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Abstrakt

Polyfenoly jsou jednou z nejpocetnéjSich skupin latek v rostlinné #isi, jsou bohaté
zastoupeny v ovoci, zeleniné a v mnoha napojich. Jsou soucasti az 80% vyssich rostlin a
proto je stale vétsi zajem znat i metabolismus téchto latek. Polyfenoly jsou obecné povazo-
vany za latky pozitivné pusobici. Nicméné je tfeba se na né divat jako na latky cizorodé.

Interaguji s klicovymi enzymy 1. faze biotransformace jako jsou cytochromy P450.

V piedkladané bakalaiské praci byl studovan vliv dihydromyricetinu na indukci
CYP1ALl v orgranismu laboratorniho potkana, zejména v organech ucastnicich se metabo-
lismu xenobiotik a to jatry a tenkym stfevem. Tenké stievo bylo rozdéleno na tii Casti -
proximalni, stiedni a distalni. Vyhodnocovani bylo provadéno metodou polymerasové fe-
tézové reakce Vrealném case (RT-PCR). Bylo zjisténo, ze dihydromyricetin vyznamné
neovlivituje genovou expresi CYP1AL v jatrech. Na druhou stranu, v proximalni ¢asti ten-
kého stfeva byl zaznamenan nariist a ve stiedni Casti naopak mirny pokles exprese

CYPI1A1 na Grovni mRNA.

(In Czech)

Klic¢ova slova: dihydromyricetin, cytochrom P450 1A1, mRNA, RT-PCR



Abstract

Polyphenols are one of the largest groups of substances in the plant kingdom. They
are widely represented in fruits, vegetables and many beverages. They are included up to
80% of higher plants. Moreover, there is an increasing interest to know of their metabo-
lism. Polyphenols are considered as substances with generally positive effects. However, it
Is necessary to look at them as xenobiotics. However, it is necessary to regard these com-
pounds as xenobiotics. Polyphenols are able to interact with key phase | biotransformation
enzymes such as cytochrome P450.

In the present work we studied the influence of dihydromyricetine on induction of
CYP1AL in the body of the rat, particularly in the organs involved in the metabolism of
xenobiotics, such as liver and small intestine. The small intestine was divided into three
sections - a proximal, middle and distal. The evaluation was performed by real-time poly-
merase chain reaction. It was found dihydromyricetine did not significantly affect gene
expression of CYP1AL in liver. On the other hand, the change of gene expression on
MRNA level was observed in small intestine; the significant increase was found in the
proximal part, and small decrease in the middle part.

Key words: dihydromyricetine, cytochrome P450 1A1, mRNA, RT-PCR
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1 Uvod

V soucasnosti roste zdjem o studium rostlinnych polyfenolickych sloucenin, protoze
jejich ptijem v potravé je davan do souvislosti se snizenym vyskytem zavaznych chorob.
Epidemiologické data upozornuji na korelaci mezi mnozstvim flavonoidl v potravé a sni-
enim rizika kardiovaskularnich chorob Y. Neni zcela potvrzené, Ze snizeni vyskytu nado-
rovych onemocnéni u lidi konzumujicich vétsi mnozstvi potravin bohatych na polyfenoly,
je zpusobeno pravé jejich stravou. Piesto nékteré studie naznacuji, Ze pfijem potravin ob-
sahujici urcité polyfenoly, jako je napf. resveratrol, ktery je zndmy svou piitomnosti ve
vinu, mize chranit organismus pied vznikem nékterych forem rakoviny a to hlavné pred
rakovinou plic [, u Zen rakoviny prsu a u muza rakoviny prostaty 1. Mechanismy, ktery-
mi polyfenoly v potravé mohou zabranit vzniku rakoviny, zahrnuji pfedevs§im ucinky na

trovni pienosu signalu pii kontrole bun&&ného cyklu, apoptézy a angiogeneze .

Predpoklada se, ze na protektivnim ucinku se podili schopnost rostlinnych polyfenoli
zhéset reaktivni kyslikové radikaly a omezovat jejich tvorbu chelataci iont pfechodnych
kovt, ptfedevs§im kationtl Zeleza, které jsou schopny produkovat vysoce reaktivni hydroxy-
lové radikaly. Polyfenoly téz chrani lipoproteiny o nizké hustoté pied oxida¢ni modifikaci,
ta se povazuje za jeden z kliCovych dé&ji pti rozvoji aterosklerdzy, pusobi také proti vzniku

krevnich sraZenin, a tim sniZuji riziko infarktu myokardu nebo mozkové mrtvice 5.8,

Dosud neni pfesné¢ znamo, Vjaké mife jsou rostlinné polyfenoly resorbovany
z traviciho traktu ¢lovéka, a téZ ani jakym zpilisobem jsou metabolizovany a vylucovany
z organismu. Rostlinné polyfenoly a to zejména flavonoidy, piedstavuji vyznamnou ¢ast
antioxidantli obsazenych v naSi potravé. Dosud neni mozné ucinit jednoznacné zavéry

ohledné biologickych u¢inkt rostlinnych polyfenolti v mnozstvi ptijimanych potravou.

Je rovnéz dilezité zdlraznit, Ze nékteré polyfenoly ve vysokych koncentracich vyka-
zuji mnoho nepfiznivych ucinki jako je napf. prooxida¢ni, mutagenni, genotoxické a stru-
migenni aktivita. Dlouhodoby efekt a bezpecnost piijmu jednotlivych izolovanych rostlin-
nych polyfenoll v davkach, které ptrevySuji jejich obsah V potravinach, dodnes neni
znam 1 4, Bylo prokazano, ze mnoho z pfirozené se vyskytujicich flavonoidit mdze byt

metabolizovano cytochromy P450 .



1.1 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (EC 1.14.14.1.; CYP) zahrnuji rozsahlou skupinu hemovych pro-
teind, které se vyskytuji u bakterii, Zivogichd, rostlin, hub a loveka ). Jejich vyvoj trva jiz
1,5 miliardy let a jsou dokonce evoluéné starsi nez hemoglobin. Jsou lokalizovany v mem-
bran¢ endoplazmatického retikula nebo také v membran¢ mitochondrii. V lidském téle se

nachazeji zejména v jatrech, ale také v plicich, tenkém stfeve, ledvinach a mozku [10]

Jejich nazev je odvozen od faktu, ze redukovany cytochrom P450 v komplexu s oxi-
dem uhelnatym vykazuje neobvyklé absorpcni maximum pii 450 nm (pismeno P znaci

pigment) 4,

Cytochromy P450 patii mezi klicové enzymy metabolizujici xenobiotika. Jsou odpo-
védné predevsim za 1. fazi biotransformace, jsou schopny katalyzovat reakce vedouci ke
zvySeni polarnosti substrati. Produkty této reakce mohou byt vylouceny z organismu nebo
se mohou aktivovat a vdzat na endogenni latky. V pfirod¢ maji vSak i jiny vyznam, uplat-
nuji se pii biosyntéze barviv kvéti nebo toxini [0, Hraji také nezastupitelnou roli pfi tvor-

bé steroidnich hormont, cholesterolu, zlu¢ovych kyselin, vitaminu D a mastnych kyselin
[12]

