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Atypicky kanabinoid Abn-CBD znizuje zapal a chrani
pec¢en, pankreas a tukové tkanivo na mysom
modeli prediabetes a nealkoholického tukového
ochorenia pecene

Abstrakt

Pozadie a ciele: Neddvno sa ukdazalo, Ze synteticky atypicky kanabinoid Abn-CBD, derivat kanabidiolu
(CBD), moduluje imunitny systém v réznych orgdnoch, ale jeho vplyv na meta-zapal suvisiaci s obezitou
zostdva nepreskumany. Skiumali sme ucinky Abn-CBD na metabolické a zapalové parametre pomocou
mysacieho modelu obezity vyvolanej diétou (DIO) prediabetu a nealkoholického stukovatenia pecene
(NAFLD).

Materidly a metddy: Desattyzdriové mysi C57BI/6J boli kimené stravou s vysokym obsahom tukov
pocas 15 tyzdnov, po 2-tyzdnovej lieCcbe dennymi intraperitonealnymi injekciami s Abn-CBD alebo
vehikulom. V 15. tyZzdni boli mysi obézne, prediabetické a vyvinula sa u nich NAFLD. Sledovala sa
telesna hmotnost a gluk6zova homeostaza. Mysi boli usmrtené a krv, pecen, tukové tkanivo a pankreas
boli odobraté a spracované na metabolickl a zapalovu analyzu.

Vysledky: Profily telesnej hmotnosti a triglyceridov v krvi a peceni boli porovnatelné medzi mysami DIO
liecenymivehikulom a Abn-CBD. Liecba Abn-CBD vsak zniZila hyperinzulinémiu a markery systémového
zapalu nizkeho stupnia v plazme a tuku, ¢o tieZz podporuje hnednutie bieleho tukového tkaniva.
Pankreatické ostrovceky z mysi lie¢enych Abn-CBD vykazovali niZSiu apoptdzu, zapal a oxidacny stres
ako mysi DIO liecené vehikulom a bola indukovana proliferacia beta buniek. Okrem toho Abn-CBD
znizila fibrézu pecene, zapal a infiltraciu makrofagov v peceni v porovnani s mySami DIO liecenymi
vehikulom. DolezZité je, Ze rovnovaha medzi proliferdciou hepatocytov a apoptdzou sa zlepsila u mysi
liecenych Abn-CBD v porovnani s mysami DIO liecenymi vehikulom.

Zavery: Tieto vysledky naznacuju, ze Abn-CBD ma priaznivé imunomodulaéné ucinky v peceni,
pankrease a tukovom tkanive DIO prediabetickych mysi s NAFLD, ¢im chrani tkaniva. Preto by Abn-CBD
a pribuzné zIluceniny mohli predstavovat nové farmakologické stratégie na zvlddanie metabolickych
poruch suvisiacich s obezitou.

Kldcové slova: kanabinoidy, zapal, prediabetes, NAFLD, obezita, pecen, Langerhansove ostrovceky,
tukové tkanivo

Uvod

Zapadna strava a sedavy Zivotny Styl zvySuju prevalenciu obezity na celom svete. Obezita je okrem
iného rizikovym faktorom pre rozvoj cukrovky a kardiovaskuldrnych a pecenovych ochoreni, ¢im sa
znizuje pocet rokov bez ochorenia, kedZe obezita sa stava zdvaznejSou ( 1 ). Poruchy suvisiace s
obezitou vznikaju postupne; prediabetes a nealkoholické tukové ochorenie pec¢ene (NAFLD) su skoré



$tadia poskodenia pankreasu a pecene. Hoci tieto patoldgie mozno diagnostikovat, neexistuju Ziadne
liecby na drovni zakladnych molekuldarnych mechanizmov. Sudcasny biomedicinsky vyskum sa
zameriava na Stadium skorych $tadii chordb suvisiacich s obezitou s ciefom vytvorit lie¢ebné postupy
zamerané na zastavenie jej progresie a komplikacii.

Zacina byt evidentné, Ze dysfunkcia molekularnej integracie imunitného a metabolického systému je
zakladom metabolickych ochoreni, ako je diabetes 2. typu ( 2 ). V skutoCnosti sa chronicky zapal
nizkeho stupna (metazapal), ktory sa vyskytuje pri obezite, povaZzuje za doleZity faktor mnohych poruch
suvisiacich s obezitou, vratane cukrovky 2. typu ( 3 ). Niekolko studii odhalilo zmeny zdpalovych
cytokinov u fudi s prediabetom ( 4 — 6). Zistilo sa, Ze tukové tkanivo je zdrojom mnoZstva zapalovych
signalov, ktoré, ked sa dostanu do obehu, indukuju aktivaciu lymfocytov. Akumulacia triglyceridov v
netukovych tkanivach skutoéne spusta zapal, infiltraciu makrofagmi a apoptdzu. Trvalo vysoka hladina
glukdzy v krvi je spojend so zvySenim oxidacného stresu a intraceluldrneho zapalu, ktory v koneénom
dosledku vedie k strate hmoty beta buniek ( 7, 8 ). Akumulacia triglyceridov v peceni vedie k NAFLD,
ktora nakoniec konci zlyhanim pecene (9 ).

Je zndme, Ze kanabinoidy moduluju metabolizmus lipidov a glukdzy, ako aj zapalové procesy ( 10 ). V
skutocnosti je rimonabant, antagonista kanabinoidného receptora typu 1 (CB1R), na trhu na liecbu
komplikovanej obezity, hoci centralne vedlajsie ucinky nakoniec viedli k jeho stiahnutiu ( 11 ). Odvtedy
sa vyvoj druhej generdcie liekov na baze kanabinoidov bez vedlajsich ucinkov na liecbu metabolickych
ochoreni stal predmetom intenzivneho vyskumu. Atypické kanabinoidy su ligandy, ktoré nie su
zamerané na kanonické kanabinoidné receptory CB1R a CB2R. Prototypom tohto druhu molekdl je
fytokanabinoid kanabidiol (CBD), ktory nema psychoaktivne Ucinky a je jednou z hlavnych zloZiek
Cannabis sativa .rastlina. Vacésina syntetickych atypickych kanabinoidov pochadza v konecnom
dosledku z CBD a zahfria abnormalne CBD (Abn-CBD), 0-1602, 0-1918 a 0-1821 ( 12 ). Bolo hlasené,
Ze CBD a niektoré syntetické atypické kanabinoidy vykazuju protizdpalové a antioxidacné vlastnosti
vratane potencidlnych antidiabetickych tcinkov ( 13 — 16 ). Zial, klinické $tudie s CBD nepreukazali
zlep$enie glykemickych a lipidovych parametrov u pacientov s diabetom 2. typu ( 17 ). Uginky
syntetickych atypickych kanabinoidov na zapal suvisiaci s obezitou a skoré §tadid suvisiacich choréb
vSak zostdvaju do znacnej miery nepreskimané.

