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ABSTRAKT

Dizerta&ni prace je zagtena na Cinky leptinu a antagoniétreceptoru ghrelinu na
piijem potravy a metabolické parametry u ovariektoamyeh (OVX) mySich samic
na vysokotdné (HF) diet.

V prvni ¢asti dizerténi prace byl zaveden model obezity vyvolané HFadiet dvou
raiznych mySich kmeh (NMRI a C57BL/6). Obezita vyvoland HF dietou senySi vyvinula
v disledku dlouhodobého krmeni HF dietou obsahujici %60tuku; standardni (St) dieta
obsahovala pouze 9 % tuku. Jako vhodny kmen p& gakusy na fliem potravy pak slouzil
pouze kmen C57BL/6, ktery je nachsfiéi k obezi¥ nez linie NMRI.

V druhé ¢asti prace byl zaveden model OVX mySich samic znen€57BL/6 na HF
die. Tento model je podobny obeziu Zen po menopauze, kterd je navic podporovana
vysokokalorickou stravou. OVX mysSi na HF dietkumulovaly 4krat vice bilé tukoveé tkanez
OVX mysi na St diet, mely vyznamré zvySené hladiny glukosy, inzulinu a leptinu a enidu
citivost na @inky leptinu, adipokinu sniZujiciho fffem potravy, podavaného do mozku
ve srovnani s OVX mySmi na St dietPodani estradiolu po dobu 4 tydalepSilo centralni
citlivost k leptinu a parametry metabolického sydu.

ProtoZe ovariektomie a HF dieta zvySuji citlivost ¢ghrelinu, hormonu produkovaného
zejména Zaludkem, ktery zvySuje €hk jidlu, ve teti ¢asti prace jsme vyslovili hypotézu,
Ze antagonisté receptoru ghrelinu by mohli patlzvySenou citlivost na dinek ghrelinu
vedouci k obezit To znamena, Ze antagonisté receptoru ghrelinumiopli slouzit jako
potencialni antiobezitikarpdevsim §i estrogenové defigit V naSi studii dlouhodobé podkoZni
podani antagonisty receptoru ghrelinu [D-Y)J&HRP-6 vyznama sniZilo &lesnou hmotnost,
piijem potravy, mnoZstvi bilé tukové tkaa hladiny leptinu, inzulinu a glukosy u OVX my& n
HF diet.

Kli ¢ovéa slova:obezita, leptin, ghrelin, estradiol, mysi, ovat@kie, vysokottina dieta



ABSTRACT

The thesis is focused on the effect of leptin ghdelin receptor antagonists on food
intake and metabolic parameters in ovariectomig@dX) female mice on a high fat (HF) diet.

In the first part of the thesis, diet-induced otyewas introduced in two strains of mice
(NMRI and C57BL/6). Diet-induced obesity resultesbnh overconsumption of a HF diet
containing 60 % of fat; a standard (St) diet cargdionly 9 % of fat. The strain C57BL/6 was
more susceptible to a HF diet than the NMRI stemid was chosen for further experiments on
food intake.

In the second part of the thesis, OVX C57BL/6 fesmaice on a HF diet were introduced
as a model of common obesity in women after mensgpaimd overconsumption of high caloric
food. OVX mice on a HF diet accumulated more thammés higher amount of the white
adipose tissue compared to those on a St dietsigaificantly elevated glucose, insulin and
leptin levels and attenuated sensitivity to effeticentrally administered leptin, an adipokine
that decreases food intake. Central leptin seitgitand metabolic syndrome parameters were
improved after 4 weeks of estradiol treatment.

Because both ovariectomy and HF diet result in eoéa sensitivity to ghrelin, the
hormone produced predominantly by the stomachdiraulates appetite, in the third part of the
thesis, we hypothesized that ghrelin receptor amiigts could suppress enhanced sensitivity to
ghrelin resulted in obesity. It means that ghredioeptor antagonists could serve as anti-obesity
agents especially at estrogen deficiency. In auslystwe showed that a long-term subcutaneous
administration of ghrelin receptor antagonist [DsllGHRP-6 significantly decreased body
weight, food intake, white adipose mass and leptsylin and glucose levels especially in OVX
mice fed a HF diet.

Key words: obesity, leptin, ghrelin, estradiol, mice, ovatguy, high fat diet
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1. UVOD

Obezita se v dnesni dolstala nejroz$énsjSi metabolickou nemoci na &v s trvale
vzestupnym trendem vyskytu. V patogenezi tohotayamweni se uplatuji genetické dispozice
a vlivy prostedi, které se mohou projevovat v regulatijnpu potravy. Nadbytny prijem
energie v dsledku snadné dostupnosti chutné a energetickytdatieavy a satasny zfisob
Zivota vedouci k minimalizaci¢lesné aktivity zfisobuji obezitu. Zdravotni rizika vznikla
obezitou jsou spojena zejména se zvySenym mnoZzstitiotxriSniho tuku, ktery se n&gsgji
vyskytuje u mu# a Zen po menopauze.

Systém, ktery kontroluje regulacitipnu potravy, obsahuje silné mechanismy proti
podvyziw a slabé proti fejidani. Vychazi to z historiergwiti lidstva. Slabi jedinci umirali
a pezivali ti, ktgi meli genetické dispozice k ukladani energetickychobasObrana fed
nadbyténym pfijmem energie v minulosti nikdy nebyla nutna. V simiedolé je boj proti obezit
bojem proti mechanisam, které tisice let chranily lidstvagd vynienim.

Regulace Hjmu potravy je slozity proces, ktery je oulwvdn zejména hormonalnimi
a metabolickymi signaly z periferie a hormonalnguiaci na arovni hypotalamu. Kratkodoba
regulace fijmu potravy uéuje pocit hladu nebo sytosti, dobu trvani jidla aodstvi pijaté
potravy. Mezi hormony, které oviwji kratkodobou regulacifadime nap neuropeptid
cholecystokinin. Na rozdil od kratkodobé reguladeudodoba regulaceiigmu potravy iidi
energetickou rovnovahu v organismu v del§asovém horizontu. Mezi hormony, kteréspbi
dlouhodols, pati zejména inzulin vznikajici g buikach Langerhansovych odwki, hormon
produkovany tukovou tkani leptin a hormon produkgvaaludkem ghrelin.

V dusledku slozitosti regulacefipmu potravy je obtizné nalézt latku, kterdq by poth
piijem potravy nebo zvySila vydej energie a tim vgal snizeni desné hmotnosti bez
vedlejSich dinka. Nicméré béhem poslednich 15 let odbornici objevili velké mstoZ novych
peptidi regulujicich pijem potravy. Nkteré jejich analogy maji jistbudoucnost v ke obezity

[1].
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1.1. OBEZITA

Obezitu definujeme jako ipbyt&né nahromathi tukové tkaa v organismu [1].
Je zmisobena dlouhodobou pozitivni energetickou bilamcitélo prijima vice energie nez
vydava, a takto vznikajicitpbytek se uklada v tukovych rezervach.

Diive se obezita povazovala za esteticky a s$pakky problém. V poslednich
desitiletich se ukéazalo, Zeregplstavuje zavazny zdravotni problém, Ze zkracuydtza je
doprovazenaiznymi komplikacemi zndjgemrujicimi Zivot [2].

V minulosti se k Iéb¢ obezity vyuZivalo mnoha latek (tyroidalni hormomy a T,
dinitrofenol, amfetamin, fenfluramin a fenylpropdemin), které ale ®ly zavazné vedlejSi
iinky (nag. navykovost) [3]. V sotasné dobje v Ceské republice zatim schvélen pouze jeden
lek k I&b¢ obezity: orlistat (inhibitor pankreatické lipasytery sniZzuje vsebavani tuku ve
sttevé. Orlistat se pouZziva dlouhodbla €lesnou hmotnost snizuje v kombinaci s Gpravou
sloZzeni a mnoZstvitiaté potravy a zrnou Zivotniho stylu. Mezi jeho vedlejStiaky pati
nag. prajmy [3, 4]. Pro vysoké kardiovaskularni riziko bylednu 2010 z trhu staZzen sibutramin
(inhibitor zpEtného vychytavani serotoninu a noradrenalinu). iDatsadjnym lékem se zdal byt
rimonabant [5] — potluje cha’ kjidlu blokovanim kanabinoidnich receptov mozku
a periferii, ale kuli jeho vedlejSim ginkim (deprese) byl v USA a Evrgpstazen z trhu
(v Ceské republice nebyl nikdy v prodej).

Vyskyt obezity v poslednich 10 — 20 letech ve WSegsglych swtovych zemich etns
Ceské republiky stale stoupd. Oblasti s nejvy3simkytem obezity jsou USA (dokonce
i v populaci americkych Indidr), Velka Britanie, vychodni Evropa (zejména u Zemglka cast
sttedni a jizni Evropy a staty i®tlozemi [6]. Bblizng kazdy teti dosply clovék v Ceské
republice trpi nadvahou a kazdy paty je obéznizlekmm agentury STEM/MARK ukazuje, Ze
potet obéznichCechi zaétyti roky stoupl o 450 tisic lidi [7]. Obezita rapinoste i v mnoha
rozvojovych zemich. Celos&tové je problémem rostouci obezity takédtich mladistvych [8].

Vzhledem k tomu, Ze mnoZstvi tuku v lidském orgamisse obtizé meii a lisi se u lidi
raizného ¥ku, pohlavi (procento tuku v lidském organismu byw&Si u Zen nez u may
a etnického fivodu [9], byl k uteni obezity zaveden tzv. indeddsné hmotnosti (zkratka BMI
z anglického vyrazyBody Mass Index"), ktery je definovan jako podilesné hmotnosti v kg
a druhé mocniny vysky v mHodnota BMI 18,5 — 25 kg/frenamené normalni hmotnost, nad
25 kg/nf nadvahu a nad 30 kgfrobezitu.
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1.1.1. P¥i¢iny vzniku obezity

Nepongr mezi gijmem a vydejem energietrbe byt zfisoben bd’ nadnérnym gijmem
energie, k 8Bmuz dochazi na zaklagoruchy regulaceifjmu potravy, nebo Spatnym Zivotnim
stylem, nebo nedost&m®ym vydejem energie vzniklym nedostateu pohybovou aktivitou.
Na vzniku obezity se také podileji genetické dispmzhormonalni viivy (nap snizena funkce
Stitné Zlazy a nedostatek estrogenti menopauze) a dkteré léky (napp antidepresiva,

psychofarmaka — |€éky na ukli&ini, a gestageny — hormonalnit@ u zZen) [10].

1.1.2. Zdravotni komplikace p¥i obezité

Obezita jecasto doprovazena vznikem diabetu Il. typu (spojersd sniZzenou citlivosti
na inzulin), kardiovaskularnich onemeain (hypertenze, aterosklerézy, stde arytmie
a mozkovych cévnichifhod), rekterych tym nadofi (rakoviny tlustého $eva, prsu, ledvin,
délozniho c¢ipku), gynekologickych komplikaci (poruch cyklu, phednosti, komplikaci
v t¢hotenstvi a porodu) a koznich probiéekzént, mykoz, strii a celulitidy). Obézni jedinci

maji WtSi potize s dychanim atire se u nich objevit spankova apnoe [10, 11].

1.2. HYPOTALAMO-HYPOFYZARN E-GONADALNI OSA

Hypotalamo-hypofyzamgonadalni (HHG) osa jeatkzita pro vyvoj pohlavnich bgk
u sav@. Hypotalamicky hormon gonadoliberin (hormon uwgici gonadotropin, zkratka GnRH
— z anglického vyrazu Gonadotropin Releasing Hommostimuluje syntézu hypofyzarnich
hormoni gonadotropifi, tedy luteiniz&niho hormonu (lutropinu — LH — z anglického slova
.Luteinizing Hormone*) a hormonu stimulujiciho fllily (folitropinu — FSH — z anglického
vyrazu ,Follicle Stimulating Hormone*). Pro sekr&nRH je typicky pulzni charakter. Muzské
(androgeny) a Zenské (estrogeny) pohlavni horm@ignau vazbou ovliiuji tyto pulzy (néni
jejich frekvenci nebo amplitudu). Pohlavni hormamgativié zpstnou vazbou ovlivni sekreci
GnRH v hypotalamu a LH a FSH v hypofyze [12, 13].Z&h existuje také pozitivni &ma
vazba: 36 — 48 hodinied ovulaci se zZpna vazba estrogérstava pozitivni a to iniciuje pulzy
sekrece LH, které vyvolaji ovulaci.

V této praci se nadéle zabyvam Zenskymi pohlavhonmnony, tedy estrogeny.

Prirozert se vyskytujici estrogeny jsou féstradiol (dale jen E2), estron a estriol. Jsou

sekretovany hlawngranul6zovymi biikami ovarialnich folikuk, Zlutym €liskem a placentou.
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Progesteron je produkovan Zlutyndlistkem, placentou a v malych mnozstvich folikuly.
Biologické (inky E2 a progesteronu jsou zpr@stkovany specifickymi receptory. Pro E2 jsou
to receptory ER a ERB, pro progesteron jsou to receptory PR-A a PR-B.[W4Zen hraji E2

a progesteron kiovou roli v pubegt, regulaci menstréaiho cyklu, €hotenstvi a laktaci.

S pokr&ujicim wkem vajeéniky Zen pestavaji reagovat na gonadotropiny a jejich
funkce klesa, takZe se pohlavni cyklus zastavujastéme menopauza). Vépky dale
neprodukuji E2 a progesteron.¢lbha a pochva postupnatrofuji. ProtoZze se negativni
zpstnovazebny &inek estroget a progesteronu sniZuje, sekrece LH a FSH se zwvyduba
hormony maji vysoké plazmatické hladiny [15, 16].

Pokud odhlédneme od Zen, pak ddspmySi samice maji estralni cyklus o délce 4 -5
dna pod vlivem GnRH v hypotalamu, ktery reguluje uvolnLH a FSH z hypofyzy a ty pak
piimo pisobi na sekreci E2 a progesteronu [17].

Mysi s vytazenym genem (tzv. ,knock-out‘, dale jen zkratka)K@o receptor ER
(mySi aERKO) jsou neplodné. Maji nedostatek E2, nemajiabst cyklus, takZze jsou podobné
Zenam po menopauze s vysokymi plazmatickymi hladirizH. MySi BERKO (maji vy¥azeny
gen pro receptor HR maji snizenou plodnost s normalnimi plazmatickigtadinami E2 [18].

Aromatasa je enzym odp&iny za penenu androget na estrogeny. MySi s ¥gzenym
genem pro aromatasu (mysi ArKO) maji vysoké hladiRlya FSH, nejsou schopné syntetizovat
E2 a jsou neplodné. Mysi také akumuluji velké midgzsitrobéisSniho tuku. Podani E2 napravilo
tyto defekty [18, 19].

1.2.1. Estradiol a gijem potravy

Jiz delSi dobu je znantidek E2 snizujici fijem potravy. U samictiznych druli sava
je prijem potravy uzce spojen s HHG osou, inggrenami hladin E2 v ptbéhu menstruéniho
cyklu. V dok# ovulace (u hlodavcse nazyva estrus) jsou hladiny E2 v krvi zvySemoehazi
Kk snizeni pgijmu potravy. B ovariektomii (odstragni vajenik) tomu tak neni; HHG osa je
v tomto gipact nefunkini a hladiny E2 v krvi jsou nulové. To igobuje vzist pgiijmu potravy
anafnst tukové tkada u ovariektomovanych hlodafc Bylo zjiS€no, Ze dodani E2
ovariektomovanym potkanim samicim ytdennich intervalech navratilo jejickélésnou
hmotnost a mnoZstvifpaté potravy do normalu [20].

Mechanismus jsobeni E2 naffjem potravy neni doposud znam. Ma se za to, Zze E2
ovliviiuje &inek cholecystokininu (nejznafsiho periferniho signalu sytosti, agobiciho

kratkodolkt bezprostedre po jidle, zkratka CCK). Chronickym podanim E2 sgsd U¢inek
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nitrobriSné podavaného CCK u ovariektomovanych potk§il]. Dale bylo prokdzano, Zze CCK
byl pomérné malo &inny u ovariektomovanych potkanich samic ve srovrg® samci [21].
E2 pravédpodobré sniZzuje pijem potravy na udrovni centralni nervové soustaGN®).
Receptory pro E2 jsou exprimovany v mozkovém kmeehipotalamu. €inek E2 na fijem
potravy zprosedkuje receptor Erb, role receptoru [ERR neznama. Bylo zji§ho, Ze E2
zvySoval expresi imunoreaktivniho c-Fos (ukazateérvové aktivity) v mozkovém kmeni
a hypotalamu, konkrégnv jeho paraventrikularnim j&e, picemz tato exprese byla vyvolana
podanim CCK [22].

1.3. REGULACE PRIJMU POTRAVY

Centrem regulacefipmu potravy je hypotalamus. Podle klasické defnig lateraini
¢asti hypotalamu se nachazi centrum hladu a pokustijeulovdno, dochazi k nagmmému
piijmu potravy; ve ventromedialdésti hypotalamu je umisto centrum sytosti a jeho stimulace
zpisobuje, Ze organismus odmita potravu [23]. Dnes ake jiz vi, Ze cely proces
je komplikovarjSi a centra jsou mnobketna a propojena.

Prijem potravy vede k uspokojeni a naske#rukorteni chuti k jidlu. Fejidani vede ke
zvySenému fiimu energie. Sytost je stav, ktery brani dalSirijmu potravy a objevuje se jako
dusledek pijmu potravy [2].

Savci maji systém, ktery zajife staly pisun energie k hikdm i kEhem obdobi
pieruSeného fiimu potravy (napp beéhem spanku a hladeéni). Zasoby jidla jsou ukladany
v tukoveé tkani, ktera je endokrinnim organem zapgje v regulaci fijmu potravy. Tyto
mechanismy mohou byt naruSovany jednalejidanim a vysokotinou stravou, ale také

I prisnymi dietami a hlad@nim [2].

1.3.1. Centralni mechanismy regulacei)jmu potravy

Prijimani potravy, jeji zpracovani, ukladanterpani tukovych rezerv jsaiizeny CNS
na zaklad metabolickych, nervovych a hormonalnich signal

V CNS je za oblast regulujicitipem potravy povazovan hypotalamus, kteryigicim
centrem a ko¥i v ém podrety z jinych oblasti CNS i z periferie. Hypotalamjeszodpo¥dny

za regulaci teplotyéta, hospodgeni s vodou, regulaci sr&t@ cinnosti, krevniho tlaku a aktivity
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gastrointestinéalniho traktu (GIT) a tak#&li nékteré emoni projevy chovani (n&p zuivost
a vztek) [24].

Pojem ,jadro* zde znamena oblast, ktera je rév@a neurony a je vizuan
rozliSitelna. Rozeznavame jadréegdniho, sedniho a zadniho hypotalamu. Nggi pozornost

bude niZe ¥novana pouze jadm stedniho hypotalamu, neboejvice ovliviuji prijem potravy.

Obr. 1. Schéma mozku
Hypotalamus je hlavnim centrem
kontroly pfijmu potravy a obsahuje
tato dilezita jadra ovliviujici prijem
potravy: ARC — nucleus arcuatus,
VMN - ventromedialni jadro, DMN —
dorsomedialni  jadro, PVN -
paraventrikularni  jadro. DalSi
zkratky jsou LHA - lateralni

hypotalamus a 3V —réti mozkova

komora. Ostatni c¢asti  mozku
nesouvisi s mym tématem, a proto

jejich zkratky neuvadim [23].

v s

Nucleus arcuatus (ARC) je jedno z nejdlezit¢jSich jader, kter4 ovliwji prijem
potravy. Je lokalizovan na spodirhypotalamu po obou stranadtett mozkové komory (3V)
(obr. 1). V ARC se nachazeji receptory paolu latek ovliviujicich gijem potravy: pro leptin,
inzulin, ghrelin (obr. 2), kortizol, estrogeriistovy hormon a dalSi [25]. Toto jadro obsahuje tzv.
primarni neurony souvisejici s reguladijppu potravy: neurony AgRP/NPY (AgRP — Agoulti
Related Peptide, NPY — Neuropeptid Y), které pragiukormony zvysujici chuk jidlu (tzv.
orexigenni) a neurony POMC/CART (POMC - Pro-opiamekortin, CART — Cocaine and

Amphetamine Regulated Transcript), které produkwimony s opé&nym &inkem (tzv.
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anorexigenni) [23, 26]. Receptory pro leptin, imzuh ghrelin se nachazeji na primarnich
neuronech. Leptin a inzulin stimuluji expresi arsek neuropeptitl POMC/CART a potléuji
expresi a sekreci neuropeptidgRP/NPY,¢imz dochazi k snizenitipmu potravy. Ghrelin ma
opané &inky na tyto neuropeptidy, a tudiz dochazi k zvy3gfjmu potravy (obr. 2). Léze
ARC (tj. poSkozeni nervovych békiv ARC nap. pomoci glutaméatu sodného) vedou k rozvoiji
obezity.

Déle do stedniho hypotalamu patventromedialni jadro (VMN), dorsomedialni jadro
(DMN) alateralni hypotalamus (LHA) (obr. 1). Selektivhim poskozenim VMN (centra stijos
dojde k hyperfagii (fejidani) a naslednému rozvoji obezity. Oproti topedkozeni LHA (centra
hladu) zmisobi hypofagii (sniZenifgmu potravy) [23].

Primarni signaly dostavaji informace z periferig/te primarni neurony pak fiou dale
ovliviiovat tzv. sekundarni neurony, které nejséump v ARC, ale nap v ttchto mozkovych
oblastech: paraventrikularni jadro (PVN) a LHA [23]
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Obr. 2. Model popisujici peptidy igobici v mozku na ifijem potravy Centralni regulace
prijmu potravy je ovlikovana peptidy fichazejicimi z periferie a produkovanymi v hypatala
Leptin a inzulin (jejich hladiny jsou#pmo unérné #lesné hmotnosti a obsahu tuku v organismu)
pronikaji do mozku /f@s hematoencefalickou bariéru. V hypotalamu v ARGuklji expresi

a sekreci anorexigennich POMC/CART a naopak pofiaexpresi a sekreci orexigennich
AgRP/NPY a tim dochazi k snizefijrpu potravy. Ghrelin vylkibvany Zaludkem v mozkugobi
opacné na produkci POMC/CART a AgRP/NR¥Ymz dochazi k zvySenfijonu potravy. Leptin,
inzulin a ghrelin ovliviuji dlouhodobou regulaci /ijmu potravy. Na kratkodobé regulaci se
podileji nap. peptidy, které se uvalji bezprostedry po jidle a zpsobi sytost (tzv. signaly
sytosti, pati sem nap. CCK). CCK je vytvé&en v GIT a jeho signal je do mozkéepaSen pes
nervus vagus do mozkového kmene i{ndp nucleus tractus solitarius, NTS) a dale pak do
dalSich mozkovych oblasti. V mozku pak nervové ydspoji informaci z NTS akolika
hypotalamickych jader (ARC, PVN, LHA) k indikagjpu potravy a vydeji energie [27].
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1.4. PEPTIDY OVLIV NUJICI PRIJEM POTRAVY

Prehled nejdlezitéjSich peptid ovliviiujicich @ijem potravy je uveden vtab. 1.
Peptidové hormony fiteme rozdlit z hlediska doby jejich &inku na kratkodobé (sobi
bezprostedre po jidle) a dlouhodobé (reguluji energetickou xdthu v delSim¢asovém
horizontu a ovliviuji pasobeni peptidl kratkodobych). Dale je fZeme rozdiit na ty, které se
vyluéuji a pisobi bd’ v GIT nebo v CNS. A korim¢ je miZzeme rozdlit na orexigenni

a anorexigenni.

Tab. 1. Fiklady peptidz ovliviiujicich pFijem potravy

Prirozeny Doba Misto Prijem potravy
peptid acinku acinku 1 zvySuje,| snizuje
aMSH Kratkodok CNS !
Peptid CART Kratkodob CNS !

MCH Kratkodol CNS 1

NPY Dlouhodok CNS )
orexiny Kratkodob CNS 1
galanin Kratkodob CNS 1

Leptin Dlouhodobk Periferie, CNS !
Inzulin Dlouhodok Periferie, CNS !
Ghrelin Dlouhodob, kratkodolks  Periferie, CNS )

CCK Kratkodok Periferie, CNS !

PYY Kratkodolz Periferie, CNS !
GLP-1 Kratkodobk Periferie, CNS !

aMSH — hormon stimulujiciu-melanocyty, peptid CART — peptid cocaine and aamféte
regulated transcript, MCH — hormon koncentrujicilanagn, NPY — neuropeptid Y, CCK —
cholecystokinin, PYY — peptid YY, GLP-1 — peptiga@dobny glukagonu

1.4.1. Adipokiny

Adipokiny neboli adipocytokiny jsou proteiny, ktejgou produkovany hikami bilé
tukové tkaw — adipocyty [28]. V organismu plniadu funkci, nap hraji vyznamnou roli
v regulaci pijmu potravy, udrZzovani energetické rovnovahy aulimové rezistenci. Jeédba

zdaraznit, Ze adipokiny {sobi komplexa a vzajemd se ovliviuji. Disledkem poruch jejich
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funkce je vznik obezity, diabetu Il. typu, hyperzera poruch srazlivosti krve. V s@msné dob
je zndma celd&ada protein, které mizemeiadit mezi adipokiny. Nejzn&&si z nich je leptin,
adiponektin a rezistin. O adiponektinu a rezistseuzminim pouze ve stmosti, neb6é nebyly

hlavnimi hormony, kterymi se zabyvam v této praci.

1.4.1.1. Leptin

Objev

Néazev leptinu je odvozenyieckého slova ,leptos”, coz znamena tenky, Stihlgje@
leptinu, produktuwob genu, byl v roce 1994 jeden z nejvyzna&jaith objevi v oblasti regulace
piijmu potravy [29]. Mutaceb genu u tzvob/obmysi vede k morbidni obegjtktera je spojena
s prejidanim [29].0Ob/ob mysi neprodukuji leptin, maji rezistenci k inzuli jsou neplodneé.
Po podani leptinmb/obmysim doSlo k Upravtéchto fenotypickych odchylek a také ke snizeni
jejich tlesné hmotnosti [30].

