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ARACHIDONOVÁ

KYSELINA
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DICLOPHENAC
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FLAP

Metabolická přeměna kyseliny arachidonové: 

Některé moţnosti modulace

Zkratky:
ETYA    =  5,8,11,14 -eicosatetraynoic acid  

ESC        =  esculetin                                  

NDGA    =  nordihydroguaiaretic acid

FLAP      = 5-lipoxygenase activating protein  

9-HE       =  9-hydroxyellipticin               

HETEs    =  hydroxyeicosatetraenoic acids       

HPETEs = hydroperoxyeicosatetraenoic acids              

EETs       =  epoxyeicosatrienoic acids                  

SKF525A = proadifen

SKF525A,
9-HE

ETYA

PROSTAGLANDINY

THROMBOXANY

PROSTACYCLINY

12-HETEs

12-HPETEs

LEUKOTRIENY

EETs

HETEs

DIOLS

(15-LIPOXYGENÁZA)



4

Fosfolipidový metabolismus

a působení ionizujícího záření

(škodlivých faktorů

životního prostředí) 

(EIKOSANOIDY) Zánět, karcinogeneze



Jestliţe dojde k celotělovému vystavení ionizujícímu záření, dochází k  rozvoji tzv. RADIAČNÍHO SYNDROMU 

provázeného devastujícími účinky na organismus

(Nevada, USA)Dobový kontext

od 40.- 80. léta 20. stol.

Radiobilogický výzkum

především pro vojenské účely. 

Důsledky:

Utlumení a poškození krvetvorby

(intenzívně proliferujících populací)

imunitních funkcí a celého organismu.  

Vznik nádorů včetně leukémií atd. ,smrt.





Formy nemoci z ozáření (myš) 

viz výše včetně C.N.S.100 GyCentrálně nervová 

Epitely, zejména střeva5 – 10 GyStřevní 

Kmenové buňky K.D.0.1- 6 GyDřeňová  (má smysl 1) 

Hlavní oblasti postiţeníDávka            Forma nemoci z ozáření

1) (do 10ti Gy) zvládnutí této formy rozhoduje o přeţití organismu 

Pozitiva:
1) výsledky uplatnitelné v radioterapii nádorů

2) objev kmenové buňky krvetvorby 

3) radiací utlumená krvetvorba - model pro studium reg. schopností savčího org.

Průběh nemoci závisí zejména na

1) dávce ozáření 

2) na druhu a  celkové „kondici“ organismu.



Reakce



Efekty aplikace NDGA
„v protektivním režimu“

a její dávkově závislé 

účinky na regeneraci ESC

a GM-CFC (v čase).



Efekty dalších 

inhibitorů

Kostní

dřeň

Periferní

krev



Inhibitory
cyklooxygenáz (INDO) stimulují (+)

a lipoxygenáz (ESUL) inhibují (-)

granulopoézu

i 

lymfopoézu



Příklad aplikace inhibitorů 

metabolismu AA v

„terapeutickém reţimu“

NSAIDs lze tedy pouţít jak 

k  prevenci, tak při úpravě  

poškození



Efekty inhibitorů mohou být tedy způsobeny zásahy do biosyntézy eikosanoidů a jejich 

regulačními účinky na krvetvorbu

Radiorezistence

kmenových a 

prekurzorových 

buněk není 

ovlivněna !!!

Dílčí shrnutí:
MOŢNÉ MECHANISMY

(Indomethacin, Esculetin)
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Dosažení dynamické rovnováhy v systému po 

podnětech rozdílné intenzity
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Viz „negativní zpětná vazba“
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CELKOVÉ PRODUKTY

LIPOXYGENÁZ A CYKLOOXYGENÁZ

VORE J.S. et al., J. Immunol. 

: 11, 435 - 442, 1989 

koncentrace (M)

NDGA

Esculetin Indomethacin

Koncentračné závislé 

efekty inhibitorů AA

na celkovou tvorbu 

jejích hlavních 

metabolitů

v buňkách kostní dřeně 

myší



Hlavní dráhy biosyntézy eikosanoidů

(metabolity hlavních os barevně): 

COX (purpurová), 

5-LOX (oranţová),

15-LOX (zelená),

12-LOX (ţlutá), 

CYP epoxygenase (červená),

CYP ω-hydroxylase (světle modrá), 

and nonenzymatic oxidation (šedá)

J Lipid Res. 2009 June; 50(6): 1015–1038. 

