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1. Úvod

MikroRNA jsou mal� regulačn� molekuly RNA o velikosti 18 až 22 nukleotidů. Hraj� 

důležitou roli v regulaci transkripce a zasahuj� tak do genov� exprese mnoha proteinů. 

Nezř�dka se v�raznějš� změny mikroRNA projevuj� u různ�ch chorob, obzvl�ště u 

n�dorov�ch onemocněn� byly zaznamen�ny markantn� rozd�ly v expresi mikroRNA.  Takov� 

molekuly pak mohou vystupovat jako onkogeny, což je charakterizov�no zv�šen�m exprese,

nebo naopak n�dorov� supresory, což je charakterizov�no sn�žen�m exprese. Pokud se 

prok�že souvislost dan� změny specificky s určitou chorobou, vede tento objev k navržen� 

dan� molekuly jako diagnostick�ho markeru pro diagnostick� �čely s možnost� sledov�n� 

�spěšnosti l�čby. Velkou v�hodou je zapojen� mikroRNA již v poč�tc�ch choroby, což 

znamen� detekci v časn�ch f�z�ch nemoci a lepš� progn�zu pro pacienta. Pokud se při dalš�m 

v�zkumu uk�že jej� zapojen� do regulace důležit�ho proteinu pro danou chorobu, může b�t 

testov�na jako možn� terapeutick� c�l nebo označena jako vhodn� c�l pro prevenci.

C�lem naš� pr�ce bylo zjistit, zda vybran� př�rodn� l�tky, kter� jsou zn�my sv�mi 

cytoprotektivn�mi �činky pleiotropn�ho charakteru, ovlivňuj� expresi mikroRNA. Pokud by 

někter� z l�tek vykazovala schopnost modulovat expresi někter�ch mikroRNA se zn�m�mi 

c�lov�mi geny, pak může m�t dan� l�tka v�hodn�, např. tumor supresivn�, vlastnosti pro 

organizmus. Pro naše testov�n� jsme vybrali z�stupce z př�rodn�ch l�tek, jmenovitě fenolick� 

kyseliny (kyselina gallov�, k�vov� a vanillov�), flavonoidy (silybin, dehydrosilybin, kvercetin 

a taxifolin) a metabolit vitaminu A, (kyselinu all trans retinovou). Většina l�tek je velmi 

bohatě zastoupena v j�deln�čku populace. Tyto l�tky jsou velice dobře zn�m� pro sv� 

antioxidačn�, protiz�nětliv�, antibakteri�ln� a protin�dorov� vlastnosti. Ot�zkou je, zda k 

těmto vlastnostem nepřisp�v� i modulace exprese mikroRNA a n�sledn� regulace transkripce 

kl�čov�ch proteinů. Kromě vlastn� experiment�ln� pr�ce bylo c�lem vytvořit rešerši o 

testovan�ch z�stupc�ch a dalš�ch př�rodn�ch l�tk�ch ovlivňuj�c�ch mikroRNA
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2. Teoretick� č�st

2.1. Př�rodn� l�tky s možnost� ovlivněn� exprese miRNA

Po objevu miRNA vyvstalo mnoho zaj�mav�ch ot�zek, mimo jin� možnosti modulace 

exprese mikroRNA xenobiotiky a eubiotiky. Kromě různ�ch l�čiv a syntetick�ch l�tek1 byly

mnohdy zkoum�ny i vlivy př�rodn�ch l�tek, kter� do organizmu přij�m�me v nemal�m 

množstv� v dietě a mohou se pod�let na modulaci exprese miRNA a n�sledně upravovat 

genovou expresi různ�ch v�znamn�ch či m�ně v�znamn�ch proteinů. Jednou ze skupin 

bohatě zastoupen�ch ve stravě jsou polyfenoly2. Kromě t�to skupiny sloučenin byla 

pozorov�na změna v expresi i u někter�ch vitaminů a jejich deriv�tů, kurkuminu, saponinů, 

antrachinonů, tak� u polynenasycen�ch mastn�ch kyselin1 a mnoha dalš�ch l�tek.

2.1.1. Polyfenoly
Jedn� se o rozš�řenou skupinu l�tek (několik set sloučenin) obsaženou hojně v ovoci, 

zelenině, celozrnn�m pečivu a n�poj�ch jako jsou čaj, k�va nebo v�no. Skupina polyfenolů se 

d�le děl� podle chemick� struktury na fenolick� kyseliny, flavonoidy, stilbeny a lignany3. 

Obecně jde o l�tky s antioxidačn� aktivitou, nicm�ně se ukazuje, že mnoh� z nich ovlivňuj� 

buněčn� sign�ln� kask�dy, kter� reguluj� transkripčn� faktory a t�m i genovou expresi.  Což 

vede k �vah�m, za jak� procento �činku jsou odpovědn� antioxidačn� vlastnosti a ovlivněn� 

sign�ln�ch drah. Někteř� autoři navrhuj� ovlivněn� sign�ln�ch drah jako v�znamnějš� 

př�spěvek2. V rostlin�ch jsou tyto l�tky produkov�ny jako sekund�rn� metabolity s ochrannou 

funkc� proti UV z�řen� a jsou zapojeny do procesu v�roby energie4.

2.1.1.1 Fenolick� kyseliny

Kyselina k�vov�

Kyselina k�vov� se nejčastěji z�sk�v� z rostlinn�ch materi�lů: jablka, hrušky, jahody, 

artyčoky, k�va a lilek5, 6, kde se často vyskytuje v konjugovan� formě jako chlorogenov� 

kyselina, což je ester kyseliny k�vov� s kyselinou chinovou6, 7. K izolaci se použ�vaj� 

rostlinn� zdroje, jako jsou nepražen� nebo pražen� k�va a můžeme ji nal�zt i v arganov�m

oleji a Perile křovit�8. Studium kyseliny k�vov� a chlorogenov� je zaj�mav� nejenom d�ky 

jejich užitečn�m vlastnostem pro organizmus, ale i požitou denn� d�vkou, kter� u lid� 

pop�jej�c�ch k�vu může dos�hnout hodnot 1 g/den5, 9.



10

Obr. 1: Struktura kyseliny k�vov� Obr. 2: Struktura kyseliny chlorogenov�

Z�kladn� vlastnosti

Jedn� se o nažloutlou pevnou l�tku, dobře rozpustnou v DMSO (40 mg/ml) a hůře v 

ethanolu (7 mg/ml) nebo PBS (0,65 mg/ml)10. Z chlorogenov� kyseliny se kyselina k�vov� 

z�sk� kyselou hydrol�zou11. 

Absorpce a metabolismus

Kysel� hydrol�za je typick� děj prob�haj�c� v žaludku, kde je optim�ln� pH asi 1,5 – 2,

a č�stečně se může vyskytovat i v tenk�m střevě, kde je optim�ln� pH duodena kolem 69, 12, 13. 

Doch�z� tedy k rozkladu za vzniku voln� kyseliny k�vov�. Kromě kysel�ho pH působ� na 

rozpad kyseliny chlorogenov� a tvorbu různ�ch metabolitů i střevn� mikrofl�ra9 a laktasa, 

kter� je lokalizovan� na vnějš� membr�ně enterocytů kart�čov�ho lemu tenk�ho střeva. Ta se 

v�znamně pod�l� na enzymatick� deglykosilaci14. Tato hypot�za by mohla obstojně vysvětlit i 

podobnost detekovan�ch vlastnost� kyseliny k�vov� a chlorogenov� v organizmu. Kyselina 

k�vov� může b�t vstřeb�v�na pomoc� pasivn� difuze. Naopak d�le v tenk�m střevě se pH 

zvyšuje na hodnotu přibližně 7 a pasivn� transport je dosti nepravděpodobn�, protože doch�z� 

k deprotonizaci a cel� molekula nese z�porn� n�boj. To vedlo vědce k n�zoru, že d�le v 

tenk�m střevu doch�z� k aktivn�mu transportu z�visl�mu na Na+. Na druhou stranu byla v 

moči pozorov�na i kyselina chlorogenov�, což naznačuje jej� absorpci jako intaktn� 

molekuly5, 14 a lze tedy �spěšně předpokl�dat, že nen� zhydrolyzov�na na 100 %. To bylo 

ověřeno ve studii na pacientech trp�c�ch ileostomi�, ze kter�ch vznikl čl�nek, kde Margreet R. 

Olthof a kolegov� tvrd�, že hydrol�za chlorogenov� kyseliny nen� tak v�razn�, jak se dř�ve 

předpokl�dalo5. Resorpce kyseliny k�vov� a kyseliny chlorogenov� je u pacientů s ileostomi� 

asi 95 % a 33 %5.
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Metabolizace kyseliny k�vov� byla zkoum�na např�klad na krys�ch hepatocytech, kde bylo 

pozorov�no zapojen� enzymů prvn� f�ze biotransformace na O-demethylaci, hydrogenaci a 

dehydrogenaci15.

Při metabolizaci u krys bylo pozorov�no zapojen� enzymů druh� f�ze biotransformace,

což vede k tvorbě různ�ch glukuronidů, sulf�tů a methylovan�ch deriv�tů (methoxy). 

Nakonec doch�z� k rychl� exkreci moč� a v menš� m�ře stolic�. 68 % absorbovan� kyseliny se 

vylouč� moč�, kter� obsahuje i nepatrn� množstv� nezmetabolizovan� kyseliny k�vov� a d�le 

tyto metabolity 4′-O-glukuronid kyseliny k�vov� (38%), 3′-O-glukuronid kyseliny k�vov� 

(2.1%), 4′-O-glukuronid kyseliny ferulov� (3.2%), 4′-O-sulf�t kyseliny k�vov� (16%), 3′-O-

sulf�t kyseliny k�vov� (11%), 4′-O-sulf�t kyseliny ferulov� (28%), a 3′-O-sulf�t kyseliny 

isoferulov�6.

Biologick� aktivita

V�znamnou a dosti studovanou vlastnost� je antioxidačn� aktivita kyseliny k�vov�. 

Bylo prok�z�no, že kyselina k�vov� chr�n� Apolipoprotein B100 před oxidačn�mi 

modifikacemi, před oxidac� cholesterolu (IC50 = 1,5 μM) a zvyšuje rezistenci LDL č�stic vůči 

peroxidaci (IC50 = 0,33 μM)16. Se sn�žen�m počtem modifikovan�ch LDL č�stic se snižuje i 

pravděpodobnost aktivace makrof�gů, tvorba pěnov�ch buněk a postupně vznikaj�c� 

aterosklerotick� pl�ty (ateroskler�zy)5, 17.

S antioxidačn�mi vlastnostmi souvis� i hepatoprotektivn� funkce, tedy ochrana struktur 

hepatocytů před poškozen�m, a sv�m způsobem i protin�dorov� aktivita18. Např�klad ochrana 

buněk žaludečn� sliznice před chloraminem19 a jin�mi mutagenn�mi a karcinogenn�mi N-

nitrososloučeninami (N-nitrosaminy)20 způsobuj�c�mi zlomy v DNA19 a různ� modifikace 

baz�, z nich pak nejčastěji tvorba 8-hydroxydeoxy guanosinu18. Chloramin je tvořen v žaludku 

za přispěn� bakterie Helicobacter pylori, kter� tvoř� amoniak a ten reaguje s tr�v�c�mi 

šť�vami19.

Pod�v�n� kyseliny k�vov� při ischemii a n�sledn� reperfuzi vede k vychyt�v�n� 

reaktivn�ch kysl�kov�ch forem (ROS)13 a může tak přispět ke zlepšen� klinick�ho stavu 

pacienta. Zdrojem voln�ch radik�lů je pravděpodobně hypoxantin-xantin oxid�za13. Př�zniv� 

efekt m� tak� na hladinu redukovan�ho intracelul�rn�ho glutathionu8.

Kromě toho byly u kyseliny k�vov� pozorov�ny antivirotick� vlastnosti proti množen� 

viru herpes symplex typ 1 in vitro, ale jen pokud se podala v časn�m st�diu po infekci, tj.

dř�ve než dojde ke kompletn� replikaci genomu viru. Protivirov� �činek je pravděpodobně 

způsoben specifickou vazbou kyseliny k�vov� s virem nebo s molekulami zapojen�mi do 
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virov� replikace7.

Vliv na mikroRNA

U kyseliny k�vov� byla pozorov�na schopnost modifikovat expresi mikroRNA u apoE 

deficientn�ch myš�. Při pokusu došlo ke zv�šen� exprese jeden�cti mikroRNA (např. miR-

291b-5p nebo miR-296-5p) a ke sn�žen� exprese osmn�cti mikroRNA (např. 30c-1, miR-374 a 

miR-467b)2.

Kyselina gallov�

Hlavn�mi zdroji kyseliny gallov� jsou čajov� l�stky, dubov� kůra, duběnky a ořechy21, 

22. Po izolaci z�sk�me b�lou až b�žovou krystalickou l�tku21, 23. Běžně se vyskytuje jako voln� 

kyselina nebo v�zan� ve formě esterů jako tř�sloviny, ze kter�ch se z�sk�v� chemickou nebo 

enzymatickou hydrol�zou22. Z�stupcem kyseliny gallov� ve v�zan� formě je např�klad 

epikatechin gall�t.

Obr. 3: Struktura kyseliny gallov�

Z�kladn� vlastnosti

Kyselina gallov� je relativně dobře rozpustn� v ethanolu (50 mg/ml)23 a o něco hůře ve 

vodě (11,9 mg/ml)24. 

Absorpce a metabolismus

Nutričn� v�znam a distribuce kyseliny gallov� v potravě člověka je omezen�. To je 

pravděpodobně jeden z důvodů menš�ho z�jmu o studium a s n�m souvisej�c� menš� množstv� 

informac� o absorpci a metabolismu kyseliny gallov�25, 26. Z dostupn�ch informac� je patrn�, 

že absorpce kyseliny gallov� při or�ln�m pod�n� je velmi rychl�25, 27.
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Jako hlavn� metabolit kyseliny gallov� u člověka, ale i u krysy nebo kr�l�ka, byla 

označena 4-O-methylgallov� kyselina. U l�tek tohoto typu obvykle doch�z� ke konjugac�m s 

kyselinou glukuronovou, s�rovou nebo methylaci26. Po metabolizaci doch�z� jako obvykle k 

exkreci moč�, kde byly sledov�ny kromě mal�ho množstv� kyseliny gallov� hlavně jej� 

metabolity, např�klad 4-O-methylgallov� kyselina27, a tak� žluč�26.

Biologick� aktivita

Jelikož se kyselina gallov� řad� mezi polyfenoly, oček�vala se u n� podobn� 

antioxidačn� aktivita jako u dalš�ch členů t�to skupiny l�tek. Při n�sledn�m testov�n� se tato 

vlastnost potvrdila. Kyselina gallov� vykazovala antioxidačn� vlastnosti a je schopna 

eliminovat peroxylov� radik�ly nebo DPPH radik�ly (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl)28. D�le 

byla antioxidačn� aktivita sledov�na u rychle st�rnouc�ch myš�, u kter�ch doch�z� během 

st�rnut� ke zv�šen� (6 měs�ců) a n�sledně sn�žen� (9 měs�c) aktivity katalasy v j�trech. Devět 

měs�ců stař� jedinci vykazovali po třiceti denn� l�čbě kyselinou gallovou (80 mg/kg) zv�šenou 

hladinu katalasy v j�trech a pokles rozsahu peroxidace oproti kontrole29.

Na druhou stranu byly u kyseliny gallov� zjištěny i prooxidačn� �činky, Předevš�m při 

interakci s přechodn�mi kovy. D�le se podobn� �činky objevily i při in vitro testov�n� při 

absenci H2O2 u HMEC-1 buněk. Naopak při př�tomnosti H2O2 vystupuje kyselina gallov� 

jako antioxidant30.

