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Souhrn

Uvod a cil: Neuropeptidy tvoii rozsdhlou skupinu biologicky aktivnich latek a jejich
ucinky zavisi na aktivité a lokalizaci specifickych receptorii. Dosud neni zcela objasnén
mechanismus regula¢nich/modulacnich u€inki neuropeptidi a tyto mezery v nasich znalostech
pak ztéZzuji moznost jejich terapeutického ovlivnéni. Nasi hypotézou bylo, Ze podobné jako
byly popsany uc¢inky galaninergniho systému na kardiovaskularni systém, miize byt
galaninergni systém jednim z vyznamnych modulatorti hypotalamo-hypofyzo-adrenélni osy a
muze proto modulovat stresovou odpoved’ €1 patofyziologii vybranych neurologickych
onemocnéni. Cilem nasi prace bylo zjistit pfitomnost a expresi galaninovych (GalR) a CRH
(CRH-R) receptort za bazalnich podminkach a pfi stresu v adenohypofyze a hypofyze a za
patologickych podminek v miSe na myS$im modelu roztrouSené sklerdzy, experimentalni
autoimunitni encefalomyelitidy (EAE) a urc¢it buné¢nou lokalizaci GalR1 (oligodendrocyty,
mikroglie, astrocyty, ependymalni buiiky a endotelové bunky v kapilarach).

Vysledky: Exprese vSech testovanych galaninergnich peptida byla stanovena v
adenohypofyze. Bylo zjisténo, ze exprese mRNA GalR2 v adenohypofyze za bazalnich
podminek byla mnohem vyssi nez exprese mRNA GalR1 a GalR3. Zatimco akutni stres
nevyvolal v adenohypofyze zadné zmény v expresi GalR2, exprese receptoru GalR1 se naopak
zvysila a exprese receptoru GalR3 se snizila. Exprese CRH receptort byla zkouména
v hypofyze u kontrolnich skupin Wild-type (WT) mysi a CRH knock-out (KO) mysi. Zatimco
u WT a CRH-KO zvifat se relativni exprese mRNA pro CRH-R1 vyznamné neliSila, exprese
mRNA pro CRH-R2 byla vyznamné vyssi u zviftat WT. Exprese mRNA obou receptort CRH v
intervalu akutniho stresu 30 minut se neliSila od kontrolnich hodnot. Stres v intervalu 120
minut vyvolal vyznamny pokles jak CRH-R1, tak CRH-R2. Toto zjis$téni podpofilo stanoveni
exprese mRNA CREB, jejiz hladiny se rovnéz sniZily po aplikaci akutniho stresu v intervalu
120 minut. Imunohistochemicka analyza odhalila u modelu EAE expresi GalR1 v
ependymalnich a endotelidlnich buiikdch michy, v oligodendrocytech byla zjisténa slaba
imunoreaktivita. Exprese mRNA GalR1 byla v miSe sniZzena. Distribuce GalR1 byla stanovena
v gliovych buiikach v modelu EAE.

Zavér: V praci jsme prokazali pritomnost galaninu, galanin like peptidu a vSech tfi
podtypti galaninovych receptorii v adenohypofyze a CRH receptort v hypofyze za bazalnich
podminek a po stresu. Prokazali jsme zapojeni galaninergniho a CRH systému v
adenohypofyze a hypofyze do regulace stresu. Stanovili jsme také distribuci GalR1 v gliovych

bunikach v modelu EAE a zjistili snizeni mRNA GalR1 v miSe.



Abstract

Introduction and Aim: Neuropeptides are widely distributed group of biologically
active substances and their effects depend on their activity and localization of specific
receptors. The mechanism of the regulatory / modulatory effects of neuropeptides has not been
fully elucidated yet, and these gaps in our knowledge make it difficult for them to influence
them therapeutically. Our hypothesis was that similar to the effects of the galaninergic system
on the cardiovascular system, the galaninergic system may be one of the important modulators
of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis and may therefore modulate the stress response or
pathophysiology of selected neurological diseases. The aim of our study was to investigate
presence and expression of CRH and Galanin receptors in the basal conditions and in stress in
adenohypohysis and in hypophysis and in pathological conditions - in the spinal cords in the
murine model of multiple sclerosis, experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) and
determine GalR1 cellular localization (oligodendrocytes, microglia, astrocytes, ependymal

cells, and endothelial cells in the capillaries).

Results: The expression of all tested galaninergic peptides was determined in the
adenohypophysis. It was found that the expression of the GalR2 mRNA in adenohypophysis
under basal conditions was much higher than the GalR1 and GalR3 mRNA expression. Acute
stress did not induce any alterations in GalR2 expression in adenohypophysis, whereas GalR 1
receptor expression increased on the contrary and GalR3 receptor expression decreased. CRH
receptors expression was studied in hypophysis. In control WT and CRH-KO animals, relative
expressions of mRNA for CRH-R1 was not significantly different, while expression of mRNA
for CRH-R2 was significantly higher in WT animals. Expression of mRNA of both CRH
receptors in acute stress interval 30 min did not differ from the control values. Stress in the
interval of 120 min revealed the significant decrease of both CRH-R1 and CRH-R2. This
finding supported the determination of expression of CREB mRNA, which levels also
decreased after 120 min interval of acute stress. In EAE model, immunohistochemical analyses
revealed GalR1 expression in the ependymal and endothelial cells in the spinal cords, with a
weak immunoreactivity detected in the oligodendrocytes. GalR1 mRNA expression was
decreased in the spinal cords. The distribution of GalR1 in the glial cells in the EAE model was

determined.

Conclusion: We demonstrated the presence of galanin, galanin-like peptide and all
three subtypes of galanin in the adenohypophysis and CRH receptors in hypophysis under basal
conditions and after stress. We have demonstrated the involvement of galaninergic and CRH
system in the adenohypophysis and hypophysis in the stress regulation. We also determined the
distribution of GalR1 in the glial cells in the EAE model and found decrease in mRNA of
GalR1 in the spinal cords.
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1 UVOD

Neuropeptidy tvoii velmi rozsdhlou skupinu biologicky aktivnich latek, kterym je
v soucasnosti vénovana velka pozornost. Spolu s jejich receptory prezentuji nejrozsirené)si
systém pienosu signalu v mozku. Jejich Siroké distribuce v centralnim nervovém systému
(CNS) pritahuje pozornost védcil a v posledni dob¢ také farmaceutickych spolecnosti. Tyto
latky ptsobi bud’ jako neurotransmitery, nebo jako samostatné molekuly zasahujici do
regulacnich funkci. Nékteré mohou byt uvolnény do krve, kde piisobi potom jako hormony.
Mezi hlavni ¢innosti téchto latek patii kromé jiného 1 zapojeni endokrinni, autonomni
a imunitni odpovédi na stres a modulace Sirokého spektra riznych typt chovani (Klenerova
a Hynie, 2007). V souvislosti se stresem se stalo studium neuropeptidli centrem zajmu pro
rozsahlé periferni a centralni regulaéné¢/modulac¢ni G¢inky a pro mozné terapeutické vyuziti.
Z tohoto pohledu byla popsana celé fada peptidi, jako jsou vazopresin, oxytocin, CRH,
galanin, tachykininy, neuropeptid Y, neurotensin, endorfiny, melanokortiny, angiotenzin,
cytokiny a jiné. V tomto ohledu CRH a galanin zastavaji prukopnickou roli, které se prave tato

prace vénuje.
1.1 Galaninergni systém

Galaninergni systém je tvoten n€kolika peptidy a jejich receptory; nejvice se zatim
sleduje galanin a galanin like peptid a galaninergni receptory (Lang et al., 2015). Tyto
neuropeptidy maji velkou budoucnost v terapeutickém vyuziti, zejména diky dosavadnimu
nalezu tii galaninergnich receptorovych subtypit GalR1, GalR2 a GalR3 patficich do rodiny
GPCR (receptory sprazené s G-proteiny), které vyuzivaji rizné messengerové systémy: GalR1
a GalR3 inhibuji cyklicky cyklicky adenosin-3 ',5"-monofosfat (cAMP), GalR2 je systém
sprazeny s fosfolipazou C s ovlivnénim IP3 (inositol-1,4,5-trisfosfat). Pro galanin-like peptid
(GalLP) zatim specificky receptor nalezen nebyl, ma vSak nejvyssi afinitu ke GalR2. VSechny
ti1 subtypy se nachazi v CNS a je fada praci snazicich se charakterizovat vyznam jednotlivych
subtypll a vymezeni jejich G€inkli. Nejmlad$im ¢lenem galaninové rodiny je alarin. Alarin je
peptid sloZeny z 25 aminokyselin a byl poprvé popsan ve tkani lidského neuroblastického
tumoru a klizi a izolovan z mySiho mozku, tymu a kiize. Nevykazuje afinitu ani k jednomu

z galaninergnich receptort (Webling et al., 2012).

