
INTERAKCE LIPIDOVÝCH SLOINTERAKCE LIPIDOVÝCH SLOŽŽEK VÝEK VÝŽŽIVYIVY
S ENDOGENNS ENDOGENNÍÍMI REGULMI REGULÁÁTORY TORY 
CYTOKINETIKY VE STCYTOKINETIKY VE STŘŘEVEVĚĚ



hraje roli phraje roli přři vzniku v ateroskleri vzniku v ateroskleróózy, nzy, náádordorůů a a řřady dalady dalšíších onemocnch onemocněěnníí..
Mechanismy jsou pMechanismy jsou přředmedměětem výzkumu tem výzkumu 
Je prokJe prokáázzááno, no, žže e 

vysoký pvysoký přřííjem kalorijem kaloriíí a tvorba tukových za tvorba tukových záásobsob je rizikovým faktorem. je rizikovým faktorem. 
PPřřííjem, absorpce a metabolismus velkjem, absorpce a metabolismus velkéého mnoho množžstvstvíí potravy vypotravy vyžžaduje aduje oxidativnoxidativníí
metabolismusmetabolismus a produkuje va produkuje vííce ce reaktivnreaktivníích kyslch kyslííkových radikkových radikáállůů, kter, kteréé popošškozujkozujíí
DNA.DNA.
UkUkáázalo se, zalo se, žže pe přřííjem tukjem tukůů, zejm, zejmééna na žživoivoččiiššných zvyných zvyššuje riziko ateroskleruje riziko ateroskleróózy a zy a 
nnáádordorůů. . 
EpidemiologickEpidemiologickéé studie pstudie přředpokledpokláádajdajíí

pozitivnpozitivníí korelaci mezi pkorelaci mezi přřííjmem tukjmem tukůů a na náádory prsu, kolonu a dory prsu, kolonu a 
prostatyprostaty..
Navzdory dlouhNavzdory dlouhéé historii studihistorii studiíí tuktukůů a na náádordorůů, z, zůůststáávváá řřada protikladada protikladůů..

Ukazuje se, Ukazuje se, žže e nejen kvantita, ale i kvalita tuknejen kvantita, ale i kvalita tukůů hraje dhraje důůleležžitou roli, a itou roli, a žže se e se 
zde uplatzde uplatňňujujíí i  rostlinni  rostlinnéé oleje a ryboleje a rybíí olej, zejmolej, zejmééna na 

vysoce nenasycenvysoce nenasycenéé mastnmastnéé kyseliny (VNMK, kyseliny (VNMK, PUFAsPUFAs) ) 
ttřřííd  nd  n--3 a n3 a n--66

VÝVÝŽŽIVAIVA



žživoivoččiiššnnéé a a rostlinnrostlinnéé

►► s krs kráátkým tkým řřetetěězcem zcem –– 66--12 C (SCFA) 12 C (SCFA) 
kyskys. m. mááselnselnáá,,propionovpropionováá
►► nasycennasycenéé –– 12 a v12 a vííce C ce C 
kyskys. palmitov. palmitováá, stearov, stearováá
►► mononenasycenmononenasycenéé –– 16 a 18 C, 1 dvojn16 a 18 C, 1 dvojnáá vazbavazba
kyskys. . palmitoolejovpalmitoolejováá, olejov, olejováá
►► polynenasycenpolynenasycenéé (PUFA) (PUFA) –– 18 a v18 a vííce C, 2 a vce C, 2 a vííce ce 
dvojných vazebdvojných vazeb
kyskys linoleovlinoleováá, alfa, alfa--linolenovlinolenováá –– esenciesenciáálnlníí MKMK

Mastné kyseliny

Zdroje tukZdroje tukůů



ZmZměěny membrny membráánových nových fosfolipidfosfolipidůů ppřříímo ovlivmo ovlivňňujujíí
syntsyntéézu zu lipidovýchlipidových medimediáátortorůů typu typu eikosanoideikosanoidůů, PAF a , PAF a 
sekundsekundáárnrníích pch přřenaenaššeečůčů diacylglyceroludiacylglycerolu a a ceramiduceramidu..
LipidovLipidovéé medimediáátorytory ovlivovlivňňujujíí produkci a funkci produkci a funkci cytokincytokinůů..
To mTo máá ddůůleležžitý dopad na itý dopad na řřadu imunitnadu imunitníích a ch a 
bunbuněčěčných funkcných funkcíí vvččetnetněě proliferace, diferenciace a proliferace, diferenciace a apoptapoptóózyzy

ImbalanceImbalance vv lipidovlipidovéémm metabolismumetabolismu hraje roli u mnoha hraje roli u mnoha 
zzáávavažžných onemocnných onemocněěnníí

►► VysokVysokáá hladina cholesterolu je spojena shladina cholesterolu je spojena s kardiovaskulkardiovaskuláárnrníími mi 
chorobamichorobami, kter, kteréé jsou nejjsou nejččastastěějjšíší ppřřííččinou inou úúmrtmrtíí vv populaci. populaci. 

►► Lipidy produkovanLipidy produkovanéé bubuňňkami imunitnkami imunitníího systho systéému jsou mu jsou 
zahrnuty vzahrnuty v zzáánněětlivých onemocntlivých onemocněěnnííchch jako je revmatoidnjako je revmatoidníí
artritida, sepse, astma, zartritida, sepse, astma, záánněětlivtlivéé onemocnonemocněěnníí ststřřeva.eva.

►► Lipidy hrajLipidy hrajíí úúlohu taklohu takéé vv psychických a psychických a neurodegenerativnneurodegenerativnííchch
onemocnonemocněěnnííchch ((deprese, schizofrenie, deprese, schizofrenie, AlzheimerovaAlzheimerova choroba)choroba)

►► Lipidy ovlivňují počátek a rozvoj nnáádorových onemocndorových onemocněěnníí



RelativnRelativníí procento rprocento růůzných mastných kyselin v potravzných mastných kyselin v potravěě a zma změěny ny 
zpzpůůsobensobenéé prprůůmyslovým zpracovmyslovým zpracováánníím potravinm potravin

!!!