Kromě jin�ho se kyselina gallov� vyznačuje protiz�nětliv�mi vlastnostmi, kter� jsou 

založeny na kompetitivn� inhibici enzymu cyklooxygenasa. Cyklooxygenasa m� tři isoformy 

(COX-1, COX-2 a COX-3)31, z nichž nejdůležitějš� pro testov�n� inhibitorů jsou isoforma 1 

(konstitutivn�) a 2 (inducibiln�), ke kter� m� kyselina gallov� vyšš� afinitu. COX-2 je 

zodpovědn� za tvorbu prostaglandinů z kyseliny arachidonov�21. Prostaglandiny pak ovlivňuj� 

tvorbu tr�v�c�ch šť�v, iniciuj� zv�šen� tělesn� teploty, způsobuj� lok�ln� vasodilataci a zvyšuj� 

stahy svalů dělohy. Nicm�ně ne vždy maj� na organizmus pozitivn� vliv. Např�klad 

prostaglandin E2 a jeho imunosupresivn� role při chronick�m z�nětu nebo u někter�ch typů 

n�dorů (tlust�ho střeva, prsu, j�cnu, žaludku)21, 32. V někter�ch př�padech byla u těchto 

onemocněn� pozorov�na zv�šen� exprese COX-2.

Během revmatoidn� artritidy doch�z� k infiltraci z�nětliv�ch buněk a vzniku z�nětu, 

kter� vede k destrukci chrupavky a zv�šen� proliferaci fibroblast-like synoviocytů. Ned�vno 

byla detekov�na indukce apoptosy u fibroblast-like synoviocytů kyselinou gallovou. Po 48 

hodin�ch došlo při koncentrac�ch 0,1 a 1 �M k v�razn�mu nav�šen� aktivity kaspasy-3 oproti 

kontrole (1,96kr�t a 2,36kr�t). Apoptosa synoviocytů bude pravděpodobně vyvol�na přes 
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zv�šen� exprese proapoptotick�ho proteinu BAX a proteinu p53 a redukci exprese proteinu 

BCL-222. Podobn� v�sledky lze sledovat i u někter�ch n�dorov�ch buněk, např�klad buněk 

pankreatu nebo u HL-60RG29, 33.

Kyselina gallov� vykazuje určitou protin�dorovou aktivitu souvisej�c� s jej� schopnost� 

inhibovat ribonukleotid reduktasu, kter� m� u n�dorov� buňky obecně zv�šenou expresi. 

Inhibice vyvolan� kyselinou gallovou vede ke sn�žen� intracelul�rn� koncentrace nukleotid 

trifosf�tů. Vznik� nedostatek dNTP, kter� vy�st� v zastaven� synt�zy DNA, obzvl�ště u 

n�dorov�ch buněk. U zasažen�ch buněk pak doch�z� k narušen� buněčn�ho cyklu a k 

navozen� apopt�zy21, 34. Při testov�n� na buňk�ch HL-60 byl objeven velmi slibn� synergick� 

efekt kyseliny gallov� a trimidoxu34.

Mimo jin� byla u kyseliny gallov� pozorov�na i vlastnost působ�c� proti obesitě a 

snižov�n� množstv� přij�man� potravy krysami35. 

Vliv na mikroRNA

Během sestavov�n� rešerše jsme nenarazili na čl�nek zaměřuj�c� se na modulaci mikroRNA 

kyselinou gallovou.

Kyselina vanillov�

S kyselinou vanillovou se můžeme často setkat v rostlinn�ch materi�lech. Obzvl�ště 

v jitrocelu, semenech pap�ji a v extraktu z Angelica decursiva36, 37, 38.

Obr. 4: Struktura kyseliny vanillov�

Z�kladn� vlastnosti

Jedn� se o nažloutlou pevnou l�tku m�rně rozpustnou ve vodě (1,5 mg/ml)39.
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Absorpce a metabolismus

Kyselinu vanillovou obvykle z�sk�v�me z rostlinn�ch zdrojů. Velmi často se vyskytuje 

ve formě esterů, glykosidů nebo v�zan� ve formě komplexů. Ve voln�m stavu se nach�z� jen 

zř�dka, avšak vykazuje vyšš� biodostupnost. Pokud se kyselina vanillov� dostane do tr�v�c�ho 

�stroj� ve v�zan� formě, doch�z� pravděpodobně k jej� č�stečn� hydrol�ze za pomoci střevn� 

mikrofl�ry, obdobně jako u jin�ch z�stupců t�to skupiny. Tato biotransformace ve střevech 

hraje esenci�ln� roli v biodostupnosti kyseliny vanillov�40, 41.

Při metabolizaci kyseliny vanillov� lze oček�vat podobně jako u jin�ch sloučenin t�to 

skupiny, zapojen� enzymů druh� f�ze biotransformace, což vede k tvorbě různ�ch 

glukuronidů, sulf�tů a methylovan�ch deriv�tů (methoxy)41.

Biologick� aktivita

Kyselina vanillov� vykazuje podobně jako jin� l�tky s t�to skupiny antiradik�lov� a 

protiz�nětliv� vlastnosti. Antiradik�lov� aktivita byla pozorov�na při in vitro testech ABTS 

(IC50= 1,39 �g/mL), NO (IC50= 23,38 �g/mL) a ONOO- (IC50= 1,29 �g/mL) skavengerov� 

aktivity a velice omezeně u DPPH testu (IC50= 725,79 �g/mL)38.

D�le byl pozorov�n jej� př�zniv� �činek na ulcer�zn� kolitidu. Pravděpodobně působ� 

přes signifikantn� inhibici cyklooxygen�zy-2. Kromě COX-2 byla při pokusech na myš�ch 

detekov�na redukce hodnot IL-6 zv�šen�ch pomoc� expozice DSS. DSS je cel�m n�zvem 

dextran sulf�t sodn� a použ�v� se u myš� pro vyvol�n� ulcer�zn� kolitidy42.

Vliv na mikroRNA

Během sestavov�n� rešerše jsme nenarazili na čl�nek zaměřuj�c� se na modulaci 

mikroRNA kyselinou vanillovou.

2.1.1.2. flavonoidy

Kvercetin

Kvercetin je v potravě široce zastoupen�m flavonoidem, kter� se řad� do podskupiny 

flavonolů a je jej�m hlavn�m z�stupcem43, 44. Nach�z� se v obrovsk�m množstv� rostlin, n�pojů 

a pochutin obvykle v glykosidovan� formě např. gluk�zou, jako hyperosid nebo 

isokvercetin45. Můžeme ho nal�zt např�klad v ml�ce, čokol�dě, kaparech, kopru, oreganu, 
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brambor�ch, jablk�ch a mnoha dalš�ch46, 47. 

Obr. 5: Struktura kvercetinu

Z�kladn� vlastnosti

Jedn� se o citronově žlutou krystalickou l�tku s velmi dobrou rozpustnost� v etheru a 

methanolu, horš� v ethanolu a je prakticky nerozpustn� ve vodě (60 mg/l)47.

Absorpce a metabolismus

Z odkazů na starš� literaturu se d� vyč�st špatn� or�ln� biodostupnost kvercetinu při 

jednor�zov�ch d�vk�ch (asi 2 %)44, 45. Biodostupnost hraje důležitou roli u jak�koli 

biologicky aktivn� l�tky, jež m� vykazovat in vivo �činky v organizmu. Proto se vědci 

n�sledně pokoušeli zv�šit gastrointestin�ln� biodostupnost pomoc� pevn�ch lipidov�ch 

nanoč�stic, což je alternativn� syst�m vůči tradičn�m koloidn�m syst�mům, jako jsou emulze 

nebo liposomy. Jedn� se o nanoč�stice př�rodn�ch nebo syntetick�ch tuh�ch lipidů s 

průměrem 10 – 1000 nm, do kter�ch je kvercetin zabalen. Modifikovan� t�mto způsobem 

vykazoval u krys v�ce než 5kr�t lepš� relativn� biodostupnost44. Nicm�ně dnešn� studie 

ukazuj�, že biodostupnost kvercetinu nen� zase až tak špatn�. Při dlouhodob�m pod�v�n� i 

nižš�ch d�vek byl pozorov�n v�raznějš� n�růst hodnot v plazmě zdrav�ch dobrovoln�ků. Zde 

byla naměřena velk� variabilita v hodnot�ch jak před, tak i na konci pokusu (pravděpodobně 

způsobena polymorfizmem enzymů nebo transport�rů)48. D�le se tak� uvažuje, že kvercetin 

může d�ky sv� lipofilitě proch�zet přes membr�nu enterocytů prostou difuz�45. 

Jelikož se kvercetin vyskytuje sp�še ve formě glykosidů, doch�z� v tr�vic�m �stroj� k 

postupn� hydrol�ze pomoc� tr�v�c�ch enzymů a enzymů střevn� mikrofl�ry na kvercetin45. Po 

absorpci se dost�v� do krve, kde se z větš� č�sti v�že na albumin.

Po absorpci kvercetinu doch�z� ke konjugaci s kyselinou glukuronovou, s�rovou a 

doch�z� tak� k metylaci. Takto modifikovan� kvercetin je pak vyloučen z organizmu moč�, 

žluč� do stolice nebo d�le metabolizov�n a u jist�ho množstv� může doch�zet k dalš� 

metabolizaci a tvorbě CO2, kter� je vyd�ch�n přes pl�ce45. D�le může doch�zet ke tvorbě 

glukuronidů a sulf�tů již v střevn�ch epiteli�ln�ch buňk�ch během absorpce a může se 
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doch�zet i k enterohepat�ln� cirkulaci kvercetinu způsoben� štěpen�m glukuronidu zpět na 

aglykon. Větš� množstv� může b�t tak� podrobeno mikrobi�ln�mu rozkladu ve střevě na 

fenolick� kyseliny a CO2, kter� je odstraněn přes pl�ce4.

Biologick� aktivita

Kvercetin se vyznačuje sv�mi dobr�mi antioxidačn�mi, protiz�nětliv�mi, 

antibakteri�ln�mi a antivir�ln�mi vlastnostmi49. D�le schopnost� snižovat rizikov� faktory 

kardiovaskul�rn�ch chorob, např. krevn� tlak, klidov� srdečn� puls50, in vitro a na zv�řec�ch 

modelech. Ale u mnoha studi� na lidech se vlastnosti jako sn�žen� krevn�ho tlaku, srdečn�ho 

rytmu nebo �prava hodnot HDL či LDL nepotvrdily49, což může b�t způsobeno testov�n�m na 

zdrav�ch a dobře živen�ch dobrovoln�c�ch45.

Antioxidačn� vlastnosti a schopnost vychyt�vat voln� radik�ly jsou z velk� č�sti 

připisovan� struktuře kvercetinu. Někteř� autoři pr�vě těmto vlastnostem připisuj� i souvislost 

s anti-karcinogenn�mi a anti-mutagenn�mi vlastnostmi4. Nicm�ně ve chv�li, kdy se kvercetin 

zapoj� jako antioxidant, může b�t přeměněn na reaktivn� produkty a naopak působit 

prooxidačně. Při in vitro pokusech se uk�zalo, že kvercetin může podl�hat enzymatick� 

oxidativn� degradaci a tvořit ortho-semichinon, tedy voln� radik�l. N�slednou reakc� se za 

tvorby reaktivn�ch forem kysl�ku, jako je superoxidov� radik�l, přeměňuje na ortho-chinon a 

tři chinon methidov� intermedi�ty. Tyto intermedi�ty se pak vůči DNA chovaj� jako alkylačn� 

činidla. V takov�m př�padě však může působit naopak jako mutagen a napadat DNA 

v buňce51. Poškozen� DNA jader izolovan�ch z krys�ch jater vyvolan� kvercetinem je z�visl� 

na d�vce4. Jin� čl�nek navrhuje souvislost dvoj� role kvercetinu, jak prooxidačn�, tak 

antioxidačn�, v z�vislosti na prostřed�52.

Akutn� toxicita kvercetinu je velice n�zk�. A to jak při or�ln�m, tak intraven�zn�m 

pod�n�. U kr�l�ků nebyly zaznamen�ny ž�dn� symptomy i při intraven�zn� d�vce 150 mg/kg 

tělesn� v�hy4.

Dalš� využit�

Kvercetin nebo jeho stabilnějš� modifikaci, což je kvercetin asociovan� 

s cyklodextrinem, je mimo jin� možn� použ�t jako barvivo a antioxidant do potravin53.

Vliv na mikroRNA

U kvercetinu byla zjištěna schopnost modulovat expresi mikroRNA. U myš� byla 
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pozorov�na zv�šen� exprese miR-122 a miR-125b v j�trech jako reakce na zv�šen� př�jem 

kvercetinu v potravě43. Obecně byla pozorov�na sn�žen� exprese miR-122 u HCC pacientů 

asociovan�ch s chronickou hepatitidou B (respektive u pacientů jen s HCC a jen s chronickou 

hepatitidou B. Jedn� se o specifickou jatern� mikroRNA a jej� ztr�ta přisp�v� k malign�mu 

fenotypu buněk HCC. Nicm�ně u pacientů lze pozorovat i vzrůst hodnot t�to mikroRNA, ale 

zv�šen� pravděpodobně reflektuje jatern� poškozen� způsoben� z�nětem. Pokud by byla miR-

122 použita jako marker HCC, je důležit� s touto možnost� poč�tat54. 

Validovan� c�le pro miR-122 jsou např�klad ADAM10 (Protein obsahuj�c� desintegr�zovou a 

metaloprotein�zovou dom�nu), serum response factor (SRF) a insulin-like growth factor 1 

receptor (Igf1R), kter� podporuj� tumorogenezi55. 

Jako př�m� c�l miR-125b v buňk�ch A2780 byl sledov�n HER356.

Taxifolin

Taxifolin se v př�rodě běžně nach�z� v modř�nu sibiřsk�m, semenech ostropestřce 

mari�nsk�ho57, 58, 59, palmě A�a� a tak� nepatrn�m množstv� v červen� cibuli59, 60. Pro 

laboratorn� �čely je k dispozici jako světlehněd� pr�šek61. A je t�ž zn�m pod n�zvem 

dihydrokvercetin.

Obr. 6: Struktura taxifolinu

Z�kladn� vlastnosti

Taxifolin je relativně dobře rozpustn� v ethanolu (61 mg/ml), DMSO (61 mg/ml) a 

velmi m�lo rozpustn� ve vodě (m�ně než 1 mg/ml)59, 62. Někter� vědeck� skupiny se 

pokoušely tuto velmi n�zkou rozpustnost ve vodě upravit. Možn�m př�stupem je tvorba 

mikronizovan�ho taxifolinu za pomoci metod jako sprejov� sušen� nebo superkritick� 

krystalizace (the supercritical antisolvent method - SAS). Z�kladem t�to metody je zvětšit 
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specifickou plochu a t�m zrychlit rozpouštěn� problematick� l�tky60. Při SAS metodě se 

taxifolin rozpust� v organick�m rozpouštědle a n�sledně se pod tlakem přid� CO2 v 

superkritick�m stavu. Po prom�ch�n� dojde ke změně podm�nek a dojde k vysr�žen� taxifolinu 

ve formě č�stic s velmi mal�m průměrem �pravou různ�ch parametrů se dosahuje změna 

tvaru a velikosti vznikaj�c�ch č�stic.

Absorpce a metabolismus

Znalosti o absorpci a metabolizaci taxifolinu jsou dosti omezen�. Absorpce taxifolinu 

je doprov�zena jeho rozs�hlou konjugac� a n�sledn�m metabolismem. Mezi identifikovan� 

metabolity taxifolinu patř� 3,4-dihydroxyfenyl-octov�, m-hydroxyfenyloctov� a 3-methoxy-4-

hydroxyfenyloctov� kyselina59.

