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ABSTRAKT

Bakalatska prace se zabyva neuropeptidy ovliviiujicimi pfijem potravy
s anorexigennim U¢inkem (snizujicim piijem potravy), které jsou potencidlnimi
antiobezitiky. Mezi tyto neuropeptidy se fadi peptid uvolnujici prolaktin (PrRP), ktery
se vaze s vysokou afinitou ke svému receptoru GPR10, a také k receptoru NPFF2
pro neuropeptid FF (NPFF), a to s afinitou jen o fad nizsi nez ke GPR10.

V laboratoii RNDr. Lenky Maletinské, CSc. byly navrZeny a syntetizovany nové
lipidované analogy PrRP, které maji podobnou afinitu k receptorim GPR10 i NPFF2,
jako ptirozeny PrRP a snizuji pfijem potravy po perifernim podani.

Na zaklad¢ skutecnosti, ze GPR10 mé vysokou homologii s jednim receptorem
pro neuropeptid Y a peptid YY oznacovanym jako Y1 a receptor Y1 je homologicky
s dal§imi receptory zminénych peptidii Y2 a Y5, byla v této bakalarské préci stanovena
afinita ptirozeného PrRP a jeho dvou palmitovanych analogti k receptorim Y1, Y2,
aY5. Na bunkéch U20S s transfekovanymi receptory Y1, Y2 nebo Y5 byly pomoci
satura¢nich vazeb stanoveny hodnoty K4 a Bmax pro '*I-PYY. Ty slouzily k vypoétu Ki
v kompetitivnich vazebnych experimentech, kde ptirozeny PrRP a jeho dva
palmitoylované analogy mély velmi nizkou afinitu k buikam U20S s transfekovanymi
receptory Y1 nebo Y2. Na druhé strané piirozeny PrRP se vazal k bunnkam U20S
s transfekovanym receptorem Y5 s K; ¥adu 10 mol/l a jeho palmitoylované analogy
s Ki az stokrat nizsi.

Soucasti bakalarské prace byla i optimalizace doby vazby a pfitomnosti
inhibitorl proteaz pro stanoveni K4 pro I EYF, analog NPFF a bunéénou linii
CHO-K1 s transfekovanym NPFF2. Stanovena K4 byla v fadu 10” mol/l podobn4
hodnotam pro ptirozené ligandy receptort.

Zkoumani vazby lipidovanych analogli PrRP k jinym, neZ vlastnim receptorim
prisp&je k objasnéni jejich u¢inku in vivo. Optimalizovani podminek pro vazbu '*I EYF

k NPFF2 umozni stanovit afinitu jinych ligandii k tomuto receptoru.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AgRP
AP
ARC
ATP
BBB
BMI
BPTI

CART

CCK
CNS
CRH
DMN
EYF
GIT
GLP
GPCR
GPR10

HPLC

ICV
LHA
NA
NPFF
NPFF2
NPY
NTS
POMC
PP

agouti-related peptid

area postrema

nucleus arcuatus

adenosintrifostat

hematoencefalicka bariéra (blood-brain barrier)

index télesné hmotnosti (body mass index)

hovézi pankreaticky trypsinovy inhibitor (bovine pancreatic
trypsin inhibitor)

kokainem a amfetaminem regulovany transkript (cocaine-
and amphetamine-regulated transcript)

cholecystokinin

centrdlni nervova soustava

kortikoliberin (corticotropin-releasing hormone)
dorsomedialni jadro (dorsomedial nucleus)

analog NPFF (tab. 2 str.)

gastrointestinalni trakt

peptid podobny glukagonu (glucagon-like peptide)

receptor spiazeny s G proteinem (G-protein coupled-receptor)
hGRP3, UHR-1, receptor spfaZzeny s G proteinem 10 (G-protein
coupled-receptor 10)

vysokoucinna kapalinova chromatografie (high performance
liquid chromatography)

intracerebroventrikularni (podané do mozkové komory)
lateralni hypotalamus (lateral hypothalamic area)
noradrenalin

neuropeptid FF

receptor 2 pro neuropeptid FF

neuropeptid Y

nucleus tractus solitarii

proopiomelanokortin

pankreaticky peptid



PrRP
PVN
PYY
TRH
VLM
VMN
WHO

peptid uvolnujici prolaktin (prolactin-releasing peptide)
paraventrikularni jadro (paraventricular nucleus)
peptid YY

thyreoliberin (thyrotropin-releasing hormone)
ventrolateralni retikularni jadro (ventrolateral medulla)
ventromedialni jadro (ventromedial nucleus)

svétova zdravotnickd organizace (World Health Organization)
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1. UVOD

Obezita se fadi mezi hlavni zdravotni problémy dnesni civilizace. Celosvétovy
naruast obezity kazdym rokem stoupa. PfiCinou jsou snadno dostupné potraviny a velice
nizka fyzicka aktivita. Z toho to divodu je dilezité zabyvat se vyzkumem novych latek,
které by byly schopné ovlivnit a regulovat piijem potravy a té¢lesnou hmotnost.

Tato prace je zaméfena na peptidy s anorexigennim ucinkem, tedy snizujicim
piijem potravy a t€lesnou hmotnost.

Peptid uvoliiyjici prolaktin (PrRP) je neuropeptid s anorexigennimi u¢inky snizujici
ptijem potravy po podani do mozku, nebot’ jako vétSina peptidii neprochézi
hematoencefalickou bariérou. Pomoci peptidové syntézy byly pfipraveny nové analogy
PrRP s navazanou mastnou kyselinou, diky niz dochézi ke snizeni pfijmu potravy
po perifernim podani lipidovaného peptidu.

V této praci byly nové lipidované analogy PrRP zkoumany in vitro z hlediska
schopnosti vazat se na receptory pro neuropeptid Y (NPY) a peptid YY (PYY)
oznacované jako Y1, Y2, nebo Y5, které vykazuji homologii s receptorem pro PrRP
oznacovanym jako GPR10 a navic maji vzajemnou homologii. Dale mély byt
optimalizovany podminky pro stanoveni disocia¢ni konstanty K4 pro I EYF, analog

neuropeptidu FF, k receptoru NPFF2.

Cile prace:

1. Stanovit disocia¢ni konstantu K4 a po&et vazebnych mist pro '*I-PYY

na bunkach U20S s lidskymi receptory Y1, Y2 nebo YS5.

2. Stanovit vazebné afinity ptirozeného PrRP a jeho dvou lipidovanych
analogli PrRP k bunikdm U20S s lidskymi receptory Y1, Y2 nebo Y5
pomoci K; stanovenych z kompetitivnich vazebnych experimenti
s IPLPYY.

3. Optimalizovat podminky vazebnych experimentl pro analog
neuropeptidu FF 'I-EYF na buiikich CHO-K1 s lidskym NPFF2

receptorem.

11



4. Stanovit disocia¢ni konstantu K4 a podet vazebnych mist pro '>’I-EYF

na bunkach CHO-K1 s lidskym NPFF2 receptorem.

12



2. TEORETICKY UVOD

2.1 Obezita, jako zavazny zdravotni problém

V soucasné dob¢ je obezita jednim z hlavnich zdravotnich problémda lidské
populace. Pocet lidi s obezitou stoupa obrovskou rychlosti. V roce 2014 trp€lo
nadvéhou vice nez 1,9 miliardy jedinct starSich 18 let, obezitou vice nez 600 miliond.
Celosvétovy nartst obezity se vice nez zdvojnasobil mezi roky 1980 a 2014 [1].

Obezita se vyznacuje nadmérnym ukladdnim télesného tuku a dochazi k jejimu
rozvoji, pokud energeticky pfijem prevazuje nad energetickym vydejem. Pro kvalifikaci
obezity a nadvahy muzeme vyuzivat hmotnostni index (BMI). BMI je definovan jako
télesnd hmotnost v kilogramech délend druhou mocninou vysky jedince v metrech.

Kvalifikace obezity podle hodnoty BMI je uvedena v (Tab. 1.) [1]

Tabulka 1: Kvalifikace obezity podle WHO

Podvaha <18,5
normalni vaha 18,5-249
Nadvaha 25-29,9
obezita 1. stupné 30-34,9
obezita 2. stupné 35-39,9
obezita 3. stupné >40

Nadvaha 1 obezita mtze vést k fadé onemocnéni, dochazi ke vzniku
diabetu mellitu 2. typu, hypertenzi, k ischemické chorobé srde¢ni a rozvoji dalSich
zdravotnich problémi. U déti trpicich obezitou se objevuji metabolické poruchy,
psychicka onemocnéni nebo ortopedické problémy [2]. V soucasné dobé se pii [é€be
obezity zavadéji dieteticka opatieni, uprava fyzické aktivity, farmakoterapie a

chirurgicka lécba [3].
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2.2 Regulace prijmu potravy

Regulace pfijmu potravy je komplexni d¢j fizeny centralni nervovou soustavou
(CNS) ve spolupraci s perifernimi signaly [4].