1.1.1 Nomenklatura cytochromi P450

V soucasnosti je nazvoslovi zaloZené na podobnosti primérni struktury a plati od
roku 1996M. Na zakladé homologie aminokyselinové sekvence se cytochromy P450 roz-
déluji do genetickych rodin a podrodin. Oznacuji se zkratkou CYP, za kterou nasleduje
arabska ¢islice oznacujici rodinu (napt. CYP1). Po ni nésleduje velké pismeno oznacujici
podrodinu (napt. CYP1A) a za nim opét arabska cislice (napt. CYP1A1), kterd vyjadiuje
konkrétni formu enzymu. Cytochromy shodujici se v aminokyselinové sekvence ve vice
nez 40% patii do stejné rodiny. Pokud se shoduji ve vice nez 55%, patii do stejné podrodi-

ny 1,
1.1.2 Struktura cytochromu P450

Navzdory rozdilim v substratové specifit¢ obsahuji vSechny CYP konzervované

sekvence Vv blizkosti vazebného mista pro hem. Struktura je tvofena z hemu b, ktery je tvo-
9



fen protoporfyrinem IX, jehoz centralni atom Zzeleza je vazan ¢tyfmi dusiky porfyrinového
kruhu (viz. Obr. 1). Porfyrinovy skelet je vazan jednak hydrofobni vazbou a zaroven po-
moci thiolatové siry sulfhydrylové skupiny cysteinu, ktery je pfitomen v aktivnim centru
enzymu. Sestym ligandem je atom kysliku, ktery je poskytovan molekulou
vody [10. 141 "Toto uspofadani umoznuje vyjimeéné chovani téchto hemoproteint a odlisuje

je od ostatnich (5]

7

0™ “oH o ©OH

Obr. 1 Struktura hemu 2°1,

1.1.3 Reakéni cyklus cytochromi P450

Cytochrom P450 je slozkou syst¢ému monooxygenas se smiSenou funkci (MFO sy-
tém) a tvoii jeho terminélni oxidasu 1. Obecns miizeme reakéni pribéh monooxygenasové

reakce katalyzované cytochromem P450 vyjadfit sumérni rovnici:

RH + O, + 2H " + 2¢— ROH + H,0 (1)

Reakéni cyklus cytochromit P450 probihd mechanismem popsanym v osmi krocich (viz

Obr. 2 na str. 11).

V klidovém stavu je Zelezo v oxidaénim &isle IIT a nizkospinovém stavu. Sesté va-
zebné misto je obsazeno kyslikem z molekuly vody ptipadné aminokyselinovym ligandem.
Po vniknuti substratu (RH) do aktivniho mista dochazi k vytlaceni Sestého ligandu Zeleza.
lon Fe** je vysokospinovém stavu a také dochazi ke konformaéni zmén€ enzymu. Vazbou
tohoto substratu je umoznéna jednoelektronova redukce cytochromu P450 , ¢imz se zelezo
redukuje na oxidacni ¢islo II, ale ziistdva vysokospinové . Tato forma je nasledné schopna

vazat molekularni kyslik pfipadné jiné ligandy. Po navazani kysliku vznikne ferrisuperoxi-

10



dovy komplex, ktery je opét v nizkospinové formé. Tento nestabilni komplex prochazi
druhou redukeci, kterou vznikne velmi stabilni komplex obsahujici vazbu OO. Jeden atom
kysliku ztstava na hemu za vzniku ferrioxénového komplexu a druhy reaguje s dvéma
protony za vzniku vody. Ferrioxidovy komplex je stabilizovan posunem elektronu z thiola-
tové siry na kyslik, ¢imz vznika reaktivni kyslikovy radikél. Tento radikal je schopen vy-
trhnout vodikovy atom z vhodného substratu za vzniku radikalu substratu a hydroxylového
radikalu vazaného na hem. Tak dochazi k rekombinaci radikali za vzniku nativni formy

cytochromu P450 a hydroxyderivatu substratu 7.

Cys N ‘“,i‘ Z 0, "Oys ‘;;Q& m

Cys Cys
Obr. 2 Reakéni cyklus cytochromi P450 191,

1.2 Cytochrom P450 1A1

CYP1Al je extrahepatalni enzym, ktery se nachazi v plicich, mozku, srdci a
gastrointestinalnim traktu. Po indukci se jeho koncentrace v jatrech maze zvysit!'®. Je
znamy pro svou schopnost biotransformace polycyklickych aromatickych uhlovodikd, he-
terocyklickych nitrosloucenin a jejich derivatl a také aromatickych amind 19 vetsinu
substratil tvofi planarni molekuly, sloZené z jednoho nebo vice aromatickych ptipadné he-
terocyklickych kruhti. CYP1AL1 (a také ostatni cytochromy CYP1A rodiny) mohou pfispi-

[20]

vat ke vzniku metabolicky aktivnich karcinogenii a mutagent ‘. Indukce exprese

11



CYP1A1 je fizena ptes jaderny receptor, vazajici polycyklické aromatické uhlovodiky
(AhR). AhR Fidi expresi genti rodiny CYP1 (CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1)!?Y,

1.3 Receptor pro aromatické uhlovodiky

Bylo prokazano, ze AhR kontroluje expresi gent kodujicich enzymy jednak prvni ale
I druhé faze biotransformace na transkripéni urovni. Poprvé byl identifikovany v roce
1976, kde byla prokazana specificka vazba s TCDD (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin),
ktery je vysoce toxickym vedlejsSim produktem primyslovych procest a spalovani orga-

nickych materialt [22]

1.3.1 Ligandy receptort pro aromatické uhlovodiky

Ligandy AhR byly obecné rozdéleny do dvou skupin, a to syntetické a ptfirozené se
vyskytujici. Jako prvni byly objeveny prave syntetické ligandy, mezi které patii halogeno-
vané aromatické uhlovodiky (napt. dibenzofurany, bifenyl) a polycyklické aromatické uh-
lovodiky (napf. benzo[a]pyren) . Mezi pfirozeng se vyskytujici ligandy AhR patii deri-
vaty tryptofanu, kyselina arachidova a bilirubin avsak tyto endogenni ligandy jsou dodnes
velkou zdhadou a dosud byly objeveny pouze ty s nizkou afinitou [24, 25, 26] Spole¢nou
vlastnosti vétSiny téchto ligandd je Ze jsou hydrofobnimi, planarnimi nebo koplanarnimi

polycyklickymi molekulami 7).

