UNIVERZA V LJUBLJANI

FAKULTETA ZA FARMACIJO

SARA PEINKIHER

PREIZKUSANJE UCINKOVITOSTI PEPTIDNEGA ANTAGONISTA GRELINSKEGA
RECEPTORJA NA MISJEM MODELU

INDUSTRIJSKA FARMACIJA

Ljubljana, 2018



UNIVERZA V LJUBLJANI

FAKULTETA ZA FARMACIJO

SARA PEINKIHER

PREIZKUSANJE UCINKOVITOSTI PEPTIDNEGA ANTAGONISTA
GRELINSKEGA RECEPTORJA NA MISJEM MODELU

PEPTIDE ANTAGONIST OF GHRELIN RECEPTOR EFFICACY IN THE
MOUSE MODEL

INDUSTRIJSKA FARMACIJA

Ljubljana, 2018



Peinkiher S. Preizkusanje uéinkovitosti peptidnega antagonista grelinskega receptorja na mi§jem modelu.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani. Fakulteta za farmacijo, 2018

Magistrsko nalogo sem opravljala na Fakulteti za farmacijo, na Katedri za farmacevtsko
biologijo. Vecino eksperimentalnega dela sem opravljala na Fakulteti za Veterino, na

Institutu za predklini¢ne vede v laboratoriju za Genomiko, prav tako na Univerzi v Ljubljani.

Zahvala

V prvi vrsti se zahvaljujem mentorici, izr. prof. dr. Mojci Lunder, ker me je sprejela pod
svoje mentorstvo in me usmerila v izvenstudijsko izobrazevanje. Zahvaljujem se ji za vso
prejeto znanje in strokovno svetovanje pri nastajanju magistrskega dela. Prav tako se
zahvaljujem somentorici, asist. dr. Nezi Grgurevié, dr. vet. med., za vso pomoc¢, potrpljenje
in ucenje pri eksperimentalnem delu in komentiranju rezultatov. Za sprejem in prijaznost se

zahvaljujem tudi celotnemu oddelku za Genomiko Veterinarske fakultete.

Posebno zahvalo namenjam mami, bratu, sestri in fantu, ki so mi z veliko mero motivacije

in spodbude pomagali med samim $tudijem in pisanjem magistrskega dela.

Izjava

Izjavljam, da sem magistrsko nalogo samostojno izdelala pod mentorstvom izr. prof. dr.

Mojce Lunder in somentorstvom asist. dr. Neze Grgurevié, dr. vet. med.

Sara Peinkiher

Predsednik magistrske komisije: prof. dr. Ales Obreza
Mentor: izr. prof. dr. Mojca Lunder
Somentor: asist. dr. Neza Grgurevic, dr. vet. med.

Clan magistrske komisije: izr. prof. dr. Rok Dreu



Peinkiher S. Preizkusanje uéinkovitosti peptidnega antagonista grelinskega receptorja na mi§jem modelu.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani. Fakulteta za farmacijo, 2018

VSEBINA
Str.
VI SEBINA ettt h e e I
KAZALOD SLIK ..ottt n e e e neenneas V
POVZETEK ...ttt e b e e nne e e e n e e \4
ABSTRACT e Vi
OKRAJSAVE IN PREVODL .......ooviviieeicesesiieessieissessesissessssessesssssssesssss s s sasensessssens VIl
Lo UVOD ettt ettt h et b et nae e b nnee s 1
I S €1 -] 1o USSP PP PP U PTURORPRPPRPPIN 1
1.1.1.  Nastanek in izIoanje grelina..........ccooeverererenininieieese e 2
1.1.2.  RECEPLOr ZA GreliN ..ot 3
1.1.3.  Vpliv grelina na izlo¢anje rastnega hormona .............ccecvvveerveniniinienisennen 4
1.1.4.  Vpliv grelina na vnos hrane in druge telesne funkcije .........cc.ccoovvivrinienenenn. 6
1.1.5. Dejavniki, ki vplivajo na izloCanje grelina in delovanje grelina..................... 7
1.2, ANtagonisti GreliNa.......ccecvveiieiiiie e 9
2. NAMEN DELA . ... et ne e 10
3. MATERIALI IN METODE ..ottt 11
BLe ZIVAlE i 11
T8 S R €= (0] (oA ] - OSSO 11
3.1.2.  NastaniteV ZIVAlL ....cocvieiiiieiiiiciiii e 11
3.2.  Priprava poskusnih zivali in apliKacija ..........ccccerveiiiiiiriieiinieseceeee e 11
3.2.1.  Nastanitev poskusnih Zivali.........coccoriiiiiiiiiiiiice e 11
3.2.2. APIKACIHA SNOVI....cuiiiiiiiiiieesie st 12
3.2.3. OdvZEM KIVI iN OFQANOV ....c.eoiiiiiiiiiiieiieie et 13
3.3.  Shranjevanje in nadaljnja obdelava odvzetih tKiV ..........cccccoeveiiiiiiiciiee e, 15
3.4, Priprava teStNIN SNOVI........cooiiiiiiiiiiicee e 16



Peinkiher S. Preizkusanje uéinkovitosti peptidnega antagonista grelinskega receptorja na mi§jem modelu.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani. Fakulteta za farmacijo, 2018

3.4.1.  POZItivNa KONIOIA. ........ocveiiiieiec s 16
34.2. PePLId PL...oiiiiiiieeee bbb 17
343, GreliN i 17
344, Grelin iNPeptitd PL ......oiiiiiiieeee e 17
3.4.5.  Grelinin [D-Lys-3]-GHRP-6 ........cccoiiiiiiiiiiiirieeee e 17

3.5, ANAliza POUALKOV ......ceiiiiiiiicse s 17
4., EKSPERIMENTALNO DELO ...oooiiie e 19
A1, POSKUS L ...ttt bbbt 19
B2, POSKUS 2 ...ttt 19
4.3, POSKUS 3 ...t 20
0. REZULT AT ettt nnne s 21
5.1.  Vpliv peptida P1 Na VNOS Nrane .........cccevveiiiieiecce e 21
5.2.  Vpliv peptida P1 na izlo¢anje rastnega hormona............cccocevereneiennsienieniennienns 24
6. RAZPRAVA e e 26
6.1. Vpliv peptida P1 na VNOS Nrane ........ccccceeiveiiiiicie e 26
6.2.  Vpliv aplikacije peptida P1 na izlocanje rastnega hormona.............cccecvvvriiennene, 27

T SKILEP .. e e ne e 30
8. LITERATURA ..ottt ettt sae et e e reeeeee e 31



Peinkiher S. Preizkusanje uéinkovitosti peptidnega antagonista grelinskega receptorja na mi§jem modelu.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani. Fakulteta za farmacijo, 2018

KAZALO SLIK

Str.
Slika 1: Prikaz nastanka grelinskih oblik (Prirejeno po Gualillio, 2006 (11)). ......cccccveurnenn 3
Slika 2: Prikaz signalnih poti grelina iz Zelodca do hipofize (Prirejeno po Hosoda, 2006
) ) SRS 5
Slika 3: Prikaz intraperitonealne aplikacije (46). .......ccooviririiiiiiiciesee e, 12
Slika 4: Shema perfuzije oz. spiranja zivali (prirejeno po Riffe, 2013(47)). .cccovvvervrreennnnn. 14
Slika 5: Umeritvena KriVUIJa ........ccooiiiiiie e 16
S1ika 6: SNEMA POSKUSA L. .....ooueiieiiiiitiiti sttt 19
SIiKa 7: SNEMA POSKUSA 2. .....ooueeiieieiieitceie ettt 20
Slika 8: SNemMa POSKUSA 3. ...ttt 20
Slika 9: Prikaz rezultatov poskusa 1 — intraperitonealne aplikacije. ...........ccccoovriiiivnnennn, 21
Slika 10: Prikaz rezultatov poskusa 2 — intranazalne aplikacije...........c.ccoooniniiniiicennnn, 23
Slika 11: Prikaz rezultatov poskusa 3 — vpliv testnih snovina RH. .............ccocoiiiiinnen, 24



Peinkiher S. Preizkusanje uéinkovitosti peptidnega antagonista grelinskega receptorja na mi§jem modelu.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani. Fakulteta za farmacijo, 2018

POVZETEK

Grelin je periferni peptidni hormon, ki je vpleten v uravnavanje energijske homeostaze,
uravnavanje vnosa hrane in izlo¢anje rastnega hormona. Iskanje antagonistov receptorja za
grelin je eden od nacinov iskanja novih spojin vodnic, katerih namen je zdravljenje
bolezenskih stanj in tveganj, kot so na primer prekomerna telesna masa, debelost in z njo
povezana druga bolezenska stanja. Na Katedri za farmacevtsko biologijo, Fakultete za
farmacijo, Univerze v Ljubljani, so s pomocjo tehnologije bakteriofagnega prikaza razvili
peptidne ligande receptorja za grelin, z in vitro antagonisticnim delovanjem.
NajucinkovitejSega med njimi smo v magistrski nalogi preizkusili e in vivo na misjem
modelu linije C57BL/6J. Delovanje peptida, ki smo ga poimenovali P1, smo primerjali z
antagonistom grelina [D-Lys-3]-GHRP-6. V nalogi smo preizkusili dva na¢ina vnosa snovi,
preko trebusne (intraperitonealno, i.p.) in preko nosne votline. Opravili smo 3 poskuse; v
poskusih 1 in 2 smo po vnaSanju snovi intraperitonealno in preko nosne votline spremljali
vnos hrane pri testnih Zivalih, v poskusu 3 smo po vnosu peptidne snhovi intraperitonealno
merili koncentracijo rastnega hormona v serumu testnih Zivali. V poskusih 1 in 2 smo imeli
tri skupine zivali: 1) kontrolno, 2) skupino z dodanim [D-Lys-3]-GHRP-6 in 3) skupino z
dodanim peptidom P1. V poskusu 3 smo poleg v poskusih 1 in 2 navedenih treh dodali $e tri
skupine zivali: 4) z dodanim grelinom, 5) z isto¢asno dodanim grelinom in peptidom P1 ter
6) z istocasno dodanim [D-Lys-3]-GHRP-6 in peptidom P1.

