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Zoznam pouZitych skratiek

AA kyselina abscisova

AF-1 aktivator funkcie -1

APC adenomatous polyposis coli

CBP CREB-viazany protein CBP

CDK4 cyklin dependetna kinaza 4

CIMP CpG island methylator phenotype
CIN chromozonalna nestabilita

CLL bunky chronickej lymfocytarnej leukémie
COUP-TFII kuraci transkripény faktor II transkripcie prométora valbuminu
COX cyklooxygenazy

CRC kolorektalny karciném

DAP diaminobenzidin

DBD centralna DNA viaZlca doména
DR1 prvok priameho opakovania 1
EDHF hyperpolariza¢ny faktor

EET kyselinu epoxieikosatriénovi

FAO oxidacia mastnych kyselin

FAP familidarna adenomatézna polypoza
FAS Fas cell surface death receptor
HAT histonacetyltransferazou

HDAC uvol'nenie histondeacetylazy
HEK293 embyronalna bunkova linia l'advin
HepG2 pecenova bunkova nadorova linia

HETE kyselina hydroxyekosatetraenova



HNF4 hepacytovy jadrovy faktor 4

HNPGL paraganglémy hlavy a krku

HRP enzym chrenova peroxidaza

Hsp90 protein tepelného Soku 90

CHEK1 checkpoint kinase 1

LBD ligandom viazuca doména

LOX lipooxygenazy

LPA kyselina lyzofosfatidova

MMR mismatch reparacné gény

N-CoR22 jadrovy ko-receptor

NR1C1 I'udsky PPARa gén

P450 cytochrém 450

PEA palmitoyletanolamid

PGC-1la PPARY koaktivator la

PPAR receptory aktivované proliferatormi peroxizomov

PPRE responzivny element proliferdtoru peroxizémov

RIS reciproka inenzita chromogénu

RXR receptor kyseliny retinovej

SEH solubilna epoxydhydrolaza

SMRT umlCovaci mediator pre receptory retinoidnych a tyroidnych
horménov

SRC-1 steroidny koaktivaény receptor

TGFBR2 transforming growth factor beta receptor 2
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1 Uvod a ciele prace

Stadium  diferenciacie buniek je potrebné k ziskaniu vedomosti o mechanizmoch
a metabolizme rdéznych latok a Kk vyvoju novych metdd k liecbe onkologickych chordb.
V Ceskej republike je najcastej§ie vyskytujiicim sa nadorom prave kolorektalny karcinom.

Receptormi aktivované proliferaty peroxizomov (PPARs) hraji dolezitu ulohu pri
regulacii energetickej homeostazy, metabolizme lipidov a glukdzy, zapale a su zodpovedné za
proliferaciu a diferenciaciu buniek. Tieto receptory patria medzi jadrové receptory a su
ligandom aktivované transkripéné faktory.

V teoretickej Casti je zrhnutd histologicka a vSeobecna stavba ¢reva, rola PPARa,
v§eobecné informacie o CYP epoxygenazach a solibilnej epoxydhydrolaze.

V experimentalnej casti diplomovej prace boli Studované bunky nediferencované
a bunky diferencované pomocou butyratu sodneho. Bunky patrili do bunkovej linie HT-29
a boli ovplyvnené inhibitorom GW6471. Tento inhibitor znizuje zivotaschopnost' buniek,
narusuje bunkovy cyklus, indukuje apoptozu zavislu od kaspazy. Prvym cielom bolo stanovit’
proliferaénu aktivitu buniek po ovplyvneni bunkovej linie inhibitorom. Dal§im ciefom bolo
sledovat’ zmeny expresie markeru diferenciacie (vilin) a enzymov CYP2CS8,CYP2C9,CYP2J2
a solubilnej epoxydhydrolazy. Poslednym cielom bolo zmerat mieru vilinu vo vzorkach
pacientov s kolorektalnym karcindmom.

Verim, ze ziskané vysledky by mohli sluzit' k zlepSeniu liecby nadorovych ochoreni

hrubého ¢reva a takisto k zlep$eniu vyberu terapeutickych latok na tato liecbu.
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2 Teoreticka ¢ast’

2.1 Histologicka stavba traviacej trubice a v§eobecna stavba tenkého

a hrubého ¢reva

Zaciatok traviacej trubice tvori dutina ustna, slinné Zl'azy, nasleduje hltan, pazerak, zaludok,
tenké crevo a hrubé ¢revo, ktoré je zakon€ené ritnym otvorom. Stenu traviacej trubice tvoria Styri
vrstvy. Prvou je sliznica (tunica mucosa), pod fiou je ulozené podslizni¢né vézivo (tela submucosa),
nasleduje vrstva svaloviny (tunica muscularis) a povrchova vonkajsia vrstva, ktora je bud’ vizivova
(tunica adventitia) alebo tvori leskli podbrusnu vystelku (tunica serosa). Traviaci trakt obsahuje
takisto aj Zlazy, ktoré sa vytvorili ako derivaty a vychlipeniny epitelu traviacej trubice. Vacsina
patri medzi Zl'azy exokrinné, ktoré vytvaraju vyvody ale iba pankreas je ZzI'aza endokrinna. Zl'azy sa
nachadzajt bud’ priamo v epitele a vytvaraju poharikovité bunky alebo st ponorené do slizni¢ného
a podslizni¢ného vaziva. Existuje eSte d’alsi typ zliaz traviaceho traktu a to s Zl'azy extramuralne,
ktoré su charakteristické svojim uloZenim mimo steny traviaceho traktu. Do tejto skupiny Zliaz

patria vel'ké slinné ZPazy a pe¢en (Cihak, 2002).

2.1.1 Histologicka stavba

2.1.1.1 Sliznica

Sliznica traviacej trubice sluzi ako wvystelka aje tvorena tromi vrstvami: epitelom,
podlizniénym vazivom a svalovou vrstvou. Na povrchu sa nachadza epitel (lamina epithelalis),
ktorého organizicia sa meni na zaklade funkcie daného tseku trubice. Vrstevnaty dlazdicovy
epitel pokryva dutinu Gstnu, hltan, pazerdk a oblast’ ritného otvoru. Jednovrstevnaty cylindricky
epitel pokryva zvysné useky traviacej trubice. Vrstva sliznicného véziva (laminia pripria mucosae)
je ulozena pod vrstvou epitelu a je tvorend riedkym koldgennym vazivom. Téato vrstva obsahuje
krvné a lymfatické cievy a zliazky. Bunky hladkej svaloviny zaistuju samostatny pohyb sliznice.
Sliznica traviacej trubice je chranena pred pésobenim baktérii velkym poctom vyskytujucich sa
makrofagov, lymfocytov a plazmatickych buniek produkujucich protildtky (Konrddova et al.,
2000).

2.1.1.1.1 Sliznica tenkého &reva

Sliznica tenkého creva je pokrytd jednovrstevnatym cylindrickym epitelom s resorpénymi
vlastnostami. Cirkularne riasy (plicae circulares) inak nazyvané Spiralovité alebo polkruhové

vybezky sliznice a submukoézy vy€nievajiice do lumen ¢reva, st typické pre duodenum a jejunum
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(Lallmann — Rauch, 2012). Sliznica taktiez vybicha do ¢revnych klkov (villi intestinales).
V duodene sa vytvaraju najdlhsie klky a naopak najkratSie v distalnom tenkom creve (Barker,
2014). Klky maju listkovity alebo kuzel'ovity tvar a spolu s cirkularnymi riasami vyrazne zvac¢suju
plochu sliznice. Krvné cievy, lymfatické cievy a nervové vlakna st ulozené v oblasti slizni¢ného
véziva lamina propria mucosae, ktoré oddeluje bazu klkov od lamina muscularis mucosae.
Arterioly vstupuju do kazdého klku, ktoré pod epitelom prechadza v siet’ fenestrovanych kapilar
a na vrchole klkov vytvara jednu alebo viac venul. Venulou je krv odvadzana do vratnice (vena
portae) a lymfa lymfatickymi kapilarami do lymfatickych ciev ulozenych v stene ¢reva (Konradova
et al., 2000).

Lieberkithnove krypty (gladulae intestinales) su kratke tubuldzne zl'azy tenkého creva, ktoré
ustia medzi bazami klkov. Vo vSetkych oddieloch tenkého ¢reva st tvorené vo forme krypt, ktoré
prenikaju do slizni¢ného viziva (lamina propria mucosae) a dosahuji az do blizkosti buniek

hladkej svaloviny (lamina muscularis mucosae).

: stievni
2lazy
epitel

viastnl vrstva
mukozy o

mukazni | lymfatické
vrstva | uzliky
St
svalova vistva
mukdzy

submukézni
vrstva

vistva kruhowych viaken
svalova ————

vrstva

vrstva podélnych vidken

subserdzni vrstva

N

s216znl obal

Obr. 1. Detailna schéma sliznice tenkého creva (prevzaté z : https://slideplayer.cz/slide/11295204/)

Rytmicky pohyb a tym absorpciu zivin klkov umoziiuju bunky hladkého svalstva. Na tvorbe
imunologickej bariéry sa podiela vrstva lymfocytov produkujucich imunoglobuliny IgA. Této
vrstva sa nachadza pod bazalnou laminou epitelu. Na vrchole klkov je vytvoreny mostik

(arteriolovendzna anastomosa) umoziujuci spojenie obehu v pripade, kedy neprebieha proces
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vstrebavania. Enterocyty, poharikovité bunky, membranové epitelové bunky (M-bunky)
a enteroendokrinné bunky sa nachadzaju v epitele na povrchu klkov. Enterocyty sa radia medzi
¢revné cylindrické absorpéné bunky zodpovedné za posledné kroky travenia a Vv sliznici tenkého
¢reva maju najvyssie zastipenie.

Enterocyty vylucujii hydrolytické enzymy, ktoré ulahcuji rozloZenie Ciasto¢ne natraveného
zalido¢ného obsahu a vstrebavaju vacsinu zivin elektrolytov a vody z tenkého ¢reva. Na povrchu
sliznice sa nachadzaji mikroklky, ktoré zvac¢suju povrch a ten je chraneny glykokalyxom. Povrch
je miestom aktivity disacharaz, enzymov $tiepiacich disacharidy, peptidaz a alkalickej fosfatazy
(Konradova et al., 2000).

Poharikovité bunky su vmedzerené medzi enterocyty a vyskytuju sa predovsetkym v epiteli
kratkych klkov. Poharikovité bunky patria k sekre¢nym bunkdm a produkuji mucin, ¢im vytvaraji
ochrannt hlienovita vrstvu (Konradova et al., 2000).V miestach nahromadeného lymfatického
tkaniva sa vyskytuji M - bunky, ktoré sa zapajaju do obrannych mechanizmov ¢revnej sliznice. M
- bunky patria do skupiny $pecializovanych antigén prezentujucich buniek a umoziuja interakciu
réznych antigénov s imunokompetentnymi bunkami. Miesto mikroklkov vytvaraji na svojom
povrchu mikrozahyby (Cihak, 2002). Poslednou zlozkou, ktora sa nachadza v epitely na povrchu
klkov st enteroendokrinné bunky, ktoré produkuju ¢revné hormény tzv. enterohormoény.
Enteroendokrinné bunky st sucastou difizneho neuroendokrinného systému a moézu hormény
vylucovat’ bud’ priamo do krvného rie€iska, tento proces sa nazyva endokrinna sekrécia, alebo
posobenim na susedné bunky umoziuju sekréciu parakrinni (Liillmann — Rauch, 2012). Panethove
bunky st bunky exokrinné a st pritomné v bazalnych oblastiach krypt. Panethove bunky sekreuju
ochranné mikrobialne proteiny a lysozym ¢m sa G&astnia na regulacii érevnej mikroflory (Cihak,
2002; Konradova et al., 2000). Bunky tenkého ¢reva ziju priblizne 5 dni, nasledne dochadza k ich
diferenciacii v kryptach a vzniku novych buniek (Lillmann — Rauch, 2012). Po vzniknuti novch
buniek dochadza kich migracii smerom nahor a diferencuju sa v enterocyty a sekrecné bunky.
K ich apopt6ze dochddza na povrchu klku a uvolnujt sa z epitelu. Epitel ¢reva sa obnovuje po cely
zivot (Sancho et al., 2004).V slizni¢nom vézive tenkého €reva sa nachadza lymfatické tkanivo
vyskytujuce sa v dvoch formach. V prvej forme, mézu byt bunky poukladané do jednotlivych
lymfatickych folikulov, ktoré vytvaraju samostatné drobné uzlicky roztrasené po sliznici tenkého
¢reva a nazyvaju sa folliculi lymphatici solitarii. Druhd forma je charakteristicka predovsetkym pre
ileum tenkého ¢reva a nazyva sa folliculi lymphatici aggregati a predstavuje zhluky uzlikov

vytvarajuce belavé povlaky (Peyerové plaky) (Cihak, 2002).

2.1.1.1.2 Sliznica hrubého ¢reva

Vzhl'ad sliznice hrubého creva je bledy a relativne hladky. Rozdiel v porovnani so sliznicou

tenkého Creva je Ze, neobsahuje klky ani cirkuldrne riasy. Co ma spolo¢né s tenkym crevom su
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pocetné Lieberkithnové krypty, ktoré su ale hlbSie a hustejSie rozmiestnené. S vynimkou apendixu,
krypty neobsahuju Panethové bunky. Povrch sliznice je pokryty jednovsrtevnatym cylindrickym
epitelom, ktory je tvoreny vysokymi bunkami s kratkymi mikroklkmi nazyvanymi kolonocyty,
ktorych funkcia je vstrebavanie vody no niektoré kolonocyty su schopné vodu aj vylucovat’. Vel'ké
zastipenie maju poharikovité bunky, ktoré produkuji mucin a v mensej miere sa tu vyskytuju aj
M-bunky. KedZe je zname, ze sa v hrubom creve nachddza vel’ké mmnozstvo baktérii, tak sa
Vv slizni¢énom vazive vyskytuje vel'ké mnozstvo lymfocytov a lymfatickych uzlikov zasahujucich
gasto az do submukézy (Cihak, 2002; Liillmann — Rauch, 2012). Jedinou zvlastnostou oproti
ostatnym tusekom hrubého ¢reva je prechod jednovrstevnatého cylindrického epitelu nad analnym

otvorom Vv epitel vrstevnaty dlazdicovy (Konradova et al., 2000).

2.1.1.2 Podslizniéné vizivo

Vrstva podslizniéného véziva, inak nazyvana submukoéza (tela submucosa), navdzuje na
slizni¢né vidzivo. Submukoéza je tvorené riedkym kolagénnym vdzivom a umoznuje posunlivost’
sliznice. Nachadza sa v nej vel'ké mnozstvo krvnych a lymfatickych ciev. Nervovy systém steny
gastrointestinalneho traktu je zlozeny z nervového pletenca (plexus sumucosus meissneri), ktory
vytvara vegetativne a senzitivne nervové vlakna a vegetativne gangliové bunky (Cihak, 2002).
Brunnerove Zzlazy (glandulae duodenales Brunneri), ktoré vyplnuji vrstvu submukédzy sa
nachadzaju v duodenu a maji charakter rozvetvenych tuboalveolarnych zliazok. Zliazky produkuju
vyrazne alkalicky sekrét opH 8,1 — 9,3, ktory chrani duodenum pred pdsobenim kyslého
zalido¢ného obsahu. Su wvystlané cylindrickymi mucindéznymi bunkami a len ojedinele

enteroendokrinnymi bunkami (Cihak, 2002; Kondradova et al., 2000).

