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ABSTRAKT

Peptid CART (cocaine- and amphetamine- regulataasstript) je neuropeptid nachazejici
se fedevSim v hypothalamu, ktery sniZzujéj@gm potravy (anorexigenni peptid)ie3 vSechny
snahy u Bj jeS€ nebyl nalezen receptor a nevi se jeliespé fisobeni. Vyskytuje se ve dvou
piirozenych formach CART(55-102) a CART(61-102). RepLART je schopen vézat se na
feochromocytomalni bunou linii PC12. Biiky PC12 diferencované v neurdlni fenotyp pomoci
NGF (nerve growth factor) vykazovaly vysSi¢pb vazebnych mist (11250 + 2520 vazebnych
mist/buika) oproti nediferencovanym fikam (3600 + 570 vazebnych mistita). Buiky PC12
diferencované dexametasonem na chromafiniikywykazovaly vysokou nespecifickou vazbu
a tim nestanovitelny @et vazebnych mist. Peptid CART ve své strikiobsahujert disulfidove
mustky. Pro objastni dilezitosti disulfidovych nistki pro zachovani biologické aktivity, byly
syntetizovany analogy s jednim (analog 3, 4 &i5Jvéma (2, 6, 7 a 8) disulfidovymi astky
a analog 1 peptidu CART(61-102), kterglnmethionin v pozici 67 vy@nén za norleucin. Lze
konstatovat nezéménou biologickou aktivitu u analogu 1 a dale u agald/ s disulfidovymi
mustky v pozici 74-94 a 88-101riPzkoumani bui&né signalizace u bik PC12 jsme testovali,
zda-li dochézi k aktivaci c-Fos, c-Jun, fosforylogho ERK1/2, CREB, JNK a p38 peptidem
CART. Peptid CART vyznantnzvysil aktivaci c-Jun, ale nevyznammzvysil fosforylaci JNK,

ktery predchazi draze c-Jun.

Kli ¢ova slova:Peptid CART, bu&na linie PC12, analogy, signalizace



ABSTRACT

Peptide CART (cocaine- and amphetamine- regulatatseript) is a neuropeptide acting in
the hypothalamus to reduce food intake (anorexgypaeptide). Despite all efforts the receptor and
the mechanism of action is still unknown. This p#gpthas two biologically active forms,
CART(55-102) and CART(61-102). Peptide CART is atdebind to pheochromocytoma cells
PC12. PC12 cells differentiated in neuronal phepetwith NGF (nerve growth factor) showed
a higher number of binding sites (11250 + 2520 inigdsites/cell) compared to undifferentiated
cells (3600 = 570 binding sites/cell). PC12 celigedentiated by dexamethasone to chromaffin
cells showed high non-specific binding. Peptide GAd®ntains three disulfide bridges. To clarify
the importance of each disulfide bridge to maintainlogical activity, analogues with one
(analogue 3, 4 and 5) or two (2, 6, 7 and 8) ddelbridges and a peptide analogue of CART
(61-102), which has methionin at position 67 repthavith norleucine were synthesized. We
showed that biological activity was unchanged atl@yue 1 and analogue 7 containing disulfide
bridges in positions 74-94 and 88-101. When ingasing cell signaling in PC12 cells, we tested if
peptide CART activate of c-Fos, c-Jun, phosphoedaERK1/2, CREB, JNK and p38. CART
peptide significantly increased activation of c-Jand non-significantly increased phosphorylation
of JNK, which precedes c-Jun.

Key words: Peptide CART, PC12 cells, analogues, signalling
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

S5-HT — 5-hydroxytryptamin

AChE — Acetylcholinesterasa

Acm — Acetamidomethyl

ACTH — Adrenokortikotropni hormon (Adrenocortiogpic hormone)
AgRP — Agouti Related Peptide

AMP — Adenosinmonofosfat

ANOVA - Analyza rozptylu (Analysis of variance)

ARC — Nucleus arcuatus

ATP — Adenosintrifosfat

Bmax — Celkovy poet receptal

BMI — Index tlesné hmotnosti (Body Mass Index)

CART — Kokainem a amfetaminem regulovany transK@ocaine- and amphetamine-

regulated transcript)

CB1 — Kanabinoidni receptor typu 1

CCK — Cholecystokinin

CREB — Cyclic AMP-response-element-binding protei

CRH — Kortikoliberin (Corticotropin releasing moone)

CNS — Centralni nervova soustava

Dex — Dexametason

DMN — Nucleus dorsomedialis

DMX — Dorsal motor nucleus nervu vagu

DTNB — 5,5"-dithiobis(2-nitro-benzoova kyselina)

ERK — Extracellular signal-regulated kinase

GABA — y-amino maselna kyselina

GIT — Gastrointestinalni trakt

GLP-1 — Glukagonu podobny peptid 1 (Glucagon-likptide 1)
GPCR — Receptor spojeny s G proteinem (G-prateupled receptor)
GTP — Guanosintrifosfat

HPA — Hypothalamo-hypofyzo-adrenalni

ICs0 — Inhib&ni koncentrace

ICV — Intracerebroventrikularni podani (Intradeaventricular)



JNK
Kd
LHA
MCH
MC4R
ME
a-MSH
NA
NGF
NPY
NTS
PACAP
PAGE
PEI
POMC
PP
PTX
PVDF
PVN
PYY
SAPK
SDS
S.E.M.
TRH
VMN
WHO

c-Jun N-terminal kinase

Rovnovazna disodiai konstanta

Lateralni hypothalamus

Hormon koncentrujici melanin (Melanin contating hormone)
Receptor MCH

Median eminence

Hormon stimulujici-melanocyty ¢-Melanocyte stimulating hormone)
Noradrenalin

Nervovyiistovy faktor (Nerve growth factor)

Neuropeptid Y

Nucleus tractus solitarius

Pituitary adenylate cyclase-activatingtjuke
Polyakrylamidovy gel

Polyethylenimin

Pro-opiomelanokortin (Pro-opiomelanocgrtin
Pankreaticky polypeptid

Pertussis toxin

Polyvinyliden difluorid

Paraventrikularni jadro

Peptid YY

Stress-activated protein kinase

Dodecylsulfat sodny (Sodium dodecyl sujfate

Stedni chyba pgimeéru (Standard Error of the Mean)
Tyroliberin (Thyrotropin releasing hormone)
Ventromedialni jadro

S¥tova zdravotnicka organizace (World Health Orgainbrg



1. UVOD

Obezita se v dnedni dbbvyskytuje témdi po celém s¥te¢ a zavaznost zdravotnich
komplikaci v disledku obezity zéina vytlatovat podvyzivuei infekéni nemoci (Kopelman, 2000).
Od roku 1980 se roz&ini obezity vice nez zdvojnasobilo. Podle inform&¢iO z roku 2008 o
1,5 miliardy obyvatel nadvahu, z ni pak 200 mitionua1 a téng 300 milioni Zen bylo obéznich.
Nadvaha vSak prudce rigta i u @dtské populace. V roce 2010 &p nadvahou az 50 milidgndeti
(Heal et al., 2012; Internetovy odkaz 1).

Diive se pedpokladalo, Ze obezita je problémem htavyspilych zemi, pedevsim vlivem
sedavého zsobu Zivota a vysokoenergetické stravy, avSak tdbse vyskytuje i v zemich s nizSi
ekonomickou Urovni a rozvojovych zemich, nébade je kvalitni zdrava strava nahrazovana velmi
tucnym, kalorickym, avSak levnym jidlem (Tsigos et 2008). Do budoucna je trendefist patu
osob s nadvahou a obéznich, proto je nutné intetizee zabyvat regulacitipmu potravy

a moznosti sniZzeni obezity v populaci.
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2. LITERARNI P REHLED

2.1. Obezita

Obezita je charakterizovana jako nadne uloZeni dlesného tuku (tukové tkan
v organizmu. Vznik obezity je z#pinén predevsim vlivem prosedi a také genetickymi faktory.
Nerovnovaha mezi energetickyniijmem a vydejem, tedy igmem kaloricky bohaté stravy
a nedostatkem pohybové aktivity vedeé glouhodobém fisobeni ke hromaai tuku v organismu.
Po dobu dlouhého lidského vyvojeshem kterého naSitpdci zaZivali obdobi nedostatku potravy,
byly vyvinuty mechanismy k uchovani energie. V niasti vSak nebylo paebné vytvéet
mechanismy k obrampred nadbyténym piijmem energie, které by byly v dnesni ddbak potebné
(Kopelman, 2000; Haluzik, 2002; Internetovy odkaz 2

Pro uteni stupg nadvahy a obezity bylo vypracovano mnoho metodilejcasti
uzivanym je Quetelév index, téZ Body Mass Index (BMI) (tabulka 1) witeny Adolphem
Queteletem v polovinl9. stoleti (Haluzik, 2002).

télesnd hmotnost v kg

Queteletiv index (BMI) =

télesna vyskas m?

Tabulka 1. Klasifikace obezity podle WHO

BMI (kg - m?) Klasifikace Riziko komplikaci obezity
<185 podvaha nizké (riziko jinych chorob)
18,5-24,9 normalni vaha ymérné
25,0-29,9 nadvaha mifzvysené
30,0-34,9 obezita I. stupn stredre zvysené
35,0-39,9 obezita Il. stupn velmi zvySené
> 40,0 obezita Ill. stupn vysokeé

11



2.1.1. Zdravotni komplikace obezity

Obezita neni jen kosmeticky problém, aleifgipou mnoha zdravotnich komplikaci. Osoby
s nadvahou a obezitou sasto dozivaji nizsi délky Zivota, nebgm hrozi kardiovaskularni
onemocgni (vysoky krevni tlak, arytmie, infarkt myokarda)mozkové fihody. Neméa casto se
u nich roviZz vyskytuji metabolické poruchy, redevSim diabetes mellitus 2. typéi
hyperlipidémie. Mezi dalSi mozna zdravotni rizikbenity pati onemoc#ni traviciho systému
(zaludéni a stevni problémy, Zltové kameny a nemoci jater), ortopedické problémy
(osteoartréza), kozni onemdaaen (strie, celulitida, ekzémy). Vlivem vysoké hmosti také hrozi
spankova apnoe, trombdza ZilsniZeni plodnosti affpadné komplikaceiptéhotenstvi. Kron
fyzickych zdravotnich probléinje vSak patba zminit i problémy psychické a socialni. Jedinci
s nadvahou a obezit@asto trpi snizenym seb&lomim a depresemi (Kopelman, 2000; Heal et al.,
2012).

2.1.2. Lécba obezity

Obezitu mizeme I€it sniZzenim energetickéhdipnu, tedy Upravou jidelttku, ve kterém
jsou omezenyigdevSim tuky a je ¥azena zelenina a ovocestim |&by je rovreéz poteba zvysit
energeticky vydej a zapojit pohybovou aktivitu dz#odenniho Zivota. V neposledatk je také
vhodné z#azeni psychoterapig je mozné pistoupit i k farmakologicke kbé (Bray and Tartaglia,
2000; Haluzik, 2005; Atkinson, 2008).

U mnoha obéznich paciéntlodrzovani diety a pohybové aktivitasto nepoméha snizit
jejich hmotnost, proto sefigtupuje k farmakologické ¢ ¢i k bariatrické operaci. Tatodba je
vSak vzdy pouze dofkova k spravnému stravovacimu rezimu a zvySenéomylu (Heal et al.,
2012). Léky na obezitu fteme rozdlit na centrald a perifer@ pasobici. V Evrop neni
v souwasné dob na trhu zadny Iékisobici gimo v CNS (centralni nervova soustava). V USA jsou
povolena sympatomimetika jako phentermin a dak&iraktlumi nadrérnou chu k jidlu. Uzivani
téchto 1éki muze byt pouze kratkodobé. Zivbdu castého vyskytu nezadoucichinki byl tento
piipravek stazen z trhu ve vSech statech EU (Intevirebdkaz 3). Mezi dalSi Iéky ovitwjici
centrum sytosti v mozku pat sibutramin, ktery ovliiuje zgtnou absorpci serotoninu
a noradrenalinu. Sibutramin bylkgs své Ginky pii sniZzovani hmotnosti stazen z celého trhu
Evropské Unie, nehliobylo prokazano, Ze Iék zvySuje riziko kardiovaskaolch gihod (infarkt

myokardu a cévni mozkovd&ipoda) (Heal et al., 2012; Internetovy odkaz 4)odimoznosti kby
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byl rimonabant (Acomplia — Sanofi-Aventis), kde (&nnou latkou antagonista kanabinoidniho
receptoru, ktery blokuje kanabinoidni receptoryutypp (CB1), nachazejici se v nervové soustav
V listopadu 2008 byl vSak ukoéen prodej tohotofifjpravku ve vSech statech EUtvvyraznému
zvySeni depresi, poruch spanku, uzkosti a agresay(Bnd Tartaglia, 2000; Haluzik, 2002;
Atkinson, 2008; Internetovy odkaz 5). V $asnosti je na trhu té&hpo celém sité uveden pouze
jeden pipravek na |&u obezity — orlistat (Xenical — Hoffman-La Rocldlj — GlaxoSmithKline),
ktery inhibuje Zaludéni a pankreatickou lipazu a zabuge tak vstebavani tuil ze steva. Novym
lekem je Cetilistat, ktery funguje podabrjako orlistat, ale neZsobuje tolik nezadoucich
vedlejSich efekt, jako je pfijem, plynatost, kece apod. (Heal et al., 2012). V letech 2009-2010
byly ukonseny klinické zkouskyif novych centralé pasobicich Iék — lorcaserin (LorgeSs—
Arena/Eisai) agonistaserotonergniho 5-HE (5-hydroxytryptamin) receptoru, dale kombinace
phentermin + topiramat (Qneka Vivus) a bupropion + naltrexon (Contr&ve Orexigen/Takeda).
Ucinné latky v Qnexe jsou phentermin, ktery je, jak hylo vySe zmitino, povolenym Iékem
v USA na l|ébu obezity a topiraméat — antiepileptikum. V Contrajsou @&innymi latkami
bupropion — selektivni inhibitor Zmého vychytavani dopaminu, pouzivanym néble depresi

a naltrexon — neselektivni antagonista opioidnigaeptoru na kbu zavislosti na alkoholu (Heal
et al., 2012).

