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SOUHRN

Fibraty jsou Siroce pouzivana hypolipidemicka 1é¢iva, ktera slouzi jako ligand
pro receptor aktivovany proliferatory peroxizomua alfa (PPARa). V této bakalaiské praci
se zabyvam vlivem fibratu, konkrétn¢ fenofibratu, na diferenciaci bunék nadorové bunééné
linie HT-29 odvozené od adenokarcinomu tlustého stfeva.

Teoreticka ¢ast shrnuje zakladni poznatky a informace o celkové histologické stavbé
stteva a prub¢hu diferenciace bunck stievniho epitelu. Prace dale popisuje strukturu
a mechanizmus u¢inku PPARS, se zaméfenim na funkce a ligandy izoformy PPARa.

V praktické ¢asti jsou zaznamenany vysledky ovlivnéni bunék fenofibratem pti pouziti
dvou riznych koncentraci — 25 pmol-1? a 150 umol-1! — na builky v rizném stupni
diferenciace — nediferencované, béhem diferenciace a diferencované. Vyhodnoceni
je provedeno na zaklad¢ prolifera¢niho testu (WST-1 test) a metody In-cell Elisa (ICE),
pomoci niz se sledovala zména exprese dvou markeri diferenciace — villinu a intestinalni
alkalické fosfatazy (IAP). Pfitomnost a subcelularni lokalizace PPARa Vv bunkach HT-29

po ovlivnéni fenofibratem je detekovana pomoci imunocytochemického barveni (ICC).



SUMMARY

Fibrates are widely used hypolipidemic drugs which serve as ligands of peroxisome
proliferator-activated receptor alpha (PPARa). The bachelor thesis studied -effect
of fenofibrate treatment on cell differentiation of a human colon cancer cell line — HT-29.

The theoretical part of the thesis summarizes principal knowledge and information
about the overall histological structure of the intestines and differentiation of intestinal
epithelial cells. The study also describes the structure and mechanism of action of PPARs with
a focus on the functions and ligands PPARa.

The experimental part contains the results of fenofibrate treatment by using two
different concentrations — 25 pmol-1"? and 150 pmol-1t — on cells at different stages
of differentiation — proliferating, differentiating and differentiated cells. The evaluation
is based on a proliferation assay (WST-1) and an In-Cell Elisa (ICE) method for monitoring
the change in expression of differentiation markers — villin and intestinal alkaline phosphatase
(IAP). The presence and subcellular localization PPARa in HT-29 cells of fenofibrate
treatment is detected by immunocytochemical staining (ICC).
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1 UVOD

Receptory aktivované proliferatory peroxizomu (PPARs) jsou ligandem-
aktivované transkrip¢ni faktory, které se fadi mezi jaderné receptory. Hraji dulezitou roli
piiregulaci energetické homeostiazy, metabolismu lipidi a glukdzy, zanétu, a jsou
zodpovédné za proliferaci a diferenciaci bunck. Jednim z takovych ligandu aktivujici
PPARs, konkrétné PPARa, jsou fibraty. Jedna se o hypolipidemicka 1éciva, ktera
se pouzivaji v klinické praxi pii 1écbé dyslipidemie, diky jejich schopnosti snizovat
plazmatickou hladinu triglycerid, a naopak zvySovat hladinu lipoproteint s vysokou
hustotou (HDL) cholesterolu.

V nedavnych studiich byl pozorovan vliv ligandi PPARa na proliferacni
schopnost v riznych nadorovych linii. Vysledek prokazal koncentra¢ni zavislost agonistl
PPARo na proliferaci bun¢k. Nizkd koncentrace fibratu podporovala prolifera¢ni
schopnost bunék, zatimco pii vyssi koncentraci dochazelo k inhibici. Z toho divodu
se V bakalaiské praci zaméfuji na diferenciaci bunééné linie HT-29 po ovlivnéni

fenofibratem ve dvou riznych koncentraci.



2 CILE PRACE

Proliferatnim testem za pouziti WST-1 reagentu stanovit vliv fenofibratu v riznych
koncentraci na proliferacni schopnost bunééné linie HT-29 pii rizném stupni
diferenciace.

Metodou In-Cell ELISA sledovat zménu exprese markert diferenciace, villinu
a intestinalni alkalické fosfatazy (IAP), a vysledky srovnat s proliferacni aktivitou bunék.

Imunocytochemickym barvenim detekovat pfitomnost a subcelularni lokalizaci

PPARa V buiice po ovlivnéni bun¢k fenofibratem.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Histologicka stavba stfeva

Travici systém se skladd z travici trubice — Ustni dutina, jicen, zaludek, tenké
stievo, tlusté stfevo a anus — a pridruzenych zlaz, jako jsou slinné zlazy, jatra a slinivka
bfiSni. Vnitini epitelialni vystelka tenkého stieva musi soucasné dosahnout u¢inného
traveni a absorpce potravin pro zachovani, rst a energetické potieby téla, pficemz
neustdle plni funkci bariéry proti potenciondlné¢ nebezpecnym mikroorganismim
a karcinogeniim, které jsou piitomny ve stievnim luminu. Ulohou tlustého stieva
je vstiebavani vétsiny vody a iontl (Barker, 2014; Mescher, 2018).

Tenké stievo (délka 3-5 m) je tvofeno ze tii ¢asti — dvanactnik (duodenum), lacnik
(jejunum) a kycelnik (ileum). VSechny tii ¢asti tenkého stfeva maji velmi podobnou
histologickou stavbu a charakteristickym znakem sliznice je pfitomnost klkt a krypt
(Sancho et al., 2004; Mescher, 2018).

Klky (villi intestinales) jsou kratké slizni¢ni vyrustky (0,5-1,5 mm), které husté
pokryvaji vnitini povrch tenkého stieva a vybihaji do lumina. Tyto prstovité vybézky
pokryva jednovrstevny cylindricky epitel, slozeny pievazné z resorpcnich
bun¢k — enterocytli, aVv menSi mife z pohdrkovitych a enteroendokrinnich bunck
(Lillmann-Rauch, 2012; Mescher, 2018). Nejdelsi klky jsou zastoupeny ve dvanactniku,
SnejvysSim zastoupenim enterocytd. Naproti tomu, poharkovité bunky jsou
nejroz§ifené;si v epitelu kratkych klku distalni oblasti tenkého stieva, kde produkuji hlen,
potiebny pro usnadnéni priichodu stale kompaktnéjsi stolice smérem k tlustému stievu
(Barker, 2014).

Mezi bazemi klkii se nachazi vyusténi Cetnych, kratkych, tubuldznich zlaz
zvanych krypty (glandulae intestinales), rovnéz znamé jako Lieberkiihnovy krypty, které
jsou pokracovanim epitelu klkt (Liillmann-Rauch, 2012; Mescher, 2018). Na spodu
kryptové ¢asti jsou lokalizovany multipotentni kmenové buiiky CBCC (Crypt base
Columnar cell), které se nachazi mezi Panethovymi buiikami, a davaji vznik ostatnim
bunikam sliznice stfeva. V krypté se nachazi jest¢ kmenové bunky +4 (zaujimaji ctvrtou
pozici ze zakladny krypty), které jsou tzv. ,rezervni“ a mohou po poranéni obnovit
kompartment CBCC kmenovych bunék. Zbytek Krypty zabiraji progenitorové buiky
(TA,; transit-amplifying) (Barker, 2014).



Tlusté strevo (délka 1,3-1,5 m) se sklada ze slepého stfeva s Cervovitym vybézkem
(appendix vermiformis), tra¢niku (colon) a kone¢niku (rectum). Sliznice tlustého stifeva
nema klky a po celé jeho délce usti cetné krypty, které jsou hlubsi a hustéji rozmisténé
nez ve stfevé tenkém. Epitel je vystlan poharkovymi a resorpnimi buiitkami s malym
mnozstvim enteroendokrinnich bun¢k (Liillmann-Rauch, 2012; Mescher, 2018).

Organizace bun¢k v tlustém a tenkém stfeve je zaznamendna na Obrazku 1.

(= 1 Enterocyty
&M Enteroendokrinni buriky
() TA buiiky

(&) +4 kmenové buiiky
@ cBCC

() Panethovy buiiky

© ) Pohéarkové bunky

£~ Myofibroblasty
-~ f‘?
= IS
v &

Tlusté stievo — krypta Tenké stievo — klk a krypta

Obrazek 1: Schématické znazornéni bunék v krypté tlustého stieva a tenkého

stireva s jednotkou klky-krypty (pievzato z Medema et Vermeulen, 2011).

Stievni epitel je sloZzen alespon ze sedmi diferencovanych typt bunck (Gerbe,
2012). Jak jiz bylo zminéno vySe, nejhojnéji zastoupenym typem bunék ve stfevnim
epitelu jsou enterocyty.

Jedna se o vysoké cylindrické buriky s bazalné ulozenym ovalnym jadrem a jejich
hlavni funkci je resorpce Zivin. Z apikalniho konce cylindrickych bunék vybihaji
specializované cytoplazmatické vybézky, tzv. mikroklky (villus), které zvétsuji bunécny
povrch pro resorpci. Husté uspotadané mikroklky jsou viditelné jako kartacovy nebo
zihany lem sméfujici do lumina organu. Délka mikroklka je pfiblizn¢ 1 um a Siika
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0,1 um. Tlusty glykokalyx, ktery pokryva mikroklky stfevniho kartacového lemu,
obsahuje na membranu vézané proteiny a enzymy uplatiiujici se pfi natraveni nékterych
makromolekul (Mescher, 2018).