Biologick� aktivita

Jak by se dalo oček�vat ze struktury, bude m�t velmi podobn� vlastnosti jako 

kvercetin63. Od něj se liš�, jak alternativn� n�zev taxifolinu - dihydrokvercetin napov�d�,

pouhou jednou vazbou59. Taxifolin je velmi dobr� př�rodn� antioxidant, vykazuje jist� 

protiz�nětliv� a protin�dorov� vlastnosti.

Taxifolin vykazuje určit� schopnosti chemoprevence. Podle definice by takov� l�tka 

měla zabraňovat, inhibovat64 nebo zvr�tit karcinogenezi a ochraňovat před v�vojem invazivn� 

formy rakoviny57. Chemoprevenčn� vlastnosti taxifolinu byly testov�ny např�klad na buňk�ch 

kolorekt�ln�ho karcinomu HCT116, kde byl pozorov�n m�rn� n�růst hodnot aktivity 

NAD(P)H chinon oxidoreduktasy při koncentrac�ch 31,3 – 62,5 μM. Tento enzym hraje 

důležitou roli ve druh� f�zi biotransformace někter�ch karcinogenů. 

Kromě modulace exprese genu pro NAD(P)H chinon oxidoreduktasu byla pozorov�na 

i upregulace a sn�žen� exprese někter�ch genů růstov�ch faktorů (PDGFB, FGF18, FGF3a 

EGF) a genů spojen�ch s buněčn�m cyklem (CCNA1 a CDC25A)57.

U taxifolinu byl tak� studov�n efekt na synt�zu cholesterolu a triacylglycerolůu 

HepG2 buněk. Jeden z důvodů byla nejsp�še i homologie se silybinem, u kter�ho byla tato 

vlastnost pozorov�na. Andre Theriault a jeho kolegov� zjistili s pomoc� značen�ho acet�tu, že 

taxifolin inhibuje synt�zu cholesterolu de novo v př�mo �měrně koncentraci. D�le publikovali 

v�razn� vliv na synt�zu a sekreci triacylglycerolů a fosfolipidů58. Tato biologick� aktivita m� 
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zaj�mav� potenci�l, neboť počet pacientů s hyperlipidemi� neust�le narůst�. Ať je dědičn� 

nebo způsoben� nevhodn�m životn�m stylem.

Taxifolin s�m o sobě nevyvol�v� apoptosu u n�dorov�ch buněk. Nicm�ně se u něj 

objevuje synergizmus při použit� v kombinaci s andrografolidem u buněk DU-145, což je

buněčn� linie odvozen� od karcinomu prostaty. Andrografolid u v�še zm�něn�ch buněk 

způsobuje zastaven� buněčn�ho cyklu, apoptosu a diferenciaci. Při použit� v kombinaci s 

taxifolinem dojde k zes�len� indukce apoptosy. Zastaven� buněčn�ho cyklu je způsobeno 

zv�šen�m hladiny proteinu p21 a zv�šen�m množstv� fosforylovan�ho cdc25c63. 

D�le taxifolin vykazuje antioxidačn� vlastnosti. Vychyt�v�n� radik�lů bylo sledov�no 

v mnoha studi�ch s využit�m různ�ch metod a různ�ch př�stupů. Jako jeden př�klad za všechny 

uv�d�me studii, kdy Shuchong Zu a kolegov� pozorovali antioxidačn� aktivitu na zh�šen� 

DPPH. Zjistili, že mikronizovan� taxifolin měl v�razně větš� antioxidačn� aktivitu než 

kyselina askorbov� a nezpracovan� taxifolin60.

Vliv na mikroRNA

Během sestavov�n� rešerše jsme nenarazili na čl�nek zaměřuj�c� se na modulaci mikroRNA 

taxifolinem.

2.1.1.3. Stilbeny

Resveratrol

Resveratrol se běžně nach�z� v hroznov�m v�ně, nejv�ce pak ve slupce a semenech, ale 

i ve v�ně jako n�poji, hlavně červen�m. D�le jej můžeme stanovit v cibuli, čekance, červen�m 

zel�, araš�dech, brusink�ch a borůvk�ch65, 66, 67, 68. Vyizolovan� resveratrol je b�l� pr�šek s 

n�dechem žlut�69.

Resveratrol patř� opět mezi sekund�rn� metabolity rostlin (fitoalexiny). 

Obr. 7: Struktura resveratrolu



21

Z�kladn� vlastnosti

Resveratrol je dobře rozpustn� v ethanolu (50 mg/ml), ale již m�ně v DMSO (16 

mg/ml) a prakticky nerozpustn� ve vodě (3 mg/100ml)69. Jeho funkce ještě nen� zcela zn�m�, 

nicm�ně působ� jako ochrann� l�tka rostliny proti UV z�řen�70, bakteri�m68 a pl�sn�m65. 

Resveratrol se vyskytuje ve dvou možn�ch geometrick�ch izomerech v cis a trans, kter� v 

př�rodn�m materi�lu převažuje ze sterick�ch důvodů. 

Ned�lnou souč�st� testov�n� biologicky aktivn� l�tky je i toxicita, kter� hraje v�raznou 

roli v určen� d�vky. Nejinak tomu bylo u resveratrolu. Ten při testov�n� na krys�ch 

nevykazoval zn�mky toxicity do d�vky 300 mg/kg živ� v�hy pod�van� 1x denně sondou po 

dobu čtyř t�dnů, naopak u d�vky 3000 mg/kg se již projevovalo v�znamn� poškozen� ledvin 

ve formě nefropatie a papil�rn� nekr�zy, d�le se projevila ztr�ta tělesn� hmotnosti a zv�šen� 

hodnoty alkalick� fosfatasy. Nicm�ně po pod�n� jednor�zov� d�vky 2000 mg/kg 

nevykazovaly krysy ž�dn� v�razn� změny71.

Absorpce a metabolismus

U resveratrolu sice můžeme pozorovat relativně vysokou absorpci72, nicm�ně jeho 

biodostupnost je u člověka velmi mal�. Hovoř� se o hodnot�ch menš�ch než 1 %, kter� jsou 

pravděpodobně způsobeny rozs�hl�m metabolismem resveratrolu ve střevě a j�trech. Zejm�na 

zm�něn� biodostupnost hraje důležitou roli v pozorovan�ch rozd�lech ve vlastnostech l�tky při 

in vivo a in vitro pokusech73, 74. Jako je tomu u jin�ch l�tek s v�hodn�mi vlastnostmi, i zde se 

někter� vědeck� t�my pokoušely zv�šit parametr biodostupnosti. Postupně bylo vyvinuto 

několik strategi� od pod�v�n� společně s inhibitory metabolismu resveratrolu, hled�n� jeho 

analogů s lepš�mi vlastnostmi, až po př�rodn� resveratrol rozpuštěn� v komplexn�m lipidov�m 

roztoku74.

Během metabolizace doch�z� ke tvorbě tř� různ�ch glukuronidů a dvou sulf�tů 

resveratrolu a dihydroresveratrolu, z nichž majoritn� je resveratrol monosulf�t. Ty se n�sledně 

vylučuj� přev�žně moč�72, 74 a minoritně žluč�. D�le je pozorov�na tvorba dihydroderiv�tu, 

nejsp�še za pomoci bakteri� tr�v�c�ho traktu72.

Biologick� aktivita

Pro resveratrol a v�zkum kolem něj byl velice důležit� Francouzsk� paradox, d�ky 

kter�mu se resveratrol na určitou dobu stal nejstudovanějš� př�rodn� l�tkou. Francouzsk� 

paradox je situace pozorovan� na francouzsk� populaci, kter� konzumuje stravu obecně 

bohatou na tuky, nicm�ně �mrtnost na kardiovaskul�rn� onemocněn� spojen� s pož�v�n�m 
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velk�ho množstv� lipidů je mnohem nižš� než u jin�ch n�rodů. �mrtnost na ischemickou 

chorobu srdečn� v Toulouse je 78/100 000 obyvatel, ale v Belfastu 34866. To vedlo ke 

zkoum�n� tohoto fenom�nu a sledov�n� rozd�lů v chov�n� a stravov�n�. Ve v�sledku bylo 

navrženo, že zmiňovan� �činky jsou př�činou kombinace konzumace velk�ho množstv� 

zeleniny a v�na75. 

S v�še zmiňovan�mi informacemi souvis� i ateroskler�za. Jedn� se o specifick� děj, na 

jehož poč�tku doch�z� k oxidaci LDL. Takto pozměněn� LDL č�stice pak nemohou reagovat s 

LDL receptory a naopak reaguj� se scavengerov�mi receptory, kter� se nach�z� na 

makrof�z�ch a aktivuj� je. Aktivovan� makrof�g pohlcuje modifikovan� LDL č�stice a 

postupně se přeměňuje na pěnov� buňky. Současně oxidovan� LDL stimuluj� endoteli�ln� 

buňky, kter� začnou produkovat MCP-1. Ty funguj� jako chemoatraktanty a přitahuj� 

monocyty do arteri�ln� stěny. Resveratrol zde vystupuje jako antioxidant a inhibuje produkci 

intracelul�rn�ch a extracelul�rn�ch ROS. V�sledkem je zv�šen� aktivita enzymů, jako jsou 

superoxid dismutasa nebo glutathion reduktasa, kter� jsou kritickou souč�st� antioxidačn� 

ochrany organizmu76.

Resveratrol působ� na regulaci apoptosy a proliferace buněk přes redistribuci CD95 a 

jin�ch faktorů smrti na lipidov�ch raftech a jejich senzibilizaci vůči jejich ligandům. D�le 

zvyšuj� expresi proapoptotick�ch genů a současně snižuj� expresi genů antiapoptotick�ch68.

Je tak� v�znamn�m hr�čem s protiz�nětliv�mi vlastnostmi. Snižov�n� z�nětliv� reakce 

zahrnuje inhibici enzymů cyklooxygenasy (COX, IC50 < 1 μM)76 COX-1 a COX-2, kter� 

syntetizuj� proz�nětliv� medi�tory.  Dalš� inhibičn� �činek směřuje na transkripčn� faktory 

jako je NF-κB a AP-1, kter� ovlivňuj� expresi genů důležit�ch pro imunitn� a z�nětlivou 

odpověď68, 71.

Ribonukleotid reduktasa a DNA polymerasa jsou dva kl�čov� enzymy pro synt�zu 

DNA. Při pohledu na n�dorovou buňku, kter� se vyznačuje oproti norm�ln� rychl�m 

buněčn�m cyklem, pak inhibice tvorby deoxyribonukleotidů a blokace DNA polymeras α a δ 

(IC50 3,3 a 5 μM) resveratrolem77 působ� protin�dorově. V�sledkem blokace bude sn�žen� 

proliferace n�dorov�ch buňek.

Vliv na mikroRNA

Během testov�n� v preklinick�ch studi�ch byl u resveratrolu objeven potenci�l pro 

modulaci hladiny mikroRNA. Tyto změny se t�kaly zv�šen� exprese tumor-supresivn� a 

potiz�nětliv� miR-663 a sn�žen� exprese proz�nětliv�ch miR-21 a miR-15568.

Pokud se pod�v�me na srdce a kardiovaskul�rn� onemocněn� je velk�m probl�mem 
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ischemie a n�sledn� reperfuze. Ischemie je nedostatečně prokrven� tk�ně způsoben� okluz� 

př�vodn� tepny. Zasažen� tk�ň reaguje na nedostatek kysl�ku, živin a postupně přech�z� na 

anaerobn� metabolizmus. Ischemie je nebezpečn�, ale možn� i větš� riziko se skr�v� v 

n�sledn� reperfuzi, tedy uvolněn�/odstraněn� přek�žky a obnoven� průtoku. Při opětovn�m 

okysličen� tk�ně doch�z� ke tvorbě a uvolňov�n� velk�ho množstv� radik�lů, kter� n�sledně 

poškozuj� sledovanou tk�ň. Během reperfuze byla pozorov�na i modulace v�ce než 50 

mikroRNA, z nichž někter� mohou hr�t kl�čovou roli v redukci zmiňovan�ho poškozen�. 

Během studia resveratrolu na zmiňovan� děj byl pozorov�n vliv na expresi miR-21, miR-20b, 

miR-27a a miR-966.

2.1.1.4. Lignany

Silybin

Jedn� se o l�tku př�rodn�ho původu a o hlavn� aktivn� složku silymarinu, což je 

standardizovan� směs obsahuj�c� přibližně 70 až 80 % silymarinov�ch flavonolignanů a 20 až 

30 % směsi je nedefinov�no78. Z�sk�v� se extrakc� ze semen Ostropestřce mari�nsk�ho 

(Silybum marianum). Ostropestřec mari�nsk�, jedno až dvoulet� rostlina řad�c� se do čeledi 

hvězdicovit�ch, dorůst� velikosti asi 30 až 200 cm a pro l�čebn� �čely se použ�v� již v�ce než 

2000 let79.

Obr. 8: Struktura silybinu

Z�kladn� vlastnosti

Po izolaci a separaci z�sk�me silybin ve formě b�l�ho až nažloutl�ho pr�šku, jež je 

směs� dvou diastereomerů v poměru 1 : 1, silybinu A a silybinu B. V�hodnou vlastnost� je 
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nepatrn� toxicita (hodnota LD50 při intraven�zn�m pod�n� je 400 mg/kg u myš� a u 

peror�ln�ho pod�n� dosahuje hodnot v�ce než 10 g/kg)80 a absence v�razn�ch než�douc�ch 

�činků při použit� vysok�ch d�vek81. Situace se může změnit při pod�n� někter�ch l�čiv v 

důsledku inhibice CYP 3A4, kter� hraje důležitou roli v metabolizaci l�čiv. V�sledkem je 

zv�šen� hladina l�čiva v krvi79. Rozpustnost silybinu v DMSO (10 mg/ml DMSO) je v 

porovn�n� se 100% ethanolem (0.1 mg/ml ethanolu) obstojn�82. Velk� probl�m však 

způsobuje velmi n�zk� rozpustnost ve vodě (asi 0,5 mg/ml vody)78, kter� �zce souvis� s 

biodostupnost� silybinu a jeho �činky na organizmus.

Absorpce a metabolismus

Hlavn�m probl�mem je řešen� n�zk� rozpustnosti ve vodě. V praxi se tato situace řeš� 

např�klad tvorbou s lipidy kompatibiln�ch molekul�rn�ch komplexů (fytosomů) jako je 

silybin-fosfatidylcholinov� komplex83. Fytosomy l�pe proch�zej� z hydrofiln�ho prostřed� 

střeva přes lipofiln� membr�nu enterocytu, skrz buňku až do krve. Dalš� možn� řešen� je 

tvorba glykosidů, např�klad silybin-galaktosid, glukosid, maltosid a laktosid, kter� maj� sami 

o sobě v�razně vyšš� biodostupnost, stabilitu a �činnost v ochraně před lipoperoxidac� a 

voln�mi radik�ly84. �prava rozpustnosti silybinu zvyšuje pravděpodobnost uplatněn� v 

různ�ch oblastech l�kařstv� a prevence.

Po absorpci je silybin metabolizov�n v j�trech. Ve I. f�zi biotransformace doch�z� k 

jeho demethylaci nebo hydroxylaci a minoritně dihydroxylaci. N�sledn� II. f�ze

biotransformace se vyznačuje velkou rychlost� konjugace se sulf�ty a kyselinou 

glukuronovou. Nakonec je silybin vyloučen majoritně žluč� a minoritně moč� (asi 5 % 

d�vky)79.

Biologick� aktivita

Nejčastěji je silybin použ�v�n k l�čbě jatern�ch poruch včetně hepatitidy, cirh�zy, 

žloutenky a k ochraně jater před otravou různ�mi chemick�mi a př�rodn�mi toxiny d�ky sv�m 

hepatoprotektivn�m �činkům78.