V pripact nelusgsSné farmakoterapie Ize u jedins BMI nad 35 provést chirurgickou
operaci — bariatricky zakrok. N&gjs€ji provadny zakrok je laparoskopicka bandaz zaludku, kdy se
zavede specialni paska kolem Zaludku. Tim se rgdykbo objem a snizi se i pocit hladu. Mezi
dalSi nejasgji provadiny chirurgicky zakrok pa@t Zaludéni bypass, kdy je objem Zaludku
zmenSen a tenkéisvo je fipojeno Esre za vratnikem (Strader and Woods, 2005; Matyskova
et al., 2008).

VSechna tato ebna opaeni ne vzdy vedou k patnému vysledku, proto jadba stale
hledat nové moznostidby obezity. Jednou z moznosti jsou &mbjevené latky a jejich analogy,
které reguluji Hjem potravy. Velmi atraktivnim terapeutickym cilenjsou hormony
gastrointestinalniho traktu, hormony tukové tk&n také hormony a neurotransmiter§spbici

v centralnim nervovém systému (Chaudhri et al. 6200
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2.2. Regulace [¥ijmu potravy

Regulace fijmu potravy je velmi komplexni &l ktery se odehrdva na urovni CNS
v sowinnosti s mnoha perifernimi signély. Ghi jidlu a sytost je zprostdkovana hormony,

neurotransmitery a jejich receptory (Bronsky anaSRy 2008).

Centréalni regulaci ijjimu potravy zajiSuje hypothalamus, ktery obsahuje neurony
produkujici neuropeptidy zvySujici (orexigensi) snizujici (anorexigenni) fjfem potravy. Na
signalizaci hladu se podili skupina orexigennideKaktera zpsobuje zvySeni ifiimu potravy
(hyperfagie). Naopak anorexigenni latky vyvolavgdcit sytosti a fijem potravy sniZuji
(hypofagie) (Schwartz et al., 2000; Atkinson, 20BB)nsky and RiSa, 2008).

Mezi periferni regulaci fadime peptidy ovliujici péijem potravy pochazejici
z gastrointestinalniho traktu (GIT), pankreéita tukové tkag (Bronsky and RiSa, 2008).

2.2.1. Centralni regulace gijmu potravy

Hypothalamus je hlavnintidicim centrem regulacefipnu potravy a dlesné hmotnosti,
ktery integruje nervové a hormonalni signaly zfeeie a monitoruje hladiny glukozy a ligid
v krevnim séru. Je jednou &sti mezimozku tvdci predni sénu a dno 1ll. mozkové komory
(Schwartz et al., 2000).

Mriviw s

ovliviiovani gijmu potravy a energetické rovnovahy v organismoaaehazeji fedevsim ve sedni
oblasti hypothalamu (obrazek 1). Podle toho, kiejgder je aktivovano, tize jedinec poc€ovat
bud’ nasycenéi hlad (Schwartz et al., 2000; Bronsky and&2r, 2008).
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Obrazek 1. Hlavni hypothalamické oblasti zapojené @ regulace [Fijmu potravy — ez

mozkem potkana

MriiviM s

lateréini hypothalamus (LHA), nucleus ventromedigWMN), nucleus paraventricularis (PVN),
perifornikalni hypothalamus (PFA) a nucleus dorsdraks (DMN). Zkratky dalSich mozkovych
struktur: amygdala (AM), corpus callosum (CC), maz kira (CCX), hipokampus (HI), median
eminence (ME), optic chiasm (OC), septum (SE)athat (TH), teti komora (3V), klenba (FX)
(Schwartz et al., 2000).

Hlavnim jadrem hypothalamu v regulactijmu potravy jenucleus arcuatus ktery se
nachazi na spodinhypothalamu po obou stranadett mozkové komory (Haluzik, 2002). ARC
obsahuje d¥ vzajemr propojené skupiny primarnich neufonTyto dw populace neuran
komunikuji s ostatnimi oblastmi hypothalamu jakoNe\DMN a LHA a podileji se na regulaci
chuti k jidlu. Prvni skupina vytiuje neuropeptid Y (NPY) a agouti-related peptid &), které
zvySuji @ijem potravy. Druhd skupina neufonprodukuje pro-opiomelanokortin (POMC)
a cocaine- and amphetamine- regulated transcripR{J, které sniZuji fijem potravy (Bouret
et al., 2004). POMC je polypeptidovy prekursor,kterého je v hypothalamu vygen hormon
stimulujici a-melanocyty ¢-MSH), ktery aktivuje MC3 a MC4 melanokortinové eptory a tak
inhibuje @ijem potravy; blokovanim MC4 receptoru s§gm potravy zvySuje (Adan et al., 2006).
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V nucleu arcuatu, ktery sousedi soblasti medianineme (ME) s propustnou
hematoencefalickou bariérou, se nachézeji receptrorinzulin, leptin a ghrelin, tedy peptidy, které
zprostedkovavaji dlouhodobou regulacitijmu potravy (obrazek 2). Vysoka hladina leptinu
a inzulinu stimuluje expresi a sekreci POMC/CARTunoe1 a inhibuje sekreci NPY/AgRP.
NPY/AgRP neurony jsouifmo regulovany ghrelinem, ktery stimuluje jejichpeasi a sekreci
(Schwartz et al., 2000; Haluzik, 2002; Morton et 2006; Coll et al., 2007; Adan et al., 2008)

I insr ilepR iNF’YWR ﬁGHSR I“"|| MC4R

Obrazek 2. Centralni regulace gijmu potravy

Neurony NPY/AgRP (mge) a POMC/CART dervere) v ARC pati mezi tzv. primarni neurony,
obsahuiji receptory pro leptin (lepR) a inzulin @)sLeptin a inzulin tyto skupiny neurorarove:
reguluji. NPY/AgRP obsahuji navic ghrelinovy reoep{GHSR) a jsou ghrelinem Fimo
stimulovany. Ob skupiny neuroft vybihaji do nucleu paraventricularis (PVN) a laitiho
hypothalamu (LHA), kde jsou lokalizovany tzv. sdlnni hypothalamické neurony, které reguluji
prijem potravy a energetickou homeostazu. Neurony/ AGRP a POMC/CARKomunikuji v PVN

s neurony produkujicimi tyroliberin (TRH) a kortilkerin (CRH) (centralni podaniethto latek
snizuje pijem potravy) a v LHA, s neurony produkujicimi @mex hormon koncentrujici melanin
(MCH) (oba zgsobuji zvySeni #jjmu potravy). Leptin a ghrelin dale upobi

i VNTS (nucleus tractus solitarii), DMX (dorsal too nucleus nervu vagu) a ve VTA (ventral
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tegmenta area). POMC/CART dale také vybihaji dooreuv IML (intermediolateral cell column)
Vyznam dalSich zkratek: ME (median eminence), NER {¥eceptor NPY), MC4R (receptor MSH)
(Luguet and Magnan, 2009).

Neurony POMC/CART a NPY/AgRP siuji do paraventrikularnino jadra
a lateralniho hypothalamu. Lateralni hypothalamus (,centrum hladu®) je jedrnomala struktur,
pii jejimz poskozeni dochazi k hypofagii a k pokleslesné hmotnosti. Lateralni hypothalamus
syntetizuje neuropeptidy stimulujictipm potravy jako je MCH: orexin (obrazek 2) (Schwartz
et al., 2000; Haluzik, 2002). V PVN jsogitkem POMC/CART uvalovany anorexigenni CRH
a TRH.

2.2.2. Periferni regulace gijmu potravy

Jak bylo receno v ffedchozi kapitole, centralni regulacéijmpu potravy navazuje na
hormony pichazejici z periferie do ARC. Inzulin pochazi nkeatu, leptin z tukove tkén
a ghrelin ze Zaludku. Ghrelin je jedinym orexigenriiormonem. Tyto peptidytgobi centralé na
dlouhodobou regulaciigmu potravy (Schwartz and Morton, 2002).

Z GIT pochazeji i anorexigenni hormony, jako je lelgstokinin (CCK), oxyntomodulin
(OXM), glukagonu podobny peptid 1 (GLP-1) a pepitid (PYY) jsou uvohovany kEhem jidlaci
v jeho @ekéavani a omezujitfjem potravy (Adan et al., 2008; Bronsky andida; 2008). které
z nich prochazeji hematoencefalickou bariérouisopi Fimo v hypothalamu, aleét8ina z nich
pusobi fes nervus vagus a aferentni vlakna do oblasti nadectus solitaris (NTS), ktera je
propojena s nervovymi drahami hypothalamickych jadeak na kratkodobou regulackijnu

potravy misobi i leptin a ghrelin (obrazek 2).

17



2.3. Peptidy CART (cocaine- and amphetamine-regulated &nscript)

2.3.1. Objev a vyskyt

Vroce 1981 Spiess a kolektiv objevil peptid s r@mou funkci, izolovany z @ho
hypothalamu (Spiess et al., 1981). Rogzds roce 1995, objevil Douglass a kolektiv tranpk
dosud nezndmého peptidu, jehoZz exprese byla stwando po akutnim podani kokainti
amfetaminu (Douglass et al., 1995). Zjistilo se hegnamy peptid z roku 1981 je kddovan prav
transkriptem objevenym Douglassem. Tento transkdipgtal ndzev kokainem a amfetaminem
regulovany transkript CART (cocaine- and amphetaanegulated transcript) a jeho produkty jsou
nazyvany peptidy CART (Zhang et al., 2011).

Bylo zjisS&no, Zze CART se nachazi u mnoha saya primafi, hlodavd, dobytka), ale
i u obojzivelniki a ryb. Peptidy CART jsouiftomny v mnoha oblastech mozku, CART je nejvice
exprimovan \astech spojenych s regulacfijmu potravy, jako je ARC, PVN, DMN, LHA
hypothalamuci v NTS a také v hypofyze. V periferii se nachazéndokrinnich bikach dens
nadledvin, pankreatu a zaludku (Kristensen etl808; Zhang et al., 2011).

2.3.2. Struktura peptidu CART

Lidsky gen pro CART byl lokalizovan na 5. chromoaomoblasti q13-q14 a je sloZzen ze
dvou introri a ¥ exom. Transkripce genu vede ve dvazre sestizené mRNA, které maji
odliSnou délku. Zdhto dvou mMmRNA poté vznikaji 2 propeptidy dduo 89 nebo 102
aminokyselinach (obradzek 3). Oba tyto peptidy sekyiuji u potkad a mysi, ale u lidi se
vyskytuje pouze kratSi propeptid. ProCART peptidpy postranstamé Upraveny prohormon-
konvertazou na dvbiologicky aktivni formy peptitl CART(55-102) a CART(62-102) (obrazek 4)
(Thim et al., 1998; Maixnerova et al., 2007).
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Potkani dlouhy propeptid CART
QEDAELQPRALDIYSAVDDASHEK B PRROURAPCAVIO [RA LOE VLKL KS KRBT YERK Y GOV PHCDACEQCAYRKCAR TOKT CDCPROTSCREFLLKCT
Potkani kratky propeptid CART : e 55 6 10:

QOEDAELQPRALDIYSAVD DaSHEKE@EiLQEvLKKL KSKRIPIYERKYCOVPMCDACEQCAVRKCARTCKLCDCPRETSCNSFLLKCT
42 49 89

Obrazek 3. Sekvence aminokyselin potkaniho dlouhéhkratkého propeptidu CART:
Biologicky aktivni peptidy CART(55-102) a (62-108)%¢tpené z dlouhého propeptidu CART, jsou totoZné tidyg@d2-89) a (49-89),

vySepenymi z kratkého propeptidu. Mista@@ni pro prohormon-konvertazu jsou znazoantu’née (Rogge et al., 2008).

