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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Abu — Kyselina aminomadselna (Aminobutyric acid)

Acm — Amid kyseliny octové (Acetamide)

ACTH - Adrenokortikotropni hormon (Adrenocorticotropic Hormone)

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

BSA - Hovézi sérovy albumin (Bovine Serum Albumine)

CART - Cocaine and Amphetamine Regulated Transcript

CCK - Cholecystokinin

CNS - Centrélni nervova soustava

CRH - Kortikoliberin (Corticotropin releasing hormone)

EDTA — Kyselina ethylendiamintetraoctova (Ethylendiamintetraacetic acid)

GnRH - Gonadoliberin (Gonadotropin Releasing Hormone)

HEPES — N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N-(2-ethansulfonova kyselina)

LC-MS/MS - Kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii

MALDI-TOF — Hmotnostni spektrometrie (Matrix Assisted Laser Desorption — Time of
Flight)

mRNA — Mediatorova ribonukleova kyselina (Messenger Ribonucleotic Acid)

NGF — Nervovy rustovy faktor (Nerve growth factor)

NMR - Nukledarni magnetickd rezonance

PEI - Polyethylenimin

PVN - Paraventrikuldrni jadro

RP-HPLC — Vysokou¢inna kapalinova chromatografie na reverzni fazi

TRH — Tyroliberin (Thyrotropin Releasing Hormone)

Dale jsou uzivany zkratky podle doporuceni [IUPAC-IUB (53).



1. UVOD

1.1. CART (COCAINE- AND AMPHETAMINE-REGULATED
TRANSCRIPT)

1.1.1. Objev

Vroce 1995 se skupiné védcti pod vedenim J. Douglasse podafilo najit genovy
transkript, jehoZ mnoZzstvi se zvySilo po poddni kokainu a amfetaminu, a odtud tedy
pochazi i samotny nazev tohoto peptidu, produktu CART [1]. Bylo zji§téno, Ze se jednd o

stejny peptid, jaky byl jiz v roce 1981 izolovan z ov¢iho hypotalamu Spiessem a kol. [2].

1.1.2. Vyskyt a vyznam

CART peptidy hraji velkou tlohu vfadé fyziologickych procest. Ugastni
se regulace pfijmu potravy (anorexigenni ucinek - snizovani pf{jmu potravy) a
energetického metabolizmu, endokrinnich [3,4] a kardiovaskularnich pochodii a pfi stresu
[5], peptidy CART mohou mit také vliv na vnimani bolesti [5]. Peptidy CART maji také
ulohu pfi sekreci inzulinu z pankreatu [6], ddle mohou mit vliv pii depresich [5] a pfi
Vyvoji osteoporozy [7].

Peptidy CART byly nalezeny jak v centralni nervové soustaveé, tak i v perifernich
organech. V CNS se vyskytuji zejména v hypotalamu a hypofyze [8, 9], v periferii pak
v dieni nadledvin [10], Langerhansovych ostrivcich [11, 12] a v travicim traktu [13].
Hypotalamus, zvlast€¢ pak jeho laterdlni ¢ast, nucleus arcuatus a zona inserta obsahuji
nejveétsi koncentrace CART mRNA [14]. Hypofyza pak obsahuje zhruba stejnou
koncentraci CART mRNA jako hypotalamus [8] a to z 80% v gonadotropech (buriky
produkujici luteinizaéni a folikulostimulaéni hormon). D4 se tedy fici, Ze vyskyt peptidu
CART lze zaradit do hypotalamo-hypofyzarni osy.

Role peptidi CART v periferii jesté neni pfesné znama, u potkanii byla zjiSténa

stimulace pankreatické sekrece amylazy [15].



1.1.3. Struktura peptidi CART

Prepropeptid CART je tvofen 129 nebo 116 aminokyselinami [1]. Signdlni
sekvence ma 27 aminokyselin, vysledny propeptid CART se pak sklddda ze 102
aminokyselin v pfipadé¢ dlouhé formy (potkani, mysi) nebo 89 v pfipad¢ kritké formy
(potkani, mysi, lidsky) [1]. Struktura peptidu CART je znazornéna na obr. 1. Propeptid
obsahuje nékolik $t€épnych mist a dava vzniknout dvéma biologicky aktivnim pfirozenym
fragmentim CART(55-102) a CART(62-102). DalSimi biologicky aktivnimi peptidy jsou
CART(61-102) a delsi fragment CART(54-102) [16]. Jak prokdzala NMR spektroskopie,
CART(55-102) obsahuje kompaktni jadro stabilizované disulfidickymi mustky,

s neuspofadanym N-termindlnim koncem [17].

Obr. 1 Struktura peptidu CART [16]

Cervené  zvyraznéné  aminokyseliny
oznacuji pocatek dvou pFirozené se
vyskytujicich biologicky aktivnich
fragmentu. Zelené jsou zndazornény
cysteiny tvorici disulfidické mustky. Misto
Jjodace oznacuje tyrosin v pozici 62, ktery
byl pro ucely kompetitivnich vazebnych

experimentii jodovan.




1.1.4. Vliv peptidu CART na prFijem potravy

Brzy po objevu peptidu CART bylo dokazano, ze peptid CART injikovany do tfeti
mozkové komory mysi zptisobuje sniZeni pfijmu potravy [18].

Ze vsech biologicky aktivnich fragmentt byl v inhibici pfijmu potravy u hladovych
mysi nejucinn€j§i CART(55-102) [16]. CART(55-102) a CART(61-102) obsahuji Sest
cysteintl, jez tvofi tfi disulfidické mistky a to mezi cysteinem v pozici 68 a 86, 74 a 94, 88
a 101 [16]. Podle Couceyro a Fritze redukce disulfidickych miistkii nejenom snizuje
anorexigenni ucinek tohoto peptidu, ale navic jesté stimuluje pfijem potravy u potkani
[19].

