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ABSTRAKT

Obezita je velmi zadvaznym celospolecenskym problémem moderni doby. Dnesni
stav jiz Ize povazovat za epidemii, protoze jiz zdaleka neplati, Ze se obezita vyskytuje
jen v rozvinutych zemich svéta. Toto onemocnéni s sebou nese mnoho dalSich poruch a
problému jako je hypertenze, diabetes mellitus 2. typu, hypercholesterolémie, kloubni
obtize nebo 1 psychické problémy, které dotyéného vyfazuji z bézného zivota.
Pochopeni mechanismt, které v lidském organismu fidi energetickou rovnovéhu, je
nezbytné pro dalsi pokrok ve vyvoji 1€kt proti této nemoci. Peptid uvolnujici prolaktin
(PrRP) je anorexigenni (snizujici pfijem potravy) neuropeptid pisobici centralné
v hypothalamu. Jeho lipidizované analogy maji velky potencial pravé v 1€cbé obezity a
diabetu mellitu 2. typu.

Tato bakaldiska prace se zabyva vlivem palmitovaného analogu peptidu
uvolnujiciho prolaktin (palm''-PrRP31) pii chronickém podavani na dietou indukovany
potkani model obezity.

U zvifat byla béhem experimentu sledovdna hmotnost a pfijem potravy.
Podavani analogu palm''-PrRP31 mé&lo za nasledek statisticky vyznamné snizeni pi{jmu
potravy u dané skupiny potkanli a v konecném disledku i snizeni hmotnosti vzhledem
k obéznim kontroldm na vysokotukové dieté. S celkovou hmotnosti korelovala
1 hmotnost intraperitonealniho tuku, jehoz hmotnost byla u skupiny injikované
palm''-PrRP31 signifikantn& snizen4 vzhledem ke skuping na vysokotukové dieté.

Nasazeni vysokotukové diety zhorSilo u potkanti nékteré zakladni metabolické
parametry vcetné glukdézové tolerance a doSlo také k poklesu fosforylace nékterych
kinas inzulinové kaskady. Palm''-PrRP31 u skupiny experimentalnich potkant
signifikantné snizil plazmatickou hladinu leptinu a doSlo 1 k signifikantnimu zlepSeni
glukozové tolerance. Palmitovany analog PrRP je tedy moznym kandidatem pro vyvoj

antiobezitik.



KLICOVA SLOVA

Lipidizace

Obezita

Peptid uvolnujici prolaktin (PrRP)

Potkani model obezity



ABSTRACT

Obesity is a serious worldwide problem of modern society. Current state is
at epidemic level not just in the developed world. It is no more ,,western disease* or
»disease of affluence™ as obesity used to be called. Determination of mechanisms that
regulate energy balance in the human organism is necessary for further development of
obesity drugs. Prolactin-releasing peptide (PrRP) is anorexigenic (food intake lowering)
neuropeptide, which acts centrally in hypothalamus. Lipidized analogs of PrRP are
promising tools in obesity and type-two diabetes mellitus treatment.

This work is focused on impact of palmitoylated analog of prolactin-releasing
peptide (palm''-PrRP31) in a diet induced rat model of obesity after chronical
administration.

Body weight and cumulative food intake was monitored during the experiment.
Administration of palm''-PrRP31 markedly lowered food intake which caused decrease
of body weight compared to obese control group on high-fat diet. This reduction
correlated with significantly lower amount of intraperitoneal fat compared to group
on high fat-diet.

Also, high-fat diet worsened studied metabolic parameters including glucose
tolerance. Palm''-PrRP31 lowered leptin plasma level and improved glucose tolerance
both compared to the high-fat fed. Therefore, palm'!-PrRP31 is potential anti-obesity

compound.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AgRP
Akt
ARC
BAT
BMI
BSA

CART

CCK

ERK

GAPDH
GLP-1
HF
IPAT
IRS

IRB
JNK

LF

o-MSH

agouti-related peptide

protein kinasa B

nucleus arcuatus

hnédy tuk (brown adipose tissue)

index télesné hmotnosti (body mass index)
hovézi sérovy albumin

— kokainem a amfetaminem regulovany transkript (cocaine- and -

amphetamine regulated transcript)
cholecystokynin

extracelularnim signalem regulovana proteinkinasa (extracellular

signal- regulated kinase)
glyceraldehyd-3fosfatdehydrogenasa

peptid podobny glukagonu 1 (glucagon-like peptide 1)
vysokotukova dieta (high fat diet)

intraperitonedlni tuk (intraperitoneal adipose tissue)
substrat inzulinového receptoru

inzulinovy receptor podjednotka 3

c-Jun N-koncové kinasy

standardni dieta (low fat diet)

a-melanocyty-stimulujici hormon
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NPY

PBS

PDK 1

PI3K

PrRP

OGTT

SEM

SDS

STAT3

TBS

TBS/Tween

Tris

neuropeptid Y

phosphate-buffered saline (fyziologicky roztok pufrovany
fostatovym pufrem o pH = 7,4)

fosfoinositid-dependentni proteinkinasa 1
fosfatidyl-inositol-3-kinasa

prolaktin uvolnujici peptid

oralni gluk6zovy tolerancni test

sttedni chyba priméru

dodecylsulfat sodny

signalni transduktor a aktivator transkripce 3

tris-buffered saline (fyziologicky roztok pufrovany TRIS pH =
7,6)

TBS s pridavkem 1% Tween-20

Trizma base
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1 UVOD

Obezita se v dnesnim rozvinutém svété fadi na predni misto mezi onemocnéni
spojena s poruchami vyzivy a dnes jiz mizeme fici, Ze ma charakter epidemie.
V poslednich letech bylo vénovano velké usili k pochopeni mechanismu, které reguluji
praveé prijem potravy a energetickou rovnovahu. Objasnéni téchto drah je klicové pro
vyzkum farmakologické 1écby obezity.

Tato bakalarskd prace se zabyva in vivo vlivem jedné z latek, ktera tento
farmakologicky potencial ma.

Peptid uvolnujici prolaktin (PrRP) je anorexigenni (snizujici pfijem potravy)
neuropeptid pasobici centralné v mozku. Po perifernim poddni neni schopny ptekrocit
hematoencefalickou bariéru a nema tedy kyzeny uc¢inek. Z tohoto diivodu byla navrzena
lipidizace jeho analogii. Pfipojenim mastné kyseliny k peptidu dojde k zachovani
anorexigenniho G¢inku PrRP i pfi perifernim podani.

V této praci byl pouzit analog PrRP s 31 aminokyselinami palmitovany v pozici 11
(pfipojenim mastné kyseliny pies —NH, skupinu Lysinu). Zkoumén byl vliv tohoto

lipidizovaného analogu na dietou indukované obézni potkany kmene Wistar Kyoto.

Cile prace:

1. Ovéfit tginek stabilniho analogu palm''-PrRP31 na piijem potravy, t&lesnou
hmotnost, metabolické parametry a glukézovou toleranci in vivo v potkanim
modelu obezity a prediabetu

2. Charakterizovat signalizace v hypothalamu souvisejici s uCinkem

palm''-PrRP31 po jeho podani
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Obezita

Nadvaha az obezita ma v dneSnim rozvinutém svété charakter epidemie, pocet
postizenych neustdle nekontrolované roste. Do poptedi z4jmu lékaiti se dostavaji déti a
mladistvi, problémy s hmotnosti se totiz u nemocnych vyskytuji ve velké vétSing
piipadi jiz v détstvi. Dfive se obezita témet nevyskytovala v zemich tietiho svéta, byl to
naopak znak nadbytku a bohatstvi [1]. Dnes je ovSem jeji vyskyt bézny i ve velmi
chudych oblastech [2].