Prost vnos hrane 30 min po intraperitonealni aplikaciji snovi se je razlikoval med kontrolno
skupino in skupino z dodanim antagonistom [D-Lys-3]-GHRP-6, medtem ko pri skupini z
dodanim peptidom P1 ni priSlo do pri¢akovanih sprememb. Razlike smo zaznali tudi v
koncentraciji rastnega hormona v serumu. Aplikacija grelina je, v primerjavi z nosilnim
sistemom brez grelina, signifikantno povecala koncentracijo rastnega hormona v serumu.
IstoCasna aplikacija grelina in peptida P1 je povzrocila nepri¢akovano vi§jo koncentracijo
rastnega hormona kakor sama aplikacija grelina. Rezultati nase raziskave niso potrdili
antagonisticnega in vivo delovanja peptida P1 na vnos hrane, pokazali pa so vpliv peptida

P1 na izlocanje rastnega hormona.

Kljué¢ne besede: peptid P1, peptidi, antagonist, grelin, in vivo testiranje, misji model

Vi
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ABSTRACT

Ghrelin is a peripheral peptide hormone, which is involved in the regulation of energy
homeostasis, regulation of food intake and secretion of growth hormone. Searching for the
ghrelin receptor antagonist is one way of finding a new lead compounds in order to treat
conditions, such as overweight, obesity and its other related illness conditions. Department
of Pharmaceutical Biology, Faculty of Pharmacy of University of Ljubljana has developed
new peptide ligands of the ghrelin receptor with the help of bacteriophage imaging
technology, which have expressed in vitro antagonistic activity. In the master’s thesis we
have tested the most effective peptide ligand among them (peptide P1) in vivo study on the
C57BL/6J mouse model strain. The activity of peptide, which we have named P1, was
compared with the known ghrelin antagonist [D-Lys-3] -GHRP-6. In our thesis we have
tested two methods of applying substances, through abdominal and nasal cavity. We
conducted 3 experiments; in experiments 1 and 2 we have monitored the food intake
depending on the different application of substances. In the experiment 3, we have monitored
the concentration of growth hormone in the serum of the tested animals after intraperitoneal
application. In experiments 1 and 2 we had three testing groups of animals; 1) a control
group, 2) group with the addition of [D-Lys-3]-GHRP-6 and 3) the group with added peptide
P1. In experiment 3, additional three testing groups were added to the experiment: 4) group
with the addition of ghrelin, 5) with simultaneously appliedghrelin and peptide P1 and 6)
with simultaneously applied [D-Lys-3]-GHRP-6 and peptide P1.

Ad libitum food intake after 30 min from intraperitoneal application was distinguished
between control group and group with [D-Lys-3] - GHRP-6, while no expected changes were
noticed in the group with added peptide P1. Differences were also observed in the
concentration of serum growth hormone. The application of ghrelin has, in comparison with
the carrier (control group), significantly increased expression of growth hormone in the
serum. Simultaneous application of ghrelin and peptide P1 resulted in an unexpectedly
higher growth hormone concentration than the application of ghrelin itself. The results of
our study did not confirm the antagonistic in vivo activity of peptide P1 on the food intake,

but they showed effect of peptide P1 on the secretion of growth hormone release.

Key words: peptide P1, peptides, antagonist, ghrelin, in vivo testing, mouse model
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1. UVOD

Hormoni v telesu predstavljajo pomembne spojine, ki jih nase telo tvori za signalizacijo med
tkivi in organi preko krvi. V telesu se izlo¢ajo iz Zlez z notranjim izlo¢anjem (endokrinih
zlez), kot so hipofiza, epifiza (CeSarika), timus (prizeljc), $€itnica, nadledvi¢na Zleza,
trebusna slinavka, moda ter jajéniki. Hormoni, ki nastajajo v endokrinih Zlezah, se izlo¢ijo
neposredno v krvni obtok in potujejo do celic. Te izrazajo receptorje, ki se ujemajo s
specificnimi hormonskimi epitopi. Ko se ligand veZe na receptor, Se sprozi prenos signala.
Signal se lahko posreduje s fosforilacijo ali defosforilacijo citoplazemskih proteinov, kar
vodi do spremembe v prepustnosti ionskega kanala ali pa se signal posreduje s pomocjo
sekundarnih prenasalcev. Izjema so lipofilni hormoni, ki imajo mozZnost samostojnega
prehajanja preko celi¢ne membrane in s tem mozZnost vezave na receptorje znotraj celice
(1,2). Hormoni po vezavi delujejo kot agonisti ali antagonisti receptorja. Agonisti so ligandi,
Ki s svojo vezavo na receptor inducirajo mehanizme, ki vodijo k bioloskemu ucinku.
Delovanje ve€ine naravnih hormonov je agonistiéno. Druga skupina hormonov so
antagonisti, ki s svojo vezavo na receptor onemogoc¢ajo Vezavo agonista in tako ne pride do
sprozitve mehanizmov, ki bi vodili k bioloSkemu ucinku (3). Hormonske antagoniste
pogosto uporabljamo kot zdravila. V skupino moznih antagonisti¢nih spojin vodnic sodi tudi
peptid P1, ki je in vitro antagonist grelina (oreksigenega hormona). P1 so identificirali na
Katedri za farmacevtsko biologijo Univerze v Ljubljani. Njegovo in vivo u¢inkovitost Smo

preizkusili v nasi nalogi.

1.1. Grelin

Grelin je prvi izoliral in poimenoval japonski znanstvenik Kojima s sodelavci. Kot endogeni
ligand receptorja za sproscanje rastnega hormona (GHS-R) je bil leta 1991 izoliran iz
podganjih Zelodcev. V tistem ¢asu ligand za GHS-R $e ni bil poznan (4). Izoliran grelin so
znanstveniki takrat opisali kot peptid dolg 28 aminokislin, z oktanojsko kislino na Ser3, ki
je kljuéna za aktivnost peptida. S primerjavo cDNA knjiznic podganjega in humanega
zelodca so znanstveniki ugotovili podobnost med prekuzorji grelinskih peptidov pri obeh

vrstah. Medvrstno razliko so ugotovili le v dveh aminokislinskih ostankih (Argl1-Val12),
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kar pric¢a o zelo dobri medvrstni ohranjenosti gena in posledicno pomembni vlogi grelina

).

1.1.1. Nastanek in izlocanje grelina

Grelin se pretezno izloca iz sluznice Zelodca. Tam so enteroendokrine X/A celice, ki so
lo¢ene od lumna Zelodca in nastanjene v sluznici zelodca blizu kapilar. X/A celice vsebujejo
okrogle, kompaktne granule, napolnjene z grelinom, ki se preko sten kapilar izlo¢a v kri.
Prav tako se majhen del grelina izlo¢a v hipotalamusu ter v sledovih v razli¢nih drugih tkivih
(6,7,8).

Genetski zapis za grelin je lociran na kromosomu §tevilka 3 (oziroma lokusu 3p25-26) in je
sestavljen iz 5 aksonov in 4 intronov, ki kodirajo 117. aminokislinski peptid, imenovan
preprogrelin. Preprogrelin je sestavljen iz signalnega peptida, dolgega 23 aminokislin in pro-
grelina, dolgega 94 aminokislin. Pro-grelin vsebuje 28 aminokislin zrelega grelina in
aminokislinski rep iz 66 aminokislin, ki predstavlja anoreksigeni peptidni hormon obestatin.
Aktivna oblika grelina je posledica edinstvene post-translacijske modifikacije. V procesu
nastanka aktivne oblike grelina se hidroksilna skupina tretjega serinskega ostanka (Ser3)
zaestri z oktanojsko kislino, kar je poglavitnega pomena za biolosko aktivnost grelina.
Postranslacijsko modifikacijo katalizira encim na notranji membrani endoplazemskega
retikuluma — encim grelin-O-aciltransferaza (GOAT/MBOAT4) (8,9). Poleg aktivne oblike
grelina (oktanoil grelin) je v krvi Se neacilirani grelin (ang. des-acyl ghrelin) (5,10,11,12). V
sledovih so prisotne $e druge oblike: des-GIn'*grelin, neaciliran des-GIn* grelin, dekanoil
grelin in decenoil grelin. To je posledica naklju¢nega bioloSkega izrezovanja mRNK ter

posttranslacijskih modifikacij, kot je prikazano na Sliki 1 (13).
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Slika 1: Prikaz nastanka grelinskih oblik (Prirejeno po Gualillio, 2006 (11)).

