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VZAJEMNA INTERAKCE GHRELINU A JEHO NOVEHO ENDOGENN{HO
ANTAGONISTY LEAP2:
MOZNA ULOHA V PATOLOGII OBEZITY

Predkladana dizertacni prace Ing. Lucie Holé byla vypracovana béhem doktorandského
studia na UOCHB AV CR, pod vedenim RNDr. Lenky Maletinské, DSc. Prace se vénuje
velmi aktualnimu tématu mozného ovlivnéni rozvoje obezity farmakologickou manipulaci
vzajemného vztahu ghrelinu a jeho relativné nedavno objeveného antagonisty, peptidu
LEAP2. Prace je logickou soucasti velmi erudovaného tymu zabyvajiciho se vztahy struktury
a funkce peptidu pusobicich jako antiobezitika.

Prace je formalné ¢lenéna do obvyklych ¢&asti predstavujicich strukturu publikace, plus
doplnéna tfemi in extenso publikacemi v ¢asopisech s vysokym IF ( 4.4, 4.87, 6.21), a
jednou praci, prijatou do tisku. Tato publika¢ni Cinnost pfesahuje pozadavky kladené na
PhD praci.

Prace je psana v anglickém jazyce, formalni Uprava je na vysoké uUrovni, jak grafy, tak
struktury jednotlivych molekul a mechanismu jejich pusobeni.  Obzviast hodnotim
schemata, ktera dokresluji relativné slozité in vivo experimenty v ,Methods® a také souhrnna
schémata v kapitole ,Discussion.

V teoretické ¢asti autorka shrnula dosavadni poznatky o centralni regulaci pfijmu potravy a
energetické rovnovahy a o moznosti farmakoterapie obezity, ovliviiovanim centralnich
regulacnich okruh(. Duraz klade na studium interakce GHSR s ghrelinem, jeho syntetickymi
analogy a nedavno objevenym antagonistou GHRS, LEAP2. Strukture a fyziologii LEAP2
jako i interakci ghrelinu a LEAP2 v plisobeni na GHSR vénuje detailni pozornost, vzhledem
k tomu, ze manipulace a modifikace téchto dvou molekul muize potencialné predstavovat
cestu k farmakoterapii obezity. VSechny popsané znamé drahy a mechanismy jsou tu

podlozeny velmi pfehlednymi schématy.
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Cile prace jsou stanoveny jasné, metody jsou popsany strué¢né, avSak v nékterych
pfipadech méné znamych metod, napf. FRAP, bych ocenila vysvétleni principt analyz. Zde
vysoce hodnotim velkou paletu pouzitych in vitro metod, (lipidace LEAP2, velmi detailni
vazebné studie jednotlivych  analogu LEAP2, analyzy metabolického profilu,
imunohistochemii fezu jater), coz svédCi o velké laboratorni erudici autorky a umoznuje
feSeni problematiky z mnoha aspektu. Autorka prokazala také velkou zruénost v in vivo
experimentech (manipulace piijmu potravy podavanim jednotlivych LEAP2, [Dpr °]|Ghrelinu a
zejmena OGTT testy).

Prace je rozdélena do dvou cCasti: Prvni cast je vénovana priprave LEAP(1- 14) a jeho
analogl, myristoyl-Leap2(1-14), palmitoyl-Leap2(1-14), stearoyl-Leap2(1-14) a in vitro
testovani jejich afinity ke GHSR a také jejich vlastnosti jako antagonistll a/nebo inverznich
agonistu.

Druha ¢ast je vénovana in vivo testum, kde se sleduje: 1) vliv analogl LEAP2(1-14) na
akutni pfijem potravy a také na akutnim ghrelinem indukovem pfijmu potravy, 2) chronicky
vyvoj obezity podavanim vysokotukove diety a glukézova tolerance, 3) chronicky vyvoj
obezity a citlivost na Dpr °|Ghrelin  a palm-LEAP2(1-14), 4) mozné preventivni ovlivnéni
rozvoje obezity podavanim palm-LEAP2(1-14).

