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ABSTRAKT

Dizertacni prace se zabyva vlivem agonistl a antagonistii ghrelinového receptoru
(GHS-R1a) na regulaci ptijmu potravy. Ghrelin je doposud jediny znamy periferni orexigenni
hormon a jediny acylovany hormon. Agonist¢ GHS-Rla by mohli byt vyuziti k lécbé
kachexie, antagonist¢ GHS-R1a by mohli slouzit k 1écb¢ obezity.

V prvni Casti dizertacni prace byli charakterizovani nové navrzeni peptidovi agonisté
GHS-Rla. Agonisté byli stabilizovani néhradou Ser® s esterové vazanym oktanoylem za
kyselinu diaminopropionovou, k niz je mastna kyselina vazana stabilni amidovou vazbou, a
dale zaclenénim dalSich nekdédovych aminokyselin. Analogy ghrelinu byly modifikovany
zaménou oktanoylu za jiné mastné kyseliny, zac¢lenénim druhé mastné kyseliny ¢i zkracenim
peptidového Fetézce. Vétsina agonistd GHS-R1a se s vysokou afinitou (K;=10°-10"° nM)
vazala k receptoru GHS-R1a, aktivovala signaliza¢ni drahy ghrelinu a po podkoznim (SC)
podani mysim signifikantn€ a dlouhodobé zvySovala piijem potravy.

Ve druhé casti dizertacni prace byly testovany akutni a dlouhodobé ucinky
pseudopeptidového agonisty GHS-R1a JMV1843. Jednorazové SC podani IMV1843 sytym
mysim C57BL/6 vedlo k davkové zavislému zvyseni piijmu potravy (EDsy = 1.94 mg/Kkg).
Pfi inkubaci v krevnim séru in vitro byl JIMV1843 stabilni po dobu 24 hod. 10-denni SC
podavani JMV1843 s§tihlym mySim vedlo ke zvySeni pfijmu potravy, télesné hmotnosti a
exprese orexigennich neuropeptidi v mediobazalnim hypothalamu a sniZzeni exprese
termogenniho uncoupling proteinu 1 v hnédé tukové tkani.

Ve tieti Casti prace byly testovany akutni a dlouhodobé ucinky nepeptidovych
antagonistt GHS-Rla JMV3002 a JMV4208, sloucenin na bazi 1,2,4-triazolu. Jejich
jednorazové SC podani hladovym stihlym mysim vedlo k davkové zavislému snizeni pifijmu
potravy (EDsp = 2.05 a 5.25 mg/kg). Obé slouceniny byly stabilni v mysi krvi in vivo.
14-denni podavani mysim s obezitou indukovanou vysokotukovou dietou (DIO) vedlo
ke sniZeni piijmu potravy, télesné hmotnosti (az o 15 %), hmotnosti tukové tkané a exprese

lipogenetickych enzymil.
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ABSTRACT

The thesis is focused on the effect of ghrelin receptor (GHS-R1a) agonists and
antagonist on food intake regulation. Ghrelin is the only known periferally produced
orexigenic hormone and the only known acylated hormone. GHS-Rla agonists and
antagonists could be useful in the treatment of cachexia and obesity, respectively.

In the first part of the thesis, newly designed peptidic GHS-Rla agonists were
characterized. The agonists were stabilized by replacing octanoylated Ser® with a fatty acid
coupled to diaminopropionic acid by a stable amide bond. Other noncoded amino acids were
also incorporated. Ghrelin analogs were modified by replacing the octanoyl group with
another fatty acid, incorporation of the second fatty acid or shortening the peptide chain. Most
of the tested GHS-R1a agonists were found to possess high affinities for GHS-R1a (K; = 107°-
10 nM) and to activate signaling pathways of ghrelin. After subcutaneous (SC)
administration to mice, agonists showed significant and prolonged orexigenic effect.

In the second part of the thesis, acute and long-term effects of pseudopeptide GHS-R1a
agonist JMV1843 were tested in lean C57BL/6 mice. Acute SC administration of JIMV1843 to
fed mice increased food intake in a dose-dependent manner (EDsp = 1.94 mg/kg). IMV1843
was stable in blood serum in vitro for 24 h. 10-day treatment with JMV1843 (SC
administration) significantly increased food intake, body weight and mRNA expression of the
orexigenic neuropeptides in the medial basal hypothalamus and decreased the expression of
thermogenic uncoupling protein 1 in brown adipose tissue.

In the third part of the thesis, acute and long-term effects of nonpeptide GHS-R1a
antagonists JMV3002 and JMV4208, compounds based on 1,2,4-triazole structure, were
tested. Their acute SC administration decreased food intake in fasted lean mice in a dose-
dependent manner (EDsp = 5.25 and 2.05 mg/kg). Both compounds were stable in mouse
blood in vivo. 14-day treatment with the ghrelin antagonists decreased food intake, body
weight, adipose tissue mass and expression of the lipogenesis-promoting enzymes in mice
with diet-induced obesity (DI10).

Key words:

Ghrelin, GHS-R1a agonist, GHS-R1a antagonist, food intake, mice, cachexia, obesity



1. UVOD

Ghrelin je doposud jediny popsany periferni orexigenni hormon. Je sekretovan zejména
bunikami sliznice zaludku, v mensi mife také dal§imi tkdnémi, mimo jiné hypothalamickymi
neurony. Ghrelin je peptid tvofeny 28 aminokyselinami. Hydroxylovd skupina Ser® je
posttranslaéné esterifikovana oktanovou kyselinou. Tato modifikace je mezi hormony
unikatni a je zcela nezbytna pro biologickou aktivitu ghrelinu. Vzhledem kK labilité esterové
vazby je ovSem polocas ghrelinu v krvi nizky (Kojima et al. 1999; Depoortere 2009).

Ghrelin ovliviluje fadu vyznamnych fyziologickych funkci. K nejdiive znamym
ucinkiim ghrelinu patii stimulace sekrece rtstového hormonu, dale pak ucast na regulaci
pfijmu potravy, vliv na motilitu zaludku, zalude¢ni sekreci, funkci slinivky bfisSni a
uc¢inky ghrelinu (Kojima & Kangawa 2005; Delporte 2013).

