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ABSTRAKT

Diserta&ni prace je zagfena na studium anorexigennich neuropéptideptidu
kokainem a amfetaminem regulovaného transkriptuRTAa peptidu uvalujiciho prolaktin
(PrRP), které snizujifjem potravy adlesnou hmotnost.

Peptid CART je anorexigenni neuropeptid, u ktengies vSechny snahy nebyl nalezen
jeho receptor. Peptid CART je schopen vazat se ur&cbou linii PC12. Biikky PC12
diferencované v neuronovy fenotyp vykazuji vySSicgho vazebnych mist oproti
nediferencovanym hitkam. Buiky PC12 diferencované dexametasonem na chroméisiki/
vykazuji vysokou nespecifickou vazbu a tim velnzikyi paiet vazebnych mist. Pro obj&sin
dulezitosti disulfidovych nistki ve struktie peptidu CART byly syntetizovany analogy
s jednim¢i dvéma disulfidovymi nfistky. Biologicka aktivita byla zachovana u analag
dvéma disulfidovymi niistky v pozici 74-94 a 88-101.riPzkoumani bu&iné signalizace u
burgek PC12 peptid CART vyznandrevysil aktivaci c-Jun a fosforylaci JNK, kteréedchazi
draze c-Jun.

PrRP pat do rodiny RF-amidovych peptidu nshoz byl potvrzen anorexigenndigek.
PrRP se vaze nagweceptor GPR10 a vykazuje vysokou afinitu i keygtoru pro neuropeptid
FF (NPFF2). V nasi laboraidbyly navrzeny lipidované analogy PrRP, které moifprnim
podani snizuji fjem potravy, a u kterych jef@dpokladan festup pes hematoencefalickou
bariéru.

Byla testovana biologicka aktivita novych lipidoyah analog PrRP s myristovou
nebo palmitovou kyselinou na N-konci a se¢mami za Ph& za jiné aromatické nekddové
aminokyseliny na C-konci, a tm vitro a in vivo. Lipidované analogy se vazou s vysokou
afinitou k hypofyzarni buttné linii RC-4B/C a ke GPR16& NPFF2 receptoru. Navic byla
prokdazana vazba lipidovanych analpgnikoliv vSak girozeného PrRP, na receptor
neuropeptidu Y - Y5, ktery vykazuje homologii s GER

Lipidované analogy PrRP31 vyrazna dlouhodob snizovaly pijem potravy
u hladovych mysi. Analogy palm-PrRP31, myr-PrRPpalanitoylovany analog Phegt byly
dlouhodols testovany na mysich s dietou indukovanou obeztsuizily vyrazes hmotnost,
piijem potravy a zlepSovaly metabolické parametryjap®d s obezitou. Studium biologické
aktivity lipidovanych analog PrRP a pochopeni medrau jejich transportu jeutkzité pro

jejich vyuziti jako potencialnich antiobezitik.



ABSTRACT

This work focuses on anorexigenic neuropeptidesgioe- and amphetamine-regulated
transcript (CART) and prolactin-releasing peptiBeRP), which decrease food intake and body
weight.

CART peptide is an anorexigenic neuropeptide ardpite many efforts, its receptor
has not yet been identified. We found CART peptidpecific binding sites in
pheochromocytoma PC12 cells. Cells differentiatechéurons increased significantly the
number of binding sites. On the other hand, afiféer@ntiation to chromaffin cells the number
of binding sites was so low that it was impossifoledetermine their density. To clarify the
importance of each of the three disulfide bridgethe CART molecule, analogs with one or
two disulfide bridges were synthetized. The biotadiactivity was maintained in analog with
two disulfide bridges in positions 74-94 and 88-1MMoreover, we demonstrated the
stimulation of INK and subsequently c-Jun activatioPC12 cells.

Neuropeptide PrRP belongs to the RF-amide peptaely and has anorexigenic
properties. PrPR has a high affinity to GPR10 amaropeptide FF (NPFF2) receptor. In our
laboratory lipidized analogs of PrRP were syntheizvhich are able to decrease food intake
after peripheral administration and may cross thedbrain barrier.

We tested biological activity of novel lipidized aags of PrRP with myristic or
palmitic acid on the N-terminus of the chain andhw&-terminal modification of PR& by
non-coded amino acida vitro andin vivo. Lipidized PrRP analogs have a high affinity to
RC-4B/C cells and to both GPR10 and NPFF2 recepkoseover, lipidized PrRP analogs,
with the exception of native PrRP, have a higméifito neuropeptide Y receptor — Y5, which
shows homology to GPR10.

Lipidized analogs showed a significant and longrteffect on decreasing food intake.
Palm-PrRP31, myr-PrRP20 and analog with PheéClere tested for two weeks on
diet-induced obese mice. They decreased food insaice body weight significantly and
improved some metabolic parameters related tolesity. Research on biological activity of
lipidized PrRP analogs and the understanding ofr@ssportation mechanism is important
because of their potential use as treatment ofigpbes
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1. UVOD

Tato disertani prace je zagitena na studium anorexigennich neuropéptpmeptidu
kokainem a amfetaminem regulovaného transkriptuRT)ya peptidu uvalujiciho prolaktin

(PrRP), které snizujifjem potravy adlesnou hmotnost.

1.1 Peptid CART (cocaine- and amphetamine-regulated tnascript)

CART byl poprvé popsan v roce 1995 pomoci polymarézettzové reakce (PCR)
(Douglass et al., 1995). V roce 1998 Thim a kotiffkovali a charakterizovali rekombinargn
vyrobené peptidy CART, které byly exprimovany kvésimi po viozeni cDNA kodujici
CART (Thim et al., 1998). Z propeptidu proCART Vi dva biologicky aktivni peptidy
CART 55-102 a CART 62-102 (obrazek 1) (Rogge et24i08).

Struktura peptidu CART 55-102

NH, ={ IeSS Pro 56] lle 57 TyrSB Lysaﬁ

Lys 6]

\ ~ Obrazek 1: Struktura peptidu CART 55-102

Tyréz
;W Prirozeny biologicky aktivni peptid CART 55-102

@m \SéAspf,g obsahuje # disulfidové nistky mezi cysteiny
ng%; ph:f@m v pozicich 68-86 (I-lll), 74-94 (lI-V) a 88-101
) L 3 (IV-VI) (Rogge et al., 2008; Thim et al., 1998).
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NasSe skupina prokazala specifickou vazbu peptiduURTA61-102 na potkani

feochromocytomovou butinou linii PC12 a biikky PC12 diferencované v neuronovy fenotyp
pomoci nervovéhaistového faktoru (NGF) (Maletinsk et al., 2007).