Do danas$njega dne je grelin tarca raziskovanja ve¢ raziskovalnih skupin, predvsem zaradi
razkritja, da je vpleten v uravnavanje energijske homeostaze, uravnavanje vnosa hrane in
izlo¢anje rastnega hormona (RH). Zato ni presenetljivo dejstvo, da je vloga grelina v

organizmu ze precej raziskana (14,15,16).

1.1.2. Receptor za grelin

Receptor za grelin spada v skupino receptorjev, ki so sklopljeni s proteinom G. Do sedaj sta
znana dva transkripta GHS-R, ki sta izraZzena v razli¢nih tkivih. Prvo obliko poimenujemo
l1a in predstavlja funkcionalen protein, Ki je najpogosteje izrazen v hipofizi (skladno s svojo
vlogo spros¢anja rastnega hormona (RH)), hipotalamusu in hipokampusu. mRNK, ki nosi
zapis za receptor, so znanstveniki identificirali tudi v naslednjih perifernih tkivih: srcu in
obto¢ilih, nadledvi¢ni zlezi, modih, jajénikih, tankem in debelem Crevesu, trebusni slinavki
in plju¢ih. Pomembna znacilnost receptorja GHS-R-1a je njegova bazalna (konstitutivna)

aktivnost v odsotnosti agonistov, kar nam daje spoznanje o visoki internalizaciji in
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signalizacijski vrednosti receptorja. Ko se signalna molekula, kot je grelin, veZe na receptor,
pride do spremembe konformacije, ki omogoca aktivacijo G proteina, lociranega na notranji
strani plazemske membrane celic hipofize. Poro¢ajo o dveh mehanizmih povecanja
znotrajceli¢ne koncentracije Ca?* ionov v hipofizi. Dominantna signalna pot poteka preko
fosfolipaze C (PLC)/inozitol trifosfata (IP3). Druga signalna pot poteka preko protein kinaze
A (PKA)/cAMP. Obe stimulirata izlo¢anje RH. Medsebojna povezava teh dveh poti pa je za
enkrat Se neznana. Drugo obliko receptorja poimenujemo 1b in je prisotna v veliko ve¢jem
Stevilu razli¢nih tkiv kakor la. Vloga 1b receptorja je Se neraziskana, dokazano je le, da

zagotovo ne deluje enako kot receptor 1a (7,8,16).

1.1.3. Vpliv grelina na izlo¢anje rastnega hormona

Rastni hormon (RH) je odgovoren za rast celic, presnovo ogljikovih hidratov, proteinov in
lipidov ter vodno-elektrolitsko ravnovesje. Do odkritja grelina je veljalo, da se sproscanje
RH uravnava le z dvema mehanizmoma. Sproscanje stimulira hipotalamusni somatoliberin
(GHRH), ki z vezavo na GHRH-receptor hipofize zvisa koncentracijo cCAMP, kar vodi do
spros¢anja RH v Kkrvni obtok. Zaviranje spro$¢anja RH pa se posreduje z vezanjem
somatostatina (SST) na SST-receptor, ki je sklopljen s proteinom G (17). Tretja pot
uravnavanja izlo¢anja RH je povezana z grelinom. Grelin po vezavi na GHS-R-1a receptor
hipofize povzro¢i povisanje znotrajceli¢ne koncentracije Ca?* ionov in s tem stimulira

izlo¢anje RH v krvni obtok, kot je prikazano na Sliki 2 (7).

Periferni hormon grelin sprozi izlo¢anje RH preko delovanja v centralnem Zivcevju.
Signalizacija lahko poteka s preckanjem grelina preko krvno-mozganske pregrade in vezavo
na specifi¢ne receptorje v centralnem zivéevju ali pa s periferno vezavo grelina na nevrone

vagusnega Zivca, na katerih so prav tako prisotni specifi¢ni receptorji GHS-R (18,19).



Peinkiher S. Preizkusanje uéinkovitosti peptidnega antagonista grelinskega receptorja na mi§jem modelu.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani. Fakulteta za farmacijo, 2018

*| HIPOTALAMUS

GHRH GRELIN STT

1|

[GHRH -R] [GHS-R J STT-R

GRELIN
GHS -R Ob-R
k‘ NPY/AgRP /
nevron

oreksigeni prenasalci

l arkuatno jedro hipotalamusa

I obéutek lakote, Napetit, N TM [

Slika 2: Prikaz signalnih poti grelina iz Zelodca do hipofize (Prirejeno po Hosoda, 2006 (8)).

eyee

somatotropnih celicah hipofize dokazali, da grelin stimulira izlocanje RH preko veé
signalizacijskih kaskad, ki obsegajo inozitol fosfat, CAMP in znotrajceli¢ne Ca?* ione.
Socasna aplikacija SST in grelina je zavrla stimulirajo¢ u¢inek grelina. Znanstveniki so z
raziskavami na ljudeh (21,22) dokazali, da ima aplikacija 0,2 pg/kg grelina enak ucinek kot
aplikacija 1,0 ug/kg GHRH. Grelin je torej mocnejsi spodbujevalec izlocanja RH kakor
GHRH in njegova vloga pri uravnavanju izlo¢anja RH je zelo pomembna. Socasna
intravenska aplikacija GHRH (1,0 mg/kg) in majhni odmerki grelina (0,08 in 0,02 mg/kg)
SO pri odraslih moskih mo¢no spodbudili spros¢anje RH, v primerjavi s spro§¢anjem RH pri
prostovoljcih, ki so prejeli le grelin ali GHRH. Slednja raziskava na in vivo modelu potrjuje

domnevanja o sinergisticnem delovanju dveh razli¢nih poti na izlo¢anje RH.

Grelin brez oktanoilne skupine ne aktivira vezavnih mest na receptorju v centralnem

zivéevju, ter tako ne vpliva na izlo¢anje RH (5,10,11,12). VVnos neaktivne oblike grelina, v
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nasprotju z aktivno obliko, povzro¢i zmanjSan vnos hrane pri misih in upocasni praznjenje

zelodca pri predhodno stradanih misih (23).

1.1.4. Vpliv grelina na vnos hrane in druge telesne funkcije

Grelin ima Se stevilne druge ucinke. Z vezavo na GHS-R receptorje hipotalamusnih
nevronov arkvatnega jedra, Ki izrazajo nevropeptid Y in agutiju podoben peptid
(NPY/AgRP), aktivira izlo¢anje oreksigenih prenasalcev, ki sprozijo obcutek lakote ter
spodbujajo vnos hrane v organizem. Grelin prav tako vpliva na gibanje prebavil, saj pospesi
praznjenje zelodca preko vezave na vagusni zivec. Vpliva tudi na delovanje srca, imunski

sistem, reproduktivne procese in anksioznost (7,18, 24, 25,26,27).

Izrazanje grelina je v najve&ji meri pogojeno s prehranjevalnim statusom organizma. Studije
so pokazale, da ob negativni energijski bilanci ali pri postenju pride do poveCanega
spros¢anja grelina iz endokrinih celic zelodca. Njegova koncentracija v plazmi naraste.
Koncentracija grelina je nizja pri debelosti in upade po pravem ali samo navideznem
hranjenju (vohanje, gledanje in zvecenje hrane). Prav tako na nivo grelina vpliva vrsta hrane.
Po obroku, bogatem z ogljikovimi hidrati, se koncentracija grelina pri ljudeh zelo zmanjsa,
za razliko od obrokov bogatih z mas¢obami, beljakovinami, sadjem ali zelenjavo, ki ne
dosezejo tako velikega padca koncentracije grelina v krvi. Pri obroku, bogatem s proteini, je
bila koncentracija grelina pri udelezencih raziskave nizja dlje Casa kakor pri obroku,
bogatem z ogljikovimi hidrati (28,29,30).

Znano je, da je nivo grelina obratno sorazmeren z indeksom telesne mase, z izjemo bolnikov
s Prader-Will sindromom (31). Ti imajo konstantno poviSane koncentracije grelina, ki
potencialno prispevajo k njihovemu neustavljivemu apetitu (hiperfagiji) in debelosti.
Zanimivo je dejstvo, da je pri stradanih zivalih (podganah), ki so hrano 15 min samo gledale
in vonjale, prav tako prislo do padca plazemskega grelina, kot tudi pri Zivalih, ki so hrano
po stradanju dejansko zauzile. Tega pojava niso opazili pri zivalih po vagotomiji (32). 1z teh
rezultatov lahko sklepamo o velikem vplivu grelina pri pripravi organizma na hranjenje ter

o0 vlogi vagusnega zivca pri prenosu signala iz periferije v centralno zZivcevije.

