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Abstract

Ghrelin, to date the only known peripherally produced and centrally acting peptide that
stimulates food intake, is mainly synthesized in the stomach and acts through growth-
hormone-secretagogue receptor (GHS-R). In addition to its orexigenic effect, ghrelin
stimulates growth hormone (GH) release, gastric motility and acid secretion. The diverse
functions of ghrelin raise the possibility of its clinical application for GH deficiency, eating
disorders, and gastrointestinal diseases. Ghrelin agonists could be a promising therapeutics in
cachexia occurring at cancer or chronic inflammatory diseases. Octanoylation of Ser’ is
crucial for preservation of ghrelin activity. In this study, biological properties (binding to
GHS-R, food intake stimulation in mice) of full length and shorter ghrelin analogues with
octanoic acid coupled to diaminopropionic acid (Dpr) replacing Ser® or without octanoic acid
were followed. This substitution resulted in a prolonged stability and orexigenic effect of
above mentioned ghrelin analogues. Importance of N-terminal part of ghrelin and

octanoylation peptide was also confirmed. (In Czech)



Abstrakt

Ghrelin je v soucasné dobé jediny znamy peptid, ktery je produkovany perifernimi tkanémi a
plsobi centralné na zvySeni piijmu potravy. Je syntetizovany pfedevs§im v zaludku a Gc¢inkuje
plsobenim na receptor GHS-R. Kromé¢ orexigenniho u¢inku stimuluje ghrelin uvolfiovani
rustového hormonu (GH), Zalude¢ni motilitu a sekreci travici kyseliny. Rozmanitost
fyziologickych funkci ghrelinu zvySuje moZnosti jeho klinickych aplikaci pfi deficitu GH,
poruchéch pfijmu potravy a nemocich gastrointestinalniho traktu. Agonisté ghrelinu by mohli
byt slibnymi 1é¢ivy na kachexii, kterd doprovazi rakovinu ¢i chronické zanétlivé nemoci.
Oktanoylace na Ser’ je zdsadni pro zachovani biologické aktivity ghrelinu. Nage prace se
zabyva charakterizaci (vazbou na GHS-R, pfijmem potravy u mysi) dlouhych 1 kratkych
analogli ghrelinu s oktanovou skupinou vadzanou amidovou vazbou k diaminopropionové
kyselin¢ (Dpr) v pozici 3 misto serinu ¢i bez oktanové skupiny. Tato zména vedla ke zvySeni
stability a prodlouzeni orexigenniho efektu ghrelinovych analogl. Vysledky této prace

potvrdily vyznam N-koncové ¢asti ghrelinu a oktanoylace peptidu.
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Seznam pouzitych zkratek:
ACC — Acetyl koenzym A karboxylasa , z anglického ,,Acetyl Coenzym A Carboxylase*

ACTH — Adenokortikotropni hormon , z anglického ,,Adrenocorticotropic Hormone*
AgRP — zkratka z anglického vyrazu — ,,Agouti related peptide*

AIDS — Syndrom ziskaného selhani imunity, z anglického ,,Acquired Immune Deficiency
Syndrome*

AMPK — Adenosin monofosfat protein kinasa

ARC — Nucleus arcuatus

Bax — Pocet vazebnych mist

Bnss — Nespecificka vazba

Bsp — Specificka vazba

Br— Celkova vazba

BMI — Index télesné hmotnosti, z anglického ,,Body mass index“

BNPP — Bis-[p-nitrophenyl] phoshate

CAMKK?2 - Kalmodulin kinasa — kinasa 2, z anglického ,,Calmodulin Kinase — Kinase 2*
CREB — zkratka z anglického vyrazu — ,,cAMP Responsive Element Binding Protein®
BSA — Hovézi sérovy albumin, z anglického ,,Bovine Serum Albumine*

CART — zkratka tz anglického vyrazu ,,Cocaine and Amphetamine Regulated Transcript*
CCK — Cholecystokinin

CNS — Centralni nervova soustava

CPT1 — Karnitin palmitoyl transferasa 1, z anglického ,,Carnitine Palmitoyl Transferase 1
DMEM medium — zkratka pochézi z anglického vyrazu ,,.Dulbecco’s modified Eagle
Medium*

EGF — Epidermalni ristovy faktor, z anglického ,,Epidermal Growth Factor*

ECs50— Polovi¢ni inhibhi¢ni koncentrace

FBS — Fetalni hovézi sérum, z anglického ,,Fetal Bovine Serum*

FSH — Folikulstimulujici hormon

GH — Rustovy hormon, z anglického ,,Growth hormone*

Cha - Cyklohexylalanin

Ghr — Ghrelin

GHRH — Hormon uvoliiyjici ristovy hormon, z anglického ,,Growth hormone-Releasing
Hormon*

GHS - Latky uvolnujici ristovy hormon, z anglického ,,Growth hormone secretagogues



GHS-R 1a —receptor pro latky uvoliiujici ristovy hormon typu 1a, z anglického ,,Growth
hormone secretagogues — Receptor

GLP-1 — Glukagonu podobny peptid 1, z anglického ,,Glucagon Like Peptide-1°

HEPES — 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin ethan sulfonova kyselina

1C50— Poloviéni inhibi¢ni koncentrace

IGF — Inzulinu podobny riistovy faktor , z anglického ,,Insulin-like Growth Factor

IHS — Inaktivované konské sérum, z anglického ,,Inactivated Horse Serum*

LH — Luteiniza¢ni hormon

LHA — Lateralni hypotalamus

K4 — Rovnovazna disocia¢ni konstanta radioligandu

K;— Rovnovazna disociacni konstanta neznaceného ligandu

MAPK/ERK1/2 — Mitogenem aktivovana proteinova kinasa/Extracelularnim signalem
regulovana kinasa %, z anglického ,,Mitogen-Acitvated Protein Kinase/Extracellular signal —
Regulation Kinase 1/2

MCH — Melanin koncentrujici hormon, z anglického ,,Melanin Concentrating Hormone*
mRNA — Mediatorova ribonukleova kyselina, z anglického ,,Messenger Ribonucleotic Acid*
Nal - Naftylalanin

NPY — Neuropeptid Y

NTS — Nucleus Tractus Solitarius

PEI — Polyethylenimin

PMSF — Phenylmethylsulfonyl fluorid

PMA — Phorbol-myristoyl-acetate

POMC — Pro-opiomelanokortin, z anglického ,,Pro-opiomelanocortin®

PRL — Prolaktin

PVN — Paraventrikularni jadro

RP-HPLC - Vysokotlaka kapalinovd chromatografie s reverzni fazi, z anglického ,,Reverse
Phase High Pressure Liquid Chromatography*

RIA — Radioimunochemické stanoveni, z anglického ,,Radioimmunoassay*

ROS — Reaktivni formy kysliku, z anglického ,,Reactive Oxygen Species*

SC podani — Subkutani podéani

TFA — Kyselina tri-fluoroctova, z anglického ,, Tri-fluorAcid*

Tris — Tris-hydroxymethyl aminomethan

TSH — Tyreotropin, z anglického ,,Thyroid Stimulating Hormone*

TRH — Thyrotropin-uvoliujici hormon, z anglického ,,Thyrotropin Releasing Hormone*
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UCP2 — zkratka z anglického vyrazu — ,,Uncoupling protein*
VNM - Ventromedialni jadro
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1.Teoreticky uvod
1.1. PFijem potravy
1.1.1. Regulace pFijmu potravy

Piijjem potravy a jeho regulace je slozity proces, ktery je fizen centralnimi i
perifernimi signaly, které se navzdjem ovliviuji. Hypotalamus je hlavnim fidicim centem
regulujicim pifijem potravy [1]. V této Casti mozku se nachdzi mnoho jader (zietelné
odliSitelnych shlukd bunéénych neurontl), pro fizeni pfijmu potravy je nejvyznamnéjsi jadro
nucleus arcuatus (ARC), které obsahuje tzv. primdrni neurony. Jedna skupina primérnich
neuront produkuje anorexigenné pusobici peptidy (sniZzujici pfijem potravy) — neuropeptidy
peptid CART (Cocaine and amphetamine regulated transcript — kokainem a amphetaminem
regulavany transkript) a POMC (Pro-opiomelanocortin), druhd skupina neuronti produkuje
orexigenni peptidy (zvySujici ptijem potravy) — NPY (Neuropeptid Y) a AgRP (Agouti related
peptide) [1]. Obé populace neuronti komunikuji s pfilehlymi oblastmi hypotalamu, které se
také podileji na regulaci chuti kjidlu, s tzv. sekunddrnimi neurony. Jsou to piedevSim
paraventrikularni jddro (PVN) produkujici anorexigenni neuropeptidy: kortikoliberin (CRH) a
tyrotropin uvoliujici hormon (TRH) a laterdlni hypotalamus (LHA) produkujici latky
zvysujici pfijem potravy: melanin koncentrujici hormon (MCH) a orexin A a B [2]. Dalsi
oblasti hypotalamu vyznamnou pro regulaci pfijmu potravy je ventromedidlni jadro (VNM),
které je spojeno s dalSimi jadry hypotalamu a obsahuje receptory pro orexigenni i
anorexigenni neuropeptidy. Centralni regulace piijmu potravy je vysledkem souhry déju v
hypotalamickych jadrech a také v oblasti mozkového kmene nucleus tractus solitarius (NTS),
kam jsou pifivadény nervem vagem signaly z periferie [1, 3].

Piijjem potravy je fizen také peptidovymi hormony produkovanymi v perifernich
organech, zejména v gastrointestinalnim traktu (GIT). Mezi nejvyznamnéjs$i anorexigenné
pusobici periferni peptidy patii inzulin (produkovany B-bunkami Langerhansovych ostravka
slinivky bfisni), leptin (vytvateny v tukové tkani), glukagonu podobny peptid 1 (GLP-1) a
cholecystokinin (CCK) vytvafené v GIT. Jedinym perifernim orexigennim hormonem je
peptid ghrelin, ktery je vytvafen v zaludecni sliznici [1, 3].

Zpusob, jakym hormony vytvafené na periferii pienaseji signdl do CNS, je rtzny.
Naptf. leptin a inzulin prochazeji hematoencefalickou bariérou do ARC, zatimco signdl CCK

a GLP-1 je do mozku pfenaSen pies nervus vagus do NTS, kde jsou signaly spojeny s dal$imi
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nervovymi drahami hypotalamickych jader (ARC, PVN a LHA) [1, 3]. Ghrelin zfejmé plisobi
obéma zpusoby, tj. pfimo pies hematoencefalickou bariéru i1 ptes nervus vagus [4]. Schéma
centralni a periferni regulace piijmu potravy stru¢né zobrazuje obrazek (Obr. 1) [5].

Peptidy ovlivitujici pfijem potravy mohou byt déle rozdéleny na kratkodobé pisobici,
kterymi jsou napt. CART, CCK a GLP-1, a dlouhodobé plisobici, napt. inzulin a leptin.
Kratkodob¢ ptisobici peptidy ucinkuji pied jidlem, ¢i bezprostiedné po jidle. Dlouhodobé
pusobici peptidy jsou (tzv.) ukazateli energetickych zasob, a tak reguluji energetickou
rovnovahu organismu a také ovliviiuji kratkodobé plisobici peptidy [1]. Zajimavosti peptidu
ghrelinu je nejen fakt, ze je to jediny periferni orexigenné pusobici peptid, ale dale také

skutecnost, Ze jeho pulsobeni je jak kratkodobé, tak dlouhodobé (Obr. 1) [6].

hypotaamus zadni mozek

tubova thai

Obr. 1 — Centrdlni a periferni regulace piijmu potravy [5]. Leptin a inzulin piisobici na
prijem potravy dlouhodobe, pronikaji pres hematoencefalickou bariéru do mozku, do oblasti
ARC, kde stimuluji expresi anorexigennich neuropeptidic POMC a CART a potlacuji expresi
orexigennich neuropeptidu AgRP a NPY. Ghrelin reguluje prijem potravy dlouhodobé
stimulaci exprese a sekrece AgRP a NPY v hypotalamickém ARC. Kratkodobé piisobici
hormony, napr. CKK a GLP-1 vznikaji v GIT a pres nervus vagus je jejich signadl prendsen do
oblasti mozkového kmene — nucleus tractus solitarius (NTS), kde jsou tyto signdly spojeny
s nervovymi drahami hypotalamickych jader (ARC, PVN a LHA), a tak dochazi k regulaci

prijmu  potravy. Takovym zpiisobem je realizovano i krdtkodobé piisobeni ghrelinu.
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1.1.2. Poruchy prijmu potravy

1.1.2.1. Anorexia nervosa

Anorexia nervosa, Cesky mentalni anorexie, je syndrom nezndmého plivodu,
charakterizovany ztratou hmotnosti (pod 85% ocekavané vahy dle v€ku a vysky), strachem
z obezity, porusenym vnimanim vlastniho vzhledu a ztritou menstruace. NejCastéji je
mentalni anorexie pozorovana u mladych zen do 25 let (nejvice mezi 15-19 lety). Incidence
mentalni anorexie ma trvale stoupajici trend. Umrtnost pacientek je mezi 2-10%, pfi¢emz
riziko umrti se zvySuje s dlouhodobym trvdnim onemocnéni [7].

Pacientky s mentalni anorexii vyrazné omezuji predev§im tu¢nd a kaloricky bohata
jidla, coz mé v pocatecnich fazich za nésledek snizeni mnozstvi tuku v organismu, postupné
vSak dochdzi i1 k ubytku beztukové télesné hmoty a celkovému zhorSovani stavu organismu
[8].

Mentalni anorexie je doprovazena fadou endokrinnich odchylek. Predpoklada se, ze
tyto zmény nejsou primarni pfi¢inou rozvoje tohoto onemocnéni, ale jsou vyvolany reakci
organismu na hladovéni. ZvySené bazalni koncentrace jsou pozorovany piedevSim u

kortizolu, rastového hormonu (GH — growth hormone), ghrelinu, zatimco snizené u

trijodtyroninu (T3), inzulinu podobného riistového faktoru (IGF-1) a leptinu [7].

1.1.2.2.0Dbezita

Nadvaha a obezita jsou zplisobeny nadmérnym uklddanim télesného tuku, spojené¢ho
s nartstem hmotnosti. Pro urceni stupné nadvahy ¢i obezity se nejcastéji pouziva tzv. Body
Mass Index (BMI), ktery je definovéan jako hmotnost (kg) / (vyska v m)®. Za obézni jsou
povazovani jedinci s BMI nad 30 a o nadvaze mluvime jiz od BMI nad 25 [9].

Za pficinu obezity lze povazovat predevSim stravovaci (vybér a mnozstvi stravy) a
pohybové navyky. Obezita je nasledkem dlouhodobé pozitivni energetické bilance, tedy
nerovnovahy mezi pfijmem a vydejem energie, zpisobené nedostatkem fyzické aktivity a
nadmérnou konzumaci vysokokalorické potravy [9].

Obezita, v dnesni dob¢ Casto nazyvana epidemii 3. tisicileti, je povaZzovéana za zavazné
chronické onemocnéni, které je provdzeno fadou zdravotnich komplikaci a nemoci. Obézni
jedinci, ale 1 jedinci snadvdhou, jsou vystaveni mnohem vysSimu riziku vzniku

kardiovaskularnich onemocnéni (vysoky krevni tlak, ischemickd choroba srde¢ni, angina
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pectoris) a rozvoji metabolickych onemocnéni, pfedevSim diabetu mellitu typu II. Obezita
prispiva ke vzniku onemocnéni pohybového aparatu, coz souvisi se zvySenou zatézi. Déle je
zavaznym problémem vys$i vyskyt nékterych druht nddorovych onemocnéni u obéznich
pacientl (d€lozniho ¢ipku, prsu, tlustého stfeva a dalSich organti) [9].

Pfestoze je obezita povazovana za vazny zdravotni problém, neexistuje témét zadna
farmakoterapie. Na Ceském trhu je v soucasnosti schvalena na 1écbu obezity pouze jedina
léciva latka - Orlistat (Xenical — Hoffman-La Roche, Alli — GlaxoSmithKline), ktery
reverzibilné blokuje stfevni lipdzu a zamezuje tak vstfebavani asi 1/3 pfijatych tukl z

gastrointestindlniho traktu [10].

1.1.2.3. Kachexie

Za kachexii Ize oznacit soubor piiznakii vedoucich k celkovému chiadnuti organismu.
Jde o klinicky stav, kdy dochézi k ubytku tukové tkané i ke zmén€ metabolismu proteinti a s
tim souvisejicimu ubytku svalové hmoty. Tento stav je paradoxné doprovazen nechutenstvim.
Kachexie je Castym doprovodnym jevem mnoha chronickych a zéanétlivych onemocnéni
(napft. rakovina, méstnavé srdecni selhani, AIDS, tuberkuldza, onemocnéni jater, revmatické
choroby a mnoho dalsich vaznych onemocnéni). Casto je také pozorovéana u starych pacientii.
Pro pacienty s chronickym onemocnénim ma kachexie negativni vliv na kvalitu zivota,
vyrazné zhorSuje progndézu onemocnéni a zvysSuje mortalitu [11].