Struktura

Leptin je protein o 167 aminokyselinach s trojrémnou strukturu podobnou cytokim
(nap. faktoru inhibujicimu leukémii a lidskémustovému hormonu). Terciarni struktura leptinu
je znazorfina na obr. 3 a je tvenactyimi antiparalelnimi alfa-helixy (A, B, C a D), ktejgou

spojeny d¥ma dlouhymi (AB a CD) a jednim kratkym spojem (B&1)].

Obr. 3. Struktura leptiny31].
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Vyskyt
Exprese leptinového genu je tk&e specifickd. Hlavnim mistem vyskytu leptinu (oby. 3

jsou adipocyty, ale v menSi faije také produkovan placentou a Zaludkem [28, 30].

Vlastnosti

Leptin hraje vyznamnou roli v dlouhodobé regula¢ijmpu potravy a energetického
metabolismu. M& se za to, Ze leptin signalizujgkové tkaw do mozku nadirné hromadni
energetickych zasob a Ze mozek da signal ke snfgmiu potravy a zvyseni energetického
vydeje, diky¢emuZ nedochazi k vzniku obezity [30]. Leptinitoy v tukové tkani pronikaips
hematoencefalickou bariéru do CNS, konk&étio ARC v hypotalamu, a tam patige expresi
a sekreci orexigennich AgRP/NPY a stimuluje expaesekreci anorexigennich POMC/CART,
coz vede k poklesuifpmu potravy. V hypotalamu leptin oviiuje sekreci dalSich horman
regulujicich pijem potravy jako nap kortikoliberin, POMC, orexiny, MCH a melanokorin
[32].

Exprese leptinu je snizena mapii hladowni a vyrazné fyzické aktivif naopak je
zvySena fi nadneérném gFijmu energie [33]. Hladiny leptinu v krvi jsou obigcvySSi u Zzen nez
u mui. Souvisi to s vy3Si akumulaci podkozniho tuku i ez u mui (exprese mRNA pro
leptin je vySSi v podkoznim tuku nez v nitf@mim) a s gitomnosti estrogeénu Zen (estrogeny
zvysuji expresi a produkci leptinu) [34, 35, 36].

Leptin zabrauje steatdéz€ztucnéni) organi. U obéznich jedint nastane steatéza jater,
kdyz se vyerpa kapacita tukovych beékk ukladani tuku [37].

Leptin ma vyznamny vliv na HHG osu. Stimuluje uwali GnRH [38] a sekreci LH
a FSH [39]. Hraje ktiovou roli v reprodukci: ovlixiuje menstruéni cyklus, &hotenstvi a laktaci
[35, 40]. Je vyznamnym spou&m puberty. Je znamo, Ze aby doSlo k pohlavnimu
a pubertalnimu vyvoji, je iezitd gitomnost asp® malého mnozstvi tuku v organismu, coz
znamena minimalni koncentrace leptinudikBzem toho, Ze leptin pozitigrovliviiuje pohlavni
zrani, je studie ziskana ab/ob mysi. Podavéani leptinu infertiininob/ob mySim vedlo
k urychleni jejich pohlavniho zrani a obnoveniiligyt[41]. Nedostatek leptinu nebo porucha
jeho signalizace do lily je Uzce spojena s hypotalamickou infertilitobladava a lidi. Rizné
mySi kmeny (naip C57BL/6 a DBA/2J), jejichZz obezita je vyvolanasekotwnou potravou,
vykazuji vysoké hladiny leptinu {jpom wétSina z nich ma sniZzenou citlivost n&nky leptinu

a v hypotalamu mohou mit i niZSids receptak pro leptin) a inzulinu a snizenou plodnost [42].
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Receptory pro leptin

V roce 1995 byly identifikovanyeceptory pro leptin (Ob-R) [43]. Existuji fizné formy
receptod pro leptin, které maji shodnou extracelularni doma bd’ Zadnou Qb-Re — cirkuluje
v krvi a pravépodobré slouzi jako vazebny protein pro leptin), nebtzre dlouhou
intracelularni doménu: tzdlouha forma (Ob-Rb) ma dlouhou intracelularni doménu, nachazi
se v mozku, zejména v hypotalamu a NTS a je za#ipwy za signalizaci do bky; a tzv.
kratké formy (Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd a Ob-Rf) se liSi délkou intracelularni domény, podileji
se na transportu leptinu do tkani a udrzuji jelatédtladiny v organismu [44].

Receptory pro leptin jsou v hypotalamu séediny v oblastech, které ovihwji
regulaci gijmu potravy, tedy v ARC, VMN, PVN a DMN. V perifierse vyskytuji nap
v tukové tkani (bilé i hedé), plicich, ledvinach, slezin jatrech, tlustém W, prostat

a ovariich [30].

Signalizace leptinu do biky

Leptin vyuziva k penosu signélu do Ialky tzv. Janus-kinasy (neboli JAK; z anglického
vyrazu Janus Protein Kinase; jsou to tyrosinpréiessy) a STAT- protein (z anglického
vyrazu Signal Transducer and Activator of Trand@mig je to skupina intracelularnich
signélnich proteiin). JAK jsou spojeny s intracelularni doménou dlodibiény receptoru (Ob-
Rb) a po navazani leptinu k receptoru vyvolaji dogfci této domény. Fosforylovana
intracelularni doména se pak vaze na STAT-protditeye jsou po aktivaciipsouvany do jadra,

kde stimuluji transkripci specifickych gef23].

Leptin a obezita

U ob/ob mysi, které nejsou schopné produkovat leptin, seaplikaci leptinu snizila
jejich &lesnd hmotnost. Naproti tomu hladiny leptinu v ksau u ¥tSiny obéznich lidi zvySeny
vzhledem k obsahu tuku v organismu a jeho podaézmim osobam nevede ke snizeni jejich
hmotnosti [45]. To naziaje, Ze obézni lidé a hlodavci maji tzezistenci k leptinu, ktera je
charakterizovana vysokymi hladinami leptinu v krainecitlivosti na &inky exogeng
podavaného leptinu. @ody pro rezistenci k leptinu nejsouil® objasgny. Nefunknost
leptinu miZze byt zfisobena jeho nedostatgm transportem ies hematoencefalickou bariéru,
nebo je poskozena signalizace leptinu dikyu[46, 47, 48, 49]. Rezistence k leptinu se

negasgji vyskytuje u lidi a hlodavt, jejichz obezita je vyvolana vysok@nou stravou.
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1.4.1.2. Adiponektin

Adiponektin (také nZze byt uvadn jako Acrp30 a apM1l) je protein
0 244 aminokyselinach a byl objeven v roce 1994.[Bdiponektin je pokladan za protektivni
adipokin. Mirreé snizuje pijem potravy, vyraz# zlepSuje rezistenci k inzulinu (vysoké hladiny
adiponektinu zabrauji vzniku diabetu Il. typu; mechanismus, jakympaadiektin gisobi zlepSeni
citlivosti na inzulin, neni zcela jasny), zvySuj&idaci mastnych kyselin, sniZuje hladinu
triglycerida, pasobi protizastlivé a antiateroskleroticky [28, 51, 52].

Na rozdil od leptinu jsou koncentrace adiponektnkrvi snizeny u obéznich jediinc
a zvySeny u Stihlych [53]. Déle jsou jeho hladimizené viiznych modelech obezity: mysi
s nedostatkem leptinu eb/ob mysi, mysi s nefurdnim receptorem pro leptin -db/db mysi
a mysi, jejichz obezita je vyvolana vysok&itou potravou [51].

Adiponektin se vaze na membranové receptorjazgme s G-proteinyAdipoR1

(identifikovan zejména v kosternim svalulhdipoR2 (nag. v jatrech) [28].

1.4.1.3. Rezistin

Rezistin je adipokin bohaty na cystein a jeho ikdl@va hmotnost je 12,5 kDa. Byl
objeven v letech 2000/2001 nezavidieni wdeckymi skupinami [54, 55, 56]. Je produkovan
zejména adipocyty. Jeho fyziologické&inky jsou stale kontroverzni. Rezistin by mohl byt
dulezitym faktorem pro asociaci obezity s diabetemizdB stimul&ni inek inzulinu na
transport glukosy do adipoa@ytNeni ale znamo, zda takigobi i v jinych beikach a nevi se,
jakym mechanismem rezistin naruSujegévani inzulinovych signélbuikam. Neni ani jasné,
zda exprese a sekrece rezistinu jsou zvySené [ieébo snizené [58, 59, 60, 6% pbezit.
Podani nebo nadfma exprese rezistinu @gobuji rezistenci k inzulinu [62]. Role rezistinu
v obezit a utilizaci glukosy je izjma spiS u hlodavcnez u lidi. U mysi se zda, Ze rezistinitvo
antagonisticky funéni par s inzulinem, zatimco u lidi je vliv rezistima citlivost k inzulinu
slaby [28]. Je to Zksobeno prawpodobr odliSnou expresi rezistinu u hlodava lidi. U mysi
je nejwtsi exprese rezistinu v bilé tukové tkani a u sipliSe v kostniigni [28].

Rezistin je velmi kontroverznitfada otazekeka na objasimi. Nag. zda je rozpoznavan
specifickym receptorem, jaka je to molekula? Jakavlpst® normalni fyziologicka uloha

rezistinu v organismu?
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1.4.2. Ghrelin

Objev

Ghrelin byl objeven Kojimou a jeho spolupracovnikyoce 1999 jako ifirozeny ligand
»Sirotéiho" receptoru, ktery je specificky pro skupinu wtitkych sekretagogennich pepitid
(z anglického vyrazu ,Growth Hormone Secretagogu€i4S) [63]. Tento objev je typickym
piikladem tzv. ,reverzni farmakologie“. To znamena, riejprve byly testovanycinky GHS,
poté byl objeven receptor a nakondgoqzeny ligand, tedy ghrelin. GHS jsou peptidovdme
nepeptidové molekuly, které stimuluji vylwani fistového hormonu z hypofyzy. ProtoZe
ghrelin podporuje uvokni ristového hormonu, z této jeho vlastnosti poch&o jnadzev (slovo

.ghre” je praindoevropské a znameriaty.

Struktura

Preproghrelin je tvi@n 117 aminokyselinami, z nichZ prvnich 23 aminekys pati
signalnimu peptiduPo od&peni signalniho peptidu vznika dalSindp&Enim peptid obsahujici
28 aminokyselin. Tento peptid, ghrelin, je daletpassla&n¢ modifikovan: hydroxylova skupina
serinového zbytku v pozici 3 je esterifikovana rniaslovou kyselinou. Tato hydrofobni skupina
je dulezit4 pro biologickou aktivitu ghrelinlNedavno byl objeven enzym katalyzujici vazbu n-
oktanové kyseliny na hydroxylovou skupinu g4]. Tento enzym byl nazvan ghrelin-O-acyl
transferasa (GOAT). GOAT se vyskytuje v zaludkutievech, tedy ve stejnych mistech jako
ghrelin.

Existuji 4 formy ghrelinu, které vznikaji ze stepeéprekurzoru, ale liSi se typem acylaci
serinového zbytku v pozici 3: n-oktanoylovany ghre{(C8:0) (dale jen ghrelin, viz vySe
zmirgny), des-n-oktanoylovany ghrelin (dale jen desaghtelin), dekanoylovany (C10:0)
a prav@podobré decenoylovany (C10:1) [65].

Strukturu lidského ghrelinu ukazuje obr. 4. Lidskypotkani ghrelin se liSi pozici pouze
dvou aminokyselin (u potkaniho ghrelinu jsou v poZil a 12 misto argininu a valinu lysin
a alanin) Aminokyselinova sekvence potkaniho a hoyghrelinu se od sebe nelisi. Ghrelin byl

také detekovan u slepic, ryb a skok$66].
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Obr. 4. Strukaulidského ghrelinu[66].

Kromeé ghrelinu stoji je&t za zminku desacyl ghrelin. Je to neacylovana faghralinu,

ktera se vyskytuje v Zaludku a krvi. V krvi alektituje vice desacyl ghrelin nez acylovany. Je to

pravdpodobré proto, Ze poldas rozpadu desacyl ghrelinu je delSi nez ghrelilesdcyl ghrelin

asi 30 minut ve srovnéni s ghrelinem 9 — 13 mif@if). Fyziologické funkce desacyl ghrelinu
v organismu nejsou doposutili$ objasgné a vesSkeré publikované vysledky jsou kontroverzni
Neni nap. jasné, zda desacyl ghrelin sdm oé&aola &inek na pijem potravyci ho dokonce
nesnizuje [67]. Bylo zji&ho, Ze desacyl ghrelin podavany niti@b¢ blokoval ghrelinem
navozeny gijem potravy [68]. Desacyl ghrelin prasmbdobré neovliviuje Zaludéni sekreci

[69], ale bul’ potlatuje vyprazdovani Zaludku [70], nebo hailkec neovliviuje [69].

Vyskyt

Hlavnim zdrojem ghrelinu jsou bky sliznice Zaludku. V mensi i@ se vyskytuje nap
v dvanactniku, tlustém s, ledvinach, hypotalamu v ARC, hypofyze, pankreadtrci,
placent a plicich [71, 72, 73].

Vlastnosti

Ghrelin pIni v organismuadu dilezitych funkci. Nap stimuluje sekreci tstoveho
hormonu, zvySuje ijlem potravy, pijem energie, motilitu Zaludku a Zaludé sekreci.
Ovliviuje funkci slinivky liSni a metabolismus glukosy a ma kardioprotektiwiviky [66, 74].

V hypofyze ghrelin silé stimuluje vyplavovaniistového hormonu a slatprolaktinu
a kortikotropinu [71]. Rstovy hormon je uvalovan somatoliberinem (hormonem usagjlicim
rastovy hormon, z anglického vyrazu ,Growth Hormoneldasing Hormone“, GHRH)
a ghrelinem. Ghrelin ale stimuluje produkdistového hormonu jinym mechanismem nez
GHRH: receptor pro ghrelin je odliSny od receptpro GHRH. Vazba ghrelinu na receptor

aktivuje drahu fosfolipasy C, zatimco u GHRH je adenylatcyklasovy systém. Bylo navic
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zjisteno, Ze ghrelin a GHRH maji spolu synergistickynék na uvolgni nistového hormonu:
spole&na aplikace obou latek v nizkych koncentracich ayamé zvySila sekreci irstového
hormonu [75].

Ghrelin je jedinou periferni latkou, kterd zvySydjem potravy. Podporuje pozitivni
energetickou rovnovahu organismu: zvySuigep energie a pottaje jeji vydej. Vyslouzil si
prezdivku ,hormon hladu®, protoZe v organismu vyvd@&ocit hladu. Hladina ghrelinu v krvi je
vysoka ped jidlem a Bhem jedné hodiny po jidle klesa na nejnizSi hodndtw naznauje,

Je mnoho studii, které ukazuji, Zze ghrelin po poddo periferie (podkozn nebo
intravendzg) nebo do CNS (do mozkovych komor) u hlodazeySuje jejich glesnou hmotnost
potlatenim energetickych vydap zvySenim fijmu potravy [66, 76, 77].

Pfitomnost ghrelinu v mozku je nezbytnd pro jeho wvha regulaci fjmu potravy.
Zpusob, jakym nize ghrelin fisobit v CNS, je hdi pfimym kontaktem s neurony v mozku
(mozek v malé niie produkuje ghrelin a nachazi se tam i jeho recgptebo prosednictvim
aferentnich drah bloudivého nervu neboli nervu va@ylo zjiS€no, Ze vagotomie (chirurgické
pietti bloudivého nervu) pottaije schopnost ghrelinu zvySovatijpm potravy a uvalovat
rastovy hormon. To nazigje, Ze pitomnost nervu vagu je praiiaky ghrelinu kltovéa [78].
Lidsky ghrelin prochazi hematoencefalickou bariérpatimco mysSi ghrelin, ktery se liSi od
lidského pouze ve dvou aminokyselinadtejmé neprochazi [79].

Leptin jako periferni anorexigenni signal a ghrejako periferni orexigenni signal
reguluji energetickou rovnovahu v organismu na grdwpotalamu. Ve vztahu ke ghrelinu
leptin blokuje ghrelinem navozenyijgm potravy a tvii s nim antagonisticky fugtki pér.
Ucinek ghrelinu na fijem potravy je zprosedkovan specifickym receptorem v hypotalamu
v ARC. V ARC se vyskytuje mimo jiné i receptor deptin. Po vazbé ghrelinu na receptor se
v ARC aktivuji orexigenni neuropeptidy AgRP/NPY a&peese a sekrece anorexigennich
neuropeptid POMC/CART jsou potléovany, tim dochazi k zvySentipnu potravy. Leptin méa
na tyto neuropeptidy opay &inek [66, 72]. Schémaigobeni ghrelinu a leptinu na regulaci

piijmu potravy v hypotalamu je znazéne na obr. 5.
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Obr. 5. Schéma regulace /fjygmu potravy ghrelinem a leptinem v hypotalamuSignal
periferniho leptinu omezujeripem potravy, zatimco periferni ghrelin signaliziijhladovni
stimuluje chi k jidlu. Oba hormony informuji mozek o stavu eagcffych zasob aisobi jako

fyziologi‘ti antagonisté [72].

Ghrelin ovliiiuje energetickou rovnovahu také tim, Ze sniZujdéizati tuku a tak
prispiva k hromaéhi energetickych zasob [73].

Zaludek je hlavnim zdrojem ghrelinuiiRehirurgickém zmen3eni Zaludku dochazi ke
snizeni sekrece ghrelinu [66]. Intravendzni podghirelinu zvySuje sekreci kyseliny
chlorovodikové a motilitu Zaludku. Vagotomie alatte(tinek rusi [66].

Hlavnim regulatorem sekrece ghrelinu je potravaniNale jasné, jakym Zjgobem
potrava @isobi a ktera(é) jeji slozka(y) hraje(i)ddivou roli. M& se za to, Ze by to mohla byt
glukosa, a tudiz i hladiny inzulinu v krvi. Bylo kiazano, Ze intravendzni podani glukosy snizuje
koncentrace ghrelinu v krvi [80]. Vysledky ukazujidiv ghrelinu na sekreci inzulinu jsou
kontroverzni. Nkteré studie dokazaly inhimi &inky ghrelinu na sekreci inzulinu a dalSi
prokazaly opak [66, 72]. Nicmérhladiny ghrelinu a inzulinu jsou oviiwvany koncentraci
glukosy v krvi. Pokud je hladina glukosy vysoka,rgm stimuluje hladinu inzulinu afp
bazalnich koncentracich glukosy ghrelin nema véivsakreci inzulinu [66].
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Exprese mRNA pro ghrelin a jeho receptor v srdcacat dokazuje pmy &inek
ghrelinu na kardiovaskularni systém. Ghrelin olsedapSujetinnost srdce a cév. Snizuje krevni

tlak a tepovou frekvenci srdce [66, 73].

Receptory pro ghrelin

Receptor pro ghrelin (GHS-R) se sedmi transmembranovymi doménani jgakgny
s G-proteinem. Jsou zname dva typy recépioojmenované jakGHS-R1laaGHS-R1b.

MRNA pro receptor GHS-R1a se nachazi v mnoha mgzkoublastech. Ve velké bei
se vyskytuje v hypotalamu, konkrétv ARC. Také se vyskytuje v somatotropnichikach
hypofyzy. mRNA pro receptor GHS-R1a byla v mal&arprokazana i v periferii: v Zaludku,
tenkém a tlustémigw, srdci, jatrech, ledvinach, plicich, slinivcgdni a tukové tkani [66, 71].

Receptor GHS-R1b je na C-konci zkraceny ve srovisamiceptorem GHS-Rla [66].
Funkce GHS-R1b neni dosud zndma [71].

Signalizace ghrelinu do biaky

Ghrelin vyuziva k penosu signalu do iy tzv. systém fosfolipasy C. Vazba ghrelinu na
receptor GHS-R1a vede k aktivaci fosfolipasy C, lo#oi inositol trifosfatu a nasledn
ke zvySeni intracelularni hladiny €aionti. C&* ionty aktivuji proteinkinasu C a ta pak

fosforyluje intracelularni proteiny [66, 81].

Ghrelin a obezita

Hladiny ghrelinu v krvi negativhkoreluji s BMI a mnozZstvim tuku v organismu, jsou
tedy nizké u obéznich jediinca vysoké u Stihlych [82]. Ztrata hmotnosti tgpbene
nizkokalorickou stravou a/nebo ¢enim vyvola zvySeni hladiny ghrelinu. S timto fahkte
souvisi i vysoké koncentrace ghrelinu u pacientelsyyndromem mentalni anorexie a mentalni
bulimie, u nichZ se hladina ghrelinu dostala donménich hodnot po zvySerdlésné hmotnosti
vyvolané vysokokalorickou stravou [83].

1.4.2.1. Analogy ghrelinu

Ligandy receptar obecr délime na agonisty, antagonisty a inverzni agoni&gonista
je latka, ktera po vazbna receptor zvysi jeho aktivitu (rapsignalizaci do hiky). Plny
agonista vyvola maximalni odp&¥, kdeztocast&ny agonista pouz&asténou. Receptor GHS-

Rla vykazuje silnou konstitutivni aktivitu, to znend, Ze receptor GHS-R1asobi sdm o sab

28



(vysila signal do hitky) bez ohledu na to, zda jéifpmen ligand. Z pohledu vazby ghrelinu na
receptor rozliSujeme kompetitivni a nekompetitiaritagonisty. Kompetitivni antagonista se
vaze na receptor na stejné misto jako agonist&(f@atinek agonisty tim, Ze sat#i o stejne
vazebné misto), kdezto nekompetitivni antagonigamize vazat na jiné vazebné misto
a potla&uje odpo¥d’ na navazani agonisty na receptor. Z pohledu Kotistii aktivity receptoru
rozliSujeme neutralni antagonisty a inverzni aggniNeutralni antagonista se vaze na receptor,
potlauje &inek agonisty, alefftom neovlivni konstitutivni aktivitu receptoru.verzni agonista
inhibuje jak &inek agonisty, tak i konstitutivni aktivitu recepidobr. 6) [84].

Ghrelin jako stimulator chuti k jidlu hraje vyznaou roli v dlouhodobé regulackipmu
potravy a energetického metabolismu. Proto gpwasné epidemii obezity se antagonisté
a zejména inverzni agonisté (ti zcela patja konstitutivni aktivitu receptoru GHS-R1a)
receptoru GHS-R1a jevi jako potencialni latky pg&bl obezity. Inverzni agonisté by mohli

zabranit soustavnému pojidani mezi hlavnimi jidig d umoznit fiiem grimérenych porci [85].

S Agonista

=

o

()

(6]

Konstitutivn i aktivita = 2 Neutrlni antagonista
bazalni aktivita receptoru = 7 'm' 9

E

<

< .

Inverzni agonista

log vzr Ustajici koncentrace ligandu

Obr. 6. Diagram koncentréni zavislosti odezvyiznych ligand: receptoru[84].

1.4.2.1.1. Agonisté receptoru GHS-R1a
Byla studovanaada fragmerit ghrelinu a jejich schopnost vazat se na receptes-G
R1a. Cilem bylo wit minimalni sekvence pt#bné k zachovani biologické aktivity ghrelinu.
Analog obsahujici prvnich 5 N-koncovych aminokiys®lych zbytki ve struktie
ghrelinu (viz obr. 4) je schopny ste&jefektivre aktivovat receptor GHS-R1a jako ghrelin v celé

jeho délce. N-koncovy pentapeptid se sekveéBigiSer-Ser{-octanoyl)-Phe-Leu predstavuje
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tzv. ,aktivni jadro“ ghrelinu, je to tedy minimalrsekvence pét¢bné k zachovani biologické
aktivity ghrelinu [86]. C-koncové fragmenty ghrelifsou neaktivni.

Dale byl zkouman vliv délky mastné kyseliny navé&ana serinu v pozici 3, vazby
oktanové kyseliny na serinu v pozici 3, nahradyngseza jinou aminokyselinou a zmy naboje
na N- i C-koncovych aminokyselinovych zbytcich. ysledki je patrné, Zeip zamené serinu
v pozici 3 za aromatickou aminokyselinu (hagryptofan) byla zachovana vazba takového
analogu k receptoru GHS-R1la, alé pamené za aminokyselinu s alifatickym postrannim
fettzcem (nap valin nebo leucin) nedochazi k vé&zima tento receptor. @ezita je L-
konfigurace aminokyseliny v této pozici. Pro udiZzbiologické aktivity jsou dlezité pozitivré
nabité aminokyseliny (na N- nebo C-konci peptiduggativié nabité aminokyseliny aktivitu
potluji [87]. P zamene esterové vazby oktanové kyseliny na serinu v paZiza vazbu
amidovou byla zachovana biologicka aktivita [86]1toio vyplyva, Ze nestabilni esterova vazba
neni nezbytna pro vazbu na receptor.

Jest driv, nez byl objeven ghrelin, byl testovan prvni teyicky gripraveny agonista
receptoru GHS-R1a — hexapeptid GHRP-6.¢Edmpak byli odvozeni dalSi agonisté receptoru
GHS-R1a: GHRP-2, GHRP-1 a hexarelin [88]. Na N-ko@HRP-6 a hexarelinu imou byt
piipojené d¥¢ aminokyseliny (Tyr a Ala) proifpadnou jodaci, a tak vznikli dalSi dva agonisté
receptoru GHS-R1a: Tyr-Ala-GHRP-6 a Tyr-Ala-hexarelAminokyselinové sekvenceédhto
peptidovych agonigt receptoru GHS-R1a ukazuje tab. 2. Vazebnymi emparty s'*I-Tyr-
Ala-GHRP-6 byla utena specificka vazba k receptoru GHS-Rla na merabhamurk
izolovanych z pedni hypofyzy a hypotalamu potkana [89]. Poni&tiTyr-Ala-hexarelinu byla
vazebnymi experimenty dok&zana specifickd vazbeckptoru GHS-R1a v membranach &un

izolovanych z lidské hypofyzy a hypotalamu [90].