Ochrana je způsobena dvěma z�kladn�mi mechanizmy. Cytoprotektivn� �činky jsou 

zajišťov�ny pomoc� antioxidačn�ch vlastnost� silybinu a tak� př�mou interakc� se složkami 

buněčn�ch membr�n. Druh� mechanizmus je založen na pozitivn�m ovlivněn� synt�zy 

buněčn�ch proteinů stimulac� DNA dependentn� RNA polymerasy I84.

Silybin tak� vykazuje v�raznějš� vzrůst aktivity glutathion reduktasy v žaludku, tenk�m 

střevě, kůži a plicich v rozmez� d�vek 100 a 200 mg/kg a obecně GIT soustavy81.
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Kromě jeho antioxidačn�ch vlastnost� se použ�v� jako protiz�nětliv� a antifibrotick� agens81.

Silybin se velmi často použ�v� i do různ�ch př�pravků pro ochranu kůže, kdy po 

oz�řen� UVA a UVB doch�z� ke tvorbě reaktivn�ch forem kysl�ku (ROS). Ty způsobuj� 

poruchy na kůži, jako jsou ed�m, hyperplazie nebo poškozen� DNA. Silybin probl�my 

v�razně zredukuje d�ky již zmiňovan� antioxidačn� aktivitě85.

Využit� silybinu jako př�davn� l�tky v jin�ch l�čivech86

Po objeven� schopnosti silybinu interagovat s p-glykoproteiny buněk střevn� stěny a 

cytochromy CYP 3A4, kdy doch�z� k jejich inhibici, se začalo uvažovat o nov�m využit� 

silybinu jako adjuvantn� l�tky k jin�m l�čivům jako je paklitaxel. V takov� kombinaci pak 

silybin ovlivňuje biodostupnost paklitaxelu zv�šen�m transportem přes tenk� střevo 

způsoben�m inhibic� p-glykoproteinu (vzrůst inhibice je statisticky v�znamn� od koncentrace 

100 μmol/l), kter� vrac� paklitaxel do střeva a současnou blokac� jatern�ch nebo intestin�ln�ch 

CYP 3A4 (inhibice je z�visl� na koncentraci, IC50 = 1.8 μmol/l), n�sledek je sn�žen� jeho 

metabolizace a exkrece žluč� zpět do střeva a ven ve stolci.

Vliv na mikroRNA

Během sestavov�n� rešerše jsme nenarazili na čl�nek zaměřuj�c� se na modulaci mikroRNA 

silybinem

Dehydrosilybin

Dehydrosilybin je obsažen jako minoritn� složka v extraktu ze semen Ostropestřce 

mari�nsk�ho, což je tzv. silymarin87, 88. Dehydrosilybin může b�t vhodně připraven 

zahř�v�n�m silybinu za př�tomnosti vzduchu a b�ze88.

Obr. 9: Struktura dehydrosilybinu
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Z�kladn� vlastnosti

Jedn� se o žlutou pevnou l�tku87, 88 rozpustnou v DMSO a mnohem hůře rozpustnou 

ve vodě.

Absorpce a metabolismus

O absorpci a metabolismu dehydrosilybinu neuv�d� literatura ž�dn� informace. 

Vzhledem k tomu, že je lipofilnějš� než siylbin, pravděpodobně se jeho vlastnosti budou od 

silybinu lišit.

Biologick� aktivita

U dehydrosilybinu bychom oček�vali velice podobn� vlastnosti jako u silybinu. Toto 

tvrzen� můžeme pozorovat např�klad u antioxidačn�ch vlastnost�, kter� můžeme pozorovat u 

obou l�tek. Nicm�ně v experimentech se uk�zalo, že dehydrosilybin m� vyšš� antioxidačn� 

aktivitu. Při inhibici tvorby reaktivn�ch forem kysl�ku glukosa-glukosa oxid�zov�m syst�mem 

u HepG2 buněk je IC50 dehydrosilybinu 3kr�t nižš� než u silybinu. D�le je ve srovn�n� se 

silybinem cytotoxičtějš� při zab�jen� n�dorov�ch buněk87. Reaktivn� formy kysl�ku d�le hraj� 

roly v regulaci metaloproteinas 2 a 9, kter� se zapojuj� do degradace kolagenu typu IV. Ta se 

ukazuje jako kritick� při invazi a metastazov�n� n�dorů87.

Dalš� zaj�mavou vlastnost� dehydrosilybinu je schopnost inhibice topoisomerasy I. Při 

srovn�n� t�to schopnosti s redukovanou formou, silybinem, vykazoval dehydrosilybin vyšš� 

inhibičn� aktivitu u fibroblast-like HPV16 E6/E7 imortalizovan�ch keratinocitů z gingiv�ln� 

sliznice. U dehydrosilybinu se objevila v�razn� inhibice při nižš�ch koncentrac�ch (30 �M) 

jako u silybinu, kde se při stejn� koncentraci sledovan� efekt nedostavil. Podobn� v�sledky 

vykazoval i experiment pouze s enzymem88. 

Podobně jako silybin i jeho 2,3-oxidovan� forma m� schopnost snižovat př�jem 

glukosy pomoc� inhibice GLUT proteinů89. GLUT zprostředkov�vaj� transport glukosy do 

buňky jako transport�ry. 

Vliv na mikroRNA

Během sestavov�n� rešerše jsme nenarazili na čl�nek zaměřuj�c� se na modulaci 

mikroRNA dehydrosilybinem.
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2.2. Kyselina retinová (derivát vitamínu A)

Kyselina retinov� je žlut� krystalick� l�tka. Pro laboratorn� �čely se vyr�b� plně 

synteticky90. V lidsk�m těle se kyselina retinov� syntetizuje z vitam�nu A, kter� je přij�m�n 

potravou. Jedn� se o deriv�t vitam�nu A, řad� se mezi retinoidy91. 

Obr. 10: Kyselina all trans retinov�

Z�kladn� vlastnosti

Kyselina retinov� je v roztoku velice nestabiln�, je citliv� na světlo, teplo a extr�mně 

rychle se oxiduje. Je prakticky nerozpustn� ve vodě, l�pe rozpustn� v 95 % ethanolu (2,7 

mg/ml) a DMSO (40 mg/ml)90. Kyselina retinov� a retinoidy obecně jsou rozpustn� v tuc�ch a 

proch�zej� přes hematoencefalitickou bari�ru92.

Velk�m probl�mem kyseliny retinov� je jej� toxicita. Při jej�m použit� se objevuj� 

bolesti hlavy, nevolnost, zvracen�, nepravideln� srdečn� tep a u těhotn�ch žen vykazuje 

teratogenn� �činky93.

Absorpce a metabolismus

Přirozenou cestou se do těla dost�v� ve formě retinyl esterů ze zv�řec�ch zdrojů nebo 

ve formě β-karotenu z rostlin. Retinyl estery se ve střevě hydrolyzuj� na vitam�n A a β-karoten 

je ve střevech přeměňov�n na vitam�n A za pomoci enzymu beta-karoten-15,15¡-dioxygenasy

na retinal a n�sledně redukc� retinol dehydrogenasou v př�tomnosti NADH na retinol94. Ten je 

uchov�v�n v j�trech ve formě retinyl esterů. Z jater se uvolňuje jako retinol hydrol�zou

retinyl esterů do krevn�ho oběhu a tvoř� komplex s RBP proteinem a transthyretinem. Z nich 

se n�sledně uvolňuje a vstupuje do c�lov�ch buněk, např. neuronů. Vstup umožňuje specifick� 

receptor stra6 a transport je obousměrn�95. Po vstupu se nav�že na celul�rn� RBP a dvěma 

enzymy se konvertuje na retinovou kyselinu 96, kter� je po nav�z�n� na CRABP translokov�na 

do j�dra.

Při l�čbě chorob se pod�v� př�mo kyselina retinov�. Ta je vstřeb�v�na střevy a putuje 
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do krve. Zde se v�že na krevn� albumin a n�sledně vstupuje do c�lov�ch buněk, kde pln� �lohu

transkripčn�ho faktoru.

Exkrece je ren�ln� a stolic�, kdy bylo za použit� radioaktivně značn� kyseliny retinov� 

prok�z�no vyloučen� 63% značen�ch produktů metabolismu v moči během 3 dnů a 31% ve 

stolici do 6 dnů97.

Biologick� aktivita

Je důležit� zm�nit vazbu kyseliny retinov� na retinoidn� receptor, kter� m� ve v�sledku 

vliv na transkripci někter�ch genů96. Transkripčn� aktivita ATRA je v l�kařstv� využ�v�na jako 

možn� l�čba akutn� promyelocytick� leukemie (APL).

Retinov� kyselina se zd� b�t potenci�ln�m l�čivem a chemoprevenčn� l�tkou proti 

nemalobuněčn�mu karcinomu plic. ATRA inhibuje proliferaci buněk, indukuje diferenciaci a 

markery apoptosy. Probl�mem retinov� kyseliny jsou ovšem jej� než�douc� �činky při 

peror�ln�m pod�n�m. Ned�vno byla vyvinuta inhalačn� metoda s potenci�lem zajištěn� 

dostatečn� koncentrace v plic�ch a redukc� než�douc�ch �činků, d�ky zamezen� syst�mov� 

expozici organizmu97.

ATRA v topick� formě se použ�v� proti m�rn� a středn� akn�, protože stimuluje růst 

nov�ch buněk a pročištěn� p�rů. A tak� d�ky sv�m protiz�nětliv�m �činkům působen�m na 

fagocyt�zu, respiračn� vzplanut� a NO syntasu 98.

Vliv na mikroRNA

Kyselina retinov� vykazuje schopnosti modulovat množstv� mikroRNA v různ�ch 

n�dorov�ch buňk�ch in vitro. Jedn�m z uk�zkov�ch př�padů můžou b�t buňky odvozen� od 

buněk kostn� dřeně pacienta s recidivou akutn� promyelocytick� leukemie (NB4 –

promyelocytick� buněčn� linie)99, u kter� doch�z� po vystaven� kyselině retinov� k regulaci 

mikroRNA a navozen� diferenciace. To n�m umožňuje eliminovat negativn� efekt f�zn�ho 

genu PML-RARα u promyelocytů, což jsou nezral� granulocyty100. Při pod�n� kyseliny 

retinov� dojde v porovn�n� s kontroln�mi NB4 ke zv�šen� exprese miR-186, miR-215 a miR-

223, kdežto u miR-17-5p, miR-25, miR-193, miR-195, and let-7a můžeme pozorovat jejich

sn�žen�100.

Modulace exprese kyselinou retinovou byla pozorov�na i u buněčn� linie HL-60. Zde 

došlo po expozici xenobiotiku ke zv�šen� exprese u miR-22, miR-145, miR-223, miR-363, 

miR-494, miR-663 a sn�žen� u miR-10a, miR-181 a miR-612101. Jedn� se o jeden z možn�ch 

důvodů diferenciace HL-60.



29

Jin� vědeck� skupina objevila indukci miR-21 vyvolanou u NCF-7, buněk karcinomu 

plic pozitivn�ch na estrogenov� receptor, po vystaven� kyselině retinov�. Ta sice vede proti 

sn�žen� proliferace, ale působ� na zv�šen� pohyblivosti buněk. Jmenovan� vlastnosti jsou 

v�sledkem ovlivněn� genov� exprese proz�nětliv�ho cytokinu IL1B, adhezn� molekuly 

ICAM-1 (intercelul�rn� adhezivn� molekula 1 – protein lokalizovan� na buněčn�m povrchu) a 

tk�ňov� aktiv�toru plazminogenu PLAT, kter� hraje důležitou roli v motilitě buněk a v 

remodelaci tk�ně. Sn�žen� exprese miR-21 m� �činky opačn�. 

Kdežto buňky karcinomu plic negativn�ch na estrogenov� receptor na l�čbu kyselinou 

retinovou nereaguj�102.

2.3. MikroRNA

MikroRNA jsou mal�, asi 18 – 22 nukleotidů dlouh� molekuly RNA vyskytuj�c� se jak 

v rostlinn�ch, tak i živočišn�ch buňk�ch. V hierarchii molekul RNA se řad� do skupiny 

mal�ch endogenn�ch nek�duj�c�ch RNA103, 104. Zde zast�vaj� regulačn� funkci exprese 

proteinů, ke kter� doch�z� na post-transkripčn� �rovni. V�ž� se na komplement�rn� č�st 

řetězce c�lov� mRNA a reguluj� t�m tvorbu př�slušn�ch proteinů. Tyto regulačn� s�tě jsou často 

velmi složit�, protože jedin� mikroRNA může regulovat v�ce mRNA nebo naopak. T�mto 

způsobem mohou ovlivňovat morfologii tk�n�, diferenciaci buněk a buněčn� procesy jako je 

apoptosa, proliferace nebo hlavn� buněčn� dr�hy104. Nejčastěji je mikroRNA k�dov�na v 

intronech nebo v antisense orientaci na geny, ke kter�m jsou komplement�rn�. Bylo zjištěno, 

že u někter�ch n�dorů nedoch�z� k deregulaci exprese určit�ch mikroRNA, např�klad u 

n�doru prostaty byla pozorov�na miR-141105. Jej� exprese je tk�ňově specifick�. MikroRNA 

byla objevena i v s�ru jako stabiln� cirkuluj�c� struktura v měřiteln�m množstv�105, kter� je 

detekovateln� i v s�ru zdrav�ch jedinců. Velice zaj�mav� je tak� jejich vysok� stabilita v krvi 

a odolnost vůči RNAsam105. Zmiňovan� vlastnosti mikroRNA předurčuj� pro využit� 

v diagnostice jako blood-based marker105. V�sledkem mohou b�t testy na př�tomnost n�dorů z 

krve ve snaze prov�st co nejm�ně invazivn� vyšetřen� a pokusit se sn�žit tlak na fyzickou a 

psychickou str�nku pacienta. C�l tohoto �sil� je tak� snaha o detekci n�dorů již v brzk�m 

st�diu a t�m zv�šen� šance na přežit� respektive zlepšen� jeho progn�zy. Což může v�st mimo 

jin� i ke sn�žen� celkov�ch n�kladů na l�čbu106. Nem�ně v�znamnou vlastnost� mikroRNA je 

jej� zapojen� do kontroly a regulace buněčn� diferenciace a v�voje. Tato hypot�za byla 

prok�z�na experimentem na embryon�ln�ch buňk�ch myš�, u nichž byla geneticky vypnuta 
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transkripce mikroRNA. Buňky sice žily, ale nedoch�zelo k jejich diferenciaci107. Dalš� funkc� 

je regulace apoptosy, např�klad u hepatocelul�rn�ho karcinomu je v kontrastu s norm�ln� tk�n� 

pozorov�no sn�žen� exprese miR-29108.

2.3.1. První objev

Prvn� mikroRNA byla objevena v roce 1993109 u hl�sta Caenorhabditis elegans při 

studiu jeho genu lin-14. Vědci z Harvardsk� univerzity objevili, že doch�z� k regulaci 

proteinu k�dovan�ho t�mto genem kr�tk�m řetězcem RNA, kter� je k�dov�n v genu lin-4. 

Prim�rn� transkript sledovan� mikroRNA obsahuje 61 nukleotidů, nicm�ně během sv�ho 

putov�n� projde několika �pravami a jako fin�ln� (zral�) mikroRNA  se skl�d� pouze asi z 22 

nukleotidů, kter� jsou komplement�rn� k 3¡ nepřekl�dan� sekvenci,(3¡ UTR) mRNA lin-14109. 

Cel� proces je zakončen inhibic� translace mRNA lin-14 na protein, kter� vyvol� buď 

předčasn�, nebo retardovan� v�voj larvy. Po tomto objevu se rozhořel velk� z�jem o tyto 

molekuly a rozjel se obrovsk� v�zkum t�to problematiky. Během kr�tk�ho obdob� bylo 

pops�no obrovsk� množstv� mikroRNA, do dnešn� doby již bylo objeveno v�ce než 1600 

mikroRNA (1600 prekurzorů)104. 