Abn-CBD je vysledkom transpozicie fenolovej hydroxylovej skupiny a pentylového bo¢ného retazca
CBD ( 18). In vitro zistenia poukazuju na to, Ze Abn-CBD vykazuje modulacné ucinky na neutrofily pri
zapalovych stavoch, ako je experimentdlna kolitida a aterogenéza ( 19 , 20 ). Zistilo sa, Zze Abn-CBD
skutocne zlepsuje glukdézovu toleranciu u diabetickych mysi vyvolanych streptozotocinom ( 15 ). V
sulade s tymito zisteniami sme nedavno uviedli, Ze Abn-CBD zniZuje cytokinmi indukovanu apoptdzu u
mysich a fudskych izolovanych ostrovcéekov, pricom podporuje proliferaciu beta buniek ( 21). Vplyv
Abn-CBD na meta-zapal suvisiaci s obezitou a jeho vztah s prediabetom a NAFLD vsak zostava
nepreskimany.

Tu sme sa zamerali na skimanie metabolickych ucinkov a protizapalovych vlastnosti Abn-CBD v peceni
a pankrease mysacieho modelu prediabetu vyvolaného stravou a NAFLD.



Materidly a metddy
Navrh Studie a generovanie diétou indukovanych prediabetickych mysi a mysi NAFLD

Boli dodrzané odporuéania Eurépskej Gnie (2010/63/EU) o pokusoch na zvieratach. Vietky pokusy na
zvieratach boli schvalené Etickou komisiou Univerzity v Malage (¢. autorizacie 2012—-0061A) a
dodrziavali princip 3R. Desattyzdriové samce mysi C57BL/6J boli zakipené od Charles River
(Francuzsko) a boli aklimatizované v zariadeni pre zvieratd pocas jedného tyzdna s potravou a vodou
dostupnou ad libitum a so zapnutymi svetlami medzi 8:00 a 20:00. Mysi boli potom kimené 10%
tukovou stravou (kontrola) alebo 45% tukovou stravou (45% Kcal z bravéovej masti, nasytenych tukov,
HFD) pocas 15 tyzdriov ( n= 10 a 30 mysi). Telesnd hmotnost sa monitorovala dvakrat tyzdenne a
glukézova a inzulinova tolerancia sa hodnotili intraperitonedlnou glukézovou toleranciou (GTT) a
inzulinovym toleranc¢nym testom (ITT). Strucne, GTT sa uskutocnovalo po no¢nom hladovani injekciou
2 g/kg D(+)glukdzy (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Glukdza v krvi sa monitorovala z chvostove;j Zily na
zaCiatku a 15, 30, 60 a 90 minut pomocou glukomera (Accu-check, Roche Diagnostic). Pre ITT boli mysi
nala¢no 6 hodin a potom im bolo injekéne podané 0,5 U/kg inzulinu (Humulin, Lilly, Franctzsko). Vzorky
krvi sa odoberali z chvostovej Zily ako je uvedené vyssie a glukdza v krvi sa merala v rovnakych ¢asovych
bodoch pomocou glukometra. Plocha glukdzy a inzulinu pod krivkou (AUC) sa vypocitala z ich
zodpovedajlucich grafov pomocou softvéru IMAGEJ (National Institutes of Health, Bethesda, MA, USA).
Akondhle mysi kfmené HFD vykazovali vysSiu telesnd hmotnost ako kontrolné mysi, glukdzovu
intoleranciu a inzulinovu rezistenciu, zvierata boli ndhodne rozdelené na vehikulum alebo liecby a 10
mysi bolo lieCenych syntetickym kanabinoidom Abn-CBD. Tu uvedend Studia s Abn-CBD predstavuje
podskupinu vacésej studie, ktora zahfnala aj kanabinoidny ligand LH-21. Prediabeticky fenotyp tychto
mysi (HFD-vehikulum vs. SD-vehikulum) bol uz skor opisany (22 ). Podrobna schéma dizajnu Stidie Abn-
CBD je zndzornena vObrazok 1A.
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U¢inok Abn-CBD na telesni hmotnost a prijem potravy. Mysi kimené $tandardnou stravou (SD) alebo
stravou s vysokym obsahom tukov (HFD) pocas 15 tyZdriov boli randomizované na vehikulum alebo
Abn-CBD pocas dalsich 2 tyzdriov (A) . Telesnd hmotnost sa merala tyZdenne pocas prvych 15 tyzdriov
a denne pocas liecby (B) . (C) Telesnd hmotnost po 2-tyzdnovej lie¢be vehikulom alebo Abn-CBD. (D)
Priemerny denny prijem kalérii na mys a (E) na kg hmotnosti pocas 2-tyzdriovej liecby a (F) G¢innost
potravy. Hladiny leptinu (G) a adiponektinu (H) v plazme na konci $tudie. Udaje ukazuju priemer + SEM
okrem (C) , ktory ukazuje median + min aZz max. n= 6 SD-vozidiel, n = 7 HFD-vozidiel a n = 8 HFD-Abn-
CBD. * p < 0,05, ** p < 0,01 a *** p < 0,001 v porovnani s SD-vehikulom; # p < 0,05 v porovnani s
vozidlom HFD.

Subchronicka liecba Abn-CBD a sledovanie telesnej hmotnosti a prijmu potravy

HFD mysi boli liecené denne pocas poslednych 2 tyzdriov experimentélneho dizajnu s 0,05 mg/kg Abn-
CBD (Cayman Chemical, Ann Harbor, MI) alebo vehikulom. Davkovanie bolo zvolené na zdklade
predchadzajlcej literatury (15, 23). Zasobny roztok Abn-CBD sa rozpustil v etanole, rozdelil na alikvéty
a skladoval pri -20 °C az do poutZitia. Kazdy den sa ddvka na injekciu Cerstvo pripravila zriedenim
alikvotu vo fyziologickom roztoku-Tween80 (1 % konecny obsah etanolu, 5 % Tween80) a potom sa
podala intraperitonealne. Denne sa monitorovala telesnd hmotnost a prijem potravy a mnoZstvo
prijatej potravy sa prepocitavalo na kilokalérie. U¢innost potravy sa vypocitala ako variacia telesnej
hmotnosti (v gramoch) oproti prijmu kaldrii (v kcal). Pat dni pred eutanaziou sa vsetkym skupinam mysi
tieZz denne injekéne podavalo 75 mg/kg 5-brom-2'-deoxyuridinu (BrdU) rozpusteného vo fyziologickom
roztoku (Sigma-Aldrich). Na konci liecebného obdobia boli mysi usmrtené cervikalnou dislokaciou a
tkaniva boli odobraté na dalSiu histologicki a biochemickd analyzu. Vzorky z tukového tkaniva,
pankreas a pecen sa fixovali v 4% PFA ponorenim cez noc a potom sa zaliali do parafinu na histochémiu
a imunohistochémiu. Paralelne boli vzorky plazmy, tukového tkaniva, pankreasu a pecene tieZ rychlo
zmrazené a ulozené pri teplote -80 ° C na biochemickl analyzu. Pocet zvierat pouzitych na kaidy
experiment je podrobne uvedeny v legenddch obrdzkov.

Stanovenie adipokinov a cytokinov

Plazma sa ziskala odstredenim (2 000 x g, 4 ° C, pocas 10 minut) celej krvi v skimavkach potiahnutych
EDTA. Plazmatické hladiny inzulinu a niekolkych zdpalovych cytokinov (IFN-y, IL-5, IL-6, CXCL1, IL-10)
sa merali pomocou pola Meso Scale Discovery Multi (Meso Scale Diagnostics, Rockville, MA, USA) v
MSD pristroj (SECTOR S 600) vybaveny viacpolovou elektrochemiluminiscenénou detekénou
technolégiou (Meso Scale Diagnostics). Plazmatické hladiny leptinu (BioVendor, Ceska republika) a
HMW adiponektinu (Shibayagi Co., Japonsko) sa merali testom ELISA v stlade s pokynmi vyrobcu.