NH, @@ lle 57 Glu59 Obrazek 4. Struktura peptidu CART(55-102):

o Peptid CART (55-102) s vyzteaymi temi disulfidovymi vazbami mezi cysteiny I-111,
[I-V a IV-VI (Thim et al., 1998).

Ala75 19
s 78 Val 76



2.3.3. Fyziologicka uloha peptidu CART

CART je velmi roz&en v CNS i v periferii. V. mozku je peptid CARTiHifpmen pouze
v neuronech spoda¢ s neurotransmitery jako je napGABA (kyselina gama-aminomaselna)
(Thim et al., 1998). Jak jiz bylo vySe zmfo, peptid CART se v mozku exprimuje a sekretuje
piedevsim v ARC v hypothalamu. Bylo prokazano, zegedzové intracerebroventrikularni podani
(ICV) peptidu CART(55-102) hladovym i sytym potkan vedlo k nizSimu f)mu potravy
i potlateni &inku orexigenniho NPY. Dlouhodobé opakované podayé@ptidu CART(55-102)
potkaram sniZzilo jejich pijem potravy adlesnou hmotnost, ovSem piet¢h az pti dnech tento
acinek zmizel (Murphy, 2005).

Peptid CART je fitomen na vSech urovnich HPA (hypothalamo-hypofgdcenalni) osy:
aktivuje neurony uvalujici CRH v PVN. Centrak podany peptid CART zvySuje koncentraci
ACTH (adernokortikotropni hormon) i kortikosterondkrvi.

Peptid CART ma tlezitou roli v ndvykovém chovani aippdmeénovani. Jeho exprese je
zvySena po podavani kokaiguamfetaminu, které Zysobuje roviZz uvolreni dopaminu vedouci
k vétSi lokoma@ni aktivite. Peptid CART tuto aktivitu tlumi dosud neobj&sym mechanismem.

Periferni podani peptidu stimuluje pankreatickowlkeni sekreci inzulinu z pankreatu
podobr jako GLP-1, s nimzisobi v tomto srru synergisticky (Murphy, 2005).

U mysi s vyazenym genem pro CART nedochazi kesmnve stravovacim chovani ani
v hmotnosti, nicmén pri vysokokalorické stray dochazi k ndistu jejich hmotnosti actesnéeho
tuku (Murphy, 2005).

2.3.4. Receptor peptidu CART a buré¢na signalizace

Po objevu CART mRNA a pepiidoylo realizovano mnoho pokius cilem nalézt receptor
pro CART. Navzdory tomu nebyl receptor peptidu CARfEle jedt nalezen, &oliv bylo
publikovano ®kolik studii o specifické vazbpeptidu CART k#iznym buikam a tkanim a o jeho
intracelularnim fisobeni.

Bylo ukdzéano, 7e'*I-CART(61-102) se véZe na hypofyzarni bamou linii AtT20
a z vazby je vyisiovan peptidem CART(55-102) (Vicentic et al., 2005).

Déle byla popsana vazba fuzniho proteinu vigmého z CART(55-102) a GFP (green
fluorescent protein) k hepatocytarnimnkém HepG2 a disociovanym hypothalamickymikam.
Tento fuzni protein po ICV podani mySim signifikahpotlatoval @rijem potravy, jeho biologicka

aktivita tedy #istalacasténé zachovana (Keller et al., 2006).
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Nasledujici studie publikovana v nasi skupiprokazala specifickou vazbtfl CART
k feochromocytomalnim hikdm PC12, k bikam PC12 diferencovanym v neurdini fenotyp
i kK burecnym membranam zd¢hto burk (Maletinska et al., 2007). Sattnd vazebné experimenty
jsou dokumentovany na obrazku 6. Z kompetitivniahebnych experimeintyplynulo, Ze peptidy
CART(61-102), CART(55-102) a dijodovany peptigdQART(61-102) nély podobnou afinitu
k buikdm PC12 s Kiadu 10° M, a Ze dijodovany }CART(61-102) n&l zachovan anorexigenni
acinek (Maletinska et al., 2007). Obrazek 5 zachysygedné satutai kiivky pro buiky PC12
nediferencované a diferencované na neurony.

V nasi vazebné studii (Maletinska et al., 2007\ rssénou linii PC12 nebyt*1-CART(61-
102) vytsrén Zadnym z nésledujicich peptidCCK, a-MSH, TRH, angiotensin Il, neurotensin,
leptin. ldentifikace receptarpeptidi CART, kterd by umozZnila studium mechanism funkce
peptidu CART, nebyla zatim G&na.

U vazebnych studii provedenych v jinych labotatio, bylo zjiSéno, Ze radioaktivé
znaseny **I-CART(61-102) nevykazuje Zadnou afinitu k opioitnfeceptoim ani k receptdm

pro vasopresin, oxytocin, NPY a steroidnim receapto(Vicentic et al., 2006).
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Obrézek 5. Saturani vazba'®1-CART(61-102) k buitkdm PC12 nediferencovanym
a diferencovanym v neurony
Buiky byly inkubovany 30 min#ip 37°C se zvysujici se koncentratf-CART(61-102)
v nepftomnosti (celkova vazba) nebaitpmnosti (nespecificka vazba) 218 CART(61-102)
(Maletinska et al., 2007).
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To, ze peptid CART {sobi na receptor, potvrzuje fakt, Ze po centralpodani peptidu
CART se zvySuje exprese raného genu c-Fos, ktargeatelem neuronové aktivity (Vrang et al.,
1999).

Pro buri¢nou signalizaci peptidu CART bylo navrzeno schéatadzek 6), které shrnujs t
experimenty. Prvni, Zefidanim peptidu CART(55-102) k primérni hipokampdbiniéné kultue
doslo ke sniZeni transportu vapniku vapnikovymékarRedpokladalo se, Ze toto probiha aktivaci
inhibicniho G-proteinu ¢, (Yermolaieva et al., 2001). Druhy, Ze v neuronéZRH v PVN
dochéazelo p centralnim podani peptidu CART ke zvySené fodamy CREB (cyclic AMP-
response-element-binding protein) (Sarkar et &l042. A fteti, ze peptid CART v hypofyzarnich
bunkach GH3 a AtT20 zvysil fosforylaci ERK (extracedu signal-regulated kinase). Tyto a dalSi
pokusy vedly k nazoru, Ze peptidy CART signalizpijés G-protein a tedy GPCR (G-protein-
coupled receptor) (Lakatos et al., 2005).

Rovrs? je poteba zminit, Ze u vazby peptidtl-CART(61-102) k primarni buf&né linii
piipravené z potkaniho nucleu accumbens (Jones arthrK 2008) doslo ke sniZzeni vazby
v pritomnosti analofy GTP (guanosintrifosfat), na rozdil od analo§TP (adenosintrifosfat), které
nently na afinitu vliv. Tento fakt mize dokladat, Ze receptor pro CART je receptdakgny s G

proteinem (Jones and Kuhar, 2008).

iy

I:I."l L-type C#* chaninel

Obrazek 6. NavrZzena signalizace pro peptid CART
Peptid CART aktivoval qimejmensim A signaliza’ni mechanismy. 1. CART(55-102) inhibuje

vapnikové kanaly v hipokampalnich neuronech; tbaikteriicerného kasle (pertussis toxin — PTX)
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tento @inek rusil. 2. CART(55-102) zvysil u hladovych tysly mySi fosforylaci CREB v jésl
neuroni, produkujicich CRH v PVN./BruSovan&ara ukazuje, Ze zatim neni zndmo, zda je tento
Gcinek peptidu CART zprasidkovan inhikinimi G-proteiny. 3- Peptid CART zvysil fosforylaci
ERK u hypofyzarni budné linie AtT20 a GH3, tento efekt byl blokovan RT))126, inhibitorem
MEK kinasy, kter4 ERK fosforyluje.(Rogge et alQ&0

Protoze vSechny zminé signalizani drahy pipisované peptidu CART se vyskytuji
v bunkach PC12, u nichz jsme jasprokazali specifickou vazbu peptidu CART, zdin jsme se
v této praci na sledovani aktivacghto signalizanich drah peptidem CART v bkach PC12.
MoZné signalizéni drahy jsou znazoény na obrazku 7.

vazebné misto pro CART extraceluldrni prostor

intraceluldrni prostor

MEK 1/2 MEK 4/7 -
| | |

ERic /2 SAPK/NK 2

Obrazek 7. Schéma moznych signalizaci peptidu CART
Peptid CART mn¥e signalizovat /emi signalizanimi drdhami — drahou MEK1/2
(MAPK/ERK kinasa), MEK 4/7 a MEK 3. Vy#Heni zkratek: SAPK — stress-activated protein

kinase, JNK — c-Jun N-terminal kinase, c-Jun, s-F@ané geny.

23



2.4. Bunééna linie PC12

Bunééna linie PC12 je sekundarni kignou linii pochazejici z potkaniho feochromocytomu,
nadoru derg nadledvin. Za &nych podminek se b&na kultura chova jako nezralé chromafinni
buiky nadledvin a biiky jsou kulovitého tvaru (Adler et al., 2006).

Pasobenim nervovéhaistového faktoru (NGF) se bky diferencuji. Prestavaji se dit,
zastavuiji suj rast (Greene and Tischler, 1976), vy®jh nervové vybzky a néni se v neuronalni
sit. Rovrez se stavaji elektricky drazdivé a citlivé na atmtylin. ZvySuji pget vapenatych kanal
a aktivreji syntetizuji rekteré neurotransmitery (Adler et al., 2006); (Geeand Rukenstein, 1981).

DalSi latka, ktera rowt vyvolava u bugk PC12 diferenciaci na neurony je peptid PACAP
(pituitary adenylate cyclase activating polypepti¢audry et al., 2002).

V ptitomnosti glukokortikoidu daxametasonu seibu PC12 méni na zralé chromafinni
bunky difené nadledvin se zvySenou aktivitou tyrosin hydroxylaktera katalyzuje tvorbu
dopaminu z tyrosinu (Adler et al., 2006).

Jak jiz bylo vySe zmino, buiky PC12 se po diferenciaci NGFRni na neuronalni §j ktera
je elektricky dradzdiva a citliva na podani acetglitu (Adler et al., 2006). Biky PC12 reaguji na
neurotransmiter acetylcholin tim, Ze produkuji enzyacetylcholinesterasu (AChE), ktera
acetylcholin rozkladagimz se ukoti mechanismus neurotransmise. Jerglmd zjistit zda-li latky
ovliviujici morfologii této bui¢né linie, jako je pr& NGF, ale i dexametasat PACAP rovréz
ovlivauji aktivitu AChE, kterd byva uzivana jako ukazatiéérenciace PC12 bik.
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3. CILE DIPLOMOVE PRACE

1. Stanovit vazebnou afinitu analbgeptidu CART k bitkdhm PC12 a posoudit
vyznamnost jednotlivych disulfidovych trstki pro biologickou aktivitu peptidu
CART.

