
Buněčná a molekulární fyziologie lipidůBuněčná a molekulární fyziologie lipidůBuněčná a molekulární fyziologie lipidůBuněčná a molekulární fyziologie lipidů
Doc. Jiřina HofmanováDoc. Jiřina Hofmanová

Změny cytokinetiky epiteliálních buněk kolonu Změny cytokinetiky epiteliálních buněk kolonu 
indukované nutričními faktory indukované nutričními faktory iin n vvitroitroindukované nutričními faktory indukované nutričními faktory iin n vvitroitro
Interakce endogenních regulátorů a Interakce endogenních regulátorů a 
lipidových složek výživy, molekulární lipidových složek výživy, molekulární lipidových složek výživy, molekulární lipidových složek výživy, molekulární 

mechanizmymechanizmy



Nerovnováha mezi příjmem a výdejem energie ve vztahu Nerovnováha mezi příjmem a výdejem energie ve vztahu 
k obezitě a chronickým onemocněnímk obezitě a chronickým onemocněním

Genetické polymorfismy posouvají rovnováhu mezi příjmem a výdejem energie. Vyšší příjem energie, Genetické polymorfismy posouvají rovnováhu mezi příjmem a výdejem energie. Vyšší příjem energie, 

nízký poměr nenasycené/nasycené tuky, inzulinová resistence, a sedavý životní styl jsou rizikovými nízký poměr nenasycené/nasycené tuky, inzulinová resistence, a sedavý životní styl jsou rizikovými 

faktory vedoucími  k obezitě a chronickým onemocněním (srdeční choroby, diabetes a nádory). To je faktory vedoucími  k obezitě a chronickým onemocněním (srdeční choroby, diabetes a nádory). To je faktory vedoucími  k obezitě a chronickým onemocněním (srdeční choroby, diabetes a nádory). To je faktory vedoucími  k obezitě a chronickým onemocněním (srdeční choroby, diabetes a nádory). To je 

vyvažováno fyz. aktivitou a dietou bohatou na celá zrna, ovoce, zeleninu, soju atd., která snižuje riziko vyvažováno fyz. aktivitou a dietou bohatou na celá zrna, ovoce, zeleninu, soju atd., která snižuje riziko 

těchto chorob. (těchto chorob. (Trujillo E., J Amer Diet Assoc., 106, 2006)



PŘÍČINY VZNIKU KARDIOVASKULÁRNÍCH A NÁDOROVÝCH ONEMOCNĚNÍ PŘÍČINY VZNIKU KARDIOVASKULÁRNÍCH A NÁDOROVÝCH ONEMOCNĚNÍ 
GENETICKÉ +FAKTORY ŽIVOTNÍHO STYLUGENETICKÉ +FAKTORY ŽIVOTNÍHO STYLUGENETICKÉ +FAKTORY ŽIVOTNÍHO STYLUGENETICKÉ +FAKTORY ŽIVOTNÍHO STYLU

TABÁK a VÝŽIVATABÁK a VÝŽIVA (podílejí se až na 2/3 úmrtí a jsou nejvíc ovlivnitelné)(podílejí se až na 2/3 úmrtí a jsou nejvíc ovlivnitelné)

Tučná jídla (zvýšené riziko), ovoce a zelenina (prevence)Tučná jídla (zvýšené riziko), ovoce a zelenina (prevence)



Strategie minimalizace rizika vzniku onemocněníStrategie minimalizace rizika vzniku onemocněníStrategie minimalizace rizika vzniku onemocněníStrategie minimalizace rizika vzniku onemocnění

FYZICKÁ AKTIVITA, RELAXACE, „MÍR NA DUŠI“, FYZICKÁ AKTIVITA, RELAXACE, „MÍR NA DUŠI“, 
OMEZENÍ STRESU, OMEZENÍ STRESU, 

ŽÁDNÉ KOUŘENÍ, SPRÁVNÁ VÝŽIVAŽÁDNÉ KOUŘENÍ, SPRÁVNÁ VÝŽIVAŽÁDNÉ KOUŘENÍ, SPRÁVNÁ VÝŽIVAŽÁDNÉ KOUŘENÍ, SPRÁVNÁ VÝŽIVA





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



INICIACE PROMOCE PROGRESEINICIACE PROMOCE PROGRESE

MUTAGENY 
RADIACE NEGENOTOXICKÉ GENOTOXICKÉRADIACE 
VIRUSY….