.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2681385/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2681385/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2681385/


Genomické a lipidomické studie: 

změny v biosyntéze eikosanoidů

u makrofágů RAW264.7 

(jako reakce na Kdo2-Lipid A stimulaci)

Vyšší intenzita červené

ukazuje zvýšené hladiny, 

Vyšší intenzita zelené

ukazuje sníţené hladiny, 

Šedá – nezměněné hladiny

J Lipid Res. 2009 June; 50(6): 1015–1038. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2681385/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2681385/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2681385/


Smith W.L.: 2008



Negativní účinek PGE2 na proliferaci k. buněk

Fáze buněčného 

cyklu

e.g. G protein, 

kinase

PGE2„Phorbol esters“ CSF-1 GM - CSF

IL- 3

cAMP

PKC

PKC

CSF-1R 

(c- fms)

GM - CSF R

IL- 3R

tyr-P

EFFEKTOR

ODPOVĚĎ

PKA

DNA syntéza

G0 G1 S

?

-

adenylyl

cyclase

+

-

+ Indomethacin



Trends Biochem Sci. 2010 Apr 

27. [Epub ahead of print]

Mitochondrial reactive oxygen 

species regulate cellular 

signaling and dictate biological 

outcomes.

Hamanaka RB, Chandel NS

Stres mediátory, AA, Eikosanoidy aj.

NDGA: duální inhibitor

mediátorů PGs, LTs 
(po ozáření produkovaných 

ve velkých množstvích)

Obdobně samotná AA:
Zdroj lipidových peroxidů,

ROS….  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hamanaka%20RB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chandel%20NS%22%5BAuthor%5D
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Kontrola

Dicloph 0.15 mg  p<0,01

Dicloph 0.5 mg  p<0,05

Ibuprof 0.5 mg

Ibuprof 0.15 mg  p<0,01

Flurbiprof 0.5 mg

Flurbiprof 0.15 mg  p<0,05

Příklad působení

NSAIDs u myší

s nádorem (G:5:113)

po terapii inhibitory COX

Hoferová et al.:

POTENCIÁL VYUŢITÍ 
inhibitorů metabolismu AA

V nádorové problematice in vivo

PŘEŢÍVÁNÍ MYŠÍ



Příklad vyuţití inhibitorů biosyntézy eikosanoidů in vitro

Posílení přirozených regulátorů 

diferenciace a apoptózy (TGF)

pomocí různých inhibitorů 

přeměny AA nádorových 

Leukemických buněk

„Diferenciační 

Terapie“



Intaktní buňky

„předkultivace“DMSO „předkultivace“DMSO

„předkultivace“

RA

TGF/ MK5

TGF/MK5

TGF/ MK1

TGF/ MK5

TGF/ esculetin

„Diferenciační“ účinky měřené pomocí chemiluminiscence (%)





Poznání mechanismů působení látek lipidové povahy, 

zejména VNMK a jejich derivátů,
v mezi- a vnitrobuněčných komunikacích podílejících se 

v regulaci cytokinetiky (proliferace, diferenciace a apoptózy) 

v kontextu jejich interakcí s 

- fyziologickými regulátory růstu, 

- environmentálními polutanty 

- vybranými farmaky.

Jedním z praktických cílů je vyuţít tyto znalosti v rámci přípravy

lipidových nutričních preparátů, případně cytostatik.

NĚKTERÉ  HLAVNÍ CÍLE SOUČASNÉHO VÝZKUMU 

Poznání mechanismů působení látek lipidové povahy, 

zejména VNMK a jejich derivátů,
v mezi- a vnitrobuněčných komunikacích podílejících se 

v regulaci cytokinetiky (proliferace, diferenciace a apoptózy)

v kontextu jejich interakcí s 

- fyziologickými regulátory růstu, 

- environmentálními polutanty 

- vybranými farmaky.

Jedním z praktických cílů je vyuţít tyto znalosti v rámci přípravy

lipidových nutričních preparátů, případně cytostatik.