Tab. 2. Aminokyselinové sekvence peptidovych agdnieceptoru GHS-R1a

Analog Sekvence

GHRP-6 His-D-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH

GHRP-2 D-Ala-DgNal-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH

GHRP-1 Ala-His-DBNal-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH

hexarelin His-D-2-methyl-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NIH
Tyr-Ala-GHRP-6 Tyr-Ala-His-D-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Ly8HH,
Tyr-Ala-hexarelin Tyr-Ala-His-D-2-methyl-Trp-Ala-r-D-Phe-Lys-NH
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ProtoZze GHRP-6 vykazoval kratky pdé&s rozpadu (20 minut u lidi), byli navrZeni
nepeptidovi agonisté. Je jich velké mnozZstvi, agkimnejSi je MK-0677, jehoZ strukturu
ukazuje obr. 7A. Je velmiinny in vitro, ma dobrou biologickou dostupnost a @gal® rozpadu
(4,7 hodin u p8). V klinickych testech na lidech vyraznstimuloval uvolgni nistového
hormonu [84]. Déle je ddb popsany JMV 1843, jehoZ strukturu ukazuje obr.J\BV 1843 ma
vétSi schopnost uvibvat ristovy hormon nez ghrelin a hexarelin [91]. Byl doke podavan
lidem na uvoléni ristového hormonu peror&n92] a nyni je v druhé fazi klinické studie.
Dosud je&t neni znama studie zabyvajici se jelimkem na pijem potravy.

Agonisté receptoru GHS-R1a mohou slouzit jako lakyrékteré nemoci: kromh Iécby
deficitu mistového hormonu mohou dale maplouZzit k I&bé¢ kachexie nebo anorexie. Takovi
agonisté zvysujiijem potravy adlesnou hmotnost u paciéns kachexii nebo anorexiiréhled

agonist, ktefi jsou nyni klinicky testovany, uvadi Depoorteré][8

A) B)
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Obr. 7. Struktury rkterych nepeptidovych agonistreceptoru GHS-R1a:
A) MK-0677; B) IMV 184391].

1.4.2.1.2. Antagonisté receptoru GHS-R1a
Nejpouzivagjsi peptidovi antagonisté receptoru GHS-R1a jsowy§'|GHRP-6 a [D-
Arg', D-Phé, D-Trp"®, Leu™Jsubstance P (dale jen SPa), jejich? aminokyseéirsBkvence jsou

uvedené v tab. 3.
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In vitro [D-Lys]]JGHRP-6 vytsiioval ghrelin v buénych membranéch bk CHO-K1
s transfektovanym lidskym receptorem GHS-R1a [9B}Lys’|GHRP-6 vytsioval ghrelin
v potkanich hypofyzarnich tumorovychikéch RC-4B/C a pottmval uvolréni C&* vyvolané
ghrelinem [94].Dale [D-Lys’]GHRP-6 inhiboval ghrelinem vyvolanou fosforylacRE 1/2
(zkratka pochazi z anglického slova Extracelluln&l-Regulated Kinase typ 1/2; tato kinasa
pati do rodiny mitogen-aktivovanych proteinkinas) wikach HEK 293 s transfektovanym
lidskym receptorem GHS-Rl1a [95]n vivo [D-Lys*|GHRP-6 kratkodob snizoval pijem
potravy u Stihlych mysi (nitrél$ni podani a podani do mozku) a mysi, jejichz nadayla
vyvolana vysokoténou potravou (nitrafiSni podani) [96]. KdyZ byl [D-Ly§GHRP-6 podavan
dlouhodolé (po dobu 6 di) nitrok¥iSné ob/ob mySim, doslo 5. a 6. den periferniho podavani
k poklesu jejich @lesné hmotnosti [96]. Po nitr&iBnim podani [D-Ly§GHRP-6 snizoval
piijem potravy u obéznicta/fa potkani (maji mutaci genu kodujiciho receptor pro lepf@v).

SPa fisobi spiSe jako inverzni agonista, proto tato ldbtkae zmitna nize mezi
inverznimi agonisty.

Tab. 3. Aminokyselinové sekvence peptidovych antégfg receptoru GHS-R1a

Analog Sekvence
[D-Lys*|GHRP-6 His-D-Trp-D-Lys-Trp-D-Phe-Lys-NH
SPa D-Arg-Pro-Lys-Pro-D-Phe-GIn-D-Trp-Phe-D-Trp-teeu-NH,

Z nepeptidovych antagonisteceptoru GHS-R1a je zndma série latek ve §asoxazol
karboxamidi. Déle byly identifikovany slateniny odvozené od tetralin karboxarjickteré
mely vin vivo testech lepSi farmakokinetické vlastnosti nez igokakarboxamidy [98].
Bylo nalezeno skute¢ velké mnoZstvi nepeptidovych antagoiisteceptoru GHS-R1la.
Laboratd prof. Martineze v Montpellier ve Francii se zabywémo jiné chemii nepeptidovych
ligandi receptoru GHS-R1a. Tyto latky byly testovanyitro a u rékterych z nich byl studovan
jejich &inek na pijem potravyin vivo. Ligandy receptoru GHS-R1la, které v litetatu
vykazovaly @inek na pijem potravy, jsou JMV 3002 (antagonista, viz o®BfA), JMV 2959
(antagonista) a JIMV 281@4ste&ny agonista). Tytoit latky vyznamr potlatovaly orexigenni
(cinek ghrelinu na fijem potravy po podani do mozku u Stihlych potkadavic jednorazové
centralni podani¢thto latek zpsobilo potl&eni @ijmu potravy u Stihlych hladovych potkian
Neni ale znamo, zda tyto latky prochazi z perifeliemozku a zda by jejich periferni podani

meélo podobny vliv na fijem potravy jako centralni podani [99]. Dlouhoddpé dobu 14 din)
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spol&né podavani JMV 2959 s ghrelinem snizdtesnou hmotnost u Stihlych potkafiL00].
In vivo JMV 3002 snizZil pijem potravy vyvolany hexarelinem u sytych potkdt01]. DalSi
nepeptidova latka z laboraeoprof. Martineze je JIMV 3414 (obr. 8B). Tato la#ean vivojevila
jako antagonista receptoru GHS-R1a, kdyz gddaiijem potravy u mysi po peroralnim podani

(Fehrentz JA, Martinez J a kol. — doposud nepubkbkeé vysledky).
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Obr. 8. Struktury rekterych nepeptidovych antagonisteceptoru GHS-R1a:
A) JMV 3002[101]; B) IMV 3414

1.4.2.1.3. Inverzni agonisté receptoru GHS-R1a
Receptor GHS-R1a ma jednu z negiich znamych konstitutivnich aktivit. Hladiny
ghrelinu v Kkrvi jsou zvySenédre pied jidlem, po jidle klesaji a asi hodinu po jidkezase zvysi,
a tak je organismusiipraven gijimat dalSi stravu. tomnost inverzniho agonisty the
zpisobit, Ze dojde k poklesu konstitutivni aktivityceptoru GHS-R1a, a tak nemameipbt
pojidat dalSi jidla mezi hlavnimi jidly. Navic inzai agonista riwve zvysSit citlivost
k anorexigennim hormam, nag. k leptinu a inzulinu, a tak dojde k sniZertijjpu potravy.
Inverzni agonisté tak mohou slouzit jako potenditdrapeutika pro tébu obezity [84, 102].
Substance P je peptid o 11 aminokyselinach, ktgvplava bolest, stres a Gzkost [103].

Pasobi es receptor NK1R. Substance P a jeji receptor sbamzaji v mozkovych oblastech,
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kteréiidi naSe emoce (nApv hypotalamu, amygdale) [103]. Substance Prgalipetem zajmu
farmaceutického @dmyslu, neb6 existuje snaha nalézt latky pditlgici jeji &inky, tedy
antagonisty receptoru NK1R, kieoy pisobili jako analgetika a antidepresiva. Byly nawge
raizné analogy substance P s antagonistickytmky [84]. Nejlépe popsany je SPa, jehoz
aminokyselinova sekvence je uvedena v tab. 3. Tentagonista se vaZe na receptor GHS-R1a
[84], NK1R [104] a receptor pro bombesin [105].ahd vyplyva, Ze tento antagonista je
nespecificky a tato vlastnost je jeho ri$i nevyhodou. Je znam vice jako inverzni agonista
receptoru GHS-R1a nez antagonidtavitro SPa vyznam potlatoval konstitutivni aktivitu
receptoru GHS-R1la v bkach CHO s transfektovanym lidskym receptorem GHS$3;Rale
nikoliv v potkanich hypofyzarnich tumorovych ik#ch RC-4B/C [94] a dale inhiboval
ghrelinem vyvolanou fosforylaci ERK 1/2 vitkéch HEK 293 s transfektovanym lidskym
receptorem GHS-R1a [95]n vivo po nitrok¥iSnim podani snizoval kratkod®lptijem potravy

u Stihlych mysi [96]. Po dlouhodobém (po dobu &)drodavani SPa do mozku doslo k snizeni
télesné hmotnosti affjmu potravy u Stihlych potka@n[106]. (Kinkem SPa byla pott@na
exprese orexigenniho NPY v hypotalamu [106]. Bytypgany takeé dinky antagonisty receptoru
NK1R CJ 012,255, ktery potlaval pijem potravy a snizovaléliesnou hmotnost u mysi

s nedostatkem leptineb/ob mysi, a mysi, jejichZz obezita byla vyvolana vysokaobu stravou
[107].

1.4.3. Vzajemny vztah estradiolu a adipokif a ghrelinu

Pritomnost receptdr pro pohlavni hormony v bilé tukové tkani nabizi Zmast,
Ze pohlavni hormony mohdidit sekreci a/nebo expresi adipokin

Je evidentni, Ze rozdily mezi pohlavimi v citlitiopa leptin a inzulin souviseji
S mnozstvim tuku v organismu. Je znamo, Ze potsamici jsou citli¢jSi na katabolické dinky
inzulinu v mozku, zatimco potkani samice jsou \jii na centralni katabolick&iaky leptinu
[36, 108].

Nedostatek E2 (u ovariektomovanych hlodawc postmenopauzalnich Zen)ugpbuje
centralni rezistenci k leptinu [109]. V souladuirs perifere nebo centrakh podavany E2 hdl
potkanim samim nebo ovariektomovanym samicim zvySoval citlivoatleptin v mozku [36,
110]. Déale je znamo, Ze estrogen zvysSuje fosfon@#aAT vyvolanou leptinem. To naz&ige,
Ze signalizani drédha vyuZivajici aktivaci STAT je aktivovandaregenem a leptinem [109].

Hladiny adiponektinu v krvi jsou vysSi u Zzen nemuzi [53, 111]. Na druhou stranu je

znamo, Ze podani estrogenu patfe hladiny adiponektinu u ovariektomovanych mysid].
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Hladiny mRNA pro rezistin jsou potlavany estrogenem [113]. Hladiny rezistinu v krvi
jsou snizené u ovariektomovanych mysi ve srovnargéosariektomovanymi (tj. s fudkimi
vajecniky) [114].

Ueinky ghrelinu jsou stimulovanyipnizké hladig E2, tj. u sam& a ovariektomovanych
samic, a naopak dodani E2 vede k pettd orexigennichdinka ghrelinu. To naznaije, Ze se
ghrelin podili na varstu hmotnosti po ovariektomii [115]. Na druhou stra ovariektomie

nentla vliv na expresi a produkci ghrelinu v Zaludkteré naopak estrogen zvySuje [116].

1.5. ZVIRATA JAKO BIOLOGICKY MODEL

Obecrt hraji experimentalni laboratorni ¥afa dilezitou roli @i studiu lidskych
onemocgni a &inka latek. Ri studiu g@ic¢in obezity jsou vhodnymi modelovymi organismy
mysi a potkani.

Laboratorni zwviata rozliSujeme na dva typygeneticky definovana (izogenni)

a geneticky nedefinovana (neizogenniMezi geneticky definovana zeita pati mimo jiné
kmen inbredni, ktery vznik4 jako produktifbuzenské plemenitby mezi bratry a sestrami po
vice nez 20 generaci. U inbrednich kiingngeneticka totoZznost vSech jedinMezi neizogenni
zvirata paiti outbredni linie vznikla p&enim zvfat geneticky heterogennich s cilem minimalni

moznosti pibuzenské plemenitby [117].

1.5.1. Model mySi obezity: Obezita vyvolana vysokoténou dietou

V této praci je vyraz ,dieta” pouzivan ve vyznansirgva“ gipadré ,potrava“ a nikoliv
ve smyslu ,redu&ni dieta“.

Obezita vyvolana vysokotnou dietou (z anglického vyrazu ,Diet Induced Obgsi
dale jen zkratka DIO) u hlodafrge velmi podobna lidské obegitMySi se stanou obéznimi po
dlouhodobém krmeni potravou se zvySenym obsahewm tuk

Dlouhodoba konzumace vysokoné diety zjisobi rezistenci k leptinu a inzulinu.
Hladiny leptinu jsou fimo un&rné obsahu tuku v organismu. Obézni lidé a hlodawaji
vysoké hladiny leptinu v krvi a jsou necitlivi n&iriky leptinu. Dochazi u nich k poruSe
regulanich &inkua leptinu (pravdpodobré na drovni signalizace leptinovych recefitodo
buriky) [47, 49].
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Obezita navozena vysokohou dietou je zavislad na typu #eciho kmene, délkou
a skladbou vysokotmé stravy. Nkteré zvieci kmeny jsou obzvlaéSinachylné k vysokotiné
diett. Jsou to nap potkani Wistar a Sprague-Dawley nebo mysi z kmékdr/J, SWR/J
a C57BL/6 [118, 119]. Tyto zkeci kmeny jsou vhodné pro studium obezity. Dloutyco
krmenim vysokoténou dietou dochazi k vizstu produkce leptinu a k periferni leptinové
rezistenci, tj. &koliv jsou hladiny leptinu v periferii vysoké, mdez@edostava signal, ktery by
vedl ke sniZzenifjmu potravy a vysokottnou dietu kompenzoval [46]. Je znamo, Ze potrava
obsahujici ¥tSi mnozstvi zivéisSného tuku nebo rostlinného olejiésgpiva k vyvoji obezity [120,
121].

36



2.

CILE DIZERTA CNi PRACE

Charakterizace modelu obezity u mySi: Obezita vyvaina vysokotwnou dietou

Model obezity vyvolané vysokatnou dietou je vhodny pro studium lidské obezity ake
neba’ tyto mysi se stanou obéznimi po dlouhodobém krmetravou se zvySenym obsahem
tuku. Jednim z ail této prace bylo zavést takovy model obezity, dktarezovat jej

a nakonec vybrat vhodny mysi kmen pro dalSi expentyin vivo na @ijem potravy.

Charakterizace modelu obéznich mysSich samic:

Ovariektomované mySi samice na vysokotmée dieté

Model ovariektomovanych mySich samic na vyso&oéudiet je podobny lidské obezitpri
nedostatku estrogenu, coZ je sta¥rty u Zen po menopauze. V tomttipgadt byl cilem
prace studovat vliv vysokotné diety a estradiolu na metabolické parametry
u ovariektomovanych samic. Déale jsme vyslovili hygau, Ze citlivost k leptinu,
vyznamnému regulétoru figmu potravy, niZze byt naruSena ovariektomii a/nebo
vysokotwnou dietou. DalSim cilem tedy bylo studovat citivk centrald podavanému
leptinu u ovariektomovanych samic s ndhradou esitad bez estradiolu.

Studium vlivu antagonistia receptoru ghrelinu na péijem potravy u obéznich
ovariektomovanych mysich samic

Ucinek ghrelinu, tzv. hormonu hladu, je zvy3eny urakiomovanych samic. Antagonisté
nebo inverzni agonisté receptoru ghrelinufikbdokuji (€inky ghrelinu, mohou sniZitifjem
potravy a &esnou hmotnost. Vyslovili jsme proto hypotézutyte latky mohou byt zvIast
acinné u ovariektomovanych samic. Cilem prace bymletat kratkodoby vliv antagonist
a inverzniho agonisty receptoru ghrelinu rgem potravy u riim nedotenych mysSich
samic na standardni dietnejinngjSi latky pak studovat kratkoddna gijem potravy
u ovariektomovanych mySich samic na standardnisakot&né die¢, a na zakla#l téchto
vyslediki vybrat vhodné antagonisty nebo inverzniho agonigiceptoru ghrelinu pro
studium jejich dlouhodobého ¢inku na gijem potravy a metabolické parametry
u ovariektomovanych samic, krmenych standardni ngsmkot@&nou dietou, s nebo bez
dodani estradiolu.
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3. MATERIAL

Chemikalie

- 17B-estradiol-3-benzoéat Sigma-Aldrich, St. Louis, MIKA

- Fyziologicky roztok Fresenius Kabi (Infusi), kadev,CR

- Dimetylsulfoxid Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
- Duracrol Spofa - Denta;R

- Ketamin, xylazin Spofa;R

Testované latky

- leptin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

- [D-Lys*|GHRP-6 Syntetizovan v Ustavu organické chemie
a biochemie Akademiéd/Ceské republiky, v.v.i.,
Praha& R

- [D-Arg?, D-Phé, D-Trp"®, Leu*Jsubstance P
Syntetizovan v Ustavu organické chemie
a biochemie Akademiéd/Ceské republiky, v.v.i.,
PrahaCR
- JMV 1843, IMV3002 a JMV 3414 Dar od prof. Martinelrestitut des Biomolécules
Max Mousseron, Montpellier, Francie

Laboratorni zvirata

- Outbredni linie NMRI Bio Test s. r. 0., Konarovi€&R

- Inbredni kmen C57BL/6 Ustav molekularni genetikyadlkmie ¥d Ceské
republiky, v.v.i., Praha&(R
Velaz s. r. 0., Koke CR
AnLab, PrahaCR

Dieta pro laboratorni zvirata

- Standardni dieta St-1 Mlyn Kocanda, Jesertfe,

Kity

- ELISA kit BioVendor, BrnoCR
na stanoveni mysSiho rezistinu

- ELISA kit Linco Research, St. Charles, MI, USA
na stanoveni mysiho leptinu

- RIA kity Linco Research, St. Charles, MI, USA
na stanoveni mysSiho inzulinu a adiponektinu

- Kit na stanoveni triglycerid Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Pristroje a programy

- Glukometr Glucocard Arkray, Kyoto, Japonsko

- TSE VideoMot 2 TSE Systems, Bad Homburgniécko

- Graph-Pad Prism 5 San Diego, CA, USA

- Kryomikrotom CM1900 Leica, Brn&CR
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4. METODY

4.1. ZAVEDENI MODELU OBEZITY VYVOLANE VYSOKOTU CNOU DIETOU
U MYSI

4.1.1. Experimentalni zviata a diety

Model DIO (viz kapitolu 1.5.1.) byl zaveden u owtinich NMRI (Bio Test s. r. 0.,
Konarovice, CR) a inbrednich C57BL/6 (Ustav molekularni genetikigademie wd Ceské
republiky, v.v.i., PrahaCR) mySich samic a samic. Zuiata byla chovana v akreditovaném
zwvefinci Ustavu organické chemie a biochemie Akadendé(eské republiky, v.v.i. b teplog
22 + 2 °C, ndla volny pristup k potraw i piti a rytmus s#tlo/tma byl 12/12 hodin. Se Zaty
bylo zachazeno podle zdkona o ockrawirat proti tyrani (zakod. 246/1992 Sb.).

MySi konzumovaly vysokottnou dietu (dale jen HF dieta; zkratka HF pochazi
z anglického vyrazu od slova ,high fat*) od 7. d@. 2ydne ¥ku (do 7. tydne &u byly na
standardni di¢t dale jen ndmi zavedena zkratka St dieta). HFadiisahovala 13 % protéin
27 % sacharil a 60 % tuk [120]. Byla slozena ze 40 % St-1, 34 % sunaru, %985
slune&nicového oleje a 1 % kukkného Skrobu. Energeticka hodnota HF diety bylak6&8/g
[120]. | u €chto mysi byl pravidekjednou tydg sledovan jejich iiem potravy a hmotnost od
6. do 22. tydne &ku.

Jako kontrolni mySi nam slouzily oba vySe zémié kmeny krmené St dietou St-1. St
dieta obsahovala 25 % prot&jr66 % sacharitla 9 % tuk. Energeticka hodnota St diety byla
3,4 kcal/g. Hmotnost mysi &ifem potravy byly sledovany pravideljednou tydg od 6. do 22.
tydne ku.

4.1.2. Charakterizace modelu

Pro charakterizaci modelu byly odebrarékteré organy a v séru byly stanoverdkierée
dulezité biochemické parametry (viz dalefe® odebranim orgéna krve byly mysi syté. Rano
byly mySi usmrceny cervikalni dislokaci a byla jodebrana krev. Z celé krve bylo po ¢kishi
krevniho kol&e ziskano sérum (centrifugaci 3000 x g, 15 miiul® °C), které bylo uchovano
pii — 20 °C.

Z mySi byl odebran tuk: nitr@i$ni, gonadalni (kolem pohlavnich orgqra podkoZzni.
Tuk byl spojen a zvazen.
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V séru mysi byly stanoveny hladiny leptinu, inzulia glukosy. Koncentrace leptinu byly
meéteny pomoci ELISA kitu a koncentrace inzulinu pom&iA kitu. Hladina glukosy byla

zmeiena glukometrem.

4.2. ZAVEDENI MODELU OVARIEKTOMOVANYCH MYSICH SAMIC
NA VYSOKOTU CNE DIETE

4.2.1. Experimentalni zviata a diety

Tento model byl zaveden u inbrednich mySich sankmene C57BL/6 (Velaz s.r.o.,
Kole¢, CR). Zvitata byla chovana v akreditovanémeéiinci Ustavu organické chemie
a biochemie Akademiesd Ceské republiky, v.v.i. podle vy3e popsanych podin{ne kapitolu
4.1.1.). VSechny mysi byly v tomtaripadt ovariektomované (dale jen nami zavedena zkratka
OVX). Polovina OVX samic byla krmena St dietou (wdstavec 4.1.1.) a druha polovina HF
dietou (viz odstavec 4.1.1. pouze s tim rozdileenmnisto 25 % slurd@icoveého oleje bylo v této
diett obsazeno 25 % prasho sadla). OVX samice konzumovaly HF dietu od &.2d. tydne
véku (do 8. tydne &u byly na St digf). Prijem potravy a hmotnost vSech mysi byly sledovany
pravidelrg jednou tyde od 6. do 27. tydnegku. Fred pokusem naifjem potravy byla viazena
nejleRi tretina OVX samic na HF digt

4.2.2. Ovariektomie a dodani estradiolu

V5. tydnu ¥ku byly mySi ovariektomované (oba vapéky byly odebrany) podle
Gearyho a kol. [122]. MySi byly dmem operace v anestezi (nitf@mi injekce
ketaminu/xylazinu: 100 mg/kg ketaminu, 16 mg/kgazyhu).

Polovine OVX mySim na St digta polovie OVX mysSim na HF diet byl podkozg
(subkutany, dale jen SC) podavan E2 ve farmh7p-estradiol-3-benzoatu v davce 8 pg/mys
(rozpuskny v sezamovém oleji) kazdé 4 dny, &gitc ged pokusem natflem potravy [110], tj.
pied podanim leptinu (viz nize).

Pro charakterizaci modelu byly zavedeityti skupiny mysi:

OVX/St: OVX samice na St diet

OVX/HF: OVX samice na HF dist

OVX/St + E2: OVX samice na St dies nahradou E2
OVX/HF + E2: OVX samice na HF diéts ndhradou E2
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4.2.3. OdkEr krve/séra a organi

Ve 27. tydnu ¥ku rano syté OVX samice byly usmrceny cervikalslakaci a byla jim
odebrana krev. Z celé krve bylo ziskano sérum wtejapisobem, jak je to popsané v kapitole
4.1.2.

Z OVX samic byl odebran tuk: nitréiBni, gonadalni (kolem pohlavnich orgsn
a podkozni. Tuk byl spojen a zvazen.

4.2.4. Stanoveni biochemickych parameti v séru
V krevnim séru OVX samic byly stanoveny hladinyuhzu a adiponektinu pomoci RIA
kitu; koncentrace leptinu a rezistinu pomoci ELIS#u; hladiny glukosy byly raeny

glukometrem a koncentrace triglycerikvantitativni enzymatickou reakci.

43. VLIV VYSOKOTU CNE DIETY A ESTRADIOLU NA CENTRALNI
UCINKY LEPTINU U OVARIEKTOMOVANYCH SAMIC

4.3.1. Stanoveni Fijmu potravy

Rezistence k leptinu je v literai dolfe popsana zejména u mysSich sajroto byl
nejprve proveden pokus néijpm potravy po podani leptinu mySim samcz kmene C57BL/6
(Velaz s.r.o., Kolg CR) na St a HF diet Samci byli chovani v akreditovanémégwci Ustavu
organické chemie a biochemie Akademi&d \Ceské republiky, v.v.i. Polovina samdyla
krmena St dietou (viz odstavec 4.1.1.) a druhavioéoHF dietou (obsah HF diety byl stejny
jako v kapitole 4.2.1.). Samci konzumovali HF dieti 8. do 25. tydne&ku (do 8. tydne &u
byli na St diet). Pred pokusem naifjem potravy, samci byli charakterizovani: jejickjem
potravy a hmotnost byly sledovany jednou &aal 6. do 25. tydne&ku, ve 25. tydnu &ku byl
syti samci usmrceni cervikalni dislokaci a byl jggebran a zvazen tuk (nitrié&ni, gonadalni
(kolem pohlavnich orgdn a podkozni) av jejich séru byly stanoveny hlgdiglukosy
a inzulinu.

Leptin byl podavan sandim na St a HF diétve 25. tydnu &ku intracerebroventrikulaegn
(dale jen ICV) do 3V. Zavedeni ICV kanyl se prosadpodle Maletinské a kol. [123]. MySi
byly béhem operace v anestezi (nitf@mi injekce ketaminu/xylazinu: 100 mg/kg ketaminu,
16 mg/kg xylazinu). Hlava mysi byla fixovana ve retaxickém fistroji a vnitni kanyla

(Roanoke, VA, USA) se zavedla deéeti mozkové komory (AP afiterior posterior neboli
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piedozadni) 2 mm od bregmy, V (vertikdlni) 3 mm). Kan byla =zalita dentalni
polymetakrylatovou pryskici Duracrol. Po ztvrdnuti pryskige se vsunula Wjsi kanyla, aby
se zabranilo ucpavani (obr. 9).

Po operaci byly mysi tyden v klidu agty volny pristup k potraw a piti. Po tomto obdobi

se provad pokus na fijem potravy.