Galanin ma velmi rozsahlé funkce nejen v CNS, ale také v regulaci perifernich funkeci,

naptiklad kardiovaskularniho systému (Diaz-Cabiale et al., 2010), diabetu (Fang et al., 2013),



ucast galanin-like peptidu v kontrole pfijmu potravy a obezit¢ (Fang et al., 2012), v kontrole

zanétu (Lang et al., 2007) a dalsi.

Na nasem pracovisti byly prokazany protistresové a anxiolytické u¢inky galaninu po
systémovém podani, které pretrvavaly i v dobé, kdy galanin nebyl jiz aplikovan (Klenerova et
al., 2011). Vyznam tohoto nélezu je predevsim v tom, Ze systémova aplikace galaninu byla
provedena az po prob&hlém stresovém podnétu. Centralni, protistresové a anyxiolytické tcinky
jsme potvrdili podanim antagonistii galaninu, které uvedené ucinky zablokovaly. Ziskané
vysledky potvrdily, Ze systémové€ aplikovany agonista galanin a antagonista galanin M40, i
nami syntetizovany antagonista galanin peptid chiméra-galanin Y neuropeptid amid, plisobi na

urovni receptort a ze tento ucinek po urcitou dobu pretrvava (Klenerova et al., 2011).

Udaje o u¢asti galaninergniho systému v intermedialnim laloku (IL) jsou rovnéz velice
kusé. Fyziologické a patologické funkce u obou tkani IL a NH nejsou objasnény a z téchto
davodu jsou udaje souc¢asného stavu poznani v této praci zameéteny predevsim na

adenohypofyzu.
1.2 CRH systém

Kortikotropin uvolitujici hormon (CRH), tzv. kortikoliberin, nazyvany také faktor,
nebot’ byl ptivodné objeven jako hypotalamicky faktor (CRF) kontrolujici sekreci
hypofyzarnich proopiomelanokortinovych peptida. V roce 1981 izoloval Vale (Vale et al.,
1981) CRF jako ov¢i hypotalamicky peptid skladajici se ze 41 aminokyselin se sekvenci H-Ser-
GIn-Glu-Pro-Pro-Ile-Ser-Leu-Asp-Leu-Thr-Phe-His-Leu-Leu-Arg-Glu-Val-Leu-Glu-Met-Thr-
Lys-Ala- Asp-Glu-Leu-Ala-Gln-Gln-Ala-His-Ser-Asn-Arg-Lys-Leu-Leu-Asp-Ile-Ala-NH2. U
clovéka se CRH lisi od ov¢iho pouze 7 aminokyselinami. Nasledovalo intenzivni studium
purifikovanych hypotalamickych extraktli u riiznych zivo¢isnych druhii. Po odhaleni struktury
CREF se dava ptednost oznaceni hormon stimulujici sekreci kortikotropinu. Nektefi autoti
doporucuji pouzivat i nadale oznaceni faktor s tim, Ze 1épe vystihuje funkci tohoto peptidu

(Taché a Bonaz, 2007).

CRH je syntetizovan CRH genem se zakodovanou oblasti pro translaci prekursoru
CRH. Pro-peptid CRH vznikne po odstépeni 24 amikokyselin od prepro-CRH a po dalsim
odstépeni dvou aminokyselin (lysinu a argininu) vznikne pln¢ funkéni CRH peptid. Prepro-
CRH peptidem nejsou kodovany dalsi bioaktivni peptidy, na rozdil od prekurzort ostatnich
neuropeptidi. Promotor CRH obsahuje misto pro signaliza¢ni elementy odpovédi, jakymi jsou

glukokortikoidy, cyklicky AMP a misto pro transkripci vazebného mista. Jak jiz bylo uvedeno,
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hlavni funkci CRH v CNS je aktivace sekrece nékterych mediatord a hormont, pfedevsim
ACTH. Syntéza a sekrece CRH a ACTH jsou zpétné regulovany glukokortikoidy kiry
nadledvin s naslednou produkci stresovych hormonii, hlavné kortisolu, u hlodavct

kortikosteronu, na principu negativni zpétné vazby (Aguilera et al., 2001).

Tyto regula¢ni mechanismy jsou v organismu fizeny aktivitou hypotalamo-hypofyzo-
nadledvinové osy nejen za fyziologickych podminek, ale i za plisobeni stresu a dalSich
patologickych stavil, napt. u behavioralnich a kognitivnich poruch funkci mozku. Tato aktivace
HPA osy ma prostresové ucinky. Po syntéze CRH v hypotalamu putuje tento peptid do
hypofyzy, kde stimuluje CRH-R1 receptory a vyvola rychlou akutni stresovou odpovéd'.
Nasleduje uvolnéni ACTH do krevniho fecisté a stimulace kliry nadledvin s vyplavenim
glukokortikoidi, které ptipravi organismus na akutni stresovou reakci a inhibuji dalsi aktivitu
HPA osy. Druhy podtyp CRH receptoru CRH-R2 ma protistresovou funkci, je aktivovéan po
skonceni akutni stresové odpoveédi, a vraci HPA osu do rovnovahy. CRH-R2 receptory
primarné ovliviiuji procesy nezbytné pro pieziti, jako jsou pfijem potravy, reprodukce a

obranné reakce (Aguilera et al., 2004).

Z farmakologického hlediska je dilezité urcit, které neuropeptidy a jejich receptory jsou
lokalizovany v adenohypofyze. Ptitomnost galaninergnich receptroti a CRH receptori muze
umoznit terapeutické ovlivnéni regulacnich mechanismii aktivovanych v priabéhu stresu i
dal$ich podnéti vnéjsiho okoli. Toto studium také vede k syntéze ligandi, agonisti i
antagonistl, ovliviiyjicich regulaéni mechanismy v adenohypofyze, jak je popsano v dalsi ¢asti

prace.
1.3 RoztrousSena skleroza

Roztrousena sklerdza (RS) je autoimunitni onemocnéni charakterizované zanétlivym
postizenim centralniho nervového systému vedouci k demyelinizaci a poskozeni axont, coz ma
za nasledek fadu fyzickych, dusevnich nebo dokonce psychiatrickych ptiznaka (van den
Hoogen et al.,2017). Znaky a ptiznaky roztrousené sklerozy zaviseji na postizenych ¢astech
CNS. Pacienti maji rizné urovné trvalého postizeni v zavislosti na stupni zanétu. Klinicky
muze RS zpusobit fadu neurologickych problémi, predev§im v zévislosti na umisténi plaka a
zévaznosti RS. Mnoho symptomt RS, jako je unava, kognitivni poruchy a citlivost na teplo,

v$ak nejsou anatomicky snadno.



