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Cile prace

MikroRNA (miRNA) jsou kratké nekodujici RNA, které reguluji Sirokou skalu bunéénych
procest. Ovlivnénim exprese specifickych cilovych proteintt mohou miRNA hrat klicovou roli
ve vzniku kardiovaskularnich onemocnéni a metabolického syndromu.

Cilem prace bude zhodnotit vliv kvercetinu, taxifolinu, silybinu a dehydrosilybinu
na expresi proteinu PDCD4 a expresi isoformy miR-208a v bunééné linii H9¢2, ktera slouzi
jako model kardiomyocyta.

Hlavnimi metodami experimentalni ¢asti budou real-time PCR, fluorescen¢ni detekce

a imunodetekce.



1. UvoD

MikroRNA-208 (miRNA-208) je typ malé nekddujici RNA, nachazejici se v srdci, jejiz
funkci je posttranskripéni regulace genové exprese (Lu & Thum, 2019). V souvislosti
s kardiovaskularnimi onemocnénimi ptsobi remodelaéné¢ (Zhang & Xu, 2021)
a kardioprotektivn€. Pravé kardioprotektivni funkce muize byt disledkem interakce
miRNA s proapoptickym proteinem Programmed Cell Death Protein 4 (PDCD4)
(Wang et al., 2022). Zminény mechanismus je zkouman v této praci.

V prevenci kardiovaskularnich chorob maji potencial také polyfenoly, organické
latky, vyskytujici se hlavné jako metabolity rostlin, které mohou ovlivilovat 1 genovou
expresi (Milenkovic et al., 2012).

V préci byl experimentalné testovan vliv ¢tyt vybranych polyfenolickych latek,
kvercetinu, taxifolinu, silybinu a dehydrosilybinu. Bylo sledovano, zda se projevi zména
na expresi miRNA-208a a také na expresi PDCD4 (Wang et al., 2022).

Jako in vitro model byla vyuzivana bunétna linie H9c2, odvozena z bunck
potkana (Kimes & Brandt, 1976). Pro vyhodnoceni cytotoxickych uc¢inku byl vyuzit test
s 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromidem (MTT), ke kvantifikaci
slouzila metoda kvantitativni polymerdzova fetézcova reakce sreverzni transkripci
v realném case (RT-qgPCR) a zmény hladin proteinu PDCD4 byly detekovany metodou
Western blot.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 MikroRNA

MikroRNA jsou malé, priblizné 20-22 nukleotidii dlouhé nekodujici RNA, které ovliviuji
genovou expresi na posttranskripéni tirovni (Lu & Thum, 2019). Jejich existence byla
poprvé dokdzana u Caenorhabditis elegans v roce 1993 (Lee et al., 1993; Wightman et
al., 1993). V roce 2001 byly tyto molekuly rozpoznany jako rozsahld skupina malych
RNA u vysSich eukaryot (Lagos-Quintana et al., 2001), coz vedlo k vyzkumu jejich
regula¢nich schopnosti.

Cely proces (obrazek 1) jeji biogeneze je zahdjen v bunééném jadie, kde jsou
transkribovany z genomové DNA primarni fetézce pri-miRNA (Tian et al., 2024).
Vétsina miRNA gent je prepisovana RNA polymerazou I1 a podobné jako geny kodujici
proteiny nesou vzniklé pri-miRNA charakteristické znaky transkripti polymerazy 11, tedy
5" €epicku a poly(A) konec (Lee et al., 2004). V jadie je molekula dale Stépena na kratsi

pre-miRNA struktury jadernym komplexem Microprocessor, jehoz hlavni Casti je
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Obrazek 1:Schéma drahy vzniku miRNA kanonickou biogenezi (pFevzato a upraveno
z Bartel, 2018)



ribonukleaza III Drosha, spole¢né se dvéma proteiny kritického regionu 8 DiGeorgova
syndromu (DiGeorge Syndrome Critical Region 8 - DGCRS; Bartel, 2018). Pomoci
proteinového pienaseCe Exportinu 5 je 55-70 nukleotidi dlouhd pre-miRNA
transportovana do cytoplazmy pies jaderné pory (Shang et al., 2023).

V cytoplazmé zabezpecuje dalsi zpracovani evolu¢né konzervovany enzymaticky
aktivni komplex proteint Dicer, ktery specificky Stépi dvouvlaknové RNA
(Bernstein et al., 2001). Dalsim komplexem aktivnim ve zpracovani miRNA je
transaktivaci indukovany RNA-vazebny protein (TRBP). Tento komplex vykazujici
aktivitu ribonukleazy III §tépi pre-miRNA do formy miRNA duplexu (Tian et al., 2024).

Dal$im krokem je navazani miRNA duplexu do efektorového komplexu RISC
(RNA-indukovany umlcovaci komplex), skladajiciho se z Argonaute proteint
(Tian et al., 2024). Komplex RISC je zodpovédny za sekvencné specifickou degradaci
cilové mediatorové RNA (mRNA) (Hammond et al., 2000).

Po pfipojeni zralého vodiciho vldkna do Argonaute proteinu je z duplexu
odstranén pasivni ,,passenger vlakno (Tian et al., 2024). Vznikly miRISC komplex pak
vyhledava cilové transkripty, pfedevSim prostiednictvim vazby miRNA na kanonické
rozpoznani cilové mRNA je takzvana ,,seed sekvence®, ktera zahrnuje nukleotidy 2-7(-8)
na 5'konci miRNA. Tato sekvence se vaze prostfednictvim Watson-Crickovského
parovani na komplementarni motivy v mRNA. Pravé komplementarita mezi miRNA
a mRNA, jeji mira arozloZeni rozhoduji o nasledném mechanismu ucinku, tedy zda dojde
k pfimému endonukleolytickému S$tépeni transkriptu nebo k nepfimému represivnimu
pusobeni (Bartel, 2018).

U ZzivociSnych miRNA k dokonalé komplementarité¢ dochazi spiSe vyjimecné.
Pokud ale nastane, dojde k endonukleolytickému Stépeni cilové mRNA v misté parovani,
vlivem PIWI domény nékterych Argonaute proteinli (napiiklad Ago2). Ve vétSiné
ptipadu je vSak parovani Castecné a je omezeno pouze na ,,seed* oblast. MiRISC komplex
tak plsobi nepiimo a povolava adaptorové proteiny, deadenylacni a dekapéni komplexy,
jez jsou s nimi asociovany. Tim dochdzi ke zkracovani poly(A) konce, destabilizaci
a degradaci mRNA (Gebert & MacRae, 2019).

MiRNA mohou inhibovat translaci bez vyrazné zmény hladiny mRNA, a to
faktory elF4A1 a elF4A2. MIRISC komplex se do transkriptu typicky vaze do

nepiekladané oblasti 3"UTR, nicméné i v této oblasti vyvola odstépeni zminénych
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2019).
Protoze jeden komplex muze cilit na stovky riznych mRNA a jedna mRNA
obsahuje Casto vazebna mista pro vice miRNA, je tento systém velmi variabilni regulator

posttranskripce. Stézejni funkei je tedy mirnd kontrola hladin proteini, nikoliv uplna

inhibice genové exprese (Bartel, 2018; Gebert & MacRae, 2019).

2.2 MiRNA-208 a jeji isoformy miRNA-208a a miRNA-208b

MiRNA-208 patii do skupiny miRNA specifickych pro srde¢ni tkan. Jsou kdédovany
v intronech genli pro myosin tézkého tetézce a reguluji expresi kontraktilnich proteinti a
remodelaci myokardu (Zhang & Xu, 2021).

MiRNA-208a je uloZena v intronu genu pro motoricky protein a-myosin (o-
MHC) tézkého tfetézce Myh6 (Myosin Heavy Chain 6), ktery pievazuje v sinich srdce.
Gen miRNA-208b je lokalizovan v genu pro B-myosin (B-MHC) tézkého feté¢zce Myh7
(Myosin Heavy Chain 7), typickém pro komory. Oba geny se nachazi na stejném lidském
chromozomu 14 (Zhang & Xu, 2021). Tkanova specifita je u obou isoforem mirné
odliSna. MiRNA-208b je exprimovana v kosternim 1 srdeCnim svalstvu hlavné
v embryonalnim a novorozeneckém stadiu, zatimco miRNA-208a je specificka pouze pro
srdce vyhradné dospélych jedincti. Ob¢ isoformy maji stejnou ,,seed* sekvenci, 1isi se
pouze ve tfech nukleotidech ve své 3 oblasti (Huang et al., 2021). Tyto dvé isoformy
spolecné s miRNA-499 tvofi skupinu, ktera ovliviiuje fungovani mezi rychlymi
a pomalymi isoformami myosinu, a zdroven kontroluje hypertrofii, fibrozu 1 energeticky
metabolismus myokardu (Huang & Li, 2015). Ob¢ isoformy jsou tedy spojeny s mnoha
srdeCnimi onemocnénimi a ovliviluji srde¢ni fenotyp. V kontextu molekuldrni
patofyziologie selhani srdce vykazuje miRNA-208 pleiotropni ucinky, jejichz charakter
zavisi na typu patologického podnétu a jeho trvani. V modelech tlakového pietizeni je
miRNA-208 spojovéana se signalizaci hypertrofie a pfepinanim isoforem myosinu (van
Rooij et al., 2007; Montgomery et al., 2011). OvSem v podminkach akutni ischémie
vykazuje tato molekula protektivni, anti-apoptické vlastnosti (Wang et al., 2022).

Funkéni vyznam byl plvodné ukdzan v experimentu na mySich s deleci
miRNA208a v genu Myh6 a v transgennich liniich s jeji zvySenou expresi. Mysi

postradajici miRNA-208a nevykazovaly typickou hypertrofii pii vysokém krevnim tlaku,



pfi aktivaci kalcineurinu ani pfi snizené funkci S§titné zlazy. Nedochazelo u nich
k intersticialni fibroze ani nezddouci aktivaci B-MHC. Opacny efekt nastal u mysi
s trojnasobnou expresi miRNA-208a, kdy se f-MHC aktivovaly v srdci samovolné, tedy
1 v ptipadé neptitomnosti jakéhokoliv stresu nebo zatéze (van Rooij et al., 2007). Z toho
vyplyva, Ze pritomnost této mikroRNA je diilezita pro patologickou ptestavbu srdce.

V klinické praxi se poznatky potvrdily také u lidskych pacientd. U jedinct trpicich
srde¢nim selhdnim ¢i dilatacni kardiomyopatii byly v srdecni tkdni naméfeny zvysené
hladiny miRNA-208a. Vysoké koncentrace souvisi s hor$i funkci srdce a zaroven nizsi
ejekeni frakei, tedy schopnosti srdce efektivné pumpovat krev do téla. To pomaha
1ékarim 1épe predikovat preziti pacienta (Satoh et al., 2010).

Terapeuticky potencial farmakologické inhibice miRNA-208a byl také ovéten ve
vyzkumu provedeném na potkanech s indukovanym srde¢nim selhdnim vlivem vysokého
krevniho tlaku. Poddvanim antimiR-208a byla sniZena hladina miRNA-208a, a tim doslo
1 ke snizeni tvorby B-MHC a normalizaci Myh6. Fenotypickym dasledkem byla zmirnéna
hypertrofie, snizena fibréza i zlepSena diastolickd funkce, coz bylo spojeno s vyssi
vitalitou potkani (Montgomery et al., 2011).

Dalsi prace prokazala roli miRNA-208a v fizeni mitochondridlni biogeneze a
metabolické adaptace kardiomyocyti. Pomoci metody ,,Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats/CRISPR-associated protein 9 (CRISPR/Cas9) byly
experimentalné odstranény z lidskych kardiomyocytl geny koédujici mikroRNA-208a
a nasledné byly tyto kardiomyocyty vystaveny podminkdm simulujici diabetes. Bylo
pozorovano, ze potlaceni miRNA-208 brani poklesu mitochondridlni DNA,
transkripénich faktori, komplext dychaciho fetézce, a naopak zvySuje maximalni
respiraci a kapacitu dychaciho fetézce (Mekala et al., 2021).

Kromé& funkéni role v bunice je také miRNA-208 vyznamnd i v diagnostice.
V dasledku ischemického poskozeni srde¢ni tkané€ pii akutnim infarktu myokardu totiz
dochézi k uvolnéni miRNA-208 do krevniho ob¢hu. Zde je u pacientli detekovatelnd jiz
béhem prvnich ¢tyf hodin od nastupu pfiznaki, a tak je potencidlnim spolehlivym
biomarkerem (Wang et al., 2010).

Zatimco vySe zminéné studie poukazuji na negativni vlivy miRNA-208, nov¢jsi
vyzkumy popisuji 1 jeji kardioprotektivni funkci, realizovanou pfimou inhibici proteinu
PDCD4 (Wang et al., 2022). Tato interakce zaobirajici se osou miRNA-208/PDCD4 je

popisovana v kapitole 2.4 této prace.



2.3 Protein PDCD4

PDCD4, pivodné oznaceny jako MA-3 byl poprvé identifikovan jako gen asociovany
s apoptdzou, protoze exprese prislusného proteinu byla zvysend v buiikach ve stadiu
programované bunétné smrti. Kodéduje vysoce hydrofilni protein o délce 469
aminokyselin, jez je konzervovany napti¢ druhy (Shibahara et al., 1995).

Na molekularni Grovni pisobi protein PDCD4 jako inhibitor translace vazbou na
znemoznuje rozplétani mRNA béhem proteosyntézy. Mechanismem inhibice je navazani
PDCD4 na samotny faktor eIF4A a na stfedni ¢ast skeletdrniho proteinu elF4G, ¢imz
znemozni helikdze elF4A ptipojit se k C-koncové doméné elF4G v komplexu elF4F.
Diky tomu dojde k nespravnému sestaveni komplexu u 5° konce mRNA a potlaceni
translace (Yang et al., 2003).