Sarkar a kol. zjistili, Zze CART vyraZnzvySuje fosforylaci proteinu vazajiciho
responzivni element pro cyklicky adenosinmonofosf@REB) v hypothalamu sytych
i hladovych potkaf (Sarkar et al., 2004). Z in vitro studii na mygpafyzarni buscné linii
AtT20 a potkani hypofyzarni ba&né linii GH3 bylo zjiS&éno, Ze peptid CART rowZ zvySuje
fosforylaci extracelulam regulované kinasy (Erk1/2). V naSi skupisme zopakovali tyto
experimenty, avSak nebyla nalezena specificka vaepidu CART, ani signalizace popsana
acinkem peptidu CART (nepublikované vysledky).

Prvni studie &inkia peptidu CART byla provedena Kristensenem a kadly ko

intracerebroventrikularnim (ICV) podani peptidu CRRIoSlo ke snizeniifjmu potravy



u hladovych i sytych potka@n(Kristensen et al., 1998; Lambert et al., 1998nhagi laboratio
byl rovréZ prokdzan anorexigennéiiek peptidu CART 61-102 (Maletinska et al., 2007).

1.2PrRP (prolactin-releasing peptide)

Peptid uvohujici prolaktin (PrRP) byl objeven Hinumou a kol.roce 1998
v hypothalamu jako ligand receptoruaipujiciho G protein 10 (GPR10) (Hinuma et al., 1998
Marchese et al., 1995). PrRP se nach&aigvSim v mozku a jen nizkou koncentraéZzeme
nalézt v periferii (Fujiwara et al., 2005; Onakaakt 2010; Yasui et al., 2001).

PrRP pati do rodiny RF-amidovych pepfid ktera obsahuje C-koncovou
aminokyselinovou sekvenci Arg-Phe-NHHinuma et al.,, 1998; Quillet et al., 2016;
Takayanagi and Onaka, 2010). Prepropeptid obsalé&pna mista, ze kterych vznikaji dva
peptidy PrRP31 a PrRP20 (obrazek 2), které maiitidleou c-koncovou sekvenci.

Obrazek 2: Struktura PrRP31

a PrRP20

Zvyrazrenym Ser zéna PrRP31

a zvyrazény Thr oznduje misto,
kde za@in& kratk4 forma PrRP20.
Zelerv zvyraz@né aminokyseliny
oznauji mista, kde jsou zmy

v sekvenci potkaniho PrRP oproti
lidskému PrRP.

Bylo zjisttno, Zze PrRP se vaze nejen naj seceptor GPR10, ale byla prokazana vysoka

afinita k lidskému receptoru pro neuropeptid FEINPFEF2), jen dad niZSi nez maifgozeny
ligand neuropeptid FF (NPFF) (Engstrom et al., 2008letinska et al., 2013).

V pocatku byl PrRP povazovan za faktor, ktery spouskiess prolaktinuin vitro
u burééné linie RC-4B/C a v hikach adenohypofyzy (Hinuma et al., 1998). DalSdigtwSak
prokazaly @éinek PrRP na snizovanfipmu potravy adlesnou hmotnost, zvySeni energetického
vydeje po ICV podani (Ellacott et al., 2002; Lawceret al., 2000).

Boyle a kol. provedli struktugaaktivitni studiiin vitro na analozich PrRP19-31 (Boyle
et al., 2005). Bez ztraty biologické aktivityae byt provedena modifikace v aromatickém
kruhu Phé' (Boyle et al., 2005; Maletinska et al., 2011Db).



2. CILE DISERTA CNi PRACE

V prvni ¢asti ma tato praceigpet k identifikaci dosud neznamého receptoru proigept
CART s vyuZzitim novych analagpeptidu CART.
1. Zjistit, zda a v jaké nii¢ jsou exprimovana vazebna mista pro peptid CARUnkach
PC12 girozenych a diferencovanych na neuronovy nebo chfiomi fenotyp.
2. Identifikovat signalizani drahu, kterou peptid CART potenci&laktivuje v buikach
PC12, k nimz se specificky vaze.
3. Stanovit vyznam jednotlivych disulfidovychustki pro biologickou aktivitu peptidu
CART.

Ve druhéc¢éasti ma tato prace specifikovat biologickou aktiviipidovanych analaj
peptidu PrRP vzhledem k promiskuitni pova#ieogeného PrRP, ktery se s podobnou afinitou
vaze ke déma receptarm: GPR10 a NPFF2. Vzhledem k podobnosti recept®’RI® a Y5,
receptoru pro neuropeptid Y (NPY), sledovat afirptirozeného PrRP i jeho lipidovanych
analogi k tomuto receptoru.

4. Srovnat afinitu lipidovanych analégPrRP a firozeného peptidu PrRP kitkam
exprimujicim spontarthnGPR10 i NPFF2 nebo k Bkam s transfekovanym GPR&ONPFF2

a dale testovat aktivaci GPR10 receptoru.

5. Otestovat afinitu firozeného PrRP a jeho vybranych lipidovanych analBegRP na
buinkach s transfekovanym Y5 receptorem.

6. Lipidované analogy PrRP s modifikovanymi C-koncovaminokyselinami otestovat

v kratkodobém &inku na gijem potravy.

7. Na zaklad stanoveni anorexigennich vlastnosti lipidovanytdi@ji PrRP po akutnim
podéani uit dlouhodoby dinek €chto analo§ na obezitu a s ni spojené metabolické odchylky

u mySi krmenych vysokotukovou dietou.



3. MATERIAL A METODY

3.1 Syntéza peptidi a jodace

Potkani peptid CART 61-102 byl obdrZzen jako darfioeshy Novo Nordisk. Lidsky
peptid YY (PYY) a prasgd NPY byly zakoupeny u firmy PolyPeptide group (lhamn,
Svédsko). Sekvence jsou uvedeny v tabulceétsiNa peptid (tabulka 1) byla syntetizovana
na UOCHB v laboratid peptidové syntézy Ing. Blechovou (Blechova et 2013). Lipidizace
analog: PrRP byla provétha jako posledni krok (Maletinska et al., 2012)ptRly byly
znaseny pomoci N¥° a jodace peptidu byla prov&mh pomocicinidla IODO-GENM dle
pokyni vyrobce (Maletinska et al., 2012).