1.3.1 Experimentalni autoimunitni encefalomyelitida (EAE)

Experimentalniautoimunitni encefalomyelitida je mysi model
patogeneze lidské demyeliniza¢ni choroby — roztrousené sklerozy. EAE 1ze vyvolat mnoha
antigeny, nej¢asteji jsou vSak pouzivany MBP (myelinovy bazicky protein), PLP (proteolipid
protein) a MOG (s myelinem asociovany glykoprotein). Onemocnéni je zprostfedkovano Th1
CD4+ lymfocyty, které rozpoznévaji encefalitogenni epitopy téchto proteint. V mozkové tkani
pokusnych zvitat nachdzime tak jako u RS perivaskularni infiltraty odpovidajici gadolinium-

enhancujicim 1ézim na T1 vazenych obrazech pacienta s RS.

1.3.2 Galanin a jeho role v RS

Ptedchozi studie zjistily neuroprotektivni roli galaninu u mySich modela RS, u EAE au
kuprizonem indukované demyelinizace (Zhang et al., 2012). Tyto studie byly vétSinou
zamé&feny na vliv galaninu na oligodendrocyty a jeho schopnost podporovat remyelinizaci;
postradaji vSak udaje o distribuci galaninovych receptorii na jinych gliovych buiikéch.
Konkrétn€ uvadi, ze galanin je faktorem pieziti pro oligodendrocyty in vitro. Publikace uvadi,
ze v kulturach oligodendrocytovych bun¢k byly hladiny mRNA GalR2 100krat vyssi nez
GalR3 a 1000krat vyssi nez GalR1 (Gresle et al., 2015). V modelu RS indukované kuprizonem
bylo zjisténo, ze GalR1 a GalR2 jsou upregulovéany v oligodendrocytech béhem demyelinizace
a remyelinizace, v daném potadi. Ukazalo se, Ze transgenni mysi s chronicky zvySenymi
hladinami galaninu (10krat vyssi nez u mysi divokého typu (wild type, WT)) jsou relativné
odolné vi¢i demyelinizaci indukované kuprizonem. Autofi pozorovali 2,5nasobny nartst poctu

kalosélnich zralych oligodendrocytii v dobé maximalni demyelinizace.

S ohledem na nové poznatky o neuroprotektivnich a imunomodula¢nich t¢incich
galaninu v CNS, bylo cilem této prace prozkoumat expresi galaninovych receptori v miSe v
EAE a urcit lokalizaci GalR1 na riznych bunkach (oligodendrocytech, mikrogliich, astrocytech

ependymalnich bunikach a endotelidlnich bunikach v kapilarach) imunohistochemicky.
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2 HYPOTEZY A CILE PRACE

Dosud neni zcela objasnén mechanismus regulacnich/modula¢nich G¢inka neuropeptidii
a tyto mezery v nasich znalostech pak ztézuji moznost jejich terapeutického ovlivnéni. Nasi
hypotézou bylo, Ze podobné¢ jako byly popsany ucinky galaninergniho systému na
kardiovaskularni systém, mize byt galaninergni systém jednim z vyznamnych moduléatori
hypotalamo-hypofyzo-adrenalni osy a mize proto modulovat stresovou odpovéd’ ¢i

patofyziologii vybranych neurologickych onemocnéni.
Cilem préace proto bylo:

1. objektivizovat expresi galaninergnich peptidii - galaninu a galanin-like peptidu spolecné
s galaninergnimi receptory v adenohypofyze laboratornich potkanii za bazalnich
podminek a po vystaveni zvifat akutnimu a chronickému stresu

2. popsat roli CRH a zapojeni jeho receptort CRH-R1 a CRH-R2 za bazalnich podminek a
za pusobeni stresu v hypofyze u CRH knock-outovanych mysi

3. prozkoumat expresi galaninergnich receptorti v miSe u mysiho modelu roztrouSené
sklerdzy a stanovit lokalizaci GalR1 na riznych buiikach (oligodendrocyty, mikroglie,

astrocyty ependymalni bunky a endotelidlni buniky v kapilarach)
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3 METODY

3.1 Experiment s galaninergnim systémem

Na pokus byli pouziti dospéli samci laboratorniho potkana kmene Wistar (VELAZ,
Ceska republika) o poéateéni t&lesné hmotnosti 220g. Zvifata méla volny piistup k potravé (ve
formé pelet) a vod¢. Chovani byli v poc¢tu 4-5 na jeden zvétinec s 12hodinovém dennim

rezimem (12h svétlo/12h tma) pii konstantni teploté (21 = 1 °C).
3.2 Experiment s CRH systémem

V dasi ¢asti pokusu jsme pouzili mutantni samce laboratorni mysi kmene C57BL/6, tzv.
CRH knock-out (CRH-KO -/-) s vyfazenym genem pro CRH. Jako kontrolni zvifata slouzili
samce laboratorni mysi kmene C57BL/6, tzv. wild type (wt +/+). Mysi s deficienci CRH,
puvodem z Bostnu, USA (Harvard Medical School Department of Endocrinology), byly
chovany v zafizeni Institutu experimentalni endokrinologie Slovenské akademie véd
(Bratislava, Slovenska republika) ve zvétinci pfi konstantni teploté (22 + 1 °C) a 12hodinovém
dennim rezimu (12 hodin svétlo/12 hodin tma) se zacatkem denni faze v 6:00 rano. Voda a

potrava byla poskytovana v libovolném mnozstvi.
3.3 Experimentu s EAE modelem

Experiment s EAE byl provadén u konvencnich mysi C57B1/ 6 (ve véku 9-13 tydnt),
EAE u mysi byla indukovéana aktivni imunizaci peptidem MOG35-55 (Prospec, Rehovot,
Izrael) e smési s kompletnim Freundovym adjuvans (CFA) obsahujicim Mycobacterium
tuberculosis H37Ra (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika). Emulze MOG/CFA byla
podavana subkutanné ve dvou 50 pl davkach. Celkem bylo mySim podano 100 pg MOG
peptidu. Pro usnadnéni ptenosu lymfocytti do CNS bylo intraperitonedln¢ podano 300 ng
pertusového toxinu (List Biologicals, Campbell, USA) dvé hodiny a dva dny po indukci EAE
(Contarini et al., 2018). Znamky EAE byly hodnoceny nésledujicim zptisobem: 0- zadné
znamky klinického onemocnéni; 1 - ochably ocas; 2 - slabost zadnich nohou; 3 - Gplné ochrnuti
zadnich nohou; 4 ochrnuti zadnich a ptednich koncetin; 5 - smrt. P4ty den po indukci (vrchol
zévaznosti onemocnéni) byly mysi usmrceny rychlou dekapitaci a michy byly vyjmuty. Do
experimentu jsme vybrali michu z toho diivodu, Ze se jedna o nejvice postizenou ¢ast CNS

v modelu EAE, kde je zdnét omezen piedev§im na michu (Lassmann a Bradl, 2017).
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3.4 Zpracovani adenohypofyzy a michy pro imunoflorescenci

Michy mysi byly po rozmrazeni a promyti v PBS. Nespecificka vazebnéa mista byla
blokovana 5 %-nim kozim sérem v 0,1 % fyziologickém roztoku pufrovaném fosfatem Triton
X-100 (TPBS). Rezy byly inkubovény s krali¢im anti-human GalR1 ziedénym 1: 500
(Alomone Labs, Jeruzalém, Izrael) v TPBS + 1,5 % normalniho koziho séra ptes noc pii 4 ° C.
Pro vizualizaci byla na fezy po dobu 30 minut pfi pokojové teploté aplikovana sekundarni kozi
protilatka anti-rabbit Cy3 (Jackson Immunoresearch, Cambridge, Velké Britanie) zfedéna v
poméru 1: 500 v TPBS + 5 % normalniho koziho séra. Jadra byla obarvena DAPI. Zobrazovani
bylo provadéno na LSCM Olympus FluoView 1000 (Olympus, Tokio, Japonsko). Pro
histologické zpracovani byly pouzity fezy silné 7 um a obarveny barvenim hematoxylin-eosin.
Snimky byly potizeny na mikroskopu Leica DMLB pomoci kamery MC170 HD (Leica
Microsystems, Wetzlar, Némecko). Z kazdého zviteté bylo hodnoceno 12 fezil. Rozsah zanétu
byl zaznamenan nasledovné: 0 = zadny zjevny zanét; 1 = maly pocet zanétlivych bunék; 2 =
cetné infiltrujici bunky; 3 = rozsifeni perivaskularni manzety do sousednich tkédni (rozsifena

infiltrace).