VYSOCE NENASYCENVYSOCE NENASYCENÉÉ MASTNMASTNÉÉ KYSELINYKYSELINY
((PolyunsaturatedPolyunsaturated fattyfatty acidsacids -- PUFAsPUFAs) ) -- mastnmastnéé kyseliny s 2 i vkyseliny s 2 i vííce dvojnými vazbami. ce dvojnými vazbami. 

TTřři hlavni hlavníí skupiny skupiny PUFAsPUFAs: : 
nn--3 (omega3 (omega--3), n3), n--6 a n6 a n--9, podle polohy dvojn9, podle polohy dvojnéé vazby nejblivazby nejbližžšíší ke koncovke koncovéému mu 
metylovanmetylovanéémumu uhluhlííku. ku. 
Tyto jsou metabolizovTyto jsou metabolizováány stejným zpny stejným způůsobem alternativnsobem alternativníími mi desaturadesaturaččnníímimi a a 
elongaelongaččnníími enzymy.mi enzymy.

NOMENKLATURANOMENKLATURA::
NapNapřř. kyselina . kyselina arachidonovarachidonováá, 20:4, n, 20:4, n--66
20 20 -- popoččet uhlet uhlííkkůů
4 4 -- popoččet konjugovaných dvojných vazebet konjugovaných dvojných vazeb
nn--6 6 -- poloha prvnpoloha prvníí dvojndvojnéé vazby od vazby od metylovanmetylovanééhoho konce molekulykonce molekuly
TTéémměřěř vvššechny echny dvojndvojnéé vazbyvazby jsou ve vjsou ve víícemceméénněě stabilnstabilníí cis cis -- konfiguracikonfiguraci..
ŽŽivoivoččichovichovéé nedovedou syntetizovat nnedovedou syntetizovat n--3 a n3 a n--6 6 PUFAsPUFAs de novode novo ani nedovedou pani nedovedou přřememěěnit nit 
jednu sjednu séérii v druhou. rii v druhou. 
Tyto Tyto ESENCIESENCIÁÁLNLNÍÍ MASTNMASTNÉÉ KYSELINYKYSELINY musmusíí být obsabýt obsažženy v potraveny v potravěě podobnpodobněě
jako vitamjako vitamííny. Jsou ny. Jsou žživotnivotněě ddůůleležžititéé jako slojako složžka vka vššech membrech membráán a n a permeabilnpermeabilníí baribariééry ry 
pokopokožžky a jako ky a jako prekursoryprekursory eikosanoideikosanoidůů a s nimi souviseja s nimi souvisejííccíích lch láátek, ktertek, kteréé hrajhrajíí ddůůleležžitou itou 
regularegulaččnníí úúlohu ve tklohu ve tkáánníích.ch.

Zdrojem jsou Zdrojem jsou rostlinnrostlinnéé oleje (noleje (n--6 PUFA) a ryb6 PUFA) a rybíí olej (nolej (n--3 PUFA)3 PUFA)



rostl.olejerostl.oleje

rybrybíí olejeoleje

VYSOCE NENASYCENVYSOCE NENASYCENÉÉ MASTNMASTNÉÉ KYSELINY (VNMK)KYSELINY (VNMK)
((PolyunsaturatedPolyunsaturated fattyfatty acidsacids -- PUFAsPUFAs) ) -- mastnmastnéé kyseliny s 2 i vkyseliny s 2 i vííce dvojnými ce dvojnými 
vazbami. vazbami. EsenciEsenciáálnlníí prekurzorovprekurzorovéé kyseliny kyseliny řřady nady n--6 a n6 a n--33



KysKys. . linolovlinolováá (18:2, (18:2, ωω--66))
kyselina kyselina arachidonovarachidonováá (AA, 20:4), rostlinn(AA, 20:4), rostlinnéé olejeoleje
zdroj zdroj eikosanoideikosanoidůů ((prostaglandinyprostaglandiny, , leukotrienyleukotrieny) ) význam u význam u 
rrůůzných nzných náádordorůů. . 
V experimentV experimentáálnlníích systch systéémech mech ččasto asto podppodpůůrný rný úúččinek pro inek pro 
vznik a rozvoj nvznik a rozvoj náádordorůů

KysKys. alfa. alfa--linolenovlinolenováá (18:3, (18:3, ωω--33))
kyskys. . eikosapentaenoveikosapentaenováá (20:5) a (20:5) a dokosahexaenovdokosahexaenováá (22:6)(22:6)
z rybz rybíích  a nch  a něěkterých rostl. olejkterých rostl. olejůů (pupalka, len, rakytn(pupalka, len, rakytníík)k)
V experimentV experimentáálnlníích systch systéémech mech ččasto asto inhibiinhibiččnníí úúččinek pro inek pro 
vznik a rozvoj nvznik a rozvoj náádordorůů

DDůůleležžitý je pomitý je poměěr r nn--3: 3: nn--6 6 VNVNMK!!!MK!!!



VVÍÍCE, NECE, NEŽŽLI JEN ZDROJ ENERGIE!!!!LI JEN ZDROJ ENERGIE!!!!

�� strukturstrukturáálnlníí a regulaa regulaččnníí úúloha loha 

�� dopad na fyziologickdopad na fyziologickéé funkce organizmufunkce organizmu

►► úúččinky na imunitninky na imunitníí systsystéémm

►► regulace proliferace, diferenciace a apoptregulace proliferace, diferenciace a apoptóózyzy

►► úúloha v loha v karcinogenezikarcinogenezi

(etiologie n(etiologie náádordorůů tlusttlustéého stho střřeva, prostaty, prsu)eva, prostaty, prsu)

LIPIDOVLIPIDOVÉÉ SLOSLOŽŽKY VÝKY VÝŽŽIVYIVY

of



SpoluSpolu ss cytokinycytokiny a hormony a hormony fungujfungujíí jakojako
intraintra-- i interceluli interceluláárnrníí medimediáátorytory a modula moduláátory buntory buněčěčnnéé
signalizasignalizaččnníí ssííttěě

PomPoměěr obsahu r obsahu ωω--6 a 6 a ωω--3 esenci3 esenciáálnlníích vysoce nenasycených ch vysoce nenasycených 
mastných kyselin (mastných kyselin (VNMKVNMK)) ovlivovlivňňuje uje 
vlastnosti membrvlastnosti membráánn, zejm, zejmééna jejich fluiditu a produkci lna jejich fluiditu a produkci láátek tek 
vznikajvznikajííccíích hydrolýzou membrch hydrolýzou membráánových nových fosfolipidfosfolipidůů..