2.3.2. Biogeneze mikroRNA

V prvn�m kroku doch�z� k hrub�mu přepisu RNA-polymerasou II z DNA109. T�mto 

přepisem vznik� pri-miRNA, takzvan� prim�rn� transkript. Jeho vl�kno je dlouh� stovky až 

tis�ce nukleotidů. Zpracov�n� prim�rn�ho transkriptu zač�n� již v j�dře. Nejprve proběhnou

�pravy drobnějš�ho charakteru zahrnuj�c� tvorbu guanidinov� čepičky na 5¡ konci a na 3¡ 

konci dojde k synt�ze poly-A konce. Pot� přistupuj� jadern� endonukleasy Drosha110 a Pasha, 

kter� provedou razantnějš� proces zahrnuj�c� sestřih mikroRNA transkriptu. Tato mikroRNA 

se po sestřihu tvaruje do smyčky a tvoř� se tzv. pre-miRNA, jež m� d�lku kolem 70 

nukleotidů (precursor-miRNA)111.

Vytvořen� pre-miRNA je n�sledně exportov�na z j�dra do cytosolu za pomoci 

nukleocytoplasmatick�ho transportn�ho proteinu Exportin-5. Jedn� se o protein, kter� 

můžeme zařadit do proteinov� rodiny karyopherin. V cytosolu pak doch�z� k dalš�m �prav�m

pre-miRNA110.

V cytoplasmě doch�z� k interakci s enzymem Dicer, což je fakticky RNAsa III112, 

kter� zkracuje mikroRNA sestřihem na fin�ln� d�lku vl�kna asi 18-22 nukleotidů. Tvoř� se 

dvouvl�knov� mikroRNA (duplex), kter� je nezn�m�m enzymem štěpena, jedno vl�kno je 

degradov�no endonukleasou, na zral� mikroRNA molekuly110, kter� již vykazuj� schopnost 
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posttranskripčně regulovat expresi proteinů (genů).

Obr. 11: Grafick� sch�ma biogeneze mikroRNA. 
Na obr�zku je zachycena biogeneze mikroRNA od transkripce mikroRNA na prim�rn� transkript, přes n�sledn� 
posttranskripčn� �pravy, export z j�dra a jej� zpracov�n� na zralou mikroRNA. posledn� č�st sch�matu, zahrnuje 
tvorbu komplexu RISC.
(Převzato http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:MiRNA_processing.svg5. 4. 2013)

2.3.3. Mechanismus �činku mikroRNA113

MikroRNA m� principielně dva mechanismy �činku, kter� se děl� podle m�ry

komplementarity vůči c�lov� mRNA.

 Sch�ma na Obr. 11 zn�zorňuje, jak se mikroRNA inkorporuje do komplexu RISC 

(RNA induced silencing complex), kter� se skl�d� z proteinu argonaut a dalš�ch 

komponent (proteinů). Tento komplex pak nased� na mRNA s komplement�rn� 3¡ 
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UTR sekvenc�. Po rozezn�n� t�to sekvence doch�z� nav�z�n� na př�slušnou mRNA a 

započne štěpen� proteinem argonaut a velmi rychl� proces degradace. mRNA je t�mto 

komplexem štěpena na fragmenty a t�m se st�v� pro ribozomy nepoužiteln�. Tento 

mechanismus je běžně pozorov�n u rostlin.

 Druh� č�st sch�matu je typick� sp�še pro živočichy, kde nen� komplementarita 

mikroRNA : mRNA tak extensivn�. Což vede k inhibici transkripce, destabilizaci a 

transportu do P-bodies (processing bodies). Zde je z mRNA odstraněna čepička na 

5¡konci a je štěpena př�tomn�mi enzymy. Efekt destabilizace je spojen se zkracov�n�m 

poly-A konce mRNA. P-bodies jsou vesikuly lokalizovan� v cytoplazmě a obsahuj�c� 

enzymy degraduj�c� mRNA, odstraňuj�c� 5¡ čepičku a poly adenylačn� enzymy. Kromě 

degradace zde může doch�zet ke kr�tkodob�mu skladov�n� mRNA, kter� se může 

vr�tit zpět a zapojit se do proteosynt�zy. Zjednodušeně řečeno ve srovn�n� 

s předchoz�m mechanismem nedoch�z� k tak prudk�mu poklesu hodnot mRNA 

v buňce. mRNA tak zůst�v� př�tomna v buňce, ale nedoch�z� k translaci.

Obr. 12: Grafick� sch�ma mechanismu �činku mikroRNA. 
Na obr�zku jsou zachyceny dva možn� mechanismy �činku mikroRNA.
(převzato z Alberts B. et al. Molecular Biology of the cell (5th edition))
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3. C�l pr�ce
C�lem pr�ce bylo testovat glob�ln� �činek př�rodn�ch l�tek na expresi mikroRNA v lidsk� 

hepatocelul�rn� linii HepG2. Jako srovn�vac� l�tka byla použita kyselina all-trans retinov�, o 

kter� je zn�mo, jak�m mechanismem reguluje transkripci genů.

Souč�st� tohoto c�le bylo zhodnotit př�padnou toxicitu testovan�ch l�tek a tak� možnou 

interakci s retinoidn�m receptorem.

4. Experiment�ln� č�st

4.1. Chemik�lie

Dimethylsulfoxid, kyselina ethylen-diamintetraoctov�, neesenci�ln� aminokyseliny,

fet�ln� hověz� s�rum, penicilin/streptomycin, L-glutamin, TriZOL Reagens, trypanov� modř 

(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-etansulfonov� kyselina,

dithiothreitol, KCl, chloroform, 0,01% Coomassie brilliant blue, Lipofectamin 2000, 

ethanol, Na2HPO4, isopropanol, 85% H3PO4, NaCl, Opti-MEM, Dual-light system (Lyzačn� 

pufr, Pufr A, Pufr B, Galaction-PLUS substr�t a Accelerator-II) a roztoky využit� pro 

stanoven� miRNA array čipů Affymatrix (10x reaction buffer, 25mM MnCl2, ATP mix, PAP 

enzyme, voda prost� 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. Biologick� materi�l 

V r�mci všech experimentů byla využita buněčn� linie HepG2 (lidsk� hepatocelul�rn� 

karcinom).

Pro transfekce byly použity plasmidy RARe-luc, dar dr. Patricka Balaguera, a 

komerčně dostupn� plasmid -gal (Ambion)

Plasmid RARe-luc, cel�m n�zvem RARE3revtkLuc+ je kruhov� plasmid o velikosti 6378 

p�rů baz�. Byl origin�lně vyroben Patrickem Balaguerem a Anne-Marie Boussiouxovou 

v roce 1996. Jeho podrobn� popis poskytuje Obr. 13. 

Plasmid -gal, cel�m n�zvem pMIR-REPORT -gal control plasmid byl komerčně dod�n 

firmou Ambion. Opět se jedn� o kruhov� plasmid s velikost� 8054 p�rů baz�. Jeho podrobn� 

popis je obsažen v Obr. 14.
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Obr. 13: plasmid RARe-luc Obr. 14: plasmid -gal

4.3. Roztoky

Fosf�tov� pufr:

NaCl (0,137 mol/l), KCl (0,00268 mol/l), KH2PO4 (0,00147 mol/l), Na2HPO4 (0,00896 mol/l), 

pro pokusy byl zředěn z�sobn� roztok 10x.

Roztoky využit� pro stanoven� aktivity kaspasy 3

 lyzačn� pufr 

HEPES (0,05 mol/l), pH 7,4; Triton X-100 (0,5 %, v/v), inhibitor proteas CompleteTM (1 

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

 reakčn� pufr

HEPES (0,02 mol/l), pH 7,1; EDTA (0,002 mol/l), inhibitor proteas CompleteTM (1 tableta 

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

 z�sobn� roztok substr�tu pro kaspasu 3

10 mM Ac-DEVD-AMC v DMSO

 z�sobn� roztok inhibitoru pro kaspasu 3

2 mM Ac-DEVD-CHO v DMSO
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Roztoky využit� pro stanoven� proteinů metodou podle Bradfordov�

0,01% Coomassie brilliant blue v 100 ml 85% H3PO4, 50 ml 95% etanolu a do objemu 1000 

ml doplnit ddH2O.

Pro tvorbu kalibračn�ch roztoků byl využit hověz� s�rov� albumin o různ�ch koncentrac�ch.

4.4. Kultivačn� m�dium

Dulbeccem modifikovan� Eaglovo medium

+ neesenci�ln� aminokyseliny 

+ penicilin, streptomycin

+ fet�ln� bovinn� s�rum

+ pyruv�t sodn�

+ L-glutamin

4.5. Př�stroje

Chlazen� centrifuga Mikro 22 (Hettich Zentrifugen, Německo)

Centrifugy MiniSpin® (Eppendorf, Německo)

Centrifuga Labofuge 400 (Heraeus, Německo)

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

Nanophotometer® P 300 (IMPLEN, Německo)

Termomixer Comfort (Eppendorf, Německo)

Mikroskop CK40-F200 (Olympus Optical, Japonsko)

Termocykler MiniOpticonTM (BioRad, USA)

Vakuov� čerpadlo Vacc-space (Chromservis, Slovensko)

V�hy AX105 DeltaRange® (Mettler Toledo, Šv�carsko)

Hlubokomraz�c� box VX 380 (Jouan, Francie)

Ultrazvukov� termostatov� vodn� l�zeň PS 01000A (Notus-Powersonic, Slovensko)

Lamin�rn� box CLF (Schoeller Instruments, ČR)

Lamin�rn� box pro RT-PCR (BioAir Instruments, ČR)

Zař�zen� pro př�pravu deionizovan� vody Ultrapur (Watrex, ČR)

Fotometr pro měřen� absorbance v 96-jamkov�ch desk�ch (Tecan, Salzburg, Rakousko)

Inkub�tor MCO-17AIC (Sanyo Electric Biomedical, Japonsko)

Mix�r REAX top (Heidolph Instruments, Schwabach, Německo)

Luminometr FB 12 pro měřen� chemiluminiscence (Berthold Detection System, Německo)

GeneChip£ Fluidics station 450 (Affymatrix, USA)
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GeneChip£ Hybridization Oven 645 (Affymatrix, USA)

GeneChip£ Scanner 3000 7G (Affymatrix, USA)

4.6. Použit� metody

Kultivace buněk:

Buňky se kultivuj� v inkub�toru při teplotě 37 OC, v atmosf�ře obsahuj�c� 5% CO2 a 

prostoru nasycen�m vodn�mi parami.

Během kultivace je potřeba pravidelně měnit kultivačn� m�dium a zajistit tak př�sun 

nov�ch živin, odstraněn� toxick�ch metabolitů a jin�ch faktorů, kter� mohou působit jako 

sign�l pro zastaven� růstu či vyvol�n� apoptosy. V�měna se prov�d� každ�ch 24 – 72 hodin v 

z�vislosti na množstv� buněk v lahvi. Před dosažen�m konfluence je potřeba buňky pas�žovat,

nejl�pe při 60 – 80 % pokryt� povrchu kultivačn� l�hve. Jedn� se o proces zahrnuj�c� v prvn� 

f�zi oplach buněk pomoc� PBS, kter�m se odstran� přebytečn� m�dium a metabolity. Bez 

potřebn�ho oplachu by byl n�sleduj�c� krok ne�činn�. Uvolněn� buněk z podložky se provede 

inkubac� s 0,25 % roztokem trypsinu s EDTA pro narušen� kontaktu buněk se stěnou 

kultivačn� n�doby. Nakonec se přid� čerstv� m�dium, buňky se šetrně homogenizuj� a 

suspenze se po stanoven� počtu buněk v 1 ml použije na vyset� desek pro experiment a č�st se 

vr�t� do kultivačn� lahve k dalš� proliferaci.

Poč�t�n� buněk

Vlastn� poč�t�n� buněk se obvykle prov�d� za pomoci B¤rkerovy komůrky.

V�sev buněk

Buňky se v r�mci experimentů vys�vaj� na šesti, dvaceti čtyř a devades�ti šesti jamkov� 

desky. Jamky maj� různou plochu, což se odraz� na množstv� vyset�ch buněk.

V�sledn� suspenze se mus� připravit tak, aby splňovala tyto krit�ria:

Šesti jamkov� desky - na jamku se vys�v� 1.106 buněk

v 1,5 ml m�dia

Dvaceti čtyř jamkov� desky - na jamku se vys�v� 8.104 buněk

v 0,5 ml m�dia

Devades�ti šesti jamkov� desky - na jamku se vys�v� 3.104 buněk

ve 200 �l m�dia.
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Při našich experimentech jsme pravidelně využ�vali všechny uveden� typy desek.

Po zjištěn� počtu buněk v z�kladn� suspenzi se s využit�m trojčlenky vypoč�t� jak� objem 

z�kladn� suspenze je potřeba naředit kultivačn�m m�diem pro vytvořen� optim�ln� vys�vac� 

suspenze. Před vlastn�m vys�v�n�m se doporučuje suspenzi homogenizovat, protože buňky 

sedimentuj� ke dnu falkony, a n�sledně rychle přepipetovat do jamek.

Detekce kaspasy 3 pomoc� fluorescenčně značen�ho substr�tu:

 princip

Metoda je založena na odštěpen� fluorescenčn� sondy nav�zan� na substr�tu pro 

kaspasu 3114. Po odštěpen� sondy doch�z� k signifikantn�mu zv�šen� intenzity jej� 

fluorescence. Intenzita fluorescence se n�sledně detekuje za pomoc� readru. D�le je nutn� 

prov�st korekci pozad�, protože i nav�zan� sonda fluoreskuje. Měřen� je provedeno paralelně

na dvou identick�ch vzorc�ch, kdy v prvn�m př�padě je ke vzorku přid�n pouze substr�t a ve 

druh�m př�padě substr�t a př�slušn� inhibitor.

 vlastn� proveden�

Buňky se po intoxikaci xenobiotikem seškr�bou do PBS a převedou do 

mikrozkumavek. Ty se n�sledně zcentrifuguj� při 200 x g. Supernatant se odsaje a k sedlině se

přid� 50 μl lyzačn�ho pufru. Směs se jemně zhomogenizuje pipetov�n�m. Po rozpuštěn� peletu

se vzorky vlož� na led a 10 minut inkubuj�. Pot� se opět zcentrifuguj� při 15 000 x g a teplotě 

4 OC po dobu 10 minut. K vlastn�mu stanoven� aktivity kaspasy 3 se odeberou 4 l buněčn�ho 

lyz�tu a sm�chaj� se s 80 μl reakčn�ho pufru. Pro ošetřen� pozad� prov�d�me experiment

v dubletu, a to ve dvojici se substr�tem nebo substr�tem a inhibitorem. Po 60 minutov� 

inkubaci při 37 OC ve tmě se proměř� fluorescence při parametrech 380 nm pro excitaci a 450 

nm emisi.

V�počet:

V�sledn� fluorescence přepočtena na obsah proteinu ve vzorku naměřen�m

stanoven�m celkov�ho proteinu podle Bradfordov�. T�m se z�sk� specifick� aktivita kaspasy 

3. Tento krok č�stečně ošetřuje chybu způsobenou rozd�ln�m počtem buněk v jednotliv�ch 

jamk�ch.
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Detekce viability buněk pomoc� MTT testu:

 princip

Metoda je založena na předpokladu, že MTT je redukov�no na formaz�nov� 

barvivo115. K t�to redukci může doch�zet pouze u živ�ch a metabolicky aktivn�ch buněk 

pomoc� mitochondri�ln�ch dehydrogen�z, nicm�ně redukci mohou zprostředkovat i jin� 

oxidoredukt�zy. U metody se mohou zř�dka objevit falešně pozitivn� data způsoben�

někter�mi sloučeninami s redukčn�mi vlastnostmi, kter� tuto přeměnu podporuj�.