GENOTOXICITA

NEGENOTOXICKÉ 
KARCINOGENY

GENOTOXICKÉ
+NEGENOTOXICKÉ
FAKTORY

PRENEOPLASTICKÉINICIOVANÁ NORMÁLNÍ MALIGNÍ PRENEOPLASTICKÉ
ZMĚNY

INICIOVANÁ 
BUŇKA

NORMÁLNÍ 
BUŇKA

MALIGNÍ 
NÁDOR

METASTÁZY

AKTIVACE PROTO-ONKOGENŮ

Mnohostupňový proces karcinogeneze 

INAKTIVACE NÁDOROVĚ SUPRESOR. GENŮ
INAKTIVACE ANTIMETASTAT. GENŮ

Mnohostupňový proces karcinogeneze 



Trujillo E., J Amer Diet Assoc., 106, 2006



OMICS ve vztahu k výživě OMICS ve vztahu k výživě (farmakogenomika, nutrigenomika)(farmakogenomika, nutrigenomika)
Faktory výživy přispívají různými způsoby k výslednému fenotypuFaktory výživy přispívají různými způsoby k výslednému fenotypuFaktory výživy přispívají různými způsoby k výslednému fenotypuFaktory výživy přispívají různými způsoby k výslednému fenotypu

Trujillo E., J Amer Diet Assoc., 106, 2006



VÝŽIVAVÝŽIVA

hraje roli v mnoha typech onemocnění včetně nádorových a to řadou hraje roli v mnoha typech onemocnění včetně nádorových a to řadou 

VÝŽIVAVÝŽIVA

hraje roli v mnoha typech onemocnění včetně nádorových a to řadou hraje roli v mnoha typech onemocnění včetně nádorových a to řadou 
různých mechanizmů. různých mechanizmů. 
Je prokázáno, že Je prokázáno, že vysoký příjem kalorií a tvorba tukových zásobvysoký příjem kalorií a tvorba tukových zásob je rizikovým je rizikovým 
faktorem. faktorem. 

Příjem, absorpce a metabolismus velkého množství potravy vyžaduje Příjem, absorpce a metabolismus velkého množství potravy vyžaduje Příjem, absorpce a metabolismus velkého množství potravy vyžaduje Příjem, absorpce a metabolismus velkého množství potravy vyžaduje 
oxidativní metabolismusoxidativní metabolismus a produkuje více reaktivních kyslíkových radikálů, a produkuje více reaktivních kyslíkových radikálů, 
které poškozují DNA a mají další negativní dopady na metabolismus.které poškozují DNA a mají další negativní dopady na metabolismus.

Ukázalo se, že příjem tuků, zejména živočišných zvyšuje Ukázalo se, že příjem tuků, zejména živočišných zvyšuje riziko riziko 
kardiovaskulárních a nádorových onemocněníkardiovaskulárních a nádorových onemocnění. Epidemiol. studie . Epidemiol. studie 
předpokládají předpokládají pozitivní korelaci mezi příjmem tuků a nádory prsu, kolonu a pozitivní korelaci mezi příjmem tuků a nádory prsu, kolonu a předpokládají předpokládají pozitivní korelaci mezi příjmem tuků a nádory prsu, kolonu a pozitivní korelaci mezi příjmem tuků a nádory prsu, kolonu a 
prostatyprostaty..

Navzdory dlouhé historie studií tuků a nádorů, zůstává řada protikladů. Navzdory dlouhé historie studií tuků a nádorů, zůstává řada protikladů. Navzdory dlouhé historie studií tuků a nádorů, zůstává řada protikladů. Navzdory dlouhé historie studií tuků a nádorů, zůstává řada protikladů. 
Ukazuje se, že Ukazuje se, že nejen kvantita, ale i kvalitanejen kvantita, ale i kvalita hraje důležitou roli a že se zde hraje důležitou roli a že se zde 
uplatňují i tuky rostlinné a rybí olej, uplatňují i tuky rostlinné a rybí olej, uplatňují i tuky rostlinné a rybí olej, uplatňují i tuky rostlinné a rybí olej, 
zejména zejména vysoce nenasycené mastné kyseliny (PUFAs) tříd  nvysoce nenasycené mastné kyseliny (PUFAs) tříd  n--3, n3, n--6, olivový 6, olivový 
olej atd.olej atd.



