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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmakolégie a toxikologie
Student/ka: Miriama Hutnikova

Skolitel: prof. PharmDr. Petr Pavek, PhD.

Nazov diplomovej prace: Skrining aktivity vybranych alkaloidov z ¢el'adi Fumariaceae a
Amaryllidaceae na Farnezoidny X receptor a Receptor ZI¢ovych kyselin spojeny s G

proteinom 1

Farnesoidni X receptor (FXR) a receptor zlu¢ovych kyselin spojeny s G proteinem 1 (TGRS)
vyrazn€ ovliviiuji metabolické déje v lidském organismu. Byla objevena i role FXR pfi
neurondlni apoptdéze u Alzheimerovy choroby (AD). Mozné strukturni podobnost malych
lipofilnich molekul vazicich se na tyto receptory a alkaloidii vyskytujicich se v rostlinach
Corydalis cava a Narcissus pseudonarcissus, a zaroven bohaté vyuziti téchto rostlin v lidové
medicing, pfedstavuje potencidlni terapeuticky cil téchto molekul. V naSich skriningovych
metodach jsme provedli testy pomoci luciferdzové genové reportérové eseje na urceni
schopnosti zkoumanych alkaloidi interagovat s FXR a TGRS receptory v bunécéné linii HepG2.
Mnoho derivatl prokéazalo silnou schopnost antagonizovat FXR a TGRS aktivovany kyselinou
obeticholovou (OCA), resp. litocholovou (LCA) v této eseji. Naopak né&které testované latky
prokazaly schopnost potencovat u€inky OCA nebo LCA. Testy na cytotoxicitu byly provedeny
k vylouceni cytotoxickych ucinkd zkoumanych latek na zivé buiiky. Na zakladé téchto testl se
potvrdila cytotoxicita nebo vliv na viabilitu mnoha derivéati, které jsme z nésledného zkouseni
vyloucili. Dale jsme u FXR provedli bezbunéény test TR-FRET (¢asové rozliSeny fluorescenéni
rezonancni prenos energie), abychom urcili schopnost alkaloidii vazat se pfimo na doménu
vazici ligand rekombinantniho FXR. I timto experimentem jsme potvrdili antagonistické
vlastnosti (-)-kanadinu a (+)-korydalinu, ze kterych jsme nésledné vyhodnotili jejich 1Cso
(stfedni inhibi¢ni koncentraci) na zakladé CRC (kiivky zavislé na koncentraci). U hippeastrinu,
ktery byl schopen potencovat uc¢inky LCA v genové reportérové eseji jsme provedli zkousky
na urceni téchto schopnosti i u dalSich derivati zlu€ovych kyselin a navrhli nésledni postupy
jeho zkouSeni. Tyto udaje vyzaduji dalsi studie, které by potvrdily mozné potencialni 1écebné
vyuziti.

Vyskum bol podporovany InoMed OP VV projektom a SVV 260 549
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Title of diploma thesis: Screening of selected alkaloids of Fumariaceae and Amaryllidaceae

families on the farnesoid X receptor and the G protein coupled receptor 1

Farnesoid X receptor (FXR) and bile acid receptor associated with G protein 1 (TGRS)
significantly affect metabolic processes in the human body. The role of FXR in neuronal
apoptosis in Alzheimer's disease (AD) has also been discovered. The possible structural
similarity of the small lipophilic molecules binding to these receptors and the alkaloids found
in the plants Corydalis cava and Narcissus pseudonarcissus, as well as the richoften use of
these plants in traditional medicine, represent a potential therapeutic intervention for these
molecules. In our screening methods, we performed tests using a luciferase gene reporter assay
to determine the ability of the alkaloids to interact with FXR and TGRS in the HepG2 cell line.
Many derivatives have shown a strong ability to antagonize FXR and TGRS activated by
obethicholic (OCA) or litocholic (LCA) acids in this assay. Some of the compounds also
demonstrated the ability to potentiate the effects of OCA or LCA. Cytotoxicity assays were
performed to exclude the cytotoxic effects of tested substances on living cells. Based on these
tests, the toxicity or effects on viability of many derivatives were confirmed, which we excluded
from the subsequent testing. We also performed a TR-FRET (Time-Resolved Fluorescence
Resonance Energy Transfer) cell-free assay on FXR to determine the ability of alkaloids to bind
directly to the ligand-binding domain of recombinant FXR, where the antagonistic properties
of (-)-canadine and (+)-corydalin were confirmed. We subsequently evaluated their ICso (mean
inhibitory concentration) based on CRC (concentration-dependent curves). For hippeastrin,
which was able to potentiate the effects of LCA in a gene reporter assay, we performed tests to
determine these abilities in other bile acid derivatives and proposed subsequent testing

procedures. These data warrant further studies to demonstrate potential therapeutic utility.

The study was supported by InoMed OP VV and SVV 260 549 projects
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1. ZOZNAM SKRATIEK

(-)-canad.
(-)-scouler.
(-)-stylop.
(+)-canad.
(+)-coryd.
(+)-corypal.
(+)-tetrah.
(+)-thalictr.
9-O-dem.
Ab

AD

Ago

AchE
Ambe.

Antago

BAs
BDNF
BSEP
CA

cAMP

Caran.

(-)-kanadin
(-)-skoulerin
(-)-stylopin
(+)-kanadin
(+)-korydalin
(+)-korypalmin
(+)-tetrahydropalmatin
(+)-thaiktrikavin
9-O-demetylhomolykorin
amyloid beta
Alzheimerova choroba

agonizmus, mdze sa rozumiet’ aj agonista, schopnost’ viazat' sa na receptor

a aktivovat’ ho
acetylcholinesteraza
ambelin

antagonizmus, moze sa rozumiet’ aj antagonista, schopnost’ viazat’ sa na receptor

bez jeho aktivacie a branit’ u¢inkom agonistu

zl¢ove kyseliny (bile acids)

neurotroficky faktor pochédzajici z mozgu (brain derived neurotoxic factor)
exportna pumpa zl¢ovych soli

kyselina cholova

cyklicky adenosinmonofosfat (dolezity transkripcny prvok potrebny pre pamét

a prezitie neuronov)

karanin
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CDCA
cDNA
CRC

CREB

Crin.
CT
Ctrl.
DBD
DCA
DMEM
DMSO
dNTP
ECso
eNOS
Epimar.

FRET

ET-1
FXR

Galan.

Galanta.

GDP

GLP-1

GTP

kyselina chenodeoxycholova
komplementarna DNA
krivka zavisla na koncentracii (concentration response curves)

protein viazuci sa na element cAMP, dolezity transkripény prvok potrebny pre

pamat’ a prezitie neurénov

krinin

cytotoxicita

kontrola (z angl. control), rozumie sa kontrolna porovnavacia vzorka
DNA-viazuca doména receptora

kyselina deoxycholova

médium (z angl. Dulbecco’s modified Eagles’s medium)

dimetylsulfoxid

deoxynukleosidtrifofaty

stredna efektivna koncentracia (polovica maximalnej efektivnej koncentracie)
endotelova syntdza oxidu dusnatého

Epimaritidin

fluorescen¢ny rezonan¢ny prenos energie (fluorescence resonance tranfer of

energy)

angiotenzin 1

farnezoidny X receptor
galantin

galantamin
guanosindifosfat

glukagonu podobny peptid 1

guanosintrifosfat

10
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Haema.
HBV
HDL
HeLa
HepG2
Hippe.

HNF-4

Homo.
HSC
ICso
IL-10
LBD
LCA

LDL

LESC
LRH-1
Lycoren.
Lycori.
Mass.
MCA
MDR3
Mont.

mRNA

hemantamin

virus hepatitidy B

lipoproteiny s vysokou hustotou (antiaterogénne posobenie)
I'udské epitelové bunky z maligného karcinomu krcka maternice
kultivované I'udské hepatocyty

hipppeastrin

nuklearny faktor hepatocytov 4, koaktivator FXR v peceni (hepatocyte nuclear

faktor 4)

homolykorin

pecenové hviezdicové bunky

strednd inhibi¢na koncentracia (polovica maximalnej inhibi¢nej koncentrécie)
interleukin 10 s protizapalovym ucinkom

ligand viazuca doména receptoru (ligand biding domain)

kyselina litocholova

lipoproteiny s nizkou hustotou (uplatiiujii sa v rozvoji artériosklerotickych

zmien)

limbalne epitelové kmenové bunky

partner monomérneho jadrového receptora pre FXR, koaktivator
lykorenin

Lykorin

masonin

muricholové kyselina

P-glykoprotein 3, transporter ZI€ovych kyselin do zl¢ovodu
montanin

informacna (messengerova) RNA

11
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MRP2
MTS

MTT test

NO

NR

NTCP- Na*
OCA

Odul.

Pank.

PBS

PCR

PDGF

PPARa

RT
RT-PCR
RXR
SDS

SHP

SHR

SREBP-1c¢
Tazz.

TCA

MRP protein 2, transporter zl¢ovych kyselin do zl¢ovodu
tetrazoliova zluCenina vyuzivajica sa na pri teste na cytotoxicitu

kolorimetrickd metéda urCend na meranie cytotoxicity testovanych latok na

zéklade zmien v metabolickej aktivite buniek

oxid dusnaty

nuklearny (hormondlny) receptor (nuclear receptor)
taurocholatovy kotransportujici polypeptid
kyselina obeticholova

odulin

pankracin

fosfatovy pufor (z angl. phosphate buffered saline)
polymerazova retazova reakcia

rastovy faktor odvodeny od krvnych dosti¢iek

receptor aktivovany proliferdtorom peroxizomu alfa (Peroxisome Proliferator-

Activated Receptor alfa)

reverzna transkripcia

polymerazova ret'azova reakcia v redlnom cCase (real-time PCR)
retinoidny X receptor

dodecylsulfat sodny (z angl. sodium dodecyl sulfate)

transkripény korepresor indukovany Zlcovymi kyselinami (Small Heterodimer

Partner)

steroidné hormonalne receptory (patria tu receptory pre glukokortikoid,

progesteron, estrogén, androgén a mineralokortikoidy)
kl'acovy lipogénny aktivator FXR
tazetin

kyselina taurocholova

12
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TGF-B

TGR 5

TLCA
T-NKT

TR-FRET

UDCA
Vitt.

VLDL

transformujtci rastovy faktor f (TGF-f)

receptor zl¢ovych kyselin spojeny s G proteinom 1, znamy aj ako GPBARI1 (G-

protein coupled bile acid receptor/ Takeda G-protein receptor 5)
taurolitocholové kyselina
imunoreaktivne prirodzené zabijac¢ské T bunky (Immunoreactive natural killer)

fluorescencny rezonancny prenos energie s rozliSenim casu (time-resolved

fluorescence resonance tranfer of energy)
ursodeoxycholova kyselina
vitatin

lipoproteiny s vel'mi nizkou hustotou

13
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2. UVOD

Farnezoidny X receptor (FXR) a receptor zlcovych kyselin spojeny s G proteinom 1
(TGRS) su dolezitymi ¢lankami v regulacii mnohych metabolickych dejov v T'udskom
organizme a predstavuju vyznamné ciele pri liecbe metabolickych ochoreni (Donkers et al.
2019, Ma et al. 2021). Nedavno bola tiez objavena tloha FXR pri neurondlnej apoptodze pri
Alzheimerovej chorobe (AD) (Chen et al. 2019).

V tejto diplomovej praci sme sa zamerali na Stadium aktivity alkaloidov, izolovanych
z rastlin Corydalis cava a Narcissus pseudonarcissus z ¢eladi Fumariaceae a Amaryllidaceae,
na receptory FXR a TGRS. Vychéadzali sme z hypotézy Sirokého uplatnenia tychto rastlin
v 'udovej medicine, nielen pri liecbe AD, ale aj d’alSich poriuch organizmu. Pouzivali sme
izochinolinové alkaloidy, konkrétne protoberberinového typu, ako jedny zhlavnych
obsahovych latok predovsetkym rastliny Corydalis cava (Chlebek et al. 2011), v désledku ¢oho
sme zaroven sme pri vyskume vychadzali z moznej Struktiirnej podobnosti protoberberinového
kruhu s cyklopentanoperhydrofenantrénovym kruhom, ktory tvori zdkladna Struktiru malych
lipofilnych (steroidnych) zli€enin, prirodzene sa viazucich na skimané typy receptorov (Ma et

al. 2021).

V pripade potvrdenia nasSej hypotézy a vdzbe skimanych latok na skimané typy
receptorov, €1 uz ako agonisti alebo antagonisti, mézeme predpokladat’ ovplyvnenie roznych
metabolickych drdh regulovanych FXR a TGRS, ¢o moézZe predstavovat’ velmi vyznamny
potencialny terapeuticky ciel' tychto molektl, vyuZzitelny nielen v lieCbe metabolickych
ochoreni, ale aj v terapii AD, nakol'’ko zniZenim expresie FXR alebo jeho inhibiciou v mozgu

je mozné znizit’ apoptézu neurdénov indukovanu ukladanim amyloidu beta (Chen et al. 2019).

14
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3. TEORETICKA CAST

Receptory st bunkové makromolekuly, ktoré si priamo a Specificky spojené
s prenosom urcit¢ho chemického signalu v bunke alebo s prenosom tohto signalu medzi
bunkami. Pri spojeni endogénnej latky, ¢im mozu byt napriklad hormony, neurotransmitéry ¢i
mediatory, alebo exogénnej latky, napr. lieciva, s danym receptorom, dochadza k zmene
bunkovej funkcie, v pripade lie¢iva veducej k G¢inku. Pozndme niekol’ko zakladnych typov

receptorov, a to su:

1. Tzv. idnotropné receptory (i6nové kandly otvarané ligandom),

2. Tzv. metabotropné receptory (receptory spojené s G proteinom),
3. Tzv. receptory s kindzovou aktivitou,
4

Tzv. nukledrne receptory (jadrové receptory) (Rang et al. 2007).

V tejto praci sa zaoberame prave metabotropnymi receptormi, medzi ktoré patri receptor
zl¢ovych kyselin spojeny s G proteinom 1 (TGRS) a nukledrnymi receptormi, medzi ktoré patri

farnezoidny X receptor (FXR).

3.1. Nuklearne receptory a ich Struktira
Farnezoidny X receptor (FXR) patri do skupiny nuklearnych hormonalnych receptorov
(NR), presnejSie do rodiny ligandom indukovatelnych transkripénych faktorov, ktorych

¢lenovia zdiel'aju dve Strukturdlne konzervované domény:

a) centralnu DNA vézbova doménu, cieliacu receptor na Specifické sekvencie DNA,

b) ligand viazucu doménu (LBD), ktoré viaze malé lipofilné hormoény.

LBD funguje ako molekularny spina¢ a védzba vhodného ligandu na LBD sposobuje
konformaéné zmeny, vedice k uvol'neniu naviazanych korepresorovych proteinov a naboru
koaktivatorovych proteinov, regulaénych proteinov modifikujucich transkripént aktivitu
nuklearnych receptorov, na miesto vazby DNA, ¢o napokon vedie k transkripcii cielovych
génov. Regulacia transkripénych faktorov NR malymi lipofilnymi horménmi robi z tejto rodiny
receptorov idedalne ciele pre vyskum potencialne sa viazucich ligandov s malymi molekulami

(Downes et al. 2003).

Poznéme rozne typy nukledrnych receptorov. Konkrétne je znamych Sest’ pod-rodin NR
1-6 s r6znymi skupinami a individudlnymi génmi. Va¢§ina NR ma rovnakua zédkladnu Struktiaru
(Khan et al. 2003).
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NR sa vo vSeobecnosti riadia Standardnym planom s odliSnymi funkénymi doménami.
N-koniec NR, niekedy nazyvany modulator alebo hypervariabilna alebo A/B doména, ma tzv.
aktivacnu funkciu 1 (AF-1), o je vlastne transaktivacna aktivita. Tato aktivacnd doména ma
kysly charakter a je konstitutivne funk&né alebo je od ligandu nezavisla. Sekvencia a dizka
domény A/B maju vysoku variabilitu medzi receptormi a medzi jednotlivymi podtypmi
receptorov. Tato oblast’ obsahuje rdzne rozpozndvacie kindzové sekvencie a je najcastejSim
miestom alternativneho zostrihu a sekundarnych Startovacich miest, ¢im sa predpoklada, ze
variabilné N-koncové sekvencie mozu byt zodpovedné za receptorovo, bunkovo a druhovo
Specifické ucinky, ako aj za vlastnosti transaktivacie NR, ktoré su zavislé od vlastnosti

promotora (Khan et al. 2003).

DNA viézbova doména (DBD) alebo C-doména sluzi na sprostredkovanie vizby NR na
ich elementy odozvy vo svojich cielovych promoétoroch. Tato doména je tvorend z dvoch
zinkovych prstov a je zaroven najzachovalejSou castou v rdmci nad-rodiny NR (Khan et al.

2003).

Prvy zinkovy prst obsahuje proximalnu alebo P-boxovu oblast, alfa helix, ktory je
zodpovedny za rozpoznanie ,,polovi¢éného miesta jadra“ prvku odpovede s vysokou afinitou.
Druhy zinkovy prst tvori distalny alebo D-box, alfa-helix, ktory lezi kolmo na Spirdlu P-boxu a
je miestom, kde prebieha dimerizacia receptora. NR sa m6Zu viazat' na DNA troma spdsobmi.
Ako heterodiméry, homodiméry alebo monoméry, ¢o zavisi od triedy receptora. Strucny
prehl'ad podskupin ¢lenov rodiny jadrovych receptorov rozdelenych na zaklade zdroja a typu
ich ligandov mo6Zeme vidiet' na Obr. 1b. Receptory steroidnych hormoénov, receptory pre
glukokortikoid, progesteron, estrogén, androgén a mineralokortikoidy (GR, PR, ER, AR, MR),
sa viazu na DNA ako homodiméry a rozpoznavaju prvok palindromickej odozvy. AvSak
receptory §titnej Zl'azy, retinoidov, vitaminu D a peroxizomovych proliferatorovych receptorov
(TR, RAR, VDR a PPAR), farnezoidny X receptor, peeniovy X receptor a jadrovy faktor
hepatocytov (FXR, LXR a HNF), ako aj vdcSina receptorov pre siroty, sa viazu na DNA ako
heterodimér s retinoidnym X receptorom (RXR) (priklad vid® obr. Ic). AvSak kvoli
trojrozmernej Struktire heterodimérneho komplexu RXR je védzbova afinita k DNA odlisna

(Khan et al. 2003).

Priamo na DNA viazucu doménu nadvézuje D alebo pantova doména. Pantova doména
nema jasne definovanu funkciu, avSak obsahuje karboxy-terminélne rozSirenie DBD, ktoré sa
moze podielat na rozpoznavani predizeného 5' konca elementov odozvy nuklearnych
receptorov. Zda sa, Ze D-doména umoziuje, po vézbe ligandu, konformacné zmeny receptoru.
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Mobze tiez obsahovat’ znaky lokalizacie jadra a miesta interakcie proteinu s proteinom (Khan et

al. 2003).

Sekvencia domény viazucej ligand (LBD) alebo E/F domény sa medzi jednotlivymi
NR vyrazne lisi, ale vSetky maji Struktaru 10 az 13 alfa-helixov umiestnenych okolo
hydrofébnej vizbovej kapsy. Zvysky Struktiry vo vézbovej kapse su Specifické a urcuju, ¢i
LBD bude akceptorom steroidnych hormoénov, retinoidnych zlicenin alebo xenobiotickych
ligandov, ktoré ovplyviiuju funkciu receptora. Pre aktivaciu receptoru, ktord je zavisla od
ligandu, je nutné pritomnost’ aktivacnej funkcie 2 (AF-2), umiestnenej na C konci NR. Okrem
toho LBD tiez moOze obsahovat signaly jadrovej lokalizacie, proteinovi interakciu s
dimerizacnymi motivmi pre proteiny tepelného Soku, koregulatory a d’alSie transkripéné faktory

(Khan et al. 2003).