Kachektické osoby rychle ztraceji tukovou i svalovou tkédn. Ztrata hmotnosti je
obvykla, ale v nékterych pfipadech je kompenzovana zvySenym mnoZstvim extraceluldrni
tekutiny. Ubytek svalové hmoty u kachektickych pacientli nelze zvratit zvy$enym piisunem
potravin, ¢imz se ptiznaky kachexie odlisuji od nasledkti hladovéni [11, 12].

Hydroléazy, které se uvoliuji z poskozenych nebo zanétlivych bunék, dale zvysuji
poskozeni okolni tkdn¢€. Obrannou reakci organismu je snaha lokalizovat poskozeni pomoci
reakce akutni faze, doprovazenou zvySenou tvorbou proteinli v jatrech (napi. inhibitory
proteas, slozky komplementu aj.). To mé& za nésledek zvySenou potfebu esencidlnich

aminokyselin a tato potieba je kryta jejich ziskdvanim z kosterniho svalstva [12].
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1.2. Ghrelin
1.2.1. Vyznam peptidu ghrelinu

Jak jiZ bylo popséno vyse, plisobeni ghrelinu vede v kratkodobém ¢asovém horizontu
ke zvySeni pfijmu potravy: ghrelin iniciuje pfijem potravy a pod jeho vlivem se zkracuje doba
mezi jednotlivymi jidly. Dlouhodobé ptlisobeni ghrelinu pozitivné ovliviiuje energetickou
bilanci organismu (zvysSuje pfijem a sniZuje vydej energie), coz vede ke zvySeni hmotnosti
[13]. Na zakladé¢ t&chto faktl je patrné mozné vyuziti antagonistii ghrelinu jako potencidlnich
antiobezitnich latek. Déle je zndmo, Ze snizenim hmotnosti dochéazi ke zvySeni plasmatické
koncentrace ghrelinu a citlivosti ghrelinovych receptort vii¢i ghrelinu, a proto by bylo mozné
vyuziti antagonistli ghrelinu k pfedchazeni vykyvi hmotnosti [6].

Naopak agonisté ghrelinu by mohli byt vyuZivani na lécbu kachexie a anorexie.
Piestoze u kachektickych pacientli jsou pozorovany vysoké koncentrace ghrelinu, podani
ghrelinu vedlo ke zvySeni chuti k jidlu a dlouhodobym podavanim bylo dosazeno zvySeni
hmotnosti [14]. Navic byly popsény i protizanétlivé Gcinky ghrelinu, coz by také bylo
piinosné v 1écbé kachexie [15]. Nékteti nepeptidovi agonisté ghrelinu jsou nyni v klinickych
testech pro 1écbu kachexie. Diky schopnosti uvoliiovat rastovy hormon je jejich potencidlni

vyuziti hlavné u pacienti s deficitem rtistového hormonu [13].

1.2.2. Objev ghrelinu

Objev ghrelinu je typickym ptikladem tzv. obracené¢ farmakologie. Nejprve byly pfi
studiu enkefalinu a jeho analogl syntetizovany latky, které mély schopnost uvoliiovat rastovy
hormon (growth hormone — GH) z potkanich hypofyzarnich bunc¢k. Tyto peptidy byly
oznaCeny jako GHS (growth-hormone secretagogues). OvSem mechanismus uvolnéni GH
analogy GHS je odli$ny od ucinku hormonu uvolnujiciho rastovy hormon (growth hormone
releasing hormone — GHRH), ktery plsobi na receptor pro GHRH [16]. Diky témto
poznatkim byl vroce 1996 objeven receptor GHS-R, jehoz stimulaci GHS dochézi
k uvolnéni GH [17]. Charakterizace receptoru GHS-R vedla k objeveni ptirozeného ligandu —
ghrelinu, ktery byl vroce 1999 izolovan ze Zzalude¢niho extraktu skupinou védcti pod
vedenim M. Kojimy [18]. Objev ghrelinu pomohl k pochopeni souhry fyziologickych procest

mezi Zaludkem, adenohypofyzou a hypotalamem.
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1.2.3. Struktura ghrelinu

Preproghrelin je tvofen 117 aminokyselinami, 23 N-termindlnich aminokyselinovych
zbytkl nese charakteristické rysy signdlniho sekre¢niho peptidu [18]. Po odstépeni signalni
sekvence vznika dalSim S$tépenim peptid obsahujici 28 aminokyselin, ktery je dale
modifikovan. Posttranslacni 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 1a [18]. Enzym, ktery katalyzuje vazbu
n-oktanové kyseliny na hydroxylovou skupinu Ser’ se nazyva ghrelin-O-acyl transferasa
(GOAT). GOAT se vyskytuje v zaludku a stievech, tedy v mistech nejvyssi produkce ghrelinu
[19].

Proteolyticky fragment preproghrelinového prekurzoru je obestatin, tvofeny 23
aminokyselinami, jehoZ vyznam neni dosud zcela zndm. Obestatin byl izolovan z potkaniho
zaludecniho extraktu, ovSem jestli je stejné tak vyluovan i z lidského zaludku, zatim neni
znamo [20].

Ghrelin je mezidruhové velmi konzervovany. Strukturu lidského a krysiho ghrelinu
ukazuje obrazek (Obr.2) [21]. U krysiho ghrelinu jsou v pozici 11 a 12 misto argininu a valinu

lysin a alanin [18].
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Obr. 2 — Struktura ghrelinu [2]]. Na obrazku je zobrazena aminokyselinova sekvence

lidského ghrelinu. Potkani ghrelin se od lidského lisi pouze dvémi aminokyselinami — v pozici

11 a 12, které jsou na obrazku v zavorce. K serinu v pozici 3 je vazdana oktanova skupina.
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1.2.4. Desoktanoyl ghrelin

Neacylovana forma ghrelinu (v na8i studii nazyvana desoktanoyl ghrelin) se v krvi
vyskytuje ve vétsi mife nez ghrelin (50 - 60% celkového ghrelinu v bunikach GIT a témét
90% celkového ghrelinu v plasm¢) [22]. Tato forma ghrelinu neni schopna vazat se na
receptor pro ghrelin (GHS-R1a), ale zatim nebyl objeven receptor, ktery by zprostiedkovaval
odpovéd desoktanoyl ghrelinu [22, 23]. V lidském séru katalyzuje desoktanoylaci ghrelinu
enzym butyrylcholinesterasa a lysophospolipasa [22, 24]. Fyziologické funkce desoktanoyl
ghrelinu nejsou doposud zcela objasnéné. Publikované vysledky tykajici se ovlivnéni piijmu
potravy desoktanoyl ghrelinem jsou sporné. Rada studii na hladovych mysich (16-20 hodin
hladovéni) ukazuje snizeni pfijmu potravy po centrdlnim i perifernim podéni desoktanoyl
ghrelinu [13, 22]. Naproti tomu bylo publikovano mnoho studii, v nichZ podani desoktanoyl
ghrelinu (centralni nebo periferni) sytym zvifatim nemélo Zadny vliv [25] na pfijem potravy a

v nékolika malo ptipadech dokonce vedlo ke zvySeni pfijmu potravy [13, 22].

1.2.5. Receptor ghrelinu

Jsou znamé dva typy receptorit — GHS-R1a a GHS-R1b. Zkracena isoforma GHS-R 1b
neni biologicky aktivni — neni aktivovana ligandy GHS-R, jeho funkce zatim neni zcela
znama [23].

Receptor pro ghrelin (GHS-R 1a) je receptor spfazeny s G-proteinem, tvoieny sedmi
transmembranovymi  doménami [17]. Receptor GHS-R1b je tvofen jen péti
transmembranovymi doménami [23].

mRNA pro GHS-R se nachazi v mnoha ¢astech mozku. Ve velké miie se vyskytuje v
hypotalamu (zejména v ARC, VNM a LHA). Velké mnozstvi receptorii je v somatotropnich
bunkach adenohypofyzy [17, 23].

mRNA pro GHS-R byla v malé¢ mife prokdzana i v mnoha druzich perifernich tkani
zahrnujicich zaludek, tenké a tlusté stievo, srdce, jatra, ledviny, plice, slinivku bfisni a
tukovou tkan. Tato skutecnost poukazuje na rozmanitost funkci ghrelinu v organismu [18, 23].

Exprese receptoru GHS-R byla také popséna v rtiznych typech tumorovych tkani (jako

napf. rakoviny prsu, varlat, prostaty) [26].
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1.2.6. Vyskyt v organismu

U vSech druhti obratloved je ghrelin vylu€ovan predevS§im v zaludku, a to
specializovanymi bunikami Zalude¢ni sliznice [27]. Bunky produkujici ghrelin byly také
nalezeny v tenkém a tlustém stfevé. Koncentrace ghrelinu postupné klesa od dvanéctniku k
tlustému stfevu [23, 27].

Ghrelinovy receptor se nachazi hlavné v hypotalamu a hypofyze [17]. Bylo zjisténo, ze
obsah ghrelinu v mozku je velmi nizky, byl nalezen v hypotalamickém nucleu arcuatu a
hypofyze [23].

Dalsim orgdnem produkujicim ghrelin je slinivka bfiSni. Vylu€ovani ghrelinu
slinivkou bfi$ni je nejvyssi béhem prenatdlniho stadia (kdy je naopak vylucovani Zaludkem
nizké). Navic pankreatick4 hladina ghrelinu neni ovlivilovdna hladovénim [23].

mRNA pro ghrelin byla odhalena 1 v glomerulech ledvin. Na druhé stran€ jsou
ledviny diilezitym mistem pro degradaci ghrelinu [23].

V malé mife se ghrelinovd mRNA vyskytuje 1 v dalSich perifernich tkanich jako jsou

plice, srdce, kosti, tukova tkan a placenta [18, 23].

1.2.7. Fyziologické funkce ghrelinu

Stejn¢ jako wvyskyt, 1 fyziologické funkce ghrelinu jsou velmi rozmanité. Mezi
nejvyznamngjsi funkce ghrelinu patii jeho schopnost stimulovat sekreci ristového hormonu
[18], zvySeni piijemu potravy a ukladani energetickych zasob [13, 23].

Ghrelin ptsobi stimulaéné na sekreci GH z hypofyzarnich bunc¢k. Mechanismus
uvolnéni GH po ptisobeni ghrelinu je odlisSny od plisobeni GHRH, bylo ovSem zjisténo, ze
jejich ucinek na sekreci GH je synergisticky [18, 23].

Mezi dal$i u€inky ghrelinu v organismu patii stimulace sekrece Zalude¢ni kyseliny a
motility GIT, coz souvisi s ptipravou GIT na proces ptijmu potravy [28].

Déle ghrelin ovliviiuje funkci slinivky bfiSni a metabolismus glukosy. OvSem
vysledky studii zkoumajici vliv ghrelinu na sekreci inzulinu jsou kontroverzni [29]. Z dalSich
ucinkd stoji za zminku vliv ghrelinu na kardiovaskularni systém. Ghrelin ma
kardioprotektivni U€inky, je exprimovan v aorté i srdci. Pozitivni hemodynamicky efekt (na
krevni proudéni, ¢innost srdce a cév a sniZzeni krevniho tlaku) po podani ghrelinu byl
pozorovan u zdravych dobrovolnikdi 1 pacientl s méstnavym srde¢nim selhdnim [23].

Vyznamny je také Uc€inek ghrelinu v jatrech, kde pilisobi proti inhibici glukoneogeneze
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zpusobené inzulinem [23].

Ghrelinu je kromé vysSe zminénych pfipisovano mnoho dalSich funkci. Jednou z nich

je napf. vliv na metabolismus kosti. Studie in vitro a in vivo prokazuji G€inek vedouci k

proliferaci a diferenciaci osteoblasti [28].

Schéma fyziologickych ucinkii ghrelinu shrnuje obrazek (Obr. 3) [30].
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Obr. 3 — Fyziologické funkce ghrelinu [30]. (A) Ghrelin, ktery je sekretovan predevsim

v vzaludku, miize mit parakrinni nebo endokrinni efekt na na motilitu GIT (B), nebo miize

cirkulovat v krvi (C) a piisobit po prechodu hematoencefalickou bariérou v CNS (predevsim

v hypotalamu) na receptor GHS-R1a. Pusobenim v CNS se ghrelin podili na regulaci prijmu

potravy (D) a tkanove specifickych ucincich v perifernich tkanich (E), kterymi ovliviiuje

metabolismus glukosy, lipidit a energetického metabolismu. Ucinky ghrelinu na metabolismus

v perifernich tkanich a CNS jsou zprostiedkovany autonomnim nervovym systémem a stejné

tak i hypotalamo-hypofyzarni osou. Kromé Zaludku je ghrelin produkovan v malé mire také

Jjinymi perifernimi tkanemi, predevsim slinivkou brisni (F).
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1.2.8. Vliv ghrelinu na pfijem potravy

Ghrelin je jedinou dosud znamou periferni latkou, ktera zvysuje pifjem potravy. Uloha
ghrelinu v kratkodobém pisobeni na piijem potravy tedy spocivd v navozeni pocitu hladu,
Casto je proto nazyvan ,hormonem hladu* [13]. V krvi se ghrelin nachdzi ve vysokych
koncentracich pted jidlem a béhem hladovéni a do jedné hodiny po jidle klesa na minimalni
hodnoty [14]. RapidnéjSiho sniZzeni plasmatické koncentrace je dosazeno po piijmu
vysokokalorické stravy. Potrava bohata na proteiny a cukry potlacuje plasmatické hladiny
ghrelinu vice nez potrava vysokotu¢na. Tento fakt je jednim z moznych vysvétleni zvySovani
hmotnosti po stravé bohaté na tuky [13].

Plasmatické koncentrace ghrelinu jsou nizké u obéznich lidi a vysoké u lidi $tihlych.
Ke zvySeni hladiny dochéazi po ztrat€¢ hmotnosti vyvolané nizkokalorickou dietou, zvySené
hladiny ghrelinu byly pozorovany i u dobrovolnikd, kteti doséhli ztraty hmotnosti aerobnim
cvicenim (po dobu 1 roku) beze zmény kalorického piijmu [6]. Naproti tomu u mysi
podrobenych omezenému kalorickému piijmu, (ktery nevedl ke ztrat€¢ hmotnosti), nebyly
pozorovany zmény hladiny ghrelinu [6]. V souladu s témito fakty je skutecnost, Ze vysoké
plasmatické hladiny byly pozorovany u pacientek se syndromem anorexie nervosy a bulimie
nervosy, u nichz se hladina ghrelinu dostala do obvyklych hodnot po zvySeni télesné
hmotnosti vyvolané vysokokalorickou dietou [28].

U pacientt s chirurgickym zmensSenim Zaludku dochézi ke ztraté hmotnosti spojené se
snizenim plasmatické koncentrace ghrelinu, coz potvrzuje, Ze zaludek je hlavnim mistem

produkce ghrelinu [4, 27].

1.2.9. Regulace energetického metabolismu piisobenim ghrelinu v mozku

Hypotalamicky ARC je dilezitym centrem regulujicim pfijem potravy [1]. In vivo
studie na potkanech s poskozenym ARC potvrzuji, Ze ARC je klicovym mistem pro
orexigenni pusobeni ghrelinu. V ARC se nachazeji receptory pro ghrelin, jejichz stimulaci
dochazi ke zvySené expresi a sekreci orexigennich neuropeptidi AgRP a NPY, coZ vede ke
zvySeni pfijmu potravy [31]. V ARC se také nachéazeji receptory pro leptin, jehoz piisobeni na
AgRP a NPY vede ke sniZeni pfijmu potravy. Leptin je tedy funkénim antagonistou ghrelinu
[27, 31]. Schéma pilisobeni ghelinu a leptinu v hypotalamickém ARC je znazornéné na
obrazku na nasledujic stran¢ (Obr. 4) [27].

Je tedy zfejmé, Ze pro orexigenni pisobeni ghrelinu je nutné jeho plsobeni na neurony
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v ARC. Ovsem ucinek periferniho ghrelinu v CNS neni zcela objasnén. Ghrelin patrné ptsobi
v hypotalamické oblasti mozku dvojim mechanismem. Jednim je pravdépodobné nepiima
cesta, a to plisobenim pies nervus vagus, coz bylo podpoieno zjiSténim, Ze vagotomie
(chirurgické pretnuti bloudivého nervu - nervu vagu) potlacuje schopnost ghrelinu zvySovat
piijem potravy a uvoliiovat GH u potkanii a mysi [4].

