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SOUHRN
Testovani nové syntetizované latky s potenciondlnim B,-adrenergné agonistickym d¢inkem

Agonisté 33-adrenergnich receptort jsou latky, které stimuluji lipolyzu v bilé tukové tkani a termogenezi v hné-
dé tukové tkani, cehoZ by mohlo byt vyuZito pii lécbé obezity a s ni spojeného metabolického syndromu. Cilem
této prace bylo zhodnotit vliv Sestitydenniho p.o. podavéni latky B496 — ethylesteru (4-{2-[(Zhydroxy-3-(4-
-ethylkarbamoyl)fenoxypropyl)aminoJethyl } fenoxy) octové kyseliny ve formé ve vodé rozpustného hydrochlo-
ridu laboratornim potkaniim kmene Wistar sam¢iho pohlavi krmenych hypertu¢nou dietou na koncentrace glu-
kosy, triacylglyceridi, celkového cholesterolu a leptinu v séru a na vahovy piiristek. Zvifata byla rozdélena na
skupinu lé¢enou latkou B496 a na skupinu kontrolni. Lécené skupiné byla latka B496 rozpusténa v destilované
vodé v koncentraci 5 mg/1 kg vody. Testovana latka B496 pii dlouhodobém podavani laboratornim potkaniim
vyznamné snizZuje sérové koncentrace glukosy (-26 %, p<0,01), triacylglycerida (-21 %, p<0,05) a leptinu
(-43 %, p<0,01). Déle byl zkoumén vliv jednorazového i.p. podani (1 mg/kg hmotnosti zviiete) nové syntetizo-
vané litky B496 a latky BRL-37344 na koncentrace sérového leptinu u inbrednich mysi C57Bl/6J. Latka
BRL-37344 vedla ke statisticky vyznamnému sniZeni koncentrace leptinu v séru (-55 %, p<0,001). Takové sni-
Zeni se nepodafilo prokédzat u testované latky B496.
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SUMMARY
Study of a Newly Synthesized Substance with a Potential to Stimulate 8,-Adrenergic Receptors

B,-adrenoreceptor agonists can stimulate lipolysis in the white adipose tissue and thermogenesis in the brown
adipose tissue. These activities could be useful in the treatment of obesity and the associated metabolic
syndrome. The effects of six-week oral administration of the newly synthesized substance B496 (methyl-4-[2-
-[2-hydroxy-3-(4-ethylcarbamoyl)phenoxyprophyl]amino]etyl)-phenoxyacetate hydrochloride) on serum
glucose, triglycerides, total cholesterol, and leptin levels were studied in male Wistar rats fed with a high-fat diet.
The animals were divided into a group treated with B496 (5 mg dissolved in 1 litre of water) and a control group.
The results indicated a significant reduction in serum glucose levels (-26 %, p<0,01), triacylglyceride levels
(-21 %, p<0,05) and leptin levels (-43 %, p<0,01). Further the effect of a single intraperitoneal dose (1 mg/kg)
of B496 and BRL-37344 on serum leptin levels in the C57B1/6]J mouse was investigated. Administration of
BRL-37344 resulted in a significant decrease in serum leptin levels (-55 %, p<0,001). This reduction was not
demonstrated by newly synthesized substance B496.
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Uvod tkdni a vys§i inzulinosenzitivité. Takovéto piisobeni vede
k redukci télesné hmotnosti a ke zlepSeni diabetickych
symptomu u mnoha zvifecich modeld obezity a diabetu .

B,-adrenergni receptory se primarn€ nachézeji v tuko-

B3,-adrenergni receptor je protein o 408 aminokyseli-
nach sedmkrét prochdzejici bunéénou membranou spraze-

ny s G-proteinem aktivujicim adenylat-cyklasu. Stimulaci
tohoto receptoru dojde k aktivaci cAMP-zavislé lipasy,
vysSi produkci uncoupling protein-1 (UCP-1) v tukové
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vé tkdni a zprostfedkovavaji mnoZstvi metabolickych
funkci vcetné lipolyzy a termogeneze *. B,-adrenergni
m-RNA byla také detekovana v gastrointestindlnim trak-
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tu (zluénik, zaludek, tenké i tlusté stfevo), v kardiova-
skuldrnim traktu, mocovém méchyfi, prostaté a délo-
ze ¥9. V GIT B,-adrenergni receptory kontroluji relaxaci
hladkého svalstva, pritok krve a Zalude¢ni sekreci. Nové
poznatky naznacuji, Ze stimulace adrenergnich receptori
v CNS vede ke sniZeni piijmu potravy 7. Kardidlni
B,-adrenergni receptory po stimulaci zprostfedkovaly
negativné inotropni efekt na lidské srde¢ni komory *.

