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Zachování rovnováhy mezi procesy proliferace, diferenciace a apoptózy bunûk je typické pro zdravé epiteliální buÀky tlusté-

ho stfieva, tato rovnováha mÛÏe b˘t naru‰ena bûhem karcinogeneze. Epiteliální buÀky tlustého stfieva jsou uvolÀovány do lumen

na vrcholu krypty a umírají „detachment-induces apoptosis“ (anoikis). Cytokinetické i adhezívní vlastnosti bunûk tlustého stfie-

va mohou b˘t ovlivnûny sloÏkami potravy (napfi. mastné kyseliny) nebo bûÏnû pfiítomn˘mi endogenními regulátory (napfi. cyto-

kiny TNF rodiny). Tyto látky mohou na jedné stranû pfiispívat ke vzniku infekãních, zánûtliv˘ch nebo nádorov˘ch onemocnûní

stfieva, na stranû druhé mohou napomáhat pfii regeneraci postiÏené tkánû a pfii léãbû zmínûn˘ch chorob.

V rámci prezentovan˘ch v˘sledkÛ jsme studovali úãinky butyrátu (mastné kyseliny s krátk˘m fietûzcem, která vzniká v tlustém

stfievû bakteriální fermentací nestravitelné vlákniny; NaBt) a apoptotick˘ch induktorÛ z rodiny TNF (TNF-α, Fas ligand a TRAIL)

na cytokinetické parametry a adhezívní vlastnosti normálních (lidské fetální kolonové bunûãné linie – FHC) a nádorov˘ch (lid-

ská bunûãná linie odvozená z adenokarcinomu tlustého stfieva – HT-29) bunûk v souvislosti s navozením anoikis.

Pro navození podmínek vedoucích k indukci anoikis, jsme zavedli experimentální model neadherentní kultivace bunûk. V̆ sled-

ky cytokinetick˘ch experimentÛ ukazují vût‰í citlivost k podmínkám neadherentní kultivace u normálních bunûk FHC ve srov-

nání s nádorov˘mi buÀkami HT-29. Dále jsme pomocí western blottové anyal˘zy porovnávali exprese adhezívních molekul bûhem

adherentní a neadherentní kultivace bunûk. Zjistili jsme, Ïe zmûny v expresi tûchto molekul, které ztráta kontaktu s povrchem

zpÛsobuje, jsou u normálních FHC i nádorov˘ch HT-29 bunûk podobné. Bûhem neadherentní kultivace do‰lo k nárÛstu exprese

obou studovan˘ch integrinÛ α1 a α2, které jsou ve stfievním epitelu nejvíce zastoupeny. Toto zv˘‰ení exprese receptorÛ zpro-

stfiedkujících kontakt buÀky s ECM mÛÏe b˘t dáno snahou bunûk zv˘‰it schopnost vytvofiení adherentních spojÛ a následné adhe-

ze. Pfii tom celková exprese kinázy FAK, která se úãastní vytvofiení adherentních spojÛ a která je pfii tom aktivována, se nemûni-

la, a exprese fosforylované formy FAK byla zv˘‰ena pouze u adherentnû kultivovan˘ch bunûk. Na druhou stranu exprese dal‰í

kinázy, která se úãastní adheze bunûk, ILK kinázy, se bûhem neadherentního typu kulivace mírnû zvy‰ovala, ale pouze u HT-29

bunûk. Pokud jde o expresi molekul úãastnících se vazby mezi buÀkami, byla pfii neadherentní kultivaci zv˘‰ena exprese E-kad-

herinu. ZároveÀ byla zv˘‰ena exprese i fosforylace (aktivace) α-cateninu. Toto nav˘‰ení pravdûpodobnû souvisí s tendencí bunûk

vytváfiet mezibuné kontakty pfii shlukování (tvorba tzv. sféroidÛ) bûhem neadherentní kultivace.