PDCD4 je znamy jako nadorovy supresor, jehoz exprese je regulovana na
posttranskripéni urovni pomoci miRNA. Bylo zjiSténo, Ze miRNA-21 se pfimo vaZe na
misto v 3’'UTR oblasti mRNA pro PDCD4 a inhibuje translaci, ¢asto 1 prostfednictvim
degradace samotné mRNA. Mezi expresi miRNA-21 a hladinou proteinu PDCD4 je
nepfima timéra. To bylo potvrzeno jak v bunécnych liniich, tak v nddorovych tkanich
pacientli (Asangani et al., 2008). Tato studie potvrdila, ze potlaeni miRNA-21 vede
k obnoveni hladiny proteinu PDCD4. Nartst jeho hladiny mé& za nasledek celkové
oslabeni metastatického potencialu (Asangani et al., 2008). Podobné bylo v buiikach
karcinomu prsu ukéazano, ze PDCD4 je cilem miRNA-21. Jeho zvySeni po inhibici

miRNA-21 vedlo ke zpomaleni bunécné proliferace. Soucasné umelé snizeni PDCD4

vrwe

2008).

Regulace PDCD4 miRNA je komplexni a mize zahrnovat 1 synergické ¢i na sobé
zavislé interakce vice miRNA. Naptiklad u spinoceluldrniho nadoru hlavy a krku bylo
zjisté€no, Ze je tento protein regulovan kombinovanym ptisobenim miRNA-21 a miRNA-
499 (Ajuyah et al., 2019).

PDCD4 podléhd regulaci nejen miRNA ale 1 té posttranslacni. Ne&které
tumorigenni faktory indukuji jeho degradaci prostiednictvim fosforylace specifickych
serinovych zbytkl a nasledné ubikvitinace a zni¢eni v proteazomu. Regulace exprese
tohoto proteinu je tak kontrolovdna na vice Urovnich, naptiklad i1 prostfednictvim

signalnich drah (Matsuhashi et al., 2019).



2.4 Interakce miRNA-208 a PDCD4

In vivo experiment na mySich s indukovanym akutnim infarktem myokardu a in vitro
experiment na bunééném modelu kardiomyocytli s navozenou hypoxii poukazal na
kardioprotektivni roli miRNA-208. V poskozené tkani doslo k jejimu vyraznému poklesu
exprese, coz zaptriCinilo bunéénou apoptézu a prozanétlivou reakci. Experimentalné
zvysena exprese ale tyto mechanismy zvratila tim, ze utlumila zanétlivou reakci a expresi
proapoptickych proteind. Ziskana data ukazala, ze podstatou antiapoptického plisobeni je
piima interakce s PDCD4. Pomoci in situ hybridizace (FISH) bylo ukazano, ze miRNA-
208 1 PDCD4 spole¢n¢ lokalizuji hlavné v bunécné cytoplazmée. Testy s dualni
luciferazou a RNA ,,pull-down* ovétily, Ze miRNA-208 se vaze pifimo na 3"UTR oblast
genu pro PDCD4 a funguje jako jeho pfimy inhibitor. Provadény dodatecny experiment
navic dokazal, ze umélé zvySeni proteinu PDCD4 zru$i ochrannou funkci miRNA-208 a

buniky za¢nou opét podléhat apoptoze (Wang et al., 2022).

2.5 Bunéc¢na linie H9¢2

Bunécna linie H9¢2 je odvozena z embryondlni srdec¢ni tkané laboratorniho potkana
kmene BDIX. Primarni kultura, kterd pochazi prevazné z komorové tkadn¢ srdce tfinacti
denniho embrya, byla izolovana modifikovanou metodou selektivniho sériového
pasazovani dle Yaffeho. V pribéhu adaptace na in vitro podminky byla pozorovéana
zvysena rychlost proliferace, kterd méla za nasledek ztratu spontdnni kontrakce. Ta je
béznym projevem u izolovanych primarnich kardiomyocyti. U bunék H9c2 byla
pritomna pouze v ranych fazich kultivace. Pro buitkky H9¢2 je typicky riist v paralelnich
fadach a jejich vietenovity tvar (obrazek 2), coz jsou vlastnosti typické i pro bunky
kosterniho svalstva (Kimes & Brandt, 1976).

Vyzkum v oblasti kardiologie hojné vyuzivd linii H9c2 pro jeji schopnost
simulovat fyziologické 1 patologické procesy srde¢niho svalu (Kimes & Brandt, 1976;
Watkins et al., 2011). Mimo studia srde¢ni hypertrofie (Watkins et al., 2011) je také
modelem pro vyzkum specifickych u¢inka 1é¢iv (Hescheler et al., 1991), mechanismil
oxidac¢niho stresu, apoptdzy a metabolismu kardiomyocyta (Kuznetsov et al., 2015).

Navzdory hojnému vyuZivani a vyhodam této bunécné linie je dilezité zdlraznit,
ze ackoliv bunky sdili fadu znakli s primarnimi kardiomyocyty, nelze jimi nahradit

komplexitu dospélé srdecni tkdné€ a jejiho ptirozeného prostfedi. Vzhledem k urcitym



Obrazek 2: Buiiky H9¢2 pod svételnym mikroskopem, zvétSeni 100% (A) a 200x (B), méritko
100 pm (Liehr et al., 2025).

genetickym a funkénim odliSnostem oproti novorozeneckému 1 dosp€lému myokardu je
nutna obezietnost pii preneseni ziskanych dat do in vivo podminek. I ptes tyto komplikace
je linie H9¢2 povazovana za vysoce kvalitni model v oblasti kardiovaskularni biologie a
patologie. Na zékladé nedavno publikovanych genetickych zdroji a dtkladné
charakterizace je nadale potvrzena jeji relevance ve vyzkumu srdec¢nich funkei a vyvoji

novych terapeutickych postupti zamétenych na srdecni onemocnéni (Liehr et al., 2025).

2.6 Polyfenoly

Polyfenoly jsou organické slouceniny, vyskytujici se jako rostlinné sekundérni
metabolity. V dnesni dobé& je zndmo vice neZ 8000 téchto sloucenin, coZ z nich ¢ini jednu
z nepocetnéjSich tfid rostlinnych metaboliti viibec (Durazzo et al., 2019). V potravé je
ptirozené piijimame ve formé ovoce, zeleniny, obilovin, lusténin nebo v népojich jako je
kéava, ¢aj a vino (Prabhu et al., 2021).

Zakladni strukturou téchto molekul je jeden nebo vice aromatickych kruh
s navazanou jednou nebo vice hydroxylovymi skupinami (Durazzo et al., 2019; Prahbu
etal.,2021). V rostlinnych tkanich se vyskytuji ve volné formé jako aglykony nebo castéji
jako glykosidy s cukernymi jednotkami navdzanymi na fenolickou kostru (Singla et al.,
2019). Jejich biologicka aktivita je dana predevsim schopnosti reagovat s reaktivnimi
formami kysliku a dusiku, prostfednictvim fenolickych hydroxylovych skupin, které
pusobi jako donory vodiku. Kromé toho maji také diky své struktufe schopnost véazat

kovové ionty, které se podili na produkci volnych radikali (Pereira et al., 2009).



2.6.1 Klasifikace polyfenolu

Polyfenoly lze rozd¢lit do dvou hlavnich skupin: flavonoidy a neflavonoidni polyfenoly
(Durazzo et al., 2019).

Flavonoidy, které¢ tvofi nejpocetnéjsi podskupinu polyfenold sestavaji z patnacti
uhlikového skeletu, coz jsou dva fenylové kruhy spojené heterocyklickou ¢asti, nékdy
oznacovaného jako C6-C3-C6. Dle rozdila v heterocyklické ¢asti jsou flavonoidy dale
rozdéleny do n€kolika skupin, jako jsou flavonoly, isoflavonoly, flavanony, flavanoly a
anthokyany. (Prabhu et al., 2021). Vyskytuji se nejcastéji ve forme glykosidii a zapojuji
se hlavn¢ do oxidacné-redukénich procesi. Pro lidské zdravi jsou dulezité jejich silné
krevni tlak, brani Sifeni toxint, zvySuji t€innost vitaminu C (Spilkova et al., 2023).

Neflavonoidni polyfenoly jsou druhou skupinou a dle rozdila v chemické
struktufe jsou roz¢lenény do kategorii, napiiklad fenolové kyseliny, stilbeny, lignany nebo

ttisloviny (Prabhu et al., 2021).

2.6.2 Biologické ucinky polyfenoli

Polyfenolické latky jsou vzhledem k jejich biologické aktivit¢ vnimany jako
farmakonutrienty, jez mohou byt vyuzity jako prevence ¢i terapie pro fadu chronickych
onemocnéni (Prahbu et al., 2021). Nékolik epidemiologickych studii dokazuje, ze vyssi
piijem polyfenoll ve strave je spojen s niz§im vyskytem kardiovaskularnich onemocnéni,
diabetu 2. typu a obezity. Napiiklad rozsahla studie PREDIMED, ktera sledovala stravu
mnoha ucastnikl po dobu péti let prokazala, Ze u skupiny s nejvyssim piijmem polyfenola
doSlo ke 37% snizeni relativniho rizika celkové mortality ve srovndnim se skupinou
s pfijmem nejniz§im (Tresserra-Rimbau et al., 2014).

K nejvice popsanym biologickym ucinkliim polyfenoll patii jejich antioxidacni
aktivita. Fenolické hydroxylové skupiny jsou dobrymi donory vodiku a elektront. To
umoziuje tvorbu stabilnich fenoxylovych radikald, coz pteruSuje radikalové fetézcové
reakce a brani poSkozeni lipidl, proteini a DNA vlivem oxidace. RovnéZz dochazi
k chelataci pfechodnych kovili, naptiklad médi a Zeleza, ¢imZ je sniZena tvorba
hydroxylovych radikalii Fentonovou reakci (Pereira et al., 2009).
tlumit zanétlivou odpovéd’ snizenim prozanétlivych cytokind, chemokinli a adheznich

molekul, coz omezuje aktivaci a migraci imunitnich bunék. Tento efekt je zprostiedkovan



hlavné snizenim produkce reaktivnich forem kysliku a modulaci signdlnich drah citlivych
na oxidacni stres, jako jsou naptiklad mitogenem aktivované proteinkindzové (MAP)
drahy (Huang et al., 2006).

Polyfenoly zasahuji do regulace bunééné signalizace a genové exprese. Mnohé
flavonoidy a fenolové kyseliny vykazuji strukturalni podobu k syntetickym inhibitoriim
proteinovych kinaz, a mohou tak nejen neptimo, ale i pfimo modulovat aktivitu téchto
drah. Lze tedy fici, ze se jejich aktivace nebo inhibice promita do regulace bunééného
cyklu, diferenciace, apoptozy a celkové odpovédi na stres. Napiiklad bylo prokdzano, ze
v cévnim systému stimuluji produkci oxidu dusnatého, coz zlepSuje funkci endotelu a
snizuje riziko kardiovaskularnich onemocnéni (Vauzour et al., 2010).

Klinické dasledky zminénych mechanismi ukazala studie pacientli s vysokym
kardiovaskularnim rizikem, ktefi konzumovali stfedomoiskou stravu bohatou na
polyfenolické latky. Vysledkem bylo vyrazné sniZeni systolického 1 diastolického
krevniho tlaku a nizsi vyskyt hypertenze u ucastnikl studie (Medina-Remon et al., 2011).

Vedle zminénych u¢inki mohou polyfenoly také ovliviiovat genovou expresi na
post-transkripéni trovni. Studie na apolipoprotein E deficientnich (apoE-deficientnich)
mySich prokazala, ze ptfijem polyfenolickych latek v nutricné dosazitelnych davkach
vedla ke zménam exprese miRNA v jatrech. Bylo identifikovano pét miRNA, jejichz
exprese byla ovlivilovana vSemi testovanymi polyfenoly, navzdory jejich odlisné
chemické strukture. Tyto zmény miRNA jsou propojeny s regulaci gent zapojenych do
bunécné adheze, mezibunécné komunikace a signalizac¢nich drah. Tim je ukdzano, ze tyto
latky mohou ovliviiovat bunééné funkce i prostfednictvim post-transkripcni modulace
genove exprese (Milenkovic et al., 2012).

Souhrnné Ize konstatovat, Ze polyfenoly v organismech plsobi na mnoha
signaliza¢nich drah az po regulaci genové exprese. Komplexita biologickych ucinki je
stéZzejni pro pochopeni jejich vlivu na kardiomyocyty a regulaéni molekuly, vcetné

miRNA.

2.6.3 Kvercetin

Kvercetin (obrazek 3) je vyznamnym zéastupcem flavonoidd, konkrétné podtiidy
flavonolli (Dostal&Modriansky, 2019). Zékladem jeho struktury je 3-hydroxyflavonovy

skelet s péti hydroxylovymi skupinami v pozicich 3, 5, 7, 3" a 4’, ¢emuz odpovida
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Obrazek 3: Struktura kvercetinu, vytvoieno v programu ChemSketch.

systematicky nazev 3,3",4’,5,7-pentahydroxyflavon (Akbari Kordkheyli et al., 2019;
Kelly, 2011). V ptirod¢ a stravé prevazuje ve formé glykosidi (Dostal&Modriansky,
2019), kdy je obsazen v cibuli, kostdlové zelenin€, hroznech, jablkach, bobulovitych
plodech, rajcatech, Caji a Cerveném ving. Je pfitomen také v rostlinich jako je jinan
dvoulalo¢naty (Ginko biloba), ttezalka teCkovana (Hypericum perforatum) &1 bez
kanadsky (Sambucus canadensis; Dostdl&Modriansky, 2019; Akbari Kordkheyli et al.,
2019; Kelly, 2011).

Biologické a  farmakologické ucinky kvercetinu jsou pleiotropni
(Dostal&Modriansky, 2019). Na turovni bunck prokazuji predevSim schopnost
vychytavat volné radikaly, ale je také schopen cilené modulace signalnich drah (Mansuri
et al., 2014).

Antioxida¢ni kapacita kvercetinu vyplyva zjeho chemické struktury, kterd
umoziuje piimo neutralizovat reaktivni formy kysliku (ROS; Akbari Kordkheyli et al.,
2019). Krom¢ primého putsobeni také aktivuje transkripcni faktor ,,Nuclear Factor
Erythroid 2-related factor 2 (Nrf-2), ¢imz stimuluje produkci antioxidacnich a
detoxikacnich enzymt bunky. To nasledné vede k navyseni hladiny redukovaného
glutathionu, ktery je dilezitym vnitfnim antioxidantem (Angeloni et al., 2008; Mansuri
et al., 2014).
ucinky inhibici produkce zanétlivych cytokinli a mediatort, jez je zprosttedkovéano
inhibici jaderného faktoru NF-kB (Akbari Kordkheyli et al., 2019). Ovliviiuje také hlavni
signalni kaskady v bunice, napfiklad drahu fosfoinositid-3-kin4za/proteinkinaza B
(PI3K/Akt) nebo MAP kinazy (Mansuri et al., 2014). Zatimco v kardiomyocytech tyto
drahy pomahaji buniky chranit pfed stresem, v nddorovych liniich mlZe jejich zména
naopak podpofit apoptdzu (Mansuri et al., 2014; Akbari Kordkheyli et al., 2019).