Tyto zmTyto změěny pak ovlivny pak ovlivňňujujíí vazbu vazbu cytokincytokinůů, aktivitu receptor, aktivitu receptorůů i i 
funkci na membrfunkci na membráánu vnu váázaných signzaných signáálnlníích molekulch molekul (G protein(G proteinůů, , 
fosfolipfosfolipáázz atd.). atd.). 

of



PatologickPatologickéé zmzměěny v produkci a funkci ny v produkci a funkci cytokincytokinůů aa
eikosanoideikosanoidůů ppřřispispíívajvajíí k rozvoji nk rozvoji náádorových onemocndorových onemocněěnníí
zejmzejmééna ovlivnna ovlivněěnníím imunitnm imunitníího systho systéému a bunmu a buněčěčnnéé kinetikykinetiky

Metabolismus a obrat fosfolipidů v membránách 
i oxidativní metabolismus nádorových buněk se zásadně liší
od buněk nenádorových.

NNáádorovdorovéé bubuňňky kolonu vykazujky kolonu vykazujíí::
�� zmzměěny ve spektru a koncentraci VNMK ve srovnny ve spektru a koncentraci VNMK ve srovnáánníí s norms normáálnlníí tktkáánníí
�� zvýzvýššenou perifernenou periferníí utilizaci VNMK zutilizaci VNMK z potravypotravy
�� zmzměěny v ny v oxidativnoxidativníímm metabolismu a metabolismu a antioxidaantioxidaččnníí ochranochraněě
�� zvýzvýššenou aktivitu enzymenou aktivitu enzymůů metabolismu metabolismu kyskys. . arachidonovarachidonovéé (COX2, (COX2, 
1212--LPO...) a produkci LPO...) a produkci eikosanoideikosanoidůů
�� snsníížženou citlivost kenou citlivost k endogennendogenníím inhibitorm inhibitorůům rm růůstu (TGFstu (TGF--ββ11), ), 
induktorinduktorůůmm apoptapoptóózyzy (TNF(TNFαα, , FasLFasL, TRAIL) a diferenciace (, TRAIL) a diferenciace (butyrbutyráátt))

of



VLVLÁÁKNINAKNINA



► produkovprodukováán anaerobnn anaerobníí mikrobimikrobiáálnlníí fermentacfermentacíí
vlvláákniny ve stkniny ve střřevevěě

►► zdroj energie pro normzdroj energie pro normáálnlníí kolonocytykolonocyty

►► významný pro udrvýznamný pro udržženeníí homeosthomeostáázyzy ve stve střřevnevníí tktkááni ni 
regulacregulacíí exprese genexprese genůů spojených s regulacspojených s regulacíí proliferace, proliferace, 
diferenciace a diferenciace a apoptapoptóózyzy ((microarraymicroarray analýza analýza –– zmzměěny ny 
exprese 19 400 genexprese 19 400 genůů), exportn), exportníí protein MCT1protein MCT1
►► butyrbutyráátt sodný sodný ((NaBtNaBt) ) snisnižžuje proliferaci a uje proliferaci a induindukuje kuje 
diferenciaci a diferenciaci a apoptapoptóózuzu neoplastickýchneoplastických kolonocytkolonocytůů in vitroin vitro

aa in vivoin vivo

MastnMastnéé kyseliny s krkyseliny s kráátkým tkým řřetetěězcemzcem–– BUTYRBUTYRÁÁTT

Prevence NPrevence NÁÁDORDORŮŮ TLUSTTLUSTÉÉHO STHO STŘŘEVAEVA



MoMožžnnéé mechanismy pmechanismy půůsobensobeníí SCFA SCFA 
na proliferaci a funkci stna proliferaci a funkci střřevnevníích bunch buněěkk



The effects of butyrate in the colon epithelial cells
during adenoma-carcinoma transition



ÚÚččinky inky butyrbutyráátutu na nna náádorovdorovéé bubuňňkyky::

Inhibice proliferaceInhibice proliferace –– blok v G1 nebo G2/M, indukce p21,blok v G1 nebo G2/M, indukce p21,
CyklinCyklin D1,D3, D1,D3, downregulacedownregulace cc--mycmyc
Indukce diferenciace a Indukce diferenciace a apoptapoptóózyzy –– genovgenovéé arraysarrays
Inhibitor histon Inhibitor histon deacetyldeacetyláázz –– zmzměěny exprese genny exprese genůů
OvlivnOvlivněěnníí specifspecif. . kinkináázz, aktivace PPAR , aktivace PPAR gammagamma, inhibice , inhibice NFkBNFkB
Inhibice cInhibice c--SrcSrc, FAK, , FAK, iNOSiNOS, COX, COX--22



BlottiereBlottiere HM HM etet alal., ., ProcProc..NutrNutr. Soc. 2003. Soc. 2003



Výskyt Výskyt 
industrializovanindustrializovanéé zemzeměě ((žživotnivotníí styl,  výstyl,  výžživa)iva)
ČČR (tR (třřetetíí nejnejččastastěějjšíší ppřřííččina ina úúmrtmrtíí na rakovinu)na rakovinu)
vvěěkovkováá distribuce (mudistribuce (mužži ni náárrůůst pst přříípadpadůů od 60 let; od 60 let; žženy od 70 eny od 70 
let)let)
Epitel Epitel kolorektakolorekta
ststřřevnevníí kryptykrypty ((ččáást proliferast proliferaččnníí a diferenciaa diferenciaččnníí))
výmvýměěna epiteluna epitelu (zr(zráánníí bunbuněěk, odumk, odumíírráánníí apoptapoptóózouzou--anoikisanoikis
((detachmentdetachment--inducedinduced apoptosisapoptosis))
koncentrace rkoncentrace růůstových faktorstových faktorůů vv kryptkryptááchch (v prolifera(v proliferaččnníí ččáásti sti 
vvííce bunce buněěk produkujk produkujííccíích GF)ch GF)
KolorektKolorektáálnlníí karcinogenezekarcinogeneze
poruporuššeneníí rovnovrovnovááhy mezi proliferachy mezi proliferacíí a diferenciaca diferenciacíí vv kryptkryptěě
hyperproliferativnhyperproliferativníí krypta, krypta, adenomadenom, , adenokarcinomadenokarcinom, , 
karcinom, metastkarcinom, metastáázyzy