Svétova zdravotnickd organizace definuje obezitu jako ,,nadmérnou kumulaci
tukové tkan€, ktera miize mit negativni vliv na zdravi“. Hrubym ukazatelem klasifikace
nadvahy a obezity je BMI (body mass index), udavajici pomér mezi hmotnosti a druhou
mocninou vyiky [kg/m’]. Pro dospé&lé je pouzivanou hranici hodnota 25, tedy jedinci
s vy$$i hodnotou BMI nez 25 maji nadvahu a jedinci s BMI vys$s§im nez 30 jsou dle
tohoto dé€leni obézni [3].

K nadmérné kumulaci tukové hmoty dochéazi v disledku energetické nerovnovahy,
tedy nepoméru mezi pfijmem a vydejem energie v disledku relativniho nedostatku
fyzické aktivity. Z evoluéniho hlediska je lidské télo nastaveno spiSe na uchovavani
energie — v minulosti byla obdobi hladu velmi castd a proto si organismus vytvofil
mechanismy, které umoznily nadbytecnou energii ulozit v podobé tuki a tato obdobi
nedostatku pteklenout. Dnes ovSem nastava problém opacny, a sice Ze potrava je snadno
dostupna a energeticky bohatd, ale vySe zminéné mechanismy jsme si uchovali [4].

Obezita s sebou nese dalsi rizika jako je inzulinova rezistence vedouci az k diabetu
mellitu 2. typu, kardiovaskuldrnim onemocnénim (ateroskleréza, infarkt myokardu),
abnormalni lipidémii (hypertriacylglyceridémie, hypercholesterolémie), hypertenzi,
nékterym druhiim onkologickych onemocnéni ale i1 ortopedickym ¢i psychickym
problémiim. Casto pouzivanym terminem je metabolicky syndrom, jakozto komplexni
oznaceni nékterych vySe zminénych poruch (inzulinova rezistence, hyperinzulinémie,
hyperglykémie, hypertenze, hypertriacylglycerolémie a hypercholesterolémie) [5].

Ackoliv je dnes vyzkumu farmakologické 1écby obezity vénovano velké usili,
neexistuje zadny efektivni 1ék vhodny pro dlouhodobé uzivani. Diive pouzivané
analogy neurotransmitérti, které snizovali apetit, byly z trhu staZzeny pro své nezaddouci

ucinky (jednalo se napft. o psychické nebo kardiovaskularni negativni vlivy [6]. Novou
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nad¢ji predstavuji analogy anorexigennich (snizujicich pfijem potravy) peptida, které
slibuji minimum nezadoucich u¢inkl i pfi chronickém uzivani. Pfikladem miize byt
liraglutid, ktery je syntetickym analogem glukagonu podobného peptidu-1 (GLP-1;
glucagon-like peptide-1). Tento 1€k byl diive podavan pii 1é€be diabetu mellitu 2. typu,
ale nedavno byl ve Spojenych statech americkych schvélen i pro 1écbu obezity (pod

obchodnim nédzvem Saxenda). [7,8].

2.2 Regulace prijmu potravy

Piijjem potravy a fizeni hladu a sytosti je velmi slozity a komplexni proces
zahrnujici soucasné pilisobeni signali jak z centrdlniho nervového systému, tak
1 z periferie [9] (Obrazek 1). Centralnim organem piijimajicim signély z periferie a tedy
regulujicim energetickou homeostazu je hypothalamus [10].

Hypothalamus je maly organ nachézejici se v mezimozku pobliz III. mozkové
komory. Anatomicky se tento organ sklada z n¢kolika strukturné a funkéné odlisnych
arcuatus (ARC), ktery obsahuje dvé skupiny neuronll se vzdjemné opacnym vlivem na
pfijem potravy. Prvni populace neuroni exprimuje neuropeptidy, které zvysuji apetit
(tzv. orexigenni neuropeptidy), jedna se napf. o neuropeptid Y (NPY) nebo agouti-
related peptide (AgRP). Druhd skupina neuronli uvoliiuje neuropeptidy s opanym,
tedy anorexigennim Uc¢inkem -o-melanocyty-stimulujici hormon (a-MSH) a -cocaine-
and amphetamine -regulated transcript (peptid CART) [11].

Oba typy neuronii obsahuji receptory pro periferni hormony, jsou tedy schopny
pfijimat signaly napf. z pankreatu nebo gastrointestinalniho traktu. Tyto periferné
produkované hormony jsou schopné fidit piijem potravy na kratkodobé i dlouhodobé
urovni. Mezi kratkodobé hormony s anorexigennim uc€inkem patii cholecystokinin
(CCK), peptid YY a GLP-1, zatimco na dlouhodobé trovni je toho schopny leptin
a inzulin. Opacny (tedy orexigenni) uc¢inek ma hormon ghrelin, ktery je jedinym
orexigennim peptidem v periferii a piisobi jak v kratkodobém, tak i v dlouhodobém

Casovém sledu [12].
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Obrazek 1 Schéma znazornujici kooperaci centrdlniho a periferniho systému pri Fizeni
pFijmu potravy
Aktivaéni drahy jsou znaceny plnou Carou, pierusovanou ¢arou pak drahy inhibi¢ni.
Zkratky: neuropeptid Y (NPY), agouti-related peptide (AgRP), proopiomelanokortin
(POMC), -cocaine- and amphetamine -regulated transcript (CART), paraventrikularni
jadro (PVN), tyreoliberin (TRH), kortikoliberin (CRH), peptid uvoliujici prolaktin
(PrRP), noradrenalin (NA), lateralni hypotalamus (LHA), hormon koncentrujici melanin

(MCH). Prevzato z [9], upraveno.
2.3 Peptidy ovliviiujici pFijem potravy

2.3.1 Leptin

Leptin je hormon produkovany hlavné bilou tukovou tkani (adipocyty), dnes je
ale zfejmé, Ze je tento hormon produkovén i v tkanich jinych (napf. v hnédé tukové
tkani, placenté ¢i v kosternim svalstvu). Leptin cirkuluje v krvi a do mozku (konkrétné
do ARC v hypothalamu) se dostava pifes hematoencefalickou bariéru diky svému
specifickému prenaseci [13]. Zde se leptin vaze na svij specificky receptor, coz spusti
kaskadu nasledujicich reakci: dojde k potlaceni chuti k jidlu a zvySeni energetického
vydeje aktivaci sympatického nervového systému. V kone¢ném disledku vede pravé

toto k snizeni pfijmu potravy a télesné hmotnosti [14].
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Jak bylo jiz vysvétleno vySe, ARC v hypothalamu obsahuje dvé populace
neurond. Leptin majici anorexigenni u¢inky inhibuje syntézu orexigennich neuropeptidii
(NPY a AgRP) a naopak indukuje expresi neuropeptidii a-MSH a CART peptidu [15].

Jelikoz je leptin produkovan hlavné bilou tukovou tkani, jeho hladina v krvi
koreluje s mnozstvim télesného tuku daného jedince [16]. Obézni pacienti ale vykazuji
zvySenou potiebu piijmu potravy navzdory abnormalné¢ vysokym hodnotam leptinu
v krvi (zplisobenym pravé velkym podilem télesného tuku). Tento paradox naznacuje
vznik tzv. leptinové rezistence, charakterizovany snizenou odpovédi na inhibic¢ni efekty
leptinu. Ackoliv bylo navrzeno n¢kolik moznych mechanismii vzniku této rezistence, je

proces jejiho vyvoje stale nejasny [17].