Obr. 15: Redukce MTT.
Obr�zek demonstruje redukci MTT na formaz�nov� barvivo mitochondri�ln�mi reduktasami.

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

 vlastn� stanoven�

Po inkubaci s xenobiotikem se buňky opatrně opl�chnou PBS (odstraněn� m�dia, 

mrtv�ch buněk, metabolitů a hlavně xenobiotik, kter� mohou znehodnotit měřen�), 

n�sledně se do jamek přid� čerstv� m�dium sm�chan� s MTT v poměru 10:1. 

N�sleduje 1 – 2 hodinov� inkubace při 37 OC. Po ods�t� m�dia se do jamek přid�

roztok DMSO s 0,1% NH3. Absorbance se měř� při vlnov� d�lce 540 nm. V�počtem 

dle vzorce (1) byl určeno procentn� zastoupen� živ�ch buněk (viabilita):

(1)

Kde vzorek je absorbance naměřen� ve vzorku vystaven�m působen� xenobiotika, kontrola je 

absorbance naměřen� na jamce obsahuj�c� pouze buňky a triton je absorbance změřen� 

v jamce vystaven� působen� 10% tritonu TX-100.
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Izolace celkov� RNA pomoc� trizolov� metody:

 princip

Metoda využ�v� různ� rozpustnosti RNA v syst�mu thiokyan�tu, fenolu a 

chloroformu. Při intenzivn�m třep�n� dojde kromě m�sen� f�z� tak� k vysr�žen� proteinů d�ky 

fenolu. Centrifugac� se směs dokonale odděl� na dvě f�ze, vodnou a chloroformovou a 

prstenec proteinů na jejich rozhran�. Vodn� f�ze obsahuje ribonukleov� kyseliny, naopak 

chloroformov� f�ze obsahuje DNA. Během sr�žen� isopropanolem s RNA koprecipituj� i soli, 

kter� se odstran� prom�v�n�m s ledov�m 75 % ethanolem116, 117.

 vlastn� stanoven�

K peletu buněk se přid� 1 ml Trizol Reagens, n�sleduje jemn� homogenizace

pipetov�n�m až do rozpuštěn�. N�sleduje inkubace 5 minut při pokojov� teplotě. Pot� se ke 

směsi přid� chloroform (200 μl), vzorek se prom�ch� a 2 – 3 minuty inkubuje. Směs se ihned

zcentrifuguje při 15 000 x g a teplotě 4 OC po dobu 15 minut. Do předem připraven� čist� 

eppendorfky se převede horn� vodn� f�ze a provede se precipitace př�davkem (500 μl) 

isopropanolu. Vzorek se opět prom�ch� obr�cen�m eppendorfky (dokud nezmiz� b�l� 

prstenec). Po 10 minutov� inkubaci při pokojov� teplotě se provede 10 minutov� centrifugace 

při 15 000 x g a teplotě 4 OC. D�le je potřeba odebrat supernatant nad sedlinou. Jelikož se 

sedlina se odtrh�v�, je potřeba pracovat opatrně, aby nedošlo ke ztr�tě vzorku nebo jeho č�sti.  

D�le se pokračuje př�davkem (300 μl) vychlazen�ho 75% ethanolu. Opět se obsah 

eppendorfky prom�ch� obr�cen�m. N�sleduje centrifugace při 7 500 x g, teplotě 4 OC, po dobu 

5 minut. Roztok nad sedlinou se opatrně odstran� a sedlina se suš� 10 minut na vzduchu. 

Přečištěn� RNA se rozpust� podle potřeby v 10 – 50 μl ddH2O. Přečištěn� RNA se může 

skladovat při -80 OC pro pozdějš� použit�.

Spektrofotometrick� stanoven� čistoty RNA:

Pro spektrofotometrick� stanoven� čistoty RNA byl využit Nanophotometer® P 300. 

Fotometr pracuje ve velmi mal�ch objemech, což vede k velmi mal�m ztr�t�m vzorku

(využ�vaj� se speci�ln� kyvety). Samotn� princip měřen� je stejn� jako alternativn� měřen� na 

klasick�m spektrofotometru. M�ra čistoty se stanovuje z poměru absorbanc� při vlnov�ch 

d�lk�ch 260 nm a 280 nm. Čistota je hodnocena jako uspokojiv� při hodnot�ch A260/280 ≥ 1,8
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Stanoven� celkov�ho proteinu pomoc� metody podle Bradfordov�:

 princip

Z�kladem stanoven� je kolorimetrick� reakce činidla Bradfordov�, jehož z�kladem je 

barvivo Coomassie Brilliant blue G – 250. Toto barvivo se adsorbuje na molekuly proteinu a

v jejich př�tomnosti intenzivně modr�118. Metoda je destruktivn� a vykazuje citlivost 1 mg/ml.

 vlastn� postup

Před vlastn�m měřen�m se mus� připravit kalibračn� roztoky o různ�ch koncentrac�ch

hověz�ho s�rov�ho albuminu. Jako slep� vzorek (blank) se použije fosf�tov� pufr. Vzorky 

proteinů je potřeba vhodně naředit, neboť při vyšš�ch koncentrac�ch doch�z� ke ztr�tě linearity

kalibračn� křivky. Roztoky pro kalibračn� křivku, fosf�tov� pufr a vzorky se přepipetuj� (7 μl) 

na mikrotitračn� destičku (96 jamkovou desku). Do obsazen�ch jamek se přid� 80 μl činidla 

Bradfordov�. Po 5 minutov� inkubaci při laboratorn� teplotě se změř� absorbance při vlnov� 

d�lce 595 nm. S pomoc� kalibračn� křivky a vygenerovan� rovnice regrese se přepoč�t� 

naměřen� absorbance na obsah proteinů [mg/ml].

Transfekce buněk HepG2 s využit�m transfekčn�ho reagens lipofectamin 2000

 princip

C�lem t�to metody je dostat do buňky plasmid (obsahuj�c� reporterov� gen), kter� n�m 

potvrd� nebo vyvr�t�, zda testovan� l�tky aktivuj� receptor pro kyselinu retinovou. 

Reporterov� gen je konstruovan� tak, že obsahuje na sv�m promotoru m�sto pro receptor 

kyseliny retinov� a po nav�z�n� na promotor zah�j� v transfekovan� buňce tvorbu luciferasy. 

Ta bude využita v dalš� č�sti pokusu k detekci aktivace receptoru.

Transfekce buněk se provede pomoc� transfekčn�ho činidla lipofectamin 2000 

(obsahuje syntetick� analoga fosfolipidů), což znamen�, že se plasmid (reporterov� gen) 

zabal� do lipidov� č�stice (vytvoř� se lipozom, kter� připom�n� buněčnou membr�nu) s c�lem 

neutralizovat negativn� n�boj DNA a vpravit tuto č�stici do buňky pomoc� přirozen�ho děje –

endocyt�zy. N�sledně č�stice unik� z endozomu a dost�v� se do j�dra.

 vlastn� proveden�

Sm�ch� se 600 μl Opti-Mem s 15 μl lipofectaminu 2000, směs se jemně prom�ch� a 

inkubuje 5 minut při pokojov� teplotě. V mezi čase se na dno nov� zkumavky napipetuje 2,4 

μg DNA ( RARe-Luc a β-gal). Po uplynut� 5 minut se nakape směs lipofectaminu 2000 a 
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Opti-Mem opatrně na DNA a po prom�ch�n� se inkubuje dalš�ch 15 minut. N�sledně ke směsi 

přid�me suspenzi buněk (2x106 buněk ve 12 ml kultivačn�ho m�dia), jemně prom�ch�me a 

přepipetujeme na 24 jamkovou kultivačn� desku.

Chemiluminiscenčn� detekce aktivity luciferasy a galaktosidasy (dual-light system)

 princip

Metoda je založena na měřen� aktivity luciferasy a β-galaktosidasy, kter� jsou tvořeny 

v transfekovan�ch buňk�ch po aktivaci reporterov�ch genů. Měř� se pomoc� enzymov�ch 

reakc� se substr�ty produkuj�c�mi chemiluminiscenci. Pokus se prov�d� v jedn� zkumavce. 

Nejprve se proměř� reakce luciferasa – luciferin, kdy doch�z� k rychl�mu „vyhořen�“ 

substr�tu. N�sledně se inkubuje 30 – 60 minut pro kumulaci produktu reakce β-galaktosidasy 

a Galacton-Plus. Pot� je př�d�n Accelerator-II, kter� zh�š� zbytkov� sign�l produktu luciferasy 

a iniciuje sign�l produktu β-galaktosidasy, d�ky změně pH a poskytnut� Sapphire-II jako 

zesilovače chemiluminiscence.

Měřen� aktivity luciferasy vypov�d� o s�le aktivace receptoru pro kyselinu retinovou a 

aktivita β-galaktosidasy n�m pod�v� informaci o �spěšnosti transfekce a životnosti 

testovan�ch buněk, protože β-gal je podl�h� promotoru CMV. Je tedy exprimov�n za všech 

okolnost� stejně a d�v� n�m jist� n�hled na stav buněk před ukončen�m experimentu: č�m 

m�ně β-gal, t�m byla kultura v�ce poškozena – t�m větš� m� dan� l�tka a koncentrace vyšš� 

toxicitu. 

 vlastn� proveden�

připrav�me si lyzačn� pufr na potřebn� počet jamek (2,6 ml lysis solution s 2,6 μl DTT 

pro jednu 24 jamkovou desku). Buňky opl�chneme roztokem PBS a do každ� jamky 

napipetujeme 110 μl připraven�ho lyzačn�ho pufru. N�sledně buňky seškr�beme, přeneseme 

do čist�ch eppendorfek a centrifugujeme 2 minuty při 4500 rpm a pokojov� teplotě. Pufry A a 

B nahřejeme na laboratorn� teplotu a k pufru B přid�me substr�t Galacton-Plus (2,6 ml pufru 

B s 2,6 μl Galacton-Plus substr�tem pro jednu 24 jamkovou desku). Pro měřen� odebereme 10 

μl buněčn�ho lyz�tu a přid�me k němu 25 μl pufru A. Do 10 minut přid�me 100 μl 

připraven�ho pufru B a po prom�ch�n� okamžitě proměř�me chemiluminiscenci. Zkumavky 

inkubujeme 30 – 60 minut při pokojov� teplotě a n�sledně přid�me 100 μl Accelerator-II a po 

prom�ch�n� ihned měř�me chemiluminiscenci.
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miRNA arrays

 princip

Metoda vych�z� z vazby biotinem označen� mikroRNA na sondy, kter� jsou pevně 

nav�z�ny (imobilizov�ny) na skleněn�m substr�tu čipu. N�sledně se provede vazba biotin 

streptavidin-PE (konjug�t streptavidinu s fluoreskuj�c� l�tkou). Vznikl� komplex je velmi 

pevn� a obt�žně se rozb�j�. Pokus je ukončen oskenov�n�m desky pomoc� excitace fluoroforu 

a n�sledn�m změřen�m fluorescence. V�sledkem je intenzita fluorescence odpov�daj�c� 

relativn�mu množstv� mikroRNA ve vzorku

 vlastn� proveden�

K vlastn�mu pokusu se použij� vyizolovan� a přečištěn� vzorky celkov� RNA o zn�m� 

koncentraci. Připraven� vzorky se nařed� tak, aby bylo v eppendorfce 1000 ng RNA v 8 μl. 

Přidaj� se 2 μl RNA kontroln�ch oligonukleotidů a na konci se k RNA přid� 5 μl polyA tailing 

master mixu. Po prom�ch�n� se vzorky vlož� na 15 minut při 37OC do termobloku a doch�z� k 

synt�ze polyA konce. PolyA konec bude n�sledně využit pro vazbu komplexu biotinu a 

3DNA£, což je speci�ln� struktura jedno a dvouvl�knov� DNA s nav�zan�m biotinem, kter� 

slouž� pro amplifikaci sign�lu.

Tabulka 1: Složen� polyA tailing master mixu

Po inkubaci se vzorky kr�tce centrifuguj� a d�le se zpracov�vaj� na ledu.

Ke vzorkům se přidaj� 4 μl 5x Flash Tag HSR Ligation mix a 2 μl T4 DNA Ligase.

Vzorky se šetrně prom�chaj�, stoč� a inkubuj� při pokojov� teplotě 30 minut.

Ligace se zastav� přid�n�m 2,5 μl HSR Stop Solution. N�sledně se vzorek prom�ch�a 

zcentrifuguje.

Hybridizačn� kontroly (Eucariotic hybridization controls) se rozmraz� a zahřej� na 65 OC po 

dobu 5 minut a ostatn� chemik�lie se vytemperuj� na pokojovou teplotu. Připrav� se 

hybridizačn� koktejl, rozpipetuje se do eppendorfek (130 μl) s 21,5 μl vzorku. Směs se 

inkubuje při 99 OC po dobu 5 minut a n�sledně 5 minut při 45 OC. D�le se nanese na čip v 

Komponenta

10 x reakčn� pufr 1,5
1,5

zředěn� ATP mix 1,0
PAP enzym 1,0

množstv� [μl]
1 reakce

25 mM MnCl2
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objemu 130 μl. Po zalepen� sept 0,5 palcov�m tough-spotem, kter� zajišťuje sn�žen� odparu a 

ochranu před protečen�m, se čipy vlož� do hybridizačn� pece a inkubuj� se 16-18 hodin při 48 
OC a 60 rpm.

Tabulka 2: Složen� hybridizačn�ho koktejlu.

Po ukončen� inkubace se odstran� septa a hybridizačn� koktejl. N�sledně se čipy napln� 

array holding pufrem a připrav� se prom�vac� stanice. Vlastn� prom�v�n� se ř�d� podle 

protokolu uveden�ho v tabulce 3. 

Tabulka 3: Procesy prob�haj�c� v prom�vac� stanici.

V tuto chv�li je čip připraven na naskenov�n� skenerem čipů.

Data byla n�sledně převedena do formy pro dalš� zpracov�n�.

 delta F metoda

Jedn� se o relativně jednoduchou metodu, ale vyžaduje, aby c�lov� i srovn�vac� 

mikroRNA měly stejnou efektivitu amplifikace. Důležit�m prvkem metody je přitom 

srovn�vac� mikroRNA, kter� by měla vykazovat stabiln� expresi ve všech vzorc�ch. V př�padě 

mikroRNA čipů jsme tuto metodu aplikovali na z�skan� hodnoty fluorescence pro jednotliv� 

mikroRNA. V našem experimentu jsme jako srovn�vac� mikroRNA zvolili U105B, protože ve 

všech vzorc�ch vykazovala nejstabilnějš� expresi.

Komponenta

2x hybridizačn� mix 66
27,5% formamid 19,2
DMSO 12,8
20x hybridizačn� kontroly 6,6
kontrola oligo B2 3nM 2,2
voda 3,7
celkem 110,5

množstv� [μl]
1 reakce

prom�vac� krok činnost
post hybridizačn� prom�v�n� 1
post hybridizačn� prom�v�n� 2
barven� 1
prom�v�n� 10 cyklů s prom�vac�m pufrem A při teplotě 30 OC
barven� 2
barven� 3
fin�ln� prom�v�n�
array holdink pufr naplněn� array holding pufre,

10 cyklů s prom�vac�m pufrem A při teplotě 30 OC
6 cyklů s prom�vac�m pufrem B při teplotě 50 OC
barven� probe array 5 minut s stain kokteilem 1 při 35 OC

barven� probe array 5 minut s stain kokteilem 2 při 35 OC
barven� probe array 5 minut s stain kokteilem 1 při 35 OC
15 cyklů s prom�vac�m pufrem A při teplotě 35 OC
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V�počet normalizovan� hodnoty exprese byl proveden podle rovnic 2 a 3:

(2) ΔF = Fint (c�lov� miRNA) – Fint (U105B)

(3) ΔΔF = ΔF (testovan� vzorek) – ΔF (kontroln� vzorek)

kde U105B je zvolen� srovn�vac� miRNA a Fint jsou hodnoty naměřen� fluorescence.
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5. Výsledky

Na zač�tku experiment�ln� č�sti jsme prověřovali cytotoxicitu vybran�ch l�tek na 

buněčn� linii HepG2, s c�lem určit vhodnou koncentraci pro n�sledn� pokusy.