Obr. 9. MyS s kanylou zavedenou deti mozkové komory

V den pokusu naifjem potravy v 18:00 hodin ¥er bylo sytym samgn injektovano
ICV 5 ul fyziologického roztoku nebo leptinu (v d&v 5 pg/mys [46, 119], rozpdit ve
fyziologickém roztoku). Celkem bylo 6 — 8 mySi/skup MySim byla poté podanarggem
zZvaZzena potrava a ot pijmu potravy a hmotnosti mysSi se proghdo 12, 24 a 36 hodin po
injekci. Behem celého pokusu &ty mysSi volny gistup k vod. Pro pokus naifjem potravy
u samd byly zavedeny dvskupiny mysi:
samci/St samci na St diét
samci/HF. samci na HF diét

U OVX mysich samic z kmene C57BL/6 (Velaz s.r.ogld€, CR; byly chovany
v akreditovaném aiinci Ustavu organické chemie a biochemie AkadeniiGeské republiky,
v.v.i.) byl leptin podavan stejnym é@pobem jako sanin. OVX samice byly staré 26 tydn
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Pro pokus naifjem potravy u OVX samicim byly zavede#tyii skupiny mysi:
OVX/St: OVX samice na St diet
OVX/HF: OVX samice na HF di&t
OVX/St + E2: OVX samice na St diets nahradou E2
OVX/HF + E2 OVX samice na HF diéts nahradou E2

Ovariektomie byla provedena v 5. tydntku mySi a E2 byl podavan stejnymizpbem
jak je to popsané v kapitole 4.2.2. Podminky proditu (druh, z&tek a konec potravy) byly
stejné jako v kapitole 4.2.1.

V den pokusu naifjem potravy v 18:00 hodin ¢er bylo sytym samicim injektovano
ICV 5 ul fyziologického roztoku nebo leptinu (v d&v5 pg/mys, rozpudt ve fyziologickém
roztoku). Celkem bylo 6 — 8 mysi/skupinu. Po injekgly provedeny vaginalni vty pro
zjisteni faze estralniho cyklu u mysi. MySim byla potélgma pedem zvazena potrava a oee
piijmu potravy a hmotnosti mySi se pro¥hgo 12, 24 a 36 hodin po injekci.éBem celého
pokusu ndly mysi volny gFistup k vod.

Po pokusu naifjem potravy byly odebrany mozky mysSi na kontratda byly kanyly
skute&n¢ zavedeny doieti mozkové komory. Mozky byly nakrdjené na kryoratbkmu arezy
mozki o tlou§ce 20-30 um byly barveny kresylovou violeti. Tutést metodiky provedla
RNDr. Renata Haugvicova, CSc.

4.4. VLIV ANTAGONIST U A INVERZNIHO AGONISTY RECEPTORU
GHS-R1a NA RRIJEM POTRAVY U OBEZNICH OVARIEKTOMOVANYCH
SAMIC

4.4.1. Test kratkodobého pijmu potravy

1) Vliv antagonista na U€¢inek agonisty
Pro tento pokus slouzily &im nedotené (dale jen naivni) samice z kmene C57BL/6
(AnLab, PrahaCR) na St diet Mysi byly chovéany v akreditovaném &inci Ustavu
molekularni genetiky Akademieset Ceské republiky, v.v.i. Byl zkoumargiek peptidového
(Tyr-Ala-GHRP-6) a nepeptidového (JMV 1843) agoniseceptoru GHS-Rla narigm
potravy. Jako peptidovi antagonisté receptoru GHS-Byli testovani [D-Ly§GHRP-6 a SPa
a jako nepeptidovi JMV 3002 a JMV 3414. Peptidoniagonisté receptoru GHS-R1a byl
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syntetizovani v Ustavu organické chemie a biocheAkademie ¥d Ceské republiky, v.v.i.
metodou syntézy na pevné fazi. Nepeptidové latkyejobdrzeli jako dar od prof. Martineze
Z Institut des Biomolécules, Francie. Peptidy, JM843 a JMV 3414 byly rozpusty
ve fyziologickém roztoku. JMV 3002 je ve voderozpustny. Byl rozpudt ve fyziologickém
roztoku s 30% DMSO.

Nejprve byl testovan kratkodobyihek samotného agonisty ndijpm potravy. Kazda
myS dostala 0,15 ml klufyziologického roztoku, nebo Tyr-Ala-GHRP-6 (0o dé&v5 mg/kg),
nebo JMV 1843 (o davce 5 mg/kg). Latky byly podav&e.

Pro vliv antagonist na &inek agonisty byl vybran pouze jederciingjSi) agonista
z vySe zminnych: JMV 1843. MySim byl vzdy podavan fyziologickyztok, samotny agonista
(JMV 1843) nebo kombinace JMV 1843 @mych davek antagonisty receptoru GHS-R1la.
VSechny latky byly podavany SC a kazda mys dofidlda ml gislusné latky. JIMV 1843 byl
v jedné jediné davce 5 mg/kg; [D-IY6HRP-6 (antagonista) a SPa (inverzni agonistay byl
podavany v davkach 5 a 10 mg/kg [96]; IMV 3002dganhista) v davkach 80 a 160 ug/kg [101]
a JMV 3414 (antagonista) v davkach 0,1 a 1 mg/kegda davka byla testovana alespoakrat
pii 6 mySich na skupinu.

V den pokusu naifjem potravy byly mysi syté (&y volny pristup k potra¥). Pokus se
provadl rano od 8:00 hodin. Profipadné blokovani dinku agonisty receptoru GHS-Rla
piislusSnym antagonistou byl nejprve podavan antatpmsceptoru GHS-R1a a 10 minut po
jeho injekci byl podavan agonista JMV 1843. Po liutach od injekce JMV 1843 se mySim
podala pedem zvazena potrava a édepijmu potravy se provéad pravidelrt po 30 minutach
po dobu5 hodin. Bhem pokusu rly mysi volny gistup k vod.

2) Vybér vhodného antagonisty a/nebo inverzniho agonisty rp dlouhodoby test

piijmu potravy

| pro tento pokus slouZily naivni samice z kmen&Bl56 (AnLab, Praha(R) na St
diet. My3i byly chovany v akreditovaném &inci Ustavu molekularni genetiky Akademiadv
Ceské republiky, v.vi.i. Z peptidovych latek bylystevany [D-LyS]GHRP-6 (antagonista) a SPa
(inverzni agonista) a z nepeptidovych JMV 30024gahista) a JIMV 3414 (antagonista). Latky
byly rozpusény stejnym zpsobem, jak je vySe uvedeno.

MysSim byl podavan hii fyziologicky roztok, nebotizné davky antagonisty receptoru
GHS-R1a. VSechny latky byly podavany SC a kazda dogtala 0,15 mlislusné latky. [D-
Lys]]|GHRP-6 a SPa byly podavany vdavkach 5 a 10 mdgg@aj; JMV 3002 v davkach
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80 a 160 pg/kg [101] a IMV 3414 v davkach 0,1 aglkon Kazda davka byla testovana alespo
dvakrat @i 6 mySich na skupinu.

V den pokusu naifjem potravy byly mysSi 17 hodin hladové. Pokus sevacl rano
od 8:00 hodin. Po 10 minutach od injekdésjusné latky se mySim podaldedem zvazena
potrava a od&et gijmu potravy se provad pravidelré po 30 minutach po dobaihodin. Bhem
pokusu ndly mysi volny gFistup k vod.

Po tomto pokusu naiigem potravy byli nejéinngjSi antagonisty receptoru GHS-R1la
testovani kratkodabna gFijem potravy u OVX mySich samic na St (OVX/St) a HBVX/HF)
diet stejnym zpisobem jako u naivnich samic na St didlySi byly v dok& experimentu dva

meésice na fislusné diet.

4.4.2. Test dlouhodobého ijmu potravy

Antagonisté receptoru GHS-R1a, iltestatisticky vyznam& snizili pijem potravy
kratkodok, byli vybrani do dlouhodobého pokusu ndijgm potravy. Konkréth to byl
peptidovy antagonista receptoru GHS-R1a [D@$IRP-6 a inverzni agonista SPa.

Pro dlouhodoby pokus naigm potravy byly testovanytyii skupiny mysich samic
zkmene C57BL/6 (AnLab, Praha&R; byly chovany v akreditovaném &inci Ustavu
molekularni genetiky Akademieset Ceské republiky, v.v.i.):

OVX/St: OVX samice na St diet

OVX/HF: OVX samice na HF di&t

OVX/St + E2: OVX samice na St diéts nahradou E2
OVX/HF + E2 OVX samice na HF diéts nahradou E2

Ovariektomie byla provedena v 8. tydntku mySi a E2 byl podavan stejnymispbem
jak je to popsané v kapitole 4.2.2. Obsah HF distystejny jako v kapitole 4.2.1. OVX samice
konzumovaly HF dietu od 10. tydnekw (do 10. tydne &ku byly na St diet) po dobu zhruba
21 tydni. Po této dob byla u nich pravidek jednou tyde sledovana jejichétesna hmotnost
a ijem potravy. Fed dlouhodobym pokusem n&ijpm potravy byla vkazena z pokusu
nejleRi tretina OVX samic na HF digt

[D-Lys*|GHRP-6 a SPa byly podavany SC 2x derdno a véer po 7 dii, sowasré byl
sledovan fjem potravy a hmotnost mySi. MySi dostaly SC igjebud’ fyziologického roztoku,
nebo [D-LyS]GHRP-6 (v davce 10 mg/kg), nebo SPa (v davce UkghgPodle hmotnosti mysi
bylo podavano 0,1 — 0,2 ml latky/mysS. Peptidy bybzpustny ve fyziologickém roztoku.

Celkem bylo testovano 10 mysi na kazdou latku.
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Pro zjiS&ni, zda peptidovi antagonisté receptoru GHS-R1& imisiek na pijem potravy,
byla zavedena dalSi skupina mysi: tzv. parksmené (pesr¥jSi je anglicky vyraz ,pair-fed”,
dale tedy jen pair-fed). Skupina pair-fed dostatad2nrt rano a véer po 7 did presré takove
mnoZstvi potravy, jaké konzumovala skupina mysiipekci [D-Lys’]GHRP-6 nebo SPa
v prislusny den dlouhodobého pokusu n#jgm potravy. V kazdé skupinpair-fed [D-
Lys’]GHRP-6 a pair-fed SPa bylo 5 mysi. Jejidijgm potravy a hmotnost byly sledovany
2x denr rano a veéer po 7 did. VSechny mysi ghem celého pokusudly volny pristup k vod.

4.4.2.1. Odlér krve/séra a organi mySim po dlouhodobém pijmu potravy

Po tydnu podani latek rano byly hladové mysSi (1dihpusmrceny cervikélni dislokaci
a byla jim odebrana krev, z které bylo ziskano mégiejnym zpsobem, jak je to popsané
v kapitole 4.1.2.

Z mySi byl odebran tuk: nitréidni, gonadalni (kolem pohlavnich orgqra podkoZni.

Tuk byl spojen a zvazen.

4.4.2.2. Stanoveni biochemickych paramairv séru

V séru mySi byly stanoveny plazmatické hladiny lmu a adiponektinu pomoci RIA
kitu; koncentrace leptinu pomoci ELISA kitu; hlagirglukosy byly m&ieny glukometrem
a koncentrace triglycenidkvantitativni enzymatickou reakci. Index HOMA (Heastasis Model
Assessment), ukazatel rezistence k inzulinu, bgtispn jako koncentrace glukosy [mmol/l] x
koncentrace inzulinu [pmol/l] / 22,5 [124]. Podmdnk pro vypéet indexu HOMA je,

Ze koncentrace glukosy a inzulinu jsogieny u hladovych zvat.

4.4.2.3. Stanoveni sedativniho a analgetickéhdiku po podani antagonisty
a inverzniho agonisty receptoru GHS-R

Sedativni dinek byl ukovan pomoci sledovani chovani my&i pkoumani nového
prostedi. Sedativni &inek latek byl testovan vifstroji TSE VideoMot 2 podle Maletinské
a kol. [125]. Test se nazyval ,open field* (nebgkst volného prostoru®). MySiied pokusem
mely volny piistup k potraw i piti. MySi dostaly SC injekce stejnych latek tejaych
koncentracich jako v dlouhodobém pokusu tigem potravy, tedy fyziologicky roztok, [D-
Lys’]GHRP-6 (v davce 10 mg/kg) a SPa (v davce 10 mg/Kglkem bylo 6 mysi/latku.

10 minut po SC injekci byla myS umisa do malého otégného valce a bylo pozorovano jeji
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chovani. Byl zaznamenavan gad vzty¥eni se na zadni nohy (,rearing“¥i gpétiminutovém
pozorovani.

Pro stanoveni analgetickéhditku u mysi po podani antagonisbHS-R1a byl pouzivan
test tzv. ,hot plate” (neboli test ,horké plotny¥ tomu byl pouzit pistroj TSE VideoMot 2.
V tomto p@ipadt se testoval prah bolesti u mySi uriigt na kovovou desku vyhrivanou na
53 °C. Mysi ed pokusem #ly volny pristup k potraw i piti. MySi dostaly SC injekce stejnych
latek o stejnych koncentracich jako v dlouhodob@&kupu na fijem potravy, tedy fyziologicky
roztok, [D-LyS]GHRP-6 (v davce 10 mg/kg) a SPa (v davce 10 mg/ikkplkem bylo
6 mySi/latku. 10 minut po SC injekci byla my$S urérist na destku do malého oteeného
vélce. Byl n&fen ¢as mezi umishim mySi do valce a jejim prvnim skokem z désti
Analgeticky &inek se projevil prodlouzenyfasem skoku.

Pro ucfeni sedativnino a analgetickeha@inku byly pouzity d¢ skupiny mysi:

neovariektomované (naivni) samice na Stéddedvariektomované na HF diet

45. VYPOCTY A STATISTIKA

VSechny parametry jsou prezentovany v tabulkachredegh. Ziskané hodnoty byly
statisticky zpracovany pro zj&ti sneérodatnosti rozdil mezi skupinami a jsou uvedeny jako
pramérna hodnota + s&dni chyba pméru (SEM). Znéna hmotnosti mySi po podani leptinu
vyjadiuje rozdil mezi hmotnosti mySirgd podanim leptinu a hmotnosti mySi po 12, 24 a 36
hodinach po injekci. Z#ma hmotnosti mysi po podani antagahigtceptoru GHS-R1a vyjédie
rozdil mezi hmotnosti mySiied podanim antagonist hmotnosti mysi po 0,5 az 6,5 dne po
injekci. Fijem potravy po podani latek je vyjé&h bul’ v g, nebo kJ. Statistika byla prowaa
v programu Graph-Pad fumetodou one-way ANOVA (,jednocestnou analyzou tglzyj), po
které nasledoval Tukeyost hoc test, nebo two-way ANOVA (,dvoucestnou analyzou
rozptylu®), po které nasledoval Bonferrgoast hoc test. Metodou one-way ANOVA se hodnotil
jeden faktor, v fipadt two-way ANOVA dva faktory. Rozdily byly povaZzovamma vyznamné,
pokud P < 0,05.
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5. VYSLEDKY

5.1. CHARAKTERIZACE MODELU OBEZITY VYVOLANE
VYSOKOTU CNOU DIETOU U MYSi

Vysledky v této kapitole jiz byly publikovany [126]

Model DIO byl charakterizovan u outbrednich NMRIiqH est s. r. 0., Konarovic€R)
a inbrednich C57BL/6 (Ustav molekularni genetikyadlkmie ¥d Ceské republiky, v.v.i.,
Praha,CR) mysi. Tento model je velmi podobny lidské obeziteba® obezita se vyvinula
v dusledku HF diety, ktera obsahovala 60 % tuku. Ty{@irbyly po odstavu nejprve na St diet
ktera obsahovala 9 % tuku, a od 7. tyddgkwbyly krmeny HF dietou. MySi na HF déebyly
porovnavany s kontrolnimi, které byly od odstavdlesha St di€t Ac¢koliv méli samci a samice
na HF diet z linie NMRI a kmene C57BL/6 té&mntotoZzny denni hmotnostnfiem potravy jako
jejich kontroly na St di¢t denni energetickyifjem neli podstat vysSi (tab. 4). dlesna
hmotnost samc na HF diet z linie NMRI a kmene C57BL/6 byla srovnatelna jgfe
kontrolami (obr. 10A). &koliv se €lesna hmotnost samic na HF dietlinie NMRI neliSila od
jejich kontrol, samice na HF diez kmene C57BL/6 vazily vyznamarvice nez jejich kontroly
(jiz po 5 tydnech na HF digt(obr. 10B).

Tab. 4.Pramérny denni gfijem potravy (g) a odpovidajici energie diety (kdnySi na HF
diet¢ a jejich prfislusnych kontrolnich mysSi na St di&t

Kmen Dieta Samci Samice
7,00 +£0,45g 582+0,14¢g

NMRI St (99,67 £ 6,74 k (82,94 £ 2,82 kJ)
734+054g | = 453+0,16 g

HF (163,01 + 8,61 k (100,68 + 4,39 kJ)
4,07 +0,23 g 3,48+0,14¢g

C57BL6 St (57,92 + 1,62 kJ (49,62 £ 1,29 kJ

355+0,27g | = 314+0,23g |+«

HF (78,82 + 2,82 kJ (69,69 + 2,96 k

Hodnoty jsou vyjaeny ve tvaru pmér £ SEM. n = 20 — 25 mySi na skupinu. Statistikkaby
provedena metodou two-way ANOVA (dieta x pohl&aRi< 0,05.
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Obr. 10. #lesna hmotnost mysi z linie NMRI a kmene C57BL/6 8aa HF diet:
A) samci, B) samice. n = 20 — 25 mysi ngoslu. Statistika byla provedena v programu
two-way ANOVA (dieta x tyde#ku). *P < 0,05 a ***P < 0,001.

49



K uréeni miry obezity byla odebrana bild tukovéa itk& hlediska akumulace tuku je
inbredni kmen C57BL/6 nachyj$i k obezi¢ nez outbredni linie NMRI, zejména samice
z kmene C57BL/6 (tab. 5).

U mySi z kmene C57BL/6 byl sledovan vliv HF dieta vyvoj obezity v pibéhu
16 tydni. ZvySené mnoZstvi bilé tukové tkam tchto mySi bylo pozorovano jiz v 8. tydnu
podavani HF diety. V dalSich tydnech diety se mhadzsiku statisticky vyznamnzvySovalo:
nag. ve 12. tydnu krmeni HF dietou byly hodnoty tukataZené naétesné hmotnosti:
3,70 £ 1,14 pro samce na St diat10,76 = 2,74 pro samce na HF &i&t,33 + 0,38 pro samice
na St diet a 12,04 + 4,78 pro samice na HF #ie® < 0,01 pro samce a samice). Samice
akumulovaly vice tuku nez samci odtatku podavani diety.

U mySi na St a HF dietz linie NMRI a kmene C57BL/6 byly stanoveny hlagdieptinu,
inzulinu a glukosy v séru. Tyto metabolické parammehazotiuje tab. 5. Samci a samice na HF
diett z kmene C57BL/6 #i statisticky vyznam# zvySené hladiny leptinu a glukosy v séru ve
srovnani s jejich kontrolami na St dietSamice na HF dietz kmene C57BL/6 navic &y
vyznamm zvyseneé hladiny inzulinu. Samci a samice na HE didinie NMRI nengli statisticky
vyznamré zmenéné tyto metabolické parametry, pouze samicdymyznamre vysSi hladiny

glukosy v séru nez jejich kontroly na St diet
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Tab. 5Metabolické parametry sytych outbrednich NMRI a ir@ainich C57BL/6 mySi v 16. tydnu krmeni St nebo ietou.

Kmen Pohlavi Dieta Tuk/télesnd hmotnost Leptin Glukosa Inzulin
[%0] [ng/ml] [mmol/1] [ng/mi]

Samci St 1,74+0,41 0,96 + 0,19 8,57 +0,76 ,073 0,58

NMRI HF 7,63 +1,93 4,38 + 1,56 10,78 + 0,77 £430,63
Samice St 3,47 +1,25 1,32 +0,22 3,95 + ;69 0,84 +£0,15

HF 5,40 +£0,31 2,37 +0,30 7,73 Ojl** 1,118

Samci St 3,09 + 0,41 1,72 £ 0,39 9,38 + 0;83 ,162 0,34

C57BL/6 HF 5,93+1,12_ - 4,22 +1,1°75 ’ 14,74 + O, 9*** 2,68 + 0,56

Samice St 3,63 + 0,38+ 3,28 +1,06 7,79+06;62 0,83+0,1

— * sk *
HF 13,10 + 2,09 - 8,27 £ 2,41 11,35+ 0; 1,8238

Hodnoty jsou vyjaeny ve tvaru pimer + SEM. n = 10 — 15 mysSi na skupinu. Statistikéalprovedena metodou two-way ANOVA
(dieta x pohlavi). *P < 0,05; **P < 0,01 a ***< 0,001.
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5.2. CHARAKTERIZACE MODELU OVARIEKTOMOVANYCH MYSICH
SAMIC NA VYSOKOTU CNE DIETE

Vysledky v této kapitole jiz byly publikovany [127]

Model OVX mySich samic na HF débyl charakterizovan u inbrednich C57BL/6 (Velaz
s.r.0., Kolg, CR) mysi (obr. 11). Tento model je podobny Zens#éiékié obezit pti nedostatku
estrogenu aiebytku tuku ve strav Obezita se u mysi vyvinula visledku HF diety, ktera
obsahovala 60 % tuku, a také sstedku nedostatku estrogenu (mySi byly ovariektoame.
Tyto mySi byly po odstavu nejprve na St djettera obsahovala 9 % tuku, a od 8. tydikuv
byly krmeny HF dietou po dobu 19 tyiln

Ackoliv mély OVX samice na HF diétstatisticky vyznam& snizeny denni hmotnostni
piijem potravy, jejich denni energetickyijem byl podobny OVX samicim na St digtab. 6).
Nicmére statisticky vyznamny nést hmotnosti u OVX samic na HF didtyl pozorovan jiz od
4. tydne krmeni HF dietou ve srovnani s OVX samiceanSt diet (obr. 12). Po 19 tydnech
krmeni HF dietou OVX samice akumulovaly vice nezbfi¢ tukové tkaé ve srovnani s OVX
samicemi na St diettab. 7).

Dodani E2 po 1 #sici statisticky vyznami sniZilo denni hmotnostni i energeticky
piijem u OVX samic na HF (tab. 6). Dale podani EZigmtélesnou hmotnost jak u OVX samic
na St diet, tak i u OVX samic na HF dig(obr. 12).

S ———————
T TI—— ~

B

OVXHE ~  Ovx/st

Obr. 11. Model ovariektomovanych mySich samic na3iF diet.
Samice z kmene C57BL/6.
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Tab. 6.Pramérny denni gfijem potravy (g) a odpovidajici energie diety (kJ)
u OVX samic na St a HF diéts nahradou E2 a bez E2

Skupina Prijem potravy [g] Prijem potravy [kJ]
OVX/St 3,20 + 0,1:] 45,59 + 1,87
OVX/HF |— 2,24 +£0,0 49,72 + 1,12]
OVX/St + E2 . t 2,95 + 0,12 41,20 + 2,;3*
OVX/HF + E2 1,86 +0,12] 41,96 + 1,

Hodnoty jsou vyj@&dny ve tvaru pmér £ SEM. n = 20 mySi na skupinu. Statistika
byla provedena metodou two-way ANOVAddieestradiol). ***P < 0,001.
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Obr. 12. Blesna hmotnost OVX samic na St a HF déet nahradou E2 a bez E2 z kmene
C57BL/6.n = 20 mySi na skupinu. Statistika byla provedeetonou two-way ANOVA
(dieta x tydenéku). **P < 0,01 a **P < 0,001.
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U sytych OVX samic na St a HF didiyly stanoveny hladiny glukosy, inzulinu, leptinu,
adiponektinu, rezistinu a triglycefids séru. Tyto metabolické parametry jsou zna&ayrv tab.

7. OVX samice na HF dietvykazovaly statisticky vyznandrevySené hladiny glukosy, inzulinu
a leptinu ve srovnani s OVX samicemi na St diéfoncentrace adiponektinu a triglycetid
u OVX samic na HF diétzastaly nepozrnéné ve srovnani s OVX samicemi na St éietle
hladiny rezistinu byly vyznan@snizené.

Podani E2 statisticky vyznamrsnizilo mnozstvi tuku a hladiny glukosy, leptinu,
adiponektinu a rezistinu u OVX samic na HF &t srovnani s OVX samicemi na HF dibez
E2. Hladiny inzulinu a triglycerid byly statisticky nevyznantnsnizené u OVX samic na HF
diett po podani E2&i tém bez E2. VSechny OVX samice na HF digt ndhradou E2 a bez E2)

mely statisticky vyznamé snizené koncentrace rezistinitvmysim na St digt
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Tab. 7Metabolické parametry OVX samic na St a HF dfex ndhradou E2 a bez E2 po 19 tydnech podavaniydiet

Skupina Tukg&lesna hmotnost  Glukosa Inzulin Leptin Adiponektin Rezistin Triglyady
mysSi [%0] [mmol/l] [ng/ml] [ng/ml] Lg/ml] [ng/ml] [mg/dl]
OVX/St 2,59 + 0,327 5,98 + 0,18 0,330, 33+ 0,55 22,24 + 2,34 35,60 + 4,89 58,20 £ 0,40

*%% * *
OVX/St + E2 1,13 +0,09 6,02+0,16 [~ 0,86+0,18(* 2,51+0,54 [|+¥*14,66+ 2,04 - 36,85 + 4,80 66,10 + 0,37
OVX/HF 11,62 £0,66= |** 7,62+0,23 1,330, 732,58 — 21,54 + 1,59+ 23,06 + 1,14 |+ 70,70 £ 0,47
*%k% *kk *%k% *k%k *
OVX/HF +E2 3,88 +0,73/ 537+0,18 1 0,79+0,24 2,59 £ 0,59 9,04+£1,11 - 13,34 + 1,66! 68,80 £ 0,34

Hodnoty jsou vyjagkeny ve tvaru pmér £ SEM. n = 6 — 8 mysSi na skupinu. Statistikaabgtovedena metodou two-way ANOVA (dieta x estbadio
*P <0,05; *P < 0,01 a **P < 0,001.
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5.3. VLIV VYSOKOTU CNE DIETY A ESTRADIOLU NA CENTRALNI
UCINKY LEPTINU U OVARIEKTOMOVANYCH SAMIC

Vysledky v této kapitole jiz byly publikovany [127]

Nejprve byl testovan dinek leptinu podavaného ICV u sainz inbredniho kmene
C57BL/6 (Velaz s.r.o., Kotle CR) na St a HF diétpro zopakovani vysledk popsanych
v literature [46, 119] a poté byl testovan u OVX samic z km&@%&BL/6 na St a HF di&t
s nahradou E2 a bez E2.

