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po periferním podání k léčbě a prevenci chorobných 

stavů, kterými jsou Alzheimerova choroba, Parkinsonova 

choroba, zhoršení kognice, které není demencí, mozkové 
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Lipidované peptidy jako neuroprotektiva 

 

 

Oblast techniky 

 5 

Nové analogy peptidu uvolňujícího prolaktin představují neuroprotektivní látky k perifernímu 

podání pro léčbu a prevenci chorob a stavů, kterými jsou Alzheimerova nemoc (AN), 

Parkinsonova choroba (PCh), zhoršení kognice, které není demencí (CIND), mozkové trauma a 

neurodegenerativní změny a poruchy. 

 10 

 

Dosavadní stav techniky 

 
AN je závažné neurodegenerativní onemocnění mozku, postihující zejména jedince staršího 

věku. Nejdříve se nemoc projevuje ztrátou paměti, poruchami učení, změnami v chování, 15 

zhoršenou orientací v čase a prostoru, ztrátou autonomních funkcí, až nakonec dochází k úplné 

demenci. Průměrně 9 let po stanovení diagnózy nastává smrt (Giordano et al., 2007; Gong and 

Iqbal, 2008). 

 

Z neuropatologického hlediska dochází při AN ke dvěma patologickým změnám v mozku – 20 

vznikají intracelulární neurofibrilární spleti hyperfosforylovaného proteinu Tau a extracelulární 

senilní plaky (Planel et al., 2007; Gonzalez-Burgos et al., 2009). 

 

Bylo prokázáno, že v mozku pacientů s AN je porušena inzulínová signalizace související s 

inzulínovou rezistencí a rovněž že pacienti s diabetes mellitus 2. typu (T2DM) mají vyšší riziko 25 

rozvoje AN, dále bylo také pozorováno snížené využití glukózy v mozku a snížený energetický 

metabolizmus (Liu et al., 2011). 

 

V posledním desetiletí 20. století byla objevena řada látek, které zásadně ovlivňují regulaci 

energetického metabolismu, a mezi nimi i neuropeptid PrRP (prolactin-releasing peptide, peptid 30 

uvolňující prolaktin, PrRP) (Hinuma et al., 1998). 

 
V organismu se vyskytují dvě formy PrRP, obsahující 31 aminokyselin (PrRP/1-31/; PrRP31), 

anebo 20 aminokyselin (PrRP/12-31/; PrRP20) (Hinuma et al., 1998). 

 35 

PrRP je tvořen v neuronech v mnoha částech mozku. Nejvíce se nachází v prodloužené míše (v 

nucleus tractus solitarius a ve ventrolaterálním retikulárním jádru) a v hypotalamu (v 

paraventrikulárním jádru a dorsomediálním jádru) (Maruyama et al., 1999; Lee et al., 2000), 

méně v předním i zadním laloku hypofýzy a v amygdale (Maruyama et al., 1999). 

 40 

V periferních tkáních se PrRP nachází ve dřeni nadledvin, varlatech, slinivce břišní a v tenkém i 

tlustém střevě (Nieminen et al., 2000; Fujiwara et al., 2005). 

 

Jeho receptor GPR10 je široce zastoupen v celém mozku. Neurony produkující receptor GPR10 

byly objeveny v předním laloku hypofýzy, v amygdale, v hypotalamu i v mozkovém kmeni a v 45 

prodloužené míše. V periferii se GPR10 nachází v dřeni nadledvin a signifikantní množství PrRP 

mRNA bylo nalezeno v také potkaní i lidské slinivce (Fujii et al., 1999, Nieminen et al, 2000) 

(Maruyama et al., 1999; Lee et al., 2000; Nieminen et al., 2000; Fujiwara et al., 2005). 

 
Prvním popsaným biologickým účinkem PrRP byla stimulace uvolňování prolaktinu z 50 

tumorových hypofyzárních buněk RC-4B/C (Hinuma et al., 1998). Díky objevu PrRP v 

hypotalamických jádrech, která jsou důležitá pro udržování energetické rovnováhy, se o PrRP 

začalo uvažovat též jako o faktoru ovlivňujícím příjem potravy a tedy i hmotnosti (Lawrence et 
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al., 2000). Výskyt PrRP a jeho receptoru v dalších oblastech mozku pak naznačil, že PrRP zřejmě 

působí i při regulaci odpovědi na stres a na bolestivé podněty (Onaká et al., 2010). 

 
Anorexigenní efekt PrRP31 se u potkanů projevil po jeho injektování do třetí mozkové komory, 

jejíž přední stěna a dno jsou tvořeny hypotalamem. Kromě snížení příjmu potravy i hmotnosti 5 

(Lawrence et al., 2000; Lawrence et al., 2004) bylo zjištěno, že při negativní energetické bilanci 

dochází ke snížení transkripce genu pro PrRP. K redukci hmotnosti přispívá i pozorované zvýšení 

tělesné teploty a spotřeby kyslíku, což jsou nepřímé důkazy zvýšeného energetického výdeje. 