2.1.1.3 Svalova vrstva

Dutina tstna, hltan, ¢ast’ pazerdku a nasledne okolie ritného otvoru pokryva vrstva priecne
pruhovaného svalstva nasledne zbytok traviacej trubice je tvoreny hladkou svalovinou. Svalova
vrstva je rozdelena do dvoch vrstiev. Prva, vnatorna vrstva obsahuje svalové bunky usporiadané
cirkularne (stratum circulare), Druhd, vonkajSia vrstva je zlozena z buniek, ktoré su usporiadané
longitudinalne (stratum longitudinale). Tenké ¢revo obsahuje svalovinu, ktora tvori suvisly plast
a naopak svalovina hrubého &reva ma vrstvu cirkularnych vlaken a vrstvu s pozdiznymi vlaknami
tvoren tromi pozdiznymi pruhmi (taeniae coli) avsak, pozdizna svalovina apendixu nie je ¢lenena
do taenii ale vytvara suvisly plast. Nachadza sa tu aj nervovy pletenec (plexus myentericus) medzi
cirkularnou a longitudinalnou vrstvou, kde okrem pletenca sa nachadza aj riedke kolagénne vézivo,
krvné cievy a lymfatické cievy. V svalovej vrstve sa nachadzaju intersticidlne Cajalové bunky

spojené s hladkymi svalovymi bunkami. Tieto bunky st zodpovedné za vznik elektrickej aktivity
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a generacie pomalej depolarizacnej viny, na ktori nasledne nasadaji akéné potencialy (Liillmann —

Rauch, 2012).

2.1.1.4 Povrchova vonkajsia vrstva

VonkajSia povrchova vrstva inak nazyvana tunica serosa, pokryva povrch organov
v pobrusnej dutine. Tunica adventitia je povrchova vonkajsia vrstva, ktora pokryva miesta traviacej
dutiny mimo pobrusnicovej dutiny. Povrch vonkajsej vrstvy je pokryty jednovrstvovym epitelom

(mezotelom), pod ktorym sa nachadza tenka vrstva subserozneho viziva (Cihdk, 2000).
2.1.2 Vseobecna stavba

2.1.2.1 Tenké cérevo

V skorych fazach vyvoja, embryondlne ¢revo je zlozené z viacvrstvovej endodermalnej
bunkovej steny obklopenej mezenchymom. Pocas embryondlneho vyvoja bunkové delenie
poskytuje rast réznym charakteristickym epitelialnym bunkovym fenotypom. Ro6zne nezrelé
bunkové typy diferencujii progresivne po tom, ¢o migruji z krypt smerom ku S$pi¢ke klkov.
Nasledne su potlacené do lumen okrem Panethovych buniek, ktoré ostanu v kryptach. Distalna Cast’
Creva je charakteristicka podlhovastymi zl'azami lemovanymi jednoduchym epitelom v ktorom su
vo vys$Sej miere absopéné bunky a sekre¢né poharikovité bunky. Bolo zistené, Ze dynamické
reciproké interakcie medzi epitelidlnym a mezenchymatickym tkanivom su potrebné pre
morfogenetické a diferenciaéné procesy. Crevny epitel je zaujimavé tkanivo v tom, Ze sa obnovuje
z kmenovych buniek lokalizovanych v kryptach, ktoré s podkladovymi fibroblastami, vyklenkami
kmenovych buniek a pluripotentnymi kmenovymi bunkami, tie davaju vznik 4 typom buniek:
enterocytom, sekre¢nym poharikom, enteroendokrinnym bunkdm a Panethovym bunkam (Simon-
Assmann; 2006). Enterocyty zodpovedaju za sekréciu hydrolytickych enzymov na rozklad zivin
a ich naslednt absorpciu. Funkciou sekre¢nych pohdrikov, je sekrécia slizu. Enteroendokrinné
bunky produkuju hormoény. Panethove bunky sekretujii antimikrobialne substancie a lyzozym.
V Creve je vnutorné epitelidlne podlozie aranzované do viacerych krypt zoskipenych do plochého
luminalneho povrchu. V ¢reve dospelého c¢loveka, je jedna vrstva epitelidlnych buniek
organizovana do jednotiek klkov, v ktorych bunky proliferujit a st prichytené ku kryptam,
v ktorych st lokalizované kmetiové bunky (Cizkova et al., 2019).

2.1.2.2 Hrubé crevo

Hrubé C¢revo sa deli na vlastné hrubé ¢revo (colon) a rektum. Medzi intraperitonealne Casti
hrubého Creva patria slepé ¢revo (caecum), priecna ¢ast’ (colon transversum) a sigmoideédlna slucka

(colon sigmoideum). Casti, ktoré maju svoj posteridrny povrch v retroperitoneu, si vzostupné
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¢revo, klesajuce Crevo, splénicka a hepatickd flexira (ohyb) a zaciatok a koniec sigmoidea.
Vyraznymi znakmi hrubého creva st jeho vel'ky priemer, haustra a pritomnost’ apendickych
epiploicei a ténii. Ténie su tvorené pozdiznymi vldknami hladkej svaloviny, ktoré zaGinaju pri
zakladni apendixu a pokraduju pozdiz hrubého &éreva, tvoriac svalovinovy obal hornej asti rekta.
Ako haustra sa oznacuju vyduté steny hrubého Creva, oddelené zhybmi. Prvou ¢astou vlastného
hrubého creva je slepé ¢revo (caecum) a apendix, ktory byva niekedy nespravne oznaCovany ako
slepé Crevo, ktoré su na jeho spodnej ¢asti. Nasleduje vzostupné Crevo, ktoré sa nachadza v pravej
Casti retroperitonea a siaha az po pecenovu kl'ucku (flexura hepatica). Ta lezi blizko ZI¢nikovej
jamy a peceniovej brany, nabieha na spodnt ¢ast’ pravej oblicky a dvanastnika. Vzostupné ¢revo
prechadza do prie¢neho ¢reva, pricom tento segment hrubého ¢reva moze mat’ variabilna dizku.
Nasleduje pecenova kl'ucka, ktora lezi pod I'avou branicou a opiera sa o branu sleziny a koniec
pankreasu. Vzostupné ¢&revo lezi pozdiz TPavého retroperitonea. Je ukonené sigmoideom.
Sigmoidealna slucka je najuzsou ¢astou hrubého ¢reva, konci sa spojom s hornym rektom. Hrubé
¢revo je pripevnené ku zadnej stene brusnej dutiny pomocou mezokoldnu. Je to zdvojend vrstva
peritonea. Obsahuje krvné a lymfatické cievy, nervy a lymfatické uzliny, ktoré zasobuju a
odvadzaju vsetky segmenty hrubého ¢&reva. Okrajové artérie a zily tvoria obluky pozdiz
mezokolickej strany creva. Hlavnymi arteridlnymi zasobovatelmi hrubého creva su arteria
mesenterica superior a arteria mesenterica inferior. Arteria mesenterica superior sa kratko po
svojom odstupe deli na dalSie artérie, ktoré nasledne formuju obluky v transverzalnej cCasti
mezokolonu. Pararelne ku krvnému zasobovaniu hrubého ¢reva je jeho drendZz. Drenaz
mezenterickyh artérii superior a inferior vedie do portalnej zily. Tato skutonost’ zvySuje

pravdepodobnost’ pe¢enovych metastaz (DeVita et al., 2001).

2.2 Kolorektalny karcinéom

Kolorektalny karcindm (CRC) inak nazyvany rakovina hrubého ¢&reva a kone¢nika je
rozsireny po celom svete a v Ceskej republike je u muzov zastipeny na prvom mieste. Toto
ochorenie je najéastejsie diagnostikované u os6b medzi 60 - 80 rokom a u pacientov mladsich ako
60 rokov toto ochorenie predstavuje 23 %. V sucasnej dobe existujii screeningové programy
usilujice sa o zachytenie kolorektalného karcindému v skorych a teda dobre lieCitelnych Stadiach
no U viac nez 45 % pacientov je ochorenie diagnostikované v neskorSich Stadiach a lieCebné
moznosti st u tychto pacientov obmedzené (Mattick & Makunin, 2006).Vznik kolorektalneho
karcindbmu podlieha viacstupiiovému modelu karcinogenézie. Toto ochorenie je heterogénne
a moze vznikat' na zadkladne vrodenej alebo sponntanej mutacie. Vacsina pripadov sa javi ako
nasledok spontannej genetickej udalosti prostrednictvom série genetickych modifikacii, ktoré

normalne transformuju epitel hrubého ¢reva na adeném a nakoniec na adenémkarcindém. Adendom
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je benigny intramukdzny nador epitelového povodu. Po vzniku adenému dochadza k jeho rastu
a zvySuje sa riziko maligného zvratu, ktorého vysledkom je adenokarcinom. Rychla obnova
crevného epitelu zaroven prispieva ku zvySenému riziku vzniku genetickych zmien, ktoré mézu
byt trvalo kédované v genome buniek a prispievat’ tak ku vzniku prekancer6znych polypov ¢i
zapalovych ochoreni Criev, akymi st Crohnova choroba alebo ulcerézna kolitida. Kolorektalny
karcindm sa rozdel'uje z etiopatogenetického hl'adiska na sporadicky, familiarny a hereditarny. Po
50. roku Zzivota jedinca sa vyskytuje sporadicky typ a tvori 70-80 % vsetkych nadorov hrubého
creva a konecnika. Vyskyt genetickych zmien v rodine pacienta je spojovany s familarnym typom,
ktory byva diagnostikovany u necelych 20 % pacientov. Tito pacienti, ktory maji pozitivnu
rodinni anamnézu by mali podstupit’ preventivne vySetrenie uz v mladSom veku. Poslednym
typom je hereditarna forma, ktorou trpi priblizne 10 % pacientov. Hereditarny nepolypdzny
kolorektalny karcindm patri medzi najcastejSie dedicné ochorenia a vznikd v dosledku mutacie
takzvanych ,,mismatch” reparaénych génov (MMR), ktorych tlohou je rozpoznanie a oprava chyb
vzniknutych nespravnym parovanim baz. Fmailarna adenomatdozna polypdza je dal§im
autozomalne dominantnym dediénym ochorenim, ktoré sa vyznacuje velkym mnozstvom
¢revnych polypov a je etiologicky spojené s mutaciou génu pre APC (adenomatous polyposis coli)
(Costa, 2010). Dokazy ziskané predoslymi Stidiami naznacujd, ze kyselina lyzofosfatidova (LPA)

je silnym induktorom progresie rakoviny na niekol’kych urovniach (Leea & Juna; 2010).

2.2.1 Molekularna podstata vzniku kolorektalneho karcinému

Tri zdkladné mechanizmy genetickej nestability veda ku premendm normélneho ¢revného
epitelu v hyperplastické ¢i adenomové polypy a nasledne k prepuknutiu kolorektalného karcinomu.
Chromozonalna nestabilita (CIN) sa vyznaCuje zmenami v pofte chromozomov, prestavbami
chromozdémov, ¢i stratami Casti chromozémov, ktorych stcast'ou su dblezité nadorova supresory
suvisiace s vyvojom kolorektalneho karcindmu. Thto prva cestu podielaujucu sa na vzniku CRC
tvori priblizne 70 % pripadov vzniknutych prave vplyvom CIN. Skupinu najvyznamnejSich génov
asociovanych s CIN tvoria APC, p53, SMAD2/4 ¢i DCC (deleted in colorectal cancer) (Katada et
al., 2009). Mikrosatelitova nestabilita (MSI) tvori druhti vyznamnu cestu podiel'aujucu sa na
vzniku CRC. MSI sa vyskytuje priblizne u 15 % pacientov a je spojena s poruchami MMR génov.
Ulohami tychto génov st opravy nahodnych chyb, ktoré vznikaju pri nespravnom parovani baz pri
replikacii DNA. Rozdiel medzi CIN a poruchami MMR génov je ten, ze zatial'¢o CIN vedie
k stratam dolezitych supresorov, poruchy MMR génov suvisia so zmenou Citacicho ramca
a akumulaciami mutaciami v génoch, ktoré kontrolujii dolezité biologické procesy ako s bunecny
cyklus a apoptdza. Mutované gény APC a BRAF su najcastejSimi mutovanymi génmi u pacientov
s CRC a s vysokou MSI. Mutacie onkogénu KRAS st menej ¢asté (Slaby et al., 2007). Do skupiny
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génov, ktoré st spojované s MSI patria predovSetkym TGFBR2 (transforming growth factor beta
receptor 2) PTEN, FAS (Fas cell surface death receptor) ¢i CHEK1 (checkpoint kinase 1) (Brenner
etal., 2011).

Nadmerna metylacia CpG ostrovéekov, ktora byva oznacovana ako CIMP (CpG island
methylator phenotype) je tretim mechanizmom genetickej nestability. Tento fenotyp byva
detekovany u 30-40 % pacientov s proximalnou lokalizaciou nadoru. Vysoka miera metylacie CpG
ostrovcekov bola asociovana s castymi mutaciami onkogénu BRAF naopak nizka metylacia bola

pozorovana u pacientov s MSS a mutaciami onkogénu KRAS (Lin et al., 2012).

2.3 Receptory aktivované proliferatormi peroxyzomov (PPARS)

2.3.1 VSeobecné informacie o PPAR

PPAR su transkripéné faktory, ktoré patria do rodiny jadrovych receptorov. Do tejto rodiny
patria napriklad receptory pre kyselinu retinovi, estrogén, vitamin D a receptory glukokortikoidov
a niekol’ko d’al$ich proteinov zapojenych do xenobiotického metabolizmu PPAR. Od objavenia
peroxyzom proliferujiicich aktivaénych receptorov. PPARs vroku 1990, tieto receptory
reprezentuju dolezity farmakologicky ciel na modulaciu metabolickych ciest v organizme. St
transkripénymi faktormi, ktoré sa viazu na DNA a su schopné kontrolovat fyziologické cesty
v bunkach. Existuju tri PPAR izotopy (PPARa, PPARYy, PPARP/S), ktorych distribuicia ma rézne
efekty v peceni, obli¢kach, srdci, svaloch kostry a v tukovom tkanive (Berger et al., 2005). Po
heterodimerizacii s 9-cis receptorom kyseliny retinovej (RXR), PPARs podlichaju konformacii
stimulujicej expresiu cielovych génov, zapojenych v glukoze, tukoch a energickej homeostaze
(Etgen et al., 2003). PPARa je zapojeny hlavne v lipidovom metabolizme veducom k zvySeniu
k oxidacii mastnych kyselin. PPARy sa d’alej deli do $tyroch izoforiem: y1, ktory je exprimovany
prakticky vo vsetkych tkanivach vratane srdca, obli¢iek, pecene, hrubého Creva, pankreasu, sleziny
asvalov; y2 je exprimovany hlavne v tukovom tkanive; y3 exprimovany v makrofigoch
a v hrubom ¢reve a posledna izoforma y4 je exprimovana v endotelovych bunkach (Evans et al.,
2004). Agonisti PPARa boli objaveni nedavno ako t¢inné lieky na lieenie hypercholesterolémie
a pribuznych metabolickych chorob. Agonisti PPARy hraji vyznamnu rolu Vv senzivite inzulinu
a diferenciacii adipocytov (Katsiki et al., 2013). V poslednej dobe rastie zaujem 0 moznost
zasahovat’ pomocou metabolickych ciest do rakovinotvornych buniek, ktoré sa vystavuji réznym
energickym potrebam na prezitie a proliferaciu s aberentnou gyloklyzou a oxidaciou mastnych

kyselinam (FAO). PPARa sa objavuju ako nové ciele interferujuce s metabolickymi potrebami
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rakovinotvornych buniek, ktoré vyuzivaju oxidaciu mastnych kyselin (FAO) pre ATP tvorbu
(Benedetti et al., 2017).

