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ABSTRAKT 

 

Disertační práce je zaměřena na studium anorexigenních neuropeptidů, peptidu 

kokainem a amfetaminem regulovaného transkriptu (CART) a peptidu uvolňujícího 

prolaktin (PrRP), které snižují příjem potravy a tělesnou hmotnost. 

Peptid CART je anorexigenní neuropeptid, u kterého přes všechny snahy nebyl 

nalezen jeho receptor. Peptid CART se specificky váže se na buněčnou linii PC12. Buňky 

PC12 diferencované v neuronový fenotyp vykazují vyšší počet vazebných míst oproti 

nediferencovaným buňkám. Buňky PC12 diferencované dexametasonem na chromafinní 

buňky vykazují vysokou nespecifickou vazbu a tím velmi nízký počet vazebných míst. 

Pro objasnění důležitosti disulfidových můstků ve struktuře peptidu CART byly 

syntetizovány analogy s jedním či dvěma disulfidovými můstky. Biologická aktivita byla 

u analogu se dvěma disulfidovými můstky v pozici 74-94 a 88-101. Při zkoumání 

buněčné signalizace u buněk PC12 peptid CART významně zvýšil aktivaci c-Jun 

a fosforylaci JNK, která předchází dráze c-Jun. 

PrRP patří do rodiny RF-amidových peptidů a byl u něj potvrzen anorexigenní 

účinek. PrRP se váže na svůj receptor GPR10 a vykazuje vysokou afinitu i k receptoru 

pro neuropeptid FF (NPFF2). V naší laboratoři byly navrženy lipidované analogy PrRP, 

které po periferním podání snižují příjem potravy, a u kterých je předpokládán přestup 

přes hematoencefalickou bariéru. Byla testována biologická aktivita nových lipidovaných 

analogů PrRP s myristovou nebo palmitovou kyselinou na N-konci a se změnami Phe31 

za jiné aromatické nekódové aminokyseliny na C-konci, a to in vitro a in vivo. Lipidované 

analogy se vážou s vysokou afinitou k hypofyzární buněčné linii RC-4B/C a k buňkám s 

transfekovaným GPR10 nebo NPFF2. Navíc byla prokázána vazba lipidovaných analogů, 

nikoliv však přirozeného PrRP, na receptor neuropeptidu Y - Y5, který vykazuje 

homologii s GPR10. 

Lipidované analogy PrRP31 výrazně a dlouhodobě snižovaly příjem potravy  

u hladových myší. Analogy palm-PrRP31, myr-PrRP20 a palmitoylovaný analog 

PheCl231 byly dlouhodobě testovány na myších s dietou indukovanou obezitou a snížily 

výrazně hmotnost, příjem potravy a zlepšovaly metabolické parametry spojené  

s obezitou. Studium biologické aktivity lipidovaných analog PrRP a pochopení 

mechanismu jejich transportu je důležité pro jejich využití jako potenciálních 

antiobezitik.
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ABSTRACT 

 

This work focuses on anorexigenic neuropeptides, cocaine- and amphetamine-

regulated transcript (CART) and prolactin-releasing peptide (PrRP), which decrease food 

intake and body weight. 

CART peptide is an anorexigenic neuropeptide and, despite many efforts, its 

receptor has not yet been identified. We found CART peptide specific binding sites in 

pheochromocytoma PC12 cells. Cells differentiated to neurons increased significantly the 

number of binding sites. On the other hand, after differentiation to chromaffin cells the 

number of binding sites was so low that it was impossible to determine their density. To 

clarify the importance of each of the three disulfide bridges in the CART molecule, 

analogs with one or two disulfide bridges were synthetized. The biological activity was 

maintained in analog with two disulfide bridges in positions 74-94 and 88-101. Moreover, 

we demonstrated the stimulation of JNK and subsequently c-Jun activation in PC12 cells. 

Neuropeptide PrRP belongs to the RF-amide peptide family and has anorexigenic 

properties. PrPR has a high affinity to GPR10 and neuropeptide FF (NPFF2) receptor. In 

our laboratory lipidized analogs of PrRP were synthesized, which are able to decrease 

food intake after peripheral administration and may cross the blood-brain barrier. 

We tested biological activity of novel lipidized analogs of PrRP with myristic or 

palmitic acid on the N-terminus of the chain and with C-terminal modification of Phe31 

by non-coded amino acids in vitro and in vivo. Lipidized PrRP analogs have a high 

affinity to RC-4B/C cells and to both GPR10 and NPFF2 receptors. Moreover, lipidized 

PrRP analogs, in contrast to native PrRP, have a high affinity to neuropeptide Y receptor 

– Y5, which shows homology to GPR10. 

Lipidized analogs showed a significant and long-term effect on decreasing food 

intake. Palm-PrRP31, myr-PrRP20 and analog with PheCl231 were tested for two weeks 

on diet-induced obese mice. They decreased food intake and body weight significantly 

and improved some metabolic parameters related to the obesity. Research on biological 

activity of lipidized PrRP analogs and the understanding of its transportation mechanism 

is important because of their potential use as treatment of obesity. 
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SEZNAM ZKRATEK 

 

α-MSH   α-melanocyty stimulující hormon 

ACACA  acetyl-CoA karboxylasa 1 (acetyl-CoA carboxylase 1) 

ACC   nucleus accumbens 

ACTH   adrenokortikotropní hormon (adrenocorticotropic hormone) 

AgRP    agouti-related peptid 

AP   area postrema 

ARC   nucleus arcuatus 

ATP   adenosintrifosfát 

B2M   β2-mikroglobulin 

BAT   hnědá tuková tkáň (brown adipose tissue) 

BBB    hematoencefalická bariéra (blood-brain barrier) 

BMI   index tělesné hmotnosti (body mass index) 

BPTI   hovězí pankreatický trypsinový inhibitor (bovine pancreatic  

   trypsin inhibitor) 

CART kokainem a amfetaminem regulovaný transkript (cocaine- and 

amphetamine-regulated transcript) 

CCK   cholecystokinin 

CNS    centrální nervová soustava 

CREB  protein vázající responzivní element pro cyklický adenosin 

monofosfát (cyclic AMP-response element-binding protein) 

CRH kortikoliberin (corticotropin-releasing hormone) 

DEX   dexametason 

DIO   dietou indukovaná obezita (diet-induced obesity) 

DMN    dorsomediální jádro (dorsomedial nucleus) 

ELISA   enzymová imunoanalýza (enzyme-linked immunosorbent assay) 

Erk   extracelulárně regulovaná kinasa (extracellular-regulated kinase) 

FABP-4  protein vázající mastné kyseliny (fatty acid binding protein 4) 

FASN   syntasa mastných kyselin (fatty acid synthase) 

FRET   fluorescenční resonanční přenos energie (fluorescence resonance  

   energy transfer) 

GABA   γ-aminomáselná kyselina (γ-aminobutyric acid) 
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GFP   zelený fluorescenční protein (green fluorescent protein) 

GHS-R   receptor pro ghrelin (growth hormone secretagogue receptor) 

GIT   gastrointestinální trakt 

GLP   peptid podobný glukagonu (glucagon-like peptide) 

GPCR   receptor spřažený s G proteinem (G-protein coupled-receptor) 

GPR10  hGRP3, UHR-1, receptor spřahující G protein 10 (G-protein  

   coupled-receptor 10) 

GTP   guanosintrifosfát 

HF   vysokotuková (high fat) 

HPA   hypothalamo-hypofyzární osa (hypothalamic-pituitary-adrenal  

   axis) 

HPLC   vysokoúčinná kapalinová chromatografie (high performance  

   liquid chromatography) 

ICV   intracerebroventrikulární (podané do mozkové komory) 

IP   vnitrobřišně, intraperitoneálně (intraperitonealy) 

IPAT   vnitrobřišní tuk (intraperitoneal adipose tissue) 

JNK   c-Jun N-koncová kinasa (c-Jun N-terminal kinase) 

LHA   laterální hypothalamus (lateral hypothalamic area) 

LPL   lipoproteinová lipasa 

MC3R a MC4R melanokortinový receptor 3 a 4 

mAb   monoklonální protilátka (monoclonal antibody) 

NGF   nervový růstový faktor (nerve growth factor) 

NPFF   neuropeptid FF 

NPFF2   receptor 2 pro neuropeptid FF 

NPY    neuropeptid Y 

NTS   nucleus tractus solitarii 

ob   gen kódující leptin 

Ob-Rb   dlouhá forma leptinového receptoru  

PACAP hypofyzární peptid aktivující adenylátcyklázu (pituitary adenylate 

cyclase-activating polypeptide) 

PCR polymerázová řetězová reakce (polymerase chain reaction) 

PFA    perifornikální oblast hypothalamu (perifornical area) 

POMC   proopiomelanokortin 

PP   pankreatický peptid 
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PrRP    peptid uvolňující prolaktin (prolactin-releasing peptide) 

PVN    paraventrikulární jádro (paraventricular nucleus) 

PYY   peptid YY  

RIA    radioimunologická analýza (radioimunnoassay) 

UCP-1   termogenin (uncoupling protein 1) 

SC   podkožně, subkutánně (subcutaneously) 

SCAT   podkožní tuk (subcutaneous adipose tissue) 

SHR   spontánně hypertenzní potkan (spontaneusly hypertensive rat) 

SHROB  obézní spontánně hypertenzní potkan, tzv. Koletského   

   (spontaneusly hypertensive obese rat) 

SREBP  protein vázající sterolový regulační element (sterol regulatory  

   element-binding protein) 

TRH   thyreoliberin (thyrotropin-releasing hormone) 

VLM   ventrolaterální retikulární jádro (ventrolateral medulla) 

VMN   ventromediální jádro (ventromedial nucleus) 

WHO   světová zdravotnická organizace (World Health Organization) 
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1. ÚVOD 

 

Západní civilizace je charakteristická příjmem potravin s vysokou kalorickou 

hodnotou a specifická sedavým způsobem života s minimem vydané energie. Tento tzv. 

západní model se však rozšiřuje a po celém světě tak dochází k prudkému nárůstu obézní 

populace a osob s nadváhou. Proto je potřeba zabývat se výzkumem látek ovlivňujících 

metabolismus, příjem potravy a tělesnou hmotnost, které by mohly vést také k případné 

léčbě obezity a souvisejících zdravotních komplikací. 

Tato disertační práce je zaměřena na studium anorexigenních neuropeptidů, 

peptidu kokainem a amfetaminem regulovaného transkriptu (CART) a peptidu 

uvolňujícího prolaktin (PrRP), které snižují příjem potravy a tělesnou hmotnost. 

Ačkoliv byl peptid CART objevený v roce 1995, stále se nepodařilo nalézt jeho 

receptor. Pro možné využití je nezbytné další studium tohoto peptidu, které by případně 

vedlo k objevu jeho receptoru/receptorů. V této práci byla studována vazba a signalizace 

peptidu CART u buněk PC12 obsahujících potenciální vazebné místo pro peptid CART. 

PrRP je známý pro své anorexigenní účinky po intracerebroventrikulárním (ICV) 

podání. V naší laboratoři byly syntetizovány analogy s navázanou mastnou kyselinou na 

N-konec řetězce, jejichž účinkem dochází ke snížení příjmu potravy i po podání látky do 

periferie (subkutánně či intraperitoneálně). Lipidované analogy PrRP byly studovány 

z hlediska jejich působení na receptory patřící do stejné nebo podobné skupiny, jako 

receptor pro PrRP in vitro a in vivo. 

 

Tato disertační práce je součástí projektů skupiny RNDr. Lenky Maletínské, CSc. 

z Ústavu organické chemie a biochemie AV ČR, v.v.i. Některé články týkající se obou 

projektů publikované v odborných časopisech se staly základem této práce. Seznam 

těchto publikací je uveden na straně 99 v pořadí, které odpovídá jejich řazení v šesté 

kapitole ve výsledcích. 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 

 

2.1 Obezita a její prevalence 

 

V současné době je obezita považována za jednu z nejrozšířenějších civilizačních 

chorob a dosahuje epidemických rozměrů po celém světě. Obezita postihuje nejen 

dospělé, ale i dospívající a děti. Dle informací světové zdravotnické organizace (WHO) 

dosáhl v roce 2014 počet osob s nadváhou 1,9 miliardy a 600 milionů bylo obézních 

(WHO, 2000). Téměř 2,8 milionů osob každoročně umírá na komplikace spojené 

s nadváhou či obezitou. 

Obezita je charakterizována jako nadměrné uložení tělesného tuku a rozvíjí se při 

dlouhodobém zvýšeném energetickém příjmu, převažujícím nad energetickým výdejem. 

Můžeme ji definovat pomocí indexu tělesné hmotnosti (BMI) vypočítaného jako tělesná 

hmotnost [kg] děleno druhou mocninou výšky [m2]. U dospělých je nadváha definována 

jako hodnota BMI mezi 25 – 29,9 kg/m2 a obezita BMI ≥ 30kg/m2. Dalším důležitým 

kritériem pro stanovení obezity je obvod pasu, který pozitivně koreluje s obsahem 

břišního tuku. Hraniční hodnota je  ≥ 94 cm u mužů a ≥ 80 cm u žen (Tsigos et al., 2008; 

Yu and Kim, 2012). 

Nadváha a obezita je spojená s rozvojem dalších chorob a zdravotních komplikací, 

jako je diabetes mellitus 2. typu, ischemická choroba srdeční, hypertenze, dyslipidémie, 

rakovina, osteoartritida a mnoho dalších (Tsigos et al., 2008). Při léčbě obezity se 

zpočátku přistupuje k dietetickým opatřením, zvýšení pohybové aktivity a kontroluje se 

energetický příjem a výdej. Farmakologická léčba či bariatrická operace je varianta pro 

pacienty, u kterých běžnými opatřeními ke snížení hmotnosti dochází velmi sporadicky 

nebo vůbec nedochází (Heal et al., 2012). 

 

 

2.2 Regulace příjmu potravy 

 

Studium fyziologických interakcí mezi periferií a centrální nervovou soustavou 

(CNS) je důležitou složkou pro pochopení regulace energetické rovnováhy a příjmu 

potravy. Hlavním centrem regulace příjmu potravy je hypothalamus, který přijímá signály 

z periferie a upravuje tak potravní chování a energetickou homeostázu (Suzuki et al., 
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2012; Yu and Kim, 2012). Hypothalamus je oblast mozku, která se nachází na spodině 

lebeční a skládá se z několika jader: nucleus arcuatus (ARC), paraventrikulární jádro 

(PVN), laterální hypothalamus (LHA), ventromediální jádro (VMN) a dorsomediální 

jádro (DMN) (Schwartz et al., 2000). 

Nucleus arcuatus je považován za nejdůležitější oblast hypothalamu, která 

integruje periferní signály i podněty pocházející z CNS a řídí regulaci příjmu potravy. 

Nachází se ve ventromediální části hypothalamu a sousedí s eminentia medialis, oblastí 

s deficientní hematoencefalickou bariérou (BBB), přes kterou mohou cirkulující periferní 

látky snadno přejít do ARC (Broadwell and Brightman, 1976; Yu and Kim, 2012). 

V ARC se nachází dvě populace neuronů s opačným působením na příjem 

potravy. První vylučuje neuropeptid Y (NPY) a agouti-related peptid (AgRP), 

neuropeptidy zvyšující příjem potravy (orexigenní), druhá populace vylučuje  

α-melanocyty stimulující hormon (α-MSH), posttranslační produkt 

proopiomelanokortinu (POMC) a CART, látky, které příjem potravy snižují 

(anorexigenní). POMC/CART a NPY/AgRP neurony mají na sebe vzájemný 

fyziologický antagonistický účinek. 

α-MSH působí jako agonista receptorů melanokortinu 3 a 4 (MC3R a MC4R) 

obsažených v neuronech různých hypothalamických oblastí a snižuje příjem potravy 

(Cone, 2005). Deficience MC4R či mutace v genu Mc4r vede u myší i lidí k hyperfagii 

(příjem nadměrného množství potravy) a obezitě (Huszar et al., 1997; Yeo et al., 1998). 

Právě centrální melanokortinová dráha (zahrnující POMC neurony a neurony exprimující 

MC4R) hraje klíčovou roli při regulaci příjmu potravy vedoucí k anorexigenními účinku. 

NPY je naopak velmi silným orexigenním stimulátorem (Clark et al., 1984). 

Aktivací NPY/AgRP neuronů dochází k výrazné stimulaci příjmu potravy, navíc tyto 

neurony vylučují gama-aminomáselnou kyselinu (GABA), inhibiční neurotransmiter, 

který potlačuje anorexigenní aktivitu POMC/CART neuronů (Joly-Amado et al., 2014; 

Sohn, 2015). U AgRP byl zjištěn inverzní antagonismus k MC3R a MC4R (Ollmann et 

al., 1997). 

Tyto dvě populace primárních neuronů obsahují receptory pro periferní hormony, 

které regulují příjem potravy na dlouhodobé úrovni, jako je leptin a insulin, ale 

i krátkodobé úrovni, jako je peptid YY (PYY), cholecystokinin (CCK) či peptid podobný 

glukagonu (GLP) a ghrelin, který působí v dlouho i krátkodobé regulaci příjmu potravy. 

NPY/AgRP neurony jsou inhibovány leptinem a insulinem a stimulovány ghrelinem 

a naopak neurony POMC/CART jsou leptinem a insulinem stimulovány (Morton et al., 
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2006). ARC je také propojen s dalšími oblastmi hypothalamu, které regulují příjem 

potravy, jako je PVN, VMN, DMH a LHA (Harrold et al., 2012). 

PVN integruje signály z neuronů obsahující NPY/AgRP a POMC/CART v ARC 

a také z orexigenních neuronů v LHA (obrázek 1). Stimulace PVN vede ke snížení příjmu 

potravy a léze v této oblasti vedou k hyperfagii, sníženému výdeji energie a obezitě 

(Leibowitz et al., 1981; Wang et al., 2013). V PVN se nacházejí receptory NPY (Y1 a Y5 

receptory), MC3R/MC4R a také neurony, které syntetizují a vylučují neuropeptidy 

s katabolickým účinkem a snižují příjem potravy (obrázek 1). 

Léze v LHA či perifornikální oblast hypothalamu (PFA) naopak způsobují snížení 

příjmu potravy a úbytek hmotnosti (Schwartz et al., 2000). Stejně jako PVN, i LHA 

získává signály z ARC a obsahuje neurony, které syntetizují peptidy s anabolickým 

účinkem a zvyšují příjem potravy a tělesnou hmotnost. Hypothalamická centra 

s opačnými účinky na příjem potravy slouží k rychlé a efektivní kontrole energetické 

homeostáze, protože může dojít za aktivace centra jednoho k potlačení účinku centra 

druhého (Woods and D'Alessio, 2008). 

 

Další důležitou oblastí v regulaci příjmu potravy je nucleus tractus solitarii 

(NTS), který se nachází v mozkovém kmeni a integruje krátkodobé signály pocházející 

z periferie prostřednictvím bloudivého nervu (nervus vagus). NTS je propojen s oblastmi 

v hypothalamu, například PVN a podílí se tak na regulaci velikosti porce a na frekvenci 

přijímání potravy (Arora and Anubhuti, 2006). 



  2. TEORETICKÁ ČÁST 
 

19 
 

 

Obrázek 1: NPY/AgRP a POMC/CART neurony v nucleu arcuatu 

Skupina neuronů prvního řádu NPY/AgRP (modrá) a POMC/CART (oranžová) v nucleu 

arcuatu (ARC). Z těchto populací dále vedou signály do paraventrikulárního jádra 

(PVN). Zvýšená aktivita POMC neuronů zvýší hladinu α-MSH v PVN, zde dojde 

k aktivaci neuronů s MC4R a ke snížení příjmu potravy. Neurotransmiter GABA, 

vylučovaný z NPY/AgRP neuronů, blokuje pomocí receptorů GABA-R anorexigenní 

účinek POMC/CART neuronů. NPY/AgRP neurony obsahují receptory pro mnoho 

hormonů, například pro ghrelin (GHS-R), insulin (INS-R) a leptin (Ob-Rb). 

POMC/CART skupina neuronů však GHS-R neobsahuje. Převzato a upraveno z (Briggs 

and Andrews, 2011). Zkratky: neuropeptid Y (NPY), agouti-related peptid (AgRP), 

proopiomelanokortin (POMC), kokainem a amfetaminem regulovaný transkript (CART), 

α-melanocyty stimulující hormon (α-MSH), γ-aminomáselná kyselina (GABA) 

 

 

2.3 Periferní hormony zapojené do dlouhodobé regulace příjmu 

potravy 

 

Do regulace příjmu potravy je zapojené velké množství periferních hormonů 

(obrázek 2). Hormony vylučované v gastrointestinálním traktu (GIT), jako je CCK, PYY,  
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GLP-1 či oxyntomodulin mají roli v krátkodobé regulaci příjmu potravy. Nejdůležitější 

periferně vylučované a centrálně i periferně působící hormony, které energetickou 

rovnováhu udržují na dlouhodobé úrovni, jsou anorexigenní leptin a insulin. 

Krátkodobým i dlouhodobým periferním hormonem s unikátní strukturou je orexigenní 

ghrelin (obrázek 2). 

 

 

Obrázek 2: Regulace příjmu potravy 

Regulace příjmu potravy je komplexní děj spojující signály z CNS a periferie. 

Hypothalamus, zejména nucleus arcuatus (ARC), integruje signály z periferních 

hormonů, jako je leptin, insulin či ghrelin. Periferně vylučované hormony (např. peptid 

YY (PYY), cholecystokinin (CCK), peptid podobný glukagonu (GLP-1)) působí přes 

nervus vagus do nucleu tractu solitarii (NTS) v mozkovém kmeni. Tyto hormony ovlivňují 

neurony prvního řádu a signalizující anorexigenní a orexigenní peptidy působí na další 

jádra hypothalamu. Převzato a upraveno z Maletínská a kol. 2016 (v tisku). 

Zkratky: neuropeptid Y (NPY), agouti-related peptid (AgRP), kokainem a amfetaminem 

regulovaný transkript (CART), proopiomelanokortin (POMC), paraventrikulární jádro 

(PVN), kortikoliberin (CRH), tyreoliberin (TRH), peptid uvolňující prolaktin (PrRP), 

laterální hypothalamus (LHA), hormon koncentrující melanin (MCH). 

Dráhy: aktivační 

 inhibiční 
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2.3.1 Leptin 

Leptin je klíčovou součástí regulace příjmu potravy a energetické rovnováhy. Je 

to anorexigenní hormon produkovaný adipocyty v bílé tukové tkáni a vylučovaný 

v poměru k hmotě tělesného tuku (Kim et al., 2014). Je produktem obézního (ob) genu  

a k vyvolání fyziologického účinku interaguje s dlouhou formou leptinového receptoru  

Ob-Rb (Balthasar et al., 2004). Ob gen kódující leptin byl identifikován v roce 1994  

u spontánně obézních ob/ob myší s mutacemi pouze v tomto jediném genu (Zhang et al., 

1994). 

Leptin je transportován do mozku přes BBB pomocí transportérového systému 

(Banks et al., 1996). V ARC, kde jsou hojně exprimovány leptinové receptory, je pak 

vyvolán anorexigenní účinek. Aktivace leptinové signalizace v hypothalamu vede ke 

zvýšené neuronové aktivitě v POMC/CART skupině neuronů a snížení aktivity 

NPY/AgRP neuronů. Dochází tak k redukci příjmu potravy a zvýšenému energetickému 

výdeji (Sahu, 2003). 

U lidí i hlodavců s leptinovou deficiencí podávání leptinu snižuje hyperfagii  

a obezitu (Licinio et al., 2004), avšak většina obézních osob má zvýšenou hladinu leptinu 

v plasmě značící leptinovou rezistenci. U těchto osob je léčba leptinem neúčinná. Jedním 

z možných vysvětlení leptinové rezistence je snížený transport leptinu do mozku vlivem 

zahlcení leptinových transportérů v BBB či omezená leptinová signalizace v neuronech 

hypothalamu (Munzberg, 2010; Yu and Kim, 2012). 

 

2.3.2 Insulin 

Insulin je produkován β buňkami Langerhansových ostrůvků slinivky břišní  

a reguluje homeostázi glukosy v těle (Bagdade et al., 1967). Je vylučován po jídle  

a transportován do mozku pomocí insulinových receptorů, kde má důležitou roli jako 

dlouhodobý anorexigenní regulátor energetické rovnováhy. Hladina insulinu v plasmě je 

pozitivně ovlivňována objemem tuku v těle, proto je insulin vedle leptinu považován za 

ukazatel adipozity v těle. 

V CNS jsou insulinové receptory v hypothalamických oblastech důležitých pro 

udržení energetické rovnováhy jako je ARC, DMN a PVN (Corp et al., 1986).  ICV 

podání insulinu vede u hlodavců i opic ke snížení příjmu potravy a tělesné hmotnosti  

(Suzuki et al., 2012). Stejně jako leptin, insulin spouští aktivaci POMC neuronů a inhibuje 

NPY/AgRP neurony. U myší se specificky inaktivovaným insulinovým receptorem 
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dochází ke zvýšení tělesné hmotnosti, hmotnosti tuku, zvýšenému příjmu potravy  

a k obezitě (Bruning et al., 2000). 

 

2.3.3 Ghrelin 

Ghrelin je jediný dosud známý periferní orexigenní hormon. Je syntetizován jako 

preprohormon a po acylaci n-oktanovou kyselinou na serin v pozici 3 a následným 

štěpením vznikne aktivní peptid složený z 28 aminokyselin (obrázek 3). Ghrelin je 

jediným dosud známým lipidovaným peptidovým hormonem regulujícím příjem potravy. 

Byl izolován z potkaního žaludku jako ligand sirotčího receptoru GHS-R (growth 

hormone secretagogue receptor) (Kojima et al., 1999). Je vylučován specializovanými 

endokrinními buňkami z žaludku. Centrální i periferní podání ghrelinu stimuluje příjem 

potravy a zvyšuje tělesnou hmotnost (Kojima et al., 1999). Hladina ghrelinu v plasmě je 

zvýšená během hladovění, prudce se zvyšuje před každým jídlem a rychle klesá po jídle. 

Proto je ghrelin nazýván hormonem hladu. Myši s deficiencí ghrelinu a GHS-R jsou 

rezistentní vůči obezitě navozené vysokotukovou dietou, ale tato rezistence nepřetrvává 

do dospělosti (Sun et al., 2003; Zigman et al., 2005). 

 

 

Obrázek 3: Struktura lidského a potkaního ghrelinu 

Ghrelin je složen z 28 aminokyselinového řetězce a serin v pozici 3 je acylován  

n-oktanoylovou skupinou. Tato modifikace je nezbytná pro biologickou aktivitu ghrelinu. 

Převzato a upraveno dle (Kojima and Kangawa, 2005). 
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2.4 Neuropeptidy zapojené do regulace příjmu potravy 

 

2.4.1 Peptid CART (cocaine- and amphetamine-regulated transcript) 

2.4.1.1 Objev 

CART byl poprvé popsán v roce 1995 pomocí polymerázové řetězové reakce 

(PCR) jako mRNA zvyšující svou hladinu ve striatu v mozku po podání kokainu či 

amfetaminu, ale nikoliv po podání dalších návykových drog, například morfinu 

(Douglass et al., 1995). V roce 1998 Thim a kol. purifikovali a charakterizovali 

rekombinantně vyrobené peptidy CART, které byly exprimovány v kvasinkách po 

vložení cDNA kódující CART 1-102 (Thim et al., 1998). Poté v roce 1999 Thim a kol. 

izolovali z různých potkaních tkání dva peptidy CART (obrázek 5) (Thim et al., 1999). 

Již před objevením CART byl z ovčího hypothalamu izolován fragment (Spiess et al., 

1981), který byl později podle sekvence přiřazen k peptidu CART. 

 

2.4.1.2 Struktura 

Z genu pro CART jsou u potkanů a myší transkribovány a poté sestřiženy dvě 

různě dlouhé mRNA a následně přepsána krátká a dlouhá forma propeptidu proCART  

1-89 a proCART 1-102 (obrázek 4). ProCART obsahují specifická místa, které umožňují 

posttranslační úpravy prohormonem konvertasou (Dey et al., 2003). Tímto procesem 

vznikají dva biologicky aktivní peptidy CART 55-102 (obrázek 5) a CART 62-102, které 

se číslují podle delšího propeptidu. U lidí je exprimován pouze kratší propeptid proCART 

1-89, a tak vzniká peptid CART 42-89 (analogický CART 55-102) a CART 49-89 

(analogický CART 62-102) (obrázek 4) (Rogge et al., 2008). Biologicky aktivní jsou 

peptidy CART 54-102, CART 55-102, CART 61-102 a CART 62-102 (Thim et al., 1998). 
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Obrázek 4: Struktura potkaního proCART propeptidu 

Dlouhá forma potkaního propeptidu CART 1-102 (nahoře) a krátká forma proCART 1-89 (dole). Z dlouhé formy vznikají biologicky aktivní 

peptidy CART 55-102 a CART 62-102. Z krátké formy propeptidu pak vznikají strukturně stejné peptidy CART 42-89 a CART 49-89. U lidí 

vznikají biologicky aktivní peptidy pouze z krátké formy propeptidu. Převzato a upraveno z (Rogge et al., 2008). 

 

 

 

 

Obrázek 5: Struktura peptidu CART 55-102 

Přirozený biologicky aktivní peptid CART 55-102 obsahuje tři disulfidové 

můstky mezi cysteiny v pozicích 68-86 (I-III), 74-94 (II-V) a 88-101 (IV-VI) 

(Rogge et al., 2008; Thim et al., 1998). 

 



  2. TEORETICKÁ ČÁST 

25 
 

2.4.1.3 Vazebné studie s peptidem CART 

Při hledání receptoru je obvykle využíváno hledání specifické vazby k potenciálnímu 

vazebnému místu pomocí radioaktivně značeného peptidu. Pro vazebné studie se nejčastěji 

využívá komerčně dostupný peptid CART 61-102, který má stejnou afinitu k vazebnému 

místu jako přirozený peptid CART 62-102 a peptid CART 55-102 a pro jodaci se využívá 

tyrosinu v pozici 62. 

První vazebné studie byly prováděny na myší hypofyzární buněčné linii AtT20, kde 

byla publikována specifická vazba peptidu 125I-CART 61-102 (Vicentic et al., 2005). 

Další studie s komplexem peptidu CART 55-102 a zeleného fluorescenčního 

proteinu (GFP) prokázala vazbu na lidskou hepatocytární buněčnou linii HepG2  

a disociované hypothalamické buňky (Keller et al., 2006). 

Naše skupina prokázala specifickou vazbu peptidu CART 61-102 na potkaní 

feochromocytomovou buněčnou linii PC12 (obrázek 6) (Maletínská et al., 2007). Ze 

saturačních vazebných experimentů byla změřena hodnota Kd 0,48 ± 0,16 nM  

a Bmax 2228 ± 529 vazebných míst/buňku pro nediferencované buňky a Kd 1,90 ± 0,27 nM 

a Bmax 11194 ± 261 vazebných míst/buňku u PC12 diferencovaných v neuronový fenotyp 

pomocí nervového růstového faktoru (NGF) (Maletínská et al., 2007).  

Ve studii Jonese a kol. bylo zjištěno, že se peptid CART specificky váže na primární 

buněčnou linii z potkaního nucleu accumbens. Afinita peptidu k receptoru byla snížena 

v přítomnosti analogu GTP, zatímco po přidání ATP analogu k tomuto efektu nedošlo, což 

naznačuje, že receptor pro peptid CART by mohl být receptorem spřaženým s G-proteinem 

(GPCR) (Jones and Kuhar, 2008). 
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Obrázek 6: Saturační vazebné experimenty na buněčné linii PC12  

Saturační vazebné experimenty na a) nediferencovaných buňkách, hodnoty  

Kd 0,48 ± 0,16 nM a Bmax 2228 ± 529 vazebných míst/buňku a na b) PC12 diferencovaných 

v neurony nervovým růstovým faktorem (NGF), hodnoty Kd 1,90 ± 0,27 nM  

a Bmax 11194 ± 261 vazebných míst/buňku. Převzato a upraveno dle (Maletínská et al., 2007). 

 

2.4.1.4 Hledání receptoru a signalizace peptidu CART 

Po objevu CART mRNA a peptidů se mnoho laboratoří pokoušelo najít receptor, 

avšak ten nebyl dosud identifikován. Vazebné studie na buněčné linii PC12 naznačují, že 

receptor/y pro peptid CART existuje/í. Afinita peptidu CART k jeho specifickým vazebným 

místům je typická pro receptory, stejně jako počet vazebných míst na buňku. Bylo popsáno, 

že po centrálním podání peptidu CART dochází ke zvýšení hladiny c-Fos mRNA v různých 

oblastech mozku, především v hypothalamu a v mozkovém kmeni (Vrang et al., 1999b). 

Peptid CART inhibuje napětím řízené vápníkové kanály a tím snižuje průnik Ca2+ iontů přes 
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buněčnou membránu u potkaních hipokampálních neuronů. Tento efekt je blokován pomocí 

pertusového toxinu, což naznačuje, že signalizace peptidu CART může být zprostředkována 

Gi a G0 proteiny (Yermolaieva et al., 2001). Sarkar a kol. zjistili, že CART výrazně zvyšuje 

fosforylaci proteinu vázajícího responzivní element pro cyklický adenosinmonofosfát 

(CREB) v PVN hypothalamu sytých i hladových potkanů (Sarkar et al., 2004). Z in vitro 

studií na myší hypofyzární buněčné linii AtT20 a potkaní hypofyzární buněčné linii GH3 

bylo zjištěno, že peptid CART rovněž zvyšuje fosforylaci extracelulárně regulované kinasy 

(Erk1/2). Aktivovaná signalizační dráha Erk1/2 byla u AtT20 buněk po stimulaci peptidem 

CART inhibována pertusovým toxinem (Lakatos et al., 2005). Tyto experimenty naznačují, 

že peptid CART aktivuje dráhu spřaženou s G-proteinem a jeho receptor by mohl být GPCR. 

V naší skupině jsme tyto experimenty zopakovali, avšak nebyla nalezena specifická vazba 

peptidu CART, ani signalizace popsaná účinkem peptidu CART (nepublikované výsledky). 

 

2.4.1.5 Výskyt a fyziologická funkce 

Nedlouho po objevu bylo zjištěno, že peptidy CART se vyskytují v mozku 

v oblastech spojených s regulací příjmu potravy a energetickou homeostázou, zvláště pak 

v hypothalamu – v ARC, LHA, PVN a nucleu accumbens (ACC) (Koylu et al., 1998). 

Peptidy CART se vyskytují nejen v mozku, ale i periferních oblastech souvisejících 

s příjmem potravy – v gastrointestinálním traktu ve střevech (Ekblad, 2006) či v nervu vagu 

(Broberger et al., 1999).  

 

2.4.1.6 Příjem potravy 

První studie účinků peptidu CART byla provedena Kristensenem a kol., kdy po ICV 

podání peptidu CART došlo ke snížení příjmu potravy u hladových i sytých potkanů. 

Naopak ICV podaná polyklonální protilátka proti peptidu CART příjem potravy zvýšila 

(Kristensen et al., 1998; Lambert et al., 1998). Exprese CART mRNA je v ARC pozitivně 

ovlivňována leptinem (Kristensen et al., 1998). U hladových myší a u modelů s mutací genu 

pro leptin – ob/ob myší, které neprodukují leptin a u obézních Zuckerových fa/fa potkanů 

s nefunkčním leptinovým receptorem, dochází k výraznému snížení exprese CART mRNA 

v ARC (Kristensen et al., 1998). Periferní podání leptinu obézním myším vede ke zvýšení 

hladiny CART mRNA v ARC. Toto naznačuje, že exprese CART mRNA v ARC je závislá 

na leptinové signalizaci, neboť porušená leptinová signalizace vede ke snížené expresi 

CART (Kristensen et al., 1998). 
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Peptid CART se nachází v ARC v neuronech produkujících rovněž POMC mRNA, 

ze které vzniká produkt α-MSH, který inhibuje příjem potravy a blokuje orexigenní účinek 

NPY po ICV podání (Elias et al., 1998). 