Vyšší je rovněž produkce mRNA pro tzv. uncoupling protein 1 (UCP-1) v hnědé tukové tkáni, 

což taktéž svědčí pro zvýšený energetický výdej (Ellacott et al., 2003). 10 

 

U PrRP knock-out myší (tzv. PrRP KO), které trpí hyperfagií zapříčiňující obezitu, byla zjištěna i 

související vyšší hladina leptinu v krvi, později také glukózová intolerance a inzulínová 

rezistence (Takayanagi et al., 2008; Mochiduki et al., 2010). Rovněž myši s nefunkčním 

receptorem GPR10 vykazují vyšší příjem potravy a obezitu, přičemž u samic je obezita vyšší než 15 

u samců díky sníženému energetickému výdeji. S obezitou se pojí taktéž zvýšená hladina leptinu, 

cholesterolu a glukózová intolerance (Gu et al., 2004; Bjursell et al., 2007). 

 

Pokud se týká strukturních požadavků, pro správnou funkci PrRP je nezbytně nutná přítomnost 

argininu v pozici 30. Pro vazbu PrRP k receptoru GPR10 je dále důležitá pozice 31, vyžadující 20 

přítomnost fenylalaninu či jiné aminokyseliny s aromatickou skupinou navázanou k minimálně 

jedné skupině CH2 postranního řetězce aminokyseliny (Boyle et al., 2005). 

 

Popsány byly modifikace přirozeného neuropeptidů PrRP20, jejichž biologická aktivita in vitro je 

srovnatelná sPrRP31 (Langmead et al., 2000; Maixnerová et al., 2011). Kromě vazebné afinity k 25 

receptoru GPR10, srovnatelné s hodnotami pro PrRP31 i PrRP20 (Maletínská et al., 2011), 

zvyšovaly tyto analogy uvolňování prolaktinu z tumorových hypofyzárních buněk RC-4B/C do 

média. Po ICV podání způsobily analogy PrRP20 statisticky významné snížení příjmu potravy u 

hladových myší (Maletínská et al., 2011). 

 30 

Následně byly připraveny neuropeptidy PrRP31 a PrRP20 i jejich analogy s obměněným 

aminokyselinovým složením, lipidizované mastnou kyselinou (např. myristoylem či 

palmitoylem) na N-konci peptidu. Oba typy neuropeptidů s rozdílnou délkou řetězce i jejich 

analogy se vázaly s vysokou afinitou k receptoru pro PrRP v podmínkách in vitro a vykázaly 

velmi signifikantní snížení příjmu potravy u hladových myší v závislosti na dávce nejen po 35 

centrálním, ale také po periferním (subkutánním, SC) podání. Lipidizace neuropeptidů 

ovlivňujících příjem potravy, které působí v hypotalamu a mozkovém kmeni, je novou možností, 

jak využít účinek těchto peptidu po periferním injekčním podání (WO 2014/009808). 

 

Následně byl účinek zmíněných neuropeptidů a jejich analogů po periferním podání potvrzen po 40 

lipidizování nikoliv na N-konci, ale ve střední části peptidového řetězce, a to jak po navázání 

mastné kyseliny prostřednictvím amidické vazby, tak za použití raménka (US provis. 61/927944). 

 

Neuropeptidy PrRP31 i PrRP20 a jejich analogy lipidované jak na N-konci, tak uprostřed řetězce, 

prokázaly také zvýšenou vazebnou afinitu k endogennímu receptoru GPR10 v podmínkách in 45 

vitro (WO 2014/009808, US provis. 61/927944). 

 
V poslední době bylo popsáno použití lipidovaných neuropeptidů PrRP31 i PrRP20 a jejich 

analogů k léčbě pacientů s diagnostikovaným metabolickým syndromem (nebo náchylností k 

němu), charakterizovaným zvýšenou hladinou glukózy v krvi. Bylo prokázáno, že lipidizované 50 

formy PrRP20, PrRP31 a jejich analogů kromě anorexigeního účinku snižují hladiny glukózy v 

krvi a tento účinek byl doložen i při jejich periferním podání (US provis. 61/927944). 