2.3.2 Glukagonu-podobny peptid-1

GLP-1 je inkretin primarné syntetizovan enterokrinnimi L-buiikami tenkého a
tlustého stfeva, méné pak buitkami slinivky a hypothalamu. Tento peptid se sklada z 30
aminokyselin a ma 2 biologicky aktivni formy [18,19].

GLP-1 je uvoliovan po jidle, ¢astetné je zodpovédny za sekreci inzulinu ze
slinivky. Mezi jeho periferni role tedy patii udrzovani homeostazy glukézy. Na druhou
stranu ma i centralni efekt, a sice ze reguluje pfijem potravy [20]. Tyto centrdlni ucinky
byly dale zkoumany perifernim podavanim agonistli receptoru pro GLP-1 (liraglutid a
exendin-4). Vysledkem bylo sniZeni pfijmu potravy, tedy i1 poklesu télesné hmotnosti
[21]. Tato zjisténi potvrdila farmakologicky potencidl GLP-1 v 1écbé diabetu mellitu
2. typu a také obezity [22].

2.3.3 Cholecystokinin

DalS8im v gastrointestinalnim traktu produkovanym hormonem je cholecystokinin,
ktery je sekretovan buitkami tenkého stfeva pfi pfitomnosti traveniny v duodenu, coz
stimuluje traveni tuku a proteini [23]. Vedle této funkce ma CCK také centralni
anorexigenni efekt. Cholecystokinin funguje jako kratkodoby signal nasyceni [24].
I tento inkretin je zkouman jako mozny zéklad farmakologické 1écby obezity a diabetu

mellitu 2. typu [25].
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2.3.4 Ghrelin

Ghrelin je momentéalné jedinym zndmym orexigennim hormonem produkovanym
primarné v periferii. V zaludku je sekretovan jako odpovéd’ na hlad, je tedy perifernim
signalem vyslanym do mozku (pies nervus vagus) ke stimulaci chuti k jidlu [26,27].
V hypothalamu (konkrétné v ARC) pak ghrelin stimuluje expresi a sekreci NPY a
AgRP [28]. Byly provedeny experimenty s myS$mi, kterym byli podavani agonisté
ghrelinu, coz mélo za nésledek zvySeny piijem potravy a indukci tvorby tukové tkané

[29].

2.4 Peptid uvolitujici prolaktin

Peptid uvoliujici prolaktin (PrRP; prolactin-releasing peptide) je anorexigenni
neuropeptid, ktery byl piivodné izolovan z hypothalamu. Diivodem jeho izolace byla
snaha najit prirozeny ligand k sirot¢imu receptoru GPR10 (receptor, ke kterému neni
znam zadny ligand). Pivodni ptedpoklad byl, Ze se jedna o peptid regulujici uvoliovani
prolaktinu z hypofyzalnich bun¢k (odtud také nazev). PrRP existuje ve dvou biologicky
aktivnich forméch, které vznikaji z jednoho prepropeptidu posttranslaénimi upravami a
to bud’ s 31 aminokyselinami (PrRP31) nebo s 20 aminokyselinami (PrRP20) (Obrazek
2). Ob¢ tyto isoformy maji stejnou C-koncovou ¢ast, ktera je dilezitd pro biologickou

aktivitu peptidu [30].

C-konec / NHz

Obrazek 2 Struktura lidského PrRP31

Barevné jsou odliSeny N-koncové aminokyseliny PrRP31 a PrRP20.
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Funkce, podle které dostal tento neuropeptid nazev — tedy regulace sekrece
prolaktinu, byla pfi pozdéjsich vyzkumech zpochybnéna. Dnes je jasné, ze se nejedna
o primarni funkci tohoto peptidu. [31].

PrRP a jeho receptory byly nalezeny hned v nékolika hypothalamickych jadrech
(tedy v centru regulace energetické rovnovahy) a v hypofyze, proto byly dalsi vyzkumy
zaméteny pravé na jeho roli v ovlivilovani pfijmu potravy a télesné hmotnosti. Bylo
zjisténo, ze stejné jako u jinych anorexigennich neuropeptidi (jako je napt. melanocyty
-stimulujici hormon a peptid CART) je exprese mRNA potlacena, nachazi-li se
organismus ve stavu energetické nouze. V neposledni fadé¢ byl anorexigenni uc¢inek
podpofen experimentem s potkany, kterym byl intracerebroventrikularné (do tieti
mozkové komory) podavan tento peptid. U pokusnych zvifat doslo ke snizeni télesné
hmotnosti v diisledku inhibice ptijmu potravy [32,33].

Anorexigenni neuropeptidy a zvlasté¢ prolaktin uvolnujici peptid jsou dnes
povazovany za potencidlni nadéji v 1€cbé obezity. Tyto peptidy pilisobi v organismu
prirozené centralné. Po perifernim podani je tedy ucinek potlacen neschopnosti peptidu
projit pfes hematoencefalickou bariéru k cilovym receptorim v mozku. Dalsi ptekazkou
pouziti nativniho peptidu pfedstavuje jeho velmi nizkd stabilita ve fyziologickych
podminkach [34].

Jednou ze strategii zvySeni biodostupnosti peptidu je jeho lipidizace, tedy pfipojeni
fetézce mastné kyseliny pfes esterovou nebo amidovou vazbu k peptidu. Tato
modifikace snizi biodegradabilitu peptidu a co je hlavni, dovoli substanci projit ptes
hematoencefalickou bariéru do mozku, tedy do mista jejiho plisobeni [35].

Ve studiich bylo opakované prokazano snizeni pfijmu potravy a télesné hmotnosti
po podavani lipidovaného analogu PrRP u mysi i potkant [36,37] a také zlepSeni
glukézové tolerance potkanich modelt prediabetu a diabetu [38].

V této praci byl pouzit analog s 31 aminokyselinami palmitovany v pozici 11 pfes

—NH, skupinu lysinu (palm''-PrRP31).
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2.5 Experimentalni modely obezity

Velmi ¢asto vyuzivanymi zvifecimi modely pii vyzkumu (nejen) novych terapeutik
jsou drobni hlodavci (mysi a potkani). Modely obecné 1ze rozdé¢lit na dvé velké skupiny
a to na zvifata s mutaci jednoho ¢i vice genti (tzv. transgenni modely) a ta zvifata,
u kterych byla obezita vyvoldna vystavenim obezogennim vlivim (typicky se jedna

dietu s vysokym obsahem tuku) [39].

2.5.1 Mysi modely obezity

Tzv. ob/ob mysi patii mezi monogenni model se spontanni mutaci jednoho
konkrétniho genu. Jiz ndzev napovidd, o mutaci kterého genu se jedna a sice je to ob
gen, jehoz produktem je leptin. Tyto mysi leptin neprodukuji, dochdzi u nich tedy
k vyraznému narastu hmotnosti jiz v raném stadiu zivota v disledku extrémné zvysSené
chuti k jidlu (tzv. hyperfagii) a snizeného vydeje energie. DalSimi zdravotnimi
komplikacemi je pak napfi. inzulinova rezistence nasledovana hyperglykemii [39,40].

Za zminku dale stoji, Ze tento typ obezity lze vylécit podavanim leptinu.
V experimentech bylo opakované prokdzano zlepSeni parametri spojenych
s metabolickym syndromem praveé po externim podani leptinu [39,41].