LIPIDOVÉ SLOŽKY VÝŽIVYLIPIDOVÉ SLOŽKY VÝŽIVY

VÍCE,VÍCE, NEŽLINEŽLI JENJEN ZDROJZDROJ ENERGIE!!!!ENERGIE!!!!VÍCE,VÍCE, NEŽLINEŽLI JENJEN ZDROJZDROJ ENERGIE!!!!ENERGIE!!!!

�� strukturálnístrukturální aa regulačníregulační úlohaúloha�� strukturálnístrukturální aa regulačníregulační úlohaúloha

�� dopaddopad nana fyziologickéfyziologické funkcefunkce organizmuorganizmu

►► účinkyúčinky nana imunitníimunitní systémsystém

►► regulaceregulace proliferace,proliferace, diferenciacediferenciace aa apoptózyapoptózy►► regulaceregulace proliferace,proliferace, diferenciacediferenciace aa apoptózyapoptózy

►► úlohaúloha vv karcinogenezikarcinogenezi

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

of



Změny membránových fosfolipidů přímo ovlivňujíZměny membránových fosfolipidů přímo ovlivňujíZměny 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.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 apoptózybuněčných funkcí včetně proliferace, diferenciace a apoptózybuněčných funkcí včetně proliferace, diferenciace a apoptózy

Imbalance vImbalance v lipidovém metabolismulipidovém metabolismu hraje roli u mnoha závažných hraje roli u mnoha závažných Imbalance vImbalance v lipidovém metabolismulipidovém metabolismu hraje roli u mnoha závažných hraje roli u mnoha závažných 
onemocněníonemocnění
►► 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. chorobamichorobami, které jsou nejčastější příčinou úmrtí v, které jsou nejčastější příčinou úmrtí v populaci. populaci. 
►► Lipidy produkované buňkami imunitního systému jsou zahrnuty Lipidy produkované buňkami imunitního systému jsou zahrnuty 
vv zánětlivých onemocněníchzánětlivých onemocněních jako je revmatoidní artritida, sepse, astma, jako je revmatoidní artritida, sepse, astma, vv zánětlivých onemocněníchzánětlivých onemocněních jako je revmatoidní artritida, sepse, astma, jako je revmatoidní artritida, sepse, astma, 
zánětlivé onemocnění střeva.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)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 
způsoběné průmyslovým zpracováním potravinzpůsoběné průmyslovým zpracováním potravinzpůsoběné průmyslovým zpracováním potravinzpůsoběné průmyslovým zpracováním potravin



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

rostl.olejerostl.oleje

rybí olejerybí olejerybí olejerybí oleje



Původ nPůvod n--3 and n3 and n--6 nenasycených mastných kyselin, biosyntéza 6 nenasycených mastných kyselin, biosyntéza 
eikosanoidů z kys. arachidonové a eikosapentaenovéeikosanoidů z kys. arachidonové a eikosapentaenovéeikosanoidů z kys. arachidonové a eikosapentaenovéeikosanoidů z kys. arachidonové a eikosapentaenové



Důležitý je poměr nDůležitý je poměr n--3: n3: n--6 VNMK!!!6 VNMK!!!

Kys. linolová Kys. linolová (18:2, (18:2, ωω--66))
kyselina arachidonovákyselina arachidonová (AA, 20:4), rostlinné oleje(AA, 20:4), rostlinné olejekyselina 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. různých nádorů. různých nádorů. 
V experimentálních systémech často V experimentálních systémech často podpůrný účinek pro podpůrný účinek pro 
vznik a rozvoj nádorůvznik a rozvoj nádorůvznik a rozvoj nádorůvznik a rozvoj nádorů

Kys. alfaKys. alfa--linolenoválinolenová (18:3, (18:3, ωω--33))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)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 nádorůvznik a rozvoj nádorůvznik a rozvoj nádorů



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

► produkován anaerobní mikrobiální fermentací    produkován anaerobní mikrobiální fermentací    
vlákniny ve střevěvlákniny ve střevěvlákniny ve střevěvlákniny ve střevě

►► zdroj energie pro normální kolonocytyzdroj energie pro normální kolonocyty►► 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, 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 MCT1exprese 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 vitrodiferenciaci a apoptózudiferenciaci a apoptózu neoplastických kolonocytůneoplastických kolonocytů in vitroin vitro

aa in vivoin vivo

Prevence NÁDORŮ TLUSTÉHO STŘEVAPrevence NÁDORŮ TLUSTÉHO STŘEVAPrevence NÁDORŮ TLUSTÉHO STŘEVAPrevence NÁDORŮ TLUSTÉHO STŘEVA



