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Rovnovaha mezi pririastkem a dbytkem bunék je zikladni podminkou zdravého epitelu tlustého stfeva (kolonu). Kromé
proliferace je pocet bunék fizen apopt6zou, jejiz deregulace spolu s poruchami diferenciace podstatné piispiva k rozvoji nado-
rového onemocnéni [1]. Tyto procesy jsou regulovany jak genetickym programem tak endogennimi faktory a mohou byt vyznam-
né modulovany rovnéz exogennimi latkami ptichdzejicimi do téla s potravou. K t&€mto faktorim patfi i tuky a vlaknina, jeZ jsou
zdrojem vysoce nenasycenych mastnych kyselin (VNMK) a MK s kratkym retézcem jako je butyrat. Dnes je jiz ziejmé, Ze
kromé& nutri¢ni hodnoty jsou lipidy dtlezité pro spravné fungovani fady fyziologickych funkci v organismu a hraji kli¢ovou ulo-
hu v membranové biologii [2]. VNMK typu w-6 a -3 i jejich metabolity (napt. eikosanoidy) plisobi spolu s cytokiny a hormo-
ny jako mediatory a modulatory mezi- i vnitrobuné¢né signalni sité a proto je ziejma jejiich vyznamna tloha i pfi vzniku pato-
logickych stavii jako jsou zanét a nddorova onemocnéni [3].

Z vysledkl experimentdlnich studii in vitro a in vivo i z nékterych klinickych a epidemiologickych udaji vyplyva, Ze w-3
VNMK mohou ovlivnit bun&né funkce a¢inné&ji a mnohdy opa¢nym zptsobem neZ w-6 VNMK. Rada experimentélnich vysled-
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22:6) a eikosapentaenové (EPA, 20:5) obsaZenych v rybim tuku [4].

Protektivni tloha vldkniny je kromé jiného spojovana s piisobenim butyrétu, ktery vznika ve stfevé jeji mikrobidlni anaerob-
ni fermentaci. Obecné se pfedpoklada, Ze butyrat slouZi jako zdroj energie pro normalni kolonocyty, podporuje jejich prolifera-
ci a pfi jeho nedostatku dochazi k apoptdze. Na druhé strané vSak bylo prokazéano, Ze butyrit zastavuje proliferaci a indukuje dife-
renciaci a apoptézu neoplastickych bunék in vitro a in vivo [5].

Zéakladni hypotézou naseho vyzkumu je predpoklad spole¢ného piisobeni VNMK a butyratu v lumen stieva a jejich inter-
akce, kterd miZe vyznamnym zpisobem modulovat chovéni epitelidlnich bunék. NaSe piedchozi vysledky a vysledky jinych pra-
covist jiz prokazaly, Ze butyrat a VNMK (nebo rybi olej a pektin) mohou interagovat navzdjem i modulovat plisobeni endogen-
nich regulatord apoptézy [6, 7, 8, 9]. Méné informaci je k dispozici o zméndch bunécné diferenciace v prib&éhu neoplastické trans-
formace. Navic bylo ukdzéno, Ze vlastnosti buné¢nych membrén i obsah a sloZeni fosfolipidtt a MK v nddorovych a normélnich
buiikéch jsou odli§né [10]. To spolu s poznatky deregulace riiznych signdlnich drah udrZujicich rovnovahu mezi proliferaci, dife-
renciaci a apoptézou v pribéhu bunécné transformace vytvaii predpoklad rozdilného pasobeni lipidickych faktorti na normalni
a nddorovou tkai stieva.

Material a metody

Nas vyzkum je proto zaméfen na piisobeni butyratu sodného (NaBt, 3mM) a VNMK (50 M) typu w-6 (kyselina arachidono-
va, AA, 20:4) nebo w-3 (DHA) na modelové bunécné linie in vitro odvozené z normalniho fetalniho kolonu (FHC) a adeno-
karcinomu rizného stupné malignity (HT-29, HCT-116) Tyto linie byly srovnavany s ohledem na prolifera¢ni, diferenciaéni
a apoptickou odpovéd na pisobeni NaBt a VNMK samotnych nebo v kombinaci.

V pruibéhu kultivace (24-72 h) byly s vyuzitim pritokové cytometrie (FCM) a dalSich metod (fluorimetrie, fluorescenéni
mikroskopie, spektrometrie, gelova elektroforéza) sledovany pocty bunék ptisedlych a plovoucich (%), bunécny cyklus, apopto-
za ($té€peni poly(ADP-ribose) polymerazy — PARP, kondenzace a fragmentace chromatinu po barveni DAPI), diferenciace (akti-
vita alkalické fosfatdzy — ALP a exprese karcinoembryondlniho antigenu — CEA). S cytokinetickymi parametry byly korelovany
zmény struktury membranovych lipida (tzv. ,.lipid packing®, merocyanin — MC540), akumulace triglyceridl v cytoplazmé (Nile
red), mitochondridlni transmembranovy potencidl (TMRE), produkce reaktivnich kyslikovych metabolitt (ROS, dihydroroda-
min-123), aktivita kaspdz a exprese antiapoptického proteinu Mcl-1.

