
MECHANISMY PŮSOBENÍ MECHANISMY PŮSOBENÍ 

MASTNÝCH KYSELIN VE STŘEVĚ A JEJICH MASTNÝCH KYSELIN VE STŘEVĚ A JEJICH 

VZTAH K ZÁNĚTLIVÝM A NEOPLASTICKÝM VZTAH K ZÁNĚTLIVÝM A NEOPLASTICKÝM 

ONEMOCNĚNÍMONEMOCNĚNÍM



Výskyt Výskyt 

industrializované země (životní styl,  výživa)industrializované země (životní styl,  výživa)

ČR (třetí nejčastější příčina úmrtí na rakovinu)ČR (třetí nejčastější příčina úmrtí na rakovinu)

věková distribuce (muži nárůst případů od 60 let; ženy od 70 věková distribuce (muži nárůst případů od 60 let; ženy od 70 

let)let)

Epitel kolorektaEpitel kolorekta

střevní kryptystřevní krypty (část proliferační a diferenciační)(část proliferační a diferenciační)

výměna epiteluvýměna epitelu (zrání buněk, odumírání apoptózou(zrání buněk, odumírání apoptózou--anoikis anoikis 

(detachment(detachment--induced apoptosis)induced apoptosis)

koncentrace růstových faktorů vkoncentrace růstových faktorů v kryptáchkryptách (v proliferační části (v proliferační části 

více buněk produkujících GF)více buněk produkujících GF)

Kolorektální karcinogenezeKolorektální karcinogeneze

porušení rovnováhy mezi proliferací a diferenciací vporušení rovnováhy mezi proliferací a diferenciací v kryptěkryptě

hyperproliferativní krypta, adenom, adenokarcinom, hyperproliferativní krypta, adenom, adenokarcinom, 

karcinom, metastázykarcinom, metastázy

NÁDORY KOLOREKTA (CRC)NÁDORY KOLOREKTA (CRC)









Rovnováha mezi proliferací, diferenciací a apoptózou ve střevní kryptěRovnováha mezi proliferací, diferenciací a apoptózou ve střevní kryptě

Chell S et al., BBA 2006Chell S et al., BBA 2006



Homeostáza vHomeostáza vee tkáníchtkáních

je udržována je udržována 

integrovaným systémem komunikačních mechanismů integrovaným systémem komunikačních mechanismů 

(mimo(mimo--, vnitro, vnitro-- a mezibuněčnýcha mezibuněčných))
a reguluje chování buněk především sa reguluje chování buněk především s ohledem na schopnost proliferace, ohledem na schopnost proliferace, 

diferenciace, adaptivní odpovědi a apoptózy.diferenciace, adaptivní odpovědi a apoptózy.

Iniciované preneoplastické buňky jsou udržovány v latentním stavu v Iniciované preneoplastické buňky jsou udržovány v latentním stavu v 

důsledku působení těchto "přirozených" regulačních mechanismů. důsledku působení těchto "přirozených" regulačních mechanismů. 

V V podpůrné (promoční) fázi rozvoje nádorůpodpůrné (promoční) fázi rozvoje nádorů se uplatňujíse uplatňují

látky látky působící negenotoxickými (nebo epigenetickými) působící negenotoxickými (nebo epigenetickými) 

mechanismymechanismy, tzv. nádorové promotory, tzv. nádorové promotory,, které způsobují změny které způsobují změny 

chování buněk vchování buněk v důsledku deregulace zmíněných procesů. důsledku deregulace zmíněných procesů. 

Zásahy, které vedou Zásahy, které vedou ke změnám vke změnám v expresi genů a k poruchám homeostázyexpresi genů a k poruchám homeostázy

se odehrávají vse odehrávají v buňce na buňce na různých úrovních a různými mechanismyrůzných úrovních a různými mechanismy..



Střevní krypta a profil růstových faktorů



APOPTOSIS (anoikis)APOPTOSIS (anoikis)

APOPTOSISAPOPTOSIS

(damaged cells)(damaged cells)

EPITEL TLUSTÉHO STŘEVA (kolonu) EPITEL TLUSTÉHO STŘEVA (kolonu) 

 kontinuálně se obnovující buněčné kontinuálně se obnovující buněčné 

populacepopulace

 řada zásadních fyziologických funkcířada zásadních fyziologických funkcí

 dynamická rovnováha mezi dynamická rovnováha mezi 

přírůstkem buněk na bázi krypty přírůstkem buněk na bázi krypty 

((proliferaceproliferace) a  úbytkem () a  úbytkem (apoptózaapoptóza--

anoikisanoikis) na povrchu) na povrchu

 regulace regulace endogenními faktoryendogenními faktory

(hormones and cytokines),  ale rovněž(hormones and cytokines),  ale rovněž

složkami dietysložkami diety přítomnými v lumen přítomnými v lumen 

střevastřeva

Endogenous Endogenous 

regulatorsregulators

kmenové buňkykmenové buňky



Signal transduction Signal transduction 

pathways associated pathways associated 

with ANOIKISwith ANOIKIS



Grossmann J., Apoptosis 7, 2002

„Survival signalling pathways“ aktivované při kontaktu buňka„Survival signalling pathways“ aktivované při kontaktu buňka--buňka a buňka buňka a buňka -- ECMECM



Přenos signálů po ztrátě kontaktu vedoucí k indukci anoikisPřenos signálů po ztrátě kontaktu vedoucí k indukci anoikis



Mnohostupňový proces karcinogeneze 

INICIACE PROMOCE PROGRESE

MUTAGENY 

RADIACE 

VIRUSY….

GENOTOXICITA

NEGENOTOXICKÉ 
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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



Karcinogeneze však znamená víc neţ jen mutageneziKarcinogeneze však znamená víc neţ jen mutagenezi

Kromě Kromě genovgenových a ých a chromozomálníchromozomálníchch mutacmutacíí (genotoxicita) (genotoxicita) zahrnuje i zahrnuje i 

NEGENOTOXICKOU SLOŢKU (NEGENOTOXICKOU SLOŢKU (EEPIGENETICKÉ DĚJE)PIGENETICKÉ DĚJE)

změny v expresi genetické informace změny v expresi genetické informace 

nana transkripční, translační nebtranskripční, translační nebo postranslační úrovnio postranslační úrovni

Geny jsou zapínány a vypínány Geny jsou zapínány a vypínány 

►► během vývojeběhem vývoje

►► během buněčného cyklu, když buňka proliferujeběhem buněčného cyklu, když buňka proliferuje

►► když buňka diferencuje když buňka diferencuje 

►► když je diferencovaná buňka stimulována k adaptivní odpovědikdyž je diferencovaná buňka stimulována k adaptivní odpovědi

IIniciovniciovaná kmenová buňkaaná kmenová buňka jeje omezena v dalším růstu okolními normálními omezena v dalším růstu okolními normálními 

buňkami.buňkami.

Po Po expoziciexpozici nádorovým promotoremnádorovým promotorem nebo promočními podmínkami nebo promočními podmínkami 

(buněčná smrt nebo odstranění buněk)(buněčná smrt nebo odstranění buněk) suprimující účinek okolních suprimující účinek okolních 

buněk prostřednictvím kontaktní inhibice mizí. buněk prostřednictvím kontaktní inhibice mizí. 



Hlavní mechanismy charakterizující 

negenotoxickou karcinogenezi

n ovlivnění mechanismů signálové transdukce

n aktivace specifických receptorů

n produkce reaktivních kyslíkových radikálů (ROS, RNS)

n změny GJIC

n změny v metylaci DNA nebo v acetylaci histonů

n ovlivnění exprese onkogenů, nádorově supresorových genů a 

genů buněčného cyklu

n změny buněčného cyklu

n změny proliferace (regenerativní nebo mitogenní)

n změny v apoptóze

n změny v rovnováze vyúsťující ve změnu obratu buněk ve tkáni



hraje roli při vzniku v aterosklerózy, nádorů a řady dalších onemocnění.hraje roli při vzniku v aterosklerózy, nádorů a řady dalších onemocnění.

