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1. Uvod

MikroRNA jsou malé regula¢ni molekuly RNA o velikosti 18 az 22 nukleotidl. Hraji
dilezitou roli v regulaci transkripce a zasahuji tak do genové exprese mnoha proteind.
Neziidka se vyrazngj$si zmény mikroRNA projevuji u riznych chorob, obzvlasté u
nadorovych onemocnéni byly zaznamenany markantni rozdily v expresi mikroRNA. Takové
molekuly pak mohou vystupovat jako onkogeny, coz je charakterizovdno zvySenim exprese,
nebo naopak nddorové supresory, coz je charakterizovano sniZzenim exprese. Pokud se
prokaze souvislost dané zmény specificky s urcitou chorobou, vede tento objev k navrzeni
dané molekuly jako diagnostického markeru pro diagnostické Ucely s moZnosti sledovani
uspésnosti 1écby. Velkou vyhodou je zapojeni mikroRNA jiz v pocatcich choroby, coz
znamena detekci v ¢asnych fazich nemoci a lepsi prognézu pro pacienta. Pokud se pfi dalSim
vyzkumu ukéze jeji zapojeni do regulace dilezitého proteinu pro danou chorobu, miize byt
testovana jako mozny terapeuticky cil nebo oznacena jako vhodny cil pro prevenci.

Cilem na$i prace bylo zjistit, zda vybrané piirodni latky, které jsou zndmy svymi
cytoprotektivnimi ucinky pleiotropniho charakteru, ovliviiuji expresi mikroRNA. Pokud by
nékterd z latek vykazovala schopnost modulovat expresi nékterych mikroRNA se zndmymi
cilovymi geny, pak muize mit dand latka vyhodné, napf. tumor supresivni, vlastnosti pro
organizmus. Pro naSe testovani jsme vybrali zastupce z pfirodnich latek, jmenovité fenolické
kyseliny (kyselina gallova, kavova a vanillova), flavonoidy (silybin, dehydrosilybin, kvercetin
a taxifolin) a metabolit vitaminu A, (kyselinu all trans retinovou). VétSina latek je velmi
bohaté zastoupena v jidelnicku populace. Tyto latky jsou velice dobfe zndmé pro své
témto vlastnostem nepfispivd i modulace exprese mikroRNA a néslednd regulace transkripce
klicovych proteinti. Kromé vlastni experimentalni prace bylo cilem vytvofit reSerSi o

testovanych zastupcich a dalSich ptirodnich latkach ovliviiujicich mikroRNA



2. Teoreticka ¢ast

2.1. Prirodni latky s mozZnosti ovlivnéni exprese miRNA

Po objevu miRNA vyvstalo mnoho zajimavych otdzek, mimo jiné moznosti modulace
exprese mikroRNA xenobiotiky a eubiotiky. Kromé réiznych 1é&iv a syntetickych latek' byly
mnohdy zkoumany i vlivy pfirodnich latek, které do organizmu pfijimdme v nemalém
mnozstvi v diet¢ a mohou se podilet na modulaci exprese miRNA a nasledn¢ upravovat
genovou expresi ruznych vyznamnych ¢i méné vyznamnych proteinli. Jednou ze skupin
bohatd zastoupenych ve stravé jsou polyfenoly”. Kromé& této skupiny sloucenin byla
pozorovana zména v expresi 1 u n€kterych vitamind a jejich derivatl, kurkuminu, saponint,

antrachinont, také u polynenasycenych mastnych kyselin' a mnoha dalsich latek.

2.1.1. Polyfenoly

Jedné se o rozsitenou skupinu latek (n€kolik set slouc¢enin) obsazenou hojné v ovoci,
zelening, celozrnném pecivu a népojich jako jsou €aj, kdva nebo vino. Skupina polyfenolt se
dale déli podle chemické struktury na fenolické kyseliny, flavonoidy, stilbeny a lignany’.
Obecné jde o latky s antioxidacni aktivitou, nicméné se ukazuje, ze mnoh¢é z nich ovliviuji
bunécné signalni kaskady, které reguluji transkripéni faktory a tim i genovou expresi. CoZz
vede k uvaham, za jaké procento ucinku jsou odpovédné antioxidacni vlastnosti a ovlivnéni
signalnich drah. Nektefi autofi navrhuji ovlivnéni signdlnich drah jako vyznamnéjsi
piispévek®. V rostlinach jsou tyto latky produkovany jako sekundarni metabolity s ochrannou

funkei proti UV zéfeni a jsou zapojeny do procesu vyroby energie”.

2.1.1.1 Fenolické kyseliny

Kyselina kdvova

Kyselina kavova se nejCastéji ziskdva z rostlinnych materiala: jablka, hrusky, jahody,
arty¢oky, kava a lilek™ ¢, kde se Gasto vyskytuje v konjugované formé jako chlorogenova
kyselina, coz je ester kyseliny kavové s kyselinou chinovou® ’. K izolaci se pouzivaji
rostlinné zdroje, jako jsou neprazend nebo prazena kiava a mlzeme ji nalézt i v arganovém
oleji a Perile kiovité®. Studium kyseliny kédvové a chlorogenové je zajimavé nejenom diky
jejich uziteénym vlastnostem pro organizmus, ale i pozitou denni davkou, kterd u lidi

popijejicich kivu miize dosdhnout hodnot 1 g/den™”.
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Obr. 1: Struktura kyseliny kdvové Obr. 2: Struktura kyseliny chlorogenové

Zakladni vlastnosti

Jedné se o naZloutlou pevnou latku, dobie rozpustnou v DMSO (40 mg/ml) a hife v
ethanolu (7 mg/ml) nebo PBS (0,65 mg/ml)'°. Z chlorogenové kyseliny se kyselina kavova
ziské kyselou hydrolyzou''.

Absorpce a metabolismus

Kyselé4 hydrolyza je typicky d¢j probihajici v zaludku, kde je optimalni pH asi 1,5 — 2,
a Gastednd se mize vyskytovat i v tenkém stfevé, kde je optiméalni pH duodena kolem 6 '* .
Dochézi tedy k rozkladu za vzniku volné kyseliny kavové. Kromé kyselého pH ptsobi na
rozpad kyseliny chlorogenové a tvorbu riiznych metabolitd i stievni mikroflora’ a laktasa,
kterd je lokalizovana na vnéj$i membrané enterocytt kartacového lemu tenkého stieva. Ta se
vyznamné podili na enzymatické deglykosilaci'®. Tato hypotéza by mohla obstojng vysvétlit i
podobnost detekovanych vlastnosti kyseliny kdvové a chlorogenové v organizmu. Kyselina
kavova muze byt vstiebavana pomoci pasivni difuze. Naopak déle v tenkém stfevé se pH
zvySuje na hodnotu pfiblizn€ 7 a pasivni transport je dosti nepravdépodobny, protoze dochazi
k deprotonizaci a cela molekula nese zdporny ndboj. To vedlo védce k ndzoru, ze dale v
tenkém stfevu dochazi k aktivnimu transportu zavislému na Na'. Na druhou stranu byla v
moc¢i pozorovana i kyselina chlorogenovd, coz naznacuje jeji absorpci jako intaktni

molekuly™ '*

a lze tedy uspé$né ptredpokladat, ze neni zhydrolyzovana na 100 %. To bylo
ovéteno ve studii na pacientech trpicich ileostomii, ze kterych vznikl ¢lanek, kde Margreet R.
Olthof a kolegové tvrdi, Ze hydrolyza chlorogenové kyseliny neni tak vyrazna, jak se diive
predpokladalo’. Resorpce kyseliny kavové a kyseliny chlorogenové je u pacientd s ileostomii

asi 95 % a 33 %°.
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Metabolizace kyseliny kavové byla zkoumana naptiklad na krysich hepatocytech, kde bylo
pozorovano zapojeni enzymu prvni fize biotransformace na O-demethylaci, hydrogenaci a
dehydrogenaci'.

Pii metabolizaci u krys bylo pozorovano zapojeni enzymti druhé faze biotransformace,
coz vede k tvorbé riznych glukuronidii, sulfati a methylovanych derivati (methoxy).
Nakonec dochazi k rychlé exkreci moc¢i a v mensi mite stolici. 68 % absorbované kyseliny se
vylouc¢i moci, ktera obsahuje i nepatrné mnozstvi nezmetabolizované kyseliny kavové a dale
tyto metabolity 4'-O-glukuronid kyseliny kavové (38%), 3'-O-glukuronid kyseliny kavové
(2.1%), 4'-O-glukuronid kyseliny ferulové (3.2%), 4'-O-sulfat kyseliny kédvové (16%), 3'-O-
sulfat kyseliny kavové (11%), 4'-O-sulfat kyseliny ferulové (28%), a 3'-O-sulfat kyseliny

. ,6
1soferulové’.

Biologicka aktivita

Vyznamnou a dosti studovanou vlastnosti je antioxidacni aktivita kyseliny kavové.
Bylo prokazano, ze kyselina kévova chrani Apolipoprotein B100 pfed oxida¢nimi
modifikacemi, pfed oxidaci cholesterolu (ICso = 1,5 pM) a zvysuje rezistenci LDL ¢astic vici
peroxidaci (ICso = 0,33 uM)'®. Se snizenym poétem modifikovanych LDL &astic se sniZzuje i
pravdépodobnost aktivace makrofagli, tvorba pénovych bunck a postupné vznikajici
aterosklerotické platy (aterosklerézy)’, .

S antioxida¢nimi vlastnostmi souvisi i hepatoprotektivni funkce, tedy ochrana struktur
hepatocytt pied poskozenim, a svym zplisobem i protinadorova aktivita'®. Naptiklad ochrana
bundk Zaludeéni sliznice pred chloraminem'’ a jinymi mutagennimi a karcinogennimi N-
nitrososlou¢eninami (N-nitrosaminy)* zptsobujicimi zlomy v DNA' a rizné modifikace
bazi, z nich pak nejéast&ji tvorba 8-hydroxydeoxy guanosinu'®. Chloramin je tvofen v zaludku
za prispéni bakterie Helicobacter pylori, ktera tvofi amoniak a ten reaguje s travicimi
$tavami'’ .

Podavéani kyseliny kavové pii ischemii a nasledné reperfuzi vede k vychytavani
reaktivnich kyslikovych forem (ROS)" a miZe tak piispét ke zlepSeni klinického stavu
pacienta. Zdrojem volnych radikalt je pravdépodobné hypoxantin-xantin oxidaza'’. Ptiznivy
efekt ma také na hladinu redukovaného intracelularniho glutathionu®.

Kromé toho byly u kyseliny kavové pozorovany antivirotické vlastnosti proti mnozeni
viru herpes symplex typ 1 in vitro, ale jen pokud se podala v ¢asném stadiu po infekci, tj.
diive nez dojde ke kompletni replikaci genomu viru. Protivirovy tcinek je pravdépodobné

zpuisoben specifickou vazbou kyseliny kdvové s virem nebo s molekulami zapojenymi do
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virové replikace’.

Vl1iv na mikroRNA

U kyseliny kdvové byla pozorovana schopnost modifikovat expresi mikroRNA u apoE
deficientnich mysi. Pfi pokusu doslo ke zvySeni exprese jedendcti mikroRNA (napf. miR-
291b-5p nebo miR-296-5p) a ke snizeni exprese osmnacti mikroRNA (napt. 30c-1, miR-374 a
miR-467b)*.

Kyselina gallova

Hlavnimi zdroji kyseliny gallové jsou &ajové listky, dubova kiira, dubénky a ofechy”"

21,23

22, Po izolaci ziskame bilou az bézovou krystalickou latku*"**. B&zné se vyskytuje jako volna

kyselina nebo vazand ve formé estert jako tiisloviny, ze kterych se ziskava chemickou nebo
enzymatickou hydrolyzou®. Zastupcem kyseliny gallové ve vazané formé je napiiklad

epikatechin gallat.
o . _I_,DH
=

HO = on

OH

Obr. 3: Struktura kyseliny gallové

Zakladni vlastnosti

Kyselina gallova je relativné dobfe rozpustna v ethanolu (50 mg/ml)* a o néco hiie ve

vodé (11,9 mg/ml)*,

Absorpce a metabolismus

Nutriéni vyznam a distribuce kyseliny gallové v potravé ¢lovéka je omezena. To je

pravdépodobné jeden z divodii mensiho z&jmu o studium a s nim souvisejici mensi mnozstvi

informaci o absorpci a metabolismu kyseliny gallové™ *°. Z dostupnych informaci je patrné,

7e absorpce kyseliny gallové pii oralnim podani je velmi rychla® >,
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Jako hlavni metabolit kyseliny gallové u ¢lovéka, ale i u krysy nebo kralika, byla
oznacena 4-O-methylgallova kyselina. U latek tohoto typu obvykle dochazi ke konjugacim s
kyselinou glukuronovou, sirovou nebo methylaci*®. Po metabolizaci dochazi jako obvykle k
exkreci moci, kde byly sledovidny krom¢ malého mnozstvi kyseliny gallové hlavné jeji

metabolity, naptiklad 4-O-methylgallova kyselina®’, a také Zlugi®.

Biologicka aktivita

Jelikoz se kyselina gallovd fadi mezi polyfenoly, ofekévala se u ni podobna
antioxidacni aktivita jako u dalSich ¢lenl této skupiny latek. Pii nasledném testovani se tato
vlastnost potvrdila. Kyselina gallovd vykazovala antioxidacni vlastnosti a je schopna
eliminovat peroxylové radikaly nebo DPPH radikaly (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl)®. Dale
byla antioxida¢ni aktivita sledovana u rychle stdrnoucich mysi, u kterych dochazi béhem
starnuti ke zvyseni (6 mésicil) a nasledné snizeni (9 mésic) aktivity katalasy v jatrech. Devét
meésict stafi jedinci vykazovali po tiiceti denni 1é¢bé kyselinou gallovou (80 mg/kg) zvysSenou
hladinu katalasy v jatrech a pokles rozsahu peroxidace oproti kontrole®.

Na druhou stranu byly u kyseliny gallové zjistény i prooxidacni ucinky, Pfedev§im pfi
interakci s prechodnymi kovy. Dale se podobné ucinky objevily i pfi in vitro testovani pii
absenci H,O, u HMEC-1 bunék. Naopak pii pfitomnosti H,O, vystupuje kyselina gallova

jako antioxidant™.

-----

vvvvvv

(konstitutivni) a 2 (inducibilni), ke které ma kyselina gallova vyssi afinitu. COX-2 je
zodpovédna za tvorbu prostaglandini z kyseliny arachidonové®'. Prostaglandiny pak ovliviiuji
tvorbu travicich §tav, iniciuji zvyseni télesné teploty, zptisobuji lokalni vasodilataci a zvysuji
stahy svali délohy. Nicméné ne vzdy maji na organizmus pozitivni vliv. Napftiklad
prostaglandin E2 a jeho imunosupresivni role pfi chronickém zanétu nebo u nékterych typt

21, 32

nadort (tlustého stfeva, prsu, jicnu, zaludku) . V nékterych piipadech byla u téchto
onemocnéni pozorovana zvysena exprese COX-2.