2.3.1.1 Mechanizmus udcinku PPAR jadrovych receptorov

Uvolnenie histondeacetylazy (HDAC) a korepresorov predchadza konformacna zmena v
PPARs po vézbe ligandu. Tento dej umozni heterodimerizaciu PPARs s retinoidnym X receptorom
(RXR). Na heterodimér sa naviazit RNA polymeraza a koaktivatory s histonacetyltransferazou
(HAT) aktivitou II. Do skupiny koaktivatorov PPARs patria PPAR viazajuci protein (PBP), SRC-1,
p300, CBP, PGC-1a. Tento komplex sa viaze na DNA sekvenciu nazyvanu ako sekvencia PPRE
(responzivny element proliferatoru peroxizomov). Nasledne dochadza k remodulacii a kK zvySeniu
transkripcie cielovych génov.V situdcii, pri ktorej chybaju ligandy, su tieto heterodiméry spojené
s korepresorovym komplexom, ktory blokuje gény transkripcie. Inhibiciu expresie cielovych génov
spbsobuji korepresory ako SMRT a N-CoR (Kota et al., 2005; Peters et al., 2012). PPARs patria
do skupiny fosfoproteinov a z tohto dovodu moze byt ich transkripéna aktivita ovplyvnena

fosforylaciou a defosforylaciou (Burns & Vanden Heuvel, 2007).
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Obr.2. schématicky diagram na ktorom su zndzornené jednotlivé funkcie PPAR (prevzaté:

Www.researchgate.net)

2.3.2PPAR a

2.3.2.1 Struktiira
LCudsky gén PPARa (NR1C1) je umiestneny na chormozéme 22 a kéduje protein zlozeny
z 468 aminokyselin (Sher et al., 1993). Mysi gén PPARa sa nachadza na chromozome 15 a koduje

protein zlozeny taktiez z 468 aminokyselin (Issemann & Green, 1990). Rovnako ako mysi, 'udska
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mRNA je koédovana génom PPARa aje odvodenda z8 exoénov s 5'neprelozenou oblast'ou
kodovanou ex6nmi 1,2 a Castou exénu 3. ZvySny podiel exonu 3 a exonov 4 - 8 prispieva do
kodujucej oblasti PPARa (Desvergne & Wahli, 1999; Sher et al.,1993). Poslednych 232 parov baz
exonu 8 pripsieva k 3" neprelozenej oblasti (Vohl et al., 2000). Receptor aktivovany proliferatmi
peroxizomov o ma Struktiru funkénej domény analogicklli so Struktirou ostatnych c¢lenov
jadrovych receptorov PPAR. Rovnako ako steroidné receptory, PPARa interaguje s hsp90 (protein
tepelného Soku 90) (Sumanasekera et al., 2003). Centralna DNA viazica doména (DBD) PPARa je
lemovana N-terminalnou oblastou nazyvanou aktivator funkcie -1(AF-1), ktora je aktivovana
fosforylaciou. DBD udeluje PPARa schopnost’ viazat sa na PPAR reakéné prvky (PPRE)
Vv promotore cielovych génov ako obligazny heterodimér s izotopmi retinoidného X receptora
(RXR) (Wan et al., 2000). PPRE su zvycajne zostavené ako priame repeticie jadrovej sekvencie
AGGTCA oddelené 1 alebo 2 nukleotidmi (DR1 a DR2), ohrani¢ené proti smeru toku sekvencii
bohatych na A/T. Kym PPRE geometria zaistuje Specifikost’ pre heterodiméry PPAR/RXR, DR1
PPRE st rozpoznavané homodimérmi RXR alebo receptormi kyseliny retinovej (RAR)/RXR, ¢o
naznacuje krizovi komunikaciu s RAR a RXR, to moze viest’ k ovplyvneniu metabolickej kontroly
(Ijpenberg et al., 2004). C-koniec PPAR a, ktorého 3D Struktira obsahuje ligandom regulovani E
doménu alebo AF-2 alebo ligandom viazicu doménu (LBD), ktora obsahuje miesto na vizbu

ligandu v tvare T na umiestnenie réznych prirodnych a syntetickych ligandov (Xu et al., 2002).

2.3.2.2 Vyskyt receptoru aktivovanym peroxyzomovym proliferdtom alfa

Expresia PPARa je relativne vysoka v hepatocytoch, enterocytoch, v typoch vaskularnych
a imunitnych buniek ako su napriklad monocyty alebo makrofidgy, v endotelidlnych bunkach,
v hladkom svalstve alebo v lymfocytoch (Heneka et al., 2007). V peceni hrd kla¢ova Glohu pri
oxidacii mastnych kyselin, pri ktorej je dodavana energia perifernym tkanivam (Rigamonti et al.,
2008). V poslednych desatrociach sa uskuto¢nilo niekol'ko $tudii, ktoré prebiehali v in vitro aj in
vivo podmienkach a ukazuju, ze PPARo hra tstrednt ulohu v metabolizme lipidov a lipoproteinov
a tym znizuje dyslipidémiu s metabolickym syndromom (Barter et al., 2008). Nala¢no je PPARa
aktivovany pomocou mastnych kyselin odvodenych z tukového tkaniva ¢im sa zvySuje tvorba
ketonov oxidaciou mastnych kyselin v peCeni a mononuklearnych buniek v periférnej Kkrvi
(Bouwens et al., 2007). Rozli¢né sady proteinov ako st napriklad transkripéné faktory, st uréené
na vstup do jadra, zatial'¢o novo syntetizované proteiny ostavaji v cytoplazme. V tejto stvislosti,
roz¢lenenie a dynamika translokacie transkripénych faktorov zahrniujiica jadrové receptory sa
preukézala ako jeden z hlavnych krokov potrebnych pre realizaciu transkripcno-regulacnej funkcie.
Okrem toho, bolo objasnené, ze modulacia jadrovo-cytoplazmatického transportu je kliGovym

mechanizmom pomocou ktorého je kontrolovana ¢innost’ a pohyb transkripénych faktorov, preto je
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dolezita v dlhodobejSich procesoch zmeny buneéného fentoypu ako je diferenciacia
a transformacia.

Na porozumenie kde a ako su receptory aktivované proliferatom aktivované a regulované,
tym Umemoto vynaSiel molekularne mechanizmy regulacie ich transportu medzi jadrom
a cytoplazmou. Ich vysledky ukazuju, ze PPARs neustale kolisaji medzi jadrom a cytoplazmou
pomocou aktivneho jadrovo-cytoplazmatického transportu ako je uvedené pre iné receptory

napriklad pre estrogénovy receptor ( Umemoto et al., 2012).

2.3.2.3 Reguldcia

Zatial’ ¢o PPAR« reguluje vela cielovych génov, expresia samotného génu je pod kontrolou
inych transkripénych faktorov (Pineda Torra et al., 2002). U hlodavcov je PPARa regulované
roznymi fyziologickymi stavmi ako je stres, hormoény (vratane rastovych hormoénov),
glukokortikoidmi, inzulinom a leptinom ( Inoue et al, 2008; Lee et al., 2002). Expresia PPARa je
tiez uvadzana, Ze suvisi so starnutim (Poynter & Daynes, 1998) a je indukovana pocas diferenciacie
adipocytov ( Kelly et al., 1998). Cudsky PPARa je tieZ regulovany na transkripénej urovni
pomocou jadrovych receptorov, ako je napr. hepatocytovy jadrovy faktor 4 (HNF4) a kuraci
transkripény faktor II transkripcie promotora ovalbuminu II (COUP-TFII). HNF4 pozitivne
reguluje expresiu PPARo prvkom priameho opakovania 1 (DR1), ktory sa sklada z konsenzualnej
postupnosti AGG(A/T)CA oddelenej jednym chybajicim nukleotidom medzi dvomi
opakovaniami. Na druhej strane, prvok DR1 v 'udskom PPARa promotoére je antagonizovanym
receptorom COUP-TFII (Pineda Torra et al., 2002). V peceni u 'udi mézu byt hladingy mRNA
PPARa rozdielne medzi jednotlivymi jedincami a su povazované za nizSie ako hladiny
zaznamenané u hlodavcov ale to moze Ciastoéne suvisiet’ s odchylkami pri odbere vzoriek pecene
pre zmrazeni archivnu peefiovii banku (Palmer et al., 1998;Walgren et al., 2000). PPAR«
transkripéné levely su taktiez indukované pocas diferencidcie makrofagov vysokymi glukozovymi
hladinami (Rigamonti et al., 2008). Regulacia PPARo modze prebichat aj protedomovou

degradaciou ubikvitinového systému (Genini et al., 2008).

2.3.2.4 Mechanizmus pésobenia

Po aktivacii PPARa dochadza k transkripcii génov kodujucich proteiny, ktoré maju funkciu
Vv transporte mastnych kyselin cez mitochondrialnu membranu a na a, B, o oxidaciu mastnych
kyselin. K poklesu sekrécie triglycerolov a volnych mastnych kyselin z pe¢ene dochadza po
zvyseni oxidacie mastnych kyselin v peceniovych bunkach a to vedie aj K sniZeniu ich koncentracie
v krvi. K lepsiemu pochopeniu funkcie PPARa boli vytvorené transgénne mysi so selektivnym

vyradenim PPARa (knock-out). Tieto mysi mali uplnu absenciu stimulacného efektu PPARa
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agonistov na proliferacii peceniovych peroxizéomov a indukciu prislusnych pecenovych enzymov.
Po podavani PPARa agonistov normalnym mySiam doslo ku viac ako dvojnasobnému zvacSeniu
hmotnosti pecene, zatial’¢o u mySi PPARa knock-out nedoslo k Ziadnej zmene. Vyrazne zmeny sa
objavili pri dlhodobom hladoveni, ked’Ze je zname, Ze dlhodobé hladovenie za normalnych
okolnosti vedie k stimulacii lipolyzy a nasledne k vyraznemu vzostupu hladiny vol'nych mastnych
kyselin a takisto k takmer dvojnasobnému vzostupu expresic mRNA pre tento receptor v peéeni.
Mysi, u ktorych bol prevedeny PPARa knock-out mohli vyuzit jediny zdroj energie a to glykogén,
ked’ze v dosledku hladovenia doslo k vzostupu vol'nych mastnych kyselin a ku chybajucej oxidacie
mastnych kyselin. Doslo k vel'kému poklesu glykémie, pretoze zasoby su rychle vyCerpané ak sa
nevyuziva iny zdroj energie. Knock-out mysi teda neboli prakticky schopné prezit’ ani realtivne

kratkodobé hladovenie (Kersten et al., 1999).

2.4 Rola PPARa v karcinogenézii

PPARa hra kI'icovu rolu v metabolizme mastnych kyselin a lipoproteinov a moéze byt
aktivovany velkym mnozstvom exogénnych a endogénnych ligandov vratane mastnych kyselin,
eikozanoidov, fibratov a mnohymi inymi. Rola receptorov aktivovanych proliferatormi
peroxyzémov (PPARSs) st rozsiahlo $tudované v rdéznych chorobach ako napriklad zapal, obezita,
cukrovka. Presnad rola PPARa v procese karcinogenézy zostava stile nejasna. Na jednej strane
existuju Stadia popisujuce jeho pouzitie v protinadorovej lie€be a v chemoprevencii (Jiaming et al.,
2015). Naviac existuju prace, v ktorych sa tvrdi, ze agonisti PPARo maju protinadorovy ucinok
rovnako ako inhibitory (Tauber et al., 2019). Ligandy PPARa zabratuju rastu niekolkym
nadorovym liniam in vivo a/alebo in vitro. Medzi tieto bunkové linie patria linie odvodené od
nadoru hrubého ¢reva (Tanaka et al., 2001), maternice (Saidi et al., 2006) a prs (Metha et al.,
2000). V roku 2004 bola identifikovana zvySena expresia PPARo a PPARy azniZzena expresia
retinoidného X receptoru 6 V endometridlnych rakovinotvornych bunkovych liniach pouzitim
fenofibratov (syntetické ligandy PPAR), pomocou nich sa aktivovali PPAR receptory a doslo
k znizeniu bunecnej proliferacie a zvySenej apoptoze. V roku 2006 Saidi a kolektiv potvrdili, Ze
fenofibraty v davke nad 25 pM inhibuju proliferaciu a zvySuju apoptézu rakovinotvornych
endometrialnych bunkovych linii in vitro. Inhibi¢ny vplyv ligandov PPAR na rast buniek umociiuju
napriklad kyselina trans-retinova alebo jej 9-cis izomér (agonisti RXR). U nadorov prs bol
popisany synergisticky ucinok agonistov RXR a PPAR (Metha et al., 2000). Spojenie medzi
aktivaciou PPARa a epidermalnou diferenciaciou potvrdzuju niektoré stadie ako napriklad, ze
fibraty podporujii epidermalnu diferenciaciu, inhibuji bunecnu proliferaciu u normalnych
a hyperproliferujucich mysich epidermov a zvysuji apoptozu (Komiives et al., 2000). Dalsie $tidie

dokazujii, ze PPAR st exprimované taktiez v melanocytoch. Stadia dokazuji, Ze aktivaciou
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PPARa prostrednictvom WY14643 a PPARy ciglitazonom dochadza k inhibicii proliferacie
melanocytov a ku zvySeniu syntézy melaninu. Z toho plynie predpoklad, ze PPARa aktivatory
maju protirakovinové vlastnosti u karcinogenézy koze (Kang et al., 2004).