Neurony ARC obsahující peptidy CART byly také lokalizovány u nervových 

zakončení neuronů NPY. Toto zjištění naznačuje vzájemný vztah peptidů CART a NPY. 

Rovněž bylo zjištěno, že ICV podání peptidu CART blokuje zvýšení příjmu potravy po 

podání orexigenního NPY (Kristensen et al., 1998; Lambert et al., 1998). Nervová zakončení 

NPY neuronů rovněž obklopují těla neuronů obsahující peptid CART v PVN a po ICV 

podání do PVN dochází ke snížení příjmu potravy (Lambert et al., 1998). 

Dlouhodobé ICV podávání peptidu CART po dobu 7 a 10 dní vedlo ke snížení příjmu 

potravy a hmotnosti u štíhlých i obézních fa/fa potkanů (Larsen et al., 2000). Po ICV podání 

peptidu CART potkanům došlo k vedlejším účinkům, jako je snížení pohybové aktivity 

a narušení koordinace pohybů (ataxie) (Larsen et al., 2000). Podání peptidu CART 55-102 

nejen do ARC, ale i do ACC rovněž snížilo příjem potravy (Yang et al., 2005). 

V naší laboratoři byl rovněž prokázán anorexigenní účinek peptidu CART 61-102, 

stejně jako di-jodovaného peptidu CART 61-102, který vykázal vysokou fyziologickou 

účinnost (Maletínská et al., 2007). Po společném podání peptidu CART s anorexigenním 

CCK, produkovaném v GIT, došlo k synergistickému účinku na snížení příjmu potravy 

(Maletínská et al., 2008). Podáním obou peptidů dochází také k stimulaci neuronů v ARC, 

PVN a DMH hypothalamu, dále pak v NTS mozkového kmene (Maletínská et al., 2008; 

Pirnik et al., 2010). 

 

2.4.1.7 Další role v organismu 

Peptid CART je zmiňován ve spojitosti s drogovou závislostí na kokainu či 

amfetaminu. U osob, které zemřely v důsledku předávkování kokainem, byla zvýšená 

hladina CART mRNA (Tang et al., 2003). Podání různých psychostimulantů (kokainu, 

amfetaminu, metamfetaminu či etanolu) vede k aktivaci neuronů obsahující peptid CART 

v ACC. Různé studie naznačují, že peptid CART hraje roli v mesolimbickém dopaminovém 

systému (Salinas et al., 2006). CART moduluje dopaminovou aktivitu přímo stimulací 

dopaminergních neuronů či nepřímo inhibicí vylučování GABA (Dallvechia-Adams et al., 

2002). 

Peptid CART ovlivňuje hypotalamo-hypofyzární osu (HPA) (Couceyro et al., 1997; 

Smith et al., 1997), která má úlohu při stresové reakci a dalších fyziologických procesech, 

jako je trávení či hospodaření organismu s energií. Z hypothalamu je vylučován CRH, který 



  2. TEORETICKÁ ČÁST 
 

29 
 

stimuluje sekreci adrenokortikotropního hormonu (ACTH). Ten následně stimuluje tvorbu 

kortizolu a kortikosteronu (Keller-Wood, 2015). Tím, že peptid CART stimuluje sekreci 

CRH, ACTH i kortizolu, je naznačena jeho role ve stresové odpovědi. ICV podání peptidu 

CART 55-102 vede ke zvýšení hladiny ACTH a kortikosteronu (Smith et al., 2004; Stanley 

et al., 2001). Při dlouhodobém vystavení chladu dochází u potkanů ke zvýšené expresi 

CART mRNA v ARC, což rovněž naznačuje roli peptidu CART v regulaci odpovědi 

organismu na stres a zároveň v energetickém výdeji a termogenezi (Kong et al., 2003).  

V Porsoltově plovacím testu, který akutně vyvolává stres, dochází k signifikantnímu zvýšení 

hladiny peptidu CART v PVN u samic potkanů, nikoliv však v ARC (Gozen et al., 2007). 

Peptid CART rovněž ovlivňuje hypothalamo-hypofýzo-tyroidální osu (HPT) (Fekete 

et al., 2000) podílející se na regulaci metabolismu. Neurony produkující α-MSH/CART  

i AgRP/NPYv hypothalamu vysílají synapse do neuronů produkujících thyreoliberin (TRH). 

TRH reprezentuje další regulátor energetického výdeje a termoregulace (Lau et al., 2016). 

α-MSH/CART produkci THR stimuluje, zatímco AgRP/NPY syntézu inhibují. Během 

hladovění dochází ke snížení stimulační dráhy a zvýšení inhibiční dráhy a dochází ke snížení 

produkce TRH. Peptid CART inhibuje stimulační účinek TRH a společná sekrece TRH  

a peptidu CART do hypofyzárního oběhu může naznačovat podíl peptidu CART na účinku 

TRH v hypofýze (Fekete and Lechan, 2006). 

 

2.4.1.8 Fragmenty a analogy peptidu CART 

Peptid CART se přirozeně vyskytuje ve dvou formách, 55-102 a 62-102. Thim a kol. 

rekombinantně připravili a izolovali z kvasinek peptidy CART 54-102, CART 55-102, 

CART 61-102 a 62-102, které se liší N-koncovou sekvencí a mají podobnou biologickou 

aktivitu in vivo a in vitro (Thim et al., 1998). 

V CNS se přirozeně vyskytují peptidy CART 55-102 a 62-102. V periferii jsou však 

produkovány i delší formy peptidu CART. Z potkaních nadledvin byly izolovány delší 

formy, peptid CART 1-89 a CART 10-89 (Dylag et al., 2006; Thim et al., 1999). N-koncové 

fragmenty peptidu CART 61-102, CART 1-26 a CART 1-27 nebyly účinné in vitro ani in 

vivo a slouží jako negativní kontrola aktivity peptidu CART 55-102. N-koncové fragmenty 

CART 55-76 a CART 62-76 byly po ICV podání schopny snižovat příjem potravy u potkanů 

a fragment CART 62-76 byl účinnější než CART 55-76 (Lambert et al., 1998). 

Syntetizovaný c-koncový fragment CART 85-102 interagoval s opioidním systémem a byl 

schopen snížit lokomoci navozenou podáním morfinu (Dylag et al., 2006). V naší laboratoři 

byly syntetizovány fragmenty odvozené ze studie Lamberta a kol. resp. Dylaga a kol., kdy 
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se žádný z fragmentů nevázal na buněčnou linii PC12 a rovněž nedošlo ke snížení příjmu 

potravy u hladových myší. Rozpor mezi dříve publikovanými a našimi výsledky může být 

způsoben různými druhy použitých zvířat (potkani resp. myši), experimentálním 

uspořádáním experimentu (volně žeroucí resp. hladová zvířata) či podáním do různých 

oblastí mozku. 

V naší laboratoři byly syntetizovány různě dlouhé fragmenty peptidu CART 61-102, 

které byly následně testovány pomocí vazebných experimentů na buněčné linii PC12 a in 

vivo na myších. Bylo zjištěno, že pro zachování vysoké afinity k buňkám PC12  

a fyziologické aktivity jsou nezbytné tři disulfidové můstky. Pouze u analogů CART 74-86 

a CART 62-86, obsahujících disulfidové můstky v pozici 74-86 a 68-86, byla prokázána 

velmi slabá vazba k PC12 buňkám, řádově třikrát nižší než CART 61-102 a tyto analogy 

nesnižovaly příjem potravy po ICV podání (Maixnerová et al., 2007). 

 

2.4.2 PrRP (prolactin-releasing peptide) 

2.4.2.1 Objev a výskyt 

Peptid uvolňující prolaktin (PrRP) byl objeven Hinumou a kol. v roce 1998 

v kravském hypothalamu pomocí reverzní transkripce PCR tzv. metodou „obrácené 

farmakologie“ jako endogenní ligand sirotčího receptoru spřahujícího G protein 10 (GPR10, 

jinak též hGR3 či potkaní UHR-1) (Hinuma et al., 1998; Marchese et al., 1995; Welch et al., 

1995). 

PrRP se nachází především v mozku a jen nízkou koncentraci můžeme nalézt 

v plasmě, dřeni nadledvin, slinivce, varlatech či placentě (Fujiwara et al., 2005; Onaka et al., 

2010; Yasui et al., 2001). V mozku se neurony exprimující PrRP mRNA nachází 

v  prodloužené míše, v hypothalamu především ve VMN a DMN a v zadním mozku v NTS 

(Fukusumi et al., 2006). 

GPR10 byl původně izolován z hypothalamu ze suprachiasmatického jádra (Hinuma 

et al., 1998) a je složen z 369 aminokyselin (Marchese et al., 1995). GPR10 mRNA se hojně 

nachází v celém mozku, především pak v hypothalamu v PVN, DMH a periventrikulárním 

jádře, v thalamu ve ventrolaterálním retikulárním jádře (VLM), dále v mozkovém kmeni 

v area postrema (AP) a v NTS a také v hypofýze. V periferii byly receptory nalezeny ve 

dřeni nadledvin a žaludku (Fujii et al., 1999; Roland et al., 1999). 
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2.4.2.2 Struktura PrRP 

PrRP patří do rodiny RF-amidových peptidů, která obsahuje C-koncovou 

aminokyselinovou sekvenci Arg-Phe-NH2 (Hinuma et al., 1998; Quillet et al., 2016; 

Takayanagi and Onaka, 2010). PrRP byl identifikován v různých živočišných druzích (ryby, 

ptáci, savci) a prepropeptid se u různých živočišných druhů liší délkou řetězce. U hovězího 

dobytka obsahuje prepropeptid 98 aminokyselin, u lidí 87 a u potkanů 83 aminokyselin 

(obrázek 7) (Hinuma et al., 1998). Prepropeptid obsahuje dvě štěpná místa, ze kterých 

posttranslačními úpravami vznikají dva peptidy obsahující 31 nebo 20 aminokyselin, 

PrRP31 a PrRP20 (obrázek 8), které mají identickou C-koncovou sekvenci. 

Aminokyselinová struktura PrRP20 je vysoce konzervovaná. U savců je potkaní a myší PrRP 

identický a vykazuje vysokou homologii s hovězím a lidským PrRP. 

 

Obrázek 7: Sekvence hovězího, potkaního a lidského prepropeptidu PrRP 

Sekvence jsou odvozené z cDNA. Plný černý trojúhelník označuje N-konec PrRP31  

a prázdný trojúhelník označuje N-konec PrRP20. Šipka označuje C-konec a glycin, který je 

amidovaný (Hinuma et al., 1998). 

 

Obrázek 8: Struktura lidského PrRP31 a PrRP20 

Struktura krátké a dlouhé formy lidského PrRP. Zvýrazněným serinem (Ser) začíná PrRP31 

a zvýrazněný threonin (Thr) označuje místo, kde začíná krátká forma PrRP20. Zeleně 

zvýrazněné aminokyseliny označují místa, kde jsou změny v sekvenci potkaního PrRP oproti 

lidskému PrRP. 
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2.4.2.3 Afinita PrRP k receptoru pro neuropeptid FF 2 (NPFF2) 

Jak již bylo výše zmíněno, PrRP patří do skupiny RF-amidových peptidů. RF-

amidové peptidy a jejich receptory mají u savců vysokou evoluční podobnost (Hinuma et 

al., 2000). Bylo zjištěno, že PrRP se váže nejen na svůj receptor GPR10, ale i na lidský 

NPFF2 receptor, a to s afinitou jen o řád nižší než má přirozený ligand NPFF (Engstrom et 

al., 2003; Maletinska et al., 2013). NPFF má naopak ke GPR10 receptoru velmi nízkou 

afinitu (Ki > 30 µM). GPR10 je vysoce selektivní receptor a jeho jediný dosud známý vysoce 

afinitní ligand je PrRP (Langmead et al., 2000). V naší laboratoři byla prokázána vysoká 

vazebná afinita PrRP k hypofyzárním nádorovým buněčným liniím AtT20, GH3  

a RC-4B/C, které přirozeně obsahují receptor GPR10 a NPFF2 (Maletinska et al., 2011b). 

 

2.4.2.4 Homologie receptoru GPR10 s Y receptory 

Receptor GPR10 patří do rozsáhlé rodiny GPCR a s Y receptory se vyvinuly ze 

společného předka. Jejich homologie je 31% a 46% v transmembránových doménách 

(Marchese et al., 1995). Byla prokázána pouze velmi slabá afinita NPY ke GPR10 

s hodnotou Ki > 30 µM (Langmead et al., 2000). 

 

2.4.2.5 Fyziologická role 

V počátku byl PrRP považován za faktor, který spouští sekreci prolaktinu in vitro 

u buněčné linie RC-4B/C a v buňkách adenohypofýzy (Hinuma et al., 1998). V testech in 

vitro bylo na hypofyzárních buňkách změřeno, že PrRP vyvolává stejně silný účinek na 

sekreci prolaktinu jako TRH, jehož působením dochází k sekreci prolaktinu (Spuch et al., 

2007). V in vivo testech byla však ke stimulaci sekrece prolaktinu u potkaních samců 

potřebná vysoká dávka PrRP31. U potkaních samic byla potřebná dávka nižší, v závislosti 

na cyklu (Matsumoto et al., 1999). V imunocytochemických studiích bylo zjištěno, že PrRP 

se vyskytuje především v oblastech hypothalamu, mozkového kmene a dalších, ale studie 

neprokázaly přítomnost PrRP v eminentia medialis, oblasti důležité pro uvolňování běžných 

hypofyzotropních hormonů (Maruyama et al., 1999; Minami et al., 1999; Samson et al., 

2000). Studie s ICV podáním PrRP naznačují, že účinek na sekreci prolaktinu není tak 

výrazný jako jiné možné fyziologické účinky (Matsumoto et al., 2000) a později byl tento 

účinek zpochybněn (Fukusumi et al., 2006). 

PrRP ovlivňuje rovněž HPA tím, že po podání dochází ke stimulaci neuronů v 

hypothalamu obsahujících CRH a oxytocin. Po ICV podání PrRP dochází u potkanů ke 

zvýšení koncentrace ACTH a kortikosteronu v plasmě (Samson et al., 2003). Při podání 
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antiséra proti CRH dochází k zablokování zvýšení hladiny CRH pomocí PrRP. 

Anorexigenní účinek PrRP je pak oslaben po podání antagonistů receptorů pro tyto hormony 

(Bechtold and Luckman, 2006). 

Bylo zjištěno, že PrRP má také úlohu v kardiovaskulárním systému, kdy po ICV 

podání zvyšuje krevní tlak u potkanů (Samson et al., 2000). 

 

2.4.2.6 Vliv na příjem potravy 

Další studie prokázaly účinek PrRP na snižování příjmu potravy, zvýšení 

energetického výdeje a zároveň zvýšení tělesné teploty u myší a potkanů po ICV podání či 

roli ve stresové reakci (Ellacott et al., 2002; Fukusumi et al., 2006; Lawrence et al., 2000; 

Lawrence et al., 2002). Lawrence a kol. navrhli, že PrRP hraje roli jako regulátor příjmu 

potravy a exprese PrRP mRNA je snížená během negativní energetické rovnováhy, podobně 

jako je tomu u POMC/CART (Lawrence et al., 2000). Centrální podání PrRP u hlodavců 

snižuje příjem potravy a tělesnou hmotnost (Lawrence et al., 2002; Maixnerova et al., 2011). 

Rovněž dochází k aktivaci c-Fos, markeru neurální aktivity, v oblastech výskytu PrRP či 

jeho receptorů (Lawrence et al., 2002). 

Po opakovaném třídenním podání PrRP potkanům byl snížen příjem potravy  

a hmotnost a nedošlo k ovlivnění chování (Vergoni et al., 2002). Ellacot a kol. zjistili, že při 

opakovaném centrálním podání PrRP dochází k toleranci a zvířata přestanou reagovat na 

jeho anorexigenní účinek (Ellacott et al., 2003). To naznačuje, že PrRP ovlivňuje 

energetickou homeostázu na krátkodobé úrovni, stejně jako CCK, orexin-A či MCH. 

U různých živočišných druhů má však PrRP na příjem potravy různý účinek.  

U potkanů a myší dochází po ICV podání PrRP ke snížení příjmu potravy a zvýšení tělesné 

teploty, avšak u kuřat vyvolává PrRP opačný efekt (Tachibana et al., 2004). 

Po ICV podání PrRP a leptinu dochází k aditivnímu efektu na snížení příjmu potravy 

a tělesnou hmotnost (Ellacott et al., 2002), což naznačuje interakci PrRP a leptinu v regulaci 

metabolismu a příjmu potravy. Neurony exprimující PrRP se nacházejí v oblastech 

s leptinovými receptory, například DMH, NTS či VLM (Ellacott et al., 2002). Exprese PrRP 

je snížena během hladovění či laktace, kdy dochází k negativní energetické rovnováze  

a hladiny leptinu v plasmě jsou nízké (Lawrence et al., 2000). 

V krátkodobé regulaci energetické rovnováhy bylo studováno vzájemné působení 

PrRP s CCK, který hraje roli v ukončení příjmu potravy a snížení porce jídla (Onaka et al., 

2010). Příjem potravy nebo podání CCK aktivuje v NTS neurony obsahující PrRP. U myší 

s deficientním GPR10 či PrRP je snížen anorexigenní účinek CCK, což naznačuje, že 
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signalizace PrRP může být důležitá pro přenos periferních signálů, jako je právě CCK, do 

mozku (Bechtold and Luckman, 2006; Lawrence et al., 2002). 

 

2.4.2.7 Myši s vyřazeným genem pro GPR10 a PrRP 

Myši s vyřazeným genem pro GPR10 (GPR10-/-) na standardní dietě zkonzumují 

oproti kontrolám více potravy a dochází u nich v dospělosti (od 16. týdne u samců a od  

26. týdne u samic) k rozvoji obezity. GPR10-/- myši mají zvýšenou hladinu leptinu a insulinu 

a dochází u nich ke snížení glukosové tolerance. Zvýšená hladina leptinu je v korelaci se 

zvýšenou akumulací tělesného tuku oproti kontrolní skupině. U GPR10-/- myší rovněž 

nedochází ke kompenzaci zvýšeným energetickým výdejem. V porovnání GPR10-/- myší se 

skupinou myší krmených vysokotukovou dietou došlo ke stejnému rozvoji obezity 

a insulinové rezistence (Gu et al., 2004). U myší s vyřazeným genem pro GPR10 je rovněž 

zvýšená hladina cholesterolu, LDL a HDL a zvířata trpí steatózou jater (Bjursell et al., 2007). 

U myší s deficientním PrRP dochází v dospělosti k obezitě v důsledku zvýšení 

příjmu potravy a ke snížení odpovědi na působení anorexigenních signálů CCK a leptinu. 

Navíc u nich dochází k rozvoji insulinové rezistence a porušené glukosové toleranci. U myší 

s deficientním PrRP nedochází ke zvýšené spotřebě O2, zvýšené tělesné teplotě po chladové 

expozici ani ke zvýšení hladiny mRNA proteinu termogeninu (UCP-1) v hnědé tukové tkáni. 

Tato data naznačují, že nárůst hmotnosti je způsoben spíše hyperfagií, než sníženým 

energetickým výdejem (Takayanagi et al., 2008). Myši s deficientním PrRP mají jiný 

fenotyp než myši s vyřazeným genem pro GPR10. 

 

2.4.2.8 Analogy PrRP 

PrRP má dvě přirozené formy, PrRP20 a PrRP31, které vznikají z jediné 

prekursorové molekuly a mají společnou C-terminální sekvenci obsahující dvacet 

aminokyselin (Hinuma et al., 1998). Nejkratší aktivní agonista, heptapeptid PrRP25-31, má 

oproti PrRP31 nižší vazebnou afinitu na GPR10 (Roland et al., 1999). Boyle a kol. provedli 

strukturně-aktivitní studii in vitro na analozích PrRP19-31 (Boyle et al., 2005). Bylo 

zjištěno, že C-koncová sekvence Ile25-Arg26-Pro27-Val28-Gly29-Arg30-Phe31-NH2 je velmi 

důležitá pro biologickou aktivitu. Některé aminokyseliny v tomto úseku mohou být 

modifikovány, ale pro zachování in vitro biologické aktivity je naprosto nezbytný Arg30. Bez 

ztráty biologické aktivity může být dále provedena modifikace v aromatickém kruhu Phe31 

(Boyle et al., 2005; Maletinska et al., 2011b). V naší předchozí studii (Maletinska et al., 

2011b) byly syntetizovány analogy PrRP20, u kterých došlo k nahrazení C-koncového Phe31 
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za jeho deriváty. Analogy [PheCl2
31] PrRP20, [PheF531] PrRP20 nebo [Tyr31] PrRP20 se 

vázaly na buněčnou linii RC-4B/C se stejnou afinitou jako přirozený PrRP20, což naznačuje 

zachování biologické aktivity a vysoké afinity ke GPR10 receptoru. Tyto analogy byly 

rovněž aktivní in vivo a prokázaly silný a dlouhodobý anorexigenní účinek po ICV podání 

hladovým myším (Maletinska et al., 2011b). 

 

2.4.2.9 Lipidizace peptidů 

V současnosti jsou peptidy považovány za novou generaci specifických biologicky 

aktivních látek, důležitých v regulaci fyziologických procesů, která nabízí velký potenciál 

v léčbě různých onemocnění. Ačkoliv mají peptidy terapeutický potenciál, překážkou 

v jejich využití je nedostatečná dostupnost a nízká stabilita za fyziologických podmínek. 

Další překážkou je rovněž i transport peptidů přes BBB do mozku po periferním podání pro 

jejich centrální účinek (Malavolta and Cabral, 2011). Modifikace peptidů je proto důležitou 

strategií pro zlepšení dostupnosti či stability. 

Anorexigenní neuropeptidy regulující příjem potravy mohou být nástrojem v léčbě 

obezity (Dodd and Luckman, 2013; Maniscalco and Rinaman, 2013). Tyto peptidy jsou 

vylučovány v mozku, kde rovněž i působí a jejich účinek po periferním podání je omezen 

právě nemožností prostoupit BBB. 

Lipidizace, připojení řetězce mastné kyseliny esterovou či amidovou vazbou, 

představuje jednu z variant modifikace peptidů. Lipidizace peptidů zvyšuje stabilitu 

a poločas rozpadu látky, a také pravděpodobně umožňuje průchod přes BBB z periferie do 

mozku (Bellmann-Sickert and Beck-Sickinger, 2010; Brasnjevic et al., 2009; Malavolta and 

Cabral, 2011). Přidání myristové či palmitové kyseliny přes amidovou vazbu na Lys bylo 

provedeno u analogu insulinu detemiru (Havelund et al., 2004) či u analogu GLP-1 

liraglutidu (Gault et al., 2011). Oba tyto lipidované peptidy vykazovaly vysokou stabilitu 

a pomalejší degradaci v krvi. PrRP představuje vhodnou látku pro lipidizaci, neboť má 

lineární strukturu a žádné postranní řetězce. 

 

2.4.3 Další peptidy ovlivňující příjem potravy působící přes receptory spřažené  

s G-proteinem (GPCR) 

Mnoho receptorů, na které se váže široké spektrum peptidů, patří do skupiny 

receptorů spřažených s G-proteinem (GPCR). Tato rozsáhlá rodina ve své struktuře vykazuje 

podobné vlastnosti, jako je například přítomnost sedmi transmembránových alfa-helixových 

domén a zachování vysokého počtu aminokyselinových zbytků (Marchese et al., 1995). 
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Počet různých GPCR se během evoluce výrazně zvýšil u obratlovců, a tento efekt může být 

způsoben jejich úlohou v různých specializovaných fyziologických funkcích, jako je 

regulace příjmu potravy, vliv na krevní tlak, vnímání bolesti, atd. (Lagerstrom et al., 2005). 

 

2.4.3.1 Neuropeptid Y (NPY) 

NPY je silný orexigenní peptid složený z 36 aminokyselin, produkovaný v ARC 

hypothalamu (Zhang et al., 2011). Podání NPY do PVN silně stimuluje příjem potravy 

a snižuje energetický výdej. Dlouhodobé centrální podávání tohoto neuropeptidu způsobuje 

nárůst tělesné hmotnosti a rozvoj obezity (Schwartz et al., 2000). Je evolučně vysoce 

konzervovaný a má vysokou homologii s anorexigenními peptidy PYY (70%) 

a pankreatickým peptidem (PP) (50%). 

Účinek NPY, PYY a PP je zprostředkován více Y receptory – Y1, Y2, Y4, Y5 a y6 

(Zhang et al., 2011). Všechny tyto receptory patří do rodiny GPCR a mají zachovanou 

vzájemnou homologii. Studie ukázaly, že podávání NPY stimuluje příjem potravy aktivací 

Y1 a Y5 receptorův hypothalamu. Selektivní antagonisté NPY zaměřené zejména na Y5 

receptory, inhibují příjem potravy a snižují tělesnou hmotnost u obézních jedinců. Y5 

receptor je vysoce homologní s Y1 a vykazuje s ním 35% podobnost (Zhang et al., 2011). 

Aktivací Y2 receptorů dochází k navození sytosti a přes tyto receptory působí zejména PYY, 

který snižuje příjem potravy. Přes Y4 receptor působí zejména PP, který má po periferním 

podání rovněž anorexigenní účinek. 

 

2.4.3.2 Neuropeptid FF (NPFF) 

Neuropeptid FF (NPFF), patří do rodiny RF-amidových peptidů, obsahující 

C-koncovou sekvenci Arg-Phe-NH2 (Quillet et al., 2016). Tato sekvence je velmi důležitá 

pro vazbu k receptorům (Elshourbagy et al., 2000). Tento krátký oktapeptid, 

FLFQPQRF-NH2, se nachází v mozku, v oblastech, kde se nacházejí endogenní opioidy, ale 

také v hypothalamu a míše (Murase et al., 1996; Panula et al., 1996). 

NPFF hraje důležitou roli jako modulátor opioidní analgesie nebo při vnímání 

bolesti, ale má v organismu více funkcí, ovlivňuje také krevní tlak či příjem potravy (Panula 

et al., 1996). NPFF signalizuje přes dva receptory NPFF1 a NPFF2 (Elshourbagy et al., 

2000). 
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2.5 Zvířecí modely obezity 

 
Při výzkumu regulace příjmu potravy, možných faktorů vzniku obezity a dalších 

parametrů jsou velmi cenné zvířecí modely. Zvířecí modely obezity mají společné či 

podobné znaky jako obézní lidé, proto na nich lze úspěšně testovat i nové látky, jako 

potenciální léčiva obezity, včetně studia mechanismů jejich účinku. U lidí dochází k obezitě 

vlivem genetických poruch velmi vzácně a rozvoj obezity je u lidské populace způsoben 

především příjmem vysokoenergetické potravy a nízkým výdejem energie. U zvířat lze 

obezitu vyvolat mutacemi či genetickou manipulací v různých genech, vystavit jedince 

obezogennímu prostředí ve formě vysokotukové diety nebo i chirurgickým zásahem, kdy se 

vytvoří léze v mozku v centrech spojených s regulací příjmu potravy (Lutz and Woods, 

2012). 

 

2.5.1 Geneticky modifikované obézní modely 

Nejčastějším genetickým modelem obezity jsou myši s deficientním leptinem – 

ob/ob myši, s deficientní signalizací leptinového receptoru – db/db myši, potkani s touto 

mutací jsou tzv. Zuckerovi (fa/fa) nebo tzv. Koletského potkani (Lutz and Woods, 2012). 

Ob/ob myši, obézní myši (obrázek 9) mají mutaci v ob genu, kdy nedochází k sekreci 

aktivního leptinu, neboť je jeho syntéza předčasně ukončena. Leptin je syntetizován 

v adipocytech a jeho sekrece je závislá přímo úměrně na hmotnosti tukové tkáně. Leptinovou 

deficiencí trpí také velmi vzácně lidská populace (O'Rahilly, 2009). U ob/ob myší vzniká 

v raném věku obezita, trpí hyperfagií a sníženým energetickým výdejem. Myši mají 

insulinovou rezistenci, hyperglykemii, hyperinsulinemii a hypothyreosu (Lutz and Woods, 

2012). Ob/ob myši jsou neplodné. Tato forma obezity může být léčena dodáním exogenního 

leptinu (Lutz and Woods, 2012; O'Brien et al., 2014). 
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Obrázek 9: Ob/ob myš se zdravým jedincem 

Vpravo ob/ob myš s leptinovou deficiencí. Vlevo je zdravý štíhlý jedinec (Leibel, 2008). 

 

Db/db myši, diabetické myši, jsou fenotypově velmi podobné ob/ob myším, avšak 

tyto mají mutaci v leptinovém receptoru. Myši rovněž trpí morbidní obezitou, insulinovou 

rezistencí a diabetem 2. typu (O'Brien et al., 2014). 

Analogicky k db/db myším existují tzv. Zuckerovi, fa/fa („fatty“) a tzv. Koletského 

obézní spontánně hypertenzní potkani (SHROB), kteří mají rovněž mutace v leptinovém 

receptoru a je u nich vyvinuta obezita. Potkani vyvíjejí stejný fenotyp – hyperfagii, mají 

snížený energetický výdej, či sníženou plodnost. Koletského potkani, zkřížení ze samice 

spontánně hypertenzního potkana (SHR) a samce kmene Sprague-Dawley (Ernsberger et al., 

1999) jsou navíc hypertenzní a mají silnější insulinovou rezistenci oproti Zuckerovým 

potkanům (Kava et al., 1990; Lutz and Woods, 2012). 

 

2.5.2 Modely dietou indukované obezity 

Dietou indukované obézní (DIO, diet-induced obesity) myši nebo potkani mají 

mnoho podobností s obezitou u lidí a reprezentují vhodnější srovnání oproti zvířecím 

modelům s genetickou mutací (Van Heek et al., 1997). Myši krmené vysokotukovou (HF, 

high fat) dietou, obsahující 45 - 60% kcal z tuku po několika týdnech vyvíjí dietou 

indukovanou obezitu (Balland and Cowley, 2015). Kromě komerčně vyráběných diet se 

používají také vysokotukové diety s individuálním složením. Příkladem takovéto HF diety 

je dieta ze studie Kopeckého a kol. (Kopecky et al., 1996) obsahující 13% kcal bílkovin, 

60% kcal tuku a 27% kcal sacharidů. Oproti standardní dietě, obsahující 25% kcal bílkovin, 

9% tuku a 66% sacharidů s energetickou hodnotou 3,4 kcal/g, má tato HF dieta energetickou 

hodnotou 5,3 kcal/g. Je složená z 40% standardní diety, 34% sušeného mléka, 25% 
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slunečnicového oleje a 1% kukuřičného škrobu (Kopecky et al., 1996; Surwit et al., 1988). 

U zvířat, která jsou vystavena této dietě, dochází k hyperfagii a k častějšímu přijímání 

potravy. To následně vede ke zvýšení hmotnosti, zvýšení tělesného tuku a hladiny leptinu, 

hyperinsulinemii a k narušení glukózové tolerance (Balland and Cowley, 2015; O'Brien et 

al., 2014; Van Heek et al., 1997). Jak již bylo výše zmíněno, HF dieta podávána zvířatům 

obsahuje 32 – 60% tuku, u lidí je ovšem 60% tuku obsažených ve stravě velmi extrémní 

hodnotou. Této extrémně vysokotukové diety se využívá u zvířat především pro rychlejší 

a výraznější nárůst tělesné hmotnosti. 

Obdobou HF diety je tzv. „cafeteria“ dieta, vysokoenergetická strava, která imituje 

stravu západní lidské populace a je složená z vysokého obsahu tuků a jednoduchých 

sacharidů (sacharosa). Potkani krmení touto dietou jsou výrazně hyperfagičtí a velmi obézní. 

Dochází u nich k rozvoji hyperinsulinemie, hyperglykemie a steatóze jater (Johnson et al., 

2016; Sampey et al., 2011). 
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3. CÍLE DISERTA ČNÍ PRÁCE 

 

V první části má tato práce přispět k identifikaci dosud neznámého receptoru pro 

peptid CART s využitím nových analogů peptidu CART. 

1. Zjistit, zda a v jaké míře jsou exprimována vazebná místa pro peptid CART 

v buňkách PC12 přirozených a diferencovaných na neuronový nebo chromafinní fenotyp. 

2. Identifikovat signalizační dráhu, kterou peptid CART potenciálně aktivuje v buňkách 

PC12, k nimž se specificky váže. 

3. Stanovit význam jednotlivých disulfidových můstků pro biologickou aktivitu peptidu 

CART. 

 

Ve druhé části má tato práce specifikovat biologickou aktivitu lipidovaných analogů 

peptidu PrRP vzhledem k promiskuitní povaze přirozeného PrRP, který se s podobnou 

afinitou váže ke dvěma receptorům: GPR10 a NPFF2. Vzhledem k podobnosti receptoru 

GPR10 a Y5, receptoru pro NPY, sledovat afinitu přirozeného PrRP i jeho lipidovaných 

analogů k tomuto receptoru. 

4. Srovnat afinitu lipidovaných analogů PrRP a přirozeného peptidu PrRP k buňkám 

exprimujícím spontánně GPR10 i NPFF2 nebo k buňkám s transfekovaným GPR10 či 

NPFF2 receptorem a dále testovat aktivaci GPR10 receptoru. 

5. Otestovat afinitu přirozeného PrRP a jeho vybraných lipidovaných analogů PrRP na 

buňkách s transfekovaným Y5 receptorem. 

6. Lipidované analogy PrRP s modifikovanými C-koncovými aminokyselinami 

otestovat v krátkodobém účinku na příjem potravy. 