Peptidy CART blokuji orexigenni uéinek neuropeptidu Y, ktery je nejznamé;j$im
sttmuldtorem pfijmu potravy [18]. Dlouhodobé podani peptidu CART sniZovalo pfijem
potravy a zpusobovalo ubytek vahy jak u Stihlych, tak obéznich potkanti s nefunkénim
leptinem [20], tak i u potkand obéznich po vysokotuéné dieté [21]. I pfes vySe zminéné
ucinky peptidi CART, mysi, kterym chybél gen pro CART, vykazovaly normalni télesnou
hmotnost a pfijem potravy, ale byly vice nachylné k obezit€ po vysokotuné dieté

v porovnani se skupinou mys$i, jejichz gen pro CART nebyl pozménén [22].

1.1.5. Uloha peptidu CART v hypotalamo-hypofyzirni ose a sympato-

adrendlnim systému

Zda se, ze CART je regulovan glukokortikoidy na vSech urovnich hypotalamo-
hypofyzo-adrenalni osy a ucastni se také regulace hypotalamo-hypofyzo-tyroiddlni osy,
hypotalamo-hypofyzo-gonadalni osy, stejné jako sympato-adrendlniho systému.
Endokrinni regulace hypotalamo-hypofyzarni osy je zndzornéna na obrazku 2 na
nasledujici strané.

Co se tyCe hypotalamo-hypofyzarni osy, ma CART fadu dilezitych u€inkii na
hypofyzotropni neurony, jak dokazuje jeho vyskyt v zakonceni axont
obsahujici kortikoliberin (CRH), tyroliberin (TRH) a gonadoliberin (GnRH), které jsou
produkovany hypotalamem [23, 24, 25, 10, 26].



Hypothalamus - -

T medulla
mozkovy kmen

imuniter
systém

Obr. 2 Uloha CART v hypotalamo-hypofyzarni ose [27]

CART se ucastni vSech urovni hypotalamo-hypofyzarni osy, ma vliv na wuvolhovani

kortikoliberinu (CRH), kortikotropinu (ACTH) a také na uvolnovani kortizolu

Centralni podéni peptidi CART aktivuje CRH neurony a stimuluje sekreci
adrenokortikotropniho hormonu (ACTH) a tim i kortikosteronu; sekrece muze byt
blokovana antagonistou CRH, astressinem [28]. Adrenalektomie (odnéti nadledvin) snizuje
koncentraci CART mRNA a peptidu CART jak v paraventrikulirnim jadru (PVN) a
v nucleu arcuatu v hypotalamu, tak i v krvi. Podani kortikosteronu pak ¢asteéné vraci
hladiny CART do stavu pfed adrenalektomii [28]. Exprese a uvolnéni peptidu CART do
hypofyzy je regulovano CRH a glukokortikoidy [29,23].

Peptid CART také piimo inhibuje sekreci prolaktinu in vitro a miiZze zcela blokovat
stimula¢ni u¢inek TRH na sekreci prolaktinu. Peptid CART je sekretovan spolu s TRH do
portalniho hypofyzdmiho obéhu a proto by mohl ovliviiovat u¢inek TRH na sekreci
hormonii hypofyzy [30].
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1.1.6. Fragmenty peptidi CART

V centrdlnim nervovém systému se vyskytuje jak peptid CART(55-102), tak i (62-
102), jejichz anorexigenni aktivita se ve specifickych testech lisila [17, 31]. CART(54-102),
(55-102), (61-102) a (62-102) po intracerebroventrikuldmim podani hladovym myS$im
inhibovaly pfijem potravy téméf stejné, CART(55-102) byl mirné ucinnéj$i nez ostatni
peptidy [17]. Déle se podafilo izolovat v periferii del§i formy peptidi CART, konkrétné
CART(1-89) a (10-89) a to z nadledvin [32].

N-koncové peptidy propeptidu CART jsou povazovany za biologicky inaktivni.
CART(1-27) nesniZuje pfijem potravy u potkani [33], neaktivuje bunéEnou signalizaci [34]
a nebyla zjisténa jeho specifickd vazba k buiikkdm mys$i hypofyzarni bunécné linie AtT20
[35].

Fragmenty N-koncové Casti peptidu CART (55-102), jako jsou CART (55-76) a
CART(62-76) byly vin vivo testech (vliv na pfijem potravy) u potkani shledany
biologicky aktivni [33, 36]. Byly také syntetizovany C-koncové peptidy CART(85-102), u
nichzZ byla zméfena schopnost snizovat lokomoci navozenou morfinem [37,38].

O syntetickych kratSich fragmentech peptidi CART je velmi mdlo zndmo, nebot’
dosud nebyla systematicky provedena studie zabyvajici se vztahem jejich struktury a

biologické aktivity.

1.1.7. Receptory

Dosud se je$té nepodafilo identifikovat a izolovat receptor (receptory) pro peptidy
CART. Vsoucasné dobé byla popsdana specifickd vazba IL.CART(61-102) k
buiikdm hypofyzarni nddorové bunétné linie AtT20 [35,39]. Déle byla popsdna vazba
fizniho proteinu, skladajiciho se z peptidu CART(55-102) a fluorescenéniho proteinu, k
disociovanym buiikam hypothalamu a hepatocytarni buné¢né linii HepG2 [40].

A nejnov€ji  byla popsdna  specifickd  vazba IBLCART(61-102)
k feochromocytomalnim burikdm PC12, jak k nediferencovanym tak i k diferencovanym
v neuronalni fenotyp a bunéénym membranam PC12 [41]. Pocet vazebnych mist Bpax u
satura¢nich vazebnych experimenti nediferencovanych bun¢k C¢inila 2228 + 529
vazebnych mist/buiiku a pro diferencované byla B, dokonce 5 krat vyssi a to 11194 +
261 vazebnych mist/buiiku [41].
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Rovnovazna disociaéni konstanta Ky, ur€ena ze saturacnich vazebnych pokusi pro
nediferencované PC12 buriky ¢inila 0,48 nM. Pro diferencované buriky méla Kq4 hodnotu
1,90 nM [41].

Je pravdépodobné, ze existuje vice druhti receptori pro CART, nebot dva
biologicky aktivni fragmenty CART(55-102) a CART(62-102) vykazuji odli$né biologické
aktivity [39].

