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ABSTRAKT

Peptid uvolnujici prolaktin (PrRP) patfi k tzv. RF-amidovym peptidiim, pro které je
typicka C-koncova sekvence —Arg-Phe-NH,. Diky vzdjemné podobnosti maji tyto peptidy
obdobné biologické ucinky. PrRP byl objeven pti hledani endogenniho ligandu k sirotéimu
receptoru GPR10, kdyz byl hledan faktor zodpovédny za sekreci prolaktinu. Tento Ucinek
byl brzy zpochybnén a v soucasnosti je PrRP povaZzovan predevsim za anorexigenni peptid.
To dosvédcuje i fakt, Ze se u mysi s vyfazenym genem pro PrRP nebo GPR10 vyskytuje
hyperfagie a obezita. Kromé& GPR10 se PrRP vdzZe s vysokou afinitou i k receptoru NPFF,,
jehoZ endogennim ligandem je rovnéz anorexigenni neuropeptid FF (NPFF).

V této praci byl zkouman vliv navazani rizné dlouhych mastnych kyselin na N-konec
na biologickou aktivitu PrRP, a to in vitro ve vazebnych experimentech a spousténi
signalizacni drahy MAPK/ERK1/2 v zavislosti na koncentraci peptidu. Vin vivo
experimentech testujicich vliv periferné podanych analogl na pfijem potravy byl testovan
potencialni anorexigenni Ucinek lipidovanych analogl PrRP, ktery je centrdlni, a proto
predpokladd prestup analogu PrRP pres hematoencefalickou bariéru.

Vazebnymi testy bylo zjisténo, Ze vSechny analogy se vazou k potkani hypofyzarni
bunécné linii RC-4B/C s velkou afinitou, analogy s navdzanou mastnou kyselinou dokonce
s K; o fad nizsi neZ nativni PrRP. Vysoka afinita byla potvrzena také pro vazbu k bunkam
s transfekovanym GPR10 i k buné¢nym membranam s transfekovanym receptorem NPFF,.
Déle bylo zjisténo, Ze testované analogy spousti signalizacni drahu MAPK/ERK1/2
s ECso v Fadu 10° M.

In vivo experimenty potvrdily, Ze po perifernim podani nema nativni PrRP vliv
na prijem potravy, oproti tomu vsechny analogy obsahujici 14 nebo vice uhlikl dlouhou
mastnou kyselinou vyrazné snizovaly pfijem potravy, coZ napovida, Ze zvyseni lipofilniho
charakteru latek zfejmé umoznilo jejich prestup pres hematoencefalickou bariéru, ktery
je podminkou jejich centralniho anorexigenniho ucinku. U testovanych peptidd nebyl
zjistén ani sedativni, ani analgeticky efekt. Analogy palm-PrRP31 a myr-PrRP20 jsou tedy

vhodné k dalSimu studiu a jako potencidlni antiobezitika.
KLICOVA SLOVA:

Peptid uvolnujici prolaktin, lipidizace, vazba, GPR10, pfijem potravy



ABSTRACT

Prolactin-releasing peptide (PrRP) is a member of the family of RF-amide peptides.
These peptides have typical C-terminal sequence —Arg-Phe-NH;, and similar biological
effects. PrRP was discovered as an endogenous ligand of an orphan receptor GPR10 while
searching for a factor responsible for a prolactin secretion. This effect was not later
confirmed and nowadays, PrRP is mainly considered as an anorexigenic peptide. This is
supported by a fact that PrRP and GPR10 deficient mice suffer from hyperphagia and late-
onset obesity. Besides GPR10, PrRP is bound to NPFF;, receptor whose endogenous ligand
is neuropeptide FF (NPFF).

In this study, the PrRP’s analogues modified at the N-terminus with fatty acids
of different lenghts were tested in vitro on binding and activation MAPK/ERK1/2 signalling
pathway. In in vivo experiments on food intake, the central anorexigenic effects
of lipidized PrRP-analogues were tested provided their crossing blood brain barrier.

Binding studies showed that all analogues bound to rat pituitary RC-4B/C cells with
high affinity, analogues containing fatty acid with K; of one order of magnitude lower than
native PrRP. High affinity was also confirmed for binding to cells overexpressing GPR10
receptor and cell membranes with overexpressed NPFF, receptor. All tested analogues
activated MAPK/ERK1/2 signalling cascade with ECsg in 10° M range.

In vivo experiments confirmed that PrRP had no effect on food intake after
peripheral administration. On the contrary, all analogues with 14-carbon fatty acid
or longer attenuated food intake, probably because of a higher lipophilicity of the
analogues that could facilitate transport over the blood-brain barrier. Tested analogues
didn’t shown any sedative or analgetic effect. In conclusion, analogues palm-PrRP31

a myr-PrRP20 are proposed as potential antiobesitic agents for further studies. (In Czech)

KEY WORDS:

Prolactin-releasing peptide, lipidization, binding, GPR10, food intake
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SEZNAM ZKRATEK

Ab — Protilatka (Antibody)

ACTH — Adrenokortikotropni hormon

AgRP — Agouti-related peptid

AP — Area postrema

ARC - Nucleus arcuatus

BMI — Body Mass Index

Bmax — Celkovy pocet receptor( na burice

Bnsp — Nespecificka vazba

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

BSA — Hovézi sérovy albumin (Bovine Serum Albumin)

B, — Specifickd vazba

BST — LazZkové jadro striae terminalis (Bed nucleus of stria terminalis)

CART — Kokainem a amfetaminem regulovany transkript (Cocaine- and amphetamine-
regulated transcript)

CCK — Cholecystokinin

CHO-K1 — Bunécna linie z ovarii ¢inského krecka

CNS — Centralni nervovy systém

cpm — Cetnost za minutu (counts per minute)

CRH — Kortikoliberin

C57BI/6 — Kmen mysi

dec — Kyselina dekanova

dec-PrRP20 — Peptid uvoliujici prolaktin (kratka forma) s navdzanou kys. dekanovou
dec-PrRP31 — Peptid uvolnujici prolaktin (dlouha forma) s navdzanou kys. dekanovou
dodec — Kyselina dodekanova

dodec-PrRP20 — Peptid uvoliujici prolaktin (kratka forma) s navazanou kys. dodekanovou
dodec-PrRP31 — Peptid uvolnujici prolaktin (dlouha forma) s navazanou kys. dodekanovou
DMEM — Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMN — Dorsomedidlni jadro

EGF — Epidermalni rastovy faktor (Epidermal growth factor)



ECso — Poloviéni efektivni koncentrace

farp 1-5 — Geny kédujici RF-amidové peptidy

FBS — Fetalni hovézi sérum (Fetal bovine serum)

FMRF-amid — Prvni objeveny RF-amidovy peptid

GIP — Gastrointestindlni inhibiéni peptid

GLP-1 — Peptid podobny glukagonu (Glucagon-like peptid 1)

GPR10 — Receptor spojeny s G proteinem (G protein coupled receptor), receptor pro PrRP
HEK — Human Embryonal Kidney

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

hGR3 — Jiné oznaceni receptoru GPR10

HPA — Hypothalamo-hypofyzo-adrenalni osa (Hypothalamo-pituitary-adrenal axis)
hPrRP — Lidsky homolog PrRP (Human PrRP)

HRP — Kfenova peroxidasa (Horseradish peroxidase)

ICso — Poloviéni inhibi¢ni koncentrace

IgG — Imunoglobulin G

K4 — Rovnovazina disocia¢ni konstanta radioligandu

Ki — Inhibi¢ni konstanta neznaceného ligandu

LHA — Laterdlni hypothalamicka oblast

MAPK/ERK1/2 — Mitogenem aktivovana proteinkinasa/extracelularnim signdlem
regulovana proteinkinasa 1/2

ME — Eminencia mediana

mRNA — Mediatorova ribonukleova kyselina

myr — Kyselina myristova

myr-PrRP20 — Peptid uvolnujici prolaktin (kratkd forma) s navazanou kys. myristovou
myr-PrRP31 — Peptid uvolnujici prolaktin (dlouhd forma) s navazanou kys. myristovou
NA — Noradrenalin

Nle - Norleucin

NPFF — Neuropeptid FF

NPFF, — Receptor pro neuropeptid FF typu 2

NPY — Neuropeptid Y

NTS — Nucleus tractus solitarius
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oct — Kyselina octova

oct-PrRP20 — Peptid uvoliujici prolaktin (kratka forma) s navazanou kys. octovou
oct-PrRP31 — Peptid uvoliujici prolaktin (dlouha forma) s navazanou kys. octovou
palm — Kyselina palmitova

palm-PrRP31 — Peptid uvoliujici prolaktin s navazanou kyselinou palmitovou
PBN — Parabrachidlni jadro

PBS — Fosfatovy pufr (Phosphate-buffered saline)

PEIl — Polyethylenimin

PerVN — Periventrikuldrni jadro

PFA — Perifornikalni oblast hypothalamu

PL — Pankreaticka lipasa (Human pancreatic lipase)

POMC - Proopiomelanokortin

PRL - Prolaktin

PrRP — Peptid uvolnujici prolaktin

PrRP20 — Peptid uvolfujici prolaktin, kratka forma

PrRP31 — Peptid uvoliujici prolaktin, dlouha forma

PVDF — Polyvinyliden difluorid

PVN — Paraventrikularni jddro

PYY — Peptid YY

RC-4B/C — Bunécna linie izolovana z potkaniho adenohypofyzarniho adenomu
rPrRP — Krysi homolog PrRP (Rat PrRP)

SC — Subkutanni podani

SDS — Dodecylsulfat sodny

S.E.M. — Stfedni chyba priiméru

SON — Supraoptické jadro (Supraoptic nucleus)

stear — Kyselina stearova

stear-PrRP31 — Peptid uvolnujici prolaktin s navazanou kyselinou stearovou
TBS — Promyvaci pufr (Tris-Buffered Saline)

THL - Tetrahydrolipstatin

TRH — Tyreoliberin

Tris — Trizma base, 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol
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UHR-1 — Potkani receptor pro PrRP
VLRN — Ventrolateralni retikuldrni jadro
VMN — Ventromedialni jadro

Y5 — Receptor pro neuropeptid Y typu 5
1DMe — Stabilni analog NPFF
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1 TEORETICKA CAST

1.1 OBEZITA

1.1.1 Obezita ve svété

V poslednich letech vzrlsta celosvétové velice vyrazné prevalence obezity. Od roku
1980 do roku 2008 se témér zdvojndsobil pocet obéznich lidi, v roce 2008 trpélo vice nez
50 % muzll a Zen nadvahou, z toho 23 % Zen a 20 % muzU bylo obéznich. Alarmujici je také
fakt, Ze jen v regionech sledovanych Svétovou zdravotnickou organizaci bylo v tomtéz
roce vice nez 20 miliond obéznich déti mladSich 5 let. V soucasnosti je obezita patou
nejcasté;jsi pricinou smrti [1].

Obezita ¢asto vede k nezadoucim vlivim na citlivost k insulinu, krevni tlak, hladinu
cholesterolu a triglycerid(. S rostoucim BMI (Body mass index) roste proto i nebezpeci
diabetu mellitu 2. typu, ischemické choroby srde¢ni a ischemické cévni mozkové pfihody
[2]. Je tedy pravdépodobné, Ze epidemie obezity bude v ndsledujicich letech vyrazné

ohrozovat lidské zdravi [3].

1.1.2 Farmakoterapie obezity

Lééba obezity farmaky vétSinou nevede kvyznamnému sniZzeni hmotnosti
(<5 kg/rok) [4], navzdory tomu vsak pritahuje velkou pozornost jak klinickych lékafd, tak
jejich pacientl, predevsim z divodu zlepsSeni citlivosti k insulinu, kontroly glykemie,
dyslipidemie a hypertenze u pacientll s nadvahou a obezitou [5]. Hlavnim cilem redukce
vahy je snizit riziko diabetu 2. typu a kardiovaskuldarnich onemocnéni, tudiz se od farmak
pro terapii obezity ofekava absence negativnich vlivQi a v lepSim pfipadé pozitivni vliv
na kardiovaskuldrni systém [6]. Mnoho Ucinnych IéCiv k terapii obezity muselo byt stazeno
z trhu z dlvodu Spatného vlivu na kardiovaskularni systém (napf¥. sibutramin, fenfluramin,
rimonaband).

V soucasnosti jsou na ¢eském trhu k dostani 1éCiva k farmakoterapii obezity pouze

s jednou ucinnou latkou, tou je orlistat [7].
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1.1.2.1  Orlistat

Orlistat je reverzibilni inhibitor stfevni lipasy. ZplUsobuje sniZeni rychlosti hydrolyzy
tukd prijatych v potravé a zaroven snizuje jejich absorpci ze stfeva az o 30 %, ¢imz snizuje
kaloricky ptijem pacient( [8]. Z chemického hlediska se jedna o tetrahydrolipstatin (THL),
hydrogenovany analog lipstatinu izolovaného ze Streptomyces toxytricini [9].

Pankreatickd lipasa (PL) obsahuje podobnou katalytickou triddu jako serinové
proteasy. V takzvané uzaviené konformaci je aktivni centrum uschovano pod ,klapkou®,
ktera brani pristupu k substratu. V oteviené konformaci odklon , klapky” zpfistupni velky
hydrofobni povrch enzymu a hydrofilni doména, ktera byla ptedtim pfistupna na povrchu,
je uschovana uvnitf enzymu [10]. MoZznym mechanismem plsobeni THL je tvorba
stechiometrického kovalentniho stabilniho aduktu sHPL, tento mechanismus je
znazornén na obrdzku (Obr. 1, str. 15).

Bylo také zjisténo, Ze kromé pankreatické lipasy inhibuje také thioesterasovou
doménu synthasy mastnych kyselin, ktera je spojovana s progresi nadord, mohl by tedy
mit pozitivni Ucinky i v |é¢bé nékterych nddorovych onemocnéni [11].

Pfes nesporné pozitivni pusobeni ma orlistat také vedlejsi ucinky, a to hlavné
prajmy (obzvlast v kombinaci se stravou bohatou na tuky), nadymani a dyspepsii z dlivodu
snizeného vstrebdvani tukl ze stfev, problémem mizZe byt také snizeny pfijem vitamind,

predevsim téch rozpustnych v tucich [6].

14



Orlistat

INH-CHO Nukleofilni atak
u na B-laktonovy kruh
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Acyl-enzymovy intermediat

Obr. 1 Schematickad ilustrace vzniku kovalentniho aduktu mezi aktivnim mistem
pankreatické lipasy (Ser152) v jeho oteviené konformaci a 8-laktonovym kruhem THL
PL — lidska pankreatickd lipasa, THL — tetrahydrolipstatin, orlistat

Upraveno podle [12]

1.2 REGULACE PRiIJMU POTRAVY

Regulace pfijmu potravy je velice komplexni déj zahrnujici vzajemnou integraci
signal( jak z centralniho nervového systému (CNS), tak z periferie. V CNS existuji
specifické populace neurond, které se Ucastni regulace pfijmu potravy - rozhodovani
o pfijmu a vydeji energie [13]. Na obrazku je zndzornén neuroanatomicky model drah
vzajemné spolupracujicich na regulaci pfijmu potravy (Obr. 2, str. 17). Centrem fizeni
regulace pfijmu potravy je hypothalamus.