Tabulka 1: Sekvence peptid

Nazev Sekvence

&l & 'l 55 58 o 10
CART 61-102 EV¥GOVPMCDAGEQCAVEE GARIGELCDCPRGTSCHSFLLECL
| | | |
&1 &7 68 74 86 o0 24 101

Nle®” CART 61-102 ETGQVE Hle ?DAGEQ?M.TRKGARIGKL?DCIPRGTS?NSFLLKCL

8l 82 74 % 2 =2 101
[Ala®® CART 61-102  EvGQVPMADAGEQCAVREGARIGELADCPRGTSCHSFLLECL

potkani rPrRP31 SRAHQHSM ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH

Nle-PrRP31 S RAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NbI

myr-PrRP31 (N-myr)S RAHQHSNIe ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH

palm-PrRP31 (N-palm)S RAHQHSNle ETRTPDINPAWY TGRGIRPVGRF-NK

Kpalm-hPrRP31 SRTHRHSMEIK (N-palm) TPDINPAWYASRGIRPVGRF- NH

analog 1 SRAHQHSNIe ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRIL-Nal-NH;
analog 2 (N-myr)S RAHQHSNIe ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRL-Nal-NH;
analog 3 (N-palm)S RAHQHSNIe ETRTPDINPAWY TGRGIRPVGRL-Nal-NH;
analog 4 SRAHQHSNIe ETRTPDINPAWY TGRGIRPVGRPheCb-NH;
analog 5 (N-myr)S RAHQHSNIe ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRPheCb-NH;
analog 6 (N-palm)S RAHQHSNle ETRTPDINPAWY TGRGIRPVGRPheCb-NH;
analog 7 SRAHQHSNIe ETRTPDINPAWY TGRGIRPVGRPheNQ:-NH;
analog 8 (N-myr)S RAHQHSNIe ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRPheNC:-NH;
analog 9 (N-palm)S RAHQHSNle ETRTPDINPAWY TGRGIRPVGRPheNQ:-NH,
analog 10 SRAHQHSNIe ETRTPDINPAWY TGRGIRPVGRPheFs-NH;
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analog 11 (N-palm)S RAHQHSNIe ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRPheFs-NH;
analog 12 SRAHQHSNIe ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRTyr -NH:
analog 13 (N-palm)S RAHQHSNIe ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRTYr -NH>

Zkratky: norleucin (nle), naftylalanin (1-Nal), dichlorofgialanin (PheCl), nitrofenylalanin
(PheNQ); pentafluorofenylalanin (Phefy, palmitoyl (palm), myristoyl (myr)

3.2 Metody tykajici se peptidu CART a jeho analo@ provadénéin vitro

ainvivo
3.2.1 Kompetitivni a saturaéni vazebné experimenty

Saturgni a kompetitivni vazebné experimenty byly provdd dle dive
optimalizovanych podminek (Maletinska et al., 20B6@mpetitivni vazebné experimenty byly
provadgny s peptidem CART 61-102 a s analogy NIEART 61-102 a [AI&®] CART
61-102 ve stejnych podminkéach jako pro satoiraexperimenty. Po inkubaci byly ky
promyty a solubilizovany v 0,1 M NaOH. Radioaktiibyla utena pomoci gammétace
Wizard 1470 (Thermo Fisher Scientific, MA, USA).
3.2.2 Stanoveni signalizéinich drah pomoci imunoblotu

V kazdé jamce byly hiky PC12 inkubovany se samotnymi latkami CART 615102
Nle®” CART 61-102 o finalni koncentraci £, nebo NGF 50 ng/ml, v kombinaci s inhibitory
SP600125 (inhibitor c-Jun N-koncové kinasy, JNKkamcentraci 18 M & se samotnymi
inhibitory po dobu 10 nebo 60 miri@B7°C. Buiky byly na ledu iikrat promyty ledovym
fosfatovym pufrem a solubilizovany ly&@m pufrem. Dale byla provedena elektroforéza a
pienos na polyvinyliden difluoridovou membranu dlieffélova et al., 2014). Membrany byly
blokovany a poté inkubovany 1 hodigstuSnou primarni protilatkou: fosfo-SAPK/INK kel
mADb, SAPK/INK kraléi mAb, c-Jun kralii mAb viedni 1:1000 nebo aktin kréli mAb
viedni 1:2000 (Cell signalling Technology, MA, USA). Roromyti byly membrany
inkubovany 1 hod ifp pokojové teplat s mySi nebo kréli sekundarni protilatkou ztenou
peroxidazou, nadnou 1:2000. Chemiluminiscence byl detekovana pon@e@mi Doc™
Systém (Bio-Rad, CA, USA). Intenzita prouiZizyla kvantifikovana programem Image Lab™
Software (Bio-Rad, CA, USA) a normalizovana pomaddinu.
3.2.3 P¥ijem potravy po ICV podani peptidu CART a jeho anabgi

Pokus probihal na mySich samcich kmene C57BL/600 Bano v den pokusu bytgs
noc hladovym my3im, ICV podan fyziologicky roztgeptid CART 61-102, resp. NIeECART
61-102 v davce fig/my3 nebo analog [A%&®9 CART 61-102 v davce 1 ajg/mys (n = 5).
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3.3 Metody tykajici se PrRP a jeho lipidovanych analod
3.3.1 Kompetitivni vazebné experimenty

Pro kompetitivni vazebné experimenty byly nky RC-4B/C nasazeny na
24-jamkoveé destky potazené polylysinem dle metody optimalizovatieed(Maletinska et al.,
2013). Vazebné experimenty na membranach s lid$¥yfF2 receptorem byly provéuy dle
pokyni vyrobce (Maletinska et al., 2013). ity CHO-K1 s transfekovanym lidskym GPR10
byly nasazeny na 24-jamkové deéksi v husto¥ 3000 bugk/jamku. Buiky byly inkubovany
ve vazebném pufru s 0,03 n¥P-hPrRP31 a s peptidy o koncentraci*te 10° M 60 min g
25°C (Maletinska et al., 2015).

Bunky U20S s transfekovanym lidskym Y5 byly na vazebrperimenty nasazeny na
24-jamkové destky potazené PEI v hustot40000 butk/jamku a byly inkubovany ve
vazebném pufru (25 mM HEPES pH 7,4, 120 mM NaGhM MgCl,, 4,7 mM KCI, 1 mM
CaCb - 2H.0, 0,5% BSA, 2 g/l glukosa). By inkubovany ve vazebném pufru s 0,1 nM
129.PYY a s peptidy o koncentraci #6— 10° M 2 hod g 25°C. Nespecificka vazba byla
uréena pomoci 1M PYY.