NĚKTERÉ  HLAVNÍ CÍLE SOUČASNÉHO VÝZKUMU 



PREVENCE TERAPIE

Epidemiologické studie – snížená 

incidence nádorů (kolonu) v 

populacích konzumujících velké 

množství ω-3 VNMK z mořské 

stravy

Experimentální studie

● ω-3 VNMK inhibují karcinogeny-

indukovanou karcinogenezi

● redukují růst transplantovaných

nádorů u laboratorních zvířat

● snižují proliferaci a indukují 

apoptózu u nádorových buněk 

kolonu in vitro.

Klinické studie – EPA a DHA

inhibují proliferaci epiteliálních 

buněk kolonu u pacientů s adenomy

a vysokým rizikem nádorového 

onemocnění

Při chirurgických zákrocích

předoperační perorální nebo 

pooperační enterální či parenterální 

dieta s ω-3 VNMK zlepšuje 

postoperační zánětlivou a imunitní 

odpověď a snižuje infekci. 

Dieta s ω-3 VNMK zlepšuje

nádorovou kachexii a kvalitu ţivota

Kombinace se standartní terapií

(chemoterapie, záření)

● dieta s ω-3 VNMK netoxický způsob 

zvýšení účinků terapie

● samotné použití ω-3 VNMK

užitečný přístup, jestliže je vyloučena

toxická standardní terapie.

VYUŽITÍ ω-3 PUFA



Rakovina tlustého střeva

 druhým nejčastějším nádorem u muţů hned po nádoru plic a u ţen po 

nádoru prsu

 ČR – vysoká incidence, přední ve statistikách, alarmující růst

rozvoj nádorů kolonu - vlivy genetické

- vlivy zevního prostředí (genotoxická činidla

a negenotoxické promotory)

nerovnováha

proliferace
diferenciace

apoptóza

porušení homeostázy tkáně

karcinom 

(kolorektální)

http://cellbio.utmb.edu/microanatomy/digestive/Intestine.htm

(ω-6 VNMK)



► produkován anaerobní mikrobiální fermentací vlákniny ve 

střevě

► zdroj energie pro normální kolonocyty

► významný pro udržení homeostázy ve střevní tkáni regulací 

exprese genů spojených s řízením proliferace, diferenciace a 

apoptózy (microarray analýza průkaz – změn 

exprese 19 400 genů), exportní protein MCT1

► butyrát sodný (NaBt) snižuje proliferaci a indukuje diferenciaci a 

apoptózu neoplastických kolonocytů in vitro a in vivo

mastné kyseliny s krátkým řetězcem – BUTYRÁT

Prevence NÁDORŮ TLUSTÉHO STŘEVA

Proti nepříznivým účinkům některých VNMK (ω-6) 

mohou působit



Přechod adenom

karcinom

fetální colon

FHC

adenomy

AA/C1

RG/C2

adenocarcinomy

HT-29

HCT116

lymf.
metastáza

SW-620

Buněčné línie Účinky butyrátu

Námi vyuţívané buněčné modely



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

?

DIETARY PUFAs

(n-3, n-6)

DIETARY

FIBRE

EICOSANOIDS BUTYRATE

?

?

?

?

Kovaříková M. et al. Eur J Cancer 2000

Kovaříková M. et al. Differentiation 2004

Hýţďalová M. et al. Cytokine 2008

Hofmanová J. et a. Eur J Nutr 2005 

Hofmanová J. et al. Cancer Letters 2005

Vaculová A. et al. Cancer Letters 2005

Hofmanová J. et al. Mol Nutr Food Res 2009

Předpokládané interakce tukových sloţek diety a endogenních 

regulátorů cytokinetiky epiteliálních buněk kolonu  (exp. přístup)

?
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FA-CoA

FAT/CD36

AA (50μM)
Roslinné oleje

NaBt (3mM)

Vlákina

DHA
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Mitochondrie

PPRE

PPAR
Jádro
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Plasmatická

membrána

Cytoplasma

Endogenní regulátory

TRAIL, TNFα, 

anti-Fas
Receptory 

smrti

DR4, DR5 

CD95

ROS – flow cytometrie (DHR-123)
MMP – flow cytometrie (TMRE)
Bcl-2 rodina (Western blotting)