Béhem revmatoidni artritidy dochdzi k infiltraci zanétlivych bunék a vzniku zanétu,
ktery vede k destrukci chrupavky a zvySené proliferaci fibroblast-like synoviocytti. Nedavno
byla detekovana indukce apoptosy u fibroblast-like synoviocytl kyselinou gallovou. Po 48
hodinach doslo pfi koncentracich 0,1 a 1 uM k vyraznému navyseni aktivity kaspasy-3 oproti

kontrole (1,96krat a 2,36krat). Apoptosa synoviocyti bude pravdépodobné vyvolana pies
13



zvySeni exprese proapoptotického proteinu BAX a proteinu p53 a redukci exprese proteinu
BCL-2*. Podobné vysledky lze sledovat i u nékterych nadorovych bunék, napiiklad bunék
pankreatu nebo u HL-60RG>**,

Kyselina gallova vykazuje urcitou protinadorovou aktivitu souvisejici s jeji schopnosti
inhibovat ribonukleotid reduktasu, kterd ma u nadorové buniky obecné zvySenou expresi.
Inhibice vyvolana kyselinou gallovou vede ke snizeni intracelularni koncentrace nukleotid
trifosfati. Vznika nedostatek dNTP, ktery vyusti v zastaveni syntézy DNA, obzvlasté¢ u
nadorovych bunc¢k. U zasazenych bun€k pak dochazi k naruSeni bunééného cyklu a k

’ o 21,34
navozeni apoptozy ~’

. Pti testovani na bunkach HL-60 byl objeven velmi slibny synergicky
efekt kyseliny gallové a trimidoxu®®.
Mimo jiné byla u kyseliny gallové pozorovana i vlastnost plsobici proti obesité a

‘v ;o v R ’ .35
snizovani mnozstvi pfijimané potravy krysami”.

Vl1iv na mikroRNA

Béhem sestavovani reSerSe jsme nenarazili na ¢lanek zaméfujici se na modulaci mikroRNA

kyselinou gallovou.

Kyselina vanillova

S kyselinou vanillovou se miizeme Casto setkat v rostlinnych materidlech. Obzvlasté

v jitrocelu, semenech papéji a v extraktu z Angelica decursiva®® 3",

OH

Obr. 4: Struktura kyseliny vanillové

Zakladni vlastnosti

Jedn4 se o nazloutlou pevnou latku mirng rozpustnou ve vodé (1,5 mg/ml)*.

14



Absorpce a metabolismus

Kyselinu vanillovou obvykle ziskdvame z rostlinnych zdroji. Velmi ¢asto se vyskytuje
ve formé estert, glykosidi nebo vazana ve formé komplexti. Ve volném stavu se nachazi jen
ziidka, avSak vykazuje vyssi biodostupnost. Pokud se kyselina vanillova dostane do traviciho
ustroji ve vazané formé, dochazi pravdépodobné k jeji ¢aste¢né hydrolyze za pomoci stievni
mikroflory, obdobné jako u jinych zéstupct této skupiny. Tato biotransformace ve stfevech
hraje esencialni roli v biodostupnosti kyseliny vanillové**'.

Pfi metabolizaci kyseliny vanillové 1ze ocekéavat podobné jako u jinych sloucenin této

skupiny, zapojeni enzyml druhé faze biotransformace, coz vede k tvorbé rlaznych

glukuronidd, sulfati a methylovanych derivati (methoxy)*'.

Biologicka aktivita

Kyselina vanillova vykazuje podobn¢ jako jiné latky s této skupiny antiradikalové a
(ICso= 1,39 pg/mL), NO (ICso= 23,38 ug/mL) a ONOO™ (ICsp= 1,29 png/mL) skavengerové
aktivity a velice omezen& u DPPH testu (ICso= 725,79 pg/mL)*®.

Dale byl pozorovan jeji ptiznivy ucinek na ulcerdézni kolitidu. Pravdépodobné plisobi
ptes signifikantni inhibici cyklooxygenazy-2. Krom¢ COX-2 byla pfi pokusech na mySich
detekovana redukce hodnot IL-6 zvySenych pomoci expozice DSS. DSS je celym nazvem

, , v s “r L . c- 142
dextran sulfat sodny a pouZziva se u mysi pro vyvolani ulcerdzni kolitidy™.

Vl1iv na mikroRNA

Béhem sestavovani reSerSe jsme nenarazili na ¢lanek zaméfujici se na modulaci

mikroRNA kyselinou vanillovou.

2.1.1.2. flavonoidy

Kvercetin

Kvercetin je v potravé Siroce zastoupenym flavonoidem, ktery se fadi do podskupiny
flavonolt a je jejim hlavnim zastupcem™ **. Nachazi se v obrovském mnozstvi rostlin, napoji
a pochutin obvykle v glykosidované formé napf. glukézou, jako hyperosid nebo

isokvercetin®>. MiZeme ho nalézt napiiklad v mléce, ¢okolad¢é, kaparech, kopru, oreganu,
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bramborach, jablkich a mnoha dalgich*®*’.

OH o

OH
HO 0 T

L

Obr. 5: Struktura kvercetinu

OH

Zakladni vlastnosti

Jedna se o citronové Zlutou krystalickou latku s velmi dobrou rozpustnosti v etheru a

methanolu, hor3i v ethanolu a je prakticky nerozpustny ve vodé (60 mg/I)*’.

Absorpce a metabolismus

Z odkazl na starsi literaturu se da vycist Spatna oralni biodostupnost kvercetinu pfi
jednorazovych davkach (asi 2 %)™ *. Biodostupnost hraje dillezitou roli u jakékoli
biologicky aktivni latky, jez ma vykazovat in vivo ucinky v organizmu. Proto se védci
nasledn¢ pokouseli zvysit gastrointestindlni biodostupnost pomoci pevnych lipidovych
nanocastic, coz je alternativni systém viici tradicnim koloidnim systémtiim, jako jsou emulze
nebo liposomy. Jedna se o nanocéstice ptfirodnich nebo syntetickych tuhych lipida s
primérem 10 — 1000 nm, do kterych je kvercetin zabalen. Modifikovany timto zpisobem
vykazoval u krys vice nez Skrat lepsi relativni biodostupnost™. Nicméné dnesni studie
ukazuji, Ze biodostupnost kvercetinu neni zase az tak Spatna. Pfi dlouhodobém podéavani i
niz§ich davek byl pozorovan vyrazngjsi nartst hodnot v plazmé zdravych dobrovolniki. Zde
byla naméfena velka variabilita v hodnotach jak pted, tak i na konci pokusu (pravdépodobné
zptisobena polymorfizmem enzymil nebo transportéri)*™. Déle se také uvazuje, e kvercetin
muze diky své lipofilité prochazet pies membranu enterocytil prostou difuzi®.

Jelikoz se kvercetin vyskytuje spise ve formé glykosidl, dochéazi v travicim ustroji k
postupné hydrolyze pomoci travicich enzymi a enzymi stievni mikroflory na kvercetin®’. Po
absorpci se dostava do krve, kde se z vétsi ¢asti vaze na albumin.

Po absorpci kvercetinu dochdzi ke konjugaci s kyselinou glukuronovou, sirovou a
dochazi také k metylaci. Takto modifikovany kvercetin je pak vyloucen z organizmu moci,
zlu¢i do stolice nebo dale metabolizovan a u jisttho mnozstvi mize dochazet k dalsi
metabolizaci a tvorbé CO,, ktery je vydychan pres plice®. Dale miize dochazet ke tvorbé
glukuronidii a sulfath jiz v stievnich epitelidlnich bunikdch béhem absorpce a mulze se
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dochazet i k enterohepatalni cirkulaci kvercetinu zptsobené St€penim glukuronidu zpét na
aglykon. Vétsi mnozstvi mize byt také podrobeno mikrobidlnimu rozkladu ve stfevé na

fenolické kyseliny a CO,, ktery je odstranén pies plice”.

Biologicka aktivita

Kvercetin se vyznacuje svymi dobrymi antioxidacnimi, protizanétlivymi,
antibakteridlnimi a antiviralnimi vlastnostmi®’. Dale schopnosti sniZovat rizikové faktory
kardiovaskularnich chorob, napt. krevni tlak, klidovy srde¢ni puls™, in vitro a na zviiecich
modelech. Ale u mnoha studii na lidech se vlastnosti jako sniZeni krevniho tlaku, srde¢niho
rytmu nebo tprava hodnot HDL &i LDL nepotvrdily®, coz miize byt zptisobeno testovanim na

7 A v 7 r r 45
zdravych a dobfe zivenych dobrovolnicich™.

Antioxidacni vlastnosti a schopnost vychytavat volné radikaly jsou z velké casti
pfipisované struktufe kvercetinu. Ne&ktefi autofi praveé témto vlastnostem pfipisuji i souvislost
s anti-karcinogennimi a anti-mutagennimi vlastnostmi®. Nicméné ve chvili, kdy se kvercetin
zapoji jako antioxidant, mize byt pfeménén na reaktivni produkty a naopak putsobit
prooxida¢né. Pii in vitro pokusech se ukazalo, ze kvercetin mize podléhat enzymatické
oxidativni degradaci a tvofit ortho-semichinon, tedy volny radikal. Néslednou reakci se za
tvorby reaktivnich forem kysliku, jako je superoxidovy radikél, pfeménuje na ortho-chinon a
tii chinon methidové intermedidty. Tyto intermediaty se pak viici DNA chovaji jako alkylaéni
¢inidla. V takovém piipadé¢ vSak miZze piisobit naopak jako mutagen a napadat DNA
v buiice’'. Poskozeni DNA jader izolovanych z krysich jater vyvolané kvercetinem je zavislé
na davce®. Jiny ¢lanek navrhuje souvislost dvoji role kvercetinu, jak prooxidaéni, tak
antioxida¢ni, v zavislosti na prostiedi’>.

Akutni toxicita kvercetinu je velice nizka. A to jak pfi oralnim, tak intraven6znim
podani. U kralik nebyly zaznamendny zadné symptomy i pfi intravendzni davce 150 mg/kg
t&lesné vahy".

Dalsi vyuziti
Kvercetin nebo jeho stabiln¢j$i modifikaci, coz je kvercetin asociovany

s cyklodextrinem, je mimo jiné moZné pouzit jako barvivo a antioxidant do potravin™.

Vl1iv na mikroRNA

U kvercetinu byla zjiSténa schopnost modulovat expresi mikroRNA. U mysi byla
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pozorovana zvySena exprese miR-122 a miR-125b v jatrech jako reakce na zvySeny piijem
kvercetinu v potravé®. Obecné byla pozorovana sniZena exprese miR-122 u HCC pacienti
asociovanych s chronickou hepatitidou B (respektive u pacientli jen s HCC a jen s chronickou
hepatitidou B. Jedna se o specifickou jaterni mikroRNA a jeji ztrata pfispiva k malignimu
fenotypu bunék HCC. Nicméné u pacientdl 1ze pozorovat i vzrist hodnot této mikroRNA, ale
zvySeni pravdépodobné reflektuje jaterni poSkozeni zpisobené zanétem. Pokud by byla miR-
122 pouzita jako marker HCC, je diilezité s touto moznosti pocitat™.

Validované cile pro miR-122 jsou naptiklad ADAMI10 (Protein obsahujici desintegrazovou a
metaloproteindzovou doménu), serum response factor (SRF) a insulin-like growth factor 1
receptor (Igf1R), které podporuji tumorogenezi>>.

Jako ptimy cil miR-125b v buiikdch A2780 byl sledovan HER3.

Taxifolin

Taxifolin se v pfirod¢ bézné¢ nachdzi v modiinu sibifském, semenech ostropestice

57, 58, 59 :59, 60 P

marianského , palm¢é Agai a také nepatrném mnozstvi v Cervené cibuli i)
laboratorni ucely je k dispozici jako svétlehnddy prasek®. A je téZ znam pod nazvem

dihydrokvercetin.

OH
HO 0 =

//CIH

Obr. 6: Struktura taxifolinu

Zakladni vlastnosti

Taxifolin je relativné dobie rozpustny v ethanolu (61 mg/ml), DMSO (61 mg/ml) a

., , y o s 59, 62
velmi mélo rozpustny ve vod¢ (méné nez 1 mg/ml)™

. Neékteré védecké skupiny se
pokousSely tuto velmi nizkou rozpustnost ve vodé upravit. Moznym piistupem je tvorba
mikronizovaného taxifolinu za pomoci metod jako sprejové suseni nebo superkritické
krystalizace (the supercritical antisolvent method - SAS). Zékladem této metody je zvétsit
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specifickou plochu a tim zrychlit rozpous§téni problematické latky®®. P SAS metodé se
taxifolin rozpusti v organickém rozpousStédle a nésledné se pod tlakem piidd CO, v
superkritickém stavu. Po promichani dojde ke zméné podminek a dojde k vysrazeni taxifolinu
ve formé Gastic s velmi malym primérem Upravou riiznych parametrii se dosahuje zména

tvaru a velikosti vznikajicich castic.

Absorpce a metabolismus

Znalosti o0 absorpci a metabolizaci taxifolinu jsou dosti omezené. Absorpce taxifolinu
je doprovazena jeho rozsahlou konjugaci a naslednym metabolismem. Mezi identifikované
metabolity taxifolinu patii 3,4-dihydroxyfenyl-octova, m-hydroxyfenyloctové a 3-methoxy-4-

hydroxyfenyloctova kyselina®”.

Biologicka aktivita

Jak by se dalo ocekavat ze struktury, bude mit velmi podobné vlastnosti jako
kvercetin®. Od ngj se lisi, jak alternativni nézev taxifolinu - dihydrokvercetin napovida,

pouhou jednou vazbou™. Taxifolin je velmi dobry piirodni antioxidant, vykazuje jisté

rrrrr

Taxifolin vykazuje urcité schopnosti chemoprevence. Podle definice by takova latka
méla zabrafiovat, inhibovat® nebo zvratit karcinogenezi a ochraiovat pied vyvojem invazivni
formy rakoviny’’. Chemoprevenéni vlastnosti taxifolinu byly testovany napiiklad na buiikach
kolorektalniho karcinomu HCT116, kde byl pozorovan mirny narGst hodnot aktivity
NAD(P)H chinon oxidoreduktasy pti koncentracich 31,3 — 62,5 uM. Tento enzym hraje

diilezitou roli ve druhé fazi biotransformace nékterych karcinogent.

Kromé¢ modulace exprese genu pro NAD(P)H chinon oxidoreduktasu byla pozorovana
i upregulace a sniZeni exprese nckterych genii ristovych faktord (PDGFB, FGF18, FGF3a
EGF) a genti spojenych s bunéénym cyklem (CCNA1 a CDC25A)°".

