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Rovnováha mezi pfiírÛstkem a úbytkem bunûk je základní podmínkou zdravého epitelu tlustého stfieva (kolonu). Kromû

proliferace je poãet bunûk fiízen apoptózou, jejíÏ deregulace spolu s poruchami diferenciace podstatnû pfiíspívá k rozvoji nádo-
rového onemocnûní [1]. Tyto procesy jsou regulovány jak genetick˘m programem tak endogenními faktory a mohou b˘t v˘znam-

nû modulovány rovnûÏ exogenními látkami pfiicházejícími do tûla s potravou. K tûmto faktorÛm patfií i tuky a vláknina, jeÏ jsou

zdrojem vysoce nenasycen˘ch mastn˘ch kyselin (VNMK) a MK s krátk˘m fietûzcem jako je butyrát. Dnes je jiÏ zfiejmé, Ïe

kromû nutriãní hodnoty jsou lipidy dÛleÏité pro správné fungování fiady fyziologick˘ch funkcí v organismu a hrají klíãovou úlo-

hu v membránové biologii [2]. VNMK typu ω-6 a ω-3 i jejich metabolity (napfi. eikosanoidy) pÛsobí spolu s cytokiny a hormo-

ny jako mediátory a modulátory mezi- i vnitrobunûãné signální sítû a proto je zfiejmá jejiích v˘znamná úloha i pfii vzniku pato-

logick˘ch stavÛ jako jsou zánût a nádorová onemocnûní [3].

Z v˘sledkÛ experimentálních studií in vitro a in vivo i z nûkter˘ch klinick˘ch a epidemiologick˘ch údajÛ vypl˘vá, Ïe ω-3

VNMK mohou ovlivnit bunûãné funkce úãinnûji a mnohdy opaãn˘m zpÛsobem neÏ ω-6 VNMK. ¤ada experimentálních v˘sled-
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kÛ podporuje pfiedpoklad protizánûtlivého a protinádorového pÛsobení ω-3 VNMK, zejména kyseliny dokosahexaenové (DHA,

22:6) a eikosapentaenové (EPA, 20:5) obsaÏen˘ch v rybím tuku [4]. 

Protektivní úloha vlákniny je kromû jiného spojována s pÛsobením butyrátu, kter˘ vzniká ve stfievû její mikrobiální anaerob-

ní fermentací. Obecnû se pfiedpokládá, Ïe butyrát slouÏí jako zdroj energie pro normální kolonocyty, podporuje jejich prolifera-

ci a pfii jeho nedostatku dochází k apoptóze. Na druhé stranû v‰ak bylo prokázáno, Ïe butyrát zastavuje proliferaci a indukuje dife-

renciaci a apoptózu neoplastick˘ch bunûk in vitro a in vivo [5].

Základní hypotézou na‰eho v˘zkumu je pfiedpoklad spoleãného pÛsobení VNMK a butyrátu v lumen stfieva a jejich inter-
akce, která mÛÏe v˘znamn˘m zpÛsobem modulovat chování epiteliálních bunûk. Na‰e pfiedchozí v˘sledky a v˘sledky jin˘ch pra-

covi‰È jiÏ prokázaly, Ïe butyrát a VNMK (nebo rybí olej a pektin) mohou interagovat navzájem i modulovat pÛsobení endogen-

ních regulátorÛ apoptózy [6, 7, 8, 9]. Ménû informací je k dispozici o zmûnách bunûãné diferenciace v prÛbûhu neoplastické trans-

formace. Navíc bylo ukázáno, Ïe vlastnosti bunûãn˘ch membrán i obsah a sloÏení fosfolipidÛ a MK v nádorov˘ch a normálních

buÀkách jsou odli‰né [10]. To spolu s poznatky deregulace rÛzn˘ch signálních drah udrÏujících rovnováhu mezi proliferací, dife-

renciací a apoptózou v prÛbûhu bunûãné transformace vytváfií pfiedpoklad rozdílného pÛsobení lipidick˘ch faktorÛ na normální

a nádorovou tkáÀ stfieva.