Jednoduchy schematicky prehlad Struktiry nukledrnych receptorov mézeme vidiet' na

obrazku 1a.

a NHrI AB C D E F}»COOH

Graup Nuclear receptor

GR, ERw, ERB, PR, AR, MR, RAR®,
RARB, RARy, TRa, TR, VDR, EcR

RXRo, RXRB, RXRy, PPARD,
PPARB, PPARy, LXRa, LXRE, FXR,
PXR, CAR

SF-1, LRH1, DAX-1, PNR, GCNF1,
SHP, NGFI-Bo, NGFI-Bf, NGFI-By,
ERRo, ERRA, ERRy, ROR,

RORR, RORy, HNF4, COUP-TFu,
COUP-TFj, COUP-TFy, TR2, TR4,
REV-ERBw, REV-ERBJ, REV-ERBy

Endocrine receptors

Adopted orphan
receptors

Orphan receptors

9-cis RA ‘ @ 'icand

RXR  FXR

RO = QN

AGGTCA n1 TGACCT

Inverted repeat (IR-1)
Obrazok 1 a- Schematicky prehlad struktury nukledarnych receptorov, b- podskupiny clenov rodiny jadrovych receptorov
rozdelené na zdaklade zdroja a typu ich ligandov, c- vizba heterodiméru FXR/RXR na FXRE, ktory je uvedeny ako priklad

Obrazok prevzaty (Shin a Wang 2019).
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3.2. Principy regulacie nuklearnych receptorov
Mechanizmus G¢inku nuklearnych hormonalnych receptorov sa deli na dve zékladné
formy v zavislosti od typu receptorov, steroidné hormonalne receptory (SHR) alebo

retinoidné/tyreoidné/vitaminové D receptory (Khan et al. 2003).

Prva skupina SHR v nepritomnosti ligandu su transkripne neaktivne a su sekvestrované
vo vel'kom komplexe obsahujicom receptor, proteiny tepelného Soku (napr. HSP 70, HSP 90)
a d’alSie proteiny. Tento neaktivny komplex mozno pozorovat’ v bunecnej cytoplazme alebo
moze byt’ lokalizovany v jadre v zavislosti od typu bunky a skiimanych podmienok. VSeobecne
zname vsak je, Zze SHR su lokalizované v cytosole, kde sa nachadzaji vo forme bez ligandu. Po
vidzbe hormoénu na receptor mozno pozorovat’ konformacni zmenu v Struktare receptoru, ¢o
predstavuje zaCiatok procesu prenosu signdlu. V pripade tejto pod-rodiny SHR vizba
hormoénov vyvoldva disocidciu proteinov tepelného Soku a uvolnenie monomérneho receptora
z komplexu. Je tieZ zndme, Ze konformacné zmeny v Strukture receptora indukované agonistami
st podobné, ale odlisné od tych, ktoré produkuji antagonisti. Zd4 sa vSak, ze obe konformacie

su nekompatibilné s vizbou proteinov tepelného Soku (Khan et al. 2003).

Druha skupina receptorov, retinoidné/tyreoidné/vitaminové D receptory, pod-rodina
NR (ktora zahfiia FXR), s v nepritomnosti ligandu lokalizované prevazne v bune¢nom jadre
a neinteraguju vyrazne s proteinmi tepelného Soku. Moznym vylic¢enim z tohto pravidla moze
byt PPARa receptor (receptor aktivovany proliferdtorom peroxizomu alfa, z angl. Peroxisome
Proliferator- Activated Receptor a) podl'a Brunt et al. (201 1) regulujuci predovsetkym oxidaciu
a transport mastnych kyselin, ktory interaguje s proteinom tepelného Soku 70 a 90 a nachadza
sa v cytosole aj v jadre vo svojej neaktivnej forme. Niektoré NR tejto skupiny bez naviazaného
ligandu mo6Zu interagovat’s DNA a posobit’ ako transkripéné represory, ¢o moze byt vysledkom
interakcie s korepresorovymi proteinmi. Vynimkou je konStitutivne aktivny receptor (CAR),
ktory je transkripcne aktivny v nepritomnosti ligandu. Horménmi indukované konformacné
zmeny tejto skupiny NR ukazuju, Ze zmena tvaru receptora pomocou ligandu je zékladnym

krokom v aktivacnej drahe (Khan et al. 2003).

Receptory pod-rodiny glukokotikoidnych horménov (ktora zahifia ER, AR a PR) sa viazu na
DNA vo forme homodimérov. TR, RAR, VDR, PPAR a vicSina osamotenych receptorov
vytvaraji heterodiméry s inymi ¢lenmi nad-rodiny intracelularnych receptorov a skupina TR,
RAR, PPAR a VDR mo6zu vyuzivat' RXR ako partnera na tvorbu heterodimérov (vid'. Obr 1c¢).
Miesto kontaktu DNA zavisi od urcitych sekvencii v ramci C-domény, menovite proximalnych

(P-box) a distalnych (D-box) motivov zinkovych prstov. P-box uréuje rozpoznant poloviéni
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lokalitu, zatial' ¢o tlohou D-boxu je urcenie rozostupu medzi poloviénymi lokalitami. Po
aktivacii SHR receptorov su tieto receptory schopné interagovat’ s DNA a obe triedy NR (SHR
a TR/RAR) tak mézu ziskavat’ koaktivatory. Nasledne komplex NR naviazany na DNA je
substratom pre vSeobecny transkripcny aparat a iniciuje sa proces transkripcie (Khan et al.

2003).

3.3. Farnezoidny X receptor (FXR)

Farnezoidny X receptor (FXR), znamy aj ako receptor zI¢ovych kyselin, je ligandom
aktivovany transkripény faktor a ¢len nad-rodiny jadrovych receptorov, ktoryje castym
objektom vyskumov za posledné roky, kedy boli objasnené mnohé z jeho roli. Bolo zistené, ze
tento receptor ma rozhodujucu ulohu pri kontrole homeostazy Zlcovych kyselin, metabolizmu
lipoproteinov a glukodzy, regeneracii pecene, raste crevnych baktérii a odpovedi na hepatalne
toxiny. Agonisti FXR by teda mohli byt wuzito¢ni napriklad pri liecbe cukrovky,

cholesterolovych ZI€¢ovych kameniov a hepatalnej a Crevnej toxicity (Donkers et al. 2019).

Abnormalne zvysené hladiny lipidov a glukézy v dosledku narusenia metabolickej
homeostazy st hlavnym znakom metabolickych ochoreni. Suhrn tychto metabolickych dejov
nazyvame metabolicky syndrém. Medzi hlavné varovné signaly metabolického syndromu patri
dyslipidémia, abdominalna obezita a inzulinovad rezistencia. V sucasnej dobe sa vyskyt
metabolického syndromu globalne zvySuje vysokou rychlostou. Primarny jadrovy receptor
zl¢ovych kyselin, FXR, reguluje expresiu cielovych génov v reakcii na signalizaciu ZI¢ovych
kyselin v enterohepatalnych tkanivach a tym je zodpovedny za kontrolu hladin lipidov
a glukézy (vid. Obr 2). Deregulacia transkripénej signalizcie jadrovych receptorov je
dodlezitym prostrednikom vo vyvoji metabolickych ochoreni. Preto zacielenie na ovplyvnenie
FXR mozZe predstavovat’ molekularnu stratégiu pre vyvoj farmakologickych ¢inidiel na liecbu

metabolického syndromu (Kemper 2011).
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Obrazok 2 Signalizacny efekt zIcovych kyselin prostrednictvom aktivacie FXR receptora

Obrdazok prevzaty: (Donkers et al. 2019).

Predmetom najnovs$ich vyskumov bol aj predpoklad vyuzitia ovplyvnenia FXR v liecbe
Alzheimerovej choroby, nakol’ko bolo zistené, ze je exprimovany aj v mozgu, avsak jeho rola

v ovplyvneni AD nie je doposial’ jasne objasnend (Chen et al. 2019).

3.3.1. Role FXR v metabolizme ZI¢ovych kyselin

Rola FXR pri udrziavani homeostdzy Zl¢ovych kyselin tkvie v regulacii kazdého
aspektu metabolizmu ZI€ovych kyselin vratane syntézy, transportu a dopliiovania Zl¢nika.
Tento receptor snima hladiny Zl¢ovych kyselin a pri ich zvySeni v peCeni inhibuje biosyntézu
pecCenovych Zl¢ovych kyselin z cholesterolu. To vykonéava indukciou ,,Small Heterodimer
Partner” (SHP), ¢o je neobvykly sirotsky nuklearny receptor, ktory pdsobi ako transkripcny
korepresor indukovany ZI¢ovymi kyselinami. SHP sa nepriamo viaZe na svoje cielové NR a
tvori nefunk¢né heterodiméry s aktivatormi vdazby DNA, ¢im brani transkripcnej aktivite NR

(Kemper 2011).

SHP taktiez inhibuje expresiu cholesterol 7o hydroxyldzy (CYP7Al), enzymu, ktory
obmedzuje rychlost’ biosyntézy zl€ovych kyselin z cholesterolu (prvy krok syntézy ZI€ovych
kyselin z cholesterolu), blokovanim aktivacie pecetiovych aktivatorov, LRH-1, o je partner

monomérneho jadrového receptora pre FXR, a HNF-4a, na promotére (Kemper 2011).
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Okrem toho FXR reguluje expresiu transportérov zlcovych kyselin, ¢im chrani peceit
pred zvysenymi hladinami tychto zl€ovych kyselin. Obmedzuje vstup ¢revnych zl¢ovych
kyselin do hepatocytov znizenim expresie Na'-taurocholatového kotransportujiceho
polypeptidu (NTCP), transportéra, zodpovedného za import peCetiovych zl¢ovych kyselin
(Kemper 2011).

Dalgia funkcia FXR tkvie v odtoku ZIovych kyselin z pe¢ene indukciou expresie
exportnej pumpy zlcovych soli (BSEP), proteinu 2 (MRP2) a P-glykoproteinu 3 (MDR3),
z ktorych posledné dva sa vyznacuju mnohonasobnou liekovou rezistenciou. Transportéry
BSEP, MRP2 a MDR3 su zodpovedné za transport zl¢ovych kyselin do zl¢ovodu cez
kanalikularnu membranu. ZI¢ sa ukladd v ZI¢niku a jej hlavnymi komponentmi su Zl¢ové
kyseliny spolu s cholesterolom a fosfolipidmi. Predoslé vyskumy preukazali, ze FXR indukuje
transportéry zlcovych kyselin, BSEP a MDR2. To vedie k zvySeniu hladin zl¢ovych kyselin v
zléniku a zabranuje krystalizacii cholesterolu v zI¢i, ¢im hrd FXR rozhodujicu tlohu pri

prevencii tvorby zl¢ovych kamenov (Kemper 2011).

Ako bolo opisané vysSie, schematicky prehlad cirkulacie ZIovych kyselin
v enterohepatalnyh tkanivach a podrobnejsi transport a signalizdciu zl¢ovych kyselin v

enterocyte a hepatocyte mozeme vidiet na obr. 3.
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Obrazok 3 Schematicky prehlad enterohepatdlnej cirkuldacie zZIcovych kyselin, transport a signalizdacia zIcovych kyselin v
enterocyte a hepatocyte

Obrazok prevzaty: (Donkers et al. 2019).
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3.3.2. Role FXR v metabolizme lipidov
Homeostaza lipidov prebieha v ¢reve a peceni. Su teda hlavnymi organmi regulujucimi
ziskavanie, syntézu a metabolizmus cholesterolu. Nadbytocny cholesterol z potravy sa bud’
premienia na zl¢ové kyseliny v peceni, alebo je exkrétovany zl¢ou do Creva. Farnezoidny X
receptor jadrového hormoénového receptora (NR) hrd rolu v regulacii oboch tychto
metabolickych dejov. FXR sa nachadza v peCeni a ¢reve, ako aj v inych tkanivach bohatych na

cholesterol, napriklad nadoblicky (Downes et al. 2003).

Aktivacia FXR znizuje hladinu triglyceridov v peceni a je mozné vyuzit' terapeutické

ucinky agonistov FXR pri nealkoholickom stukovateni pe¢ene (Downes et al. 2003).

FXR v peceni reguluje metabolizmus mastnych kyselin, triglyceridov a lipoproteinov
komplexne. Predchadzajtce klinické stidie dokazuju, ze lieCba dyslipidemickych pacientov
Zivicou viazucou zl¢ové kyseliny vedie k zniZeniu hladin cholesterolu, ale aj k neziaducim
vedlaj$im u¢inkom zvySenymi plazmatickymi hladinami triglyceridov a VLDL cholesterolu.
Naopak, podavanie zI¢ovych kyselin 'ud’om alebo zvieratdm preukazatel'ne znizuje hladiny
triglyceridov v plazme a zaroven znizuje hladiny HDL, ¢o je neziaduce. Bolo dokdzané, ze
aktivacia FXR vedie k znizeniu pecenovej expresie SREBP-1c, kl'icového lipogénneho
aktivatora, a zvySenej expresii PPARa, ktord podporuje B-oxidaciu mastnych kyselin. Liecba
agonistami FXR tiez vedie k zvySenej expresii VLDL receptora, ktory podporuje klirens
triglyceridov a okrem toho aktivacia FXR vedie k zvySenej expresii apolipoproteinu C II, ktory
koaktivuje lipoproteinovu lipazu, ale k znizeniu expresie apolipoproteinu C III, ktory pdsobi

ako inhibitor lipoproteinovej lipazy (Kemper 2011).

Na zaklade tychto stadii moZeme povedat, Ze aktivacia FXR syntetickymi alebo
prirodnymi ligandami mé priaznivé metabolické vysledky v niektorych metabolickych drahach

(vid’ Obr. 4), ale neziaduce ucinky v inych, najma pri biosyntéze HDL (Kemper 2011).
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Obrazok prevzaty: (Donkers et al. 2019).

3.3.3. Role FXR v metabolizme glukézy

V lie¢ebnom vyuziti antagonisti FXR taktiez preukazuji prospesné ulohy pri regulacii
homeostazy glukdzy a citlivosti na inzulin, nakol’ko FXR hra dolezitu ulohu pri kontrole hladin
glukézy. Bolo zistené, ze normdlna glukdzovd homeostdza je bez FXR narusend rozvojom
inzulinovej rezistencie a hyperglykémie, €o je pravdepodobne sposobené zvySenymi hladinami
mastnych kyselin. Aktivacia FXR, podl'a vyskumov Zhanga s kolektivom (Zhang et al. 2006),
vedie k zlepSeniu citlivosti na inzulin a glukézovej tolerancii (vid’. Obr. 2), ¢o bolo skimané u
diabetickych obéznych mysi. Lie¢ba diabetickych mysi s agonistami FXR alebo hepatalna
expresia konstitutivne aktivheho FXR (konkrétne typu FXR-VP16) viedla k vyznamnému

znizeniu hladin glukoézy v plazme a zlepSeniu citlivosti na inzulin (Kemper 2011).

3.3.4. Role FXR v ovplyvneni Alzheimerovej choroby

Alzheimerova choroba (AD) je najcastejSou pri¢inou demencie. Je charakterizovana
predovSetkym ukladanim amyloidu beta (Ab), v mozgu, ¢o vedie k apoptéze neurénov v
hippocampe. Okrem toho sa v mozgu pacientov s AD taktieZ nachadza hyperfosforylovany tau
protein, ¢o znamend, Ze ma nadmerné mnozstvo fosforylovanych aminokyselin a nasledkom
toho sa molekuly tau proteinu v neurénovych bunkach zhlukuju do istych helikularnych vlaken.
V tzv. amyloidnych plakoch je v typickom pripade jadro z amyloidu beta obalené
neurofibrilarnymi vlaknami z Tau proteinov. Amyloidné plaky, neurofibrilarne pletence a strata

synaptickych neurénov su 3 hlavné neuropatologické charakteristiky AD (Krdlova 2017).

Je vSeobecne zname, Ze najucinnejSim endogénnym agonistom FXR je kyselina
chenodeoxycholova (CDCA), nachadzajuca sa v ZI¢i €loveka. NajsilnéjSim semisyntetickym
ligandom FXR je kyselina obeticholovd (OCA), ktora ma ECso (strednu efektivnu
koncentraciu) rddovo o tri rady nizsie a je tak jednym z najsilnejSich ligandov FXR (Downes et

al. 2003)
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Vzorce oboch kyselin st znazornené na obr. 5.
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Obrazok 5 Chemicka Struktura kyseliny chenodeoxycholovej (viavo) a kyseliny obeticholovej (vpravo)
Obrazky prevzaté: (Chen et al. 2019, Massafra et al 2018).

V mozgu u pacientov s AD bola odhalena vyssia hladina CDCA ako u zdravych

jedincov, ¢o naznacuje zvyseni FXR signalizaciu v mozgu po¢as AD (Chen et al. 2019).

Toxicky efekt amyloidu beta (Ab) moze viest’ k dysfunkcii v expresii neurotropnych
faktorov, najméd neurotrofického faktoru pochadzajiceho z mozgu (BDNF=brain derived
neurotoxic factor). Jeho zniZenie prostrednictvom Ab modzZe viest k stratdm synapsii
a neurodegeneracii (vid. Obr 6A). Je teda regulatorom synaptickej plasticity zapojenym do
neurénovej apoptozy, regeneracie neurénov a paméte a kognitivnych funkcii v patologickej

kaskade AD (Chen et al. 2019).

Dysfunkcia tohto neurotrofického faktoru je sprostredkovana proteinom viazucim sa na
element cyklického adenosinmonofosfatu cAMP (CREB), dodlezity transkripény prvok

potrebny pre pamét’ a prezitie neurénov (Chen et al. 2019).

Bolo zistené, Ze v hippocampe pacientov s AD bola znizena expresia CREB (to je
protein viaZuci sa na element cAMP, doleZity transkripény prvok potrebny pre pamét’ a preZitie
neurdnov). TaktieZ je zname, ze nizka expresia FXR mozZe zvratit' aktivaciu neurdnovej
apoptdézy amyloidom beta (Ab) a zabranit’ redukcii CREB a BDNF (vid’ Obr. 6B). Z toho
vyplyva, ze FXR reguluje neuréonova apoptézu indukovanu Ab (Chen et al. 2019).

Zvysend expresia FXR, naopak, zosiliiuje bunkovl apoptézu vyvolanu Ab, o sa eSte

potenciuje naviazanim ligandu (napr. CDCA) (Chen et al. 2019).

Tento mechanizmus osi FXR/ CREB/ BDNF naznacuje potencialny terapeuticky ciel’
pre liecbu AD. Nové molekuly, ktoré blokuju supresiu exprese (down-regulaciu) CREB

sposobenu Ab, by mohli byt ciel'mi pre vyvoj lieiv pri lieCbe AD (Chen et al. 2019).
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Obrazok 6 Mechanizmus ovplyvnenia neuronovej apoptozy spésobenej amyloidom beta
Obrazok prevzaty: (Chen et al. 2019).

