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Metabolismus fady latek piijimanych ve stravé, tvofenych v téle a podavanych
ve form¢ 1é¢iv a potravinovych doplikd, mize byt ovlivnén prostfednictvim
specifickych struktur oznacovanych jako nuklearni receptory. Stiedem zajmu této prace
je farnesoidni X receptor (FXR) a jeho interakce s vybranymi piirodnimi latkami,
konkrétné¢ anthocyanidiny peonidinem, petunidinem, pelargonidinem, malvidinem,
cyanidinem a delphinidinem a dale vybranymi alkaloidy obsazenymi ve Fumaria
officinalis.

U téchto latek bylo jiz v minulosti v riznych studiich pozorovano a popsano
jejich  pozitivni ovlivnéni vzniku a progrese aterosklerdzy, metabolismu
triacylglyceroli, sekrece ZluCovych kyselin, celkového a nizkodenzitniho
lipoproteinového (LDL) cholesterolu, metabolismu glukézy a rovnéz ovlivnéni
inzulinové signalni drdhy. Vzhledem k zasadni roli FXR v téchto procesech byly pro
analyzu vybrany zminéné slouceniny. Pro urceni zda se jednd o potencialni agonisty
FXR byla uzita TR-FRET LanthaScreen ™ koaktivatorova esej. Pomoci této metody se

podafilo identifikovat nékolik potencialnich ligandiit FXR receptoru.
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Metabolism of many substances taken in the diet, formed in the body and
administered in the form of pharmaceuticals and dietary supplements may be influenced
by the specific structures called the nuclear receptors. The focus of this work is
farnesoid X receptor (FXR) and its interaction with selected natural ingredients,
specifically anthocyanidins peonidin, petunidin, pelargonidin, malvidin, cyanidin and
delphinidin and chosen alkaloids from Fumaria officinalis. For these substances has
been previously observed and described in different studies the positive influence of the
development and progression of atherosclerosis, metabolism of triglycerides, bile acids
secretion, total and low density lipoprotein (LDL) cholesterol, glucose metabolism and
also the influence on the insulin signaling pathway. Given the critical role of FXR in
these processes, these compounds have been selected for the examination as the
potential agonists of FXR. Substances were tested using TR-FRET LanthaScreen ™
farnesoid X receptor co-activator analysis. We found several promising ligands of FXR

among tested compounds.
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1. SEZNAM ZKRATEK

AF-1 aktiva¢ni funkce 1 v N-terminalni ¢asti

AGN ligand pro FXR

AKT proteinkindza B

apoA apolipoprotein A

apoC-11, apoC-I11 apolipoproteiny Cll a ClliI

ATP adenosintrifosfat

BA zlucové kyseliny

BACS zlucové kyseliny-koenzym A syntetaza

BAR receptor pro zlu¢ové kyseliny (bile acid receptor)
BARE responzibilni elementy pro zlucové kyseliny
BAT zlucové kyseliny-CoA-aminokyselinova N-acetyltransferaza
BSEP exportni pumpa zlucovych kyselin

CA cholovi kyselina

Caco-2 bunééna linie z bunék lidského epitelialniho kolorektalniho adenokarcinomu
CAE alkaloidovy extrakt z Rhisoma Coptidis

CAR konstitutivni androstanovy receptor

CDCA chenodeoxycholova kyselina

DCA deoxycholové kyselina

DBD DNA vazajici doména

DM2 diabetes mellitus 2.typu

DMSO dimethylsulfoxid

DRS smirtici receptor



DTT dithiothreitol

6-ECDCA kyselina 6-ethyl- chenodeoxycholova

ECso koncentrace latky, pfi které je dosazeno 50% maximalniho G¢inku
EGFR receptor pro epidermalni rtistovy faktor

FBP1 frukt6za-1,6-bifosfataza 1

FGF fibroblastovy riistovy faktor

FOXO1 forkhead box O1

FRET fluorescen¢ni rezonancni transfer energie

FXR farnesoid X receptor

FXREs FXR responzibilni elementy

GIT gastrointestinalni trakt

GLUT prenase¢ glukdzy

GSPE proanthocyanidinovy extrakt z hroznovych jader
GST gluthathion S-transferaza

GW4064 specificky agonista pro FXR

HDACS3 histon-deacetylaza 3

HDL lipoprotein s vysokou hustotou

HepG2 kultivované lidské hepatické buiiky

HMG-CoA reduktaza (3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzymA) reduktaza
HNF-4a jaterni nuklearni faktor-4a

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

HRE hormon responzibilni elementy

HTS vysoce propustny ¢i vysokokapacitni screening



I-BABP intestinalni Zlu¢ové kyseliny vazici protein

JNK c-Jun N-terminélni kinéza

LBD ligand véazici doména

LCA lithocholova kyselina

LDL-C nikodenzitni lipoproteinovy cholesterol

LPL lipoproteinova lipaza

LRH jaterni receptorovy homolog

LXR jaterni X receptor (y)

MAPK mitogenem aktivovand proteinkinaza

mRNA informacni ribonukleova kyselina

MRP2 protein spojeny s mnohocetnou lékovou rezistenci
NR nukleérni receptor(y)

PCR polymerazova fetézova reakce

PFIC II progresivni familidrni intrahepatické cholestazy typu II
PGC-1a koaktivator pro receptor aktivovany peroxisomovymi proliferatory
PPAR receptor aktivovany peroxisomovymi proliferatory
PUFA polynenasycené mastné kyseliny

PXR pregnanovy X receptor

RT-PCR polymerazova fetezova reakce s reverzni transkripci
RXRa retinoidni X receptor a

SHP maly heterodimerni partner

ROS reaktivni formy kysliku

SRC-2 steroidni koaktivator 2
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SXR steroidni a xenobioticky receptor

TNFa tumor nekrotizujici faktor o

TRAIL ligand indukujici apoptoézu spojenou s tumor nekrotizujicim faktorem
TR-FRET fluorescencni rezonan¢ni prenos energie s casovym rozliSenim
TRRAP transkripcni koaktivator

UGT2B uridindifosfo-glukuronyltransferaza

UV-VIS ultrafialové a viditelné oblasti spektra

VEGFR?2 vaskularni endothelialni ristovy faktor

WT fenotyp typicky se vyskytujici u druhti v pfirodé

XRE xenobioticky DNA responzibilni element

7K zluéové kyseliny

11



2. UVOD

Od nejstarsich dob ¢lovek vyuzival ¢asti rostlin ¢i rostlinnych piipravki nejen ve
strave, ale také pro oSetfeni ran a pfi 16¢bé onemocnéni. Mezi dikazy patii dochované
pisemné predpisy davnych kultur napiiklad z obdobi antického Recka a Rima. Ve
sttedovéku byly informace o 1é¢ivych rostlinach spolu se svymi Uc¢inky zapisovany do
herbait. Tyto znalosti vychéazely casto zlidového, ale 1 oficinalniho I1écitelstvi.
V soucasnosti bylo mnozstvi tidajnych ucinka vyvraceno studiemi a dikazy o obsahu
latek téchto rostlin a jejich ucincich na lidsky organismus. Dlouhou dobu byl
uptednostiiovan vyvoj a studium chemickych struktur jako 1éCiv, dnes lze ale pozorovat
nariist z4jmu o tradiéni mediciny, studium biologické aktivity a mechanisml ucinkl
pfirodnich latek a jejich smési. Nové informace tak mohou polozit zdklad pro tvorbu
novych terapeutickych moznosti a odhaleni zasadnich 1ékovych interakci. (Chang 2009,
Liillmann et al. 2012)

Biotransformace latek pfijimanych ze stravy, podavanych ve formé 1é€iv nebo
tvotenych v téle, mize byt ovlivnéna jejich interakci se strukturami oznacovanymi jako
nuklearni receptory. Ty tak piedstavuji potencialni terapeutické cile a jejich existence je
nezbytnd pro mnozstvi biologickych procest. Soucasny vyzkum se tak stile vice
zaobira identifikaci latek, které s nukledrnimi receptory interaguji a prostfednictvim
tohoto mechanismu vykazuji farmakologickou aktivitu, pfipadné vyvolavaji zasadni
lékové interakce. Tato prace se zabyva farnesoidnim X receptorem a jeho interakci
s vybranymi anthocyanidiny a vybranymi alkaloidy z Fumaria officinalis. Vazba téchto
latek na farnesoidni X receptor by pak mohla ptedstavovat mechanismus jejich
pusobeni v organismu prostfednictvim nasledné regulace exprese genl, jez dale
ovliviyji fyziologické a patologické procesy lipidového a gluk6zového metabolismu,
vyvoj aterosklerozy jako zanétlivého procesu. Soucasné studie také poukazuji na
zasadni roli FXR jako potencidlniho cile v 1écbé steatézy jater, zanétlivych
onemocnénich, metabolického syndromu, kardiovaskuldrnich chorob souvisejicich
s timto syndromem. Vysledky ovlivnéni FXR zkoumanymi strukturami by tak mohly
predstavovat zajimavy smér v podpoie €1 samotné 1écbé tzv. civiliza¢nich chorob.

(Chang 2009, Liillmann et al. 2012, Stibotova et al. 1999).
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3. TEORETICKA CAST

3.1 NUKLEARNI RECEPTORY
Do nadrodiny nukledrnich receptorti zahrnujeme jaderné receptory hormont,
receptory, jejichz ligandy byly nalezeny az po jejich popisu a tzv. ,,sirot¢i* receptory, u

kterych neni dosud Zzadny ligand znam (Murray et al. 2012).

3.1.1 Struktura nuklearnich receptori

A/B C D E F
1

Obr. 1 Nadrodina jadernich receptord. Clenové této rodiny jsou rozdéleni do Sesti strukturnich
domén (A-F). Doména A/B je také nazyvana AF-1 ¢i modulacni oblast, jelikoz se ucastni
aktivace transkripce. C-doména se sklada z DNA-vazebné domény (DBD). Oblast D obsahuje
hinge-region, ktery zajist'uje flexibilitu mezi DBD a ligand-vazebou doménou (LBD, oblast E).
C-terminalni ¢ast oblasti E obsahuje AF-2, dal$i doménu dutileZitou pro transaktivaci. Oblast F je

S$patné definovana (Upraveno dle Murray et al. 2012).

Mezi spolené strukturni znaky patii centrdlné lokalizovand DNA-vazebna
doména (DBD). Diky ni se receptor mize vdzat na hormon responsivni element (HRE)
s vysokou afinitou. DBD je tvofena dvéma vazebnymi motivy zinkovych prstl. Ty
existuji ve form¢ monomerti, homodimerd a heterodimert, a fidi tak vazbu. Cilovy HRE
je tvofen jednim nebo dvéma polovinami sekvence DNA v podobé& obracené ¢i piimé
repetice. Ligand-vazebna doména (LBD) se nachazi na c- terminalni ¢asti receptoru.
Selektivné vaze hormony ¢i metabolity, a tim specifikuje biologickou odpoveéd. Jeji
soucasti jsou dale domény zprostiedkovavajici navdzani heat-shock proteind,
dimerizaci, nuklearni lokalizaci a transaktivaci. Ta je uleh¢ena samotnou transaktivacni
funkci c-termindlni ¢asti (AF-2 doména), jeZ je nezbytna pro interakci s koaktivatory.
DBD je od LBD odd¢lena flexibilni oblasti ohybu — tzv. ,hinge* regionem, ktery je
vysoce variabilni. Vzhledem k flexibilit¢ této oblasti je umoznéna rovnéz variabilita
v DNA-vazebnych konformacich. Druhou vysoce variabilni funkci AF-1 nalezneme
V N-termindlni ¢asti. Dochdzi zde k vazbé koagulacnich proteinli, a tim 1 k riznym
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fyziologickym funkcim. Zde je umoZnéna iniciace translace izoformy receptoru diky
promotoriim, alternativnim mistim sestfihu, a poctu mist. Ty sdili stejn¢ LBD a DBD,
ale vzhledem k moznému spojeni s riznymi koagulatory v N-terminalni AF-1 doméné
umoziuji razné fyziologické odpovédi (Obr. 1) (Murray et al. 2012).

Zptsob déleni receptort je rizny. Dle zplsobu vazby na HRE rozliSujeme
klasické receptory pro glukokortikoidy, mineralokortikoidy, estrogeny, androgeny a
progestiny, jez se vazou jako homodimery na opacné repetice. Receptory ostatnich
hormonii napi. tyreoidalnich, kyseliny retinové, vitaminu D a receptory vazici jiné
metabolity, jako je PPAR a, B, v, FXR, LXR, PXR/SXR a CAR, vytvareji heterodimer
s retinoidnim receptorem X jako partnerem piimé repetice. Sirotéi receptory se potom
vazi jako homodimery ¢i monomery na sekvence piimych repetic. Objev jadernych
receptori byl zdsadni pro pochopeni ovlivnéni genové regulace metabolity a
xenobiotiky, a tim také latkové transformace, detoxifikace a odstranéni béznych
produktii a exogennich latek a nachazeni novych terapeutickych cilti a postuptt (Murray

etal. 2012).
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3.2 FARNESOIDNI X RECEPTOR (FXR)

Helix 5

el Helix 12

N
Helix 4 Y A

Obr. 2 Krystalova struktura latky v komplexu s FXR-LBD : Isoxazolova skupina této latky a
jejich dvou substituentti jsou zaméfeny na helix 11 a 12, které jsou esencialni pro aktivaci FXR

(Prevzato z Flesch et al. 2015).

Farnesoidni X receptor (FXR, NR1H4) byl pivodné identifikovan jako tzv.
sirot¢i hormonalni nuklearni receptor (Obr. 2). Pozdé&ji byla zjisténa jeho schopnost
vazby zluCovych kyselin jako fyziologicky relevantnich ligandi. FXR je primarné
exprimovan V jatrech, ledvinach a stievé a dalSich tkanich bohatych na cholesterol jako
jsou nadledviny (Schuster et al. 2011, Wang et al. 2006, Ma et al. 2006).

Tento na ligandu zavisly transkripéni faktor je ¢lenem superrodiny nuklearnich
hormonalnich receptort, jez zahrnuji vysoce konzervativni DNA-vazici doménu na N-
termindlnim regionu a mirné konzervativni ligand-vazici doménu na C-terminalnim
regionu. Dv¢ aktivacni funkce, jedna na ligandu nezavisla (AF-1) a jedna na ligandu
zavisla (AF-2), jsou pfislusné situovany v N-termindlnich a C-termindalnich regionech.
Dva cysteinem koordinované Zn vybézky, lokalizované v DNA vazici doméné, jsou
kritické pro vazbu DNA a dimerizaci. Pti regulaci genové exprese FXR vytvaii bud’
heterodimer s RXR, 9- cis- retinoovym kyselinovym receptorem, nebo homodimer
(Schuster et al. 2011, Ma et al. 2006).

3.2.1 Role FXR v metabolismu Zlu¢ovych kyseliny
7K jsou syntetizovany z cholesterolu v jatrech. Biosyntetické kroky, jez vedou

ke konverzi ve vod€ nerozpustnych molekul cholesterolu na ve vod€ vice rozpustné

slouceniny, také udéluji ZK detergentni vlastnosti. Tyto vlastnosti jsou zasadni pro
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fyziologické funkce u zlu¢ovych formaci véetné intestinalni tukové absorpce (Claudel
et al. 2005).

