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Zachovani rovnovdhy mezi procesy proliferace, diferenciace a apoptdzy bunék je typické pro zdravé epitelidlni buriky tlusté-
ho stfeva, tato rovnovdha miZe byt naruSena béhem karcinogeneze. Epitelidlni butiky tlustého stfeva jsou uvoliiovany do lumen
na vrcholu krypty a umiraji ,,detachment-induces apoptosis* (anoikis). Cytokinetické i adhezivni vlastnosti bunék tlustého stfe-
va mohou byt ovlivnény sloZkami potravy (napf. mastné kyseliny) nebo b&Zné pfitomnymi endogennimi regulatory (napf. cyto-
kiny TNF rodiny). Tyto latky mohou na jedné strané pfispivat ke vzniku infek¢nich, zdnétlivych nebo nddorovych onemocnéni
stfeva, na strané druhé mohou napomahat pfi regeneraci postiZzené tkan¢ a pfi 1é¢bé zminénych chorob.

V ramci prezentovanych vysledkil jsme studovali G¢inky butyritu (mastné kyseliny s kratkym fetézcem, kterd vznika v tlustém
stfeveé bakteridlni fermentaci nestravitelné vlakniny; NaBt) a apoptotickych induktort z rodiny TNF (TNF-a, Fas ligand a TRAIL)
na cytokinetické parametry a adhezivni vlastnosti normalnich (lidské fetdlni kolonové bunécné linie — FHC) a nddorovych (lid-
ska buné¢na linie odvozend z adenokarcinomu tlustého stieva — HT-29) bun€k v souvislosti s navozenim anoikis.

Pro navozeni podminek vedoucich k indukci anoikis, jsme zavedli experimentdlni model neadherentni kultivace bunék. Vysled-
ky cytokinetickych experimentdl ukazuji vétsi citlivost k podminkdm neadherentni kultivace u normélnich buné€k FHC ve srov-
néni s nddorovymi buikami HT-29. Dale jsme pomoci western blottové anyalyzy porovnavali exprese adhezivnich molekul béhem
adherentni a neadherentni kultivace bunék. Zjistili jsme, Ze zmény v expresi t€chto molekul, které ztrata kontaktu s povrchem
zpusobuje, jsou u normdlnich FHC i nddorovych HT-29 bunék podobné. Béhem neadherentni kultivace doSlo k nartistu exprese
obou studovanych integrini al a a2, které jsou ve stfevnim epitelu nejvice zastoupeny. Toto zvySeni exprese receptorli zpro-
sttedkujicich kontakt buitky s ECM muZe byt ddno snahou bunék zvysit schopnost vytvoreni adherentnich spojii a nasledné adhe-
ze. Pti tom celkova exprese kindzy FAK, ktera se tcastni vytvorfeni adherentnich spojii a kterd je pfi tom aktivovana, se neméni-
la, a exprese fosforylované formy FAK byla zvySena pouze u adherentné kultivovanych bunék. Na druhou stranu exprese dalsi
kinazy, ktera se ucastni adheze bunék, ILK kinazy, se béhem neadherentniho typu kulivace mirn€ zvySovala, ale pouze u HT-29
bunék. Pokud jde o expresi molekul d¢astnicich se vazby mezi butikami, byla pfi neadherentni kultivaci zvySena exprese E-kad-
herinu. Zarovei byla zvySena exprese i fosforylace (aktivace) a-cateninu. Toto navySeni pravdépodobné souvisi s tendenci bunék
vytvéfet mezibuné kontakty pfi shlukovani (tvorba tzv. sféroidii) béhem neadherentni kultivace.