7. Na základě stanovení anorexigenních vlastností lipidovaných analogů PrRP po 

akutním podání určit dlouhodobý účinek těchto analogů na obezitu a s ní spojené 

metabolické odchylky u myší krmených vysokotukovou dietou. 
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4. MATERIÁL 

 

Buněčné linie a membrány 

PC12 ATCC, Manassas, Virginia, USA 

RC-4B/C ATCC, Manassas, Virginia, USA 

CHO-K1 s transfekovaným GPR10 

K1732 

Thermo Fisher Scientific Inc. Brand, 

Waltham, MA, USA 

U2OS s transfekovaným Y5 

K1782 

Thermo Fisher Scientific Inc. Brand, 

Waltham, MA, USA 

Buněčné membrány z CHO-K1 

s transfekovaným NPFF2 
Perkin Elmer, Wellesley, MA, USA 

 

Chemikálie a materiál 

Aminokyseliny Iris Biotech, Marktredwitz, Německo 

CART 61-102 Novo Nordisk, Bagsvaerd, Dánsko 

DMEM 
PAA Laboratories GmbH, Pasching, 

Rakousko 

Fetální hovězí sérum (FBS) Biochrom AG, Berlín, Německo 

Filtry GF/C Whatman, Maidstone, Velká Británie 

Fyziologický roztok Infusia, Hořátev, ČR 

Geneticin (G418) 
PAA Laboratories GmbH, Pasching, 

Rakousko 

L-glutamin 
PAA Laboratories GmbH, Pasching, 

Rakousko 

Hovězí sérový albumin (BSA) Serva GmbH, Heidelberg, Německo 

Hygromycin B 
Thermo Fisher Scientific Inc. Brand, 

Waltham, MA, USA 

IODO-GENTM 
Thermo Fisher Scientific Inc. Brand, 

Waltham, MA, USA 

Koňské sérum (HS) 
Thermo Fisher Scientific Inc. Brand, 

Waltham, MA, USA 

Kozí sérum 
VectorLab, Burlingame, CA, USA 
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McCoy´s 5A medium 
Thermo Fisher Scientific Inc. Brand, 

Waltham, MA, USA 

Na 125I Izotop, Budapešť, Maďarsko 

PACAP38 Polypeptide Laboratories, Strasbourg, Francie 

Fosfátový pufr (PBS) 
Thermo Fisher Scientific Inc. Brand, 

Waltham, MA, USA 

Penicilin/streptomycin 
PAA Laboratories GmbH, Pasching, 

Rakousko 

Permount zalévací médium Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

PVDF-Immobilon membrána Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

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

Standard All blue Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

SuperSignal West Femto Maximum 

Sensitivity Substrate 

Thermo Fisher Scientific Inc. Brand, 

Waltham, MA, USA 

Triton X-100 
Koch-Light Lab. Ltd., Colnbrook, Berks, 

Anglie 

Zeocin 
Thermo Fisher Scientific Inc. Brand, 

Waltham, MA, USA 

24-jamkové destičky Nunc, Roskilde, Dánsko 

96-jamkové destičky  
Nunclon, Schoeller Pharma, Praha, Česká 

republika 

ostatní materiál a chemikálie v p.a. kvalitě použité k vypracování disertační práce z: 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Fluka, Buchs, Švýcarsko 

PENTA, Chrudim, ČR 

LACHEMA, Brno, ČR 

 

Kity  

RIA kit pro stanovení insulinu Linco Research, St. Charles, MI, USA 

ELISA kit pro stanovení leptinu Merck Millipore, Darmstadt, Germany 

Kit pro stanovení triglyceridů Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
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Primární protilátky  

c-Fos #2250 

všechny primární protilátky  

Cell Signalling Technology, Danvers, MA, 

USA 

c-Jun #9165 

Fosfo-CREB  #9196 

CREB #9104 

Fosfo-MAPK (Erk1/2) #9106 

MAPK (Erk1/2) #9107 

Fosfo-p38 MAPK #4511 

p-38 MAPK #9212 

Fosfo-SAPK/JNK #4668 

SAPK/JNK #9258 

 

Sekundární protilátky 

Proti myší peroxidázový konjugát 

#7076 Cell Signalling Technology, Danvers, MA, 

USA Proti králi čí peroxidázový konjugát 

#7074 

Biotinylovaná kozí protilátka proti 

králi čí IgG 

VectorStain Elite ABC, Vector Lab, 

Burlingame, CA, USA 

 

Přístroje a programy 

ABI PRISM 7500 Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 

Biohazardní box EuroFlow EF/S4 Clean Air, Woerden, Nizozemí 

Brandelův přístroj 
Biochemical and Development laboratories, 

Gaithersburg, MD, USA 

CCD kamera Chemi Doc™ Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

CO2 inkubátor MCO 18AIC Sanyo, Osaka, Japonsko 

Digitální kamera AxioCam ERc 5s Carl Zeiss, Oberkochen, Německo 

Gamma čítač Wizard 1470 
Thermo Fisher Scientific Inc. Brand, 

Waltham, MA, USA 

Glukometr Glucocard Arkray, Kyoto, Japonsko 

Hmotnostní spektrometr Q-TOF micro Waters, Milford, MA, USA 

Kapalinový chromatograf Waters, Milford, MA, USA 
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Kryostat CM1950 Leica Microsystem GmbH, Německo 

Mini-Protean 3 Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

Software AxioVision 4.7. Carl Zeiss, Oberkochen, Německo 

Software GraphPad Prism 5 
GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, 

USA 

Software Image Lab™  Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

Software Statistica 6.0 StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA 

Spektrometr Infinite M1000 Tecan Group Ltd. Männedorf, Švýcarsko 

Světelný mikroskop Axio Scope.A1  Carl Zeiss, Oberkochen, Německo 
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5. METODY 

 

5.1 Syntéza peptidů a jodace 

 

Potkaní peptid CART 61-102 byl obdržen jako dar od firmy Novo Nordisk. Lidský 

PYY a prasečí NPY byly zakoupeny u firmy PolyPeptide group (Limhamn, Švédsko). 

Sekvence jsou uvedeny v tabulce 1. 

Většina peptidů (tabulka 1) byla syntetizována na ÚOCHB v laboratoři peptidové 

syntézy Ing. Blechovou. Syntéza analogu peptidu CART, Nle67 CART 61-102, analogu 

CART se dvěma S-S můstky [Ala68,86] CART 61-102, stabilního analogu NPFF – 1DMe, 

potkaního a lidského PrRP31 a potkaního PrRP20 a analogů PrRP probíhala dle (Maletinska 

et al., 2012; Maletinska et al., 2013). Lipidizace analogů PrRP byla prováděna jako poslední 

krok (Maletinska et al., 2012). Peptidy byly dále přečištěny a identifikovány pomocí 

vysokoúčinné kapalinové chromatografie (HPLC) a hmotnostní spektrometrie Q-TOF micro 

dle (Maletinska et al., 2012). 

Peptidy byly značeny pomocí Na125I a jodace peptidu CART 61-102 byla prováděna 

na Tyr62, lidského a potkaního PrRP31 na Tyr20, 1DMe na D-Tyr1 a lidského PYY na  

Tyr1 pomocí činidla IODO-GENTM dle pokynů výrobce (Maletinska et al., 2012). Specifická 

aktivita všech peptidů značených 125I byla přibližně 2000 Ci/mmol. 
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Tabulka 1: Sekvence peptidů 

Název Sekvence 

CART 61-102 
 

Nle67 CART 61-102 
 

[Ala 68,86] CART 61-102 
 

  

1 DMe DYL(N-Me)FQPQRF-NH2 

lidský PYY YPIKPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRQRY-NH₂ 

vepřový NPY YPSKPDNPGEDAPAEDLARYYSALRHYINLITRQRY-NH₂ 

  

lidský hPrRP31 S RTHRHS M  EIRTPDINPAWYASRGIRPVGRF-NH2 

potkaní rPrRP31 S RAHQHS M ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH2 

Nle-PrRP31 S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH2 

myr-PrRP31 (N-myr)S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH2 

palm-PrRP31 (N-palm)S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH2 

K 11palm-hPrRP31 SRTHRHSMEIK (N-palm)  TPDINPAWYASRGIRPVGRF- NH2 

analog 1 S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGR 1-Nal-NH2 

analog 2 (N-myr)S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGR 1-Nal-NH2 

analog 3 (N-palm)S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGR 1-Nal-NH2 

analog 4 S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGR PheCl2-NH2 

analog 5 (N-myr)S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGR PheCl2-NH2 

analog 6 (N-palm)S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGR PheCl2-NH2 

analog 7 S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGR PheNO2-NH2 

analog 8 (N-myr)S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGR PheNO2-NH2 

analog 9 (N-palm)S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGR PheNO2-NH2 

analog 10 S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGR PheF5-NH2 

analog 11 (N-palm)S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGR PheF5-NH2 

analog 12 S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGR Tyr -NH2 

analog 13 (N-palm)S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGR Tyr -NH2 
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Název Sekvence 

lidský hPrRP20 TPDINPAWYASRGIRPVGRF-NH2 

potkaní rPrRP20 TPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH2 

myr-PrRP20 (N-myr)T PDINPAWYTGRGIRPVGRF- NH2 

analog a TPDINPAWYTGR Sar IRPVGRF-NH2 

analog b (N-myr)T PDINPAWYTGR Sar IRPVGRF-NH2 

analog c TPDINPAWY N-Me-Ala SRGIRPVGRF-NH2 

analog d (N-myr)T PDINPAWY N-Me-Ala SRGIRPVGRF-NH2 

analog e TPDINPAWYTGRGARPFGRF-NH2 

analog f (N-myr)T PDINPAWYTGRGARPFGRF-NH2 

analog g TPDINPAWYASRPFRPVGRF-NH2 

analog h (N-myr)T PDINPAWYASRPFRPVGRF-NH2 

Zkratky: norleucin (Nle), naftylalanin (1-Nal), dichlorofenylalanin (PheCl2), 

nitrofenylalanin (PheNO2); pentafluorofenylalanin (PheF5), palmitoyl (palm), myristoyl 

(myr), sarkosin (sar), N-methylalanin (N-Me-Ala) 

 

 

5.2 Kultivace buněčných linií 

 

Buněčná linie PC12 byla pěstována v 1640 RPMI médiu obohaceném 10 % tepelně 

inaktivovaného koňského séra (HS) a 5 % tepelně inaktivovaného fetálního hovězího séra 

(FBS) (složení viz tabulka 2). 

Buněčná linie RC-4B/C byla pěstována v DMEM médiu s 10 % FBS a epidermálním 

růstovým faktorem (EGF) o koncentraci 2,5 ng/ml dle (Maletinska et al., 2013). 

Buněčná linie CHO-K1 s transfekovaným lidským GPR10 byla pěstována dle 

pokynů výrobce v DMEM médiu s 10 % dialyzovaného FBS a dalšími složkami (tabulka 2). 

Buněčná linie U2OS s transfekovaným lidským Y5 receptorem byla pěstována dle 

pokynů výrobce v McCoy’s médiu s 10 % dialyzovaného FBS a dalšími složkami (složení 

viz tabulka 2). 

Do všech médií byl přidán glutamin o finální koncentraci 2 mM a 1 % 

penicilin/streptomycin. Buňky byly udržovány v exponenciální fázi růstu a pasážovány dle 

potřeby. 
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Tabulka 2: Složení kultivačních medií pro jednotlivé buněčné linie 

složky PC12 RC-4B/C 
CHO-K1 

s GPR10 
U2OS s Y5 

RPMI 1640 X    

DMEM  X X  

McCoy’s 5A Medium    X 

HS 10 %    

FBS 5 % 10 % 10 % dialyzované 10 % dialyzované 

L-glutamin 2 mM 2 mM 2 mM 2 mM 

penicilin/streptomycin 1 % 1 % 1 % 1 % 

EGF  2,5 ng/ml   

HEPES (pH 7,3)   25 mM 25 mM 

NEAA   0,1 mM 0,1 mM 

pyruvát sodný    1 mM 

geneticin (G418)   500 µg/ml 100 µg/ml 

Zeocin   100 µg/ml 200 µg/ml 

hygromycin B    50 µg/ml 

 

 

5.3 Metody týkající se peptidu CART a jeho analogů prováděné in 

vitro a in vivo 

 

5.3.1 Kompetitivní a saturační vazebné experimenty 

Saturační a kompetitivní vazebné experimenty byly prováděny dle dříve 

optimalizovaných podmínek (Maletínská et al., 2007). Buňky PC12 byly pěstovány na  

24-jamkových destičkách potažených PEI a inkubovány s 0,5 – 5 nM 125I-CART 61-102 ve 

vazebném pufru (20 mM HEPES pH 7,4, 118 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 5 mM MgCl2,  

5,5 mM glukosa, 1 mg/ml BSA a 0,1 mg/ml hovězí pankreatický trypsinový inhibitor (BPTI, 

bovine pancreatic trypsin inhibitor) 30 min při 37°C. Nespecifická vazba byla určena pomocí 

CART 61-102 10-5 M. 

Kompetitivní vazebné experimenty byly prováděny s peptidem CART 61-102 

a s analogy peptidu CART, Nle67 CART 61-102 a [Ala68,86] CART 61-102, v koncentracích 
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10-12 – 10-4 a s 0,1 nM 125I-CART 61-102 ve stejných podmínkách jako u saturačních 

experimentů. Nespecifická vazba byla určena pomocí CART 61-102 10-6 M.  

Po inkubaci byly buňky třikrát promyty pro saturační vazebné experimenty  

a jedenkrát pro kompetitivní vazebné experimenty a solubilizovány v 0,1 M NaOH. 

Radioaktivita byla určena pomocí gamma-čítače Wizard 1470. Experimenty byly prováděny 

v duplikátech nejméně třikrát. 

 

5.3.2 Stanovení signalizačních drah pomocí imunoblotu 

Buňky PC12 byly pěstovány na 24-jamkových destičkách potažených PEI po dobu 

tří dnů do hustoty 200000 buněk/jamku. Kultivační medium bylo vyměněno za bezsérové 

20 hod před pokusem. V každé jamce byly buňky inkubovány se samotnými látkami CART 

61-102, Nle67 CART 61-102 o finální koncentraci 10-6 M, nebo NGF 50 ng/ml, v kombinaci 

s inhibitory SP600125 (inhibitor c-Jun N-koncové kinasy, JNK), SB203580 (inhibitor p38) 

či U0126 (inhibitor Erk1/2) o koncentraci 10-5 M či se samotnými inhibitory po dobu 10 

nebo 60 min při 37°C. U stanovení c-Fos, c-Jun, fosfo-JNK, fosfo-p38, fosfo-CREB  

a fosfo-MAPK/Erk1/2 fungoval NGF jako pozitivní kontrola, neboť v buňkách PC12 tyto 

dráhy stimuluje. 

Buňky byly na ledu třikrát promyty ledovým fosfátovým pufrem (PBS, phosphate 

buffer saline, pH 7,4 155 mM NaCl, 2,97 mM Na2HPO4
.7H2O a 1,06 mM KH2PO4) 

a solubilizovány lyzačním pufrem (62,5 mM Tris-HCl o pH 6,8, 2 % SDS, 10 % glycerol, 

0,01 % bromfenolová modř, 5 % merkaptoetanol, 50 mM NaF, 1 mM Na3VO4). Experiment 

byl prováděn v duplikátech nejméně ve třech nezávislých pokusech a vzorky uchovávány 

při -20°C. 

Vzorky byly naneseny na 4/12% SDS polyakrylamidový gel a elektroforéza byla 

prováděna na přístroji Mini-Protean 3 při 100 V po dobu 10 min a poté při 190 V po dobu 

50 min. Proteiny byly dále přeneseny z gelu na polyvinyliden difluoridovou (PVDF) 

membránu. Přenos proteinů probíhal v blotovacím pufru (25 mM Tris, 192 mM glycin, 

20 % methanol) při konstantním napětí 30 V při 4°C přes noc. 

Membrány byly blokovány 1 hod při 25°C v 5% netučném sušeném mléce v pufru 

TBS (Tris-buffered saline, 20 mM Tris-HCl o pH 7,6, 136 mM NaCl) s 0,1% Tween-20 a s 

inhibitory fosfatas 5 mM Na3VO4 a 50 mM NaF. Poté byly inkubovány 1 hod při 25°C 

s příslušnou primární protilátkou: fosfo-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) myší 

monoklonální protilátka (mAb), p44/42 MAPK (Erk1/2) myší mAb, fosfo-CREB (Ser133) 

(1B6) myší mAb, CREB (86B10) myší mAb, fosfo-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185) králičí 
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mAb, SAPK/JNK králičí mAb, c-Jun králičí mAb, fosfo-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) 

králičí mAb, p38 MAPK králičí mAb či c-Fos králičí mAb, v ředění 1:1000 či s myší mAb 

nebo aktin králičí mAb v ředění 1:2000. Po promytí byly membrány inkubovány 1 hod při 

25°C s myší nebo králičí sekundární protilátkou značenou peroxidázou, naředěnou 1:2000. 

Na promyté membrány bylo aplikováno činidlo SuperSignal West Femto a byla detekována 

chemiluminiscence pomocí Chemi Doc™ System. 

Intenzita proužků byla kvantifikována programem Image Lab™ Software 

a normalizována pomocí aktinu. Byly určeny poměry mezi fosforylovaným a celkovým 

proteinem. 

 

5.3.3 Imunohistochemické stanovení aktivace c-Jun po ICV podání 

5.3.3.1 Zpracování tkání 

Pokus probíhal na myších samcích kmene C57BL/6 (Charles Rivers Laboratories, 

Sulzfeld, Německo), kteří byli chováni při 23°C a denním cyklu 12 hod světla a 12 hod tmy 

(světlo od 6:00). Myši měly volný přístup k vodě a standardní dietě St-1 (Mlýn Kocanda, 

Jesenice, Česká republika). Se zvířaty bylo zacházeno podle zákona o ochraně zvířat proti 

týrání (zákon č. 246/1992 Sb.) a protokol experimentu byl schválen resortní komisí 

Akademie věd České republiky pro ochranu zvířat. Ve 12 týdnech byla myším v anestezii 

voperována kanyla do třetí mozkové komory (2 mm předozadně od Bregmy, 3 mm 

vertikálně) podle (Maletínská et al., 2007). Zvířata byla následně rozdělena do samostatných 

klecí a ponechána v klidu pro zotavení se z operace s volným přístupem k vodě a stravě. 

Ráno v den pokusu byl myším, které přes noc hladověly, ICV podán fyziologický 

roztok, CART 61-102 v dávce 0,1 µg/myš či 1 µg/myš nebo analog Nle67 CART 61-102 

v dávce 1 µg/myš (skupina myší n = 5). Další zpracování tkání a imunohistochemie bylo 

prováděno PharmDr. Zdenkem Pirníkem, PhD. Zvířatům byla 90 min po ICV injekci podána 

anestezie pentobarbitalem (IP 50 mg/kg). Myši byly transkardiálně perfundovány 0,1 M 

fosfátovým pufrem (PB, pH 7,4) s 4% paraformaldehydem. Odebrané mozky byly 

dofixovány ve stejném roztoku ve 4°C přes noc a potom 48 hod v 20% sacharóze v 0,1 M 

PB. Umístění ICV kanyl bylo ověření při nakrájení mozků na koronální řezy o tloušťce 30 

µm při -22°C na kryostatu CM1950. Řezy byly uchovány v PB (4°C). 
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5.3.3.2 Imunohistochemie 

Řezy byly promyty studeným PB a inkubovány s 3% H2O2 po dobu 40 min při 25°C. 

Poté byly promyté PB a inkubovány s c-Jun králičí mAb, naředěnou 1:400 v 0,1 M PB s 4% 

kozím sérem, 0,5% Tritonem X-100 a 0,1% azidem sodným po 48 hod při 4°C. 

Po promytí PB byly řezy inkubovány 90 min při 25°C s biotinylovanou kozí 

protilátkou proti králičímu IgG v ředění 1:500. Řezy byly dále promyty PB a inkubovány 

s avidin-biotinovým komplexem označeným křenovou peroxidázou v ředění 1:250 po dobu 

90 min při 25°C. 

Vizualizace c-Jun imunopozitivních neuronů byla uskutečněná pomocí 0,0266% 

3.3´-diaminobenzidin tetrahydrochloridu (DAB) rozpuštěném v 0,05 M roztoku octanu 

sodného (SAB, pH 6) a s 0,0006% H2O2 a  2,5% (NH4)2Ni(SO4)2 · 6H2O v čase 7 min. DAB 

způsobuje černé zbarvení ve sledovaném jádře. Na závěr byly řezy promyty 0,05 M SAB, 

nataženy na sklíčko v roztoku 0,0125 M SAB s obsahem 0,1% želatiny, usušeny a následně 

překryty Permount zalévacím médiem. 

 

5.3.4 Příjem potravy po ICV podání peptidu CART a jeho analogů 

Pokus probíhal na myších samcích kmene C57BL/6 stejně jako v kapitole 5.3.3. 

V 8:00 ráno v den pokusu byl přes noc hladovým myším, ICV podán fyziologický roztok, 

peptid CART 61-102, resp. Nle67 CART 61-102 v dávce 1 μg/myš nebo analog [Ala68,86] 

CART 61-102 v dávce 1 a 5 μg/myš (n = 5). Látky byly podávány v objemu 5 μl/myš 

a příjem potravy byl sledován po dobu 5 hod. 

 

 

5.4 Metody týkající se PrRP a jeho lipidovaných analogů 

 

5.4.1 Kompetitivní vazebné experimenty na buněčné linii RC-4B/C 

Pro kompetitivní vazebné experimenty byly buňky RC-4B/C nasazeny na  

24-jamkové destičky potažené polylysinem dle metody optimalizované dříve (Maletinska et 

al., 2013). Buňky byly inkubovány s 0,1 nM 125I-rPrRP31 a s peptidy o koncentraci  

10-11 – 10-5 M 60 min při 25°C. Nespecifická vazba byla určena pomocí 10-5 M rPrRP31. 

Experimenty byly prováděny v duplikátech a minimálně ve třech nezávislých pokusech. 
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5.4.2 Kompetitivní vazebné experimenty na buněčných membránách s NPFF2 

receptorem 

Vazebné experimenty na membránách izolovaných z CHO-K1 buněk s lidským 

NPFF2 receptorem byly prováděny dle pokynů výrobce. Membrány byly inkubovány 2 hod 

při 25°C s peptidy o koncentraci 10-11 – 10-5 M a s 0,1 nM 125I-1DMe (Maletinska et al., 

2013). Nespecifická vazba byla určena pomocí 10-5 M 1DMe. 

 

5.4.3 Kompetitivní vazebné experimenty na buněčné linii CHO-K1 s transfekovaným 

receptorem GPR10 

Buňky CHO-K1 s transfekovaným lidským GPR10 byly na vazebné experimenty 

nasazeny na 24-jamkové destičky potažené PEI v hustotě 3000 buněk/jamku. Buňky byly 

pěstovány do finálního počtu 90000 buněk/jamku. Buňky byly inkubovány ve vazebném 

pufru (25 mM HEPES pH 7,4, 120 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM CaCl2 . 2H2O, 0,5% 

BSA, 2 g/l glukosa) s 0,03 nM 125I-hPrRP31 a s peptidy o koncentraci 10-11 – 10-5 M 60 min 

při 25°C. Nespecifická vazba byla určena pomocí 10-5 M hPrRP31. 

 

5.4.4 Saturační a kompetitivní vazebné experimenty na buněčné linii U2OS 

s transfekovaným receptorem Y5 

Buňky U2OS s transfekovaným lidským Y5 byly na vazebné experimenty nasazeny 

na 24-jamkové destičky potažené PEI v hustotě 40000 buněk/jamku. Buňky byly ponechány 

růst po dobu tří dní do finálního počtu 120000 buněk/jamku. 

Buňky byly inkubovány ve vazebném pufru (25 mM HEPES pH 7,4, 120 mM NaCl, 

5 mM MgCl2, 4,7 mM KCl, 1 mM CaCl2 . 2H2O, 0,5% BSA, 2 g/l glukosa) s 0,05 – 2 nM 
125I-PYY 2 hod při 25°C pro saturační vazebné experimenty. Nespecifická vazba byla určena 

pomocí PYY 10-6 M. 

Buňky byly inkubovány ve vazebném pufru s 0,1 nM 125I-PYY a s peptidy 

o koncentraci 10-11 – 10-5 M 2 hod při 25°C pro kompetitivní experimenty. Nespecifická 

vazba byla určena pomocí 10-5 M PYY. 

 

5.4.5 Fluorescenční rezonanční přenos energie (FRET, fluorescence resonance 

energy transfer) s beta-laktamázovým referenčním genem na buněčné linii 

CHO-K1 s receptorem GPR10 

Buňky CHO-K1 s transfekovaným lidským GPR10 byly nasazeny 20 hod před 

pokusem na 96-jamkové destičky v hustotě 40000 buněk/jamku se 128 µl média (DMEM, 
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10% dialyzované  FBS, 0,1 nM NEAA, 25 mM HEPES, 1% penicilin/streptomycin, 2 mM 

L-glutamin. Experiment byl prováděn dle pokynů výrobce Thermo Fisher Scientific. Buňky 

byly inkubovány s peptidy o koncentraci 10-12 – 10-7 M 5 hod při 37°C/5% CO2. Poté byl 

přidán fluorescenční substrát a buňky byly inkubovány 2 hod při 25°C v temnu. 

Fluorescence jednotlivých jamek byla měřena fluorescenčním spektrofotometrem Tecan 

Infinite M1000 při 405 nm excitačního spektra a 460 nm a 530 nm emisního spektra. 

 

5.4.6 Krátkodobý p říjem potravy po podání lipidovaných analogů PrRP se 

změnami na C-konci na štíhlých myších 

Myší samci C57BL/6 byli chováni v podmínkách viz kapitola 5.3.3 do věku  

3. měsíců. V den pokusu byly myši hladové 17 hod a měly volný přístup k vodě. Myším byl 

SC podán fyziologický roztok nebo analogy PrRP31 v dávce 5 mg/kg rozpuštěné ve 

fyziologickém roztoku. Patnáct minut po injekci byla myším podána zvážená peleta a byl 

odečítán příjem potravy po 30 min po dobu 6 hod. Počet zvířat na skupinu byl 5-6 jedinců. 

 

5.4.7 Účinky dlouhodobého podávání lipidovaných analogů PrRP u myšího modelu 

dietou indukované obezity (DIO) 

Myším samcům C57BL/6 byla od 8. týdne věku podávána HF dieta složená ze 40% 

St-1 diety, 34% Sunaru, 25% vepřového sádla a 1% kukuřičného škrobu. Příjem potravy 

a hmotnost byl sledován jedenkrát týdně od 9. týdne do 18. týdne věku. Jedinci, kteří 

vykazovali rezistenci vůči této dietě, byli z experimentu vyřazeni (5% z celkového počtu 

myší na HF dietě). 

Ve věku 19 týdnů byly myši rozřazeny do skupin po 10 jedincích a umístěny do 

individuálních klecí s volným přístupem k vodě a HF dietě. Myším byl dvakrát denně  

(v 8:00 a 17:00) po dobu 14 dnů injikován SC fyziologický roztok, nebo lipidovaný analog 

myr-PrRP20, palm-PrRP31 či analog 6 s PheCl2
31 rozpuštěné ve fyziologickém roztoku 

v dávce 5 mg/kg. 

V průběhu pokusu byl každý den monitorován příjem potravy a myším byla měřena 

tělesná hmotnost. 

Po 14 dnech ráno na konci experimentu byla 17 hod hladová zvířata usmrcena 

metodou cervikální dislokace. Myším byla odebrána krev pro přípravu plasmy (EDTA  

1,3 mg/ml krve) a tkáně – tuková (tuk podkožní – SCAT, vnitrobřišní– IPAT a hnědá tuková 

tkáň – BAT) a jaterní pro určení dalších metabolických parametrů. Tkáně byly zváženy 
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a zmraženy v tekutém dusíku a do zpracování uchovávány při -70°C. Plasmy byly 

v alikvotech uchovávány při -20°C. 

 

5.4.7.1 Stanovení biochemických parametrů v plasmě 

Myším DIO samcům byly glukometrem Glucocard měřeny hladiny glukosy. Dále 

byla měřena hladina insulinu v plasmě pomocí kitu na radioimunologickou analýzu (RIA). 

Plasmatická hladina leptinu byla stanovena pomocí kitu na enzymovou imunoanalýzu 

(ELISA). Hladina triglyceridů byla měřena kvantitativní enzymatickou reakcí. Všechna 

stanovení byla prováděna dle doporučeného protokolu výrobců. 

 

5.4.7.2 Stanovení exprese mRNA v tukové tkáni a játrech 

Tuková a jaterní tkáň byla zpracována dle (Maletinska et al., 2011a) pomocí přístroje 

ABI PRISM 7500. V játrech byla stanovena exprese acetyl-CoA karboxylasy 1 (ACACA), 

syntasy mastných kyselin (FASN) a proteinu vázající sterolový regulační element (SREBP). 

V IPAT a SCAT byla stanovena exprese ACACA, FASN, proteinu vázající mastné kyseliny 

(FABP-4), leptinu a lipoproteinové lipasy (LPL). V BAT byla měřena exprese UCP-1. 

Pro kompenzaci různého množství RNA použitého v reakci a pro korekci účinnosti 

reverzní transkripce a PCR bylo použito β2-mikroglobulinu (B2M), jako interního standardu. 

Exprese mRNA byly stanoveny na 3. interní klinice 1. Lékařské fakulty Univerzity 

Karlovy a Všeobecné fakultní nemocnice v laboratoři molekulární diabetologie  

a obezitologie ve spolupráci s RNDr. Zdenou Lacinovou a Miloslavou Čechovou. 

 

 

5.5 Statistické vyhodnocení 

 

5.5.1 Vyhodnocení vazebných experimentů 

Saturační i kompetitivní vazebné experimenty byly prováděny podle principů 

Motulského a Neubiga (Motulsky and Neubig, 2002). Vazebné křivky byly vyhodnoceny 

programem GraphPad Prism pomocí modelu pro vazbu k jednomu vazebnému místu 

a metodou nelineární regrese. 

V rovnovážném stavu se komplex ligand-receptor utváří se stejnou rychlostí, jako 

zaniká. Rovnovážná disociační konstanta (Kd) je vyjádřena koncentrací ligandu, při které 

ligand obsadí polovinu všech receptorů [mol/l]. 
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Kd = 
�ligand� x �receptor�

�ligand-receptor�
 

 

Čím nižší je hodnota Kd, tím nižší koncentrace ligandu je potřebná k obsazení receptoru a 

tím vyšší je tedy afinita ligandu k receptoru. 

Hodnotu Kd lze určit ze saturačních vazebných experimentů spolu s celkovým 

počtem receptorů (Bmax) [počet vazebných míst/buňku]. 

Z kompetitivních vazebných křivek lze určit hodnotu poloviční inhibiční 

koncentrace IC50, při které je ligand navázán na 50 % všech receptorů. Z hodnoty IC50 je 

určena inhibiční konstanta (Ki), která vyjadřuje koncentraci neznačeného ligandu, 

navázaného na polovinu vazebných míst bez přítomnosti radioligandu nebo jiného 

kompetitoru. Hodnotu Ki lze spočítat dosazením IC50 do rovnice Chenga a Prusoffa (Cheng 

and Prusoff, 1973). 

 

K i=
IC50

1 +  
�radioligand�

��

 

 

Pro určení hodnot Ki byly použity hodnoty Kd ze saturačních vazebných experimentů 

prováděných na buněčné linii RC-4B/C (Maixnerova et al., 2011), CHO-K1 

s exprimovaným GPR10 a k membránám s NPFF2 (tabulka 3) (Maletinska et al., 2013). 

 

Tabulka 3: Hodnoty Kd ze saturačních vazebných experimentů 

 
RC-4B/C 

125I-rPrRP31 
lidský GPR10 
125I-hPrRP31 

lidský NPFF2 
125I-1DMe 

Kd [nM] 4,21 ± 0,66  1,06 ± 0,36 0,72 ± 0,12 
Získané hodnoty byly statisticky zpracovány a jsou uvedeny jako průměrná hodnota ± střední 

chyba průměru (SEM). 

 

5.5.2 Signalizace na buněčné linii PC12 

Získaná data z buněčných signalizací na buněčné linii PC12 byla statisticky 

zpracována pro zjištění směrodatnosti rozdílů mezi skupinami pomocí programu GraphPad 

Prism a jsou uvedena jako průměrná hodnota ± SEM a statistika byla prováděna t-testem. 

Rozdíly byly považovány za statisticky významné, pokud p < 0,05. 
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5.5.3 Vyhodnocení imunohistochemického stanovení c-Jun 

Data získaná z imunohistochemických experimentů byla vyhodnocena statistickým 

programem Statistica 6.0 software, jednocestnou analýzou rozptylu, po které následoval 

Tukeyho test a uvedena jako průměrná hodnota ± SEM. Rozdíly byly považovány za 

statisticky významné, pokud p < 0,05. Počet c-Jun imuno pozitivních buněk byl 

vyhodnocený unilaterálně v každém jádře zvlášť (NTS od Bregmy -7,48 mm až -7,32 mm, 

PVN od Bregmy -0,7 mm až -0,94 mm, ARC od Bregmy -1,58 mm až -1,94 mm, VMH 

a DMN od Bregmy -1,46 mm až -1,82 mm podle atlasu myšího mozku (Franklin and 

Paxinos, 1997). Reprezentativní obrázky řezů a rovněž i kvantitativní zpracování bylo 

provedeno pomocí světelného mikroskopu Axio Scope.A1 a digitální kamerou v programu 

AxioVision 4.7. 

 

5.5.4 Vyhodnocení signalizačních experimentů na CHO-K1 s transfekovaným 

receptorem GPR10 

Data ze signalizačních fluorescenčních experimentů na CHO-K1 s transfekovaným 

GPR10 byla vyhodnocena pomocí GraphPad Prism. Hodnoty 50% maximálního účinku 

(EC50) byly určeny nelineární regresí jako logaritmus koncentrace agonisty versus odpověď. 

 

5.5.5 Vyhodnocení experimentů in vivo u hladových myší 

Krátkodobý příjem potravy po ICV podání peptidu CART 61-102 a jeho analogů 

i po SC podání lipidovaných analogů PrRP na hladových myších byl vyhodnocen pomocí 

jednocestné analýzy rozptylu, po které následoval Dunnetův test. Pro statistické 

vyhodnocení byla použita data z času největšího účinku peptidů – 45 min po podání látky 

a data z času na konci pokusu. Rozdíly byly považovány za statisticky významné, pokud 

p < 0,05. 

 

5.5.6 Statistické vyhodnocení dat z dlouhodobého experimentu na DIO myších 

Příjem potravy a tělesná hmotnost z dlouhodobého pokusu na DIO myších byl 

vyhodnocen statistickým programem GraphPad Prism pomocí dvoucestné analýzy rozptylu 

(two-way ANOVA), po které následoval Bonferroniho test. Rozdíly byly považovány za 

statisticky významné, pokud p < 0,05. 

Data ze stanovení metabolických parametrů a exprese mRNA jsou uvedena jako 

průměrná hodnota ± SEM. Data byla vyhodnocena jednocestnou analýzou rozptylu, po které 

následoval Dunnettův test.  
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6. VÝSLEDKY 

 

6.1 Peptid CART 

 

Výsledky týkající se peptidu CART byly uveřejněny v časopise Brain Research 

(příloha č. 1): Nagelová V., Pirník Z., Železná B. a Maletínská L., CART (cocaine-and 

amphetamine-regulated transcript) peptide specific binding sites in PC12 cells have 

characteristics of CART peptide receptors, 2014, 1547: 16-24. doi: 

10.1016/j.brainres.2013.12.024 (Nagelova et al., 2014). 

 

Výsledky týkající se analogů peptidu CART publikovány v časopise Peptides 

(příloha č. 2): Blechová M., Nagelová V., Žáková L., Demianová Z., Železná B., Maletínská 

L., New analogs of the CART peptide with anorexigenic potency: the importance of 

individual disulfide bridges, 2013, 39: 138-44. doi: 10.1016/j.peptides.2012.09.033 

(Blechová et al., 2013). 

 

6.1.1 Specifická vazba peptidu CART na buněčné linii PC12 

Saturační vazba 125I-CART 61-102 na buněčnou linii PC12 a z ní vypočtená Kd 

a Bmax byly publikovány viz příloha č. 1 (Nagelova et al., 2014). 

Saturační vazebné experimenty byly rovněž použity ke stanovení afinity 125I-CART 

61-102 a počtu vazebných míst v buňkách PC12 diferencovaných pomocí NGF, nebo 

hypofyzárním peptidem aktivující adenylátcyklázu (PACAP) na neuronový fenotyp či 

dexametasonem (DEX) na chromafinní buňky. 

Na nediferencovaných buňkách PC12 byla určena disociační konstanta 

Kd 2,36 ± 1,28 nM a Bmax 3601 ± 592 vazebných míst/buňku (obrázek 10 a), což jsou 

hodnoty srovnatelné s předchozími výsledky (Maletínská et al., 2007). 

U buněk diferencovaných pomocí NGF v neuronový fenotyp bylo možné vzniklé 

neurony a axony mikroskopicky identifikovat. Bmax se pro peptid CART po diferenciaci 

výrazně zvýšil na 11248 ± 930 vazebných míst/buňku a Kd 2,09 ± 0,66 nM (obrázek 10 b). 

Rovněž i buňky diferencované pomocí PACAP vykazovaly vyšší počet vazebných míst  

Bmax 8853 ± 386 vazebných míst/buňku než u nediferencovaných PC12 a Kd 2,02 ± 0,22 nM 

(obrázek 10 c). U buněk diferencovaných pomocí NGF či PACAP byla afinita peptidu 

CART k vazebným místům a jejich počet velmi podobné. 
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Buňky PC12 diferencované dexametasonem se změnily na chromafinní fenotyp. 

Jejich tvar odpovídal nediferencovaným PC12, ale měly nižší hustotu. Kvůli vysoké 

nespecifické vazbě, vyšší než 50 % celkové vazby 125I-CART 61-102 nebylo možné stanovit 

hodnotu Kd (obrázek 10 d). Počet vazebných míst byl u takto diferencovaných buněk velmi 

nízký. 
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Obrázek 10: Saturační vazebné experimenty na buněčné linii PC12 

Experimenty byly prováděny na buňkách PC12 a) nediferencovaných, b) diferencovaných 

pomocí NGF, c) diferencovaných pomocí PACAP, d) diferencovaných pomocí DEX. Buňky 

byly inkubovány 30 min při 37°C se zvyšující se koncentrací 125I-CART 61-102. Nespecifická 

vazba byla určena v přítomnosti peptidu CART 61-102 10-5 M. Specifická vazba byla určena 

odečtením nespecifické vazby z celkové vazby. V grafu jsou vynesené reprezentativní 

saturační vazebné křivky. 