Ke zluCovym kyselinam je stale castéji pfistupovano jako ke komplexu
metabolickych integratora a signalnich faktort a ne jen jako molekulam zodpovédnym
za lipidovou solubilizaci a regulaci homeostazy cholesterolu. Proto neni ptekvapujici,
ze se fada signdlnich drah aktivovanych zluCovymi kyselinami stala atraktivnimi
terapeutickymi cili metabolickych poruch. Tyto cesty mohou byt vyuzivany pii vyvoji
1éCiv na 1éCbu obezitu, DM2, hypertriglyceridemii a aterosklerdzu, stejné¢ jako
asociovanych chronickych onemocnéni jako je naptiklad nealkoholova steatohepatitida
(Thomas et al. 2008).

7K jsou konjugovany s glycinem nebo taurinem sekvenénim piisobenim enzymii
ZluGovych kyselin, a to ZK-koenzym A (CoA)-syntetazy (BACS) a ZK-CoA
aminokyselinové N-acetyltransferazy (BAT). Dochézi tak ke zvySeni jejich hydrofility
v procesu regulovaném FXR (Claudel et al. 2005).

Conjugation
Taurine
c— or
I i
0 Glycine

OH R1

R1 R2 FXR

LCA H H +
CDCA oOH H +++
DCA H oOH E
CA o OH o.OH ++
UDCA BOH H weak

Obr. 3 Strukturni a aktivacni potence ZluCovych kyselin na lidsky FXR. Prevzato

z Claudel et al. 2005

Konjugované zlucové kyseliny potiebuji pro cyklicky proces redistribuce mezi
jatry a stfevy transportérovou sit. Tento cyklus je do urc¢ité miry pod kontrolou FXR
(Obr. 3). Po konjugaci jsou ZK aktivné vylu¢ovany hepatocyty do Zluéovych kanalikuld
vedoucich do intrahepatalnich Zlu€ovych dukti. Tento dé€j probihd diky exportni pumpé

zlucovych kyselin (BSEP nebo ABCB11) prostfednictvim ATP dependentnich procesti.
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Niésledn& jsou pak ZK skladovany v zluéniku a vyloudeny do stfevniho lumenu
jako reakce pii piijmu jidla obsahujiciho tuk. V tenkém stievé se ZK chovaji jako
detergenty, emulguji a usnadnuji absorpci tukd a vitaminl rozpustnych v tucich ze
stravy. 95% Zlu€ovych kyselin se vraci do jater, aby byly opét vylouc¢eny do Zluce, ¢imz
uzaviraji enterohepatalni cirkulaci, zatimco 5% ptechazi do vykali. Frakce ztracena
béhem cyklu je kompenzovana jejich syntézou z cholesterolu, ¢imz zlstava zasoba
zluGovych kyselin konstantni (Ananthanarayanan et al. 2001, Claudel et al. 2005,
Kuipers et al. 2007).

Rozlisujeme dvé hlavni cesty, jez jsou zapojeny do syntézy zlucovych kyselin,
tzv. neutralni a kyseld cesta. CYP7A1 je prvnim a rychlost kontrolujicim enzymem
neutrdlni cesty a je cCastecn¢ kontrolovan pfes negativni zpétnovazebnou smycku
zluCovych kyselin. CYP27A1 je hlavnim enzymem kyselé cesty, jeZ neni timto
zpusobem regulovan zlu¢ovymi kyselinami. (Obr. 4) EXistence obou cest je esencialni

pro regulaci exprese CYP7Al a CYP8BL1 (Wang et al. 2006).
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Obr. 4 Ptehled cirkulace zlucovych kyselin mezi jatry a stfevy. FXR negativné reguluje
produkci Zlucovych kyselin potlacenim CYP7A1 rychlost limitujicim enzymem syntetické
cesty. FXR indukuje expresi BACS a BAT, jeZ jsou zapojené do konjugace zlu¢ovych kyselin.
FXR aktivuje expresi exportniho transportéru zlu¢ovych kyselin MRP2 a BSEP a simultanné
potlacuje import Zlucovych kyselin snizenim regulace NTCP a mozna OATP-C. FXR indukuje
také expresi CYP3A4, UGT2B4 a SULT2A1 enzymu zapojenych do detoxifikace zlucovych
kyselin. Sulfatované/glukuronované zlucové kyseliny jsou exportované transportérem MRP2
do kanalikuli. Na turovni stieva FXR indukuje expresi IBAB-P, potencidlniho kyvadla
zlu¢ovych kyselin, a ovliviiuje import zlu¢ovych kyselin ovlivnénim site transkripcnich faktort

kontrolujicich ASBT (Claudel et al. 2005).

FXR je siln¢ zapojen do regulace cilové genové exprese zdsadni pro biosyntézu
ZluCovych kyselin a jejich transport, a to regulaci dvou cest (Kuipers et al. 2007,
Schuster te al. 2011, Wang et al. 2006).

Prvni cestou je FXR vazba na Zlu€ové kyseliny uvniti hepatocytil, kdy dochézi
k jeho konformacni zméné. Aktivovany FXR nasledné indukuje expresi tzv. sirot¢iho
nukledrniho hormonalniho receptoru — malého heterodimerniho partnera (SHP,
NROB2), netypického ¢lena rodiny nuklearnich receptorii, kterému chybi DNA vazajici
doména. Zvysené hladiny SHP vedou k inhibici exprese cholesterol 7a- hydroxylazy

(CYP7AL) a sterol 12a- hydroxylazy (CYP8BI1), dvou enzymu v syntéze zluCovych
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kyselin hrajici zasadni roli v regulaci syntézy a sloZeni zasoby zlucovych kyselin
(Claudel et al. 2005, Schuster et al. 2011, Wang et al. 2006, Ma et al. 2006).

K potlaceni exprese CYP7Al, rychlost limitujiciho enzymu v konverzi
cholesterolu na zlucové kyseliny, dochazi prostiednictvim interakce SHP s dvéma
dal$imi nukledrnimi receptory, které transaktivuji expresi CYP7Al prostiednictvim
BARE regionu, tj. jaterniho nuklearniho faktoru 4 (HNF4 nebo NR2AI1) a jaterni
receptorového homologa 1 (LRH-1 nebo NR5A2). SHP represe genové transkripce
CYP7AL je realizovana disociaci koaktivatorti navazanych na HNF4 a LRH-1- stejné
jako histonovou deacetylaci promotoru (Obr. 8) (Boulias et al. 2005, Claudel et al.
2005, Schuster et al. 2011,3).

CYP8BI1 je enzymem kontrolujicim 12- hydroxylaci a hydrofobni charakter
zasobnich Zlucovych kyselin. Usuzuje se, Ze je také pod negativni regulaci zlu¢ovych
kyselin, pravdépodobné prostiednictvim SHP/HNF4a independentnich mechanismt
(Obr. 5) (Claudel et al. 2005).

CHOLESTEROL

INK P — Cyp7A1I— ‘

JNK phosphorylation LRH-1 or HNF4

th t - t ti
purees @) —i cypnrj— CSHEL rnestintor

FGI19 Bile Acids SIP

binding to FGFR4 v ; interaction
y with HNF4 and LRH-1
i |
Erye—— FD——

FGF-19 induction SHP induction

Obr. 5 Piehled mechanisml potlaceni syntézy zlu€ovych kyselin pusobeni FXR. Po vazbé
Zlucovych kyselin FXR indukuje expresi SHP, jez interaguje s LRH-1 nebo s HNF4a, coz vede
ke snizeni transkripce CYP7A1 a CYP8BI. Simultanné FXR indukuje expresi FGF-19. FGF-19
interaguje s jejich piibuznym receptorem FGFR-4 a negativné tak reguluje produkci zluc¢ovych
kyselin potlacenim genové exprese CYP7A1 a CYP8BI interferenci s JINK cestou (Claudel et
al. 2005).
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Druhou cestu regulace ptfedstavuje aktivace FXR zlu€ovymi kyselinami v ileu,
jez indukuje expresi fibroblastového rlstového faktoru 15 u mysi a fibroblastového
rustového faktoru 19 (FGF-19) u lidi. FGF-19 potlacuje CYP7A1 prostifednictvim c-Jun
N-terminalni kinazové aktivace (Obr. 5) (Wang et al. 2006, Claudel et al. 2005).

Aktivovany FXR reguluje geny kddujici protein, ktery vaze intestinalni zlucové
kyseliny (IBABP), a exportni pumpu pro Zlucové kyseliny (BSEP) (Schuster et al.
2011).

Studie u mysi bez malého heterodimerniho partnera (SHP) potvrdily duleZitost
této nuklearni receptorové cesty pifi negativni regulaci syntézy zlu¢ovych kyselin a také
odhalily SHP nezavislou cestu (Schuster et al. 2011).

BSEP mutace jsou zdkladem progresivni familiarni intrahepatické cholestazi
typu II (PFIC II), vrozené cholestatické jaterni nemoci. Exprese BSEP je vyvolana FXR
na urovni transkripce. Aktivace FXR v hepatocytech potlacuje de novo syntézu
zlucovych kyselin, urychluje biliarni exkreci a detoxifikaci a simultanné omezuje jejich
import. FXR muize byt povazovén za senzor zlu€ovych kyselin, ktery umoziiuje udrzeni
funkéni jednotky enterohepatélni cirkulace Zlu€ovych kyselin a protekci jaternich bunék
pfed potencidlnimi Skodlivymi nésledky bunécného pfetizeni zluCovymi kyselinami
(Claudel et al. 2005).

Klicovymi Zlu¢ovymi kyselinami u lidi je skupina primarnich Zlucovych kyselin
s cholovou kyselinou (CA,1), chenodeoxycholovou kyselinou (CDCA, 2), stejn¢ jako
jejich glycinové a taurinové konjugaty a skupina sekundarnich Zlucovych kyselin
s deoxycholovou kyselinou (DCA, 3) a lithocholovou kyselinou (LCA, 4) (Obr. 6).
Nékolik syntetickych ligandi FXR ligandii bylo dale ziskdno v ramci biomolekularnich
vyzkumi. Jednalo se naptiklad o GW4064, 6- ethylchenodeoxycholovou kyselinu,
AGN-29 a AGN-31 (Obr. 6) (Schuster et al. 2011).
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Obr. 6 Priklady endogennich (1-4) a syntetickych (5-8) ligandi FXR. Upraveno dle Schuster et
al. 2011

3.2.2 Role FXR v Fizeni lipidového metabolismu

Jedna ze zasadnich roli FXR, je jeho uplatnéni v lipoproteinovém metabolismu.
Toto bylo pozorovano pfti identifikaci genové regulace fosfolipidového trasférového
proteinu, apoC-1l, apoC-Ill a apoA-I jako cila FXR a potvrzeno demonstraci
alterovaného lipidového metabolismu u FXR” mysi. U nich byla zaznamenéna elevace
hladin plazmatického cholesterolu a triglyceridi a nadmérna akumulace tuku v jatrech.
Ztukovaténi jater nebo hepaticka steatdza je jedno z nejbézné&jsich jaternich onemocnéni
u lidi a je spojeno s defekty v insulinové ¢innosti nesouvisejici s celkovou hmotnosti
téla. Proto pacienti s DM typu 2 se ztukovatélymi jatry vykazuji podstatné vyznamné;jsi
insulin rezistentni vysledky a maji vys$si hladiny plazmatickych mastnych kyselin nez
pacienti bez téchto obtizi. Pfesny mechanismus mapujici ztukovaténi jater a diabetes
nicméné neni dosud dostate¢né znam (Cariou et Staels 2007, Ma et al. 2006, Claudel et
al. 2005).

V ramci studii bylo pozorovéno, Ze polymorfismus CYP7A1 promotort u lidi je

hlavni determinantou ve variabilit¢ koncentraci plazmatického LDL. Ztrata aktivity

21



FXR mé =zasadni vliv na plazmatické hladiny cholesterolu a nasledny vyvoj
aterosklerézy u mysi. Pii aktivaci FXR byla sledovana redukce plazmatickych
triglyceridovych hladin s predpokladanym vicendsobnym mechanismem zahrnujicim
elevaci exprese apolipoproteinu CIlI (apoCll), represi exprese apoClll a modulaci
exprese sterolového regulacniho elementu vaziciho protein 1. Aktivita FXR tak hraje
signifikantni roli v modulaci celkového lipidového profilu (Wang et al. 2006).

Sekvestranty vazici zlu¢ové kyseliny V intestinalnim lumen brani absorpce ZK a
prerusuji enterohepatalni cirkulaci. Iledlni resekce ma podobny efekt. Jako piimy
nasledek exprese CYP7A1 dochézi k potlaceni represe a konverze cholesterolu na
zluCové kyseliny je stimulovana. Deplece jaterniho (mikrosomalniho) cholesterolu vede
ke zvySeni aktivity SREBP2 (sterolového regulatorového element vaziciho proteinu 2),
jez vede k indukci exprese LDL receptoru, ktery odpovida za pokles celkového a LDL
cholesterolu (Claudel et al. 2005).

3.2.3 Role FXR v metabolismu triglyceridia

U FXR deficientnich my$i krmenych béZnou stravou byla pozorovana
hypertriglyceridemie, coz vedlo k myslence, ze FXR hraje roli v Kkontrole
triglyceridového metabolismu. Sérové hladiny triglycerida reflektuji s rovnovadhou mezi
produkci a clearence lipoproteini, VLDL a chylomikroni. ProtoZe je lipoproteinova
lipaza (LPL) klicovym enzymem zapojenym do lipolyzy téchto Castic, byly sledovany
u¢inky FXR aktivace na LPL kofaktory. Apolipoprotein (apo) C-IllI je inhibitorem
LPL, zatimco apoC-ll a apoA-V (neddvno objeveny apolipoprotein) jsou LPL
aktivatory. Aktivace FXR indukuje expresi apoC-II a promotérovou aktivitu lidského
apoA —V v jaternich bunikach. U pfirodnich a syntetickych agonisti bylo pozorovano
potlaceni exprese apoC-III u mysSich 1 lidskych primarnich hepatocytli. Promotérova
analyza spole¢né S chromatinovou imunoprecipitacni analyzou ukdzala, Ze FXR/RXR
heterodimer potlacuje expresi apoC-III. Navic FXR indukuje expresi VLSD receptoru,
proteinu hrajiciho zasadni roli v metabolismu postprandialnich lipoproteint, zvySenim
triglyceridové hydrolyzy zprosttedkované LPL. Byla pozorovana zvySena citlivost FXR
na expresi syndecan-1 transmembranového proteinu, jez vaze zbytek Castic pied jejich
transferem na receptory. FXR tak kontroluje fadu genti zasadnich pro triglyceridovy
metabolismus v krevnim traktu. U lidi také ptekvapivé FXR reguluje expresi PPAR-q,

jez je sam aktivovan mastnymi kyselinami a fibraty. Vzhledem k tomu, Ze PPAR-a
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aktivace vede ke snizeni hladiny plazmatickych triglyceridl,, pravdépodobné i FXR
kontroluje zlucové kyseliny a triglyceridovy metabolismus piimo i nepiimo. Celkové
tak FXR snizuje hladiny triglyceridii modulaci LPL aktivity a indukci PPAR-a u lidi a
pravdépodobné inhibici SREBP1c u mysi (Claudel et al. 2005).