Jednim z duleZitych center pro regulaci pfijmu potravy je hypothalamické jadro
nucleus arcuatus (ARC), sem prichazeji signdly z periferie, které jsou odtud predavany dal
do CNS. Témito signaly jsou hlavné insulin a leptin. Leptin je produkovan vyhradné
tukovou tkani a jeho plazmatické koncentrace vzrlstaji v zavislosti na poméru tukové

tkané k télesné hmotnosti. V ARC se vaze k dlouhé formé svého receptoru, ktery je zde
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vysoce exprimovan [14]. V ARC se nachazi dvé neurdlni populace regulujici pFijem
potravy: jedna skupina neuronl produkujicich orexigenni neuropeptidy, jakymi jsou napf.
neuropeptid Y (NPY) a agouti-related peptid (AgRP), dalsi skupinou jsou neurony
exprimujici anorexigenni peptidy, napf. proopiomelanokortin (POMC) a kokainem
a amfetaminem regulovany transkript (CART, cocaine- and amphetamine-regulated
transcript).

POMC/CART neurony jsou pfimo pozitivné ovliviiovany leptinem a insulinem,
NPY/AgRP neurony jsou pfimo ovliviiovany ghrelinem a zaroven pres GABA-receptory
tlumi POMC/CART neurony [15]. Tyto neurony sméfuji do paraventrikularniho jadra (PVN)
a lateralni/perifornikdlni hypothalamické oblasti (LHA/PFA), kde navazuji na centralni
autonomni drahy a pokracuji do autonomnich center v prodlouzené mise, kde
zprostredkuji signdly sytosti. Takovym centrem je pfedevsim nucleus tractus solitarius
(NTS). Sem jsou také privadény po nervu vagu signaly sytosti z periferie, predevsim
z gastrointestinalniho traktu, napr. cholecystokinin (CCK). V NTS jsou vSechny tyto signaly
zpracovany a vychazi odtud (a zdalSich mozkovych center) neurdlni sit, ktera
zprostiedkovava signaly vedouci k ukonceni jednotlivych jidel. Ta je aktivovana

katabolickymi signaly z PVN, naopak inhibovana signaly z LHA/PFA [16].
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Obr. 2 Neuroanatomicky model drah interagujicich na regulaci pfijmu potravy
PVN — paraventrikuldrni jadro, NPY — neuropeptid Y, ARC — nucleus arcuatus,
POMC — proopiomelanokortin, LHA — laterdini hypothalamickd oblast, PFA — perifornikdini
oblast hypothalamu, NTS — nucleus tractus solitarius, CCK — cholecystokinin

Upraveno podle [16]

1.3 RF-amidové peptidy
1.3.1 RF-amidové peptidy

Jako RF-amidové peptidy jsou oznacovany neuropeptidy, jejichz charakteristickym
znakem je zakonceni C-konce peptidového retézce sekvenci -Arg-Phe-NH,. Toto zakonceni
je velice dulezité pro vazbu peptidd k jejich receptorim [17, 18]. Ve velkém poctu
se vykytuji u bezobratlych Zivocich(, napt. Caenorhabditis elegans (22 gen(, z téch vznika
59 rdznych RF-amidovych peptidd), avsak byly nalezeny i u obratlovcd [19]. Podle prvniho
objeveného peptidu (FMRF-amid) byvaji RF-amidové peptidy také nékdy oznacovany jako
rodina FaRP (FMRFamid-related peptides) [18].

Doposud bylo vsavéim genomu identifikovdno 5 genl koédujicich prekurzorové
RFamidové peptidy (farp-1 az farp-5), ty mohou byt Stépeny na kratSi peptidy:
neuropeptid FF (NPFF) a neuropeptid AF (z farp-1), peptid uvoliujici prolaktin (PrRP;
farp-2), neuropeptid SF a neuropeptid VF (farp-3), metastin (farp-4) a 26-RF-NH, (farp-5)
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[18]. Dnes jsou RF-amidové peptidy povazovany za velkou a rlznorodou rodinu peptid(
zahrnujici neuropeptidy, latky podobné hormonim a tumor supresorové peptidy [20].

variabilitou N-terminaini sekvence [18, 20, 21]. Na bunécné Urovni se Ucastni regulace
apoptdzy [20], maji vliv napf. na vnimani bolesti, sekreci rGznych hormon(, pUsobi
na kardiovaskularni systém apod. Jednou z vyznamnych funkci téchto peptidd je vliv

na prijem potravy a energetickou rovnovahu [18, 19].

1.3.2 Receptory pro RF-amidové peptidy
Receptory pro RF-amidové peptidy patfi mezi receptory sprazené s G-proteinem.
Diky podobnosti C-konce peptidl, ktery je dualezity pro vazbu k receptorim, se muze
na receptor pro dany RF-amidovy peptid vazat i nékolik dalSich peptidl z rodiny
RF-amidovych peptidl. Bylo napft. zjisténo, Ze k lidskému receptoru NPFF, se vaze také
PrRP ato s afinitou pouze o fad nizsi nez endogenni ligand NPFF [22, 23]. Oproti tomu
receptor pro PrRP (GPR10) ma zachovanou vysokou selektivitu, zatim jedinym znadmym

ligandem s vyznamnou afinitou pro tento receptor je PrRP [24].

1.4 PEPTID UVOLNUJICi PROLAKTIN
1.4.1 Objev

Peptid uvoliujici prolaktin (Prolactin-Releasing Peptide, PrRP) byl objeven v roce
1998 pfi hledani endogenniho ligandu k sirotéimu receptoru GPR10 (receptoru, pro ktery
neni zndm Zadny ligand), kdy byl hledan faktor ovliviiujici vylu¢ovani prolaktinu. K izolaci
a identifikaci tohoto peptidu z extraktu z hovéziho hypothalamu byla pouzita tzv. metoda
obracené farmakologie — metoda kombinujici chromatografickou frakcionaci a funkéni
esej (v tomto pripadé uvoliovani kyseliny arachidonové, o které se vté dobé

predpokladalo, Ze zprostiredkovava sekreci prolaktinu [25]) [26].
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1.4.2 Struktura
Bylo zjiSténo, Ze se PrRP v organismu nachazi ve dvou isoformach nazvanych PrRP31
a PrRP20, které vznikaji z jednoho prepropeptidu [26]. PrestoZe se délka prepropeptidu
u rdznych zivocisnych druh lisi (98 aminokyselin u skotu, 87 u ¢lovéka, 83 u potkant a 82
u mysi), jeho sekvence je témér identicka, coZz naznacuje, Ze PrRP hraje v organismu
dllezitou ulohu [17], avsak jeho fyziologickd funkce nemusi byt u vSech Zivocisnych druh

stejna [19]. Primarni struktura PrRP je zndzornéna na obrazku (Obr. 3).

Obr. 3 Primarni struktura lidského PrRP31

Zelené je oznacen threonin, ktery je N-koncovou aminokyselinou PrRP20, Cervené jsou

oznaceny aminokyseliny nezbytné pro biologickou funkci PrRP.

vvvvv

2 rdzné velké peptidy, a to peptid s 31 aminokyselinami (PrRP(1-31); PrRP31) a peptid
sloZzeny z 20 aminokyselin (PrRP(12-31); PrRP20) [26].

1.4.3 Vyskyt PrRP v organismu
Nejvice mRNA pro PrRP je produkovano v NTS (asi 70 % celkového mnozstvi) [27],
oproti tomu nejvyssi koncentrace samotného PrRP byla zjisténa v hypothalamu [28].

Mimo CNS se PrRP nachazi v nizsich koncentracich [29], v krevni plasmé&, dfeni nadledvin
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[30], slinivce bfisni, varlatech, nadvarlatech, placenté [29] a v tenkém i tlustém stfevé
[31].

Nebyl zjistén rozdil v po¢tu neuronl produkujicich PrRP mezi samci a samicemi [32],
ani mezidruhové rozdily ve vyskytu PrRP [31]. Po poddani gonadalnich hormon( estradiolu
nebo progesteronu dochazi u samic ke zvySeni transkripce mRNA pro PrRP, vyssi hladina
této mRNA je také u samic v proestru, kdy je také vyluéovano vyssi mnoiZstvi estrogend

[27, 33].

1.4.4 Receptor pro PrRP

Receptor pro PrRP (GPR10, jiné oznaceni také hGR3 — lidsky receptor, nebo také
UHR-1 vyskytujici se u potkana) byl objeven v roce 1995, sklada se z 369 aminokyselin
a patti do rozsahlé rodiny receptorl sprazenych s G-proteinem, které vykazuji podobné
strukturni vlastnosti jako napt. 7 hydrofobnich transmembranovych usekl [34]. Svou
strukturou je nejblizsi receptoru pro neuropeptid Y (homologie z 31 % celkové a 46 %
v transmembranovych oblastech), presto NPY neaktivuje receptor GPR10 [34]. Je moZné,
Ze se tyto receptory vyvinuly z jednoho plvodniho receptoru [35].

V organismu se GPR10 nachazi jak v CNS, tak v perifernich tkanich. Oproti PrRP
se GPR10 nachazi v CNS na vice mistech, neurony s GPR10 byly objeveny v hypothalamu
v paraventrikularnim jadru (PVN), periventrikuldrnim jadru (PerVN), dorsomedialnim
jadru (DMN) a ventromedidlnim jadru (VMN), dale v pfednim laloku hypofyzy,
v amygdale, v mozkovém kmeni v area postrema (AP), v nucleus tractus solitarius (NTS),
ve ventrolateralnim retikuldrnim jadru (VLRN), v parabrachidlnim jadru (PBN)
a v liZzkovém jadru striae terminalis (BST, bed nucleus of stria terminalis) [26, 36-39].
V perifernich tkanich byla naopak mRNA pro receptor GPR10 objevena pouze v dfeni

nadledvin [30, 40]. U samic se vyskytuje vyssi pocet receptor( nez u samct [41].

1.4.5 Funkce PrRP v organismu
PrRP se ucastni regulace mnoha fyziologickych procest v organismu. Nejprve bylo
zjisténo, Ze jeho pUsobenim dochazi ke zvyseni sekrece prolaktinu [26], avSak dalsi studie
zjistily, Ze podani PrRP potkanim samcUm neovliviiuje vylucovani prolaktinu, coz nabizi

domnénku, Ze uvolnovani prolaktinu neni hlavni funkci tohoto peptidu [41].
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Se zjiSténim, Ze se PrRP nachazi v hypothalamickych jadrech ucastnicich se regulace
energetické rovnovahy (PVN, DMN), zacala byt studovdna moZnost, jestli PrRP nepusobi
také jako faktor ovliviujici prijem potravy [42]. Stejné tak vyskyt PrRP i jeho receptoru
v dalSich ¢astech mozku (napf. hypothalamus, NTS) naznacuje zapojeni v regulaci

odpovédi na bolestivé podnéty, stres a dalsi funkce organismu [29].

1.4.5.1  Vliv na vylu¢ovani hypofyzarnich hormonu
1.4.5.1.1 Prolaktin (PRL)

Prvotni studie, které se snaZily objasnit fyziologické ucinky PrRP, vychazely
ze zjiSténi, Ze GPR10 je vysoce exprimovan v adenohypofyze, proto byly zaméreny na jeho
moznou hypofyzotropni funkci [26, 43]. PfredbéZiné in vitro testy, podle kterych byl peptid
pojmenovan, popisovaly vliv PrRP na sekreci prolaktinu z bunék hypofyzarni tumorové
linie [26]. Nasledné studie in vivo zjistujici dileZitost PrRP jako centralniho mediatoru
uvolfiovani prolaktinu vSak podaly kontroverzni vysledky s pozitivnim ucinkem u samcl
pouze ve vysokych davkach (500 nmol/kg) intraven6zné podaného PrRP, u samic stacila
davka nizsi, s rozdilnym vlivem pfi podani samicim v rdznych ¢astech pohlavniho cyklu
[44]. Poté bylo také zjisténo, Ze po centralnim podani PrRP nedochazi k Zaddné sekreci
prolaktinu [45, 46]. Navic pfi imunohistochemickych experimentech nebyla potvrzena
pfitomnost PrRP v eminencia mediana (¢ast hypothalamu, kde se shromazduji vSechny
hypothalamické liberiny a statiny prfed vstupem do hypofyzarniho portalniho systému)
[47, 48]. Je moiné, Ze PrRP pusobi na adenohypofyzu bud jako hormon vylucovany
z perifernich tkani (nadledviny, pankreas, varlata, placenta), nebo nepfimym centrdlnim
mechanismem pres hypofyzarni neurony [49], coz je pravdépodobnéjsi, jelikoz centrdlni
podani PrRP ovliviiuje mnoho adenohypofyzarnich hormon( [46].

V soucasnosti je za hlavni faktor, jehoZ pisobenim dochazi k sekreci PRL, povaZovan
tyreoliberin (TRH) [25]. JelikoZ nejvyssi ucinnost vzhledem k vylu¢ovani PRL byla dosazena
po podani PrRP spoleéné pravé s TRH, je mozné, ze PrRP pouze zvysuje ucinky TRH [50].

Zajimavé je, Zze u ryb a obojZivelnik( vedou PrRP vldkna k bunkam produkujicim
prolaktin, systémové podani rybiho homologu PrRP pstruhovi duhovému vedlo k sekreci
PRL a somatolaktinu [51]. Je proto mozné, Zze PrRP predstavuje stary faktor pro pfimou

regulaci sekrece prolaktinu, ktery je jiz u vyssich savcl evoluéné nadbytecny [24].
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1.4.5.1.2 Oxytocin a vasopresin

VyuZzitim dvojité imunocytohistochemie bylo prokdzano, Ze neurony produkujici
PrRP jsou v PVN v kontaktu s neurony, které vylucuji oxytocin a vasopresin [36, 52]. Bylo
také zjisténo, Ze neurony, které reaguji s protilatkou proti oxytocinu, exprimuji receptor
GPR10 [53]. Po ICV podani PrRP potkanim byla zjisténa zvySena koncentrace oxytocinu
v plazmé, vyssi hladina vasopresinu byla zjisténa pouze u samic [52].

Jednou z funkci oxytocinu je Ucéast na regulaci energetického metabolismu a pfijmu
potravy. Podani cholecystokininu (CCK; jeden z perifernich faktor(i sytosti) nebo pfijem
potravy maji za nasledek aktivaci neurond hypothalamu produkujicich oxytocin [54].
Tento efekt byl vyrazné oslaben u PrRP-deficientnich mysi, coZz naznacuje, ze CCK aktivuje

neurony produkujici oxytocin alespon ¢astecné prostiednictvim PrRP [53].