Za hlavni centrum pro regulaci piijmu potravy je povazovan hypotalamus, jenz
piijima signaly z perifernich organti a tidi tak energetickou homeostazu [2].

Hypotalamus je ¢ast mozku nachazejici se na spoding¢ lebecni. Obsahuje nékolik jader,

predevsim nucleus arcuatus (ARC), paraventrikularni jadro (PVN), lateralni
hypotalamus (LHA), dorsomedialni jddro (DMN) a ventromedialni jadro (VMN)
(Obr. 1.) [5].

Obrazek 1. Hypotalamicka jadra zapojujici se do regulace prijmu potravy.

Mezi hypotalamicka jadra, ktera oviliviiuji prijem potravy, patii: nucleus
arcuatus (ARC), nucleus ventromedialis (VMN), lateradlni hypotalamus (LHA), nucleus
paraventricularis (PVN), perifornikalni hypotalamus (PFA) a nucleus dorsomedialis
(DMN). Zkratky dalsich mozkovych casti: amygdala (AM), corpus callosum (CC),
mozkova kiira (CCX), eminentia medialis (ME), hipokampus (HI), optic chiasm (OC),
septum (SE), thalamus (TH), klenba (FX), treti komora (3V). Prevzato z [5].
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Za nejdilezitéjsi oblast hypotalamu z hlediska pfijmu potravy je povazovan
nucleus arcuatus, umistény velmi blizko eminentia medialis. Eminentia medialis je oblast
s deficientni hematoencefalickou bariérou (BBB), diky niZ mohou cirkulujici periferni
latky castecné prostoupit do ARC [5]. V ARC se vyskytuji dvé populace neurontl, z nichz
kazda ma odlisny vliv na pfijem potravy. Prvni populace neuronit NPY/AgRP uvoliuje
neuropeptid Y (NPY) a agouti-related peptid (AgRP), které jsou orexigenni, tedy
zvysujici ptijem potravy. Druhd populace neuronit POMC/CART produkuje melanocyty
stimulujici hormon (MSH), posttranslaéni produkt proopiomelanokortinu (POMC)
a peptid CART (zkratka pro kokainem a amfetaminem regulovany transkript). MSH
a peptid CART jsou anorexigenni, tedy snizujici pfijem potravy [4]. Obé zminéné
populace neuronti obsahuji receptory pro periferni hormony, které fidi pfijem potravy na
dlouhodobé a kratkodobé urovni. Anorexigenni dlouhodobé¢ G¢inné hormony jsou leptin
a insulin, anorexigenni kratkodob¢ ti¢inné jsou peptid YY (PY'Y), cholecystokinin (CCK)
a také peptid podobny glukagonu (GLP-1). Jediny orexigenni periferni hormon ghrelin
pusobi jak v dlouhodobé, tak kratkodobé regulaci pfijmu potravy. Leptin a insulin
stimuluji neurony POMC/CART a inhibuji neurony NPY/AgRP. Ghrelin stimuluje
neurony NPY/AgRP a inhibuje neurony POMC/CART (Obr. 2.) [5] .

Piijem potravy je regulovan také v nucleus tractus solitarii (NTS) v mozkovém
kmeni, ktery pfijima kratkodobé signdly z perifernich organti pomoci bloudivého nervu
(nervus vagus). NTS je propojen s hypotalamickym PVN a skrze toto spojeni dochazi

k regulaci mnozstvi a frekvence piijimané potravy [5, 6].
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Obrazek 2. Schéma regulace pFijmu potravy

Schéma ukazuje na vztah mezi centralni nervovou soustavou (CNS) a perifernimi
signaly, Fidicimi prijem potravy. Prerusovand cara znaci inhibicni drahu, plnad cara
znaci aktivacni drahu. Zkratky: neuropeptid Y (NPY), agouti-related peptid (AgRP),

proopiomelanokortin (POMC), kokainem a amfetaminem regulovany transkript

(CART), paraventrikularni jadro (PVN), tyreoliberin (TRH), kortikoliberin (CRH),
peptid uvolnujici prolaktin (PrRP), noradrenalin (NA), laterdlni hypotalamus (LHA),

hormon koncentrujici melanin (MCH). Prevzato z [7].

2.3 RF-amidové peptidy

Tzv. RF-amidové neuropeptidy byly nazvany podle C-koncového dipeptidu v jejich
struktufe (Arg-Phe-NHz neboli RF-NH3). U obratlovct byly nalezeny RF-amidové
peptidy podobné tetrapeptidu, ktery byl nalezen i u mékkyst. Mezi savéi RF-amidové
peptidy patii ptredevsim neuropeptid FF (NPFF), neuropeptid AF a peptid uvoliujici
prolaktin (PrRP).

RF- amidové peptidy ovliviiuji vnimani bolesti, maji vliv na kardiovaskularni

systém, sekreci hormont a také maji vliv na pfijem potravy a energetickou homeostazu

8].
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2.4 Peptid uvolnujici prolaktin (PrRP)
2.4.1 Objev a struktura

Peptid uvoliyjici prolaktin (PrRP) byl objeven tzv. metodou ,,obracené
farmakologie®, kdy byl hledan endogenni ligand k sirot¢imu receptoru GPR10 (jinak téz
hGR3 ¢i potkani UHR-1) v roce 1998 Hinumou a kolektivem [9].

PrRP se nachazi v n€kolika jadrech hypotalamu, naptiklad ve VMN, DMN nebo
také v zadnim mozku v NTS, tedy v oblastech, které se podileji na regulaci pfijmu
potravy, ale také v dfeni nadledvin nebo slinivce bfisni [10, 11].

Hovézi prepropeptid PrRP se skladéa z 98 aminokyselin, lidsky z 87
aminokyselin, potkani z 83 aminokyselin [9].

V prepropeptidu se nachazi dvé §t€pna mista, ze kterych posttranslaénimi
upravami vznikaji dva biologicky aktivni peptidy o 31 nebo 20 aminokyselinach:
PrRP31 a PrRP20, C-terminalni ¢ast je identicka (Obr. 3.) [9]. Potkani a mysi PrRP je
identicky a vykazuje vysokou podobnost s lidskym a hovézim PrRP.

Obrazek 3. Struktura lidskeho PrRP31

Barevné znacené aminokyseliny jsou N-koncové aminokyseliny peptidit PrRP31
a PrRP20.

2.4.2 Fyziologické funkce PrRP

PrRP byl nazvan podle Gi¢inku na sekreci prolaktinu in vitro v buiikach tumoru

adenohypofyzy [9]. Pozdéji bylo prokazano, ze PrRP nemad vliv na vylucovani
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prolaktinu in vivo, ale nazev peptidu ztstal [12]. Zasadni je vliv PrRP na regulaci
piijmu potravy. U potkant, kterym byl intracerebroventrikularné podavan PrRP, doslo
k poklesu télesné hmotnosti diisledkem snizeni pfijimané potravy, nebo zvySenim

energetického vydeje, télesné teploty a spoteby kysliku [13].

Neurony uvolnujici PrRP se nachazeji ve stejnych oblastech jako leptinové
receptory, coz naznacuje interakci PrRP a leptinu pfi regulaci piijmu potravy [14].
Ke snizeni exprese PrRP dochdzi v dobé hladovéni ¢i laktace, kdy

nastava negativni energetickd rovnovaha a snizeni hladiny leptinu v krevni plasmé [15].

2.4.3 Analogy PrRP alipidované analogy PrRP

PrRP se vyskytuje ve dvou ptirozenych formach PrRP20 a PrRP31. Vznikaji
z prekursorové molekuly se spoleénym C-koncovym dvacetipeptidem [9]. Byla
provedena strukturné aktivitni studie in vitro na C-koncovém 13-peptidu a PrRP31 [16],
kde bylo zjisténo, ze C-konec obsahujici sekvenci Ile**-Arg?®-Pro?’-Val*-Gly*-Arg*’-
Phe®!-NHa je pro biologickou aktivitu nezbytny. Pro biologickou aktivitu je klicovy
Arg*; po jeho modifikaci biologick aktivita PrRP zanika. Pokud se vyméni Phe®!
za podobnou strukturu, biologicka aktivita PrRP20 bude zachovana [16, 17].