Vysledky a diskuse

NaBt sniZoval pocty bunék a viabilitu fetalni linie FHC i nddorovych linii HT-29 a HCT-116. AvSak zatimco buitky FHC a HT-
29 byly blokovany v GO/G1 fazi bunécného cyklu a indukovany do diferenciace s nizkym procentem apoptédzy (asi 10%), u bunék
HCT-116 blokovanych v G2/M fazi indukoval NaBt pouze vysokou hladinu apopt6zy (30%). Citlivost k relativné nizké davce
AA a DHA se projevila pouze u bunék FHC sniZenim poctu bunék a indukci apoptézy (6-18%). Navic doslo u téchto bunék
k masivnimu nartistu apoptézy po kombinovaném plsobeni NaBt s AA (34%) a zejména s DHA (62%). Pozorovand apoptéza
déle potvrzena detekci St€peni PARP byla spojend s naristem % plovoucich bunék a napodobuje tak tzv. anoikis, ke které docha-
zi na vrcholu kolonovych krypt.

Diferenciace detekovand naristem aktivity ALP a exprese CEA byla mnohem vyraznéjsi u bunék FHC (asi 3x) ve srovnani
s burikami HT-29 a byla vyznamné sniZena po kombinaci NaBt s VNMK.

NaBt aktivoval kaspizu-3 a -9 u vSech studovanych linii. Tato aktivita v§ak byla sniZena po kombinaci s VNMK. Vysledky
svédc¢i o vyznamu aktivace kaspdz nejen pro apoptdzu, ale rovnéZ pro diferenciaci kolonovych bunék.

Vazba fluorescenc¢niho barviva MC540 na membranové lipidy odrazi velmi jemné zmény v jejich struktufe, které mohou
souviset s indukci diferenciace, apoptdzy nebo aktivaci bunék. U vSech tii linii dochédzelo piisobenim NaBt k nértstu fluores-
cence MC540 (lipid unpacking), kterd byla dale zvySena u bunék FHC po kombinaci NaBt s VNMK, coZ naznacuje souvislost
tohoto procesu s indukci apoptdzy.

Akumulace triglycerida (TG) ve formé lipidovych kapének v cytoplasmé (odpovidajici fluorescenci Nile red) je odrazem
pfijmu VNMK do bunék. Tyto metabolicky aktivni organely slouZi jako zdsobdrna lipidl a jejich tvorba je rovnéZ spojovana
s indukci diferenciace a apoptdzy. K nejvyssi akumulaci TG dochézelo u bunék FHC jak po ptisobeni NaBt tak VNMK a zv1as-
té pak po jejich kombinovaném piisobeni spojeném se silnou indukci apoptézy. U nddorovych linii byla akumulace TG niZsi.

Uloha produkce ROS a jeji spojitost s poklesem MMP neni zcela jasna. K indukci produkce ROS doslo jak po plisobeni
NaBt tak po piisobeni AA a DHA v pribéhu diferenciace i apopt6zy. Zda se vSak, Ze posun rovnovahy k silné prooxidativnimu
prostiedi miZe byt zodpovédny za prechod diferenciace v apoptézu po kombinaci NaBt a VNMK u bunék FHC. SniZeni apo-
ptozy a zvySeni diferenciace u téchto bunék pii spoluptisobeni antioxidantu Troloxu podporuje tyto zavéry. Jiz diive jsme pro-
kézali, Ze zvySeny oxidativni metabolismus indukovany NaBt nebo VNMK piispiva ke zcitlivéni bunék HT-29 na piisobeni endo-
gennich induktorti apoptézy z rodiny TNF [7, 11].

Dynamika exprese proteinu Mcl-1 v pribéhu kultivace bunék ukazuje na jeho dvojitou tlohu jak v diferenciaci tak v apo-
ptoze bunék kolonu. Jeho zvySend exprese po pisobeni NaBt u diferencujicich bunék FHC je v souladu s publikovanymi u¢inky
diferenciacnich ¢inidel u jinych typt bunék [12]. ZvySend exprese Mcl-1 chrani diferencujici se buriky pfed apoptézou, kdy doché-
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zi ke sniZeni této exprese. Vyznamné sniZend exprese Mcl-1 byla v naSich pokusech detekovéana u bunék FHC po kombinaci NaBt
a VNMK, kdy byla indukovéna silnd apoptéza. Tyto zmény nebyly pozorovany u nediferencujicich buné¢k HCT-116.

Zavéry

Nase vysledky prokdzaly moznost interakce mezi dietetickymi lipidovymi slozZkami butyratem a VNMK ovliviiujici dife-
renciacni a apoptickou odpovéd epitelidlnich bunék kolonu. Ve srovnani s nddorovymi liniemi reagovaly fetdlni buiiky vyraz-
né citlivéji na kombinaci NaBt s VNMK (zejména s DHA) zvySenim apopt6zy provizeném sniZenim diferenciace. Zmény cyto-
kinetickych parametri byly doprovazeny rozvoliiovinim struktury membrénovych lipida (lipid unpacking), sniZzenim MMP a zvy-
Senou produkci ROS. Zmény v aktivité kaspazy-3 a -9 a dynamickd modulace exprese proteinu Mcl-1naznacuji ulohu té€chto
molekul jak v diferenciaci tak v apopt6ze. V souhrnu tyto vysledky podporuji myslenku, Ze i€inky fermentovatelné vlakniny
ve sti'evé zaviseji na pritomnosti urcitého typu a mnoZstvi VNMK, a Ze ptsobeni téchto sloZek potravy miZe mit rozdilny
dopad na normalni a neoplastickou tkafi stfeva. Tyto poznatky by mély pfispét k poznani dlohy dietetickych faktorid v karci-
nogenezi kolonu a k optimalizaci jejich vyuziti v protinadorové terapii.
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