NavySe bolo zistené¢, ze FXR-shRNA inhibuje interakciu FXR a CREB a zvratila
Ab- indukovanii bunkovll apoptézu zvySenim produkcie CREB a BDNF a obnovenim
mitochondrialnej funkcie. Aktivator CREB, forskolin, tiez branil Ab-indukovanej bunkove;j
apoptdéze a mitochondrialnej dysfunkcii zvySenim aktivity CREB a naslednou produkciou

BDNF (vid. Obr. 6B) (Chen et al. 2019).
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3.4. Receptory spojené s G proteinom a ich Struktira

Receptory spojené s G proteinom maji spolocni kostru Struktury so siedmimi
transmembranovymi helixmi. Intracelularne slucky, ktoré spajaju tieto helixy, tvoria doménu
viazucu G protein. Pri aktivacii receptora vdzbou ligandu dochadza k zmendm v relativnych
orientaciach transmembranovych helixov 3 a 6 a tieto zmeny nasledne ovplyviiuju konforméciu
intracelularnych sluciek receptora interagujucich s G proteinom. Tym mdzeme odhalit’ miesta
viazuce G protein. Ked’ aktivovany receptor po naviazani ligandu interaguje s heterotrimérnym
G proteinom, iniciuje uvoliiovanie GDP (guanosindifosfatu) z G proteinu. Predpoklada sa, ze
kontaktné miesta receptora na G proteine s vzdialené od Casti viazucej GDP, to znamena, Ze
receptor musi pracovat’ ,,na dialku“ s cielom zmenit' konformaciu. Po uvolneni GDP a v
nepritomnosti GTP (guanosintrifosfatu) vznika stabilny komplex aktivovaného receptora
a heterotrimérneho G proteinu a tato tzv. konformacia ,,prazdneho vrecka“ je vel'mi zaujimava,

ale jej Struktara je zatial’ neznama (Hamm 1998).

N-koncova oblast’ a podjednotky receptora a C-koncova oblast’ y podjednotky st
miestami modifikacie lipidov a tieto lipidované oblasti su relativne blizko seba, co naznacuje

miesto, kde sa pripdja membrana.

Na podjednotke o je najjasnejSie vysvetlend receptorova kontaktnd oblast na C konci.
Poslednych pit” aminokyselinovych zvyskov vyznamne prispieva k Specifickosti interakcie
G proteinového receptora. C-koniec tretej intracelularnej slucky receptorov sa viaze na tito
C- koncovu oblast’ na Ga podjednotkach a vécsia oblast’ C-koncovej oblasti podjednotiek Ga,

ako aj N-koncove;j $piraly, sa podiel'aji na kontakte s receptorom.
By podjednotky heterotrimérnych G proteinov zvySuju interakciu receptora s o podjednotkami.

B podjednotka musi drzat’" a podjednotku pevne na mieste, aby doSlo k uvolneniu GDP.

Predpokladajt sa priame vizbové interakcie medzi receptorom a By podjednotkou.

C-termindlna oblast y podjednotky G proteinov je sucastou na receptorovej vizby

a Specifickosti (Hamm 1998).

3.5. Princip regulacie receptorov spojenych s G proteinom

Po naviazani GTP na podjednotku a sa podjednotky a-GTP a By disociuji. V aktivnej
konformaécii viazanej na GTP sa vytvara novy povrch na podjednotkach Ga a interaguju s
efektormi s 20—100-krat vyssou afinitou ako v stave viazanom na GDP. Odlisné Ga interaguji
vysoko $pecifickym spdsobom s klasickymi efektorovymi enzymami. Ga*s aktivuje (a Ga*i

inhibuje) adenylylcyklazu, Ga*q aktivuje fosfolipazu C, Go*0 priamo ovplyviiuje idnové
y
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kanaly, ¢im tymito vSeobecne zndmymi mechanizmami nasledne dochadza k vyvolaniu

odpovede (Hamm 1998).

V prvom pripade defosforylaciou adenosintrifosfatu na cyklicky adenosinmonofosfat,
dochadza z fosforylacii d’al§ich enzymov a i6novych kandlov, ¢im sa aktivuju alebo inaktivuju

a tym vyvolavaji bune¢nt odpoved’ (Rang et al. 2007).

V druhom pripade aktivaciou Ga*q receptoru dochadza k aktivacii fosfolipazy C, ¢im
dochadza k Stiepeniu membranového fosfolipidu fosfatidylinositol 4,5-bisfosfatu na
diacylglycerol a inositoltrifostat. Inositoltrifosfat spdsobi mobilizdciu véapenatych idnov
z endoplazmatického retikula, ¢o iniciuje mnoho bunecnych krokov, ¢im dosahujeme
pozadovany efekt. Diacylglycerol aktivuje proteinovi kindzu C, ktora d’alej fosforyluje mnoho

intracelularnych proteinov s vyvolanim bune¢nej odpovede (Rang et al. 2007).

V tretom pripade Ga*0 podjednotka priamo ovplyviluje 16nové kanaly, ¢im dochadza

ovplyvnenim polarizdcie membrany k roznym cielovym efektom (Rang et al. 2007).

Zakladny prehlad aktivacie receptorov spojenych s G-proteinom mdzeme vidiet' na

obr.7.

EXTRACELLUAR /G?CR PLASMA MEMBRANE
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Obrazok 7 Princip aktivacie receptorov spojenych s G- proteinom

V neaktivnom stave je Go. viazany na Gy dimér a GDP, signalizdcia sprostredkovand G-proteinom zacina vizbou agonistu a

vedie k aktivacii GPCR. GPCR je vymenny faktor guaninovych nukleotidov, ktory podporuje vymenu guanozindifosfatu

(GDP)/guanozintrifosfatu (GTP), ktoré su spojené s podjednotkou Go. Aktivovany GPCR teda katalyzuje vymenu GTP za GDP
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na podjednotke Go, v GPCR dochadza ku zmenam v konformacii, ktoré vedu k disociacii Gy diméru z Ga. a tym aj k aktivacii
viacerych molekil G proteinov. Takto aktivované G proteiny tvoria amplifikovanu reprezentaciu aktivovaného GPCR.
Aktivované proteiny Ga a Gfy sa zase viazu na rozne efektory a tym ich zapinaju alebo vypinaju v réznych systémoch. Efektory
pokracuju v odovzdavani signdlu roznym druhom druhych poslov a tu nasledne vstupuje do hry vautorna GTPazova aktivita
Gao, ktorad vedie ku konverzii viazaného GTP na GDP a tym k inaktivacii kaskady G proteinov. Aktivita GTPazy podjednotiek
Go moze byt regulovana regulatormi signalizacie G proteinov (proteiny RGS), ako aj efektormi. Navyse, efektorové enzymy,

ako napriklad adenylylcyklazy, mozu tiez regulovat aktiviciu G proteinov receptormi. (Tuteja 2009)

Obrazok prevzaty: (Tuteja 2009).

3.6. Receptor ZI¢ovych kyselin spojeny G proteinom (GPBAR1/TGRS)

Receptor zI¢ovych kyselin spojeny s G proteinom 1 (G-protein coupled bile acid
receptor 1, GPBARI), tiez znamy ako TGRS receptor (Takeda G-protein coupled receptor),
patri medzi transmembrdnové receptory spojené s G proteinom ama sedem
transmembranovych domén. Je aktivovany endogénnymi zl¢ovymi kyselinami, ako je kyselina
cholova (CA), kyselina deoxycholova (DCA), kyselina taurocholova (TCA), kyselina
chenodeoxycholova (CDCA) apod. (zdkladné chemické Struktury vid. Obr. 8). TGRS sa
bohato vyskytuje v l'udskych tkanivach, vratane sleziny, pankreasu, pecene, koze, mozgu a

gastrointestinalneho traktu (Qian et al. 2022).

R=0H Ry=H  CDCA ‘
o] - R=0H R=0H CA i i
R. o Ro=0H -+ 1 Bile acids BAs
JH 1 f \‘\.-—;\'\ R=H R,=H LCA
2T Rz R=H R,=OH DCA
o~ - .fz ) .

Rz:NH"’“'w*SG-’!Na Corresponding Taure-comjugated BAs

H Ra=MH 'ﬂ“CGD Ma Corresponding Glyco-conjugated BAs

Obrazok 8 Chemickeé vzorce endogénnych zlcovych kyselin

Obrazok prevzaty: (Sepe et al. 2018).

Z1&ova kyselina je vo vode rozpustna steroidna zlu¢enina, syntetizovana v peéefiovych
bunkach katabolizmom cholesterolu. Hra rolu pri podpore vstrebavania lipidov a regulacii
metabolizmu glukozy a energie za fyziologickych podmienok; avSak pri pretazeni je toxicka
voci peCenovym hepatocytom. Ako bolo vysSie spomenuté, expresia génov suvisiacich s
udrziavanim homeostazy ZI€ovych kyselin je prisne regulovana jadrovymi receptormi (NR),
predovSetkym farnezoidnym X receptorom (FXR). NR snimaju intraceluldrnu koncentraciu

zl¢ovych kyselin a menia expresiu a aktivitu transportérov zl¢ovych kyselin na plazmaticke;j
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membrane skrze posttranskripént regulaciu. FXR reguluje génovl expresiu priamo, zatial’ co

TGRS nepriamo, iniciovanim Specifickych ,,downstream® signdlnych drdh (Ma et al. 2021).

Rola TGRS5 sa uplatiiuje hlavne pri regulacii metabolizmu zl¢ovych kyselin, pri
udrziavani energetickej rovnovahy, inhibicii zapalu, udrziavani krvno-zl€ovej bariéry,
zabraneni apoptézy a podpore bunkovej proliferacie (vid® Obr.9). Okrem toho, komplexne
reguluje ochorenia pecene a s nimi suvisiace komplikacie. Strata, nadmerna expresia alebo
funkéné zmeny v TGRS ovplyviiuji vyskyt a rozvoj chorob, vratane diabetu 2. typu,
cholestatickych ochoreni pecene, stukovatenia pecene a dyslipidémie. Vysoka expresia TGRS
receptoru je taktiez vyznamnym rizikovym faktorom pre polycystické ochorenie pecene alebo

hepatobiliarnu rakovinu (Ma et al. 2021).

V stcasnosti je uz zndme, Ze protizapalovy ucinok receptora TGRS a jeho regulacny
ucinok na hydrofébnu zl¢ovu kyselinu poskytuju ciele v liecbe vac¢siny ochoreni pecene. Podl'a
novodobych §tidii, aktivaciou receptora TGRS mdzeme zmiernit’ rozvoj diabetickej pecenovej
fibrozy, regulovat’ diferenciaciu prirodzenych zabijac¢skych T buniek na bunky NKT10, zvysit
sekréciu protizépalovych faktorov, inhibovat’ Sirenie virusu hepatitidy B v l'udskom tele
a taktiez podporovat’ zhnednutie bieleho tukové tkaniva, zlepsit' arteridlnu vaskuldrnu
dynamiku, podporit’ udrziavanie tesnych spojeni medzi bunkami zl¢ovych ciest a umoznit
ochranu pred apoptdzou (vid. Obr 9). Pri portalnej hypertenzii méZeme aktivaciou tohto
receptora znizit kontrakciu pecenovych hviezdicovych buniek a zlepSit' vnutro-hepatalnu

mikrocirkulaciu (Ma et al. 2021).
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Obrazok 9 Signalizacné ucinky zlcovych kyselin prostrednictvom aktivacie receptora TGRS

Obrdazok prevzaty: (Donkers et al. 2019).

3.6.1. Role TGRS v ovplyvneni pe¢eniovej fibrozy

Fibroza pecene je prevladajuci patologicky proces pri roznych chronickych ochoreniach
pecene (napr. virusovej hepatitidy, imunitnej hepatitidy, nealkoholického stukovatenia pecene,
cholestatickej hepatitidy a rakoviny pecene), ktorého primadrnym prejavom je ukladanie
extracelularnej matrix. PoSkodenie peCene spdsobuje zmeny v pecefiovych sinusovych
endotelovych bunkach a pecenovych hviezdicovych bunkach (HSC) (vid'. obr. 10), ¢o nakoniec
vedie k progresii hepatalnej fibrozy a mikrovaskularnej dysfunkcii, a najma aktivacia HSC je
hlavnym bunkovym mechanizmom, ktory tvori zaklad fibrozy pecene. V minulosti bola fibréza
pecene povazovand za ireverzibilnd, pretoZze bola sprevadzand deStrukciou peceniového
parenchymu a akumulaciou extraceluldrnej matrix, neskor vSak bolo potvrdené, Ze aj neskora

fibrozu peCene mozno zvratit' a preto je cielom mnohych novodobych vyskumov (Ma et al.
2021).

30



Miriama Hutnikova 2021/2022
= (@) <Te
L Ok e -
platelet Kupffer cell LSECs
...... .o.° ¢ & :°°
PDGF TGF-g ET-1
activate l I autocrine
o —
HSC
proliferazionl
secretion
\;‘] =
J\ilj:\ﬁ ECM =
B | | “ ‘-\—.*:'::«l,)\»\
HSC PR G myoﬁbr°$|ast liver fibrosis

Obrazok 10 Uloha HSC pri fibréze pecene

1. Poskodenie pecenovych buniek sposobené roznymi patogénnymi spustacmi sposobuje, ze blizke sinusové
endotelové bunky pecene, Kupfferove bunky a krvné dosticky vylucuju rastovy faktor odvodeny od krvnych
dosticiek (PDGF), angiotenzin 1 (ET-1), transformujuci rastovy faktor f§ (TGF-p), a iné cytokiny.

2. Tieto cytokiny aktivuju proliferaciu pecenovych hviezdicovych buniek, podporuji premenu na
myofibroblastovy fenotyp a zvysuju syntézu extraceluldrnej matrix.

3. Aktivované pecenové hviezdicové bunky mozu vylucovat PDGF, AT-1, TGF-f§ a dalsie cytokiny, s cielom

pokracovat’ v aktivacii.
Obrazok prevzaty: (Ma et al. 2021).

Pri inzulinovej rezistencii moéZu vysoké hladiny glukézy a inzulinu vyrazne zvysit
proliferaciu aktivovanych pecenovych hviezdicovych buniek. Bolo dokazané, Ze aktivacia
TGRS receptorov stimuluje sekréciu glukagonu podobného peptidu 1 (GLP-1), ktory podporuje
sekréciu inzulinu, reguluje homeostazu glukdzy a ma antidiabetické u€inky, ¢im hré v tychto
dejoch, rovnako ako aj v regulécii inych metabolickych ochoreni, vyznamnu ulohu a vyuziva

sa predovsetkym v ovplyvneni diabetickej pecenovej fibrozy (Ma et al. 2021).

Pri mnohych chronickych ochoreniach pecene vedie kontinualna aktivacia HSC k
prebyto¢nému ukladaniu extracelularnej matrix, ¢im sa nahradzaji normélne peceiiové bunky

a dochadza k deStrukcii vlastnej Struktiry a funkcie peCene, o d’alej progreduje do fibrézy,
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pripadne do cirh6zy pecene a dokonca moZe viest’ k zlyhaniu. Inhibicia kontinualnej aktivacie
HSC je teda jednym zo zakladnych ciel'ov veducich k prevencii a lie¢be fibrozy pecene (Ma et

al. 2021).

Avsak na druhej strane, pri akutnom poskodeni pecene sa HSC aktivuju a diferencuju
na bunky produkujuce rastovy faktor, myofibroblasty a extracelularnu matrix, ktoré opravuju
pecen podporou proliferacie hepatocytov a nahradzanim nekrotickych buniek pecenového

parenchymatického tkaniva (Ma et al. 2021).

Hlavnymi terapeutickymi stratégiami na liecbu fibrozy pecene si samotné ovplyvnenie
fibrézy a inhibicia zapalu, ochrana hepatocytov a antioxidacia. V stratégii inhibicie zapalu,
TGRS vyznamne inhibuje zapal sprostredkovany nukledrnym faktorom kB. Na zaklade
vyskumov predoslych rokov bolo zistené, Ze liecba agonistom TGRS vyznamne inhibovala
zapalové gény sprostredkované nukledrnym faktorom xB. Aj napriek tomu, Ze mechanizmus
ucinku TGRS v HSC, je nejasny, uz len samotné vyuZitie jeho silného protizapalového tcinku

je vyznamnym predpokladom v prevencii a liecbe fibrozy pecene (Ma et al. 2021).

Vdaka svojmu protizdpalovému ucinku prestavuje agonizmus TGRS atraktivne
vyuzitie v liecbe autoimunitnych ochoreni pecene, co bolo dokazané v predchadzajucich
stadiach Bertoliniho s kolektivom a naopak, antagonizmus TGRS je mozné vyuzit pri
polycystickom ochoreni pecene na znizenie rastu cysty a pri cholangiokarcindme na znizenie
bunkovej proliferdcie a rezistencie na apoptézu. AvSak problémom realneho klinického
vyuzitia lieciv cielenych na TGRS brania potencidlne systémové vedlajSie Ucinky, ktoré

pramenia z jeho vSadepritomnej expresie v organizme (Bertolini et al. 2022).

3.6.2. Role TGRS v ovplyvneni autoimunitnej hepatitidy a hepatitidy B
Imunoreaktivne prirodzené zabijacské T bunky (Immunoreactive natural killer T, NKT)
su patogénne bunky pri autoimunitnom ochoreni peene. Aj napriek tomu, ze imunitné reakcie
su obranné¢ reakcie na patogény alebo mutantné bunky, nadmernd imunitna odpoved’ organizmu

je neziadiica a moze viest’ k sebaposkodeniu (Ma et al. 2021).

U pacientov s hepatocelularnym karcindbmom spojenym s virusom hepatitidy B bola
preukdzana zvysSend metylacia génu TGRS, o mdZeme povazovat’ za biomarker tohto stavu,

ktorého vyskyt sa zvySuje starnutim (Han et al. 2014).

Nakol’ko bola detekovana expresia TGRS v NKT bunkach, v objasneni jeho role sa
predpokladd, ze TGRS reguluje fenotypova diferenciaciu buniek NKT typu I a typu II v

imunitnom systéme pecCene apomdha regulovat fenotypovl diferencidciu na fenotypy
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vylucujtce interleukin 10, ktory ma protizapalovl aktivitu. Aktivacia TGRS taktiez podporuje
diferenciaciu buniek NKT typu I na bunky NKTI10, ¢o nielen vyznamne zvysuje sekréciu
protizapalového IL-10, ale aj znizuje produkciu prozapalovych faktorov. Preto tento
mechanizmus vykazuje sI'ubny novy zaklad na lieCbu autoimunitnych ochoreni pecene (Ma et

al. 2021).

Nedavny vyskum podla Itoa so spolupracovnikmi (lto et al. 2021) ukazal, Ze
TGRS- specificky agonista (INT-777) mdze inhibovat’ infekciu virusom hepatitidy B (HBV)
v hepatocytoch, nakolko tato infekcia predstavuje zavazny globdlny problém verejného
zdravia. Metylacia promotora TGRS je spojend s vyrazne zvySenou mierou umrtnosti, najma
pri akitnom chronickom zlyhani pefene sposobenom HBV. Preto mé receptor TGRS
potencidlnu hodnotu pre prevenciu infekcie HBV a d’alSie Stadie jeho mechanizmov G¢inku

mozu poskytnit’ novy pristup k lie¢be hepatitidy B (Ma et al. 2021).