Byla provedena studie [35], ve které bylo zjisténo, ze '“I-CART(61-102) se nevaze
k fadé z dosud zndmych receptori, napiiklad opioidnim receptorim, receptorim pro
somatostatin, progesteron, CCK, neuropeptid Y, oxytocin, TRH a dalSim. Tato studie
nepotvrdila afinitu peptidu CART k vySe zminénym receptorim a z toho se da usoudit, Ze
hledany receptor pro peptidy CART je patrné unikatni [35].

Nalezeni receptoru je naprosto kliCové pro dalsi vyzkum a vyuziti biologickych
vlastnosti peptidii CART, zjiSténi jejich ulohy v regulaci piijmu potravy, popiipadé jejich

pouZziti v terapii obezity.

1.2. BUNECNA LINIE - PHEOCHROMOCYTOMALNI BUNKY PC12

1.2.1. Piavod

Jedna se o bunéénou linii, jeZ byla ziskdna z potkaniho feochromocytomu, niddoru
potkanich nadledvin. Dfenn nadledvin postihuji dva druhy nadord. Jednd se o nddory

z chromafinnich bunék- feochromocytom a feochromoblastom.

1.2.2. Charakteristika bunééné linie PC12

PC12 buriky maji morfologické a cytochemické vlastnosti podobné
vlastnostem normalnich chromafinich bunék a lidskému feochromocytomu. Buiiky jsou
schopné syntetizovat a ukladat neurotransmitery typu katecholaminu, tedy dopamin a
noradrenalin, ne v§ak adrenalin [42].

Nediferencované buiiky jsou kulovitého tvaru, ptisobenim nervového ristového
faktoru (nerve growth factor, NGF) se buriky PC12 pfestdvaji délit, zastavuji sviij rast,
vytvafeji nervové vybézky axony a tedy nervovou sit’ [42]. Tato diferenciace je reverzibilni,
nebot’ po odebrani NGF buiiky do 24 hodin ukoncuji proces diferenciace a do 72 hodin se

zadinaji opét délit a vracet se ke svym plivodnim vlastnostem [42]. Diferencované buriky

12



vytvafeji shiuky 30 az 120 nm dlouhych granuli a 30 az 70 nm dlouhych vacki (vezikul),

které se podobaji granulim a vackim v neuronech, uvoliujicich adrenalin a acetylcholin.

Nervovy ristovy faktor je protein, ktery byl pfipraven z mysich slinnych zlaz [43].
Bunécéna linie PC12 je diky svym vlastnostem zvlast vhodnd pro studium fady

problematik v oblasti neurobiologie a neurochemie.
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2. CIL BAKALARSKE PRACE

Vazba fragmentu peptidit CART k feochromocytomalnim butikdm PC12, konkrétné tedy:

> Sledovani vlastnosti buné¢né linie PC12 a naméfeni riistové kiivky.

> Kompetitivni vazba pfirozenych peptidi CART a jejich syntetickych
fragmenti k buiikdm PC12 nediferencovanym, diferencovanym
v neuronalni fenotyp a membranam z nediferencovanych bunék.

> Kompetitivni vazba radioaktivné znacenych peptidi CART(61-102)
k nediferencovanym PC12 buiikam.

14



3. MATERIAL

Bunéénd linie PC12
BSA

Bézné chemikdlie
Desticky (24-jamkové)
Filtry GF/C

Iodo-Gen

peptid CART (61-102)
Nal

Na('%1)

NGF

PEI

RPMI 1640

Manassas, VA, USA

Serva, Heidelberg, Némecko

Sigma, St. Louis, MO, USA
Nunclow™, NUNC, Roskilte, Dansko
Whatman, Maidstone, Velka Britanie
Pierce Chemical Co., Rockford, IL, USA
Bachem, Bubendorf, Svycarsko
Sigma, St. Luis, MO, USA

MP Biomedicals, Illkirch, Francie
Sigma, St. Louis, MO, USA

Sigma, St. Louis, MO, USA

Sigma, St. Louis, MO, USA
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4. METODY

4.1. PEPTIDY CART A JEJICH FRAGMENTY

4.1.1. Peptidy

Peptidy CART (61-102) a (55-102) byly dodany firmou Bachem (Bubendorf,
Svycarsko). Prehled struktur jejich kratkych analogi je v tabulce 1 na nasledujici strang.
Peptidy 1, 3, 4 a 6 byly syntetizovany na polské Univerzité v Gdarisku, zatimco peptidy 2,
5 a 7 az 14 byly syntetizovany v Ustavu organické chemie a biochemie, v.v.i., AVCR,

Praha, metodou syntézy na pevné fazi [44].

4.1.2. Jodace CART (61-102)

CART (61-102) byl jodovén bud’ s Na'?’I (MP Biomedicals, Illkirch, Francie) nebo
s neradioaktivnim Nal (Sigma, St. Luis, MO, USA) s pouzitim lodo-Gen (Pierce Chemical
Co., Rockford, IL, USA) [45] v 0,1 M sodnofosfatovém pufru o pH 7,2, obsahujici 0,15 M
NaCl, po dobu 15 minut pfi laboratorni teplot& v laboratofi Radioizotopy, UOCHB, v.v.i.,
AVCR Praha, podle instrukci vyrobce. Nejodovany, mono-jodovany a di-jodovany
CART(61-102) byly separovany pomoci RP-HPLC za pouziti kolony Luna 3p fenyl-hexyl
150x4.6mm (Phenomenex, Torrance, CA, USA) a 20 az 25 % gradientu acetonitrilu ve
vodé obsahujici 0,1% trifluoroctovou kyselinu, 60 minut. [41]. Molekulové hmotnosti
jodovanych peptidi byly méfeny na MALDI-TOF, Reflex IV hmotnostnim spektrometru
(Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA).

Specifick4 aktivita '’I-CART(61-102) byla asi 2000 Ci/mmol. '*I-CART(61-102)
byl uchovan v alikvotech pfi -20 °C a spotiebovan pro vazebné experimenty do jednoho

meésice.
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Tabulka 1 Struktura fragmentii peptidic CART

Aminokyseliny tvorici strukturu fragmentu CART jsou znazornény jednopismennou

zkratkou, Cervené jsou oznaceny cysteiny tvorici disulfidickou vazbu. Pozice jednotlivych

aminokyselin jsou oznaceny cislem nad strukturami. Cisla 1 az 14 oznacuji fragmenty 1 az

14. Acm je zkratka pro acetamid (amid kyseliny octové), Abu pro kyselinu aminomaselnou.

CART (55-102)

CART (61-102)

AU O o

10.
11.
12.
13.
14.