3.2.4 Role FXR v gluk6zové homeostaze

Prvni dikazy o spojeni mezi zluCovymi kyselinami a glukézovym
metabolismem se objevily u kratkodobych studii u pacienti s neinsulindependentnim
diabetem mellitem. Pacientim s vysokym LDL cholesterolem ale normalnimi hladinami
triglyceridii byl kromé glyburidu ¢i insulinu také podavan cholestyramin nebo placebo.
Cholestyramin vedl ke snizeni plazmatické glukozy a sniZeni gluk6zové exkrece moci
s tendenci ke snizeni koncentrace glykosylovaného hemoglobinu. Ve stejném case
cholestryamin redukoval celkovy a LDL cholesterol a zvySoval triglyceridové hladiny.
Studie demonstrovaly spojeni mezi hladinami triglyceridii a onemocnénim Zzluéniku.
Vzhledem ktomu, ze FXR kontroluje triglyceridovy metabolismus a protoze je
hypertriglyceridemie spojena s DM2 a slozeni zlue je u diabetickych pacientd
pozménéné, vzniklo tak potencialni spojeni mezi FXR a glukézovym metabolismem
(Ma et al. 2006, Claudel et al. 2005).

U kultivovanych hepatocytii gluk6éza indukovala FXR genovou expresi. Pri
experimentu navic glukozy a synteticky agonista FXR GW4064 potlacovali expresi
apoC-III. Soucasné studie ukazaly, ze zluCové kyseliny moduluji glukoneogenezi
regulaci exprese rychlost kontrolujiciho enzymu fosfoenolpyruvéatkarboxykindzy
(PEPCK) stejné jako gluko6zo-6-fosfatazy(G6Pazy) a fruktozo-1,6-bifosfatazy (FBP1).
Pti hladovéni a indukci glukoneogeneze byla zvySena exprese Cyp7al, Pepck a Ppara a
FXR (Ma et al. 2006, Claudel et al. 2005).

Pro dalS§i prozkouméni role FXR v glukézové homeostize byl porovnan
glukézovy metabolismus u WT a FXR" mysi. U FXR™ mys$i byla sledovana narusena
glukozova tolerance, snizend glukdzova senzitivita a vyznamné zpomalena reakce
kosternich svalil a jater. Na druhou stranu aktivace FXR cholovou kyselinou (CA) ze
stravy vedla k potlaeni exprese mnohych gent zapojenych do glukoneogeneze a
sniZzeni gluk6zové hladiny. Vysledky odhalily, Ze FXR je nutny pro udrZeni normélniho
glukézového metabolismu a poskytuje specifické molekuldrni spojeni mezi

ztukovaténim jater a insulinovou rezistenci. FXR” mys$i predstavuji unikatni zviteci
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model pro prozkoumani role ztukovaténi jater v souvislosti s metabolickym syndromem
(Ma et al. 2006).

Vysledky dalsi studie poskytly 2 nezavislé, ale spolu souvisejici linie ditkazt, ze
receptor pro zlucové kyseliny FXR je klicovym regulatorem gluk6zového metabolismu
in vivo (Obr. 7). Ztrata FXR naruSuje normalni gluk6zovou homeostazu a vede k rozvoji
insulinové rezistence projevujici se hyperglykémii, narusenou gluk6zovou toleranci a
vazn¢ zeslabenou insulinovou signalizaci v jatrech a svalech. To je spojeno se zvySenim
sérovych triglyceridi a lipidovou akumulaci u FXR” jater, coz je pfipisovano zvysené

jaterni lipidové produkci (Obr. 7) (Cariou et Staels 2007, Ma et al. 2006).

Loss of FXR
expression

1 Gucose
f Gluconeogenesis uptake

Obr. 7 Dysregulace glukézové homeostézy V jatrech a kosternim svalstvu FXR” mysi. Ztrata
funkce FXR v jatrech vede ke zvyseni jaterni lipidové akumulace a zvySeni volnych mastnych
kyselin v séru. Insulinova rezistence v jatrech, ktera nedokaze potlacit glukoneogenezi
v kosternim svalstvu, kde redukuje gluk6ézovy uptake, piispiva k dysregulaci glukézové
homeostazi u FXR” mysi (Ma et al. 2006).

Intestinalni FXR pozitivné ovlivituje glukézovou homeostazu. Proto aktivace
intestindlntho FXR v mySim distadlnim ileu indukuje uvoliiovani fibroblastového
rustového faktoru 15 (lidskym orthologem je FGF19), hormonu, ktery je secernovan do
portalni cirkulace a ktery vede jatra k navazani receptoru fibroblastového rtstového
faktoru 4, potlaceni syntézy zluCovych kyselin a expresi glukoneogenickych gend.
Mechanismus ukazuje kiizovatku mezi stfevy a jatry pfi regulaci jaterni glukézové
produkce a piredstavuje tak atraktivni farmakologicky cil (Obr. 12) (Mencarelli et al.
2013).

24



3.2.5 FXR a jeho ligandy

FXR je fyziologicky regulator fady metabolickych a zanétlivych cest. FXR je
zapojeny do gluk6zové homeostazy, transportu mastnych kyselin a metabolismu
triglyceridiit a cholesterolu, ochrany jater, stfevnich zanéti a fady forem rakoviny
(Flesch et al. 2015).

Jako ligandy FXR a modulatory in vitro se projevuji polynenasycené mastné
kyseliny (PUFA) jako arachidonova, linolenova nebo dokosahexaenova kyselina stejné
jako meziprodukty syntetickych cest zlucovych kyselin. U triterpenoidti jako forskolin
bylo sledovano snizeni aktivity FXR (Claudel et al. 2005).

Prvnim semisyntetickym agonistou byl 6-ethyl-CDCA (6-ECDCA), ktery byl
zkouman v ramci klinického vyzkumu ukazujiciho povzbuzujici data pro 1é€bu primarni
biliarni cirh6zy, nealkoholického tukovaténi jater a nealkoholické steatohepatitidy. Jako
zajimavym synteticky ligandem byl zaklad¢ informaci o FXR a jeho ucincich vyvinut
GW4064. Kromé téchto a jinych syntetickych sloucenin byla identifikovana fada latek
pfirodniho piivodu jako potencidlnich ligandi a moduldtori FXR. Tyto slouceniny
zahrnuji napf. E a Z guggulsteron, stigmasterol a jejich 3- acetaty. (Obr. 12) (Li et al.
2012, Schuster et al. 2011).

Strukturalni odlisnost syntetickych FXR ligandi jako je GW4064 a fexaramin
ma odliSny efekt na celkovou genovou regulaci v hepatocytech. Na zéklad¢ toho vznikl
koncept, ze odlisné ligandy mohou ptemistit FXR-LBD do jiné konformace, coz vede
ke zméné v genové regulaci. Po vazbé ligandu se FXR vaZze na elementy DNA zvané
jako FXR responsivni elementy (FXREs). FXR se miize vazat jako monomer nebo jako

FXR/RXR heterodimer (Obr. 8) (Claudel et al. 2005).
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Obr. 8 Ruzné modely FXR genové regulace. FXR muze indukovat transkripci jako monomer
(UGT2B4) nebo heterodimer s RXR (PLTP). FXR muze potlacit nepiimo indukce SHP
(CYP7A1) nebo piimo monomer (apoA-1) nebo heterodimer (apoC-111) (Claudel et al. 2005).

Soucasna identifikace nékterych FXR kofaktord spoleéné s popisem LBD
struktury pomtize odhalit jak je FXR komplex stabilizovdn a reaguje s RNA
polymerazou II pti modulaci transkripéni aktivity. FXR je exprimovan z jednotlivych
genovych mist u lidi (chromosomy 12g23.1). Dva alternativni promotory vedli k expresi
4 isoforem zvanych FXRal/FXRa2 a FXRa3/FXRa4 (odkazujcici k FXRB1/FXRB2),
jez nejsou ekvivalentni z hlediska genové transaktivace. Nuklearni receptor aktivovany

lanosterolem byl nazyvany FXRp (Claudel et al. 2005).

3.2.6 FXR a ovlivnéni onemocnéni

Metabolicky syndrom byl definovan jako souhrn alespont 3 z 5 kritérii:
inzulinova rezistence, glukozova intolerance, abdomindlni obezita, hypertenze, nizka
hladina HDL cholesterolu a hypertriglyceridemie. Vzhledem ke spojeni s predispozici
kardiovaskulach onemocnéni jsou stdle hleddny nové slibné terapeutické strategie.
Z tohoto divodu byla diskutovdna moznost vyuziti FXR — modulétora lipidového a

glukozového metabolismu (Claudel et al. 2005).
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Ukazalo se, ze synteti¢ti FXR agonisté chrani proti vyvoji aortalnich plakovych
formaci Vv mySich modelech s proatherogenickym lipoproteinovym profilem a
akcelerovanou aterosklerdzou (Schuster et al. 2011).

Regula¢ni role v gluk6zovém a lipidovém metabolismu a navic komplexni
architektura ¢ini FXR nuklearni receptor atraktivnim cilem pro vyzkum novych
bioaktivnich sloucenin se schopnosti kontrolovat endogenni cesty v uzkém vztahu
k nemocem zahrnujicim metabolicky syndrom, dyslipidemii, aterosklerézu a diabetes
typu 2 (Schuster et al. 2011).

Jak jiz bylo zminéno, aktivace FXR steroidnimi a nesteroidnimi ligandy
podporuje sekreci zlucovych kyselin aktivaci transportériit zlu€ovych kyselin v apikalni
membrané hepatocyti. Tyto efekty jsou koordinovény s redukci piijmu zlucovych
kyselin basolaterdlni membranou. Nicméné¢ FXR agonisté interferuji s regulatorni
aktivitou CAT na hepatocytarnich basolateralnich transportérech. Protoze tyto ucinky
mohou zhorsit jaterni zranéni u podskupiny pacientl s obstruktivni cholestazou, vyvoj
FXR antagonistl by mohl mit klinickou relevanci. Studie vztahu mezi strukturou a
aktivitou ukdzaly, Ze dostupni FXR antagonisté jsou slabé specifi¢ti pro FXR, nicméné
specifiti antagonisté FXR, jez jsou v soucasnosti uzivany v preklinickych modelech
jaterniho poskozeni, byly identifikovany u motskych organismii. Kombinace mezi FXR
agonisty a CAR a PXR agonisty milZze pfedstavovat ndstroj pii 1écb€ pacientd
s jaternimi poruchami (Fiorucci et al. 2012).

Soucasné dikazy také ukazuji klicovou roli FXR v apoptdze a rakoviné. Deficit
FXR podporuje intestinalni zanét a tumorogenezi, coZ naznacuje, ze aktivace FXR by
mohla pfedstavovat slibnou strategii pii 1é€bé rakoviny kolonu. Deficit FXR u mysi tak
napiiklad vedl k vyvoji spontanniho hepatokarcinomu. Naopak inhibice FXR by mohla
reprezentovat novy terapeuticky pfistup u Barettova jicnu. U bunéénych linii rakoviny
prsu FXR agonisté vedly ke sniZeni exprese genu aromatdzy u rakoviny prsu. FXR
inhiboval Leidigliv tumordzni riist a progresi, podporujici diikkaz, ze FXR muze byt
dalezitym reguldtorem androgenni homeostdzi. Nicméné jsou nutné dalsi studie pro

provéieni protirakovinnych ucinki tohoto receptoru (Koutsounas et al. 2012).
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3.3 Prirodni latky reagujici s FXR receptorem

3.3.1 Ganoderma lucidum

Obr. 9 Ganoderma lucidum. Prevzato z: http://www.biolib.cz/cz/image/id179019/

Plodnice Ganoderma lucidum Karst. (reushi v Japonsku & lingzhi v Cing) (Obr.
9), ¢lena Ganodermataceae rodiny, byla a je Siroce vyuzivana v ramci tradi¢ni asijské
mediciny po vice nez 2000 let. Mnoho studii sloucenin této 1é¢ivé houby odhalilo jeji
protirakovinné,  imunostimulacni,  antidiabetické,  protizanétlivé,  antivirové,
antibakterialni, antihypertenzini a hypolipidemické aktivity. Vyznamné farmakologické
efekty jsou zplsobeny predev§im triterpeny a polysacharidy. Pies 200 triterpent,
definovanych pfedevSim nenasycenym lanostanovych skeletem, bylo izolovano
z G. lucidum rodu Ganoderma. Vzhledem k sirokému spektru farmakologickych ti¢inkt
spojenych s velkym mnoZstvim obsaZenych sloucenin byly mechanismy ucinku
popsany pouze u n¢kolika z nich (Sliva et al. 2012, Grienke et al. 2011).

Virtualni screeningové experimenty databaze Cinské pfirodni mediciny spole¢né
s farmakoforovymi modely zalozenymi na struktufe odhalily, ze pfedevsim lanostanovy
typ triterpenoidii v houbé Ganoderma lucidum Karst.,, mize byt povazovan za
potencidlni ligandy FXR. Pro ovéfeni této domnénky byly pouzity dva extrakty
z plodnice G. lucidum - dichloromethanovy a methanolovy, které byly spole¢né
s latkami z nich ziskanymi farmalogicky testovany. Pfedvidané FXR indukujici G€inky
byly pozorovany pfti koncentraci 10 pg/ml. P&t lanostand z 25 sekundéarnich metabolitil
G. lucidum, konkrétné ergosterol peroxid (2), lucidumol A (11), genoderova kyselina

TR (12), ganodermanontriol (13) a hanoderiol F (14) v zavislosti na davce indukovalo
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vV ramci reportérové genové analyzy FXR v mikromolarnim rozsahu (Grienke et al.
2011).

V dalsi studii bylo testovano 25 latek izolovanych z G. lucidum pro jejich
schopnost indukovat FXR (Obr. 16). S vyjimkou tii derivata mastnych kyselin (5-7) se
jednalo o triterpeny lanostanového typu, které mohou byt dale déleny do
ergosterolovych derivata (1, 2, 4), lanostanti s dvojnymi vazbami v pozicich 7/8 a 9/11
(3, 9, 12-14) a lanostand s dvojnou vazbou v pozici 8/9 (8, 10, 11, 15-25) (Sliva et al.
2012, Grienke et al. 2011).

Vybrané slouceniny byly testované v reportérové genové analyze na schopnost
aktivace FXR. Bunkam byly podany slouceniny z G. lucidum nebo pozitivni kontrola
CDCA (25uM). V testovanych koncentracich 10uM dosahlo 7 sloucenin z G .lucidum
statisticky vyznamnych vysledka a to 2, 12, 13, 14, 20 (p <0.001) a 11, 25(p <0.01)
(Obr. 10, 11) (Grienke et al. 2011).
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Obr. 10 Struktury testovanych latek z G. lucidum, u kterych byly ziskany statisticky vyznamné

vysledky v souvislosti s aktivaci FXR. Upraveno dle Grienke et al. 2011.
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Obr. 11 Indukce na FXR zavislé transkripci latkami z G. lucidum (slou¢eniny 1-25, 10 uM
kazda). Data (mefené hodnoty = SEM, n = 4-8) byla normalizovana na luciferazovou aktivitu
Renilla reniformis. Vysledky byly vyjadfeny jako rozdil v luciferazové aktivité svétlusky mezi
kontrolovanymi a stimulovanymi buiikami, normalizované na ucinek u pozitivni kontroly
(CDCA, 25uM); (=+p <0.001, p<0.01, +++p<0.001, ANOVA, Bonferroni post-test)
(Grienke et al. 2011).