PrRP je oznacovan za specifickou aktivni latku, ktera ma predpoklad k 1é¢b¢
obezity, pfekazkou tomuto peptidu je transport pies BBB do mozku po perifernim
podani. Proto je dulezitd modifikace peptidi a zlepSeni stability. Pfipojenim fetézce
mastné kyseliny esterovou ¢i amidovou vazbou dojde k tzv. lipidizovani peptidu, zvysi
se stabilita peptidu. Lipidizaci umoZnime prichod peptidu pies BBB z periferie do
mozku [18]. PrRP je vhodnou latkou pro lipidizaci diky linearni struktuie bez

postranniho fetézce.

2.44 GPR10 receptor

Receptory savéich RF-amidovych peptida se fadi do skupiny receptorii
sptazenych s G-proteinem. GPR10 je vysoce selektivnim receptorem, jeho dosud
znamym vysoce afinitnim ligandem je PrRP. Receptory pro PrRP se vyskytuji v jadrech
hypotalamu PVN, DMN a VMN, a také v NTS. Byly nalezeny i v dfeni nadledvin a
zaludku [11, 19].
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PrRP se ale také vaze na NPFF2 receptor, a to s afinitou jen o fad nizsi nez
piirozeny ligand NPFF. Naopak NPFF ma ke GPR10 receptoru velmi nizkou afinitu
(Ki>30 uM) [20].

GPR10 receptor a receptory pro NPY a PYY, tzv. Y receptory vznikly
pravdépodobné ze spolecného piedchiidce. Homologie mezi lidskym GPR10
receptorem a Y 1 receptorem je 31 %, v transmembranovych doménéch 46 % [21].
NPY, pfirozeny ligand pro Y receptory, mé velmi slabou afinitu k receptoru GPR10
[22].

2.5 Neuropeptid Y a peptid YY
2.5.1 Objev a struktura

Neuropeptid Y (NPY) byl poprvé popsan roku 1980 Kazhiko Tatemotem.
Skladéa z 36 aminokyselin a je produkovan v ARC. NPY ma velice silny orexigenni
ucinek. Pankreaticky peptid PP a peptid YY (PYY) patii rovnéz do rodiny
pankreatickych polypeptidi a maji anorexigenni ti¢inek [23]. Orexigenni NPY vykazuje
vysokou strukturni homologii s anorexigennim PYY (ze 70 %) a PP (z 50 %). Struktury
NPY a PYY jsou uvedeny na (Obr. 4.)

Peptid YY (PYY) se sklada z 36 aminokyselin a je produkovan stfevnimi
bunikami. PY'Y ma anorexigenni U€¢inek, sniZuje piijem potravy. Po pfijmu potravy
dojde k uvolnéni PYY do krevniho ob&hu, koncentrace uvolnéného PYY je timérna
energetickému mnoZstvi pfijimané potravy. Perifernim podanim PYY dojde

k inhibovani piijmu potravy, u hlodavct i ¢lovéka na nekolik hodin [24].

Struktura PYY
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Struktura NPY

Obrazek 4. Struktury neuropeptidit NPY a PYY

Struktury neuropeptidit PYY (praseci) a NPY (praseci) jsou si podobné.
Lisici se aminokyseliny jsou oznaceny barevné.

2.5.2 Fyziologicka funkce NPY a PYY

NPY po podani do PVN siln¢ zvysi ptijem potravy a snizi energeticky vydej. Po
dlouhodobém podéavani neuropeptidu Y dochazi k ristu télesné hmotnosti a vzniku
obezity. DalSimi funkcemi NPY je sniZeni odpovédi na stres a také vnimani bolesti,
dochazi i k ovlivnéni cirkadidnniho rytmu [25].

PYY je uvoliiovan z intestinalnich L-bunék a je signadlem sytosti. Pokud dojde ke
sniZeni pfijmu potravy, sniZuje se 1 jeho vylu¢ovani. Po uvolnéni se PYY zacne ¢astecné
Stépit na PY'Y3.36, a plsobit pfes Y2 receptor, jehoz aktivovanim dojde ke sniZeni pfijmu

potravy.

2.5.3 Vyskyt receptori pro NPY

Receptory pro NPY se nachazeji jak v CNS, tak i v perifernich organech. Pro
NPY, PYY, PP byly charakterizovany Y receptory, Y1, Y2, Y5 a Y6. Tyto receptory se
fadi do skupiny GPCR receptorti a maji vysokou homologickou podobnost. NPY, PYY
a peptid Y vykazuji vysokou afinitu ke vSem Y receptorim, Ucinek jednotlivych
neuropeptidll, zalezi na pozici Y receptorti. PY'Y plisobi ptes Y2 receptor a aktivovanim
dochézi k navozeni pocitu sytosti a dochdzi ke snizeni piijmu potravy. PP plsobi ptes

Y4 receptor, po perifernim podani snizuje ptijem potravy [26].
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2.6 Neuropeptid FF (NPFF)

2.6.1 Objev a struktura

Poprvé byl neuropeptid FF (NPFF) izolovan v roce 1985 z hovéziho mozku,
Tento peptid se nachédzi v organismu ve form¢ oktapeptidu (Obr. 5.) a oktadekapeptidu
[27]. Z fyziologického hlediska ucinnéjsi oktapeptid NPFF patii do rodiny RF-
amidovych peptidii, nazvanych podle C-koncového dipeptidu (Arg-Phe-NH> neboli
RF- NH>») [28].

®@®@®@®®

Obrazek 5. Sekvence oktapeptidu NPFF

2.6.2 Analogy NPFF

Pro studium biologické funkce NPFF je dulezité vyuzit agonistu odolného vici
proteazam. EYF je analog, které tuto funkci spliiuje. Jeho struktura je uvedena v
(Tab. 2., str. 24.) Afinita EYF k receptoriim pro NPFF je velice podobna afinit¢ NPFF
[28, 29].

2.6.3 Receptory pro NPFF

Neuropeptid FF mé dva receptory, NPFF1 receptor a NPFF2 receptor, sptazené
s G-proteinem. Struktura obou receptori je velice podobna. Receptory pro NPFF jsou
také podobné receptorim pro NPY a orexin. Receptory NPFF1 se nachéazeji
v hypotalamu a oblasti talamu, nikoli v prodlouzené miSe. Receptory NPFF2 se

nachdzeji hlavné v hipokampu, oblasti talamu a prodlouzené mise [28].

2.6.4 Fyziologické funkce NPFF

Receptory pro NPFF se nachazeji v oblastech hypotalamu, talamu a prodlouzené
miSe, to poukazuje na to, ze NPFF ma vliv na regulaci odpovédi na bolestivé podnéty.

NPFF1 a NPFF2 receptory jsou z 50 % identické a jsou nejvice podobné receptoriim
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neuropeptidu Y a orexinu, jejich homologie je (3% a 35%) [30]. Podobnost receptorti

NPFF s receptory pro NPY ukazuji na mozny vliv na pfijem potravy [31].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Materiil a metody

3.1.1 Bunécéné linie

U20S s transfekovanym lidskym Y1 Thermo Fisher Scientific Inc. Brand,
Waltham, MA, USA

U20S s transfekovanym lidskym Y2 Thermo Fisher Scientific Inc. Brand,
Waltham, MA, USA

U20S s transfekovanym lidskym Y5 Thermo Fisher Scientific Inc. Brand,
Waltham, MA, USA

Bun&énd linie CHO-K 1 Dar od dr. Catherine Mollereau, French
s transfekovanym lidskym NPFF2 National Centre for Scientific Research

Paris, France

3.1.2 Chemikalie
Iris Biotech, Marktredwitz,

Aminokyseliny Némecko

CaCl,. 2H,0 (99%) LACHEMA, Brno, CR

Complete inhibitory Roche Diagnostic, Nonnenwald,
Némecko

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle PAA LaboratoriesGmbH, Pasching,
Medium) — high glucose (4,5 g/l) Rakousko

EDTA (ethylendiamintetraoctova LACHEMA, Brno, CR

kyselina) (99%)

Epidermalni rastovy faktor (EGF) Sigma, St. Louis, MO, USA

Fetalni hovézi sérum (FBS- Standard PAA LaboratoriesGmbH, Pasching,
quality) Rakousko

D-glukosa bezvoda PENTA, Chrudim, CR



L-glutamin 200mM

Geneticin (G418)

HAM'S F-10 médium

HEPES (99,5%)

Hovézi sérovy albumin (BSA)

Hovézi pankreaticky inhibitor

proteas (BPTI)
Hygromycin B

IODO-GEN™

KCl
McCoy’s 5SA medium

NaCl

Na (125 1)

NaOH (98%)
MgCl2.6H20 (99-102%)
Polyethylenimin (PEI)

Penicilin/streptomycin

Zeocin

PAA LaboratoriesGmbH, Pasching,
Rakousko

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Rakousko

PAA LaboratoriesGmbH, Pasching,
Rakousko

Sigma, St. Louis, MO, USA
ServaGmbH, Helidelberg, Némecko
dar od doc. Véry Jonakové z UMG
AV CR