Hyperglykémie je spojena s inzulinovou rezistencí a zvýšeným rizikem kardiovaskulárních 

chorob, přičemž může předcházet T2DM (Barr E. L. et al., Circulation 116 (2): 151-7, 2007) 

(Barr et al., 2007). 55 
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Mnohé studie ukazují, že T2DM má mnoho společných znaků s AN. Obě onemocnění jsou 

spojené s věkem, vyskytují se u nich vysoké hladiny cholesterolu, zvýšený oxidativní stres, 

zánětlivé reakce, metabolické poruchy, agregace amyloidního beta peptidu (A(3), hyperaktivita 

glykogen syntasy kinasy 3(3 (GSK-3P) a deregulace fosforylace proteinů buněčné signalizace 5 

(Schrijvers et al., 2010; Takeda et al., 2010). T2DM dokonce zvyšuje riziko vzniku AN, takže by 

mohla být nahlížena nejen jako neurologická, nýbrž také jako neuroendokrinní choroba (de la 

Monte and Wands, 2008). 

 
Pro zmírnění příznaků AN se už nyní používají například inhibitory acetylcholinesterasy, které 10 

zvyšují koncentraci acetylcholinu v mozku a tím zlepšují kognitivní funkce. Dalším léčivem je 

memantin, který je inhibitororem N-methyl-D-aspartát receptoru a přispívá ke zlepšení paměti 

(Gong and Iqbal, 2008). 

 

Vzhledem k popsané časté incidenci inzulínové rezistence u pacientů s AN se k léčbě nedá využít 15 

samotný inzulín. Předpokládá se však, že při léčbě by mohly účinkovat látky, zvyšující citlivost k 

inzulínu, jako je např. metformin (Kickstein et al., 2010; Li et al., 2012), či inzulínové 

sekretagogy, ke kterým patří glukagonu podobný peptid (GLP-1) (Long-Smith et al., 2013; 

Holscher, 2014), žaludeční inhibiční peptid (gastric inhibitory peptide, GIP) a jejich analogy 

(Faivre and Holscher, 2013). 20 

 
Zcela nově bylo zjištěno, že neuroprotektivní účinek vykazují i mastnou kyselinou lipidované 

neuropeptidy PrRP31 i PrRP20 a jejich analogy s obměněným aminokyselinovým složením. 

 
 25 

Podstata vynálezu 

 
Předmětem vynálezu jsou lipidované neuropeptidy PrRP31, PrRP20, obsahující C14 a C16 

mastnou kyselinu, a jejich analogy, jejichž C-koncovou sekvenci IRPVGRF-NH2 lze obměnit v 

místě fenalalaninu; mastná kyselina je v případě PrRP31 či jeho analogu navázána v poloze 1 30 

nebo 11, u PrRP20 či jeho analogu v poloze 1 nebo 7; vazba zahrnuje amidovou vazbu mezi 

aminokyselinou, mající nejméně jednu volnou NH2 skupinu, a karboxylovou skupinou mastné 

kyseliny a alternativně zahrnuje i vazbu prostřednictvím raménka X2, kterým je -glutamová 

kyselina; 

pro použití k léčbě a prevenci chorob, jako jsou Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, 35 

zhoršení kognice, které není demencí, mozkové trauma a neurodegenerativní změny a poruchy, a 

to po periferním podání. 

 
V sekvenci C-koncového heptapeptidu může být koncový fenylalanin nahrazen 

dichlorfenylalaninem, pentafluorfenylalaninem, nitrofenyalaninem, naftylalaninem nebo 40 

tetrachlorfenylalaninem. 

 
Předmětem vynálezu jsou i lipidované neuropeptidy PrRP31, PrRP20 obecných vzorců 

(N-palm)SRTHRHSMEIRTPDINPAWYASRGIRPVGRF-NH2 (5),  

(palm)TPDINPKWYASRGIRPVGRF-NH2 (6),  45 

SRTHRHSMEIK(palm)TPDrNPAWYASRGIRPVGRF-NH2 (7),  

TPDINPK(palm)WASRGIRPVGRF-NH2 (8),  

kde palm je kyselina hexadekanová, 

 

a vzorců 50 

 
SRTHRHSMEIKTPDINPAWYASRGIRPVGRF-NH2 (9), a 

X2(palm) 
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TPDINPKWYASRGIRPVGRF-NH2 (10); 

 X2(palm) 

 

kde palm je kyselina hexadekanová a X2 je -glutamová kyselina, 

 5 

pro použití k léčbě a prevenci chorob, kterými jsou Alzheimerova choroba, Parkinsonova 

choroba, zhoršení kognice, které není demencí, mozkové trauma a neurodegenerativní změny a 

poruchy, a to po periferním podání. 

 
Dalším předmětem vynálezu je použití výše uvedených lipidovaných analogů peptidu 10 

uvolňujícího prolaktin pro výrobu léčiva pro periferní podání k léčení a prevenci chorob, kterými 

jsou Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, zhoršení kognice, které není demencí, 

mozkové trauma a neurodegenerativní změny a poruchy. 