►► Výzkum interakce mastných kyselin s endogenními Výzkum interakce mastných kyselin s endogenními 
regulátory růstu, diferenciace  a apoptózyregulátory růstu, diferenciace  a apoptózy ((cytokiny, cytokiny, regulátory růstu, diferenciace  a apoptózyregulátory růstu, diferenciace  a apoptózy ((cytokiny, cytokiny, 
růstové faktory, induktory apoptózy růstové faktory, induktory apoptózy -- zejména vliv na zejména vliv na 
cytokinetiku, odhalování mechanizmů) cytokinetiku, odhalování mechanizmů) -- terapeutické terapeutické cytokinetiku, odhalování mechanizmů) cytokinetiku, odhalování mechanizmů) -- terapeutické terapeutické 
aplikace, lipidové výživyaplikace, lipidové výživy

►► Výzkum interakce VNMK s environmentálními Výzkum interakce VNMK s environmentálními 
polutantypolutanty ((rozpustnost v tucích, aktivace metabolismu rozpustnost v tucích, aktivace metabolismu 
lipidů a jejich úloha v působení polutantů lipidů a jejich úloha v působení polutantů -- cytokinetika, cytokinetika, 
transdukce signálů, mezibuněčná komunikace)transdukce signálů, mezibuněčná komunikace)transdukce signálů, mezibuněčná komunikace)transdukce signálů, mezibuněčná komunikace)

►► Výzkum interakce VNMK s vybranými farmakyVýzkum interakce VNMK s vybranými farmaky►► Výzkum interakce VNMK s vybranými farmakyVýzkum interakce VNMK s vybranými farmaky
((mechanismy působení NSAIDmechanismy působení NSAID--nesteroidních antiflogistik, nesteroidních antiflogistik, 
mechanismy a modulace účinků cytostatik mechanismy a modulace účinků cytostatik -- terapeutické terapeutické mechanismy a modulace účinků cytostatik mechanismy a modulace účinků cytostatik -- terapeutické terapeutické 
aplikace)aplikace)



SIGNÁL
(např. cytokiny)

SložkySložky lipidovéholipidového metabolismumetabolismu
vv buněčnýchbuněčných signalizacíchsignalizacích
MediátoryMediátory aa modulátorymodulátory

signální
kaskáda

MediátoryMediátory aa modulátorymodulátory
Biofyzikální vlastnostiBiofyzikální vlastnosti
membránmembrán

kaskáda

vnitrobuněčné 
funkce

sekrece
Lipidový metabolismusLipidový metabolismus
Aktivace fosfolipázAktivace fosfolipáz
Uvolňování a Uvolňování a 
metabolizace AAmetabolizace AA

proteiny

jaderné receptory
transkripční faktory
(NFkB, PPAR, AP-1...)

membránové
fosfolipidy

inserce

metabolizace AAmetabolizace AA
eikosanoidyeikosanoidy

Oxidativní Oxidativní 
metabolismusmetabolismus

mRNA
RE

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

membránová
fluidita

fosfolipidymetabolismusmetabolismus

Transdukce signálůTransdukce signálů
(kinázy, fosfatázy)(kinázy, fosfatázy)

PUFA

eikosanoidy

ROS
genová exprese

DNA
(kinázy, fosfatázy)(kinázy, fosfatázy)
Aktivace membrán.Aktivace membrán.
i vnitrobun.i vnitrobun.
receptorů receptorů –– tr. faktorůtr. faktorů

interakce 
ligand-receptor

NOS

inhibice
(NSAID)

eikosanoidy

LOX COXP450

lipidová 
peroxidace

Exprese proteinůExprese proteinů
Exprese genů Exprese genů -- mRNAmRNA

membránové
fosfolipidy

n-6 PUFA  
LA, AA

n-3 PUFA
LNA. DHA

LOX COXP450

kyselina arachidonová
Korelace s cytokinetikouKorelace s cytokinetikou

LA, AA Mimobuněčné podněty (cytokiny, hormony,  
polutanty, záření)

Posloupnost dějůPosloupnost dějů





ZMĚNY BIOFYZIKÁLNÍCH VLASTNOSTÍ ZMĚNY BIOFYZIKÁLNÍCH VLASTNOSTÍ ZMĚNY BIOFYZIKÁLNÍCH VLASTNOSTÍ ZMĚNY BIOFYZIKÁLNÍCH VLASTNOSTÍ 
BUNĚČNÝCH MEMBRÁNBUNĚČNÝCH MEMBRÁN

►► 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 cytostatikámcytostatikámkk 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. 