Kvercetin ma ale i1 schopnost regulovat genovou expresi prostfednictvim miRNA
(Milenkovic et al., 2012). Mezi popsané efekty patii potlaceni onkogenni miRNA-21. Jeji

snizeni ma ptimy dopad na stabilizaci proteinu PDCD4, ¢imz brani maligni transformaci
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buiiky a kontroluje bunéény cyklus (Pratheeshkumar et al., 2016). V souvislosti se
srdeCni tkéni se predpoklada, ze pravé modulace miRNA-21 zprostiedkovava ochranu
myokardu (Tu et al., 2013), z ¢ehoz lze usuzovat, ze by podobna cesta mohla ¢astecné
vysvétlovat kardioprotektivni uc¢inek kvercetinu.

Pro experimenty spojené s vlivem kvercetinu na srdecni tkan se ¢asto vyuzivaji
kardiomyocyty nebo konkrétné¢ bunécnd linie H9c2. Na modelu primarnich
kardiomyocytt bylo ukézano, ze kvercetin silné stimuluje endogenni antioxida¢ni obranu
a chrani tak bunky pred oxidativnim stresem (Angeloni et al., 2008). Konkrétné linie
H9c2 je kvercetinem chranéna pied osmotickym (hypertonickym) stresem. Kvercetin
stabilizuje vépnikovou homeostazu tim, Ze zamezuje jeho nadmérnému hromadéni

v cytosolu a pretiZeni mitochondrii v hypertonickém prostiedi (Dostal et al., 2024).

2.6.4 Taxifolin

Taxifolin (obrazek 4), znamy téZ jako dihydrokvercetin je pfirodni flavanonol, ktery se
piirozené vyskytuje v rostlinich jako jsou cibule, ostropestiec mariansky, modfin,
douglaska  tisolista  nebo  svétlice  barvifska. Systematickym  ndzvem
3,5,7,3" ,4-pentahydroxyflavanon se skladd ze dvou fenylovych kruhii spojenych
heterocyklickym kruhem. To pfedurcuje jeho chemickou aktivitu, zejména diky
pritomnosti péti hydroxylovych skupin (Mandour et al., 2026; Liu et al., 2023). Jeho
antioxida¢ni u¢inky a schopnost vychytavat radikaly jsou hodnoceny jako vyjimecné
oproti ostatnim polyfenoltim, diky specifickému usporadani fenolickych hydroxylovych
skupin (Mandour et al., 2026).

Tato latka tedy zamezuje oxidacnimu poskozeni proteinii, DNA a lipidi. Bylo
prokéazano, ze v srde¢nich bunikach tlumi hypertrofii a produkci ROS a zvySuje hladiny
antioxidacnich enzymt (Guo et al., 2015).

-----

(Sarg et al., 2024) nebo v blokaci faktoru NF-kB, ¢imZ sniZzuje hladiny prozanétlivych
OH
|Se

OH 0

Obrazek 4:Struktura taxifolinu, vytvoieno v programu ChemSketch.
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enzymu (cyklooxygendza-2 (COX-2), inducibilni syntdza oxidu dusnatého (iNOS)).
Navic taxifolin omezuje infiltraci a adhezi bilych krvinek do cévniho endotelu
(Wang et al., 2006).

Jeden z jeho terapeutickych ucinkt je modulace genové exprese prostiednictvim
miRNA. Na mysich a bunkach H9c2 bylo prokazéano, ze taxifolin specificky zvySuje
hladinu miRNA-200a, coz vede ke stimulaci signalni drahy Nrf2, ktery je hlavni regulator
bunécné antioxida¢ni odpovédi. U bunc¢k poskozenych doxorubicinem, coz vyvolalo
kardiotoxicitu, doSlo k posileni pfirozeného obranného systému. Zaroven doslo také k
zabranéni rozvoje ferroptozy, coz je specifickd forma bunééné smrti, ktera je disledkem
hromadéni Zeleza a té¢Zzkého oxidacniho stresu (Lin & Wang, 2023).

Kromé ochrany pied kardiotoxicitou se silny kardioprotektivni potencial
taxifolinu projevuje 1 pii ischemicko-reperfuznim poskozeni. Na experimentalnim
modelu izolovanych potkanich srdci bylo ukazano, ze medikace taxifolinem vyrazné
zlepSuje obnovu mechanické funkce srde¢ni komory a soucasné tlumi oxidacni stres.
Utinn& potlatuje mitochondrialni apoptézu utlumenim exprese molekul, jez destrukci
bun¢k spoustéji, a zvySenim produkce ochranného proteinu ,,.B-cell lymphoma 2

(Bcl-2; Tang et al., 2019).

2.6.5 Silybin

Jinym nézvem silibinin (obrazek 5) je flavonolignan, ktery je majoritni
sloZzkou silymarinu, coz je extrakt ze semen ostropestice marianského (Silybum
marianum; Kadoglou et al., 2022). U¢inny sylimarinovy komplex je sloZen z isosilybinu,
taxifolinu, kvercetinu, kempferolu a hlavnich slozek silybinu, silychristinu a silydianinu
(Spilkové et al., 2023). Je prosluly svymi hepatoprotektivnimi Uc€inky, nicméné je
studovén jeho farmakologicky potencidl 1 v kontextu kardiovaskularnich rizikovych

faktord. Reaktivitu silybinu ur€uje struktura, obsahujici pét hydroxylovych skupin.

Obrazek 5: Struktura silybinu, vytvoieno v programu ChemSketch.
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Zejména pritomnost 3-OH skupiny je dilezita pro oxidacni procesy, nebot jeji oxidace
na keton vede ke vzniku 2,3-dehydrosilybinu (Kadoglou et al., 2022).

Kvantové-chemické analyzy ukazaly, ze silybin je slabsim vychytdvacem radikali
termodynamicky nevyhodny, a tak je jeho antioxida¢ni ucinek zprostfedkovan méné
efektivnimi mechanismy jako je pfenos elektront nebo tvorba aduktl (Trouillas et al.,
2008).

Na in vivo modelech silymarin stabilizuje bunééné membrany a zamezuje
peroxidaci lipidl. Zaroven udrzuje vysokou hladinu endogennich antioxida¢nich enzymu
(superoxiddismutéza, katalaza, redukovany glutathion; Rao & Viswanath, 2007). Nov¢jsi
vyzkum zabyvajici se pfimo silybinem, tedy majoritni slozkou, dopliuje, Ze rovnéz
geneticky reguluje oxidacni stres skrze sniZzeni exprese enzymi NADPH oxidaz 2 a 4
(NOX2 a NOX4) a ochraniuje mitochondridlni funkce (Chen et al., 2020). Protizanétlivy
ucinek se projevuje hlavné utlumem infiltrace neutrofilti do srde¢ni tkdné, coz doklada
pokles hladiny myeloperoxidazy (Rao & Viswanath, 2007; Chen et al., 2020). Silybin je
navic schopny na molekularni  urovni  deaktivovat  zanétlivou  drahu
NF-kB (Chen et al., 2020). Disledkem téchto mechanisml je zachovani bunécné
integrity, potlaceni apoptozy kardiomyocytli a vyznamné omezeni rozsahu infarktu (Rao
& Viswanath, 2007; Chen et al., 2020).

Interakce silybinu s miRNA byla ukdzana u nadorovych bunék ve studii
Zappavigna et al., kde zvySil produkci ceramidid, jez stimuluji sekreci tumor-
supresorovych miRNA-223-3p a miRNA-16-5p, a soucasné¢ potlacuji onkogenni
miRNA-92a-3p. Redukce této molekuly obnovuje funkci proteinu fosfatdza a tenzinovy
homolog (PTEN) a inhibuje proliferac¢ni signalni drahu. Dusledkem je tedy zéstava
bunécného cyklu ve fazi G1 a indukce apoptdzy nadorovych bunck (Zappavigna et al.,
2019).

Na modelu H9¢2 bylo ukdzano, Ze silybin inhibuje srde¢ni hypertrofii vyvolanou
fenylefrinem. Latka potlatovala zvétSovani bun€k a zabrédnila znovu aktivaci fetalniho
genového programu. Hlavnim mechanismem plsobeni silybinu je blokace
extracelularnim signalem regulovanych kinaz 1/2 (ERK1/2) a inhibice aktivity Akt drahy.
Byla také doloZena fyzickd ochrana DNA pfed fragmentaci zplsobenou peroxidem
vodiku (Anestopoulos et al., 2013). Vysledky tedy ukazuji, Ze silybin brani nejen
akutnimu poskozeni pfi infarktu (Rao & Viswanath, 2007; Chen et al., 2020) ale rovnéz
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remodelaci myokardu, a pomaha tim k prevenci srde¢niho selhani (Anestopoulos et al.,

2013).

2.6.6 Dehydrosilybin

2,3-dehydrosilybin (obrazek 6) je minoritni flavonolignan obsazeny v extraktu ze semen
ostropestice marianského. Tvofi se primarné¢ oxidaci silybinu (Kadoglou et al., 2022).
Z chemického hlediska se vyznacuje pfitomnosti 2,3-dvojné vazby v konjugaci s 4-oxo
skupinou ve své struktufe. Tento prvek podminuje fyzikalné-chemické chovani latky a
jeji reaktivitu (Trouillas et al., 2008).

Prosttednictvim specifickych mechanisml efektivné vychytava radikély, a proto
ma také vysokou antioxidacni aktivitu. Pro pfenos vodiku a delokalizaci elektronii je
stézejni jeho 3-OH skupina, diky niZz vykazuje dehydrosilybin vy$§i antioxidacni
potencial nez samotny silybin (Trouillas et al., 2008). In vitro experimenty ukazaly, Ze
dehydrosilybin u¢inné inhibuje produkci ROS, hlavné peroxidu vodiku. To piimo
koreluje s poklesem oxidativniho poskozeni proteinti (Gabrielova et al., 2010; Gabrielova
et al., 2015a).

Krome¢ toho ptisobi dehydrosilybin v izolovanych mitochondriich potkaniho srdce
jako mirny uncoupler oxidativni fosforylace (Gabrielova et al., 2010). A nasledné byl
popsan jeho pozitivni inotropni efekt, ktery se projevoval nartstem kontraktility
srdec¢niho svalu (Gabrielova et al., 2015b).

Pro téma vlivu dehydrosilybinu na miRNA na posttranskripéni urovni v dnesni
dob¢ neexistuje prili§ mnoho experimentalnich dat. Je ale publikovano nékolik studii,
které dokladaji korelaci této latky s bunécnymi signdlnimi drahami, které jsou nezbytné
pro pteziti kardiomyocytu.

Dehydrosilybin vyrovnava pomér aktivni fosforylované proteinkinazy C epsilon
(pPKCe) vuci jeji celkové expresi, coz napodobuje ochranné ucinky ischemického

»postconditioningu®  (kratké periody ischemie aplikované bcéhem reperfuze)

0
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Obrazek 6: Struktura dehydrosilybinu, vytvoieno v programu ChemSketch.
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(Gabrielova et al., 2015a). Dalsi signélni kaskada chranici pied ischemicko-reperfuznim
poskozenim je zprostfedkovana tyrosinovymi Src proteinkindzami. V ramci
preconditioningu souvisi dehydrosilybin se zvySenou tvorbou makromolekuldrnich
komplext, takzvanych signalozomd, v nichz dochazi k akumulaci endotelidlni syntazy
oxidu dusnatého (eNOS). To posiluje kardioprotektivni odpovéd’ organismu (Gabrielova
et al., 2019).

Utinky dehydrosilybinu byly taktéZ testovany na bunééné linii H9¢2. Analyzy
ukazaly, Ze u téchto bunck dehydrosilybin snizuje koncentraci vapniku. Nesnizuje ji
piimo v mitochondriich, namisto toho indukuje mirnou depolarizaci plazmatické
membrany, coz vede knarGstu hladiny cytosolického vapniku cerpaného
z extracelularniho prostfedi. Tyto poznatky naznacuji, Ze protektivni vliv prameni ze
spojitosti s plazmatickou membranou, ne z mitochondrialniho uncouplingu. Zde ale plati
zajimavost, ze zatimco u izolovanych mitochondrii dehydrosilybin vykazoval tyto
schopnosti, na modelu celych bunék H9c2 pak jen zanedbatelné (Zholobenko et al.,

2017).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1.Pfistrojové vybaveni a pomiicky

Analytické vahy AX105 DeltaRange® (Mettler Toledo, Svycarsko)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Blokova tfepacka Thermomixer comfort (Eppendorf, Némecko)

Blotovaci podlozky (VWR, USA)

Blotovaci systém Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad Laboratories, USA)
Bunécna skrabka (Biologix, USA)

Biirkerova komurka (Marienfeld, Némecko)

CO; inkubator MCO-17AIC (Sanyo Electric Biomedical, Japonsko)

Digitalni predvazky GX-600 (A&D, Japonsko)

Filtraéni papir (Whatman, USA)

Fotometr pro méfeni absorbance/fluorescence Infinite M200 PRO (Tecan, Svycarsko)
Hlubokomrazici box Inova U535 (Eppendorf, Némecko)

Chlazena centrifuga Mikro 22R (Hettrich Zentrifugen, Némecko)

Chlazena centrifuga Rotina 380R (Hettrich Zentrifugen, Némecko)

Kultivaéni lahve, kultivaéni desky, centrifugaéni kyvety (TPP, Svycarsko)
Laminarni box Clean Air (Schoeller Instruments, CR)

Laminarni box Topsafe 1.8 pro RT-PCR (Bio Air Instruments, CR)

Magnetickd michatka IKA RH basic KT/C (Slabo, CR)

Membrana PVDF-FL Immobilon® (Sigma Aldrich, Némecko)

Membrana PVDF-P Immobilon® (Sigma Aldrich, Némecko)

Mikroskop CK40 (Olympus, Japonsko)

Mini-rocker tfepacka typ MR-1 s kyvavym pohybem (Biosan, Litva)

MiniSpin centrifuga v¢. rotoru (Eppendorf, Némecko)

NanoPhotometer® N60 (Implen, Némecko)

Odsavacka Gilson Safe Aspiration Station (Gilson, USA)

LightCycler® 480 Instrument IT (Roche Diagnostics, Svycarsko)

Pipetovy davkovac¢ Easypet 3 (Eppendorf, Némecko)

Plastové mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)

Systém pro elektroforézu Mini-Protean® 3 Cell se zdrojem Power Pac 200 (Bio-Rad
Laboratories, USA)
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Systém pro chemiluminiscen¢ni a epifluorescencéni zobrazovani Alliance Q9 (Uvitec
Cambridge, Velka Britanie)

Spi¢ky (Eppendorf, Némecko)

Termoblok Thermomixer comfort (Eppendorf, Némecko)

Ttepacka Duomax 1030 (Heidolph, Némecko)

Vodni lazen s tfepanim OLS 26 Aqua Pro (Grant Instruments, Velka Britanie)

Vortex MIX-28 Touch fairy (Hangzhou Miu Instruments, Cina)

Vortex Reax top (Heidolph, Némecko)

3.2.Material

3.2.1 Biologicky material

Bunky bunécné linie H9c2 z potkanich kardiomyoblasti (ECACC, ¢. 88092904 Rat
BDIX heart myoblasts).