Suchanek a kolektiv popisali zvySenie proliferacie v bunkovych liniach I'udského karcinému
prsnika po pdsobeni PPARa ligandov (Suchanek et al., 2002). Pri pozorovani, kedy doslo
k aktivacii PPARa, ktory podporuje proliferaciu buniek rakoviny prsnika je jasné, Ze PPARa
aktivatory zahrnuju hypolipidemické fibratové lieky, ktoré su promotérmi vyvoja nadoru
v mlieénej Zlazy u hlodavcov, d’alej zahriuju herbicidy a kyselinu linolovi (Freedman et al.,
1990). ZdruZenie medzi PPARa a tumorgenézou prsnika bolo pozorované v predchadzajucich
Studiach s izolovanymi bunkami z mliecnej zl'azy, kde PPARo mRNA je vyrazne zvySena
u karcindmov prsnych zliaz v porovnani s normalnymi mlie¢nymi zl'azami (Roberts — Thomson et
al., 2000). Bolo opisanych mnoho t¢inkov ligandov PPARa na nadorové bunky a nadory. Cizkova
a kolektiv skamali ucinky réznych koncentracii PPARa ligandov ako fenofibratu, bezafibratu,
gemfibrozilu a WY-14643 na zivotaschopnost’ troch I'udskych bunkovych linii : HEK293, HepG2
a HT-29. Ich vysledky ukazuji koncentra¢nu zavislost’ agonistov PPARa na proliferaciu buniek.
Pri niz8ej koncentracii vSetkych testovanych fibratov je pozorovana zvySena proliferdcia, na druhej
strane, pri vy$sej koncentracii je viditena represia (Cizkova et al., 2016). Okrem iného PPARa hra
alohu vregulacii enzymov cytochromu P450 (CYP) nazyvanych CYP epoxygenazy
(Rakhshandehroo et al.,2010). Ztychto enzymov CYP2C a CYP2J konveruji kyselinu
arachidonovtl na kyselinu epoxieikosatriénovi (EET), ktora ma vSeobecCne cytoprotektivne ucinky
(Shen et al., 2008).

Tauber a kolektiv preukézali, Ze nizke davky fibratov stimulujt proliferaciu bunkovej linie
MCF7 rakoviny prsnika zatialco vy$sie davky potlacuji proliferaciu. Stimulacia bunkovej linie
MCF7 bola sprevadzana zvySenim CYP2C8, CYP2C9 ahladiny CYP2J2. Tieto enzymy
zodpovedaju za syntézu kyseliny epoxieikosatrienovej (EET), ktora syntetizuje enzymy, ktoré
podporuju proliferaciu buniek a znizuju hladiny sEH degradéaciou EETSs. Takisto bolo preukazané,
ze celkovy obsah PPARa v bunkovej linii MCF7 nebol zmeneny po aplikacii nizkeho mnozZstva
WY-14643 fibratu no presunul sa do jadra, ¢o naznacuje jeho aktivaciu. Rovnako v tkanivach
tumoru od pacientov s rakovinou prsnika, bola preukdzana vysSia jadrova pozitivita PPARa
vV porovnani so zdravym tkanivom. Hoci tieto vysledky naznacuju potencidlnu rolu PPARa
v buneénej proliferacii, presna rola v karcinogenéze zatial' nie je jasna (Tauber et al., 2019).
Pokusy na zvieratach poskytujii slubné vysledky v oblasti regulacii PPARa zavislej na CYP

epoxygenazach a naslednym znizenim objemu nadoru a vaskularizacii u mysi (Pozzi et al., 2010).
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2.5 Inhibitory PPAR«

2.5.1 Inhibitor MK886

Tento inhibitor bol povodne vyvinuty v USA v roku 1990 ako silny inhibitor biosyntézy
leukotriénov a bol pouzity pre jeho schopnost indukovat apoptézu v rdéznych biologickych
systémoch (Anderson et al., 1996). Pocas dokladnych $tadii bola zistena jeho antiapopticka
aktivita ako aj inhibi¢na aktivita proti PPARa (Kehrer et al., 2001). Poslednych desat’ rokov sa
pouziva tento inhibitor vo funkénych Studiach zameranych na overenie zapojenia PPARa
Vv niektorych signalnich drahach ako napriklad pri zvysenej transkripicii génu apoA-I, pri inhibicii
expresie cyklooxygenazy-2 (COX-2) (Pandey et al., 2008) pomocou Kkyseliny 20-
hydroxyekosatetraenovej (20-HETE) (Liang et al., 2011).

Spaner a kolektiv vroku 2013 zistili, Ze MK886 zabija cirkulujice bunky chronickej
lymfocytarnej leukémie (CLL). Bolo pozorované, ze PPARa bol exprimovany rakovinotvornymi
bunkami, ktoré sposobuju zavaznejSie ochorenia a takisto doslo ku zniZeniu expresie PPARa, ktoré
bolo spojené s imunologickou smrt'ou, z toho vyplyva, ze antagonista PPARo MK886 moze mat’
terapeutické ucinky na CLL. V désledku tohoto zistenia, boli CLL bunky od piatich réznych
pacientov kultivované v réznych koncentraciach MK886. Zivotaschopnost’ buniek bola merana o 2
dni neskor pomocou prietokovej cytometrie. Bolo zistené, Ze inhibitor MK886 je toxicky pre CLL

v rozsahu 10 uM, v tomto rozsahu sa uvadza inhibicia PPARa (Kehrer et al., 2001).
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Obr. 3. Struktiira inhibitora MK886 (Vernon et al., 1999)
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2.5.2 Inhibitor GW6471

2.5.2.1 PouZitie GW6471 pre HNPGL

Paragangliomy hlavy a krku (HNPGL) st zriedkavé nadory, ktoré moézu sposobit’ vyznamnu
chorobnost’, pretoze maju tendenciu sa infiltrovat’ do lebky. V sucastnosti je chirurgia jedinou
terapeutickou moznost'ou, ale radikalne odstranenic mdze byt obtiazne az nemozné. Preto je
potrebné identifikovat’ G¢inné molekuly na vylieCcenie HNPGL, tomu vSak brani nedostatok
bunkovych modelov pre tento zriedkavy nador. Specificky agonista PPARo. WY14643 nemal
ziadny vplyv na Zivotaschopnost HNPGL buniek, zatial ¢o Specificky antagonista PPAR«
GW6471 znizil zivotaschopnost’ a rast buniek HNPGL indukciou zastavenia bunkového cyklu a
apoptozy zavislej od kaspazy. Po puziti GW6471 doslo k vyraznemu poklesu expresie proteinu
CDKA4, cyklinu D3 a cyklinu B1, spolu so zvySenou expresiou p21 v bunkach HNPGL. Okrem toho
GW6471 drasticky zhors$il klonogénnu aktivitu buniek HNPGL s men$im G¢inkom na migraciu
buniek. Predovsetkym ucinky GW6471 na bunky HNPGL boli spojené s inhibiciou signalnej drahy
PI3K/GSK3p/B-kateninu. Zaver je, ze antagonista PPARa GW6471 znizuje Zivotaschopnost
buniek HNPGL, interferuje s bunkovym cyklom a indukuje apoptoézu (Rosalba et al., 2017).

2.5.2.2 Posobenie GW6471

Prvou alternativou je, ze inhibitor GW647 prerusuje interakcie medzi PPARa
a koaktivaénymi motivmi odvodenych od SRC-1 (steroidny koaktivaény receptor) alebo CBP
(CREB - viazany protein). Druhou alternativou je, Ze podporuje naviazanie ko-represorovych
motivov zo SMRT (uml€ovaci mediator pre receptory retinoidnych a tyroidnych horménov) alebo
N-CoR22 (jadrovy ko-receptor) (Zhou et al., 1998). Hodnota IC50 pre PPARo v bunkovych
testoch ukazuje silu GW6471 premiestnit’ koaktivatory a naopak nabrat’ represory. Aktivita pre
naviazanie SMRT alebo N-CoR motivov k doméne viazucej ligand PPARo (LBD) bola
patnasobne zvysend vd’aka inhibitoru GW6471. Tieto vysledky ukazuji, ze GW6471 indukuje
PPARa LBD konformaciu, ktora G¢inne reaguje s ko-represormi (Nagy et al., 1999; Hu et al.,
1999; Perissi et al., 1999). Bolo preukazané, Ze antagonistické vlastnosti GW6471 vyznamne
brania diferenciacii kardiomyocytov v mySich embryonalnych bunkach a odstrafuju ucinky
palmitoyletanolamidu (PEA) V neurosteroidogenéze. Inhibitor takisto antagonizuje protizapalovy
ucinok simvastatinu pri poraneni miechy a takisto protidostickové u¢inky statinov a fibratov

stvisiacich s PPARa pomocou proteinkinazy Ca (Sagar et al., 2008; Romano et al., 2013).
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Obr.4. Struktira inhibitora GW6471 (prevzaté z https://www.caymanchem.com/product/11697)

2.6 CYP epoxygenazy a solubilni epoxidhydrolaza

Cytochromy P450 patria do skupiny hemoproteinov (spolu s hemoglobinom, myoglobinom
atd’.). V roku 1958 boli poprvykrat objavené M. Klingenbergom a vyskytuju sa takmer vo vSetkych
organizmoch jako st baktérie, rastliny a zivoCichy. Primarne st najviac zname jako metabolizatory
xenobiotik (lie¢iva, drogy, rozne chemikalie), konkrétne sa ucastnia |. fazy biotransformacie
xenobiotik (Guengerich, 2006).

Vsetky CYP maju nekovalentne viazané hematoémy typu b (protoporphyrin IX), kde piatym
ligandom je tiolatovy anion cysteinového zvySku, ktory spaja hemové Zelezo s proteinom.
Pomocou tohto typu vdzby je skupina hem schopna menit' elektronovii hustotu rezonancie
porfyrinového kruhu, ¢im sa poskytne elektronické centrum pre aktivacia molekularneho kyslika
(Anzenbacher et al., 2001; Omura, 1999).

Symbol CYP napisany kurzivom sa odporuca pouzivat’ na oznacenie génu pre vsetky druhy
s vynimkou génov mysi Drosophili, vtom pripade sa pouzivaji malé pismena (Cyp). Ak st
sekvencie viac ako 40 % identické, tak su v rovnakej rodine a st oznacené arabskou ¢islicou (
napr.CYP3). Ak sekvencie zdiel'aju viac ako 55 % rovnakej identity, potom tvoria konkrétnu
podrodinu, ktora je oznacena pismenom (napr. CYP3A). Kone¢né ¢islo oznacuje jednotlivy typ
CYP (napr. CYP3AL) (Nelson et al., 1996).

V l'udskom gendme sa nachadza 57 funkénych génov CYP rozdelenych do 18 rodin a 44
podrodin (Nelson, 2004). Vicsina z nich ma $pecifické endogénne funkcie, vratane biosyntézy

steroidov, cholesterolu, vitaminu D3, zl¢ovych kyselin a atd’. (Zanger et al., 2013).
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2.6.1 Metabolizmus kyseliny arachidondvej

Kyselina arachidonova patri kyseliny, ktoré si ziadna bunka cicavcov nevie nasyntetizovat’
de novo. Tato kyselina patri medzi polynenasytené kyseliny. Arachidonova kyselina je najcastejSie
dodavana do organizmu z rastlinnej potravy vo forme kyseliny linolovej. Metabolizmus kyseliny
arachidonovej moze byt realizovany tromi cestami: pomocou cyklooxygenaz (COX), lipoxygenaz
(LOX) acytochromu P450 (CYPs). Kyselina arachidénova je metabolizovana na prostacyklin
pomocou cyklooxygenaz. Druha cesta zahriiuje premenu na leukotrien C4 pomocou lipoxygenazy
(LOX). Tretia cesta metabolizmu kyseliny arachidondvej je pomocou cytochrému P450, tie mézu
tvoritt bud’ 19- a20- hydroxyeikosatrienovi kyselinu (19-HETE, 20-HETE) alebo
epoxyeikosatrienové kyseliny (EETs). EETs st tvorené pomocou CYP epoxygenaz, hlavne CYP2C
a CYP2J2 zatial¢o HETEs su produktom CYP4A a CYP4F (Ciikové et al., 2014; 2016; Tripathi
etal., 2018).

5 |

Inflammatory _ l

stimuli

Arachidonic acid
|

v v v

(el0) ¢ LOX CYP450

COox1 5-LOX 12-LOX 15-LOX

- PGG \ l / EETs  HETEs
J, HpETES l

B | HETEs | ek
e
[ ] [ ]

Obr.5. metabolizmus kyseliny arachidonovej (prevzaté z : www.mdpi.com/1422-0067/20/15/3683)

2.6.2 Vyskyt a vyuzitie CYP epoxygeniz
Aj ked st prevazne l'udské CYP epoxygenazy exprimované v peceni, v malom mnoZzstvé st

exprimované v extrahepatickom tkanive ¢o je vysledkom medzibunkovej variability expresie CYP

epoxygenaz u daného jedinca. Existuje mnoho podrodin, ktoré boli klasifikované ako CYP
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epoxygenazy, ako napriklad CYP1A,CYP2B,CYP2C,CYP2E a CYP2J. Tieto podrodiny a mnohé
d’alSie potencialne, prispievaji k premene kyseliny abscisovej (AA) na EET. Dudské epoxygenazy
su prevazne ¢lenmi CYP2C a CYP2J podrodiny. Najmi izoformy CYP2CS8,CYP2C9,CYP2C19
a CYP2J2 boli identifikované ako hlavné izoformy CYP podiel’ajiice sa na biotransformacii AA na

EET u l'udi.

2.6.3 Charakteristika CYP epoxygenazy

Cytochrom P450 (CYP) je kolektivny nazov pre velku rodinu vnitrobunkovych enzymov,
ktoré sa viazu na hem, ktoré sa podla vSetkého rozdelili z jedného pévodného proteinu na mnoho
foriem v priebehu ich biologického vyvoja. Tieto enzymy sa nasli vo vSetkych formach zivota (vo
vsetkych eukarytotickych organizmoch a niektoych prokaryotach). CYP boli objavené zaiatkom
60-tych rokov ako neznama redukovana forma pigmentu viaziceho oxid uholnaty v peceni
potkanov s maximalnou absorbanciou priblizne 450 nm, z toho vyplynul aj nazov P450. Tento
pigment bol nakoniec charakterizovany ako hemovy protein v roku 1962 a jeho funkcia bola uréena
o rok neskor (Estabrook et al., 1963). Uginky P450 su zname v metabolizmu xenobiotik a to v
prvej faze metabolizmu, kde su katalyzované tieto cytochromy. V&éSinou tieto reakcie veda k
detoxikacii. Iny pripad je vSak, ked’ tieto reakcie vedi k metabolickej aktivacii lie¢iv na ich aktivnu
formu. Inhibiciou CYPs ¢&i uz reverzibilnou alebo ireverzibilnou cestou, dochadza k neziadticim
interakciam medzi lieCivami navzajom alebo lie¢ivami a potravou (Barbier et al, 2004; Brown et
al., 2008). CYP epoxygenazy hraju dolezita rolu v metabolizme lie¢iv. St druhou najdélezitejSou
skupinou v metabolizme lie¢iv po CYP3A4/5 a metabolizuju priblizne 30 % klinicky ddlezitych
liekov. Jednou z ich dolezitych tloh je také funkcia endogénna. Tato uloha zahriiuje premenu
kyseliny arachidonovej na Styri regioizoméry epoxyeikosatrienovych kyselin (EETs), konkrétne sa
jedna o 5,6-EET, 8,9-EET, 11,12-EET, 14,15-EET (Spector et al., 2004). EETs pdsobia v mnohych
biologickych procesoch. Ich dblezitd tloha je napriklad v biologickych procesoch ako je
mitogenéza, bunkova signalizacia, regulacia cievného tonusu a i6novych kanalov a maja
protizapalové ucinky. Znacny vplyv maju takisto na rast nadorovych buniek. Skimaniu ucasti
CYP2J2 a EETs v mnohych procesoch podporujucich vznik naddoru sa venovalo mnoho Stadii
arada experimentov dokonca preukdzala, ze tieto enzymy su pozitivne reguldtory proliferacie
nadorovych buniek, angiogenézy a inhibuji apoptozu (Chen et al., 2011; Wei et al., 2014; Fleming,
2007; Jiang et al., 2005; Spector, 2009).

