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ABSTRAKT

Disertacni prace je zamétfena na charakterizaci biologické aktivity dvou nedévno
objevenych anorexigennich neuropeptidi: peptidu CART (cocaine- and amphetamine-
regulated transcript) a peptidu uvolitujiciho prolaktin (PrRP).

Strukturné-aktivitni studie fragmentl reprezentujicich rizné casti CART(61-102)
charakterizovala jak jejich vazbu k feochromocytomalnim buikdm PCI12, tak jejich
schopnost ovlivnit ptijem potravy. Vysledky ukdzaly, zZe pro uchovani biologické aktivity
peptidu CART je nezbytna kompaktni struktura obsahujici disulfidické mistky.

V druhé casti prace byl prokdzan synergisticky ucinek periferné podaného
cholecystokininu (CCK) a centralné¢ podaného peptidu CART na pfijem potravy u
hladovych mysi. Anorexigenni G¢inek peptidu CART byl zvySen podprahovou davkou
CCK, zatimco antagonista receptoru CCK; ucinek blokoval.

Ve tfeti c¢asti prace byl testovan piijem potravy po simultdnnim podani
orexigenniho neuropeptidu Y s peptidem CART nebo CCK jak u Stihlych mysi, tak u mysi
obéznich po pilisobeni glutamatem sodnym (MSG). U obéznich MSG mysi s lézemi
v nucleu arcuatu bylo prokazano, ze anorexigenni ucinek centrdlné¢ podaného peptidu
CART zGstava zachovan, zatimco periferné podany CCK u téchto mysi na pfijem potravy
nepusobi z ditvodu nefunk¢ni signalizace leptinu.

V zavéreCné Casti byla ve tfech hypofyzarnich bunéénych liniich: potkanich
bunkach GH3 a RC-4B/C a mysich AtT-20 prokazana piitomnost receptoru pro PrRP a
specificka vazba PrRP k témto receptorim vykazovala K4 v nM oblasti. Zejména vhodna
pro studium biologické aktivity PrRP31 a jeho zkrdcenych analogli se ukdzala potkani

bunééna linie RC-4B/C.

Klic¢ova slova: peptid CART (cocaine- and amphetamine-regulated transcript), peptid
uvolnujici prolaktin (PrRP), cholecystokinin (CCK), obezita, analogy



ABSTRACT

The thesis was focused on characterization of biological activities of two recently
discovered anorexigenic neuropeptides: CART (cocaine- and amphetamine-regulated
transcript) peptide and prolactin-releasing peptide (PrRP).

In order to find a pharmacophore of CART peptide, shorter fragments of CART(61-
102) peptide were tested for binding to PC12 cells and inhibition of food intake in fasted
mice. The results showed that a compact structure of CART peptide containing three
disulphide bridges is necessary for preservation of its full biological activity.

In the second part of the thesis, synergistic and long-lasting effect of centrally
administered peptide CART and peripherally administered cholecystokinin (CCK) is
described. In fasted C57BL/6 mice, the anorexigenic effect of CART was enhanced by a
subthreshold dose of CCK, while CCK; receptor antagonist devazepide blocked the effect
of CART peptide on food intake.

In the third part of the thesis, food intake in fed lean and MSG (monosodium-
glutamate treated) obese male mice with lesions in nucleus arcuatus (ARC) was followed.
Anorexigenic action of CART peptide was preserved but satiety effect of CCK was
completely lost in MSG obese mice and therefore, effective leptin signaling in ARC is
necessary for satiety effect of CCK.

Finally, the PrRP receptor was detected in three rodent tumor pituitary cell lines: rat
GH3, mouse AtT-20, and rat RC-4B/C cells both with specific antibody and saturation
binding of radioiodinated PrRP31 to intact cells. Biological effects of PrRP31 and its

shorter analogs were demonstrated in RC-4B/C cells.

Key words: CART (cocaine- and amphetamine-regulated transcript) peptide, prolactin-

releasing peptide (PrRP), cholecystokinin (CCK), obesity, analogs
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

3V — Tteti mozkova komora (Third Ventricle)

ACB — nucleus accumbens

ACTH — Adernokortikotropni hormon

AgRP — Agouti related peptide

AM — Amygdala

ANOVA — Analyza rozptylu (Analysis of Variance)

ARC — Nucleus arcuatus

BMI — Index t€lesné hmotnosti (Body Mass Index)

BPTI — Hovézi pankreaticky inhibitor trypsinu (Bovine Pancreatic
Trypsin Inhibitor)

BSA — Hovézi sérovy albumin (Bovine Serum Albumin)

CART — Cocaine and Amphetamine Regulated Transcript

CBI — Kanabinoidni receptory CB1

CB2 — Kanabinoidni receptory CB2

CC — Corpus callosum

CCK — Cholecystokinin

CCK,4 — Receptory cholecystokininu CCK;

CCK, — Receptory cholecystokininu CCK,

CCX — Mozkova kiira

CNS — Centralni nervova soustava

CREB — cAMP Response Element-Binding

CRH — Kortikoliberin

CRF — Kortikotropin uvolnujici faktor (Faktor uvolnujici kortikotropin)

DMN — Dorsomedialni jadro

DMSO — Dimethylsulfoxid

EGF — Epidermalni ristovy faktor (Epidermal Growth Factor)

ELISA — Enzymoimunochemické stanoveni
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

FX — Klenba

GAL — Galanin

GHRH — Hormon uvolnujici rtistovy hormon (somatoliberin)
(Growth Hormone Releasing Hormone)

GHS — Skupina syntetickych sekretagogennich peptidi
(Growth Hormone Secretagogues)

GHS-R1a — Receptor pro ghrelin typ la

GHS-R1b — Receptor pro ghrelin typ 1b

GIT — Gastrointestinalni trakt

GLP-1 — Peptid-1 podobny glukagonu (Glucagon Like Peptide-1)

GnRH — Hormon uvolnujici gonadotropin (gonadoliberin)
(Gonadotropin Releasing Hormone)

HI — Hipokampus

ICV — Podani latek do mozkové komory neboli
intracerebroventrikularni podani

IP — Nitrobfi$ni podani latek (Intraperitoneal)

JAK — Janus-kinaza (Janus Protein Kinase)

KO — Obecny termin pro jakykoliv vyfazeny gen (Knock-out)
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LH
LHA

MALDI-TOF

— Luteiniza¢ni hormon (Luteinizing Hormone)
— Lateralni hypotalamus
— Matrix-assisted laser desorption/ionization-time-of-flight

MAPK/ERK1/2 — Mitogen-Activated-Protein Kinases/Extracellular signal-

MCH
ME
MSG
a-MSH

NGF
NPY
NTS
Ob-R
oC
PACAP
PEI
PMA
POMC
PRL
PrRP
PVN
PVDF
PYY
RIA
RP-HPLC
SC
SDS
SE
SEM
STAT
VMN
TH
TRH

WHO

Regulation Kinase 1/2
— Melanin koncentrujici hormon (Melanin Concentrating Hormone)
— Median Eminence
— Glutamat sodny (Monosodium Glutamate)
— Hormon stimulujici a-melanocyty
(a-Melanocyte Stimulating Hormone)
— Nervovy rustovy faktor (Nerve Growth factor)
— Neuropeptid Y
— Nucleus tractus solitarius
— Receptor pro leptin
— Optic chiasm
— Pituitary adenylate cyclase-activating peptide
— Polyethylenimin
— Phorbol-12-myristate-13-acetate
— Pro-opiomelanokortin (Pro-opiomelanocortin)
— Prolaktin
— Peptid uvoliujici prolaktin
— Paraventrikularni jadro
— Polyvinyliden difluoridova
—Peptid YY
— Radioimunochemické stanoveni (Radioimmunoassay)
— Vysokoucinnd kapalinova chromatografie na reverzni fazi
— Podkozni (subkutanni) podani latek
— dodecylsulfat sodny
— Septum
— Stfedni chyba priméru (Standard Error of Mean)
— Signal Transducer and Activator of Transcription
— Ventromedialni jadro
— Talamus
— Thyrotropin-uvoliiujici hormon (Thyrotropin Releasing
Hormone)
— Svétova zdravotnicka organizace (World Health organization)

Dale jsou uzivany zkratky podle doporuceni [UPAC-IUB. Pokud neni uvedeno
jinak, jedna se o aminokyseliny v L-formé
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1. UVOD

Pohled na obezitu prochazi v déjinach lidstva riznym vyvojem. Obezita byvala
znakem blahobytu a uspé$nosti jedince, na druhé strané¢ se na ni pohlizelo jako na
povahovou chybu vyplyvajici z lenosti ¢i nedostatku viile. Obezita je posledni dobou ¢asto
nazyvana jako epidemie 3. tisicileti. V Evrop€ nyni Zije 150 milionii obéznich dospélych a
15 miliond obeznich déti. Vize pro rok 2015, vychazejici ze soucasného trendu, pocita na
celém svété¢ se 700 miliony obeznich dospélych a 2,3 miliardami lidi s nadvahou [3].
Zvysujici se prevalenci obezity l1ze ¢aste¢né pficist vliviim prostiedi a ¢astecné genetickym
vlivim. K obéznimu stavu dochdzi hlavné z divodu dlouhodobé pozitivni energetické
bilance jako disledku nerovnovahy mezi pfijatou a vydanou energii. V prubéhu evoluce
musel ¢lovek piezit obdobi plistu a nékdy 1 velmi dlouhé hladovéni. Prezivali tedy jen ti
jedinci, kteti se dovedli pfizplsobit: jednak znacnym omezenim energetického
metabolismu (v dobé hladovéni), a jednak vytvorenim dostate¢nych energetickych zasob (v
dob¢ hojnosti). Tvorba zasob predevsim ve formé tuku se zakotvila do lidského genomu.
Dnesni ¢loveék v prosperujicich zemich neni ve zplisobu svého Zivota tak fyzicky aktivni
jako dfive a hlavné ma pfistup k potravé, kterd je pro ného nejen potiebou, ale i potéSenim,
a kterd je navic kaloricky bohata. Jednoduse feceno jeho energeticky piijem neodpovida
energetickému vydeji.

Pfijem potravy je regulovan pomoci souhry n¢kolika systémt. Jedna se zejména o
centralni nervovy systém (CNS), gastrointestindlni trakt (GIT) a tukovou tkan. Pi{jem
potravy ovliviiuje celd fada latek, hlavné neurotransmitery (nepeptidové jako serotonin,
noradrenalin, GABA a endokanabinoidni latky a peptidové o nichz bude podrobné
pojednano dale v této praci) a hormony jako inzulin a cholecystokinin. Béhem poslednich
20 let védci objevili celou fadu neuropeptidi a peptidovych hormond, které reguluji ptijem
potravy a pfedstavuji nové moznosti ve vyvoji budoucich antiobezitik. Je ale velice tézké
nalézt latku bez vedlejSich uc€inkt, ktera by selektivné pouze snizila pfijem potravy a tim

zpusobila snizeni télesné hmotnosti.

1.1. Obezita

Obezita je nadmérné ukladdani télesného tuku v organismu spojené s nartistem

hmotnosti, a to nad 25 % tuku v téle u muzl a nad 30 % tuku v téle u Zen. NejCast¢jSimi
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pri¢inami je narusena rovnovaha mezi pfijmem a vydejem energie. Nadvaha, a pfedevsim
jeji t&z8i forma obezita, poskozuje zdravi. Obezita je chronické onemocnéni, které jiz
davno neni problémem jen estetickym, ale pfedev§im problémem zdravotnim. Je statisticky
prokazano, ze obézni jedinec ma podstatné nizsi kvalitu i délku zivota. Obezita se v
posledni dob¢ stava dokonce druhou nejcastéjsi ptfi¢inou umrti hned po kouieni [4].
Ptestoze se velmi pokrocilo v 1é¢bé obezity, stale zaostava zejména jeji prevence.

Prevalence obezity u dospélych je 10 az 25 % ve vétSin€ zemi zdpadni Evropy a
20-25 % v nékterych zemich v Americe, v USA je to 25 - 30 %. Prevalence obezity je vétsi
u nékterych etnik: napt. mezi americkymi Indidny, Ameri¢any hispanského pivodu a
vysokych hodnot dosahuji v Mikronésii a Polynésii [5]. V Ceské republice uz je 1,5
miliénu obéznich lidi, coZ je 23 % dospé€lé populace, a rok od roku jich stale pfibyva.
Dalsich 30 %, tedy zhruba 2,7 milionu lidi, m4 nadvahu. Za poslednich pét let pocet lidi s
obezitou a nadvédhou stoupl o 450 tisic, takové jsou zavéry prizkumu agentury
STEM/MARK z prosince 2008. Ptebytecné kilogramy trapi 64 % ceskych muzi (41 % ma
nadvahu a 23 % je obéznich) a 49 % Ceskych Zen (28 % ma nadvahu a 21 % je obéznich)
[6]. Zv1ast alarmujici je narast nadvahy a obezity v détské populaci [7].

Pro urceni stupné nadvéahy a obezity se pouzivaji rizné metody. Nejvyuzivangj$im
zpusobem je vypocet indexu télesné hmotnosti tzv. Body Mass Index (BMI) (Tabulka 1).
BMI byl definovan v 19. stoleti Belgi¢anem Queteletem, a proto byva nékdy oznacovan

také jako Queteletliv index [8]. BMI = hmotnost v kg / (vyska v m)>.

Tabulka 1. Klasifikace obezity podle WHO [9].

BMI Klasifikace Riziko komplikaci obezity
méné nez 18,5 podvéaha nizké riziko jinych chorob
18,5-249 normalni vaha pramérné
25-299 nadvéha mirné zvySené
30-34,9 obezita I. stupné sttedné zvySené
35-39,9 obezita II. stupné velmi zvysSené
40 a vice obezita III. stupné vysoké

Pii 1écbé nadvahy a obezity je nejucinnéjsi komplexni piistup: zména stravovacich

navykl, zvysSeni pohybové aktivity, psychoterapie a farmakoterapie. Farmakoterapie je
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indikovana pro obézni s BMI vétsim nez 30 a je doporucena vétSinou az tehdy, nebyla-li
uspésna dosavadni komplexni redukcni a pohybova 1écba. V minulosti se pro 1é¢bu obezity
uzivaly bézné€ derivaty amfetaminu, napi. centralné plisobici Fentermin, které potlacovaly
chut’ k jidlu pfes noradrenergni a dopaminergni systém, ale mély fadu nezadoucich uc¢inki
(psychostimulaéni G¢inky a navykovost). V sou¢asné dobé je v Ceské republice schvélen
pouze jeden lék pro dlouhodobou lé€bu obezity a to Orlistat (Xenical — Hoffman-La
Roche, Alli — GlaxoSmithKline), ktery blokuje ¢innost stfevni lipadzy a tim sniZuje asi o 1/3
vstiebavani tukii v gastrointestindlnim traktu. Letos v lednu byl z farmaceutického trhu
stazen Sibutramin (Lindaxa — Zentiva, Meridia — Abbott), inhibitor zpétného vychytavani
serotoninu a noradrenalinu, ktery navozuje pocit sytosti. Divodem bylo zvySené riziko
zavaznych, nefatalnich kardiovaskuldrnich ptihod, jako je cévni mozkova piihoda nebo
infarkt myokardu. Dal§im 1ékem byl Rimonabant (Acomplia — Sanofi-Aventis), selektivni
blokator kanabinoidnich receptord CB1 [10], ktery byl ale kvili zdvaznym vedlejSim
ucinkim (deprese) stazen z trhu v roce 2009.

Pokud nebyla Uspé$nd ani farmakoterapie, pak je jeSt€ moznéd bariatrickd
chirurgie-chirurgicka 1é¢ba obezity. Tato 1écba je urcena jenom pro tézkou obezitu III.
stupné dle WHO, tzv. morbidni obezitu s BMI nad 40, ptfipadn¢ u pacientti s rozvinutymi
piidruzenymi nemocemi v dusledku obezity II. st. dle WHO, tj. s BMI nad 35. Nejcastéjsi
bariatrickou operaci u nds je laparoskopickd bandaz zaludku, pii niz se kolem horni ¢asti
zaludku obkrouzi silikonovy krouzek, ktery zmensi jeho objem, a tak snizi pocit hladu.
Mezi dalsi nejcasteji provadény chirurgicky zakrok patii Zaludecni bypass, kdy je zmensen

objem zaludku a tenké stfevo je piipojeno za vratnikem [10].

1.1.1. Pri¢iny vzniku obezity

Pfi¢iny obezity u vétSiny populace tkvi nejCastéji v nadmérném energetickém
pfijmu a malém energetickém vydeji, ktery je dan nedostatkem pohybové aktivity anebo na
zaklad¢é poruchy regulace piijmu potravy. Déle se na vzniku obezity vyznamné podili
genetické dispozice (v rozmezi 40-50 %). Jistou ulohu pii vzniku obezity sehravaji
1 hormonalni vlivy (sniZena funkce §titné zlazy, zvySena hladina hormont ktry nadledvin).
Emociondlni problémy Casto ptispivaji ke vzniku a neustadlému narlstu obezity, stejné tak

jako nekteré 1éky (antidepresiva, psychofarmaka, glukokortikoidy) [11, 12].
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1.1.2. Nemoci spojené s obezitou

Nadvéha a obezita jsou provazeny vyznamné vysSim rizikem kardiovaskularnich a
metabolickych onemocnéni. Zvysuji riziko vysokého krevniho tlaku, vzniku ischemické
choroby srde¢ni, mozkové piihody a anginy pectoris. Jsou rizikovym faktorem u diabetu
mellitu II. typu (rezistence k inzulinu) a dyslipidémii. Pfispivaji i k takovym staviim jako je
osteoartroza, protoze zatézuji kolena a ky¢le, k problémiim s dychanim (spankova apnoe) a
vzniku nadorovych onemocnéni (tlustého stfeva, prsu, ledvin, délozniho ¢ipku a jinych
organt). Obézni 1idé maji krom¢ zdravotnich problémt i problémy sociadlni a psychické.

Vyskytuji se u nich deprese, zakomplexovanost, ¢asto maji snizenou sebediivéru [12].

1.2. Regulace piijmu potravy

Pfijem potravy je fizen komplexnim systémem zahrnujicim jak centrdlni, tak
periferni signdly, které se vzajemné ovliviiuji. Periferni regulace zahrnuje signaly sytosti
z GIT, slinivky bfisni, nadledvin a z tukové tkané¢ a ghrelin - jediny signal hladu z GIT. V
centralnim nervovém systému se tvoii nepeptidové a peptidové neurotransmitery a
endogenni ligandy endokanabinoidnich receptorti. Energeticka rovnovéaha je velmi dobie
zajiSténa kratkodobymi a dlouhodobymi regulaénimi mechanismy. Zakladnim centrem
regulace je hypotalamus, ktery obsahuje skupiny neuronii uspotddanych do centra hladu a
centra sytosti. Tyto neurony produkuji celou fadu orexigennich (latky zvySujici pifjem
potravy) a anorexigennich (latky snizujici pfijem potravy) peptidi, kterymi se vzdjemné
ovliviiuji hypotalamicka centra i ostatni oblasti CNS a koordinuje se komplexni odpovéd’

organismu na piijem potravy [13, 14].

1.2.1. Centralni regulace pfijmu potravy

Hypotalamus zajistuje kontrolu c¢innosti autonomniho nervového systému a
endokrinniho systému a tidi zakladni zivotni funkce: homeostazu - regulaci télesné teploty,
hospodateni s vodou, regulaci srdecni ¢innosti, aktivitu GIT a emocni projevy [15]. Také je
hlavnim fidicim centrem regulace pifijmu potravy a télesné hmotnosti. Neurony
hypotalamu reaguji na periferni regulacni peptidy, hladinu krevni glukézy a lipidii a na

podnéty z aferentnich nervii.
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Hypotalamus je rozdé€len na nékolik jader (Obrazek 1), kterd jsou propojena do

komplexni sité.

Obrazek 1. Rez potkanim mozkem: Hypotalamus jako hlavni Fidici centrum piijmu
potravy a télesné hmotnosti zahrnuje pro regulaci prijmu potravy tato dulezita jadra:
nucleus arcuatus (ARC), paraventrikularni jadro (PVN), ventromedialni jadro (VMN),
lateralni hypotalamus (LHA), dorsomedialni jadro (DMN). Vysvetleni dalsich zkratek
(amygdala (AM),corpus callosum (CC), mozkovad kira (CCX), hipokampus (HI), median
eminence (ME), optic chiasm (OC), septum (SE), talamus (TH), treti komora (3V), klenba
(FX), (PFA)[13].

Nucleus arcuatus (ARC) je hlavnim hypotalamickym jadrem podilejicim se na
fizeni pfijmu potravy, je umistén na spodin¢ hypotalamu po obou stranich tfeti mozkové
komory (Obrazek 1). V ARC se nachdzeji receptory pro fadu hormonil ptichazejicich
z periferie a ovlivilyjicich pfijem potravy: leptin, inzulin, ghrelin, kortikoidni hormony
(kortizol, kortikosteron), estrogen, rastovy hormon a dalsi [16]. Obsahuje dvé hlavni
vzajemné propojené populace primarnich neuronti: prvni populace neuront produkuje
neuropeptid Y — (NPY) a agouti-related peptid (AgRP), které zvysuji piijem potravy (jsou
orexigenni). Druha populace neuronti produkuje pro-opiomelanokortin (POMC) a cocaine

and amphetamine regulated transcript (CART), které snizuji pfijem potravy (jsou
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anorexigenni) [17]. POMC je polypeptidovy prekursor nékolika latek: hormonu
stimulujicitho a-melanocyty (a-MSH, aktivuje MC3 a MC4 melanokortinové receptory a
inhibuje piijem potravy; blokovanim MC4 receptoru se zvySuje pfijem potravy),
adrenokortikotropniho hormonu (ACTH) a B-endorfinii (orexigenni). Oba zminéné
soubory neuronit ARC obsahuji mnoho receptorti pro vstupni signaly z periferniho systému
(hlavné leptin, inzulin, a ghrelin). Anorexigenni leptin a inzulin stimuluji expresi a sekreci
neurond POMC/CART a také potlacuji expresi a sekreci neuronit NPY/AgRP, coz vede ke
sniZzeni piijmu potravy. Tyto dv€ populace neuronii komunikuji s ostatnimi oblastmi

hypotalamu jako PVN, DMN a LHA a podileji se na regulaci chuti k jidlu.

Endokanabinoidy

Hypotalamus

‘ CART
AgRP POMGC

NPY

N

o,

Hematoencefaliticka
bariéra

‘ CCK
Krevni obéh

ghrelin Py imaulin GLP-1

leptin

Obrazek 2. Vztah mezi jadry hypotalamu. Cirkulujici hormony a neuropeptidy piisobi
primo na ARC, kde ovliviuji prijem potravy. V ARC jsou dvé populace neuronii:
orexigenni neurony NPY/AgRP a anorexigenni neurony POMC/CART. Vyznam zkratek je

vysveétlen u obrazku I a v textu [19].
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Poskozenim ARC (tieba chemicky — glutamatem sodnym) dochézi k rozvoji
obezity. Neurony NPY/AgRP z ARC komunikuji s neurony paraventrikularniho jadra,
které produkuji thyrotropin-uvoliiujici hormon (TRH) a kortikoliberin (CRH), ktery se také
ucastni regulace energetické bilance pifijmu potravy a vydeje energie. Centralni podani
téchto latek snizuje piijem potravy a télesnou hmotnost [18].

Ventromedidlni jadro jako ,,centrum sytosti* je dal$i dilleZitou oblasti podilejici se
na prijmu potravy, je charakterizovano vysokou hustotou receptort pro centralni i periferni
signaly. Obsahuje velkou populaci neuroni citlivych vici glukose a dostava piimé signaly
z ARC (NPY/AgRP a POMC neurontt). Poskozenim VMN dojde k hyperfagii (ptejidani) a
tak k rozvoji obezity [13].

Lateralni hypotalamus byl nazvdn ,centrum hladu“, produkuje orexigenni
neuropeptidy: melanin-koncentrujici hormon (MCH) a orexiny. Melanin-koncentrujici
hormon je cyklicky maly neuropeptid, jehoz exprese je zvySena hladovénim a snizena po
podani leptinu. Neurony v lateralnich, dorsomedidlnich a perifornikélnich oblastech
hypotalamu produkuji dva orexigenni peptidy: orexin A (hypokretin 1) a orexin B
(hypokretin 2), které vznikaji ze stejného prekurzoru pre-proorexinu. Neurony produkujici
orexiny reaguji pifimo na nizkou hladinu gluk6zy. Orexiny stimuluji chut k jidlu také
aktivaci opioidnich receptorii a ucastni se regulace nespavosti. Dalsi orexigenni peptid
galanin je produkovén zejména v PVN a LHA [20]. Poskozeni LHA vyvold hypofagii
(snizeni pfijmu potravy) a tim sniZeni télesné hmotnosti [13, 20]. Naopak destrukce
dorsomedialniho jadra vyvola hyperfagii a obezitu; ptitom DMN obsahuje velké mnozstvi
nervovych zakonceni z neuronti produkujicich jak NPY tak a-MSH [21] (Obrazek 2).

Pfijem potravy vyznamné, ale neselektivné ovliviiuji nepeptidové neurotransmitery,
jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.1. o lécich proti obezit¢ stazenych z trhu. Serotonin
(5-hydroxytryptamin, 5-HT) je uz dlouhou dobu spojovan s pfijmem potravy a snizovanim
hmotnosti. Farmakologické latky, které zvySuji aktivitu 5-HT v CNS, inhibuji pfijem
potravy a podporuji hubnuti. Naopak chemické zniCeni serotonergnich neuronli nebo
zablokovani syntézy serotoninu zpusobuje hyperfagii [20]. V regulaci pfijmu potravy se

dale uplatiiuji dopamin, katecholaminy, histamin a endokanabinoidni systém.