V dalSich experimentech jsme se zaméfili na sledovani G¢inka ¢lent rodiny TNF a NaBt na cytokinetické parametry a expre-
si adhezivnich molekul béhem adherentni a neadherentni kultivace bunék FHC a HT-29. Pokud jsme neadherentné rostouci buii-
ky ovlivnili cytokiny z rodiny TNF nedo$lo ke zméné jejich poctu, ale k mirnému zvySeni procenta bunék v S-fazi buné¢ného
cyklu. Vyznamné bylo zvySeni poctu bunék v subGO populaci a mnoZstvi apoptotickych bunék, a to zejména po plisobeni anti-
Fas. Citlivéjsi byly k témto zméndm nadorové (HT-29) neZ nenadorové (FHC) buriky. Byly detekovany také rozdily v ucincich
¢lenti rodiny TNF na expresi adhezivnich molekul u adherentné a neadherentné kultivovanych bunék. Za nejvyznamnéjsi pova-
Zujeme zmény v expresi integrind. V butikich HT-29 byla exprese integrinu a2 béhem adherentni kultivace zvySovdna TNF-a.,
anti-Fas i TRAIL, zatimco béhem neadherentni kultivace do$lo naopak ke sniZeni exprese po piisobeni anti-Fas a TRAIL. Na dru-
hé strané u FHC bunék byla exprese integrinu a2 zvySena pouze po u¢inku TNF-a a to u obou typt kultivaci. Exprese integrinu
1 se béhem neadherentni kultivace po ptisobeni ¢lenti rodiny TNF spiSe sniZovala. AvSak u neadherentné kultivovanych bunék
byla exprese tohoto integrinu zvySena u linie HT-29 i FHC vlivem TNF-a.. Exprese E-kadherinu a kindzy FAK nebyla ptsobe-
nim TNF rodiny ovlivnéna.

NaBt zptisoboval u standardné kultivovanych bunék HT-29 i FHC zastaveni riistu a blok v GO/G1-fazi buné¢ného cyklu.
U neadherentni kultivace byla zpomalena proliferace pouze u nenddorovych bunék FHC, zatimco zvySeni poctu bunék v Gy/G-
fazi bunécného cyklu jsme pozorovali u obou pouZitych linii (u FHC bunék byl tento blok vétsi). Také sniZeni viability a induk-
ce buné¢né smrti NaBt byla podobnd v obou typech kultiva¢nich podminek. Neadherujici butiky vSak podléhaly apoptédze jiz po
krat3i dobé piisobeni NaBt (24 hod). Citlivéjsi byly k navozeni buné¢né smrti v obou piipadech nadorové buiiky HT-29. S vyu-
Zitim stejného experimentdlniho usporadani byl sledovén i i¢inek NaBt na expresi a aktivaci molekul G¢astnicich se mezibunécné
interakce a interakce buiika-ECM. NaBt patfi mezi vyznamné induktory diferenciace epitelidlnich bunék tlustého stieva. Sledo-
vali jsme proto, jak ztrata kontaktu s povrchem béhem neadherentniho typu kultivace ovliviiuje u bunék HT-29 a FHC schopnost
diferenciace. Z vysledki méfeni vnitrobunécné aktivity alkalické fosfatazy (jako ukazatele diferenciace) vyplyva, Ze zatimco
u niddorovych bunék neni tato schopnost ovlivnéna, u normalnich bunék je béhem neadherentni kultivace vyznamné sniZena dife-
renciaci navozena NaBt.

Cilem nasi prace bylo ustanovit in vitro experimentalni model neadherentni kultivace bunék u vybranych nddorovych i nené-
dorovych buné¢nych linii tlustého stfeva. Dale analyzovat efekty pisobeni vybranych cytokinid TNF rodiny a butyritu sodného
na expresi adhezivnich proteinli a na cytokinetiku normalnich i nddorovych stfevnich epitelidlnich bunék pfi srovnani adherent-
niho a neadherentniho typu kultivace. Vysledky potvrzuji hypotézu, Ze endogenni regulatory jako je TNF rodina, a stejné tak sloz-
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ky obsaZené v potravé jako je NaBt, mohou modulovat signdlni transdukci spojenou s buné¢nou adhezi a anoikis ve stfevnich epi-
telidlnich burkach.
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