Wren in sod. (27) so v svoji raziskavi na podganah primerjali intracerebroventrikularno

(i.c.v.) in intraperitonealno aplikacijo grelina na povisan vnos krme in nivo rastnega
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hormona v krvi. Ve¢ji vnos hrane so opazili pri i.c.v. aplikaciji grelina. Uc¢inek so zaznali Se
24 ur po aplikaciji. Prav tako so bili rezultati vnosa hrane po i.c.v. aplikaciji grelina
primerljivi s testno skupino zivali, katerim so znanstveniki aplicirali hipotalamusni NPY, ki
dokazano neposredno vpliva na vnos hrane. VVnos hrane je bil pri NPY sicer visji kakor pri
aplikaciji samega grelina. Povisano koncentracijo RH so znanstveniki opazili pri obeh
nacinih aplikacije grelina, vendar je bil u¢inek pri intraperitonealni aplikaciji znatno manjsi.
Na koncen vnos hrane veckratno zaporedno apliciranje grelina enake koncentracije ni imelo
bistvenega vpliva. Le sprememba 0z. povisana koncentracija oz. odmerek grelina je
rezultiral v vi$ji koncentraciji izlo¢enega RH. Uc¢inek grelina pri intraperitonealni aplikaciji
je bil hiter. Najvec¢jega so zaznali petnajst minut po aplikaciji, ki pa se je v 30 minutah po

aplikaciji povrnil na bazalno raven (27).

1.1.5. Dejavniki, ki vplivajo na izlocanje grelina in delovanje grelina

Raziskovalci so dokazali, da je koncentracija izrazene mRNK grelina mo¢no poviSana pri
stradanih misih, kar potrjuje dejstvo, da je eden najpomembnejSih dejavnikov izrazanja
grelina prav prehranjenost organizma. Na izlo¢anje grelina pa ne vplivata samo prehramben
status organizma in energijska bilanca, katere smo Ze opisali, temve¢ tudi drugi dejavniki,
kot so na primer endokrini dejavniki. Vpliv estrogenih hormonov na grelin je glede na
dognanja znanstvenikov razli¢en. V raziskavi na ljudeh so znanstveniki primerjali nivo
grelina med kontrolno zensko in mosko populacijo. Ugotovili so, da je nivo plazemskega
grelina pri Zenskah visji za kar 60 % (moski 130,0 + 10,3; zenske 194,3 £ 19,4 fmol / ml),
kar naj bi bila po njihovem posledica vpliva estrogenih hormonov na izrazanje mMRNK
grelina (33).

V raziskavi Clegg in sod. (34) so bile podgane z odstranjenimi jajéniki in podgane moskega
spola bistveno bolj obcutljive na centralno ali periferno aplikacijo grelina razli¢nih
koncentracij kakor skupina podgan s prisotnimi jaj¢niki. V raziskavo so vkljucili tudi
transgene misi z izbitim genom za grelinski receptor (misi Ghsr’). Ko so primerjali skupine
transgenih misi z odstranjenimi jajéniki in misi divjega tipa z odstranjenimi jajcniki, SO
raziskovalci prisli do ugotovitve, da se pri divjem tipu misi pove¢a vnos hrane in telesna

masa, za razliko od transgenih. To po njihovem dognanju pomeni, da postopek odstranitve
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jajénikov poveca vnos hrane s sprostitvijo dodatnega grelina, ki bi ga drugace zaviralo
delovanje endogenih estrogenov. Predhodna aplikacija estradiola testnim skupinam, ki so
Jim nato centralno ali periferno aplicirali $e grelin, je iznicila s predhodnim poskusom
dokazan ucinek grelina na povecan vnos hrane. Na podlagi rezultatov raziskave Clegg in
sod. lahko domnevamo, da estrogeni hormoni vplivajo na signalno pot grelina in s tem
zmanjsajo njegove oreksigene ucinke. V nasprotju s prej$njo raziskavo Sakata in sod. (35) v
svoji in vitro raziskavi na izoliranih podganjih Zelodénih celicah trdijo, da estrogeni,
sintetizirani v zelodcu, stimulirajo izrazanje gena in produkcijo grelina v odvisnosti od
odmerka. Celice, ki so jim dodali antagonist receptorja za estrogene (ICI-182 780) in nato
estrogene, niso kazale zveCanega izrazanja grelina. V isti in vivo raziskavi so znanstveniki
primerjali plazemsko koncentracijo grelina podgan z odstranjenimi jajéniki in podgan z
lazno odstranjenimi jajéniki po treh tednih od operacije. Njihov namen je bil dolocanje
vpliva estrogenov iz jajénikov na izrazanje grelina. Izrazanje mRNK in plazemska
koncentracija grelina se med testnima skupinama proti pricakovanjem ni razlikovala.
Nasprotujoca, glede vpliva estrogenih snovi na izrazanje grelina, je tudi raziskava
Dafapoulos in sod. (36) na ljudeh. Znanstveniki so v raziskavi testirali vpliv estrogenov na
koncentracijo plazemskega grelina. Ugotovili so, da med kratkotrajno in dolgotrajno
dermalno aplikacijo estrogenov med Zenskami z odstranjenimi jajéniki ter zenskami pred in
po menopavzi ni prislo do nikakrs$nih razlik v koncentracijah plazemskega grelina. Mozen
odgovor za pojasnitev rezultatov predhodne raziskave (36) je v napa¢nem nacinu aplikacije
estrogenov, saj so v slede¢i raziskavi Kellokoski in sod. (37), kjer so znanstveniki preucevali
vpliv nadomestne estrogenske terapije na nivo grelina v plazmi, prisli do drugacnih
zakljuckov. Dolgoro¢na peroralna aplikacija estrogena je povzrocila bistven dvig grelina pri
zenskah v menopavzi z opravljeno histerektomijo, za razliko od dermalne aplikacije, katera
je komaj zaznavno povecala koncentracijo grelina. Znanstveniki so ugotovili, da so bile
spremembe v koncentraciji grelina pogojene s spremembami serumskih koncentracij
estradiola, kar potrjuje dejstvo, da endokrini dejavniki vplivajo na plazemsko koncentracijo

grelina.
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1.2. Antagonisti grelina

Poleg grelina vplivajo na vnos hrane S$tevilni drugi hormoni. Vnos hrane se zmanjsa s
spros¢anjem leptina iz celic mascobnega tkiva ter zvisa s spro$¢anjem grelina. Leptin in
grelin sta med seboj negativno uravnana. VVnosa hrane pa ne uravnavata le leptin in grelin,
ampak v manjsi meri tudi mnogo drugih draZljajev in peptidov. Eden izmed teh peptidov je
motlin. Raziskovalci so na podlagi strukture motlina razvili nepeptidni agonist, za katerega
so ze potrdili klini¢no indikacijo, stimulacijo peristalti¢énega gibanja prebavil. Motlin je zelo
soroden grelinu, saj se oba vezeta na s proteinom G sklopljen receptor. Poleg tega se njuno
aminokislinsko zaporedje prekriva v 53 odstotnem delezu (38). Tako se je s poznavanjem
strukture in funkcije grelinskega receptorja (GHS-R 1a) ter grelina pric¢elo tudi iskanje

selektivnih ligandov, ki bi vplivali na vnos hrane.

Raziskovalci so prisli do spoznanja, da agonisti GHS-R spodbujajo apetit in povzrocajo
izlo¢anje RH, kar potencialno pripomore pri kahesiji ter izgubi telesne mase povezane s
starostnimi, rakavimi in degenerativnimi boleznimi (39,40,41). Antagonisti pa imajo, v
nasprotju z agonisti, anoreksi¢ne u¢inke. Enkratna aplikacija antagonista [D-Lys-3]-GHRP-
6 zmanjsa vnos hrane in praznjenje zelodca v odvisnosti od odmerka. Veckratna aplikacija
pa dodatno vodi do zmanjsanja telesne mase in koncentracije glukoze v krvi, kar nam da
vedeti, da so antagonisti grelinskega receptorja dobre potencialne spojine vodnice za
zdravljenje debelosti (42,43). Na svetovnem trgu je prisotnih ali pa v viskih fazah razvoja ze
veliko agonistov ter hkrati izredno malo antagonistov. Eden izmed potencialnih u¢inkovin z
antagonisti¢nim delovanjem na grelinski receptor je peptid P1, ki so ga selekcionirali s
pomocjo tehnologije bakteriofagnega prikaza na Katedri za farmacevtsko biologijo,
Fakultete za farmacijo v Ljubljani. Peptid P1 se je na in vitro modelu izkazal kot u¢inkovit
agonist, saj je zavrl delovanje grelina za kar 60 % (44).
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2. NAMEN DELA

V okviru magistrske naloge bomo preizkusili in vivo antagonisti¢no aktivnost peptida P1, ki
so ga razvili na Katedri za farmacevtsko biologijo. 1z obetavnih predhodnih in vitro raziskav

(44) pricakujemo, da bomo dokazali antagonisti¢ne uc¢inke peptida P1 tudi na in vivo modelu.

Kot zivalski model bomo uporabili misi linije C57/BL6J. Ucinkovitost in delovanje peptida
P1 bomo primerjali z antagonistom [D-Lys-3]-GHRP-6 in kontrolno skupino, ki ji bomo

aplicirali le placebo dostavni sistem.