55 61 68 74 86 88 94 101
VPIYEKKYGQVPMC DAGEQICAVRKGARIGKLCDCPRGTECNSFLLKCL

KYGQVPM(iDAGEqCAVRKGARIGK CDC PRGTSFNSFLLK CL

YGQVPM -NH,
GDAGEQG-NH,
GAVRKGARIGKLG- NH,
GPRGTSG-NH,
GNSFLLKAL-OH
CAVRKGARIGKLC -NH,

C AVRKGARIGKLCI-OH

YGQVPMCDAGEQC(Acm)AVRKGARIGKLC-NH,
YGQVPMTDAGEQC(Acm)AVRKGARlGKL,C-NHZ

YGQVPMC(Acm)DAGEQCAVRKGARIGKLC-NH,

YGQVPMCDAGEQCAV - OH

YGQVPMC(Acm)DAGQ C(Acm)AV-OH
LAbuDCPRGTSAbuNSFLLKCL-OH
LAbuDTZPRGTSAbuNSFLLIjCL-OH

17



4.2. BUNECNA LINIE PC12

4.2.1. Péstovani bunééné linie PC12

Potkani feochromocytomdlni buiiky PC12 byly zakoupeny ufirmy ATCC
(Manassas, VA, USA). Buriky byly vyZivovany ristovym médiem RPMI 1640 (Sigma, St.
Louis, MO, USA), obsahujici 10% kotiského séra, 5% fetdlniho hovéziho séra, 4,5 g/l
glukézy, 1 mM pyruvatu sodného, 10 mM HEPES, 2 mM L-glutaminu, 1,5 g/1 uhli¢itanu
sodného, o pH 7,4. Abychom dosdhli exponencidlniho ristu, byla bunécnd linie
pasaZovana jednou tydn€. Pro vazebné pokusy jsme pouzili 24-jamkové desticky
(Nunclow™, NUNC, Roskilte, Dansko), potazené polyethyleniminem (PEI) (Sigma, St.
Louis, MO, USA) s primérem jamky 15 mm.

Nediferencované buiiky jsme nechali rtst dva dny, abychom dosahli hustoty 5x10°
bunék na jamku (optimalni hustota pro vazebné experimenty).

Diferenciace bun€k byla dosaZena uzitim nervového ristového faktoru NGF (nerve
growth factor, 50 ng/ml média) (Sigma, St. Louis, MO, USA). Médium bylo ménéno vzdy
kazdy prvni, tfeti a paty den. Diferencované buiiky jsme pouzili sedmy den, kdy byla
dosaZena hustota pfiblizné 5x10° bunék na jamku desticky. Pied kazdym pokusem byly
buriky kontrolovany mikroskopicky, abychom se ujistili, Ze doslo k diferenciaci buriek.

Buriky byly pocitany pted pokusem i po pokusu.

4.2.2. Méreni rastové krivky

Byl sledovan nartist bunék v ristovém médiu a v médiu s NGF (50 ng/ml) po dobu
7 dni. Na zacatku experimentu bylo nasazeno 30 000 bun€k na jamku desticky. Méfeni
bylo provadéno v duplikdtech. Desticky byly nejprve mikroskopicky zkontrolovany. Ze
dvou vybranych jamek byly seskrabany pfisedlé buiiky, rozdisociovany v ristovém médiu
a smédiem byly napipetovany do mikrozkumavek. Pocitani bunék bylo provadéno
v Biirkerové komiirce [46]. Pocitaly se pouze celé buriky. Objemu na jeden Ctverec
Biirkerovy komurky (0,1 ul) ndsobeny 10000 odpovidal pocet bun€¢k na 1 ml média

s burikami.
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4.3. KOMPETITIVNI VAZEBNE EXPERIMENTY

Vazebné pokusy jsou charakterizovany specifickou (Bsp) a nespecifickou (Bnsp)
vazbou, jez dohromady tvoii vazebnou radioaktivitu, tedy celkové mnoZstvi vdzaného
radioligandu B; [47].

B¢ =By, + B

odtud: Bep = B¢- Bygp

Specificka vazba znaci vazbu na receptor, nespecifickd vazba oznacuje vSechna
vazebna mista mimo receptor.

Kompetitivni vazba je zaloZena na méfeni vazby pfi zachovani jediné konstantni

koncentrace radioligandu v pfitomnosti riiznych koncentraci neznaceného ligandu, neboli
kompetitoru a to pfi splnéni rovnovaznych podminek. Kompetitivni vazbu charakterizuje
cela fada konstant. ICsy znaci koncentraci kompetitoru, pfi které je vyt€snéna polovina
radioligandu z vazebnych mist. Maji-li radioligand a kompetitor stejnou afinitu, miZeme
urcit pocet vazebnych mist (Bma) a afinitu ligandu pro receptor, neboli rovnovaznou
disociaéni konstantu (Kq) [47]. Bylo prokazano, Ze jodace CART (61-102) neméni jeho
biologickou aktivitu (41), tudiz miizeme fici, Ze podminka zachovani afinity je splnéna.

K; oznaduje rovnovaznou disociaéni konstantu kompetujiciho ligandu a vypocte se
podle rovnice Chenga a Prusoffa [48]:

— ICSO
! 1+ \radioligand |
Kd

K

kde ICsy je konstanta vychazejici zpodminek daného pokusu, uddvana
v jednotkdch mol/l. V naSich pokusech byla koncentrace radioligandu 0,1 nM a
Ky (rovnovazna disociaéni konstanta radioligandu) byla pouzita z pfedchozich saturaénich
vazebnych experimenta [41], kdy K4 pro nediferencované buriky ¢inila 0,48 £+ 0,16 nM a
1,90 + 0,27 nM pro buriky diferencované.
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4.3.1. Kompetitivni vazba na celé buiiky na desti¢kach

Kompetitivni vazebné experimenty byly provedeny s pouzitim principd

Motulského a Neubiga [47]. Metoda byla optimalizovana dfive [41].