3.3.2 Kratkodoby p¥ijem potravy po podani lipidovanych analog PrRP se znénami

na C-konci na Stihlych mysich

Mysi samci C57BL/6 byli v den pokusu 17 hod hladawvigli volny piistup k vod.
MySim byl SC podan fyziologicky roztok nebo analdyrP31 v davce 5 mg/kg rozpersé
ve fyziologickém roztoku. Patnact minut po injekgia mySim podana zvazena peleta a byl
odeitan g@ijem potravy po 30 min po dobu 6 hod.¢Bbzviat na skupinu byl 5-6 jedifc
3.3.3 Udinky dlouhodobého podavani lipidovanych analod PrRP u mysiho modelu

dietou indukované obezity (DIO)

MySim samém C57BL/6 byla od 8. tydnecku podavana HF dieta (Maletinska et al.,
2015). Ve ¥ku 19 tydmi byly mySi rozazeny do skupin po 10 jedincich a urrisgt do
individualnich kleci s volnymigstupem k vod a HF diet. MySim byl dvakrat derin(v 8:00
a 17:00) po dobu 14 drinjikovan SC fyziologicky roztok, nebo myr-PrRP2@&Im-PrRP3Ei
analog 6 s Phe&f rozpustné ve fyziologickém roztoku v davce 5 mg/kg. Vilgthu pokusu
byl kazdy den monitorovariem potravy a mysim byla&tena ¢lesna hmotnost. Po 14 dnech
rano na konci experimentu byla mySim odebrana kpey pipravu plasmy a tkan
— tukova (tuk podkozni — SCAT, vnitroBni — IPAT a hada tukova tka — BAT) a jaterni pro
uréeni dalSich metabolickych parametiTkare byly zvazeny a zmrazeny v tekutém dusiku
a do zpracovani uchovavaniy £ 0°C. Plasmy byly v alikvotech uchovavany{20°C. MySim
DIO sama@m byly glukometrem r¥eny hladiny glukosy. Dale byladfena hladina insulinu,

leptinu a triglycerid v plasng. VSechna stanoveni byla pro¥ad dle doporéeného protokolu
12



vyrobai (Maletinska et al., 2015). Tukova a jaternittkgla zpracovana dle (Maletinska et al.,
2011a).

3.4 Statistické vyhodnoceni

Hodnoty jsou uvedeny jakojmér + SEM. Pro statistické vyhodnoceni a pro Wgto
hodnot EGo, Ki, Kq byl pouzit program Graph-Pad Prism (GraphPad So#winc., CA, USA).
Pouzita statistickd metoda je uvedena u vysledozdily byly povazovany za statisticky

vyznamné, pokud p < 0.05.

4. VYSLEDKY

4.1 Peptid CART
4.1.1 Specifick4 vazba peptidu CART na bugéné linii PC12

Satur&ni vazebné experimenty byly pouzity ke stanoveiriitgf 1?9-CART 61-102
a patu vazebnych mist v nediferencovanych nkach PC12 a v hikdch PC12
diferencovanych pomoci NGF na neuronovy fengéiygexametasonem (DEX) na chromafinni
bunky (tabulka 2). P&et vazebnych mist se pro peptid CART po diferemnd®\&eF ¢i PACAP
vyrazre zvysil. Buiky PC12 diferencované dexametasonem ssityna chromafinni fenotyp

a kvili vysoké nespecifické vazbnebylo mozné stanovit hodnotu.K

Tabulka 2:
buiiky PC12 Kd [nM] Bmax [po¢et vazebnych mist/buiku]
nediferencované buiky 2,36 £1,28 3601 + 592
NGF diferencované buiky 2,09 £ 0,66 11248 + 930
DEX diferencované buiky | Nebylo mozné stanovit velmi nizky

4.1.2 Vyznam jednotlivych disulfidovych mistka peptidu CART pro jeho biologickou

aktivitu in vitro

V naSi studii byla zkoumanatlkzitost jednotlivych disulfidovych fstki. Analog
[Ala®®89 CART 61-102 se dsma disulfidovymi niistky v pozici 74-94 a 88-101 vykazoval
vysokou afinitu k bitkdm PC12 (K= 3,95 + 1,77 x 1®M) . RovrsZ byl syntetizovan stabilni
analog NI& CART 61-102, ktery rél v pozici 67 methionin vy@nén za norleucin. Analog
Nle®” CART 61-102 se vazal s vysokou afinitou 3,98 + 2,10 x 18 M), stejr¢ jako peptid
CART 61-102 (K= 7,78 + 3,38 x 18 M). Hodnota k a Bnax byla ugena z pedchozi studie
(Maletinska et al., 2007).

13



4.1.3 Vyznam jednotlivych disulfidovych mistka peptidu CART pro jeho biologickou
aktivitu in vivo
Prijem potravy byl niifen na hladovych samcich mysi a po ICV podani pe@idRT
61-102 resp. N CART 61-102 v davce Lig/mys dodlo k vyznamnému snizerfijmpu
potravy (obrazek 3). Analog [A14%4 CART 61-102 v davce pg/mys vyznamésnizil gjem

potravy a jeho &nek byl srovnatelny s peptidem CART 61-102 resfe®NCART 61-102
(obrazek 3).

N
o
)

\ o , - fyziologicky roztok

= CART 61-102 1 pug/my3

= Ne® CART 61-102 1 pg/my$
[Al2%#] CART 61-102 1 pg/my$
[Ala%®] CART 61-102 5 ug/my$

-
[4)]
1

o
[4)]
1

kumulativni pfijem potravy [g]

o
=

150 200 250 300 350
¢as [min]

0 50 100

Obrazek 3: Fijem potravy po ICV podani peptidu CART a jeho aogk u hladovych mysi
Latky byly v davce 1 resppug/mySa podany ICV doeti mozkové komory, n = 6. Signifikance
je *** p < 0,001 oproti kontrole. Data byla analyzédna jednocestnou analyzou rozptylu, po
které nasledoval Dunnéit test.
4.1.4 Signalizaéni drdha aktivovana peptidem CART v buikach PC12

U zkoumané signalizai drahy SAPK/JNK doslo k vyraznému zvySeni aktevaelun
po 60 minutové inkubaci s peptidem CART 61-102 &bk 4). Fosforylace JNK, ktera
piedchazi aktivaci c-Jun, byla signifikadtzvySena po 10 minutové inkubaci s CART 61-102

i s analogem NRE CART 61-102 (obrazek 4). @bdrahy byly blokovany inhibitorem
SP600125.
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Obrazek 4: Pehled

cJun phaspho-INK

privedumdl S R fawe = D I s - - | aktivace signalizénich
actin INK drah C'\Jun a JNK
42 kDa —> — s — T — v - 7
o — (N g—— — o e Buiky byly inkubovany
250 200 i - .
s peptidem CART 61-

200

150

102, analogem Nfé
CART 61-102 a
s inhibitory po dobu 10 a
60 min @i 37°C. Data

jsou uvedena jako

% kontroly

100

prumery + SEM. Signifikance je * p < 0,05, ** p< 0,01 ogti kontrole. Data byla analyzovana
jednocestnou analyzou rozptylu, po které nasledbuainettiv test.