Biochemicka analyza vo vzorkach plazmy

Profil lipidov v plazme (triglyceridy, celkovy cholesterol, HDL-c, LDL-c, NEFA a glycerol), hladina glukdzy
v krvi a peCeniovy marker alanintransamindza (ALT) boli stanovené rutinnymi laboratérnymi metédami
s pouZitim autoanalyzatora Cobas Mira (Roche Diagnostic System, Basel, Svaj¢iarsko) a reagencie od
Spinreact (Spinreact SAU, Girona, Spanielsko) a Biosystems (Biosystems SA, Barcelona, Spanielsko).
Hladiny inzulinu v plazme sa merali pouzZitim komeréného testu ELISA podla pokynov vyrobcu
(Mercodia, Uppsala, Svédsko).



Meranie peroxidacie lipidov

Peroxidacia lipidov bola stanovena meranim latok reaktivnych s kyselinou tiobarbiturovou (TBARS).
Malondialdehyd (MDA), prirodny vedlajsi produkt peroxidacie lipidov, reaguje s kyselinou
tiobarbiturovou (TBA) za vzniku aduktu MDA-TBA, ktory mozno lahko kvantifikovat pri 532 nm v
spektrofotometri. Vzorky tkaniva sa homogenizovali s ladovo studenym Tris-HCl pufrom (150 mM KCl,
50 mM Tris, pH 7,4) doplnenym butylovanym hydroxytoluénom, aby sa zabranilo umelej peroxidacii
pocas testu. Supernatant sa inkuboval s MDA, aby sa ziskali TBARS. Merala sa absorbancia (VERSAmax,
Molecular Devices LLC, San Jose, CA, USA) a interpolovala sa do Standardnej krivky s pouZitim
malondialdehyd-bisdietylacetalu (MDA, Sigma-Aldrich). Konecné hodnoty boli vyjadrené ako
nanomoly TBARS na miligram tkaniva.

Glukozou stimulovana sekrécia inzulinu (GSIS)

Langerhansove ostrovéeky boli izolované z dvoch mysi v kazdej skupine pouzitim metédy Stiepenia
kolagendzou, ako uZ bolo opisané ( 24 ). Ostrovceky sa potom kultivovali 20-24 hodin v médiu RPMI-
1640 doplnenom 11 mM glukdzou (Invitrogen, CA, USA), 2 mM glutaminom, 200 IU/ml penicilinu, 200
pg/ml streptomycinu a 8 % fetalnym hovadzim sérom zbavenym aktivne uhlie-dextran (Invitrogen).
Pre experimenty GSIS sa ostrovéeky predinkubovali pri 37 °C pocas 2 hodin v Krebsovom
bikarbondtovom tlmivom roztoku obsahujucom 14 mM NaCl, 0,45 mM KCl, 0,25 mM CaCl2, 0,1 mM
MgCl2 , 2 mM HEPES a 3 mM glukdzovy roztok. s 95 % 02 : 5 % CO2pri pH 7,4. Ostrovieky
zodpovedajlcej velkosti, pat v kazdej jamke z 24-jamkovej platne, sa naockovali do 0,5 ml éerstvého
pufra obsahujuceho 3 mM glukdzy alebo 11 mM glukdzy. Potom sa ostrovceky inkubovali podas 1
hodiny pri 37 °C, 5 % C02 . Po inkubacii sa do kazdej jamky pridal 1% hovadzi albumin a dosticka sa
ochladila na 4 °C pocas 15 minuat, aby sa zastavila sekrécia inzulinu. Média sa potom zozbierali a
skladovali pri -20 °C aZz do merania inzulinu pomocou ELISA (Mercodia, Uppsala, Svédsko), podla
pokynov vyrobcu.

Morfometricka analyza ostrovcekov

Pocet ostrovéekov a plocha ostrovéekov boli hodnotené morfometrickou analyzou v rezoch pankreasu.
Pankreasy kaZzdej mysi zaliate v parafine boli narezané na Styroch réznych uUrovniach a zafarbené
hematoxylinom a eozinom. Mikrofotografie s nizkym zvaésenim boli urobené mikroskopom Olympus
BX41 (Olympus Corporation, Tokio, Japonsko) a analyzované softvérom Imagel.

Meranie pecenového glykogénu

Stanovenie pecenového glykogénu prebiehalo podla predchadzajucich sprav s uréitymi dpravami ( 25
, 26). Strucne, vzorky pecene (300-500 mg) sa preniesli do skiimaviek obsahujucich 30 % KOH (w/v) a
varilisa 1 hodinu aZ do Uplnej homogenizacie. Potom sa pridal Na2504 a glykogén sa vyzrazal etanolom.
Vzorky sa centrifugovali pri 800 g pocas 10 minut, supernatanty sa vyhodili a glykogén sa rozpustil v
horucej destilovanej vode. Pridal sa etanol a pelety ziskané po druhej centrifugacii sa rozpustili v
destilovanej vode na konecny objem 25 ml. Obsah glykogénu sa meral tak, Ze sa na fixny objem vzorky
posobilo fenolovym cinidlom a H2S04. Absorbancia sa potom oddcitala pri 490 nm pomocou
spektrofotometra (VERSAmax, Molecular Devices LLC).



Izolacia RNA a PCR v redlnom case

Tkaniva (100 mg tukového tkaniva) sa vyrezali a izolovala sa mRNA s pouZitim Trizol Reagent (Sigma-
Aldrich) a RNeasy Mini Kit (Qiagen) podla pokynov vyrobcu. Retrotranskripcia sa uskutocnila pomocou
SuperScript IV RT (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltman, MA, USA) a expresia mRNA sa analyzovala v
zariadeni Applied Biosystems® 7500 rychlo s pouZzitim Fast Advanced Master Mix (vSetko od Thermo
Fisher Scientific) a prislusného Tagman znaceného FAM. priméry a sondy pre Cxcll, 1110 a Ucpl .
Priméry a sonda znacené VIC sa pouzili na udrZiavacie gény.

Farbenie ektopického ukladania lipidov v peceni olejovou cervenou O

Zmrazené vzorky pecene sa nakrdjali na platky v kryostate, pripojili sa k mikroskopickym sklickam a
susili sa na vzduchu pri teplote miestnosti pocas 30 minut. Rezy pecene sa potom farbili v Cerstvej
olejovej ¢erveni O pocas 10 minut, oplachli sa v destilovanej vode a ihned sa kontrastne farbili
hematoxylinom pocas 1 minuty. Mikrofotografie boli urobené na mikroskope Olympus BX41 a intenzita
farbenia Qil red O bola kvantifikovana pomocou softvéru Image J.

Massonovo trichrdmové farbenie fibrézy pecene

Fibréza pecene bola hodnotena na histologickej urovni farbenim kolagénovych vlakien farbenim
Massonovym trichrémom. Na tento uUcel boli rezy zaliate do parafinu hydratované a zafarbené
pomocou Massonovej trichrémovej stipravy (Casa Alvarez Material Cientifico SA, Madrid, Spanielsko)
podla pokynov vyrobcu.