 

6.1.2 Význam jednotlivých disulfidových můstků peptidu CART pro jeho 

biologickou aktivitu in vitro 

Kompetitivní vazebné experimenty na nediferencované buněčné linii PC12 byly 

publikovány viz příloha č. 2 (Blechová et al., 2013). 

V naší studii byla zkoumána důležitost jednotlivých disulfidových můstků. Pomocí 

výměny původního cysteinu za alanin byly syntetizovány analogy peptidu 

CART 61-102 obsahující jeden nebo dva disulfidové můstky. Analog [Ala68,86] CART 

61-102 se dvěma disulfidovými můstky v pozici 74-94 a 88-101 vykazoval vysokou afinitu 

k buňkám PC12. Rovněž byl syntetizován stabilní analog Nle67 CART 61-102, který měl 

v pozici 67 methionin vyměněn za norleucin. 

Analog Nle67 CART 61-102 se vázal s vysokou afinitou, kdy hodnota Ki byla 

v nanomolární oblasti 3,98 ± 2,10 x 10-9 M, stejně jako u peptidu CART 61-102, kdy Ki byla 

7,78 ± 3,38 x 10-9 M (obrázek 11). Analog [Ala68,86] CART 61-102 se rovněž vázal na buňky 

PC12 s vysokou afinitou s hodnotou Ki 3,95 ± 1,77 x 10-8 M (obrázek 11). Hodnota  

Kd 0,48 ± 0,16 nM a Bmax 2228 ± 529 vazebných míst/buňku byla určena z předchozí studie 

(Maletínská et al., 2007). 
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Obrázek 11: Kompetitivní vazebné experimenty na buněčné linii PC12 

Experimenty byly prováděny na nediferencovaných buňkách PC12, které byly inkubovány 

30 min při 37°C s peptidy o zvyšující se koncentraci a 0,1 nM 125I-CART 61-102. Pokusy 

byly prováděny v duplikátech nejméně třikrát. Graf znázorňuje reprezentativní vazebné 

křivky. 

 

6.1.3 Význam jednotlivých disulfidových můstků peptidu CART pro jeho 

biologickou aktivitu in vivo 

Výsledky z příjmu potravy byly publikovány viz příloha č. 2 (Blechová et al., 2013). 

Příjem potravy byl měřen na hladových samcích myší a po ICV podání peptidu  

CART 61-102 resp. Nle67 CART 61-102 do třetí mozkové komory v dávce 1 μg/myš došlo 

k významnému snížení příjmu potravy oproti kontrolní skupině, které byl podán 

fyziologický roztok (obrázek 12 a – c). Snížení příjmu potravy po podání analogu [Ala68,86] 

CART 61-102 v dávce 1 μg/myš nebylo tak výrazné, ovšem v čase největšího účinku 45 min 

došlo rovněž k signifikantnímu snížení příjmu potravy. Analog [Ala68,86] CART 61-102 

v dávce 5 μg/myš významně snížil příjem potravy ve srovnání s kontrolní skupinou, a jeho 

účinek byl srovnatelný s peptidem CART 61-102 resp. Nle67 CART 61-102 (obrázek 12 

a – c). 
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Obrázek 12: Příjem potravy po ICV podání peptidu CART a jeho analogů u hladových 

myší 

Látky byly rozpuštěny ve fyziologickém roztoku v dávce 1 resp. 5 μg/myš a podány ICV do 

třetí mozkové komory. Příjem potravy byl měřen po dobu 5 hod, ve skupině n = 6.  

a) kumulativní příjem potravy po podání peptidu CART 61-102, Nle67 CART 61-102 

a [Ala68,86] CART 61-102. Příjem potravy b) ve 45 min a c) 315 min po ICV podání. Grafy 

znázorňují reprezentativní výsledky ze tří nezávislých pokusů. Signifikance je * p < 0,05, 

** p < 0,01, *** p < 0,001 oproti kontrole, injikované fyziologickým roztokem. Data byla 

analyzována jednocestnou analýzou rozptylu, po které následoval Dunnettův test. 
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6.1.4 Signalizace peptidu CART v buňkách PC12 

Výsledky ze signalizačních experimentů byly publikovány viz příloha č. 1 (Nagelova 

et al., 2014). 

Po 10 minutové inkubaci s peptidem CART 61-102 a s analogem Nle67 CART 

61-102 nebyla pozorována fosforylace dráhy  Erk1/2 či CREB (obrázek 13 a, b). Pro tuto 

dráhu byl použit selektivní inhibitor U0126, který fosforylaci Erk1/2 snižoval, avšak toto 

snížení nebylo statisticky významné. 

U další zkoumané signalizační dráhy SAPK/JNK došlo k výraznému zvýšení 

proteinu c-Jun po 60 minutové inkubaci s peptidem CART 61-102 (obrázek 13 c). Tento 

účinek byl blokován selektivním inhibitorem této dráhy, SP600125. K nesignifikantnímu 

zvýšení c-Jun došlo i po stimulaci analogem Nle67 CART 61-102. 

Fosforylace JNK, která předchází aktivaci c-Jun, byla signifikantně zvýšená po 

10 minutové inkubaci s CART 61-102 i s analogem Nle67 CART 61-102 (obrázek 13 d). Oba 

tyto účinky byly rovněž blokovány inhibitorem SP600125. 

CART 61-102 a Nle67 CART 61-102 po 10 minutové inkubaci nesignifikantně zvýšil 

fosforylaci dráhy p38. Pro tuto signalizační dráhu byl použit jako selektivní inhibitor 

SB203580, který fosforylaci snižoval (obrázek 13 e). 

Žádný účinek po 60 minutové inkubaci s peptidem CART 61-102 a Nle67 CART  

61-102 nebyl pozorován na zvýšení c-Fos (obrázek 13 f). 
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Obrázek 13: Přehled aktivace signalizačních drah a) MAPK/Erk1/2, b) CREB, c) c-Jun, 

d) JNK, e) p38, f) c-Fos 

Buňky byly inkubovány s peptidem CART 61-102, analogem Nle67 CART 61-102  

a s kombinacemi s příslušnými inhibitory po dobu 10 a 60 min při 37°C. Data jsou uvedena 

jako průměry ± SEM. Signifikance je * p < 0,05, ** p< 0,01 oproti kontrole - buňkám 

inkubovaným za stejných podmínek, pouze s médiem. Data byla analyzována jednocestnou 

analýzou rozptylu, po které následoval Dunnettův test. 
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6.1.5 Imunohistochemické stanovení aktivace c-Jun u hladových myší 

Výsledky z imunohistochemického stanovení aktivace c-Jun byly publikovány viz 

příloha č. 1 (Nagelova et al., 2014). 

Po ICV podání peptidu CART 61-102 resp. Nle67 CART 61-102 došlo k výraznému 

zvýšení počtu c-Jun imunopozitivních buněk v DMN a NTS oproti kontrolní skupině, které 

byl podáván fyziologický roztok (obrázek 14). V DMN byl účinek peptidu CART 61-102 

dávkově závislý a ovlivňoval buňky ve všech jeho třech podoblastech. V NTS se c-Jun 

pozitivní buňky po podání peptidu CART 61-102 nacházely především v jeho 

ventromediální oblasti (obrázek 15). Aktivita buněk v hypothalamických oblastech (ARC, 

PVN, VMN) nebyla ovlivněná ICV podáním peptidu CART 61-102 resp. Nle67 CART 

61-102 (obrázek 15). Kontrolní barvení řezů při vynechání primární, resp. sekundární 

protilátky bylo negativní. 

 

 

Obrázek 14: Aktivace c-Jun v mozkových jádrech zapojených v regulaci příjmu potravy 

Efekt po 90 min po ICV podání fyziologického roztoku, CART 61-102 v dávce 0,1 µg/myš  

a 1 µg/myš resp. analogu Nle67 CART 61-102 v dávce 1 µg/myš hladovým myším (n = 5) na 

c-Jun aktivaci buněk v paraventrikulárním jádře (PVN), nucleu arcuatu (ARC), 

dorsomediálním jádře (DMN), ventromediálním jádře (VMN) a v nucleu tractu solitarii 

(NTS). *, X p < 0,05 vs. fyziologický roztok v různých jádrech (DMN a NTS),  # p < 0,05 vs. 

CART 61-102 0,1 µg/myš. 
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Obrázek 15: Aktivace c-Jun v buňkách DMN a NTS 

Aktivace c-Jun pozitivních buněk 90 min po ICV podání peptidu CART 61-102 v dávce  

1 µg/myš (B, D) v porovnání s kontrolní skupinou injikovanou fyziologickým roztokem 

(A, C). Obrázek A, B zachycuje DMN a C, D zachycuje NTS. Reprezentativní obrázky řezů. 

Zkratky: třetí mozková komora (3V), area postrema (AP), dorsomediální jádro (DMN), 

nucleus tractus solitarii (NTS). 

 

 

6.2 Studium lipidovaných analogů PrRP 

 

Výsledky týkající se lipidovaných analogů PrRP byly publikovány v časopise 

Journal of Physiology and Pharmacology (viz příloha č. 3): Pražienková V., Tichá A., 

Blechová M., Špolcová A., Železná B., Maletínská L., Pharmacological characterization of 

lipidized analogs of prolactin-releasing peptide with a modified c-terminal aromatic ring, 

2016, 121-128 (Prazienkova et al., 2016). 
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 Výsledky z dlouhodobých experimentů na DIO myších byly publikovány v časopise 

International Journal of Obesity (viz příloha č. 4): Maletínská L., Nagelová V., Tichá A., 

Zemenová J., Pirník Z., Holubová M., Špolcová A., Mikulášková B., Blechová M., Sýkora 

D., Lacinová Z., Haluzík M., Železná B., Kuneš J., Novel lipidized analogs of prolactin-

releasing peptide have prolonged half-lives and exert anti-obesity effects after peripheral 

administration, 2015, 986-93. doi: 10.1038/ijo.2015.28 (Maletinska et al., 2015). 

 

6.2.1 Syntéza lipidovaných analogů PrRP31 a PrRP20 

Sekvence přirozeného PrRP31 a jeho analogů jsou uvedeny v tabulce 1. Čistota 

peptidů byla určena pomocí HPLC a byla vyšší než 95%. Myristová a palmitová kyselina 

byla u lipidovaných analogů připojena na N-konec řetězce syntézou na pevné fázi. Nestabilní 

methionin v pozici 8, náchylný k oxidaci, byl nahrazen stabilnějším norleucinem. Tato 

substituce neovlivňuje biologickou aktivitu analogů (Maixnerova et al., 2011). 

Pro další stabilizaci peptidové části byl fenylalanin v pozici 31 nahrazen 

naftylalaninem (1-Nal31) u analogů 1 – 3, dichlorofenylalaninem (PheCl2
31) u analogů 7 – 9, 

pentafluorofenylalaninem (PheF5
31) u analogu 10 a 11 nebo tyrosinem (Tyr31) u analogu 12 

a 13 dle (Maletinska et al., 2011b). 

U syntetizovaných analogů PrRP20 byly prováděny výměny aminokyselin 

v C-koncové části (číslování odvozeno z lidského/potkaního fragmentu PrRP19-31 

Trp19 -Tyr20 -Ala/Thr21 -Ser/Gly22 -Arg23 -Gly24 -Ile25 -Arg26 -Pro27 -Val28 -Gly29 -Arg30 -

Phe31 -NH2) dle (Boyle et al., 2005). Glycin v pozici 24 byl nahrazen sarkosinem u analogů 

a, b (Sar24). Analogy e a f obsahovaly Ala25 a Phe28. Analogy c, d, g, h měly strukturu 

odvozenou od lidského PrRP20. U analogu c a d byly výměny v Ser22 a v pozici 21 

N-methylalanin (N-Me-Ala21). U analogů g, h došlo k nahrazení za Pro24 a Phe25. 

 

6.2.2 Afinita lipidovaných analogů PrRP in vitro k různým receptorům 

Vazebné experimenty byly prováděny na buněčné linii RC-4B/C, CHO-K1 

s transfekovaným lidským GPR10 a buněčných membránách z CHO-K1 buněk 

s transfekovaným lidským NPFF2. Potkaní rPrRP31, analog s norleucinem Nle-PrRP31  

i lipidované analogy PrRP31 se vázaly s Ki v nanomolární oblasti (tabulka 4). Inhibiční 

konstanta Ki stabilního analogu NPFF – 1DMe z kompetitivních vazebných experimentů na 

membránách s lidským NPFF2 činila 1,8 ± 0,54 nM. Lipidované analogy PrRP31 s mastnou 

kyselinou vykazovaly vyšší afinitu u buněčné linie RC-4B/C i na buněčných membránách 

s lidským NPFF2 než u analogů bez mastné kyseliny. Rovněž i u buněčné linie 
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s exprimovaným GPR10 byla afinita lipidovaných analogů vyšší oproti přirozenému 

rPrRP31. Analogy 5 a 6 (s PheCl2
31) s myristovou nebo palmitovou kyselinou či 

palmitoylovaný analog 9 (s PheNO2
31) vykazoval velmi vysokou afinitu ke GPR10 a NPFF2. 

U palmitoylovaného analogu 3 (1-Nal31) a analogu 11 (PheF5
31) byla pak afinita k lidskému 

NPFF2 o řád vyšší než afinita rPrRP31 a byla řádově srovnatelná se stabilním analogem 

1DMe. Stejný trend vykazovaly i lipidované analogy PrRP20 s myristovou kyselinou, které 

měly v sekvencích různé záměny v aminokyselinách navržené dle studie Boyle a kol. (Boyle 

et al., 2005). 
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Tabulka 4: Charakterizace lipidovaných analogů PrRP31a PrRP20 pomocí vazebných 

experimentů 

Název 
potkaní RC-4B/C 

125I-rPrRP31 
lidský GPR10 
125I-hPrRP31 

lidský NPFF2 
125I-1DMe 

K i [nM]  K i [nM]  K i [nM]  
potkaní rPrRP31 2,39 ± 0,11 3,91 ± 0,21 57,1 ± 15,5 

Nle-PrRP31 1,28 ± 0,20 1,87 ± 0,42 49,6 ± 3,4 

myr-PrRP31 0,69 ± 0,09 0,69 ± 0,09 1,59 ± 0,32 

palm-PrRP31 0,51 ± 0,15 2,94 ± 0,33 0,91 ± 0,31 

K11palm-hPrRP31 4,76 ± 1,96 6,20 ± 0,76 5,59 ± 1,33 

analog 1 83,3 ± 2,60 33, 6 ± 15,6 24,3 ± 3,82 

analog 2 3,95 ± 1,22 1,30 ± 0,21 NT 

analog 3 0,85 ± 0,15 3,82 ± 0,37 0,41 ± 0,06 

analog 4 3,83 ± 0,94 1,73 ± 0,35 14,0 ± 3,18 

analog 5 0,60 ± 0,22 0,92 ± 0,32 3,08 ± 0,01 

analog 6 1,32 ± 0,29 1,02 ± 0,40 1,93 ± 0,53 

analog 7 19,9 ± 5,96 4,66 ± 0,85 352 ± 0,03 

analog 8 0,71 ± 0,12 0,53 ± 0,17 NT 

analog 9 0,58 ± 0,10 0,74 ± 0,27 11,8 ± 2,94 

analog 10 12,8 ± 2,22 8,36 ± 1,17 13,8 ± 0,02 

analog 11 0,51 ± 0,08 1,86 ± 0,52 0,24 ± 0,05 

analog 12 3,23 ± 0,15 1,97 ± 0,08 NT 

analog 13 0,22 ± 0,01 1,53 ± 0,38 317 ± 140 

    

potkaní rPrRP20 2,62 ± 0,31 4,4 ± 0,77 21,8 ± 9,91 

myr-PrRP20 1,44 ± 0,34 4,21 ± 0,24 8,23 ± 1,97 
analog a 4,20 ± 0,37 4,39 ± 1,45 NT 

analog b 0,32 ± 0,07 3,04 ± 0,36 NT 

analog c 49,4 ± 9,35 8,48 ± 2,16 NT 

analog d 0,46 ± 0,05 2,04 ± 0,75 NT 

analog e 655 ± 164 284 ± 47,6 NT 

analog f 7,21 ± 0,71 8,24 ± 3,09 NT 

analog g 2,14 ± 0,53 1,69 ± 0,22 NT 

analog h 0,84 ± 0,17 0,57 ± 0,26 NT 

NT - netestováno 

Hodnota Ki byla vypočítána ze změřených hodnot IC50 z Cheng-Prusoffovy rovnice. Data 

byla měřena v duplikátech v nejméně třech nezávislých experimentech a jsou uvedena jako 

průměr ± SEM. 
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6.2.3 Afinita analogů PrRP31 k Y5 receptoru transfekovaném v buněčné linii U2OS 

Pro zjištění optimálních podmínek pro vazebné experimenty byla porovnávána 

celková a nespecifická vazba, která by měla za optimálních podmínek představovat 

maximálně 15% celkové vazby.  

Jako optimální byla stanovena doba inkubace 120 min, kdy se tato doba rovněž 

shodovala s informacemi z literatury. V kompetitivních pokusech byly buňky U2OS 

pěstovány ve 24-jamkových destičkách z různého počtu (40, 100 a 150 tisíc buněk/jamku). 

V den pokusu byla finální hustota buněk přibližně 120, 150 a 300 tisíc buněk/jamku. Byl 

zvolen optimální počet buněk při nalévání 40000 buněk/jamku, protože vyšší počet buněk 

už výrazně nezlepšil poměr nespecifické a celkové vazby (tabulka 5). 

 
Tabulka 5: Celková a nespecifická vazba při různých počtech buněk 

počet nalitých 

buněk/jamku 

celková 

vazba [cpm] 

nespecifická 

vazba [cpm] 

nespecifická/celková vazba 

[%] 

40000 1895 ± 21 231 ± 2,1 12 

100000 5186 ± 560 725 ± 40 14 

150000 4660 ± 415 734 ± 68 16 

 

Ze saturačních vazebných experimentů na buněčné linii U2OS s transfekovaným Y5 

receptorem byla určena hodnota Kd 1,01 ± 0,27 nM a počet vazebných míst 

Bmax 36770 ± 2590 vazebných míst/buňku. Byla použita zvyšující se koncentrace 

radioligandu 125I-PYY ve finálních koncentracích 0,05 – 2 nM a pro zjištění nespecifické 

vazby byl použit neradioaktivní PYY ve finální koncentraci 10-6 M. Saturační vazebná 

křivka je uvedena na obrázku 16. 
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Obrázek 16: Saturační vazebné experimenty na buněčné linii U2OS s transfekovaným Y5 

receptorem  

Saturační vazebné experimenty na U2OS buňkách, které byly inkubovány 120 min při 25°C 

se zvyšující se koncentrací 125I-PYY. Nespecifická vazba byla určena v přítomnosti PYY 10-

6 M. Hodnota Kd byla 1,01 ± 0,27 nM a Bmax 36770 ± 2590 vazebných míst/buňku. 

 

Kompetitivní vazebné experimenty byly prováděny dle podmínek popsaných 

v kapitole 5.4.4., kdy byly buňky inkubovány s peptidy o zvyšující se finální koncentraci 

v rozmezí 10-11 – 10-4 M a s 0,1 nM 125I-PYY. Přirozené ligandy PYY a NPY se vázaly na 

receptor Y5 s vysokou afinitou, kdy se Ki pohybovaly v nanomolární oblasti (tabulka 6, 

obrázek 17). Hodnota Ki přirozeného PrRP31 a PrRP20 byla v řádu 10-6 M (tabulka 6, 

obrázek 17). U testovaných vybraných lipidovaných analogů palm-PrRP31 

a K11palm-hPrRP31 byla afinita k Y5 receptoru vyšší a hodnoty Ki se pohybovaly v řádu  

10-7 – 10-8 M (tabulka 6, obrázek 17).  
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Tabulka 6: Afinita p řirozeného PrRP31 a lipidovaných analogů PrRP31 k Y5 

receptoru 

Ligand 
lidský Y5 
125I-PYY 
K i [nM] 

PYY 3,79 ± 0,66 

NPY 3,1 ± 0,1 

hPrRP31 2863 ± 42,6 

potkaní rPrRP31 5910 ± 624 

palm-PrRP31 38,2 ± 6,16 

K11palm-hPrRP31 272 ± 86,7 

Hodnota Ki byla vypočítána ze změřených hodnot IC50 z Cheng-Prusoffovy rovnice. Data 

byla měřena v duplikátech v nejméně třech nezávislých experimentech a jsou uvedena jako 

průměr ± SEM. Koncentrace radioligandu 125I-PYY byla 0,1 nM a nespecifická vazba byla 

určena pomocí neznačeného PYY 10-5 M. 

 

 

Obrázek 17: Reprezentativní kompetitivní vazebné křivky na buněčné linii U2OS 

s transfekovaným Y5 receptorem  

Kompetitivní vazebné experimenty byly prováděny na buňkách s transfekovaným Y5 

receptorem, které byly inkubovány 120 min při 25°C. Koncentrace radioligandu 125I-PYY 

byla 0,1 nM a nespecifická vazba byla určena pomocí neznačeného PYY 10-5 M. Pokusy byly 

prováděny v duplikátech nejméně třikrát. Graf znázorňuje reprezentativní vazebné křivky. 
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6.2.4 Aktivace beta-laktamázového reportérového genu 

Přirozený PrRP31 a lipidované analogy PrRP31 aktivoval beta-laktamázový 

reportérový gen v CHO-K1 buňkách s transfekovaným GPR10 s efektivní koncentrací EC50 

v subnanomolární oblasti (tabulka 7, obrázek 18 a – e). Analogy s mastnou kyselinou 

prokazovaly silnější agonistický účinek v porovnání s přirozeným PrRP31 či 

nelipidovanými analogy PrRP31. 

 

 

Obrázek 18: Agonistický účinek lipidovaných analogů PrRP31. 

Buňky byly inkubovány se zvyšující se koncentrací peptidů: a) rPrRP31, myr-PrRP31  

a palm-PrRP31, b) analogy 2, 3 s 1-Nal31, c) analogy 5, 6 s PheCl2
31, d) analogy 7, 8  

s PheNO231, e) analog 11 s PheF531, analog 13 s Tyr31. Reprezentativní křivky jsou vyneseny 

jako % maximální aktivace v závislosti na logaritmu koncentrace peptidů. 
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Tabulka 7: Biologické účinky analogů PrRP in vitro a in vivo 

Analog 

aktivace bla reportérového genu 
na CHO-K1 s transfekovaným 

GPR10 

příjem potravy na 
hladových myších 

(5mg/kg SC) 
EC50 [pM] [% kontroly] (45 min) 

fyziologický roztok  100 ± 9,3 
potkaní rPrRP31 359 ± 79 113 ± 10 

Nle-PrRP31 NT NT 

myr-PrRP31 102 ± 12 9,5 ± 6,5 

palm-PrRP31 70 ± 3 13,2 ± 6,2 

analog 1 1681 ± 212 NT 

analog 2 71 ± 21 4,9 ± 2,7 

analog 3 37 ± 16 0,5 ± 0,3 

analog 4 238 ± 57 NT 

analog 5 232 ± 34 1,2 ± 0,6 

analog 6 146 ± 16 0,7 ± 0,4 

analog 7 940 ± 97 NT 

analog 8 170 ± 11 4,9 ± 4,3 

analog 9 37 ± 10 0,4 ± 0,3 

analog 10 472 ± 47 NT 

analog 11 120 ± 18 31,3 ± 13,6 

analog 12 116 ± 15 NT 

analog 13 85 ± 5 20,1 ± 5,7 
Data z in vitro experimentů byla měřena v duplikátech v nejméně třech nezávislých 

experimentech. Příjem potravy na hladových myších byl vyhodnocen v čase největšího 

účinku (45 min), n = 5.  Hodnoty jsou uvedeny jako % příjmu potravy kontrolní skupiny 

injikované fyziologickým roztokem. Hodnoty jsou uvedeny jako průměr ± SEM. 

NT - netestováno 

 

6.2.1 Účinek lipidovaných analogů PrRP v krátkodobém podávání u hladových myší 

Data z krátkodobého příjmu potravy na hladových myších jsou vyjádřena v tabulce 

7 a obrázku 19 a 20. Po SC podání přirozeného PrRP31 nedošlo k ovlivnění příjmu potravy. 

V souladu s daty získanými z in vitro experimentů, myristoylovaný a palmitoylovaný 

PrRP31 výrazně snížil příjem potravy. Palm-PrRP31 vykazoval silnější a dlouhodobější 

anorexigenní účinek než myr-PrRP31 (obrázek 19 a). Anorexigenní účinek a stejný trend 

vykazovaly rovněž analogy 2 a 3 s 1-Nal31 (obrázek 19 a) či analogy 8 a 9 s PheNO2
31 

(obrázek 19 b). Analogy 11 a 13 snižovaly příjem potravy, ale jejich účinek byl slabší oproti 

jiným lipidovaným analogům (obrázek 19 c). 
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Obrázek 19: Akutní účinek na 

příjem potravy po podání 

lipidovaných analogů PrRP31 

Látky byly rozpuštěny ve 

fyziologickém roztoku a podány 

v dávce 5 mg/kg SC. Příjem 

potravy byl měřen po dobu 6 

hod, ve skupině n = 5 – 6. 

Kumulativní příjem potravy po 

podání 

a) myr-PrRP31, palm-PrRP31  

a analogu 2 a 3 s 1-Nal31,  

b) analogu 5 a 6 s PheCl2
31, 

analogu 8 a 9 s PheNO231,  

c) analogu 11 s PheF531  

a analogu 13 s Tyr31.  

Grafy znázorňují reprezentativní 

výsledky ze tří nezávislých 

pokusů. Data byla analyzována 

jednocestnou analýzou rozptylu, 

po které následoval Dunnettův 

test. Signifikance je  

*** p < 0,001 oproti kontrole, 

injikované fyziologickým 

roztokem.
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Obrázek 20: Příjem potravy v době maximálního účinku (45 min po injekci) a na konci 

pokusu (345 min po injekci) 

Příjem potravy po SC podání lipidovaných analogů PrRP31 a) 45 min po injekci a b) 345 

min po podání. Hodnoty znázorňují reprezentativní výsledky ze třech nezávislých pokusů. 

Signifikance je ** p < 0,01, *** p < 0,001 oproti kontrole, injikované fyziologickým 

roztokem. 
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6.2.2 Účinky lipidovaných analogů PrRP v dlouhodobém podávání DIO myším 

Pro dlouhodobé testování lipidovaných analogů PrRP byly použity látky, které 

v krátkodobých testech prokázaly výrazný vliv na snížení příjmu potravy. Po čtrnáctidenním 

podávání myristoylovaného PrRP20, palmitoylovaného PrRP31 a analogu 6 s PheCl2
31 

v dávce 5 mg/kg došlo k signifikantnímu snížení příjmu potravy oproti kontrolní skupině, 

které byl po celou dobu podáván fyziologický roztok (obrázek 21 a). Palm-PrRP31 

vykazoval silnější anorexigenní účinek. 

Všechny tři látky velmi výrazně snížily hmotnost u myší (obrázek 21 b). Úbytek 

průměrné tělesné hmotnosti po čtrnáctidenním podávání myr-PrRP20 byl o 7 %, po podávání 

analogu 6 o 10 % a po podávání palm-PrRP31 o 12 % původní hmotnosti. U kontrolní 

skupiny injikované fyziologickým roztokem nedošlo ke snížení tělesné hmotnosti. 

Po SC podávání analogu palm-PrRP31 došlo k velmi výraznému snížení celkové 

hmotnosti tukové tkáně, způsobeného především výrazným snížením množství podkožního 

a perirenálního tuku. Snížení hmotnosti intraperitoneální tukové tkáně nebylo statisticky 

významné. Po SC podávání myr-PrRP20 a analogu 6 s PheCl231 nedošlo ke statisticky 

významnému snížení celkové tukové tkáně. Žádný ze tří analogů signifikantně nesnížil 

hmotnost jater (tabulka 8). 

 

Tabulka 8: Hmotnosti tukové tkáně a jater po 14-denním SC podávání lipidovaných 

analogů PrRP u DIO myší 

skupina 

celková 

tělesná 

hmotnost 

[g] 

celkový tuk / 

celková 

tělesná 

hmotnost 

SCAT / 

celková 

tělesná 

hmotnost 

IPAT / 

celková 

tělesná 

hmotnost 

perirenální 

tuk / celková 

tělesná 

hmotnost 

játra / 

celková 

tělesná 

hmotnost 

[%] [%]  [%]  [%]  [%]  

fyziologický 

roztok 
47,6 ± 0,8 16,2 ± 0,4 8,1 ± 0,3 4,7 ± 0,3 2,9 ± 0,1 4,1 ± 0,2 

myr-PrRP20 44,1 ± 0,8 15,3 ± 0,4 7,1 ± 0,20 5,1 ± 0,4 2,8 ± 0,1 3,6 ± 0,2 

palm-PrRP31 41,4 ± 1,1 12,7 ± 0,7 *** 5,38 ± 0,49 *** 4,8 ± 0,2 2,1 ± 0,2 *** 3,6 ± 0,1 

analog 6 43,9 ± 1,1 14,9 ± 0,9 7,10 ± 0,48 4,5 ± 0,3 2,8 ± 0,3 3,6 ± 0,2 

Hodnoty jsou uvedeny jako průměr ± SEM, n = 10. Hmotnosti tkání jsou vztaženy na 

celkovou tělesnou hmotnost zvířete. Data byla analyzována pomocí jednocestné analýzy 

rozptylu, po které následoval Dunnettův test. Signifikance je *** p < 0,001 vs. kontrolní 

skupina injikovaná fyziologickým roztokem. SCAT – podkožní tuk, IPAT – vnitrobřišní tuk. 
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Obrázek 21: Příjem potravy a tělesná hmotnost po 14-ti denním podávání lipidovaných 

analogů PrRP u DIO myší 

Účinek myr-PrRP20, palm-PrRP31 a analogu 6 s PheCl2
31 na a) příjem potravy 

a b) tělesnou hmotnost po SC podání. Látky byly podávány v dávce 5mg/kg dvakrát denně  

(n = 8 - 10). Data byla analyzována dvoucestnou analýzou rozptylu, po které následoval 

Bonferroniho test. Signifikance je * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 vs. kontrolní 

skupina injikovaná fyziologickým roztokem. 
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Dlouhodobé podávání myristoylovaného PrRP20 a palmitoylovaného PrRP31 

výrazně snížilo hladiny leptinu v plasmě a toto snížení bylo úměrné ke snížené hmotnosti 

tukové tkáně. Hladina insulinu v plasmě byla signifikantně snížená po podávání palm-

PrRP31. Hladiny glukosy a triglyceridů nebyly významně sníženy (tabulka 9). 

 

Tabulka 9: Metabolické parametry po 14-denním SC podávání lipidovaných analogů 

PrRP u hladových DIO myší 

skupina 
leptin glukosa insulin triglyceridy  

[ng/ml] [mmol/l]  [ng/ml]  [mg/dl]  

fyziologický roztok 53,3 ± 3,49 6,94 ± 0,28 4,09 ± 0,55 72,2 ± 3,2 

myr-PrRP20 39,6 ± 3,47 * 7,52 ± 0,16 3,54 ± 0,47 68,7 ± 4,16 

palm-PrRP31 24,7 ± 3,39 *** 7,26 ± 0,29 2,37 ± 0,47 * 66,8 ± 8,74 

analog 6 46,12 ± 7,07 6,66 ± 0,29 NT 77,7 ± 9,25 

Hodnoty jsou uvedeny jako průměr ± SEM, n = 10. Data byla analyzována pomocí 

jednocestné analýzy rozptylu, po které následoval Dunnettův test. Signifikance je * p < 0,05, 

*** p < 0,001 vs. kontrolní skupina injikovaná fyziologickým roztokem. 

 

Čtrnáctidenní podávání palm-PrRP31 vedlo v játrech ke snížené expresi mRNA 

enzymů lipogeneze ACACA, FASN a transkripčního faktoru SREBP (obrázek 22 a, b, f). 

V podkožní tukové tkáni (SCAT) došlo ke snížení exprese mRNA FASN a leptinu (obrázek 

22 b, d). Snížená exprese FASN a leptinu byla rovněž i v intraperitoneální tukové tkáni 

(IPAT) (obrázek 22 b, d). Palm-PrRP31 neměl vliv na hladiny ACACA u obou tukových 

tkání, neovlivňoval expresi lipoproteinové lipasy (LPL) ani expresi mRNA  

FABP-4 (obrázek 22 a, c, e). Exprese mRNA UCP-1 v hnědé tukové tkáni nebyla 

signifikantně ovlivněna (obrázek 22 g). 
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Obrázek 22: Exprese mRNA pro markery metabolismu tuků v tukových tkáních (a – e)  

a v játrech (a, b, f) a pro marker termogeneze (g) v BAT 

Exprese a) ACACA v podkožní tukové tkáni, vnitrobřišní tukové tkáni a v játrech, b) FASN 

v podkožní tukové tkáni, vnitrobřišní tukové tkáni a v játrech, c) LPL v podkožní tukové tkáni 

a vnitrobřišní tukové tkáni, d) leptinu v podkožní tukové tkáni a vnitrobřišní tukové tkáni,  

e) FABP-4 v podkožní tukové tkáni a vnitrobřišní tukové tkáni, f) SREBP v játrech  

a g) UCP-1 v hnědé tukové tkáni. 
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7. DISKUSE 

 

7.1 Peptid CART a jeho analogy 

 

Peptid CART byl objeven v roce 1998 a přes všechny snahy o identifikaci není stále 

znám jeho receptor. V naší laboratoři byla nalezena specifická vazba peptidu CART 

k přirozeným feochromocytomovým buňkám PC12 a buňkám diferencovaným v neuronový 

fenotyp (Maletínská et al., 2007). Naše další studie in vitro na této buněčné linii a rovněž na 

ovlivnění příjmu potravy in vivo testovaly nové analogy peptidu CART a byl zkoumán nejen 

vztah mezi strukturou a aktivitou analogů, ale rovněž i signalizace peptidu CART do buňky, 

která by mohla přispět k charakterizaci vazebného místa (příloha č. 1). 

 

7.1.1 Specifická vazba peptidu CART na buněčné linii PC12 

Vazba peptidu CART k různým buněčným liniím byla dosud publikována pouze 

v několika pracích. Vicentic a kol. publikovali specifickou vazbu 125I-CART 61-102 na myší 

hypofyzární buněčnou linii AtT20 (Vicentic et al., 2005), avšak tyto výsledky se v naší 

laboratoři nepodařilo reprodukovat. V naší předchozí studii (Maletínská et al., 2007) byla 

prokázána specifická vazba na buněčnou linii PC12. Buňky PC12 jsou schopny diferencovat 

se pomocí NGF či PACAP na neurony a pomocí glukokortikoidu dexametasonu na 

chromafinní buňky (Adler et al., 2006). Účinkem peptidu CART nedošlo k žádné 

morfologické změně v buňkách PC12 (naše nepublikované výsledky). 

Po diferenciaci PC12 na buňky nervové tkáně pomocí NGF a PACAP došlo 

k výraznému zvýšení počtu vazebných míst/buňku. Naopak po diferenciaci na chromafinní 

buňky byl počet vazebných míst tak nízký, že nebylo možné jeho určení. To znamená, že 

vazebná místa pro peptid CART se exprimují spíše v nervové tkáni a tumoru dřeně 

nadledvin, než v normálních chromafinních buňkách. 

 

7.1.2 Význam jednotlivých disulfidových můstků peptidu CART pro jeho 

biologickou aktivitu 

V naší další studii (příloha č. 2) byl testován význam disulfidových můstků, 

vytvořených mezi dvojicemi cysteinů (Blechová et al., 2013). Metodou tzv. Ala-scanu byly 

nahrazovány dvojice cysteinů za alaniny a peptidy byly syntetizovány metodou na pevné 
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fázi. Dále byl syntetizován analog Nle67 CART 61-102, u kterého byl pro zvýšení stability 

methionin v pozici 67, který je náchylný k oxidaci, nahrazen za norleucin.  

