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Seznam pouzitych zkratek:
ACTH — Adenokortikotropni hormon (Adrenocorticotropic Hormone)

AgRP — tzv. Agouti protein (Agouti related protein)

ARC — Nucleus arcuatus

Bmax — PoCet vazebnych mist

B.sp — Nespecificka vazba

Bs, — Specificka vazba

B, — Celkova vazba

BPTI — Hovézi pankreaticky inhibitor trypsinu (Bovine Pancreatic Trypsin Inhibitor)
BSA — Hovézi sérovy albumin (Bovine Serum Albumine)

CNS - Centrélni nervova soustava

EGF — Epidermélni rustovy faktor (Epidermal Growth Factor)

FBS — Fetalni hovézi sérum (Fetal Bovine Serum)

FSH - Folikulstimulujici hormon

GH - Ristovy hormon (Growth hormone)

Ghr — Ghrelin

GHRH - Hormon uvoliiujici ristovy hormon (Growth hormone-Releasing Hormon)
GHS - Latky uvoliiujici ristovy hormon (Growth hormone secretagogues)

GnRH - Gonadotropiny uvoliiujici hormon (Gonadotropins-Releasing hormon)
HEPES — 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin ethan sulfonova kyselina

[HS — Inaktivované korské sérum (Inactivated Horse Serum)

LH — Luteiniza¢ni hormon

K4 — Rovnovazna disociaéni konstanta

MAPK - Mitogenem aktivovana proteinova kinasa (Mitogen-Acitvated Protein Kinase)
mRNA — Mediatorova ribonukleova kyselina (Messenger Ribonucleotic Acid)

NPY — Neuropeptid Y

PEI — Polyethylenimin

POMC - Pro-opiomelanokortin (Pro-opiomelanocortin)

PRL — Prolaktin

RT-PCR — Kvantitativni PCR v ralném case (Real Time- Polymerase Chain Reaction)
RP-HPLC - Vysokotlaka kapalinova chromatografie s reverzni fazi (Reverse Phase High
Pressure Liquid Chromatography)



STI - Sojovy inhibitor trypsinu (Soybean Trypsin Inhibitor)
TFA — Kyselina tri-fluoroctova (Tri-fluorAcid)

Tris — Tris-hydroxymethyl aminomethan

TSH — Tyreotropin (Thyroid Stimulating Hormone)

VNM - Ventromedialni jadro



1. Uvod
1.1.Ghrelin

1.1.1. Cesta k objevu ghrelinu

V roce 1976 Bowers' a jeho spolupracovnici syntetizovali pii studiu opioidnich
peptidi enkefalinu a jeho analogi skupinu peptidi, které nazvali latky uvolfujici ristovy
hormon (growth-hormone secretagogues — GHS). Tyto latky nemély opioidni ucinky (silné
analgetické ucinky, ovlivnéni psychickych, vegetativnich a endokrinnich funkci), avSak mély
schopnost uvolfiovat ristovy hormon (growth hormone — GH) z potkanich hypofyzarnich
bunék. Jako prvni analog byl popsan methionin enkephalin.' O sedm let pozdgji tato skupina
syntetizovala prvni peptid, ktery mél schopnost v zavislosti na davce uvoliiovat GH v studiich
in vivo. Tento peptid se nazyval GHRP-6 a ve studiich in vivo také zvySoval télesnou
hmotnost.” Pozdéji byly syntetizovany dalsi analogy GHRP-6, a to napt. GHRP-1, GHRP-2 a
hexarelin’, jejichz strukturu ukazuje Tab.1.

Tab. 1. Struktura GHS

Analog Sekvence
GHRP-6 His-D-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH,
GHRP-2 D-Ala- D-(2°)-Nal-Ala-Trp-D-Nal-Lys-NH;
GHRP-1 | Ala-His-D-(2°)-Nal-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH
hexarelin His-D-2-MeTrp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH

Sekvence téchto peptidit obsahuji neesencialni aminokyseliny — D-Nal — D-naftyl-alanin,

D-2-MeTrp — D-2-methyl-tryptofan.

Mechanismus uvolnéni GH analogy GHS je odlisny od u¢inku hormonu uvoliujiciho
ristovy hormon (growth hormone releasing hormone — GHRH), ktery ptisobi na receptor pro
GHRH. GHS vyvolavaji uvolnéni GH pisobenim na receptor, ktery se nazyva receptor
uvoliujici ristovy hormon (growth hormone secretagogues — receptor — GHS-R).*

GHS jsou syntetické slouceniny a nebyl znam piirozeny ligand GHS-R receptoru. Az
v roce 1999 se skupiné védci pod vedenim M. Kojimy podatilo izolovat endogenni ligand
tohoto receptoru z potkaniho Zaludecniho extraktu — ghrelin.’ Objev ghrelinu pomohl k

pochopeni souhry fyziologickych procesti mezi zaludkem, hypofyzou a hypotalamem.



1.1.2. Struktura ghrelinu

Polypeptid preproghrelin je tvofen 117 aminokyselinami. 23 N-terminalnich
aminokyselinovych zbytk nese charakteristické rysy signalniho sekre¢niho peptidu.’ Po
odStépeni signalni sekvence vznika dal§im $tépenim peptid obsahujici 28 aminokyselin, ktery
je dale modifikovan. Posttransla¢ni modifikaci ghrelinu je esterifikovana hydroxylova
skupina serinového zbytku v pozici 3 n-oktanovou kyselinou. Tato hydrofobni skupina je
nezbytna pro biologickou aktivitu, tedy vazbu na receptor GHS-R.> Strukturu lidského

ghrelinu ukazuje Obr.1

NH,- @

!
{CH,)sCH,
n-Okitanoylové skupina

Obr. 1 Struktura lidského ghrelinu

Nedavno identifikovany peptid obestatin obsahujici 23 aminokyselin je proteolyticky
fragment preproghrelinového prekurzoru. Obestatin byl izolovan z potkaniho Zalude¢niho
extraktu, oviem jestli je stejné tak vylutovan i z lidského zaludku, zatim neni znamo.®

Ghrelin je mezidruhové velmi konzervovany, na coz poukazuje naptiklad skutecnost,
ze lidsky a krysi ghrelin se 1i§i pouze dvéma aminokyselinami. U krysiho ghrelinu jsou v
pozici 11 a 12 misto argininu a valinu lysin a alanin. Déle byl také kromé savct detekovéan u

driibeze, ryb, skokani, coz ukazuje na dileZitou roli ghrelinu v evoluci.”

1.1.3. Receptor

Sekrece GH je regulovana GHRH, ktery ma stimulac¢ni efekt, a somatostatinem, ktery
ma efekt inhibi¢ni, vazbou na receptor GHRH.* Uvolnéni GH je také stimulovano ghrelinem’
a skupinou syntetickych GHS, které u¢inkuji jinou metabolickou cestou — vazbou na receptor
GRS-R.* GHS-R, zprostiedkovavajici tuto odpovéd, byl identifikovan jako typicky receptor
spfazeny s G-proteinem se sedmi transmembranovymi doménani. Tento receptor je zcela

odlidny od receptoru GHRH.*



Gen pro GHS-R je tvofen dvéma exony. Analyza nukleotidové sekvence genu GHS-R
odhalila 2 typy receptoru, pojmenované jako GHS-R la a GHS-R b2 Receptorovy podtytp
Ib je odvozen pouze z prvniho exonu a kéduje jen pét ze sedmi transmembranovych domén.”
Zkracena isoforma GHS-R 1b neni biologicky aktivni — neni aktivovana ligandy GHS-R, jeho
funkéni role zatim neni zcela znama.’

Vazba ghrelinu na GHS-R la vede ptfedev§im ke zvySeni aktivity proteinkinasy C.

Prosttednictvim inositol-trifosfatu dojde k pfechodné zvySené koncentraci ionti Ca™*®

1.1.4 Distribuce receptoru GHS-R 1a v organismu

mRNA pro GHS-R se nachazi v mnoha ¢astech mozku. Ve velké mire se vyskytuje v
hypotalamu (a to v nucleu arcuatu — ARC a ventromedialnim jadru — VMN) a v hipokampu.
Velké mnozstvi receptorti je v somatotropnich buikach hypofyzy, kde exprese klesa od
narozeni k puberté. Dale se nachazeji i v $edé hmoté mozkové.*’

mRNA pro GHS-R byla v malé mife prokazana i v mnoha druzich perifernich tkani
zahmujicich zaludek, tenké a tlusté stievo, srdce, jatra, ledviny, plice, slinivku a tukovou tkan.

Tato skute¢nost poukazuje na rozmanitost funkci ghrelinu v organismu.>”’

1.1.5.Distribuce ghrelinu v organismu

U vSech druhi obratlovci je ghrelin vylucovan piedev§im v zaludku, a to
specializovanymi buiikami ve Zldzach Zalude&niho epitelu’. Buiky produkujici ghrelin byly
také nalezeny v tenkém a tlustém stifevé. Koncentrace ghrelinu postupné klesa od dvanactniku
k tlustému stievu.’

Ghrelinovy receptor se nachazi hlavné v hypotalamu a hypofyze’, nicméné bylo
zjisténo, Ze obsah ghrelinu v mozku je velmi nizky’. Byl nalezen v hypotalamickém ARC —
dilezité ¢asti mozku regulujici ptijem potravy. Nedavné studie odhalily ptitomnost ghrelinu v
dosud necharakterizovanych hypotalamickych neuronech pftilehlych ke tfeti mozkové komotie
mezi dorsalni, ventrikularni, paraventrikuldmi a ARC jadra. Tyto neurony obsahujici ghrelin
vysilaji odstfediva vlakna do neuroni obsahujicich neuropeptid Y (NPY) a tzv. Agouti
protein (Agouti-related peptide — AgRP) a mohou tak stimulovat vylucovéni téchto

. . . 1o 7.9
orexigennich peptidi.”
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Cilovymi buiikami ghrelinu jsou somatotropni buriky hypofyzami Zlazy, ve kterych
ghrelin primamé zvysuje intracelularni koncentraci Ca*, a byla zde dokazana pfitomnost
GHS-R’. Ghrelin obsahuji i nékteré hypofyzami tumory.’