Receptor pro ghrelin (GHS-R1a) se Vv nejvétsi mife nachazi v nucleu arcuatu
v hypothalamu, kli¢ovém centru regulace energetické homeostaze, kde jeho interakce
s ghrelinem vyvolava zvyseni piijmu potravy (Muccioli et al. 1998). GHS-R1a je receptor
spfazeny s G-proteiny, ktery k pfenosu signalu do buniky vyuziva dréhu fosfolipazy C. Tato
drdha vede pies druhé posly inositoltrifosfat a diacylglycerol k nariistu hladiny
intracelularniho  kalcia. Nasledné signalizaéni kaskady zprostfedkovavajici aktivaci
hypothalamickych neuronti zahrnuji napt. fosforylaci proteinkindzy aktivované AMP
(AMPK), jednoho zhlavnich metabolickych senzorti zajistujiciho udrzeni energetické
homeostaze (Delporte 2013; Yin et al. 2014).

V nucleu arcuatu se nachazeji dvé populace neuronti s opaénym u¢inkem na piijem
potravy. Orexigenni neurony (stimulujici pfijem potravy) exprimuji neuropeptid Y (NPY) a
agouti-related protein (AgRP), zatimco anorexigenni neurony (inhibujici pfijem potravy)
produkuji proopiomelanokortin (POMC) a transkript regulovany kokainem a amfetaminem
(CART). Na NPY/AgRP a POMC/CART neuronech se nachéazeji receptory pro periferni
hormony regulujici pfijem potravy; orexigenni hormony stimuluji expresi NPY a AgRP,
anorexigenni stimuluji expresi POMC a CART (Harrold et al. 2012; Sam et al. 2012).

Centralni i periferni podani ghrelinu stimuluje pfijem potravy a redukuje energeticky
vydej; vyslednd pozitivni energetickd bilance vede k akumulaci tukové tkané a k naristu
télesné hmotnosti (Tschop et al. 2000; Kamegai et al. 2001; Nakazato et al. 2001; Wren et al.
2001a; Wren et al. 2001b). Sekrece ghrelinu je pulzatilni; plazmaticka hladina ghrelinu roste

béhem hladovéni, zatimco po jidle prudce klesa. Lze tedy predpokladat, Ze ghrelin slouZzi jako



signal pro zahajeni pfijmu potravy (Cummings et al. 2001; Tschop et al. 2001). Hladiny
ghrelinu jsou chronicky zvySeny v souvislosti se snizenim hmotnosti a chronicky snizeny
U obéznich osob, coz naznacuje, ze ghrelin plisobi také jako signal informujici o dlouhodobé
energetické bilanci (Cummings et al. 2002; Shiiya et al. 2002). Uginkem chronického
podavani ghrelinu dochéazi ke zvySeni utilizace glukézy v bilé 1 hnédé tukové tkani a
ke zvySeni hladiny metabolickych parametrd podnécujicich ukladani tuku v bilych
adipocytech; naopak se snizuje exprese mitochondridlnich uncoupling proteind (UCP)
spjatych s termogenezi v hnédych adipocytech (Tsubone et al. 2005).

Popsané orexigenni a protizanétlivé ucinky ghrelinu by mohly byt vyuzitelné v terapii
kachexie, coz je stav charakterizovany fyzickym chfadnutim, ztratou hmotnosti a svalové,
pfipadn¢ i tukové hmoty, ktery je nasledkem nerovnovahy mezi katabolickymi a
anabolickymi procesy a vyskytuje se u pacientd s pokroCilym nadorovym, piipadné
chronickym progresivnim onemocnénim. Za primarni pfi¢inu kachexie je povazovéana
nepiiméfena imunitni aktivace vedouci k chronickému zanétu (Ashitani et al. 2009; DeBoer
2011). Ghrelin byl jiz testovan v fad¢ kratkodobych studii na kachektickych pacientech
(Guillory et al. 2013). Jednim z mala syntetickych agonistd, ktefi postoupili do klinického
testovani, je pseudopeptid JMV1843 oznacovany také macimorelin (Aeterna Zentaris).
V budoucnu by se v 1é¢bé kachexie mohly uplatnit také stabilni peptidové analogy ghrelinu
s prodlouzenym trvanim ucinku (Maletinska et al. 2012).

Blokovani signalizace ghrelinu se jevi jako vhodny pfistup v terapii obezity, sou¢asného
nejzavaznéjSiho a nejrozsifengjSiho metabolického onemocnéni spojeného s fadou
zdravotnich rizik (diabetes II. typu, kardiovaskularni onemocnéni, nadory) (Scerif et al.
2011). K zablokovani u¢inku ghrelinu lze vyuzit neutralizaci ghrelinu (vakcinace protilatkou,
RNA-Spiegelmery), inhibici ghrelin-O-acyl transferazy (enzymu zprostiedkovavajiciho
acylaci ghrelinu) nebo antagonisty ¢i inverzni agonisty GHS-R1a (Depoortere 2009). Byla
vyvinuta a testovana cela fada syntetickych antagonistt GHS-R1a (Chollet et al. 2009), mezi
nimi napf. derivaty 1,2,4-triazolu (Demange et al. 2007; Moulin et al. 2008), které
po jednorazovém i opakovaném podani hlodavetim G€inn€ snizuji piijem potravy (Salomé et

al. 2009a; Salomé et al. 2009Db).



2. HYPOTEZY A CIiLE PRACE

e Charakterizace novych stabilnich dlouhodobé piisobicich peptidovych agonisti

receptoru GHS-R1a

Ghrelin je vzhledem ke své oktanoylaci na Ser® pom&mé nestabilni hormon, jako peptid je
navic snadno Stépen protedzami. Za ucelem zvyseni stability molekuly ghrelinu byly v nasi
laboratofi navrzeny jeho analogy s obménénou aminokyselinovou sekvenci, do niz byly
zaClenény nekodové aminokyseliny (Sar1 jako ochrana proti Stépeni aminopeptidazami, Dpr3
vytvéfejici stabilni amidovou vazbu s mastnou kyselinou, zamény Phe’ na ochranu proti
Stépeni chymotrypsinovymi protedzami). Tyto analogy byly dale modifikovany zkradcenim
peptidového fetézce, zacClenénim druhé mastné kyseliny, ¢i zdménou oktanové kyseliny
za delsi ¢i nenasycenou mastnou kyselinu. Prvnim z cilt této prace bylo charakterizovat nové
analogy ghrelinu po strance jejich vazby k receptoru GHS-R1a, signalizace, stability a uc¢inku

na pfijem potravy u mysi.

