Uloha mastnych kyselin a
endogennich regulatoru apoptézy
v modulaci smrti nadorovych
bunek tlusteho streva
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APOPTOZA — programovana bunééna smrt:

- bobtnani cytoplazmatické membrany
- kondenzace a fragmentace jaderného chromatinu
- tvorba ,,apoptotickych bodies*

- uCast specifickych molekul - kaspazy, nekaspazové
proteazy, endonukleazy, ATP

- nevyvolava zanetlivé reakce

micciondrial shucise esene
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proliferace

Rakovina

homeostaza

neurodegenerativni
onemochneéni




Transverse colon

Descending
colon

Tlusté strevo + HT-29
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Krypta kolonu

This low magnification view of the
colon shows:

1) the lumen (Lu), containing fecal
matter (Fe);

2) the mucosa (Mu), containing
crypts of Lieberkuhn (Cr);

3) the submucosa (Su) containing
lymphoid cells (LC);

4) the muscularis externa (ME)
consisting of an inner layer (IL) and
an outer layer (OL) of smooth
muscle

5) the serosa (Se), consisting of a
single layer of mesothelial cells,
which covers the outer surface of
the colon. The folding of the
submucosa is normal for an empty
colon.
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Rakovina tlustého streva

Nerovnovaha mezi bunéc¢nou proliferaci, diferenciaci a apoptézou —
poruseni homeostazy tkané — podminky pro rozvoj nadorového
onemochneéni - kolorektalni karcinom

vyVviji se pomalu — nejprve benigni polypy — pak akumulace
mutaci (diky vysoké mire proliferace) a maligni zvrat

pocatecni stadia — dobre léCitelna (chirurgie, v ranych
fazich jedno z nejlépe lécCitelnych nadorovych onemocneéni)

polovina nadorii CRC vSak zjiSténa az v pokrocilém stadiu
(nedostatecny screening)

vysoka incidence CRC v CR - pfedni misto ve statistikach,
neustaly alarmujici narust

moznost vyvznamneé ovlivnit vyvoj onemocnéni slozenim vyzivy

obrovsky vyznam prevence!




Ovlivnéni procesu proliferace, diferenciace a
apoptozy ve streve:

— latky prijimaneé v potrave —
lipidoveé slozky vyzivy (PUFAS)

— Clenove proteinoveé rodiny
TNF (TNF-a, FasL, TRAIL)

Mozné ve streve?

Vyznam techto interakci?




TNF-a, FasL, TRAIL

-Clenove rodiny TNF

-uloha v imunitnich a zaneétlivych reakcich
organismu, v regulace proliferace, diferenciace a
apoptozy

-podobnost apoptotickych signalnich drah
(oligomerizace receptoru, adapterovy protein,
death doména, iniciacni kaspaza)

- vazba na tzv ,,death receptory“ (TNFR1, Fas,
TRAIL-R1, TRAIL-R2)
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DISC - death inducing
signaling complex
Cell membrane
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TNF-a, FasL, TRAIL

- vyuziti v protinadorové terapii jako dulezita
alternativa ke konvenénim I|ééebnym postupum
vyuzivajicim chemoterapii a ionizujici zareni

- omezeni: - vedlejsi ucinky, rezistence

- hledani latek schopnych zcitlivet nadorové bunky
k uéinkum TNF-a a Fas — kombinovana terapie

-mozny kandidat -
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Vysoce nenasycené mastné kyseliny

®* mastné kyseliny obsahuijici 2 a vice dvojnych vazeb
® dulezité slozky lipidu prijimanych v potravé
® kvantitativni a kvalitativni zastoupeni PUFA v potrave

muze hrat dulezitou ulohu v etiologii nékterych nadoru
(napr. tlustého streva a prsu)
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n-3 vs. n-6 PUFAs

Dvojna vazba




Zdroje PUFA v dieté

n-3 - rostlinneé oleje (Ineny, repkovy,
sojovy), rybi tuky, fytoplankton

n-6 - rostlinné oleje (slunecnicovy,
pupalkovy, kukuricny), zivocisné tuky

- tzv. esencialni mastné kyseliny EFAs
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dulezitost kvalitativnhiho a kvantitativnhiho zastoupeni

- Epidemiologickeé studie (Eskymaci, Japonci, zapadni
populace)

- Experimenty in vivo (mysi, chemicky indukovaneé
nadory streva a vliv PUFAS)