Kazdy mikroklk obsahuje svazek aktinovych filament, ktera jsou pficné propojena
jak mezi sebou, tak s okolni cytoplazmatickou membranou. Ackoliv jsou mikroklky
relativné stabilni, uspofadani jejich mikrofilament je dynamické a méni se na zakladé
interakci s myozinem. To pfispiva k udrzeni optimalnich podminek pro resorpci, ktera
je realizovana prostfednictvim riznych kanald, receptort a jinych proteini v plazmalemé.
(Mescher, 2018).

Kazdy enterocyt je vybaven v priméru 3 000 mikroklky a kazdy mm? slizni¢niho
povrchu obsahuje kolem 200 miliont téchto struktur. Mikroklky, klky a cirkularni fasy
dohromady velmi zvétSuji rozlohu slizni¢niho povrchu, ktery pfichdzi do kontaktu
s zivinami pfitomnymi v luminu. Enterocyty maji rovnéz schopnost produkovat fadu
enzymu (laktaza, sachardza-izomaltaza, dipeptidylpeptidaza 1V), které v glykokalyxu
hydrolyzuji disacharidy a dipeptidy na monosacharidy a aminokyseliny. Ty jsou poté
snadno resorbovany aktivnim transportem a piendseny ke kapilardm. Lipidy jsou $tépeny
lipAzami, a vstupuji pomoci micel do enterocytd pasivni diftizi a prostiednictvim
membranovych transportérti (Mescher, 2018; Simon-Assmann et al., 2007).

DalSim typem bunék jsou buiiky poharkové, které se nachdzi mezi enterocyty.
Jejich sekretem jsou glykoproteinové muciny, které se naslednou hydrataci méni v hlen,
jehoz hlavni funkci je chranit a zvlhcovat vystelku stieva (Mescher, 2018).

Panethovy buiiky v bazalni ¢asti krypty pod urovni kmenovych bunck jsou
exokrinni buiky s velkymi eosinofilnimi sekre¢nimi granuly v apikalni cytoplazmé.
Granula Panethovych bunék obsahuji lysozym, fosfolipazu A2 a hydrofobni peptidy
zvané defensiny. VSechny tyto latky se vazou na bakteridlni sténu mikroorganismua
a nasledné¢ jirozrusSuji. Panethovy bunky tak hraji dulezitou roli ve vrozené
imunit¢€ a v regulaci mikroprostiedi stfevnich krypt (Mescher, 2018).

Imunitni funkci maji na starosti rovnéz M-buiky. Jedna se o specializované
epitelové bunky sliznice ilea, umisténé nad lymfatickymi folikuly Peyerovych plakd.
V zéhybech bazolateralni membrany téchto bunck se nachazeji intraepitelové lymfocyty
a bunky prezentujici antigen (APC). M-buiikky vychytavaji selektivni endocytdézou
antigeny a transportuji je do sousednich lymfocyti a dendritickych bunék, které
pak migruji do lymfatickych uzlikd, kde vyvolaji pfisluSnou imunitni odpovéd’ (Mescher,

2018).



Enteroendokrinni buiiky se nachdzi ve variabilnim poctu po celé délce tenkého
stteva a produkuji rizné peptidové hormony, jako je napft.: cholecystokinin (CCK),
gastricky inhibi¢ni polypeptid (GIP) nebo sekretin. Jejich zuzena apikalni ¢ast, ktera je
v kontaktu s luminem, obsahuje chemorecepéni molekuly, jenz registruji koncentraci
nékterych Zzivin, napf.: sacharidl, atim reguluji vydej hormond na svém bazalnim
povrchu (Mescher, 2018).

Kromé vysSe popsanych stfevnich bun¢k, existuji nejméné dalsi dva typy — “tuft*
a “cup® bunky (Obrazek 2). Jejich funkce neni zatim zcela objasnéna (Barker, 2014),

ale tyto vzacné typy bunék se mohou nachazet v kryptach i na kicich (Barker et al., 2012).

Enterocyt . .
Enteroendokrinni _ Potl)lafiove
bunky , ey
(‘C 2 N ’ ¥ P
?p o X Panethovy
buiiky A - buiky
v o) | ( &
<
- g A
-... :; ’.‘?ﬁ .é. 4. ’j
o / Y \ -\",-
M-buiik e
Y Lieberkiihnova krypta Tuft” buiiky

Obrazek 2: Schématické znazornéni typu stirevnich epitelialnich bunék

(ptevzato z Gerbe et al., 2012).
3.1.1 Diferenciace bunék v epitelu

Stievni epitel je struktura relativné labilni a jeho bunky se neustale a rychle
obnovuji mitotickou aktivitou kmenovych bunék. Bunky stievniho epitelu jsou kazdy
tyden nahrazeny novymi bunkami. Ke generovani novych bunék z multipotentnich
kmenovych bunék dochazi uvnitt Lieberkiihnovych krypt, kde jsou lokalizovany
ve specifickych ,,vyklencich® (fr. niche) (Tremblay et al., 2006; Mescher, 2018).

Z kmenovych bun€k vznikaji progenitorové TA bunky, které se diferencuji
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do raznych typu funkénich bunék, kdyz migruji z krypty smérem ke Spicce klkd,
aby nahradily epitelové bunky, které byly ztraceny prostiednictvim anoikis na vrcholu
klku (Obrazek 3). Diferenciace, tedy cesta z krypty na klk trva 2 dny, a vrcholu kiku
bunky dosahnou béhem 5 dnt (Sancho et al., 2004; Barker, 2014). Klky jsou tak mistem
lemovanym funk¢énimi diferencovanymi epitelidlnimi bunikami, které zde plni svoji
funkci (Benoit et al., 2012). Vyjimkou jsou Panethovy bunky, které nemigruji vzhiru
do oblasti klku, ale pohybuji se smérem doli na dno krypty, kde plni svoji funkci
6-8tydna (Snippert et al., 2010; Barker et al., 2012). Proliferace, migrace a diferenciace
epitelidlnich bun¢k musi byt ptisné regulovana riznymi mechanismy fizenymi riistovymi
faktory a cytokiny (Tremblay et al., 2006).

Tlusté stfevo je charakterizovano prodlouzenymi zlazami pokrytymi
jednoduchym epitelem, ve kterém jsou pfitomny prevazné absorp¢ni buiiky (kolonocyty)
a poharkové bunky. Obnova bunék probiha obdobné jako u stieva tenkého (Simon-
Assmann et al., 2007).

DIFERENCOVANE

" KLK
BUNKY

DIFERENCUJICI
BUNKY

KRYPTA

PROLIFERUJICI
BUNKY

Obrazek 3: Schéma sliznice tenkého stieva a postupna diferenciace bunék
(prevzato z Cizkova et al., 2015-16).



3.1.2 Modely pro studium diferenciace

V roce 1964 Jorgen Fogh zalozil prvni lidskou bunéénou linii karcinomu tlustého
stteva 127 kultivovatelnych lidskych nadorovych bunéénych linii. Podle piivodu nadoru
vykazuji bunécné linie vysokou diverzitu ve stupni diferenciace, proliferace
a metabolickych vlastnostech. Dobie znamé a popsané jsou dvé bunécné linie odvozené
od adenokarcinomu tlustého stieva — Caco-2 a jiz zminéna HT-29 (Simon-Assmann et al.,
2007).

Lidskd bunécné linie adenokarcinomu HT-29 je povaZovadna za pluripotentni
sttevni buné¢nou linii. Bylo prokazano, ze tyto bunky vykazuji vysokou miru spotieby
glukozy, a proto vyzaduji vysokou koncentraci glukozy v médiu. Za standardnich
ristovych podminek, tj. v p¥itomnosti 25 mmol-1? glukézy a 10% fetalniho bovinniho
séra, vykazuji buiikky HT-29 nediferencovany fenotyp (Augeron et Laboisse, 1984).
Rostou jako vicevrstvé, nepolarizované a nediferencované buinky, které neexprimuji
zadné diferenciacni markery funkcnich epitelidlnich bunék, pouze malé mnozstvi
hydrolaz. Nicméng, buniky HT-29 jsou schopny exprimovat rizné markery diferenciace
pod vlivem zmén kultivatniho média nebo induktorti diferenciace (Simon-Assmann
et al., 2007; Martinez-Maqueda et al., 2015). Pokud nahradime v kultiva¢nim médiu
glukézu za galaktozu, dochazi k indukcei reverzibilni diferenciace v enterocyty. Pokud
jsou buniky péstovany za vhodnych kultivaénich podminek nebo po oSetieni riznymi
induktory, jako naptiklad butyrat sodny, mohou byt modulovany tak, aby exprimovaly
rizné cesty diferenciace enterocytd (Martinez-Maqueda et al., 2015).

Polarizovany fenotyp je charakterizovan morfologickymi, fyziologickymi
a biochemickymi markery. Diferenciace je spojena s riistem a buniky tvofi monovrstvu
S tésnymi spoji a typickymi mikroklky tvoficimi kartaCovy lem. Mikroklky téchto
diferencovanych bunék obsahuji bilkoviny (napft. villin), které jsou bézné¢ piitomné
ve stievnich mikroklcich. Kromé toho tyto diferencované buiiky exprimuji hydrolazy
asociované s kartaCovym lemem, ktery je typicky pro tenké stievo. Aktivity enzymu jsou
vSak mnohem niZ8i neZ U aktivity normalniho stfeva a neexprimuji laktdzu. Maximalni
enzymové¢ aktivity (napf. sachar6za-izomaltaza, aminopeptidaza N a alkalicka fosfataza)
je dosazeno po 30 dnech kultivace (Martinez-Maqueda et al., 2015).