Mechanismy jsou předmětem výzkumu Mechanismy jsou předmětem výzkumu 

Je prokázáno, že Je prokázáno, že 

vysoký příjem kalorií a tvorba tukových zásobvysoký příjem kalorií a tvorba tukových zásob je rizikovým faktorem. je rizikovým faktorem. 

Příjem, absorpce a metabolismus velkého množství potravy vyžaduje Příjem, absorpce a metabolismus velkého množství potravy vyžaduje oxidativní oxidativní 

metabolismusmetabolismus a produkuje více a produkuje více reaktivních kyslíkových radikálůreaktivních kyslíkových radikálů, které poškozují , které poškozují 

DNA.DNA.

Ukázalo se, že příjem tuků, zejména živočišných zvyšuje riziko aterosklerózy a Ukázalo se, že příjem tuků, zejména živočišných zvyšuje riziko aterosklerózy a 

nádorů. nádorů. 

Epidemiologické studie předpokládají Epidemiologické studie předpokládají 

pozitivní korelaci mezi příjmem tuků a nádory prsu, kolonu a prostatypozitivní korelaci mezi příjmem tuků a nádory prsu, kolonu a prostaty..
Navzdory dlouhé historii studií tuků a nádorů, zůstává řada protikladů.Navzdory dlouhé historii studií tuků a nádorů, zůstává řada protikladů.

Ukazuje se, že Ukazuje se, že nejen kvantita, ale i kvalita tukůnejen kvantita, ale i kvalita tuků hraje důležitou roli, a že se hraje důležitou roli, a že se 

zde uplatňují i  rostlinné oleje a rybí olej, zejména zde uplatňují i  rostlinné oleje a rybí olej, zejména 

vysoce nenasycené mastné kyseliny (VNMK, PUFAs) vysoce nenasycené mastné kyseliny (VNMK, PUFAs) 

tříd  ntříd  n--3 a n3 a n--66

VÝŽIVAVÝŽIVA



Stover PJ, J Am Diet Assoc 2008



živočišné a živočišné a rostlinnérostlinné

s krátkým řetězcem s krátkým řetězcem –– 66--12 C (SCFA) 12 C (SCFA) 

kys. máselná,propionovákys. máselná,propionová

nasycené nasycené –– 12 a více C 12 a více C 

kys. palmitová, stearovákys. palmitová, stearová

mononenasycené mononenasycené –– 16 a 18 C, 1 dvojná vazba16 a 18 C, 1 dvojná vazba

kys. palmitoolejová, olejovákys. palmitoolejová, olejová

polynenasycené (PUFA) polynenasycené (PUFA) –– 18 a více C, 2 a více 18 a více C, 2 a více 

dvojných vazebdvojných vazeb

kys linoleová, alfakys linoleová, alfa--linolenová linolenová –– esenciální MKesenciální MK

Mastné kyseliny

Zdroje tukůZdroje tuků



Změny membránových fosfolipidů přímo ovlivňujíZměny membránových fosfolipidů přímo ovlivňují

syntézu lipidových mediátorůsyntézu lipidových mediátorů typu typu eikosanoidůeikosanoidů, PAF a , PAF a 

sekundárních přenašečů diacylglycerolu a ceramidu.sekundárních přenašečů diacylglycerolu a ceramidu.

Lipidové mediátory ovlivňují Lipidové mediátory ovlivňují produkci a funkci cytokinů.produkci a funkci cytokinů.

To má důležitý dopad na To má důležitý dopad na řadu imunitních a řadu imunitních a 

buněčných funkcí včetně proliferace, diferenciace a apoptózybuněčných funkcí včetně proliferace, diferenciace a apoptózy

Imbalance vImbalance v lipidovém metabolismulipidovém metabolismu hraje roli u mnoha hraje roli u mnoha 

závažných onemocněnízávažných onemocnění

►► Vysoká hladina cholesterolu je spojena sVysoká hladina cholesterolu je spojena s kardiovaskulárními kardiovaskulárními 

chorobamichorobami, které jsou nejčastější příčinou úmrtí v, které jsou nejčastější příčinou úmrtí v populaci. populaci. 

►► Lipidy produkované buňkami imunitního systému jsou Lipidy produkované buňkami imunitního systému jsou 

zahrnuty vzahrnuty v zánětlivých onemocněníchzánětlivých onemocněních jako je revmatoidní jako je revmatoidní 

artritida, sepse, astma, zánětlivé onemocnění střeva.artritida, sepse, astma, zánětlivé onemocnění střeva.

►► Lipidy hrají úlohu takéLipidy hrají úlohu také vv psychických a neurodegenerativních psychických a neurodegenerativních 

onemocněníchonemocněních ((deprese, schizofrenie, Alzheimerova choroba)deprese, schizofrenie, Alzheimerova choroba)

►► Lipidy ovlivňují počátek a rozvoj nádorových onemocněnínádorových onemocnění



Relativní procento různých mastných kyselin v potravě a změny Relativní procento různých mastných kyselin v potravě a změny 

způsobené průmyslovým zpracováním potravinzpůsobené průmyslovým zpracováním potravin

!!!



VYSOCE NENASYCENÉ MASTNÉ KYSELINYVYSOCE NENASYCENÉ MASTNÉ KYSELINY
(Polyunsaturated fatty acids (Polyunsaturated fatty acids -- PUFAs) PUFAs) -- mastné kyseliny s 2 i více dvojnými vazbami. mastné kyseliny s 2 i více dvojnými vazbami. 

Tři hlavní skupiny PUFAs: Tři hlavní skupiny PUFAs: 

nn--3 (omega3 (omega--3), n3), n--6 a n6 a n--9, podle polohy dvojné vazby nejbližší ke koncovému 9, podle polohy dvojné vazby nejbližší ke koncovému 

metylovanému uhlíku. metylovanému uhlíku. 

Tyto jsou metabolizovány stejným způsobem alternativními Tyto jsou metabolizovány stejným způsobem alternativními desaturačními a desaturačními a 

elongačními enzymy.elongačními enzymy.

NOMENKLATURANOMENKLATURA::

Např. kyselina arachidonová, 20:4, nNapř. kyselina arachidonová, 20:4, n--66

20 20 -- počet uhlíkůpočet uhlíků

4 4 -- počet konjugovaných dvojných vazebpočet konjugovaných dvojných vazeb

nn--6 6 -- poloha první dvojné vazby od metylovaného konce molekulypoloha první dvojné vazby od metylovaného konce molekuly

Téměř všechny Téměř všechny dvojné vazbydvojné vazby jsou ve víceméně stabilní jsou ve víceméně stabilní cis cis -- konfiguracikonfiguraci..

Živočichové nedovedou syntetizovat nŽivočichové nedovedou syntetizovat n--3 a n3 a n--6 PUFAs de novo6 PUFAs de novo ani nedovedou přeměnit ani nedovedou přeměnit 

jednu sérii v druhou. jednu sérii v druhou. 

Tyto Tyto ESENCIÁLNÍ MASTNÉ KYSELINYESENCIÁLNÍ MASTNÉ KYSELINY musí být obsaženy v potravě podobně musí být obsaženy v potravě podobně 

jako vitamíny. Jsou životně důležité jako složka všech membrán a permeabilní bariéry jako vitamíny. Jsou životně důležité jako složka všech membrán a permeabilní bariéry 

pokožky a jako prekursory eikosanoidů a s nimi souvisejících látek, které hrají důležitou pokožky a jako prekursory eikosanoidů a s nimi souvisejících látek, které hrají důležitou 

regulační úlohu ve tkáních.regulační úlohu ve tkáních.