Thermo Fisher Scientific Inc. Brand,
Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientific Inc. Brand,
Waltham, MA, USA

Sigma, St. Louis, MO, USA
Thermo Fisher Scientific Inc. Brand,
Waltham, MA, USA

LACHEMA, Brno, CR

Izotop, Budapest’, Mad’arsko
PENTA, Chrudim, CR

LACHEMA, Brno, CR

Sigma, St. Louis, MO, USA

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Rakousko

Thermo Fisher Scientific Inc. Brand,

Waltham, MA, USA

3.1.3 Material

24 jamkové desticky Nunc, Roskilde, Dansko



3.1.4 Pristroje a programy

Biohazardni box EuroFlow EF/S4
CO3 inkubator MCO 18AIC
Centrifuga HETTICH Univerzal 320

Gama ¢ita¢ Wizard 1470
Mikroskop StandAxiovert 40 CFL

Software GraphPad Prism 5

Ultra centrifuga Beckmann Optima
L-00XP-Ultracentrifuga

Clean Air, Woerden, Nizozemi

Sanyo, Osaka, Japonsko

Tuttlingen, Némecko

Thermo Fisher Scientific Inc. Brand,
Waltham, MA, USA

Zeiss, Oberkochen, Némecko

GraphPad Software, Inc., San Diego, CA,
USA

Beckmann, Palo Alto, USA
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3.1.5 Peptidy a jodace peptidi

Prase¢i NPY a lidsky PYY byly syntetizovany firmou PolyPeptide Group
(Strassbourg, Francie). Daldi pouZivané peptidy byly syntetizovany na UOCHB
v laboratofi peptidové syntézy Ing. Miroslavou Blechovou. Syntéza stabilniho analogu
NPFF EYF, lidského a potkaniho PrRP31 a analogi PrRP probihala dle [32, 33].
Sekvence jednotlivych peptidii jsou uvedeny v tabulce (Tab. 2.). Jako posledni krok byla
provadéna lipidizace vybranych analogii PrRP [32]. Peptidy byly pfecistény pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) a identifikovany hmotnostni
spektrometrii Q-TOF micro dle [32].

Peptidy byly radioaktivné oznadeny Na-'?°I a jodace byla provadéna pomoci

¢inidla IODO-GEN™ dle pokynii vyrobce [32].

Tabulka 2: Sekvence jednotlivych peptidii, pouzité pri pokusech in vitro

praseci NPY YPSKPDNPGEDAPAEDLARYYSALRHYINLITRQRY-NH,
lidsky PYY YPIKPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRQRY-NH,
lidsky hPrRP31 SRTHRHS M EIRTPDINPAWY ASRGIRPVGRF-NH,

potkani rPrRP31 SRAHQHS M ETRTPDINPAWY TGRGIRPVGRF-NH,
palm-hPrRP31 (N-palm)SRAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH,

SRTHRHSMEIK (N-y-E (N-palm))TPDINPAWY ASRGIRPVGREF-

palm!'-hPrRP31
NH,

EYF EYFWSLAAPQRF-NH,
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3.2 Pokusy in vitro

3.2.1 Kultivovani bunéénych linii

Bunécéné linie byly péstovany v CO» inkubatoru pfti teploté 37°Cv atmosféie, ktera
byla obohacena o 5 % oxidu uhli¢itého. Bunééna linie U20S s transfekovanym lidskym
Y1, Y2 nebo Y5 receptorem byla péstovana dle doporuceni vyrobce v McCoy’s médiu
s10 % tepelné¢ inaktivovanym fetdlnim hovézim sérem (FBS), 2 mmol/l
L-glutaminem, 1 % penicilinem/steptomycinem, 25 mmol/l HEPES (pH 7,5), 0,1 mmol/l
neesencialnimi aminokyselinami (NEAA), 1 mmol/l pyruviatem sodnym, 100 pg/ml

geneticinem (G418), 200 pg/ml Zeocinem, 50 pg/ml hygromycinem B.

Bunééna linie CHO-K1 s trasfekovanym NPFF2 receptorem byla péstovana v DMEM
médiu s 10 % tepelné inaktivovanym FBS, 2 mmol/l L-glutaminem, 1 %
penicilinem/steptomycinem, 25 mmol/l HEPES (pH 7,5), 0,Immol/l NEAA, 100 pg/ml
geneticinem (G418), 200 pg/ml Zeocinem. Podle poctu bunék bylo provadéno

paséazovani, cca po 3-4 dnech u vSech bunécnych liniich.

3.2.2 Saturaéni vazebné experimenty !>’I-PYY na bunééné linii U20S

s transfekovanym lidskym Y1, Y2 nebo Y5 receptorem

Bunky U20S s transfekovanym lidskym Y1, Y2 nebo Y5 receptorem, které byly
vyuzity pro saturacni vazebné experimenty byly péstovany na 24 - jamkovych destickach
potazenych polyethyleniminem (PEI), pro lepsi pfilnavost bun€k ke dnu desticky a pro
lepsi odolnost pfi pokusu. Buiiky byly nality v poctu 40000 bun¢k/jamku. Déle byly
ponechany rtstu po dobu tfi dnti do poctu asi 120000 bunék/jamku.

Jednotlivé jamky na desti¢ce byly promyty 1 ml promyvaciho pufru (Tab 3.), ktery
byl vytemperovan na laboratorni teplotu. Poté byly bunky inkubovany v 250 pl
vazebného pufru (Tab. 4.) s ptidavkem 0,05 — 2 nmol/l '*’I-PYY po dobu 2 hodin
pii 25 °C. Pomoci 10 mol/l PYY byla stanovena nespecificka vazba. Po inkubaci byly
jamky opét promyty promyvacim pufrem a nasledné doslo k solubilizaci bunék pomoci
0,1 mol/l roztoku NaOH. Lyzaty bunék byly odebrany do pfedem pftipravenych
zkumavek. Radioaktivita navazdna na bunikach byla proméfena gama-citacem. Saturacni

vazebné experimenty byly provadény v duplikatech a ve tfech nezavislych méteni.
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Tabulka 3: Slozeni promyvaciho pufru pro bunecnou linii U20S a CHO-K1

LEEE SO 10 mmol/l
7,4
NaCl 120 mmol/l
KCI 4,7 mmol/l
MgCl 5 mmol/l

Tabulka 4: Slozeni vazebného pufiru pro bunécnou linii U20S a CHO-K

slozky U20S; CHO-K1

HEPES pH 7,4 25 mmol/l
NaCl 120 mmol/l
MgCl, 5 mmol/l
KCl 4,7 mmol/l
CaCly - 2H,O 1 mmol/l
BSA 0,5 %
glukosa 2 g/l
BPTI (jen pro CHO-K1) 0,1 mg/l




3.2.3 Kompetitivni vazebné experimenty >’ I-PYY na bunééné linii U20S

s transfekovanym lidskym Y1, Y2 nebo Y5 receptorem

Buiiky U20S s transfekovanym lidskym Y1, Y2 nebo Y5 receptorem, které byly
vyuzity pro kompetitivni vazebné experimenty, byly péstovany, jako je uvedené
v kapitole 3.2.2.

Jednotlivé jamky na desticce byly promyty 1ml promyvaciho pufru (Tab. 3.),
ktery byl vytemperovan na laboratorni teplotu. Poté byly buiiky inkubovany ve vazebném
pufru (Tab. 4.), bez nebo s pfidavkem neznacenych peptidi v koncentracich

10"1'-10"° mol/1a 0,1 nmol/l '*I-PYY po dobu 2 hodin pii 25 °C. Pomoci 10° mol/l PYY
byla stanovena nespecifickd vazba. Pro stanoveni celkové vazby, byl do jamky ptidan
vazebny pufr misto neznacené¢ho peptidu. Po inkubaci byly jamky opét promyty
promyvacim pufrem a nasledné doslo k solubilizaci bun¢k pomoci 0,1 mol/l roztoku
NaOH. Radioaktivita navazana na buiikach byla prométena gama-¢itaem Wizard 1470.

Vazebné experimenty byly provadény v duplikatech a ve tfech nezavislych méfenich.

3.2.4 Optimalizace podminek vazebnych experimentid '’ I-EYF na bunééné linii

CHO-K1 s transfekovanym lidskym NPFF2 receptorem.

Pro stanoveni optimalnich vazebnych podminek analogii na receptor NPFF2,
byla zkouméana inkubac¢ni doba, slozeni vazebného pufru, pouziti inhibitort
proteolytickych enzymil.