V prvem delu bomo proucevali spremembe vnosa hrane med testnima skupinama in
kontrolno skupino pri enkratni intraperitonealni (Poskus 1) ali intranazalni (i.n) (Poskus 2)

aplikaciji peptida P1, antagonista [D-Lys-3]-GHRP-6 ali nosilnega sistema.

V drugem delu (Poskus 3) bomo proucevali razlike med Sestimi skupinami Zzivali: po
intraperitonealni aplikaciji peptida P1, antagonista [D-Lys-3]-GHRP-6, grelina, so¢asni
aplikaciji grelina in peptida P1, so¢asni aplikaciji [D-Lys-3]-GHRP-6 in grelina ter nosilnega
sistema, dolocali vpliv na izlo¢anje rastnega hormona (RH). RH bomo merili v serumu pred

IN PO VNOSU SNOVi.
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3. MATERIALI IN METODE

Eksperimentalno delo smo izvedli v skladu z eti¢énimi naceli in standardi. Poskus je odobrila
Veterinarska uprava Republike Slovenije. Stevilka dovoljenja: U34401-23/2013/6.

3.1. Zivali
3.1.1. Genotip/vrsta

V poskusu smo uporabili divji tip misi, linije C57BL/6J. Zivali so vzredili na Veterinarski

fakulteti v Ljubljani, v Laboratoriju za genomiko.

3.1.2. Nastanitev Zivali
Zivali so bile nastanjene v standardnih laboratorijskih pogojih s temperaturo 20-24° C in
vlago 5510 % ter v umetnem ciklu svetlobe: 12 ur teme/12 ur svetlobe. Hranili smo jih s
krmo brez fitoestrogenov (Harlan Tekland, Velika Britanija) in vodo z dodano
klorovodikovo kislino (1 mL HCI/500 mL vode; umerjeno s kon¢nim pH vode na 3,0).
Zivalim je bila voda in hrana na voljo ad libitum. Poskusne Zivali so bile pred poskusom
nastanjene skupinsko. Vse zivali so imele mikrobiolosko neoporecno (avtoklavirano) steljo
iz zagovine (Lignocel, Nemcija). Kletke so bile ne-ventilirane z resetkastimi pokrovi, ki smo
jih ¢istili, oziroma jih zamenjali najmanj enkrat tedensko. Kontrola vode in hrane je bila

opravljena vsak dan.

3.2. Priprava poskusnih Zivali in aplikacija

3.2.1. Nastanitev poskusnih Zivali
Za poskus smo uporabili misi moskega spola starosti 2 do 6 mesecev. Zivali smo izolirali in
jih individualno nastanili v kletke priblizno dva tedna pred za¢etkom poskusa. Zivalim je
bila hrana in voda na voljo ad libitum. Z Zivalmi smo dnevno rokovali z namenom
spremljanja zdravstvenega stanja. Vsakodnevno rokovanje (fiksacija za intraperitonealno
aplikacijo) smo izvajali tudi z namenom, da kasnejsa aplikacija snovi zivalim ne bi

predstavljala prevelikega stresa in vplivala na rezultate raziskave.
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3.2.2. Aplikacija snovi

Pri poskusu smo uporabili tri razli¢ne nac¢ine aplikacije, in sicer (45,46):

— Subkutana aplikacija (s.c.): Je aplikacija v podro¢je koze med lopaticami. Zival
smo fiksirali s prijemom, ki nam je zagotovil, da je zival med aplikacijo mirovala in
smo tako nemoteno vnesli snov v privzdignjeno kozno gubo. Pazljivi sSmo morali biti

na najvecji dovoljen volumen snovi 10ul/g telesne mase (TM).

— Intraperitonealna aplikacija (i.p.): Zival smo fiksirali s kozno gubo, grbo na hrbtu
ter repom. Zival smo drzali z glavo obrnjeno navzdol, da smo se izognili aplikaciji v
organe. Snov smo skozi trebusno steno aplicirali v trebuSno votlino pod kotom 30°,
nekoliko levo ali desno od popka med pubi¢no simfizo in ksifoidnim delom, kot je

prikazano na Sliki 3. Najvec;ji apliciran volumen ni smel presegati 10ul/g TM.

Slika 3: Prikaz intraperitonealne aplikacije (46).

— Intranazalna aplikacija (i.n.): Zival smo fiksirali (trdno, da je mirovala), nato pa
smo ji s pomocjo pipete na nosnice kanili majhne kapljice nase snovi in pocakali, da

Jo je zival »vdihnila«. Enkraten injiciran volumen ni smel presegati Sul.
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3.2.3. Odvzem Krvi in organov

Materiali:

- kirurski instrumenti (Skarje, pincete, pean ...),

- igla,

- ¢rpalka,

- pipeta,

- mikrocentrifugirke,

- alkoholni rob¢ki,

- centrifugirke,

- fosfatni pufer (0,05 M, PBS — ang. Phosphate-buffered saline),
- 4 % paraformaldehid,

- kirurske rokavice, primerna zas¢itna oblacila,

- brisacke,

- flomaster,

- zbiralnik biolosko nevarnih odpadkov (trdih in tekocih),

- lanceta,

- ELISA kit: Rat/Mouse Hormone ELISA Kits, 96-Well Plate,
CattEZRMGH-45K, EMD Millipore Coporation, USA.

Odvzem organov in krvi je potekal, ko so bile Zivali pod splo$no anestezijo, z meSanico
anestetikov (ketamina 100 ng/g TM, acepromazina 2 pg/g TM in xilazina 10 pg/g TM), ki
smo jo injicirali s.c.. Pred zacetkom dela smo s pritiskom na spodnje okoncine preverili
refleks na boledino in s tem ugotovili, ali je zival prejela zadostno koli¢ino anestetika.

Testnim Zivalim smo odvzeli moZgane in kri:

- KRI: Odvzeli smo jo iz submandibularnega pleteza. Zival smo fiksirali, predel
odvzema smo odistili z alkoholnim rob¢kom ter z lanceto vbodli v submandilarni
venozni pletez. Vsaki zivali smo odvzeli 5 kapljic krvi, kar ustreza volumnu priblizno

100 do 200 pL (13 % celotnega volumna Kkrvi) in smo jo zbrali v mikrocentrifugirke.
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MOZGANI: Zivalim smo odprli prsni ko$. Nato smo s pomodcjo peristalti¢ne &rpalke
(Ecoline ISM1079, Ismatec SA) s pretokom 5 mL/min preko levega prekata sprali
kri s hladnim 0,05 M fosfatnim pufrom, kot je prikazano na Sliki 4. Po 4 minutah
oziroma po preteCenih 20 mL skozi ozilje, smo cevko prestavili v 4 %
paraformaldehid, ki je tkiva fiksiral. Po fiksaciji (po pretecenih 20-25 mL), smo s
pomocjo pincete ter Skarij odvzeli mozgane. Mozganov V na$i raziskavi nismo

uporabili. Shranili smo jih za nadaljnje raziskave.

Slika 4: Shema perfuzije oz. spiranja zivali (prirejeno po Riffe, 2013(47)).
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3.3. Shranjevanje in nadaljnja obdelava odvzetih tkiv

Kri smo pustili stati eno uro na sobni temperaturi, nato smo jo 15 min centrifugirali pri 2000
g. Serum smo odpipetirali v ¢iste mikrocentrifugirke in zamrznili na - 80° C vse do izvedbe
testa ELISA.

Za dolo¢anje RH v serumu smo uporabili ELISA kit test — Rat/Mouse Hormone ELISA Kits,
96-Well Plate, CattEZRMGH-45K podjetja EMD Millipore Coporation. Uporabljen kit je
sestavljen na principu neposredne oziroma »sendvi¢« ELISE. Na trdnem nosilcu - 96
mikrotiterski plos¢i so vezana predhodno titrirana poliklonska protitelesca proti RH. Na ta
protitelesca smo nanesli nase vzorce seruma, ki smo jih predhodno red¢ili z pufrom ELISA
Kit testa, da smo bili z nasimi meritvami v obmoc¢ju merilne/referen¢ne krivulje. Hkrati smo
zraven vzorcev z enakim protokolom tretirali standarde, ki so nam sluzili za dolocitev
umeritvene krivulje ter slepa vzorca. Po inkubaciji smo mikrotitersko plos¢o »sprali« z
reagenti ter tako odstranili antigene, ki niso bili specifi¢ni za vezavo na protitelesca proti
RH. Na mikrotitersko plos¢o oziroma kompleks protitelo — RH smo nato vezali sekundarno
protitelo konjugirano z biotinom. Sledilo je spiranje, s katerim smo odstranili presezna
konjugirana protitelesa. Na imobilizirana biotinska protitelesa smo konjugirali hrenovo
peroksidazo (ang. horseradish peroxidase/encime solution). Po inkubaciji je sledilo spiranje
preseznega konjugata. Po spiranju smo dodali tetrametilbenzidin - substrat za peroksidazo.
Po inkubaciji smo dodali $e ustavitven reagent ter nato spektrofotometri¢no izmerili
aktivnost encima pri poviSani absorbanci pri 450 nm ter popravljeni absorbanci pri 590 nm
po zakisevanju oblikovanih produktov.Vrednosti absorbanc smo med seboj odsteli. Prav

tako smo od razlike absorbanc odsteli tudi vrednosti povprecja slebih vzorcev.