Butyrat sodny je mastnd kyselina s kratkym fetézcem, produkovéana bakterialni

fermentaci sacharidll v tlustém stfevé. Jedna se o hlavni energeticky substrat pro bunky



epitelu tlustého stieva a ma schopnost inhibovat bunéénou proliferaci a stimulovat
bunécnou diferenciaci téchto bunék. Mechanismus plsobeni butyratu je zalozen na zméné
struktury chromatinu, zvySenim acetylace histonu. Butyrat sodny totiz funguje jako silny
inhibitor histon-deacetyldz, které vedou Kk hyperacetylaci histont (Siavoshian et al.,
2000).

Lidské epitelialni bunécna linie Caco-2 byla Siroce pouzivana jako model stfevni
epitelidlni bariéry pro in vitro toxikologické studie a zkoumani funkce a regulace
sttevnich bun€k. Bunééna linie Caco-2 ma totiz schopnost se diferencovat spontanné,
bez pouziti diferencia¢nich faktori na monovrstvu bun¢k s mnoha vlastnostmi typickymi
pro absorpéni enterocyty V kartaCovém lemu, Ktery se nachazi v tenkém stfeveé. Spontanni
diferenciace se dosahuje postkonfluen¢ni kultivaci. Bunééna linie Caco-2 je heterogenni
a obsahuje builkky s mirné odliSnymi vlastnostmi. Lze tedy ocekévat, ze kultivacni
podminky budou vybirany pro rist riznych subpopulaci bunék, coz povede k bunéénému
modelovému systému s vlastnostmi, ktery se muze liSit od pivodni bunécné linie

(Tremblay et al., 2006; Natoli et al., 2012; Lea, 2015).



3.2 Receptory aktivované proliferatory peroxizomu (PPARSs)

3.2.1 Zakladni charakteristika

Receptory aktivované proliferatory peroxizomit (PPARs) jsou ligandem-
aktivované transkripcni faktory, které po aktivaci stimuluji genovou expresi, vazbou
do promotorové oblasti cilovych gend. Radi se do superrodiny jadernych receptorti (NR)
ajsou znamy tfi podtypy tohoto receptoru — PPARa (NRIC1), PPARB/S (NR1C2)
a PPARy (NR1C3) (Escher et Wahli, 2000; Pyper et al., 2010). Vsichni tii ¢lenové funguji
jako senzory pro mastné kyseliny a jejich derivaty, ¢imz kontroluji dtlezité metabolické
cesty podilejici se na metabolismu lipidu a energetické homeostazy (Pyper et al., 2010).
Kromé¢ toho se podili na regulaci zadnétu a imunitni odpovédi, stejné jako metabolismu
xenobiotik (Cizkova et al., 2015).

Vsechny tfi receptory jsou koédovany riznymi geny a lezi na ruznych
chromozémech. PPARa je lokalizovan na 22 chromozému v oblasti 22q12-q13.1.
Receptor PPARP/S se nachazi na chromozému 6 v pozici 6p21.1-p21.2 a receptor PPARy
je umistén na chromozomu 3 v pozici 3p25 (Desvergne et Wahli, 1999).

Tyto tii izoformy PPARs se navzajem lisi z hlediska tkanové distribuce,
specifickych ligandl a fyziologickych roli. Kazdy z nich tak aktivuje nebo potlacuje
ruzné geny (Grygiel-Gorniak, 2014). Exprese PPARa se vyskytuje ve vSech tkéanich.
Nejvice je vSak exprimovan v bufikach, které maji aktivni schopnost oxidace mastnych
kyselin, jako jsou jaterni hepatocyty, kardiomyocyty srde¢niho svalu, bunky
proximélniho tubulu ledvin anejvyssi exprese dosahuji enterocyty tenkého stieva,
viz Obrazek 4 (Burns et Heuvel, 2007).

PPARJ (také oznaCovan jako PPARJ) je exprimovan rovnéZz ve vétsiné tkani
a casto vice neZ PPARa a PPARY. Nezndmé;jsi ulohu hraje PPARP v kosternim svalstvu,
kde zprostiedkovava genovou expresi a stimuluje oxidaci mastnych kyselin. Krom¢ toho
se Ucastni procesti, jako je bunécnd diferenciace a hojeni ran (Rodriguez et Kersten,
2017).

PPARYy je exprimovany prevazné v tukové tkani, makrofazich imunitniho systému
a tlustém stfevé. Existuje ve dvou odliSnych proteinovych formach PPARy1 a PPARYy2,
které vznikaji rozdilnym transkripénim pocatkem a alternativnim sestithem (Burns

et Heuvel, 2007; Rakhshandehroo et al., 2010).
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Obrazek 4: Exprese PPARa na tirovni mRNA v riiznych typech lidskych tkani.
Relativni exprese je vztazena k expresi v tenkém stievé (100 %)

(ptevzato z Rakhshandehroo et al., 2010).

3.2.2 Struktura

Geny pro PPARSs jsou translatované ze Sesti kodujicich exontl a struktura PPARs
se sklada ze ¢étyt funkénich domén — A/B oblast, DNA-vazebna doména (C), pantova
oblast (D) a ligand vazebna doména (E/F), viz Obrazek 5 (Desvergne et Wahli, 1999).

N-koncova A/B doména je mezi izotypy PPARS malo konzervativni a obsahuje
oblast aktivacni funkce-1 (AF-1), ktera je zodpovédna za aktivaci receptoru, nezavisle
na ligandu (Escher et Wahli, 1999; Pyper et al., 2010). Tato oblast mize byt
fosforylovana pomoci mitogenem aktivovanych protein kinaz (MAPK), coz ma
zanasledek zménu v transkripéni aktivité. U PPARa dochazi vlivem fosforylace
ke zvyseni transkripéni aktivity, zatimco fosforylace PPARY stejnou kinadzou zptisobi
negativni regulaci transkrip¢ni funkce (Aranda et Pascual, 2001; Rakhshandehroo et al.,
2010).

Po doméné A/B nasleduje velmi konzervativni DNA vazebna doména (DBD),
ktera je schopna rozpoznat specifickou cilovou sekvenci a umoznuje PPARs fyzicky
interagovat s DNA v oblasti tzv. PPAR response element (PPRE) ve form¢ heterodimeru
s RXR — PPAR:RXR (Aranda et Pascual, 2001; Rakhshandehroo et al., 2010). Interakci

zajiStuji dva konzervativni motivy zinkového prstu, obsazeného v DBD, které
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rozpoznavaji oblast PPRE, slozenou ze sekvence dvou hexanukleotidi (AGGTCA)
odd¢lené jednim nukleotidem (Desvergne et Wahli, 1999; Kota et al., 2005; Pyper et al.,
2010).

Vedle DNA-vazebné domény je flexibilni pantova doména (D), ktera spojuje
DNA-vazebnou doménu a ligand-vazebnou doménu (E). Tato pantova oblast vaze
korepresorové proteiny (Pyper et al., 2010).

Ligand vazebna doména (LBD) obsahuje misto pro navazani ligandu, které
je zasadni pro hetrodimerizaci s RXR (Rakhshandehroo et al., 2010). LBD je tvoiena
13 a-helixy a 4 B-listy, které vytvaii hydrofobni kapsu pro vazbu ligandu (Aranda
et Pascual, 2001). Soucasti LBD je i oblast aktiva¢ni funkce-2 (AF-2), ktera je na ligandu
zavisla. Po navazani ligandu prochazi oblast AF-2 konforma¢ni zménou, ktera umozniuje
tvorbu vodikovych vazeb. Tato konformacni zména v proteinu umoziuje interakci

receptoru s koaktivatory (Pyper et al., 2010).

1 101 166 244 468
v- B D A
|
AF1 DBD PANT LBD/AF2
vazba na :
vazba ligandu

fOSf,‘OI,.yll ace PPRE vazba S
nefav1s de né ve formé korepresort .

1gandau PPAR:RXR vazba koaktivatoru

Obrazek 5: Schématické zobrazeni struktury PPARa
(upraveno podle Aranda et Pascual, 2001; Pyper et al., 2010).

3.2.3 Mechanismus uc¢inku

Vsechny PPARs sdileji stejny molekularni mechanismus putisobent,
prostiednictvim tvorby heterodimerti s jadernym receptorem RXR, se kterym
zprostiedkovavaji expresi cilovych genti (Rakhshandehroo et al., 2010; Peters et al.,
2012).

Ackoliv jsou PPARs lokalizovany ptfevazné v jadfe, v nepfitomnosti ligandu
PPARa a PPARY dynamicky pfechazeji mezi jadrem a cytoplazmou. Po navazani ligandu
jsou tyto receptory indukovany k translokaci do jadra (Umemoto et Fujiki, 2012)
a prochazeji konformaéni zménou. Ta zplisobuje uvolnéni korepresoru histon deacetylazy
(HDAC) a umozZiuje PPAR heterodimerizovat s retinoidnim X receptorem (RXR).
Heterodimer PPAR:RXR se vaze na DNA v oblasti PPRE umisténé v promotoru cilovych

gend. Na aktivovany hetrodimer se pfipoji RNA polymerdza II a koaktivatory s histon
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acetyl-transferazou (HAT) aktivitou, které modifikujici strukturu chromatinu uvolnénim
histonu H1, a zvysuji transkripci cilovych gent, viz Obrazek 6 (Escher et Wahli, 1999;
Peters et al., 2012; Cizkova et al., 2016).

LIGANDY . A
A

! AA/TCTAGGTCAAAGGTCA "':

Obrazek 6: Mechanismus transaktivace jaderného receptoru PPAR

(upraveno podle Escher et Wahli, 1999).

PPARs mizou rovnéz vést ke snizeni regulace genové exprese, ke které dochazi
interferovanim s jinymi proteiny a transkripénimi faktory prostfednictvim mechanismu
trans-represe. Piikladem muze byt vazba podjednotky p65 transkripéniho faktoru NFxB
na PPAR. Transkripéni aktivita PPARs muize byt ovlivnéna piechody mezi fosforylaci
a defosforylaci domény A/B (Monsalve et al., 2013; Cizkova et al., 2016).