1.2.2. Periferni regulace pfijmu potravy

vvvvvv
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slinivka bfisni a nadledviny. Z GIT pochazeji: glukagonu podobny peptid 1 (GLP-1),
oxyntomodulin, (OXM), peptid YY (PYY) a cholecystokinin (CCK), kde se uvoliuji
behem jidla ¢i v jeho ofekavani. Jedinym orexigennim hormonem pochazejicim z GIT je
ghrelin. Tyto latky maji velky vyznam ptedevSim pii kratkodobé regulaci energetické
rovnovahy. Pfesny zptsob, jakym kazdy z téchto peptidt signalizuje do CNS, se miize u
jednotlivych latek liSit: mohou bud’ plsobit pfimo na neurony v CNS po projiti nebo obejiti
hematoencefalitické bariéry, vétSina z nich ale plisobi pies nervus vagus a aferentni vlakna
do oblasti nucleus tractus solitaris (NTS), kterd je propojena s nervovymi drahami
hypotalamickych jader ARC, PVN, kde jsou tyto signaly sytosti integrovany se signaly

leptinu a inzulinu z tukové tkané [13, 15].

hypotalamus ’ zadni mozek

PFA

katabolické cesty °

odpovéd'na signaly
sytosti
NPY/Ag POMC/CART anabolické cesty °
ARC

ghrelin

nervus vagus

"\_‘k.
tukova tkai .
GLP-1
OXM

pankreas CCK

S o
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Obrazek 3. Centralni a periferni regulace prijmu potravy. Leptin a inzulin pronikaji do
mozku pres hematoencefalitickou bariéeru do ARC, kde stimuluji expresi a sekreci
anorexigennich  POMC/CART neuronit a potlacuji expresi a sekreci orexigennich
AgRP/NPY neuronii, coz zpusobuje snizeni prijmu potravy. Orexigenni ucinek ghrelinu je
zprostiedkovan AgRP/NPY neurony. Leptin, inzulin a ghrelin ovliviuji dlouhodobou
regulaci prijmu potravy. Kratkodobé piisobici hormony napr. CCK a GLP-1 vznikaji v GIT
a jejich signal je do mozku prendsen pres nervus vagus do mozkového kmene (NTS), kde
Jjsou pak tyto signaly spojeny nervovymi drahami s hypotalamickymi jadry (ARC, PVN a
LHA) a dochazi k regulaci prijmu potravy a vydeje energie [22].
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Mezi hormony slinivky bfisni patii inzulin a amylin, které jsou vylucovany
B-bunikami, glukagon je produkovdn A-buiikami a je funkénim antagonistou inzulinu.
Dalsim hormonem je pankreaticky polypeptid produkovany PP buiikami Langerhansovych
ostrivkl slinivky bfisni. Tyto hormony ovliviiuji metabolismus glukosy, ¢imz ovliviiuji
také ptijem potravy a celkovy energeticky metabolismus [23].

Dlouhodobd regulace pfijmu potravy je zajiSténa piedevsim adipokiny z tukové
tkan¢ (Obrazek 3). Sérové hladiny anorektického adipokinu leptinu vyznamné koreluji
s mnozstvim tukové tkané v organismu. Absence leptinu je vzacnd monogenni porucha

vedoucich k morbidni obezit¢ jiz v ¢asném détském veku [13, 14, 22].

1.3. Dlouhodobé a kratkodobé pusobeni peptidi ovliviiujicich pFijem potravy

Peptidové hormony, které reguluji pfijem potravy, mohou byt rozdéleny na

kratkodobé ptisobici jako jsou CCK, glukagon, GLP-1 a dlouhodob¢ pusobici, které jsou

ukazateli energetickych zasob, jako je leptin a inzulin (Tabulka 2).

Tabulka 2. Piehled peptidii ovliviiujici pFijem potravy.

Peptid Misto vylucovani Doba ucinku Chut’ k jidlu
Leptin Tukova tkan, dlouhodoby anorexigenni
hypotalamus/mozkovy
kmen
Inzulin Pankreas dlouhodoby anorexigenni
CCK GIT kratkodoby anorexigenni
PYY GIT kratkodoby anorexigenni
GLP-1 GIT kratkodoby anorexigenni
Ghrelin Periferie, hypotalamus Dlouhodoby, orexigenni
kratkodoby
CART Hypotalamus kratkodoby anorexigenni
aMSH Hypotalamus kratkodoby anorexigenni
NPY Hypotalamus dlouhodoby orexigenni
AgRP Hypotalamus dlouhodoby orexigenni
MCH Hypotalamus kratkodoby orexigenni
Galanin Hypotalamus kratkodoby orexigenni
Orexin A/ Hypotalamus a GIT kratkodoby orexigenni
Orexin B
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1.3.1. Peptidy dlouhodobé piisobici

Mezi dlouhodobé piisobici peptidy fadime periferni leptin, inzulin, ghrelin a
centralni NPY a AgRP (viz Tabulka 2). Leptin a inzulin jsou anorexigenni peptidy. Leptin
signalizuje do mozku z tukové tkan¢ nadmérné nahromadéni zasob energie a tim dava
signal ke sniZzeni piijmu potravy a zvySeni energetického vydeje. Ghrelin je jedinym
orexigennim perifernim peptidem s nejvyssi hladinou v krvi prave tehdy, kdyz je zaludek
prazdny (pfed pfijmem potravy). Pokles plazmatické hladiny ghrelinu je mozné pozorovat
kratce po piijmu potravy, tedy po zaplnéni zaludku. Ghrelin tak ve své podstaté

predstavuje jakysi signalizator pocitu hladu [13].

1.3.1.1. Leptin

Nazev leptinu pochéazi zteckého slova ,leptos* - tenky, Stihly. Je to cytokin
produkovany buiikkami bilé tukové tkané — adipocyty, ale v mensi mife i placentou a
zaludkem [24]. Jeho objev byl publikovan v roce 1994 [25], ale jiz dfive byla popsana
genova mutace leptinového genu (0b gen) u mysi, kterd vede k rozvoji morbidni obezity a
diabetu. Ob/ob mysi nejsou schopny produkovat leptin, maji rezistenci k inzulinu a jsou
neplodné [26]. Chronické podavani leptinu ob/ob mySim vede ke sniZeni pfijmu potravy
a k ubytku jejich télesné hmotnosti. U pacientl s obezitou paradoxné nachdzime vysoké
koncentrace leptinu, podani leptinu obéznim ale nevede ke snizeni hmotnosti. Tento stav se
nazyva ,leptinova rezistence: bud’ signalizace leptinu do buiiky neni plné funk¢ni, nebo je
nedostatecny transport leptinu pfes hematoencefalitickou bariéru [26].

Dal8im obezitnim fenotypem jsou db/db mysi, které maji na rozdil od ob/ob mysi
hladiny leptinu zvysSené. Db/db mysi maji nefunk¢ni receptor pro leptin a tudiz podavani
leptinu témto mysSim neovlivni jejich fenotyp [27]. Fa/fa potkani, kteti jsou povazovani za
model pro prediabetes, maji mutaci leptinového receptoru, jez zplsobuje hyperfagii,
inzulinovou rezistenci, hyperinzulinémii, hyperlipoproteinémii a obezitu [27].

Leptin reguluje energetickou bilanci pomoci negativni zpétné vazby. Leptin
z tukové tkan¢€ proniké pies hematoencefalitickou barieru do CNS, do ARC v hypotalamu,
kde potlacuje expresi a sekreci orexigennich NPY/AgRP neuronil a stimuluje expresi a
sekreci anorexigennich CART/POMC neuronli; to mé& za nasledek sniZovani piijmu

potravy [26, 28].
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Leptin plni v organismu pocetné funkce, jeho hlavnim tukolem je adaptace
organizmu na hladovéni. Podili se na udrzovani energetické homeostdzy, signalizuje
mnozstvi tuku v organizmu, sniZuje ptijem potravy a zvysuje energeticky vydej, pfimo
inhibuje koncentraci intracelularnich lipidd, zvySuje vychytavani glukosy. Nahlé zmény
jeho hladin jsou spojeny s nastupem puberty a poruchami pifijmu potravy (anorexie,
bulimie) [26]. Struktura leptinu je uvedena na Obrazku 4 [29].

Receptory pro leptin (Ob-R) byly identifikovany v roce 1995 skupinou Tartaglii a
kol. [30]. Patii do L. tfidy cytokinovych receptorti. VSechny popsané izoformy receptoru
pro leptin maji stejnou extracelularni ¢ast, ale rozdilnou intracelularni ¢ast. Existuji tyto
dv¢ dlouhé izoformy leptinu: nesignalizujici OB-Ry a signalizujici OB-Ry , ktera je husté
zastoupena v hypotalamu (v ARC, VMN, PVN a DMN) [26, 30]. Kratké nesignalizujici
izoformy Ob-R,, Ob-R.,, Ob-R4 (izoformy s riznou délkou intracelularni domény) se
podileji na aktivnim transportu leptinu z periferie pies hematoencefalitickou barieru do
CNS.

Déle byla prokazéana existence tzv. cirkulujiciho neboli solubilniho leptinového
receptoru Ob-R., tvofeného pouze extracelularni doménou, kterd slouzi jako vazebny

protein pro transport leptinu v krvi.

Obrazek 4. Struktura leptinu [29]. Molekula leptinu o 167 aminokyselinach tvorena

ctyrmi antiparalelnimi o-helixy.
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Leptin vyuziva k pfenosu signalu do bunky pouze Ob-R;, izoformu, ktera obsahuje
intracelularni strukturu nutnou pro aktivaci JAK-kindzy (Janus Protein kinase) a proteiny
STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription), které po fosforylaci tyrosini
dimerizuji a jsou nasledné translokovany do jadra, kde stimuluji transkripci genti (Obrazek
5). Fosforylace STAT3 je inhibovana supresorem signalizace cytokinu (SOCS), konkrétné
SOCS3, ¢imzZ je zprostiedkovana negativni zpétna vazba JAK/STAT drahy, jak je vidét na
obrazku 5. DalSim modelem mysi leptinové rezistence jsou SOCS3 KO mysi - maji
vyfazeny gen pro SOCS3, coz vede k u¢innéjsi leptinem indukované fosforylaci STAT3 v
hypotalamu, coz mé za nasledek potlaceni pfijmu potravy a z toho plyne vétsi ubytek

hmotnosti [13, 31].

ObRb

ST R LT L i JALINTICT N TLT L

Genova transkripce
a iontove kanaly

Obrazek 5. Signalizace leptinu. Na Ob-R, receptor se navaze leptin (L), ktery aktivuje
JAK? kindzu, ta bud’ aktivuje STAT3 a nebo substrat inzulinového receptoru (IRS) ten pak
fosfatidyl-3 kinazu (PI3-K). V obojim pripade dochazi ke genové transkripci. Negativni

zpétnou vazbu zprostiredkovavaji SOCS3 (supresor cytokinové signalizace) [32].
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1.3.1.2. Inzulin

Inzulin je hormon produkovany B buiikami Langerhansovych ostrivki pankreatu.
Byl izolovan v roce 1921 Frederickem Bantingem a Charlesem Bestem [33]. Je to protein,
ktery se skldda ze dvou polypeptidickych fetézcti (A a B), které jsou spojeny tiemi
disulfidickymi mustky. Inzulin je hormon se Sirokym spektrem U¢inkd. Pfimo i nepfimo
ovliviiuje vSechny organy a tkdné v téle. Hlavni funkci inzulinu je stimulovat anabolické
déje pro cukry, proteiny a tuky, pficemz kone¢ny disledek vSech reakci je snizovani
hladiny glukosy v téle. Inzulin stimuluje nejen tvorbu glykogenu, ale i triacylglycerolt.

Inzulinovy receptor je membranovy glykoprotein, patfici do skupiny
tyrosinkinasovych receptorii tvoreny dvéma a- a dvéma B- podjednotkami vzijemné
spojenymi dvéma disulfidickymi mistky [34]. Je lokalizovan ve vSech tkdnich obratlovc.

Plazmatické hladiny inzulinu koreluji pfimo s télesnou hmotnosti a zejména
s télesnym tukem [35]. Obézni lidé maji vyssi bazalni hladiny inzulinu a vylucuji ho vice v
reakci na jidlo, nez lidé s normalni hmotnosti (,,inzulinova rezistence®) [36]. V CNS se
inzulinové receptory nachazeji v ARC [34]. Po podani exogenniho inzulinu do mozku se
snizuje pfijem potravy a zvysSuje vydej energie, a také se zesiluji anorektické ucinky

periferné poddvaného CCK [36].

1.3.1.3. Ghrelin

Ghrelin byl objeven v roce 1999 Kojimou a jeho spolupracovniky jako pfirozeny
ligand sirot¢iho receptoru, ktery je specificky pro skupinu GHS peptidi (growth-hormone
secretagogues) [37]. Ghrelin se vyluCuje predevsim v zaludku, déale také v tenkém a
tlustém stfevé. V mensi mife se vyskytuje v pankreatu, ledvinach, hypotalamu (ARC),
hypofyze, srdci a placenté [38].

Ghrelin ma v organizmu ftadu fyziologickych funkci: zvySuje piijem potravy,
stimuluje uvolnéni rastového hormonu, zvysuje motilitu Zaludku a zalude¢ni sekreci, dale
ovliviiyje funkci slinivky bfiSni a metabolismus glukosy, ma vliv na metabolismus kosti a
ma kardioprotektivni uc¢inky [38]. Ghrelin je jedinou periferni orexigenni latkou.
Plazmatické hodnoty ghrelinu se zvysuji pfed jidlem a béhem hladovéni a klesaji na
nejnizsi hodnotu béhem jedné hodiny po jidle [38].

Ghrelin pisobi centralné bud’ pfimym kontaktem s neurony v hypotalamu, nebo
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nepfimo ptes nervus vagus. ARC je hlavnim mistem ucinku pro ghrelin i leptin. Ghrelin
v ARC aktivuje orexigenni neurony NPY/AgRP a potlacuje expresi a sekreci
anorexigennich neuroni POMC/CART. Uginek leptinu je opaény, potlacuje sekreci
orexigennich peptidi [38]. Leptin je tedy funkénim endogennim antagonistou ghrelinu,
potlacuje ghrelinem navozeny pfijem potravy.

Preproghrelin je tvofen 117 aminokyselinami, znichz 23 N-termindlnich
aminokyselin ptedstavuje signdlni peptid. Po odStépeni signalni sekvence a odstépeni
prosekvence vznikd ghrelin obsahujici 28 aminokyselin, ktery je posttranslacné
modifikovan, je esterifikovan na hydroxylové skupiné serinového zbytku v pozici 3
n-oktanovou kyselinou. Tato hydrofobni skupina je nezbytna pro biologickou aktivitu
ghrelinu a jeho vazbu na ghrelinovy receptor GHS-R [37].

Ghrelinovy receptor se exprimuje krom¢ ARC i ve VMN. Analyza nukleotidové
sekvence genu GHS-R odhalila dva typy receptorti, pojmenované jako GHS-R1a a GHS-

R1b, oba sptazené s G-proteinem [38].

1.3.2. Peptidy kratkodobé pisobici

Mezi kratkodobé peptidy fadime ty, které pisobi rychle a intenzivné pted, ¢i hned
po pfijmu potravy. Mezi kratkodobé pisobici anorexigenni fadime centrdlni peptidy:
CART, o-MSH a periferni, PYY, CCK a GLP-1. GLP-1 se uvoliluje ihned po pfijmu
potravy a také po neurohormonalni stimulaci a jeho hladina klesd s poklesem piijmu
potravy. Kratkodobé plisobici orexigenni centralni peptidy jsou: NPY, MCH, galanin a

orexiny.

1.3.2.1. Cholecytokinin (CCK)

V roce 1928 védci Ivy a Oldberg objevili hormon, ktery plsobi kontrakce Zlu¢niku
- cholecystokinin (CCK) [39, 40]. Vroce 1973 Gibbs a jeho spolupracovnici poprvé
oznacili CCK za prvni stievni hormon, ktery ovlivituje sytost a snizuje ptijem potravy [41].
CCK je jeden z peptidu, které hraji diilezitou roli v regulaci kratkodobého piijmu potravy.
Je to neuropeptid, ktery se nachazi v mozku a GIT, ma tedy funkci centralni i periferni.
V periferii je CCK vylu€¢ovan ze sliznice duodena a jejuna, kde jsou pfitomny endokrinni I

bunky produkujici CCK. CCK stimuluje kontrakci zlu¢niku, sekreci amylazy ze slinivky
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btisni a inhibuje vyprazdiovani zaludku [42, 43].

CCK v mozku plni funkci neurotransmiteru. NejvySs$i koncentrace CCK byly
prokdzany v mozkové kife, amygdale a hipokampu [42, 43]. Znaéné mnozstvi CCK
se také nachazi v hypotalamu a dorsalnim zadnim mozku. Jeho pasobeni v CNS ma
za nasledek sedativni a anxiogenni ucinek; ovlivituje spanek (sedace), bolest (analgeze)
a zlepSuje pamét’ [44].

Cholecystokinin ma nékolik molekularnich forem s rGznymi pocty aminokyselin:
CCK-4, CCK-8, CCK-22, CCK-33, CCK-39 a CCK-54 [44]. V periferii se nejvice
vyskytuje CCK-8 (Obrazek 7) a CCK-33. V CNS jsou pritomny CCK-8 a CCK-4. Signal
CCK-8 z periferie je prenaSen do mozku prostiednictvim nervu vagu do mozkového
kmene. Tento efekt je zprostfedkovan pfes CCK; receptory na nervu vagu [45]. CCK
pusobi prostfednictvim dvou receptorti - diive zndmé jako CCK, a CCKg, dnes Casto
oznacované jako CCK; a CCK, receptory, oba jsou spfazené s G-proteinem. Receptor
v periferii v GIT, ale 1 v NTS a dorsomedialnim hypotalamu [42]. CCK; se vyskytuje
v celém mozku, jeho nejvetsi koncentrace je v mozkové kiife. Matson a kol. dokazali, ze
centralni podani CCK s leptinem je mnohem u¢innéjsi ve snizovani hmotnosti nez leptin

samotny [47], nebot’ CCK s leptinem puisobi synergisticky [48].

Asp-Tyr(SO;H)-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,

Obrazek 7. Primarni struktura C-koncového oktapeptidu cholecystokininu CCK-8.
[46].

1.3.2.2. Neuropeptid Y

Neuropeptid Y (NPY) byl objeven v CNS v roce 1982 Tatemotem a kol. [49]. Jeho
jméno je odvozeno ztyrosini na N- a C- konci. NPY patii strukturou do skupiny
pankreatickych polypeptidit a je jednim z vyznaénych hypotalamickych orexigennich
peptidii [49]. Je slozen z 36 aminokyselin a plisobi jako neurotransmiter [49] (Obrazek 6).
NPY je jednim z nejmohutnéjSich stimuldtorii pfijmu potravy. Kromé toho zpusobuje

vazokonstrikci, ovlivituje motilitu GIT, reguluje reproduk¢ni a endokrinni systém a plisobi
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jako modulator paméti [50]. V periferii se NPY nachazi v sympatickych neuronech a v
nadledvinovych chromafinovych buiikkdch. V. CNS se vyskytuje v mozkové kife,
mozkovém kmeni, hypotalamu, amygdale, hipokampu a talamu.

NPY je ovliviiovan leptinem a inzulinem; pokud jejich hladiny jsou zvySeny,
syntéza NPY je potlacena a pfijem potravy je snizen. CCK a peptidy CART ovliviuji
negativné ucinek NPY. Kombinace CCK a NPY zpusobila sniZeny pfijem potravy oproti
samotnému NPY u potkanti [51]. Peptidy CART potlacuji piijem potravy zvySeny G¢inkem
NPY [52]. Centraln¢ podavany NPY zvysil piijem potravy u geneticky obéznich (ob/ob) a
geneticky diabetickych (db/db) mysi [53].

Receptory pro NPY patii do skupiny receptort sprazenych s G-proteiny. Maji fadu
fyziologickych funkei, podileji se na regulaci krevniho tlaku, ovliviuji pfijem potravy a
zlepsuji pamét. Uginek NPY je zprostiedkovan Sesti typy receptorii: nazvanymi Y.,
S regulaci ptfijmu potravy souvisi dva typy receptorit Y; a Ys. Oba dva receptory se
nachazeji v CNS. Selektivni antagonist¢ NPY s vazbou zejména na receptory Ys inhibuji

ptijem potravy a plsobi sniZeni télesné hmotnosti u obéznich potkanii [54].

Obrazek 6. Struktura NPY [49]
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1.4. Peptidy CART (Cocaine- and amphetamine-regulated transcript)

1.4.1. Objev a vyskyt

V roce 1981 Spiess a jeho spolupracovnici izolovali peptid s nejasnou funkci z
ovc¢iho hypotalamu [55]. V roce 1995 Douglas a kol. [56] zjistili, Ze po podani kokainu a
amfetaminu dochazi ke zvySené expresi mRNA pro tento peptid v nucleu accumbens,
odtud také pochazi nazev peptidu CART (cocaine-and amphetamine-regulated transript)
[56]. Strukturu peptidu CART a jeho hlavni funkci popsali prvné Kristensen a kol. a Thim
a kol. [2, 52].

Peptidy CART se vyskytuji v centralni nervové soustavé a také v periferii. V. .CNS
se vyskytuji ve vSech ¢astech mozku, ale v riizné koncentraci; nejvyssi koncentrace CART
mRNA je v hypotalamickych jadrech: ARC, PVN, DMN a v LHA a také v hypofyze [57].
CART peptidy se vyskytuji v periferii v dfeni nadledvin, Langerhansovych ostriivcich,

pankreatu a v travicim traktu [58-60].

1.4.2. Struktura

Lidsky gen pro CART je lokalizovan na chromosomu 5, ma 2,5 kb a obsahuje tfi
exony a dva introny [61]. Gen peptidu CART je evolu¢né konzervovany, coz ukazuje na
podobnou funkei u riznych zivoc¢isnych druht, a tedy i velkou dulezitost [61]. Transkripci
genu vznikaji dvé jinak Stépené mRNA, znichz po odstépeni pre-peptidu vznikaji dva
rizné dlouhé propeptidy CART bud’ o 102 (mysi a potkani) nebo 89 aminokyselinach
(lidsky, mysi a potkani) [56]. Aminokyselinova sekvence dlouhé a kratké potkani formy je
na obr. 8A. Kratka forma propeptidu CART (mysi a potkani) je rozdilné od lidské v pozici
42, kde v lidském peptidu je izoleucin vyménén za valin, pticemz C-koncova sekvence je
vzdycky stejna [56]. Prohormon-konvertdza 2 (PC2) $té€pi dlouhy i kratky propeptid na dvé
prirozené¢ biologicky aktivni formy, CART(55-102/42-89) a CART(62-102/49-89) [62].
Jejich struktura je zndzornéna na Obrazku 8A. Pomoci MS a NMR spektroskopie bylo
prokézano, ze peptid CART(61-102) obsahuje Sest cysteinti, jez tvoii tfi disulfidické
mustky a to mezi cysteiny v pozici 68 a 86, 74a 94, 88 a 101 [2, 63], coz je vidét z
Obrazku 8B.
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A)

Potkani dlouha forma
QEDAELQPRALDIYSAVDDASHEKEPRROLRAPGAVLO |EALQEVLKKLKSKRIPIVERKYGOVPMCDAGEQCAVRKGARTGKLCDCPRGTSCNSFLLECL
I = | | |
e 55 62 102

.

Potkani kratka forma o
QEDAELQPRALDIYSAVDDASHE KEELLQE‘.TL KELESERIPTYEREYCOVPMCDACEQCAVRKGAR TCGKLCDCPREGT SCNSEFLIKCL
| | |

42 49 89

Obrazek 8. Struktura peptidu CART. 4) Aminokyselinova sekvence dlouhé a
kratké formy peptidu CART [1]. Biologicky aktivni peptidy CART(55-102) a (62-
102), vystepené z dlouheho propeptidu CART, jsou totozné s peptidy (42-89) a
(49-89), vystépenymi z kratkého propeptidu. Mista Stépeni pro prohormon-
konvertazu jsou znazornéna tucné. B) Struktura peptidu CART(55-102) [2].
Cervené zvyraznéné aminokyseliny oznacuji pocatek dvou biologicky aktivnich

forem (55-102) a (61-102).
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1.4.3. Fyziologicka uloha peptidu CART

Peptidy CART jsou zafazovany mezi peptidové neurotransmitery [1]. V mozku se
nachézeji pouze v neuronech (napt. ARC) spolecné s dalSimi neurotransmitery jako je y-
aminomaselnd kyselina, dopamin a glutamat [2]. Znich se uvoliiuji pii zvysSené
intramolekularni koncentraci vépenatych iontl [64]. Peptidy CART se vyskytuji i
v periferii, a to hlavné v GIT, patfi tedy mezi tzv. ,,brain-gut peptidy, které jsou casto 1
neuropeptidy. Plisobi v celé fadé fyziologickych procesi, ovliviluji pifijem potravy
(anorexigenni ucinek), pocit sytosti, stres, neuroendokrinni regulace, srde¢ni funkce, bolest
a stfevni hybnost (motilitu) a ovliviiuji funkci pankreatu [1, 64, 65]. Peptidy CART
ovliviiuji neuroendokrinni systémy, jako hypotalamo-hypofyzo-adrendlni osu (HPA),
hypotalamo-hypofyzo-tyroidalni osu (HPT) a sympato-adrendlni systém (SAM) [57, 58,
66].

Peptidy CART jsou ptitomny v kazdé ze tii slozek HPA osy a v portalni krvi [67].
Centralni podani peptidi CART aktivuje neurony CRH a stimuluje sekreci ACTH a tim 1
kortikosteronu, tuto sekreci lze blokovat antagonistou CRH astressinem [28].
Adrenalektomie (odnéti nadledvin) snizuje expresi CART mRNA jak v PVN, tak v ARC,
nasledné podani kortikosteronu pak ¢astecné vraci hladiny peptidu CART do stavu pied
adrenalektomii [68]. Exprese a uvolnéni peptidu CART do hypofyzy je regulovano CRH a
glukokortikoidy [69].

Peptidy CART z hypotalamickych neuronti uvoliované do PVN podporuji sekreci
TRH, jenz zvySuje termogenezi v hnédém tuku a svalu. Centraln¢ podany peptid CART
pak zvysuje expresi uncoupling proteinu (UCP) [70].

Mysi s vyfazenym genem pro CART maji normalni hmotnost pfi standardni strave,

ale obezita u nich miize byt navozena vysokokalorickou stravou [65, 71].

1.4.3.1. Vliv peptidu CART a dalSich litek na pFijem potravy a jejich vzajemny vztah

Zanedlouho po objevu peptidi CART byla studovéana jejich spojitost s regulaci
piijmu potravy, a to na zaklad¢ distribuce peptidi CART v mozku, zvlasté v hypotalamu
(v ARC, LHA, PVN a nucleus accumbens - ACB) a jejich ptitomnosti v GIT [69, 72].

Dutikaz anorexigennich vlastnosti peptidi CART provedli Kristensen a kol. [52],
kteti ukazali, ze exprese mRNA CART v ARC je regulovana leptinem, ze CART mRNA je

32



snizena v ARC u hladovych zvifat a téméf nesnizena u hladovych ob/ob mysi s nefunkéni
signalizaci leptinu. V nucleu arcuatu jsou peptidy CART spole¢né lokalizovany s a- MSH
[52, 73], inhibitorem piijmu potravy. V neuronech nucleu arcuatu, které produkuji peptidy
CART, byly nalezeny receptory pro leptin, coz naznacuje, ze peptidy CART mohou
zprostiedkovavat v hypotalamu ucinek leptinu [73].

Podani peptidu CART(61-102) do nucleus accumbens mélo za nésledek inhibici
pfijmu potravy u mysi [2, 74, 75]. Tato oblast se povazuje za jedno z moznych mist
pusobeni anorexigenni aktivity peptidi CART, které tu jsou hojné zastoupeny.