Télesna hmotnost samaa HF diet byla vyznama vysSi oproti jejich kontrolam na St
diet po 11 tydnech krmeni HF dietou (obr. 13)%kaliv méli samci na HF digt vyznami
snizeny denni hmotnostniiigm potravy, akumulovali vyznaminvice tuku a jejich fijem
energie byl stejny jako jejich kontroly na St di€tab. 8). Samci na HF diemeéli statisticky
vyznamré zvySené hladiny glukosy, koncentrace inzulinu bglgvyznami zvySené oproti
kontroldm na St diét(tab. 8).
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Obr. 13. Blesnd hmotnost samcna St a HF die# z kmene C57BL/6n = 20 mySi na
skupinu. Statistika byla provedena metodouway ANOVA (dieta x tyderku).
*P < 0,05; *P < 0,01 a ***P < 0,001.
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Tab. 8.Metabolické parametry sanicna St a HF die# po 17 tydnech podavani diety.

Dieta Denni pijem potravy  Denniifliem potravy Tukglesna hmotnost Glukosa Inzulin
[0] [kJ] [%] [mmol/l] [ng/ml]
St 3,71 +£0,08 52,86 +1,19 1,25, 19 5,37 £0,35 0,42 + 0,09
HF 2,34 + 0,05 *** 52,06 £ 1,03 8,8 0,85 *** 6,73+0,48 * 0,96 + 0,26

Hodnoty jsou vyjageny ve tvaru pimér £ SEM. n = 6 — 8 mysSi na skupinu. Statistikaabgtovedena metodou one-way ANOVA.
*P < 0,05 a ***P < 0,001 (samci na HF diétvii¢ci samaim na St dieX).
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Samci na St diétmeli statisticky sniZzenouétesnou hmotnost a kumulativniripgm
potravy po ICV podani leptinu ve srovnani s fyzgiikym roztokem. Pokles hmotnosti
a kumulativniho gjmu potravy byl patrny po 12 hodinach od injekcgetrval az do 36 hodin po
injekci (obr. 14A a 14B). Naproti tomu samci na Hiet nevykazovali zadny statisticky
vyznamny pokles wtesné hmotnosti ani kumulativnintijpnu potravy po podani leptinu, jsou
tedy rezistentni nacinky leptinu podavaného ICV (obr. 14A a 14B).

OVX samice na St dietmgly statisticky vyznamé snizenoudlesnou hmotnost po ICV
podani leptinu ve srovnani s podanim fyziologickédmioku po 12, 24 a 36 hodinach po injekci
(obr. 15A). Jejich kumulativniijem potravy byl statisticky vyznamirsnizen po podani leptinu
oproti podani fyziologického roztoku az po 36 hadin po injekci (obr. 16A). Podani E2 OVX
samicim na St dietzvysilo citlivost na dinky leptinu podavaného ICV zejména co se tyka
piijmu potravy, ktery byl statisticky vyznamsnizeny jiz po 12 hodinach po injekci ve srovnani
se samicemi bez E2 (obr. 15B a 16B).

Na rozdil od OVX samic na St dieOVX samice na HF digtmely sice tendenci
k poklesu hmotnosti a kumulativnihdijmu potravy po ICV podani leptinu, ale tento packle
nebyl statisticky vyznamny ve srovnani &nkem fyziologického roztoku (obr. 15A a 16A),
projevila se tedy u nich rezistence k leptinu p@iédho ICV. Naproti tomu dodani E2 navrétilo
citlivost k leptinu u OVX samic na HF dietOVX samice na HF diéts nahradou E2 &y
statisticky vyznam& snizenou dlesnou hmotnost (po 12, 24 a 36 hodinach po injekci
a kumulativni pijem potravy (po 36 hodinach od injekce) ve srovrsafyziologickym roztokem
(obr. 15B a 16B).
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Obr. 14. Vliv leptinu podavaného ICV na) hmotnost mysich safna St a HF diet,
B) kumulativni pijem potravy mysSich samaa St a HF diet n = 6 — 8 mySi na
skupinu. Statistika byla provedena metodou two-MIpDVA (latka xcas po injekci).
***P < 0,001.
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Obr. 15. Vliv leptinu podavaného ICV n&) hmotnost OVX mySich samic na St a HRdiet
B) hmotnost OVX mySich samic na St a HFediegtdhradou E2. n = 6 — 8 mySi na skupinu.
Statistika byla provedena metodou two-way ANQ&ARa xcas po injekci). *P < 0,05;

**P < 0,01 a **P < 0,001.
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Obr. 16. Vliv leptinu podavaného ICV n&) kumulativni pijem potravy OVX mySich samic na
St a HF dieg, B) kumulativni pijem potravy OVX mysSich samic na St a HF&dsehahradou E2.

n =6 — 8 mysi na skupinu. Statistika byla provederetodou two-way ANOVA (latkaas po
injekci). *P < 0,05; **P < 0,01 a ***P < 0,001.
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5.4. VLIV ANTAGONIST U A INVERZNIHO AGONISTY RECEPTORU
GHS-R1a NA RIJEM POTRAVY U OBEZNICH
OVARIEKTOMOVANYCH SAMIC

5.4.1. Test kratkodobého pijmu potravy

1) Vliv antagonistia na Wéinek agonisty

Nejprve byl testovandinek samotného agonisty receptoru GHS-R1afijarmp potravy
u naivnich sytych samic z kmene C57BL/6 (AnLab,hAr&R) na St diet. Byli pouZiti dva
agonisté: peptidovy Tyr-Ala-GHRP-6 a nepeptidovyrbgta JMV 1843. Tento pokus slouZil
pro vykir ikinného agonisty pro studium vlivuiianych antagonifit receptoru GHS-R1a na
acinek agonisty. Oba agonisté zvysiliijpm potravy po SC podani u sytych naivnich mysich
samic na St di¢f ale pouze JMV 1843 zvysSikipem potravy statisticky vyznanmirve srovnani
s fyziologickym roztokem (obr. 17). JMV 1843 o kentraci 5 mg/kg byl vybrdn pro dalsi
testovani, neliov této davce se jevil jakociinngjSi agonista receptoru GHS-R1a nez Tyr-Ala-
GHRP-6 (také v davce 5 mg/kg) (obr. 17).

Peptidovy antagonista receptoru GHS-R1a [DY§BRP-6 a inverzni agonista SPa
statisticky vyznamé& snizili piijem potravy vyvolany agonistou JMV 1843 ve srounée
samotnym agonistou JMV 1843 po SC podani sytymniaavsamicim na St diet(obr. 18A
a 18B). Spolené SC podani nepeptidového antagonisty receptors-Bta JMV 3002
a agonisty JMV 1843 statisticky vyzna#éblokovalo orexigenni dinek agonisty JMV 1843 ve
srovnani se samotnym agonistou JMV 1843 (obr. 1&ajr¢ tak jako spolené SC podani
nepeptidoveho antagonisty receptoru GHS-Rla JMV43dhgonisty JMV 1843 u sytych
naivnich samic na St diefobr. 19B).
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Obr. 17. Kumulativni gijem potravy po SC podani fyziologického roztokyy-Rla-GHRP-6
a JMV 1843 u sytych naivnich mysSich samic na Sttdie = 6 mySi na skupinu. Statistika byla
provedena metodou one-way ANOVA. P < 0,01 (JM\B 184 fyziologickému roztoku).
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Obr. 18. Kumulativni gijem potravy po SC podani fyziologického roztokgpaisty JMV
1843 a kombinace agonisty JMV 1843 #iznymi davkami peptidovych antagonist
A) [D-Lys*|GHRP-6, B) SPa u sytych naivnich mysich samic nadie#. Nejprve byl
podavan antagonista a 10 minut poté agonista JMA318 = 6 mySi na skupinu. Statistika
byla provedena metodou one-way ANOVA. P < 0,0lo(fgicky roztok uci IMV 1843),

P < 0,05 (JMV 1843 + [D-Ly§GHRP-6 5 mg/kgviici IMV 1843), P < 0,001 (JMV 1843
+ [D-Lys®|GHRP-6 10 mg/kg &i JMV 1843), P < 0,001 (JMV 1843 + SPa 5 mgkdi
JMV 1843) a P < 0,001 (JMV 1843 + SPa 10 mg/kg yMV 1843).
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Obr. 19. Kumulativni gijem potravy po SC podani fyziologického roztokgpaisty JMV
1843 a kombinace agonisty JMV 1843 dznymi davkami nepeptidovych antagonist
A) JMV 3002, B) JMV 3414 u sytych naivnich mySichmsic na St dief. Nejprve byl
podavan antagonista a 10 minut poté agonista JM4318& = 6 mySi na skupinu. Statistika
byla provedena metodou one-way ANOVA. P < 0,01o(6gicky roztok xici IMV 1843),

P < 0,001 (JMV 1843 + JMV 3002 80 pg/kgici IMV 1843), P < 0,01 (JMV 1843 +
JMV 3002 160 pg/kgidi IMV 1843), P < 0,001 (JMV 1843 + JMV 3414 0,1 kggici
JMV 1843) a P < 0,05 (JMV 1843 + JMV 3414 1 mg/k¢g MV 1843).
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2) Vybér vhodného antagonisty a/nebo inverzniho agonisty rp dlouhodoby test
pFijmu potravy

Tento pokus slouZzil pro v¢b vhodného(ych) antagonisty( receptoru GHS-R1a pro
jeho(jejich) dlouhodoby vliv naijem potravy. Pro studiumc¢inku antagonist byly pouzity
17 hodin hladové naivni samice na St&ekmene C57BL/6 (AnLab, Prah@R).

Peptidovy antagonista receptoru GHS-R1a [D)GBIRP-6 a inverzni agonista SPa,
kazdy v koncentraci 10 mg/kg, statisticky vyznansniZzili pfijem potravy u hladovych naivnich
samic na St diétve srovnani s fyziologickym roztokem (obr. 20AGB2. Nicméerg SPa jest
vyznamji snizil pifjem potravy neZ [D-Ly§GHRP-6 (obr. 20A a 20B).

Samotni nepeptidovi antagonisté receptoru GHSJIRDA 3002 a IMV 3414 nekti viv
na @ijem potravy u hladovych naivnich samic na Stcdjebr. 21A a 21B).

Nejlinngjsi latky, tedy [D-Ly§]|GHRP-6 a SPa kaZdy o koncentraci 10 mg/kg byl dal
testovany kratkodabna gijem potravy u 17 hodin hladovych OVX samic na Stifa diet.
Mysi byly dva nésice na fslugné diet [D-Lys’)JGHRP-6 vyznama sniZil pijem potravy
u OVX samic na St digt ale nevyznanmthu OVX samic na HF digt(obr. 22A a 22B). SPa
naopak vyznamhpotl&il piijem potravy jak u OVX samic na St digtak i u OVX samic na
HF diet (obr. 22A a 22B).
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Obr. 20. Kumulativni @ijem potravy po SC podani: A) fyziologického rozola [D-

Lys]|GHRP-6, B) fyziologického roztoku a SPa u 17 hodiladovych naivnich samic na St
dieté. n = 6 mySi na skupinu. Statistika byla proveder#oshou one-way ANOVA. P < 0,05 ([D-
Lys)GHRP-6 10 mg/kgvici fyziologickému roztoku) a P < 0,001 (SPa 10 mgikgi

fyziologickému roztoku).
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Obr. 21. Kumulativni gijem potravy po SC podani: A) fyziologického rozio JMV 3002,

B) fyziologického roztoku a JMV 3414 u 17 hodinddovych naivnich samic na St dét

n =6 my3i na skupinu. Statistika byla provedengodw one-way ANOVA. Zadné statisticky
vyznamne rozdily po podani obou latek nebyly paZonn
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Obr. 22. Kumulativni gijem potravy po SC podani fyziologického roztokD:[ys’]|GHRP-6
a SPa u 17 hodin hladovych: A) OVX samic na St djd8) OVX samic na HF diet. MySi byly
dva n¥sice na pislusné diet n = 6 mySi na skupinu. Statistika byla provederetodou one-
way ANOVA. P < 0,05 ([D-Ly¥GHRP-6 10 mg/kguici fyziologickému roztoku) a P < 0,01
(SPa 10 mg/kg ¢ fyziologickému roztoku) u OVX/St. P < 0,01 (SPa rhg/kg ci
fyziologickému roztoku) u OVX/HF.
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5.4.2. Test dlouhodobého Bijmu potravy

Pro dlouhodoby vliv antagonistreceptoru GHS-R1a natigm potravy byl znovu
zaveden model OVX samic. V tomtaipact OVX samice na HF diétz kmene C57BL/6
(AnLab, PrahaCR) se staly obéznimi jiz po 1. tydnu krmeni HF aiiebproti #m na St diet
(obr. 23). Dodani E2 OVX samicim od 24. tydrw po dobu 1 risice statisticky vyznangn
snizilo glesnou hmotnost jak u OVX samic na St dig. a 3. tyden podani E2 bylo P < 0,001;
4. tyden podani E2 bylo P < 0,05), tak i u OVX sama HF diet (3. a 4. tyden podani E2 bylo
P < 0,001) (obr. 23).
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Obr. 23. Tlesna hmotnost OVX samic na St a HF dfes nahradou E2 a bez E2 z kmene
C57BL/6.n = 40 mySi na skupinu. Statistika byla provedertonou two-way ANOVA (dieta x
tyden ¥ku). *P < 0,05 a ***P < 0,001.

Vysledky z kratkodobéhoifmu potravy slouZzily pro vyr vhodnych latek na testovani
jejich &inka na @ijem potravy dlouhodab Pro dlouhodoby pokus nd&ij@m potravy byl tedy
vybran peptidovy antagonista receptoru GHS-Rl1a Y®JGHRP-6 a inverzni agonista SPa,
kazdy o koncentraci 10 mg/kg. Latky byly testovan®VX samic z kmene C57BL/6 na St a HF
diett s ndhradou E2 a bez E2 po dobu # dwakrat den&
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5.4.2.1. Dlouhodoby vliv [D-Ly§]|GHRP-6 na pifjem potravy

Dlouhodobé podani [D-LyGHRP-6 vedlo k statisticky vyznamnému sniZzetiésné
hmotnosti u OVX samic na St a HF didbbr. 24A a 24B). Na rozdil od OVX samic na Sti&ie
u OVX samic na HF diét Ubytek €lesné hmotnosti v ib¢hu celého tydne podani [D-
Lys]]|GHRP-6 stéle vice a vice klesal (obr. 24B). U skugmir-fed u OVX samic jak na St, tak
i HF diet, jimZz bylo podavano mnoZstvi potravy zkonzumovam@&mi, kterym byl podavan
[D-Lys®]]|GHRP-6, téZ vyznaminklesla hmotnost (obr. 24A a 24B).

[D-Lys*|GHRP-6 dlouhodobtaké statisticky vyznandsniZil €lesnou hmotnost u OVX
samic na HF di¢ts ndhradou E2, ale nikoliv u OVX samic na Stdghahradou E2 (obr. 25B
a 25A). Skupina pair-fed u OVX samic na HF distnahradou E2 &a vyznamg sniZzenou
hmotnost (obr. 25B). U OVX samic na St distnahradou E2 skupina pair-feclenvyznams
snizenou hmotnost az od 5. dne krmeni stejné mvigastravy jako skupina, které byl podavan
[D-Lys®]]JGHRP-6 (obr. 25A).

[D-Lys*|GHRP-6 dlouhodob vyznam sniZil gfjem potravy u OVX samic na St a HF
diett a to s nahradou E2 a bez E2 (obr. 26A a 26B).

Metabolické parametry po dlouhodobém podani [DGEIRP-6 znézatuji tab. 9 a 10.
Podani [D-Ly§)GHRP-6 vedlo k zlepSeni metabolickych pararmhegjména u OVX samic na St
a HF diet. U OVX samic na St digtse vyznamé snizily hladiny glukosy a naopak zvysily
hladiny adiponektinu ve srovnani se skupinou injikoou fyziologickym roztokem.
Koncentrace inzulinu byly nevyznansnizené ve srovnani se skupinou, které byl
podavan fyziologicky roztok. Mnozstvi tuku a kontewe leptinu byly nevyznaminsnizené
oproti €#mto parametr u skupiny injikovanou fyziologickym roztokem (ta®d). Skupina pair-
fed u OVX samic na St dietaké n¢la zlepSené metabolické parametry, zejména byl novan
statisticky vyznamny pokles sérovych hladin glukasgpzulinu a zvySenych hladin adiponektinu
ve srovnani s fyziologickym roztokem (tab. 9A).

Ve srovnani s OVX samicemi na St diepodani [D-LyS|GHRP-6 je&t vyznamuiji
zlepSilo metabolické parametry u OVX samic na HPetdi [D-Lys’]GHRP-6 statisticky
vyznamm snizil mnozstvi tuku, sérovych hladin leptinu, kgigy a inzulinu (tab. 9B), stejriak
i indexu HOMA (15,67 + 4,09 po [D-Ly¥GHRP-6 wigi 137,82 + 22,70 po fyziologickém
roztoku, P < 0,001). Skupina pair-fed u OVX samacHF diet ukazovala stejny pozitivni vliv
na metabolické parametry jako skupina mysi, ktedépbdavan dlouhodab[D-Lys’|GHRP-6
(tab. 9B).
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Nahrada E2 u OVX samic na St a HF diefjak vyznamg neovlivnila metabolické
parametry po dlouhodobém podani [D-f]{@HRP-6 (tab. 10A a 10B), pouze hladiny leptinu
byly vyznamr snizené u OVX samic na St dies nahradou E2 ve srovnani s podanim
fyziologického roztoku (tab. 10A). Ani u skupin p&ed nebyly pozorovany vyznamné rozdily
v metabolickych parametrech (tab. 10A a 10B), posiagpina pair-fed u OVX samic na HF
diet s nahradou E2 #a statisticky vyznamhisniZzené hladiny triglyceridoproti skupig, které
byl podavan fyziologicky roztok (tab. 10B).
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Zména hmotnosti [g]
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Zména hmotnosti [g]

W OVX/St (fyziologicky roztok)

® OVX/St ([D-Lys-3]-GHRP-6)

1 OVX/St (pair-fed)
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-12

W OVX/HF (fyziologicky roztok)

® OVX/HF ([D-Lys-3]-GHRP-6)

B OVX/HF (pair-fed)

Obr. 24. Zn#na hmotnosti po SC podani fyziologického roztokyxLys’JGHRP-6 a znéna

hmotnosti u skupiny pair-fed od [D-Lﬂ{;‘-HRP-G u: A) OVX mySich samic na St dieB) OVX
mySich samic na HF di&tn = 10 mysSi na skupinu, pro skupinu pair-fed Sima skupinu.
Statistika byla provedena metodou two-way ANOVAidliygicky roztok, [D-Ly§GHRP-6

nebo skupina pair-fed x den). *P < 0,05; **P < 0,@1***P < 0,001.
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A) Den

Zména hmotnosti [g]

W OVX/St + E2 (fyziologicky roztok) m OVX/St + E2 ([D-Lys-3]-GHRP-6) m OVX/St + E2 (pair-fed

B) Den

Zména hmotnosti [g]

B OVX/HF + E2 (fyziologicky roztok) m OVX/HF + E2 ([D-Lys-3]-GHRP-6) = OVX/HF + E2 (pair-fed)

Obr. 25. Zn#na hmotnosti po SC podani fyziologického roztoku[B-Lys’]GHRP-6

a zm¥na hmotnosti u skupiny pair-fed od [D-LYEGHRP-6 u: A) OVX mysich samic na St
diet¢ s nahradou E2, B) OVX mysSich samic na HFeédgehahradou E2. n = 10 mySi na
skupinu, pro skupinu pair-fed 5 mysSi na skupinati§tka byla provedena metodou two-way
ANOVA (fyziologicky roztok, [D-LJiSHRP-6 nebo skupina pair-fed x den). *P < 0,05;
**P < 0,01 a***P < 0,001.
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Obr. 26. Kumulativni gijem potravy po SC podani fyziologického roztok{aLys’]|GHRP-6

u: A) OVX mysSich samic na St a HF djdB) OVX mySich samic na St a HF distnahradou
E2. n = 10 mySi na skupinu. Statistika byla provedmetodou two-way ANOVA (latka x den).
P < 0,001 od 1,5 dne podani [D-LY6HRP-6 u OVX/St, OVX/HF a OVX/St + E2. P < 0,00 o
2,5 dne podani [D-LY3GHRP-6 u OVX/HF + E2.
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Tab. 9.Metabolické parametry po SC dlouhodobém podavamiLia’]GHRP-6 u 17 hodin hladovych:
A) OVX samic na St diét B) OVX samic na HF diet

A)
Latka/skupina Tukdlesna Leptin Glukosa Inzulin Adiponektin Triglyceridy
hmotnost
[%0] [ng/ml] [mmol/l] [ng/ml] fug/ml] [mg/dl]
Fyziologicky roztok 7,68 +1,47 11,81 +5,46 6,25+ 0,77 0,96 £ 0,2722,70 + 1,80 75,69 + 5,84
[D-Lys’|GHRP-6 6,16 + 0,89 3,72+1,40 4,51+£0,19* 0,38+0,09 28,25 +0,93 * 62,97 + 4,86
pair-fed 7,11 +0,48 8,59 +1,28 390+ x39 0,19+0,0% 31,54+2,20G+ 72,57 £ 5,22
B)
Latka/skupina Tuk#dlesna Leptin Glukosa Inzulin Adiponektin Triglyceridy
hmotnost
[%0] [ng/ml] [mmol/l] [ng/ml] ug/ml] [mg/di]
Fyziologicky roztok 15,12 + 0,37 54,97 + 5,80 7,17 £0,28 2,48360, 22,77 £0,91 83,82+4,14

[D-Lys’]GHRP-6 11,92 + 0,41 ** 22,65 + 3,25 ** 415+ 0,33 ** 0,48 +0,10 ** 24,43 + 1,45 69,978,49

pair-fed 13,08 £ 0,54++ 43,66 +£4,12 3,78 £0,15++ 0,27 £0,06++ 25,35+ 1,97 67,80 £5,84

Hodnoty jsou vyjageny ve tvaru pimeér £ SEM. n = 10 mysSi na skupinu, pro skupinu paid-5 mysi na skupinu. Statistika byla
provedena metodou one-way ANOVA. *P < 0,05; **P,@10a ***P < 0,001 ([D-LyS]GHRP-6 vici fyziologickému roztoku).
P <0,05;"P < 0,01 a™"P < 0,001 (skupina pair-fedi¢i fyziologickému roztoku).
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Tab. 10.Metabolické parametry po SC dlouhodobém podavamiL§z’]GHRP-6 u 17 hodin hladovych:
A) OVX samic na St diéts ndhradou E2, B) OVX samic na HF di&s ndhradou E2

A)
Latka/skupina Tukdesna Leptin Glukosa Inzulin Adiponektin Triglyceridy
hmotnost
[%0] [ng/ml] [mmol/l] [ng/ml] fug/ml] [mg/di]
Fyziologicky roztok 2,80 £ 0,45 3,22+1,13 5,26 £ 0,31 0,20a60 14,47 £ 1,86 79,88 £11,80
[D-Lys’|GHRP-6 2,25 +0,17 0,51+0,07* 4,91 +10,4 0,08 + 0,01 16,03 £ 2,65 76,69 £ 7,58
pair-fed 1,89 + 0,62 1,50 + 0,26 4,70+£0,34 0,13+0,03 16,88 + 3,72 56,03 £ 2,76
B)
Latka/skupina Tuk#lesna Leptin Glukosa Inzulin Adiponektin Triglyceridy
hmotnost
[%] [ng/ml] [mmol/l] [ng/ml] ig/ml] [mg/dl]
Fyziologicky roztok 8,10 £ 0,58 6,63 +1,04 4,95+0,22 0,46 £0,05 8,14+ 0,72 86,42 + 6,24
[D-Lys’|GHRP-6 7,31 £0,46 3,74+136 7M0+0,19 0,24 £ 0,04 11,33 £ 1,27 a2:%,30
pair-fed 8,52 £ 0,89 11,12 £ 2,69 4,42,23 0,64 + 0,25 8,30 £ 0,55 58,82 846

Hodnoty jsou vyjageny ve tvaru pmér £+ SEM. n = 10 mysSi na skupinu, pro skupinu peid-5 mysSi na skupinu. Statistika byla
provedena metodou one-way ANOVA. *P < 0,05 ([DI)GBIRP-6 \vici fyziologickému roztoku)P < 0,01 (skupina pair-fed:¥i
fyziologickému roztoku).
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5.4.2.2. Dlouhodoby vliv SPa naifjjem potravy

Na rozdil od [D-Ly§GHRP-6, dlouhodobé podani SPa mtnvyznamny vliv na
hmotnost a fijem potravy u OVX samic na St a HF diet ndhradou E2 a bez E2 (obr. 27, 28
a 29). Pouze u OVX samic na St diblyl statisticky vyznamny vliv dlouhodobého pod&ia
na g@ijem potravy, ale az od 4,5 dne podani (obr. 2@%dobné vysledky byly u skupiny pair-
fed u OVX samic na St diet Tato skupina mysi &a od 5,5 dne krmeni stejnym mnozstvim
potravy jako skupina mysi, které byl podavan SRaissicky snizenou hmotnost (obr. 27A).

Metabolické parametry po dlouhodobém podani SRaaatuji tab. 11 a 12. Podani SPa
tolik neovlivnilo metabolické parametry u OVX samma St a HF diéts ndhradou E2 a bez E2
ve srovnani s [D-Ly§GHRP-6, pouze hladiny adiponektinu byly vyznanmevySené u OVX
samic na St diétve srovnani s podanim fyziologického roztoku (thbA). Skupina pair-fed u
OVX samic na St diétmela vyznami snizené hladiny inzulinu a naopak zvySené konaeatr
adiponektinu ve srovnani se skupinou, které byldpéd fyziologicky roztok (tab. 11A).
Skupina pair-fed u OVX samic na HF diet ndhradou E2 &y vyznamre snizené koncentrace

triglycerida ve srovnani se skupinou, které byl podavan fygicky roztok (tab. 12B).