Podobné jako u jinych jadernych receptorti, i PPARs jsou fosfoproteiny a jejich
transkripéni aktivita je ovlivnéna kindzami a fosfatdzami. Fosforylace mitogenem
aktivovanymi proteinkindzami (MAPK), proteinovou kinazou A (PKA) a C (PKC), AMP
kinazou (AMPK) a glykogen syntdzou kinazou-3 (GSK3) ovliviiuje oblast AF-1
(ligand-nezavisla) a AF-2 (ligand-zavisla), které jsou zodpovédné za aktivaci receptoru.
Utinky fosforylace zavisi na buné¢ném kontextu, subtypu receptoru a metabolizovaném
zbytku (Burns et Heuvel, 2007).
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3.24 Ligandy PPARa

Ligandy PPARo muzeme rozdélit do dvou kategorii — ptirodni biologické
molekuly (endogenni) a synteticka xenobiotika (exogenni) (Pyper et al., 2010).

Endogenni nebo pfirozené se vyskytujici biologické molekuly, které slouzi jako
ligandy PPARa, zahrnuji mastné kyseliny a jejich derivaty z metabolickych drah (Pyper
et al., 2010). Z toho duvodu se PPARs nazyvaji lipidovymi senzory (Grygiel-Gorniak,
2014). Mezi endogenni molekuly fadime eikosanoidy, jenz jsou tfidou mastnych kyselin
odvozenych hlavné od kyseliny arachidonové. Cestou lipoxygenazy vedouci k tvorbé
leukotrient (LT) a hydroxyeikosatetraenovych kyselin (HETE) nebo cestou
cyklooxygendzy produkujici prostaglandiny (PG). Nekteré z téchto eikosanoidi jsou
aktivatory riznych izoforem PPARs (Desvergne et Wahli, 1999).

Ptirodnimi agonisty PPARa jsou esencialni mastné kyseliny (EFA), které zpisobi
transkripci gent podilejicich se na homeostazi glukézy a lipidi. Omega-3 EFA zahrnuji
kyselinu dokosahexaenovou a kyselinu eikosapentaenovou, které se pouzivaji pfi
prevenci a 1écbé kardiovaskularnich a metabolickych onemocnéni. Eikosanoidy i EFA
jsou vsak vyzadovany v relativné vysokych koncentraci (pfiblizng 100 pmol-17)
pro aktivaci PPARa (Grygiel-Gorniak, 2014).

Mezi syntetické ligand ftadime fibraty — fenofibrat (Obrazek 7), klofibrat,
gemfibrozil, bezafibrat a dalsi. Tato hypolipidemicka 1é¢iva se pouZzivaji v klinické praxi
pfi 1écb¢é dyslipidemie. Plsobenim fibrati dochazi ke sniZeni exprese genu
apolipoproteinu C-1ll a snizeni plazmatické hladiny triglyceridi. Na druhou stranu
dochazi ke zvySeni hladiny lipoproteini s vysokou hustotou (HDL) cholesterolu
a zvySenim exprese genil apolipoprotein A-l a A-ll. Také zvySuji citlivost na inzulin
asnizuji hladiny glukézy v plazmé. Mezi syntetické ligandy rovnéz fadime ur€ité
herbicidy, pesticidy a dal$i kontaminanty z prostiedi (Lee et al., 2003; Pyper et al., 2010;
Grygiel-Gorniak, 2014; Mirza et al., 2019).
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Obrazek 7: Chemicka struktura fenofibratu (pievzato z Mohsin et al., 2016).

3.25 Funkce PPARa

Jak jiz bylo zminéno, PPARa je exprimovan hlavné ve tkanich, ve kterych
dochazi k oxidaci mastnych kyselin. K f-oxidaci dochézi ptevazné u dvou subcelularnich
organel — mitochondrie a peroxizémy. Pfi aktivaci, receptor primarné fidi expresi gend
podilejicich se na metabolismu lipidi. PPAR« tak pisobi jako lipidovy senzor a hraje
dialezitou roli v regulaci metabolismu zivin a energetické homeostdzy. Kromé¢ toho
se podili na regulaci zanétu a metabolismu xenobiotik (Grygiel-Gorniak, 2014; Cizkova
et al., 2016). Ukazalo se, ze vSechny tii izoformy PPARS se podileji na energetickém
metabolismu. PPARa a PPARP/S funguji pfevazné jako katabolické regulatory
energetického vydeje, zatimco PPARY reguluje anabolicky metabolismus v tom, Ze hraje
roli pti skladovani energie (Pyper et al., 2010).

Aktivace PPARa vede ke snizeni hladiny lipidi a eliminaci triglyceridia (TG)
z plazmy, coz ma za nasledek vysokou hladinu HDL cholesterolu. Rovnéz je dobie
prokazana jeho ucast na glukdézové homeostaze a rozvoji inzulinové rezistence. V jatrech
kontroluje PPARa metabolismus lipidd, jako je absorpce, aktivace a oxidace mastnych
kyselin, lipolyza, ketogeneze a skladovani TG. Aktivace receptoru exogennimi ligandy,
jako jsou fibraty a dalsi peroxizomalni proliferac¢ni latky, podporuji expresi cytochromu
P4504A (CYP4A), ktery katalyzuje omega-hydroxylaci mastnych kyselin. Tyto
mechanismy jsou prospésné pii redukci syntézy TG. Aktivace PPARa dale vede
k pfeméné¢ jaterniho cholesterolu na HDL, ¢imz se snizuje jaterni hladina VLDL. Proto
jeho aktivatory hraji vyznamnou roli v 1é€bé dyslipidemie sniZzenim hladin triglyceridi
v plazmé¢ a zvySeni HDL cholesterolu (Kota et al., 2005; Mirza, 2019).

PPARa hraje rovnéz prospésnou roli pfi snizovani zanétu. Aktivace tohoto
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receptoru ovlivituje jak akutni, tak chronické zanétlivé poruchy zahrnujici neutrofily
a makrofagy (Pyper et al., 2010). Agonist¢ PPARa vykazuji protizanétlivé ucinky
v cévnich buiikach. Tyto ucinky zahrnuji zvySenou expresi endotelidlni syntdzy oxidu
dusnatého (eNOS). V endotelidlnich buiitkach agonist¢ PPARa inhibuji produkci
zanétlivych cytokinti (napt. TNF-a, IL-6, ...) a snizuji expresi cyklooxygenazy-2
v cévnich bunikach hladkého svalstva pomoci NF-kB signaliza¢ni represe. PPARa také
indukuje apoptdzu a down-regulaci expresi tkafiového faktoru a metaloproteinazy (MMP)

v makrofazich aktivovanych cytokiny (Kota et al., 2005; Monsalve et al., 2013).

3.2.6 Vliv PPARa na proliferaci bunék

V posledni dob¢ byly fibraty povazovany za potenciondlni protinddorova 1éciva
s relativné nizkou toxicitou. Navzdory této skute¢nosti je uloha PPARa v karcinogenezi
kontroverzni. Existuje mnoho studii, které popisuji jejich potencial pro 1écbu rakoviny
a chemoprevenci (Urbanska et al., 2008; Panigrahy et al., 2008). Na druhou stranu byla
popséna zvysend proliferace v bunéénych linii lidského karcinomu prsu po 1é€bé ligandy
PPARa, konkrétné WY-14643 a klofibraty (Suchanek et al., 2002). U hlodavci bylo
napiiklad prokdzéno, ze dlouhodobé podavani agonistt PPARa zptsobuje
hepatokarcinogenezi. Tento efekt vSak u lidi prokazan nebyl (Mandard et al., 2004; Peter
et al., 2012). Pfesna uloha PPARa a jeho ligandd u rakoviny zustava tedy nejasna.

Soucasny zajem o cileni PPARa pro prevenci urcitych rakovin, vcetné tlustého
stteva a leukémie, je zaloZen na studiich, které ukazuji, Ze agonist¢ PPARa inhibuji
proliferaci endotelovych bun¢k a zvySuji syntézu agonisti PPARy. Zda PPARs funguji
jako nadorové supresory nebo jako onkogeny u rakoviny je stale nezndmé. SloZitost drah,
které jsou regulovany PPARs, a sklon téchto cest ke zméné v rakovinu, nabizi nékteré
vysvétleni pro rozdilné funkce PPARS v riiznych typech nadorti. Vzhledem k tomu,
ze cileni PPARs muize zlepsit klinické disledky metabolickych poruch, o nichz je zndmo,
Ze jsou spojeny se zvySenym rizikem rakoviny (napi. diabetes mellitus, obezita,
dyslipidemie a chronicky zanét), je modulace aktivit PPARS atraktivnim pfistupem
pro prevenci a 1é¢bu rakoviny (Peter et al., 2012).

Pii studii (Cizkova et al., 2016), ve které byly zkoumany rtizné ligandy PPAR«
(fenofibrat, bezafibrat a gemfibrozil) na riznych bunéénych linii (HEK293, HepG2
a HT-29) byla prokazana koncentracni zavislost agonisti PPARa na proliferaci bunék.
Pti niz$ich koncentraci byla pozorovana oproti kontrolnim buntkdm zvySena proliferace

ve vSech testovanych bunécnych linii, S vyjimkou bunétné linie HEK293 ovlivnéné
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fenofibratem. Pfi vyssi koncentraci bylo ziejmé potlaceni bunécéné proliferace. Podle
studie se zda, ze PPARa neni ¢isty onkogen nebo supresor nadoru. Pfes mnoho popsanych
protinadorovych uc¢inkl fibratt, bylo na zéklad¢ vyzkumu navrhnuto, ze vliv fibrata
u testovanych linii karcinomu nema zadny protinadorovy uc¢inek. ZvySend proliferace
bun€k byla navic doprovéazena indukci proteinu CYP2J2, ktery by mohl tento jev
vysvétlit.