NNÁÁDORY KOLOREKTA (CRC)DORY KOLOREKTA (CRC)







Struktura hlášených onemocnění novotvary bez dg. C44. A – muži; B – ženy  
(podle ÚZIS)





Obnova stObnova střřevnevníí výstelkyvýstelky



Střevní krypta a profil růstových faktorů



APOPTOSIS (APOPTOSIS (anoikisanoikis))

APOPTOSISAPOPTOSIS

((damageddamaged cellscells))

EPITEL TLUSTEPITEL TLUSTÉÉHO STHO STŘŘEVA (kolonu) EVA (kolonu) 

�� kontinukontinuáálnlněě se obnovujse obnovujííccíí bunbuněčěčnnéé
populacepopulace

�� řřada zada záásadnsadníích fyziologických funkcch fyziologických funkcíí

�� dynamickdynamickáá rovnovrovnovááha mezi ha mezi 
ppřříírrůůstkem bunstkem buněěk na bk na báázi krypty zi krypty 
((proliferaceproliferace) a  ) a  úúbytkem (bytkem (anoikisanoikis ––
„„detachmentdetachment inducedinduced apoptosisapoptosis““) na ) na 
povrchu.povrchu.

�� regulace regulace endogennendogenníími faktorymi faktory
((hormoneshormones andand cytokinescytokines),  ale rovn),  ale rovněžěž
slosložžkami dietykami diety ppřříítomnými v lumen tomnými v lumen 
ststřřevaeva

EndogenousEndogenous
regulatorsregulators

kmenovkmenovéé bubuňňkyky



RovnovRovnovááha mezi proliferacha mezi proliferacíí, diferenciac, diferenciacíí a a apoptapoptóózouzou ve stve střřevnevníí kryptkryptěě

ChellChell S S etet alal., BBA 2006., BBA 2006



Vliv různé intenzity apoptózy na homeostázu

Intenzita (rychlost) 
apoptózy

Rychlost buněčné
proliferace

homeostáza

akumulace 
buněk

úbytek buněk

of



Mnohostupňový proces karcinogeneze

INICIACE PROMOCE PROGRESE

MUTAGENY 
RADIACE 
VIRUSY….

GENOTOXICITA

NEGENOTOXICKÉ
KARCINOGENY

PRENEOPLASTICKÉ

PORUCHY

INICIOVANÁ
BUŇKA

NORMÁLNÍ
BUŇKA

MALIGNÍ
NÁDOR

INVAZE

METASTÁZY

AKTIVACE PROTO-ONKOGENŮ
INAKTIVACE NÁDOROVĚ SUPRESOR. GENŮ
INAKTIVACE ANTIMETASTAT. GENŮ

GENOTOXICKÉ
+NEGENOTOXICKÉ
FAKTORY

of



Vliv narušení (stimulace/inhibice) průběhu apoptózy
v rámci procesu vícestupňové karcinogeneze

poškození

oprava

karcinom

Normální
enterocyt Enterocyt

s poškozenou 
DNA

iniciovaný 
enterocyt

Polypy, 
adenomy

Růstové
zvýhodnění
a genetická
nestabilita

stimulace apoptózy

inhibice apoptózy

of



KarcinogenezeKarcinogeneze vvššakak znamenznamenáá vvíícc nenežž jenjen mutagenezimutagenezi

KromKroměě genovgenových a ých a chromozomchromozomáálnlnííchch mutacmutacíí ((genotoxicitagenotoxicita) ) zahrnuje i zahrnuje i 
NEGENOTOXICKOU SLONEGENOTOXICKOU SLOŽŽKU (KU (EEPIGENETICKPIGENETICKÉÉ DDĚĚJE)JE)

zmzměěny v expresi genetickny v expresi genetickéé informace informace 
nana transkriptranskripččnníí, transla, translaččnníí nebnebo o postranslapostranslaččnníí úúrovnirovni

Geny jsou zapGeny jsou zapíínnáány a vypny a vypíínnáány ny 
►► bběěhem vývojehem vývoje
►► bběěhem bunhem buněčěčnnéého cyklu, kdyho cyklu, kdyžž bubuňňka ka proliferujeproliferuje
►► kdykdyžž bubuňňkaka diferencujediferencuje
►► kdykdyžž jeje diferencovandiferencovanáá bubuňňkaka stimulovstimulováánana k k adaptivnadaptivníí odpovodpověědidi

IIniciovniciovananáá kmenovkmenováá bubuňňkaka jeje omezena v dalomezena v dalšíším rm růůstu okolnstu okolníími normmi normáálnlníími mi 
bubuňňkami.kami.

Po Po expoziciexpozici nnáádorovým promotoremdorovým promotorem nebo promonebo promoččnníími podmmi podmíínkami nkami 
(bun(buněčěčnnáá smrt nebo odstransmrt nebo odstraněěnníí bunbuněěk)k) suprimujsuprimujííccíí úúččinekinek okolnokolnííchch
bunbuněěkk prostprostřřednictvednictvíímm kontaktnkontaktníí inhibiceinhibice mizmizíí. . 

of



HomeostHomeostáázaza vvee tktkáánnííchch

je udrje udržžovováána na 

integrovaným systintegrovaným systéémem komunikamem komunikaččnníích mechanismch mechanismůů
(mimo(mimo--, vnitro, vnitro-- a mezibuna mezibuněčěčnýchných))
a reguluje chova reguluje chováánníí bunbuněěk pk přředevedevšíším sm s ohledem na schopnost proliferace, ohledem na schopnost proliferace, 
diferenciace, adaptivndiferenciace, adaptivníí odpovodpověědi a di a apoptapoptóózyzy..