1.3.2 Struktura receptoru pro aromatické uhlovodiky

Protein AhR je klasifikovan jako ¢len bazickych transkripénich faktort rodiny ,.he-
lix-loop-helix* (bHLH) 2829,

Protein obsahuje 3 funkéni domény (Obr. 3 na str. 13), doména bHLH je lokalizo-
vana na N-konci proteinu, je zodpovédna za vazbu Hsp90 a také za vazbu k DNA. Obsahu-
je sekvenci NLS (nuclear localization signal), ktera spolu se sekvenci NES (nuclear export
signal) obsazenou v doménach bHLH a PAS umoznuje vstup AhR do jadra v ptipad¢ akti-
vace. Dalsi doménou je PAS, ktera byla pojmenovéna po tfech proteinech, v nichZ byla
poprvé objevena - Per, Arnt, Sim. Je umisténa v blizkosti C-konce domény bHLH a je od-
povédna za vazbu ligandu, molekulového Hsp90 a dimerizaci. Tato doména sestdva ze

dvou opakujicich se jednotek PAS-A a PAS-B, které jsou od sebe oddéleny usekem asi

12



150 aminokyselin. Posledni doménou je C-termindlni doména, nachazejici se

na C-konci. Je bohatd na glutamin a je odpovédna za transkripéni aktivitu [30,31,32]

Q-rich

Obr. 3 Domény Ah receptoru &2,

1.3.3 Signaliza¢ni draha receptori pro aromatické uhlovodiky

Neaktivovany AhR je pfitomen v cytoplazmé v podobé komplexu slozeného z di-
meru Hsp90, proteinu P23 a proteinu XAP2. Dimer Hsp90 spolu s P23 zabranuji predcas-
nému navazani proteinu Arnt. Po navazani ligandu na PAS doménu dochézi ke konfor-
macni zméné a XAP2 se uvoliiuje. Takto aktivovany AhR se pfesouva do jédra[34]. V jadru
tak vytvoii heterodimery s Arnt. Tento komplex AhR-Amt se pak s vysokou afinitou vaze
na oblast DNA, ktera se nazyva DRE (dioxin-response element), (schéma viz Obr. 4). Ko-

ne¢nym vysledkem je fada diferencidlnich zmén v genové expresi 361

endogenni & exogenni ligandy

"AHR "hsp90
XAP-Z" spo0 ‘
transkripce

CYP 1AL 1B1

Obr. 4 Schéma signaliza&ni drahy AhR .
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1.4 Polyfenoly

Polyfenoly jsou jednou z nejpocetnéjsich skupin latek v rostlinné tisi. Slouzi rostli-
nam jako stavebni a strukturni slozky, proto jsou ptitomné v rliznych ¢astech rostlin —
v dieve, listech, kofenech i plodech. Polyfenoly jsou produkty sekundarniho metabolismu
rostlin. Jsou to latky obranné (chrani pted chladem, stresem, $kddci), signalni (pfivolavaji
opylovace), chutové a barevné latky kvéth a plodd’ Vétsina rostlinnych polyfenoll je pro-

[37.38] v

duktem fenylpropanoidacetatové a/nebo Sikimatové biosyntetické drahy soucasné

dobé je dobie znamo vice nez 8000 druhi fenolickych skupin . Tyto latky obsahuji n&ko-

lik fenolickych funkénich skupin na jednotlivych aromatickych jadrech molekuly B2,

Nakolik jsou polyfenoly ptitomné ve vSech rostlinnych organelach, jsou nedilnou
soucasti lidské potravy. Az do nedavné doby byla vétSina zajmu polyfenolickych sloucenin
vénovana jejich skodlivym 0¢inkiim, zptisobovanych schopnosti téchto sloucenin navazat
se a vysrazet makromolekuly jako jsou bilkoviny, sacharidy, travici enzymy apod., a tim
sniZovat stravitelnost potravin. Nicméné zdjem o tuto skupinu latek v potravinach byl vy-
razné zvysSen po zjisténi, ze nékteré z nich maji antioxida¢ni a zdravi prospé$né ucinky,

vr v 12 M1 X . . . S v r[37
napiiklad pfi 1é¢b¢ a prevenci rakoviny a kardiovaskularnich onemocnéni®’,

1.4.1 Metabolismus polyfenolickych slouc¢enin

Vétsina polyfenolickych sloucenin je metabolizovana v gastrointestinalnim trak-
tu®". Hlavnim mistem resorpce v travicim traktu je tenké a tlusté stfevo, avSak nékteré
polyfenoly obsazené zejména v napojich mohou byt ¢aste¢né resorbovany jiz v Gstni duti-
net, Aglykony a jednoduché volné fenolické slouc¢eniny mohou byt absorbovany pro-
sttednictvim sliznice tenkého stfeva. AvSak na druhé strané beta-glykosidy, které fenolické
slouceniny Casto vytvareji, se pied absorpci musi hydrolyzovat na piislusné aglykony. Na-
kolik savci postradaji beta-glykosidasy, pfedpokladalo se, ze k absorpci v tenkém stieve
nedochazi. Nicméné byla prokazana jejich ¢asteCna resorpce V horni Casti stieva. VétSina
glykosidli vSak prechédzi do tlustého stfeva, kde jsou hydrolyzovany za vzniku volnych

aglykonti. 371

Po resorpci z traviciho traktu jsou polyfenolické latky dale metabolizovany obdob-

né jako ostatni xenobiotika. Polyfenoly jsou konjugovany s kyselinou glukuronovou, siro-

14



vou nebo glycinem, podléhaji methylaci a také kombinacim téchto promén. To spolu s

bakteridlnimi proménami v travicim traktu vede k velkému poctu riznych metabolitd.

Polyfenoly se z organismu vylu€uji moc¢i, pievazné ve formé¢ polarnich konjugatd,
dobie rozpustnych ve vod¢. Predpoklada se, ze mize dochazet k enterohepatalnimu obéhu

polyfenold, ktery prodluzuje jejich vylucovani z organismu 5]

1.4.2 Flavonoidy

Flavonoidy piedstavuji jednu z nejrozsifenéjsich skupin rostlinnych fenold. Jejich
spole¢na struktura je odvozena od kyslikaté heterocyklické slouceniny flavanu, tvofeného
dvéma benzenovymi kruhy spojenymi heterocyklickym pyranem (struktura C6-C3-C6).

Obr. 5 zobrazuje zakladni strukturu a systém &islovani uhlika flavonoida B7.