2. Prowfeni in vivo aktivity analogi peptidu CART, které prokazaly vysokou
vazebnou afinitu k bikam PC12.

3. Identifikace moznych signalizaich drah peptidu CART v likach PC12, k nimz
se peptid CART specificky vaze.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Material

Acetylcholin jodid

Akrylamid

Bisakrylamid

Bromfenolova motl

c-Fos (9F6) krati mAb

c-Jun (60A8) kratii mAb

CREB (86B10) mysi mAb

Dexametason (Dex)

Dodecylsulfat sodny (SDS)

5,5 -dithiobisnitrobenzoova kyselina (DTNB)
Duracrol

Fetalni ho¥zi sérum (FBS) Standard quality
Fosfo-CREB (S133) (1B6) mysi mAb

Sigma, St. Louis, MO, USA
Sigma, St. Louis, MO, USA
Sigma, St. Louis, MO, USA
Fluka, Buchs, Svycarsko
Cell signalling Technology, Beverly MASA
Cell signalling Technology, Beverly MASA
Cell signalling TechnofpBeverly MA, USA
Sigma, St. Louis, MO, USA
Sigma, St. Louis, NUSA
Sign$d, Louis, MO, USA
Spofa — DentafR
PAA Laboratoriesh®l, Pasching, Rakousko
Cell signalliigchnology, Beverly MA, USA

Fosfo-p-44/42 MAPK (Thr202/Tyr204) mysi mAb Celgsalling Technology, Beverly MA, USA
Fosfo-SAPK/INK (Thr183/Tyr185) kr&iimAb  Cell signalling Technology, Beverly MA, USA
Fosfo-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) krdli mAb  Cell signalling Technology, Beverly MA, USA
Infusia, Hatev,CR
PENTA, Chrudi@R
PAA Laboratories GmbH, Pasgh Rakousko
Sigma, St. Louis, MO, USA
Sigma, Stuis, MO, USA
Serva GmbH, Heidelb&&necko
Pierce Chemicals Co., Rockford, ISAJ
Invitrogen Grand Island, NY, USA
Sigma, St. Louis, MO, USA
Sigma, St.Louis, MO, USA
MP Biomedicals, lllkirch, Francie
Sigma, St. Louis, MO, USA
Signat, Louis, MO, USA

Fyziologicky roztok

D-glukosa bezvoda

L-glutamin 200 mM

HEPES

Howézi pankreaticky inhibitor proteaz (BPTI)
Howveézi sérovy albumin (BSA)

lodo-Gen

Konské sérum (HS)

Merkaptoethanol

Monoclonal Antif-Actin mySi mAb

Na125|

NGF

N,N,N",N"-tetramethylethylendiamin (TEMED)
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p38 MAP Kinase krafi mAb

p44/42 MAPK (Erk1/2) (3A7) mysi mAb
Penicilin/streptomycin

Peptid CART(54-102) a CART(61-102)
Peroxidazovy konjugatipraveny v koni
Peroxidazovy konjugatipraveny v koze
Persiran amonny

Polyethylenimin (PEI)

RPMI 1640

SAPK/INK (56G8) kralii mAb
SB230580

SP600125

Standard dual color

Trizma base Primary Standard and Buffer

Triton X-100
U0126

Cell signalling Technology, Beverly MA, BS
Cell signaljiechnology, Beverly MA, USA
PAA Laboratories GmbHsEhing, Rakousko

Novo Nordislgd&i, Dansko

Cell signalling Technology, BelyeMA, USA
Cell signalling Technology, BdyaviA, USA
Fluka, Buchs, Svycarsko
Sigma, St. Louis, MO, USA
Sigma, St. Louis, MO, USA

Cell signalling Technology, Beverly MA, BS
Sigma, St. Louis, MO, USA
Sigma, St. Louis, MO, USA
Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Sigmad,@tis, MO, USA

Koch-Light Lab. Colnbrook, BerRgB

Sigma, St. Louis, MO, USA

Dale byly pouzivany v laboratiobézné dostupné chemikalie v analytickéstott dodavané firmou

Lachema, a.<_R a Sigma-Aldrich, USA.

4.2. Metody

4.2.1. Peptidy CART a jejich analogy

Peptidy CART(54-102) a CART(61-102) byly darovangrmiaceutickou firmou Novo
Nordisk (Koda, Dansko). Analogy peptidu CART byly syntetizovanystavu organick&hemie
a biochemie, ACR, v.v.i., Praha na odteni peptidové syntézy. Jejichighled a sekvence je

uveden v tabulce 2.
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Tabulka 2. Struktura testovanych analogi peptidu CART
Cislovani je odvozeno od pre-propeptidu CARFyer¥ jsou ozndeny zaatky peptid, cysteiny

tvorici disulfidickou vazbu, jsou vyztemé modrymdéarami. Zkratky: Acm — acetamidomethyl.

Armalngy Seloence

54 £l 58 & BT 101
FY¥PIYEKIY GQVPMCDAGEQCAVREGARIGKLCDCPRGT SCNSFLLECL
| | | |

CART(54-102)

61 &8 e 28 M 101
KYGQTPMCDAGEQCAVEKGARIGKLCDCPRGTSCHSFLLECL
| | || |

CART(61-102)

Amnalog 1 Fal &7 B2 74 868 94 101
[M1e 7] CART(61-102) KT GOVR(HIECDAGEQC AVREGARIGELCDCPRGTSCHSFLLECL
| | || |
Analog 2
74 85 58 =) 101

[Crys(fen) =]
CAVREGARIGELC(Aaw)DCPRGTSCHSFLLECL

CARTT4 102 L | |

Amnalog 3
oz &l &2 74 =" 10
[Ala ™7 Cyald o “5 59
ETGOVPMO A DAGEQ A AVRKGARIGELC, Acw) DCPRGTS ANSFLLECL
CART(1-102)
Amnalog 4
o _ &l £ 74 86 88 94 101
[Ala =% Cyaldom) ™ ™)
ETGOVEMADAGEQC, Acn) AVREGARIGEL A DCPRGTSC, Acr) HEFLLECL
CART(1-102) | |
Analeg §
o fal 68 74 8 BB 24 101
[Ala WL Corard o 55
ETGOVEMO Amn) DAGEQC AVEEGARIGKLC, Aem D APRGTSCHSFLLEAL
CART(61-102) I |
Analog 6 &l £ 74 g6 88 94 101
[Ala ™4 CART(1-102) ETGOVFMCDAGEG L AVREGARIGELCDCPRGTSANSFLLECL
[ [0l |
Analog 7 fal 2] 74 o o o 101
[Ala 55 CART(61-102) ETGOVEMADAGEQCAVREGARIGEL A DCPRGTSCHSFLLECL
|
Amnalog 8 &l 63 74 8588 94 101
[Aa1a %510 CARTYA1-102) KYGQ?PMtI:DAGEQt:A?FKGARIGKLCDAPRGTSCNSFLLKAL
|
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4.2.2. Jodace peptidu CART

Jodace peptidu CART(61-102) probihala sRg1ZOTOP, Budapes Mad'arsko) za pouZiti
lodo-genu (Pierce Chemical Co., Rockford, IL, U§RA)aker and Speck, 1978) v 0,1M fosfatovém
pufru o pH 7,2, obsahujicim 0,15M NaCl po dobu 1liuhpi laboratorni teplat v laboratdi
Radioizotopy, UOCHB, v.v.i., AZR Praha podle navodu vyrobce (Maixnerova et aD720

Separace nejodovaného, mono-jodovaného a di-joébampeptidu CART(61-102) byla
provedena na RP-HPLC s pouzitim kolony Luna 3unylfaexyl 150mm x 4,6mm (Phenomenex,
Torrance, CA, USA) v gradientu 20 az 25detonitrilu ve vod obsahujici 0,1% trifluoroctovou
kyselinu po dobu 60 minut (Maletinské et al., 2007)

Mono-jodovany**I-CART(61-102) byl uchovan v alikvotechip-20 °C a spdebovan pro

vazebné experimenty vig¢hu jednoho résice (Maixnerova et al., 2007).

4.2.3. Péstovani bungéné linie PC12

Linie potkanich feochromocytomalnich knbyla zakoupena od firmy ATCC (Manassas,
VA, USA). Kultivace bugk probihala ve sterilnim prasdi za standardnich podminek pro
péstovani buicnych linii. Buiky byly péstovany v CQ inkubatoru (MCO 18AIC, Sanyo, Osaka,
Japonsko), b teplot 37 °C v atmosf@ obsahujici 5 % CO Kultivaécni médium RPMI 1640
(Sigma, St. Louis, MO, USA) obsahovalo 10 % inakti@ného kaského séra (IHS) (Invitrogen
Grand Island, NY, USA), 5% inaktivovaného fetalnihavziho séra (IFBS) (PAA Laboratories
GmbH, Pasching, Rakousko), L-glutamin ve finalnné@ntraci 2mM (PAA Laboratories GmbH,
Pasching, Rakousko) a penicilin/streptomycin (PAAbdaratories GmbH, Pasching, Rakousko)
rovrez ve finalni koncentraci 2mM (Maletinska et al.0Z]

Pro dosazeni exponencialnilistu byla bus¢na linie pasazovana jednou tydiPro vazebné
experimenty byly pouzity 24-jamkové de&ly (Nuclon, NUNC, Roskilde, Dansko), potazené
polyethyleniminem (PEI) (Sigma, St. Louis, MO, US&pfimérem jamky 15mm. Byly uzity k]
nediferencované Iiky PC12, buiky diferencované na neurony pomoci nervovéhstavého
faktoru (NGF)¢i buiky diferencované na chromafinni pomoci dexametagbex). Pro dosazeni
optimalni hustoty nediferencovanych klirpro vazebné experimenty, tj. 5X16unsk na jamku,
byly potteba dva dnyistu. NGF pro diferenciaci bk mél koncentraci 50 ng/ml média (Sigma,
St. Louis, MO, USA). Médium s NGF bylo &chto burk ménéno vzdy kazdy prvniieti a paty
den. Diferencované iy byly pouzity sedmy den, kdy byla dosazena hastptiblizné
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5x10° burtk na jamku destky (Maixnerova et al., 2007). Dexametason pro difieiaci buk mg|
koncentraci 50 ng/ml. Médium s Dex bylo¢ém$no rovréZ prvni, teti a paty den. Biky byly
pouzity sedmy den. Stav, kvalita a diferenciace¢hunyla kontrolovana ijfed kazdym pokusem
mikroskopicky. P¢et burgk byl paiitan ged pokusem i po pokusu.

Vzorky pro stanoveni signalizace byly u nedifererarg/ch bugk a burgk diferencovanych
pomoci NGF¢i Dex pripraveny z buiného lyzatu. Biky byly nagstovany na 6-jamkovychi
24-jamkovych destkach potaZenych PEI. Optimalni hustota #urbyla 4x1G na jamku
(24-jamkova destka) a 9x10 na jamku (6-jamkova deska). Pa@et burgk byl pasitan ped
pokusem i po pokusu.

Pro metodu stanoveni acetylcholinesterasy bylyfasgticované hiky PC12 napstovany
na 6-jamkovych destkach potazenych PEI. Bet burgk byl paiitan ged pokusem i po pokusu
(Adler et al., 2006).

4.2.4. Vazebné experimenty**1 — CART(61-102) s buikami PC12

4.2.4.1. Teorie vazebnych experimeni
Pii realizaci vazebnych experiménge t‘eba dosadhnout rovnovahy mezi asociaci ligandu
s receptorem a disociaci komplexu ligareteptor, tedy rychlosti skladné a rozkladné reakeeto
déj mazeme charakterizovat rovnovaznou disdgikonstantou K(Motulsky and Neubig, 2002):
lligand]x[receptol] _
[Iigand'receptod B

K, Kq [mol - It = M]

Rovnovéazna disoctai konstanta wuje takovou koncentraci ligandu, ktera v rovnovaze

obsadi polovinu receptior

Vazebné pokusy jsou charakterizovany specifickoy) (@ nespecifickou (B vazbou, jez
dohromady tvéi vazebnou radioaktivitu, tedy celkové mnoZstvi aré@ho radioligandu B
(Motulsky and Neubig, 2002).

Specifickou vazbou rozumime navazéani radioaktiznateného ligandu (radioligandu) na
konkrétni receptor. Navazani do jinych mist, fiftdpd na buticnou membrangi na receptorovy

transporteér, je weno nespecifickou vazbou.
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Satur&ni vazebné experimenty stanovuji celkovycgtoreceptal Bmax @ afinitu ligandu
urcenou k.

U kompetitivnich vazebnych experimérgnaime koncentraci neztaeného ligandu, ktera
vytésni polovinu radioligandu z vazebnych mist jakosol@inhibicni koncentrace 50%). Pro
nezn&eny ligand niZzeme uzit rovnovazné disotm konstanty K tj. koncentrace nezt@ného
ligandu, ktera se navaZze na polovinu vazebnych imégt gitomnosti radioligandwi jinych
kompetujicich latek (kompetithy. Hodnota rovnovazné diso¢id konstanty Kje proporcionalni
k ICs0, tedy pokud je hodnota; Kizka, 1Go je rovrsz nizka.