1.4.5.2 Pusobeni PrRP v hypothalamo-hypofyzo-adrenalni ose

Zapojeni PrRP do hypothalamo-hypofyzo-adrenalni (HPA) osy bylo zkoumdno
na zakladé zjisténi, Ze inervuje paraventrikuldrni jadro (PVN) [37], které obsahuje
parvocelularni bunky - hlavni producenty kortikoliberinu (CRH, corticotropin-releasing
hormone). CRH stimuluje sekreci adrenokortikotropniho  hormonu  (ACTH)
z adenohypofyzy [46, 48], ten ma vliv na vylu¢ovani glukokortikoidl z kGry nadledvin [48].
Po centralnim podani PrRP (10 nmol) byla zjisténa zvySena neuralni aktivita CRH-neuron.
Zaroven byla také zvySend koncentrace ACTH v plazmé, k cemuz nedoslo pfi sou¢asném
podani CRH antagonisty, PrRP by tedy mohl pUsobit jako
neurotransmiter/neuromodulator v regulaci CRH neurdlni aktivity [45].

Neurony produkujici PrRP, které inervuji PVN, vychazeji z VLM a NTS, kde jsou
kolokalizovany s A1 (VLM) a A2 (NTS) noradrenalinovymi neurdlnimi populacemi [37].
Tyto noradrenergni neurony jsou znamé jako medidtory stresu v centralnim nervovém
systému (CNS), jednim z ucink je aktivace HPA, kdy zpusobuje uvolnéni
hypothalamického CRH , coZz vede ke zvysSeni koncentrace ACTH [55]. Spole¢né podani
noradrenalinu (NA) a PrRP v davkach 1 nmol PrRP a 0,1 nmol NA mélo za nasledek jasné
zvySeni plazmatického ACTH, zatimco samostatné podani téchto davek nemélo
na koncentraci ACTH zadny vliv, coZ ukazuje, ze PrRP a NA aktivuji HPA ve vzajemné

kooperaci [48].
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1.4.5.3  Puasobeni PrRP na vnimani bolestivych podnétt

Castmi mozku Ucastnicimi se odpovédi organismu na bolestivé podnéty je PBN
a centrdlni amygdala. Bylo prokazano, Ze se zde vyskytuje receptor GPR10 [37] a zadroven
jsou tu produkovany také enkefaliny, které vazbou na opioidni receptory tlumi vnimani
bolesti [43], d& se proto predpokladat, Zze by se receptor GPR10 mohl ucastnit regulace
exprese proenkefalinu [56].

ICV podani PrRP (5nmol) vedlo khyperalgezii (zvySena citlivost k vnimani
bolestivych podnétl) a zvratilo analgezii navozenou podanim morfinu. K objasnéni
dllezitosti receptoru GPR10 byly také provadény testy na mysich, které mély vyfazeny
receptor GPR10. U téch ICV podani PrRP nemélo Zadny ucinek na prah vnimani
bolestivych podnétli, coZz ukazuje, Ze ucinky PrRP jsou zprostfedkovany vyhradné
prostfednictvim receptoru GPR10. U mysi s vyfazenym receptorem GPR10 byl také
pozorovan zvyseny prah vnimani bolestivych podnétu a vyssi stresem navozena analgezie,
ktera je také zprostfedkovana opidtovym systémem. Podani naloxonu (antagonista
opioidniho receptoru) analgezii plné zvratilo, u kontrolnich jedincd nevedlo k Zadnému
efektu. Tyto vysledky ukazuji, Ze by PrRP-GPR10 systém mohl fungovat jako negativni

reguldtor opiatového systému [56].

1.4.5.4 Plsobeni PrRP na regulaci pfijmu potravy

a energetické rovnovahy. Bylo prokdzano, ze centrdlni podani PrRP snizuje pfijem potravy
a nasledné i télesnou hmotnost [42, 57] a také, Ze ke sniZzené transkripci mRNA pro PrRP
dochdzi v DMN, NTS a VLM pfi stavech s negativni energetickou bilanci, jakymi jsou napft.
hladovéni, ¢i kojeni [42].

Bylo také zjiSténo, Ze redukce hmotnosti po ICV podani PrRP neni vysledkem pouze
snizeného mnoistvi ptijaté potravy, jelikoz parové krmeni jedinci (ti, ktefi dostavali stejné
mnozstvi potravy jako ti, kterym byl podan PrRP) vykazovali mensi ubytek hmotnosti.
Podani PrRP vedlo ke zvySené télesné teploté a k vyssSi spotiebé kysliku, coz naznacuje
zvySeny energeticky vydej. Toto podporuje i vyssi produkce mRNA pro rozpojovaci

protein 1 (uncoupling protein 1; UCP-1) v hnédé tukové tkani [58].
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Spolecné ICV podani PrRP sleptinem mélo za nasledek aditivni snizeni no¢niho
pfijmu potravy a télesné hmotnosti a zaroven zvySeni energetického vydeje. Navic
neurony exprimujici PrRP ve vsech ¢astech mozku obsahuiji leptinovy receptor [59].

DalSim anorexigennim peptidem, ktery se pravdépodobné ucastni regulace pfijmu
potravy ve spolupraci se systémem PrRP-GPR10, je CCK. IP podani CCK potkanim ma
za nasledek aktivaci PrRP-neuron(i v NTS a ve ventrolaterdlnim jadru (VLRN) [57], naopak
u mysi s vyfazenym genem pro GPR10 nemél CCK zadny vliv na pfijem potravy [60].

PFi regulaci prijmu potravy PrRP interaguje také s oxytocinem nebo s CRH. Neurony
v NTS obsahujici PrRP projektuji pfimo do PVN [61], kde se nachazeji neurony obsahujici
CRH nebo oxytocin a které nesou receptor GPR10 [53]. PfestoZe anorexigenni davky PrRP
aktivuji neurony exprimujici CRH nebo oxytocin v PVN [60], neni mozZné toto prisoudit
specificky signalizaci sytosti, jelikoz se tyto neurony Ucastni také odpovédi na stres (viz
kap. 1.4.5.2). AvSak poddani antagonisty CRH-receptoru ma za nasledek zvraceni
PrRP-navozené anorexie [60], zatimco poddani antagonisty receptoru pro oxytocin zvrati

tyto ucinky navozené jak podanim PrRP, tak podanim CCK [62].

1.4.6 Vztah mezi strukturou a aktivitou analogt PrRP

Pro spravnou funkci peptidu je dalezité zachovani struktury jeho C-koncové oblasti
vCetné zachovani amidové skupiny na C-koncovém Phe®'. Zdména Arg3°, vede k uplné
ztraté schopnosti vazby peptidu na receptor. Nahrada sedmi C-koncovych aminokyselin
vede ke snizeni afinity [37]. U Phe3! mize byt modifikovan aromaticky kruh, ale musi byt
zachovan odstup C-koncové aminokyseliny od rfetézce peptidu, ktery je zde dan fenylovou
skupinou [63]. Analogy PrRP20, u kterych byl Phe3! modifikovan objemnym postrannim
fetézcem nebo u kterych byl jeho aromaticky kruh halogenovan, vykazuji v porovnani
s PrRP20 srovnatelnou nebo zvySenou schopnost vazby, vnitrobunécné signalizace
a uvolnovani prolaktinu z bunék RC-4B/C. Po centrdlnim podani hladovym mysim maji

tyto analogy signifikantni a dlouhotrvajici anorexigenni ucinky [64].
1.4.6.1 Lipidizace peptidt
Peptidy patfi mezi klicové latky v regulaci fyziologickych proces(, jejichz velkou

vyhodou je nizkd toxicita a malé riziko vedlejSich Gcinkd. Hlavni prekazkou jejich
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uspésného pouzivani vterapii je nizka stabilita a biodostupnost za fyziologickych
podminek, dalSim problémem je nutnost prfechodu prfes hematoencefalickou bariéru,
pokud maji latky plsobit centrdiné. Proto je snaha vytvorit takové analogy, které budou
mit vedle stability a vysoké efektivity také potencidl prejit pfes hematoencefalickou
bariéru [65].

V neddvné dobé se zacalo pfi navrhovani peptidovych léCiv vyuZivat lipidizace
peptidl, tj. pfipojeni mastné kyseliny k peptidu esterovou nebo amidovou vazbou, coz
vede ke zvyseni stability a polocasu Zivota léciva v organismu, zaroven muze také umoznit
prestup pres hematoencefalickou bariéru [65]. Jako pfiklad Ize uvést bud analog insulinu
detemir, ktery ma k molekule insulinu amidovou vazbou navazanou kyselinu myristovou
[66], nebo liraglutid, analog glukagonu podobného peptidu (GLP-1; Glucagon-like
peptide 1), ktery ma navazanou kyselinou palmitovou rovnéz amidovou vazbou [67]. Oba
tyto lipopeptidy vykazuji delsi polocas Zivota zplisobeny jejich vazbou na sérovy albumin,

a také pomalejsi biodegradaci [66, 67].

1.5 UCINEK PrRP NA BUNECNOU LINII RC-4B/C

RC-4B/C je bunécéna linie z potkaniho adenohypofyzarniho adenomu (nezhoubny
nador). Zahrnuje vSechny druhy bunék vyskytujici se béiné v adenohypofyze -
adrenokortikotropy, tyreotropy, somatotropy, laktotropy a gonadotropy. Strukturné
bunky odpovidaji diferencovanym bunkam predniho laloku hypofyzy, avsak vyskytuje
se zde 0 20 % vice bunék, které produkuji luteinizacni hormon (LH) a 0 12 % méné bunék
vylucujicich rlstovy hormon (GH). Pocet adrenokortikotropl, gonadotropl, laktotrop(
a tyreotrop( zUstava stejny jako ve zdravé hypofyzarni tkani [68].

V nasi skupiné bylo potvrzeno, Ze tato bunécna linie obsahuje receptor GPR10, tudiz
je vhodnd ktestovani ucinki PrRP [64, 69]. Pomoci saturacnich vazebnych testl
s radioaktivné znacenym PrRP bylo prokazano, Zze PrRP se k této bunécné linii vaze
s vysokou afinitou v rfadu 10° M. Ukazkovy graf saturacnich vazebnych experiment( je
znazornén na obrazku (Obr. 4, str. 26). Bylo také zjisténo, Zze PrRP31 a PrRP20 spousti
v téchto burikdch cytozolickou signaliza¢ni drahu MAPK/ERK1/2 (mitogenem aktivovana
proteinkinasa/extraceluldrnim signdlem regulovana kinasa 1/2) [64]. Tato draha

se Ucastni aktivace translace genu pro PRL [70].
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Obr. 4 Reprezentativni kfivky saturaénich vazebnych experimenti s **°I-PrRP31

na hypofyzdrni bunécné linii RC-4B/C [64]

Celkovd vazba je celkové mnoZstvi radioligandu navdzaného na buriku bez pritomnosti

kompetitoru, specifickd vazba predstavuje vazbu radioligandu na specificky receptor (zde

GPR10), nespecifickd vazba uddvad vazbu radioligandu na jind mista na burice neZ je

sledovany receptor.
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2 CiLE PRACE

1) In vitro: ovéfit afinitu novych analogli PrRP k potkanimu receptoru GPR10 spontanné
exprimovanému na bunkach hypofyzarni bunécné linie RC-4B/C a lidskému receptoru
GPR10 transfekovaném na bunkach CHO-K1 a zaroven zjistit afinitu téchto analogl
k lidskym receptorlim NPFF, a Y5. Na bunikdch CHO-K1 s transfekovanym lidskym
receptorem GPR10 testovat signalizaci do bunék — fosforylaci MAPK/ERK1/2 plsobenim
analogl PrRP.

2) In vivo: po subkutannim (SC) podani mySim samcim kmene C57BI/6 zjistit ucinky

analogl PrRP na pfijem potravy, analgesii a sedaci.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 MATERIAL

3.1.1 Chemikalie
Akrylamid
Aminokyseliny
Bromfenolova modr
CaCl,
DMEM - high glucose (4,5 g/l)
Dodecylsulfat sodny (SDS)
Epidermalni ristovy faktor (EGF)
Fetdlni hovézi sérum (FBS)
Fyziologicky roztok
D-glukosa bezvoda
L-glutamin 200 mM
Glycerin bezvody
Glycin
Hepes

Hovézi pankreaticky inhibitor proteas

(BPTI)

Hovézi sérovy albumin (BSA)
lodo-Gen

KCl

Koriské sérum (HS)
Merkaptoethanol

Methanol

MgCl,-6H,0

N,N‘-methylenbisakrylamid

Sigma, St. Louis, MO, USA
Iris Biotech, Marktredwitz, Némecko
Fluka, Buchs, Svycarsko

Sigma, St. Louis, MO, USA

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Rakousko

Sigma, St. Louis, MO, USA
Sigma, St. Louis, MO, USA
Biochrom AG, Berlin, Némecko
Infusia, Horatev, CR

PENTA, Chrudim, CR

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Rakousko

PENTA, Chrudim, CR
PENTA, Chrudim, CR
Sigma, St. Louis, MO, USA
Sigma, St. Louis, MO, USA

Serva GmbH, Heidelberg, Némecko
Pierce Chemicals Co., Rockford, IL, USA
Sigma, St. Louis, MO, USA

Invitrogen Grand Island, NY, USA
Sigma, St. Louis, MO, USA

PENTA, Chrudim, CR

LACHEMA, Brno, Cr

Sigma, St. Louis, MO, USA
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N,N,N',N'—tetramethylethylendiamin
(TEMED)

NaCl

NaF

Na125|

NaOH

NasVO,
Penicilin/streptomycin
Persiran amonny
Polyethylenimin (PEI)
Standard Dual color
Standard All blue
Trizma base

Tween-20

3.1.2 Materialy
Filtry GF/C
PVDF-Immobilon membrana

24jamkové desticky

Sigma, St. Louis, MO, USA

LACHEMA, Brno, CR

PENTA, Chrudim, CR

MP Biomedicals, lllkirch, Francie
PENTA, Chrudim, CR

Sigma, St. Louis, MO, USA

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Rakousko
Fluka, Buchs, Svycarsko

Sigma, St. Louis, MO, USA
Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Sigma, St. Louis, MO, US

Serva GmbH, Heidelber

Whatman, Maidstone, Velka Britanie
Sigma, St. Louis, MO, USA

Nunc, Roskilde, Dansko

3.1.3 Bunécné linie, bunécné membrany

Bunééna linie RC-4B/C

Bunécna linie CHO-K1 s tranfekovanym
lidskym receptorem GPR10

Bunééné membrany bunék CHO-K1

s transfekovanym lidskym NPFF,
receptorem

Bunécéné membrany bunék HEK293T

s transfekovanym lidskym receptorem Y5

ATCC, Manassas, VA, USA

Perkin Elmer, Wellesley, Massachusetts,
USA

Perkin Elmer, Wellesley, Massachusetts,

USA

Multispan, Hayward, CA, USA
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3.1.4 Pristroje
Biohazardni box (EuroFlow S41, Clean Air, Woerden, Nizozemi)
Brandellv pfistroj (Biochemical and Development Laboratories, Gaithersburg, MA, USA)
CCD kamera ChemiDoc™ MP System (Bio-Rad, Herkules, CA, USA)
Centrifuga HETTICH Univerzal 320 (Tuttlingen, Némecko)
Centrifuga Jouan C3i/CR 3 (Jouan, Saint-Herblain, Francie)
CO, inkubator (MCO 18AIC, Sanyo, Osaka, Japonsko)
y-Citac€ (Wizard 1470 Automatic Gamma Counter, Perkin Elmer, Wellesley, MA, USA)
Horka plotna (TSE systems, Bad Homburg, Némecko)
Mini-Protean 3 (Bio-Rad, Herkules, CA, USA)

VideoMot systém (TSE Systems, Bad Homburg, Némecko)

3.1.5 Peptidy

Peptidy byly syntetizovany na oddéleni peptidové syntézy na UOCHB AV CR, v.v.i.,
Praha metodou syntézy na pevné fazi, jak bylo jiz dfive popsano [64]. Byl syntetizovdn
potkani PrRP31 a PrRP20 (PrRP(12-31)), jejich analogy, u nichZ byla na N-konci navazana
mastnda kyselina, a dale [D-Tyrl, (N-Me)-Phe]NPFF (1DMe) pro vazebné testy. Lipidizace
analogll PrRP byla provedena podle postupu popsaného v praci [71] jako posledni krok
syntézy. Cistota a identita peptid(l byla ovéfena HPLC a na MS. Peptid YY (PYY), agonista
receptoru Y5, byl vyroben v PolyPeptides Laboratories (Strassbourg, France). Primarni

struktury téchto peptidl jsou uvedeny v tabulce (Tab. 1, str. 31).
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Tab. 1 Primdrni struktury testovanych peptidi

Nazev peptidu Struktura

rPrRP31 SRAHQHSMETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH,
hPrRP31 SRTHRHSMEIRTPDINPAWYASRGIRPVGRF-NH,
Nle-PrRP31 SRAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH,
oct-PrRP31 (N-oct) SRAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH,
dec-PrRP31 (N-dec) SRAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH,
dodec-PrRP31 (N-dodec) SRAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH;
myr-PrRP31 (N-myr) SRAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH,
palm-PrRP31 (N-palm) SRAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH,
stear-PrRP31 (N-stear) SRAHQHS Nle ETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH,
rPrRP20 TPDINPAWYASRGIRPVGRF-NH;

oct-PrRP20 (N-oct)TPDINPAWYASRGIRPVGRF-NH,
dec-PrRP20 (N-dec)TPDINPAWYASRGIRPVGRF-NH,
dodec-PrRP20 (N-dodec)TPDINPAWYASRGIRPVGRF-NH;
myr-PrRP20 (N-myr)TPDINPAWYASRGIRPVGRF-NH.

