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oo

Niofyxikalni oskawv AVER, BANOS




VYZIVA
hraje roli pri vzniku v aterosklerozy, nadort a rady dalSich onemocnéni.
Mechanismy jsou predmétem vyzkumu
Je prokazano, ze
vysoky prijem kalorii a tvorba tukovych zasob je rizikovym faktorem.
Piijem, absorpce a metabolismus velkého mnozstvi potravy vyzaduje oxidativini

metabolismus a produkuje vice reaktivnich kyslikovych radikalf, které poskozuji
DNA.

Ukazalo se, ze prijem tukt, zeymena zivocisnych zvysuje riziko aterosklerozy a
nador.

Epidemiologicke studie predpokladaji

pozitivii korelact mezi prijmen tukil a nadony: prsu, kelontra
PLOStALY-

Navzdory dlouhe histonit studii tukil a nadort, zustava rada protikladi.

Ukazuje se, ze nejen kvantita, ale 1 kvalita tukl hraje dilezitow roli, a 7Ze se
zde uplatnuyi 1 rostlinne oleje a rybi olej, zejmena

vysoce nenasycenc mastne kyselmy (VINMIKS PUIFAS)
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Zdroje tuku

71vocCisneé a rostlinne

S Mastné kyseliny

P s kratkym ret€zcem — 6-12 C (SCFA)

kys. maselna,propionova

P nasycenc — 12 a vice C

kys. palmitova, stearova

P mononenasycenc — 16 a 18/C, 1 dvojna vazba
kys. palmitoolejova, olejova

» polynenasycene (PUFA) — 18'a vice C, 2 a vice
dvojnych vazeb

kysilimoleova, alia-limolenova — eseneialng MIK




Zmeny membranovych fosfolipidu primo ovliviuyi 23333444
syntézu lipidovych mediatoru typu eikosanoidii, PAF a [JfRessssss
sekundarnich prenasecu diacylglycerolu a ceramidu. .ILH*H*?H*}'
Lipidove mediatory ovliviuji produkci a funkei cytokint. [
To ma dulezity dopad na radu imunitnich a e
buneécnych funkci vcetne proliferace, diferenciace a apoptozy

Imbalance v lipidovem metabolismu hraje roli u mnoha
zavaznych onemocneni

P Vysokd hladina cholesterolu je spojena s kardiovaskularnimi
chorobami, ktere jsou nejcaste]si pricinou umrti v populaci.
P [ipidy produkevané bunikami imunitnihe systému jsou

zanrnuty: v zanetlivych onemocnenich jakorje revimatoidmni
artritida, sepse, astma, zanctlive onemocneni streva.

P [Lipidy hraji tlohu take v psychickychia neurodegenerativnich
onemocnenich (deprese, schizoitenie, Alzheimerova choroba)

P Lipidy ovliviiuji pocatek a rozvoj nadorovych onemocnéni




Relativni procento ruznych mastnych kyselin v potravé a zmény

zpusobené prumyslovym zpracovanim potravin
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VYSOCE NENASYCENE MASTNE KYSELINY

(Polyunsaturated fatty acids - PUFAs) - mastné¢ kyseliny s 2 i vice dvojnymi vazbami.

Tt1 hlavni skupiny PUFAs:

n-3 (omega-3), n-6 a n-9, podle polohy dvojn¢ vazby nejblizsi ke koncovemu
metylovanému uhliku.

Tyto jsou metabolizovany stejnym zpusobem alternativnimi desaturacnimi a
elongacnimi enzymy.

NOMENKLATURA:

Napr. kyselina arachidonova, 20:4, n-6

20 - pocet uhlikt

4 - pocet konjugovanych dvojnych vazeb

n-6 - poloha prvni dvojne vazby od metylovanchoe konce molekuly:

Temer vSechny dvoiné vazby jsou ve vicemene stabilni cis - konfiguraci.

Zivocichoveé nedovedou syntetizovat n-3' a n-6 PIUEAs de novo ani nedovedou premeénit
jednu sernii v druhou.

Tyto ESENCIALNI MASTNE KYSELINY musi byt obsazeny v potrave podobng
jako vitaminy. Jsou zivotne dulezite jako slozka vsech membran a permeabilni baricry
pokozky a jakoe prekunsory eikosaneidi a s nimi souvisejicich latek, ktere hraji dilezitou
regulacni tlohw ve tkanich.

Zdnojem: jseu nostlinneroleje (n=6; PUIEAY) a iybil olcy (=3 PUEA)




VYSOCE NENASYCENE MASTNE KYSELINY (VNMK)
(Polyunsaturated fatty acids - PUFAs) - mastne kyseliny s 2 i vice dvojnymi
vazbami. Esencialni prekurzorove kyseliny rady n-6 a n-3

FRAAAANN 18:2n-6 18:3n-3

CO0H

rostl. oleje < Linoleic acid X a—lmolemc acid

A6 desaturase
18:3n-6 18.41'1—

Elongase 1

COOH
20:3n-6
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Dulezity je pomér n-3: n-6 VNMK!!!

Kys. linolova (18:2, w-6)

kyselina arachidonova (AA, 20:4), rostlinne oleje

zdroj eikosanoidu (prostaglandiny, leukotrieny) vyznam u
ruznych nadoru.

\/ experimentalnich systemech casto podpurny UCinek pro
vznik a rozvoj nadoru

Kys. alfa-linolenova (18:3, w-3)

KyS. elkosapentaenova (20:5) aidekosahexaenova (22:6)
z rybich a nekterych rostl. olejul (pupalka, len, rakytnik)
\/ experimentalnich systemech casto Inhibicni Ucinek pro
VZNnik a rozve| nadoru




LIPIDOVE SLOZKY VYZIVY

VICE, NEZLI JEN ZDROJ ENERGIE!!!!

€ strukturalni a regulacni tloha

€ dopad na fyziologické funkce organizmu
» UcCinky na imunitni systém

» regulace proliferace, diferenciace a apoptozy

» uloha v karcinogenezi

(etielegie nadorultiustehorstreva, prostaty, prsu)

Cl;ﬁ'éﬂi'.‘;'lﬁ’c‘s’




Spolu s cytokiny a hormony funguji jako
intra- I intercelularni mediatory a modulatory bunecne
signalizacni site

Pomer obsahu w-6'a w-3 esencialnich vysoce nenasycenych
mastnych kyselin (VNMK) oviivauje

vlastnosti membran, zejmena jejich fluiditu a produkci latek
vznikajicich hydrolyzou membranovych fosfolipidu.

