
 

 

 

 

 

Lipidové komponenty  
význam pro zachování homeostázy,   

zdraví a regeneraci organismu: 

(Možnosti modulace II) 
 

 

 A. Kozubík 
 

Biofyzikální ústav AVČR, v.v.i., (Oddělení cytokinetiky)  

Ústav experimentální biologie, PřF MU 

(Oddělení fyziologie a imunologie živočichů)  

Brno 
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POTRAVA: Základní podmínka existece, 

(zdroj živin, základ veškerých regulací)  

 

Významné je 

 

Složení (kvalita) 

Množství (kvantita) 

Časové rozložení (frekvence příjmu)  

 

 



IF ? 
 

je nutriční model 
spočívající ve změně 

frekvence příjmu potravy.  
 
 
 
 

Významně moduluje 
metabolismus všech živin  

(zejména však metab.  
energetický a lipidový) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Současně významně 
moduluje růstové  
vlastnosti tkání 

Důsledky modulace 
pomocí potravního 

režimu 

Vysokoglycidová 
dieta! 

 

Krysy: 
 
Střídání 24 h hladovění 

a následné realimentace  

(Pokusy z 50.-60. let 20.stol.) 

 



Upraveno podle: Petrásek R. et al., 
1970 

Glykogen v Játrech 

Důsledek střídání 24 h hladovění 
a následné realimentace 

Dynamika odpovědi 
u krys Glykogen v játrech 



 

 

 

Jestliže 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 Gy Centrálně nervová  

Epitely, zejména střeva 5 – 10 Gy Střevní  

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

 

Hlavní oblasti postižení 

 

Dávka             
 

Forma nemoci z ozáření 

1) (do 10ti Gy) zvládnutí této formy rozhoduje o přežití 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.  



Prof. Milan Pospíšil – oddělení radiosenzitivity BFÚ 

  

Dřívější náhodná pozorování in vivo ukázaly, že:  

zvířata se spontánně vyšší kapacitou lipogeneze 
a aktivovaným energetickým metabolismem  

se vyznačují celkově vyšší radiosenzitivitou !!!!!!!!!! 

 

Otázky:  
Do jaké míry a jakým způsobem může určitá 

metabolická orientace jedince 

- ovlivnit celkovou zdatnost a odolnost vůči pronikavé radiaci ? 

- jak lze tyto vtahy detailněji studovat, metodicky podchytit ? 

  (výsledek: vhodné metodické propojení) 

 

  

cíl: podrobnější vymezení vztahů mezi  

  specifickou metabolickou  orientací a  

           chováním obnovných buněčných populací 

 

 

Další východiska vztahující se k problematice 

(RQ     1)  



Kozubík A., et al.: Gen. Physiol. Biophys. 7, 293-302, 1988 

Vlastní výsledky u myší 

upraveno podle: Petrásek R. et al., 1970 

RQ >1  

neozářené ozářené 

IF x Model r. utlumené hemopoézy: 
Detailnější vymezení vztahů 



Přežívání  

C a IF myší  

po ozáření 
 

(3 kmeny) 

Dynamika vyjadřující 

vliv délky adaptace 

na celkové radiorezistenci 

ke 30. dni po ozáření 
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Kozubík A., Pospíšil M., Netíková J.: Folia biologica (Prague) 36, 291, 1990 

Dílčí shrnutí  
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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 využít tyto znalosti v rámci přípravy  

    lipidových nutričních preparátů, případně cytostatik.  

 

                                                                        

DALŠÍ  MOŽNÉ  OBLASTI  UPLATNĚNÍ  
  



D.G.Cornwell and  N.Morisaki, Free Radicals in Biology. Vol.6, 1984 

 

VLIV KONCENTRACE NENASYCENÝCH MASTNÝCH KYSELIN  

NA PROLIFERACI NÁDOROVÝCH BUNĚK – shrnutí (do r. 1985) 

 

(„FATTY  ACID  PARADOXES“ ) 

Efekty závisí na  koncentraci – další důkazy z oblasti nádorové problematiky: 



 

 

 

 

 

FACS ARIA SORP II 

FACSCalibur 

KONFOKÁLNÍ MIKROSKOP LEICA 



 

 

 

 

 

 

 

MEMBRÁNOVÉ 

SYSTÉMY  

a buněčné  

kompartmenty 

 

 

protientropické 

důsledky 

STRUKTURNÍ ÚLOHA  

FOSFOLIPIDŮ V BUŇKÁCH 

NEODDĚLITELNÁ OD BUNĚČNÝCH FUNKCÍ 

VNMK 



Pietzsch J et al., 

Nature Reviews, 

October 2004 

Zajištění většiny biologických funkcí se neobejde bez unikátních interakcí 

lipidových komponent 1) s dalšími biologicky významnými molekulami.  