1DMe D-YL(N-Me)FQPQRF-NH,

PYY AKPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRQRY-NH,

3.1.5.1 Jodace peptidu

Peptidy byly jodovany podle postupd uvedenych v praci [64] na oddéleni
Radioizotopy, UOCHB AV CR, v.v.i., Praha. Krysi a lidsky PrRP31, 1DMe a PYY byly znaéeny
Na'?’l za vyu#iti &inidla lodo-gen™ podle pokyn( vyrobce. PrRP31 byl jodovan
na tyrosylovém zbytku v pozici 20, 1DMe na tyrosylovém zbytku v pozici 1 a PYY
na tyrosylovém zbytku v pozici 1. Specificka aktivita viech peptidd znacenych **°I byla
priblizné 2000 Ci/mmol. Radioaktivné znacené peptidy byly rozdéleny do nékolika
alikvotll, uchovany pfri -20°C a nasledné spotrebovany pfi vazebnych testech v priibéhu

1 mésice.
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3.2 POKUSY IN VITRO
3.2.1 Péstovani bunécnych linii

Buriky potkani hypofyzarni bunécéné linie RC-4B/C (ATCC) byly péstovany v ristovém
médiu DMEM (pH 7,4), do kterého bylo pfidano 10 % tepelné inaktivovaného hovéziho
séra (FBS) a 2,5 ng/ml epidermalniho rlstového faktoru (EGF). Buriky CHO-K1
s receptorem GPR10 (Perkin Elmer) byly péstovany v HAM’S F-12 médiu (pH 7,4)
obohaceném 10% FBS. Do obou médii byl pfidan L-glutamin ve vysledné koncentraci
2 mM, a 1% streptomycin/penicilin.

VSechny bunky byly péstovany pfi 37°C v atmosféfe obohacené 5 % oxidem
uhli¢citym. Médium bylo ménéno kazdé 2-3 dny, pasazovani bunék bylo provddéno
po 3-4 dnech, podle poctu bunék.

Pro provadéni vazebnych testl i pro sbéry bunék k prokazani bunécné signalizace
byly bufiky péstovany na 24jamkovych desti¢kach (Nuclon™, NUNC, Roskilte, Dansko).
Z divodu vétsi prilnavosti bunék a vétsi odolnosti béhem pokust byla dna desticek

potazena polylysinem (RC-4B/C) nebo polyethyleniminem (CHO-K1).

3.2.2 Vazebné experimenty
Bunéc¢na linie RC-4B/C byla pro vazebné pokusy péstovana na 24jamkovych
destickdch do poctu 300-450 tisic bunék/jamku. Bunécna linie CHO-K1 s receptorem
GPR10 byla také péstovana na 24jamkovych destickach, do poctu 90 tisic bunék/jamku.
Vsechny vazebné testy byly provadény ve vazebnych pufrech, jejich prehled je v tabulce

(Tab. 2, str. 33).
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Tab. 2 Pfehled vazebnych pufri pouZivanych pri vazebnych experimentech

Bunécna linie Slozeni pufru

20 mM Hepes pH 7,4 + 118 mM NaCl, 4,7 mM KCl,
Pufr 1 RC-4B/C 5 Mm MgCl,, 1 mg/ml BSA, 2 g/l glukosa, 0,1 mg/ml BPTI
HO-K1
Pufr2 s reccegtorem 25 mM Hepes pH 7,4 + 118 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1
o)
GPR10 mM CaCl,, 0,5% BSA, 2 g/l glukosa
CHO-K1
Pufr3  sreceptorem 50 mM Tris pH 7,4 + 60 mM NacCl, 1 mM MgCl,, 1 mg/ml BSA
NPFF,
Pufr 4 HEK293T Gagqi5 25 mM Hepes pH 7,4 + 118 mM NaCl, 5 mM MgCl,,
s receptorem Y5 4,7 mM KCI, 1 mM CaCl,, 0,5% BSA, 1 mg/ml bacitracin

Pfi vazebnych testech na 24jamkovych destickdch byly buriky nejprve promyty
promyvacim pufrem (10 mM HEPES pH 7,4; 118 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 4,7 mM KCl),
stejnym pufrem byly buiky promyty i po ukonceni inkubace. Poté byly bunky
solubilizovany v 0,1 M (RC-4B/C) nebo 0,5 M (CHO-K1) roztoku NaOH po dobu 15 minut.
Lyzaty byly sesbirdny do plastovych zkumavek a poté byla na y-Citali zmérena
radioaktivita navazana na burikach.

Pti vazebnych testech s bunéénymi membranami s transfekovanym lidskym NPFF,
receptorem nebo s bunéénymi membranami s lidskym receptorem Y5 byla inkubace
zakoncena rychlou filtraci na Brandelové pfistroji pfes GF/C filtr. Filtry byly pfed pouZitim
po dobu minimalné 30 minut v promyvacim pufru (10 mM Hepes pH 7,4, 118 mM Nadl,
5 mM MgCl,, 4,7 mM KCl) s polyethyleniminem (PEI). Nasledné byla na y-Citaci (Wizard
1470 Automatic Gamma Counter, Perkin Elmer, Wellesley, MA, USA) promérena
radioaktivita navazana na bunécnych membranach.

Vsechny pokusy byly provadény v duplikatech a alespon trikrat opakovany.

3.2.2.1 Optimalizace podminek vazebnych experimentd
Optimalni podminky pro vazebné pokusy s PrRP31 na burikach RC-4B/C byly zjistény
vpraci [64] a pro vazbu 1DMe k membrdnam bunék CHO-K1 s transfekovanym

receptorem NPFF, v praci [23, 69].
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Vazba PrRP31 kbunkdam CHO-K1 sreceptorem GPR10 byla optimalizovana
ve vazebném pufru 2 (viz kap. 3.2.2, Tab. 2, str. 33) z hlediska poctu bunék a délky
inkubace.

Vsechny testy byly provedeny 1 - 2x, vidy v duplikatech.

V nasledujicich tfech kapitolach jsou uvedeny optimalizované vazebné podminky.

3.2.2.2 Saturacni vazebné experimenty na burikach CHO-K1 s lidskym receptorem
GPR10

PFi saturacnich vazebnych experimentech pro stanoveni celkové vazby (B;) byly
buriky v po¢tu 90 tisic bunék/jamku inkubovany s findlnimi koncentracemi *2’I-hPrRP31
v rozmezi 0,5 — 5 nM v celkovém objemu 250 pl/jamku. Pro stanoveni nespecifické vazby
(Bnsp) byla k pFislusSnym koncentracim radioligandu do jamek pipetovan také neznacny
peptid PrRP31 ve findlni koncentraci 10° M. Desti¢ky byly za stalého tfepani inkubovany
pfi 25°C po dobu 60 minut. Jako vazebny pufr byl pouzit pufr ¢. 2 (viz kap. 3.2.2, Tab. 2,
str. 33).

3.2.2.3 Kompetitivni vazebné experimenty na burikach RC-4B/C a CHO-K1
s receptorem GPR10

Kompetitivni vazebné experimenty byly provadény ve 24jamkovych destickach
v celkovém objemu 250 pl/jamku. Byl pouZit vazebny pufr 1 (RC-4B/C) nebo 2 (CHO-K1),
viz kap. 3.2.2, Tab. 2, str. 33). Do jamky byly napipetovdny neznacené peptidy s finalni
koncentraci v rozmezi 10** M az 10° M (PrRP20, PrRP31 a jejich analogy) a radioaktivné
znaceny peptid: 0,1 nM 1251 rPrrP31 (krysi homolog PrRP; na burikdch RC-4B/C) nebo
0,03 nM '*°I-hPrRP31 (CHO-K1). Pro zjisténi celkové vazby byl do jamky pipetovan misto
neznaceného peptidu pfrislusSny vazebny pufr. Poté byla desticka inkubovana

za laboratorni teploty po dobu 60 minut.

3.2.24 Kompetitivni vazebné experimenty na membranach s lidskym receptorem
NPFF, nebo Y5
Vazebné testy na bunécnych membranach byly provadény ve zkumavkach

v celkovém objemu 250 pl/zkumavku.
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Testy na membranach s receptorem NPFF, byly provedeny podle navodu vyrobce.
Membrdany izolované zbunék CHO-K1 s transfekovanym lidskym receptorem NPFF,
(Perkin Elmer, RBHNF2M400UA) byly nafedény vazebnym pufrem 3 (viz kap. 3.2.2, Tab. 2,
str. 33) tak, aby vysledna koncentrace bilkovin byla 3 pg/zkumavku. Membrany byly
inkubovany s neznatenym ligandem ve finaIni koncentraci 10 — 10™ M, pfip. pouze

125|_1DMe ve findIni koncentraci 0,1 nM

vazebnym pufrem pro zjisténi celkové vazby, a
po dobu 120 minut pfi pokojové teploté na tfepacce s vodou.

Membrany bunék HEK s transfekovanym lidskym Y5 receptorem (Multispan,
MCG1275-11222013) byly nafedény vazebnym pufrem 4 (viz kap. 3.2.2, Tab. 2, str. 33)
na vyslednou koncentraci bilkovin 20 pg/zkumavku. Do kazdé zkumavky byl pipetovén
neznaeny ligand ve finalni koncentraci v rozmezi 10" — 10° M (PYY) nebo 10° - 10* M
(palm-PrRP31), nebo vazebny pufr pro celkovou vazbu, a 0,1 nM '*I-PYY. Po pfidani

membran do zkumavek probihala inkubace 90 minut pfi pokojové teploté za stalého

michani na tfepacce s vodou.
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3.2.3 Spousténi signalizacni drahy MAPK/ERK1/2 do bunék CHO-K1
s receptorem GPR10 uc¢inkem PrRP a jeho analogu
3.2.3.1  Shér vzorki

K prokazani, Zze dané peptidy spoustéji signalizaéni drahu MAPK/ERK1/2, byly
pouzity vzorky zlyzatd bunék CHO-K1 stransfekovanym lidskym receptorem GPR10.
Buriky byly nality na 24jamkové desticky v hustoté 3000 bunék/jamku a byly nechdny rist
v kompletnim médiu po dobu 3 dn( na findIni pocet pfiblizné 90 tisic bunék/jamku.

20 hodin pred experimentem bylo médium vyménéno za médium bez séra. Bunky
byly inkubovany sPrRP31, PrRP20, palm-PrRP31 nebo myr-PrRP20 ve findlnich
koncentracich v rozmezi 10 az 107 M pfi 37°C po dobu 5 minut. Jako kontrola byly
pouzity burnky, na které nebyl aplikovan zadny peptid. Po uplynuti doby inkubace byla
desticka dana na led, jamky byly tfikrat promyty promyvacim pufrem (fosfatovy pufr PBS
pH 7,4, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM Na,P04-2H,0 a 1,76 mM KH,P0O,) o teploté 4°C.
Poté byly buriky solubilizovany vzorkovym pufrem na SDS elektroforézu (62,5 mM Tris-HCI
pH 6,8, 10% glycerol, 2% SDS, 0,01% bromfenolova modf, 5% merkaptoethanol, 50 mM
NaF a 1 mM NasV0O,), lyzaty byly sebrany do mikrozkumavek a uschovany pfi -20°C.

Vsechny sbéry byly provedeny minimalné trikrat.

3.2.3.2 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v SDS prostiedi

Elektroforéza byla provedena v 5%/12% polyakrylamidovém gelu v prostiedi
dodecylsultatu sodného (SDS-PAGE) na pfistroji Mini-Protean 3 (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA). Pred nanesenim na gel byly vzorky 1 minutu sonikovany, 2 minuty zahtivany pfi
100°C a centrifugovany pfi 500 xg a 25°C po dobu 2 minut. Elektroforéza probihala
v elektrodovém pufru (25 mM Tris, 192 mM glycin, 1% SDS) za konstantniho napéti

nejprve po dobu 10 minut pfi 100 V a nasledné asi 60 minut pfi 200 V.