Dalsi moznosti ptisobeni ghrelinu v mozku je pfechod hematoencefalickou bariérou do
mozku. Lidsky ghrelin proch4zi hematoencefalickou bariérou, zatimco mysi ghrelin, ktery se
181 od lidského pouze dvéma aminokyselinami, prochdzi v mensi mitfe [4]. Ghrelin mlze
prechazet hematoencefalickou bariérou jednak aktivnim transportem, nebo také prostou
difuzi. Zajimavé je, ze mySi desoktanyol ghrelin prochazi hematoencefalickou bariérou
rychleji nez ghrelin, coz by nasvéd¢ovalo moznosti ,aktivace (oktanoylace)
desoktanoylovaného ghrelinu az v mozku [4]. To je ovSem v rozporu se skutecnosti, Ze enzym
katalyzujici oktanoylaci ghrelinu (GOAT) byl doposud nalezen pouze v zaludku (tedy misté
syntézy ghrelinu) a nikoli v CNS [19]. Dale byla také vyslovena hypotéza, ze ghrelin by mohl
aktivovat receptory vn¢ hematoencefalické bariéry a tim spustit odpoveéd’ v hlubsich oblastech

mozku [4].
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Obr. 4 — Schéma regulace prijmu potravy ghrelinem a leptinem v hypotalamu [27]. Ghrelin
Jje periferni orexigenni signadl — stimuluje sekreci NPY a AgGRP v ARC, ¢imz piisobi centrdlné
na zvyseni prijmu potravy a télesné hmotnosti, zatimco leptin jako periferni anorexigenni

signal ma ucinky opacné.
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1.2.10. Intracelularni mechanismus piisobeni ghrelinu v hypotalamu

Jak jiz bylo feceno, orexigenni plisobeni ghrelinu je zprostfedkovano prostfednictvim
neuropetidit AgRP a NPY [31]. Neurony sekretujici tyto orexigenni neuropeptidy se nachéazeji
v ARC [1], kde je nejvyssi koncentrace GHS-R1a receptorti [17].

Vazba ghrelinu na GHS-R la vede piedevSim k aktivaci fosfolipasy C a uvolnéni
inositol-trifosfatu. Tim dojde k prechodn& zvysené koncentraci iontli Ca®’, které aktivuji
kalmodulin kinasu — kinasu 2 (CaMKK?2). CaMKK?2 fosforyluje adenosin monofosfat protein
kinasu (AMPK). Fosforylovand AMPK zpiisobi fosforylaci acetyl-koenzym A karboxylasy
(ACC), fosforylovanda ACC inhibuje utvateni malonyl-koenzymu A a v dasledku toho je
aktivovana karnitin palmitoyl transferasu 1 (CPT1). Nasledné je zvySend mitochondridlni -
oxidace mastnych kyselin a prostfednictvim UCP2 (zkratka pochazi z anglického vyrazu —
,uncoupling® protein) a ROS (zkratka pochazi z anglického vyrazu — ,,Reactive Oxygen
Species®) je stimulovana transkripce AgRP a NPY [14]. Dale bylo popséano, Ze aktivovany
AMPK mize fosforylovat CREB (zkratka pochazi =z anglického vyrazu — ,cAMP
Responsivive Element Binding Protein‘), ktery se mize vazat na promotor NPY, a zvysit tak
expresi neuropeptidu NPY [13]. Schéma intracelularniho mechanismu zvysSeni chuti k jidlu
pusobenim ghrelinu v hypotalamu je znazorné€no na obrazku (Obr.5 na str. 24) [14].

Dale byla po centralnim podéani ghrelinu detekovéana zvysena exprese Fos v neuronech
produkujicich orexiny v LHA. Experimenty s protilatkami proti NPY ukazuji, Ze ghrelinem
navozend aktivace neuront produkujici orexiny je nezavisld na NPY. To nasvédcuje
skutecnosti, ze ghrelinem navozené zvysSeni ptijemu potravy je zprostiedkovano nejen NPY a

AgRP systémem, ale i orexiny [32].

23



Ghrelin

&
i :
GHS5-R 1a II'“' lﬂl |
Prijem potravy
L] W J’} T *
ANPE 4 l g .
ca* B Heuronalni aktivace
*_

MNFY/AGRP
:/camr:u ":I.

AMPK-Pi - f- )
acc + / Acetyl-Co ' | \“ .
\‘ [ oV 11 “‘- p-oxl{la{:e *

ACC-Pi ————> I/

| \"‘ |. |
iontcon 3 (R \
Mastne kysliny s
dlouhym retézcem

Obr. 5 — Schéma intracelularniho mechanismu zvySeni chuti k jidlu po piisobeni ghrelinu
v hypotalamu [14]. Vazbou ghrelinu na jeho receptor GHS-RIa dojde k prechodnée zvysené
intraceluldrni koncentraci Ca’™ iontii, které prostiednictvim CaMKK?2 (kalmodulin kinasa 2)
aktivuji AMPK (adenosin monofosfat protein kinasa). Fosforylovana AMPK ddle aktivaci
ACC (acetyl koenzym A karboxylasa) inhibuje tvorbu malonyl-CoA, v dusledku cehoz je
aktivovana CTP1 (karnitin palmitoyl transferasa 1). Tim je zvySena [-oxidace prijatych
mastnych kyselin a prostrednictvim ROS (reaktivnich forem kysliku) a UPC?2 (,,uncoupling*
protein) je stimulovana transkripce AgRP a NPY.

1.3. Analogy ghrelinu
1.3.1. Studie vztahu struktury a aktivity ghrelinu a jeho analogii

S cilem ur¢it minimalni sekvenci fragmentli ghrelinu potfebnou k zachovani
biologické aktivity byla studovana schopnost fady syntetickych fragment ghrelinu vazat se
na receptor GHS-R.

Jako neaktivni se ukédzaly C-koncové fragmenty ghrelinu, stejné tak desoktanoyl
ghrelin [33, 34].

Minimalni struktura potiebnd pro zachovani biologické aktivity (vazby na GHS-R),
tedy aktivni jadro ghrelinu, je N-koncovy tetrapetid se sekvenci Gly-Ser-Ser-Phe, acylovany

oktanovou kyselinou na serinovém zbytku v pozici 3 [33]. S rostoucim fetézcem se zvySuje
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schopnost vazby na receptor. Nicméné pii testovani schopnosti N-termindlnich fragmentt
ghrelinu stimulovat sekreci GH se ukézalo, ze ackoli byla in vitro prokdzéana schopnost téchto
peptidl vazat se na GHS-R1a receptor [33], v in vivo experimentech nebyly kratké ghrelinové
analogy schopné stimulovat sekreci GH [35]. Zavérem dalSich experimentl je zjiSténi, ze
ackoliv C-koncové fragmenty nejsou schopny vazby na receptor, C-konec peptidu hraje
vyznamnou roli v zachovani biologické aktivity in vitro 1 in vivo. Divodem je ziejmé
stabilizace oktanové skupiny na Ser’ [36]. Stejné tak i volnd NH, skupina na N-konci je
nezbytnd pro zachovani biologické aktivity, acetylace ¢i deaminace N-koncové aminokyseliny
vedla ke ztraté¢ schonosti vazby na receptor [33].

Déle byl zkouman vliv fetézce navazaného na serin v pozici 3. Vysledky ukazuji, ze
pro vazbu na GHS-R je diilezita hydrofobicita navazaného fetézce. Zdmenou serinu v pozici 3
za aromatickou aminokyselinu (napf. tryptofan, naftylalanin) byla zachovéana vazba takového
analogu k GHS-R, zatimco zaména za aminokyselinu s alifatickym postrannim fetézcem
(napf. valin, leucin) vedla zcela ke ztrat¢ schopnosti vazby na tento receptor [33]. Tento fakt
potvrzuje i studie, pii které N-koncovy pentapeptid s tryptofanem misto serinu’ v zavislosti na
davce zvySoval piijem potravy a sekreci GH [37]. Dulezita je L-konfigurace aminokyseliny v
této pozici [34]. Zaména esterové vazby oktanové kyseliny k serinu3 za amidovou nesnizila
biologickou aktivitu. [33]. Tyto vysledky potvrzuje n€kolik nedavnych in vitro studii,
popisujicich specifickou vazbu analogu ghrelinu s oktanovou kyselinou vdzanou na fetézec
amidovou misto esterovou vazbou [26, 38, 39].

Dalsi aminokyselinou podstatnou pro biologickou aktivitu je fenylalanin v pozici 4.
Zaména Phe' za Ala® vedla ke ztraté biologické aktivity, zatimco zaména za Tyr' zvysila
biologickou odpovéd’ takového analogu [40].

Vsouladu stémito poznatky jsou i1 neddvno publikované vysledky in vitro
metabolismu ghrelinu. Inkubaci ghrelinu s homogenaty riznych tkani potkanii (zaludek, jatra,
ledviny, sérum) bylo zjisténo, Ze nejcastéji dochazi k odstépeni oktanové kyseliny (ve vSech
testovanych tkénich) a dalsi $tépna mista se nachdzeji na N-konci peptidu, tedy v aktivnim

centru ghrelinu [41].

1.3.2. Agonisté ghrelinu

Prvni agonisté receptoru GHS-R1a byli objeveni a testovani in vitro a in vivo jesté
pfed objevenim samotného ghrelinu. Jako prvni byl zkouman peptid GHRP-6 (His-D-Trp-Ala-
Trp-D-Phe-Lys-NH,) [16]. V in vivo experimentech byla prokdzana schopnost peptidu GHRP-6
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v zavislosti na dévce uvoliovat GH a zvySovat hmotnost. O né¢kolik let pozdéji byli na
zéklad¢ struktury GHRP-6 odvozeni dalsi agonisté receptoru GHS-R: GHRP-2, GHRP-1 a
hexarelin [42]. Aby bylo mozno tyto analogy pouzit pro vazebné studie, byly na N-konec
peptidi  GHRP-6 a hexarelinu pfipojeny aminokyselinové zbytky Tyr-Ala. Tim bylo
umoznéno tyto peptidy oznacit radioaktivnim jodem a vyuzit je pro vazebné studie.
Ptipojenim Tyr-Ala nebyla narusena biologicka aktivita peptidi. Vznikli tak dalsi agonisté —
Tyr-Ala-GHRP 6 a Tyr-Ala-hexarelin. Vazebnymi experimenty se '>I-Tyr-Ala-GHRP-6 byla
urcena specificka vazba k receptoru GHS-R na membranach bunék izolovanych z ptedni
hypofyzy a hypotalamu potkana [43]. '*’I-Tyr-Ala-GHRP-6 byl pouzivan i v nasi laboratofi ve
vazebnych experimentech na hypofyzarnich tumorovych bunéénych liniich. Z divodu velmi
vysoké nespecifické vazby se vSak ukdzalo, Ze neni vhodnym agonistou pro studium vazby
k tomuto receptoru [44]. Pomoci 'I-Tyr-Ala-hexarelinu byla vazebnymi experimenty
dokazana specifickd vazba k receptoru GHS-R v membrénach bun¢k izolovanych z lidské
hypofyzy a hypotalamu [45].

Ghrelin a stejné tak i dalsi peptidovi agonisté vykazuji kratky polocas degradace. Bylo
proto navrzeno mnoho nepeptidovych agonistii ghrelinu. Za zminéni stoji nejucinnéjsi
slouceniny MK-0677 [46] a IMV1843 [47] (Obr.6), které byly zatfazeny do klinickych testt.
JMV1843 ma schopnost stimulovat uvoliiovani GH vyssi, nez ghrelin [48] a nyni je jiz ve

druhé fazi klinického testovani na uvoliiovani ristové hormonu [13].

A) B)

gt

—

\_/—NSOCH,

Obr. 6 — Struktura vybranych nepeptidovych agonistii receptoru GHS-Rla - A) MK-0677 a
B)JMV'1843
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1.3.3. Antagonisté ghrelinu

Z peptidovych analogi se jako u¢inny antagonista GHS-R ukazuje [D-Lys ]JGHRP-6 a
[D-Arg', D-Phe’, D-Trp””, Leu''Jsubstance P (dale jen SPa). Antagonistické pisobeni téchto
peptidii bylo prokazano in vitro potlatenim ghrelinem vyvolaného uvolnéni Ca*” a u [D-
Lys’JGHRP-6 také vytésnénim ghrelinu zvazby k bunééné linii RC-4B/C (potkani
hypofyzéarni tumorova linie) [49]. Dale na linii HEK 293 s transfektovanym receptorem GHS-
Rla [D-Lys’JGHRP-6 i SPa potladovaly ghrelinem vyvolanou fosforylaci ERK 1/2 (zkratka
pochézi z anglického vyrazu — Extracellular Signal-Regulated Kinase typ 1/2) [50]. V in vivo
experimentech bylo ptisobenim [D-Lys3]GHRP-6 a SPa dosazeno snizeni pfijmu potravy po
centralnim 1 perifernim podani u mysi [51].

Je zndmo 1 mnoho nepeptidovych antagonisti GHS-R. Jako prvni byl identifikovan
isoxazol-karboxamid [47]. Strukturné aktivitni studie této slouceniny vedly k objeveni série
molekul plisobicich antagonisticky na GHS-R. Dal§i GHS-R 1a antagonisté jsou odvozeni od
tetralin-karboxamidu [47]. Tyto slouc¢eniny mély pfi studiich in vivo lepsi farmakodynamické
vlastnosti (napf. vyS$$i biologickou dostupnost), nez slou€eniny odvozené od isoxazol
karboxamidu [47]. V laboratofi profesora Martineze bylo syntetizovano velké mnozstvi
nepeptidovych anatagonistt GHS-Rla receptoru. In vivo antagonistické plsobeni bylo
popsano napi. u sloueniny JMV 3002 (Obr. 7). Tato latka snizila orexigenni pusobeni
hexarelinu u sytych potkana [52].

Firmou Abott byly syntetizovany a nasledné podrobeny testim in vivo antagonisticky
pusobici slouc¢eniny odvozené od 2,4 diaminopyrimidinu. Tyto slouceniny v in vivo pokusech
(na potkanech) dosdhly velmi dobrych vysledkii. Maji dobrou biologickou dostupnost, jsou
schopny prochazet hematoencefalickou bariérou a 14 denni terapii bylo u pokusnych potkanti

dosazeno 5 % ubytku té€lesné hmotnosti [47].

Obr. 7 — Nepeptidovy antagonista receptoru GHS-R1a JMV 3002
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1.3.4. Radioaktivné znacené ligandy receptoru GHS-R1a

Jako radioligand, cili radioaktivné oznaCeny agonista receptoru GHS-R, jsou
pouzivany rizné slouceniny, které se také Casto pouzivaji pro strukturné aktivitni studie
analogii ghrelinu k bunkdm s transfektovanym receptorem GHS-R [53].

V nékolika studiich, (stejné jako v nasi studii), byl pouzivan ghrelin s radioaktivnim
jodem '*I navazanym na histidin v pozici 9 oznadovany ['*’I-His’]-ghrelin [54]. Pro vazebné

'L Tyr*]-ghrelin [55], ktery bylo mono radioaktivné ozna¢it diky

studie je pouzivany [
zaméné fenylalaninu v pozici 4 v pfirozené se vyskytujicim ghrelinu za tyrosin.

Pfi strukturné aktivitnich studiich analogti ghrelinu byl také pouzivdn nepeptidovy
agonista receptoru GHS-R [3SS]MK-O677 [33].

'L Tyr-Ala-GHRP-6 a '*’I-Tyr-Ala-hexarelinu maji na N-konec t&chto ptvodnich
hexapeptidl (agonistli receptoru GHS-R) pfidany aminokyselinové zbytky Tyr-Ala, ¢imz bylo
umoznéno tyto slouteniny radioaktivng oznagit navazanim '*’I na tyrosinovém zbytku [43,

45].

1.4. Hypofyzarni bunééné linie pouZivané pro vazebné studie ghrelinu

Pro vazebné studie ghrelinu byly v nasi studii pouZivany hypofyzarni bunééné linie
RC-4B/C, AtT-20 a GH3. Linie RC-4B/C byla ziskana z nezhoubného nadoru (adenomu)
pfedni hypofyzy potkanich samcl. Linie RC-4B/C obsahuje buiky, které produkuji GH,
luteinizaéni hormon (LH), hormon stimulujici folikuly (FSH), prolaktin, adenokortikotropni
hormon (ACTH) a tyreotropin (TSH). V této linii byla detekovana exprese GHS-Rla
receptoru [56]. Bylo prokézéano, ze ghrelin v bunkach linie RC-4B/C prosttednictvim GHS-
Rla receptoru vyvolava zvySenou (v zavislosti na davce) koncentraci nitrobunécnych
Ca*"iontd [49, 57].

Linie AtT-20 pochdzi z tumoru piedni hypofyzy mysSi. Tato linie produkuje
adenokortikotropni hormon [58].