- In vitro studie — bunéecné a tkanoveé kultury — mozné
mechanismy....
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Mechanismy pUsobeni
n-3 PUFAs v bunce

-Inhibice aktivity enzymu

- COX-2 (funkce: CRC — PGE2 - posileni proliferace,
blokace apoptozy, posileni invazivity a angiogeneze)

- PLA2, PLC
- PKC (zvysena aktivita u CRC)

- iINOS (nadorova promoce, zvysuje expresi COX-2,
ovlivnéeni aktivity kaspaz, mnozstvi p53 atd)

- enzymy zodpoveédné za transformaci primarnich
zlucovych kyselin na sekundarni (genotoxické pusobeni)

Ovlivnéni metastatického potencialu bunky a angiogeneze




Experimentalni
cast




Studium proliferace a apoptozy nadorovych bunék
tlustého streva (linie HT-29) po pusobeni PUFAs a
cytokinu TNF rodiny

Byvaculova A., Hofmanova J., Soudek K., Kovafikovda M., Kozubik A.:

Anticancer
Research 22: 1635-1640, 2002

Byvaculova A., Hofmanova J., Soucek K., Andéra L., Kozubik A.:

, FEBS Letters, 577, 309-313, 2004

®Hofmanova J., Vaculova A., Kozubik A.:

Cancer Letters 218, 33-41, 2005.

Byvaculova A., Hofmanova J., Andéra L., Kozubik A.:

Cancer Letters,229, 43-48, 2005.




Je mozné modulovat ucinky endogennich
requlatoru apoptézy (TNF-a, FasL a TRAIL)
prostrednictvim PUFAs (AA a DHA) u bunek
lidského adenokarcinomu kolonu HT-297?

Které mechanismy se uplatnuji?




PUFASs
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Prokazali jsme, ze po inkubaci bunek HT-29 s PUFAs
(AA, DHA) dochazi k:

- zvyseneé inkorporaci techto kyselin do bunéecnych
membran

- zvySeni produkce reaktivnich metabolitu kysliku
- posileni lipidové peroxidace

- zmenam bunéecného cyklu

(Hofmanova J., Vaculova A., Lojek A., Kozubik A.:

European Journal of
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Nase experimenty




- oxidace PUFAs

- katalyticka retéezova reakce iniciovana a propagovana pomoci volnych
radikalu

- faze (iniciace, propagace a terminace)

- citlivé substraty lipidové peroxidace — mastné kyseliny se 2 a vice
dvojnymi vazbami (vice dvojnych vazeb — vice citlivé k oxidativhimu
poskozeni)

- vysoka akumulace téchto PUFAs cini bunky velmi citlivé k peroxidaci,
oxidativhimu poskozeni

- produkty LP: - primarni (hydroperoxidy) a sekundarni (aldehydy)
-Vysoce cytotoxické, ovliviuji radu procest v burnce
- MDA - malondialdehyd

-Méreni produkce MDA — TBA assay (TBA reaguje s MDA
za vzniku rizového komplexu, kolorimetricky test; vice
MDA, inzenzivnéjSi peroxidace)




Oxidativni stres

Cellular
Respiration

—_— v SOD
xidative —}02-, —> H202 {‘&

Burst
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Environmental
Factors

Protein
Peroxidation Peroxidation
DNA Damage

by G.P.Eckert
www.biozentrum.uni-frankfurt.de/Pharmakologiefindex. html

- 2nd messengers vs. oxidativni
poskozeni — rozlisovat!!!!




Mereni produkce reaktivnich kyslikovych
metabolitu (ROS) — prutokovy cytometr

- dihydrorhodamin-123 (DHR-123)
- dichlorofluorescein diacetat (DCFH-DA)

- hydroethidin (HE)

+ nase experimenty




Oxidative Burst
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- vyznamné ovlivnéni proliferace nadorovych bunék pomoci
mastnych kyselin

- silna zavislost na typu PUFA, jeji koncentraci a dobé pusobeni

- paradox mastnych kyselin (Cornwell, Morisaki, 1988)
- nizké koncentrace — stimulace proliferace

- vysoké koncentrace — inhibice proliferace

- stanoveni pocCtu bunek (prisedlée, plovouci, celkem), viability
- inkorporace 3H thymidinu
- méreni bunécného cyklu (po obarveni DNA — propidium jodidem)

- studium proteint zapojenych v regulaci bunééného cyklu







AA, DHA (10-50 uM — 48h pusobeni — bunécna linie HT-29)

-v uvedenych koncentracich a dobé pusobeni neindukovaly
PUFAs apoptozu u studované bunécné linie

-ale vyznamné zmeény :
- oxidativni metabolismus bunky
- bunécny cyklus
- bunécna adheze

- inkorporace PUFAs do membran

mozneé ovlivnéni apoptotickych signalnich drah
(indukce apoptozy pres tzv. death receptory)




Otazky:

Jsou PUFAs schopné modulovat apoptotické
signalni drahy TNF-a, FasL a TRAILu?