 
V průběhu AN dochází ke dvěma patologickým změnám neuronů v mozku – vznikají 15 

nerozpustné extracelulární plaky A a dochází k hyperfosforylaci intracelulámího 

cytoskeletálního proteinu tau (Planěl et al., 2007; Gonzalez-Burgos et al., 2009). 

 

Mnohé studie popisují vztah mezi DM2T a AN. Inzulínová rezistence, hyperinzulinémie a 

hyperglykémie jsou tři hlavní charakteristiky DM2T, které zvyšují riziko vzniku AN (Schrijvers 20 

et al., 2010; Takeda et al., 2010; Liu et al., 2011). 

 
V předkládaném vynálezu byl vzhledem k blízkému vztahu mezi AN a DM2T pro ověření 

neuroprotektivního účinku testovaných látek využit myší model obezity a inzulínové rezistence. 

Je to model, u kterého je obezita navozena glutamátem sodným (monosodium glutamate, MSG 25 

model). 

 

Testované látky (zvyšující citlivost k inzulínu) byly hodnoceny vzhledem k jejich účinku na 

inzulínovou signalizační kaskádu a hyperfosforylaci proteinu tau v mozku (v oblasti hipokampu) 

MSG myší před a po aplikaci. 30 

 
U MSG myší, oproti stejně starým kontrolám, docházelo s rostoucím věkem k rozvoji inzulínové 

rezistence v mozku. Snížená aktivace inzulínové signalizační kaskády vedla, díky snížené 

fosforylaci na Ser9, ke zvýšení aktivity glykogensyntázykinázy-3 (GSK-3), která je jednou z 

hlavních kináz fosforylujících protein Tau. Byla pozorována zvýšená fosforylace proteinu Tau na 35 

epitopech Ser396 a Thr231. Po 14 dnech aplikace látek zvyšující citlivost k inuzulínu, kterými 

byly kyselinou palmitovou lipidovaný analog PrRP31, palmitovou kyselinou lipidovaný analog 

PrRP31 s dichlorofenylalaninem v pozici 31a pro srovnání i analog GLP-1 liraglutid, došlo k 

vyšší aktivaci inzulínové signalizační kaskády, k vyšší fosforylaci GSK-3 na Ser9 a ke snížení 

hyperfosforylace proteinu Tau na epitopech Ser396, Thr212aThr231. 40 

 

Testované analogy PrRP, lipidované palmitovou kyselinou, zvýšily po 14 dnech injikace 

inzulínovou signalizační kaskádu v mozku 6 měsíčních MSG myší, které jsou inzulín rezistentní. 

Aplikací těchto látek se rovněž podařilo snížit hyperfosforylaci proteinu Tau na různých 

epitopech, přičemž hyperfosforylace proteinu Tau je jednou z hlavních patologických změn v 45 

mozku u pacientů s AN. 

 

 
Objasnění výkresů 

 50 

Obrázek 1 znázorňuje čas potřebný k nalezení únikové plošinky v testu Morrisova vodního 

bludiště (MWM). Pokus byl prováděn 5 dní, každý den čtyřikrát, vždy z jiného startovacího 

místa u MSG myší a jejich kontrol. Data jsou průměr ± SEM, n = 10 myší na skupinu. Statistická 



CZ 309217 B6 

- 5 - 

analýza byla prováděna dvoucestnou ANOVA s následným Bonferroniho post hoc testem. 

Signifikance je * P<0,05 a ** P < 0,01. 

 

Obrázek 2 znázorňuje porovnání fosforylace GSK-3 na Ser9 a fosforylace proteinu Tau na 

Ser396 a Thr231 v hipokampech 2 a 6 měsíců starých MSG myší a jejich kontrol. Míra 5 

fosforylace v hipokampu byla stanovena pomocí metody Western blot (WB). Data jsou průměr ± 

SEM, n = 7 až 10 myší na skupinu. Statistická analýza byla prováděna jednocestnou ANOVA s 

následným Bonferroniho post hoc testem. Signifikance je * P<0,05 a *** P < 0,001. 

 
Obrázek 3 zobrazuje fosforylaci inzulínové signalizační kaskády v hipokampech 6 měsíců 10 

starých MSG myší po 14 dnech injikování liraglutidu a palmitovaného lidského PrRP31. 

Liraglutid (0,2 mg/kg) a palmitovaný lidský PrRP31 (5 mg/kg) byly subkutánně injikovány 

dvakrát denně, vždy ráno a večer. Jako kontroly sloužily myši, kterým byl injikován fyziologický 

roztok. Míra fosforylace byla stanovena pomocí metody WB. Data jsou průměr ± SEM. n = 10 

myší na skupinu. Statistická analýza byla prováděna jednocestnou ANOVA s následným 15 

Bonferroniho post hoc testem. Signifikance je * P<0,05 a *** P < 0,001. 