3.2.3.3  Pfenos proteinti na membranu

Proteiny byly preneseny z elektroforetickych gelGi na polyvinyliden difluoridovou
(PVDF) membranu Immobilon™-P metodou tzv. pfenosu oznatovanou jako Western blot
(z anglického ,,blotting”). Pfenos probihal za konstantniho napéti 30 V pires noc pti 4°C

v blotovacim pufru (25 mM Tris-HCI pH 8,3, 192 mM glycin, 20% metanol).
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3.234 Imunochemicka detekce proteinii na membrané

Membrdany s pfenesenymi proteiny byly promyvany v promyvacim TBS pufru (Tris-
Buffered Saline; 20 mM Tris-HCI, 140 mM NaCl a 0,1% Tween-20) po dobu 5 minut. Poté
byly preneseny do blokovaciho pufru (5% odtucnéné susené mléko, 20 mM Tris-HClI,
140 mM NacCl, 0,1% Tween-20, 5 mM NasVO,4 a 50 mM NaF) a zde za laboratorni teploty
1 hodinu inkubovany. Nasledné byly znovu promyty v TBS pufru (3x po dobu 5 minut)
a poté na né byla aplikovdna primarni protildtka redéna v blokovacim pufru, se kterou
byly opét 1 hodinu inkubovany. Seznam pouzivanych protilatek s danym redénim je
uveden v tabulce (Tab. 3). Nasledovalo dal$i promyti membran v pufru TBS (opét 3x
po 5 minutach) a poté byly membrany inkubovany se sekundarni protilatkou (Tab. 3),
opét 1 hodinu. Potom byly membrany znovu promyty 3x po 5 minutach v TBS pufru.
Plsobeni substratu pro kifenovou peroxidasu (HRP; Luminata Crescendo Western HRP
substrate; Merc Millipore, Billerica, MA, USA) vyvolalo chemiluminiscenci, ktera byla

detekovana pomoci CCD kamery ChemiDoc™ MP Systém (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Tab. 3 Prehled protilatek vyuzivanych k detekovdni proteinii na membrdndch

Protildtky byly fedény v blokovacim pufru (viz kap. 3.2.3.4).

Protilatka Zakladni latka Redéni
primarni Mysi monoklondlini protildtka proti phospho-p44/42 MAPK
P-MAPK (THr202/Tyr204); (Cell Signalling Technology, Beverly MA, USA) 2000
primarni Mysi monoklondlni protildtka proti p44/42 MAPK
MAPK (Cell Signalling Technology, Beverly MA, USA) 1:2000
primarni Aktin Krdlici monoklondlni protildtka proti aktinu 1:2000

(Sigma, St. Louis, MO, USA)

sekundarni
.. Konjugadt protildtky proti mysimu IgG pripravené v koni s HRP  1:2000
proti mysimu
oG (Cell Signalling Technology, Beverly MA, USA)
8

sekundarni
. Konjugat protilatky proti kralicimu IgG pfipravené v koze s HRP  1:2000
proti
(Cell Signalling Technology, Beverly MA, USA)
krali¢éimu IgG
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3.2.4 Vyhodnoceni in vitro experimentu

K vyhodnoceni vysledkd byl pouzit program Graph-Pad Prism Software (San Diego,
CA, USA), pfi vyhodnocovani vysledk(l vazebnych experimentl byla pouZita metoda
nelinedrni regrese za predpokladu jednoho vazebného mista.

Rovnovdha mezi disociaci a asociaci komplexu ligand-receptor je dulezita
pro spravné provedeni vazebnych experimentl. Je charakterizovdna rovnovaZnou
disocia¢ni konstantou, Ky, ta predstavuje moldrni koncentraci ligandu, pfi které ligand
obsadi polovinu vSech receptoru. S tim souvisi také afinita vazby ligandu k receptoru — ¢im

evvys

[ligand]x[receptor] B

— id

[ligand — receptor]
Za specifickou vazbu, Bs, se oznacuje stav, kdy se radioligand vaze na konkrétni
receptor. Vazbu na jind mista oznaujeme jako vazbu nespecifickou, Bnsp. Celkovou vazbu
pak tvofi soucet Bp a B, ktery udava celkové mnozstvi navazaného radioligandu [72].
Hodnotu Ky lze zjistit ze saturacnich vazebnych experimentl, odkud lze urcit
i celkovy pocet receptorll, Bmax.
Z kompetitivnich vazebnych testu lze zjistit hodnotu polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace,
ICs0, jeji hodnota Fika pti jaké koncentraci je neznaceny peptid v pfitomnosti radioligandu
navazan pravé na polovinu receptord. Z ICsy Ize vypocitat hodnotu inhibi¢ni konstanty
neznaceného ligandu, K;, kterd vyjadfuje koncentraci neznaéeného ligandu navadzaného
na polovinu receptorll za nepritomnosti radioligandu nebo jiného kompetitoru [72]. Jeji

hodnotu Ize vypocitat dosazenim do rovnice Chenga a Prussofa [73]:

ICsg

[radioligand
K4

Ki=

] [M]

1+

Hodnota [ICsq byla ziskdna z kompetitivnich vazebnych testli, hodnota
Kd ze saturacnich vazebnych experimentl provadénych za podobnych podminek jako
vazebné testy kompetitivni [72]. Pro vazbu 122|_prRP31 k bunééné linii RC-4B/C byla jiz
drive zjisténa hodnota Ky 4,21 nM [64], pro vazbu 125_1DMe k receptoru NPFF, 0,72 nM
[23, 69].

Kvantifikace fosforylovaného a celkového MAPK/ERK1/2 byla provedena

denzitometrickym stanovenim pomoci programu Image Lab 4.0.1. (Bio-Rad, Hercules, CA,
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USA). Pro vyhodnoceni spousténi signalizacni drahy v zavislosti na koncentraci peptidu byl
nejprve zjistén pomér fosforylovaného ERK a celkového aktinu pfitomného ve vzorku
a nasledné byla pouZita metoda nelinearni regrese, z které byla stanovena hodnota
polovi¢ni efektivni koncentrace ECso, tj. koncentrace peptidu, kterd zpuasobi 50 %
mozného ucinku. Celkovy ERK byl stanoven jako potvrzeni, Ze ho ve vzorcich bylo
srovnatelné mnozstuvi.

Namérend data jsou uvedena jako primeér + S.E.M. (stfedni chyba praméru), byla

stanovena alespon ze tfi na sobé nezavislych méreni provedenych v duplikatu.

3.3 POKUSY IN VIVO

3.3.1 Experimentalni zvirata

Experimenty byly provddény na mysich samcich kmene C57BI/6 (Charles River,
Némecko) chovanych v akreditovaném zvéfinci UOCHB AV CR, v.v.i., Praha, varedlu
ustavl Akademie véd v Krci. PFi praci se zvitaty byl dodrzovan zakon o ochrané zvirat proti
tyrani (zdkon ¢&.246/1992 Sb.), protokol pokusu byl schvalen resortni komisi AV CR
pro ochranu zvitat. Byla udrZovana teplota prostfedi 22 + 2°C, rytmus svétlo/tma byl
nastaven na 12/12 hodin, pficemzZ zacatek svétla byl v 6:00. Zvifrata méla volny pfristup
k potravé ik piti, byla krmena standardni dietou St-1 (Mlyn Kocanda, Praha, CR)
s obsahem 66 % sacharidl, 25 % proteint a 9 % tuk(l, energetickd hodnota vyzivy byla

3,4 kcal/g.

3.3.2 Test pfijmu potravy po podani analogl PrRP

Pfed zacatkem testovani pfijmu potravy byli mysi samci nahodné rozdéleni
do skupin po 6-8. 17 hodin pred zacatkem pokusu jim byla odebrana potrava, ale méli
zachovan volny pfistup k piti.

V den pokusu bylo mysim subkutdnné (SC) podano 200 ul fyziologického roztoku
(kontrolni jedinci) nebo analogy PrRP v davce 5 mg/kg (rozpusténé ve fyziologickém
roztoku). Zavislost Ucinku na davce byla zjistovana pro palm-PrRP31 a myr-PrRP20,
testovany byly davky 1 a 5 mg/kg. 15 minut po aplikaci byla mysim dana pfedem zvazena
potrava (peleta), ta byla ndsledné kazdych 30 minut vaZzena po dobu nejméné 6 hodin.

Béhem experimentu méla zvirata volny pristup k piti.
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3.3.3 Zjisténi sedativnich ucinkl peptidli testem v otevieném poli

Vliv na pohybovou aktivitu byl zjistovan testem v otevieném poli — angl. Open field —
za vyuZiti systému VideoMot (TSE Systems, Bad Homburg, Némecko), metoda je popsdna
v praci [74]. Vtomto testu byla méfena vzdalenost, kterou mysi urazily v otevieném
prostoru (o velikosti 0,5 x 0,5 m) za dobu 10 minut. Namérena vzddlenost odrdzi
sedativni, resp. excitani UcCinky testovanych peptidd. MysSim byly latky podany SC
15 minut pred zahdjenim testu vdavce 5 mg/kg, testovany byly ucéinky Nle-PrRP31,
oct-PrRP31, palm-PrRP31 a myr-PrRP20.

Pfed zahajenim testu méla zvifata volny pfistup k potravé i k vodé.

3.3.4 Zjisténi analgetickych ucinkl peptidli pomoci testu na horké plotné

Analgetické ucinky podanych latek byly testovany na horké plotné o teploté 53°C
(angl. ,hot plate”; TSE Systems, Bad Homburg, Némecko) podle postupu popsaného
v praci [75], experiment byl provddén ihned po ukonceni testu v otevieném poli. Byl
méren Cas nutny kvyvolani bolesti zplsobené tepelnym drazdénim koncetin mysich
samcll, zaznamendny byly dvé hodnoty — kdy si samci zacali lizat predni packy a kdy
na horké plotné vyskodili. Okamzité po skoku byl pokus ukonéen a mys byla z horké plotny
sundana. V pfipadé, Ze mys$ nevykazovala Zadnou aktivitu, byla sundana po uplynuti

1 min.

3.3.5 Statistické vyhodnoceni experimentu in vivo
Ziskanad data jsou uvadéna jako primér * stfedni chyba priméru. Statistické
vyhodnoceni bylo provedeno v programu Graph-Pad Prism Software (San Diego, CA, USA)
metodou jednocestnd ANOVA naslednovana Dunnettovym post-hoc testem. Za statisticky

vyznamné byly povazovany vysledky, kdy P<0,05.
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4 VYSLEDKY

4.1 POKUSY IN VITRO
4.1.1 Péstovani bunécnych linii

Testy in vitro byly provadény na bunécnych liniich RC-4B/C a CHO-K1
s transfekovanym receptorem GPR10. RC-4B/C je bunécna linie z potkaniho
adenohypofyzarniho adenomu. Zahrnuje vSechny typy bunék, které se béiné
v adenohypofyze vyskytuji, proto také obsahuje velké mnoiZstvi receptorl, mimo jiné
receptor GPR10 i receptor NPFF,. Pro vazebné experimenty byla péstovana
na 24jamkovych desti¢kach do poétu 300-450 tisic bunék/jamku.

Bunécna linie z ovarii ¢inského kifecka CHO-K1 je stabilné transfekovana lidskym
receptorem GPR10. Pro vazebné pokusy i pro sbér vzork(l k prokazani spousténi
signalizacni drahy MAPK/ERK1/2 byla také péstovana na 24jamkovych destickach, avsak
do poctu priblizné 100 tisic bunék/jamku.

Obé bunécné linie byly péstovany za stdlych podminek uvedenych v kapitole 3.2.1.

Typické tvary bunék téchto linii jsou ukazany na obrazku (Obr. 5).

B)

Obr. 5 Buriky A) hypofyzdrni bunécné linie RC-4B/C, B) bunécné linie CHO-K1 s lidskym
receptorem GPR10
Buriky po 48 h ristu v kultivacni lahvi s riistovym médiem, fotografie byla pofizena pfi

zvétseni 40x.
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4.1.2 Vazebné experimenty
4.1.2.1 Optimalizace podminek vazebnych experimentd na burikach CHO-K1
s receptorem GPR10

Pro zjisténi optimalnich podminek byla porovnavana celkovd (B;) a nespecificka
vazba (Bnsp), za optimdlnich podminek by B: méla predstavovat maximalné
10 % radioaktivity celkové obsazené v roztoku. B, by neméla pfesahnout 15 % z B; [72].

Byl testovan vliv doby inkubace, kdy bylo vyzkouSeno 30 a 60 minut. Celkova vazba
ani pomeér nespecifické a celkové vazby nebyly v obou ¢asech vyrazné rozdilné, pricemz
o néco nizsi byla Bnsp pfi inkubaci 60 minut, proto byla urcena jako optimalni. Dalsim
dlvodem pro zvoleni této doby inkubace bylo, Ze se tato doba shodovala s dobou
inkubace pouzivanou v literature a také, Ze stejna doba inkubace byla jiz dfive prokdzana
jako vhodna pro vazbu k burikdm RC-4B/C. Hodnoty radioaktivity navazané na burikach

(celkova vazba), nespecifickd vazba a pomér Bns,/B; jsou uvedeny v tabulce (Tab. 4).

Tab. 4 Celkovad (B.) a nespecifickd (B.s,) vazba pfi riiznych dobdch inkubace

Doba inkubace [min] B: [cpm] Bnsp [cpm] Bnsp/ Bt [%]
30 55400 + 400 1070 £ 50 1,9
60 51700 + 600 37040 1,3

Z pokusu, kdy byly buriky v 24jamkovych destickach péstovany zrdzného poctu
(3,5, 7, 10 a 15 tisic bunék/jamku). Finalni hustota bunék v den pokusu byla pfiblizné
90, 150, 210, 300 a 450 tisic bunék/jamku. Byla zvolena optimalni hustota bunék pfi
nalévani 3000/jamku, jelikoZ vy$si pocet bunék nezlepsil vyrazné pomér Bng,/B:. Celkova

vazba, nespecificka vazba a jejich pomér jsou uvedeny v tabulce (Tab. 5, str. 43).
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Tab. 5 Celkovad (B:) a nespecifickd (B.sp) vazba pri riiznych poctech bunék nalitych na

24jamkovou desticku

Pocet nalitych Finalni pocet B: [cpm] Bnsp [cpm] Bpsp/ Bt [%]
bunék/jamku bunék/jamku
3000 90000 10500 + 700 20010 1,9
5000 150000 12800 + 500 160 £ 10 1,3
7000 210000 14500 + 60 160+ 20 1,1
10000 300000 9400 £ 200 110+ 10 1,2
15000 450000 9000 + 1100 170+ 10 1,8

4.1.2.2 Interakce *>I-hPrRP31 s receptorem GPR10

Interakce '2’I-hPrRP31 s receptorem GPR10 byla zji$tovana pomoci saturacnich
vazebnych experimentli, ze kterych byla uréena rovnovaina disociacni konstanta
radioligandu a maximalni pocet vazebnych mist/buriku. Pokusy byly provedeny
na bunééné linii CHO-K1 s tranfekovanym lidskym receptorem GPR10 podle postupu
uvedeného v kapitole 3.2.2.2. V pokusu byl pouZit radioligand v rozmezi findlnich
koncentraci 0,5 — 5 nM, pro zjisténi nespecifické vazby byl pfidan jeSté neznaceny peptid
hPrRP31 ve findlni koncentraci 10 M. Bylo zji$téno, ze *’I-hPrRP31 se vaze k receptoru
GPR10 svysokou afinitou a nizkou nespecifickou vazbou. Byly uréeny hodnoty
Kq 1,05 £ 0,36 nM a Bphax 482000 + 170000. Reprezentativni vazebna kfivka 1251 _hPrrP31 je

znazornéna na obrazku (Obr. 6, str. 44).
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Obr. 6 Reprezentativni kiivka ze saturaénich vazebnych experimentd s *I-PrRP31
na burikach CHO-K1 s receptorem GPR10
B, pfedstavuje celkovou vazbu *?*1-PrRP31 o findIni koncentraci v rozmezi 0,5 aZ 5 nM,
Bnsp Ukazuje vazbu dané koncentrace 1251_prRP31 a neznaceného PrRP31 ve findini
koncentraci 10° M, Bsp byla urcena jako rozdil B: a Bys,. Inkubace probihala 60 min

pfi pokojové teploté ve vazebném pufru 2 (sloZeni viz kapitola 3.2.2).