Analogii ob/ob mysi jsou db/db mysi, které maji komplexni defekt v leptinové
signalizaci. Zkratka ,,db“ poukazuje na diabetes, ktery tento model vykazuje ve vétsi

mife nez ob/ob mysi. Dalsi charakteristika je velmi podobna [39,42].

2.5.2 Potkani modely obezity

Fa/fa potkani (od ,,fatty*) neboli Zucker obézni potkani maji stejn¢ jako db/db
mysi nefunkéni leptinovy receptor, zde se konkrétné jednd o mutaci jeho extracelularni
domény. Néasledky jsou opét hyperfagie a snizeny vydej energie vedouci k morbidni

obezit¢ [39,43].

2.5.3 Dietou indukované modely obezity

Tyto modely Ize také nazvat polygennimi modely. K rozvoji obezity dochazi
dlouhodobym krmenim zvifat potravou se zvySenym obsahem tuku, po ¢ase se u mysi
¢1 potkanll vyvine leptinova rezistence ndsledovana hyperglykémii. Takto vyvolana
nadvéha az obezita je velmi podobna té pozorované u lidi, je proto obecné uznavano, ze

tento model je pro vyzkum l1é€by této nemoci velmi vhodny [39].
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2.6 Signalizac¢ni drahy v hypothalamu

2.6.1 Leptinova signaliza¢ni kaskada

Po navazani leptinu na receptor jsou aktivovany tfi hlavni signalizacni kaskady
(viz Obrazek 3). Tyto efektorové drahy vedou k aktivaci transkripcnich faktort, které
v kone¢ném diisledku v hypothalamu inhibuji expresi orexigennich neuropeptidil (jako
je napt. AgRP) a naopak dojde k aktivaci neuroni produkujicich anorexigenni peptidy

(POMC; proopiomelanocortin). [44,45].

0 OOOO00E |
WAk ) ‘ M Intracellular
RS

AT / 1) voss ‘ Y985

Yars
l Eneray s’ von Y1077 STATS )

ANE \. Y1138 ‘ Y1138 STAT3 )

T

Stress

—

Fox01
mTORCA1

i ﬂ!
mTOR I Raptcrl Q Cytoplasm
qs’hﬂ&}
.k‘l‘s
AMPK l ]r

Mucleus

Obrazek 3 Prehled signalizacnich kaskad aktivovanych leptinem a inzulinem
v hypothalamickych neuronech
Po navazani na leptinovy receptor dojde k aktivaci JAK-STATS3, PI3K-FoxO1 a ERK
kaskad. AgRP agouti-related protein, AMPK 5~ AMP-activated protein kinase, FoxO1
forkhead box protein c-Fos proto-oncogen,
O1, IRS insulin receptor substrate, JAK Janus kinase, PI3K phosphatidylinositol
3-OH kinase, POMC proopiomelanocortin, PTP1B
protein-tyrosine phosphatase 1B, SOCS3 suppressor of cytokine

signaling 3, STAT signal transducer and activator of transcription pievzato z [40].
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2.6.2 Inzulinova signaliza¢ni kaskada

Po navazéni inzulinu na transmembranovy protein dochdzi k aktivaci kaskady
PI3K-Akt, kterd je povazovana za hlavni inzulinem spousténou kaskadu. Tento sled
fosforylaci je indukovan autofosforylaci inzulinového receptoru (IRB) konkrétné
aktivaci jeho tyrosin kinasové aktivity. Poté dochazi k fosforylaci IRS-1 (na Tyr465),
dalsim krokem je jiz fosforylace zminéné PI3K (mechanismus: aktivace regulacni
podjednotky této kinasy zpusobi fosforylaci fosfatidyl-inositol-4,5-bisfosfatu na
fosfatidyl-inositol-3,4,5-trisfosfat). Tato kinasa fosforylaci aktivuje PDK (protein
kinasu 1) na Ser241 a ta fosforyluje proteinkinasu B (Akt) na dvou mistech a to na
Thr308 a Ser473. Proteinkinasa B fosforyluje kinasu GSK-3 (u GSK-3a na Ser21 nebo
u GSK-3p na Ser9). Tato fosforylace zptisobi inhibici jeji kinasové aktivity. Inzulinova

a leptinova signalizace je ptes IRS Uzce spjata (viz obrazek ¢. 3) [46,47].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material
Criterion™ TGX™ Precast Gels Bio-Rad. Herkules, CA, USA
96jamkové desticky GAMA GROUP, Ceské
Budgjovice, CR

96jamkové desticky (UV) Thermo, Weaverville. NC, USA

3.1.1 Chemikalie
Hovézi sérovy albumin (BSA) Sigma, St. Louis, MO, USA

Luminata Classico/Crescendo/Forte Merck  Millipore  Headquatres,

Billerica, MA, USA

B-Merkaptoethanol Sigma, St. Louis, MO, USA
Methanol Lach-ner, s.r.o. Neratovice, CR
NaCl Sigma, St. Louis, MO, USA
NaF PENTA, Chrudim, CR
Na3;VOq, Sigma, St. Louis, MO, USA
Trizma base (Tris) Sigma, St. Louis, MO, USA
Tween-20 Sigma, St. Louis, MO, USA
SDS Sigma, St. Louis, MO, USA

3.1.2 Protilatky
Tabulka 1 Prehled primarnich protilatek proti potkanim proteiniim

Zakladni protilatka Redéni Vyrobce

Krali¢i monoklonalni L
Cell Signaling Technology,

protilatka proti Fosfo-Akt 1:1000
Beverly, MA, USA

(Serd73)
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Krali¢i monoklonalni
protilatka proti Fosfo-Akt
(Thr308)

Krali¢i monoklonalni

protilatka proti celkové Akt

Mysi monoklonalni protilatka

proti B-aktinu

Mysi monoklondlni protilatka
proti Fosfo-Erk
(Thr202/Tyr204)

Mysi monoklondlni protilatka

pro celkové Erk

Mysi monoklonalni protilatka

proti celkové GAPDH

Krali¢i monoklonalni

protilatka proti celkové IRS 1

Krali¢i monoklonalni
protilatka proti Fosfo-JNK
(Thr183/Tyr185)

Krali¢i monoklonalni

protilatka proti celkové JNK

Krali¢i monoklonalni
protilatka proti Fosfo-c-Jun
(Ser73)

Krali¢i monoklonalni
protilatka proti celkové

c-Jun

1:1000

1:1000

1:10 000

1:2000

1:2000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

Cell Signaling Technology,
Beverly, MA, USA

Cell Signaling Technology,
Beverly, MA, USA

Sigma, St. Louis, MO, USA

Cell Signaling Technology,
Beverly, MA, USA

Cell Signaling Technology,
Beverly, MA, USA

Cell Signaling Technology,
Beverly, MA, USA

Cell Signaling Technology,
Beverly, MA, USA

Cell Signaling Technology,
Beverly, MA, USA

Cell Signaling Technology,
Beverly, MA, USA

Cell Signaling Technology,
Beverly, MA, USA

Cell Signaling Technology,
Beverly, MA, USA
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Krali¢i monoklonalni
Cell Signaling Technology,

protilatka proti Fosfo-PDK 1:1000
Beverly, MA, USA
(Ser241)
Krali¢i monoklonalni 11000 Cell Signaling Technology,
protilatka proti celkové PDK . Beverly, MA, USA
Krali¢i monoklonalni 11000 Cell Signaling Technology,
protilatka proti celkové PI3K . Beverly, MA, USA

Kralici monoklonalni protilatky uvedené v Tabulce 1 byly fedény v 5% BSA
TBS/Tween. Mysi monoklondlni protilatky byly fedény v 5% netuéném mléce
TBS/Tween20.