IniciovanIniciovanéé preneoplastickpreneoplastickéé bubuňňkyky jsoujsou udrudržžovováányny v v latentnlatentníímm stavustavu v v 
ddůůsledkusledku ppůůsobensobeníí ttěěchtochto ""ppřřirozenýchirozených" " regularegulaččnnííchch mechanismmechanismůů. . 

V V podppodpůůrnrnéé (promo(promoččnníí) f) fáázi rozvoje nzi rozvoje náádordorůů se se uplatuplatňňujujíí

lláátky tky ppůůsobsobííccíí negenotoxickýminegenotoxickými ((nebonebo epigenetickýmiepigenetickými) ) 
mechanismymechanismy, tzv. n, tzv. náádorovdorovéé promotorypromotory,, kterkteréé zpzpůůsobujsobujíí zmzměěny ny 
chovchováánníí bunbuněěk vk v ddůůsledku deregulace zmsledku deregulace zmíínněěných procesných procesůů. . 

ZZáásahy, ktersahy, kteréé vedou vedou ke zmke změěnnáám vm v expresi genexpresi genůů a k porucha k porucháám m homeosthomeostáázyzy
se se odehrodehráávajvajíí vv bubuňňcece na na rrůůznýchzných úúrovnrovnííchch a a rrůůznýmiznými mechanismymechanismy..

of



Hlavní mechanismy charakterizující
negenotoxickou karcinogenezi

� ovlivnění mechanismů signálové transdukce
� aktivace specifických receptorů
� produkce reaktivních kyslíkových radikálů (ROS, RNS)
� změny GJIC
� změny v metylaci DNA nebo v acetylaci histonů
� ovlivnění exprese onkogenů, nádorově supresorových genů a 
genů buněčného cyklu

� změny buněčného cyklu
� změny proliferace (regenerativní nebo mitogenní)
� změny v apoptóze
� změny v rovnováze vyúsťující ve změnu obratu buněk ve tkáni

of



CYTOKINYCYTOKINY

DDůůleležžititéé endogennendogenníí faktory ovlivfaktory ovlivňňujujííccíí kolorektkolorektáálnlníí karcinogenezikarcinogenezi
TNFTNF--familyfamily (TNF(TNF--αα, , FasFas ligandligand, TRAIL , TRAIL –– TNF TNF relatingrelating apoptosisapoptosis inducinginducing
factorfactor))
TGFTGF--familyfamily (TGF(TGF--ββ))
EGF EGF –– epidermepidermáálnlníí rrůůstový faktorstový faktor
TumourTumour necrosisnecrosis factorfactor--alphaalpha (TNF(TNF-- αα), ), interleukinyinterleukiny
►► multifunkmultifunkččnníí cytokincytokin
►► jeden z hlavnjeden z hlavníích ch medimediáátortorůů zzáánněětutu
►► TNFTNF-- αα je produkovje produkováán n makrofmakrofáágygy a dala dalšíšími bumi buňňkami kami imunitnimunitnííhphp systsystéémumu
►► koncentrace  TNFkoncentrace  TNF-- αα v kolonu je zvýv kolonu je zvýššena bena běěhem chronickhem chronickéého zho záánněětu tu 
((ulcerativnulcerativníí kolitidakolitida nebo nebo CrohnovaCrohnova choroba)choroba)
►► úúloha v nloha v náádorovdorovéé kachexiikachexii
►► existuje interakce mezi existuje interakce mezi cytokinycytokiny a dietetickými faktory a dietetickými faktory –– mastnmastnéé kyseliny kyseliny 
a a eikosanoidyeikosanoidy

of



proteiny 
lipidy 
vitamíny 
minerály

infekce 
zánět 
neoplazie

produkce a uvolňováni cytokinů

výživový status

PG 
LT 
atd.

lipidové mediátory

imunitní odpověď
odpověď akutní fáze

biologická funkce cytokinů

horečka             
anorexie           
změněný metabolismus

VzVzáájemnjemnéé vztahy mezi vývztahy mezi výžživou a infekivou a infekččnníími a zmi a záánněětlivými tlivými 
chorobami zprostchorobami zprostřředkovanými edkovanými cytokinycytokiny



INTERACTIONS OF DIETARY FACTORS AND ENDOGENOUS REGULATORS SUPPOSED TO  AFFECT 

CYTOKINETICS OF COLONIC EPITHELIAL CELLS

?

DIETARY PUFAs

(n-3, n-6)

DIETARY

FIBRE

EICOSANOIDS BUTYRATE
?

?

?

?

Kovaříková M. et al. Eur J Cancer 2000
Kovaříková M. et al. Differentiation 2004

Hofmanová J. et a. Eur J Nutr 2005 
Hofmanová J. et al. Cancer Letters 2005
Vaculová et al. Cancer Letters 2005



�� ÚÚČČINKY VNMKINKY VNMK kyskys. . arachidonovarachidonováá, AA, 20:4, n, AA, 20:4, n--6  6  
kyskys. . dokosahexaenovdokosahexaenováá, DHA, 22:6, n, DHA, 22:6, n--3 3 

BUTYRBUTYRÁÁTUTU ((NaBtNaBt))
samostatnsamostatněě nebo v kombinacinebo v kombinaci na na cytokinetikucytokinetiku epiteliepiteliáálnlníích bunch buněěk k 
kolonu a detailnkolonu a detailněějjšíší poznpoznáánníí mechanismmechanismůů úúččastnastnííccíích se tch se těěchto chto 
procesprocesůů

�� INTERAKCE MASTNÝCH KYSELININTERAKCE MASTNÝCH KYSELIN (a jejich metabolismu) s (a jejich metabolismu) s 
ENDOGENNENDOGENNÍÍMI INDUKTORY APOPTMI INDUKTORY APOPTÓÓZYZY (TNF(TNFαα, , FasFas, TRAIL), TRAIL) a a 
jejich vlivu na epitelijejich vlivu na epiteliáálnlníí bubuňňky kolonu ky kolonu -- mechanismymechanismy