V dal‰ích experimentech jsme se zamûfiili na sledování úãinkÛ ãlenÛ rodiny TNF a NaBt na cytokinetické parametry a expre-

si adhezívních molekul bûhem adherentní a neadherentní kultivace bunûk FHC a HT-29. Pokud jsme neadherentnû rostoucí buÀ-

ky ovlivnili cytokiny z rodiny TNF nedo‰lo ke zmûnû jejich poãtu, ale k mírnému zv˘‰ení procenta bunûk v S-fázi bunûãného

cyklu. V̆ znamné bylo zv˘‰ení poãtu bunûk v subG0 populaci a mnoÏství apoptotick˘ch bunûk, a to zejména po pÛsobení anti-

Fas. Citlivûj‰í byly k tûmto zmûnám nádorové (HT-29) neÏ nenádorové (FHC) buÀky. Byly detekovány také rozdíly v úãincích

ãlenÛ rodiny TNF na expresi adhezívních molekul u adherentnû a neadherentnû kultivovan˘ch bunûk. Za nejv˘znamnûj‰í pova-

Ïujeme zmûny v expresi integrinÛ. V buÀkách HT-29 byla exprese integrinu α2 bûhem adherentní kultivace zvy‰ována TNF-α,

anti-Fas i TRAIL, zatímco bûhem neadherentní kultivace do‰lo naopak ke sníÏení exprese po pÛsobení anti-Fas a TRAIL. Na dru-

hé stranû u FHC bunûk byla exprese integrinu α2 zv˘‰ena pouze po úãinku TNF-α a to u obou typÛ kultivací. Exprese integrinu

1 se bûhem neadherentní kultivace po pÛsobení ãlenÛ rodiny TNF spí‰e sniÏovala. Av‰ak u neadherentnû kultivovan˘ch bunûk

byla exprese tohoto integrinu zv˘‰ena u linie HT-29 i FHC vlivem TNF-α. Exprese E-kadherinu a kinázy FAK nebyla pÛsobe-

ním TNF rodiny ovlivnûna.

NaBt zpÛsoboval u standardnû kultivovan˘ch bunûk HT-29 i FHC zastavení rÛstu a blok v G0/G1-fázi bunûãného cyklu.

U neadherentní kultivace byla zpomalena proliferace pouze u nenádorov˘ch bunûk FHC, zatímco zv˘‰ení poãtu bunûk v G0/G1-

fázi bunûãného cyklu jsme pozorovali u obou pouÏit˘ch linií (u FHC bunûk byl tento blok vût‰í). Také sníÏení viability a induk-

ce bunûãné smrti NaBt byla podobná v obou typech kultivaãních podmínek. Neadherující buÀky v‰ak podléhaly apoptóze jiÏ po

krat‰í dobû pÛsobení NaBt (24 hod). Citlivûj‰í byly k navození bunûãné smrti v obou pfiípadech nádorové buÀky HT-29. S vyu-

Ïitím stejného experimentálního uspofiádání byl sledován i úãinek NaBt na expresi a aktivaci molekul úãastnících se mezibunûãné

interakce a interakce buÀka-ECM. NaBt patfií mezi v˘znamné induktory diferenciace epiteliálních bunûk tlustého stfieva. Sledo-

vali jsme proto, jak ztráta kontaktu s povrchem bûhem neadherentního typu kultivace ovlivÀuje u bunûk HT-29 a FHC schopnost

diferenciace. Z v˘sledkÛ mûfiení vnitrobunûãné aktivity alkalické fosfatázy (jako ukazatele diferenciace) vypl˘vá, Ïe zatímco

u nádorov˘ch bunûk není tato schopnost ovlivnûna, u normálních bunûk je bûhem neadherentní kultivace v˘znamnû sniÏena dife-

renciaci navozená NaBt.