Regioizoméry maju podobné metabolické a funkéné vlastnosti, preto sa EET povazuju za
samostatnt skupinu zlicenin. No existuju kvantitativne a kvalitativne rozdiely medzi jednotlivymi
regioizomérmi. Napriklad 14,15-EET je najlepsi substrat pre sEH a 11,12-EET je jediny
regioizomér, ktory inhibuje bazolaterdlne K* kanaly v renalnom kortikdlnom zbernom kanéle

(Spector, 2009). Vsetky regioizoméry su produkované kazdou CYP epoxygenazou avSak jeden
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alebo dva izoméry obvykle prevladaja. EET st délezitymi modulatormi kardiovaskularnych
funkcii a tieto G¢inky vyvolavaju primarne pésobenim v oblickach. Spésobuju vazodilataciu, maju
protizapalové Ucinky a ovplyviuji apoptdézu. sEH metabolizuje EETs tvorené CYP epoxygenazami
na dihydroxyeikosatrienové kyseliny (DHETS), ktoré¢ vSak maji niz$iu aktivitu nez EETs. Urcita
cast EETs je inkorporovana do membranovych fosfolipidov alebo vstupuje do dalSich
metabolickych drah ako napriklad B-oxidacia, oxidacia cyklooxygenazami, lipoxygenazami a CYP

w-oxida¢né enzymy a konjugacia s glutationom (Spector et al., 2004).

2.6.3.1 CYP2C8

Cytochrom CYP2C8 je hlavnym enzymom zodpovednym =za metabolizmus
protirakovinového lieiva paklitaxel (Taxol). Takisto je dominantnym P450 zodpovednym za
metabolizmus kyseliny arachidénovej na biologicky aktivne kyseliny epoxyeikosatrienové (EETS)
v l'udskej peceni a oblickach. EETs hraji doélezitd rolu vo fyziologii ako napriklad, ovplyviuja
glykogenézu hepatocytov, sekréciu peptidickych horménov v pankrease, Na* transport a absorpciu
vody Vv oblickach (Dai et al.,, 2001). CYP2C8 tiez metabolizuje aj iné lieky ako napriklad
roziglitazon, ktory sa pouZziva u dospelych pacientov s diabetes mellitus (Baldwin et al., 1999).
NavySe, Yun akolektiv uviedli, Ze CYP2C8 moze byt jeden z hlavnych izoform, ktoré
metabolizuji prekarcinogén benzo(a)pyrén u I'udi, ¢o naznacuje, ze CYP2C8 mozZe hrat' rolu
v karcinogenéze l'udi. CYP2C8 bol navrhnuty ako endotelium odvodeny hyperpolariza¢ny faktor
(EDHF) syntetizovany v oblasti koronarnych tepien (Fisslthaler, 1999). EDHF bol navrhnuty ako
metabolit kyseliny arachidonovej, ktora sprostredktva dilataciu koronarnych tepien a inych ciev na

rozne podnety (Yun et al., 1992).

2.6.3.2 CYP2C9

V l'udskej peceni ma hlavné zastupenie zo skupiny CYP2C izoforma CYP2C9. Téato
izoforma je jednou zo Styroch zndmych ¢lenov subrodiny CYP2C, vratane izoforiem
CYP2C8,CYP2C18 a CYP2C19, ktoré zdiel'aji viac ako 82 % aminokyselinovej identity. CYP2C9
su zastipené v roznych terapeutickych katégoriach ako napriklad, asi 16% je ich zastupenych
v liekoch, ktoré sa sucasne pouzivaju. Medzi tieto lieky patri napriklad tolbutamid, ktory patri
medzi antidiabetikd, antikoagulacny warfarin, velké mnozstvo nesteroidnych portizdpalovych

liekov, ako napriklad ibuprofen, piroxikam a diureticky torsemid (Blaisdella et al., 2004).
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2.6.3.3CYP2C18, CYP2C19

CYP2C18 mRNA bola najdena v peceni aj ked’ pri priemernych hladinach 7 — 8 krat niz§ich
ako hladiny mRNA kodujucich CYP2C8 a CYP2C9. Bola charakterizovana cDNA kodujica
Pudsky CYP2C18. [Ludskd CYP2C18 bola exprimovana v kvasinkach, v bunkdch COS - 1,
v lymfoblastovych bunkach a l'udskych epitelidlnych bunkach pecene. Zda sa, ze CYP2CI18 je
z CYP2C obsadeny hlavne v plucach a hodnoti sa podl'a hladin mRNA. mRNA bola najdena
vV mozgu, V maternici, mliecnej Zl'aze, oblickach a dvanastniku. Uvadza sa, ze CYP2C18 mobze
metabolizovat  (S)-mefenytoin, tolbutamid, warfarin, kyselinu tienilov,  bisfenol
A prostrednictvom expresie v kvasinkach a kyselinu all-trans-retinovii prostrednictvom expresie
lymfoblastov (Zhu — Ge et al., 2002). CYP2C19 sa podiela na metabolizme niekolkych
psychotropnych liekov vratane selektivnych inhibitorov spédtného vychytavania serotoninu,
sertralinu a citalopramu alebo tricyklickych antidepresiv. To naznacuje, ze CYP2C19 je schopny

metabolizovat’ substraty, ktoré G¢inkuju na centralny nervovy systém (Persson et al., 2014).

2.6.3.4 CYP2J2

Len jediny gén a to 2J2 obsahuje I'udskd podrodina CYP2J2. Je lokalizovany na kratkom
ramienku chromozému 1, konkrétne na 1p32.1. Expresia CYP2J2 je zvySena v zhubnych nadoroch
pedeni, pfs, pltc, kolorektu a pazeraka (Cizkova et al., 2014) . Jeho tloha je taktiez v metabolizme
xenobiotik. Medzi jeho substraty patria inhibitory tyrozin kinaz ako su dasatinib, imatinib alebo

nilotinib (Lee et al., 2010 ).
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Obr.6. Model efektu PPARa na CYP2C a CYP2J2 : aktivacia PPARa vedie ku CYP2C a CYP2J2
expresii. CYP2C2 a CYP2J2 konvertuju kyselinu arachidonovia na EETs, ktoré maja
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cytoprotektivnu funkciu a mézu byt aj PPARa ligandmi. Naviac, CYP2C2 a CYP2J2 metabolizuju
xenobiotika (prevzaté z Cizkova et al., 2012).

2.6.4 Charakteristika sEH

Solubilna epoxidhydrolaza (sEH) je enzym metabolizujici v prvej faze xenobiotického
metabolizmu, ktory metabolizuje epoxidy na vicinalne dioly. Je to bifunkény enzym s aktivitou N -
terminalnej fosfatazy a C-terminalnou epoxid hydrolazou. Ludska sEH je kodovana génom
EPHX2, ktory je umiestneny na chromozome 8. Ddlezitou skupinou substratovych epoxidov su
kyseliny epoxieikosatriénové (EET) generované cytochromami P450 z arachidonovej kyseliny
(Harris & Hammock, 2013). EET maji mnoho fukncii v organizme, napriklad, zohravaju rolu pri
regulacii vnutrobunkovych signalnych molekil, maju proteinkinazovu aktivitu, hraju rolu pri
diferenciacii a mitogenéze (Jiang et al., 2005). Medzi dominantné Tudské epoxidizy patria
CYP2C8, 2C9 a 2J2, ktoré generuji epoxidy kyseliny arachidonovej (EET, epoxyeikosatrienové
kyseliny). Predpoklada sa, ze EET su zapojené do mnohych biologickych procesov vratane
vaskularneho tonusu, regulacie idbnovych kanalov, mitogenézy a bunkovej signalizacie (Wu et al.,

1996; Zeldin et al., 1997; Capdevila et al., 2000).

2.7 PPAR vo vztahu s CYP 450 epoxygenazami

Existujace $tadie preukazali, ze hladiny proteinov CYP2C8, CYP2J2 a sEH st ovplyvnené
ligandami PPARa. PPARa je zndmy ako senzor metabolizmu lipidov a nie je prekvapujlce, ze
kyselina arachidonova a metabolity produkované CYP expogynazami a sEH su ligandami
jadrového receptoru. Na druhej strane, PPARa médze regulovat’ expresiu enzymov zodpovednych
za tvorbu tychto metabolitov a to vedie k pozitivnej spitnej vizbe (Cizkova 2018, Ng et al., 2007,
Wray et al., 2009). V predoslych stadiach bolo preukazané, ze jadrova pozitivita PPARo sa
akumuluje v pouzityhch  bunkovych liniach po oSetreni fenofibratom, bezafibratom
a gemfibrozilom (Cizkova et al., 2016; Umemoto & Fujiki, 2012). Tento nepriamy dokaz
poukazuje na to, ze regulacia fibratov CYP epoxygenazami a sEH expresia moze byt zavisla od
PPARa. NavySe, Makia a Goldstein identifikovali CYP2CS8 ako cielovy gén PPARa v primarnych
I'udskych hepatocytoch a taktiez identifikovali peroxizomodvy proliferatovy element odpovede
(PPRE), ciel’ pre PPARa v promotore génu CYP2C8 (Makia & Goldstein, 2016).Bolo preukazané,
ze PPARo maju znac¢né U€inky na CYP2C v ludskych a mySich bunkach, no vSak ich cesta
posobenia moze byt’ odlisna. Pre PPARa a PPARY je ligandom EDM392949 a pri jeho dlhodobom
ucinku dochadza k zvySenej expresii CYP2C9 v mysich hepatocytoch. Liecba tymto ligandom ma
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prave opacny efekt v 'udskych hepatocytoch a to, ze vedie Kk silnej indukcii CYP2C8 (Richert et
al., 2008).

Expresia CYP epoxygenaz moze byt’ vyvoland latkami znecCist'ujice prostredie, ktoré sliizia
ako ligandy PPARo, napriklad ftalaty, tri- a dichloroctové kyseliny, zliCeniny trichloretylénu
a kyseliny pefluoralkylovej. Tieto enzymy a EET metabolity pravdepodobne suvisia s vyskytom
a progresiou nadorov, pretoze EET su zname, Ze zvySuji rast nadorov zvysenou proliferaciou
rakovinotvornych buniek, brania apoptoéze rakovinotvornych buniek a podporuji metastazy.
V Tudskych bunkach ale EETs pdsobia cytoprotektivne. Stimuluju bunkovi proliferaciu
prostrednictvom signalnych drah PI3K a MAPK ako aj transaktiviciu EGFR. Okrem toho
zabranuju apoptoze zvySenim hladin antiapoptickych proteinov Bcl-2 a Bcl-XL zatial’ ¢o dochadza
k znizeniu proapoptického proteinu Bax. Hladina EETs je regulovana rovnovahou medzi syntézou
EETs prostrednictvom CYP epoxygenaz a EETs hydrolyzou, na ich menej aktivne metabolity sEH.
Teda modulacia pomeru CYP2J2/sEH moze preto umoznit’ zvySenie alebo znizenie hladiny EETs.
V praci Cizkova (2018) vysledky poukazuju na rozne pomery CYP2J2/SEH po aplikacii réznych
koncentracii fibratov. Tento jav bol pozorovany na troch bunkovych liniach. Podl'a ziskanych
vysledkov je mozné tvrdit, Ze nizSie koncentracie fibratov (ktoré podporuju proliferaciu) su
spojené s vysokymi koncetraciami EETs v bunkach. Kym vys$sie koncentracie fibratov veda ku
zvysenej hydrolyze EETs na DHET pomocou sEH a teda k inhibicii proliferacie buniek (Cizkova,
2018).

Stadia s mys$imi epoxygenazami a ich metabolitmi ukézali, e maji pro-angiogénne funkcie.
CYP2C44 (katalyticky homolog I'udskych CYP2C8 a 2C9) je cielovy gén pre PPARo. Regulaciu
tejto mySej epoxygenazy znizuje WY-14643 (ligand PPARa) pricom dochadza k redukcii syntézy
EETs, ¢o vedie nasledne k znizeniu nddorovej masy, objemu a prekrveniu nddorového Stepu.
Nésledne boli ziskané rovnaké vysledky zo §tidia mySich epoxygenaz s l'udskym PPAR génom.
Rozdiely v regulacii CYP epoxygenaz a sEH pomocou PPAR a agonistov by sa mohli pripisat’
varidciam v regulacnych oblastiach responzivnych génov. VSeobecne, u my$i PPARa ligandy
znizuji CYP2C mRNA a hladiny proteinov. Avsak studie s potkanmi poskytli odlisné vysledky.
Opisuji, Ze unich je moznd znizena aj zvySena reguldcia expresie CYP2C. Je to mozné
kontrastnymi u¢inkami rovnakych ligandov spdsobenych rozdielmi v kmeiioch potkanov
a podavanych davkach. Vpripade sEH s$tadie na hlodavcoch preukazali zvySent hladinu mRNA po
podani ligandov PPAR a (Pozzi et al., 2010; Pozzi et al., 2007).

Dalsie $tidia ukézali, ze EETs produkované pomocou CYP2C a 2J2 su schopné aktivovat
PPARa v l'udskej bunkovej linii HepG2 (pecefiova nadorova bunkova linia) (Ng et al.,
2007).V publikacii Wray et al. je potvrdené najdenie aktivovanych PPARa pomocou CYP2J2
produktov v bunkovej linii HEK293 (embryonalna bunkova linia 'advin) (Wray et al., 2009). Z ich
vysledkov vychadza, ze aktivacie PPARa sa ucastnia 8,9 - EET, 11,12 - EET. Stadium
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Prueksaritanont et al. sa zaoberalo uc¢inkom klofibratu, fenofibratu a gemfibrozilu ¢o su ligandy
PPARa v l'udskych hepatocytoch. Zistili, Ze tieto tri ligandy zvySovali hladinu mRNA CYP2CS. Za
zvySovanim aktivity CYP2C8 stala klofibrova a fenofibrova kyselina, avsak liecba gemfibrozilom

viedla ku znizeniu aktivity CYP2C8 (Prueksaritanont et al., 2005).
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3 Experimentalna ¢ast’

3.1 Pouzity material
3.1.1 Biologicky material

V experimentalnej ¢asti mojej diplomovej prace bola pouzitd bunkova linia odvodend od
karcindmu l'udského hrubého ¢reva HT-29 (American Type Culture Collection). Za pomocou STR
profilu bola bunkova linia autentizovana na Ustave klinickej genetiky Lekarskej fakulty Univerzity
Palackého v Olomouci. Pre hodnotenie expresie vilinu boli vzorky ziskané zarchivu Ustavu
klinickej a molekularnej patologie Lekarskej fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Pestovanie
bunkovej kultiry prebiehalo v kultivatnom médiu DMEM, ktoré obsahovalo 10 % fetalneho
bovinného séra, penicilin, streptomycin, 1 % pyruvat sodny a 1% glutamax. Kultiva¢né podmienky

V inkubatore boli nastavené na 37 °C a 5 % CO2 v atmosfére.