Po identifikaci 3,-adrenergniho receptoru molekuldrné
biologickymi metodami a jeho naklonovani v roce 1989
J. A. Emorinem ¥ doglo k syntéze vétsiho poctu B,-adre-
nergnich agonistd. Tyto latky miZeme podle chemické
struktury rozdélit do dvou zdkladnich skupin: aryletha-
nolaminy a aryloxypropanoly. V soucasné dobé se zda,
Ze tyto latky mohou byt nejvice prinosné v 1é¢bé obezity
a non-insulin dependentniho diabetu. Kli¢ovym se zda
byt vyvoj vysoce selektivniho B,-adrenergniho agonisty,
ktery by postradal kardiovaskuldrni nebo jiné ucinky
zplsobené ovlivnénim B, nebo B, receptorti V. Dalsi moz-
né terapeutické vyuZiti se predpoklada pti 1écbé benigni
hyperplazie prostaty, dysfunkce mocového méchyie
(¢asté moceni, mocova inkontinence), spazmul v oblasti
gastrointestinalniho traktu a snad i deprese.

Drive byla adipocytiim pfisuzovdna pouze pasivni role
pri energetické homeostaze. Teprve nedavno byla rozpo-
znana jejich endokrinni funkce rozhodujici pro fizeni
energetické rovnovahy. Tukova tkan vylucuje nékolik
medidtord ovliviiujicich insulinovou rezistenci, jako je
napiiklad leptin, tumor necrosis factor-o., interleukin-6,
adiponectin a resistin ¥.

Leptin je hormon uc¢inné plsobici na energetickou
homeostazu sniZenim energetického pifjmu a zvySenim
energetického vydeje. Je produkovan predevsim adipocyty
a jeho syntéza i sérové hladiny dlouhodobé koreluji s mnoz-
stvim tukové tkané ?. Kratkodob& muiZe byt syntéza leptinu
ovlivnéna jak ve smyslu zvySeni, tak i sniZeni, fadou biolo-
gickych faktorti jako odpovéd na zménu nutriéniho stavu.
Vysledkem je stav, kdy syntéza prestava odpovidat mnoz-
stvi tukové tkdné v téle. Mezi zndmé modulatory patii
B,-adrenergni agonisté, kyselina retinovd, hladovéni, jez
akutné redukuji genovou expresi leptinu v tukové tkani
i jeho sérové hladiny. Naopak glukokortikoidy a pfijem
potravy po hladovéni expresi leptinu zvySuji 7.

Latka B496 byla nové syntetizovéana v Ustavu chemic-
kych 1éc¢iv FaF VFU Brno. TotoZnost latky byla ovérena
pomoci NMR spektroskopie a hmotnostni spektroskopie.
S ohledem na jeji chemickou strukturu u ni predpoklada-
me agonistické pisobeni na B,-adrenergni receptory. Pre-
zentovana data jsou vysledkem viibec prvniho testovani
této latky.

POKUSNA CAST

Experiment ¢. 1

Pfedmétem vyzkumu byl vliv dlouhodobého podévani lat-
ky B496 (I) na koncentrace glukosy, triacylglyceroli, celko-
vého cholesterolu, leptinu v séru a na vahovy pfirtstek. Sou-
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bor zahrnoval 16 laboratornich potkanti kmene Wistar sam-
¢tho pohlavi stejného stdfi a srovnatelné hmotnosti
(430+25 g).