Zdrojem jsou Zdrojem jsou rostlinné oleje (nrostlinné oleje (n--6 PUFA) a rybí olej (n6 PUFA) a rybí olej (n--3 PUFA)3 PUFA)



rostl.olejerostl.oleje

rybí olejerybí oleje

VYSOCE NENASYCENÉ MASTNÉ KYSELINY (VNMK)VYSOCE NENASYCENÉ MASTNÉ KYSELINY (VNMK)

(Polyunsaturated fatty acids (Polyunsaturated fatty acids -- PUFAs) PUFAs) -- mastné kyseliny s 2 i více dvojnými mastné kyseliny s 2 i více dvojnými 

vazbami. vazbami. Esenciální prekurzorové kyseliny řady nEsenciální prekurzorové kyseliny řady n--6 a n6 a n--33







Kys. linolová Kys. linolová (18:2, (18:2, ωω--66))

kyselina arachidonovákyselina arachidonová (AA, 20:4), rostlinné oleje(AA, 20:4), rostlinné oleje

zdroj zdroj eikosanoidů (prostaglandiny, leukotrieny) eikosanoidů (prostaglandiny, leukotrieny) význam u význam u 

různých nádorů. různých nádorů. 

V experimentálních systémech často V experimentálních systémech často podpůrný účinek pro podpůrný účinek pro 

vznik a rozvoj nádorůvznik a rozvoj nádorů

Kys. alfaKys. alfa--linolenoválinolenová (18:3, (18:3, ωω--33))

kys. eikosapentaenová (20:5) a dokosahexaenová (22:6)kys. eikosapentaenová (20:5) a dokosahexaenová (22:6)

z rybích  a některých rostl. olejů (pupalka, len, rakytník)z rybích  a některých rostl. olejů (pupalka, len, rakytník)

V experimentálních systémech často V experimentálních systémech často inhibiční účinek pro inhibiční účinek pro 

vznik a rozvoj nádorůvznik a rozvoj nádorů

Důleţitý je poměr nDůleţitý je poměr n--3: n3: n--6 VNMK!!!6 VNMK!!!



TUKY Z POTRAVY zTUKY Z POTRAVY z potravy ovlivňují počátek a rozvoj řady onemocněnípotravy ovlivňují počátek a rozvoj řady onemocnění

včetně nádorových. Existují vvčetně nádorových. Existují v zásadně dvě úrovně ovlivnění:zásadně dvě úrovně ovlivnění:

změny sloţení mastných kyselin (MK) vzměny sloţení mastných kyselin (MK) v buněčných membránáchbuněčných membránách

přímá kontrola procesů vpřímá kontrola procesů v jádře na úrovni transkripce genůjádře na úrovni transkripce genů

nn--3 a n3 a n--6 PUFA6 PUFA jsou metabolicky i funkčně odlišné. jsou metabolicky i funkčně odlišné. JejichJejich rovnováharovnováha je je 

důležitá pro homeostázu a normální vývoj. Efekty jsou pleiotropní.důležitá pro homeostázu a normální vývoj. Efekty jsou pleiotropní.

ZatímcoZatímco proteiny jsou geneticky determinoványproteiny jsou geneticky determinovány, složení buněčné membrány s , složení buněčné membrány s 

ohledem na ohledem na lipidy lipidy (a tím i řada buněčných funkcí jako je aktivita (a tím i řada buněčných funkcí jako je aktivita 

membránových enzymů a přenašečů, vazba hormonů, mechanismy membránových enzymů a přenašečů, vazba hormonů, mechanismy 

signálové transdukce) signálové transdukce) je z velké částije z velké části závislé na příjmu z potravyzávislé na příjmu z potravy. . 

nn--3 a n3 a n--6 PUFA mohou účinně a přímo řídit transkripci specifických genů6 PUFA mohou účinně a přímo řídit transkripci specifických genů (např. (např. 

geny kódující lipogenní proteiny, delta desaturázy atd.).geny kódující lipogenní proteiny, delta desaturázy atd.).

Tak může příznivý a nepříznivý účinek tuků na různé choroby zahrnovat Tak může příznivý a nepříznivý účinek tuků na různé choroby zahrnovat 

kombinaci interaktivních regulačních mechanismů:kombinaci interaktivních regulačních mechanismů:

akutní, rychlá a přímá regulace exprese genůakutní, rychlá a přímá regulace exprese genů

dlouhodobá adaptivní modulace sloţení membrán, která můţe přímo dlouhodobá adaptivní modulace sloţení membrán, která můţe přímo 

ovlivnit příjem a přenos signálů hormonů, cytokinů, produkci ovlivnit příjem a přenos signálů hormonů, cytokinů, produkci 

eikosanoidů apod.eikosanoidů apod.

Během průmyslové revoluce se drasticky poměr nBěhem průmyslové revoluce se drasticky poměr n--6:n6:n--3 PUFA.3 PUFA.

V tzv. západní dietě je dnes místo 1:1  až 10-25:1.



PREVENCEPREVENCE TERAPIETERAPIE

Epidemiologické studieEpidemiologické studie –– snížená snížená 

incidence nádorů (kolonu) v incidence nádorů (kolonu) v 

populacích konzumujících velké populacích konzumujících velké 

množství množství ωω--3 VNMK z mořské 3 VNMK z mořské 

stravystravy

Experimentální studieExperimentální studie

ωω--3 VNMK inhibují karcinogeny3 VNMK inhibují karcinogeny--

indukovanou karcinogeneziindukovanou karcinogenezi

redukují růst transplantovaných redukují růst transplantovaných 

nádorů u laboratorních zvířat nádorů u laboratorních zvířat 

snižují proliferaci a indukují snižují proliferaci a indukují 

apoptózu u nádorových buněk apoptózu u nádorových buněk 

kolonu kolonu in vitroin vitro..

Klinické studieKlinické studie –– EPA a DHA EPA a DHA 

inhibují proliferaci epiteliálních inhibují proliferaci epiteliálních 

buněk kolonu u pacientů s adenomy buněk kolonu u pacientů s adenomy 

a vysokým rizikem nádorového a vysokým rizikem nádorového 

onemocněníonemocnění

Při Při chirurgických zákrocíchchirurgických zákrocích

předoperační perorální nebo předoperační perorální nebo 

pooperační enterální či parenterální pooperační enterální či parenterální 

dieta s dieta s ωω--3 VNMK zlepšuje 3 VNMK zlepšuje 

postoperační zánětlivou a imunitní postoperační zánětlivou a imunitní 

odpověď a snižuje infekci. odpověď a snižuje infekci. 

Dieta s Dieta s ωω--3 VNMK zlepšuje 3 VNMK zlepšuje 

nádorovou kachexii a kvalitu ţivotanádorovou kachexii a kvalitu ţivota

Kombinace se standartní terapiíKombinace se standartní terapií

(chemoterapie, záření)(chemoterapie, záření)

dieta s dieta s ωω--3 VNMK netoxický způsob 3 VNMK netoxický způsob 

zvýšení účinků terapiezvýšení účinků terapie

samotné použití samotné použití ωω--3 VNMK 3 VNMK 

užitečný přístup, jestliže je vyloučena užitečný přístup, jestliže je vyloučena 

toxická standartní terapie.toxická standartní terapie.



Kato T. et al., Cancer Letters 2002

Účinek různých typů olejů na růst nádorů tlustého střeva u atymových myšíÚčinek různých typů olejů na růst nádorů tlustého střeva u atymových myší

C



Prokázány změny  ve sloţení a metabolismu lipidů!!!!Prokázány změny  ve sloţení a metabolismu lipidů!!!!

v plazmě  nádorových pacientův plazmě  nádorových pacientů

v nádorové tkáni a buňkách ve srovnání s  nenádorovýmiv nádorové tkáni a buňkách ve srovnání s  nenádorovými

Zejména snížení obsahu Zejména snížení obsahu ωω--3 VNMK (DHA) ve srovnání s 3 VNMK (DHA) ve srovnání s ωω--6 (6 (kys. kys. 

linolová a arachidonová) linolová a arachidonová) 

IIntegrovaný pohled na komplexní lipidové interakce, které určují ntegrovaný pohled na komplexní lipidové interakce, které určují 

výsledný tzv. výsledný tzv. LIPIDOM LIPIDOM –– lipidový profil jednotlivce.lipidový profil jednotlivce.