Epiteliadlni bunécna linie GH3 byla ziskdna ze zhoubného nadoru hypofyzy mladych
potkanich samic. Obsahuje bunky produkujici GH, a to ve vétSi mife nez primarni
hypofyzarni buniky, a dale produkuje prolaktin [59]. Bylo zjisténo, ze ghrelin v linii GH3
prostfednictvim GHS-R1a receptoru spousti signaliza¢ni kaskddu MAPK/ERK1/2 (zkratka
pochéazi z anglického vytrazu — Mitogen-Acitvated Protein Kinase/Extracellular signal —
Regulation Kinase 1/2) [60]. Fosforylaci MAPK/ERK1/2 je regulovana aktivita mnoha

transkrip¢nich faktort.
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2. Cile

Na hypofyzarnich bun&tnych liniich pfirozené exprimujicich receptor ghrelinu
GHS-R 1a optimalizovat podminky pro vazbu radioaktivné zna¢ené¢ho ghrelinu a

[Dpr’]ghr a provést saturaéni vazebnou studii.
Kompetitivni vazbou analogti ghrelinu k bunéénym membranam linie LCC PK-1
s transfektovanym receptorem GHS-R 1la porovnat in vitro afinitu analogl

ghrelinu.

Testovat analogy ghrelinu in vivo na pifijem potravy u mys$i a urcit jejich

agonistickou nebo antagonistickou aktivitu.
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3. Materialy a pristroje
3.1. Chemikalie

Akrylamid (> 99 %)
Bisakrylamid

BSA

BNPP

Bromfenolova modf

Dodecyl sulfat sodny (SDS)
DMEM - high glucose (4,5 g/1)
EGF

EDTA

FBS Standard quality
Fyziologicky roztok
L-glutamin 200 mM
Glycerin bezvody (p.a.)
Glycin (p.a.)

HEPES (99,5 %)

IHS

Iodo-Gen

Merkaptoethanol

NaF (p.a.)

Na' 2

Na3;VO4 (minimum 90 %)

Sigma, St. Louis, MO, USA
Sigma, St. Louis, MO, USA

Serva GmbH, Heidelberg, Némecko

Sigma, St. Louis, MO, USA

Sigma, St. Louis, MO, USA

Sigma, St. Louis, MO, USA
PAA Laboratories GmbH, Pasching, Rakousko

Sigma, St. Louis, MO, USA

Lachema, Brno, Ceska republika

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Rakousko
Infusia, Hofatev, CR

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Rakousko
PENTA, Chrudim, CR

PENTA, Chrudim, CR

Sigma, St. Louis, MO, USA

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Rakousko
Pierce Chemicals Co., Rockford, IL, USA
Sigma, St. Louis, MO, USA

PENTA, Chrudim, CR

MP Biomedicals, Illkirch, Francie

Sigma, St. Louis, MO, USA
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PEI
PMA

PMSF

Persiran amonny (>98 %)
Penicilin

Standard dual color
TEMED

Trizma base Primary Standard and
Buffer (> 99,9 %)

Triton X-100

3.2. Materialy

Nitrocelul6zova memebrana
PVDF-Immobilon membrana

Filtry GF/C

3.3. Protilatky

Anti GHSR-1a krali¢i polyklonalni protilatka
Anti B-aktin mysi monoklonalni protilatka

Fosfo-p44/42MAPK(Thr202/Tyr204)

myS$i monoklondlni protilatka

P44/42 MAPK (ERK1/2) (3A7) my$i monoklonalni

protilatka

Proti mysi IgG peroxidazovy konjugat

Proti krali¢i IgG peroxidazovy konjugat

Sigma, St. Louis, MO, USA
Sigma, St. Louis, MO, USA

Sigma, St. Louis, MO, USA

Fluka, Buchs, gvycarsko

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Rakousko
Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Sigma, St. Louis, MO, USA

Sigma, St. Louis, MO, USA

Koch-Light Lab. Colnbrook, Berks, VB

Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Sigma, St. Louis, MO, USA

Whatman, Maidstone, Velka Britanie

Milipore, Billerica, MA, USA
Sigma, St. Louis, MO, USA

Cell Signalling Technology,
Beverly, MA, USA

Cell Signalling Technology,
Beverly, MA, USA

Sigma, St. Louis, MO, USA

Sigma, St. Louis, MO, USA
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3.4. Ristova média

Hypofyzarni buné¢né linie byly péstovany v umélych tekutych ristovych médiich. Do

médii byla pfidavéana séra, ktera poskytuji nezbytné riistové faktory. Déle byl do vSech médii

pridavéan L-glutamin (do kone¢né koncentrace 2 mM) a antibiotika (penicilin/streptomycin do

kone¢né koncentrace 1% obj.). Antibiotika byla pfiddvana ze 100x koncentrovaného

zasobniho roztoku, pfesnou koncentraci vyrobce (PAA Laboratories GmbH, Pasching,

Rakousko) neuvadi. Zakladni média obsahuji esencialni aminokyseliny, zdroj energie,

vitaminy a anorganické soli. Volba média je zavisld na typu bunck. Dulezitym faktorem

ovlivilujicim rist bunck je pH. Nami pouZzivané bunécné linie rostly pii pH 7,4. Pro snadné

monitorovani pH je v zakladnim médiu obsazen indikator pH. Mnozstvi do médii pfidavnych

latek ptehledné shrnuje tabulka (Tab. 1).

Tab. 1 Piehled pouZitych ristovych médii

Bunééna linie | Zakladni médium | Pidané latky Mnozstvi
pridané latky
FBS 10 obj. %
RC-4B/C DMEM L-glutamin 2 mmol/l
EGF 2,5 pgll
HIS 15 obj. %
GH3 Ham's F-10 | FBS 2.5 obj. %
L-glutamin 2 mmol/l
FBS 10 obj. %
AtT-20 DMEM
L-glutamin 2 mmol/l
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3.5. Pristroje

Biohazardni box
Blotovaci zafizeni

Brandeluv pfistroj

CCD kamera LAS-3000
Centrifuga HETTICH Univerzal 320
CO; inkubator MCO 18AIC

Gama-¢itad

Mikroskop Stand Axiovert 40 CFL

Elektorforeticka souprava

(EuroFlow S41, Clean Air, Woerden, Nizozemi)

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Biochemical and Development Laboratories,
Gaithersburg, MA, USA

Fuji Photo Film GmbH, Diisseldorf, Némecko
Tuttlingen, Némecko
Sanyo, Osaka, Japonsko

Wizard 1470 Automatic Gamma Counter, Perkin
Elmer, Wellesley, MA, USA

Zeiss, Oberkochen, Némecko

Bio-Rad, Hercules, CA, USA
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4. Metody

4.1. Peptidy

Peptid ghrelin (déle jen ghr) a jeho analogy byly syntetizovany v Ustavu organické
chemie a biochemie, v.v.i., AVCR, Praha, na oddéleni Syntézy peptidii, metodou syntézy na
pevné fazi [61]. Zakladnim syntetickym analogem ghrelinu v na$i studii je [Dpr’]ghr, u
kterého je serin v pozici 3 zaménén za diamino-propionovou (Dpr) kyselinu, ke které je
oktanova skupina védzana stabilnéjsi amidovou vazbou. Aminokyselinova sekvence ptirozené
se vyskytujiciho ghrelinu (potkani) a [Dpr’]ghr je na obrazku (Obr.8). Strukturu viech nami

pouzivanych analogt prehledné shrnuje tabulka (Tab.2 na str. 35).

€ ?FLSPEHQKAQ QEEESEEPPAELOPE  GE(Dp1r)FLEFEHQE AQOQREESKEFPAELOFR
|

O-oktanovl N-oktanovl

a) peptid ghrelin b) peptid [Dpr3 ]ghr

Obr. 8 — Sekvence peptidit ghr a [Dpr3]ghr. (a) — peptid ghrelin je tvoren 28 AMK a k serinu
v pozici 3 je esterovou vazbou pripojen oktanoyl. (b) — peptid [Dpr’] ghr — je tvoren 28 AMK,
serin v pozici 3 je zamenén za Dpr (diamino-propionovou kyselinu), ke které je oktanoyl

pripojen stabilnéjsi amidovou vazbou.
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Tab. 2 — Sekvence analogu ghrelinu. Analogy ghrelinu mély modifikace v aminokyselindch

v pozicich 1 (X), 3 (Y) a 4 (Z) a retézci (W) navdzaném na pozici na pozici 3. Vyznam

zkratek: Sar — sarkosin, Dpr — diamino-propionova kyselina, Nal — naftylalanin, Cha —

cyklohexylalanin, Trp — tryptofan.

NeYZLEPEHQE A QUEREESERFPAETOPE

Pocet

Nazev AMK X Y V/
1 ghr 28  O-oktanoyl S F
2 [Dpr’]ghr 28  N-oktanoyl G Dpr F
3 [Sar', Dpr’]ghr 28  N-oktanoyl Sar Dpr F
4  [Dpr’, Nal*]ghr 28  N-oktanoyl G Dpr Nal
5  [Sar', Dpr’, Nal*]ghr 28  N-oktanoyl Sar Dpr Nal
6  [Dpr’, Cha*]ghr 28  N-oktanoyl G Dpr Cha
7 [Sar', Dpr’, Cha*]ghr 28  N-oktanoyl Sar Dpr Cha
8  Ghr(1-5) 5 O-oktanoyl G S F
9  [Dpr’lghr (1-5) 5 N-oktanoyl G Dpr F
10 [Sar', Dpr’lghr (1-5) 5 N-oktanoyl Sar Dpr F
11 [Dpr’]ghr (1-8) 8  N-oktanoyl G Dpr F
12 [Sar', Dpr’Jghr (1-8) 8 N-oktanoyl Sar Dpr F
13 desoktanoyl ghr 28 - G S F
14 desoktanoyl [Dpr’]ghr 28 - G Dpr F
15 [Trp’]ghr (1-5) 5 - G Trp F
16  [Nal’]ghr (1-5) 5 - G Nal F
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4.2. Jodace Ghrelinu a [Dpr3|ghr

Ghrelin a [Dpr’]ghr byly jodovany na histidinovém zbytku v pozici 9 pomoci Na'*’I &
neradioaktivnim Nal s pouzitim ¢inidla lodo-gen v 0,1 M sodnofosfatovém pufru o pH 7,2 v
laboratoii Radioizotopy, UOCHB, v.v.i, AVCR Praha. Jodace probihala 15 minut pii
pokojové teploté, podle instrukci vyrobce. Radioaktivni nebo neradioaktivni nejodovany,
mono-jodovany a di-jodovany ghrelin, nebo [Dpr3]ghr byly separovany pomoci RP-HPLC po
30 minut piisobeni. Jako mobilni faze byl pouzit 20% az 40% gradient acetonitrilu ve vod¢ s
1% TFA (kyselinou trifluoroctovou). Molekulovd hmotnost neradioaktivné jodovaného
peptidu byla ovéfena hmotnostni spektrometrii.

12I_ghr) a mono-jodovany ['*’I-His’]-

Mono-jodovany ['*I-His’]-ghrelin (dale jen
[Dpr3]ghr (dale jen '*’I-[Dpr3]ghr) pouzivané pro vazebné experimenty byly uchovany v

alikvotech pfi -20 °C a spotfebovany v priubéhu jednoho mésice.

4.3. Péstovani hypofyzarnich bunéénych linii

Bunky byly kultivovany v inkubatoru pii 37 °C v atmosféte 95 % vzduchu a 5 %
oxidu uhli¢itého.

Buniky byly pii péstovani vyzivovany tekutymi ristovymi médii (viz kapitola 3).
Hypofyzarni bunécné linie RC-4B/C, AtT-20 a GH3 jsou adherentni. Pfi kultivaci
adherentnich kultur je tfeba dbat na to, aby bunky nedosahly 100% konfluence (kompletni
porost na dn¢€ nadoby). Pasazovani bylo provadéno po 2 — 4 dnech exponencialniho rtstu. Pro
vazebné pokusy byly buniky péstovany ve 24-jamkovych destickach (NunclonTM, NUNC,
Roskilte, Dansko), s primérem jamky 15 mm. Pro lepsi adherenci bunék bylo dno jamek
potaZeno polyethyleniminem. Pfed pokusem byly bunky asi z 80 % konfluentni.

Pfesné zjisténi poctu bunck se provadélo pfimym pocitanim bunck - mikroskopicky,
pomoci Biirkerovy komirky. Pocet buné€k v jednom ¢&tverci Biirkerovy komitrky (0,1 pl)
nasobeny 10 000 odpovidal po¢tu bun¢k v 1 ml.

Pted kazdym pokusem byly buiiky kontrolovany mikroskopicky. Buiiky byly pocitany
vzdy pted 1 po pokusu.

4.5. Detekce receptoru GHS-R 1a

Buitkam na 24-jamkovych vazebnych destickach bylo odsato riistové médium, jamky

byly 3x promyty promyvacim pufrem (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, § mM NaHPO,,
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1,76 mM KH,PO4) a nasledné byly lyzovany lyzaénim pufrem (62,5 mM Tris, 10% glycerol,
2% SDS, 0,01% bromfenolovd modf). Obsah jamek po 5 minutich plsobeni lyza¢niho pufru
byl pfenesen do mikrozkumavek a zamraZen pii -20 °C. Pocet bun€k byl poc€itan v kontrolnich
jamkach vzdy pied a po pokusu.

Lyzat bun¢k byl pfed elektroforézou denaturovan (sonikace po dobu 30-ti sekund,
zahtati na 100 °C po dobu 2 minut). Mnozstvi vzorku pro elektroforézu bylo ur¢eno dle poctu
bunek v lyzatu (po pokusu). Jako standard molekulové hmotnosti byl pouzit Precision Plus
Protein Standart (Bio-Rad, Herkules, CA, USA).

Elektroforéza probihala ve 5/12% polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
dodecylsulfatu sodného na pfistroji MiniProtean 3 (Bio-rad, Herkules, CA, USA) v
elektrodovém pufru (25 mM Tris, 192 mM glycin, 1% SDS) pfi konstantnim napéti 100 V
(prvnich 10 minut) a dale pii 150 V (cca 1 h). Postup SDS-PAGE byl proveden dle
doporuceného protokolu firmy BioRad (Herkules, CA, USA).

Po probéhnuti SDS-PAGE byly proteiny pfeneseny na nitrocelulozovou membranu
(Bio-Rad, Herkules,CA, USA). Pienos probihal v blotovacim pufru (25 mM Tris, 192 mM
glycin, 20% methanol, 0,1% SDS) pomoci blotovaciho zatfizeni (Bio-Rad, Herkules, CA,
USA) pii konstantnim napéti 30 V, po dobu 18 hodin, pti 6 °C.

Po pfeneseni proteinli byla membrana promyta po dobu 5 minut promyvacim pufrem
(20 mM Tris, 140 mM NaCl, 0,1% Tween-20). Dale byla membréna inkubovéna 1 hodinu
s blokujicim pufrem (5 % suSené netu¢né mléko, 20 mM Tris, 140 mM NaCl, 0,1% Tween-
20) a po té byla ttikrat po 5-ti minutach promyta promyvacim pufrem.

Po blokaci a promyti byla membréana inkubovéna s primarni protilatkou (Tab. 3), ktera
byla fedéna v blokovacim pufru v poméru dle doporuceni vyrobce. Membrina byla
inkubovéana s primarni protildtkou 1 hodinu a po té byla tfikrat po 5-ti minutdch promyta
promyvacim pufrem.

Déle byla membrdna inkubovdna 1 hodinu se sekundarni protilatkou (Tab. 3).
Peroxidazovy konjugat sekundéarni protilatky byl fedén v blokovacim pufru dle doporuceni
vyrobce. Po inkubaci byla membrana opét tfikrat po dobu 5-ti minut promyta promyvacim
pufrem. Postup byl proveden za pokojové teploty, podle doporu¢eného protokolu firmy Cell
signalling technology (Beverly MA, USA).