4.1.2.3 Vazba analogl PrRP k burikam RC-4B/C

Vazba analogd PrRP31 i PrRP20 k bunkdm potkani hypofyzarni bunécné linie
RC-4B/C, ktera spontanné exprimuje receptor GPR10, byla testovdana pomoci
kompetitivnich vazebnych experimentu. Pokusy byly provedené za optimalnich podminek
zjisténych v praci [64] s dobou inkubace 60 minut ve vazebném pufru 1 (viz kap. 3.2.2).
Buiky byly inkubovany s neznacenymi peptidy vrozmezi finalnich koncentraci
10" — 10” M. Celkova vazba predstavovala asi 10 % z celkové radioaktivity pouZité pfi
experimentu (0,1 nM), nespecifickd vazba tvofila asi 5 % vazby celkové.

Vsechny testované analogy se k burikdm RC-4B/C vazaly s vysokou afinitou, analogy
s navazanou mastnou kyselinou dokonce s vétsi afinitou nez analogy bez mastné kyseliny.
K; pro PrRP31, Nle-PrRP31 a PrRP20 byla zji$téna v fadu 10”° M, zatimco vechny analogy
s mastnou kyselinou mély K; v fadu 10" ™. Hodnoty inhibi¢nich konstant neznacenych
peptidl K; byly zjistény dosazenim namérenych /Csq do rovnice Chenga a Prusoffa [73],

kdy za Ky byla dosazena hodnota 4,21 nM [64], koncentrace radioligandu byla 0,1 nM.
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Hodnoty K; (primér + S.E.M.) jsou uvedeny v tabulce, kde jsou shrnuty vysledky vsech
vazebnych experimentd (Tab. 6, str.52). Grafy stypickymi vazebnymi kfivkami

pro jednotlivé analogy jsou uvedeny na obrazku (Obr. 7).

A)
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Obr. 7 Reprezentativni kiivky A) PrRP31 a jeho analogti, B) PrRP20 a jeho analogii
z kompetitivnich vazebnych experimentii na burikdch RC-4B/C
Kompetitivni vazebné experimenty probihaly ve vazebném pufru 1 (sloZeni viz kap. 3.2.2)
s inkubaci 60 minut pfi pokojové teploté. Specifickd vazba byla uréena odectenim
nespecifické vazby (vazba za pfitomnosti 0,1 nM *#I-PrRP31 a 10 M pfislusného
neznaceného peptidu), vyjddrena je v procentech, 100 % je vazba 0,1 nM 12%_prRp31

za pfitomnosti neznaceného peptidu v nejnizsi koncentraci (tj. 10 M).
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4.1.2.4 Vazba analogi PrRP k lidskému receptoru GPR10

Pro zjisténi vazby analogl PrRP31 a analogl PrRP20 k lidskému receptoru GPR10
byly provedeny kompetitivni vazebné experimenty, ke kterym byly pouzity buriky CHO-K1
se stabilné transfekovanym lidskym receptorem GPR10. Vazebné experimenty byly
provedeny za zjiSténych optimalnich podminek (kap. 4.1.3.1), buriky byly inkubovany
s neznatenymi analogy PrRP v rozmezi findlnich koncentraci 102 — 10 M. Celkova vazba
pfedstavovala asi 30 % z celkové radioaktivity pouzité pfi experimentu (0,03 nM),
nespecificka vazba tvofila asi 5 % vazby celkové.

U vSech testovanych analogli byla zjisténa vysoka afinita k receptoru GPR10
sKiviadu 10° M, pro analog myr-PrRP31 dokonce o néco nizsi, fadové 10™° M.
Provypocet K; byla za Ky dosazena hodnota zjisténa ze saturacnich vazebnych
experimentl na burikdch CHO-K1 s lidskym receptorem GPR10, tj. 1,05 nM (kap. 4.1.3.2),

koncentrace %°

I-hPrRP31 byla 0,03 nM. Vypocitané hodnoty konstant K; jsou uvedeny
v tabulce shrnujici vysledky vSech vazebnych pokus( (Tab. 6, str. 52). Reprezentativni

vazebné krivky jednotlivych peptidl jsou zobrazeny na obrazku (Obr. 8, str. 47).
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Obr. 8 Reprezentativni krivky A) PrRP31 a jeho analogti, B) PrRP20 a jeho analogti
z kompetitivnich vazebnych experimenti na burikdch CHO-K1 s lidskym receptorem
GPR10
Inkubace probihala ve vazebném pufru 2 (sloZeni viz kap 3.2.2) za pokojové teploty

po dobu 60 minut. Specifickd vazba byla uréena odectenim nespecifické vazby (vazba

125

za pfitomnosti 0,03 nM '?*I-PrRP31 a 10 M neznaceného peptidu), vyjddiena

125

je v procentech, 100 % je vazba 0,03 nM ““°I-PrRP31 za pritomnosti neznaceného peptidu

v nejniz$i koncentraci (tj. 10** M, pfip. 102 M pro PrRP31).
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4.1.2.5 Vazba analogi PrRP k lidskému receptoru NPFF,

Vazba analogl PrRP31 a analogli PrRP20 k lidskému receptoru NPFF, byla zjistovana
pomoci kompetitivnich vazebnych experiment(, které byly provedené na membranach
bunék CHO-K1 stransfekovanym lidskym receptorem NPFF,. Vazebné testy byly
provedeny za optimadlnich podminek uvedenych v pracich [23, 69], bunécné membrany
byly inkubovany s neznaenymi peptidy v rozmezi finalnich koncentraci 10 — 10 M.
Jako radioligand byl pouzit *’I-1DMe, p¥itemz 1DMe je stabilni analog NPFF. Celkova
vazba predstavovala asi 5 % z celkové radioaktivity pouzité pfi experimentu (0,1 nM),
nespecificka vazba tvofila asi 20 % vazby celkové.

Vsechny analogy PrRP31, kromé myr-PrRP31 a palm-PrRP31, se k receptoru NPFF,
vazaly s vysokou afinitou srovnatelnou s afinitou nativniho PrRP31 i PrRP20, které maji
K; v ¥adu 10® M. Pro analogy myr-PrRP31 a palm-PrRP31 byla zji§téna hodnota K; dokonce
v Fadu 10 M, stejné tak pro viechny analogy PrRP20 s vyjimkou oct-PrRP20, jeho? afinita
k receptoru NPFF, byla vyrazné nizdi, K; v fadu 107 M. K vypoltu K; byla za K4 dosazena
hodnota ze saturacnich vazebnych experimentl a to 0,72 nM [23, 69], radioligand
1251_1DMe byl pouZit v koncentraci 0,1 nM. Zji$téné inhibi¢ni konstanty pro jednotlivé
peptidy jsou uvedeny vtabulce (Tab. 6, str. 52). Na obrdzku jsou zndzornény

reprezentativni kfivky vazebnych experimentl (Obr. 9, str. 49).
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Obr. 9 Reprezentativni krivky A) PrRP31 a jeho analogti, B) PrRP20 a jeho analogti
a 1DMe z kompetitivnich vazebnych experimenti na membrdndch bunék CHO-K1
s lidskym receptorem NPFF,

Inkubace probihala 120 minut za pokojové teploty ve vazebném pufru 3 (sloZeni viz

kap. 3.2.2). Specifickd vazba byla urcena odectenim nespecifické vazby (vazba

125

za pfitomnosti 0,1 nM *?*I1-1DMe a 10° M neznacéeného peptidu), vyjddiena je

125

v procentech, 100 % je vazba 0,1 nM ““”I-1DMe za pritomnosti neznaceného peptidu

v koncentraci 102 M, pfip. 10 M.



4.1.2.6 Vazba analogu palm-PrRP31 k receptoru Y5

Vazba analogu palm-PrRP31 k receptoru Y5 byla zjiStovana pomoci kompetitivnich
vazebnych experimentl na membranach bunék slidskym receptorem Y5. Analog
palm-PrRP31 byl testovan jako jediny ze studovanych analogi, jelikoZ se jednalo pouze
o prvotni testy zjistujici moznost plsobeni téchto latek pres receptor Y5. Pravé tento
analog byl vybran z ddvodu jeho ovérené dobré vazby jak k burikam RC-4B/C, tak
k receptoru GPR10 i kreceptoru NPFF,. JelikoZz z prvotnich testd bylo ziejmé, zZe
palm-PrRP31 nevykazoval silnou vazbu ktomuto receptoru, nebyly podminky plné
optimalizovany (nespecificka vazba byla vétsi nez 50 % vazby celkové) a nebyly provedeny
saturacni vazebné experimenty, tudiz nemohla byt spocitana K; a data jsou uvedena jako
ICso. Zaroven byla méreni s palm-PrRP31 provedena pouze dvakrat (z ddvodu nedostatku
membran po dlouhé optimalizaci podminek), uvedené vysledky jsou proto pouze
priblizné.

Vazebné testy byly provadéné za podminek popsanych v kapitole 3.2.2.4. Vazba
palm-PrRP31 byla porovnana svazbou pfirozeného ligandu receptoru Y5, kterym je
peptid YY (PYY). Bunécné membrany byly inkubovany s peptidy vrozmezi finalnich
koncentraci 10 = 10° M (PYY) nebo 10° — 10* M (palm-PrRP31) a 0,1 nM ***|-PYY.

Bylo zjisténo, Ze palm-PrRP31 se k receptoru Y5 vaZze s vyrazné nizsi afinitou nez
jeho endogenni ligand PYY, kdy ICso byla v Fadu 10°® M. Hodnota ICso pro PYY je uvedena
v tabulce shrnujici vSechny vazebné experimenty (Tab. 6, str. 52). Reprezentativni krivky

z téchto testl jsou ukazany na obrazku (Obr. 10, str. 51).
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Obr. 10 Reprezentativni kfivky PYY a palm-PrRP31 z kompetitivnich vazebnych
experimentii na membrdandch bunék HEK293T s lidskym receptorem Y5
Inkubace probihala 120 minut za pokojové teploty ve vazebném pufru 4 (sloZeni viz
kap. 3.2.2). Specifickd vazba byla urcena odectenim nespecifické vazby (vazba
za pfitomnosti 0,1 nM ?*1-PYY a 10°® M PYY, resp. 10 M neznaceného peptidu), vyjddiena
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je v procentech, 100 % predstavuje vazba 0,1 nM “*°I-PrRP31 za pritomnosti neznaceného

peptidu v koncentraci 10 M, pfip. 10° M.

4.1.2.7  Shrnuti vysledkd kompetitivnich vazebnych experimentt

V nasledujici tabulce (Tab. 6, str. 52) jsou shrnuty vysledky vSech vySe uvedenych
kompetitivnich vazebnych experimentd. V tabulce Ize vidét srovnani téchto vysledkd,
predevsim posun v hodnoté K; u analogli s navazanou mastnou kyselinou pfi jejich vazbé
k hypofyzarni bunécné linii RC-4B/C, ke kterému nedochazi (s vyjimkou myr-PrRP31)
u vazby k lidskému receptoru GPR10. U vazby k lidskému receptoru NPFF, také neni pfimy
rozdil mezi analogy s navazanou mastnou kyselinou nebo bez ni, ale srostouci délkou
mastné kyseliny se snizuje hodnota K; analogli PrRP31, avsak analog stear-PrRP31 ma
opét jiz Ki vyssi, tudiz delS$i mastna kyselina (az po kyselinu stearovou) by mohla mit
za nasledek vyssi afinitu analogu k receptoru NPFF,. Analog palm-PrRP31 ma dokonce
Ki nizsi nez stabilni analog NPFF — 1DMe. Také analogy PrRP20 s navazanou mastnou
kyselinou vykazuji vyssi afinitu k receptoru NPFF, neZ nativni PrRP20, jediny oct-PrRP20

ma k tomuto receptoru ve srovnani s nativnim PrRP20 afinitu snizenou.
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Testované analogy vykazuji vysokou afinitu pro vazbu jak k bunécéné linii RC-4B/C,
tak k receptordm GPR10 a NPFF,. Naopak k receptoru Y5 se jediny testovany analog

palm-PrRP31 vazal s velice nizkou afinitou.

Tab. 6 Konstanty K; ziskané z kompetitivnich vazebnych experimentii PrRP a jeho
analogt k hypofyzdrni bunécné linii RC-4/C, lidskému receptoru GPR10 a lidskému
receptoru NPFF, nebo konstanty ICsq vazby palm-PrRP31 a PYY k receptoru Y5

Data jsou uvedena jako priimér + S.E.M., namérené hodnoty byly nejprve vyhodnoceny

Grubbsovym testem pro vylouceni odlehlych vysledku

RC-4B/C Lidsky GPR10  Lidsky NPFF, Lidsky Y5
12 rprRP31 125|_hPrRP31 125|.1DMe 12pyy
Ki [nM] Ki [nM] Ki [nM] ICs0 [nM]
rPrRP31 2,41+0,11 3,91+0,21 42,2 +6,76 -
Nle-PrRP31 1,28 + 0,20 1,87 £ 0,42 49,6 + 3,37 -
oct-PrRP31 0,98 + 0,22 1,49 0,07 24,8 +13,2 -
dec-PrRP31 0,68 +0,12 1,42 +0,55 14,7 + 3,10 -
dodec-PrRP31 0,38 +0,14 1,15+ 0,35 14,2 + 6,40 -
myr-PrRP31 0,69 + 0,09 0,69 £ 0,09 1,59 + 0,32 -
palm-PrRP31 0,51%0,15 2,94 0,33 0,69 + 0,36 ~1000
stear-PrRP31 0,93 + 0,08 5,24 +0,57 15,9 + 14,4 -
rPrRP20 2,23+0,19 4,40+0,77 21,8+9,91 -
oct-PrRP20 0,91+ 0,23 1,88 + 0,31 175 + 133 -
dec-PrRP20 0,41 + 0,01 2,94 +0,47 3,60 + 2,57 -
dodec-PrRP20 0,58 + 0,22 2,34+0,25 9,97 +3,48 -
myr-PrRP20 1,02 + 0,20 4,21+0,24 8,23 +1,97 -
1DMe ] - 2,21+0,70 -
PYY ] _ - 3,03+0,62
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4.1.3 Spousténi signalizacni drahy MAPK/ERK1/2 po ptisobeni analogli PrRP
u bunécné linie CHO-K1 s lidskym receptorem GPR10
Pro sbér bunék na stanoveni fosforylace MAPK/ERK1/2 do bunék CHO-K1
s receptorem GPR10 byly bunky péstovany na 24jamkovych destickdch do celkového
poctu pfiblizné 100 tisic bunék/jamku za podminek popsanych v kap. 3.2.3.1. Spousténi
této signalizacni drahy bylo testovdano pouze u PrRP31, PrRP20 a jejich analogu
palm-PrRP31 a myr-PrRP20, jelikoz mély v testech in vivo nejlepsSi Ucinky na pfijem
potravy.
Bylo zjisténo, Ze vSechny testované analogy spousti signalizacni drahu
s prokazatelnou koncentracni zavislosti, jak je zndzornéno na obrazku (Obr. 12, str. 55).
Hodnoty namérenych ECso se pro jednotlivé analogy pfilis nelisily, vSechny byly v fadu
10° M, jediny PrRP31 mél ECso o néco mensi nez zbylé tfi analogy, ECso v fadu 10°Mm.
Timto bylo prokdzano, ze vSechny testované analogy jsou agonisty receptoru GPR10.
Zjisténé ECsq jsou uvedeny v tabulce (Tab. 7). Pro vyhodnoceni byly hodnoty fosforylace
ERK vztazeny na mnozZstvi aktinu ve vzorku. Stanoveni celkového ERK potvrdilo, Ze se ho
ve vzorcich nachdzelo srovnatelné mnozstvi. Reprezentativni membrany pro kvantifikaci

fosforylovaného a celkového ERK jsou zobrazeny na obrazku (Obr. 11, str. 54).