5.4.2.3. Sedativni a analgetickydinek po podani[D-Lys*|GHRP-6 a SPa

Byly také zkoumany sedativni a analgetickénky po podani [D-Ly§GHRP-6 a SPa.
Podani [D-Ly§)GHRP-6 vedlo k silnym sedativnim a analgetickysinkim u naivnich samic
na St diet a OVX samic na HF diétve srovnani sdinky po podani fyziologického roztoku
(obr. 30A a 30B). Podani SP&lm za nasledek zejména silné sedatiinky, ale téndi Zzadné
analgetické &nky, u naivnich samic na St diea OVX samic na HF digtve srovnani

s fyziologickym roztokem (obr. obr. 30A a 30B).
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Obr. 27. Zn#na hmotnosti po SC podani fyziologického roztokuS®a a zrdna hmotnosti

u skupiny pair-fed od SPa uA) OVX mysSich samic na St dieB) OVX mySich samic na HF
diett. n = 10 mySi na skupinu, u skupiny pair-fed 5 nmgSgkupinu. Statistika byla provedena
metodou two-way ANOVA (fyziologicky roztok, SParsdoipina pair-fed x den). *P < 0,05.
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A) Den

Zména hmotnosti [g]

W OVX/St + E2 (fyziologicky roztok) OVX/St + E2 (SPa) B OVX/St + E2 (pair-fed)

Den

Zména hmotnosti [g]

B OVX/HF + E2 (fyziologicky roztok) OVX/HF + E2 (SPa) B OVX/HF + E2 (pair-fed)

Obr. 28. Zn#na hmotnosti po SC podani fyziologického roztokuS&#a a zrdna hmotnosti

u skupiny pair-fed od SPa uA) OVX mySich samic na St distndhradou E2, B) OVX mysSich
samic na HF diets ndhradou E2. n = 10 mysi na skupinu, u skupaisfed 5 mysi na skupinu.

Statistika byla provedena metodou two-way ANOVAidliygicky roztok, SPa nebo skupina

pair-fed x den). Zadné statisticky vyznamné rozuilyyly pozorovany.
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Obr. 29. Kumulativni gijem potravy po SC podani fyziologického roztokiBRa u: A) OVX
mySich samic na St a HF digB) OVX mySich samic na St a HF disthahradou E2. n = 10

mySi na skupinu. Statistika byla provedena metddoeway ANOVA (latka x den). P < 0,05 od
4,5 dne podani SPa u OVX/St.
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Tab. 11.Metabolické parametry po SC dlouhodobém podavana$PL7 hodin hladovych:
A) OVX samic na St diét B) OVX samic na HF diet

A)
Latka/skupina Tukdlesna Leptin Glukosa Inzulin Adiponektin Triglyceridy
hmotnost
[%0] [ng/ml] [mmol/l] [ng/ml] ug/ml] [mg/di]
Fyziologicky roztok 7,68 £1,47 11,81 £5,46 6,25+ 0,77 0,96270 22,70 £1,80 75,69 £5,84
SPa 6,37 £ 0,53 4,97 £ 0,74 5,44 £ 0,55 9@,0,12 29,52 +1,13* 67,62 = 4,67
pair-fed 7,68 + 0,52 7,94 +141 5,46 £ 0,61 0,27 +£0,08 32,10+2,13+ 73,15+ 7,40
B)
Latka/skupina Tukdlesna Leptin Glukosa Inzulin Adiponektin Triglyceridy
hmotnost
[%] [ng/ml] [mmol/l] [ng/ml] ig/ml] [mg/dl]
Fyziologicky roztok 15,12 + 0,37 54,97 + 5,80 7,17 £ 0,28 248+0,36 2,72+0,91 83,82 +4,14
SPa 13,89 £ 0,54 40,90 + 6,72 5,75+ 0,56 1,90¥0, 23,49+0,53 64,45 £ 2,87
pair-fed 13,72 £ 0,56 59,35+7,71 7,12+0,45 158 +0,41 24,77 £ 2,68 76,92 £ 9,32

Hodnoty jsou vyjageny ve tvaru pmmeér £ SEM. n = 10 mySi na skupinu, u skupiny pad-temySi na skupinu. Statistika byla provedena
metodou one-way ANOVA. *P < 0,05 (SPRaivyziologickému roztoku)P < 0,05 a™P < 0,01 (skupina pair-fedini fyziologickému

roztoku).
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Tab. 12.Metabolické parametry po SC dlouhodobém podavana$PL7 hodin hladovych:
A) OVX samic na St diéts nahradou E2, B) OVX samic na HF di&s nahradou E2

A)
Latka/skupina Tukdlesna Leptin Glukosa Inzulin Adiponektin Triglyceridy
hmotnost
[%0] [ng/ml] [mmol/l] [ng/ml] ug/ml] [mg/di]
Fyziologicky roztok 2,80 £ 0,45 3,22+1,13 5,26 + 0,31 0,20 + 0,06 474 1,86 79,88 £11,80
SPa 2,52+0,41 1,75+ 0,66 5,20 £ 0,32 0,21 +0,05 19,06 + 3,67 75,76 = 5,40
pair-fed 3,64 £0,40 1,97+0,38 4,90+0,29 0,68 £ 0,29 11,22 +2,09 56,67482,
B)
Latka/skupina Tukdlesna Leptin Glukosa Inzulin Adiponektin Triglyceridy
hmotnost
[%] [ng/ml] [mmol/l] [ng/ml] ug/ml] [mg/dl]
Fyziologicky roztok 8,10 £ 0,58 6,63 £ 1,04 4,95+ 0,22 0,46 £0,05 8,14+0,72 86,42 + 6,24
SPa 7,97 £0,83 6,10 £ 2,38 5,43 +0,35 0,3406 0 8,59+2,78 68,33 £ 7,61
pair-fed 8,31 +0,95 9,11+£150 5,62+0,31 1,19+0,2# 12,80+1,83 56,44 + 2,23

Hodnoty jsou vyjageny ve tvaru pmér £ SEM. n = 10 mysSi na skupinu, u skupiny pad-f& mySi na skupinu. Statistika byla

provedena metodou one-way ANOVR. < 0,01 (skupina pair-fediii fyziologickému roztoku).
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Obr. 30. Stanoveni: A) sedativniho (pomoci testolneho prostoru®) a B) analgetického
(pomoci testu ,horké plotny*) dinku po podaniD-Lys’]GHRP-6 a SPa u naivnich samic
na St diet a OVX samic na HF diétn = 6 mySi na skupinu. Statistika byla provedena
metodou one-way ANOVA. *P < 0,05; *P < 0,01 a **R 0,001 (latka vci

fyziologickému roztoku).
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6. DISKUZE

6.1. OBEZITA AP RIJEM POTRAVY

Obezita je zavazny zdravotni problém, neni jen maigkou vadou, za kterou byla
v minulosti povaZzovana. Obezita zvySuje vyskyt diabll. typu, vysokého krevniho tlaku,
amrtnost na choroby kardiovaskularniho systémuké tanozstvi nadorovych onemeon [2].
MnoZstvi obéznich lidi celostové neustale stoupa, a to iGeské republice. Dnes mame
k dispozici pouze jeden jediny Iék, orlistat, kterkombinaci s Upravou diety a Zivotniho stylu
pomaha snizovat hmotnost. Nové objevy v oblastilege pijmu potravy vedly k z&uru, Ze je
tato regulace daleko sloggi, nez jsme se domnivali.

Dnes jiz existuje dlouhy seznam latek oiilijicich @gijem potravy. Nejvyznan#jsi byl
roku 1994 objev leptinu [29], hormonu produkované&egména bikkami bilé tukové tk&h—
adipocyty, ktery podnitil intenzivni vyzkum v regal piijmu potravy. Leptin, jakoZto latka
sniZujici gijem potravy, vyvolal velké n&ge, Ze se stane Iékem pra@lé obezity. Brzy se ale
ukazalo, ze pravobézni jedinci maji vysoké hladiny leptinu v kevigres to jsou necitlivi na
jeho &inky [45]. Takto byla objevena tzv. rezistence @tieu. Ghrelin, pirozeny ligand
receptoru GHS-R1a, je dalSim z hormaegulujicich pijem potravy. Je vykkovan zejména
Zaludkem a &astni se hormonalni regulace hlawnmozku a hypofyze [66]. ProtoZze jednim
z &inka ghrelinu je zvySovaniigmu potravy, latky, které blokuji jehociinek, mohou slouzit
jako potencialni antiobezitika. Jsou to antagorgst#ejména inverzni agonisté receptoru GHS-
Rla. Receptor GHS-R1a vykazuje tzv. konstitutivktivitu, tzn., Ze receptor i bezipomnosti
ligandu vysila signal do kky. To by mohlo vést k soustavnému pojidani mezvihimi
dennimi jidly. Inverzni agonisté blokuji tuto kanstivni aktivitu, zabra&uji ptijmu dalSiho jidla
mezi hlavnimi a mohou zvysit citlivost k anorexigém hormorim, nag. k leptinu a inzulinu.
Antagonisté receptoru GHS-R1a nemaji vliv na jetwskitutivni aktivitu, nybrz ,pouze” snizuji
acinek agonisty [84].

Pro studium latek ovliwjicich @ijem potravy byly v naSi studii pouzity mysi. delia
zdiraznit, Zze v kazdém pokusu byl jiny zdroj mysiho ekle C57BL/6, ktery je uveden
v metodach a vysledcich. Toém vliv na miru obezity. Neni pochyb, Ze kmen C57Blie
vhodnym pro studium obezity u mysi, ale bohuZelantioustnuti se v kazdém pokusu trochu
liSila. Dle zdroje odbru mysi se do budoucna jevi jako vhodny zdroj kmeéhéBL/6 spolénost
AnLab, Praha, CR. Mysi od spolénosti AnLab opakovan piibiraly stejié v naSich
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experimentech. Tato spdéleost je navic mezinarodruznavana (obchodni kontakty s Charles

River Laboratories v Bimecku).

6.2. CHARAKTERIZACE MODELU OBEZITY VYVOLANE
VYSOKOTU CNOU DIETOU U MYSI

Model obezity vyvolané HF dietou u mysi je vhogmp studium lidské obezity, netho
tyto mySi se podohkinjako lidé stanou obéznimi visledku konzumace vysok@ne potravy.
Tento model byl zaveden u oubrednich NMRI a inbieinC57BL/6 samit a samic
dlouhodobym krmenim HF dietou, ktera obsahoval&GOku.

Obezita navozena HF dietou je zavisla mimo jinéypai zvieciho kmene [118, 119].
Kmen C57BL/6 je Siroce uzivan pro studium obezityysi [119, 121, 128]. Lin a kol. ukazali,
Ze samci z kmene C57BL/6 po 19 tydnech krmeni Hftodi n¢li vysSi €lesnou hmotnost,
mnozstvi bilé tukoveé tk&n hladiny leptinu v krvi nez mySi krmené St dietauvyvinula se
u nich rezistence k leptinu [119]. V naSi studimsa z kmene C57BL/6 na HF déenentli
vyznamre zvySenoudlesnou hmotnost (obr. 10A), alefigsto akumulovali statisticky vyznarhn
vice tuku nez jejich kontroly na St dieftab. 5). Na rozdil od samcsamice na HF diét
z kmene C57BL/6 &y vyznamr zvySenou dlesnou hmotnost jiz po 5 tydnech krmeni HF
dietou (obr. 10B) a akumulovaly vyznaiwice tuku (tab. 5) nez jejich kontroly na St diet
Je zndmo, ze sérové hladiny leptinu jsou obegrssi u Zen nez u maz Souvisi to s vyssi
akumulaci podkozniho tuku u Zen nez u tn(gxprese mRNA pro leptin je vySSi v podkoZnim
tuku nez v nitroliSnim) a s faktem, Ze estrogeny zvysuji produkexgpresi leptinu [34, 35, 36].
NaSi samci a samice na HF diet kmene C57BL/6 & vyznamré zvySené hladiny leptinu
vV séru ve srovnani s jejich kontrolami na Std&igab. 5). Givody pro hyperleptinemii nejsou
zatim znamé, méa se ale za to, Ze dochazi k portismosti leptinu na Urovni signalizace
leptinovymi receptory [47, 49]. Samci a samice nB H#iet z kmene C57BL/6 dale &t
vyznamré zvySené hladiny glukosy ve srovnani s jejich kolaimi na St digt avSak pouze
samice nily jeS& navic vyznamé& zvysené hladiny inzulinu v séru (tab. 5).

Ve studii Huanga a kol. dlouhodobé krmeni HF dietojak vyznamg neovlivnilo
télesnou hmotnost u mysi z linie NMRI [129]. Je tsowladu s naSi studii, ktera ukazala,

Ze samci a samice na HF dietlinie NMRI nengli statisticky vyznam# zvySenou hmotnost
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(obr. 10A a 10B) ani vyznanmireménéné metabolické parametry s vyjimkou zvySenych madi
glukosy u samic ve srovnani s jejich kontrolam&aliet (tab. 5).

NasSe vysledky vedou k zé&w, Ze mysi z inbredniho kmene C57BL/6 jsou nackgin
k obezit vyvolané HF dietou nez mysi z outbredni linie NMREjména samice z kmene
C57BL/6, které dlouhodobym krmenim HF dietou vykayg statisticky vysSi étesnou
hmotnost, mnoZstvi bilé tukové tkdrsérové hladiny leptinu, glukosy a inzulinu vesréani

s jejich kontrolami na St digtTyto vysledky jiz byly publikovany [126].

6.3. CHARAKTERIZACE MODELU OVARIEKTOMOVANYCH MYSICH
SAMIC NA VYSOKOTU CNE DIETE

Z naSich pedchozich vysledkje zejmé, Ze samice na HF diet kmene C57BL/6 jsou
extrémri nachylné k obezit Pro dalSi studie byly pokusy provedeny pouze amaiGich
z kmene C57BL/6.

OVX samice na HF die¢t predstavuje model obezity vyvolané HF potravou
za stavu nedostatku estrogenu. Tento model je pgdobezit u Zen po menopauze, které
konzumuji nadbytek tuku ve strav

Tento model byl zaveden u inbrednich C57BL/6 sarfiyto mysSi byly dlouhodob
krmeny HF dietou, ktera obsahovala 60 % tuku. M nsfudii byly vSechny samice
ovariektomovany k#li snizeni endogennich hladin E2¢kbliv mély OVX samice na HF diet
podobny denni energetickyifem jako jejich OVX kontroly na St digt(tab. 6), od 4. tydne
krmeni HF dietou vazily vyznansrvice (obr. 12) a po 19 tydnech na HF &igkumulovaly vice
nez 4x bilé tukové tk&mnez OVX samice na St déeftab. 7).

Polovire OVX samic na St a HF dieve 24. tydnu ¥ku (do 27. tydne &ku) byl podavan
SC E2 kazdé 4 dny (pro obnoveni jejich estralnifkiuc[20, 110]) a druha polovina mysi
zustala nedaena (tedy s nedostatkem E2). Dodani E2 snizilo idemergeticky fjem (tab. 6),
telesnou hmotnost (obr. 12) a mnozstvi bilé tukodntktab. 7) u OVX samic na HF déve
srovnani s OVX samicemi na HF diebez dodani E2. Tyto vysledky jsou v souladu
s literaturou, kterarika, Ze ovariektomie Zgobuje vzist pijmu potravy a tukové tka&n
u hlodavé a dodani E2 navréti jejicklésnou hmotnost a mnoZstiijpté potravy do normalu
[20, 110].
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Je znamo, Ze potrava obsahu;ji&iS mnozstvi ZivéisSného tuku nebo rostlinného oleje
piispiva k vyvoji obezity [120, 121]. Na &&ku naSich experimeinbyl ve HF diet mySi pouzit
rostlinny olej, ale pozji se ukazalo, Ze pragiesadlo je pro manipulaci vhogsi, a proto bylo
sadlo pouzito jako s@ast HF diety v dalSich naSich pokusech. Navic $&enatue sadlo
ukazalo jako jeden z nagjinngjSich drutii tuki ve vyvoji obezity u hlodavic [130]. Obdobg
jako v této studii naSe OVX samice na HF d#iakly statisticky vyznam& zvySené hladiny
leptinu, inzulinu a glukosy ve srovnani s OVX sagnit na St dief (tab. 7).

Dodani E2 nevyznanrovlivnilo hladiny leptinu, inzulinu a glukosy u O¥samic na St
diet ve srovnani s OVX samicemi bez E2 (tab. 7). Obdgbrto ve studii Bryzgalové a kol.,
kde byly koncentrace leptinu, inzulinu a glukosyménéné u starych neovariektomovanych
mySi s ndhradou E2 ve srovnani se samicemi bezl1BP].[V naSi studii dodani E2 OVX
samicim na HF diét navratilo hladiny leptinu, inzulinu a glukosy ddatin pozorovanych
u OVX samic na St di&t stejre jako ve studii Bryzgalové a kol. [131].

Rezistin je adipokin s velmi kontrovekzmpopsanymi &inky. Neni jasné, zda exprese
a sekrece rezistinu jsouipbezi€ zvySené [55, 57] nebo snizené [58, 59, 60, 61]dNdiou
stranu plazmatické koncentrace adiponektinu jsoizesy u obéznich jedifc a zvySeny
u Stihlych [53]. V nasi studii podani E2 statisyickizname snizilo sérové hladiny adiponektinu
a rezistinu u OVX samic na HF dieve srovnani i bez E2 (tab. 7), pra¥godobr
dusledkem sniZzeni mnozstvi bilé tukové tk@o dodani E2. Podobre tomu i v literatie, kde
E2 zpisobil snizeni hladin adiponektinu a rezistinu uysta samic [131] a pottdl koncentrace
adiponektinu u OVX samic [112]. Je znamo, Ze ad@iitin ma pozitivni vliv na citlivost
k inzulinu [28, 51]. V naSi studii sérové koncentradiponektinu byly snizené u OVX samic na
HF diet s ndhradou E2 oprotém bez dodatku E2 jakoidledek snizeni mnozstvi bilé tukové
tkare po dodani E2.

NasSe vysledky vedou k zé&w, Ze OVX samice na HF déepredstavuji vhodny model
pro studium obezity u Zzen po menopauze. OVX sami&eHF die¢ s nedostatkem E2 byly
v naSi studii extrémn nachylné k HF di¢t mely vyznamré zvySenou dlesnou hmotnost,
mnozstvi bilé tukové tk&a symptomy metabolického syndromu. Dodani &Btd mySim

zlepSilo tSinu €chto parametr. Tyto vysledky jiz byly publikovany [127].
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6.4. VLIV VYSOKOTU CNE DIETY A ESTRADIOLU NA CENTRALNI
UCINKY LEPTINU U OVARIEKTOMOVANYCH SAMIC

Z literatury je znamo, Ze po dlouhodobém krmeni pibtravou dojde Kk rezistenci
k leptinu a poruSe signalizace leptinu daikou[46, 47, 49, 119]. Z naSichrerdchozich vysledk
vyplyva, Ze OVX samice na HF déefsou nachylné k obetit Z literatury ale neni iflis
objasréno, zda za vznik obezity @ahto mysi neni zodp@édna rezistence k leptinu, zasadniho
regulatoru pijmu potravy.

Pro tento pokus slouzily inbredni C57BL/6 OVX saeita St a HF digts nahradou E2
a bez E2. Nejprve byla studovana citlivost leptinsamé@ z kmene C57BL/6 na St a HF diet
Citlivost leptinu u sarich hlodava je v literatue dol¥e prozkoumana [46, 119], proto davka
centralk podavaného leptinu byla nejprve testovana na mysaencich. V nasi studii citlivost
k leptinu podavaného ICV byla charakterizovana jak@&na €lesné hmotnosti a kumulativni
piijem potravy po 12, 24 a 36 hodinach po injekctilep Samci na St dietmeli statisticky
vyznammé snizenou dlesnou hmotnost afpem potravy po ICV podani leptinu (po celych
36 hodinach od injekce) oproti skupjrkteré byl podavan fyziologicky roztok, zatimconga na
HF die€ nevykazovali Zadny statisticky vyznamny poklesélggné hmotnosti ani fjpmu
potravy (obr. 14). Tyto vysledky ukazuji, Ze sam&iHF diet jsou rezistentni nacinky leptinu
podavaného ICV, cozZ je v souladu s literaturou: &ikol. ukazali, Ze samci z kmene C57BL/6
jsou nachyini k obezit po 8 tydnech na HF dietbyli rezistentni k leptinu podavanému
nitrobriSné a po 19 tydnech na déebyli necitlivi na niZSi koncentrace leptinu podagto ICV
[119]. Van Heek a kol. naopak ukazali, Ze samaineike C57BL/6 byli citlivi na &inky leptinu
podavaného ICV a necitlivi na leptin podavany titign¢ [46]. Nesrovnalosti ve vysledcich
jsou pravdpodobré zpisobené slozenim HF diety, délkou jejiho podavakbraentraci
podavaného leptinu. Nicmé&ne znamo, Ze dlouhodobé krmeni HF dietodsgbuje poruchu
v signalizaci leptinu do hiky, tedy rezistenci k leptinu [47, 49].

Stejné davka leptinu podavaného ICV samdyla testovana i u OVX samic na St a HF
diett s nahradou E2 a bez E2. PolaviDVX samic na St a HF diebyl podavan SC E2 kazdé
4 dny jeden risic ged pokusem naifpem potravy a druhd polovina mySistala nedatena
(tedy s nedostatkem E2). Po podéani leptinu bylwedeny vaginélni vyty, které ukézaly,
Ze OVX samice, kterym byl podavan E2, byly n&étlu pokusu naifjem potravy v estru.
Pro vyloweni vlivu hormoid estralniho cyklu naigem potravy Bhem pokusu je iezité, aby

byly vSechny mysi fed z&atkem experimentu ve stejné fazi estralniho cyldiera se
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synchronizuje dodanim E2. V naSi studii dodani EEX@amicim na St di&tzvysilo citlivost na
(cinky leptinu podavaného ICV (obr. 15B a 16B). Obaibpodani E2 ICV nebo SC po dobu 1
mesice OVX potkanim samicim zvysilo citlivost na géirii anorexigennidinky leptinu [110].
Bylo zjisStno, Ze dodani E2 zvySilo snizenou expresi recéppoo leptin v mozku u OVX
potkani [110, 132]. To by mohlo slouzit jako vy&ieni k naSim vysledim, Ze pitomnost E2
zvySovala citlivost nadinky leptinu v mozku.

Na rozdil od OVX samic na St déieDVX samice na HF digtmély sniZzenou citlivost na
Gcinky leptinu v mozku (obr. 15A a 16A). Domnivame e v nasi studii je rezistence k leptinu
u OVX samic na HF diétzpisobena jak nedostatkem E2, takézkiou obezitou vyvolanou
dlouhodobym krmenim HF dietou. Na druhou stranuddddE2 OVX samicim na HF diet
snizilo €lesnou hmotnost (obr. 12), mnozstvi tuku (tab. R)ailo citlivost na anorexigenni
Gcinky leptinu v mozku (obr. 15B a 16B) bez ohledupakraujici prijem HF diety. Dodani E2
zlepSilo expresi receptdrpro leptin v mozku u OVX potka@n[110, 132]. Toto zji&ni je
v souladu s nasimi vysledky, Ze ndhradou E2 u O¥Xis na HF di€t bylo dosaZzeno zvySené
citlivosti k leptinu v mozku i fes snizené hladiny leptinu v séruigpbené snizenim mnozstvim
tuku (tab. 7).

NaSe vysledky vedou k z&w, Ze OVX samice na HF déets nedostatkem E2 byly
nachylné k obezita vyvinula se u nich rezistence k centralnimuiteptDodani E2 navréatilo
jejich citlivost k leptinu podavaného ICV. Tato di@ je prvni, kterd se zabyva&idky leptinu
v mozku u OVX mySich samic na HF dies nedostatkem E2. Tyto vysledky jiz byly
publikovany [127].

6.5. VLIV ANTAGONIST U A INVERZNIHO AGONISTY RECEPTORU
GHS-R1a NA RIJEM POTRAVY U OBEZNICH
OVARIEKTOMOVANYCH SAMIC

Ghrelin, jediny periferni stimulator chuti k jidldnraje vyznamnou roli v dlouhodobé
regulaci @ijmu potravy a energetického metabolismu: zvySujgeqm energie a omezuje jeji
vydej a tim dochazi kvéstu €lesné hmotnosti. €inek ghrelinu na fjem potravy je
zprostedkovan specifickym receptorem GHS-R1a vykazuji&wnstitutivni aktivitu. Jak jiz
bylo vySe receno (viz kapitolu 6.1.), antagonisté a zejména rivie agonisté snizujici

konstitutivni aktivitu receptoru GHS-R1a mohou dlibjako potencialni antiobezitika.
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V naSi pedchozi studii [127] jsme ukazali, Ze OVX samiceHfa diet jsou obzvlast
nachylné k obezit Nedavno bylo dokazano, Zze ugt hmotnosti u OVX potkanje spojen
s orexigennim ghrelinemxiinky ghrelinu jsou stimulovany u OVX hlodavii nedostatku E2
[115]. Model OVX samic na HF digtje tedy vhodnym modelem pro studiunginka
antagonisi a inverznich agonist receptoru GHS-Rla jakoZto potenciélnich antiobezit
Nejprve byl studovan kratkodoby a pe@ddlouhodoby vliv chto latek na fijem potravy

u OVX samic bez E2 a s nahradou E2.

6.5.1. Test kratkodobého prijmu potravy

Byli testovani peptidovi a nepeptidovi agonisté ragonisté receptoru GHS-Rla
kratkodolé na Fijem potravy na samicich z kmene C57BL/Gingk agonisi receptoru GHS-
Rla na pijem potravy lze dofe nefit u sytych zviat, u nichz se &kava nizka hladina
endogenniho ghrelinu. Of®& je to u antagonidtreceptoru GHS-R1a — jejichéinek se niii
u hladovych zvat.

Pro nefeni orexigennihodinku jsme pouzivali nasledujici dva agonisty recapiGHS-
Rla: Tyr-Ala-GHRP-6, jehoz sekvenci ukazuje taba2]MV 1843, jehoz strukturu ukazuje
obr. 7B. Tyr-Ala-GHRP-6 je jeden z anafogynteticky pipravenych agonigtreceptoru GHS-
Rla. Jeho &inky jsou |épe popsanin vitro: byla ukena specificka vazba Tyr-Ala-GHRP-6
k receptoru GHS-R1a na membranach dauizolovanych z pedni hypofyzy a hypotalamu
potkana [89] neZ in vivo na pijem potravy. Nepeptidovy agonista receptoru GH&-R1
JMV 1843 byl dosud testovan pouze na u¥nimristového hormonu u hloda¥¢ u lidi [91, 92].

