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POJEM ,,HOMEOSTAZA:

Homeostaza: automatické udrzovani hodnoty
nejakeé veliCiny na pfriblizne stejne urovni.

V biologii se jedna o schopnost Zivych organismu
udrzovat stabilni vnitrni prostredi v podminkach
meniciho se vnejSiho prostredi.

Vysledkem je relativni stalost vnitrniho prostredi,
jako nezbytné podminky existence a fungovani zivych
systému.




PoruSeni homeostazy a vznik patologickych stavu

ONKOGENEZE

faze:

INICIACNI PODPURNA
(INITIATION) (PROMOTION)

~cell signalling"

(cytokiny vs. POPULACE
eikosanoidy) TRANSFORMOVANYCH
BUNEK

POPULACE NORMALNICH

(NETRANSFORMOVANYCH)
BUNEK

PROGRESIVNI
klinicka data, FAZE
matematické analyzy, (PROGRESSION)
experimentalni ovéreni

ONKOTERAPIE



Typy bunecnych
populaci

a bunecné modely




Déeleni bunecnych populaci podle intenzity obnovy

Tabulka 1
Déleni bunécnych populaci podle intenzity obnovy u dospélé mysi

1. Statické populace bez znamek obnovy béhem Zivota:
neurony vsech typi
srde¢ni svalové bunky
odontoblasty
Sertoliho bunky

2. Velmipomalu se obnovujici bunééné populace:
Béhem zivota se obnovi jen ¢ast populace:
hladké svalové bunky
gliové bunky
osteocyty
buinky ledvinnych tubuld
bunky dfené nadledvinek
hlavni buinky zaludeéni sliznice
intersticialni bunky Leydigovy
bunky hnédé tukové tkané

3. Rychle se obnovujici bunééné populace:
A . Ne pfili§ rychle se obnovujici populace. Populace, kterd se béhem Zivota zcela obnovi, ale
za dobu delSinez 30 dni:

hepatocyty a litordlni butiky
epitelova vystelka dychaciho traktu
buinky slinnych zlaz
bunky pankreatu
bunky v kutfe nadledvinek
parietalni bunky zaludeéni sliznice
pojivové bunky v kuzi

B. Velmirychle se obnovujici bunééné populace. VSechny se obnovi za dobu krat$i nez 30 dni:
stfevni epitel
krvetvorné butiky, prekursory krevnich bunék
epidermis
kornea
epitelova vystelka ustni dutiny a esofagu
povrchovy epitel zaludeéni sliznice
seminiferni epitelova tkan

C. Bunky nadorové




Typy bunecnych populaci

TYPY PROLIFERUJIICI
expanduijici, populace coby zdroj Tranzitni populace, ve
neopoustéji populaci, bunék pro jiné populace které se buriky pomnozi
mnozi se . ;
c. konstantni . konstantni
, BLASTY
TYPY NEPROLIFERUJICI
metamyelocyty
YTY k. d.
0ocC erytrocyty
granulocyty
stacionarni stale ubyva typ préchozi (tranzitni)
c. konstantni c. konstantni

podle Gilberta a Lajthy (1965)



BIOLOGICKE MODELY zvolené pro dalsi vyklad

Bunky tzv. intenzivnée proliferujicich populaci
(zef/ména bunky krvetvorne),
anebo

bunky nadorove
(leukemické, strevnich epitell, prostaty, etc.)

v celém organismu (in vivo) a in vVitro:



Vyuziti radiaci utlumene krvetvorby

Jako modelu

pro studium regenerace krvetvornych funkci

Princip,

volba davky,

volba druhu laboratorniho zvirete (mys)
Metoda CFU-S




Néktera OBECNEJSI VYCHODISKA,

DULEZITA PRO POSTIZENiI CHOVANiI A SMEROVANiI BUNECNYCH POPULACI,
MOHOU BYT TATO:

Zachovani rovnovahy mezi produkci bunék (intenzitou proliferace) a jejich ubytkem (napf. smrti
apoptdzou) je podminkou pro zachovani homeostazy na tkanové urovni.

Proto zmény v intenzité proliferace, diferenciace a apoptézy po pusobeni jakychkoli podnéta,
jez mohou tyto procesy ovlivnit, Ize chapat jako integralni ukazatele poruseni této homeostazy.
Vhodny zpusob detekce téch zmén, které vedou k trvalej§imu poruseni rovnovahy mezi
produkci a ubytkem bunék muUzZe celkové odrazet nejen poruchy, které jsou zakladem tzv.
proliferativnich chorob (nadorovych onemocnéni), ale byt i ukazatelem procesu vedoucich k
obnové porusené rovnovahy.

Parametry, jimiz Ize postihnout tyto tendence, by proto mély byt predmétem zajmu nejen
teoreticky orientovanych pracovniku, ale i laboratofi zabyvajicich se ucinky Skodlivych latek
vnéjSiho prostredi, Slechtitelskych a zejména klinicky orientovanych laboratofi.

Vysokou vypovidaci hodnotu mohou mit tzv. ,integralni ukazatele® odpovédi systému jako
jsou napf. hmotnost organul, pocet bunék apod. a jejich zmény v Cas. Podavaji prvotnimi
informaci o stavu systému, jeho sméfovani, a naznacuji, jakym smérem orientovat dalsi,
detailnéjsi, vyzkum.




Jednoduché, snadno méritelné
.integralni ukazatele”

treatment: ovliviovany systém parametry cytokinetiky:

cytostatika,

"bIaCk box“ _

ozaFOVé ni, amn \

regulacni
g ﬁ

podnéty, atd.