Metody vyuţívané

na různých úrovních 

buněčné oraganizace

Lipid packing
flow cytometrie (merocyanin 540)

Lipidové analýzy
Phospholipidy (LC-MS-MS)

Zastoupení MK (GC-MS)

plasmatická membrána

cytoplasma

Lipid droplets flow cytometrie -Nile Red

mitochondrie

Transcriptční faktory, genová exprese

Jádro
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FACS ARIA SORP II

FACSCalibur

KONFOKÁLNÍ MIKROSKOP LEICA

Laboratoř buněčné biofyziky



PUFAs (AA, DHA) zvyšují citlivost nádorových buněk kolonu 

k apoptóze indukované butyrátem nebo cytokiny rodiny TNF 



Lipidy patří spolu s proteiny a sacharidy mezi hlavní sloţky výţivy.

Jsou nejen významným zdrojem energie, ale kromě DNA, bílkovin a cukrů

představují i jedny z hlavních stavebních kamenů buněk.

Významné je nejen jejich mnoţství a kvalita v potravě,

ale i frekvence příjmu.

Kromě strukturní úlohy (jako sloţky membránových fosfolipidů)

je neméně podstatná řada jejich funkčních vlastností.

Změny spektra mastných kyselin (MK) v membránových

strukturách mají dopad na membránovou fluiditu a další

fyzikálně-chemické vlastnosti a tím zejména na interakce receptorů

s jejich ligandy a další membránou zprostředkované buněčné funkce.

MK/VNMK tak hrají důleţitou úlohu v přenosu signálů z extracel. prostoru

a fungují jako intra- i intercelulární mediátory a modulátory buněčné

signalizační sítě.

Závěry



Hlavní mechanismy působení PUFAs

v buněčných signalizacích

1)  přímé ovlivnění aktivity transkripčních faktorů

regulujících expresi genů významných z hlediska 

cytokinetiky

2) produkce eikosanoidů působících na přenos signálů

růstových faktorů, cytokinů a imunitní systém

3) produkce ROS vznikajících peroxidací lipidů. 



Modulace cytokinetiky látkami tukové povahy

Lipidy a zejména jejich složky VNMK včetně jejich metabolitů

eikosanoidů, patří mezi významné faktory schopné ovlivnit jak

dělení a zánik jak normálních, tak rovněž transformovaných

buněk

Tyto procesy lze příznivě modulovat, např. pomocí lipidových

výživ anebo inhibicí produkce eikosanoidů pomocí NSAIDs

Vše, co chcete vědět o lipidech http://www.cyberlipid.org/



Biologické „cíle" cisplatiny

(adukty s DNA)

Fuertes, MA et al.

Intra-

Inter- mono-

!

!! !

Typy DNA         
aduktů

a frekvence 
jejich výskytu

(80-90%)



Molekulární podstata

cytotoxického

působení cisplatiny

iniciované adukty DNA

B. smrt závisí na 

relativní intenzitě

Signálů

LA-12 ?



U buněk 

rezistentních

k cisplatině je f-ce 

p53 (dráhy vedoucí k 

apoptóze)narušena.

Přispívají k tomu

změny v regulaci 

proteinů r. Bcl, 

Fas,

Survivinu, 

Glutathionu



Kozubik et al., 2005, Biochem Pharmacol

„Dose-response“ křivky (MTT test)

Nejcitlivější k cis-DDP z panelu senzitivních ovariálních buněk 

(H134, IGROV-1, OVCAR-3),s najnižším % apoptózy (6-14%) 

(Kolfschoten, G.M. et al., Gyn. Oncol., 2002)

Získaná rezistence udržovaná přídavkem cisplatiny

do kultivačního média (výsl. konc. 1 uM, každá 2. pasáž)

6x 18x

Faktor rezistence (18:6) = 3

Řada nádorů

k cis-DDP

Rezistentní

Horvát, 

Šindlerová



Adamantylaminové Pt(II) a Pt(IV) 

komplexy

Dvojmocné Pt(II)

(reaktivní s DNA)
čtyřmocné Pt(IV)

(s DNA nereaktivní)

Syntetizované F. Žákem a spol.,

PLIVA – Lachema

Zak et al., 2004, J Med Chem, 

LA-9 LA-12

JM-216 1. z řady 

v klinickém zkoušení

Výhoda: lipofilní

redukce

Cisplatina (II)

příklad 

praktického využití:

látky lipofilní povahy

Opakovaně prokazovaná

vysoká účinnost LA-12

in vitro i in vivo 

!!!!! 1. fáze klin. 

hodnocení



Kozubik et al., 2005, Biochem Pharmacol

Rozdílný vliv cisplatiny a LA-12 na buněčný cyklus 

„citlivé“ A2780 (single staining)

SG2/M

Souvisí změny 

v proliferaci

se změnami

v regulaci b.c.?