V na8i studii byl testovanc¢inek €chto dvou latek naifjem potravy po SC podani sytym
naivnim samicim na St diet Obe latky vykazovaly orexigennidinek na ijem potravy,
piicemz JMV 1843 vyznan®ji zvysil piijem potravy u sytych samic na St di¢bbr. 17), proto
byl vybran pro dalsi testy.

Nejprvebyl studovan vliv peptidovych a nepeptidovych aotagti na orexigenni &inek
agonisty JMV 1843 po jeho SC podani sytym naivniamisim na St diét Peptidovy
antagonista receptoru GHS-R1a [D-f}aHRP-6 a inverzni agonista SPa, jejichz sekvence
ukazuje tab. 3, vyznanmnpotl&ili orexigenni &inek JMV 1843 na ffsjem potravy u sytych
naivnich samic na St diet zavislosti na davce (obr. 18). | nepeptidoviagonisté receptoru
GHS-R1la JMV 3002 a JMV 3414, jejichz struktury ukjazobr. 8A a 8B, blokovali ffjem
potravy vyvolany JMV 1843 u sytych naivnich sam& $t die¢ (obr. 19). Kratkodobédinky
[D-Lys]]|GHRP-6 jsou v literatie dolfe popsanén vitro iinvivo. In vitro [D-Lys’)GHRP-6
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vytésnil ghrelin v bus¢nych membranach btk CHO-K1 s transfektovanym lidskym
receptorem GHS-R1a a potkanich hypofyzarnich tumyaio buikdch RC-4B/C [93, 94]. Dale
potlatoval ghrelinem vyvolanou signalizaci do ty [94, 95]. In vivo [D-Lys’|GHRP-6
snizoval gijem potravy jak sam o séb(u naivnich a obéznich mysi na HF djef96], tak

i v pritomnosti agonisty: pottaval ghrelinem vyvolany fjlem potravy u naivnich potkén
[133]. Stejrs tak Gsgdns i v nadi studii [D-Ly§GHRP-6 vyznamé sniZil gijem potravy
vyvolany agonistou JMV 1843. \fipad nepeptidového antagonisty JMV 3002 bylo
prokazano, Ze pottaval orexigenni &nek ghrelinu a hexarelinu (syntetickyfigraveny
agonista receptoru GHS-R1a) ndgm potravy u naivnich potkanich sair{®9, 101]. My jsme
tyto vysledky potvrdili. IMV 3414, stejnjako JMV 3002 a JMV 1843, byl dar od labotato
prof. Martineze v Montpellier ve Francii. Tato labto ma dlouholetou zkuSenost v navrhovani
nepeptidovych agonista antagonist receptoru GHS-R1a a dale v jejich testovani zegmén
invitro. V naSi laborati byly tyto nepeptidové slaniny testovanyn vivo. JMV 3414 je no¥
navrzend nepeptidova latka, ktérévitro vykazovala agonistickou aktivitu, zatimeo vivo se
chovala jako antagonista receptoru GHS-R1a: potka [Fijem potravy u mysi po peroralnim
podani (Fehrentz JA, Martinez J a kol. — doposymibikované vysledky). V naSi studli vivo
JMV 3414 blokoval gijem potravy vyvolany agonistou JMV 1843 (obr. 19B)

Déle byl v nasi studii testovan kratkodoby viimgdnych peptidovych i nepeptidovych
antagonisi receptoru GHS-R1a po SC podani hladovym naivnimicgen na St diet [D-
Lys]]|GHRP-6 a SPa vyznamrsnizily gijem potravy u hladovych naivnich samic na Stidiet
(obr. 20). SPa se v kratkodobém testu ukazal it jaocrEjsi antagonista nez [D-LJESHRP-

6 (obr. 20B).In vitro [D-Lys®]|GHRP-6 a SPa sniZily ghrelinem vyvolanou signaiizio buiky
[95]. In vivo [D-Lys*]GHRP-6 snizoval fjem potravy kratkodob u naivnich mysich samc
(nitrobiiSni a centralni podani) a mySich samgejichz obezita byla vyvolana HF dietou
(nitrobiiSni podani) [96]. Obdobné vysledky vivo vykazoval kratkodob na gijem potravy

i SPa, ktery jej snizoval u naivnich mySich s&mpo nitrolFiSnim podéani [96]. My jsme tyto
vysledky potvrdili. Na druhé stransme zjistili, Ze &koliv nepeptidovi antagonisté receptoru
GHS-R1a JMV 3002 a JMV 3414 patia piijem potravy vyvolany agonistou JMV 1843,
samotni antagonisté nélnvliv na piijem potravy (obr. 21), i kdyz jinde bylo popséano,
Ze jednorazové podani JMV 3002 do mozku sniZzovéimrp potravy u naivnich hladovych
potkani [99]. Musime ale vzit v Gvahu, Zze JMV 3002 byl zmininé studii podavan ICV
a v nadi studii SC. tihek samotnych nepeptidovych latek néjgm potravy po ICV a SC

podani nize byt odliSny. Neni totiz znam osugthto latek v organismu po podani do periferie.
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Je evidentni, Zednni antagonisté receptoru GHS-R1a gomgm ICV podani sniZujiijem
potravy, nebo receptor GHS-R1a se vyskytuje v hypotalamuideat zdraznit, Ze pitomnost
ghrelinu v mozku je nezbytna pro jeh&éinek na gijem potravy. Kroni jeho gimého misobeni
na neurony v mozku @iZe ghrelin g@sobit cestou nervu vagu [78Jgs mozkovy kmen do
hypotalamu. MySi ghrelin, na rozdil od lidskéhageja¢ neprochazi hematoencefalickou
bariérou [79].

Probléem gkterych nepeptidovych latek je jejich horSi rozpost ve vod. JMV 3414
byl ve vod dolie rozpustny, ale JMV 3002 se rozpousti ve fyziakgm roztoku s 30%
DMSO. Déle je znamo, ze JMV 3002 nevykazuje &8jvikinek pi vySSich koncentracich, ale
paradox® pii nizSich [101]. MiZze to byt zjgsobeno jeho zhorSenou rozpustnosti ve
fyziologickém roztoku: fi vySSich koncentracich v organismuiZze precipitovat a tudiz je
acinek nizsi.

[D-Lys])|GHRP-6 a SPa, jakozto latky vykazujici silny amigenni ®&inek
v kradtkodobém testu naiem potravy, snizily kratkodobyfem potravy i u hladovych OVX
samic na St a HF diet(ty byly na HF diet 2 mesice). Tyto naSe vysledky poprvé popisuji
Gcinek antagonisireceptoru GHS-R1a u obéznich OVX samic.

Nepeptidové latky jakozto potenciélni terapeutikajinoproti peptidovym své vyhody:
maji prodlouzeny &inek tim, Ze jsou odolnéuvi rychlé enzymatické degradaci. Nepeptidovi
antagonisté receptoru GHS-R1a,ikteyli k dispozici v naSi studii, nesniZzovaltijgm potravy
sami o sob, ale pouze tlumili orexigenni¢iinek agonisty receptoru GHS-R1a, takZze jsme je
nepouZzili v dlouhodobém testu na&ijpm potravy. V budoucnu planujeme testovani dalSic
nepeptidovych antagonisteceptoru GHS-R1a.

Na druhou stranu peptidovy antagonista [D@$RP-6 a inverzni agonista SPa sniZili
piijem potravy u naivnich samic na St djet tudiz byli pouziti v dlouhodobém testu riggm

potravy.

6.5.2. Test dlouhodobého @Bijmu potravy

Na rozdil od kratkodobého pokusu riem potravy, kde byl prokazan jak anorexigenni
icinek inverzniho agonisty receptoru GHS-R1a SPa,itaktagonisty [D-Ly§GHRP-6, fi
dlouhodobém podani pouze [D-FJGHRP-6 zpisobil statisticky vyznamné snizenflesné
hmotnosti a fijmu potravy a zlepSeni metabolickych paratetjména u OVX samic na HF
diett (obr. 24B, 26A a tab. 9B), které jsou podobné rodilské obezit pii nedostatku

estrogenu (Zeny po menopauze) a zvy3ené konzunyasokokalorické stravy. &inek [D-
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Lys’]GHRP-6 na fijem potravy, &esnou hmotnost a metabolické parametry byl vyrazny
u OVX samic na HF diétve srovnani s OVX samicemi na St diatOVX samicemi s ndhradou
E2 na St a HF diét To podporuje naSi hypotézu, Ze antagonisté recgEHS-R1a by mohli
byt zvlaseé ieinni u Zen s nedostatkem estrogenu, které navizukouji stravu bohatou na tuky.
U skupiny pair-fed u OVX samic na HF dietjimz bylo podavdno mnozZstvi potravy
zkonzumované my3mi, kterym byl podavan [D-YJ@HRP-6, vyznam& klesla hmotnost
(obr. 24B) adoSlo u nich k zlepSeni metabolickygArametit (tab. 9B). Tyto vysledky
nazn&uji, e hlavni ginek [D-Lys’)JGHRP-6 byl potlaeni f{jmu potravy, ktery pozitivé
prispival k zlepSeniatSiny parametr metabolického syndromu.

Signaliz&ni draha vyuZivajici aktivaci STAT je aktivovanak jdeptinem, tak
i estrogenem [109]. Bylo zji&bo, Ze dinek estrogenu natfjem potravy je nezavisly na leptinu
a dokonce mize nahradit anorexigenntiaek leptinu na fijem potravy u hlodavg ktei jsou
rezistentni k leptinu nebo maji #azeny gen pro leptin nebo jeho receptor [134]. ®b&ge to
i v nasi studii, kde dodani E2 OVX samicim po ddbogsice statisticky vyznamdnsnizilo
telesnou hmotnost u OVX samic na HF diekteré jsou rezistentni k leptinu (obr. 23, vice
o rezistenci k leptinu u OVX samic na HF digtz ¢lanek¢. 127 v kapitole 8).

Ghrelin tvdi s leptinem antagonisticky futiki par [66, 72]. Dodani E2 vede k pagai
orexigenniho &nku ghrelinu na fijem potravy [115]. V naSi studii byl antagonistceptoru
GHS-R1a [D-Ly§JGHRP-6 zvla&t (inny u modelu rezistence k leptinuagedkem obezity
vyvolané vysokoténou stravou) za séasného nedostatku estrogenu (po ovariektomii). séga
Ze inaktivace signalizai drahy jak leptinu, tak i estrogentigpiva k citlivosti organismu na
(¢inky antagonist receptoru GHS-R1a. To vy&luje, pra OVX samice na St di&t které jsou
citivé na &inky leptinu, a OVX samice s nahradou E2 jak nat&k,i HF diet, nently tak
vyznamnou odezvu na anorexigendinky [D-Lys*|GHRP-6 jako OVX samice na HF diet
které nejsou citlivé nacinky leptinu a maji nedostatek E2.ckoliv byl [D-Lys*|GHRP-6
nedavno z@zen jako nespecificky antagonista receptoru GH&-RB5], v naSi studii byl
pozorovan vyznamny anorexigenrinek [D-Lys’]GHRP-6 na fijem potravy zejména u OVX
samic na HF dietbez ohledu na jeho zpochyimou specifitu podokijako v gedchozi studii
Asakawy a kol., kter4 prokézala dlouhodoby anomxig &inek [D-Lys’JGHRP-6 in vivo
u ob/ob mySich samit [96].

Na druhou stranu dlouhodobé podavani SPa, kteppyaZzovan za inverzniho agonistu
receptoru GHS-R1a, ne&fo vyznamny vliv na Hjem potravy navzdory jeho silnému

anorexigennimu dinku v kratkodobém testu.r&stoze je SPa inverzni agonista receptoru GHS-
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R1la, a tak mize zcela potkét konstitutivni aktivitu receptoru GHS-R1a [84khyl v nasi studii
pozorovan statisticky vyznamny anorexigen¢ingk na pijem potravy v dlouhodobém dtitku.
Ackoliv tcinek SPa zfisobil jak snizeni ijjmu potravy, tak pokles hmotnosti u OVX samic na
HF diet ve srovnani se skupinou, které byl podavan fygiaky roztok, tento &inek nebyl
statisticky vyznamny (obr. 29A a 27B). Naslédrak také parametry metabolického syndromu
byly vlivem SPa zrnény pouze statisticky nevyznagitab. 11B). Jednim zigtodi miZe byt
fakt, Ze SPa {sobi nespecificky: kromreceptoru GHS-R1a se vaze také k receptoru NK1R
[104] a receptoru pro bombesin [105]. Inverzni agmus SPa byl navic testovan hlavn vitro
[94, 95] a dlouhodobécinky in vivo mohou byt odliSné. Petersen a kol. [106] ukazojzeni
télesné hmotnosti affifmu potravy po dlouhodobém (6 @npodani SPa, avSak jde o centrélni
podani Stihlym santien, takZze vysledky nelze srovnavat s naSim modelegrrdch samic

a perifernim podanim.

Zawrem lze tedyici, Ze naSe studie potvrdila velky potencial antagfi receptoru pro
ghrelin jako latek zlepSujicich parametry metabk@io syndromu. Jednou z velkych vyhod
téchto latek je jak moznost periferniho podani, talsgbeni nejen v centralnim nervovém
systému, ale i v periferii (pankreas, travici tjak¥ budoucnu se chceme zé&th na (Einky
nepeptidovych antagonistGHS-Rla a dale na vliwdhto antagonist na dalSi parametry
souvisejici s obezitou a diabetem IlI. typw@iivhe, Ze by se tato skupina latek mohla stat novym

typem antiobezitnich l&k

95



ZAVERY

Samice z kmene C57BL/6 byly nachylné k obezpisobené vysokotinou dietou;
vykazovaly nej¥tSi tendenci k akumulaci tuku aélp vyznamré zvySené hladiny
leptinu, glukosy a inzulinu. Samice z kmene C57Bkri@ené vysokottnou dietou jsou
vhodnym modelem metabolického syndromuisgbeného obezitou a rezistenci

k leptinu.

Ovariektomované mySi samice na vysokotu die¢ jsou vhodnym modelem pro
studium obezity vyvolané vysoka@tou dietou pi nedostatku estradiolu jako jeéina
obezita u Zen po menopauze. Ovariektomované mysiceas nedostatkem estradiolu
byly extrémr nachylné k vysokotiné die¢ a vyvinula se u nich centralni rezistence
k leptinu. Dodani estradiolu snizilo jejickldsnou hmotnost, mnoZstvi tuku, hladiny

leptinu, glukosy a inzulinu a vratilo citlivost m&inky leptinu podavaného centréin

Peptidovy antagonista receptoru pro ghrelin, [DI@$IRP-6, byl zvladt G&inny
u mysi, které jsou rezistentni k leptinuastedkem krmeni vysokotnou dietou
a maji nedostatek estradiolu tBpbeny ovariektomii: dlouhodobé podani tohoto
antagonisty snizilodtesnou hmotnost aifpem potravy a zlepSilo metabolické parametry
u ovariektomovanych mysich samic na vysokpéu diet. [D-Lys’]GHRP-6 by tedy
mohl byt zvla& inny v pripac lécby metabolického syndromu u Zen po menopauze

a muz, ktefi konzumuiji stravu bohatou na tuky.
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Summary

In this study, susceptibility of inbred C57BL/6 and outbred NMRI
mice to monosodium glutamate (MSG) obesity or diet-induced
obesity (DIO) was compared in terms of food intake, body
weight, adiposity as well as leptin, insulin and glucose levels.
MSG obesity is an early-onset obesity resulting from MSG-
induced lesions in arcuate nucleus to neonatal mice. Both male
and female C57BL/6 and NMRI mice with MSG obesity did not
differ in body weight from their lean controls, but had
dramatically increased fat to body weight ratio. All MSG obese
mice developed severe hyperleptinemia, more remarkable in
females, but only NMRI male mice
hyperinsulinemia and an extremely high HOMA index that pointed
to development of insulin resistance. Diet-induced obesity is a
late-onset obesity; it developed during 16-week-long feeding with
high-fat diet containing 60 % calories as fat. Inbred C57BL/6
mice, which are frequently used in DIO studies, both male and

showed massive

female, had significantly increased fat to body weight ratio and
leptin and glucose levels compared with their appropriate lean
controls, but only female C57BL/6 mice had also significantly
elevated body weight and insulin level. NMRI mice were less
prone to DIO than C57BL/6 ones and did not show significant
changes in metabolic parameters after feeding with high-fat diet.
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C57BL/6 e NMRI e Mouse ¢ Monosodium glutamate obesity e
Diet-induced obesity
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Introduction

Obesity is associated with conditions such as
insulin resistance, dyslipidemia and steatosis hepatitis.
Appropriate animal models are crucial for studies on the
pathogenesis and therapy of this complex metabolic
disorder. Several mouse models of obesity have been
established, above them models examining monogenic
(such as ob/ob or db/db mice), chemically induced (such
as monosodium glutamate-induced (MSG) obesity) or
diet-induced obesity (DIO) are widely used (for review
see Butler and Cone 2001, Buettner et al. 2007).

In this study, outbred (NMRI) and inbred
(C57BL/6) mice of both sexes with either MSG obesity
or DIO were compared in terms of anatomic and
metabolic parameters.

Monosodium glutamate (MSG) obesity with an
early onset can be induced to newborn mice with
subcutaneous administration of MSG (Olney 1969),
which causes lesions in hypothalamic arcuate nucleus
(ARC) and impaires leptin and insulin signaling in this
region (Broberger et al. 1998, Dawson et al. 1997,
Maletinska et al. 2006) resulting in hyperleptinemia and
hyperinsulinemia. Although the MSG animals are rather
hypophagic (Morris et al. 1998), they have a dramatic
increase in body fat, which could be explained rather by a
lower metabolic rate than by an elevated food intake
(Djazayery et al. 1979). A marked shrinkage of the ARC
in the MSG-treated mice impairs production of growth
hormone releasing hormone (GHRH) which results in
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shorter body length, atrophied pituitaries, gonads, and
optical nerves (Tamura et al. 2002).

Diet-induced obesity (DIO) has a late onset and
is developed after feeding mice with high-fat diet (HF
diet). It is similar to common human obesity resulting
from over-consumption of food and sedentary style of
life. Depending on animal strain, gender, as well as
composition and duration of feeding with high-fat diet,
DIO mice developed increased adiposity that resulted in
hyperleptinemia and peripheral leptin insensitivity
already at 8 weeks on HF diet (Buettner et al. 2007, van
Heek et al. 1997). Later on, failure in down-regulation of
food intake by leptin gradually caused central leptin
insensitivity (Lin et al. 2000, Zhang and Scarpace 2006).
Inbred strains of mice prone to DIO such as C57BL/6,
AKR/J or DBA/2J were selected previously (West et al.
1992). C57BL/6] mice
development of metabolic syndrome (Collins et al. 2004)

were found wuseful for
and altered insulin secretion (Andrikopoulos et al. 2005).
However, little is known about DIO development and
consequences in female mice. Outbred Wistar and
Sprague-Dawley rats were used mostly as standard
rodents for studying DIO and insulin resistance (Buettner
et al. 2007). On the contrary, DIO in outbred mice is
rarely studied.

In this study, we compared predisposition of
outbred NMRI and inbred C57BL/6 mice of both sexes to
MSG and DIO obesity in terms of possible leptin and/or
insulin resistance which could be wused for future
studies food intake

pharmacological concerning

regulation.
Methods

Experimental animals

NMRI mice (Bio Test, Konarovice, Czech
Republic) and C57BL/6 mice (Institute of Molecular
Genetics, Prague, Czech Republic) were housed at a
temperature of 23 °C and a daily cycle of 12 h light and
dark (light from 6:00). They were given ad libitum water
and standard chow diet that contained 25, 9 and 66 %
calories as protein, fat and carbohydrate, its energy
content was 3.4 kcal/g (ST-1, Velaz, Kole¢, Czech
Republic). All followed the ethical
guidelines for animal experiments and the law of the
Czech Republic No. 246/1992.

For MSG obesity,
administered with MSG (4 mg/g body weight, s.c.) from

experiments

newborn mice were

postnatal day 2 to 8. “Osmolality” controls were treated

with saline of osmolality corresponding to the MSG
solution (Jezova et al. 1998).

For DIO development, mice were fed with HF
diet (13, 60 and 27 % calories as protein, fat and
carbohydrate, respectively (Kopecky et al. 1996)) from
7 weeks of age. The HF diet was composed of 40 % of
the chow diet, 34 % powdered cow milk for human
neonates, 25 % sunflower oil and 1 % corn starch. Energy
content of HF diet was 5.3 kcal/g.

Food consumption and body weight were
monitored every week. Daily food intake (24-h food
intake) was determined regularly every week from 6 to
15-16 weeks of age in MSG mice and from 8 to 22 weeks
of age in mice with DIO (when mice were on HF). In
smaller groups (n=3) of 4-, 8- and 12-week-old DIO mice
on HF diet, and of their respective controls, fat and body
weight were determined.

MSG treated mice at 16 weeks of age (n=20-25
for each sex), their age-related naive and “osmolality”
controls, DIO mice after 16 weeks on HF diet (n=20-25
for each sex), and their age-related controls on standard
diet were divided into two subgroups of 10-15 mice. One
subgroup was fasted overnight and mice sacrificed next
morning between 8:00 and 9:00 a.m. In their blood sera,
glucose and insulin levels were determined and HOMA
index, i.e. fasting plasma glucose [mmol/l] x fasting
plasma insulin [pmol/1] / 22.5, was calculated (Lansang e?
al. 2001). Mice from the other group with free access to
food were also sacrificed between 8:00 and 9:00 a.m. In
their blood sera, leptin, glucose and insulin levels were
White
abdominal, and gonadal), and liver of all mice were

determined. adipose tissue (subcutaneous,

dissected and weighed.

Brain histology

Three male and three female MSG-treated mice
of 16 weeks of age and their age-related controls were
used for the experiment. They were deeply anesthetized
and rapidly perfused transcardially with fixative; coronal
sections from their hypothalami were prepared and
stained as described ecarlier (Maletinska et al. 2006).

Blood serum components

Leptin and insulin concentrations in sera were
quantified by ELISA assay (BioVendor, Brno, Czech
Republic) and by RIA assay (Linco Research, St. Charles,
MI, USA), respectively. Serum glucose levels were
measured by a glucometer (Glucocard, Arkray, Kyoto,
Japan).
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Fig. 1. Increase in body weight of control, MSG-treated and DIO NMRI and C57BL/6 mice: a/ MSG male, b/ MSG female, ¢/ DIO male,
d/ DIO female (n = 20-25 per group). Significance is * P<0.05, ** P<0.01 and *** P < 0.001 vs. controls for female mice.

Statistics

Data are presented as means = SEM for the
number of animals indicated in the Figures and Tables.
They were analyzed by two-way ANOVA (obesity x
gender) followed by Bonferroni post hoc test using
Graph-Pad Software (San Diego, CA, USA). P<0.05 was
considered statistically significant.

Results

MSG obesity

Serial coronal sections of the hypothalami both
of inbred NMRI and outbred C57BL/6 mice showed that
the MSG treatment caused disappearance of neurons
in ARC and did not affect adjacent
hypothalamic nuclei, which was in concordance with our
previous study (Maletinskd et al. 2006). Naive and

exclusively

“osmolality” controls of the MSG obese mice did not
display any histological alterations in their hypothalami
(data not shown).

Generally, food consumption of robust NMRI
mice was higher than that of subtle C57BL/6 mice which
resulted from the fact that NMRI mice had about 50 %
higher weight than C57BL/6 at the beginning of the
experiment (Fig. la-d). Average daily food intake was
insignificantly lower in the MSG-treated males and
females of both strains compared with their controls
(Table 1). Body weight of male MSG obese NMRI and
C57BL/6 mice did not differ from that of their controls
(Fig. 1la). On the other hand, a significant increase in
body weight was obvious in female MSG mice from
15 weeks of age (NMRI) or 9 weeks of age (C57BL/6)
(Fig. 1b).

All mice

with MSG obesity excessively
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Table 1. Average daily food intake (g and/or kJ) of control, MSG-treated and DIO male and female NMRI and C57BL/6 mice
Obesity model Strain Group Sex
Male Female
NMRI Control 7.72+0.76 g 649+0.67 g
MSG MSG 580+0.73 g 6.15£048 ¢
C57BL/6 Control 4.07+0.16 g 396+£0.29 ¢
MSG 362+023 g 375£030¢g
Control 7.00+045¢g 582+0.14¢
NMRI (99.67 £ 6.74 kJ) (82.94 £2.82 kJ)
DIO 734+£054 ¢ 453+0.16¢g
(163.01 +£8.61 kJ) * (100.68 +4.39 kJ)
DIO
Control 4.07+023 ¢ 348+0.14 g
C57BL/6 (57.92 £1.62kJ) (49.62 £1.29 kJ)
DIO 355+027¢ 3.14+023 g

(78.82+2.82KkJ) % (69.69 +2.96 kl) *

All values are expressed as mean = SEM (n = 20-25 per group). Significance is * P<0.05 (mouse model of obesity vs. respective

control).

accumulated subcutaneous, abdominal and gonadal fat
and showed dramatically enhanced fat and body weight
(Table 2). The liver weight was insignificantly lowered in
the MSG obese females and males of both strains, partial
steatosis was seen in all MSG animals (Table 2).

All non-fasted mice with MSG obesity had
massively increased leptin levels in their blood sera
(Fig. 2a,b). NMRI male mice with MSG obesity developed
extreme hyperinsulinemia (Fig. 2a); this was in agreement
with their HOMA index (Table 3), which was dramatically
enhanced in MSG NMRI males compared with their
controls (241.9+59 vs. 8.5+0.6) (Table 3). HOMA index is
an indicator of relative insulin resistance and was
calculated from glucose and insulin levels after 17-h
fasting. Insignificantly enhanced HOMA index was also
registered in MSG females of both strains (Fig. 2b,
Table 3). However, in fed MSG females of both strains,
glucose level did not differ significantly from controls,
although insulin level was significantly elevated (Fig. 2b).