●● zmzměěny bunny buněčěčných lipidných lipidůů v souvislosti s modulacv souvislosti s modulacíí cytokinetikycytokinetiky

●● srovnsrovnáánníí odpovodpověědi ndi náádorových a dorových a „„normnormáálnlnííchch““ bunbuněěkk kolonukolonu

EXPERIMENTEXPERIMENTÁÁLNLNÍÍ CCÍÍLE v LaboratoLE v Laboratořři i cytokinetikycytokinetiky

of



VÝSTUPYVÝSTUPY

� ZZáákladnkladníí výzkumvýzkum

�� Klinika a výrobnKlinika a výrobníí praxepraxe

●● protinprotináádorovdorováá prevence a terapieprevence a terapie
●● oblast oblast nutrinutriččnníí farmakologiefarmakologie

optimalizace optimalizace lipidovýchlipidových vývýžživ pro uriv pro urččititéé diagndiagnóózy              zy              
((„„diseasedisease specificspecific nutritionnutrition““), zejm), zejmééna u pacientna u pacientůů s s 
nnáádorovým onemocndorovým onemocněěnníímm
((Projekt cProjekt cíílenlenéého výzkumu AV ho výzkumu AV ČČR R –– „„TukovTukovéé slosložžky výky výžživyivy……))



Linie lidských epiteliLinie lidských epiteliáálnlníích bunch buněěk kolonuk kolonu

FHCFHC HTHT--2929 HCTHCT--116116
normnormáálnlníí

fetfetáálnlníí ststřřevoevo

AdenokarcinomAdenokarcinom kolonukolonu

diferencující
neinvazívní

nediferencující
invazívní

CaCoCaCo--22 SW 620 SW 620 –– lymf. uzlinalymf. uzlina



METODOLOGIE CYTOKINETIKACYTOKINETIKA

Detekce Detekce proliferaceproliferace-- regulace bunregulace buněčěčnnéého cyklu ho cyklu 
a zapojených proteina zapojených proteinůů, , 

diferenciacediferenciace --bunbuněčěčnnáá morfologie, aktivita morfologie, aktivita 
specifických enzymspecifických enzymůů, exprese specifických , exprese specifických 
proteinproteinůů

apoptapoptóózyzy --detekce charakteristických zmdetekce charakteristických změěn na n na 
úúrovni jrovni jáádra, dra, mitochondrimitochondriíí, membr, membráán, n, 
cytoskeletucytoskeletu, exprese regula, exprese regulaččnníích proteinch proteinůů, , 
ššttěěpenpeníí specifických enzymspecifických enzymůů a substra substrááttůů

ZMZMĚĚNY LIPIDOVNY LIPIDOVÉÉHO METABOLISMU A VLASTNOSTHO METABOLISMU A VLASTNOSTÍÍ BUNBUNĚČĚČNÝCH MEMBRNÝCH MEMBRÁÁNN
--zmzměěny spektra MK v ny spektra MK v bunbun. lipidech, . lipidech, „„lipid lipid packingpacking““ v membrv membráánnáách,  akumulace ch,  akumulace 
triglyceridtriglyceridůů, detekce , detekce kardiolipinukardiolipinu, membr, membráánový potencinový potenciááll

ZMZMĚĚNY OXIDATIVNNY OXIDATIVNÍÍHO METABOLISMUHO METABOLISMU
-- produkce reaktivnprodukce reaktivníích metabolitch metabolitůů kyslkyslííku (ROS) a dusku (ROS) a dusííku, ku, lipidovlipidováá peroxidaceperoxidace, , 
úúččinky inky antioxidantantioxidantůů

VyuVyužžititíí modernmoderníích ch metod prmetod průůtokovtokovéé cytometriecytometrie, fluorescen, fluorescenččnníí mikroskopie, mikroskopie, 
fluorimetriefluorimetrie, spektroskopie, metod molekul, spektroskopie, metod molekuláárnrníí biologiebiologie……



Detekce apoptDetekce apoptóózy rzy růůznými znými 
metodamimetodami

PrPrůůtokovtokováá cytometriecytometrie

FluorimetrieFluorimetrie

FluorescenFluorescenččnníí mikroskopiemikroskopie

Western Western blottingblotting

• změny v uspořádání
membránových lipidů (AnnexinV) 
• aktivita a štěpení kaspáz
• štěpení substrátů kaspáz (PARP, 
cytokeratin 18)
• exprese proteinů rodiny Bcl-2
• mitochondriální membránový 
potenciál
• kondenzace a fragmentace 
jaderného chromatinu



0mM

1mM1mM

3mM3mM

5mM5mM

Znaky diferenciace indukovanZnaky diferenciace indukovanéé butyrbutyráátemtem

EXPRESE KARCINOEMBRYONÁLNÍHO 
ANTIGENU

of



ÚÚČČINKY VNMKINKY VNMK
kyskys. . arachidonovarachidonováá, AA, 20:4, n, AA, 20:4, n--6  6  

kyskys. . dokosahexaenovdokosahexaenováá, DHA, 22:6, n, DHA, 22:6, n--3 3 

BUTYRBUTYRÁÁTU (TU (NaBtNaBt))
samostatnsamostatněě nebo v kombinacinebo v kombinaci



VNMK (AA, DHA) zvýVNMK (AA, DHA) zvýššily citlivost bunily citlivost buněěk HTk HT--29 29 
k k apoptapoptóózeze indukovanindukovanéé NaBtNaBt



ROSROS

MMPMMP

ZvýZvýššenenáá produkce produkce 
reaktivnreaktivníích kyslch kyslííkových kových 

radikradikáállůů (ROS)(ROS)

SnSníížžený ený mitochondrimitochondriáálnlníí
membrmembráánový potencinový potenciáál l 

(MMP)(MMP)

ZvýZvýššenenáá lipidovlipidováá peroxidaceperoxidace
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MolekulMolekuláárnrníí determinanty determinanty 
kombinovaných kombinovaných úúččinkinkůů studovaných lstudovaných láátektek