Tiyto zmeny: pak oviiviuji vazbu eytekinu, aktivitu receptoru i

funkel naimembranulvazanyeh signalnich molekul (G proteinu,
fosiolipaz atd.).

Cl;ﬁ'éﬂi'.‘;'lﬁ’c‘s’




Patologické zmény v produkci a funkci cytokinu a
eikosanoidu prispivaji k rozvoji nadorovych onemocnéni
zejmena ovlivnenim imunitniho systemu a bunecne kinetiky

Metabolismus a obrat fosfolipidu v membranach
| oxidativni metabolismus nadorovych bunek se zasadne lisi
od bunek nenadorovych.

INadorove bunky: kelonu vykazuji:
¥ zmeény ve spektru a koncentraci VNMK ve srovnani s normalni tkani
¥ zvySenou perifernil utilizaci VNMK z potravy
¥ zmeény v oxidativnim metabolismul a antioxidacni ochrané
& zvySenou aktivituienzymui metabolismui kys. arachidonovée (COX2,
12-LPO...) a produkci eikosanoidu
& snizenou citlivost k endogennim inhibitortm rastu (TGE-[31),
induktorum apoptozy (TNEa, FasL, TRAIL) a diferenciace (butyrat)

Cl;ﬁ'éﬂi'.?lﬁ’c‘s’




VLAKNINA

Table 1. Possible mechanisms for the protective action of
dietary fibre on colorectal oncogenesis

Physical

Increased bulk and dilution of carcinogen
Decreased contact time due to more rapid transit
Binding of carcinogen

Binding of bile salts

Prebiotic and metabolic action of flora

Alteration of colonic microflora; numbers and species balance
Inhibition of carcinogen activation

Stimulation of flora to increase bulk

Alteration of bile salt metabolism to reduce conversion to second-
ary bile salts

Fermentative

Lowering of pH

Reduced solubility of bile salts

Increased production of SCFAs, especially butyrate

Metabolic
Reduced insulin resistance and hyperinsulinaemia




stné kyseliny s kratkym retézcem— BUTYRAT

» produkovan anaerobni mikrobialni fermentaci
viakniny ve streve

» zdroj energie pro normalni kolonocyty

P vyznamny pro udrzeni hemeostazy ve strevni tkani
regulaci' exprese genu spojenych s regulaci proliferace,
diferenciace a apoptozy (microarray: analyza — zmeny.
exprese 19 400 genu), exportni protein MCT1

p butyrat sodny (NaBt) snizuje proliferaci a indukuje
diferenciacil a apoptozul neoplastickych kolonoeyitul /n vitro
a In vivo

Prevence NADORU TLUSTEHO STREVA




Mozne mechanismy pusobeni SCFA
na proliferaci a funkci strevnich bunek
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The effects of butyrate in the colon epithelial cells

during adenoma-carcinoma transition

Normal

Mucosa

v

Hyper-

proliferation
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v
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Adenoma
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Late

Adenoma

v

Carcinoma

v

Metastases

T

Stimulation of proliferation
in the basal crypt

Inhibition of proliferation
in the upper crypt

Induction of apnptnD

Inhibition of proliferation
Stimulation of differentiation

Hyperacetylation of histones

Alterations in gene expression

Effects on extracellular matrix

Regression of carcinomatosis in vivo

(acetate, propionate,
butyrate)

(butyrate)

(butyrate)

(butyrate, propionate)

(butyrate)

(butyrate)

(butyrate)

(interleukin-2 + butyrate)




Uéinky butyratu na nadorové buriky:

Inhibice proliferace — blok v G1 nebo G2/M, indukce p21,
Cyklin D1,D3, downregulace c-myc

Indukce diferenciace a apoptozy — genove arrays

Inhibitor histon deacetylaz — zmény exprese genu

Ovlivneni specif. kinaz, aktivace PPAR gamma, inhibice NFkB
Inhibice c-Src, FAK, INOS, COX-2

@® ALKALINE PHOSPHATASE

m E-CADHERIN PROTEIN
/// F-ACTIN (Stress fibers)

5
Period of culture (d)

Fig. 1. Dose-dependent inhibition of rat non-tumoural intestinal epi-
Growth inhibition thelial cells (IEC-6) by butyrate as assessed in vitro. Cells were cul-
Proliferated & tured without ({; control) or with butyrate (O, 0-5mmM; 2, 1mm;

cell arrest in G1-phase of the cell 2, 2 mM; ==, 5 mM) and cell number was measured after 3, 5 and 7d.
TIME OF BUTYRATE TREATMENT




Short-chain fatty acids

Butyrate

Tob1 21/Cip1
(APROB) P P

L4,

Cyclin D1-cdk4

Cyclin D3?

S

Fig. 4. Overview of the different pathways leading to inhibition of cell proliferation and the blocking of the G1 stage of the
cell cycle (for details, see p. 104). NF-kB, nuclear factor kappa B; Rb, retinoblastoma protein; cdk, cyclin-dependent kinases;
p21/cip1, amember of the Cip/Kip family which bind to the cyclin—cdk complex to inhibit its activity; Tob1 (APROE), a member
of the anti-proliferative family APRO, members of which control cyclin D1 transcription.

Blottiere HiViret al., Proc.Nutr Seec. 20038




NADORY KOLOREKTA (CRC)

Vyskyt

iIndustrializovane zeme (zivotni styl, vyziva)

vekova distribuce (muzi narust pripadu od 60 let; zeny od 70
[<19)

Epitel kolorekta

strevni krypty (Cast proliferacni a diferenciacni)

Vi/imena epitelu (zrani bunek, odumirani apoptozou-anoikis
(detachment-induced apopltosis)

koncentrace rustovych faktert v kryptachi (V: proliferacni casti
vice bunek produkujicich GF)

Kolorektalni karcinogeneze

poruseni rovnovahy mezi proliferacii a diferenciaci v: krypte
hypenproliferativall krypta, adenom, adenekarcinom,
karcinem, metastazy
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Figure 1 | Colorectal cancer incidence in males in the
European Union. Rates of colorectal cancer by incidence, per
100,000 people, and mortality during 1996. Data were
collected from Eucan — a service that provides data on the
incidence and mortality of 24 key cancers in 15 member states
of the European UnionZ,




a Incidence rates of colorectal cancer
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Fig. 1. The anatomy of the small intestinal epithelium. The epithelium is shaped into crypts and villi (left).
The lineage scheme (right) depicts the stem cell, the transit-amplifying cells, and the two differentiated
branches. The right branch constitutes the enterocyte lineage; the left is the secretory lineage. Relative
positions along the crypt-villus axis correspond to the schematic graph of the crypt in the center.