Poté byla membrana 5 minut inkubovana (bez ptistupu svétla) s Cinidlem Femto
(Pierce SuperSignal, Thermo Fischer Scientific, Rocford, IL, USA). Chemilumiscence
vyvoland reakci sekundarni protilatky s ¢inidlem Femto byla detekovana v CCD kamete

LAS-3000 (Phuji Photo Film GmbH, Diisseldorf, Némecko).
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Vzorky pouzité¢ k detekci GHS-R 1a byly pouzity ke stanoveni aktinu. Tato metoda
slouzila jako stanoveni celkovych proteinli ve vzorcich bunéénych lyzath. Aktin byl
detekovéan pomoci specifické primarni protilatky metodou Western blot postupem popsanym

vySe. Druh a fedéni pouzitych protilatek shrnuje tabulka (Tab. 3)

Tab. 3 — Prehled pouzitych protilatek a Fedéni

Protilatka Zakladni latka

Krali¢i GHS-R 1a polyklonalni protilatka,
Primarni anti GHS-R 1a fedéni 1 : 320
(Millipore, Billerica, MA, USA)

Mysi anti f-aktin monoklonélni protilatka,
Primérni anti B-aktin Redéni 1 : 500

(Sigma, St. Louis, MO, USA)

Proti kralici IgG pfipraveny v koze,
Sekundérni proti krali¢i konjugovany s peroxidazou, fedéni 1:12000

(Sigma, St. Louis, MO, USA)

Proti mySi IgG pfipraveny v koze,
Sekundarni proti mysi konjugovany s peroxidazou, fedéni 1:12000

(Sigma, St. Louis, MO, USA)

4.6. Saturacni vazebné experimenty na celych buiikach RC-4B/C, AtT-20 a GH3

Bunky na 24-jamkovych destickach byly pied pokusem z 80% konfluentni. Z jamek
bylo odsato médium a jamka byla promyta 1 ml promyvaciho pufru o pH 7,4 (10mM HEPES,
120 mM NaCl, 10mM MgCl,, 5 mM KCI). Pokusy byly provadény =za diive
optimalizovanych inkubacnich podminek [44]. Vazebné experimenty probihaly ve vazebném
pufru o pH 7,4 (50 mM Tris/HCI, 120 mM NaCl, 10mM MgCl,, 5 mM KCIl). Pro stanoveni
celkové vazby - By byly pouzity '*’I-ghr nebo '*I-[Dpr’]ghr v koncentraci 0,5 — 5 nM, pro
urceni nespecifické vazby — Bysg byl do jamek vedle radioligandu napipetovan neznaceny ghr
nebo [Dpr3]ghr o koncentraci 10° M. Inkubace probihala 1 hodinu p¥i pokojové teploté. Po
skonCeni inkubace byly jamky tfikrat promyty promyvacim pufrem a bunky byly
solubilizovany 0,1 M NaOH. Po 15 minutach piisobeni NaOH byl obsah jamek pienesen do
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zkumavek a mnozstvi radioaktivity navazané na buiikach bylo ur¢eno pomoci Gama-cCitace
(Wizard 1470, Automatic Gamma Counter, Perkin Elmer, Wellesley, MA, USA). Kazdy pokus
byl provadén v duplikdtech a minimaln¢ tfikrdt opakovan. Pocet bun€k byl pocitdn
v kontrolnich jamkach vzdy pfed a po pokusu. Satura¢ni vazebné experimenty byly navrzeny

dle principt Motulského a Neubiga [62].

125 125

4.7. Stabilizace vazby ““I-ghr a I-[Dpr3 ]ghr k hypofyzarnim liniim pomoci inhibitort

proteas a esteras

125 125

Saturatni vazebné experimenty s '*’I-ghr a '*I-[Dpr’]ghr byly dale provadény
s ptidavkem inhibitord proteas a esteras ve vazebném pufru (viz kapitola 4.6.). Za ucelem
snizeni degradace proteini béhem inkubace byly do vazebného pufru piidavany tyto
inhibitory: EDTA o koncentraci 2,5 mM, dale EDTA ve stejné koncentraci spolu s BNPP
(bis-[p-nitrophenyl] phosphate) o koncentraci 0,3 mg/ml a PMSF (phenylmethylsulfonyl
florid) o koncentraci ImM. Roztok PMSF byl pfipravovan vzdy té$né pied pokusem [41].
Pribéh experimentt 1 inkubace probihala za stejnych podminek jako v pfedchozi kapitole (viz

kapitola 4.6.).

4.8. Stanoveni bunééné signalizace pMAPK/ERK 1/2 na bunééné linii GH3

Buniky byly narostlé na 24-jamkovych vazebnych destickdch do 80 % konfluence.
Zhruba 18 hodin pfed pokusem bylo buikdm vyménéno médium za médium bez séra.
Nasledujici den byly bunky inkubovany s PMA (phorbol-myristoyl-acetat, jako pozitivni
kontrola), ghr nebo [Dpr3]ghr v kone¢né koncentraci 10° M, nebo TRH v kone¢né
koncentraci 10® M. Buiiky byly inkubovéany za stilého michani 10 minut pii 37°C. Po
skonc¢eni inkubace bylo médium s latkami z jamek odsato, kazda jamky byla tfikrat promyta
promyvacim pufrem (viz kapitola 4.5.) a buiiky byly ponechany 5 minut pii 4°C inkubovat
s lyza¢nim pufrem (62,5 mM Tris, 10% glycerol, 2% SDS, 0,01% bromfenolov4d modt, 50
mM NaF, 5 mM Na3;VO,). Zlyzované buiikky byly pfeneseny do mikrozkumavek, 10-15
sekund sonikovany a zamrazeny pii -20 °C. Pocet bun€k byl pocitan v kontrolnich jamkach
vzdy pted a po pokusu.

Se vzorky byla déale provedena elektroforéza (viz kapitola 4.5.). Po probéhnuti byly
proteiny pfeneseny na membranu PVDF (polyvinylidenflorid) - PVDF-Immobilon™ (Sigma-
Aldich, USA). Ptfenos probihal v blotovacim pufru (25 mM Tris, 192 mM glycin, 20%
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methanol). Po pieneseni proteinti byla membrdna promyta po dobu 5 minut promyvacim
pufrem (20 mM Tris, 140 mM NaCL, 0,1% Tween-20). Déle byla membrana inkubovéna 1
hodinu s blokujicim pufrem (5 % suSené netu¢né¢ mléko, 20 mM Tris, 140 mM NaCL, 0,1%
Tween-20, 50 mM NaF, 5 mM Na3;VOy4) a po té byla tiikrat po 5-ti minutach promyta
promyvacim pufrem. Déle byla membrana inkubovana sprimarni a pozdé¢ji sekundarni
protilatkou, dle postupu v ptedchozi kapitole (viz kapitola 4.5.). Druh a fedéni pouzitych
protilatek shrnuje tabulka (Tab. 4)

Vzorky pouzité k detekci pMAPK/ERK1/2 byly také pouzity ke stanoveni celkového
MAPK/ERK1/2. Tato metoda slouzila jako stanoveni celkovych proteini ve vzorcich
bunéénych lyzati. MAPK byl detekovan pomoci specifické primarni protilatky metodou
Western blot, postupem popsanym vyse. Druh a fedéni pouzitych protilatek shrnuje tabulka
(Tab. 4).

Tab. 4 — Prehled pouzitych protilatek a Fedéni

Protilatka Zakladni latka

Mysi Fosfo-p44/42MAPK

Primérni Fosfo MAPK/ERK1/2 (Thr202/Tyr204) monoklonalni protilatka,
fedéni 1 : 2000

(Cell signalling Technology, Beverly, MA, USA)

Mysi p44/42MAPK (3A7) monoklondlni protiléatka,
Primérni MAPK/ERK1/2 fedéni 1 : 2000
(Cell signalling Technology, Beverly, MA, USA)

Proti krali¢i IgG pfipraveny v koze, konjugovany
Sekundérni proti krali¢i s peroxiddzou, fedéni 1:12000

(Sigma, St. Louis, MO, USA)

4.9. Membrany LCC PK-1 bunék s tranfektovanym lidskym receptorem GHS-R 1a

Pro satura¢ni a kompetitivni vazebné experimenty byly pouzity membrany LCC PK-1
bunck s transfektovanym lidskym receptorem GHS-R la (dar od Prof. Martineze, CNRS,

Montpellier, Francie). Transfekce byla provedena metodou elektroporace [53].
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Suspenze bunék byla rozmrazena vzdy pfed pokusem, po rozmrazeni byla fedéna ve
vazebném pufru o pH 7,4 (50 mM Tris/HCI, 5 mM EDTA, 2,5 mM MgCl, 0,1 % BSA) na
kone¢nou koncentraci proteini 10 pg/zkumavku. Po nafedéni byly membrany
homogenizovany ve sklenéném homogenizatoru s teflonovym diikem. Béhem celého pokusu

byly membrany michdny a uchovany na ledu.

4.10. Vazebné experimenty na membranach bunék LCC PK-1 s transfektovanym

receptorem GHSR-1

4.10.1. Saturacni vazebné experimenty

Vazebné experimenty probihaly za optimalizovanych podminek [53], ve vazebném
pufru (viz kapitola 4.4.). Pro uréeni Bt byl do zkumavek napipetovan '’I-[Dpr’]ghr nebo '*°I-
ghr o koncentraci 0,5 — 8 nM, do zkumavek v nichz se ur¢ovala Bxgg byl vedle radioligandu
napipetovan neznaceny peptid [Dpr’]ghr nebo ghr o koncentaci 10° M. Pokus byl spuitén
pfidanim suspenze membran bun€k LCC PK-1 s transfektovanym receptorem GHS-R la (viz
kapitola 4.4.) do kone¢né koncentrace 10 ng/zkumavku. Inkubace probihala 45 minut za
stalého michani pii pokojové teploté a byla ukoncena rychlou filtraci na Brandelové pfistroji
(Biochemical and Development Laboratories, Gaithersburg, MA, USA). Pouzité filtry GF/C
(Whatman, Maidstone, Velka Britanie) byly pfed pokusem namoceny 60 minut ve vazebném
pufru s 0,5 % PEIL. Zkumavky byly pomoci Brandelova pfistroje tikrat promyty vychlazenym
(4°C) promyvacim pufrem o pH 7,4 (20mM Tris, 5 mM EDTA, 2,5 mM MgCl,, 0,015%
Triton-20). Mnozstvi radioaktivity navazané na membranach bylo uréeno pomoci Gama-
¢itace. Kazdy pokus byl provadén v duplikdtech a minimalné tiikrat opakovan. Schéma

saturacnich vazebnych experimentl bylo provedeno dle Motulského a Neubiga [62].

4.10.2. Kompetitivni vazebné experimenty

Kompetitivni vazebné experimenty probihaly za stejnych podminek jako saturacni
vazebné experimenty na membranach bunék LCC PK-1 s transektovanym receptorem GHS-R
la (viz kapitola 4.7.1.). Pro ureni Br byl do vazebného pufru napipetovan '*’I-[Dpr’]ghr

nebo % I-ghr o koncentraci 5x10" M. Do zkumavek, v nichz se urovala Bngsg, byl vedle
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radioligandu pfidan neznaceny peptid [Dpr’]ghr nebo ghr o koncentaci 10° M. Kompetujici
peptidy byly pouzivany v koncentracich 102 — 10 M. Pokusy byly provadény v duplikatech
a minimdln¢ tfikrat opakovany. Kompetitivni vazebné experimenty byly navrzeny dle

principti Motulského a Neubiga [62].

4.11. Analyza dat ziskanych z vazebnych pokusii a statistika

Satura¢ni 1 kompetitivni vazebné kiivky byly zpracovany v programu Graph-Pad
Prism Software (San Diego, CA, USA). Byl pouzit model nelinedrni regrese pro vazbu na
jedno vazebné misto.

Z téchto kiivek byly ziskdny hodnoty: Bma.x (Pocet vazebnych mist/buitka v piipadé
pokusii na celych buiikach, fmol receptorii/mg membranovych proteint v piipadé pokust na
bunénych membranach), K4 — rovnovazna disociacni konstanta radioligandu [M] (oznacujici
koncentraci radioligandu, pfi které se radioligand za rovnovahy vaze na polovinuvazebnych
mist), ICso — poloviéni inhibi¢ni konstanta [M] (oznacujici koncentraci neznaceného ligandu,
pii které se neznaceny ligand vaze na polovinu vazebnych mist v pfitomnosti radioligandu)
[62] a byly statisticky zpracovany a vyjadieny jako primér + stiedni chyba priméru (SEM).
Hodnota K; — rovnovazna disocia¢ni konstanta neznacené¢ho ligandu [M] (oznacujici
koncentraci neznaceného ligandu, pfi které se neznaceny ligand vaZe na polovinu vazebnych
mist v rovnovaze za nepfitomnosti radioligandu ¢i1 jinych kompetitori) byla ziskana pomoci

hodnoty ICsy a K4 dosazenim do rovnice Cheng-Prusoffa (Obr. 9) [63].

I e
N |radiodigand | [1]
£

K. =

Obr. 9 Rovnice Cheng-Prusoffa pro vypocet K; K, — rovnovazna disociacni konstanta
neznaceného ligandu [M] byla vypocitana dosazenim hodnot: ICsy — polovicni inhibicni
konstanty [M] (ziskané z kompetitivnich vazebnych experimentii), K; — rovnovazné disociacni
konstanty radioligandu [M] (ziskané ze saturacnich vazebnych experimentii) a [radioligand]

[M] — koncentrace radioligandu pouzivané pri kompetitivnich experimentech [62, 63].
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4.12. Stanoveni prijmu potravy u mysi
4.12.1. Pouzita zvirata

Pokusy pfijmu potravy byly provadény na pfiblizn€ 3 mésice starych mysich samcich
inbredniho kmene C57BI/6 (AnLab, CR) o primérné hmotnosti 30 g. Zvifata byla chovéna v
akreditovaném zvétinci UMG AV CR pii teploté 22 = 2 °C, méla volny piistup k potravé i piti
a rytmus svétlo/tma byl 12/12 hodin (svétlo od 6 hodin rdno). Mysi byly krmené standardni
dietou St-1 (Velaz, Kole¢, CR). Hmotnost mysi byla sledovana pravidelnd jednou tydng.
Se zvitaty bylo zachdzeno podle zdkona o ochrané zvifat proti tyrani (zdkon ¢. 246/1992 Sb.)

a pokusy byly schvaleny komisi pro experimenty se zvitaty AV CR.

4.12.2. Test piijmu potravy — orexigenni aktivita

V pokusu byla pouzita sytd zvifata chovand jednotlivé v klecich, kterd méla ptistup
k potravé do zacatku pokusu, piistup k piti méla zvitata béhem celého pokusu. Kazda skupina
byla tvofena 5-6ti zvifaty. Testované latky byly zvifatim podavany subkutanné (SC) v objemu
0,2 ml o koncentraci 0,1 — 10 mg/kg, kontrolnim zvifatim byl SC podan fyziologicky roztok
(0,2 ml). Po aplikaci latky byla zvifatim odebrdna potrava, kterd jim byla vracena za 15
minut od aplikace latky (pfedem zvazené pelety). Mnozstvi zkonzumované potravy bylo

stanoveno vazenim pelety kazdych 30 minut po dobu 6 — 8 hodin.

4.12.3. Test prijmu potravy — anorexigenni aktivita

V pokusu byla pouzita hladova zvitata (po 17 hodinach hladovéni) chovana jednotlivé
v klecich, ktera méla pfistup k piti béhem celého pokusu. Kazda skupina byla tvofena 5-ti
zvitaty. Testované latky byly zvifatim podavany subkutanné v objemu 0,2 ml o koncentraci
10 mg/kg, kontrolnim zvifatim byl SC podan fyziologicky roztok (0,2 ml). Za 15 minut od
aplikace latky byla zvifatim podana potrava (pfedem zvazené pelety). MnoZstvi

zkonzumované potravy bylo méfeno vazenim pelety kazdych 30 minut po dobu 6 — 8 hodin.
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4.13. Stanoveni koncentrace ristového hormonu v plasmé
4.13.1. Odbér krve/plasmy

Mysim kmene C57 o pfiblizném stafi 3 mésice a primérné hmotnosti 30 g byly
aplikovany SC latky (ghr, [Dpr’lghr, [Sar', Dpr’, Nal*]ghr a [Sar', Dpr’, Cha*]ghr)
v mnozstvi 0,2 ml v davce 3 mg/kg, kontrolnim zvifatim byl podan SC pouze fyziologicky
roztok. Kazd4 skupina byla tvofena 5-7 zvitaty. P&t minut po aplikaci latek byla zvitata
usmrcena cervikalni dislokaci a byla jim odebrana krev do zkumavky s roztokem EDTA
(konec¢na koncentrace EDTA ¢inila v 500 pul krve ptiblizné 10%). Z celé krve byla po odd¢leni
krevniho kolace ziskdna plasma (centrifugaci 3000 x g, 15 min pii 10 °C), kterd byla

uchovana v alikvotech pii — 20 °C.

4.13.2. Stanoveni koncentrace ristové hormonu v plasmé

Koncentrace ristového hormonu byla v plasmé stanovena pomoci RIA kitu pro

potkani riistovy hormon (Izotop, Budapest, Mad’arsko) dle instrukci vyrobce.

4.13.3. Vyhodnoceni vysledki

4.14. Vypocty a statistika in vivo experimentu

Vysledky z pfijmu potravy jsou vyhodnoceny v gramech pfijmu potravy v zavislosti
na ¢ase od podani latek. Vynesenim grami piijaté potravy v zavislosti na davce podané latky
byly v programu Graph-Pad Prism Software ziskany kiivky, z nichz byly pro jednotlivé latky
urceny hodnoty ECsg (polovi¢ni efektivni koncentrace) [62].

