a okolni zdravé tkani se hodnotila semikvantitativné v mikroskopu. Pro ptehled
pacientti viz tabulka ¢. 3 (str. 22). Snizena exprese sEH v nddorové tkéni oproti tkani
nenddorové byla pozorovana u 6 z 8 pacientu. U zbyvajicich dvou je exprese sEH

v obou vzorcich srovnatelna. Vysledky shrnuje tabulka ¢. 4.

Tabulka ¢. 4: Hodnoceni intenzity exprese SEH v normalni a nadorové tkani

u jednotlivych pacientt.

Cislo vzorku Normalni tkan Nadorova tkan

1 ++ =

2 ++ +

3 +++ ++

4 +++ +++

5 ++ +

6 +++ -

7 ; i

8 +++ +++

Legenda: - pro negativni vzorky, + pro lehké zbarveni, ++ pro stéedni zbarveni a +++

pro silné zbarveni.

Celkove¢ je exprese sEH v nadorové tkéni oproti normalni zdravé tkani sniZzena.
Median intenzity barveni pro normalni a nadorovou tkan ukazuje graf ¢. 5. Rozdil

v mediénech je statisticky signifikantni (P = 0,027).

29



Graf ¢. 5: Median semikvantitativniho hodnoceni exprese SEH v kolorektalnim
karcinomu (G3) a normalni tkani ziskanych od 8 pacientd. Rozdil mezi mediany
je statisticky signifikantni (P = 0,027).
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Reprezentativni mikrofotografie exprese sEH ve zdravé a nadorové tkani
demonstruji obrazky €. 9 a 10. Vzorky tkan¢ pochazi od stejného pacienta. Fotka zdravé
tkdn¢ zobrazuje krypty tlustého stfeva s patrnym intenzivnim hnédym zbarvenim,

V nadorové tkani Ize pozorovat adenokarcinom tlustého stieva bez zjevného zbarveni.

Obrazek ¢. 9: Reprezentativni mikrofotografie exprese solubilni epoxidhydrolazy

ve zdravé tkani (Z: 100x). Pacient ¢. 1: muz, 66 let.
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Obrazek ¢. 10: Reprezentativni mikrofotografie exprese solubilni epoxidhydrolazy

Vv kolorektalnim karcinomu (G3) (Z: 100x). Pacient ¢. 1: muz, 66 let.
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6 DISKUSE

Diferenciace sttevnich bunék je dilezitym procesem, pii kterém vznikaji funkce
schopné buiky, a zaroven jeji mira nepfimo umérné ovlivituje zdvaznost a agresivitu
nadort. Pro indukovani diferenciace stfevnich bun¢k HT-29 byl pouzit butyrat sodny
(NaBt), ktery se ptirozené vyskytuje v lidském téle, kde je produktem metabolismu
bakterii. U normalnich stfevnich bunék NaBt podporuje proliferaci a ma protizanétlivé
ucinky, u nadorovych bun¢k vSak proliferacni aktivitu inhibuje (Yamane et Yamane,
2007; Zhuang et al., 2008). V experimentalni Casti této bakalarské prace bylo
prokazano, Ze proliferani aktivita bunék HT-29 po aplikaci butyratu sodného
se vkoncentraci 5mM snizila (87,07 %), coz odpovida vysledkim experimentt
dle Bailon et al. (2010). SniZeni po¢tu bun¢k po ovlivnéni bunék HT-29 5mM NaBt
po dobu 48 hod popsali také Hodin et al. (1996). Uginky NaBt v riznych koncentracich
byly také sledovany Zhuang et al. (2008) na nadorovych bunkach Zaludku a v pfipadé
koncentrace NaBt 4mM byla proliferace bunék dramaticky snizena az o 80 %. Dalsi
vysledky byly pozorovany Qiu et al. (2017), kdy koncentrace kolem 1mM NaBt neméla
na proliferaci praseCich stievnich bun¢k zadny vliv, ale u koncentrace od S5SmM jiz
byl zaznamenan pokles proliferace bunék. Antiprolifera¢ni u¢inky by bylo mozné
vyuzit pii prevenci nadorovych onemocnéni nebo jako podpora protinadorové 1écby
(Zeng et al., 2017).