Dal3im organem produkujicim ghrelin je slinivka. Vylucovani ghrelinu slinivkou je
nejvyssi béhem prenatalniho stidia (kdy je naopak vyluGovani Zaludkem nizké)’. Navic
pankreaticka hladina ghrelinu neni ovliviiovana hladovénim.’

mRNA pro ghrelin byla odhalena i v glomerulech ledvin. Ledviny jsou navic
diilezitym mistem pro degradaci ghrelinu.’

V malé mife se ghrelinovd mRNA vyskytuje i v dalSich perifernich tkanich jako jsou
plice, kosti a tukova tkan.’

Buriky vyluéujici ghrelin byly nalezeny i v placenté ’ a Sertolliho buiikach.”

1.1.6. Fyziologické funkce
Ghrelin je peptidovy hormon, jehoz vyskyt v organismu i fyziologické funkce jsou

velmi rozmanité.

1.1.6.1. Uvolnéni rustového hormonu

Ghrelin ma stimula¢ni efekt na uvolnéni GH. Plasmaticka koncentrace GH v zavislosti
na davce je po intracerebroventrikuldmim podani ghrelinu vy$§i nez po podanim
intravendznim.” Stimulaéni efekt na primami hypofyzarni buiiky, ktery vede k uvoln&ni GH,
ukazuje na fakt, e ghrelin miZe uginkovat piimo na hypofyzu.®’ Dale se piedpoklada, ze do
stimula¢niho efektu na uvolnéni GH zprostiedkované ghrelinem je zapojen hypotalamus, coz
dokazuji studie s pacienty s poSkozenym hypotalamem, u kterych bylo pozorovano
nedostate¢né uvoliiovani GH dokonce i po podani ghrelinu. ’

Uvolnéni GH po podani ghrelinu potkaniim pii studiich in vivo bylo vyssi, nez pti
pokusech s primarnimi hypofyzdrmimi bunéénymi liniemi. Tyto skute¢nosti nasvédcuji tomu,
ze do uvoliiovani GH po podani ghrelinu jsou zahrnuty je$té dalsi faktory.” Jednim moznym
faktorem je zprostiedkovani prenosu pres nervus vagus.” Daldim vysvétlenim je synergisticky
efekt GHRH a ghrelinu.’

U lidi vysoké davky ghrelinu zvySuji hladinu adenokortikotropniho hormonu (ACTH),

prolaktinu (PRL) a hydrokortisonu.”'?
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1.1.6.2. Regulace energetického metabolismu

Energeticka rovnovaha organismu je regulovana fadou metabolickych procest,
kterych se ucastni slozky potravy a hormony vytvafené jak v perifernich tkanich, tak i v
centralni nervové soustavé (CNS). Hypotalamus je fidici oblasti regulace pfijmu potravy a
reaguje na podnéty z jinych &asti CNS i z periferie.'’

Jednim z vyznamnych perifernich signali ovliviiujicich pfijem potravy je leptin.
Leptin, ktery ma anorexigenni G¢inky, je produkovan bilou tukovou tkani a pisobi v CNS.
Leptin je funkénim endogennim antagonistou ghrelinu, inhibuje ghrelinem navozeny zvyseny
piijem potravy.’

Hlavnim mistem ucinku ghrelinu a leptinu je ARC v hypotalamu. Tyto dva periferni
hormony, ovliviiyjici pfijem potravy, maji protichidné ucinky. Ghrelin je orexigennim
signalem, tedy zvysuje piijem potravy, zatimco leptin anorexigennim, tedy sniZujicim ptijem
potravy. Vysvétlenim je napf. stimulacni, resp. inhibiéni, G¢inek na sekreci peptidit NPY a
AgRP, které zvysuji prijem potravy””'2. Schéma piisobeni ghrelinu a leptinu na regulaci
ptijmu potravy v hypotalamu je na Obr.2 ® na str.13. Leptin a ghrelin piisobi opaéné i na celou
fadu dalSich latek ovliviiyjicich pfijem potravy, jako je napi. pro-opiomelanokortin
(POMC)."”

NPY a AgRP jsou produkovany neurony v ARC. S témito neurony jsou ve spojeni
odstfediva vldkna neuronti obsahujicich ghrelin. Uginek ghrelinu v hypotalamu vyvolavajici
zvySeni chuti k jidlu je tedy zprostfedkovan zvySenim produkce a sekrece NPY a AgRP.
Ucinek leptinu je opaény, potlatuje sekreci téchto orexigennich peptidii. Studie s my$mi s

vyfazenym genem pro ghrelin tato fakta potvrzuji."

12
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Obr.2 Schéma regulace prijmu potravy ghrelinem a leptinem v hypotalamu’
Ghrelin je periferni orexigenni signal — stimuluje sekreci NPY/AgRP v ARC, ¢imz pusobi
centralné na zvySeni pFijmu potravy a télesné hmotnosti, zatimco leptin jako periferni

anorexigenni signal ma ucinky opacneé.

Periferné podany ghrelin stimuluje hypotalamické neurony a tedy stimuluje piijem
potravy, ovSem ucinek periferniho ghrelinu v CNS neni zcela objasnén. Ghrelin patrmé ptisobi
v hypotalamické oblasti mozku dvojim mechanismem. Jednim je pravdépodobné neptima
cesta, a to piisobenim pies nervus vagus.” Druhym moznym vysvétlenim je, ze diky na
ghrelinu vdzané mastné kyseliné mu je mechanismem prosté difuze umoznén piechod
hematoencefalickou bariérou.””

Ghrelin podporuje pozitivni energetickou bilanci, zvySuje pfijem energie a sniZuje jeji

vyde;.

1.1.6.3. Vliv na pFijem potravy
Nejdulezitéj$im faktorem regulujicim sekreci ghrelinu je piijem potravy. Exprese genu
pro ghrelin se v Zalude¢nich burikdch zvySuje béhem hladovéni. Plasmaticka hladina ghrelinu

7,10 ,
" Neni

je zvySena pred jidlem a béhem hladovéni a, do 1 hodiny po jidle klesa na minimum.
vSak zcela jasné, jaké faktory jsou ptimo zapojeny do regulace sekrece. Glukosa, podana jak

oralné, tak intravenozné, sniZuje plasmatickou koncentraci ghrelinu. Naproti tomu
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mechanické roztazeni Zaludku (napf. po pfijmu vody) neovliviiuje koncentraci ghrelinu.
RychlejSiho  sniZzeni plasmatické koncentrace ghrelinu je dosazeno po pfijmu
vysokokalorického jidla.'*"

Plasmatické koncentrace ghrelinu jsou nizké u obéznich lidi a vysoké u lidi Stihlych.
Ke zvyseni hladiny dochézi po ztraté¢ hmotnosti vyvolané nizkokalorickou dietou a cvi¢enim.
V souladu s témito fakty je skutec¢nost, Ze vysoké plasmatické hladiny byly pozorovany u
pacientek se syndromem anorexia nervosa a bulimia nervosa, u nichZ se hladina ghrelinu
dostala do obvyklych hodnot po zvysSeni télesné hmotnosti vyvolané vysokokalorickou
dietou."

U pacientd se zmenSenim Zaludku po chirurgickém zakroku dochazi ke ztrate

hmotnosti spojené se snizenim plasmatické koncentrace ghrelinu, coZ potvrzuje, ze zaludek je

hlavnim mistem produkce ghrelinu.’

1.1.6.4. Gastrointestinalni funkce

Intraven6zni podani ghrelinu vede ke zvySeni sekrece Zalude¢ni kyseliny a stimuluje
gastrointestinalni motilitu, coz souvisi s pfipravou gastrointestinalniho traktu na proces piijmu
potravy. 710

Intracerebroventrikularni podani ghrelinu ukazuje, ze schopnost ghrelinu stimulovat

sekreci zaludecnich kyselin je zprostiedkovana pfes nervus vagus. ®

1.1.6.5. Pankreatické funkce

Vliv ghrelinu na sekreci insulinu neni zcela jasny. V urcitych experimentech bylo
prokazano, ze ghrelin ma inhibiéni uéinky na sekreci insulinu a naopak v jinych

® Tato neshoda je ziejm& zplsobena

experimentech byly prokazany uéinky stimulaéni.
rozdilnymi experimentalnimi podminkami.’
Plasmaticka hladina ghrelinu, a stejné tak i insulinu, je ovliviiovana koncentraci
glukosy v krvi, a proto je dilezZitou experimentalni podminkou hladina glukosy.” Pokud je
hladina glukosy vysoka (8,3mM), ma ghrelin stimulaé¢ni G¢inky na hladinu insulinu. Pfi

basalnich koncentracich glukosy ghrelin vliv na sekreci insulinu nema.”’
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1.1.6.6. Kardiovaskularni funkce

Vyskyt mRNA pro ghrelin a jeho receptor v srdci a aorté jsou dikazem piimého
G¢inku ghrelinu na kardiovaskularni systém. Ghrelin a jeho agonisté maji kardioprotektivni
ucinky.”'°
Intravenézni infuze ghrelinu vyvolala u zdravych dobrovolnikli pozitivni
hemodynamicky efekt — pozitivni vliv na krevni proudéni, ¢innost srdce a cév a sniZeni
krevniho tlaku.” Prosp&iny hemodynamicky efekt byl pozorovan i u pacientli s mé&stnavym

v s , T
srde¢nim selhanim.