Vrednosti absorbanc smo nato s pomocjo programa GraphPad Prism s funkcijo 5-parameter
logistic equation obdelali, iz vzorcev standardov smo tako naredili umeritveno krivuljo

prikazano na Sliki 5, na podlagi katere smo lahko dolo¢ili vrednost RH v nasih vzorcih.
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Slika 5: Umeritvena krivulja

3.4. Priprava testnih snovi

Preiskovane snovi smo shranjevali pri - 20° C, bodisi v praskastem ali tekoem stanju in jih

alikvotirali, da bi preprecili veCkratno zamrzovanje in odtajanje.

Za raztapljanje preiskovanih snovi smo uporabili dve razli¢ni raztopini, in sicer nosilni
sistem 1 in nosilni sistem 2. Nosilni sisrem 1 je fizioloska raztopina, ki je v kon¢ni
formulaciji vsebovala dimetil sulfoksid (DMSO / Dimethyl sulfoxide) v razmerju 9:1 in smo
jo uporabili pri poskusih 1 in 2. Nosilni sistem 2, ki smo ga uporabili v poskusu 3, je bil enak
sestavi nosilnega sistema 1, le da smo mu dodali $e goveji serumski aloumin (Bovine serum

albumin / BSA) v konéni koncentraciji 0,25 %.

3.4.1. Pozitivna kontrola
Kot pozitivno kontrolo smo uporabili antagonist [D-Lys-3]-GHRP-6 (Bachem, Bubendorf,
Switzerland), ki smo ga v poskusih aplicirali v koncentraciji 6,7 umol/kg TM. Odmerek
raztopine preiskovane snovi smo v poskusu 1 pripravili za vse zivali enako — glede na

povpre¢no maso izracunano iz telesne mase vseh zivali v skupini, v poskusu 2 pa glede na

16



Peinkiher S. Preizkusanje uéinkovitosti peptidnega antagonista grelinskega receptorja na mi§jem modelu.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani. Fakulteta za farmacijo, 2018

telesno maso posamiéne zivali. Za poskus 3 smo pripravili kon¢no raztopino z vsebnostjo

200 nmol antagonista na posamic¢no zival.

3.4.2. Peptid P1
Peptid P1, ki so ga po narocilu sintetizirali v podjetju EZ biolabs (EZBiolabs, Carmel,
Indiana, US), smo za poskus 1 pripravili v konéni koncentraciji 6,7 pmol/kg TM z nosilnim
sistemom 1. Odmerek za posami¢no mi$ smo pripravili glede na povpre¢no telesno maso
izracunano iz telesne mase vseh zivali v skupini. V poskusu 2 smo prav tako z nosilnim
sistemom 1 pripravili raztopino s povecano koncentracijo, in sicer 67 ulL/kg TM glede na
telesno maso posamicne zivali. V poskusu 3 smo peptid P1 pripravili v koncentraciji 2000

nmol na mi$ z nosilnim sistemom 2.

3.4.3. Grelin
Grelin (Bachem, Bubenheim, Schwitzerland) smo pripravili v koncentraciji 30 nmol na mis,

raztopljen v nosilnem sistemu 2.

3.4.4. Grelinin Peptid P1
Raztopino grelina in peptida P1 smo pripravili v koncentraciji 30 nmol grelina ter 2000 nmol

peptida P1 na mi$ v nosilnem sistemu 2.

3.4.5. Grelinin [D-Lys-3]-GHRP-6
Raztopino grelina in [D-Lys-3]-GHRP-6 smo pripravili v koncentraciji 30 nmol grelina ter

200 nmol antagonista [D-Lys-3]-GHRP-6 na mis§ v nosilnem sistemu 2.

3.5. Analiza podatkov

Dobljene podatke smo obdelali, predstavili in analizirali s programom GraphPad Prism,
verzije 6. Za statisti¢no obdelavo podatkov smo uporabili Kolmogorov-Smirnof test, da smo

ugotovili normalnost porazdelitve dobljenih podatkov. Ob normalni porazdelitvi podatkov
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smo opravili ANOVA Test (Bonferoni test), ob nenormalni porazdelitvi pa ne-parametri¢ni
ANOVA Test (Kruskal-Wallis test). Razlike smo sprejeli za statisticno znacilne, ¢e je bila

vrednost p < 0,05, kar na grafih oznac¢imo z *.
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4. EKSPERIMENTALNO DELO

Eksperimentalno delo smo izvedli v skladu z eti¢nimi naceli in standardi. Poskus je odobrila
Veterinarska uprava Republike Slovenije dne 23.8.2013 z Stevilko dovoljenja: U34401-
23/2013/6.

4.1. Poskus 1

Poskus 1 smo zaceli z odstavitvijo hrane ob 15:30 uri, tik pred zacetkom nocnega cikla v
koloniji. Pred samim pri¢etkom aplikacije smo stehtali zivali in pripravili raztopine
preiskovanih snovi. Ob 10:30 smo zaceli z intraperitonealno aplikacijo snovi (kontrola
(Stevilo zivali (n) = 5), peptid P (n = 5), [D-Lys-3]-GHRP-6 (n = 6)). Hrano smo zivalim
ponudili 10 minut po aplikaciji snovi, oziroma po priblizno 20 urah stradanja. Ponudili smo
tri 3 sveze brikete, ki smo jih predhodno stehtali. VVnos hrane smo spremljali/merili v
naslednjih ¢asovnih intervalih: 30 min, 1 h, 2 h, 4 h in 24 h po aplikaciji snovi, kot je

prikazano na Sliki 6.

Aplikacija snovi

(ip)

Ponujena hrana po 10 minutah od aplikacije.
Tehtanje 30 min, 1h, 2h, 4h, 24h.

1.dan 2. dan

15:30:00 — 10:30 stradanje

Slika 6: Shema poskusa 1.

4.2. Poskus 2

Poskus 2 smo zageli z odstavitvijo hrane ob 15:30 uri. Zivali smo naslednje jutro stehtali in
ob 8:30 intranazalno tretirali s snovmi (kontrola (n = 2), peptid P1 (n = 2), [D-Lys-3]-GHRP-

6 (n = 2)) z volumnom 2 x po 4 pL, s casovnim presledkom 5 minut. Hrano smo zivalim
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ponudili 10 minut po zadnji aplikaciji. Ponudili smo tri sveze brikete, ki smo jih predhodno
stehtali. Vnos hrane smo spremljali, oziroma merili 30 min, 1 h in 1,5 h po aplikaciji snovi,
kot je prikazano na Sliki 7.

Aplikacija
snovi (i.n.)
. Ponujena hrana po 10 minutah od aplikacije.
15:30:00 — 8:30 stradanje . .
Tehtanje 30 min, 1 h, 1,5 h.
1.dan 2.dan

Slika 7: Shema poskusa 2.

4.3. Poskus 3

Poskus 3, katerega ¢asovni potek je prikazan na Sliki 8, smo priceli z odstavitvijo hrane
ob 15:30 uri. Naslednji dan, ob 7:30, smo zivalim za eno uro ponudili tri sveze brikete, ki
smo jih predhodno stehtali. Po preteéeni 1 uri, smo hrano stehtali, da bi ocenili vnos hrane,
ter zivali anestezirali S s.c. aplikacijo anestetika. Sledil je odvzem krvi iz
submandibularnega pleteza ter intraperitonealna aplikacija snovi (kontrola (n = 6), peptid
P1 (n = 6), [D-Lys-3]-GHRP-6 (n = 6), grelin (n = 7), grelin + peptid P1 (n = 8), grelin +
[D-Lys-3]-GHRP-6 (n = 6)). V ¢asovnem okviru 6-10 minut po aplikaciji snovi smo na
enak nacin Se enkrat odvzeli vzorec krvi. Po 1 uri od aplikacije smo zivali zrtvovali in jim

odvzeli organe.

Anestezija, odvzem krvi

in aplikacija snovi (i.p.)

. odvzem
Ponujena . odvzem
. krvi (po
15:30 — 7:30 stradanje hrana ob 7:30 el organov
- 8:30 i (po 1 h)
min)
1. dan 2.dan

Slika 8: Shema poskusa 3.
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5. REZULTATI
5.1.Vpliv peptida P1 na vnos hrane

V prvem poskusu smo miske razdelili v tri skupine: pozitivno kontrolo ([D-Lys-3]-GHRP-
6), negativno kontrolo (nosilni sistem 1) ter tretjo skupino, ki je prejela peptid P1.
Predpostavili smo, da se bo peptid P1 po intraperitonealni aplikaciji vezal na receptorje za
grelin v centralnem Zivénem sistemu (CZS) in nevronih vagusa ter s tem prepre¢il izlodanje
RH in hkrati zavrl apetit, kar bi posledi¢no vodilo do zmanj$anega vnosa hrane v primerjavi

s kontrolno skupino. Rezultati poskusa so prikazani na Sliki 9.
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Slika 9: Prikaz rezultatov poskusa 1 — intraperitonealne aplikacije.
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Vnos hrane na mi§ v odvisnosti od ¢asa intraperitonealne aplikacije snovi (A). Skupen vnos hrane na mi$ po
preteku 2h od aplikacije snovi s prikazom standardne napake povpreéja (SEM) (B). Statisti¢no znacilna

razlika je oznacena z * (p < 0,05) (2wayANOVA: Bonferoni test).