Imunohistochémia a imunofluorescencné farbenie

Rezy tkaniva zaliateho parafinom (3 um) boli zbavené vosku, hydratované a oSetrené roztokom na
odmaskovanie antigénu na baze kyseliny citrénovej (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA)
pocas 20 minut v parnom hrnci a potom 20 minut na ochladenie. Rezy boli trikrdt premyté
fyziologickym roztokom pufrovanym fosfatom (PBS). Endogénna peroxidaza sa uhasila 2 % H202v PBS
pocas 30 minut za miesSania a endogénny biotin, biotinové receptory a vazbové miesta avidinu boli
blokované stpravou na blokovanie avidin/biotin podla pokynov vyrobcu (Vector Laboratories Inc.).
Imunohistochémia sa uskutocriovala inkubaciou cez noc pri 4 °C s primarnou protilatkou 1/100 (anti-
inzulin, Sigma-Aldrich; anti-F4/80, Abcam, Pariz, Francluzsko; anti-pNFKB, Abcam), trikrat premyla PBS
a nasledovala kozou anti-krysou/mySou polyklonalnou protilatkou konjugovanou s HRP polymérom (1
h) a nakoniec znova trikrat premyté a vyvolané diaminobenzidinovym substratom. Sklicka boli
oplachnuté vo vode z vodovodu, jemne kontrastne zafarbené Mayerovym hematoxylinom, oplachnuté
v dehydratovanom chloride aménnom a pripevnené k médiu DPX (Shandon, Pittsburgh, Pennsylvania,
USA).

Pre imunofluorescenénd primarnu protilatku (anti-inzulin 1/100 cez noc, Santa Cruz Biotechnology
Inc., Dallas TX, USA; anti-5-brém-2'-deoxyuridin 1/100 cez noc, Sigma-Aldrich; anti-aSMA, 1/100 cez
noc, Santa Cruz Biotechnology) inkubacia bola nasledovana anti-kréli¢im 1gG-AlexaFluor488 a/alebo
anti-mysim 1gG-AlexaFluor568 (1/1000; Thermo Fisher Scientific), pocas 1 hodiny pri teplote
miestnosti. Sklicka boli prekryté a chranené pred fotobielenim pomocou Fluoroshield Mounting Media



(Sigma-Aldrich). Mikrofotografie boli urobené na Olympus BX41 a dalej spracované softvérom Image J
na kvantifikaciu intenzity signalu.

Hodnotenie apoptdzy

Apoptdza sa hodnotila technikou TUNEL s pouZitim sUpravy na detekciu apoptdzy in situ (Roche) podla
pokynov vyrobcu. Obrazky sa analyzovali pomocou softvéru Imagel. Pocet TUNEL-pozitivnych buniek
sa normalizoval na plochu ostrovéekov.

Analyza dat

Udaje st vyjadrené ako priemer * $tandardnad chyba priemeru (SEM) pre Udaje zodpovedajtce
normalnemu rozdeleniu a medidan * min ai maximum pre nenormalne rozdelenia. Statistickd
vyznamnost rozdielov v priemernych alebo strednych hodnotach bola hodnotena Studentovym t -
testom alebo analyzou rozptylu (ANOVA), po ktorej nasledoval Tukeyho viacndsobny porovnavaci test
pre normalne rozdelenia a Mann-Whitneyov test alebo Kruskal-Wallisov test, po ktorom nasledoval
Dunnov viacndsobny porovnavaci test. pre nenormalne distribucie. VSetky analyzy sa uskutocnili s
GraphPad Prism 6.07 alebo 7.04 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). A p < 0,05 sa povaZzovalo za
vyznamné.

Vysledky

ABN-CBD neovplyviuje telesni hmotnost

DesattyZzdriovym samcom mysi C57BI/6J bola pocas 15 tyzdriov podéavana strava s vysokym obsahom
tukov (HFD) alebo Standardna strava (SD). Mysi kimené HFD vazili vyznamne viac ako mysi kimené SD
(37,9+0,9vs.32,6 £1,2 g, vtomto poradi;Obrazok 1B). Mysi s diétou indukovanou obezitou (DIO) mali
glukdzovd intoleranciu a inzulinovd rezistenciu, ale nevykazovali zhorsenu glukdzu nala¢no [103 + 7 vs.
108 + 4 mg/dl, mysi SD a HFD, v tomto poradi ( 22 )]. DIO mysi sa potom nahodne rozdelili na denné
intraperitonedlne injekcie vehikula (mysi s HFD vehikulom) alebo 0,05 mg/kg Abn-CBD (mysi HFD-Abn-
CBD) pocas 2 tyzdnov (Obrazok 1A). Davkovanie pre Abn-CBD bolo vybrané na zdklade ipGTT na
chudych mysiach ( doplnkovy obrazok 1) a predchadzajuce;j literatury ( 15 ). Po 2 tyzdfioch liecby boli
telesné hmotnosti mysi s HFD-vehikulom a HFD-Abn-CBD porovnatelné (36,5+0,8a389+ 1,7 g, v
uvedenom poradi), zatial ¢o mysi kimené SD vazili 29,8 + 1,8 g (Obrazky 1B,C). Mysi s HFD-Abn-CBD aj
HFD-vehikulom zostali neznasanlivé na glukézu ( doplnkovy obrazok 2 ). Prijem kaldrii na mys bol
vyznamne vyssi v skupine s HFD-Abn-CBD ako v skupine s nosi¢com HFD (Obrazok 1D), hoci kalérii na
gram (Obrdazok 1E) a potravinova ucinnost bola porovnatelna v oboch skupinach (Obrazok 1F). Pri
obezite adipozita pozitivne koreluje s hladinami leptinu v plazme. Mysi s HFD nosi¢om mali 2,8-
nasobné zvysenie hladin leptinu v plazme v porovnani s chudymi mySami (Obrazok 1G). V sulade s ich
zvysenou telesnou hmotnostou a konzumaciou potravy (Obrazky 1C,D), HFD-Abn-CBD mysi mali vy$sie
hladiny leptinu (4,2-krat vysSie v porovnani s chudymi mysami), hoci rozdiely zistené medzi HFD-
vehikulom a -Abn-CBD mysami nedosiahli Statisticki vyznamnost ( p = 0,07) (Obrazok 1G). Je zname,
Ze adiponektin, horman vylu¢ovany z tukového tkaniva na reguldciu homeostazy glukdzy, sa zniZuje pri
obezite ( 27 ). Hladiny adiponektinu v plazme boli vyznamne nizsie u mysi kf'menych HFD v porovnani
s mySami kfmenymi SD, nezavisle od liecby (Obrazok 1H).