Enzymy cytochromu P450 (CYP) nazyvané CYP epoxygenazy jsou regulovany
pravé PPARa. Tyto enzymy, zejména CYP2C a CYP2J, preménuji kyselinu
arachidonovou na kyseliny epoxieikosatrienové (EETS), které jsou pak sEH
hydrolyzovany na odpovidajici dioly. EETS maji obecné cytoprotektivni ucinky
a stimuluji bun&&nou proliferaci prostfednictvim signélnich drah PI3K a MAPK (Cizkova
et al., 2016). V navazujici studii (Cizkova, 2018) byla zkoumana exprese pravé
CYP2C8, CYP2J2 a sEH v lidskych bunéénych linii v zavislosti na koncentraci fibrati.
Ziskané vysledky ukézaly, ze po expozici fibratd jsou zmény poméru
CYP2J2 / sEH uzce spojeny s bunécnou proliferaci a mohly by vysvétlovat riizné
proliferatni reakce bunck na rtzné koncentrace fibrati. Nizsi koncentrace fibrati
zvySovaly bunéénou proliferaci a zaroven zvySovaly expresi CYP2J2, zatimco vyssi
koncentrace fibrat vedly ke zvySeni exprese sEH ve vSech tfech testovanych bunéénych

linii (Cizkova, 2018).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky materidl a kultiva¢ni podminky

Pii praci byla pouzita lidska bunééna linie HT-29 odvozena od adenokarcinomu
tlustého stifeva (ECACC 91072201). Bunééna linie byla autentizovana pomoci STR
lokusti na Ustavu klinické genetiky, Fakultni nemocnice Olomouc.

Bunéénd kultura byla péstovana v kultivatnim médium — Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM), které obsahovalo 10% fetalni bovinni sérum, penicilin
(100 U-ml), streptomycin (100 mg-17), 1% pyruvat sodny a 1% glutamax. Kultivaéni
podminky v inkubdtory byly nastaveny na 37 °C a 5% CO2 Vv atmosféte. Bunky byly

pasazovany 2x tydn¢ standartnim postupem.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie:
— Dulbecco’s Modified Eagle Medium — DMEM (Sigma Aldrich, kat.¢. D6171)
— trypsin (Gibco®; ThermoFisher Scientific, kat.¢. 25200-056)
— butyrat sodny (Sigma Aldrich, kat.c. B5887)
— fenofibrat (Cayman, kat.c. 10005368)
— Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche, kat.¢. 11 644 807 001)
— primarni krali¢i polyklonalni protilatka villin (GeneTex, kat.¢. GTX110034)
— primarni krali¢i polyklonalni protilatka IAP (GeneTex, kat.¢. GTX112100)
— primarni krali¢i polyklonalni protilatka PPARa (GeneTex, kat.¢. GTX28934)
— propidium jodid (Sigma Aldrich, kat.c. P4170)
— RNaza A (Sigma Aldrich, kat.¢. R6513)

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

Pouzité roztoky a jejich priprava:
— 10x PBS: 80 g NaCl, 2 g KClI, 32,1 g Na2HPO4 a 2 g KHPOQOg4; nasledné doplnit
na objem 1 | dH.O
- 30% H20>
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— 10% dimethylsulfoxid (DMSO): 100 ul DMSO, 900 pl sterilni dH20

— 1X Tris Buffered Saline (TBS): 2,5 ml 20X TBS; 47,5 ml dH.O

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

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

— Quenching roztok: 0,38 ml 30% H202; 11 ml 1X TBS

— oplachovaci pufr: 7,5 ml 20X TBS; 141 ml dH.0O; 1,5 ml Surfact-Amps
20 Detergent

— diluent pro protilatky: 3 ml blokovaciho pufru; 3 ml 1X oplachovaciho pufru (1:1)

— ziedény HRP konjugat: 30 ul HRP konjugat; 12 ml 1X oplachovaci pufr

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

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

— 0,5M TRIS + Tween 20 (0,05%): 500 ul Tween na 1 I TRIS pufru

— citratovy pufr (10x) pro cytometrii: 5,68 g citratu trisodného dihydratu v 500 ml
dH.0

— zasobni roztok propidium iodid — 2 mg/ml v 10x citratovém pufru; pracovni
roztok — 2 ml zasobniho roztoku smichat s 2 ml TritonuX a 40 ml ddH.O

4.3 Seznam pouzitych pfistrojil a zatizeni

— flowbox — MCS-Advantage (Thermo Scientific)

— Inkubator s atmosférou CO> (HeraCell)

— Vodni lazen — TW8 (Julaba)

— Inverzni mikroskop — Eclipse TS100 (Nikon)

— centrifuga — MR22i (Jouan)

— elisa reader — PowerWave XS (Bio-Tek)

— tkanovy mikroprocesor — HistosPro (Milestone)

— lednicka (4 °C) a mrazak (Gorenje)

— svételny mikroskop — BX40 (Olympus)

— orbitalni tfepacka — 3005 (GFL)

— pratokovy cytometr — BD FACSVerse (BIOSCIENCES)
19



4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

44,1 Ovlivnéni bunék fenofibratem

Fenofibrat slouzi jako ligand pro PPARa a byl testovan na bunééné linii HT-29
ve dvou riiznych koncentraci — 25 pmol-1? a 150 umol-1?. Testovani probihalo na riizném
stupni diferenciovanych bun¢k — nediferencované, béhem diferenciace a diferencované.
K diferenciaci byl pouZit zasobni roztok 0,5 mol-1* butyratu sodného, ktery se fedil
do 10% DMSO ve sterilni deionizované vodé. Zasobni roztok 40 mmol-1" fenofibratu
(Cayman) byl vyfedén médiem DMEM na 10 mmol-1?, ktery se dale fedil
dle potieby.

Bunky byly vysety na 96-jamkovou kultivaéni desticku o hustoté 10 000 bun¢k/jamka
v 80 ul média a nechaly se adherovat ptes noc v inkubdtoru (standartni podminky: 37 °C
a 5% COy). Bunky byly vysety v triplikatech pro WST-1 test a v doubletech pro ICE.

Pti ovlivnéni nediferencovanych bunck byl na adherované bunky aplikovan butyrat
sodny, DMSO (kontrola) nebo roztok fenofibratu, ktery byl fedén do ¢isttho DMEM
média (Tabulka 1 pro WST-1 test nebo Tabulka 2 pro ICE). Z nafedeného roztoku se

do média s bunikami ptidavalo 20 pl.

Tabulka 1: Rozpis koncentraci a pouZitych objemu na triplet pro WST-1 test.

koncentrace koncentrace objem (piedfedéného) objem média
testované latky v pracovniho zasobniho roztoku [ud]
jamce roztoku [ul]
5 mmol 1" NaBt 25 mmol-1? 4,20 80
25 umol -1 FF 125 umol-1? 1,01 80
150 umol 1 FF 750 pmol-1' 6,49 80
0,1% DMSO 0,5% 0,40 80
Legenda: NaBt = butyrat sodny; FF = fenofibrat; DMSO = dimethylsulfoxid

Tabulka 2: Rozpis koncentraci a pouZitych objemi na doublet pro ICE.

koncentrace koncentrace objem (predfedéného) objem média
testované latky pracovniho zasobniho roztoku [pd]
VvV jamce roztoku [ul]
5 mmol-1"t NaBt 25 mmol-1? 3,10 60
25 umol -1 FF 125 umol-1? 0,76 60
150 umol 1" FF 750 pmol-1' 4,88 60
0,1% DMSO 0,5% 0,30 60
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Buniky byly inkubovany 72 hod za standardnich podminek, a poté byl proveden
proliferacni WST-1 test nebo fixace pro ICE.

Pfi ovlivnéni bun¢k béhem diferenciace byl na adherované bunky aplikovan
na 72 hod roztok fenofibratu nebo DMSO, ve stejnych objemech a koncentracich, jako
U bun€k nediferencovanych, stim rozdilem, Ze se testované latky fedily do média
s 25 mmol-1" butyrdtem sodnym.

V piipadé ovlivnéni diferencovanych bunék, nejprve doslo k ovlivnéni
adherovanych nediferencovanych bunék 5 mmol-1? butyratem sodnym na 72 hod.
Nasledné se diferencovanym buitkdm odsalo médium s NaBt a ptidalo se 80 pl cerstvého

DMEM média. Bunky poté byly ovlivnény jako v pfipadé nediferencovanych bunék.

4.4.2 Test proliferace — WST-1

Prolifera¢ni test s pouzitim Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche) je zalozen
na principu funkénich mitochondridlnich dehydrogenaz v zivych buikach, které Stépi
tetrazoliové soli na rozpustny formazan. Kvantifikace se provadi spektrofotometrickym

méfenim pii vinové délce 450 nm.

K ovlivnénym bunkéam bylo do kazdé jamky ptidano 10 ul WST-1 reagentu a bunky
byly inkubovany 30-60 min v inkubatoru za standartnich podminek (37 °C, 5% CO>).
Nasledn¢ byla spektrofotometrem zméfena absorbance.