Iz podatkov je razvidno, da ni pri$lo do statisti¢no znacilnih razlik med posami¢nimi testnimi
skupinami pri razli¢nih ¢asovnih to¢kah. Izjema je tocka 30 minut po aplikaciji. Pri prvi
meritvi vnosa hrane 30 minut po aplikaciji snovi je bil vnos hrane pri [D-Lys-3]-GHRP-6
signifikantno nizji v primerjavi z negativno kontrolo, v skladu z njegovim kratkotrajnim
antagonisticnim delovanjem. Pri¢akovanega uc¢inka, da bodo zivali, ki bodo tretirane z [D-
Lys-3]-GHRP-6 in peptidom P1, kazale zmanjSan apetit in ne bodo zainteresirane za
hranjenje, nismo zaznali, saj je bilo njihovo obnasanje podobno skupini, ki je prejela le

nosilni sistem (negativna kontrola).

V drugem poskusu smo miskam snovi (nosilni sistem 1, peptid P1 ter [D-Lys-3]-GHRP-6)
aplicirali $e intranazalno. S tem nacinom aplikacije smo zeleli omogociti u¢inkovitejse
prehajanje v CZS. Pri¢akovali smo bolj izrazit vpliv na vnos hrane kakor pri poskusu 1.
Zaradi majhnega vpliva na vnos hrane pri poskusu 1 smo za 10 krat povecali odmerek

peptida P1. Rezultati poskusa so prikazani na Sliki 10.
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o Nosilni sistem 1
P1

A [D-Lys-3]-GHRP-6
1.0

Stevilo zivali

Vnos hrane [g/mis]
|
H
=
I
H
HH

Cas po aplikaciji [min]

1.5

1.0

Skupen vnos hrane [g/mi§]

Slika 10: Prikaz rezultatov poskusa 2 — intranazalne aplikacije.

Odvisnost vnosa hrane od ¢asa aplikacije (A). Skupen vnos hrane (B) po preteku 2 ur od aplikacije snovi s
prikazom standardne napake povpre¢ja (SEM) (ANOVA:Kruskal-Wallis test).

Pri poskusu 2 intranazalno apliciran peptid P1 ni imel vpliva na vnos hrane. Pri [D-Lys-3]-
GHRP-6 nismo opazili zmanjsanega vnosa hrane, kot smo ga zaznali v poskusu 1 pri
intraperitonealni aplikaciji snovi.
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5.2. Vpliv peptida P1 na izlo¢anje rastnega hormona

V tretjem poskusu smo preizkusali vpliv peptida P1 in vpliv so¢asne aplikacije peptida P1
in grelina na izlo¢anje RH. Vpliv na izlo¢anje RH smo primerjali z vplivom, ki ga ima sam
antagonist [D-Lys-3]-GHRP-6, soc¢asna aplikacija [D-Lys-3]-GHRP-6 in grelina, sam grelin
ter nosilni sistem 2 po i.p aplikaciji. Vpliv apliciranih snovi na izlocanje RH smo dolocali z

dolo¢anjem koncentracije RH v serumu.

Rezultati poskusa vpliva razli¢nih snovi na nivo RH v serumu Kkrvi so prikazani na Sliki 11.

1000 A K%k
800 - B Nosilni sistem 2
B P2

T 600 3 [D-Lys3-GHRP-6]
E’ B Grelin
; 400 H pP1+ grelin
« B [D-Lys3-GHRP-6]+ grelin

200 -

| @ | @ | O|® | @ |©

7 8 6

Stevilo zivali ’ 6 ‘ 6 ‘ 6

Slika 11: Prikaz rezultatov poskusa 3 — vpliv testnih snovi na RH.

Nivo rastnega hormona v serumu pri razliénih testnih skupinah s standardno napako povpre¢ja (SEM).
Statisti¢no znaéilne razlike so oznacene z * (p < 0,05); **(p < 0,01) (ANOVA: Kruskal-Wallis test).

Na Sliki 11 lahko opazimo bistvene razlike v koncentracijah RH med testno skupino, ki je
prejela grelin in med negativno kontrolno skupino, ki je prejela le nosilni sistem, kar je v
skladu s samim delovanjem signalizacijske poti grelina. Posledica injiciranja grelina je vecje
izlo¢anje RH, kar smo dokazali v poskusu 3. Peptid P1 in [D-Lys-3]-GHRP-6 nista vplivala
na povecano izlo¢anje rastnega hormona, ko sta bila aplicirana samostojno. Ob socasni
aplikaciji [D-Lys-3]-GHRP-6 in grelina se je povprecna koncentracija RH malenkost

zmanjSala v primerjavi z aplikacijo samega grelina. Razlika je statisticno neznacilna. Po
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soCasni aplikaciji peptida P1 in grelina pa je priSlo do velikega povecanja koncentracije

rastnega hormona v primerjavi s skupino, Kjer je bil dodan samo grelin.
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6. RAZPRAVA
6.1.Vpliv peptida P1 na vnos hrane

Predhodne raziskave so pokazale vpliv [D-Lys-3]-GHRP-6 in grelina na vnos hrane. [D-
Lys-3]-GHRP-6 apliciran intraperitonealno ali intracerebroventrikularno zmanj$a vnos

hrane (42,43), za razliko od grelina, ki stimulira vnos hrane (27,48).

Vpliv aplikacije peptida P1 na vnos hrane smo preverili z intraperitonealno in intranazalno
aplikacijo. Za negativno kontrolo smo uporabili testno skupino misi, ki smo jim injicirali le
nosilni sistem. Kot pozitivna kontrola nam je sluzila testna skupina misi, ki smo jim injicirali
antagonist receptorja za grelin GHS-R-1a [D-Lys-3]-GHRP-6. V poskusu 2 smo Zivalim
vnesli snovi intranazalno in nismo ugotovili razlik med testnimi skupinami. Pri
intraperitonealni aplikaciji smo po 30 minutah od aplikacije ugotovili signifikantno znizan
vnos hrane v skupini, ki smo ji injicirali [D-Lys-3]-GHRP-6, v primerjavi z nosilnim
sistemom. Znizan vnos hrane pri 30 minutah dokazuje antagonisti¢no delovanje agonista [D-
Lys-3]-GHRP-6, kar se ujema s podatki iz literature (42,43), saj je njegovo delovanje
kratkoro¢no z najvecjo jakostjo delovanja na zacetku, ki izzveni po preteku 2 ur od
intraperitonealne aplikacije [D-Lys-3]-GHRP-6. Kljub desetkratnem povecanju odmerka
peptida P1 pri intranazalnem poskusu nismo zaznali bistvenih razlik med testnimi
skupinami, prav tako nismo zaznali nobenega ucinka pri pozitivni kontroli [D-Lys-3]-
GHRP-6. Predvidevamo lahko, da so molekule prevelike, da bi preckale krvno-mozgansko
bariero in se v CZS - hipotalamusu vezale na receptorje ali pa uporabljajo kaksno drugo
vrsto transporta, oziroma delujejo na vnos hrane samo periferno z vezavo na vagusni zivec.
Treba je poudariti, da je bil poskus 2, kjer smo vnasali snovi intranazalno, preliminarne
narave, saj je bil izveden na zelo majhnem Stevilu Zivali. Za dokon¢no potrditev rezultatov
bi bilo treba ta poskus ponoviti na ve¢ji skupini Zivali. Rezultati naSega poskusa so le delno
primerljivi s prejs$njimi $tudijami. V nasem poskusu smo hrano ro¢no stehtali in vstavili na
mrezo kletke. Druga moznost bi bila uporaba metabolnih kletk, kjer je merjenje hrane
avtomatizirano. Take kletke omogocajo poleg merjenja vnosa hrane tudi natan¢no merjenje
izloCkov Zivali (urina in iztrebkov), ki se loceno zbirajo pod kletko. Te kletke omogocajo
natancnejSe meritve, vendar so za Zivali v€asih celo bolj stresne, saj so nastanjene na reSetkah
brez nastila in potrebujejo dalj ¢asa za navajanje. Z meritvami v metabolnih kletkah bi lahko

dobili natan¢nejSe rezultate in bi morda opazili razlike $¢ med drugimi posami¢nimi
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skupinami, oziroma med negativno kontrolo in peptidom P1. Kljub vsemu pa predvidevamo,
da antagonisti¢en ucinek peptida P1 tudi z drugimi meritvami ne bi bil veéji kot pri
antagonistu [D-Lys-3]-GHRP-6. Razlog temu bi lahko bila slabsa in vivo stabilnost peptida
P1. Peptid P1 je Cist peptid, Cigar peptidne vezi so tarca peptidaz, zaradi katerih lahko za¢ne
hitro razpadati in ima slabSo obstojnost. Za razliko od peptida P1 je [D-Lys-3]-GHRP-6
delno kemijsko spremenjen peptid, Ki ima v primerjavi s peptidom P1 dalj$o obstojnost v

metabolizmu.