Pro cilové orientovanou selekci pfirodnich produkti a jejich sloucenin
interagujicich s FXR byla uZita kombinace na farmakoforech zalozeného virtualniho
screeningu a experimentalni validace vicekomponentnich smésich. Pét lanostanti bylo
identifikovano jako odlisné¢ FXR indukujici pfirodni latky. Agonistické aktivita téchto
sloucenin byla potvrzena uzitim dvou nezavislych pfistupt, kterymi byla promotérova
reportérova studie a analyza mRNA hladin FXR regulovaného genu Cyp7al. Inhibice
TNFa nebo LPS indukovana exprese IL-8 a E-selektinu u lidskych endotelialnich bun&k
doklada protizanétlivy vliv téchto slou€enin. Tyto mechanismy mohou zahrnovat

regulaci nuklearniho receptoru FXR témito slou¢eninami (Grienke et al. 2011).
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3.3.2 Coptis chinensis

Obr. 12 Rhizoma Coptidis. Pievzato z: http://evidencebasednaturalhealth.weebly.com/coptidis-

rhizoma-huanglian.html

Rhizoma Coptidis (Huang Lian) (Obr. 12) je bézné uzivana v tradi¢ni Cinské
mediciné pro jeho mnohé farmakologické ucinky, jakymi jsou hypolipidemicky,
hlavnimi aktivnimi latkami této drogy a berberin je jednim z téch zasadnich. Berberin
upravuje sérovy lipidovy profil u fady experimentdlni hyperlipidemickych modeli.
V soucasnosti se alkaloidni extrakt z Rhizoma Coptidis stal jasnou a klinicky ovérenou
¢inskou pfirodni medicinou pro 1é¢bu dyslipidemie, atherosklerézy a blizkych
onemocnéni (Kong et al. 2004; Yokozawa et al. 2003, Dong et al. 2011, Wu et al. 2009,
Cao et al. 2012).

Studie sledovala cholesterol snizujici efekt alkaloidi z Rhizoma Coptidis u
hyperlipidemickych potkant na vysoce tuéné stravé. Extrakt alkaloidd této drogy (CAE)
byl piipraven extrakci Rhisoma Coptidis v alkoholu, tento proces probihal dle
kvalitativnich pozadavki danych protokolem. U SD potkanti na tu¢né stravé byl
sledovan cholesterol snizujici efekt CAE. Sérové hladiny lipidi, ZluCovych kyselin a
cholesterolu v jatrech a vykalech byly méfeny kolorimetrickym analytickym kitem. Pfi
analyze mRNA a proteinové exprese genil spojenych s cholesterolovym metabolismem
véetné cholesterol-7-hydroxylazy, PPARa a FXR u jater potkani byly uzity RT-PCR a
Western Blot. Pro posouzeni aktivity Cyp7al pak byla vyuzita HPLC analyza
(Durrington 2003; Arsenault et al. 2009, Cao et al. 2012).

Vysledky ukézaly, Ze CAE redukoval hladiny celkového sérového cholesterolu,
triglyceridii, LDL cholesterolu. Po poddni CAE hyperlipidemickym potkanim byla

genova exprese Cyp7al a jeho aktivita zvySené regulovdna a to v zavislosti na davce.
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Pii podani CAE hyperlipidemickym potkanim byla exprese mRNA PPAR v zavislosti
na davce vice regulovana a spolecné s tim doslo ke snizeni modulace exprese mRNA
FXR v jatrech. Vysledky indikuji, Ze cholesterol snizujici efekt alkaloidového extraktu
z Rhizoma Coptidis lze alespon ¢asteéné pricitat jeho podpore cholesterolové konverze
na zlucové kyseliny zvysenou regulaci genové exprese CYP7AL1, a proto dochazi ke
zvySeni jeho aktivity v jatrech hyperlipidemickych potkand, coz muze byt spojeno
s pozitivni regulaci PPARa a negativni modulaci FXR (Durrington 2003; Arsenault et
al. 2009, Cao et al. 2012).

Predchozi studie ukazaly, ze nova formule slozena z Rhisoma Coptidis a dalsich
bylin zlepSuje sérovy lipidovy profil u hyperlipidemickych potkani na vysoce tu¢né
stravé down regulaci HMG-CoA reduktazy a upregulaci Cyp7al (Obr. 13). Alkaloidy
Rhizoma Coptidis zahrnujici berberin, koptisin a epiberberin jsou jedny z dulezitych
slozen nové formule (Guo et al. 2011, Zhong et al. 2012).

Existuje stale vice zprav demonstrujicich vyznamné lipidy redukujici efekty
ptirodnich slozek, zvlasté u receptur tradi¢ni ¢inské mediciny, které byvaly a byvaji

uzivany v prevenci koronarni vaskularni nemoci (Wu et al. 2009, Cao et al. 2012).

33



A oas -
0.4
0.35
£ 0.3
% 0.25
2= o2 -
o
S oas
0.1
|
sl
Contral CAEDQ CAESOD CAE100 CAE 200 51 (n’\gfkg}
Group
B 1.6
1.4 -
1.2
£ 1
&
0.8
£
= 0.6 -
0.4 -
0.2
.
Control CAEOD CAESO CAE100 CAE 200 (mg/kg)
Group
C 164
£
k]
<
g
e
Control CAES0  CAE100 CAE200  S10 {mg/kg)
Group

Obr. 13 Vliv CAE na jaterni mRNA expresi CYP7A1, PPARa a FXR u hyperlipidemickych
potkanti krmenych vysoce tu¢nou stravou. mMRNA v jatrech hyperlipidemickych potkant byla
detekovana RT-PCR. Hodnoty jsou normalizované hodnoty relativni mRNA exprese u B-
aktinovych jaternich vzorku. Hodnoty se rovnaji £ SD, n = 10. #p < 0.05, ##p < 0.01 oproti
kontrole; *p < 0.05, **p < 0.01 oproti nosi¢i (CAE 0 mg/kg).

(A) Vliv alkaloidového extraktu na jaterni expresi m RNA Cyp7al u hyperlipidemickych
potkanti na vysoce tu¢né stravé; (B) Vliv alkaloidového extraktu Rhizoma Coptidis na jaterni
expresi MRNA PPARa u hyperlipidemickych potkanti na vysoce tu¢né strave; (C) Vliv extraktu
na jaterni expresi mRNA FXR u hyperlipidemickych potkanii na vysoce tucné straveé. Prevzato
z Cao et al. 2012
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3.3.3 Commiphora mukul

Obr. 14 Commiphora mukul. Pievzato z: http://toddcaldecott.com/herbs/guggulu/

Guggulipid je extraktem z pryskyfice kiry guggulového stromu Commiphora
mukul (Obr. 14). Byl Siroce rozsiten v 1é¢b¢ hyperlipidemie u lidi. Mnoho klinickych
studii demonstrovalo, ze guggulipid efektivné snizoval sérové hladiny LDL cholestrolu
a triglyceridd a zvySoval hladiny HDL. Rostlinné guggusterony (GS) E a Z
(stereoizomery) v guggulipidu byly identifikovany jako aktivni slozky snizujici tuky
(Obr. 15) (Satyavati et al. 1988, Dev et al. 1999, Nityanand et al. 1989, Singh et al.
1994, Beg et al. 1996).

Soucasné studie ukézaly, ze GS se mize chovat jako antagonista u FXR a
snizovat expresi genti indukovanych zlu¢ovymi kyselinami. Ve studii bylo pozorovano,
ze GS FXR antagonista také zlepSuje FXR agonisty indukovanou transkripci exportni
pumpy pro zlu¢ové kyseliny (BSEP), hlavniho transportéru jaternich zlucovych kyselin.
U HepG2 bunék v pritomnosti agonisti FXR jako je chenodeoxychololat ¢i GW 4064
GS zlepsuje endogenni expresi BSEP s maximalni indukci 0 400-500 % Vv porovnani s
indukci vyvolanou agonisty samotnymi. Zesileni bylo také ¢iteln€ pozorovano u FXR
dependentni BSEP promotérové aktivace uzitim luciferazové reportérové soucastky. V
nepiitomnosti agonisti FXR GS samotny zvySuje promotérovou aktivaci BSEP jen
lehce. Konsistentné s vysledky u HepG2 zvySovalo podani guggulipidu u Fisherovych
potkani mRNA BSEP. Exprese sirot¢iho nuklearniho receptoru SHP u téchto zvifat
byla vyznamné zvysena, zatimco exprese dalSich cili FXR vcetné cholesterol — 7-
hydroxylazy (Cyp7al), sterol-12 hydroxylazy (Cyp8bl) a intestinalni zlu¢ové kyseliny

vaziciho proteinu (I-BABP) ziistaly nezménény. Z tohoto diivodu je GS pravdépodobné
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selektivnim modulatorem receptoru pro zlucové kyseliny, ktery reguluje expresi
cilovych genti FXR. Podéani guggulipidu u potkanti snizuje sérové triglyceridy a zvysuje
hladiny sérového HDL. Data ze studie tak usuzuji, ze guggulsteron definuje novou tiidu
FXR liganda (Obr. 16) (Deng et al. 2007, Urizar et al. 2002, Wu et al. 2002, Cui et al.
2003).

Z-guggulsterone E-guggulsterone

Obr. 15 Struktury guggulsteronti. Modifikovano dle: Grienke et al. 2011
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Obr. 16 Zvyseni FXR agonisty indukované BSEP exprese ptisobenim Z-guggulsteronu.
Hep2G2 bunkam v hustoté 1 milion bun¢k/jamku v 6- jamkovych destickach byly podavany
rizné koncentrace Z-guggulsteron (Z-GS) Vv piimonosti 25 uM CDCA (A) nebo 100 nM
GW4064 (B) po 24h v DMEM obsahujici 0,5% CS-FBS. Celkova RNA byla pfipravena a
BSEP m RNA byla analyzovana TagMan-PCR. Vysledky byly normalizovany kontrolou

(buiiky versus nosic¢) a data jsou minéna £ S. D. tfi stanoveni (Cui et al. 2003).
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3.4 PROANTHOCYANIDINY

Obr. 17 Brusnice brusinka (Vaccinium vitis - idaea). Prevzato z http://www.nasevyziva.cz/img_
data_arch/1/1323520822cla_ML505_IMG0092.jpg

Existuje velky zédjem o terapeutické¢ ucinky bioaktivnich polyfenolickych
sloucenin pfitomnych ve stravé — flavonoidii. Mezi ty farmakologicky nejaktivnéjsi
ptirodnich pigmentt ve vaskularnich rostlinach (Skemiene et al. 2015, Klimaviciute et
al. 2015, Castaneda-Ovando et al. 2009).

Proanthocyanidiny (procyanidiny) ¢i také anthocyaniny patii do skupiny
pyranovych barviv. Nazev vychazi z latinského athos — kvét. Jedna se o kondenzované
tiisloviny, tedy oligomerni i polymerni slouc¢eniny strukturné vychazejici z flavan-3-ola
(katechini) (Obr. 18). Ohfatim jejich ethanolickych roztokti dochazi k rozkladu, a
vznikaji tak anthocyanidiny (Obr. 25). To je divod pro¢ byvaji anthocyaniny
oznacované také presnéjSimi pojmy proathocyanidiny ¢i procyanidiny. Zakladem jejich
struktury jsou derivaty jiz zminéného flavan-3-olu (+)-katechin a (-)-epikatechin.

Vzhledem k tomu, Ze flavan-3-ol obsahuje dvé centra chirality na uhliku C2 a C3,
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existuji ¢tyfi pentahydroxyflavanové izomery (Obr. 19). Pfitomnost zminénych center
chirality a vazba rizného poctu hydroxyli do riznych poloh ptedstavuje v piipade

procyanidini velkou strukturni rozmanitost. (Kole¢kar et al. 2012).

flavony flavany

Obr. 18 Zakladni struktura flavonu a flavant (Koleckar et al. 2012)
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Obr. 19 Nejcast&jsi strukturni jednotky kondenzovanych tfislovin : (+)-katechin (1),
(-)-epikatechin (2), (+)-gallokatechin (3), (3)-epigallokatechin (4), (-)-epigallokatechin-
gallat (5) (Koleckar et al. 2012)



Obr. 20 Obvyklé polohy glykosylace anthocyaninti. Upraveno dle Copikova et al. 2005.

Byly zaznamenany O-methylace, C-, O- glykosylace, O-galloylace.
Glykosylované jednotky a acylované skupiny se zachyti na aglykonu spole¢né se siti
jejich vazeb a maji vyznamny vliv na stabilitu a reaktivitu molekul anthocyanint
(Kolec¢kat et al. 2012, Klimaviciute et al. 2015, Cavalcanti et al. 2011, Skemiene et al.
2015).

Najcastéji jsou glykosylovany v polohach 3 a 5 (Obr. 20 Zluté), nékdy 7,3 a 4°
(Obr. 20 zelené). Jejich barevné kombinace vychéazeji z ¢ervené, modré a fialové barvy.
Specifické barvy maji slouceniny tvotfené aglykony a cukernymi zbytky, Casto s D-
glukozou, L-rhamnosou, D-arabinosou, rutinosou (a-L-rhymnosyl-(1->6)-D- glukosa) a
soforosou (B-D-glukosyl-(1->2)-D- glukosa) (Obr. 20) (Copikova et al. 2005, Skemiene
et al. 2015).

RozliSuje procyanidiny skupiny B (dimery) a C (trimery). Charakteristické je u
nich C-C pfemosténi ¢asto mezi C-4 horniho flavanolu a C-6 nebo C-8 dolni jednotky.
Procyanidiny A maji jesté etherovy mistek mezi C-2 horni jednotky a C-7 a/nebo C-5
dolni jednotky. Vytvafeji mnoZtvi polymerit s dalSimy flavany. Nejvetsi Cast
izolovanych proanthocyanidini tvoii procyanidiny B skupiny. B1 tak naptiklad
nalezneme v grepu, ciroku, brusinkach (Obr. 17), B2 pak v jablcich, tfesnich a B3
Vv jahodach, chmelu, B4 v malinach a ostruzinach. Mezi dalsi zdroje patii ¢ervené vino,
zeleny ¢aj, kakao ¢i ¢okolada (Koleckar et al. 2012).

Rostliny typicky produkuji anthocyaniny jako ochranny mechanismus proti
environmentalnim stresovym faktorim vcetné¢ UV zéfeni, nizkych teplot a sucha.
Chromofor 8 konjugovanych dvojnych vazeb, nesouci pozitivni ndboj na
heterocyklickém kyslikovém kruhu, je zodpovédny za intenzivni ¢erveno oranzové az
modro fialové zbarveni produkované anthocyaniny v kyselych podminkach.
Anthocyaniny vykazuji maximalni vlnovou délku mezi 465 a 550 nm, stejné jako

signifikantni absorpci UV vrozmezi 270 a 280nm. Bylo identifikovano ptes 635
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anthocyanintl. Maji vysoky potencial pro uziti jako pfirodni barviva vzhledem ke svym
atraktivnim barvam, netoxicit¢ a antioxidacni aktivité, diky ¢emuz hraji zasadni roli
Vv prevenci ruznych onemocnéni. (Klimaviciute et al. 2015, Delgado-Vargas et al. 2000).