Obr. 5 Zakladni struktura flavonoidi - flavonové jadro [391,

Podle struktury se flavonoidy déli na flavanony, flavanoly, flavanony, izoflavony,
anthokianiny a flavanoly (Obr. 6) %,

1l g \\ou g
flavon flavonol flavanon
. 20k “ i o [] !
U~ CCC7 O
0 N OH OH
isoflavon anthokyanidin flavanol

Obr. 6 Struktura jednotlivych flavonoidi 17!,
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Flavonoidy se nejcastéji vyskytuji ve formé beta-glykosidii obsazenych zejména v
ovoci a zelening, ale také v nékterych napojich jako je ¢aj ¢i vino. Flavony se vyskytuji ve
sladké paprice, tymianu (napft. luteolin). Flavanoly najdeme piedevsim v brokolici, bortv-
kach, rybizu (napt. myricetin). Flavanony se nachazeji v citrusovych plodech (napi. hespe-
ridin) a izoflavony v s6jovych bobech (napt. genistein). Anthokyanidiny najdeme zejména
v hroznovém vin¢ (napf. malvidin) a flavanoly se vyskytuji v kakau, ¢aji a jablkach (napf.

epikatechin) 0!,

1.4.2.1 Flavonoidy a cytochromy P450

Krom¢ jiz zmifiovanych nespecifickych u¢inkt flavonoidt, mohou tyto latky modu-
lovat systém CYP, vCetné aktivace specifickych izoenzymi CYP, a také indukce nebo
inhibice téchto enzymi. Nékteré flavonoidy méni hladiny CYP. Indukuji nebo stimuluji
aktivitu CYP, ¢imz m0ze dojit k aktivaci karcinogen. Flavonoidy ovSem dokazou CYP i

inhibovat“Y.

Jak bylo uvedeno v kapitole 1.1, cytochromy P450 hraji vyznamnou roli v 1. fazi
biotransformace xenobiotik. Proto ovlivnéni téchto enzymt mutize vyrazné ovlivnit i meta-
bolismus dalsich ptijatych xenobiotik. Zapojeni flavonoidi do interakce s cytochromy
P450 probiha na téchto trovnich, bud’ ovliviiuji expresi nékterych CYP, nebo jejich enzy-

movou aktivitu, a to stimulaci nebo inhibici 421,

1.4.2.2 Dihydromyricetin

Dihydromyricetin (struktura viz. Obr. 7 na str. 17) je bioaktivni flavonoid, ktery je
obsazeny v 16¢ivé rostliné Ampelopsis grossedentata, vyskytujici se v Ciné a vyrabi se z ni
ratanovy ¢aj. Znamy je také jeji vyskyt v rostliné Hoven dulcis (Cesky ndzev duzistopka
sladka), kterd se vyuziva v tradi¢ni Cinské mediciné %3] Je odolna viigi oxidaci, dokaze

vychytavat volné radikaly a vykazuje také protinadorovou aktivitu [44]
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Obr. 7 Struktura dihydromyricetinu *°!,

Diky svym nutri¢nim vlastnostem by dihydromyricetin mohl mit uplatnéni v potra-
vinaiském pramyslu, ale jeho $patna rozpustnost ve vodé omezuje jeho pouziti jako dopli-
ku stravy, mnohé studie se zabyvaji vznikem rozpustnéjSich komplexti dihydromyricetinu

[4e1, Nejcastéjsimi komplexy jsou s atomy kovii, které zlepSuji jeho vlastnosti a ti¢inky 47,

Dihydromyricetin je znamy hlavné tim, ze blokuje akutni alkoholovou intoxikaci,
antagonistickym ptisobenim na GABA receptory v mozku, ¢imz blokuje vazbu alkoholu na
tyto receptory!*®l. Také ovliviiuje vznik abstinenénich priznakii, jako jsou tzkost, citlivost a
zachvaty, snizuje dokonce 1 chut’ na alkohol [49. 48] "y posledni dobé byly pozorovany dalsi

aktivity dihydromyricetinu, a to hypoglykemické, antibakterialni a hepatoprotektivni %,

Doposud neni zcela znam metabolismus dihydromyricetinu v lidském organismu.
Avsak nékteré studie prokazaly rizné metabolity dihydromyricetinu (Obr. 8 na str. 18) po

jeho peroralnim podéani potkanim.
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Obr. 8 Schéma metabolitii dihydromyricetinu ©°,

Metabolity 2 az 5 byly ziskany chromatografickou separaci z mo¢i potkanu a meta-

bolity 6 az 8 byly detekovany ve vzorcich stolice potkand.
Nazvy jednotlivych metabolitli podle schématu na Obr. 8:

e (2):5,7,3", 5'-tetrahydroxyflavanol

e (3):5,7,3", 5'-tetrahydroxy-4'-methoxyflavanol
o (4):5,7,4" 5-tetrahydroxy-3'-methoxyflavanol
e (5):5,7,4" 5'-tetrahydroxy-3'-methoxyflavanol
e (6):5,7,3", 4', 5'-heptahydroxyflavani

o (7):34,5,73" 4' 5-pentahydroxylflavanon

e (8):57,3", 4" 5-pentahydroxyflavanon %,
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2 Cil prace

Cilem bakalatské prace bylo:

1. lzolovat celkovou RNA z organt laboratornich potkant kontrolnich nepreme-
dikovanych a premedikovanych dihydromyricetinem

2. prevést izolovanou RNA pomoci reverzni transkripce na cDNA vyuzitim na-
hodnych hexamert jako primera

3. kvantifikovat metodou ,,real-time*“ PCR ptavodni obsah mRNA pro enzym
CYP1ALl v organech potkant premedikovanych dihydromyricetinem relativné
vaci kontrolnimu genu (B-aktin)

4. porovnat ziskané vysledky se stanovenim relativniho mnozstvi mRNA pro

CYP1ALl v organech potkani, kterym dihydromyricetin nebyl podavan
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3 Material a metody

1.5 Pouzité chemikalie

Ambion

Applied Biosystems

Bio Basic Inc.

Fermentas

Invitrogen

Lachema

Lech-Ner

Life Technologies

Linde

New England BioLabs

RNAse free H,O

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits, Gene Ex-

pression Master Mix

Tris, kyselina boritd, EDTA

L DNA EcoRI + Hind 1l

Trizol® Reagent

Ethanol

Isopropanol

Prime & Probes B-actin, Prime & probes CYP1A1

(Rn00667869_m1/Rn00487218_mlspecifické pro potkani

gen pro -aktin/CYP1A1)

Tekuty dusik

Gel loading Dye, Blue (6x)

Penta Chloroform

1.6 PouZzité pristroje

Centrifuga Centrifuge Eppendorf 5415R
Cykler Techgene
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DarkReader Transilluminator DR-45M
Flow-box Labox

Real-time cykler RotorGene2000 — Real-Time Cycler

Spektrofotometr He\ios a

Termoblok VLMLS1

Vortex VELP scientifica Rx®

Zdroj napéti Electrophoresis Power Supply-EPS 301

1.7 Pouzité metody

1.7.1 Premedikace potkani

Laboratorni potkani (samci, kmen Wistar, 150-200 g) byli drZeni pfi teploté 22+ 2 °
C. Granulovana strava a voda jim byla podavéna ad libitum. Po tydenni aklimatizaci byla
zahajena premedikace. Potkanim byl jednorazové peroralné gavazi do zaludku podan di-
hydromyricetin, v davce 60 mg / kg potkana. Den pfed usmrcenim byla zvifatim odebrana

strava.