R

VSTUPY modelové systémy in Vitl:O, bunky lisSici se WSTU PY

rtistovou ,strategii", pacient
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Model radiaci utlumene krvetvorby

Dobovy kontext

od 40.- 80. léta 20. stol.

Radiobilogicky vyzkum
pfedevsim pro vojenske ucely.

Dusledky: < FPoruéeni rovnovah na Urovni

Utlumeni a poSkozeni krvetvorby & bunék, tkani, organismu
(intenzivné proliferujicich populaci)

imunitnich funkci a celého organismu.
Vznik nadoru véetné leukémii atd. ,smrt.

D T

(Nevada, USA)

Jestlize dojde k celotélovému vystaveni ionizujicimu zareni, dochazi k rozvoji tzv.

RADIACNIHO SYNDROMU provazeného devastujicimi Géinky na organismus
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e

Formy nemoci z ozareni (mys)

77 Priibéh nemoci zavisi zejména

1) na davce ozareni
2) na druhu a celkové ,kondici“ organismu.

Forma nemoci z ozafeni | Davka Hlavni oblasti postizeni
Drefiova (ma smysl ') Kmenové buriky K.D.
Strevni 5-10 Gy | Epitely, zejména stfeva
Centralné nervova 100 Gy Viz. vySe vCetné C.N.S.

1) zvladnuti této formy (u mysi do 6-10ti Gy) rozhoduje o preziti organismu

Pozitiva:

1) vysledky uplatnitelné v radioterapii nadoru

2) objev kmenové bunky krvetvorby

3) radiaci utlumena krvetvorba — model pro studium regeneracnich

schopnosti krvetvorby a celého savCiho organismu viz nize:

Po ozafeni (cca 8 Gy) dojde k vyhlazeni krvetvornych bunék. Po transplantaci
syngennich kmenovych bunék kostni dfené ze zdravych jedincu ozafenym zvifatim lze
sledovat upravné procesy po rozlicnych typech ovlivnéni a studovat, ktere faktory .,
rozhoduji o vysledném efektu.




Cil: oObnoveni dynamické rovnovahy
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———m T

(relativni stalost vnitfniho prostfedi)

Rovhovaha

Vysledek plisobeni mnohocetnych zpétnych vazeb
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Zachovani rovnovahy je vysledkem pusobeni protichidnych tendenci

FAKTORY SPECIFICKE

| —

FAKTORY NESPECIFICKE

e

membrana

cytosol
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REGULACE ,NORMALNIHO" RUSTU

INHIBICE Startovaci stimulatorova sila

(odpovéd’ vsée nebo nic)
kumulace katabolitti

vycerpani Zivin
transmem.pot. E,, -70 az -90 mV
limitni konc. Na*/K*, Ca2*, Mg2+
snizeni cGMP~10-2-10"12 mol.I?
intracel.
-5 mol.I-! extr.

spec. intracel. stim. proteiny
spec. rlstové faktory Mono-
rtistové proteiny, kondic.média
poietiny, CSF l
lektiny (A, conc. A)
somatomediny Oligo-

' nékteré prostaglandin
katecholaminy, adrenalin e FGFpNGF %’ISA atz. l
nékteré mitosta ’ ’ 7

- - L nékteré hormony - mitogenni
nektere @rostaglandi erotonin Poly-
inh. myeloidni leukemie n_noradrenalin
inh. epid. karcinomu, ascitu anabolické steroid l
inh. lymfomu, melanomu zvySeni cGMP 10-3-10°mol.I! extr.
epidermalni, mtgstmalm inh. snizeni cAMP pod 10-8 mol.Ii.c.
FGRF, MCIF |nh.-Atd. dOdéni Ca2+ nad 1,8 mV
BSC-1, BHK-1 inh transmem. pot. E,, -10 az -70 mV
spec. mhlbltory-chalony proteazy, trypsinizace
spec. endogenni inhibitory dodani Zivin
odstranéni katabolitti

Nesspecifické
faktory

Startovaci inhibitorova sila

(odpovéd’ vée nebo nic) STIMULACE

hematické znazornéni stimulace a inhibice ristu specifickymi a nespecifickymi faktory. Pfevaha pozitivniho nebo Regulace a inhibice

ivniho signalu rozhoduje o vysledné stimulaci nebo inhibicili zavisi na metaboluické a riistové aktivité bunék, typu ristu normalnich a
a dalsich podminkach - viz text. Specifické ristové ucinky vnéjsiho prostiedi bunék zahajuji specifické réstové faktory 2d “ch bunék

ické stimulatory) a specifické endogenni inhibitory (chalony). CSF-kolonie stimulujici faktor, EGF-epidermalni réistovy nadorovych bunek,
FGF-fibroblastovy riistovy faktor, NGF-nervovy riistovy faktor, MSA-multiplikaci sti-mulujici aktivita, Fremuth F., SPN,
klicky 3°5 -guanosinmonofosfat, BSC-1, BHK-1, MCIF, FGRF-specifické inhibitory danych bunécnych linii. Praha, 1986
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Cil: Dosazeni dynamické rovnovah

optimum
funkce
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Urover buné&énych populaci

zvysené riziko vzniku
nadorovych onemocneéni

V POPULACI

EK

W

optimalni
rozsah
regulace

POCET BUN
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Dynamicke zmeny

na urovni bunéénych populaci

Parametry cytokinetiky

O%l | ?

cas (t) fi;

pojem ,,CYTOKINETIKA*
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K ¢cemu jsou tkanove specificke
kmenové bunky obecne?