Cílem na‰í práce bylo ustanovit in vitro experimentální model neadherentní kultivace bunûk u vybran˘ch nádorov˘ch i nená-

dorov˘ch bunûãn˘ch linií tlustého stfieva. Dále analyzovat efekty pÛsobení vybran˘ch cytokinÛ TNF rodiny a butyrátu sodného

na expresi adhezívních proteinÛ a na cytokinetiku normálních i nádorov˘ch stfievních epiteliálních bunûk pfii srovnání adherent-

ního a neadherentního typu kultivace. V̆ sledky potvrzují hypotézu, Ïe endogenní regulátory jako je TNF rodina, a stejnû tak sloÏ-
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ky obsaÏené v potravû jako je NaBt, mohou modulovat signální transdukci spojenou s bunûãnou adhezí a anoikis ve stfievních epi-

teliálních buÀkách.
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Epiteliální buÀky tlustého stfieva jsou ovlivÀovány fiadou látek rÛzného pÛvodu – napfiíklad trávícími enzymy a Ïluãov˘mi

kyselinami, dále nûkter˘mi látkami pfiecházejícími z krve (hormony apod.), nebo rÛstov˘mi faktory produkovan˘mi buÀkami

imunitního systému. Velké mnoÏství rozliãn˘ch látek se do stfieva dostává z potravy. Z hlediska ovlivnûní stfievních epiteliálních

bunûk je v˘znamné zastoupení tukÛ a také mnoÏství nestravitelné vlákniny v pfiijímané potravû.

V‰echny tyto látky mohou v tlustém stfievû spolupÛsobit a vzájemnû se ovlivÀovat, pfiiãemÏ mohou mít na stfievní epitel rÛz-

n˘ vliv. Mohou na jedné stranû pfiispívat ke vzniku infekãních, zánûtliv˘ch nebo nádorov˘ch onemocnûní stfieva, na stranû dru-

hé mohou napomáhat pfii regeneraci postiÏené tkánû a pfii léãbû zmínûn˘ch chorob.[1,2]

Jednou z látek ovlivÀujících stfievní epitel je kyselina máselná (butyrát), kter˘ vzniká v tlustém stfievû bakteriální fermen-

tací nestravitelné vlákniny pfiijímané potravou.[3,4] Bylo prokázáno, Ïe tato mastná kyselina s krátk˘m fietûzcem má schopnost

potlaãovat proliferaci a naopak posilovat diferenciaci a indukovat apoptózu bunûk stfieva v koncentracích okolo 5 mM, a to jak

in vitro tak in vivo.[5] Tím pfiispívá k rovnováze cytokinetick˘ch procesÛ u epiteliálních bunûk v kryptách tlustého stfieva.

Nádory nekrotizující faktor alfa (TNF-αα) je endogennû produkovan˘ cytokin, kter˘ patfií mezi intenzivnû studované bio-

logicky aktivní látky. Hraje v˘znamnou úlohu v imunitních a zánûtliv˘ch reakcích, endotoxickém ‰oku, kachexii a v regulaci

bunûãného rÛstu a smrti. Ve stfievû je produkován buÀkami imunitního systému, zejména makrofágy, a ve tkáních postiÏen˘ch

zánûtem je jeho mnoÏství v˘znamnû zv˘‰eno.[7] V tkáních získan˘ch z kolorektálních nádorÛ pacientÛ bylo nalezeno zv˘‰ené

mnoÏství endogenního TNF-α ve srovnání s odpovídajícími normálními kolorektálními tkánûmi.[8]

Na‰e pfiedchozí v˘sledky ukazují na modelu lidsk˘ch bunûk HT-29 a CaCo-2 odvozen˘ch od adenokarcinomu tlustého stfie-

va a normálních fetálních bunûk tlustého stfieva FHC, Ïe mezi pÛsobením butyrátu (NaBt) a TNF-αα existuje interakce.[9]

TNF-α potlaãoval v na‰ich experimentech vyvolané znaky diferenciace – konkrétnû aktivitu alkalické fosfatázy a polymerizaci

F-aktinu v buÀkách. Na druhé stranû jsme potvrdili i jeho schopnost zvy‰ovat pfii spoleãném pÛsobení s NaBt mnoÏství bunûk

umírajících apoptózou. [10] Tyto v˘sledky ukazují na moÏnou úlohu TNF-α pfii po‰kození epiteliálních bunûk a vzniku ãi poten-

ciaci neoplastick˘ch zmûn bûhem dlouhotrvajících chronick˘ch zánûtÛ tlustého stfieva, vzhledem k jeho schopnosti ovlivÀovat

úãinky NaBt na stfievní epitel.