¢ Studium ucinku pseudopeptidového agonisty receptoru GHS-R1la JIMV1843 na
prijem potravy a télesnou hmotnost u Stihlych mysich samcu

JIMV 1843 je pseudopeptidovy analog ghrelinu, o0 némz se uvazuje jako o potencialnim lé¢ivu

pro terapii kachexie. Druhym cilem této prace bylo otestovat akutni ucinek JMV1843

na piijem potravy po perifernim podani mysim, analyzovat jeho stabilitu v my$i krvi jak

invitro, tak in vivo, a testovat ucinky JMV1843 na pfijem potravy, télesnou hmotnost,

metabolické parametry a expresi orexigennich neuropeptidit po dlouhodobém perifernim

podavani mySim.

e Studium ucinku nepeptidovych antagonisti receptoru GHS-R1a JIMV3002 a
JMV4208 na piijem potravy a télesnou hmotnost u obéznich mysich samcii

Blokovani u¢inku ghrelinu pomoci antagonistt GHS-R1a se jevi jako vhodny pfistup v terapii
obezity. Ttfetim cilem této prace bylo studovat uc¢inky JIMV3002 a JIMV4208, nepeptidovych
antagonisti GHS-R1a zaloZenych na struktufe trisubstituovaného 1,2,4-triazolu. Pfedmétem
zdjmu byl akutni U¢inek obou antagonistii na piijem potravy po jednordzovém perifernim
podani $tihlym mysim, farmakokinetika in vivo a dlouhodoby vliv na piijem potravy, télesnou
hmotnost, metabolické parametry a expresi neuropeptidi ovlivitujicich pfijem potravy

po chronickém podavani mysim s obezitou indukovanou vysokotukovou dietou.



3. MATERIAL A METODIKA

Testovani analogu ghrelinu in vitro

Vazebné studie byly provadény s vyuzitim membran s transfekovanym receptorem
GHS-R1a pfipravenych z bunécné linie HEK293T (Multispan,USA), pfipadn¢ LLC-PK1
(IBMM, Montpellier, Francie). Pro kompetitivni vazebné experimenty byl pouzit vazebny
pufr (50 mM Tris o pH 7.4; 5 mM MgCl,, 2.5 mM EDTA, 1 mg/ml BSA, 0.1 mg/ml BPTI),
neznacené analogy ghrelinu s finalni koncentraci 10 az 10° M a '®l-ghrelin s finalni
koncentraci 0.05 nM (inkubace 45 min pii laboratorni teplot€). Vazebna reakce byla ukonc¢ena
pfidanim vychlazeného vymyvaciho pufru (20 mMTris o pH 7.4; 10 mM MgCl,, 2.5 mM
EDTA, 0.015 % Triton X-100) nasledovanym filtraci na Brandelov¢ pfistroji pifes GF/C filtry
(Whatman, USA). Radioaktivita navazana na bunéénych membranach zachycenych
na filtrech byla zmétena na y-¢itaci. Rovnovazna disociacni konstanta neznaceného ligandu
(Ki) byla vypocitana pomoci rovnice Chenga a Prussofa s pouzitim rovnovazné disociacni
konstanty radioligandu (Kg) 0.1938 nM ziskané v satura¢nich vazebnych experimentech.

Akumulace inositolfosfatu byla stanovena pomoci IP-One HTRF kitu (Cisbio
Bioassays, Francie) dle protokolu doporu¢ené¢ho vyrobcem. Buitkky HEK-293T (ATCC, USA)
transientné transfekované receptorem GHS-Rl1a (50 tis. bun¢k na jamku na 96-jamkové
destic¢ce, 48 hod po transfekci) byly v prostiedi stimulacniho pufru (souéast kitu) stimulovany
testovanym ligandem v koncentracich 10™ — 10° M v duplikétech po dobu 45 min pii 37 °C.

Mobilizace intracelularniho kalcia byla stanovena dle dfive popsaného postupu
(Demange et al. 2007). Buitky HEK-293T transientné transfekované receptorem GHS-R1a
byly péstovany na 96-jamkovych destickach (80 tis. bunék na jamku). Po 24 hod (80-95%
konfluence) byly promyty 150 ul reak¢éniho pufru (HBSS, 0.5 % BSA, 20 mM HEPES, 1 mM
MgSQ,, 1.3 mM CaCl,, pH 7.4), poté byl k buitkam piidan 1 uM fluorescenéni indikator
kalcia Fluo-4AM (Invitrogen, USA). Po hodinové inkubaci pti 37 °C ve tmé byl piebytek
Fluo-4AM odstranén promytim reakénim pufrem. Test byl provadén pomoci FlexStation II
(Molecular Devices, USA), studované analogy byly k buinkam automaticky ptidavany
v koncentracich od 10 do 10° M v triplikatech.

Testovani analogt ghrelinu in vivo

Mysi samci kmene C57BL/6 (Charles River, Némecko) byli chovani v akreditovaném
zvétinci UOCHB AV CR, v.v.i., Praha v arealu tstavii Akademie véd v Kréi pii teploté 22 +
2 °C a rytmu svétlo/tma 12/12 hodin (svétlo od 6:00), s volnym pfistupem k potravé i pitné

vod¢. Se zvifaty bylo zachdzeno podle zdkona o ochran€ zvifat proti tyrani (zdkon
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&.246/1992 Sb.). Mysi byly krmeny standardni dietou St-1 (Mlyn Kocanda, Jesenice, CR)
slozenou z 66 % sacharid, 25 % proteini a 9 % tukd, s energetickou hodnotou 3.4 kcal/g.
Béhem vSech pokusti na piijem potravy mély mysi volny pfistup k pitné vodé.

Pro testovani akutniho uc¢inku analogii ghrelinu byli pouziti mysi samci C57BL/6
ve stafi 12-15 tydnd, pro testovani agonistt GHS-Rla syti, pro testovani antagonista
GHS-R1a hladovi (17 hod pied pokusem). Bezprostiedné pied testem byla mys$im odebrana
potrava. Agonist¢ GHS-R1a byli rozpousténi ve fyziologickém roztoku, nerozpustni triazolovi
antagonisté GHS-R1a v 50% polyethylenglykolu 300 (50% PEG). Injikovani rozpoustédla,
ghrelinu i analogti ghrelinu bylo provadéno SC, v davkach 0.1 — 20 mg/kg (0.2 ml/mys).
15 min po injikovani testované latky byla mySim podana pfedem zvazena potrava, ktera pak
byla vazena kazdych 30 min po dobu 5-10 hod. Kazda skupina ¢itala alesponi 5 mysi.