Extrakty bohaté na anthocyaniny jsou tak stale atraktivnéjs$i pro potravinovy
primysl jako pfirodni varianty k syntetickym barvivim (Wallace 2011).

Jiz zminény antioxida¢ni vliv anthocyaninti byl pozorovan in vitro spole¢n¢ se
schopnosti téchto latek snizovat zanét, lipidovou peroxidaci, Skodlivé ucinky ROS a
v souvislosti stim byl také zkouman jejich vliv na rozvoj atherosklérozy jako
zanétlivého onemocnéni. DalSi pozorované ucinky anthocyaninii zobrazuje tabulka

Tab. 1 (Aboonabi et Singh 2015, Amorini et al. 2003, Prior et Wu 2006).

Tab. 1 Biologické odpovédi athocyanintl, anthocyanidint ¢i extraktt bohatych na anthocyaniny

pozorované in vitro (Upraveno dle Prior et Wu 2006)

Vliv na zdravi Zdroj Koncentrace | Buiiky Citace
anthocyanini
&
anthocyanidiny
Kardiaovaskularni
1. tendotel. Aronia nebo 0,05 mg/I Prase¢i koronarni Bell et
zavisla relaxace | bortvka arterie Gochenaur
2006
2. |HUVEC Del-3-(cr)-5-glc | 5-200 uM Lidské endotel. Matsubara
proliferace buiiky z pupeéni zily | et al. 2005
(angiogeneze) (HUVEC)
3. tTuvolnéni Cy-3-glc, Peon- | 1-100 uM Medvedi Xiaetal.
cholesterolu a 3-glc peritoneélni 2005
m RNA exprese makrofagy
ABCA1
4. |proliferace Delphinidin 50-100 uM HUVEC Lazze et
TeNOS al. 2006
Protizanétlivy vliv
1.lexprese COX-2 Delphinidin Makrofagova bun. Hou et al.
linie RAW264.7 2005a
1./NO, PGE2, COX-2 Aronia 1-100 mg Makrofagova bun. Ohgami et
extraktu linie RAW264.7 al. 2005
Aronia
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Tab. 1 Biologické odpovédi athocyaninti, anthocyanidind ¢i extraktli bohatych na anthocyaniny

pozorované in vitro (pokrac¢ovani) (Upraveno dle Prior et Wu 2006)

Vliv na zdravi Zdroj Koncentrace | Buiiky Citace
anthocyanini ¢i
anthocyanidiny
Rakovina
1.tapoptoticka buil. smrt Hibiscus sabdariffa | 0-4 mg/I HL-60 Hou et al.
2005h
2.tapoptoza a bufi. Cy-3-glc nedostupné HL-60 a Jurkat Fimognari
diferenciace etal.
2005

3.lin vitro invazivnost Moruse, Cy-3-glca | nedostupné A549 bunky Chen et

rakovinnych bun¢k Cy-3-rut lidského plicniho al. 2006
karcinomu

4.1apoptoza |ERK aktivity Mal-3-glc 0-200 uM Buiiky lidského Shih et al.

Texprese p38 kinazy zalud. 2005
adenokarcinomu

5.tapoptoza 1 kaskada c- Delphinidin 10-200 uM Lidska hepatomarni | Yeh et

Jun-terminalni kindza bunééna linie Hep Yen 2005
G(@)

6.]bunécna proliferace Extrakt z boriivek 50-100 pg/ml | HT-29 a CaCo-2 Yietal.
bunky rakoviny 2005
tlustého stfeva

7.1 tumordzni bui. prolifer. 4 anthocyaniny, 5 12,5-200 AGC, HCT- Zhang et

s anthocyanidiny, bez efektu | anthocyanidint pg/ml 116,MCF-7, NCI Vareed

s anthocyaniny H460 & SF268 2005

Oxidativni poskozeni

1.|Fragmentace DNA Cy-3-glc 50 uM HepG2(hepatomarni) | Guerra et

v dtsledku mykotoxinu CaCoO2 al. 2005

2.|volna produkce radikala a | Cy-3-glc 125& 250 Lidské fibroblasty Russo et

genomové posSkozeni DNA M al. 2005

3./UVA indukované Cy-3-glc nedostupné Lidska keratinocyt. Tarozzi et

reaktivni formy kysliku bun. linie (HaCaT) al. 2005

Denni pfijem polyfenoli byl stanoven na 1000 mg na den, coz je znacné

mnozstvi v porovnani s denni konzumaci mikrozivin jako jsou karotenoidy, vitamin E a

vitamin C (stanovené pfiblizn€¢ na 5, 12 a 90 mg/den). Denni stanoveny piijem

anthocyaninti (okolo 180 a 215 mg/den) je vysoky v porovnani s dalSimi flavonoidy

42




jako je genistein a kvercetin (20-25 mg/den). Anthocyaniny jsou vysoce nestabilni a
jejich barevna stabilita je siln€ ovliviiovana pH, teplotou, jejich koncentraci, ptisobenim
svétla, enzymy, a dal$imi substancemi jako je napiiklad askorbova kyselina a cukry
mimo dalSich. Proto maji anthocyaniny velmi kratky polofas a malou biologickou
dostupnost. Existuji dva hlavni mechanismy stabilizace anthocyaninti, enkapsulace a
asociace. Anthocyaniny mohou byt s vyjimkou né¢kolika rostlinnych polyfenola
detekovany v plazmé v jejich pfirozené intaktni formé (glykosidy) (Fleschhut at al.
2006, Jimenez et al. 2010, Giusti er Wrolstad 2003, Cavalcanti et al. 2011, Kader et al.
1997, Pacheco-Palencia et al. 2007, Rubinskiene et al. 2005, Klimaviciute et al. 2015).

3.4.1 Absorbce anthocyanidini a jejich biodostupnost

V poslednich letech bylo pfi studiu polyfenol v ovoci a zelenin¢ zaznamenano
velké mnozstvi biologickych ucinki. Nicméné mame jen malo informaci o absorpci
glykosylovanych a acylovanych anthocyanini u lidi. Dlouhou dobu existoval
predpoklad, Ze se anthocyanidiny nevstiebavaji, v souasné¢ dobé vsak stale vice studii
demonstruje, Ze je jejich vstfebatelnost vyssi, nez bylo plivodné usuzovano. Po
provedeni in vitro experimentl byl pozorovan piechod pies stievni sliznici, ktery se ale
uskutecnioval s ohledem na velikost molekuly, kdy trimery prochéazely bez problémi,
zatimco u hexametrl jiz pfechod prakticky neprobihal. Vliv na absorpci a naslednou
biologickou dostupnost, ale neni dany pouze velikosti molekuly, ale hraji zde roli také
dalsi faktory, jakymi jsou napiiklad stav traviciho traktu, vazba na matrici traveniny,
mnozstvi podané latky, uroven exprese travicich enzymi ¢i podavand forma latky.
(Prior et Wu 2006, Woodward et al. 2009).

Jedna z prvnich studii piedstavuje diikazy pro absorpci anthocyanint u lidi in
vivo byla publikovana Paganga a Rice-Evans. (Paganga et Rice-Evans 1997).

Anthocyanin, rutin a dalsi kvercetinové glykosidy byly detekovany v lidském
séru v glykosylované formé¢ HPLC analyzou. Lapidot et al. nalezl anthocyaniny v lidské
moci po poziti 300ml ¢erveného vina (obsahujciciho ptiblizné¢ 218mg anthocyanint).
Celkem 1,5-5,1% anthocyanini bylo nalezeno v moci po 12h po konzumaci vina. Dvé
ze sloucenin zlistaly nezménénéné, zatimco ostatni latky prosly molekularni modifikaci.
Anthocyaninové hladiny dosahly vrcholu okolo 6 hodin po konzumaci (Lapidot et al.
1998).
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Miyazawa et al. prezentovali vysledky studie na lidech zahrnujici 7 dospélych
muzi a 5 dospélych Zen. Anthocyaniny byly podany ve formé sprejoveé vysuSenych
extrakti bezu (Sambucus nigra) a ¢erného rybizu (Ribes nigrum) koncentratt $tavy.
Dobrovolnici peroralné piijimali 2,7 mg cyanidin-3-glukosida a 0,25 mg cyanidin-2,5-
diglykosidivkg télesné vahy. V plazm¢ byla po 30 min po poziti zjiSténa hladina
cyanidin-3-glukosida 11pg/l, po 60 minutach 13ug/l. U cyanidin-2,5- diglykosidu byly
nalezny v plazmé pouze stopy (Miyazawa et al. 1999, Mazza et al. 2002, Prior et Wu
2006).

V dalsi studii byla sledovana absorpce anthocyanini po konzumaci stravy
bohaté na tuky. V ramci studie piijimali dobrovolnici borivky ve formé mrazem
vysuseného prasku obsahujiciho 25 riznych anthocyanini véetné 6 acylovanych
struktur. 19 z 25 anthocyanint bylo detekovano v lidském krevnim séru. Pozorovani
vSech anthocyaninii v séru piimo korelovalo se zvySenim antioxida¢ni kapacity v séru.
Tyto vysledky ukazaly, ze anthocyaniny mohou byt absorbovany v jejich intaktni
glykosylované formé a mozné acylované form¢ a Ze konzumace bortvek jako zdroje
téchto latek je spojena se stravou indukovanym nartistem antioxida¢niho stavu v sérti ex
vivo (Woodward et al. 2009).

Biologické aktivity anthocyanini jsou uzce spojeny s jejich absorpci a
metabolismem. Souc€asné studie opét ukdzaly, Ze anthocyaniny jsou rychle absorbovany
v Zaludku a stfevé potkant. Intenzivni ¢ervena barva byla pfitomna v kyselém extraktu
vSech zalude¢nich tkani a tkani tenkého stfeva, indikujici pfijem anthocyaninii do
gastrointestinalnich tkani (Wallace 2011).

Anthocyaniny v tkanich zaludku potkant byly identifikovany jejich spektralnimi
zménami pii pH 1,0, 4,5 a 10,0 ale nemohly byt kvatifikovany HPLC, protoZe se zda, Ze
jsou vazéany na neidentifikovany protein. Tohle mize byt pfi¢itdno nespecifické vazbé
na transportérovy protein. Vstfebani anthocyaninti z ostruzin doséhlo 7,5% z podané
davky v tkanich tenkého stfeva, coz je mnohem vice nez zvefejnéna biodostupnost
téchto sloucenin zaloZend na koncentraci v plazmé a moci. Z tohoto lze soudit, Ze
intaktni anthocyaniny mohou byt vstiebany do tkani GITu efektivné, ale nejsou
transportovany do cirkulace. Transport apikalni membranou za wuziti in vitro
epitelidlniho Caco-2 bunééného modelu poukdzal mnohem vétsi rozsah nez nésledna
translokace intaktnich ostruzinovych anthocyaninli pies basolaterdlni membranu.
Glykosylace a acylace snizily biodostupnost anthocyanini. Nicméné glukosidazy

pritomné v GI traktu mohou hydrolyzovat anthocyaniny na anthocyanidiny, ¢imz zvysi
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jejich biologicky potencidl, ale snizi jejich stabilitu. Zda se, Ze pfitomnost gluk6zové
moiety V porovnani s galaktézou a arabinézou na cyanidinové a peonidinové
procenta piijaté davky (Wallace 2011).

Athocyanidiny existuji v cirkulaci a moc¢i jako intaktni methylované a
glukuronidové derivaty a/nebo sulfokonjugované formy s vrcholem plazmatické
koncentrace mezi 1 a 3 hodinou po konzumaci a zavisejici na individualni sloucenin¢ a
slozenim stravy. Metabolity zlistavaji v mo¢i po 24h a mohou pretrvavat v zakladni
anthocyaninové struktuie. Farmakokinetické dikazy implikuji parentni glykosidy a
glukuronidové derivaty jako prominentni v krevnim fecisti mezi 0 a Sh, postupem casu
(6-24h) se ale stavaji vice methylovanymi, coz ukazuje, Ze bioaktivita anthocyaninu je
alterovana v prabéhu ¢asu ptisobenim metabolické transformace (Wallace 2011).

U potkanti krmenych hypercholesterolemickou stravou, redukovala chronicka
konzumace procyanidinového exktraktu z hroznovych semen (GSPE) na lacno
plazmatické hladiny TG, LDL-cholesterol a VLDL, a zvySovala plazmaticky HDL-
cholesterol. Hypolipidemicky efekt procyanidini muze byt c¢astetné zpusoben
prostfednictvim inhibice absorpce lipidi ve stravé a snizenim chylomikronové sekrece
enterocyty. Nicméné¢ molekuldrni mechanismus, ktery je podstatou zlepSeni
plazmatického lipidového profilu procyanidiny je z velké ¢asti neznamy (Del Bas et al.
2009).

V ptedchozich studiich bylo pozorovéano, Ze akutni ddvka GSPE redukovala
postprandidlni triglyceridemii a hladiny plazmatického ApoB u normolipidemickych
potkant, zatimco soucasné zvySovala hladinu jaterniho mRNA SHP (NROB2, SHP),
tzv. ,sirotéiho receptoru®, ktery reguluje zlu¢ové kyseliny (ZK, BA), cholesterol, TG, a
gluk6zovou homeostazu v jatrech. Procyanidiny z vina u HepG2 vyzaduji aktivitu SHP
k redukci sekrece TG, zatimco v kontrastu s timto redukuji sekreci ApoB v ramci SHP-
dependentni cesté. SHP také zprostredkovava hypotrigliceridemicky efekt procyanidint
ve vin¢ u Wild type (WT) mysi v postprandialnim stavu, coZ je spojeno Se sniZzenou
regulaci jaterni exprese transkripéniho faktoru SREBP1, hlavniho zprostfedkovatele
insulin/gluk6zové signalizace pro lipogenezi (Del Bas et al. 2009).

Caste¢na podobnost mezi aktivatory FXR a GSPE tykajici se zmén v profilu
exprese jaternich genli a V parametrech plazmatickych lipidi vedla k hypotéze, Ze
procyanidiny mohou zvysit transkripéni aktivitu FXR a nasledkem toho, Ze FXR muzZe

zprostiedkovat hypotriglyceridemicky efekt GSPE. Pro otestovani této hypotézy byl
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Vv analyze hodnocen efekt GSPE na hladiny plazmatickych triglyceridi u WT a FXR™"
mysi a byl hodnocen efekt GSPE v analyze na bunkach zéavislé FXR-responsivni
luciferazové expresi. Vysledky ukazaly, Ze procyanidiny zvySovaly aktivitu
chenodeoxycholové kyseliny (CDCA)-aktivované FXR a Ze, stejné jako u Zlucovych
kyselin, signal snizoval triglyceridemii prostfednictvim FXR, doprovazejici inhibici
jaterni exprese SREBP1 a n¢kolika SREBPI cilovych genti zapojenych do lipogeneze
(Del Bas et al. 2009).

Pti zkoumani relevance FXR jako mediatoru GSPE hypotriglyceridemické akce
u in vivo modelu, jsme srovnavali efekt podavani GSPE u FXR -/- versus WT mysi.
Peroralni podani GSPE vyvolalo 40 % redukci hladin plazmatickych TG u WT mysi
V postprandidlnim stavu, zatimco vliv na modifikaci celkového cholesterolu nebyl
pozorovan. Tato odpovéd’ na podavani GSPE byla identickd jako u vysledkl pfedtim
zjisténych u potkani. V kontrastu stimto GSPE podani nezpusobovalo signifikantni
redukci hladin plazmatickych TG u FXR -/- zvifat. FXR byl tedy oznacen jako klicovy
zprostiedkovatel hypotriglyceridemické aktivity procyanidind u mysi. (Del Bas et al.
2009).