Pti zjisténi optimalnich podminek pro vazbu EYF na buné¢nou linit CHO-K1
s transfekovanym NPFF2 receptorem byla provadéna inkubace pfi teploté 25°C po dobu
10, 20, 30, 60, 120 minut, dale byl zjistovan vliv inhibitorl proteaz ve vazebného pufru,
a to vliv inhibitor Complete — smés inhibitord, inhibujicich pronasu, chymotrypsin,
thermolysin, trypsin, papain a také vliv hovéziho pankreatického inhibitoru trypsinu
(BPTI) v koncentracich 0,1mg/ml a 1 mg/ml. VSechny vazebné experimenty byly

provadény v duplikatech a ve tfech nezavislych méteni.
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3.2.5 Saturaéni vazebné experimenty '>’I-EYF na bunééné linii CHO-K1

s transfekovanym lidskym NPFF2 receptorem

Buiikky CHO-K1 s transfekovanym lidskym NPFF2 receptorem byly péstovany
na 24 - jamkovych destickach potazenych PEI, pro lepsi piilnavost bun¢k ke dnu
desticky a pro lepsi odolnost pfi pokusu. Buiiky byly nality v po¢tu 170000
bun¢k/jamku. Dale byly ponechany rastu po dobu tii dnti do poctu

asi 500000 bunék/jamku.

Jednotlivé jamky na desticce byly promyty 1ml promyvaciho pufru (Tab. 3.),
ktery byl vytemperovan na laboratorni teplotu. Poté byly buiiky inkubovany v 250 pl
vazebného pufru (Tab. 4.) s pfidavkem 0,5 — 5 nmol/l '®I-EYF po dobu 20 minut
pii 25°C. Pomoci 10° mol/l EYF byla stanovena nespecifickd vazba. Po inkubaci byly
jamky opét promyty promyvacim pufrem a nasledné doslo k solubilizaci bun¢k pomoci
0,1 mol/l roztoku NaOH. Lyzaty bunc¢k byly odebrany do pfedem pftipravenych
zkumavek a nasledné byla prométena radioaktivita. Saturani vazebné experimenty byly

provadény v duplikatech a ve tfech nezévislych méteni.

3.2.6 Vyhodnoceni in vitro experimentii

Vazebné experimenty s ptirozenym PrRP a jeho lipidovanymi analogy, NPY,
PYY, a EYF byly vyhodnoceny pomoci programu Grapf Pad Prism Software
(San Diego, CA, USA). Metodou nelinedrni regrese za predpokladu jednoho vazebného
mista byly vyhodnoceny vSechny vazebné kiivky.

V rovnovazném stavu dochazi k rovnovaze mezi vznikem a zanikem komplexu
ligand-receptor. Rovnovazna disociacni konstanta (Kq4) vyjadiuje molarni koncentraci
ligandu, pfi které je ligand navazan na polovinu viech receptorti [mol/l]. Cim niZsi je
hodnota Kg, tim vyssi je afinita ligandu k receptoru [34].

[ligand] - [receptor]

[ligand — receptor]

Navaze-li se radioligand na receptor, jedna se o specifickou vazbu, Bsp. Pokud dojde
k navazani radioligandu mimo receptor, jde o nespecifickou vazbu, Bns,. Celkova vazba
predstavuje celkové mnozstvi navdzaného radioligandu a je ddna souctem specifické

vazby a nespecifické vazby [34].
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Pomoci saturacnich vazebnych experimenti je zjisténa hodnota Kq, kterd udava
afinitu ligandu k receptoru a Bmax, kterd udava celkovy pocet receptord.

Pomoci kompetitivnich vazebnych experimentd je stanovena hodnota ICso, pfi
které je ligand navazéan na 50 % vsech receptori. Po dosazeni této hodnoty do rovnice

Chenga a Prussofa je vypoctena hodnota disociacni konstanty neznacené latky K; [34].

ICsg

radioligand]
Ka

Ki: [
1+

K predstavuje koncentraci nezna¢eného ligandu, ktery je navazan na polovinu receptort
bez pfitomnosti radioligandu nebo jin¢ho kompetitoru.

Hodnoty vazebnych experimenti byly ziskany ztfech nezéavislych méfeni,
provadény v duplikatu a jsou uvedeny, jako primérnd hodnota =+ stfedni chyba praméru

(SEM).
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Pokusy in vitro

4.1.1 Peptidy a jodace peptidi

Molekulova hmotnost syntetizovanych peptidil byla ovéfena pomoci hmotnostni
spektrometrie (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA) na odd¢€leni syntézy peptida,
UOCHB, AV CR. Molarni hmotnost syntetizovanych peptidi byla shodna s teoretickou
molarni hmotnosti.

Pouzivané peptidy byly znageny radioaktivnim izotopem jodu 2°1.
Lidsky a potkani PrRP31 byl znacen na Tyr?°, EYF na Tyr? a lidsky PYY na Tyr!
pomoci ¢inidla IODO-GEN™ dle pokynii vyrobce.

4.1.2 Kultivovani bunééné linie U20S a buné¢né linie CHO-K1

Bunééné linie byly péstovany za podminek popsanych v kapitole 3.2.1.

Na obrazku (Obr. 6.), jsou zobrazeny typické tvary pro bunécnou linii U20S a CHO-K1

Obrazek 6. Tvary bunék U20S a CHO-K1

Fotografie bunécné linie U20S je porizena po 48 hodinach rustu v kultivacni
lahvi se zvetsenim 40x. Fotografie bunécné linie CHO-K1 je porizena po 48 hodinach

rustu v kultivacni lahvi se zvetsenim 10x.
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4.2 Vazebné experimenty
4.2.1 Saturaéni vazebné experimenty '>’I-PYY na buiikach U20S

s transfekovanym lidskym Y1, Y2 nebo Y5 receptorem

Saturacni vazebné experimenty byly provadény dle uvedenych podminek
v kapitole 3.2.2. Pomoci saturacnich vazebnych experimentii na bunééné linii U20S
s transfekovanym Y1, Y2 nebo Y5 receptorem byla uréena hodnota K4 pro kazdy
receptor a také pocet vazebnych mist Bmax vazebnych mist/bunku pro kazdy receptor,
hodnoty jsou uvedené v (Tab. 5.). Byla pfidavana zvySujici se koncentrace radioligandu
I25.PYY ve finalnich koncentracich 0,05 — 2 nmol/l a pro zji$téni nespecifické vazby
byl ptidavan neradioaktivni PYY ve finalni koncentraci 10"® mol/l. Saturaéni vazebné

ktivky jsou uvedeny na (Obr. 7.).

Tabulka 5: Hodnoty disociacni konstanty a pocet vazebnych mist na buniku pro

IBLPYY v bunécnych liniich s Y1, Y2 nebo Y5 receptorem

Bunécéna linie Bunééna linie Bunécéna linie
U20S s Y1 U20S s Y2 U20Ss Y5
receptorem receptorem receptorem
K4 [nmol/1] 1,53 +£0,08 2,18+ 0,85 1,01 £0,27
Bmax [Vazebnych
145000 + 61000 333000 + 68000 37000 + 2600
mist/bunku]

Zjisténa hodnota Ky disociacni konstanty a Bmax vazebnych mist na buriku.
Ziskand data byla merena v duplikatech v trech nezavislych experimentech a jsou

uvedena jako primer * stredni chyba prumeéru (SEM).
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Obrazek 7: Saturacéni vazebné experimenty '>’I-PYY na bunécné linii U20S
s transfekovanym lidskym Y1, Y2 nebo Y5 receptorem
Saturacni vazebné experimenty na U20S burikdch, které byly inkubovany 120

min pii 25 °C se zvysujici se koncentraci '’ I-PYY. Nespecifickd vazba byla urcena
v pritomnosti PYY 10°° mol/l. Hodnota Kq pro Y1 receptor (a) byla (1,53 + 0,08) nmol/I
a Bimax (145000 £+ 61000) vazebnych mist/buniku. Hodnota Kq pro Y2 receptor (b) byla
(2,18 £ 0,85) nmol/l a Bmax (333000 £ 68000) vazebnych mist/buiiku. Hodnota Ka pro Y5
receptor (c) byla 1,01 £ 0,27 nmol/l a Bmax (37000 £ 2600) vazebnych mist/buiiku.
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4.2.2 Stanovené Ka pro '’I-PYY a receptory Y1, Y2 a Y5

Saturaéni vazebnymi experimenty bylo dokazano, Ze analog '*I-PYY se
k receptorim Y1, Y2 vaze s nizkou nespecifickou vazbou. Na receptor Y5 se
I2[-PYY véazal s vys§i afinitou ale s vy$§i nespecifickou vazbou oproti receptorim Y1
a Y2, vSechny vySe uvedené parametry byly v souladu s literaturou [35, 36]. Afinita
125I.PYY k zminénym tiem receptorim Y je podobna. Hodnoty Kq se nachazely

v nanomolarni oblasti.