SS protekcí určitých typů nádorů (např. prsu) spojen složený indikátor protekcí určitých typů nádorů (např. prsu) spojen složený indikátor 

kombinující zvýšené mononenasycené MK a nízký poměr omega6/omega 3. kombinující zvýšené mononenasycené MK a nízký poměr omega6/omega 3. 

Tento lipidom by se mohl stát templátem pro detekci rizika nádorů prsu ve Tento lipidom by se mohl stát templátem pro detekci rizika nádorů prsu ve 

vztahu k dietěvztahu k dietě..

Nutrigenomika, metabolomika, lipidomikaNutrigenomika, metabolomika, lipidomika –– nová odvětvínová odvětví



(Bougnoux P. et al, Diet, Cancer and Lipidome (Bougnoux P. et al, Diet, Cancer and Lipidome 

Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 15, 2006)Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 15, 2006)



Analýza (array) hladiny MK u benigních a maligních nádorů prsuAnalýza (array) hladiny MK u benigních a maligních nádorů prsu



WAT – white adipose tissue

Změny spektra MK v tukové tkáni krys po podávání Změny spektra MK v tukové tkáni krys po podávání 

alfaalfa--linolenové a dokosahexaenové kyselinylinolenové a dokosahexaenové kyseliny



MOLEKULÁRNÍ MECHANISMY působení MOLEKULÁRNÍ MECHANISMY působení ωω--3 VNMK 3 VNMK 

►► změny vlastností buněčných membránzměny vlastností buněčných membrán (fluidita, lipidové rafty)(fluidita, lipidové rafty)

suprese biosyntézy eikosanoidů odvozených od AAsuprese biosyntézy eikosanoidů odvozených od AA –– změna změna 

imunitní odpovědi a modulace zánětu, proliferace, apoptózy, tvorby imunitní odpovědi a modulace zánětu, proliferace, apoptózy, tvorby 

metastáz a angiogenezemetastáz a angiogeneze

ovlivnění signálové transdukce, aktivity transkripčních faktorů ovlivnění signálové transdukce, aktivity transkripčních faktorů 

(NF(NFκκB, PPARB, PPARγγ) a genové exprese) a genové exprese –– změny metabolismu, buněčného změny metabolismu, buněčného 

růstu a diferenciacerůstu a diferenciace

►► změny metabolismu estrogenůzměny metabolismu estrogenů –– redukce estrogeny stimulovaného redukce estrogeny stimulovaného 

růsturůstu

►► zvýšená nebo snížená produkce volných radikálůzvýšená nebo snížená produkce volných radikálů (kyslíku, dusíku)(kyslíku, dusíku)

►► mechanismy zahrnující citlivost k insulinumechanismy zahrnující citlivost k insulinu



mRNA
RE

proteiny

inhibice

(NSAID)

membránové

fosfolipidy

jaderné receptory

transkripční faktory

(NFkB, PPAR, AP-1...)

signální

kaskáda

m. fluidita

lipidové rafty

PUFA

vnitrobuněčné 

funkce

membránové

fosfolipidy

SIGNÁL

(např. cytokiny)

sekrece

inserce

n-6 PUFA  

LA, AA

n-3 PUFA

LNA. DHA

Mimobuněčné podněty (cytokiny, hormony,  

polutanty, záření)

eikosanoidy

LOX COXP450

kyselina arachidonová

ROS

lipidová 

peroxidace

genová exprese

DNA

SloţkySloţky lipidovéholipidového metabolismumetabolismu

vv buněčnýchbuněčných signalizacíchsignalizacích

MediátoryMediátory aa modulátorymodulátory
Biofyzikální vlastnostiBiofyzikální vlastnosti

membránmembrán

Lipidový metabolismusLipidový metabolismus

Aktivace fosfolipázAktivace fosfolipáz

Uvolňování a Uvolňování a 

metabolizace AAmetabolizace AA

eikosanoidyeikosanoidy

Oxidativní Oxidativní 

metabolismusmetabolismus

Transdukce signálůTransdukce signálů

(kinázy, fosfatázy)(kinázy, fosfatázy)

Aktivace membrán.Aktivace membrán.

i vnitrobun.i vnitrobun.

receptorů receptorů –– tr. faktorůtr. faktorů

Exprese proteinůExprese proteinů

Exprese genů Exprese genů -- mRNAmRNA

Korelace s cytokinetikouKorelace s cytokinetikou

Posloupnost dějůPosloupnost dějů

interakce 

ligand-receptor

NOS

PKC, ERK, p38

PI3K/Akt



Phospholipid structure and the orientation of 

phospholipids in membrane





FATTY ACID TRANSLOCASE (FAT/CD36)FATTY ACID TRANSLOCASE (FAT/CD36)

Protein v plasmatické (mitochondriální?) membráněProtein v plasmatické (mitochondriální?) membráně

CD36 CD36 –– multifunkční adhezní receptor pro trombospodin a kolagen a multifunkční adhezní receptor pro trombospodin a kolagen a 

scavenger receptor pro LDL exprimovaný na plateletech, monocytech scavenger receptor pro LDL exprimovaný na plateletech, monocytech 

ale i jiných typech buněk.ale i jiných typech buněk.

Nově prokázána funkce při transportu VNMK i jeho přítomnost v Nově prokázána funkce při transportu VNMK i jeho přítomnost v 

buňkách gastrointestinálního traktu (buňkách gastrointestinálního traktu (Lobo MVT et al., J Histochem Cytochem Lobo MVT et al., J Histochem Cytochem 

2001, Campbell SE et al, J Biol Chem 2004, Drover VA, J Clin Invest 2005)2001, Campbell SE et al, J Biol Chem 2004, Drover VA, J Clin Invest 2005)



Pohl J et al., Proc Nutr Soc, 2004



100 101 102 103 104
CD36-FITC (FL1]

M1

Key Name Parameter
iso control FL1-H

control FL1-H

control et FL1-H

AA50 FL1-H

DHA50 FL1-H

NaBt3 FL1-H

AA50+NaBt3FL1-H

DHA50+NaBt3FL1-H

Expression of CD36 antigenExpression of CD36 antigen in HCT116 cells after in HCT116 cells after 

treatment with AA, DHA, NaBt or their combinationstreatment with AA, DHA, NaBt or their combinations







Fosfolipáza A2Fosfolipáza A2

Enzym účastnící se lipidového metabolismu, důležitý pro řadu buněčných Enzym účastnící se lipidového metabolismu, důležitý pro řadu buněčných 

procesů.procesů.

Tři skupinyTři skupiny: : 

►► sekretovaná PLA2 (sPLA2), sekretovaná PLA2 (sPLA2), 

►► na vápníku nezávislá PLA2 (iPLA2), na vápníku nezávislá PLA2 (iPLA2), 

►► na vápníku závislá cytosolová PLA2 (cPLA2).na vápníku závislá cytosolová PLA2 (cPLA2).

Kromě úlohy v buněčném signálování souvisejí PLA2 s různými Kromě úlohy v buněčném signálování souvisejí PLA2 s různými 

patologickými stavy, včetně zánětu, tkáňové reparace a nádorů. patologickými stavy, včetně zánětu, tkáňové reparace a nádorů. 

U řady nádorů jsou hladiny sPLA2 a cPLA2 zvýšeny. U řady nádorů jsou hladiny sPLA2 a cPLA2 zvýšeny. 