Zasadni role FXR ve zprostfedkovani hypotriglyceridemického tucinku
procyanidinil in vivo akce procyanidind in vivo byla potvrzena pii podani GSPE kK WT
mysi a FXR-null mysi. V souladu s ptedchozimi vysledky u divokého typu potkantd a
mysi, peroralni podani GSPE vyvolalo hypotriglyceridemicky tc¢inek v mysi divokého
typu V postprandidlnim stavu, bez ovlivnéni hladiny celkového plazmatického
cholesterolu. Naproti tomu, GSPE byla neucinnad pfi snizovani plazmatické hladiny
triglyceridd v FXR- nulovych mysi. Protoze procyanidiny potiebovaly pfitomnost a
aktivitu FXR, znamena to, Ze pusobi prostiednictvim FXR zavislé drahy (Sinal et al.
2000, Del Bas et al. 2005, Del Bas et al. 2008).

V potravé pfijaté procyanidiny, pisobi jako aktivatory FXR, se jevi jako slibna
pfirodni ¢inidla pro lécbu metabolickych poruch. Dalsi vyzkum je nutny k identifikaci
jednotlivych procyanidind, které zvysSuji aktivitu FXR a pro uréeni mechanismi a

metabolickych nasledku této aktivace (Del Bas et al. 2009, Prior et Wu 2006).
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3.5 VYBRANE ANTHOCYANIDINY
Vzhledem k mnozstvi studii o pozitivnich ucincich anthocyanini byly za G¢elem
ovéfeni interakce anthocyanidini s FXR receptorem a za Ucelem analyzy mechanismi

jejich plisobeni v organismu zatfazeny do této prace nize uvedené anthocyanidiny.

3.5.1 Cyanidin

Obr. 21 Cerasus avium. Pfevzato z http://botany.cz/cs/prunus-avium/

Cyanidin (Obr. 22) je slou¢enina vykazujici v kyselém prostiedi cervenou barvu.
Nalezneme jej naptiklad v kvétech rize Rosa, plodech tfesn¢ Cerasus avium (Obr. 21),
brusinkach Rhodococcum vitis-idaea a dalsich. V alkalickém prostiedi dochazi
pisobenim pH Kk protonacim a deprotonacim a pteskupovani elektronti za jejich
interakce s fotony viditelného svétla. Prikladem tohoto jevu jsou barvy chrpy modraka,
Cyanus segetum (Copikova et al. 2005).
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o 1L
D OH | cr
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Obr. 22 Struktura cyanidinu. Pfevzato z Copikova et al. 2005
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3.5.2 Pelargonidin

Obr. 23 Pelargonium. Prevzato z https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Pelargonium_peltat
um_hort._al.jpg
Pelargonidin (Obr. 24) je rovnéz zastupcem pyranovych barviv. Ma Cervenou

barvu a nalezneme jej naptiklad u pelargonie Pelargonium (Obr. 23) (Copikova et al.

2005).
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Obr. 24 Struktura pelargonidinu. Pfevzato z Copikova et al. 2005

3.5.3 Delphinidin

2011 £vo BaweH [

Obr. 25 Vitis vinifera. Pievzato z http://madrelabs.com/blog/2013/10/14/vitis-vinifera-skin/

Mezi pyranova barviva se fadi i delfinidin (Obr. 26). Ten lze nalézt jako hnédé

barvivo v ¢erveném ving (Obr. 25) (Copikova et al. 2005).

48


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Pelargonium_peltatum_hort._a1.jpg
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Pelargonium_peltatum_hort._a1.jpg
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Pelargonium_peltatum_hort._a1.jpg
http://madrelabs.com/blog/2013/10/14/vitis-vinifera-skin/

OH
OH
HO 0 G
SONe:N
“ 0N
OH

Obr. 26 Struktura delphinidinu. Pfevzato z Copikova et al. 2005

3.5.4 Peonidin

Obr. 27 Paeonia officinalis. Pfevzato z : http://www.paeo.de/h2007/warmerdam/roseaplena
JPG

Peonidin (Obr. 28) je obsazen v tmavocervenych pivonikach Paeonia officinalis
(Obr. 27). Tato Cervenohnéda slouéenina je malo rozpustna ve vod¢€. Pfi tvorbé jeho
alkoholového roztoku vzniké purpurové Cervend barva. Peonidin je aglykonem peoninu

(Copikova et al. 2005).

Obr. 28 Struktura peonidinu. Pievzato z Copikova et al. 2005
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3.5.5 Petunidin

Obr. 29 Petunia hybrida. Prevzato z http://www.gardensonline.com.au/GardenShed/PlantFinder
/Show_1071.aspx

Dalsiho zastupce pyranovych barviv a anthocyanidini pfedstavuje petunidin
(Obr. 30). Ten je obsazen v petiniich Petunia hybrida (Obr. 29) a vitodu hotkém
kratkokiidlém (Polygala amara subsp. brachyptera). Obdobné jako u ostatnich
anthocyanidint je petunidin aglykonem petuninu, jeZ v pevném stavu zaujima fialovou

barvu s médénym leskem (Copikova et al. 2005).

Obr. 30 Struktura peonidinu. Prevzato z Copikova et al. 2005
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3.5.6 Malvidin

Obr. 31 Malva sylvestris. Prevzato z http://newfs.s3.amazonaws.com/taxon-images-

1000s1000/Malvaceae/malva-sylvestris-fl-gcarrl.jpg

Anthocyanidin - malvidin  (Obr. 32) nalezneme jako diglukosid malvin
v prvosenkach Primulasp. a slézu lesnim Malva sylvestris (Obr. 31), kde ma
¢ervenohnédou barvu a jako monoglukosid v hroznech vinné révy Vitis vinifera, které
dodava modrou barvu. Jeho roztoku v methanolu pak ma purpurovou barvu, z které jsou
postupné uvoliovany cervené krystaly, jejichz barva se ale stile v prochazejicim jevi

jako svétle fialova (Copikova et al. 2005).
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Obr. 32 Struktura malvidinu. Pievzato z Copikova et al. 2005
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3.6 VYBRANE ALKALOIDY FUMARIA OFFICINALIS

Fumaria officinalis L.

Ibi (Alicante)
© Santiago Gonzalez Torregrosa.
www.apatita.com

Obr. 33 Fumaria officinalis. Ptevzato z http://www.apatita.com/herbario/Papaveraceae/large/Fu
maria_officinalis_subsp_officinalis_2.jpg

Fumaria officinalis (Obr. 33), ¢esky zemédym lékatsky, je jednoletd plevelna
rostlina s fialovymi ostrouhatymi kvéty z ¢eledi Fumariaceae. Rostliny této ¢eledi byly,
a stale jsou vyuzivany v mnoha tradi¢nich lidovych medicinach pro své 1écebné
vlastnosti u koznich a topickych nemoci, kardiovaskularnich obtizi, horecky a bolesti
hlavy. Také jsou jim pfi¢itdny anthelmintické, antidyspeptidické, Cistici, cholagogni,
diaforetické, diuretické, laxativni, sedativni a tonické ucinky a jsou pouzivany pfi feSeni
abdomindlnich kieci, prijmu, horecky, zloutenky, lepry, sifilis, krevnich poruch a
tuberkulozy. Z rostlin ¢eled¢ Fumariaceae bylo izolovano mnozstvi latek alkaloidu,
flavonoidd, glykosidl, taninli, saponinli, antrachinonl, steroidi a triterpenoidi
(farmakobotanika). V ramci této prace byly testovany nékteré alkaloidy izolované z této
rostliny (Shakya et al. 2012).

3.6.1 Protopin

Benzylisochinolinovy alkaloid protopin (Obr. 34) se nachazi mimo jiné
v ¢eledich Papaveraceae a Fumariaceae (Vrba et al. 2011). Po provedeni studii byla u
n¢j zaznamendna vyznamna antiparazitickd aktivita s nizkou toxicitou v porovnani
s jinymi isochinolinovymi alkaloidy (Satou et al. 2002, Wang et al. 2010).

Protopin také vykazoval cytoprotektivni vlastnost proti oxidativhimu stresu
indukujicimu bunéckou smrt in vitro. U alkaloidu byly také v ramci studii na zvitecich

-----

modelech  pozorovany antiarytmické, antitrombotické a  protizanétlivé a
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hepatoprotektivni vlastnosti (Xiao et al. 2008, Rathi et al. 2008, Song et al. 2000, Saeed
et al. 1997).

Obr. 34 Struktura protopinu. Pfevzato z Vrba et al. 2011

3.6.2 Fumaricin, fumarilin, fumaritin, O-methyl- fumarofycin, parfumin,
parfumidin

Tyto latky se fadi do skupiny spirobenyzlisochinolinovych alkaloidl, jez
vznikaji z protoberberinovych alkaloidi (Obr. 35) (Brossi 1990).

R,0
N—CH O N—CHy

J

R,0

O
(-)-fumaritin Ry=H,R;=CH; Ry=H (+)-parfumin R,=H,R,=CH,
(-)-fumaricin R, R,=CH; R;=H (+)-parfumidin R, R,=CH;

(-)-O-methylfumarofycin R; R, =CH; R;=COCH,4 (+)-fumarilin R, +R,=CH,

Obr. 35 Struktury nékterych spirobenzylisochinolinovych alkaloidi Upraveno dle Novak 2005.
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3.6.3 Bikukulin
Bikukulin patii mezi ftalidisochinolinové alkaloidy a dle studii vykazuje antagonisticky

ucinek viici GABA-A (Obr. 36) (Ding et al. 2015).
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Obr. 36 Struktura bikukulinu. Pievzato z Kostelnik 2014.

3.6.4 O-Methylfumarofin
O-Methylfumarofin patii mezi indenobenzazepinové alkaloidy (Obr. 37) (Kostelnik 2014).

Obr. 37 Struktura O-Methylfumarofinu. Upraveno dle Chlebek et al. 2016, Kostelnik
2014.
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4. CIL PRACE

Cilem této prace bylo shromazdit dostupné informace o farnesoidnim X
receptoru, jeho vlivu na lidsky organismus, latkdch s nim interagujicich a nahlédnout na
tuto latku v kontextu hledani novych terapeutickych strategii vyuzivajicich FXR jako
svij cil plisobeni.

Pro experiment byly vybrany latky oznacované jako anthocyanidiny — peonidin,
petudin, pelargonidin, cyanidin, delphinidin, malvidin a také alkaloidy z Fumaria
officinalis - protopin, alkaloid S, fumaricin, parfumidin, fumarilin, O-Methylfumarofin,
bikukulin, parfumidin, fumaritin, O-Methylfumarofycin hydrochlorid a fumarofycin.

. Ty byly testovany in vitro metodou TR-FRET LanthaScreen ™ farnesoidni X
receptor koaktivatorové analyzy pro zjiSténi jejich interakci s farnesoidnim X

receptorem.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1 POMUCKY, PRISTROJE
96 jamkov¢ desticky

destickovy spektrofotometr-luminometr Genios Plus (Tecan)
laminarni box

mikropipety

plastové mikrozkumavky

tiepacka

5.2 REAGENCIE
Anthocyanidiny: latky ziskany od firmy Cayman

Peonidin
Petunidin
Pelargonidin
Cyanidin
Delphinidin
Malvidin

Alkaloidy z Fumaria officinalis: latky ziskany od pracovnikid Katedry farmaceutické
botaniky a ekologie FaF UK (Chebek et al. 2016)

Protopin
Alkaloid S
Fumaricin
Parfumidin
Fumarilin

O-Methylfumarofin
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Bikukulin
Parfumidin
Fumaritin
O-Methylfumarofycin
Hydrochlorid fumarofycinu
CDCA
GW4046
DMSO
Fluorescein-SRC2-2
Tb anti-GST protilatka
FXR LBD-GST
DTT

TR-FRET (time-resolved fluorescence resonance energy transfer) LanthaScreen ™

farnesoidni X receptorova koaktivatorova esej byla ziskana od firmy Life Technologies

(nyni Thermo Fisher).
Neni-li specifikovan ptivod, latky a reagencie byly ziskany od firmy Sigma-Aldrich.

5.3 METODA

LanthaScreen ™ TR-FRET (time-resolved fluorescence resonance energy
transfer) farnesoidni X receptor koaktivatorova esej predstavuje citlivou metodu
screeningu potencialnich ligandti pro FXR. Sada pouziva na terbiu zalozené anti-GST
protilatky, na fluoresceinu zaloZeny koaktivatorovy peptid a FXR ligandy vazici
doménu, ktera je oznaCena glutation-S-transferazou v homogennim , mix-and-read*
formatu analyzy. Tento kit obsahuje dostatek reagenti pro 800 analyz na 20ul u kazdé
(LanthaScreen™ TR-FRET Farnesoid X Receptor Coactivator Assay 2007, Thermo
Fisher, Catalog no. PVV4833).
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5.3.1 Princip FRET a TR-FRET

Casové zavisla FRET (TR-FRET) je uznavanou in vitro metodou uZivanou pii
screeningu  knihoven sloucenin. Pfekondva intervence (ruSeni) zpusobené
autofluorescenci slouCenin nebo rozptylem svétla precipitovanych sloucenin.
Predpoklad pro TR-FRET analyzu je stejny jako u standardni FRET analyzy: kdyz se
vhodny par flourofori dostane do tésné blizkosti, excitace prvniho z nich (donoru) miize
vést k prenosu energie na druhého (akceptoru). Tento transfer energie je detekovan
zvySenim fluorescencni emise akceptoru a snizenim fluorescenc¢ni emise u donoru. U
HTS analyz je FRET casto vyjadfovana jako pomér intenzit akceptoru a donoru
fluorofor. Pomérovy charakter takovych hodnot koriguje rozdily u analyzovanych
objemll mezi jamkami a zaroven zhéaSeci UcCinek zplsobeny zabarvenim sloucenin
(LanthaScreen™ TR-FRET Farnesoid X Receptor Coactivator Assay 2007).

V kontrastu se standardni FRET analyzou, vyuzivda TR-FRET analyza
lanthanidové chelaty s dlouhym polocasem jako donorové druhy. Tyto chelaty jsou
unikatni v tom, ze doba jejich zivotnosti v excitovaném stavu (prumérna doba, po
kterou molekula zlstdva v excitovaném stavu po pfijeti fotonu) muze byt v fadu
milisekund a vice. Toto je zasadni rozdil oproti zivotnosti béznych flourofort uzivanych
u standardnich FRET analyzy, ktera se typicky pohybuje v oblasti nanosekund. Protoze
interference z autoflourescence sloucenin nebo rozptyleného svétla se také pohybuji
fadoveé v nanosekundach, tyto faktory mohou negativné ovlivnit standardni FRET
analyzu. Pro prekonani téchto interferenci je TR-FRET analyza provadéna méfenim
FRET s ptislusnym zpozdénim, obvykle 50 - 100 mikrosekund po excitaci vyvolané
zdrojem svétla mikrotitracni destickové Ctecky. Toto zpozdéni piekond interference
fluorescen¢niho pozadi a svételny rozptyl a také zabrani interferencim z pfimé excitace
(LanthaScreen™ TR-FRET Farnesoid X Receptor Coactivator Assay 2007).