Pomocí kompetitivních vazebných experimentů na buněčné linii PC12 byla 

studována afinita peptidu CART 61-102 a jeho analogů Nle67 CART 61-102 

a [Ala68,86] CART 61-102. Záměna aminokyseliny v analogu Nle67 CART 61-102 

neovlivnila schopnost analogů vázat se na buněčnou linii PC12. Afinita byla srovnatelná 

s přirozeným peptidem CART 61-102 a hodnoty Ki obou peptidů se pohybovaly 

v nanomolární oblasti. Z výše zmíněných dalších analogů pouze analog [Ala68,86] CART  

61-102 obsahující dva disulfidové můstky v pozici 74-94 a 88-101 a alaniny v pozici 68, 86 

místo třetího disulfidového můstku vykazoval afinitu k vazebným místům  

v buňkách PC12 s hodnotou Ki o řád nižší než u přirozeného peptidu CART a anorexigenní 

vlastnosti. 

V in vivo testech sledujících příjem potravy po centrálním podání byly použity 

analogy peptidu CART, Nle67 CART 61-102 a [Ala68,86] CART 61-102 s vysokou afinitou 

k buněčné linii PC12 a přirozený peptid CART 61-102. Po ICV podání peptidu CART  

61-102 hladovým myším v dávce 1 µg/myš došlo k výraznému anorexigenímu účinku. Tato 

dávka je srovnatelná s předchozími studiemi (Bannon et al., 2001; Kristensen et al., 1998; 

Maletínská et al., 2007; Thim et al., 1998). 

 Analog Nle67 CART 61-102 ve stejné dávce jako peptid CART 61-102 po ICV 

podání významně snižoval příjem potravy u hladových myší oproti kontrolní skupině 

injikované fyziologickým roztokem. U analogu [Ala68,86] CART 61-102 byly použity dávky 

1a 5 µg/myš, neboť ve vazebných experimentech vykazoval o řád nižší afinitu k PC12 

buňkám. V čase největšího účinku při 45 min po podání látky významně snižoval příjem 

potravy v obou dávkách a anorexigenní účinek byl dávkově závislý. 

 Účinky obou analogů jsou srovnatelné s účinky přirozeného peptidu CART 61-102, 

ovšem pro analog [Ala68,86] CART 61-102 ve vyšší dávce. Peptidy vykazovaly výrazný 

dlouhodobý účinek, který byl patrný i na konci experimentu po 5 hodinách, což naznačuje 

vysokou stabilitu peptidů. 

 Pro zachování afinity k buněčné linii PC12 jsou nezbytné dva disulfidové můstky 

v pozici 74-94 a 88-101. Analog [Ala68,86] CART 61-102 může být použit jako základ pro 

strukturně-aktivitní studie, neboť jeho syntéza je jednodušší oproti syntéze celého 

přirozeného peptidu. 
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7.1.3 Signalizace peptidu CART v buňkách PC12 

Vzhledem k tomu, že stále nebyl nalezen receptor pro peptid CART, mnohé 

laboratoře se pokoušely o identifikaci jeho molekuly a signalizačních drah. V jedné 

z prvních studií bylo zjištěno, že peptid CART stimuluje fosforylaci Erk1/2 v hypofyzární 

buněčné linii AtT20 (Lakatos et al., 2005) a PC12 (Lin et al., 2011). Rovněž byla 

publikována fosforylace Erk1/2 a CREB zvýšená peptidem CART v buněčné insulinové linii 

INS-1 a izolovaných potkaních pankreatických ostrůvcích (Sathanoori et al., 2013). V naší 

laboratoři jsme nepozorovali aktivaci dráhy Erk1/2 a CREB peptidem CART, ani jeho 

analogem Nle67 CART 61-102 v buňkách PC12 oproti práci (Lin et al., 2011). Buňky byly 

ve studii Lin a kol. diferencovány NGF a PACAP, které mohly v buňkách PC12 samy 

stimulovat Erk1/2. V naší studii rovněž nebyl pozorován žádný vliv peptidu CART na 

diferenciaci a proliferaci, které bývají důsledkem fosforylace Erk1/2 (naše nepublikované 

výsledky). 

Kromě zmíněného Erk1/2 a CREB byly v buňkách PC12 sledovány různé 

signalizační dráhy, které by mohl peptid CART stimulovat (schéma 1). Byla studována 

aktivace c-Fos, c-Jun na úrovni proteinu a fosforylace JNK a p38. U buněk PC12 došlo 

k významné fosforylaci JNK a k následné aktivaci c-Jun po inkubaci s peptidem CART či 

jeho analogem Nle67 CART 61-102. Tyto výsledky byly podpořeny použitím specifického 

inhibitoru JNK kinasy SP600125, který aktivaci c-Jun a fosforylaci JNK po podání peptidu 

CART blokoval. Ačkoliv může být aktivace c-Jun způsobena i fosforylací Erk1/2, 

předpokládáme, že efekt byl způsoben právě fosforylací JNK, neboť peptid CART 

fosforylaci Erk1/2 nestimuloval.  

Peptid CART a Nle67 CART 61-102 nevýznamně zvýšily fosforylaci p38, která byla 

výrazně blokována selektivním inhibitorem SB203580. Peptid CART a Nle67 CART 61-102 

neovlivnily aktivaci proteinu c-Fos. 

Popsané výsledky vedou k závěru, že peptid CART i jeho analog Nle67 CART 

61-102 v buňkách PC12 aktivují dráhu JNK, která je primárně indukovaná protizánětlivými 

cytokiny a stresovými podmínkami (Chang and Karin, 2001). Ačkoliv bylo popsáno, že 

aktivace c-Jun vede k diferenciaci buněk PC12 (Leppa et al., 2001), nepozorovali jsme 

žádnou diferenciaci peptidem CART. V jiné studii bylo ukázáno, že diferenciace buněk 

PC12 vyžaduje kooperaci c-Jun a c-Fos (Eriksson et al., 2007). Vzhledem k tomu, že 

v buňkách PC12 nedošlo k aktivaci c-Fos po stimulaci peptidem CART, předchozí fakt by 

to mohl vysvětlovat. 
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Schéma 1: Možné signalizační dráhy peptidu CART v buňkách PC12 

 

7.1.4 Imunohistochemické stanovení aktivace c-Jun u hladových myší 

V předchozích studiích byla publikována stimulace Fos neuronů po ICV podání 

peptidu CART v ARC, PVN, DMN a NTS (Maletínská et al., 2008; Vrang et al., 1999b). 

Protože z in vitro experimentů byla zjištěna stimulace jiného transkripčního faktoru, 

v in vivo experimentech byla testována aktivace c-Jun po ICV podání peptidu CART 

a Nle67 CART 61-102 v oblastech mozku spojených s regulací příjmu potravy. 

Mezi nejdůležitější hypothalamická jádra, ve kterých peptid CART ovlivňuje příjem 

potravy, patří ARC a PVN (Maletínská et al., 2008; Vrang et al., 1999a). Avšak u těchto 

jader nebyla pozorována aktivace c-Jun buněk peptidem CART.  

Ve studii (Maletínská et al., 2008) bylo publikováno, že podání peptidu CART do 

třetí mozkové komory výrazně snížilo příjem potravy u přes noc hladových myší 

a stimulovalo Fos neurony v DMN. Na druhou stranu v jiné práci po podání peptidu CART 

přímo do DMN došlo k výraznému zvýšení příjmu potravy u potkanů (Hou et al., 2010). 

V této studii po podání peptidu CART došlo k významnému zvýšení počtu c-Jun 

imunopozitivních buněk v DMN a NTS. Tento fakt naznačuje zapojení peptidu CART do 

daleko komplexnějšího regulačního mechanismu v oblastech, které souvisejí s regulací 

příjmu potravy. 
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Peptid CART i jeho analogy nabízejí stále nové možnosti v testování in vitro, které 

by mohly vést k nalezení jeho receptoru/ů. Možným krokem je studium jiných 

feochromocytomálních buněčných linií podobných buňkám PC12, na kterých byla vazba již 

prokázána (Maletínská et al., 2007). Provedení vazebných experimentů a testování 

signalizačních drah na nových feochromocytomových liniích by mohlo být zajímavým 

krokem v možném objevu receptoru pro peptid CART. 

 

 

7.2 PrRP a jeho nové lipidované analogy 

 

Ačkoliv mají neuropeptidy nízkou toxicitu a minimum vedlejších účinků, jejich 

klinický potenciál je limitován nízkou stabilitou a biodostupností ve fyziologických 

podmínkách. Rovněž anorexigenní neuropeptid PrRP je účinný pouze po centrálním podání 

do třetí mozkové komory a jeho centrální účinek po periferním podání je limitován 

průchodností přes BBB (schéma 2). 

V naší laboratoři byly syntetizovány nové analogy PrRP s mastnou kyselinou 

připojenou přes amidovou vazbu (příloha č. 2 a 3). Jediným dosud známým přirozeným 

příkladem lipidovaného peptidového hormonu je ghrelin, který vzniká v žaludku a působí 

v hypothalamu. Tento peptid obsahuje kyselinu oktanovou připojenou přes esterovou vazbu 

na serin v pozici 3, která pravděpodobně umožňuje pasivní transport ghrelinu přes BBB 

(Pirnik et al., 2011). Novým syntetickým lipidovaným peptidem je analog GLP-1, liraglutid, 

který byl nejdříve využíván v léčbě diabetu mellitu 2. typu a nyní i k léčbě obezity a jeho 

stabilita v plasmě je zvýšena vazbou na sérový albumin (Gault et al., 2011). 

Obecně se dá říci, že lipidizace peptidů zvyšuje jejich stabilitu v plasmě vazbou na 

albumin a umožňuje centrální účinek analogů po periferním podání a rovněž dochází ke 

zvýšení stability v plasmě těchto peptidů. Proto byly v naší laboratoři navrženy a testovány 

lipidované analogy PrRP s navázanou mastnou kyselinou o různé délce uhlíkového řetězce. 

Jako nejúčinnější se jeví analogy s myristovou či palmitovou kyselinou. 
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Schéma 2: Účinek lipidovaného vs. přirozeného PrRP po periferním podání 

 

7.2.1 Afinita lipidovaných analogů PrRP in vitro k různým receptorům 

V předchozí naší studii (Maletinska et al., 2011b) jsme ověřili důležitost C-konce 

peptidového řetězce, který je pro PrRP20 i PrRP31 stejný a je zcela zásadní pro zachování 

biologické aktivity. Mastná kyselina o různé délce byla proto připojena na N-konec PrRP. 

Na PrRP20 byly připojeny mastné kyseliny o délce 8-14 uhlíků (kyselina oktanová, 

dekanová, dodekanová, myristová). Delší mastné kyseliny (kyselina palmitová a stearová) 

již výrazně negativně ovlivňovaly rozpustnost PrRP20. Na PrRP31 byly připojeny mastné 

kyseliny o délce 8-18 uhlíků. U PrRP31 s navázanou stearovou kyselinou byla limitním 

faktorem opět lipofilicita a rozpustnost peptidu, proto poté byly syntetizovány analogy 

s myristovou či palmitovou kyselinou. U analogu PrRP31, K11palm-hPrRP31, byla mastná 

kyselina připojena na lysin v pozici 11. Tento analog vykazoval biologickou aktivitu 

srovnatelnou s palm-PrRP31. 

Dále byly syntetizovány a ve studii použity lipidované analogy PrRP s myristovou 

nebo palmitovou kyselinou a s modifikací na C-konci podle naší předchozí studie 

(Maletinska et al., 2011b). V pozici 31 byl fenylalanin vyměněn za nekódové aminokyseliny 

1-Nal, PheCl2, PheF5, PheNO2 nebo za tyrosin. Tato výměna může zvyšovat biologickou 

aktivitu a stabilitu v důsledku větší odolnosti proti štěpení peptidasami. 
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Lipidované analogy PrRP s různou délkou řetězce mastné kyseliny mají zachovanou 

vysokou afinitu ke GPR10 receptoru s hodnotou Ki v nanomolární oblasti a k buněčné linii 

RC-4B/C, která endogenně exprimuje GPR10 a NPFF2 receptory. Tyto výsledky jsou 

v souladu s výsledky z předchozích studií, kdy byly ve vazebných experimentech testovány 

lidský a potkaní PrRP20 a PrRP31 s hodnotami Ki v nanomolární oblasti (Langmead et al., 

2000). V in vitro experimentech byl dále potvrzen agonistický účinek lipidovaných analogů 

na GPR10 receptor. Přirozený PrRP31 i analogy s myristovou či palmitovou kyselinou byly 

prokázány jako agonisté GPR10. Lipidované analogy měly dokonce nižší EC50 (tedy vyšší 

účinek na aktivitu) než přirozený peptid. 

Při vazebných experimentech na buněčné membrány s receptorem NPFF2 

vykazovaly lipidované analogy vyšší afinitu ve srovnání s přirozeným PrRP20 či PrRP31 

a to s Ki 10-9 M, což je hodnota srovnatelná se stabilním ligandem NPFF2 receptoru, 1DMe 

(Engstrom et al., 2003; Maletinska et al., 2013). Tento fakt naznačuje, že NPFF2 hraje 

důležitou roli v centrálním působení lipidovaných analogů PrRP. 

Dalším testovaným receptorem ve vazebných studiích byl lidský receptor Y5 

transfekovaný v buňkách U2OS. Vazba k Y5 receptoru přirozeného PrRP31 byla nízká a Ki 

stanovená kompetitivní vazbou se 125I-PYY byla 10-6 M. Ovšem u vybraných testovaných 

analogů, palm-PrRP31 a K11palm-hPrRP31, došlo k řádovému zvýšení vazebné afinity 

k receptoru Y5. Tento fakt může naznačovat, že Y5 receptor může hrát roli v účinku 

lipidovaných analogů PrRP a je potřeba další testování in vivo k prokázání účinku. Y5 

receptor je zapojený do regulace příjmu potravy a přes tento receptor působí NPY, PYY či 

PP (Cabrele et al., 2000; Gerald et al., 1996). Po podání NPY či selektivního agonisty 

receptoru Y5 dochází ke zvýšení příjmu potravy u myší i potkanů (Cabrele et al., 2000). 

Antagonisté Y5 receptoru naopak příjem potravy snižují (Criscione et al., 1998). Je potřeba 

provést další experimenty s lipidovanými analogy PrRP a prověřit, zda mohou mít 

potenciálně antagonistický účinek na Y5 receptor.  

 

7.2.2 Účinek lipidovaných analogů PrRP v krátkodobém podávání hladovým myším 

Již dříve bylo prokázáno, že PrRP je anorexigenní faktor a jeho mRNA je 

exprimována v oblastech důležitých pro regulaci energetické rovnováhy, jako je DMN, NTS 

či VLM (Lawrence et al., 2000). Mnoho studií dále potvrdilo, že PrRP po ICV podání do 

třetí mozkové komory snižuje příjem potravy a zvyšuje energetický výdej a tělesnou teplotu 

(Ellacott et al., 2002; Lawrence et al., 2000; Maixnerova et al., 2011). Ellacot a kol. zjistili, 
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že u potkanů dochází po třídenním centrálním podávání PrRP ke snížení vnímavosti 

k anorexigenním účinkům (Ellacott et al., 2003). 

Lipidované analogy PrRP byly testovány v krátkodobém příjmu potravy u hladových 

myší s cílem určit jejich působení po podání do periferie. Ačkoliv v in vitro experimentech 

byly změřeny velmi podobné afinity lipidovaných analogů PrRP20 a PrRP31 ke GPR10 

a všechny analogy měly agonistický účinek, pouze analogy s myristovou, palmitovou 

a stearovou kyselinou výrazně a dlouhodobě snížily příjem potravy u hladových myší. 

Z těchto výsledků vyplývá, že především analogy s myristovou či palmitovou kyselinou 

mají velký potenciál na snížení příjmu potravy po periferním podání. V krátkodobém příjmu 

potravy prokázaly silný anorexigenní účinek také analogy s modifikací na C-koncovém 

fenylalaninu, a to především palmitoylovaný analog s 1-Nal31, myristoylovaný  

a palmitoylovaný analog s PheCl2
31 a palmitoylovaný PheNO231. 

 

7.2.3 Účinek lipidovaných analogů PrRP v dlouhodobém podávání DIO myším 

U krátkodobě nejúčinnějších analogů palm-PrRP31, myr-PrRP20 a analogu 6 

s palm-PheCl2
31 byl dále testován dlouhodobý opakovaný účinek na příjem potravy a 

tělesnou hmotnost po periferním podání u myší s DIO. Chronické dvoutýdenní podávání 

lipidovaných analogů nevedlo k toleranci a anorexigenní účinek byl zachován po celou dobu 

experimentu. 

Tělesná hmotnost u myší s DIO byla signifikantně snížena u všech skupin. Tělesná 

hmotnost u kontrolní skupiny na konci pokusu nebyla snížena a tato skutečnost naznačuje, 

že DIO myši nebyly po dobu experimentu stresovány častou manipulací či injekčním 

podáváním látek. 

K nejvýraznějšímu snížení celkové hmotnosti tuku (zejména podkožního  

a perireálního) došlo ve skupině, které byl podáván palm-PrRP31. Úbytek tukové tkáně byl 

provázen výrazným snížením hladiny leptinu v plasmě, i jeho exprese v podkožní  

a intraperitoneální tukové tkáni. Snížené byly i hladiny mRNA pro FASN v podkožní a 

viscerální tukové tkáni. 

U jater došlo po podávání všech tří látek pouze k mírnému, nesignifikantnímu snížení 

jejich hmotnosti. V játrech však byla snížena exprese mRNA lipogenetických enzymů 

ACACA a FASN a jejich transkripčního faktoru SREB, což naznačuje snížení de novo 

lipogeneze vlivem negativní energetické bilance způsobené sníženým příjmem potravy. 
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Po podávání analogu myr-PrRP20 a analogu 6 s palm-PheCl231 nedošlo k výraznému 

snížení hladiny krevní glukosy a insulinu v plasmě a ani hladiny triglyceridů nebyly 

signifikantně změněné. Palm-PrRP31 naopak snížil hladinu insulinu v plasmě. 

 

Pro další studium lze využít nově syntetizovaných lipidovaných analogů PrRP 

s mastnou kyselinou ve vybraných pozicích uvnitř aminokyselinového řetězce. Tato 

modifikace může spolu s přidáním různé spojovací molekuly (glutamová kyselina, 

polyethylenglykol) přispět k účinnější dostupnosti z periferie (z podkoží) a ke zvýšení 

stability v organismu. Některé nové lipidované analogy PrRP výrazně zlepšují nejen 

metabolické parametry spojené s obezitou, jako je snížení hmotnosti tukové tkáně a snížení 

hladiny leptinu. Rovněž je naším předmětem zájmu zkoumání mechanismu účinku 

v periferii i v CNS po periferním podání. Pro pochopení mechanismu působení a pro ověření 

afinity lipidovaných analogů PrRP k NPFF2 a Y5 receptoru in vivo by mohla přispět studie 

na myších s vyřazeným genem pro receptor GPR10. Studium nových lipidovaných analogů 

PrRP přispěje k pochopení detailnějších mechanismů účinku a nejúčinnější lipidované 

analogy PrRP mohou skýtat velký potenciál v léčbě obezity.  



  8. ZÁVĚR 

90 
 

8. ZÁVĚR 

 

Studie týkající se peptidu CART a jeho analogů přispívá k objasnění vztahu mezi 

strukturou a biologickou aktivitou. Pomocí experimentů prováděných na buněčné linii PC12, 

obsahující vazebná místa pro peptid CART, jsme testovali vazebnou afinitu a možnou 

signalizační dráhu. Nejúčinnější analog peptidu CART byl rovněž testován 

v imunohistochemických experimentech a na příjem potravy po ICV podání hladovým 

myším. 

Ve vazebných experimentech vykazoval vysokou afinitu k buňkám PC12 peptid 

CART 61-102, ale i stabilní analog Nle67 CART 61-102. Pro zachování biologické aktivity 

není nezbytný disulfidový můstek v pozici 68-86. Tyto analogy byly rovněž velmi účinné 

na snížení příjmu potravy u myší. Z in vitro testování potenciálních signalizačních drah, 

aktivoval peptid CART dráhu SAPK/JNK s následnou aktivací c-Jun. 

V experimentech prováděných na hladových myších peptid CART i jeho analogy 

významně snižovaly příjem potravy a po provedení imunohistochemické studie bylo 

zjištěno, že dochází k aktivaci c-Jun v oblastech mozku souvisejících s příjmem potravy. 

Naše studie přispívají k hledání mechanismů účinku peptidu CART a mohou tak naznačit 

cestu k dalšímu hledání jeho receptoru. 

 

Experimenty prováděné in vitro i in vivo s lipidovanými analogy PrRP přispěly 

k objasnění biologické aktivity těchto analogů a jejich fyziologických účinků. Z vazebných 

experimentů bylo zjištěno, že analogy PrRP s mastnými kyselinami se vážou s vysokou 

afinitou ke GPR10 receptoru a dokonce s vyšší afinitou k NPFF2 receptoru než přirozený 

peptid. Překvapivá byla afinita lipidovaných analogů k buněčné linii s transfekovaným Y5 

receptorem. Přirozený PrRP se však na tento receptor vázal velmi slabě. 

V in vivo pokusech na hladových myších byly testovány analogy s myristovou 

a palmitovou kyselinou a záměnami za deriváty Phe na C-konci. Analog 6 s PheCl2
31 

vykazoval dlouhodobý anorexigenní účinek. Analogy palm-PrRP31, myrPrRP20 a analog 6 

byly testovány v dlouhodobém experimentu na DIO myších, u kterých významně snížily 

příjem potravy a tělesnou hmotnost. Také došlo ke zlepšení některých metabolických 

parametrů jako je snížení hladiny leptinu v plasmě i jeho mRNA v tukové tkáni. 

Lipidované analogy PrRP nabízejí velký potenciál pro další studium mechanismu 

účinků a tyto látky mohou být vhodnými a účinnými kandidáty pro léčbu obezity. 
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a b s t r a c t

CART (cocaine- and amphetamine-regulated transcript) peptide is a neuropeptide with a

powerful central anorexigenic effect. Specific CART peptide binding sites, most likely CART

peptide receptors, have been found in PC12 cells. This study further characterizes the CART

peptide binding sites in PC12 cells.

After differentiation to a neuronal phenotype with nerve growth factor, the number of

CART peptide binding sites in PC12 cells tripled. Following dexamethasone treatment,

which transforms PC12 cells into chromaffin-like cells, the number of CART peptide

binding sites substantially decreased. CART peptide did not affect the differentiation or

acetylcholinesterase activity of PC12 cells, indicating that CART peptide does not partici-

pate in differentiation or neuronal activity.

CART peptide increased the phosphorylation of SAPK/JNK (stress-activated protein

kinase/c-Jun-amino-terminal kinase) and subsequent c-Jun protein expression. These

effects were reversed by SP600125, a specific JNK-kinase inhibitor. CART peptide did not

significantly affect ERK (extracellular signal-regulated kinase), CREB (cAMP responsive

element binding protein), or p38 phosphorylation and c-Fos protein expression. Central

administration of CART peptide into mice also resulted in increased c-Jun positive cells in

dorsomedial hypothalamic nucleus and nucleus of the solitary tract, areas involved in food

intake regulation.

Activation of c-Jun by CART peptide might indicate a possible role of CART peptide in

managing stress conditions rather than a role in cell proliferation or differentiation as well

as the more complex and/or specific regulation ways by transcription factors in some

nuclei involved in food intake regulation. The characteristics of stress that CART peptide

potentially mediates should be further studied.
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1. Introduction

CART (cocaine- and amphetamine-regulated transcript) was
discovered as a gene transcript found to be induced by
cocaine or amphetamine (Douglass and Daoud, 1996) and
was linked then to a peptide earlier isolated from the ovine
hypothalamus (Spiess et al., 1981). Subsequently, CART (55-
102) and CART (62-102) peptides were shown to exhibit
equivalent biological activities (Maixnerová et al., 2007;
Thim et al., 1998). Kristensen et al. (1998) demonstrated that
CART expression in the hypothalamus was induced by leptin,
CART peptide shows anorexigenic effects under both fasting
and normal conditions, and can inhibit the orexigenic effect
of neuropeptide Y (NPY).

Even the structure and effects of CART peptides have
already been known for 15 years, the receptor has not yet been
identified. There are only several suggestions of the existence of
a CART peptide receptor: the neuropeptide-like characteristics
of CART peptide, its specific binding to cell membranes and
whole cells (Maletínská et al., 2007), and its effects on intracel-
lular signaling (Rogge et al., 2008). Within the brain, CART
peptides are expressed exclusively in neurons, suggesting that
CART peptides are neuropeptides; therefore, receptors for CART
likely exist (Couceyro et al., 1997). Additionally, the CART pro-
peptide co-localizes with pro-hormone convertases that acti-
vate neuropeptide precursors (Thim et al., 1999).

With respect to CART peptide binding, radiolabeled 125I
CART (61-102) binding to AtT20 pituitary cells has been
reported; however, data on non-specific binding were not
provided (Vicentic et al., 2005). Our laboratory has demonstrated
the specific binding of 125I CART (61-102) with a low non-specific
binding in pheochromocytoma PC12 cells, both in their native
state and after differentiation to a neuronal phenotype
(Maletínská et al., 2007). Specific binding of 125I CART (61-102)
in the nucleus accumbens was reported to be inhibited by the
GTP analog Gpp(NH)p, thus suggesting the involvement of a
G-protein coupled receptor (Jones and Kuhar, 2008).

Several intracellular effects of CART peptides have been
reported. In primary hippocampal cells, CART peptide was
found to reduce depolarization-induced Ca2þ influx through
the inhibition of voltage-gated Ca2þ channels. However, in
PC12 cells, CART peptide did not affect the Ca2þ signal,
although voltage-gated Ca2þ channels are present in PC12
cells (Yermolaieva et al., 2001). Furthermore, CART peptide
was reported to activate mitogen-activated protein kinase 42/
44 (MAPK 42/44, Erk 1/2) in both pituitary AtT20 cells (Lakatos
et al., 2005) and PC12 cells (Lin et al., 2011), and it was
suggested that CART peptide acts through Gi/o type receptors.

This study is based on our previous results on the specific
binding of CART peptide to PC12 cells (Maletínská et al., 2007)
and aims to further characterize the putative CART peptide
receptor by the density of CART peptide binding sites in PC12
cells following differentiation either to a neuronal or a chro-
maffin phenotype, by the acetylcholinesterase activity in
response to CART peptide, and by the potential activation of
several intracellular signaling pathways. Activation of c-Jun was
also followed in vivo after CART peptide intracerebroventricular
(ICV) administration in mouse brain areas involved in food
intake regulation by immunohistochemistry.

2. Results

2.1. Saturation binding to PC12 cells

In native pheochromocytoma PC12 cells and in those differ-
entiated to neuronal and chromaffin phenotypes, saturation
specific binding was measured to compare the binding
affinity of CART peptide and the density of CART peptide
binding sites in the different cell phenotypes.

Similarly as in our previous study (Maletínská et al., 2007),
the saturable, specific binding of 125I-CART (61-102) to native
non-differentiated plated PC12 cells exhibited a Kd of
2.3671.28 nM and a Bmax of 36017592 binding sites/cell.
Non-specific binding comprised approximately 36% of the
total binding. Non-linear regression analysis showed one
binding site (see Table 1, Fig. 1a).

In PC12 cells differentiated by nerve growth factor (NGF) to
the neuronal phenotype (Greene and Tischler, 1976), fully
developed structures of neurons and axons were clearly
visible using a phase contrast microscope (not shown).
The saturation binding of 125I-CART (61-102) to the cells differ-
entiated with NGF gave a Kd of 2.0970.66 nM and a Bmax of
112487930 binding sites/cell. Approximately 14% of the total
binding was non-specific (see Table 1, Fig. 1b). For PC12 cells
differentiated to a neuronal phenotype using PACAP (pitui-
tary adenylate cyclase activating peptide), CART peptide
binding sites exhibited a Kd of 2.0270.22 and a Bmax of
88537386 binding sites/cell (see Table 1, Fig. 1c). Treatment
with a combination of NGF and PACAP also resulted in a
neuronal phenotype with a Kd value and a binding site
density similar to those measured after NGF treatment (not
shown). PC12 cells differentiated to neuronal phenotypes
either with NGF or PACAP had CART peptide binding sites
with a very similar affinity and density.

Dexamethasone (Dex) was used to differentiate PC12 cells
to chromaffin cells which have a shape similar to non-
differentiated cells but a lower cell density (not shown).
As more than 50% of the total 125I-CART (61-102) binding was
non-specific, the Kd could not be determined. The density of
the binding sites was very low (see Table 1, Fig. 1d).

Several days long treatment with CART peptide did not
result in any sign of cell differentiation or proliferation in PC12.

2.2. Acetylcholinesterase activity

Acetylcholinesterase activity in PC12 cells was determined after
24 h of incubation with CART (61-102), using NGF as a positive

Table 1 – Saturation binding in PC12 cells.

PC12 cells Bmax

[binding sites/
cell]

Kd [nM]

Nondiferentiated 36017592 2.3671.28
Diferentiated by NGF 112487930 2.0970.66
Diferentiated by PACAP 88537386 2.0270.22
Diferentiated by
PACAPþNGF

149067679 1.8570.29

Diferentiated by Dex Low Bmax
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control, as well as with PACAP and Dex. Acetylcholinesterase
activity was measured as the increase in thiocholine released
from acetylthiocholine. As expected, acetylcholinesterase activity
in PC12 cells was significantly increased after NGF treatment.

The activity of acetylcholinesterase was not significantly affected
by CART (61-102) or PACAP but was significantly decreased after
treatment with Dex (see Fig. 2).

2.3. Detection of signaling pathways induced by CART
peptide

We were not able to reproduce the CART peptide-induced Erk1/2
phosphorylation reported by Lakatos et al. (2005) in AtT20 cells
and by Lin et al. (2011) in PC12 cells (Fig. 3a). During a five-day
incubation of PC12 cells with CART (61-102), we did not note any
of the effects on cell proliferation or differentiation (not shown)
that usually result from activation of Erk1/2. Similarly we did not
observe activation of CREB (cAMP responsive element binding
protein) after administration of both CART (61-102) or its analog
Nle67 CART (61-102) (Fig. 3b). Therefore, we tested the possible
activation of two other signaling pathways, SAPK/JNK (stress-
activated protein kinase/c-Jun-amino-terminal kinase) and p38,
which are often induced by stress conditions but do not result in
cell proliferation and/or differentiation. The results of these
experiments are shown in Fig. 3c–e.

After application of CART (61-102), c-Jun protein was
significantly increased; this increase was inhibited by treat-
ment with SP600125, a selective inhibitor of JNK phosphor-
ylation. A slight but non-significant increase in c-Jun
phosphorylation was also observed after application of the
CART peptide analog Nle67 CART (61-102); SP600125 inhibited
this effect as well (Fig. 3c).

JNK phosphorylation, which precedes the activation of
c-Jun, was significantly increased both by CART (61-102) and

Fig. 1 – 125I-CART (61-102) saturation binding to: (a) non-differentiated, (b) NGF-differentiated, (c) PACAP-differentiated, and (d)
dexamethasone differentiated PC12 cells. The cells were incubated at 37 1C for 30 min with increasing amount of 125I-CART
(61-102) in the absence (total binding) or presence (nonspecific binding) of 10�5 M CART (61-102). Specific binding was
calculated by subtracting the nonspecific from total binding. Binding curves were plotted using nonlinear regression. The
figure is a representative example of three to six experiments carried out in duplicates.

Fig. 2 – Acetylcholinesterase activity in PC12 cells was
determined after 24 h of incubation with CART (61-102),
using NGF as a positive control, as well as with PACAP and
Dex. Acetylcholinesterase activity was measured as the
increase in thiocholine released from acetylthiocholine.
Statistically significant differences from the control are
indicated (nnnPo0.001).
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Fig. 3 – Characterization of CART (61-102)-induced phosphorylation of: (a) MAPK/Erk1/2, (b) CREB, (d) JNK, (e) p38, and
expression of (c) c-Jun and (f) c-Fos. PC12 cells were grown and treated as described in experimental procedure and were
stimulated with CART (61-102) analogs with or without the kinase inhibitors for 10 or 60 min at 37 1C as indicated.
Subsequently, the cells were lysed, and phosphorylation was determined using immunoblotting. Detection using relevant
total, unphosphorylated antibody or actin was performed to verify the total amount of protein. The data are shown as the
means7S.E.M. of at least three independent experiments performed in duplicate. The phosphorylation level in the control
cells was standardized as 100%. Statistically significant differences from the control are indicated (nPo0.05, nnPo0.01).
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Nle67 CART (61-102); this effect was blocked by SP600125
(Fig. 3d). This demonstrates that CART peptide induced the
activation of the JNK pathway.

A non-significant increase in the phosphorylation of p38
was found following administration of CART (61-102) and its
analog Nle67 CART (61-102). This increase was blocked by the
selective p38 inhibitor SB203580 (Fig. 3e).

Finally, neither CART (61-102) nor Nle67 CART (61-102)
affected c-Fos protein expression in PC12 cells (Fig. 3f) despite
previous reports from in vivo studies in the hypothalamus
(Kristensen et al., 1998; Maletínská et al., 2008).

NGF served as a positive control when evaluating the
increased phosphorylation of JNK, p38 or Erk1/2 or the increase
in c-Fos or c-Jun protein (Fig. 3a–f) because NGF stimulates all of
these pathways in PC12 cells (Eriksson et al., 2007).

2.4. c-Jun immunoreactivity in hypothalamic nuclei and
nucleus tractus solitarii after CART peptide administration

The statistical analysis revealed significant effect of treatment
on c-Jun cell activation in dorsomedial (DMN) (F3,12¼4.9942,
p¼0.017832) nuclei as well as in nucleus tractus solitarii (NTS)
(F3,12¼4.3693, p¼0.026823).

Post hoc test showed that central CART (61-102) peptide
administration increased the number of c-Jun cells in DMN
and NTS compared to saline treated animals (Fig. 4). In DMN
the central effect of CART (61-102) peptide on c-Jun cells
activation was dose dependent (Fig. 4) and CART (61-102)
peptide diffusely influenced cells of ventral, diffuse and
compact part of DMN (Fig. 5A and B). The c-Jun protein
positive cells in NTS were distributed mainly in its

ventromedial part after central application of CART (61-102)
peptide (Fig. 5C and D). No effects of applied CART peptides
on c-Jun cell activation were found in paraventricular nucleus
(PVN), ARC or ventromedial nucleus (VMN) (Fig. 4).

3. Discussion

Over the past 15 years, a variety of biological actions have been
attributed to CART peptides; however, the CART peptide recep-
tor has not been identified. Despite previous reports detecting
the specific binding of 125I-CART (61-102) in AtT20 pituitary cells
(Vicentic et al., 2005), we were unable to reproduce these
results. In 2007, we found CART peptide specific binding sites
in both native pheochromocytoma PC12 cells and those differ-
entiated into a neuronal phenotype (Maletínská et al., 2007).
Therefore, for these studies, we used PC12 cells to further
characterize the CART peptide binding sites.

PC12 cells act similarly to immature neural crest cells that
can be differentiated by NGF or PACAP to neurons or by
glucocorticoids to chromaffin cells (Adler et al., 2006). In this
study, application of CART peptide did not produce detectable
changes in the PC12 cell morphology or cell number induced
by CART peptide itself. However, following differentiation of
PC12 cells to a neuronal phenotype by NGF or PACAP, the
number of CART peptide binding sites was greatly increased.
In contrast, following the differentiation of PC12 cells to
chromaffin cells by Dex, the number of CART peptide binding
sites in PC12 cells was so low that it was impossible to
determine their density. This means that the presence of
CART peptide binding sites is specific to neurons or tumor
chromaffin cells rather than normal chromaffin cells.

In order to strengthen our results, experiments were
performed also with a potent analog Nle67 CART (61-102)
characterized in our previous study (Blechová et al., 2013).

As mentioned previously, CART peptide did not affect PC12
cell morphology and also did not affect acetylcholinesterase
activity. Only the NGF treatment increased acetylcholinesterase
activity in PC12 cells, which means that NGF eliminated the
response to acetylcholine and fully transformed the PC12 cells
such that they exhibit neuron-like behavior.