Pro testovani dlouhodobych ucinkia JMV1843 byli pouziti mysi samci C57BL/6
ve véku 16 tydnl. V prubéhu pokusu byl jednotlivym skupinam mysi (n=10) dvakrat denné
(v 8:00 a 18:00 hod) po dobu 10 dnti SC injikovan fyziologicky roztok, nebo JMV1843
rozpustény ve fyziologickém roztoku v davce 5 nebo 10 mgkg (0.2 ml/mys). Béhem
experimentu byl jednou denné monitorovan piijem potravy a télesna hmotnost mysi.

Pro testovani dlouhodobych ucinka JMV3002 a JMV4208 byl u mySich samci
C57BL/6 zaveden model obezity indukované dietou (DIO). Do 8. tydne véku konzumovaly
mysi standardni dietu (St-1), od 8. tydne véku dietu vysokotukovou (HF), slozenou ze 40 %
St-1, 34 % Sunaru, 25 % veptového sadla a 1 % kukufi¢ného Skrobu (Kopecky et al. 1996).
HF dieta obsahovala 13 % proteint, 27 % sacharidd a 60 % tuki (energetickd hodnota 5.3
kcal/g). Do 20. tydne v€ku mysi byl jednou tydné sledovan piirustek hmotnosti. Mysi
rezistentni ke vzniku DIO (pfiblizné 15 % mysi) byly z pokusu vytazeny. Primérna hmotnost
DIO mysi pouzitych pro experiment byla 47 g (primérna hmotnost $tihlych samct C57BL/6
stejného veéku se pohybuje mezi 25-30 g). V prubéhu pokusu byl jednotlivym skupinam mysi
(n=10) dvakrat denn¢ (v 8:00 a 18:00 hod) po dobu 14 dni SC injikovan 50% PEG nebo
jeden z antagonistt GHS-Rla rozpustény v 50% PEG vdavce 10 nebo 20 mg/kg
(0.2 ml/mys). Béhem experimentu byl jednou denné monitorovan piijem potravy a télesna
hmotnost mysi. Déle byly zavedeny skupiny tzv. parové krmenych mysi (PF) ke skupinam
injikovanym vyssimi davkami antagonistd. Tyto mysi dostavaly stejné mnozstvi potravy, jaké
konzumovala skupina my$i po injekci antagonistl V pfislusny den dlouhodobého pokusu.

Na konci dlouhodobych experimentti byly mySi usmrceny a byla jim odebrana krev,
zniz byla pfipravena plazma ke stanoveni biochemickych parametri (inzulin, leptin,

adiponektin, glukdza, triglyceridy) pomoci komeréné dostupnych kitli. MySim byl odebran
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podkozni (SCAT), intraperitonealni (IPAT) a hnédy (BAT) tuk a jatra. Tkané byly zmrazeny
Vv tekutém dusiku a uchovany pii -70 °C. Mozky byly vlozeny do isopentanu (-20°C),
zmrazeny na suchém ledu a uchovany pii -70 °C.

Vzorky tukové tkané (BAT, SCAT, IPAT) byly homogenizovany v MagNA Lyser
homogenizatoru a byla z nich extrahovana celkovda RNA pomoci MagNA Pure Compact RNA
Isolation (Tissue) Kitu na automatickém izolatoru MagNA Pure Compact (Roche Diagnostics,
Némecko). RNA byla piepsana do cDNA pomoci High-Capacity cDNA Reverse Transription
Kitu (Applied Biosystems, USA). Exprese mRNA byla stanovena pomoci PCR systému ABI
PRISM 7500 Real-Time PCR Instrument (Applied Biosystems, USA) s pouzitim TagMan
produkt pro stanovovani genové exprese (Applied Biosystems, USA). V BAT byla
sledovana exprese UCP-1, v IPAT a SCAT exprese ACACA (acetyl-CoA karboxylaza 1) a
FASN (syntaza mastnych kyselin). Jako vnitini standard byl pouzit B,-mikroglobulin (B2M).

Mediobazalni hypothalamus izolovany ztezli mozkové tkané¢ byl homogenizovéan
VvV RNA extrakénim lyza¢nim pufru. Celkovd RNA byla z homogenizované tkan¢ izolovana
s pouzitim RNAqueous Micro Kitu (Ambion, USA) a nasledné byla piepsana do cDNA
pomoci High-Capacity cDNA Reverse Transription Kitu. Exprese mRNA byla stanovena
pomoci PCR systému ABI PRISM 7000 Sequence Detector s pouzitim TagMan produkti pro
stanovovani genové exprese. V mediobazalnim hypothalamu byla sledovana exprese NPY a

AgRP. Jako vnitini standard byla pouzita glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza (GAPDH).

Farmakokinetika

Pro zjisténi stability IMV1843 v mys$im séru in vitro byl do krevniho séra mysich
samct C57BL/6 ptidan JMV1843 do findlni koncentrace 10°° M, sérum bylo inkubovano
pii 37 °C. Vzorky séra byly odebirany v casech 30 min, 1, 2, 4, 8, 24, 48, 72, 96 a 144 hodin
od pocatku inkubace, bezprostfedné po odebrani byly zmrazeny a uchovany pii -20 °C.

Pro méfeni farmakokonetiky in vivo bylo mySim samcim C57BL/6 SC injikovan
JMV3002 nebo IMV4208 v 50% PEGu v davce 5 mg/kg (n=3). Mysi byly usmrceny Vv ¢asech
30 min, 1, 2, 4 a 8 hodin po injekci a byla jim odebrana krev, z niz byla ptipravena plazma.

Analyzované slouceniny byly ze vzorkd séra/plazmy extrahovany pomoci precipitace

proteinil acetonitrilem a podrobeny LC-MS analyze.