Ziskané hodnoty byly statisticky zpracovany pro zjisténi smérodatnosti rozdili mezi
skupinami a jsou uvedeny jako primérna hodnota + stfedni chyba priméru (SEM). Statistika
byla provadéna metodou one-way ANOVA, za pouziti Dunnetova srovnavaciho testu. Rozdily

byly povaZovany za signifikantni pokud P < 0,05 (*), P < 0,01 (**) a P < 0,001 (***)
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5. Vysledky

5.1. Peptidy

Molekulova hmotnost syntetizovanych peptidii (viz Tab. 2 na str. 35) byla ovéfena na
hmotnostnim spektrometru (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA). Bylo prokazano, ze se

shoduje s teoretickou hmotnosti. Cistota peptidi byla vyssi nez 95 %.

5.2. Jodace ghrelinu a [Dprs]ghr

Ghrelin a [Dpr’]ghr byly jodovany radioaktivné i neradioaktivné na odd&leni
Radioizotopy UOCHB, v.v.i., AVCR Praha. Produktem reakci byl mono-jodovany a di-
jodovany ghrelin (nebo [Dpr’]ghr) v poméru 2:1, pfi¢ems &ast peptidu zistala nezreagovana.

Mono-jodovany '*I-ghr (nebo [Dpr’]ghr) pouZzivany pii nasich experimentech byl od

di-jodovaného a nezreagovaného peptidu oddélen pomoci RP-HPLC.

5.3. Péstovani hypofyzarnich bunéénych linii

Vazebné experimenty byly provadény na celych builkdch péstovanych na
24-jamkovych destickach. V jednotlivych experimentech bylo pouzito 300—430 tisic bunék na
jamku.

Potazenim desti¢ek PEI bylo dosaZzeno dobré adhese bun€k hypofyzarnich linii RC-
4B/C, GH3 a AtT-20. Pfisednutim bunék bylo zajisténo homogenni rozlozeni bun€k na dné
jamky a vyS$si odolnost buné€k pii vazebném pokusu. Spravny rist bunéénych linii byl zajistén
kultivaci za sterilnich a teplotné optimalnich podminek ve vhodném ristovém médiu.

Fotografie bunéénych linii jsou na obrazku (Obr. 10 na str. 46).
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RC-4B/C

Obr. 10 — Bunécné linie

Hypofyzarni bunécné linie byly fotografovany po 72-96 hodinach riistu se zvétsenim 20x.

5.4. Detekce receptoru GHS-R 1a
Pritomnost receptoru GHS-R la v bunéénych linich RC 4B/C, AtT-20 a GH3 byla

prokazovana metodou Western Blot pomoci specifické primarni protilatky. Na membranach
byl u vSech linii prokazan protein odpovidajici molekulové hmotnosti GHS-R 1a o velikosti
41 kDa dle polohy standardu molekulové hmotnosti a prouzek odpovidajici molekulové
hmotnosti aktinu o velikosti 40 kDa dle polohy standardu molekulové hmotnosti (Obr. 11).
Pritomnost receptoru pro ghrelin (GHS-R 1a ) tak byla touto metodou prokazana ve vSech
nami pouzivanych linich. Stanovenim aktinu bylo potvrzeno stejné mnozstvi naneseného

proteinu ve vSech vzorcich hypofyzarnich linii (Obr. 11).

& B .
GHS-R1la —) WS WEneemme  am——— <« 41kDa

———. N ——

Aktin —> <— 40 kDa

AtT20 GH3 RC-4B/C

Obr. 11 — Detekce receptoru pro ghrelin (GHS-R la) a aktinu na linii RC-4B/C, AtT20 a
GH3 metodou Western blot. Lyzace bunék a postup Western blotu bylo popsano v metodach
(viz kapitola 4.5.).
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5.5. Saturacni vazebné experimenty na celych buiikich RC-4B/C, AtT20 a GH3

125 125

Saturatni vazebné experimenty s '*’I-ghr a '*’I-[Dpr’]ghr na celych buiikach linii
RC-4B/C, AtT20 a GH3 byly provadény za podminek optimalizovanych piedchozimi
experimenty — 1 hodinu, pii pokojové teploté¢ ve vazebném pufru bez ptidavku inhibitor

proteas a esteras. Nespecifickd vazba vzristala linedrné¢ se zvySujici se koncentraci

125 125
I-

radioligandu, Cinila témét 50% z celkové vazby ““I-ghr a témét 30% z celkové vazby
[Dpr’]ghr. Odettenim nespecifické vazby od vazby celkové byl ziskan graf specifické vazby —
Bsp. Z grafu specifické vazby byly odecteny hodnoty rovnovazné disociacni konstanty Kq4 a
pocet vazebnych mist na bunku By, které jsou se stiedni chybou priméru (SEM) uvedeny
v tabulce (Tab. 5). Reprezentativni vazebné kiivky pro liniit GH3 jsou ukdzany na obrazku

(Obr. 12 na str. 48).

Tab. 5 — Konstanty B,,. a K; £ SEM urcené saturacnimi experimenty 7 grafu specifické
vazby "’ I-ghr a "*I-[Dpr’|ghr k buiikdm RC-4B/C, AtT-20 a GH3

Bax je pocet vazebnych mist na bunku, K, je rovnovazna disociacni konstanta. Obé hodnoty
byly zjistovany pri saturacnich vazebnych experimentech probihajicich pri dobé inkubace 60
minut a teploté 25 °C, ve vazebném pufru bez pridavku inhibitoru proteas. Vysledné hodnoty

Bonax a Ky jsou priimérem vysledkii minimalné ze tri experimentii.

B max Kd

Bunécna linie [vazebna mista/burika] [nM]

Bl _ohr 51 [Dpr’]ghr I-ghr I [Dpr’]ghr
RC-4B/C 13400 £3700 | 10600 £ 2700 3,79 £ 1,47 4,25+ 0,85
AtT 20 2800 + 1200 7300 + 2300 3,40 + 2,44 4,17 £ 0,90
GH3 19800 + 10000 | 19700 + 2600 6,85+ 1,10 8,53+ 1,73
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Obr. 12 — Reprezentativni kiivky saturacnich vazebnych experimentii IZSI-ghr nebo "I
[Dpr[’ghr k bunééné lini GH3

Bunky byly inkubovany pri 25 °C po 60 minut, ve vazebném pufru s rostouci koncentract
125[—ghr nebo ]25[-[Dpr]3ghr v nepritomnosti (celkova vazba) nebo pritomnosti (nespecificka
vazba) Ix10° M ghr [Dpr]jghr. Specificka vazba byla vypocitana jako rozdil celkové a

nespecifické vazby. Krivky byly vyneseny pomoci nelinedrni regrese.
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5.6. Stabilizace vazby '*I-ghr a '*I-[Dpr’]ghr k hypofyzarnim liniim pomoci inhibitori
proteas a esteras

Za ucelem sniZeni degradace peptidi '*I-ghr a '*I-[Dpr]’ghr b&hem inkubace,
k dosazeni niz8i nespecifické vazby k hypofyzarnim buitkam, byly do vazebného pufru
pfidavany tyto inhibitory proteas a esteras: EDTA, EDTA +BNPP a PMSF [41]. Pfidavek

zadné z téchto latek nevedl ke snizeni nespecifické vazby.

5.7. Stanoveni Fosforylace MAPK/ERK1/2 u linie GH3 metodou Western blot

Pro aktivaci MAPK/ERK1/2 bylo na buiiky ptsobeno peptidy ghr a [Dpr’]ghr v
koncentraci 10 M. Jako pozitivni kontrola byly pouzity PMA v koncentraci 10° M a TRH
v koncentraci 10° M. Inkubace probihala po dobu 10 minut, pfi 37 °C. Pisobenim peptidi
ghr a [Dpr3]ghr nedoslo ke zvySeni fosforylace MAPK/ERK1/2 oproti kontrole, jak je patrné
z obrazku (Obr. 13). Inkubace s TRH a PMA jako standardnich latek zpusobila zvySenou
fosforylaci MAPK/ERK /2 oproti kontrole.

Se stejnymi vzorky lyzatd buné¢k GH3 byl metodou Western blot pomoci specifické
primarni protilatky detekovan celkovy MAPK/ERK1/2. Timto stanovenim bylo potvrzeno
stejné celkové mnozstvi protein MAPK/ERK1/2 ve vSech pouzitych vzorcich lyzath bunék

GH3.

44 kDa > - S mm—
-— — | —— e

42 kDa > —
Kontrola ghr [Dpr]sghr TRH PMA

Obr. 13 — Stanoveni Fosforylace MAPK/ERK1/2 na linii GH3 metodou Western blot. Pro
stimulaci bylo na buiiky piisobeno ghr a [Dpr’]ghr v koncentraci 10° M 10 minut pFi 37 °C,
Jjako pozitivni kontrola slouzil PMA (10° M) a TRH (10°). Lyzace bunék po piisobeni a

stanoveni metodou Western blot bylo  popsano v Metodach (viz kapitola 4.5.).
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5.8. Saturacni vazebné experimenty na membranach bunék LCC PK-1

s transfektovanym receptorem GHS-R 1a

Saturacni vazebné experimenty na membranach bunék LCC PK-1 s transfektovanym
receptorem GHS-R la byly s provadény s '*’I-ghr a 'I-[Dpr’]ghr za optimalizovanych
podminek [53] — 10 ng/zkumavku, inkubace 45 minut, pfi pokojové teploté a za stalé¢ho
michéani. Nespecifickd vazba vzristala linedrné se zvySujici se koncentraci radioligandu, a
byla asi 20 % z celkové vazby. Odectenim nespecifické vazby od vazby celkové byl ziskan
graf specifické vazby — Bgg. Z grafu specifické vazby byly odecteny hodnoty K4 a By, které
jsou se sttedni chybou priméru (SEM) uvedeny v tabulce (Tab. 6). Reprezentativni grafy jsou

znazornény na obrazku (Obr. 14 na str. 51).

Tab. 6 — Konstanty B,,. a K; = SEM urcené saturacnimi experimenty z grafu specifické
vazby125l-ghr a 1251-[Dpr3 Jghr k membrandam bunék LCC PK-1 s transfektovanym
receptorem GHS-R la

Bunax je uvedena ve fmol/mg (fmol receptorii na mg membranovych proteinii), K, je
rovnovazna disociacni konstanta. Obé hodnoty byly zjistovany pri saturacnich vazebnych
experimentech probihajicich pri dobé inkubace 45 minut a teploté 25 °C. Vysledné hodnoty

Bonax a Ky jsou priimeérem vysledkii minimalné ze tri experimentii.

Kd Bmax
Latka [nM] [fmol/mg]
BL_ghr 0,44 £ 0,12 860 + 160
5L [Dpr’|ghr 0,79 + 0,28 800 + 70
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Obr. 14 — Reprezentativni kiivky saturacnich vazebnych experimentii. Vazba "“"I-ghr a

IZ5I—[Dpr]3ghr k membranam bunék LCC PK-1 s transfektovanym receptorem GHS-R 1a

Bunky byly inkubovany pri 25 °C po 60 minut, ve vazebném pufru s rostouci koncentract 1251

1251—[Dpr]3ghr v nepritomnosti (celkova vazba) nebo pritomnosti (nespecificka

ghr nebo
vazba) Ix10° M ghr nebo [Dpr]’ghr. Specificki vazba Bsg byla vypocitina jako rozdil

celkové Br a nespecifické vazby Bysg. Krivky byly vyneseny pomoci nelinedrni regrese.
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5.9. Kompetitivni vazebné experimenty na membranach bunék LCC PK-1

s transfektovanym receptorem GHS-R 1a
5.9.1. Kompetitivni vazebné experimenty se '’I-ghr

Kompetitivni  vazebné experimenty na membranach bunck LCC PK-1

']_ghr za optimalizovanych

s transfektovanym receptorem GHS-R la byly provadény se
podminek [53] — 10 ng/zkumavku, inkubace 45 minut, pii pokojové teploté a za stalého
michani. '*I-ghr byl vytésiiovan vzristajici koncentraci neznaGenych analogii ghrelinu.
Typické vazebné kiivky jsou zobrazeny na obrazku (Obr. 15 na str. 53), kde jsou proti
logaritmu koncentrace peptidu vynaSeny procenta specifické vazby. Kazdy pokus byl
provadén v duplikdtech a minimalné tfikrat opakovan. Pro stanoveni nespecifické vazby byl
pouzit ghr v koncentraci 10° M.

Z grafu specifické vazby byla ziskdna hodnota ICsy a pomoci hodnoty Ky, ziskané
z pfedchozich saturacnich experimenti na membrandch LCC PK-1 bunék s transfektovanym
receptorem GHS-R 1a (viz. kapitola 5.6.), byla vypocitana hodnota K;, dle rovnice Chenga-
Prusoffa [63]. Vysledné hodnoty K; a ICsy pfehledné shrnuje tabulka (Tab. 7 na str. 54).

Analogy snekdédovymi aminokyselinami se vazaly na membrany LCC PK-I
s transfektovanym receptorem GHS-R 1a bungk s hodnotou K; fadové 10 M. Vyrazn& lepsi
vazbu vykazovaly analogy s naftylalaninem v pozici 4, které se vazaly s hodnotou K; 107" M.
N-koncové fragmenty peptidii (ghr(1-5), [Dpr’]ghr(1-5), [Sar', Dpr’]ghr (1-8) ) se vazaly
s hodnotou K; fadové 10° M. Analogy bez oktanové skupiny (desoktanoyl ghr a desoktanoyl
[Dpr]’ghr) vytésiovaly '*I-ghr s hodnotou ICso v&tsi nez 10 M.
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Specificka vazba [%] Specificka vazba [%]
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v zavislosti na koncentraci neznacenych peptidii.

4

ghr

[Dpr’Ighr
[Sar1, Dprs]ghr
Desoct ghr

Desoct [Dpr]ghr

ghr

[Dpr3, Nal4]ghr
[Sar1,Dpr3,NaI4]ghr
[Dpr3, Cha4]ghr
[Sar1, Dpr3, Cha4]ghr

ghr

ghr (1-5)

[Dpr]ghr (1-5)
[Sar', Dpr’]ghr (1-8)

Obr. 15 — Kompetitivni vazebné kitivky ">’ I-ghr a analogii ghr na membrindch bunék LCC
PK-1 s transfektovanym receptorem GHS-R 1a. 125I—ghr byl vytésnovan vzrustajici
koncentraci neznacenych peptidii. Reprezentativni krivky jsou vyneseny jako % specifické

vazby ' I-ghr (po odecteni nespecifické vazby v pritomnosti ghr 107 M) z vazby celkové
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Tab. 7 — Konstanty ICsp a K; urcéené kompetitivnimi experimenty 7 grafu specifické vazby
125I-ghr k membranam bunék LCC PK-1 s transfektovanym receptorem GHS-R la. ml—ghr
byl vytésnovan vzristajici koncentraci neznacenych peptidu. Hodnoty ICspa K; £ SEM jsou
priumérem minimalné ze tii experimentu a byly ziskany dosazenim do rovnice Chenga-

Prusoffa [63](Kd = 0,44 + 0,22 nM, urceno v kapitole 5.6.)

Analog

1Cs¢ [M]

K; [M]

ghr

[Dpr’]ghr

[Sar', Dpr’]ghr
[Dpr’, Nal*]ghr
[Sar', Dpr’, Nal*]ghr
[Dpr’, Cha*]ghr
[Sar', Dpr’, Cha*]ghr
ghr(1-5)
[Dpr’]ghr(1-5)

[Sar', Dpr’]ghr (1-8)
[Nal’]ghr(1-5)
desoktanoyl ghr
desoktanoyl [Dpr]’ghr

(3,71 + 1,06)x10”
(3,32 + 1,04)x10”
(2,58 + 1,66)x10”
(4,95 +0,95)x10™"°
(3,26 £ 1,17)x10™"°
(1,69 +0,32)x10”
(2,73 + 1,44)x10”
(1,85 £ 1,17)x10°®
(1,95 + 0,65)x10°®
(3,28 + 1,70)x10°®

>107

>107

> 107

(3,67 + 1,05)x10”
(3,28 + 1,03)x10”
(2,56 + 1,64)x10”
(4,89 +0,94)x107"°
(3,22 +1,15)x10™"°
(1,67 £0,31)x10”
(2,70 + 1,42)x10”
(1,83 £ 1,16)x10°®
(1,93 +0,65)x10™®
(3,24 + 1,68)x10®

>107

>107

> 107

5.9.2. Kompetitivni vazebné experimenty se '>’I-[Dpr’]ghr

Kompetitivni  vazebné experimenty na membranach bunék LCC PK-1
s transfektovanym receptorem GHS-R 1la byly provadény se 'I-[Dpr’lghr za stejnych
podminek jako se '*I-ghr (viz kapitola 5.7.1.). '®I-[Dpr’]ghr byl vytdsiiovan vzriistajici
koncentraci nezna¢enych peptidii ghr a [Dpr’|ghr. Typické vazebné kiivky jsou zobrazeny na
obrazku (Obr. 16 na str. 55), kde jsou proti logaritmu koncentrace peptidu vynasena procenta
specifické vazby z vazby celkové. Kazdy pokus byl provadén v duplikatech a minimalné

trikrat opakovan.