Detekce těchto změn Detekce těchto změn 
a jejich a jejich korelace s dalšími parametry korelace s dalšími parametry 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 přispívá k objasnění přispívá k objasnění 

•• posloupnosti a regulace jednotlivých posloupnosti a regulace jednotlivých 
kroků těchto dějů kroků těchto dějů kroků těchto dějů kroků těchto dějů 
•• rozdílů mezi normálními a nádorovými rozdílů mezi normálními a nádorovými •• rozdílů mezi normálními a nádorovými rozdílů mezi normálními a nádorovými 
buňkami buňkami 
•• příčin rezistence nádorových buněk k příčin rezistence nádorových buněk k •• příčin rezistence nádorových buněk k příčin rezistence nádorových buněk k 
terapii terapii terapii terapii 



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

APOPTOSIS (anoikis)APOPTOSIS (anoikis)

�� kontinuálně se obnovující buněčné kontinuálně se obnovující buněčné 
populacepopulace

APOPTOSISAPOPTOSIS

�� řada zásadních fyziologických funkcířada zásadních fyziologických funkcí

�� dynamická rovnováha mezi dynamická rovnováha mezi (damaged cells)(damaged cells)�� 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 Endogenous Endogenous anoikisanoikis) na povrchu) na povrchu

�� regulace regulace endogenními faktoryendogenními faktory
(hormones and cytokines),  ale rovněž(hormones and cytokines),  ale rovněž

Endogenous Endogenous 
regulatorsregulators

(hormones and cytokines),  ale rovněž(hormones and cytokines),  ale rovněž
složkami dietysložkami diety přítomnými v lumen přítomnými v lumen 
střevastřeva

kmenové buňkykmenové buňkykmenové buňkykmenové buňky



Linie lidských epiteliálních buněk kolonuLinie lidských epiteliálních buněk kolonu

FHCFHC HTHT--2929 HCTHCT--116116
normálnínormální

fetální střevofetální střevo
diferencující
neinvazívní

nediferencující
invazívní

Adenokarcinom kolonuAdenokarcinom kolonu

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



Znaky diferenciace indukované butyrátemZnaky diferenciace indukované butyrátemZnaky diferenciace indukované butyrátemZnaky diferenciace indukované butyrátem

0mM

EXPRESE KARCINOEMBRYONÁLNÍHO 
ANTIGENU

0mM

1mM1mM

3mM3mM

5mM5mM5mM5mM



INTERACTIONS OF DIETARY FACTORS AND ENDOGENOUS REGULATORS SUPPOSED TO  AFFECT 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
?

?

? EICOSANOIDS BUTYRATE
?

?

?

?

of



Cytokiny rodiny TNF (tumor necrosis factor )Cytokiny rodiny TNF (tumor necrosis factor )

TNFTNF--αααααααα TNFR1, TNFR2TNFR1, TNFR2

LigandLigand ReceptorReceptor

TNFTNF--αααααααα TNFR1, TNFR2TNFR1, TNFR2
Fas ligand (FasL)                                            Fas (CD95, APOFas ligand (FasL)                                            Fas (CD95, APO--1)1)
TRAIL                                                               DR4, DR5, DcR1, DcR2           TRAIL                                                               DR4, DR5, DcR1, DcR2           
(TNF(TNF--related apoptosisrelated apoptosis--inducing ligand)inducing ligand)(TNF(TNF--related apoptosisrelated apoptosis--inducing ligand)inducing ligand)

Výzkum zaměřen naVýzkum zaměřen naVýzkum zaměřen naVýzkum zaměřen na
►► úlohu v regulaci buněčné smrti epiteliálních střevních úlohu v regulaci buněčné smrti epiteliálních střevních 
buněk abuněk abuněk abuněk a
►► příčiny rezistence nádorových buněkpříčiny rezistence nádorových buněk

Aplikace v nádorové terapiiAplikace v nádorové terapii
Zvýšení citlivosti buněk zásahy do signálních drah nebo Zvýšení citlivosti buněk zásahy do signálních drah nebo Zvýšení citlivosti buněk zásahy do signálních drah nebo Zvýšení citlivosti buněk zásahy do signálních drah nebo 
kombinací s dalšími faktorykombinací s dalšími faktory



FasLFasLpotentiation effectspotentiation effects
cycloheximidecycloheximide

TNFTNF--αααααααα TRAILTRAIL
antianti--Fas Fas PUFAs ?