Pro zhodnocen� cytotoxicity jsme se rozhodli použ�t MTT test, kter� n�m poskytuje 

dostatečnou citlivost a relativn� přesnost. Testovali jsme různ� koncentrace s 24 hodinovou 

d�lkou intoxikace a n�sledně jsme sledovali, jakou viabilitu buňky vykazovaly.

Většina z testovan�ch l�tek m� antioxidačn� �činky, kter� tak� pravděpodobně 

způsobily nepatrn� a však nezanedbateln� vzrůst viability nad hodnoty 100%. Antioxidačn� 

činnost xenobiotik může v�st k v�znamn�mu potlačen� běžně vznikaj�c�ch radik�lů a sn�žen� 

poškozen� buňky. Takto ošetřen� buňky pak vynakl�daj� na opravy spojen� s radik�ly m�ně 

energie. Ušetřenou energii mohou vložit do růstu. S rostouc� koncentrac� antioxidantu se však 

jeho vlastnosti mohou v�razně měnit. Ve vysok�ch koncentrac�ch se často st�v�, že ochrann� 

antioxidačn� vlastnosti se měn� na pro-oxidačn� a produkce radik�lů se zvyšuje. Pokud dojde k 

inverzi vlastnosti, pak kromě rostouc� toxicity xenobiotika, buňky nemalou měrou negativně 

ovlivn� i zm�něn� produkce radik�lů. V�sledkem je prudce klesaj�c� viabilita. Pak můžeme 

pozorovat tzv. U efekt způsoben� těmito vlastnostmi.
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Obr. 16: Grafick� vyj�dřen� měřen� cytotoxicity pomoc� MTT testu.
Buňky HepG2 byly inkubov�ny po dobu 24h s jednotliv�mi xenobiotiky a experiment byl prov�děn na 
devades�ti šesti jamkov�ch desk�ch. Jednotliv� panely vyjadřuj� vždy průměr tř� nez�visl�ch měřen� pro 
testovanou l�tku.
panel A – silybin, panel B – dehydrosilybin, panel C – kyselina gallov�, panel D - kyselina vanillov�, panel E –
kyselina k�vov�, panel F – kyselina all trans retinov�, panel G – kvercetin a panel H – taxifolin.

Silybin m� s�m o sobě hepatoprotektivn� �činky a podle oček�v�n� m� relativně 

n�zkou toxicitu pro HepG2. 

Dehydrosilybin a n�sledně i kyselina gallov� vykazuj� mnohem vyšš� toxicitu než 

silybin. Podobn� efekt byl pozorovateln� i v experimentech s transfekovanou lini�.

Kyselina retinov� je vůči linii HepG2 relativně agresivn� a se zvyšuj�c� se koncentrac� 

lze sledovat rapidn� pokles viability. Tento rozd�l v datech ve srovn�n� s předchoz�mi l�tkami 

by se dal vysvětlit chyběj�c�mi antioxidačn�mi vlastnostmi.



49

Pokud se pod�v�me na dalš� testovan� l�tky, kter�mi byly kyselina vanillov�, kyselina 

k�vov�, kvercetin a taxifolin, můžeme doj�t k z�věru, že jejich toxicita vůči zvolen� buněčn� 

linii je minim�ln�.

Protože jsme jako srovn�vac� l�tku zvolili ATRA, kter� ovlivňuje expresi genů 

zn�m�m mechanismem, pokračovali jsme sledov�n�m aktivace receptoru pro kyselinu 

retinovou testovan�mi l�tkami. K tomuto �čelu jsme využili report�rov� plasmid, kter� 

obsahuje gen luciferasy pod transkripčn� kontrolou retinoidn�m receptorem. To znamen�, že 

promotorov� oblast genu luciferrasy obsahuje opakuj�c� se vazebnou sekvenci pro retinoidn� 

receptor. Jako kontrolu transfekce jsme využili plasmid, kter� obsahuje gen -galaktosidasy, 

kter� m� v promotorov� oblasti sekvenci pro CMV a doch�z� tedy ke stabiln� expresi -gal 

v transfekovan�ch buňk�ch. Pro detekci jsme zvolili metodu Dual-light system. Jedn� se o 

komplexn� metodu, pomoc� kter� jsme schopn� detekovat kromě aktivity luciferasy, tak� 

nepř�mo množstv� buněk v jamce za pomoci β-galaktosidasy.

Obr. 17: Aktivace retinoidního receptoru kyselinou retinovou.
Buňky HepG2 byly inkubov�ny po dobu 24h s kyselinou retinovou o různ�ch koncentrac�ch. Experiment byl 
prov�děn na dvaceti čtyř jamkov�ch desk�ch. Panel vyjadřuje průměr tř� nez�visl�ch měřen� pro testovanou 
l�tku.

Kontroln� experimenty potvrdily, že protokol transfekce buněk HepG2 je funkčn�, protože 

doch�zelo ke zvyšov�n� aktivity luciferrasy v z�vislosti na koncentraci ATRA (Obr�zek 17).
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Obr. 18: Aktivace retinoidního receptoru testovanými látkami.
Buňky HepG2 byly inkubov�ny po dobu 24h s jednotliv�mi xenobiotiky a experiment byl prov�děn na dvaceti 
čtyř jamkov�ch desk�ch. Jednotliv� panely vyjadřuj� vždy průměr tř� nez�visl�ch měřen� pro testovanou l�tku
ve formě znaku    . Různě dlouh� svisl� č�ry kolem těchto znaků zn�zorňuj� největš� a nejmenš� odchylky
měřen�.
panel A – silybin, panel B – dehydrosilybin, panel C – kyselina gallov�, panel D - kyselina vanillov�, panel E –
kyselina k�vov�, panel F – kvercetin a panel G – taxifolin.

Na obr�zku 18 lze pozorovat, že ne všechny grafy maj� podobnou poč�tečn� hodnotu 

poměru luc/β-gal. Tento jev je pravděpodobně způsoben několika důvody.

Experimenty byly prov�děny v delš�m časov�m obdob� a je pravděpodobn�, že buňky jakožto 

živ� organizmus se nemus� chovat poř�d naprosto stejně. Na zač�tku experimentu byl 

pozorov�n pomalejš� růst buněk, kter� se na změně poměru mohl č�stečně pod�let.

Dalš� pravděpodobn� vliv na poměr měl i fakt, že jsme během experimentu spotřebovali 

nejm�ně dvě šarže plazmidu β-gal. Jednotliv� šarže se mohou lišit čistotou či množstv�m 

poškozen�ch (linearizovan�ch) plasmidů. T�m lze vysvětlit, že po použit� nov� šarže došlo 

k pozorovan�mu v�raznějš�mu vzrůstu hodnoty β-gal (čistš�, nepoškozen� plasmidy), což se 

projevilo ve v�sledn�m poklesu poměru.

Ž�dn� z testovan�ch l�tek nevykazovala aktivaci retinoidn�ho receptoru z�vislou na 

koncentraci. Naopak pokles aktivity luciferasy patrn� např�klad u dehydrosilybinu můžeme 

interpretovat jako toxicitu dan� l�tky.

Dalš� serie experimentů měla za c�l prozkoumat vliv testovan�ch l�tek na aktivaci 

kaspasy 3. Tyto experimenty byly dalš�m podkladem pro zvolen� vhodn� koncentrace 
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testovan�ch l�tek pro testov�n� na mikroRNA čipech. S ohledem na předchoz� experimenty 

testuj�c� toxicitu l�tek s využit�m MTT, jsme Buněčnou linii HepG2 vystavili koncentrac�m 1 

μM, 5 μM a 10 μM. Aktivita kaspasy 3 n�m vypov�d� o aktivaci apoptotick�ch procesů ve 

sledovan�ch buňk�ch a tedy i jistou měrou o jejich stavu. 

Tabulky č. 4 a 5: Vliv testovan�ch l�tek na aktivitu kaspasy 3 v buněčn� linii HepG2. 
Průměrn� hodnoty poměrů intenzity fluorescence naměřen� při stanovov�n� aktivity kaspasy 3 a proteinů 
(Bradford). Doba inkubace byla u všech vzorků 24 hodin. Experiment byl prov�děn na dvaceti čtyř jamkov� 
desce. Použit� hodnoty fluorescence jsou rozd�lem hodnot naměřen�ch v př�tomnosti substr�tu - hodnoty 
v př�tomnosti substr�tu s inhibitorem. Fint = intenzita fluorescence.

Při rozhodov�n� jsme se ř�dili ještě jedn�m nezanedbateln�m faktorem. Jednalo se o 

hodnoty přibližně dosažiteln� v krevn� plazmě. Běžně se u polyfenolů dosahuj� hodnoty od 

několika des�tek nM až do 7,6 μM3, 26. Proto jsme v�běr koncentrac� z�žili na hodnoty 1 μM, 

5 μM a 10 μM. Z nich vyšla při zhodnocen� všech testovan�ch parametrů nejl�pe 1 μM.

Po proveden� vlastn�ho pokusu na mikroRNA čipech jsme pokračovali zpracov�n�m dat, 

n�sledně jejich anal�zou a srovn�n�m s jin�mi studiemi a pokusy.

V prvn� řadě bychom měli zač�t obecn�m zhodnocen�m. N�že uveden� tabulka obsahuje 

všeobecn� zhodnocen� sn�žen� nebo zv�šen� exprese mikroRNA testovan�mi l�tkami.
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Tabulka 6: Souhrnn� data o počtu zv�šen� nebo sn�žen� exprese lidsk�ch mikroRNA
v pokusu. Č�sla uveden� v tabulce jsou počty mikroRNA, u kter�ch byla zaznamen�na změna exprese 
v porovn�n� s kontroln�m vzorkem a v uveden�ch rozsaz�ch.

Při dalš�m hodnocen� array čipů jsme se zaměřili hlavně na mikroRNA s č�seln�m označen�m 

nejv�še tř�cifern�m. Jelikož o mikroRNA s čtyřcifern�m označen�m nen� tolik informac� a 

mnohdy jsou pouze pops�ny a ud�vaj� se u nich jen poč�tačově predikovan� c�le, nebudeme se 

jim d�le podrobněji věnovat.

Kyselina retinov�

mikroRNA se zv�šenou expres�

Z v�sledků z�skan�ch pomoc� Dual-light systemu pro kyselinu retinovou můžeme 

uvažovat, že změny v expresi různ�ch mikroRNA jsou zprostředkov�ny s velkou 

pravděpodobnost� přes retinoidn� receptor. U něj jsme potvrdili aktivaci z�vislou na 

koncentraci kyseliny retinov�. Jako prvn� jsme se zaměřili na mikroRNA s expres� 

dvojn�sobnou a vyšš� oproti kontrole. Zde figurovaly např�klad miR-29c, miR-95, miR-138-2, 

miR-190b, miR-301b, miR-431 a miR-612. Tyto z�stupce si můžeme dovolit označit jako 

silně ovlivněn� kyselinou retinovou.

miR-29c

Při podrobnějš� anal�ze dat z�skan�ch z čipů se miR-29c uk�zala jako silně ovlivněn� 

(dvojn�sobn� n�růst). Zmiňovan� mikroRNA hraje důležitou roli v regulaci apoptosy 

v buňce. Např�klad přes antiapoptotick� protein Mcl-1, kter� je označov�n jako c�l miR-29 u 

buněk karcinomu jater nebo K562. p53 je dalš� protein ovlivněn� touto mikroRNA. Zde však 

doch�z� k pozitivn� regulaci zaměřen�m se na p85a a cdc42, označovan� jako inhibitory p53. 

Může tedy vystupovat „jako mikroRNA s n�dorově supresorick�mi vlastnostmi“119. D�le se 
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tak� zapojuje do epigenetick�ho ovlivněn� buněk. A pr�vě u karcinomu jater bylo pozorov�no 

ovlivněn� methylace DNA d�ky c�len� miR-29 na DNA methyltransferasu.

miR-95

O miR-95 a kyselině retinov� ve vztahu ke karcinomu jater nejsou ž�dn� informace 

dostupn�, ale pokusili jsme se alespoň nal�zt informace o vlastnostech t�to mikroRNA 

detekovan�ch na různ�ch lini�ch. U buněčn� linie HeLa byl s antisense inhibic� miR-95 

pozorov�n pokles buněčn�ho růstu120. Dalš� data t�kaj�c� se změny exprese miR-95 byla

z�sk�na u buněk karcinomu kolorekta, kde doch�z� oproti norm�ln�m buňk�m ke zv�šen� 

exprese. A stejně jako u HeLa buněk, i u karcinomu kolorekta doch�z� s antisence inhibic� ke 

sn�žen� buněčn�ho růstu. Zv�šen� exprese bylo ještě pozorov�nu u karcinomu plic a slinivky 

břišn�121. Validovan� c�l miR-95 je mRNA proteinu nexin-1121, 122.

miR-138-2

Dalš� velk� rozd�l byl pozorov�n u miR-138-2 (2,33x). miR-138 ovlivňuje expresi 

cyklinu D3 u jatern�ho karcinomu. K ovlivněn� doch�z� vazbou na 3¡UTR oblast př�slušn� 

mRNA, kter� je k�dov�na genem CCND3123, 124. Při zv�šen� exprese miR138 doch�z� k 

indukci zastaven� buněčn�ho cyklu a naopak za inhibice doch�z� ke zv�šen� viability HepG2. 

Zmiňovan� vlastnosti byly pozorov�ny i u myš� (xenograft nude mice model), kde zv�šen� 

miR-138 tak� inhibuje růst n�doru. Cyklin D3 podporuje progresi buněčn�ho cyklu a u 

jatern�ho karcinomu může figurovat jako onkogen123, 124. 

miR-190b a miR-301b

Při hodnocen� našich dat jsme narazili tak� na zv�šenou expresi miR-190b a miR-

301b. Jako validovan� c�l pro miR-301b je označov�n gen DNMT1 k�duj�c� enzym DNA 

(cytosin-5)-methyltransferasu125.

Jej� změna byla pozorov�na v publikaci Jianga et. al. u karcinomu jater (vyvinut�ho 

z cirhotick�ch jater s hepatitidou) v porovn�n� se vzorky zdrav�ch d�rců, kde doch�zelo t�ž 

k jej�mu zv�šen�. 126 Autoři tak� navrhuj�, že pozorovan� zv�šen� exprese někter�ch 

mikroRNA (včetně miR-301) může b�t u takov�ch vzorků jako obecn� odpověď na stres 

vyvolan� kombinac� hepatitidy a cirh�zy. 
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Podobn� data byly pozorov�ny i u rakovinn�ch cholangiocytů. Tyto n�dory jsou 

asociov�ny s chronick�m z�nětem, jehož v�sledkem je nadprodukce IL-6. Jeho zes�len� 

exprese vede k zv�šen� tvorbě DNMT-1. N�sledkem je genomick� metylace (a souvisej�c� 

epigenetick� modulace různ�ch genů). U tohoto typu buněk byla pozorov�na sn�žen� exprese 

miR-301 (chromozom�ln� aberace nebo deregulace pomoc� metylace). Zv�šen� tvorba 

DNMT-1 je spojov�na se špatnou progn�zou127.