Vysledné hodnoty v tripletech byly zpramérovany, a od hodnot absorbance
ovlivnénych bunék a kontroly byla odectena prumérna hodnota blanku. Nasledné byla

vypocitana proliferacni aktivita [%]:

hodnota absorbance ovlivnénych bun¢k
X

proliferacni aktivita [] = hodnota absorbance kontroly

Relativni hodnoty ze tii opakovani byly zprimérovany a vyneseny do sloupcového
grafu spole¢né se stanovenou smérodatnou odchylkou (SD). Vysledky proliferacniho
testu byly hodnoceny jednovybérovym t-testem, vztazenym na stfedni hodnotu, ktera
predstavovala 100 % (kontrola). Statisticky signifikantni vysledky (P < 0,05) jsou
oznaceny hvézdickou (*). VSechny vypocty byly provedeny pomoci programu Microsoft

Excel 2016.
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4.4.3 In-Cell ELISA (ICE)

Metoda In-Cell Elisa (ICE) slouzi k detekci proteinti — villin a alkalicka fosfataza
(IAP) — piimo v bunice. Protein je rozpoznan specifickou primarni protilatkou, na kterou
se vaze sekundarni protilatka enzymaticky znacena kienovou peroxidazou (HRP). Jako
substrat je pouzit 3,3,5,5-tetrametylbenzidin  (TMB). Kvantifikace se provadi

spektrofotometricky pii vinové délce 450 nm.

Bunkéam vysetych v doubletech a ovlivnénych fenofibratem (viz 4.4.1.) bylo odsato
médium a byly oplachnuty PBS. Nasledovala fixace 4% formaldehydem (100 pl/jamka),
fedénym do 1X TBS, po dobu 15 min pii pokojové teplot¢ (RT). Po odstranéni
formaldehydu byly bunky 2x oplachnuty 1X TBS (100 pl/jamka). TBS se odstranilo,
ptidal se 1X permeabiliza¢ni pufr (100 pl/jamka) a vzorky se inkubovaly 15 min pii RT.
Poté se permeabilizacni pufr odstranil, buniky se 1x oplachly 1X TBS a pfidal se
Quenching roztok (100 pl/jamka), obsahujici 1% H202Vv 1X TBS, a nechal se inkubovat
20 min pii RT. Po odstranéni Quenching roztoku nasledoval znovu 1x oplach 1X TBS,
pridal se blokovaci pufr (100 ul/jamka) a inkubace 60 min pii RT.

Primarni krali¢i protilatky villinu a IAP (GeneTex) byly nafedény diluentem
pro protilatky (villin—1:1500 a AP — 1:500). Diluent pro protilatky je roztok blokovaciho
a oplachovaciho pufru 1:1. Blokovaci pufr byl odstranén a do pfisluSnych jamek
se piidaly primarni protilatky (50 pl/jamka), k negativnim kontrolam pouze diluent
pro protilatky. Desticky se zalepily a nechaly se inkubovat pies noc v lednicce pii 4 °C.

Po probéhnuti inkubace se odstranila primarni protilatka a bunky se 3x oplachly
oplachovacim pufrem (100 pl/jamka). Nasledné byl pfidan zfedény HRP konjugat
(100 ul/jamka) v oplachovacim pufru, a vzorky se nechaly inkubovat 30 min p#i RT.
Po odstranéni HRP konjugatu nasledoval opét 3x oplach oplachovacim pufrem
(200 pl/jamka). Poté se ptidal TMB substrat (100 pl/jamka) a inkuboval se ve tmé 15 min
pii RT. Po uplynuti inkubace se pfidal TMB Stop roztok (100 pl/jamka) a zméftila se
absorbanci pii 450 nm (do 30 min od pfidani roztoku).

Z kultiva¢ni desti¢ky byly odstranény roztoky a 2x oplachnuty dH>O (200 pl/jamka).
Nasledné se pridal Janus Green Whole-Cell Stain (100 pl/jamka) a inkuboval se 5 min
pfi RT. Bunky poté byly 3-5x oplachnuty dH20, dokud se neodstranil nadbytek barviva.
Nakonec byl pfidan elu¢ni pufr (100 pl/jamka), ktery se inkuboval 10 min p#i RT

a nasledné byla zmétena absorbance pii 615 nm.
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Vysledné hodnoty absorbanci pii 450 nm (A450) byly zprimérovany pro negativni
kontrolu a hodnota odeétena od vSech hodnot A450 jednotlivych jamek. Nasledné bylo
provedeno znormalizovani A450 s A615 (tj. pro kazdou jamku A = A450/A615).
Normalizované absorbance byly zprimérovany pro jednotlivé doublety a byla urcena
exprese markeru diferenciace (fold change) [%]:

onlivnén}'/ch bunek

x 100

exprese markeru diferenciace [%] =
Akontroly

Relativni hodnoty ze tii opakovani byly zprimérovany a vyneseny do sloupcového
grafu spole¢né se stanovenou smérodatnou odchylkou. Vysledky exprese markeru
diferenciace byly hodnoceny jednovybérovym t-testem, vztazenym na stfedni hodnotu,
ktera ptredstavovala 100 % (kontrola). Statisticky signifikantni vysledky (P < 0,05) jsou
oznaceny hvézdic¢kou (*). VSechny vypocty byly provedeny pomoci programu Microsoft

Excel 2016.

4.4.4 Analyza bunécéného cyklu — priitokové cytometrie

Pro analyzu bunécného cyklu byly buiiky vysety na 6cm kultivaéni misky v hustoté
2 x 10° bunék / miska v 2,7 ml kultivaéniho média. Po adhezi pies noc byly buiky
ovlivnény 5 mmol-1"* NaBt nebo kombinaci 5 mmol-1* NaBt + 150 umol 1™ FF. Kontrolni
buriky byly ovlivnény pouze 0,1% DMSO. Do kazdé misky bylo ptidano 300 pl

ptislusného pracovniho roztoku podle Tabulky 3.

Tabulka 3: Rozpis koncentraci a pouZitych objemi pro analyzu bunééného cyklu.

koncentrace koncentrace objem (prediedéného)  objem média
testované latky v pracovniho zasobniho roztoku [ul]
jamce roztoku [ul]
5 mmol-1"* NaBt 50 mmol-1? 33,33 300
150 umol -1t FF 1500 pmol-12 11,72 300
0,1% DMSO 1% 3,00 300

Kultivace s testovanou latkou probihala 24 hod. Poté byly bunky ztrypsinizovany,
oplachnuty PBS a centrifugovany pifi 1200 rpm po dobu 5 min. Supernatant byl odstranén
a nasledovala fixace ledové vyhlazenym 70% etanolem na tfepacce na ledu po dobu
30 min. Do dalsiho zpracovani byly vzorky uchovavany pii -20°C.

Vzorky se dale stacely pti 2500 rpm 5 min, po odstranéni supernatantu byly promyty

citritovym pufrem, opét stoCeny pifi 2500 rpm 5 min a supernatant odstranén.
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K bunéénym peletam se ptidalo 600 pl propidium jodidu (100 pg/ml) a vzorky
se inkubovaly 15 min pti 37°C. Po uplynuti doby inkubace se ke vzorkiim ptidalo 400 pl
RNasy A (0,1 ng.ml ) a vzorky se opét inkubovaly 15 min pii 37°C. Nasledné se vzorky
nechaly 30 min na ledu a nasledovalo méfeni na pritokovém cytometru BD FACSVerse

(BD, USA).
445 Imunocytochemické barveni (ICC)

Metoda imunocytochemického barveni (ICC) slouzi k identifikaci antigenu
v buitkkdch pomoci specifické vazby antigenu a protilatky. Bunky jsou fixovany
na podlozni sklo vychlazenym roztokem metanol:aceton (1:1). Pfitomnost a subcelularni
distribuce receptoru PPARa byla detekovana pomoci sekundarni protilatky znacené
kitenovou peroxidazou (HRP) s chromogennim substratem 3,3°-diaminobenzidin (DAB)

a pozorovana ve svételném mikroskopu (Olympus).

Testovani opét probihalo na rizném stupni diferenciovanych bunck. Buiiky byly
vysety do 6-jamkového panelu v hustoté 3 x 10° bunék / jamka ve 2 ml kultiva¢niho
média. Po adhezi ptes noc byly bunky ovlivnény DMSO (kontrola) nebo roztokem
fenofibratu o dvou rtiznych koncentraci — 25 pmol-1t a 150 pmol-1?. Buiky byly
ovlivnény stejnym zpiisobem jako v kapitole 4.4.1. Ovlivnéni bun€k fenofibratem,

s rozdilem odlisnych pouzitych objemu roztoki (Tabulka 4).

Tabulka 4: Rozpis koncentraci a pouzitych objemi na ICC.

koncentrace koncentrace objem (predfedéného) objem média
testované latky pracovniho zasobniho roztoku [pd]
VvV jamce roztoku [ul]
25 umol 1" FF 125 pmol-1? 1,56 500
150 umol-1* FF 750 pumol-1? 9,55 500
0,1% DMSO 0,5% 2,50 500

Bunky byly inkubovany 72 hod za standardnich podminek, a poté byla provedena
fixace na podloZni sklo.

Po 72 hod inkubace bylo odsidto médium, buiiky byly oplachnuty PBS a byla
provedena trypsinizace. Suspenze bun¢k byla ptenesena do plastové mikrozkumavky
a stocena na stolni centrifuze po dobu 5 min pfi 1200 rpm. Opatrné€ byl odstranén
supernatant a pelet byl resuspendovan v 50 ul DMEM média. Na podlozZni sklo, popsané

tuzkou, byly naneseny oddélen¢ 2 kapky bunécné suspenze (1 kapka o objemu
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cca 2,5 ul). Kapky byly jemné rozetieny pipetou a nechaly se zaschnout na vzduchu.
Buiiky byly nasledné fixovany 10 min v ledové vychlazeném roztoku metanol:acetonu
(1:1). Po vyjmuti z fixace opét zaschnuly na vzduchu a byly uchovavany pii -20 °C
v mrazdku. Prfed vlastni imunocytochemickou detekci byly fixované bunky
rehydratovany pomoci vody, po dobu 5 min, z divodu ze inkubace s protilatkou
a dobarveni jader probiha ve vodnim prostiedi. Nasledné byly blokovany endogenni
peroxidazy pomoci 0,3% H2O2 po dobu 15 min, aby se zabranilo negativni pozitivité,
a poté byl proveden oplach pod tekouci vodou.