Obnova strevni vystelky

LUMEN OF GUT
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Figure 22-19 part 1 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edit
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DIFFERENTIATION o APOPTOSIS (anoikis)

& kontinualné se obnovuijici bunééné gy cfTorentated
popu lace Proliferating /differentiating

cells

¥ rada zasadnich fyziologickych funkci [ ] stemeas

APOPTOSIS

(damaged cells)

& dynamicka rovnovaha mezi
priristkem bunék na bazi krypty
(proliferace) a ubytkemi (anoikis —
,detachment induced apoptosis®) na
povrchu.

=

=

ndogenous
regulators

& regulace endogennimilfakiory.
(hormoenes and cytokines), ale rovnez
slozkami diety’ pritemnymi v lumen
streva

REPLICATION
STAGES

PRIDRHHE

t _ PROLIFERATION
aborator

Niofyzikalni oskav AVMER, BANG




Rovnovaha mezi proliferaci, diferenciaci a apoptozou ve strevni krypte

Apical surface - Spontanecus
apoptosis
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Vliv rizné intenzity apoptoézy na homeostazu

Intenzita (rychlost)

Rychlost bunécné )
apoptozy

proliferace
akumulace

bunék

e @ — homeostaza

% 3 0O gk) ubytek bunék
OQ0O
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INICIACE PROMOCE PROGRESE

MUTAGENY i )
RADIACE NEGENOTOXICKE GENOTOXICKE
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Vliv naruseni (stimulace/inhibice) prubéhu apoptézy
VvV ramci procesu vicestupnoveé karcinogeneze

stimulace apoptoézy

CECEe

Rustové
€ zvyhodnéni
> > ¥ 3 geneticka

poskozeni T nestabilita
Normalni - :
enterocyt Enterocyt Iniciovany Polypy,
s poskozenou \ enterocyt adenomy
DNA

\ ‘ /
inhibice apoptozy

¥ ¥ karcinom
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Karcinogeneze vsak znamena vic nez jen mutagenezi

Kromeé genovych a chromozomalnich mutaci (genotoxicita) zahrnuje i
NEGENOTOXICKOU SLOZKU (EPIGENETICKE DEJE)
zmeény v expresi genetické informace
na transkrip€ni, translacni nebo postranslacni urovni

Geny jsou zapinany a vypinany.

» behem vyvoje

» behem bunécneho cyklu, kdyz bunka proliferuje

» kdyz bunka diferencuje

» kdyz je diferencovana bunka stimulovana k adaptivnii odpovedi

Iniciovana kmenova bunkai je_.omezena v dalsSim rustu okolnimi normalnimi
bunkami.

Po expezICi naderovym promoetorem nebo promocnimi podminkami
(bunécna smirt neboe odstranéni bunek) suprimujicit ucinek okoelnich
bunek prostrednictvim kontaktni inhibice mizi.

Cnﬁ':ﬂ.'.‘;'li’.is




Homeostaza ve tkanich

je udrzovana

iIntegrovanym systemem komunikacnich mechanismu
(mimo-, vnitro- a mezibunecnych)

a reguluje chovani bunek predevsim s ohledem na schopnost proliferace,
diferenciace, adaptivni odpovedi a apoptozy.

Iniciovane preneoplasticke bunky jsou udrzovany v latentnim stavu v
dusledku pusobeni téchto "prirozenych" regulacnich  mechanismu.

\/ podpurne (promocnii) fazil rozveje nadoru se uplatauji

latky: PUSORICI NEGENOIOXICKYMI (NED G ERIGENELICKYMI)
Mechanismy,, tzV. nadereve promotory, kieré zplisobujiizmeny
chovani bunek v dusledku deregulace zminenych procesu.

zZasahy, ktere vedou ke zmenam V. expresiigenu ark porucham homeostazy,
se odehravajitv:bunce nalrtznychl Urovaichra ruzaymi mechanismy.

Cl;ﬁ'éﬂi'.‘;'lﬁ’c‘s’




Hlavni mechanismy charakterizujici
negenotoxickou karcinogenezi

ovlivnéni mechanismu signalove transdukce

aktivace specifickych receptoru

produkce reaktivnich kyslikovych radikala (ROS, RNS)
zmeny GJIC

zmeény v metylaci DNA nebo v acetylaci histonu

ovlivnéni exprese onkogenu, nadorove supresorovych genu a
genu bunééneho cyklu

B zmcény bunééneho cyklu

B zmcny proliferace (regenerativni nebo mitogenni)

B zmény v apoptoze

B zmény v rovnovaze vyust'ujici ve zmeénu obratu bun¢k ve tkani

Cl;ﬁ'éﬁi’.?lﬁ’c‘s’




CYTOKINY

Dulezité endogenni faktory ovliviiujici kolorektalni karcinogenezi
TNF-family (TNF-a, Fas ligand, TRAIL — TNF relating apoptosis inducing
factor)

TGF-family (TGF-[5)

EGF — epidermalni rustovy faktor

Tumour necrosis factor-alpha (TNF- a), interleukiny

» multifunkcni cytokin

» jeden z hlavnich mediatort zanétu

» TNF- aje produkoevan makrofagy a dalsimi bunkami imunitnihp systemu
» koncentrace TNF- a v kelonu je zvysena behem chronického zanetu
(uleerativnii kolitida nebo Crohnoval cheroba)

» Uloha v nadoreve kachexi

P existuje interakee mezi cytokiny: a dietetickymi faktory — mastne kyseliny
a elkosanoidy.