1.1.6.7. Dalsi funkce

Ghrelinu je kromé€ vy$e zminénych ptipisovano mnoho dalSich funkci. Jednou z nich
je vliv na metabolismus kosti. Ghrelin a jeho receptor byly identifikovany v osteoblastech.
Studie in vitro a in vivo prokazuji uéinek vedouci k proliferaci a diferenciaci osteoblasti.

Systémovy pokles sekrece ghrelinu po gastrektomii vede k ubytku kostni tkang.'

1.1.7. Analogy ghrelinu

1.1.7.1. Agonisté ghrelinu

V experimentech se syntetizovanymi fragmenty ghrelinu byla studovéna schopnost
fragmentli vazat se na receptor GHS-R. Tyto peptidy byly déle hodnoceny dle miry zvyseni
intracelularni koncentrace Ca®'. Vysledkem je uréeni aktivniho jadra, tedy minimalni
sekvence potiebné k zachovani aktivity (vazby k receptoru) ghrelinu, resp. jeho fragmentt."

C-koncové fragmenty se ukazaly jako neaktivni, neacylovany ghrelin taktéz.
Minimalni struktura, ktera ma GHS-R aktivitu, tedy aktivni jadro ghrelinu, je N-koncovy
tetrapeptid se sekvenci Gly-Ser-Ser-Phe, acylovany oktanovou kyselinou na tfetim
aminokyselinovém zbytku.'*

Dalsi série experimentli zkoumala vliv fetézce navazaného na serin v pozici 3, vliv
aminokyselinového zbytku zaménéného za serin v pozici 3 a efekt zmény naboje na N- 1 C-
koncovych aminokyselinovych zbytcich. Vysledky ukazuji, Ze podstatné pro GHS-R aktivitu
je hydrofobicita navazaného fetézce. Déle je z vysledkil patrné, Ze pfi zaméné serinu v pozici
3 za aromatickou kyselinu byla zachovana vazba takového analogu k GHS-R, zatimco

zaména za aminokyselinu s alifatickym postrannim fetézcem vedla zcela ke ztraté schopnosti
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vazby na tento receptor. Dilezita je L-konfigurace aminokyseliny v této pozici.'* Esterova
vazba fetézce neni nezbytna pro vazbu a aktivitu analogu, lze ji zaménit za vazbu amidovou."
Pro udrzeni vysoké aktivity je lepSi provést zdménu (na kterémkoliv konci peptidu) za
pozitivné nabitou aminokyselinu, negativné nabité aminokyseliny aktivitu inhibuji."*

Prvnim agonistou GHS-R la byl jesté pfed objevenim samotného ghrelinu synteticky
pfipraveny hexapeptid GHRP-6. Ze strukturné aktivitnich studii tohoto peptidu vzesly dalsi

agonisté, a to GHRP-2, GHRP-1 a hexarelin.’

1.1.7.2. Antagonisté ghrelinu

Ghrelin funguje jako iniciator ptijmu potravy a v dlouhodobém piisobeni ma vliv na
télesnou hmotnost. Pfi soucasné epidemii obezity, s niz souvisi mnoho dalSich chronickych
onemocnéni, se antagonisté receptoru GHS-R 1a jevi jako potencialni antiobezitika.

Z peptidovych analogii se jako i¢inny antagonista GHS-R se ukazuje [D-Lys’]GHRP-
6 a [D-Arg', D-Phe’, D-Trp"’, Leu''Jsubstance P. Tyto peptidové slouceniny mély za
nasledek sniZeni pfijmu potravy a redukci télesné vahy u mysi Stihlych, mysi s mutaci genu
ob/ob, i u mysi s obezitou vyvolanou vysokokalorickou dietou.'®

Je znamo 1 mnoho nepeptidovych antagonisti GHS-R. Jako prvni byl identifikovan
isoxazol-karboxamid.'” Strukturné aktivitni studie této sloueniny vedly k objeveni série
GHS-R antagonisticky pisobicich molekul.'” Dalsi série GHS-R la antagonistii je odvozena
od tetralin-karboxamidu. Tyto slou¢eniny mély pfi studiich in vivo lepsi farmakodynamické
vlastnosti (napf. vy$$i biologickou dostupnost), nez slouceniny odvozené od isoxazol
carboxamidu. '®

Firmou Abott byly syntetizovany a nasledné podrobeny testlim in vivo antagonisticky
pusobici slou¢eniny odvozené od 2,4 diaminopyrimidinu. Tyto slouceniny dosahly pti
pokusech na potkanech velmi dobrych vysledkl. Bylo zji§téno, ze kromé dobré biologické
dostupnosti jsou schopny prochazet hematoencefalickou bariérou a 14denni terapii bylo u
pokusnych potkanti dosazeno 5 % tibytku télesné hmotnosti.'®

Z dal$ich nepeptidovych GHS-R la antagonistii lze jmenovat slouceniny odvozené od

benzimidazolonu, benzoazepinu, isoquinolinu & phenylalaninu.'®
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1.2. Hypofyzarni bunééné linie

1.2.1. RC-4B/C

Epitelidlni bunééna linie RC-4B/C byla ziskana z nezhoubného nadoru (adenomu)
ptedni hypofyzy potkanich samcti. Tato linie obsahuje buiky, které produkuji GH,
luteinizaéni hormon (LH), folikulstimulujici hormon (FSH), prolaktin, adenokortikotropni
hormon a tyreotropin (TSH). Ze strukturdlniho hlediska jsou tyto buriky shodné s
diferencovanymi buiikami predni hypofyzy, avSak oproti hypofyzdmim potkanim buiikam
obsahuje tato linie o 20 % vétsi pocet bunék produkujicich LH a o 12 % méné bunék
produkujicich GH. Pocet bun€k vylucujicich PRL, FSH, ACTH a TSH je stejny ve
vypéstované linii 1 potkani hypofyze. Bunécna linie obsahuje o polovinu méné receptort pro
gonadotropiny uvoliujici hormon (Gonadotropins-Releasing hormon — GnRH), pii¢emz
afinita k jeho receptoru je stejna.'”

Uzitim RT-PCR (real time-polymerase chain reaction) byla v této buné¢né linii

prokazana mRNA pro GHS-R la receptor a ghrelin.?

1.2.2. GH3

Epitelidlni bunééna linie GH3 byla ziskana ze zhoubného nadoru hypofyzy mladych
potkanich samic. Obsahuje buiikky produkujici GH, a to ve vét§i mife neZ primamni
hypofyzarni buiiky, a dale produkuje PRL.*' Pomoci metody RT-PCR byla v této bun&né
linii detekovana mRNA receptoru pro somatostatin’’, GHS-R la receptor a ghrelin®.
Vysledky dal$ich studii poukazuji na to, Ze ghrelin aktivuje kaskadu kinas MAPK (mitogen-
activated protein kinase — mitogenem aktivovana proteinova kinasa), které zprostiedkovavaji

signaliza¢ni kaskadu regulujici aktivitu mnoha transkripénich faktord.

1.2.3. AtT-20

Hypofyzarni bunécna linie AtT-20 pochazi z tumoru piedni hypofyzy mysi. Tato linie
produkuje ACTH. PrestoZe se schopnost produkce ACTH po urc€ité dobé snizuje, jsou bunky
AtT-20 stale schopné vyvolat nddorové bujeni u zdravych mysi. Bunéc¢na linie AtT-20 je

vyuzivana ke zkoumani endokrinni a exokrinni sekreéni drahy ACTH.**
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1.3. Vazebné experimenty

1.3.1. Teorie vazebnych experimentu

Vazebné pokusy s radioaktivné oznacenou latkou (radioligandem) poskytuji mnoho
uziteénych udaji. Radioligand se mize vazat na receptory, enzymy, bilkovinné ptenasSece ¢i
jiné bilkoviny. Vazebnymi experimenty tak lze zjistovat afinitu ligandu k receptoru a pocet
receptort, lokalizovat receptory, zkoumat mechanismus receptorové signalizace, objevovat
nové léky a dalsi. Abychom mohli ziskat hodnotu rovnovazné disociaéni konstanty,
predpokladem vazebnych experimenti je dosazeni rovnovahy mezi rychlosti vzniku
komplexu ligand-receptor (asociace) a rychlosti rozpadu komplexu zpét na ligand a receptor
(disociace). Tuto rovnovahu charakterizuje veli¢ina nazyvana rovnovazna disociacni
konstanta K.

B [ligand ] [receptor]

K, =
‘" |ligand - receptor] [mol/l]

K4 je takova koncentrace ligandu, kdy je obsazena polovina receptort. Je-li hodnota
K4 nizka, znamena to, Ze afinita ligandu je vysoka, a tak je zapotiebi pouze malé koncentrace
ligandu k obsazeni receptorii. Naopak vysoka hodnota K4 vypovida o nizké afinité ligandu k

receptoru.25

1.3.2. Totalni, specificka a nespecificka vazba

Specificka vazba (Bs,) odpovidd mnozstvi navazaného radioligandu na receptor, jez je
pfedmétem naSeho zajmu. Radioligand navazany na ostatni mista na bunce, kterymi mohou
byt napf. membrany ¢i jiné receptory, je oznacovan jako nespecifickd vazba (Bysp). Za
nespecifickou vazbu je povazovana vazba radioligandu pfi nejvyssi koncentraci nezna¢eného
ligandu. Po zablokovani téméf vSech specifickych vazebnych mist neznaCenym ligandem se
radioligand vaZze jiz jen na nespecifickd vazebna mista. Celkova vazba (B) udava celkové

v . . . SRE or . “ , . 2
mnozstvi navazaného radioligandu bez ptitomnosti neznaéeného ligandu.”