Revitalizace antigenu teplem byla provedena pomoci citratového pufru pH6
v tkdnovém mikroprocesor HistosPro (Milestone) po dobu 15 min. Po zchladnuti vzorkt
byl proveden oplach vodou 5 min. Nasledn¢ oplach TRIS pufrem po dobu 5 min a poté
oplach TRIS pufrem s Tween 20 rovnéz 5 min. Na podloznim skle byly obkresleny
parafinovou tuzkou buriky a bylo naneseno Protein Block Serum Free (DAKO), které se
se vzorky inkubovalo ve vlh¢ici komofe 10 min. Nasledné byla nafedéna primarni
protilatka v diluentu pro protilatky (PPARa 1:100). Skla se nechala okapat do buniciny
(bez oplachu) a inkubovala se s primarni protilatkou po dobu 60 min. Nasledoval oplach
TRIS pufrem 2 x 5 min a poté oplach TRIS pufrem s Tween 20 po dobu 5 min. Na vzorky
byla nanesena sekundarni protilatka (DAKO, EnVision-HRP) po dobu 30 min.
Nasledoval opét oplach TRIS pufrem 2 x 5 min a poté oplach TRIS pufrem s Tween 20
po dobu 5 min. Vizualizace byla provedena smichanim 1 ml Real substrate buffer
(DAKO) a 1 kapky Real DAB* chromogen (DAKO). Doba inkubace byla 5 min. Poté
byly vzorky promyty pod tekouci vodou cca 5 min a dobarveny jadra hematoxylinem
po dobu 1-10 min (zalezi na stafi hematoxylinu). Jesté jednou byly buniky promyty
pod tekouci vodou 5 min. Nakonec bylo provedeno odvodnéni alkoholem a acetonem
(96% alkohol: 5 min; aceton: 3 min), projasnéni Xylenem (xylen 3: 5 min; xylen 4: 5 min)
a montovani pomoci montovaciho média Pertex.

Pro hodnoceni pifesunu receptoru PPARa do jadra byly pomoci svételného
mikroskopu s kamerou pofizeny pro kazdy vzorek mikrofotografie z 10 zornych poli
pfi zvétSeni 200x. Hodnoceni probihalo pomoci programu Imagel za vyuziti pluginu IHC
Profiler, ktery umoznuje dekonvoluci barev a tim usnadiuje rozhodovéni, zda jde
0 jadernou pozitivitu ¢i nikoliv. V kazdém zorném poli byla jaderna pozitivita vyjadiena
jako % bunék. Nasledné byla uréena primérnd jadernd pozitivita [%] a smérodatna

odchylka pro jednotlivé vzorky.
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5 VYSLEDKY

V experimentalni ¢asti jsem sledoval vliv fibrati na diferenciaci stfevnich bunék
U nadorové bunécné linie HT-29, ktera je odvozend od adenokarcinomu tlustého stieva.
Konkrétné se jednalo o piisobeni fenofibratu ve dvou koncentracich - 25 pmol-1?
a 150 umol 1. Latka byla testovana na buiikach V rizném stupni diferenciace — buiiky
nediferencované, béhem diferenciace/diferencujici a buniky diferencované.

Vysledky proliferacni aktivity byly stanoveny testem proliferace za pouziti WST-1
reagentu a pro potvrzeni zvySeni/snizeni proliferace byly porovnany s hodnotami exprese
markeru diferenciace, metodou In-cell Elisa. V nasem piipadé byl markerem zvolen villin
a intestindlni alkalickd fosfataza (IAP). Pro analyzu bunécéného cyklu, pfi interakci
fenofibratu a butyratu sodného, se vyuzila metoda priutokové cytometrie.
Imunocytochemické barveni bylo pouZito na potvrzeni pfitomnosti a lokalizaci PPARG.

Na zakladé vyhodnoceni lokalizace PPARa Vv bufice byla stanovena jaderna pozitivita.

5.1 Test proliferace (WST-1) a ICE

Bunky byly vysety v 96-jamkové kultivacni desti¢ce o hustoté 10 000 bunck/jamka
s kultivaénim médiem. Prolifera¢ni aktivita a exprese markeru diferenciace byla postupné
stanovena u bunék nediferencovanych, diferencujicich a diferencovanych, které byly
ovlivnény dvéma koncentracemi fenofibratu (FF) — 25 umol-1? (25FF) a 150 pmol-1?
(150FF). Data u Obrazka 8-11 piedstavuji primér ze 3 nezavislych opakovani + SD,
vztazenych k relativni hodnoté kontroly 100 %.

V ramci experimentu byla stanovena 1 proliferac¢ni aktivita a exprese markeru
pro samotny 5 mmol-1" butyrat sodnym (NaBt), jakoz to latku pouzitou pro diferenciaci
bun&k. U bunék ovlivnénych pouze 5 mmol-1" NaBt po dobu 72 hod, doslo oproti
kontrole k poklesu prolifera¢ni aktivity, jelikoz vlivem NaBt dochazi k diferenciaci bun¢k
a tim ke ztraté prolifera¢ni schopnosti (Obrazek 8A). To potvrdil i nesignifikantni nartist
exprese obou markert diferenciace — villinu (P = 0,204) a IAP (P =0,115) (Obrazek 8B).
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Obréazek 8: Vliv 5 mmol-1" butyratu sodného (NaBt): A — prolifera¢ni aktivita;
B —exprese villinu a IAP.

U nediferencovanych bunék koncentrace 25 umol-1t (FF25) piisobi zvyseni
proliferace na 113,93 % proliferace kontrolnich bunék. Zaroven stim dochazi
I K mirnému (nesignifikantnimu) snizeni markert diferenciace. V pfipadé villinu
na 93,67 % kontroly a u IAP na 97,46 % kontroly. Oproti tomu koncentrace
150 pmol-I* (FF150) m4 inhibi¢ni efekt, a dochdzi ke sniZeni proliferaéni schopnosti
bunék na 68,44 % kontroly (P = 0,072). Dochazi ke zvySeni exprese villinu na 114,70 %,
u IAP je exprese 101,46 % kontroly (Obrazek 9).
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Obrazek 9: Vliv riznych koncentraci fenofibratu (FF25 a FF150)

na nediferencované buiiky: A — prolifera¢ni aktivita; B — exprese villinu a IAP.
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Buiiky b&hem diferenciace byly vystaveny sou¢asné 5 mmol-1" NaBt s FF25 nebo
FF150 po dobu 72 hod. V piipadé koncentrace 25 pmol-1? zistala proliferacni aktivita
Vv porovnani s kontrolou téméf nezménéna, zatimco u koncentrace FF150 doslo
k vyraznéjsimu poklesu proliferace (Obrazek 10A). Prestoze doslo ke snizeni proliferace,
dochazi i ke snizeni exprese villinu a IAP (Obrazek 10B). V piipad¢ koncentrace

150 umol-1"t u IAP doslo k signifikantni zméné oproti kontrole (P = 0,0002).
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Obrazek 10: VIiv riznych koncentraci fenofibratu (FF25 a FF150) na diferencujici
se buniky: A — prolifera¢ni aktivita; B — exprese villin a IAP.

V ptipad¢ diferencovanych bun¢k, byly nediferencované buiiky nejprve na 72 hod
ovlivnény 5 mmol-I? NaBt anasledng, kdyz byly buiiky diferencované, tak byly
na dalsich 72 hod ovlivnény FF25 nebo FF150. U diferencovanych bunék se piedpokladal
pokles proliferacni aktivity, jelikoz diferencovana buika ztraci proliferaéni schopnost.
U obou koncentraci FF byl patrny pokles (Obrazek 11A). V ptipadé koncentrace
150 pmol-1" se jedna o signifikantni rozdil oproti kontrole (P = 0,022). S vyjimkou villinu
u FF25, doslo jinak v ostatnich pripadech k nartistu exprese (Obrazek 11B).
U koncentrace 150 pmol-1? jsou hodnoty exprese u obou markerd signifikantni — villin
(P =0,018) a IAP (P = 0,049).
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Obrazek 11: Vliv riznych koncentraci fenofibratu (FF25 a FF150)

na diferencované burky: A — prolifera¢ni aktivita; B — exprese villinu a IAP.

Z Obrazka 8, 9 a 11 je patrna koncentracni zavislost fenofibrati na proliferaci
bunék. Pii poklesu nebo naopak nartstu proliferaéni aktivity, dochazi k opa¢nému

projevu v expresi obou markeru diferenciace.

5.2 Analyza bunécného cyklus — priitokova cytometrie

Protoze test prolifera¢éni aktivity a ICE u diferencujicich bun¢k vedly
k neocekavanym vysledkim, kdy spolu s proliferacni aktivitou zaroven klesa i exprese
villinu a AP, byly metodou pritokové cytometrie stanoveny jednotlivé faze bunééného
cyklu (G1, S, G2/M) u kontrolnich neovlivnénych bun¢k (vystavenych pouze DMSO),
bunék ovlivnénych NaBt a bunék ovlivnénych kombinaci NaBt a 150 pmol-1*
fenofibratem.