54



100

-o— ghr

807 = [Dprilghr

40+

20

Specificka vazba [%]

0 T T T
14 12 -10 -8 -6 -4

Logaritmus koncentrace peptidii [M]

Obr. 16 — Kompetitivnich vazebné kitivky ">’ I-[Dp¥’Jghr na membrandch bunék LCC PK-1
s transfektovanym receptorem GHS-R la. 1B Dpr]ghr byl vytésiiovin vzristajici
koncentraci neznacenych peptidii. Reprezentativni kiivky jsou vyneseny jako % specifické
vazby "I [Dpr’ ] ghr (po odecteni nespecifické vazby v pFitomnosti [Dpr’]ghr 107 M) z vazby

celkové v zavislosti na koncentraci neznacenych peptidii.

Z grafu specifické vazby byla ziskdna hodnota ICsy a pomoci hodnoty Ky, ziskané
z ptedchozich saturacnich experimentd (viz. kapitola 5.6.) na membranich LCC PK-1
s transfektovanym receptorem GHS-R 1la bunék, byla vypocitana hodnota K;. Vysledné
hodnoty K; a ICsy piehledné shrnuje tabulka (Tab. 8). Radové se hodnoty shoduji s vysledky

ziskanymi z kompetitivnich experimentd se '*’I-ghr .

Tab. 8 — Konstanty I1Csyp a K; urcené kompetitivnimi experimenty 7 grafu specifické vazby
B DprIghr k membrindm bunék LCC PK-1 s transfektovanym receptorem GHS-R Ia.
51 Dpr] ghr byl vytésnovan vzrustajici koncentraci neznacnych peptidu. Hodnoty ICsp a K;
+ SEM jsou priimérem minimalné ze tii experimentu a byly ziskany dosazenim do rovnice

Chenga-Prusoffa [63] (Kd = 0,79 £ 0,4 nM, urceno v kapitole 5.6.

Analog ICs5 [M] K; [M]
ghr (9,65 + 7,95)x10” (8,55 + 7,04)x10”
[Dpr’]ghr (1,87 £0,74)x10™ (1,66 + 0,66)x10™
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5.10. Vliv analogii ghr na pfijem potravy u mysi
5.10.1. Testovani analogii ghrelinu na potencialni anorexigenni aktivitu

Kumulativni pfijem potravy po SC podani latek byl sledovan u hladovych (17 hodin
hladovéni) mysich samcti kmene C57 v 30-ti minutovych intervalech po dobu 5-6 hodin.
Hodnoty piijmu potravy po aplikaci analogh v davce 10 mg/kg byly zpracovany jako
zévislost pfijmu potravy (g) na Case, jak ukazuji grafy (Obr.17 a, b, c, d na str. 56-58).

Analogy [Dpr’]ghr (1-5) a [Dpr’]ghr (1-8) sniZovaly piijem potravy oproti zvitatim,
kterym byl injektovan pouze fyziologicky roztok, ovSem jejich ptsobeni nebylo signifikantni
(Obr. 17a). Po podéni analogti [Trp3]ghr (1-5) a [Na13]ghr (1-5) bylo dosazeno velmi malého
snizeni potravy oproti zvifatim, kterym byl injektovan pouze fyziologicky roztok, jejich
pisobeni také nebylo signifikantni (Obr. 17b). Analogy [Sar', Dpr’]ghr (1-5), [Sar', Dpr’]ghr
(1-8), [Dpr’ Nal*]ghr a [Dpr’ Cha*]ghr nemély Zadny vliv na p¥ijem potravy (Obr. 17¢ a
17d).
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Obr. 17 — Kumulativni p¥ijem potravy u hladovych mysSich samcu C57. Latky byly mysim
podany SC v davce 10 mg/kg, n=5-6 mysi na skupinu.

5.10.2. Testovani analogt ghrelinu na potencialni orexigenni aktivitu

Kumulativni pfijem potravy po SC podani latek byl sledovan u sytych mysSich samct
kmene C57 v 30-ti minutovych intervalech po dobu 6-8 hodin v davkach 0,1 — 10 mg/kg.
Hodnoty piijmu potravy po aplikaci analogi v ddvce Smg/kg byly zpracovany jako zavislost
pfijmu potravy (g) na Case, jak ukazuje graf (Obr. 18 na str. 59). VSechny testované, tj. dlouhé
analogy ghr a [Dpr’]ghr a jeho analogy zvySovaly pfijem potravy oproti zvifatim, kterym byl
injektovan pouze fyziologicky roztok, analogy ghrelinu tedy ptisobily agonisticky, m¢ly
orexigenni u¢inek. Zkracené analogy ghr, tj. [Dpr’]ghr (1-5), [Sar', Dpr’]ghr (1-5) a [Dpr’]ghr
(1-8) a analogy bez oktanové kyseliny nemély vliv na pfijem potravy po podani sytym
mysim.

Zvyseni ptijmu potravy po podani ghrelinu 1 jeho analogt bylo signifikatni. Podani
[Dpr’]ghr mélo za u¢inek vyrazn&jsi zvyieni piijmu potravy oproti podani fyziologického

roztoku nez ghrelin. Siln&j§i orexigenni G¢inek neZ [Dpr’]ghr mély analogy [Sar', Dpr’]ghr a
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[Dpr’, Nal*]ghr. Nejvyssiho zvyseni pjmu potravy bylo dosazeno po podani [Dpr’, Cha*]ghr
a [Sar', Dpr’, Cha*|ghr. Analog [Sar', Dpr’, Nal*]ghr mé&l niZ§i orexigenni u¢inek neZ
[Dpr’]ghr, jeho plisobeni viak bylo signifikatni.

Orexigenni ptsobeni po podani vSech latek bylo dlouhodobé, trvalo déle nez 7 hodin.
Maximalniho G&inku bylo u ghr , [Dpr’]ghr a [Sar', Dpr’, Nal*]ghr dosaZeno po 250 minutach
od podani, u ostatnich analogti po 350 minutach od podéani (Obr. 18).
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—— Desoktanoyl ghr

Obr. 18 — Kumulativni piijem potravy u sytych mysSich samci C57. Latky byly mysim
podany SC vdavce 5 mg/kg, desoktanoyl ghr v davce 10 mg/kg. n=5-6 mysi na skupinu.
Signifikance (Viici podani fyziologického roztoku) *** je P<0,001, ** je P<0,01 * je P<0,05 .

Déle byla zpracovana zavislost pfijmu potravy na podané davce analogli. Pro vypocet
polovi¢ni efektivni koncentrace - ECsg byly pouZzity hodnoty piijmu potravy po 250 minutach
(maximalni efekt) od podani analogi v davce 0,1; 0,5; 1; 5 a 10 mg/kg. Hodnoty ECsg
(mg/kg) shrnuje tabulka (Tab. 9 na str. 60). Vysledné kiivky piijmu potravy v zdvislosti na

davce analogu jsou na obrazku (Obr. 19 na str. 61), byly spocitiny nelinedrni regresi.
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Tab. 9 — Hodnoty ECsy (mg/kg). Pro ziskani ECsy+ SEM byly pouzity hodnoty prijmu potravy
po 250 minutach od SC podani latek v davce 0,1; 0,5; 1; 5 a 10 mg/kg. n=5 mysi na skupinu.

Analog ECs) [mg/kg]
ghr 2,39+ 1,07
[Dpr’]ghr 0,82 + 0,37
[Sarl, Dpr3]ghr 0,65+0,29
[Dpr3, Nal4]ghr 1,13 +0,51
[Sar',Dpr’, Nal*]ghr 1,27 £ 0,57
[Dpr’, Cha*]ghr 0,35+ 0,16
[Sarl,Dpr3, Cha4]ghr 4,63 £2,07
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Mnozstvi prijaté potravy [g] Mnozstvi prijaté potravy [g]

Mnozstvi prijaté potravy [g]

Obr. 19 — K¥ivky zavislosti ucinku na ddvce podané latky. Latky byly podavany SC v davce
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0,1, 0,5; 1; 5 a 10 mg/kg. Byly pouzity hodnoty mnozstvi prijaté potravy (g) po 250 minutdch

od podani latek. n=5 mysi na skupinu.
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5.11. Stanoveni koncentrace ristového hormonu v plasmé

Testované latky byly mySim SC injektovany v dace 3 mg/kg, po 5 minutach od
aplikace latek byla zvifata usmrcena a byla ziskana plasma. Koncentrace rastového hormonu
(GH) byla v plasmé¢ stanovena metodou RIA. ZvySena koncentrace GH (oproti hladin€ po
podani fyziologického roztoku) byla stanovena po aplikaci vSech latek, nicméné
signifikantniho zvySeni koncentrace bylo dosazeno pouze po podani ghrelinu (3mg/kg),
podanim ostatnich analogli ghr bylo dosazeno nesignifikantné zvySeného uvolnéni GH (oproti
uvolnéni po podani fyziologického roztoku). Vysledné hodnoty plasmatické koncentrace GH

jsou zobrazeny v grafu (Obr. 20).
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Obr. 20 — Plasmatické koncentrace riistového hormonu [ng/ml]. n=>5-7 mysi na skupinu,

signifikance (Viici hodnoté po podani fyziologického roztoku)* je P<0,05.
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6. Diskuze

Ghrelin je doposud jediny zndmy peptid zvySujici pfijem vytvafeny perifernimi
tkdnémi potravy a pusobici periferné¢ 1 v CNS. Objev ghrelinu v roce 1999 [18] byl velmi
vyznamny: stejné jako objev leptinu v roce 1994 [64], i tento objev vedl k velkému nartistu
studii zabyvajicich se regulaci pfijmu potravy a nasledné¢ novym poznatklim, které by mohly
vést jak k 1écbé obezity (pouziti antagonistii ghr), tak nemoci spojenych s nechutenstvim,
malnutrici a kachexii (agonisté ghrelinu). Jednou z velkych vyhod ghrelinu a jeho analogt je
moznost podavat ghrelin a jeho analogy periferné, ackoliv pfesny mechanismus pusobeni
ghrelinu v CNS zatim neni znam. Nepeptidové analogy pak pfinaSeji moznost peroralni

aplikace, protoze jsou odoln¢ proti proteolytické degradaci.

6.1. Analogy ghrelinu

Struktura analogii ghrelinu v nasi studii byla navrzena na zadkladé¢ poznatki ze
strukturné aktivitnich studii [33, 34, 40]. Pro vazbu ghrelinu (¢i jeho syntetického analogu)
k receptoru je nutna ptitomnost oktanové kyseliny vazané k serinu v pozici 3. V pfirozené se
vyskytujicim ghrelinu je oktanoyl vadzan nestabilni esterovou vazbou. Vysledkem studie
zabyvajici se degradaci ghrelinu in vitro v homogenatech riznych tkani bylo zjisténi, ze
nejcastéji dochazi k odstépovani oktanové kyseliny od peptidového fetézce [41]. Napfi. v krvi
cirkuluje velké mnozstvi 90% ghrelinu v desoktanoyl formé a jen 10% v acylované formé [4].
Presny fyziologicky vyznam desoktanoyl ghrelinu stidle neni zndm. Stejné tak i v nasi
piedchozi studii bylo hmotnostni spektroskopii prokdzano, ze pti vazebnych studiich dochazi
béhem inkubace ghrelinu s hypofyzarnimi bunéénymi liniemi z velké Casti k odStépovani
oktanoylu [44]. Proto byl jako zakladni synteticky analog ghrelinu v nasi studii navrzen
peptid [Dpr’]ghr, ktery ma serin v pozici 3 zaménén za diaminopropionovou kyselinu (Dpr),
ke které je oktanoyl vazan stabilngj$i amidovou vazbou. Ze strukturné aktivitnich studii je
znamo, ze zameéna esterové vazby za amidovou nevede ke ztrat¢ biologické aktivity [33]. Dale
je z téchto studi zndmo, ze minimalni sekvence zachovavajici si biologickou aktivitu je N-
koncovy tetrapeptid [34]. VySe zmiilovaiiou studii zabyvajici se degradaci ghrelinu in vitro
bylo zjisténo, ze ke Stépeni peptidu ghrelinu dochazi pravé mezi prvnimi péti N-koncovymi
aminokyselinami (mezi Ser’-Ser’, Ser’-Phe’, Phe*-Leu’) [41]. Nase syntetické analogy
ghrelinu proto obsahuji v molekule (na N-konci) jesté dal§i nekédové aminokyseliny (kromé

Dpr) — pro zvySeni stability peptidu a prodlouZeni uc¢inku analogu. Pro biologickou aktivitu je
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vyznamny fenylalanin v pozici 4 [40], ktery byl u naSich analogh nahrazen nekoédovymi
aminokyselinami naftylalaninem (Nal) nebo cyklohexylalaninem (Cha). Dale je pro
zachovani biologické aktivity diilezita volna NH, skupina na N-konci, acetylace ¢i deaminace
N-koncové aminokyseliny vedla ke ztraté biologické aktivity [33]. Nékolik analogl v nasi
studii ma v pozici 1 misto glycinu sarkosin. Sarkosin (methylglycin), ktery ma volnou NH;
skupinu a je odolngjsi vii¢i degradaci aminopeptidasami, nez glycin.

Byly pfipraveny také krat$i N-koncové fragmenty ghrelinu a jeho analogli a ghrelin a
[Dpr’]ghr bez oktanové skupiny, abychom zhodnotili vyznam oktanoylace a délky fetézce u

novych analogi [Dpr’]ghr.

6.2. In vitro experimenty

Je znamo, Ze hypofyza obsahuje velké mnozstvi receptorit GHS-R1a [17], a proto pro
vazebné studie ghrelinu a jeho analogl byly vybrany hypofyzarni bunééné linie RC-4B/C,
AtT-20 a GH3. V literatufe byly publikovany vysledky ukazujici pfitomnost receptoru GHS-R
la u linie RC-4B/C a GH3 [57, 60]. U linie AtT-20 se jeho vyskyt pfedpoklada nejen diky
hypofyzarnimu piivodu, ale 1 diky prokazané produkci ACTH [58], na jehoz sekreci ma
ghrelin vliv [23]. V na$i studii byla metodou Western blot pomoci specifické primarni
protilatky prokézéana ptitomnost receptoru pro ghrelin (GHS-R) ve vSech nami pouzivanych
liniich.

Aby bylo mozno u saturacnich vazebnych experimentl z kiivky zavislosti specifické
vazby na koncentraci radioligandu urcit pocet receptori Bm.x a hodnotu rovnovazné
disociacni konstanty K4 (vypovidajici o afinité radioligandu), je zdkladnim ptedpokladem
dosazeni rovnovahy mezi asociaci ligandu a receptoru a disociaci komplexu ligand-receptor
[62]. Dosazeni rovnovahy zavisi na mnoha faktorech, nejen na vlastnostech ligandu a
receptoru, ale 1 na dob¢ inkubace, teploté, slozeni vazebného pufru a dalSich experimentalnich
a za takto optimalizovanych podminek (60 minut pii 25 °C, sloZeni vazebného pufru viz
metody) byly provadény saturaéni vazebné experimenty se '*’I-ghr a '*’I-[Dpr’]ghr.

Pii saturadnich experimentech se '*’I-ghr na hypofyzarnich linich jsme se potykali
s ptili§ vysokou nespecifickou vazbou, kterd se pohybovala mezi 40-50% z celkové vazby.
Tento fakt si vysvétlujeme predevSim degradaci ghrelinu béhem inkubace, a to zejména
odstépovanim oktanové skupiny od peptidového fetézce. Saturatnimi vazebnymi pokusy se

125I-[Dpr3]ghr bylo dosaZzeno snizeni nespecifické vazby k hypofyzarnim liniim, nespecificka
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vazba '“’I-[Dpr’]ghr &inila piiblizng 30 % z celkové vazby. Navézanim oktanové skupiny

amidovou vazbou na peptidovy fetézec se tak tedy podaiilo castecné snizit nespecifickou

1. [Dpr’]ghr, nicmén& 30% nespecificka

125 125
I-

vazbu, coz je zfejm¢ z diivodu nizs$i degradace
vazba je stale pfili§ vysoka. Ziejmé tedy divodem vysoké nespecifické vazby “I-ghr a
[Dpr’]ghr neni jen odstépovani oktanové skupiny, ale i §tdpeni peptiddi v jinych &astech
molekuly. V dalsi sérii experimentii byly do vazebného pufru za Gcelem snizeni nespecifické
vazby pfidavany inhibitory proteas a esteras — PMSF, BNPP a EDTA, ¢i jejich kombinace.
Ptidavkem Zzadné ztéchto latek nebylo dosazeno nizs$i nespecifické vazby radioliganda
k hypofyzarnim bunécnym liniim.

Vysledné hodnoty Ky pro vazbu '*I-ghr i '*I-[Dpr’]ghr ke viem pouzivanym
hypofyzarnim linim jsou v nanomolarni oblasti, poéty vazebnych mist Bpay pro '>’I-ghr i '*I-
[Dpr’]ghr jsou pfiblizng deset tisic vazebnych mist na buiikach linii RC-4B/C a GH3 a
piiblizné tisice vazebnych mist na bunkach linie AtT-20.