Rovnovaznou disoctai konstantu Kuréime uzitim rovnice Chenga a Prusoffa (Chang and
Cheng, 1978):

« - 1Cq
L [radioligand|

Kd
Ki—rovnovazna disodtai konstanta nezganého ligandu ; M
ICso — inhibi¢ni koncentrace ; mol™

Kgq— rovnovazna disociai konstanta ; M

4.2.4.2. Saturaéni vazebné experimenty

Stanoveni specifické vazby bylo provedeno dle poéinbptimalizovanychidve (Maletinska
et al., 2007) ve vazebném pufru (20 mM HEPES pyfHo7,4, 118 mM NacCl, 4,7 mM KCI, 5 mM
MgCl,, 5,5 mM glukézy,1 mg/ml BSA, 0,1 mg/ml BPTI) s lemtracemi**I-CART(61-102)
v rozmezi 0,5 — 5 nM v celkovém objemu 250 pl malja. Pro stanoveni nespecifické vazby pro
jednotlivé koncentrace zd@ného peptidu byl s@asré piitomen nezngny peptid CART(54-102)
& CART(61-102) o koncentraci TOM. Vazba probihala 30 minutiip37 °C. Po inkubaci byla
jamka tikrat promyta 1ml promyvaciho pufru (10 mM HEPESrpupH 7,4, 118 mM NacCl, 4,7
mM KCI, 5 mM MgCh, 5,5 mM glukdzy), bikky byly solubilizovany v 0,1 M NaOH po dobu
nejmérk 15 minut. Radioaktivita vazana narliy byla ugena pomoci gamétace (Wizard 1470
Automatic Gamma Counter, Perkin Elmer, Wellesley,NISA).
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4.2.4.3. Kompetitivni vazebné experimenty

Kompetitivni vazebné experimenty byly provedeny ogfitim princigi Motulského
a Neubiga (Motulsky and Neubig, 2002). Metoda bypdimalizovana tive (Maletinska et al.,
2007).

Ze vSech jamek bylo nejprve odsato médium, pot§ yhky promyty 1 ml promyvaciho
pufru viz kapitola 4.2.4.2. o teptB87 °C. Buiky PC12 byly inkubovany s 1M **1-CART(61-
102) a s neradioaktivnim peptidem CART(54-102),tidemn CART(61-102)i analogy peptidu
CART o koncentraci v rozmezi 10— 10° M ve vazebném pufru viz. kapitola 4.2.4.2. v celwov
objemu 250ul na jamku po 30 minutip 37 °C. Po inkubaci byly hbiky promyty promyvacim
pufrem a solubilizovany jako v kapitole 4.2.4. hdioaktivita vazana na hky byla ugena pomoci
gamagitace.

Celkova vazbainila 2 az 5 % z pdané radioaktivity. Nespecificka vazba v kompetifch
vazebnych experimentechinila mére nez 15 % celkové vazbyPokusy byly provedeny
v duplikatech alespotiikrat pro danou latku (Maletinska et al., 2007).

4.2.4.4. Analyza dat ziskanych z vazebnych experimeit

Satur&ni a kompetitivni vazebné&ikky byly vyhodnocovany programem Graph-Pad Prism
Software (San Diego, CA, USA), za pouziti modelw mazbu k jednomu vazebnému mistu
(metodou nelinearni regrese byly ziskany hodnotg)lGnhibicni konstanty (K byly spa&itany
dosazenim 16 do rovnice Chenga a Prusoffa (Chang and Cheng,)19Z8kapitola 4.2.4.1.
Ziskané hodnoty byly statisticky zpracovany a jegadeny jako gmeérna hodnota + #dni chyba
praméru (SEM).

4.2.5. Shér vzorka pro stanoveni burééné signalizace na bitkach PC12 &inkem peptidu
CART a jeho analogi

Bunky byly nagstovany na 6¢i 24-jamkovych destkach, viz kapitola 4.2.3. Asi 16 hodin
pied pokusem bylo hikam vynEnéno médium se sérem za médium bez séra, obsatani@nmM
L-glutamin a penicilin. DalSi den bylo z kazdé jamddsato médium na objem 1 ml u 6-jamkové
destEky ¢i na 250ul u 24-jamkové destky. Do kazdé jamky poté bylofidano bu’ samotné
médium bez séra (kontrola) nebo CART(54-102) dalfihkoncentrace 10M, NGF 50 ng/ml,
inhibitory samotné U0126 (inhibitor c-Fos), SB2085&hibitor p38), SP600125 (inhibitor c-Jun
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a JNK) do 10M, & kombinace peptidu CART nebo NGF s inhibitory. @byl inkubovan za
stdlého michaniip37 °C 10¢i 60 minut. Po inkubaci byla desita s roztoky dana na led, médium
odsato a hiiky trikrat promyty promyvacim pufrem PBS (phosphate-¢naftl saline; 137 mM
NaCl, 2,7 mM KCI, 8 mM NgHPO,2H,0 a 1,76 mM KHPQ,) o teplot 4 °C. Solubilizace byla
provedena po dobu 5 minut v Iyram pufru (62,5 mM Tris-HCIl o pH 6,8, 2 % SDS, 10 %
glycerol, 0,01 % bromfenolova miydmerkaptoetanol, 50mM NaF, 1mM N&D,). Alikvoty byly
uchovany pi -20 °C.

4.2.6. Stanoveni bilkovin

Ke stanoveni koncentrace bilkovin bylo uZzito stawivpodle Bradfordové (Bradford,
1976). Z kalibrani kiivky howziho sérového albuminu (BSA) byla d@tena odpovidajici
koncentrace. Vysledna hodnota pakimp¥riiovana zeif koncentraci proteinu.

4.2.7. Detekce proteini bunééné signalizace metodou Western blot

4.2.7.1. Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v gfitomnosti SDS (SDS-PAGE)

Vzorky (viz kapitola 4.2.5.) byly po dobu 1 minuspnikovany a po sonikaci zéatly na
100 °C po dobu 2 minut. Z&&té vzorky byly centrifugovany 5 minutifb00 x g. Pro identifikaci
molekulovych hmotnosti na blotu byl pouzit dvojbarg standard (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Na 4/12 % (4% zaokivaci gel, 12% dici gel) SDS-polyakrylamidovy gel byly upravené
vzorky naneseny. Jako pozitivni kontrolni proteifyyly pouzity fosforylovana MAPK, c-Jun,
fosforylovana JNK a p38 MAPK (vSechny: Cell sigiadl Technology, Beverly MA, USA).

Elektroforéza byla prové&da na pistroji Mini-Protean 3 (Bio-Rad, Herkules, CA, USB)
konstantnim natii ve dvou krocich, nejprvefipl00 V po dobu 10 minut a potéi 150 V po dobu
50-60 minut.

4.2.7.2. Pirenos proteini na PVDF membranu
Pro stanoveni signalizaich fosforylovanych proteinbyly proteiny geneseny z gelu na
membranu PVDF-Immobildif-P (polyvinyliden difluorid) (Sigma-Aldrich, USAPrenos proteit
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probihal v blotovacim pufru o pH 8,3 (25 mM Tris92L mM glycin, 20 % methanol)fip
konstantnim nafii 30 V fi 4 °C pres noc.

4.2.7.3. Detekce proteini na PVDF membrang
Po dokoweni genosu byly membrany promyty v promyvacim pufru (TB®H 7,6; 20

mM Tris, 140 mM NaCl) s 0,1 % Tween-20 5 minut pokojové teplat. Membrany byly
inkubovany v blokujicim pufru (5% neiné susené mléko, TBS, 0,1 % Tween-20, 5 mMVa
a 50 mM NaF) 1 hodinuippokojové teplat. Poté byly tikrat promyty promyvacim pufrem TBS
po 5 minutach. Promyté membrany byly inkubovanyatihu s primarni protilatkoufednou
blokovacim pufrem. Seznam pouzitych primarnichifgiek je uveden v tabulce 3. Membrany byly
tiikrat promyty promyvacim pufrem po 5 minutach. Pyténmembrany byly inkubovany se
sekundarni protilatkou ztenou peroxidasou. Seznam uzitych sekundarnichlgteitije uveden
v tabulce 3. Néslednbyly membrany oft promyty tikrat po 5 minutdch v promyvacim pufru
TBS. Postup byl proveden podle dop@mmeého protokolu firmy Cell Signalling Technology
(Beverly MA, USA).

Po aplikacicinidla Femto (Pierce SuperSignal, Thermo Fisheer@dic, Rockford, IL, USA)
byla detekovana pomoci CCD kamery LAS-3060j( Photo Film GmbH, Dusseldorf, Germany

chemiluminiscence.
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Tabulka 3. Prehled protilatek aredéni

Nazev Charakteristika protilatky a Fedéni
Primarni c-Fos (9F6) kratii mAb (Cell signalling Technology, Beverly
c-Fos MA, USA); fecéni: 1:1000
Primérni Fosfo-CREB (S133) (1B6) mysi mAb (Cell signalling
Fosfo-CREB Technology, Beverly MA, USA)edéni: 1:1000
Primérni CREB (86B10) mysi mAb (Cell signalling Technologverly
CREB MA, USA); recéni: 1:1000
Primarni Fosfo-p-44/42 MAPK (Thr202/Tyr204) (E10) mysSi mABg(l
Fosfo-MAPK signalling Technology, Beverly MA, USAjecéni: 1:2000
Primérni p44/42 MAPK (Erk1/2) (3A7) mySi mAb (Cell signalgn
MAPK Technology, Beverly MA, USA)edini: 1:2000
Primérni Fosfo-SAPK/INK (Thr183/Tyr185) (98F2) kré&limAb (Cell
Fosfo-JNK signalling Technology, Beverly MA, USAjedni: 1:1000
Primarni SAPK/JINK (56G8) kralii mAb (Cell signalling Technology,
JNK Beverly MA, USA);fecéni: 1:1000
Primérni c-Jun (60A8) kralii mAb (Cell signalling Technology, Beverly
c-Jun MA, USA); fecéni: 1:1000
Primarni Fosfo-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) (D3F9) krélimAb (Cell
Fosfo-p38 signalling Technology, Beverly MA, USAjedni: 1:1000
Primarni p38 MAP Kinase krati mAb (Cell signalling Technology,
p-38 Beverly MA, USA);fecni: 1:1000

Sekundarni proti

mysi

Peroxidazovy konjugatijpraveny v koni (Cell signalling
Technology, Beverly MA, USA)iecéni: 1:2000

Sekundarni proti

kralici

Peroxidazovy konjugatijpraveny v koze (Cell signalling
Technology, Beverly MA, USA)ed:ni: 1:2000
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4.2.8. Stanoveni aktivity acetylcholinesterasy

Acetylcholinesterasa hydrolyzuje acetylthiocholim rthiocholin a acetat. Thiocholin
pak reaguje siflanym dithiobisnitrobenzoatem (DTNB) za vznikut2lo 5-thio-2-nitrobenzoatu.
Toto Zluté zbarveni je detekovatelné spektrofotoicigt. Poté Ize Uit mnoZstvi bilkovin
a vypaitat aktivitu AChE za minutu na bBku ¢i aktivitu AChE za minutu na mikrogram bilkoviny.
Pro stanoveni R (rychlost reakce v molech hydrolgp@ho substratu acetylcholinu, jednou

buinkou PC12 za minutu) bylo uzito rovnice (Schwartalet2007):

AR 1
R= ——
136 x 104 (Hg bunécného proteinu PC12/200ul lyzatu

R — rychlost reakce hydrolyzovaného acetylcholimol[ min™]
AA — zmgna absorbance za minutu pro kazdy vzorek

1,36 x 16 — extiréni koeficient vzniklého produktu

Bunky byly nagstovany na 6 jamkovych desdtach viz kapitola 4.2.3. Do kazdé jamky bylo
pfidano bW’ samotné médium bez séra nebo CART(61-102) o fifddncentraci 18 M, NGF
o koncentraci 50 ng/ml, PACAP o finalni koncentra@i nM a dexametason o finalni koncentraci
2,5x10° M (Schwartz et al., 2007). Po 24 hodinové inkupacobihajici za sterilnich podminek
v inkubatoru, byla odsata real snes a buiky trikrat promyty promyvacim pufrem (PBS o pH
7,4) o teplo, seSkrabany a resuspendovany v 1 ml PBSigwavenych zkumavek. Zkumavky
byly centrifugovany v mikrocentrifuzefippokojové teplat. Po opatrném odsati supernatantu byla
peleta resuspendovana v 50i0solubilizatniho pufru (10 mM Tris, pH 7,2, 1 M NaCl, 50 mM
MgCl,, 1 % Triton X-100). Alikvoty skladovanyip-80 °C (Adler et al., 2006).