3.6.3. Role TGRS v ovplyvneni nealkoholickej steatohepatitidy
Nealkoholické stukovatenie pecene je progresivne ochorenie, v rozsahu od
jednoduchej steatézy po  nealkoholicki  steatohepatitidu. Ako  steatéza sa  rozumie
pritomnost’ lipidovych kvapdcok vo viac ako 5 % hepatocytov, ale superponovany lobularny
zapal a zvicSenie hepatocytov s variabilnou fibrézou definuji uz nealkoholické stukovatenie

pecene (Younossi et al. 2016).

K vzniku nealkoholickej statohepatitidy, ochoreniu vyvolanému lipotoxickym t¢inkom
na bunky pecene, vedie nadmerny prijem tuku, frukt6zy a metabolické ochorenia. Preto sa silne
sa spaja s obezitou, inzulinovou rezistenciou a diabetom 2. typu (Younossi et al. 2016).
Patologické zmeny pri tomto ochoreni zahfiiaji predovSetkym hromadenie tuku, hromadenie
zapalovych buniek v peceniovom parenchyme, aktivaciu makrofdgov a aktivaciu HSC, ¢o
predstavuju  hlavné rizikové faktory pre vznik zéavaznej fibrozy pecene, cirhozy a
hepatocelularneho karcindému. Ako uz bolo spomenuté, aktivacia TGRS podporuje sekréciu
GLP-1 ¢revnymi bunkami, o posobi antidiabeticky a tento GLP-1 znizuje steatdézu, zapal

a taktieZ fibrozu pe€ene (Ma et al. 2021).

Vzhl'adom k rastiicej miere obezity sa nealkoholickd steatohepatitida stava Coraz
rozsirenejsia s celosvetovou prevalenciou az 25 % u dospelych. Napriek tomu jej patogenéza
stale nie je uplne vysvetlena a na trhu nie je uc¢inna farmakologicka liecba (Younossi et al.

2016).
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Predchéadzajuce vyskumy podla Carina s kolektivom (Carino et al. 2019) naznacuju pouzitie
agonistov TGRS na ovplyvnenie nealkoholickej steatohepatitidy a jej kardiovaskularnych
komplikacii, napr. zvratenim ukladania tuku v peCeni, inhibiciou zvySovania hribky aortalnej
intimy a expresiou zapalovych génov, taktiez aj zvySenim produkcie vazodilatatora oxidu

dusnatého a sirovodika, ¢im je mozné zvratit’ cievne poSkodenie (Ma et al. 2021).

3.6.4. Role TGRS v ovplyvneni portalnej hypertenzie
Portalna hypertenzia je jednou z najvyznamnejsich komplikacii chronického ochorenia
pecene. Je charakterizovana zvySenou vaskularnou rezistenciou v peceni pri hepatalnej fibroze,
mikrovaskularnej trombodze, dysfunkcii endotelovych buniek sinusoidy pecene, aktivacii HSC

a dysfunkcii krvnych dosti¢iek (Ma et al. 2021).

Portalna hypertenzia méze vznikat’ taktiez ako nasledok nealkoholického stukovatenia pecene
alebo pecenovej cirhdzy a je vysledkom, uz spomenutej, zvySenej vaskularnej rezistencie a
zmenenej splanchnickej cirkulacie. Aj zlozenie c¢revnej mikroflory moéze prispiet k
stupajucemu tlaku na portalnu vénu, avSak vyznam tychto zmien nebol doposial’ objasneny

(Baffy 2019).

ZniZzena permeabilita a zniZend sekrécia oxidu dusnatého (NO) patri medzi zakladné
prejavy dysfunkcie limbalnych epitelovych kmenovych buniek (LESC). Vo fyziologickom
stave maju LESC vysokl permeabilitu, zatial' ¢o pri chronickej fibroze pecene LESC stracaju
fenestraciu a vytvaraju bazalnu membranu, ¢o sposobuje zniZenie permeability. DolezZity
vazodilatator je oxid dusnaty a zniZenie jeho sekrécie vyrazne zvysuje intravaskularny tlak (Ma

etal 2021).

Prave TGRS receptor je vysoko exprimovany v LESC a ked’ je aktivovany, indukuje
expresiu a aktivaciu endotelovej syntdzy oxidu dusnatého (eNOS) v bunkéich endotelu a
sekrécia NO zavisi hlavne od aktivity a expresie eNOS. Zaroven aktivacia TGRS moze
iniciovat’ expresiu cystationin-gama-lyazy a serinovu fosforylaciu eNOS, o vedie k produkecii
sirovodika (H2S) aNO, v doésledku ¢oho je inhibovand expresia a sekréciu silného

vazokonstriktora endotelinu 1 (ET-1) v LSEC (Ma et al. 2021).
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3.7. Corydalis cava (L.) Schweigg. a Koerte ako zastupca celade

Fumariaceae

Hlavnym obsahom tejto diplomovej prace bol skrining aktivity alkaloidov, ktoré boli
izolované z Corydalis cava z ¢el'ade Fumariaceae a Narcissus pseudonarcissus z ¢el'ade

Amaryllidaceae.

3.7.1. Morfologicky popis
Rastlina Corydalis cava, ktorej Cesky nazov je Dymnivka dutd, slovensky nazov
Chocholacka duta (vid’. Obr. 11). ,,Vytrvala, 15-35 cm vysoka bylina s dutou hl'uzou. Lodyha
priama. LodyZné listy 2, dlho stopkaté, 2x trojpocetné, modravo zelené. Kvetenstvo koncovy
strapec s 8-20 kvetmi. Kvety purpurové, biele alebo Zltobiele, s dvoma pyskami a ostrohou,
vyrastaju z pazi celokrajnych listefiov. Listene v kvetenstve kopijovité az Siroko vajcovité,

celokrajné. Plod kapsuly. Semené s mésickami.* (Kocian 2003)

Obrazok 11 Corydalis cava

Obrazok prevzaty: (Obrazek - Corydalis cava (dymnivka duta) | BioLib.cz, autor: Petr Kocna).

3.7.2.Taxonomické zaradenie

Chocholacka dutd, Corydalis cava, patri medzi:
,Oddelenie: Magnoliophyta
Trieda: Magnoliopsida
Podtrieda: Ranunculidae
Rad: Papaverales
Celad’: Fumariaceae

Rod: Corydalis DC.
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Druh: Corydalis cava (L.)*
(podla Schweigg. a Koerte uznané z Wiersema a Taxonomy, G. R. I. N. 2019).

3.7.3. Obsahové latky a pouzitie

Rod Corydalis je  prirodny zdroj r1déznych uc¢innych latok vyuzivanych vo
farmacii. Clenovia druhov Corydalis sa uz dlhé tisicro¢ia pouzivaju v tradi¢nej medicine v
juhovychodnej Azii, najmi v Cine na lie¢bu beznej nadchy, hypertenzie, hepatitidy, krvacania,
edému, gastritidy, kardiovaskularnych a cerebrovaskularnych chordb a neurologickych portch.
Isté druhy Corydalis su bohaté na alkaloidy, ktoré maju silna biologickt aktivitu a okrem
alkaloidov  tiez obsahuji kumariny, flavonoidy, steroidy, organické kyseliny a dalSie
latky. Tieto latky maji farmakologicky efekt pri liecbe chorob nervového, kardiovaskularneho

a traviaceho systému (Deng et al. 2021).

,»Corydalis cava (Schweigg et Koerte), dymnivka duta, je rastlina s dutou, jedovatou
korenovou hl'uzou obsahujicou az 6 % alkaloidov. Zakladnym je bulbocapnin“ (Jahodar

2011).

Pouziva sa hlavne na lie¢bu dysfunkcie paméte v 'udovej medicine. V minulosti, uz v
¢asoch stredoveku, sa hl'uzy z Corydalis cava pouzivali pri bolestiach hlavy, neur6zach,
trémoroch, bolestiach a paralyze koncatin. Hl'uzy tejto rastliny st vel'mi bohatym zdrojom
izochinolinovych alkaloidov rdznych konstrukénych typov, ktoré tvoria hlavné obsahové latky

tejto rastliny (Chlebek et al. 2011).

Acetylcholin (ACh) je dolezity neurotransmiser v periférnom a centralnom nervovom
systéme a podl'a cholinergnej hypotézy je Alzheimerova choroba (AD) ako naj€astejSia pricina
demencie u starSich I'udi sposobend prave zniZzenim hladin ACh v mozgovej kore. Inhibicia
acetylcholinesterazy (AChE) a butyrilcholinesterazy (BChE), ¢o su enzymy podielajtice sa na
rozklade acetylcholinu, je doteraz najbeznejSim pristupom k lie€be AD. Prirodné produkty su
jednym z najcennejSich zdrojov liecby AD a nakol'ko sa v l'udovej medicine mnoho
druhov Corydalis pouzivalo na zlepSenie pamite, moderné farmakologické experimenty tento

ucinok potvrdili (Iranshahy et al. 2014).

Podl'a vyskumu, ktory publikoval Chlebek s kolektivom (Chlebek et al. 2011) alkaloidy
(+)- kanadalin, kanadin, bulbokapnin a korydalin z Corydalis cava vykazovali miernu aktivitu

proti AChE, zatial’ ¢o tetrahydropalmatin a protopin z Corydalis yanhusuo boli neaktivne.
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Vztah medzi chemickou Struktirou alkaloidov protoberberinového typu z druhov Corydalis,
¢o je konstitu¢nym podtypom izochinolinovych alkaloidov, a ich inhibi¢nou aktivitou na AChE
je znazorneny v Obr. 12. Prave protoberberinovy typ alkaloidov je najsilnej$Sim inhibitorom

AchE (Iranshahy et al. 2014).

Quaternary nitrogen
increases the activity

Aromatization of
ring C is essential
for activity.

Substitution of
OH with MeO
increases the
activity

Obrazok 12 Vztah medzi chemickou Strukturou alkaloidov protoberberinového typu z druhov Corydalis a ich inhibicnou
aktivitou na AchE

Substitucia OH skupin v kruhu A a D za O-Methyl zvysuje aktivitu, rovnako ako metylovy substituent v kruhu C a pritomnost
kvartérneho dusika. Aromatizacia C kruhu je esencidlna pre aktivitu.

Obrazok prevzaty (Iranshahy et al. 2014).

Okrem tohto vyrazného inhibi¢ného G¢inku na AchE vykazuju alkaloidy z Corydalis
d'alSie preukazané vlastnosti, ku ktorym patria antiagregacné Uc€inky na krvné dosticky,
protizapalové, antivirotické, antihypertenzivne, taktiez inhibuji oxidaciu lipoproteinov
s nizkou hustotou (LDL), kardioprotektivne vlastnosti, antiplazmoidalne a iné (Iranshahy et al.

2014).

3.8. Narcissus pseudonarcissus L. cv. Dutch Master ako zastupca ¢elade
Amaryllidaceae
3.8.1. Morfologicky popis

Rastliny ¢el'ade Amaryllidaceae maju Siroké rozsirenie v tropickych aj a
subtropickych oblastiach na celom svete. Narcissus L. je rod Siroko sa vyskytujici v oblasti
Stredozemného mora a severnej Afriky. Rod Narcissus L. sa tradi¢ne deli do sekcii, pri¢om
rod Pseudonarcissi DC (vid’. obr. 13) sa vyznacuje elipticky zazenymi listami s
lichobeznikovym prierezom; valcovitou korunou; priamymi podrovnanymi staminovymi
kvetmi; prasniky nie st vSestranné; semend zvycajne so strofilom. V uvedenej sekcii pocet
taxonov zaradenych v rdmci rodu Pseudonarcissus je podl'a roznych autorov vel'mi réznorody

(Hulcova et al. 2019 a Murillo et al. 2021).
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Obrazok 13 Narcissus pseudonarcissus

Obrazok prevzaty: (Fraser et al. 2021)

3.8.2. Taxonomické zaradenie

Narcissus pseudonarcissus, narcis Zlty, patri medzi:
»Oddelenie: Tracheophyta
Trieda: Liliopsida
Podtrieda: Amaryllidoidae
Rad: Asparagales
Celad’: Amaryllidaceae
Rod: Narcissus L.
Druh: Narcissus pseudonarcissus (L.)* (Wiersema a Taxonomy, G. R. I. N. 2019).

3.8.3. Obsahové latky a pouZzitie
Rastliny rodu Narcissus L. boli taktiez vyuZivané v l'udovej medicine. VyuZitie
narcisového oleja na lieCbu rakoviny bolo zaznamenané uz v stredoveku v krajinach ako je

Cina, severna Afrika, Stredna Amerika a v arabskych krajinach (Hartwell 1967).

Doteraz bolo z rastlin narcisov izolovanych viac ako 100 alkaloidov réznej Struktury.
Tieto alkaloidy maju Siroké spektrum farmakologickych ti¢inkov, ako napriklad protinadorové,
antivirusové, antimalarické a bola preukazana taktiez inhibi¢na aktivita na acetylcholinesterazu
(AchE). Dokonca znamy alkaloid, galantamin, z ¢el'ade Amaryllidaceae, s ktorym sme

pracovali aj v rdmci tejto prace, sa predava ako liek na terapiu AD pod komerénym nazvom
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Reminyl© (galantamin hydrobromid), kde su vyuZzivané prave jeho inhibi¢né G¢inky na AchE.
Alkaloidy izolované z rastlin narcisu ako napriklad narciklazin, hemantamin a lykorin

preukazali zaujimavé protinadorové a apoptotické ucinky (Hulcova et al. 2019).

Prave alkaloidy z Corydalis cava a Narcissus pseudonarcissus sme skusSali v

experimentalnej Casti tejto prace z hl'adiska aktivity na FXR a TGRS.
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4. CIELE PRACE

Cielom tejto experimentdlnej prace bol skrining aktivity vybranych alkaloidov
izolovanych z celadi Fumariaceae a Amaryllidaceae na farnezoidny X receptor (FXR)
a receptor zl¢ovych kyselin spojeny s G proteinom 1 (TGRS) za pouzitia I'udskej hepatocytarnej

bunecnej linie HepG2. V ramci toho bolo nutné:

e Vykonat' génové reportérove testy (Gene reporter test) na urcenie kapacity
skimanych alkaloidov interagovat’ s FXR a TGRS receptormi v bunkovej linii
HepG2 s vyuzitim reportérového luciferazového DNA vektora s responzivnym
elementom pre FXR receptor- FXRE a TGRS5- cAMP responzivny element
CRE.

e Vykonat' test na cytotoxicitu, aby sme urcili schopnost’ prezitia (viability)
buniek exponovanych skumanymi ladtkami a tym vylucili toxické vlastnosti
skiimanych latok na zivé bunky.

e Previest test TR-FRET (fluorescenéného rezonanéného prenosu energie
s rozliSenim Casu) na urcenie schopnosti alkaloidov viazat’ sa priamo na doménu
viazucu ligand FXR bez pouzitia bunecnej linie.

e Podla potreby vykonat’ dopliiujiice génové receptorové testy.

e Nakoniec nakreslit’ CRC krivky, krivky zavislé na koncentrécii (concentration
response curves), a vyhodnotit’ z nich polovi¢nt inhibicnu alebo efektivnu
koncentraciu (ICso alebo ECso), podla potreby, u alkaloidov, ktoré¢ budu

vykazovat’ potencidlne vyuZiteI'né schopnosti.

Pozitivne vysledky tejto prace by mohli naznacit' potencidlnu aktivitu alkaloidov
z ¢eladi Fumariaceae a Amaryllidaceae a tym aj existenciu novych ligandov FXR a TGRS,
¢im by mohli poskytnit’ uzito¢ny pohlad pri vyvoji novych lieciv cielenych na FXR a TGRS

receptor.
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5. EXPERIMENTALNA CAST

5.1. Experimentalne metody

5.1.1. Génova reportérova esej (gene reporter assay)

Metoda ,,gene reporter assay sa pouziva na Stadium génovej expresie a bunkovych
dejov spojenych s génovou expresiou u eukaryotickych buniek. Tuto metodu moézeme vyuzivat
na vyskum aktivity receptorov (tak, ako v nasom pripade), transkripénych faktorov, bunkove;j
signalizacie, uprav mRNA (informacna alebo medidtorova RNA, z angl. messenger RNA) ¢i

skladby proteinov (4llard a Kopish 2008).

Princip tejto eseje tkvie v transfekcii expresného vektora, ktory zaisti expresiu génu pre
Studovany receptor do hostitel'skych buniek, a transfekcii reportérovho plazmidu, ktory
obsahuje vo svojej Struktare Specificki vdzobni promoétorovu sekvenciu pre Studovany
receptor, ktord je zaklonovana tesne pred reportérovym génom. Miera expresie reportérového
génu koreluje s transkripénou aktivitou skiimaného receptora a expresiu reportérového génu je
mozné kvantifikovat’, a tym vyjadrit’ aktivitu dané¢ho receptora. Ako hostitel'ské bunky sa
najCastejSie pouzivaju nadorové bunkové linie, ktoré st prechodne ¢i trvalo transfekované

reportérovym plazmidom (Kamenickova 2012).

Vyhodnocovanie miery aktivity skimanych latok viazat' sa na dané receptory po
24 hodinach expozicie sme vykonavali prostrednictvom luminiscen¢nej reakcie katalizovanej
svetluSkovou luciferdzou a Renilla luciferazou, nakol'ko intenzita vyZiareného svetla je priamo
umernd koncentracii enzymu luciferdzy. Jedna sa o chemiluminiscenciu a meranie tejto
chemiluminiscencie sme vykonavali na doStiCkovom spektrofotometri- luminometri (BioTek
Synergy 2) (Dual-Luciferase® Reporter Assay and Dual-Luciferase® Reporter 1000 Assay
Systems 2009).

Najprv sme merali luminiscencnu aktivitu svetluskovej luciferazy, stabilizovany signal
vSak vznikol po pridani ,Luciferase Assay Reagentu II“, o je substrat pre svetluSkovu
luciferazu. Po kvantifikécii sme tento signal ,,zhasli* a pridali substrat pre Renilla luciferazu
pomocou ,,Stop & Glo® reagentu®, ¢im vznikol druhy signal luminiscencie, ktory sme znova
zmerali. Kvantifikdciou reportérového génu sme vyjadrili aktivitu FXR receptoru
s naviazanymi ligandmi (Dual-Luciferase® Reporter Assay and Dual-Luciferase® Reporter

1000 Assay Systems 2009).
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5.1.2. Cytotoxicita (cytotoxicity assay)

Vplyv toxickej aktivity na bunky v pouzitej buneénej linii HepG2 sme vyhodnocovali
prostrednictvom komeréného MTT testu (test na cytotoxicitu, respektive na urcenie viability
buniek), ¢o je kolorimetrickd metdoda urena na meranie cytotoxicity testovanych latok na
zaklade zmien v metabolickej aktivite buniek (respektive ich mitochondrii) (Cell Titer 96®
AQueous One solution, Cell proliferation assay, 1996-2012, Promega Corporation). Tento test
patri medzi ¢asto vyuzivané metddy na uréenie in vitro toxicity. Uginok testovanych latok na
metabolicku aktivitu buniek HepG2 sme stanovovali MTT-testom. Tento test je zalozeny na
schopnosti zivych buniek aich mitochondrii redukovat zlty solubilny MTS- tetrazoliova
zli¢eninu na nerozpustny modry formazan vo forme modrych krystalov hviezdicovitého tvaru.
Tento proces prebiecha na mitochondridlnej membréane Zivych buniek. KryStaly sa rozpustia
pridanim DMSO (dimetylsulfoxidu), esej je vykonavana pridanim malého mnoZstva ,,Cell Titer
96® AQueous One solution* a vysledky sa vyhodnocuju meranim absorbancie prostrednictvom
spektrofotometra (Technical bulletin Cell Titer 96® AQueous One solution, Cell proliferation
assay, 1996-2012, Promega Corporation). Namerand absorbancia roztoku odpovedd mnozstvu

zivych buniek (¢im je tmavsia farba, tym je viac zivych buniek) (Stockert et al. 2018).