1) K zajisteni homeostazy
2) K zajisténi procesu hojeni a regenerace

To je zprostredkovano radou regulatoru
rozdilné specificity pusobicich
v ramci systému zpéetnych vazeb
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Polyklonalni charakter kmenovych bunek krvetvorby

Prirovnani kmenové bunky ke stromu

B— kmenova burika v embryonalni dobé
E— kmenova burka v dospélosti

22




: Pluripotentni, prekurzorové a diferencovane k. bunky

’% - Pluripotentni bunka jiZ neschopna vytvorit slezinnou kolonii !
W
>g - BFU-E erytroblasty
gt - CFU-E myelocyty
£ - CFU-C megakaryocyty
) - CFU-eozinofill
g 100% - CFU-Meg
- CFU-makrofagi?

E - CFU-BL3 —. e
=) - CFU-TL3 5 -
2] v = ':
w  50% B S
: T £
E CFU-S 5

- =
o —>
o 0% - — :
: — ‘« >
s Pluripotentni Morfologicky rozpoznatelné bunky
% bunky

B

PROLIFERUJICI BUNKY NEPROLIFERUJICI
BUNKY

"
-

Schéma kvantitativniho zastoupeni rznych prekurzort

krevnich bunék v krvetvorné tkani (%) .

1 Podle Gregorové a Henkelmana (1977)

2 Podle MacVittieho a Provaznika (1978)

3 Nejsou odvozeny od CFU-S 23




Casné pusobici ristové faktory, které maximalizuji

schopnost obrany postizeného organismu
f@

GM-CSF
-3
&
S
CFU-
GEMM L3
au-csr cu CSF lcu -CSF
/ —~ w\
CFl.I-H.g CFU-GM CFU-Bas
GM-CSF GM-CSF GM-CSF  GM-CSF GM-CSF
IL-3 IL-3 IL-3 -3 IL-31

GM-CSF GM-CSF GM-CSF GM-CSF
ERe l.ILa‘i le-cs:= M-CSF IL5 3/t

EPO \ o lﬂ'}‘ég?’ LG'*'W IL4!IL4
b S @
. v - 4
Erythrocyte Platelets Polymorpho- Monocyte
nucleated GM-CSF
Neutrophil M-CSF ‘u.-snu

--wﬁ Mast Cou 24
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Zpetne vazby

Situace, kdy vystup néjakeho systému ovliviiuje
zpetne jeho vstup.

Negativni a pozitivni vazby pusobi ¢asto v
systemech soucasne.
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Pozitivni zpétna
vazba

Pokud zvySeni hodnoty, pfivadéené z vystupu na vstup,
zpusobi dal§i zvySeni hodnoty na vystupu. Zesilen muze byt
jak stimulacne, tak inhibiéné pusobici signal.

26



Ovulace (Klasicky pFiklad pozitivni zp&tné vazby)

hypothalamus

GNRH hypofyza

®

vysoka
hladina
H estrogenu

rostouci folikul

zraly folikul

£
(o) = (o) = (o) — @ —»@@-—-

Luteinizaéni hormonhw:QI:m;
gonadotropt adenol V

stimuluje produkci estrogent v ovariich.

Ty opét stimuluji produkci LH,
nez je dosazeno kritické koncentrace,
ktera sméfuje

k prasknuti folikulu a uvolnéni oocytu
(kvalitativni zména systému).

y

@ Zluté télisko

http://fblt.cz/skripta/xi-regulacni-mechanismy-1-endokrinni-regulace/2-obecne-principy-endokrinni-regulace/
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Hematopoéza

Klicovy vyznam cytokind,
rastovych faktord (+) a inhibitord (-),rdstu”
v regulaci hematopoéezy (cytokinetiky)
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Pusobeni ristovych a diferenciacnich faktoru

T.M.Dexter and M.Moore

STEM PROGENITOR CELL MATURE (,END")
CELL COMPARTMENT COMPARTMENT CELL COMPARTMENT

Pre-Tcells

> T-cells

» Eosinophils

Pluripotent
Self-renewing

Neutrophils
Stem Cells

Macrophages

A 4

Megakaryocytes/
Platelets

Y

v

Basophils/Mast cells

v

pre-B cells B-cells

SELF-RENEWAL CAPACITY
DIFFERENTIATION AND DEVELOPMENT

Priklad zesileni signalu vedouciho ke zralym erytrocytim (RBC)
29




Signalizace indukovana zpétnovazebnymi signaly
__ (reakce na nedostatek kysliku, malo Cervenych krvinek)

Regulace sméfuje k optimu,

konstantnimu poctu bunék v krvi CFU-E

(zapojeni negativni zpétné vazby BFU-E

na urovni organismu)
Progenitorové

+[} erytroidni

N AWAWAW iy

funkce \/ \/ \/ tas
Zvysena

proliferace
- za erytro-
poetického EP
stresu
Na obrazku je znazornéna
zvy$ena proliferace pfi erytropoetic- ———* ' stimulace
kém stresu, ktera mizZe vést k znacné .
expanzi kompartmentu progenitoro- |
vych erytroidnich kmenovych bunék. !
Citlivost k erytropoetinu (EP) se ob- .
jevuje az v pozdéjSich stadiich. Y
Citlivost na
S vyuzitim dat podle Schofielda a Lajthy (1977). erytropoetin
Aktivace erytropoézy | R odpoved pfi
(zahrnuje i pozitivni zpé&tnovazebnou slozku) nadbytku

kysliku 30




Model humoralniho fFizeni hematopoézy

@ R-IL3 CFU-E
X y NG
)~ - - — s
] Zraly
IPo(mv«:(nova /! 4 4 b e:;trocyt
unka F—"citlivé naV erytropoetin I
®
N
1 z: a
—> —> > —
4
— Vosr |