TNFR1TNFR1

cycloheximidecycloheximide
actinomycin Dactinomycin D
IFN gammaIFN gamma

antianti--Fas Fas 
antibodyantibody

R2R2 FasR (CD95)FasR (CD95) DR4DR4 DR5DR5
decoy decoy 

receptorsreceptors
TNFR1TNFR1 R2R2 FasR (CD95)FasR (CD95) DR4DR4 DR5DR5 receptorsreceptors

TRADDTRADD FADDFADD FADDFADDDISCDISC

Cell membraneCell membrane

TRADDTRADD FADDFADD FADDFADDDISCDISC

TYPE I CELLSTYPE I CELLS
TRAF2TRAF2 RIPRIP cFLIPcFLIP ERK1/2ERK1/2 NFNFκκκκκκκκB ?B ?

TYPE I CELLSTYPE I CELLS
extrinsic pathwayextrinsic pathway TYPE II CELLSTYPE II CELLS

intrinsic pathwayintrinsic pathwayJNKJNK (pro)caspase(pro)caspase--8 8 
(initiator)(initiator) BidBid

NFNFκκκκκκκκBB

BidBid

tBidtBid Bax,BakBax,Bak

ROS, ROS, ∆Ψ∆Ψ∆Ψ∆Ψ∆Ψ∆Ψ∆Ψ∆Ψmtmt

(pro)caspase(pro)caspase--3,3,--6,6,--7 7 (pro)caspase(pro)caspase--9 9 

cytochrome ccytochrome c
ApafApaf--11

Bcl2Bcl2

ROS, ROS, ∆Ψ∆Ψ∆Ψ∆Ψ∆Ψ∆Ψ∆Ψ∆Ψmtmt

(pro)caspase(pro)caspase--3,3,--6,6,--7 7 
(effectors)(effectors)

DEATHDEATH

(pro)caspase(pro)caspase--9 9 
(initiator)(initiator)

Bcl2Bcl2
BclBclXLXL

Smac/DIABLOSmac/DIABLO

substrate cleavagesubstrate cleavage
IAPsIAPs



METODOLOGIE CYTOKINETIKACYTOKINETIKA

Detekce Detekce proliferaceproliferace-- regulace buněčného cyklu regulace buněčného cyklu Detekce Detekce proliferaceproliferace-- regulace buněčného cyklu regulace buněčného cyklu 
a zapojených proteinů, a zapojených proteinů, 

diferenciacediferenciace --buněčná morfologie, aktivita buněčná morfologie, aktivita 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, 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 MEMBRÁNZMĚNY 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 potenciáltriglyceridů, 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, -- 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, Využití moderních Využití moderních metod průtokové cytometrie, fluorescenční mikroskopie, metod průtokové cytometrie, fluorescenční mikroskopie, 
fluorimetrie, spektroskopie, metod molekulární biologie…fluorimetrie, spektroskopie, metod molekulární biologie…



STUDOVANÉ FAKTORYSTUDOVANÉ FAKTORY

Mastné kyseliny: Mastné kyseliny: kys. arachidonová, kys. arachidonová, kys. linolovákys. linolová, , αα--linolenoválinolenová,, kys. dokosahexaenová, kys. dokosahexaenová, kys. kys. 

eikosapentaenová, kys. olejováeikosapentaenová, kys. olejováeikosapentaenová, kys. olejováeikosapentaenová, kys. olejová

butyrát (NaBt)butyrát (NaBt)
Lipidové emulze Lipidové emulze různého složenírůzného složení
Cytokiny: Cytokiny: TNFTNFαα, anti, anti--Fas, TRAILFas, TRAILCytokiny: Cytokiny: TNFTNFαα, anti, anti--Fas, TRAILFas, TRAIL
Inhibitory metabolismu AA: Inhibitory metabolismu AA: indomethacin, indomethacin, COXCOX--22 (refecoxib,….), LOX (baicalein, NDGA)(refecoxib,….), LOX (baicalein, NDGA)