Kromé toho, ICV a intracisternalni podani (podani do prostoru mezi mozeckem a
prodlouzenou michou, ktery je vyplnén mozkomisnim mokem) peptidu CART(55-102)
inhibovalo sekreci zalude¢nich §t'av a vyprazdiiovani zaludku [76]. Kristensen a kol. zjistili
také interakci mezi peptidy CART a NPY, kdy peptid CART tlumil orexigenni aktivitu
NPY [52]. Peptidy CART byly rovnéz prokazany v GIT [1] a v nervu vagu [77, 78]. Nezda
se vSak, ze by periferni peptidy CART intenzivné ovliviiovaly piijem potravy. IP injekce
relativné vysokych davek peptidu CART(55-102) nesniZzila pfijem potravy [70, 79].

Dale peptidy CART reguluji mezokortikolimbicky dopaminergni systém a mohou
tak ovliviiovat reakci a odpovéd’ na ptisobeni psychostimulantd. Existuji dikazy o interakci
mezi peptidy CART a endokanabinoidnim syst¢émem [80]. Endokanabinoidy maji
orexigenni U¢inky a inhibuji anorexigenni aktivitu peptidl, mezi nimi i peptidu CART.
Endokanabinoid anandamid zvySuje pfijem potravy aktivaci receptoru CBI1, zatimco
antagonista receptoru CB1 inhibuje pfijem potravy, to naznacuje, ze peptidy CART se
podileji na orexigennim u¢inku anandamidu [81].

Mezi dalS$imi dilezitymi hormony, jejichz ucinky by mohly souviset s u¢inky
peptidit CART, je CCK. Bylo zjisténo, ze velka cast neuronti peptidi CART v nervu vagu
obsahuje také receptor CCK; [77]. CCK reguluje expresi peptidu CART ve vagovych
aferentnich neuronech prosttednictvim aktivace protein kindzy C (PKC) a CREB [78].

Piesna role peptidu CART v regulaci pfijmu potravy neni Uplné objasnéna. Peptidy
CART ptisobi jako anorexigenni latky, ale zatim zcela neni objasnén mechanizmus jejich
pusobeni. Navic dosud neni znam jeho receptor [1]. Peptidy CART mohou byt prospésné
k pochopeni metabolickych mechanismii vedoucich k obezité a nasledné k vyuziti pro jeji

terapii.
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1.4.3.2. DalSi Gc¢inky peptidu CART

Peptidy CART mohou byt také produkovany buitkami Langerhansovych ostravki,
ale i parasympatickymi nervovymi vlakny, ktera inervuji tuto tkan. Peptidy CART inhibuji
sekreci inzulinu stimulovanou u¢inkem glukosy [59].

Peptidy CART stimuluji sekreci ACTH, CRH 1 sekreci kortizolu a zarovenn CRH a
glukokortikoidy zvySuji transkripéni aktivitu genu pro CART [68]. Adrenalektomie sniZuje
koncentraci mRNA pro CART a peptidit CART jak v ARC a v PVN, tak i v krvi. Podanim
kortikosteronu se pak ¢astecné vraci hladiny CART do stavu pted adrenalektomii [68].

Peptid CART rovnéz stimuluje expresi TRH v PVN [57].

1.4.4. Receptor pro peptidy CART a bunééna signalizace

I kdyz byl peptid CART objeven pied vice jak 15 lety, zatim se nepodatilo
identifikovat jeho receptor. Byly vSak publikovany studie, které dokazovaly, Ze receptory
pro peptidy CART existuji. Napiiklad bylo zjisténo, Ze po centralnim podani peptidi
CART potkantim se zvysi hladiny mRNA proteinu c-Fos, ktery je nepfimym indikatorem
aktivity neuronti v mozku [74].

Také se zjistilo, Ze peptid CART(55-102) inhiboval vapnikové kanaly v primarni
kultufe neuronti hipokampu, a spekulovalo se na jeho vazbu k receptoru sprazenému
s inhibi¢nim G-proteinem Gi/Go [82].

Krom¢ toho bylo publikovéano, Ze po centralnim podani peptidi CART dochazelo k
fosforylaci CREB v nékterych neuronech hypotalamu, coZ by opét potvrzovalo vazbu
peptidi. CART ke GPCR [83]. Dalsim uc¢inkem peptidu CART byla fosforylace
MAPK/ERK1/2 v hypofyzéarni bunécné linii AtT-20 [52, 84] (Obrazek 9). Ve studii Yoon
a kol. [85] zabyvajici se vlivem peptidii CART na chovani a lokomoci bylo pozorovano, ze
fosforylace MAPK/ERK1/2 vyvolana kokainem byla inhibovana peptidem CART(55-102)
v ACB [85].

Bylo zjisténo, ze 'I-CART(61-102) se nevéaze k fadé znamych receptort (opioidni
receptory, receptory pro somatostatin, progesteron, cholecystokinin, NPY, oxytocin, TRH
a dalsi) [86]. Byla provedena i vazebna studie s BI.CART(61-102) [86, 87] u hypofyzarni

nadorové bunééné linie AtT-20.
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Obrazek 9. Navrzené signalni drahy pro peptid CART, upraveno dle [1]. Shrnuti ze
studii zabyvajicich se bunécnou signalizaci, ve kterych peptidy CART aktivovaly nejméné
tri signalni mechanizmy. CART(55-102) inhiboval vapenaté kandly L-typu v neuronech
hipokampu [82]. CART(55-102) aktivoval fosforylaci proteinu CREB v hypotalamickych
neuronech produkujicich CRH u sytych a hladovych mysi [83]. CART(55-102) aktivoval
fosforylaci MAPK/ERK]1/2 v linii hypofyzarnich bunék AtT-20 [84]. Prerusovand Sipka
naznacuje, zZe u tohoto mechanizmu neni zndmo, zda je zprostiedkovan pres G proteiny.
Hypoteticky receptor pro peptid CART je zde zndzornén modre jako integralni

membranovy protein.

Fazni protein skladdajici se z peptidu CART(55-102) a GFP (green fluorescent
protein) byl vdzan k disociovanym bunkdm hypotalamu a hepatocytarni bunécné linii
HepG2 [88]. Fuzni protein po ICV podani mysim signifikantné potlacoval ptijem potravy,
jeho biologicka aktivita tedy zistala ¢aste¢né zachovana [88].

V nasi skupiné byla publikovdna vazba peptidu CART k feochromocytomalnim
bunkam PC12, jak k nediferencovanym, tak i k diferencovanym v neurdlni fenotyp a
bunéénym membrandm z téchto bunék [89]. Kompetitivni vazebné experimenty byly

provedeny s '*I-CART(61-102), ktery byl vytdstiovan peptidem CART(61-102),
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CART(55-102) a dijodovanym peptidem I,-CART(61-102) u nediferencovanych bunck
PC12 a membran z téchto buné€k, a to s rovnovaznou disociacni konstantou inhibujiciho
kompetitoru K; vnizkém nM rozmezi. Biologicka aktivita CART(61-102) zustala
zachovana po jeho jodaci na dijodovany I,-CART(61-102) [89]. Pocet vazebnych mist
Bmax U saturacnich vazebnych experimenti nediferencovanych bunék Cinil 2228 + 529
vazebnych mist/buiiku a pro diferencované byl Bnax dokonce pétkrat vyssi a to 11194 +
261 vazebnych mist/buniku. Rovnovéazna disociacni konstanta Ky, ur€end ze saturacnich
vazebnych pokust pro nediferencované PC12 burky, ¢inila 0,48 nM. Pro diferencované
buinky méla K4 hodnotu 1,90 nM [89]. Vysledné saturacni kiivky pro diferencované a
nediferencované buiikky PC12 lze vidét na Obrazku 10.

V nasi vazebné studii [89] sbun&tnou linii PCI2 nebyl '*I-CART(61-102)
vytésnén zadnym z nasledujicich peptidi: CCK, a-MSH, TRH, angiotensin II, neurotensin,
leptin. Identifikace receptorii peptidi CART, kterd by umoznila studium mechanismi a
funkce peptidu CART, nebyla zatim uspesna.

Vazba peptidu '*

I-CART(61-102) k primarni bunééné linii pfipravené z potkaniho
nucleu accumbens [90] byla snizena v pfitomnosti analogii GTP, na rozdil od analogii
ATP, které nemély na afinitu vliv. Toto zjisténi mize také poukazovat na to, Ze receptor

pro CART je receptor sptazeny s G proteinem [90].
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Obrizek 10. Saturaéni vazba '®I-CART(61-102) Kk nediferencovanym a
diferencovanym buiitkam PC12 [89]. Busiky byly inkubovdny s rostouci koncentraci '%I-
CART(61-102) v nepritomnosti (celkova vazba) nebo pritomnosti (nespecificka vazba)
2x10° M CART(61-102) prii 37 °C po 30 minut. Specifické vazba byla vypocitina jako
rozdil celkové a nespecifické vazby. Saturacni vazebné krivky byly vypocitany metodou

nelinearni regrese pro a) nediferencované PCI12 a b) bunky PC12 diferencované pomoci

NGF v neurony.
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1.4.5. Fragmenty peptidu CART

Pfirozené se vyskytujicimi biologicky aktivnimi formami peptidu CART jsou:
CART(55-102) a CART(61-102) [2], které¢ vznikaji u¢inkem prohormon konvertazy PC2
z propeptidu CART. V klasické praci Thima a kol. [2] peptidy CART(54-102), (55-102),
(61-102) a (62-102) po ICV podani hladovym mySim inhibovaly piijem potravy témét
stejné [2]; peptid CART(55-102) byl mirné G€¢inn&jsi neZ ostatni peptidy [2].

CART(1-26) a CART(1-27) jsou N-koncové¢ fragmenty propeptidové casti, které
jsou povazovany za biologicky neaktivni a slouzi jako negativni kontroly pro
fyziologickou funkci CART(55-102) [91]. Z nadledvin se podaftilo izolovat delsi formy
peptidd CART, konkrétné CART(1-89) a (10-89) [91]. Peptid CART(10-89) inhiboval
ptijem potravy u mysi po ICV podani [92]. Syntetické N-koncové fragmenty CART(55-
76) a (62-76) po ICV podani inhibovaly piijem potravy u laboratornich potkant,
CART(62-76) s vétsim ucinkem nez CART(55-76). U C-koncového fragmentu CART(85-

102) byla zmétena schopnost snizovat lokomoci navozenou morfinem [92].

1.5. Peptid uvoliujici prolaktin (PrRP)

1.5.1. Objev a vyskyt PrRP a receptor pro PrRP

Peptid uvolnujici prolaktin (prolactin-releasing peptide - PrRP) byl objeven jako
endogenni ligand pro sirot¢i receptor GPR10 nebo hGR3 (lidsky) sprazeny s G-proteinem
(potkani analog UHR-1) v roce 1998 Hinumou a kol. [93]. Byl nalezen v extraktu hovéziho
hypotalamu pomoci metody ,,obracené farmakologie®, jako specificky faktor uvolnujici
prolaktin (PRL) z adenohypofyzy a proto byl pojmenovan peptid uvoliujici prolaktin.
PrRP je exprimovan v neuronech NTS, prodlouzené miSe a DMH, po aktivaci CCK [94].
Nejvyssi exprese PrRP byla lokalizovana v A1/A2 regionech prodlouzené michy a
v hypotalamu a pak v NTS, VMN, DMN. V periferii se PrRP nachdzi v plazmé, dfeni
nadledvin [95] v mens$i mife ve slinivce bfisni, varlatech, a v placenté [96]. Hladovéni a
laktace potlacuje expresi PrRP [97].

Receptor pro PrRP GPR10 je Siroce zastoupen v celém mozku, ale nejvyssi vyskyt
je v retikularnim jadru talamu, PVN, periventrikularnim jadru, DMH a NTS a v hypofyze,

v periferii jen v dfeni nadledvin. PrRP ma také pomérné vysokou afinitu k receptoru
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neuropeptidu FF (NPFFR2) [98].

1.5.2. Struktura

PrRP vznika z preprohormonu, ktery je u rtiznych zZivocisnych druhii tvofen riznym
poctem aminokyselin (98 aminokyselin u kravy, 87 u clovéka, 83 u krysy a 82 u mysi).
Preprohormon muze byt S$tépen na dvou riznych mistech, takze vznikaji pfi
posttranslacnich upravach dvé aktivni formy: PrRP31 (sloZen z 31 aminokyselin) a PrRP20
(slozen z 20 aminokyselin). Struktura lidského peptidu je uvedena na Obrazku 11. Potkani
PrRP31 se liSi od lidského ve cCtyfech aminokyselinach, hovézi PrRP31 ve tiech
aminokyselinach [99].

Obrazek 11. Lidsky analog PrRP31. Zelené zvyraznény threonin oznacuje pocatek
PrRP20.

1.5.3. Fyziologicka uloha PrRP

V uvodni studii Hinuma a kol. [93] prokazal, ze PrRP specificky stimuloval sekreci
prolaktinu z bunécné linie RC-4B/C (potkani hypofyzarni linie) a z primarnich bun¢k
adenohypofyzy kojicich potkanich samic s G¢innosti srovnatelnou s TRH. Morfologické a
pozdéji fyziologické studie tento poznatek zpochybnily s tim, Ze PrRP nemtize plsobit na

sekreci prolaktinu pfimo, jelikoz se nepodafilo prokazat imunoreaktivitu PrRP v eminenci
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mediana, odkud se vyplavuje vétSina hypotalamickych neuroendokrinnich peptidi do
adenohypofyzy [93]. Piesto se ukézalo, Ze PrRP stimuluje sekreci dalSich hypofyzarnich
hormonti, ACTH, luteiniza¢niho hormonu, hormonu stimulujiciho folikuly, ale i oxytocinu
a vazopresinu [100].

PrRP mé v organizmu vice funkci. Neddvno bylo prokazano, ze PrRP inhiboval
pfijem potravy u laboratornich potkant [97], coz naznacuje, Ze PrRP hraje roli v regulaci
energetické rovnovahy. PrRP ma také vyznam pfi aktivaci HPA osy, pii regulaci stresu,

krevniho tlaku, pfi vnimani bolestivych podnétt apod. [101, 102].

- Signaly stresu

l’ T ' neurony /-

Ukonceni pfijmu potravy

ZvySeni spotfeby energie

Uvolnéni ACTH indukované strachem
Uvolnéni Oxytocinu

Uvolnéni vazopresinu?

_NTS

Dlouhodoba regulace ~ Kratkodoba regulace
—— Leptin CCK

ACTH indukovany pohybem Estrogen
Analgesie indukovana stresem
Chovani souvisejici z Uskosti?

Pfijem potravy

Obrazek 12. PrRP v energetickém metabolismu a v reakci na stres. Dlouhodobé
pusobici faktory jako je leptin a estrogen a kratkodobé piisobici, jako CCK, reguluji
pozitivné aktivitu neuronii PrRP. Cervené Sipky oznacuji vstupni signaly do PrRP neuronii

a modré Sipky oznacuji vystupy z PrRP neuronii [94].
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1.5.3.1. Vliv PrRP na regulaci pfijmu potravy

Neurony se zvySenou expresi PrRP pfijimaji nejen kratkodobé signaly jako je od
CCK, ale i dlouhodobé signaly jako je od leptinu a estrogenu (Obrazek 12). NaruSeni
interakce PrRP s GPR10 zplsobuje hyperfagii, coz vede k obezit¢ a porucham
metabolismu [94]. PrRP sjednocuje kontrolu energetického metabolismu a reakci na stres.

Vliv PrRP na kratkodoby ptijem potravy vyplyva z toho, Ze CCK aktivuje vétSinu
PrRP/noradrenergnnich neurontt v NTS a Ze CCK je neucinny u mysi deficitnich na PrRP
nebo GPR10 [103].

Bylo prokazano, ze ICV podani PrRP zptisobi snizeni ptfijmu potravy, a to nejen u
sytych potkantl, ale i u hladovych jedinct [97]. Zaroven dochézi ke zvySeni télesné teploty
a k vyssi spotiebé kysliku, coz je ukazatelem zvySeného energetického vydeje [104]. Pii
soucasném podani PrRP a leptinu dochazi u potkani k vétsi redukei piijmu potravy béhem
noci, k vétSimu ubytku hmotnosti a k vy$simu vydeji energie [105].

Béhem hladovéni a laktace se snizuje exprese PrRP [97]. VétSina PrRP neurond v
mozkovém kmeni a hypothalamu obsahuje receptory pro leptin [105] a leptin stimuluje
fosforylaci STAT3 v PrRP neuronech, zejména v DMH [106] (Obrazek 12). Exprese
mRNA pro PrRP je nizka u obéznich Zucker potkanii [105], ktefi maji nefunkcni leptinové
receptory.

Estrogen je pravdépodobné také zodpovédny za regulaci PrRP neuront
v prodlouzené mise, ale ne v hypotalamu [107]. U diabetickych potkanti je exprese mRNA
pro PrRP snizena, a podanim inzulinu se exprese mRNA pro PrRP navraci na pivodni
hladinu [94], coZ naznacuje, Ze také inzulin pozitivné reguluje expresi PrRP.

U PrRP-deficientnich mysi se v hypotalamu neobjevuji zZddné vyznamné zmény v
expresi latek, které souvisi s pfijmem potravy, jako jsou POMC, CART, AgRP, NPY a
orexiny, coZ naznacuje, Ze tyto peptidy nemusi byt hlavnimi néslednymi efektory PrRP

[94].

1.5.4. PrRP a buné¢na signalizace

Bunééné signalizace PrRP ma dvé hlavni cesty, a to pfes tyrosin protein kindzu

MAPK/ERK1/2 (Mitogen-Activated-Protein Kinases/Extracellular signal — Regulation

Kinase 1/2) a serin/threonin-proteinkinazu (Akt/proteinkinazu B) s néslednou aktivaci
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transkripénich faktorii CREB (cAMP Response Element-Binding) a Ets (E-twenty six)
[108, 109] (Obrazek 13).

Akt je hlavni Cinitel signalni kaskady fizené fosfoinositid-3 kinasy (PI3K). Akt
signalizace je spojena s piezivanim a ristem bunék, PrRP mé funkci nejenom kontroly

exprese PRL, ale také zachovani poctu bunék produkujicich PRL [110].

@ PrRkp
PrRP ¥

WETJ - Bunééna membrana

Akt-> JNK ERK

J d ro AN AN AT ,: :.: P RL
. | PRLgen

Uéinek PRL

Obrazek 13. Signalizace PrRP [109]. Po aktivaci PrRP receptoru pres Gi/Go proteiny
jsou pres PI3K aktivovany MAPK/ERK1/2 a Akt drahy. Akt miize aktivovat JNK (Jun N-
terminal kinase), které pak fosforyluji Ets (E-twenty six — transkripcni faktor).Ets je primo
aktivovan ERK. Kromé toho Akt aktivuje CREB.

1.5.5. MySi s vyfazenym genem pro PrRP ¢i GPR10

Mysi s vyfazenym genem pro GPR10 receptor (GPR10 KO) maji v porovnani s
normdlnimi jedinci vy$$i hmotnost, nizsi energeticky vydej, vice tuku, avSak maji nizsi
piijem potravy [111]. U mysi, které nemély funkcni receptory GPR10, nebyl prokazan vliv
PrRP, ale ani CCK na pfijem potravy. Tento objev vedl k poznatku, ze PrRP by

prostiednictvim svého receptoru mohl byt klicovym prostfednikem pro funkci CCK, ktery
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navozuje pocit sytosti po jidle [112]. Byl proveden experiment, kde mysi (samci a samice)
bez GPR10 receptoru mély ve vé€ku 15 tydni zietelné vySsi vahu, neZ stejné staré mysi
kontrolni. Samice byly obéznéjsi nez samci i diky snizenému energetickému vydeji [111].
Mysi s vyfazenym genem pro PrRP (PrRP KO) v dospélosti trpi hyperfagii, jsou
obéznéjsi nez jedinci s funkénim genem pro PrRP a trpi glukosovou intoleranci a rezistenci

k inzulinu [106] (Obrazek 14).

Obrazek 14. MySi s modifikovanym genem pro PrRP. WT (wild type) — mysi s genem
pro PrRP; KO — mysi s vyrazenym genem pro PrRP [106].

1.5.6. PrRP a reakce na stres a bolest

Vsechny stresové podméty jsou aktivovany v PrRP neuronech v NTS, DMH a
v prodlouzené mise (Obrazek 12). PrRP aktivuje vylucovani kortikoliberinu (CRH), ktery
pozitivné reguluje vyluCovani adrenokortikotropniho hormonu (ACTH) [101], ktery dale
reguluje vyluovani glukokortikoidi (kortizolu a kortikosteronu) z kliry nadledvin.

Je vSak ziejmé, ze uloha PrRP v neuroendokrinni reakci na stres je zavisld na
povaze stresujiciho podnétu. Stresujici podnéty mohou vyvolat riizné reakce a to nejen v
neuroendokrinnim systému, ale také v dalSich systémech: v kardiovaskularnim (zvySeni
krevniho tlaku), metabolickém (zmény v pfijmu potravy, zvyseni spotieby kysliku, zména
v metabolizmu glukosy), v bolesti (analgezie nebo hyperalgezie — zvySena citlivost na

bolest) a v behavioralnim (uzkost, poruchy spanku) [94].
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1.5.7. Analogy PrRP

V téle se prirozen¢ vyskytuji peptidy PrRP31 a PrRP(13-31) neboli PrRP20, jejichz
biologické ucinky jsou srovnatelné. Peptidy vzniklé zkracenim PrRP20 od N-konce maji
snizenou afinitu k receptoru; pfi nahrazeni amidové skupiny za skupinu karboxylovou na
C-konci peptidu pak doslo k Gplné ztraté schopnosti vazat se na receptor [113]. Nejkratsi
biologicky aktivni fragment je C-koncovy PrRP(25-31) — heptapeptid, jeho tcinek je vSak
nizsi ve srovnani s PrRP31 [113]. Boyle a kol. v zatim jediné strukturné-aktivitni studii
analogti PrRP (19-31), neboli PrRP13 ukazali, ze zvlast’ dilezité pro biologickou aktivitu
PrRP jsou Arg” a Phe®' [114]. Zatim viak chybi antagonista PrRP, ktery by napomohl
pochopeni fyziologickych funkci PrRP.

1.6. Modely mysi obezity

Zviteci modely jsou jednou z vyznamnych slozek biologického, Iékatrského,
veterindrniho a farmakologického vyzkumu. Pouzivaji se z divodl znalosti lidského a
myS$iho genomu jako hlavni nastroj ke studiu obezity. Zvifata ndm umozni ziskat odpovédi
v kratkém case, protoze 10 dni v zivoté potkana ¢i mysi je piiblizné 1 rok u lidi pfi
srovnavani zmény télesné hmotnosti. Obezitu je mozné u zvifat navodit pomoci zmén
neuroendokrinnich, dietnich a genetickych. Jednim z prvnich modelti obezity byl model
s lézemi v ARC zpisobenymi glutamatem sodnym u mys$i a potkant [115]. Obezity u
zvitat 1ze dosdhnout také ovariektomii [116], krmenim vysokokalorickou stravou (dietou
vyvolana obezita — DIO) [117], a genetickymi manipulacemi (napi. modely mysi

s vyfazenym genem) [118].

1.6.1. Obezita vyvolana glutamatem sodnym (MSG)

Subkutanni (SC) - podkozni injekce glutamatu sodného (MSG) novorozenym mysSim
zpusobuji zniceni ARC v hypotalamu, coZ vede k rozvoji obezity [115]. MSG mysSi (mysi,
jejichz obezita je vyvoland glutamatem sodnym) se také vyznaCuji zmensenim oblasti
ARC, rozsifenim tieti mozkové komory a zuZzenim eminentia mediana [119]. Bylo zjisténo,
ze celkovy pocet bunék v ARC u MSG mysi byl o 75 % niz8i nez u kontrolnich mysi,

zatimco MSG vyznamné neovlivnil pocet bun€k v dalSich oblastech mozku [120]. MSG
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snizil hladiny mRNA pro NPY a AgRP, (nésledek destrukce NPY/AgRP neuronti) [119].
MSG mysi maji zvySené sérové koncentrace leptinu, byvaji asi o 10 % kratsi neZ kontroly
a jsou neplodné [115]. V nasi studii jsme zjistili, ze MSG myS$i mély az osmkrat vice
bilého tuku proti kontroldm, také se u nich rozvinula hyperglykemie a hyperinzulinémie

[121].

1.7. Bunécné linie souvisejici s u¢inky peptidu CART a PrRP

1.7.1. Feochromocytalni buiikky PC12

Tato bunétna linie byla ziskana z potkaniho feochromocytomu, néadoru
chromafinnich bunék z diené nadledvin [122]. Za béznych podminek jsou nediferencované
bunky kulovitého tvaru, podobné potkanim chromafinnim buitkdm. PC12 buiiky péstované
v ptitomnosti NGF se ptestavaji d€lit, zastavuji riist, podobaji se sympatickym neurontim a
vytvafeji nervovou sit' [122]. Diferencované bunky vytvareji shluky 30 az 120 nm
dlouhych granuli a 30 az 70 nm dlouhych vacka (vezikul), které se podobaji granulim a
vackiim v neuronech, uvoliujicich adrenalin a acetylcholin. Diferenciace je reverzibilni,
nebot’ po odstranéni NGF buiiky do 24 hodin ukoncuji proces diferenciace a do 72 hodin
se zacinaji opét délit a vracet se ke svym piivodnim vlastnostem [122].

Diferenciaci této bunécné linie v neurdlni fenotyp lze docilit i pouzitim peptidu
PACAP (pituitary adenylate cyclase activating polypeptide) [123]. Pasobenim
syntetick¢ho glukokortikoidu dexamethasonu vyzravaji buiikky PC12 v typicky fenotyp
normalnich chromafinnich bun¢k dfené nadledvin, které vykazuji zvySenou aktivitu tyrosin

hydroxylazy [124].

1.7.2. Hypofyzarni bunécné linie (RC-4B/C, GH3 a AtT-20)

1.7.2.1. RC-4B/C

Epitelidlni bunécnd linie RC-4B/C byla ziskana ze tfi roky starého nezhoubného
nadoru ptfedni hypofyzy potkanich samct [125]. Tato linie zahrnuje vSech pét
hypofyzéarnich typti bunék: somatotropy, laktotropy, gonadotropy, adenokortikotropy a

tyreotropy, které produkuji rastovy hormon, prolaktin (PRL), luteiniza¢ni hormon (LH),
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hormon stimulujici folikuly (FSH), adenokortikotropni hormon (ACTH) a tyreotropin
(TSH) [126]. Ze strukturalniho hlediska jsou tyto buiiky shodné s diferencovanymi
bunikami pfedni hypofyzy, avSak oproti hypofyzarnim potkanim bunkam obsahuje tato
linie 0 20 % vétsi pocet bun¢k produkujicich LH a o 12 % méné bunék produkujicich
rustovy hormon [125]. Pocet bunék vylucujicich PRL, FSH, ACTH a TSH je podobny ve
vypestované linii 1 potkani hypofyze. Bunécna linie obsahuje o polovinu méné receptorii
pro hormon uvoliyjici gonadotropiny (gonadotropins-releasing hormon — GnRH), pfi¢emz

afinita k jeho receptoru je stejna [126].