Cl;ﬁ'éﬂi'.?lﬁ’c‘s’




] | infekce
zanet
neoplazie

proteiny \
lipidy

vitaminy
/ produkce a uvoliovani cytokinu
— }

mineraly
‘ lipidové mediatory ‘ I ]

vyzivovy status

PG biologicka funkce cytokin

LT
atd.

—

imunitni odpoved’
odpoved’ akutni faze
horeCka
anorexie
zménény metabolismus

Vzajemne vztahy mezi vyzivou a infekcnimi a zanetlivymi
chorobami zprostredkovanymi cytokiny




INTERACTIONS OF DIETARY FACTORS AND ENDOGENOUS REGULATORS SUPPOSED TO AFFECT
CYTOKINETICS OF COLONIC EPITHELIAL CELLS

DIETARY PUFAs DIETARY

(n-3, n- 6) FIBRE

L ?l EICOSANOIDS 4| BUTYRATE
"2\ EPITHELIAL ¢,

CELLS

\ 4
CYTOKINES
(TNF-o, FasL, TRAIL)

CRYPT

PROLIFERATIVE
PART

Kovarikova M. et al. Eur J Cancer 2000 Hofmanovafl J. eta. Eur J Nutr 2005
Kovarikova M. et al. Differentiation 2004 Hofmanova J. et al. Cancer Letters 2005

Vaculova et al. Cancer Letters 2005




EXPERIMENTALNI CILE v/ LLaboratori cytokinetiky

& UCINKY VNMK kys. arachidonova, AA, 20:4, n-6
kys. dokosahexaenova, DHA, 22:6, n-3
BUTYRATU (NaBt)
samostatne nebo v kombinaci na cytokinetikui epitelialnich bunek
kolonu a detailn€jSi poznani mechanismu ucastnicich se techto
procesu

¢ INTERAKCE MASTNYCH KYSELIN (a jejich metabolismu) s
ENDOGENNIMI INDUKTORY APOPTOZY (TNFa, Fas, TRAIL) a
jejich viivui na epitelialnit bunky kolonu - mechanismy.

e zmeny bunecnyech lipidu v seuvislosti' simodulaci cytokinetiky

e srevnani edpovedi naderovyehia  nermalnich: bunek kolenu

Cl;ﬁ'éﬂi'.‘;'lﬁ'e‘s’




VYSTUPY

» Zakladni vyzkum
» Klinika a vyrobni praxe

e protinadorova prevence a terapie

e oblast nutricni farmakolegie
optimalizace lipidevych vyziv: pro urcite diagnozy.
(,disease specific nutrtiont), zejmenal Ui pacientu s
nadoerovym onemocnenim
(Projekt cileného vyzkumu AV CR — , Tukové slozky vyzivy...)

Closoraier

NDioFpzikalni oxkow nvEn. BANG




Linie lidskych epitelialnich bunek kolonu

FHC HT-29 HCT-116

normslni diferencujici nediferencujici
fetalni stievo neinvazivni invazivni

High Density Scale Bar = 100pm High Density ' Scale Bar = 100um High Density




CYTOKINETIKA

Detekce proliferace- regulace bunecneho cyklu
a zapojenych proteinu,

diferenciace -bunécna morfologie, aktivita
specifickych enzymu, exprese specifickych
proteinu

apoptozy -detekce charakteristickych zmen na
urovni jadra, mitochondrii, membran,
cytoskeletu, exprese regulacnich proteinu,
Stépeni specifickych enzymu a substratu

ZMENY LIPIDOVEHO METABOLISMU A VLASTNOSTI BUNECNYCH MEMBRAN
-zmeny spektra MK v bun. lipidech, ,lipid packing” v.membranach, akumulace
triglyceridu, detekce kardiolipinu, membranovy poetencial

ZMENY OXIDATIVNIHO METABOLISMU
- produkce reaktivnich metabolitu kyslikul (ROS) a dusiku, lipidoeva peroxidace,
Ucinky antioxidantu

\yuzitifmodernich metod prutokove eyiometie; fllerescencnitmikroskopie,
liberimetrie; spekiroskopie, metodimolekularnitbiclogie:. .




DETEKCE APOPTOZY S WUITIM PRUTOKOVE
Loverarery CYTOMETRIE - SROVNANI VYBRANYCH METOD

ytokine

S Vaculova Alena, Hofmanova Jifina, Souéek Karel, Horvath Viktor, Kozubik Alois D ete kce a p o ptézy rloj Z n y m I

Academy of Sciences

COEDE B3 Laborator cytokinetiky, Biofyzikalni Gistav Akademie véd CR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno;
ey - =
el vaculova@he ez metodami
0 CILE PRACE i USPORADANI EXPERIMENTU )
. . UvoD i . « popissignalni drahy TRAILu ulidskych nadorovych bunék kolonu HT-29 Bunky HT-29 byly vysévany v McCoyoyé médiu s 5% séra a
Apaptsza, geneticky kontrolovany proces bundéné smrt je T detekce bunsk kolonu yly
PN ST ! o i buiiky ovlivnény pFidanim TRAILu (100 ng/mi, lidsky
znaky. Mezi né patfi bobtnani cylcplazmancké memmny, zlréla srovnézugg:aze:;c; w"s:e:k  metod p Y a rekombinantni :;;rTR:cIL)n:-p:::: ": :'p?;:"ozym;rl..:::ﬁ o ” ~
:-:;rénéerr‘\sacaed:'auerného chromatinu a tvorba tzv. icky . téchto vysledki s ohledem na dalSi vysledky ziskané pomoci :}txg;%l I:ékolalk-m'ux;y:h m:«;ﬂ kprutokom;;y;:mﬂ P ru to kova c to m et rl e
alibur, Becton Dickinson). Ziskané vysl
télisek. 2droven dochazi k akitvacl kaspéz, zménsm "f‘l‘;‘a ° Getokel a western blotingu s doplnény pomoci metod fluorimetrie (Fluostar Galaxy),
shondriini Ano encialu, zménam v symetrii naslednouimunodetekct fluorescenéni mikroskopie (Olympus 1X70) a metody western
rozlozeni lipidu v h a aktivaci ktera je blotingu s néslednou imunodetekci. Vechna data (vzdy 3
DNA. nezévisla opakovani) byla statisticky vyhodnocena (ANOVA,
TRAIL je ligand z rodiny TNF (tumor necrosis factor), ktery ZAVERY Tukey test, p 0,05), (*) znaci vysledek vyznamny ve srovnani s

indukuje apoptézu u celé fady nadorovych bunék, zatimco vétsi neovlivnénou kontrolou.