3.1.2 Pouzité pristroje

Centrifiga MR 22i, Jouan SA (Franctizsko)

Elisa reader Bio-Tek (USA)

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

Inkubator Heracell CO2, Thermo Fisher Scientific (USA)
Inverzny mikroskop ECLIPSE TS 100, Nikon (Japonsko)
Laboratérna vaha KERN 440-33, Kern & Sohn (Nemecko)
Laboratérna vyveva

Pierce Colorimetric In-Cell ELISA Kit (Thermo Scientific; 62200)
Spektrofotometer PowerWave XS , Biotek (Kanada)

Svetelny mikroskop BX 40, Olympus (Japonsko)

Tkanivovy histoprocesor HISTOS PRO-RAPID MICROWAVE, Milestone Medical (Taliansko)
Vodna kuapel’ Julabo TW 8, Julabo Labortechnik (Nemecko)

3.1.3 Pomécky

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

Injek¢na ihla100 STERICAN, Braun (Nemecko)

Krycia folia Parafilm, PARAFILM (USA)

Kryoskimavky CryoTube Vials, Thermo Fisher Scientific (USA)
Kultivaéna fl'asa s filtrovym uzédverom, NUNC (Nemecko)

Magnetic Immuno Staining Tray (MIST),CELL PATH (Velka Britania)
Miska na tkanivové kultiry, TPP (Svajéiarsko)

Odmerné valce

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

Plastové mikroskimavky, Eppendorf (Nemecko)

Serologicka pipeta, TPP (Svajéiarsko)

Sklo podlozni SuperFrost Plus, Thermo Fisher Scientific (USA)
Sterilné skamavky 15ccm PS, GAMA (Ceské Republika)

Sterilné Spicky, Eppendorf (Nemecko)

Testovacia doska pre tkanivové kultary-96 jamiek, TPP (Svajéiarsko)

3.1.4 Chemikalie

aceton (Sigma Aldrich,Nemecko)

butyrat sodny (Sigma Aldrich,Nemecko)

hemathoxylin (Fluka,Nemecko)

montovaci médium (PERTEX, Nemecko)

villin (GeneTex,USA)

CYP2C8 (GeneTex,USA)

CYP2C9 (GeneTex,USA)

CYP2J2 (GeneTex,USA)

SEH (GeneTex,USA)

WST reagent (Cell Proliferation Reagent WST-1, Roche, )
Xylen (Penta, Ceské republika)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium — DMEM (Sigma Aldrich,Dansko)
trypsin (ThermoFisher Scientific, USA)

butyrat sodny (Sigma Aldrich, Nemecko)
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3.1.5 Pouzité stipravy

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

3.1.6 ZloZenie roztokov

10 % DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Sigma Aldrich), obsahuje 10 % fetalneho
bovinného séra (Hyclone), 1 % penicilin/streptomycin, 1 % pyruvat sodny, 1 % glutamax

70 %, 80 %, 96 % ethanol

10 % dimethylsulfoxid (DMSO) : 100 ul DMSO, 900 pl sterilni dH20 — 1x Tris Buffered Saline
(TBS) : 2,5 ml 20x TBS ; 47,5 ml dH20

4 % formaldehyd: 36-40 % formaldehyd riedit’ do 1x TBS

Ix permeabiliza¢ny pufr : 0,079 ml Thermo ScientificTM Surfact-AmpsTM X-100 Detergent ; 8
ml 1x TBS

Quenching roztok : 0,267 ml 30 % H202 ; 8 ml 1X TBS

diluent pre protilatky : 3 ml blokovacieho pufru ; 3 ml 1X oplachovacieho pufru (1 : 1)

zriedeny HRP konjugét : 8,7 ul HRP konjugat ; 3,5 ml 1X oplachovaci pufr

Citratovy pufr (pH = 6-6,2), priprava : 9 ml z roztoku 10 mM kyseliny citronovej (priprava : 10,505
g kyseliny citrénovej/500 ml destilovanej vody) a4l ml roztoku 10 mM citronanu sédneho

(priprava: 14,705 g citronanu s6dneho/500 ml destilovanej vody)

3.2 Pouzité experimentilne metddy a vyhodnocovacie postupy

3.2.1 Kultivacia bunkovej linie

Bunkova linia HT-29 bola kultivovana za Standardnych podmienok tj. 37 °C, 5 % CO2. Na
kultivaciu bolo pouzité kultivacné médium DMEM obsahujuce 10 % fetdlneho bovinného séra
(FB), penicilin (100 U/ml) streptomycin (100 mg/1), 1 % pyruvat sodny a 1 % glutamax. Bunky
boli spasazované dvakrat tyzdenne. Bunky boli kultivované SmM butyratom sodnym pre dosadenie

diferenciacie po dobu 72 hod. (Cizkova et al., 2020).
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3.2.2 Ovplyvnenie buniek inhibitorom

Inhibitor GW6471 bol aplikovany na adherované bunky bunkovej linie HT-29 v dvoch
koncentraciach (1pl a 10ul). Bol sledovany uc€inok inhibitora na bunky diferencované aj
nediferencované. Na jednu jamku bolo vysiatych 10 000 buniek v 96 jamkovej mikrotitraéne;
doske do 80 ul média v doubletoch pre In Cell ELISu. Bol pouzity zasobny roztok butyratu
sodneho o koncentracii 0,5 M v 10 % DMSO a zasobny roztok GW6471 v dvoch koncentraciach.
Nediferencované bunky boli ovplyvnené inhibitorom GW6471 a boli adherované 72 hod pri 37 °C
a5 % CO2. Diferencované bunky boli ovplyviiované butyratom sédnym, po 72 hodinach nasledne

inhibitorom a pouzité na WST-1 test alebo uskladnené v mraznicke a pouzité na In-Cell ELISu.

3.2.3 WST-1 test

Tento test, inak nazyvany test prolifera¢nej aktivity buniek, hodnoti Zivotnost’” buniek na
zaklade funkénosti ich mitochondridlnych dehydrogenaz. Pre stanovenie hodnét IC10 a IC50 boli
bunky ovplyvnené koncentraciami GW6471 vrozmedzi 0 — 30 uM. Do kazdej jamky bol
aplikovany WST reagent po 10 pl obsahujici tetrazoliové soli, ktoré boli Stiepené na formazan
mitochondrialnymi dehydrogendzami a kvantifikacia merania sa uskutocnila spektrofotometricky.
Potom, ako sa dosti¢ky nechali inkubovat’ 30 — 60 mintt v inkubatore (37 °C, 5 % CO2) sa merala
absorbancia pri vlnovej dizke 450 nm. Uskutoénili sa tri nezavislé merania jednotlivych ovplyvneni
a kazdé sa uskutocnilo v tripletoch. Vypocital sa aritmeticky priemer z hodnét absorbancie, od
hodnét kontroly a ovplyvnenia sa od¢itala absorbanica slepej vzorky a nasledne sa spoéital pomer
ovplyvnenia/kontroly. Kontrolné vzorky sa rovnaja 100 %. Hodnoty, ktoré presahuji 100 % znacia
zvySen alebo nezmenent proliferdciu buniek. Hodnoty nepresahujuce 100 %, znacia zéastavu
proliferacie alebo smrt’ buniek. Na zaver vysledky inhibi¢nej koncentracie boli hodnotené
jednovyberovym t — testom, vztiahnutym na strednti hodnotu, ktora predstavovala 100 %
(kontrola). Vypocty pre t — test bli vypracované pomocou MS Excel 2010. Porovnavanie expresie
vilinu v zdravom a nadorovom tkanive vo vzorkach ziskanych od pacientov bolo vypracované

pomocou Wilcoxovho testu. VSetky testy s hladinou signifikancie P< 0,05.

3.2.4 In Cell ELISA
Pre sledovenie zmien expresie boli vybrané koncentracie 1 uM a 10 uM GW6471. Princip

tejto metody je kvantifikacia proteinov priamo v bunkach. Do 96-jamkovej mikrotitracnej dosky

boli vysiate bunky z linie HT-29 v doubletoch a hodnotenie bolo prevedené v roznych stupiioch
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diferenciacie. Dosky boli rozdelené na dosky s bunkami diferencovanymi a nediferencovanymi. Po
vysadeni buniek do dosky, sa nasledny den bunky ovplyviovali inhibitorom GW6471 alebo
butyratom sédnym. U diferencovanych buniek bol pouzity butyrat sédny, u nediferencovanych
inhibitor. Nasledne prebehla 72 h inkubacia (37 °C, 5 % COz2). Po inkubacii sa u diferencovanych
buniek odstranil butyrat sodny a pridal sa inhibitor prisluSnej koncentracie a bunky sa znova
inkubovali 72 h. Pri nediferencovanych bunkach bol pouZity 4 % formaldehyd, ktory slazil na
zafixovanie buniek. Fixacia trvala 15 min pri RT. Nasledne sa formaldehyd odstranil a bunky boli
dvakrat oplachnuté 1xTBS (100 ul/jamka) a po jeho odstraneni bol pridany permeabilizacny pufr
obsahujici Triton X (100 pljamka), nasledne prebehla inkubacia trvajuica 15 min pri RT.
Nasledoval oplach 1x TBS a po jeho odstraneni bol pridany Quenching solution (100 pl / jamka)
obsahujuci 1 % H202 a ten sa nechal inkubovat’ 20 min pri RT. Po pouziti Quenching solution boli
bunky oplachnuté 1xTBS a nasledovalo pridanie Blocking buffer (50 upl/jamka) a inkubacia 60
min pri RT. Nariedenie primarnych protilatok villinu, solubilnej epoxyhydrolazy, CYP2CS8,
CYP2C9 a CYP2J2 sa prevadzalo pomocou diluetnu pre protilatky (roztok Blocking buffer
a Washing buffer v pomere 1 : 1). Po odstraneni Blocking bufferu sa primarne protilatky pridavali
v objeme 38 pl/jamka a Kk negativnym kontrolam bol pridana len diluent bez protilatky v objeme 40
ul/jamka. Nasledne bola dosti¢ka zalepena parafilmom a bola inkubovana cez noc pri 4 °C. Po
inkubacii bola primarna protilitka odstrdnend a trikrat bol prevedeny oplach pufrom (100
ul/jamka). Nasledovalo pridanie sekundarnej protilatky, ktora bola znacena chrenovou peroxidazou
(100 pl/jamka) a inkubacia prebiehala 30 min pri RT. Po odstraneni sekundarnej protilatky doslo
ku 3x oplachu oplachovacim pufrom (200 pl/jamka) a do jamiek bol pridany TMB substrat (50 ul
/jamka) a inkubacia prebiehala v tme 15 min pri RT. Nasledovalo pridanie TMB stop solution (50
ul /jamka) a bola zmerana absorbancia pri vinovej dizke 450 nm. Dosti¢ka po merani bola dvakrét
oplachnuta deionizovanou vodou (200 pl/jamka). Do jamiek bol pridany Janus Green Whole- Cell
Stain (50 pl/jamka)a nechal sa inkubovat 5 min pri RT. Nasledne boli jamky premyté
deionizovanou vodou dokym sa neodstranil zbytok farbiva. Do jamiek bol pridany Elution buffer
(50 pl/jamka), ktory bol inkubovany 10 min pri RT a nasledne bola zmerana absorbancia pri 615
nm. Vypolet realtivnej expresie vilinu, CYP epoxygenaz a solubilnej epoxydhydrolazy bol
nasledovny. Z nameranych absorbancii pri vinovej dizke 450 nm boli vypo&itané aritmetické
priemery doubletov pre negativne kontroly a tieto hodnoty boli od¢itané od prislusnych absorbancii
pri 450 nm jednotlivych jamiek ovplyvnenych butyrdtom sodnym a inhibitorom GW6471. Bola
prevedend normalizacia absorbancie nameranej pri 450 nm na absorbanciu 615 nm pre kazdi
jamku pomerom tychto dvoch hodnét. Boli vypocitané aritmetické priemery z normalizovanych
hodnét pre jednotlivé doublety a urcila sa zmena v expresii ako pomer medzi hodnotami

absorbancie ovplyvnenych buniek a absorbancie kontroly.
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Tab.l1. Pouzité primdrne protilatky, ich druh a klonalita, pouZité riedenie

PROTILATKA (OZNACENIE A DRUH/KLONALITA RIEDENIE
VYROBCA)

vilin (GTX110034, GeneTex) zajac/poly 1:1500
CYP2C98 (GTX113666, GeneTex) zajac/poly 1:1000
CYP2C9 (AP14731PU-N, Acris zajac/poly 1: 1500
Antibodies)

CYP2J2 (NBP2-01178, my$/mono 1:1000
NovusBiologicals)

SEH (GTX84570, GeneTex) mys$/mono 1:50

3.2.5 Imunohistochemické farbenie

Tato metoda je zaloZzend na Specifickej vdzbe antigénu a protilatky. PouZiva sa na
identifikaciu antigénu Villinu v tkanive adenokarcinomu hrubého ¢reva. Prinip spociva v naviazani
sekundarnej protilatky na protilitku primarnu, na ktorej je uz haviazany enzym chrenova
peroxidaza. Nasleduje pridanie substratu s chromogénom a dochadza ku vzniku hnedej zrazeniny
na miestach, kde sa naviazala primarna protilatka. Ofarbenie jadier hematoxylinom na modro sa
pouziva pre lepSiu orentaciu.Pomocou dvoch kiipel'ov xylénu sa tkaniva zbavili parafinu a nasledne
rehydratovali zostupnou radou alkoholov (96 %, 80 %, 70 %) a vodou (kazdy krok trva 5 min.).
Nasledne bolo potrebné rozrusit’ zosietovanie methylenovymi mostikmi, ktoré vznikaji fixaciou
tkaniva 10 % formolom. Natravovanie v citratovom pufre (pH = 6) pri zahrievani na teplotu 120 °C
po dobu 15 min pri zvySenom tlaku pomocou tkanivového histoprocesoru Histos sa pouzilo pre
uspeSné rozpoznanie antigénu protilatkou. Nésledne sa vzorky nechali schladit’ a oplachli sa
destilovanou vodou. Nasledovala inkubacia vzoriek po dobu 30 min v roztoku H,0,, aby sa
zabranilo falo$nej pozitivite vysledkov. Dalsim krokom bol oplach destilovanou vodou, dvakrat
TRIS pufrom po dobu 5 min a 5 min v TRIS+Tween pufre. Po oplachnuti nasledovalo nanesenie
Protein Block Serum Free (DAKO) na vzorku a nechal sa inkubovat’ vo vlh¢ej komore po dobu 30
min. Tento krok sluzil predideniu neSpecifickému sfarbeniu pozadia. Skla sa oklepali do buni¢iny
a bez oplachu sa aplikovala primarna protilatka sEH riedena 1 : 200 v Antibody diluent (DAKO)
a inkubacia trvala 60 min. Po inkubécii nasledovali oplachy, dvakrat pufrom TRIS a jedenkrat
TRIS+Tween pufrom kazdym po 5 min. Nasledovala inkubéacia vzoriek s enzymovo znaCenym
polymérom (DualLink EnVision-HRP, DAKO) po dobu 60 min. Po inkubécii nasledovali oplachy,
dvakrat 5 min Tris pufrom araz 5 min TristTween pufrom. Roztok substratového pufru
a chromogénu diaminobenzidin (DAB) sa aplikoval pre vizualizaciu vzorky po dobu 5 min.