With respect to CART peptide-induced intracellular signal-
ing, two very different effects on Erk1/2 phosphorylation have
previously been reported. CART peptide was shown to sti-
mulate Erk1/2 phosphorylation in AtT20 pituitary cells by
Lakatos et al. (2005) and by Lin et al., (2011) in PC12 cells.
Moreover, activation of Erk1/2 and CREB in the INS-1 beta cell
line and in isolated rat islets has been reported to be induced
by CART peptide (Sathanoori et al., 2013). On the other hand,
Sen et al. (2008) found that administration of CART peptide
reverses follicle stimulating hormone-induced ERK1/2 and
Akt signaling in granulose cells. We did not observe any
activation of ERK1/2 in PC12 cells by CART peptide as reported
by Lin et al. (2011) or by its analog Nle67 CART (61-102).
Additionally, we did not register any effects of CART peptide
on the differentiation and proliferation of PC12 cells that
usually results from Erk1/2 phosphorylation.

In this study, we demonstrated the stimulation of JNK and
subsequently c-Jun activation based on increase in the
phosphorylation and the total protein, respectively. These

Fig. 4 – The effect of ICV applied saline (SAL), CART (61-102)
peptide (0.1 and 1 lg per mouse) and Nle67 CART (61-102)
peptide (1 lg per mouse) on c-Jun cell activation of brain
nuclei involved in food intake regulation in C57 mice
(n¼5 per group). ARC – arcuate nucleus, PVN – hypothalamic
paraventricular nucleus, VMN – ventromedial hypothalamic
nucleus, DMN – dorsomedial hypothalamic nucleus,
NTS – nucleus of the solitary tract, xpo0.05 vs SAL, #po0.05
vs. CART (61-102) peptide 0.1 lg.
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data were confirmed by blocking these effects with the
specific JNK kinase inhibitor SP600125. These increases were
due to c-Jun induction by JNK rather than by Erk1/2, another
pathway that can activate c-Jun (Leppä et al., 2001). In the
signaling study by Lin et al. (2011), the cells were differen-
tiated by NGF or PACAP; thus, these peptides themselves
could cause Erk1/2 stimulation.

CART peptide and Nle67 CART (61-102) produced a non-
significant increase in p38 phosphorylation that was reversed
by SB203580, the specific inhibitor of p38 phosphorylation.
CART peptide or Nle67 CART (61-102) did not affect the protein
expression of c-Fos, a component of the AP-1 transcription
factor consisting of a dimer of Jun- or Fos- family proteins.

We can conclude that the CART peptide and its analog
Nle67 CART (61-102) in PC12 cells likely activates the JNK
pathway, which is primarily induced by inflammatory cyto-
kines and stress conditions (Chang and Karin, 2001).
Although c-Jun activation has been described to result in
the differentiation of PC12 cells (Leppä et al., 2001), we did not
observe any differentiation following CART peptide. As it has
been shown later that differentiation of PC12 cells requires
the cooperation of c-Jun with c-Fos (Eriksson et al., 2007).
As c-Fos was not stimulated by CART peptide in PC12 cells,
this may explain these results.

It was well demonstrated that anorexigenic effect of ICV
administered CART peptide was associated with Fos neurons
stimulation in PVN, ARC, DMN and NTS (Maletínská et al.,
2008; Vrang et al., 1999b). Because CART peptides were able to
stimulate another transcription factor in in vitro part of our

study, we decided to evaluate in vivo effect of ICV CART
peptide on the c-Jun cell activation in the brain nuclei
involved in food intake regulation mentioned above.

ARC and PVN neurons belong to the major hypothalamic
sources of CART peptides (Vrang et al., 1999a) and sites where
CART peptide regulates food intake in mice (Maletínská et al.,
2008; Yu et al., 2008) but we found no effect of applied CART
peptides on c-Jun cell activation in this brain nuclei. More-
over, although c-Jun is also involved in food intake regulation
through the ARC and PVN (Kim et al., 2005), the high levels of
c-Jun expression observed in ARC already under basal condi-
tions (Herdegen et al., 1995) as well as a multifunction
physiological role of PVN involved also in stress condition
(Imaki et al., 1996) may explain this discrepancy.

It was shown in our previous study that the injection of
CART peptide into the third brain ventricle significantly
attenuated food intake in overnight fasted mice and stimu-
lated Fos neurons in DMN (Maletínská et al., 2008). On the
other hand, the injection of CART peptide directly into DMN
resulted in significantly increased feeding of fasted rats
(Hou et al., 2010). Therefore, the significant effect of CART
peptide on the c-Jun cell activation demonstrated in DMN and
NTS in our in vivo part of the study may indicate more complex
and/or specific regulation ways through the several transcription
factors in these nuclei in processes of food intake regulation.

Recently, the antioxidant properties of CART peptides
have been reported based on CART localization to mitochon-
dria (Mao et al., 2012). A potent neuroprotective action of
CART peptide was demonstrated in a Parkinson disease

Fig. 5 – The effect of ICV applied saline (A and C) and CART (61-102) peptide in dose of 1 lg per mouse (B and D) on c-Jun cell
activation of dorsomedial hypothalamic nucleus (A and B) and nucleus of the solitary tract (C and D) in C57 mice. 3V – 3rd
brain ventricle, DMN – dorsomedial hypothalamic nucleus, AP – area postrema, NTS – nucleus of the solitary tract.
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mouse model (Mao et al., 2013). However, our binding experi-
ments performed with intact cells and isolated cell mem-
branes do not support mitochondrial localization of CART
peptide receptor (Maletínská et al., 2007).

The activation of c-Jun by the action of CART peptide
points to a possible role of CART peptide in managing stress
conditions rather than in cell proliferation or differentiation.
Further studies should address the characteristics of the
stress that CART peptide could potentially mediate.

4. Experimental procedure

4.1. CART peptide analogs and iodination
of CART(61-102)

CART (61-102) was a gift from Novo Nordisk (Novo Nordisk,
Bagsvaerd, Denmark). Nle67 CART (61-102) was synthesized as
described previously (Blechová et al., 2013). CART(61-102) was
iodinated at Tyr62 with Na[125I] (MP Biomedicals, Illkirch,
France) using IODO-GENTM (Pierce, Rockford, IL, USA) and
purified as described previously (Maletínská et al., 2007). The
specific activity of 125I-CART (61-102) was approximately
2000 Ci/mmol.

4.2. Cell culture

The PC12 cell line was obtained from ATCC (Manassas, VA,
USA), grown on a polyethylene imine (PEI)-coated surface and
maintained in exponential growth as described previously
(Maletínská et al., 2007).

The cells were differentiated by supplementation with
NGF (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, 50 ng/ml), PACAP 38
(Polypeptide Laboratories, Strasbourg, France, 0.1 μM), or Dex
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, 2.5 μM ) on fresh media on
days 1, 3, and 5 (Adler et al., 2006). On day 7, cells at a density
of 5�105 cells/well were used in the binding experiment.
The differentiation was determined microscopically, and the
numbers of cells per well were counted before and after the
experiment.

4.3. 125I-CART (61-102) saturation binding to intact
plated cells

Saturation binding experiments were performed according to
Motulsky and Neubig (2002). The cells grown on PEI- coated
24-well plates (Nunc, Roskilde, Denmark) were incubated
with 0.5–5 nM 125I-CART (61-102) in a total volume of 0.25 ml
of binding buffer (20 mM HEPES buffer pH 7.4, 118 mM NaCl,
4.7 mM KCl and 5 mM MgCl2, 5.5 mM glucose, 1 mg/ml BSA,
and 0.1 mg/ml basic pancreatic trypsin inhibitor) for 30 min at
37 1C, as previously optimized (Maletínská et al., 2007). Non-
specific binding was determined using 10�5 M CART (61-102).
After incubation, the cells were washed and then solubilized
in 0.1 N NaOH. Bound radioactivity was determined by
γ-counting (Wizard 1470 Automatic Gamma Counter, Perkin
Elmer, Wellesley, MA, USA). The total binding was 2–5% of the
radioactivity added. Experiments were carried out at least
three times.

4.4. Acetylcholinesterase activity

PC12 cells were grown on PEI-coated 6-well plates (IWAKI,
Lennox Lab Supplies, Dublin, Ireland) at 7�105 cells/well and
incubated 20 h in the serum-free medium and then in either
serum-free medium or supplemented with the addition of
1 μM CART (61-102), 50 ng/ml NGF, 0.1 μM PACAP or 2.5 μM
dexamethasone for 24 h. After washing with cold phosphate-
buffered saline (PBS), the cell pellet was solubilized in 0.5 ml
cold 10 mM Tris, pH 7.2, 1 M NaCl, 50 mM MgCl2, 1% Triton
X-100 and stored at �80 1C (Adler et al., 2006).

The cell lysate (200 ml) was mixed with 200 ml of phosphate
buffer (0.1 M pH 8), 12.5 μl of 0.01 M 5.50-dithiobis-(2-nitroben-
zoic acid) solution (DTNB, in 0.1 M phosphate, 0.02 M NaHCO3,
pH 7) and after 5 min, 2.5 μl of 0.08 M acetylthiocholine iodide in
water was added. A substantially decreased mixture of 200 ml of
the solubilization buffer and 200 ml of phosphate buffer pH 8
was used as a blank. After mixing, the absorbance of each
sample at 412 nm was measured for 5min. The experiments
were performed in duplicates (Schwartz et al., 2007).

4.5. Testing of CART peptide-induced signaling pathways
by immunoblotting

PC12 cells were grown on PEI-coated 24-well plates for 3 days
to a density of 2�105 cells/well (Nunc, Roskilde, Denmark).
Serum-free medium was applied 20 h before the experiment.
The cells were incubated with 1 μM CART (61-102), 1 μM Nle67

CART (61-102), or NGF (50 ng/ml) with or without the kinase
inhibitors SP600125, SB203580 or U0126 (all 10�5 M, Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) for 10 or 60 min at 37 1C.

After incubation, the cells were washed with cold PBS and
lysed in sample buffer (62.5 mM Tris/HCl pH 6.8, 2% SDS,
10% glycerol, 0.01% bromophenol blue, 5% β-mercaptoethanol
with 5 mM sodium orthovanadate and 50 mM NaF) on ice.

For Western blotting, lysates of equal numbers of cells
were subjected to electrophoresis using 4–12% SDS-PAGE gels.
Polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) were used for protein transfer.

The membranes were blocked with 5% non-fat milk
supplemented with 5 mM Na3VO4 and 50 mM NaF and then
incubated with the appropriate primary antibody (c-Jun rabbit
mAb, phospho-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185) rabbit mAb, SAPK/
JNK rabbit mAb, phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) rabbit
mAb, p38 MAPK rabbit mAb, or c-Fos rabbit mAb, all diluted
1:1000, or phospho-p44/42 MAPK [Thr202/Tyr204] mouse
mAb, p44/42 MAPK mouse mAb, or actin rabbit mAB, all
diluted 1:2000) at room temperature for 1 h.

Anti-mouse IgG HRP-linked antibody or anti-rabbit IgG HRP-
linked antibody diluted 1:2000 was applied at room temperature
for 1 h. All antibodies were purchased from Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA. The membrane was developed
with SuperSignal West Femto maximum sensitivity substrate
(Pierce, Rockford, IL, USA) following the manufacturer0s instruc-
tions and detected with a ChemiDoc™ XRSþ System with
Image Lab™ Software (Bio-rad, Hercules, CA, USA).

The relative density of the immunodetected bands was
quantified using Image Lab software version 4.0.1. (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). Band intensities were normalized using
actin as an internal loading control and the ratios of the
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intensity of the band corresponding to phosphorylated pro-
tein to the intensity of the band corresponding to total level
of protein were calculated.

4.6. c-Jun immunohistochemistry

4.6.1. Tissue processing
All experiments followed the ethical guidelines for animal
experiments and Czech Republic Law No. 246/1992 and were
approved by the committee for experiments with laboratory
animals of the Academy of Sciences of the Czech Republic.
Inbred C57BL/mice (Anlab, Prague, Czech Republic) were
housed at a temperature 23 1C under a daily cycle of 12 h
light and dark (light from 6.00 a.m.) with free access to water
and standard chow diet (St-1, Mlýn Kocanda, Jesenice, Czech
Republic). At the age of 12 weeks, mice were implanted with
cannulas into third ventricle (AP 2 mm, V 3 mm) as described
previously (Maletínská et al., 2007). Animals were placed into
separate cages and allowed to recover from the surgery for at
least three days before being used in the experiment.

The c-Jun rabbit antibody was obtained from Cell Signaling
Technology. For c-Jun immunohistochemical processing,
overnight fasted mice (n¼5 mice/group) were ICV treated
with saline, CART (61-102) in dose of 0.1 mg/mouse and 1 mg/
mouse or its analog Nle67 CART (61-102) in dose of 1 mg/mouse
as described previously (Maletínská et al., 2008). Ninety
minutes after ICV injection, the mice were deeply anesthe-
tized with pentobarbital (50 mg/kg, intraperitoneally) and
perfused transcardially with 0.1 M phosphate buffer (PB,
pH 7.4) containing 4% paraformaldehyde. Then the brains
were removed, postfixed in the same fixative overnight at
4 1C, and infiltrated with 20% sucrose in 0.1 M PB for 48 h at
4 1C. The brains were cut into coronal sections of 30 μm
thicknesses at �22 1C in a cryostat CM1950 (Leica Microsys-
tems GmbH, Germany) and the sections were collected as free
floating in cold (4 1C) PB. Location of ICV cannulas in the third
ventricle was verified during sectioning.

4.6.2. Immunohistochemistry
Free floating sections were repeatedly washed in cold PB
followed by preincubation in 3% H2O2 for 40 min at room
temperature. They were incubated with c-Jun Rabbit mAb
(1:400), diluted in 0.1 M PB containing 4% normal goat serum
(Gibco, Grand Island, NY, USA), 0.5% Triton X-100 (Koch-Light
Lab. Ltd., Colnbrook, Berks, England), and 0.1% sodium azide
for 48 h at 4 1C. After several rinses in PB, the sections were
incubated with biotinylated goat–anti-rabbit IgG (1:500, Vec-
torStain Elite ABC, Vector Lab., Burlingame, CA, USA) for
90 min at room temperature. Next PB rinses were followed
by incubation with the avidin–biotin peroxidase complex
(1:250) for 90 min at room temperature. PB washing was
followed by washing in 0.05 M sodium acetate buffer (SAB,
pH 6.0). The c-Jun antigenic sites were visualized with
0.0266% 3.30-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) dis-
solved in SAB containing 0.0006% H2O2 and 2.5% nickel
ammonium sulfate, for 7 min. The metal-intensification of
DAB produced black staining in the labeled nuclei. Finally, the
sections were rinsed in 0.05 M SAB, mounted into 0.1% of
gelatin dissolved in 0.0125 M SAB, air-dried and coverslipped
with Permount (Sigma, St. Louis, MO, USA). Immunostaining

of negative control, which did not show any antiserum
immunolabeling, included substitution of the primary anti-
serum with normal rabbit serum, and sequential elimination
of the primary or secondary antibody from the staining
series.

4.7. Statistical analysis

The data are presented as the means7S.E.M of at least three
independent experiments. The saturation binding curves
were plotted using GraphPad software (San Diego, CA, USA)
comparing the best fits for single-binding site model (Kd and
Bmax values were obtained from nonlinear regression
analysis).

The data from the cell signaling experiments were ana-
lyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Dunnett0s post hoc test using GraphPad software; po0.05 was
considered statistically significant.

The data obtained from immunohistochemical study were
analyzed by one-way ANOVA followed by Tukey0s post hoc test
(Statistica 6.0 software) and presented as means7S.E.M. Po0.05
was considered as a minimum statistically significant differ-
ence. The c-Jun immunoreactive cells were counted separately
in each side of the coronal sections within the NTS (from
Bregma �7.48 mm to Bregma �7.32 mm), PVN (from Bregma
�0.7 mm to �0.94 mm), ARC (from Bregma �1.58 mm to
�1.94mm), VMH and DMN (both from Bregma �1.46 mm to
�1.82mm) according to the mouse brain atlas (Franklin and
Paxinos, 1997). Quantitative assessment for c-Jun immunohis-
tochemistry was performed from the images captured by digital
camera (AxioCam ERc 5s, Carl Zeiss) and Axio Scope.A1 light
microscope (Carl Zeiss) in a computer screen obtained from 2 to
3 brain sections per animal. Representative sections were
captured by the same computerized system by AxioVision 4.7.
(Carl Zeiss) program.
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a  b  s  t  r  a  c  t

The  CART  (cocaine-  and amphetamine-regulated  transcript)  peptide  is  an  anorexigenic  neuropeptide  that
acts  in  the  hypothalamus.  The  receptor  and the  mechanism  of  action  of  this  peptide  are  still unknown.
In  our  previous  study,  we  showed  that  the  CART  peptide  binds  specifically  to  PC12  rat  pheochromo-
cytoma  cells  in both  the  native  and  differentiated  neuronal  phenotypes.  Two  biologically  active  forms,
CART(55–102)  and  CART(61–102),  with  equal  biological  activity,  contain  three  disulfide  bridges.  To  clarify
the importance  of  each  of  these  disulfide  bridges  in  maintaining  the  biological  activity  of  CART(61–102),
an  Ala  scan  at particular  S–S bridges  forming  cysteines  was  performed,  and  analogs  with  only  one  or
two  disulfide  bridges  were  synthesized.  In  this  study,  a stabilized  CART(61–102)  analog  with  norleucine
instead  of  methionine  at position  67  was  also  prepared  and  was  found  to  bind  to  PC12  cells  with  an
anorexigenic  potency  similar  to that  of  CART(61–102).  The  binding  study  revealed  that  out  of  all  analogs
tested,  [Ala68,86]CART(61–102),  which  contains  two  disulfide  bridges  (positions  74–94  and  88–101),  pre-
served  a  high  affinity  to  both  native  PC12  cells  and  those  that had been  differentiated  into  neurons.  In food
intake and  behavioral  tests  with  mice  after  intracerebroventricular  administration,  this  analog  showed
strong and  long-lasting  anorexigenic  potency.  Therefore,  the  disulfide  bridge  between  cysteines  68  and
86  in  CART(61–102)  can be  omitted  without  a loss  of  biological  activity,  but the  preservation  of two  other
disulfide  bridges  and  the  full-length  peptide  are  essential  for biological  activity.

©  2012  Published  by  Elsevier  Inc.

1. Introduction22

CART (cocaine- and amphetamine-regulated transcript) pep-23

tides were described more than fifteen years ago [8] and24

were linked to a previously isolated hypothalamic peptide with25

unknown function [30]. CART is one of the most abundant hypo-26

thalamic transcripts [13], and both CART mRNA and CART peptide27

immunoreactivity were found not only in the hypothalamus but28

also in the anterior pituitary [19,32], adrenal medulla [9],  islets29

of Langerhans [16,35],  and gastrointestinal tract [11]. CART pep-30

tides are involved in feeding and energy expenditure, reward31

and reinforcement, stress, endocrine regulation, and sympathetic32

nerve-regulated activities, and recently, a neuroprotective effect of33

CART peptides has been reported (for reviews, see [3,28,36]).34

CART peptides are evolutionarily conserved across species. The35

CART transcript is alternatively cleaved to a long and short form,36

∗ Corresponding author at: Institute of Organic Chemistry and Biochemistry,
Flemingovo nam. 2, 166 10 Prague 6, Czech Republic. Tel.: +420 220183525;
fax:  +420 220183571.

E-mail address: maletin@uochb.cas.cz (L. Maletínská).

transcribed in two CART propeptides of 102 and 89 amino acids, 37

which are identical in the rat and mouse, that yield two biologically 38

active CART peptides, namely, CART(55–102) and (62–102) [31]. 39

Central administration of the CART peptide decreased feeding in 40

rodents even after starvation and induced Fos expression in brain 41

nuclei involved in feeding behavior (paraventricular nucleus (PVN), 42

brainstem) [34]. The CART peptide also attenuated the orexigenic 43

effect of neuropeptide Y (NPY) [20]. Chronic central infusion of 44

the CART peptide decreased food intake and caused weight loss 45

in obese leptin-receptor-deficient Zucker rats, diet-induced obese 46

rats, and their respective lean controls [21,29]. Despite the effects 47

of the CART peptide on food intake, CART knockout mice had nor- 48

mal  body weight and food intake but were more susceptible to 49

high-fat-diet-induced obesity than wild-type mice [1].  50

In our previous study [24], we  reported the synergistic 51

and long-lasting effect of intracerebroventricularly adminis- 52

tered CART(61–102) peptide and intraperitoneally administered 53

cholecystokinin octapeptide (CCK-8) on food intake and Fos 54

immunoreactivity in the PVN and nucleus tractus solitarius (NTS). 55

The synergistic effect of CART(61–102) and CCK-8 via the CCK-A 56

receptor on the regulation of food intake points to the integrated 57

action of these peptides in the central nervous system [24]. 58

0196-9781/$ – see front matter © 2012 Published by Elsevier Inc.
http://dx.doi.org/10.1016/j.peptides.2012.09.033
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Despite a great deal of effort, no receptors for CART peptides59

have been isolated and cloned to date. However, specific binding60

sites for 125I-CART(61–102) were found in rat adrenal pheochro-61

mocytoma PC12 cells in both the native form and those that62

were differentiated into a neuronal phenotype [25]. These findings63

suggested a possible role for the CART peptide in the sympatho-64

adreno-medullar system, as had been previously suggested [9].65

The identification of cells with specific CART peptide binding66

sites enabled us to look for shorter fragments that maintained the67

biological effect and, ideally, to identify a pharmacophore of CART68

peptides. In our previous study [23], fourteen fragments of the69

CART(61–102) peptide corresponding to structural loops between70

particular disulfide bridges were synthesized and tested for bind-71

ing to PC12 cells in both the native form and those that had been72

differentiated into the neuronal phenotype. Of all the fragments73

tested, none displaced 125I-CART(61–102) binding with a Ki lower74

than 10−5 M,  and none inhibited food intake after its central admin-75

istration to fasted mice. Previously studied fragments CART(62–76)76

[17] and C-terminal [Abu86,94]CART(85–102) [10] were also resyn-77

thesized and tested but did not reveal any biological activity in78

our study either. The results suggested that a compact structure79

of the CART peptide containing disulfide bridges is necessary for80

the preservation of its full biological activity [23].81

The present study provides insight into the structure–activity82

relationship of CART(61–102) analogs. We  hypothesized that CART83

peptide containing one or more disulfide bridges could preserve84

the biological activity of the original molecule. Ala scanning at rel-85

evant pairs of cysteines was used to monitor the significance of86

individual disulfide bridges in CART(61–102) in binding to PC1287

cells, food intake and behavioral activities in mice. A full-length88

[Nle67]CART(61–102) analog and a shortened CART(74–102) repre-89

senting C-terminal core of the molecule with two disulfide bridges90

were synthesized and tested as well.91

2. Materials and methods92

2.1. Synthesis of peptides93

Analogs of CART(61–102) were assembled in a solid-phase94

ABI433A synthesizer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)95

by stepwise coupling of the corresponding Fmoc-amino acids to96

the growing chain on Fmoc-Leu-Wang LL resin (0.25 mmol, sub-97

stitution 0.3 mmol/g for 3 disulfide bridges containing peptides;98

0.1 mmol, substitution 0.21 mmol/g for 2 disulfide bridges con-99

taining peptides; both from Nova Biochem, San Diego, CA, USA).100

HBTU/HOBt in DMF  was used as a coupling reagent. The fully pro-101

tected peptides were synthesized and cleaved from the resins by102

a mixture of TFA/water/TIS/EDT/thioanisol (90:1:1:3:5) for analog103

1 and TFA/TIS/water (95:2.5:2.5) for analogs 2–9. Peptide 9 had104

all cysteines protected by an acetamidomethyl (Acm) group. TFA105

filtrates were evaporated at room temperature by nitrogen. The106

residues were precipitated with tert-butyl-methylether, collected107

by suction, dissolved in acetonitrile/water and lyophilized.108

The structures of synthesized peptides 1–9 are described in109

Table 1.110

2.1.1. Synthesis of analog 1111

Sulfitolysis:  Crude analog 1 in a reduced SH form was dissolved112

and stirred in 25 ml  of buffer (100 mM Tris, 250 mM Na2SO3, 80 mM113

Na2S4O6, 7 M GuaHCl, pH 8.6) for 3 h at room temperature to con-114

vert SH groups to S-sulfonates [18]. Analog 1 was then desalted115

on a Sephadex G10 (column 4 cm × 85 cm)  in 50 mM NH4HCO3 and116

purified using RP-HPLC (Waters 600; column: Waters Symmetry117

300, 19 cm × 150 mm,  5 �m).118

Disulfide bridge combination: Analog 1 (10 mg) was  dissolved 119

in 1.5 ml  of degassed 0.1 M Gly/NaOH buffer, pH 7.7. Dithiothre- 120

itol (DTT) in a minimum volume of a degassed 0.1 M Gly/NaOH 121

buffer, pH 7.7, was  rapidly added to the peptide solution to give 122

an SH:SSO3
− molar ratio of 1.2. The solution was stirred for 15 min 123

in a capped vessel at room temperature. After the reduction of 124

SSO3
− to SH, 3 ml  of aerated 0.1 M Gly/NaOH buffer, pH 7.7, was 125

added, and the resulting solution was  stirred for 48 h in 4 ◦C in an 126

open vessel to permit air oxidation [5].  Glacial acetic acid (3 ml) 127

was added to the mixture to terminate the reaction. The resulting 128

mixture was  applied to a low-pressure column (Sephadex G-50 in 129

1 M acetic acid, 2 cm × 75 cm). Fractions containing analog 1 were 130

purified using RP-HPLC (Waters 600; column: Waters Symmetry 131

300, 19 cm × 150 mm,  5 �m).  The molecular weight of analog 1 was 132

confirmed by mass spectroscopy (LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher 133

Scientific, Waltham, MA,  USA)). 134

2.1.2. Synthesis of analogs 2–8 containing 1–2 disulfide bridges 135

Relevant pairs of cysteines were protected by a Trt group and an 136

Acm group. First, cysteines were cyclized by air oxidation after Trt 137

deprotection (analogs 2–8), and then, the Acm group was  removed, 138

and the cysteines were oxidized by iodine (analogs 2, 6–8). To com- 139

plete the oxidation by iodine, ascorbic acid was used (a modification 140

of a procedure described in [26]). 141

All peptides 1–9 were isolated using a Waters 600 HPLC instru- 142

ment on a reverse phase C18 column (Waters Symmetry 300, 143

19 cm × 150 mm,  5 �m).  Oxidation changes were monitored by 144

analytical HPLC (Waters Alliance, Vydac column, 4.6 cm × 250 mm,  145

5 �m).  The purity and identity of all peptides were determined 146

by analytical HPLC and using a MALDI-TOF/TOF (Bruker Daltonics, 147

Germany)/Q-TOF micro (Waters) MS  technique. 148

The positions of disulfide bridges in the CART peptide analogs 149

were verified using the procedure described in [33]. 150

Peptide CART(61–102) was  a gift from Novo Nordisk (Bagsvaerd, 151

Denmark). 152

2.2. Iodination of CART(61–102) 153

CART(61–102) was  iodinated at Tyr62 with Na125I using IODO- 154

GENTM (Pierce, Rockford, IL, USA)-coated Eppendorf tubes and 155

purified according to a published procedure [12]. The specific activ- 156

ity of 125I-CART(61–102) was  approximately 2000 Ci/mmol. The 157

peptide was stored in aliquots at −20 ◦C and used for binding stud- 158

ies within 1 month. 159

2.3. Cell culture 160

The rat pheochromocytoma cell line PC12 was obtained from 161

ATCC (Manassas, VA, USA). The cells were grown in RPMI 1640 162

medium (Sigma, St. Luis, MO,  USA) supplemented with 10% 163

horse serum, 5% fetal bovine serum, 4.5 g/l glucose, 1 mM sodium 164

pyruvate, 10 mM HEPES, 2 mM l-glutamine, and 1.5 g/l sodium 165

bicarbonate, pH 7.4, and passaged once per week to maintain 166

the cells in the exponential growth phase. For binding stud- 167

ies, the cells were seeded on polyethylene imine-coated 24-well 168

plates (Corning, NY, USA). To reach a density of approximately 169

5 × 105 cells/well, which was  found to be optimal for binding exper- 170

iments, the non-differentiated cells were allowed to grow for 3 171

days. Differentiation was  induced by the addition of nerve growth 172

factor (50 ng/ml) to the fresh medium on days 1, 3, and 5. On  day 173

7, cells at a density of approximately 5 × 105 cells/well were used 174

in the experiment. Differentiation was  checked microscopically, 175

and the number of cells per well was counted before and after the 176

experiment. 177
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Table  1
Structure of CART peptide analogs.

Analogs Structure

CART(61-102 )

61              68            74                          86  88           94              101

KYGQVP MCDAGEQCAVRKGA RIGKLCDCPRG TSCNSFLLKCL

Analog 1

[Nle 67] CA RT(61-102)

61           67  68          74                        86   88          94              101

KYGQVP (Nle)CDAGEQC AVRKGARIGKLCDCPRGTSCNSFL LKCL

Analog 2

[Cys(Acm) 86] CA RT(74-102 )

74 86        88            94             101

CAVRKGARIGKLC(Acm)DCPRGTSCNSFLLKCL

Analog 3

[Ala 74, 94, Cys(Acm) 68, 86] 

CART(61-102)

61              68            74  86        88           94              101

KYGQVP MCDAGEQAAVRKGARIGKLCDC(Acm)PRGTSANSFL LKC(A cm)L

Analog 4

[Ala 68, 86, Cys(Acm) 74, 94] 

CART(61-102)

61                68        74                     86  88          94             101

KYGQVP MADAGEQC(Acm)AVRK GARIGKLA DCPRGTSC(Acm)NSFL LKCL

Analog 5

[Ala 88,10 1, Cys(Acm) 68, 86] 

CART(61-102)

61             68                  74   86     88             94           10 1

KYGQVP MC(Acm)DAGEQCAVRKGA RIGKLC(Acm)DAP RGTSCNSFLLK AL

Analog 6

[Ala 74, 94] CA RT(61-102)

61               68           74      86   88         94               101

KYGQVP MCDAGEQAAVRKGARIGKLCDCPRGTSA NSFL LKCL

Analog 7

[Ala 68, 86] CA RT(61-102)

61              68       74                         86   88           94              101

KYGQVP MADAGEQCAVRKGA RIGKLA DCPRGTSCNSFLLKCL

Analog 8

[Ala 88, 10 1] CA RT(61-102 )

61               68           74                          86   88          94             101

KYGQVP MCDAGEQCAVRKGA RIGKLCDAP RGTSCNSFLLKA L

Analog 9

[Cys(Acm) 68, 74, 86, 88 , 94, 10 1] 

CART(61-102)

61  68                  74                                    86        88            94           10 1

KYGQVP MC(Acm)DAGEQC(Acm)AVRK GARIGKLC(Acm)DC(Acm )PRG TSC(Acm)NSFLLK C(Acm)L

Nle, norleucine; Acm, acetamidomethyl.

2.4. Binding to intact plated cells178

Competition binding experiments were performed according to179

Motulsky and Neubig [27].180

Plated cells were incubated with 10−10 M 125I-CART(61–102)181

and 10−11 to 10−3 M non-radioactive CART peptides in a total182

volume of 0.25 ml  of binding buffer (20 mM HEPES buffer, pH183

7.4, 118 mM NaCl, 4.7 mM KCl and 5 mM MgCl2, 5.5 mM glucose,184

1 mg/ml  BSA, and 0.1 mg/ml  basic pancreatic trypsin inhibitor) for185

30 min  at 37 ◦C as previously described [25]. Non-specific binding186

was determined using 10−6 M CART(61–102).187

After incubation, the cells were washed with washing buffer188

(10 mM HEPES buffer, pH 7.4, 118 mM NaCl, 4.7 mM KCl and189

5 mM MgCl2) and then solubilized in 0.1 N NaOH. Bound radioac-190

tivity was determined by �-counting (Wizard 1470 Automatic191

Gamma  Counter, Perkin Elmer, Wellesley, MA,  USA). The total192

binding amounted to 3–8% of the radioactivity added, and the non-193

specific binding was less than 15% of the total binding. Experiments194

were carried out in duplicate at least three times. All compounds195

tested were dissolved in water and stored frozen in aliquots until196

use.197

2.5. Experimental animals 198

All experiments followed the ethical guidelines for animal 199

experiments and Czech Republic Law No. 246/1992 and were 200

approved by the committee for experiments with laboratory ani- 201

mals of the Academy of Sciences of the Czech Republic. 202

Inbred C57BL/6 male mice (AnLab, Prague, Czech Republic) were 203

housed at a temperature of 23 ◦C under a daily cycle of 12 h of 204

light and dark (light from 6:00 a.m.) with free access to water 205

and a standard chow diet that contained 25%, 9% and 66% calories 206

from protein, fat and carbohydrate, respectively. The energy con- 207

tent of the diet was 3.4 kcal/g (St-1, Mlýn Kocanda, Jesenice, Czech 208

Republic). 209

2.6. Food intake experiments 210

At the age of 12 weeks, mice were implanted with cannulas into 211

the third ventricle (AP 2 mm,  V 3 mm)  as described previously [25]. 212

Animals were placed into separate cages and allowed to recover 213

from surgery for at least three days before being used in the exper- 214

iment. 215
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On the day of the experiment at 8:00 a.m., mice that had fasted216

for 17 h were injected intracerebroventricularly (ICV) with 5 �l of217

either saline or CART(61–102) or CART peptide analogs at a dose of218

0.1–4 nmol/mouse (dissolved in saline) (n = 6–12).219

Fifteen minutes after the ICV injection, the mice were given220

weighed food pellets. Food consumption was determined every221

30 min  for 5 h. Animals had free access to water during the exper-222

iment. The results are expressed in grams of food consumed.223

The placement of the cannula was verified histologically after the224

experiment.225

2.7. Behavioral studies226

2.7.1. Open-field locomotor activity227

Locomotor activity was measured using the VideoMot system228

(TSE Systems, Bad Homburg, Germany). Fed mice were placed229

individually in an open field (0.5 × 0.5 m),  and their locomotor230

activity, i.e., total distance traveled, was measured for 10 min.231

Testing started 15 min  after the ICV administration of saline,232

CART(61–102) (0.2 nmol/mouse) or CART peptide analog 1 (0.1 and233

0.2 nmol/mouse) or analog 7 (0.2 and 1 nmol/mouse) (n = 6).234

2.7.2. Hot-plate analgesic test235

Immediately following the locomotor activity test, analgesia236

was measured with a hot-plate analgesia meter (TSE Systems, Bad237

Homburg, Germany) set at 53 ◦C. Latency of front paw licking and238

latency of jumping were measured. The end-point of the test was239

the jump, after which the animals were immediately removed from240

the plate.241

2.8. Analysis of binding data and statistics242

Data are presented as the means ± S.E.M. Competitive bind-243

ing curves were plotted using Graph-Pad Software (San Diego,244

CA, USA) using the best fit for single-binding-site models (IC50245

values were obtained from a non-linear regression analysis). Inhi-246

bition constants (Ki) were calculated from the IC50 using the247

Cheng–Prusoff equation [6].  The Kd from saturation experiments248

was 0.48 nM for non-differentiated cells and 1.90 nM for differen-249

tiated cells, as described previously [25].250

Food intake and behavioral data were analyzed using a one-251

way ANOVA (analysis of variance) followed by Dunnett’s post hoc252

test using Graph-Pad Software; P < 0.05 was considered statistically253

significant.254

3. Results255

3.1. Synthesis of CART peptide analogs256

The structures of CART(61–102) and its analogs used in this257

study are given in Table 1.258

The linear sequences of the peptides were assembled on solid259

support using common protocols for peptide synthesis, and disul-260

fide bonds were closed as described in Section 2. The purity of all261

peptides was higher than 90%.262

Analog 1 was full-length CART(61–102) with the methionine at263

position 67 replaced by the more stable norleucine to avoid the264

previously described oxidation of Met  [23].265

The correct arrangement of disulfide bridges in Analog 1266

was achieved by the reduction of the S-sulfonated derivative of267

[Nle67]CART(61–102) at pH 7.7 in the presence of a nearly stoi-268

chiometric amount of dithiothreitol and by subsequent slow air269

oxidation of the free sulfhydryl groups. This procedure profits from270

the natural folding of the CART molecule and the spontaneous for-271

mation of the correct disulfide bridges. The yield of the product272

Table 2
Displacement of 125I-CART(61–102) binding by CART peptide analogs on PC12 cells.