U taxifolinu byl také studovan efekt na syntézu cholesterolu a triacylglyceroliiu
HepG2 buné¢k. Jeden z diivoda byla nejspiSe 1 homologie se silybinem, u kterého byla tato
vlastnost pozorovana. Andre Theriault a jeho kolegové zjistili s pomoci znaceného acetatu, Ze
taxifolin inhibuje syntézu cholesterolu de novo v pfimo umérné koncentraci. Déle publikovali

vyrazny vliv na syntézu a sekreci triacylglycerolii a fosfolipidi®®. Tato biologicka aktivita ma

19



zajimavy potencial, nebot’ pocet pacientli s hyperlipidemii neustale nartistd. At je dédi¢na

nebo zpiisobenad nevhodnym Zivotnim stylem.

Taxifolin sdm o sobé nevyvolava apoptosu u naddorovych bunék. Nicméné se u néj
objevuje synergizmus pii pouziti v kombinaci s andrografolidem u bun¢k DU-145, coz je
bunécna linie odvozend od karcinomu prostaty. Andrografolid u vySe zminénych bunék
zpusobuje zastaveni bunééného cyklu, apoptosu a diferenciaci. Ptfi pouziti v kombinaci s
taxifolinem dojde k zesileni indukce apoptosy. Zastaveni bunécného cyklu je zplsobeno

zvySenim hladiny proteinu p21 a zvySenim mnozstvi fosforylovaného cdc25¢®.

Dale taxifolin vykazuje antioxida¢ni vlastnosti. Vychytavani radikalti bylo sledovano
v mnoha studiich s vyuzitim riznych metod a riznych pfistupii. Jako jeden ptiklad za vSechny
uvadime studii, kdy Shuchong Zu a kolegové pozorovali antioxidacni aktivitu na zhaSeni
DPPH. Zjistili, Ze mikronizovany taxifolin mél vyrazné¢ vétSi antioxidacni aktivitu nez

kyselina askorbova a nezpracovany taxifolin®.

Vl1iv na mikroRNA

Béhem sestavovani reSerSe jsme nenarazili na ¢lanek zaméfujici se na modulaci mikroRNA

taxifolinem.

2.1.1.3. Stilbeny

Resveratrol

Resveratrol se bézn¢ nachazi v hroznovém viné, nejvice pak ve slupce a semenech, ale
1 ve viné jako ndpoji, hlavné Cerveném. Ddle jej miizeme stanovit v cibuli, cekance, ¢erveném

65, 66, 67, 68
ho> , 67,

zeli, araSidech, brusinkach a bortivkac . Vyizolovany resveratrol je bily prasek s

nadechem zluté®’.

Resveratrol patii opét mezi sekundarni metabolity rostlin (fitoalexiny).
oH
HO \' / /

oH

Obr. 7: Struktura resveratrolu
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Zakladni vlastnosti

Resveratrol je dobfe rozpustny v ethanolu (50 mg/ml), ale jiz méné¢ v DMSO (16
mg/ml) a prakticky nerozpustny ve vod& (3 mg/100ml)®. Jeho funkce jeitd neni zcela znama,
nicméné plisobi jako ochranna latka rostliny proti UV zafeni’’, bakteriim®® a plisnim®.
Resveratrol se vyskytuje ve dvou moznych geometrickych izomerech v cis a trans, ktery v
pfirodnim materidlu pfevazuje ze sterickych divodu.

Nedilnou soucasti testovani biologicky aktivni latky je i toxicita, kterd hraje vyraznou
roli v urceni davky. Nejinak tomu bylo u resveratrolu. Ten pfi testovani na krysach
nevykazoval znamky toxicity do davky 300 mg/kg zivé vadhy podavané 1x denné sondou po
dobu ctyt tydntll, naopak u davky 3000 mg/kg se jiz projevovalo vyznamné poskozeni ledvin
ve form¢ nefropatie a papilarni nekrézy, déle se projevila ztrata télesné hmotnosti a zvySené
hodnoty alkalické fosfatasy. Nicméné¢ po podani jednordzové davky 2000 mg/kg

nevykazovaly krysy zadné vyrazné zmény’'.

Absorpce a metabolismus

U resveratrolu sice miizeme pozorovat relativné vysokou absorpci’’, nicméng jeho
biodostupnost je u ¢lovéka velmi mald. Hovofi se o hodnotach mensich nez 1 %, které jsou
pravdépodobné zpiisobeny rozsahlym metabolismem resveratrolu ve stfevé a jatrech. Zejména
zminéna biodostupnost hraje dilezitou roli v pozorovanych rozdilech ve vlastnostech latky pfi
in vivo a in vitro pokusech’ ™. Jako je tomu u jinych latek s vyhodnymi vlastnostmi, i zde se
nékteré védecké tymy pokousely zvysit parametr biodostupnosti. Postupné bylo vyvinuto
nékolik strategii od podavani spolecné s inhibitory metabolismu resveratrolu, hledani jeho
analogt s lepSimi vlastnostmi, az po pfirodni resveratrol rozpustény v komplexnim lipidovém
roztoku’*.

Béhem metabolizace dochazi ke tvorbé tii rtznych glukuronidi a dvou sulfath
resveratrolu a dihydroresveratrolu, z nichz majoritni je resveratrol monosulfat. Ty se nasledné
vyluduji pevazné moé&i’> ™ a minoritné zlu¢i. Dale je pozorovana tvorba dihydroderivatu,

nejspise za pomoci bakterii traviciho traktu’?,

Biologicka aktivita

Pro resveratrol a vyzkum kolem né&j byl velice dilezity Francouzsky paradox, diky
kterému se resveratrol na urCitou dobu stal nejstudovangjsi ptirodni latkou. Francouzsky
paradox je situace pozorovand na francouzské populaci, kterd konzumuje stravu obecné

bohatou na tuky, nicméné umrtnost na kardiovaskularni onemocnéni spojené s pozivanim
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velkého mnozstvi lipiddi je mnohem niz§i neZ u jinych narod. Umrtnost na ischemickou
chorobu srde¢ni v Toulouse je 78/100 000 obyvatel, ale v Belfastu 348%°. To vedlo ke
zkoumdani tohoto fenoménu a sledovani rozdili v chovani a stravovani. Ve vysledku bylo
navrzeno, ze zmifované UCinky jsou pfi¢inou kombinace konzumace velkého mnoZstvi
zeleniny a vina”,

S vySe zmiflovanymi informacemi souvisi i ateroskleréza. Jedna se o specificky d¢j, na
jehoz poc¢atku dochazi k oxidaci LDL. Takto pozménéné LDL ¢éstice pak nemohou reagovat s
LDL receptory a naopak reaguji se scavengerovymi receptory, které se nachazi na
makrofazich a aktivuji je. Aktivovany makrofdg pohlcuje modifikované LDL castice a
postupné se preméinuje na pénové bunky. Soucasné oxidované LDL stimuluji endotelialni
bunky, které zacnou produkovat MCP-1. Ty funguji jako chemoatraktanty a pfitahuji
monocyty do arterialni stény. Resveratrol zde vystupuje jako antioxidant a inhibuje produkci
intracelularnich a extracelularnich ROS. Vysledkem je zvySend aktivita enzymil, jako jsou
superoxid dismutasa nebo glutathion reduktasa, které jsou kritickou soucésti antioxida¢ni
ochrany organizmu’®,

Resveratrol plisobi na regulaci apoptosy a proliferace bunék pies redistribuci CD95 a
jinych faktori smrti na lipidovych raftech a jejich senzibilizaci vici jejich ligandim. Dale
zvySuji expresi proapoptotickych genii a soudasné snizuji expresi gendi antiapoptotickych®.

Je také vyznamnym hracem s protizdnétlivymi vlastnostmi. Snizovani zanétlivé reakce
zahrnuje inhibici enzym@ cyklooxygenasy (COX, ICsp < 1 pM)’® COX-1 a COX-2, které
syntetizuji prozanétlivé medidtory. Dalsi inhibi¢ni ucinek sméfuje na transkripéni faktory
jako je NF-kB a AP-1, které ovliviiuji expresi genli dulezitych pro imunitni a zanétlivou
odpoved® !,

Ribonukleotid reduktasa a DNA polymerasa jsou dva klicové enzymy pro syntézu
DNA. Pii pohledu na nadorovou bunku, ktera se vyznacuje oproti normalni rychlym
bunéénym cyklem, pak inhibice tvorby deoxyribonukleotidli a blokace DNA polymeras o a o
(ICso 3,3 a 5 uM) resveratrolem’’ puisobi protinadorové. Vysledkem blokace bude sniZeni

proliferace nadorovych bunek.

Vl1iv na mikroRNA

Béhem testovani v preklinickych studiich byl u resveratrolu objeven potencial pro

modulaci hladiny mikroRNA. Tyto zmény se tykaly zvySeni exprese tumor-supresivni a

-----

Pokud se podivame na srdce a kardiovaskuldrni onemocnéni je velkym problémem
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ischemie a nasledné reperfuze. Ischemie je nedostatecné prokrveni tkan¢ zptsobené okluzi
pfivodni tepny. Zasazena tkan reaguje na nedostatek kysliku, Zivin a postupné ptechazi na
anaerobni metabolizmus. Ischemie je nebezpecnd, ale moznd i vétsi riziko se skryva v
nasledné reperfuzi, tedy uvolnéni/odstranéni piekdzky a obnoveni prutoku. Pfi opétovném
okysliceni tkan¢ dochdzi ke tvorbé a uvoliovani velkého mnozstvi radikalt, které¢ nasledné
poskozuji sledovanou tkan. Béhem reperfuze byla pozorovdna i modulace vice nez 50
mikroRNA, z nichz nékteré mohou hrat kli¢ovou roli v redukci zminovaného poskozeni.
Béhem studia resveratrolu na zmiflovany d¢j byl pozorovan vliv na expresi miR-21, miR-20b,

miR-27a a miR-9%,

2.1.1.4. Lignany
Silybin

Jedna se o latku pfirodniho piivodu a o hlavni aktivni slozku silymarinu, coz je
standardizovana smés obsahujici pfiblizn¢ 70 az 80 % silymarinovych flavonolignanti a 20 az
30 % smési je nedefinovano’®. Ziskava se extrakci ze semen Ostropestice marianského
(Silybum marianum). Ostropestifec mariansky, jedno az dvouleta rostlina fadici se do Celedi
hvézdicovitych, dortsta velikosti asi 30 az 200 cm a pro 1éebné ucely se pouziva jiz vice nez

2000 let”’.

OH

HO o o

OH OH
OH o

Obr. 8: Struktura silybinu

Zakladni vlastnosti

Po izolaci a separaci ziskdme silybin ve formé¢ bilého az nazloutlého prasku, jez je
smési dvou diastereomerti v poméru 1 : 1, silybinu A a silybinu B. Vyhodnou vlastnosti je
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nepatrnd toxicita (hodnota LDsy pfi intravendznim podani je 400 mg/kg u mysi a u
peroralniho podani dosahuje hodnot vice nez 10 g/kg)* a absence vyraznych nezadoucich
GGinkd pii pouziti vysokych davek®. Situace se mize zménit pii podani nékterych 16¢iv v
disledku inhibice CYP 3A4, ktery hraje dilezitou roli v metabolizaci 1éCiv. Vysledkem je
zvySena hladina 1é&iva v krvi””. Rozpustnost silybinu v DMSO (10 mg/ml DMSO) je v
porovnani se 100% ethanolem (0.1 mg/ml ethanolu) obstojna®*. Velky problém viak
zpisobuje velmi nizka rozpustnost ve vodé (asi 0,5 mg/ml vody)”®, kterd uzce souvisi s

biodostupnosti silybinu a jeho u¢inky na organizmus.

Absorpce a metabolismus

Hlavnim problémem je feSeni nizké rozpustnosti ve vod¢. V praxi se tato situace fesi
naptiklad tvorbou s lipidy kompatibilnich molekularnich komplext (fytosomt) jako je
silybin-fosfatidylcholinovy komplex™. Fytosomy lépe prochazeji z hydrofilniho prostiedi
stiteva pres lipofilni membranu enterocytu, skrz buniku az do krve. Dal$i mozné feSeni je
tvorba glykosidl, napiiklad silybin-galaktosid, glukosid, maltosid a laktosid, které maji sami
o sobé vyrazn¢ vyssi biodostupnost, stabilitu a U¢innost v ochrané ptfed lipoperoxidaci a
volnymi radikaly®. Uprava rozpustnosti silybinu zvysuje pravdépodobnost uplatnéni v
raznych oblastech 1¢kafstvi a prevence.

Po absorpci je silybin metabolizovan v jatrech. Ve 1. fazi biotransformace dochézi k
jeho demethylaci nebo hydroxylaci a minoritné dihydroxylaci. Nasledna II. faze
biotransformace se vyznacuje velkou rychlosti konjugace se sulfity a kyselinou
glukuronovou. Nakonec je silybin vyloucen majoritné zIu¢i a minoritné moci (asi 5 %

davky)”.

Biologicka aktivita

Nejcasteji je silybin pouzivan k 1é¢bé jaternich poruch vcetné hepatitidy, cirhdzy,
zloutenky a k ochrané jater pied otravou riznymi chemickymi a pfirodnimi toxiny diky svym
hepatoprotektivnim G&inkam’®,

Ochrana je zptisobena dvéma zakladnimi mechanizmy. Cytoprotektivni U€inky jsou
zajistovany pomoci antioxidacnich vlastnosti silybinu a také pfimou interakci se slozkami
bunéénych membran. Druhy mechanizmus je zalozen na pozitivnim ovlivnéni syntézy
bun&énych proteint stimulaci DNA dependentni RNA polymerasy I**.

Silybin také vykazuje vyrazngjs$i vzrist aktivity glutathion reduktasy v zaludku, tenkém

stfevé, kiizi a plicich v rozmezi davek 100 a 200 mg/kg a obecné GIT soustavy®'.
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Silybin se velmi ¢asto pouzivd i do rlznych piipravkil pro ochranu ktize, kdy po
ozafeni UVA a UVB dochazi ke tvorb¢ reaktivnich forem kysliku (ROS). Ty zptsobuji
poruchy na kiazi, jako jsou edém, hyperplazie nebo poSkozeni DNA. Silybin problémy

vyrazné zredukuje diky jiz zmifiované antioxidaéni aktivits™.

Vyuziti silybinu jako pfidavné latky v jinych 1é&ivech®®

Po objeveni schopnosti silybinu interagovat s p-glykoproteiny bun€k stfevni stény a
cytochromy CYP 3A4, kdy dochazi k jejich inhibici, se zacalo uvazovat o novém vyuziti
silybinu jako adjuvantni latky k jingym léCiviim jako je paklitaxel. V takové kombinaci pak
silybin ovliviiuje biodostupnost paklitaxelu zvySenym transportem pies tenké stfevo
zpusobenym inhibici p-glykoproteinu (vzrist inhibice je statisticky vyznamny od koncentrace
100 umol/l), ktery vraci paklitaxel do stieva a soucasnou blokaci jaternich nebo intestinalnich
CYP 3A4 (inhibice je zavisld na koncentraci, ICsp = 1.8 pumol/l), nésledek je snizeni jeho

metabolizace a exkrece zIuci zpét do stfeva a ven ve stolci.