B,=B,+B, __B =B -B

> Tsp t nsp
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1.3.3. Saturaéni vazebné experimenty

Saturacni vazebné experimenty slouzi k ur€eni afinity, kterd je charakterizovana
rovnovaznou disociaéni konstantou Ky, a po¢tem receptorti (Bmax). Tyto hodnoty jsou uréeny
z grafu specifické vazby. By, je urcena jako B, zmensena o hodnotu B,s, . Experimenty se
provadéji s jednotnou koncentraci neznaCeného ligandu a vzrlstajici koncentraci
radioligandu.”

Pfi téchto experimentech se predpoklada dosazeni rovnovahy a dale také, Ze jen mala
¢ast radioligandu se vaze, a proto koncentrace volného radioligandu je téméf identicka s
koncentraci pridanou.*

Za rovnovahy je specificka vazba zavisla na koncentraci volného [L] radioligandu a
lze ji vyjadrit jako nasobek dil¢iho obsazeni a poctu vazebnych mist. Tento vztah popisuje
rovnice®:

B, x [L]
K, +[L]

B,, =dil¢i _obsazenix B, =

Hodnota nespecifické vazby by méla ¢init méné nez 50 % z vazby celkové, v idedlnim
ptipadé méné nez 25 %. Pokud by byla hodnota nespecifické vazby vyssi nez 50 % vazby
celkové, bylo by obtizné ziskat spolehlivé vysledky, a proto by v takovém piipad¢ bylo

vhodné upravit podminky experimentu.”

1.4.V literature publikovana vazba k receptoru GHS-R

Specificka vazba analogii ghrelinu a GHS k receptoru GHS-R byla prokadzéna v

7 9
h.26’2 28,2 Pro

riznych tkadnich jak potkanich, tak i1 lidskych, tumorovych i netumorovyc
strukturné aktivitni studie analogli ghrelinu se také ¢asto pouZzivaji buriky s transfektovanym
receptorem GHS-R.2**
Jako radioligand, ¢ili radioaktivné oznaceny agonista receptoru GHS-R, byly
pouzivany rizné slouceniny.
Vazebnymi experimenty (saturatnimi i kompetitivnimi) s '*’I-Tyr-Ala-GHRP-6 byla
urCena specificka vazba k receptoru GHS-R na membranach bunék izolovanych z ptedni

hypofyzy a hypotalamu potkana.”®
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Pomoci '*I-Tyr-Ala-hexarelinu byla vazebnymi experimenty dokéazana specificka vazba k
receptoru GHS-R v membranach bunék izolovanych z lidské hypofyzy a hypotalamu.
Satura¢nimi vazebnymi experimenty s radioligandem [1251]-Tyr4-ghrelin, (jehoz
radioaktivni oznaceni do této polohy bylo umoznéno diky zdméné aminokyseliny
phenylalaninu za tyrosin piirozeného ghrelinu), byla dokazana exprese receptoru GHS-R na
membranach bun€k z maligniho i benigniho tumoru prostaty a bunéénych liniich DU-145 a
PC 3 pochazejicich z tumoru prostaty.*®
[**S]MK-0677 je agonistou receptoru GHS-R, jenz byl vyuzivan jako kompetitor ke
stanoveni afinity fragmentl ghrelinu pfi strukturné aktivitnich studiich provadénych na
membranach bunék z bun&éné linii HEK-293 s klonovanym receptorem AGHS-R la."
Satura¢nimi vazebnymi experimenty s ['I-His’]-ghrelin byl lokalizovan receptor GHS-R
ve zdravych tkanich lidského kardiovaskularniho systému.” Stejny radioligand vyuzivala
studie stanovujici afinitu agonisti a antagonisti k receptoru AGHS-R la klonovanym

v bunééné lilii LLC-PK-1.*°
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2. Cile prace:

e Optimalizovat podminky pro studium vazby '*’l-ghr a '®I-Tyr-Ala-GHRP-6 k
hypofyzarnim bunéénym liniim RC-4B/C, AtT-20 a GH3.
e Pomoci satura&ni vazby '*I-ghr k buiikam uréit zakladni vazebné konstanty rovnovaznou

disociacni konstantu K4 a pocet vazebnych mist na butiku Bpax.
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3. Material a chemikalie

3.1. Chemikalie

Bacitracin — Sigma, St. Louis, MO, USA

BPTI (Bovine Pancreatic Trypsin Inhibitor - hovézi pankreaticky inhibitor
trypsinu) - Sigma, St. Louis, MO, USA

BSA (Bovine Serum Albumin — hovézi sérovy albumin) — Serva, Heidelberg,
Némecko

CaCl, dihydrat - LACHEMA, Brno, CR

Complete (Smés inhibitorii proteas — pankreaticky extrakt, pronasa, thermolysin,
chymotrypsin, trypsin, papain) — Roche, Basilej, Svycarsko

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) — PAA Laboratories GmbH,
Pasching, Rakousko

EGF (Epidermal Growth Faktor — epidermalni ristovy faktor) - Sigma, St. Louis,
MO, USA

FBS (Fetal Bovine Serum — plodové hovézi sérum) - PAA Laboratories GmbH,
Pasching, Rakousko

Ghrelin — NeoMPS, Strasburg, Francie

D-glukosa — PENTA, Chrudim, CR

L-glutamin — PAA Laboratories GmbH, Pasching, Rakousko

Medium HAM’S F-10 — PAA Laboratories GmbH, Pasching, Rakousko

[HS (Inaktivated Horse Serum — koriské inaktivované sérum) — PAA Laboratories
GmbH, Pasching, Rakousko

HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethan sulfonova kyselina) — Sigma, St.
Louis, MO, USA

Iodo-Gen — Pierce Chemicals Co., Rockford, IL, USA

KCI - Sigma, St. Louis, MO, USA

NaCl - LACHEMA, Brno, CR

Na'?’l - MP Biomedicals, Illkirch, Francie

NaOH - PENTA, Chrudim, CR

MgCl,— LACHEMA, Brno, CR

PEI (polyethylenimin) — Sigma, St. Louis, MO, USA
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e Penicil/Streptomycin — PAA Laboratories GmbH, Pasching, Rakousko

e STI (Soybean Trypsin Inhibitor — sojovy inhibitor trypsinu) — Sigma, St. Louis,
MO, USA

e TRIS (tri-hydroxymethy aminomethan) — Sigma, St. Louis, MO, USA

3.2. Ristova média

Hypofyzami buné¢né linie byly péstovany v umélych tekutych rtistovych médiich, v
pfitomnosti séra, které poskytuje dilezité ristové faktory. Zakladni média obsahuji esencialni
aminokyseliny, zdroj energie, vitaminy a soli. Volba média je zavisla na typu bunék.
Dilezitym faktorem ovliviiujicim rist bunék je pH. Nami pouzivané bunécné linie rostly pti
pH 7,4. Pro snadné monitorovani pH je v zakladnim médiu obsazen indikéator pH. SloZeni

pouzitych ristovych médii pfehledné shruje tabulka (Tab. 2).

Tab. 2: Prehled pouzitych rustovych médii

[Mnozstvi  pridané

Bunécna linie Zakladni médium Pridané latky latky
FBS 10 obj. %
L-glutamin 2 obj. %
RC-4B/C DMEM
penicilin/streptomycin [1 obj %
EGF 2,5 pg/l
HIS 15 obj. %
FBS 2,5 obj. %
GH3 HAM'S F-10 L
L-glutamin 2 obj %
penicilin/streptomycin |1 obj. %
FBS 10 obj. %
AtT-20 DMEM L-glutamin 2 obj. %

penicilin/streptomycin |1 obj. %

3.3. Pristroje

Biohazardni box (EuroFlow S41, Clean Air, Woerden, Nizozemi)
Centrifuga HETTICH Univerzal 320, Tuttlingen, Némecko
CO; inkubator MCO 18AIC, Sanyo, Osaka, Japonsko
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Gama-cita¢ (Wizard 1470 Automatic Gamma Counter, Perkin Elmer, Wellesley, MA, USA)
Mikroskop Stand Axiovert 40 CFL, Zeiss, Oberkochen, Némecko

3.4. Peptidy

Peptid ghrelin byl zakoupen od firmy NeoMPS (Strasburg, Francie).

Peptid Tyr-Ala-GHRP-6 byl syntetizovan v Ustavu organické chemie a biochemie
AVCR, v.v.i., Praha, metodou syntézy na pevné fazi. Jelikoz sekvence peptidu GHRP-6
neobsahuje zadny aminokyselinovy zbytek, ktery by mohl byt jodovan, byl na N-konec tohoto
peptidu pfipojen Ala-Tyr. Takto vytvoreny peptid mohl jiz byt radioaktivné jodovan, a to na

tyrosinu.
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4. Metody
4.1. Jodace

4.1.1. Ghrelin

Ghrelin byl jodovan v pozici 9 na histidinovém zbytku Na'>I &i neradioaktivnim Nal s
¢inidlem lodo-gen v 0,1 M sodnofosfatovém pufru o pH 7,2 v laboratofi Radioizotopy,
UOCHB, v.v.i., AVCR Praha. Jodace probihala 15 minut pfi pokojové teplot&, podle instrukci
vyrobce. Radioaktivni nebo neradioaktivni nejodovany, mono-jodovany a di-jodovany ghrelin
byl separovan pomoci RP-HPLC po 30 minut. Jako mobilni faze byl pouzit 20% az 40%
gradient acetonitrilu ve vodé s 1% TFA (kyselinou trifluoroctovou).”'