. citlivé na IL, I

Nejnezralejsi buniky obsahuji receptory citlivé k faktordm nezavislym na diferenciaci (@)
jednotlivych fad, jako je IL; Pfi maturaci se postupné tyto receptory ztraceji

a objevuji se specifické receptory pro humoralni faktory jednotlivych fad [pro erytropoetin (v )
apro CSE (v ) ]. Podle Iscova (1978)
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Cytokiny/interleukiny ve stievnich onemocnénich a zanétu
(pfiklad sitového spoluptisobeni):

Patologické procesy

o [FNy
e |L-17A _ | » Homeostasis
o |L-17F ~ | » Inflammation
o|[-22

v
* [FNy
> o |L-6 > I Crohn's disease I
* TNF
Tyl cell
. IL-5
9 [eLe ' i
\ 20 ) D> o123 = T e 16 R arative colfil]
20 T ESE  |eTNF *IL-13
Macrophage T,2 cell 2INE
* IL-17A » Homeostasis
Antimicrobial ”‘L. * IL-17F |, S lcerative colitis
peptides, such *IL-21 » Crohn's disease
as defensins T, 17 cell AL
Retinoic acid,
TGFp — ?_bFOXPB : %G}-'o —*I Resolution
Paneth cell p
Theg cell

CD103' DC

| Immunology
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Cytokiny jsou polyfunkcni — priklad zesileni signalu @

granulocyt

zraly

@—
@-
O

myeloblast
GM \l/ J granulocyt
progenitor
superoxid
e
fagocytéza

(d) stimulace

© @ @ funkéni aktivity
zraly O
granulocyt  zraly makrofag

®-0-©

(c) iniciace maturace
zraly

granulocyt

(a)

Plsobeni na granulopoézu (produkce granulocytl je zavislé na stimulaci
odvislé od dostupnosti a koncentrace specifickych regulatorti v prostéedi).




Autorequlace uvniti systému granulocytu - makrofagu

CFU-C
(GM - CFC)

CFU C CFU C CFU C

@*/\%@ 6 7\\@ e
OO QO GO

A B C
rizné koncentrace zpétnovazebna —_—> produkce
CSF stimulace a inhibice = —=>» inhibitoru tvorby
PGE CSF

G - granulocyty M - makrofagy




Specificke regulatory ,cytokinetiky”

- spolupusobi v regulaénich sitich

- v konkrétnim prostoru (kompartmentu) a ¢ase.
- Vysledny celkovy efekt je zavisly na jejich
dostupnosti a koncentraci.

- Charakteristicka pro ne je vysoka ucinnost
(pusobi uz ve velmi malych koncentracich).
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,,AtraktOrOVé konce pce“ pro popis bunéénych stavii a rozdilné urovné variability

1 atraktor (mala mikroheterogenita)

Stem cell biology meets B
systems biology

Ingo Roeder'* and Freddy Radtke? Deveicpment 136, 35253530 (2009)

Modelové priblizeni

chovani slozitych systému 2 atraktory (makroheterogenita)

Fig. 1. Attractor concept for thedescription of cellular states and
different levels of variability. (A) A three-dimensional illustration of
an attractor landscape. The valleys represent stable stationary states (i.e.
attractors) generated by a hypothetical regulatory network. Depending
on the particular configuration of the network (e.g. different parameter
values, such as transcription or decay rates), a different number and/or
different qualities of attractors are possible. (B-D) Selected attractor
configurations (i.e. cross-sections of the given landscape) with
corresponding variance components. (B) A single attractor,
characterised by a small degree of potential fluctuations i lHular
characteristics within the attractor (microheterogeneity’).

accessible attractors. This configuration allows for heterogeneity within

(macroheterogeneity’). (D) Two separated attractors. Cells are trapped
in one of the two possible attractors and cannot exchange between
them. However, a third level of heterogeneity (iIllustrated by the blue
arrow) corresponds to potential changes in the attractor landscape
itself. This can be achieved by changes in the configuration (e.g. the
parameter values) of the network, even without changing the
structure/topology of the network. 36




Jak Ize postihnout zakonitosti =) ,,deterministického chaosu“?

Systémy, které vykazuji deterministicky chaos,
jsou v jistém smyslu slozité usporadané.

Pozn.: V matematice a fyzice je vyznam terminu v jistém nesouladu
S obvyklym chapanim slova chaos jako totalniho zmatku ¢i neporadku
(nezamériovat).

Chaoticky pohyb
Abychom mohli klasifikovat chovani systému jako chaotické
musi byt citlivy na pocatecni podminky.

Musi byt dale topologicky tranzitni
jeho periodické orbity musi byt husté

¥
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Vizualizace chaotického pohybu

Jednim ze zpusobu vizualizace chaotického pohybu,
nebo libovolneho typu pohybu, je vytvoreni (orbity)
fazového diagramu pohybu.

Lze vyjadrit napr. pozici kyvadla vidi jeho rychlosti.
Kyvadlo v klidu bude zobrazeno jako bod

a kyvadlo v periodickem pohybu

bude zobrazeno jako jednoducha uzaviena krivka.

Kdyz graf vytvari, uzavienou krivku, krivka se nazyva orbita.
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,JAtraktory” a deterministicky chaos

Lorenzuv atraktor popisuje pohyb systému ve stavovém prostoru.