Vl1iv na mikroRNA

Béhem sestavovani reSerSe jsme nenarazili na ¢ldnek zamétujici se na modulaci mikroRNA

silybinem

Dehydrosilybin

Dehydrosilybin je obsazen jako minoritni slozka v extraktu ze semen Ostropestice

7, 88

marianského, coz je tzv. silymarin® . Dehydrosilybin miize byt vhodné ptipraven

zah¥ivanim silybinu za p¥itomnosti vzduchu a baze®*®.

oH

HO o o

oH oH
OH o
Obr. 9: Struktura dehydrosilybinu
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Zakladni vlastnosti

87, 88

Jedné se o zlutou pevnou latku rozpustnou v DMSO a mnohem hiife rozpustnou

ve vode.

Absorpce a metabolismus

O absorpci a metabolismu dehydrosilybinu neuvadi literatura Zadné informace.
Vzhledem k tomu, ze je lipofilng€jsi nez siylbin, pravdépodobné se jeho vlastnosti budou od

silybinu lisit.

Biologicka aktivita

U dehydrosilybinu bychom ocekavali velice podobné vlastnosti jako u silybinu. Toto
tvrzeni mizeme pozorovat napiiklad u antioxida¢nich vlastnosti, které miizeme pozorovat u
obou latek. Nicméné v experimentech se ukéazalo, Ze dehydrosilybin ma vys$si antioxidacni
aktivitu. Pfi inhibici tvorby reaktivnich forem kysliku glukosa-glukosa oxiddzovym systémem
u HepG2 bunék je ICso dehydrosilybinu 3krat niz8i nez u silybinu. Déle je ve srovnani se
silybinem cytotoxiét&jsi pii zabijeni nadorovych bundk®’. Reaktivni formy kysliku déle hraji
roly v regulaci metaloproteinas 2 a 9, které¢ se zapojuji do degradace kolagenu typu IV. Ta se

ukazuje jako kriticka pii invazi a metastazovani nadort®’.

Dalsi zajimavou vlastnosti dehydrosilybinu je schopnost inhibice topoisomerasy 1. Pfi
srovnani této schopnosti s redukovanou formou, silybinem, vykazoval dehydrosilybin vyssi
inhibi¢ni aktivitu u fibroblast-like HPV16 E6/E7 imortalizovanych keratinociti z gingivalni
sliznice. U dehydrosilybinu se objevila vyrazna inhibice pfi nizSich koncentracich (30 uM)
jako u silybinu, kde se pfi stejné koncentraci sledovany efekt nedostavil. Podobné vysledky
vykazoval i experiment pouze s enzymem"®®.,

Podobné jako silybin i jeho 2,3-oxidovana forma mé schopnost snizovat piijem
glukosy pomoci inhibice GLUT proteinti™. GLUT zprostfedkovavaji transport glukosy do
bunky jako transportéry.

Vl1iv na mikroRNA

Béhem sestavovani reSerSe jsme nenarazili na ¢lanek zaméfujici se na modulaci

mikroRNA dehydrosilybinem.
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2.2. Kyselina retinova (derivat vitaminu A)
Kyselina retinova je zluta krystalicka latka. Pro laboratorni ucely se vyrabi plné

synteticky”’. V lidském téle se kyselina retinova syntetizuje z vitaminu A, ktery je p¥ijiman

potravou. Jedna se o derivat vitaminu A, fadi se mezi retinoidy’'.
HiC. CHs H3 CH;

@A)xvx AL,

Obr. 10: Kyselina all trans retinova

Zakladni vlastnosti

Kyselina retinova je v roztoku velice nestabilni, je citlivd na svétlo, teplo a extrémné
rychle se oxiduje. Je prakticky nerozpustna ve vod¢, 1épe rozpustna v 95 % ethanolu (2,7
mg/ml) a DMSO (40 mg/ml)”. Kyselina retinové a retinoidy obecng jsou rozpustné v tucich a
prochézeji pies hematoencefalitickou bariéru®.

Velkym problémem kyseliny retinové je jeji toxicita. Pfi jejim pouziti se objevuji
bolesti hlavy, nevolnost, zvraceni, nepravidelny srdec¢ni tep a u t¢hotnych zen vykazuje

teratogenni uginky”.

Absorpce a metabolismus

Ptirozenou cestou se do téla dostdva ve formé retinyl estert ze zvitecich zdroji nebo
ve formé B-karotenu z rostlin. Retinyl estery se ve stfevé hydrolyzuji na vitamin A a -karoten
je ve stfevech pfeménovan na vitamin A za pomoci enzymu beta-karoten-15,15"-dioxygenasy
na retinal a nasledné redukci retinol dehydrogenasou v pfitomnosti NADH na retinol’*. Ten je
uchovavan v jatrech ve formé retinyl esterl. Z jater se uvoliiuje jako retinol hydrolyzou
retinyl estertt do krevniho obéhu a tvoifi komplex s RBP proteinem a transthyretinem. Z nich
se nasledn¢ uvoliiuje a vstupuje do cilovych buné€k, napt. neurontl. Vstup umoznuje specificky
receptor stra6 a transport je obousmérny’>. Po vstupu se navaZe na celularni RBP a dvéma
enzymy se konvertuje na retinovou kyselinu *°, kterd je po navazani na CRABP translokovana
do jadra.

Pii 1é¢bé chorob se podava piimo kyselina retinova. Ta je vstiebavana stfevy a putuje
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do krve. Zde se vaze na krevni albumin a nasledné vstupuje do cilovych bunék, kde plni Glohu
transkripéniho faktoru.

Exkrece je rendlni a stolici, kdy bylo za pouziti radioaktivné zna¢né kyseliny retinové
prokézano vylouceni 63% znacenych produktii metabolismu v moci béhem 3 dnd a 31% ve

stolici do 6 dnt’’.

Biologicka aktivita

Je dilezité zminit vazbu kyseliny retinové na retinoidni receptor, ktera ma ve vysledku
vliv na transkripci nékterych gent’®. Transkripéni aktivita ATRA je v Iékafstvi vyuzivana jako
mozna lécba akutni promyelocytické leukemie (APL).

Retinové kyselina se zda byt potencidlnim lé¢ivem a chemoprevencni latkou proti
nemalobunéénému karcinomu plic. ATRA inhibuje proliferaci bun¢k, indukuje diferenciaci a
markery apoptosy. Problémem retinové kyseliny jsou ovSem jeji nezddouci ucinky pfi
peroralnim podanim. Neddvno byla vyvinuta inhalacni metoda s potencidlem zajisténi
dostatecné koncentrace v plicich a redukei nezadoucich ucinkti, diky zamezeni systémové
expozici organizmu’’.

ATRA v topické formé se pouzivd proti mirné a stfedni akné, protoze stimuluje rist
novych bunék a procisténi pora. A také diky svym protizanétlivym uc¢inkiim pisobenim na

fagocytozu, respiraéni vzplanuti a NO syntasu °°.

Vl1iv na mikroRNA

Kyselina retinovd vykazuje schopnosti modulovat mnozstvi mikroRNA v raznych
nadorovych bunkach in vitro. Jednim z ukazkovych ptipadi mizou byt buiikky odvozené od
bunék kostni difené pacienta s recidivou akutni promyelocytické leukemie (NB4 —
promyelocyticka bunééna linie)’’, u které dochazi po vystaveni kyseliné retinové k regulaci
mikroRNA a navozeni diferenciace. To ndm umoziuje eliminovat negativni efekt fuzniho
genu PML-RARa u promyelocytil, coz jsou nezralé granulocyty'”. P¥i podani kyseliny
retinové dojde v porovnani s kontrolnimi NB4 ke zvySeni exprese miR-186, miR-215 a miR-
223, kdezto u miR-17-5p, miR-25, miR-193, miR-195, and let-7a miizeme pozorovat jejich
snizeni'*.

Modulace exprese kyselinou retinovou byla pozorovéana i u bunécné linie HL-60. Zde
doslo po expozici xenobiotiku ke zvySeni exprese u miR-22, miR-145, miR-223, miR-363,
miR-494, miR-663 a sniZeni u miR-10a, miR-181 a miR-612'"". Jedna se o jeden z moznych

duvodu diferenciace HL-60.
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Jind védecka skupina objevila indukci miR-21 vyvolanou u NCF-7, bun¢k karcinomu
plic pozitivnich na estrogenovy receptor, po vystaveni kyseliné retinové. Ta sice vede proti
snizeni proliferace, ale pisobi na zvySeni pohyblivosti bunék. Jmenované vlastnosti jsou
vysledkem ovlivnéni genové exprese prozanétlivého cytokinu IL1B, adhezni molekuly
ICAM-1 (intercelularni adhezivni molekula 1 — protein lokalizovany na bunééném povrchu) a
tkanovy aktivatoru plazminogenu PLAT, ktery hraje diilezitou roli v motilit¢ bunc¢k a v
remodelaci tkané€. Snizeni exprese miR-21 ma ucinky opacné.

Kdezto bunky karcinomu plic negativnich na estrogenovy receptor na lécbu kyselinou

. -r102
retinovou nereagujl .

2.3. MikroRNA

MikroRNA jsou malé, asi 18 — 22 nukleotidii dlouhé molekuly RNA vyskytujici se jak
v rostlinnych, tak i1 ZivociSnych bunkach. V hierarchii molekul RNA se fadi do skupiny

malych endogennich nekodujicich RNA'® 1%,

Zde zastavaji regulacni funkci exprese
proteinti, ke které dochdzi na post-transkripéni urovni. Vazi se na komplementarni ¢ast
fetézce cilové mRNA a reguluji tim tvorbu pfislusnych proteinti. Tyto regulacni sité jsou Casto
velmi slozité, protoze jedind mikroRNA miize regulovat vice mRNA nebo naopak. Timto
zpisobem mohou ovlivilovat morfologii tkéni, diferenciaci bunék a bunécné procesy jako je
apoptosa, proliferace nebo hlavni bunééné drahy'®. Nejéastéji je mikroRNA kodovana v
intronech nebo v antisense orientaci na geny, ke kterym jsou komplementarni. Bylo zji§téno,
ze u nckterych nadorG nedochdzi k deregulaci exprese urcitych mikroRNA, napfiiklad u

1'". Jeji exprese je tkanové specificka. MikroRNA

nadoru prostaty byla pozorovana miR-14
byla objevena i v séru jako stabilni cirkulujici struktura v méfitelném mnozstvi'®’, které je
detekovatelné i v séru zdravych jedinct. Velice zajimava je také jejich vysoka stabilita v krvi
a odolnost vi¢i RNAsam'®. Zmitiované vlastnosti mikroRNA preduréuji pro vyuZiti

19 Vysledkem mohou byt testy na piitomnost nadort z

v diagnostice jako blood-based marker
krve ve snaze provést co nejméné invazivni vySetfeni a pokusit se snizit tlak na fyzickou a
psychickou stranku pacienta. Cil tohoto Usili je také snaha o detekci nadord jiz v brzkém
stadiu a tim zvySeni Sance na preziti respektive zlepseni jeho prognozy. Coz muze vést mimo
jiné i ke sniZeni celkovych nakladii na 16¢bu'”. Neméné vyznamnou vlastnosti mikroRNA je

jeji zapojeni do kontroly a regulace bunécné diferenciace a vyvoje. Tato hypotéza byla

prokazana experimentem na embryondlnich bunikdch mysi, u nichz byla geneticky vypnuta
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transkripce mikroRNA. Buiiky sice Zily, ale nedochézelo k jejich diferenciaci'”’. Dalgi funkci
je regulace apoptosy, napiiklad u hepatocelularniho karcinomu je v kontrastu s normalni tkéni

pozorovano snizeni exprese miR-29'%,

2.3.1. Prvni objev

3'% y hlista Caenorhabditis elegans pii

Prvni mikroRNA byla objevena v roce 199
studiu jeho genu lin-14. Védci z Harvardské univerzity objevili, ze dochdzi k regulaci
proteinu kodovaného timto genem kratkym fetézcem RNA, ktery je kdédovan v genu lin-4.
Primarni transkript sledované mikroRNA obsahuje 61 nukleotidi, nicméné béhem svého
putovani projde n¢kolika upravami a jako finalni (zrald) mikroRNA se sklada pouze asi z 22
nukleotidii, které jsou komplementéarni k 3" nepiekladané sekvenci,(3° UTR) mRNA lin-14'%.
Cely proces je zakoncen inhibici translace mRNA lin-14 na protein, ktera vyvold bud
pfed¢asny, nebo retardovany vyvoj larvy. Po tomto objevu se rozhotel velky zajem o tyto
molekuly a rozjel se obrovsky vyzkum této problematiky. Béhem kratkého obdobi bylo

popsano obrovské mnozstvi mikroRNA, do dnesni doby jiz bylo objeveno vice nez 1600

mikroRNA (1600 prekurzori)'*.

2.3.2. Biogeneze mikroRNA

V prvnim kroku dochazi k hrubému prepisu RNA-polymerasou II z DNA'”. Timto
pfepisem vznikd pri-miRNA, takzvany primarni transkript. Jeho vldkno je dlouhé stovky az
tisice nukleotidi. Zpracovani primarniho transkriptu za¢ina jiz v jadfe. Nejprve probéhnou
upravy drobnéjSiho charakteru zahrnujici tvorbu guanidinové Cepicky na 5” konci a na 3’

11
% a Pasha,

konci dojde k syntéze poly-A konce. Poté pfistupuji jaderné endonukleasy Drosha
které provedou razantnéjsi proces zahrnujici sestfih mikroRNA transkriptu. Tato mikroRNA
se po sestiihu tvaruje do smycky a tvoii se tzv. pre-miRNA, jez ma délku kolem 70
nukleotidii (precursor-miRNA)'"".

Vytvofend pre-miRNA je nasledné exportovana z jadra do cytosolu za pomoci
nukleocytoplasmatického transportniho proteinu Exportin-5. Jednd se o protein, ktery
miZzeme zatadit do proteinové rodiny karyopherin. V cytosolu pak dochazi k dal§im Gpravam
pre-miRNA''’.

V cytoplasmé dochazi k interakci s enzymem Dicer, coZ je fakticky RNAsa IIT''?,
kterd zkracuje mikroRNA sestfihem na findlni délku vldkna asi 18-22 nukleotidl. Tvofi se
dvouvlaknova mikroRNA (duplex), kterd je nezndmym enzymem S$tépena, jedno vldkno je

degradovéno endonukleasou, na zralé mikroRNA molekuly'', které jiz vykazuji schopnost
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posttranskripéné regulovat expresi proteind (gent).
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Obr. 11: Grafické schéma biogeneze mikroRNA.

Na obrazku je zachycena biogeneze mikroRNA od transkripce mikroRNA na primarni transkript, pes nasledné
posttranskrip¢ni Gpravy, export z jadra a jeji zpracovani na zralou mikroRNA. posledni ¢ast schématu, zahrnuje
tvorbu komplexu RISC.