Mezi nejcastéji uzivané lanthanoidy u TR-FRET analyzy u HTS je terbium a
europium. Oproti europiu nabizi terbium unikatni vyhody pfi jeho vyuziti jako donoru
vV TR-FRET analyze. V porovnani se systémy zaloZenymi na europiu, které zahrnuji
APC jako akceptor, systémy zaloZzené na terbiu mohou jako akceptory vyuzit bézné
flourofory, jako naptiklad fluorescein. Protoze je vyhodné&jsi (jednodussi a méné
nakladné) oznacit molekulu, jakou je peptid, fluoresceinem, pfimo vazané molekuly
byvaji uzivany vna terbiu zaloZené TR-FRET analyze radé€ji neZz biotinylované

molekuly, které musi byt nepfimo navazané pres streptavidin-mediovanou vazbu APC.
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Uziti molekul pfimo vazanych v na terbiu zalozenych TR-FRET analyzach redukuje
ceny, zlepSuje kinetiku, zabrainuje problémim souvisejicim se sterickymi interakcemi
zahrnujicimi mnoho APC konjugati, a také zjednodusSuje vyvoj analyzy vzhledem
k méné nezavislym proménnym vyzadujicim optimalizaci u pfimo znacenych systému

(LanthaScreen™ TR-FRET Farnesoid X Receptor Coactivator Assay 2007).

5.3.2 Vazba agonisty

Vazba agonisty na nuklearni receptor zpusobuje konformacni zménu v okoli
helixu 12 LBD. To vede k vyssi afinit¢ koaktivatorového peptidu. Pii excitaci terbiové
vazby anti-GST protilatky pii 340nm je energie predana fluoresceinové vazbé na
koaktivatorovém peptidu a detekovana jako emise ptfi 520nm (LanthaScreen™ TR-
FRET Farnesoid X Receptor Coactivator Assay 2007).

V pribéhu LanthaScreen™ koaktivatorové analyzy je FXR-LBD jako ligand k
testované slouceniné nasledovan ptidanim smeési fluorescein-koaktivatorového peptidu a
terbium-anti-GST protilatky. Po inkubacni periodé pii pokojové teploté, je zajistén TR-
FRET pomér 520:495 a muze byt uzit k determinaci ECsy latky z kiivky zavislé na
davce. V souvislosti s biologii interakci FXR — koaktivatorového peptidu, je hodnota
ligandu ECs sloZzenou hodnotou reprezentujici mnozstvi ligandu potiebného k navazani
receptoru, efektu konformacnich zmén a na vazbé koaktivatorového peptidu (Obr.38)
(LanthaScreen™ TR-FRET Farnesoid X Receptor Coactivator Assay 2007).

340 nm 520 nm
Th-anli-GST Ab
) [ -1 ‘ P
Agonist ™™ Fl-peptide

Obr. 38 Princip analyzy koaktivatorové peptidové vazby: Tb-anti-GST protilatky nepiimo vazi
nuklearni receptor vazbou na GST znacku. Vazba agonisty na NR zplsobi konformaéni zmény,
které vedou ke zvySeni afinity NR pro koaktivatorovy peptid. Tésna blizkost The close
proximity of the fluorescenéné vazaného koaktivatorového peptidu na terbium s navazanou
protilaitkou vede ke zvySeni TR-FRET signalu. Upraveno dle LanthaScreen™ TR-FRET
Farnesoid X Receptor Coactivator Assay 2007
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5.3.3 Vlastnosti pristroje

Tab. 2 Vlastnosti pfistroje. Upraveno

Receptor Coactivator Assay 2007)

dle (LanthaScreen™ TR-FRET Farnesoid X

Excitace 340 nm filter (30 nm Sitka vlnového
pasma)

Emise 520 nm filter (25 nm Sitka vlnového
pasma)

Emise 490 nm nebo 495 nm filtr (10 nm Sifka
vlnového pasma)

Zpozdéni 100 pus

Intergracni Cas 200 us

Excita¢ni a emisni spektra terbia a fluoresceinu jsou zobrazena v Obr. 39. V TR-

FRET analyze je terbiovy donor excitovany za pouziti 340 nm filtru s 30 nm $ifi pasma.

Presné specifikace excita¢niho filtru nejsou kritické a filtry s podobnymi specifikacemi

budou také dobie fungovat. VSobecné lze

syst¢tmli TR-FRET zaloZenych na europiu,

fici, ze excitacni filtry, které funguji u

budou pracovat dobfe u LanthaScreen™™

terbiovych chalati (LanthaScreen™ TR-FRET Farnesoid X Receptor Coactivator Assay

2007).

Spectra of Terbium

RFUs

and Fluorescein

Fluorescein

Terbium

T T T
300 350 400 450

T
500

Wavelength (nm)

Obr.39 Excita¢ni a emisni spektra fluoresceinu a terbia. Pfevzato z LanthaScreen™ TR-
FRET Farnesoid X Receptor Coactivator Assay 2007
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Jak je patrné na obrazku, emisni spektrum terbia je charakterizovano Ctyimi
ostrymi emisnimi vrcholy S nulovymi oblastmi mezi kazdym z nich. Prvni emisni vrchol
terbia (umistény mezi 485 a 505 nm) se piekryva s maximem excitacniho vrcholu u
fluoresceinu. Pienos energie fluoresceinu je potom méfen v tiché oblasti mezi prvnimi
dvéma terbiovymi emisnimi vrcholy. Protoze je dilezit¢é méfit pfenos energie na
fluorescein bez interferenci z terbia, je filtr nastaven na 520 nm s 25 nm S§ifi pasma.
Specifikace tohoto filtru jsou vice kritické nez u excitacniho filtru. Standardni
»fluoresceinové filtry nelze uzit, protoze tyto filtry pifedavaji svétlo spojené
s terbiovym spektrem. Emise fluoresceinu vzhledem k FRET je srovnavana s emisi
terbiového vrcholu uzitim filtru, ktery izoluje tento vrchol. Toto je obvykle provadéno
za pouziti filtru vycentrovaného na 490 nebo 495 nm s 10nm $ifi pasma. 490nm filtr
redukuje hodnotu fluoresceinové emise, ktera pii tomto méfeni ,,prosakuje®, ackoliv
instrumentalni dichroicky zrcadlovy vybér (jako u Tecan Ultra pfistroje) muze
vyzadovat uziti 495nm filtru. Vliv na kvalitu vyslednych méteni je v kazdém piipade
minimalni. Filtry vhodné pro LanthaScreen™ analyzu jsou dostupné z Chroma jako
sada filtri PV0O1 nebo u dalsich dodavatelii. LanthaScreen™ filtrovy modul BMG
PheraStar je dostupny piimo od BMG Instruments (LanthaScreen™ TR-FRET
Farnesoid X Receptor Coactivator Assay 2007).

Kromé volby filtri je nastaveni pfistroje podobné nastaveni u technologii
zalozenych na europiu. VSeobecné lze fici, Ze pokyny poskytnuté vyrobcem mohou byt
pouzity jako startovni bod pro optimalizaci. Pro LanthaScreen™ je typické casové
zpozdéni 100 ps nasledované 200 ps integracnim ¢asem. Pocet zableskll nebo méfeni na
jamku vysoce zavisi na pfistroji a vS§e by mélo byt nastaveno dle rady vyrobce pfistroje.
LanthaScreen™ analyzy mohou probihat na jakémkoliv na filtru zaloZeném pfistroji
schopném TR-FRET jako je Tecan Ultra, BMGLabTech PHERAStar, Molecular
Devices Analyst nebo PerkinElmer Envision. Analyzy LanthaScreen™ byly také
uspeésné predstaveny u Tecan Safire a Molecular Devices M5 na monochromatoru
zalozeném pfistroji (LanthaScreen™ TR-FRET Farnesoid X Receptor Coactivator
Assay 2007).
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5.4 POSTUP

5.4.1 Analyza agonisti

Procedura popisuje metodu determinace ECsp agonisty za uziti agonistou
indukované vazby fluorescein-SRC2-2 koaktivatorového peptidu na FXR-LBD. Jedinou
variabilni hodnotou je koncentrace agonisty. VSechny ostatni slozky (FXR-LBD,
peptid, Tb anti GST protilatka) jsou fixovany v koncentracich optimalizovanych pro
koncentrace pro optimalni provedeni analyzy je zaznamenano v Tab. 3. Pokud by se
koncentrace téchto slozek meénily, analyza musi byt znovu optimalizovana

(LanthaScreen™ TR-FRET Farnesoid X Receptor Coactivator Assay 2007).

Tab. 3 Finalni koncentrace slozek pfi analyze. Pievzato z LanthaScreen™ TR-FRET Farnesoid

X Receptor Coactivator Assay 2007

Sloucenina Finalni koncentrace v analyze
Fluorescein-SRC2-2 500 nM

Tb anti-GST protilatka 5nM

FXR LBD-GST 5nM

5.4.2 Priprava sloucenin na experiment

Pred vlastnim provedenim experimentu je potieba pfipravit kompletni
koregulatorovy pufr G pfidanim 1 M DTT do koregulatorového pufru G pro ziskani
finalni koncentrace 10 mM DTT. Tento kompletni pufr G je nutné ptipravit vzdy
Cerstvy (LanthaScreen™ TR-FRET Farnesoid X Receptor Coactivator Assay 2007).

Kompletni koregulatorovy pufr G je dale uchovavan pii pokojové teploté pro
pfipravu dalSich slozek experimentu s vyjimkou 4X roztoku FXR-LBD, ktera by méla
byt piipravovana s ledovym pufrem. Z tohoto divodu je vhodné dany objem tohoto
pufru pro pfipravu 4X roztok FXR-LBD dat na led (LanthaScreen™ TR-FRET
Farnesoid X Receptor Coactivator Assay 2007).

Déle je ptipraven agonista pi1 100X z findlni pozadované maximalni pocatecni
koncentrace za uziti DMSO (LanthaScreen™ TR-FRET Farnesoid X Receptor
Coactivator Assay 2007).
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5.4.3 Priprava 2X zasobnich roztoki agonisty a potencialnich agonisti FXR

Nasleduje ptiprava 100X zfedénych zasobnich roztokli agonistt, ¢ehoz lze
dosahnout postupnym fedénim agonisty za uziti DMSO. Kazdy 100X koncentrovany
roztok agonisty je zfedén na 2X roztok uzitim kompletniho koregulatorového pufru G.
Pti experimentu je pak vyuZzivano 10ul roztoku agonisty v dané koncentraci na jednu
jamku titracni desticky (LanthaScreen™ TR-FRET Farnesoid X Receptor Coactivator
Assay 2007).

5.4.4 Priprava 4X zasobniho roztoku FXR-LBD

4X koncentrovaného roztoku FXR-LBD je pfipravena uzitim ledového
kompletniho koregulatorového pufru G. Doporuc¢enou molarni koncentraci FXR pro
danou sadu lze nalézt na ptilozeném certifikatu. Pti skladovani a pfi fedéni se nesmi
dojit k vifeni FXR-LBD. Lze michat pipetovdnim ¢i jemnou inverzi. Je nutné tento
roztok uchovat na ledu dokud neni pouzit v experimentu. Pfi vlastni analyze je pak
vyuzito 5Sul tohoto roztoku na jednu jamku titra¢ni desti¢ky (LanthaScreen™ TR-FRET
Farnesoid X Receptor Coactivator Assay 2007).

5.4.5 Priprava 4X roztoku Fluorescein-SRC2-2/4X Tb anti-GST protilatky

Dale je pfipraven roztok obsahujici 2,0 uM fluorescein-SRC2-2 (4X
koncentrovany roztok) a 20 nM Tb anti-GST protilatku (4X koncentrovany roztok) za
uziti kompletniho koregulatorového pufru pfi pokojové teploté. Dana koncentrace
fluorescein — SRC2-2 je 100uM a koncentrace Tb anti-GST protilatky jsou ob¢
indikovany na oznaceni vialek a na certifikatu analyzy. Pti analyze se pak vyuziva Sul
roztoku 4X peptidu/4X protilatky na jednu jamku titracni desticky (LanthaScreen™ TR-
FRET Farnesoid X Receptor Coactivator Assay 2007).

5.4.6 Inkubace a odecteni vysledki

Titracni desticka se vSemi reagenty je na konci experimentu promichdna a
inkubovana pti pokojové teploté a chranéna pted svétlem. Pro minimalizaci rizika
evaporace je mozné desti¢ku prikryt potahem (LanthaScreen™ TR-FRET Farnesoid X
Receptor Coactivator Assay 2007).

Samotné ozafovani probihd pfi vlnovych délkdch 520nm a 495nm nastaveni
pfistroje. Pfed provedenim tohoto je nutné obal na desti¢ce odstranit. Méfeni se pak
provadi mezi 1 az 24hod (LanthaScreen™ TR-FRET Farnesoid X Receptor Coactivator
Assay 2007).
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5.4.7 Objemy reagentii a kontrol uzité pri analyze potencialnich agonistii

Tab. 4 sumarizuje objemy reagentl, postup piidani slozek a potencialni kontroly

na vyvinuti analyzy. (LanthaScreen™ TR-FRET Farnesoid X Receptor Coactivator

Assay 2007)
Analyza Ptidani reagent Diivod
Testovana 1. 10 pl 2X testované | Zhodnoceni koaktivatorové vazby po navazani
sloucenina slouceniny testované slouceniny.
2.5 ul 4X FXR-LBD
3. 5 ul FI-SCR2-2/Tb
anti-GST Ab
Pozitivni 1. 10 pul 2X agonisty Zhodnoceni koaktivatorové vazby po navazani
kontrola znamého agonisty FXR.
2.5 ul 4X FXR-LBD
3. 5 ul FI-SCR2-2/Tb
anti-GST Ab
Negativni 1. 10 ul 2X solventu | Poskytuje indikaci bazalniho signalu nebo
kontrola sloucenin mozné¢ na ligandu nezavislé koaktivatorové
vazby a slozek zodpovédnych za potencialni
2.5 Wl 4X FXR-LBD | . . o ,
interferenci zpuisobenou pomocnym
3. 5 ul FI-SCR2-2/Th | rozpoustédlem
anti-GST Ab
Bez FXR-|1. 10 pl 2X solventu | Poskytuje absolutni spodni hranici analyzy
LBD sloucenin nezapo¢itané u na ligandu nezavislych
kontrola koaktivatorovych vazeb.

2. 5 pl kompletniho
koregulatorového
pufru G

3. 5 ul FI-SCR2-2/Tb
anti-GST Ab

Tab. 4 Prehled latek a objemi uzitych v analyze. Prevzato z (LanthaScreen™ TR-FRET

Farnesoid X Receptor Coactivator Assay 2007)
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5.4.8 Vlastni postup

1. Ptipravila jsem si roztok kompletniho koregulatorového pufru ptidanim 1 M DTT do
koregulatorového pufru G pro ziskani finalni koncentrace 10 mM DTT a potiebné
mnozstvi jsem dala do mrazaku pro zachovani podminek pti dalsi praci s 4X roztokem

FXR-LBD.