3.2.2 Chemikalie

Akrylamid/N,N’"-methylenbisakrylamid (29:1, 40% roztok) (Merck; kat. ¢.1.00641.1000)
Bromfenolova modf, prasek (Sigma Aldrich; kat. ¢. BO126)

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma Aldrich; kat. ¢. D2650)

DL-dithiotreitol (DTT) (Sigma Aldrich; kat. ¢. D0632)

Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma Aldrich; kat. ¢. L5750)

Eagleovo médium modifikované Dulbeccoem (DMEM) (Sigma Aldrich; kat. ¢. D5796)
Ethanol (Dr. Kulich Pharma; kat. ¢. ES 200-578-8)

Fetéalni hovézi sérum (FBS) (GE Healthcare Life Sciences; kat. ¢. SV 30160.03)

Fluorid sodny (Sigma Aldrich; kat. €. S7920)

Hovézi sérovy albumin-frakce V (BSA) (Serva; kat. €. 11930.03)

Hsa-miR-21-5p Ambion™ Pre-miR™ miRNA Precursor (Thermo Fisher; kat. ¢&.
AM17100)

Chlorid sodny (Lach-Ner, kat. ¢. 30093-AP0-G1000-1)

Chloroform (Sigma Aldrich; kat. ¢. C2432)

Immuno Cruz Luminol Reagent (Santa Cruz, kat. ¢. 11930.03)

Kyselina chlorovodikové 35% (Penta; kat. ¢. 19360-11000)

Kyselina octova 99% (Lach-Ner; kat. ¢. 10047-A99)
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Lipofectamine™ 3000 Invitrogen™ (Thermo Fisher; kat. ¢. L3000008)
Methanol (VWR; kat. €. 20864.320)
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED) (Serva; kat. ¢. 35930)
Neesencialni aminokyseliny (NEAA) (Life Technologies; kat. ¢. 11140050)
Opti-MEM™ [ médium bez séra s doplitkem GlutaMAX™ Gibco™ (Thermo Fisher; kat.
¢. 51985034)
Oxid uhli¢ity (Siad)
Penicillin-Streptomycin (Sigma Aldrich; kat. ¢. P4333)
Pierce™ BCA Protein Assay pro stanoveni proteini (Thermo Fisher; kat. ¢.23225)
Polyfenolické latky:
Kvercetin (Sigma Aldrich; kat. €. Q4951-10G)
Taxifolin, silybin a dehydrosilybin pfipraveny v laboratofii biotransformaci MBU
AVCR v Praze (istota latek 99,5 %)
Ponceau S (Sigma Aldrich; kat. ¢. P3504)
Propanol (Sigma Aldrich; kat. €. 402893)
Protedzovy inhibitor CompleteTM (Roche; kat. ¢. 04 693 116 001)
Protilatky primérni:
CoraLite® Plus 750-conjugated GAPDH (Proteintech, kat. &. CL750-60004)
GAPDH Mouse (Proteintech, kat. ¢. 60004-1-1g)
PDCD4 (D29C6) XP® Rabbit (Cell Signaling, kat &. 9535)
Protilatky sekundarni:
DyLight® 800 4X PEG Conjugate Anti-Rabbit IgG (H+L) (Cell Signaling, kat. ¢&.
5151)
HRP-conjugated Goat Anti-Mouse IgG (H+L) (Proteintech, kat. ¢. SA00001-1)
HRP-conjugated Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) (Proteintech, kat. ¢. SA00001-2)
TaqMan® MicroRNA assays:
rno-miR-208 (Thermo Fisher; kat. ¢. 4427975, Assay ID: 463567 mat)
RNUG6B (Thermo Fisher; kat. ¢. 4427975, Assay ID: 001093)
Trans-Blot® TurboTM 5x Transfer Buffer (BioRad; kat. ¢. 10026938)
TRI Reagent® (Sigma Aldrich; kat. ¢. T9424)
Tris(hydroxymethyl)aminometan (Tris) (Carl Roth; kat. ¢. 0188.4)
Triton X-100 (Sigma Aldrich; kat. ¢. T9284)
Trypanova modi 0,4% roztok (Sigma Aldrich; kat. ¢. T8154)
Trypsin-EDTA, 0,25% roztok (Life Technologies; kat. ¢. 25200-056)

(@3
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Tween® 20 (Sigma Aldrich; kat. & P1379)
Vanadi¢nan trisodny (Sigma Aldrich, kat. ¢. S6508)
Voda pro molekularni biologii (Sigma Aldrich; kat. ¢. W4502)

Pro experimenty s kratkymi nekoédujicimi RNA byly pouzivany komercéni produkty
spole¢nosti Thermo Fisher Scientific. Syntetickd hsa-miR-21-5p pro transfekci a pro PCR
detekci rno-miR-208 a RNUG6B. Piesné sekvence syntetické miRNA ani primerti nejsou
z licen¢nich diivodl vetejné dostupné, proto jsou uvedeny pouze ptislusné databazové

sekvence cilovych molekul, a to v tabulce 1.

Tabulka 1: Pirehled zkoumanych kratkych nekodujicich RNA a jejich sekvence

Nazev Typ Sekvence (5" = 3') Zdroj
hsa-miR-21-5p zrald miRNA UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA miRBase
rno-miR-208 zrala miRNA AUAAGACGAGCAAAAAGC miRBase
GUGCUCGCUUCGGCAGCACAUAUACUAAAAUUGGAAC
RNU6B snRNA GAUACAGAGAAGAUUAGCAUGGCCCCUGCGCAAGGAU NCBI
GACACGCAAAUUCGUGAAGCGUUCCAUAUUUUU

3.2.3 Roztoky

Kultiva¢ni médium:
Eaglovo médium modifikované Dulbeccem s obsahem glukosy 4500 mg-1""* 10% fetalni
hovézi sérum, neesencidlni aminokyseliny (1%, v/v), penicilin (100 U-ml™),

streptomycin (100 mg-171).

Koncentrovany roztok PBS (,,phosphate-buffered saline“) (10%):
NaCl (137 mmol-1'!), KCI (2,68 mmol-1""), Na2HPO4-12 H20 (8,96 mmol-1}),
KH2PO4 (1,47 mmol-1"), pH=7,4.

HUVEC pufr pro pripravu celkovych lyzatii:

Tris (20 mmol-1™"), NaCl (150 mmol-1""), glycerolfosfat (20 mmol-1"!), Na3VO4 (1
mmol-1™"), NaF (1 mmol-1™"), EGTA (5 mmol-1""), Triton X-100 (1%, v/v), Tween-20
(0,1%, v/v), inhibitor proteas Complete™ (1 tableta v 50 ml), pH=7,5.

Pracovni ¢inidlo kyseliny bicinchoninové (BCA):

Reagent A/reagent B (50:1, v/v)
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Roztoky pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu sSDS (SDS-PAGE)
a Western blot:

12,5% polyakrylamidovy gel migracni: 40% roztok akrylamidu/bisakrylamidu 29:1 (30,9
%), deionizovana voda (42,3 %), migracni pufr (24,7 %), 10% SDS (1 %), 10%,
peroxodisiran amonny (1 %), tetramethylethylendiamin (0,1 %) a 10% SDS (1 %).

4% polyakrylamidovy gel zaostfovaci: 40% roztok akrylamidu/bisakrylamidu 29:1 (13,1
%), deionizovana voda (60,6 %), zaostfovaci pufr (24,7 %), 10% SDS (1 %), 10%
peroxodisiran amonny (0,3 %), tetramethylethylendiamin (0,15 %).

Zaostiovaci puft: Tris (500 mmol-17!), pH 6,8.

Ptenosovy pufr: Tris (25 mmol-17"), glycin (192 mmol-17"), SDS (0,1%, m/v), methanol
(20%, v/v), pH 8,3.

TBS (,,tris-buffered saline**): Tris (100 mmol-1"), NaCl (154 mmol-1""), pH 7,5.

TBS/T: Tween 20 (0,1%, v/v), TBS.

TBS/T/mléko: Tween 20 (0,1%, v/v), suSené¢ mléko (5%, m/v), TBS.

TBS/T/BSA: Tween 20 (0,1%, v/v), BSA (5%, m/v), TBS.

Vzorkovy puft: Tris (312,5 mmol-1""), pH 6,8; SDS (10%, m/v), glycerol (50%, v/v), DTT
(0,5 mol-1"), bromfenolova modi (0,05%, m/v).

Barvici roztok: kyselina octova (5%, v/v); Ponceau S (0,1% m/v).
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3.3 Metody

3.3.1 Kultivace bunék H9c2

Buiiky ve smési FBS a DMSO byly rozmrazeny pfi 37 °C a pfeneseny do falkony s 9 ml
média. Po centrifugaci (178xg, 3 min, za pokojové teploty) byl supernatant odlit a pelet
rozpipetovan v Cerstvém sterilnim kultivaénim médiu. Nasledn€¢ byla suspenze bunék
pienesena do velké kultivac¢ni lahve a inkubovédna ve sterilnim prostiedi pii 37 °C
s atmosférou s 5 % oxidu uhli¢itého a prostoru s nasyceném vodnimi parami.

Vzdy pii dosaZeni 90% konfluence (zhruba v intervalu 48-72 h) byly bunky
pasazovany. Po odliti stavajiciho média byly dvakrat promyty sterilnim roztokem PBS,
a nasledné pro jejich uvolnéni od povrchu lahve inkubovany ptiblizné 3 mins 1 ml 0,25%
trypsinu. Trypsinizace byla zkontrolovana pod svételnym mikroskopem. Pro inhibici
ucinku trypsinu bylo pfiddno 10 ml kultivacniho média s obsahem FBS. Suspenze byla
poté centrifugovana (178xg, 3 min, za pokojové teploty). Pelet odd€leny od média
s trypsinem byl resuspendovan v ¢erstvém médiu. Cast suspenze bundk byla pienesena
do zkumavky spole¢né s trypanovou modii a pfenesena na Biirkerovu komurku pro
vypocitani potiebného mnozstvi pro nasledujici kultivaci. Odpovidajici objem byl piidan
do kultivacni lahve a obohacen o ¢erstvé kultivacni médium. Inkubace probihala opét za

jiz uvedenych optimalnich podminek.

3.3.2 MTT test cytotoxicity

MTT test je kolorimetrickd metoda, pouzivand ke zjisténi metabolické aktivity bunck,
jejich viability, proliferace a urceni cytotoxickych ucinkt latek. Principem je redukce
zluté tetrazoliové soli MTT na fialové krystaly formazanu vlivem mitochondridlnich
enzymil, zejména prostfednictvim sukcinat dehydrogenazy.

Po vyseti bun¢k na 96jamkovou desku a 24h kultivaci (v inkubétoru pii 37 °C
s 5% oxidu uhli¢itého) byl do kazdé jamky pfidan roztok média s pfislusnou
polyfenolickou latkou. Kvercetin, taxifolin, silybin i dehydrosilybin byly ptfidavany
v koncentracich 0; 0,5; 1; 2; 10; 20 a 50 umol-I"!. Pozitivni kontrola obsahovala kultiva¢ni
médium s pfisluSnym objemem DMSO, ktery byl pouzZit pro davkovani vzorkd.
Triton X-100 pak slouzil jako kontrola negativni. Po 24 h v inkubétoru byly desky
vyjmuty, odsan roztok zjamek, a po oplachnuti roztokem PBS pipetovan roztok 10%

MTT v médiu. Po 1,5h kultivaci v inkubatoru byl roztok opét odsat, a do kazd¢é jamky
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pipetovana smés DMSO s 1% NHs. Nasledovala inkubace 5 min pfi laboratorni teploté
a poté byla spektrofotometricky zmétena absorbance pti 540 nm. Vyhodnoceni prob&hlo

v programu Microsoft Excel a Statistica.

3.3.3 Lyza bunék pro pripravu celkovych extraktu

Bunky H9c2 kultivované na 6jamkovych deskach byly oSetfeny roztoky vybranych
polyfenoldl o koncentraci 1 umollI"! a inkubovény 24 h. Poté bylo médium odstran&no
a jamky promyty roztokem PBS o teploté 4 °C. Néasledn¢ byly buiiky seSkrabany pomoci
bunécné Skrabky do suspenze s PBS, pfeneseny do zkumavek a ponechény na ledu.
Po 5 min centrifugaci pii 270xg byl odlit supernatant a k peletu ptiddno vzdy 75 pl
HUVEC pufru. Zkumavky byly ponechany 30 min na led¢ a pribézné vortexovany.
Pro odebrani supernatantu bylo potfeba dalSi centrifugace (13 min) pi1 11400xg.
Ze zkumavek byla cast roztoku odebrana pro stanoveni celkovych proteinti metodou

BCA. Zbytek byl uchovan pii -80 °C pro elektroforézu a Western blot.