(Pfevzato http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:MiRNA_processing.svg5. 4. 2013)

2.3.3. Mechanismus t¢inku mikroRNA'?
MikroRNA ma principielné dva mechanismy uc¢inku, které se déli podle miry

komplementarity vici cilové mRNA.

e Schéma na Obr. 11 zndzornuje, jak se mikroRNA inkorporuje do komplexu RISC
(RNA induced silencing complex), ktery se skldda z proteinu argonaut a dalSich
komponent (proteintl). Tento komplex pak nasedd na mRNA s komplementarni 3’
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UTR sekvenci. Po rozeznani této sekvence dochdzi navazani na piislusSnou mRNA a
zapocne Stépeni proteinem argonaut a velmi rychly proces degradace. mRNA je timto
komplexem S$tépena na fragmenty a tim se stdva pro ribozomy nepouZitelnd. Tento

mechanismus je bézné€ pozorovan u rostlin.

Druhd c¢ast schématu je typicka spiSe pro Zivo€ichy, kde neni komplementarita
mikroRNA : mRNA tak extensivni. Coz vede k inhibici transkripce, destabilizaci a
transportu do P-bodies (processing bodies). Zde je z mRNA odstranéna cepicka na
5’konci a je $tépena pritomnymi enzymy. Efekt destabilizace je spojen se zkracovanim
poly-A konce mRNA. P-bodies jsou vesikuly lokalizované v cytoplazmé a obsahujici
enzymy degradujici mRNA, odstranujici 5 ¢epicku a poly adenylaéni enzymy. Kromé
degradace zde muze dochazet ke kratkodobému skladovani mRNA, kterd se muze
vratit zpét a zapojit se do proteosyntézy. Zjednodusené fteceno ve srovnani
s predchozim mechanismem nedochazi k tak prudkému poklesu hodnot mRNA

v buiice. mRNA tak zlstava ptitomna v buiice, ale nedochdzi k translaci.

_,_,1

Argonaut a dalsi
prateny 3 g RISC

Extersavni shods Méng extensivnd shodas

)
"DICING”

i

@A ,:.;:* AR PR 1[iF AAAAA
l Stépend
AAAAL
ADP
Lhvalném RISC
AAABA

Snidend translace
tramsfer mBNA do

Ryehli degradace mRNA P-bodies a konednd degradace

Obr. 12: Grafické schéma mechanismu uc¢inku mikroRNA.
Na obrazku jsou zachyceny dva mozné mechanismy ucinku mikroRNA.
(pfevzato z Alberts B. et al. Molecular Biology of the cell (5th edition))
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3. Cil prace

Cilem prace bylo testovat globalni Gc¢inek ptirodnich latek na expresi mikroRNA v lidské
hepatoceluldrni linii HepG2. Jako srovnavaci latka byla pouzita kyselina all-trans retinova, o
které je znamo, jakym mechanismem reguluje transkripci gent.

Soucasti tohoto cile bylo zhodnotit pfipadnou toxicitu testovanych latek a také moznou

interakci s retinoidnim receptorem.

4. Experimentalni ¢ast

4.1. Chemikalie

Dimethylsulfoxid, kyselina ethylen-diamintetraoctovd, neesencialni aminokyseliny,
fetdlni hovézi sérum, penicilin/streptomycin, L-glutamin, TriZOL Reagens, trypanova modft
(0,4% roztok), trypsin — EDTA (0,25% roztok), Triton TX-100, (3-(4,5-dimethylthyazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromid, N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N’-2-etansulfonovéd kyselina,
dithiothreitol, KCI, chloroform, 0,01% Coomassie brilliant blue, Lipofectamin 2000,
ethanol, Na,HPOy,, isopropanol, 85% H;PO,, NaCl, Opti-MEM, Dual-light system (Lyzacni
pufr, Pufr A, Pufr B, Galaction-PLUS substrat a Accelerator-1I) a roztoky vyuzité pro
stanoveni miRNA array Cipi Affymatrix (10x reaction buffer, 25mM MnCl,, ATP mix, PAP
enzyme, voda prostd nukleas, 1 mM Tris, eucariotic hybridization kontrol kit, kontrol
oligonucleotide B2, Stain Cocktail 1, Stain Cocktail 2, Stain Cocktail 3, HT Array Holding
Buffer, HT Wash Buffer A, or HT Wash Buffer B).

4.2. Biologicky material

V ramci vSech experimentii byla vyuzita bunécéna linie HepG2 (lidsky hepatocelularni
karcinom).

Pro transfekce byly pouzity plasmidy RARe-luc, dar dr. Patricka Balaguera, a
komer¢né dostupny plasmid 3-gal (Ambion)
Plasmid RARe-luc, celym nazvem RARE3revtkLuc+ je kruhovy plasmid o velikosti 6378
part bazi. Byl origindln¢ vyroben Patrickem Balaguerem a Anne-Marie Boussiouxovou
v roce 1996. Jeho podrobny popis poskytuje Obr. 13.
Plasmid B-gal, celym ndzvem pMIR-REPORT f-gal control plasmid byl komeréné¢ dodan
firmou Ambion. Opét se jednd o kruhovy plasmid s velikosti 8054 part bazi. Jeho podrobny
popis je obsazen v Obr. 14.
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f-gal Control Plasmid
BOES bp

RARESrevtkLuc+

6378 bp

pMIR-REPORT B-gal Control Plasmid
CMV Promoter: 36274232 Meamycin: 66917485
PB-gak 4633627 SViaD A signak 63886638
540 Poly{ AL 404463 Ampicilllin: 55046364
SVED Proanscer: Fh24-7849 ColE1 Owigin: 45615447

Obr. 13: plasmid RARe-luc Obr. 14: plasmid [-gal

4.3. Roztoky
Fosfatovy pufr:
NacCl (0,137 mol/l), KCI (0,00268 mol/l), KH,PO4 (0,00147 mol/l), Na,HPO4 (0,00896 mol/1),

pro pokusy byl zfedén zasobni roztok 10x.

Roztoky vyuzité pro stanoveni aktivity kaspasy 3

e lyzacni pufr
HEPES (0,05 mol/l), pH 7,4; Triton X-100 (0,5 %, v/v), inhibitor proteas Complete™™ (1
tableta v 50 ml), DTT (0,005 mol/1)

e reakéni pufr
HEPES (0,02 mol/l), pH 7,1; EDTA (0,002 mol/l), inhibitor proteas Complete™ (1 tableta

v 50 ml), DTT (0,005 mol/l)

e zasobni roztok substratu pro kaspasu 3

10 mM Ac-DEVD-AMC v DMSO

e zasobni roztok inhibitoru pro kaspasu 3

2 mM Ac-DEVD-CHO v DMSO
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Roztoky vyuzité pro stanoveni proteini metodou podle Bradfordové
0,01% Coomassie brilliant blue v 100 ml 85% H3PO., 50 ml 95% etanolu a do objemu 1000
ml doplnit ddH,O.

Pro tvorbu kalibra¢nich roztokl byl vyuzit hovézi sérovy albumin o rtiznych koncentracich.

4.4. Kultivaéni médium
Dulbeccem modifikované Eaglovo medium
+ neesencidlni aminokyseliny
+ penicilin, streptomycin
+ fetalni bovinni sérum
+ pyruvat sodny

+ L-glutamin

4.5. Pristroje

Chlazena centrifuga Mikro 22 (Hettich Zentrifugen, Némecko)

Centrifugy MiniSpin® (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga Labofuge 400 (Heraeus, Némecko)

UV-VIS spektrofotometr UV-2401PC (Shimadzu, Japonsko)

Nanophotometer® P 300 (IMPLEN, Némecko)

Termomixer Comfort (Eppendorf, Némecko)

Mikroskop CK40-F200 (Olympus Optical, Japonsko)

Termocykler MiniOpticon™ (BioRad, USA)

Vakuové cerpadlo Vacc-space (Chromservis, Slovensko)

Vahy AX105 DeltaRange® (Mettler Toledo, Svycarsko)

Hlubokomrazici box VX 380 (Jouan, Francie)

Ultrazvukova termostatova vodni lazen PS 01000A (Notus-Powersonic, Slovensko)
Laminarni box CLF (Schoeller Instruments, CR)

Laminarni box pro RT-PCR (BioAir Instruments, CR)

Zafizeni pro piipravu deionizované vody Ultrapur (Watrex, CR)

Fotometr pro méteni absorbance v 96-jamkovych deskach (Tecan, Salzburg, Rakousko)
Inkubator MCO-17AIC (Sanyo Electric Biomedical, Japonsko)

Mixér REAX top (Heidolph Instruments, Schwabach, Némecko)

Luminometr FB 12 pro méfeni chemiluminiscence (Berthold Detection System, Némecko)

GeneChip® Fluidics station 450 (Affymatrix, USA)
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GeneChip® Hybridization Oven 645 (Affymatrix, USA)
GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymatrix, USA)

4.6. Pouzité metody

Kultivace bunék:

Buiiky se kultivuji v inkubétoru pii teploté 37 °C, v atmosféte obsahujici 5% CO, a
prostoru nasyceném vodnimi parami.

Béhem kultivace je potfeba pravidelné¢ ménit kultivacni médium a zajistit tak ptisun
novych Zivin, odstranéni toxickych metaboliti a jinych faktort, které mohou pisobit jako
signal pro zastaveni riistu ¢i vyvolani apoptosy. Vyména se provadi kazdych 24 — 72 hodin v
zavislosti na mnoZzstvi bun¢k v lahvi. Pfed dosaZzenim konfluence je potfeba buiky pasazovat,
nejlépe pii 60 — 80 % pokryti povrchu kultivaéni 1ahve. Jednd se o proces zahrnujici v prvni
fazi oplach bun¢k pomoci PBS, kterym se odstrani pfebytecné médium a metabolity. Bez
pottebného oplachu by byl néasledujici krok net¢inny. Uvolnéni bun€k z podlozky se provede
inkubaci s 0,25 % roztokem trypsinu s EDTA pro naruseni kontaktu bunck se sténou
kultivaéni nadoby. Nakonec se piida cerstvé médium, bunky se Setrné homogenizuji a
suspenze se po stanoveni poctu bun€k v 1 ml pouZije na vyseti desek pro experiment a Cast se

vrati do kultiva¢ni lahve k dalsi proliferaci.

Poditani bunék

Vlastni pocitani bun¢k se obvykle provadi za pomoci Biirkerovy komurky.

Vysev bunék
Buiiky se v ramci experimenti vysévaji na Sesti, dvaceti ¢tyf a devadesati Sesti jamkové

desky. Jamky maji riiznou plochu, coz se odrazi na mnozstvi vysetych bunék.

Vysledna suspenze se musi pfipravit tak, aby spliiovala tyto kritéria:

Sesti jamkové desky - na jamku se vyséva 1.10° bunék
v 1,5 ml média

Dvaceti ¢tyf jamkové desky - na jamku se vyséva 8.10* bunék
v 0,5 ml média

Devadesati esti jamkové desky - na jamku se vyséva 3.10" bungk

ve 200 ul média.
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Pii nasich experimentech jsme pravidelné vyuzivali vSechny uvedené typy desek.

Po zjisténi poc¢tu bunck v zdkladni suspenzi se s vyuzitim trojélenky vypocita jaky objem
zakladni suspenze je potfeba nafedit kultivaénim médiem pro vytvoreni optimalni vysévaci
suspenze. Pred vlastnim vysévanim se doporucuje suspenzi homogenizovat, protoze bunky

sedimentuji ke dnu falkony, a nasledné rychle ptepipetovat do jamek.

Detekce kaspasy 3 pomoci fluorescenéné znaceného substratu:

e princip
Metoda je zalozena na odstépeni fluorescenéni sondy navézané na substratu pro
kaspasu 3''*. Po odstépeni sondy dochizi k signifikantnimu zvySeni intenzity jeji
fluorescence. Intenzita fluorescence se ndsledné detekuje za pomoci readru. Dale je nutné
provést korekci pozadi, protoze i navdzana sonda fluoreskuje. Méteni je provedeno paralelné
na dvou identickych vzorcich, kdy v prvnim ptipadé¢ je ke vzorku pfidan pouze substrat a ve

druhém piipad¢€ substrat a piislusny inhibitor.

e vlastni provedeni

Buiikky se po intoxikaci xenobiotikem seSkrdbou do PBS a ptevedou do
mikrozkumavek. Ty se nasledné zcentrifuguji pti 200 x g. Supernatant se odsaje a k sedliné se
ptida 50 pl lyza¢niho pufru. Smés se jemné zhomogenizuje pipetovanim. Po rozpusténi peletu
se vzorky vlozi na led a 10 minut inkubuji. Poté se opét zcentrifuguji pti 15 000 x g a teploté
4 °C po dobu 10 minut. K vlastnimu stanoveni aktivity kaspasy 3 se odeberou 4 pl buné¢ného
lyzatu a smichaji se s 80 pl reakéniho pufru. Pro oSetfeni pozadi provadime experiment
v dubletu, a to ve dvojici se substraitem nebo substratem a inhibitorem. Po 60 minutové
inkubaci pii 37 °C ve tmé& se proméii fluorescence pii parametrech 380 nm pro excitaci a 450

nm emisi.

Vypocet:

Vyslednd fluorescence piepoctena na obsah proteinu ve vzorku naméfenym
stanovenim celkového proteinu podle Bradfordové. Tim se ziska specificka aktivita kaspasy
3. Tento krok castecné oSetfuje chybu zptsobenou rozdilnym poc¢tem bunék v jednotlivych

jamkach.
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Detekce viability bunék pomoci MTT testu:

e princip
Metoda je zalozena na ptedpokladu, Ze MTT je redukovdno na formazanové

. 115
barvivo

. K této redukci mize dochazet pouze u Zivych a metabolicky aktivnich bunék
pomoci mitochondridlnich dehydrogenaz, nicméné redukci mohou zprostredkovat i jiné
oxidoreduktazy. U metody se mohou ziidka objevit faleSné¢ pozitivni data zpiisobena

nékterymi slouceninami s redukénimi vlastnostmi, které tuto preménu podporuji.
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Obr. 15: Redukce MTT.

Obrazek demonstruje redukci MTT na formazanové barvivo mitochondrialnimi reduktasami.