4.2.3 Kompetitivni vazebné experimenty '>’I-PYY na buiikiach U20S
s transfekovanym Y1 receptorem
Kompetitivni vazebné experimenty byly provadény dle podminek uvedenych

v kapitole 3.2.3. Buiiky byly inkubovany s peptidy o koncentraci v rozmezi

101-10*mol/l a s 0,1 nmol/l '*I-PYY. NPY a PYY, tedy ptirozené ligandy se vazaly
na receptor Y1 s vysokou afinitou, kdy se hodnota K; pohybovala v nanomolarni oblasti
(Tab. 6., Obr. 8a.). Analogy PrRP31 m¢ély velice nizkou afinitu k receptoru a hodnota K;
byla v mikromoldrni oblasti, nékteré analogy se na dany receptor nevazaly az do

koncentrace 10~ mol/l (Tab. 6., Obr. 8a.).

4.2.4 Kompetitivni vazebné experimenty '>>I-PYY na buiikach U20S
s transfekovanym Y2 receptorem
Kompetitivni vazebné experimenty byly provadény dle podminek uvedenych
v kapitole 3.2.3. Buniky byly inkubovany s peptidy o koncentraci v rozmezi
1011-10*mol/l a s 0,1 nmol/l '*I-PYY. NPY a PYY, tedy pfirozené ligandy se vazaly
na receptor Y2 s vysokou afinitou, kdy se hodnota K; pohybovala v nanomolarni oblasti
(Tab. 6., Obr. 8b.). Analogy PrRP31 mély velice nizkou afinitu k receptoru, nékteré

analogy se k receptoru nevazaly az do koncentrace 10> mol/l (Tab. 6., Obr. 8b.).

4.2.5 Kompetitivni vazebné experimenty '>’I-PYY na buiikiach U20S
s transfekovanym Y5 receptorem

Kompetitivni vazebné experimenty byly provadény dle podminek uvedenych
v kapitole 3.2.3. Buniky byly inkubovany s peptidy o koncentraci v rozmezi
1011-10*mol/l a s 0,1 nmol/l '*I-PYY. NPY a PYY, tedy ptirozené ligandy se vazaly
na receptor Y5 s vysokou afinitou, kdy se hodnota K; pohybovala v nanomolarni oblasti

(Tab. 6., Obr. 8c). Hodnota K; pfirozeného PrRP31 se nachazela v ¥adu 10 mol/l
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(Tab. 5., Obr. 8b). U vybranych lipidovanych analogi palm'!-hPrRP31 a palm-PrRP31

byla afinita k Y5 receptoru vyssi nez piirozeného PrRP a hodnoty K; se nachazely

v fadu 107-10"* mol/1 (Tab. 6., Obr. 8¢).
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Obrazek 8: Reprezentativni kompetitivni vazebné kiivky 1>’ I-PYY na buiikdach U20S

s transfekovanym Y1, Y2 nebo Y5 receptorem

Kompetitivni vazebné experimenty byly provadeny na bunkdch s transfekovanym

YI (a), Y2 (b) nebo Y5 (c) receptorem. Bunky byly inkubovany 120 min pri 25°C.

Koncentrace radioligandu '’I-PYY byla 0,1 nmol/l a nespecifickd vazba byla urcena

pomoci neznaceného PYY 107 mol/l. Experimenty byly provadény v duplikdtech

a trikrat opakovany. V grafu jsou zndzornény reprezentativni vazebné kiivky.
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Tabulka 6: Afinita pouzivanych analogii k Y1, Y2 a Y5 receptoriim

lidsky Y1 lidsky Y2 lidsky Y5

BLPYY IBLPYY IBLPYY
K [nmol/1] K [nmol/1] K [nmol/1]
PYY 2,92 + 0,28 5,79+ 0,73 3,79 £ 0,66

NPY 3,44 +0,36 3,74+ 0,18 3,1+0,1
hPrRP31 >10* >104 2863 £42,6
rPrRP31 >10* >10* 5910 + 624
palm-PrRP31 >10* >10* 38,2+6,16
K''palm-hPrRP31 >104 >104 272 + 86,7

Hodnota K; byla vyhodnocena z namérenych hodnot ICsg z Cheng-Prusoffovy
rovnice. Ziskana data byla mérena v duplikatech v trech nezavislych experimentech a

Jjsou uvedena jako priimer * stredni chyba pruméru (SEM).

4.2.6 Afinita prirozeného PrRP a jeho palmitoylovanych analogi k receptorim
Y1,Y2aY5

Ptirozeny lidsky i potkani PrRP a jeho dva palmitované analogy vykazovaly
velmi nizkou afinitu k lidskym receptorim Y1 a Y2. K lidskému receptoru Y5 se vazal
prirozeny lidsky i potkani PrRP s Ki v fadu 10" mol/l, palm-PrRP31 s Ki v fadu 1077
mol/l a palm!'-PrRP31 s Ki v fadu 10® mol/l. Znamena to, Ze palmitoylaci se zvysila
afinita PrRP k receptoru Y5. Lipidované analogy PrRP maji vyznamnou afinitu k Y5

receptoru, ktera mize prispivat k jejich anorexigennimu ucinku in vivo.

37



4.3 Optimalizace podminek vazebnych experimentii '>I-EYF na buiikach CHO-
K1 s transfekovanym NPFF2 receptorem

4.3.1 Vliv doby inkubace na vazbu '**)I-EYF Kk buiikim CHO-K1 s NPFF2

receptorem

Pti rizné dobé inkubace (10, 20, 30, 60 a 120 minut) pfi teploté 25 °Cve
vazebném pufru o slozeni (25mmol/l HEPES pH 7,4, 120 mmol/l NaCl, 5 mmol/I
MgCl,, 4,7 mmol/l KCI, 1 mmol/l CaCl,-2H>0, 0,5 % BSA, 2 g/l glukosy), bylo
zjisténo, ze optimalni doba inkubace je 20 minut (Obr. 9.). Hodnota ICso pohybovala
v fadech 104-10 mol/I.
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Obrdazek 9: Viiv inkubaéni doby na vazbu '>I-EYF na receptor NPFF2

Vazebny pokus probihal ve vazebném pufru o slozeni (25mmol/l HEPES pH 7,4,
120 mmol/l NaCl, 5 mmol/l MgCla, 4,7 mmol/l KCI, 1 mmol/l CaCl>2H>0, 0,5 % BSA,
2 g/l glukosy). Hodnota ICso pohybovala v iadech 107°-10"° mol/l.
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4.3.2 Vliv pFitomnosti inhibitord proteiz ve vazebném pufru na vazbu 'I-EYF

k buiikkam CHO-K1 s transfekovanym NPFF2 receptorem

Pomoci in vitro byl zkoumén vliv inhibitort protedz obsazenych ve vazebném
pufru na vazbu EYF na receptor. Inhibitor protedz zabranuje St€peni peptidu na kratsi
fragmenty. Byl zkouman vliv smési inhibitort proteaz Complete (v koncentraci 1mg/1)
a inhibitoru trypsinu BPTI (v koncentracich 0,1 a 1 mg/1). Bylo zjisténo, Ze inhibitor
Complete zhorsuje specifickou vazbu EYF k receptoru, u BPTI bylo zji$téno, Ze
v koncentraci 0,1 mg/l, se specifickd vazba EYF k receptoru zlepsila (Obr. 10.).
Hodnota ICso pro analog, ktery byl ve vazebném pufru s BPTI o koncentraci 0,1 mg/1,

se pohybovala v fadu 10™° mol/l.
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Obrazek 10: Vliv inhibitori protedz na vazbu '’I-EYF na NPFF?2 receptor
Vazebny pokus probihal ve vazebném pufiru o sloZzeni (25mmol/l HEPES pH 7,4,
120 mmol/l NaCl, 5 mmol/l MgCly, 4,7 mmol/l KCI, 1 mmol/l CaCl>2H>0, 0,5 % BSA,
2 g/l glukosy)+ pridany inhibitor.