Statistické vyhodnoceni dat

Hodnoty jsou uvedeny jako pramér + SEM. Pro statistické vyhodnoceni a pro vypocet
hodnot ECsy, EDsp, Kj, K¢ byl pouzit program GraphPad Prism 5. Pouzita statisticka metoda
je uvedena u vysledku. Rozdily byly povazovany za statisticky vyznamné, pokud P < 0.05.
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4. VYSLEDKY

Dlouhodobé pusobici peptidovi agonisté GHS-R1a

Vysledky uvedené v této kapitole jsou soucasti podaného patentu ¢. PV 2014-429.

Byli syntetizovani dlouhodobé pusobici stabilni agonisté GHS-R1a (struktury jsou
uvedeny v tab.1), unichz byl Gly' nahrazen sarkosinem a Ser® diaminopropionovou
kyselinou. Dale byla provedena jedna nebo vice z nasledujicich modifikaci:

e oktanovd kyselina na Dpr’ byla nahrazena mastnou Kkyselinou s del$im fetdzcem
(dekanova, myristova, palmitovd), nenasycenou mastnou kyselinou (undecynova,
decenova) nebo dal§imi kyselinami (adamantanoctova, bromoktanova)

e byla pfipojena druhd mastna kyselina na sekundarni aminoskupinu lysinu v C-koncové
&asti molekuly (u analogi s plnou délkou na Lys?*, u zkracenych analogii na Lys'®)

e Phe* byl zamé&nén za naftylalanin, cyklohexylalanin, tercbutylalanin, nitrofenylalanin &
dichlorofenylalanin

e byl zkracen peptidovy fetézec (18 aminokyselin od N-konce sekvence ghrelinu)

Z kompetitivni vazebné studie s agonisty GHS-R1a vyplynulo, Ze vétSina testovanych
agonisti se vaze svysokou afinitou (Ki=10°-10°nM) nabunééné membrany
s transfekovanych receptorem GHS-R1a. S afinitou srovnatelnou s ghrelinem se vazaly
analogy 2, 4,5, 7,8, 9, 12, 17, 18, 21, 23, 25, 26, s vyssi afinitou analogy 1, 3, 6, 14, 15, 16.
Hodnoty K; jsou shrnuty v tab. 1 spolu s pfepo¢tem na % vazby ghrelinu.

Ve funkénich studiich sledujicich aktivaci signalizacnich drah ghrelinu plsobily
vybrané analogy srovnatelnd s ghrelinem (pfipadn& [Dpr’]ghrelinem) na mobilizaci
intracelularniho kalcia (Ca”*) a aktivaci inositolfosfatové kaskady (IP1) (tab. 2).

Akutni orexigenni Uc¢inek byl sledovan po perifernim (SC) podéni agonisti Stihlym
sytym mys$im samctim (davky 0.1 — 10 mg/kg, pfijem potravy byl monitorovan po dobu 8-10
hod). VSechny testované peptidy zvySovaly piijem potravy v zavislosti na davce, a to
ve v&t§ing piipadi srovnatelnd nebo u&inngji nez ghrelin, piipadné [Dpré]ghrelin. Orexigenni
pusobeni vSech testovanych analogi bylo dlouhodobé, ucinek trval po celou dobu
experimentu, tedy minimaln¢ 8 hodin. Tab. 1 uvadi hodnoty EDsg (davky piislusnych analogt
potiebné k vyvolani poloviny maximalniho efektu), které byly stanoveny v ¢ase 250 min od
injekce daného analogu (Vv ¢ase nejvétsiho ucinku). Dale je v tab. 1 uveden maximalni efekt
jednotlivych analogi v Sase 480 min od podani vztaZeny na maximélni G&inek [Dpr]ghrelinu
ve stejném case od podani. Naobr.1 je porovnan orexigenni ucinek vybranych analogu.

Obr. 2 uvadi ptiklad zavislosti pfijmu potravy na davce pro vybrany analog.
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Tab. 1 Struktura a biologické vlastnosti peptidovych agonisti GHS-R1la — kompetitivni

vazebné experimenty a orexigenni efekt po SC podani mysim. NT-netestovano.

Ki % vazby EDso max. efekt
Analog . 3
[nM] ghrelinu  [mg/kg] [% Dpr-ghr]

Ghrelin 1.15+0.20 100 2.39 106.5

[Dpri]ghrelin 0.68 +0.02 169 0.82 100
1 [Sar', Dpr-dec’]ghrelin 0.63 +0.03 183 3.90 218.8
2 [Sar', Dpr-myr]ghrelin 2.10+£0.16 54 3.80 202.7
3 [Sar!, Dpr-dec®, Nal*]ghrelin 0.65 +0.07 176 0.64 220.3
4 [Sar', Dpr-myr®, Nal*]ghrelin 2.01+0.11 57 6.02 212.8
5  [Sar’, Dpr-palm®, Nal*]ghrelin 4.25+0.64 27 5.16 183.3
6  [Sar', Dpr-dec®, Cha']ghrelin 1.04 +0.06 110 1.02 204.5
7 [Sar', Dpr-myr’, Cha‘]ghrelin 6.41 £0.51 18 3.05 276.2
8  [Sar’, Dpr-palm®, Cha*]ghrelin 5.89 £0.38 20 3.09 131.8
9  [Sar!, Dpr-oct®, tBu*]ghrelin 471 +0.45 24 0.85 122.7
10  [Sar, Dpr-oct®, PheNO,*]ghrelin 230 +25.6 0.5 NT 71.9
11 [Sar', Dpr-myr®, PheNO,*]ghrelin 126 +7.18 0.9 NT 60.3
12 [Sar', Dpr-oct®, PheCl,*]ghrelin 2.45+0.37 47 NT 92.9
13 [Sar', Dpr-myr®, PheCl,*]ghrelin 16.8 + 1.81 7 0.65 235.5
14  [Sar’, Dpr-undecyn’]ghrelin 0.83 +£0.02 139 6.62 124.8
15 [Sar', Dpr-ada’]ghrelin 0.27 £0.01 425 0.20 169.9
16  [Sar', Dpr-bromooct®]ghrelin 0.79 £ 0.08 145 4.24 129.2
17  [Sar’, Dpr-decen®]ghrelin 1.51 +0.43 76 NT 1415
18  [Sar', Dpr-oct®, Lys-palm*‘]ghrelin 6.09 + 0.74 19 9.98 193.9
19  [Sar!, Dpr-oct®, Cha*, Lys-palm*]ghrelin 20.8 6 NT 200.2
20 [Sar’, Dpr-oct’, Nal*, Lys-palm*]ghrelin ~ 23.3 +5.34 5 NT 171.1
21  [Sar', Dpr-dec®, Lys-palm**]ghrelin 427 +0.45 27 NT 59.7
22 [Sar’, Dpr-myr®, Lys-palm**]ghrelin 14.9 +2.94 7 NT 62.9
23 [Sar’, Dpr-dec?, Lys-palm™]ghrelin 1-18  5.99 +0.79 19 NT 158.8
24 [Sar', Dpr-myr®, Lys-palm™]ghrelin 1-18 51 + 8.65 2 NT 177.6
25 [Sar', Dpr-dec’]ghrelin 1-18 3.71+0.78 30 NT 147.85
26 [Sar', Dpr-myr]ghrelin 1-18 3.38£0.90 34 NT 128.54