B

(Prevzato http://en.wikipedia.org/wiki/File:Mttscheme.png  24. 3. 2013)

e vlastni stanoveni
Po inkubaci s xenobiotikem se buiniky opatrné oplachnou PBS (odstranéni média,
mrtvych bunck, metaboliti a hlavné xenobiotik, které mohou znehodnotit méfeni),
nasledné se do jamek pfida cerstvé médium smichané s MTT v poméru 10:1.
Nasleduje 1 — 2 hodinova inkubace pii 37 °C. Po odsati média se do jamek ptida
roztok DMSO s 0,1% NHj. Absorbance se méti pii vinové délce 540 nm. Vypoctem

dle vzorce (1) byl ur€eno procentni zastoupeni zivych bunék (viabilita):

vzorek — triton

1 MTT =100 x(
(1) kontrola —triton

Kde vzorek je absorbance naméfena ve vzorku vystaveném plisobeni xenobiotika, kontrola je
absorbance naméfend na jamce obsahujici pouze bunky a triton je absorbance zméfena

v jamce vystavené ptisobeni 10% tritonu TX-100.
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Izolace celkové RNA pomoci trizolové metody:

e princip
Metoda vyuzivd rizné rozpustnosti RNA v systému thiokyanatu, fenolu a
chloroformu. Pfi intenzivnim tfepani dojde kromé¢ miseni fazi také k vysrazeni proteind diky
fenolu. Centrifugaci se smés dokonale oddéli na dvé faze, vodnou a chloroformovou a
prstenec proteinii na jejich rozhrani. Vodnd faze obsahuje ribonukleové kyseliny, naopak
chloroformova faze obsahuje DNA. Béhem sraZeni isopropanolem s RNA koprecipituji i soli,

které se odstrani promyvanim s ledovym 75 % ethanolem''®'"7,

e vlastni stanoveni

K peletu bun¢k se pfida 1 ml Trizol Reagens, nasleduje jemna homogenizace
pipetovanim az do rozpusténi. Nasleduje inkubace 5 minut pii pokojové teploté. Poté se ke
smési ptida chloroform (200 pl), vzorek se promicha a 2 — 3 minuty inkubuje. Smés se ihned
zeentrifuguje pii 15 000 x g a teplotd 4 °C po dobu 15 minut. Do predem piipravené &isté
eppendortky se prevede horni vodna fidze a provede se precipitace ptidavkem (500 pl)
isopropanolu. Vzorek se opét promichd obracenim eppendortky (dokud nezmizi bily
prstenec). Po 10 minutové inkubaci pfi pokojové teploté se provede 10 minutova centrifugace
pii 15 000 x g a teploté 4 °C. Dale je potieba odebrat supernatant nad sedlinou. Jelikoz se
sedlina se odtrhava, je potieba pracovat opatrn€, aby nedoslo ke ztraté vzorku nebo jeho casti.
Dale se pokracuje piridavkem (300 pl) vychlazeného 75% ethanolu. Opét se obsah
eppendorfky promicha obracenim. Nasleduje centrifugace pti 7 500 x g, teploté 4 °C, po dobu
5 minut. Roztok nad sedlinou se opatrné odstrani a sedlina se su$i 10 minut na vzduchu.
Precisténa RNA se rozpusti podle potteby v 10 — 50 pl ddH,O. Precisténda RNA se miize
skladovat pii -80 °C pro pozdgjsi pouziti.

Spektrofotometrické stanoveni Cistoty RNA:

Pro spektrofotometrické stanoveni &istoty RNA byl vyuzit Nanophotometer® P 300.
Fotometr pracuje ve velmi malych objemech, coz vede k velmi malym ztritdm vzorku
(vyuzivaji se specidlni kyvety). Samotny princip méfeni je stejny jako alternativni méfeni na
klasickém spektrofotometru. Mira Cistoty se stanovuje z poméru absorbanci pfi vinovych

délkach 260 nm a 280 nm. Cistota je hodnocena jako uspokojivé pii hodnotach Axgonso > 1,8
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Stanoveni celkového proteinu pomoci metody podle Bradfordové:

e princip
Zakladem stanoveni je kolorimetricka reakce €inidla Bradfordové, jehoz zékladem je
barvivo Coomassie Brilliant blue G — 250. Toto barvivo se adsorbuje na molekuly proteinu a

v jejich piitomnosti intenzivné modra''®. Metoda je destruktivni a vykazuje citlivost 1 mg/ml.

e vlastni postup

Pied vlastnim méfenim se musi pfipravit kalibra¢ni roztoky o riznych koncentracich
hovéziho sérového albuminu. Jako slepy vzorek (blank) se pouzije fosfatovy pufr. Vzorky
proteintl je potfeba vhodné natedit, nebot pii vysSich koncentracich dochdzi ke ztraté linearity
kalibra¢ni kiivky. Roztoky pro kalibracni kiivku, fosfatovy pufr a vzorky se prepipetuji (7 ul)
na mikrotitra¢ni desticku (96 jamkovou desku). Do obsazenych jamek se ptida 80 pl ¢inidla
Bradfordové. Po 5 minutové inkubaci pfi laboratorni teploté se zméfi absorbance pii vinové
délce 595 nm. S pomoci kalibra¢ni kiivky a vygenerované rovnice regrese se piepocita

naméfend absorbance na obsah proteinti [mg/ml].

Transfekce bunék HepG2 s vyuzitim transfekéniho reagens lipofectamin 2000

e princip

Cilem této metody je dostat do buiiky plasmid (obsahujici reporterovy gen), ktery nadm
potvrdi nebo vyvrati, zda testované latky aktivuji receptor pro kyselinu retinovou.
Reporterovy gen je konstruovany tak, ze obsahuje na svém promotoru misto pro receptor
kyseliny retinova a po navazani na promotor zah4ji v transfekované bufice tvorbu luciferasy.
Ta bude vyuzita v dalsi ¢asti pokusu k detekci aktivace receptoru.

Transfekce bunck se provede pomoci transfekéniho cinidla lipofectamin 2000
(obsahuje syntetickd analoga fosfolipidil), coz znamend, ze se plasmid (reporterovy gen)
zabali do lipidové castice (vytvoii se lipozom, ktery pfipomina bunéénou membranu) s cilem
neutralizovat negativni ndboj DNA a vpravit tuto ¢astici do buitky pomoci ptirozeného déje —

endocytdzy. Nasledné castice unika z endozomu a dostava se do jadra.

e vlastni provedeni
Smicha se 600 pl Opti-Mem s 15 ul lipofectaminu 2000, smés se jemné promicha a
inkubuje 5 minut pfi pokojové teploté. V mezi Case se na dno nové zkumavky napipetuje 2,4

ug DNA ( RARe-Luc a B-gal). Po uplynuti 5 minut se nakape smés lipofectaminu 2000 a
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Opti-Mem opatrné na DNA a po promichani se inkubuje dalSich 15 minut. Nésledné ke smési
pridame suspenzi bunék (2x10° bunék ve 12 ml kultivaéniho média), jemn& promichame a

pfepipetujeme na 24 jamkovou kultiva¢ni desku.

Chemiluminiscenéni detekce aktivity luciferasy a galaktosidasy (dual-light system)

e princip

Metoda je zalozena na méfeni aktivity luciferasy a B-galaktosidasy, které jsou tvoreny
v transfekovanych buiikdch po aktivaci reporterovych genli. M&fi se pomoci enzymovych
reakci se substraty produkujicimi chemiluminiscenci. Pokus se provadi v jedné zkumavce.
Nejprve se proméii reakce luciferasa — luciferin, kdy dochdzi k rychlému ,,vyhoifeni®
substratu. Nasledné se inkubuje 30 — 60 minut pro kumulaci produktu reakce -galaktosidasy
a Galacton-Plus. Pot¢é je pridan Accelerator-II, ktery zhasi zbytkovy signal produktu luciferasy
a iniciuje signal produktu B-galaktosidasy, diky zméné pH a poskytnuti Sapphire-11 jako
zesilovace chemiluminiscence.

Meéfeni aktivity luciferasy vypovida o sile aktivace receptoru pro kyselinu retinovou a
aktivita P-galaktosidasy nam podavd informaci o uspéSnosti transfekce a zivotnosti
testovanych bunék, protoze B-gal je podléha promotoru CMV. Je tedy exprimovan za vSech
okolnosti stejné a dava nam jisty nahled na stav bunék pred ukoncenim experimentu: ¢im
méné B-gal, tim byla kultura vice poSkozena — tim vétsi ma dand latka a koncentrace vyssi

toxicitu.

e vlastni provedeni

ptipravime si lyza¢ni pufr na potfebny pocet jamek (2,6 ml lysis solution s 2,6 ul DTT
pro jednu 24 jamkovou desku). Bunky oplichneme roztokem PBS a do kazdé jamky
napipetujeme 110 pl pfipraveného lyzacniho pufru. Nasledné bunky seskrabeme, pieneseme
do cistych eppendorfek a centrifugujeme 2 minuty pii 4500 rpm a pokojové teplote. Pufry A a
B nahfejeme na laboratorni teplotu a k pufru B ptfidame substrat Galacton-Plus (2,6 ml pufru
B s 2,6 ul Galacton-Plus substratem pro jednu 24 jamkovou desku). Pro méfeni odebereme 10
ul bunécéného lyzatu a pfidame k nému 25 pl pufru A. Do 10 minut pfidame 100 pl
pfipravené¢ho pufru B a po promichani okamzité¢ proméfime chemiluminiscenci. Zkumavky
inkubujeme 30 — 60 minut pfi pokojové teploté a nasledné pridame 100 pl Accelerator-II a po

promichéani ihned méfime chemiluminiscenci.
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miRNA arrays

e princip
Metoda vychdzi z vazby biotinem ozna¢ené mikroRNA na sondy, které jsou pevné
navazany (imobilizovany) na sklenéném substratu ¢ipu. Nasledné se provede vazba biotin
streptavidin-PE (konjugat streptavidinu s fluoreskujici latkou). Vznikly komplex je velmi
pevny a obtizné se rozbiji. Pokus je ukoncen oskenovanim desky pomoci excitace fluoroforu
a naslednym zméfenim fluorescence. Vysledkem je intenzita fluorescence odpovidajici

relativnimu mnozstvi mikroRNA ve vzorku

e vlastni provedeni
K vlastnimu pokusu se pouziji vyizolované a piecisténé vzorky celkové RNA o znamé
koncentraci. Pfipravené vzorky se nafedi tak, aby bylo v eppendorfce 1000 ng RNA v 8 pl.
Ptidaji se 2 ul RNA kontrolnich oligonukleotidii a na konci se k RNA pfida 5 pl polyA tailing
master mixu. Po promichéni se vzorky vlozi na 15 minut pti 37°C do termobloku a dochézi k
syntéze polyA konce. PolyA konec bude nasledné vyuzit pro vazbu komplexu biotinu a
3DNA®, coz je specidlni struktura jedno a dvouvldknové DNA s navdzanym biotinem, ktery

slouzi pro amplifikaci signélu.

Komponenta m:ozstw [l
reakce

10 x reakéni pufr 1,5

25 mM MnCl, 1,5

zfedény ATP mix 1,0

PAP enzym 1,0

Tabulka 1: Slozeni polyA tailing master mixu

Po inkubaci se vzorky kratce centrifuguji a dale se zpracovavaji na ledu.

Ke vzorklim se ptidaji 4 pl 5x Flash Tag HSR Ligation mix a 2 ul T4 DNA Ligase.

Vzorky se Setrné promichaji, sto¢i a inkubuji pii pokojové teploté 30 minut.

Ligace se zastavi pfidanim 2,5 pl HSR Stop Solution. Nasledné se vzorek promichaa

zcentrifuguje.

Hybridizaéni kontroly (Eucariotic hybridization controls) se rozmrazi a zahieji na 65 °C po
dobu 5 minut a ostatni chemikélie se vytemperuji na pokojovou teplotu. Pfipravi se
hybridiza¢ni koktejl, rozpipetuje se do eppendorfek (130 pl) s 21,5 pl vzorku. Smés se

inkubuje pti 99 °C po dobu 5 minut a nasledné 5 minut pii 45 °C. Déle se nanese na &ip v
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objemu 130 pl. Po zalepeni sept 0,5 palcovym tough-spotem, ktery zajistuje snizeni odparu a
ochranu pfed protecenim, se Cipy vlozi do hybridiza¢ni pece a inkubuji se 16-18 hodin pii 48

°C a 60 rpm.

Komponenta mqizztrcéw]
2x hybridizani mix 66
27,5% formamid 19,2
DMSO 12,8
20x hybridiza¢ni kontroly 6,6
kontrola oligo B2 3nM 2,2
voda 3,7
celkem 110,5

Tabulka 2: Slozeni hybridiza¢niho koktejlu.

Po ukonceni inkubace se odstrani septa a hybridiza¢ni koktejl. Nasledné se Cipy naplni
array holding pufrem a pfipravi se promyvaci stanice. Vlastni promyvani se fidi podle

protokolu uvedeného v tabulce 3.

promyvaci krok Cinnost
post hybridizaéni promyvani 1 10 cykl s promyvacim pufrem A pii teploté 30 °C
post hybridizacni promyvani 2 |6 cykl( s promyvacim pufrem B pfi teploté 50 °C
barveni 1 barveni probe array 5 minut s stain kokteilem 1 pfi 35 °C
promivani 10 cykld s promyvacim pufrem A pfi teploté 30 OC
barveni 2 barveni probe array 5 minut s stain kokteilem 2 pfi 35 °C
barveni 3 barveni probe array 5 minut s stain kokteilem 1 pfi 35 °C
finalni promivani 15 cykll s promyvacim pufrem A pii teploté 35 °C
array holdink pufr naplnéni array holding pufre,

Tabulka 3: Procesy probihajici v promyvaci stanici.

V tuto chvili je €ip pfipraven na naskenovani skenerem cipt.

Data byla nésledn¢ pievedena do formy pro dalsi zpracovani.
* delta F metoda

Jednd se o relativné jednoduchou metodu, ale vyzaduje, aby cilovd i srovnavaci
mikroRNA mély stejnou efektivitu amplifikace. Dulezitym prvkem metody je pfitom
srovnavaci mikroRNA, kterd by méla vykazovat stabilni expresi ve vSech vzorcich. V piipadé
mikroRNA ¢ipti jsme tuto metodu aplikovali na ziskané hodnoty fluorescence pro jednotlivé
mikroRNA. V nasem experimentu jsme jako srovnavaci mikroRNA zvolili U105B, protoze ve

vsSech vzorcich vykazovala nejstabilngjsi expresi.
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Vypocet normalizované hodnoty exprese byl proveden podle rovnic 2 a 3:

(2) AF =Fiy (cilova miRNA) — F;, (U105B)
A3) AAF = AF (testovany vzorek) — AF (kontrolni vzorek)

kde U105B je zvolena srovnavaci miRNA a Fj, jsou hodnoty namétené fluorescence.
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5. Vysledky

Na zacatku experimentalni Casti jsme provétfovali cytotoxicitu vybranych latek na
bunécné linii HepG2, s cilem urcit vhodnou koncentraci pro nasledné pokusy.

Pro zhodnoceni cytotoxicity jsme se rozhodli pouzit MTT test, ktery ndm poskytuje
dostatecnou citlivost a relativni piesnost. Testovali jsme rtizné koncentrace s 24 hodinovou

délkou intoxikace a nasledné jsme sledovali, jakou viabilitu buniky vykazovaly.