Tabulka 2 Prehled sekundarnich protilatek

Zakladni protilatka Redéni Vyrobce

Konjugat protilatky proti
Cell Signaling Technology,
krali¢imu IgG ptipravenému 1:2000 Be%erly, %/I A, USA &

v koze s HRP

Konjugat protilatky proti
Cell Signaling Technology,

mysimu IgG pfipravenému 1:2000 Beverly, MA, USA

v koni s HRP

Sekundarni protilatky uvedené¢ v Tabulce 2 byly fedény v promyvacim pufru

TBS/Tween 20.

Dale byly pouzity v laboratofi béZn¢ dostupné chemikalie v analytické Cistot¢ dodavané
firmou Lachema, a.s. CR a Sigma-Aldrich, USA. Pouzivané pufry byly pfipravovany

v deionizované vodé.
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3.1.3 Pristroje a programy
CCD kamera, Bio-Rad, Herkules, CA, USA
Homogenizator Bullet Blender, Next Advanced, Inc., Averill Park, NY, USA
Mini-Protean 3, Bio-Rad, Herkules, CA, USA
XCell SureLock (Invitrogen, NY, USA)

3.1.4 Syntéza palm''-PrRP31

Lidsky palmitovany analog PrRP31 (sekvence: SRTHRHSMEI K (N-y-E (N-
palm)) TPDINPAWYASRGIRPVGRF-NH;) byl syntetizovan v laboratoti peptidové
syntézy na UOCHB AV CR, v.v.i., Praha Ing. Miroslavou Blechovou. Syntéza
probihala dle zptisobu popsaného v predchozi studii [36], poslednim krokem syntézy
byla lipidizace kyselinou palmitovou, syntéza je popsana v nasi publikaci [37].

Precisténi  peptidd  bylo provedeno pomoci vysokoucinné kapalinové

chromatografie a identifikace za vyuziti hmotnostni spektrometrie Q-TOF micro [37].

3.2 Experimentilni zviiata a dieta

Samci (n=24) potkaniho kmene Wistar Kyoto (ziskéni z Charles River ve Francii
ve véku 3-4 tydnh) byli umisténi v akreditovaném zvétinci Fyziologického tstavu AV
CR, v.v.i., Praha v areéalu ustavi akademie véd v Kréi.

K navozeni obezity byla zvifata (n=16) krmena dietou s vysokym obsahem tuku
(energeticky obsah: 60 % tuk, 20 % sacharidy a 20 % proteiny, D12492, Research Diets
Inc., New Brunswick, NJ, USA) a poskytnuta voda s ptidavkem fruktdzy a sachardzy
(fruktéza 23 g/l, sachardza 19 g/l). Kontrolni skupiné (n=8) byla podavana standardni
strava Ssniff (Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Némecko). Potkani byli 1x tydné
vazeni. Tato pfipravna faze trvala 3,5 mésice.

Se zvitaty bylo zachdzeno dle Zakona €. 246/1992 Sb. o ochrané zvifat proti tyrani.

3.2.1 Podavani palm”-PrRP31 (intervence)

Ve 23. - 24. tydnu Zivota zvifat byla po dobu 21 dni zah4jena intervence. Zvitata
byla rozdélena do tii skupin (n=8): 1. LF — fyziologicky roztok (Stihlé¢ kontroly), 2. HF
+F fyziologicky roztok (obézni kontroly), 3. HF + F palm''-PrRP31 (piehled skupin viz

Tabulka 3). Do bfisni dutiny (intraperitonedln¢) bylo potkaniim podavano 1x denné
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5 mg/kg palm''-PrRP31 (rozpusténo ve fyziologickém roztoku). Potkani byli dvakrat

tydn€ véazeni. Se stejnou casovou frekvenci byla vazena i potrava.

Tabulka 3 Prehled rozdéleni potkanii na skupiny

Skupina Dieta Pocet zvirat Podavana latka
1 LF 8 fyziologicky roztok
2 HF +F 8 fyziologicky roztok
3 HF +F 8 palm''-PrRP31

LF znadi ,low fat“, tedy standardni dietu Ssniff, HF + F pak ,high fat + fructose*

vysokotukovou dietou s ptidavkem fruktozy a sachar6zy do piti.

3.2.2 Odbér krve a organit

Obézni potkani a jejich kontroly byli ponechani hladovi pfes noc. Na konci
pokusu byla zvifata zvazena, byla jim odebrana krev (z ni pfipravena plasma
s ptidavkem EDTA jako antikoagulantu) a dekapitovéna. Dale byly odebrany vzorky
organl (jatra, intraperitonealni tuk a hnédy tuk). Organy byly zvaZeny, zmrazeny
tekutym dusikem a uchovavany v -80 °C. Na ledu byly vyjmuty hypothalamy, které
byly ulozeny v chlazeném lyzaénim pufru (62,5 mmol dm™ Tris-HCI pH=6,8
s ptidavkem 1% deoxycholatu sodného, 1% Triton X-100 Complete, 50 mmol dm™
NaF, 1 mmol dm™ Na3;VOy), a dale uchovavany v -20 °C pro metodu Western blot.

3.2.3 Orélni gluko6zovy tolerancni test

Potkani byli na noc pfed koncem pokusu ponechani hladovi. Potkanim byly
podany oraln€ 2 g/kg roztoku glukézy a hladiny glykémie byly méteny v €asovych
intervalech 0, 15, 30, 60, 120 a 180 min. Hodnota v bod¢ nula byla méfena pted
podanim glukdzy, predstavuje tedy bazélni glykémii po no¢nim hladovéni. Vzorky krve
byly ziskdny z ocasii zvifat bez anestezie. Glykémie byla meéfena glukometrem

(Glucocard, Arkray, Kyoto, Japonsko).
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3.2.4 Metabolické parametry zvirat

Byly zméteny metabolické parametry zvifat v plazmé. Triglyceridy, cholesterol
byly méfeny komerénimi kity Erba Lachema, s.r.o, Brno, CR. Hladina inzulinu
v plazm¢ byla stanovena RIA kitem (Millipore, St. Charles, MI, USA). Plazmaticka
hladina leptinu pak pomoci ELISA kitu (Millipore, St. Charles, MI, USA).

3.2.5 Zpracovani potkanich hypothalamu

Vzorky skladované v lyzaénim pufru (62,5 mmol dm™ Tris-HCl pH=6,8
s pridavkem 1% deoxycholatu sodného, 1% Triton X-100 Complete, 50 mmol dm™
NaF, 1 mmol dm’ Na3VO,) byly homogenizovany (Bullet Blender, Next Advanced,
Inc., Averill Park, NY, USA). V kazdém vzorku byla poté¢ zmétena celkova koncentrace
bilkovin (BCA Protein Assay kit, Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Nakonec byly
vzorky nafedény vzorkovym lyzaénim pufrem (62,5 mmol dm™ Tris-HCl o pH=6,8
s ptidavkem 2% SDS, 10% glycerol, 1% bromfenolova modft, 0,5% B-merkaptoethanol,
50 mmol dm-3 NaF, 1 mmol dm™ Na; VO4) do koncentrace 1 ug ul™ a pro dalsi pouziti

uchovéavany v -20 °C.