Pokud se pod�v�me na miR-301 obecně, doch�z� k v�šen� exprese i u rakovinn�ch 

buněk prostaty (rakovinn�ch kmenov�ch/progenitorov�ch). D�le lze z literatury vyč�st, že jej� 

�činek je z�visl� na typu buňky, ve kter�ch je exprimovan�. Např�klad u buněk karcinomu 

prostaty DU145 (CD44+ i CD44-) jak�koli změna hodnoty exprese nepůsob� na růst n�doru, 

naopak u LAPC9 se razantn�m sn�žen�m exprese inhibuj� klonogenn� vlastnosti128.

U karcinomu prsu vede n�růst exprese miR-301 ke zv�šen� jeho proliferace, migrace a 

invazivity129.

miR-612

miR-612 hraje důležitou roli v inhibici proliferace, migrace, invazivity a

metastazov�n� u HCC. A v našem experimentu vykazovala v�ce než dvojn�sobn� zv�šen� 

exprese. Jej�m validovan�m c�lem je protein AKT2 (serin/treonin protein kinasa)130.

Se sn�ženou expres�

N�sledně jsme pokračovali hodnocen�m dat miRNA s dvojn�sobně sn�ženou expres� 

oproti kontrole. Zde jsme zaznamenali miR-199a-5p, miR-623, miR-891b a miR-892a. Jedn� 

se tedy opět o z�stupce v�razně ovlivněn� kyselinou retinovou.

miR-199a-5p a miR-214

S v�razně sn�ženou expres� vystupovala miR-199a-5p. V�razn� sn�žen� exprese u 

HepG2 proti norm�ln�m jatern�m buňk�m pozorovali Duan et. al., Wang et. al. a Shen et. al131, 

124, 132. Jeden z možn�ch důležit�ch mechanizmů vyvol�vaj�c� sn�žen� exprese byl označen 

stres endoplazmatick�ho retikula a s n�m souvisej�c� sign�ln� dr�ha označovan� jako unfolded 

protein response (jako odpověď na hromaděn� nesložen�ch proteinů). Jako dalš� negativn� 

regul�tor klastru miR199a-5p/214 se zd� b�t NFκB. Jej� pokles tak� v�razně koreluje s 
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přež�v�n�m pacientů, a jev� se jako potenci�ln� marker pro predikci progrese u pacientů. 

Kromě sn�žen� exprese miR-199a-5p tak� pozorovali sn�žen� miR-214, kter� jsme v našem 

pokusu t�ž zaznamenali stejně jako u Duan et. al. sn�žen� nebylo tak v�razn� jako u miR199a-

5p. Podobně pak i naše data potvrzuj�, že miR-199a-5p a miR-214 jsou transkribov�ny jako 

klastr. Z informac� z�skan�ch z čipů se ukazuje, že kyselina retinov� d�le prohlubuje sn�žen� 

exprese miR-199a-5p a miR-214 u buněk HepG2131.

Toto prohlouben� miR-199a-5p nebylo pozorov�no jen u kyseliny retinov�, ale i 

dalš�ch n�mi testovan�ch l�tek. Jmenovitě u kyseliny vanillov�, kyseliny gallov�, 

dehydrosilybinu a kvercetinu. Naopak miR-214 u těchto l�tek ovlivněn� prakticky 

nevykazovala.

Sn�žen� exprese miR-199a/miR-214 jako klastru u HCC pozorovali při sv�ch 

experimentech i Jiang et al.126 K podobn�m v�sledkům došli vědci i u CD44+ n�dorov�ch 

buněk prostaty. Dalš� c�le miR-199a jsou c-MET, versican, PAK4, Brm, mTOR, a AKT128.

Pravděpodobn� c�l miR-214 je transkript mRNA proteinu XBP-1 (hlavn� transkripčn� 

regul�tor UPR). Mimo jin� se uk�zalo, že dod�n� extern� mikroRNA snižuje proliferaci a 

zvyšuje počet apoptotick�ch buněk karcinomu jater131. Kdežto pravděpodobn� c�l miR-199a-

5p je tyrosin kinasa DDR1, kter� pravděpodobně zapojena do sign�ln� dr�hy souvisej�c� s 

buněčnou invazivitou a jej� zv�šen� je u karcinomu jater spojov�no s pokročil�mi st�dii132.

miR-623 a miR-891b

V literatuře však nejsou zmiňov�ny ve spojen� s jatern�m karcinomem. Nicm�ně jejich 

signifikantn� změny mohou b�t pozorov�ny u jin�ch n�dorov�ch onemocněn�.

Pokud se zaměř�me na miR-623, můžeme si všimnout několika čl�nku zab�vaj�c�ho se 

do jist� m�ry touto problematikou. Zde se objevila zm�nka ve spojen� s or�ln� leukoplaki�. 

Jedn� se o b�l� slizničn� změny v dutině �stn�, kter� maj� premalign� charakter. Při srovn�n� 

tk�ňov�ch vzorků or�ln� leukoplakie a tk�ňov�ch vzorků or�ln� leukoplakie po malign� 

transformaci byla detekov�na sn�žen� exprese miR-623 u maligně transformovan�ch 

vzorků133.

miR-891b byla tak� zmiňov�na v literatuře, nicm�ně ne s rakovinn�m onemocněn�m, 

ale s jej� schopnost� kontroly genov� exprese v různ�ch segmentech nadvarlete. Kdy miR-

891b vykazovala v segmentech corpus (tělo) a clauda (ocas) podstatně vyšš� expresi oproti 

segmentu caput (hlava)134.
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Pokud se pod�v�me na v�sledky souhrnně, můžeme porovn�vat vlastnosti jednotliv�ch 

l�tek glob�lně. Zda jsou si podobn� v ovlivňov�n� mikroRNA nebo naopak nemaj� nic 

společn�ho. Pro toto porovn�n� jsme si vytvořili menš� tabulku s barevn�m odlišen�m změny 

exprese vybran�ch mikroRNA. Ty byly vybr�ny na z�kladě jej�ho minim�lně dvojn�sobn�ho 

zv�šen� exprese, alespoň u jedn� z testovan�ch l�tek (A-H).

A B C D E F G H

Tabulka č. 7: Srovn�n� změn exprese mikroRNA testovan�mi l�tkami. 
V tabulce jsou uvedeny hodnoty ΔΔF poměrů vypoč�tan� z naměřen�ch dat při stanovov�n� mikroRNA čipů 
Affymatrix Zn�zorněn� mikroRNA jsou ty, kter� vykazovaly největš� ovlivněn� alespoň jednou z testovan�ch 
l�tek. Jednotliv� hodnoty vyjadřuj� vždy průměr tř� nez�visl�ch měřen� pro testovanou l�tku. Jednotliv� barvy 
vyjadřuj� x-n�sobnou změnu exprese dan� mikroRNA ≥ 2,0, 1,5-2,0, 1,25-1,5, 0,5, ≤ 0,5 a b�l� barva pro 
0,75-1,25.
Sloupec A – kyselina retinov�, B – kyselina vanillov�, C – kyselina gallov�, D – kyselina k�vov�, E – silybin, F 
– dehydrosilybin, G – kvercetin a H – taxifolin.
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Z tabulky je patrn�, že kyselina gallov� a silybin jsou si v ovlivňov�n� exprese velice podobn� 

a je jist� pravděpodobnost, že tyto změny vyvol�vaj� působen�m na stejn� sign�ln� dr�hy.

Drobnou podobnost lze pozorovat i přes cel� spektrum testovan�ch l�tek a to pouze u miR-

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

N�sledně jsme se zaměřili na podobnost exprese mikroRNA mezi kyselinou retinovou a 

jednotliv�mi skupinami l�tek (fenolick� kyseliny, flavonoidy a lignany)

A posledn� možnost, kterou diagram nedok�že 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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Obr. 19: 3 grafick� vyj�dřen� podobnosti exprese mikroRNA (zv�šen� ≥ 2x) mezi 
jednotliv�mi skupinami l�tek.
Panel A vyjadřuje podobnosti v expresi mikroRNA mezi kyselinou retinovou, vanillovou, gallovou a k�vovou.
Panel B vyjadřuje podobnosti v expresi mikroRNA mezi kyselinou retinovou, silybinem a dehydrosilybinem.
Panel C vyjadřuje podobnosti v expresi mikroRNA mezi kyselinou retinovou, kvercetinem a taxifolinem.
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6. Diskuze a z�věr

MikroRNA jsou kr�tk� nek�duj�c� molekuly RNA se schopnost� regulovat expresi 

proteinů na post-transkripčn� �rovni. Jedn� se o jeden z důvodů, proč mohou plnit roli 

protoonkogenů nebo naopak vystupovat jako protektivn� (supresory). Z toho vypl�v�, že 

jejich ovlivněn� může přisp�vat k tvorbě n�dorů nebo tento děj brzdit. Důležit� byl tak� objev, 

že exprese mikroRNA je ovlivniteln� xenobiotiky, což způsobilo velk� z�jem o testov�n� 

různorod�ch l�tek na tuto aktivitu.

V našich experimentech jsme se zaměřili na testov�n� př�rodn�ch l�tek, kter� jsou 

relativně hojně zastoupeny v našem j�deln�čku, tj. v běžně konzumovan�ch pokrmech, 

pochutin�ch a n�poj�ch. Běžn� zastoupen� v dietě by mohlo v�st k zajištěn� dostatečně velk� 

koncentrace v krvi pro ovlivněn� exprese mikroRNA. Tato xenobiotika maj� obvykle kladn� 

vliv na lidsk� organizmus a velice n�zkou toxicitu. Naše hypot�za se zaměřila pr�vě na tyto 

kladn� působky a jistou možnost pod�lu modulace exprese mikroRNA na jejich protektivn�ch 

�činc�ch.

V souvislosti s možn�m ovlivněn�m exprese mikroRNA je potřeba vz�t v ůvahu 

možnou, byť minim�ln�, toxicitu testovan�ch xenobiotik. Dalš�m dějem, kter� zřejmě může 

proběhnout i přes možn� posuny v expresi mikroRNA, je apoptosa. Apoptosa v podobě 

zv�šen� aktivity kaspasy 3 může b�t vyvol�na testovan�mi xenobiotiky. V našem př�padě 

jsme pozorovali u někter�ch testovan�ch l�tek cytotoxicitu a stejně tak aktivaci kaspasy 3. 

Vše však při koncentrac�ch, kter� převyšuj� koncentraci dosažitelnou v krvi a plasmě po 

konzumaci potravin či n�pojů obsahuj�c�ch testovan� l�tky. Běžně nepřes�hnou koncentrace 

biologicky aktivn�ch př�rodn�ch l�tek v krvi 1 M. 

Dalš�m důležit�m faktorem je možn� interakce testovan�ch xenobiotik s jadern�mi 

receptory, kter� jsou odpovědn� za genovou transkripci. Protože takov�chto receptorů je cel� 

řada a nemus� nutně ovlivňovat expresi mikroRNA, rozhodli jsme se pro použit� all-trans 

retinov� kyseliny jako srovn�vac� l�tky. Zde je velkou v�hodou zn�m� a velmi dobře popsan� 

mechanismus aktivace retinoidn�ho receptoru kyselinou retinovou. Hypot�za zněla, že 

v př�padě velk� podobnosti ovlivněn� exprese určit�ch mikroRNA kyselinou retinovou a 

některou z testovan�ch l�tek, by mohla znalost ovlivněn� transkripčn� aktivity retinoidn�ho 

receptoru touto l�tkou napomoci k vysvětlen� jej�ch �činků. Naše experimenty však 

neprok�zaly aktivaci transkripčn� aktivity retinoidn�ho receptoru ž�dnou z testovan�ch l�tek. 

Jako nejvhodnějš� koncentraci pro testov�n� sledovan�ch l�tek na mikroRNA čipech 
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jsme zvolili 1 �M. Je to hodnota re�lně dosažiteln� v s�ru, vykazuj�c� velice n�zkou toxicitu 

nebo dokonce zv�šenou proliferaci pravděpodobně způsobenou sv�mi protektivn�mi 

(antioxidačn�mi) �činky a i relativn� hodnoty apoptosou zasažen�ch buněk nejsou v�razn�.

Během anal�zy dat miRNA array čipů jsme zaregistrovali v�ce než 2x zv�šenou 

expresi miRNA miR-190b a miR-301b, jež byly podobně modulov�ny v jednotliv�ch 

skupin�ch xenobiotik ve srovn�n� s kyselinou retinovou (viz. Vennovy diagramy). Obě 

mikroRNA jsou spojov�ny s kancerogenez�, je proto ot�zkou, jestli zv�šen� jejich exprese 

může napomoci k dovysvětlen� mnohdy pleiotron�ch biologick�ch �činků n�mi testovan�ch 

l�tek. 

Co je však zaj�mav�m poznatkem, je velk� podobnost mezi mikroRNA ovliněn�mi 

kyselinou gallovou a silybinem. Galloylsilybinov� deriv�ty totiž vykazuj� antiangiogenn� 

�činky135. A nen� zcela nesmysln� uvažovat o možnosti metabolismu těchto deriv�tů 

hydrol�zou na samostatn� gall�t a silybin. Obě l�tky by pak mohly působit synergicky na 

někter� z mikroRNA. Mechanismus jejich �činku na modulaci exprese však nen� jasn�. Naše 

data vyvr�tila možnost retinoidn�ho receptoru, cel� řada dalš�ch receptorů však ovlivněna b�t 

může. Kromě jadern�ch receptorů však obě l�tky mohou ovlivňovat sign�ln� dr�hy vedouc� ke 

změn�m v genov� expresi např�klad ovlivněn�m adenyl�t cyklasy s nav�šen�m cAMP. 

Naše data poukazuj� na absenci společn�ch c�lov�ch mikroRNA v r�mci skupin 

strukturně podobn�ch l�tek. Ale ani funkčn� podobnost, např. v�znamn� antioxidačn� 

schopnosti, neznamenaj� ovlivněn� stejn�ch nebo hodně podobn�ch mikroRNA. Naopak, přes 

celkově podobn� a mnohdy ne �plně specifikovateln� pozitivn� �činek, zřejmě každ� 

z testovan�ch l�tek dok�že působit na velmi odlišn� c�le a sign�ln� dr�hy.

Z�věrem konstatujeme, že na z�kladě zjištěn�ch dat je pravděpodobn�, že zvolen� 

xenobiotika mohou m�t dlouhodob� vliv na modulaci exprese někter�ch mikroRNA z důvodu 

dostupnosti v dietě. D�le data z literatury naznačuj� vliv někter�ch modulovan�ch mikroRNA 

na buněčn� pochody působ�c� v důležit�ch buněčn�ch děj�ch jako je miR-301b, kter� 

ovlivňuje epigenetick� stav buňky svou modulac� DNA methyltransferasy 1.
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7. Seznam použit�ch zkratek

DMSO – dimethylsulfoxid

PBS – fosf�tov� pufr

IC50 – koncentrace l�tky vyvol�vaj�c� 50 % �činek

LD50 – koncentrace l�tky vyvol�vaj�c� 50 % �mrtnost testovan�ch subjektů.

LDL – lipoproteiny s n�zkou hustotou

HDL – lipoproteiny s vysokou hustotou

DNA – deoxyribonukleov� kyselina

RNA – ribonukleov� kyselina

ROS – reaktivn� formy kysl�ku

APO E – Apolipoprotein E

miR – mikroRNA

RBP – retinol v�zaj�c� protein

CYP – cytochrom P450

NO – oxid dusnat�

DPPH – 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

COX – cyklooxygenasa

ATP – adenosintrifost�t

RAR – receptor kyseliny retinov�

EDTA – ethylendiamintetraoctov� kyselina

GIT – gastrointestin�ln� trakt

APL – akutn� promyelocyt�rn� leukemie

NAD(P)H – Nikotinamidadenindinukleotidfosf�t (redukovan� forma)

NADH – Nikotinamid adenin dinukleotid (redukovan� forma)

ATRA – kyselina all-trans retinov�

DSS – dextran sulf�t sodn�

ABTS – 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)

ONOO- – Peroxynitritov� anion

DTT – dithiothreitol
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