Analog Non-differentiated cellsKi [M]  Differentiated cellsKi [M]

CART(61–102) (7.78 ± 3.38) × 10−9 (4.73 ± 1.73) × 10−9

Analog 1 (3.98 ± 2.10) × 10−9 (3.61 ± 0.705) × 10−9

Analog 2 >10−4 >10−4

Analog 3 �10−4 �10−4

Analog 4 �10−4 �10−4

Analog 5 �10−4 �10−4

Analog 6 (2.43 ± 3.37) × 10−5 (1.34 ± 0.698) × 10−5

Analog 7 (3.95 ± 1.77) × 10−8 (1.85 ± 0.0328) × 10−8

Analog 8 (3.37 ± 1.95) × 10−6 (4.24 ± 1.60) × 10−6

Analog 9 �10−4 �10−4

Mean ± S.E.M. of at least three separate experiments.
Ki was  calculated using Cheng–Prusoff equation (concentration of the radioligand
was 0.1 nM and Kd taken from saturation experiments was 0.48 nM for non-
differentiated cells and 1.90 nM for differentiated cells [25].

was approximately 14%. The resulting product was  analyzed by 273

RP-HPLC and identified by mass spectroscopy. 274

Analog 2 was  a shorter analog of CART(61–102), namely, 275

CART(74–102), which contains two  disulfide bridges and has the 276

odd Cys86 stably protected with Acm. 277

CART(61–102) full-length analogs 3–8 were the result of the Ala 278

scan of the cysteine pairs 68–86, 74–94, and 88–101 that form disul- 279

fide bridges. Analogs 3–5 contained one disulfide bridge (one pair of 280

cysteines replaced by alanines and one pair of cysteines protected 281

by Acm), and analogs 6–8 had two  disulfide bridges (one pair of 282

cysteines replaced by alanines). 283

Analog 9 was  a linear CART(61–102) with all six cysteines pro- 284

tected by Acm. 285

3.2. Competitive binding of CART(61–102) analogs to PC12 cells 286

The Kd of CART(61–102) binding in non-differentiated and NGF- 287

differentiated PC12 cells was  previously determined to be in the 288

low nanomolar range [25]. 289

The Ki resulting from the displacement of 125I-CART(61–102) 290

by CART(61–102) and its synthetic analogs 1–9 are summarized in 291

Table 2. CART(61–102) and analog 1 had Ki values in the nanomo- 292

lar range, analog 6 in the 10−5 M range, analog 7 in the 10−8 M 293

range and analog 8 in the 10−6 M range (see Table 2). The remaining 294

analogs tested did not displace 125I-CART(61–102) binding even at 295

a concentration of 10−4 M (Table 2). The Ki values for the binding of 296

particular ligands to native and NGF-differentiated PC12 cells were 297

comparable in this study. 298

3.3. Food intake experiments 299

The time course of food intake after the ICV administration of 300

CART(61–102) and CART analogs 1 and 7 (the analogs with the 301

highest affinity to PC12 binding sites) and analog 2 in fasted mice 302

is shown in Fig. 1. The decrease in food intake after administra- 303

tion of the natural peptide CART(61–102) corresponded with our 304

previously published values [25]. Analog 1 showed a strong and 305

long-lasting anorexigenic effect (Fig. 1b), which was more signifi- 306

cant than that of CART(61–102) at a dose of 0.2 nmol/mouse after 307

75 min  (Fig. 1a). Analog 7 also very significantly decreased food 308

intake (Fig. 1c); however, higher doses (0.2 and 1 nmol/mouse) of 309

analog 7 were chosen because of one order of magnitude lower 310

binding affinity compared to CART(61–102) (Table 2). Shortened 311

analog 2 did not show any significant effect even at a dose of 4 nmol 312

(Fig. 1c). 313
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Fig. 1. The effect of CART(61–102) and selected analogs on the food intake of fasted
mice. CART(61–102) was administered ICV at 0.2 nmol/mouse, analog 1 at 0.1 and
0.2  nmol/mouse, 7 at 0.2 and 1 nmol/mouse and 2 at 4 nmol/mouse. A/food intake
45  and 75 min  after injection and B/and C/cumulative food intake 300 min  after
injection was measured. Data are expressed in grams of food consumed per mouse.
Significance is noted for *P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001 versus the respective
saline-treated group (n = 6–12).

3.4. Behavioral effects314

The aim of the behavioral tests was to determine whether315

analogs 1 and 7 that exhibited biological activity similar to316

CART(61–102) in the binding test and food intake test would317

therefore also exhibit behavioral effects similar to CART(61–102).318

The open-field locomotor activity of fed lean mice after ICV319

administration of CART(61–102) and analogs 1 and 7 was  mea- 320

sured for 10 min. The results clearly showed that CART(61–102) 321

and analog 1 at a dose of 0.2 nmol/dose and analog 7 at dose 322

of 1 nmol/mouse significantly attenuated the distance traveled in 323

the open field compared to the effect of the saline-treated group 324

(Fig. 2a). 325

The analgesic test on the hot plate showed a significant latency 326

of paw licking and jumping latency after injection of the above- 327

mentioned compounds compared to the saline treated group 328

(Fig. 2b and c). 329

4. Discussion 330

Obesity is a major public health problem associated with mor- 331

bidity and mortality that continues to increase worldwide. Obesity 332

increases the risk for a number of medical conditions, including 333

type II diabetes mellitus, hypertension, coronary heart disease, 334

osteoarthritis, respiratory problems and cancer, and appropri- 335

ate treatment is not currently available [15]. Recently discovered 336

anorexigenic neuropeptides involved in food intake regulation, 337

such as CART peptides, represent new possibilities in the devel- 338

opment of future anti-obesity agents. Therefore, potent analogs of 339

CART peptides that centrally attenuate feeding and obesity would 340

be very useful. 341

Based on our discovery of the specific binding of 125I- 342

CART(61–102) to the rat adrenal pheochromocytoma cell line PC12 343

[25] and our study of shorter fragments of CART(61–102) cor- 344

responding to the structural loops between cysteines [23], we  345

extended our search for the minimal biologically active structure of 346

CART peptides. Despite the fact that the CART peptide receptor has 347

not yet been identified, the strong and specific binding of CART pep- 348

tides to PC12 cells [25] is a powerful tool that enables us to test CART 349

peptide analogs. Recently, the specific binding of the CART pep- 350

tide to PC12 cells was  confirmed by others [22], and MAPK/ERK1/2 351

(mitogen-activated protein kinase/extracellular-regulated kinase) 352

signaling was  suggested to be an effect of CART(55–102). 353

In the present study, analog 1, which replaces the methio- 354

nine at position 67 with norleucine, was synthesized. Analog 1, 355

[Nle67]CART(61–102), was  prepared using the strategy of reduc- 356

tion of the S-sulfonated derivative followed by a subsequent slow 357

air oxidation of free sulfhydryl groups. S-sulfonated derivatization 358

prepared by the oxidative sulfitolysis of cysteine has been used in 359

the synthesis of insulin and insulin analogs [5],  proinsulin [4] and 360

ribonuclease A [14]. This procedure benefitted from the sponta- 361

neous folding of the molecule with the correct arrangement of the 362

disulfide bridges. We  used a similar approach to that used for the 363

preparation of insulin [5] with the only change being that pH 7.7 364

was used instead of pH 10.6 to accommodate the basic isoelectric 365

point of the CART derivative (8.9). The yield was satisfactory (14%) 366

considering the necessity of forming three disulfide bridges. 367

Analog 1 showed high binding affinity both to native PC12 cells 368

and those that had been differentiated to neurons. Ki values were 369

in the 10−9 M range, similar to those of CART(61–102), which was 370

used as a standard compound. We  suggest that analog 1, with Nle67
371

instead of Met, is more stable because Met  oxidation [23] is avoided. 372

To clarify the importance of each of the three disulfide bridges in 373

the CART(61–102) molecule to its biological activity, an Ala scan at 374

the particular cysteines forming disulfide bridges was performed, 375

and analogs with only one or two  disulfide bridges were synthe- 376

sized. Analogs 3, 4 and 5 contained one disulfide bridge (in positions 377

68–86, 88–101 and 74–94, respectively) and did not bind to either 378

the native or NGF-differentiated PC12 cells in the range of concen- 379

trations tested. 380

In contrast, analogs containing two  different disulfide bridges, 381

analog 6 (S–S bridges 68–86, 88–101), analog 7 (S–S bridges 74–94 382
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Fig. 2. The behavioral activity of fed mice after the ICV administration of saline,
CART(61–102) (0.2 nmol/mouse) or analog 1 at 0.1 and 0.2 nmol/mouse and 7 at 0.2
and 1 nmol/mouse. A/open-field test (total distance traveled in 10 min), B/hot-plate
test: paw-licking latency, C/hot-plate test: latency to jump. Significance is noted
for  *P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001 versus the respective saline-treated group
(n  = 6).

and 94–101) and analog 8 (S–S bridges 68–86 and 74–94), showed 383

detectable specific binding to PC12 cells, although with different 384

affinities. Whereas analogs 6 and 8 lost a large portion of their abil- 385

ity to displace 125I-CART(61–102) binding, resulting in Ki values in 386

the 10−5 and 10−6 M range, respectively, analog 7 preserved most of 387

the binding potency of the original CART(61–102) molecule. Thus, 388

a disulfide bridge in positions 68–86 does not seem to be essential 389

for binding to PC12 cells. However, analog 2, containing identical 390

disulfide bridges to analog 7 but lacking the N-terminal residues 391

61–73, exhibited a Ki higher than 10−4 M.  This finding indicates the 392

importance of the N-terminal region of CART(61–102) for binding 393

PC12 cells. 394

The fundamental importance of disulfide bridges in CART pep- 395

tides was also confirmed by a binding experiment with the linear 396

CART(61–102) analog 9. This peptide did not show any binding 397

affinity in the range of concentrations measured. The lack of biolog- 398

ical activity of unfolded CART(55–102) was suggested previously 399

[7]. 400

The analogs with the highest binding potency to PC12 cells, 401

i.e., analogs 1 and 7, were submitted to further in vivo tests. First, 402

we tested the ability of both analogs to influence food intake 403

in mice fasted overnight after ICV administration. The doses for 404

CART(61–102), used as a standard compound that significantly 405

decreases food intake, were chosen based on previous publica- 406

tions [2,24,25,33]. At the time of maximal effect, i.e., 45 and 75 min 407

after administration, analog 1 (dose 0.2 nmol/mouse) and analog 7 408

(1 nmol/mouse) highly significantly (P < 0.001) lowered food intake 409

compared to the saline-treated group. A higher dose of analog 7 410

was used because its binding affinity was  one order of magnitude 411

weaker than CART(61–102). Analog 2, a fragment of analog 7, did 412

not decrease food intake at doses up to 4 nmol/mouse. The anorex- 413

igenic effect of a dose of 0.2 nmol/mouse of analog 1 at 75 min was 414

even more significant than that of CART(61–102), and the effect 415

lasted more than 5 h. 416

To extend our in vivo study and to support the feeding test with 417

additional data, behavioral tests with mice after ICV administration 418

were performed. It was  previously described that CART(61–102) 419

and/or CART(55–102) influenced behavior in the open field test 420

[17,24] and caused analgesia [2].  In the present study, a signifi- 421

cant decrease of locomotor activity in the open-field test after the 422

administration of analogs 1 and 7 was observed, which is a typ- 423

ical satiety behavior. In addition, a significant but mild analgesic 424

effect in the hot-plate test (significant latency in jumping after 425

administration of analog 1 and latency both in licking and jumping 426

after administration of CART(61–102) and analog 7) was moni- 427

tored. Evaluation of analgesic effect using latency to jump showed 428

to be more precise compared to paw licking and led to more accu- 429

rate results. However, analgesic effect was weaker compared to the 430

anorexigenic effect and CART(61–102) and analogs 1 and 7 differed 431

slightly in the analgesic potency, similarly as described previously 432

by Bannon et al. [2] for CART(61–102) and CART(55–102). 433

Both analogs thus showed similar potency compared to natu- 434

ral CART(61–102) but with prolonged effects. Analog 7, containing 435

only two disulfide bridges, is easier to synthesize than the original 436

peptide with three bridges and may  serve as the basic analog for 437

future structure activity studies. This is the first analog described 438

with a less complicated structure and the full spectrum of activity 439

of the original molecule. 440

In conclusion, CART(61–102) analogs were synthesized, and 441

their biological activities were tested. The full-length analog 442

[Nle67]CART(61–102) with three disulfide bridges was  synthe- 443

sized using sulfitolysis and showed high binding and anorexigenic 444

potency with a prolonged effect. Of the analogs containing two  445

instead of three disulfide bridges, only the analog lacking a disul- 446

fide bridge at position 68–86 preserved the affinity for PC12 cells 447

and showed a strong anorexigenic effect. This analog thus has the 448
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potential to be used to construct derivatives for identifying the449

CART receptor and further elucidation of the physiological role of450

the CART peptides.451
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INTRODUCTION

Obesity is nowadays a widely spread disease in both developed
and developing countries, reaching epidemic proportions and is
considered one of the biggest health problems by the WHO (1).
Obesity affects both adults and children and is related to type 2
diabetes, cardiovascular and other serious diseases (2, 3).

Food intake is regulated by peripheral signals relayed to the
brain regions involved in the regulation of energy balance.
Centrally produced and acting anorexigenic neuropeptides can
significantly decrease food intake after central, but not
peripheral administration because only few of them are able to
cross the blood-brain barrier (BBB).

The anorexigenic neuropeptide prolactin-releasing peptide
(PrRP) was discovered as an endogenous ligand of an orphan G-
protein-coupled receptor GPR10 (4, 5). It was originally
considered a prolactin-releasing factor (4). Currently, it is known
that its prolactin-releasing effect is negligible compared to
thyrotropin-releasing hormone (TRH) (6). Lawrence et al.
proposed PrRP as a regulator of energy balance (7), due to its
mRNA expression in brain nuclei involved in regulation of food
intake (8, 9). Central injection of PrRP results in increased
energy expenditure and core body temperature, effects additive
to those of leptin (10). Dodd et al. suggested PrRP as a mediator
of thermogenic actions of leptin in dorsomedial hypothalamus

and satiating actions of cholecystokinin (11). Moreover, the
PrRP receptor was detected primarily in anterior pituitary,
thalamus, hypothalamus and nucleus tractus solitarius, which are
areas associated with the regulation of energy balance (8, 12,
13). After intracerebroventricular (icv.) administration of PrRP,
food intake and body weight were both reduced in rats and mice
(7, 14). Moreover, mice deficient in either PrRP or PrRP receptor
became hyperphagic and obese in adulthood (15, 16).

PrRP belongs to the RF-amide peptide family with the C-
terminal sequence Arg-Phe-NH2 that is necessary for its
biological activity (12). PrRP binds specifically not only to the
GPR10 receptor but it has also high affinity for the neuropeptide
FF2 receptor (NPFF2) (17). The other member of RF-amide
peptide family and endogenous ligand of NPFF2 is neuropeptide
FF (NPFF),which is also implicated in the negative regulation of
food intake (18). In our previous study, we showed binding
affinity for PrRP to the rodent tumor pituitary cell lines AtT20,
GH3 and RC-4B/C, which endogenously express both PrRP and
NPFF2 receptors (19).

Based on our previous studies (19, 20), we designed
lipidized analogs with C-terminus modifications and examined
the affinity of these analogs in vitro in RC-4B/C cells and CHO-
K1 cells that overexpress human GPR10 or NPFF2. We also
examined in vivo activity of the analogs on acute food intake in
fasted mice. We hypothesized that lipidization would stabilize
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Prolactin-releasing peptide (PrRP) is an anorexigenic neuropeptide expressed in the brain where it regulates food intake
and energy expenditure. The C-terminal Arg-Phe-NH2 of PrRP is crucial for its biological activity. In our previous study,
we showed that PrRP analogs myristoylated or palmitoylated at the N-terminus seem to cross the blood-brain barrier and
lower food intake following peripheral administration. In this study, myristoylated and palmitoylated PrRP31 analogs
with a modified C-terminal Phe were designed and tested. Lipidized analogs containing Phe31 replaced by aromatic non-
coded amino acids or tyrosine revealed high binding affinity to rat pituitary RC-4B/C cells with endogenous PrRP and
neuropeptide FF 2 receptors and to CHO-K1 cells overexpressing either PrRP or neuropeptide FF 2 receptors. The
analogs also showed strong agonistic properties at the GPR10 receptor using the beta-lactamase reporter gene assay.
Moreover, lipidized PrRP analogs, especially those that were palmitoylated, demonstrated strong and long-lasting
anorexigenic effects in fasted mice after subcutaneous administration. The most efficient PrRP31 analogs with PheCl2

31,
either palmitoylated or myristoylated at the N-terminus, are promising candidates for the study of food disorders,
possibly for anti-obesity treatment. Despite the therapeutic potential in targeting central GPR10, the endogenous ligand
PrRP cannot cross the blood-brain barrier. Understanding biological activity and transport of novel structural analogs of
PrRP with a potential central anorexigenic effect is of key therapeutic significance.
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PrRP and enable to accomplish its central anorexigenic effect
after peripheral administration. The aim of the study was to
identify the most potent lipidized PrRP analogs with a modified
C-terminal phenylalanine.

MATERIAL AND METHODS

Peptide synthesis and iodination

Human PrRP31 (SRTHRHSMEIRTPDINPAWYASR-
GIRPVGRF-NH2), rat PrRP31, rat PrRP31 analogs (for
structures see Table 1) and the stable analog of NPFF, 1DMe (D-
YL(N-Me)FQPQRF-NH2) were synthesized and purified as
described previously (21). Lipidization of PrRP analogs was
performed as shown in (22) on fully protected peptide on resin
as a final step. The purity and identity of all peptides were
determined by analytical HPLC and by using a Q-TOF micro
MS technique (Waters, Milford, MA, USA).

Rat or human PrRP31 and 1DMe were iodinated at Tyr20 and
D-Tyr1, respectively, with Na125I (Izotop, Budapest, Hungary)
using IODO-GENTM (Pierce, Rockford, IL, USA) according to
the manufacturer’s instructions. Peptides were purified as
described previously (22). The specific activity of all 125I-labeled
peptides was approximately 2000Ci/mmol. The radiolabeled
peptides were kept in aliquots at –20°C and used for binding
studies within 1 month.

Cell lines and binding to intact plated cells and cell
membranes

The RC-4B/C cell line was obtained from ATCC (Manassas,
VA, USA) and grown as described previously (23). CHO-K1
cells, with GPR10 containing a beta-lactamase reporter gene
under the control of a NFAT response element, were obtained
from Life Technologies (GeneBLAzer® GPR10-NFAT-bla
CHO-K1 cells, K1732, Thermo Fisher Scientific Inc. Brand,
Waltham, MA, USA). Cells were grown in DMEM, pH 7.4,
supplemented with 10% dialyzed fetal bovine serum (FBS) from
Life Technologies. For growing medium, non-essential amino
acids (NEAA), HEPES, L-glutamine, streptomycin/penicillin,
and the selective antibiotics geneticin and zeocin were added to
DMEM according to manufacturer’s instructions. DMEM and
L-glutamine were from Biosera (Kansas City, MO, USA) and
the remaining reagents were from Life Technologies. All cells
were maintained at 37°C in a humidified atmosphere containing
95% air/5% CO2. Medium was changed every 2-3 days and cells
were subcultured as required.

Saturation and competitive binding experiments were
performed according to Motulsky and Neubig (24). RC-4B/C or
CHO-K1 cells were grown in polylysine- or polyethylenimine-
coated 24-well plates (Nunc, Roskilde, Denmark). The
competitive binding experiments on RC-4B/C cells and CHO-
K1 cells with overexpressed GPR10 were performed as
described in (20).

Binding assays on membranes of CHO-K1 cells with
overexpressed human NPFF2 receptor (Perkin Elmer,
Massachusetts, USA) were performed according to the
manufacturer’s instructions. A stable analog of NPFF, 1DMe,
was used as the standard ligand (25).

Bound radioactivity was determined by γ-counting (Wizard
1470 Automatic Gamma Counter, Perkin Elmer, MA, USA). The
total binding was 2-5% of the radioactivity added. Non-specific
binding in competitive binding experiments amounted to less
than 15% of the total binding. Experiments were carried out in
duplicates at least three times.

Beta-lactamase-dependent FRET assay

CHO-K1 cells overexpressing GPR10 were plated at 40000
cells/well in 128 µl assay medium (DMEM, containing 10%
dialyzed FBS, 0.1mM NEAA, 25mM HEPES, 1%
penicillin/streptomycin, 2 mM L-glutamine) in a 96-well plate and
were incubated 20 h at 37°C/5% CO2. The assay was performed
according the manufacturer’s protocol (GeneBLAzer® GPCR
Cell-based assays, K1732, Thermo Fisher Scientific Inc. Brand,
Waltham, MA, USA). The fluorescent plate reader Tecan Infinite
M1000 (Tecan Group Ltd., Mannedorf, Switzerland) was operated
with 405 nm excitation and 460 nm or 530 nm emissions via
bottom read.

Acute food intake in mice

All animal experiments followed the ethical guidelines for
animal experiments and the Act of the Czech Republic Nr.
246/1992 and were approved by the Committee for Experiments
with Laboratory Animals of the ASCR.

Male C57BL/6 mice from Charles Rivers Laboratories
(Sulzfeld, Germany) used for all experiments, were housed at a
temperature of 23°C and a daily cycle of 12 h light and dark
(light on at 6:00 a.m.). The mice were given ad libitum water and
standard chow diet (St-1, Mlýn Kocanda, Jesenice, Czech
Republic) and housed until three months of age. On the day of
the food intake experiment at 8:00 a.m., overnight (17 h) fasted
mice were subcutaneously (SC) injected with 200 µl of saline or
PrRP analogs at doses of 5mg/kg (all dissolved in saline, n = 5 –
6). Fifteen minutes after injection, the mice were given weighed
food pellets. The pellets were weighed every 30 min for at least
6 hours. The animals had free access to water during the
experiment. The results were expressed in grams of food
consumed.

Analysis of binding data and statistics

Data are presented as the means ± S.E.M. The competitive
binding curves were plotted using GraphPad software (San
Diego, CA, USA) and compared the best fit for single-binding-
site models (IC50 values were obtained from nonlinear regression
analysis). Inhibition constants (Ki) were calculated from the IC50

values using the Cheng-Prusoff equation (26). Concentration of
the radioligand was 0.1 nM for RC-4B/C cells and cell
membranes of CHO-K1 with overexpressed NPFF2 and 0.03
nM for CHO-K1 overexpressing GPR10. The Kd calculated from
saturation experiments was 4.21 ± 0.66nM for RC-4B/C, 1.06 ±
0.36 nM for CHO-K1 with the GPR10 and 0.72 ± 0.12 nM for
membranes with NPFF2 (20).

The results from the beta-lactamase assay were analyzed by
nonlinear regression by log agonist versus response using
GraphPad software. EC50 was calculated as the concentration of
the peptide that yielded 50% of the maximal effect.

Data from food intake experiments were analyzed by one-
way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s post
hoc test using GraphPad Software; P < 0.05 was considered
statistically significant.

RESULTS

Peptide synthesis and iodination

Structures of PrRP31 and its analogs used in this study are
shown in Table 1. All peptide sequences were assembled on solid
phase support. The purity of peptides was higher than 95%.
Lipidized analogs of PrRP31 were prepared by the attachment of
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Analog 
No Sequence 

rat PrRP31 S RAHQHS M ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH2 
Nle-PrRP31 S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH2 
myr-PrRP31 (N-myr)S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH2 
palm-PrRP31 (N-palm)S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH2 
1 S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGR 1-Nal-NH2 
2 (N-myr)S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGR 1-Nal-NH2 
3 (N-palm)S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGR 1-Nal-NH2 
4 S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGR PheCl2-NH2 

5 (N-myr)S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGR PheCl2-NH2 
6 (N-palm)S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGR PheCl2-NH2 
7 S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGR PheNO2-NH2 
8 (N-myr)S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGR PheNO2-NH2 
9 (N-palm)S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGR PheNO2-NH2 
10 S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGR PheF5-NH2 
11 (N-palm)S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGR PheF5-NH2 
12 S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGR Tyr-NH2 

13 (N-palm)S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGR Tyr-NH2

Nle, norleucine; 1-Nal, naphtylalanine; PheCl2, dichlorophenylalanine; PheNO2, nitrophenylalanine; PheF5, pentafluoro-
phenylalanine; Palm, palmitoyl; myr, myristoyl.

Table 1. Structure of rat PrRP31 and its analogs.

Analog 
No 

125I-rat 
PrRP31 
binding to 
RC-4B/C % binding 

rat 
PrRP31 

125I-human 
PrRP31 
binding to 
human 
GPR10 

% 
binding 
rat 
PrRP31 

125I-1DMe 
binding to 
human 
NPFF2 % binding 

rat 
PrRP31 

Activation of 
bla reporter 
gene in 
GPR10 
overexpressi
ng cells 

Food intake 
in fasted 
mice 
(5 mg/kg sc) 

Ki (nM) Ki (nM) Ki (nM) EC50 (pM) 

% saline-
treated 
group 
(45 min) 

saline        100±9.3 
rat PrRP31 2.39±0.11 100 3.91±0.21 100 57.1±15.5 100 359±79 113±10 
Nle-PrRP31 1.28±0.20 187 1.87±0.42 209 49.6±3.4 115 NT NT 
myr-PrRP31 0.69±0.09 344 0.69±0.09 570 1.59±0.32 3582 102±12 9.5±6.5 
palm-PrRP31 0.51±0.15 470 2.94±0.33 133 0.91±0.31 6251 70±3 13.2±6.2 
1 83.3±2.60 3 33.6±15.6 12 24.3±3.82 236 1681±212 NT 
2 3.95±1.22 60 1.30±0.21 302 NT NT 71±21 4.9±2.7 
3 0.85±0.15 280 3.82±0.37 102 0.41±0.06 13797 37±16 0.5±0.3 
4 3.83±0.94 62 1.73±0.35 226 14.0±3.18 407 238±57 NT 
5 0.60±0.22 396 0.92±0.32 425 3.08±0.01 1853 232±34 1.2±0.6 
6 1.32±0.29 182 1.02±0.40 383 1.93±0.53 2962 146±16 0.7±0.4 
7 19.9±5.96 12.0 4.66±0.85 84 352±0.03 16 940±97 NT 
8 0.71±0.12 337 0.53±0.17 735 NT NT 170±11 4.9±4.3 
9 0.58±0.10 409 0.74±0.27 530 11.8±2.94 485 37± 0 0.4±0.3 
10 12.8±2.22 19 8.36±1.17 47 13.8±0.02 414 472±47 NT 
11 0.51±0.08 465 1.86±0.52 210 0.24±0.05 23701 120±18 31.3±13.6 
12 3.23±0.15 74 1.97±0.08 199 NT NT 116±15 NT 
13 0.22±0.01 1085 1.53±0.38 256 317±140 18 85±5 20.1±5.7 

NT, not tested;
In competitive binding, Ki was calculated using Cheng-Prusoff equation. EC50 is the concentration of peptide at 50% of maximal
effect. Food intake was analyzed at 45 min after SC injection of an analog when the maximal effect is observed and is expressed in
percentage of saline-treated group consumption. The data represent the means ± S.E.M. of at least three separate experiments.

Table 2. Biological properties of PrRP31 analogs.
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Fig. 1. Food intake of fasted wild type mice
after peripheral SC administration of PrRP
analogs.
All peptides were administered SC at a dose
5mg/kg. (a) Cumulative food intake of myr-
PrRP31, palm-PrRP31, lipidized analog 2 and
3 with 1Nal31. (b) Cumulative food intake of
lipidized analog 5 and 6 with PheCl2

31and
lipidized analog 8 and 9 with PheNO2

31. (c)
Cumulative food intake of lipidized analog 11
with PheF5

31and analog 13 with Tyr31. The
curves are representative of the results obtained
from three independent experiments. The data
are analyzed by one-way ANOVA followed by
Dunnett´s post hoc test. Significance is ***P
< 0.001 vs. saline-treated group (n = 5 – 6).



myristic or palmitic acid to the N-terminus. In position 8 the
original methionin was replaced with norleucine (Nle) to avoid
a possible Met oxidation. This change does not influence the
biological activity of prepared peptides (23).

The aromatic ring in Phe31 was substituted by naphtylalanine
(1Nal31) - analogs 1 – 3; dichlorophenylalanine (PheCl2

31) -
analogs 4 – 6; nitrophenylalanine (PheNO2

31) - analogs 7 – 9;
pentafluoro-phenylalanine (PheF5

31) - analog 10 and 11; or
tyrosine (Tyr31) - analogs 12 and 13.

Rat PrRP31, human PrRP31 and 1DMe were iodinated at
Tyr20 using IODO-GENTM as described previously (19).

Competitive binding and beta-lactamase assay of PrRP
analogs

Rat PrRP31, Nle-PrRP31 or lipidized PrRP analogs
competed with rat or human 125I-PrRP for binding to RC-4B/C or
CHO-K1 overexpressing human GPR10 or NPFF2 with a Ki in

5

Fig. 2. Food intake in fasted mice (a) at the
time of maximal effect (45 min after injection)
and (b) at the end of experiment (345 min after
injection)
All peptides were administered SC at a dose
5 mg/kg. (a) Food intake monitored 45 min after
injection of saline, myr-PrRP31, palm-PrRP31,
lipidized analog 2 and 3 with 1Nal31, analog 5
and 6 with PheCl2

31, analog 8 and 9 with
PheNO2

31, analog 11 with PheF531 and analog 13
with Tyr31. (b) Food intake 345 min after
injection. The results show representative values
obtained from three independent experiments.
The data are analyzed by one-way ANOVA
using Dunnett´s Multiple Comparison Test.
Significance is **P < 0.01 and ***P < 0.001 vs.
saline-treated group (n = 5 – 6).



the nanomolar range as shown in Table 2. The Ki value for the
stable analog 1DMe from competitive binding assay with 125I-
1DMe on membranes of CHO-K1 cells overexpressing human
NPFF2 was 1.80 ± 0.54nM. PrRP analogs with fatty acids
showed a higher affinity for RC-4B/C cells and a comparable
affinity for GPR10 with the natural peptide PrRP31. A similar
trend was also observed in the binding of lipidized analogs on
cell membranes with the human NPFF2 receptor. Thus,
myristoylated and palmitoylated PrRP31 showed very high
affinity for both the GPR10 and NPFF2 receptors. This tendency
was similar for analog 5 and 6 (containing PheCl2

31) and analog
9 (with PheNO2

31). Interestingly, palmitoylated analog 3 (1Nal31)
and analog 11 (PheF5

31) were bound to both GPR10 and NPFF2
with nanomolar Ki, but the affinity for the human NPFF2
receptor was higher compared to that of natural peptide.

Activation of the beta-lactamase reporter gene on CHO-K1
cells overexpressing GPR10 by PrRP31 or PrRP analogs
revealed agonistic characteristics of the PrRP analogs with EC50

in sub-nanomolar range (Table 2). Similarly, as in the binding
assay, we found that the lipidized analogs were more effective
than the natural peptide.

Acute food intake

The results of food intake experiments after SC injection in
fasted mice are shown in Table 2 and in Fig. 1 and 2. As
expected, SC-injected natural PrRP31 did not affect food intake
(Table 2, Fig. 2a and 2b). However, in accordance with data
from the binding assay, myristoylated and palmitoylated PrRP31
analogs significantly decreased food intake. Palm-PrRP31 had
stronger and long-term anorexigenic effects compared to myr-
PrRP31 (Fig. 1a). Analogous effects were observed with analogs
2 and 3 with 1-Nal31 (Fig. 1a) or analogs 8 and 9 with PheNO2

31

as shown in Fig. 1b. Analogs 11 and 13 attenuated food intake
but their effects were weaker compared to other lipidized
analogs (Fig. 1c). Interestingly both analogs 5 and 6 with
PheCl2

31 substituent showed very strong and long-lasting
anorexigenic effects (Fig. 1b) similar to palm-PrRP31.

At the time of maximal effect, 45 min after subcutaneous
injection, a significant decrease in food intake occurred with all
lipidized analogs compared to the saline-treated group as shown
in Fig. 2a. Natural non-lipidized rat PrRP31 did not influence
food intake after subcutaneous injection. Significant and long
lasting effects (approximately 6 hours after injection) of
palmitoylated analogs are shown in Fig. 2b.

DISCUSSION

To overcome the drawback of neuropeptides that are unable
to cross the BBB and act centrally after peripheral
administration, lipidization of these peptides could be employed.
In our recent study we showed that lipidization of PrRP31 or
PrRP20 through an amide bond at the N-terminus increased the
half-life of the molecule and possibly allowed PrRP to cross the
BBB from the periphery similarly as it was proven with analog
of naturally lipidized peptide ghrelin in our previous study (27).
Peripheral administration of palmitoylated or myristoylated
analogs of PrRP resulted in decreased food intake and body
weight in mice (20). As proof-of-concept, our analogs modified
with longer fatty acids (myristic or palmitic) were active after
peripheral administration and increased neuronal activation.

Boyle et al. performed an in vitro structure-activity study with
analogs of PrRP(19-31). The C-terminal segment Ile25-Arg26-
Pro27-Val28-Gly29-Arg30-Phe31-NH2 is important for biological
activity. However, amino acids in this segment could be modified
except Arg30, which is necessary for the preservation of PrRP in

vitro biological activity (28). Our previous study (19) has shown
that analogs of PrRP20 that have the C-terminal Phe31 replaced by
its derivatives with modified non-coded aromatic amino acids,
such as [PheCl2

31]PrRP20, [PheF5
31]PrRP20 or [Tyr31]PrRP20,

bound to RC-4B/C with affinities similar to natural PrRP20,
which indicates preservation of biological activity and high
affinity for the GPR10 receptor. Moreover, the PrRP analogs
showed highly significant and long-lasting anorexigenic effects
after central (icv.) administration in fasted mice.

For this study, we have designed analogs of rat PrRP31
instead of PrRP20 with C-terminal Phe31 modified by non-coded
amino acids with a bulky aromatic side chain (1-Nal, PheCl2,
PheF5 or PheNO2) or with tyrosine, employing similar design as
in our previous study (19). Replacement of the C-terminal
phenylalanine in position 31 with modified aromatic amino
acids can increase their biological activity. All PrRP31 analogs
were lipidized by a fatty acid (myristic or palmitic) at the N-
terminus of the peptide and conserved the C-terminal amide
necessary for preserving PrRP biological activity (28). All
analogs have replaced the Met in position 8 with Nle.

For in vitro experiments, pituitary cell line RC-4B/C
endogenously expressing both GPR10 and NPFF2 and CHO-K1
cells overexpressing human GPR10 or human NPFF2 were
employed (20, 23). We found that analogs of rat PrRP31 with
1Nal, PheCl2, PheF5, PheNO2 or Tyr in position 31 had high
affinity for the GPR10 receptor, i.e., Ki value in 10-9M range,
which was comparable to the Ki for natural PrRP31 as determined
both by Langmead et al. in HEK293 cells transfected with the
GPR10 receptor and by Satoh et al. in rat hypothalamus or
pituitary cell membranes (29, 30). Lipidized PrRP analogs were
bound to GPR10 with an even higher affinity than natural PrRP
with Ki in the 10–10M range. In competition binding assays with
human NPFF2 and 125I-1DMe, the affinity of 1DMe, the stable
NPFF analog for the NPFF2 receptor was comparable with the
study performed by Engstrom et al. (17). In our binding assay both
rat and human PrRP showed higher Ki than natural PrRP but was
also in the nanomolar range. Interestingly, our lipidized analogs
showed higher affinity for the human NPFF2 receptor compared
to the natural PrRP31 or 1DMe. The Ki of palmitoylated PrRP31
analogs (analogs 3, 6, 9, 11 and 13) in binding experiments with
RC-4B/C cells were in 10–10M range, comparable with Ki of
lipidized analogs from our previous study (20). Thus, we can
hypothesize that lipidized PrRP31 analogs might act through both
GPR10 and NPFF2 receptors to perform their central anorexigenic
effects. Functional in vitro studies using beta-lactamase reporter
gene assay confirmed that all lipidized analogs were agonists with
lower EC50 (i.e. higher activity) than relevant non-lipidized
peptides. Therefore, all lipidized PrRP31 analogs with C-terminal
modifications were used for the in vivo study in mice to test their
anorexigenic potency.