Tab. 2 Struktura a biologické vlastnosti peptidovych agonisti GHS-R1a — funkcni studie.

Analog IP1-ECs [NM]  Ca** - ECs [NM]

Ghrelin NT 3.32

[Dpr]ghrelin 16.3 NT
1  [Sar’, Dpr-dec’]ghrelin 12.6 9.66
2 [Sar', Dpr-myr’]ghrelin 7.10 36.6
3 [Sar', Dpr-dec®, Nal*]ghrelin 2.08 18.6
4  [Sar’, Dpr-myr’, Nal“]ghrelin 9.75 10.9
5  [Sar', Dpr-palm® Nal*]ghrelin 4.01 6.64
6 [Sar', Dpr-dec’, Cha*]ghrelin 3.28 10.6
7 [Sar', Dpr-myr®, Cha*]ghrelin 3.08 11.4
8  [Sar', Dpr-palm®, Cha*]ghrelin 4.25 NT
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Obr. 1 Akutni orexigenni efekt vybranych agonistii GHS-R1a po SC poddni sytym mySim.
Davka 5 mg/kg, n=5-6. Data jsou uvedena jako primér £ SEM a byla analyzovana metodou
one-way ANOVA s naslednym Dunnettovym post-hoc testem. ** P<0.01, *** P<0.001 oproti

kontrolni skupiné.
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Obr. 2 Zavislost orexigenniho ucinku analogu ¢. 4 na davce. SC podani sytym mySim
V davkach 0.2-10 mg/kg, n = 5-6. Data jsou vyjadiena jako prumér += SEM a byla
analyzoviana metodou one-way ANOVA s ndslednym Dunnettovym post-hoc testem. ***

P<0.001 oproti kontrolni skupine.
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Pseudopeptidovy agonista GHS-R1a JMV1843

Vysledky uvedené v této kapitole jiz byly publikovany (Holubova et al. 2013).

IMV 1843 zvySoval pfijem potravy v zavislosti na davce, hodnota EDsg V Case 250 min
po podani IMV 1843 byla 1.94 mg/kg. Davky 5 a 10 mg/kg zptsobily vice nez pétindsobny
narust piijmu potravy oproti kontrolni skuping, jiz byl podavan fyziologicky roztok (obr. 3).

JMV1843 vykazoval dobrou stabilitu in vitro; pfi inkubaci v mySim krevnim séru pii
teplot¢ 37 °C zlstavala jeho koncentrace po dobu 24 hodin prakticky nezménéna a
na polovinu ptivodni hodnoty poklesla ptiblizné po 60 hodinach.

Desetidenni podavani JMV1843 zptlisobilo v obou testovanych davkach (10 a 20
mg/kg/den) zvySeni pfijmu potravy a télesné hmotnosti (obr. 4). 10-denni podavani JIMV 1843
v davce 20 mg/kg/den vedlo ke zvySeni hladiny krevni glukézy. Hladiny cirkulujiciho leptinu
a obsah tukové tkané byly po podévani davky 20 mg/kg/den nevyznamné zvySeny.
Pisobenim opakovaného podavani JIMV1843 v davce 20 mg/kg/den doSlo k signifikantnimu
zvySeni exprese mRNA pro orexigenni peptidy NPY a AgRP v mediobazalnim hypothalamu
(obr. 5) a snizeni exprese mRNA pro UCP-1 v hnédé tukové tkani.

fyziologicky roztok
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Obr. 3 Zavislost akutniho orexigenniho ucinku JMV1843 na davce. SC podani sytym mysim
v davkach 0.01-10 mg/kg, n = 5-6. Data jsou uvedena jako primeér £ SEM a byla analyzovana
metodou one-way ANOVA s naslednym Dunnettovym post-hoc testem. * P<0.05, ** P<0.01,

**% P<0.001 oproti kontrolni skupiné.
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Obr. 4 U¢inek JMV1843 na télesnou hmotnost po 10-dennim SC poddvdni Stihlym my$im
C57BL/6. Davky 10 a 20 mg/kg/den, n = 10. Priristek télesné hmotnosti je vyjadien v %
pocatecni hmotnosti. Data jsou uvedena jako priumer £ SEM a byla analyzovana metodou
two-way ANOVA ndsledovanou Bonferroniho post-hoc testem. * P<0.05, ** P<0.01,
***% P<0.001 oproti kontrolni skupiné.
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Obr. 5 Exprese mMRNA Vv mediobazdalnim hypothalamu po 10-dennim perifernim poddavini
JMV1843 mysim. Davka 20 mg/kg/den, n = 10. A) Exprese NPY. B) Exprese AgRP. Data

byla normalizovana vzhledem k expresi GAPDH a analyzovana pomoci neparového t-testu.

Hodnoty jsou uvedeny jako primer + SEM, * P<0.05, ** P<0.01 oproti kontrolni skupiné.
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Nepeptidovi antagonisté GHS-R1a IMV3002 a IMV4208

Vysledky uvedené v této kapitole jiz byly publikovany (Holubova et al. 2014).

Antagonist¢ GHS-R1a JIMV3002 a JMV4208 po SC podani stihlym hladovym mysim
davkove zavisle snizovali piijem potravy oproti kontrolni skupiné, jiz byl podadvan 50% PEG;
statisticky vyznamny ucinek byl pozorovan od davky 5 mg/kg. Hodnota EDsg byla stanovena
na 2.05 mg/kg pro JMV3002 a 5.25 mg/kg pro JIMV4208.