Experimenty byly realizovany v souladu se Zdkonem na ochranu zvifat proti tyrani
(€. 409/2008 Sb.) A vyhlaskou O chovu a vyuziti pokusnych zvifat ¢. 207/2004 v prosto-
rach Centra pro experimentalni biomodely 1. LF UK (U nemocnice 478/5, Praha 2).

Po usmrceni byla potkaniim odebrana jatra a tenké stievo. Tenké sttevo bylo dale
rozdé€leno na tii Casti: proximalni, stfedni a distalni ¢ast. Proximalni Cast stfeva byla oddeé-

lena pfiblizn€ 2 cm pod Zaludkem. Kazda oddélena ¢ast méela délku ptiblizn€ 2 cm.

1.7.2 lzolace RNA

Izolace vysoce kvalitni RNA je zna¢né€ naro¢nd. Ribonukleasy, které¢ hydrolyticky
Stépi RNA, jsou vSudyptitomné. Délime je na exogenni (z prostiedi) a endogenni (z izolo-
vaného materialu), jejich zdrojem mohou byt vlasy, ktize, pot apod., navic jsou tyto enzy-

my velmi odolné, proto je pii praci s RNA tifeba dodrzovat preventivni opatfeni proti ribo-
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nukleasam a vysokou Cistotu. Pro tuto praci byly pouzity automatické pipety, Spicky

s filtrem, laboratorni sklo a chemikalie vy&lenéné jenom na praci s RNA P4,

Pii izolaci RNA se vyuzivaji komeréné dostupna €inidla, které umoziuji izolaci
RNA (také DNA) z buné¢nych kultur a vzork tkani. Pfispivaji k maximalizaci informaci,
které¢ mohou byt z téchto tkani ziskané. Mezi tato ¢inidla patii i TRIzol®, ktery byl vyuzit
V této bakalarské praci®. TRIzol® obsahuje guanidin thiokyanat a fenol. UdrZuje integritu
RNA diky vysoce u¢inné inhibici aktivity RNas pfi naruseni bun¢k a rozpousténi jejich
slozek v pribéhu homogenizace vzorku. Po homogenizaci je material pfenesen do TRIzo-
lu. Pridanim chloroformu se zajisti rozdéleni RNA do vodného roztoku supernatantu. Ho-
mogenat se centrifuguje a rozdéli se na horni, ¢irou vrstvu, obsahujici RNA, mezifazi a
spodni Cervenou organickou vrstvu obsahujici DNA a proteiny. RNA se z vodné vrstvy

vysrazi pomoci isopropanolu a promyje ethanolem (1 ml 75% ethanolu na 1 ml TRIzolu)
[53]

Po celou dobu izolace byly pouzivany rukavice bez pudru a pracovalo se
ve flow-boxu (Labox typ: BIO 126). Pinzety, Spachtle, tfeci misky, tloucky a kadinky byly
nejdiive oSetfeny 10% peroxidem vodiku a spole¢né s pipetovacimi $pickami s filtrem a
mikrozkumavkami Eppendorf (0,5; 1,5; 2ml) byly sterilizovany v suSarn¢ po dobu 6 hodin
pii 130 °CSterilizované pomucky byly vlozeny do flow-boxu spolu se stojany na mikroz-
kumavky Eppendorf, spickami s filtry, pipetami se stojanem, mikrocentrifugou, a polysty-
renovou krabici na tekuty dusik a asi na 15 minut byl flow-box vysviceny UV zéfenim,

kvtli eliminaci ¢etnosti mikroorganismil.

Vzorek kazdé tkané byl homogenizovan v tfeci misce za pomoci tekutého N,. Po-
moci Spachtle bylo pfeneseno pfiblizn€ stejné mnozstvi homogenizovaného materialu
do ptislusnych mikrozkumavek Eppendorf s TRIzolem, pfi¢emz na 1 ml TRIzolu je tfeba
pfidat 50 az 100 mg tkan& . Vzorky byly promichany na vortexu (Velp scientifica Rx%),
postaveny na vicko a nechany inkubovat 5 minut pii pokojové teploté. Nasledné bylo do
kazdé mikrozkumavky ptidano 150 ul chloroformu. Vzorky byly 15 sekund michany na
vortexu (Velp scientifica Rx®) a opé&t nechany inkubovat pii pokojové teploté po dobu 3
minut. Vzorky byly centrifugovany (Eppendorf 5415R) pfi 12 000 x g pii 4°C po dobu 15
minut. Ze vzorkd byla opatrné odebrana bezbarva vodni faze po 80 ul do 1,5 ml ¢isté mik-

rozkumavky. Do vsech vzorkt bylo pfidano mnozstvi isopropanolu odpovidajici objemu
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odebrané vodné faze a kazda mikrozkumavka byla Skrat preklopéna. Vzorky byly nechany
inkubovat 10 minut pii pokojové teploté. Vzorky byly opét cetrifugovany (Eppendorf
5415R) pti 12 000 x g pii 4 ° C po dobu 15 minut. Supernatant byl slit do kadinky, bylo
ptidano 750 pul 75 % ethanolu (v RNase free vod¢) a vzorek byl 10 sekund vortexovan
(Velp scientifica Rxs). Nasledovala centrifugace (Eppendorf 5415R) 5 minut pfi 7 600 x g
a teploté 4 °C. Pipetou byl opatrné odebran supernatant a na termobloku (VLMLS1), vy-
hiatém na 60°C, byl odpatfen zbyvajici ethanol. Vzorky byly fedény, kratce vortexovany
(Velp scientifica Rx®) a inkubovany 15 minut pii 60°C. Nasledn& byly vzorky rozpipeto-
vany a aliquoty mRNA byly uchovany pfi teploté -80°C v hluboko mrazicim boxu.