 
Obrázek 4 zobrazuje fosforylaci proteinu Tau na různých epitopech v hipokampech 6 měsíců 

starých MSG myší po 14 dnech injikování liraglutidu a palmitovaného lidského PrRP31. 

Liraglutid (0,2 mg/kg) a palmitovaný lidský PrRP31 (5 mg/kg) byly subkutánně injikovány 20 

dvakrát denně, vždy ráno a večer. Jako kontroly sloužily myši, kterým byl injikován fyziologický 

roztok. Míra fosforylace byla stanovena pomocí metody WB. Data jsou průměr ± SEM, n = 10 

myší na skupinu. Statistická analýza byla prováděna jednocestnou ANOVA s následným 

Bonferroniho post hoc testem. Signifikance je * P<0,05 a *** P < 0,001. 

 25 

Obrázek 5 zobrazuje fosforylaci proteinu Tau na různých epitopech v hipokampech 6 měsíců 

starých MSG myší po 14 dnech injikování palmitovaného PrRP31 s dichlorofenylalaninem v 

pozici 31. Palmitovaný PrRP31 s dichlorofenylalaninem v pozici 31 (5 mg/kg) byl subkutánně 

injikován dvakrát denně, vždy ráno a večer. Jako kontroly sloužily myši, kterým byl injikován 

fyziologický roztok. Míra fosforylace byla stanovena pomocí metody WB. Data jsou průměr ± 30 

SEM, n = 10 myší na skupinu. Statistická analýza byla prováděna Studentovým t-testem. 

Signifikance je * P<0,05 a *** P < 0,001. 

 
Obrázek 6 předkládá imunohistochemickou analýzu zobrazující míru fosforylace proteinu Tau v 

hipokampální oblasti CA1 u 6 měsíců starých MSG myší a jejich kontrol a její ovlivnění po 14 35 

denním injikování liraglutidu a palmitovaného PrRP31. Liraglutid (0,2 mg/kg) a palmitovaný 

lidský PrRP31 (5 mg/kg) byly subkutánně injikovány dvakrát denně, vždy ráno a večer. Jako 

kontroly sloužily myši, kterým byl injikován fyziologický roztok. Fosforylace byla stanovena 

dvojitým fluorescenčním barvením pomocí imunohistochemické analýzy. 

 40 

 

Příklady uskutečnění vynálezu 

 
Seznam použitých zkratek 

 45 

ANOVA – analýza rozptylu 

ARC – nucleus arcuatus 

GSK-3 – glykogen syntáza kináza – 3 

MWM – Morrisovo vodní bludiště 

PDK-1 – fosfoinositid dependentní kináza – 1 50 

SDS – dodecylsulfát sodný 

SEM – střední chyba průměru 

WB – Western blot 

Akt – proteinkináza B 
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Testované látky 

 

Na základě strukturně-aktivitních studií byly navrženy analogy potkaního (identický s myším) a 

lidského PrRP31 a PrRP20, lipidované na aminoskupině nebo postranní skupině aminokyseliny 5 

pomocí C14 a Cl6 mastné kyseliny. Methionin v poloze 8 byl vPrRP31 byl případně nahrazen 

stabilnějším norleucinem. 

 

Lipidizované analogy peptidu PrRP31 a PrRP 20 byly syntetizovány metodou syntézy na pevné 

fázi na ÚOCHB AV ČR, v.v.i., Praha, na oddělení peptidové syntézy dle postupu Maixnerové a 10 

kol. (Maletínská et al., 2007). 

 

Peptid liraglutid byl komerčně získán od firmy Novo Nordisk A/S (Bagsvaerd, Dánsko). 

 

Zvířata 15 

 

Pro výzkum neuroprotektivních účinků se používají zvířecí modely rezistentní k inzulínu, jako je 

myší model obezity MSG. Tyto myši mají nedostatek růstového hormonu, atrofii hypofýzy a 

optických nervů, a jsou neplodné (Olney, 1969). Vyznačují se zmenšenou oblastí nucleus 

arcuatus (ARC), rozšířením třetí mozkové komory a zúženým eminentia mediana. Celkový počet 20 

buněk v ARC u MSG myší je o 75 % nižší než u kontrolních myší, avšak v ostatních oblastech 

mozku MSG myší není počet buněk významně neovlivněn (Elefteriou et al., 2003). 

 

U MSG myší dochází k nerovnováze mezi příjmem potravy a výdejem energie, což vede k 

hypofágii a ukládání tuků, oproti kontrolám mají až osmkrát více bílého tuku (Maletínská et al., 25 

2006). Vykazují zvýšené hladiny leptinu a glukózy v krvi a jsou inzulín rezistentní (Maletínská et 

al., 2006). 