Abn-CBD nemeni plazmaticky lipidovy profil

KedZe DIO je spojena so zvySenymi hladinami triglyceridov, volnych mastnych kyselin a cholesterolu v
obehu, analyzovali sme plazmaticky lipidovy profil mysi kimenych SD, HFD-vehikulom a HFD-Abn-CBD
mysi. Hoci hladiny triglyceridov v plazme u mysi kimenych HFD boli podobné tym, ktoré sa nasli u mysi
kfmenych SD, celkovy cholesterol bol 1,3-krdt vyssi u mysi kimenych HFD v porovnani s mySami
kfmenymi SD (st6l 1). Obsah lipoproteinov s vysokou hustotou (HDL) a neesterifikovanych mastnych
kyselin (NEFA) v plazme bol tieZ vyznamne vyssi u mysi kimenych HFD ako v plazme od mysi kimenych
SD (1,5- a 1,6-ndsobok, v uvedenom poradi;stol 1). Nezistili sa Ziadne vyznamné rozdiely v hladinach
lipoproteinov s nizkou hustotou (LDL) v plazme, ani v hladinach glycerolu medzi mySami kimenymi HFD
a SD (stol 1). Lipidovy profil zisteny v plazme mysi s HFD-Abn-CBD bol porovnatelny s profilom zistenym
u mysi s vehikulom HFD, vratane vysokého cholesterolu, zvySenych HDL a NEFA (1,25-, 1,5- a 1,6-krat
vyssich, v uvedenom poradi, ako u SD - kfimené mysi;st6l 1).

ABN-CBD zlepsSuje hyperinzulinémiu, chrani beta bunky pred apoptézou vyvolanou DIO, znizuje zapal
a stimuluje proliferaciu beta buniek

Po 2 tyidnoch liecby vehikulom alebo Abn-CBD boli mySi s vehikulom HFD hyperinzulinemické v
porovnani s mysami kfimenymi SD (Obrdzok 2A), zatial' ¢o hladiny glukdzy v krvi boli porovnatelné
(Obrazok 2B). Tieto Udaje naznacuju, Ze mysi zostali rezistentné na inzulin ako pred zacatim liecby, ale
esSte sa u nich nerozvinul diabetes. Je pozoruhodné, Ze mysi lie¢ené Abn-CBD mali podobnu inzulinémiu
ako SD-vehikulum (Obrazok 2A), pricom sa hladina glukdzy v krvi udrZiava na rovnakej trovni ako u
mysi s nosicom SD a HFD (Obrazok 2B). Langerhansove ostrovéeky pankreasu sme analyzovali na
morfometrickej aj funkcénej Urovni (Obrazky 2C—F). Medzi skupinami neboli zistené Ziadne zmeny v
pocte ostrovéekov (Obrazok 2E). Avsak mysi kfmené HFD vykazovali silni tendenciu k vacsim
ostrovéekom ako mysi kimené SD ( p = 0,06), zatial Co tato hypertrofia chybala v ostrovéekoch HFD-
Abn-CBD (Obrazok 2D). Liecba Abn-CBD nemala Ziadny vplyv na celkovu kapacitu sekrécie inzulinu, ako
ukazuje in vitro staticky test sekrécie inzulinu stimulovany glukdézou (Obrazok 2F). Pri DIO je strata
hmoty beta buniek spojend so zvySenym zapalom a oxidacnym stresom v beta bunkach, ¢o vedie k
smrti beta buniek. V sulade s tym sme zistili zvySenl apoptézu medzi ostrovéekmi (Obrazok 3A),
fosforylacia p65 (p-NFkB) (Obrazok 3B) a mierne nevyznamné zvySenie TBARS pankreasu (Obrazok 3D)
vo vozidle HFD v porovnani s vozidlom SD. DélezZité je, ze Abn-CBD vyznamne znizil obsah TBARS v
pankrease (Obrazok 3D), farbenie pNFkB vo vnutri ostrovéekov (Obrazok 3Ba infiltracia makrofagmi
(Obrazok 3Cvyrazne zniZuje apoptézu (Obrazok 3A). Okrem toho Abn-CBD indukovala proliferaciu beta
buniek, ako bolo merané BrdU pozitivnym farbenim beta buniek, v porovnani s mySami kfmenymi SD
(Obrazok 3E). Abn-CBD teda chranila hmotu beta buniek bez toho, aby zmenila funkciu beta buniek.
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U¢inok Abn-CBD na homeostéazu glukézy, morfolégiu a funkénost ostrovéekov. (A) Hladiny inzulinu v
plazme nala¢no (cez noc) a (B) hladiny glukézy v krvi na konci Studie. (C) Reprezentativne
mikrofotografie ostrovéekov. (D,E) Morfometricka analyza ostrovéekov. Udaje ukazuju priemer + SEM
okrem (D,E), ktoré ukazuju median + min aZz max. n = 6 SD-vozidiel, n = 7 HFD-vozidiel a n = 8 HFD-Abn-
CBD okrem (D), n = 51-66 ostrovcekov od 4 mysi z kazdej skupiny, (E) n = 52—81 ostrovcekov zo 4 mysi
v kazdej skupine. * p < 0,05 a **p < 0,01 v porovnani s vozidlom SD. (F) Staticka glukézou stimulovana
sekrécia inzulinu v HFD-vehikule a HFD-Abn-CBD izolovanych ostrovéekoch. N = 11-12 jamiek pre
kazdu podmienku, ostrovéeky od 2 mysi v kazdej skupine.

>

SD - Vehicle HFD - Vehicle HFD - Abn-CBD
= i3 3 ‘ H_:, X f'-_c."_i_ oy 1T
R = A . . @
8 ; ‘i,‘ o ; | §
a b B 3 At Tu ARy _ S . 2
o - % ST, Tl e 1 0 . A B <
Q - ' \ -.‘ 2
< , SR R
| .*J M N\ § \_."»lvljv. LRpE It T
} =il : Vo | g =)
B
SD - Vehicle HFD - Vehicle HFD - Abn-CBD 300-
:Q—c‘\. - g e i
) o 2
m by j @ 200
¥ - 3 2
'8 % - 4
z % <
a n P B 1001
(73 Ny = (17 e @
‘9 £
0 T T
& <P N
&0‘“\ & £
& £ &
> &
Cc ; :
SD - Vehicle HFD - Vehicle HFD - Abn-CBD 20+ a
b P ——
b A = =
o .3_% 15
o w3 » £3
@ ~ 3 3 - oD%
= - ¥ 28 10
< a X
w N, S8
% 85 5
R Lo
==
O.
\b\?' \(}'/ ‘bo
D u A& T\é\ ‘0(\,0
0.15 & L b
& &
7
Bo10
@ o
3
[ ~4
0.05
£
0.00
0 P ")
& & &
el & °
I
SD - Vehicle HFD - Vehicle HFD - Abn-CBD
0.8
58
T &Z06
&2
ay
30
g
a302
2P °
“a

o




Uginok Abn-CBD na Zivotaschopnost beta-buniek pankreasu a intraostrovéekovy zépal.
Reprezentativne mikrofotografie a kvantifikacia ostrovéekov imunofarbenych na apoptézu (A) a p-
NFkB (B) ; Sipky oznacuju apoptotické bunky; Imunofarbenie p-NFkB sa kontrastne zafarbilo
hematoxylinom. (C) farbenie F4/80; Sipky oznaduju makrofagy. (D) Kvantifikacia peroxidacie lipidov
produkciou TBARS. (E) Reprezentativne mikrofotografie dvojitého inzulinu (zelend) a BrdU (Cervena)
imunofarbenia v ostrovéekoch a kvantifikacia buniek BrdU+/Insulin+; Sipky oznacuju proliferativne
beta bunky; mierka je 20 um. n = 6 vozidiel SD, n = 7 vozidiel HFD a n= 8 HFD-Abn-CBD. * p< 0,05 a ***
p < 0,001 v porovnani s SD-vehikulom; # p < 0,05, ## p < 0,01 a ### p < 0,001 v porovnani s HFD
vozidlom.