Nasledovalo premytie vzoriek pod tecticou vodou a dofarbenie pomocou roztoku hematoxylinu.
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Potom sa vzorky opdt premyli pod tectcou vodou a nasledovalo odvodnenie a rozjasnenie
pomocou alkoholovej rady, acetonu a dvoch kupeloch xylénu. Poslednym krokom bolo
montovanie, vd’aka ktorému sa vzorka napevno a natrvalo uzavrela krycim sklom. Pre analyzu
obrazu bol vyuzity program ImageJ s plugingom IHC Profiler. Pre analyzu boli z kazdej vzorky
zhotovené fotografie 3 zornych poli pri zviacSeni 200x. Namerané hodnoty jednotlivych zornych
poli pre kazdi vzorku boli spriemerované ana zaklade toho im bola priradenda jedna

z nasledujucich kategorii (viz Tab.2.)

Tab.2. Sprievodna tabulka pre urcenie intenzity imunohistochemického farbenia

namerana hodnota intenzita farbenia ¢islo
181-235 negativna 0
121-180 slaba 1
61-120 stredna 2
0-60 silna 3

Tab.3. Zoznam pacientov, od ktorych boli ziskané vzorky adenokarcinému hrubého creva

¢islo pohlavi  ve diagnoza lokalizacia §tadiu  §tadiu  Stadiu  grad
biopsi e k mT m N m M e
e
1 M 71  adenokarcino  sigmoideum T3 NO MO G2
m
2 4 66 adenokarcino  sigmoideum T3 NO MO G2
m
3 V4 76  adenokarcino sestupny T3 NO MO G2
m tracnik,
rectum
4 M 66 adenokarcino  sigmoideum T3 NO MO G3
m
5 M 51 adenokarcino  sigmoideum T2 NO MO G2
m
6 7 63  adenokarcino sestupny T3 N1 M1 G2
m tracnik,
rectum
7 M 72 adenokarcino sestupny T2 NO MO G2
m tracnik,
rectum
8 M 70  adenokarcino sestupny T3 NO MO G2
m tracnik,
rectum
9 M 80 adenokarcino  sigmoideum T3 NO MO G2
m
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10 7 74 adenokarcino sestupny T2 NO MO G2
m traénik,
rectum
11 M 76  adenokarcino sigmoideum T4a NO MO G2
m
12 7 50 adenokarcino  sigmoideum T3 NO MO Gl
m
13 M 72 adenokarcino sigmoideum T3 Nla MO G2
m
14 M 60 adenokarcino  sigmoideum T4 N2a M1b Gl
m
15 7 50 adenokarcino  sigmoideum T3 N2b M1b G3
m
16 M 77 adenokarcino  sigmoideum T3 NO MO G3
m
17 M 69  adenokarcino ascendens T3 N2b MO G2
m
18 M 52  adenokarcino  sigmoideum T2 NO G2
m
19 M 64  adenokarcino  sigmoideum T2 NXx Mx Gl
m
20 M 76  adenokarcino  sigmoideum T3 Nla Mla Gl
m
21 M 34 adenokarcino pravé colon T2 Nx MO Gl
m
22 Z 79  adenokarcino ascendens T2 NXx MO Gl
m
23 M 83  adenokarcino sestupny T2 NXx MO Gl
m tracnik,
rectum
24 M 59 adenokarcino  sigmoideum T3 N2a MO G2
m
25 M 63 adenokarcino  sigmoideum T3 N1 MO G2
m
26 V4 43  adenokarcino sestupny T3 N1b MO G2
m tracnik,
rectum
27 4 71  adenokarcino  sigmoideum T2 N1b Mx Gl
m
29 M 77 adenokarcino  sigmoideum T3 N1 Mx G2
m
30 M 70 adenokarcino  sigmoideum T4a NO Mla G2
m
31 4 75 adenokarcino  sigmoideum T3 NXx Mx Gl
m
32 M 57 adenokarcino  sigmoideum T2 NXx Mx G2
m
33 M 81 adenokarcino  sigmoideum T3 N1b Mx G2
m
34 M 60 adenokarcino  sigmoideum T3 NO MO Gl
m
35 M 71  adenokarcino  sigmoideum T2 NO MO G2
m
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36 M 54  adenokarcino  sigmoideum T2 NO MO G3

m
37 7 68 adenokarcino  prechod IC T2 NO MO G2
m
38 M 60 adenokarcino  sigmoideum T4a N2a MO G2
m stiedné dif
39 7 39 adenokarcino  sigmoideum T3 Nla MO G3
m
40 M 47  adenokarcino  sigmoideum T3 NO MO G2
m
41 M 63  adenokarcino sestupny T3 N2b MO G3
m nizce dif traénik,
rektum
42 M 86  adenokarcino sestupny T3 N1b MO G2
m tracnik,
rektum
43 7 70  adenokarcino sestupny T3 N2a MO G3
m tracnik,
rektum
44 7 73 adenokarcino sestupny T2 NO MO G2
m tra¢nik,
rektum
45 7 84  adenokarcino sestupny T3 NO MO G1
m tracnik,
rektum
46 M 76  adenokarcino  sigmoideum T3 NO MO G3
m
47 M 55 adenokarcino  sigmoideum T3 N2b MO G2
m
48 M 69 adenokarcino  sigmoideum T3 NO MO G3
m

3.2.6 Statistické hodnotenie

Zmeny V relativnej expresie markeru diferencidcie (vilin) a enzymov CYP2C8, CYP2C2,
CYP2J2 a solubilnej epoxydhydrolazy bunkovej linie HT-29 po ovplyvneni inhibitorom GW6471
v roznych stupnioch diferenciacie voci kontrole boli hodnotené pomocou jednovyberového t-testu.
V prvom rade boli vyhodnotené relativne hodnoty z troch opakovani, ktoré boli spriemerované
a vnesené do stipcového grafu spolu so stanovenou smerodatnou odchylkou. Nasledne vysledky
expresiec markeru diferenciacie aenzymov CYP2C8, CYP2C2, CYP2J2 asolubilnej
epoxydhydrolazy boli hodnotené jednovyberovym t—testom, vztiahnutym na stredni hodnotu, ktora
predstavovala 100 % (kontrola). Vypocty pre t-test boli vypracované pomocou MS Excel 2010.
Porovnavanie expresie vilinu v zdravom a nadorovom tkanive vo vzorkach ziskanych od pacientov

bolo vypracované pomocou Wilcoxovho testu. Vsetky testy s hladinou signifikancie P< 0,05.
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3.3 Vysledky

3.3.1 WST-1 test

Prvou ulohou bolo stanovit’ viabilitu buniek a urcit' 10 % inhibi¢nu koncentraciu (IC10)
a 50 % inhibi¢nu koncentraciu (IC50) pomocou WST-1 testu. Tento test hodnoti Zivotnost’ buniek
na zaklade funk¢nosti ich mitochondrialnych dehydrogenaz. Boli uskuto¢nené tri nezavislé merania
jednotlivych ovplyvneni a kazdé sa uskutoénilo v tripletoch, nasledne bol vypocitany aritmeticky
priemer z hodnét absorbancie, od hodnét kontroly a ovplyvnenia sa odcitala absorbancia slepej

vzorky a nasledne bol spoéitany pomer ovplyvnnenia/kontroly.

Tab.4. priemerné hodnoty inhibicnych koncentrdcii u diferencovanych a nediferencovanych buniek

diferencované bunky nediferencované bunky

IC10 5,127 + 2,464 1,75 +0,4513
[uM]
IC50 27,353 + 4,299 17,1+ 1,844
[uM]

Z Tab.3. je zrejmé, Ze obidve inhibi¢né koncentracie u diferencovanych buniek su vysSie
ako u nediferencovanych. Diferencované bunky potrebuji vy$$iu inhibi¢ni koncentraciu
k usmrteniu 10 % a 50 % buniek z buneénej populacie. Tento rozdiel v koncentraciach je pre 1C10
aj pre IC50 statisticky nesignifikantny (P = 0,3856; P = 0,1509).

Graf.1.  priemerné namerané  hodnoty  inhibicnych  koncentrdcii  u diferencovanych

a nediferencovanych buniek
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3.3.2 In-Cell-Elisa

Pomocou metddy In-Cell-Elisa sa sledovala relativna expresia markeru diferenciacie (vilin)
a enzymov CYP2C8,CYP2C2,CYP2J2 a solubilnej epoxydhydrolazy buniek HT-29 po ovplyvneni

inhibitorom GW6471 v rdznych stupiioch diferenciacie.

Graf.2. relativna expresia vilinu u nediferencovanych a diferencovanych buniek bunkovej linie

HT-29 pri pouziti inhibitora GW6471 v dvoch koncentraciach (1uM, 10 uM)
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V grafe mé kontrola hodnotu 100 %. Hodnoty, ktoré presahuju 100 % maji vyssiu relativnu
expresiu voci kontrole. VysSia relativnu expresia vilinu je u nediferencovanych buniek v oboch
koncentraciach a u diferencovanych buniek pri koncentracii 10 pM. Naopak, hodnota realtivnej
expresie vilinu diferencovanych buniek pri koncentracii 1 uM sa nelisi od kontroly to potvrdzuje
aj nesignifikantny narast expresie vilinu (P = 0,7886). 10 uM je nesignifikantny voci kontrole (P =
0,2501). V druhom pripade, pri nediferencovanych bunkach, pri oboch pouzitych koncentraciach
inhibitora je expresia vilinu signifikantna vo¢i kontrole (P = 0,0408; P = 0,0062).
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Graf.3. relativna expresia CYP2C8 U nediferencovanych a diferencovanych buniek bunkovej linie
HT-29 pri pouziti inhibitora GW6471 v dvoch koncentraciach (1uM, 10 uM)
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Kontrola ma v grafe hodnotu 100 %. Z grafu vyplyva, Ze hodnoty, to st relativne expresie
CYP2C8 u diferencovanych pri koncentracii 1 uM a 10 uM a u nediferencovanych buniek pri
koncentraciach pouzitého inhibitora 1 uM sa neliSia v porovnani s kontrolou. Relativna expresia
U nediferencovanych buniek pri koncetracii 10 pM pouzitého inhibitora je vySSia voci kontrole.
V pripade  pouzitého inhibitora pri koncentracii 1 pM pri diferencovanych bunkach ide
0 nesignifikantny rozdiel oproti kontrole (P = 0,9333). Pri koncentracii 10 pM ide
0 nesignifikantny rozdiel oproti kontrole (P = 0,8437). Vysledok relativnej expresie CYP2C8
v pripade nediferencovanych buniek pri koncentracii inhibitora 1 uM je nesignifikantny voci

kontrole (P = 0,3857) a pri 10 uM je signifikantny vo¢i kontrole (P = 0,0264).
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Graf.4. relativna expresia CYP2C9 U nediferencovanych a diferencovanych buniek bunkovej linie
HT-29 pri pouziti inhibitora GW6471 v dvoch koncentraciach (1uM, 10 uM)
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V tomto pripade, je vyssia realtivna expresia CYP2C9 voci kontrole len u nediferencovanych
buniek pri koncentracii pouzitého inhibitora 10 uM. U nediferencovanych buniek pri koncentracii
pouzitého inhibitora 1 pM a u diferencovanych buniek pri oboch koncentraciach pouzitého
inhibitora je relativna expresia CYP2C9 niz8ia vo¢i kontrole. Pri expresii CYP2C9 sa jedna
0 signifikantny rozdiel voci kontrole a to u diferencovanych buniek pri koncentracii inhibitora 1
uM (P = 0,0215) apri koncentracii 10 uM ide o nesignifikantny rozdiel (P = 0,0516).U
nediferencovanych  buniek ide voboch pripadoch koncentracii pouzitého inhibitora

0 nesignifikantny rozdiel voci kontrole (P = 0,2764; P = 0,0593).
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Graf.5. relativna expresia CYP2J2 U nediferencovanych a diferencovanych buniek bunkovej linie
HT - 29 pri pouZziti inhibitora GW6471 v dvoch koncentraciach (1uM, 10 uM)
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V grafe.4. ma CYP2J2 vyssiu relativnu expresiu voci kontrole v pripade nediferencovanych
buniek pri pouzitej koncentracii inhibitora 10 pM a u diferencovanych buniek pri pouzitej
koncentracii inhibitora 1 pM. V pripade nediferencovanych buniek pri koncentracii pouzitého
inhibitora 1 pM ma CYP2J2 nizSiu realtivnu expresiu voCi kontrole ato isté plati aj
u diferencovanych buniek pri  koncentracii 10 pM. V pripade diferencovanych aj
nediferencovanych buniek pri  oboch koncentraciach pouzitého inhibitora sa jedna

0 nesignifikantny rozdiel voci kontrole (viz Tab.4.).
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Graf.6. relativna expresia sEH U nediferencovanych a diferencovanych buniek bunkovej linie HT -
29 pri pouziti inhibitora GW6471 v dvoch koncentraciach (1uM, 10 uM)

sEH

200 - N — nediferencované
T (Cervené stipce)

D - diferencované (modré
stipce)

relativha expresia [%]

Z grafu je mozné vidiet, ze relativna expresia SEH je vysSia voc¢i kontrole v pripadoch
nediferencovanych buniek pri koncentracii pouzitého inhibitora 10uM a u diferencovanych buniek
pri rovnakej koncetracii. Naopak, relativna expresia sEH je nepatrne nizSia voci kontrole
u nediferencovanych buniek pri koncentracii pouzitého inhibitora 1 uM au diferencovanych
bunkdch pri rovnakej koncentracii. V pripade oboch pripadoch koncentracie inhibitora
u diferencovanych a nediferencovanych bunkach sa jedna o nesignifikantny rozdiel expresie sEH

voci kontrole (viz. Tab.4.).
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Tab.5. P hodnoty ziskané z jednovyberového t-testu, ktorym se hodnotila zmena expresie markeru
diferenciacie (vilin) a enzymov CYP2CS8, CYP2C2, CYP2J2 a solubilnej epoxydhydroldazy s
hladinou signifikancie P< 0,05

1uM 10 uM 1M 10 pM

nediferencované nediferencované diferencované diferencované
vilin 0,0408 0,0062 0,7886 0,2501
CYP2C8 0,3857 0,0264 0.9333 0,8437
CYP2C9 0,2764 0,0593 0,0215 0,0516
CYP2J2 0,4738 0,0518 0,5475 0,0533
sEH 0,5161 0,1049 0,4442 0,0659

3.3.3 Imunohistochemické farbenie
Imunohistochemické farbenie je metdda, zalozena na Specifickej vdzbe antigénu

a protilatky. Tato metdda bola pouzita pre overenie expresie vilinu vo vzorkach tkaniv

adenokarcinému hrubého ¢reva.