V matematice a fyzice se teorie chaosu zabyva chovanim

urcéitych nelinearnich dynamickych systému, které

(za jistych podminek) vykazuji jev znamy jako deterministicky chaos

nejvyznamnéji charakterizovany citlivosti na pocatecni podminky

(viz dale motyli efekt).

Mala zména v poCateCnich podminkach vede po ¢ase k zavaznym
dusledkam.

Diky této citlivosti se chovani téchto fyzikalnich systéma,
vykazujicich chaos, jevi jako nahodng, i kdyz model systemu je
deterministicky v tom smyslu, ze je dobfe definovany a neobsahuje
zadné nahodné parametry.

Priklady: atmosféra, solarni systém,
tektonika zemskych desek, turbulence tekutin,
ekonomie, vyvoj populace atd..
39




Efekt ,motylich kridel

znamena, ze dvé blizké trajektorie ve fazovém prostoru
se s rostoucim Casem rozbihaji (exponencialné).

Systém se chova identicky pouze tehdy, kdyZ jeho pocCate€ni konfigurace
je uplné stejna. Jiz pfi malych diferencich toto neplati.

takove citlivosti je tzv. které ale v prubéhu casu
mohou veést az k tak dramatickym zménam, jako jsou
Mavnuti kridel motyla zde predstavuje malou zmenu
pocatecnich podminek systému, ktera ale zpusobi retéz udalosti
vedouci k rozsahlym dusledkum (viz tornado),

Kdyby ,,motyl nemavnul svymi kridly”, trajektorie systému by mohla byt zcela
odlisna.
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Zpéetnovazebna ,determinace” ve slozitych systemech

Stem cell biology meets _ _
systems biology 1 atraktor (mala miokroheterogenita)
A Ingo Roeder'* and Freddy Radtke? B

Development 136, 3525-3520 (2009)

T Date P /
STEM PROGENITOR CELL MATURE (END") 4 N

CELL COMPARTMENT COMPARTMENT CELL COMPARTMENT

* preBealls " * Bealls

2 oddélené atraktor
CFU-E Attractor y
rgg;:ci)tizzoivé ,’,/i ”Cilovy“ pOhyb '\\
kmenové e W N
,,Z.yft EP Vétsina stavovych trajektorii (drah hmotného bodu) "
P°::£'$h°: se priblizuje a ,obmotava“ néjakou obecnou limitu. NN NIl
-« »

>~._ stimulace | Systém konci ve stejném pohybu pro vsechny pocatecni stavy v oblasti okolo tohoto pohybu,
témer jako by byl systém k tomuto pohybu (trajektorii fazového prostoru) pritahovan (anglicky
‘attracted’).

"-2'z-=| Kone€ny vysledek s odviji od zastoupeni jednotlivych komponent v systému.

Od urcité kombinace déju v systému se situace stava do té miry determinovanou,

Ze pro néj existuje pouze jedina moznost — dospét k ,,cilovemu*, ,kone¢nému stavu®“ (napf.
==, | terminélné diferencovanym burikam).
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Efekty PUFAs a inhibitort metabolismu AA

Vyznam rovnovahy
v prisunu prekurzorovych PUFAs
a
v produkci jednotlivych jejich metabolitu

Vysoce nenasycené mastné kyseliny(VNMK = PUFAs),

kyselina arachidonova — (AA)
42



Kyselina arachidonova: hlavni metabolické drahy a mozné zpusoby ovlivnéni

INDOMETHACIN
DICLOPHENAC

.

CYKLOOXYGENAZY <

SKF525A,
9-HE

*

MEMBRANOVE FOSFOLIPIDY

abbreviations:
ETYA = 5,8,11,14 -eicosatetraynoic acid
ESC esculetin
NDGA nordihydroguaiaretic acid

FLAP = 5-lipoxygenase activating protein

—+— | ETvA 9-HE 9-hydroxyellipticin
N HETEs = hydroxyeicosatetraenoic acids
HPETEs = hydroperoxyeicosatetraenoic acids
1 EETs = epoxyeicosatrienoic acids
B PO SKF525A = proadifen

KYSELINA

l 12-LIPOXYGENAZY #ﬁ) -
NDGA ESC

P450-MONOOXYGENAZY

/

5-LIPOXYGENAZA #L) -

7

FLAP

MK - 886

(15-LIPOXYGENAZA)
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Koncentraéné zavislé zmény produkce eikosanoidl po pusobeni
vybranych inhibitoru jejich biosyntézy u mysi

% kontroly

% kontroly

Esculetin

1 3 10 30 100

koncentrace (uM)

Ibuprofen

90
4 paewl
50 2

1 3 10 30 100

koncentrace (uM)

% kontroly

% kontroly

Indomethacin

90
70
50
30
10
-10
-30
-50
-70
-90 4 }
0,3 1

3 10 30

koncentrace (uM)

NDGA

03 1 3 10 30

koncentrace (uM)

PRODUKTY

LIPOXYGENAZ
(Cervene)

CYKL&%)érYeS;ENAZ

VORE et al., J. Immugzl. 211,
435 - 442, 1989



Vyznam rovnovahy
v prisunu prekursorovych PUFAs

d

v produkci jednotlivych jejich metabolitu
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CYKLOOXYGENAZY P450

7
=3

ARACHIDONOVA

KYSELINA \\

ESC

5 =

12-LIPOXYGENAZA 7§L>

MEMBRANOVE FOSFOLIPIDY

?