Abn-CBD Znizuje DIO-indukovany meta-zapal

Chronicky zapal nizkeho stupna je spojeny s komplikaciami suvisiacimi s DIO. V sulade s tym plazma
mysi s HFD nosicom vykazovala vyznamne vysSie hladiny interleukinu 6 (IL-6; 3,2-nasobné
zvySenie;Obrazok 4A) a CXCL-1 (2,4-nasobné zvysenie; Obrazok 4B) v porovnani s mysami kimenymi
SD, zatial' ¢o hladiny interleukinu 5 (IL-5) mali tendenciu byt 1,6-krat vyssSie (Obrazok 4C). Délezité je,
Ze liecba Abn-CBD obnovila hladiny IL-6, CXCL-1 a IL-5 na hladiny najdené u mysi kimenych SD (Obrazky
4A—C). Mysi kimené HFD nevykazovali Ziadnu zmenu ani v jednom interferéne gama (IFNy;Obrazok
4Dani interleukin 10 (IL-10; Obrazok 4E) v porovnani s mySami kimenymi SD, nezavisle od liecby.

KedZe obezita je silne spojend so zapalom v bielom tukovom tkanive (WAT) ( 28 ), analyzovali sme zapal
vyskytujuci sa vo visceralnom (VAT) a subkutannom tukovom tkanive (SAT). Mysi kfmené HFD
vykazovali oakavané zvysenie velkosti adipocytov v porovnani s mySami kimenymi SD, nezavisle od
liecby (Obrazok 5A). Zistili sme zvySenie pritomnosti korunovych struktdr v HFD-vehikule WAT po
farbeni F4/80, ¢o bolo vyznamne zniZzené vo WAT od mysi lieCenych Abn-CBD (Obrazok 5B). Analyza
expresie cytokinov ukazala vyznamné znizenie expresie 1110 v DPH (Obrazok 5C) a vyznamné zvysenie
expresie Cxcll u DPH ( p = 0,07) aj SAT u mysi s nosicom HFDObrazky 5D,E, respektive). Je zaujimavé,
Ze liecba Abn-CBD zabranila zmenam pozorovanym pri expresii cytokinov v DPH (Obrazky 5C,D) a SAT
(Obrazok 5E), ¢o ukazuje, ze Abn-CBD chrani WAT pred zapalom vyvolanym stravou. Chceli sme tiez
preskimat, ¢i by Abn-CBD mohol podporit posun smerom k hnednutiu vo WAT. Na tento Ucel sme
analyzovali expresiu Ucpl v BAT, DPH a SAT. Zatial co medzi skupinami neboli zistené Ziadne vyznamné
rozdiely v hnedom tukovom tkanive (Obrdzok 5F), mysi s nosicom HFD vykazovali vyznamny pokles
expresie Ucpl v DPH a SAT, proti comu p6sobil Abn-CBD (Obrazky 5G,H).
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U¢inok Abn-CBD na zapal v bielom tukovom tkanive. Reprezentativne mikrofotografie a kvantifikacia
(A) velkosti adipocytov a (B) korunkovych Struktir v bielom tukovom tkanive. Relativha expresia (C)
1110 a (D) Cxcll vo visceralnom tukovom tkanive a (E) Cxcll v subkutdannom tukovom tkanive.
Relativna expresia Ucp-1 v (F) hnedom tukovom tkanive, (G) viscerdlnom tukovom tkanive a (H)
subkutannom tukovom tkanive. Ako referenény gén sa pouZil p-aktin. * p <0,05, ** p< 0,01 a***p <
0,001 v porovnani s SD-vehikulom; # p < 0,05 a ## p < 0,01 v porovnani s vozidlom HFD.



Abn-CBD nechrani pred NAFLD

Akumuldacia triglyceridov v peceni vedie k NAFLD, ktora nakoniec vedie k zlyhaniu pecene ( 9). V tomto
pripade mysi DIO akumulovali triglyceridy v peceni nezavisle od liecby, pricom vykazovali 2-ndsobny
narast obsahu lipidov v porovnani s chudymi mysami, ako ukazuje farbenie olejovou cervenou-O
(Obrazok 6A). Okrem toho pecen mysi's vehikulom HFD vykazovala fibrézu, ¢o bolo uréené vyznamnym
zvysenim obsahu kolagénu v porovnani s mysami kimenymi SD (Obrazok 6B), ako aj rani tvorcovia
fibrézy pecene, ako je a-SMA (Obrazok 6C). Je zaujimavé, zZe pecert mysi HFD-Abn-CBD mala vyrazne
nizsi kolagén ako mysi s nosicom HFD (Obrazok 6B) a zniZzené zafarbenie a-SMA (Obrazok 6C). Okrem
toho bol obsah peceriového glykogénu porovnatelny u mysi lie¢enych vehikulom kimenych HFD aj SD
(Obrazok 6D). Hoci nedosahuju $tatisticki vyznamnost ( p = 0,07), mysi HFD-Abn-CBD vykazovali 2,2-
krat vyssi obsah pecenového glykogénu ako mysi s nosicom HFD (Obrazok 6D). Na posudenie
poskodenia pecene sme merali plazmatické hladiny alaninaminotransferazy (ALT). Hladiny ALT u DIO
mysi boli porovnatelné s hladinami najdenymi u chudych mysi, nezavisle od liecby (Obrazok 6E).
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U&inok Abn-CBD na $truktdru a funkciu pelene. Reprezentativne mikrofotografie a kvantifikacia
pecene zafarbenych na lipidové kvapocky (A) a kolagénové vldkna (B) , mierka je 100 pm.
Reprezentativne mikrofotografie imunofluorescencie v peceni pre a-SMA (Cervené), kontrastne
zafarbené DAPI (modro) (C) . Biochemické stanovenie obsahu peceriového glykogénu (D) a
cirkulujucich hladin alaninaminotransferazy (E) . n = 7-8 SD-vozidlo, n = 5-8 HFD-Vozidlo a n = 68 HFD-
Abn-CBD. * p<0,05 a *** p<0,001 v porovnani s SD-vehikulom; #p < 0,05 a ### p < 0,001 v porovnani
s vozidlom HFD.