Po tydenni aklimatizaci byl soubor metodou niahodného
vybéru rozdélen na dvé skupiny. Obé skupiny byly pro navoze-
ni obezity krmeny specidlni hypertu¢nou/hypercukernou dietou
(45 % kalorii tvorenych tuky, 35 % jednoduchymi cukry) ad
libitum. Kontrolni skupina byla napajena pitnou vodou ad libi-
tum. Druhé skupiné byla do destilované vody pfimichana litka
B496 (5 mg/1kg vody).
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1. Chemicka struktura testované latky B496

U potkant byla 1x tydné sledovana hmotnost. Po Sesti tyd-
nech byl zvifatim po 12 hodindch la¢néni odebran vzorek krve
pro stanoveni glykémie z bo¢ni ocasni Zily (pfistroj pro stano-
veni koncentrace glukosy v krvi Glucocard II). Poté byli potka-
ni v celkové anestezii (i.p. 0,5 ml/100 g télesné hmotnosti smé-
si 1% roztoku ketaminu, Narkamon® inj. Zentiva, a 2% roztoku
xylazinu, Rometar® inj. Zentiva v poméru 1:20) usmrceni
exsanguinaci ze srdce. Ziskané sérum bylo pouZito pro bioche-
mické stanoveni. Triacylglyceroly byly stanoveny za pouziti
analyzatoru Advia 1650 firmy Bayer a soupravy firmy Lache-
ma, celkovy cholesterol byl stanoven na stejném pfistroji setem
firmy Biovendor. Leptin byl stanoven ELISA kitem firmy Bio-
vendor. Projekt byl schvélen a kontrolovéan etickou komisi pfi
VFU Brno.

Experiment ¢. 2

V experimentu ¢. 2 byl zkouman vliv jednordzového i.p.
podani latky B496 na sérové koncentrace leptinu. Jako kontrol-
ni latka ke sledovani uc¢inku B.-adrenergniho agonisty na hladi-

ny leptinu poslouzila latka BRL 37444 (Sigma) (II), u které
byla prokdzana B3,- agonisticka aktivita.
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II. Chemicka struktura latky BRL 37344
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Soubor zahrnoval celkem 24 inbrednich mysi C57Bl/6J sam-
¢iho pohlavi stejného stafi a srovnatelné hmotnosti (24+2 g), kte-
ré byly krmeny standardni dietou (dieta pro laboratorni zvirata
SPF M1) a napdjeny vodou ad libitum. Po tydenni aklimatizaci
byl soubor metodou ndhodného vybéru rozdélen na tii skupiny
(osm mys$i na skupinu). Mysi dostali jednu i.p. injekci: 1. skupi-
na — placeba (0,5 ml fyziologického roztoku), 2. skupina — latku
BRL 37444 (1 mg/kg rozpusténo v 0,5 ml fyz. roztoku), 3. sku-
pina — latky B496 (1 mg/kg rozpusténo v 0,5 ml fyziologického
roztoku). Po 5 hodinach byl proveden odbér krve z bo¢ni ocasni
zZily. Z centrifugaci ziskaného séra byla pomoci ELISA kitu
(Biovendor) ur¢ena koncentrace leptinu. Projekt byl schvéilen
a kontrolovén etickou komisi pti VFU Brno.
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Statistika

Statistické vypocty byly provedeny v programu Microsoft
Excel. Pro porovnani rozdili mezi skupinami byl pouzit nepa-
rovy Studentiv t-test. Data v grafech reprezentuji pruméry
+ S.E. (smérodatnd chyba priméru). Statistickd vyznamnost
jednotlivych hodnot vici placebu (neparovy t-test) je v grafech
oznacena hvézdickou: p<0,001***; p<0,01**; p<0,05%*.

VYSLEDKY A DISKUZE

Experiment ¢.1

Ruzné experimentalni pokusy ukézaly, Ze B,-adrener-
gni agonisté maji pozitivni vlastnosti na zvifecich mode-
lech obezity. Zulet et al. 'V pfi 1é¢bé hypercholesterole-
mickych potkanii ,-adrenergnim agonistou Trecadrinem
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Obr. 1. Prumérné hodnoty (+ S.E.) koncentrace
triacylglycerolii v séru laboratornich potkanii po Sestitydenni
lécbe
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Obr. 2. Prumérné hodnoty (+ S.E.) koncentrace leptinu v séru
laboratornich potkanii po Sestitydenni lé¢bé latkou B496
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Obr. 3. Priimérné hodnoty (+ S.E.) koncentrace glukézy v krui
laboratornich potkanii po Sestitydenni lécbé latkou B496
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Obr. 4. Prumérné hodnoty (+ S.E.) koncentrace cholesterolu
v séru laboratornich potkanii po Sestitydenni lécbé latkou
B496
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Obr. 5. Prumérné hodnoty (+ S.E.) hmotnostnich prirtistki
laboratornich potkanii po Sestitydenni 1é¢bé latkou B496
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Obr. 6. Prumérné hodnoty (+ S.E.) koncentrace leptinu v séru
laboratornich mysi po jednordzové i.p. aplikaci

prokazali nejvétsi efekt na hladinu triacylglycerold a na
mnoZzstvi tuku v organizmu.