1.7.2.2. GH3

Epitelidlni bunécnd linie GH3 byla ziskdna z potkaniho zhoubného néadoru
hypofyzy. Linie obsahuje buiniky produkujici rtstovy hormon, a to ve véEtsi mife nez
primarni hypofyzarni buiiky, a dale produkuje PRL [127]. Bylo zjisténo, ze PrRP pies
GPRI10 receptor aktivuje v buinkich GH3 MAPK/ERK1/2, které zprostiedkovavaji
signaliza¢ni kaskadu regulujici aktivitu mnoha transkrip¢nich faktorii [108].

Pfidani epiderméalniho ristového faktoru (EGF) do zivného média ovliviiuje rist
bunécné linie [128]. Buitky GH3 exprimuji dlouhou signalizujici izoformu leptinového
receptoru [129]. Tato linie byla hojné vyuzivdna pro studie regulace a charakterizace

sodikovych, draslikovych a kalciovych kanalt [130].

1.7.2.3. AtT-20

Hypofyzarni bunécna linie AtT-20 pochdzi z mySiho tumoru pfedni hypofyzy.
Bunécéna linie produkuje B-endorfin a ACTH. Piestoze se schopnost produkce hormonu
ACTH po n¢jaké dobé ztraci, jsou buiikky AtT-20 stale schopné vyvolat nadorové bujeni u
zdravych mysi [131]. Bunécna linie AtT-20 je vyuZzivana pro zkoumani vyluc¢ovani ACTH

a B-endorfina [131].
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1.8. Vazebné experimenty

1.8.1. Teorie vazebnych experimentii

Vazba ligandu na receptor je slozity proces, ktery zahrnuje také konformacni
zmény. Vazebnymi experimenty lze zjistovat afinitu ligandu k receptoru a pocet receptort.
Ptedpokladem vazebnych experimentl je ustanovit rovnovahu mezi ligandem, receptorem
a komplexem ligand-receptor [132]. Rovnovahy je dosaZzeno, kdyz se vyrovna rychlost, pii
které vznikd komplex ligand-receptor, a rychlost, pii které se komplex rozpada. Veli¢ina

vztahujici se k tomuto dé€ji se nazyva rovnovazna disociacni konstanta K4 [M] [132].

B [ligand |- [receptor]

K. =
* |ligand - receptor]

K4 je takova koncentrace ligandu, kdy je obsazena polovina receptort. Je-li Ky
nizkd, pak je afinita ligandu k receptoru vysoka a je potieba pouze mald koncentrace
ligandu k navédzéni na receptor. Vysoka hodnota Ky zna¢i nizkou afinitu ligandu

k receptoru [132].
1.8.2. Specificka, nespecificka a totalni vazba

Specifickd vazba (By,) odpovidd mnoZzstvi radioligandu navazaného na urcity
receptor. Vazba radioligandu na jiné misto neZ na receptor (pfevdzné jde o interakce s
membranou, vazbu na jiné receptory, vazbu na filtry) je oznacovana jako nespecificka
vazba (Bygp) a stanovuje se pfi velkém pifebytku neznac¢eného ligandu proti radioligandu.
Po zablokovani témét vSech specifickych vazebnych mist velkym ptebytkem neznaceného
ligandu se radioligand véaze jiz jen na nespecifickd vazebnad mista. Celkova vazba (B)
udava celkové mnozstvi navazaného radioligandu bez pfitomnosti nezna¢eného ligandu

[132].

Bt :Bsp+anp
\
Bsp :Bt_ nsp
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1.8.3. Saturacni vazebné experimenty

Satura¢ni vazebné experimenty slouzi k urceni afinity ligandu k receptoru, ktera je
charakterizovana rovnovaznou disociacni konstantou Ky, a k uréeni poctu receptorti (Byax).
Saturacni experimenty se provadéji pii vzristajici koncentraci radioligandu [132].

Pro vypocitani By, je nutné spocitat By, pro kazdou koncentraci radioligandu.
Experimentalné se ur¢i By, pii kazdé koncentaci radioligandu a specifickd vazba se pak
vypocte jako celkova vazba minus nespecificka vazba.

Hodnota nespecifické vazby by méla ¢init méné nez 50 % z vazby celkové, v

idealnim ptipad€ méné nez 25 %, jinak je nutné upravit podminky experimentu [132].
1.8.4. Kompetitivni vazebné experimenty

Kompetitivni vazba se provadi pifi konstantni koncentraci radioligandu
v pfitomnosti riznych koncentraci neznaceného ligandu neboli kompetitoru, a to pfi
splnéni rovnovaznych podminek. Pomoci kompetitivnich vazebnych pokust je stanovena
hodnota ECsy (efektivni koncentrace 50, oznaovana také jako ICsy), kterd znaci
koncentraci kompetitoru, pii které¢ je vytésnéna polovina radioligandu z vazebnych mist
[132].

K oznacuje rovnovéaznou disociacni konstantu neznacené latky a vypocte se podle
rovnice Chenga a Prusoffa [133], je to koncentrace neznaceného ligandu, ktera se vaze na
polovinu vazebnych mist v rovnovaze za neptitomnosti radioligandu ¢i jinych kompetitort

[132].

EC,,
[radioligand |
Kd

K, =

1

1+
M]

Hodnota ECsy se stanovi kompetitivnimi vazebnymi experimenty a hodnota Ky
saturaénimi vazebnymi experimenty, které byly provedeny za podobnych podminek jako

kompetitivni vazebné experimenty [132].
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2. CILE DISERTACNI PRACE

. Studium vztahu mezi strukturou a aktivitou fragmenta peptidu CART

Peptid CART je neuropeptid vyskytujici se v CNS i periferii a G€astnici se regulace pfijmu
potravy v hypotalamu, jehoz receptor dosud neni zndm. Jednim z cild této prace bylo
studovat fragmenty tohoto peptidu jak v testech in vitro na feochromocytomalnich bunkéach
PC12, tak in vivo v testu piijmu potravy u mysi, a tak urcit vyznam jednotlivych ¢asti
molekuly peptidu CART pro jeho vazbu k potencidlnimu receptoru a uchovani biologické

aktivity.

o Studium vztahu mezi G¢inky peptidu CART a cholecystokininu (CCK-8) u
Stihlych mysi

O vztahu peptidu CART a ostatnich peptidi je velmi malo zndmo. CCK-8 je periferni

peptid regulujici pfijem potravy v CNS, kde by mohl interagovat s peptidem CART.

Vyslovili jsme hypotézu, ze peptid CART a CCK-8 mohou synergisticky spolupracovat

vregulaci pfijmu potravy 1 aktivaci proteinu Fos jak v oblasti hypotalamu, tak

v mozkovém kmeni. Tyto pfedpoklady byly testovany u §tihlych mysich samc.

. Studium vztahu mezi a¢inky peptidu CART, CCK-8 a neuropeptidu Y (NPY) u
Stihlych a obéznich MSG mysi

Injekce glutamatu sodného (MSG) novorozenym mySim zpusobuji selektivni 1€ze v yycley

arcuatu, které vedou k pozdé€jsimu vyvoji obezity a vyznamnym metabolickym zménam a

inaktivité¢ CCK. Cilem préce bylo zjistit u¢inek peptidu CART a CCK-8 na piijem potravy

u obéznich MSG mysi s nefunkénim ARC.

o Charakterizace ucinku analogii peptidu uvoliiujiciho prolaktin (PrRP) na
hypofyzarni bunééné linie

PrRP je neddvno objeveny neuropeptid, jehoz hlavni funkce v organismu dosud neni plné

objasnéna. V posledni dobé je spojovan s regulaci energetického metabolismu. Cilem

prace bylo zjistit, zda hypofyzarni bunécné linie GH3, AtT-20 a RC-4B/C obsahuji

receptor pro PrRP, a poté charakterizovat u¢inek analogii PrRP ve vazebnych a funk¢nich

testech in vitro.
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3. MATERIAL

Akt (pan) (C67E7) krali¢i mAb
BPTI

BSA

Buné¢na linie — (PC12, RC-4B/C,
GH3 a AtT-20)

CART(54-102), (61-102)

CCK-8

CREB (86B10) mysi mAb
Devazepid (Devazepide, L364,718)
DMEM - high glukose (4,5 g/l)
Duracrol

EDTA

EGF

EGTA

ELISA kit

FBS Standard quality

Femto Pierce SuperSignal

Fosfo-CREB (S133) (1B6)-mysi mAb
Fosfo-p44/42 MAPK (Thr202/Tyr204)

-mysSi mAB

p44/42 MAPK (Erk1/2) (3A7)-mysi mAb
Fosfo-Akt (Ser473) (D9E)-kralii mAb

Fyziologicky roztok
Glutamat sodny

Goat serum

HAM’S F-10

HIS Donor horse serum
HEPES

Iodo-Gen

Ketamin

L-glutamin 200mM

Cell signalling Technology, Beverly MA,USA
Sigma, St. Louis, MO, USA
Serva GmbH, Heidelberg, Némecko

Manassas, VA, USA

Novo Nordisk, Kodan, Dansko

NeoMPS, Strasbourg, Francie

Cell signalling Technology, Beverly MA,USA
Dar od ML Laboratories, Liverpool, VB

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Rakousko
Spofa - Dental, CR

LACHEMA, Brno, CR

Sigma, St. Louis, MO, USA

Serva GmbH, Heidelberg, Némecko
BioVendor, Brno, CR

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Rakousko
Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA
Cell signalling Technology, Beverly MA,USA

Cell signalling Technology, Beverly MA,USA
Cell signalling Technology, Beverly MA,USA
Cell signalling Technology, Beverly MA,USA
Infusia, Hotatev, CR

Sigma, St. Louis, MO, USA

Gibco, Grand Island, NY, USA

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

Pierce Chemicals Co., Rockford, IL, USA
Spofa, CR

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Rakousko
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Na('*1) MP Biomedicals, Illkirch, Francie

NGF Sigma, St. Louis, MO, USA

NPY NeoMPS, Strasbourg, Francie

PEI Sigma, St. Louis, MO, USA

Paraformaldehyd Sigma,St.Louis,MO,USA

Poly-L-lysin Sigma,St.Louis, MO,USA
Penicilin/streptomycin PAA Laboratories GmbH, Pasching, Rakousko

Protimysi IgG peroxidédzovy konjugat Sigma,St.Louis,MO,USA
Protikrali¢i IgG peroxidazovy konjugat Sigma,St.Louis,MO,USA

RPMI 1640 Sigma, St. Louis, MO, USA
SDS-PAGE eclektroforéza Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Standard dual color Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Triton X-100 Koch-Light Lab. Colnbrook, Berks, VB
Vector Stain Elite ABC kit Burlingame, CA, USA

Xylazin Spofa, CR

Daéle byly pouzivany v laboratofi bézné dostupné chemikalie v analytické Cistot¢ dodavané

firmou Lachema, a.s. CR a Sigma-Aldrich, USA.
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4. METODY

4.1. Peptidy CART a jejich fragmenty a peptidy PrRP

Peptidy CART(61-102) a CART(55-102) byly zakoupeny od firmy Bachem
(Bubendorf, Svycarsko). Prehled struktur jejich kratkych fragmentti je v Tabulce 6
v kapitole vysledky 5.2.1. Fragmenty 1, 3, 4 a 6 byly syntetizovany na Univerzité
v Gdansku [134], zatimco fragmenty 2, 5 a 7 az 14 byly syntetizovany na pevné fazi [134]
v Ustavu organické chemie a biochemie, AVCR, v.v.i., Praha. A jejich sekvence jsou
uvedeny v Tabulce 6.

Stejnou metodou zde byly syntetizovany peptidy PrRP31, PrRP20 a PrRP13, jejich
struktura je uvedena v Tabulce 3. VSechny zkoumané peptidy byly rozpustény v

deionizované vodé a uchovany v alikvotech v -20 °C.

Tabulka 3. Prehled testovanych analogi PrRP. Peptidy byly syntetizovany metodou

syntézy na pevné fazi.

Analog Sekvence

PrRP31 S-R-T-H-R-H-S-M-E-I-R-T-P-D-I-N-P-A-W-Y-A-S-R-G-I-R-P-V-G-R-F-NH,

PrRP20 T-P-D-I-N-P-A-W-Y-A-S-R-G-I-R-P-V-G-R-F-NH,

PrRP13 W-Y-A-S-R-G-I-R-P-V-G-R-F-NH,

4.1.1 Jodace peptidu CART(61-102) a PrRP31

Peptidy CART(61-102) a PrRP31 byly jodovany v laboratofi Radioizotopy,
UOCHB AVCR, v.v.i., Praha. CART(61-102) byl jodovan Na'*1 (MP Biomedicals,
Illkirch, Francie) s pouzitim Iodogenu (Pierce Chemical Co., Rockford, IL, USA) [135]
v 0,1 M fosfatovém pufru o pH 7,2 obsahujicim 0,15 M NaCl 15 minut pfi laboratorni
teploté. Separace nejodovaného, mono-jodovaného a di-jodovaného peptidu CART(61-
102) byla provedena na RP-HPLC s pouzitim kolony Luna 3um fenyl-hexyl 150x4.6mm
(Phenomenex, Torrance, CA, USA) a 20 az 25 % gradientem acetonitrilu ve vod¢ s 0,1%

trifluoroctové kyseliny po dobu 60 minut [134]. Molekulové hmotnosti jodovanych
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peptidi byly méfeny na MALDI-TOF, Reflex IV hmotnostnim spektrometru (Bruker
Daltonics, Billerica, MA, USA).

PrRP31 byl jodovan Na'*I & Nal s ¢inidlem Iodogen v 0,1 M fosfatovém pufiu o
pH 7,2. Jodace probihala 15 minut pti pokojové teploté. Radioaktivni nebo neradioaktivni
nejodovany, mono-jodovany a di-jodovany PrRP31 byly separovany pomoci RP-HPLC
s pouzitim kolony Agilent Prep-C18 Scalar Sum, 250x4.6mm (Agilent Technologies, Palo
Alto, CA, USA) a 20 az 30 % gradientu acetonitrilu ve vodé s 0,1% trifluoroctové kyseliny
po dobu 60 minut. Jako mobilni faze byl pouzit 20 az 30% gradient acetonitrilu ve vod¢ s
0,05 % kyselinou trifluoroctovou.

Mono-jodovany '*’I-CART(61-102) a '*I-PrRP31 byly uchovavany v alikvotech

pfi -20 °C a spotfebovany pro vazebné experimenty v prib¢hu jednoho mésice.

4.2. Péstovani bunéénych linii

VSechny bunécné linie byly zakoupeny od firmy ATCC (Manassas, VA, USA).
Kultivace bunék probihala za standardnich podminek pro péstovani bunécnych linii.
Buiky byly péstovany v CO, inkubatoru (MCO 18AIC, Sanyo, Osaka, Japonsko), pfi
teplot¢ 37 °C v atmosféie 95 % vzduchu a 5 % CO,. Do kultivaéniho média (PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Rakousko) byly pfidany L-glutamin (PAA Laboratories
GmbH, Pasching, Rakousko) a penicilin/streptomycin (PAA Laboratories GmbH,

Pasching, Rakousko), oboji do konecné koncentrace 2 mM.

4.2.1. Péstovani bunéénych linii RC-4B/C, GH3 a AtT-20

Bunééné linie RC-4B/C a AtT-20 byly péstovany v ristovém mediu DMEM o pH =
7,4, v mediu pro RC-4B/C bylo pfidano 10% fetalni teleci sérum (PAA Laboratories
GmbH, Pasching, Rakousko) a 2,5 ng/ml epidermalniho ristového faktoru (epidermal
growth factor — EGF) (Sigma, St. Louis, MO, USA) a pro AtT-20 10 % konského séra
(Invitrogen Grand Island, NY, USA). Linie GH3 byla péstovana v ristovém mediu Ham’s
F-10 o pH = 7,4 s ptidavkem 15% kotiského séra a 2,5% fetalniho teleciho séra.

Pro vazebné pokusy jsme pouzili 24-jamkové desticky s primérem jamky 15 mm

(Nuclon, NUNC, Roskilte, Dansko), které byly potazené polyethyleniminem (PEI) (Sigma,
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St. Louis, MO, USA). Buiiky byly p&stovany t¥i dny do optiméalni hustoty 4x10° bun&k na

jamku a byly spocitany pted pokusem i po ném v Biirkerové komurce.
4.2.2. Péstovani bunécéné linie PC12

Bunééna linie PC12 byla péstovana v ristovém médiu RPMI1640 o pH = 7,4 s
pridavkem 10% koniského séra a 5% fetalniho teleciho séra. Pro dosazeni exponencialniho
rustu byla bunécna linie pasazovana jednou tydné. K vazebnym pokustim byly pouzity bud’
nediferencované buiikky nebo PC12 bunky diferencované na neurony v pfitomnosti
nervového ristového faktoru o koncentraci 50 ng/ml média (Sigma, St. Louis, MO, USA)

po sedm dni.
4.3. Izolace membran z nediferencovanych bunék PC12

Bunééné membrany nediferencovanych bun¢k PC12 byly izolovany z bungk, které
byly zamrazeny pii -70 °C. Buiky (pfiblizné 25 mil. bun¢k na izolaci) byly
homogenizovany ve 30 ml izola¢niho pufru (20 mM HEPES pH 7,4, EDTA 2 mM) pomoci
sklenéného homogenizatoru s teflonovym diikem desetkrat po dobu 30 sekund. Poté byla
suspenze ziedéna izolaénim pufrem na 60 ml a opét homogenizovéna Sestkrat po 30
sekund a odstfedéna (centrifuga Jouan C3i/CR 3 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) po dobu 10 minut pti 1000 x g a 4 °C. Supernatant byl pak dale odstiedén

(ultracentrifuga Beckmann OptimaTM L-00XP-Ultracentrifuga, typ rotoru 90-TI) po dobu
45 minut pti 100000 x g a 4 C. Sediment byl resuspendovan v homogeniza¢nim pufru (20
mM HEPES pH 7,4, 118 mM NaCl, 4,7 mM KCIl, 5 mM MgCl, ) a alikvoty byly uchovany
pti -70 °C.

4.3.1. Stanoveni mnoZzstvi bilkovin
Koncentrace bilkovin byla stanovena podle Bradfordové [136]. Odpovidajici

koncentrace byla odectena zkalibracni kiivky hovéziho sérového albuminu (BSA).

Vysledna hodnota pak byla primérem tii koncentraci proteinu.
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4.4. Provedeni vazebnych experimentii
4.4.1. Optimalizace podminek vazebnych experimenti

Podminky vazebnych experimentl na buikach PC12 byly optimalizovany jiz diive
[89]. Pro vazebné experimenty na bunécnych liniich RC-4B/C, GH3 a AtT-20 byla hledana
optimalni teplota a doba inkubace, optimalni pocet bun¢k na jamku a nakonec optimalni
slozeni vazebného pufru. Byla zkouSena inkubace pfi teplotach: 4 °C, 25 °C a 37 °C v

casech: 30 az 180 minut s 50 — 500 tisici bunikami na jamku. Nasledn¢ byl zkouman vliv

pritomnosti 2 mM Ca2+, 2 mM EDTA, nebo 2 mM EGTA a 0,1 mg/ml BPTI ve vazebném
pufru (20 mM HEPES pH 7.4, 118 mM NaCl, 4,7 mM KCI, 5SmM MgCl,, 5,5mM glukosa
a 1 mg/ml BSA)

4.4.2. Kompetitivni vazebné experimenty

Pro vazebné pokusy na bunécnych liniich PC12, RC-4B/C, GH3 a AtT-20 byly
pouzity 24-jamkové destiCky s prumérem jamky 15 mm (Nuclon, NUNC, Roskilte,
Dansko), které byly potazené PEI Buiiky PC12 nediferencované doséhly optimalni hustoty
5x10° bun&k na jamku za dva dny. Diferencované buiiky byly p&stovany na tuto hodnotu
sedm dni, médium bylo ménéno tieti a paty den. Déle byly pouzity bunécné membrany
z nediferencovanych bunék PC12. Buiky RC-4B/C, GH3 a AtT-20 byly péstovany tfi dny
do optimalni hustoty 4x10° bunék na jamku.

Kompetitivni vazebné experimenty byly provadény podle principi Motulského a
Neubiga [132]. Bylo pouzito duplikati a pokusy byly provedeny alespon ttikrat pro kazdy

peptid v riznych koncentracich.

4.4.2.1. Kompetitivni vazba peptidu CART(61-102) na bunéfné membriny z

nediferencovanych bunék PC12

Kompetitivni vazebné pokusy byly provedeny v optimalizovanych vazebnych
podminkach [89]. Vazebny pokus byl ukoncen rychlou filtraci na Brandlové pfistroji
(Biochemical and Development Laboratories, Gaithersburg, MD, USA). Byly pouzity filtry
GF/C (Whatman, Maidstone, Velka Britanie), které byly pfedem namoceny v promyvacim
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pufru (10 mM HEPES pH 7,4, 118 mM NaCl, 4,7 mM KCIl, 5 mM MgCl, a 5,5 mM
glukosa) s PEI (1g PEI/200 ml promyvaciho pufru). Radioaktivita vdzané na bunkéch byla
prométfena pomoci gama-Cita¢e (Wizard 1470 Automatic Gamma Counter, Perkin Elmer,
Wellesley, MA, USA). Celkové vazba Cinila 3 az 10 % z celkové piidané radioaktivity.
Nespecifickd vazba v kompetitivnich vazebnych experimentech ¢inila méné nez 15 %

z celkové vazby.

4.4.2.2. Kompetitivni vazba na celé buniky PC12 na desti¢kach

Vazebné pokusy s builkami byly provedeny za stejnych podminek jako s
bund&nymi membranami (kapitola 4.4.2.1.). Desticky byly inkubovany s 10" M '*I-
CART(61-102) samotnym nebo v kombinaci s analogy peptidi CART o koncentraci
v rozmezi 10" — 10 M ve vazebném pufru o celkovém objemu 250 pl na jamku po dobu
30 minut pii 37 °C. Po inkubaci byla kazd4 jamka promyta promyvacim pufrem a buiky
solubilizovany v 0,1 M NaOH. Bunécné lyzaty byly odebrany do zkumavek, a
radioaktivita vdzand na membrany byla zméfena gama—CitaCem. By Cinila 2 az 5 %
z ptidané radioaktivity. Bys, v kompetitivnich vazebnych experimentech ¢inila méné nez 15
% celkové vazby. Linearita fragmentii 8, 12 a 13 (fragmenty s volnymi cysteinovymi
zbytky) byla ovéfena v simulovanych podminkach pted i po vazebnych pokusech pomoci

MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.

4.4.2.3. Kompetitivni vazba na celé buiikky RC-4B/C, GH3 a AtT-20 na destickach

Buiiky byly inkubovany s 10"° M '#

[-PrRP31 samostatnym nebo v kombinaci
s neznacenymi peptidy: PrRP31, PrRP20 a PrRP13 nebo [-PrRP31 o koncentraci v rozmezi
10"° - 10* M v optimalizovanych podminkach ve vazebném pufru o celkovém objemu
250 pl na jamku po dobu 60 minut pii 25 °C. Po inkubaci byla kazda jamka promyta

promyvacim pufrem a bunky solubilizovany jako v kapitole 4.4.2.2.

4.4.3. Saturacni vazba na celé buiiky RC-4B/C, GH3 a AtT-20 na desti¢kach

Stanoveni B, bylo provedeno ve vazebném pufru s koncentracemi '’I-PrRP31

vrozmezi 0,5 — 8 nM v objemu 250 pl na jamku. Pro stanoveni B,y pro jednotlivé
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koncentrace znaceného peptidu byl soucCasné pfitomen neznaCeny peptid PrRP31
v koncentraci 10 M. Vazba probihala 60 minut pti 25 °C. Po inkubaci byla jamka promyta
promyvacim pufrem a bunky byly solubilizovany jako v kapitole 4.4.2.2.

4.4.4. Analyza dat ziskanych z vazebnych pokusi a statistika

Vazebné kiivky byly vyhodnocovany pomoci programu Graph-Pad Prism Software
(San Diego, CA, USA) s pouzitim modelu nelinedrni regrese za ptredpokladu jednoho
vazebného mista. Vyhodnocenim vazebnych kiivek byla ziskdna hodnota ICsy. Inhibi¢ni
konstanty (Kj;) byly spocitany dosazenim ICsy do rovnice Chenga a Prusofta [133]. Ziskané
hodnoty byly statisticky zpracovany a jsou uvedeny jako primérna hodnota + stfedni
chyba priméru (SEM). Statistika vazebnych experimentli byla provadéna v metodou one-

way ANOVA. Rozdily byly povazovany za vyznamné, pokud P < 0,05.
4.5. Sbér vzorku pro stanoveni bunéc¢né signalizace

4.5.1. Sbér vzorki pro stanoveni receptoru PrRP pomoci Western blotu u bunéénych

linii RC-4B/C, GH3 a AtT-20

Buiiky byly p&stovany po dobu 5 dni v lahvich 75 cm®. Buitkim pak bylo odsato
médium a byly tfikrat promyty promyvacim pufrem (viz. kapitola 4.4.2.1.). Poté byl do
kazdé lahve pfidan solubiliza¢ni pufr (62,5 mM Tris-HCI pH 6,8, 10% glycerol, 2%
dodecylsulfat sodny (SDS), 0,01% bromfenolova modf, 5% B-merkaptoethanol, 50 mM
NaF, 1 mM Na;VO4) a po 30 minutach vchladu byl lyzat bunék sklizen do

mikrozkumavek a uchovan v alikvotech pti -70 °C.

4.5.2. Sbér vzorki pro stanoveni bunécné signalizace (p)MAPK/ERK1/2, pCREB a
pAkt) na bunéénych liniich RC-4B/C a PC12

Vzorky pro stanoveni bunécné signalizace v téchto liniich byly piipraveny z lyzatu
bunck, které byly napéstovany na 6-jamkovych nebo 24-jamkovych destickach potazenych
polyethyleniminem (PEI). Optimalni hustota bungk byla 4x10° na jamku (24 jamkova

destitka) a 9x10° na jamku (6 jamkova desticka).
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Asi 18 hodin pted pokusem bylo buitkdm vyménéno médium za médium bez séra.
Dalsi den bylo u bunéné linie RC-4B/C do kazdé jamky pfidano bud’ samotné médium
bez séra nebo PMA (phorbol-myristoyl-acetat; jako pozitivni kontrola), PrRP31, PrRP20,
PrRP13, TRH vzdy do kone&né koncentrace 10° M. Obsah byl inkubovan za stalého
michani pii 37 °C 5 minut.