 
MSG myši 

 30 

Myší samci kmene NMRI (Harlan, Itálie) byli chováni v akreditovaném zvěřinci ÚOCHB AV 

ČR, v.v.i., Praha, v areálu ústavů akademie věd v Krči při teplotě 22 ± 2°C a měli volný přístup k 

potravě i k pití. Rytmus světlo/tma byl nastaven na 12/12 hodin, začátek světla v 6:00 hodin. Se 

zvířaty bylo zacházeno podle zákona o ochraně zvířat proti týrání (zákon č. 246/1992 Sb.). Samci 

sloužili jako kontroly, a byli krmeni standardní dietou St-1 (Mlýn Kocanda, Praha, ČR), která 35 

obsahovala 66 % sacharidů, 25 % proteinů a 9 % tuků a jejíž energetická hodnota byla 3,4 kcal/g. 

 

K navození obezity byl novorozeným myším NMRI SC injikován glutamát sodný (Sigma, St. 

Louis, USA) v dávce 4 mg/g hmotnosti myši denně od 2. do 5. postnatálního dne. Tyto myši 

měly stejnou standardní dietu jako kontroly. Jejich potrava a hmotnost byly váženy vždy ráno 40 

jednou denně. Skupiny MSG a NMRI myší použitých pro stanovení byly ve věku 2 a 6 měsíců. 

 
Injikování peptidu zvyšujících citlivost k inzulínu 6 měsíců starým MSG myším 

 

Skupinám MSG myší (n=10), byly subkutánně injikovány peptidy liraglutid v dávce 0,2 mg/kg, 45 

nebo kyselinou palmitovou lipidizovaný analog PrRP31 v dávce 5 mg/kg, či kyselinou 

palmitovou lipidovaný PrRP31 s dichlorofenylalaninem v pozici 31 rozpuštěné ve fyziologickém 

roztoku, vždy 2x denně, ráno a večer, po dobu 14 dní. Kontrolním zvířatům, jak MSG myším 

(n=10), tak i NMRI myším (n=10), byl stejným způsobem podáván fyziologický roztok (vždy v 

objemu 0,2 ml/myš). 50 
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Test prostorové paměti 6 měsíců starých MSG myší 

 

Test prostorové paměti v Morrisově vodním bludišti (MWM) byl prováděn dle metodiky uvedené 

v článku Vorheese a Williamse (Vorhees and Williams, 2006) u šest měsíců starých MSG myší a 5 

jejich kontrol. 

 
Odběr tkání pro další stanovení 

 

MSG myši byly ponechány 15 hodin bez potravy, s volným přístupem k vodě. Myši byly 10 

zváženy, byla jim změřena glukóza pomocí glukometru, poté byly dekapitovány a na ledu jim 

byly odebrány mozky, které byly rozříznuty mezi hemisférami. Pro imunohistochemické analýzy 

byla polovina mozku fixována v roztoku 4% paraformaldehydu na 24 hodin. Poté byla vložena 

do roztoku 70% ethanolu, aby došlo k dehydrataci tkáně. Pro metodu western blot (WB) byl z 

druhé poloviny mozku odebrán hipokampus, který byly uložen do vychlazeného lyzačního pufru 15 

(62,5 mmol.l-1 Tris-HCl o pH 6,8 s přídavkem 1% deoxycholátu sodného, 1% Tritonu X-100 

Complete, 50 mmol.l-1 NaF, 1 mmol.l-1 Na3VO4), zhomogenizován, 10 minut sonikován a 

uchováván při -20 °C. Dále byla odebrána krev a připravena plasma, která byla skladována při  

-20 °C. Myším byl odebrán a zvážen hnědý tuk, bílá tuková tkáň (white adipose tissue, WAT), 

játra, slezina a slinivka břišní. Orgány byly uchovávány v tekutém dusíku při -70 °C. 20 

 
Detekce proteinů inzulínové signalizační kaskády a hyperfosforylace proteinu Tau pomocí 

metody western blot (WB) 

 

U zlyzovaných hipokampů byly stanoveny bílkoviny pomocí BCA kitu (Pierce, Thermo Fisher 25 

Scientific, Rockford, IL, USA), následně byly lyzáty naředěny vzorkovým pufrem (62,5 mmol/1 

Tris-HCl pH 6,8, 10% glycerol, 2% SDS, 0,01% bromfenolová modř, 5% merkaptoethanol, 

50 mmol/1 NaF a 1 mmol/1 Na3VO4) do finální koncentrace 1 μg/μl.  

 

Metoda WB i následné vyhodnocení byly prováděny dle metodiky Nagelové a spol. (Nagelová et 30 

al., 2014). Seznam detekovaných proteinů s příslušným ředěním daných protilátek je uveden níže 

v tabulce 1. 
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Tabulka 1 

 

 
 5 

Detekce hyperfosforylace proteinu Tau pomocí imunohistochemické analýzy 

 

Pro ověření výsledků hyperfosforylace proteinu Tau byla využita imunohistochemická analýza. 