4.2 Studium lipidovanych analogi PrRP
4.2.1 Syntéza lipidovanych analog PrRP31 a PrRP20

Sekvence firozeného PrRP31 a jeho analogou uvedeny v tabulce 1. Myristova
a palmitova kyselina byla u lipidovanych analgwipojena na N-koneéetzce syntézou na
pevné fazi. Nestabilni methionin byl nahrazen #&b&$im norleucinem bez ovliwmi
biologické aktivity (Maixnerova et al., 2011).
4.2.2 Afinita lipidovanych analogi PrRP in vitro k riiznym receptomim

Vazebné experimenty byly prov&ad/ na bugcné linii RC-4B/C, CHO-K1
s transfekovanym lidskym GPR10 a Bbémych membranach z CHO-K1 biin
s transfekovanym lidskym NPFF2. Potkani rPrRP3Xlan s norleucinem Nle-PrRP31 i
lipidované analogy PrRP31 se vazalyisvkhanomolarni oblasti (tabulka 3). Ktabilniho
analogu NPFF — 1DMe na membranach s lidskym NR##R 1,8 £ 0,54 nM. Lipidované
analogy PrRP31 s mastnou kyselinou vykazovaly vgd$itu nez u analag bez mastné
kyseliny. Analogy 5 a 6 (s Phef)) s myristovou nebo palmitovou kyselinoti
palmitoylovany analog 9 (s PheN®) vykazoval velmi vysokou afinitu ke GPR10 a NPFF2.
Tabulka 3: Charakterizace lipidovanych analogi PrRP31 pomoci vazebnych
experimenti

piijem potravy na
hladovych mySich

RC-4B/C lidsky GPR10 lidsky NPFF2

z 125 125|_ 125|_
Nazev 3-rPrRP31 1-hPrRP31 1-1DMe (5mglkg SC)
Ki [nM] Ki [nM] Ki [nM] [%] (45 min)
fyz:glzc;chky 100 +£9,3
POk 239:011  391:021  571%155 113£10
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Nle-PrRP31  1,284020  187+042  496+34 NT
myr-PrRP31  0,69+0,09  0,69+0,09 1,59 0,32 9,5+6,5
palm-PrRP31  051+0,15  294+033  0,91+031 132+6,2

K palm- 476+196 6204076  559+1,33 NT
hPrRP31 ! : ! ! ! :

analog 1 833260  33,6+156  243+382 NT
analog2  395+1,22  1,30+0,21 NT 49+27
analog3  085+0,15  3,82+037  0,41+0,06 0,5+0,3
analog4  3.83+094  1,73+035  14,0+3,18 NT
analog5  0,60+022  092+032  3,08+0,01 12406
analog 6  1,32+029  1,02+040  1,93+0,53 0,7+04
analog 7 109+506  466+085 352003 NT
analog 8 0,71+£0,12 0,53+0,17 NT 49+43
analog9  058+010  074+027  11,8+2,94 0,4+0,3
analog 10  12,8+222  836+117  138+0,02 NT
analog11  051+008  1,86+052 0,24 +0,05 31,3+136
analog 12 3.23+0,15 1,97 + 0,08 NT NT
analog 13 022+001  1,53+0,38 317 + 140 20,1+5,7

NT — netestovano; Hodnota Byla vypd@itana ze z@enych hodnot 165 z Cheng-Prusoffovy
rovnice. Data byla @ena v duplikdtech v nejmérech nezavislych experimentech a jsou
uvedena jako pimer + SEM.
4.2.3 Saturaéni a kompetitivni vazebné experimenty na bu&né linii U20S

s transfekovanym receptorem Y5

Jako optimalni byla stanovena doba inkubace 120 kdy se tato doba ro¢h
shodovala s informacemi z literatury. Ze satafeh vazebnych experiménha burgcéné linii
s transfekovanym Y5 receptorem byl&ema hodnota K1,01 £ 0,27 nM a pet vazebnych
mist Bnax 36770 = 2590 vazebnych mistftkw. Byla pouzita zvySujici se koncentrace
radioligandu?-PYY ve finalnich koncentracich 0,05 — 2 nM a pji§téni nespecifické vazby
byl pouzit neradioaktivni PYY ve finalni koncentrab0® M. Pro kompetitivni vazebné
experimenty byly biikky inkubovany s peptidy o zvysujici se finalni kentraci v rozmezi
101 - 10* M a s 0,1 nM*?9-PYY. Prirozené ligandy PYY a NPY se vazaly na receptor Y5
s vysokou afinitou, kdy Kse pohybovaly v nanomolarni oblasti (tabulka 4ambk 5). Hodnota
Ki prirozeného PrRP31 a PrRP20 byladadu 106° M (tabulka 4, obrazek 5). U vybranych
lipidovanych analofy palm-PrRP31 a Kpalm-hPrRP31 byla afinita k Y5 receptoru vy3si
a hodnoty Kse pohybovaly vadu 10" — 108 (tabulka 4, obrazek 5).
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Tabulka 4: Charakterizace analodgi PrRP31 pomoci vazebnych experimeiitna bunééné

linii U20S s transfekovanym Y5 receptorem

lidsky Y5
129-hPYY
Ki [nM]

PYY 3,79 £ 0,66

NPY 3,101
hPrRP31 2863 £42,6
potkani rPrRP31 5910 + 624
palm-PrRP31 38,2 +6,16
K1¥palm-hPrRP31 272 + 86,7

Hodnota K byla vypd@itana ze z@renych hodnot 165 z Cheng-Prusoffovy rovnice. Data byla

meérena v duplikatech v nejmébech nezavislych experimentech a jsou uvedena jakoep

+SEM.
- PYY Obrazek 5: Reprezentativni
120- e -
& -+ NPY kompetitivni vazebné ikvky
& 100 . - hPrRP31 na U20S s transfekovanym
‘E 804 - PrRP31
o -+ palm-PrRP31 Y5 receptorem
% 60+ -+ K''paim-PrRP31 | Buiky byly inkubovany 120
g 40- min pi RT. Koncentrace
20 radioligandu ?9-PYY byla
0 — T 0,1 nM a nespecificka vazba
42 11 10 9 8 -7 6 -5 4 -3 ]
koncentrace '251-PYY [nM] byla urcena pomoci

neznaeného PYY 1OM.