Mono-jodovany ['% I-His’]-ghrelin (dale jen 125 [-ghr) pouzivany pro nase experimenty

byl uchovan v alikvotech pfti -20 °C a spotiebovan v prubéhu jednoho mésice.

4.1.2. Tyr- Ala GHRP-6
Tyr-Ala-GHRP-6 byl jodovan v pozici 1 na tyrosinovém zbytku Na'>I &
neradioaktivnim Nal s ¢inidlem [odo-gen v 0,1 M sodnofosfatovém pufru o pH 7,2 v
laboratofi Radioizotopy, UOCHB, v.v.i., AVCR Praha. Jodace probihala 15 minut pfi
pokojové teploté, podle instrukci vyrobce. Radioaktivni nebo neradioaktivni nejodovany,
mono-jodovany a di-jodovany ghrelin byl separovan pomoci RP-HPLC po 5 minut pfi pouZziti
20% az 30% gradientu acetonitrilu ve vodé s 1% TFA a nasledné 60 minut pii 30% az 40%
gradiendu acetonitrilu ve vodé s 1% TFA.’'
Mono-jodovany '*’I-Tyr-Ala-GHRP-6 byl uchovan v alikvotech pfi -20 °C a

spotiebovan v pribéhu jednoho mésice.

4.2. Péstovani bunéénych linii

Hlavnim poZadavkem pfii pé€stovani ZivociSnych tkaniovych bunék je prisna sterilita.
K manipulaci s burikami tedy dochazi vyhradné v lamindrnim boxu zarucujicim sterilitu
prostfedi. Kultivovany jsou buiiky v inkubatoru pfi 37 °C v atmosféie 95 % vzduchu a 5 %

oxidu uhlié¢itého.
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Tkanové bunky jsou péstovany v tekutych ristovych médiich. Bunétné linie jsou
adherentni, tzn. Ze maji tendenci ptilnout na dno nadoby. Pro zlepSeni adhese jsou plastové
nadoby potahovéany vrstvou polyethyleniminu (PEI).

Pti kultivaci je tfeba dbat na to, aby burky nedosahly 100% konfluence (kompletni
porost na dn¢ nadoby). V této fazi buiky zastavuji rist, dochazi ke ztraté adherence a buiky
odumiraji. Po urcité dobé ristu se do média zacinaji uvoliiovat metabolity bunék, coz se
projevi zménou barvy média, tedy zménou pH. Aby se piedeslo odumirani a uvoliiovani
bun¢k do média, bylo provadéno po urcité dobé (2—4 dnech), v zavislosti na poctu bunék,
pasazovani (pfeockovani). Pred pokusem byly burky ast z 80 % konfluentni.

Presné zjisténi poctu bunék se provadélo pfimym pocitanim bunék - mikroskopicky,
pomoci specialni tzv. Biirkerovy komirky. Pocet bun¢k v jednom ¢tverci Biirkerovy komirky
(0,1 pl) ndsobeny 10 000 odpovidal poctu bunék v I ml.

Pro vazebné pokusy byly buiiky péstovany v 24—jamkovych destickach (NunclonTM,
NUNC, Roskilte, Dansko), s primérem jamky 15 mm. Dno jamek bylo potazeno
polyethyleniminem.

Pred kazdym pokusem byly buiky kontrolovany mikroskopicky. Buiiky byly poéitany
vzdy pred 1 po pokusu.

4.3. Provedeni satura¢nich vazebnych experimenti

Vazebné experimenty na desti¢kach porostlych bunéénymi liniemi byly provadény v

prostiedi pufri o pH 7,4. Pufry byly pfipravovéany z deionizované vody.
Pro inkubaci vazebnych experimentt byl pouzivan vazebny pufr.
Vazebny pufr obsahoval:

50 mM Tris

- 120 mMI NaCl
- 4,7mMI KCl

- 5mM MgCl,

- 5,5 mM glukosy
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- lg/IBSA
Na promyvani desti¢ek porostlych burikami byl pouzivan promyvaci pufr.
Promyvaci pufr obsahoval:

10 mM HEPES

- 120 mM NaCl
- 4, 7mM KCl

- 5mM MgCl,

- 5,5 mM glukosy
- 0,015 % (hmotnostnich) Triton

Z kazdé jamky bylo pfed pokusem odsato ristové médium a jamka byla promyta 1 ml
promyvaciho pufru, ktery byl pfedem vytemperovan na 25 °C. Pro uréeni B, bylo do kazdé
jamky napipetovano 225 pl vazebného pufru, do ostatnich jamek, v nichZ se urCovala Bygp,
bylo napipetovano 225 pl neznaceného peptidu tak, aby findlni koncentrace ghrelinu (ghr)
byla 10 ¢i Tyr-Ala-GHRP-6 107. Déle bylo do viech jamek napipetovano 25 pl radioligandu
tak, ze finalni koncentrace byla v rozmezi 0,1-12 nM.

Po uplynuti inkubaéni doby byly vSechny jamky po odsati vazebného pufru tfikrat
promyty | ml promyvaciho pufru. Nasledn¢ byly buriky podrobeny solubilizaci roztokem
NaOH. Do vSech jamek bylo napipetovano 400 pul 0,1 M NaOH. Po minimalné 15 minutach
byl obsah jamky pienesen pipetou do piedem oznacené specialni plastové zkumavky, urcené
pro vlozeni do y-¢itate. Pro odebrani maximalniho mozného mnozstvi solubilizovanych
bunék byla kazda jamka nakonec jesté promyta 200 pl roztoku 0,1 M NaOH, ktery byl ptidan
do plastovych zkumavek. Radioaktivita navazana na burikach byla proméfena na y-¢itaci.

Pokusy byly vzdy provadény v duplikatech a alespon tfikrat opakovany.

4.4. Optimalizace podminek vazebnych experimentu
Pro kazdou bunécnou linii byly zjiStovany optimalni podminky pro pribéh

experimentu.
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Jako pufr byl vzdy pouzivan vazebny pufr — viz kapitola 4.3. Pti hledani optimalnich
teplotnich podminek a doby inkubace pii konkrétni teploté byla vyzkousena inkubace pti 4 °C
po dobu 90 minut, pii 25 °C po dobu 60 minut a pii 37 °C po dobu 30 minut.

Déle bylo zjistovano vhodné slozeni pufru. Do pufru byly pfidavany inhitory proteas —
sojovy inhoibitor trypsinu (soybean trypsin inhibitor — STI) — v koncentraci 0,1mg/ml, hovézi
pankreaticky inhibitor trypsinu (bovine pancreatic trypsin inhibitor — BPTI) — v koncentraci
0,Img/ml a nebo smés inhibitort proteas — Complete — v koncentraci 1 tableta na 50 ml.

Dalsi latkou piidavanou do pufru byl bacitracin (1mg/ml).

4.5. Analyza dat ziskanych z vazebnych pokusu a statistika

Satura¢ni vazebné kiivky byly vypocteny v programu Graph-Pad Prism Software (San
Diego, CA, USA). Byl pouzZit model nelinearni regrese pro vazbu na jedno vazebné misto.
Hodnoty Bmax a Ky byly ziskdny pomoci nelinedrni regrese a byly statisticky

zpracovany a vyjadieny jako prumér =+ stfedni chyba priiméru (s).
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5.Vysledky

5.1. Peptidy

Molekulova hmotnost syntetizovaného peptidu Tyr-Ala-GHRP-6 byla ovéfena na
hmotnostnim spektrometru (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA). Bylo prokazano, Ze se

shoduje s teoretickou hmotnosti. Cistota peptidu byla vy3si nez 95 %.

5.1.2. Jodace

5.1.2.1. Ghrelin

Ghrelin byl jodovan radioaktivné i neradioaktivné na oddéleni Radioizotopy UOCHB,
v.v.i., AVCR Praha. Produktem reakci byl mono-jodovany a di-jodovany ghrelin v poméru
2:1, pti¢emz ¢ast ghrelinu zlistala nezreagovana.

Mono-jodovany '*’I-ghr pouZivany pii nasich experimentech byl od di-jodovaného a

nezreagovaného ghrelinu oddélen pomoci RP-HPLC.

5.1.2.2. Tyr-Ala-GHRP-6

Tyr-Ala-GHRP-6 byl jodovan radioaktivné i neradioaktivné na oddéleni Radiozitopt
UOCHB, v.v.i., AVCR Praha. Produktem reakci byl mono-jodovany a di-jodovany '*’I-Tyr-
Ala-GHRP-6, resp. [-Tyr-Ala-GHRP-6, pii¢emz ¢ast peptidu ziistala nezreagovana.

Problémem pti syntéze i déleni pomoci RP-HPLC byla vysokd adsorpce na stény

nadob a kolonu. Vytézek mono-jodovaného '*I-Tyr-Ala-GHRP-6 &inil ptiblizné 27 %.

5.2. Péstovani hypofyzarnich bunéénych linii

Vazebné experimenty byly provadény na celych burnikdch péstovanych na 24—
jamkovych destickach. V jednotlivych experimentech bylo pouzito 300430 tisic bun€k na
jamku.

Potazenim desticek PEI bylo dosazeno dobré adhese buné€k hypofyzarnich linii RC-
4B/C, GH3 a AtT-20. Ptisednutim buné€k bylo zajisténo homogenni rozloZzeni bun€k na dné

jamky a vys$$i odolnost bunék pifi pokusu. Kultivaci bunék za sterilnich podminek, ve
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vhodném ristovém médiu a za optimalnich teplotnich podminek byl zachovan spravny rtst
bunécnych linii.

Fotografie hypofyzarnich buné¢nych linii jsou na Obr. 3.