PLA2 jsou také cílem protinádorové terapiePLA2 jsou také cílem protinádorové terapie



sPLA2 sPLA2 

v zánětlivé odpovědiv zánětlivé odpovědi

Prozánětlivé cytokiny Prozánětlivé cytokiny 

indukují expresi sPLA2. indukují expresi sPLA2. 

Aktivační faktory uvolňují Aktivační faktory uvolňují 

sPLA2 ze sekrečních granul sPLA2 ze sekrečních granul 

do ECM. Za přítomnosti Ca2+ do ECM. Za přítomnosti Ca2+ 

sPLA2 hydrolyzuje sPLA2 hydrolyzuje 

membránové fosfolipidy membránové fosfolipidy 

sousedních buněk. Uvolnění sousedních buněk. Uvolnění 

AA a následná tvorba AA a následná tvorba 

eikosanoidů indukuje zánět.eikosanoidů indukuje zánět.



Aktivace cPLA2Aktivace cPLA2

Prozánětlivé cytokiny indukují expresi cPLA2. Následuje fosforylace zprostředkovaná Prozánětlivé cytokiny indukují expresi cPLA2. Následuje fosforylace zprostředkovaná 

MAP kinázami. Ca2+ způsobuje translokaci cPLA2 z cytosolu do perinukleární membrány, MAP kinázami. Ca2+ způsobuje translokaci cPLA2 z cytosolu do perinukleární membrány, 

kde je také její substrát a enzymy nutné k tvorbě eikosanoidů. Aktivovaná cPLA2 lyzuje kde je také její substrát a enzymy nutné k tvorbě eikosanoidů. Aktivovaná cPLA2 lyzuje 

membránové fosfolipidy a  uvolňuje AA, která je metabolizovaná COX a LOX. membránové fosfolipidy a  uvolňuje AA, která je metabolizovaná COX a LOX. 



Model konstitutivní overexprese cPLA2 a COXModel konstitutivní overexprese cPLA2 a COX--2 u nádorových buněk2 u nádorových buněk



kyselina linoleová (LA) 

(18:2 n-6)

metabolismus

kyselina linolenová (LNA) 

(18:3 n-3)

kyselina arachidonová (AA) 

(20:4 n-6)

metabolismusDIETA

kyselina eikosapentaenová (EPA) 

(20:5 n-3)

TXA2 TXA3PGE2 PGE3LTB4, LTC4, LTD4 LTB5, LTC5, LTD5

mediátory zánětufaktor 

agregace 

destiček

slabší 

faktor 

agregace 

destiček

slabší zánětlivá aktivita

Interakce nInterakce n--3 PUFAs s AA                                          při 3 PUFAs s AA                                          při 

syntéze eikosanoidů s prozánětlivou aktivitousyntéze eikosanoidů s prozánětlivou aktivitou



Cyklooxygenázové dráhyCyklooxygenázové dráhy

kyselina arachidonová

COX-1 COX-2

endotoxin 

cytokiny 

mitogeny

glukokortikoidy

selektivní inhibitor COX-2
ţaludek       

střevo        

ledviny        

krevní destičky

místa zánětu

- makrofágy             

- synoviální buňky

konstitutivní indukovatelná

aktivace

inhibice







Přenos signálů PGE2 prostřednictvím receptorů EP1 Přenos signálů PGE2 prostřednictvím receptorů EP1 -- 44



COXCOX--2 i 52 i 5--LPO stimulují buněčnou proliferaci, inhibují LPO stimulují buněčnou proliferaci, inhibují 

apoptózu a indukují neoangiogeneziapoptózu a indukují neoangiogenezi







Mechanismy účinků exprese COXMechanismy účinků exprese COX--2 na vývoj 2 na vývoj 

kolorektálních nádorů:kolorektálních nádorů:

Účinky nezávislé na produkci prostaglandinů (PGE2):Účinky nezávislé na produkci prostaglandinů (PGE2):

Aktivace karcinogenůAktivace karcinogenů

Produkce malondialdehyduProdukce malondialdehydu

Redukce hladiny volné AARedukce hladiny volné AA

Účinky závislé na produkci PGE2:Účinky závislé na produkci PGE2:

Indukce buněčné proliferaceIndukce buněčné proliferace

Inhibice apoptózyInhibice apoptózy

Indukce angiogenezeIndukce angiogeneze

Zvýšení buněčné motilityZvýšení buněčné motility

Zvýšené metastatického potenciáluZvýšené metastatického potenciálu

Indukce lokální imunosupreseIndukce lokální imunosuprese



Model interakce mezi nádorovými buňkami, endoteliálními buňkami Model interakce mezi nádorovými buňkami, endoteliálními buňkami 

a infiltrujícími zánětlivými buňkami v místě nádorua infiltrujícími zánětlivými buňkami v místě nádoru

Úloha COXÚloha COX--2, PG a prozánětlivých molekul v angiogenezi2, PG a prozánětlivých molekul v angiogenezi



ÚČINKY INHIBICE CYKLOOXYGENÁZ A LIPOXYGENÁZ NA 

NÁDOROVÉ BUN. POPULACE

•• Řada nádorů má změněný metabolismus nenasycených MK a produkuje zvýšené množství metabolitů Řada nádorů má změněný metabolismus nenasycených MK a produkuje zvýšené množství metabolitů 

AA, které indukují růst a invazivitu (epiteliální nádory AA, které indukují růst a invazivitu (epiteliální nádory -- prsu, kolonu, plic, prostaty)prsu, kolonu, plic, prostaty)

•• Frekvence exprese jednotlivých typů enzymů (COX1, COX2, 5Frekvence exprese jednotlivých typů enzymů (COX1, COX2, 5--, 12, 12-- 1515-- LOX, FLAP, P450) se liší LOX, FLAP, P450) se liší 

podle typu a histologického stupně nádorupodle typu a histologického stupně nádoru

•• Mitogenní a viabilitní faktory (EGF, HGF atd.) a prozánětlivé cytokiny (TNFMitogenní a viabilitní faktory (EGF, HGF atd.) a prozánětlivé cytokiny (TNF--a, ILa, IL--1) indukují uvolňování 1) indukují uvolňování 

AA a tvorbu eikosanoidů, které slouží jako přenašeče nebo modulátory signálů regulujících proliferaci a AA a tvorbu eikosanoidů, které slouží jako přenašeče nebo modulátory signálů regulujících proliferaci a 

apoptózuapoptózu

•• Nesteroidní antiflogistika (NSAID Nesteroidní antiflogistika (NSAID -- aspirin, sulindac, indometacin, ibuprofen , piroxicam) inhibují aspirin, sulindac, indometacin, ibuprofen , piroxicam) inhibují 

aktivitu COX a mají preventivní a terapeutické účinky na rozvoj nádorů, zejména kolonu aktivitu COX a mají preventivní a terapeutické účinky na rozvoj nádorů, zejména kolonu -- využití využití 

inhibitorů COX2 (inducibilní) inhibitorů COX2 (inducibilní) 

•• NSAID NSAID -- snižují proliferaci a indukují apoptózu mechanismy závislými i nezásvislými na aktivitě COXsnižují proliferaci a indukují apoptózu mechanismy závislými i nezásvislými na aktivitě COX

•• Účinky mohou být přímé nebo nepřímé Účinky mohou být přímé nebo nepřímé -- zprotředkované např. změnami aktivity imunitního systémuzprotředkované např. změnami aktivity imunitního systému

•• Inhibitory LOX (NDGA, esculetin, MKInhibitory LOX (NDGA, esculetin, MK--886) inhibují proliferaci a indukují apoptózu řady nádorových línií886) inhibují proliferaci a indukují apoptózu řady nádorových línií

•• Produkty 5Produkty 5--LOX fungují jako „second messengers“ řady růstových a viabilitních faktorůLOX fungují jako „second messengers“ řady růstových a viabilitních faktorů

•• Produkty 12Produkty 12--LOX se uplatňují v procesu invaze a tvorby metastáz LOX se uplatňují v procesu invaze a tvorby metastáz -- ovlivnění exprese proteáz, ovlivnění exprese proteáz, 

adhezívních molekul adhezívních molekul -- využití inhibitorůvyužití inhibitorů



Molekulární mechanismy COX-2 a NSAIDs



Microarray analýza CaCo-2 

buněk  po působení DHA 

(48h)

Indukované geny

Reprimované geny

Narayanan BA et al., Cancer Res 2003Narayanan BA et al., Cancer Res 2003



Narayanan BA et al., Cancer Res 2003Narayanan BA et al., Cancer Res 2003

Potenciální molekulární mechanismy Potenciální molekulární mechanismy 

působení DHA na nádorové buňky působení DHA na nádorové buňky 

kolonukolonu



Importance of 

PPARs in cell 

proliferation, 

differentiation 

and apoptosis.
After activation, 

PPAR and RXR form 

heterodimers which 

bind to DNA regulato-

ry sequences of target 

genes through 

interaction with PPRE. 