Byly pouZity ndsledujici pufry:

1. Promyvaci
» 10 mM HEPES pufr o pH 7,4
> 118 mM NaCl
> 4,7 mM KCl
» 5 mM MgCl,
> 5,5 mM glukézy

2. Vazebny
» 20 mM HEPES pufr o pH 7,4
» 118 mM NaCl
> 4,7 mM KCl
» 5SmM MgCl,
> 5,5 mM glukdzy
> 1 mg/ml BSA
» 0,1 mg/ml BPTI
Nejprve jsme odsdli médium ze viech jamek, déle jsme promyli kazdou jamku 1 ml
promyvaciho pufru o teploté 37°C. Desticky jsme pak nechali inkubovat s 10" M 'L
CART(61-102) a sneznaCenymi peptidy o koncentraci v rozmezi 10" - 10° M ve
vazebném pufru o celkovém objemu 0,25 ml na jamku po 30 minut pii 37°C.
Nespecifickou vazbu jsme urcili za pfitomnosti CART (61-102) o koncentraci 10 M.
Po inkubaci byly builkky promyty promyvacim pufrem a solubilizovdny v 0,1 M NaOH
po dobu 15 minut. Radioaktivita vazana na buriky byla urCena pomoci y-Citace (Wizard
1470 Automatic Gamma Counter, Perkin Elmer, Wellesley, MA, USA). Celkova
vazba (By) ¢inila 2 az 5% zpfidané radioaktivity. Nespecifickd vazba (Bpsp)
v kompetitivnich vazebnych experimentech ¢inila méné nez 15% celkové vazby. Pokusy

byly provedeny v duplikatech alespori tfikrat pro danou latku. VSechny zkoumané peptidy
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a jejich fragmenty byly rozpuStény v deionizované vodé a uchovany v alikvotech
zamraZené, piedtim, nez byly pouzity v samotném pokusu.
Linearita fragmentid 8, 12 a 13 (fragmenty s volnymi cysteinovymi zbytky) byla

ovéiena pfed i po vazebnych pokusech pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.

4.3.2. Kompetitivni vazba radioaktivné zna¢enych peptidi CART(61-102)

k nediferencovanym buiikim PC12

Postup metody pfi t€chto vazbéch byl stejny jako v predchozi kapitole o vazbach na
celé buiiky na desti¢kach, s tim rozdilem, Ze desti¢ky byly inkubovany s 10™'® M mono-
'BI.CART(61-102), mono-'>I-[Met*’sulfoxid]CART(61-102),  di-'*I-CART(61-102)
nebo di-'% I-[Met*’sulfoxid] CART(61-102) a s neznacenym CART(61-102) o koncentraci

v rozmezi 107~ 10°M o celkovém objemu 0,25 ml na jamku po 30 minut pti 37°C.

4.3.3. Kompetitivni vazba na bunéfné membrany z nediferencovanych

bunék PC12

Pufry:
1. Izolaéni

» 20 mM HEPES o pH 7,4
> 2mM EDTA

2. Homogeniza¢ni
» 20 mM HEPES pufro pH 7,4
> 118 mM NaCl
> 4,7mM KCl
» 5 mM MgCl,

Bunééné membrany nediferencovanych bun¢k PC12 byly izolovany z bunck
zamrazenych pii -70 °C. Pfi izolaci bylo nutno burnky suspendovat v 30 ml izola¢niho
pufru, homogenizovat pomoci sklenéného homogenizatoru s teflonovym dfikem 30
sekund 10 krat, poté byla suspenze ziedéna na 60 ml izolanim pufrem a opét
homogenizovana 30 sekund 6 krat. Centrifugace probéhla nejprve na centrifuze Jouan

(Jouan centrifuge C3i/CR 3 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) pit 1000 x g
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po dobu 10 minut pfi 4°C. Supernatant byl pak dédle zpracovan na ultracentrifuze
Beckmann (Optima™ L-00XP-Ultracentrifuga, typ rotoru 90-TI), po dobu 45 minut pfi
4 °C a 100000 x g. Sediment byl resuspendovan v homogeniza¢nim pufru a alikvoty byly
uchovany pii -70 °C.

Bilkoviny byly stanoveny podle Bradfordové [49]. Odpovidajici koncentrace byla
odectena z kalibracni kfivky s pouzitim hovéziho sérového albuminu. Vysledna hodnota
pak byla primérem tfi koncentraci proteinu.

Kompetitivni vazebné pokusy byly provedeny s 50 pg membranovych proteind
podle podminek optimalizovanych v pfedchozich experimentech [41] do celkového
objemu 0,25 ml/zkumavku stejné, jak bylo popsano v odstavci pro vazbu na celé buiiky na
destickach, pouze do vazebného pufru nebyla pfidana glukéza. Inkubace probéhla pfi
teploté 37 °C 30 minut . Filtry GF/C (Whatman, Maidstone, Velké Britanie) byly pfedem
namoceny v promyvacim pufru, do kterého byl jesté ptfidan PEI (1g PEL/200 ml
promyvaciho pufru). Vazebny pokus byl ukoncen rychlou filtraci na Brandlové pfistroji
(Biochemical and Development Laboratories, Gaithersburg, MD, USA). Celkova vazba
¢inila 3 az 10% z celkové pfidané radioaktivity. Nespecifickd vazba v kompetitivnich
vazebnych experimentech ¢inila méné jak 15% z celkové vazby. Bylo pouzZito duplikati a

pokusy byly provedeny alespoii tfikrat pro kazdy peptid.