normalnich bunék je k jeho aéinkiim rezistentni. V soucasné dobé je Detekce apoptézy indukované TRAILem u bunék linie HT-29 - -
intenzivné studovana moznost vyuziti TRAILu v protinadorové - srovnani vybranych metod u o rl m e rl e
terapii. Uspé&nému vyuziti TRAILu v klinické praxi musi predchazet =
detailni studium jeho signalni drahy. Po pi i TRAILU a ym zmé&nam na Grovni cytoskeletu a SHRNUTI
TRAIL indukuje apoptézu po vazbé na tzv. ,death receptory” DR4 plazmatické membrany bunék HT 29 Bylop! ani vy (1ziskanych pomoci
(TRAIL-R1) a DR5 (TRAIL-R2). Na drovni receptoru dochézi k tvorbé « v dusledku aktlvace kaspaz (potvrzeno pomocl detekce aktivity kaspaz a metod pratokové cytometrie a fluorescenéni
signalniho komplexu zvaného DISC a k aktivaci iniciacni kaspazy-8. stépeni tépeni CK18 u 25,7% bunék mikroskopie. Hodnoty v tabulce predstavuji vysledky
Aktivovana kaspaza-8 muze déle pfenaSet apoptoticky signal dvéma « u stejného poétu bunék (26,3%) byla detekovana translokace PS v (praméry ze tfi nezavislych opakovani) hodnoceni
cestami. Dochazi jednak k pfimé aktivaci kaspazy-3, jednak ke cytoplazmatické membrané vybranych parametri apoptézy - Stépeni CK18, S « - -
Stépeni proteinu Bid, ktery prenasi signal do mitochondrii. V regulaci translokace PS, exprese proteinu Apo2.7, wkles‘ u o res e n n I m I ros o I e
D (2 il iRt kys,.ku“"l':};‘:y Velmi dobré korelace vysledkii pouzitych metod byla také zaznamenana na MMP, zmény na Grovni jadra detekované pomoci c c
i 4 & i4 y' Grovni mitochondrii metody TUNEL (pritokova cytometrie) a na zakladé
pm(emu do a i k“vace iniciaéni « TRAILindukoval vyznamny pokles MMP u 14,6% bunék hodnoceni jaderné morfologie (fluorescenéni
kaspazy -9, ktera dale aktivuje kaspéazu-3. Tato efektorové kaspaza se . jbako |Ia(01itivni s ohledem na expresi proteinu Apo2.7 bylo detekovano 17,1% mikroskopie).
pak podili na stépeni celé fady tzv. ,death substrati jako jsou napF. und - - -
Poly(ADP-ribasyl) polymeraza (PARP) nebo cytokerati:ﬂB(JCKm). i ity | mtochonde jadro

=
V nasi praci jsme se zaméfili na studium signalni drahy a zmén v Béhem apoptézy bunék HT-29 byla p membréna

pribéhu apoptézy indukované TRAILem u modelové bunééné linie jaderného chromatinu u 15% bunék (fluorescenéni mlkroskop) Nebylo vsak %bunik | CK18 PS| Apoz.7| MMP| DAPI| TUNEL

lidského .::dennk'arcmomu}(olcnu HT-29. P_i‘l s_mdm jsme vyui! Fad_u

detekovano Imernukleozomélm $Stépeni DNA (TUNEL, agarézova gelova

metod
) > = = pre zeubunéktétolmle problhaloétépen DNA kontrola 1,7 5,0 18 24 238 0,2
a western blotingu s naslednou imunodetekci. Ziskané vysledky, pouze na maly potet o vysoké i pro jei
detekcip byla metoda TUNEL itliva. TRAIL 257] 263] 17.4] 1a6] 150 03
Translokace fosfatidylserini (°S) Proteiny rodiny Bel-2 - Ml-1, Bcl-2, Bid, Bax, Bak Mitochondrialni protein Apo2.7 Mitochondridlni anovy potencial
jodid (pritokovy cytometr) (western bloting, imunodetekce) Apo2.7-PE (pritokovy cytometr) TMRE (pritokovy cytometr)
Béhem apoptozy dochazi k translokaci PS 2 vnitfni strany Protsiny rodiny Bck.2 s antiapoptotickou (Bl Mel1) | Apoz7 (1AG antigen) o protein o vellkosti 38 KDa,
mitochondridini membrany na stranu vngjsi. Pro detekci proapoptotickou (Bid, Bax, Bak) funkci se vyznamné nachazejici se v membrané mitochonds Zréta MNP se hodnot lako nepfimj_ dikaz otevfent

megapdrii a zvySeni permeabil

externalizovaného PS se pouziva annexin-V, knn‘ugovany s uplatiuji v regulaci apoptézy indukované TRAILem u celé cmrmensncka pro_buitky podiéhajici apoptéze. 'V iti
FITC. Pro roziiseni populace y Studovali st nen tnt protin T=mf;="v;$;;;$fg: bl i o i
bunék se provadi sou¢asné barveni pmpldlum jodidem (P1). uvedenych proteind v bufikich pomoci elektoforézy, bufice detekovan. Detek ce protei poptozy s ¥ Lae

nu Apo2.7 s )4 v 7 V4 ’
Apoptotické bulky Jsou” pozitmi na_ snnexin, avisk 4 pomoci specifické protilétky Apo2.7- FITC b0 predchazelici l.l;‘uyrlv::‘cel’\]ém lipofilni kation TMRE (tetramethylrhodamin Py
negativnina Pl. specifickychprotilétek. Permoabilizaci bunék digitoninem.
% TRAIL MWP. S vyusitim pritokovd cylometre zo detekovat posun