PrRP is a proven anorexigenic factor (7). PrRP mRNA was
found in brain regions important in the regulation of energy
balance (DMN, NTS and VLM) and was decreased at negative
energy balance states (breastfeeding, starvation). Numerous
studies confirmed that PrRP reduced food intake, increased body
temperature and energy expenditure following injection into the
third ventricle of rats and mice (7, 10, 23, 31). Ellacott et al.
found out that after three days of repeated central administration
of PrRP to rats, animals became unresponsive to anorectic effect
of PrRP (32). However, chronic peripheral administration of
palm-PheCl2

31PrRP31 and palm-PrRP31, but not natural PrRP,
to diet induced obese mice led to preserved anorexigenic effect
and decreased body weight even after 2-week-long repeated
administration (data not shown). As we described in Maletinska
et al. (20) palm-PrRP31 and other lipidized analogs didn´t cause
any side effects such as sedation (open field test), analgesia (hot
plate test) or anxiety (elevated plus maze). The behavioral tests
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were performed at the time and the doses of the maximal
anorexigenic effect of the substances studied (20), similarly as it
was done at behavioral satiety sequence test elsewhere (33). We
can than presume that our substances induced physiological
satiety. For future studies it´s necessary to test the most potent
PrRP analogs in GPR10–/– mice in order to determine
participation of GPR10 in the biological effects of lipidized
PrRP analogs.

Similarly to this what was found for liraglutide (34), we
expected that the attached fatty acid could enable PrRP to cross
the BBB and accomplish its anorexigenic effect in the brain. In
this study, analogs with the highest anorexigenic activity, N-
palmitoylated analogs with PheCl2 or PheNO2 in position 31,
reduced food intake significantly, up to 6 hours after injection.
However, myristoylation of these analogs did not result in a
significant decrease in food intake in fasted mice. Out of all
lipidized PrRP31 analogs, only the myristoylated analog 5 and
palmitoylated analog 6 with PheCl2

31 showed the highest and
longest-lasting reduction of food intake. These two analogs were
the most potent analogs in our structure-activity study.

In our study lipidized PrRP31 analogs with modifications of
the C-terminal amino acid showed high affinities for the GPR10
and NPFF2 receptors in vitro and prolonged anorexigenic effects
in fasted mice. PheCl2

31PrRP31 palmitoylated or myristoylated
at N-terminus, showed strong long-lasting anorexigenic effect in
fasted mice most probably owing a higher stabilization without
a negative effect on their biological effect. It makes them
promising candidates for study of food intake disorders and
potentially for anti-obesity treatment.
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ORIGINAL ARTICLE

Novel lipidized analogs of prolactin-releasing peptide have
prolonged half-lives and exert anti-obesity effects after
peripheral administration
L Maletínská1, V Nagelová1, A Tichá1, J Zemenová1,2, Z Pirník1,3,4, M Holubová1, A Špolcová1, B Mikulášková1,5, M Blechová1, D Sýkora2,
Z Lacinová6, M Haluzík6, B Železná1 and J Kuneš1,5

OBJECTIVES: Obesity is a frequent metabolic disorder but an effective therapy is still scarce. Anorexigenic neuropeptides produced
and acting in the brain have the potential to decrease food intake and ameliorate obesity but are ineffective after peripheral
application. We have designed lipidized analogs of prolactin-releasing peptide (PrRP), which is involved in energy balance
regulation as demonstrated by obesity phenotypes of both PrRP- and PrRP-receptor-knockout mice.
RESULTS: Lipidized PrRP analogs showed binding affinity and signaling in PrRP receptor-expressing cells similar to natural PrRP.
Moreover, these analogs showed high binding affinity also to anorexigenic neuropeptide FF-2 receptor. Peripheral administration of
myristoylated and palmitoylated PrRP analogs to fasted mice induced strong and long-lasting anorexigenic effects and neuronal
activation in the brain areas involved in food intake regulation. Two-week-long subcutaneous administration of palmitoylated
PrRP31 and myristoylated PrRP20 lowered food intake, body weight and improved metabolic parameters, and attenuated
lipogenesis in mice with diet-induced obesity.
CONCLUSIONS: Our data suggest that the lipidization of PrRP enhances stability and mediates its effect in central nervous system.
Strong anorexigenic and body-weight-reducing effects make lipidized PrRP an attractive candidate for anti-obesity treatment.

International Journal of Obesity advance online publication, 14 April 2015; doi:10.1038/ijo.2015.28

INTRODUCTION
Prolactin-releasing peptide (PrRP) was originally discovered as an
endogenous ligand of an orphan G-protein-coupled receptor.1

PrRP and its receptor named GPR10 were detected in several
hypothalamic nuclei,2 suggesting an involvement of PrRP in the
control of food intake and body weight.3 PrRP was also found to
have high affinity to the neuropeptide FF-2 (NPFF2) receptor,
resulting in anorexigenic effect.4 The endogenous ligand of NPFF2
receptor, NPFF, also has hyperalgesic and anti-morphine analgesic
properties (for reviews, see5,6).
The suggestion that PrRP may act as a homeostatic regulator of

food intake was supported by the finding that PrRP messenger
RNA (mRNA) expression was reduced in situations of negative
energy balance similarly to other anorexigenic peptides such
as α-melanocyte stimulating hormone or cocaine- and
amphetamine-regulated transcript peptide.3 The intracerebroven-
tricular administration of PrRP inhibited food intake and body
weight gain in rats but did not cause conditioned taste aversion.7

Furthermore, Fos immunoreactivity was enhanced after PrRP
administration in the brain areas associated with food intake
regulation.7

Finally, PrRP-receptor-knockout mice had significantly higher
body weight at 15 weeks of age compared with wild-type mice,
and this late-onset obesity was much more pronounced in female
mice, which also exhibited a significant decrease in energy

expenditure.8 Similarly, PrRP-deficient mice displayed late-onset
obesity, increased food intake and attenuated responses to the
anorexigenic signals cholecystokinin and leptin.9

Taken together, these findings suggest that PrRP and other
anorexigenic neuropeptides involved in food intake regulation10,11

may have a potential in the development of future anti-obesity
agents. Nevertheless, because these peptides normally regulate
food intake directly in the hypothalamus, their anorexigenic
potential after peripheral administration is hampered by their
inability to cross the blood-brain barrier (BBB) and to reach the
target brain receptors.
For the design of peptide drugs, the lipidization of peptides,

that is, the attachment of fatty-acid chain to peptides through
ester or amide bond is advantageous. Such modification results in
an increased stability and half-life of the peptide, and it is possible
that these modifications allow peptide to cross the BBB after
a peripheral administration (reviewed by12–14). Myristoylation
or palmitoylation through an amide bond on a Lys has been
employed in the insulin analog detemir15 or glucagon-like peptide
1 analog liraglutide.16 Both of these peripherally acting lipopep-
tide drugs show strongly prolonged half-lives and slower
biodegradation. Central effects of detemir and liraglutide have
been described suggesting that the attachment of fatty acid may
also enable these peptides to cross the BBB.17

PrRP seems to be a suitable candidate for lipidization because
of its linear, one-chain peptide structure. Two biologically active
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isoforms of PrRP, with either 31 (PrRP31) or 20 (PrRP20) amino
acids contain a C-terminal Arg-Phe-amide sequence that is critical
for the preservation of biological activity of PrRP.18–20

The aim of this study was to achieve the direct central
anorexigenic activity of PrRP via its peripheral route of administration
employing the lipidization of its N terminus. We tested a series of
PrRP analogs modified with fatty acids of various lengths both
in vitro and in vivo. The data showed that myristoylated PrRP20
and palmitoylated PrRP31 retained the biological activity of PrRP
while significantly decreasing food intake and body weight and
improving metabolic parameters upon peripheral administration
in mice with diet-induced obesity. Thus, the lipidization of
neuropeptides involved in food intake regulation might serve as
a tool to retain their ability to act centrally after peripheral
administration.

MATERIALS AND METHODS
Peptide synthesis and iodination
Rat PrRP analogs (for structure see Table 1), human PrRP31
(SRTHRHSMEIRTPDINPAWYASRGIRPVGRF-NH2), scrambled peptides (SHQ
RPADTHWYPRGNleFPTIGRITARNGEVSR-NH2 and (N-myr)SHQRPADTHWYP
RGNleFPTIGRITARNGEVSR-NH2) and a stable analog of NPFF, 1DMe
(D-YL(N-Me)FQPQRF-NH2) were synthesized and purified as described
previously.21 Lipidization of PrRP analogs was performed as shown in22 on
fully protected peptide on resine as a last step. The purity and identity of
all peptides were determined by analytical high-performance liquid
chromatography and by using a Q-TOF micro MS technique (Waters,
Milford, MA, USA).
Rat or human PrRP31 and 1DMe were iodinated at Tyr20 and D-Tyr1,

respectively, with Na125I (Izotop, Budapest, Hungary) as described
previously.22

Binding to intact plated cells and cell membranes
Rat pituitary RC-4B/C cells obtained from ATCC (Manassas, VA, USA) were
grown as described previously24 and Chinese hamster ovarian (CHO)-K1
cells with GPR10 receptor (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) according to
manufacturer's instructions. Saturation and competitive binding experi-
ments were performed according to Motulsky and Neubig.25 RC-4B/C or
CHO-K1 cells were incubated with 0.5–5 nM 125I-rPrRP31 or 125I-hPrRP31,
respectively, in saturation experiments or with 0.1 nM 125I-rPrRP31 or with
0.03 nM 125I-hPrRP31, respectively, and 10− 11–10− 5M non-radioactive
ligands in competitive binding experiments. Experiments were performed
on plates incubated for 60min at 25 °C. Non-specific binding was
determined using 10− 5M PrRP31. Binding assays on human NPFF2
receptor membranes obtained from Perkin Elmer were performed as
described in.24

Detection of MAPK/ERK1/2 phosphorylation by western blotting
CHO-K1 cells were incubated with PrRP31, PrRP20, palm-PrRP31 or
myr-PrRP20 with final concentrations from 10− 7–10− 12M for 5 min at
37 °C. The cells were lysed and western blots carried out as described in.26

Stability of PrRP analogs in vitro
Rat plasma fortified with a solution of the studied compound at a
concentration of 3 × 10− 6

M was incubated at 37 °C. The times of sampling
were 0–24 h for PrRP31 and PrRP20 and 0–96 h for palm-PrRP31 and
myr-PrRP20. Samples were collected in triplicates and stored at − 20 °C. The
PrRP(1–31) EIA high-sensitivity kit (Peninsula Laboratories, San Carlos, CA,
USA) was used according to the manufacturer's instructions.

Pharmacokinetics in vivo in mice
All animal experiments followed the ethical guidelines for animal
experiments and the Act of the Czech Republic Nr. 246/1992 and were
approved by the Committee for Experiments with Laboratory Animals of
the ASCR.
The measurement of in vivo pharmacokinetics was performed as

previously described.23 C57BL/6 male mice were injected subcutaneously
(SC) with PrRP31, PrRP20, palm-PrRP31 or myr-PrRP20 (dissolved in saline;
Sal) at a dose of 5 mg kg− 1 (n= 3), blood plasma collected and peptides
determined by PrRP(1–31) EIA high-sensitivity kit.

Acute food intake in lean mice
Male C57BL/6 mice from Charles Rivers Laboratories (Sulzfeld, Germany)
were housed at a temperature of 23 °C and a daily cycle of 12 h light and
dark (lights on at 6:00). The mice were given ad libitum water and standard
chow diet (St-1, Mlýn Kocanda, Jesenice, Czech Republic). Following
schedules were used for food intake monitoring after single administration
of peptides: (a) on the day of the food intake experiment, overnight (17 h)
fasted mice were injected SC with Sal or PrRP analogs at doses of
0.1–5mg kg− 1 (all dissolved in Sal) (n= 6–8). Fifteen minutes after
injection, the mice were given weighed food pellets. The pellets were
weighed every 30min for at least 6 h. (b) Freely fed mice were injected SC
with Sal or PrRP analogs at a dose of 5 mg kg− 1 (all dissolved in Sal) (n=6)
30min before lights out. Food intake was monitored every 10min for at
least 14 h using automatic food intake monitoring system (Development
Workshops of IOCB, Prague, Czech Republic).

Fos immunohistochemistry
For c-Fos immunohistochemical processing, overnight-fasted male mice
with the free access to water (n= 4) were SC injected with Sal or PrRP31,
oct-PrRP31, myr-PrRP20 or palm-PrRP31 at a dose of 5 mg kg− 1. Ninety
minutes after injection, the mice were deeply anesthetized with sodium
pentobarbital (50 mg kg− 1, intraperitoneally) and perfused transcardially,
the brains were treated and c-Fos immunoreactivity determined as
described in.27,28

Table 1. Structures and binding affinities of PrRP analogs

Analog Sequence Human GPR10. 125I-human
PrRP31 binding Ki (nM)

Human NPFF2.125I-1DMe
binding Ki (nM)

RC-4B/C cells. 125I-rat PrRP31
binding Ki (nM)

PrRP31 SRAHQHSMETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH2 3.91± 0.21 42.21± 6.76 2.38± 0.11
oct-PrRP31 (N-oct)SRAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH2 1.49± 0.07 24.82± 13.2 0.98± 0.22
dec-PrRP31 (N-dec)SRAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH2 1.42± 0.55 14.73± 3.10 0.68± 0.12
dodec-PrRP31 (N-dodec)SRAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH2 1.15± 0.35 14.28± 6.40 0.38± 0.14
myr-PrRP31 (N-myr)SRAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH2 0.69± 0.09 1.59± 0.32 0.69± 0.09
palm-PrRP31 (N-palm)SRAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH2 2.94± 0.33 0.69± 0.36 0.51± 0.15
stear-PrRP31 (N-stear)SRAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH2 5.24± 0.57 15.92± 14.43 0.93± 0.08

PrRP20 TPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH2 4.4± 0.77 21.80± 9.91 2.23± 0.19
oct-PrRP20 (N-oct)TPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH2 1.88± 0.31 48.13 ± 13.19 0.91± 0.23
dec-PrRP20 (N-dec)TPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH2 2.94± 0.47 3.60± 2.57 0.41± 0.01
dodec-PrRP20 (N-dodec)TPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH2 2.34± 0.25 9.97± 3.48 0.58± 0.22
myr-PrRP20 (N-myr)TPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH2 4.21± 0.24 8.23± 1.97 1.02± 0.20

Abbreviations: dec, decanoyl; dodec, dodecanoyl; myr, myristoyl; Nle, norleucine; oct, octanoyl; palm, palmitoyl; stear, stearoyl. The means± s.e.m. of at least
three separate experiments are shown. In competitive binding, Ki was calculated using the Cheng–Prusoff equation. The concentration of the radioligand was
0.1 nM or 0.03 nM, and the Kd that was calculated from saturation experiments was 4.21± 0.66 nM for RC-4B/C23 or 0.95± 0.20 nM for GPR10 receptor in CHO
cells, respectively. Kd for NPFF2 receptor in CHO cells was 0.72± 0.12 nM.
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Behavioral tests in mice
Locomotor activity and analgesia were measured in free-fed mice using
the VideoMot system (TSE Systems, Bad Homburg, Germany) after the SC
injection of Sal, PrRP31, oct-PrRP31, palm-PrRP31 and myr-PrRP20 at a dose
of 5 mg kg− 1 (n= 5) as described previously.28,29

The elevated plus maze (TSE Systems) test was used to measure anxiety/
fear behavior. The total time spent in open and closed arms was measured.

Determination of prolactin release in rats and mice
Male Wistar rats (250–300 g, Harlan Laboratories, Correzzana, Italy, n=3)
were injected intravenously into the jugular vein with Sal, thyrotropin-
releasing hormone (10 μg kg− 1) or palm-PrRP31 (0.5 mg kg− 1), or SC with
Sal or palm-PrRP31 (5 mg kg− 1). Blood was collected from carotid artery
before injections and 5 and 10min after injections. Male C57BL/6 mice
were injected SC with Sal, myr-PrRP20 or palm-PrRP31 (5mg kg− 1). Blood
was collected by decapitation 10min after injection. Prolactin (PRL) in rat
or mouse serum was determined with a radioimmunoassay assay kit
(Izotop).

Effect of 14-day administration of palm-PrRP31 and myr-PrRP20 on
food intake and metabolic parameters in mice with high-fat diet-
induced obesity
From 8 weeks of age, C57BL/6 mice were supplied with a high-fat (HF) diet
for 12 weeks to induce obesity. The energy content of the HF diet was
5.3 kcal g− 1, with 13%, 60% and 27% of the calories derived from protein,
fat and carbohydrate, respectively.30 Food intake and body weight were
monitored weekly from 9 to 18 weeks of age. Mice resistant to the HF diet
were withdrawn from the experiment (~10% of mice).
At the age of 19 weeks, the mice were divided into groups of 10 animals

and placed into the separate cages with free access to HF diet and water.
Three groups were injected SC either with Sal or with palm-PrRP31 or
myr-PrRP20 at a dose of 5 mg kg− 1 twice a day. The fourth group served as
pair-fed controls to the animals treated with palm-PrRP31, and was given
food amount consumed by palm-PrRP31 treated mice the previous day.
The amount of the HF diet consumed and the weight of the mice were
monitored daily.
At the end of the experiment, overnight-fasted mice were killed by

decapitation starting at 8:00 a.m. The trunk blood was collected, and the
plasma was separated and stored at –20 °C. The intraperitoneal adipose
tissue (IPAT), subcutaneous adipose tissue (SCAT), the perirenal adipose
tissue, the brown adipose tissue and the liver of all mice were dissected,
weighed and stored at − 70 °C.

Determination of hormonal and biochemical parameters
The plasma insulin concentrations were measured with radioimmunoassay
assays (Linco Research, St Charles, MI, USA), leptin concentrations were
determined with enzyme-linked immuno assay (Millipore, St Charles, MI,
USA), corticosterone levels were determined with radioimmunoassay assay
kit (Izotop) and adrenocorticotropic hormone with enzyme-linked immuno
assay (Peninsula Laboratories). The plasma glucose levels were measured
using a Glucocard glucometer (Arkray, Kyoto, Japan). The plasma
triglyceride levels were measured by quantitative enzymatic reactions
(Sigma, St Louis, MO, USA).

Determination of mRNA expression
Samples of adipose tissue (IPAT, SCAT) and liver were processed as
described in.31 Determination of the mRNA expression of genes of interest
(ACACA and FASN in liver, IPAT and SCAT; lipoprotein lipase, adiponectin
and leptin in IPAT and SCAT, FABP-4 in liver, UCP-1 in brown adipose
tissue) was performed using an ABI PRISM 7500 instrument (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). The expression of beta-2-microglobulin
was used to compensate for variations in input RNA amounts and the
efficiency of reverse transcription. (ACACA—acetyl-CoA carboxylase 1,
FASN—fatty-acid synthase, LPL—lipoprotein lipase, SREBP—sterol regula-
tory element-binding protein, FABP-4—fatty-acid binding protein 4, UCP-1
—uncoupling protein-1).

Analysis of binding data and statistics
The saturation binding curves were plotted using GraphPad software
(San Diego, CA, USA) comparing the best fit for single binding site models
(Kd, Bmax and IC50 values were obtained from nonlinear regression analysis).

Inhibition constants (Ki) were calculated from the IC50 values using the
Cheng–Prusoff equation.32

The data are presented as the means ± s.e.m. for the number of animals
indicated in the figures and tables. The data were analyzed using one-way
analysis of variance followed by the Dunnett's post hoc test or a t-test, as
stated in the figure and table legends, using the GraphPad Software.

RESULTS
Lipidized analogs of PrRP20 and PrRP31 are agonists of the PrRP
receptor GPR10 and have high affinity to both GPR10 and NPFF2
receptors
The peptide sequences were assembled on a solid support as
described in the Materials and Methods. The purity of all peptides
was higher than 95%. The structures of the PrRP analogs used in
this study are shown in Table 1. PrRP20 and PrRP31 were lipidized
at the N terminus with fatty acids of different lengths. Lipidized
PrRP31 analogs were modified with norleucine in position 8 to
avoid oxidation of the original methionine. Analogously to a
similar modification of the cocaine- and amphetamine-regulated
transcript peptide,33 the change of methionine for norleucine did
not affect the biological activity of PrRP31.
All native and lipidized analogs of PrRP31 and PrRP20 competed

with human 125I-PrRP31 for binding to CHO cells overexpressing
the human PrRP receptor GPR10 with Ki values in a nanomolar
range, as shown in Table 1. Scrambled peptide based on PrRP20
and its myristoylated analog (structures in the Methods) were
bound to GPR10 receptor with a negligible affinity, with Ki values
higher than 10− 5

M.
Natural PrRP31 and PrRP20, as well as their lipidized analogs

palmitoylated PrRP31 (palm-PrRP31) and myristoylated PrRP20
(myr-PrRP20), respectively, increased the phosphorylation of
MAPK/ERK1/2 in CHO cells overexpressing GPR10 receptor with
an EC50 values in the nanomolar range (EC50 was 1.01 nM for
PrRP31, 5.62 nM for PrRP20, 0.93 nM for palm-PrRP31 and 1.48 nM
for myr-PrRP20), which confirmed the powerful agonist effects of
palm-PrRP31 and myr-PrRP20 on the GPR10 receptor. The dose–
response curves are shown in Supplementary Figure S1.
Lipidized PrRP analogs were bound to CHO cells overexpressing

NPFF2 receptor with Ki values of 10
− 8

M range or lower, similar to
native PrRP20 and PrRP31 in competition binding with a stable
NPFF analog 125I-1DMe (Table 1). Myristoylated and palmitoylated
PrRP analogs displaced 125I-1DMe with affinity equal to or higher
than 1DMe (Ki = 2.21 ± 0.70).
In the rat tumor pituitary cell line RC-4B/C expressing

endogenously both GPR10 and NPFF2, lipidized PrRP analogs
were bound with a very high affinity to these cells that increased
with the length of the carbon chain of a fatty acid (Table 1).

Palm- and stear-PrRP31 and myr-PrRP20 attenuate food intake
after acute peripheral administration in fasted lean mice and
activate neurons in the food intake-regulating areas in the brain
Food intake was unaffected in Sal-treated controls and native
PrRP31 and native PrRP20 administered SC in mice, both fasted
and freely fed (Figure 1). In contrast, anorexigenic effects of
several peripherally administered lipidized analogs of PrRP31 and
PrRP20 were proven in fasted mice (Figure 1a and b) and freely
fed mice (Figure 1c). After the acute SC administration of
myr-PrRP20 and palm- and stear-PrRP31 (dose of 5 mg kg− 1),
food intake was very significantly lowered for several hours. The
effects of myr-PrRP20 and palm-PrRP31 were dose-dependent,
with a dose as low as 1 mg kg− 1 of each peptide significantly
lowering food intake (Supplementary Figure S2). Scrambled
myristoylated PrRP20 had no effect on food intake in mice after
peripheral administration (Figure 1a). Interestingly, PrRP31 lipo-
peptides with myristoyl and fatty acids of shorter carbon chains
and PrRP20 lipopeptides with dodecanoyl fatty acid and fatty
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acids of shorter carbon chains did not significantly affect food
intake (Figure 1a and b). Although myr-PrRP20 showed a stronger
anorexigenic potency at a dose of 5 mg kg− 1 SC in fasted mice
compared with palm-PrRP31 (Figures 1a and b), anorexigenic
effect of both analogs was comparable in freely fed mice
(Figure 1c) and moreover, palm-PrRP31 lowered food intake more
significantly than myr-PrRP30 at a dose of 1 mg kg− 1

(Supplementary Figure 2). It might be explained by higher
lipophilicity and lower solubility of myr-PrRP20 compared with
palm-PrRP31.
The central effect of peripherally administered palm-PrRP31 as

well as myr-PrRP20 was confirmed by a significant increase in
c-Fos immunoreactivity in the hypothalamic and brainstem nuclei

involved in food intake regulation (Figure 2). Natural and
octanoylated PrRP31 administered peripherally did not influence
food intake and did not increase c-Fos immunoreactivity.

Lipidized analogs of PrRP are selective and stable anorexigenic
compounds
Several behavioral tests in mice were carried out to evaluate
possible side effects of selected PrRP analogs after their peripheral
administration. Two analogs that did not affect food intake after
SC administration, PrRP31 and oct-PrRP31, and two analogs that
did significantly decrease food intake, myr-PrRP20 and palm-
PrRP31, were SC administered into mice at a dose of 5 mg kg− 1 to
test their sedative effect (in the open field test), analgesic activity
(in the hot plate test) and anxiety (in the elevated plus maze).
Neither non-lipidized nor lipidized PrRP analogs influenced open
field locomotory activity, nor did they exhibit any analgesic or
hyperalgesic activity, nor were any anxiogenic effects in the
elevated plus maze observed (Supplementary Figure S3).
After intravenously or SC administration, Palm-PrRP31 did

not increase PRL release in rats compared with intra-
venously administered thyrotropin (Supplementary Figure S4a).
Similarly, myr-PrRP20 and palm-PrRP31 did not signi-
ficantly affect PRL release in mice after SC administration
(Supplementary Figure S4b).
The degradation of selected PrRP analogs was tested in rat

plasma in vitro. The stabilities of palm-PrRP31 and myr-PrRP20
were prolonged (424 h) compared with native PrRP20 or PrRP31
(half-lives ~ 10–20min) (Figure 3a), possibly by promoting the
association of these peptides with circulating plasma proteins
through the attached fatty-acid moieties.
To further validate the pharmacokinetic profiles of selected

analogs in vivo, plasma concentrations of PrRP31, PrRP20, palm-
PrRP31 and myr-PrRP20 were determined after a single SC
injection into mice (Figure 3b). Lipidized PrRP analogs showed
longer stability and increased AUC compared with natural PrRP31
and PrRP20.

Chronic 14-days administration of palm-PrRP31 and myr-PrRP20
decreased food intake and body weight in DIO mice, improved
metabolic parameters and positively affected lipid metabolism
Rodents with diet-induced obesity are considered models of the
most common human obesity, which is associated with the
consumption of HF food. The therapeutic potential of two selected
lipidized PrRP analogs that were the most potent in the acute food
intake test was assessed in diet-induced obese mice that were
peripherally administered these peptides for 14-days twice
per day. Figure 4 shows that the food intake and body weight
in diet-induced obesity (DIO) mice were significantly lowered,
mainly by the effect of palm-PrRP31. After the treatment, palm-
PrRP31-treated mice weighed ~ 15% less and myr-PrRP20-treated
mice ~ 10% less than Sal-treated controls. No signs of inflamma-
tion were observed during the treatment.
As shown in Table 2, palm-PrRP31 treatment significantly

lowered insulin and leptin levels in blood, and decreased SCAT
and perirenal fat masses. The group of mice pair-fed to palm-
PrRP31 showed similar metabolic changes, suggesting that the
primary effect of palm-PrRP31 is most likely due to food intake
regulation. Despite the fact that the treatment of DIO mice with
myr-PrRP20 decreased circulating level of leptin significantly, the
masses of the dissected fat tissues were not significantly lowered
(Table 2).
Plasma corticosterone level significantly increased after myr-

PrRP20 and palm-PrRP31 treatment compared with Sal-treated
group, but increase in adrenocorticotropic hormone level did not
reach significance (Supplementary Figure S5).

Figure 1. Palmitoylated and stearoylated PrRP31 and myristoylated
PrRP20 attenuate food intake after acute peripheral administration
in fasted mice. Cumulative food intake of 17 h fasted mice after
acute SC administration of (a) lipidized PrRP20 analogs, (b) natural
and lipidized PrRP31 analogs at a dose of 5 mg kg− 1, (c) cumulative
food intake of freely fed mice after acute SC administration of saline,
PrRP31, myr-PrRP20 and palm-PrRP31 (dose 5mg kg− 1). Food intake
is expressed in grams of food consumed (n= 6–8 mice per group).
***Po0.001 vs saline-treated group. The significance concerns the
whole time course.
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Expression of UCP-1 was not changed in brown adipose tissue
of palm-PrRP31 compared with Sal-treated group (Supplementary
Figure S6).
As palm-PrRP31 treatment had the most attenuating effect on

fat stores, we investigated the mRNA expressions of adipokines
and fat metabolism-regulating enzymes only in palm-PrRP31-
treated DIO mice and their pair-fed group. Decrease in the masses
of all particular fats dissected resulted in a very significantly
attenuated mRNA expressions of leptin (Supplementary Figure S7)
but not adiponectin (not shown). In both SCAT and IPAT, the
second most significant site of lipogenesis, fatty-acid synthase
mRNA was significantly attenuated. Treatment with palm-PrRP31
did not decrease lipoprotein lipase mRNA expression in SCAT or in
IPAT in contrast to the results observed in pair-fed animals
(Supplementary Figure S7). Palm-PrRP31 treatment attenuated fat
metabolism more significantly in the liver, where the mRNAs of
enzymes catalyzing the de novo synthesis of fatty acids, ACACA
and FASN, were reduced significantly and in addition to a
reduction in sterol regulatory element-binding protein mRNA
(Supplementary Figure S7).

DISCUSSION
In spite of their low toxicity and few side effects, the clinical
potential of natural centrally acting anorexigenic neuropeptides is
limited due to their low stability and poor bioavailability under

physiological conditions. Our work has shown for the first time
that a unique modification of PrRP by lipidization led not only to
an increased stability in blood but also enabled to exert PrRP
central effect after peripheral administration.
In our previous study,20 we confirmed the importance of the

C terminus, identical for both PrRP20 and PrRP31, for their
biological activity. Therefore, the N terminus of both natural
peptides, PrRP31 and PrRP20, was lipidized with fatty acids of
different lengths to preserve their full biological activity. PrRP31
and PrRP20 lipidized by 8–18 carbon chain fatty acids retained
their binding affinities to GPR10 and NPFF2 receptors over-
expressed in CHO cells and to tumor cells RC-4B/C endogenously
expressing both GPR10 and NPFF2 receptors with affinities similar
to natural PrRP31.20,34 Agonistic properties of the lipidized analogs
of PrRP31 and PrRP20 were confirmed by an increased MAPK/
EKR1/2 phosphorylation in CHO cells overexpressing GPR10
receptor.
Despite similar binding affinities and agonist character of PrRP

lipidized by 8–18 carbons chain fatty acids, only palm- and stear-
PrRP31 and myr-PrRP20 highly significantly and dose-dependently
lowered food intake in lean overnight-fasted and freely fed mice
after SC administration, whereas analogs containing fatty acids with
shorter carbon chains and the natural PrRP31 or PrRP20 had no
effect on food intake. These findings suggest that only palm- or
stear-PrRP31 and myr-PrRP20 were probably able to cross the BBB
and exert their central effect on food intake. This conclusion was

Figure 2. Effect of PrRP lipidization on cells activity in food intake-regulating areas in mouse brain. Fos immunoreactivity: the qualitative as
well as quantitative assessment of Fos-immunostained cells in coronal section of PVN (a–e), Arc (f–j) and NTS (k–o) 90 min after SC application
of saline (a, f, k) and PrRP31 (b, g, l), oct-PrRP31 (c, h, m), palm-PrRP31 (d, i, n) and myr-PrRP20 (e, j, o) at a dose of 5mg kg− 1 in fasted mice
(n= 4). *Po0.05, **Po0.01 vs saline (Sal), PrRP31 and oct-PrRP31. PVN—paraventricular hypothalamic nucleus, Arc—arcuate hypothalamic
nucleus, NTS—solitary tract nucleus, 3v—third brain ventricle. Scale bar is 50 μm for a–e, 100 μm for f–o.
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further supported by the fact that both SC administered
myr-PrRP20 and palm-PrRP31 significantly enhanced c-Fos immu-
noreactivity in food intake-regulating hypothalamic and brainstem
nuclei containing both GPR10 and NPFF2 receptors,18,35 whereas
natural and octanoylated PrRP31 did not induce these changes.
In the hypothalamus, leptin receptor and PrRP are colocalizated

and have additive anorexigenic effect.36 Anorexigenic effect of
PrRP independent of leptin but dependent on CCK was suggested
in the brainstem.37

The acute SC administration of natural PrRP31, palm-PrRP31 and
myr-PrRP20 did not result in any sedative, analgetic or anxiety-
inducing effects in mice. Thus, despite their high-affinity binding to
NPFF2 receptor, lipidized PrRP analogs do not share the
hyperalgesic activities of NPFF.24 In spite of its name, PrRP-
induced PRL release is currently considered controversial.38 In our
experiments, after intravenously or SC administration, palm-PrRP31
or myr-PrRP20 did not increase the release of PRL in rats and mice.
The long-lasting anorexigenic effect of palm- and stear-PrRP31

and myr-PrRP20 analogs could be explained by their prolonged
stability owing to binding to serum albumin similar to liraglutide
or palmitoylated gastric inhibitory polypeptide.16 Our stability test
confirmed that both palm-PrRP31 and myr-PrRP20 were stable for
424 h in rat plasma. In vivo pharmacokinetics in mice also showed
longer stability and a higher area under the curve for palm-PrRP31
and myr-PrRP20 compared with natural, non-lipidized analogs.
Finally, the 2-week-long twice daily administration of palm-

PrRP31 and myr-PrRP20 to mice with HF diet-induced obesity
significantly decreased cumulative food intake and body weight.
The time course and the extent of the effect were similar to those

of liraglutide,39,40 confirming the potential of these compounds
for obesity treatment.
The decrease in body weight after 2-week palm-PrRP31

treatment in DIO mice was mediated mainly by the reduction of
body fat that was accompanied by a decrease in leptin level.
Decreased mRNA expressions of fatty-acid synthase in both the
adipose tissue and the liver along with a decreased expression of
acetyl-CoA carboxylase and sterol regulatory element-binding
protein in the liver suggests that this reduction most likely
resulted from a decreased de novo lipogenesis owing primarily to
negative energy balance due to reduced food intake. In our study,
changes of UCP-1 mRNA in brown adipose tissue after palm-
PrRP31 treatment pointing to possible increase of energy
expenditure were not found. On the other hand, significantly
increased corticosterone and nonsignificantly increased adreno-
corticotropic hormone plasma levels after 14-days treatment with
myr-PrRP20 and palm-PrRP31 support the fact that PrRP was
proposed to be implicated also in endocrine regulation of
hypothalamic–pituitary–andrenal axis.41

In conclusion, we have demonstrated that the lipidization of
PrRP enabled its central anorexigenic effect after peripheral
administration in both acute and chronic settings by enhancing
its stability in the blood and improving its ability to cross the BBB.
Our data also confirmed that GPR10 and/or NPFF2 receptors are
suitable targets for the treatment of obesity. Collectively, our data

Figure 3. Pharmacokinetics of the PrRP analogs in vitro and in vivo.
(a) Degradation profiles in rat plasma. The analog triplicates were
incubated for different times in rat plasma and then submitted for
immunoanalysis using EIA kit. The results are expressed as the
percentage differences from the blood levels of PrRP31 at time 0
with a 10− 6M initial concentration. (b) Plasma concentrations after
single SC injection (5mg kg− 1) in mice (n= 3) as measured by
EIA kit.

Figure 4. Palmitoylated PrRP31 and myristoylated PrRP20 reduce
food intake and body weight of diet-induced obese mice. Effect of
14- day administration of palm-PrRP31 and myr-PrRP20 on (a) food
intake and (b) body weight of DIO mice. Mice were SC administered
by saline or peptides at a dose of 5mg kg− 1 twice daily (n= 10). Pair-
fed group received amount of food consumed by palm-PrRP31-
treated group the previous day. The data were analyzed by one-way
ANOVA. *Po0.05, **Po0.01, ***Po0.001 vs saline-treated group.
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suggest that lipidized PrRP analogs have potential as a possible
future anti-obesity drugs.
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