4.4. ANALYZA DAT ZISKANA Z VAZEBNYCH POKUSU A

STATISTIKA
Kompetitivni vazebné kiivky byly vypoéteny programem Graph-Pad Prism
Software (San Diego, CA, USA), byl pouzit model pro vazbu k jednomu vazebnému mistu
(hodnoty ICso byly ziskany metodou nelinedrni regrese). Inhibi¢ni konstanty (K;) byly
spolitany dosazenim ICsy do rovnice Chenga a Prusoffa [48]. Ziskané hodnoty byly
statisticky zpracovany a jsou uvedeny jako priméma hodnota + stfedni chyba priméru

(SEM).
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5. VYSLEDKY

S.1. PEPTIDY CART A JEJICH FRAGMENTY

S.1.1. Peptidy

Piehled struktur kratkych peptidd je zniazornén v tabulce 1 na strané 16. Peptidy
byly syntetizovany metodou na pevné fazi, jak bylo popsano v praci Maixnerové a kol.
[44]. Nalezené molekulové hmotnosti peptidi byly shodné s teoretickym a jejich Cistota
byla vétsi nez 90%.

5.1.2. Jodace CART(61-102)

CART(61-102) byl jodovan radioaktivnim a stabilnim izotopem. Pomoci HPLC
byly po reakci nalezeny &tyfi hlavni piky s retenénimi Casy 40,7; 41,7; 44,4 a 45,8 minut
jak pro radioaktivné, tak neradioaktivné jodovany CART(61-102). Piky byly
identifikovany jako mono-jodovany peptid s oxidovanym methioninem (v pozici 67),
mono-jodovany peptid, di-jodovany peptid s oxidovanym methioninem (v pozici 67) a di-
jodovany peptid a to pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF (Bruker Daltonics,
Billerica, MA, USA), kde mono-jodovany CART(61-102) tvofil 47% z celkového
mnozstvi peptidu. Pocatecni peptid CART(61-102) se ve smési po probéhnuti reakce
nevyskytoval.

LC-MS/MS analyza jodovaného CART(61-102) a nejodovaného CART(61-102) po
Sté€peni trypsinem odhalila oxidaci methioninu v 67. pozici jodovaného peptidu. Methionin

se oxidoval na methionin sulfoxid v priibéhu jodace CART(61-102) Iodogenem [44].

5.2. BUNECNA LINIE PC12

5.2.1. Péstovani bunééné linie PC12

Buriky PC12 byly kulatého tvaru a mély tendenci tvofit shluky. Po pfidani NGF
tvofily axony a ménily se tedy v neurondlni fenotyp. Buriky dobie pfisedaly na desticky

potazené PEI a bylo dosazeno sterilnich podminek dulezitych pro zachovédni bunécné linie.
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Obrazek 3 ukazuje buitky PC12 nediferencované a diferencované v neurondlni fenotyp po

piidani NGF do ristového média.

Obr. 3 Bunécna linie PC12

(a) Nediferencované PCI2, fotografovano v 6. dnu rustové krivky, hustota bunék byla
6x10° bunék/ml média (b) Diferencované PCI2, fotografovino v 6. dnu riistové kfivky,
hustota bunék byla 3x10° bunék/ml média

Uzitim PEI se zvySuje schopnost bunék prisedat k bunéénym destiCkdm, zajisti se
homogenni rozmisténi bun€k na desticce a silnéj$i bunécnou adhezi se zvysi odolnost pii

vazebnych pokusech [50].

5.2.2. Méreni ristové krivky

Po porovnani ristové kfivky bun¢k PC12 s pfidanym NGF (50 ng/ml média) a
nediferencovanych bunék byla pozorovana stagnace ristu. Rust diferencovanych bunék se
priblizné paty den zastavuje a limituje k urCitému poctu bun¢k [42], coZ je velmi dobfe

vidét v grafu €. 1 na nasledujici strané.
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Graf ¢. 1 Ristova kfivka nediferencovanych (bez NGF) a diferencovanych (s NGF)
PCI12 bunék

Graf znazornuje zavislost poctu bunék/ml média na case. 1. den rustové krivky bylo
nasazeno 30 tisic bunek PC12 na jamku, rustova krivka nediferencovanych bunék PCI12 a

diferencovanych bunék PC12 byla mérena od 2. do 7. dne.

5.3. KOMPETITIVNI VAZEBNE EXPERIMENTY

5.3.1. Kompetitivni vazba k nediferencovanym buiikim PC12 a

bunéénym membrianim

-----

Pii kompetitivnich vazebnych pokusech byly zachovany stile stejné podminky,
tedy inkubace po dobu 30 minut pfi 37 °C s50 ug proteinu/zkumavku v piipadé
bunéénych membran nebo 5x10° bunék/jamku v pfipadé desticek. Vazebné kiivky 8
CART(61-102) vytésniovaného fragmenty peptidi CART k nediferencovanym a
diferencovanym burikdm a membranam z nediferencovanych bunék lze vidét v grafech ¢. 3

a 4 na nasledujici strané.
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Vyt&snéni radioaktivniho '*I-CART(61-102) pomoci CART(61-102), CART(55-
102) a fragmentti peptidi CART je popsano v tabulce €. 2 na stran€ 27. V kompetitivnich
vazebnych pokusech u nediferencovanych bunék PCI2 a bunéénych membran se
CART(61-102) a CART(55-102) vazaly s inhibi¢ni konstantou K; v nizkych hodnotach
v rozmezi 10® M, fragment 6 v rozmezi 10° M a fragmenty 9 a 10 v rozmezi 10 M.
Zbyvajici testované analogy nevytésnily '>’I-CART(61-102) ani v koncentraci 10 M. Na
obrazku 4 jsou znazornény struktury fragmentu 6 a 9.

(a) (b)

Obr. 4 Struktura fragmentii CART [16]

(a) Struktura fragmentu 6. OranZovou barvou je znazornéna vnéjsi strukturalni smycka
mezi cysteiny 74 a 86, které jsou spojeny disulfidickou vazbou. (b) Struktura fragmentu 9.
OranzZovou barvou je znazornéna vnéjsi strukturalni smycka mezi cysteiny, cysteiny
v pozici 68 a 86 tvoFi disulfidicky mustek (fragment 10 ma stejnou strukturu jako fragment
9, neobsahuje vsak disulfidicky mustek).
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Tabulka & 2 Vytésnéni radioaktivniho '’I-CART(61-102) pomoci CART(61-102),
CART(55-102) a fragmentii peptidiit CART

Ki je rovnovazna disociacni konstanta inhibujiciho kompetitoru v jednotkach mol/l.