Pokud ano, jake mechanismy se uplatnuji a
na jaké urovni signalni drahy dochazi k
interferenci?

Na otazky odpovi nasledujici experimenty:




AA a DHA
VS.

TNF-a a anti-Fas
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Hodnoceni jaderné morfologie bunéek

Barveni DNA — DAPI, pak hodnoceni — fluorescencni
mikroskop — charakteristicka apoptoticka morfologie
jadra — kondenzace a fragmentace jaderného chromatinu)




Apoptotic cells (DAPI)
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TRAIL + DHA
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Viabilita (eosin)
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Viabilita

Obarveni bunék eosinem

eosin

Test integrity plazmatické membrany

(obarvi se mrtve bunky s porusenou integritou
plazmatické membrany, zivé zustanou beze zmén)




Produkce ROS (DHR-123)
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Kaspazy

- Cysteinové proteazy, specificky stéepi proteinoveé
substraty v miste kyseliny asparagoveé

- Klicova uloha v prenosu apoptotického signalu

- v inaktivni formeé (proenzymy, pro-kaspazy), stepeni —
aktivni kaspaza schopna dale stepit tzv. ,,death substraty“

- struktura:
- Prodoména

- Katalytické podjednotky — velka a mala
(heterotetramer)

-déleni:
- Inicia€ni kaspazy (dlouha prodomeéna) - kaspazy-8, -9

- Efektoroveé (kratka prodoména) — kaspaza-3




-Substraty kaspaz:
- PARP
- Kaspazy
- Proteiny Bcl-2 rodiny — Bid
- actin, fodrin, lamin
- Kinazy (PKC)
- atd.




Inactive Proenzyme _ subunits
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Active Caspase




Proteiny v requlaci apoptozy

Pro-caspase-8

Pro-caspase-3
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Poly(ADP-ribosyl) polymerase (PARP)

® Jaderny protein (113 kDa), opravy DNA

® Béhem apoptozy specificky stépeny na
fragmenty 89 a 24 kDa
— citlivy marker pro detekci apoptozy

® |naktivace PARP blokuje opravu DNA, posileni
fragmentace DNA
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Mitochondrie

centra bunécného dychani, energeticka centra bunky
slozeni:

vhejSi membrana — semipermeabilni (5 kDa) , kanalky (porin)

vhitrni membrana — nepropustna, pouze selektivni transport,
bohaté clenéna (kristy — zvétseni povrchu — syntéza ATP), zde
ukotveny proteiny — soucasti elekron-transportniho retéezce,
transport elektronu a syntéza ATP

intermembranovy prostor (enzymy, proapoptotické proteiny)

matrix — vysoce koncentrovana smés enzymu, DNA,
ribozomy, citratovy cyklus
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© 2003 Thomson - Wadsworth .

MMP normalni bunka vs.
apoptoticka




Uloha mitochondrii v apoptéze

- Zmény v transportu elektronu
- Zmeény energetického metabolismu bunky
- Zmény v produkci ROS

- Zmény mitochondrialniho membranového
potencialu

- Uéast proteint rodiny Bcl-2 (Bid, Bak, Bax...)

-Uvolnéni proapoptotickych proteint




Méreni mitochondrialniho membranového potencialu

Flowcytometr — po obarveni TMRE

Hodnoceni % bunék se snizenym MMP




Mitochondrialni membranovy potencial
(TMRE)
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PUFAs (AA a DHA) mohou vyznamne
posilovat apoptézu bunéek HT-29 indukovanou
TNF-a, FasL a TRAILem
u lidskych nadorovych bunék tlustého streva
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Dusledky a aplikace:

Zasadni vyznam diety v prevenci/rozvoji
nadorového onemocnéni streva,
predevsim obsahu PUFAs v lipidech
prijimanych v potrave

Mozné vyuziti PUFAs v protinadorove
terapii (vyznamna modulace ucinku
nekterych protinadorovych terapeutik)