5.1.3. Casovo rozliSeny fluorescenény rezonanény prenos energie
(time-resolved fluorescence resonance tranfer of energy, TR-FRET)
TR-FRET (Casovo rozliSeny fluorescencny rezonanény prenos energie)
LanthaScreen™ farnesoidna X receptorova koaktivatorova esej bola ziskana od firmy Thermo

Fisher.
1. Princip fungovania FRET (fluorescenéného prenosu energie)

Ked sa vhodny par flouroférov dostane do tesnej blizkosti, excitacia prvého z nich (donoru)
moZe spOsobit’ prenos energie na druhého (akceptora). Tento transfer energie je dektekovany
zvySenim fluorescencnej emisie akceptoru a znizenim fluorescen¢nej emisie u donoru. FRET
je Casto vyjadrované ako pomer intenzit akceptoru a donoru fluoroforov. Pomerovy charakter
takychto hodndt koriguje rozdiely u analyzovanych objemov medzi jamkami a zaroven
schopnost’ zhasinania spdsobenti zafarbenim zlucenin (LanthaScreen™ TR-FRET Farnesoid X

Receptor Coactivator Assay 2007).
2. Princip fungovania TR-FRET (Casovo rozlisSeného fluorescencného prenosu energie)

Na rozdiel od klasickej FRET analyzy, vyuziva TR-FRET analyza ako donorové druhy

lanthanoidové chelaty s dlhym pol¢asom. Tieto chelaty st vynimo¢né tym, Ze doba ich
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Zivotnosti v excitovanom stave (priemerna doba, po ktoru molekula zostdva v excitovanom
stave po prijati fotonu) mdze byt v rade milisekind a viac. Toto je hlavny rozdiel oproti
zivotnosti beznych flouroforov vyuzivanych u Standardnej FRET analyzy, ktord sa typicky
pohybuje v oblasti nanosekund. Pretoze interferencie z autoflourescencie zlucenin alebo
rozptyleného svetla sa tiez pohybuji rddovo v nanosekundach, tieto faktory mézu negativne
ovplyvnit’ standardni FRET analyzu a vysledky tym mo6zu byt menej presné. Na to, aby sme
sa vyhli tymto interferenciam je TR-FRET analyza vykonavana meranim FRET s prisluSnym
oneskorenim, obvykle 50 - 100 mikrosekund po excitacii vyvolanej zdrojom svetla
mikrotitracnej dostickovej Citacky. Toto oneskorenie prekona interferencia fluorescenéného
pozadia a svetelny rozptyl a tiez zabrani interferencidm z priamej excitacie, ¢im robi tato
analyzu, v zrovnani s klasickou FRET analyzou, presnejSou. Medzi najCastejSie pouzivané
lanthanoidy u TR-FRET analyzy je terbium a europium (LanthaScreen™ TR-FRET Farnesoid
X Receptor Coactivator Assay 2007).

3. Vizba agonistu

Vizba agonistu na nuklearny receptor zapri¢ini konformac¢ni zmenu v okoli helixu 12 ligand
viazicej domény (LBD) a to vedie k vyssej afinite koaktivatorového peptidu. Pri excitacii
terbiovej vazby anti-GST protilatky pri 340 nm je energia odovzdana fluoresceinovej vizbe na
koaktivatorovom peptide a detegovana ako emisia pri vinovej dizke 520nm (vid’. obr. 14). V
priebehu LanthaScreenTM koaktivatorovej analyzy je FXR-LBD ako ligand k testovanej
zli€enine nasledovany pridanim zmesi fluorescein-koaktivatorového peptidu a terbium-anti-
GST protilatky a po inkubacnej peridde pri izbovej teplote, je zaisteny TR FRET pomer
520:495 amoze byt pouzity k determinécii ECso (stredna efektivna koncentracia) latky z krivky
zavislé na davke. V suvislosti s bioldgiou interakciou FXR a koaktivatorového peptidu, je
hodnota ligandu ECso zlozenou hodnotou reprezentujucou mnozstvo ligandu potrebného na
naviazanie receptora, efektu konformacnych zmien a na vdzbe koaktivatorového peptidu

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

rn.-.-m-t.:r As
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M

Obrazok 14 Princip analyzy koaktivatorovej peptidovej viizby
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Tb-anti-GST protilatky nepriamo viazu nuklearny receptor védzbou na GST znacku na receptore. Véizba agonistov
na NR spdsobi konformacné zmeny vedice k zvySeniu afinity NR pre koaktivatorovy peptid. Tesna blizkost’
fluorescen¢ne viazaného koaktivatorového peptidu na terbium s naviazanou protilatkou spdsobuje zvysenie TR-

FRET signalu.

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

Experimenty boli prevedené presne podla firemného protokolu na 386-jamkovych
¢iernych dostickach (Corning) a fluorescencia bola merand na spektrometri-luminometri
Synergy I od firmy BioTek (LanthaScreen™ TR-FRET Farnesoid X Receptor Coactivator
Assay 2007).

5.2. Pouzita bunecna linia a praca s bunkami

Ako modelovu bunkovu liniu sme pre nd$ experiment pouzili liniu HepG2, ktora bola
ziskana z karcindmu l'udskych hepatocytov. Této linia je odvodena z pecentového tkaniva
15 ro€ného adolescenta, ktory mal dobre diferencovany hepatoceluldrny karciném. Morfoldgia
HepG2 buniek je epitelialne bunky, tieto bunky maji 55 parov chromozdémov a sceneruju
mnoho plazmatickych proteinov, ako je napr. transferin, fibrinogén, plazminogén alebo
albumin. M6zu byt stimulované 'udskym rastovym horménom, su adherentné a rast v jednej
vrstve v malych agregatoch (HepG2 cell culture, ATCC stable transfection protocol 2018,
[HEPG2] ATCC® HB-8065™).

Bunkov lintu sme kultivovali v tzv. plnom médiu — DMEM obsahujucom 2 mM
glutaminu, 10 % fetadlneho bovinného séra a 1 % neesencidlnych aminokyselin. Bunky sme
inkubovali v bunkovom inkubatore temperovanom na teplotu 37 °C v atmosfére 5 % CO: (oxidu
uhli¢itého). HepG2 bunky boli pasaZzované pri 80-100 % konfluencii za pouzitia 0,25 %
trypsinu. Na kultivacné dosticky sme HepG2 liniu nasadzovali v koncentracii 12 000 — 30 000

buniek na 1 cm? plochy kultivaéného plata v zavislosti na experimente a konfluencii.

Najcastejsie, pre luciferazovi génovu reportérova esej sme pouzili 48-jamkové
dosticky, na ktoré boli nasadené bunky 24 hodin pred transfekciou Lipofektaminom 2000 v
Opti-MEM® 1 Reduced-Serum médiu. Transfekovali sme 150 ng/jamku reportérového
plasmidu (pFXRE-luc alebo pCRE-luc) a 100 ng/jamku expresnych plazmidov (p-FXR,
p- RXRa alebo GPBARI1). Pre testovanie interakcii s FXR sme pouzili pFXRE-Iuc, p-FXR
ap- RXRa vektory; pre testovanie s TGRS receptorom sme pouzili vektory CRE-luc
a GPBARI. Vo vsetkych transfekénych zmesiach bol taktiez vektor pRL-TK pre Metridia

luciferdzu pre normalizaciu transfekcie. Bunky boli exponované testovanym latkam alebo
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zndmym agonistom tychto receptorov pocas 24 h. Potom boli bunky oplachnuté PBS, do kazdej
jamky sme pridali 100 pl Passive lysis bufforu (Promega) a zamrazili. Zamrazenim bunky
Setrne lyzovali. Potom sme zviechali 40 pl lyzatu s detekénym reagentom pre svetluSkovu
luciferazu a merali luminiscenciu na dostickovom spektrofotometri-luminometeri (BioTek
Synergy 2). Po analyze sme pridali reagent Stop & Glo® Buffer zkitu Dual Luciferase

Asssays kit (Promega) a merali aktivity Renilla luciferazy.

Po namerani sme urobili pomer aktivit svetluSkovej luciferazy a Renilla luciferazy. Testovanie
latok bolo robene v triplikadtoch z ktorych sme pocitali priemer so smerodajnou odchylkou.
Aktivita kontrolného vzorku potom bola prepocitana na hodnotu 1 a ostatné vzorky na nasobnt

aktivitu kontroly.

Cytotoxicita na bunkach HepG?2 linie bola robena kitom Cell Titer 96® AQueous One solution
kit (Promega) na 96-jamkovych dostickdch. Bunky boli exponované testovanym latkam pocas
24 hodin. Nasledne bol pridany reagent a po inkubécii merana absorbancia pre 490 nM na
dostickovom spektomeri Synergy BioTek. Vysledky sme vyjadrili ako % preZitia oproti
kontrole (vehikulum DMSO v objeme 0,1 % v/, v ktorom st 100 % zivé bunky). Ako
negativnu kontrolu sme k DMSO (0,1 %) prikvapkavali SDS (10 % roztok), ktory je 100 %
cytotoxicky. Ako cytotoxické hodnotime latky, ktoré sposobili pod 80 % bunecnej viability.

5.3. Pomocky a pristroje
12, 24, 48 a 96 jamkové dosticky (TPP®- Techno Plastic Products AG),

automatické pipeta (FastPette™),

dostickovy spektrofotometer-luminometer (BioTek Synergy 2),
inkubator (New Brunswick an Eppendorf Company Galaxy 170 S),
kahan (Fuego SCS basic),

kultivacna flasa (TPP®),

laminarny box (Telstar Bio II Advance, Telstar Clean Air® EF/S),
mikropipety (Eppendorf Research),

mikroskop (DHM),

odsavacka (Knf Lab Laboport),

plastové mikroskimavky (BIOplastics BV),
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plastové skimavky (TPP® ),

sklenené Pasteurove pipety (Hirschmann®),
trepacka (MS2 Minishaker IKA®),

vodna kupel’ (Memmert),

plastova vanicka (BioTech).

5.4. Pouzité chemikalie

Cell Titer 96® AQueous One solution (Promega),

CDCA (chenodeoxycholova kyselina) (Generi BioTech),
DMEM (z angl. Dulbecco’s modified Eagles’s medium) (Gibco),
DMSO (dimethylsulfoxid) (Sigma Aldrich),

fetalne bovinné sérum (PAA),

glutamin (Sigma Aldrich) GW4064 (Generi BioTech),

Dual Luciferase Asssays kit (Promega),

e Luciferase Assay Reagent Il — obsahuje: Luciferase Assay Buffer II (Promega),
e Luciferase Assay Substrate (Promega),

e Stop-Glow (Promega),
MTT labeling reagent (Sigma Aldrich),
Lipofectamin 2000, Lipofectamin 3000 (ThermoFischer Scientific),
Neesencialne aminokyseliny (Sigma Aldrich),
Opti-MEM® I Reduced-Serum,
Medium (Gibco),
Passive lysis buffor (Promega),

PBS (fosfatovy pufor, z angl. phosphate buffered saline) (Sigma Aldrich),
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plasmidy:

e pFXRE-luc (plazmid bol pripraveny v laboratoriu prof. PharmDr. Petra Pavka, Ph.D.),
jedna sa o plazmid so 4 responzivnymi oblastami interferujicimi s FXR receptorom
pred kodujicou sekvenciou pre svetluskovu luciferazu,

e pRL-TK (Promega), je kontrolny expresny plazmid pre Renilla luciferazu,

e p-FXR (komer¢ny plazmid od firmy Genscript), je expresny vektor pre I'udskt formu
farnezoidného X receptoru. Expresia je riadend silnym CMV promotorom v tomto
vektore.

¢ p-RXRa (Addgene) je expresny vektor pre I'udskt formu retinoidného X receptoru a.
Expresia je riadena silnym CMV promotorom v tomto vektore.

e pCRE-luc (hygro) (Promega), je komerény reportérovy plazmid so svetluSkovou
(Firefly) luciferazou, ktora je exprimovana na podmet aktivacie sekvencie CRE (cAMP
responzivny element). Ten je aktivovany napr. cez TGRS receptor.

e GPBARI (Origene), je expresny vektor pre 'udsky TGRS (GPBARI1) receptor. Vo

vektore je expresia riadenda CMV promotorom.
SDS (dodecylsulfat sodny, z angl. sodium dodecyl sulfate) (Serva),
Solubilization solution (Sigma Aldrich) Stop & Glo® Reagent — obsahuje:

e Stop & Glo® Buffer (Promega),
e Stop & Glo® Substrate (Promega).

0,25 % trypsin (Sigma Aldrich),

Skumané alkaloidy (poskytnuté Katedrou farmakognézie a farmaceutickej botaniky Faf UK

v HK).
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5.5. Skumané latky (Pouzité alkaloidy)
V ramci nasho experimentu sme testovali sadu dvadsiatich Siestich alkaloidov z Corydalis

cava a Narcissus pseudonarcissus.

Tabulka 1 Prehlad skumanych alkaloidov a ich chemickych Struktir

Nazov slovensky(latinsky) Chemicky vzorec Skratka

(-)-kanadin ((-)-canadine) (-)-canad.

OCH, [-)-kanadin
(-)-kanadin

Obrazok prevzaty: (Chlebek 2021).

(-)-skoulerin ((-)-scoulerine) (-)-scouler.

(-)-skaulerin

(-)-skoulerin

Obrazok prevzaty: (Cahlikova et al. 2015).

(-)-stylopin ((-)-stylopine) (-)-stylop.

o N~
0  (-)stylopin

(-)-stylopin

Obrazok prevzaty: (Chlebek 2021).
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(+)-kanadin ((+)-canadine) (+)-canad.
(+)-kanadin
Obrazok prevzaty: (Cahlikova et al. 20135).
(+)-korydalin ((+)-corydaline) (+)-coryd.
OCH;  Conydaline
(+)-korydalin
Obrazok prevzaty: (Cahlikova et al. 2015).
(+)-korypalmin ((H)- (+)-corypal.
corypalmine)
Corypalmine
(+)-korypalmin
Obrazok prevzaty: (Cahlikova et al. 2015).
(+)-tetrahydropalmatin ~ ((+)- (+)-tetrah.

tetrahydropalmatine)

(+)-tetrahydropalmatin

Obrazok prevzaty: (Cahlikova et al. 2015).
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(+)-taliktrikavin ((+)-

thalictricavine)

OCH3z  Thalictricavine
(+)-taliktrikavin

Obrazok prevzaty: (Cahlikova et al. 20135).

(+)-thalictr.

karanin

Karanin

Obrazok prevzaty: (Chlebek 2021).

9-O-demetylhomolykorin  (9- 9-O-dem.
O-demethylhomolycorine)
9-O-demetylhomolykorin
R=0OH
Obrazok prevzaty: (Shammari et al. 2021).
Ambelin (Ambelline) Ambe.
Ry
R3
R4
Rs
OCHy
Veobecny vzorec derivétov ambelinu
Obrazok prevzaty: (Breiterova 2019).
Karanin (Caranine) Caran.
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Krinin (Crinine)

- OH
Oy 2\#
]l H” &
AN

O
krinin

Krinin

Obrazok prevzaty: (Dalecka et al 2013).

Crin.

Epimaritidin (Epimaritidine)

I R'=H, R*=0OH

(+)-epimaritidin

Obrazok prevzaty: (Ghosal et al. 1985).

Epimar.

Galantamin (Galanthamine)

oH

/lm
F -.-' .-"\_
d e

\'|;L“ N-CH;
Ha OO~ =5

galanthamin

Galantamin

Obrazok prevzaty: (Dalecka et al 2013).

Galanta.

Galantin (Galanthine)

Chie
HO,

Galantin

Obrazok prevzaty: (Dalecka et al 2013).

Galan.

51



Miriama Hutnikova

2021/2022

Hemantamin (Haemanthamine)

hasmanthamin

Hemantamin

Obrazok prevzaty: (Dalecka et al 2013).

Haema.

Hipeastrin (Hippeastrine)

Hipeastrin

R=OH
Obrazok prevzaty: (Breiterova 2019).

Hippe.

Homolykorin (Homolycorine)

homobykorin

Homolykorin

Obrazok prevzaty: (Dalecka et al 2013).

Homo.

Lykorenin (Lycorenine)

lykorenin

Lykorenin

Obrazok prevzaty: (Chlebek 2021).

Lycoren.
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Lykorin (Lycorine) Lycori.
OH
A
H
e T—‘
X ,;I -
hvkorin
Lykorin
Obrazok prevzaty: (Dalecka et al 2013).
Masonin (Massonine) Mass.
R'=R?=-0-CH,-O- masonin
Masonin
Obrazok prevzaty z habilitacnej prace
(Chlebek 2021).
Montanin (Montanine) Mont.
mcHTkanin
Montanin
Obrazok prevzaty: (Dalecka et al 2013).
Odulin (Oduline) Odul.
Odulin
Ri, R>= -CHs-, R==H
Obrazok prevzaty: (Kreh a Matusch 1995).
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Pankracin (Pankracine) Pank.
Pankracin
Ri=H, R»=0OH, R3=0OH, R«=H
Obrdzok prevzaty: (Shammari et al. 2021).
Tazetin (Tazettine) Tazz.
DGH}
_',"-" .-"
Djﬁuj ]EI"
twettin
Tazetin
Obrazok prevzaty: (Dalecka et al 2013).
Vitatin (Vittatine) Vitt.

Vitatin

R1=OH, R>=H

Obrazok prevzaty: (Shammari et al. 2021).

5.6. Statisticka analyza dat

Cast’ nasich experimentov bola prevedena dva razy (dva nezavislé experimenty, n=2)

v triplikatoch z ¢asovych dovodov, Cast’ experimentov sa podarilo opakovat tri razy. Pre

Statistickl analyzu sme pouzili test ANOVA s Dunnettovym post hoc testom pre vyhodnotenie

agonistickej aj antagonistickej aktivity testovanych latok. V pripade agonistickej aktivity alebo

vyhodnotenia cytotoxického efektu sme porovndvali kontrolné vzorky so vzorkami buniek,

ktoré¢ boli vystavené testovanym alkaloidom. V pripade antagonistick¢ého efektu sme

porovnavali Dunnettovym testom hodnoty agonistov (napi. OCA alebo LCA) a vzorku
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s kombindciou tohto agonistu a testovaného alkaloidu. Software GraphPad Prism verzia 9.3.
bola vyuzita pre tieto kalkulacie. p<0.05 je povazované ako medze Statistickej vyznamnosti vo
vSetkych experimentoch (znacené *). GrapPad Prism software bol tieZ pouzity pre fitovanie

a vypocet hodndt ICso (koncentracie, ktord vyvola 50 % inhibiciu).
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6. VYSLEDKY

6.1. Génova reportérova esej

Thto esej sme prevadzali na zéklade principu vysvetleného v kapitole 5.1.1.. Overovali
sme agonistické a antagonistické vlastnosti dvadsiatich Siestich alkaloidov z Corydalis cava
a Narcissus pseudonarcissus na FXR a TGRS receptory, tzn. schopnost’ tychto alkaloidov

interagovat’ s danymi receptormi.

Latky sme v experimentoch rozdelili do troch skupin podla dizajnu experimentu na
jednotlivych titraénych dostickach. Pracovali sme s dvoma rozdielnymi koncentraciami latok
ato 10 uM a40 puM pre prevedenie presnejSej analyzy a u poslednej série skiimanych

alkaloidov sme pracovali so 40 uM koncentréciou.