0
2 trol 8 TRAIL
v - g £ S o, mu z Z NI 5
el 5o 17.1£ 0.4%* = o 3
38 58 o i 3L
®  po pisobeni TRAILu dochézelo k vjznamnému g < }—'H‘ - [y .
Stépeni proteinu Bid bt = 24:08% | oy E1464.1% " . VP4 V4 V4
26,341,5%- e TRAILindukoval vjznamny nrist mnozstvi proteinu * T 100 100 102 103 10¢ 2 °
Ml-1vburikich ) FioH Fi2H R A i R [
Po piisobeni TRAILu dochazelo k vyznamné translokaci PS v . TRAILU se vy FLI-Height FL1 o
t
plazmatické memh-l:ni p,nzlhvm s ohledem na tento . Dr: ;L’x:ﬂlf"ﬂm ;na“newskymjwmwm Bol2 :: ::.::b:’.:;“ Zf.‘ﬁ'“‘z‘i‘?ffy‘fﬂﬁ. :A:{iznamnému néaristu TRAIL ¥ g pol 9; byl
\ presepr po: detekovno 14,6 % bunék se snizenym MMP.
4 » 4 v 4 /4 o /4
Aktivita kaspézy-8, $tépeni prokaspazy-8 \ ’ Ste p e l I I S u Stratu a S paz
ta kaspdz z Produkce ROS J
(fluorimetricka detekce, western bloting) DHR123, Sridghove cutomet]
TRAIL
- = % L]
TRAIL indukoval $téponi .death Bunéénd Reaktivni_metabolity kysliku 0o
= prokaspazy-8, spojen rl:lptnr membréna (ROS) mohou hrét vyznamnou 10 1
dlohu v indukci apoptézy. Pro 120

casovém intervalu jsme viak

== SO =  exprese proteinl rodiny Bcl-2
o

‘medidn fluorescence.

o
i 41143

kDa. Sougasné jsme M:I1

detekovali vyznamné posileni FADD

aktivity této iniciacni kaspazy Prokaspiza8 Ecl 2

Mmuhnndna ,l w[] apat1
dATP

1] .y r I 4
Aktivita kaspazy-3, mnoZstvi prokaspazy-3 Kaspizaa co= Aktivita kaspazy-9, mnozstvi prokaspazy-9 °
fluorimetri detekce, western bloting] == fluorimetrick: tekce, western bloting]
/Kupu-a

w - Prokaspiza8
2. LI 4
H TRAIL indukoval 3
iEm Stepent ':,°" shazy-3 Kaspizy S| TRALL indukoval vyznamné
B Spojené se avyBenim akih stépeni prokaspazy-9,
is pojené se zvySenim aktivity K €
3 5 --p-zns Knpizl-:! spojené se zvySenim aktivity
g2l kaspazy-3u bunék HT-29. foolend sezupienim ke
o= ]idrc
o
p—_— N
I ontron TRAIL )
Specifické tépeni cytokeratinu 18 (CK18) Stépeni proteinu PARP 0 & Jadema morfologie n [}
n o y (TUNEL, prutokovy cytomet DAPI, fls & krosk
M30 cytoDEATH (pritokovy cytometr) (western bloting) (DAP!, fluorescenéni mikroskopie)
PARP je jaderny protein (113 kDa), ktery se podili na opravé Axtivace ukleaz a nasledné inl alni
Efeklorors kpdsy motion St ey el v ion Zlomi DNA. Béhem apoptézy dochast Ke specifickému Stépeni DNA patfi mei charakloristické znaky apopiczy. zi':;ﬂ;rmg rownéz s:ﬂ;'r':’z!'v:ﬁ;:;"m";e zménam
Spocifckér oateperi meiokuly CK13 jo odhalon rovy Stipeni PARP na fragmenty o vllkoeti 89 a 25 kDa. Detekce jadernéno S Vyustim
epitop, ktery s6 nachizi vylutnd u apop:onckych bunék. téchto fragmentd jo povaZovéna za ciltlivy marker ,,1,;1‘5,",;3;; onctl nukdectidy ke DNA propidium fluorescenéni mikroskopie jsme (po obarveni DAPI)
3 ¢ i j i idiu ca Jsm
Tento epitop Ize detekovat pomoci specifické protilatky charakterizujici probihajici apopt6zu. jodider hodnotili_mnozstvi apoptotickjch bunék na zakladé
(M30.cytoDEATH), konjugované s FITC. Jospocificka pro aréit foze bundéneho cyklu: uvedenych zmén.

TRAIL PARP kDa - 1729 coms

03%

g 20
§ 5
17:04% | g 257:25%" - - 13 H o
W 3s = g0 -
: -—— : aborateor
: g
100 100 10?108 10t 0 0l Da s B g
N o o pyitokinetiky
U bunék HT-29 béhem apoptézy indukované TRAILem Kkontrola
Po pusobeni TRAILu docha: k vyznamnému TRAIL indukoval vyznamné $tépeni nebyla prokazana internukleozomalni fragmentace DNA.
specifickému Stépeni CK18, pozitivni s ohledem na tento PARP u bunék linie HT-29. 0 y TRAIL indukoval viznamng ndrist (15%) poétu bundk s -
bunék HT-29 byla v nasi laboratofi rovnéZ potvrzena pomoci = s o T H — T
L Poptézybylo25,T aaricovigerave sioktrotoriey DA P b charakteristickou apoptotickou morfologil jadra. Mofpzikaln oskaowv AWLOR, BANO




Znaky diferenciace indukované butyratem

® ALKALINE PHOSPHATASE EXPRESE KARCINOEMBRYONALNIHO
ANTIGENU

m E-CADHERIN PROTEIN
/// F-ACTIN (Stress fibers)

L/
=
Growth inhibition

Proliferated &

cell arrest in G1-phase of the cell '
TIME OF BUTYRATE TREATMENT

SmM

Cl;ﬁ'éﬁa’.‘;'!ﬁi‘s'




UCINKY VNMK
Kys. arachidonova, AA, 20:4, n-6
Kys. dokoesahexaenova, DHA, 22:6, n-3

BUTYRATU (NaBt)
samostatne nebo v kombinaci

<:&ﬂﬂmﬁ:




VNMK (AA, DHA) zvysily citlivost bunék HT-29
k apoptoze indukovane NaBt

Eur ) Mutr (2005) 44: 40-51
DOI 10.1007/500394-004-0490-2 ORIGINAL CONTRIBUTION

Jifina Hofmanové Interaction of polyunsaturated fatty acids

Alena Vaculova

Antonin Lojek and sodium butyrate during apoptosis
Alois Kozubik . .
iIn HT-29 human colon adenocarcinoma cells