DIO obesity

As shown in Table 1, the amount of food
consumed per day by DIO and control C57BL/6 mice did
not differ significantly, but logically, energetic intake was
higher in mice fed with HF diet compared with controls
consuming standard diet, except of NMRI females
(Table 1). NMRI mice of both sexes on HF diet (Fig.

lc,d) did not show any significant alterations in their
body weight during development of DIO compared with
their controls. Female C57BL/6 mice with DIO had
significantly increased body weight compared with their
controls since 6 weeks on the HF diet, i.e. since 13 weeks
of age (Fig. 1d). The increase in body weight of C57BL/6
males was insignificant compared with their controls.

Both male and female C57BL/6 mice with DIO
excessively accumulated subcutaneous, abdominal, and
gonadal fat (Table 2); after 12 weeks on HF diet the fat to
body weight ratio was substantially enhanced (percent of
body fat ratio was 3.7+1.14 for male controls and
10.76+2.74 for DIO males; 2.33+0.38 for female controls
and 12.04+4.78 for DIO females, P<0.01 for both males
and females). In DIO C57BL/6 females, liver had
significantly pronounced steatosis (Table 2). On the
contrary, increase in fat weight was not significant in
NMRI DIO mice of both sexes after 16 weeks on HF diet
(Table 2).

Leptin and glucose levels but not insulin level
were significantly enhanced in C57BL/6 mice of both
sexes with DIO (Fig. 2a,b). Significant increase in insulin
level was registered only in female C57BL/6 mice but
was not accompanied with an increase in HOMA index.
Metabolic parameters of NMRI mice with DIO did not
show significant differences compared with lean controls,
except of glucose level in females (Fig. 2b).
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Table 2. Characterization of control, MSG-treated and DIO NMRI and C57BL/6 mice subjected to 17 h fasting at 16 weeks (for MSG) or

at 23 weeks (for DIO) of age

Obesity model Strain Sex Group Body weight Fat weight Liver weight
(€] (® (@
Male — Control — 44.7+1.54 0.50 +0.25 1.82+0.24
NMRI MSG  46.7+3.03 454+0427"" 1.53+0.10
Female  Control 36.7+2.03 0.54 +0.05 1.50+0.14
MSG 43.4+275"" 464038 """ 1.20+0.09
MSG
Male Control 30.9+0.90 0.43 +0.06 1.20+£0.15
CS7BL/6 MSG 323+ 1.10 435+032" 1.06 £ 0.13
Female  Control 23.9+4+0.57 0.33+0.05 1.23+0.13
MSG — 334+0927" 6.25+042 """ 111£0.11
Male — Control ~ 47.3+0.99 0.82+0.19 1.88+0.11
NMRI DIO  46.7+0.50 3.56+ 0.90 2.06+0.12
Female  Control 34.5+0.19 1.19 £ 0.43 1.35+0.09
DIO 3544105 1.91+0.11 1.50 + 0.02
DIO
Male Control 29.6 £0.52 0.61+0.19 1.20+£0.15
C57BL/6 DIO  31.1+0.96 1.88+0.46 1.11+0.08
Female  Control 21.3+0.19 0.49 +0.07 1.01+0.11
DIO  303+1.14""F 397062 " 113 £0.07

All values are expressed as mean + SEM (n = 20-25 per group). Significance is ** P<0.01 and *** P<0.001 (mouse model of obesity

vs. respective control).

Discussion

MSG obesity

In mice with MSG-induced obesity, the number
of cells was decreased by 75 % in the ARC, but it was
unchanged in other hypothalamic areas (Elefteriou et al.
2003). The relationship between MSG-induced damage
of the ARC and the metabolic changes that produce
obesity at mild hypophagia is poorly understood, one of
the basic factors is probably the lack of leptin receptors in
ARC (Dawson ef al. 1997). In this study, MSG treatment
of both NMRI and C57BL/6 males resulted in massive
enhancement of adipose tissue despite an insignificantly
lower food intake and no significant difference in body
weight compared with their respective controls. On the
other hand, female mice of both strains significantly
increased their body weight after the MSG treatment. At
16 weeks of age, fat to body weight ratio of C57BL/6
mice was about 10 times (males) to 20 times (females)
higher compared to control mice, whereas in NMRI
strain, it was about 8 times higher than in controls both in

males and females. Our findings are in agreement with
previous data on C57BL/6 mice with MSG obesity
(Matsuki er al. 2003, Hollopeter et al. 1998). Although
the liver had obvious steatosis, its weight was lowered
most probably because of lower production of GHRH
resulting in smaller organs similarly as it was described
for pituitary and gonads (Tamura et al. 2002).

Markedly elevated leptin levels in both MSG
obese C57BL/6 and NMRI mice pointed to a severe
hyperleptinemia, which was more pronounced in females
whose leptin level is usually higher than in males. In fed
NMRI mice, levels of insulin and glucose were enhanced,
but those after 17 h of fasting persisted only in NMRI
MSG male mice. It is evident from HOMA index, which
was 28 times higher for MSG males compared with lean
controls, that the male NMRI mice were more prone to
insulin resistance than the female ones and C57BL/6
mice of both sexes. C57BL/6 mice with MSG obesity of
both sexes did not show significantly elevated levels of
glucose and insulin, unlike Matsuki et al. (2003) who
found elevated insulin level in C57BL/6J male mice.
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Fig. 2. Serum leptin, insulin and glucose levels in fed a/ male and b/ female NMRI and C57BL/6 mice with MSG obesity and DIO and
their controls (n = 10-15 per group). * P<0.05, ** P<0.01 and *** P<0.001 (mouse model of obesity vs.respective controls).

Table 3. Metabolic parameters of control and MSG-treated NMRI and C57BL/6 mice mice subjected to 17 h fasting at 16 weeks of age

Strain Sex Group Glucose (mmol/l) Insulin (ng/ml) HOMA
Male Control 5.55+1.88 0.20+£0.04 8.5+0.6
NMRI MSG 9.50+2.56 331+3.00 241.9+59.0
Female Control 5.65 £0.86 0.33+£0.10 9.2+0.1
MSG 5.75+0.94 0.52+0.10 147+1.3
Male Control 3.48 +0.54 0.38 £0.09 102+0.4
C57BL/6 MSG 3.19+0.55 0.65+0.31 159+1.3
Female Control 4.59+0.28 0.26 +0.02 143 +0.7
MSG 298 +0.75 0.64 +£0.23 23.0+0.7

All values are expressed as mean = SEM (n = 10-15 per group). Significance is * P<0.05, ** P<0.01 and *** P<0.001 (mouse model

of obesity vs. respective control).

C57BL/6 mouse strain is widely used for
development of diet-induced obesity (Lee er al. 2005,
Thupari et al. 2004, for review see Buettner et al. 2007).
Lin et al. (2000) described that DIO C57BL/6 male mice
showed increased body weight, adiposity and leptin and
developed leptin resistance after 19 weeks on HF diet.

However, they were later divided into obesity-resistant
(without changes in body weight after HF diet) and
obesity-susceptible groups (Huang et al. 2003). In this
study, C57BL/6 male mice with DIO obesity did not
show a significant increase in their body weight
compared with their lean controls (about 1.5 g, Table 2)
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although their increase in fat weight was significant
(increase about 1.3 g, Table 2) and corresponded to the
increase in body weight. It means that the lean weight
remained unchanged. Park er al. (2005) also found no
change in lean mass at an increased fat mass in C57BL/6
mice after 20 weeks on HF diet. However, their study
lacked the data between 5 and 20 weeks on HF diet.
Unlike males, female C57BL/6 DIO mice in our study
substantially increased body weight already after 5 weeks
on HF diet (in agreement with Huang et al. (2003)) and
accumulated seven times more adipose tissue. Both
C57BL/6 females and males significantly increased leptin
and glucose level compared with their lean controls, but
only females had also significantly elevated insulin level.
HOMA index in all fasted DIO mice did not show any
significant difference from that of fasted controls.

HF diet up to 6 months did not significantly alter
body weight in female NMRI mice (Huang et al. 2003).
In our study, NMRI DIO mice of both sexes did not show
any changes in anatomical and metabolic parameters,
except of elevated glucose level in males.

Conclusions

The early-onset MSG obesity resulted in
substantially increased fat to body weight ratio in both
strains and both sexes. MSG obese males and females of
both strains had dramatically increased leptin levels
resulting from attenuated leptin signaling in ARC and
being a good model of ARC-located leptin resistance.
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Abstract

v

Ovariectomized mice on a high fat diet represent
a model of diet-induced obesity during estrogen
deficiency. Here, we tested the hypothesis that
sensitivity to centrally administered leptin in
ovariectomized mice with diet-induced obesity
could be restored by estrogen supplementa-
tion. Ovariectomized C57BL/6 female mice were
fed either a standard or high fat diet until they
were 27 weeks old. Ovariectomized mice on
a high fat diet developed extreme obesity and
hyperleptinemia and moderate hyperinsuline-
mia compared to those on a standard diet. For
the last 4 weeks, 17fB-estradiol-3-benzoate or
its vehicle was administered subcutaneously in
a 4-day cyclic regimen. Finally, leptin or saline
was injected into the third ventricle, and food
intake and body weight were measured for 36 h.

In ovariectomized mice fed a standard diet, the
decrease in food intake and body weight was sig-
nificant and was pronounced in 17f3-estradiol-3-
benzoate-supplemented mice. The response to
centrally injected leptin in ovariectomized mice
on a high fat diet was insignificant, whereas in
17B-estradiol-3-benzoate-supplemented mice,
the effect was significant, particularly with
respect to body weight. We showed for the first
time that central insensitivity to leptinin ovariec-
tomized diet-induced obese mice was restored
with 17B-estradiol-3-benzoate supplementation,
which also attenuated most of the parameters of
metabolic syndrome. Only circulating adiponec-
tin, a peripheral insulin sensitivity marker, was
lowered following 17pB-estradiol-3-benzoate
administration in both high fat and standard diet-
fed ovariectomized mice, despite of decreased or
unchanged glycemia, respectively.

Introduction

v

In females, changing states of reproductive func-
tions are accompanied by eating disorders and
obesity. Menopause is especially associated with
the accumulation of abdominal fat and increased
risk of cardiovascular diseases [1].

Body fat storage in mammals is reflected by lep-
tin, an adipocyte-born cytokine (adipokine),
which decreases food intake through its specific
receptors located in the hypothalamus. Leptin-
deficient ob/ob mice and leptin receptor-deficient
db/db mice or fa/fa rats show increased food
intake and suffer from severe obesity [2-4]. How-
ever, the majority of humans with simple obesity
have their circulating leptin levels elevated,
which points to leptin resistance [5] character-
ized by an increased circulating leptin and a
decreased response to exogenous leptin. The
causes of leptin resistance remain unclear. Poten-
tial causes are disrupted leptin transport through
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the blood-brain-barrier and impaired leptin
intracellular signaling [6,7].

In females, leptin is closely associated with the
hypothalamic-pituitary-gonadal (HPG) axis: lep-
tin stimulates the release of a gonadotropin-
releasing hormone from the hypothalamus [8]
and enhances the secretion of a luteinizing hor-
mone and follicle-stimulating hormone in the
anterior pituitary [9]. Ovariectomy, which almost
completely eliminates circulating estradiol, dis-
rupts the HPG axis and causes an increase in
feeding and body adiposity. Estradiol supple-
mentation normalized both feeding and body
weight in ovariectomized (OVX) rodents [10,11].
Clegg et al. showed that estradiol subcutaneo-
usly administered to OVX female or male rats
enhanced central leptin anorexigenic action, and
centrally administered estradiol increased sensi-
tivity to leptin and lowered insulin sensitivity
[12]. Recently, a revolutionary study showed that
proopiomelanocortin neurons in the arcuate

This is a copy of the author's personal reprint
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nucleus, which are normally activated by leptin, were given
excitatory input by estradiol in ob/ob and db/db mice. Despite
failed leptin receptor signaling in these mice, estrogen reduced
body weight via the estrogen receptor ERa through the activa-
tion of signal transducer and activator of transcription 3, which
is the common target of estrogen and leptin signaling [13].

In this study, we hypothesized that estradiol could normalize
central leptin resistance in OVX mice with diet-induced obesity
(DIO). DIO in C57BL/6 female mice is accompanied by hyperlep-
tinemia and hyperinsulinemia [14], which makes it similar to
common human obesity caused by overconsumption of high fat
food. In this study, we examined the hypothesis that estradiol
supplementation could restore the central sensitivity to leptin
and positively affect metabolic parameters in DIO OVX mice.

Materials and Methods

v

Experimental animals and diets

Inbred C57BL/6 female mice (Velaz, Kole¢, Czech Republic) were
housed at 23 °C and a daily cycle of 12h light and dark (light
from 6:00 AM). They were provided water ad libitum and fed a
standard (St) diet that contained 25, 9, and 66 % calories as pro-
tein, fat, and carbohydrate, respectively. Its energy content was
3.4kcal/g (St-1, Mlyn Kocanda, Jesenice, Czech Republic). All
experiments followed the ethical guidelines for animal experi-
ments and the laws of the Czech Republic No. 246/1992.

DIO mice were fed a high fat (HF) diet (containing 13, 60, and
27% calories as protein, fat and carbohydrate, respectively [15])
from 8 to 27 weeks of age. The HF diet was composed of 40%
chow St-1 diet, 34% powdered cow milk for human neonates,
25% lard, and 1% cornstarch. The energy content of the HF diet
was 5.3 kcal/g.

Food consumption and body weight were monitored every week
from 6 to 27 weeks of age. One-third of the mice were resistant
to the HF diet (did not exhibit changes in body weight after a HF
diet) and were withdrawn from the experiment.

Ovariectomy and 17B-estradiol-3-benzoate
supplementation

At 5 weeks of age, mice were anesthetized with an intraperito-
neal injection of ketamine/xylazine (100mg/kg ketamine,
16 mg/kg xylazine, Spofa, Prague, Czech Republic) and bilaterally
ovariectomized according to Geary and Asarian [16].
17B-Estradiol-3-benzoate (E2) was randomly subcutaneously
administered to half of the OVX mice (8 ug/mouse, dissolved in
sesame oil; Sigma, St. Louis, USA) every 4 days, one month before
the food intake experiment [12].

In the pair-feeding experiment, OVX mice fed the HF diet were
given food amount consumed by OVX mice supplemented with
E2. Their body weight was measured every week for one
month.

Central administration of leptin and food intake
experiment

At 26 weeks of age, mice were implanted with intracerebroven-
tricular (ICV) cannulas (Plastics One, Roanoke, USA) into the
third ventricle (AP 2 mm, V 3mm) as described previously [17].
The animals were placed in separate cages with free access to
food and water and allowed at least 7 days to recover from sur-
gery before being used in the experiment.

Original Basic

Food intake experiment was performed with 4 groups, each of
20 mice:
1. OVX/St: OVX mice fed a St diet,
2. OVX/HF: OVX mice fed a HF diet,
3. OVX/St + E2: OVX mice fed a St diet with

E2 supplementation,
4. OVX/HF + E2: OVX mice fed a HF diet with

E2 supplementation.
On the day of the experiment at 18:00 PM, freely fed mice were
injected ICV with 5l of saline or leptin at a dose of 5ug/mouse
(dissolved in saline). The solutions were infused in 20 seconds,
and the infusion cannula was left in place for an additional 20
seconds to prevent reflux. Immediately after injection, vaginal
smears were taken to determine the phase of the estrous cycle.
Mice were given St or HF diet weighed food pellets. The mice and
pellets were weighed 12, 24, and 36h after ICV injection. The
animals had free access to water during the experiment.
Mice with free access to food were sacrificed 36 h after the saline
or leptin ICV injection, and blood serum samples were collected.
The white adipose tissue (subcutaneous, abdominal, and
gonadal) of all mice was dissected and weighed.

Blood serum components

The biochemical parameters were measured in fed saline-treated
mice at the end of the food intake experiment. Insulin and adipo-
nectin concentrations in sera were quantified by RIA and leptin
concentrations by ELISA (Linco Research, St. Charles, MI, USA).
The resistin concentrations in sera were quantified by ELISA
(BioVendor, Brno, Czech Republic). The serum glucose levels
were measured using a glucometer (Glucocard, Arkray, Kyoto,
Japan). The serum triglycerides levels were measured by quanti-
tative enzymatic reactions (Sigma, St. Louis, USA).

Statistical analysis

The data are presented as means+SEM for the number of ani-
mals indicated in the Figures and Table. They were analyzed by
two-way ANOVA followed by a Bonferroni post hoc test using
Graph-Pad Software (San Diego, CA, USA). p-values <0.05 were
considered statistically significant.

Results

v

Characterization of female obese mice

In this study, OVX mice on the St diet had similar energetic
intake to those on the HF diet: 45.59+1.87k] and 49.72+1.12Kk]J,
respectively. However, 4 weeks of feeding on the HF diet signifi-
cantly increased the body weight of the OVX mice compared
with those on the St diet (© Fig. 1). After 19 weeks on the HF
diet, OVX mice accumulated more than 4 times the white adi-
pose tissue of those on the St diet (Table 1).

E2 supplementation lowered energetic intake to a similar
extent in both HF and St diet-fed OVX mice: 41.96+1.76k] and
41.20+2.76Kk], respectively. After 1-month-long E2 treatment,
the body weight of OVX mice on the HF diet supplemented with
E2 was 31.88+0.19¢g whereas that of pair-fed OVX mice on the
HF diet 35.50+1.25g.

Central administration of leptin and food intake
experiment

OVX mice on the St diet responded to centrally injected leptin
with a significant attenuation of their body weight within 36 h.

Matyskova R et al. Leptin Resistance in Obese Female Mice... Horm Metab Res 2010; 42: 182-186
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Fig. 1 Increase in body weight of OVX mice on a St and HF diet (n=20
animals per group). Mice were fed a HF diet from 8 to 27 weeks of age. E2
was administered from 24 to 27 weeks of age. The data were analyzed by
two-way ANOVA (diet x week of age). The significance is * *p<0.01 and
55 <0.001.

Their cumulative food intake decreased significantly after only
36h compared with their saline-treated controls (¢ Fig. 2A and
3A). E2 supplementation to OVX mice fed the St diet increased
sensitivity to centrally administered leptin (¢ Fig. 2B and 3B).
In contrast to OVX mice on the St diet, those fed the HF diet were
insensitive to central anorexic action of leptin: both their loss of
body weight and decrease in cumulative food intake were statis-
tically insignificant compared with saline-treated controls
(e Fig. 2A and 3A). However, OVX mice fed the HF diet supple-
mented with E2 had restored central leptin sensitivity in terms
of body weight over the whole time interval following central
leptin injection and a cumulative food intake in the 36 h obser-
vation period (¢ Fig. 2B and 3B).

Biochemical parameters

The biochemical parameters were measured in fed saline-treated
mice after the food intake experiment and are summarized in
Table 1. OVX mice on the HF diet developed significant hyper-
glycemia and hyperinsulinemia, and extreme hyperleptinemia
compared with those on the St diet. Their adiponectin and tri-
glycerides levels were similar to mice fed the St diet. E2 supple-
mentation significantly lowered leptin, adiponectin, and resistin
levels in HF-fed OVX mice in parallel with a very significant
decrease in fat/body weight. Interestingly, OVX mice on the HF
diet had lower resistin levels than those on the St diet.

Discussion and Conclusions

v

Mice fed a HF diet for more than 4 weeks were reported to
develop DIO with leptin resistance similar to common human
obesity caused by overconsumption of HF food and low energy
expenditure [6,18]. AKR/J, SWR/], and C57BL/6 mice were found
to be especially susceptible to DIO [18,19]. In a previous study,
we demonstrated that after 19 weeks on a HF diet, male C57BL/6
mice developed severe obesity accompanied with hyperleptin-
emia, and in females pronounced hyperinsulinemia was also
observed [14].

In this study, all mice were OVX to eliminate endogenous circu-
lating E2. Although OVX mice on the HF diet did not differ in

Table 1 The metabolic parameters of saline-treated OVX mice and OVX mice with E2 supplementation on both the St and HF diet?

Triglycerides (mg/dl)

58.2+0.40
66.1+0.37
70.7+0.47
68.8+0.34

Resistin (ng/ml)

35.60+4.89

Adiponectin (pg/ml)

22.24+2.34

Leptin (ng/ml)

3.35+0.55
2.51+0.54
17.37+2.58

Insulin (ng/ml)

0.33+0.04
0.86+0.18

Glucose (mmol|l)

Fat/body mass( %)

Groups of mice
OVX/St

*
l * ok sk

| -

36.85+4.80

| .

14.66+2.04

ok %

] * kK

5

23.06£1.11

13.34+1.66

I * ok k

21.54+1.59

l * ok

5.98+0.18
6.02+0.16
7.62+0.23
5.37+0.18

l * ok

2.59+0.32
1.13+£0.09

11.62+0.66
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1.33+0.27
0.79+0.24

9.04+1.11

2.59+0.59

] ¢ 3k ok

l”

6-8 animals per group). The metabolic parameters of the mice were analyzed by two-way ANOVA (dietx E2 treatment). The significance is *p <0.05, **p <0.01, and ***p<0.001.

OVX/St+E2
OVX/HF

] ¢k ok

3.88+0.73

OVX/[HF +E2

3All values are expressed as the mean+SEM (n
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Fig. 2 The effect of centrally administered leptin on body weight after
saline or leptin (5 pg/mouse) administration to: (A) OVX mice on a St

and HF diet and (B) OVX mice on a St and HF diet after E2 administration
(n=6-8 animals per group). The change in body weight is presented at
12, 24, and 36 h after saline or leptin injection. The data were analyzed by
two-way ANOVA (compound x time after injection). The significance is
*p<0.05, **p<0.01, and ***p<0.001.
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Fig. 3 The effect of centrally administered leptin on the cumulative
food intake after saline or leptin (5 pg/mouse) administration to:

(A) OVX mice on a St and HF diet and (B) OVX mice on a St and HF diet
after estrogen E2 administration (n=6-8 animals per group). The data
were analyzed by two-way ANOVA (compound x time after injection).
The significance is *p<0.05, **p<0.01, and ***p<0.001.

their caloric intake from those on the St diet, they accumulated
more than 4 times the white adipose tissue (Table 1).

At 24 weeks of age, HF and St diet-fed OVX mice were either sup-
plemented with E2 or treated with a vehicle. E2 supplementa-
tion was performed in a 4-day cyclic regimen for the last 4 weeks
to restore the estrous cycle. Vaginal smears showed that all mice
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supplemented with E2 were in estrus at the beginning of the
food intake experiment.

In our study, sensitivity to centrally administered leptin was fol-
lowed by a loss of body weight and decrease in food intake
within 36h. E2 supplementation to OVX mice fed the St diet
increased sensitivity to centrally administered leptin especially
regarding cumulative food intake, which became significant
after 12h (© Fig. 2B and 3B). Analogously, a 1-month-long sub-
cutaneous or intracerebroventricular E2 supplementation was
reported to increase sensitivity to leptin anorexic action in the
brain of OVX rats [12]. The finding that E2 supplementation nor-
malized the decreased expression of leptin receptors in the brain
of OVX rats might explain this phenomenon [12,20].

Unlike OVX mice on the St diet, those on the HF diet had
decreased sensitivity to centrally administered leptin
(e Fig. 2A and 3A). We propose that insensitivity to central lep-
tin of OVX mice on the HF diet in this study resulted from both
lacking E2 and severe DIO; E2 supplementation lowered body
weight and fat/body weight ratio and restored sensitivity to lep-
tin regardless of continual HF feeding. Normalized expression of
leptin receptors in the brain of OVX rats after E2 supplementa-
tion found by others [12,20] could explain the increased central
leptin sensitivity after lowered peripheral leptin levels resulting
from a decrease in fat. In addition, it has been shown that intra-
venous leptin infusion increased fatty acid oxidation in the liver
of OVX rats [21]. However, it was shown that E2 supplementa-
tion reduced food intake and body weight in ob/ob mice, sug-
gesting that the effect of E2 occur, at least in part, independent
of leptin signaling [22].

Lard that was used as a fat component of the HF diet in this study
was previously shown to be a powerful type of fat in the deve-
lopment of pronounced obesity with insulin resistance in rats
[23]. Analogously in this study, OVX mice on the HF diet consist-
ing of lard developed extreme hyperleptinemia, significant
hyperinsulinemia, and hyperglycemia compared with those on
the St diet (Table 1).

E2 supplementation did not significantly affect glucose, insulin,
and leptin levels in OVX mice on the St diet, corroborating the
results of Bryzgalova et al., where old mice were supplemented
with estrogen to levels observed in young mice [24]. In the
present study, E2 treatment of OVX mice on the HF diet norma-
lized glucose, insulin, and leptin levels to those of OVX mice fed
the St diet similar to the observations of Bryzgalova et al. [24]
The physiological aspects of resistin are highly controversial: it
is not clear whether resistin expression and secretion are
increased [25,26] or decreased during the development of obe-
sity [27-29]. On the other hand, plasma adiponectin levels are
generally higher in lean individuals than in obese ones [30]. In
our study, E2 treatment significantly lowered both adiponectin
and resistin levels in OVX mice on the HF diet (Table 1), probably
due to an overall decrease in white adipose tissue resulting from
E2 treatment. Similarly, E2 supplementation lowered both adipo-
nectin and resistin levels in old mice [24] and suppressed adipo-
nectin levels in OVX mice [31]. However, E2 did not alter plasma
resistin levels in normal female rats [32]. Generally, a positive
correlation between adiponectin levels and insulin sensitivity is
accepted. In this study, after E2 treatment in OVX mice on the HF
diet, circulating adiponectin decreased as a result of lost fat
weight, and blood glucose levels were very significantly lowered.
On the other hand, it should be considered that estrogen was
shown to decrease insulin sensitivity in the brain [12].

Matyskova R et al. Leptin Resistance in Obese Female Mice... Horm Metab Res 2010; 42: 182-186
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In conclusion, OVX mice on a HF diet represent a suitable model
for the study of obesity in postmenopausal females. OVX mice
with E2 deficiency in this study were extremely prone to a HF
diet and developed central leptin resistance. E2 supplementa-
tion restored their sensitivity to centrally administered leptin
and lowered their fat/body mass ratio that normalized circulat-
ing levels of leptin, glucose, and insulin. We showed here for the
first time that OVX DIO mice suffered from central insensitivity
to leptin that was restored with E2 supplementation.
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