Nalezené optimalni podminky pro vazbu '>’I-EYF na NPFF2 receptor jsou
20 minutova inkubace a vazebny pufr o slozeni 25 mmol/l HEPES pH 7,4, 120 mmol/I
NaCl, 5 mmol/l MgCla, 4,7 mmol/l KCI, 1 mmol/l CaCl,-2H0, 0,5 % BSA, 2 g/l
glukosy, 0,1 mg/l BPTI. Tyto podminky byly pouZity pro satura¢ni vazebné

experimenty, ke stanoveni disociacni konstanty a poctu vazebnych mist.
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4.4 Saturaéni vazebné experimenty >’ I-EYF na buné&éné linii CHO-K1

s transfekovanym NPFF2 receptorem

Satura¢ni vazebné experimenty byly provadény dle podminek uvedenych
v kapitole 3.2.5. Pomoci satura¢nich vazebnych experimentti na bunééné linii
CHO-K1 s transfekovanym NPFF2 receptorem byla pro '*I-EYF uréena hodnota
K4 (4,71 £ 0,96) nmol/l a pocet vazebnych mist Bmax (22000 & 4000) vazebnych
mist/butiku. Byla pfidavana zvysujici se koncentrace radioligandu '*I-EYF ve finalnich
koncentracich 0,05 — 2 nmol/l a pro zjisténi nespecifické vazby byl pridavan
neradioaktivni EYF ve finalni koncentraci 10 mol/l. Satura¢ni vazebna kiivka je

uvedena na (Obr. 11.).
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Obrazek 11: Saturacni vazebny experiment '>I-EYF na bunécné linii CHO-K1
s transfekovanym NPFF2 receptorem
Saturacni vazebny experiment na buitkach CHO-K1, které byly inkubovany
20 min pri 25 °C se zvysujici se koncentraci ¥ I-EYF. Nespecificka vazba byla urcena
v pritomnosti EYF 10°° mol/l. Hodnota Ky byla (4,713 £ 0,956) nmol/I
a Buax (22000 £ 4000) vazebnych mist/bunku.

40



4.4.1 Optimalizace podminek pro vazbu '>>'-EYF na NPFF2 receptor a

stanovena Ka.

Za optimalni podminky pro nejvyssi specifickou vazbu > -EYF na NPFF2
receptor pii 25 °Cbyla nalezena doba inkubace 20 minut a vazebny pufr obohaceny
0 0,1 mg/ml BPTI. Ve vazebném pufru bez ptidaného inhibitoru zfejmé dochdzelo ke
Stépeni analogu EYF.

Saturaéni vazebné experimenty ukazaly, Ze se '*I-EYF véaze na receptor NPFF2
s nizkou nespecifickou vazbou a stanovena Kq je fadu nmol/l podobné¢ jako ptirozené¢ho
ligandu NPFF, ziskané hodnoty byly v souladu s literaturou [37]. Stanovena Kg
poslouzi k vyhodnoceni kompetitivnich vazebnych experimentti novych analogti PrRP

na NPFF2 receptor.
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5. ZAVER

Pomoci saturacnich vazebnych experimentl byly stanoveny hodnoty Kg
pro '»I-PYY na burikich transfekovanych receptorem Y1, Y2 nebo Y5. S pouzitim
téchto K4 pak byly stanoveny Kipro '®I-PYY a pfirozeny PrRP a jeho dva lipidované
analogy, jeden palmitovany na N-konci a druhy uprostied peptidového fetézce.

Bylo zjisténo, Ze pfirozeny PrRP i oba palmitoylované analogy PrRP se k bunikdm
s transfekovanym Y1 a Y2 receptorem vézaly s velmi nizkou afinitou. K receptoru Y5
se vazal ptirozeny PrRP s K; v fadu 10 mol/l, palm-PrRP31 v ¥adu 10”7 mol/Il
a palm!!-PrRP31 dokonce v fadu 10® mol/l. Znamena to, Ze palmitoylaci se zvysila
afinita PrRP k receptoru Y5. Krom¢ GPR10 a NPFF2 ma tedy lipidovany PrRP
vyznamnou afinitu i k receptoru YS5.

Pro '’I-EYF, stabilni analog NPFF a buné&nou linii CHO-K1 s transfekovanym
NPFF2 receptorem byly optimalizovany podminky vazby — ¢as a pfitomnost ¢i
nepfitomnost inhibitort protedz. Podminky vazby byly optimalizovany na dobu
inkubace 20 minut pii 25 °Ca pfitomnost 0,1 mg/l inhibitoru trypsinu BPTI ve
vazebném pufru

Pomoci saturacnich vazebnych experimentii byla stanovena hodnota disociacni
konstanty Kq (4,713 = 0,956) nmol/l a Bnax (22014 + 4044) vazebnych mist/buiiku pro
I25I_EYF na bunééné linii CHO-K 1 s NPFF2 receptorem. Tento udaj bude zakladem pro
stanoveni afinity novych analogii PrRP k receptoru NPFF2.

Cile, které byly uvedeny v tivodu, byly splnény a informace vyplyvajici z této
prace bude mozno vyuzivat pro dalsi studium lipidovanych analogti PrRP, kter¢ jsou

potencidlnimi antiobezitiky.

42



SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1] WHO. (2000, i-xii, 1-253). Obesity: preventing and managing the global
epidemic.

[2] K. Suzuki, C. N. Jayasena, and S. R. Bloom, "Obesity and appetite control," Exp
Diabetes Res, vol. 2012, p. 824305, 2012.

[3] D. J. Heal, J. Gosden, and S. L. Smith, "What is the prognosis for new centrally-
acting anti-obesity drugs?," Neuropharmacology, vol. 63, pp. 132-46, Jul 2012.

[4] J. A. Harrold, T. M. Dovey, J. E. Blundell, and J. C. Halford, "CNS regulation of
appetite," Neuropharmacology, vol. 63, pp. 3-17, Jul 2012.

[5] J.H. Yuand M. S. Kim, "Molecular mechanisms of appetite regulation," Diabetes
Metab J, vol. 36, pp. 391-8, Dec 2012.

[6] M. W. Schwartz, S. C. Woods, D. Porte, R. J. Seeley, and D. G. Baskin, "Central
nervous system control of food intake," Nature, vol. 404, pp. 661-71, Apr 2000.

[7] B. Mikulaskova, L. Maletinska, J. Zicha, and J. Kunes, "The role of food intake
regulating peptides in cardiovascular regulation," Mo/ Cell Endocrinol, vol. 436,
pp. 78-92, Nov 2016.

[8] G. J. Dockray, "The expanding family of -RFamide peptides and their effects on
feeding behaviour," Exp Physiol, vol. 89, pp. 229-35, May 2004.

[9] S. Hinuma, Y. Habata, R. Fujii, Y. Kawamata, M. Hosoya, S. Fukusumi, et al.,
"A prolactin-releasing peptide in the brain," Nature, vol. 393, pp. 272-6, May
1998.

[10] Y. Ibata, N. lijima, Y. Kataoka, K. Kakihara, M. Tanaka, M. Hosoya, et al.,
"Morphological survey of prolactin-releasing peptide and its receptor with special
reference to their functional roles in the brain," Neurosci Res, vol. 38, pp. 223-30,
Nov 2000.

[11] B. L. Roland, S. W. Sutton, S. J. Wilson, L. Luo, J. Pyati, R. Huvar, et al.,
"Anatomical distribution of prolactin-releasing peptide and its receptor suggests
additional functions in the central nervous system and periphery," Endocrinology,
vol. 140, pp. 5736-45, Dec 1999.

[12] H.Jarry, H. Heuer, L. Schomburg, and K. Bauer, "Prolactin-releasing peptides do
not stimulate prolactin release in vivo," Neuroendocrinology, vol. 71, pp. 262-7,
Apr 2000.

[13] S. Fukusumi, R. Fujii, and S. Hinuma, "Recent advances in mammalian RFamide
peptides: the discovery and functional analyses of PrRP, RFRPs and QRFP,"
Peptides, vol. 27, pp. 1073-86, May 2006.

[14] K. L. Ellacott, C. B. Lawrence, N. J. Rothwell, and S. M. Luckman, "PRL-
releasing peptide interacts with leptin to reduce food intake and body weight,"
Endocrinology, vol. 143, pp. 368-74, Feb 2002.

[15] C. B. Lawrence, K. L. Ellacott, and S. M. Luckman, "PRL-releasing peptide
reduces food intake and may mediate satiety signaling," Endocrinology, vol. 143,
pp- 360-7, Feb 2002.

[16] R. G. Boyle, R. Downham, T. Ganguly, J. Humphries, J. Smith, and S. Travers,
"Structure-activity studies on prolactin-releasing peptide (PrRP). Analogues of
PrRP-(19-31)-peptide," J Pept Sci, vol. 11, pp. 161-5, Mar 2005.

[17] L. Maletinskd, A. Spolcovd, J. Maixnerovd, M. Blechové, and B. Zelezna,
"Biological properties of prolactin-releasing peptide analogs with a modified
aromatic ring of a C-terminal phenylalanine amide," Peptides, vol. 32, pp. 1887-
92, Sep 2011.

43



[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

L. Malavolta and F. R. Cabral, "Peptides: important tools for the treatment of
central nervous system disorders," Neuropeptides, vol. 45, pp. 309-16, Oct 2011.
R. Fujii, S. Fukusumi, M. Hosoya, Y. Kawamata, Y. Habata, S. Hinuma, ef al.,
"Tissue distribution of prolactin-releasing peptide (PrRP) and its receptor," Regu!/
Pept, vol. 83, pp. 1-10, Aug 1999.