Tab. 7 Konstanty ECsq ziskané z testovdni spousténi signalizacni dréhy MAPK/ERK1/2

v zdvislosti na koncentraci analogu

Analog ECso [nM]

PrRP31 0,77 £0,23
palm-PrRP31 1,11 +£0,54
PrRP20 2,58 +0,97
myr-PrRP20 2,52+1,09
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Obr. 11 Reprezentativni membrdny vyuZité pro kvantifikaci fosforylovaného a celkového
ERK v bunkdch CHO-K1 s lidskym receptorem GPR10 po ptisobeni peptidii A) PrRP31,
B) palm-PrRP31, C) PrRP20 a D) myr-PrRP20
Buriky byly s peptidy ve findlnich koncentracich uvedenych na obrdzcich inkubovdny
pfi 37°C po dobu 5 minut. Jako kontrola je oznacen vzorek z bunék, na které nebyl!

aplikovdn Zadny peptid.
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Obr. 12 Reprezentativni kfivky zndzornujici zavislost fosforylace ERK na koncentraci
peptidu

Buriky CHO-K1 s receptorem GPR10 byly stimulovdny peptidy PrRP31, palm-PrRP31,
PrRP20 a myr-PrRP20 ve findlnich koncentracich 102 a# 10® M (PrRP31, palm-PrRP31,
PrRP20) nebo 10 aZ 107 M (myr-PrRP20) po dobu 5 minut pfi 37°C. Ndslednd lyzace,

elektroforéza a prenos bunék na membrdnu probihaly podle postupu uvedeného

v kap. 3.2.3. Jako 100 % je uréena hodnota fosforylace po pusobeni peptidu ve findIni

koncentraci 10® M(PrRP31, palm-PrRP31, PrRP20) nebo 10”7 M (myr-PrRP20). VSechny

hodnoty jsou uvedeny jako pomér fosforylovaného ERK a aktinu.
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4.2 POKUSY IN VIVO

4.2.1 Ovlivnéni pfijmu potravy po SC podani PrRP31 a jeho analogti

Byly sledovany zmény v pfijmu potravy u samci kmene C57BI/6 po SC podani
jednotlivych peptidG. Byly porovnavany ucinky jednotlivych peptidd po podani davky
5 mg/kg hladovym samcim a dale byla testovana zavislost Ucinku na davce pfi podani
palm-PrRP31 a myr-PrRP20, a to v davkach 1 mg/kg a 5 mg/kg. Jako kontrola byli vzati
mysi samci, kterym byl podan fyziologicky roztok. Kazdd skupina obsahovala minimalné
6 mySi a kazdy analog byl testovdn nejméné dvakrdt. Zmény v kumulativnim pfijmu
potravy byly pozorovany po dobu nejméné 6 hodin.

Aplikace analogli oct-PrRP31, dec-PrRP31, dodec-PrRP31, oct-PrRP20, dec-PrRP20,
dodec-PrRP20 a myr-PrRP31 neméla za ndsledek sniZzeni pfijmu potravy. V porovnani
s ucCinky fyziologického roztoku byly signifikantni vysledky myr-PrRP20, palm-PrRP31
a stear-PrRP31 (P <0,001), viechny mély za nasledek vyrazné snizeni pfijmu potravy.
Palm-PrRP31 zpUsobil srovnatelnou zménu v pfijmu potravy po podani v obou davkach,
u myr-PrRP20 byl efekt vyrazné vétsi pfi podani davky 5 mg/kg. Grafy kumulativniho
pfijmu potravy v zavislosti na ¢ase i na ddvce jsou zobrazeny na obrazcich (Obr. 13, str. 57;

Obr. 14, str. 58 a Obr. 15, str. 59).
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Obr. 13 Kumulativni pFijem potravy hladovych samci kmene C57BI/6 po SC poddni

A) analogti PrRP31 a B) analogti PrRP20 v zdvislosti na case

Peptidy byly poddny SC v ddvce 5 mg/kg, kontrolnim jedincim byl poddn pouze

fyziologicky roztok. K vyhodnoceni dat bylo vyuZito statistické metody jednocestnd ANOVA

s ndslednym Dunnettovym post-hoc testem (n=6-8). Zobrazend data jsou uvedena jako

primeér + S.E.M. Jako signifikantni jsou oznaceny vysledky, kdy p< 0,001 ve srovnani

se skupinou injikovanou fyziologickym roztokem.
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Obr. 14 Kumulativni pFijem potravy hladovych samci kmene C57BI/6 po SC poddni
A) palm-PrRP31 a B) myr-PrRP20 v ddvkdch 1 nebo 5 mg/kg v zdvislosti na case
Peptidy byly poddny SC, kontrolnim jedincim byl poddn pouze fyziologicky roztok.
K vyhodnoceni dat bylo vyuZito statistické metody jednocestnd ANOVA s ndslednym
Dunnettovym post-hoc testem (n=6-8). Zobrazend data jsou uvedena jako prumér + S.E.M.
Jako signifikantni jsou oznaceny vysledky, kdy 'P<0,05a P <0,001 ve srovndni

se skupinou injikovanou fyziologickym roztokem.
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Obr. 15 PFijem potravy hladovych mysich samci kmene C57BI/6 po SC poddni

A) analogii PrRP31 a B) analogti PrRP20 v case 495 minut

Peptidy byly poddny SC v ddvce 5 mg/kg. K vyhodnoceni dat bylo vyuZito statistické

metody jednocestnd ANOVA s ndslednym Dunnettovym post-hoc testem (n=6-8).

Zobrazend data jsou uvedena jako prumér + S.E.M. Jako signifikantni jsou oznaceny

vysledky, kdy “p< 0,001.
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4.2.2 Sedativni tucinky analogti PrRP

Sedativni ucinky peptid byly méreny po jejich SC podani testem v otevieném poli
(viz kap. 3.3.3). Mysim byly SC podany peptidy vdavce 5 mg/kg. Test byl zahdjen
po uplynuti 15 minut po poddani, zaznamenavana byla vzdalenost, kterou mysi urazily
ve sledovaném uzavieném prostoru za dobu 10 minut. Z namérenych dat bylo zjisténo,
Ze zaddna zlatek tyto ucinky nezpusobuje, vysledky nebyly vzhledem ke kontrole
signifikantni. Kontrola byly mysi, kterym byl podan jen fyziologicky roztok. Graf

porovndvajici namérené vysledky je uveden na obrazku (Obr. 16).

600
[ fyziologicky roztok
= —_ EZ2 Nle-rPrRP31
9, 4004 T EE oct-PrRP31
» B palm-PrRP31
g B myr-PrRP20
S 200+
N
>
0 T T

Obr. 16 Ucinky testovanych peptidii na sedaci v testu v otevieném poli
Peptidy byly poddany SC v ddvce 5 mg/kg, byla mérena vzddlenost, jakou mysi nabéhali
za dobu 10 minut. Data byla vyhodnocena metodou jednocestnd ANOVA s ndslednym

Dunnettovym post-hoc testem (n=6). Vzhledem ke kontrole byly zmény zptsobené
poddnim vSech peptidu nesignifikantni. Kontrolu predstavovaly mysi, kterym byl poddn

pouze fyziologicky roztok.

4.2.3 Analgetické ucinky analogi PrRP
Analgetické ucinky peptidd byly zjistovany pomoci testu na horké plotné (53°C).
Zaznamenavan byl ¢as, kdy si myS po vloZzeni na horkou plotnu zacala lizat predni
koncetiny a kdy poté v reakci na bolest vyvolanou horkou plotnou vyskocila. Ani v jedné
hodnoté nebyly ani vyrazné, ani signifikantni zmény po pUsobeni peptidi vici kontrole
(fyziologicky roztok). Grafy porovnavajici zjisténé vysledky jsou na obrazku (Obr. 17, str.

61).
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Obr. 17 Porovnani vysledkii testu na horké plotné po SC poddni analogti PrRP
Peptidy byly SC poddny v ddvce 5 mg/kg, méren byl cas, kdy si mys zacala lizat predni
koncetiny a kdy vyskocila v odpovédi na bolest plisobenou horkou plotnou (53°C).

K vyhodnoceni dat byla pouZita metoda jednocestnd ANOVA s ndslednym Dunnettovym
post-hoc testem (n=6). Zddny z vysledkd nebyl v porovndni s kontrolou (jedinci injikovani

fyvziologickym roztokem) signifikantni.
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5 DISKUSE

Pfijem potravy a udrzovani energetické rovnovadhy jsou déje, jejichz regulace
predstavuje velice slozity a komplexni systém zahrnujici celou fadu metabolickych
procesll. Hlavnim centrem, které se ucastni regulace téchto déji, je hypothalamus,
do néhoz miti anorexigenni hormony z periferie (leptin, insulin, pankreaticky polypeptid,
peptid YY) a jediny doposud znamy orexigenni hormon vylu¢ovany v periferii ghrelin
a odkud jsou vysildny orexigenni i anorexigenni signaly do dalSich ¢asti CNS, predevsim
do NTS v mozkovém kmeni, kde jsou vyhodnoceny spolecné se signdly z periferie [3].

Jednim z peptidd ucastnicich se regulace pfijmu potravy je peptid uvoliujici
prolaktin. Tento peptid byl plivodné spojovdn s vylu¢ovanim prolaktinu [26], avSak tento
ucinek byl brzy zpochybnén [41]. Jelikoz byla mRNA pro tento peptid objevena
v hypothalamickych centrech dilezitych pro energetickou rovnovahu, zacal byt zjistovan
vliv PrRP na ptijem potravy [42], jeho anorexigenni plisobeni bylo ndsledné potvrzeno
nékolika studiemi [57, 58, 60].

Tato prace zkoumala uUcinky novych analogli PrRP20 a PrRP31 s rlzné dlouhymi
mastnymi kyselinami navdzanymi na jejich N-konec v in vitro experimentech na bunkach
RC-4B/C spontanné exprimujicimi GPR10, CHO-K1 s tranfekovanym lidskym receptorem
GPR10 a na bunéénych membrdnach s lidskym receptorem NPFF, nebo Y5 a déle v in vivo
experimentech na samcich mysi kmene C57BI/6. Objasnéni, které receptory se ucastni
realizace signalu PrRP a nalezeni analogu PrRP se zvySenou stabilitou a in vivo centrdlni
ucinnosti po perifernim podani, by mohlo vést k velkému pokroku v hledani u¢inného Iéku

proti obezité.

5.1 NOVE ANALOGY PrRP

Neuropeptidy regulujici prijem potravy, které vznikaji a pasobi v CNS, jsou vhodnymi
kandidaty pro eventualni antiobezitni intervence. Jejich moZnosti vyuZiti jsou vsSak
komplikovany faktem, Ze se snadno degraduji, a ddle pak, Ze jsou neucinné po perifernim
podani, protoZe nejsou schopny projit hematoencefalickou bariérou. Jednou z moznosti,
jak tyto problémy prekonat, je lipidizace peptid(. Prikladem takového pfirozeného

lipopeptidu, ktery vznika v periferii a plisobi v hypothalamu, je ghrelin, ktery diky kyseliné
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oktanové pfipojené esterovou vazbou kSer’ prochazi pravdépodobné pasivnim
transportem pres hematoencefalickou bariéru [76]. Lipidizaci vznikl analog GLP-1
liraglutid, ktery je komerc¢né vyuzivan pro lécbu diabetu. Stabilita lipopeptidd v organismu
je prodlouzena v disledku vazby na sérové proteiny [67]. V této studii bylo pro navrzené
analogy PrRP vyuzito lipidizace.

Jiz dfive bylo zjiSténo, Ze pro zachovani vazby na receptor a udrieni biologické
aktivity je nezbytny C-konec peptidu [37, 63], proto byl u novych analogl modifikovan
pouze N-konec. Byly syntetizovany analogy PrRP31, ale i od jeho kratsi formy, PrRP20,
jehoz afinita k receptoru GPR10 byla vin vitro experimentech srovnatelna s afinitou
PrRP31 [64, 77]. Pro zvy3eni stability peptidd byl u analogd PrRP31 nahrazen Met**
norleucinem (Nle), dale byly na N-konce peptidli navdzany amidovou vazbou mastné
kyseliny, a to kys. octova, dekanovd, dodekanovd, myristovd, palmitovd a stearova.
Mastné kyseliny byly navdzdany amidovou vazbou, jelikoZ je na rozdil od vazby esterové
stabilni.

U analogh GLP-1 bylo zjisténo, Ze délka navazané mastné kyseliny negativné
ovliviiuje vazbu k receptoru pouze, pokud je delsi nez 16 uhlik(, avSak s rostouci délkou

mastné kyseliny se vyrazné zvySuje doba setrvani léCiva v organismu [78].

5.2 IN VITRO EXPERIMENTY

K provedeni in vitro pokusl byla zvolena potkani hypofyzarni bunééna linie RC-4B/C,
u které byl prokazan prirozeny vyskyt jak receptoru GPR10 (v radu desetitisict vazebnych
mist na bunku [64]), tak receptoru NPFF, [23, 69], dale bunééna linie CHO-K1
s transfekovanym lidskym receptorem GPR10 a bunééné membrany z bunék obsahujicich
lidsky receptor NPFF, nebo Y5. Receptor NPFF, byl pro vazebné experimenty vybrén,
jelikoz jiz bylo prokazano, Ze se k nému PrRP vazie svysokou afinitou [22, 69], vazba
k receptoru Y5 byla testovana z divodu zndmé vysoké homologie tohoto receptoru
s receptorem GPR10 [34, 35]. Pro zjistovani spousténi signalizacni drahy v zavislosti
na koncentraci peptidu byly vyuzity bunky CHO-K1 sreceptorem GPR10, které jsou
vhodnéjsi nez bunky RC-4B/C, jelikoZ neobsahuji dalsi receptory, s kterymi by mohl PrRP

interagovat (napf. receptor NPFF;).
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Vazba testovanych analogl k burikdm RC-4B/C a receptorim GPR10, NPFF, a Y5
byla charakterizovdna pomoci kompetitivnich vazebnych testd. Optimalni podminky
provazbu PrRP31 kbunécné linii RC-4B/C jiz byly vnasi skupiné publikovany, je
to inkubace ve vazebném pufru 20 mM HEPES pH 7,4, 118 mM NacCl, 4,7 mM KCI, 5 mM
MgCl,, 1 mg/ml BSA, 2 g/l glukosa a 0,1 mg/ml BPTI pro zabranéni proteolyzy peptid(,
inkubace probihala pfi pokojové teploté po dobu 60 minut [64].