7

FLAP

MK-886

(15 - LIPOXYGENAZA)
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Negativni zpetna vazba

zvyseni hodnoty,

privadene z vystupu na vstup,
zpusobi

shizeni hodnoty na vystupu,
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i
_l__l > = [\/\/\/\/ :

 regulaéni systéem O

detekce

Akéni
veli¢ina

| regulator

Regulaéni

odchylka

k)

R

R : (Y5
" regulovana soustava

rusivy vliv
1
systému

(rozdil oproti
Zadané hodnotg)

(rozdil)

zpétna vazba

Reakce
na vychyleni

Obr. 2. Systém se zpétnou vazbou
veli¢dina, Fq — poruchové veliéina

\Vacha, J.: Problém normalnosti v biologii a Iékafstvi (Avicenum, 1980)

zédand hodnota,@ regulaéni odchylka, ¥, — akéni
vystup systému.

(rozdil)
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Zpetne vazby

Negativni zpetna vazba
na systémove urovni

(tkane a organismus)
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Zpetné vazby:

Pusobeni na vysSSich urovnich

organizace systemu
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Vyuziti predchozich poznatku

Stresor (v)

poskozeni navozujici podnét

protektivni

,,reZim ovlivnéni® - (moZnosti modulace)
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Eikosanoidy po ozareni

Epoxycicosatricnoic acids (EET)
Prostaghndins (PG) Hydroxycicosatetraenoic acids (HETE)

KOMPLEXNI ODPOVED

o Fosfolipidovy metabolismus
Hepoxilins (HX) Hydroxyeicosatetraenoic acids (HETE) ° ] . wr 4 ré
o i ) a pusobeni ionizujiciho zareni
BIOLOGICAL MEDIATORS . ;" °
(Skodlivych faktoru
THE ARACHIDONIC ACID CASCADE  7iyotniho prostiedi)

(Phospholipase)
@ Re-esterification Release

| o
== COOH
Arachidonic Acid { __

sle > =
iy Lipoxygenase ' R
(8] Cyclooxygenas‘e/ (Aspiin_ V- g _
o Indomethacin) Lipoxins (A & B)
COOH

Hydroxy Fatty acids
(] (HETEs. HPETES)
OH OH Leukotriene By

Prostaglandins leu-Clys-Gly
S

Thromboxane
Prostacyclin C:Ao('v\cooﬂ
(EIKOSANOIDY) tesaree ¢ o, —17e, - ZANSt, karcinogeneze
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Plsobeni eikosanoidl v hematopoetickém systému

se zapojenim

V hematopoéze maiji Leukotrieny pozitivni (+)
a Prostaglandiny fady E negativni (-) vliv
na proliferaci.

000000 00000000000 00000000
ﬁﬂz ~ 1 emlnlnln il

a |11
m AC LT L PLC PLA2
00000'0'0.»000 00d"po0d Pre pOOq - POC
DAG 1 t

IP3 arachidonova k. (AA)

R... receptor / \

prostaglandiny Leukotrieneny
G |... G-protein (PGs) (LTs)

© ®
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Aplikace NDGA

Experimental Hematology 21:138-142 (1993)
© 1993 International Society for Experimental Hematology

The effect of nordihydroguaiaretic acid,
an inhibitor of prostaglandin and leukotriene
biosynthesis, on hematopoiesis of gamma-

irradiated mice

Alois Kozubik, Jitina Hofmanova, Jitina Hold, Jaromira Netikova

Davkové zavislé u€inky
na regeneraci ESC a GM-CFC

Stresor (¥

poskozeni navozujici podnét

\
|

_» Reakce ~__

protektivni terapeuticky =

wrezim ovlivnéni® - (moznosti modulace)

35

30

L

(& .

injection of various doses (0.015 to 0.75 mg)
respective groups comprised 20 to 30 animals.

c NDGA(mg)

* p<0.05, ** p<0.01 as compared with control (C) mice

GM-CFC / FEMUR x 10°

NDGA(mg)

Fig. 1. Numbers of endogenous macroscopic spleen colonies
(ESC) in mice irradiated with a dose of S Gy 1 hour after i
of NDGA. The

Fig. 2. Dynamics of the postirradiation recovery of GM-CFC
in mice irradiated with a dose of 5 Gy 1 hour after i.p. injec-
tion of various doses (0.015 to 0.3 mg) of NDGA.

* p<0.05, ** p<0.01 as compared with control (C) mice

Inhibitor NDGA aplikovany

v protektivnim rezimu
(pfed gama ozarenim) inhibuje
v uvedenych koncentracich

produkci Prostaglandint (PG).

To se projevi zlepSenou
upravou kmenovych (ESC)

i progenitorovych (GM-CFC)
bunék krvetvorby po ozareni.

Efekt je zavisly na
koncentraci NDGA.
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N4 [
400 400 Priklad aplikace
= £
B ':_ . -b. o
] r
3000 200 inhibitoru
— ] C .
£ - : metabolismu AA v
200 -20
.oof = 100|S
03 n F o Stresor (¥ )
— 1 poskozeni navozujici podnét
é ﬁ = é 5 % Cas |
Figure 2. Mean+ SEM numbers of CFU-S and GM-CFC in ad Re.kce\ /
the femoral bone marrow of the 8:5 Gv-irradiated and : : .
bone marrow-transplanted mouse determined on day 6 protekiiES terapoutich

after transplantation. On_davys 3. 4 and 5 after trans-
plantation mice were injected with indomethacin

rezim ovlivnéni - (moznosti modulace)

(ESCUL, 0-0125 mg/mouse and dose), in two daily
doses (a total of six injections were administered). Con-
trol mice (open columns and dotted areas) were treated
in the same way with the vehicle. Two independent

BT, ). RADIAT. mioL., 1994, vour. 65, x0. 3, 369-377

Effects of drugs inhibiting prostaglandin or leukotriene
biosynthesis on postirradiation hacmatopoicsis in mousc

experiments were performed and the data were pooled.
Twelve mice per group were used. Statistical signifi-
cance: x, p<0-05; and xx, p<0-01 as compared with

A. KOZUBIK*, J. HOFMANOVA, M. POSPISIL, J. NETIKOVA, J. HOLA
and A. LOJEK

(Received 21 Mgy 1993; vesived 31 August 1993; scsapied 15 October 1993)

controls.