Proteiny buněčného cyklu (p21, p27) Apoptické proteiny

MolekulMolekuláárnrníí determinanty determinanty úúččinkinkůů
studovaných lstudovaných láátektek

of



�� OdpovOdpověďěď ststřřevnevníích epitelich epiteliáálnlníích bunch buněěk na pk na půůsobensobeníí AA a AA a 
DHA je významnDHA je významněě vyvyššíšší u nenu nenáádorovdorovéé linie FHClinie FHC nenežž u u 
nnáádorových linidorových liniíí

��ButyrButyráátt induindukuje kuje diferendiferenciaci anebo ciaci anebo apoptapoptóózuzu ststřřevnevníích ch 
bunbuněěk v zk v záávislosti na stupni transformacevislosti na stupni transformace

diferenciacediferenciace FHC FHC ►► HTHT--29 29 ►► HCT116 HCT116 ►►SW620SW620
apoptapoptóózaza SW620SW620 ►► HCT116 HCT116 ►► HTHT--29 29 ►► FHCFHC

��Tyto procesy mohou být Tyto procesy mohou být modulovmodulováány spolupny spolupůůsobensobeníímm
AA a zejmAA a zejmééna DHA.na DHA.

SrovnSrovnáánníí odpovodpověědi nendi nenáádorových a ndorových a náádorových dorových 
bunbuněěk k VNMK, k k VNMK, NaBtNaBt a jejich kombinacia jejich kombinaci

of
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SrovnSrovnáánníí odpovodpověědi nendi nenáádorových a ndorových a náádorových bundorových buněěkk



�� protein rodiny protein rodiny BclBcl--2 podporuj2 podporujííccíí ppřřeežžititíí bunbuněěkk
lokalizovaný na chromozomu 1q21lokalizovaný na chromozomu 1q21
krkráátký tký „„halfhalf lifelife““ , rychl, rychláá regulaceregulace

�� hraje dhraje důůleležžitou itou úúlohu plohu přři rozhodovi rozhodováánníí bunbuněěk mezi k mezi žživotem ivotem 
a smrta smrtíí v odpovv odpověědi na rychle se mdi na rychle se měěnnííccíí prostprostřřededíí
●● chrchráánníí bubuňňky pky přřed ed apoptapoptóózouzou v prv průůbběěhu hu diferenciacdiferenciac
●● exprese se sniexprese se snižžuje puje přři indukci i indukci apoptapoptóózyzy

�� je je ššttěěpen pen kaspkaspáázamizami na molekulu podporujna molekulu podporujííccíí apoptapoptóózuzu

�� zajzajíímavý s hlediska mavý s hlediska protinprotináádorovdorovéé terapieterapie

of

MclMcl--11
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ÚÚČČINKY ENDOGENNINKY ENDOGENNÍÍCH INDUKTORCH INDUKTORŮŮ
APOPTAPOPTÓÓZYZY

z rodiny z rodiny cytokincytokinůů TNF TNF 
(tumor (tumor necrosisnecrosis factorfactor))



Cytokiny rodiny TNF (tumor necrosis factor )

TNFTNF--αααααααα TNFR1, TNFR2TNFR1, TNFR2
FasFas ligandligand ((FasLFasL)                                            )                                            FasFas (CD95, APO(CD95, APO--1)1)
TRAIL                                                           TRAIL                                                           DR4, DR5, DcR1, DcR2           DR4, DR5, DcR1, DcR2           
(TNF(TNF--relatedrelated apoptosisapoptosis--inducinginducing ligandligand))

LigandLigand ReceptorReceptor

Výzkum zamVýzkum zaměřěřen naen na
►► úúlohu v regulaci bunlohu v regulaci buněčěčnnéé smrti epitelismrti epiteliáálnlníích stch střřevnevníích ch 
bunbuněěk ak a
►► ppřřííččiny rezistence niny rezistence náádorových bundorových buněěkk

Aplikace v nAplikace v náádorovdorovéé terapiiterapii
ZvýZvýššeneníí citlivosti buncitlivosti buněěk zk záásahy do signsahy do signáálnlníích drah nebo ch drah nebo 
kombinackombinacíí s dals dalšíšími faktorymi faktory



TNFTNFαα zvyzvyššuje uje apoptapoptóózuzu bunbuněěk HTk HT--29, ale potla29, ale potlaččuje diferenciaci uje diferenciaci 
indukovanou indukovanou NaBtNaBt uu epiteliepiteliáálnlníích bunch buněěk tlustk tlustéého stho střřevaeva

•• ButyrButyráátt vznikvznikáá ve stve střřevevěě fermentacfermentacíí
nestravitelnnestravitelnéé vlvláákninykniny
•• Navozuje diferenciaci a nNavozuje diferenciaci a nááslednou slednou 
apoptapoptóózuzu epiteliepiteliáálnlníích bunch buněěk stk střřevaeva

Znaky diferenciace stZnaky diferenciace střřevnevníích bunch buněěkk

•• TNFTNF--αα je v tlustje v tlustéém stm střřevevěě
dlouhodobdlouhodoběě produkovprodukováán bn běěhem hem 
chronických zchronických záánněětlivých tlivých 
onemocnonemocněěnníí ststřřeva (eva (ulcerativnulcerativníí
kolitidakolitida, , CrohnovaCrohnova choroba apod.)choroba apod.)
•• BuBuňňky nky náádordorůů tlusttlustéého stho střřeva eva 
obsahujobsahujíí zvýzvýššenenéé mnomnožžstvstvíí TNF ve TNF ve 
srovnsrovnáánníí ze zdravou tkze zdravou tkáánníí

TNF-α posiluje apoptózu a 
potlačuje diferenciaci navozenou 
butyrátem u střevních 
nádorových buněčných linií HT-
29 a CaCo-2 a u fetálních
střevních buněk FHC



Indukce bunIndukce buněčěčnnéé smrti a zmsmrti a změěny adhezny adhezíívnvníích vlastnostch vlastnostíí
epiteliepiteliáálnlníích bunch buněěk stk střřeva beva běěhem indukce hem indukce anoikisanoikis