Vazebné testy na membranach bunék obsahujicich receptor NPFF, byly provedeny
podle pokynl vyrobce, coz bylo inkubace ve vazebném pufru 50 mM Tris-HCl pH 7,4,
60 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 1 mg/ml BSA pfi pokojové teploté po dobu 120 minut.

Podminky pro vazbu k receptoru GPR10 byly zjistovany v této praci, byla to inkubace
za pokojové teploty po dobu 60 minut ve vazebném pufru 25 mM Hepes pH 7,4, 118 mM
NaCl, 10 mM MgCl,, 1 mM CaCl,, 0,5% BSA a 2 g/l glukosa.

Vazebné experimenty s burikami obsahujicimi lidsky receptor Y5 byly provedeny
za inkubace pfi pokojové teploté po dobu 90 minut ve vazebném pufru 25 mM Hepes
pH7,4, 118 mM NaCl, 5 mM MgCl;, 47mMKC, 1mM CaCl,, 0,5% BSA
a 1 mg/ml bacitracin.

Specificka vazba *I-PrRP31 k receptoru GPR10 byla zji$tovana pomoci saturaénich
vazebnych experimentl. Bylo zjisténo, Ze PrRP31 se k receptoru GPR10 vaze s vysokou
afinitou a nizkou nespecifickou vazbou. V publikovanych studiich se uvadi Ky vfadu
10" m [26], pfipadné 10° M [37] na membranach bunék CHO s receptorem GPR10.
V této praci byla zjiSténa Ky 1,05 nM, coZ odpovida jedném z jiz publikovanych vysledka,
K4 v fddu nM je navic typicka pro vazbu endogennich ligand(i ke svym receptoriim [72].

Vyuzitim kompetitivnich vazebnych experimentl byla charakterizovana afinita nové
navrzenych analogl jak PrRP31, tak PrRP20 k burikach RC-4B/C a k receptorim GPR10,
NPFF, a Y5. Bylo zjisténo, Ze vSechny analogy maji vysokou afinitu k burikdm RC-4B/C,
analogy s navdzanou mastnou kyselinou (kromé myr-PrRP20) maji K; dokonce v fadu
10" M, zatimco PrRP31, Nle-PrRP31, PrRP20 a myr-PrRP20 se k témto burikdm vazou
s K; o fad wy&i (tj. 10° M), co? u PrRP31 a PrRP20 odpovida jiz dfive zjisténym vysledkam
[23, 64, 69]. To by mohlo znamenat, Ze navazani mastné kyseliny zvysuje afinitu vazby
peptidd k bunééné linii RC-4B/C. Dale byla testovana vazba analogd k receptoru GPR10.

Zde byla zjiSténa K; pro PrRP31 i PrRP20 radové 10° M, co? je opét vsouladu s jiz
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publikovanymi vysledky [37]. Stejnou K; vykazovaly i ostatni analogy, coz ukazuje, Ze
zvyseni afinity vazby k burikdm RC-4B/C nejspiS neni zplsobeno zvySenim afinity téchto
latek k receptoru GPR10. Dale byla testovana vazba analogl PrRP k receptoru NPFF,,
vysledky ziskané pro 1DMe, PrRP20 a PrRP31 odpovidaly publikovanym hodnotdm pro
nativni PrRP [22]. Analogy Nle-PrRP31, oct-PrRP31, dec-PrRP31, dodec-PrRP31
a stear-PrRP31 mély K; srovnatelnou s PrRP31 a PrRP20, tedy v ¥adu 10® M, analogy
myr-PrRP31, palm-PrRP20, dec-PrRP10, dodec-PrRP20 a myr-PrRP20 mély K; srovnatelnou
dokonce s 1DMe, Fadové 10®° M. Tento fakt potvrzuje, 7e receptor NPFF, by mohl hrat
dllezitou roli v plsobeni téchto peptidd. DalSim testovanym receptorem byl lidsky
receptor Y5, avsak z prvotnich vysledkll bylo zfejmé, Ze afinita testovanych analogl
k tomuto receptoru neni tak silnd, aby mohly tyto receptory hrat za fyziologickych
podminek vyraznéjsi roli v realizaci signdlu PrRP, proto tato vazba nebyla dale testovana.

Déle byla testovdna zavislost spousténi signalizaéni drdhy MAPK/ERK1/2
na koncentraci peptidu. U této signalizacni drahy bylo zjisténo, Ze se uUcastni iniciace
translace genu pro prolaktin [70]. Prokazani fosforylace ERK bylo provedeno detekci
pomoci protilatek poté, co byly proteiny z elektroforetickych gelll preneseny
na membrdanu. VSechny testované analogy spoustély signaliza¢ni drahu ERK a u vSech byla
také zjisténa koncentracni zavislost miry fosforylace ERK. VSechny testované latky jsou
tedy agonisté. U PrRP31 byla zji$téna ECso viadu 107° M, ostatni peptidy spoustély
signalizaéni drahu s ECsg v Fadu 10° M.

Lze tedy shrnout, Ze lipidizace obou zakladnich peptidd, PrRP31 a PrRP20, nejen
Ze nesnizila vazbu na receptor GPR10, ale afinita k receptordm bunécné linie RC-4B/C

se zvysila. VSechny analogy tedy byly dale testovany v in vivo experimentech.

5.3 IN VIVO EXPERIMENTY

Pro testovani biologickych ucink( in vivo byla zvolena metoda testovani prijmu
potravy po akutnim podani analogli PrRP hladovym mysim s cilem urdit, zda zavedeni
mastné kyseliny umozni centralni pUsobeni latek po jejich perifernim podani. Centralni
plsobeni je pro latky regulujici pfijem potravy nezbytné.

PrRP byl navrzen jako mozny anorexigenni faktor na zakladé jeho vyskytu v ¢astech

mozku zahrnutych vregulaci energetické rovnovahy (PVN, DMN) a také ze zjisténi,
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Ze mnozstvi jeho mRNA je snizeno v dobé, kdy se organismus nachazi ve stavu negativni
energetické bilance, jakym je napf. hladovéni nebo kojeni [42]. Ddle bylo v mnoha
studiich zjisténo, Ze ICV podani PrRP vede ke snizeni pfijmu potravy jak u mysi, tak
u potkant [59, 60, 79], avSak tento efekt byl pouze kratkodoby [64]. Bylo také prokazano,
Ze periferni podani PrRP nema zadny ucinek na pfijem potravy [64]. DalSim potvrzenim
dllezitosti systému GPR10-PrRP v regulaci pfijmu potravy bylo zjisténi, Ze vyfazeni genu
jak pro PrRP tak pro GPR10 md v dospélosti u mysi za nasledek obezitu, snizenou
glukosovou toleranci, u PrRP-deficientnich mysi byla navic zjiSténa insulinova rezistence.
U obou typl mysi byla také porusena CCK signalizace, coZ dokazuje, Ze systém
GPR10-PrRP by se mohl ucastnit prenosu signalu CCK, ktery po pfijmu potravy navozuje
pocit sytosti [60, 80, 81].

Ucinky zkoumanych analog(l na pfijem potravy byly testovany na hladovych samcich
mysi kmene C57BI/6, kterym bylo SC poddno 5 mg/kg daného peptidu. Bylo potvrzeno
predchozi zjisténi, Zze pfirozeny nemodifikovany PrRP31 po perifernim podani nema vliv
na pfijem potravy. Zadny Gcinek na pfijem potravy nevykazovaly ani analogy s krat3imi
mastnymi kyselinami oct-PrRP31, dec-PrRP31, dodec-PrRP31, myr-PrRP31, oct-PrRP20,
dec-PrRP20 a dodec-PrRP20, v kumulativhim pfijmu potravy nevykazovaly Zadnou
signifikantni zménu oproti mysim, kterym byl poddan fyziologicky roztok. Naopak vyrazné
signifikantni a dlouhotrvajici snizeni pfijmu potravy bylo pozorovano po podani
palm-PrRP31, stear-PrRP31 a myr-PrRP20. Tyto vysledky naznacuji, Ze navazani mastné
kyseliny delsi nez 14 uhlikl by mohlo vést k prekonani hematoencefalické bariéry témito
lipidovanymi analogy PrRP, coZ ma za nasledek sniZeni pfijmu potravy i po perifernim
podani peptidd. Centrdlni efekt byl pozorovan také u lipidovanych analogl neuropeptid:
NPY, neurotensinu a galaninu, kdy navazani kyseliny palmitové zpUsobilo kromé zvysené
biodostupnosti a odolnosti k proteolytickym enzymOm také centralni Ucinky vedouci
k potlaceni epileptickych zachvatl u mysi i po perifernim poddani [82]. Pravdépodobny
pfechod pres hematoencefalickou bariéru zplsobeny navazanim mastné kyseliny byl
pozorovan u liraglutidu, analogu GLP-1, ktery ma amidovou vazbou navazanou kyselinu
palmitovou a pUsobi jak na sekreci insulinu, tak na snizeni pfijmu potravy [67]. ZlepSeni
biologického ucinku po navazani mastné kyseliny (myristové, palmitové nebo stearové)

bylo zjisténo také u analogl gastrointestindlniho inhibi¢niho peptidu (GIP; Gastric
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inhibitory polypeptide), kdy N-koncova acetylace vedla také k prodlouZeni pozorovaného
ucinku na sekreci insulinu u mysi [83]. Prodlouzeny biologicky Ucinek na pfijem potravy
umysi byl pozorovdn také u pankreatického polypeptidu s navazanou palmitovou
kyselinou [84]. VSechny tyto lipopeptidy mély prodlouZenou stabilitu v organismu
v dlsledku vazby na sérovy albumin.

Testované lipopeptidy nemély vliv na sedaci a analgezii, které byvaji doprovodnymi
ucinky vlivu na prijem potravy. Vysledky testu pohybu v otevieném poli ani analgetického
testu na horké plotné nebyly signifikantni, nebyla pozorovdna Zzadna vyrazna zmeéna
v chovani oproti mysim, kterym byl podan pouze fyziologicky roztok. Ackoli bylo
publikovano, Ze PrRP ma po ICV podani algetické ucinky [56], ze zjiSténych vysledkl je
mozZné usuzovat, Ze jsou spojeny pravé s ICV podanim a po SC podani se peptid nedostane
do ¢asti mozku Ucastnicich se odpovédi organismu na bolest.

Je tedy moZné shrnout, Ze nejucinnéjsi na snizeni pfijmu potravy byly analogy, které
mély navazanou mastnou kyselinu s vice nez 14 uhliky, cozZ pravdépodobné pomaha jejich
pfechodu pres hematoencefalickou bariéru. Naopak analogy s kratSimi mastnymi
kyselinami, pfipadné bez navazané mastné kyseliny vykazovaly nizsi ucinnost v testech
in vivo, proto ziejmé pres hematoencefalickou bariéru neprechazi. Z vysledkl pfijmu
potravy vyplyva, Ze analogy palm-PrRP31, stear-PrRP31 a myr-PrRP20 jsou po perifernim
podani nejucinnéjsi, a proto vhodné k dalsimu studiu. Analog stear-PrRP31 byl hire
rozpustny ve vodé, navic delsi mastnda kyselina nepfinesla lepsi biologicky ucinek
ve srovnani s analogem s navazanou kyselinou palmitovou, proto byly pro dalsi testy
vybrany pouze latky palm-PrRP31 a myr-PrRP20.

Na zakladé téchto vysledk( bude dale zjistovano, jestli skuteéné studované analogy
pfes hematoencefalickou bariéru prechazi, a to pomoci imunohistochemickych test
studovanim aktivace mozkovych neuronli stanovenim exprese proteinovych produkt
Casnych genU (c-Fos). Ddle bude testovdn ucinek téchto latek na mysim DIO modelu,
tj. u mysi s obezitou indukovanou potravou (diet-induced obesity). Mél by byt také vice
zkouman mechanismus ucinku téchto peptidd, aby bylo zjisténo, které dalsi peptidy jsou
v této regulaci zapojeny. Zaroven také bude testovdna moZnost vyuziti téchto latek

k [éCbé obezity.
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6 ZAVER

1) Pomoci in vitro experimentl bylo zjisténo, Ze analog prolaktin uvoliujiciho peptidu
Nle-PrRP31 a jeho modifikace s navdzanymi mastnymi kyselinami jsou ve srovnani
se samotnymi PrRP31 a PrRP20 stdle plné biologicky funkcni. PFfi vazbé k hypofyzarni
bunécné linii RC-4B/C vykazuji analogy s navazanou mastnou kyselinou vyssi afinitu
k témto bunkam, s K; v fadu 10 M, PrRP31 i PrRP20 maiji K; fadoveé 10° M. Ve vazbé
k receptoru GPR10 se vysledky novych analogl oproti vazbé PrRP31 a PrRP20 pfilis nelisi,
kromé& myr-PrRP31, u kterého byla zjisténa K; fadu 10™° M, ostatni analogy maji K; fadu
10° M. U stanoveni vazby analogil k receptoru NPFF, se jiz projevily odlidnost mezi
analogy — Nle-PrRP31, oct-PrRP31, dec-PrRP31, dodec-PrRP31 a stear-PrRP31 mély
K; radové 108 M, myr-PrRP31, palm-PrRP31, dec-PrRP20, dodec-PrRP20 a myr-PrRP20
mély K, Fadové 10° M. Byla také prokdzana aktivita pfi spousténi signalizaéni drahy
MAPK/ERK1/2 a jeho koncentracni zdavislost u PrRP31, palm-PrRP31, PrRP20
a myr-PrRP20, kdy pro PrRP31 byla zji§téna ECso v Fadu 10™° M, u ostatnich o Fad vyssi,
tj. 10° M.

2) Vin vivo experimentech bylo potvrzeno, Ze PrRP31 a PrRP20 nemaji vliv na pfijem
potravy po perifernim podani, stejné tak se vtomto sméru ukdzaly neucinné analogy
oct-PrRP31, dec-PrRP31, dodec-PrRP31, myr-PrRP31, oct-PrRP20, dec-PrRP20
a dodec-PrRP20. Naopak SC podani palm-PrRP31, stear-PrRP31 a myr-PrRP20 vedlo
k vyznamnému sniZeni pfijmu potravy ve srovnani s kontrolnimi jedinci, jimZz byl podan
pouze fyziologicky roztok, pravdépodobné v disledku prostupu pres hematoencefalickou
bariéru. V testech sledujicich zmény v chovani pozorovanych mysi se neprokdazaly ani
sedativni/excitacni, ani algesické/analgetické ucinky analogll. Stear-PrRP31 byl hire
rozpustny ve vodé, navic delSi navdzand mastnd kyselina nepfinesla vylepseni

biologického ucinku oproti palm-PrRP31.

Latky palm-PrRP31 a myr-PrRP20 jsou tedy vhodnymi kandidaty pro dalsi studie

a potencialnimi antiobezitiky.
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