1.7.3 Agarosova elektroforéza

Elektroforéza na agarosovém gelu je jedna z nejucinnéjSich metod separace frag-
mentd RNA (i DNA) o rizné velikosti (100 bp az 25 kb). Béhem Zelatinace se polymery
agarosy nekovalentné spojuji a vytvareji sit’ svazkli. Fosfatovy zbytek na nukleotidech
zpusobuje, ze je molekula nukleové kyseliny zdporné nabita. Proto pokud je RNA umisté-
na v elektrickém poli, fragmenty migruji ke kladné nabité anod¢. Vzhledem k tomu, ze
RNA ma jednotny pomé&r hmotnost/naboj. Fragmenty RNA jsou oddéleny podle velikosti v
agarosovém gelu tak, ze vzdalenost, kterou urazi fragmenty, je nepfimo imérna logaritmu

molekulové hmotnosti P4,

Elrlenmayerova banka a odmérné valce byly sterilizovany 6 hodin pii teploté
130°C. Nasledn¢ byla ptipravena 1% (w/v) agarosa v 0,5 x TBE (zasobni TBE pufr 5x
koncentrovany, 445mM TRIS; 445mM kyselina borita; 10mM EDTA; pH 8-8,3). Smés
byla ohfivana v mikrovinné troubé do rozpusténi agarosy. Po ochlazeni pod proudem
tekouci vody byl gel prelit do ptipravené aparatury. Do gelu byl vloZen hieben na vytvo-
feni jamek. Po ztuhnuti (30 min) byl hieben vyiat a vanic¢ka se ztuhlym gelem byla pie-

misténa do aparatury na elektroforézu. Jako elektrodovy pufr byl pouzit 0,5x TBE pufr

Vzorky byly pfipraveny tak, Ze pfislusné mnozstvi izolované RNA bylo doplnéno
na 5 pl RNase free vodou a ke kazdému vzorku byl ptidan 1 pl vzorkového pufru "6x Loa-
ding dye". Marker byl pfipraven dle navodu smichanim 1 pl A EcCoRI + HinDIII s 4 ul H,O
a 1 ul "6x Loading dye", nasledné byl zahtat na 65 °C a na 3 minuty umistnén na led.
Vzorky byly naneseny do jamek a aparatura byla pfipojena ke zdroji (Electrophoresis

23



Power supply-EPS 301), elektroforéza probihala pii napéti 110 V po dobu piiblizné 45

minut.

Pro vizualizaci byla pouzita barva SyberGreen II, ktera byla 10000x natedéna v 1x
TBE do celkového objemu 50 ml v ur¢ené plastové misce. Gel byl vlozen do této lazné a
po dobu 30 minut ponechan na tiepacce. Nasledné byl gel vyvolan na DarkReaderu (Tran-

silluminator DR-45M) v temné mistnosti a vyfotografovan.

1.7.4 Stanoveni koncentrace a ¢istoty RNA

Koncentrace RNA je stanovena méfenim absorbance pii 260 nm. Pfi této vinové
délce nukleové kyseliny vykazuji absopéni maximum, kviili jejich aromatickému zakladu.
Pro odecitani signalu pozadi se méii absorbance pifi 320 nm. To vSak plati pouze pti méte-
ni ve vodg, proto je nutné RNA fedit vodou. Pomér mezi hodnotami absorbance pfi 260

nm a 280 nm umoziuje odhadnout Cistotu RNA s ohledem na kontaminanty absorbujici

v UV. Cista RNA ma pomér Poso 1,9-2,1 pii 10 mM koncentraci ©°°.

80

K 5 ul roztoku izolované RNA jsem piidala 395 ul RNAse free vody a prométila
absorpéni spektrum od 230 nm do 330 nm na spektrofotometru HeAios o za pouziti kie-

menné kyvety.

Cistotu izolované RNA jsem po¢itala podle poméru:

Azso — A320 2
Azso - A320 ( )

Koncentraci izolované RNA [pg. ul'l] jsem urcila podle vzorce:

c= Poso ~ Ay x 40x Fedeni 3)
1000

1.7.5 Syntéza cDNA - reverzni transkripce
Reverzni transkripce RNA do cDNA je zakladni metodou pro studium genové ex-

prese. Vytvorend cDNA odrazi mnozstvi a slozitost ptivodni mRNA. Samotné reverzni
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RNA polymerasy na promotor, ktery predstavuje pfesné¢ sekvenéné definovanou oblast na
DNA. Inicia¢ni faze kon¢i zahajenim syntézy fetézce RNA ve sméru 5'-3'podle komple-
mentarity bazi pouze na jednom vlakné, na tzv. matricovém fetézci. Druhy krok se nazyva
elongace transkripce. RNA-polymerasa postupné pridava nukleosid-5'-monofosfat na 3'-
konec fetézce RNA, pfi¢emz se posouva po kodujici fetézci DNA, jehoz smér fosfodieste-
rovych vazeb je 3'-5'. Tieti krok, terminace transkripce, zahrnuje zastaveni elongace fetéz-

ce RNA na konci genu a vyvéazani RNA-polymerasy z matricového fetézce DNA P9,

Pti kvantifikaci miry exprese gen(, je tfeba soucasn¢ se specifickou amplifikaci
provést i amplifikaci srovnavaciho genu. Pouzivaji se na to geny, které koduji proteiny
esencialné zastoupené ve vétSing€ tkdni (resp. pletiv) a jejich exprese je za vSech podminek

stejna a nebyva ni¢im ovlivnéna. V této bakalaiské praci byl pouzit B-aktin.

Po celou dobu prace byly pouzivany rukavice bez pudru a pracovalo se ve flow-
boxu (Labox typ: BIO 126). Odpovidajici mnozstvi RNA, vztazeno na 1 ug, bylo napipe-
tovano do RNase free vody do celkového objemu 10 pl. Vzorky byly promichany a centri-
fugovany na mikrocentrifuze. Jako negativni kontrola bylo pouzito odpovidajici mnozstvi

RNase free vody.

Do mikrozkumavky byl ptipraven roztok "mixu", ktery na jeden vzorek obsahoval:

2 ul 10x RT pufr (inhibitor RNas)

0,8 ul 25x ANTP mix (prekurzory nukleotidl)

2 ul 10x RT Random Primers (iniciuji syntézu novych fetézcti DNA)
1l RNase inhibitor

3.2ul RNase free voda

Do kazdého vzorku, a také do negativni kontroly, bylo pipetovano 9 ul tohoto "mi-
xu" a vzorky byly opét promichany a centrifugovany. Z kazdého vzorku byly odebrany 2

ul, které slouzily jako vzorky kontrolni.

Do vsech vzorkt (kromé kontrolnich), a také do negativni kontroly, byl ptidan 1 pl
reverzni transkriptasy, coz je specificky enzym, ktery zprosttedkovava syntézu

cDNA.
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Zkumavky byly vlozeny do cykleru (Techgene) a byl pouzit nasledujici Casovy
resp. teplotni protokol:

25°C 10 min (nasednuti ndhodnych hexameri)
37°C 120 min (prodluzovani fetézce cDNA)
85°C 5 min (inaktivace reverzni transkriptazy)

Po ukonceni celého cyklu byly zkumavky udrzovany pfi teploté 4°C. Nasledné byly vzor-

Ky uchovany v mrazicim boxu pfi -80°C pro dal$i pouziti.