3.3.4 Transfekce bunék

Pro pozitivni kontrolu snizeni exprese proteinu PDCD4, detekované¢ho navazujici
metodou Western blot, byla provedena transfekce bunék H9c2 pomoci miRNA-21.
Na piipravu transfekéniho roztoku bylo smichéno nejprve 300 pl média Opti-MEM bez
séra a antibiotik s 5 ul Lipofectamine 3000, ktery byl piidavan po kapkach do zkumavky.
Po 5min inkubaci (laboratorni teplota) byla tato smés prepipetovana do zkumavky s 3 pl
miRNA-21 (150 ng). Po dukladném promichani obou roztokl probéhla inkubace v délce
15 min pfi laboratorni teploté. Vznikly transfekéni komplex byl néasledné¢ smichan
se suspenzi bunék H9¢2 v kultivaénim médiu (1-10° bunék v 6 ml kultivaéniho média)

a prenesen na 6jamkové desky k inkubaci.

3.3.5 Stanoveni celkovych proteinii metodou BCA

Stanoveni koncentrace proteinu pomoci Kkyseliny bicinchoninové je nepiima
kolorimetricka metoda. Principem je dvoustupiiova reakce, kdy nejprve dochézi k redukci
médnatych iontlh na méd’né, plsobenim peptidovych vazeb proteini. Nasledné ionty
reaguji v alkalickém prostfedi s BCA a vznika fialové zbarveny komplex.

Pro kvantifikaci byla pouzita standardni fada BSA a pracovni ¢inidlo BCA.
Do 96jamkové desky bylo pipetovano vzdy 10 pl vzorku/standardu a 200 pl ¢inidla.
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Inkubace probihala 30 min pti 37 °C. Néasledné byla stanovena absorbance pii 562 nm,
a pomoci sestrojené kalibra¢ni kiivky vypocitana koncentrace proteini v lyzatech

v programu Microsoft Excel.

3.3.6 SDS-PAGE elektroforéza, Western blot a imunodetekce

Lyzaty byly pfed nanasenim na gel rozmrazeny a inkubovany pii 95 °C po dobu 5 min
se vzorkovym pufrem v poméru 10 pl vzorkového pufru:40 pl lyzatu. Proteiny tak byly
denaturovany, DTT zajistil redukci disulfidickych vazeb a SDS zaopatfil jejich zaporny
naboj pro separaci na zakladé molekulové hmotnosti.

Pro separaci byly namichany 12,5 % polyakrylamidové gely o tloust’ce 1,5 mm.
Na gel bylo aplikovano vypocitané mnozstvi proteinu na jamku spolecné s molekularnim
markerem. Elektroforéza probihala v migra¢nim pufru pii konstantnim proudu nejprve
15 mA a po migraci vzorkl do separacniho gelu byl proud zvysSen na 30 mA. Po zhruba
2 h byla separace ukoncena.

Zaostrovaci gel byl odstranén a druha ¢ast byla promyta v Trans-Blot Turbo pufru.
Soucasné¢ probihala aktivace PVDF membrany rehydrataci v methanolu, promytim
ve vod¢ a transferovém pufru. Vlastni transfer probéhl v systému Trans-Blot Turbo, kde
bylo potieba naskladat komponenty v potadi: filtratni papir, aktivovana
polyvinylidenfluoridova (PVDF) membrana, gel, filtracni papiry. Postupné byly vrstvy
zbavovany vzduchovych bublin pomoci valecku. Piistroj byl nastaven na 25 V, 1 A a dobu
30 min. Membrana byla po dokonceni promyvéana v TBS/T pufru (3 krat po dobu 5 min).
Pro kontrolu byla v nékterych piipadech PVDF membrana nésledn¢ obarvena pro
vizualizaci proteinti roztokem Ponceau S. Po vymyti v ddH>O a vysuSeni byla membrana
rozstithdna dle molekularniho markeru na ¢asti, které obsahovaly zajmové proteiny.
Po rehydratovani v methanolu byla membréna pfenesena do vany s blokovacim roztokem
TBS/T/mléko. Vana byla pfesunuta na tfepacku na 1,5 h. Timto krokem doslo k zabranéni
nespecifické interakce mezi membranou a protilatkou.

Primérni protilatka byla nafedéna v poméru 1:1000 s roztokem 5% albuminu.
Inkubace probihala v chladu pfes noc a poté byla membriana vymyta v TBS/T
(tfikrat 5-7 min). Nasledovala aplikace sekundarni protilatky fedéné v poméru 1:10000
s 5% roztokem BSA (vyjimkou byla membrana s aplikaci CoraLite® Plus 750-
conjugated GAPDH). Membrana byla inkubovéna 1,5 h na tfepacce.

24



Pro porovnani rizné citlivosti detekce byla u dvou membran vyuzita
chemiluminiscen¢ni detekce a u jedné detekce fluorescenéni. V obou ptipadech byl vyuzit
systém pro chemiluminiscenc¢ni a epifluorescencni zobrazovani Alliance Q9. Po aplikaci
chemiluminiscen¢niho roztoku byla membrana snimana ihned. V piipad¢ fluorescencni
detekce byla membrana nejprve vysusena ve tmé a teprve pak byla fluorescence
nasnimana. Vyhodou vyuziti protilatek fluorescenéné znacenych je stabilita signalu.

Pomoci programu NineAlliance byla provedena denzitometrickd analyza a data

byla vyhodnocena v programu Microsoft Excel a Statistica.

3.3.7 1zolace RNA

Kultivované buiikky linie H9¢2 byly v 6jamkovych deskdch inkubovany s roztoky
vybranych polyfenold (1 pmol-1") po dobu 24 h. Po odstranéni média probéhlo vymyti
jamek ledovym PBS (4 °C). Pomoci bunééné Skrabky byly buniky shrnuty do 1000 pl TRI
Reagentu a homogenizovany vortexem. Po 5 min bylo pfidano do kazdé zkumavky 200
ul chloroformu a op€t homogenizovéano. Nasledné byly zkumavky centrifugovany 15 min
(12000%g, 4 °C) a bylo nutné peclivé odebrat horni vodnou fazi, kterd se centrifugaci
viditeln¢ rozd¢lila. Do odebrané vodni faze bylo piidano vzdy 500 ul isopropanolu. Poté
probéhla 10min inkubace pii pokojové teploté a 10min centrifugace pti 12000xg a 4 °C.
Supernatant byl odebran a pelet promyt 75% ethanolem, skladovaném v - 20 °C.
Po promichani vortexem a centrifugaci (5 min, 7500xg, 4 °C) byla odebrana cast
ethanolu, a po zopakovani centrifugace bylo rozpoustédlo peclivé odsato pipetou.
VysuSeny pelet byl rozpustén v 50 pl vody pro molekularni biologii. Vzorky byly

uchovavany pfi -80 °C pro reverzni transkripci.

3.3.8 Reverzni transkripce

Pted samotnou reakci bylo potfeba zméfit koncentraci RNA v jednotlivych vzorcich,
pfipravenych v pfedchozim kroku. Méfeni probihalo na pfistroji NanoPhotometer
a hodnoty byly vypocitany v Microsoft Excel tak, aby celkovd RNA obsazena v 5 pl
dosahovala po nafedéni 40 ng.

Pro reverzni transkripci byl pouZit kit a protokol od spolec¢nosti Applied
Biosystems (s drobnymi modifikacemi). Do reakce byl vzdy pfidan vzorek RNA,
specifické primery a ,,Master Mix“. SloZeni tohoto roztoku je uvedeno v tabulce 2

a objemy komponentl potiebné pro jednu reakci v tabulce 3. Po napipetovani
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jednotlivych slozek a promichéni na vortexu byly zkumavky vlozeny do termobloku.
Postupné byly ptresouvany v definovanych intervalech do termoblokii, nastavenych
na prislusnou teplotu. Jednotlivé ¢asové intervaly a teploty jsou uvedeny v tabulce 4.
Po provedeni ptepisu RNA do cDNA byly zkumavky uschovany a zamrazeny na - 80 °C
do druhého dne.

Tabulka 2: SloZeni roztoku Master Mix pouZivaném pro reverzni transkripci.

Slozka Objem

dNTP mix 0,15 pl

Reverzni transkriptdza Multiscribe™ 1,00 pl
Pufr pro reverzni transkripci 1,50 pl
Inhibitor RNaz 0,19 ul

Voda pro molekuldrni biologii 4,16 pl

Tabulka 3: Obsah jednotlivych sloZek reakce pro reverzni transkripci (15 pl).

Slozka Objem na reakci (15 pl)
Master Mix 7,00 pl
Specificky primer 3,00 pl
Vzorek RNA 5,00 pl

Tabulka 4: Nastaveni jednotlivych teplot a intervali pro reverzni transkripci.

Krok Cas Teplota
1 30 min 16 °C
2 30 min 42 °C
3 5 min 85 °C
4 00 4°C

3.3.9 Real-time kvantitativni PCR

Pomoci metody kvantitativni polymerazové fetézové reakce v realném case (RT-qPCR)
bylo mozné detekovat a kvantifikovat mnoZzstvi miRNA ve vzorcich, prostfednictvim
detekce fluorescencniho signalu, ktery vznika béhem amplifikace cilové sekvence.

Pro analyzu byla vyuZita sada a protokol TagMan miRNA assay. Reak¢ni smé&s
byla pfipravena peclivym napipetovanim a dikladnym smichanim jednotlivych
potiebnych slozek, jejichZ ndzvy a poméry jsou uvedeny v tabulce 5. Uvedené objemy
odpovidaji triplikatu, ktery byl nasledn€ napipetovan do tfi jamek. Vzhledem
k fotosenzitivité fluorescencnich sond probéhlo jejich pfidani a dals$i manipulace s nimi

za tmy. Po naneseni vSech vzorki na 96jamkovou desku, jejim kratkém promichéani
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a centrifugaci byla deska vlozena do termocykléru. Program amplifikace probihal podle
parametri uvedenych v tabulce 6.

Relativni kvantifikace exprese byla vypocitana v programu Microsoft Excel podle
metody AACt (Pfaffl, 2001).
Tabulka 5: Obsah jednotlivych sloZek poti‘ebnych pro PCR reakci.

Slozka Objem pro triplikat (3x<10pul)
TagMan MicroRNA Assay 1,80 pl
Vzorek cDNA 2,40 pl
TagMan univerzalni PCR Master Mix Il bez UNG 18,00 ul
Voda pro molekularni biologii 13,80 ul

Tabulka 6: Nastaveni teplot a intervali termocykléru.

Aktivace enzymu PCR (40 cyklu)
Krok -~ Y :
Inkubace Denaturace Nasedani/ProdlouZeni
Teplota 95°C 95°C 60 °C
Cas 10 min 15s 60s
3.4 Vysledky

3.4.1 MTT test cytotoxicity

Na zaklad¢ vysledkti uvedenych na obrazku 7, ktery znazorniuje vliv piisobeni kvercetinu,
taxifolinu, dehydrosilybinu a silybinu na buiitky H9¢2 Ize konstatovat, ze zadna z téchto
testovanych latek v koncentraénim rozmezi 0,5-20 umol-1" nevykazovala cytotoxické
ucinky. Viabilita bun¢k zlstala v tomto rozmezi srovnatelna s kontrolni skupinou ¢i mirné
vystoupala nad hranici 100 %. K poklesu viability doslo u vétSiny latek az pii nejvyssi
testované koncentraci 50 umol-l"!. Statisticky signifikantni pokles viability oproti
kontrole (p < 0,01) byl zaznamenén u kvercetinu a dehydrosilybinu. U dehydrosilybinu
byl efekt nejvyrazné&jsi (pokles na 63 %). Taxifolin se naopak jevil jako nejméné toxicky,
jelikoz nebyla vykazana vyrazni zména oproti kontrole ani pi¥i koncentraci 50 pmol-1".
V ptipadé¢ silybinu byl u nejvyssi koncentrace pozorovan mirny klesajici trend, ktery
ovSem v porovnani s kontrolou nebyl vyhodnocen jako statisticky vyznamny. Statisticky
signifikantni pokles viability (p < 0,05) byl ale zaznamenéan u srovnani koncentraci 20
umol-1"" a 50 umol-1"!. To poukazuje na fakt, Ze silybin pii koncentraci 50 umol-1"' a vyse,
muze vykazovat negativni u¢inky na viabilitu bunék, i piesto, Ze test neukézal tak vyrazny
pokles jako u dehydrosilybinu ¢i kvercetinu. Z uvedenych vysledki a ze zavéri

diplomové prace Mgr. Zdenka Dostala, Ph.D. z roku 2013, kde byla tato hodnota
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identifikovana jako fyziologicky relevantni koncentrace dosazitelna v krevnim séru
po konzumaci téchto latek, a zaroven limitni pro zachovani protektivnich uc¢inkl bez
projevi cytotoxicity, bylo vyhodnoceno, ze pro nasledujici experimenty bude

koncentrace vSech latek pro inkubaci s bufikami 1 umol-1™.
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Obrazek 7: Stanoveni viability bunék H9c2 po 24h inkubaci s testovanymi latkami. (A-D) Grafické znazornéni vlivu kvercetinu (A), taxifolinu (B),
dehydrosilybinu (C) a silybinu (D). Buiiky inkubovany s latkami v koncentraénim rozmezi 0,5-50 pmol-I''. Kontrolni skupina 0 pmol-I", £SD, (n = 3).
Statisticka vyznamnost vyhodnocena pomoci one-way ANOVA s vyuZitim post-hoc testii (Tukey, Fisheruv LSD). Znaceno (** p < 0,01) u kvercetinu
(A) a dehydrosilybinu (C), (* p <0,05) mezi koncentracemi 20 umol-l’1 aso0 umol-l’1 u silybinu (D).
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3.4.2 Western blot a imunodetekce

Vliv testovanych latek o koncentraci 1 umolI"! na expresi proteinu PDCD4 v bun&né
linii H9¢2 je ukazan na obrazku 8. Byla provedena denzitometricka analyza na zaklad¢
imunodetekovanych pruhti (obrazek 8 A-D) a vypocitana relativni kvantifikace (obrazek
8 E). Data byla normalizovana k signalu referen¢niho proteinu (glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenaza) GAPDH.

Jako pozitivni kontrola sniZeni hladiny proteinu PDCD4 byly vyuZity buiky
transfekované miRNA-21 (obrazek 8 D). U téchto vzorkl potvrdila relativni kvantifikace
ocekavany pokles exprese proteinu PDCD4 na 60 % oproti kontrole (obrazek 8 E).