4.2.1 Uginek lipidovanych analogi PrRP v kratkodobém podavani u hladovych mysi

Data z kratkodobéhoripmu potravy na hladovych mySich jsou vyjéda v tabulce 4.

Po SC podani ipozeného PrRP31 nedoslo k ovlém piijmu potravy. Myristoylovany

a palmitoylovany PrRP31 vyragzrenizil gijem potravy. Palm-PrRP31 vykazoval sjBi

a dlouhodobSi anorexigenni dinek nez myr-PrRP31. Anorexigenndiiek a stejny trend

vykazovaly roviz analogy 2 a 3 s 1-N&ki analogy 8 a 9 s PheN®&.

4.2.2 Uéinky lipidovanych analogia PrRP v dlouhodobém podavani DIO my3im

Po ¢étrnactidennim podavani myristoylovaného PrRP20mjallovaného PrRP31

a analogu 6 s Phelv davce 5mg/kg doslo k signifikantnimu sniZetijrpu potravy (obrazek

6 a) a vyraznému snizeni hmotnosti u mySi (obr&dl oproti kontrolni skupthPo SC
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podavani analogu palm-PrRP31 doslo k velmi vyraanémnizeni celkové hmotnosti tukove

tkarg, zpisobenéhoigdevsim vyraznym snizenim podkozniho a perirendituiku.

o
=3

404

w W

kumulativni pfijem potravy [g]
[
o

012345678 911112131415
¢as [den]

b)

- fyziologicky roztok 105,
- myr-PrRP20

< palm-PrRP31

-+ analog 6

-
(=4
i

ubytek hmotnosti [%]

¢as [den]

-»- fyziologicky roztok
- myr-PrRP20

-~ palm-PrRP31

-+ analog 6

012345678 9101112131415

u DIO mysi

,,,,,

Ucinek myr-PrRP20, palm-PrRP31 a analogu 6 s Pe&@laa) prijem potravy &) télesnou
hmotnost po SC podani. Latky byly podavany v danagkg dvakrat deri(n = 8 - 10). Data
byla analyzovana dvoucestnou analyzou rozptylukigoé nésledoval Bonferroniho test.

Signifikance je * p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < @O1 vs. kontrolni skupina.

Dlouhodobé podavani myristoylovaného PrRP20 a pajmovaného PrRP31 vyragn

snizilo hladiny leptinu v plaséma toto sniZeni bylo Ggmé ke snizené hmotnosti tukové tkan

Hladina insulinu v plasghbyla signifikant® snizena po podavani palm-PrRP31 (tabulka 5).

PrRP u hladovych DIO mysi

,,,,

leptin glukosa insulin triglyceridy

skupina

[ng/ml] [mmol/l] [ng/ml] [mg/dl]

fyziologicky roztok 53,3+ 3,49 6,94+0,28 4,09 +0,55 712,2+3,2

myr-PrRP20 39,6 +

347* 7521016 3,54+0,47 68,7 £ 4,16

palm-PrRP31 24,7 +3,39** 726+0,29 237x047* 66,88,
analog 6 46,12 £ 7,07 6,66 + 0,29 NT 77,7+9,25

Hodnoty jsou uvedeny jakojoner £ SEM, n = 10. Data byla analyzovana pomoci jecksiné

analyzy rozptylu, po které nasledoval Dunéaetest. Signifikance je * p < 0,05, ** p < 0,001

vs. kontrolni skupina.

Ctrnactidenni podavani palm-PrRP31 vedlo v jatrexhriizené expresi mRNA enz§m
lipogeneze ACACA, FASN a transktipinho faktoru SREBP. Ve SCAT doSlo ke snizeni

exprese MRNA FASN a leptinu

. Snizena exprese FAREtanu byla rovez i v IPAT.
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5. DISKUSE

5.1 Peptid CART a jeho analogy

Peptid CART byl objeven v roce 1998 g vSechny snahy o identifikaci neni stale
zndm jeho receptor. V nasi labotatdyla nalezena specifickd vazba peptidu CART
k ptirozenym feochromocytomovym fBkam PC12 a hikam diferencovanym v neuronovy
fenotyp (Maletinska et al., 2007). NaSe dalSi studvitro na této bu#&iné linii a rovréz na
ovlivnéni prijmu potravyin vivo, testovaly nové analogy peptidu CART a byl zkouméjen
vztah mezi strukturou a aktivitou anaipgle roviez i signalizace peptidu CART do itky,
ktera by mohla fispét k charakterizaci vazebného mista.

5.1.1 Specificka vazba peptidu CART na buéné linii PC12

V nasi gedchozi studii (Maletinsk& et al., 2007) byla pa#da specifickd vazba na
burg¢nou linii PC12. Po diferenciaci na iy nervové tkas pomoci NGF a PACAP doslo
k vyraznému zvySeni gtu vazebnych mist/iiku. Naopak po diferenciaci na chromafinni
buiky byl paiet vazebnych mist tak nizky, Ze nebylo mozné jefteni. To znamena, Ze
vazebna mista pro peptid CART se exprimuji spiBervové tkani a tumorurdné nadledvin,
nez v normalnich chromafinnichikéch.

5.1.2 Vyznam jednotlivych disulfidovych mistki peptidu CART pro jeho biologickou
aktivitu

V nasi dalsi studii byla testovanélefitost disulfidovych nistki, vytvorenych mezi
dvojicemi cystei (Blechova et al., 2013). Pomoci kompetitivnichelazych experimeitna
burgéné linii PC12 byla studovana afinita peptidu CARIFB)?2 a jeho analdigNIe®’ CART
61-102 a [Al&%®9 CART 61-102. Afinita byla srovnatelna gippzenym peptidem CART
61-102 a hodnoty Kobou peptid se pohybovaly v nanomolarni oblasti. Z vySe zmych
daldich analoly pouze analog [ARE®9 CART 61-102 obsahujici dva disulfidovéustky
Vv pozici 74-94 a 88-101 a alaniny v pozici 68, 868tmtetiho disulfidového ristku vykazoval
vysokou afinitu k bitkam PC12, s hodnotou; lfouze orad nizsi nez ufirozeného peptidu
CART a anorexigenni vlastnosti.