RC-4B/C AtT-20

Obr.3 Hypofyzarni bunécné linie

Bunky byly fotografovany po 72-96 hodindch ruistu se zvétsenim 20x.
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5.3. Optimalizace podminek satura¢nich vazebnych experimenti

5.3.1. Zavislost vazby '*’I-ghr k hypofyzarnim bunéénym liniim RC-4B/C, AtT-20, GH3

na teploté a dobé inkubace

Z vazebnych pokusi pii rizné teploté (4 °C, 25 °C a 37 °C) a dobé inkubace (30, 60 a

90 minut) bylo zji§téno, Ze pro bunécnou linii RC-4B/C a AtT-20 jsou optimalni podminky

inkubace pro vazbu '*’I-ghr pii 25 °C po dobu 60 minut, kdy nespecificka vazba tvorila méng&

nez 50 % zcelkové vazby, a proto se tyto podminky ukézaly jako vhodné pro dalsi

experimenty.

U bunécné linie GH3 byla pii téchto podminkach prili§ vysoka nespecificka vazba,

nelze urcit vazbu specifickou. Tyto udaje ukazuje Obr.4.

Vazba (cpm)

Buriky RC-4B/C
200000 IS
1500
0000 .
A
100000 . Al
4 i
50000 ‘. . |
o8 |
2 4 6 |
Koncentrace '?5l-ghr (nM) ‘
Buiiky GH3 |
25000
_ 20000 t i
£ |
& 15000 |
& 10000 |
5 |
> 5000 . !
okt £ 4 : a |
2 4 6

Bunky AtT-20
|
10000
|
! 8000 ;
g 6000
- ¢
£ 4000 1 .
> * [ ]
2000 A 2 4
[ ]
0 ‘ -
0 2 4 6
Koncentrace '25l-ghr (nM)

Obr. 4 Saturaéni vazba "“I-ghr k bunééné linii
RC-4B/C, AtT-20, GH3,

inkubovdno p¥i 25 °C po 60 minut

fialova — B,, modra — By, , oranzova — By,
Buriky byly inkubovany s rostouci koncentraci
125 [-ghr v nepritomnosti (celkova vazba) nebo
pFitomnosti (nespecifickd vazba) 1x10° M gh .
Specificka vazba byla vypocitana jako rozdil

celkové a nespecifické vazby.
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Pti experimentech inkubovanych pi#i 37 °C po dobu 30 minut byla u bunéénych linii
RC-4B/C a AtT-20 pozorovana piili§ vysoka nespecificka vazba '*’I-ghr, tvofila vice nez 50
% z celkové vazby. V takovém piipadé z vazebnych kiivek nelze urcit specifickou vazbu a
proto se tyto inkuba¢ni podminky ukéazaly jako nevhodné.

U bunééné linie GH3 byly kfivky celkové a nespecifické vazby témér totozné, a tak

nebylo mozno pozorovat zadnou specifickou vazbu. Tyto udaje ukazuje Obr.5S.

Buiiky RC-4B/C Buriky AtT-20
|
100000 o 10000
__ 80000 o 8000 ¢
E - E
g 60000 s | | § s000 N
- ! 4
© 1]
8 40000 . -8 4000
3 . |8 Lo
> 20000 Al 2000 .
A ! |
o : : L o8 : : :
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Koncentrace '#l-ghr (nM) 1 ; Koncentrace '?5I-ghr (nM)
- \
- T T ) Obr. 5 Saturaéni vazba 'ZI-ghr k bunééné linii
Buiiky GH3
- RC-4B/C, AtT-20, GH3,
7000 ~ inkubovdno p¥i 37 °C po 30 minut
_. 5500 . - fialova — B,, modra — By, , oranzova — By,
& 4000 ‘
) ] s ' Buniky byly inkubovany s rostouci koncentraci
3 2500 | 12
8 . s ‘ 5I-ghr v nepFitomnosti (celkova vazba) nebo
1000 A !
A | v . . , -
500 L X o A ‘ pFitomnosti (nespecifickd vazba) Ix10° M ghr .
0 1 2 3 4

Koncentrace Sl-ghr (nM) ' Specifickad vazba byla vypocitana jako rozdil

\ , . ,
— 1 celkové a nespecifické vazby.
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Dale byl testovan vliv inkubagnich podminek 4 °C po 90 minut na vazbu '*I-ghr k

bunéénym liniim RC-4B/C, AtT-20, GH3. Tyto podminky inkubace se ukazaly jako

nevhodné pro vazbu

125

[-ghr. U zadné z bunéénych linii pfi téchto podminkach nebyla

pozorovana specificka vazba. Tyto udaje ukazuje Obr.6.

Bunky RC-4B/C ’
30000 .
T 22 ;
E 000 S }
L |
= 14000 ‘
8 .
s o000 o
ez, _A —
-2000
0 2 4 6
Koncentrace '?5l-ghr (nM) |
Buiiky GH3
10000
8000 o | .
T 6000 1
Q. :
L |
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2 [ ] |
g 2000 "o | . A :
Od Ao
-2000 24 4 J

Koncentrace '?l-ghr (nM)

|
|
| Buriky AtT-20
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2000 | 2 A
o0 lim : f
0 2 4 6 |

Koncentrace '2°l-ghr (nM)

Obr. 6 Saturaéni vazba '“I-ghr k bunééné linii
RC-4B/C, AtT-20, GH3,

inkubovano pFi 4 °C po 90 minut

fialova — B,, modra — By, , oranZova — By,
Buriky byly inkubovany s rostouci koncentraci '*’I-
ghr v nepFitomnosti (celkova vazba) nebo
pFitomnosti (nespecifickd vazba) 1x10° M ghr .
Specificka vazba byla vypocitana jako rozdil

celkové a nespecifické vazby.
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5.3.2. Vliv inhibitori proteas — BPTI, STI a Complete na vazbu '*’I-ghr k bun&énym
liniim RC-4B/C a AtT-20

BPTI, STI jsou inhibitory proteas a Complete je smési inhibitorii proteas zabranujici
tomu, aby se '*’I-ghr béhem inkubace degradoval (3tépil na kratsi fragmenty).

Z Obr. 7 je patmné, Zze BPTI pridany do vazebného pufru (v koncentraci 0,1 mg/ml)
vedl k vyraznému snizeni celkové vazby a zpisobil, Zze se '*’I-ghr vézal jen nespecificky, a
tak nelze pozorovat Zadnou specifickou vazbu k butkdm linie RC-4B/C. BPTI ma
prokazateln& negativni vliv na vazbu '*’I-ghr, proto nebyl dale testovan na jinych bun&&nych

liniich.

Bufiky RC-4B/C
| |
28000 | s z
g. 18000 .
o
o)
N 8000 v
S o !
| 2000 [BA— A g 2
0 2 4 6 8 10 12

‘ Koncentrace '?°l-ghr (nM)

S . - — —_—

Obr.7 Saturaéni vazba '’ I-ghr k bunééné linii RC-4B/C, inkubovdno p¥i 25°C po 60 minut,

v pFitomnosti BPTI

fialova — B,, modra — B, , oranzova — By,

Buriky byly inkubovany s rostouci koncentraci '*’I-ghr v nepFitomnosti (celkova vazba) nebo
pFitomnosti (nespecifickd vazba) 1x10° M ghr. Specifickd vazba byla vypocitina jako rozdil

celkové a nespecifické vazby.
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Dale byly provadény saturacni vazebné experimenty s '>I-ghr k buiikdm linii RC-
4B/C a AtT-20, inkubované pii 37 °C po 30 minut, resp. pii 25 °C po 60 minut ve vazebném
pufru obsahujicim Complete (1 tableta v 50 ml). Z grafi na Obr.8 miZeme pozorovat, Ze
inkubaci za téchto podminek dolo k vymizeni specifické vazby '*’I-ghr k bun&&né linii AtT-

20. U experimentu provadéném s bunéénou linii RC-4B/C doslo ke sniZeni celkové vazby a

tedy 1 vazby specifické.
Buriky RC-4B/C | Buriky AtT-20 |
|
15000 | ‘ 5500 !
} *
- . N
E 10000 =
& . E 3500
1 L
E-] * ©
N 5000 . M 2 e
> | 3
™ A A P> [
01 : o J : ,
o 1 2 3 4 5 | -500 5 1 23 4 5
Koncentrace '#l-ghr (nM) Koncentrace '?5I-ghr (nM)

Obr.8 Saturaéni vazba ' I-ghr k bunééné linii RC-4B/C a AtT-20, inkubovino pFi 25°C po
60 minut, v pritomnosti Complete

fialova — B,, modra — B,, , oranZovad — By,

Buriky byly inkubovdny s rostouci koncentraci '*I-ghr v nepritomnosti (celkovd vazba) nebo
pFitomnosti (nespecifickd vazba) Ix10° M ghr. Specifickd vazba byla vypocitina jako rozdil

celkové a nespecifické vazby.
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Pridavek STI do vazebného pufru (v koncentraci 0,01 mg/ml) vyrazné neovlivnil
vazbu '®I-ghr k linii RC-4B/C. U bun&tné linie AtT-20 mél pridavek STI za nasledek
vyrazné zvySeni nespecifické vazby a tedy sniZeni vazby specifické. Tyto udaje jsou patrné

z grafti na Obr. 9.

o 1 N
Buiiky RC-4B/C | Buiiky AtT-20
I
. L 15000
200000 \
— . IS
E 150000 . £ 10000
L a a A
s 100000 . < 5000 . @
8 so000| o o N .
‘ a 1 : > 0 ‘1—‘ -
0 ) 5 10 15

0 5 10 15 ‘ -5000

Koncentrace '?%l-ghr (nM) | Koncentrace '?5l-ghr (nM)
.