The control by PPARs 

of the transcriptional 

activity af target ge-

nes gives rise to bio-

logical effects which 

may have consequen-

ces for human health. 

LTB4, leukotriene B4;

PGJ2, prostagladin 

J2; PP, peroxisome 

proliferator; PPAR, 

peroxisome prolifera-

tor-activated receptor; 

PPRE, peroxisome 

proliferator respon-

sive element; 9-cis-

RA, 9-cis-retinoic 

acid; RXR, 9-cis-

retinoic acid receptor.

Peroxisome proliferators

(fibrates, phtalates, etc.)

Fatty acids 

(PGJ2, LTB4)

Nutrition

PP

Transcription

9-cis-RA

PPRE

RXR

CELL SPECIFIC RESPONSES

Proliferation
Differentiation 
and maturation

Apoptosis

MEDICAL RELEVANCE

* Clonal expansion of 
preadipocytes pro-
moting adipogenesis 
(participation on 
PPARg.)

* Hypothetical risk in 
man of cell growth 
stimulation by 
activation of PPARs.

* Monocyte / macro-
phage differentiation 
(implication of PPARg) 
leading to accelerated 
atherosclerosis.

* Enhanced PPARg 
expression could lead 
to tumoral cell 
apoptosis and 
represents a 
therapeutical approach 
in malignant disease.

* Protective effects of 
PPARa.
* Adipocyte differen-
tiation responsible of 
obesity and other 
related disorders 
(implication of PPARa.)

Target genes

RXRPPAR



VLÁKNINAVLÁKNINA



► produkován anaerobní mikrobiální fermentací    produkován anaerobní mikrobiální fermentací    

vlákniny ve střevěvlákniny ve střevě

zdroj energie pro normální kolonocytyzdroj energie pro normální kolonocyty

►► významný pro udržení homeostázy ve střevní tkáni významný pro udržení homeostázy ve střevní tkáni 

regulací exprese genů spojených s regulací proliferace, regulací exprese genů spojených s regulací proliferace, 

diferenciace a apoptózy (microarray analýza diferenciace a apoptózy (microarray analýza –– změny změny 

exprese 19 400 genů), exportní protein MCT1exprese 19 400 genů), exportní protein MCT1

►► butyrát sodný butyrát sodný ((NaBt) NaBt) snižuje proliferaci a snižuje proliferaci a induindukuje kuje 

diferenciaci a apoptózudiferenciaci a apoptózu neoplastických kolonocytůneoplastických kolonocytů in vitroin vitro

aa in vivoin vivo

Mastné kyseliny s krátkým řetězcemMastné kyseliny s krátkým řetězcem–– BUTYRÁTBUTYRÁT

Prevence NÁDORŮ TLUSTÉHO STŘEVAPrevence NÁDORŮ TLUSTÉHO STŘEVA



The effects of butyrate in the colon epithelial cells 

during adenoma-carcinoma transition 



Účinky butyrátu na nádorové buňkyÚčinky butyrátu na nádorové buňky::

Inhibice proliferaceInhibice proliferace –– blok v G1 nebo G2/M, indukce p21,blok v G1 nebo G2/M, indukce p21,

Cyklin D1,D3, downregulace cCyklin D1,D3, downregulace c--mycmyc

Indukce diferenciace a apoptózy Indukce diferenciace a apoptózy –– genové arraysgenové arrays

Inhibitor histon deacetylázInhibitor histon deacetyláz –– změny exprese genůzměny exprese genů

Ovlivnění specif. kináz, aktivace PPAR gamma, inhibice NFkBOvlivnění specif. kináz, aktivace PPAR gamma, inhibice NFkB

Inhibice cInhibice c--Src, FAK, iNOS, COXSrc, FAK, iNOS, COX--22



Blottiere HM et al., Proc.Nutr. Soc. 2003Blottiere HM et al., Proc.Nutr. Soc. 2003



VÍCE,VÍCE, NEŢLINEŢLI JENJEN ZDROJZDROJ ENERGIE!!!!ENERGIE!!!!

 strukturálnístrukturální aa regulačníregulační úlohaúloha

 dopaddopad nana fyziologickéfyziologické funkcefunkce organizmuorganizmu

účinkyúčinky nana imunitníimunitní systémsystém

regulaceregulace proliferace,proliferace, diferenciacediferenciace aa apoptózyapoptózy

►► úlohaúloha vv karcinogenezikarcinogenezi

(etiologie(etiologie nádorůnádorů tlustéhotlustého střeva,střeva, prostaty,prostaty, prsu)prsu)

LIPIDOVÉ SLOŢKY VÝŢIVYLIPIDOVÉ SLOŢKY VÝŢIVY

of



Spolu sSpolu s cytokiny a hormony cytokiny a hormony fungují jakofungují jako

intraintra-- i intercelulární mediátory a modulátory buněčné i intercelulární mediátory a modulátory buněčné 

signalizační sítěsignalizační sítě

Poměr obsahu Poměr obsahu ωω--6 a ω6 a ω--3 esenciálních vysoce nenasycených 3 esenciálních vysoce nenasycených 

mastných kyselin (mastných kyselin (VNMKVNMK)) ovlivňuje ovlivňuje 

vlastnosti membránvlastnosti membrán, zejména jejich fluiditu a produkci látek , zejména jejich fluiditu a produkci látek 

vznikajících hydrolýzou membránových fosfolipidů.vznikajících hydrolýzou membránových fosfolipidů.

Tyto změny pak ovlivňují Tyto změny pak ovlivňují vazbu cytokinů, aktivitu receptorů i vazbu cytokinů, aktivitu receptorů i 

funkci na membránu vázaných signálních molekulfunkci na membránu vázaných signálních molekul (G proteinů, (G proteinů, 

fosfolipáz atd.). fosfolipáz atd.). 



Patologické změny v produkci a funkci cytokinů aPatologické změny v produkci a funkci cytokinů a

eikosanoidů přispívají k rozvoji nádorových onemocněníeikosanoidů přispívají k rozvoji nádorových onemocnění

zejména ovlivněním imunitního systému a buněčné kinetikyzejména ovlivněním imunitního systému a buněčné kinetiky

Metabolismus a obrat fosfolipidů v membránách 

i oxidativní metabolismus nádorových buněk se zásadně liší 

od buněk nenádorových.