J. Hofmanova et al.
Potentiation of apoptosis by fatty acids in colon cancer cells
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Fig.5 Production ofreactive oxygenspecies (ROS)in HT-29 cells non-pre-treated or pre-treated for 48 howit h50 pM of arachido nic (A& 50; A} or 20 pM of d ocosaheaenoic

[DHA20; Bl acid and theni ncubated for 24 hin PUFA-free medium without or with 5 md s odium butyrate (AAS0-NaBt, DHA20-NaBt). ROS were measured by FOW as diby
drorhodarnine 1.23 {DHR-1.23) fluorescence (FL1-H). The figures hows a representative result of three independ ent experiments
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Fig.6 Mitochondrial membrane potential (MM F) of HT- 29 cdls non-pre-treated or pre- treated for 48 b th 50 pbd of arachidonic (AA 50
[DHA20; B} acid and then incubated for 24 hin PURA-free medium without or with 5 mbd sodium butyrate [AAS0-NaBr, DHA2 0-NaBt). MW

Zvysena produkce
reaktivnich kyslikovych
radikalt (ROS)

Snizeny mitochondrialni
membranovy potencial
(MMP)
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shows arepresentative result of threei nd ependent experiments
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Molekularnil determinanty: Ucinku
studovanych' latek

Proteiny bunééného cyklu (p21, p27) Apopticke proteiny
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Srovnani odpovedi nenadorovych a nadorovych
bunek k VNMK, NaBt a jejich kombinaci

» Odpovéd stievnich epitelialnich bunék na plsobeni AA a
DHA je vyznamneé vyssi u nenadorove linie FHC nez u
nadorovych linii

»Butyrat indukuje diferenciaci anebo apoptozu strevnich

bunék v zavislosti na stupni transformace
diferenciace FHC » HT-29 » HCT116 »SW620
apoptoza SW620 » HCT116 » HT-29 » FHC

»Tyto procesy mohou byt modulovany spoluptusobenim

AA a zejména DHA.
Cl;ﬁ'éﬂi'.?éﬁi‘s’




Srovnani odpovedi nenadorovych a nadorovych bunek

| Apoptosis

% of apoptotic cells

| Differentiation

Activity of ALP
(% of control)




Mcl-1

> protein rodiny Bcl-2 podporujici preziti bunek
lokalizovany na chromozomu 1921
kratky ,half life® , rychla regulace

> hraje dulezitou ulohu pri rozhodovani bunék mezi zivotem
a smrti v.odpovedi na rychle se menici prostredi

e chrani bunky pred apoptozou v prubehu diferenciac

® exprese se snizuje pri indukci apoptozy.

> |e stepen kaspazami na molekulu pedporujici apoptozu

» za|imavy. s hlediska protinaderove terapie

Cl;ﬁ'éﬁa’.‘;'!ﬁi‘s'




Exprese antiapoptickeho proteinu Mcl-1
il B A b L N ES Vicl-1= 40/42 kDa
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Dynamic changes of Mcl-1 (HCT116 cells)

Mcl-1 24h

Mcl-1 48h

Mcl-1 72h

Actin
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AA, DHA (r?\ ({?\ Mcl-1 = 40/42kDa

v Y .
NaBt Q beta-actin = 40kDa




Aktivita kaspaz po pusobeni AA, DHA,NaBt
a jejich kombinace
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poly (ADP) ribose polymerase (PARP) cleavage

113 kDa —
89 kDa ——

PARP { s
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UCINKY ENDOGENNICH INDUKTORU
APOPTOZY
z rodiny cytokinu TNF
(tuUmor necrosis factor)

C!::.?:::*::;




Ligand Receptor

TNF-a TNFR1, TNFR2
Fas ligand (FasL) Fas (CD95, APO-1)
TRAIL DR4, DR5, DcR1, DcR2

(TNF-related apoptosis-inducing ligand)

Vyzkum zameren na

» Ulohu v regulaci bunecne smriti epitelialnich strevnich
bunek a

P priciny rezistence nadorovych bunek

Aplikace v nadorove terapii
Zvyseni cithivosti bunek zasahy de signalnich drah nebo
kombinaci s dalSimil faktony Cl.......:

NioFyzikalni oskoawv ﬂ“cn BNANO




TNFa zvysuje apoptozu bunek HT-29, ale potlacuje diferenciaci
Indukovanou NaBt u epitelialnich bunek tlusteho streva

. vznika ve streve fermentaci| | ° je v tlustem streve
nestravitelne viakniny dlouhodobé produkovan behem
 Navozuje diferenciaci a naslednou | | chronickych zanétlivych
apoptozu epitelialnich bunek streva onemocneéni streva (ulcerativni

kolitida, Crohnova choroba apod.)
» Bunky nadoru tlusteho streva
obsahuji zvysene mnozstvi TNF ve

ALKALINE PHOSPHATASE srovnani ze zdravou tkani

m E-CADHERIN PROTEIN
/// F-ACTIN (Stress fibers)
. TNF-a posiluje apoptozu a
-) potlacCuje diferenciaci navozenou
butyratem u strevnich

nadorovych bunecnych linii HT-
29 a CaCo-2 a u fetalnich
stfevnich bunék FHC

Growth inhibition
Proliferated &

cell arrest in G1-phase of the cell '
TIME OF BUTYRATE TREATMENT




Indukce bunecne smrti a zmeny adhezivnich viastnosti
epitelialnich bunek streva behem indukce anoikis

. predstavuje typ bunecne
smrti, kterou umiraji epitelialni
bunky pokud dojde k naruseni jejich
kontaktu s extracelularni matrix.

\/ tlustem streve Je anolkis
navozena po uvelneni bunek v
hornich; castech krypt, a funguje
zde jako jeden z faktoru pro udrzeni
rovnovahy mezi cytokinetickymi
Procesy.