3.5 Priprava homogenati adenohypofyz a hypofyz pro Western
blot a RT PCR

U obou metod — jak u Western blotu, tak u RT PCR se pracuje s tkanovym
homogenatem. Protoze se jednalo o malé mnozstvi tkdn¢ adenohypofyzy potkana nebo
hypofyzy mysi, museli jsme tento krok optimalizovat. Pfi stanoveni proteinti a jejich
kvantifikaci existuje n€kolik kritickych momentt, které mohou negativné ovlivnit kone¢ny
vysledek. Ten zavisi zejména na homogenizaci vzorkl a pouzitych pufrech. To nas vedlo k
optimalizaci experimentalnich podminek metody Western blot, véetné homogenizace. Testovali
jsme rtizné homogenizatory (MagNA Lyser-Roche, Bio Vortexer, Ultra-Turrax T8 IKA) a
homogenizac¢ni pufry (RIPA, PBS, urea), viz vysledky.

3.6 Western blot

Vzorek tkdn€ se homogenizuje ihned po odbéru, nebo je po odbéru zmrazen v tekutém
dusiku a az do zpracovani uloZen pii teploté -80 °C. Homogenat se smicha s nanaSecim
roztokem a inhibitorem proteaz a nasledn¢ se vati po dobu 5 minut na vodni lazni, ¢imz dojde k
denaturaci proteintl. Pro separaci proteinti se nejcastéji vyuziva gelova elektroforéza, na kterou

pouzivame v nasi laboratofi polyakrylamidové gradientni gely Mini-PROTEAN TGX 4-20 %
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(Biorad, USA), s nimiz lze rozd¢lit proteiny o molekulové hmotnosti 10-200 kDa.
Elektroforeticky rozdélené proteiny jsou nasledné pfeneseny na membranu. Na naSem
pracovisti pouzivame komercné dodavany sendvi¢ Trans-Blot Turbo Mini Nitrocellulose
Transfer Packs (Biorad, USA). Tento proces se oznacuje jako tzv. blotovani a vznika ,,otisk* v

gelu separovanych proteinli na membrang, ,,blot*.

Ptitomnost cilového proteinu je na membrané detekovana pomoci protilatky, tzv. primarni,
specificka tomuto proteinu. Primarni protilatka se navazuje na protein a v dalS§im kroku se na ni

navazuje sekundérni protilatka.
3.7 Metoda s vyuzZitim imunoflorescence

V nasi praci bylye pouzity imunohistochemické stanoveni jednotlivych peptidi na
fezech z adenohypofyzy a také metodu western blot. Pouzili jsme komercné dostupné

protilatky.
3.7.1 Imunofluorescencni postup stanoveni testovanych peptidua

Pro imunoflorescen¢né stanoveni galanininergnich peptidi (galaninu, galanin-like
peptidu a galaninergnich receptori) byly pouzity tkanové fezy z blocki tkdni zamrazenych v
kryolepidle. Zmrazené adenohypofyzy byly krajeny na tloustku 5 um v kryostatu Leica
CM1850 (Leica Microsystems, Germany).

Ziskana data byla hodnocena softwarem NIS Elements Viewer (Laboratory Imaging

2015, Nikon Instruments, Tokyo, Japan) a ImagelJ (freeware, http://rsb.info.nih.gov).
3.8 Stanoveni exprese mRNA testovanych peptidi

3.8.1 Experiment s galaninergnim systémem a CRH systémem

Exprese mRNA testovanych peptidli byla stanovena pomoci metody Real-Time PCR
(real-time qPCR) (Kozera and Rapacz, 2013) z homogenatti adenohypofyz. Real Time qPCR
probéhla za pouziti pfistroje CFX96 Real-Time System (Bio-Rad, CA, USA), specifickych
primerti a markru SYBR Green Supermix (Biorad, USA). Po amplifikaci byly ur¢eny melting
kiivky jako indikatory specificity PCR. Reakce vSech vzorkl byla stanovena v triplikatech.
Kvantifikace dat byla provedena softwarem Optical System Software (Bio-Rad, USA).
Stanovili jsme mRNA jednotlivych genti vztazenim jejich CT hodnoty k CT hodnoté
referencniho genu beta aktinu (Genbank Accession No. NM_031144). Specificita primert byla
ovétena klasickou PCR reakei (Bio-Rad, Prague, Czech Republic). Relativni exprese byla
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pocitana pomoci 2"24°T metody (Livak and Schmittgen, 2001). Vysledky jsou prezentovany
jako mean + SEM pro n= 6-8 zvifat a nasledné jsou vysledky relativni exprese individualnich
gentl vyjadieny jako procento kontrol.

Statistické rozdily mezi skupinami zvifat byly pocitany jednocestnou ANOVA s
Benferroniho post hoc testem. Jako signifikantni je povazovéana vyznamnost pro p < 0.05. Jako
alternativni metoda kalkulace byl pouzit software (REST-MCS®© - version 2), ktery je urcen na
pocitani relativni exprese (Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Test, Pfaffl et al.,

2002).

3.8.2 Experiment s EAE modelem

Celkova RNA byla extrahovana za pouziti ¢inidla TRI (Sigma-Aldrich, Praha, Ceské
republika). cDNA byla syntetizovana z RNA pomoci reverzni transkriptizy M — MLV (Top
Bio, Praha, Ceska republika). cDNA slouzila jako templat pro amplifikaci cilovych gent, stejné
jako udrzovaciho genu B-aktinu (gen Actb) RT PCR s SsoAdvanced ™ Universal SYBR®
Green Supermix (Biorad, Praha, Ceska republika). cDNA byla analyzovana pomoci CFX96
Touch Real-Time PCR Detection System (Biorad, Praha, Ceska republika). Cilovymi geny
byly GalR1, GalR2 a GalR3.

3.8.2.1 Histologie v experimentu s EAE modelem

Vzorky patete s michami byly fixovany 4% formaldehydem a michy byly opatrné
odstranény z obratlového kanalu. Materiél byl vloZen do parafinového vosku. Sekce (tloustka 7

um) byly obarveny barvenim hematoxylin-eosin.
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4 VYSLEDKY

4.1 Stanoveni galaninergniho systému v adenohypofyze

4.1.1 Imunohistochemicka detekce Gal a GalLP za fyziologickych
podminek v adenohypofyze

S vyuzitim imunohistochemie jsme stanovili nejprve imunofluorescen¢né znaceny
galanin (Gal) (a), galanin-like peptide (Gal-LP (b) a vSechny tfi podtypy galaninovych
receptorii: GalR1 (c), GalR2 (d) a GalR3 (e) v fezech adenohypofyzy za fyziologickych

podminek.

(&

Obr. 1. Imunofluorecsen¢né znaceny galanin (Gal) (a), galanin like peptid
(Gal-LP) (b) a vSechny tfi podtypy galaninovych receptorii — GalR1 (c),
GalR2 (d) a GalR3 (e) v Fezech adenohypofyzy potkana za fyziologickych

podminek (zvétSeni 40x).
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4.1.2 Stanoveni exprese galaninergnich receptort v adenohypofyze

Obr. 2. Exprese GalR1 v adenohypofyze za fyziologickych podminek (vlevo)

a po piusobeni stresu (vpravo) stanovena na imunofluorescen¢nim snimku.

V adenohypofyze jsme prokazali expresi mRNA pro vSechny tfi receptorové subtypy
také metodou real time qPCR. Exprese GalR2 mnohonasobn¢ prevysuje expresi GalR1 a

GalR3, viz obrazek 3, coz je v souladu i s vysledky exprese peptidi de novo.