Vysledné histogramy z cytometrického méteni pro prvni dvé skupiny, tedy buiky
ovlivnéné DMSO a NaBt, vykazuji normalni distribuci DNA mezi jednotlivé faze
bunécného cyklu. U bunék ovlivnénych NaBt ubyva v porovnani s kontrolnimi buiikami
bunék v S fazi bunééného cyklu (Obrazek 12A a 12B). U tieti skupiny, buiiky ovlivnéné
kombinaci NaBt a 150FF, doslo kjasné fragmentaci DNA, ktera je zaznamenana
na tfetim histogramu, jako balastni ¢ast pfed G1 fazi. Doslo také k poklesu bunék

v S a G2/M fazi (Obrézek 12C).
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Obrazek 12: Mnozstvi DNA v jednotlivych fazi bunééného cyklu — A) HT-29 DMSO;

B) HT-29 NaBt; C) HT-29 NaBt + 150FF.

5.3 Imunocytochemické barveni (ICC)

Metoda ICC byla vyhodnocena na zaklade skuteénosti, ze aktivace PPARa je spojena

S pfesunem z cytoplazmy do jadra buniky. Byla tak zkoumana ptitomnost a subceluldrni

lokalizace PPARa. Pritomnost receptoru byla zjisténa u vSech pozorovanych bunék

a detekovana byla jak cytoplazmaticka, tak jaderna lokalizace PPARa (Obrazek 13).
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Obrazek 13: Reprezentativni mikrofotografie (zvétSeno 200x) exprese PPARa v buiikach HT-29 a rozdéleni barevnych kanali pomoci

programu ImageJ.
A) originalni fotografie s popiskem jaderné/cytoplazmatické pozitivity;
B) IHC Profiler — DAB (detekce PPARa); C) IHC Profiler — Hematoxylin (barveni jader)
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Vzorky z ICC byly hodnoceny jako % pozitivnich bun¢k v jadfe v deseti zornych
polich. Primérné procento jaderné pozitivity bylo stanoveno pro kontrolni bunky a buiky
ovlivnéné fenofibratem ve dvou raznych koncentraci.

V testované bunécné linii HT-29 byl u nediferencovanych a diferencovanych
bunkach, ovlivnénych fenofibratem, zjistén zvySeny pocet bun¢k s jadernou pozitivitou
PPARa ve srovnani s pfislusSnymi kontrolnimi bunikami. Diferencujici buiiky méli naopak
5. Z Tabulky 5 je rovnéz patrné, ze pii pouziti vyssi koncentrace fenofibratu (FF150) se
zvySuje jadernd pozitivita. Toto bylo pozorovano u vSech bunck s riznym stupném

diferenciace.

Tabulka 5: Jaderna pozitivita, po ovlivnéni fenofibratem, u bunék v rizném stupni

diferenciace.

koncentrace jaderna
stupen diferenciace testované latky pozitivita SD
[umol 1] [%]

kontrola* 53,16 + 4,25
nediferencované bunky 25 60,58 +17,36
150 81,26 + 7,62
diferencujici bunky 2 1210 + 20,48
150 49,56 + 27,76
kontrola* 65,58 + 15,48
diferencované bunky 25 68,67 + 20,38
150 72,09 + 17,57

*kontrola — 0,1% DMSO
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6 DISKUSE

Receptory aktivované proliferatory peroxizomi (PPARS) jsou ligandem aktivované
transkripéni faktory, které se kromé regulace homeostazy glukézy a lipida, podileji
na proliferaci a diferenciaci bun¢k (Peters et al., 2012). Fibraty patii mezi exogenni
slouceniny, které slouzi jako ligandy PPARa a vyuzivaji se v klinické praxi pii 1€cbé
dyslipidemie (Pyper et al., 2010). Tato prace demonstruje vliv fenofibratu pii dvou
ruznych koncentraci na diferenciaci bunécné linie HT-29.

V piedchozi studii (Cizkova et al., 2016) byla u bunééné linie HT-29 stanovena
koncentrace fenofibratu (13,3 umol-1"?), kterd podporuje proliferaci bunék (maximalni
koncentrace viability). Tato koncentrace je podobna koncentracim dosahovanych
V plazmé pacientt (13,8-83,1 umol-1") po normélnim terapeutickém podéni tohoto 1é¢iva.
Druh4 koncentrace (205,7 pmol-1"?) piisobi jako inhibitor proliferace (IC10), pii které
je viabilita bun¢k ve srovnani s kontrolnimi butikami 90 %.

Na zékladé této studie byla pro experiment pouzita koncentrace 25 pmol-1*
podporujici proliferaci a koncentrace 150 pmol-1? sinhibi¢nim efektem. Tato
koncentra¢ni zavislost byla prokazana v ptipad¢ nediferencovanych bunék. Stejny trend
koncentracni zavislosti fenofibratu na proliferacni schopnost bunék, jako v piipadé
HT-29, muzeme sledovat i u buné&né linie HepG2, odvozené od hepatocelularniho
karcinomu. Pfi testovani jinych fibratovych ligandu (bezafibrat nebo gemfibrozil) je tento
trend pozorovan jeSté¢ navic u bunécéné linie HEK293, odvozené od lidskych
embryonalnich ledvinovych bun&k. Ve vSech tfech ptipadech bunéénych linii se jedna
0 tkané s vysokou expresi PPARaq, divodem aktivni schopnosti oxidace mastnych kyselin
(Cizkova et al., 2016).

U nediferencovanych bunék, u nichZ byla prokazana koncentracni zavislost
ligandu na proliferacni aktivitu, dochdzelo pii nizké koncentraci fenofibratu
(25 pmol-1?) k proliferaci bunék a byl zaznamenan pokles markerti diferenciace.
V opa¢ném piipadé, kdy dochazelo k inhibici proliferaéni schopnosti bun¢k, vlivem vyssi
koncentrace fenofibratu (150 pumol-1"%), byl detekovan nériist u obou diferenciaénich
markera.

Diferencované bunky ztraci proliferani schopnost a ziskavaji specifické funkce.
Aplikace butyratu sodného vedla ke sniZeni proliferace bunck HT-29 a zaroven doslo
ke zvySeni exprese obou sledovanych markert diferenciace. U diferencovanych bunék

ovlivnénych niz§i koncentraci fenofibratu (25 pmol-1?), v porovnani s kontrolnimi
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diferencovanymi buiikami, nedochdzi k vyrazné zméné proliferacni aktivity bunck
a zaroven s tim je mirné snizena exprese villinu a zvysena exprese IAP. Vyssi koncentrace
fenofibratu (150 pmol-1"?) vede k vyznamnému poklesu prolifera¢ni aktivity bunék,
doprovdzené vyraznym ndarGstem exprese villinu a IAP v porovnani s bunkami
diferencovanymi. Zd4 se tedy, ze tato vySS$i koncentrace fenofibratu vede k vice
diferencovanému fenotypu. Diferenciace bunék byla po aktivaci PPARa pozorovana
I u mySich adipocytt v bilé tukové tkani po aplikaci bezofibratu (Goto et al., 2011).

Metoda imunocytochemického barveni (ICC) prokazala pifitomnost receptoru
PPARa u vsech testovanych bunék. Receptor PPARa se po své aktivaci translokuje
Z cytoplazmy do jadra, kde spousti transkripci cilovych gent (Umemoto et Fujiki, 2012).
U bunék nediferencovanych a diferencovanych byl pozorovan koncentracné zavisly
nariist jaderné pozitivity PPARa po ovlivnéni fenofibratem. Nartist jaderné pozitivity
naznacuje skutecnost, ze zmény v expresi sledovanych proteinovych markert (villin
aIAP) jsou alespon casteCn¢ fizeny timto receptorem. Vyssi jadernou pozitivu
u diferencovanych bunék oproti nediferencovanym, prokazuje i prace (Abbott, 2009),
ve které je popsan Casny vyvoj gastrointestindlniho traktu, kdy dochazi pii postupné
diferenciaci bunék k pifesunu PPARa z cytoplazmy do jadra.

U diferencujicich buné€k byl zaznamenan jak pokles proliferace, tak i pokles obou
markert diferenciace. Navic doSlo k poklesu jaderné lokalizace receptoru PPARa
po ovlivnéni fenofibratem v porovnani jak s diferencovanymi, tak nediferencovanymi
bunkami. Toto Ize vysvétlit zaznamem z prutokové cytometrie, kdy je mozné pozorovat,
ze pii kombinaci butyratu sodného s fenofibratem, dochazi k fragmentaci DNA, coz je
znak bun&né smrti. V1iv kombinace butyratu sodného a fenofibratu na bunéénou linii
HT-29, nebyl zatim v zadném c¢lanku publikovéan. Lze predpokladat synergicky efekt
téchto dvou latek, ktery vede ke smrti bunék, a nikoliv ke zménam jejich diferencia¢niho

stavu.
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7 ZAVER

V této bakalarské praci byl testovan vliv fenofibratu, jakoz to ligandu PPARa,
na diferenciaci bunécné linie HT-29, kterd je odvozend od adenokarcinomu tlustého
stteva. Cilem bylo stanovit proliferacni aktivitu pii riznych fenofibratovych koncentraci
(25 umol-1t a 150 pmol-1") a porovnat ji s expresi dvou markeri diferenciace — villin
a IAP. Nasledné¢ metodou ICC detekovat pritomnost a subcelularni lokalizaci PPARa
po ovlivnéni fenofibratem.

Vysledky potvrdily koncentra¢ni zavislost fenofibratu na prolifera¢ni schopnost,
buné&éné linie HT-29. Vyssi koncentrace fenofibratu (150 pmol-1?) snizuje proliferaéni
aktivitu a zaroven zvySuje expresi villinu a IAP v nediferencovanych i diferencovanych
buikach. Zmény v subcelularni lokalizaci také ukazuji vyS$i jadernou pozitivitu
v diferencovanych bunkdch nez v builkkdch nediferencovanych. Ziskané vysledky

naznacuji roli PPARa v diferenciaci bunék HT-29.
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