Vzorky byly resuspendovany a michany po dobu 20 Pso stanoveni aktivity
acetylcholinesterasy bylo odebrano vzdy 200s/zorku, do kterého bylofano 200ul 0,1 M
fosfatového pufru o pH 8, sim byla zamichana ¢ppo dobu 20s. Jako kontrolni vzorek bylo
pouzito 200ul solubilizatniho pufru a 20Qul 0,1 M fosfatového pufru o pH 8. Daripravené
kyvety bylo vpraveno 40Qu meéteného vzorku, fidano 12,5ul DTNB (kyselina dithio-bis-
nitrobenzoova; 4 mg DTNB, 1,5 mg NaHg®a 1 ml 0,1 M fosfatového pufru o pH 7)
a promichano. Po 5 minutovém ustaleni roztoku lgsngsi piidano 2,5ul acetylcholin jodidu
(21,7 mg/ml vody). Po promichani byla¢ifena absorbance $si pii 412 nm po dobu 5 min
(Lambda 25, PerkinElmer, USA). d#eni bylo zopakovano vzdy dvakrat u stejného vzorku
(Schwartz et al., 2007).
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4.2.9. Stanoveni grijmu potravy u mysi

4.2.9.1. Experimentalni zvirata

MySi samci C57BI/6 z Anlab PRAHA byli chovantigeplog 23 °C a dennim cyklu 12
hodin sé¥tla a 12 hodin tmy (tj. stlo 7:00 — 19:00). K potray standardni diety (St-1, Mlyn
Kocanda, Jesenice) a vodnéli samci volny pistup. Se zvaty bylo zachazeno podle zakona
0 ochra® zvirat proti tyrani (zakod. 246/1992 Sb.) a protokol pokusu byl schvalenmas&omisi
AV CR pro ochranu zvat (Maletinska et al., 2007).

4.2.9.2. Zavedeni ICV kanyl

Tato metoda byla provedena podle Maletinské a (kdhletinska et al., 2007) u mysi ve
véku 3 nesice (25-30g). Mysi byly édhem operace v anestezi (IP injekce ketaminu/xylazi®O
mg/kg ketaminu, 16 mg/kg xylazinu). Hlava mysi bffleovana ve stereotaxickéntiptroji a vr&jSi
kanyla (Roanoke, VA, USA) se zavedla detit mozkové komory (AP (anterior posterior neboli
piedozadni) 2 mm, V (vertikalni) 3 mm od bregmy). ©@k&anyly byla aplikovana zubska
pryskyrice rozpu&na v duracrolu (Spofa-DentafR). Po ztvrdnuti pryskice se vsunula vriti
kanyla, aby se zabranilo ucpavani (obrazek 8).

Po operaci byly mysi ponechasiyii dny v klidu a nély volny pristup k potra¥ a piti. Po

tomto obdobi se provédpokus na fijem potravy.

Obrazek 8. Zavedeni ICV kanyly
MysS s kanylou zavedenou dett mozkové komory.
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4.2.9.3. ICV podani latek
Peptid CART(61-102) (0,5 a 1 pg/mys), analog 1 €@ bug/mys), analog 2 (12,5 pg/mys)
a analog 7 (1 a 5 pg/mys) byly podany ICV detit mozkové komory. Latky byly podavany

v objemu 5 pl.

4.2.9.4. Test pFijmu potravy

V den pokusu byly mysi hladové 17 hoghbm pokusu rly volny pristup k vod. Kazda
koncentrace peptidu byla testovana al#ésgaakrat na 6 — 8 mySich na skupinu. Po 15 min@d |
podani latky se mysSim podalaedem zvazena potrava a 6ée @ijmu potravy se provadl
pravidelrt po 30 min po dob6 hod. Kazdé zvé bylo na testovani pouzito pouze jednou a pokus

byl opakovan vzdy s novou sadou mysi.

4.2.10.Test pohybu v ote¥eném prostoru ,open field* a analgetické @inky pomoci testu na

horké plotné ,hot plate”

Vzdalenost, kterou mysSi urazily v ot@ném prostoru ,open field“ (obrazek 10A) a ktera
ukazuje sedativni resp. excith (Cinek latek, byla méfena pomoci systemu VideoMot (TSE
Systems, Bad Homburg,éhhecko). MySi ndly pted pokusem volnyifstup k potraw i piti. BEehem
pokusu byly mysi samostatve volném prostoru (rozény dna 0,5 x 0,5m) a po dobu 10 min byla
métena celkova vzdalenost, kterou myS urazila. MySiyh 15 minut ged testem ICV podan
CART(61-102) (0,5 a 1 ug/mys), analog 1 (0,5 a imy§) nebo analog 7 (1 a 5 pg/mys).

Analgeticka aktivita horké plotny ,hot plate” vidté na 53 °C (obrazek 10B) testuje bolest
vyvolanou tepelnym draZdim vSechcétyt korcetin. MySim byly podavany stejné latky o stejné
koncentraci jako u testu pohybu ve volném poli (vi&e). Test byl provét po testu pohybu
v oteweném prostoru ,open field".
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(A) MyS v oteweném prostoru

(B) Metoda horké plotny

Obrazek 10. Test sedativnich €&inki v oteweném poli a test analgese na horké plo¥n
Obrazek A zachycuje oi@né pole, pro testovani sedativnich extitah &inki na pohybovou
aktivitu zviete. Na obrazku B je zachycena hork& plotna provési analgesie.

4.2.11Vypocty a statistika

VSechny parametry jsou prezentovany v tabulkachrafegh. Ziskané hodnoty byly
statisticky zpracovany pro zji&ti snerodatnosti rozdil mezi skupinami a jsou uvedeny jako
primérna hodnota + #&dni chyba piméru (SEM). Statistika byla provdda metodou One-way
ANOVA (jednocestna ANOVA) po kterém pak nasledoainnefiv test s pouzitim programu
Graph-Pad Prism. Rozdily byly povazovany za vyzrgmokud P < 0,05.

39



5. VYSLEDKY

5.1. Analogy peptidu CART

V tabulce 2 (kap. 4.2.1.) je uvedeiepled sekvenci analdgeptidu CART. Tyto analogy
byly syntetizovany metodou na pevné fazi (Maixnérat al., 2007). Molekulové hmotnosti
peptidi byly owiené na hmotnostnim spektrofotometru MALDI-TOF, BefllV hmotnostnim
spektrometru (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA)

Analog 1 mé& sekvenci aminokyselin t&nhstejnou jako peptid CART(61-102), jen methionin
je v pozici 67 vyndnén za norleucin (Nle), pro vySSi stabilitu tohotoppdu, nebd methionin
snadno podléha oxidaci. VSechrydisulfidové mistky jsou zachovany. Analog 2 je fragmentem
CART(61-102) odpovidajicim Uuseku 74-102. Cysteinpozici 86 je trvale chram
S-acetamidomethylem (Acm), tji. Cys(Acth)v peptidu jsou zachovany dva zbylé cysteinové
mustky v pozici 74-94 (11-V) a 88-101 (IV-VI).

U analogi 3 az 8 peptidu CART(61-102) byly modifikovany disdové mastky. Analogy 3,

4 a 5 obsahuji jen jeden cysteinovyistek. Analogy 3 a 4 maji jediny disulfidovyisiek mezi
cysteiny 88-101 (IV-VI). Zbylé dvojice cystainkteré u peptidu CART(61-102) tkiodisulfidové
mustky, jsou modifikovany: jedna dvojice za Acm cysyea druha za alanin. Analog 5 je
modifikovan podobé#, zbyly disulfidovy ntistek je mezi cysteiny v pozici 74 a 94 (lI-V).

Analogy 6 az 8 obsahovaly vzdy dva disulfidovésthy a zbylé dva cysteiny nahrazené
pokazdé v jiné kombinaci. Analog 7 obsahoval méststein v pozici 68 a 86 alanin a peptickin
dva disulfidové mistky v pozici 74-94 (II-V) a 88-101 (IV-VI).

5.2. Bunééna linie

Péstovani buwscné linie PC12 probihalo za standardnich sterilpgodminek (viz kapitola
4.2.3). Buky byly kulovitého tvaru a tvdly shluky (obrazek 11A). #danim NGF se hiky
zmenily v neurondlni fenotyp a twily typickou nervovou 81 (obrdzek 11B). #danim
dexametasonu bylo U&pe dosazeno z#my v chromafinni biky, tvarow podobné
nediferencovanym hikam, ale rostoucim v mensi hust@brazek 11C).

Pro vazebné experimenty byly pouZity désfi potazené PEI, na které itky PC12 dobe
prisedaly, byly rovnorérné rozlozeny a rové¢ se neodlepovalyéhem provagného pokusu.
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(A) Nediferencované buiky

(B) Buiiky diferencované NGF

(C) Bunky diferencované Dex

Obréazek 11. Burgéénd linie PC12
Obrazek (A) zachycuje nediferencovanékyuPC12. Biiky diferencované NGF jsou na obrazku

(B). Na obrazku (C) jsou zachyceny:ky diferencované Dex. &eno 20x.
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5.3. Vazebné experimenty

5.3.1. Saturaéni vazebné experimenty

Satur&ni vazebné pokusy na bimé linii PC12 byly provedenyip optimalizovanych
podminkéach, viz kapitola 4.2.4.2. Se zvySujici smdentraci radioligandu lined@rnstoupala
nespecifickd vazba a bylafilpizné 36 % u nediferencovanych hikp 14 % u busk
diferencovanych NGF a vice nez 50% u &dudiferencovanych Dex (obrazek 12).

Saturé&ni vazebné experimenty'$l-CART(61-102) prokazaly, Ze se disa#ii& konstanta
Kq u nediferencovanych a diferencovanych édupomoci NGF pohybovala v nM oblasti, cozZ je
hodnota bzna pro komplex receptor-ligand. Maximalni ¢pb vazebnych mist Bx byl
u nediferencovanych btk fadow vtisicich vazebnych mist/bku (obrdzek 12A).
Bunky diferencované NGF &y pocet vazebnych mist/ida piblizn¢ trikrat wtSi nez
nediferencované liky (obrazek 12B). Hodnoty potvrzuji nasegchozi experimenty (Maletinsk&
et al., 2007). Boky diferencované Dex vykazovaly vysokou hodnotupeesfické vazby a tudiz
nebylo mozno stanovit get vazebnych mist (obrazek 12C). Hodnoty & Byax jsou uvedeny

v tabulce 4.

Tabulka 4. Saturaéni vazba?3-CART(61-102) u bunéné linie PC12
Hodnota B.ax I Kgq byla zjigovana @i satura‘hich vazebnych experimentech, probihajicich
30 minut pi teplote 37 °C.

bunky PC12 Bnax [Vazebna mista/buika] Kg [nM]
nediferencované 3601 + 569 2,360 £ 0,826
diferencované NGF 11248 + 2521 2,090 + 0,549
diferencované Dex nizka hodnota Bax
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Obrazek 13. Satur&ni vazebné Kivky peptidu CART(61-102) u bunééné linie PC12
Satura’ni vazebné experimenty probihalyi pteplo# 37 °C po dobu 30 minut, s rostoucim
mnoZstvim'*1-CART(61-102) v neftomnosti (celkovad vazba) nebaitpmnosti (nespecificka
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vazba) 10M CART(61-102). Specifickd vazba byla \4ffma jako rozdil celkové vazby
a nespecifické vazby7kky byly vyneseny pomoci nelinearni regrese.

5.3.2. Kompetitivni vazebné experimenty

Kompetitivni vazebné pokusy na itkaich PC12 byly provedeny v optimalizovanych
podminkéach  koncentraci radioligandu 0,1 nM (viz kapitola 4.3.). Hodnota Kbyla pouzita ze
satur&nich vazebnych experiméntu nediferencovanych bek 2,36 nM, u budk diferencovanych
pomoci NGF 2,09 nM. Rovnovazna disdtiakonstanta nezdaného ligandu Kbyla stanovena
z rovnice Chenga a Prusoffa (Chang and Cheng, 187@)tssreni radioaktivniha?3-CART(61-
102) doslo ginkem CART(61-102) a CART(54-102) a rasnanalogy 1 a 7, ale nikoliv analogy
2 — 6 a 8 jak je zn4za¥no na obrazku 14 a v tabulce 5. CART(61-102), CAR¥(02) a vSechny
analogy se khikam diferencovanym NGF vézaly srovnovaznou disoéiskonstantou K

srovnatelnou s nediferencovanymiikami viz tabulka 5.

Tabulka 5. Vysledky kompetitivnich vazebnych experenta pro bunéénou linii PC12
Prumer £ S.E.M. ze iti az pti samostatnych experimeéntKompetitivni vazebné pokusy probihaly
30 min @i 37 °C. K bylo vypd@teno z rovnice Chenga-Prusoffovay Bylo u nediferencovanych
burek byla 2,36 nM, u butk diferencovanych pomoci NGF byla 2,09 nM .