Vysledky ukazaly, ze v in vitro systému nejvyssi afinitu ke GHSR prokazal palm-LEAP2(1-
14), tento analog mél i nejvétsi ucinek na redukci pfijmu potravy in vivo a také zablokoval u
my$i Dpr’]Ghrelinem vyvolanou stimulaci ristového hormonu. Ve chronickém experimentu
dos$lo ke snizeni glukoézové tolerance po podavani vysokotukové diety a 3 tydny po
pfechodu na normalni dietu glukézova tolerance se upravila k normalu. Také se snizily
hladiny leptinu, exprese LEAP2 v jatrech a upravily se i zvySené hladiny cholesterolu.
Podavani vysokotukové diety zplsobilo v chronickém experimentu rezistenci na ghrelin a
také na palm-LEAP2(1-14), pficemz rezistence na ghrelin se po pfechodu na normaini dietu
upravila, av§ak nikoli rezistence na palm-LEAP2(1-14).

V diskusi autorka analyzuje dosazené vysledky a konfrontuje je se soucasnou literaturou.
Zavery jsou formulovany jasné, kriticky hodnoti pozitiva i negativa palm-LEAP2(1-14). Cela
prace je podpofena 154 citacemi.

Za nejvyrazngjsi vysledek povazuji fakt, Zze po DIO dochazi ke ghrelinové rezistenci, ktera se
ale upravi, avSak rezistence na Leap?2 se neupravi standardni dietou. Tento nalez komplikuje
vyuzivani palm-Leap2(1-14) k omezeni pfijmu potravy, avSak predstavuje vyzvu na syntézu
a testovani dalSich analogt, vzhledem ktomu Zze ovlivnéni poméru LEAPZ2/ghrelin

predstavuje v soucasné dobé hlavni moznou drahu farmakoterapie obezity.



Otazky

1) V ,Introduction” se uvadi ze GHRS jsou exprimovany ubikvtarné ve vétSiné tkani.
Muze mit farmakologicka manipulace téchto receptord z divodu ovlivnéni prijmu
potravy i vedlejSi nezadouci efekty?

2) V Methods se uvadi pro kratkodobé experimenty mysi C57B1/6J a pro chronicke
experimenty mysi C57B1/6N. V cem se liSi?

3) Jaky byl duvod ke zvySeni davky palm-Leap2(1-14) z5 mg/kg na 10 mg/kg
v poslednim chronickem experimentu?

4) Ve chronickém experimentu vysokotukova dieta zvySila hladiny cholesterolu, ktera se
po pfechodu na normaini dietu upravily k normalu. TAG ale vysokotukova dieta
neovlivnila. Jaké mate vysvetleni, vzhledem k tomu ze obézni jedinci maji zvysSene
hladiny i TAG.

5) V pozorované rezistenci na ghrelin mtze hrat roli i zvysena hladina leptinu? Dala by
se analyzovat ghrelinova rezistence na primarni kultufe hypotalamickych neuronu?

6) Jako si vysvétlujete mechanismus glukézové intolerancia  pfi ghrelinovej
rezistencii? Vzhledem k tomu, ze ghrelin  (podobné jako kortizol) stimuluje hladiny
glukézy a také snizuje citlivost k inzulinu, dalo by se pfedpokladat, Zze v situaci
nefunkcnosti ghrelinu funguiji jiné mechanismy.

7) Vysledek o zablokovani ghrelinem indukovaného vzestupu GH po podani palm-
LEAP2(1-14) je velmi zajimavy a muze mit dopad na normalni fyziologické hladiny
GH, ktery ma metabolické funkce nejen u adolescentl ale ve vSech vekovych
kategorii. Doporucuji pfi hledani novych analogl Leap?2 vzit tento fakt do uvahy.

8) Maji inverzni hladiny LEAP2/ Ghrelin i vzajemny regulacni vztah?

Technické poznamky:

Str 41, 3.3.3.2, druhy odstavec popis podavani latek je identicky s popisem pokusu 3.3.2.1,
str 38, posledni odstavec. ,At 8:00 a.m. on the day of experimnt mice were SC injected
..... “. To nesedi, v serii Long term in vivo study 2 se nepodavaly latky za sebou v 15 min
intervalech. V suplementu v publikaci je to uvedeno spravne.

V Introduction ...phamaceutical intervention.... bych zménila na pharmacotherapy, anebo
pharmacological intervention.

Zaveér;

Predlozena dizertaéni prace resi velmi aktudlni téma, které je dllezité déle rozvijet. Ma
velmi vysokou uUroven jak po strance formalni, tak i odborne a splfiuje vsechny pozadavky
kladené na doktorskou dizertacni praci. Proto po uspésné obhajobé doporucuji Ing. Lucii
Holé udéleni titulu PhD v oboru Biochemie a patobiochemie.

V Praze, 12. 9. 2023 Doc. Ing.'Jana Juréovi¢ova, CSc