Jejich modulace mohou významně měnit intenzitu a také směr sign. transdukce 

1) např. tzv. lipidových raftů – membránových lipidových mikrodomén obohacených o glykosfingolipidy a cholesterol 



Dynamický charakter biologických membrán (model) 
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buněčného růstu  

diferenciace a apoptózy 

lipidové 

rafty  

MOLEKULÁRNÍ MECHANISMY působení ω-3 a ω-6 VNMK 

(mediátory a modulátory buněčné signalizační sítě) 





Přechod adenom x karcinom 

fetální colon  
FHC 
 

adenomy 

  AA/C1 

RG/C2 

adenocarcinomy 

      HT-29 

HCT116 

lymf. 
metastáza 

SW-620 

Buněčné línie 
Inhibiční účinky butyrátu 



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 

Hýžďalová 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 složek diety a endogenních regulátorů  

cytokinetiky epiteliálních buněk kolonu (experimentální přístup) 

? 



C 

N 

FA 

FA-CoA 

FAT/CD36 

AA (50μM)  
Roslinné oleje 

NaBt(3mM) 

Vlákina 

DHA 
Rybí oleje 

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

Mitochondrie 

PPRE 

PPAR 
Jádro 

Proliferace   Diferenciace   Apoptóza 

Plasmatická 

membrána 

Cytoplasma 

Endogenní regulátory 

TRAIL, TNFα,  

anti-Fas 
Receptory  

smrti 

DR4, DR5  

CD95 

Metody využívané  

na různých úrovních  

buněčné oraganizace 

Lipid packing  
flow cytometrie (merocyanin 540) 

Lipidové analýzy 
Phospholipidy (LC-MS) 

Zastoupení MK (GC-MS) 

plasmatická membrána 

cytoplasma 

Lipid droplets flow cytometrie -Nile Red 

mitochondrie 

Transcriptční faktory, genová exprese 

Jádro 

p
a
ra

m
e
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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 složky výživy.  

Důležité je nejen jejich množství a kvalita těchto živin, ale také  

časové rozložení jejich příjmu. 

 

Lipidy jsou nejen významným zdrojem energie, ale 

představují i jedny z hlavních stavebních kamenů buněk.  

 

Kromě strukturní úlohy (jako složky membránových fosfolipidů)  

je neméně podstatná řada jejich funkčních vlastností.  

 

Změny spektra mastných kyselin (MK/VNMK) v membránových  

strukturách mají dopad nejen na fyzikálně-chemické vlastnosti  

(fluiditu, konformaci apod.), ale zejména na interakce receptorů s jejich ligandy.  

 

MK/VNMK tak hrají důležitou úlohu v přenosu signálů a fungují jako  

intra- i intercelulární mediátory a modulátory b. signalizační sítě. 

 

Proto patří mezi významné faktory schopné ovlivnit jak dělení a zánik normálních,  

ale i transformovaných buněčných populací, tak proces maligní transformace. 

Shrnutí a závěry (teoreticko praktické dopady)  



Hlavní mechanismy působení PUFA 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 reaktivních kyslíkových metabolitů (ROS)   vznikajících 

peroxidací lipidů.  

Významným faktorem je množství lipidů v potravě.  

 
Vysoké koncentrace VNMK (anebo přílišná aktivace lipidového/fosfolipidového 

Metabolismu) mohou nepříznivě ovlivnit buněčné funkce.  

 

Tyto negativní účinky VNMK lze účinně inhibovat (např. NSAIDs)  

a tak napomáhat navrátit deregulovaný systém k homeostáze.  





 

 regulace cytokinetiky (proliferace, diferenciace a apoptózy)  

 v kontextu jejich interakcí s  

 vybranými farmaky. 

UPLATNĚNÍ   

látek lipidové povahy v kontextu  
  



Cisplatin  

(cis-diamminedichloroplatinum(II), cis-DDP) 

 one of the most effective and potent anticancer drugs; 

 

 displaying clinical activity against a wide variety of  

epithelial malignancies, such as lung, head-and-neck, 

bladder cancer, and most notably in the treatment of 

testicular and ovarian cancer. 

 

       LIMITATIONS 
 

1) serious unfavorable side effects (adverse 

reactions), including renal and gastrointestinal toxicity, 

peripheral neuropathy, etc; 

 

2)    both inherent (intrinsic) and acquired resistance of 

cells to the drug limit its application. 



Biologické „cíle" cisplatiny 

(adukty s DNA) 

Fuertes, MA et al. 

Intra- 

Inter- mono- 

 

! 

!! ! 

 

Typy DNA         
aduktů 

a frekvence  
jejich výskytu 

(80-90%) 



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) 



Cisplatin (II) [Cl-]ex100mM 

plasma 

cytoplasma 

Proteins ? 

Peptides ? 

 Glutathione  

RNA? 

 Metallothioneins  

Cytoskeletal proteins? 

DNA 

LA-12  

Cisplatin (II) 
LA-12 (IV) 
↓reactivity 

 Hydrophobicity (capacity factor HPLC) 

[Cl-]ex100mM 

plasma 

cytoplasma 

Proteins ? 