Analog Ki [M] nediferencované PC12| K; [M] diferencované PC12
CART(54-102) (3,97 +1,91) x 10 (3,49 + 1,70) x 18
CART(61-102) (7,78 + 3,38) x 18 (4,73 £1,73) x 18

Analog 1 (3,98 +2,10) x 10 (3,61 +0,705) x 18
Analog 2 > 10* > 10*
Analog 3 >> 10° >> 10°
Analog 4 >> 10* >> 10°
Analog 5 >> 10% >> 10
Analog 6 (2,43 +3,37) x 10 (1,34 +0,698) x 10
Analog 7 (3,95 +1,77) x 10 (1,85 + 0,0328) x 10
Analog 8 (3,37 +£1,95) x 16 (4,24 +1,60) x 18
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(A) Kompetitivni vazebné experimenty na nediferenceanych buikach PC12
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(B) Kompetitivni vazebné experimenty na biikach PC12 diferencovanych NGF
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Obrazek 14. Reprezentativni grafy kompetitivnich vaebnych kivek analogi peptidu CART

u bunééné linie PC12
(A) Nediferencované iy (B) Buiky diferencované NGF. Inkubace 30 mif p7 °C. Vysledky
jsou uvedeny v % specifické vazby (poctetd nespecifické vazby ¥mnosti 10 M CART(54-
102). Reprezentativniikky z alespi ti experiment v duplikatech.
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5.4. Bunééna signalizace

Pro stanoveni biiné signalizace peptidu CART v bigmé linii PC12 byly biiky péstovany
za standardnich podminek na 6-jamkovyct24-jamkovych destkach (kapitola 4.2.3.). Biky
byly inkubovany s peptidem CART(54-102), NGF a kamalsemi &chto latek s inhibitory U0126,
SP60012%i SB203580 1&i 60 minut g 37°C. U stanoveni c-Fos, c-Jun, fosfo-JNK, fos88,
fosfo-CREB a fosfo-MAPK/ERK1/2 fungoval NGF jakoztivni kontrola, nebt v bunkach PC12
tyto drahy stimuluje. Vysledkythto experimeritjsou znazorény na obrazku 15 — 20.

Po pisobeni peptidu CART(54-102) doslo k vyznamnému eni/Sfosforylace c-Jun
(obrazek 16). K mirnému, avSak nevyznamnému zvyiefiorylace doslo rowz u signalizani
drahy fosfo-JNK, ktera fedchéazi aktivaci c-Jun (obrazek 17). Peptid CART62) nespoust
signaliz&ni drahu u c-Fos, fosfo-CREB, fosfo-MAPK/ERK1/2 fabek 15, 19 a 20). Inhibitor
SP600125 a rowi kombinace NGF + SP600125 a CART(54-102) + SPERQh#rE, avSak
nevyznama snizovaly fosforylaci drahy c-Jun a JNK (obrazék 17). Peptid CART mii) ale
nevyznamg zvySoval fosforylaci p38. Inhibitor SB203580 a Wgmimace NGF + SB203580
a CART(54-102) + SB203580 vyznamsnizovaly fosforylaci p38 (obrazek 18). Pro projeiNK,
p38, CREB, MAPK/ERK 1/2 bylo rowZ stanovena jejich celkové mnoZstvi.

c-Fos 62kDa a8 e
400
300-
> [
s
£ 200
-_=
N . - .

Obrazek 15. Graf znazonujici u¢inek peptidu CART(54-102), NGF, inhibitoru U0126

a jejich kombinaci na spou&ni signalizace c-Fos v nediferencovanych fikach PC12

Buiky PC12 byly stimulovany peptidem CART{®2), NGF, U0126 a jejich kombinaci
dobu 60 min @ 37°C.Data jsou ptimer = S.E.M. Bazalni urovefosforylace byla definovana ja
100 %. Signifikance je ***P < 0,001 oproti kontrole
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Obrazek 16. Graf znazokuijici t¢inek peptidu CART(54-102), NGF, inhibitoru SP600125

a jejich kombinaci na spou&ni signalizace c-Jun v nediferencovanych hikach PC12

Buwiky PC12 byly stimulovany peptidem CART{®2), NGF, SP600125 a jejich kombinaci
dobu 60 min @ 37°C.Data jsou pmér = S.E.M. Bazalni urovefosforylace byla definovana ja

100 %. Signifikance je *P < 0,

54 kDa
Fosfo-JNK 46 kDa
Celkovy JNK 54 kDa
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Obrazek 17. Graf znazonujici G¢inek peptidu CART(54-102), NGF, inhibitoru SP600125
a jejich kombinaci na spousni signalizace fosfo-JNK v nediferencovanych hikach PC12
Buwiky PC12 byly stimulovany peptidem CART{®2), NGF, SP600125 a jejich kombinaci
dobu 60 min @ 37°C.Data jsou primér = S.E.M. Bazalni urovefosforylace byla definovana ja
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100 %. Signifikance je **P < 0,01 oproti kontrole.
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Obrazek 18. Graf znazonujici G¢inek peptidu CART(54-102), NGF, inhibitoru SB203580
a jejich kombinaci na spou&ni signalizaéni drahy p38 v nediferencovanych biikach PC12
Buiky PC12 byly stimulovany peptidem CART{®2), NGF, SB203580 a jejich kombinaci
dobu 10 min fi 37°C.Data jsou primer = S.E.M. Bazalni Urovefosforylace byla definovana ja
100 %. Signifikance je *P < 0,05, **P < 0,01 a ***R 0,001 oproti kontrole.
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(C) Buiiky PC12 diferencované Dex
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Obrazek 19. Graf znazonujici a¢inek peptidu CART(54-102) a NGF na spou$hi signalizaéni
drahy CREB u nediferencovanych bugk PC12 a u burgk diferencovanych NGF a Dex
(A) Nediferencované bisy PC12, (B) Biakky PC12 diferencované NFG, (C)/iky PC12 diferencované
Dex. Butky PC12 byly stimulovany peptidem CART(54-102) & WG dobu 10 min 37°C. Data
jsou pzmér + S.E.M. Bazalni urovefosforylace byla definovana jako 100 %. Signifit@fe ***P <

0,001 oproti kontrole.
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(C) Bunky PC12 diferencované Dex
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Obrazek 20. Graf znazosujici t¢inek peptidu CART a NGF na spous&ni signalizatni drahy
ERK u nediferencovanych burék PC12 a u burgk diferencovanych NGF a Dex

(A) Nediferencované by PC12, (B) Bikky PC12 diferencované NFG, (C) By PC12

diferencované Dex. Bluy PC12 byly stimulovany peptidem CART(54-102) & G dobu 10

min pi 37°C. Data jsou pimer + S.E.M. Bazalni trovefosforylace byla definovana jako 100 %.

Signifikace je *P < 0,05, *P < 0,01 a **P < 0,0@proti kontrole.

5.5. Vliv peptidu CART na aktivitu acetylcholinesterasy

Pro stanoveni aktivity acetylcholinesterasy bylandna linie PC12 gstovana za
standardnich podminek na 6-jamkovych d#&sith (kapitola 4.2.3.). Biky byly inkubovany
s NGF, PACAP, Dex a peptidem CART(54-102) po doBuh@din za sterilnich podmineki 37
°C v inkubétoru. Aktivita acetylcholinesterasy byldburek PC12 vyznam& zvySena po fsobeni
NGF. Kvyznamnému sniZzeni aktivity acetylcholinestg doSlo po {sobeni Dex. Peptidy
CART(54-102) a PACAP netly vyznamny vliv na aktivitu acetylcholinesterastaljulka 6,

obrazek 21).

51



Tabulka 6. Aktivita acetylcholinesterasy
Aktivita acetylcholinesterasy u nediferencovanyainck PC12 po 24-hodinové inkubaci s NGF,
PACAP, Dexi s peptidem CART(54-102).

Aktivita acetylcholinesterasy
Buriky PC 12 [mol uvolnéného thicholinu na pg burééného

proteinu PC12/min]

Nediferencované hiky (6,76 + 0,53) x 18
Nediferencované litky s gidanim NGF (1,28 + 0,04) x 10
Nediferencované hiky s gidanim PACAP (6,71 + 0,75) X 16
Nediferencované hitky s pidanim Dex (3,60 + 0,23) x 16
Nediferencované hitky s gidanim CART (5,96 + 0,50) x 16
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Obrazek 21. Graf znazonujici aktivitu acetylcholinesterasy u nediferencovaych bunék
PC12
Po inkubaci s NGF, PACAP, Dex a peptidem CART(3)-® 24 hodin fi podminkach viz
kapitola 4.2.8. Signifikance je ***P < 0,001 oprdtontrole.
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5.6. Stanoveni Fijmu potravy u mysi

Byl sledovan fijem potravy u sanmickmene C57BI/6 po podani peptidu CART(61-102)
a jeho analog do teti mozkové komory (ICV) po 17 hod hladov. Po ICV podani peptidu
CART(61-102) (1pg/mys) dosSlo k vyznamnému snizéfimpl potravy ve srovnani gikem po
podani fyziologického roztoku (obrazek 22 a 23A, B) podani analogu 1 peptidu CART v davce
0,5 pg/mys doSlo pouzeckst&nému snizeniifjmu potravy, vyssSi davka analogu 1 — 1 pg/mys jiz
méla vyznamny dinek na pijem potravy ve srovnani s kontrolni skupinou mfgtirazek 22 a
23A). U analogu 2 (12,5 pg/mys) nedoSlo k vyznamménizeni potravy. Analog 7 (1 a 5 pg/mys)
piijem potravy u mysSi vyznaninsnizil (obrazek 22 a 23B) ve srovnani¢siiem u kontrolni

skupiny mysi.
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Analog 7 (5 ugfmys)
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Obrazek 22. Fijem potravy po ICV podani latek u hladovych kontrdnich C57BI/6 samé:
Prijem potravy po ICV podani latek. Peptid CART(62)1(Ang/mys), analog 1 (0,5 a 1 pg/mys),
analog 2 (12,5 pg/mys) a analog 7 (1 a 5 pg/my$.6n- 13 mysSi nakupinu. Statistika byla
provedena @i 45 a 75 min. Signifikance je® < 0,05, P < 0,01 a~ P < 0,001 (latka ici

fyziologickému roztoku).
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Obrazek 23. Fijem potravy po ICV podani latek u hladovych kontrdnich C57BIl/6 samd:
(A) Prijem potravy po ICV podani peptid CART(61-102) (invg), analog 1 (0,5 a 1 pg/mys),
(B) Prijem potravy po ICV podani peptid CART(61-102) (ing), analog 2 (12,5 pg/mys)
a analog 7 (1 a 5 pg/mys); né— 13 mySi nakupinu. Statistika byla provedena pfas 75 min.
Signifikance jeP < 0,05, P < 0,01 a P < 0,001 (latka ici fyziologickému roztoku).

54



5.7. Test pohybu v ote¥eném prostoru ,open field* a analgetické @inky pomoci

testu ,hot plate*

Behavioralni dinky peptidu CART(61-102) a analogu 1 a 7 bylg¢ieny pomoci testu
pohybu v oteieném poli ,open field“ a analgetického testu nakBoplotré ,hot plate”. Ok
metody nely zjistit, jaké dalSi tGinky souvisejici sfijmem potravy ma peptid CART(61-102)
a jeho analogy 1 a 7. Peptid CART(61-102)u@fmys), analog 1 (0,5 a dg/mys), analog 7 ve
vySSi davce 5ug/mys, vyznamé snizil ukEhnutou vzdalenost v otganém poli v porovnani
s kontrolni skupinou, které byl podan ICV fyzioloky roztok (obrazek 24A). Analgetick€inky
latek jsme sledovali #iienim doby po jaké si sledované mysSirmau lizat pedni koretiny
(obrazek 24B) a po jaké vyskov reakci na horkou plotnu (obrazek 24C) ve srovrsakontrolni
skupinou. Stanovenicasu lizani pednich kogetin bylo zatizeno velkou odchylkou ale
CART(61-102) i analog 7 v davceus/mys nél statisticky vyznamnédinky. Testu doby skoku na
horké plotr’ byl zatiZzen menSi odchylkou (obrazek 24B, C). Agal (1 a Sug/mys) n¢l podobné
Ucinky jako vySe uvedeny analog 1.
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TEE

(B) Test analgesie na

horké plotné — lizani

pirednich kortetin

(C) Test analgesie na

horké plotné - skok

Obréazek 24. Behavioralni &inky u kontrolnich mysi
Obrazek (A) test otégného pole ,open field“, celkova vzdalenost, kteraySi urazi za 10 min.
Obrazek (B) analgeticky test na horké pto(B3 °C) ,hot plate” — doba, po které si mySicoau
lizat pedni koretiny. Obrazek (C) analgeticky test na horké pletrdoba, po které mysi vysiko
v reakci na horkou plotnu. Behavioralndiky byly na@reny po ICV podani peptidu CART(61-102)
(2 xg/mys), analogu 1 (0,5 a Ag/mys) a analogu 7 (1 a/g/mys). Signifikace je * P <0,05, ** P
<0,01, *** P <0,001 oproti fyziologickému roztoku.
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6. DISKUZE

Ackoliv byl peptid CART objeven jiz ied 15 lety, jeho receptor, st&jjako geesna funkce
v organismu nejsou dosud znamy. V naSi skumuablikovana specificka vazba pefitiCART
k feochromocytomalnim kikam PC12 (Maletinskad et al., 2007) umoznila nasetkstovani
fragmenti peptidu CART (Maixnerova et al., 2007), které welle zjiS€ni, Ze struktura peptidu
CART stabilizovana disulfidovymi fistky je absolutéinezbytna pro zachovani biologickeé aktivity.