Mozkové řezy byly připraveny metodou zalití do parafínu v laboratoři INSERM Lilie, ve Francii. 

Na mikrotomu byly připraveny řezy o tloušťce 10 um. Imunohistochemické analýzy byly 10 

prováděny dle metodiky uvedené v článku Violet a spol. (Violet et al., 2014). 

 

Statistické vyhodnocení výsledků 

 

K vyhodnocení metabolických parametrů myších modelů MSG, byla použita metoda jednocestná 15 

ANOVA s následným Dunnetovým testem v programu GraphPad (San Diego, CA, USA). 

 

Pro statistické vyhodnocení stanovení fosforylace proteinů v hipokampech byla použita 

jednocestná ANOVA s následným Dunnetovým testem v programu GrafPad či Studentův t-test. 

Výsledky jsou prezentovány jako průměr ±SEM. 20 

 
Výsledky: 

 

MWM MSG myší 6 měsíců starých 

 25 

MSG myším a kontrolním myším byl měřen čas, za který nalezly únikovou plošinku v plavacím 

prostoru pomocí záchytných bodů. Pokus byl každý den opakován 4x a byl prováděn po dobu 5 
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dní. Z obrázku 1 je patrno, že u MSG myší byl čas potřebný k nalezení únikové plošinky v testu 

MWM signifikantně delší než u kontrol. 

 
Porovnání signalizace inzulínové kaskády a množství fosforylovaného proteinu tau v 

hipokampech 2 a 6 měsíců starých MSG myší a jejich kontrol 5 

 

Signalizace inzulínové kaskády a množství proteinu tau bylo detekováno pomocí metody WB v 

hipokampech MSG myší a jejich kontrol NMRI ve věku 2 a 6 měsíců. 

 

Měřena byla fosforylovaná GSK-3 na Ser9. Jak je patrno z obrázku 2A, fosforylace této kinasy 10 

byla nižší u MSG myší oproti kontrolám již ve věku dvou měsíců, a dále se snižovala s 

narůstajícím věkem. Snížená fosforylace GSK-3 na Ser9 zřejmě zapříčinila u 6 měsíců starých 

MSG myší zvýšenou fosforylaci proteinu tau na Ser396 a také na Thr231, což ukazují grafy na 

obr. 2B a 2C. MSG myši ve věku 6 měsíců tak byly potvrzeny jako vhodný model pro výzkum 

látek zvyšujících citlivost inzulínu. 15 

 
Signalizace inzulínové kaskády v hipokampech u 6 měsíců starých MSG myší po 14 denním 

injikování lipidizovaného palmitovaného analogu PrRP31 a liraglutidu 

 

Jak je patrno z obrázku 3, docházelo v hipokampech MSG myší, kterým byl čtrnáct dní podáván 20 

kyselinou palmitovou lipidovaný analog PrRP31 nebo liraglutid, k aktivaci inzulínové 

signalizační kaskády. Liraglutid významně zvýšil fosforylaci PDK-1, p-Akt (Thr308) a p-GSK-

3 (Ser9); u posledních dvou jmenovaných kináz došlo k ještě vyšší fosforylci po podání PrRP31 

lipidovaného kyselinou palmitovou. 

 25 

Ovlivnění fosforylace proteinu tau v hipokampech 6 měsíců starých MSG myší po 14 denním 

injikování lipidizovaného palmitovaného analogu PrRP31 a liraglutidu 

 

Ovlivnění fosforylace proteinu tau bylo detekováno v hippokampech 6 měsíců starých MSG myší 

metodou WB. Ve shodě s předchozími výsledky bylo prokázáno, že zvýšení fosforylace GSK-30 30 

na Ser9 vyvolalo snížení fosforylace proteinu tau na Ser396, Thr231 a také Thr212. Z grafů na 

obrázku 4A, 4B a 4C je patrné, že docházelo ke statisticky významnému snížení fosforylace 

proteinu tau po podání jak lipidizovaného palmitovaného analogu PrRP31, tak i po podání 

liraglutidu. Dále byla detekována protilátka proti nefosforylovanému proteinu tau (Taul). Rozdíly 

v množství nefosforylovaného proteinu tau po podání PrRP31 a liraglutidu nebyly signifikantní 35 

(obr. 4D), ač podání prvé z uvedených látek mělo zřetelně větší účinek. 