1.7.6 ,,Real-time“ Polymerazova ietézova reakce

Tato metoda vyuziva kromé& PCR i 5' nukleasovou aktivitu DNA polymerasy a také
fluorescenci. TagMan sonda ma na 5' konci fluorescenéni barvivo (napi. FAM ™) a na
3'konci zhaSeci barvivo (v této bakalarské praci bylo pouzito MGB). V prib&hu reakce
dochazi na zaklad¢ 5' nukleasové aktivity ke stépeni sondy, ktera se tim vzdaluje od zhase-
ciho barviva, ¢imz dochazi ke zvyseni fluorescence®”). Reakce jsou charakterizovany bo-
dem v Case (nebo PCR cyklu), kde je jako prvni zjisténa cilova amplifikace. Tato hodnota
se obvykle oznacuje jako prah cyklu (cycle treshold, Ct), v okamziku, kdy intenzita fluo-
rescence je vetsi nez fluorescence pozadi. V disledku toho, ¢im vétsi je mnoZstvi cilové
CDNA ve vychozim materialu, tim rychleji se objevi vyznamné zvysSeni fluorescencniho
signalu, &im? se ziské nizsi Cr P8

Celou dobu bylo pracovano v rukavicich bez pudru, se sterilnimi $pickami s filtrem
a mikrozkumavkami. cDNA bylo tieba nafedit RNAse free vodou 10x (v nékterych ptipa-
dech 100x) do celkového objemu 12 pl. Pak byl pfipraven roztok "mixu", ktery na jeden
vzorek obsahoval:

10 pl TagMan® Gene Expression Master Mix
4 ul RNase free voda
Il TagMan® Gene Expression assay (B-aktin resp. CYP 1Al)

Do mikrozkumavek Eppendorf bylo napipetovano 15 pl "mixu" a nasledné 5 pl na-

fedéné cDNA, do blanku bylo namisto cDNA napipetovano 5 pul RNase free vody.

Nasledné byly vSechny vzorky vlozeny do pfistroje pro ,,Real-time*“ PCR (Rotor

Gene 2000). Neobsazena mista v karuselu byly vyplnéna prazdnymi mikrozkumavkami.
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Podminky real-time PCR:

2 min 50°C (nasednuti primert)

10 min 95°C (aktivace DNA polymerasy)
A 50 opakujicich se cykltd s podminkami:

15 sec 95°C (denaturace DNA fetézce)
60 sec 60°C (hybridizace sond a prodluzovani fetézce DNA)

K vyhodnoceni byl pouzit program Rotor Gene 5 (Rotor-Gene Real-Time Analysis

Software, Corbett Research 2000), pomoci kterého byla uréena hodnota Ct (viz Obr. 9).

Fluorescence

0 5 "o "5 20 25 30 135 '40 45 Cycle:

Norm. Fluoro.

101

10%2|  Threshold

W\

103}

T o 0 T30 40 Cycle

B)
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blank middle DHMR 1
proximal DHMR 1 middle DHMR 2
proximal DHMR 2 middle DHMR 3
proximal DHMR 3 middle kontrolni 1

proximal kontrolni 1 middle kontrolni 2

proximal kontrolni 2 middle kontrolni 3

proximal kontrolni 3 negativni kontrola
C)

Obr. 9 Amplifika¢ni graf ,,real-time“ PCR v linearnim (A) a logaritmickém (B) zobrazeni

s vyznacenou linii ,,threshold* spolu s popiskami kiivek (C).

1.7.7 Vyhodnocovani vysledku ,,Real-time polymerazové fetézové reakce

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci programu REST2009.

Nejdiiv byl vypocitan aritmeticky primér Ct dvou paralelnich méteni pro jeden

vzorek, ktery vyjadiuje expresi daného genu v daném vzorku.
Stanoveni ACy podle vzorce:
ACt=C+(CYP1A1)-Cr(p-aktin) 4)

Takto vypocteny ACt vyjadiuje expresi sledovaného genu ve srovnani s referencnim ge-

nem v daném vzorku tkanég.

Mira indukce exprese genu CYP1AL ve vzorcich tkani odebranych z potkanud pre-

medikovanych dihydromyricetinem a nepremedikovanych byla vypocitana podle vzorce:

9-MCr _ 2—(E(dHMR)—E(kontro|a)) (5)

dHMR znaci tkan€ potkanii premedikovany dihydromyricetinem, a kontrola tkdné nepre-

medikovany.

28



4  Vysledky

Pro uréeni obsahu mRNA pro CYP1A1 v organech laboratornich potkani, kterym byl
podavan dihydromyricetin, byla nejprve izolovana celkova RNA. Jednotlivé preparaty cel-
kové RNA byly pomoci metody reverzni transkripce, s pouzitim nahodnych hexamert jako
primertd, pfevedeny na komplementarni DNA, ktera byla nasledné analyzovana metodou

real-time PCR s vyuzitim komer¢nich sond.

4.1 1Izolace celkové RNA

Izolace celkové RNA z tkani potkant byla provadéna pomoci ¢inidla TRIzol® Rea-
gent (viz. kap. 3.3.2. na str. 21). Homogenizace vzorku tkan¢ byla provedena pomoci ka-
palného dusiku Vv tieci misce. Vytézek a Cistota izolované RNA byl posuzovan pomoci

horizontalni agarosové elektroforézy a spektrofotometricky.

Za pouziti horizontalni agarosové elektroforézy (viz. kap. 3.3.3) byly na gelu viditel-
né dva prouzky (28S a 18S) (viz Obr. 10), které byly diikazem, Ze nedoslo k degradaci
RNA.

marker

Obr. 10 Horizontalni agarosova elektroforéza preparatii celkové RNA izolované z ja-

ter kontrolnich potkanti (JK)
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Cistota izolovanych preparatil a jejich koncentrace byla uréovana spektrofotometric-
Ky. V absorpénim spektru se objevil velky nardst v oblasti 260 nm, avSak bez vyrazného

narastu v oblasti 280 nm. Vysledky tohoto méteni jsou shrnuty v tabulce 1.

Tab.1 Spektrofotometrické stanoveni cistoty a koncentrace izolované RNA.

riedenie|A,q, Asgo Az tistota  |C(RNA) [ug/pl]
JK1 1,045 0,553 0,001 1,89 3,34
kontrolné|JK2 80x 0,250 0,121 -0,001 2,08 0,80
J4tra JK3 0,396 0,200 -0,002 1,99 1,27
Jd1 160x 0,618 0,331 -0,002 1,87 3,97
dHMR |Jd2 80x 0,732 0,383 -0,002 1,92 2,35
Jd3 160x 0,779 0,422 0,000 1,85 4,99
middle Mid1 80x 0,999 0,506 0,015 1,93 3,15
dHMR Mid2 160x 0,664 0,351 0,008 1,86 4,20
Stieva Mid3 80x 0,568 0,286 0,005 1,96 1,80
distal Did1 80x 0,363 0,167 0,002 2,16 1,16
dHMR Did2 160x 0,587 0,252 0,005 2,30 3,72
Did3 1,010 0,503 0,005 1,99 6,43

1.8 Kvantifikace ziskané RNA pomoci reverzni transkripce a real-time PCR

VSechny ziskané izolované vzorky RNA byly pomoci reverzni transkripce prevedeny
na cODNA ato z 1 ug ptivodni RNA (viz kap. 3.3.5.).