Model feochromocytomalnich beék PC12 a butk diferencovanych v neurony pomoci NGF
nam dale umaije jak testovat dalSi analogy a zkoumat vztah regakturou a aktivitou analég
CART, tak zkoumat moznou signalizaci peptidu CARJ lilnky a tak pispét k charakterizaci
vazebného mista a moznyctinka peptidu CART.

6.1. Vazba peptidu CART a jeho analod k bunééné linii PC12

NasSe pedchozi studie ukazala, Ze syntetizované fragmeeitidu CART odpovidajici
UusekKim mezi jednotlivymi cysteiny, nevykazuji v testoeam rozmezi koncentraci vyznamnou
afinitu k vazebnym migém na bukach PC12.

V této studii jsme tedy c#it proveiit dilezitost jednotlivych dvojic cystein tvoricich
piislusné disulfidové ristky. Pomoci tzv. Ala-scanu byly dvojice cysteipostup® nahrazovany
alaniny. Akoliv prirozené peptidy CART(61-102) a CART(54-102) se ey ziskavaji
rekombinantd (Thim et al., 1998), naSe analogy byly syntetizgvénetodou na pevné fazi, coz
umoznilo pouzit i nekédové aminokyseliny, které Sayy stabilitu peptidu, protoze jsou odolné
proti proteolytické degradaci.

Peptid CART a jeho analogy byly testovany v kontpetich vazebnych experimentech
u buré¢né linie PC12, nehbtyto vazebné studie jsou vhodné pro porovnanitgfe biologické
aktivity raznych strukturnich analég(Maletinska et al., 2007). Byla studovéana afirpeptidu
CART(54-102), CART(61-102) a analingkteré se liSily v p&tu a pozicich disulfidovych fistki.
Nejprve byl syntetizovan analog 1 (viz tabulka RPukturné podobny peptidu CART(61-102),
avSak v pozici 67 byl methionin nahrazen norleutin@o zvySeni stability peptidu. Tato zé&ma
neovlivnila schopnost analogu 1 vazat se &iddm PC12 se stejnou afinitou jako CART(54-102)
(tabulka 5). U analogu 2, CART(74-102), obsahugpczhdisulfidové nistky v pozici 74-94 a 88-

101 nedoslo k vysnsni vazby*?3-CART(61-102) v testovaném rozmezi koncentraci.uKazuje,
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Ze je poteba pro uchovani biologické aktivity nejen disulfid mistky, ale i N-koncovoutast
molekuly peptidu CART.

Analogy 3, 4 a 5, které obsahuji vZdy jeden didoly mistek (tabulka 2) vykazovaly
velmi nizkou afinitu k bitkam PC12, coZz ukazuje na skirest, Ze cysteinové imstky hraji
zé&sadni roli pi biologické aktivié peptidu (Maixnerova et al., 2007).

Analogy 6, 7 a 8 obsahovaly dva disulfidovéstky v tiznych pozicich, zbylé dva cysteiny
byly nahrazeny alaninem (tabulka 2). Analog 6 obsah S-S nistek v pozici 68-86 a 88-101,
alaniny v pozici 74-94. Tento analogsihmizkou afinitu k biikam PC12. Analog 7 s disulfidovymi
mustky v pozici 74-94 a 88-101 a alaninem v pozici8&vykazoval vysokou afinitu k filkam
PC12 a byl schopen wgnit z vazby'*1-CART(61-102) s K 10° M (tabulka 5), co? je Kjen
o 1+ad vyssSi nez u CART(61-102). U analogu 8 doslo leaeni cysteiin za alanin v pozici
88-101, k tvorb disulfidovych niistkii doslo v pozici 68-86 a 74-94. Analog 8 &sttoval *23-
CART(61-102) s K10° M (tabulka 5). Vy3e zméma fakta ukazuiji na to, e pro zachovani vysoké
afinity je poteba zejména disulfidové vazby v pozici 74-94 a 88;Inikoliv 68-86. V porovnani
analogu 7 s analogem 2 (oba tyto analoggtyndisulfidové vazby 74-94 a 88-101)uideme
konstatovat, Ze kro&téchto disulfidovych vazeb je j@Spoteba i N-koncové sekvence k vgteni
129.CART(61-102) z vazby.

Analog 7, jehoz syntéza je mnohem jednoduSsi ne#ésy kompletniho peptidu
(2 disulfidové niistky versus 3 disulfidové istky), bude pouZzit jako zakladni analog pro nase

budouci strukturé-aktivitni studie.

6.2. Anorekticky, sedativni a analgeticky &inek peptidu CART a jeho analodi

u mysi

VétSina praci popisujicich anorektickecinky peptidu CART, pouziva fpozené analogy
CART(61-102) a (55-102), jejichz vliv na sniZertijipu potravy je srovnatelny (Bannon et al.,
2001; Lambert et al., 1998; Kristensen et al., 198&Se pedchozi prace ktera srovnavéjgm
potravy CART(61-102) a fragmentCART také potvrdila signifikantniginek CART(61-102) na
piijem potravy u mysi v davkach 0,1 a 0,2 nmol/mgEzé jsme ji zvolili i v nasi studii.

Peptidy, které ukazaly vyznamnou afinitu kikéim PC12, byly testovany z hlediska vlivu na
piijem potravy a moznym sedativnim a analgetickytmkiim. Do testovanin vivo byl pouzit
peptid CART(61-102), analog 1, 2 a 7. Peptid CARF{82) v souladu s publikovanou praci

58



(Bannon et al., 2001) a naSimiedchozimi pracemi (Maletinska et al., 2008; Zelezindl., 2009)
vyznamr snizoval pijem potravy a vykazoval vyrazné sedativiinky pii testovani v otetenim
poli. Rovrez mel ¢ast&né analgeticky dginek (Maletinska et al., 2007).
potravy u hladovych mySi v obou koncentracich. \&mné sedativni a analgetick&inky
vykazoval az fi vySSi koncentraci. V testuiipmu potravy ndl analog 1 prodlouzenyc¢inek ve
srovnani s &inky CART(61-102), coz je Zjsobeno vysSi odolnosti proti degradaci enzymy
(obsahuje NI%). Analog 2 byl pouZit ve vy3&i koncentraci (1Agmys tj. 4nmol/mys), podokn
jako v naSi gedchozi studii s fragmenty (Maixnerova et al., 200ba’ vykazoval nizkou afinitu
k butkam PC12. Hjem potravy nebyl u tohoto analogu signifikahtsnizen. Analog 7 (1 a 5
ug/mys tj. 0,2 a 1 nmol/mys) #pobil vyrazné sniZzeniipmu potravy po ICV podani, &h
vyznamneé sedativni a analgetickinky.

VSechny analogy, které sniZzovaly signifikahpiijem potravy (analogy 1 a 7),dhy G¢inek
zavisly na davce. Analog 7 byl pouzit ve vysSichkdé&h, jak odpovidalo jeho i@d nizSi afini
k buikam PC12. ¥inky tohoto analogy jsou srovnatelné&nky prirozenych peptitl CART.

6.3. Aktivita acetylcholinesterasy

U burgéné linie PC12 dochazi paipobeni NGF k diferenciaci bék na sympatoadrenergni
neurony. Tyto diferencované itky jsou schopny uvébvat dopamin a jsou citlivé na acetylcholin.
Acetylcholinesterasa degraduje acetylcholin a teéinéuje jeho neurotransmisi. Po 24 hodinové
inkubaci s NGF doslo ke zvySeni aktivity acetylchesterasy v PC12, coZ je v souladutisel
publikovanou praci (Greene and Tischler, 1976)2@todinovém fisobeni PACAP, ktery rovi
zpisobuje diferenciaci bwk PC12 v neuralni fenotyp, nedoSlo ke zvySeni &ktiv
acetylcholinesterasy. To nazige, Zze mechanismus diferenciace v nervovéwnsbocas pro tuto
diferenciaci nejsou stejné jako u diferenciace poinfNGF (Vaudry et al., 2002).

Naopak po 24 hodinovémugobeni dexametasonuiieme konstatovat sniZzeni aktivity
acetylcholinesterasy, neftyto buiky se diferencuji na fenotyp normalnich chromafthnburgk,
coz je v souladu s publikaci (Adler et al., 2006).

Co se ty¢e 24 hodinovéhotsobeni peptidu CART, ktery nedokaze diferencovakpuirC12
ani za rkolik dni v neuralni¢i chromafinni fenotyp (naSe nepublikované vyslekdyy souladu

s tim ani nema vliv na aktivitu acetylcholinestgras
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6.4. Signalizace peptidu CART v buikach PC12

Navzdory velké snaze nebyl jgdpro peptid CART identifikovan receptor (Vicentit &.,
2006), byla ale navrZzena signatind draha, kter4 vychézela ze signalizace peptidtRTA
sledované viznych typech butk: v primarnich hipokampalnich neuronech (Yermalaiet al.,
2001), v hypofyzarni linii AtT20 (Lakatos et al.0@5) a v neuronech hypothalamického PVN.
V této praci jsme asfovali dw navrzené signalni drahy, které&lnpeptid CART stimulovat —
fosforylaci MAPK/ERK 1/2 a CREB v hikach PC12, u kterych jsme nasli specifickou vazbu
peptidu CART. Pomoci metody Western blot byla d&kanovena aktivace c-Fos, c-Jun
a fosforylace JNK a p38. Paigobeni CART(54-102) u bgéné linie PC12 nedoSlo ke zvySeni
signalizace u c-Fos. Pouze u c-Jun doSlo k jehoarymé aktivaci pogsobeni peptidu CART(54-
102), coz ukazuje na moznost, Ze peptid CARWZensignalizovat touto drahou. Nicrméén
nepodéilo se prokazat vyznangnzvySenou fosforylaci u JNK pomoci peptidu CARTerkt
obvykle gedchazi aktivaci c-Jun.

U burgk PC12 jsme nepozorovali zvySenou fosforylaci MABRK1/2 a CREB po {sobeni
CART(54-102), oproti praci Lin a kol. (Lin et akp11), kt&i naSli zvySenou fosforylaci ERK po
pusobeni CART(55-102) v likadch PC12, ale rowd se nAm nepodifo prokazat aktivaci CREB.

Aktivace drahy c-Jun nazégje, Ze receptor pro peptid CART je spiSe typu pare pro

rastové hormony nebo receptoru pro cytokiny. To bpigelmétem dalSiho vyzkumu.
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7. ZAVER

« V kompetinich vazebnych experimentech doslo kisgni radioaktivnihd*I-CART(61-102)
pomoci CART(61-102) a CART(54-102) a r@nanalogu 1, u kterého byl methionin v pozici
67 vymeEnén za norleucin, a analogu 7 obsahujiciho dva diku€ nustky v pozici 74-94
a 88-101.

» Peptid CART(61-102) a analogy 1 a 7 v testetlvivo vyznamm sniZzovaly fijem potravy.
V testovani v oteeném poli mily vyrazny sedativni ginek a v testu na horké pl@trdoslo
pouze kiast&né analgesii.

e Po testovani moznych signalkméch drah peptidu CART vlikach PC12 doslo

k vyznamnému zvyseni signalizace c-Jun.

Nase studie jefispevkem jak k objaséni vztahu mezi strukturou a aktivitou peptidu CART,
tak k os¥étleni mozné signalizace tohoto peptidu doduRC12. Tento busgny model obsahujici
vazebna mista pro peptid CART nam ummgé zkoumat &inky analogi peptidu CART a ty
nejEinngjsSi analogy dale testova vivo. Nicmérgé tloha peptidu CART v organismu stale neni
piiliS objas@na a receptor je neznamy.

S vyuzitim nasSich novych analdgpudeme tedy pokéavat v hledani moznych signalézdch
drah jakin vitro, takin vivo u mysi, kde planujeme imunohistochemické studidatakci proteifi
jako c-Fos a c-Jun po centralnim podani peptidu TARblastech mozku souvisejicichigmem
potravy. NaSe studie bydty prispét k hledani mechanisimicinku peptidu CART a tim i objasni

regulace fijmu potravy.
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