» \/Znik rezistence bunek k anoikis
predstavuje’ Jjedenm z Kkritickyeh
momentu v karcinogenezi tlustého
streva.

number of cell (*10 3)

% of cells
o - N w B (4] [} ~

Pro indukci anoikis v podminkach
ouzivan model

N

vitro je p

neadherentni kultivace bunék
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' Loss of cell anchorage |

integrins
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,2ourvival signalling pathways® aktivované pri kontaktu bunka-bunka a bunka - ECM

Figure 1. (a) Survival signaling pathways activated by cell-cell and cell-matrix anchorage. [Focal Adhesion-Kinase (FAK), Integrin-linked
Kinase (ILK), caveclin (cav), phosphoinositide-3-0OH kinase (P1-3K), phosphatidelinositide- (3,4,5) triphosphate 3 (PIP3), Protein kinase B
(PKB/AKT), ras-extracellular signal-regulated kinase (ERK), Jun-NHz-terminal kinase (JNK) /mitogen activated protein kinase (MAPK),
p70 ribosomal protein S6 kinase (S6K), lymphoid enhancer factor (LEF)/T-cell factor (TCF), Glycogen synthase kinase-3 (GSK-3),
adenomatosis coli gene product (APC), caspase (Casp), growth-factor receptors (GF-R), FLICE-inhibitory protein (Flip), Fas-associated
death domain protein (FADD)]. (b) Signal transduction following loss of cell anchorage leading to anocikis. [MAP/EBK Kinase Kinase
1 (MEKK-1), Caspase (casp), cytochrome c (cyt ¢), Fas-Ligand (Fas-L), FLICE-inhibitory protein (Flip), Fas-associated death domain
protein (FADD), DNA fragmenting factor (DFF)].

{Continued on next page.)
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Inhibice metabolismu kyseliny arachidonove muze oviivnit
citlivost epitelialnich bunek streva k TNF-a

Epitelialni bunky HT-29
odvozené od adenokarcinomu
. muze byt tlustého stfeva jsou relativné
v~ bunce ~ metabolizovana  pres | EvIEEITEENVE S TRENI=eE
cyklooxygenazu (COX), lipoxygenazu
(LOX) a cytochrom P450. Inhibice metabolismu AA
» Jednou z moznosti studia jednotlivych zpusobuje jejich  zcitlivéni K
metabolickych drah je pouziti inhibice udinktim tohoto cytokinu.
prislusnych enzymu:
 Baicalein (BA) — 12-LOX inhibitor
* NDGA - LOX inhibitor

» Niflumova kys. (NA) — COX inhibitor
* Indometacin (INDO) — COX inhibitor
« ETYA - kompetitor AA
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INTERAKCE, PROTEINU RODINY TNF
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INTERAKCE TNF-a S BUTYRATEM

TNF-a posiluje apoptozu, ale potlacuje diferenciaci
indukovanou NaBt u epitelialnich bunek tlusteho streva

I —
Buropean
Journal of
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TNF-2 modulates the differentiation induced by butyrate in the
HT-29 human colon adenocarcinoma cell line

M. Kovantkova®, J. Pachermik®, J. Hofmanova®,
£, Zadak®, A. Kozubik*#*
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Citlivost nadorovych bunék kolonu k TNF-a muze
byt zvysena inhibici metabolismu kyseliny
arachidonoveé a zavisi na stupni diferenciace

Differentiation (2004) 72:23-31 ) International Society of Differentiation 2004

_DRIGIN.A.L ARTICLE

Martina Kovarikova - Jifina Hofmanova -
Karel Soucek - Alois Kozubik

The effects of TNF-= and inhibitors of arachidonic acid metabolism on
human colon HT-29 cells depend on differentiation status
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o Baicalein (BA) — 12-LOX inhibitor
* NDGA - LOX inhibitor
 Niflumova kys. (NA) — COX inhibitor

* Indemetacin (INDO) — COX inhibitor
* ETYA - kompetitor AA
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Fig. 2 Cell number {(A) and apoptosis (B) (measured by fluores-
cence microscopy after DAPI staining) of undifferentiated and
MNaBt-differentiated HT-29 cells treated for 24, 48, or 72 hr (h) with
TNF-2 (15 ng/ml; TNF 15). *P<0.05 versus TNF-a-untreated
controls (considered as 100%).
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Fig. I Expression of COX-2, 5-LOX. Bcl-x, and Bak proteins in
undifferentiated and NaBt-differentiated HT-29 cells cultivated for
24, 48, or 72 hr (h).
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Fig.4 Quantification of floating cells (A), sub-Ggy/G; population
(B), and morphologically detected apoptosis (C) in undifferentiated
or NaBt-differentiated HT-29 cells treated for 48 hr with INDO (50
or 200 pM), NDGA (25 or 100 pM), or BA (50 or 200 pM).
*P<0.05 (§ P<0.001) versus inhibitor-untreated controls (con-
sidered as 100%).
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AA a DHA zcitlivuji nadorove bunky kolonu k
pusobeni apoptickych induktoru rodiny TNF
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Fig. 2. The percentage of floating cells and subGVG1 population of
HT-29 cells non-pretreated or pretreated for 48 h with arachidonic
(AA: panel A) or docosahexaenoic (DHA: panel B) acid and then
incubated for 24 h in PUFA-free medium without or with TNF-o or
anti-Fas. Experiments with cycloheximide (CHX) added to the cells
for the last 27 h are presented in the right parts of panels. The values
are means +5EM: n=4: statistical significance: P<<0.05 (*)
:ompared to non-treated control; (+ ) compared to TNF-o or anti-
Fas and/or () to AA or DHA as single Tactors.
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Fig. 4. Production of reactive oxygen species (ROS) in HT-29 cells
non-pretreated or pretreated for 48 h with 20 pM of docosahex-
aenoic (DHA) acid and then incubated for 24 h in PUFA-free
medium without or with TNF-o¢ (30 ng/ml, panel A) or anti-Fas
(200 ng/ml, panel B). ROS were measured by FCM as dihydrorho-
damine-123 (DHR-123) fluorescence (FLI-H). The figure 1s a
representative result of three independent experiments.
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Fig. 5. Cleavage of poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) to its
89 kDa fragment detected by Western blotting. An equal was
verified using P-actin (40 kDa) antibody. HT-29 cells were non-
pretreated or pretreated for 48 h with 20 pM of docosahexaenoic
(DHA) acid and then incubated for 24 h in PUFA-free medium
without or with anti-Fas (200 ng/ml). The figure is a representative
result of three independent experiments.