 

Ovlivnění fosforylace GSK-3 a proteinu tau na Thr231 v hipokampech 6 měsíců starých MSG 

myší po 14 denním injikování lipidizovaného palmitovaného analogu PrRP31 s 

dichlorofenylalaninem v pozici 31 40 

 

Fosforylace GSK-3 na Ser9 i fosforylace proteinu tau na Thr231 byla detekována v 

hippokampech 6 měsíců starých MSG myší metodou WB. Jak je patrno z obrázku 5, bylo 

prokázáno, že po 14 denním podávání látky zvyšující citlivost k inzulínu došlo ke zvýšení 

fosforylace GSK-3 na Ser9, což zřejmě dále vyvolalo snížení fosforylace Tau na Thr231. 45 

 

Imunohistochemické fluorescenční dvojité barvení hipokampální oblasti CA1 u 6 měsíců starých 

MSG myší po 14 denním injikování lipidizovaného palmitovaného analogu PrRP31 a liraglutidu 

 

Imunohistochemická analýza sloužila jako doplňková metoda k WB. Jak je patrno z obrázku 6, 50 

došlo u MSG myší injikovaných fyziologickým roztokem ke zvýšení fosforylace proteinu Tau na 

epitopech Thr212 a Ser202/Thr205 oproti stejně starým kontrolám NMRI. Zvýšená fosforylace 

se projevila silnějším fluorescenčním zářením při osvícení řezu laserem o stejné intenzitě. 
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Po 14 denním injikování lipidizovaného palmitovaného PrRP31 a liraglutidu docházelo v oblasti 

CA1 k poklesu fosforylace, která se projevila zeslabením signálu při osvícení laserem o stejné 

intenzitě. 

 

 5 

Průmyslová využitelnost 

 
Nové analogy peptidu uvolňujícího prolaktin představují neuroprotektivní látky k perifernímu 

podání pro léčbu a prevenci chorob a stavů, jako je Alzheimerova nemoc (AN), Parkinsonova 

choroba (PCh), zhoršení kognice, které není demencí (CIND), mozkového traumatu a 10 

neurodegenerativních změn a poruch. 
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PATENTOVÉ NÁROKY 

 

1. Lipidované analogy peptidu uvolňujícího prolaktin obecných vzorců: 

(X)SRTHRHSMEIRTPDINPAWYASRGIRPVGRF-NH2 (1), 

(X)SRAHQHSMETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH2 (2), 5 

(X)TPDINPAWYASRGIRPVGRF-NH2 (3), 

(X)TPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH2 (4), 

kde X = X1 nebo X'X2; X1 je tetradekanová nebo hexadekanová kyselina, navázaná u vzorců (1) a 

(2) v poloze 1 nebo 11 a u vzorců (3) a (4) v poloze 1 peptidového řetězce amidovou vazbou mezi 

volnou NH2 skupinou aminokyseliny a karboxylovou skupinou mastné kyseliny nebo 10 

prostřednictvím raménka X2 , jímž je g-glutamová kyselina, přičemž koncový fenylalanin může 

být nahrazen dichlorfenylalaninem, pentafluorfenylalaninem, nitrofenyalaninem, naftylalaninem 

nebo tetrachlorfenylalaninem, 

dále vzorců 

N-palm)SRTHRHSMEIRTPDINPAWYASRGIRPVGRF-NH2 (5), 15 

(palm)TPDINPKWYASRGIRPVGRF-NH2 (6), 

SRTHRHSMEIK(palm)TPDINPAWYASRGIRPVGRF-NH2 (7), 

TPDINPK(palm)WYASRGIRPVGRF-NH2 (8), 

kde palm je kyselina hexadekanová, 

a vzorců 20 

SRTHRHSMEIKTPDINPAWYASRGIRPVGRF-NH2 (9), a 

     X2(palm) 

TPDINPKWYASRGIRPVGRF-NH2 (10); 

     X2(palm) 

kde palm je kyselina hexadekanová a X2 je g-glutamová kyselina, 25 

pro použití k léčbě a prevenci chorob, kterými jsou Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, 

zhoršení kognice, které není demencí, mozkové trauma a neurodegenerativní změny a poruchy, a 

to po periferním podání. 

2. Použití lipidovaných analogů peptidu uvolňujícího prolaktin podle nároku 1 pro výrobu léčiva 

pro periferní podání k léčení a prevenci chorob, kterými jsou Alzheimerova choroba, Parkinsonova 30 

choroba, zhoršení kognice, které není demencí, mozkové trauma a neurodegenerativní změny a 

poruchy. 

 

15 výkresů 

 35 

  



CZ 309217 B6 

- 14 - 

 
Obr. 1 
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Obr. 2A 
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Obr. 2B 
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Obr. 2C 



CZ 309217 B6 

- 18 - 

 

 
Obr. 3A 
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Obr. 3B 
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Obr. 3C 
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Obr. 3D 
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Obr. 4A 
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Obr. 4B 
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Obr. 4C 
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Obr. 4D 
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Obr. 5A 
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Obr.  5B 
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Obr. 6 
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