Abn-CBD chrdni hepatocyty pred DIO-indukovanou infiltraciou imunitnych buniek

KedZe mysi HFD-Abn-CBD vykazovali znizenu fibrézu pecene sucasne s nizsimi hladinami niekolkych
cirkulujucich prozapalovych cytokinov v porovnani s mySami s vehikulom HFD, dalej sme hodnotili
stupen zapalu pecene. Pecent mysi s nosicom HFD mala zvySeny p-NFkB v porovnani s pecefiou mysi
kfmenych SD, zatial ¢o pecen mysi HFD-Abn-CBD mala vyznamne zniZzené hladiny p-NFkB porovnatelné
s hladinami v peceni mysi kimenych SD (Obrazok 7A). Okrem toho pecenn mysi s nosicom HFD
vykazovala vyznamné 3,3-ndsobné zvysenie po¢tu makrofagov (bunky F4/80 + ) v porovnani s mysami
kfmenymi SD (Obrazok 7B). Lie¢ba Abn-CBD vyrazne zniZila pocet makrofagov na Urovne zistené u mysi
kfmenych SD (Obrazok 7B). Potom sme urdili Zivotaschopnost hepatocytov meranu ako apoptézu a
proliferaciu. Hepatocyty z mysi s nosiCom HFD prechddzali vyrazne vaéSou apoptdzou ako u mysi
kfmenych SD, ¢o sa vratilo po liecbe Abn-CBD (Obrazok 7C). Okrem toho Abn-CBD zvysila proliferaciu
hepatocytov v porovnani s nosicom HFD, ale nie nad hladiny zistené v hepatocytoch z mysi kimenych
SD (Obrazok 7D).
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Ucinok Abn-CBD na Zivotaschopnost hepatocytov a zépal pecene. (A) Reprezentativne mikrofotografie
a kvantifikacia pecene zafarbenych na zdpalovy marker p-NFkB (A) , makrofagovy marker F4/80 (B) a
apoptotické bunky (C) ; Sipky oznacuju zafarbené bunky; stupnica je 100 um (A) , 20 um (B) a 200 um
(C) . (D) Reprezentativne mikrofotografie a kvantifikdcia BrdU imunofluorescencie (¢ervend) v peceni,
kontrastne zafarbend DAPI (modrd). Sipky oznaduju proliferujice bunky. n = 7-8 SD vozidlo, n = 5-8
HFD vozidlo a n= 6—8 HFD-Abn-CBD. * p < 0,05, ** p< 0,01 a *** p <0,001 v porovnani s SD-vehikulom;
#p <0,05, ## p<0,01 a ### p <0,001 v porovnani s HFD vozidlom.



Diskusia

CBD a Abn-CBD nemaju psychoaktivne Ucinky, a preto su atraktivnymi kandidatmi na vyskum lie€ivého
kanabisu. Tu sme skimali in vivopbosobenie Abn-CBD pri metabolickych a zdpalovych dysfunkcidch,
ktoré vznikaju v suvislosti s obezitou, prediabetom a NAFLD. Na biochemickej a bunkovej Grovni sa u
mysi C57BI6/) kimenych 45 % HFD (nasytené tuky z bravéovej masti) podas 15 tyZdnov prejavila
dyslipidémia, hyperleptinémia, hypoadiponektinémia, hyperinzulinémia a zvySena apoptdza buniek
ostrovéekov. Okrem toho sa u mysi vyvinula stukovatena pecen s infiltrdciou makrofagov, zvysena
apoptdza hepatocytov a znizena proliferacia hepatocytov. Nezistili sme vSak zhorsenu funkciu pecene,
¢o zdéraziiuje platnost tohto mySacieho modelu na postdenie novych terapii zameranych na skoré
stadia komorbidit obezity.

Celkovo subchronicka lie¢cba Abn-CBD v tomto mySacom modeli zlepSila zapal nizkeho stupfa, zvratila
hyperinzulinémiu a znizila fibrézu pecene bez zmeny telesnej hmotnosti alebo ektopickej akumulacie
tuku v peceni.

Hoci Abn-CBD neovplyvriuje telesnd hmotnost ani lipidovy profil, zvySuje hladiny leptinu. V akdtnych
testoch bolo opisané, Ze CBD zniZuje prijem potravy ( 29, 30 ), ale jeho vplyv na telesni hmotnost je
nedostatoCne preskimany a kontroverzny ( 31 , 32 ). Predchadzajice udaje s pouzitim modelu
diabetickej mysi indukovanej streptozotocinom (STZ) ukdazali, Ze Abn-CBD zniZuje prijem potravy ( 15),
ktora bola spojena s obnovenymi hladinami inzulinu v plazme. Nezrovnalosti nasich vysledkov s tymito
zisteniami mézu spocivat v zjavnych rozdieloch medzi modelom STZ a modelom DIO. Model STZ
skutocne neindukuje obezitu, inzulinovu rezistenciu a hyperinzulinémiu, ¢o naznacuje, Ze zakladné
mechanizmy pre zmeny prijmu potravy vyvolané Abn-CBD su odlisné v modeli inzulinovej rezistencie a
v modeli s deficitom produkcie inzulinu.

Zapal a inzulinova rezistencia su Uzko suvisiace procesy a v sucasnosti existuju dokazy naznacujlce, ze
zapal je spbésobeny inzulinovou rezistenciou ( 33 ). Bohufial, po liecbe Abn-CBD sme nemohli zmerat
toleranciu na inzulin alebo citlivost na inzulin, ale absencia hyperinzulinémie bez zvySenia hladin
glukdzy nalaéno nepriamo naznaduje, ze Abn-CBD mdze zlepsit citlivost na inzulin v naSom mysom
modeli. Na jednoznaéné stanovenie vplyvu Abn-CBD na inzulinovu toleranciu/citlivost by vsak boli
potrebné techniky zlatého Standardu, ako je euglykemicka hyperinzulinemicka svorka. Vzhladom na
to, Ze priame protizdpalové vlastnosti boli pripisované Abn-CBD a inym agonistom GPR55 ( 19, 34,
35), znizeny zapal v naSom modeli by mohol suvisiet so zlepSenou citlivostou na inzulin, priamym
pdsobenim na receptory, ako st GPR18 a GPR55, alebo oboje. Dalie $tudie v tomto ohlade by boli
potrebné na desifrovanie molekuldrneho mechanizmu, ktory je zakladom dlohy Abn-CBD v citlivosti na
inzulin vodi zapalovym procesom.

My a ini sme uz predtym demonstrovali, Ze Abn-CBD méZe priamo stimulovat sekréciu inzulinu in vitro
(21, 23 ), ako aj in vivo na mySom modeli mierneho diabetu 1. typu ( 15 ). Podla nasich najlepsich
vedomosti vSak nebol testovany na mySom modeli obezity a prediabetu. Tu sa nezd3, Ze by Abn-CBD
interferoval s funkciou ostrovéekov, pretoze nezmenil citlivost ostrovéekov na glukézu, ako bolo
hodnotené pomocou GSIS ex vivoexperimenty. Hoci subchronickd liecba Abn-CBD pri prediabete



nezlepSuje sekréciu inzulinu, uvddzame tu, Ze hyperinzulinémia, ako aj trend zvacSovania plochy
ostrovéekov u mysi s nosicom HFD boli zvratené, ¢o naznacuje, Ze subchronickd liecba Abn-CBD v
prediabete znizZuje zapalovy stav, ktory vedie k smrti beta buniek.