U bunééné linie PC12 bylo do kazdé jamky ptidano bud’ samotné médium bez séra
nebo CART(61-102) 10°® M, NGF 50 ng/ml, PACAP 107 M. Obsah byl inkubovan za
stalého michani pii 37 °C 10 minut. Po inkubaci byla reakéni smés odsata a promyta
promyvacim pufrem o teploté 4 °C. Solubilizace byla provedena po dobu 5 minut v
lyzacnim pufru (viz. kapitola 4.5.1.). U bun¢k PC12 byl pouzit lyza¢ni pufr bez NaF a
Na3zVOy4. Poté byly vzorky centrifugovany 15 min pii 12000 x g a teploté 4 °C. Alikvoty
byly uchovany pii -20 °C.

4.6. Metoda Western blot

4.6.1. SDS-PAGE

Elektroforéza v 4/12% nim polyakrylamidovém gelu v ptfitomnosti dodecylsulfatu
sodného (SDS-PAGE) byla provadéna na pfistroji Mini-Protean 3 (Bio-Rad, Herkules, CA,
USA). Lyzaty bun¢k byly nejprve sonikovany dvé minuty, poté byly zahtivany pti 100 °C
dvé minuty a naposled byly centrifugovany pét minut pfi 500 x g a 25°C. U stanoveni
MAPK/ERK1/2 byla jako pozitivni kontrolni protein pouzita fosforylovana MAPK (Cell
signalling Technology, Beverly MA, USA). Pro stanoveni receptoru PrRP (GPR10) byl
jako pozitivni kontrola pouzit lyzat Jurkat bun¢k. Nasledné byla provadéna elektroforéza,
ktera probihala pii konstantnim napéti ve dvou krocich, nejprve pii 100 V po dobu 10

minut a poté pti 150 V po dobu 50-60 minut.
4.6.2. Pienos proteinii na PYDF membranu a nitrocelul6zovou membranu
Pro stanoveni signalizac¢nich fosforylovanych proteinii byly proteiny pieneseny z

gelu na membranu PVDF-Immobilon™-P (Sigma-Aldrich, USA), pro stanoveni GPR10 na

nitrocelul6zovou membranu (Bio-Rad, Herkules, CA, USA). Pfenos proteini probihal v
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blotovacim pufru o pH 8,3 (25 mM Tris, 192 mM glycin, 20% methanol, s pfidavkem
0,1% SDS pfti ptenosu GPR10) pti konstantnim napéti 30 V v 6 °C pfes noc.

4.6.3. Detekce proteinii na PVDF membrané a nitrocelul6zové membrané

Po prenosu byly membrany promyty v promyvacim pufru (TBS) (20 mM Tris, 140
mM NaCl) s 0,1% Tween-20 5 minut pii pokojové teploté. Poté byly membrany
inkubovany s blokujicim pufrem (5% netu¢né susené¢ mléko, TBS, 0,1% Tween-20, 5 mM
Na3;VOs a 50 mM NaF) 1 hodinu pfi pokojové teploté. Poté byly tfikrat promyty
promyvacim pufrem TBS po 5 minutach. Promyté membrany byly inkubovany 1 hodinu
s primarni protilatkou (Tabulka 4) zfedénou blokovacim pufrem. Poté byly membrany
tiikrat promyty promyvacim pufrem po 5 minutdch. Promyté membrany byly inkubovany
se sekundarni protilatkou (Tabulka 4). Nésledn¢ byly membrany opét promyty tiikrat po
5 minutach v promyvacim pufru TBS. Postup byl proveden podle doporuc¢eného protokolu
firmy Cell signalling technology (Beverly MA, USA).

Chemiluminiscence po aplikaci ¢inidla Femto (Pierce SuperSignal, Thermo Fisher
Scientific, Rockford, IL, USA), byla detekovana v CCD kameie LAS-3000 (Fuji Photo
Film GmbH, Diisseldorf, Germany).
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Tabulka 4. Prehled protilitek a Fedéni pro stanoveni pMAPK/ERK1/2, pAkt, pCREB

a GPR10.
Protilatky Zékladni latka
Primérni GPR10 Mys$i-GPR10 krali¢i polyklonalni Ab (Novus Biological,
Littleton, CO, USA); fedéni: 1:1000
Primarni Fosfo-p44/42 MAPK (Thr202/Tyr204) mysi mAb (Cell
Fosfo MAPK signalling Technology, Beverly MA, USA); fedéni: 1:2000
Primarni p44/42 MAPK (Erk1/2) (3A7) mysi mAb (Cell signalling
MAPK Technology, Beverly MA, USA); fedéni: 1:2000
Primarni Fosfo-Akt (Ser473) (D9E) krali¢i mAb (Cell signalling
Fosfo Akt Technology, Beverly MA, USA); fedéni: 1:500
Primarni Akt (pan) (C67E7) krali¢i mAb (Cell signalling Technology,
Akt Beverly MA, USA); fedéni: 1:500
Primarni Fosfo-CREB (S133) (1B6) mysi mAb (Cell signalling
Fosfo-CREB Technology, Beverly MA, USA); fedéni: 1:1000
Primarni CREB (86B10) mysi mAb (Cell signalling Technology, Beverly
CREB MA, USA); fedéni: 1:1000
Sekundarni proti Peroxidazovy konjugat ptipraveny v kraliku (Sigma, St.Louis,
mysi MO, USA); fedéni: 1:1200
Sekundarni proti Peroxidazovy konjugat ptipraveny v koze (Sigma, St.Louis, MO,
kralici USA); fedéni: 1:12000

4.7. Stanoveni hormonii v mediu bunéénych linii RC-4B/C, GH3 a AtT-20

Buné&éné linie RC-4B/C, GH3 a AtT-20 byly p&stovany tii dny na hustotu 5 x 10
bunék/jamku. U bunéénych linit GH3 a RC-4B/C bylo vyménéno médium za médium bez
séra 2 h pred pokusem. Poté bylo do kazdé jamky pifidano bud’ samotné médium bez séra,
nebo PrRP31 ¢i TRH na kone&nou koncentraci 10° M, vzdy v duplikatech. Inkubace
probihala 1h pfti teploté 37 °C.
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Po inkubaci bylo médium odebrano do zkumavek a centrifugovano 5 min pfi
500 x g a4 °C (Jouan centrifuge C31/CR 3 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Alikvoty byly uchovéany v -20 °C. Vzorky byly po celou dobu prace uchovavany na ledu.

Stanoveni uvolnénych hypofyzarnich hormont v kultivaénim médiu bylo
provedeno pomoci kitu MILLIPLEX™ MAP (Millipore, St Charles MO, USA) podle
pracovnich protokoli od vyrobce. Prolaktin byl ddle méfen s pomoci RIA kitu rPRL
(Izotop, Budapest’, Mad’arsko).

4.8. Experimentalni zvirata a obezita vyvolana glutamatem sodnym (MSG)

Mysi samci C57BI/6 byli chovani v akreditovaném zvéfinci UOCHB AV CR pfi
teploté 22 + 2 °C, méli volny pfistup k potrave i piti; rytmus svétlo/tma byl 12/12 hodin.
Se zvitaty bylo zachazeno podle zakona o ochrané zvitat proti tyrani (zékon €. 246/1992
Sb.).

Inbredni samci C57Bl/6 slouzili jako model Stihlych mySi. Pro model obezity
vyvolané glutamatem sodnym byl novorozenym mys$im C57Bl/6 (chov UMG AV, CR,
Praha) injikovan podkozné (SC) glutamat sodny (Sigma, St. Louis, USA) v davce 4 mg/g
hmotnosti mySi denné od 2. do 8. postnatalniho dne. Jako kontroly mySi s obezitou
vyvolanou MSG slouZily stejné staré mySi. Mysi byly krmeny standardni dietou St-1
(Mlyn Kocanda, Praha, CR), ktera obsahovala 66 % sacharidtl, 25 % proteinti a 9 % tuki a
jejiz energeticka hodnota byla 3,4 kcal/g. Hmotnost mySi a pfijem potravy byly

zaznamenavany pravideln¢ jednou tydné od 6. do 16. tydnu veéku.

4.8.1. Odbér a hmotnost organt a krve/séra a jejich biochemické stanoveni

Mysi byly usmrceny cervikalni dislokaci a byla jim odebrana krev. Z celé krve bylo
po oddéleni krevniho kolace ziskdno sérum po centrifugaci 15 minut pii 3000 x g a 10 °C
bylo sérum uchovéno v alikvotech pii— 20 °C.

Z mysi byly odebrany tyto organy: jatra, mozky a tuk: nitrobfi$ni, gonadalni a
podkozni, tento tuk byl zvazen a spojen. Jatra byla odebrana, zvazena a vizualné byla
zkoumdna jejich struktura. Mozky byly odebrany na kontrolu, zda byly kanyly skute¢né
zavedeny do tfeti mozkové komory. U MSG mysi byla navic zméfena nasoandlni délka

a délka ocasu. Koncentrace leptinu v krevnim séru byly stanoveny pomoci ELISA kitu
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(BioVendor, Brno, Ceskd republika). Hladina glukosy byla zméfena glukometrem

(Glucocard, Arkray, Kyoto, Japonsko).

4.8.2. Histologie mozku

Histologie mozku byla provedena u tfech kontrolnich a tfech MSG mysi. Po
anestezi (IP ketamin/xylazin) (davky viz kapitola 4.9.1.) prob¢hla perfuze perfuznim
roztokem (0,1 M fosfatovy pufr pH 7,4, obsahujici: 4% paraformaldehyd, 0,1%
glutaraldehyd a 10% kyselina pikrova). Mozky byly odebrany aulozeny do vyse
zminéného fixacniho roztoku na jednu noc pii teploté 4 °C. Poté byly inkubovany v 15%
roztoku sacharozy v 0,025 M fosfatového pufru pH o 7,4, 48 hodin pii 4 °C. Pfed krajenim
byly mozky rychle zmrazeny v izopentanu (— 40 °C), poté¢ byly umistény do kryostatu
(Reichert, Némecko) na 1 hodinu pfi —17 °C. Rezy mozku o tloustce 35 um byly krajeny
z celého hypotalamu pak preneseny do studeného 0,1 M fosfatového pufru o pH 7.4,
naneseny na podlozni skla pokrytd poly-L-lysinem a barveny 0,1% roztokem kresolové
violeti. Rezy byly analyzovany ve svételném mikroskopu Leica DMLS s pouzitim atlasu
mysiho mozku [137]. Reprezentativni fezy mozku byly zachyceny digitdlnim fotoaparatem
Canon (PowerShot S 40).

Histologii mozku provadéli Zdeno Pirnik, PhD. a RNDr. Alexander Kiss, DrSc.

z Ustavu experimentalni endokrinologie, SAV, Bratislava.

4.9. Stanoveni pFijmu potravy u mysi

4.9.1. Zavedeni ICV kanyl

Tato metoda byla provedena podle Maletinské a kol. [121]. Ve véku 16 tydnii byla
kontrolnim a MSG myS$im zavedena kanyla. MySi byly béhem operace v anestezi (IP
injekce ketaminu/xylazinu: 100 mg/kg ketaminu, 16 mg/kg xylazinu (Spofa, CR)). K fixaci
hlavy byl pouzit stereotaxicky pfistroj a kanyla (Plastic One, Roanoke, VA, USA) byla
zavedena do tfeti mozkové komory (AP (anterior posterior) 2 mm od bregmy, V
(vertikalni) 3 mm). Okolo kanyly byla aplikovana dentalni pryskyfice (Spofa-Dental, CR),
rozpuiténa v duracrolu (Spofa-Dental, CR). Po ztvrdnuti pryskyfice byla vsunuta vnitfni

kanyla, a to z divodu ucpavani vnéjsi kanyly (Obrazek 15).
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Po operaci byly mysi umistény do samostatnych kleci a mély tyden na zotaveni s
volnym pftistupem k potravé a piti. Poté se provadél pokus na ptijem potravy. Pfi zavedeni
ICV kanyl do tfeti mozkové komory jsme spolupracovali s RNDr. Renatou Haugvicovou,

CSc., Chambon a. s. Praha.

Vnitini kanyla zavedena do tieti mozkové komory.

Obrazek 15. Zavedeni ICV kanyly do tieti mozkové komory

4.9.2. IP a ICV podani latek

Vsechny latky byly rozpustény ve fyziologickém roztoku. CCK-8 a jeho analogy
podany IP individualné¢ nebo kombinované, CCK-8 - v davkach 0,4 — 40 ug/kg (0,2
ml/mys), devazepid a L365, 260 v davce 1 mg/kg (0,2 ml/mys).

Individualni a kombinované ICV podani peptidu CART a nebo NPY bylo pro
peptid CART(61-102) v davkach 0,1 — 0,5 pg/mys (5 pl/mys) a NPY v davce 5 pg/mys (5
ul/mys).

Kombinované podani NPY a CCK bylo provedeno tak, Ze nejdfive se NPY podaval
v davee 5 pg/mys (5 pl/mys) a nasledné po 45 minutach se podaval IP CCK-8 v davkach
0,4 — 40 pg/kg (0,2 ml/mys). Davkovani latek je popsano v Tabulce 5.
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Vsechny peptidy byly rozpusStény ve fyziologickém roztoku a byly injikovany za
pomoci infuzni pumpy po dobu 20 sekund. Vnitini kanyla byla ponechdna na misté (ve

treti komote) po dobu dalSich 20 sekund, aby se zabranilo zpétnému refluxu.

4.9.3. Test prijmu potravy

Pted pokusem byly mysi v jednotlivych klickdch a mély volny pfistup k potrave 1
vod¢. Pfed zahdjenim pokusu byly mysi ndhodné rozdéleny do skupin po 6-8 mysich.

V den pokusu byly mysi bud’ hladové 17 hod (pokus 1) nebo syté (pokus 2) a pokus
byl vzdy zah4jen zhruba v 8:00. Po ICV, IP nebo kombinované injekci (viz Tabulka 5) byla
mySim podéna pfedem zvazena potrava a odecet piijmu potravy se provadél pravidelné po
30 nebo 60 min po dobu zhruba 6 hod. Béhem pokusu mély mysi volny ptistup k vode.
Kazda koncentrace peptidu byla testovana alesponn dvakrat. Kazdé zvife bylo pouzito

pouze jednou a pokus byl opakovan s novou sadou mysi.

4.9.4. Vypocty a statistika

Vsechny parametry jsou prezentovany v tabulkach a grafech. Vysledky z ptijmu
potravy jsou vyhodnoceny v gramech piijmu potravy na myS. Ziskané hodnoty byly
statisticky zpracovany pro zjisténi smérodatnosti rozdili mezi skupinami a jsou uvedeny
jako primérna hodnota + stfedni chyba priméru (SEM). Statistika byla provadéna
metodou one-way ANOVA, po které pak néasledoval Tukey post hoc test. Hmotnosti mysi
byly hodnoceny metodou two-way ANOVA, ve které se hodnotily dva faktory: model mysi
obezity atyden véku. Pro vypoCty byl pouzit program Graph-Pad Prism Software (San
Diego, CA, USA). Rozdily byly povazovany za vyznamné, pokud P < 0,05.
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Tabulka 5: Schéma podani latek u mysi v experimentu na p¥ijem potravy. Cas = 0 min. — cas kdy byla mysim déana vizend peleta.

Pokus 1: mysi byly 17h hladoveé. Pokus 2: mysi byly syté.

Pokus ¢.1 Schéma podavani latek hladovym mySim
Latka Davka Cas podani  Latka Déavka Cas podani  pocet
IP podani ICV podani zvirat
Fyz. roztok -20 min 8
CCK-8 0.4 ug/kg  -20 min 6
4 -20 min 6
Fyz. roztok -15 min 8
CART 0.1 pg/mys -15 min 6
0.5 -15 min 6
CCK-8 0.4 pg/kg  -20 min CART 0.1 pg/ mys  -15 min 6
4 -20 min 0.1 -15 min 6
0.4 ng/kg  -20 min 0.5 ug/ mys  -15 min 6
4 -20 min 0.5 -15 min 7
devazepid 1 mg/kg -45 min 6
1 -45 min CART 0.1 pg/ my§S  -15 min 6
1 -45 min 0.5 -15 min 6
L365,260 1 mg/kg -45 min 6
1 -45 min 0.5 -15 min 7
Pokus ¢.2 Schéma podavani latek sytym mySim
Latka Davka Cas Latka Davka Cas Latka Davka Cas
ICV podani  podani ICV podani IP podani  podani
podani
Fyz. roztok -15 min
NPY S5 ug/ mys -15min
CART 0.1 pg/mys -15 min
0.5 pg/mys -15 min
CART 0.1 pg/mys -15min NPY 5pug/ my§ -15min
0.5 ug/ mys  -15min NPY S5 ug/ mys -15min
Fyz. roztok -20 min
CCK-8 0.4 pg/kg  -20 min
4 -20 min 64
NPY S ug/ myS -15min CCK-8 0.4 ngkg 430 min
4 +30 min




4.10. Imunohistochemie

4.10.1. Podani latek, perfuze a zpracovani mozkové tkané

Pro stanoveni Fos pomoci imunohistochemie byly mysi pies noc hladové. Rano jim
byly podéany latky: IP CCK-8, a nebo ICV CART (61-102) v davkach a v ¢asovém
harmonogramu, jak je popsano v kapitole 4.9.2. (n = 5). Sedesat minut po ICV podani byla
mySim IP podana anestezie (pentobarbital 50 mg/kg) a mysi byly perfundovany perfuznim
roztokem (viz. kapitola 4.8.2.). Pak byly mozky vyjmuty a zafixovany v perfuznim roztoku
pies noc pii teploté 4 °C. Poté byly mozky vlozeny na 48 hodin do 0,1 M fosfatového pufru s
30% sachardzou pii teploté¢ 4 °C. Pied krajenim byly mozky rychle zmrazeny (20 sec) v
izopentanu (— 40 °C), poté byly umistény do kryostatu (Reichert, Némecko) na 1 hodinu pii —
17 °C. Umisténi ICV kanyly ve tieti komote bylo ovéieno pfi krajeni. Rezy mozku o tloustce
30 um byly pfeneseny do studeného 0,1 M fosfatového pufru o pH 7,4 a uchovany jako volné

plovouci v chladu pii 4 °C.

4.10.2. Imunohistochemie a barveni

Rezy mozku jako voln& plovouci sekce byly tfikrat promyty v chladném 0,1 M
fosfatovém pufru a nasledné byly inkubovany s 3% H,O, po dobu 40 min pfi pokojové
teploté. Rezy byly opét promyty v 0,1 M fosfatovym pufrem a dale inkubovany s krali¢i
primarni polyklonalni protilatkou proti Fos proteinu (1:2000) v 0,1 M fosfatovém pufru
(obsahujicim: 4% normalni kozi sérum (Gibco, Grand Island, NY, USA), 0,5% Triton X-100
(Koch-Light Lab. Ltd, Colnbrook, Berks, Anglie), a 0,1% azid sodny) po dobu 48 hodin pfti
4 °C. Poté byly promyty fosfatovym pufrem. Promyté fezy byly inkubovany se sekundérni
biotinylovanou kozi protilatkou proti krali¢i 1gG protilatce (1:500, VectorStain Elite ABC,
vektorové Lab., Burlingame, CA, USA) po 90 min pii pokojové teploté. Opét byly promyty
v fosfatovém pufru a pak nésledné inkubovany s avidin-biotin peroxidazovym komplexem
(1:250) po dobu 90 min pti pokojové teploté. Poté byly promyty fosfatovym pufrem a pak
0,05 M acetatovym pufrem o pH 6.0. Nasledovala vizualizace Fos-IgG-ABC komplexu
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pomoci 0,0266% 3,3 '-diaminobenzidin tetrahydrochloridu (DAB) (0,0042% H202 a 2,5%

siranu niklu amonného) v prostredi 0,05 M acetatového pufru.

4.10.3. Vyhodnoceni

Pro vyhodnoceni Fos imunoreaktivity v NTS, PVN, a DMH byl pouzit identicky
soubor mysi. Fos imunoreaktivni bunky byly pocitany v ramci NTS z Bregma - 7.48 mm do
Bregma -7.32 mm, v PVN z Bregma -0,7 mm az -0.94 mm a v DMH z Bregma -1.46 mm na
- 1.82 mm podle atlasu mySiho mozku [137], a to zvlast’ v kazdé sad¢ fezi. Kvantitativni
hodnoceni bylo provedeno ze snimki pofizenych digitdlnim fotoaparatem Canon (PowerShot
S40) a svételnym mikroskopem Leica DML. S¢itani Fos-pozitivnich neuronti bylo provedeno
manualné dle popsanych podminek (od kazdého zvifete byly pocCitdny a analyzovany nezavislé

a ndhodné snimky).

4.11. Test pohybu ve volném prostoru ,,open field* a analgetické icinky pomoci testu

»hot plate*

Vzdalenost, kterou mysi urazily ve volném prostoru (ukazuje sedativni ucinek latek),
byla méfena pomoci systému VideoMot (TSE Systems, Bad Homburg, Némecko). Mysi mély
pred pokusem volny pfistup k potrave i piti, byly umistény samostatn¢ ve volném prostoru
(rozméry dna 1 x 1 m) a jejich pohybova ¢innost (tj. celkova vzdalenost, kterou mys urazila),
byla métena po dobu 10 min. Mysim byl IP podavan CCK-8 (4 g/kg), devazepid (1 mg/kg) a
ICV podavan CART(61-102) (0,1 a 0,5 pg/mys), nebo jejich kombinace s Casovym
harmonogramem, jak je popsano v kapitole 4.9.2. (5 mysi/skupinu).

Analgeticka aktivita ,,hot plate” horké plotny testuje bolest vyvolanou tepelnym
drazdénim vSech Etyt koncetin. MySim byly podévany stejné latky o stejné koncentraci a se
stejnym harmonogramem jako u testu pohybu ve volném poli (viz vyse).

Statistika byla provadéna metodou one-way ANOVA, po které nasledoval Tukey post
hoc test. Pro vypocty byl pouzit program Graph-Pad Prism Software (San Diego, CA, USA).
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5. VYSLEDKY

5.1. Bunééné linie

Bunécné kultury byly péstovany za konstantnich podminek: sterilni prostfedi, optimalni
teplota 37 °C , atmosféra 95 %vzduchu a 5% CO, a vhodné médium. Vazebné experimenty
byly provadény na celych buikach péstovanych na 24-jamkovych destickach. Pro sbér bunék
na stanoveni MAPK/ERK1/2, Akt a CREB byly pouzity 24-jamkové a 6-jamkové desticky.
Pro dobrou adhezi bun€k byly desticky potaZzeny PEI, ¢imZ bylo po adhezi bun¢k na dné

jamek zajisténo jejich homogenni rozlozeni a vyssi odolnost bun¢k pti pokusu.

5.1.1. Bunééna linie PC12

5.1.1.1. Péstovani bunécéné linie PC12

Buiiky PC12 mély kulaty nebo polygonalni tvar a sklon rtist v malych shlucich, jak je
vidét na Obrazku 16A. Buiiky PC12 jsou citlivé na pfitomnost NGF, po jeho ptidani bunky
tvorily axony a ménily se v neuralni fenotyp (Obrazek 16B). Uginky NGF na PC12 buiiky jsou

reverzibilni. Diferencované bunky ztraceji schopnost se ménit v neuralni sit’ po 24 hodinach

rastu v mediu bez NGF.

67



Obrazek 16. Bunécéna linie PC12. (4) Nediferencované PCI2, 6. den ristové krivky, hustota
bunék 8x10° bunék/ml média. (B) Diferencované PC12, 6. den ristové kiivky, hustota bunéek

5x10° bunék/ml média (zvétseno 20x).

5.1.2. Riistova kfivka bunék PC12

Byly méteny ristové kiivky bunck PC12 nediferencovanych a PC12 diferencovanych
pomoci NGF (50 ng/ml). Prvni den bylo do kazdé jamky nasazeno 40 tisic bun¢k. Riistova
ktivka byla méfena po sedm dni. Nediferencované buiiky rostly kontinualné po celou dobu.
Diferencované buniky rostly od ¢tvrtého dne pomaleji nez nediferencované bunky a od Sestého

dne zastavily rust, jak je vidét na Obrazku 17.
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=
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Obrazek 17. Riistova kiivka bunék PC12 nediferencovanych a diferencovanych pomoci
NGF. Graf znazornuje zavislost poctu bunék/ml média na case. Rustova krivka
nediferencovanych bunék PCI2 a diferencovanych bunek PCI12 byla mérena od druhého do

sedmého dne.
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5.1.1.2. Péstovani hypofyzarnich bunéénych linii

Buniky hypofyzarnich bunécnych linii RC-4B/C, AtT-20 a GH3 jsou znazornény na
Obrazku 18. Bunky RC-4B/C obsahuji pét riznych druhd bun¢k s riiznymi tvary. Pti dosazeni
vysoké hustoty rostly buiiky ve vrstvach. Buniky AtT-20 byly protdhlého trojuhelnikového
tvaru a tvofily shluky, pfi vysoké hustoté rostly ve vrstvach. GH3 buiikky mély kulovity tvar a

sdruzovaly se.

(A) (B)

©

Obrazek 18. Bunécéné linie RC-4B/C, AtT-20 a GH3. Bunécna linie (A) RC-4B/C hustota
bunék byla 3x10° bunék/ml média; (B) AtT-20 hustota bunék byla 5x10° bunék/ml média; (C)
GH3 hustota bunék byla 4x10° bunék/ml média. Buiiky byly vyfoceny po ctyfech dnech riistu

(zvétseno 20x).
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5.2. Strukturné aktivni studie fragmentii peptidu CART

5.2.1. Syntéza fragmenti peptidu CART

Prehled struktur fragmentii peptidu CART pouzitych v této studii je zndzornén v Tabulce 6
(viz nize) a jejich fyzikalné-chemické vlastnosti jsou publikovany v ¢lanku [134]. Peptidy
byly syntetizovany metodou na pevné fazi za pouziti béznych protokola [134]. Nalezené
molekulové hmotnosti peptidl byly shodné s teoretickymi a jejich Cistota byla vyssi nez 90%.