Ob¢ testované slouceniny dosahly maximalni koncentrace v krvi 30 minut po SC podéni
mysim a byly zcela eliminovéany z krevniho ob¢hu v pritb¢hu 8 hodin po podani. Biologicky
poloc¢as JMV3002 byl 60 min a polo¢as IMV4208 byl 90 min, pfi¢emz v intervalu od 2 do 8
hodin po podani koncentrace obou sloucenin v krvi pomalu klesala (obr. 6)

Primérna telesnd hmotnost obéznich DIO mysi byla po 14-dennim podévani
antagonistll snizena o 15 % ptuvodni hmotnosti po podavani 20 mg/kg JMV3002 a o0 10 %
puvodni hmotnosti po podavani 20 mg/kg IMV4208. Hmotnostni tbytek parové krmenych
mysi byl mirnéjs$i nez ubytek po podavani testovanych latek (obr. 7). Dlouhodobé podavani
JMV3002 a JIMV4208 vedlo k redukci obsahu tukové tkang€, K souvisejicimu snizeni hladin
cirkulujiciho leptinu a také snizeni hmotnosti jater. Hladiny plazmatického inzulinu, glukézy,
adiponektinu a triglyceridii byly nevyznamné sniZzeny. Obé testované slouceniny v davce
20 mg/kg zpusobily po dlouhodobém podavani snizeni exprese POMC v mediobazalnim
hypothalamu. Dlouhodobé podavani JMV3002 a JMV4208 v davce 20 mg/kg vedlo

ke statisticky vyznamnému snizeni exprese lipogenetickych enzymu v tukové tkani (obr. 8).
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Obr. 6 Degradacni profil IMV3002 a JIMV4208 v mysi krevni plazmé po jednorazovém SC
podani $tihlym mysim kmene C57BL/6. Hodnoty jsou uvedeny jako primer = SEM, n = 3

mysi na skupinu.
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Obr. 7 U¢inek JIMV3002 (A) a JMV4208 (B) na télesnou hmotnost po 14-dennim SC poddvdni DIO
mySim v davkdch 10 a 20 mg/kg. Ubytek hmotnosti je vyjddien v % pocatecni télesné hmotnosti. Data
jsou uvedena jako primér + SEM a byla analyzovina metodou one-way ANOVA ndasledovanou

Dunnettovym post-hoc testem. * P<0.05, ** P<(.01, *** P<(0.001 oproti kontrolni skupiné.
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Obr. 8 Exprese lipolytickych enzymii ACACA a FASN ve SCAT po 14-dennim SC poddvini
JMV3002 a IMV4208 DIO mysim. Data byla analyzovana pomoci neparového t-testu. *P<0.05
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5. DISKUZE

V prvni ¢asti prace bylo ukédzdno, ze vétSina testovanych peptidovych analogl
ghrelinu s obménénym aminokyselinovym slozenim a zdménou mastné kyseliny vyznamné
zvysSuje piijem potravy, pfiCemz jejich uCinek je vyraznéjsi a déletrvajici ve srovnani
s ghrelinem ¢i [Dpr3]ghrelinem. To pravdépodobné souvisi zejména se zvysenou stabilitou -
endogenni ghrelin je v krvi degradovan béhem nékolika desitek minut (De Vriese et al. 2004;
Akamizu & Kangawa 2006). Zaclenéni nekodovych aminokyselin do peptidového fetézce
zvySuje odolnost viaéi proteazam. Lipidizace peptidi, jedna ze soucasnych strategii
pouzivanych pfi nédvrhu peptidovych 1€¢iv, umoznuje zvysit stabilitu a biologicky polocas
peptidu a také zlepsit jeho prichod ptes hematoencefalickou bariéru (Bellmann-Sickert &
Beck-Sickinger 2010; Malavolta & Cabral 2011). Lze piedpokladat, ze podobné muze
fungovat i prodlouzeni mastné kyseliny v molekule ghrelinu. Nejvyraznéjsi orexigenni ti€¢inek
byl pozorovan po podani analogti ghrelinu s fenylalaninem, cyklohexylalaninem,
dichlorofenylalaninem nebo naftylalaninem v pozici 4 a prodlouZzenou mastnou Kyselinou
(zejména dekanovou ¢i myristovou). Dalsi prodluzovani fetézce jiz pravdépodobné k naristu
ucinku nepfispiva. Mirngjsi nartist ucinku zpusobila také néhrada oktanoylu nenasycenymi
mastnymi kyselinami ¢i kyselinou bromoktanovou nebo adamantanoctovou. Vyrazny
orexigenni Uc¢inek byl pozorovan i po podani analogli se dvéma mastnymi kyselinami, at’ uz
se jednalo o analogy vychazejici z plného ¢i zkraceného fetézce ghrelinu. Z uvedenych
vysledki vyplyva, ze testované syntetické peptidové analogy ghrelinu jsou U¢innymi a
stabilnimi agonisty GHS R1a s prodlouzenym trvanim u¢inku. Neju¢inngj$i z analogti budou
v blizké budoucnosti pouzity pro dlouhodobé testovani in vivo nazvifecich modelech
kachexie (napf. na modelu kachexie vyvolané opakovanym podavanim bakteridlniho toxinu
lipopolysacharidu mysim, nebo na potkanich modelech kachexie vyvolané 5/6 nefrektomii).

Ve druhé casti prace bylo ukazano, Ze 10-denni opakované subkutanni podavani
JIMV1843 s§tihlym mySim samcim vede ke zvySeni piijmu potravy a té€lesné hmotnosti.
Utinek na nartist hmotnosti trval po celou dobu experimentu, pfestoze pifjem potravy byl
vyznamné zvysen pouze po dobu 7 dnl a poté jeho nardst mirné poklesl. Toto zjisténi je
v souladu s ptedpokladem, Ze na vzristu télesné hmotnosti vyvolaném ucinky ghrelinu se
pravdépodobné kromé hyperfagie podileji také dalsi mechanismy (Kim et al. 2004).
Chronické podavani ghrelinu §tihlym mySim vede ke sniZzeni exprese termogenniho UCP-1
v hnédé tukové tkani (Tsubone et al. 2005). Jak bylo zminéno, desetidenni podavani