Materiál a metody
Ná‰ v˘zkum je proto zamûfien na pÛsobení butyrátu sodného (NaBt, 3mM) a VNMK (50 M) typu ω-6 (kyselina arachidono-

vá, AA, 20:4) nebo ω-3 (DHA) na modelové bunûãné linie in vitro odvozené z normálního fetálního kolonu (FHC) a adeno-
karcinomÛ rÛzného stupnû malignity (HT-29, HCT-116) Tyto linie byly srovnávány s ohledem na proliferaãní, diferenciaãní

a apoptickou odpovûì na pÛsobení NaBt a VNMK samotn˘ch nebo v kombinaci.

V prÛbûhu kultivace (24-72 h) byly s vyuÏitím prÛtokové cytometrie (FCM) a dal‰ích metod (fluorimetrie, fluorescenãní

mikroskopie, spektrometrie, gelová elektroforéza) sledovány poãty bunûk pfiisedl˘ch a plovoucích (%), bunûãn˘ cyklus, apoptó-

za (‰tûpení poly(ADP-ribose) polymerázy – PARP, kondenzace a fragmentace chromatinu po barvení DAPI), diferenciace (akti-

vita alkalické fosfatázy – ALP a exprese karcinoembryonálního antigenu – CEA). S cytokinetick˘mi parametry byly korelovány

zmûny struktury membránov˘ch lipidÛ (tzv. „lipid packing“, merocyanin – MC540), akumulace triglyceridÛ v cytoplazmû (Nile

red), mitochondriální transmembránov˘ potenciál (TMRE), produkce reaktivních kyslíkov˘ch metabolitÛ (ROS, dihydroroda-

min-123), aktivita kaspáz a exprese antiapoptického proteinu Mcl-1. 

V˘sledky a diskuse
NaBt sniÏoval poãty bunûk a viabilitu fetální linie FHC i nádorov˘ch linií HT-29 a HCT-116. Av‰ak zatímco buÀky FHC a HT-

29 byly blokovány v G0/G1 fázi bunûãného cyklu a indukovány do diferenciace s nízk˘m procentem apoptózy (asi 10%), u bunûk

HCT-116 blokovan˘ch v G2/M fázi indukoval NaBt pouze vysokou hladinu apoptózy (30%). Citlivost k relativnû nízké dávce

AA a DHA se projevila pouze u bunûk FHC sníÏením poãtu bunûk a indukcí apoptózy (6-18%). Navíc do‰lo u tûchto bunûk

k masivnímu nárÛstu apoptózy po kombinovaném pÛsobení NaBt s AA (34%) a zejména s DHA (62%). Pozorovaná apoptóza

dále potvrzená detekcí ‰tûpení PARP byla spojená s nárÛstem % plovoucích bunûk a napodobuje tak tzv. anoikis, ke které dochá-

zí na vrcholu kolonov˘ch krypt.

Diferenciace detekovaná nárÛstem aktivity ALP a exprese CEA byla mnohem v˘raznûj‰í u bunûk FHC (asi 3x) ve srovnání

s buÀkami HT-29 a byla v˘znamnû sníÏena po kombinaci NaBt s VNMK.

NaBt aktivoval kaspázu-3 a -9 u v‰ech studovan˘ch linií. Tato aktivita v‰ak byla sníÏena po kombinaci s VNMK. V̆ sledky

svûdãí o v˘znamu aktivace kaspáz nejen pro apoptózu, ale rovnûÏ pro diferenciaci kolonov˘ch bunûk.

Vazba fluorescenãního barviva MC540 na membránové lipidy odráÏí velmi jemné zmûny v jejich struktufie, které mohou

souviset s indukcí diferenciace, apoptózy nebo aktivací bunûk. U v‰ech tfií linií docházelo pÛsobením NaBt k nárÛstu fluores-

cence MC540 (lipid unpacking), která byla dále zv˘‰ena u bunûk FHC po kombinaci NaBt s VNMK, coÏ naznaãuje souvislost

tohoto procesu s indukcí apoptózy.