Peptid 1 je N-termindlni hexapeptid CART(61-68). Peptidy 2-5 maji sekvenci ¢asti peptidu
CART(61-102) odpovidajicich usekiim mezi cysteiny 68-74, 74-86, 88-94, 94-101, kde byly
cysteiny nahrazeny glyciny (peptidy 2-4) nebo glycinem a alaninem (peptid 5) (viz Tabulka
6). Peptidy 6 a 7 jsou cyklické analogy peptidu 3, které maji cysteiny jak na N-, tak na
C-konci, 1i8i se pouze v jejich C-koncové skuping, ktera je bud’ amid nebo volny karboxyl.
Peptidy 9 a 10 maji sekvenci odpovidajici usekim 62 - 86, obsahuji tfi cysteinové zbytky,
jeden z nich je chranén trvale S- acetamidomethylem (Acm), tj. Cys (Acm) ®® v peptidu 10 a
Cys (Acm) ™ v peptidu 9, tak je umoznén vznik disulfidovych mistkd ve dvou riznych
pozicich (Tabulka 6, Obrazek 21). Peptid 8 je linearni verze peptidu 9. Dal§imi linearnimi
peptidy jsou peptidy 11 a 12, které se skladaji z 15 aminokyselin a byly jiz publikovany [138,
139]. Peptid 11 obsahuje dva volné cysteiny, peptid 12 ma cysteiny v pozicich 68 a 74
chranény skupinou Acm, kterd tim zabezpecuje linearitu peptidu. A kone¢né, linearni peptid
13 a jeho cyklicky derivat 14 odpovida C-koncové ¢asti CART(87-102), oba tyto peptidy byly

jiz publikovany Dylagem a kol. [92] a byly resyntetizovany na nasem ustavu.
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Tabulka 6. Piehled fragmentii peptidu CART. Cislovdni je odvozeno od pre-pro-peptidu

CART, cervené jsou oznaceny cysteiny tvorici disulfidickou vazbu. Acm je zkratka pro

acetamidomethyl, Abu pro kyselinu aminomaselnou.

CART (55-102)

CART (61-102)

ok

SO

10.

11.
12.
13.
14.

55 61 68 74 86 88 94 101

VPIYEKKYGQVPMCDAGEQCAVRKGARIGKLCDCPRGTSCNSFLLKCL
‘ | [ J ‘
[

KYGQVPMCDAGEQ FAV RKGARIGKL.C D?PRGTS‘CN SFLLKCL
|

YGQVPM -NH,
GDAGEQG-NH,
GAVRKGARIGKLG- NH,
GPRGTSG-NH,
GNSFLLKAL-OH
(‘SAVRKGARIGKL(‘S NH,

(‘JAVRKG‘ARI GKLC-OH
J

62
Y GQVPMCDAGEQC(Acm)AVRKGARIGKLC-NH,

YGQVPMCDAGEQC(Acm)AVRKGARIGKLC‘ -NH,

YGQVPMC(Acm)DAGEQ CAVRKGARIGKL G-NH»
\

YGQVPMCDAGEQCAV-OH

YGQVPMC(Acm)DAGEQC(Acm)AV-OH
LAbuDCPRGTSAbuNSFLLKCL-OH
LAbuDCPRGTSAbuNSFLLK (L-OH

5.2.2. Jodace peptidu CART(61-102)

Peptid CART(61-102) byl jodovan na Tyr® radioaktivnim izotopem '*’I nebo

stabilnim neradioaktivnim jodem s pouzitim iodogenu. Pomoci HPLC byly nalezeny Ctyfi

hlavni piky jak pro radioaktivné, tak neradioaktivné jodovany CART(61-102). Piky byly

identifikovany jako mono-jodovany peptid s oxidovanym methioninem (v pozici 67), mono-

71



jodovany peptid, di-jodovany peptid s oxidovanym methioninem (v pozici 67) a di-jodovany
peptid, a to pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Billerica, MA,
USA), kde mono-jodovany CART(61-102) tvotil 50% z celkového mnozstvi peptidu. Pivodni
peptid CART(61-102) nebyl ve smési peptidi po prob&hnuti reakce pritomen. Analyza
jodovaného a nejodovaného peptidu CART(61-102) pomoci LC-MS/MS potvrdila oxidaci
methioninu v pozici 67. Methionin se v pribéhu jodace CART(61-102) iodogenem oxidoval

na sulfoxid methioninu [134].

5.2.3. Kompetitivni vazba k nediferencovanym buiikim PC12 a bunéénym membraniam

Optimalizace podminek pro kompetitivni vazebné pokusy na builkdch PC12 byla
provedena jiz diive [89]. Pro kompetitivni vazebné studie byly zachovavany stile stejné
podminky, tedy inkubace pfi teploté¢ 37 °C, 30 min s 50 ug proteinu zkumavku/(bunééné
membrany) nebo 5x10° bungk/jamku (celé butiky na destickach). Typické vazebné k¥ivky na
bunéénych membranach z nediferencovanych bunck a nediferencovanych celych bunék jsou
zobrazeny na Obrazcich 19 a 20. Vysledky experimentii vytésnéni radioaktivniho '*I-
CART(61-102) pomoci CART(61-102), CART(55-102) a fragmentd peptidi CART je
popsano v Tabulce 7.

V kompetitivnich vazebnych pokusech u nediferencovanych bun¢k PC12 a bunéénych
membran se analogy CART(61-102) a CART(55-102) vazaly s inhibi¢ni konstantou K;
v nizkych hodnotach v rozmezi 10 M, peptid 6 v rozmezi 10° M a peptidy 9 a 10 v rozmezi

10* M (viz Tabulka 7, Obrazek 19 a 20). Na Obrazku 21 jsou znazornény struktury peptidd 6
a 9. Zbyvajici testované analogy nevytésnily '*I-CART(61-102) ani v koncentraci 10™* M.
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Obrazek 19. Kompetitivni vazebné Kkrivky peptidi CART a jejich fragmenti
k membranam z nediferencovanych bunék PC12. "*’I-CART(61-102) v koncentraci 107" M
byl vytesnen vzrustajici koncentraci analogii peptidu CART (30 min inkubace pri 37 °C).
Vysledky jsou uvedeny v % specifické vazby (po odecteni nespecifické vazby v pritomnosti 107
M CART(61-102)). Reprezentativni kiivky z alespon t/i experimentii v duplikatech.

= 100 m CART61-102
£
§ A CARTS55-102
% v peptid 6
= ;
'E 50 ® peptid9
=3
o ¢ peptid 10
X \ pep
°
0 : 4 —

| 1 T
A0 8 B -+ B -5 .4 8
log koncentrace [M]

Obrazek 20. Kompetitivni vazebné krivky peptidi CART a jejich fragmentu
k nediferencovanym buitkim PC12 "I-CART(61-102) v koncentraci 10™'° M byl vytésnén
vzrustajici koncentraci analogit peptidu CART (30 min inkubace pri 37 °C). Vysledky jsou
uvedeny v % specifické vazby (po odecteni nespecifické vazby v pritomnosti 10° M CART(61-

102)). Reprezentativni kiivky z alespon tri experimentu v duplikatech.
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Pomoci hmotnostni spektrometrie byla kontrolovdna pfed i po pokusu tvorba

disulfidickych mustki u peptidd CART a jejich fragmentt, kterd byla zplsobena spontanni

oxidaci. Po inkubaci bylo pomoci hmotnostni spektrometrie naméfeno pfiblizné¢ 10 %

oxidované formy v latkach 8 a 11 a 20 % v ptipad¢ peptidu 13.

HOCOCSES
L

misto jodace > (Tyr,,

YS61

Glygs
Glng,
Valgs 3
Progg

Metgs

A) peptid 6 B) peptid 9

Obrazek 21. Struktura fragmenti CART.(4) Struktura peptidu 6. Oranzovou barvou je

znazornéna vnejsi strukturalni smycka mezi cysteiny 74 a 86, které jsou spojeny disulfidickou

vazbou. (B) Struktura peptidu 9. Oranzovou barvou je zndzornéna vnéjsi strukturalni smycka

mezi cysteiny, cysteiny v pozici 68 a 86 tvori disulfidicky miistek. Peptid 10 mad stejnou

strukturu jako peptid 9, neobsahuje vsak disulfidicky miistek.
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Tabulka 7. Vytésnéni radioaktivniho '*I-CART(61-102) pomoci CART(61-102), CART
(55-102) a fragmentii peptidu CART na buiikach PC12. Primér + SEM z alespon tri
experimentii. K; bylo vypocitano z Cheng-Prusoffovy rovnice (K; bylo 0,48 nM pro

nediferencované bunky a 1,9 nM pro diferencované bunky [89]).

Peptid K; M)
Membrany z Nediferencované Diferencované
nediferencovanych bunky PC12 na bunky PC12 na
bun¢ek PC12 destickach destickach

CART(61-102) (2.99 +0.65)x10° (136 +£2.62)x10°  (8.01 +2.14)x10”

CART(55-102) (2.98 + 0.33)x10” (129 + 1.65)x10®  (5.40 + 0.44)x10”

1 >> 107 >> 107 >> 107

2 >> 107 >> 10 >> 107

3 >> 10 >> 10 >> 10

4 >> 107 >> 10 >> 10

5 >> 107 >> 10 >> 107

6 (1.08 + 0.38)x10” (7.29 £2.64)x10°  (5.00 +0.26)x10™

7 >> 10 >> 10 >> 10

8 >> 10 >> 10 >> 10

9 (3.98 + 0.49)x10™ (3.96 +0.02)x10*  (4.09+0.06)x10™

10 (4.14 + 0.56)x10™ (1.62+0.49)x10*  (1.26+0.35)x10™

11 >> 10" >> 10 >> 107

12 >> 10 >> 10 >> 10

13 >> 107 >> 10" >> 107

14 >> 107 >> 10 >> 107

5.2.4. Kompetitivni vazba k diferencovanym buiikkam PC12

Bunééna linie PC12 byla Gspé$né diferencovana v neuralni fenotyp pomoci NGF, jak bylo

popsano diive [122]. CART(61-102), CART(55-102) a fragmenty peptidi 9 a 10 se
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k diferencovanym buinikam vazaly s inhibi¢ni konstantou K; srovnatelnou s nediferencovanymi
buiitkami, jak je vidét v Tabulce 7 a na Obrazku 22. Peptid 6 vytésiioval vazbu '*I-CART (61-
102) na diferencovanych bunkach s K; o jeden t4d vysSi nez pro nediferencované bunky

(Tabulka 7).

-%. 100 !::- . m CART61-102
..... o
> ¥ Y. A CARTS55-102
b Q*
[} i
§ L Y peptid 6
2 50 % ® peptid9
¢ peptid 10
R W gl
2
0 T T T T T T

10 -9 -8 -7 6 5 -4 -3

log koncentrace [M]

Obrazek 22. Kompetitivni vazebné krivky peptidi CART a jejich fragmentu
k diferencovanym buiikam PC12. "I-CART(61-102) v koncentraci 107" M byl vytésnén
vzrustajici koncentraci analogit peptidu CART (30 min inkubace pri 37 °C). Vysledky jsou
uvedeny v % specifické vazby (po odecteni nespecifické vazby v pritomnosti 10° M CART(61-
102)). Reprezentativni kiivky z alespon tri experimentii v duplikatech.

5.2.5. Vliv fragmenti peptidu CART na pFijem potravy

Utinky peptidu CART(61-102), CART(55-102) a peptidi 6, 9, 11 a 13 byly sledovany
na mysich samcich kmene C57BI1/6 po 17 hodinovém hladovéni, jak je vidét na Obrazku 23.
Peptidy byly podavany do tieti mozkové komory. ICV podani peptidu CART(61-102) v davce
0,1 nmol/mys zptsobilo pokles piijmu potravy, které odpovidalo jiz diive publikovanym
hodnotdm [89]. Zadné ztestovanych fragmentti peptidu CART neprokazaly zadné

anorexigenni ucinky i pii 40krat vyssich davkach, tj. 4 nmol / mys.
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1,5

Prijem potravy [g]

< . 75

Cas [min]
B fyzroztok B CART (61-102) @ CART (55-102) M peptid 6
M peptid 9 I peptid 11 M peptid 13

Obrazek 23. U¢inek CART(61-102) a CART(55-102) a nékterych vybranych fragment
peptidu CART na pfijem potravy u hladovych mySich samci. Prijem potravy byl sledovan
45 a 75 min po ICV podani latek (nejvetsi ucinek latek). CART(61-102) a CART(55-102) byly
podavany v davkach 0,1 nmol / mys, peptidy 6, 9, 11 a 13 v davce 4 nmol / mys. n = 6-8 mysi
na skupinu. Signifikance je ** P <0,01 a *** P <0,001 (latka vici fyziologickému roztoku,).

5.2.6. Fosforylace MAPK/ERK1/2, CREB a Akt za pomoci metody Western blot na

bunééné linii PC12

Bunééna linie PC12 byla péstovana za podminek popsanych v metodach viz kapitola
4.2.2. Pro stimulaci bunék byly pouzity latky CART( 61-102), NGF, PACAP a jejich
kombinace. Buniky PC12 byly inkubovany s pfisluSnymi latkami 10 minut pii 37 °C. U
stanoveni pMAPK/ERK1/2, pAkt a p CREB byl jako pozitivni kontrola pouzit NGF a
PACAP. Peptidy CART nem¢ély zvySenou fosforylaci oproti kontrole, jak je zndzornéno na
Obrazku 24.
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Fosfo-MAPK/ERK1/2 —> S
Fosfo-Akt —> W -—&-—‘ M

Kontrola CART PACAP CART CART
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Kontrola GF CART CART CART PACAP
+NGF  +PACAP +PACAP

Obrazek 24. Fosforylace MAPK/ERK1/2, Akt a CREB u¢inkem peptidu CART(61-102)
a latek NGF, PACAP a jejich kombinaci v nediferencovanych buiikach PC12. Bunky byly
stimulovany CART(61-102) 10° M, NGF 50 ng/ml a PACAP 107 M po 10 minut pri 37 °C.
Lyzace bunék a metoda Western blot probihala, jak je popsano v metodach v kapitole 4.5.2. a
4.6.

5.3. Synergisticky ucinek peptidu CART a CCK-8 u mysi
5.3.1. Vliv na prijem potravy

Synergisticky ucinek peptidu CART(61-102) a CCK-8 na ptijem potravy byl sledovan
u mysich samct kmene C57B1/6 po 17 hodinovém hladovéni. CCK-8 byl podavan IP a peptid
CART(61-102) do tteti mozkové komory (ICV).
5.3.1.1. Prijem potravy po podiani CART peptidu a CCK

Kumulativni pfijem potravy u hladovych samcti C57Bl/6 mysi byl méfen po podani
latek CART(61-102) a CCK-8 (vSechny davky a jejich kombinace latek jsou popsany

v Tabulce 8) a je zndzornén na Obrazku 25. Ptijem potravy po ICV a IP podani fyziologického

roztoku nevykazoval zZadny signifikantni rozdil.
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ICV podéani peptidu CART(61-102) v davce 0,5 pg/mys vyznamné snizilo piijem
potravy. Uginek peptidu CART byl kratkodoby, pfiblizné do 105 min po jeho podani,
s maximalnim U¢inkem mezi 45 a 75 minutami po ICV podani, tj. po prvnim a druhém odectu
hmotnosti podavané potravy (Obrazek 25). Anorexigenni ucinek peptidu CART(61-102) je
zavisly na davce, jak je ziejmé na Obrazku 26A

IP injekce CCK-8 v davkach 0,4 a 4 g/kg nevyznamné sniZila piijem potravy u
hladovych samcii C57Bl/6, jednalo se tedy o davky pod prahem ucinku (Obrazek 26A).
Kombinace CCK-8 (IP podani) s peptidem CART(61-102) (ICV podani, 5 minut po IP podani
CCK-8) signifikantné snizila piijem potravy u hladovych mys$i ve srovnani se samostatnym
peptidem CART(61-102) nebo CCK-8 (Obrazek 25 a 26A). Spole¢ny tcinek téchto dvou latek
trval déle nez pét hodin (Obrazek 25), coz ukazuje na synergisticky Uc¢inek obou latek. V
Tabulce 8 jsou shrnuty hodnoty pro pfijem potravy v dobé maximalniho G¢inku po podani

peptidi (30 minut po pridani potravy).
5.3.1.2. Pfijem potravy po podani CART peptidu a antagonisti CCK

Vytazeni CCK; receptoru jeho antagonistou devazepidem blokovalo anorekticky
ucinek peptidu CART(61-102) (ICV podéni, 0,1 a 0,5 pg/mys), zatimco specificky antagonista

receptoru CCK; L-365, 260 neovlivnil peptid CART sniZeni v piijmu potravy (Obrazek 26B a
Tabulka 8).
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Obrazek. 25. Kumulativni pFijem potravy u hladovych mysich samct. Mysim byly
podany: CCK-8 (IP podani, 0,4 ug/kg,), devazepid (IP podani, 1 mg/kg) nebo fyziologicky
roztok (ICV), CART(61-102) (ICV podani, 0,5 ug/mys) a CCK-8 (IP podani, 0,4 ug/kg),
CART(61-102) (ICV podani, 0,5 ug/mys) a devazepid (IP podani, 1 mg/kg), CART(61-102)
(ICV podani, 0,5 ug/mys), n = 6-8 mysi na skupinu. Signifikace je ** P <0,01 (latka vici

fyziologickému roztoku).
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Obrazek. 26. Prijem potravy u hladovych mySich samct: Mysim byly podany: A) CCK-8
(IP podani, 4 a 4 g/kg) nebo fyziologicky roztok (ICV podani), CART(61-102) (ICV podani 0,1
a 0,5 ug/mys), CCK-8 (IP podani, 0,4 a 4 g/kg) a CART(61-102) (ICV podani, 0,1 a 0,5
ug/mys), nebo B) devazepid (IP podani, 1 mg/kg) samostatné nebo s CART(61-102) (ICV
podani, 0,1 a 0,5 ug/mys) a L365, 260 (IP podani, 1 mg/kg) samostatné nebo s CART(61-102)
(ICV podani, 0,5 ug/mys). n = 6-8 mysi na skupinu. Signifikace je ** P <0,01, *** P <0,001
(latka proti fyziologickému roztoku), © P <0,05 proti CART(61-102) 0,1 ug/mys, * " P <0,05
proti CART(61-102) 0,5 ug/mys. CART - CART(61-102), dev - devazepid, L365 - L3635, 260.
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Tabulka 8. Prijem potravy u hladovych C57Bl/6 samci béhem prvnich 30 min
(maximalni efekt) v experimentu 1 a 2. Signifikance je ** P <0,01, *** P <0,001 proti

fyziologickému roztoku. © P <0,05 proti skupiné CART, 0,1 ug/mys,

CART, 0,5 ug/mys.

+

" P <0,01 proti skupiné

Latka/davka Ptijem potravy/30 min
(g + SEM)
IP podéni ICV podani
Fyz. roztok 0.77 £0.06
Fyz. roztok 0.73 £0.07
CCK-8 0.4 pg/kg 0.80+£0.13
4 0.60 + 0.09
CART 0.1 pg/mys 0.54 £ 0.04 **
0.5 0.40 £0.07 ***
CCK-8 0.4 ng/kg CART 0.1 pg/ mys 0.45+0.13 **
4 0.1 0.24 +0.03 *** "
CCK-8 0.4 ng/kg  CART 0.5 pg/ mys 0.22 +0.02 ***
4 0.5 0.08 +0.01 *x*
devazepid 1 mg/kg 0.93 £0.05
1 CART 0.1 pg/ mys 0.65+0.11
1 0.5 0.69 +0.08
L.365,260 1 0.79 £0.05
1 0.5 0.34 £ 0.01 ***
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5.3.2. Synergisticky u¢inek CART peptidu a CCK p¥i aktivaci c-Fos v hypotalamickych
jadrech

Pro stanoveni proteinu Fos po plsobeni CCK, CART peptidu nebo jejich kombinace
v hypotalamickych jadrech byla pouzita imunohistochemie. Byly pouzity davky CCK-8 (IP
podani, 4 g/kg) a CART(61-102) (ICV podani, 0,1 pg/mys), stejné jako v testech piijmu
potravy (Tabulka 9) [140, 141]. Statistickd analyza, kterd byla provedena testem one-way
ANOVA, ukazuje vliv jednotlivého podani latek CCK-8, CART(61-102) a jejich kombinace.
Fos imunopozitivni buiiky byly detekovany v NTS (F3, 16 = 26,23, p <0,000001), PVN (F3,
13 = 100,35, p <0,000001), a DMH (F3.12 = 58,19, p <0,000001) (Obrazek 27). Pocet
imunoreaktivnich bun€k v NTS po podani fyziologického roztoku u kontrol byl minimalni, jak
je vidét na obrazku 27A. Pocet Fos imunoreaktivnich bun¢k se vyrazné zvysil po IP podani
CCK-8 (0,4 ng/kg) v porovnani s podanim fyziologického roztoku (P <0,05) (Obrazek 27 A,
D). Podobny, ale statisticky nevyznamny narust byl pozorovan po ICV podani CART(61-102)
(0,1 pg/mys).

Post hoc test ukdzal vyznamny vliv na aktivaci Fos bun¢k (P <0,01) po spolecném
podani CCK-8 a peptidu CART v NTS ve srovnani s i€inkem na vSechny ostatni podané latky
(Obrazek 27 A, D). Fos imunoreaktivita v PVN a DMH meéla podobny trend jako v NTS. U
kontrolnich mys$i byl Fos signél slaby (Obrazek 27 B, C). ZvySeni Fos imunoreaktivity bylo po
aplikaci CCK- 8 (p <0,01), peptidu CART(61-102) (p <0,01), a nebo po spolecném podani
CCK-8 a CART(61-102) (p <0,01) ve srovnani s kontrolni skupinou (fyziologickym
roztokem) mysi signifikantni (Obrazek 27 B, D). Post hoc test odhalil vyrazné vyssi zvyseni
pocet Fos-imunopozitivnich bunék v PVN a DMH po podani peptidu CART(61-102) ve
srovnani s aplikaci CCK-8 (Obrazek 27 B, C); soubézné pouziti vySe uvedenych peptidd (p
<0,01) aktivuje Fos v PVN a DMH vyraznéji nez kazdy peptid sdm (p <0,01).
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Obrazek 27. Fos imunoreaktivita: Fos-imunobarveni bunék v koronalni casti A) NTS, B)
PVN, C) DMH, D) Pocet Fos-imunopozitivnich bunék v NTS, PVN a DMH po 60 minutach po
podani latek, fyziologického roztoku (SAL, ICV podani), CCK-8 (IP podani, 4 g/kg),
CART(61-102) (ICV podani, 0,1 ug/mys), a jejich kombinace (n = 4-5 mysi na skupinu a n =
5-6 sekci na skupinu). Signifikance je + P <0,01 proti fyz. roztoku, CCK a CART, * P <0,05,
** p <0,01 proti fyz. roztoku. SAL — fyziologicky roztok, AP - area postrema, usecka = 100
um.
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5.3.3. Sedativni a analgetické icinky peptidu CART a CCK

Behavioralni ucinky byly méfeny po podani peptidu CART a CCK-8 — kazdého zvlast
a jejich kombinaci. Pomoci testu open field (pohyb v otevieném poli) a analgetickém testu hot
plate (horka plotna) byly méfeny na mySich po 10 minutach po ICV podani peptidu CART(61-
102), po IP podani CCK-8 a devazepidu nebo jejich kombinace (viz Vysledky kapitola 5.3.).
Cilem této metody bylo zjistit, jaky dalsi vliv na chovani maji peptidy CART a CCK-8 kromé
ucinku na piijem potravy. Vysledky jsou zndzornény na Obrazku 28A, kde je vidét, ze peptid
CART (0,5 pg/mys) samostatné nebo v kombinaci s CCK-8 (4 g/kg) vyrazné snizil ubéhnutou
vzdalenost v sledovaném poli ve srovnani se skupinou injikovanou fyziologickym roztokem.
Na Obrazku 28B je znazornéno, za jak dlouho my$ vyskoc¢i v reakci na test horkou plotnu.
Antagonista CCK; receptoru devazepid potlacil snizenou pohybovou c¢innost po aplikaci

peptidu CART, jak je vidét na obrazku 28A.
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Obrazek 28. Behavioralni ucinky u kontrolnich mys$i A) test otevien¢ho pole, celkova
vzdalenost, kterou mysi urazi za 10 min a B) analgeticky test na horké plotné po IP podani
CCK-8 (4 ug/kg) nebo devazepid (1 mg/kg), po ICV podani fyziologického roztoku nebo
peptidu CART(61-102) (0,1 a 0,5 ug/mys), nebo po kombinaci injekci IP CCK-8 nebo
devazepidu a nasledné ICV podani peptidu CART(61-102). Signifikace je ** P <0,01 oproti
fyziologickému roztoku. Peptid CART - CART(61-102), dev - devazepide, L365 - L365, 260.
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5.4. Anorekticky efekt CCK a peptidu CART v modelu §tihlych a MSG mysi

5.4.1. Stanoveni biochemickych parametri v séru

MSG model mys$i obezity byl charakterizovan u samct inbrednich C57Bl/6 mysi
(Obrazek 29). Samci C57Bl/6 byli po narozeni injikovani po dobu 1 tydne glutamatem
sodnym. Ve véku 16 tydnl byli MSG samci téZce obézni, i kdyZ jejich primérny denni piijem
potravy byl nizsi nez u neosetfenych kontrol (3.62 + 0.23 g proti 4,07 + 0,16 g). MSG mysi
nejvice akumulovaly subkutdnni, abdominalni a gonadalni tuk, az 8krat vice nez kontroly.
MSG mysi mély zhruba o 15 % kratsi té€lo a ocas nez kontroly.

U C57Bl/6 kontrolnich a MSG mysi byly stanoveny sérové hladiny leptinu, a glukosy.
Hladiny leptinu byly vyznamné zvySeny u MSG samcii oproti kontrolnim mySim. Na druhou

stranu, hladiny glukézy u MSG mysi se nijak nelisily od kontroly (Tabulka 9).

Tabulka 9. Metabolické parametry u C57Bl/6 MSG samci ve véku 16 tydnii. Vsechny
hodnoty jsou vyjadreny jako primer + SEM (n = 20-25). Signifikace je *** P <0,001 proti

kontrolam.
Charakterizace Pramér tuk/télesna Glukosa Leptin
hmotnost (mM) (ng/ml)
Kontroly 1.41+0.41 8.20 = 0.64 7.00 +1.21
MSG 13.48 £ (0.99 *** 7.88 +0.62 45.55 + 6.54 ***

e —— e —

§ =u
'

v/

Obrazek 29. Model mysi obezity na kmeni C57Bl/6 vyvolany glutamatem sodnym (MSG)
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5.4.2. Histologie mozku

Histochemie korondlnich sekci hypotalamu u MSG mysi prokazala zanik neuront
v oblasti ARC ve srovnani s kontrolami, tj. ze existuji specifické¢ 1éze v ARC u MSG mysi
(Obrazek 30), zatimco v prilehlych hypotalamickych jadrech nebyly zadné znamky poskozeni.
U kontrolnich mysi byl ARC beze zmény.