3.3 Imunodetekce — Metoda Western blot

3.3.1 Gelova elektroforéza SDS-PAGE

Vzorky byly nejprve 2 minuty zahiivany na 100 °C, poté 2 minuty sonikovany.
Vlastni gelova elektroforéza v 4-15% polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
dodecylsulfatu sodného (CriterionTM TGX™ Precast Gels, Bio-Rad. Herkules, CA,
USA) byla provadéna na pfistroji Mini-Protean 3 (Bio-Rad, Herkules, CA, USA). Na
kazdy gel byly vzdy naneseny vSechny tfi skupiny po osmi vzorcich (kontrolni skupina
na LF, kontrolni skupina na HF + F a skupina na HF lé¢ena palm''-PrRP31). MnoZstvi
nanasen¢ho vzorku do jamky ¢inilo vzdy 1 pg/ul. Poté byla provadéna elektroforéza za
konstantniho napéti pfi 200 V po dobu pfiblizné 45 minut v elektrodovém pufru (25
mmol dm™ Tris, 192 mmol dm-3 glycin, 1% SDS).

3.3.2 Prenos proteinu na nitrocelulosovou membranu
Po skonceni elektroforézy byly proteiny z gelu pfeneseny na nitrocelulosovou

membranu (Bio-Rad, Herkules, CA, USA). Blotovani probihalo v blotovacim pufru
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(25 mmol dm-3 Tris, 192 mmol dm™ glycin, 20% methanol) za konstantniho napéti

100 V po dobu 45 minut v pfistroji XCell SureLock (Invitrogen, NY, USA).

3.3.3 Detekce fosforylovanych a nefosforylovanych proteini

Po ptenosu proteinu byly membrany nejprve promyty tfikrat 5 min v promyvacim
pufru TBS/Tween (20 mmol dm™ Tris, 136 mmol dm™ NaCl, 0,1% Tween-20). Dale
byly po dobu 1 hodiny ponechény v blokovacim pufru TBS/0,1% Tween (s 5%
netuénym susenym mlékem nebo s 5% BSA s pfidavkem ireverzibilnich fosfatazovych
inhibitori 1 mmol dm™ Na;VOs , 50 mmol dm~ NaF). Nasledn& bylo stejnym
zptisobem provedeno promyti v TBS/Tween promyvacim pufru. Takto zablokované a
promyt¢ membrany byly inkubovany s priméarni protilatkou (zfedénou v blokovacim
pufru dle navodu od vyrobce, viz Tabulka 1) pfes noc ve 4°C. Druhy den byly
membrany opét promyty (tfikrdt po péti minutich) v promyvacim pufru a poté
ponechany k inkubaci 1 hodinu se sekundarni protilatkou zna¢enou peroxidasou (fedéni
1:2000 s promyvacim pufrem). Po skonceni inkubace nésledovalo promyti tfikrat po
dobu 5 minut v promyvacim pufru. Nésledné¢ byly membrany ponofeny na 5 min do
chemiluminiscen¢niho ¢inidla Luminata Crescendo a ihned poté byla vznikla
chemiluminescence detekovana na CCD kamete (Biorad, Herkulse, CA, USA). Veskeré
promyvani a inkubace probihaly za stdlého michani. Konecné vyhodnoceni bylo

provadéno za pomoci pocitacového programu ImagelLab (Bio-Rad, Herkules, CA).

3.3.4 Detekce B-aktinu a GAPDH

Detekce p-aktinu a GAPDH (glyceraldehyd-3fosfatdehydrogenasa) slouZzi
k porovnani mnozstvi signalizacnich proteinti ve vzorcich, které byly na gel naneseny.
A to z toho ditvodu, Ze tento protein je v bufice exprimovan v konstantnim mnoZzstvi
(tzv. loading control).

Po detekci chemiluminescence byly membrany opét tfikrat po dobu 5 minut
promyty v TBS/Tween-20 promyvacim pufru a poté inkubovany s primarni protilatkou
proti B-aktinu nebo proti GAPDH po dobu 1 hodiny pfi pokojové teploté (fedéni viz
Tabulka 1). Néasledny postup byl opét nékolikanasobné promyti a hodinova inkubace se
sekundarni protilatkou znaCenou HRP (proti mySimu a potkanimu IgG, fedéni

v promyvacim pufru v poméru 1:2000). Poté nasledovalo opét promyti a nakonec byla
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na membranach detekovana chemiluminescence a to stejnym zpusobem jako je vySe

popséno, pouze s tim rozdilem, Ze bylo pouzito ¢inidlo Luminata Classico.

3.4 Statistické vyhodnoceni

Pro statistické vyhodnoceni hmotnosti a pfijmu potravy experimentalnich zvifat,
oralniho glukozového toleran¢niho testu, metabolickych parametrti a miry fosforylace
signalizacnich proteinii v potkanich hypothalamech bylo pouzito Studentova t-testu
v programu GraphPad Prism (San Diego, CA, USA). Vysledky jsou uvadény ve
formatu primér + SEM. Hladiny signifikance jsou *P<0,05, **P<0,01 a ***P<(,001,

kde P predstavuje pravdépodobnost chybného zamitnuti nulové hypotézy.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Hmotnost a piijem potravy experimentalnich zvirat

U potkant kmene Wistar Kyoto byla po celou dobu experimentu métena hmotnost,
poté béhem intervenci, kterd trvala 21 dni, i mnozstvi pfijaté potravy. Po dekapitaci
zvitat byla odebréana krev, organy a ty zvazeny.

Obrazek 4 ukazuje nariist hmotnosti od zacatku experimentu (stafi 3 — 4. tydny) do
pocatku intervenci. Z tohoto obrdzku je velmi dobfe patrné, Ze zvifata na dieté se
zvySenym mnozstvim tuku, pfibyvala na hmotnosti s vétsi rychlosti oproti kontrolam na
standardni straveé. Na konci tohoto obdobi je pak signifikantni rozdil mezi hmotnostmi
obou skupin. Tento vyznamny narGst hmotnosti u zvifat na vysokotukové dieté je
shodny s poznatky z literatury, jedna se o tzv. dietou indukovanou obezitu [39].

Na konci pokusu byl u skupiny potkant 1é¢ené palm''-PrRP31 zaznamenan
signifikantni pokles piijmu potravy vzhledem ke skupin¢ HF + F (viz Obrazek 5).

Obrazek 6 pak predstavuje zménu hmotnosti béhem doby tfitydennich intervenci.
Zde je vidét, ze obé¢ skupiny kontrol v tomto obdobi ddle ptfibyvaly na hmotnosti,
pfi¢emz na konci experimentu dosahly obézni kontroly (zvifata krmenda vysokotukovou
dietou) hmotnosti vyssi nez kontroly §tihlé (zvifata krmend standardni dietou). Naopak
skupina zvifat, které byl podéavan palm'"PrRP31 na hmotnosti ubyla. Na konci
experimentu dosahla tato skupina signifikantné niz$i hmotnosti vzhledem k obéznim
kontrolam.