Vétsina z testovanych latek ma antioxidacni uCinky, které také pravdépodobné
zpusobily nepatrny a vSak nezanedbatelny vzrist viability nad hodnoty 100%. Antioxida¢ni
¢innost xenobiotik mize vést k vyznamnému potlaceni bézné vznikajicich radikald a sniZeni
poskozeni bunky. Takto oSetfené bunky pak vynakladdaji na opravy spojeni s radikdly méné
energie. USetfenou energii mohou vlozit do ristu. S rostouci koncentraci antioxidantu se vSak
jeho vlastnosti mohou vyrazné¢ meénit. Ve vysokych koncentracich se Casto stava, ze ochranné
antioxidac¢ni vlastnosti se méni na pro-oxidacni a produkce radikali se zvySuje. Pokud dojde k
inverzi vlastnosti, pak krom¢ rostouci toxicity xenobiotika, butiky nemalou mérou negativné
ovlivni 1 zminénd produkce radikald. Vysledkem je prudce klesajici viabilita. Pak mzeme

pozorovat tzv. U efekt zplisobeny témito vlastnostmi.
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Obr. 16: Grafické vyjadieni méreni cytotoxicity pomoci MTT testu.
Buitkky HepG2 byly inkubovany po dobu 24h s jednotlivymi xenobiotiky a experiment byl provadén na

devadesati Sesti jamkovych deskach. Jednotlivé panely vyjadiuji vzdy pramér tfi nezavislych méfeni pro
testovanou latku.

panel A — silybin, panel B — dehydrosilybin, panel C — kyselina gallova, panel D - kyselina vanillova, panel E —
kyselina kavova, panel F — kyselina all trans retinova, panel G — kvercetin a panel H — taxifolin.

Silybin ma sam o sob¢ hepatoprotektivni Gcinky a podle ofekavani ma relativné
nizkou toxicitu pro HepG2.

Dehydrosilybin a nésledné i kyselina gallovd vykazuji mnohem vysSi toxicitu nez
silybin. Podobny efekt byl pozorovatelny i v experimentech s transfekovanou linii.

Kyselina retinova je vici linii HepG2 relativné agresivni a se zvySujici se koncentraci
lze sledovat rapidni pokles viability. Tento rozdil v datech ve srovnani s pfedchozimi latkami

by se dal vysvétlit chybéjicimi antioxidacnimi vlastnostmi.
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Pokud se podivame na dalsi testované latky, kterymi byly kyselina vanillova, kyselina
kavova, kvercetin a taxifolin, mizeme dojit k z&véru, ze jejich toxicita viici zvolené bunécné

linii je minimalni.

Protoze jsme jako srovnavaci latku zvolili ATRA, kterd ovliviiuje expresi genu
zndmym mechanismem, pokraCovali jsme sledovanim aktivace receptoru pro kyselinu
retinovou testovanymi latkami. K tomuto ucelu jsme vyuzili reportérovy plasmid, ktery
obsahuje gen luciferasy pod transkripcni kontrolou retinoidnim receptorem. To znamena, ze
promotorova oblast genu luciferrasy obsahuje opakujici se vazebnou sekvenci pro retinoidni
receptor. Jako kontrolu transfekce jsme vyuzili plasmid, ktery obsahuje gen -galaktosidasy,
ktery ma v promotorové oblasti sekvenci pro CMV a dochézi tedy ke stabilni expresi [3-gal
v transfekovanych buiikach. Pro detekci jsme zvolili metodu Dual-light system. Jedna se o
komplexni metodu, pomoci které jsme schopni detekovat kromé aktivity luciferasy, také

nepiimo mnozstvi bun¢€k v jamce za pomoci 3-galaktosidasy.
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Obr. 17: Aktivace retinoidniho receptoru kyselinou retinovou.

Buniky HepG2 byly inkubovany po dobu 24h s kyselinou retinovou o riznych koncentracich. Experiment byl
provadén na dvaceti ¢ty jamkovych deskach. Panel vyjadfuje pramér tfi nezavislych méfeni pro testovanou
latku.

Kontrolni experimenty potvrdily, Ze protokol transfekce bun¢k HepG2 je funkcni, protoze

dochazelo ke zvySovani aktivity luciferrasy v zavislosti na koncentraci ATRA (Obrézek 17).
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Obr. 18: Aktivace retinoidniho receptoru testovanymi latkami.

Buitky HepG2 byly inkubovany po dobu 24h s jednotlivymi xenobiotiky a experiment byl provadén na dvaceti
¢ty jamkovych deskach. Jednotlivé panely vyjadiuji vzdy pramér tfi nezavislych méfeni pro testovanou latku
ve formé znaku & . Ruzné dlouhé svislé ¢ary kolem téchto znakl znazornuji nejvetsi a nejmensi odchylky
méfeni.

panel A — silybin, panel B — dehydrosilybin, panel C — kyselina gallova, panel D - kyselina vanillova, panel E —
kyselina kavova, panel F — kvercetin a panel G — taxifolin.

Na obrazku 18 lze pozorovat, Ze ne vSechny grafy maji podobnou pocatecni hodnotu
pomeéru luc/B-gal. Tento jev je pravdépodobné zpisoben nékolika divody.
Experimenty byly provadény v del$sim casovém obdobi a je pravdépodobné, ze buiiky jakoZzto
zivy organizmus se nemusi chovat pofad naprosto stejné. Na zacatku experimentu byl
pozorovan pomalejsi rist bun¢k, ktery se na zméné poméru mohl ¢aste¢né podilet.
Dalsi pravdépodobny vliv na pomér mél i fakt, Ze jsme b&hem experimentu spotiebovali
nejméné¢ dvé Sarze plazmidu B-gal. Jednotlivé Sarze se mohou lisit Cistotou ¢i mnozstvim
poskozenych (linearizovanych) plasmidd. Tim lze vysvétlit, Zze po pouziti nové Sarze doSlo
k pozorovanému vyraznéjSimu vzrastu hodnoty B-gal (Cistsi, neposkozené plasmidy), coz se

projevilo ve vysledném poklesu poméru.

Zadna ztestovanych latek nevykazovala aktivaci retinoidniho receptoru zavislou na
koncentraci. Naopak pokles aktivity luciferasy patrny napiiklad u dehydrosilybinu miizeme

interpretovat jako toxicitu dané latky.

Dalsi serie experimentd méla za cil prozkoumat vliv testovanych latek na aktivaci

kaspasy 3. Tyto experimenty byly dalSim podkladem pro zvoleni vhodné koncentrace
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testovanych latek pro testovani na mikroRNA c¢ipech. S ohledem na pfedchozi experimenty
testujici toxicitu latek s vyuzitim MTT, jsme Bunécnou linii HepG2 vystavili koncentracim 1
uM, 5 uM a 10 pM. Aktivita kaspasy 3 nam vypovida o aktivaci apoptotickych procest ve

sledovanych butikach a tedy i jistou mérou o jejich stavu.

Kaspasa 3 [F/mg proteinu]
koncentrace Vzorky
[pnd] ATRA kys. vanillova kys. gallova kys. kavova
0 1082,685 1145,54 994,41 1074,20
1 1054,29 889,80 1293.61 266344
5 808,90 698,44 1020,92 2661,31
10 938,21 1761,10 362,90 216649
Kaspasa 3 [F/mg proteinu]
koncentrace Vzorky
[pnd] silybin dehydrosilybin kvercetin taxifolin
0 1040,51 1051,81 1051,81 1051,81
1 1184,52 1624.36 840,12 2706,00
5 1088,57 1469,51 795,45 216860
10 406,86 1161,82 -986,13 761,83

Tabulky €. 4 a 5: Vliv testovanych litek na aktivitu kaspasy 3 v bunééné linii HepG2.
Primérné hodnoty pomért intenzity fluorescence namétené pii stanovovani aktivity kaspasy 3 a proteint
(Bradford). Doba inkubace byla u vSech vzorkli 24 hodin. Experiment byl provadén na dvaceti Ctyf jamkové
desce. Pouzit¢ hodnoty fluorescence jsou rozdilem hodnot naméfenych v pfitomnosti substratu - hodnoty
v pritomnosti substratu s inhibitorem. F;, = intenzita fluorescence.

Pii rozhodovani jsme se fidili jeSté jednim nezanedbatelnym faktorem. Jednalo se o
hodnoty piiblizn¢ dosazitelné¢ v krevni plazmé. Bézné se u polyfenold dosahuji hodnoty od
nékolika desitek nM aZ do 7,6 pM> *°. Proto jsme vybér koncentraci zazili na hodnoty 1 pM,
5 uM a 10 pM. Z nich vysla pii zhodnoceni vSech testovanych parametrti nejlépe 1 uM.

Po provedeni vlastniho pokusu na mikroRNA ¢ipech jsme pokracovali zpracovanim dat,
nasledné jejich analyzou a srovnanim s jinymi studiemi a pokusy.

V prvni fadé bychom méli zacit obecnym zhodnocenim. NiZze uvedena tabulka obsahuje

vSeobecné zhodnoceni sniZzeni nebo zvyseni exprese mikroRNA testovanymi latkami.
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Souhrnnd data o poétu zvyiené nebo sniZené exprese lidskych mikroRNA

zména exprese miRNA vEtsinei 2,0 1,5-2,0 1,0-1,5 0,5-1,0 meniinei 0,5
ATRA 14 96 860 733 10
kyselina vanillova 3 73 698 940 14
% kyselina gallova 59 148 577 915 34
% kyselina kdvova 14 74 727 903 15
= silybin 63 128 729 784 29
E dehydrosilybin 17 85 775 342 14
kvercetin 20 114 832 753 14
taxifolin 15 112 953 642 11

Tabulka 6: Souhrnna data o po¢tu zvySené nebo sniZené exprese lidskych mikroRNA

v pokusu. Cisla uvedena v tabulce jsou poéty mikroRNA, u kterych byla zaznamenana zména exprese
v porovnani s kontrolnim vzorkem a v uvedenych rozsazich.

Pii dal$im hodnoceni array Cipti jsme se zaméfili hlavné na mikroRNA s ¢iselnym oznacenim
nejvyse tficifernym. Jelikoz o mikroRNA s ¢tyfcifernym oznaCenim neni tolik informaci a
mnohdy jsou pouze popsany a udavaji se u nich jen pocitatové predikované cile, nebudeme se

jim dale podrobnéji vénovat.

Kyselina retinova

mikroRNA se zvy$enou expresi

Z vysledkt ziskanych pomoci Dual-light systemu pro kyselinu retinovou muzeme
uvazovat, ze zmény Vv expresi ruznych mikroRNA jsou zprosttedkovany s velkou
pravdépodobnosti pies retinoidni receptor. U n¢j jsme potvrdili aktivaci zavislou na
koncentraci kyseliny retinové. Jako prvni jsme se zaméfili na mikroRNA s expresi
dvojnasobnou a vyssi oproti kontrole. Zde figurovaly napiiklad miR-29¢, miR-95, miR-138-2,
miR-190b, miR-301b, miR-431 a miR-612. Tyto zastupce si mizeme dovolit oznacit jako

siln€ ovlivnéné kyselinou retinovou.

miR-29¢

Pii podrobnéjsi analyze dat ziskanych z Cipli se miR-29¢ ukézala jako siln¢ ovlivnéna
(dvojndsobny nartist). Zminovand mikroRNA hraje dilezitou roli v regulaci apoptosy
v burice. Napftiklad ptes antiapoptoticky protein Mcl-1, ktery je oznaovan jako cil miR-29 u
bun¢k karcinomu jater nebo K562. p53 je dalsi protein ovlivnény touto mikroRNA. Zde vSak
dochazi k pozitivni regulaci zamétenim se na p85a a cdc42, oznaCované jako inhibitory p53.

Miuze tedy vystupovat ,,jako mikroRNA s nadorové supresorickymi vlastnostmi“''’. Dale se
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také zapojuje do epigenetického ovlivnéni bunék. A pravé u karcinomu jater bylo pozorovano

ovlivnéni methylace DNA diky cileni miR-29 na DNA methyltransferasu.

miR-95

O miR-95 a kyseling retinové ve vztahu ke karcinomu jater nejsou zadné informace
dostupné, ale pokusili jsme se alesponi nalézt informace o vlastnostech této mikroRNA
detekovanych na rtiznych liniich. U bunécné linie HeLa byl s antisense inhibici miR-95

, Yv_ 7 o 120
pozorovan pokles bunééného ristu

. Dalsi data tykajici se zmény exprese miR-95 byla
ziskdna u bun€k karcinomu kolorekta, kde dochdzi oproti normalnim builkkdm ke zvySeni
exprese. A stejné jako u HeLa bunék, i u karcinomu kolorekta dochézi s antisence inhibici ke
sniZzeni bunééného ristu. Zvyseni exprese bylo jest¢ pozorovanu u karcinomu plic a slinivky

brisni'. Validovany cil miR-95 je mRNA proteinu nexin-1 121,122

miR-138-2

Dalsi velky rozdil byl pozorovan u miR-138-2 (2,33x). miR-138 ovliviluje expresi
cyklinu D3 u jaterniho karcinomu. K ovlivnéni dochazi vazbou na 3"UTR oblast ptislusné
mRNA, ktera je kodovana genem CCND3'*» '** P¥i zvyseni exprese miR138 dochazi k
indukci zastaveni bunééného cyklu a naopak za inhibice dochézi ke zvyseni viability HepG2.
Zminované vlastnosti byly pozorovany i u mysi (xenograft nude mice model), kde zvySeni
miR-138 také inhibuje rlst nddoru. Cyklin D3 podporuje progresi bunééného cyklu a u

jaterniho karcinomu mize figurovat jako onkogen'* '**,

miR-190b a miR-301b

Pii hodnoceni naSich dat jsme narazili také na zvySenou expresi miR-190b a miR-
301b. Jako validovany cil pro miR-301b je oznacovan gen DNMT]1 kodujici enzym DNA

(cytosin-5)-methyltransferasu'>.

Jeji zména byla pozorovéana v publikaci Jianga et. al. u karcinomu jater (vyvinutého
z cirhotickych jater s hepatitidou) v porovnani se vzorky zdravych darct, kde dochazelo téz
k jejimu zvySeni. '*° Autofi také navrhuji, Ze pozorované zvyseni exprese né&kterych
mikroRNA (v€etné miR-301) mtze byt u takovych vzorkil jako obecnd odpovéd na stres

vyvolany kombinaci hepatitidy a cirh6zy.
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Podobné data byly pozorovdny i u rakovinnych cholangiocyti. Tyto nadory jsou
asociovany s chronickym zanétem, jehoz vysledkem je nadprodukce IL-6. Jeho zesilena
exprese vede k zvySené tvorbé DNMT-1. Nasledkem je genomickd metylace (a souvisejici
epigenetickd modulace riznych genil). U tohoto typu bunék byla pozorovana snizena exprese
miR-301 (chromozomdlni aberace nebo deregulace pomoci metylace). Zvysena tvorba

DNMT-1 je spojovana se §patnou prognozou'> .