Pouziti inhibitoru solubilni epoxidhydrolazy (sEH) TPPU ve dvou raznych
koncentracich (1uM a 10uM) v ruznych stadiich diferenciace bunék vede k rozdilnym
odpovédim v proliferacni aktivit¢ bunck. U bunck nediferencovanych a bunck
vystavenych u¢inkiim inhibitoru béhem diferenciace byla prolifera¢ni aktivita bunck
snizend pii pouziti vyssi koncentrace TPPU. Naopak u bunék diferencovanych doslo
K nartistu prolifera¢ni aktivity. SniZeni prolifera¢ni aktivity pii koncentraci TPPU
42uM u fibroblasti mysi prokézali Sirish et al. (2013). Pouzité stfevni buniky maji
ale puvod epitelialni, a proto TPPU nemusi mit stejné ucinky na tento typ bunck.
Predchozi vysledky ukazuji, ze sEH hraje vyznamnou roli v diferencovanych buiikach
(Kim et al., 2010; Cizkova et al., 2016; 2019). Jeji inhibice vede pravdépodobné
Kk nardstu koncentraci EETs, které jsou metabolizovany sEH na ptislusné dioly. EETS
maji obecné cytoprotektivni charakter a mimo jiné zvysuji proliferaci i v nadorovych
burikach (Shen et al., 2008). Zvyseni proliferace bun¢k je také spojeno s aktivaci
EGF receptoru EETs a zvysena exprese EETs vede k angiogenezi (Fleming, 2006;

32



Cizkova et al., 2012). Cytoprotektivni charakter EETs v tkanich potvrdili Wei et al.
(2014), kteti prokézali spojitost mezi agresivnosti naddorovych bunék prsu a stupném
diferenciace spojeny se snizenou expresi sEH. Je v8ak nutné brat v potaz, Zze existuji
rozdily mezi zdravymi stfevnimi buitkami a pouzitymi nadorovymi buiikami HT-29.

Markery diferenciace villin a intestinalni alkalicka fosfataza (IAP) byly pouzity
pro sledovani uméle indukované diferenciace bunék HT-29 vyvolané butyratem sodnym
(Kovatikova et al., 2000). Hodin et al. (1996) aplikovali 5SmM NaBt na bunky HT-29
stejné jako je pouzito v této bakalaiské praci, a mRNA IAP 1 villinu byly zvySené.
Villin je protein zodpovédny za formaci aktinovych vlaken v mikroklcich kartacového
lemu (Schimpel et al., 2015). IAP je enzym exprimovany Vv karta¢ovém lemu enterocytt
a zodpovidd za detoxifikaci bakteridlnich endotoxinti a regulaci absorpce lipidi
(Park et al., 2018). SniZeni exprese villinu a [AP na proteinové urovni po aplikaci TPPU
bylo pozorovdno u nediferencovanych bunék a bunék behem diferenciace.
U diferencovanych bun¢k byla exprese villinu po aplikaci TPPU také snizena,
ale exprese IAP byla pfi pouZiti obou koncentraci TPPU zvySend. Snizeni exprese
villinu pravdépodobné vede k naruSeni struktury kartdCového lemu. Snizend exprese
villinu byla detekovana Al-Maghrabi et al. (2013) u pacientd s kolorektalnim
karcinomem. V tomto piipadé se jedna hlavné o malo diferencované nadory
(Arango et al., 2012). Zvyseni exprese IAP u diferencovanych bunék ovlivnénych
TPPU je piekvapivé. Piedpokladalo se, Ze zvySeni exprese IAP ukazuje vice
na diferencované buiiky. Snizeni villinu ale naznacuje nestabilitu kartd¢ového lemu,
a tudiz naruSeni diferenciacniho procesu, coz by mélo vést ke snizeni exprese IAP.
Bhonchal et al. (2007) vsSak také popsali zvySenou expresi IAP pii soucasném
poskozeni mikroklkdi, a to u chronickych alkoholiki. Dochazi zde ke zpomaleni
diferenciace bunék v kryptach, ale buiky jiz diferencované maji delSi Zivotnost,
coz vysvétluje zvySenou expresi [AP.