6.1.1. FXR agonizmus
Cielom tohto experimentu bolo overit’ schopnost’ skiSanych alkaloidov pdsobit’ ako
agonisti FXR, to znamen4 aktivovat’ dané receptory. Ako negativnu kontrolu, ¢o znamena, ze
neaktivuje dané receptory, sme pouzili vehikulum dimetylsulfoxid (DMSO) (v koncentracii
0.1 % v/v) aako pozitivnu kontrolu, o ktorej je zndme, Ze pOsobi ako agonista FXR, sme
pouzivali OCA. Agonisticku aktivitu prvej skupiny latok mézZeme vidiet’ na obr. 15, druhej

skupiny latok na obr. 16 a tretej skupiny skiimanych alkaloidov na obr. 17.

FXR, agonizmus

dkk

*

mim i i - -n = e - [ ] - - [ | e mim i - -
10pM 10pM 10pM 10pM 10pM 10pM  10pM 10pM  10pM  10pM  40pM  40pM  40pM  40pM  40pM 40 40 uM

ctrl oCcA  Mass. Hippe. Homo. 9-0- Odul. Lycorem. Caran. Lycori. Galan. Mass. Hippe. Homo. 9-0- Odul.  Lycoren. Caran.
dem. dem.

Obrdzok 15 Agonistické viastnosti 1. skupiny skisanych alkaloidov. Ziaden z alkaloidov nevykazoval vyrazny agonizmus oproti
kontrole. Latky boli testovane génovou reportérovou esejou (gene reporter assay) s DNA vektorom pFXRE-luc na bunkovej
linii HepG2. Bunky boli exponované testovanym latkam pocas 24 h. Tak nasledovala analyza svétluskovej a Renilla
luciferdzovej aktivity. Analyza ANOVA s Dunnettovym testom bola pouzitd pre Statistickii analyzu nameranych dat. Hodnoty
su prezentované ako priemer £ SD troch nezavislych experimentov uskutocnenych v biologickych triplikatoch (n = 3).
**Ep < 0,001, ¥*p < 0,01, *p < 0,05 vs.ctrl (kontrola).

Ctrl.- 0,1 % DMSO (dimetylsulfoxid, negativna kontrola), OCA- obeticholova kyselina (pozitivna kontrola aktivujiica FXR

v tejto eseji), Mass.- masonin, Hippe.-hipeastrin, Homo.-homolykorin, 9-O-dem.- 9-O-demetylhomolykorin, Odul.- Odulin,
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Lycoren.- lykorenin, Caran.- karanin, Lycori.- lykorin, Galan.- galantin. (popis metody a skratky su platné aj v nasledujicich
grafoch).

FXR, agonizmus

10pM 10pM 10pM 10pM 10pM 10pM  10pM 10pM  10pM 10pM  40pM  40pM 40pM 40 M A0pM  A0pA 40pM  40pM 40 pM

ctrl. 0oCcA  Pank. Mont. Galanta. Epimar. Haema. Witt. Ambe. Crin. Tazz. Pank. Maont. Galanta. Epimar. Haema. Vitt. Ambe.

Obrdzok 16 Agonistické viastnosti 2. skupiny skisanych alkaloidov. Ziaden z alkaloidov nevykazoval vyrazny agonizmus oproti
kontrole. Hodnoty su prezentované ako priemer + SD troch nezavislych experimentov uskutocnenych v biologickych
triplikatoch (n = 3). ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 vs. ctrl.

Ctrl.- 0,1 % DMSO (dimetylsulfoxid, negativna kontrola), OCA- obeticholova kyselina (pozitivna kontrola aktivujiica FXR
v tejto eseji), Pank.- pankracin, Mont.- montanin, Galanta.- galantamin, Epimar.- epimaritidin, Haema.- hemantamin,
Vitt.- vitatin, Ambe.- ambelin, Crin.- krinin, Tazz.- tazetin. Analyza ANOVA s Dunnettovym testom bola pouzitd pre Statistickui
analyzu nameranych dat.

FXR, agonizmus

*

Crin.

Tazz.

WpM  10pM  10pM  10pM 10pM  10pM 10pM  10pM  10pM 40pM 40pM A0pM 40pM | 40pM A0pM  A0pM 40 pM

il OCA (}eanadflconyd. [+ hsylop. (- bk () () (heanadfslconyd. () [hsiop. [+ )

{+]-

corypal canad. scouler. tetrah. thalictr corypal. canad. scouler. tetrah.

Obrdzok 17 Agonistické viastnosti 3. skupiny skisanych alkaloidov. Ziaden z alkaloidov nevykazoval vyrazny agonizmus oproti
kontrole. Hodnoty su prezentované ako priemer + SD troch nezavislych experimentov uskutocnenych v biologickych
triplikatoch (n = 3). ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 vs. ctrl.

OCA- obeticholova kyselina (pozitivna kontrola aktivujiica FXR v tejto eseji), (-)-canad.- (-)-kanadin, (+)-coryd.-

(+)- korydalin, (+)-korypal.- (+)-korypalmin, (-)-stylop.- (-)- stylopin, (+)-canad.- (+)-kanadin, (-)-scouler.- (-)- skoulerin,
(+)-tetrah.- (+)-tetrahydropalmatin, (+)-thalictr.- (+)-taliktrikavin. Analyza ANOVA s Dunnettovym testom bola pouzita pre

Statisticku analyzu nameranych dat.

Ziaden zo skumanych alkaloidov nevykazoval §tatisticky signifikantni agonistickt
aktivitu (p<0.5) k FXR okrem (-)-skoulerinu. Ten vSak aktivoval FXR len vel'mi slabo, ¢o pre
nas vyskum nie je atraktivne, vzh'adom na to, Ze st zndme ovel’a silnejSie ligandy vykazujice
agonistické schopnosti k FXR. Hipeastrin mierne inhiboval aktivitu FXR dependentnej eseje,

o viak moze byt skor vplyv na cytotoxicitu. Dalsie experimenty by mali tieto data potvrdit’.
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6.1.2. FXR antagonizmus
V ramci tohto experimentu sme hodnotili schopnosti danych alkaloidov posobit’ ako
antagonisti FXR, ¢o znamend, schopnost’ viazat’ sa na receptor bez jeho aktivécie a branit’
naviazaniu agonistu. Tym sme hodnotili, v akej miere bola znizend aktivita OCA (Co je
modelovy agonista) po aplikovani skiSanych latok, oproti kontrole (OCA), t.j. Cistému
agonistovi v koncentracii 1 uM. Vysledky prvej skupiny latok mézeme vidiet na obr. 18, druhe;j

skupiny latok na obr. 19 a tretej skupiny skumanych alkaloidov na obr. 20.

FXR, antagonizmus

9,000 o §
= 8,000 I

I §

£ 7.000 5§ 5§ ss8 555 [ 55
E &,000 I §8 I T §[§ 58% N 855 85 555 8§ §§§
z T
5 =000 §?§ 565
£ a,000
% 3.000 I I
§ 2000
2 1,000

0,000 |

ipMm 10pM 10pM WOpM 1W0pM 10pM 10pM 10pM 10pM 10pM 40pM 40pM 40pM 40pM 40pM 40pM 40pM A0 M 40 pM
ctrl. OCA Mass. Hippe. Homo.9-O-dem. Odul. Lycoren. Caran. Lycori. Galan. Mass. Hippe. Homo. 9-O-dem. Odul. Lycoren. Caran. Lycori. Galan.

v kombinacii s OCA 1 uM

Obrazok 18 Antagonistické viastnosti 1. skupiny skusanych alkaloidov. Latky boli testované génovou reportérovou esejou (gene
reporter assay) s DNA vektorom pFXRE-luc na bunkovej linii HepG2. Bunky boli exponované testovanym latkam pocas 24 h
v kombinacii s kyselinou obeticholovou v koncentrdacii 1 uM . Potom nasledovala analyza svétluskovej a Renilla luciferazovej
aktivity. Analyza ANOVA s Dunnettovym testom bola pouzita pre statisticku analyzu nameranych dat. (popis metody je platny
aj v nasledujucich dvoch grafoch). Hodnoty si prezentované ako priemer = SD troch nezavislych experimentov uskutocnenych
v biologickych triplikatoch (n = 3). ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 vs. ctrl; §5§ p < 0,001, §5 p < 0,01, sp < 0,05 vs.
1 uM OCA.

Vsetky zo skimanych latok vykazovali Statisticky vyznamné antagonistické vlastnosti k TGR,
najsilnejsie vSak lykorin. Analyza ANOVA s Dunnettovym testom bola pouZita pre Statistickl

analyzu nameranych dat. Data boli porovnavané k ¢inku OCA (1 pM).

FXR, antagonizmus

10,000
5,000
5,000
7,000
6,000

T T T
5,000 . )
4,000
3,000
2,000 _
1,000
= RN 1010

0,000
ipM 10pMm 10pM 10pM 10pM 10pM 10pM 10pM 10pM 10pM 40pM 40pM 40pM 40pM 40pM 40pM 40pM 40 uM 40 p

nasobok aktivity kentraly

ctrl. OCA  Pank. Mont. Galanta.Epimar. Haema. Vitt. Ambe. Crin. Tazz. Pank. Mont. Galanta.Epimar. Haema. Vitt. Ambe. Crin. Tazz.

v kombindcii s OCA 1 uM

Obrazok 19 Antagonistické viastnosti 2. skupiny skusanych alkaloidov. Analyza ANOVA s Dunnettovym testom bola pouzitd

pre Statisticku analyzu nameranych dat. Data boli porovnavané k uicinku OCA (1 uM). Hodnoty su prezentované ako priemer
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+ 8D troch nezavislych experimentov uskutocnenych v biologickych triplikatoch (n = 3). ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05
vs. ctrl.; §$§ p < 0,001, §§ p < 0,01, $p < 0,05 vs. 1 uM OCA.

Ziadna latka ztejto skupiny nevykazovala $tatisticky vyznamn( antagonisticki aktivitu
v dosledku velkej Statistickej chyby u vzorky OCA. Latky vSak evidentne mali inhibi¢na
aktivitu na FXR.

FXR, antagonizmus
18,000
16,000
14,000
12,000
10,000

5
§ T
.
T

5,000 5 - . -
6,000 § 5
1,000
2,000 .
0,000

1M 10pM  10pM  10pM  10pM  10pM  10pM  10pM  10pM  40pM  40pM  40pM 40pM 40pM 40 pM 40 pM 40 pM

crl.  OCA -} (+)- (+)- (-)- (+)- -)- (+)- +)- -+ (+)- (+)- - (+)- (-)- (+)- +)-
canad. coryd. corypal. stylop. canad. scouler. tetrah. thalictr. canad. coryd. corypal. stylop. canad. scouler. tetrah. thalictr.

nasobok aktivity kontroly

v kombindcii s OCA 1 pM

Obrazok 20 Antagonistické viastnosti 3. skupiny skusanych alkaloidov. Analyza ANOVA s Dunnettovym testom bola pouzitd
pre Statisticku analyzu nameranych dat. Data boli porovnavané k ucinku OCA (1 uM). Hodnoty su prezentované ako priemer
+ 8D troch nezavislych experimentov uskutocnenych v biologickych triplikatoch (n = 3). ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05
vs. ctrl.; 8§ p < 0,001, §§ p < 0,01, §p < 0,05 vs. 1 uM OCA.

Ako antagonisti FXR posobili v tychto experimentoch (-)-kanadin, (+)-korydalin a
(+)- taliktrikavin v 40 uM koncentracii. (-)-skoulerin preukazal schopnost’ potenciovat’, teda

zvySovat’ u¢inok OCA v 10 pM aj 40 pM koncentracii.

Z nameranych  vysledkov  vyplyva, ze latky  masonin,  homolykorin,
9- O- demetylhomolykorin, odulin, lykorenin, karanin, lykorin a galantin by mohli byt
antagonistami FXR receptora v 10 uM aj 40 puM koncentraciach (vid. obr. 17) a tieZ
(- )- kanadin, (+)-korydalin a (+)-taliktrikavin v 40 uM koncentrécii (vid’. obr. 19). Zaroven
(- )-skoulerin v oboch koncentracidch by mohol potenciovat’ agonistickii aktivitu OCA

(vid’. obr. 19).

6.1.3. TGRS agonizmus
Ciel'om tohto experimentu bolo overit’ schopnost’ skusanych alkaloidov posobit’ ako
agonisti TGRS, to znamené naviazat’ sa na receptor a aktivovat’ ho. Ako negativnu kontrolu, ¢o
znamena, Ze neaktivuje dané receptory, sme pouzili vehikulum dimetylsulfoxid (DMSO) 0,1 %

(v/v) a ako pozitivnu kontrolu, o ktorej je zndme, ze posobi ako agonista TGRS, sme pouzivali
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LCA (10 uM). Agonisticku aktivitu prvej skupiny latok moézeme vidiet' na obr. 21, druhej
skupiny latok na obr. 22 a tretej skupiny skimanych alkaloidov na obr. 23.
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Ctrl. LCA  Mass. Hippe. Homo.9-O-dem. Odul. Lycoren. Caran. Lycori. Galan. Mass. Hippe. Homo. 9-O-dem. Odul. Lycoren. Caran. Lycori. Galan.
Obrazok 21 Agonistické viastnosti 1. skupiny skusanych alkaloidov. Latky boli testovane génovou reportérovou esejou (gene
reporter assay) s DNA vektormi pCRE-luc a GPBARI na bunkovej linii HepG2. Bunky boli exponované testovanym latkam
pocas 24 h. Potom nasledovala analyza svetluskovej a Renilla luciferazovej aktivity. Analyza ANOVA s Dunnettovym testom
bola pouzita pre Statistickii analyzu nameranych dat. (popis metody je platny aj v nasledujucich dvoch grafoch). Hodnoty su
prezentované ako priemer + SD troch nezavislych experimentov uskutocnenych v biologickych triplikatoch (n = 3).
kD < 0,001, ¥*p < 0,01, *p < 0,05 vs. ctrl.
Ziaden z tychto alkaloidov nepdsobil ako agonista TGRS.
TGRS, agonizmus
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Cirl. LCA  Pank. Mont. Galanta. Epimar. Haema. Vitt. Ambe. Crin. Tazz. Pank. Mont. Galanta. Epimar. Haema. Vitt. Ambe.

Obrazok 22 Agonistické viastnosti 2. skupiny skusanych alkaloidov. Analyza ANOVA s Dunnettovym testom bola pouZita pre
Statisticku analyzu nameranych dat. Hodnoty su prezentované ako priemer £ SD troch nezavislych experimentov uskutocnenych
v biologickych triplikatoch (n = 3). ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 vs. ctrl.

V tomto experimente sme opit’ pozorovali, ze ziaden z testovanych alkaloidov nepdsobil ako

agonista TGRS.
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canad. coryd. corypal. stylop. canad. scouler. tetrah. thalictr. canad. coryd. corypal. stylop. canad. scouler. tetrah. thalictr.

Obrazok 23 Agonistickeé viastnosti 3. skupiny skusanych alkaloidov. Analyza ANOVA s Dunnettovym testom bola pouZita pre
Statisticku analyzu nameranych dat. Hodnoty si prezentované ako priemer + SD troch nezavislych experimentov uskutocnenych
v biologickych triplikatoch (n = 3). ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 vs. ctrl..

Tieto experimenty je mozné zhrnut' tak, ze ziadna z testovanych latok nepreukézala

Statisticky signifikantné ucinky v tychto experimentoch.

6.1.4. TGRS antagonizmus
V ramci tohto experimentu sme hodnotili schopnosti danych alkaloidov posobit’ ako antagonisti
TGRS, ¢o znamend, schopnost’ viazat’ sa na receptor bez jeho aktivicie a branit’ naviazaniu
agonistu. Tym sme hodnotili, o kol’ko bola zniZend aktivita LCA (agonistu) po aplikovani
skasanych latok, oproti kontrole (LCA), t.j. istému agonistovi. Latky sme skusali v 10 uM a
40 pM koncentracii riedené 5 pM LCA v zrovnani s LCA v 5 uM alebo 10 uM koncentracii
(pozitivnej kontrole, o ktorej je zname, ze posobi ako agonista TGRS). Ako negativnu kontrolu,
rovnako ako v predoSlych experimentoch, sme pouzivali 0,1 % DMSO. Vysledky prvej
skupiny latok mozeme vidiet’ na obr. 24, druhej skupiny latok na obr. 25 a tretej skupiny

skiimanych alkaloidov na obr. 26.
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nasobok aktivity kentroly

ctrl. LCA Mass. Hippe. Homo. 9-0- Odul. Lycoren. Caran. Lycori. Galan. Mass. Hippe. Homo. 9-0- 0Odul. Lycoren. Caran. Lycori.
dem. dem.

v kombingcii s LCA 5 pM

Obrdzok 24 Antagonistické viastnosti 1. skupiny skiuSanych alkaloidov. Analyza ANOVA s Dunnettovym testom bola
pouzita pre Statisticku analyzu nameranych ddat. Hodnoty siu prezentované ako priemer + SD troch nezavislych
experimentov uskutocnenych v biologickych triplikdatoch (n = 3). ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 vs. ctrl.; §5$p < 0,001,
SSp <001, §p <0,05vs. 10 uM LCA.

Vsetky latky z tejto hodnotenej skupiny, okrem lykorinu v 10 puM aj 40 uM koncentracii

a hipeastrinu v 40 uM koncentrécii, posobili ako antagonisti TGRS v 10 uM aj 40 uM
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koncentracii. Lykorin mal schopnost potenciovat’ agonistické ucinky LCA v oboch

koncentraciach.
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ctrl. LcA Pank. Mont. Galanta. Epimar. Haema. Vitt. Ambe. Crin. Tazz. Pank. Mont. Galanta. Epimar. Haema. Vitt. Ambe. Crin. Tazz.

v kombindcii s LCA 5 pM

Obrazok 25 Antagonistické viastnosti 2. skupiny skuSanych alkaloidov. Analyza ANOVA s Dunnettovym testom bola
pouzita pre Statisticku analyzu nameranych dat. Hodnoty su prezentované ako priemer + SD troch nezavislych
experimentov uskutocnenych v biologickych triplikatoch (n = 3). ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 vs. ctrl.; §5$p < 0,001,
SS§p <001, §p <0,05vs. 5uM LCA.

Ako antagonista pdsobil epimaritidin v 10 uM aj 40 uM koncentracii. Potenciacné G¢inky na
agonizmus LCA vykazovali: montanin v 10 uM aj 40 uM koncentracii a pankracin v 40 pM

koncentracii.

TGRS, antagonizmus
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corypal. canad. scouler. tetrah. thalictr. corypal. canad. scouler. tetrah. thalictr.

nasobok aktivity kontroly

v kombinacii s LCA 5 pM

Obrdzok 26 Antagonistické viastnosti 3. skupiny skisanych alkaloidov. Analyza ANOVA s Dunnettovym testom bola
pouzita pre Statisticku analyzu nameranych dat. Hodnoty si prezentované ako priemer + SD troch nezdvislych
experimentov uskutocnenych v biologickych triplikatoch (n = 3). ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 vs. ctrl.; §5$p < 0,001,
$Sp <001, §p <0,05vs. 5uM LCA.

Statisticky vyznamnu antagonisticku aktivitu k TGRS z alkaloidov tejto skupiny vykazovali:

(-)-skoulerin, (+)-tetrahydropalmatin a (+)-taliktrikavin v 40 mikromolarnej koncentracii.