Obr.9 Saturaéni vazba '“I-ghr k bunééné linii RC-4B/C a AtT-20, inkubovdno p¥i 25°C po
60 minut, v pritomnosti STI

fialova — B,, modra — By, , oranZova — B,

Buriky byly inkubovany s rostouci koncentraci ' I-ghr v nepritomnosti (celkova vazba) nebo
pFitomnosti (nespecifickd vazba) 1x10° M ghr . Specificka vazba byla vypocitana jako rozdil

celkové a nespecifické vazby.

5.3.3. Ovéreni stability ghrelinu

Stabilita ghrelinu byla ovéfena hmotnostni spektroskopii. K promeéteni spekter byl
pouzit roztok ghrelinu o koncentraci 10* M ve vazebném pufru, ktery byl inkubovan po 90
minut pti 25 °C s buitkami RC-4B/C. Vysledky prokazuji, ze béhem inkubace doslo asi z 95
% k odstépeni oktanoylu, ktery je pro vazbu k receptoru GHS-R la, ¢ili vazbu specifickou,

nezbytny.
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5.3.4. Vliv bacitracinu na vazbu '*I-Tyr-Ala-GHRP-6
Pti saturaénich vazebnych experimentech s '*’I-Tyr-Ala-GHRP-6 k buiikim linie RC-
4B/C pii inkubaci 25 °C po 60 minut byla pozorovana piili§ vysoka nespecifickd vazba.

(Obr.10)

Buriky RC-4B/C :
1
‘ 300000
L
c ]
5 200000 |
~ *
3
N 100000 L]
]
7 ' .
1 0 h!: A
0 2 4 6 8

Koncentrace '?5I-Tyr-Ala-GHRP-6 (nM)

Obr.10 Saturaéni vazba '’ I-Tyr-Ala-GHRP-6 k bunééné linii RC-4B/C , inkubovino pFi
25°C po 60 min

fialova — B,, modra — B, , oranzova — By,

Buriky byly inkubovdny s rostouci koncentraci '*I-Tyr-Ala-GHRP-6 v nepritomnosti (celkovd
vazba) nebo pFitomnosti (nespecifickd vazba) Ix10° M Tyr-Ala-GHRP-6 . Specifickd vazba

byla vypocitana jako rozdil celkové a nespecifické vazby.
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Z diivodu piili§ vysoké adsorpce byl za ucelem jejiho snizeni do vazebného pufru
pfidan bacitracin.”® Dalsimi experimenty byl zkouméan vliv vazebného pufru obsahujiciho
bacitracin v mnozstvi 1 mg/ml na vazbu '*I-Tyr-Ala-GHRP-6 pii inkubaci 25 °C po 60 minut
k burikdm linii RC4B/C, AtT-20 a GH3. Jak miZeme pozorovat na Obr.11, ptidavek
bacitracinu do vazebného pufru neovlivnil vazbu '*I-Tyr-Ala-GHRP-6 na nespecificka mista
na buriky, nespecificka vazba byla pii vSech experimentech piili§ vysoka. Z vazebnych kiivek
na Obr.11 diky ptili§ vysoké nespecifické vazbé nelze vyvodit Zadné spolehlivé vysledky, a

tak nelze pro '*I-Tyr-Ala-GHRP-6 uréit hodnotu Kg, vypovidajici o afinité ligandu

k receptoru.
o S o - |
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T " Obr.ll Saturaéni vazba "> I-Tyr-Ala-GHRP-6
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. , v a0 .
300000 inkubovano p¥i 25 °C po 60 minut,
_ v pFitomnosti bacitracinu
E 200000 . , L,
o . fialova — B,, modra — B,,,, oranzova — By,
[
Qa ] . . . , ’
§ 100000 Bunky byly inkubovany s rostouci koncentraci
[ 4
0 21 A "2 Tyr-Ala-GHRP-6 v nepritomnosti (celkovd
0 2 4 6 vazba) nebo pFitomnosti (nespecifickd vazba)

Koncentrace '5|-Tyr-Ala-GHRP-6 (nM
neemirace TR (o) 1x10° M Tyr-Ala-GHRP-6 . Specifickd vazba

byla vypocitana jako rozdil celkové a

nespecifické vazby.
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5.4. Saturaéni vazebné experimenty '’I-ghr k buné&éné linii RC-4B/C a AtT-20

Saturaéni vazebné experimenty '*’I-ghr k buiikam linii RC-4B/C i AtT-20 byly
provadény pti predchozimi experimenty urcenych optimalnich inkubaénich podminkach
(vayebny pufr, 25° C po 60 minut). Z grafu specifické vazby byly odecteny hodnoty Bmax a

K4, které jsou se stfedni chybou priiméru (s) uvedeny v tabulce (Tab.3)

Tab. 3 — Zdakladni vazebné konstanty B, a K, uréené saturaénimi experimenty z grafu
specifické vazby '’ I-ghr k burikdm RC-4B/C a AtT-20

Binax je pocet vazebnych na burku, K, je rovnovazna disociacni konstanta. Obé hodnoty byly
zjistovany pri saturacnich vazebnych experimentech probihajicich pFi dobé inkubace 60

minut a teploté 25 °C, s vazebnym pufrem.

@ Bmaxt S Bmax O Ky ts Ky

Bunécna linie [vazebna mista na burku] [nM]
RC-4B/C 34 600 + 11800 2,56 + 0,48
AtT-20 1900 + 450 0,37 +0,30

Reprezentativni grafy saturacnich experimentd s vazbou '*’I-ghr k buiikam linii RC-
4B/C a AtT-20 jsou na Obr.12 na str. 40. U obou bunéénych linii nespecificka vazba linedrné
stoupala se zvySujici se koncentraci radioligandu a nepfeséhla 50 % z celkové vazby (Bngp

byla primémé 42 % celkové vazby u bun¢k RC-4B/C 1 AtT-20).
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Obr. 12 - Saturaéni vazebné kfivky ' 251-ghr k bunécnym liniim RC-4B/C a AtT-20

fialova — B,, modra — B,,, , oranZova — By,

Bunky byly inkubovany pri 25 °C po 60 minut, ve vazebném pufru s rostouci koncentraci
ml—ghr v nepritomnosti (celkova vazba) nebo pritomnosti (nespecificka vazba) 1x1 0% Mghr .

Specificka vazba byla vypocitana jako rozdil celkové a nespecifické vazby.
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6. Diskuze

Regulace pfijmu potravy je slozity proces, kterého se ucastni cela fada latek, a jehoz
mechanismus neni jes$t€¢ do zna¢né miry prozkoumany. Rostouci mnozstvi obéznich jedinct
v populaci piedstavuje v dne$ni dobé stale vétsi zdravotni problémy, a tak je studium latek
regulujicich pfijem potravy stale vice ve stfedu zdjmu vyzkumu.

Ghrelin jako pomérné nedavno objeveny piirozeny ligand receptoru GHS-R, ktery se
hojné vyskytuje v hypotalamu a hypofyze savci, je jednim z hormoni regulujicich ptijem
potravy. Je vyluCovan ve velké mife zaludkem a ucastni se hormonalni regulace zejména
vmozku a hypofyze. Protoze jednim zucinkd ghrelinu je zvySovani pfijmu potravy,
antagonisté¢ ghrelinu jako latky blokujici receptor GHS-R jsou potencialni antiobezitika.
Studium téchto latek in vivo, na bunéénych liniich, je jednim z kroku, jak tyto latky
charakterizovat. Cilem této prace bylo optimalizovat podminky pro studium analogti ghrelinu
in vitro.

Protoze je znamo, ze hypofyza obsahuje velké mnozstvi receptort GHS-R’, byly
vybrany hypofyzarni bunééné linie (RC-4B/C, AtT-20 a GH3) pro studium vazby ghrelinu a
jeho syntetického agonisty Tyr-Ala-GHRP-6. U bunéénych linii RC-4B/C a GH3 byla

202"y linie AtT-20 je jeho pfitomnost

prokdzana pfitomnost receptoru GHS-R la
piedpokladana nejen diky hypofyzarnimu piivodu, ale i diky prokazané produkci ACTH,* na
jehoz sekreci ma ghrelin vliv'.

Ghrelin je ptirozenym ligandem receptoru GHS-R 1a.” Jeho pouZiti proto bylo vhodné
pro studium vazby pravé k tomuto receptoru. Pro vazebné experimenty bylo zapotiebi ziskat
monojodovany radioligand,”> a proto byl ghrelin radioktivné jodovan v pozici 9 na
histidinovém zbytku. Separaci produkti jodace byl ziskan monojodovany 125 [-ghr, jenzZ je
vhodny pro studium vazby k receptoru GHS-R.*®

Déle byl pii vazebnych experimentech pouzivan synteticky oktapeptid Tyr-Ala-
GHRP-6.%° Hexapeptid GHRP-6 byl prvnim popsanym syntetickym agonistou receptoru
GHS-R 1a’ jesté pred objevem samotného ghrelinu. Jeho sekvence viak neumoziiovala jodaci

'[ do této molekuly, proto byl metodou syntézy na

potfebnou pro zavedeni radioaktivniho
pevné fazi pripraven peptid o sekvenci Tyr-Ala-His-Trp-Ala-Trp-Phe-Lys-NH, (Tyr-Ala-
GHRP-6). Piipojenim Tyr-Ala k N-konci molekuly GHRP-6 byla umozZnéna jodace, a to na

tyrosinovy zbytek. Separaci produkti jodace byl ziskan monojodovany '*’I-Tyr-Ala-GHRP-6.