Zaveér: Inhibicnimi zasahy do metabolismu AA (v protektivnim i terapeutickém rezimu

aplikace), Ize modulovat regeneraci kmenovych bunék krvetvorby po ozareni.
V pouzitych koncentracich a pokusnych uspofradanich inhibitory biosyntézy PG (NDGA a Indomethacin - INDO)
reganaraci posiluji, inhibitory leukotrient (ESCUL) zhorsuji. 55
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Figure 3. Percentage changes (related to 1009, of irradiated
control) of peripheral blood granulocvtes (@, O) and
lymphocytes (M, [J) in selected intervals after 5-Gy
irradiation of mice. One hour before irradiation, mice

were injected i.p. with indomethacin (0-3 mg/mouse,
closed symbols) or esculetun (0-15 mg/mouse, open sym-
bols). Control mic®were mjected with the vehicle. Ten
mice from two independent experiments per point were
used (mean +SEM). Statistical significance: x, p<0-05;
and xx, p<0-01 as compared with control.

Stav kmenovych krvetvornych populaci
se odrazi i na urovni diferencovanych
krvetvornych kompartmentti (v periferii).

Inhibice produkce PGs vede ke zlepSené
upraveé lymfopoézy i granulopézy a navozuje
tak priznivéjSi podminky regeneraci celého
organismu po ozafeni (m;j. i diky zlepSené
funkci regenerovaného imunitniho systému).
Inhibice leukotrient vede k opaénému efektu.

Inhibitory
cyklooxygenaz stimuluji (+)

a lipoxygenaz inhibuiji (-)

granulopoézu
i °
lymfopoézu [ |

INT. J. RADIAT. BIOL., 1994, voL. 653, no. 3, 369-377

Effects of drugs inhibiting prostaglandin or leukotriene
biosynthesis on postirradiation haematopoiesis in mouse

A. KOZUBIK*, J. HOFMANOVA, M. POSP{SIL, J. NETIKOVA, J. HOLA
and A. LOJEK

( Received 21 May 1993; revised 31 August 1993; accepted 15 Oclober 1993)
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SURVIVING FRACTION
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GM-CFC (b)
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Figure 4. Radiation survival curves of femoral marrow CFU-

S (a) or GM-CFC (b) populations. Control mice were
injected i.p. with the vehicle (O, dotted lines). Experi-
mental animals were treated  with  indomethacin
(0-3mg/mouse;  @—thick lines) or  esculetin
(0-15mg/mouse; O~ thin lines) 1h before irradiation
with the indicated doses. Bone marrow for transplan-
tation (CFU-S) or determination of GM-CFC was taken
1 h after irradiation. Results represent pooled data from
two independent experiments (mean +SEM). Eight to
twelve mice per point were used.

INT. ). RADIAT. BiOL., 1994, vor. 65, xo. 3, 369-377

Effects of drugs inhibiting prostaglandin or leukotriene
biosynthesis on postirradiation haematopoiesis in mouse

A. KOZUBIK*, J. HOFMANOVA, M. POSPISIL, J. NETIKOVA, J. HOLA
and A. LOJEK

(Received 21 May 1935; revised 31 August 1993; aceepid 15 Octeber 1993)

Dil¢i shrnuti
(MOZNE MECHANISMY)

Radiorezistence

kmenovych (ESC) a prekurzorovych
(GM-CFC)

bunék neni oblivnéna !!!

ani po aplikaci Indomethacinu(‘)
ani po aplikaci Esculetinu (O) ve
Srovnani s kontrolami ([]).

Pozn.: sklon pfimek se neméni. Kdyby
latky pusobily radioprotektivné, doslo by
ve srovnani s kontrolami k navyseni
poctu pfezivajicich bunék u pokusnych
zvifat i po vysSich davkach zareni a tim
ke zméné sklonu pfimek (odklon od
kontrolnich skupin smérem nahoru po
vysSich davkach ozareni). ,

Efekty inhibitord metabolismu eikosanoidli mohou byt vysvétleny zasahy
do biosyntézy eikosanoidl a jejich regulacnimi ucinky na krvetvorbu.
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Mechanismus pusobeni vybranych regulatort na proliferaci

bunék hematopoézy se zduraznénim ulohy prostaglandint (PGs)

Phorbol esters

PKC

/ PKC

CSF-1

GM - CSF

I:Z:fﬁﬁi:ﬁﬁ:::

GM -CSF R
CSF-1R
(c- fms)
tyr-P
/l\) \Z

EFFECTOR
e.g. G protein,
kinase

l

RESPONSE

IL-3

IL- 3R

I\

@ -

PGE,

O

cAMP

Za normalnich podminek
pusobi PGs na déleni
bunék krvetvorby
inhibicné

adenylat
cyklasa

\4

Faze b. cyklus

GO

G1
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Odstranéni negativniho ucinku PGE-2 na proliferaci
kmenovych bunek krvetvorby podanim indomethacinu + Indomethacin

PKC

/> PKC

,Phorbol esters* CSF-1

GM - CSF
GM - CSF R
CSF-1R
(c- fms)
tyr-P
/I
EFFEKTOR
e.g. G protein,
kinaza
ODPOVED
GO

By

IL- 3R

I\

Q-

IL- 3 —>|<
i i

O

cAMP @
PKA

adenylat
cyklaza

SN

deleni kmenovych
bunék (repopulace)

G1

"*
S

Faze bunécného
cyklu



Schéma hlavnich smért biosyntézy eikosanoid.