Peptid

K; (mol/l)
Membrany z Nediferencované Diferencované
nediferencovanych buiiky PC12 na buiikky PC12 na
bunék PC12 destiCkach destickéch

CART(61-102)

(2,99 +0,65)x10”

(1,36 £ 2,62)x10™°

(8,01 £2,14)x10”

CART(55-102) (2,98 +0,33)x10° (1,29 + 1,65)x10® (5,40 £ 0,44)x10°
1 >> 107 >> 10™ >> 107
2 >> 107 >> 10 >> 10
3 >> 10 >> 10 >> 10
4 >> 107 >> 10 >> 10
5 >> 107 >> 10 >> 107
6 (1,08 + 0,38)x10° (7,29 £ 2,64)x10° (5,00 + 0,26)x10™
7 >> 10 >> 10 >> 10
8 >> 10 >> 107 >> 107
9 (3,98 + 0,49)x10™ (3,96 £ 0,02)x10* (4,09 £ 0,06)x10™
10 (4,14 £ 0,56)x10™* (1,62 £0,49)x10* (1,26 +0,35)x10™
11 >> 10 >> 10 >> 10
12 >> 10 >> 10 >> 10
13 >> 10 >> 10 >> 10
14 >> 107 >> 107 >> 10
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Tvorba disulfidickych miistkii u peptidi CART a jejich fragmenti, zplisobend
spontanni oxidaci, byla kontrolovdana hmotnostni spektrometrii pfed i po inkubaci podle
podminek dulezitych pro vazebné pokusy. Po inkubaci bylo pomoci hmotnostni

spektrometrie naméfeno 10% oxidované formy v latkach 8 a 12 a 20% v pfipadé€ latky 13.

5.3.2. Kompetitivni vazba k diferencovanym buiikim PC12

Buné¢na linie PC12 se po pfidani NGF uspésné diferencovala v neurondlni fenotyp,
jak jiz bylo dfive popsano [42]. CART (61-102), CART(55-102) a fragmenty 9 a 10 se
k diferencovanym  burikkdm vdzaly sinhibi¢ni konstantou K srovnatelnou
s nediferencovanymi buiikami, jak znazorfiuje tabulka ¢. 2 na strané¢ 27 a graf €. 5.
Fragment 6 vytéstioval I51.CART(61-102) ¥adové s vyssi hodnotou K; u diferencovanych

bunék nez u nediferencovanych, zaznamenéno v tabulce 2 na strané 27.

- m CART (61-102)
ﬁ 100 T A CART(52-102)
> v ‘\ v fragment 6
% o fragment 9
& \‘ ® fragment 10
50-
: \
S ‘g
O 1 ) T I I

1
10 9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
log koncentrace [M]

Graf ¢ 5 Kompetitivni vazebnd kFivka peptidi CART a jejich fragmentii
k diferencovanym burikam PC12
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5.3.3. Kompetitivni vazba radioaktivné znacenych peptidi CART(61-102)

k nediferencovanym buritkdim PC12

U vazebnych pokusii s riizné radioaktivné znaCenym peptidem CART(61-102) byly
pouzity stejné podminky jako pro vySe zminéné kompetitivni vazebné pokusy s fragmenty
peptidu.

Graf ¢. 6 znazomiuje vysledné vazebné kiivky radioaktivné znacenych peptida
CART(61-102) k nediferencovanym buiikdm PC12. Inhibi¢ni konstanta K; pro mono-
jodovany '®I-CART(61-102) byla 3,85x10° M, pro mono-jodovany '*’I-CART(61-102)
s oxidovanym methioninem (v pozici 67) byla 1,82x10° M, dile pro di-jodovany 1231
CART(61-102) byla 2,37x10° M a pro di-jodovany '*I-CART(61-102) s oxidovanym
methioninem (v pozici 67) byla 0,86x10"° M.

-
o
o

% specifické vazby

log koncentrace [M]

Mono-'5|-{MetTsulfoxid| CART(61-102)
Mono-"-CART(61-102)
Di-"-CART(61-102)
Di-"#1-[Metsulfoxid]| CART(61-102)

¢ « H >

Graf & 6 Kompetitivni vazebna k¥ivka radioaktivné znacenych peptidisc CART(61-102)
k burtkam PC12

K; byla vypoditana podle rovnice Chenga a Prusoffa [48], kdy koncentrace
radioligandu byla 0,1 nM a hodnota K4 byla pouZita ze saturacnich vazebnych experimenti
[41], kdy pro nediferencované PC12 buriky byla 0,48 nM.
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6. DISKUZE

Bunééna linie PC12 je vhodna pro studium kompetitivnich vazeb s peptidy CART,
nebot’ bylo zji§téno [41], Ze peptid CART se k buiikdm PC12 specificky vaze. Z méfeni
rustové kiivky bunék PC12, kdy byl do ristového média pfidin NGF o koncentraci 50
ng/ml média se potvrdilo, Ze se buiikky PC12 diferencuji v nervovou tkan. U
diferencovanych bunék PC12 se paty den rlst zastavuje, coZ je zpusobeno tvorbou
nervovych vybézki, axond.

Kompetitivni vazebné experimenty s CART(55-102) a CART(61-102) vazajici se
k nediferencovanym buitkdm PC12 a bunéénym membranam a k diferencovanym buiikdm
PC12 probéhly za stejnych podminek, jeZ byly popsany dfive [41]. CART(61-102) a
CART(55-102) se vézaly k diferencovanym buiikdm PCl2 a bunéénym membrdndm
s vys$i afinitou nez k nediferencovanym buiikdm PC12 a to v nizkém nM rozmezi.

Dosud jesté nebyla provedena komplexni studie zabyvajici se strukturou a aktivitou
fragment peptidu CART mapujici jednotlivé ¢asti molekuly.