Akumulace triglyceridÛ (TG) ve formû lipidov˘ch kapének v cytoplasmû (odpovídající fluorescenci Nile red) je odrazem

pfiíjmu VNMK do bunûk. Tyto metabolicky aktivní organely slouÏí jako zásobárna lipidÛ a jejich tvorba je rovnûÏ spojována

s indukcí diferenciace a apoptózy. K nejvy‰‰í akumulaci TG docházelo u bunûk FHC jak po pÛsobení NaBt tak VNMK a zvlá‰-

tû pak po jejich kombinovaném pÛsobení spojeném se silnou indukcí apoptózy. U nádorov˘ch linií byla akumulace TG niÏ‰í.

Úloha produkce ROS a její spojitost s poklesem MMP není zcela jasná. K indukci produkce ROS do‰lo jak po pÛsobení

NaBt tak po pÛsobení AA a DHA v prÛbûhu diferenciace i apoptózy. Zdá se v‰ak, Ïe posun rovnováhy k silnû prooxidativnímu

prostfiedí mÛÏe b˘t zodpovûdn˘ za pfiechod diferenciace v apoptózu po kombinaci NaBt a VNMK u bunûk FHC. SníÏení apo-

ptózy a zv˘‰ení diferenciace u tûchto bunûk pfii spolupÛsobení antioxidantu Troloxu podporuje tyto závûry. JiÏ dfiíve jsme pro-

kázali, Ïe zv˘‰en˘ oxidativní metabolismus indukovan˘ NaBt nebo VNMK pfiispívá ke zcitlivûní bunûk HT-29 na pÛsobení endo-

genních induktorÛ apoptózy z rodiny TNF [7, 11].

Dynamika exprese proteinu Mcl-1 v prÛbûhu kultivace bunûk ukazuje na jeho dvojitou úlohu jak v diferenciaci tak v apo-

ptóze bunûk kolonu. Jeho zv˘‰ená exprese po pÛsobení NaBt u diferencujících bunûk FHC je v souladu s publikovan˘mi úãinky

diferenciaãních ãinidel u jin˘ch typÛ bunûk [12]. Zv˘‰ená exprese Mcl-1 chrání diferencující se buÀky pfied apoptózou, kdy dochá-



zí ke sníÏení této exprese. V̆ znamnû sníÏená exprese Mcl-1 byla v na‰ich pokusech detekována u bunûk FHC po kombinaci NaBt

a VNMK, kdy byla indukována silná apoptóza. Tyto zmûny nebyly pozorovány u nediferencujících bunûk HCT-116.

Závûry
Na‰e v˘sledky prokázaly moÏnost interakce mezi dietetick˘mi lipidov˘mi sloÏkami butyrátem a VNMK ovlivÀující dife-

renciaãní a apoptickou odpovûì epiteliálních bunûk kolonu. Ve srovnáni s nádorov˘mi liniemi reagovaly fetální buÀky v˘raz-

nû citlivûji na kombinaci NaBt s VNMK (zejména s DHA) zv˘‰ením apoptózy provázeném sníÏením diferenciace. Zmûny cyto-

kinetick˘ch parametrÛ byly doprovázeny rozvolÀováním struktury membránov˘ch lipidÛ (lipid unpacking), sníÏením MMP a zv˘-

‰enou produkcí ROS. Zmûny v aktivitû kaspázy-3 a -9 a dynamická modulace exprese proteinu Mcl-1naznaãují úlohu tûchto

molekul jak v diferenciaci tak v apoptóze. V souhrnu tyto v˘sledky podporují my‰lenku, Ïe úãinky fermentovatelné vlákniny
ve stfievû závisejí na pfiítomnosti urãitého typu a mnoÏství VNMK, a Ïe pÛsobení tûchto sloÏek potravy mÛÏe mít rozdíln˘

dopad na normální a neoplastickou tkáÀ stfieva. Tyto poznatky by mûly pfiispût k poznání úlohy dietetick˘ch faktorÛ v karci-
nogenezi kolonu a k optimalizaci jejich vyuÏití v protinádorové terapii.
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