U exprese mRNA GalR2, kterda mnohonasobné prevysuje expresi mRNA GalR1 a
mRNA GalR3 (Obr. 4), po aplikaci stresu nedochazi k signifikantni zmén¢ na rozdil od GalR1

a GalR3, kde byla relativni exprese stresem ovlivnéna.

Expresi mRNA GalR1, GalR2 a GalR3 za bazalnich podminek jsme stanovili pomoci
metody RT PCR. Po odec¢teni hodnot CT genti od hodnot CT referen¢niho genu beta-aktinu

jsme zjistili, ze exprese GalR2 byla vyznamné vyssi nez exprese GalR1 a GalR3, viz obrazek 3.
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Obr. 3. Srovnani exprese mRNA glaninovych receptorovych subtypi
GalR1, GalR2 a GalR3 v adenohypofyze potkana.

Vysledky kontrolni skupiny (modte) a skupiny s aplikaci akutniho stresu (oranzove).
Data jsou prezentovana jako relativni exprese (x100) = SEM.
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Obr. 4. Srovnani zmén exprese mRNA glaninergnich receptorovych
subtypii GalR1 (zelena barva) a GalR3 (¢ervena barva) po aplikaci stresu

v adenohypofyze potkana.
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4.1.3 Kolokalizace galaninergniho sytému a ACTH v adenohypofyze

Pro ovéfeni nasi hypotézy, ze mize byt galanin a galanin-like peptid zapojeny
v modulaci uvolnovani adenohypofyzarnich hormonti, piedevsim ACTH, jsme v této fazi

experimenttll imunofluorescenéni metodou urcili kolokalizaci téchto peptidii, viz obrazek 5.

4.1.3.1 Kolokalizace galaninu a galanin-like peptidu v adenohypofyze s ACTH

Gal ACTH Gal

GalLP ACTH GalLP + ACTH

Obr. 5. Kolokalizace galaninu a galanin-like peptidu s ACTH.

Na obrazku je zelené oznaceny galanin a galanin-like peptid, Cervené je oznacené
ACTH. Po slouceni zelené a Cervené barvy vznikne oranzova az zluta barva, ktera znaci
mista, kde doslo k ptekryvu zeleného a ¢erveného signalu, tzv kolokalizaci.

Tyto vysledky prokazaly kolokalizaci galaninu a galanin-like peptidu s
adrenokortikotropnim hormonem. Zatimco galanin je s ACTH kolokalizovan ve velké mifte,
kolokalizace ACTH s galanin-like peptidem je pouze ojedinéld. Tento vysledek naznacuje

moznou ucast galaninu pfi regulaci sekrece ACTH.
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4.1.3.2 Kolokalizace galaninergnich receptorovych subtypti s ACTH v adenohypofyze

GalR1 ACTH GalR1 + ACTH

GalR3 ACTH GalR3

Obr. 6. Kolokalizace ACTH a GalR subtyptu v adenohypofyze.

Tyto vysledky prokazaly nejsiln€jsi kolokalizaci ACTH s GalR2, ktera byla pfitomna u
vétsSiny GalR2 pozitivnich bunék. GalR1 je s ACTH kolokalizovan pouze ojedin¢le a GalR3
kolokalizuje s ACTH pouze na nékterych bunikach. Tyto vysledky svéd¢i o ucasti galaninovych
receptorti pii sekreci ACTH v adenohypofyze potkana.

4.2 Stanoveni CRH systému v hypofyze

Jak bylo uvedeno v uvodu, CRH ma Siroky rozsah behavioralnich a fyziologickych
ucinkl a v adenohypofyze pisobi jako neurohormon a jako centralni mediator odpovédi na
stres. V nasi predchozi préaci jsme v adenohypofyze potkana kvantifikovali expresi mRNA
CRH-R1, CRH-R2a-in, CRH-R2a-so a CREBu (cAMP response element-binding protein) za

fyziologickych podminek a po plisobeni akutniho stresu. Zaméfili jsme proto na urceni relativni
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kvantifikace exprese mRNA gentl téchto receptorti u kontrolnich zvifat a po aplikaci akutniho a

chronického stresu s riznou délkou expozice stresu, jak je uvedeno v metodické ¢asti.

4.2.1 Regulace genové exprese CRH receptori a transkripéniho proteinu

CREB v hypofyze mySi po stresu

Opakovany stres v intervalu 30 min vedl ke sniZzeni exprese mRNA jak u kontrolnich
(WT), tak u knockoutovanych KO-CRH mysi, zatimco prodlouzeni intervalu na 120 min vedlo
k vysoce signifikantnimu snizeni CRH-R1 mRNA pouze u CRH-KO mysi. Nase vysledky tak
sveéd¢i o mozném zapojeni obou CRH receptort v regulaci stresové odpovedi. Vysledky jsou

uvedeny v tabulce 1.

Testovali jsme i1 dopad systémové aplikace galaninu ihned po stresu. Vysledky
behavioralnich studii zaméteny na celkovou pohybovou vzdalenost a rychlost pohybu (data
nejsou uvedena) naznacuji, ze systémova aplikace galaninu zabranila snizeni lokomoce
zpusobené stresem (Klenerova et al., 2011a). Tento objev svéd¢i o pronikani galaninu pies
hematoencefalickou barieru (Begley, 1994) a o anxiolytickém piisobeni galaninu a o jeho

antistresovém ucinku (Klenerova et al., 2009).

Tabulka 1. Stanoveni exprese mRNA CRH-R1 a CRH-R2 po akutnim a
opakovaném stresu v hypofyzach wild-type (WT) a knock-out (KO) mysi.

Expression of mRNA CRHR, 2744 €T WTvsWT | KOvsKO | KOvsWT WT vs KO
Stress | Samples| Recept. WT Knock-out| CRHR1co | CRHR1co | CRHR1co
controf | CRHRL | 0,976 | 1,117 [100,0 100,0 114,4 1 1144 1
CRHR2 | 1,076 1,07 | 110,2 95,8 109,6 99,4
s0min |CRHR1 [ 08215 [ 0194 [ 842 & ]178 LU[ 199 4] 236 LI
CRHR2 | 0,945 | 0,877 | 96,8 785 4 | 89,9 92,8
IMO7x 170 min | _CRHRL | 0,843 0,217 864 & | 194 L] 222 L 257 Ll
CRHR2 | 1,635 | 0,866 | 1675 M1| 77,5 4 | 887 L | 530 L&
Expression of mRNA CRHR, 2724 ¢T WTvs WT | KOvsKO | KOvsWT WT vs KO
Stress | Samples| Recept. WT | Knock-out| CRHR1co | CRHR1co | CRHR1co
control | _CRHR1 | 0,976 1,117 | 100,0 100,0 114,4 1 | 1144 1
CRHR2 | 1,076 1,07 | 110,2 95,8 109,6 99,4
30 min CRHR1 0,977 1,129 100,1 101,1 115,7 115,6 1+
CRHR2 | 0,731 | 0,901 | 749 | | 80,7 92,3 1233 1
IMO 1x
120 min CRHR1 0,44 1,064 45,1 L] 95,3 109,0 2418 1T

CRHR2 | 0,435 0632 | 446 V| 566 LU| 648 Li|1453 11

Nase vysledky prokazaly, ze expozice riznych typu stresu maji rozdilné ucinky jak na
expresi obou subtypti CRH receptord, tak na expresi CREB. Jako prvni jsme v adenohypofyze

popsali expresi CREB za bazéalnich podminek a po plisobeni stresu. Zapojeni CREB v regulaci
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genové exprese CRH systému a jeho ti¢ast v dalSich funkcich nervového systému je dilezity cil
pro terapeuticky uc¢inek antidepresivnich 1é¢iv. Opakovany stres v intervalu 30 min vedl ke
snizeni exprese mRNA jak u kontrolnich WT, tak u knockoutovanych CRH-KO mysi, zatimco
prodlouzeni intervalu na 120 min vedlo k vysoce signifikantnimu snizeni CRH-R1 mRNA
pouze u CRH-KO mysi. Nase vysledky tak svéd¢i o mozném zapojeni obou CRH receptorti

v regulaci stresové odpovédi.
4.3 Stanoveni galaninergniho systému u modelu EAE

V posledni ¢asti prace jsme stanovovali expresi galaninovych receptorti (GalR1, GalR2,
GalR3) v miSe u my$iho modelu roztrousené sklerdzy, EAE pomoci analyzy RT PCR a
stanoveni buné¢né lokalizace GalR1 (v oligodendrocytech, mikrogliich, astrocytech,
ependymalnich bunikach a endotelovych bunkéch v kapildrach) imunohistochemicky. K ovéieni

stupn¢ neuroinflamace byla provedena histologickd analyza.