-------

....... Y.

....... S
----------- 20HETE
" % 15-omlXA, A 1-HETE
". B dinor PGF,a . "m
tetranor PGFya e m
y: dinor PGE; ST
/" gpctrnor PGE, 2
Com
~ = Ddinor PGD; 200h LTB,
tetranor PGD;
200h PGD,
200h PGE,
200h PGF,a
o
18cooh LTB,

LTB, Srdi ] LXA, & LXB,
12epi LTB,
. o = e
HXB, TeXB,
LTA
12-HpETE
5-HpETE l
EXC, LTC, —P= AlI-LTC, 12HETE
S-HETE
EXD, LTD,—P= Al1LTD,
12-0x0ETE
ETE
EXE, e AlGLTE,

Hlavni osy biosyntézy
eikosanoidtl.
Metabolity hlavnich sméru

pfemény jsou barevné odliSeny:

COX (fialove),
5-LOX (oranzove),
15-LOX (zelené),
12-LOX ( ),

CYP epoxygenazy (Cervene),
CYP w-hydroxylazy (modre),

nenzymaticka oxidace (sede)

From: J. Lipid Res. 2009 June; 50 (6): 1015-1038.
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Vysledky in vitro dopliujici predchozi zavéry

20co0h LTB,
20-HETE
19-HETE
18-HETE
17-HETE
16-HETE

dinor PGFsa
tetranor PGFya
; dinor PGE,
(" 3 ot PGEy
| = = <»=dinor PGD,
tetranor PGD;

200h LTB,

18co0h LTB,

PGD,  PGE;  PGFa

T T — 8-iso PGFya 111
R ﬁ L oY SioPGEaVI

PGDS  PGES PGFS

=

PGH,
— - 5.6-DHET
| > SGEET . P

cyp — > B9-EET — — = 8,9-DHET

"y 9HETE
PGl <—  PGIS

TXA; <——— TXAS

O —_— = |
12 HHT 1$ Cox o — 3o 26T — M paET
EES FET “ma
seessns = 14,15-EET  popeneen 14,15-DHET
FLAP LXA, & LXB,
LA
-LOX
g 13-LGX 12-L0X HXEH
LTAH
15-HpETE
s 8-HpETE
15-HETE l
EXC,
SHETE

GGT

15-HEDH 12-HEDH

EXD,
S-HEDH

15-0x0ETE
MDB

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

Zmeény genomickych a lipidomickych
parametra odrazejicich biosyntézu eikosanoidu
u makrofagli RAW264.7 jako odpovéd na stimulac
po podani Kdo,-Lipid A.

Pozn.: Pokud nedojde k celkové destrukci organismu,
dochazi po ozareni k okamzité a intenzivni

aktivaci bunék imunitniho systému v zavislosti

na davce zareni.

Obdobna situace nastava po stimulaci makrofagu
jinymi podnéty (zde linie in vitro po stimulaci

Kdo,-Lipid A — viz obrazek vlevo).
ZvySena intenzita Cervené barvy indikuje zvysené hladiny,
zvySena intenzita zelené barvy indikuje snizené hladiny

eikosanoidu. l

(Seda barva - nezménéno)

Po stimulaci tedy u makrofagt dochazi ke znacné
nadprodukci prostaglandint (PGs) (s negativnimi
ucinky na krvetvorbu) a nedostateéné produkci
leukotrienu (LTs), které maiji ,normalné“ na krvetvorbu
stimulaéni efekt. Tim je nerovnovaha na urovni regulace
leukopoézy znacné umocnéna.

Jednou z moznych cest, vedoucich k Upravé, je
omezeni zvySeného negativniho pusobeni
PGE s vyuZzitim inhibitoru jejich biosyntézy.

Tyto vysledky in vitro doplnuji a potvrzuji pfedchozi
zaveéry ucinéné na zakladé studii na urovni in vivo.
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K zamysleni

Dovedes popsat a vysvetlit

» Co je to homeostaza?

» Jak mohou metabolické procesy aktivné ovlivhovat bunécnou proliferaci
a diferenciaci bunék?

» Vysveétlit princip a vyznam negativni a pozitivhi zpétné vazby pro
bunécné funkce?

» Nakreslit obecné schéma negativni zpétné vazby s upresnénim
jednotlivych komponent (slozek). Objasni a) jeji obecné dusledky b)
vyznam pro rovnovahu na urovni bunécnych populaci ¢) vyznam pro
rovnovahu vysSich urovnich organizace biologickych systémd.

» Dovedes objasnit podstatu zpétnovazebné ,determinace” ve slozitych
systémech na zakladé ,,atraktorové‘ koncepce?

» Objasnit vyznam biosyntézy mastnych kyselin a eikosanoidtl pro
zdravi organismu a terapii nékterych onemocnéni?

» Uvést priklady spoluptsobeni latek rizné chemické povahy?
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Dekuji za pozornost