Jak je patmé z vysledki, v kompetitivnich vazebnych experimentech byl téméf
shodné vyté€snén mono-jodovany 51.CART(61-102), mono-jodovany B CART(61-102)
s oxidovanym methioninem (v pozici 67), di-jodovany 1. CART(61-102) a di-jodovany
'I.CART(61-102) s oxidovanym methioninem (v pozici 67) stoupajici koncentraci
CART(61-102). Tento vysledek koresponduje se studii, kterd byla provedena jiz dfive, kdy
se ukazalo, Ze di-jodace CART(61-102) nijak neméni afinitu peptidu k buiikam PC12 [41].
Di-jodovany CART(61-102) byl vazén kbuikdm PC12 a bunéénym membrandm
s podobnou afinitou jako CART(61-102), tedy v nizkém nM rozmezi. Pro vSechny vazebné
pokusy byl pak pouzit mono-jodovany '*I-CART(61-102), ktery tvoril nejvétsi frakci ze
vSech Ctyf jodovanych peptidi.

Fragmenty peptidu CART byly syntetizovany tak, aby odpovidaly strukturalnim
smyCkam mezi jednotlivymi cysteiny. Fragmenty 1 az 5 kopiruji aminokyselinovou
sekvenci CART(61-102) mezi disulfidickymi miustky, kde cysteiny byly nahrazeny
glycinem. Tyto litky nevytésiiovaly '*’I-CART(61-102) na buitkdch PC12 a membrénach
v rozmezi testovanych koncentraci. Fragmenty 6 a 7 (cyklické analogy fragmentu 3), liSici
se dokonce jen v C-koncové skupiné, vykazuji odliSnou vazbu. Zatimco se fragment 7 s
karboxylovou skupinou na C-konci nevaze k buitkkdm PC12, peptid s amidovou skupinou
na C-konci, tedy fragment 6 se vézal k nediferencovanych buiikam s K; v rozmezi 10° M a

k diferencovanym s K; v rozmezi 10* M. Molekuly 9 a 10 jsou prodlouZenou verzi
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fragmentu 6, li§i se navzijem jen v pozici disulfidickych vazeb. Byla u nich sledovana
srovnatelnd afinita jak k nediferencovanym, tak k diferencovanym buiikam, ktera byla o
néco mdlo niz8§i nez u fragmentu 6. Fragment 8 (linedarni analog molekuly 9 a 10) se
nevazal specificky k buiikdm PC12.

Linedrni fragment 11 a jeho derivat 12 byly odvozeny od fragmentu CART(62-76),
jehoz biologicka aktivita byla publikovana jiz dfive [33, 36]. Podle této studie peptidy
CART(55-76) a (62-76) po intracerebroventrikularnim podéni snizovaly pfijem potravy u
potkanti. Nicmén¢ vSak nebylo popsano, zda se SH skupiny peptidi béhem pokusu oxiduji
nebo nikoliv. Fragment 11 mél volné cysteiny, fragment 12 mél pak cysteiny v pozici 68 a
74 chranény skupinou Acm. Linearita tohoto fragmentu byla potvrzena hmotnostni
spektrometrii [44]. Zadny znich se k nediferencovanym ani diferencovanym buiikdm
PC12 a membrdandm nevazal.

Posledni dva testované fragmenty 13 a 14 byly syntetizovany za ucelem ovéfit
studii, jeZ byla provedena vroce 1996 [37, 38]. Dylag a kol. syntetizoval C-koncové
derivaity CART(55-102) sredukovanymi thiolovymi skupinami, jeden byl linedrni
(odpovida naSemu fragmentu 13 podle tabulky 1) a druhy cyklicky (odpovidad fragmentu
14 podle tabulky 1). Linedrni fragment byl schopen inhibovat lokomoc¢ni aktivitu
(zvySenou schopnost pohybu) vyvolanou po podani kokainu a amfetaminu po
intracerebroventrikularnim podani mySim [38]. Je zndmo, Ze pfirozené se vyskytujici
CART(55-102) snizuje lokomoci po podani kokainu a amfetaminu do nucleu accumbens
potkanid [51, 52]. OvSem srovnani téchto dvou studii je velmi komplikované, nebot’ se
porovndva ucinnost peptidi, které byly zkoumdny na jinych zvifecich druzich, navic po
poddni do odlisSnych mozkovych oblasti. V nasi praci byla linearita fragmentd 13
kontrolovana béhem vazebného experimentu pomoci hmotnostni spektrometrie [44]. Jak
ukazuji vysledky, Zadny z t&hto dvou fragmentd nevytéstioval '*I-CART(61-102) ani
v koncentraci 10* M.

Nase vysledky vedou k zavéru, Ze kompaktni struktura s disulfidickymi mustky je
nesmimné dilezitd pro zachovani specifické vazby molekuly CART(61-102) k vazebnému
mistu na burikdch PC12. Ze vsech testovanych fragmenti, pouze analogy CART(74-86) a
CART(62-86), obsahujici disulfidické miistky mezi cysteiny v pozici 74-86 nebo 68-86,
vykazovaly slabou afinitu k buiikdm PC12. Struktura téchto fragmentl je zndzorména na

obrazku €. 4 na strané 26.
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Z vysledkt méfeni tykajicich se fragmenti s N-koncem, které tvofily vnéj§i smycku,
se da usuzovat, ze biologicka aktivita peptidi CART je do jisté miry spojena s N-koncovou
smyckou molekuly spiSe nez s C-koncové.

Hojnost vyskytu peptidi CART v CNS a v periferii naznacuje, ze tyto peptidy maji
mnohocetné role v organizmu, coz také mize znamenat, Ze v savéim organizmu existuje
nékolik receptorti pro peptidy CART a tak i vazebnd mista s riiznou afinitou pro fragmenty
peptidu CART.

7. SOUHRN

U fragmenti peptidi CART odpovidajici strukturdlnim smy¢kam mezi jednotlivym
cysteiny molekuly CART(61-102) byla zkoumana kompetitivni vazba k diferencovanym a
nediferencovanym buiikkdm PC12 a bunéénym membrdandm z nediferencovanych buné¢k.
Kompaktni struktura peptidu s tfemi disulfidickymi miustky je nezbytnd pro zachovani

vysoké vazebné afinity k burikdm PC12 a bunéénym membranam.
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