JIMV 1843 zpiisobuje statisticky vyznamné snizeni exprese UCP-1 v hnédé tukové tkani
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obdobné jako ghrelin. To napovida, Zze k popsanému nardstu télesné hmotnosti mohla piispét
také redukce energetického vydeje. K analyze mechanismu orexigenniho uc¢inku dlouhodobé
podavaného JMV 1843 jsme studovali zmény exprese mRNA pro orexigenni neuropeptidy
NPY a AgRP v mediobazalnim hypothalamu. Jak centrélni, tak periferni chronické podavani
ghrelinu vede ke zvysSeni exprese NPY a AgRp v hypotalamu, coz naznacuje, Ze neurony
exprimujici NPY a AgRP jsou primdrnim cilem ghrelinu v hypothalamu a zprostfedkovavaji
jeho orexigenni ucinek (Kamegai et al. 2001; Chen et al. 2004). Zjistili jsme, Ze chronické
podavani JMV1843 rovnéZ zvySuje hladiny mRNA pro NPY a AgRP v hypotalamu, z ¢ehoz
l1ze usoudit, ze mechanismus u¢inku JMV1843 na pfijem potravy je podobny popsanému
mechanismu u¢inku ghrelinu. NPY a AgRP také snizuji termogenezi prostfednictvim redukce
produkce UCP-1 v hnédé tukové tkani (Billington et al. 1994; Small et al. 2001). Je tedy
pravdépodobné, ze ucinek JMV1843 na expresi UCP-1 v hnéd¢ tukové tkani muze byt
zprostiedkovan stimulaci NPY/AgRP neuront v hypothalamu.

Ve tieti ¢asti prace bylo zjisténo, ze 14-denni SC podéavani IMV3002 a IMV4208 DIO
mySim vede ke statisticky vyznamnému sniZeni piijmu potravy a télesné hmotnosti mysi, a to
0 az o 15 % pavodni hmotnosti. Redukce hmotnosti po dlouhodobém podavani JIMV3002 a
JMV4208 byla ddna zejména ubytkem tukové tkang, ktery byl provdzen poklesem hladin
cirkulujiciho leptinu. V podkozni ani visceralni tukové tkani nebyla snizena exprese mRNA
pro leptin, coz nasvédc¢uje tomu, ze snizend sekrece leptinu je vysledkem snizeného mnozstvi
tukové tkang. Zminény ubytek tukové tkan€ byl nejvyraznéj§im perifernim uc¢inkem
testovanych sloucenin; zejména bylo redukovdno mnozstvi podkozniho a perirendlniho tuku.
Bylo popsano, ze GHS-R1a-deficientni mySi maji niz8i télesnou hmotnost z ditvodu nizsi
adipozity (Zigman et al. 2005) a podavani ghrelinu naopak u hlodavci vede k nartstu
adipozity (Tschop et al. 2000). Pozorované sniZzeni mnozstvi tuku bylo pravdépodobné
zprostfedkovano snizenou expresi lipogenetickych enzymii ACACA a FASN, coZ je
v souladu s pozorovanim, Ze narust adipozity zpisobeny centralnim podavanim ghrelinu je
zprosttedkovan zvySenim exprese ACACA a FASN v adipocytech bilé tukové tkané
(Theander-Carrillo et al. 2006).
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6. ZAVERY

e Nov¢ peptidové analogy ghrelinu stabilizované nekodovymi aminokyselinami a navazanim
mastné kyseliny stabilni amidovou vazbou se s vysokou afinitou vazaly k receptoru
GHS-R1a a srovnateln¢ s ghrelinem pisobily na aktivaci signalizacnich drah ghrelinu.
Po jednorazovém SC podédni mySim signifikantné zvySovaly pfijem potravy, a to
srovnatelné ¢i vice nez ghrelin nebo [Dpr3] ghrelin. Jejich ucinek byl dlouhotrvajici, coz 1ze
pricist zvySené stabilité. Testované peptidové analogy ghrelinu jsou tedy u¢innymi a
stabilnimi agonisty GHS-R1a s prodlouzenym trvanim ucinku. Nejucinngjsi z analogl by
po otestovani v dlouhodobych experimentech na kachektickych zvifecich modelech mohly

v budoucnu potencialné najit vyuziti v terapii kachexie ¢i anorexie.

e Pseudopeptidovy agonista GHS-R1a JIMV1843 zvysoval pfijem potravy po jednordzovém
SC podéni §tihlym mySim; jeho orexigenni u¢inek byl vétsi nez efekt ghrelinu podaného
vestejné davce, coz je pravdépodobné dano jeho vysSi stabilitou, prokazanou
ve farmakokinetickych experimentech in vitro. Dlouhodobé podavani JIMV1843 stihlym
myS$im vedlo ke zvySeni pfijmu potravy a narlstu télesné hmotnosti. Exprese orexigennich
neuropeptidd NPY a AgRP v hypothalamu byla po dlouhodobém podavani signifikantné
zvySena, coz naznacuje, ze mechanismus orexigenniho ucinku JMV1843 je shodny
s mechanismem ucinku ghrelinu. Mimoto byla snizena exprese UCP-1 v hnédé tukové
tkani, k pozorovanému nartstu télesné hmotnosti tedy pravdépodobné ptispéla i redukce
energetického vydeje. Tyto vysledky podporuji predpoklad, ze by IMV1843 mohl byt

uc¢innym prosttedkem pro 1é€bu kachexie.

e Antagonist¢ GHS-R1a na bazi trisubstituovaného 1,2,4-triazolu JMV3002 a JMV4208
snizovali po jednorazovém perifernim podédni Stihlym mySim pfijem potravy v zavislosti
na davce. Obé¢ latky vykazovaly pomérné dobrou stabilitu v Krvi in vivo. Pti dlouhodobém
podavani obéznim mysim s DIO bylo pozorovano snizeni pfijmu potravy a ubytek télesné
hmotnosti 0 15 % po podavani JMV3002, o 10 % po podavani JMV4208. Redukce
hmotnosti byla dana zejména tbytkem tukové tkané€, ktery byl zprostfedkovan snizenou
expresi lipogenetickych enzymlit ACACA a FASN. Podéavani JMV3002 také zptlisobilo
sniZzeni hmotnosti jater. Pokud by se podatilo vyiesSit problém s nerozpustnosti téchto latek,
mohly by potenciadlné byt v budoucnu vyuzity v terapii obezity nebo jinych poruch

asociovanych s hyperfagii.
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