Z vyie uvedeného vyplyva, ze podavani palm''-PrRP31 experimentalnim zvifatim

wrwe

pozorovan v ptedchozich studiich [36,38].
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Hmotnost pred intervencemi

- LF
= HF+F

Hmotnost
[d]

0 20 40 60 80 100 120

Obrazek 4 Hmotnosti experimentalnich zvirat na standardni a vysokotukové dieté pred
intervencemi (n=8 skupina LF a n=16 skupina HF + F)
Statistika byla provadéna pomoci metody Two-way ANOVA s naslednym Bonferroniho

testem. Signifikance ***P<0,001 vzhledem ke kontrolni skupiné LF.
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Obrazek 5 Prijem potravy experimentadlnich zvirat béhem doby intervence (skupina
n=8 potkanii)
Data jsou primér + SEM, n = § potkana. Statistika byla provadéna pomoci metody
Two-way ANOVA s naslednym Bonferroniho testem. Signifikance *** P<0,001

vzhledem ke skupiné kontrolni skupiné¢ HF + F.
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Zména hmotnosti béhem intervence

-o- LF fyz. roztok
& HF+F fyz. roztok
- HF+F pam''- PrRP31

[a]

Zména hmotnosti

-101

*k*

-20-
Dny intervence

Obrazek 6 Zmeéna hmotnosti experimentalnich zvirat béhem doby intervence (skupina
n=38 potkanii)
Data jsou priimér = SEM, n = 8 potkanii. Statistika byla provadéna pomoci metody

Two-way ANOVA. Signifikance *** P<0,001 vzhledem ke kontrolni skupiné¢ HF + F.
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4.2 Hmotnost odebranych organt

Experimentalni zvifatim byl na konci pokusu odebran intraperitonedlni tuk, hnédy
tuk a jatra. Hmotnosti organti jsou vyneseny v grafech A — C na Obrazku 7.

Z grafu A na Obrazku 7 je vidét signifikantni rozdil mnozstvi intraperitonealniho
tuku (IPAT; intraperitoneal adipose tissue) mezi Stihlymi kontrolami na standardni
diet¢ a obéznimi kontrolami na dieté s vysokym obsahem tuku. Naslednd intervence
palm''-PrRP31 méla za nasledek nesignifikantni pokles hmotnosti biisniho tuku
u obéznich zvifat. Pfi porovnani s Obrazkem 6 je patrna korelace télesné hmotnosti a
mnozstvi intraperitonealniho tuku.

Co se tyce hnédého tuku (BAT; brown adipose tissue), 1 zde doslo u zvifat
krmenych dietou se zvySenym obsahem tuku k nartstu jeho hmotnosti oproti potkaniim
krmenym standardni dietou. Tento narist jiz ale neni signifikantni. Zde po intervenci
palm''-PrRP31 nedoslo k Z4dné zméné hmotnosti oproti obéznim kontrolam (viz graf B
na Obrazku 7).

V grafu C na Obrazku 7 je patrné signifikantni zvySeni hmotnosti jater u obéznich
kontrol oproti kontroldm S§tihlym. Lze tedy fici, ze HF + F dieta méla negativni dopad
1 na stav jater, ve kterych se ve vétsi mife zacal ukladat tuk (pocinajici steatosa). Ani

zde nedoslo po podavani palm''-PrRP31 obéznim potkanim k sniZeni hmotnosti jater.

Jatra

IPAT BAT

**

Hmeotrnost
[ar]

H motnast
[]

= =

ka IS

1 1

Hrmot nast
[a]

0- on-

&

Obrazek 7 Grafy zndzornujici hmotnosti odebranych organii
Data jsou primér + SEM, n = 8§ potkanti. Statistika byla provadéna pomoci metody

Studentova t-testu. Signifikance je **P<0,01 a ***P<0,001.
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4.3 Oralni glukézovy toleran¢ni test (OGTT)

V den konce pokusu byla hladovym potkaniim, zmétena bazalni hladina glukozy v
krvi. Poté jim byl podan roztok glukézy (2 g/kg) a v danych Casovych intervalech byla
méiena glykémie.

Hodnoty glykémie pfed zahajenim OGTT jsou zaznamenany v grafu na Obrazku 8.
Obézni kontroly mély hladiny pocatecni glykémie oproti tém S$tihlym signifikantné
zvySené. U zvifat injikovanych palm“-PrRP?)l doslo  k viditelnému, ale
nesignifikantnimu snizeni hladiny glukozy v krvi.

Jednotlivé zaznamenané hodnoty jsou vyneseny v grafu na Obrazku 9. Je zde jasné
vidét pocateCni zvySeni plazmatického hodnoty glukézy a opctovny navrat do
standardnich hodnot. Na nejvyssi hodnoty vystoupala glykémie u nelécenych zvitat na
vysokotukové dieté. Stejné tak Ize vidét, Ze pokles hladiny glukézy byl u této skupiny
pomalej$i nez u zbyvajicich dvou skupin a konec¢nd glykémie (po tfech hodinach od
podani glukozy) se ustalila opét na nejvyssi hodnoté ze vSech tii sledovanych skupin.

Posledni graf vztahujici se k OGTT (Obrazek 10) ptredstavuje vyneseni plochy pod
kiivkou grafu (AUC; area under curve) na Obrazku 9. Zde lze vidét nejprve
signifikantni zvySeni hladiny glykémie u potkanii na HF + F dieté oproti tém na LF
dieté. U skupiny 1é¢ené palm''-PrRP31 je vidét signifikantni sniZeni vzhledem k
obéznim kontrolam. Pozitivni vliv palm''-PrRP31 na glukézovou toleranci byl jiz

pozorovan v piedchozich studiich u potkanich modelti obesity nebo prediabetu [38].
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Glykémie (hladovy stav)

8-+ *%*

e

Glykémie
[mmol.dm'3]

Obrazek 8 Hodnoty glykémie hladovych potkanii pred zahdjenim OGTT

Data jsou primér £ SEM, n = 8 potkanti. Statistika byla provadéna pomoci metody

Studentova t-testu. Signifikance je **P<0,01.
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Obrazek 9 Graf zndzornujici hodnoty glykémie v priubéhu OGTT

Data jsou primér + SEM, n = 8§ potkanti. Statistika byla provadéna pomoci metody
Two-way ANOVA s naslednym Bonferroniho testem. Signifikance je **P<0,01 a
*#%P<0,001 vzhledem ke skupiné kontrolni skupiné HF + F.
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Plocha pod kiivkou OGTT
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Obrazek 10 Plochy pod kiivkami pribehu OGTT

Data jsou primér = SEM, n = 8 potkanii. Statistika byla provadéna pomoci metody

Studentova t-testu. Signifikance je *P<0,05.
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4.4 Metabolické parametry

U experimentalnich potkani byly zméfeny zakladni metabolické parametry
v plazmé.

Obézni kontroly mély oproti $tihlym kontroldm velmi vysokou hladinu leptinu
v plazmé. Tyto signifikantni rozdily jsou patrné v grafu A na Obrazku 11. Skupina
1é¢ena palm''-PrRP31 méla naopak oproti obéznim kontrolam hladinu leptinu v plazmé
signifikantné snizenou. Data v tomto grafu koreluji s hmotnosti intraperitonealniho tuku
zvirat (Obrazek 11, graf A).

Dalsim meéfenym parametrem byla plazmaticka hodnota inzulinu (viz graf B
Obrazek 11). I v tomto ptipadé¢ méli oproti potkaniim na standardni dieté¢ potkani na
vysokotukové dieté tento parametr signifikantng zvyseny. U skupiny 1é¢ené palm''PrRP
se hladina inzulinu signifikantné neliSila. Porovnani zvySené plazmatické hladiny
inzulinu u potkanii na HF + F diet¢ a zhorSené gluk6zové toleranci vzhledem
k potkantim na LF dieté (viz Obrazky 8 — 10) indikuje vznik inzulinové rezistence.