6.2. Vpliv aplikacije peptida P1 na izlo¢anje rastnega hormona

V somatotropnih celicah hipofize je izrazenih veliko ionskih kanalov. Grelin in sintezni
analogi vplivajo na delovanje Ca?*/Na* kanalov. Grelin z vezavo na GHS-R-1a tako preko
nastanka inozitol trifosfata povisa znotrajceli¢ne koncentracije Ca®" ionov in posledi¢no
poveca spros¢anje RH (7,49) iz celic hipofize. Prav tako je peptid P1 v in vitro raziskavi
izvedeni na Fakulteti za Farmacijo, v primerjavi z [D-Lys-3]-GHRP-6, imel mo¢nejsi vpliv
na Ca2* ione, kar pomeni, da ima potrjen vpliv na receptor GHS-R-1a preko zaznavanja
sekundarnih prenaSalcev. V Poskusu 3 smo preizkuSali vpliv peptida P1, antagonista [D-
Lys-3]-GHRP-6, grelina, nosilnega sistema, kombinacije peptida P1 in grelina ter
kombinacije [D-Lys-3]-GHRP-6 in grelina na izlocanje RH. V tem poskusu smo zivalim po
stradanju ponudili hrano za eno uro. Glede na to, da so se vse prenehale hraniti po eni uri in
glede na izsledke drugih raziskav predvidevamo, da so se v tem ¢asu najedle do sitega in da
se jim je koncentracija njihovega lastnega (endogenega) grelina v krvi znizala. Zaradi nizke
koncentracije endogenega grelina smo v tem poskusu vkljucili tudi skupino Zivali, ki smo
Ji Se dodatno injicirali eksogeni grelin. S tem smo dobili skupino, ki je predstavljala
pozitivno kontrolo, saj je znano, da grelin povzro¢i dvig RH v krvi. Pri peptidu P1 in [D-
Lys-3]-GHRP-6 smo pri¢akovali nizjo raven RH v krvi kakor pri apliciranju nosilnega
sistema ter veliko nizjo od apliciranja samega grelina. Koncentracije RH po aplikaciji
samega peptida P1 ali [D-Lys-3]-GHRP-6 se niso razlikovale od kontrolne skupine. V testni
skupini pri aplikaciji eksogenega grelina smo zaznali povisano izlo¢anje RH v krvi v
primerjavi z negativno kontrolo, kar je v skladu s predhodnimi raziskavami in naso hipotezo.
V skupini s socasno aplikacijo peptida P1 in grelina smo zaznali nepri¢akovano povisanje

koncentracije RH v krvi v primerjavi z negativno kontrolo, ki je prejela nosilni sistem.
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Razlogov za nepri¢akovano povecano raven spro$¢anja RH pri so¢asni aplikaciji grelina in
peptida P1 je lahko mnogo. Vsekakor bi bilo v nadaljevanju smiselno raziskovati dejansko
vezavno mesto peptida P1 na receptor za grelin GHS-R1a ter njegov vpliv na koncentracijo
Ca?" ionov socasno z grelinom ter primerjati njuna vezavna mesta z vezavnim mestom
antagonista [D-Lys-3]-GHRP-6. Znanstveniki so z usmerjeno mutagenezo in modeliranjem
receptorja GHS-R-1a ugotovili, da se klju¢na mesta vezave agonista razlikujejo od mesta
vezave, ki doloCajo konstitutivno aktivnost (so od liganda neodvisna), Ceprav se na
receptorju nahajajo zelo blizu drug drugega (50). Ena od moznih razlag sinergisticnega
delovanja grelina in peptida P1, ob socasnem apliciranju, bi lahko bila v socasni vezavi na
receptor za grelin in s tem moc¢nejsim efektom izlo¢anja RH. Mozna razlaga moc¢nejSega
izlo¢anja RH je tudi aktivacija nepoznanih sekundarnih prenasalcev. Mozno je, da se nas
peptid zaradi nestabilne peptidne narave razgradi na gradnike, ki v kombinaciji z grelinom

pripomorejo k ve¢jemu izlocanju RH.

Znano je, da ima grelinski receptor veliko bazalno (konstitutivno) aktivnost, kar nam da
vedeti o velikem fizioloSkem pomenu receptorja za sam organizem. Znani zaviralci bazalne
aktivnosti so tudi inverzni agonisti grelina. Mozno je, da na fiziolosko aktivnost receptorja
ne deluje samo agonist grelin, temvec¢ tudi Se neznan endogeni inverzni agonist (51). Prav
tako ne poznamo vseh signalnih poti grelinskega receptorja. Signalizacija grelinskega
receptorja poteka preko treh razli¢nih G proteinov (Geg, Gaio, Gai2/13) ter ostalih poteh. Za
razliko od endogenega liganda — grelina, ki ima zmoznost aktivacije najve¢ G proteinov,
aktivirajo sinteti¢ne spojine le nekatere izmed njih ali druge signalne poti (52). V raziskavi
Constatini in sod. (53) so znanstveniki raziskovali delovanje novega antagonista grelinskega
receptorja, derivata karbohidrazida - GSK1614343. Njegov vpliv na RH je bil v skladu s
pri¢akovanji, vendar pa je povzrocal druge nepri¢akovane ucinke podobne grelinu (povisan
vnos hrane in telesne mase). Iz slednjih in podobnih §tudij lahko trdimo, da je delovanje s
proteinom G sklopljenega receptorja za grelin in vloga grelina v in vivo sistemu Se zelo
nerazjasnjena. Prav tako je aktivacija receptorja odvisha od njegove konformacije, na katero
vplivajo razli¢ni ligandi, ki nam v vecini ostajajo $e nejasni (53,54). Mo¢ signalizacije je
bila pri nekaterih peptidnih in nepeptidnih ligandih pogojena z zmoznostjo alosteri¢nega
povezovanja in ne direktno preko njihove ortosteri¢ne vezave (51). V raziskavi Holst in sod.
(55) so raziskovalci med seboj primerjali razlicne nepeptidne in peptidne agoniste receptorja
za grelin v mestu vezave in v signalizacijski poti. Najvisjo signalizacijsko aktivnost so

opazili pri so¢asni aplikaciji hormona grelina z eksogenim agonistom. Grelin je po nadaljnji
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raziskavi aktiviral le dolo¢eno podenoto receptorja in tako se je lahko agonist vezal na drugo
podenoto in deloval so¢asno z grelinom. Tako je grelinski receptor s svojo raznovrstnostjo
in razliénimi moznostmi aktivacije, glede na vezavno mesto, zelo dobra tara za razvoj
spojin vodnic, ki bi imele selektivnejSe delovanje. Z bolj$im razumevanjem in aktivacijo le

doloc¢enih podenot receptorja bi bilo tveganje za nezelene uc¢inke veliko manjse.
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7. SKLEP

Grelin in njegovi antagonisti so bili in Se bodo Vv znanstvenem svetu izziv mnogih
raziskovalnih skupin, z namenom poiskati spojne vodnice, ki bi zavrle apetit in s tem

pripomogle k zdravljenju debelosti, ki je v danasnjem ¢asu vse vecji problem.

V magistrski nalogi smo zeleli preveriti delovanje peptida P1, ki je v in vitro testih pokazal

antagonisticno delovanje, tudi in vivo na misjem modelu linije C57BL/6J.

Pri prvem poskusu smo med testnimi skupinami ugotovili razliko pri vnosu hrane le med
antagonistom [D-Lys-3]-GHRP-6 in kontrolno skupino zivali. Vnos hrane je bil v skladu s
predhodnimi §tudijami, vendar smo v nasi raziskavi zaznali razliko pri prvi meritvi 30 minut

po aplikaciji.

Pri poskusu 2 z intranazalno aplikacijo snovi nismo zaznali razlik pri vnosu hrane med
testnimi skupinami. Kot smo ze omenili, je bil ta poskus preliminaren in bi ga bilo potrebno
za dokonéno potrditev rezultatov ponoviti. Ce bi se rezultati na ve&jem stevilu Zivali potrdili,
bi lahko domnevali, da snovi ne prehajajo ¢ez krvno mozgansko bariero in/ali delujejo le

periferno na vagusni zivec.

V poskusu 3 smo merili koncentracije RH v serumu krvi. Ob soc¢asni aplikaciji peptida P1
in grelina, kjer smo pri¢akovali niZjo vrednost RH, kot pa pri aplikaciji samega grelina, smo
dobili nepri¢akovan rezultat, nasproten nasemu predvidevanju. Koncentracija izmerjenega
RH je bila najvi§ja v primerjavi z vsemi ostalimi testnimi skupinami. Mozno je, da peptid
P1 deluje na razli¢no podenoto receptorja za grelin v primerjavi z grelinom in prav tako v
primerjavi z [D-Lys-3]-GHRP-6 ter tako pride do druga¢nega fizioloskega ucinka. Za
podrobnejse razlage bi bilo potrebno opraviti raziskave vezavnega mesta peptida P1, grelina

ter [D-Lys-3]-GHRP-6.

Bolj natan¢no spremljanje porabo krme, presnove in izlockov zivali bi lahko dosegli z
uporabo metabolnih kletk. Kemijsko stabilnost peptida P1 pa bi bilo smiselno stabilizirati s
kemijsko modifikacijo peptida.
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