Bylo popsano, ze ghrelin stimuluje fosforylaci MAPK/ERK1/2 v buitkach GH3 [60].
V nasi studii se metodou Western blot pomoci specifické primarni protilatky nepodaftilo
prokézat zvySenou fosforylaci MAPK/ERK1/2 v bunikdich GH3 oproti kontrole po pisobeni
ghrelinu a [Dpr’]ghr, pfi¢emz byla pozorovana zvysena fosforylace MAPK/ERK1/2 oproti
kontrole po ptisobeni PMA a TRH jako standardnich latek ptisobicich na buiky GH3. U ghr a
[Dpr’Jghr dochazelo patrné k rychlé degradaci peptidi.

Cilem naSich vazebnych experimentii s hypofyzadrnimi liniemi bylo vytvofeni
optimalniho systému pro ur¢ovani afinity analogli ghrelinu. Afinitu jednotlivych analogt Ize
urCit kompetitivnimi vazebnymi experimenty. Ty je oSem mozné provadét pouze, pokud
nespecificka vazba radioligandu v daném systému necini vice 20% z celkové vazby [62].
Tento pozadavek v naSem systému splnén nebyl a proto lze fici, Ze ndmi pouZzivané
hypofyzarni bunécné linie nejsou vhodné pro ur€ovani afinity analogi ghrelinu
kompetitivnimi vazebnymi experimenty. Toto naSe zjiSténi je v souladu se skuteCnosti, Ze
vétSina in vitro experimentli s ligandy receptoru GHS-Rla je provadéna na builkach
s transfektovanym receptorem GHS-Rla. Nasi laboratoii se podafilo ziskat v ramci
spoluprace od Prof. Martineze (CNRS — Faculté Pharmacie, Montpellier, Francie) membrany
bun¢k LCC PK-1 s transfektovanym lidskym receptorem receptorem GHS-R1a. S pouzitim

12

téchto membran byly naméfeny saturaéni i kompetitivni vazebné experimenty se '’I-ghr a

1 [Dpr’]ghr, které probihaly za podminek optimalizovanych skupinou Prof. Martineze (viz
metody).

Satura¢nimi experimenty byly ziskany hodnoty rovnovazné disociacni konstanty K4 —
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pro '*I-ghr 0,4440,12 nM a pro 'I-[Dpr’]ghr 0,79+0,28 nM. Nespecificka vazba '*’I-ghr
k membranam bunék LCC PK-1 s transfektovanym receptorem GHS-R1a byla vyssi, nez
nespecifickd vazba '*I-[Dpr’]ghr, neéinila viak vice nez 20% z celkové vazby a proto bylo
mozno Vtomto systému naméfit afinitu jednotlivych ghrelinovych analoglh pomoci
kompetitivnich experimenti.

Ptfi kompetitivnich vazebnych experimentech s membrnami LCC PK-1 bunék
s transfektovanym receptorem GHS-R la byl '*I-ghr vytéstiovan vzristajici koncentraci
neznacenych peptidii. Z grafu byla ziskdna hodnota polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace ICs
(koncentrace kompetitoru, kterou je z vazebnych mist vytésnéna polovina radioligandu) a
pomoci této konstanty a K4 ze saturacnich experimentt byla pro jednotlivé analogy vypoctena
rovnici Chenga-Prusoffa hodnota Kj, kterd vyjadiuje rovnovaznou disociac¢ni konstantu pro
neznafeny ligand. Tato hodnota ma vyznam koncentrace neznaceného ligandu, ktera se
v rovnovaze vaze na polovinu vazebnych mist v nepfitomnosti radioligandu. K; pro ghrelin,
[Dpr’]ghr, [Sar', Dpr’]ghr, [Dpr’, Cha*]ghr a [Sar', Dpr’, Cha*]ghr jsou ¥adové srovnatelné —
10° M. Vyrazng silngji byl '*I-ghr vytdsiiovan analogy [Dpr’, Nal*]ghr a [Sar', Dpr’,
Nal*]ghr, tyto analogy se vazaly s hodnotou K; 107'° M, maji tedy vy33i afinitu k receptoru
GHS-R1a nez samotny ghrelin &i [Dpr’]ghr. Naopak vyrazné slabgji byl '*I-ghr vytésiiovan
kratSimi N-koncovymi fragmenty ghrelinu - ghr (1-5), [Dpr3]ghr (1-5) a [Sar', Dpr3]ghr (1-8),
které se vazaly s hodnotou K; 10° M. Je znamo, e zkraceni ghrelinu od C-konce sniZuje
afinitu, ale aktivita takovych analogl ziistava ¢astecné zachovana [34]. Nas zajimaly kratsi N-
koncové fragmenty (1-5 a 1-8) a vliv modifikace v podob& aminokyselin Dpr’ a Sar'. Viechny
tyto analogy vykazovaly nizkou afinitu ke GHS-R 1a. Nejslabsimi kompetitory byly analogy
ghrelinu, které nemaji v molekule oktanovou skupinu, vézaly se s hodnotou K; > 10° M.
Potvrdili jsme tak ztratu afinity desoktanoyl analogii ke GHS-R [33, 34]. Receptor pro
desoktanoyl ghrelin zatim neni znam, ptesna funkce desoktanoyl ghrelinu v organismu také
ne [13].

Vysledné hodnoty K; pro ghrelin jsou fadové srovnatelné s literaturou. Vysledky
vypovidajici o afinité ghrelinovych analogti jsou v souladu se strukturné¢ aktivitnimi studiemi:
N-koncové fragmenty jsou schopné se vazat na receptor GHS-R1a, ovSem maji nizZsi afinitu
nez analogy obsahujici stejny pocet aminokyselin jako pfirozené se vyskytujici ghrelin.
Analogy bez oktanové skupiny ztraceji schopnost vazat se na receptor pro ghrelin. Vnesenim
nekodovych aminokyselin na N-konec molekuly peptidii nebyla sniZena afinita takovych
analogl k receptoru GHS-R1a, pravé naopak, tyto analogy vykazovaly vyS$si afinitu, coz je

zfejm¢ zplsobeno predevSim niz$i degradaci téchto analogii. Nejefektivnéjs$i se ukdzalo
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zabudovani aminokyseliny Nal do pozice 4.

Déle byly provadény kompetitivni experimenty na membranam bunék LCC PK-1
s transfektovanym lidskym receptorem GHS-Rla, pii kterych byl ghrelinem a [Dpr’]ghr
vytésiiovan 'ZI-[Dpr’]ghr. Vysledné hodnoty K; pro ghrelin i [Dpr’]ghr jsou fadové

srovnatelné s hodnotami pro tyto peptidy ziskané vyt&stiovanim '*’I-ghr.

6.3. In vivo experimenty

Z vazebnych pokust nevyplynulo, zda analogy ghrelinu schopné vazby na recptor
GHS-R 1la budou mit agonisticky (orexigenni) ¢i antagonisticky (anorexigenni) ucinek.
Anorexigenni aktivita analogli ghrelinu byla testovana po subkutanni aplikaci latek hladovym
(17 hodin) mysim samctm kmene C57. Analogy [Dpr’, Nal*]ghr a [Dpr’, Cha*]ghr, kratsi N-
koncové fragmenty [Sar', Dpr’]ghr (1-5), [Sar', Dpr’]ghr (1-8) a ani kratdi N-koncové
fragmenty bez oktanové skupiny — [Nal’Jghr (1-5), [Trp’]ghr (1-5) nesniZovaly piijem potravy
oproti kontrolnim zvifatim. Aplikace analogl [Dpr3]ghr (1-5) a [Dpr3]ghr (1-8) vedla
k mirnému snizeni piijmu potravy oproti kontrolnim zvifatim, jejich pusobeni vSak nebylo
signifikantni, i ptesto, ze byly aplikovany ve vysoké davce 10 mg/kg. Lze tedy fici, ze Zadny
z testovanych analogii nemé anorexigenni u¢inek, nejsou antagonisty ghrelinu.

Orexigenni aktivita byla testovana po subkutanni aplikaci latek sytym mySim samciim
kmene C57. VSechny testované analogy ghrelinu (v davce 5 mg/kg) signifikatné zvysSovaly
piijem potravy oproti kontrolnim zvifatiim, vyjma desoktanoyl ghrelinu (v davce 10 mg/kg),
podani ghrelinu, nicméné i toto zvySeni piijmu potravy bylo signifikatni vici kontrole.
Silngjsi orexigenni efekt nez ghrelin mél [Dpr’]ghr a [Sar', Dpr’, Nal*]ghr a jesté vyrazngjsiho
zvyieni p¥{jmu potravy bylo dosazeno po podani [Sar', Dpr’]ghr, [Dpr’, Nal*|ghr, [Dpr’,
Cha*]ghr a [Sar', Dpr’, Cha*]ghr. MiiZeme tedy Fici, Ze viechny analogy, u kterych byla
testovana orexigenni aktivita, jsou agonisty ghrelinu, jejich plsobeni je dlouhodobéjsi a
orexigenni efekt silné;si.

Vysledky naSich experimentti ukazuji, Ze analogy ghrelinu bez oktanové skupiny
nemaji vliv na ptfijem potravy: desoktanoyl ghrelin nezvySoval pfijem potravy u sytych mysi a
analogy [Nal’] ghr (1-5) a [Trp3] ghr (1-5) neovlivnily pfijem potravy u hladovych mysi. Stejné
tak je 1 v literatufe popsano né€kolik studii [13, 22], ve kterych desoktanoyl ghrelin nemél vliv
na piijem potravy. Nicméné¢ publikované vysledky testi pfijmu potravy po podani

desoktanoyl ghrelinu jsou sporné. Rada studii popisuje anorexigenni pasobeni desoktanoyl
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ghrelinu, nékolik studii popisuje orexigenni efekt [13, 22]. Zavérem naSich studii je, ze
vSechny analogy ghrelinu bez oktanové skupiny neovliviiovaly pifijem potravy.

Podobné¢ jako desoktanoyl analogy ghrelinu, ani kratsi (1-5 a 1-8) N-koncové analogy
nemaji vliv na piijem potravy. Vysledky tykajici se ovlivnéni pifijmu potravy po podani
takovych analogli nebyly zatim publikovany. Byla vSak provedena farmakokineticka studie
s N-koncovych fragmentem ghrelinu (1-7), ktera ukazuje, ze pro zachovani biologické
aktivity in vivo 1 in vitro je dulezity C-konec peptidu [36].

Maximalni orexigenni u¢inek u ghr a [Dpr’]ghr byl pozorovan po 250 minutach od
aplikace analogt, u analogti s nekddovymi aminokyselinami po 350 minutach od podani. Tyto
vysledky dokazuji, Ze wvneseni nekddovych aminokyselin do molekuly peptidu vede
k prodlouzeni uc¢inku. Pro vypocet polovi¢ni efektivni koncentrace ECsy byly pouzity hodnoty
pfijmu potravy po 250 minutich od aplikace analogli v davce 0,1; 0,5; 1; 5 a 10 mg/kg.
Hodnoty ECsgse pohybuji od desetin mg/kg po mg/kg. Ghrelin pasobi orexigenné s hodnotou
ECsy 2,39+1,07 mg/kg, zatimco hodnota ECsg [Dpr3]ghr je o fad nizsi — 0,824+0,37 mg/kg.
Cha*|ghr — 0,35+0,16 mg/kg. Tyto vysledky jsou v souladu s vysledky in vitro experimentil.
Vnesenim nekdédovych aminokyselin do molekuly peptidu je dosazeno vyraznéjsiho efektu
takového peptidu, coz je nejspiSe zptisobeno sniZzenou degradaci analogu, kterd vede
k zesileni a proudlouZeni u€inkt té€chto analogt.

Dalsi vyznamnou fyziologickou funkci ghrelinu je jeho schopnost stimulovat sekreci
GH [23] a proto byla in vivo testovana schopnost analogii ghr, [Dpr°]ghr, [Sar', Dpr®, Nal*]ghr
a [Sar', Dpr’, Cha*]ghr po subkutannim podani zvySovat uvoliiovani GH. Viechny testované
analogy zvySovaly uvoliovani GH oproti kontrolnim zvifatim, nicméné signifikantniho
zvyseni bylo dosaZeno pouze po podani ghrelinu. Divodem, pro¢ analogy [Dpr’]ghr, [Sar',
Dpr’, Nal*]ghr a [Sar', Dpr’, Cha*]ghr nezvy3ovaly uvoliiovani GH signifikantng, mize byt
pravdépodobné také staii mysi (3 mésice). Bézné se uvoliovani GH testuje na mladSich
zvitatech. V téchto studiich se vylu¢oval GH po perifernim piisobeni ghrelinem jak u potkanii,
tak u mysi ¢i u lidi [65]. V nasi studii byla ovSem pouzita zvifata pfiblizn¢ stejného staii, jaka
byla pouzita na testy piijmu potravy. Miizeme tedy shrnout, ze u dospélych mysi plisobi nami
pouzivané analogy ghrelinu specificky orexigenné, GH tyto analogy zvySuji jen mirné.

Nase vysledky vedou k zavéru, Ze syntetické analogy ghrelinu (dlouhé formy)
testované v na$i studii jsou agonisty ghrelinu. Struktura téchto analogl je zaloZena na

stabilizaci k peptidu navazané oktanové skupiny, kterd je dulezitd pro biologickou aktivitu,

68



tedy vazbu na receptor. Oktanova skupina je vazana amidovou vazbou misto esterové vazby,
kterou je pfipojena v piirozené se vyskytujicim ghrelinu. Tyto analogy (stabilizované jesté
vnesenim dal§im nekdédovych aminokyselin do molekuly) maji v experimentech in vitro vyssi
afinitu k receptoru GHS-R1a a v experimentech in vivo vykazuji prodlouzeny ucinek a silnéjsi
orexigenni efekt nez ghrelin.

Nejvy$$im piinosem této studie jsou dlouhé analogy [Dpr’]ghr — agonisté, jejichz
vysoka orexigenni aktivita a prodlouzeny u¢inek bychom v budoucnu radi vyuzili v dalSich
studiich in vivo. Budeme se snazit zmapovat ucinek téchto analogli v hypotalamu sledovanim
aktivace proteinu Fos (odradzi neuronalni aktivitu po ucincich latek v CNS) a pomoci
imunohistochemie také chceme sledovat bunécnou signalizaci pomoci fosforylace AMPK
(adenosin monofosfat protein kinas) metodou Western blot.

V dlouhodobém in vivo pokusu budou analogy [Dpr’]ghr testovany v modelu kachexie
u mysi — artritidy indukované kolagenem. Zde by dlouhodobé piisobici analogy [Dpr’]ghr

Tyto analogy by tedy v budoucnu mohly byt pouzity jako potencialni léCiva pfii
podvyzivé a ubytku svalové hmoty u pacientd s nadorovymi onemocnénimi, artritidou, nebo

nékterymi ledvinovymi a kardiovaskuldrnimi onemocnénimi.
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7. Zavér

1)

2)

3)

4)

V nasi studii pouzivané hypofyzarni bunécné linie RC-4B/C, AtT-20 a GH3
nejsou vhodné pro stanoveni afinity ghrelinovych analogli. Pfestoze v téchto
linich byla prokazana pfitomnost receptoru GHS-R 1la (ovéfeno pomoci
metodou Western blot pomoci specifické primarni protilatky), pfi saturacnich
vazebnych experimentech se '*I-ghr a '*I-[Dpr’]ghr vazaly s piili§ vysokou

nespecifickou vazbou.

Kompetitivnimi  vazebnymi experimenty se '’I-ghr byla urdena afinita
ghrelinovych analogii na membranach bunék LCC PK-1 s transfektovanym
lidskym receptorem GHS-R la. Nejvyssi afinitu vykazovaly analogy ghrelinu
s oktanovou kyselinou vazanou amidovou vazbou k diaminopropionové
kyselin€é v pozici 3 a zaroven obsahujici naftylalanin v pozici 4, naopak
nejnizsi afinitu mély krat$i N-koncové analogy ghrelinu a analogy ghrelinu bez

oktanové skupiny.

V testech pfijmu potravy na mySich nemély N-koncové analogy ghrelinu a
analogy ghrelinu bez oktanové skupiny (vdzané na serinu Vv pozici 3)
anorexigenni ani orexigenni U¢inek. Orexigenni U¢inek dlouhych analogii
ghrelinu s oktanovou kyselinou a nekdédovymi aminokyselinami v molekule

byl vyssi a dlouhodobéj$i nez orexigenni G€inek ptirozeného ghrelinu.
Pii testovani schopnosti uvoliiovat GH bylo signifikantniho zvySeni

koncentrace GH v plasmé dosazeno pouze po podani ghrelinu, nikoliv jeho

stabilnéjSich analogl s agonistickym (orexigennim) u¢inkem.
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