KONTROLY

Obrazek 30. Imunohistochemie neuronii v mozku u samcu kontrolnich a MSG mysi. Léze
v oblasti nucleu arcuatu u MSG mysi. Korondalni ¢asti hypotalamu z MSG mysi ukazuji znicené

neurony v ARC v porovnani s kontrolni skupinou mysi. n = 3 mysi na skupinu.
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5.4.3. Utinky peptidu CART(61-102), CCK-8 a NPY na p¥ijem potravy u sytych mysich
samcti C57Bl/6

Pro objasnéni vztahu peptidu CART k latkdm ovlivigjicich pfijem potravy byl
sledovan piijem potravy u sytych C57Bl/6 kontrolnich a MSG mysi po podani peptidu
CART(61-102) a NPY do tieti mozkové komory (ICV) a CCK-8 IP nebo kombinace peptidu
CART(61-102) a NPY nebo kombinace NPY a CCK-8.

IP podani CCK-8 (4 a 40 pg/kg) u sytych kontrolnich a MSG mysi nemélo tc¢inek na
pfijem potravy ve srovnani s u¢inkem po podani fyziologického roztoku (Obrazek 31 B, C).
Peptid CART(61-102) (ICV podani, 0,5 pg/mys) u sytych kontrolnich a MSG mys$i nemél
vyznamny U¢inek na pfijem potravy ve srovnani s u¢inkem po podéni fyziologického roztoku
(Obrazek 31 A, C). Po podani NPY (ICV podéani, 5 pg/mys) se vyznamné zvysil piijem
potravy u sytych kontrolnich a MSG mysi ve srovnani s i¢inkem po podani fyziologického
roztoku (Obrazek 31 A, B, C a 31). Kombinace NPY (ICV podéni) a CCK-8 (IP podani, 45
min po ICV podani NPY) zplsobila, Ze CCK-8 sniZil pfijem potravy navozeny NPY u sytych
kontrolnich mysi (Obrazek 31 B a 31 A). U MSG mysi CCK-8 nesnizil pfijem potravy
vyvolany pomoci NPY (Obrazek 31 C a 31 B). ICV podani peptidu CART soucasné s NPY
zpusobilo, ze peptid CART(61-102) snizil pfijem potravy navozeny NPY u sytych kontrolnich
a MSG mysi (Obrazek 31 A, C).
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Obrazek 31. Kumulativni prijem potravy u sytych A,B) kontrolnich mysi C) MSG mySi
po podani NPY (ICV podani, 5 ug/mys) a NPY (ICV podani, 5 ug/mys) s CCK-8 (IP podani, 40
ug/kg); po NPY (ICV podani, 5 ug/mys) a NPY (ICV podani, 5 ug/mys) s CART(61-102) (ICV
podani, 0,5 ug/kg). n = 6-8 mysi na skupinu. Signifikace je *** P <0,001 proti skupine
s injikované fyziologickym roztokem (ICV podani).
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Obrazek 32. Prijem potravy u A) kontrolnich a B) MSG mysi 195 minut po ICV podani.
Inhibice NPY (ICV podani, 5 ug/mys), pomoci CART(61-102), (ICV podani, 0,1 a 0,5 ug/mys)
nebo CCK-8 (IP podani, 4 a 40 ug/kg), 195 min po podani NPY. n = 6-8 mysi na skupinu.
Signifikace je * P <0,05, ** p <0,01, *** P <0,001 proti prislusné skupiné injikované
fyziologickym roztokem (ICV podani).
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5.5. Charakterizace ucinkii analogii PrRP na hypofyzarni bunécné linie

5.5.1. Detekce receptoru pro PrRP na hypofyzarnich bunéénych liniich pomoci metody
Western blot.

Pro stanoveni receptoru pro PrRP v hypofyzarnich bunéénych liniich RC-4B/C, GH3 a
AtT-20 pomoci metody Western blot byly pouzity lyzaty bunck a jako pozitivni kontrola byly
pozity Jurkat bunky (Obrazek 33). Western blot prokazal protein v oblasti 41 kDa, tudiz

vsechny tfi linie obsahuji receptor pro PrRP.

41kDa —~ [ “ N—

Jurkat bunky AtT20 RC-4B/C

Obrazek 33. Stanoveni receptoru pro PrRP na bunéénych liniich AtT-20, GH3 a RC-4B /
C. Receptor pro PrRP byl detekovdan pomoci protildtek proti receptoru GPRI10. Jurkat bunky
byly pouzity jako pozitivni kontrola.

5.5.2. Optimalizace podminek vazebnych pokusi PrRP k hypofyzarnim bunéénym linim

Pomoci zavislosti totalni a nespecifické vazby na bunkadch RC-4B/C, GH3 a AtT-20
byly optimalizovany vazebné podminky. Buniky na destickach byly inkubovany pfi riiznych
teplotach ( 4°C, 25°C a 37°C) a dob¢ inkubace (30, 60, 90, 120 ¢i 180 minut). Bylo zjisténo,
ze pii inkubaci pfi teploté 4 °C €inila nespecifickd vazba vice nez 50 % z celkové vazby, proto
tato teplota neni optimalni pro vazebné pokusy. Dal§im krokem byla inkubace pii 37 °C po
dobu 30 minut, kde nespecifickd vazba ¢inila vice jak 50% z celkové, coZz bylo nejspise
zpusobeno v dusledku degradace peptidu PrRP. Zavérem bylo konstatovano, Ze optimalni
vazebné podminky pro vSechny bunééné linie jsou 25°C a doba inkubace je 60 minut, jak
vyplyva z Obrazku 34 pro linii RC-4B/C. Vazba byla pii 25°C stabilni v rozmezi 30-120
minut. Jako optimalni pocet bunck pro vazebné pokusy bylo prokdzano rozmezi 400 -500 tisic

bunék na jamku pro buniky RC-4B/C a GH3 a 300 az 400 tisic bun¢k na jamku pro bunéénou
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linii AtT-20. Piidani EDTA 1 EGTA do vazebného pufru nemélo zddny vliv na specifickou
vazbu, stejné tak ptidani vapenatych iontl. Pfidani BPTI do vazebného pufru vyrazné snizilo
hodnotu ECsy. Vazebné kiivky jsou uvedeny na Obrazku 35. Stabilita peptidu PrRP31 po
inkubaci s bunkami RC-4B/C, GH3 a AtT-20 byla také ovéfovana pomoci hmotnostni
spektrometrie. Vysledky prokazuji, ze pii inkubaci ve vazebném pufru bez BPTI se PrRP31

Stépi asi z 30 % na kratsi fragmenty.

5000

4°C 25°C 37°C

4000

3000

cpm

2000

1000

90 60 90 30
Doba inkubace [min]

Obrazek 34. Grafy zavislosti specifické a celkové vazby na riznych dobach a teplotach
inkubace na bunécné linii RC-4B/C.Vazebné pokusy probihaly pri ruzné teplote (4 °C, 25
°C, 37 °C) a dobé inkubace (30, 60, 90minut) cervena — totdlni vazba, modra — nespecificka

vazba.
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Obrazek 35. Graf zavislosti ECsy na pridavku BPTI do vazebného pufru u bunécné linie
RC-4B/C. Cervend — inkubace ve vazebném pufiu bez BPTI, modrd — — inkubace ve vazebném
pufru s BPTI (1 mg/ml). Vazebné pokusy probihaly 60 minut pri 25 °C. Vazebny pufr o pH 7,4
obsahoval 20 mM HEPES, 118 mM NaCl, 4,7 mM KCl a 5 mM MgCl, 4 2 mg/ml glukozy, 1
mg/ml BSA, a bud’ bez pritomnosti nebo s pritomnosti 0,1 mg/ml BPTI.

5.5.3. Saturaéni vazebné experimenty

Saturacni vazebné pokusy na bunécnych liniich RC-4B/C, GH3 a AtT-20 byly
provedeny pfi optimalizovanych podminkéch, viz kapitola 5.5.2. U vSech tfech hypofyzarnich
bunécnych linii nespecificka vazba linedrné stoupala se zvySujici se koncentraci radioligandu
a neptesahla 50 % celkové vazby.

Saturaéni vazebné experimenty s '“I-PrRP31 u viech tiech bun&énych linii prokazaly
K4 v nM oblasti a By fadove v desetitisicich vazebnych mist/buiiku. Nespecificka vazba byla
u GH3 a RC nizsi nez 11%. Nelinedrni regresni analyza ukdzala jedno vazebné misto, jak je
znazornéno na Obrazku 36A, B. V pifipadé bun¢k AtT-20 byla nespecifickd vazba nizsi nez
22%, reprezentativni kiivka je zndzornéna na Obrdzku 36C. V Tabulce 10 jsou uvedeny

hodnoty K4 a Bpax.
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Tabulka 10. Saturaéni vazba

125

I-PrRP31 k hypofyzarnim buiikam. Obé hodnoty pro

vSechny bunécné linie byly zjistovany pri saturacnich vazebnych experimentech, probihajicich

60 minut pri teploté 25 °C, s vazebnym pufrem s pridavkem 0,1 mg/ml BPTI.

Bmax [Vazebna

bunécna linie mista/buiiku] K4 [nM]
RC-4B/C 67400 + 14500 4,21 +£ 0,66
GH3 88300 £+ 12100 5,72 +1,08
AtT-20 22800 + 1100 3,97 +£1,38
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Obrazek 36. Reprezentativni kiivky saturac¢nich vazebnych pokusi. Saturacni vazebné
experimenty na bunécnych liniich GH3, RC-4B/C a AtT-20 probihaly pri teplote 25 °C po

151 pPrRP3I v nepritomnosti (celkova vazba) nebo

dobu 60 minut, s rostoucim mnozstvim
pFitomnosti (nespecifickd vazba) 10°M PrRP31. Specifickd vazba byla vypocitina jako rozdil

celkové vazby a nespecifické vazby. Krivky byly vyneseny pomoci nelinedrni regrese.
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5.5.4. Kompetitivni vazebné experimenty

Kompetitivni vazebné pokusy na bunkach RC-4B/C byly provedeny pifi optimalnich
podminkach viz kapitola 5.5.2. Vazba '*I-PrRP31 na buiiky RC-4B/C byla vytdsnéna analogy
PrRP31, PrRP20, PrRP13 a I-PrRP31. K; je rovnovazna disociacni konstanta neznacené¢ho
ligandu, ktera byla vypocitdna dosazenim do rovnice Chenga a Prusoffa [133] (za K4 byla
dosazena hodnota 2,49 nM a koncentrace radioligandu byla 0,1 nM). Pro analogy PrRP31,
PrRP20, PrRP13 a I-PrRP31 jsou hodnoty K; uvedeny v Tabulce 11. Kompetitivni pokusy
potvrzuji, ze PrRP31 se vaze k receptoru pro PrRP se srovnatelnou afinitou jako PrRP20 a I-
PrRP31 s K; tadové 10°M. Peptid PrRP13 ma niZ§i afinitu k receptoru pro PrRP a to s K;
fadové 107M, jak je vidét na obrazku 37 a v Tabulce 11.

150
-—- PrRP31

S = PrkRP20
@©
g -+ |-PrRP31
g
©
S 50-
[oX
(7]

0 1 | 1 ' 1

12 -10 8 -6 4

log koncentrace [M]

Obrazek 37. Kompetitivni vazebné kiivky analogii PrRP k bunééné linii RC-4B/C.
I51.PrRP v koncentraci 107" M byl vytésnén vzristajici koncentraci analogii PrRP (60 min
inkubace pri 25 °C). Vysledky jsou uvedeny v % specifické vazby (po odecteni nespecifické

vazby v pritomnosti 10° M PrRP31). Reprezentativni kiivky z alespori tFi experimenti

v duplikatech.
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Tabulka 11. Vysledky kompetitivnich vazebnych experimentii pro bunéénou linii RC-
4B/C. Prumer = S.E.M. ze tri az péti samostatnych experimentii. Kompetitivni vazebné pokusy

probihaly 60 min pri 25°C. K; bylo vypocteno z rovnice Chenga-Prusoffova (K, bylo 4,21 nM
[142] ).

Analog K; [M]
PrRP31 (4,52+0,79)x10”
PrRP20 (3,20£1,24)x10°°
PrRP13 (4,84+2,35)x10”
I-PrRP31 (3,66+0,49)x10”

5.5.5. Fosforylace MAPK/ERK1/2 a CREB za pomoci metody Western blot na bunééné
linii RC-4B/C

Pro funkéni charakterizaci ucinkii analogi PrRP byla zvolena metoda bunécné
signalizace a detekce fosforylovaného MAPK/ERK1/2 a CREB. Bunky RC-4B/C byly
pestovany a oSetfeny, jak je popsano v metodach, viz kapitola 4.5.2. Pro stimulaci bunék byly
pouzity latky PMA, nebo PrRP31, PrRP20 a PrRP13. Buniky RC-4B/C byly inkubovany ke
stanoveni fosforylovaného MAPK/ERK1/2 a CREB se tiemi latkami po dobu 5 a 30 min pii
37 °C. Pii inkubaci 5 min bylo pozadi mnohem niz$i neZ pfi inkubaci po dobu 30 min. Na
tomto zéklad¢ byla zvolena inkubace 5 min a dale byla pouzivana. PrRP31, PrRP20 a PrRP13
stimulovaly fosforylaci jak MAPK/ERK1/2, tak CREB, ovSem s riznou intenzitou ucinku, jak
je znazornéno na Obrazku 38. Analogy PrRP31 a PrRP20 zptlisobily vyznamné zvysSenou
fosforylaci MAPK/ERK1/2 oproti kontrole. Uginek PrRP31 byl signifikantni v ptipadé
fosforylace CREB a nesignifikantni v ptipadé fosforylovaného MAPK/ERK1/2 (Obrazek 38).

PMA slouzil jako kontrola maximalni fosforylace (odpovédi).
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Obrazek 38. Fosforylace MAPK/ERK1/2 a CREB udinkem analogi PrRP. Bunky RC-
4B/C byly stimulovany PMA a analogy PrRP v koncentraci 10° M po dobu 5 min pii 37 °C.
Lyzace bunék a metoda Western blot probihala, jak je popsano v metodach v kapitole 4.5.2. a
4.6. Data jsou primér + S.EM. n = 3 pokusy. Urover fosforylace kontroly bunék byla

stanovena jako 1. Signifikace je * P <0,05, ** p <0,01 ve srovnani s kontrolou.
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5.5.6. Stanoveni uvoliiovani hypofyzarnich hormont z bunéénych linii

Jako dalsi funkéni test s analogy PrRP bylo stanoveno uvoliiovani hormont hypofyzy
do media na bunécénych liniich RC-4B/C, GH3 a AtT-20. Nejdiive byla testovana schopnost
analogti PrRP piisobit na uvolnovani hormont do media pomoci potkaniho hypofyzarniho kitu
MILLIPLEX (na bazi ELISA). Bunééné linie RC-4B/C a GH3 byly ponechdny v mediu bez
séra 2 hodiny a buné¢na linie AtT-20 byla ponechdna v mediu bez séra ptes noc. Buiiky byly
inkubovany s PrRP31 a standardy (TRH pro GH3 buniky, CRH pro AtT-20 buiiky) po dobu 1-
3 hodin pii teplote¢ 37°C. Poté byl sebran supernatant, ve kterém byly stanoveny hypofyzarni
hormony. Médium bunécné linie GH3 bylo testovano na ptitomnost GH a PRL, linie AtT-20
uvoliiuje hormon ACTH a linie RC-4B/C vSechny hormony pfedniho laloku hypofyzy. Bylo
zjisténo, ze z bunécéné linie RC-4B/C byl vyluc¢ovan PRL po 1 a 3 hodinach plisobeni PrRP.

Proto byla déale pouzita linie RC-4B/C ke stanoveni uvolfiovani PRL po pulsobeni
PrRP31, PrRP20 a PrRP13, jak je zndzornéno na Obrazku 39. Hodnoty ECsy pro PrRP31 byly
(5,90+1,43) x10°M a PrRP20 (6,52+1,10)10° M a PrRP13 (1,51+1,35) x 10"*M.
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=
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Obrazek 39. Produkce PRL po pusobeni analogii PrRP na bunéénou linii RC-4B/C. Na
bunky RC-4B/C bylo puisobeno PrRP31, PrRP20 a PrRP13 po dobu 1 hodiny. V supernatantu,
tj. v mediu byla zmeérena koncentrace PRL pomoci RIA metody. Zobrazené vysledky jsou
v procentech + S.E.M. proti kontrole (100%). n = 3 (nezavislé pokusy provddené
v duplikatech). Bazalni hladina PRL byla 2,9 ng/ml.
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6. DISKUZE

6.1. Vyznam nové objevenych neuropeptidii

Energetické rovnovaha organizmu (vztah energetického ptijmu a vydeje) je slozity d¢j
regulovany celou fadou metabolickych procest, kterych se ucastni jak slozky piijmu potravy
(jako glukosa, proteiny, lipidy), tak latky vylucované v periferii (gastrointestinalnim traktu)
anebo centralni nervové soustaveé, které spolu navzajem interaguji. V CNS je za oblast
odpovidajici za regulaci pfijmu potravy povazovan hypotalamus, ktery je fidicim centrem a
zprostfedkovava ostatni podnéty z CNS 1 periferie. Téchto procesii se ucastni mnoho
neuropfenaseclti a hormont, jejichz vyznamnou ¢ast tvoii hormony peptidové. V poslednich 15
letech bylo objeveno velké mnozstvi novych peptidi regulujicich pfijem potravy, které
mnohdy pulsobi paralelné vedle sebe a jejichz ptesna funkce v organizmu neni dosud plné
objasnéna [143, 144].

K centralné piisobicim neuropeptidiim patii také peptid CART, jehoz receptor dosud
neni zndm, a PrRP, jehoz hlavni funkce v organizmu je stale nejasna. Oba anorexigenni
neuropeptidy jsou hojné sekretovany v hypotalamu na podnéty souvisejici jak s kratkodobou,
tak s dlouhodobou regulaci energetického metabolizmu (jejich exprese a sekrece je regulovana
napft. leptinem).

Tato prace se zabyva Ucinky téchto dvou peptidl a jejich fragmentl jak in vitro na
bunéénych liniich obsahujicich (potencialni) receptor, tak, v pfipadé peptidu CART a jeho
fragmenttl, in vivo u my$i. Snaha nalézt minimalni biologicky aktivni fragment téchto latek a
metodiku k testovani téchto analogli by mohla v budoucnu vést k vyvoji novych selektivné
ucinnych a dlouhodob¢ ptisobicich analogti, potencidlnich antiobezitnich latek.

Vzhledem k tomu, Ze role téchto neuropeptidi v regulaci pfijmu potravy, stejné jako
jejich vztah k ostatnim latkam ovliviiyjicim pfijem potravy neni pfesné znama, byl také
zkouman vzéajemny vztah peptidu CART, anorexigenniho CCK-8 a orexigenniho NPY jak u
Stihlych, tak u obéznich MSG mysi. Objasnéni zakladnich mechanizmt regulace piijmu

potravy muze v budoucnu také ptispét k 1é€be obezity a chorob s ni spojenych.

103



6.2. Strukturné-aktivitni studie fragmentu peptidu CART

Ackoliv bylo od doby objevu peptidu CART vénovano velké usili tomu, aby byl
identifikovan jeho receptor(y) [1, 86], dosud bylo publikovano pouze nékolik praci
popisujicich vazbu peptidu CART k bunéénym liniim a receptor pro peptid CART je stale
neznamy. Specificka vazba '*I-CART(61-102) k my$im hypofyzarnim buiikam AtT-20 byla
publikovana Vicentic a kol. [87] a k potkanim feochromocytomalnim bunikdm PCI12 naSi
skupinou [89]. Jiné peptidy jako napt. CCK-8, aMSH, TRH, angiotensin II, neurotensin a
leptin nebyly schopny vytésnit vazbu '*I-CART(61-102) k buitkim PC12 nebo membranam
z nich i v koncentraci 10°M [89].

Byla také testovdna signalizace v bunikdch PC12 po stimulaci peptidem CART(61-
102). Pomoci metody Western blot byla stanovena fosforylace MAPK/ERK1/2, CREB a Akt.
Jako pozitivni kontrola slouzil NGF. Na rozdil od prace Lakatos a kol. [84], ktefi nasli
zvySenou fosforylaci ERK po plsobeni CART(55-102) v hypofyzarnich buiikkach AtT-20,
vnas$i studii nebyla zvySend fosforylace v builkkdch PC12 po pisobeni CART(61-102)
(Obrazek 24) ackoli NGF zvySovalo v souladu s literaturou fosforylaci jak MAPK/ERK1/2,
tak Akt a CREB signifikantn¢ ve srovnani s kontrolnim vzorkem.

Vazebné studie s fragmenty peptidu CART jsou velmi vhodné pro porovnani afinity
riznych ¢asti molekuly a k hleddni minimalni biologicky aktivni struktury peptidu CART.
Nase prace [134] predstavuje prvni podrobnou strukturné-aktivitni studii zahrnujici nékolik
farmakologickych testu za srovnatelnych experimentalnich podminek. Byla zde vybrana série
fragmentt peptidu CART, které postupné zahrnuji ¢asti struktury CART(61-102), a testovana
jejich vazebna afinita k buitkdm PC12. Peptidy, které ukézaly vyznamnou afinitu k buitkdm
PC12, byly pak testovany z hlediska vlivu na pfijem potravy.

Vétsina in vivo studii s peptidy CART popisuje piirozené se vyskytujici peptidy
CART(55-102) a CART(61-102) se zaméefenim na piijem potravy po centralnim podani latek
[92] [52, 145]. Thim a kol. [2] byli prvni, kdo publikovali studii s n€kolika analogy peptidu
CART: CART(54-102), CART(55-102), CART(61-102) a CART(62-102). Analogy byly
podavany ICV hladovym mysim a zpusobily sniZeni pfijmu potravy v zavislosti na davce a se
srovnatelnym efektem, ackoliv CART(55-102) byl o néco uc¢inngjs$i nez ostatni peptidy [2].
Dalsi rozsahla studie srovnavala U¢inky ICV podanych CART(55-102) a CART(62-102)
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hladovym mys$im a ukazala, ze CART(62-102) pétkrat ucinnéji nez CART(55-102) snizoval
ptijem potravy pfii stejné injikované davce [75].

Vnasi studii snizoval ICV podany CART(61-102) vyznamné piijem potravy u
hladovych mysi, a to v zavislosti na davce, jak jsme jiz publikovali diive [89]. ICV podani
(0.1 nmol/mys) jak CART(55-102), tak CART(61-102) snizilo pfijem potravy ve
srovnatelném rozsahu a tyto hodnoty byly signifikantni ve srovnani s pifijmem potravy
kontrolnich mys$i injikovanych fyziologickym roztokem (P<0.001) (Obrazek 23).

CART(61-102) byl jodovan s pouzitim radioaktivniho a stabilniho izotopu. Pomoci
HPLC byly izolovany 4 piky odpovidajici mono- a di-jodovanym peptidem
s nemodifikovanym nebo oxidovanym Met®’ (methionin sulfoxid). Hmotnostni spektrometrie
potvrdila, 7e v pribshu jodace dochazi k Gastedné oxidaci Met®’. Kompetitivni vazebny
experiment ukézal, Ze tyto Ctyfi peptidy mély stejnou vazebnou afinitu k buitkdm PC12 (nase
nepublikované vysledky). Tento poznatek je v souladu s nasSimi pfedchozimi vysledky, které
dokazaly, ze jodace CART(61-102) nezménila vazebnou afinitu peptidu k bunkdm PC12 [89].
Dijodovany CART(61-102) se véazal k buitkdm PC12 a jejich membranam s afinitou stejnou
jako CART(61-102), také jsme potvrdili c¢astené uchovani anorexigenni aktivity
dijodovaného CART(61-102) [89]. V této studii byly vSechny vazebné experimenty
provadény s monojodovanym '*’I-CART(61-102), ktery tvofil hlavni frakci pii jodaci
CART(61-102).

N-termindlni peptid 1 a peptidy 2-5 (Tabulka 6), které odpovidaji sekvenci
aminokyselin mezi cysteiny v CART(61-102), maji Cys nahrazeny glycinem (nebo Ala
v pozici 101). Tyto peptidy se nevazaly k bunkdm PC12 ani jejich membrdnam v rozmezi
testovanych koncentraci (Tabulka 6).

Peptidy 6 a 7 jsou cyklické analogy peptidu 3, oba obsahuji Cys na N- a C-konci
(Tabulka 6). Ackoliv se lisi pouze v C-koncové funkcni skuping, chovaly se velmi rozdilné.
Zatimco latka 7 se skupinou COOH na C-konci nevytdsnila vazbu '*’I-CART(61-102) na
bunky PC12, latka 6 s amidem na C-konci se vazala k nediferencovanym builkdm a jejich
membranam s K; fadové 10*M (Tabulka 7). Afinita peptidu 6 k diferencovanym buiikim byla
7kréat niz§i ve srovnani s nediferencovanymi. Moznym vysvétlenim je, ze po diferenciaci na

neurony se muZe prostiedi vazebného mista zmé&nit a tim se zménit i vazba '*I-CART(61-
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102) k témto buitkam. Receptor pro peptid CART vSak jesté nebyl identifikovan, takze neni
mozné popsat dalsi detaily vazby.

Latky 9 alO jsou prodlouzenou verzi latky 6, 1isi se jen pozici jejich disulfidickych
mustki (pozice 68-86 nebo 74-86) (Tabulka 6). Jejich vazebna afinita k nediferencovanym i
diferencovanym buiikdm PC12 byla srovnatelnd a mirné€ niz8i nez afinita peptidu 6 (Tabulka
6). Peptid 8, ktery je linedrni analog peptidu 9 a 10, nevykazoval Zadnou vazebnou afinitu
vrozmezi testovanych koncentraci. To ukazuje, ze uchovani kompaktni struktury
s disulfidickymi mustky (struktura ,,uzli*) je zcela nezbytné pro biologickou aktivitu peptidu
CART k potencidlnimu receptoru na bunkach PC12.

Proto také nebylo velkym piekvapenim, Ze v testu pfijmu potravy fragmenty 6 a 9
nesnizovaly pifijem potravy u hladovych mysi po ICV podéani az do koncentrace 4 nmol/mys,
tj. 40krat vyssi davky nez jakéa byla pouzita u CART(55-102) a CART(61-102) (Obrazek 23).
Déavka, kterou jsme pouzili u fragment peptidu CART, byla zaroven nejvyssi davka, ktera
byla pouzita v piedchozich studiich [138, 139]. V ptipadé peptidli 6 a 9 nemlzeme také zcela
vylou¢it mozny antagonisticky, tj. orexigenni efekt. Couceyro a Fritz [146] ukézali, zZe
CART(55-102) bez disulfidickych mistkii zvySoval pfijem potravy u sytych potkant.
Nicmén¢ v nasem testu jsme zadny signifikantni vzrist piijmu potravy nepozorovali.