Graf.7. Expresia vilinu pomocou imunohistochemického farbenia.
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Z vysledného grafu je mozné vidiet, Zze expresia vilinu pri vzorkach pacientov vykazuje
pokles v tkanivach postihnutych adenokarcindomom v porovnani so vzorkami tkaniv od zdravych

pacientov. Tento pokles je vSak nesignifikantny.
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Tab.6. miera vilinu v nadorovom tkanive spocitana v danom pocte vzoriek pacientov

miera vilinu v nadorovom tkanive pocet pacientov
narast vilinu v nadorovom tkanive 12
rovnaké mnozstvo vilinu v nddorovom tkanive 81
pokles vilinu v nadorovom tkanive 25

Obr.7. Reprezentacna mikrofotografia expresie vilinu v zdravom tkanive (G2) (Z : 100x). Pacient

¢.9: muz, 80 rokov
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Obr.8. Reprezentacna mikrofotografia expresie vilinu v kolorektdlnom karcinome (G2) (Z : 100x).

Pacient ¢.9: muz, 80 rokov
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4 Diskusia

Ciele diplomovej prace boli stanovenie proliferacnej aktivity buniek po ovplyvneni bunkovej
linie HT-29 inhibitorom. Daliim cielom bolo sledovat’ zmeny expresie markeru diferenciacie,
v mojom pripade vilinu a enzymov CYP2CS8, CYP2C9, CYP2J2 a solubilnej epoxydhydrolazy.
Posledna tloha bola zmerat mieru expresie vilinu vo vzorkdch pacientov s kolorektalnym
karcindbmom. Prvou ulohou bolo stanovenie inhibi¢nej koncentracie u buniek diferencovanych
a nediferencovanych. Z Tab.3. je zrejmé, Ze obidve inhibi¢né koncentracie (IC10, IC50) su vysSie
u diferencovanych buniek. Z toho vyplyva, ze diferencované bunky potrebuju vysSiu inhibi¢nt
koncentraciu k usmrteniu 10 % a 50 % buniek z bune¢nej populacie. IC50 pre diferencované bunky
je vacsia ako pre nediferencované, ¢ize st odolnejsie voc¢i koncentraciam inhibitora.

Pomocou metédy In-Cell-Elisa boli stanovené expresie markeru diferenciacie (vilin)
a enzymov CYP2C8,CYP2C2,CYP2J2 a solubilnej epoxydhydrolazy buniek HT-29, ktoré boli
ovplyvnené pouzitym inhibitorom GW6471 v roznych stuptioch diferenciacie. Jedinym markerom
diferenciacie, ktory bol stanovovany je vilin. Zo ziskanych vysledkov vyplyva, ze dochddza k
vySSej relativnej expresii vilinu voéi kontrole u nediferencovanych buniek v oboch koncentraciach
pouzitého inhibitora GW6471 a u diferencovanych buniek pri koncentracii 10 uM. V pripade
diferencovanych buniek pri pouzitej koncentracii 1 uM sa nemeni expresia vilinu voc¢i kontrole.
Vilin je aktinovy regula¢ny protein, ktory je lokalizovany vo vSetkych ¢revnych epitelovych
bunkach a v gastrointestinalnych exokrinnych zl'azach. Vilin je protein zodpovedny za formaciu
aktinovych vlaken v mikroklkoch karta¢ového lemu. Expresia vilinu sa pri diferenciacii ¢revnych
buniek zvySuje. ZniZena expresia vilinu moze pravdepodobne viest K naruSeniu Struktury
kartaGového lemu (Al-Maghrabi et al., 2013). Zmena expresie diferenciaéného markeru odpoveda
proliferacnej aktivite buniek ato tak, ze pri vyssej proliferaénej aktivite si bunky menej
diferencované a tym padom je aj hladina vilinu nizSia ako u buniek, u ktorych dochadza ku nizsej
proliferacnej aktivite. Tomuto tvrdeniu odpovedd vysledok diferencovanych buniek, u ktorych
dochddza ku vysSej relativnej expresii vilinu oproti kontrole pri koncentracii 10 uM pouzitého
inhibitora, ¢ize vysSej diferenciacii a niz$ej proliferacnej aktivite.

Z dosiahnutych vysledkov vyplyva, ze expresia vilinu v pacientskych vzorkach vykazuje
mierny nesignifikantny pokles v tkanivach postihnutych adenokarcindmom v porovnani so
vzorkami tkaniv od zdravych pacientov. Iné Studie vSak dokazujii opak a to, Ze vo vzorkach
pacientov trpiacich kolateralnym karcindmom je mierna expresia vilinu, zatial¢o v normalnej
sliznici vdcsina pacientskych vzoriek vykazovali vysoku expresiu vilinu (Al-Maghrabi et al.,
2013). Tieto Stadie su v stlade so zisteniami Werling a kolektiv a Arango a kolektiv (Werling et
al.,2003; Arango et al.,2012) . Pokles hladiny vilinu bol opisany v patologickych stavoch ako je

Crohnova choroba a ulcerézna kolitida, ¢o je potvrdené zistenim, ze mySi u ktorych bol
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knockoutovany vilin, maju vy$8iu nachylnost’ na poskodenie ¢revnych buniek (Al-Maghrabi et al.,
2013).

Rola PPARa v diferenciacii bola Studovana na inych typoch buniek nez ¢revnych. Aktivacia
PPARa podporuje nie len oxidaciu mastnych kyselin ale aj diferenciaciu adipocytov. Diferenciacia
adipocytov je spojena s obezitou a choroby indukovanymi obezitou, ako napriklad rezistencia na
inzulin. Navyse, farmakologicka aktivacia PPARo ma za nasledok energeticky metabolizmus
v adipocytoch a aktivacia tohto receptoru v tkanive adipocytov prispieva ku klinickym tu¢inkom
fibratovych liekov (Goto et al., 2011). Aktivacia receptoru PPARo mdze vyvolat’ aj diferenciaciu
keratinocytov (Hanley et al., 1998). PPARa je pritomny v izolovanych I'udskych monocytoch
a jeho aktivacia a jeho expresia sa zvySuje pri diferenciacii monocytov na makrofagy (Bernadette et
al., 2000). Vergori a kolektiv preukazali, ze mikrocastice, v jeho pripade malé membranove nosice
produkované aktivovanymi a apoptickymi bunkami, nosiace PPARoa, zvySuju diferenciaciu
endotelialnych progenitorovych buniek a monocytarnych progenitorov u mysi, ktoré boli na strave
s vysokym obsahom tukov (Vergori et al., 2017). Dalim typom bunick sa zaoberali Ding
a kolektiv. Ti studovali vplyv PPARa na diferenciaciu  kardiomyocytov a ich vysledky poukazuju
na to, ze PPARa je zapojeny do regulacie oxidu dusného a to ovplyviuje diferenciacu buniek
srdca. Aktivacia PPARa ma prospesné ucinky aj v zlepSeni kardiovaskularnych funkcii (Ding et
al., 2007). Vplyv PPARa na diferenciaciu progenitorovych buniek kostnej drene sa zaoberali v
praci Vergori a kolektiv. Ich stadie poukazuji na to, ze PPARa negativne moduluje diferenciaciu
progenitorovych buniek derivovanych z kostnej drene (Vergori et al., 2014). Na zaklade ziskanych
vysledkov, kedy vy$8ia koncentracia inhibitora viedla k zvySeniu expresie vilinu (viz. Graf.2.), je
mozné tvrdit’, Ze inhibicia receptoru PPARa vedie k vysSej diferenciacii ¢revnych buniek.

Diferenciacia buniek méze byt ovplyvnena expresiou CYP epoxygendz a SEH, ktorych
expresia je ovplyvnena aktivatormi PPARa (fibratmi) (Cizkova et al., 2018). Naviac bolo
preukdzané, ze zablokovanie aktivity sEH nedovol'uje kmetiovym bunkdm sa diferencovat’ (Kim et
al., 2010). Pouzitie inhibitora GW6471 v dvoch r6znych koncentraciach (1 uM a 10 uM) v réznych
Stadiach diferenciacie buniek, viedlo k rozdielnym odpovediam V expresii CYP epoxygenaz.
Kvyssej relativnej expresii CYP epoxygenaz voéi kontrole dochadzalo u buniek
nediferencovanych pri koncentracii 10 pM pouzitého inhibitora. U CYP2C8 doslo k vyssej
relativnej expresii vo¢i kontrole dokonca u diferencovanych a nediferencovanych buniek v oboch
koncentraciach pouzitého inhibitora. V pripade niz$ej relativnej expresii vSetkych testovanych CYP
epoxygenaz voci kontrole doslo u nediferencovanych buniek pri koncentracii 1 uM pouzitého
inhibitora a u diferencovanych buniek pri koncentracii 10 pM.

Solubilna epoxidhydroldza (sEH) konvertuje vysoko aktivnu kyseliny epoxyeikosatrienové
(EETs) generovana CYP450 z kyseliny arachidonovej na menej aktivne Kkyseliny

dihydroxyeikosatrienové. EETs hraju rolu pri regulécii intracelularnych signalnych molekul,
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aktivity protein kinizy a buneénej diferenciacii a mitogenéze (Cizkova et al., 2016). Vyssia
relativna expresia SEH vocCi kontrole vySla pri pouZziti inhibitora pri koncentracii 10uM
u diferencovanych buniek a U nediferencovanych pri rovnakej koncentracii pouzitého inhibitora.
Naopak, nizSia relativna expresia SEH voc¢i kontrole vysla ubuniek diferencovanych
a nediferencovanych pri pouziti koncentracie inhibitora 1uM.

Hladina EETs je regulovanda rovnovahou medzi syntézou EETs CYP epoxygendzami
a hydrolyzou EETs na ich menej aktivne metabolity sEH. Zmenu pomeru tychto enzymov
doprevadza rozdielna odpoved’ v proliferac¢nej aktivite buniek. EETs zvySuji proliferaciu aj
v nadorovych bunkach a maji vSeobecne cytoprotektivny charakter (Shen et al., 2008).
Cytoprotektivny charakter EETs v tkanivach potvrdil Wei a kolektiv, ktory preukazali spojitost’
medzi agresivnostou nadorovych buniek pfs a stupnom diferenciacie spojenym so snizenou
expresiou sEH. Treba vsak brat’ na vedomie, Ze existuju rozdiely medzi zdravymi crevnymi
bunkami a pouzitymi nadorovymi bunkami HT-29 (Shen et al., 2008). Z vysledkov vyplyva, Ze
zvySujuca sa expresia SEH je u diferencovanych buniek pri koncentracii 10 uM pouZitého
inhibitora oproti vSetkym testovanym CYP epoxygenaz. Z toho sa da usadit, Ze dochadza
k rychlejsej hydrolyze EETs, tym padom, je ich koncentracia nizSia. Tym, ze klesa hladina EETs
a je vyS$ia expresia vilinu u diferencovanych buniek (viz. Graf.2.) je mozné usudit, Ze pokles EETs
je nutny pre diferenciaciu buniek. Toto tvrdenie potvrdil aj Kim a kolektiv v §tadii, kde zistili, ze
diferencované adipocyty maji viac DHETSs a menej EETSs nez nediferencované bunky (Kim et al.,
2010). Pre overenie tychto tvrdeni sa odpori¢a zmeranie hladiny metabolitov.

Tieto dosiahnuté vysledky zatial’ nie si obsiahnuté v akejkol'vek literatire a tak sa nedaju
porovnat’. Pre pIné pochopenie role PPARa v diferenciaci ¢revnych buniek je potrebna rada d’alsich

studii.
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5 Zaver

Hlavnym cielom diplomovej prace bolo stanovit' viabilitu buniek a ur¢it’ 10 % a 50 %
inhibi¢ni koncentraciu, nasledne urcit mieru expresie markeru diferencacie, vilinu, enzymov
CYP2C8, CYP2C9, CYP2J2 asolubilnej epoxydhydrolazy. Podstatou bolo pozorovanie zmien
aktivit vilinu, pozorovanych CYP epoxygenaz a solubilnej expoxydhydrolazy vplyvom inhibitora
GW6471. Poslednym cielom bolo zmeranie miery vilinu v pacientskych vzorkach. Experimenty
boli uskutoénené pomocou bunkovej linie odvodenej od karcinomu l'udského hrubého ¢reva, HT-
29. Stanovenie viability buniek a ur¢enie inhibi¢nej koncentracie bolo uskutoénené pomocou WST-
1 testu. Vplyv inhibitoru a jeho ti¢inok pdsobenia na expresiu vilinu, pouzitych CYP epoxygenaz
a solubilnej epoxydgydrolazy bol testovany pomocou In-Cell-Elisy. Miera vilinu v pacientskych
vzorkach bola merand pomocou Imagel s plugingom IHC Profiler. Zo ziskanych vysledkov
imunohistochemického farbenia pacientskych vzoriek sa mi Zial' nepodaril preukazat’ statisticky
vyznamny rozdiel medzi expresiou vilinu vo vzorkach pacientov trpiacich kolorektalnym
karcindbmom a vo vzorkach so zdravym tkanivom aj ked’ existujt $tadia, ktoré to dokazuju.

Z vysledkov vyplyva, Ze inhibi¢né koncentracie IC10 a IC50 st vysSie u diferencovanych
buniek. V pripade pouzitia inhibitora v dvoch réznych koncentraciach (1 uM a 10 uM) v rdznych
Stadiach diferenciacie buniek vyplyva, ze inhibitor vplyva na bunkovu liniu. V pripade solubilnej
epoxydhydrolazy vySla vySSia relativna expresia vo¢i kontrole u diferencovanych
a nediferencovanych bunkach pri koncetracii inhibitora 10uM a niZSia relativna expresia voci
kontrole vysla u diferencovanych a nediferencovanych bunkach pri koncentracii inhibitora 1uM.
V pripade CYP epoxygenaz viedlo pouzitie inhibitora GW6471 v dvoch rdoznych koncentraciach (1
UM a 10 uM) v roznych stadiach diferenciacie buniek K rozdielnym odpovediam v expresii. Ciele
diplomovej prace boli splnené, data Vv tejto diplomovej praci predstavuji zaklad pre d’alSie prace
Vtejto oblasti, zamerané na S$tadium expresie CYP epoxygenaz, vilinu a solubilnej

expoxydhydrolazy a ich rolu v oblasti vzniku kolorektalneho karcinomu.
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