Bez ohladu na to, imunohistologicka analyza pankreasu ukazala, Ze liecba Abn-CBD vyrazne zniZila
apoptdzu buniek ostrovéekov, pricom vyvolala proliferaciu beta buniek, ¢im podporila zachovanie
hmoty beta buniek. Tieto zistenia su v sulade s naSou predchadzajucou pracou, ktora ukazuje
proliferativnu a ochrannd ulohu Abn-CBD proti apoptdze vyvolanej cytokinmi na izolovanych
ostrovcekoch chudych mysi a fudi ( 21 ). Podobné pozorovania boli ziskané aj u diabetickych mysi
vyvolanych STZ inou skupinou ( 15 ). Dolezité je, Ze uz predtym sa ukdzalo, Ze kanabinoidy a
kanabinoidné receptory moduluji Zivotaschopnost ostrovéekov u DIO mysi ( 36, 37). Tu sme tiez zistili
vyznamné zniZenie oxidacného stresu v pankrease izolovanom z mysi HFD-Abn-CBD v porovnani s
mysami s nosiCcom HFD. Okrem toho Abn-CBD vyznamne zniZilo hladiny fosforylovaného (tj aktivneho)
NFKB, ¢o potvrdzuje nizSiu apoptdzu buniek v ostrovéekoch z mysi lie€enych HFD-Abn-CBD. Abn-CBD
teda zachovdéva zivotaschopnost ostrovéekov a hmotu beta buniek in vivo znizenim apoptdzy buniek
ostrovéekov a zvySenim proliferacie beta buniek.

Délezité je, Ze proadipozitny ucinok zisteny pri liecbe Abn-CBD bol nielen zbaveny dalSej prozapalovej
zlozky, ale bol skér sprevadzany poklesmi plazmatickych hladin cytokinov zapojenych do systémového
zapalu nizkeho stupna, ako je IL-6, IL-5 a Urovne CXCL1. V skutocnosti je IL-6 jednym z primdrnych
medidtorov zapalu nizkeho stupnia pri obezite ( 3 ) a zistilo sa, Ze CXCL-1 aj IL-5 s zmenené pri
prediabete ( 6 , 38 ). Existuju urcité dbékazy poukazujice na Abn-CBD ako modulator zapalovej
odpovede (19) a dva hlavné receptory spojené s G-proteinom (GPCR), ktoré doteraz suviseli s i¢inkami
Abn-CBD, tj GPR18 a GPR55. sa Siroko podiela na zapaloch a suvisiacich procesoch (39, 40 ). V
porovnani s nasSimi Udajmi, GPR55 agonista 0-1602 vyznamne znizil hladiny IL-6 v plazme aj tkanive
pankreasu u mysi s pankreatitidou vyvolanou ceruleinom ( 34 ). Nase vysledky preto podporuju
protizdpalovy ucinok Abn-CBD pri prediabete a NAFLD. Predpokladané zapojenie Abn-CBD do procesov
hnednutia nebolo doteraz preskimané. Nase vysledky ukazuju, Ze Abn-CBD silne zvySuje Ucplexpresie
v DPH, Co tiez po6sobi proti poklesu SAT vyvolanému HFD. To naznacuje, Ze Abn-CBD podporuje
hnednutie vo WAT, ¢o by potencidlne mohlo prispievat k znizeniu meta-zapalu. Tento prvy dokaz si
vyzaduje dalSie skimanie ulohy, ktord moze mat Abn-CBD na vydaj energie. NAFLD je ¢oraz vacsim
problémom pri komorbiditach suvisiacich s obezitou, pretoZze zhorsuje metabolicky syndrém, rozvoj
inzulinovej rezistencie a kardiovaskularne ochorenia ( 41). Ako sa ocakavalo, HFD vyvolalo vyrazné
zvySenie ektopického tuku v peceni nasho mysacieho modelu. Hoci liecba Abn-CBD neresorbovala
depot tuku, zniZila zafarbenie kolagénu, ¢o naznaduje znizenie fibrdzy, s najvac¢sou pravdepodobnostou
znizenim prozdpalového prostredia. Délezité je, Ze liecba Abn-CBD neovplyvnila funkciu pecene,
pretoze jej kapacita ukladat glykogén ani marker funkcie peéene ALT neboli ohrozené. Predtym sa
zistilo, Ze CBD chrani pecen pred steatézou vyvolanou alkoholom aj nealkoholom mechanizmami
vratane inhibicie oxidacného stresu, zvySenia autofagie a zniZzenia akumulacie lipidov (42, 43 ).). Na
rozdiel od toho neddvna sprdva zistila Skodlivy Gcinok chronického podavania atypickych kanabinoidov
0-1918 a 0-1602 v peceni potkanov DIO Sprague-Dawley ( 44 ). Podané davky vsak boli 100-krat vyssie
ako davky pouzité v nasej studii, ¢o by mohlo zodpovedat za zvy$ené mimocielové Gcéinky a chemicku
toxicitu. TieZ sme zistili, Ze Abn-CBD zniZzil apoptdzu a zachoval proliferaciu v pecerfiovych bunkach.
Zvysena proliferacia hepatocytov by mohla niest riziko rozvoja hepatoceluldrneho karcindmu, ktory
suvisi s ndstupom NAFLD ( 45 ). V skuto¢nosti vysoké hladiny IL-6 potlacaju proliferaciu hepatocytov
pri obezite ( 46), mozno ako ochranny mechanizmus. Abn-CBD vsak zvysila proliferaciu hepatocytov



iba v porovnani s nosicom HFD, ale proliferativne hladiny neboli vyssie ako hladiny zistené u zdravych
mysi (mysi kimené SD). To suhlasi s tym, Ze Abn-CBD zachovava proliferaciu hepatocytov bez indukcie
tumorogenézy. Je zaujimavé, Ze sa uvadza, ze Abn-CBD m4 skoér protinddorovu aktivitu nez podporuje
nekontrolovanu proliferaciu ( 47 , 48). Vzhladom na to, Ze Abn-CBD tiez zniZila hladiny IL-6 u nasSich
mysi, priaznivé Gcinky Abn-CBD na zachovanie proliferacie hepatocytov mozu byt sprostredkované
znizenim hladin IL-6. Pocet makrofagov infiltrujucich pecen a aktivacia drahy p-NFkB sa tiez znizila, ¢o
naznacuje znizeny intrahepatdlny zapal. Je zaujimavé, Ze IL-6, pre ktory boli zvySenia sprostredkované
DIO v nasej studii zvratené pomocou Abn-CBD, sa zistilo, Ze hrd dolezita ulohu pri zapale pecene
vyvolanom obezitou ( 49, 50 ). Ukazalo sa tiez, Ze CBD chrani pecen moduldciou zapalu, oxidacného
stresu a bunkovej smrti ( 51 ). Za zmienku stoji, Ze CBD p6sobi ako funkény antagonista CB1R ( 52),
ktorych blokada udajne zvratila steatézu pecene u mysi DIO ( 53 ). Navyse, 0-1918, povaZovany za
antagonistu Abn-CBD receptora, zvysil hladiny cirkulujucich prozapalovych cytokinov u DIO potkanov (
44 ). Celkovo tieto vysledky poukazuju na to, ze Abn-CBD podporuje zdravsie bunkové prostredie aj v
peceni.

V sthrne tu uvadzame dobkaz, ze atypicky kanabinoid Abn-CBD je schopny vyvolat prospesné
metabolické a protizapalové ucinky na systémovej aj tkanivovej Urovni v mySom modeli prediabetu
vyvolaného diétou a NAFLD. Vzhladom na pohlavné obmedzenie nasej Studie - vykonanej iba u muzov
- sU opodstatnené dalSie studie na potvrdenie tychto ucinkov u Zien. Tieto vysledky si vyZzaduju dalSie
skimanie potencidlu tejto zluceniny a/alebo pribuznych molekidl pri liecbe skorych 3$tadii
metabolickych ochoreni vyvolanych obezitou.
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