62



Miriama Hutnikova 2021/2022

Vysledky tychto experimentov ide zhrntit', Ze sme objavili niekol'ko latok, ktoré javia

antagonisticku aktivitu voci aktivovanému TGRS receptoru.

6.1.5. Celkové vyhodnotenie dat
Na zéklade génovych reportérovych testov sme zhodnotili zdkladné predpokladané

agonistické a antagonistické ti¢inky skusanych alkaloidov na FXR a TGRS receptory.

Ako vyznamny agonista FXR neposobila ziadna zo skiimanych latok, slabé agonistické
ucinky na FXR vSak vykazoval 10 puM (-)-skoulerin. (-)-skoulerin vSak vyraznejSie potencioval
ucinky agonistu OCA v 10 uM aj 40 uM koncentracii, ¢o sme zistili pri jeho pouziti v zmesi

s OCA, ktort sme primarne vyuzivali k vyhodnocovaniu jeho antagonistickych ucinkov.

Rada latok vykazovala antagonistické u¢inky na FXR, a to: masonin, homolykorin,
9- O-demetylhomolykorin, odulin, lykorenin, karanin, lykorin a galantin v 10 pM aj 40 pM

koncentraciach a tiez (-)-kanadin, (+)-korydalin a (+)-taliktrikavin v 40 pM koncentracii.

Ziadna zo skumanych latok nepdsobila ako agonista TGRS. Potenciatné uéinky na
agonizmus LCA vSak mali lykorin a montanin v oboch koncentracidch a hipeastrin a pankracin

v 40 puM koncentracii.

Ako antagonisti TGRS vnaSich testoch pdsobili: masonin, homolykorin,
9- O- demetylhomolykorin, odulin, lykorenin, karanin, epimaritidin a galantin v 10 uM aj
40 uM a (-)-skoulerin, (+)-tetrahydropalmatin a (+)-taliktrikavin v 40 mikromolarnej

koncentracii.

Vsetky latky sme d’alej otestovali na cytotoxicitu, aby sme mohli zhodnotit, ¢i mé
vyznam s nimi pracovat d’alej ana zdklade vysledkov sme navrhli d’alSie experimenty.
U najsilnejSich z FXR antagonistov sme vykonali TR-FRET analyzu, na potvrdenie ich

uéinkov.

6.2. Cytotoxicita

Thato esej sme vykonavali podla principu popisaného v kapitole 5.1.2.. Urcovali
schopnost’ prezitia (viability) zivych kultivovanych buniek po aplikécii skimanych latok na
tieto bunky po 24 hodinéach. Cytotoxicitu sme najprv vyhodnotili mikroskopicky a nasledne
sme vysledky vyhodnocovali spektrofotometricky pri vlnovej dizke 490 nm. Hodnota
absorbancie roztoku odpovedd mnozstvu Zivych buniek (¢im tmavsia farba, tym viac zivych
buniek). Latky sme hodnotili najmenej v dvoch roéznych koncentracidch. Vysledky sme
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vyjadrili ako % prezitia oproti kontrole (vehikulum DMSO v objeme 0,1 % v/v, v ktorom su
100 % zivé bunky). Ako negativnu kontrolu sme k DMSO (0,1 %) prikvapkavali SDS (10 %
roztok), ktory je 100 % cytotoxicky. Ako cytotoxické hodnotime latky, ktoré sposobili pod
80 % bunecnej viability. Vysledky prvej skupiny latok mézeme vidiet’ na obr. 27 a 29, druhej
skupiny latok na obr. 28 a 30 a tretej skupiny skimanych alkaloidov na obr. 33.

6.2.1. Cytotoxicita u vSetkych latok

Cytotoxicita
160,00
3
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10 pM 10 ph 10 pMa 10 pi 10 pM 10 pmM 10 pMl 10 pM
sDS ctrl, Mass, Hippe. Homo. |9-0-dem.| Odul Lycoren. | Caran. Lycori. Galan.

Obrazok 27 Skuska cytotoxicity u 1. skupiny latok v 10 uM koncentracii. Analyza ANOVA s Dunnettovym testom bola
pouzitd pre Statisticku analyzu nameranych dat. Hodnoty sii prezentované ako priemer + SD viacerych nezavisljch

experimentov uskutocnenych v biologickych triplikdatoch (n = 3). ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 vs. ctrl.

V tychto Givodnych experimentoch bol iba lykorin toxicky na bunky HepG2.
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Obrazok 28 Skiuska cytotoxicity u 2. skupiny latok v 10 uM koncentracii. Analyza ANOVA s Dunnettovym testom bola

pouzitd pre Statisticku analyzu nameranych dat. Hodnoty sii prezentované ako priemer + SD viacerych nezdvislyjch

experimentov uskutocnenych v biologickych triplikatoch (n = 3). ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 vs. ctrl.
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U druhej skupiny latok pankracin, montanin a hemantamin boli toxické na bunky HepG2.

Cytotoxicita
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Obrazok 29 Skiska cytotoxicity u 3. skupiny latok v 50 uM koncentracii. Analyza ANOVA s Dunnettovym testom bola
pouzitd pre Statisticku analyzu nameranych dat. Hodnoty sii prezentované ako priemer + SD viacerych nezdvislyjch

experimentov uskutocnenych v biologickych triplikatoch (n = 3). ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 vs. ctrl.

Toxicky na bunky HepG2 bol v poslednych cytotoxickych experimentoch lykorin a hipeastrin.
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Obrazok 30 Skiska cytotoxicity u 2. skupiny latok v 50 uM koncentracii. Analyza ANOVA s Dunnettovym testom bola
pouzitd pre Statisticku analyzu nameranych dat. Hodnoty sii prezentované ako priemer + SD viacerych nezavisljch

experimentov uskutocnenych v biologickych triplikdatoch (n = 3). ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 vs. ctrl.

Toxicky na bunky HepG2 bol pankracin, montanin a hemantamin.

65



Miriama Hutnikova 2021/2022

Na obrazkoch 31 a 32 m6zeme vidiet’ vizudlne znazornenie cytotoxicity, kde najtmavsie
jamky st najviac metabolicky aktivne, s vys$sim vyskytom svetlejSej farby klesa ich schopnost’

prezitia.

Obrazok 31 Obrdzok experimentu 1. skupiny. Vizudlne zndzornenie cytotoxicity- najtmavsie bunky su najviac metabolicky

aktivne, vid’ DMSO. 2B-D a najsvetlejsie su mrtve, vid' DMSO s prikvapnutym SDS 10 % 2E-G.

Obrazok 32 Obrazok experimentu 2. skupiny. . Vizudlne zndzornenie cytotoxicity- najtmavsie bunky su najviac metabolicky
aktivne, vid' DMSO: 2B-D, a najsvetlejsie su mrtve, vid’ DMSO s prikvapnutym SDS: 2E-G.
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Vsetky z predchadzajicich skamanych skupin vykazovali zodpovedajuce vysledky aj

v mikroskopickej kontrole.

Cytotoxicita
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Obrazok 33 Skiiska cytotoxicity u 3. skupiny latok v 40 uM koncentrdcii. Analyza ANOVA s Dunnettovym testom bola
pouzitd pre Statisticku analyzu nameranych dat. Hodnoty sii prezentované ako priemer + SD viacerych nezdvislych

experimentov uskutocnenych v biologickych triplikatoch (n = 3). ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 vs. ctrl.

Tato skupinu latok sme nésledne hodnotili v troch réznych koncentraciach pre
spresnenie vysledkov. AvSak uz pri mikroskopickej analyze vykazovala vidcSina znich
cytotoxicky efekt, o mdzeme vidiet’ na nasledujucich obrazkoch 34 a 35. Preto sme ich, okrem
(- )- kanadinu a (+)-korydalinu, z dalSich experimentov vylucili. (-)-kanadin a (+)-korydalin
sme hodnotili v podkapitole 6.3.5., nakol’ko v génovej reporterovej eseji vykazovali znacné
antagonistické posobenie na FXR aj TGRS a v mikroskopickej analyze sme nepozorovali ich

toxicky efekt na bunky.
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Obrazok 34 Mikroskopicky obraz analyzovanych alkaloidov po 24 h. Uz u 50 uM (+)-korypalminu a 1 uM (-)-stylopinu mozeme

pozorovat vyssi podiel mrtvych buniek oproti kontrole. Tieto dve latky vo vysSich koncentraciach krystalizovali. Zvicsenie 40x.

Obrazok 35 Mikroskopicky obraz analyzovanych alkaloidov po 24 h. U 50 a 100 uM (+)-kanadinu a u 1, 50 a 100 uM (-)-
skoulerinu a (+)-taliktrikavinu mézeme pozorovat vysoky, so zvySujiicou sa koncentraciou stupajici, podiel mitvych buniek.
Navyse 100 uM (+)-kanadin krystalizoval. Zvicsenie 40x.
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6.2.2. Vyhodnotenie cytotoxicity u vSetkych latok
Cytotoxické znaSich skiimanych alkaloidov boli: lykorin, pankracin, montanin
a haemantamin v 10 uM aj 50 uM koncentracii, (-)-skoulerin a (+)-thaliktrikavin v skimane;j
40 uM koncentracii a hippeastrin bol toxicky iba v 50 puM. Vidite'ne cytotoxické uz po
mikroskopickej analyze boli aj: (-)-korypalmin, (-)-stylopin, (+)-kanadin, (-)-skoulerin,
(+)- tetrahydropalmatin.

Nakol’ko sa toxicita hippeastrinu v 10 uM koncentrécii nepotvrdila a zaroven sme zistili,
ze v 50 uM uz toxicky bol a v génovej reporterovej eseji vykazoval potenciacné Uc€inky na
aktivitu LCA u TGRS, v nasledujucich experimentoch sme sktsali jeho toxicitu v réznych

koncentréaciach, aby sme zistili, jeho maximalnu netoxickll koncentréaciu.

Ostatné cytotoxické latky sme zexperimentov vylucili a ndsledne sme pracovali
s latkami, ktoré v predoslych testoch vykazovali najsl'ubnejSie vysledky. Boli to: (-)-kanadin,

(+)-korydalin pre ich antagonistické u€inky na FXR aj TGRS.

6.2.3. Cytotoxicita hippeastrinu
V nasledujucich testoch sme vyhodnocovali cytotoxicitu u hippeastrinu a hippeastrinu
riedeného s 5 puM LCA. Hippeastrin sme pouzivali v 10, 25, 40, 50, 100, 200 a 500 uM
koncentrécii a cytotoxicitu sme vyhodnocovali po 5, 24 a 48 hodinach (vid’ obr. 36-41).

Cytotoxicita po5 h
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Obrdzok 36 Cytotoxicita hippeastrinu po 5 h: v Ziadnej koncentrdcii nebol toxicky. Analyza ANOVA s Dunnettovym testom

bola pouzita pre statisticku analyzu nameranych dat. Data boli porovnavané k uicinku kontroly (ctrl). SDS 10 %
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je pozitivna kontrola cytotoxickej latky. Hodnoty sii prezentované ako priemer = SD viacerych nezavislych experimentov

uskutocnenych v biologickych triplikatoch (n = 3). ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 vs. ctrl.
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Obrazok 37 Cytotoxicita hippeastrinu po 5 h v riedeni s LCA 5 uM: v Ziadnej koncentrdcii nebol toxicky. Analyza ANOVA
s Dunnettovym testom bola pouzita pre Statisticku analyzu nameranych dat. SDS 10 % je pozitivna kontrola

cytotoxickej latky. Hodnoty si prezentované ako priemer + SD viacerych nezavislych experimentov uskutocnenych

v biologickych triplikatoch (n = 3). ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 vs. ctrl.

Cytotoxicita po 24 h
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Obrazok 38 Cytotoxicita hippeastrinu po 24 h: v koncentracii od 40 uM vyssSie, bol cytotoxicky. Analyza ANOVA
s Dunnettovym testom bola pouZitd pre Statisticku analyzu nameranych dat. Hodnoty si prezentované ako priemer +
SD viacerych nezavislych experimentov uskutocnenych v biologickych triplikatoch (n = 3). ***p < 0,001, **p < 0,01,
*n < 0,05 vs. ctrl.
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Cytotoxicitapo 24 h
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Obrazok 39 Cytotoxicita hippeastrinu po 24 h v riedeni s LCA 5 uM: v Ziadnej koncentracii nebol toxicky. Analyza ANOVA
s Dunnettovym testom bola pouZzita pre Statistickii analyzu nameranych dat. Hodnoty sii prezentované ako priemer +
SD viacerych nezavislych experimentov uskutocnenych v biologickych triplikatoch (n = 3). ***p < 0,001, **p < 0,01,
*n < 0,05 vs. ctrl.

Cytotoxicita po48 h
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Obrazok 40 Cytotoxicita hippeastrinu po 48 h: v koncentracii 100 uM a 500 uM  bol statisticky vyznamne cytotoxicky, avsak
v ramci odychliek je mozné, Ze toxicky pésobi uz od 40 uM koncentrdcie, ako to bolo uz po 24 h. Analyza ANOVA
s Dunnettovym testom bola pouzita pre Statisticki analyzu nameranych dat. Hodnoty sii prezentované ako priemer +

SD viacerych nezavislych experimentov uskutocnenych v biologickych triplikatoch (n = 3). ***p < 0,001, **p < 0,01,
* < 0,05 vs. ctrl.
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Cytotoxicita po48 h
120,0000

100,0000

I .
[ T *E FE -
B0,0000 l
20,0000
Ekk
0,0000 =

SDS 10% rozotk LCAS uM Hippe. 10 uM  Hippe. 25 pM  Hippe. 40uM  Hippe. 50 uM  Hippe. 100 pM  Hippe. 200 uM  Hippe. 500 p
+LCA'S pM +LCAS uM +LCA S pM +LCA S pM +LCA S uM +LCA 5 uM +LCA 5 pM

% preiitia

&g 8
g &

Obrdzok 41 Cytotoxicita hippeastrinu po 48 h v riedeni s LCA 5 uM: v koncentracii od 100 uM a vyssie bol toxicky. Analyza
ANOVA s Dunnettovym testom bola pouzita pre Statisticku analyzu nameranych dat. Hodnoty si prezentované ako

priemer + SD viacerych nezavislych experimentov uskutocnenych v biologickych triplikatoch (n = 3). ***p < 0,001,
**p < 0,01, *p < 0,05 vs. ctrl.

6.2.4. Vyhodnotenie cytotoxicity hippeastrinu
Hippeastrin po 5 h pdsobeni nebol cytotoxicky v ziadnej, ani najvyssej, koncentracii

a ani v kombinacii s LCA.

Po 24 h posobeni bol hippeastrin toxicky v koncentracii od 40 uM. Jeho kombinacia

s LCA po 24 h nebola toxicka v ziadnej zo skimanych koncentracii.

Po 48 h posobeni v naSich testoch vychadzal hippeastrin toxicky v koncentracii 100 uM
a 500 puM. V kombinacii s LCA bol po 48 h posobeni na bunky toxicky od koncentracie
100 pM a viac.

6.2.5. Cytotoxicita (-)-kanadinu a (+)-korydalinu
Nakol'ko (-)-kanadin a (+)-korydalin vykazovali antagonistické ucinky v génovej
reportérovej eseji a zaroven v predchadzajicom teste cytotoxicity v 40 uM koncentracii
nevykazovali cytotoxickil aktivitu na FXR aj TGRS, skusali sme d’alej ich cytotoxicitu
v roznych koncentrécidch, a to: 10, 25, 50, 75, 100 a 200 uM (vid’. obr. 42), zaroven vizualne

znazornenie experimentu mozeme vidiet’ na obr. 43.

72



Miriama Hutnikova 2021/2022

Cytotoxicitapo 24 h
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Obrazok 42 Cytotoxicita (-)-kanadinu a (+)-korydalinu po 24 h. Obe boli toxické v koncentracii 75 a 200 uM a (+)-korydalin
aj v 100 uM so Statistickou vyznamnostou dat. Analyza ANOVA s Dunnettovym testom bola pouzita pre Statistickui
analyzu nameranych dat. Hodnoty sii prezentované ako priemer + SD viacerych nezavislych experimentov uskutocnenych v

biologickych triplikatoch (n = 3). ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 vs. ctrl.

Obrazok 43 Vizualne zobrazenie cytotoxicity (-)-kanadinu a (+)-korydalinu. Najtmavsie bunky su najviac metabolicky

aktivne, vid DMSO: 2B-G, a najsvetlejsie sii mitve, vid DMSO s prikvapnutym SDS: 2B-G.
6.2.6. Vyhodnotenie (-)-kanadinu a (+)-korydalinu
(-)-kanadin, rovnako ako aj (+)-korydalin boli cytotoxické v koncentracii 75 uM a viac,
avSak Statistickli vyznamnost’ preukazali vSetky latky okrem 100 uM (-)-kanadinu, z ¢oho

vyplyva, Ze jeho cytotoxicitu v tejto koncentracii nevieme s presnostou urcit. V nizsich
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koncentréaciach toxické ucinky na bunky nevykazovali, preto mézeme s tymito koncentraciami

pracovat’ v ramci d’alSich skusok.

6.3. Nasledné génové reportérové eseje u Hippeastrinu

Nakol’ko, ako uz bolo spomenuté, hipeastrin vykazoval zndmky potenciacnej aktivity
na agonizmus LCA u TGRS a zdroven v koncentracii do 40 uM nebol cytotoxicky, navysSe
v kombinacii s LCA bol po 48 h posobeni cytotoxicky az od koncentracie 100 uM a viac,

vykonali sme d’alSie experimenty s ciel'om blizSieho objasnenia jeho aktivity.

V nasledujucom experimente sme overili schopnost’ hippeastrinu potenciovat’ ucinky aj
inych TGR agonistov, a to okrem LCA aj CDCA, MCA, DCA, UDCA, TLCA a $pecifického
agonistu MI-90 oproti agonistickym vlastnostiam tychto latok v ,.Cistom stave® (teda bez

hippeastrinu), vid’. obr. 44.

TGRS agonizmus

4500

, T
3,500
3,000 T -I
2,000
1,500
1,000 I
I
z N , -
o . | |

10pM 10pM 10pM 10pM 10pM 10pM 10pM 10pM 10pM 10pM 10 pM 10pM 10pM 10 pM 10 pM

nasobok aktivity kontroly
1a

DMSO  FSK LcaA CDCA MCA DCA UDCA TLCA MI-90 LCA CDCA MCA DCA  UDCA TLCA  MI-90
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Obrazok 44 Schopnost hipeastrinu potencovat ucinky inych agonistov. Tato schopnost sa prejavila u vsetkych zo skumanych
agonistov, okrem CDCA. Najvyssie vSak u LCA, kedy LCA s Hippeastrinom v 10 uM koncentracii posobili az 4,19-nasobne
v zrovnani s kontrolou (DMSO 0.1 % v/v), nakolko cista LCA posobila iba 3,30-nasobne oproti kontrole. Druhy agonista

s touto najvyssou schopnostou bol MI-90.
6.3.1. Vyhodnotenie

Na zaklade tohto experimentu sme potvrdili najvyssie potenciacné U€inky hippeastrinu

prave na LCA. Aj ked hippeastrin preukdzal schopnost’ potenciovat’ ucinky vSetkych

skiimanych agonistov, okrem CDCA, na ostatné pdsobil nizSou aktivitou.
Tento experiment bol robeny iba jeden raz, preto sme data neanalyzoval Statistickou metédou.