Nádorové buňky kolonu vykazují:Nádorové buňky kolonu vykazují:

 změny ve spektru a koncentraci VNMK ve srovnání s normální tkánízměny ve spektru a koncentraci VNMK ve srovnání s normální tkání

 zvýšenou periferní utilizaci VNMK zzvýšenou periferní utilizaci VNMK z potravypotravy

 změny v oxidativním metabolismu a antioxidační ochranězměny v oxidativním metabolismu a antioxidační ochraně

 zvýšenou aktivitu enzymů metabolismu kys. arachidonové  (COX2, zvýšenou aktivitu enzymů metabolismu kys. arachidonové  (COX2, 

1212--LPO...) a produkci eikosanoidůLPO...) a produkci eikosanoidů

 sníženou citlivost ksníženou citlivost k endogenním inhibitorům růstu (TGFendogenním inhibitorům růstu (TGF--11), ), 

induktorům apoptózy (TNFinduktorům apoptózy (TNFaa, FasL, TRAIL) a diferenciace (butyrát), FasL, TRAIL) a diferenciace (butyrát)



CYTOKINYCYTOKINY

Důležité endogenní faktory ovlivňující kolorektální karcinogeneziDůležité endogenní faktory ovlivňující kolorektální karcinogenezi

TNFTNF--familyfamily (TNF(TNF--αα, Fas ligand, TRAIL , Fas ligand, TRAIL –– TNF relating apoptosis inducing TNF relating apoptosis inducing 

factor)factor)

TGFTGF--family (TGFfamily (TGF--ββ))

EGF EGF –– epidermální růstový faktorepidermální růstový faktor

Tumour necrosis factorTumour necrosis factor--alpha (TNFalpha (TNF-- αα), interleukiny), interleukiny

►► multifunkční cytokinmultifunkční cytokin

►► jeden z hlavních mediátorů zánětujeden z hlavních mediátorů zánětu

►► TNFTNF-- αα je produkován makrofágy a dalšími buňkami imunitníhp systémuje produkován makrofágy a dalšími buňkami imunitníhp systému

►► koncentrace  TNFkoncentrace  TNF-- αα v kolonu je zvýšena během chronického zánětu v kolonu je zvýšena během chronického zánětu 

(ulcerativní kolitida nebo Crohnova choroba)(ulcerativní kolitida nebo Crohnova choroba)

►► úloha v nádorové kachexiiúloha v nádorové kachexii

►► existuje interakce mezi cytokiny a dietetickými faktory existuje interakce mezi cytokiny a dietetickými faktory –– mastné kyseliny mastné kyseliny 

a eikosanoidya eikosanoidy



proteiny 

lipidy 

vitamíny 

minerály

infekce 

zánět 

neoplazie

produkce a uvolňováni cytokinů

výţivový status

PG 

LT 

atd.

lipidové mediátory

imunitní odpověď 

odpověď akutní fáze

biologická funkce cytokinů

horečka             

anorexie           

změněný metabolismus

Vzájemné vztahy mezi výţivou a infekčními a zánětlivými Vzájemné vztahy mezi výţivou a infekčními a zánětlivými 

chorobami zprostředkovanými cytokinychorobami zprostředkovanými cytokiny



►► provázejí procesy diferenciace a apoptózy savčích buněkprovázejí procesy diferenciace a apoptózy savčích buněk

►► pozorovány rozdíly upozorovány rozdíly u

 nádorových a normálních buněknádorových a normálních buněk

 nádorových buněk senzitivních a rezistentních nádorových buněk senzitivních a rezistentních 

kk cytostatikámcytostatikám

►► souvisejísouvisejí do značné míry do značné míry s modulacemi ve složení, s modulacemi ve složení, 

struktuře, symetrii a metabolismu buněčných lipidů. struktuře, symetrii a metabolismu buněčných lipidů. 

ZMĚNY BIOFYZIKÁLNÍCH VLASTNOSTÍ ZMĚNY BIOFYZIKÁLNÍCH VLASTNOSTÍ 

BUNĚČNÝCH MEMBRÁNBUNĚČNÝCH MEMBRÁN



Detekce těchto změn Detekce těchto změn 

a jejich a jejich korelace s dalšími parametry korelace s dalšími parametry 

odrážejícími diferenciaci a apoptózuodrážejícími diferenciaci a apoptózu

přispívá k objasnění přispívá k objasnění 

 posloupnosti a regulace jednotlivých posloupnosti a regulace jednotlivých 

kroků těchto dějů kroků těchto dějů 

 rozdílů mezi normálními a nádorovými rozdílů mezi normálními a nádorovými 

buňkami buňkami 

 příčin rezistence nádorových buněk k příčin rezistence nádorových buněk k 

terapii terapii 



 strukturální změny lipidů v bun. membránách, strukturální změny lipidů v bun. membránách, 

tzv.tzv. „lipid packing“„lipid packing“ (merocyanine 540, FCM)(merocyanine 540, FCM)

 membránový potenciál (DiOC5, FCM)membránový potenciál (DiOC5, FCM)

exprese exprese transportního proteinu pro mastné kyselinytransportního proteinu pro mastné kyseliny -- FAT/CD36, MCT1 FAT/CD36, MCT1 

(FCM)(FCM)

akumulace triglyceridůakumulace triglyceridů (lipid droplets) v(lipid droplets) v cytoplazmě buněk (Nile red, FCM)cytoplazmě buněk (Nile red, FCM)

změny změny mitochondriálního transmembránového potenciálumitochondriálního transmembránového potenciálu (TMRE, FCM)(TMRE, FCM)

produkce produkce reaktivních kyslíkových metabolitůreaktivních kyslíkových metabolitů --ROS (DHRROS (DHR--123, FCM)123, FCM)

CYTOKINETIKACYTOKINETIKA

ProliferaceProliferace -- počty buněk, buněčný cyklus, regulační proteinypočty buněk, buněčný cyklus, regulační proteiny

DiferenciaceDiferenciace –– aktivita alkalické fosfatázy (ALP), CEA, Eaktivita alkalické fosfatázy (ALP), CEA, E--kadherin, Fkadherin, F--aktinaktin

Buněčná smrt (apoptózaBuněčná smrt (apoptóza))–– viabilita, % plov.buněk, subG0/G1, MMP, Apo2.7, viabilita, % plov.buněk, subG0/G1, MMP, Apo2.7, 

kaspázy, štěpení PARP, Bclkaspázy, štěpení PARP, Bcl--2 rodina, morfologie jader (DAPI)… 2 rodina, morfologie jader (DAPI)… 

PARAMETRY DETEKOVANÉ v LCPARAMETRY DETEKOVANÉ v LC



METODOLOGIE CYTOKINETIKACYTOKINETIKA

Detekce Detekce proliferaceproliferace-- regulace buněčného cyklu regulace buněčného cyklu 

a zapojených proteinů, a zapojených proteinů, 

diferenciacediferenciace --buněčná morfologie, aktivita buněčná morfologie, aktivita 

specifických enzymů, exprese specifických specifických enzymů, exprese specifických 

proteinůproteinů

apoptózyapoptózy --detekce charakteristických změn na detekce charakteristických změn na 

úrovni jádra, mitochondrií, membrán, úrovni jádra, mitochondrií, membrán, 

cytoskeletu, exprese regulačních proteinů, cytoskeletu, exprese regulačních proteinů, 

štěpení specifických enzymů a substrátůštěpení specifických enzymů a substrátů

ZMĚNY LIPIDOVÉHO METABOLISMU A VLASTNOSTÍ BUNĚČNÝCH MEMBRÁNZMĚNY LIPIDOVÉHO METABOLISMU A VLASTNOSTÍ BUNĚČNÝCH MEMBRÁN

--změny spektra MK v bun. lipidech, „lipid packing“ v membránách,  akumulace změny spektra MK v bun. lipidech, „lipid packing“ v membránách,  akumulace 

triglyceridů, detekce kardiolipinu, membránový potenciáltriglyceridů, detekce kardiolipinu, membránový potenciál

ZMĚNY OXIDATIVNÍHO METABOLISMUZMĚNY OXIDATIVNÍHO METABOLISMU

-- produkce reaktivních metabolitů kyslíku (ROS) a dusíku, lipidová peroxidace, produkce reaktivních metabolitů kyslíku (ROS) a dusíku, lipidová peroxidace, 