V in vivo testech sledujicichéfpem potravy po centralnim podani byly pouzity ags
peptidu CART, NI&’ CART 61-102 a [Al#®9 CART 61-102 s vysokou afinitou k b&mé
linii PC12 a girozeny peptid CART 61-102. Po ICV podéani peptiddRT 61-102¢i analogu
Nle®” CART 61-102 hladovym myS3im v davce 1 pg/mys ddSkyraznému anorexigenimu
Gcinku. Tato davka je srovnatelnaiegchozimi studiemi (Kristensen et al., 1998; Makgka
et al., 2007; Thim et al., 1998). U analogu [&f& CART 61-102 byly pouzity davky 1 a 5

19



png/mys a Wase nejetSiho &inku pri 45 min po podani latky vyznamarsnizoval gijem
potravy v obou davkach a anorexigengingk byl davko¥ zavisly. Peptidy vykazovaly
vyrazny dlouhodoby dinek, ktery byl patrny i na konci experimentu pchédinach, coz
naznguje vysokou stabilitu peptid Pro zachovani afinity k b&ané linii PC12 jsou nezbytné
dva disulfidové mstky v pozici 74-94 a 88-101. Analog [Af£9 CART 61-102 niize byt
pouzit jako zaklad pro struktutraktivitni studie, nebo jeho syntéza je jednodussi oproti
syntéze celéhoipozeného peptidu.

5.1.3 Signalizace peptidu CART v buikach PC12

Vzhledem k tomu, Ze stale nebyl nalezen recepmppptid CART, mnohé labordt®
se pokousSely o identifikaci jeho molekuly a sigmalnich drah. V naSi labordiojsme
nepozorovali aktivaci drahy Erk1/2 a CREB peptid@ART, ani jeho analogem NIECART
61-102 v buikach PC12 oproti praci (Lin et al.,, 2011). By byly ve studii Lin a kol.
diferencovany NGF a PACAP, které mohly vikach PC12 samy stimulovat Erk1/2.

Kromé zmininého Erk1/2 a CREB byly v iskach PC12 sledovanyizné signalizéni
drahy, které by mohl peptid CART stimulovat. Bytadovana aktivace c-Fos, c-Jun na drovni
proteinu a fosforylace JNK a p38. U BnPC12 doSlo k vyznamné fosforylaci JNK
a k nasledné aktivaci c-Jun po inkubaci s pepti@&RT ¢&i jeho analogem Nfé CART 61-
102. Tyto vysledky byly podgeny pouzitim specifického inhibitoru JNK kinasy $B625,
ktery aktivaci c-Jun a fosforylaci JNK po podanptidu CART blokoval. Popsané vysledky
vedou k zawru, ze peptid CART i jeho analog NfeCART 61-102 v bitkach PC12 aktivuji
drahu JNK, které je primagnndukovana protizastlivymi cytokiny a stresovymi podminkami
(Chang and Karin, 2001).

Peptid CART i jeho analogy nabizeji stdle nové nogkinv testovanin vitro, které by
mohly vést knalezeni jeho receptdru/ Moznym krokem je studium jinych
feochromocytomalnich béanych linii podobnych btkdm PC12, na kterych byla vazba jiz
prokdzana (Maletinskd et al., 2007). Provedeni hagsh experimerit a testovani
signaliz&nich drah na novych feochromocytomalnich liniichnighlo byt zajimavym krokem
v mozZzném objevu receptoru pro peptid CART.

5.2 PrRP ajeho nové lipidované analogy

V naSi laborath byly syntetizovany nové analogy PrRP s mastnosekyou
piipojenou es amidovou vazbu. Jedinym dosud znamimopenym pikladem lipidovaného
peptidového hormonu je ghrelin, ktery vznika v tiidu a isobi v hypothalamu. Tento peptid
obsahuje kyselinu oktanovouiojenou pes esterovou vazbu na serin v pozici 3, ktera
pravéEpodobré umoziuje pasivni transport ghrelinigs BBB (Pirnik et al., 2011). Novym

syntetickym lipidovanym peptidem je analog GLPifadlutid, ktery byl nejéive vyuzivan
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v [&bé diabetu mellitu 2. typu a nyni i kdéé obezity a jeho stabilita v plagnje zvySena
vazbou a sérovy albumin (Gault et al., 2011). Obeendéici, Ze lipidizace peptitlzvySuje
jejich stabilitu v krvi vazbou na albumin a uniiofe centralni dinek analog po perifernim
podani a rové¥ dochazi ke zvySeni stability v plasmchto peptid.

5.2.1 Afinita lipidovanych analoga PrRP in vitro k riznym receptonim

V predchozi na$i studii (Maletinska et al., 2011b) jsone&fili dulezitost C-konce
peptidovéhoretézce, ktery je pro PrRP20 i PrRP31 stejny a je zeékadni pro zachovani
biologickeé aktivity. Mastna kyselina ézné délce byla protoripojena na N-konec PrRP. Na
PrRP31 byly fipojeny mastné kyseliny o délce 8-18 ulilikl PrRP31 s navazanou stearovou
kyselinou byla limitnim faktorem lipofilicita a rpaustnost peptidu, proto poté byly
syntetizovany analogy s myristov@u palmitovou kyselinou. Dale byly syntetizovany a v
studii pouzity lipidované analogy PrRP s myristov@lio palmitovou kyselinou a s modifikaci
na C-konci podle naSii@dchozi studie (Maletinska et al., 2011b). V po3itibyl fenylalanin
vymeénén za nekdédové aminokyseliny 1-Nal, Phe@®hel, PheNQ nebo za tyrosin. Tato
vyména mize zvySovat biologickou aktivitu a stabilitu usledku ¥tSi odolnosti proti &peni
peptidasami. Lipidované analogy PrRPuznou délkouietzce mastné kyseliny maji
zachovanou vysokou afinitu ke GPR10 receptoru sbmmadi K v nanomolarni oblasti
a k burgéné linii RC-4B/C, kterd endogeérexprimuje GPR10 a NPFF2 receptory. Tyto
vysledky jsou v souladu s vysledky #edchozich studii, kdy byly ve vazebnych experimgmte
testovany lidsky a potkani PrRP20 a PrRP31 (Langmetaal., 2000). # vazebnych
experimentech na batné membrany s receptorem NPFF2 vykazovaly lipidévanalogy
vy33i afinitu ve srovnani gippzenym PrRP2@i PrRP31 a to s K10° M, coz je hodnota
srovnatelnd se stabilnim ligandem NPFF2 recepi®i)e (Engstrom et al., 2003; Maletinska
et al.,, 2013). Tento fakt nazhge, Ze NPFF2 hrajeutkzitou roli v centralnim {sobeni
lipidovanych analog PrRP.