Také v nasem pokusu jsme prokazali statisticky
vyznamné sniZeni (z 1,03 mmol/l na 0,81 mmol/l, p<0,05)
hladin triacylglycerolti v séru zvirat 1é¢enych latkou B496
proti placebové skupiné. Neéktefi autofi spojuji takovy
vysledek se zménami tukové asimilace v travicim traktu
a se zménami ukladani a mobilizace v tukové tkani 2.

Sérova koncentrace leptinu, faktoru korelujiciho
s mnozstvim tukové tkan€ v organizmu, byla statisticky
velmi vyznamné nizsi (p<0,01) u skupiny lécené latkou
B496 (1,15 ng/ml) oproti placebové skupiné
(0,66 ng/ml). Jiz dfive bylo popsano, Ze B,-adrenergni
agonisté zvysuji stupen lipolyzy a sniZuji syntézu lipida
v tukové tkani 1314,

Statisticky velmi vyznamny pokles hodnot (z 5,4 mmol/l
na 4,0 mmol/l, p<0,01) byl zaznamenan také u koncentra-
ce glukézy v krvi.
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Co se tyce hladiny cholesterolu v séru, po 1écbé latkou
B496 doslo ke statisticky nevyznamnému sniZeni hodno-
ty 0 7 % (z 1,52 mmol/l na 1,42 mmol/l). Tyto vysledky
naznacuji, Ze testovand latka B496 miliZze mit terapeutic-
ky potencidl pfi 1écbé obezity a s nim spojeného meta-
bolického syndromu. Selektivita piisobeni na 3 recepto-
rech bude déle zkoumana.

Ke statisticky vyznamnému sniZeni nedoslo ani u cel-
kového hmotnostniho pfirstku za Sest tydnil (placebo
skupina:13,39 g, 1éfend skupina 11,26 g, -16 %).
B3,-adrenergni agonisté sniZuji pouze podil tukové tkang&
v organizmu, naproti tomu hmotnost ostatnich tkani (pfe-
vazné svalové) muiZe vzrist. B,-adrenergni agonisté
u hlodavct upravuji inzulinovou senzitivitu jiz v tako-
vych davkach, respektive Casovém intervalu, kdy jesté
nedochazi k ovlivnéni t€lesné hmotnosti 1.

Experiment ¢.2

Zhang et al. '9 a dalSi autorfi ukazali, Ze jednorazové
podani B,-adrenergnich agonistii vede ke sniZeni exprese
leptinu v adipocytech a sérovych hladin leptinu. Také
v nasem pokusu jsme prokazali, Ze aplikace jedné i.p.
injekce latky BRL-37344, jedné z nejprostudované;si lat-
ky ze skupiny B,- adrenergnich agonistd, vedla ke statis-
ticky vysoce vyznamnému sniZeni (z 1,133 ng/ml na
0,509 ng/ml, p<0,001) koncentrace leptinu v séru
v porovnani s placebovou skupinou. Statisticky vyznam-
ny rozdil se nepodafil prokazat u testované latky B496,
naopak doSlo k mirnému nértstu (z 1,133 ng/ml na
1,348 ng/ml).

Za B.-adrenergn€ agonistické pusobeni latky B496 je
zodpovédna cast molekuly, kterd predstavuje objemny
substituent na dusiku, s charakteristickym ethylesterem
fenoxyoctové kyseliny, ktery se v organizmu ziejmé Sté-
pi na Gc¢innou formu, fenoxyoctovou kyselinu. Zd4 se, Ze
latka B496 ve formé pro-1éciva neni vhodna pro zptisob
testovani cestou jednorazové parenteralni aplikace. Pro
dalsi testovani selektivity ptisobeni na B receptorech
(naptiklad na izolovanych adipocytech a izolovanych
potkanich srdcich) bude zfejmé nutné syntetizovat tuto
latku ve formé volné fenoxyoctové kyseliny.

Prace byla realizovana s podporou vyzkumného zdméru FaF VFU
¢.163700003. Leptinové ELISA kity byly darovany firmou Biovendor.
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