Peptides ? 

 Glutathione  

RNA? 

 Metallothioneins  

Cytoskeletal proteins? 

DNA 

LA-12  

Cisplatin (II) [Cl-]ex100mM 

[Cl-]in2-30mM 

plasma 

cytoplasma 

NUCLEUS 

Proteins ? 

Peptides ? 

 Glutathione  

RNA? 

 Metallothioneins  

Cytoskeletal proteins? 

Increased LA-12 uptake 

(19.5× in A2780; 29.3× in A2780cis) 

Decreased reactivity with target biomol.  

DNA 

cisplatin 

LA-12  

Forms special type of a large  DNA-protein aducts  

inreparable by Nuclear Eexcision Repair System  

(FAAS) 



 

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 



Kozubik et al., 2005, Biochem Pharmacol 

Rozdílný vliv cisplatiny a LA-12 na buněčný cyklus  

A2780 (single staining) 

S G2/M 



Kozubik et al., 2005, Biochem Pharmacol 

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

A2780cis 

S 
S 



Závěr: účinky LA-12 a cisplatiny na b. cyklus se liší dynamikou  

a jsou u ovariárních nádorových linií lišících se rezistencí 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)  
 

 



Hladiny proteinů regulujících buněčný cyklus (cyklin A, B1, 

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

Nebyly pozorovány žádné změny 



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 

 



Detekce produktů genů activatelných p53 spojovaných 

se zástavou b. cyklu, „DNA repair“ a apoptózou po 

působení cisplatiny nebo LA-12 

Analýzy potvrzující 

dřívější data u b. 

A2780  

v časnějších int. 

Žádné  změny na 

úrovni hladin  

Mdm2 a Bax 

Zvýšení exprese 

Gadd45a (repair) 

 u buněk A2780 po 

působení cisplatiny 



Tyto naše výsledky, i když plně nevysvětlují působení  

cisplatiny a LA-12, se zařazují mezi ty přístupy, které  

výzkum platinových cytostatik posouvají do nových oblastí.  

 
 

    Platinová cytostatika mohou reagovat s dalšími buněčnými 

strukturami (komponenty) jako jsou např: 

 

     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 lipofilicitě, lze očekávat, že alespoň 

některé příznivé efekty působení LA-12 

by mohly být spojeny s interakcemi této látky se složkami  

buněčných membrán 
 

(nebo 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 zastoupení  DR5 
(rafty) 

HCT 116 



 

 

Naše další předběžné výsledky naznačovaly  
(provedené na umělých lipozomálních strukturách využitím kalorimetrie) 

 
že zatímco ani cisDDP ani LA-12 samy o sobě nemění vlastnosti lipozómů,  

přidání AA významně mění charakter termogramu  

ve smyslu zvýšení membránové fluidity.  

Kombinace AA s cis-DDP anebo s LA-12 naznačily tendence k fázové separaci  
(změny nebo objevení se druhého píku). 

Tyto píky se po kombinaci  AA s cis-DDP vs. AA s LA-12 lišily.  
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Vliv AA  
Po  50M AA pozorujeme snížení píku 

 odpovídajcího předpřechodu  

a zároveň rozšiřování hlavního fázového 

přechodu  - zvýšení fluidity??? 

přičemž  se entalpie přechodu nemění.  
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Vliv DHA 

je zřejmé, že tendence změny 

je podobná jako po AA.  
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Rozdíly CP vs LA-12  
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Conclusions: 
 In two ovarian cancer cell lines, differing in cisplatin sensitivity   

(resistance to cisplatin),  

we observed a different type and dynamics of cell  cycle modulations 

after cisplatin vs. LA-12 treatment. Although cisplatin is a markedly more 

potent activator of p53 and should be more effective in cell death induction, 

LA-12 was a significantly more potent cytostatic and cytotoxic agent; 

 

 This might be related to a different mechanism of DNA repair adducts (it 
has been shown that cisplatin-DNA and LA-12-DNA adducts differ from each other), 

or to different mechanisms of cell cycle regulation, including Gadd45a 

accumulation and activity of CDKIs, such as p21waf1/cip1; 

 

 Our results indicate that also  

other mechanisms of the effects of LA-12,  

which are independent on  DNA damage, may exist  

that are related to changes in phospholipid metabolism  

and cell mebrane chracteristics. 
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 regulace cytokinetiky (proliferace, diferenciace a apoptózy)  

 v kontextu jejich interakcí s  

 vybranými farmaky. 

 
    Jedním z praktických cílů je využít tyto znalosti v rámci přípravy  

    lipidových nutričních preparátů, případně cytostatik.  

 

                                                                        

UPLATNĚNÍ   

látek lipidové povahy v kontextu  
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Podstata možných návrhů projektů – prozatím neuzavřeno 
 

Posílení terapeutických efektů ? 

Využití mechanismů působení pt-cytostatik jiných 

než těch,  které přímo souvisí s poškozením DNA 
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