účinky antioxidantůúčinky antioxidantů

Využití moderních Využití moderních metod průtokové cytometrie, fluorescenční mikroskopie, metod průtokové cytometrie, fluorescenční mikroskopie, 

fluorimetrie, spektroskopie, metod molekulární biologie…fluorimetrie, spektroskopie, metod molekulární biologie…



Detekce apoptózy různými Detekce apoptózy různými 

metodamimetodami

Průtoková cytometriePrůtoková cytometrie

FluorimetrieFluorimetrie

Fluorescenční mikroskopieFluorescenční mikroskopie

Western blottingWestern blotting

• 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



VÝSTUPYVÝSTUPY

 Základní výzkumZákladní výzkum

 Klinika a výrobní praxeKlinika a výrobní praxe

protinádorová prevence a terapieprotinádorová prevence a terapie

oblast oblast nutriční farmakologienutriční farmakologie

optimalizace lipidových výživ pro určité diagnózy              optimalizace lipidových výživ pro určité diagnózy              

(„(„disease specific nutritiondisease specific nutrition“), zejména u pacientů s “), zejména u pacientů s 

nádorovým onemocněnímnádorovým onemocněním

((Projekt cíleného výzkumu AV ČR Projekt cíleného výzkumu AV ČR –– „Tukové složky výživy…)„Tukové složky výživy…)



 Fluidita membránFluidita membrán –– polarizace fluorescencepolarizace fluorescence

TMATMA--DPH (trimethylammonium diphenylhexatriene)DPH (trimethylammonium diphenylhexatriene)

 Analýza fosfolipidů a spektra mastných kyselinAnalýza fosfolipidů a spektra mastných kyselin

Celé buňky, membránová frakce, mitochondrie (kardiolipin)Celé buňky, membránová frakce, mitochondrie (kardiolipin)

Detekce specifických typů lipidových molekulDetekce specifických typů lipidových molekul

(ceramid, eikosanoidy…….)(ceramid, eikosanoidy…….)

Lipidový metabolismus Lipidový metabolismus -- inhibitory AA, exprese a inhibitory AA, exprese a 

aktivity spec. enzymů (PLA, COX, LOX,….),aktivity spec. enzymů (PLA, COX, LOX,….),

Oxidativní metabolismus Oxidativní metabolismus –– produkce ROS, NOS produkce ROS, NOS 

peroxidace lipidů,peroxidace lipidů,

glutation, enzymové aktivity glutation, enzymové aktivity -- iNOS, MnSOD atd.iNOS, MnSOD atd.

DALŠÍ PARAMETRYDALŠÍ PARAMETRY



►► Lipofilní, negativně nabitý heterocyklický chromofor Lipofilní, negativně nabitý heterocyklický chromofor 

m. v. 570 D, používán ve fotodynamické terapiim. v. 570 D, používán ve fotodynamické terapii

►► Váže se preferenčně na biologické membrány a lipozomy Váže se preferenčně na biologické membrány a lipozomy 

a je citlivý ke strukturálním změnám lipidůa je citlivý ke strukturálním změnám lipidů

►► Rozsah vazby a následně intenzita fluorescence je Rozsah vazby a následně intenzita fluorescence je 

ovlivňována ovlivňována 

 změnou tzv.„lipid packing“změnou tzv.„lipid packing“

 membránovým potenciálem membránovým potenciálem 

 přítomnosti séra, pH a iontovou siloupřítomnosti séra, pH a iontovou silou

MEROCYANIN 540 (MC540)MEROCYANIN 540 (MC540)



Pomocí MC540 lze monitorovatPomocí MC540 lze monitorovat

►► strukturální změny membránových fosfolipidů (změny strukturální změny membránových fosfolipidů (změny 

asymetrie) během proliferace, diferenciace a apoptózyasymetrie) během proliferace, diferenciace a apoptózy

►► jemné rozdíly membránových lipidů u podobných buněkjemné rozdíly membránových lipidů u podobných buněk

(nádorové vs. nenádorové, senzitivní vs. rezistentní)(nádorové vs. nenádorové, senzitivní vs. rezistentní)

FLFL--22

"looser lipid packing" (rozvolňování)     zvýšená fluorescence"looser lipid packing" (rozvolňování)     zvýšená fluorescence

"more tight packing" (upevňování)        snížená fluorescence"more tight packing" (upevňování)        snížená fluorescence

VYUŢITÍ MC540VYUŢITÍ MC540



►► akumulace lipidových kapének (lipid droplets)akumulace lipidových kapének (lipid droplets) v v 

cytoplazmě buněk (působení lipidových látek, indukce cytoplazmě buněk (působení lipidových látek, indukce 

diferenciace a apoptózy )diferenciace a apoptózy )

►► obsahují neutrální lipidyobsahují neutrální lipidy (obvykle triacylglyceroly nebo  (obvykle triacylglyceroly nebo  

estery cholesterolu) estery cholesterolu) 

za normálních podmínek za normálních podmínek -- zásobárna energie a zásobárna energie a 

cholesterolucholesterolu

►► souvislost s regulací procesů diferenciace a apoptózy souvislost s regulací procesů diferenciace a apoptózy 

není zcela objasněna není zcela objasněna 

►► fluorescenční barvivo Nile Redfluorescenční barvivo Nile Red ((FLFL--11 a a FLFL--33))

citlivé vitální barvení lipidových kapénekcitlivé vitální barvení lipidových kapének

„LIPID DROPLETS“„LIPID DROPLETS“

AKUMULACE LIPIDŮ V CYTOPLAZMĚ AKUMULACE LIPIDŮ V CYTOPLAZMĚ 

Nile RedNile Red





Martin S. and Parton RG, Nature Rev 7, 2006





Akumulace lipid bodies (droplets v Akumulace lipid bodies (droplets v 

cytoplasmě buněk kolonu po přidání cytoplasmě buněk kolonu po přidání 

AAAA

Moreira LS, Biochim Biophys Acta Moreira LS, Biochim Biophys Acta 

20092009



Kolokalizace lipid bodies (droplets) s cPLA2 a uvolňování AA u kolonových buněk po působení kyseliny olejovéKolokalizace lipid bodies (droplets) s cPLA2 a uvolňování AA u kolonových buněk po působení kyseliny olejové



malémalé oblasti proteinů a lipidů v membráně s unikátním oblasti proteinů a lipidů v membráně s unikátním 

složením lipidů složením lipidů –– bohaté na cholesterol.bohaté na cholesterol.

Tyto struktury jsou funkčně zahrnuty Tyto struktury jsou funkčně zahrnuty 

v kompartmentalizaci, modulaci a integraci buněčných v kompartmentalizaci, modulaci a integraci buněčných 

signálů a tak modulují důležité procesy jako signálů a tak modulují důležité procesy jako 

buněčný růst, přežití a adhezi.buněčný růst, přežití a adhezi.

VNMK jsou základní složkou lipidových raftů a předpokládá VNMK jsou základní složkou lipidových raftů a předpokládá 

se, že např. DHA může částečně působit zvýšením fázové se, že např. DHA může částečně působit zvýšením fázové 

separace lipidů v membráně.separace lipidů v membráně.

Strukturální integrita LR a caveolae jsou základní pro Strukturální integrita LR a caveolae jsou základní pro 

příjem VNMK. Caveolinpříjem VNMK. Caveolin--1 a FAT/CD36 jsou vázány v LR 1 a FAT/CD36 jsou vázány v LR 

LLIPIDOVÉ RAFTYIPIDOVÉ RAFTY







PC black, SM red, PLAP yellow. Atomic force microscopy!

Lodish, Molecular Cell Biology, 5th ed. 2004



Modulace lipidů (DHA)Modulace lipidů (DHA)–– lipidové rafty lipidové rafty –– modulace signálů TNFRmodulace signálů TNFR