Metodou ,,real-time* PCR (viz. kap. 3.3.6.) byly analyzovany vsechny ziskané vzor-
Ky nejprve z hlediska exprese B-aktinu jako referen¢niho genu, ktery je v tkanich exprimo-
van ve stejném mnozstvi. A nasledné byly Sstejnym postupem vzorky analyzovany z hle-
diska exprese nami sledovaného genu CYP1AIl. Statistické zpracovani dat je shrnuto

v tabulce 2. Vysledna mira indukce je zobrazena v tabulce 3.
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Tab.2 Urceni miry exprese CYP1AI v porovnani s referencnim genem vyjadiené jako ACt

organ vzorek |Cy(B-actin)|C{(CYP1A1) ACy
K1 20,31 32,69 12,39

K2 19,45 30,75 11,30

Jatra K3 18,90 31,01 12,11
DHMR1| 20,14 32,59 12,45

DHMR2| 20,98 32,26 11,55

DHMR3| 20,45 31,19 10,72

K1 21,415 31,9 10,46

Stfevo K2 20,63 31,255 10,63
proximal K3 21,09 31,13 10,04
DHMR1| 20,14 28,29 8,15

DHMR2| 19,68 28,37 8,69

K1 24,985 35,73 10,75

K2 18,65 29,515 10,88

Stfevo K3 20,32 30,615 10,30
middle |pHMR1| 20,42 33,11 12,69
DHMR2| 18,03 32,125 14,10

DHMR3| 19,695 33,595 13,90

K1 18,615 32,11 13,50

K2 18,37 29,23 10,86

Stievo K3 19,675 31,68 12,01
distal [pHMmR1| 21,85 39,75 17,90
DHMR2| 23,555 34,33 10,78

DHMR3| 18,705 32,14 13,44

Tab.3 Indukce exprese genit pro CYPIAI v orgdnech potkanii premedikovanych dihydro-

myricetinem v porovndni s potkany nepremedikovanymi, zpracovano programem
REST2009.
Mira indukce Statisticka vvz-
, (dhmr) (kontrola) atisticka vy
orgin | AC," +SD | AC, +SD i S
Jatra 11,79+ 0,87 11,93+ 0,62 1,10 nesignifikantni
Sti‘evo pro-
. 7,87£1,02 10,38+ 0,29 5,69 P<0,01 **
ximal
Strevo mid-
dle 13,56+ 0,89 10,59+ 0,33 0,13 P<0,05 *
Stievo distal 14,04+ 3,23 12,12+ 1,383,23 0,26 nesignifikantni
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5 Diskuze

Tato bakalai'ska prace navazuje na dosavadni studie tykajici se studia polyfenolickych
latek a jejich vlivu na cytochromy P450, které¢ vznikly v laboratotich PfF UK, a to zejména
na diplomovou praci Mrg. Elisky Babencové, ve které byl sledovan vliv dihydromyricetinu
na aktivitu CYP1A1 a jeho expresi metodou Wetern blotting. V jiz obhajené praci bylo
zjisténo mirné zvyseni EROD aktivity CYP1ALl (taky i CYP1A2) v jatrech potkant pre-
medikovanych dihydromyricetinem na druhou stranu nebyl zjistén vliv dihydromyricetinu
na hladinu exprese CYP1A1 ani v jatrech ani v tenkém stievu potkani vystavenych dihyd-
romyricetinu®.

V této bakalaiské praci byl zkouman, vliv dihydromyricetinu na expresi CYP1AL na
urovni mRNA, a to Vv jatrech a tenkém stievé potkantl, v orgénech, které jsou vyznamnym
mistem metabolismu xenobiotik. Dihydromyricetin byl potkanim podéan jednorazové pero-
raln¢ gavazi do zaludku, v davce 60 mg / kg zivé hmotnosti potkana. Tenké stievo je velmi
dlouhym orgénem (az 90 cm) skladajicim se z dvanactniku (duodenum), laéniku (jejunum)
a kycelniku (ileum). Stfevo proto bylo rozdéleno na tii ¢asti, a to na proximalni (pfiblizné
odpovidajici dvanactniku), stfedni (pfiblizné odpovidajici lacniku) a distalni (ptiblizné
odpovidajici kyc¢elniku). Déle se prace zabyvala nejen porovnanim indukce CYP1A1 me-
ziorganove (jatra vs. tenké stfevo), ale i v ramci jednotlivych ¢asti tenkého stieva. Ke zjis-
téni indukce CYP1A1 byla pouzita metoda ,,real-time* PCR.

Vlivem dihydromyricetinu nedochazelo k jakékoli statisticky vyznamné zmén¢ expre-
se CYP1A1 v jatrech potkand.

V distalni ¢asti stieva potkani premedikovanych dihydromyricetinem nebyla pozoro-
vana zadna vyznamna zména ve srovnani s kontrolnimi, nepremedikovanymi, potkany.
Ve stiedni ¢asti stieva (middle) byl zjistén mirny pokles exprese CYP1AL. Naproti tomu,
Vv ¢asti proximalni byl zaznamenén statisticky vyznamny nartst relativni exprese CYP1A1
u potkanti premedikovanych dihydromyricetinem, a to 5.7x oproti potkaniim kontrolnim.

Vysledky ziskané timto experimentem miizeme povazZovat za pozitivni z hlediska bez-
pecnosti dihydromyricetinu, jelikoz ptipadnd indukce CYP1A1 by mohla vést k aktivaci

karcinogenti.
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6 Zavér

V ramci této bakalarské prace byla uspésné izolovana celkova RNA z jater a tenkého
stieva potkanti kontrolnich — nepremedikovanych a premedikovanych dihydromyricetinem,
ktery byl potkaniim podan jednorazové peroralné gavazi do zaludku, v davce 60 mg / kg
zivé hmotnosti potkana. Nasledné byla tato RNA pievedena do cDNA s pouzitim hexame-
ri jako nahodnych primert. Metodou ,,real-time* PCR bylo kvantifikovano zastoupeni
MRNA pro CYP1A1l v tkani premedikovanych potkanll ve srovnani s kontrolnim genem
(B-aktin). Na zavér byly vysledky porovnany s hodnotami ziskanymi z tkani potkani kont-
rolnich nepremedikovanych. Z vysledkt je patrné, ze v jatrech nedochézi k vyrazné zméné
exprese CYP1AL. V tenkém stfevé ovSem zmény zaznamenany byly, a to mirny pokles
exprese V piipad¢ stfedni Céasti a nartist exprese studovaného cytochromu P450

V proximalni ¢asti.
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