Na zékladé provedené statistické analyzy (one-way ANOVA, Fishertiv LSD test)
bylo zjisténo, ze nedoslo k zadné signifikantni zméné v expresi PDCD4 oproti kontrole
u zadné z testovanych latek (kvercetin, taxifolin, silybin, dehydrosilybin). Nicméné
z grafu na obrazku 8 E lze pozorovat odlisné plisobeni flavonolignant a zbyvajicich dvou
latek, patticich do skupin flavonoll a flavanonoll. U silybinu a dehydrosilybinu byl
sledovan nartst relativni abundance (104 % a 135 %). Kvercetin a taxifolin naopak
ovliviiovaly expresi proteinu negativné, a relativni kvantifikace ukazala hodnoty 66 %
a 82% oproti kontrole (100%). Pokud se zamétime na strukturalni podobnost, 1ze vidét,
ze oxidované formy zminénych podobnych part latek vykazovaly vyrazné vétsi modulaci
proteinu PDCD4. Dehydrosilybin zptsobil vétsi nartst exprese nez silybin. Obdobné
tomu bylo také u kvercetinu, u kterého byl ukdzan vyraznéjsi pokles exprese nez
u taxifolinu. Nejveétsi rozpéti bylo tedy pozorovano mezi dehydrosilybinem
a kvercetinem.

Vysoké hodnoty znazornénych smeérodatnych odchylek (SD) ovSem ukazuji
pomérné vysokou variabilitu mezi jednotlivymi opakovanimi. Ty lze pozorovat i

na intenzité pruhii na membrané (obrazek 8 A-D).
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Obrazek 8: Analyza exprese proteinu PDCD4 metodou Western blot a relativni kvantifikace. (A—C) Imunodetekce PDCD4 a referen¢niho proteinu
GAPDH. U membran (A) a (B) vyuzita chemiluminiscen¢ni detekce, (C) detekce fluorescen¢ni. Poradi vzorkt: kvercetin, taxifolin, silybin,
dehydrosilybin a kontrola. (D) Imunodetekce PDCD4 a GAPDH u bunék transfekovanych miRNA-21 (chemiluminiscenéni detekce), slouZi jako
pozitivni kontrola sniZeni hladiny proteinu. (E) Relativni exprese proteinu PDCD4 byla stanovena denzitometrickou analyzou. Data vztahovana
k signalu GAPDH a vyjadfena jako procentualni pomér vii¢i kontrolni skupiné (100 %), £SD, (n = 3; pro sloupec miRNA-21 n = 2).
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3.4.3 RT-qPCR

Vliv vybranych polyfenolickych latek o koncentraci 1 pmol-1"! na expresi miRNA-208
v bunééné linii H9¢2 je zndzornén na obrazku 9. Byla provedena RT-qPCR a vypocitana
relativni kvantifikace, pficemz byla data normalizovana k signélu referen¢ni malé jaderné
(,,small nuclear) snRNA U6B.

Jelikoz byla ziskana data vyhodnotitelnd pouze zjednoho opakovéni, nebylo
mozné provést statistické zhodnoceni. Prfesto je na grafu (obrazek 9) ukézéano, ze
jednotlivé latky vykazaly urcity trend piisobeni. U silybinu a dehydrosilybinu Ize vidét
nartist relativni exprese na 1,8 a 1,6 vuci kontrole. Dvojice flavonolignant tedy

navySovala expresi podobné. O mnoho vyraznéjsi je narist u taxifolinu na 6,2 nasobek,

zatimco u kvercetinu nebyl detekovan zadny signadl miRNA-208, pouze referencni U6B.

~
1

1} NEDETEKOVANO

relativni kvantifikace (,fold change®)

kontrola dehydrosilybin silybin taxifolin kvercetin

Obrazek 9: Analyza exprese miRNA-208 metodou RT-qPCR. Data vztahovana k signalu
U6B a vyjadiena jako relativni kvantifikace ,,fold change* vici kontrolni skupiné (1),
(m=1).
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4. DISKUSE

Piivodni hypotézou této experimentalni prace bylo, ze exprese isoforem miRNA-208
muize byt v kardiomyocytech ovlivnéna Etyfmi testovanymi polyfenolickymi latkami.
U kvercetinu, taxifolinu a silybinu byla schopnost posttranskripéné¢ modulovat genovou
expresi jiz dokdzana. U dehydrosilybinu je tato schopnost predpokladana na zékladé jeho
strukturni podobnosti. Jelikoz je miRNA-208 piimym inhibitorem proapoptického
proteinu PDCD4 (Wang et al., 2022), bylo ocekavano, ze se modulace hladiny
miRNA-208 polyfenoly projevi také na expresi tohoto proteinu.

Pro analyzy bylo nutné vybrat vhodnou netoxickou koncentraci latek, se kterymi
byly buniky H9¢2 inkubovany. Na zaklad¢ vysledki MTT testu bylo zjisténo, Ze testované
koncentrace do 20 pmol-l! nemély negativni vliv na bun&nou viabilitu. Pouze
u 50 pmol-1"! doslo k poklesu Zivotaschopnosti buné&k, v piipadé ti latek dokonce
signifikantnimu. Vybér pracovni koncentrace vychdzel hlavné z diplomové prace
Mgr. Zdeiika Dostala, Ph.D., kde je popsano, Ze je 1pmol-1"! koncentrace dosaZitelna
v krevnim séru po peroralni konzumaci latek, a zaroven je limitni pro zachovéni
protektivnich G¢inkl bez projevi cytotoxicity.

U bunék H9c2 inkubovanych s kvercetinem ukdzaly vysledky imunodetekce
podobné snizeni exprese PDCD4 jako u pozitivni kontroly (miRNA-21). Pfedpokladany
mechanismus osy miRNA-208/PDCD4 se ale u této latky nepotvrdil. Metodou RT-qPCR
se totiz nepodafilo detekovat hladinu miRNA-208, to ukazuje rozpor se studii Wang et al.
z roku 2022, kde byla hladina miRNA-208 u stejného bunécného modelu detekovana.
Rozdil mohl spocivat ve fenotypovych odlisnostech linie H9¢2, kdy se buinky vlivem
pasazovani mohly liSit fyziologickym stavem. Pokles hladiny proteinu PDCD4 byl
pravdépodobné zptisoben odliSnou drdhou. JelikoZ kvercetin moduluje bunééné kindzové
kaskéady jako je PI3K/Akt ¢i MAPK (Mansuri et al., 2014), mize byt sledovany pokles
zpusoben fosforylaci a néslednou degradaci proteinu. Dal§Sim moZznym vysvétlenim je
ovlivnéni exprese miRNA-21 kvercetinem, kdy by se jednalo o navySeni exprese této
miRNA. To je vSak v rozporu s publikovanymi daty, kdy kvercetin inhiboval navySeni
miRNA-21 vyvolanou Cr®" (Pratheeshkumar et al., 2016).

Taxifolin mé& naopak potencial ovlivnit osu miRNA-208/PDCD4, jelikoz
pozorovany narlst exprese miRNA-208 koreloval s poklesem hladiny proteinu PDCDA4.
Ve studii Lin & Wang z roku 2023 bylo dokazano zvySeni hladiny jiné miRNA vlivem

taxifolinu, konkrétné miRNA-200a v kardiomyocytech, jezZ mélo za néasledek zabranéni
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specifické bunécné smrti a stimulaci antioxidacni drdhy Nrf2. Lze tedy usoudit, Ze
kardioprotektivni a antiapopticky potencial taxifolinu mize byt zprostiedkovan
i modulaci této regulacni drahy.

Flavonolignany silybin a dehydrosilybin vykazovaly dle vyhodnoceni metody
RT-gPCR velmi mirny nardst exprese miRNA-208. Nebyl ale detekovan ocekavany
pokles hladiny PDCD4, ta naopak vzrostla, vyraznéji u silybinu. To ukazuje, Ze vliv
miRNA-208 na expresi proteinu je pravdépodobné pirekonan posttranslacni modifikaci.
U silybinu  napfiklad schopnosti  blokovat drdhy ERKI1/2  nebo Akt
(Anestopoulos et al.,2013), jez zpusobuji degradaci proteinu. Vyssi expresi proteinu
PDCD4, kterou vykazal vzorek ovlivnény dehydrosilybinem muze zpiisobit adaptivni
stresovd odpovéd’ bunék na depolarizaci membrany, ktera je popsana ve studii
Zholobenko et al. (2017). Buiika pod stresem stabilizuje PDCD4, aby zablokovanim
faktoru elF4A (Yang et al., 2003) utlumila proteosyntézu a energeticky tak optimalizovala
funkce pro jeji preziti (Gabrielova et al., 2015a). Neni tedy v tomto piipadé potvrzena
hypotéza regulace PDCD4 prostfednictvim miRNA-208.

U vyhodnocenych vysledki metody Western blot byla zaznamenana vysoka
variabilita mezi jednotlivymi opakovanimi, coz je viditelné na hodnotdch smérodatnych
odchylek. To mohlo byt zpiisobeno zménami fyziologickych vlastnosti a senzitivity
bunék linie H9¢2 v pribéhu kultivace, ¢i fazi bunécného cyklu, ve kterém se buiiky
nachazely. Pfi¢inou mohla byt také zména v Cisle pasaze, jelikoz doSlo v pribéhu
experimentl ke kontaminaci inkubatoru a pro dalsi experimenty tak byly pouzity buiky
s jinym ¢islem pasaze.

Pro vizualizaci proteini na PVDF membrané byly v pribéhu prace vyuzity
aporovndny dvé metody detekce, chemiluminiscenéni a  fluorescenéni.
Chemiluminiscen¢ni metoda je citlivejsi a z hlediska zobrazeni bylo kvalitnéjsi ze snimkt
provést denzitometrickou analyzu. Fluorescen¢ni detekéni metoda ma vyhodu ve stabilité
signdlu, ovSem pii snimani dochézelo k nezddoucimu pifesviceni molekularniho markeru,
coz znesnadnilo vyhodnoceni. Tento nedostatek se vSak da wvylepsit volbou
kompatibilniho markeru nebo jeho prekrytim pii detekei.

Analyza exprese miRNA-208a metodou RT-qPCR ukédzala velmi slabé
detekované fluorescen¢ni signaly, coz muize byt ukazatelem toho, Ze bazalni exprese
miRNA-208a je v buitkdch H9¢2 velmi nizkd. Divodem mohly byt ale i velmi malé
chyby pfi pipetovani reakénich smési, jelikoz je tato metoda velmi citliva, zvlasté u malo

exprimovanych molekul.
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Pro jednoznacné relevantni vysledky by bylo vhodnéj$i metodu Western blot
optimalizovat pouzitim vzorkl buné€k se stejnym Cislem pasaze a pouzit stejnou detekéni
metodu. U analyzy pomoci RT-qPCR by bylo ptinosné optimalizovat protokol nebo ovérit

pritomnost miRNA-208a v buiikdch H9¢2 pomoci jiné nezavislé metody detekce.
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5. ZAVER

Cilem prace bylo zhodnotit vliv vybranych polyfenoli na expresi miRNA-208a
v bun&né linii H9¢c2. MTT testem byla nejprve vyhodnocena koncentrace 1 umol-I'!
u vSech Ctyt latek jako vhodna pro nésledujici experimenty. Signifikantni pokles bunécné
viability byl pozorovéan aZ pii inkubaci s koncentraci 50 umol-1"! v ptipadé kvercetinu,
silybinu a dehydrosilybinu signifikantni.

Vysledky imunodetekce proteinu PDCD4 neprokdzaly signifikantni zmény vici
kontrole, ovSem byly pozorovany trendy ptisobeni. Flavonolignany silybin
a dehydrosilybin zptsobily zvyseni exprese proteinu PDCD4 na 104 % a 135 %.
Kvercetin a taxifolin ji naopak snizovali (66 % a 82 %). Pozorovéana byla vyrazné;si
modulace hladiny proteinu oxidovanymi formami podobnych dvojic latek.

Analyzou exprese miRNA-208a pomoci RT-qPCR bylo zjisténo, Ze relativni
exprese je mirn¢€ zvysena u vzorku se silybinem a dehydrosilybinem (1,8 nasobek a 1,6
nasobek). Taxifolin naopak expresi zvySil na 6,2 nasobek, u vzorku oSetifeném
kvercetinem nebyl detekovan zadny signal.

Lze konstatovat, ze hypotéza predpokladajici modulacni vliv testovanych latek na
expresi miRNA-208a a naslednou zménu hladiny proteinu PDCD4 byla potvrzena pouze
v ptipad¢ taxifolinu, kdy narist exprese miRNA-208a koreloval se sou¢asnym sniZzenim
exprese PDCDA4. U silybinu a dehydrosilybinu potvrzena byt nemuze, jelikoz tento vztah
z vysledki nevyplyva. Zajimavé zjisténi ukazaly vysledky kvercetinu, kdy doslo
k nejvétsimu poklesu hladiny PDCD4, ale ocekavané navyseni exprese miRNA-208a
nebylo detekovano, naopak doslo k uplnému vymizeni této miRNA. To poukazuje na jiny
mechanismus pusobeni kvercetinu, tim pddem na moznost dal§tho vyzkumu v této

oblasti.