HLAVNÍ STUDOVANÉ INTERAKCEHLAVNÍ STUDOVANÉ INTERAKCEHLAVNÍ STUDOVANÉ INTERAKCEHLAVNÍ STUDOVANÉ INTERAKCE

-- PUFA nPUFA n--6 a n6 a n--3 s rodinou TNF3 s rodinou TNF
-- PUFA a butyrátPUFA a butyrát
-- rodina TNF a butyrátrodina TNF a butyrát-- rodina TNF a butyrátrodina TNF a butyrát
-- rodina TNF a inhibitory metabolismu AA v podmínkách diferenciace NaBtrodina TNF a inhibitory metabolismu AA v podmínkách diferenciace NaBt

STUDOVANÉ PARAMETRYSTUDOVANÉ PARAMETRYSTUDOVANÉ PARAMETRYSTUDOVANÉ PARAMETRY

-- Cytokinetika (proliferace a bun. cyklu, diferenciace, apoptóza Cytokinetika (proliferace a bun. cyklu, diferenciace, apoptóza –– anoikis)anoikis)
-- Proteiny spojené s regulací těchto procesůProteiny spojené s regulací těchto procesů
-- Proteiny signální transdukceProteiny signální transdukce-- Proteiny signální transdukceProteiny signální transdukce
-- Adheze a interakce buňkaAdheze a interakce buňka--buňka a buňkabuňka a buňka--ECM (testy agregace buněk, migrace buněk, invaze ECM (testy agregace buněk, migrace buněk, invaze 
buněk buněk –– wound healing assay, exprese specif. kadherinů, integrinů a konexinů, CD44, Matrigel???)wound healing assay, exprese specif. kadherinů, integrinů a konexinů, CD44, Matrigel???)
-- Oxidativní metabolismus (produkce ROS, NO, lipidová peroxidace, změny GSH), účinky antioxidantOxidativní metabolismus (produkce ROS, NO, lipidová peroxidace, změny GSH), účinky antioxidant-- Oxidativní metabolismus (produkce ROS, NO, lipidová peroxidace, změny GSH), účinky antioxidantOxidativní metabolismus (produkce ROS, NO, lipidová peroxidace, změny GSH), účinky antioxidant
-- Lipidový metabolismus  a změny biofyzikálních vlastností membrán (akumulace triglyceridů, detekce Lipidový metabolismus  a změny biofyzikálních vlastností membrán (akumulace triglyceridů, detekce 
kardiolipinu, „lipid packing“ v membránách, membránový potenciál, fluidita membrán, obsah kardiolipinu, „lipid packing“ v membránách, membránový potenciál, fluidita membrán, obsah 
fosfolipidů a mastných kyselin v membránách, produkce lipidových metabolitů……)fosfolipidů a mastných kyselin v membránách, produkce lipidových metabolitů……)





TNFTNFαα zvyšuje apoptózu buněk HTzvyšuje apoptózu buněk HT--29, ale 29, ale TNFTNFαα zvyšuje apoptózu buněk HTzvyšuje apoptózu buněk HT--29, ale 29, ale 
potlačuje diferenciaci indukovanou NaBtpotlačuje diferenciaci indukovanou NaBtpotlačuje diferenciaci indukovanou NaBtpotlačuje diferenciaci indukovanou NaBt



Determination of cell apoptosis

of

Determination of cell apoptosis
(DAPI staining and fluorescence microscopy)
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Determination of cell differentiation
(alkaline phoshatase activity)(alkaline phoshatase activity)
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Determination of cell differentiation
(F-actin content - stained with FITC-labelled phalloidin)



Působením NaBt (navození diferenciace) Působením NaBt (navození diferenciace) Působením NaBt (navození diferenciace) Působením NaBt (navození diferenciace) 
se buňky stávají citlivější se buňky stávají citlivější 
k antiproliferačním a apoptickým účinkům k antiproliferačním a apoptickým účinkům k antiproliferačním a apoptickým účinkům k antiproliferačním a apoptickým účinkům 
TNFTNFαα a inhibitorů metabolismu AAa inhibitorů metabolismu AA