4.3.1 Genova exprese

Paty den po indukci EAE, na vrcholu onemocnéni (zavaznost onemocnéni méiena skore
EAE byla 3,27 + 1,20), byla hladina mRNA GalR1 vyznamné snizena u mysi s EAE ve
srovnani s kontrolami (p = 0,016), viz obrazek 7. Hladiny mRNA GalR2 a GalR3 se vSak mezi
EAE a kontrolnimi mySmi vyznamné nelisily. Nebyly nalezeny zadné vyznamné korelace mezi
zévaznosti onemocnéni a hladinou mRNA GalR1 (r =-0,391, p = 0,083), hladinou mRNA
GalR2 (r=0,127, p =0,01) a hladinou mRNA GalR3 (r = 0,408, p = 0,074). Vysledky jsou

uvedeny na obrazku 8.

EAE scores
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Obr. 7. Vyvoj skére EAE v experimentalni skupiné.
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Obr. 8. Exprese galaninovych receptori v miSe u kontrolnich a
experimentalnich mysi s autoimunitni encefalomyelitidou (EAE). Relativni
genova exprese: A — GalR1; B - GalR2; C - GalR3. Vysledky jsou uvedeny

jako pramér = SD (n = 12 vzorkii v EAE a 14 vzorki v kontrolni skupiné), *

p <0,05.

23



4.3.2 Imunohistochemie

Imunohistochemické detekce GalR1 odhalila jeho expresi v miSe mysi s EAE, stejné
jako u zdravych kontrolnich zvifat. NejsilnéjSi imunoreaktivita byla pozorovéna u
ependymalnich bun¢k lemujicich centralni kanal michy (obr. 9A). Endotelidlni buniky v
kapilarach byly také imunoreaktivni k GalR1 (obr. 9B). Slaba imunoreaktivita k GalR1 byla
prilezitostn€ detekovana v n¢kterych oligodendrocytech. Intenzita imunoreaktivity GalR1 byla

srovnatelnd mezi vzorky u mysi s EAE a u kontrolnich mysi.

Obr. 9. Imunohistochemicka detekce GalR1 v miSe.

Intenzita imunoreaktivity GalR1 byla srovnatelnd u vzorkiti mysi s EAE a kontrolnich
mys$i. Konfokélni snimky zobrazujici vysledky imunofluorescen¢niho znaceni GalR1 v
mise mysi s EAE (A, B, G, H) a zdravych kontrolnich mysi (C-F). (A, C) GalR1 je
exprimovan v ependymalnich bunikach (zelen¢) kolem centralniho kanalu michy (*).
Jadra jsou obarvena DAPI (modie). (B, D) Jeden kanal z (A, C) odpovidajici
imunoreaktivité GalR1. (E, G) GalR1 (zeleng) je exprimovan v endotelu kapilar v mise
(hrot Sipky). Jadra jsou obarvena DAPI (modrte). (F, H) Jeden kanal z (E, G) ukazujici
expresi GalR1. Métitkov A, B, E, F =50 um; v C, D, G, H =20 um.
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4.3.3 Histologie

K ovéfeni stupné neurozanétlivosti byla provedena histologické analyza pomoci
tkanovych fezl ptipravenych z kontrolni i EAE skupiny (obr. 10). Barveni hematoxylin-
eosinem bylo pouzito ke stanoveni rozsahu infiltrace mononuklearnich bunék a perivaskularni
manzety v miSe. V souladu s klinickymi vysledky kontrolni skupina vykazovala masivni
infiltraci mononukledrnich bunék do michy s vice lozisky zdnétu (skére zanétu bylo 2,67 +

0,33).

Obr. 10. Morfologie michy u zvifat s EAE.

A. Obrazek bilé hmoty michy od zvitete s EAE. Jsou viditelna dvé zanétliva loziska
(hvézdicka) spolecné s vicero oteklymi axony (vrcholy Sipek).

B. Obrazek bilé hmoty michy od kontrolniho zdravého zvitete. Struktura michy je dobte
zachovana a neni ptitomna zadna zanétliva infiltrace.

Barveni hematoxylin-eosinem. M¢éfitka v A-B = 50um.
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5 DISKUZE

Disertacni prace se vénuje galaninergnimu a CRH systému v CNS zejména v
adenohypofyze, ktera tvoti hlavni ¢ast HPA osy a hraje zasadni roli v stresové odpovédi.
Tortorella se své praci zjistila, ze galanin mé dalezitou funkci v autokrinni/parakrinni funk¢ni
regulaci centralnich a perifernich vétvi HPA osy (Tortorella et al., 2007). Mechanizmus
regulace adenohypofyzy je pomérné¢ komplexni, a je obecné znamo, Ze adenohypofyza je
regulovana hypotalamem pftes portalni systém (Raisman, 1997). Mechanismus piisobeni
galaninu nebyl dosud zcela objasnén (Liu a Ju 1998). Existuje fada dikazi, které poukazuji na
stimulac¢ni lohu galaninu na centralni vétev HPA osy, t.j. na uvolilovani CRH a ACTH, ¢imz
se stimuluje kiira nadledvin k sekreci glukokortikoida (Klenerova et al., 2017). Galanin hraje
dalezitou roli v modulaci odpovédi HPA osy na stres (Kozlovsky et al., 2009), rovnéz
v patogenezi fady onemocnéni, jako napt. hypofyzarnich adenomt (Kozlovsky et al., 2009),

v patogenezi feochromocytomu (Rauch and Kofler 2010) a mnoha dalSich. Ac¢koli jsou galanin
a jeho receptory exprimovany ve vSech anatomickych oblastech HPA osy, data zabyvajici se
ulohou galaninergniho systému ve fyziologii a patofyziologii HPA osy nejsou vysvétlena

(Packard et al., 2016).

V nasi praci jsme prokazali expresi mRNA vSech subtypl galaninovych receptorti
(GalR1, GalR2 a GalR3) za fyziologickych podminek. Zjistili jsme, Ze exprese mRNA GalR2
je mnohem vyssi nez exprese zbylych dvou receptorti GalR1 a GalR3. Nase experimenty
s aplikaci stresu vedou k zavéru, ze zatimco akutni stres nevyvolal zddné zmény v expresi

GalR2, exprese GalR1 se naopak zvysila a exprese GalR3 se snizila.

Vzhledem k vySe uvedenym vysledkiim exprese galaninergnich receptori musime
vyvratit dosavadni tvrzeni, Ze bunécna signalni kaskada galaninergnich receptort se lisi (viz
Sipkova et al., 2017a). Viechny tfi galaninové receptory patii do velké rodiny receptori
sprazenych s G-proteiny, ale stimulace GalR1 aktivuje adenylatcyklazu s Gala inhibi¢nim
proteinem, stimulace GalR2 aktivuje fosfolipazu C a nakonec stimulace GalR3 aktivuje drahu
sptazenou s Gi/0 proteinem (Lang et al., 2007). V adenohypofyze je syntetizovana fada
hypofyzarnich hormont, které mohou mit funkéni souvislost s galaninem, zejména syntéza
ACTH. Podrobn¢jsi zkoumani kolokalizace galaninu a galaninovych receptorovych subtypti
s ACTH by usnadnilo rozkli¢ovani ulohy galaninu za ptisobeni riznych typt stresu. V nasich
ptedbéznych pokusech na tkanovych fezech adenohypofyzy jsme zkoumali kolokalizaci ACTH

s galaninergnim systémem. Zjistili jsme kolokalizaci ACTH s GalR2, pfi¢emz GalR1 je
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kolokalizovan jenom ojedinéle a GalR3 je kolokalizovan jenom v n¢kterych bunkach. Tyto

vysledky svéd¢i o tiCasti galaninergnich receptorii pii sekreci ACTH v adenohypofyze potkana.