M. Engstrom, A. Brandt, S. Wurster, J. M. Savola, and P. Panula, "Prolactin
releasing peptide has high affinity and efficacy at neuropeptide FF2 receptors," J
Pharmacol Exp Ther, vol. 305, pp. 825-32, Jun 2003.

A. Marchese, M. Heiber, T. Nguyen, H. H. Heng, V. R. Saldivia, R. Cheng, et al.,
"Cloning and chromosomal mapping of three novel genes, GPR9, GPR10, and
GPR14, encoding receptors related to interleukin 8, neuropeptide Y, and
somatostatin receptors," Genomics, vol. 29, pp. 335-44, Sep 20 1995.

C.J. Langmead, P. G. Szekeres, J. K. Chambers, S. J. Ratcliffe, D. N. Jones, W.
D. Hirst, et al., "Characterization of the binding of [(125)I]-human prolactin
releasing peptide (PrRP) to GPR10, a novel G protein coupled receptor," Br J
Pharmacol, vol. 131, pp. 683-8, Oct 2000.

J. G. Wettstein, B. Earley, and J. L. Junien, "Central nervous system
pharmacology of neuropeptide Y," Pharmacol Ther, vol. 65, pp. 397-414, Mar
1995.

C. W. le Roux and S. R. Bloom, "Peptide YY, appetite and food intake," Proc
Nutr Soc, vol. 64, pp. 213-6, May 2005.

L. E. Kuo, J. B. Kitlinska, J. U. Tilan, L. Li, S. B. Baker, M. D. Johnson, et al.,
"Neuropeptide Y acts directly in the periphery on fat tissue and mediates stress-
induced obesity and metabolic syndrome," Nat Med, vol. 13, pp. 803-11, Jul 2007.
P. Holzer, F. Reichmann, and A. Farzi, "Neuropeptide Y, peptide YY and
pancreatic polypeptide in the gut-brain axis," Neuropeptides, vol. 46, pp. 261-74,
Dec 2012.

H. Y. Yang, W. Fratta, E. A. Majane, and E. Costa, "Isolation, sequencing,
synthesis, and pharmacological characterization of two brain neuropeptides that
modulate the action of morphine," Proc Natl Acad Sci U S A, vol. 82, pp. 7757-
61, Nov 1985.

L. Maletinska, A. Ticha, V. Nagelové, A. Spolcova, M. Blechova, T. Elbert, et
al., "Neuropeptide FF analog RF9 is not an antagonist of NPFF receptor and
decreases food intake in mice after its central and peripheral administration,"
Brain Res, vol. 1498, pp. 33-40, Mar 2013.

N. Vyas, C. Mollereau, G. Chev¢, and C. R. McCurdy, "Structure-activity
relationships of neuropeptide FF and related peptidic and non-peptidic
derivatives," Peptides, vol. 27, pp. 990-6, May 2006.

J. M. Zajac, "Neuropeptide FF: new molecular insights," Trends Pharmacol Sci,
vol. 22, p. 63, Feb 2001.

C. Mollereau, C. Gouardéres, Y. Dumont, M. Kotani, M. Detheux, H. Doods, et
al., "Agonist and antagonist activities on human NPFF(2) receptors of the NPY
ligands GR231118 and BIBP3226," BrJ Pharmacol, vol. 133, pp. 1-4, May 2001.
L. Maletinskd, "Characterization of new stable ghrelin analogs with prolonged
orexigenic potency," J Pharmacol Exp Ther 340, pp. 781-6, 2012.

L. Maletinska, et al.,, "Neuropeptide FF analog RF9 is not an antagonist of NPFF
receptor and decreases food intake in mice after its central and peripheral
administration. ," Brain Res. , pp. 33-40, 2013.

44



[34]

[35]

[36]

[37]

R. N. H. Motulsky, "Analyzing radioligand binding data," Curr Protoc Neurosci,
vol. 7, 2002.

X. Pedragosa-Badia, J. Stichel, and A. G. Beck-Sickinger, "Neuropeptide Y
receptors: how to get subtype selectivity," Front Endocrinol (Lausanne), vol. 4,
p. 5,2013.

V. Mide, K. Bellmann-Sickert, A. Kaiser, J. Meiler, and A. G. Beck-Sickinger,
"Position and length of fatty acids strongly affect receptor selectivity pattern of
human pancreatic polypeptide analogues," ChemMedChem, vol. 9, pp. 2463-74,
Nov 2014.

F. Talmont, L. P. Garcia, H. Mazarguil, J. M. Zajac, and C. Mollereau,
"Characterization of two novel tritiated radioligands for labelling Neuropeptide
FF (NPFF(1) and NPFF(2)) receptors," Neurochem Int, vol. 55, pp. 815-9, Dec
2009.

45



	1. ÚVOD
	Cíle práce:

	2. TEORETICKÝ ÚVOD
	2.1 Obezita, jako závažný zdravotní problém
	2.2 Regulace příjmu potravy
	2.3 RF-amidové peptidy
	2.4 Peptid uvolňující prolaktin (PrRP)
	2.4.1 Objev a struktura
	2.4.2 Fyziologické funkce PrRP
	2.4.3 Analogy PrRP a lipidované analogy PrRP
	2.4.4 GPR10 receptor

	2.5 Neuropeptid Y a peptid YY
	2.5.1 Objev a struktura
	2.5.2 Fyziologická funkce NPY a PYY
	2.5.3 Výskyt receptorů pro NPY

	2.6 Neuropeptid FF (NPFF)
	2.6.1 Objev a struktura
	2.6.2 Analogy NPFF
	2.6.3 Receptory pro NPFF
	2.6.4 Fyziologické funkce NPFF


	3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST
	3.1 Materiál a metody
	3.1.1 Buněčné linie
	3.1.2 Chemikálie
	3.1.3 Materiál
	3.1.4 Přístroje a programy
	3.1.5 Peptidy a jodace peptidů

	3.2 Pokusy in vitro
	3.2.1 Kultivování buněčných linií
	3.2.2 Saturační vazebné experimenty 125I-PYY na buněčné linii U2OS s transfekovaným lidským Y1, Y2 nebo Y5 receptorem
	3.2.3 Kompetitivní vazebné experimenty 125I-PYY na buněčné linii U2OS s transfekovaným lidským Y1, Y2 nebo Y5 receptorem
	3.2.4 Optimalizace podmínek vazebných experimentů 125I-EYF na buněčné linii CHO-K1 s transfekovaným lidským NPFF2 receptorem.
	3.2.5 Saturační vazebné experimenty 125I-EYF na buněčné linii CHO-K1 s transfekovaným lidským NPFF2 receptorem
	3.2.6 Vyhodnocení in vitro experimentů


	4. VÝSLEDKY A DISKUZE
	4.1 Pokusy in vitro
	4.1.1 Peptidy a jodace peptidů
	4.1.2 Kultivování buněčné linie U2OS a buněčné linie CHO-K1

	4.2 Vazebné experimenty
	4.2.1 Saturační vazebné experimenty 125I-PYY na buňkách  U2OS  s transfekovaným lidským Y1, Y2 nebo Y5 receptorem
	4.2.2 Stanovené Kd pro 125I-PYY a receptory Y1, Y2 a Y5
	4.2.3 Kompetitivní vazebné experimenty 125I-PYY na buňkách U2OS  s transfekovaným Y1 receptorem
	4.2.4 Kompetitivní vazebné experimenty 125I-PYY na buňkách U2OS  s transfekovaným Y2 receptorem
	4.2.5 Kompetitivní vazebné experimenty 125I-PYY na buňkách U2OS  s transfekovaným Y5 receptorem
	4.2.6 Afinita přirozeného PrRP a jeho palmitoylovaných analogů k receptorům Y1, Y2 a Y5

	4.3 Optimalizace podmínek vazebných experimentů 125I-EYF na buňkách CHO-K1 s transfekovaným NPFF2 receptorem
	4.3.1 Vliv doby inkubace na vazbu 125I-EYF k buňkám CHO-K1 s NPFF2 receptorem
	4.3.2 Vliv přítomnosti inhibitorů proteáz ve vazebném pufru na vazbu 125I-EYF  k buňkám CHO-K1 s transfekovaným NPFF2 receptorem

	4.4 Saturační vazebné experimenty 125I-EYF na buněčné linii CHO-K1 s transfekovaným NPFF2 receptorem
	4.4.1  Optimalizace podmínek pro vazbu 125I-EYF na NPFF2 receptor a stanovená Kd.


	5. ZÁVĚR
	SEZNAM POUŽITÉ LITERATURY