Exprese proteinů rodiny Bcl
of

Exprese proteinů rodiny Bcl

K     T      IM  IM/T  K      T     IM  IM/T

Bak

Bax

Nediferencované    Diferencované

Bak

Nediferencované    Diferencované

Bax

K      T     ND  ND/T  K      T    ND  ND/T



PUFA (kys. arachidonová 20:4, nPUFA (kys. arachidonová 20:4, n--6 a 6 a PUFA (kys. arachidonová 20:4, nPUFA (kys. arachidonová 20:4, n--6 a 6 a 
kys. dokosahexaenová 22:3, nkys. dokosahexaenová 22:3, n--3) 3) 
modulují citlivost buněk HTmodulují citlivost buněk HT--29 k 29 k modulují citlivost buněk HTmodulují citlivost buněk HT--29 k 29 k 
působení  NaBt a induktorů apoptózy z působení  NaBt a induktorů apoptózy z působení  NaBt a induktorů apoptózy z působení  NaBt a induktorů apoptózy z 
rodiny TNFrodiny TNF







Praktické aspektyPraktické aspekty

■ Zánětlivá a nádorová onemocnění 
střeva
■ Farmakonutrice, ■ Farmakonutrice, 
„Disease specific nutrition“Disease specific nutrition“

►►Podpůrná a kombinovaná Podpůrná a kombinovaná 
terapieterapie
■■ Antiproliferační, diferenciační a Antiproliferační, diferenciační a 
proapoptotické účinkyproapoptotické účinky
■■ Protizánětlivé účinkyProtizánětlivé účinky■■ Protizánětlivé účinkyProtizánětlivé účinky
■■ Posílení imunitního systémuPosílení imunitního systému
■■ Posílení účinků chemoterapeutik a Posílení účinků chemoterapeutik a 
snížení vedlejších účinkůsnížení vedlejších účinkůsnížení vedlejších účinkůsnížení vedlejších účinků

►►Optimalizace lipidových výživOptimalizace lipidových výživ

■■■■ Vývoj nových typů lipidových Vývoj nových typů lipidových 
emulzí pro perorální použití pro emulzí pro perorální použití pro 
prevenci a terapii vytypovaných prevenci a terapii vytypovaných prevenci a terapii vytypovaných prevenci a terapii vytypovaných 
onemocněníonemocnění
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po působení NaBt zvýšeno po působení NaBt zvýšeno % plovoucích buněk% plovoucích buněk

a subG0/G1 populace. a subG0/G1 populace. 
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♦Spolu s dalšími detekovanými parametrySpolu s dalšími detekovanými parametry

�� snížení mit. potenciálu (FCM)snížení mit. potenciálu (FCM)

�� vyšší produkce ROS (FCM)vyšší produkce ROS (FCM)
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�� vyšší produkce ROS (FCM)vyšší produkce ROS (FCM)

�� aktivace kaspázy 3aktivace kaspázy 3 (Western blot)(Western blot)

�� štěpení PARP (Western blot)štěpení PARP (Western blot)
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je tak indikována je tak indikována významně zvýšená apoptózavýznamně zvýšená apoptóza
proces proces anoikisanoikis –– apoptóza indukovaná uvolněním apoptóza indukovaná uvolněním 
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buněkbuněk

Tento efekt je blokován inhibicí syntézy proteinůTento efekt je blokován inhibicí syntézy proteinů

cykloheximidem (CHX)cykloheximidem (CHX) -
-
-

20
-
-

-
5
-

20
5
-

-
-
5

20
-
5

-
5
5

20
5
5

DHA (µµµµM)
NaBt (mM)
CHX (µµµµg/ml)

cykloheximidem (CHX)cykloheximidem (CHX)



N
aB
t

co
n
tr
ol

N
aB
t

A
A
 5
0

A
A
 5
0 
-
N
aB
t

D
H
A
 2
0

D
H
A
 2
0 
-
N
aB
t

co
n
tr
ol

N
aB
t

A
A
 5
0

A
A
 5
0 

D
H
A
 2
0

D
H
A
 2
0 

32 
pro-
caspase-3

kDa

113 

89
PARP

21Bax 21Bax

Bak 24

Mcl-1 42 













FACSCaliburFACSCaliburFACSCaliburFACSCalibur
PrůtokováPrůtoková
(flow) cytometrie:(flow) cytometrie:

jedna z hlavních jedna z hlavních 
používaných používaných používaných používaných 
metodologiímetodologií
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