Vysledky nasi studie Ize shrnout tak, Ze biologicka aktivita signalizace galaninu je
velmi komplexni a hraje dilezitou roli v n¢kolika diilezitych procesech véetné akutniho stresu.
Galaninové receptorové subtypy GalR1, GalR2, a GalR3 se pravdépodobné Gcastni pochodii
souvisejicich s galaninem, proto jsme se zam¢fili na stanoveni relativni exprese téchto

receptorti ve tkdnich citlivych na galanin, véetn¢ adenohypofyzy.

V druhé¢ Casti prace bylo analyzovano zapojeni CRH receptorti v hypofyze mysi v reakci
na akutni a opakovany imobiliza¢ni stres. Pouzili jsme samce mysi s deficitem CRH (CRH-
KO), které maji vyrazné snizenou HPA aktivitu. Literatura uvadi, ze Kvetianského skupina
testovala moznou souvislost mezi CRH a fosforylaci tau proteinu s vyuzitim CRH-KO mysi, u
kterych byla pouzita imobilizace jako induktor HPA osy (Filip¢ik et al., 2012), (Kvetinansky et
al., 2008). CRH-KO mysi vykazovaly zmény v aktivit¢ HPA osy a odhalily zhorSené reakce
stres a postradaly norméalni denni reakce na glukokortikoidni rytmus (Muglia et al. 2000).
Vzhledem k tomu, Ze uvolnovani ACTH v reakci na CRH je u CRH-KO mysi normélni, tyto
udaje naznacuji, ze CRH je nezbytny pro odpovéd’ hypofyzy a nadledvin na stres zplisoben

omezenim pohybu (Venihaki a Majzoub, 1999).

Nase vysledky ukazaly vliv akutniho stresu na expresi genit CRH receptort. Akutni
stres v intervalu 120 min u mysi WT vyvolal velmi vyrazny pokles (na 48 %) exprese CRH-R1
mRNA po stresu ve srovnani s mRNA u CRH-KO mysi, u nichz byla exprese bez odezvy.
Exprese CRH-R2 po akutnim stresu (120 min) odhalila velmi vyrazny pokles u mysi WT, ale
ve skupiné CRH-KO byl pokles nevyznamny.

Vystaveni opakovanému stresu odhalilo velmi zajimavé vysledky v expresi obou
receptort. Opakovany stres nezplisobil zddné zmény exprese CRH-R1 u mysi WT, ale vyvolal
velmi vyrazny pokles exprese CRH-R1 u CRH-KO mysi u obou intervall stresu. Exprese
mRNA receptort CRH-R2 se velmi vyznamné zvysila u mysi WT po opakovaném
120minutovém stresovém intervalu a u mysi CRH-KO neodhalila Zadné zmény. Tyto vysledky
by mohly naznacovat moznost odlisné regulace CRH receptort u akutniho a opakovaného

chronického stresu v hypofyze.

CRH receptory jsou sptfazeny s G-proteiny a vyuzivaji druhého posla cyklicky
adenosin-3,5-monofosfat k pfenosu intracelularnich signali v CRH neuronech. CRH muze

snizovat expresi mMRNA CRH-R1 v hypofyze a hypotalamu. T. Suda se svym japonskym
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tymem vyslovil hypotézu, Ze "CREB muze zprostfedkovavat piinejmensim ¢ast tohoto
inhibi¢niho uc¢inku a mize se podilet na signdlech exprese gentit CRH vyvolanych stresem" (Itoi
et al., 1996; Kasagi et al., 2002). Nedavné studie naznacuji, ze CREB je nezbytny, ale nikoliv
dostacujici, pro aktivaci transkripce CRH, coz naznacuje dulezitost transkripcnich koaktivatora
regulovanych cAMP (Liu et al. 2010). Tyto faktory by mohly potlacit transkripci CRH a slouzit
jako ochranny mechanismus pro nadmérnou expresi CRH (Aguilera a Liu, 2012). Dalsi zdroj
uvadi, ze CRH-R1 a CRH-R2 vyvolava fosforylaci transkripéniho faktoru CREB a naznacuje
piimou souvislost mezi aktivaci G-spfazenych membranovych receptorii s expresi genti
zprostiedkovanou CREB. (Kishimoto et al. 2000). Vysvétleni naSich vysledk tykajicich se
vlivu akutniho stresu a opakovaného stresu na expresi mRNA faktoru CREB z tohoto hlediska
neni jednoduché a vyzaduje si dalsi studium. Tato prace zkoumala Gcinek stresorti v hypofyze a
popsala kvantitativni rozdily v expresi hypofyzarnich CRH receptortt u CRH-KO mysi po
akutnim a opakovaném stresu. Zjistili jsme velmi vyznamné rozdily v expresi mRNA CRH
receptorii mezi u¢inkem jednorazového (IMO 1x) a opakovaného stresu (IMO 7x) u WT 1
CRH-KO mysi a velmi vyrazny pokles mRNA CRH-R1 u CRH KO mysi po opakovaném
stresu. Nase vysledky naznacuji, ze oba CRH receptory se mohou podilet na regulaci stresové
odpovédi v hypofyze mysi. Zjistili jsme rozdil v expresi CREB mRNA mezi skupinami WT a
CRH-KO mysi a ptedpokladame, Ze CREB se podili na reakcich na akutni a opakovany stres v
hypofyze. Regulace reakce na stres by mohla byt 1épe pochopena, kdyby bylo vice poznatkl o
mechanismech transdukce signalu z CRH receptort a zapojeni systému CREB.

Tteti Cast prace si kladla za cil posoudit expresi galaninovych receptord v mise mysi v
modelu EAE a stanoveni distribuce GalR1 v gliovych buiikédch. Do experimentu jsme vybrali
michu z toho divodu, Ze se jedné o nejvice postizenou ¢ast CNS v modelu EAE, kde je zanét
omezen predevsim na michu (Lassmann a Bradl, 2017).

Hladina mRNA GalR1 byla vyznamné¢ snizena u mysi s EAE ve srovnéni se zdravymi
kontrolami, zatimco hladina mRNA ostatnich galaninovych receptorti nebyla zménéna po
indukci EAE. Imunohistochemické detekce GalR1 odhalila jeho expresi v ependymadlnich a
endotelovych bunkéch. Navic v nékterych oligodendrocytech byla ojedinéle detekovana slaba
imunoreaktivita ke GalR1.