U hladin cholesterolu ani triglyceridd v plazmé nebyly pozorovany zadné
signifikantni rozdily mezi kontrolnimi skupinami ani v porovnani se skupinou lé¢enou
palm''PrRP (viz grafy C a D na Obrazku 11). Za pozitivni zjiSténi 1ze povazovat trend
sniZzeni hodnoty cholesterolu u potkanti, kterym byl podavan palm''-PrRP31 oproti

Stihlym i obéznim kontrolam (viz Obrazek 11, graf D).
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Obrazek 11 Grafy s hodnotami metabolickych parametrii v plazmé experimentalnich
potkanii

Data jsou primér = SEM, n = 8 potkanti. Statistika byla provadéna pomoci metody

Studentova t-testu. Signifikance je **P<0,01 a ***P<0,001.
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4.5 Imunodetekce signaliza¢nich kaskad v hypothalamech potkani

V hypothalamech experimentalnich potkani byly pomoci metody Western blot a
imunodetekce  specifickych  protildtek  detekovdny kinasy  vnitrobunécnych
signalizacnich kaskad v hypothalamu. V Tabulce 4 jsou ukdzany Western bloty téchto
proteinti. Na Obrazku 12 a 13 jsou pak tyto hodnoty kvantifikovany (hodnoty jsou
uvedeny jako pomér fosforylovaného a celkového proteinu, obé formy vztazeny na
B-aktin).

Celkovy inzulinovy receptor byl stanoven protilatkou proti podjednotce PB. Zde
nebyl zjistén zadny signifikantni rozdil jak mezi kontrolami, tak ani mezi obéznimi
potkany a potkany lé¢enymi palm''-PrRP31 (viz Obrazek 12, graf A).

Mira fosforylace PI3K i PDK po nasazeni vysokotukové diety signifikantné klesla
(vzhledem ke skuping potkanii na standardni diet§) a po intervenci palm''-PrRP31
nedoslo k signifikantni zmén¢ vzhledem k potkaniim na HF + F dieté. (viz Obrazek 12,
grafy B a C). U detekce PI3K bylo nanesené mnozstvi proteinu vztazeno na GAPDH
z diivodu dosazeni konzistentnéjsiho vysledku oproti pouziti -aktinu.

Déle byly detekovany dva fosforylované epitopy proteinu Akt, pfilozen je i graf

kvantifikace celkového Aktu (viz Obrazek 12, graf D). Na grafech E a F na Obrazku 12
je patrny stejny trend. Oproti skupiné zvifat na standardni dieté byla fosforylace obou
epitoptt kinasy nesignifikantné¢ zvysSena jak u potkanti na vysokotukové dieté, tak
i u skupiny, které byl podavan palm''-PrRP31.
Na grafu B a C (Obréazek 13) je kvantifikovana mira fosforylace proteinu ERK a JNK.
Oproti Stihlym kontroldm doslo u kontrol obéznich ke snizeni aktivity téchto kinas.
Skupina potkanii 1é¢end palm''-PrRP31 nevykazala oproti obéznim kontroldm ve
fosforylaci rozdil. Pouze u kinasy JNK je vzhledem k potkanim na HF + F dieté u
potkant 1é6¢enych palm''-PrRP31 patrny trend zvy3eni fosforylace.

Detekce fosforylované 1 nefosforylované formy c-Jun neukdzala zadné
signifikantni rozdily mezi skupinami (graf D, Obrazek 13).

Tyto vysledky ukazuji, ze u fady kinas doslo k poklesu fosforylace v disledku
nasazeni vysokotukové diety vzhledem ke skupin€ potkanli na dieté¢ standardni.
Signifikatni zmény v signalizanich kaskadach v hypothalamu naznacujici jejich
aktivaci nebyly po intervenci palm''-PrRP31 v této studii detekovany tak jako tomu

bylo v experimentech s obéznimi hypertenznimi Koletského potkany [38] a DIO mySmi
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[48], kde byly také sledovany fosforylace proteini jako napt. IRP, PI3K a ERK.
V téchto experimentech doslo po intervenci palm''-PrRP31 k statistickému zvySeni

fosforylace sledovanych proteini vzhledem k obéznim kontroldm. Divodem, ktery

pravdépodobné prilis kratka doba intervence.
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Tabulka 4 Western bloty fosforylace proteinii ucastnicich se vnitrobunécné signalizace

v hypothalamech WKY potkanii lécenych palm’'-PrRP31 a jejich Stihlych a obéznich

kontrol (n=8 potkanii)

. . Kontroly na Skupina lé¢ena Molekulova
Protein Kontroly na LF dieté HF+F diete palm'-PrRP31 hT]?]t)l:])St
IRP - | —— - — - 95
PI3K - IR IR IR | ———— | 85
PDK 1 EVNP 2R EES FEn e g - - 58-68
p-PDK 1 EEEEESnEn ExsElaglsrm-=me2=l 58-68
Cei‘l‘{’t"y N [P [S—— 60
I’T'ﬁ)lg - | e | - 60
%ﬁ? | | 60
ERK - ——— - ——— | - ——————— | | ————— 42,44
p-ERK DD BPBES aEeEe e (e e 42,44
INK L T I = 46,54
p-JNK e e wee®weoeo® | eeweeess 46,54
c-Jun DO B s o éb e R —— pp————— 43,48
p-c-Jun TSSO PPER meewRRERe B eomisn 43,48
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5 ZAVER

Samci potkaniho kmene Wistar Kyoto méli po nasazeni diety s vysokym obsahem
tuku po 3,5 mésicich signifikantné vyS$i hmotnost oproti potkanim krmenym
standardni stravou. Po intervenci palm''-PrRP31 po 21 dni (1x denné davka 5 mg/kg)
experimentalnim zvifatim doslo u injikované skupiny ke snizeni pfijmu potravy a
signifikantnimu ubytku hmotnosti vzhledem k potkantim na HF diet¢.

Na konci experimentu byl zvifatim odebran intraperitonealni tuk, hnédy tuk a jatra.
Statisticky vyznamné rozdily byly pozorovany u intraperitonealniho tuku, a sice
signifikantni snizeni u lécené skupiny vzhledem k obéznim kontroldm na HF dieté.
S hodnotami hmotnosti intraperitonealniho tuku zvifat korelovala plazmaticka hladina
leptinu, kterd byla signifikantné vyssi u obéznich kontrol vzhledem ke kontroldm
stihlym a u skupiny injikované palm''-PrRP31 pak signifikantn& niZ$i oproti obéznim
kontrolam.

V den konce pokusu byl na experimentalnich potkanech proveden oralni glukézovy
tolerancni test. Vysokotukova dieta zapfiCinila signifikantni zvySeni glykémie
(u hladovych zvitat) a doslo i1 zhorSeni samotné glukozové tolerance (vznik prediabetu).
Bylo pozorovédno statistické vyznamné zlepSeni glukozové tolerance u skupiny
injikované palm''-PrRP31 (vzhledem k obéznim kontrolam).

Metabolické parametry méfené v plazmé poukéazaly na mozny vznik inzulinové
rezistence (obézni kontroly mély signifikantné zvySenou plazmatickou hladinu inzulinu
vzhledem ke kontroldm krmenym standardni stravou) a steatosy jater u obéznich kontrol
(vzhledem ke kontroldam na LF diet¢).

U skupiny obéznich kontrol byly nalezeny snizen¢ fosforylace kinas (PI3K, PDK 1,
ERK, JNK) vzhledem ke Stihlym kontrolam na LF dieté. Statisticky vyznamné zmény,
naznalujici aktivaci signalizaénich kaskad po intervenci palm''-PrRP31, nebyly

nalezeny. Dlivodem je pravdépodobné piili§ kratka doba intervence.
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