Linearni fragment 11 a jeho derivat 12 (Tabulka 6) byly odvozeny od fragmentu
CART(62-76), jehoz biologickéa aktivita byla publikovéana jiz diive [138, 139]. Podle této
studie peptidy CART(55-76) a (62-76) snizovaly po ICV podani piijem potravy u potkant.
Nebylo ale popsano, zda se SH skupiny peptidi béhem pokusu oxiduji nebo nikoliv. V nasi
studii mél fragment 11 volné cysteiny, fragment 12 mél cysteiny v pozici 68 a 74 chranén
skupinou Acm. Linearita tohoto fragmentu byla potvrzena hmotnostni spektrometrii [134].
Zadny z téchto dvou fragmentd se k nediferencovanym ani diferencovanym buiikim PC12 a
membrandm nevazal. Navic nebyl peptid 11 ani schopen inhibovat piijem potravy po ICV
podani hladovym myS$im. Rozpor mezi nasimi a vysledky dfive publikovanymi Lambertem a
kol. [138] a Kaskem a kol. [139] je mozno vysvétlit riznymi druhy pouzitych zvifat (mys$i
versus potkani) a experimentalniho usporadani (hladova nebo volné€ Zerouci zvifata). Na druhé
stran¢ nase vysledky testu pfijmu potravy jsou v souladu s vysledky nasi vazebné studie.

C-koncové fragmenty 13 a 14 (Tabulka 6) byly syntetizovany, abychom ov¢fili studii
provedenou Dylagem a kol. v r. 1996 [92, 147]. V této studii byla popsana biologicka aktivita
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derivati CART(55-102) s redukovanymi thiolovymi skupinami v linedrni a cyklické formé:
[Abu***]CART(85-102) a [Abu®® * ** I""JCART(85-102). Oba linearni analogy peptidu
CART byly schopny inhibovat pohybovou aktivitu vyvolanou po centralnim podani kokainu a
amfetaminu mySim [147]. Je také znamo, ze CART(55-102) snizuje pohybovou aktivitu
zvySenou po podani kokainu [148] nebo amfetaminu [149] do oblasti nucleu accumbens
potkanli. Srovnani té€chto studii navzdjem je ovSem obtizné, protoZe byly pouzity rozdilné
zviteci modely 1 podani do odli$nych oblasti mozku.

V nasi préci jsme resyntetizovali [Abu®***]CART(85-102) jako linearni peptid 13 a
jeho cyklicky derivat 14 (Tabulka 6). Linearita peptidu 13 byla kontrolovana v prubéhu
vazebného experimentu, protoze tento peptid je velmi nachylny ke spontanni oxidaci.
Skute¢né bylo nalezeno asi 20% oxidované formy po 30 min inkubace peptidu s butikami
PC12. Vysledky ukazuji, Ze se oba fragmenty 13 a 14 nevdzaly k buitkkdm PC12 v rozmezi
testovanych koncentraci (Tabulka 7). Navic peptid 13 nevykazal zadnou biologickou aktivitu
v testu piijmu potravy v davce 4 nmol/myS$ po ICV podani (Obrazek 23). V praci Dylaga a
kol. [92, 147] byla naznaCena dilezitost C-koncové casti peptidu CART pro interakci
s opioidnim systémem. NaSe studie vSak ukazuje, Ze pro uchovéani anorexigenni aktivity
peptidu CART(61-102) je nezbytna struktura obsahujici disulfidické mustky a jeho C-koncova
¢ast sniZeni piijmu potravy nezptisobuje.

Vysledky nasi studie tedy ukazuji, Ze pro uchovani vysoké vazebné afinity k buitkdm
PC12, stejn¢ jako pro anorexigenni aktivitu jsou zasadné dulezité¢ disulfidické mustky ve
struktute ,,uzlu“ peptidu CART. Z vysledku méteni tykajicich se N-koncovych fragment,
které tvorily vnéjsi smycku, se da usuzovat, Ze biologicka aktivita peptidi CART je do jisté
miry spojena s N-koncovou smyckou molekuly spiSe nez s C-koncovou.

Vzhledem k tomu, ze peptid CART se hojné¢ vyskytuje jak v CNS, tak v periferii, je
mozno predpokladat jeho mnohocetné role v organizmu. To muze také znamenat, Ze existuje
vice typi receptort pro peptid CART, a tak i vazebna mista s riznou afinitou pro fragmenty
peptidu CART. Vazba ke specifickym tumorovym buiikdm obsahujicim vysoké mnoZstvi
vazebnych mist pro peptid CART, stejn¢ jako pouziti fragmentid peptidu CART tak muze
pomoct identifikovat receptory peptidu CART a objasnit fyziologickou tlohu peptidu CART

vV organizmu.
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6.3. Synergisticky ucinek peptidu CART a CCK-8 u $tihlych mysi

Hypotéza nasi studie o mozném synergistickém uc¢inku peptidu CART a CCK-8 je
zalozena na jiz dfive zjiSténém synergistickém ucinku leptinu a CCK v regulaci piijmu
potravy [48] a faktu, ze peptid CART je v nervu vagu kolokalizovan s receptory CCK; [77].
Vychazeli jsme tudiz z predpokladu, ze peptid CART a CCK mohou byt v ramci vlivu na
pfijem potravy soucasti neurochemického propojeni mezi hypotalamem (ARC) a mozkovym
kmenem (NTS). Potencidlni spoluprace mezi centralnim peptidem CART a perifernim CCK-8
byla sledovana v testu kratkodobého piijmu potravy u Stihlych hladovych mysi a pomoci
aktivace c-Fos ve tfech oblastech mozku diilezitych pro regulaci ptijmu potravy: PVN, DMH a
NTS [150]. Navic byly sledovany parametry dopliiujici chovani pifi pfijmu potravy —
pohybova aktivita a analgeze. Latky byly podavany jednotlivé nebo simultanné, peptid CART
centralné do tfeti mozkové komory (zde je nejvyraznéjsi ucinek na piijem potravy [151]),
CCK-8 intraperitonealné (periferni podani vyvolava také nejvetsi ucinek [152]).

Intracerebroventrikularni podani CART(61-102) hladovym mySim C57Bl/6 (Obrazek
25) zptsobilo snizeni piijmu potravy v zavislosti na davce podobné jako ve studiich Thima a
kol. [2], Bannona a kol.[75] a Vranga a kol. [74]. CCK-8 v davkach 0.4 a 4 pg/kg nevykazoval
zadny signifikantni efekt na pfijem potravy u hladovych mysi kmene C57Bl/6 (ECsy byla
v tomto uspofaddni experimentu 15 pg/kg, jak jsme urcili v pfedbézné studii), zatimco
outbredni mys8i NMRI byly citlivé k davce CCK-8 4 ng/kg (s ECsy piiblizn¢ 9 ug/kg [89]).
Hladina leptinu v séru mysi po 17h hladovéni byla u robustnich mysi kmene NMRI asi o 50%
vys$i nez u subtilnich mysi C57Bl/6 (0,45 ng/ml u NMRI mysi [89] a 0,30 ng/ml u samct
C57Bl/6 (naSe nepublikovana data)). To bylo patrn€ hlavnim divodem, pro¢ prahova davka
CCK-8 pro ucinek na ptijem potravy byla vyssi u mysi C57Bl/6 ve srovnani s kmenem NMRI
(4 versus 0,4 ng/kg).

Pti hladovéni dlouhém 48 hodin byl u¢inek CCK-8 potlacen v disledku snizenych
hladin leptinu [51]. Barrachina a kol. [48] popsali synergisticky ucinek leptinu a CCK u mysi,
které hladovély 24h. V naSem experimentu tedy mizeme predpokladat, Zze spolecny ucinek
leptinu a CCK byl zachovan u mysi hladovéjicich 17h, ackoliv hladiny leptinu byly po

hladovéni snizené.
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V této studii jsme prokézali, ze nizké davky CCK prohloubily anorexigenni tc¢inek
peptidu CART v zavislosti na davce a prodlouzily vyznamné dobu tc¢inku peptidu CART na
pfijem potravy (Obrazek 25,26). To je v souladu s nasi hypotézou tykajici se synergistického
uc¢inku CART(61-102) a CCK-8 na piijem potravy. Dale jsme dokazali vyznamny vliv
receptoru CCK; v tomto procesu. Selektivni antagonista receptoru CCK; devazepid [153] totiz
blokoval u¢inek CART(61-102) na piijem potravy (Obrazek 25, 26B). Podobnym zplsobem
byl anorexigenni ucinek peptidu CART inhibovan antagonistou receptoru pro GLP-1 [154].
Naopak selektivni antagonista receptoru CCK,, ktery neovliviiuje pfijem potravy [153],
nezménil pokles v pfijmu potravy navozeny peptidem CART. To podpofilo teorii o ucasti
vyluéné receptoru CCK; v tomto déji.

Simultanni podani leptinu a CCK-8 v davce 3.5 pg/kg IP, ktera byla podprahova,
navozovalo sytost a aktivovalo neurony v mozkovém kmeni u §tihlych samct C57Bl/6, stejné
jako zvySovalo pocet neuronli pozitivnich na Fos v oblasti PVN [48]. V na$i studii byla
imunoreaktivita proteinu Fos po injekci peptidu CART a/nebo CCK-8 detekovéana v oblastech
NTS, PVN a DMH (Obrazek 27), coz jsou zname oblasti, kde plisobi peptid CART [74, 155] 1
CCK [51, 140, 156] [48, 157]. Byl zaznamenan vysoky vzrust po¢tu bun€k pozitivnich na Fos
pii davkach peptidu CART, které signifikantné¢ snizovaly pfijem potravy, podavanych
s podprahovou davkou CCK-8 (Obrazek 27). Tato neuronalni odpovéd’ byla signifikantné
siln¢j$i nez odpoveéd’ jednotlivé podanych peptidi. Tento vysledek podpofil ideu kooperace
mezi peptidem CART a CCK-8 jak v mozkovém kmeni, tak v hypotalamickych oblastech
PVN a DMH, kde jsou zpracovavany signaly jak z periferie, tak z nucleu arcuatu. PVN je
vysoce inervovany a propojeny s DMH. Bylo publikovdno, ze CCK muze aktivovat neurony
produkujici CRH v DMH [140] pomoci noradrenergni projekce z NTS [158]. Tuto studii
doplituje nase nejnovéjsi publikace [159], kterd popisuje zvySeni proteinu Fos v ARC a snizeni
proteinu Fos v orexinovych neuronech LHA po spolecném podani CART peptidu a CCK.

Ptedchozi data byla navic doplnéna o behaviordlni testy, které s piijmem potravy
souvisi. Jiz dfive byl popsan vliv peptidu CART na lokomoc¢ni (pohybovou) aktivitu ve
volném poli a na analgesii [75, 139]. Velikost G¢inku se ale liSila u riiznych studii. V nasi
studii také testy lokomoc¢ni aktivity sledovaly trend popsany u piijmu potravy (Obrazek 28A).
Davka CCK-8, ktera nesnizila signifikantn¢ pfijem potravy (4 pg/kg IP), neméla vliv ani na

test volného pole (lokomoc¢ni aktivitu), zatimco CART(61-102) v davce 0.5 pg/mys a
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kombinace CCK-8 a CART(61-102) signifikantné¢ potlacovala lokomocni aktivitu mysi
v porovnani s mySmi injikovanymi fyziologickym roztokem. Podobné jako v testu piijmu
potravy, i zde devazepid samotny neovlivnil lokomoc¢ni aktivitu mysi, ale blokoval ucinek
peptidu CART (Obrazek 28A). Toto zjisténi opét ukazuje, ze ucinek peptidu CART byl
prohloubeny pomoci aktivace receptoru CCK; a ukazuje na sedativni uinky latek souvisejici
s pocity sytosti. Analgeticky test horké plotny, ktery byl také provadén, pak neukazal zadnou
signifikantni zménu po podani vySe jmenovanych latek jednotlivé i v kombinaci (Obrazek
28B).

Dlouhotrvajici synergisticky ucinek CCK a peptidu CART mize byt interpretovan také
s poukazanim na vysledky de Lartigue a kol. [78], které popisuji expresi CART indukovanou
CCK a nasledny ucinek endogenné produkovaného peptidu CART. Na druhé stran¢ Broberger
a kol. uvad¢ji, ze exprese receptoru CCK; nezavisi na metabolickém stavu organizmu [77].
Nase vysledky byly potvrzeny v letos vyslé publikaci autort de Lartigue a kol. [160]
zabyvajici se synergistickym t¢inkem CCK a peptidu CART na aktivitu neuront v nervu vagu
a na pfijem potravy.

Nervovéa osa mezi oblastmi ARC-PVN-DVC (dorsalni komplex nervu vagu, jehoz
soucasti je NTS) ma patrné integracni roli pti synergistickém vlivu leptinu a CCK na snizeni
piijmu potravy [48]. Piijem potravy byl ovlivnén podanim leptinu a CCK a trval vice nez 7
hodin. Aktivace nervovych cest pro leptin a CCK se prekryvd ve tfech jadrech: PVN,
parabrachidlnim jadru a NTS [51]. Z nasi studie vyplyva, ze peptid CART spolu s CCK muze
fungovat jako mediator anorexigenniho ucinku v hypotalamu i mozkovém kmeni. Dal$imu
poznavani mechanizmu ucinku peptidu CART a jinych peptidi by znaéné pomohla

identifikace receptoru pro peptid CART, poptipad¢ nalezeni antagonisty peptidu CART.
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6.4. Anorekticky ucinek peptidu CART a CCK-8 v modelu S§tihlych a obéznich MSG

mySi

Obezita zpisobena ucinky glutamatu sodného v prvnich dnech Zivota hlodavei (MSG
obezita) vede ke specifickym 1ézim v nucleu arcuatu [115], ale ostatni hypotalamicka jadra
zUstavaji nedotcend [120, 121]. Metabolické a fyzické zmény spojené s 1ézemi v ARC u MSG
my$i ukazuji na zasadni roli, kterou ARC v regulaci energetické i hormonalni regulace
organizmu hraje. V ARC u MSG hlodavct je nefunkéni signalizace jak leptinu, tak inzulinu
[121] [161] a produkce anorexigenniho peptidu CART i orexigenniho NPY je inhibovana [77,
119]. Jak NPY, tak peptid CART jsou produkovany také v jinych hypotalamickych oblastech,
jako je PVN a LHA. Imunoreaktivita NPY zlstala u MSG mySsi zachovana v PVN [119],
pravdépodobné v disledku lokalni exprese NPY [162]. CART je exprimovan vedle ARC také
v mozkovém kmeni a nervu vagu [77]. To vSe dokazuje, ze existuji zdroje NPY a peptidu
CART vné ARC, kter¢ pti obezité vyvolané MSG ziistavaji zachovany.

Hlodavci po pisobeni MSG nerozliSuji pfijem potravy za svétla a tmy, protoZze maji
degradované buiiky ocni sitnice [120, 163] a dochéazi u nich k vyvoji obezity a akumulace tuku
[164], ktery je spiSe dusledkem mensiho energetického vydeje nez zvyseného piijmu potravy
[165]. Moznym divodem je snizeny ucinek anorexigennich peptidii, které maji misto ucinku
nebo jsou zaroveinl i produkovany v ARC. Po 24h hladovéni vykazovaly MSG obézni mysi
kmene NMRI stale sniZzeny pfijem potravy ve srovnani s kontrolami, a tudiz bylo velmi
obtizné sledovat odpovéd’ jak na periferné injikovany CCK-8 [121], tak na centralné¢ podany
peptid CART (nase predbézné vysledky).

K piekonani problému, jak méfit kratkodoby piijem potravy u MSG mysi, jsme pouzili
nasledujici poznatky:

1/ u stihlych sytych mysi bylo dokdzano, ze jak CCK, tak peptid CART snizuje orexigenni
ucinek centraln¢ podaného NPY [52, 138].
2/ u MSG potkanil byl zachovén orexigenni G¢inek NPY [166].

V nasi studii [167] byl sledovan pfijem potravy u volné€ Zeroucich samcti mysi C57Bl/6
jak stihlych, tak MSG obéznich, po paralelnim centrdlnim podéni orexigenniho NPY bud’
s peptidem CART(61-102), nebo s periferné podanym CCK-8. Cilem prace bylo najit, zda
anorexigenni peptid CART a CCK maji uchovanou biologickou funkci u mysi s MSG
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obezitou a obecn¢, zda funkéni ARC je nezbytny pro anorexigenni ucinek CCK a peptidu
CART.

NPY vykazuje Gc¢inek na piijem potravy na Grovni PVN a LHA, které jsou bohaté
inervovany z ARC a kde jsou exprimovany receptory Y1 [16]. Nase studie ukazala, ze ackoliv
u MSG mysi byly prakticky vSechny nervové drahy z ARC pteruSeny, orexigenni u¢inek NPY
a anorexigenni U€inek peptidu CART po podéani latek do tfeti mozkové komory zistaly
zachovany (Obrazek 31C). Exogenni peptid CART sniZil orexigenni ucinek NPY
pravdépodobné piisobenim na specifickd vazebnd mista peptidu CART [89], kterd jsou
umisténa vné ARC. Je mozné, Zze u MSG mysi mize NPY a peptid CART signalizovat pies
PVN a LHA, kde jsou intaktni neuronalni dréhy.

Anorexigenni uc¢inek CCK je navozen pres receptory CCK; lokalizované jak v CNS,
tak v periferii. CCK se ucastni regulace sytosti a hladu ve dvou oblastech mozku: v NTS
v mozkovém kmeni a v mediobazalnim hypotalamu [50]. Ackoliv zadna z téchto oblasti
nebyla glutamatem sodnym poskozena, CCK-8, ktery u kontrolnich mys$i snizoval ucinek
NPY, nebyl schopen u MSG mysi orexigenni G¢inek NPY ovlivnit (Obrazek 31C). To je
v souladu s nasi piedchozi studii s MSG mySmi kmene NMRI [121]. Jiz dtive bylo dokazano,
ze MSG obézni hlodavci maji potlac¢enou odezvu na periferné i centralné podany leptin [168]
[161] podobn& jako u obéznich Koletsky fa*/fa* potkanti [169, 170] nebo db/db mysi [170,
171]. Hlavnim divodem ve vSech téchto pifipadech je nefunkéni nebo chybéjici leptinovy
receptor. Zaroven vSechny tyto zvifeci modely s nefunk¢ni signalizaci leptinu nebyly schopny
reagovat na CCK [121]. U obéznich Koletsky potkand byla obnoveny signalizace leptinu
v ARC pouzitim injekce lidského leprb adenoviru do ARC, a tim byl také aktivovan ucinek
CCK v mozkovém kmeni, kde jsou procesovany sytostni impulzy z periferie [171]. To
ukazuje, Ze funkéni leptinové receptory v ARC jsou zcela nezbytné pro to, aby byla navozena
sytosti pomoci CCK. Zaroven to také vysvétluje, pro¢ nebyl CCK funkéni u MSG mys$i v nasi
studii. Zda se tedy, ze zatimco pro ucinek peptidu CART na pfijem potravy nejsou nezbytné

funkéni receptory pro leptin v ARC, odpovéd’ periferniho CCK je na nich pfimo zavisla.
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6.5. Charakterizace u¢inku analogii PrRP na hypofyzarni bunécné linie

Peptid uvolnujici prolaktin, jehoz ndzev byl odvozen z jeho piedpokladané funkce, je
nyni povazovan za latku s odlisnou ulohou v organizmu, jako je napt. sekrece hormont a
regulace pfijmu a vydeje energie. ProtoZze dosud neni znam zadny antagonista PrRP, ktery by
pomohl objasnit piesnou fyziologickou funkci tohoto peptidu, a zaroven je velmi malo
poznatkil tykajicich se vazby analogli PrRP k receptoru [114] [113], rozhodli jsme se provést
vazebnou a funkéni studii analogi PrRP s bunikami, které spontdnné exprimuji receptor pro
PrRP a jsou tudiz velmi vhodnym materidlem [142]

Vazbu a funk¢ni vlastnosti dvou pfirozené se vyskytujicich analogti PrRP- PrRP31 a
PrRP20, stejné jako C-koncového fragmentu PrRP13 jsme sledovali u tfi hypofyzarnich
bunéénych linii: mySich adenokortikotropti AtT-20, potkanich bun¢k GH3 obsahujicich
somatotropy a laktotropy a potkanich bun¢k RC-4B/C obsahujicich somatotropy, laktotropy,
adenokortikotropy a gonadotropy. U vSech tii linii byla dokdzana pfitomnost receptoru pro
PrRP pomoci imunodetekce metodou western blotu (Obrazek 33).

'I.PrRP31 byla charakterizovana v buiikach s transfektovanym

Specificka vazba
GPR10 [93] [113] nebo UHR-1 [93, 99] a byla nalezena K4 v pM a nM oblasti. Potkani
membrany z hypotalamu a hypofyzy vykazovaly specifickou vazbu '*I-PrRP31 s Kgq v nM
oblasti [172]. V nasi studii byly nalezeny ve vSech hypofyzarnich liniich K4 v nM oblasti, coz
je obvyklé pro vazbu endogenniho ligandu k receptoru [132]. VSechny tii bunécné linie
vykazovaly pomérné vysoky — ale mozny [132] pocet vazebnych mist na buniku (Buax) —
radové v desetitisicich. Buiiky tedy jsou vhodné pro nasledné vazebné a funk¢ni studie.

Vazebna afinita vSech tii analogli, PrRP31, 20 a 13, byla porovnavéana v kompetitivnim
vazebném experimentu na buitkdch RC-4B/C. PrRP31 a 20 m¢ly podobnou K; v oblasti nM,
srovnatelnou s publikovanymi tdaji [113]. PrRP13 mél ale K; o dva fady vyssi, tedy vazebnou
afinitu k receptoru slabsi (Tabulka 11). Vazebna afinita I-PrRP31 byla srovnatelna s afinitou
PrRP31, takze jodace peptidu nezménila vlastnosti PrRP (Tabulka 11).

PrRP byl plvodné povazovan za latku, kterd vyvolava sekreci prolaktinu jak
v potkanich buitkkdch RC-4B/C, tak v primarnich hypofyzarnich buiikach laktujicich potkanich
samic [93]. Pozd¢ji bylo vsak zjisténo, ze tento efekt je slabsi nez ucinek jinych hormont jako

TRH nebo vasoaktivniho intestinalniho peptidu [173, 174]. Dokonce bylo popséano, ze PrRP
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pouze zvysil produkci PRL vyvolanou TRH [175], ale neovlivnil pfimo sekreci PRL
v primarnich potkanich hypofyzarnich buiikkdch [176] nebo in vivo [177]. Takze bylo
zpochybnéno, ze vliv na sekreci PRL je primarni tloha PrRP v organizmu [178]. Na druhé
stran¢ bylo zjisténo, ze PrRP vyvolava sekreci rastového hormonu, ale ne PRL v lidskych
hypofyzéarnich adenomech [173]. U potkant zpiisobily centralni injekce PrRP uvoliiovani GH,
LH a ACTH [179, 180]. V dasledku rozporuplnych vysledkli ptedchozich studii jsme se
rozhodli testovat vliv PrRP31 na sekreci vSech hypofyzdrnich hormonii z pfisluSnych tii
bunéénych linii. Bylo pouzito ELISA testu MILLIPLEX pro potkani hypofyzarni hormony. Ze
vSech tii pouzitych linii jsme pozorovali velmi silnou sekreci PRL jen u linie RC-4B/C tak, jak
bylo ptivodné popsano v praci Hinumy a kol. [93].

Tuto linii jsme dale pouzili k podrobnéjsimu testovani sekrece PRL a bylo zjisténo, ze
PrRP31 i 20 i 13 uvolnuji PRL davkoveé zavisle se srovnatelnou ECsy v nM oblasti (Obrazek
39).

Neurotransmitery, které se ucastni regulace energetického metabolismu a plsobi na
receptory spiazené s G-proteinem, jako je i PrRP, obvykle aktivuji MAPK/EKR1/2 a nésledné
genovou transkripci navozenou aktivaci CREB [181]. Bylo popséno, ze PrRP stimuluje
fosforylaci jak MAPK/ERK1/2 [108], tak CREB [182] v buitkaich GH3, a tak ovliviiuje
zvyseni aktivity promotoru PRL.

Vnasi studii jsme zjistili, Ze PrRP31, 20 a 13 ekvivalentné zvySuji fosforylaci jak
MAPK/ERK1/2 (v cytosolu), tak CREB (v jadfe) a stimuluji uvoliiovani PRL v buiikdch RC-
4B/C. To naznaCuje, Ze jsou v této linii laktotropy aktivovany cestou signalizace
MAPK/ERK1/2 a CREB. Tato bunécnd linie je tudiz vhodnym modelem pro testovani
analogli PrRP in vitro a PrRP20 je vhodnym vychozim analogem pro dal$i strukturné-aktivitni
studie. Cilem budouci studie by mohlo byt jak nalezeni antagonisty PrRP, tak agonisti PrRP

se selektivné anorexigennimi G¢inky a dlouhodobym piisobenim.
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7. SHRNUTI

1/ Strukturné-aktivitni studie fragmenti reprezentujicich rizné c¢asti CART(61-102)
charakterizovala jak jejich vazbu k feochromocytomalnim bunkam PC12, tak jejich schopnost
ovlivnit pfijem potravy u hladovych mys$i. Vysledky ukézaly, Ze pro uchovani biologické
aktivity peptidu CART je nezbytnd kompaktni struktura obsahujici disulfidické mistky. Ze
vSech testovanych fragmenti pouze CART(74-86) a (62-86) vykazovaly nizkou afinitu

k vazebnému mistu v bunkach PC12.

2/ Byl prokézan synergisticky icinek CCK a peptidu CART na piijem potravy u hladovych
mysi, ktery aktivoval neurony v hypotalamickych oblastech PVN a DMH, stejn¢ jako
v mozkovém kmeni v NTS. Peptid CART by tak mohl plisobit jako mediator anorexigenniho

ucinku leptinu v obou téchto mistech mozku.

3/ U MSG obéznich mysi s Iézemi v ARC bylo prokazéano, zZe anorexigenni ucinek centralné
podaného peptidu CART zistava zachovan, zatimco periferné¢ podany CCK u téchto mysi na
pfijem potravy nepiisobi. Dlivodem je patrné nefunkéni signalizace leptinu v ARC, ktera je

nezbytna pro zprostfedkovani i¢inku CCK na pfijem potravy.

4/ Ve tiech hypofyzarnich bunéc¢nych liniich byla prokazana ptitomnost receptoru pro PrRP
a specifickd vazba PrRP k témto receptorim vykazovala K4 v nM oblasti. Zejména vhodna
pro studium analogli PrRP se ukézala potkani buné¢na linie RC-4B/C. PrRP31 a PrRP20 mély
srovnatelnou vazebnou afinitu k PrRP receptoru, PrRP13 m¢l afinitu fddové nizsi. Nicméné
vSechny tfi analogy stimulovaly uvolnéni prolaktinu z této bunécné linie, stejné jako aktivaci

MAPK/ERK1/2 a CREB v buice.
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