Jak bylo popsano vyse, galaninové funkce jsou zprostfedkovany ptes 3 galaninové
receptory (GalR1, GalR2, GalR3), které maji podstatné rozdily v jejich funkéni vazbé na G-
regulacni proteiny. V této ¢asti jsme zjistili pokles hladin GalR1 mRNA u mysi s EAE a zadné
zmény v expresi GalR2. Literatura uvadi, ze u modelu roztrousené skler6zy indukované

kuprizonem byla zvySena exprese GalR1 béhem demyelinizace a GalR2 béhem remyelinizace
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(Zhang et al., 2012). Pfi¢in téchto nesrovnalosti miize byt nékolik. Za prvé, existuji vyznamné
patofyziologické rozdily mezi RS indukovanou kuprizonem a modelem EAE. Tyto dva modely
mohou byt pouzity pro rtizné ucely. Odrazeji rizné aspekty patofyziologie RS. Model EAE je
vhodny k napodobovani autoimunitniho ptivodu RS, zatimco model indukovany kuprizonem se
vyuziva pro studium zékladl reakci a interakci mezi gliovymi butikami béhem demyelinizace a
remyelinizace, zbaveno procest souvisejicich s imunitou (Gudi et al., 2014). Nékteti védei vSak
vznesli pochybnosti o relevanci kuprizonového modelu RS, vzhledem k tomu, Ze indukce CNS
1ézi neni imunitn¢ zprostiedkovana a je zcela odlisna od 1ézi v RS (Gudi et al., 2014). Dale
demyelinizace v modelu indukovaném kuprizonem se vyskytuje pouze v mozku mysi (nejvice
postizena oblast v tomto modelu je kaudalni segment corpus callosum (CC)) a ne v mise (Zhan
et al., 2020). V naSich pokusech jsme zkoumali expresi GalR3 ve vzorcich michy v modelu
EAE, jelikoz vysledky publikaci ukazuji, ze GalR3 je specificky zapojen do modulace imunitni
odpovédi. Delece GalR3 v experimentalnich modelech autoimunitnich onemocnéni, jako je
artritida, psoriaza, pankreatitida, a kolitida zhorSila zdvaznost onemocnéni (Barreto et al.,
2011), (Brunner et al., 2021). Na rozdil od nasi hypotézy jsme nenasli zadné rozdily v expresi
GalR3 mezi EAE a kontrolnimi mySemi, proto jsme dosli k zavéru, Ze GalR3 neni zapojeny do

patofyziologie EAE.

Toto je prvni studie, ktera popisuje distribuci GalR1 v gliovych bunikdch v modelu
EAE, protoze diivéjsi studie in vivo zkoumaly pouze bunécnou expresi galaninu. Diive bylo
zjisténo, Ze galanin je v RS 1ézich vyrazné zvyseny, véetné stinovych plakli v mozkovych
tkanich post mortem pacienti trpicich chronickou RS vyhradné v mikrogliich, i kdyz ne
vSechny mikroglie byly pozitivni na galanin (Wraith et al., 2009). Stejni autoii uvedli, ze
galanin byl up-regulovan v miSe mysi s EAE, ale zde vyhradné v oligodendrocytech. V nasi
praci jsme zjistili, Ze GalR1 je exprimovan v ependymalnich buiikdch lemujicich centralni
kanal michy a v endotelialnich bunikach kapilar, se sporadickou imunoreaktivitou v
oligodendrocytech michy. Stejné vysledky jsme pozorovali jak ve skupiné s EAE, tak ve
zdravé kontrolni skupin€. Nase prace pfinesla zajimavé vysledky, zvlasté kdyz vezmeme v
uvahu, Ze ependymalni a endotelialni buiiky jsou v patogenezi RS do zna¢né miry

podhodnoceny (Hatrock et al., 2020), (Yun at al., 2017).

Receptory GalR1 byly dfive detekovany v endotelidlnich bunikach v oku (Kaser-
Eichberger et al., 2017), (Schrodl et al., 2015) a obecné bylo zndmo, Ze galanin hraje roli v
procesu angiogeneze (Yamamoto et al., 2013), (Yamamoto et al., 2011). Soub&zné se stimulaci

angiogeneze byla pozorovnna béhem granulace kozni tkan€ upregulace GalR1 a GalR2 v
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pericytech (Yamamoto et al., 2011). Role angiogeneze v patofyziologii RS neni zcela jasna.
Nedavny vyzkum ukazuje, Ze angiogeneze hraje negativni roli v patologii RS a EAE (Langfeld
et al., 2014). Angiogenni faktory mohou zptisobit poskozeni cévni bazalni membrany, narusit
hematoencefalickou bariéru a spustit infiltraci imunitnich bunék do CNS (Rigau et al., 2007),
(Roscoe et al., 2009). Podle literatury vedla farmakologicka inhibice angiogeneze u mysi s
EAE ke zlepsSeni klinického skore, coz podporuje hypotézu ohledné¢ skodlivosti angiogeneze v
EAE (MacMillan et al., 2014), (Roscoe et al., 2009), (MacMillan et al., 2012). Na zakladé
vysledku této studie tedy mizeme predpokladat, Ze galanin mize mit roli v obéhovém systému
mozku (Botz et al., 2016) a pii podpote angiogeneze v EAE. V tomto pfipadé muze sniZzeni
exprese mRNA GalR1 pfedstavovat kompenzac¢ni mechanismus proti $kodlivé angiogenezi.
Klinické pouziti antagonistii GalR1 by tedy mohlo potencidln€ mit pfiznivy antiangiogenni
ucinek. ProtoZe je tato hypotéza vysoce spekulativni, je zapotiebi dalsiho vyzkumu k objasnéni

mozné Ulohy galaninu v angiogenezi u EAE a RS.
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6 ZAVERY

Stanovili jsme imunofluorescencné znaceny galanin, galanin like-peptid a vSechny tii
podtypy galaninovych v adenohypofyze za bazalnich podminek a po aplikaci stresu. Urcili
jsme expresi vSech testovanych galaninergnichch peptidi a CRH-R1 a CRH-R2 receptort také
metodou RT PCR. Zjistili jsme, Ze exprese mRNA GalR2 za bazalnich podminek je mnohem
vys$si nez exprese mRNA GalR1 a GalR3. Akutni stres nevyvolal Zddné zmény v expresi
GalR2, zatimco exprese receptoru GalR1 se naopak zvysila a exprese receptoru GalR3 se
snizila. RGzné typy stresu vedly ke zméné exprese CRH receptort. V adenohypofyze jsme dale
sledovali kolokalizaci Gal a GalLP s ACTH. Nalezli jsme kolokalizaci galaninu s ACTH,
zatimco kolokalizace ACTH s galanin-like peptidem je pouze ojedinéla. Urcili jsme také

kolokalizaci ACTH s galaninovymi receptory.

V nasi studii zkoumajici aktivitu HPA osy v hypofyze u akutniho (jednorazového) a
chronického (opakovaného) stresu jsme demonstrovali rozdily v odpovédi na arovni CRH,
predevsim rozdily v expresi mRNA obou CRH receptorii. CRH knockoutované mysi vykazuji
zvyseni exprese receptort CRH-R2 a po aplikaci opakovaného stresu vykazuji zmény v
zavislosti na délce aplikace stresu. Nase vysledky tak svéd¢i o mozném zapojeni obou CRH

receptoril v regulaci stresové odpovédi.

V casti vénované expresi galaninovych receptorti v miSe mysi v modelu EAE a
stanoveni distribuce GalR1 v gliovych buiikéch, jsme pomoci imunohistochemické analyzy
odhalily expresi GalR1 v ependymalnich a endotelovych buiikach v mise, ptfi¢emz slaba
imunoreaktivita byla detekovana rovnéz v oligodendrocytech. Exprese mRNA GalR1 byla
snizena v michdch mysi s EAE, coz by mohlo pfedstavovat kompenza¢ni mechanismus proti
procestim zprostiedkovanym galaninem, které mohou byt skodlivé pro patofyziologii EAE.
Studium genové exprese a imunohistochemické detekce galaninovych receptorti v této praci

vsak nevysvétluji mechanismy plisobeni galaninu v patofyziologii EAE a RS.

Zavéry plynouci z vyse popsanych vysledkt 1ze shrnout nasledovné: v této disertaci
jsme prokézali v adenohypofyze pfitomnost galaninu, galanin-like peptidu a vSech tfi subtypt
receptorti galaninu a CRH a jeho receptort v hypofyze za fyziologickych podminek i po
aplikaci stresu. Prokézali jsme jako prvni v literatufe zapojeni galaninergniho a CRH systému
v adenohypofyze a hypofyze v regulaci stresu. Popsali jsme distribuci GalR1 v gliovych
bunikach v modelu EAE a potvrdili zapojeni galaninu do patofyziologie EAE a RS.
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