V ramci dalSich experimentov sme skumali aktivitu v stipajucich koncentra¢nych

radach hippeastrinu a taktieZ v stapajucich koncentracnych radach LCA. Taktiez sme
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prevadzali experimenty s modifikovanymi receptormi. Kvoli znacnej rozsiahlosti
experimentalenj prace sme tieto experimenty do mojej diplomovej prace nezahrnuli, avSak

zistili sme, ze hippeastrin sa javi byt zaujimavym ciel'om d’alSich vyskumov.

V dalSich kapitolach sme sa zamerali na hodnotenie antagonistickej aktivity
(- )- kanadinu, (+)-korydalinu a (-)-thaliktrikavinu na FXR, ¢o sme pre d’alSie smerovanie tejto

prace zhodnotili na zaklade predoslych vyrazne antagonistickych vysledkov ako hlavny ciel’.

6.4. Casovo rozliSeny fluorescenény rezonanény prenos energie (TR-FRET)

Na urcenie schopnosti skimanych alkaloidov viazat sa priamo na rekombinantni
proteinovil doménu viazucu ligand FXR bez pouzitia bunec¢nej linie, sme vykonali TR-FRET
esej, bliz§ie popisant v kapitole 5.1.3., ualkaloidov, ktoré v génovej reportérovej eseji
vykazovali najvyraznej$iu potencidlnu antagonistickti aktivitu k FXR, tj. (-)-kanadin,
(+)- korydalin a (-)-thaliktrikavin. Pracovali sme v dvoch riedeniach, ato 1 uM a 10 pM.
Vysledky sme vyjadrili ako percento aktivity OCA po aplikécii danych latok. Tato esej sluzi na
potvrdenie antagonistickej aktivity skimanych alkaloidov k FXR (vid'. obr. 45).

FXR TR-FRET
120
= 90
2
% &0
<L
L]
o]
= 30 I
0
| 10 uM 10 pM 10 pM
| (-)canadine (+)corydaline (+])thalictricavine
v kombinacii s OCA 1 pM |

Obrazok 45 Percentudlne vyjadrena aktivacia TGRS prostrednictvom OCA v zmesi so skumanymi latkami v zrovnani s OCA 1
uM.

Najsilnejsi antagonista bol (-)-kanadin v 10 pM koncentracii, ktory znizoval aktivaciu
receptora sprostredkovanu OCA o0 47 % v zrovnani s plnou OCA aktivaciou, to znamena, ze

OCA 1 uM v zmesi s 10 uM (-)-kanadinom aktivovala FXR len na 53 %. Druhym najsilnejSim
75



Miriama Hutnikova 2021/2022

antagonistom bol (-)-kanadin v 1 uM koncentracii. DalSie latky, okrem (+)-korydalinu (100 %
aktivita) v 1 uM koncentracii, taktiez posobili ako antagonisti FXR, ¢im sme ich antagonisticka

aktivitu potvrdili.

Tento experiment bol robeny iba jeden raz v triplikate, preto sme data neanalyzovali

Statistickou metddou.

6.4.1. Vyhodnotenie
Na zéklade testu TR-FRET sme urcili schopnost™ alkaloidov, ktoré v predoslej eseji
vykazovali najsilnejSie antagonistické posobenie na FXR, viazat’ sa priamo na ligand viazucu
doménu FXR a zhodnotili sme, v akej percentudlnej miere si schopné branit' naviazaniu

agonistu, ¢im sme potvrdili ich antagonistické uc¢inky.

U vSetkych zo skiimanych alkaloidov sa potvrdilo antagonistické pdsobenie na FXR,
avsak (+)-korydalin vyzadoval vysSiu koncentraciu, nakol’ko u 1 uM sa antagonisticky u¢inok

neosvedcil, avSak u 10 uM dokazal znizit’ uc¢inok OCA (agonistu) o 24 % oproti plnému ucinku.

Najsilnejsi antagonista vSak bol (-)-kanadin v 10 pM koncentrécii, ktory znizil u¢inok

OCA az 0 47 % oproti situacii, kedy by sa na FXR naviazala iba OCA.

6.5. Polovi¢na inhibi¢na koncentracia

Pre zistenie ICso sme najprv vykonali antagonisticki génovu reportérovu esej
v stupajucich koncentraénych raddch skumanych latok (vid’. obr. 46). Pracovali sme aj s
(+)- thaliktrikavinom, avSak nakol'ko v predchadzajicich experimentoch vykazoval
cytotoxické ucinky, z kone¢ného hodnotenia sme ho vylucili. U (-)-kanadinu a (+)-korydalinu

sme nakreslili CRC a vyhodnotili ICso (vid'. obr. 47).
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Obrazok 46 Stupajiica FXR antagonisticka aktivita (-)-kanadinu, (+)-korydalinu a (+)-taliktrikavinu v stipajicej
koncentracnej rade tychto latok. Data boli ziskané pomocou FXR dependentnej luciferdzovej reportérovej eseje na HepG2

bunkach po 24 h expozicil.
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Obrazok 47 ICso (-)-kanadinu a (+)-korydalinu v luciferazovej FXR dependenej eseji na bunkach HepG?2.
6.5.1. Vyhodnotenie
Na zéklade prevedenia génovej reportérovej eseje sme potvrdili zvySujicu schopnost’
skimanych latok znizovat' aktivitu OCA v rasticich koncentraciach tychto latok. Z toho
vyplyva ich zvySujuca sa antagonistickd aktivita vrade so stipajicou koncentraciou

(vid. obr. 46).
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Nasledne sme pomocou CRC a analytického softwaru GrapPad Prism sme vyhodnotili

ICso, ¢o predstavuje davku, ktora vyvolava polovi¢ny inhibi¢ny G¢inok (vid'. obr. 47).
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7. DISKUSIA

Vo svojej diplomovej praci som testovala sadu dvadsiatich Siestich alkaloidov

z hl'adiska aktivity na dva typy receptorov, a to FXR a TGRS.

Najprv bola vykonanad génova reportérova esej na zhodnotenie kapacity skumanych
alkaloidov interagovat’ s FXR a TGRS receptormi v bunkovej linii HepG2 a posobit’ ako

agonisti alebo antagonisti.

Ziaden zo skumanych alkaloidov neprejavil vyraznejsie schopnosti pdsobit’ ako
agonista tychto receptorov. (-)-skoulerin vSak vykazoval zjavnu aktivitu potenciovat’ ucinky
agonistu FXR v 10 uM aj 40 uM koncentracii (vid’. obr. 20). U TGRS mali podobné schopnosti
lykorin a montanin v oboch koncentraciach, t.j. 10 uM aj 40 uM, a pankracin v40 pM
(vid. obr. 24 a 25).

Ako antagonisti FXR sa javila rada latok, ato masonin, homolykorin,
9- O- demetylhomolykorin, odulin, lykorenin, karanin, lykorin a galantin v 10 uM aj 40 uM
koncentraciach (vid. obr. 18). Avsak ako jedny z najsilnejSich antagonistov FXR sa javili
40 pM (-)-kanadin, (+)-korydalin a (+)-thaliktrikavin (vid’. obr. 20), ktoré sme nasledne Siroko
vyuzivali v d’alSich experimentalnych metodach. Ako antagonisti sa u TGRS javili masonin,
homolykorin, 9-O-demetylhomolykorin, odulin, lykorenin, karanin, epimaritidin a galantin
v 10 uM aj 40 uM a (-)-skoulerin, (+)-tetrahydropalmatin a (+)-taliktrikavin v 40 puM (vid..
obr. 24 a 25), avSak rovnako ako u FXR, ako jedny najsilnejSich antagonistov TGRS v tychto
testoch posobili (-)-kanadin, (+)-korydalin a (+)-thaliktrikavin (vid’. obr. 26).

Nasledne sme vykonali esej cytotoxicity na urcenie toxickych tc¢inkov tychto latok na
zivé bunky v bunecnej linii HepG2. Testy sme vykonavali u vietkych latok po 24 h inkubécii

s bunkami zaroven s mikroskopickou kontrolou.

Cytotoxicku aktivitu vykazovali lykorin, pankracin, montanin a hemantamin v 10 pM
aj 50 uM koncentracii, (-)-skoulerin a (+)-thaliktrikavin v skiimanej 40 uM koncentracii
a hippeastrin bol toxicky iba v 50 uM (vid. obr. 27-33). Viditelne cytotoxické uz po
mikroskopickej analyze boli aj: (-)-korypalmin, (-)-stylopin, (+)-kanadin, (-)-skoulerin,
(+)- tetrahydropalmatin (vid’. obr. 34 a 35).

Nasledne sme vylucili cytotoxické latky z d’alSich experimentov, a po ich vylaceni sme
d’alej pracovali s hipeastrinom. Nakol'ko sa jeho toxicita v 10 pM koncentracii nepotvrdila

a zarovenl sme zistili, Ze v 50 pM uz toxicky bol a v génovej reporterovej eseji vykazoval
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potenciacné uciny na agonizmus LCA u TGRS, rozhodli sme sa priblizit’ blizsie jeho vlastnosti.
Zaroven sme v dalSich experimentoch pracovali aj s (-)- kanadinom, (+)-korydalinom a
(+)- taliktrikavinom, ked’ze mali najsilnejSie antagonistické ucinky, hlavne na FXR, ale zaroven
aj na TGRS. (+)-taliktrikavin sme z kone¢nych experimentov taktiez vylucili z dovodu, Ze

v predoslom teste taktiez posobil cytotoxicky (vid'. obr. 33).

V nasledujicich experimentoch sme skuSali toxicitu hipeastrinu v réznych
koncentraciach po 5 h, 24 h a 48 h, aby sme zistili, jeho maximalnu netoxicku koncentraciu.
Hipeastrin po 5 h pdsobeni nebol cytotoxicky v Ziadnej, ani najvyssej, koncentracii. Po 24 h
pdsobeni bol hipeastrin toxicky v koncentracii od 40 uM vyssie. Jeho kombinacia s LCA po 24
h nebola toxické v ziadnej zo skiimanych koncentracii. Po 48 h pdsobeni v naSich testoch bol
hipeastrin toxicky v koncentracii 100 uM a 500 pM, avSak kvoli moznym odchylkam
a predoslym vysledkom po 24 h, mo6zeme predpokladat’ jeho toxicitu uz od 40 uM koncentracie
vyssie. V kombinécii s LCA bol po 48 h pdsobeni na bunky toxicky od koncentracie 100 uM
a viac. V ziadnom z prevedenych exerimentov hipeastrin nepdsobil cytotoxicky v koncentracii

10 uM a 25 uM, ¢o mozeme predbezne povazovat’ za bezpecnu koncentraciu (vid. obr. 36-41).

V ramci dopliujucej génovej reportérovej eseje sme skusali schopnost’ hipeastrinu
potenciovat’ ucinky aj dalSich Zlcovych kyselin, o sme v tomto teste potvrdili, najvyssia

schopnost’ v§ak bola preukazana prave na LCA (vid'. obr. 44).

Hipeastrin vykazuje schopnost’ zvySovat’ u€inky LCA u TGRS, avSak aZ v koncentracii
nad 40 uM a zaroven toxicita jeho samotného sa prejavila aZz v koncentracii nad 40 uM po
24 a 48 h, ale v kombinacii s LCA bol toxicky az od 100 uM koncentracie po 48 h. Je mozné
napriklad navrhnat’ drobné obmeny v jeho chemickej Struktire s ciel'om zniZenia jeho toxicity,
navrhnit’ derivaty s podobnou Strukturou a zarovenn vys$Sim uwfinkom uz v nizsich
koncentraciach, zaroven je mozné experiment zopakovat pre spresnenie jeho ucinkov
a cytotoxickych uc¢inkov alebo zvolit’ podobnu alternativu zvysSenia jeho G¢innosti a zniZenia

toxicity.

My sme s touto latkou vSak pracovali d’alej aj v ramci d’alSich experimentov, kde bola
sktiSana jeho aktivita v stipajucej koncentracnej rade hipeastrinu v zmesi s jednotnou
koncentraciou LCA a obratene, v stipajucej koncentracnej rade LCA v zmesi s nemennou
koncentraciou hipeastrinu. Tieto testy boli prevedené k blizSiemu objasneniu jeho aktivity.
Zaroven sme prevadzali rovnaké génové receptorové testy s FXR a TGRS s obmenenou

Struktrou na otestovanie schopnosti potenciacnych ucinkov hipeastrinu uz v niz§ich
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koncentraciach na prisposobené typy receptorov. Tieto experimenty vSak z kapacitnych
doévodov nie st pouzité v ramci tejto prace a k zhodnoteniu vysledkov potrebuji podrobnejsiu

analyzu a d’al$i vyskum.

Nakol'ko sa (-)-kanadin, (+)-korydalin a (+)-taliktrikavin osvedcili v génovej
reportérovej eseji ako vyrazni antagonisti FXR a TGRS, skumali sme ich aktivitu d’alej.
(+)- taliktrikavin bol vSak cytotoxicky, takze sme sa zamerali hlavne na aktivitu (-)-kanadinu a
(+)-korydalinu. Tie sme najprv otestovali v teste cytotoxicity v Sirokej rade koncentrécii, a to
10, 25, 50, 75, 100 a200 puM. (-)-kanadin, rovnako ako aj (+)-korydalin boli cytotoxické
v koncentracii 75 uM a viac, avSak Statistickli vyznamnost’ preukdzali vSetky latky okrem
100 puM (-)-kanadinu, z ¢oho vyplyva, ze jeho cytotoxicitu v tejto koncentracii nevieme
s presnostou urcit (vid. obr. 42). V nizSich koncentraciach toxické ucinky na bunky

nevykazovali, preto bolo mozné s tymito koncentraciami pracovat’ v ramci d’alSich skasok.

TR-FRET Lanta screen FXR koaktivatorovu esej sme vyuzili pre overenie moznej
interakcie s FXR. Vyhodou tejto metddy bolo prekonanie moznych nejasnosti vyvolanych

autofluorescenciou alebo rozptylom svetla tychto zlucenin.

U vSetkych zo skimanych alkaloidov sa potvrdilo antagonistické pdsobenie na FXR,
avsak (+)-korydalin vyzadoval vys$iu koncentraciu, nakol’ko u 1 uM sa antagonisticky a¢inok
neosvedcil, avSak u 10 pM dokdzal zniZit'" u¢inok OCA o024 % oproti plnému ucinku.
Najsilnejsi antagonista vSak bol (-)-kanadin v 10 uM koncentréciti, ktory znizil u¢inok OCA az

0 47 % oproti situacii, kedy by sa na FXR naviazala iba OCA (vid'. obr. 45).

Nakoniec sme previedli doplitujlicu génova reportérova esej v rasticej koncentracnej rade
(- )- kanadinu a (+)-korydalinu od 1 puM, cez 10 uM , 50 uM po 100 uM . Z tejto eseje
vyplynula ich zvySujlica sa antagonistickd aktivita vrade so stipajucou koncentraciou

(vid. obr. 46).

Nasledne sme pomocou CRC vyhodnotili ICso, ¢o moZe predstavovat’ optimalnu davku,
ktora vyvoladva pozadovany G¢inok a nie je toxicka. ICso u (-)-kanadinu bola 26,15 uM au

(+)- korydalinu 45,85 uM (vid’. obr. 47).

V ramci d’alSich experimentov sme vykonali RT-PCR reakciu na potvrdenie t€inkov
(- )-kanadinu a (+)-korydalinu prostrednictvom urcenia miery ovplyvnenia konkrétnych génov
regulovanych tymito receptormi, ktorej vysledky boli pozitivne. To vSak nie je predmetom tejto
prace z dovodu jej znac¢nej rozsiahlosti. Aj ked’ (-)-kanadin a (+)-korydalin vykazovali vo

vSetkych testoch potencialne vyuzitelni antagonisticktl aktivitu na FXR a TGRS, tieto Stadie
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vyzaduju d’alSie podrobnejSie experimenty, napriklad v prostredi skuto¢ného zivého organizmu

¢i bunky, aby sa ukézali presnejSie ucinky.
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8. ZAVER

V ramci skuSania aktivity dvadsiatich Siestich alkaloidov, izolovanych z Corydalis cava
z ¢elade Fumariaceae a Narcissus pseudonarcissus z ¢elade Amaryllidaceae, na FXR
a TGRS, sme vyvodili dve hlavné s antagonistickou aktivitou na FXR a TGRS, ktoré¢ zaroven
neboli cytotoxické. Boli to (-)-kanadin a (+)- korydalin, ktorych aktivitu na FXR sme v d’al§ich
skriningovych metddach potvrdili. 10 uM (-)-kanadin bol schopny znizovat aktivitu OCA az
0 47 % oproti kontrole, ¢im prejavil najsilnejSiu antagonistickt aktivitu a jeho 1Cso bola 26,15
puM. 10 uM (+)-korydalin znizil aktivitu OCA o 24 % a hodnota jeho ICso bola 45,85 uM. Tato
aktivita skimanych alkaloidov doposial nebola v odbornej literatire popisand. Naviac
kombinécia inhibicie oboch receptorov je unikatna, pretoze nebola popisana pre podobné
Strukturédlne alkaloidy. Zaroven tieto latky doposial’ neboli skimané ani ako ligandy d’alSich
nukledrnych receptorov. Netoxicky efekt kanadinu bol potvrdeny aj v predchadzajucich
Stadiach, nielen vramci bunecnej linie HepG2, ale aj HeLa (I'udské epitelové bunky
z maligného karcinomu krcka maternice) a potkanich hepatocytoch. Podla stadii v ramci
molekularneho modelovania sa predpokladd, ze kvartérny dusik, aromatickd polycyklicka a
planarna Struktira berberinu, ¢o je sti€ast'ou Struktury nami skimanych alkaloidov, by mohla
byt potencidlnym farmakoforickym zédkladom na vyvolanie cytotoxického ucinku, co sme vSak
v ramci nasho experimentu u (-)-kanadinu a (+)-korydalinu nepotvrdili. Sufasné vysledky

predoslych vyskumov potvrdili aj antioxida¢nu aktivitu kanadinu (Correché et al. 2007).

Ci by alkaloidy, ktoré preukézali aktivitu proti FXR alebo TGRS receptoru mohli byt
terapeuticky aktivne je otdzne. V odbornej literatire je mélo informacii o biologickych alebo

farmakologickych tc¢inkoch tychto latok.

Zaujimavé je, Ze niektoré zo skumanych latok, konkrétne (+)-kanadin a
(+)- taliktrikavin, inhibuju acetylcholinesterazu a butyrylcholinesterazu a prestupuji cez
hematoencefalickli bariéru, ¢o je potenciondlnym predpokladom ich vyuZitia v lieCbe

Alzheimerovej choroby (Chlebek et al. 2019).

Tieto Stadie vSak vyzaduji d’alSie podrobnejSie experimenty, napriklad v prostredi
skuto¢ného Zivého organizmu ¢i bunky, nakol’ko predstavuji potencialne lieCebne vyuziteIné
schopnosti pri metabolickych dejoch ovplyviiovanych FXR a TGRS alebo potencial v liecbe

Alzheimerovej choroby.

Podrobne;jsie stadie vyzaduje aj hipeastrin, ktory naznacil aktivitu potenciacie ti€¢inkov
agonistu LCA u TGRS, avSak v koncentracii nad 40 uM preukézal po 24 hodinéach cytotoxicku
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aktivitu na bunky HepG2, avSak nakolko aplikovany v roztoku s LCA preukazal toxicka
aktivitu az v koncentracii nad 100 uM, jeho aktivita taktiez vyzaduje d’alSie, podrobnejsie

Studie, ktoré st nad kapacitny rozsah tejto prace.
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