2. Poté jsem si pfipravila zasobni roztoky vlastnich agonisti nejprve postupnym
fedénim za uziti DMSO pro ziskani 100X koncentrovanych roztokll z finalni
pozadované koncentrace. Uzitymi testovanymi potencialnimi agonisty byly
anthocyanidiny — peonidin, petunidin, pelargonidin, cyanidin, delphinidin, malvidin, a
alkaloidy z Fumaria officinalis - protopinu, alkaloid S, fumaricinu, parfumidinu,
fumarilinu, O-methyl-fumarofinu, bikukulinu, parfumidinu, fumaritinu,
O-Methylfumarofycinu a hydrochloridu fumarofycinu. Jako pozitivni kontrola byl

vyuzit zndmy agonista FXR latka s oznacenim GW 4064.

3. Nasledné¢ byl kazdy agonista opét ziedén na 2X roztok uzitim kompletniho

koregulatorového pufru.

4. Ptipravila jsem 4X roztok FXR-LBD uzitim ledového kompletniho koregulatorového
pufru G. Kdy doporuc¢enou molarni koncentraci jsme nalezli na certifikatu. Se v§im

bylo dle ndvodu zachazeno opatrné a stale skladovano na ledu.

4. Poslednim krokem pied provedenim vlastni analyzy byla ptiprava roztoku slozen¢ho
72,0 uM fluorescein-SRC2-2 (4X) a 20 nM Tb anti-GST protilatky (4X) rovnéz za uziti
kompletniho koregulatorového pufru pii pokojové teploté. Koncentrace slozek byly

uvedeny na signatufe vialek a na certifikatu.

3. Do pfedem oznacené mikrotitracni 96- jamkové desticky jsem natitrovala 10 pl
agonisty dané koncentrace (v ptipad¢ negativni kontroly 10 pl solventu), poté 5 pl
ptipraveného 4X roztoku FXR-LBD. Nechala jsem 5 min pusobit, aby doslo k navazani
agonisty a poté natitrovala 5 ul 4X roztoku Fluorescein-SRC2-2/4X Tbh anti-GST
protilatky.

4. Mikrotitracni desticka byla ptekryta prithlednou folii, umisténa do michacky na 5 min

a poté inkubovana pfi pokojové teploté za neptistupu svétla.
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5. Po 1 hodiné jsem odstranila folii a desti¢ku vlozila do pfistroje. Ozafovani probihalo

pfi vinovych délkach 520 nm a 495 nm nastaveni pfistroje.

6. Poté byly vypoCty z poméri hodnot ziskanych pfi ozateni dvémi vinovymi délkami

ziskany vysledky a na zakladé vypocta vytvoren graf.
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6. VYSLEDKY

6.1 Experiment €. 1 - ovéfeni funkénosti analyzy

V ramci tohoto experimentu jsem postupovala dle vySe uvedeného postupu.
V tomto piipadé byl pro ovéfeni funkcnosti analyzy testovan znamy agonista FXR
GW4046 jako pozitivni kontrola v porovnani negativni kontrolou obsahujici DMSO.
Jak je patrné z grafu, byla ovéfena funk¢nost analyzy potvrzenim interakce GW4046

s FXR v porovnani s negativni kontrolou.
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Obr 40. Validace LanthaScreen™ TR-FRET (time-resolved fluorescence resonance energy
transfer) farnesoidni X receptor koaktivatorova eseje za pouziti znamého ligandu FXR GW4046
(10 pM).
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6.2 Experiment €. 2 — testovani vlastnich anthocyanidini

Dale jsem jako potencialni agonisty testovala anthocyanidiny — peonidin,
petunidin, pelargonidin, cyanidin, delphinidin a malvidin a to v koncentracich 50 uM,
30 uM, 10 uM, 5 pM, 1 uM, 0,1 uM a 0,01 pM. Jako znadmy agonista byl pouzit
GW4046, obeticholova kyselina a CDCA v koncentraci 30 uM. Funk¢nost analyzy je
zde patrna pfi pohledu na sloupce GW4046, (6-ECDCA) a chenodeoxycholova kyselina
(CDCA), jez jsou ovéfenymi znami agonisty FXR. Z grafu je patrné, ze vSechny
testované anthocyanidiny reaguji s FXR. Patrné nejsilnéjsi interakci S FXR receptorem
pak vykazuje cyanidin v koncentracich 50 uM a 30 uM a dale delphinidin a
pelargonidin v 50 uM koncentraci. Experiment byl opakovan dvakrat se stejnymi

vysledky. Statisticka vyznamnost nebyla analyzovana.

Interakce anthocyanidint s FXR
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Obr 41. Interakce anthocyanidind s lidskym FXR receptorem. LanthaScreen™ TR-FRET (time-
resolved fluorescence resonance energy transfer) farnesoidni X receptor koaktivatorova eseje
byla vyuzita podle protokolu uvedenené v kapitole 5.4 Postup pro otestovani interakci
peonidinu, petunidinu, pelargonidinu, cyanidinu, delfinidinu a malvidinu s FXR receptorem.
Soucasné byly pouzity znamé ligandy FXR receptoru: GW4046, kyselina obeticholova (6-
ECDCA), kyselina chenodeoxycholova (CDCA) v uvedenych koncentracich. Vysledky jsou
prezentovany jako relativni aktivace FXR receptoru vztazena ke kontrolnimu vzorku obsahujici

DMSO, které bylo pouzito jako rozpoustédlo.
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6.3 Experiment ¢. 3 — testovani latek obsaZenych ve Fumaria officinalis

Cilem experimentu bylo ovéfeni potencidlni interakce latek izolovanych
z Fumaria officinalis - protopinu, alkaloidu S, fumaricinu, parfumidinu, fumarilinu,
O-methylfumarofinu, bikukulinu, parfumidinu, fumaritinu, O-methylfumarofycinu a
hydrochloridu fumarofycinu. Postup byl stejny jako v piedchozich pifipadech. Tyto
latky jsem testovala pifi 10 uM koncentraci. Z grafu je patrné, ze zvlasté v piipadé
alkaloidu S by se mohlo jednat o silného agonistu FXR, mensi interakce pak je patrna u
protopinu, bikukulinu a parfumidinu. Pro dal$i potvrzeni téchto predpokladi je ale
nutny dal§i vyzkum. Neékteré alkaloidy, napi. parfumin, O-Me-fumarofycin a
fumarofycin hydrochlorin pravdépodobné intereferovaly s fluorescenci fluoresceinu.
Nemuzeme vyloucit ani vliv (napf. inhibi¢ni nebo denaturacni) na rekombinantni FXR
receptor v této eseji.

Experimenty byly opakovany ve dvou nezdvislych experimentech, statisticka

analyza proto nebyla provedena.
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Obr 42. Interakce alkaloidi Fumaria officinalis s lidskym FXR receptorem. LanthaScreen™
TR-FRET (time-resolved fluorescence resonance energy transfer) farnesoidni X receptor
koaktivatorova eseje byla vyuzita podle protokolu uvedenené v kapitole 5.4 Postup pro
otestovani interakci protopinu, alkaloidu S, fumaricinu, parfuminu, fumarilinu, O-
methylfumarolinu, bikukulinu, parfumidinu, fumaritinu, O-methylfumarofycinu a fumarofycinu
hydrochloridu s FXR receptorem. Sou¢asn¢ byl pouzit znamy ligand FXR receptoru latka s

oznacenim GW4046. Vsechny latky byly testovany v koncentraci 10 uM. Vysledky jsou
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prezentovany jako relativni aktivace FXR receptoru vztazena ke kontrolnimu vzorku obsahujici

DMSO, které bylo pouzito jako rozpoustédlo.
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7. DISKUZE

Ve své rigordzni praci jsem se zabyvala FXR receptorem a jeho interakci
s anthocyanidiny —  peonidinem, petunidinem, pelargonidinem, cyanidinem,
delphinidinem a malvidinem a také alkaloidy z Fumaria officinalis - protopinem,
alkaloidem S, fumaricinem, parfumidinem, fumarilinem, O-methylfumarofinem,
bikukulinem, parfumidinem, fumaritinem, O-methylfumarofycinem a hydrochloridem
fumarofycinu.

Pro zjisténi mozné interakce s farnesoidnim X receptorem jsem vyuzila metodu
TR-FRET Lanthascreen FXR koaktivatorovou esej. Vyhodou této metody bylo
pfekonani intervenci vyvolanych autofluorescenci sloucenin nebo rozptylem svétla
precipitovanych sloucenin.

Pro ovéteni funkénosti analyzy a také pro porovnani schopnosti interakce s FXR
jsem jako pozitivni kontrolu pouzila znamé agonisty FXR — GW4046, kyselinu
obeticholovou a chenodeoxycholovou kyselinu (CDCA). Dle vysledka Ize
pfedpokladat, Ze anthocyanidiny skute¢né¢ s FXR v rtizné mife reaguji, a to jiz od
néjnizsich testovanych koncentraci. Porovndnim hodnot ziskanych pii ozafeni
mikrotitracni desticky s anthocyanidiny s témito znamymi ligandy pak lze fici, Ze
vyznamnou potencidlni interakci vykazovaly cyanidin v koncentracich 50 uM a 30 uM
a dale delphinidin a pelargonidin v 50 pM koncentraci.

Pii pohledu na testované struktury anthocyanidint je zfejmé, ze jde o latky
polyfenolického charakteru. Zakladni struktura vSech téchto latek je stejna — jde o
flavan, ¢im se ale odliSuji je pocet a poloha hydroxyskupin a to pfedevsim v polohéch
C-3" a C-5". Cyanidin obsahuje pét fenolickych skupin stim, Ze navic ma
hydroxyskupinu navazanou bud’ v poloze C-3" ¢i C-5’, tato skupina navic, stejné jako
jeji poloha a stejn¢ jako dalSi neobsazené polohy umozZnujici vazbu mohou byt
pfi¢innou vyssi afinity k LBD FXR a diivodem pro¢ cyanidin v experimentu vykazoval
nejsilngj$i agonistické UCinky v porovani s ostatnimi anthocyanidiny. Naproti tomu
malvidin obsahuje v obou polohach C-3" a C-5" O-methylované skupiny, v dusledku
jejichz pFitomnosti mohla byt moznost interakce S LBD FXR snizena, a v experimentu

Limitujici je v pfipad¢ tohoto experimentu fakt, Ze je vSe provadéno mimo
prostiedi skute¢ného organismu ¢i buriky a tutiz mohou byt vysledky zavadéjici a esej s

rekombinantnim FXR muze interakce nadhodnocovat. Pro dal$i ovéieni téchto vysledki
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jsou tedy nutné dalsi studie na bunikach a organismech. Pfedbézné vysledky za pouziti
bunécné luciferazové genové reportérové eseje potvrzuji, Zze napf. cyanidin a delfinidin
aktivuji FXR i na buné¢ném modelu (Dubecka 2016).

Pokud by vsak byla interakce anthocyanidinli s FXR prokazana, jednalo by se o
zajimavou novou moznost ovlivnéni mnoha zasadnich metabolickych a signalnich drah
pfirodnimi latkami. Jak jiz bylo uvedeno v teoretické Casti, farnesoidni X receptor
zasahuje na genové urovni do mnoha fyziologickych procesti, jakymi jsou
metabolismus zluCovych kyselin, triglyceridii a cholesterolti, lipoproteinti, glukézy,
inzulinové signalni drahy a vSeobecné jaternich funkci. Z hlediska patologického, pak
moznost ovlivnéni FXR v pfipadé napf. dyslipidémii, metabolického syndromu,
ateroskler6zy, diabetu mellitu II. typu, jaterni steatézy a riznych forem rakoviny
predstavuje slibnou strategii v feSeni téchto obtizi. Na druhou stranu pi#i prokazani
interakce testovanych latek s FXR je potfeba zvazit i mozné ovlivnéni probihajici
terapie at’ uz v pozitivnim ¢i negativnim smyslu. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 3.4,
proanthocyanidiny se vyskytuji v mnozstvi barevnych rostlin, ovoci a zelening.
V soucasné dobé, kdy se pti hledani optimalizace 1é€by nemoci a feSeni patologickych
stavll postupuje stale vice z SirSiho pohledu, tzn., ze 1éCba nezahrnuje pouze podavani
riznych chemoterapeutik, pravidelné monitorovani 1é¢by a fyzikéalni zptisoby feSeni
problémd, ale ¢asto i zménu stravy a Spatnych navykul. Pravé diky tomu stoupd vyzkum
téchto latek na duleZitosti. Stale vice studii poukazuje na antioxida¢ni vliv antokyant a
jejich mozného vyuziti v potravinafrském prumyslu, zejména s ohledem na snizené
riziko toxicity téchto latek jako barviv a antioxidantll v porovnani s nékterymi dnes
vyuzivanymi. Také je zkouman potencial téchto latek v 1écbé a prevenci rakoviny. Jak
navic naSe vysledky naznacuji, mohly by testované anthocyanidiny pozitivné ovliviiovat
metabolismu Zlucovych kyselin, triglyceridi, cholesterolu, glukdzy prostfednictvim své
interakce s FXR.

Dalsi skupinou testovanych latek byly jiz zminéné alkaloidy ziskané z
rostliny Fumaria officinalis. Jak bylo naznaceno v kapitole 3.6, studované alkaloidy
vykazuji Siroké spektrum ucinkd. Mechanismus nékterych téchto U¢inkdh miZze byt
vysvétlen pravé na zdkladé mozné interakce s FXR. Vysledky provadéného
experimentu naznacuji, Ze z testovanych alkaloidt by se pravé v ptipadé alkaloidu S
mohlo jednat o agonistu FXR.

Cholagogni ucinky rostliny Fumaria officinalis byly pozorovany u fenolovych

kyselin — kyseliny skoficové, kavové, ferulové a p-kumarové, nicméné provedeny
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experiment by mohl vzhledem k interakci s FXR a jeho roli v metabolismu Zlucovych
kyselin naznaCovat i ovlivnéni stimulace sekrece zluCe pisobenim protopinu jako
majoritniho alkaloidu a v zavislosti na koncentraci 1 vliv alkaloidu S. Navic pokud by se
skute¢né v piipad¢ alkaloidu S jednalo o agonistu FXR, bylo by jeho vyuziti obdobné
jako u testovanych anthocyanidinll zajimavou moznosti pro ovlivnéni metabolickych a
signalnich drah. (Shakya et al. 2012)

Obdobn¢ jako u experimentu s anthocyanidiny je ovSem nutné provést dalsi testy
a to v prostedi skute¢ného organismu ¢i buriky, aby se ukazalo, jak se alkaloidy budou

chovat.
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8. ZAVER

Interakce ptirodnich latek nejen s FXR a jinymi receptory piedstavuje zajimavou
a dosud malo prozkoumanou oblast, které¢ je tieba veénovat vétsi zdjem. Vliv FXR
receptoru, ale i dalsi ¢lent superrodiny nuklearnich receptorti na metabolismus ¢lovéka
a zvirat je zésadni a to jak ve fyziologickém, tak v patologickém stavu. Vyuzitim téchto
znalosti by pak bylo mozné spravné zvolit strategii cilené terapie a predchazet i
piipadné fesit Iékové interakce, které vedou Casto ke snizeni efektivity 1€cby a zptisobuji
rostouci nedivéru pacientli v 1écbu a sméfuji k noncompliance. Studium struktury
nukledrnich receptord, jejich ligandi a mechanismu jejich ptsobeni by tak mohlo do

budoucna ptedstavovat novy smér pfi volbe bezpecné a efektivni 1écby.
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