36



6. LITERATURA

Ajuyah, P., Hill, M., Ahadi, A., Lu, J., Hutvagner, G., & Tran, N. (2019). MicroRNA
(miRNA)-to-miRNA Regulation of Programmed Cell Death 4 (PDCDA4).
Molecular and Cellular Biology, 39(18), e00086-19.
https://doi.org/10.1128/MCB.00086-19

Akbari Kordkheyli, V., Khonakdar Tarsi, A., Mishan, M. A., Tafazoli, A., Bardania, H.,
Zarpou, S., & Bagheri, A. (2019). Effects of quercetin on microRNAs: A
mechanistic review. Journal of Cellular Biochemistry, 120(8), 12141-12155.
https://doi.org/10.1002/jcb.28663

Anestopoulos, 1., Kavo, A., Tentes, 1., Kortsaris, A., Panayiotidis, M., Lazou, A., & Pappa,
A. (2013). Silibinin protects H9¢c2 cardiac cells from oxidative stress and inhibits
phenylephrine-induced hypertrophy: Potential mechanisms. The Journal of
Nutritional Biochemistry, 24(3), 586-594.
https://doi.org/10.1016/j.jnutbio.2012.02.009

Angeloni, C., Leoncini, E., Malaguti, M., Angelini, S., Hrelia, P., & Hrelia, S. (2008).
Role of quercetin in modulating rat cardiomyocyte gene expression profile.
American Journal of Physiology-Heart and Circulatory Physiology, 294(3),
H1233-H1243. https://doi.org/10.1152/ajpheart.01091.2007

Asangani, . A., Rasheed, S. A. K., Nikolova, D. A., Leupold, J. H., Colburn, N. H., Post,
S., & Allgayer, H. (2008). MicroRNA-21 (miR-21) post-transcriptionally
downregulates tumor suppressor Pdcd4 and stimulates invasion, intravasation and
metastasis in  colorectal cancer.  Oncogene, 27(15), 2128-2136.
https://doi.org/10.1038/sj.onc. 1210856

Barte, D. P. (2018). Metazoan MicroRNAs. Cell, 173(1), 20-51.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2018.03.006

Bernstein, E., Caudy, A. A., Hammond, S. M., & Hannon, G. J. (2001). Role for a
bidentate ribonuclease in the initiation step of RNA interference. Nature,
409(6818), 363-366. https://doi.org/10.1038/35053110

Dostal, Z. (2013). Vliv pfirodnich latek na expresi mikroRNA v bunécné linii HepG2
[Diplomova prace, Univerzita Palackého v Olomouci].

Dostal, Z. & Modriansky, M. (2019). The effect of quercetin on microRNA expression: A
critical review. Biomedical Papers, 163(2), 95-106.
https://doi.org/10.5507/bp.2019.030

37


https://doi.org/10.1128/MCB.00086-19
https://doi.org/10.1002/jcb.28663
https://doi.org/10.1016/j.jnutbio.2012.02.009
https://doi.org/10.1152/ajpheart.01091.2007
https://doi.org/10.1038/sj.onc.1210856
https://doi.org/10.1016/j.cell.2018.03.006
https://doi.org/10.1038/35053110
https://doi.org/10.5507/bp.2019.030

Dostal, Z., Sebera, M., Srovnal, J., Staffova, K., & Modriansky, M. (2021). Dual Effect
of Taxifolin on ZEB2 Cancer Signaling in HepG2 Cells. Molecules, 26(5), 1476.
https://doi.org/10.3390/molecules26051476

Dostal, Z., Zholobenko, A. V., Prichystalova, H., Gottschalk, B., Valentova, K., Malli, R.,
& Modriansky, M. (2024). Quercetin protects cardiomyoblasts against hypertonic
cytotoxicity by abolishing intracellular Ca2+ elevations and mitochondrial
depolarisation. Biochemical Pharmacology, 222, 116094.
https://doi.org/10.1016/j.bcp.2024.116094

Durazzo, A., Lucarini, M., Souto, E. B., Cicala, C., Caiazzo, E., 1zzo, A. A., Novellino,
E., & Santini, A. (2019). Polyphenols: A concise overview on the chemistry,
occurrence, and human health. Phytotherapy Research, 33(9), 2221-2243.
https://doi.org/10.1002/ptr.6419

Frankel, L. B., Christoffersen, N. R., Jacobsen, A., Lindow, M., Krogh, A., & Lund, A.
H. (2008). Programmed Cell Death 4 (PDCD4) Is an Important Functional Target
of the MicroRNA miR-21 in Breast Cancer Cells. Journal of Biological Chemistry,
283(2), 1026—1033. https://doi.org/10.1074/jbc.M707224200

Gabrielova, E., Bartosikova, L., Necas, J., & Modriansky, M. (2019). Cardioprotective
effect of 2,3-dehydrosilybin preconditioning in isolated rat heart. Fitoterapia, 132,
12-21. https://doi.org/10.1016/j.fitote.2018.10.028

Gabrielova, E., Jaburek, M., Gazék, R., Vostalova, J., Jezek, J., Kien, V., & Modriansky,
M. (2010). Dehydrosilybin attenuates the production of ROS in rat cardiomyocyte
mitochondria with an uncoupler-like mechanism. Journal of Bioenergetics and
Biomembranes, 42(6), 499-509. https://doi.org/10.1007/s10863-010-9319-2

Gabrielova, E., Kien, V., Jabirek, M., & Modriansky, M. (2015a). Silymarin Component
2,3-dehydrosilybin Attenuates Cardiomyocyte Damage Following
Hypoxia/Reoxygenation by Limiting Oxidative Stress. Physiological Research,
79-91. https://doi.org/10.33549/physiolres.932703

Gabrielova, E., Zholobenko, A. V., Bartosikova, L., Necas, J., & Modriansky, M. (2015b).
Silymarin Constituent 2,3-Dehydrosilybin Triggers Reserpine-Sensitive Positive
Inotropic Effect in Perfused Rat Heart. PLOS ONE, 10(9), ¢0139208.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0139208

Gebert, L. F. R. & MacRae, . J. (2019). Regulation of microRNA function in animals.
Nature Reviews Molecular Cell Biology, 20(1), 21-37.
https://doi.org/10.1038/s41580-018-0045-7

38


https://doi.org/10.3390/molecules26051476
https://doi.org/10.1016/j.bcp.2024.116094
https://doi.org/10.1002/ptr.6419
https://doi.org/10.1074/jbc.M707224200
https://doi.org/10.1016/j.fitote.2018.10.028
https://doi.org/10.1007/s10863-010-9319-2
https://doi.org/10.33549/physiolres.932703
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0139208
https://doi.org/10.1038/s41580-018-0045-7

Guo, H., Zhang, X., Cui, Y., Zhou, H., Xu, D., Shan, T., Zhang, F., Guo, Y., Chen, Y., &
Wu, D. (2015). Taxifolin protects against cardiac hypertrophy and fibrosis during
biomechanical stress of pressure overload. Toxicology and Applied Pharmacology,
287(2), 168—177. https://doi.org/10.1016/j.taap.2015.06.002

Hammond, S. M., Bernstein, E., Beach, D., & Hannon, G. J. (2000). An RNA-directed
nuclease mediates post-transcriptional gene silencing in Drosophila cells. Nature,
404(6775), 293-296. https://doi.org/10.1038/35005107

Hescheler, J., Meyer, R., Plant, S., Krautwurst, D., Rosenthal, W., & Schultz, G. (1991).
Morphological, biochemical, and electrophysiological characterization of a clonal
cell (H9¢c2) line from rat heart. Circulation Research, 69(6), 1476—1486.
https://doi.org/10.1161/01.RES.69.6.1476

Huang, S., Wu, C., & Yen, G. (2006). Effects of flavonoids on the expression of the pro-
inflammatory response in human monocytes induced by ligation of the receptor for
AGEs. Molecular Nutrition & Food Research, 50(12), 1129-1139.
https://doi.org/10.1002/mnfr.200600075

Huang, X.-H., L1, J.-L., Li, X.-Y., Wang, S.-X., Jiao, Z.-H., Li, S.-Q., Liu, J., & Ding, J.
(2021). miR-208a in Cardiac Hypertrophy and Remodeling. Frontiers in
Cardiovascular Medicine, 8, 773314. https://doi.org/10.3389/fcvm.2021.773314

Huang, Y., & Li, J. (2015). MicroRNA208 family in cardiovascular diseases: Therapeutic
implication and potential biomarker. Journal of Physiology and Biochemistry,
71(3), 479-486. https://doi.org/10.1007/s13105-015-0409-9

Chen, Y.-H., Lin, H., Wang, Q., Hou, J.-W., Mao, Z.-J., & Li, Y.-G. (2020). Protective
role of silibinin against myocardial ischemia/reperfusion injury-induced cardiac
dysfunction. International Journal of Biological Sciences, 16(11), 1972—1988.
https://doi.org/10.7150/1jbs.39259

Kadoglou, N. P. E., Panayiotou, C., Vardas, M., Balaskas, N., Kostomitsopoulos, N. G.,
Tsaroucha, A. K., & Valsami, G. (2022). A Comprehensive Review of the
Cardiovascular Protective Properties of Silibinin/Silymarin: A New Kid on the
Block. Pharmaceuticals, 15(5), 538. https://doi.org/10.3390/ph15050538

Kelly G. S. (2011). Quercetin. Monograph. Alternative medicine review : a journal of
clinical therapeutic, 16(2), 172—-194.

Kimes, B. & Brandt, B. (1976). Properties of a clonal muscle cell line from rat heart.
Experimental Cell Research, 98(2), 367-381. https://doi.org/10.1016/0014-
4827(76)90447-X

39


https://doi.org/10.1016/j.taap.2015.06.002
https://doi.org/10.1038/35005107
https://doi.org/10.1161/01.RES.69.6.1476
https://doi.org/10.1002/mnfr.200600075
https://doi.org/10.3389/fcvm.2021.773314
https://doi.org/10.1007/s13105-015-0409-9
https://doi.org/10.7150/ijbs.39259
https://doi.org/10.3390/ph15050538
https://doi.org/10.1016/0014-4827(76)90447-X
https://doi.org/10.1016/0014-4827(76)90447-X

Kuznetsov, A. V., Javadov, S., Sickinger, S., Frotschnig, S., & Grimm, M. (2015). H9c2
and HL-1 cells demonstrate distinct features of energy metabolism, mitochondrial
function and sensitivity to hypoxia-reoxygenation. Biochimica et Biophysica Acta
(BBA) - Molecular Cell Research, 1853(2), 276-284.
https://doi.org/10.1016/j.bbamcr.2014.11.015

Lagos-Quintana, M., Rauhut, R., Lendeckel, W., & Tuschl, T. (2001). Identification of
Novel Genes Coding for Small Expressed RNAs. Science, 294(5543), 853—858.
https://doi.org/10.1126/science.1064921

Lee, R. C., Feinbaum, R. L., & Ambros, V. (1993). The C. elegans heterochronic gene
lin-4 encodes small RNAs with antisense complementarity to lin-14. Cell, 75(5),
843-854. https://doi.org/10.1016/0092-8674(93)90529-y

Lee, Y., Kim, M., Han, J., Yeom, K.-H., Lee, S., Baek, S. H., & Kim, V. N. (b.r.).
MicroRNA genes are transcribed by RNA polymerase I1.

Liehr, T., Kankel, S., Hardt, K. S., Buhl, E. M., Noels, H., Keller, D. T., Schroder-Lange,
S. K., & Weiskirchen, R. (2025). Genetic and Molecular Characterization of H9¢2
Rat Myoblast Cell Line. Cells, 14(7), 502. https://doi.org/10.3390/cells14070502

Lin, Z. & Wang, J. (2023). Taxifolin protects against doxorubicin-induced cardiotoxicity
and ferroptosis by adjusting microRNA-200a-mediated Nrf2 signaling pathway.
Heliyon, 9(11), €22011. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2023.e22011

Liu, Y., Shi, X., Tian, Y., Zhai, S., Liu, Y., Xiong, Z., & Chu, S. (2023). An insight into
novel therapeutic potentials of taxifolin. Frontiers in Pharmacology, 14, 1173855.
https://doi.org/10.3389/fphar.2023.1173855

Lu, D. & Thum, T. (2019). RNA-based diagnostic and therapeutic strategies for
cardiovascular disease. Nature Reviews Cardiology, 16(11), 661-674.
https://doi.org/10.1038/s41569-019-0218-x

Mandour, G. H., El-Dessouki, A. M., Attallah, K. A., Seliem, M. A., Abdullah, A. R,
Khidr, E. G., El-Husseiny, A. A., El-Shiekh, R. A., Hafez, M. M., & Khalifa, H. O.
(2026). Exploring the therapeutic potential of naturally occurring taxifolin, a dietary
flavonoid: An updated comprehensive review. Frontiers in Pharmacology, 17,
1780792. https://doi.org/10.3389/fphar.2026.1780792

Mansuri, M. L., Parihar, P., Solanki, I., & Parihar, M. S. (2014). Flavonoids in modulation
of cell survival signalling pathways. Genes & Nutrition, 9(3), 400.
https://doi.org/10.1007/s12263-014-0400-z

40


https://doi.org/10.1016/j.bbamcr.2014.11.015
https://doi.org/10.1126/science.1064921
https://doi.org/10.1016/0092-8674(93)90529-y
https://doi.org/10.3390/cells14070502
https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2023.e22011
https://doi.org/10.3389/fphar.2023.1173855
https://doi.org/10.1038/s41569-019-0218-x
https://doi.org/10.3389/fphar.2026.1780792
https://doi.org/10.1007/s12263-014-0400-z

Matsuhashi, S., Manirujjaman, M., Hamajima, H., & Ozaki, 1. (2019). Control
Mechanisms of the Tumor Suppressor PDCD4: Expression and Functions.
International Journal of  Molecular Sciences, 2009), 2304.
https://doi.org/10.3390/ijms20092304

Mekala, N., Kurdys, J., Vicenzi, A. P., Weiler, L. R., Avramut, C., Vazquez, E. J., Ragina,
N., & Rosca, M. G. (2021). MiR 208a Regulates Mitochondrial Biogenesis in
Metabolically ~ Challenged  Cardiomyocytes. Cells, 10(11),  3152.
https://doi.org/10.3390/cells10113152

Milenkovic, D., Deval, C., Gouranton, E., Landrier, J.-F., Scalbert, A., Morand, C., &
Mazur, A. (2012). Modulation of miRNA Expression by Dietary Polyphenols in
apoE Deficient Mice: A New Mechanism of the Action of Polyphenols. PLoS ONE,
7(1), €29837. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0029837

Montgomery, R. L., Hullinger, T. G., Semus, H. M., Dickinson, B. A., Seto, A. G., Lynch,
J. M., Stack, C., Latimer, P. A., Olson, E. N., & Van Rooij, E. (2011). Therapeutic
Inhibition of miR-208a Improves Cardiac Function and Survival During Heart
Failure. Circulation, 124(14), 1537-1547.
https://doi.org/10.1161/CIRCULATIONAHA.111.030932

Pereira, D. M., Valentdo, P., Pereira, J. A., & Andrade, P. B. (2009). Phenolics: From
Chemistry to Biology. Molecules, 14(6), 2202-2211.
https://doi.org/10.3390/molecules14062202