41



Aby bylo mozno z ktivky zavislosti specifické vazby na koncentraci radioligandu urc¢it
pocet receptorti Bmax @ hodnotu Ky vypovidajici o afinité radioligandu, ptedpoklada se, Ze pfi
saturacnich vazebnych experimentech bylo dosazeno rovnovahy® mezi asociaci ligandu a
receptoru a disociaci komplexu ligand-receptor. Dosazeni rovnovahy zavisi na mnoha
faktorech, nejen na vlastnostech ligandu a receptoru, ale i na dobé inkubace, teploté, sloZeni
vazebného pufru a daliich experimentalnich podminkach.” Z vyse uvedenych divodi byla
nejprve provedena optimalizace inkuba¢nich podminek pro vazbu m[-ghr k jednotlivym
bunéénym liniim, respektive k receptoru v téchto liniich.

Po inkubaci pii 37 °C po dobu 30 minut byla nespecificka vazba '*I-ghr k buiikim
vSech pouzivanych linii pfili§ vysokd, tvofila vice nez 55 % z celkové vazby. Z takto
ziskanych kfivek specifické vazby nelze dle pravidel pro vazebné experimenty” urcovat
hodnoty Bnax a K4 Podobné tomu bylo u experimenti inkubovanych pii 4 °C po dobu 90
minut. [ tyto experimenty vykazovaly pfili§ vysokou nespecifickou vazbu ke viem liniim. V
ptipadé bunécné linie RC-4B/C byla nespecificka vazba identicka s celkovou vazbou, a tak
nebylo mozné pozorovat Zadnou specifickou vazbu. Jako optimalni se pro vazbu k buitkam
linii RC-4B/C a AtT-20 ukazala byt inkubace pii 25 °C po dobu 60 minut, kdy nespecificka
vazba tvotila méné nez 50% z vazby celkové a z grafu takto ziskané specifické vazby bylo
mozno urcit hodnoty Bn.x a K4 Tyto inkubaéni podminky proto byly pouzivany pro dalsi
experimenty.

Vysledky dale ukazuji, ze 125 [-ghr se vazal k buiikkam liniie GH3 pfi vSech testovanych
inkubaénich podminkach témér vyhradné nespecificky, z ¢ehoz je mozné vyvodit, Ze bunécna
linie neobsahuje nami zkoumany receptor GHS-R 1a. Jelikoz byla jeho ptitomnost v této linii
jiz diive prokazana,” lze z dosazenych vysledkii usuzovat, Ze ackoliv bun&tna linie GH3

12]_ghr. Moznym vysvétlenim

obsahuje receptor GHS-R 1la, neni vhodna pro studium vazby
by mohla byt exprese uréitych enzymil, diky kterym dochazi k rozstépeni molekuly '*’I-ghr
na krat$i, vazby neschopné fragmenty, ¢i dochazi k odSté€peni oktanoylu , ktery je pro vazbu k
receptoru nezbytny.

'I_ghr na kratsi fragmenty béhem inkubace bylo pfedmét naseho

Zabranéni $tépeni
zajmu pii dal§i sérii experimentl, kdy byly buiky RC-4B/C a AtT-20 inkubovany ve
vazebném pufru obsahujicim inhibitory proteas — BPTI, STI a nebo smés inhibitorti proteas
Complete. Z vysledki je patrné, Zze Complete obsazeny ve vazebném pufru zvySoval
nespecifickou vazbu '“I-ghr k buitkdim linii RC-4B/C a AtT-20. Piidavkem BPTI do

vazebného pufru doslo k celkovému vymizeni specifické vazby '*’I-ghr k buiikam RC 4B/C.
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Pridavek STI ve vazebném pufru nemél vyrazny vliv na vazbu k linit RC-4B/C, ale u linie
AtT-20 vedl k podstatnému zvyS$eni nespecifické vazby. Vysledky téchto pokusi dokazuji, ze
ptidavek danych inhibitorii proteas do vazebného pufru mél za nésledek snizeni specifické
vazby 'Pl-ghr k buiikam linii RC-4B/C i AtT-20. Pii vazebnych experimentech nebyly
inhibitory proteas dale pouzivany.

Pomoci hmotnostni spektroskopie bylo zjisténo, Ze béhem inkubace se z velké ¢asti od
ghrelinu ods$tépuje oktanoyl. Tento fakt je zieymé divodem vysoké nespecifické vazby ve
v§ech experimentech.

Pii dalsich pokusech byla zkouména vazba '*’I-Tyr-Ala-GHRP-6 k buiikam linii RC-
4B/C, AtT-20 a GH3. '®I-Tyr-Ala-GHRP-6 se vazal k buitkim RC 4B/C s velmi vysokou
nespecifickou vazbou, ktera tvotila vice nez 90 % z celkové vazby. Pro sniZeni nespecifické
vazby (adheze k inkuba¢nim nadobam) k burikdm byl pii dalSich experimentech pouzit pufr
obsahuji bacitracin, jak bylo popsano v publikaci, ktera se zabyvala vazebnymi studiemi
pravé s touto slouceninou.”® Vysledky vazebnych pokusi nepotvrdily vliv bacitracinu na
snizeni nespecifické vazby. '*’I-Tyr-Ala-GHRP-6 se vazal k buiikim viech bun&&nych linii s
velmi vysokou nespecifickou vazbou, a tak z kiivky specifické vazby nelze urcit zakladni
vazebné konstanty Bnax a Ky

Zakladni vazebné konstanty Bn.x a K4 lze urcit z grafu specifické vazby takového
experimentu, kdy nespecificka vazba nebyla vyssi nez 50 % z celkové vazby. 5 Z nami
provedenych experimenti mizeme tedy tyto hodnoty odecist z grafi specifické vazby 125I-ghr
k bunikam linii RC-4B/C a AtT-20, kdy hodnota specifické vazby ¢inila primémé piiblizné 42
%. Tato hodnota je pomémé vysoka, ale dle pravidel pro vypocet vazby ze saturacnich
experimentt® bylo mozno ziskat vysledné hodnoty Ky a Bmax. PH pokusech provadénych za
experimentalné uréenych optimalnich podminek ¢&inila hodnota Ky '*’I-ghr pro vazbu k linii
RC-4B/C 2,56+0,48 nM a 0,37+0,30 nM pro linii AtT-20. Poget vazebnych mist Bpay pro '2I-
ghr na burikach RC-4B/C ¢inil 34600+11800 a na burikach AtT-20 1900+450. Tyto hodnoty
K4 jsou fadové srovnatelné s hodnotami publikovanymi v literatufe, kde byla saturacni vazbou
Tyr-Ala-hexarelinu k hypofyzarnim buitkdm uréena hodnota K4 2,1+£0,4 nM. Tato fakta jsou
v souladu s experimentem, kterym byla v bunééné linii RC-4B/C metodou RT-PCR prokazana
exprese mRNA pro receptor GHS-R 1a, a dale bylo zjisténo, Ze plisobenim ghrelinu na tyto
buniky dochazelo v zavislosti na davce ke zvyseni koncentrace vnitrobunééného Ca®" %

V budoucnu je nasim dal$im cilem vyuziti poznatki vyplyvajicich z této prace pro

provedeni vazebnych experimenti s nové pfipravenym analogem ghrelinu. Tento analog
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syntetizovany v Ustavu organické chemie a biochemie AVCR, v.v.i., Praha, mad zaménén
serin v pozici 3 za di-amino-propionovou kyselinu, na kterou je oktanoyl vazdn amidovou
vazbou, misto méné stabilni esterové vazby, kterou je oktanoyl pfipojen v pfirozené se
vyskytujicim ghrelinu. Strukturu tohoto analogu ukazuje obrazek (Obr.13)"

NH-CO(CH,),CI Y,
!

CH..

gl
GSNHCHCOFI SPEMHOQRVOOQRKESKKPPAKLQOPR
3

Obr. 13 Struktura analogu ghrelinu s oktanoylem vazanym amidovou vazbou

Je znamo, ze pro vazbu k receptoru GHS-R la je oktanoyl dilezity, dale je ze
strukturné aktivitnich studii znamo, Ze zaména esterové vazby za amidovou nevede ke ztraté
biologické aktivity'* (vazby k receptoru). Cilem nasich piedchozich i budoucich studii je
vytvoieni optimalniho systému pro urovani afinity agonistli a antagonistd receptoru GHS-R
la. Antagonisté s nejvyssi afinitou by mohly byt dale testovany v studiich in vivo jako

potencialni antiobezitika.
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7. Souhrn

Byly optimalizovany inkuba&ni podminky pro vazbu '*I-ghr k bun&nym liniim RC-
4B/C, AtT-20. Jako optimalni pro vazbu se ukazala byt inkubace pii 25 °C po dobu 60
minut ve vazebném pufru.

Byly provedeny saturaéni vazebné experimenty '“I-ghr k builkdm tfech linii za
optimalizovanych podminek. '*I-ghr se vaze k bun&né linii RC-4B/C s K4 2,5620,48
nM a B 34600+11800, k linii AtT-20 s K4 0,37£0,30 nM a Bpax 1900+450.

125]_ghr k bun&&né linii GH3 ukazuji, Ze tato linie neni

Vysledky vazebnych pokusii s
vhodné pro studium vazby k receptoru GHS-R. Pomémé vysoka nespecifickd vazba
byla zifejmé zpisobena Stépenim oktanoylu.

Dalsi vysledky ukazuji, 7e '*I-Tyr-Ala-GHRP-6 neni z divodu velmi vysoké
nespecifické vazby vhodnym agonistou receptoru GHS-R pro studium vazby k tomuto

receptoru.
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Svoluji k zapidjéeni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fddné vedena

evidence vypujcovateld.
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