Pro ovéteni exprese sEH ve vzorcich tkani kolorektalniho karcinomu bylo
pouzito imunohistochemické barveni. Byla zji§téna sniZend exprese sEH u naddord nizce
diferencovanych (grade 3) oproti zdravé intestinalni tkani. Podle Cizkova et al. (2019)
je diferenciace bun€k HT-29 po ovlivnéni butyrdtem sodnym provdzena zvySenim
exprese sEH. V nadorech, které nejsou dobfe diferencované a maji sniZenou expresi
sEH, jsou tedy vice pritomny EETs, které¢ by jinak sEH metabolizovala, a bunky
pak méné podléhaji apoptoze (Guo et al., 2018). Regioizomer 14,15-EET byl detekovan
vV nadorech prsu, kde byl jeho wvyskyt 2,5krat vyS$§i nez ve zdravé tkéni
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(Wei et al, 2014). EETs slouzi také jako ligandy pro PPARa, ktery se ucastni regulace
metabolismu lipidi a xenobiotk a mize hrdt roli ve vzniku nadort
(Cizkova et al., 2016). Pokud by sEH méla vliv na diferenciaci stievnich bunék podle
ziskanych dat, mohla by se testovat lokalni aplikace tohoto enzymu do malo
diferencovanych nadori. Timto by mohlo dojit k postupné diferenciaci a apoptdze
bun€k. Samotné EETs vSak reguluji krevni tlak a maji protektivni ucinky
na kardiovaskularni systém. To vyvolava otdzku, jestli by v dasledku jejich snizeni
pro 1é¢bu nadori nedoslo ke vzniku hypertenze a dal$im kardiovaskularnim chorobdm

(Guo et al., 2018). Doporucuje se tedy dalsi vyzkum v této oblasti.
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7 ZAVER

Diferenciace bunék je dilezitym procesem ve vyvoji organismu, ktery ale také
hraje roli vrozvoji nadorti, u nichz stupen diferenciace udava i jejich zavaznost.
V ramci stfevnich bun¢k byl studovan vliv solubilni epoxidhydrolazy (sEH)
na diferenciaci bunék in vitro. Pomoci inhibitoru sEH bylo zjisténo, ze by tento enzym
piirozené¢ se vyskytujici v téle, mohl ovliviiovat i diferenciaci stievnich bunék.
U nediferencovanych bunék a bunék ovlivnénych béhem diferenciace byla po pouziti
inhibitoru sEH sniZena proliferacni aktivita a relativni exprese markert diferenciace
byla sniZzena také. Exprese sEH se hodnotila u vzorkd pacienti s kolorektalnim
karcinomem, konkrétné s grade 3 karcinomy, které jsou malo diferencované. Bylo
zjisténo, Ze existuje rozdil mezi expresi v normalni stievni tk&ni a mezi nadory tohoto
typu. Imunohistochemické barveni prokazalo snizeni exprese sEH v malo
diferencovanych nadorech oproti zdrave tkani.

Dalo by se tedy uvazovat o lokalni aplikaci sEH do malo diferencovanych
nadort, které jsou agresivnéj$i, a tim padem nebezpecnéjsi pro pacienty. Tento zplsob
by bylo ale mozné kontraindikovat, kviili moznym komplikacim, které plisobi sEH
na kardiovaskularni systém. Diky studiu dal$ich uc¢inkt téchto enzymu, jako je sEH,
se mohou propojovat riznorodé funkce, které tyto enzymy v organismu maji.
V propojeni se snahou o zlepSeni 1¢cby onkologickych onemocnéni se pak miize jednat

0 naprosto nové¢ pristupy, které mohou zlepsit prognézu pacientt.
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