Pfaffl M. W. (2001). A new mathematical model for relative quantification in real-time
RT-PCR. Nucleic acids research, 29(9), e45. https://doi.org/10.1093/nar/29.9.e45

Prabhu, S., Molath, A., Choksi, H., Kumar, S., & Mehra, R. (2021). Classifications of
polyphenols and their potential application in human health and diseases.
International Journal of Physiology, Nutrition and Physical Education, 6(1), 293—
301. https://doi.org/10.22271/journalofsport.2021.v6.11e.2236

Pratheeshkumar, P., Son, Y.-O., Divya, S. P., Wang, L., Turcios, L., Roy, R. V., Hitron, J.
A., Kim, D., Dai, J., Asha, P., Zhang, Z., & Shi, X. (2017). Quercetin inhibits
Cr(VI)-induced malignant cell transformation by targeting miR-21-PDCD4
signaling pathway. Oncotarget, 8(32), 52118-52131.
https://doi.org/10.18632/oncotarget. 10130

Sarg, N. H., Hersi, F. H., Zaher, D. M., Hamouda, A. O., Ibrahim, S. I., El-Seedi, H. R.,
& Omar, H. A. (2024). Unveiling the therapeutic potential of Taxifolin in Cancer:

41


https://doi.org/10.3390/ijms20092304
https://doi.org/10.3390/cells10113152
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0029837
https://doi.org/10.1161/CIRCULATIONAHA.111.030932
https://doi.org/10.3390/molecules14062202
https://doi.org/10.1093/nar/29.9.e45
https://doi.org/10.22271/journalofsport.2021.v6.i1e.2236
https://doi.org/10.18632/oncotarget.10130

From molecular mechanisms to immune modulation and synergistic combinations.
Phytomedicine, 133, 155934. https://doi.org/10.1016/j.phymed.2024.155934
Satoh, M., Minami, Y., Takahashi, Y., Tabuchi, T., & Nakamura, M. (2010). Expression
of microRNA-208 is associated with adverse clinical outcomes in human dilated
cardiomyopathy. Journal of cardiac failure, 16(5), 404-410.

https://doi.org/10.1016/j.cardfail.2010.01.002

Shibahara, K., Asano, M., Ishida, Y., Aoki, T., Koike, T., & Honjo, T. (1995). Isolation of
a novel mouse gene MA-3 that is induced upon programmed cell death. Gene,
166(2), 297-301. https://doi.org/10.1016/0378-1119(95)00607-9

Singla, R. K., Dubey, A. K., Garg, A., Sharma, R. K., Fiorino, M., Ameen, S. M., Haddad,
M. A., & Al-Hiary, M. (2019). Natural Polyphenols: Chemical Classification,
Definition of Classes, Subcategories, and Structures. Journal of AOAC
International, 102(5), 1397-1400. https://doi.org/10.5740/jaoacint.19-0133

Spilkova, J. (2023). Farmakognozie (2. vyd.). Karolinum.

Tang, Z., Yang, C., Zuo, B., Zhang, Y., Wu, G., Wang, Y., & Wang, Z. (2019). Taxifolin
protects rat against myocardial ischemia/reperfusion injury by modulating the
mitochondrial apoptosis pathway. PeerJ, 7, €6383.
https://doi.org/10.7717/peerj.6383

Tian, H., Cheng, L., Liang, Y., Lei, H., Qin, M., Li, X., & Ren, Y. (2024). MicroRNA
therapeutic delivery strategies: A review. Journal of Drug Delivery Science and
Technology, 93, 105430. https://doi.org/10.1016/j.jddst.2024.105430

Tresserra-Rimbau, A., Rimm, E. B., Medina-Remoén, A., Martinez-Gonzalez, M. A.,
Lopez-Sabater, M. C., Covas, M. 1., Corella, D., Salas-Salvado, J., Gbmez-Gracia,
E., Lapetra, J., Aros, F., Fiol, M., Ros, E., Serra-Majem, L., Pinto, X., Mufoz, M.
A., Gea, A., Ruiz-Gutiérrez, V., Estruch, R., & Lamuela-Raventés, R. M. (2014).
Polyphenol intake and mortality risk: A re-analysis of the PREDIMED trial. BMC
Medicine, 12(1), 77. https://doi.org/10.1186/1741-7015-12-77

Trouillas, P., Marsal, P., Svobodova, A., Vostalova, J., Gazak, R., Hrbac, J., Sedmera, P.,
Kften, V., Lazzaroni, R., Duroux, J.-L., & Walterova, D. (2008). Mechanism of the
Antioxidant Action of Silybin and 2,3-Dehydrosilybin Flavonolignans: A Joint
Experimental and Theoretical Study. The Journal of Physical Chemistry A, 112(5),
1054-1063. https://doi.org/10.1021/jp075814h

Tu, Y., Wan, L., Fan, Y., Wang, K., Bu, L., Huang, T., Cheng, Z., & Shen, B. (2013).
Ischemic Postconditioning-Mediated miRNA-21 Protects against Cardiac

42


https://doi.org/10.1016/j.phymed.2024.155934
https://doi.org/10.1016/j.cardfail.2010.01.002
https://doi.org/10.1016/0378-1119(95)00607-9
https://doi.org/10.5740/jaoacint.19-0133
https://doi.org/10.7717/peerj.6383
https://doi.org/10.1016/j.jddst.2024.105430
https://doi.org/10.1186/1741-7015-12-77
https://doi.org/10.1021/jp075814h

ischemia/reperfusion Injury via PTEN/Akt Pathway. PLoS ONE, 8(10), e75872.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0075872

Van Rooij, E., Sutherland, L. B., Qi, X., Richardson, J. A., Hill, J., & Olson, E. N. (2007).
Control of Stress-Dependent Cardiac Growth and Gene Expression by a
MicroRNA. Science, 316(5824), 575-579. https://doi.org/10.1126/science.1139089

Vauzour, D., Rodriguez-Mateos, A., Corona, G., Oruna-Concha, M. J., & Spencer, J. P.
E. (2010). Polyphenols and Human Health: Prevention of Disease and Mechanisms
of Action. Nutrients, 2(11), 1106—1131. https://doi.org/10.3390/nu2111106

Wang, G.-K., Zhu, J.-Q., Zhang, J.-T., L1, Q., L1, Y., He, J., Qin, Y.-W., & Jing, Q. (2010).
Circulating microRNA: A novel potential biomarker for early diagnosis of acute
myocardial infarction in humans. European Heart Journal, 31(6), 659—666.
https://doi.org/10.1093/eurheartj/ehq013

Wang, Q., Zhou, H., Zhu, X, Jiang, F., Yu, Q., Zhang, J., & Ji, Y. (2022). miR-208 inhibits
myocardial tissues apoptosis in mice with acute myocardial infarction by targeting
inhibition of PDCDA4. Journal of Biochemical and Molecular Toxicology, 36(12),
€23202. https://doi.org/10.1002/jbt.23202

Wang, Y.-H., Wang, W.-Y., Chang, C.-C., Liou, K.-T., Sung, Y.-J., Liao, J.-F., Chen, C.-
F., Chang, S., Hou, Y.-C., Chou, Y.-C., & Shen, Y.-C. (2006). Taxifolin ameliorates
cerebral ischemia-reperfusion injury in rats through its anti-oxidative effect and
modulation of NF-kappa B activation. Journal of Biomedical Science, 13(1), 127—
141. https://doi.org/10.1007/s11373-005-9031-0

Watkins, S. J., Borthwick, G. M., & Arthur, H. M. (2011). The H9C2 cell line and primary
neonatal cardiomyocyte cells show similar hypertrophic responses in vitro. In Vitro
Cellular &  Developmental  Biology -  Animal, 47(2), 125-131.
https://doi.org/10.1007/s11626-010-9368-1

Wightman, B., Ha, 1., & Ruvkun, G. (1993). Posttranscriptional regulation of the
heterochronic gene lin-14 by lin-4 mediates temporal pattern formation in C.
elegans. Cell, 75(5), 855—862. https://doi.org/10.1016/0092-8674(93)90530-4

Yang, H.-S., Jansen, A. P, Komar, A. A., Zheng, X., Merrick, W. C., Costes, S., Lockett,
S. J., Sonenberg, N., & Colburn, N. H. (2003). The Transformation Suppressor
Pdcd4 Is a Novel Eukaryotic Translation Initiation Factor 4A Binding Protein That
Inhibits Translation. Molecular and Cellular Biology, 23(1), 26-37.
https://doi.org/10.1128/MCB.23.1.26-37.2003

43


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0075872
https://doi.org/10.1126/science.1139089
https://doi.org/10.3390/nu2111106
https://doi.org/10.1093/eurheartj/ehq013
https://doi.org/10.1002/jbt.23202
https://doi.org/10.1007/s11373-005-9031-0
https://doi.org/10.1007/s11626-010-9368-1
https://doi.org/10.1016/0092-8674(93)90530-4
https://doi.org/10.1128/MCB.23.1.26-37.2003

Zappavigna, S., Vanacore, D., Lama, S., Potenza, N., Russo, A., Ferranti, P., Dallio, M.,
Federico, A., Loguercio, C., Sperlongano, P., Caraglia, M., & Stiuso, P. (2019).
Silybin-Induced Apoptosis Occurs in Parallel to the Increase of Ceramides
Synthesis and miRNAs Secretion in Human Hepatocarcinoma Cells. International
Journal of Molecular Sciences, 20(9), 2190. https://doi.org/10.3390/ijms20092190

Zhang, X.-T. & Xu, M.-G. (2021). Potential link between microRNA-208 and
cardiovascular  diseases. Journal of Xiangya Medicine, 6, 12—12.
https://doi.org/10.21037/jxym-21-8

Zholobenko, A. V., Mouithys-Mickalad, A., Dostal, Z., Serteyn, D., & Modriansky, M.
(2017). On the causes and consequences of the uncoupler-like effects of quercetin
and dehydrosilybin in H9c2 cells. PLOS ONE, 12(10), e0185691.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0185691

44


https://doi.org/10.3390/ijms20092190
https://doi.org/10.21037/jxym-21-8
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0185691

7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ApoE
BCA
Bcl-2
BSA
COX-2

(,,Apolipoprotein E*) Apolipoprotein E
(,,Bicinchoninic Acid*) Kyselina bicinchoninova
(,,B-cell Lymphoma 2) B-buné¢ny lymfom 2
(,,Bovine Serum Albumin®) Hovézi sérovy albumin

(,,Cyclooxygenase-2*“) Cyklooxygenaza-2

CRISPR/Cas9 (,,Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats / CRISPR

DGCRS

DMEM

DMSO
DTT
elF4A
elF4A1
elF4A2
elF4F
elF4G
eNOS

ERK1/2

FBS

FISH

GAPDH

HUVEC

iNOS
MAPK

miRNA

associated Protein 9%) Klastrované pravidelné rozmisténé kratké
palindromické repetice/Protein 9 asociovany s CRISPR

(,,DiGeorge Syndrome Critical Region 8*) Protein kritického regionu 8
DiGeorgova syndromu

(,,Dulbecco's Modified Eagle Medium*) Dulbeccovo modifikované
Eagleovo médium

(,,Dimethyl Sulfoxide*) Dimethylsulfoxid

(,,Dithiothreitol“) Dithiothreitol

......

......

......

......

(,,Endothelial Nitric Oxide Synthase®) Endotelidlni syntdza oxidu
dusnatého

(,,Extracellular Signal-regulated Kinases 1/2) Extracelularnim signalem
regulované kinazy 1/2

(,,Fetal Bovine Serum®) Fetdlni hovézi sérum

(,,Fluorescence In Situ Hybridization) Fluorescenéni in situ hybridizace
Glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogendza

(,,Human Umbilical Vein Endothelial Cells*“) Endotelidlni buiiky lidské
pupecnikové Zily

(,,Jnducible Nitric Oxide Synthase*) Inducibilni syntdza oxidu dusnatého
(,,Mitogen-Activated Protein Kinase*) Mitogenem aktivovana
proteinkindza

(,,MicroRNA*“) MikroRNA
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miRNA-208 (,,MicroRNA-208“) MikroRNA-208

mRNA
MTT
Myh6
Myh7
NEAA
NF-«B
Nrf-2

PBS
PDCD4

PI3K/Akt

pPKCe

PVDF
RISC

RNU6B
ROS
RT-gPCR

SD
SDS
SDS-PAGE

snRNA
TBS
TRBP

Tris

o-MHC

(,,Messenger RNA*) Mediatorovda RNA
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid

(,,Myosin Heavy Chain 6*) Tézky fetézec myosinu 6

(,,Myosin Heavy Chain 7*) Tézky fetézec myosinu 7

(,,Non-Essential Amino Acids*) Neesencidlni aminokyseliny

(,,Nuclear Factor Kappa B*) Jaderny faktor kappa B

(;,Nuclear Factor Erythroid 2-related Factor 2) Jaderny faktor spojeny s
erytroidnim faktorem 2

(,,Phosphate-buffered Saline*) Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok
(,,Programmed Cell Death Protein 4‘) Protein programované bunécné
smrti 4

(,,Phosphoinositide 3-kinase/Protein Kinase B*)
Fosfoinositid-3-kindza/Proteinkindza B

(,,Phosphorylated Protein Kinase C Epsilon*) Fosforylovana proteinkindza
C epsilon

Polyvinylidenfluorid

(,,RNA-induced Silencing Complex*“) RNA-indukovany umlcovaci
komplex

(,,RNA U6 Small Nuclear 2°) Mala jadernd RNA U6B

(,,Reactive Oxygen Species*) Reaktivni formy kysliku

(,,Real-Time Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction®) Kvantitativni polymerazova fetézcova reakce s reverzni
transkripci v realném Case

(,,Standard Deviation*) Smérodatna odchylka

(,,Sodium Dodecyl Sulfate*) Dodecylsulfat sodny

(,,Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis®)
Polyakrylamidova gelové elektroforéza s dodecylsiranem sodnym
(,,Small Nuclear RNA*) Mala jaderna RNA

(,, Tris-buffered Saline*) Trisem pufrovany fyziologicky roztok

(,, Transactivation ~ Response = Element = RNA-binding  Protein)
Transaktivaci indukovany RNA-vazebny protein
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

(,,Alpha-Myosin Heavy Chain*) Alfa-myosin téZkého fetézce
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B-MHC (,,Beta-Myosin Heavy Chain*) Beta-myosin tézkého fetézce
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