Rodina transkripãních faktorÛ NF-κκB, která zahrnuje RelA (p65), c-Rel, RelB, NFKB1 (p50/p105) and NFKB2 (p52/p100),

reguluje exprese stovek genÛ úãastnících se fyziologick˘ch i patologick˘ch procesÛ.[11,12] Zánûtlivá a autoimunitní onemoc-

nûní jako je astma, revmatická artritida nebo zánûtlivé onemocnûní stfiev, stejnû jako ateroskleróza, nádorová onemocnûní nebo

diabetes, jsou spojena s konstitutivní aktivací NF-κB dráhy.[13,14] Ve vût‰inû bunûk je NF-κB pfiítomen v latentní inaktivní for-

mû, vázán v komplexu s ihibitorem (IκB) v cytoplazmû. Existují dvû dráhy, které vedou k aktivaci NF-κB – kanonická (klasic-

ká) a nekanonická (alternativní) dráha. Prvním krokem vedoucím ke spu‰tûní obou ?tûchto drah je aktivace IB kináz (IKK), coÏ

vede k fosforylaci a následné degradaci IκB. Tím se uvolÀuje dimer NF-κB z inhibiãního komplexu a dochází k jeho transloka-

ci do jádra, kde spou‰tí transkripci pfiíslu‰n˘ch genÛ. Bûhem kanonické aktivaãní dráhy dochází k uvolnûní a translokaci hetero-

dimerÛ RelA (p65) s p50 nebo p52, pfiípadnû homodimeru p50. Zatímco u alternativní dráhy aktivace NF-κB je translokován

heterodimer p52/RelB.[16,17]

Prozánûtlivé cytokiny, jako je TNF-α, patfií mezi typické aktivátory kanonické signální dráhy NF-κB.[16] Navíc se pfiedpo-

kládá, Ïe aktivace NF-κB je jedním z mechanismÛ TNF-α vyvolané cytotoxicity.[17] Na druhou stranu NaBt je schopen potla-

ãovat aktivitu transkripãního faktoru NF-κB, a pro tuto vlastnost by mohl b˘t vyuÏíván bûhem terapií chronick˘ch zánûtÛ stfieva

(napfi. Crohnovy choroby).[18] V diferencovan˘ch ãástech stfievních krypt, kde dochází k odumírání bunûk apoptózou, byla nale-

zena zv˘‰ená exprese proteinÛ rodiny IκB.[19]

Vzhledem k souvislosti aktivity NF-κB se stavem stfievní epiteliální tkánû a schopnosti TNF-α aktivovat NF-κB jsme pfied-

pokládali, Ïe aktivita tohoto transkripãního faktoru by mohla hrát úlohu v mechanismu interakce NaBt a TNF-α. Proto jsme v této

práci sledovali aktivaci kanonické dráhy NF-κB u normálních (FHC) i nádorov˘ch (HT-29) bunûk tlustého stfieva bûhme inter-

akce pÛsobení NaBt a TNF-α.

Pro detekci aktivace NF-κB jsme pouÏili ãtyfii rÛzné pfiístupy. Nejrpve jsme vytvofiili klony HT-29 bunûk s reportérov˘m

konstruktem pBIIX-LUC. TNF-α u tûchto HT-29 klonÛ zvy‰oval ve srovnání s neovlivnûnou kontrolou v˘znamnû vazebnou akti-

vitu NF-κB, a tento úãinek byl ãasovû závisl˘ (41-násobné zv˘‰ení po 4 hodinách, 47-násobné po 8 hodinách a 75-násobné po

24 hodinách). Zv˘‰ení vazebné aktivity NF-κB po pÛsobení TNF-α jsme pozorovali u bunûk HT-29 i FHC i pomocí EMSA.
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