•• AnoikisAnoikis ppřředstavuje typ bunedstavuje typ buněčěčnnéé
smrti, kterou umsmrti, kterou umíírajrajíí epiteliepiteliáálnlníí
bubuňňky pokud dojde k naruky pokud dojde k naruššeneníí jejich jejich 
kontaktu s kontaktu s extracelulextraceluláárnrníí matrixmatrix..
•• V tlustV tlustéém stm střřevevěě je je anoikisanoikis
navozena po uvolnnavozena po uvolněěnníí bunbuněěk v k v 
hornhorníích ch ččáástech krypt, a funguje stech krypt, a funguje 
zde jako jeden z faktorzde jako jeden z faktorůů pro udrpro udržženeníí
rovnovrovnovááhy mezi hy mezi cytokinetickýmicytokinetickými
procesy.procesy.
•• Vznik rezistence bunVznik rezistence buněěk k k k anoikisanoikis
ppřředstavuje jeden z kritických edstavuje jeden z kritických 
momentmomentůů v v karcinogenezikarcinogenezi tlusttlustéého ho 
ststřřeva.eva.

Pro indukci anoikis v podmínkách 
in vitro je používán model 
neadherentní kultivace buněk

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

HT-24 HT-24 HT-48 HT-48 FHC-24 FHC-24 FHC-48 FHC-48

adher. nonadher. adher. nonadher. adher. nonadher. adher. nonadher.

cultivation cultivation cultivation cultivation cultivation cultivation cultivation cultivation

n
u
m
b
er
 o
f 
ce
ll 
(*
10

3
) floating cells

adherent cells

0

1

2

3

4

5

6

7

HT-24 HT-24 HT-48 HT-48 FHC-24 FHC-24 FHC-48 FHC-48

adher. nonadher. adher. nonadher. adher. nonadher. adher. nonadher.

cultivation cultivation cultivation cultivation cultivation cultivation cultivation cultivation

%
 o
f 
ce
lls

% of subGo population
% of apoptotic cells



SignalSignal transductiontransduction
pathwayspathways associatedassociated
withwith ANOIKISANOIKIS

of



Grossmann J., Apoptosis 7, 2002

„„SurvivalSurvival signallingsignalling pathwayspathways““ aktivovanaktivovanéé ppřři kontaktu bui kontaktu buňňkaka--bubuňňka a buka a buňňka ka -- ECMECM



PPřřenos signenos signáállůů po ztrpo ztrááttěě kontaktu vedouckontaktu vedoucíí k indukci k indukci anoikisanoikis



Inhibice metabolismu kyseliny Inhibice metabolismu kyseliny arachidonovarachidonovéé mmůžůže ovlivnit  e ovlivnit  
citlivost epitelicitlivost epiteliáálnlníích bunch buněěk stk střřeva k TNFeva k TNF--αα

•• Kyselina Kyselina arachidonovarachidonováá (AA)(AA) mmůžůže být e být 
v buv buňňce metabolizovce metabolizováána pna přřes es 
cyklooxygencyklooxygenáázuzu (COX), (COX), lipoxygenlipoxygenáázuzu
(LOX) a (LOX) a cytochromcytochrom P450.P450.
•• Jednou z moJednou z možžnostnostíí studia jednotlivých studia jednotlivých 
metabolických drah je poumetabolických drah je použžititíí inhibice inhibice 
ppřřííslusluššných enzymných enzymůů::
•• BaicaleinBaicalein (BA)         (BA)         –– 1212--LOX inhibitorLOX inhibitor
•• NDGA                      NDGA                      -- LOX inhibitorLOX inhibitor
•• NiflumovNiflumováá kyskys. (NA) . (NA) –– COX inhibitorCOX inhibitor
•• IndometacinIndometacin (INDO) (INDO) –– COX inhibitorCOX inhibitor
•• ETYA                        ETYA                        -- kompetitorkompetitor AA AA 

Epiteliální buňky HT-29 
odvozené od adenokarcinomu
tlustého střeva jsou relativně
rezistentní k působení TNF-α.

Inhibice metabolismu AA 
způsobuje jejich zcitlivění k 
účinkům tohoto cytokinu.
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INTERAKCE PROTEININTERAKCE PROTEINŮŮ RODINY TNF RODINY TNF 
S MASTNÝMI KYSELINAMIS MASTNÝMI KYSELINAMI



TNFTNF--αααααααα posiluje posiluje apoptapoptóózuzu, ale potla, ale potlaččuje diferenciaci uje diferenciaci 
indukovanou indukovanou NaBtNaBt uu epiteliepiteliáálnlníích bunch buněěk tlustk tlustéého stho střřevaeva

INTERAKCEINTERAKCE TNFTNF--αααααααα S BUTYRS BUTYRÁÁTEMTEM



diferenciacediferenciace
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Citlivost nCitlivost náádorových bundorových buněěk kolonu k TNFk kolonu k TNF--αααααααα mmůžůže e 
být zvýbýt zvýššena  inhibicena  inhibicíí metabolismu kyseliny metabolismu kyseliny 
arachidonovarachidonovéé a za záávisvisíí na stupni diferenciacena stupni diferenciace

●● BaicaleinBaicalein (BA)         (BA)         –– 1212--LOX inhibitorLOX inhibitor
•• NDGA                      NDGA                      -- LOX inhibitorLOX inhibitor
•• NiflumovNiflumováá kyskys. (NA) . (NA) –– COX inhibitorCOX inhibitor
•• IndometacinIndometacin (INDO) (INDO) –– COX inhibitorCOX inhibitor
•• ETYA                        ETYA                        -- kompetitorkompetitor AA AA 
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NavozenNavozeníím diferenciacem diferenciace
(p(půůsobensobeníím m NaBtNaBt) ) 
se buse buňňky stky stáávajvajíí citlivcitlivěějjšíší k k 
antiproliferaantiproliferaččnníímm a a apoptickýmapoptickým
úúččinkinkůům m TNFTNFαα a inhibitora inhibitorůů
metabolismu AAmetabolismu AA



of



AA a DHA zcitlivujAA a DHA zcitlivujíí nnáádorovdorovéé bubuňňky kolonu k ky kolonu k 
ppůůsobensobeníí apoptickýchapoptických induktorinduktorůů rodiny TNFrodiny TNF

of
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