DalSim testovanym receptorem ve vazebnych studibgh lidsky receptor Y5
transfekovany v hikach U20S. Vazbaijsozeného PrRP31 byla nizka, s hodnoted & M.
Ov3em u vybranych testovanych andlgoplm-PrRP31 a ¥palm-hPrRP31, dosloédovému
zvysSeni vazebné afinity k receptoru Y5. Tento fak¥ée nazn&ovat, Ze Y5 receptor tze hrat
roli v G¢inku lipidovanych analogPrRP a je paeba dalSi testovaini vivok prokazani &inku.
Y5 receptor je zapojeny do regulad§mpu potravy a pes tento receptorisobi NPY, PYY¢i
PP (Cabrele et al., 2000; Gerald et al., 1996)agoisté Y5 receptoru naopaikjpm potravy
snizuji (Criscione et al., 1998). Je fsdia provest dalSi experimenty s lipidovanymi analog

PrRP, a pro&fit zda mohou mit potencialrantagonisticky &inek na Y5 receptor.
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5.2.2 Ué&inek lipidovanych analogi PrRP v kratkodobém podavani hladovym mysim

Jiz dive bylo prokazéano, Ze PrRP je anorexigenni fakt@eho mRNA je exprimovéana
v oblastech dlezitych pro regulaci energetické rovnovahy, jako DMN, NTS ¢i VLM
(Lawrence et al., 2000). Mnoho studii dale poterdile PrRP po ICV podani dieti mozkove
komory snizuje fijem potravy a zvySuje energeticky vydegkesnou teplotu (Ellacott et al.,
2002; Lawrence et al., 2000; Maixnerova et al., 130llipidované analogy PrRP byly testovany
v kratkodobém fijmu potravy u hladovych mysi s cilenxitrjejich pisobeni po podani do
periferie. Z vysledi vyplyva, Ze pedevsim analogy s myristovéipalmitovou kyselinou maji
velky potencial v centralniméinku na snizenifymu potravy. V kratkodobémifpmu potravy
prokazaly silny anorexigenntimek také analogy s modifikaci na C-koncovém felayieu,
a to gredev3im palmitoylovany analog s 1-Ralmyristoylovany a palmitoylovany analog
s PheCF! a palmitoylovany PheN£&.
5.2.3 Ué&inek lipidovanych analogi PrRP v dlouhodobém podavani DIO mySim

U kratkodolé nej&inngjSich analog palm-PrRP31, myr-PrRP20 a analogu 6 s palm-
PheC}! byl dale testovan dlouhodoby opakovangingk na pijem potravy a dlesnou
hmotnost po perifernim podani u mysSi s DIO. Chred@idvoutydenni podavani lipidovanych
analogi nevedlo k toleranci a anorexigenrginek byl zachovan po celou dobu experimentu.
Télesna hmotnost u mysi s DIO byla signifikahmiZzena u vSech skupin. K nejvyrégimu
snizeni celkové hmotnosti tuku doslo ve skapikteré byl podavan palm-PrRP31, a to
podkozniho a perirenélniho tuku. Ubytek tukové #ényl provazen vyraznym snizenim
hladiny leptinu v plasi i jeho exprese v podkozni a visceralni tukovénitk&nizené byly
i hladiny mRNA pro FASN v podkoZni a visceralni twié tkani.

Pro dalSi studium lIze vyuZit névsyntetizovanych lipidovanych anafogPrRP
s mastnou kyselinou ve vybranych pozicich uaniminokyselinovéheéetézce. Tato modifikace
muze spolu sfdanim Gzné spojovaci molekuly (glutamova kyselina, poly&thglykol)
prispét k WinngjSi dostupnosti z periferie (z podkozi) a ke zvysSstability v organismu.
Nékteré nové lipidované analogy PrRP vyréazitepSuji nejen metabolické parametry, jako je
snizeni hmotnosti tukové tk&ma snizeni hladiny leptinu. Ro&hje nasSim fednttem zajmu
zkoumani mechanismucialku v periferii i v CNS po perifernim podani. Ppochopeni
mechanismu {sobeni a pro afeni afinity lipidovanych analdg PrRP k NPFF2 a Y5
receptorun vivo by mohla pispét studie na mySich s ¥gzenym genem pro receptor GPR10.
NasSe nové lipidované analogy PrRP skytaji velkypoial v I€bé obezity.
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ZAVER

Studie tykajici se peptidu CART a jeho analqgfispiva k objaséni vztahu mezi
strukturou a biologickou aktivitou. Pomoci experirtieprovadgnych na bu&né linii PC12,
obsahujici vazebna mista pro peptid CART, jsmeovedit vazebnou afinitu a moznou
signaliz&ni drahu.

Ve vazebnych experimentech vykazoval vysokou afikibuikam PC12 peptid CART
61-102, ale i stabilni analog NIeCART 61-102. Pro zachovani biologické aktivity nen
nezbytny disulfidovy nmistek v pozici 68-86. Tyto analogy byly rasinvelmi (€inné na snizeni
piijmu potravy u mysi. Zn vitro testovani potencialnich signakkréch drah, aktivoval peptid
CART drahu SAPK/JNK s naslednou aktivaci c-Jun.

V experimentech prové&dych na hladovych mySich peptid CART i jeho analogy
vyznamr snizovaly pijem potravy a po provedeni imunohistochemickéistbglo zjis€no,
Ze dochazi k aktivaci c-Jun v oblastech mozku smjiich s fijmem potravy. NaSe studie
prispivaji k hledani mechanisnmicinku peptidu CART a mohou tak nazitecestu k dalSimu

hledani jeho receptoru.

Experimenty provaghé in vitro i in vivo s lipidovanymi analogy PrRPfippely
k objasrini biologické aktivity &chto analog a jejich fyziologickych dinki. Z vazebnych
experiment bylo zjiS€no, Ze analogy PrRP s mastnymi kyselinami se vaigsokou afinitou
ke GPR10 receptoru a dokonce s vysSi afinitou k RPfeceptoru. #kvapiva byla vazba
lipidovanych analogk burg¢né linii s transfekovanym Y5 receptoreniir®zeny PrRP se vSak
na tento receptor vazal velmi stab

Vin vivo pokusech na hladovych mysSich byly testovany aralegnyristovou
a palmitovou kyselinou a zamami za derivaty Phe na C-konci. Analog 6 s Pie@ykazoval
dlouhodoby anorexigenni¢imek. Analogy palm-PrRP31, myrPrRP20 a analog 6y byl
testovany v dlouhodobém experimentu na DIO mysickierych vyznam snizily gijem
potravy a &lesnou hmotnost. Také doSlo ke zlepSeatkierych metabolickych paramétjako
je snizeni hladiny leptinu v plagmjeho mRNA v tukoveé tkani.
Lipidované analogy PrRP nabizeji velky potencial gelSi studium mechanismuidka a tyto
latky mohou byt vhodnymi acinnymi kandidaty pro k&bu obezity.
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