Kozubik et al., 2005, Biochem Pharmacol

Rozdílný vliv cis-DDP a LA-12 na buněčný cyklus 

A2780cis

SS



Účinky LA-12 a cisplatiny na b. cyklus 

jsou u ovariárních nádorových linií rozdílné.

Detekovány hladiny proteinů: 

- Cyklin A, B1, cdk2 ( + regulace b. cyklu);

- p21, Gadd45a („p53 target genes“  - regulace b. cyklu);

- Bax (apoptóza);

- Gadd 45a („DNA repair“); 

- Mdm2 (regulace stability p53)
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Hladiny proteinů regulujících buněčný cyklus (cyklin A, B1,

cdk2) u buněk A2780 a A2780cis po působení LA-12 a cisplatiny

Nebyly pozorovány ţádné změny vč. Bax (apoptóza);

Gadd 45a („DNA repair“); 

Mdm2 (regulace stability p53)



Kozubik et al., Biochem Pharmacol., 2005

Exprese PARP a p53 (Western b.) u A2780 a A2780cis

Equitoxické koncentrace

cis-DDP indukují vyšší

expresi proteinu p53

(teoreticky vyšší 

poškození DNA, než po 

apl. LA-12 a tudíž by 

cis-DDP měla působit 

efektivněji),

Nebylo tomu tak, tzn. že 

by musí existovat jiné.

např. s poškozením DNA

nesouvisející mechanismy

působení LA-12 !!!!!!

p53

p53

A2780 A2780cis



Tyto výsledky se zařazují mezi ty přístupy, i když plně nevysvětlují 

působení cisplatiny a LA-12, které výzkum platinových cytostatik 

posouvají do nových oblastí. 

Studie z poslední doby ukazují, že cisplatina inhibuje růst nádorových 

buněk v koncentracích, které jsou významně nižší, než konc. potřebné 

pro inhibici syntézy DNA. 

To naznačuje, ţe mohou existovat i jiné mechanismy působení neţ 

ty, které jsou primárně zaloţeny na poškození DNA

Platinová cytostatika mohou reagovat s dalšími buněčnými 

strukturami (komponenty) jako jsou:

 RNA, 

 proteiny, 

 cytoskeletální filamenta, 

 thioly- obsahující molekuly

 membranové fosfolipidy.

Odvozené mechanismy mohou být významnou součástí signálních 

kaskád regulujících dělení a smrt buněk



Předpoklad:

Vzhledem ke své lipopfilicitě, lze očekávat, ţe alespoň 

některé příznivé efekty působení LA-12

by mohly být (alespoň částečně), 

spojeny s interakcemi této látky se sloţkami b. membrán.

(anebo by mohly být modulovány 

ovlivněním membranového složení)



LA-12 indukuje  „upregulaci“proteinů DR5, mRNA a zvyšuje 

zastoupení DR5 v lipidových raftech

DR5 

mRNA

Zastoupení DR5 a DR4 v membránách

Celkové hladiny  DR5

Lokalizace DR5 v lipidových raftech

Celkové hladiny  DR5 
(rafty)

HCT 116
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cyklus a 

proliferace

apoptóza

?

změny fluidity 

membrán

ovlivnění 

metabolismu 

PUFAs

poškození 

cytoskeletu, 

oxidativní 

stres…

PUFAs

cisplatina

cytostatika 

nové 

generace 

(LA-12)

EXPERIMENTÁLNÍ
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Lipidové

výživy

vhodného

složení

Posílení terapeutických efektů ?

Vyuţití mechanismů působení pt-cytostatik jiných 

neţ těch,  které přímo souvisí s poškozením DNA