Pokud se podivame na miR-301 obecné, dochézi k vySeni exprese i u rakovinnych
bunék prostaty (rakovinnych kmenovych/progenitorovych). Déle lze z literatury vy¢ist, ze jeji
ucinek je zavisly na typu bunky, ve kterych je exprimovand. Naptiklad u bun¢k karcinomu
prostaty DU145 (CD44" i CD44") jakakoli zména hodnoty exprese nepiisobi na rist nadoru,

naopak u LAPC9 se razantnim sniZenim exprese inhibuji klonogenni vlastnosti'>*,

U karcinomu prsu vede nartst exprese miR-301 ke zvySeni jeho proliferace, migrace a
29

invazivity'
miR-612

miR-612 hraje dilezitou roli v inhibici proliferace, migrace, invazivity a
metastazovani u HCC. A v nasem experimentu vykazovala vice nez dvojnasobné zvySeni

exprese. Jejim validovanym cilem je protein AKT?2 (serin/treonin protein kinasa)'’,

Se snizenou expresi

Nasledné jsme pokracovali hodnocenim dat miRNA s dvojnasobné sniZenou expresi
oproti kontrole. Zde jsme zaznamenali miR-199a-5p, miR-623, miR-891b a miR-892a. Jedna

se tedy opét o zastupce vyrazné ovlivnéné kyselinou retinovou.

miR-199a-5p a miR-214

S vyrazné sniZzenou expresi vystupovala miR-199a-5p. Vyrazné sniZeni exprese u

HepG?2 proti normalnim jaternim buitkim pozorovali Duan et. al., Wang et. al. a Shen et. al'*"

124, 132 ., ot vy . TP <

» 77, Jeden z moznych dulezitych mechanizml vyvolavajici snizeni exprese byl oznacen
stres endoplazmatického retikula a s nim souvisejici signalni drédha oznacovanad jako unfolded
protein response (jako odpovéd’ na hromadéni neslozenych proteintl). Jako dal$i negativni

regulator klastru miR199a-5p/214 se zda byt NF«kB. Jeji pokles také vyrazné koreluje s
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pfezivanim pacientli, a jevi se jako potencidlni marker pro predikci progrese u pacientd.
Kromé snizeni exprese miR-199a-5p také pozorovali snizeni miR-214, které jsme v naSem
pokusu téZ zaznamenali stejné jako u Duan et. al. sniZzeni nebylo tak vyrazné jako u miR199a-
5p. Podobné pak i nasSe data potvrzuji, Ze miR-199a-5p a miR-214 jsou transkribovany jako
klastr. Z informaci ziskanych z Cipti se ukazuje, ze kyselina retinova déale prohlubuje sniZeni

exprese miR-199a-5p a miR-214 u bundk HepG2"'.

Toto prohloubeni miR-199a-5p nebylo pozorovano jen u kyseliny retinové, ale i
dalSich ndmi testovanych latek. Jmenovité u kyseliny vanillové, kyseliny gallové,
dehydrosilybinu a kvercetinu. Naopak miR-214 u téchto latek ovlivnéni prakticky

nevykazovala.

Snizeni exprese miR-199a/miR-214 jako klastru u HCC pozorovali pii svych
experimentech i Jiang et al.'*® K podobnym vysledkim dosli védci i u CD44+ nadorovych

bundk prostaty. Dalsi cile miR-199a jsou c-MET, versican, PAK4, Brm, mTOR, a AKT'**

Pravdépodobny cil miR-214 je transkript mRNA proteinu XBP-1 (hlavni transkrip¢ni
regulator UPR). Mimo jiné se ukézalo, Ze dodani externi mikroRNA snizuje proliferaci a
zvysuje podet apoptotickych bunék karcinomu jater'’'. Kdezto pravdépodobny cil miR-199a-
5p je tyrosin kinasa DDRI, kterd pravdépodobné zapojena do signdlni drahy souvisejici s

“v . .. ., v , . . . . , verr . , 1:-132
bunécnou invazivitou a jeji zvySeni je u karcinomu jater spojovano s pokroc¢ilymi stadii .

miR-623 a miR-891b

V literatufe vSak nejsou zminiovany ve spojeni s jaternim karcinomem. Nicmén¢ jejich

signifikantni zmény mohou byt pozorovany u jinych nadorovych onemocnéni.

Pokud se zaméfime na miR-623, mtzeme si vSimnout nékolika ¢lanku zabyvajiciho se
do jist¢ miry touto problematikou. Zde se objevila zminka ve spojeni s oradlni leukoplakii.
Jedna se o bilé slizni¢ni zmény v dutiné Gstni, které maji premaligni charakter. Pfi srovnani
tkaniovych vzorkil oralni leukoplakie a tkanovych vzork ordlni leukoplakie po maligni
transformaci byla detekovana snizend exprese miR-623 u maligné¢ transformovanych

o133
vzorka .

miR-891b byla také zminovéna v literatufe, nicméné ne s rakovinnym onemocnénim,
ale s jeji schopnosti kontroly genové exprese v rtiznych segmentech nadvarlete. Kdy miR-
891b vykazovala v segmentech corpus (t€lo) a clauda (ocas) podstatné vyssi expresi oproti

segmentu caput (hlava)'>*.
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Pokud se podivame na vysledky souhrnné, mizeme porovndvat vlastnosti jednotlivych
latek globaln€. Zda jsou si podobné v ovliviiovani mikroRNA nebo naopak nemaji nic
spole¢ného. Pro toto porovnani jsme si vytvorili mensi tabulku s barevnym odliSenim zmény

exprese vybranych mikroRNA. Ty byly vybrany na zaklad¢ jejiho minimalné dvojnasobného

zvySeni exprese, alesponi u jedné z testovanych latek (A-H).

A B C D E F G H

Tabulka €. 7: Srovnani zmén exprese mikroRNA testovanymi latkami.

V tabulce jsou uvedeny hodnoty AAF pomért vypocitané z naméfenych dat pii stanovovani mikroRNA cipt
Affymatrix Znazornéné mikroRNA jsou ty, které vykazovaly nejvétsi ovlivnéni alespon jednou z testovanych
latek. Jednotlivé hodnoty vyjadiuji vzdy primér tii nezavislych méfeni pro testovanou latku. Jednotlivé barvy
vyjadiuji x-ndsobnou zménu exprese dané mikroRNA >2.,0, 1,5-2,0, , 0,5, < 0,5 a bila barva pro
0,75-1,25.

Sloupec A — kyselina retinovéa, B — kyselina vanillova, C — kyselina gallova, D — kyselina kavova, E — silybin, F
— dehydrosilybin, G — kvercetin a H — taxifolin.
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Z tabulky je patrné, ze kyselina gallova a silybin jsou si v ovlivilovani exprese velice podobné
a je jista pravdépodobnost, Ze tyto zmény vyvolavaji plisobenim na stejné signalni drahy.
Drobnou podobnost 1ze pozorovat i ptes celé spektrum testovanych latek a to pouze u miR-

190b, miR-302b, miR519d, miR-566, miR-3678-5p, miR-4678 a miR-4792

Nasledné jsme se zaméfili na podobnost exprese mikroRNA mezi kyselinou retinovou a

jednotlivymi skupinami latek (fenolické kyseliny, flavonoidy a lignany)

A

1 miRMNA 3 miRMNA

miR-301b miR-190b
miR-4434
miR-4670-5p

1 miRMNA

miR-301b

2 miRMNA, 1 miRMNA,

miR-301b miR-4711-3p

miR-924

A posledni moznost, kterou diagram nedokaze zahrnout je podobnost exprese mezi kyselinou

retinovou a gallovou. 4 mikroRNA —— miR-301b, miR-431, miR-4259 a miR-4699-3p.
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S mMiENA 3 miRNA
miR-190b miR-190b
miR-4259 miR-2682
miR-4670-5p miR-4633-3p
miR-4633-3p

miR-4749-3p

2 miRNA *

miR-130b a miR-4693-3p 4 miRNA -> miR190b, miR-566, miR-4295 a miR-4633-3p
C

3 miRNA 2 miRNA
miR-190kb miR-4434
miR-4259 miR-4727-5p
miR-4434

1 miRNA

miR-4434 5 miRMNA -> miR-302b, miR-566, miR-924, miR-4434

a miR-4673

Obr. 19: 3 graficka vyjadifeni podobnosti exprese mikroRNA (zvySené > 2x) mezi
jednotlivymi skupinami latek.

Panel A vyjadiuje podobnosti v expresi mikroRNA mezi kyselinou retinovou, vanillovou, gallovou a kavovou.
Panel B vyjadiuje podobnosti v expresi mikroRNA mezi kyselinou retinovou, silybinem a dehydrosilybinem.
Panel C vyjadiuje podobnosti v expresi mikroRNA mezi kyselinou retinovou, kvercetinem a taxifolinem.
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6. Diskuze a zavér

MikroRNA jsou kratké nekddujici molekuly RNA se schopnosti regulovat expresi
proteinli na post-transkripni Grovni. Jednd se o jeden z divodi, pro¢ mohou plnit roli
protoonkogenli nebo naopak vystupovat jako protektivni (supresory). Z toho vyplyva, ze
jejich ovlivnéni mtize pfispivat k tvorbé nadorti nebo tento d¢j brzdit. Dilezity byl také objev,
ze exprese mikroRNA je ovlivnitelnd xenobiotiky, coz zpusobilo velky zdjem o testovani
riznorodych latek na tuto aktivitu.

V naSich experimentech jsme se zaméfili na testovani piirodnich latek, které jsou
relativné hojné zastoupeny v naSem jidelni¢ku, tj. v bézné konzumovanych pokrmech,
pochutindch a népojich. Bézné zastoupeni v diet€¢ by mohlo vést k zajisténi dostatecné velké
koncentrace v krvi pro ovlivnéni exprese mikroRNA. Tato xenobiotika maji obvykle kladny
vliv na lidsky organizmus a velice nizkou toxicitu. Nase hypotéza se zaméfila pravé na tyto
kladné ptsobky a jistou moznost podilu modulace exprese mikroRNA na jejich protektivnich
ucincich.

V souvislosti s moznym ovlivnénim exprese mikroRNA je potfeba vzit v iivahu
moznou, byt minimalni, toxicitu testovanych xenobiotik. Dalsim déjem, ktery ziejmé muze
probéhnout i pfes mozné posuny v expresi mikroRNA, je apoptosa. Apoptosa v podobé
zvySené aktivity kaspasy 3 muze byt vyvolana testovanymi xenobiotiky. V naSem ptipadé
jsme pozorovali u nekterych testovanych latek cytotoxicitu a stejné tak aktivaci kaspasy 3.
Vse vSak pii koncentracich, které prevySuji koncentraci dosazitelnou v krvi a plasmé po
konzumaci potravin ¢i napojii obsahujicich testované latky. Bézné neptfesdhnou koncentrace
biologicky aktivnich ptirodnich latek v krvi 1 uM.

DalSim dualezitym faktorem je mozna interakce testovanych xenobiotik s jadernymi
receptory, které jsou odpovédné za genovou transkripci. Protoze takovychto receptorti je celd
fada a nemusi nutné ovliviiovat expresi mikroRNA, rozhodli jsme se pro pouziti all-trans
retinové kyseliny jako srovnévaci latky. Zde je velkou vyhodou zndmy a velmi dobfe popsany
mechanismus aktivace retinoidniho receptoru kyselinou retinovou. Hypotéza zné¢la, Ze
v ptipad¢ velké podobnosti ovlivnéni exprese uréitych mikroRNA kyselinou retinovou a
nékterou z testovanych latek, by mohla znalost ovlivnéni transkripéni aktivity retinoidniho
receptoru touto latkou napomoci k vysvétleni jejich ucinkd. NaSe experimenty vSak
neprokdzaly aktivaci transkrip¢ni aktivity retinoidniho receptoru zadnou z testovanych latek.

Jako nejvhodnéjsi koncentraci pro testovani sledovanych latek na mikroRNA cipech
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jsme zvolili 1 uM. Je to hodnota realn¢ dosazitelna v séru, vykazujici velice nizkou toxicitu
nebo dokonce zvysenou proliferaci pravdépodobné zpisobenou svymi protektivnimi

(antioxida¢nimi) ucinky a i relativni hodnoty apoptosou zasazenych bun¢k nejsou vyrazné.

Béhem analyzy dat miRNA array Cipli jsme zaregistrovali vice nez 2x zvySenou
expresi miRNA miR-190b a miR-301b, jez byly podobné modulovany v jednotlivych
skupinach xenobiotik ve srovnani s kyselinou retinovou (viz. Vennovy diagramy). Ob¢
mikroRNA jsou spojovany s kancerogenezi, je proto otdzkou, jestli zvyseni jejich exprese
miZze napomoci k dovysvétleni mnohdy pleiotronich biologickych u¢inki nami testovanych
latek.

Co je vsak zajimavym poznatkem, je velkd podobnost mezi mikroRNA ovlinénymi
kyselinou gallovou a silybinem. Galloylsilybinové derivaty totiz vykazuji antiangiogenni
G¢inky'”. A neni zcela nesmyslné uvaZovat o moznosti metabolismu téchto derivatd
hydrolyzou na samostatny gallat a silybin. Ob& latky by pak mohly plsobit synergicky na
nckteré z mikroRNA. Mechanismus jejich G¢inku na modulaci exprese vSak neni jasny. Nase
data vyvratila moznost retinoidniho receptoru, celd fada dalSich receptorti v§ak ovlivnéna byt
muze. Kromé jadernych receptorti vSak ob¢ latky mohou ovliviiovat signalni drahy vedouci ke
zménam v genové expresi napiiklad ovlivnénim adenylat cyklasy s navySenim cAMP.

Nase data poukazuji na absenci spolecnych cilovych mikroRNA v ramci skupin
strukturné podobnych latek. Ale ani funkéni podobnost, napf. vyznamné antioxidacni
schopnosti, neznamenaji ovlivnéni stejnych nebo hodné podobnych mikroRNA. Naopak, ptes
celkové podobny a mnohdy ne uplné specifikovatelny pozitivni ucinek, ziejmé kazda

z testovanych latek dokaze plsobit na velmi odlisné cile a signalni drahy.

Zavérem konstatujeme, Zze na zaklad€ zjisténych dat je pravdépodobné, Ze zvolena
xenobiotika mohou mit dlouhodoby vliv na modulaci exprese nékterych mikroRNA z diivodu
dostupnosti v dieté. Dale data z literatury naznacuji vliv nékterych modulovanych mikroRNA
na bunétné pochody pulsobici v dllezitych bunécnych déjich jako je miR-301b, ktera

ovliviluje epigeneticky stav buiiky svou modulaci DNA methyltransferasy 1.
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7. Seznam pouzitych zkratek

DMSO - dimethylsulfoxid
PBS — fosfatovy pufr

ICso — koncentrace latky vyvolavajici 50 % uc¢inek

LDso — koncentrace latky vyvolavajici 50 % tmrtnost testovanych subjekta.

LDL — lipoproteiny s nizkou hustotou

HDL — lipoproteiny s vysokou hustotou

DNA — deoxyribonukleova kyselina

RNA — ribonukleova kyselina

ROS — reaktivni formy kysliku

APO E — Apolipoprotein E

miR — mikroRNA

RBP — retinol vazajici protein

CYP — cytochrom P450

NO — oxid dusnaty

DPPH — 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

COX — cyklooxygenasa

ATP — adenosintrifostat

RAR — receptor kyseliny retinové

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

GIT — gastrointestindlni trakt

APL — akutni promyelocytarni leukemie

NAD(P)H — Nikotinamidadenindinukleotidfosfat (redukovana forma)
NADH - Nikotinamid adenin dinukleotid (redukovana forma)
ATRA — kyselina all-trans retinova

DSS — dextran sulfat sodny

ABTS - 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
ONOQO" — Peroxynitritovy anion

DTT — dithiothreitol
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